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1. Einleitung

1.1 Das Trachealepithel der Maus

1.1.1 Zelltypen des Trachealepithels der Maus

Das Trachealepithel besteht aus polarisierten Zellen, welche einer Basallamina aufgelagert
sind, jedoch erreichen nicht alle Zellen das Lumen. Die Epithelzellen bilden in der Trachea ein
mehrreihiges hochprismatisches Epithel aus (Crystal 1997). Es kdnnen im Trachealepithel der
Maus mindestens 6 Zelltypen anhand ihrer Morphologie und Ultrastruktur voneinander
abgegrenzt werden (Pack et al. 1980). Dies sind: 1. sekretorische Zellen (50-60%), 2.
zilientragende Zellen (36-55%), 3. Basalzellen (5-10%), 4. Becherzellen (<1%), 5.
chemosensorische Zellen (Burstenzellen) (<1%), 6. neuroendokrine Zellen (<1%) (Abb.1)
(Pack et al. 1980; Klein et al. 2009). In neueren Untersuchungen, in denen Einzelzell-RNA-
Sequenzierungen des Trachealepithels durchgefuhrt wurden, konnte ein weiterer Zelltyp
identifiziert werden, sogenannte lonozyten (Montoro et al. 2018; Plasschaert et al. 2018).
Zudem wurden die Basalzellen anhand ihrer unterschiedlichen Genexpressionsmuster in drei
weitere Zelltypen unterteilt: proliferierende Basalzellen, Krt4/13-positive Basalzellen (hillock-
cell) und Basalzellen (Plasschaert et al. 2018; Montoro et al. 2018). Neben den Epithelzellen
sind jedoch auch residente Immunzellen im Trachealepithel prasent; ein Beispiel daflr stellt
eine spezifische Population an Makrophagen dar (intraepithelial airway macrophages (IAMs)),
welche sich von den residenten Makrophagen in der Alveolarregion der Lunge unterscheiden
(Engler et al. 2020).

1. Sekretorische Zelle: Der apikale Teil dieser Zelle ist mit kurzen Mikrovilli besetzt und enthéalt
eine hohe Anzahl an Vesikeln, zudem wolbt sich dieser in das Lumen hervor (Pack et al. 1980).
Anhand ihrer Form und Charakteristika weist sie Ahnlichkeiten mit den in den unteren
Atemwegen vorkommenden Club-Zellen (Keulenzellen) auf und wird daher auch als Club-Zell
ahnlich (Club-like cell) bezeichnet (Pack et al. 1980). Die hohe Anzahl an Vesikeln spricht fr
eine sekretorische Funktion dieses Zelltyps (Pack et al. 1980; Hansell und Moretti 1969).
Sezernierte Proteine sind z.b. Uteroglobin (Scgblal) und die Muzine MUC5B und MUC5A. So
konnte von Plaschaert und Kolleginnen eine erhohte Expression dieser Gene in
sekretorischen Zellen beobachtet werden. Zudem wurde die Prasenz dieser Proteine mittels

Immunmarkierungen verifziert (Plasschaert et al. 2018).
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Abbildung 1. Schematische Darstellung der Zelltypen des Trachealepithels der Maus.
Alle Epithelzellen liegen der Basallamina auf. Basalzellen sind die Vorlauferzellen aller
Epithelzellen, jedoch entstehen zilientragende sowie Becherzellen aus sekretorischen Zellen,
welche wiederum aus Basalzellen entstehen.

2. Zilientragende Zelle: Charakteristisch fir diesen Zelltyp ist das Vorhandensein der Zilien.
Diese weisen eine Lange von ca. 6 um auf und jede Zelle tragt zwischen 100-200 Zilien.
Zwischen den Zilien sind ca. 1,8 pm lange Mikrovilli vorhanden, welche die Zelloberflache
vergrofRern (Hansell und Moretti 1969; Wanner et al. 1996). Die Zilien schlagen kontinuierlich
in einem bestimmten Muster. Dies fuhrt zu einem stetigem Transport des auf dem Epithel
befindlichen Flissigkeitsfilms, in dem eingeatmetete Partikel und Mikrorganismen gebunden
sind. Dieser Mechanismus, welcher als Mukoziliare Clearance (MC) bezeichnet wird, wird in
Kapitel 1.2 detailiert erlautert. Zudem exprimieren zilientragende Zellen eine Vielzahl von
lonenkandlen und sind an der Sekretion und Absorption von lonen beteiligt, was wiederum die

Hohe des Flussigkeitsfilms Giber dem Epithel beeinflusst (Hollenhorst et al. 2011).

