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1. Einleitung

1.1 Anatomie der Urethra und der Harnblase

1.1.1 Die Harnblase

Die Funktion der Harnblase, die einen Teil der ableitenden Harnwege (Abb. 1.1)
darstellt, besteht in der Speicherung und periodischen Abgabe des Urins.
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Harnblase

Urethra
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Abbildung 1.1 Ableitende Harnwege
Die ableitenden Harnwege bestehen aus Nierenbecken, Ureteren, Harnblase und
Urethra.

Sie liegt extra- bzw. praperitoneal im kleinen Becken und lasst sich in vier Teile
unterteilen: Apex, Corpus, Fundus und Cervix. Das Innenrelief besteht aus
Schleimhautfalten, die bei zunehmendem Fullungszustand verstreichen, dem Trigonum
vesicae, einem dreieckigen Schleimhautfeld am Blasengrund, das frei von
Schleimhautfalten ist, sowie der Uvula vesicae, welche eine zapfchenartige Erhebung
an der Cervix vesicae darstellt und als Abdichtung zur Urethra gilt. Histologisch besteht

die Wand der Harnblase aus der innenliegenden Tunica mucosa, der Tunica
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muscularis und der Tunica adventitia. Die Tunica mucosa ist aus einem als Urothel
bezeichnetem Epithel und der Lamina propria aufgebaut. Die Tunica muscularis
besteht aus dem Musculus detrusor vesicae und dem Musculus sphincter vesicae
internus. Die Tunica adventitia stellt umgebendes Bindegewebe dar.

Das Urothel wird aus Basalzellen, Intermediarzellen und Deckzellen (engl. umbrella
cells) gebildet. Die Funktion dieser Deckzellen st die Bildung einer
Permeabilitdtsschranke, die den Durchtritt von Harn und schéadlichen Stoffen verhindert
(Welsch, 2003) und die VergréRerung der Oberflache, um das Blasenvolumen dem
Fullungszustand der Harnblase anzupassen. Dieser Mechanismus beruht auf im
Zytoplasma befindlichen diskoiden Vesikeln, welche in die apikale Membran eingebaut
werden kénnen.

Der Musculus detrusor vesicae besteht aus drei spiralférmig laufenden Schichten
glatter Muskulatur. Er ist hauptverantwortlich fur die Entleerung der Harnblase. Auch
der Musculus sphincter vesicae internus besteht aus glatter Muskulatur, ist aber fur das
VerschlieRen der Blase zusténdig. Dieser Sphincter internus ist durch den Sympatikus
aktiviert, seine Kontraktion geschieht also unwillktrlich. AufRerhalb der Harnblase liegt
der aus quergestreifter Muskulatur bestehende Musculus sphincter urethrae externus,
welcher willkirlich Gber den Nervus pudendus die Miktion im Sinne eines ,Einhaltens®

beeinflusst (Bommas-Ebert et al, 2011).

1.1.2 Die Urethra

Die Harnrohre (Urethra) ist die Verbindung zwischen Harnblase und Aufl3enwelt und
liegt subperitoneal. Ihr Eingang ist blasenseitig durch den zuvor genannten Musculus
sphincter urethrae internus verschlossen. Sie endet im Ostium urethrae externum. Die
Funktion der mannlichen Harnréhre besteht sowohl in der Weiterleitung des Urins als
auch im Transport des Ejakulats. Das Ejakulat setzt sich aus den in den Hoden
gebildeten Spermien und Sekreten zusammen, die in den akzessorischen
Geschlechtsdriisen gebildet werden. Grob kann die mannliche Urethra in einen penilen
und einen pelvinen Teil unterschieden werden. Zusatzlich wird noch unterteilt in die
Pars prostatica, die Pars membranacea und die Pars spongiosa (Abb. 1.2 A). Die Pars
prostatica verlauft innerhalb der Prostata und ist der Harnréhrenanteil mit dem grof3ten
Durchmesser. Hier befindet sich zudem der Samenhuigel (Colliculus seminalis), in dem
die beiden Ductus ejaculatorii, die eine Verbindung aus Samenleiter (Ductus deferens)
und Ausfihrungsgang der Blaschendriise (Ductus excretorius) darstellen, miinden. Die
Pars membranacea verlauft durch den Beckenboden und wird bei der menschlichen
Urethra vom Musculus sphincter urethrae externus umschlossen. Sie stellt den

Ubergang vom pelvinen zu penilen Anteil der Harnrohre dar. Bei der Maus wird dieser
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Ubergang durch den Musculus ischiocavernosus und dem Musculus bulbocavernosus
definiert (Abb. 1.3 A). Die Pars spongiosa verlauft innerhalb des Corpus spongiosum.
Hier verlauft die Urethra an der ventralen Seite des Penis und wird von einem
Schwellkorper (Corpus spongiosum penis) umgeben. Kurz bevor die Urethra am
Ostium urethrae externum endet, weist sie noch eine Aufweitung, die Fossa navicularis
urethrae, auf. Bei Nagetieren gibt es aul3erdem das Os penis, welches eine knécherne
Struktur darstellt. Das Os penis ist dorsal der Harnréhre gelegen und erstreckt sich
mittig von Penisspitze zur Penisbasis (Knoblaugh and True, 2012; Treuting and
Kowaleska, 2012).

Trigonum vesicae

M. sphincter internus
Pars prostatica
M. levator ani

Prostata

Pars membranacea

M. transversus perinei
/ p

M. bulbocavernosus Pars spongiosa

A

Abbildung 1.2 Menschliche Urethra

(A) Die mannliche Urethra besteht aus der Pars prostatica, der Pars membranacea und
der Pars spongiosa. (B) Die weibliche Urethra besteht aus der Pars intramuralis und
Pars membranacea.

Die Urethra der Frau ist sowohl beim Menschen als auch beim Nagetier kiirzer als die
des Mannes. Das Ostium urethrae externum liegt in der Fossa clitoridis. Die Harnréhre
wird bei Frauen in die Pars intramuralis, die innerhalb der Harnblasenwand verlauft,
und die Pars membranacea unterteilt (Abb. 1.2 B und Abb. 1.3 B). Auch beim
weiblichen Nagetier gibt es eine dem Os penis ahnliche Struktur, welche zusammen
mit der Urethra das Schwellkérpergewebe der Klitoris durchlauft.

Histologisch ist die Wand der Urethra aufgeteilt in Tunica mucosa, Tunica muscularis,
bestehend aus schraubenférmig angeordneter glatter Muskulatur, und einer Tunica

adventitia. Die Tunica mucosa enthalt eine Lamina propria und Epithel. Die Lamina



propria ist eine Bindegewebsschicht mit vendsen GefalRen, das Epithel ist im Verlauf
der Harnr6hre unterschiedlich aufgebaut: In dem proximal gelegenen Anteil befindet
sich, wie in der Harnblase auch, Urothel, die distale Tunica mucosa besteht aus
mehrschichtigem, unverhorntem Plattenepithel (Romih et al., 2005).

J
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Abbildung 1.3 Murine Urethra

(A) Bei der Maus ist die ménnliche Urethra in einen pelvinen Anteil und einen penilen
Anteil aufgeteilt. (B) Die weibliche murine Urethra hat einen ahnlichen Verlauf wie die
menschliche.

1.2 Gustatorische Transduktionskaskade

1.2.1 Anatomie der Zunge

Die Zunge ist ein Muskelorgan, welches in drei Teile unterteilt werden kann: Apex
(Spitze), Corpus (Korper) und Radix (Wurzel). In der Mitte verlauft der sulcus terminalis
von oral nach aboral, der im Foramen caecum endet. Histologisch besteht die Zunge
aus mehrschichtig unverhorntem Plattenepithel und Geschmacksknospen (Abb.1.4).
Letztere sind in sogenannten Papillen formiert. Von diesen gibt es vier verschiedene
Arten. Die Papillae filiformes sind flr die Wahrnehmung mechanischer Stimuli
verantwortlich. Die Papillae fungiformes, foliatae und vallatae hingegen nehmen
Geschmacker war. Eine Geschmacksknospe besteht aus den
Geschmackssinneszellen oder Geschmackszellen und Basalzellen, sowie afferenten
Nervenfasern, Uber die die Reizweiterleitung erfolgt. In ihnen enden sensorische
Nervenfasern des N. glossopharyngeus (Papillae vallatae) und N. facialis (Papillae
fungiformes und foliatae). Es gibt drei Typen von Geschmackszellen Typ I, Typ Il und
Typ lll. Typ | Zellen bilden hier eine Gruppe der die Signalkaskade unterstiitzenden
Zellen und haben &hnliche Charakteristika wie Gliazellen (Lawton et al., 2000). Typ Il
Zellen sind fur die Wahrnehmung von bitter, umami und suf3 zustandig und Typ llI
Zellen nehmen saure und salzige Stimuli wahr (Lewandowski et al., 2016; Chang et al.,
2010).
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Abbildung 1.4 Geschmacksknospe

Geschmacksknospe bestehend aus den Geschmackssinneszellen und Basalzellen,
sowie afferenten Nervenfasern, Uber die die Reizweiterleitung erfolgt.

Die Papillae circumvallatae findet sich bei Nagetieren auf Héhe des Foramen caecum.
Die Funktion der Zunge ist nicht nur die Geschmackswahrnehmung, sondern auch die
Zerkleinerung der Nahrung und deren Transport nach aboral, sowie die Artikulation bei
Menschen.

1.2.2 Bitter, sif3, umami

Bitter, sUf3, umami, salzig, sauer und fettig sind die sechs von Geschmacksknospen
wahrnehmbaren Geschmacksqualitaten (Chaudhari and Roper, 2010) (Abb. 1.5). In
Typ Il Geschmackszellen in oropharyngealen Geschmacksknospen werden die
Qualitaten bitter, siR und umami durch eine Geschmackssignaltransduktionskaskade
wahrgenommen. Diese Geschmackssignaltransduktionskaskade beginnt mit an G-
Proteine gekoppelte Geschmacksrezeptoren (,Taste receptor®, TasR) und beinhaltet
auBBerdem das geschmacksspezifische G-Protein a-Gustducin, Phospholipase Cp2
und den Kationenkanal TRPM5 (Transient Receptor Potential Cation Channel
Subfamily M Member 5) (Chaudhari and Roper, 2010). Es kommt zu einer Erh6hung
der intrazellularen Calcium-Konzentration ([Ca*]) aus dem endoplasmatischen
Retikulum, welches anschlie3end zur Aktivierung der TRPMS5 fuhrt. Hierdurch kann

Natrium in die Zelle gelangen, was zur Depolarisation der Zelle fuhrt.
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Abbildung 1.5 Gustatorische Geschmackskaskade

Die gustatorische Geschmackskaskade besteht aus einem G-Protein gekoppeltem
Geschmacksrezeptoren (TasR), welcher (ber die Aktivierung von Gustducin
(G-Protein) zur Erhdéhung der intrazellularen Calcium-Konzentration fuhrt. Aktiviert wird
a-Gustducin durch den Austausch von GDP (Guanosindiphosphat) durch GTP
(Guanosintriphosphat) und die Spaltung des Gustducins in seine a- und seine By-
Untereinheit. AnschlieRend wird PLCB2 aktiviert, welches durch Offnung von im ER
(Endoplasmatischem Retikulum) gelegenen Calciumkandlen zur Erhéhung der
intrazellularen Calcium-Konzentration fuihrt. Dies wiederum fihrt zur Offnung von
TRPM5-Kanalen und zur Depolarisierung der Zelle.

