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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das cholinerge System

1.1.1 Historische Entwicklung

Acetylcholin (ACh) stellt evolutionsgeschichtlich ein extrem altes
Molekul dar. Es wird angenommen, dass es seit ungeféhr 3 Milliarden
Jahren existiert und in biologischen Systemen eine weite Verbreitung
hat (WEessLER ET AL. 1999). So kann es u.a. in Pflanzen, Pilzen und Algen,
aber auch in vielen menschlichen Zellen nachgewiesen werden (GRanDO
ET AL. 1997A, KrLarPPROTH ET AL. 1997, WEssLER ET AL. 1998, 1999,
HABERBERGER ET AL. 2002, Sonag ET AL. 2003). Die Proteine des cholinergen
Systems dienen zur Synthese und Wahrnehmung des Botenstoffes
ACh. Erste Elemente dieses Systems wurden bereits um 1900 be-
schrieben. So konnten Dale und Lewis ACh in Pflanzen nachweisen
(Ewins 1914). Langley erkannte als erster postsynaptische Bindungs-
stellen fir die Pflanzengifte Muskarin und Nikotin. Doch erst 1921
konnte durch Otto Loewi experimentell der Nachweis gefihrt werden,
dass Nervenendigungen des N. vagus eine Substanz ,,Parasympathin®
abgeben. Wenige Jahre spater wurde dieser Stoff als ACh identifiziert
(Loewr 19214/B, 1926). In den folgenden Jahren legte man das Augen-
merk vor allem auf ACh als Neurotransmitter. Es zeigte sich jedoch,
dass ACh auch in einer Vielzahl nicht-neuronaler Gewebe nachweisbar

ist. So wiesen Experimente ACh in einzelligen Organismen, Pflanzen
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(BEYER ET AL. 1936, ComLINE 1946, HARTMANN ET AL. 1978) und der
menschlichen Plazenta, einem nicht cholinerg innerviertem Organ,
nach (Comuin 1946, Sastry 1997). Aufgrund dieser experimentellen
Funde deklarierte Whittaker 1963, ,,... da Acetylcholin in der Natur so
weit verbreitet ist, sollte man auch eine nicht-neuronale Funktion
annehmen ...“ (WHitTaker 1963). Weitere Untersuchungen in den
folgenden Jahren bekraftigten diese These. So gelang es Sastry et al.
1979 erstmals, die Expression von Bestandteilen des nicht-neuronalen
cholinergen Systems in Sauger- und Nichtsdugerzellen nachzuweisen
(SasTtry ET AL. 1979). Seitdem konnte in zahlreichen weiteren Experimen-
ten dargelegt werden, dass einzelne Bestandteile des cholinergen
Systems auch in nicht-neuronalen Zellen vorkommen (WESSLER ET AL.

20014).

1.1.2 ACh: Von der Synthese bis zur Freisetzung

Wie Nachmansohn und Machado bereits 1943 herausfanden, wird ACh
durch die Cholinacetyltransferase (ChAT) aus Acetyl-CoenzymA
(AcetylCoA) und Cholin synthetisiert (NACHMANSOHN ET AL. 1943). Neben
ChAT ist auch die ubiquitar, z.B. in Herz- und Skelettmuskulatur, vor-
kommende Carnitinacetyltransferase zur ACh Synthese beféahigt (WHTe
ET AL. 1973, Tucek ET AL. 1982). AcetylCoA ist ein Abbauprodukt des
Fettsdurezyklus in den Mitochondrien, welches in das Zytosol abge-
geben wird. Das Cholin muss zuvor Uber ein Transportsystem in das

Zytosol der Zelle aufgenommen werden. Hierzu ist prinzipiell jede Zelle
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befahigt (Abamic 1972, Ducis 1988). Unterschiede werden in der Affinitat
der Transportsysteme zu Cholin gemacht. So differenziert man hoch-
affine Cholintransporter gegeniber niedrigaffinen Cholintransportern.
Beide Transportsysteme sind abh&ngig vom Natriumgradienten. Es
zeigt sich jedoch eine weitaus starkere Abhéngigkeit des hochaffinen
Cholintransporters vom Natriumgradienten als es beim niedrigaffinen
Cholintransporters der Fall ist (Ducis 1988). Ein weiteres Charakteristi-
kum des hochaffinen Transporters ist die spezifische Hemmbarkeit
durch Hemicholinium-3 (Ducis 1988). Das verantwortliche Protein fir
eine hochaffine Cholinaufnahme wurde erstmals durch Okuda et al.
2000 kloniert (Okupa ET AL. 20004/B). Dieser der ACh Synthese voran-
gehende Vorgang ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt in der
ACh Produktion (Okupa ET AL. 20004). Mit Hilfe der ChAT erfolgt nun die
ACh Synthese. AnschlieBend wird ACh in neuronalen Zellen Gber den
vesikularen Acetylcholin Transporter (VAChT) in Vesikel verpackt
(MaTsURA ET AL. 1997). Fir nicht-neuronale Zellen hingegen konnte bis
jetzt kein Beweis fir eine Speicherung in Vesikeln geflihrt werden. Man
geht aber davon aus, dass auch in solchen Zellen die Speicherung in
Vesikeln oder aber in Zellorganellen bzw. Zellkompartimenten mit
Hilfe des VAChT stattfindet (WessLER ET AL. 2001c). Die Freisetzung des
gespeicherten ACh aus Neuronen findet Uber eine Erhéhung der
intrazelluldren Calcium (Ca?*) Konzentration statt. Eine ebensolche
Erhéhung ist auch fur die ACh Freisetzung aus T-Lymphozyten er-
forderlich (FuJi eT AL. 2001). Neben der These, dass die ACh Freisetzung

Uber reine Exozytose stattfindet (JaHN ET AL. 1994), konnten Bloc et al.
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zeigen, dass ein spezifisches Protein, Mediatophor, mit flr die Frei-
setzung verantwortlich ist (FALk-VAIRANT ET AL. 1996, BLoc ET AL. 1999).
An menschlicher Plazenta zeigte sich, dass ein spezifischer orga-
nischer Kationentransporter (OCT) die Freisetzung von ACh in ent-
scheidendem MaBe beeinflusst (WEessLER ET AL. 20018B). Drei Isoformen
dieser OCTs, OCT1-3 sind bekannt. Fur die ACh Freisetzung an der
Plazenta werden die beiden Isoformen OCT1 und OCT3 bendtigt
(WEssLER ET AL. 2001B). Durch Quinin konnte eine reversible Hemmung
der OCT und somit eine reduzierte Freisetzung von ACh erreicht

werden (WEssLER ET AL. 20018B).

Das freigesetzte ACh kann nun mit muskarinischen und/oder niko-
tinischen Rezeptoren auf den Zielzellen interagieren. Diese Rezeptoren
sind auf neuronalen und nicht-neuronalen Zellen weit verbreitet, z.B.
Plazenta, Endothel- und zirkulierenden weiBen Blutzellen (WESSLER ET AL.
2001c). Durch die Acetylcholin Esterase (AChE) und die Butyrylcholin
Esterase (BuChE) wird das im Interzellularspalt befindliche ACh wieder
in seine Bestandteile Cholin und Acetat gespalten. Die Hydrolyse
beschrankt die Wirkung von ACh auf ein bestimmtes Areal, wodurch
eine hormonartige Ausbreitung von ACh verhindert wird (Wessler et al.

2001c).

10
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Abbildung 1: Cholinerge Zelle mit ACh Synthesezyklus. Aufnahme von Cholin durch
CHTT1 in das Zytosol, Synthese von ACh aus AcetylCoA und Cholin mittels ChAT,
anschlieBend vesikuldre Speicherung von ACh mit Hilfe von VAChT. Freisetzung des
vesikuldr gespeichertem ACh durch OCT und/oder Mediatophor in interzelluldren
Spalt, hier Interaktion mit nikotinischen und/oder muskarinischen Rezeptoren auf Ziel-
zelle. AbschlieBende Inaktivierung von ACh durch Spaltung mittels AChE oder BuChE
in Acetat und Cholin, mit Wiederaufnahme von Cholin durch CHT1.

1.1.3 Bestandteile des cholinergen Systems

1.1.3.1 Cholintransporter 1 (CHT1)

Cholin ist ein essenzieller Bestandteil in der ACh Synthese. Zu diesem

Zweck muss es in das Zytosol der Zelle aufgenommen werden. Hier-

zu sind prinzipiell alle Zellen in der Lage (Abamic 1972, Ducis 1988). Da

11
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Cholin jedoch nicht beféhigt ist, die Zellmembran zu passieren, bend-
tigt es spezifische Transporter. In Neuronen erfolgt die Cholinaufnahme
Uber den hochaffinen CHT1. Dieser ist stark vom Natriumgradienten
abhangig und spezifisch durch Hemicholinium-3 hemmbar (Swann ET AL.
1988, Okupa ET AL. 20004/B). Im Jahr 2000 gelang Okuda et al. die
Klonierung des CHT1 Proteins fir Mensch und Ratte (Okupa ET AL.
20004/B). Es setzt sich aus 12 Transmembrandoméanen zusammen und
besteht aus 580 Aminosauren (Okupa ET AL. 20004). Das humane Gen
wurde auf Chromosom |l mit der Position llg11-12 lokalisiert (Okupa T
AL. 20008). Neben diesem hochaffinen Cholintransporter existiert ein
weiterer, niedrigaffiner Cholintransporter. Dieser ist weniger stark vom
Natriumgradienten abhangig. Zellen mit niedrigaffinem Cholintrans-
porter zeigen eine geringere Cholinaufnahme. Okuda et al. propa-
gierten 2000 aufgrund positiver Funde mittels Northern Blot und In-Situ
Hybridisation an neuronalen, aber negativer Resultate an nicht-
neuronalem Gewebe, dass CHT1 spezifisch fir neuronale Zellen sei
(Okupa ET AL.20004/B). Mittlerweile konnte jedoch auch flr nicht-
neuronales Gewebe die Existenz von CHT1 gezeigt werden, so z.B.

in Keratinozyten der Haut (HABERBERGER ET AL. 2002).

1.1.3.2 Cholinacetyltransferase (ChAT)

ChAT ist an der Synthese von ACh aus AcetylCoA und Cholin beteiligt

(NAcHMANSOHN ET AL. 1943). Daneben existiert in Herz- und Skelett-

muskelzellen mit der Carnitinacetyltransferase ein weiteres ACh syn-

12
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thetisierendes Protein (WHITE ET AL. 1973, Tucek ET AL. 1982). ChAT zeigt
eine hohe Spezifitat fur Cholin, wohingegen es verschiedene
Acylgruppen akzeptiert. So konnte an cerebralem Gewebe der Ratte
die gleiche Affinitdt von ChAT fir AcetylCoA, PropionylCoA und
ButyrylCoA gezeigt werden (Rossier 1977). Dies lasst vermuten, dass
ChAT neben der ACh Synthese auch an der Propionyl- sowie
Butyrylcholinsynthese beteiligt ist (Rossier 1977). Fir den Menschen
konnte das ChAT Gen auf Chromosom 10, Region 10g11, gefunden
werden (WEssLER ET AL. 1998). Das ChAT Gen der Ratte besteht aus 3
nicht kodierenden (R, N und M), sowie 14 kodierenden Exons. Durch
alternatives Splicing kdnnen bei Ratte und Mensch verschieden viele
mMRNA Isoformen gebildet werden. So existieren beim Menschen 4, bei
Ratte 5 und der Maus 7 mRNA Isoformen (Kengaku ET AL. 1993, Wu ET
AL. 1994, Misawa ET AL. 1997). Aus den mRNAs werden beim Menschen
Proteine mit 69 kDa und 82 kDa translatiert, bei Ratte und Maus ledig-
lich eines mit 68 kDa. Neben diesen konnten in Atemwegszellen ChAT
ahnliche Proteine mit Molekulargewichten von 41 kDa und 54 kDa
gezeigt werden (KrapProTH ET AL. 1997). Des weiteren zeigten sich im
zentralen und peripheren Nervensystem unterschiedliche ChAT mRNA
Isoformen. Im Rickenmark und Gehirn existiert eine 4 kb groBe soge-
nannte ChAT of common type (CChAT). Im peripheren Gewebe existiert
eine SpleiBvariante der pChAT, die sogenannte ChAT of peripheral type
(PChAT) (Tokoyama ET AL. 2000).