1.2.3 Salzig

Im Gegensatz dazu fihrt Salz (NaCl) durch Einstrémen in lonenkanalen direkt zu einer
Depolarisation der Zellen. Der lonenkanal, der schon seit Langem fur die
Wahrnehmung salziger Stimuli bekannt ist, ist der Amilorid-sensitive epitheliale
Natriumkanal (epithelial Na channel, ENaC) (Heck et al., 1984; Avenet and Lindemann,
1988; Lindemann et al., 1998; Lin et al., 1999; Lindemann, 2001; Chandrashekar et al.,
2010). Abgesehen von der Zunge ist ENaC lberwiegend in epithelialen Zellen der
Nieren, des Kolons, der Lunge und verschiedener Driisen exprimiert, in denen er der
Hauptregulator der Salzabsorption und somit essentiell fir den Flussigkeitshaushalt ist
(Duc et al., 1994; McDonald et al., 1995; Garty and Palmer, 1997). In der Zunge ist
ENaC in den Typ llI-Zellen der Geschmacksknospen zu finden. Hier kommt es beim
Einstrom von NaCl in die Zelle zu einem Einstrom von Calcium durch
spannungsabhangige Calciumkanale (Lewandowski et al., 2016).

Zudem ist ENaC auch im Urothel exprimiert (Carattino et al., 2005; Du et al., 2007,
Birder et al.,, 2010; Birder and Andersson, 2013). Der lonenkanal besteht aus drei

Untereinheiten (a, B, y) (Canessa et al., 1994), welche durch die Gene Scnnla,
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Scnnlb und Scnnlc kodiert sind. Auch eine vierte d-Untereinheit mit eigenstandigen
Merkmalen wurde identifiziert. Das Vorhandensein dieser Untereinheit &ndert den
biophysikalischen Charakter sowie die molekulare Regulation dieses lonenkanals. In
Mausen konnte diese Untereinheit allerdings nicht nachgewiesen werden, sodass die
physiologische Funktion zum aktuellen Zeitpunkt noch unklar bleibt (Giraldez et al.,
2012; Wichmann et al., 2018). ENaC ist ein konstitutiv aktiver lonenkanal. Trotzdem
sind seine Expression, Dichte in einer Membran, sowie sein Offnungsverhalten streng
durch extrinsische und intrinsische Faktoren reguliert. Dazu gehdren Hormone,
intrazellulare Kinasen und intramembrane Lipide sowie die extrazellulare
Natriumkonzentration, pH-Werte und mechanische Stimuli (Chraibi and Horisberger,
2002; Althaus et al., 2007; Baines, 2013; Kleyman et al., 2018). Die lonenleitfahigkeit

ist auf einwertige Kationen begrenzt (Li* > Na® > K*) (Kellenberger und Schild, 2002).

1.2.4 Fettig

Fur die Wahrnehmung von LCFA (long chain fatty acids, langkettige Fettsauren) sind
unter anderem die G-Protein gekoppelten Proteine CD36 (Thrombozytenglykoprotein
4) GPR40 (FFAR1, free fatty acid receptor 1) und GPR120 (FFARA4, free fatty acid
receptor 4) verantwortlich (Chaudhari and Roper, 2010). Die Aktivierung dieser fuhrt
zu einem Anstieg der intrazellularen Calcium-Konzentration (Cartoni et al. 2010;
DiPatrizio 2014). CD36 ist bei Mausen tberwiegend in den Papillae circumvallatae zu
finden (Chevrot et al., 2013). GPR40 findet sich nicht nur in Geschmacksknospen,
sondern z. B. auch in den Betazellen der Langerhansinseln des Pankreas, wo es zur

Regulierung des Blutzuckers beitragt (Edfalk et al., 2008).

1.2.5 Sauer

Nichtselektive Kationenkanale, welche aus polycystic kidney disease 2-like 1 protein
(PKD2L1) und polycystic kidney disease 1-like 3 protein (PKD1L3) bestehen, werden
als Kandidaten fur die Wahrnehmung von sauren Stimuli betrachtet (Huang et al.,
2006; Ishimaru et al., 2006; Lopezjimenez et al., 2006; Chaudhari and Roper, 2010).
Sie gehoéren zur Gruppe der TRP-Kanale (transient receptor potential), werden jedoch
nicht in den gleichen Zellen exprimiert, wie TRPM5 (Huang et al., 2006). Weiterhin
werden saure Stimuli Uber Otopetrin-1 wahrgenommen, welches ebenfalls in den
Geschmacksknospen von Mausen nachgewiesen wurde (Zhang et al., 2019).

Sauer, in Form von Wasserstoff-lonen (H"), wirkt ebenfalls als Stimulus auf Typ llI-

Geschmackszellen (Huang et al., 2008).
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1.3 Extraorale chemosensorische Zellen

Die in dieser Arbeit untersuchten Zellen sind eine Form von extraoralen
chemosensorischen Zellen, welche z. B. im Respirations-, Gastrointestinal- und
Urogenitaltrakt beschrieben sind. Diese cholinergen epithelialen Zellen exprimieren
Advillin, ein Strukturprotein, das in Mikrovilli zu finden ist. Diese Zellen wurden
ursprunglich im Respirationstrakt als ,Burstenzellen® (,brush cells“) bezeichnet,
weshalb dieser Begriff zunachst auch fir die advillin-positiven, cholinergen,
chemosensorischen Zellen der Urethra (urethrale Birstenzellen, urethral brush cells,
UBC) (Deckmann et al., 2014) Ubernommen wurde. Einige Zeit wurde der Begriff
UCCC (urethral cholinergic chemosensory cells) fir sie verwendet. Aktuell werden
diese Zellen als urethral tuft cells (UTC) bezeichnet. Da diese Arbeit vor der
Umbenennung begonnen wurde, wird im weiteren Kontext der Begriff UBC genutzt.
Wie auch die Typ Il Geschmackszellen enthalten diese Birstenzellen auRerdem die in
1.2.2 beschriebene Geschmackssignaltransduktionskaskade (TasR, a-gustducin,
PLCB2, TRPM5) (Hofer et al., 1996; Hofer and Drenckhahn, 1998; Finger et al., 2003;
Krasteva et al., 2011, 2012; Deckmann et al., 2014; Schitz et al., 2015). Am meisten
erforscht sind die Burstenzellen im murinen Gastrointestinaltrakt sowie in murinen
Atemwegen. Hier wurde ein Zusammenhang zu einer Immunabwehr in Form einer
Interleukin-25  (IL-25)-Sekretion auf Hermithen (mehrzellige endoparasitare
Organismen oder auch “Wirmer”) nachgewiesen (Hendel et al., 2022). Weiterhin wird
beschrieben, dass sie Cytokeratin-18 (CK18) enthalten, welches auch in reifen
Neuronen zu finden ist (Luciano et al., 2003). Sie reagieren auf bittere Substanzen und
bakterielle Produkte mit einer Ausschittung von Acetylcholin (ACh) und initiieren
Reflexe, welche an verschiedenen Korperoffnungen als Abwehrmechanismus
fungieren (Finger und Kinnamon, 2011; Lee und Cohen, 2015; Deckmann und
Kummer, 2016; Perniss et al., 2021). In der Trachea zum Beispiel wird durch die
Burstenzellen bei Exposition mit pathogenen Keimen iber ACh eine Erhéhung der
Zilienaktivitat und somit eine Erhdéhung der Partikeltransportgeschwindigkeit erreicht
(Perniss et al., 2023). Mit dem ,Wachterkonzept® Ubereinstimmend ist die Tatsache,
dass UBC auf hitze-inaktivierte uropatogene Escherichia coli reagieren und eine
Verbindung zu Nervenfasern haben (Deckmann et al.,, 2014). Die Applikation der
Bittersubstanz Denatonium in das Urethralumen fuhrt reflexartig zu einer
Detrusoraktivitat, die auch als protektiver Reflex gedeutet werden kann, da potentiell
schéadliche Stoffe durch die Miktion aus der Urethra entfernt werden (Deckmann et al.,
2014; Kummer und Deckmann, 2017). Zudem konnte vor Kurzem nachgewiesen
werden, dass eine TRPM-5 abhéngige neurogene Entziindungsreaktion uber

nikotinische ACh-Rezeptoren auch durch die urethralen BC ausgeltst werden kann
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(Schmidt P., 2021). Dies wird als zusatzliche Schutzfunktion interpretiert.

1.4 Ziel der Arbeit

Die meisten cholinergen UBC sind polymodale chemosensorische Zellen, welche
sowohl auf bittere Substanzen als auch auf Glutamat mit einer Erhohung der
intrazellularen Calcium-Konzentration reagieren ([Ca®']) (Deckmann et al., 2014). Dies
unterscheidet sie von den Typ II-Geschmackszellen, die entweder auf bitter, was einen
aversiven Stimulus darstellt, oder auf umami, was einen attraktiven Stimulus darstellt,
reagieren (Nelson et al.,, 2001; Chaudhari and Roper, 2010). An der urethralen
Schleimhaut stellen beide Substanzen mdogliche schadliche Stoffe dar, da viele
bakterielle Produkte bittere Qualitdten haben und frei Aminosauren (z. B. umami) das
Bakterienwachstum im Urin fordern.

Ziel dieser Arbeit war es, zu untersuchen, ob UBC dazu in der Lage sind, auf Stimuli
mit den Qualitaten fettig, sauer und salzig zu reagieren. Zum einen, um die Datenlage
zu erganzen, und zum anderen um hieraus im Weiteren Hypothesen Uber eine
Veranderung der Miktionsfrequenz bei Konzentrationsanderung des Urins aufstellen zu

kdnnen.


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcell.2018.00089/full#B15
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcell.2018.00089/full#B47
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcell.2018.00089/full#B12

2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Tiere

Fur die Versuche wurde ein transgener ChAT(Bac)-eGFP-Mausstamm (B6.Cg-
Tg(RP23-268L19-EGFP)2Mik/J (ChAT-eGFP); Stock: 00790 RRID:

IMSR_JAX:007902) verwendet, bei dem alle ChAT-produzierenden Zellen im
Fluoreszenzmikroskop durch ihre griine Fluoreszenz identifiziert werden kénnen. Dies
kommt dadurch zu Stande, dass eine artifizielle Sequenz (Bacterial-Artificial
Chromosome = BAC) in das Genom eingeschleust wurde, in der die Expression des
verstarkt grunfluoreszierenden Proteins (eGFP) durch den ChAT Promoter getrieben
wird (Tallini et al, 2006).

Zudem wurden Mause, welche tdTomato, ein hellrot fluoreszierendes Protein, unter
dem Promoter von Sodium Channel Epithelial 1 Subunit Alpha (Scnnla), also der
kodierenden Gensequenz der a-Untereinheit des ENaCs, exprimieren, verwendet (Guy
et al, 2015). Die tdTomato-Mause wurden durch J. Guy und J. Staiger (Institut fur
Neuroanatomie, Georg-August-Universitat Gottingen) zur Verfigung gestellt.

Es wurden sowohl weibliche als auch mannliche Mause im Alter zwischen 8 und 48
Wochen (n=36) und mit einem Gewicht zwischen 20 g und 50 g verwendet.

Alle Mause wurden unter standardisierten spezifiziert pathogen-freien Bedingungen,
mit einem 14 zu 10 Stunden Hell-Wach-Rhythmus und Futter- und Wasserversorgung
ad libitum im Zentralen Tierlabor der Justus-Liebig-Universitat gehalten. Die Tiertétung
wurden von der lokalen Behorde registriert (Regierungsprasidium Giel3en,
Deutschland; #A60/2012, #572_M).
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2.1.2 Primare Antikorper

Tabelle 2.1 Liste der verwendeten Priméarantikdrper

Antigen Wirt Verdinnung | Code Firma | RRID
a-Gustducin | Kaninchen, 1:3000 Sc-395 Santa AB_ 673678
polyclonal Cruz
ChAT Ziege, 1:250 #2661265 | Merck | AB 2314165
polyclonal

PKD2L1 Kaninchen, 1:400 Inada et nicht
polyclonal al. eruierbar

2008

GPR120 Kaninchen, 1:800 #ab75313 | Abcam | AB 1523706
polyclonal

GPR40 Kaninchen, 1: 500 #ab75197 | Abcam | AB 1523713
polyclonal

2.1.3 Sekundare Antikorper

Tabelle 2.2 Liste der verwendeten Sekundarantikdrper

Antigen Wirt Konjugat | Verdlinnung Firma RRID

Ziegen-1gG Esel Cy3 1:800 Chemicon AB_10978622

Kaninchen- Esel Cy3 1:2000 Chemicon AB_1086399

IgG

Ratten-lgG Esel Cy3 1:1000 Dianova AB_2340666

Huhn-lgY Esel FITC 1:2000 Dianova AB_2340356

Cy3 = Cyanin 3, orange fluoreszierend

FITC= Fluorescein
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2.1.4 Primer
Tabelle 2.3 Liste der verwendeten Oligonukleotide fur die qualitative RT-PCR

Gen Primer Basen- Gendaten-
paar- bank-
lange (bp) | nummer

Scnnla | Forward 82 NM_011324.2

GCAGTTTGCTTTGCTGTTCGAGGA
reverse
AGACCAGCTTGTCCGAATTGAGGT
Scnnlb | Forward 115 NM_00127202
TCCAGGCCTGTCTTCATTCCTGTT 3.1
reverse
TGGGAAGTCCCTGTTGTTGCAGTA
Scnnlg | Forward 150 NM_011326.3
TGACCTGCTTCTTCGATGGGATGT
reverse
ACTTGCAGACCATACTCACTGCCT

B2- Forward 192 NM_009735

microglo | ATTCACCCCCCACTGAGACTG

bulin reverse

GCTATTTCTTTCTGCGTGCAT
B-aktin Forward 300 NM_007393.2
GTGGGAATGGGTCAGAAGG
reverse
GGCATACAGGGACAGCACA
eGFP Forward 180

AAG TTC ATC TGC ACC ACC G
reverse
TCC TTG AAG AAG ATG GTG CG
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2.1.5 Loésungen und Puffer
Agua ad injectabilia (Ampuwa® (B. Braun, Melsungen, Deutschland)).

Wasser zum Aliquotieren der Substanzen

Dispase

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland

HBSS (Hank’s Balanced salt solution)

Life technologies, Carlsbad, Kalifornien

HEPES-Ringer-Puffer

5,6 mM KCI (Kaliumchlorid, Sigma-Aldrich), 136,4 mM NaCl (Natriumchlorid, Carl
Roth), 1 mM MgCl, (Magnesiumchlorid, Sigma-Aldrich)* 6H,O0, 2,2 mM
CacCl,(Calciumchlorid, Roth)* 2H,0, 11 mM Glucose (Sigma-Aldrich), 10 mM HEPES
(Sigma-Aldrich); eingestellt auf pH 7,4 mit 1 M NaOH (Merck)

Losung A
31,2 g Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat (Carl Roth, Karlsruhe) werden in einem
Liter Aqua dest. geldst und bei 4°C gelagert.

Ldsung B
35,6 g Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat (Carl Roth, Karlsruhe) I6st man in einem
Liter destillierten Wassers. Bei Raumtemperatur gelagert.

Phosphatpuffer (PP), 0,1 M
115 ml Lésung A und 385 ml Lésung B werden gemischt, 500 ml Aqua dest.

hinzugefiigt und ein pH-Wert von 7,4 eingestellt.

Phosphate buffered saline (PBS), 0,1 M

137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 12 mM Gesamt-Phosphat (NaCl 8 g, KCl 0,2 g, Na,HPO,
1,42 g (Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat, Carl Roth), KH,PO, 0,27 ¢
(Kaliumdihydrogenphosphat, Sigma Aldrich) auf einen Liter destilliertes H,0);
eingestellt auf pH 7,4 mit 1 M NaOH (Merck)

PBS+S
Die Herstellung ist wie die des PBS, jedoch werden 44,8 g statt 22,4 g Natriumchlorid

zugesetzt
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Tyrode-lll-Puffer
130 mM NacCl, 10 mM HEPES, 10 mM Glucose,5 mM KCI, 1 mM MgCl,, 8 mM CacCl,,
10 mM Natriumpyruvat, 5 mM NaHCO; gel6st in 0,2 M PP, pH 7,4

Paraformaldehyd (PFA) 4 % in 0,1 M Phosphatpuffer pH 7,2-7,4

40 g Paraformaldehyd auf 500 ml destilliertes H20 werden langsam auf 70°C erhitzt,
dann mit einigen Tropfen 2 M NaOH zu einer klaren Losung gebracht. Nach Erkalten
werden 500 ml 0,2 M PP dazugegeben und der pH auf 7,4 eingestellt. Alle Reagenzien

sind von Merck.

Zamboni-Fixans
2% PFA (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) und 15% gesattigter Pikrinsaure (Merck,
Darmstadt, Deutschland) gel6st in 0,1 M PP und auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt.

Histoblockldsung
Schweineserum (10%), Rinderserum (BSA) (0,1%) und Tween 20 (0,5%; alle von
Merck, Darmstadt, Deutschland) wurden in PBS werden gelést.

Gepuffertes Glycerol

Glycerol und Puffer (50 ml 0,5 M Natriumhydrogencarbonatlésung, mit 0,5 M
Dinatriumcarbonat auf pH 8,6 eingestellt; alle Reagenzien von Sigma Aldrich) werden
im Verhaltnis 2:1 gemischt.

Vorspulldsung

In einem Liter Aqua dest. werden 25 g Polyvinylpyrrolidon (Carl Roth; Karlsruhe), 9 g
Natriumchlorid (Carl Roth, Karlsruhe), 2 ml/l Heparin in Wasser (10000 I.E.,
Ratiopharm, Ulm, Deutschland) und 5 g Procainhydrochlorid (Merck, Darmstadt) gelost
und vermischt (Forssmann et al., 1977). Ein pH-Wert von 7,4 wird eingestellt. Vor dem
Gebrauch wird die Lésung durch zwei Membranen mit 3 ym und 0,6 pym grof3en Poren
filtriert.
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2.2 Methoden

2.2.1 Totung der Mause

Fur die Immunhistochemie und zwecks Zellisolierung fir Calciummessung und RT-
PCR wurden die Mause durch zervikale Dislokation nach vorausgegangener Inhalation
einer Uberdosis von Isofluran (Abbott, Wiesbaden, Deutschland) getotet. Danach
wurde das Abdomen erdffnet und das Tier mittels Durchtrennung von Aorta und Vena
cava inferior ausgeblutet.

Fur die Entnahme der Zunge wurde die Mandibula entfernt und die Zunge mdglichst
weit proximal bzw. aboral herausgetrennt. Das Duodenum wurde enthommen, indem
man den Bauchraum 6ffnete und den ersten Zentimeter aboral des Magens abtrennte
und aufarbeitete. Zum Entnehmen der Urethra wurde der Beckenring in der Symphyse
getrennt und die Urethra langsam, von der Harnblase beginnend vom umliegenden

Bindegewebe geldst.

2.2.2 Probengewinnung und -verarbeitung fur die Immunhistochemie

Fur die Immersionsfixierung wurden die Gewebe, Zunge (n=3), Duodenum (n=3) und
Urethra (n=6), zunachst entnommen und entweder in Zamboni-Fixans (n=6) oder in 4%
Paraformaldehyd (PFA) (Merck) (n=6) fixiert.

Fur die Histologie wurden die Tiere auch perfundiert. Hierzu wurden die Mause
ebenfalls durch Isofluranbetaubung und zervikale Dislokation getdtet, allerdings nicht
ausgeblutet, sondern der Thorax wurde erdffnet, das Herz freigelegt und Uber einen
Schnitt eine Kandle in den linken Ventrikel eingebracht. Um das Blut aus dem Kreislauf
zu waschen, wurde als nachstes mit einer Vorsplllésung gespiilt. Daraufhin wurde der
Korper entweder mit Zamboni-Fixans oder 4% PFA gel6st in 0,1 M Phosphatpuffer
[PP] (bestehend aus 0,2 M Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat und 0,2 M
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat, beides Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland, in
Aqua dest., pH 7,4) fixiert und die Zunge (n=4), das Duodenum (n=6) und die Urethra
(n=9) entnommen.

Die nicht perfundierten Gewebe blieben zur Immersionsfixierung ca. 24 h in 4% PFA
oder in Zamboni-Fixans bei Raumtemperatur auf einer Wippe (Hecht-Assistent,
Sondheim v.d. Rhon, Deutschland). Das perfundierte Gewebe hingegen blieb ca.
weitere 6 h im jeweiligen Fixans. Das weitere Vorgehen war bei allen Geweben gleich:
Es wurde mehrmals taglich fur 2-3 Tage mit 0,1 M PP (pH 7,4) gewaschen.
Anschlielend wurde das Gewebe lber Nacht in 18 % Saccharose (Merck, Darmstadt,

Deutschland) in 0,1 M PP gelagert. Das Gewebe wurde auf einem Filterpapier
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(Whatmen, GE Healthcare, Chalfont St. Giles, Grof3britannien) im Einbettmedium
(Tissue-Tek O.C.T. Compound, Sakura, Alphen aan den Rijn, Niederlande) durch
Tauchen in durch flussigen Stickstoff gekihltes Isopentan (Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland) eingefroren, in Parafilm (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
gewickelt und bei -20°C gelagert. Das Gewebe wurde in 11 um dicke Kryoschnitte
geschnitten (Microm HM 560, MICROM International GmbH, Walldorf, Deutschland)
und auf SuperFrost Plus Objekttrager (Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland)

aufgezogen.