13
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1.1.3.3 Vesikularer Acetylcholin Transporter (VAChT)

Mit Hilfe des VAChT wird das neuronal synthetisierte ACh im
Wasserstoff (H") Antiport in Vesikel transportiert. Er besteht aus
12 membranspannenden Domé&nen und ist durch Vesamicol hemmbar
(EricksoN ET AL. 1994). Fir nicht-neuronale Zellen ist bisher kein Nach-
weis erbracht worden, ob eine vesikuldre oder andersartige ACh
Speicherung existiert. AuBergewdhnlich ist die Lage des VAChT Gens.
Hatte man bisher immer angenommen, dass Introns nur nicht-ko-
dierende Sequenzen enthalten, fand sich in diesem Fall, dass das
Gen fur VAChT auf dem 1. Intron zwischen den ersten beiden nicht
kodierenden Exons fur ChAT liegt. Es liegen also 2 Komponenten des
cholinergen Systems in unmittelbarer genomischer Nachbarschaft.
Diese Tatsache hat der Sequenz den Namen ,,cholinerger Genlokus*
gegeben (Abb. 2, Seite 15). In neuronalen Zellen nimmt man eine
Co-Regulation der beiden Gene an (Wu et AL. 1994, BeJaNIN ET AL. 1994,
BerrARD ET AL. 1995). Fir nicht-neuronale Zellen konnte eine solche
Co-Regulation bisher nicht gezeigt werden. Es gibt jedoch erste
Hinweise auf ein Vorkommen von nicht-neuronalem VAChT, so z.B.
in Granulozyten des Dinndarms der Ratte, sowie in Endothelzellen
von Pulmonalarterien bei Ratte und Mensch (ScHAFER ET AL. 1998,

HABERBERGER ET AL. 2000).

14
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1 kb
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Abbildung 2: Misawa et al. (1995), Neuroreport 6: 965-968; Schematische Darstellung
des cholinergen Genlokus bei der Ratte (obere Linie), sowie der verschiedenen ChAT
und VAChT mRNA Formen (unterer Bildabschnitt). Schwarz geflillte Boxen stellen
kodierende, weiB gefillte nicht kodierende VAChT und ChAT Gensequenzen dar. R,
N und M sind 3 nicht kodierende Exons des ChAT Gens. Vertikal von Exons ausge-
hende gestrichelte Linien zeigen die SpleiBvarianten der mRNA Formen fir VAChT
und ChAT. Sternchen in oberster Linie markieren Startpunkte fiir die Transkription des
ChAT und VAChHT Gens.

15



Einleitung

1.2 Bisherige Nachweise nicht-neuronaler Komponenten

des cholinergen Systems

Komponente
des i Methodik des | Autor und Jahr
cholinergen Spezies Organ/Gewebe Nachweises
Systems
ChAT Mensch Haut, Immunfluoreszenz | JOHANSSON
Haarfollikel ET AL. 1993
Mensch Keratinozyten Immunfluoreszenz | GRANDO ET AL.
1993
Schwein Kultivierte Immunfluoreszenz | IKEDA ET AL.
Endothelzellen 1994
zerebraler
MikrogeféBe
Mensch Lunge Immunfluoreszenz | KIRKPATRICK
ET AL. 1997
Mensch Leukamische RT-PCR, KAWASHIMA
T-Zelllinie Immunfluoreszenz | ET AL. 1998
Mensch, Pulmonalarterien Immunfluoreszenz | HABERBERGER
Schwein, ET AL. 2000
Meerschweinchen
Schwein Endothelzellen RT-PCR HABERBERGER
Pulmonalarterien ET AL. 2000
Mensch Endothelzellen von | Immunfluoreszenz | KIRKPATRICK
GeféaBen der Haut ET AL. 2001
Mensch kultivierte Immunfluoreszenz | KIRKPATRICK
umbilikale ET AL. 2003
Endothelzellen
und Angiosar-
kom Zelllinie
VAChT Ratte SchweiBdriise Immunfluoreszenz | GUIDRY ET AL.
der Haut 1998
Mensch, Endothelzellen RT-PCR HABERBERGER
Schwein Truncus ET AL. 2000
pulmonalis
Ratte Pulmonalarterien |RT-PCR HABERBERGER
ET AL. 2000
Mensch Endothelzellen Immunfluoreszenz | KIRKPATRICK
von GefaBen ET AL. 2001
der Haut
CHT1 Mensch, Haut, RT-PCR, HABERBERGER
Ratte menschliche Immunfluoreszenz | et AL. 2002
Keratinozyten
Zelllinie HaCaT
Ratte, Arterielle RT-PCR, LiPs ET AL.
Mensch GefaBwandzellen | Immunfluoreszenz, | 2003

Western Blot

Tabelle 1: Tabellarische Ubersicht bisheriger nicht-neuronaler Komponenten des

cholinergen Systems
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1.3 Laserunterstiitzte Mikrodissektion

Die laserunterstitzte Mikrodissektion ist ein Verfahren, welches es
erlaubt, Untersuchungen an gezielt isolierten Zellen aus histologischen
Praparaten durchzufuhren. Der Hauptvorteil dieses Verfahrens liegt
neben der Isolierung einzelner Zellen oder Zellverbadnden in der hohen
Prazision bei geringer Kontaminationsgefahr und leichter Durchfihrbar-
keit (Becker ET AL. 1997). Anfangs fand die laserunterstitzte Mikrodis-
sektion lediglich eine Anwendung in der routinemaBigen DNA-Analytik
bei Tumorleiden, Infektionen und genetischen Erkrankungen (BECKER ET
AL. 1997). Kummer et al. konnten 1998 erstmals zeigen, dass diese
Methode, ergénzt durch eine RT-PCR, auch der mRNA Analyse dienen
kann (Kummer ET AL. 1998). In den folgenden Jahren bekréftigten eine
ganze Reihe von Untersuchungen diese Beobachtung (FINk ET AL. 1998,
1999, 2000). So ist es mit Hilfe der laserunterstitzten Mikrodissektion
moglich, eine qualitative Aussage dartber zu tatigen, ob eine mRNA
Expression in dem zu untersuchenden Gewebe existiert oder nicht.
Weitergehende Untersuchungen von Fink et al. zeigten dartber hin-
aus, dass neben der qualitativen auch die quantitative Untersuchung
von mMRNA Expressionen mdglich ist (FInk ET AL. 1998). So erlaubt
die Kombination aus laserunterstitzter Mikrodissektion und Real-time
quantitativer PCR, erstmals eine Zelltyp-spezifische relative RNA

Quantifizierung aus komplexem Gewebe (FINK ET AL. 1998).

17
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Bis zur Einflhrung der laserunterstitzten Mikrodissektion waren mRNA
Untersuchungen nur an Gewebehomogenaten oder Gewebefragmen-
ten moglich. Diese hatten zum Nachteil, dass die Gewebegewinnung
meist relativ unspezifisch erfolgte, wodurch Mischexpressionen
verschiedener Zelltypen unvermeidlich waren. Zudem bestand bei
einer solchen Form der Gewebegewinnung eine hohe Gefahr der

Kontamination der Proben.

Als Ausgangsgewebe kdnnen neben formalinfixierten auch schock-
gefrorene Praparate verwendet werden (KummER ET AL. 1998, ScHUTZE
uND LaHR 1998). Bei sachgerechter Lagerung kann das Gewebe Uber
einen langeren Zeitraum gelagert werden, wodurch sich die Anzahl der
Versuchstiere drastisch reduzieren lasst. Zur Erhéhung der Spezifitat
bei der Zellidentifikation kann man das verwendete Gewebe vor der
Mikrodissektion einer Immunfluoreszenz unterziehen (Fink ET AL. 2000).
Zwar hat die Vorbehandlung durch die Immunfluoreszenz einen
negativen Einfluss auf den nachfolgenden RNA Nachweis, trotzdem
lassen sich positive Ergebnisse erzielen (Fink T AL. 2000). Eine
Schonung der verwendeten Gewebe lasst sich durch den Verzicht
einer RNA Extraktion sowie eines DNAse Verdaus erreichen (KumMER ET
AL. 1998). Die RNA Extraktion wird aufgrund der speziellen Technik des
Auftauens der gewonnen Proben Uberflissig. Hierbei wird die Ter-
tidrstruktur der mRNA zerstdrt und die anschlieBende RT erhéalt eine
bessere Angriffsmdglichkeit. Der DNAse Verdau kann durch die

Verwendung Intron Uberspannender Primer umgangen werden (KumMER
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ET AL. 1998, Fink ET AL. 1998). Kann dies nicht gewéhrleistet werden,
mussen spezifische Kontrollproben durchgefihrt werden, die eine

eventuelle Kontamination der Probe mit DNA anzeigen.

Bisher wurde die laserunterstitzte Mikrodissektion vor allem zur
Isolierung relativ groBer und damit leicht zu isolierender Zellen an-
gewendet. So lieBen sich z.B. Neurone aus dem Herzen der Ratte oder
aber Alveolarmakrophagen aus der Lunge sehr gut einzeln isolieren
(Fink ET AL. 1998, KumMER ET AL. 1998). Dagegen gibt es bisher kaum
Untersuchungen dariber, ob die laserunterstitzte Mikrodissektion
auch zur Isolierung einzelner Zellen aus dichtstehenden Gewebe-
verbanden, wie z.B. dem Trachealepithel, zu verwenden ist. Die Anzahl
von zu isolierenden Zellen fir einen mRNA Nachweis hdngt von der
Expression der zu untersuchenden mRNA im jeweiligen Gewebe ab.
So reichen z.B. fir den Nachweis von ChAT mRNA aus Neuronen des
Herzens ein bis zehn Neuronenanschnitte aus (KummeR ET AL. 1998).
Nimmt man dagegen Gewebe mit geringerer mRNA Expression, kann
die Anzahl der zu untersuchenden Zellen erh6ht werden, ohne das

Ergebnis zu verfalschen.
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1.4 Komponenten des nicht-neuronalen cholinergen Systems

im Trachealepithel und deren Funktion

1.4.1 Mukoziliare Clearance, Wasser- und lonentransport

Die Oberflache der Atemwege ist von einem feinen FlUssigkeitsfilm
bedeckt, welcher durch einen koordinierten Zilienschlag, vor allem in
den groBen Atemwegen, nach oral transportiert wird. Diesen Vorgang
bezeichnet man als mukoziliare Reinigung. Fir eine effektive Reinigung
sind neben einem synchronisierten Zilienschlag eine Interaktion zwi-
schen Nachbarzellen, Sekretion von Wasser, lonen und Schleim sowie
eine Regulation der Zell-Zell-Kontakte erforderlich (WANNER ET AL. 1996).
Diese Bestandteile beeinflussen sich gegenseitig. Verringern sich z.B.
die Zell-Zellabsténde, kann es zu erhéhtem Zilienschlag und reflekto-
rischer Mukusabgabe mit der Freisetzung von glykosylierten Proteinen
kommen (WANNER ET AL. 1996). Diese Proteine reagieren dann mit den
Ober-flachenstrukturen der Zellen und verhindern so, dass sich Bak-
terien 0.4. an diese binden kdnnen (WANNER ET AL. 1996). ACh kann
direkt in die Mukussekretion eingreifen. So zeigten isolierte submukdse
Drisen vom Schwein nach ACh Applikation eine erhéhte Gluko-
konjugatsekretion (Dwver ET AL. 1992). Des weiteren ist ACh Uber die
Beeinflussung von CI'- und K*-Kanéalen an der Flussigkeitssekretion
beteiligt. Untersuchungen am Trachealepithel des Schafes zeigten bei
ACh Applikation eine Stimulation apikaler CI” Kanale (Acevepo 1994).