2.2.3 Immunhistochemie

Das bei 4°C auf die Objekttrager gezogene Gewebe wurde eine Stunde bei
Raumtemperatur trocknen gelassen und anschlieBend, um unspezifische
Proteinbindungsstellen abzusattigen, mit einer Blocklésung bestehend aus 10%
Pferdeserum (PAA, Codlbe, Deutschland), 0,5% Tween 20 (Aldrich, Steinheim,
Deutschland) und 10% Rinderserumalbumin (BSA; Sigma Aldrich, Steinheim,
Deutschland) in PBS+S (0,005 M PP, pH 7,4, mit 44,8 g NaCl) bedeckt. Daraufhin
wurden die Schnitte mit den Primarantikérpern (siehe Tabelle 2.1.2) entsprechend der
zuvor an Positivkontrollen ermittelten optimalen Konzentrationen, verdinnt mit PBS mit
doppeltem Salzgehalt (PBS+S), benetzt und tber Nacht in einer dunklen, feuchten
Kammer inkubiert. Um die Spezifitat der Sekundarantikdrper zu prifen, wurde eine
Gruppe mit PBS+S anstatt mit Primarantikorpern benetzt. Die Antikdrper wurden
aulBerdem an Positivkontrollen, also an Geweben, in denen der Antikérper bereits
sicher nachgewiesen wurde, getestet. Zusatzlich wurde bei vielen Schnitten DAPI,
welches ein DNA-bindender Farbstoff ist, zugesetzt, sodass Zellkerne blau
fluoreszierten.

Nach einer Inkubationszeit von 12-24 Stunden wurde die Loésung mit Hilfe einer Pumpe
abgesaugt und zum vollstandigen Entfernen nicht gebundener Antikdrper zweimal fur
10 min in eine mit PBS gefiillte Kiivette gestellt. Die Schnitte wurden daraufhin mit in
PBS+S geltsten Sekundarantikorpern (siehe Tabelle 2.1.3) benetzt und eine Stunde in
einer dunklen, feuchten Kammer bei 30°C inkubiert. Daraufhin wurden die Schnitte
erneut fur zweimal 10 min in einer Kivette mit PBS+S gewaschen und in 4% PFA fir
10 min fixiert. Nach erneutem Waschen der Schnitte fir zweimal 10 min in PBS wurden
diese mit 30 pl carbonatgepufferten Glycerol (1:1, pH 8,6) benetzt und mit Deckglasern
bedeckt.
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2.2.4 Fluoreszenzmikroskopische Auswertung

Die Auswertung der angefertigten immunhistochemischen Schnitte erfolgte an einem
Fluoreszenzmikroskop (Axioplan 2 Imaging mot, Carl Zeiss AG, Gottingen,
Deutschland). Die fur die Fluorophore FITC, DAPI, und Cy3 verwendeten Filter sind in
Tabelle 2.5 charakterisiert. Die fluoreszenzmarkierten Zellen wurden aufgesucht und
mit Hilfe des Programms Axio Vision 4.8.2 (Carl ZeissVision GmbH, Géttingen,
Deutschland) fotografiert. Hierbei suchte man die Zellen, die sowohl im 460-490 nm als

auch im 525-556 nm Filter reagierten.

Tabelle 2.4 Verwendete Filter fir das Fluoreszenzmikroskop

Fluorochrom | Anregungsfilter Dichroischer Spiegel | Sperrfilter
(nm) (nm) (nm)
DAPI 340-380 400 435-685
Cy3 525-556 555 570-650
FITC 460-490 505 515-550

2.2.5 Gewebevorbereitung fir RT-PCR

Fur RT-PCR Untersuchungen am Gesamtgewebe wurden, nachdem die Mause (n=6)
getotet und die Urethra sowie die Niere prapariert waren, die Organe in Lysispuffer
(RLT-Puffer, Qiagen, Hilden, Deutschland) mit 1% [(-Mercaptoethanol (Invitrogen)
Uberflihrt. Das Gewebe wurde anschliel3end durch eine Kugelmihle (MM 300, Retsch,

Haan) 3 min lang bei 30 bps (Schiittelschritte pro Sekunde) zerkleinert.

2.2.6 Zellisolierung fir RT-PCR, Calciummessungen an isolierten Zellen und Next

Generation Sequencing

Zur Zellisolierung fur Calciummessung an isolierten UBC, RT-PCR und Next
Generation Sequencing an UBC wurden die Urethrae (n=19 bzw. n=6) sofort nach
Entnahme in Dispase, gelost in HBSS, gegeben und 30 min bei 37°C im Temperierbad
(Frigomix 1496, B. Braun, Melsungen, Deutschland) inkubiert. AnschlieRend wurde das
Gewebe mit einer Pipette dissoziiert und 5 min bei 600 rpm zentrifugiert (Heraeus
Sepatech, Hanau, Deutschland). Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet in einer
Mischung aus Trypsin (Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland) und PBS (Verhaltnis
1:1) 5 min bei 37°C im Wasserbad inkubiert und anschlieRend erneut dissoziiert. Diese
Mischung wurde erneut 5 min bei 600 rpm zentrifugiert, der Uberstand verworfen und
das Pellet in PBS gewaschen. Die Zellsuspension wurde anschlieend durch ein 70
pm Sieb (BD, Bedford, USA) laufen gelassen und das Ubrig gebliebene Material erneut
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5 min bei 600 rpm zentrifugiert und der Uberstand verworfen.

Zur Zellisolierung wurden ChAT-eGFP Mause verwendet. Der ChAT-Promotor ist in
cholinergen chemosensorischen Zellen dieser Tiere konstitutiv aktiv (Tallini et al.,
2006). Daher exprimieren die UBC konstitutiv eGFP, weshalb es méglich ist, die UBC
mittels Durchflusszytometrie zu identifizieren und anzureichern bzw. sie mit einem
Fluoreszenzmikroskop zu identifizieren. Die Sortierung mittels Durchflusszytometrie
erfolge in Zusammenarbeit mit der FACS Core Facility der Justus-Liebig-Universitat
Giel3en.

2.2.7 RT-PCR

Mit Hilfe des RNeasy Mini Kits (Qiagen) wurde die RNA aus Gewebe oder aus
isolierten und sortierten Zellen isoliert und ihre Konzentration fotometrisch bestimmt
und dann auf 1 pg/pl Ampuwa® verdiinnt.

Genomische DNA wurde durch einen DNase-Verdau abgebaut, bei dem zunéchst 1
pg/ul der isolierten DNA, 1 pl DNase-I /1U/ul (Invitrogen), 1 pl 10x DNase | Reaction
Buffer (Invitrogen) und 8 pl Ampuwa® fir 15 min bei 25 °C inkubiert wurden.
AnschlieRend wurde 1 pl Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA; 25 mM, pH 8,0,
Invitrogen) zugegeben und die DNAse fir 10 min bei 65 °C aktiviert.

Um die mRNA in cDNA umzuschreiben, wurde der Ansatz mit 1 ul Oligo-dTS (0,5
pg/ul, Eurofins MWG Operon) gemischt und fur 10 min bei 65 °C inkubiert. Nachdem
dies 5 min auf Eis gekihlt wurde, wurden 4 pl 5x First Strand Buffer (Qiagen), 1 pl
dNTP-Mix (10 mM, Qiagen) und 2 pl Dithiolthreitol (DTT, 0,1 M; Invitrogen)
hinzugegeben. Dieses Gemisch wurde fir 2 min auf 42 °C erhitzt. Daraufhin wurde 1 pl
Superscript Il Reverse Transkriptase (100 U/ul, Qiagen) hinzugegeben und bei 42 °C
far 50 min inkubiert. Der Ansatz wurde schlieRlich fir 10 min bei 72 °C erhitzt, um die
reverse Transkriptase zu inaktivieren.

Es wurde jeweils 1 pl cDNA mit 0,5 pl eines intronspannenden Forward- und
Reverseprimerpaares (Primer siehe Tabelle 2.4), sowie 0,5 pl 10x PCR Buffer Il, 2 ul
MgCl,, 0,5 ul dNTPs (10 mM), 0,1 pl AmpliTag (5 U/ul, alle verwendeten Reagenzien
von Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) und 17,9 pl H,O hinzugegeben. Die
Amplifikation erfolgte in einem Thermocycler (Eppendorf Mastercycler Personal,
Hamburg) nachfolgendem Protokoll: Die Doppelstrang-DNA  wurde durch
zwolfmindtiges Erhitzen auf 95 °C geschmolzen und dadurch das Enzym AmpliTaq
Gold Polymerase aktiviert. Anschliel3end wurden 40 Zyklen durchlaufen, die folgenden
Ablauf und Temperaturen hatten: 30 s bei 95°C, um die Doppelstrang-DNA zu
schmelzen, 30 s bei 58-61°C (spezifische Anlagerungstemperatur fir jedes

Primerpaar), 30 s bei 72°C zur DNA-Synthese. Daraufhin wurde, um die noch nicht
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abgeschlossene Synthese von DNA-Fragmenten abzuschliel3en, die Temperatur bei
72°C fur 7 min gehalten. Durch eine Elektrophorese in einem 2% TRIS-Azetat-EDTA-
Agarose-Gel (20 g/l Agarose (Genagarose L.E.; INNO-TRAIN Diagnostik GmbH,
Kronberg, Deutschland), 482 g/l TRIS (USB, Cleveland, USA), 104,2 ml/l Eisessig
(Merck, Darmstadt, Deutschland), 200 ml/l 0,5 M EDTA (Invitrogen), ad 1 | H,O) wurde
die GroR3e der PCR-Produkte Uberprift. Es wurden 25 pl der PCR-Produkte mit 5 pl
Ladepuffer (0,1 g Orange dye; (Sigma), 5,88 ml 87%iges Glycerol (Sigma), 250 pl
TRIS-HCI-Puffer (pH 8,0), 1 ml EDTA-L6sung (pH 8,0; Sigma), ad 10 ml H,0)
vermischt und in das Gel aufgetragen. Durch eine horizontale Elektrophorese in einer
Peglab-Kammer (Modell 40-1410, Peglab, Erlangen, Deutschland wurden die PCR-
Produkte) fir 45 min mit einer Spannung von 150 V aufgetrennt. Als Marker dienten 10
ul 100 bp DNA Ladder (Invitrogen). UV-Licht (Renner, Deutschland) wurde benutzt, um
die PCR-Fragmente zu detektieren. Wasser statt cDNA diente als Kontrolle, ob die
AmpliTag-Lésung mit DNA verunreinigt war. Es wurden Reaktionen mit einem
Primerpaar B2-Mikroglobulin durchgefiihrt, um den Erfolg der RNA-Isolierung und
cDNA-Synthese zu Uberprifen.