Durch diese Stimulation wird eine Kaskade in der Zelle ausgeldst, die
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eine Hyperpolarisation und damit eine Flissigkeitssekretion zur Folge
hat. Beide Mechanismen, Mukus- und Flissigkeitsabgabe, dienen der
Abwehr und schiitzen so vor dem Eindringen von Mikroorganismen

(WANNER ET AL. 1996).

ACh ist direkt an der Regulation des Zilienschlags beteiligt (WEssLER
ET AL. 2001D). Erste Hinweise stammen bereits aus dem Jahre 1953
(BuLeriNG ET AL. 1953). An Kiemenplatten der Seemuschel Mytilis edulis,
die keine Neurone enthalt, aber dennoch ACh produziert, wurde nach
ACh und Physostigmin Applikation eine verstéarkte Zilientatigkeit be-
obachtet (BuLsrING ET AL. 1953). In Biopsien aus humanem Bronchus-
gewebe konnte diese Beobachtung bestéatigt werden (WonG ET AL.
19884, B). Nach Applikation von Agonisten und Antagonisten muskari-
nischer Rezeptoren zeigte sich eine Stimulation bzw. eine Inhibition der
Zilientatigkeit (Wona ET AL. 19884/8). Aufféllig ist, dass sich der Zilien-
schlag bei Saugern durch Atropin reduzieren lasst, jedoch eine
Basalaktivitat bestehen bleibt (SAsTRY ET AL. 1979, WANNER ET AL. 1996).
Es scheint ein Grundmechanismus zu existieren, der durch besonde-
re Einfllisse gesteigert werden kann. Eine wichtige Vorraussetzung fur
die effektive mukozilidre Reinigung ist der koordinierte Zilienschlag.
Wanner et al. zeigten, dass spezielle Zell-Zell-Kontakte, gap junctions
und extrazelluldre parakrine Faktoren fur die Koordination des
Zilienschlags sowie die Verbindung Zilienschlag-Mukusbildung ver-

antwortlich sein missen (WANNER ET AL. 1996).

21



Einleitung

1.4.2 Zellproliferation

Nicht-neuronales ACh hat einen Einfluss auf die Mitose von Epithelien
des Menschen. Klapproth et al. zeigten an isolierten und anschlieBend
kultivierten Bronchialepithelzellen, dass appliziertes ACh einen stimu-
lierenden Effekt auf das Wachstum der Zellen hat (KLAPPROTH ET AL.
1997). Durch die Applikation der muskarinischen und nikotinischen Re-
zeptor-Antagonisten Atropin und D-Tubocurarin konnte das Wachstum
gestoppt werden (KLapproTH ET AL. 1997). Diese Beobachtungen lassen
die Uberlegung zu, dass nicht-neuronales ACh an der Regulation der
natdrlichen Zellerneuerung des Bronchialepithels beteiligt ist (WEssLER
ET AL. 2001c). Auch in anderen Oberflachenzellen, wie z.B. dem
Kornealepithel, zeigte sich, dass nicht-neuronales ACh Uber auto-/
parakrine Mechanismen an der Regulation der Mitose beteiligt ist
(CavanagH ET AL. 1989). Grando et al. belegten von 1993-1999 in einer
ganzen Reihe von Untersuchungen, dass ACh Uber nikotinische und
muskarinische Rezeptoren einen Einfluss auf das Wachstum von
menschlichen Keratinozyten der Epidermis hat (GrRanDo ET AL. 1993,
1996, 19974/, 1999). ACh ist auch an der Differenzierung der Kera-
tinozyten sowie an der Wundheilung der Haut beteiligt (WESSLER ET AL.
2001c). Haberberger et al. konnten 2002 mittels RT-PCR und
Immunhistochemie die Existenz von CHT1 sowohl fir humane als
auch fir Haut der Ratte nachweisen (HABERBERGER ET AL. 2002). In der
Immunfluoreszenz an kultivierten Zellen zeigte sich eine vom

Differenzierungsgrad der Keratinozyten abhédngige Zunahme der
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CHT1-Immunreaktivitat (HABERBERGER ET AL. 2002). Der Verdacht liegt
nahe, dass ACh und CHT1 gemeinsam in die Signalwege der Differen-

zierung von Keratinozyten integriert sind.

Unter physiologischen Bedingungen proliferieren beim Menschen
innerhalb von 24 h weniger als 1% der Bronchialepithelzellen (WANNER
ET AL. 1997). Andern sich die Bedingungen, z.B. bei chronischen Atem-
wegserkrankungen, steigt die Zahl der an der Proliferation befindlichen
Zellen auf bis zu 17% an (WANNER ET AL. 1997). Nimmt man eine unter
pathologischen Bedingungen gesteigerte ACh Freisetzung an, so zei-
gen diese und die Ergebnisse von Grando et al. 1993, 1996, 1997a/b,
1999, dass nicht-neuronales ACh am Wachstum von Epithelzellen des
Menschen beteiligt ist. Eine solch gesteigerte ACh Sekretion findet sich
in kleinzelligen Bronchialtumoren (SCLC). Song et al. konnten zeigen,
dass SCLC-Zellen ACh synthetisieren und abgeben kénnen (SonG ET AL.
2003). So freigesetztes ACh stimuliert autokrin das Wachstum der
SCLC-Zellen (SonG ET AL. 2003). Frihere Hinweise, dass ACh am
Tumorwachstum beteiligt ist, erbrachten Schuller et al. bereits 1990 an
Lungentumoren von Hamstern (ScHuLLeR ET AL. 1990). Nach Applika-
tion von ACh und Nikotin konnte eine Wachstumsstimulation der

Tumorzellen hervorgerufen werden (ScHULLER ET AL. 1990).
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1.4.3 Zell-Zell-Kontakte und Zytoskelett

Nicht-neuronales ACh ist in die Kontrolle des Zytoskeletts sowie durch
Beeinflussung der Zell-Zell-Kontakte an der Interaktion der Zellen
untereinander beteiligt. Zu den Elementen des Zellskeletts gehdren
Mikrotubuli, Filamente verschiedener Kaliberstarken sowie Lamine. Die
Bestandteile besitzen eine statische und eine dynamischen Funktion.
Sie sind an der Formbewahrung- bzw. Anderung, der Bewegung der
Zelle, sowie an intrazellularen Transportablaufen beteiligt. Auf diesen
Wegen kdénnen Proteine, Rezeptoren und Organellen transportiert
werden. Zur dynamischen Funktion des Zellskeletts gehdrt auch
die Beteiligung an der Proliferation sowie der Apoptose, dem pro-
grammierten Zelltod (WEessLER ET AL. 2001c). Mikrotubuli und andere
Bestandteile weisen eine negative Oberflachenladung auf. Da ACh
durch seine positive Ladung ein Kation ist, kdnnte durch diese
Ladungsunterschiede eine direkte Interaktion zwischen ACh und

Zellskelettbestandteilen bestehen (WEssLER ET AL. 2001¢).

Nicht-neuronales ACh ist an der Funktion des Zellskeletts beteiligt.
Hemmte man nikotinische ACh Rezeptoren in Zellkulturen humaner
Atemwegsepithelzellen durch die Antagonisten Tubocurarin, Meca-
mylamin oder a-Bungarotoxin, so wurde neben einer Zellverkleinerung
eine GréBenzunahme des Interzellularspaltes beobachtet (KLappPrOTH
ET AL. 1994, Maus eT AL. 1998). Durch das Einwirken auf die Zell-Zell-

Kontakte wird die qualitative Schutzfunktion der Oberflachenepithelien
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beeintrachtigt. Darliber hinaus zeigten Wessler et al., dass appliziertes
Atropin auf humanen Hautschnitten eine Verschlechterung der
desmosomalen Zell-Zell-Kontakte sowie eine generelle Verbreiterung
des Extrazellularraumes zur Folge hatte (WessLER ET AL. 1999). Damit
nimmt ACh Einfluss auf die Barrierenfunktion der Haut und des

Atemwegsepithels.

1.5 Fragestellungen der Arbeit

Die bisherigen Untersuchungen tber nicht-neuronale Komponenten
des cholinergen Systems wiesen bisher nur einzelne Bestandteile in
verschiedenen Geweben nach. Ein Nachweis, dass alle drei Kompo-
nenten gleichzeitig im selben Gewebe existieren, wurde bisher nicht
erbracht. Daraus ergeben sich, exemplarisch fur das Trachealepithel

der Ratte, folgende Fragestellung:

1. Lassen sich auf molekularer Ebene die mRNAs von CHT1, VAChT
und ChAT im Trachealepithel der Ratte nachweisen?

2. Kann dartber hinaus VAChT Protein mittels Immunfluoreszenz im
Trachealepithel gezeigt werden?

3. Ist es mit Hilfe der laserunterstitzten Mikrodissektion mdglich,
Trachealepithel der Ratte fur eine anschlieBende mRNA Analyse zu
gewinnen?

4. Kann eine differenzierte Isolierung der einzelnen Trachealepithel-

zellen mittels der laserunterstitzten Mikrodissektion erfolgen?
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2 Material und Methoden

2.1 Laserunterstiitzte Mikrodissektion

2.2.2 Gewebegewinnung

Zur Gewinnung der Tracheen wurden adulte Wistar Ratten (n=25)
verschiedenen Geschlechts verwendet. Diese wurden mittels Chloro-
form (Trichlormethan, Roth, Karlsruhe, Deutschland) anasthesiert und
durch Durchtrennung der Aorta abdominalis getdtet. AnschlieBend
konnte die Trachea von der Bifurcatio tracheae bis zum Cartilago
cricoidea freiprapariert und entnommen werden. Zur Schonung des
Gewebes dauerte die Praparation nicht langer als 10 min. Nach Ent-
nahme erfolgte das Schockgefrieren der Trachea in, durch fllissigen
Stickstoff (N,) auf — 50° Celsius geklihltem Isopentan (KumMMER ET AL.
1998). AbschlieBend wurde die gefrorene Trachea mittels Tissue Tek®
(Sakura, Zoeterwonde, Holland) auf einen Filterpapiertrager aufgefro-
ren (Riedel de-Haen, Seelze, Deutschland) und bis zur weiteren
Prozessierung in flissigem N,, beziehungsweise bei — 80°C gelagert

(Fink ET AL. 1998, KUMMER ET AL. 1998).
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2.1.2 Schnittanfertigung und Farbung

Die schockgefrorenen Tracheen konnten nun am Kryostaten (Leica CM
1900, Bensheim) in einer Starke von 8 um Dicke geschnitten und mit
einem Deckglas (Langenbrick, Emmerding, Deutschland) aufgenom-
men werden. Zur Vermeidung von Kontaminationen wurden diese zu-
vor Uber Nacht in Aceton (reinst, Riedel de-Haen, Seelze, Deutschland).
eingelegt, anschlieBend fir eine '/, Stunde in Wasserstoffperoxyd
(H,0,) und bis zum endgtiltigen Gebrauch in 100% Ethanol (Riedel de-
Haen, Seelze, Deutschland) gelagert. Zwischen jedem Schritt erfolgte

eine Spulung mit sterilem Wasser (H,0).

Die auf das Deckglas aufgetragenen Schnitte wurden nun 1,5 min in
einer Hamalaunlésung nach Mayer (1 g Hamatoxilin in 1 | destilliertem
H,O geldst, 0,2 g NaJos, 50 g KAI(SO,),12H,0, 1 g kristalline Zitronen-
sdure (alle Substanzen Fluka, Neu-Ulm, Deutschland), 50 g Chloral-
hydrat (Merck, Darmstadt, Deutschland)) geférbt und zum Wasser-
entzug in einer aufsteigenden Alkokohlreihe (70%, 95%, 100% Ethanol)
geblaut. AbschlieBend konnten sie in 100% Ethanol gelagert werden,
wobei ein Zeitrahmen von 4 h bis zur endgultigen Verwendung nicht

Uberschritten wurde (KummER ET AL. 1998).
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2.1.3 Probengewinnung
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Abbildung 3: Aus Homepage von P.A.L.M., Benried, Germany. Ubersichtsdarstellung

des UV-Laser-Mikrodissektionssystems. Mikroskop mit Gber Computer steuerbarer
Robot-Stage, Robot-Manipulator und UV-Lasereinheit.