2.2.8 Calciummessung an isolierten UBC

Auf das nach der in 2.2.6 beschriebenen Zellisolierung tbrig gebliebene Zellpellet
wurde ein Gemisch aus 6 pl Calcium Orange® (Life Technologies, Oregon, USA)
(geldst in 50 ul DMSO) (Dimethylsulfoxid, Sigma Aldrich), 60 pl Bromsulfophthalein
(Merck), 1 ul Pluronic® F-127 (Merck) und Tyrode-lll-Puffer (130 mM NacCl, 10 mM
HEPES, 10 mM Glucose, 5 mM KCI, 1 mM MgCl,, 8 mM CaCl,, 10 mM
Natriumpyruvat, 5 mM NaHCO; geldst in 0,2 M PP, pH 7,4) gegeben.

Auf Deckglaser (Durchmesser 30 mm, Thermo Scientific) wurde eine Mischung aus 3
ul Cell-Tak (Corning Inc), 12 yl 2 M Natriumcarbonat und 0,45 pl 2-Propanol gegeben
und zum Trocknen in einen Trockenschrank ausgelegt. Anschlielend wurden die
Deckglaser zweimalig mit Aqua dest. (Fresenius Kabi) gewaschen und erneut zum
Trocknen in den Trockenschrank gelegt. Die Zellsuspension, gemischt mit dem
Calcium Orange®, wurde auf die trockenen Deckglaser aufgetragen und in eine
feuchte Kammer 60 min bei 30°C zum Inkubieren und Adhérieren gestellt.

Danach wurden die Deckglaser in die Messkammer eingespannt und diese mit Tyrode-
[lI-Puffer gefillt. Wahrend der gesamten Messung wurde frischer Tyrode-llI-Puffer mit
einer Geschwindigkeit von 2,5 ml/min in die Kammer hineingepumpt und gleichzeitig

der mit Substanzen versetzte Puffer abgesaugt. Die Applikation wurden unter
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kontinuierlichem Fluss von Tyrode Il in die Kammer gegeben, so dass die
angegebenen Konzentrationen zunachst erreicht und dann ausgewaschen wurden.

Die NaCl-Konzentrationsdnderungen sind zuséatzlich zur Basislinie der Konzentrationen
in Tyrode Il angegeben. Da die Grundlinienkonzentration von Na* im Puffer 145 mM
betrug, lag die Gesamtkonzentration nach Zugabe von 1-150 mM im Bereich von 146
bis 295 mM. Gemessen wurde an einem CLSM (Konfokales Laser-Scanning
Mikroskop) der Firma Carl Zeiss (LSM 710 with ZEN 2010 B SP1, Zeiss, Wetzlar,
Germany). Verwendete Anregungswellenlangen sind in Tabelle 2.6 aufgeftihrt. UBC
wurden durch ihre grine Eigenfluoreszenz (ChAT-Reporterméuse, siehe oben)
detektiert und anschlieBend wurden verschiedene Substanzen nach den in Abbildung
2.1 und 2.2 gezeigten Schemata in die Kammer hinzugegeben, um dann die
Veranderung des intrazellularen Calciumgehaltes als Reaktion auf die Substanz zu
messen. Eine Stimulation mit 0,5 mM Adenosintriphosphat (ATP, Sigma-Aldrich) stellte
hier die Positivkontrolle dar, da es ein bekannter Neurotransmitter ist. Natriumchlorid
(NaCl; Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) wurde als salziger Stimulus verwendet.
Mannitol (Sigma Aldrich,) wurde in aquivalenten Konzentrationen hinzugegeben, um
einen auf Osmolaritat beruhenden Effekt zu testen. Der Blocker des epithelialen
Natriumkanals ENaC Amilorid-hydrochlorid Hydrat (0,01-100 uM; Sigma Aldrich,
Steinheim, Deutschland) wurde als Inhibitor zur Funktionskontrolle verwendet.

Tabelle 2.5 Am CLSM verwendete Anregungswellenlangen

Laser Anregungswellenlangen (nm)
DPSS (diode pumped solid state) 561
HeNe (Helium Neon) 633
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NacCl NacCl NacCl NaCl NacCl
1mM 10 mM 50 mM 100 mM+ 150 mM

Mannitol Mannitol Mannitol Mannitol Mannitol
1mM 10 mM 50 mM 100 mM 150 mM

v

Zeit

Abbildung 2.1 Schema 1 der Substanzzugabe bei der Calciummessung
Um einen Osmolaritatseffekt zu testen, wurden abwechselnd Mannitol und NaCl zu der
Zelle hinzugegeben.

NacCl
50 mM+
Nacl Amilorid Amilorid NacCl
50 mM 0,1 mM 0,1 mM 50 mM

[

Zeit

Abbildung 2.2 Schema 2 der Substanzzugabe bei der Calciummessung
Amilorid und auch NaCl zusammen mit Amilorid wurde hinzugegeben, um einen
Blockeffekt des ENaC zu testen
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2.2.9 Next Generation Sequencing

Nach der Entdeckung, dass es Birstenzellen auch in der Urethra gibt, wurden sechs
einzelnen UBC in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Dr. Dr. Hanns Hatt
(Lehrstuhl fur Zellphysiologie der Ruhr Universitat Bochum durchgefuhrt von Dr. Paul
Scholz und Dr. Sabrina Osterloh) mittels Next Generation Sequencing (NGS)
sequenziert. Diese Daten wurden im Rahmen dieser Doktorarbeit hinsichtlich der
Fragestellung analysiert. Natirlich dient das NGS hier wegen der kleinen Gesamtzahl
an getesteten Zellen (n=6) keiner systematischen quantitativen Auswertung.

Zur Durchfihrung des Next Generation Sequencing Experiments wurden isolierte
einzelne eGFP-positive Zellen identifiziert, entnommen und in ein PCR Rd&hrchen
Ubertragen, wobei ein kombiniertes konfokales Laser-Scanning/Patch-Clamp (Leica
TCS SP5, Leica Microsystems/Luigs-Neumann, Wetzlar/Ratingen, Deutschland)
benutzt wurde. Zell-Lyse, cDNA-Generierung und Amplifikation erfolgten mit dem
Sigma SeqPlex RNA Amplifikationskit (Sigma-Aldrich/Merck, Darmstadt, Deutschland)
durchgefuhrt. Fur die Bibliotheksvorbereitung wurde das lllumina Nextera XT DNA-
Proben Probenvorbereitungsprotokoll (Teil # 15031942 Rev. C) verwendet. Die Proben
wurden zusammen mit einer Leseldnge von 2 x 75 bp unter Verwendung des dem
MiSeq Reagent Kit v3 (150 Zyklen) und dem Illumina MiSeq Desktop Sequencer
(llumina, San Diego, CA, USA) durchgefuhrt. Die Sequenzierungs-Reads wurden mit
dem mm9-Referenz Genom und Transkriptom mit TopHat2 (2.0.9) ausgerichtet. Die
TopHat Ausgabedateien wurden im BAM-Format gespeichert und mit Cuffdiff2 (2.1.1)
ausgewertet. Alle Proben wurden in einem Berechnungszyklus verglichen und
ausgewertet, so dass der Algorithmus die ,Fragments Per Kilobase Million“ (FPKM)-
Werte auf der Transkriptionsebene schatzen wund die Variabilitdit der

Replikatbibliotheken prifen konnte.

2.2.10 Statistik

Die Daten wurden mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test auf Normalverteilung untersucht.
Die Analyse der Mehrfachvergleiche wurde mit dem Kruskal-Wallis-Test und dem
anschlielenden Dunn-Test fur Mehrfachvergleiche durchgefihrt. P-Werte <0,05
wurden als statistisch signifikant angesehen. Die Analysen wurden mit GraphPad
Prism 8 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA) durchgefihrt.
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3. Ergebnisse

3.1 Fettig

3.1.1 Expression von Rezeptoren zur Wahrnehmung von fettigen Stimuli

Zur Untersuchung der Expression von Rezeptoren zur Wahrnehmung von fettigen
Stimuli wurden Antikorper gegen GPR120 eingesetzt. Die Immunhistochemie zeigte
keine GPR120-positiven Zellen in der Urethra (Abb. 3.1) (n=3). Auch in Schnitten in
denen ChAT-positive Zellen sichtbar waren, waren keine GPR120-positiven Zellen
vorhanden. Als Positivkontrolle wurde das Duodenum verwendet, da GPR120-positive
Zellen hier bereits nachgewiesen wurden (Widmayer et al. 2018). Hier zeigte sich eine
gute Markierung der GPR120-positiven Zellen und ChAT positiven Zellen (Abb.3.1).
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Abbildung 3.1 Immunhistochemie GPR120

Immunhistochemischer Nachweis von GPR120 mittels Antikbrper gegen GPR120 in
der Positivkontrolle Duodenum (oben) von ChAT-eGFP-Mausen. Der Pfeil markiert
eine Zelle die doppeltpositive fiir ChAT-eGFP und GPR120 ist. In der Urethra wurden
zwar ChAT positive Zellen gefunden, aber keine GPR120 positiven Zellen. Der Pfeil
markiert eine ChAT positive Zelle. Mal3stabsleiste 10 pm.

3.2 Sauer

3.2.1 Expression von Rezeptoren zur Wahrnehmung von sauren Stimuli

Fur den Nachweis von Rezeptoren zur Detektion von sauren Stimuli wurde die
Expression des Proteins PKD2L1 untersucht. Es wurde eine Geschmacksknospe der
Zunge als Positivkontrolle verwendet, da PKD2L1 hier nachgewiesenermallen fur die
Wahrnehmung von sauren Substanzen zustandig ist (Huang et al., 2006). Hierbei
konnte in der Immunhistochemie kein Nachweis auf das Vorhandensein dieses
Proteins in der Urethra erbracht werden (Abb. 3.2).
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PKD2L1
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PKD2L1

Urethra

Abbildung 3.2 Immunhistochemie PKD2L1

Immunhistochemischer Nachweis von PKD2L1 mittels Antikorper gegen PKD2L1 in der
Positivkontrolle der Geschmacksknospe der Zunge (oben) von ChAT-eGFP-Mausen
(oben). In der Geschmacksknospe sind sowohl PKD2L1 positive als auch ChAT
positive Zellen zu sehen. In der Urethra wurden zwar ChAT positive Zellen gefunden,
aber keine PKDL2 positiven Zellen. Der Pfeil markiert eine ChAT positive Zelle.
MalRstabsleiste 10 pum.

3.3 Salzig

3.3.1 Expression von ENaC-Untereinheiten in der Urethra und in UBC

Zum Nachweis des zur Salzwahrnehmung benétigten lonenkanal ENaC wurde die
Urethra mittels RT-PCR untersucht. Die Niere wurde als Positivkontrolle verwendet, da
bekannt ist, dass der ENaC im distalen Tubulus und im Sammelrohr der Niere
exprimiert wird und hier fir die Natriumriickresorption und somit fur die Regulierung
des Wasserhaushaltes zustandig ist (Hanukoglu und Hanukoglu.; 2016). Die RT-PCR
zeigte die Expression aller drei Untereinheiten von ENaC (SCNN1la, SCNN1b und
SCNN1g) in der Urethra (Abb. 3.3A), sowie in isolierten UBC aus ChAT-eGFP Mausen
sortiert mittels Durchflusszytometrie basierend auf ihrer ChAT-eGFP Expression (Abb.
3.3B).
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Abbildung 3.3 RT-PCR in Urethra und an isolierten UBC

(A) RT-PCR von Urethra (B) RT-PCR von isolierten UBC. UBC wurden aus ChAT-
eGFP Mausen mittels Durchflusszytometrie basierend auf ihrer ChAT-eGFP
Expression isoliert; Die Niere fungierte als Positivkontrolle; Gezeigt ist ein Agarosegel,
ENaCa (Scnnla; 82 bp), ENaCp (Scnnlb; 115 bp), ENaCy (Scnnlg; 150), B Aktin (300
bp), eGFP (180 bp); H,O = Wasserkontrolle (Ubersetzt und verdndert aus Kandel et al.

2018)

3.3.2 Nachweise der ENaC-Untereinheit a in UBC

TRPM5 diente in Scnnla-tdTomato-Reportermdusen als immunhistochemischer
Indikator fir UBC. Bei diesen Mausen konnte eine starke ENaCa-Immunreaktivitat in
mehreren Zellen des urethralen Epithels nachgewiesen werden. (Abb. 3.4A, B).
Hierunter befanden sich auch Deckzellen, welche den luminalen Anteil des Urothels im
proximal gelegenen Anteil der Urethra darstellen und durch ihre Lage und Form
identifiziert werden konnen. Dies stimmt Uberein mit schon beschriebener ENaCa-
Immunreaktivitat an der luminalen Membran von Deckzellen in der Harnblase von
Ratten (Smith et al., 1998) und funktionellen Untersuchungen dieses Zelltyps
(McCloskey et al., 2017).

Es fiel auf, dass diese Zellschicht nicht durchgdngig tdTomato exprimiert, was darauf
hindeuten kann, dass ENaCa-immunreaktive Deckzellen und nicht ENaCa-

immunreaktive Deckzellen in einem Mosaikmuster vorhanden sind (Abb. 3.4A). Wenn
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man jedoch von einer Heterogenitat der Deckzellen ausgeht, welche sich z. B. auch
auf die Uroplakin-Expression im menschlichen Ureter bezieht (Riedel et al., 2005),
konnte dieses Muster auch Ausdruck fir eine inkomplette tdTomato-Markierung in
moglicherweise Scnnla-exprimierenden Zellen sein. Um Letzteres zu testen, wurde die
tdTomato Expression in der Mucosa der Gallenblase, welche fur eine homogene
ENaCa Expression bekannt ist (Li et al., 2016), eruiert. In zwei aufgespannten
Gallenblasen wurde eine starke tdTomato Markierung in nur 21% der Mucosa
bildenden epithelialen Zellen gesehen (Gallenblase 1: 26,8%, Gallenblase 2: 16,0%).
80% der Zellen des Epithels der Gallenblase verblieben ohne Markierung (Abb. 3.4C,
D). Diese Hautchenpraparate der Gallenblase wurden ebenfalls mit dem TRPM5-
Antikoérper inkubiert, um cholinerge chemosensorische Birstenzellen, welche sich
ebenfalls in diesem Epithel befinden (Schitz et al., 2015), zu markieren. Zwei von 59
TRPM5-positiven Zellen exprimierten auch Scnnla (Abb. 3.4C, D).

Unter den Zellen, welche sich nicht als Deckzellen darstellten und sich in tieferen
Schichten des urethralen Epithels befinden, konnte sowohl eine Kolokalisation von
TRPM5-Immunreaktivitéat und einer SCNN1la-tdTomato Markierung beobachtet werden
(30 von 46 TRPMb5-positiven Zellen, 65%, n=3 Tiere) (Abb. 3.4A, B) als auch TRPM5-
positive Zellen ohne Scnnla-tdTomato-Signal (Abb. 3B).
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Abbildung 3.4 Nachweis von ENaCa und TRPM5 in der Urethra

UBC exprimieren ENaCa. (A, B) Urethra; Gefrierschnitte: SCNNla/tdTomato (orange
oder rot). TRPM5-Immunreaktion (grin) und Zellkerne (DAPI: blau). Mehrere
epitheliale Zellen exprimieren nur a-ENaC (Pfeile in A). Zwei davon (lange Pfeile in A)
sind urotheliale Deckzellen. (C, D) Gallenblase; aufgespannt: SCNNZla/tdTomato (rot)
und TRPM5 (griin). (C) zeigt keine Kolokalisation von a-ENaC und TRPMS5. (D)
Einzelne TRPM5-positive Zellen zeigen eine Kolokalisation von a-ENaC und TRPM5.
Pfeilspitzen zeigen auf doppelpositive Zellen mit ENaCa (orange) und TRPM5 (grun).
Die doppelten Pfeilspitzen zeigen die TRPM5 positiven Zellen, welche kein ENaCa
exprimieren. (Ubersetzt und verandert aus Kandel et al. 2018)

3.3.3 [Ca®']- Anstieg als Reaktion auf NaCl

Es konnte gezeigt werden, dass 70% (n=93) der isolierten UBC nach Applikation von
NaCl 50 mM mit einem signifikanten Anstieg der intrazellularen Calcium-Konzentration
reagierten (Abb. 3.5). Dieser Anstieg zeigte sich bei NaCl-Konzentrationen von 50 mM,
100 mM und 150 mM, jedoch nicht bei 1 mM oder 10 mM (Abb. 3.6). Zudem wurde
beobachtet, dass der Anstieg der [Ca®]; mit steigender NaCl-Konzentration nicht héher
ausfiel, sondern dass die maximale Reaktion bei einer NaCl-Konzentration von 50 mM
lag (Abb. 3.6).
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Abbildung 3.5 Anstieg der [Ca?']; bei Gabe von 50 mM NaCl

Urethrale Zellen von ChAT-eGFP-Reportermausen wurden isoliert und UBC anhand
der eGFP-Fluoreszenz identifiziert. Die Experimente wurden bei kontinuierlicher
Superfusion mit Tyrode-lll-Puffer mit 145 mM Na* durchgefihrt. Die Applikation wurden
unter kontinuierlichem Fluss von Tyrode Il in die Kammer gegeben, so dass die
angegebenen Konzentrationen zunachst erreicht und dann ausgewaschen wurden. Die
NaCl-Konzentrationséanderungen ist zusatzlich zur Basislinie der Konzentrationen in
Tyrode Il angegeben. So lag die Gesamtnatriumkonzentration nach Zugabe von 50
mM im Bereich von 195 mM. Die Y-Achse zeigt die mit konfokaler Laser-Scanning-
Mikroskopie aufgezeichnete Calcium Orange®-Fluoreszenz in arbitréren Einheiten
(AU), die mit [Ca®]; korreliert. Die Gabe von 50 mM NaCl verursacht einen Anstieg von
[Ca’];; dargestellt sind Mittelwert und SEM. (Ubersetzt und verandert aus Kandel et al.
2018)
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Abbildung 3.6 Intrazellulare Calcium-Konzentration in UBC nach Gabe von
Mannitol und NacCl

[Ca’]-Messung wie beschrieben in Abb. 3.5. Gesamtnatriumkonzentration nach
Zugabe von 1-150 mM im Bereich von 146-295 mM. Gezeigt ist der [Ca']; (AU)max. Bei
NaCl-Konzentrationen von 50 mM, 100 mM und 150 mM. Bei einer NaCl-Konzentration
von 1 mM und 10 mM zeigt sich keine Reaktion. Gleiches gilt fir 150 mM Mannitol.
Dargestellt sind Spitzenwerte Werte nach Stimulation mit Mannitol (150 mM, n=22) und
NaCl (1 mM, n=22; 10 mM, n=22, 50 mM, n=24, 100 mM, n=23; 150 mM, n=21) mit
Median und Interquartilsbereich; p Werte im Vergleich zu Mannitol 150 mM, Kruskall-
Wallis-Test gefolgt von Dunn's Multiple Comparison Test. (Ubersetzt und verandert aus
Kandel et al. 2018)

3.3.4 Reaktion der [Ca®'];auf NaCl im Vergleich mit Mannitol

Mannitol wurde verwendet, um einen osmotischen Effekt, der ebenfalls zu einem
Anstieg der [Ca®™] fiihren konnte, zu priifen. Hierfir wurden verschiedene
Konzentrationen von Mannitol verwendet. Da Mannitol selbst bei 150 mM keine
stimulierende Wirkung auf [Ca?']; hatte, ist die beobachtete Reaktion von UBC auf 50
mM NacCl, die zur weiteren Charakterisierung der Polymodalitat verwendet wurden,
kein Osmolaritatseffekt (Abb.3.6 und 3.7).
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Abbildung 3.7 Intrazellulare Calcium-Konzentration in einer UBC als Antwort auf
NaCl und Mannitol

[Ca’]-Messung wie beschrieben in Abb. 3.5. Gesamtnatriumkonzentration nach
Zugabe von 1-150 mM im Bereich von 146-295 mM. Gezeigt ist eine reprasentative
Messung einer einzelnen UBC. Es zeigt sich jeweils ein Anstieg der intrazellularen
Calcium-Konzentration bei Zugabe von NaCl in den Konzentration 50 mM, 100 mM
und 150 mM. Bei Zugabe von Mannitol mit der gleichen Molaritéat zeigt sich jeweils nur
eine minimale Erhéhung der intrazellularen Calcium-Konzentration. Hierbei muss
jedoch beachtet werden, dass 100 mM Mannitol die gleiche Wertigkeit hat wie 50 mM
NaCl. Im Vergleich kann trotzdem ein Osmolaritatseffekt ausgeschlossen werden.
Diese Applikationsfolge wurde mehrfach durchgefiihrt (n=3). (Ubersetzt und verandert
aus Kandel et al. 2018)
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3.3.5 Blockade des ENaC durch Amilorid
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Abbildung 3.8 Inhibition der NaCl-Antwort in UBC durch Amilorid

[Ca’)-Messung wie beschrieben in Abb. 3.5. (A) Reprasentative Messung einer UBC
als Reaktion auf NaCl (50 mM) in Abwesenheit und Anwesenheit steigender
Konzentrationen von Amilorid (0,01-10 uM). (B) Dargestellt sind die [Ca']; (AU)max Nach
Applikation von NaCl (50 mM) in Abwesenheit und Anwesenheit steigender
Konzentrationen von Amilorid (0,01 uM, n=5; 0,1 uM, n=5; 1 uM, n=9; 10 uM, n=8; 100
UM, n=17), p-Werte wurden mit dem Kruskal-Wallis-Test berechnet und sind in der
Abbildung angegeben. (C) Dosis-Wirkungskurve von Amilorid in UBC; ICs = 0,47 UM.
(Ubersetzt und verandert aus Kandel et al. 2018)
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Amilorid ist ein ENaC-Inhibitor, der bekanntermalen die Wahrnehmung salziger Stimuli
in  Typ I-Geschmackszellen unterdrickt (Vandenbeuch et al., 2008). In
Calciummessungen konnte beobachtet werden, dass die Reaktion der UBC auf 50 mM
Nacl durch die gleichzeitige Anwesenheit von Amilorid konzentrationsabhangig (0,01-
100 pM) unterdrickt werden konnte. Dies galt sowohl bei sequenzieller (Abb. 3.8A) als
auch bei unabhéangiger (Abb. 3.8B) Gabe der Stimuli. Amilorid blockiert den Anstieg
der [Ca?']; auf 50 mM NacCl in UBC mit einem ICs, von 0,47 pM (Abb. 3.8C).