Mit Hilfe eines speziellen UV-Laser-Mikrodissektionssystems konnte
nun aus dem gefarbten Gewebe ein Verband von ca. 50 Tracheal-
epithelzellen isoliert werden. Nach Entnahme der Deckglaser aus dem
Ethanol wurde bis zur endgultigen Gewebegewinnung eine Zeit bis zu

45 min nicht Gberschritten (KumMEeR ET AL. 1998).

Das System besteht aus einem Stickstoff-Laser (337 nm Wellenlange,
max. 20 Pulse pro Sekunde, 3 ns Pulsdauer), dessen Strahl in den
Strahlengang eines inversen Mikroskops (Zeiss Convert 135; Carl Zeiss
AG, Jena, Deutschland) integriert werden kann (Abb. 3). Energie-
intensitat sowie Fokussierung des Laserstrahls kédnnen beeinflusst

werden und variieren die Schnittdicke des Lasers (ScHUTzE uND LAHR

28



Material und Methoden

1998). Der Mikroskoptisch kann ebenso wie ein Mikromanipulator per
Computer-Maus bewegt werden (ScHuTtze unp LaHR 1998). Mit Hilfe des
Laserstrahls kédnnen nun unter optischer Kontrolle die gewlnschten
Zellverbande aus dem Trachealepithel geschnitten werden (Abb. 4A-D).
Zur Vermeidung eventueller Kontamination der Probe durch genomi-
sche DNA aus dem Zellkern beschrénkte sich die Mikrodissektion auf
den zellkernfreien, apikalen Teil des Trachealepithels. Nach dem
Schneidevorgang wurde der Objekttrager mittels einer Pipette mit
100% Ethanol befeuchtet. AnschlieBend erfolgte die Befestigung einer
30G-Kanule am Mikromanipulator. Mit Hilfe der 30G-Kanule konnte
nun unter optischer Kontrolle das zuvor freigeschnittene Gewebe zu
einem Konglomerat zusammengeschoben werden (Abb.4A-D). Beim
Verdunsten des Ethanols adharierte das Gewebekonglomerat an der
Spitze der Kantle und konnte so aufgenommen werden (Abb.4A-D).
AbschlieBend wurde die Nadel mit der gewonnenen Probe in ein
ReaktionsgefaB mit 10 pl spezieller Pufferlésung (52 mM Tris-Puffer,
78 mM KCI, 3,1 mM MgCl,) Gberfihrt. Zur Vermeidung von Konta-
minationen und zur Materialschonung wurde das Reaktionsgefaf
zunachst 5 min auf Eis gekuhlt und anschlieBend bis zur nachfol-
genden Reversen Transkription in flissigem N, aufoewahrt (Kummer

ET AL. 1998, FINK ET AL. 1998).
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Abbildung 4 A-D: Durchfihrung laserunterstiitzter Mikrodissektion am Trachealepithel
der Ratte.

A: Mikroskopische Ubersicht vor Schneidevorgang. 1 Tracheallumen; 2 apikaler, zellkern-
freier Trachealepithelanteil;, 3 basale Zellkernreihe; 4 Lamina propria mucosae; 5 ange-
schnittenes Gefal3 mit Erythrozyten; 6 Cartilago tracheales; 7 Perichondrium und Tunica
adventitia.

B: Ubersicht nach Schneidevorgang mit Platzierung einer 30G-Kandile. 1 Tracheallumen;
2 30G-Kandle; 3 Schnittspur des Lasers; 4 isoliertes, apikales, zellkernfreies Epithel von
ca. 50 Zellanschnitten; 5 basale Zellkernreihe; 6 Lamina propria mucosae.
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D)

C: Aufnahme der Probe zum Zeitpunkt der Alkoholverdunstung. 1 Tracheallumen; 2
30G-Kandle; 3 an 30G-Kandlle adhérentes, zuvor isoliertes Epithel; 4 Schnittspur des
Lasers; 5 basale Zellkernreihe; 6 Lamina propria mucosae.

D: Gewinnung der an 30G-Kanlile adhédrenten Probe. 1 30G-Kanlile; 2 an 30G-Ka-
nlle adhérentes, zuvor isoliertes Epithel.
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2.2 Reverse Transkription (RT)

Vor der Weiterverarbeitung wurden die Reaktionsgefa3e mit der ge-
wonnenen Probe aus dem flissigen N, enthommen und schonend
aufgetaut. AnschlieBend erfolgte bei 95°C eine 7 min dauernde De-
naturierung der Gewebeprobe, mit abschlieBend 5 min dauernder
Lagerung auf Eis. Dieser der eigentlichen RT vorangestellte Schritt
dient zur Zerstérung der Tertidrstruktur der mRNA und bietet der RT
eine bessere Angriffsmdglichkeit. Nach Zugabe des RT Mastermix
(2 pl MgCl, (25 mM), 2 pl 10 x PCR Puffer Il, 1 yl dNTP (2,5 mM), 1 pl
Random Hexamer Primer (50 pM), 0,5 ul RNase Inhibitor (20 U/pl) so-
wie 1 pyl MuLV RT (50 U/pl); alle Perkin Elmer Applied Biosystems,
Weiterstadt, Deutschland) wurden die Proben 10 min bei 20°C, 60 min
bei 42°C inkubiert und abschlieBend die Reaktion durch eine 5 min
dauernde Erwarmung bei 95°C gestoppt (Fink ET AL. 1998). Als Kontrolle
auf eventuelle Kontaminationen des Lysispuffers mit DNA wurde ein
ReaktionsgefaB ohne mikrodissoziiertes Gewebe einer RT und an-

schlieBender Polymerase Kettenreaktion (PCR) unterzogen.

2.3 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die durch die Primer detektierten, spezifischen Sequenzen der cDNA

wurden mittels einer PCR amplifiziert. Der PCR Ansatz enthielt neben

den 17,5 pyl cDNA, 21,2 pl Aqua ad injectabilia (Braun, Melsungen,
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Deutschland), 4 pl MgCl, Lésung (25 mM), 4 ul 10 x PCR Puffer I,
1 pl ANTP (2,5 mM), je 1 pl Primer ,forward und reverse” sowie 0,4 pl
Amplitag Gold (5 U/pl). Mit Ausnahme der Primer stammten alle
Substanzen von PE Applied Biosystems. Die verwendeten Primer sind

in Tabelle 2 dargestellt.

mRNA Register-Nr./

Amplik Pri
mpfkon rimer Region Hersteller

VAChT | For.: 5’CGG TTC ATC AAG CAA CAC ATC 3’ |2176-2325 | RNU 09838, MWG-
Rev.: 5’GCC ACATCG TTC ACT CTC TTG 3’| (149 bp) Biotech (Ebersberg,
Deutschland)

CHT1 For.: 5’GCA AAC ATG GAA CTT GCT GA 3’ |1283-1433 | AB 030947, MWG-
Rev.: 5’CAA GAC CAA GGA GGA AGC AG 3’| (150 bp) Biotech (Ebersberg,
Deutschland)

ChAT For.: 5’CAA CCATCT TCT GGC ACT GA 3’ [1735-1917 | nicht vorhanden,
Rev.: 5’AAT GGC TAT GGA GCC TGC TA 3" |(183 bp) MWG-Biotech
(Ebersberg,
Deutschland)

Tabelle 2: Tabellarische Darstellung der verwendeten Primer. Angegeben sind das
Amplikon, Basenabfolge der Primer, spezifische mRNA-Region mit Anzahl der Basen-
paare (bp), Registriernummer sowie die Hersteller.

An eine 5 min dauernde Denaturierung bei 94°C schlossen sich 50
Zyklen mit 45 s bei 94°C, 45 s bei 58°C Annealing Temperatur der
Primer, sowie 45 s bei 72°C an. Beendet wurde die Reaktion 7 min lang
bei 72°C. Zur Funktionskontrolle der PCR wurden Kontrollproben
durchgefihrt (Abb. 5). Diese bestanden aus einer Positiv- und einer
Negativ-Kontrolle. In der Positiv-Kontrolle befand sich anstelle einer
aufbereiteten, mikrodissoziierten Probe 1 pl cDNA aus Rattenhirn. Die

Negativ-Kontrolle enthielt lediglich 1 pl destilliertes H,O als Zusatz.
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Als Kontrolle auf eventuelle DNA Verunreinigungen in den mikrodis-
soziierten Proben wurde pro Primer jeweils ein GefdB mit mikro-
dissoziiertem Material ohne RT einer PCR unterzogen. Des weiteren
wurde eine Pufferlésungs-Kontrolle durchgefihrt. Diese enthielt

Pufferlésung, mit welcher eine RT-PCR durchgefihrt wurde.

Die PCR Produkte sowie die notwendigen Kontrollproben wurden
auf ein 2% Agarosegel (Genagarose, Genaxis, Saint-Claud Cedex,
Frankreich) in TAE Puffer (242 g Tris Base (USB, Cleveland, USA),
57,1 ml 100% Essigsaure (Merck, Darmstadt, Deutschland), 100 ml
0,5 M EDTA, pH 8,0 (Merck, Darmstadt, Deutschland)) aufgetragen
und elektrophoretisch getrennt. Zur Auswertung der Banden wurde
dem Gel der Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid (Roth, Karlsruhe,
Deutschland) zugesetzt, welcher in die DNA interkalierte und durch UV
Bestrahlung sichtbar gemacht und analysiert werden konnte. Zur
GroBenbestimmung des Amplikons diente ein GréBenmarker
(Invitrogen, Groningen, Holland). Die durchgeflihrte PCR Positiv-
kontrolle (cDNA Rattenhirn) hatte die selbe BasenpaargroBe wie die

durchgeflhrten Proben.
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Laserunterstitzte
Mikrodissektion

oo

1 2 3
Nadel mit Nadel mit Keine Probe
gewonnener Probe gewonnener Probe nur
+ 10 pl Pufferldsung + 10 pl Pufferldsung 10 pl Pufferldsung

| | l

| | l

PCR PCR PCR

| PCR Kontrollen: |

4 5
Positiv Kontrolle Negativ Kontrolle
mit mit
cDNA Rattenhirn Wasser

Abbildung 5: Ubersicht eines Versuchsdurchlaufes mit verschiedenen Kontrollproben.
1: Probe mit gewonnenem Trachealepithel. Reaktionsgefal3 enthélt Nadel mit gewon-
nener Probe sowie 10 ul Pufferlésung, anschlieBend erfolgt eine RT-PCR.

2: Kontrolle auf genomische DNA. Reaktionsgefal3 enthélt Nadel mit gewonnener
Probe sowie 10 ul Pufferlésung, es erfolgten keine RT, aber eine PCR.

3: Puffer-Kontrolle. Reaktionsgefal3 enthélt keine Probe, aber 10 ul Pufferlbsung, es
erfolgt eine RT-PCR.

4: PCR Positiv-Kontrolle mit 1 ul Rattenhirn cDNA.

5: PCR Negativ-Kontrolle mit 1 ul destilliertem H,0.
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2.4 Immunfluoreszenz

Als Gewebe fir die Immunfluoreszenz wurden dieselben Tracheen
wie fur die laserunterstitzte Mikrodissektion verwendet. Bei einer
Temperatur von —20°C wurden diese in einer Dicke von 12 ym quer
geschnitten, auf Objekttrager (Super Frost® Plus, Menzel Glaser,
Deutschland) aufgebracht, 10 min in Aceton fixiert und danach 1 h bei
Raumtemperatur getrocknet. AnschlieBend wurden die Schnitte zur
Blockung unspezifischer Proteinbindungsstellen (HAuri ET AL. 1986) mit
Blockmedium lberschichtet und fir 1 h bei Raumtemperatur in einer
feuchten Kammer inkubiert. Als Blockmedium diente ein Gemisch aus
phosphatgepufferter Salzlésung (PBS), 10% normalem Schweineser-
um, 0,1% Rinderserumalbumin und 0,5% Tween 20 (HABERBERGER ET AL.
2000a). Nach Entfernen des Blockmediums wurde das Primar-
antiserum gegen VAChT (polyklonales Antiserum aus der Ziege;
Biotrend, KéIn, Deutschland) in einer Endkonzentration von 1:800 in
PBS/NaCl (PBS mit doppelter Salzkonzentration zur Verringerung
der Hintergrundreaktion (Gruse ET AL. 1980)) gel6st, auf die Schnitte
aufgetragen, bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer Uber
Nacht inkubiert und anschlieBend 3 x 10 min mit PBS gewaschen.
AnschlieBend wurde das biotinkonjugierte Sekundarserum aus dem
Esel gegen Immunglobulin der Ziege (Amersham, Freiburg, Deutsch-
land) in einer Endkonzentration von 1:400 in PBS/NaCl verdiinnt,
aufgetragen, 1 h bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer inku-

biert und 6 x 5 min mit PBS gewaschen. AbschlieBend wurde

36



Material und Methoden

Fluoresceinisothiocyanat- (FITC) gekoppeltes Streptavidin (Amersham,
Freiburg, Deutschland) in einer Endkonzentration von 1:50 in PBS/NaCl
verdunnt aufgetragen und 1 h lichtgeschutzt bei Raumtemperatur in
einer feuchten Kammer inkubiert. Es folgte ein 6 x 5 min langes Wa-
schen mit PBS, Eindeckeln in karbonatgepuffertem Glyerol (pH 8,6), die
fluoreszenzmikroskopische Analyse und die Anfertigung von Foto-
grafien. Als Negativ-Kontrolle der Immunfluoreszenz erfolgte eine
Préaabsorptions-Kontrolle. Hierzu wurde dem Prim&rantiserum gegen
VAChT vor dem Auftragen auf die Schnitte das fir das Antiserum
spezifische Antigen (Ag) (Amersham, Freiburg, Deutschland) zugesetzt.
Dieses Ag ging mit dem gegen VAChT gerichteten Primarantiserum
eine spezifische Bindung ein. Die Lésung mit dem so gebildeten
Komplex wurde nun auf die Schnitte aufgebracht. Hier konnte das
gebundene Primarantiserum keine weiteren Bindungen eingehen. In
der Praabsorptions-Kontrolle war somit keine Signalintensitat zu er-

warten.
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3 Ergebnisse

3.1 RT-PCR Produkte nach laserunterstiitzter Mikrodissektion

3.1.1 VAChT

Untersucht wurde apikales, zellkernfreies Trachealepithel der Ratte.
Dieses wurde mit Hilfe laserunterstitzter Mikrodissektion aus Gewebe-
schnitten von zuvor schockgefrorenen Tracheen gewonnen. Es zeigte
sich in 11 von 26 durchgeflihrten Proben ein PCR Produkt (Abb. 6A)
mit einer GréBe von 149 Basenpaaren (bp) (Abb. 7). Da die verwende-
ten Primer nicht Intron Gberspannend waren, wurden zum Ausschluss
auf Kontamination mit genomischer DNA Kontrollen durchgefihrt. Diese
beinhalteten mikrodisseziertes Trachealepithel, anstelle eines RT
Mastermix wurde jedoch eine aquivalente Menge H,O zugefihrt. An
die RT schloss sich eine PCR an, in welcher sich bei insgesamt 16
durchgefiihrten Kontrollen 2 positive Proben zeigten (Abb. 6B). Als PCR
Funktionskontrollen dienten je eine Positiv- und Negativ-Kontrolle. Die
Positiv-Kontrolle enthielt 1 yl cDNA Rattenhirn. Die GréBen der beiden
Produkte von Positiv-Kontrolle und Amplikon stimmten Uberein. In
der durchgefiihrten Negativ-Kontrolle befand sich neben dem PCR
Ansatz 1 pl destilliertes H,O, so dass kein Produkt zu erwarten war.
Des weiteren wurde eine Pufferldsungs-Kontrolle durchgefihrt. Diese
enthielt Pufferlésung, mit welcher eine RT-PCR durchgefihrt wurde.

Auch hier war, wie gefordert, kein Produkt amplifiziert.
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Abbildung 6 A) und B): Diagramm der Anzahl durchgefihrter RT-PCR Proben, sowie
Ergebnisse fir mRNA Nachweis von VAChT in mikrodisseziertem Trachealepithel.

A) VAChT RT-PCR Produkt Nachweis

B) Kontrollen auf Verunreinigung durch genomische cDNA in Abwesenheit des RT-
Schrittes
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Abbildung 7: RT-PCR, VAChT, elektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte
im Agarosegel.

Pfeil: Es zeigen sich in 3 Proben mikrodissezierten Trachealepithels positive Signale.
Basenpaarmarker; PCR Negativ-Kontrolle: H,O; PCR Positiv-Kontrolle: Rattenhirn;
DNA-Kontrollen: Kontrollen auf Verunreinigung durch genomische DNA; TE nach
RT-PCR: Mikrodissoziiertes Trachealepithel nach RT-PCR; Pufferkontrolle; Pfeilkopf:
,Primerwolken’
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3.1.2 CHT1

Es wurde apikales, zellkernfreies Trachealepithel der Ratte untersucht,
welches zuvor mit Hilfe laserunterstitzter Mikrodissektion aus Gewe-
beschnitten schockgefrorener Trachea gewonnen wurde. In insgesamt
16 von 28 Proben zeigte sich ein PCR Produkt (Abb. 8A) mit einer
BasenpaargréBe von 150 (Abb. 9). Da auch hier die verwendeten
Primer nicht Intron Uberspannend waren, wurden zum Ausschluss auf
Kontamination mit genomischer DNA Kontrollen durchgefiihrt. Diese
beinhalteten mikrodisseziertes Trachealepithel, anstelle eines RT
Mastermix wurde jedoch eine aquivalente Menge H,O zugefihrt. An
die RT schloss sich eine PCR an, in welcher sich bei insgesamt 16
durchgefltihrten Kontrollen 1 positive Probe zeigte (Abb. 8B). Als PCR
Funktionskontrollen dienten je eine Positiv- und Negativ-Kontrolle. Die
Positiv-Kontrolle enthielt 1 yl cDNA Rattenhirn. Die GréBen der beiden
Produkte von Positiv-Kontrolle und Amplikon stimmten Uberein. In
der durchgefiihrten Negativ-Kontrolle befand sich neben dem PCR
Ansatz 1 pl destilliertes H,O, so dass kein Produkt zu erwarten war.
Des weiteren wurde eine Pufferldsungs-Kontrolle durchgefihrt. Diese
enthielt Pufferldsung mit welcher eine RT-PCR durchgeflihrt wurde,
auch hier war kein Produkt zu erwarten und wurde entsprechend nicht

erhalten.
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B) CHT 1 Kontrollen

Abbildung 8 A) und B): Diagramm der Anzahl durchgefiihrter RT-PCR Proben, sowie
Ergebnisse fir CHT1 mRNA Nachweis in mikrodisseziertem Trachealepithel.

A) CHT1 RT-PCR Produkt Nachweis

B) Kontrollen auf Verunreinigung durch genomische DNA in Abwesenheit des RT-
Schrittes
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Abbildung 9: RT-PCR, CHT1, elektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte im
Agarosegel.

Pfeil: Es zeigen sich in 2 Proben mikrodissezierten Trachealepithels positive Signale.
Basenpaarmarker; PCR Positiv-Kontrolle: Rattenhirn; PCR Negativ-Kontrolle: H,O;
TE nach RT-PCR: Mikrodissoziiertes Trachealepithel nach RT-PCR; DNA-Kontrolle:
Kontrollen auf Verunreinigung durch genomische DNA; Pufferkontrolle; Pfeilkopf:
,unspezifische PCR-Produkte’
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3.1.3 ChAT

Untersucht wurde apikales, zellkernfreies Trachealepithel der Ratte.
Dieses wurde mit Hilfe laserunterstitzter Mikrodissektion aus Gewebe-
schnitten von zuvor schockgefrorener Trachea gewonnen. Es zeigte
sich in insgesamt 5 von 30 Proben ein PCR Produkt (Abb. 10) bei der
erwarteten GroéBe von 183 bp (Abb. 11). Da der verwendete ChAT Primer
Intron Uberspannend war, waren keine Kontrollen auf Kontamination
mit genomischer DNA notwendig. Als PCR Funktionskontrollen
dienten wiederum je eine Positiv- und Negativ-Kontrolle. Die Positiv-
Kontrolle enthielt 1 pyl cDNA Rattenhirn. Die GréBen der beiden
Produkte von Positiv-Kontrolle und Amplikon stimmten ebenfalls
Uberein. In der durchgefihrten Negativ-Kontrolle befand sich neben
dem PCR Ansatz 1 pl destilliertes H,O, so dass kein Produkt zu er-
warten war. Des weiteren wurde eine Pufferlésungs-Kontrolle
durchgeflihrt. Diese enthielt Pufferlésung, mit welcher eine RT-PCR
durchgefihrt wurde, auch hier war kein Produkt zu erwarten. In

beiden Kontrollen zeigte sich kein RT-PCR Produkt.
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Probenanzahl
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ChAT

Abbildung 10: Diagramm der Anzahl durchgefihrter RT-PCR Proben, sowie Ergeb-
nisse fir ChAT mRNA Nachweis in mikrodisseziertem Trachealepithel.
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Abbildung 11: RT-PCR Produkte, ChAT, elektrophoretische Auftrennung der PCR-
Produkte im Agarosegel.

Pfeil: Es zeigt sich in 1 Probe mikrodissezierten Trachealepithels ein positives Sig-
nale. Basenpaarmarker; PCR Positiv-Kontrolle: Rattenhirn; TE nach RT-PCR:
Mikrodissoziiertes Trachealepithel nach RT-PCR; Pufferkontrolle; PCR Negativ-
Kontrolle: H,O; Pfeilkopf 1: ,unspezifische PCR-Produkte’, Pfeilkopf 2: ,Primerwolken’
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3.2 VAChT Immunfluoreszenz

Mittels Immunfluoreszenz konnte VAChHT in sekretorischen Zellen des
Trachealepithels der Ratte nachgewiesen werden (Abb. 12A). Das
Fluoreszenzmuster zeigte granulédre Immunreaktivitaten, vor allem apikal
des Zellkerns. Neben den sekretorischen Zellen zeigte kein weiterer
Zelltyp des Trachealepithels VAChT-Immunreaktivitat. Als Positiv-
Kontrolle zeigten sich positive Signale in cholinergen Axonen des
Trachealmuskels und in Axonen um Trachealdrisen. Dariiber hinaus
zeigten sich im angrenzenden Osophagus positive Signale im Bereich
der motorischen Endplatten und der praterminalen Axone (Abb. 13),
welche bekannterweise VAChT enthalten. Als Negativ-Kontrolle diente
die Praabsorption (Abb. 12B). In der Praabsorption wurde dem Primar-
antiserum gegen VAChT vor dem Auftragen auf die Schnitte das zur
Immunisierung eingesetzte Peptid zugegeben. Derart praabsorbiertes
Serum markierte in Gewebeschnitten weder Nervenfasern, noch die

sekretorischen Zellen des Epithels.
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Abbildung 12 A-B: VAChT Immunfluoreszenz im Trachealepithel der Ratte.
A: VAChT immunreaktive Zellen. 1: Tracheallumen; 2: Positive sekretorische Zellen;
3: Autofluoreszierende elastische Fasern; 4: Zilientragende Zellen.

B: Prdabsorption. 1: Tracheallumen; 2: Basalzellen; 3: Autofluoreszierende elastische
Fasern.
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Abbildung 13: Positiv-Kontrolle VAChT Immunfluoreszenz, Osophagus, Ratte.