Auch bei einer Amilorid-H6chstkonzentration von 100 uM war der Block-Effekt nach
Waschen nach 200 Sekunden reversibel. Daraus ergibt sich, dass der in den UBC
beobachtete [Ca?']-Anstieg amilorid-sensibel ist. In Abbildung 3.8 ist zu sehen, dass
die Reaktion auf 50 mM NacCl zunachst wie oben berichtet stattfindet. Nach Gabe von
Amilorid alleine bzw. Amilorid in Kombination mit NaCl kam es zu keinem Anstieg der
intrazellularen Calcium-Konzentration. Nachdem allerdings das Amilorid, und somit der
NaCl-Block ausgespiilt wurde, wurde erneut ein signifikanter Anstieg der [Ca®*], auf
NaCl-Gabe beobachtet (Abb. 3.9).
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Abbildung 3.9 Intrazelluldare [Ca®]; Reaktion auf NaCl, Amilorid und
NaCl+Amilorid

[Ca*]-Messung wie beschrieben in Abb. 3.5 (A) Reprasentative Messung einer UBC
als Reaktion auf NaCl (50 mM) in Abwesenheit und Anwesenheit von Amilorid. (0,1
mM); (B) Dargestellt sind die die [Ca']; (AU)max Nach Anwendung von NaCl (50 mM,
n=17), Amilorid (0. 1 mM, n=17), NaCl (50 mM) zusammen mit Amilorid (0,1 mM, n=17)
und wiederholtem NaCl (50 mM, n=10); Kruskal-Wallis-Test, gefolgt von Dunns
Mehrfachvergleichstest. Gezeigt ist der Median und Interquartilsbereich. (Ubersetzt
und verandert aus Kandel et al. 2018)
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3.4 Polymodalitat der UBC

Um polymodale Eigenschaften der UBC zu testen, wurden UBC zum einen mit NaCl
und ATP (n=90; 70% reagierten auf NaCl) bzw. mit NaCl und Denatonium und zum
anderen allen drei Stimuli ausgesetzt (n=37; 67% reagierten auf NaCl, Abb. 3.10). Die
Stimulation mit ATP und NaCl zeigte, dass 70% der Zellen auf NaCl reagierten (n=90).
Die Stimulation mit Denatonium und NaCl zeigte, dass 67% der Zellen auf NacCl
reagierten (n=36). Hierbei traten alle drei mdglichen Reaktionsmuster in einer
anndhernd ausgeglichenen Verteilung auf: 42% reagierten nur auf NaCl, 33%
reagierten nur auf Denatonium und 25% reagierten auf beide Stimuli. Bei der
Stimulation von UBC (n=37) mit allen drei Stimuli (ATP, Denatonium und NaCl)
konnten alle mdglichen Reaktionsvarianten in unterschiedlicher Auspragung
beobachtet werden: Nur NaCl 16%, nur Denatonium 3%, nur ATP 3%, NaCl und
Denatonium 3%, Denatonium und ATP 30%, NaCl und ATP 24% und NaCl,
Denatonium und ATP 22%. Insgesamt reagierten 67% auf NaCl. Diese
Verteilungsmuster von etwa 60-70% der UBC reagieren auf NaCl spiegelt sich auch in
etwa in der Immunhistochemie (64% der UBC exprimieren das Scnnla-tdToamato-
Signal) wider.
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Abbildung 3.10 Reaktionen der UBC auf NaCl, Denatonium und ATP

UBC reagieren auf NaCl, ATP und Denatonium. Abgebildet wird die sequentielle
Stimulation mit NaCl (50 mM zu der Grundkonzentration im Tyrode-Puffer), ATP (0,5
mM) und Denatonium (25 mM). Die Reihenfolge der Stimuli wurde zwischen den
Experimenten gewechselt (n=37). Die Abbildung zeigt reprasentative Aufnahmen der
Anderung der Calcium Orange®-Fluoreszenz in einzelnen cholinergen (eGFP*) UBC.
Die Experimente erfolgten unter kontinuierlicher Perfusion mit Tyrode IlI-Puffer und die
verschiedenen Stimuli wurden darunter hinzugefiigt, sodass die angegebenen
Konzentrationen zunachst erreicht und anschlieend ausgewaschen wurden. Die Y-
Achse gibt die Calcium Orange® Fluoreszenz in Arbitrary Units (AU, willkirliche
Einheit) an. (Ubersetzt und verandert aus Kandel et al. 2018)

3.5 Next Generation Sequencing

Im NGS der sechs isolierten eGFP-positiven urethralen Zellen konnte gezeigt werden,
dass Scnnla in vier von sechs Zellen vorhanden ist (66,7%). Scnnlb und Scnnlg
hingegen waren nur in einer von sechs Zellen nachweisbar. Wie schon in der
Einleitung erwéahnt, kann der lonenkanal ENaC auch funktionieren, wenn nur die a-
Untereinheit, die durch Scnnla kodiert wird, vorhanden ist (Canessa et al., 1994).
Zudem zeigten 2 der 6 Zellen (33%) zusétzlich einen Rezeptor fir Denatonium, wie z.
B. Tas2r108 (Abb. 3.11).
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Abbildung 3.11 Expression der die ENaC Untereinheiten kodierenden Gene in
einzelnen UBC, bestimmt durch Next Generation Sequencing.

Die Abbildung zeigt das Detektionslevel als normalisierte FPKM in GFP-positiven UBC
aus Chat-eGFP Mausen. FPKM = Fragment per Kilobase Million.

Dieses Ergebnis deckt sich, zumindest was die a-Untereinheit angeht, mit den zuvor
beschriebenen Ergebnissen der RT-PCR und aus der Immunhistochemie, sodass eine
Subpopulation der UBC sehr wahrscheinlich die a-ENaC-Untereinheit exprimiert.
Interessanterweise decken sich die Ergebnisse auch mit den Immunhistochemischen
Ergebnissen zur Expression von GPR120. Einzig die Expression von PKD2L1 ist in

NSG hoher als sie in der Immunhistochemie nachgewiesen wurde.
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4. Diskussion
4.1 Sauer und fettig

Obwohl die Expression der untersuchten Rezeptoren, welche saure und fettige Stimuli
wahrnehmen, nicht nachgewiesen werden konnte, bedeutet dies nicht, dass die
Wahrnehmung nicht gegeben ist. Es gibt viele weitere Rezeptoren wie z. B. sdure
sensitive lonen Kanéle (acid sensitive ion channels, ASICs), Kaliumkanale der
Subgruppe K (potassium two-pore domain channel subfamily K, KCNK) oder Otopetrin
(Zhang et al., 2019), welche in dieser Arbeit nicht getestet wurden. Bei sauren Stimuli
kann man vermuten, dass die Zelle mit einem Anstieg der intrazellularen Calcium-
Konzentration durch Einstrom in die Zelle reagiert, da dies auch in den Typ lll Zellen in
den Geschmacksknospen der Fall ist. Auf fettige Stimuli folgt am ehesten eine
Signaltransduktionskaskade wie bei der Wahrnehmung von Stimuli mit den Qualitaten
umami, bitter, sif3, d.h. Uber eine Aktivierung von TRPM5 und einem Anstieg der
intrazellularen Calciumkonzentration durch Ausstrom aus dem ER (Rosario et al.,
2022). Dass Biurstenzellen in anderen Organen als der Urethra auf fettige (Arora et al.,
2021) Stimuli reagieren und teilweise eine Immunantwort hervorrufen, ist bereits

nachgewiesen, sodass ein Vorkommen in den UBC nicht komplett auszuschlief3en ist.

4.2 I1st ENaC in UBC vorhanden?

Es konnte nachgewiesen werden, dass UBC mit einem Anstieg der intrazellularen
Calciumkonzentration reagieren, wenn 50 mM NaCl hinzugegeben werden, und dass
dieser Effekt durch Amilorid blockierbar ist.

Dies allerdings bedeutet nicht zwangslaufig, dass der ENaC mit seinen drei
Untereinheiten fur diese Reaktion zustandig ist, weil er in anderen Organen, wie z. B.
den Geschmacksknospen der Mause, genauer den Papillae fungiformes, auch schon
geringere Konzentrationen an NaCl wahrnimmt (Chandrashekar et al., 2010). Zudem
zeigte nur eine von sechs UBC alle drei Untereinheiten im NGS. Weiterhin scheint die
Aktivitat des ENaC in Mausen bei 60 mM NaCl im extrazellularen Medium maximal zu
sein (Sheng et al., 2004), was unter der Konzentration liegt, die in diesen Versuchen
verwendet wurde (>50 mM NaCl zusétzlich zum  Tyrode llI-Puffer;
Gesamtkonzentration 146-295 mM). Die Reaktion auf den Stimulus NaCl war sensitiv
auf Amilorid, wohingegen die Basiskonzentration des intrazellularen Calciums in UBC
es nicht war, obwohl 145 mM NaCl im Tyrode llI-Puffer vorhanden war. Letztlich lag
der ICy fUr die beobachtete Inhibition des Calciumsignals durch Amilorid, trotz der
Tatsache, dass der Calciumspiegel in der Zelle gemessen wurde und dies nicht direkt
eine ENaC-Aktivitat misst, tber dem der Inhibition von ENaC (0,1 pM) (Ahn et al.,

1999). Dies konnte auf einen alternativen amilorid-sensitiven lonenkanal hindeuten, der
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auch die a-Untereinheit des ENaC besitzt. Es wurde bereits gezeigt, dass die a-
Untereinheit auch in anderen lonenkanalen, wie z. B. dem ,acid sensing ion channel
1%, vorhanden ist (Jeggle et al., 2015), der einen nicht-selektiven lonenkanal darstellt
(Trac et al., 2017). Die Expression von saureregistrierenden lonenkanélen in UBC war
jedoch nicht konsequent und sehr niedrig. Alternativ kann die a-Untereinheit des ENaC
in vitro homomere lonenkanéle bilden (Canessa et al., 1994), was jedoch noch in vivo
nachgewiesen werden muss.

Unabhangig von der molekularen Zusammensetzung eines amilorid-sensitiven
salzdurchlassigen Kanals in UBC, konnen hohe NaCl-Konzentrationen zu einer
Depolarisation der Membran fihren, was einen Calciumeinstrom in die Zelle durch
spannungsabhangige Calciumkanale und so eine ACh-Freisetzung bedingen kdnnte.
Im NGS zeigte sich, dass UBC die a-Untereinheiten der spannungsabhéngigen
Calciumkanale Ca,1.2 (Cacnald), Ca,1.3 (Cacnald) und Cav2.3 (Cacnacle)
enthalten. Zudem konnte in finf von sechs Zellen die B4-Untereinheit des ENaC
nachgewiesen werden. Die B-Untereinheiten sind generell fir die Membranlokalisation
zustandig. Die p4-Untereinheit scheint hierbei die subzellulare Membranlokalisation zu
bestimmen (Campiglio and Flucher, 2015). Diese spannungsabhangigen
Calciumkanéle koénnen im Zusammenspiel mit der durch NaCl hervorgerufenen

Membrandepolarisation zu einer ACh-Freisetzung der UBC fiihren.