1: Positive motorische Endplatte;
2: Positives préaterminales Axon;
3: Zellkernanschnitt;

4: Quergestreifte Muskulatur;
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4 Diskussion

4.1 Laserunterstiitzte Mikrodissektion

In vielen biomedizinischen Forschungsgebieten rlicken zellspezifische
Fragestellungen immer weiter in den Mittelpunkt des Interesses. Mit
Hilfe der laserunterstitzten Mikrodissektion ist ein Verfahren entwickelt
worden, das die Untersuchung einzelner, gezielt isolierter Zellen aus
histologischen Gewebepraparaten erlaubt. Der Hauptvorteil gegeniiber
anderen Methoden liegt neben der Isolierung spezifischer Zellen in der
hohen Préazision bei geringer Kontaminationsgefahr und leichter Durch-
fUhrbarkeit (Becker ET AL. 1997). Dieses Verfahren fand bisher v.a. in der
DNA-Analytik, z.B. zur routinemaBigen Untersuchung von DNA Veran-
derungen bei Tumorleiden, Infektionen und genetischen Erkrankungen
auf Zellebene seine Anwendung (Becker ET AL. 1997). Kummer et al.
konnten 1998 erstmals zeigen, dass mittels der laserunterstitzten
Mikrodissektion auch die mRNA Analyse mit anschlieBender RT-PCR
madglich ist (KummER ET AL. 1998, FiNk ET AL. 1998, 1999, 2000). Bis zur
Einflhrung dieser Methode waren mRNA Untersuchungen nur an
Gewebehomogenaten oder Gewebefragmenten durchflhrbar. In
Kombination mit der Methode der Immunfluoreszenz kénnen definierte
Zellen identifiziert und die Préazision der Isolierung spezifischer Zellen
noch erhéht werden. Dabei hat die Vorbehandlung durch eine Immun-
fluoreszenz zwar negative Einflisse auf den nachfolgenden RNA

Nachweis, trotzdem lassen sich positive Ergebnisse erzielen (FINK ET AL.
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2000). Als Ausgangsgewebe kénnen neben formalinfixierten auch
schockgefrorene Praparate verwendet werden (KummER ET AL. 1998,
ScHUTZE UND LAHR 1998, Fink ET AL. 1998, 1999, 2000). Bei sachgerech-
ter Lagerung kann man das Gewebe Uber einen langeren Zeitraum
verwenden, wodurch sich die Anzahl der Versuchstiere drastisch redu-
zieren lasst. Eine Schonung der Gewebe kann durch Verzicht auf RNA
Extraktion und DNAse Verdau erreicht werden (KummveR ET AL. 1998, Fink
ET AL. 1998). Die RNA Extraktion wird durch die spezielle Behandlung
der Gewebe beim Auftauen Uberflissig. Die besten Resultate zeigten
sich nach schonendem Auftauen der in flissigem N, gelagerten Pro-
ben mit anschlieBendem Erhitzen auf 95°C. Dieser der RT vorausge-
hende Schritt bewirkt eine Zerstérung der Tertidrstruktur der mRNA.
Die sich anschlieBende RT hat so eine bessere Angriffsmdéglichkeit. Der
DNAse Verdau kann durch die Verwendung Intron Gberspannender
Primer umgangen werden (KummeR ET AL. 1998, Fink unD BoHLE 1999).
Kann dies nicht gewahrleistet werden, missen, wie beim Nachweis der
mRNA von VAChT und CHT1 in dieser Arbeit, spezielle Kontrollproben
durchgefuhrt werden. Diese bestanden aus einer Positiv- und Negativ-
Kontrolle der PCR, einer Kontrolle auf Kontamination der Pufferldsung,
sowie einer Kontrolle zur Uberpriifung auf eine mdgliche Verunreini-
gung des mikrodissezierten Materials mit genomischer cDNA. Die PCR
Positiv-Kontrolle diente zum Nachweis der Funktion der verwendeten
Enzyme in der PCR. Anstelle der in der RT erzeugten cDNA wurde dem
PCR Ansatz cDNA, welche zuvor aus Rattenhirn gewonnen wurde,

zugesetzt. Die PCR Negativ-Kontrolle diente zum Ausschluss einer
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Verunreinigung des PCR Ansatzes. Hier wurde dem Ansatz anstelle von
in der RT erzeugten cDNA eine &quivalente Menge destillierten H,O
zugefuhrt. Die Pufferldsungs-Kontrolle dient zum Nachweis von Verun-
reinigungen der Pufferldsung. Zu diesem Zweck wurde bei jedem
Versuchsdurchlauf ein ReaktionsgefaB mit Pufferlésung einer RT-PCR
unterzogen. Zum Ausschluss einer Verunreinigung der Probe mit
genomischer cDNA wurde an einer gewonnenen Probe der Schritt der
RT ausgelassen und direkt eine PCR durchgefihrt. Unter optimalen
Bedingungen sollte sich, auBer in der PCR Positiv-Kontrolle, in keiner
Kontrolle ein Signal zeigen. Mit Hilfe dieser Kontrollen war der Beweis
mdglich, dass es sich bei den durch RT-PCR nachgewiesenen Produk-
ten ausschlieBlich um cDNA der zu untersuchenden mRNA Sequenzen
handelte. Mdgliche Kontaminationsquellen bestanden vor allem in
der Verunreinigung der Proben mit genomischer DNA aus Zellkern-
anschnitten und durch Lymphozyten. Diese enthalten bekannterweise
Komponenten des cholinergen Systems (KawasHimA ET AL. 1998, Fuul ET
AL. 1996) und kdénnen in den basalen Schichten liegen (PABsT ET AL.
1995). Durch die Methode der laserunterstiitzten Mikrodissektion war
es moglich, nur den apikalen, zellkernfreien Anteil des Trachealepithels
zu gewinnen. Somit konnte sowohl eine Verunreinigung der Probe mit
genomischer DNA, als auch mit Lymphozyten verhindert werden. Er-
folgte jedoch trotzdem eine Kontamination durch genomische cDNA,

zeigten die durchgeflihrten Kontrollproben diese an.
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Abbildung 14: Ubersicht der Zelltypen des Trachealepithels. 1 Kinozilientragende
Zelle; 2 Basalzelle; 3 Intermediare Zelle; 4 Becherzelle (sekretorische Zelle); 5 Endo-
krine Zelle; 6 Blrstenzelle.

Eine Schwierigkeit der Untersuchungen zeigte sich im Trachealepithel
selbst. Dieses besteht bekannterweise aus 6 verschiedenen Zelltypen
(Abb. 14). Aufgrund der Schnittdicke der Gewebeproben von 8 pm
stehen diese nicht nur horizontal, sondern auch in der Tiefe dicht
nebeneinander. Eine Differenzierung der einzelnen Zelltypen ist mikro-
skopisch méglich. Durch technische Gegebenheiten des Lasers ist eine
differenzierte Mikrodissektion so dicht hintereinander stehender Zel-
len jedoch nicht mdglich. So konnte lediglich ein Gewebeverband

von apikalem, zellkernfreien Trachealepithel gewonnen werden. Es
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zeigte sich jedoch in Immunfluoreszenz Untersuchungen dieser Arbeit,
dass nicht alle Zellen gleichermaBen Komponenten des cholinergen
Systems enthalten. So konnte flir VAChT dargestellt werden, dass
lediglich sekretorische Zellen ein positives Signal zeigen. Ob jedoch
auch nur sekretorische Zellen VAChT mRNA enthalten oder aber auch
andere Zellen ein mRNA Vorkommen fir VAChT besitzen, kann mit
Hilfe der laserunterstitzten Mikrodissektion nicht eindeutig geklart
werden. Es wére zwar denkbar, die Mikrodissektion mit einer Immun-
fluoreszenz fiur spezifische Zelltypen zu kombinieren. AnschlieBend
ist es aber nicht mdglich, so dicht hintereinander stehende Zellen zu
isolieren. Die Methode der laserunterstitzten Mikrodissektion trifft hier

auf inre Grenzen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Kombination aus
laserunterstitzter Mikrodissektion und RT-PCR das Mittel der Wahl
zum Nachweis der mRNA-Expression einzelner Zellen bzw. Zellver-
bé&nden darstellt. Beim Trachealepithel trifft die Methode jedoch auf
ihre Grenzen. Hier ist lediglich feststellbar, dass ein Zellverband von
ca. 50 Anschnitten apikaler, zellkernfreier Epithelzellen mRNA fir CHT1,
ChAT und VAChKT enthélt. Eine Differenzierung mittels der laserunter-
stutzten Mikrodissektion, ob alle oder aber nur bestimmte Zellen mRNA
von Komponenten des cholinergen Systems enthalten, ist nicht sicher

maoglich.
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4.2 CHT1

Cholin wird Gber den hochaffinen CHT1 in die Zelle aufgenommen.
Dieses ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt in der ACh Syn-
these (Okupa ET AL. 20004/, APPARSUNDARAM ET AL. 2000). Neben diesem
existiert ein weiterer, niedrigaffiner Cholintransport, den prinzipiell jede
Zelle durchfihren kann. Unterschiede zwischen den Transportern
liegen neben der verschieden ausgepragten Affinitdt zu Cholin in
unterschiedlicher Abhéngigkeit vom Na'-Gradienten, sowie in der
spezifischen Hemmbarkeit des hochaffinen CHT1 durch Hemicholini-
um-3 (Ducis 1988, Kunar 1978). Der hochaffine Cholintransport ist seit
langerem bekannt, das verantwortliche Protein konnte jedoch erst im
Jahre 2000 durch Okuda et al. kloniert werden (Okupa ET AL. 20004/8B).
Anfangs vermutete man nach Western Blot Untersuchungen und
In Situ Hybridisierung eine Spezifitdt des CHT1 fur cholinerge Neuro-
ne (Okupa ET AL. 20004). Weitere Untersuchungen konnten CHT1 jedoch
auch in nicht-neuronalem Gewebe nachweisen. So zeigten Haber-
berger et al. 2002 CHT1 mRNA in der menschlichen Haut sowie in der
menschlichen Keratinozyten-Zelllinie HaCaT (HABERBERGER ET AL. 2002).
Mit Hilfe der vorliegenden Arbeit kann mit dem Trachealepithel der
Ratte ein weiteres, nicht-neuronales CHT1 exprimierendes Gewebe

gezeigt werden.

Zum Zeitpunkt der durchgefuhrten Experimente existierte fir den

Proteinnachweis noch kein CHT1 spezifisches Antiserum. Dieses
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wurde in einer parallel verlaufenden Untersuchung in der Arbeitsgruppe
durch Lips et al. 2002 hergestellt und positiv an Motoneuronen der
Ratte getestet (Lips ET AL. 2002). Das Antiserum detektierte CHT1 auch
im Trachealepithel der Ratte, hier zeigte sich eine Bevorzugung der
apikalen Epithelabschnitte (PreiL T AL. 2002, 2003B). Eine genauere
Lokalisation des CHT1 Proteins in der apikalen Membran zilien-
tragender Zellen konnte durch Elektronenmikroskopie gezeigt werden
(PrFeiL ET AL. 2003B). Der Nachweis des CHT1 Proteins bestétigte die

MRNA Expressionsbefunde dieser Arbeit.

Auf funktioneller Ebene lieB sich bisher nicht eindeutig klaren, ob das
im Trachealepithel generierte ACh in das Tracheallumen oder aber
abluminal in den Interzellularspalt entlassen wird. Da sich in der Elek-
tronenmikroskopie wie auch in der Immunfluoreszenz eine deutliche
Lokalisation von CHT1 in der apikalen Membran zilientragender Zellen
zeigte, liegt der Verdacht nahe, dass es hier zu einer erhdhten
Aufnahme von Cholin in die Zelle kommt. Cholin ist ein Abbauprodukt
von ACh. Demnach ist anzunehmen, das ACh von zilientragenden
Zelle nach luminal abgegeben wird. Hier kann ACh zur parakrinen
Kommunikation zwischen Nachbarzellen dienen. Nach der Spaltung
des ACh in seine Bestandteile Cholin und Acetat wird Cholin tber den
CHT1 in das Trachealepithel aufgenommen. Eine neue Untersuchung
von Moffatt et al. konnte dagegen zeigen, dass eine nicht-neuronale
Freisetzung von ACh aus dem Trachealepithel der Maus nach

abluminal, in den Interzellularspalt erfolgt (MorratT ET AL. 2004). Hier ist
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ACh an der durch Serotonin induzierten Kontraktion der glatten
Muskulatur beteiligt (MorratT ET AL. 2004). Der epitheliale Ursprung des
durch Serotonin freigesetzten ACh zeigt sich daran, dass nach Ent-
fernung des Epithels, die Kontraktion der glatten Muskulatur nach
Serotoninapplikation deutlich geringer ausfiel (MorratT ET AL. 2004).
Diese Beobachtung zeigt, dass nicht-neuronales, epithelial synthetisier-
tes ACh nach abluminal abgegeben wird und dort maBgeblich an der
Kontraktion glatter Muskulatur der Trachea der Maus beteiligt ist

(MoFFATT ET AL. 2004).

Lips et al. konnten CHT1 mittels RT-PCR, Western Blot und Immun-
fluoreszenz in arteriellen GefaBen der Ratte sowie beim Menschen
nachweisen (Lips ET AL. 2003). Es zeigte sich ein Vorkommen in
Endothelzellen, glatter Muskulatur sowie in Fibroblasten (Lips ET AL.
2003). Neben der Existenz von CHT1 mRNA und Protein wurde die
hochaffine Cholinaufnahme mittels autoradiografischer Mikro-Imaging
Technik an thorakalen Aortenabschnitten der Ratte gezeigt (LiPs ET AL.
2003). In den Untersuchungen zeigten sich zwei wesentliche Befunde.
Zum einen fanden sich in neuronalem und nicht-neuronalem Gewebe
unterschiedlich groBe CHT1 Proteine (Lips ET AL. 2003). Im Hippo-
campus konnte neben einem Protein von 50 kD ein weiteres mit 78 kD
nachgewiesen werden (Lips eT AL. 2003). In nicht-neuronalem Gewebe
fand sich dagegen lediglich ein Protein von 50 kD (Lips ET AL. 2003). Zum
anderen zeigte sich in der autoradiografischen Mikro-Imager Technik

eine unterschiedliche Cholinaufnahme zwischen Endothelzellen und
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neuronalen Zellen (Lirs eT AL. 2003). Diese wurde auch in friiheren
Untersuchungen an Endothelzellen von GeféBen verschiedener Ge-
webe gezeigt (EsTRADA ET AL. 1990, GALEA ET AL. 1992, ALLEN ET AL. 2001).
Wodurch diese unterschiedliche Kinetik bedingt wird, ist bisher noch

ungeklart.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, das sich die mRNA fur den
hochaffinen CHT1 mittels RT-PCR im Trachealepithel der Ratte nach-
weisen lasst. In Immunfluoreszenz und elektronenmikroskopischen
Untersuchungen zeigt sich eine bevorzugte Lokalisation in der api-
kalen Membran zilientragender Zellen. Hier erfolgt eine vermehrte
Cholinaufnahme, so dass eine vorherige ACh Abgabe ins Tracheal-
lumen als wahrscheinlich anzunehmen ist. Untersuchungen von Lips et
al. (2003) zeigten unterschiedlich groBen CHT1 Proteine in neuronalem
und nicht-neuronalem Gewebe. Darlber hinaus zeigte sich eine
unterschiedliche Kinetik der Cholinaufnahme zwischen Endothel- und
neuronalen Zellen (EsTrADA ET AL. 1990, GALEA ET AL. 1992, ALLEN ET AL.
2001, Lips ET AL. 2003). Wodurch diese unterschiedliche Kinetik bedingt

ist, kann zum gegenwartigen Zeitpunkt nicht geklart werden.

4.3 ChAT

Die ChAT ist ein Enzym, welches in einer ganzen Reihe nicht-neuronaler

Gewebe nachgewiesen werden konnte, z.B. in Pulmonalarterien,

Endothelzellen von HautgeféaBen und Endothelzellen aus Kapillaren der
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Hirnrinde (GonzaLEz ET AL. 1987, REINHEIMER ET AL. 1998, HABERBERGER ET
AL. 20008). Es dient zur Synthese von ACh aus Cholin und AcetylCoA.
Neben ChAT ist auch die, z.B. in Herz- und Skelettmuskulatur, vorkom-
mende Carnitinacetyltransferase zur ACh Synthese befahigt (WHITE
ET AL. 1973, Tucek ET AL. 1982). ChAT lbernimmt jedoch den weitaus
gréBeren Anteil an der ACh Synthese. Neuere Untersuchungen zeigten,
dass sich ChAT im zentralen und peripheren Nervensystem hinsichtlich
MRNA und Proteinstruktur unterscheidet. Man spricht deshalb von
einer cChAT (common form) und einer pChAT (peripheral form), die eine
SpleiBvariante der ChAT darstellt (Toovama ET AL. 2000). Mit Hilfe von
RT-PCR, laserunterstitzter Mikrodissektion, Expressionsstudien dieser
Arbeit und In Situ Hybridisierung gelang erstmals fir das Tracheal-
epithel der Ratte der Nachweis, dass hier eine zu zentralen cholinergen
Neuronen sequenzidentische ChAT Form vorliegt (PreiL eT AL. 2001). So
ist die molekulare Identitat der trachealen ChAT mRNA der Ratte als

cChAT nachgewiesen (PreiL ET AL. 2001).

Es ist bekannt, dass ChAT auch in nicht-neuronalem Gewebe existiert.
So konnte ein ChAT Protein mittels Immunfluoreszenz und Western
Blot in menschlichen Oberflachenepithelien, wie z.B. in Bronchus,
Dick- und Dinndarm sowie Haut gezeigt werden (KLAPPROTH ET AL.
1997). Des weiteren konnten ChAT Enzymaktivitat sowie die Existenz
von ACh mittels ,High Performance Liquid Chromatography“ (HPLC)
dargestellt werden (KappProTH ET AL. 1997). Es zeigte sich, dass in den

verschiedenen Geweben unterschiedlich hohe ChAT und ACh Konzen-
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trationen vorliegen, die einen Zusammenhang aufwiesen (KLAPPROTH ET
AL. 1997). So besitzen Zellen mit hoher ChAT Konzentration auch eine
hdéhere Konzentrationen an ACh, wohingegen Zellen mit geringerer
ChAT Konzentration niedrigere ACh Konzentrationen zeigten (KLapPRoTH
ET AL. 1997). Aus diesen Untersuchungen ergibt sich, dass ChAT in
Oberflachenepithelien nicht nur existent, sondern auch aktiv an der

ACh Synthese dieser Zellen beteiligt ist (KLaPPROTH ET AL. 1997).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass im Trachealepithel der
Ratte eine zu zentralen cholinergen Neuronen sequenzidentische ChAT
Form vorliegt (PreiL eT AL. 2001). Neben dem Protein konnten des
weiteren fUr verschiedene Gewebe unterschiedlich hohe ChAT Konzen-
trationen gezeigt werden. Diese steht in direktem Zusammenhang mit
der unterschiedlich hohen ACh Konzentration der Gewebe (KLapPROTH

ET AL. 1997).

4.4 VAChT

Mit Hilfe des VAChHT erfolgt in neuronalen Zellen die vesikuléare Spei-
cherung von ACh. Fir nicht-neuronale Zellen konnte eine vesikulare
Speicherung bisher nicht nachgewiesen werden. Erste Untersuchun-
gen von Kirkpatrick et al. zeigten mittels Elektronenmikroskopie an
Endothelzellen eine Assoziation des VAChT zu intrazelluldren Vesikeln

(KirkPATRICK ET AL. 2001).
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Eine Besonderheit fir VAChT liegt in seiner Gen-Lage. Die gesamte flr
VAChAT kodierende Sequenz befindet sich zwischen den ersten beiden
nicht-kodierenden Exons (R,N) des ChAT-Gens (ERicksoN ET AL. 1994,
BeJaNIN ET AL. 1994). Diese verschachtelte Gen-Lage gab dem Komplex
den Namen ,,cholinerger Genlokus* (Erickson ET AL. 1994). In Neuronen
erfolgt eine kooperative Expression beider Gene. Diese konnte fir
nicht-neuronales Gewebe bisher nicht gezeigt werden (ERICKSON ET AL.

1994, BERRARD ET AL. 1995, MisawA ET AL. 1995).

Das Hauptaugenmerk dieser Arbeit lag auf dem Nachweis der mRNA
und des Proteins fir VAChT im Trachealepithel der Ratte. Der Nachweis
erfolgte mittels RT-PCR nach laserunterstitzter Mikrodissektion, eine
Methode, die es erstmals erlaubt, einzelne Bestandteile des
scholinergen Genlokus*® In Situ zu analysieren (KuMMER ET AL. 1998).
Mittels dieser Methode konnte der Nachweis erbracht werden, dass
sich eine mMRNA Form fir VAChT im apikalen, zellkernfreien Anteil des
Trachealepithels der Ratte befindet. Neben dem Nachweis auf
transkriptioneller Ebene erfolgte dartber hinaus mittels Immun-
fluoreszenz der Proteinnachweis fur VAChT im Trachealepithel der
Ratte. Hier zeigte sich, dass nur sekretorische Zellen VAChT positiv
waren. Die anderen Populationen der 6 verschiedenen Zelltypen zeig-

ten dagegen kein Vorkommen von VAChT Protein.

Mittels der laserunterstitzten Mikrodissektion konnte aufgrund

technischer Gegebenheiten nicht zwischen den verschiedenen
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Zelltypen unterschieden werden. Es lie sich nur feststellen, dass sich
im apikalen, zellkernfreien Trachealepithel mMRNA fur VAChT detektieren
l&sst. Ob nun alle Zellen gleichermaBen ein mRNA Vorkommen von
VAChKT haben und nur sekretorische Zellen auch tatsachlich VAChT
Protein synthetisieren oder aber nur sekretorische Zellen mRNA fiir
VAChT besitzen, lasst sich zum gegenwartigen Zeitpunkt nicht klaren.
Dagegen ist eindeutig, dass sich VAChT Protein in sekretorischen
Zellen befindet und somit eine vesikulare ACh Speicherung theoretisch
maoglich ist. Ob diese vesikuldre Speicherung tatsachlich vollzogen
wird, bleibt Gegenstand weiterer Untersuchungen. Zu Uberlegen wére,
ob Trachealepithelzellen, die kein VAChT Protein enthalten, wie z.B.
zilientragende Zellen, Basalzellen u.a., ACh frei im Zytosol oder aber

mittels Ersatzmechanismen speichern kénnen.