4.3 Physiologischer Nutzen der Erkennung von salzigen Stimuli
Das physiologische Nutzen der Erkennung von salzigen Stimuli von den UBC bleibt
unklar. Bei ausgewachsenen C57BL/6J-M&usen liegt die NaCl-Konzentration im Urin
bei ca. 150 mM, was ungefahr der des verwendeten Tyrode-Puffers entspricht (145
mM). Die NaCl-Konzentration des Urins kann aber variieren, je nachdem wie hoch die
Salzeinnahme und/oder die Flissigkeitsaufnahme ist (Li et al., 2012). Wahrend dieser
Situationen kénnen cholinerge UBC Salzkonzentrationen ausgesetzt sein, die denen in
dieser Arbeit verwendeten ahneln. UBC im Allgemeinen sind als “Wachter” des unteren
harnableitenden Systems zu verstehen, da sie dafiir ausgestattet sind, potentiell
schadliche Stoffe, vor allem bakterielle Produkte, an der Zelloberflache zu detektieren
(Deckmann et al.,, 2014; Deckmann and Kummer, 2016; Kummer and Deckmann,
2017). Bakterielle Infektionen gehen jedoch normalerweise nicht mit einer erhdhten
Salzkonzentration des Urins einher. Dennoch konnte a-ENaC eine andere Funktion
haben, als die luminale NaCl-Konzentration zu Uberwachen. ENaC ist in vielen
Organen hauptsachlich fir den Erhalt der Elektrolyt- und Wasserhomdoostase
zustandig, wie z. B. die Konzentrierung des Urins in der Niere (Kellenberger and

Schild, 2002). Wenn man die geringe Anzahl der cholinergen UBC in der Urethra und
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deren minimalen Beridhrungspunkt mit dem Lumen bedenkt, scheint diese Funktion
jedoch eher unwahrscheinlich. Jedoch ist ENaC auch ein mechanosensitiver
lonenkanal, welcher auf mechanischen Stress reagiert (Althaus et al., 2007; Guo et
al., 2016). Dies ertffnet die Moglichkeit, dass UBC, welche ENaC-Untereinheiten
besitzen, daran beteiligt sind, den Urinfluss in der Urethra wahrzunehmen. Ein
mechanischer Reiz erreicht nicht nur die luminale Membran, sondern kann auch die
UBC erreichen, welche keine eindeutige Verbindung zum Lumen haben (“closed type”;
Deckmann and Kummer, 2016).

UBC sind mit sensorischen Nerven verbunden und initiieren reflektorisch eine Miktion,
wenn die Bittersubstanz Denatonium im urethralen Lumen eingebracht wird (Deckman
et al., 2014). Auch auf stiRe Substanzen wurde eine solche reaktive Miktion TaslR3
abhangig und unabhangig nachgewiesen (Schmidt et al., 2024). Dies ist bereits zuvor
als protektiver Reflex interpretiert worden, da hierdurch mdgliche schadliche Stoffe
“herausgespult” werden (Deckmann et al., 2014; Kummer and Deckamnn, 2017). Die
entleerende Wirkung wird ausgeweitet durch ein sensorisches Feedback der Urethra,
in der Sensoren, die Fluss wahrnehmen, physiologisch charakterisiert, jedoch noch
nicht anatomisch definiert sind (Todd, 1964; Peng et al., 2008; Danziger and Girill,
2015). Folglich kdnnte eine Mechanosensitivitat von cholinergen UBC dazu dienen,
den Erfolg des Reflexes, den sie initiiert haben, zu registrieren.
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5. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde sich mit Birstenzellen beschéaftigt, welche bereits in
verschiedenen Organen von Mausen nachgewiesen wurden. Bei Biirstenzellen handelt
es sich um extraorale chemosensorische Zellen, welche a&hnlich wie
Geschmackszellen, eine Geschmackssignaltransduktionskaskade beinhalten. Das
bedeutet, dass die Aktivierung eines Geschmackrezeptors, wie a-Gustducin, PLC[32
oder TRPM5 zu einem Anstieg der intrazellularen Calcium-Konzentration fuhrt, was
wiederum eine Ausschittung von Acetylcholin zur Folge hat.

Hier wurden speziell die urethralen Burstenzellen (UBC) und die Wahrnehmung derer
auf verschiedene Stimuli betrachtet. Es wurde bereits gezeigt, dass eine bedeutende
Anzahl an UBC, welche auf Denatonium reagieren, auch auf Glutamat reagieren
(Deckmann et al, 2014). Im Zusammenhang mit oropharyngealer
Geschmackswahrnehmung spiegeln diese Substanzen einen aversiven (Denatonium:
bitter) und einen “attraktiven” (Glutamat: umami) Stimulus wider und werden durch
unterschiedliche Zellpopulationen wahrgenommen, welche als Subtypen der Typ I

Geschmackszellen angesehen werden konnen (Chaudhari and Roper, 2010).

Methodisch wurden die UBC isoliert und auf verschiedene Arten verarbeitet, um
nachzuweisen, ob Rezeptoren zur Wahrnehmung von sauren (PKD2L1, PDK1L3),
fettigen (CD36, GPR120, GPR40) und salzigen Stimuli (ENaC) enthalten sind. Zum
einen wurde durch Immunfluoreszenz nachgewiesen, dass 0. g. Rezeptoren fiir saure
und fettige Stimuli weder in der Urethra noch in UBC vertreten sind. Zum anderen
konnte mittels PCR nachgewiesen werden, dass jedoch die a-Untereinheit des ENaC-
Kanals in den UBC vorkommen. Weiterhin wurde, nach Isolation der UBC, unter
einem CLSM (Konfokales Laser Scanning Mikroskop) gezeigt, dass die Zellen nach
Zugabe von NaCl mit einer Erhdéhung der intrazellularen Calcium-Konzentration
reagieren. Dass es sich hierbei um einen osmotischen Effekt handelt, wurde durch die
Zugabe einer vergleichbaren Konzentration an Mannitol und ausbleibender
intrazellularer Calciumerh6hung nachgewiesen. Amilorid als bekannter Hemmer des
ENaCs fuhrte bei simultaner NaCl Gabe ebenfalls zu einem Ausbleiben einer Reaktion

der Zelle.

Die mit dieser Arbeit erhobenen Daten zeigen, dass es eine noch gréf3ere Vielfaltigkeit
an Subtypen der UBC gibt, bei denen einige auch Funktionen und Merkmale der Typ |
Geschmackszellen beinhalten, ENaC (epithelialer Natriumkanal) exprimieren und somit
auf NaCl (Natriumchlorid) in Form einer Erhohung der intrazellularen Calcium-

Konzentration reagieren kénnen (Vandenbeuch et al., 2008).
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Die Untersuchungen untermauern zudem die Vermutung des polymodalen Charakters
von UBC. Die multiplen Kombinationen an Reaktionen auf verschiedene
chemosensorische Stimuli und die Expression verschiedener Gene, welche fir
unterschiedliche Signalkaskaden verantwortlich sind, sind eher als phanotypische
Variation einer polymodalen chemosensorischen Zelle, anstelle von verschiedenen,

klar zu unterscheidenden Zelltypen zu interpretieren.

6. Summary

In this thesis brush cells, which already were proven in different mouse organs, were
examined. Brush cells are extraoral chemosensory cells, which, like taste cells, contain
a taste signal transduction cascade. That means, that by activating a taste receptor like
a-Gustducin, PLCB2 or TRPMS5 the intracellular calcium concentration increases, which
again leads to a release of ACh.

Here the focus was on urethral brush cells (UBC) and their reception of different
stimuli. It was previously shown that a substantial number of denatonium-responsive
UBC also reacts to monosodium glutamate (Deckmann et al., 2014). In terms of
oropharyngeal gustation, these substances reflect an aversive (denatonium: bitter) and
an attractive (monosodium glutamate: umami) stimulus, and, accordingly, are
perceived by distinct cell populations, which still are considered as subtypes of type Il
taste cells (Chaudhari and Roper, 2010).

The UBC were isolated and processed in different ways to check if receptors for sour
(PKD2L1, PDK1L3), fatty (CD36, GPR120, GPR40) or salty (ENaC) stimuli are
present. On the one hand it was shown via immunofluorescence that above mentioned
receptors for fatty and sour stimuli are neither apparent in the urethra nor in UBC. On
the other hand, the a-subunit of the ENaC was proven to exist in UBC via PCR.
Furthermore, it was shown that, after isolating UBC and examining their reaction with a
CLSM (confocal laser scanning microscope), the UBC reacted with an increase of
intracellular calcium by adding NaCl. An osmotic effect was outruled by adding similar
concentrations of mannitol to which there was no increase of the intracellular calcium
concentration. Amiloride as a known ENaC inhibitor also led to no reaction of the UBC
when given simultaneously with NaCl.

The present data show an even broader diversity of UBC properties in that some of
them share features also with type | cells of taste buds, expressing ENaC (epithelial
natrium channel) and being responsive to NaCl (Natriumchloride) (Vandenbeuch et al.,

2008). These findings further substantiate the polymodal character of cholinergic UBC.
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As far as further distinctive criteria are missing, we interpret the multiple combinations
of responsiveness to various chemosensory stimuli and gene expression of related
signaling components as phenotypic variation of a broadly tuned, polymodal
chemosensory cell rather than defining multiple, clearly separated cell types.
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7. Abkirzungsverzeichnis

ACh Acetylcholin

AChE Acetylcholinesterase

ATP Adenosintriphosphat

ASICs acid sensitive ion channels

[Ca®], Intrazellulare Calcium-Konzentration

CarAT Carnitin Acetyltransfearse

ChAT Cholinacetyltransferase

CLSM Konfokales laser scanning Mikroskop

DMSO Dimethylsulfoxid

eGFP enhanced green fluorescent protein

ENaC Epitehlial soudim channel = epithelialer Natriumkanal
ER Endoplasmatisches Retikulum

FPKM Fragment per Kilobase Million

GDP Guanosindiphosphat

GTP Guanosintriphosphat

HBSS Hanks‘ balanced salt solution

KCNK potassium two-pore domain channel subfamily K
LCFA longchain fatty acids = langkettige Fettsauren
MAChR muskarinerger Acethylcholinrezeptor

nAChr nikotinerger Acethycholinrezeptor

NacCl Natrumchlorid

NGS Next Generation Sequencing

PBS Phosphat buffered saline

PFA Paraformaldehyd

PP Phosphatpuffer

TRPM5 transient receptor potential cation channel subfamily M member 5
UTC urethral tuft cells = urethrale Birstenzellen

UBC Urethral brush cell = urethrale Birstenzelle

UcccC urethral cholinergic chemosensory cells = urethrale cholinerge

chemosensorische Zellen
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