In weitergehenden immunhistochemischen Untersuchungen konnten
Lips et al. zeigen, dass die Zellen des Trachealepithels, die kein VAChT
Protein in der Immunfluoreszenz zeigten, an der apikalen Membran
positiv fur OCT1 und OCT2 Protein waren, OCT3 war basolateral
lokalisiert (Lips ET AL. 2004). Dagegen zeigten sekretorische Tracheal-
epithelzellen, die VAChT Protein enthalten, kein Vorkommen von OCT
Protein (LiPs ET AL. 2004). Wessler et al. konnten fur die Plazenta zeigen,
dass die OCT Isoformen 1 und 3 fir die Freisetzung von nicht-neuronal
synthetisiertem ACh verantwortlich sind (WessLER ET AL. 20018). Die
Vermutung liegt nahe, dass am Trachealepithel der Ratte auch in

Zellen, die kein VAChT Protein enthalten, ACh Uber OCT freigesetzt
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werden kann. In solchen OCT-positiven Zellen kann ACh entweder frei
im Zytoplasma oder aber in bisher nicht bekannten Speicherformen
vorliegen. Die Freisetzung des ACh durch OCT ist abh&ngig vom
Konzentrationsgradienten und vom Membranpotential, eine vermehr-

te Freisetzung wére beispielsweise durch Depolarisation zu erwarten.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass im Trachealepithel
der Ratte mRNA fir VAChT existiert. Dartber hinaus konnte mittels
Immunfluoreszenz VAChT Protein in sekretorischen Becherzellen
nachgewiesen werden. Andere Zellen des Trachealepithels zeigten
dagegen keine VAChT-Immunreaktivitat. Neuerliche Untersuchungen
zeigten mittels Immunfluoreszenz in der apikalen Membran von Tra-
chealepithelzellen, die kein VAChT Protein enthalten, OCT Protein
(Lips ET AL. 2004). OCT ist an der Plazenta fir die Freisetzung von
nicht-neuronalem ACh verantwortlich (WessLer ET AL. 20018B). Es ist
somit gut vorstellbar, dass Trachealepithelzellen, die OCT enthalten,
ACh entweder frei im Zytoplasma oder aber in bisher nicht bekannter

Speicherform enthalten und Gber OCT ins Tracheallumen abgeben.
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4.5 Funktionelle Bedeutung nicht-neuronaler cholinerger

Komponenten

Am Trachealepithel reguliert ACh eine Vielzahl von Funktionen. Es stei-
gert die Schlagfrequenz der Zilien (WEessLER ET AL. 2001D), stimuliert den
Wasser und apikalen Cl-Transport (Acevepo 1994), stimuliert die
Muzinsekretion (Dwyer ET AL. 1992), GM-CSF Freisetzung (KLaPPROTH
ET AL. 1998), die epitheliale Proliferation (KLappProTH ET AL. 1997) und
ist wahrscheinlich an der Kontrolle von Zell-Zell-Kontakten beteiligt
(vgl. WANNER ET AL. 1996).

Aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeit sowie weiterer Untersuchungen
der Arbeitsgruppe (PreiL ET AL. 2003A/B) wurde bisher eine luminale
Sekretion des epithelial synthetisierten ACh angenommen. Pfeil et al.
konnten mittels Elektronenmikroskopie sowie Immunfluoreszenz
zeigen, dass dieser hochaffine, fur die Wideraufnahme von Cholin
verantwortliche Transporter CHT1 in der luminalen Membran der zilien-
tragenden Zellen gelegen ist (PreiL ET AL. 20034). In der vorliegenden
Arbeit gelang mittels Immunfluoreszenz der Nachweis, dass sich das
VAChT-Protein in den Vesikeln der sekretorischen Zellen befindet,
deren Sekretion erfolgt nach luminal. Die bekannten epithelialen
Wirkungen des ACh kdénnen Uber dieses nach luminal sezernierte ACh
vermittelt werden, eine apikale Lokalisation von cholinergen Rezep-
toren vorausgesetzt. Dartber hinaus ist an eine cholinerge Regulation
intraluminal befindlicher Zellen, wie z.B. Makrophagen, zu denken.

Fir Peritonealmakrophagen ist eine Uber nikotinische alpha-7 Rezep-
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toren vermittelte anti-inflammatorische cholinerge Wirkung bekannt
(Borovikova ET AL. 2000, WanG ET AL. 2003) und auch die Aktivierung von
Alveolarmakrophagen wird durch Nikotin geddmpft (MATSUNAGA ET AL.
2001). Neben dieser luminalen Sekretion konnte kirzlich eine basal
gerichtete Abgabe von ACh gezeigt werden. Bei der Maus fuhrt
exogene Applikation von Serotonin zu einer Bronchokonstriktion, die
zu einem groBeren Anteil nicht direkt, sondern durch ACh-Freisetzung
aus dem Epithel erfolgt (MorratT ET AL. 2004). Da weder CHT1 in der
basolateralen Membran noch VAChT in basal sezernierten Vesikel
nachweisbar ist, unterscheidet sich die basale ACh-Freisetzung in
ihren molekularen Komponenten von der luminalen. In immunhisto-
chemischen Untersuchungen von Lips et al. konnte gezeigt werden,
dass diejenigen Zelltypen des Trachealepithels, die kein VAChT Protein
in der Immunfluoreszenz zeigten, an der apikalen Membran positiv fur
OCT1 und 2 und basolateral fir OCT3 Protein waren (LiPs ET AL. 2004).
An der Plazenta gelang fir OCT3 der Nachweis, dass dieser an der
Freisetzung von ACh beteiligt ist (WessLER ET AL. 20018). Somit ist OCT3
ein Kandidat fur die basolaterale ACh-Freisetzung im respiratorischen

Epithel.
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5 Zusammenfassung

Nachmansohn und Machado zeigten 1943, dass neuronales ACh
durch die ChAT aus AcetylCoA und Cholin synthetisiert wird (NAcHMmAN-
SOHN ET AL. 1943). Cholin wird Uber den hochaffinen CHT1 in die Zelle
aufgenommen. Dies ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt in
der ACh Synthese (Okupa ET AL. 20004/B, APPARSUNDARAM ET AL. 2000). Der
hochaffine Cholintransport ist seit ldngerem bekannt, das verantwort-
liche Protein konnte erst im Jahre 2000 durch Okuda et al. kloniert
werden (Okupa ET AL. 20004/B). ACh existiert nachgewiesenermaBen in
nicht-neuronalen Geweben. Einzelne, nicht-neuronale Komponenten
des cholinergen Systems konnten bisher in einer Vielzahl unterschied-
licher Gewebe, wie z.B. in Haut/Haarfollikeln, Pulmonalarterien und

Keratinozyten, mittels verschiedenster Methoden nachgewiesen wer-

den (JoHANSSON ET AL. 1993, GRaNDO ET AL. 1993, HABERBERGER ET AL. 2000).

Die bisherigen Untersuchungen tber nicht-neuronale Komponenten

des cholinergen Systems wiesen bisher nur einzelne Bestandteile in

verschiedenen Geweben nach. Ein Nachweis, dass CHT1, ChAT und

VAChT gleichzeitig im selben nicht-neuronalen Gewebe existieren,

wurde bisher nicht erbracht. Daraus ergeben sich, exemplarisch fir das

Trachealepithel der Ratte, folgende Fragestellungen:

1. Lassen sich auf molekularer Ebene die mRNAs von CHT1, VAChT
und ChAT im Trachealepithel der Ratte nachweisen?

2. Kann darlber hinaus VAChT Protein mittels Immunfluoreszenz im
Trachealepithel gezeigt werden?

3. Ist es mit Hilfe der laserunterstlitzten Mikrodissektion maéglich,
Trachealepithel der Ratte fir eine anschlieBende mRNA Analyse zu
gewinnen?

4. Kann eine differenzierte Isolierung der einzelnen Trachealepithel-

zellen mittels der laserunterstitzten Mikrodissektion erfolgen?
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Mittels der laserunterstitzten Mikrodissektion ist es aufgrund tech-
nischer Gegebenheiten des Lasers sowie der Vorbereitung der
Trachealschnitte zur Mikrodissektion nicht méglich, einzelne der 6
verschiedenen Zelltypen des Trachealepithels gezielt zu isolieren. Es
konnte jedoch flr den Gesamtverband mRNA fir CHT1, ChAT und
VAChT nachgewiesen werden. Dariliber hinaus gelang es durch
Immunfluoreszenzuntersuchungen am selben Gewebe, das VAChT
Protein in den Vesikeln sekretorischer Zellen im apikalen Zellanteil
nachzuweisen. Demzufolge speichern im Epithel nur sekretorische
Zellen ACh vesikuléar und setzen es dann exozytotisch frei. In anderen
Zelltypen des Trachealepithels scheint eine andere Speicher- bzw.
Freisetzungsform vorzuliegen. Aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeit
sowie weiterer Untersuchungen der Arbeitsgruppe (PreiL ET AL. 20034/
B) ist eine luminale Sekretion des epithelial synthetisierten ACh anzu-
nehmen. Hier kann ACh zum einen an der Steuerung epithelialer Funk-
tionen, wie z.B. Steigerung der Schlagfrequenz von Zilien oder Stimu-
lation der Muzinfreisetzung, beteiligt sein (Dwver ET AL. 1992, WESSLER
ET AL. 2001p). DarlUber hinaus ist an eine cholinerge Regulation
intraluminal befindlicher Zellen, wie z.B. Makrophagen, zu denken.
Neben dieser luminalen Sekretion konnte kurzlich eine basal gerichtete
Abgabe von ACh gezeigt werden. Moffatt et al. zeigten eine durch
Serotonin vermittelte Bronchokonstriktion, welche maBgeblich durch
ACh-Freisetzung aus dem Epithel induziert wurde (MorraTT ET AL. 2004).
Fur die basolaterale ACh-Freisetzung im respiratorischen Epithel ist am
ehesten OCT3 verantwortlich, da weder CHT1 in der basolateralen
Membran noch VAChT in basal sezernierten Vesikel nachweisbar ist
(Lips ET AL. 2004). Zusammenfassend weist das Trachealepithel an der
luminalen Seite die von Neuronen bekannten molekularen Komponen-
ten des cholinergen Systems auf, wahrend eine basolaterale Freiset-
zung Uber andere Wege erfolgt.
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5 Abstract

In 1943 Nachmansohn and Machado demonstrated that neuronal
acetylcholine (ACh) is synthesized by the enzyme choline acetyl-
transferase (ChAT) from acetylCoA and choline (NACHMANSOHN ET AL.
1943). The rate-limiting step in ACh synthesis is choline uptake into the
cell via the membrane-bound high-affinity choline transporter, CHT1
(OkupA ET AL. 20004, B, APPARSUNDARAM ET AL. 2000). While the kinetics of
this transport have been known for long time, the transporter itself has
been cloned rather recently by Okuda et al. (Okupa ET AL. 20004, B). ACh
is not restricted to the nervous system but exists also in non-neuronal
tissues. Individual components of the cholinergic system have been
identified by several methods in a variety of cells and tissues, e.g.
keratinocytes, skin, hair follicles, and pulmonary arteries (JOHANSSON ET
AL. 1993, GraANDO ET AL. 1993, HABERBERGER ET AL. 2000). These studies
have focussed only upon indivi-dual components of the cholinergic
system while a simultaneous demonstration of CHT1, ChAT and VAChT
within the same tissue is so far lacking. Thus, the following questions
have been raised and investigated in the rat tracheal epithelium, serving
as a model system:
1. Does the rat tracheal epithelium express mRNAs coding for CHT1,
ChAT and VAChT?
2. Can VAChKT protein be detected in tracheal epithelial cells by
immunofluorescence?
3. Is laser-assisted cell picking a suitable method to collect tracheal
epithelium for RT-PCR analysis?
4. Does laser-assisted cell picking allow to isolated individual epithelial
cell types from the tracheal epithelium?
Due to technical limits of the laser system as well as due to the

methodological requirements for preparation of tissue sections it
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turned out to be impossible to isolate either of the 6 different epithelial
cell types individually. In conjunction, however, rat tracheal epithelium
could be collected by laser-assisted cell picking and expression of
CHT1, ChAT and VAChT was detectable in these samples by RT-PCR.
VAChT protein was localized in secretory vesicles of secretory epithelial
cells by means of immunofluorescence. Hence, vesicular storage and
exocytotic release of ACh in the epithelium appears to be restricted to
secretory cells while other epithelial cells store and release ACh via
different mechanisms. These data, together with further findings
obtained by our laboratory (PreiL eT AL. 2003), suggest a luminal release
of ACh in the rat trachea. Here, ACh participates in the regulation of
epithelial functions such as increase in ciliary beat frequency and
stimulation of mucous secretion (DwYer ET AL. 1992, WESSLER ET AL.
2001p). In addition, a cholinergic influence on intraluminal cells, e.g.
macrophages, has to be considered. Besides this luminal secretion, a
basally directed release has recently been shown. Moffatt et al.
demonstrated that serotonin-induced constriction of the mouse
trachea is, to a large extent, mediated by ACh released from the
epithelium (MorFraT ET AL. 2004). This release is most likely mediated by
OCTS3 (Lirs ET AL. 2004) since neither basally located VAChT positive
vesicles nor CHT1 in the basolateral membrane could be detected in
the present study. In conclusion, tracheal epithelial cells exhibit at their
luminal side molecular components of the neuronal cholinergic system

whereas basolateral release of ACh is mediated differently.
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