3. Basalzellen: Diese Zellen sitzen grof3flachig der Basallamina auf und erreichen nicht das
Lumen (Pack et al. 1980). Die Basalzellen stellen multipotente Vorlauferzellen dar, aus denen
sich sekretorische Zellen, neuroendokrine Zellen, chemosensorische (Birsten) Zellen und
lonozyten ausdifferenzieren. Die sekretorischen Zellen wiederum koénnen sich weiter zu
zilientragenden Zellen und Becherzellen differenzieren (Abb. 1) (Montoro et al. 2018; Hong et
al. 2004).
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4. Becherzellen: Dieser Zelltyp ist in der murinen Trachea sehr selten und entspricht nur 0,1-
0,5 % aller Epithelzellen. lhre Anzahl nimmt in Richtung der Bifurkation zu (Pack et al. 1980).
Sie besitzen keine Mikrovilli und der apikale Teil der Zelle ragt leicht in das Lumen hervor.
Becherzellen weisen eine hohe Anzahl von Vesikeln, Ribosomen und einen ausgepragten
Golgi-Apparat auf. Zudem erscheinen sie im Elektronenmikroskop sehr dunkel. Diese
Eigenschaften sprechen fir eine hohe sekretorische Aktivitat (Pack et al. 1980). Einzelzell-
RNA-Sequenzierungen zeigten, dass Becherzellen im hohen MafRe mRNA fur Muzine
produzieren, darunter MUC5B und MUC5AC (Montoro et al. 2018). Zusammen mit den
sekretorischen Zellen und den sublaryngealen Drisen sind sie fur die Mukusproduktion

verantwortlich.

5. Chemosensorische Zellen (Birstenzellen): Fur diesen Zelltyp charakteristisch ist ein Saum
aus Mikrovilli, welche den apikalen Teil der Zelle bedecken. Diese Mikrovilli unterscheiden sich
von denen der Ubrigen Zelltypen. Sie erscheinen im Elektronenmikroskop etwas langer und
strukturierter. Anhand dieser Mikrovilli wurde dieser Zelltyp als ,Blrstenzelle” (engl. Brush oder
Tuft cell) beschrieben (Rhodin und Dalhamn 1956; Pack et al. 1980), jedoch ist diese
Bezeichnung als problematisch anzusehen, da neuroendokrine Zellen ebenfalls einen Saum
aus Mikrovilli mit einem ahnlichen Erscheinungsbild aufweisen (Ericson et al. 1972; Kummer
et al. 2008). Aus diesem Grund werden diese Zellen in der vorliegenden Arbeit als solitare
(cholinerge) chemosensorische Zellen bezeichnet (SCC oder SCCC). SCC werden in dem
Kapitel 1.4 detaillierter beschrieben.

6. Neuroendokrine Zellen (pulmonary neuroendocrine cells (PNEC)): Charakteristisch fir
diesen Zelltyp ist das Vorhandensein von elektronendichten Vesikeln (dense core vesicles),
welche im basalen Teil der Zelle aggregieren (Ericson et al. 1972; Gould et al. 1978; Cutz und
Conen 1972). Diese Vesikel enthalten unter anderem das Neuropeptid CGRP (calcitonin gene-
related peptide). Die Zellen bilden zudem Neurotransmitter wie GABA (Gamma-
Aminobuttersdure) und 5-HT (5-Hydroxytryptamin, Serotonin) (Cadieux et al. 1986; Ericson et
al. 1972). Ein weiterer Marker fiir die Identifikation der PNEC stellt PGP9.5 (protein gene
product 9.5) dar. Dieses Protein wird als allgemeiner Marker fiir neurale sowie neuroendokrine
Zellen angesehen (Thompson et al. 1983). Uber die physiologische oder pathophysiologische
Funktion dieses Zelltyps ist wenig bekannt. Sui und Kolleginnen konnten zeigen, dass Mause,
denen neuroendokrine Zellen fehlen, verringerte Reaktionen in einem Asthmamodell
aufwiesen. Zudem konnte gezeigt werden, dass diese Zellen GABA freisetzen, welches
wiederum zu einer Hyperplasie von Becherzellen fiihrte, einem typischen Merkmal einer
asthmatischen Erkrankung (Sui et al. 2018). In den intrapulmonalen Atemwegen kann dieser
Zelltyp ebenfalls nachgewiesen werden, wobei dort die Zellen meist nicht einzeln vorliegen,

sondern sich in Gruppen zu NEB (neuroepithelial bodies) zusammenlagern (Cutz et al. 2013).
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Besondere Aufmerksamkeit erhielt dieser Zelltyp durch die Erkenntnis, dass ein
Lungenkarzinomtyp, das sogenannte kleinzellige Lungenkarzinom (small cell lung carcinoma),
aus diesem Zelltyp entsteht (Hattori et al. 1972; Park et al. 2011).

7. lonozyten: Die lonozyten wurden erstmals 2018 in zwei voneinander unabhangigen
Publikationen beschrieben (Plasschaert et al. 2018; Montoro et al. 2018). Dieser Zelltyp konnte
sowohl im Trachealepithel der Maus als auch des Menschen nachgewiesen werden
(Plasschaert et al. 2018). Charakteristisch fir diesen Zelltyp ist eine hohe Expression des
Chlorid-Kanals CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator), sowie des
Transkriptionsfaktors Foxil (Plasschaert et al. 2018; Montoro et al. 2018). Die Funktion dieses
Zelltyps ist noch nicht geklart. Die Autorinnen beider Publikationen implizieren den lonozyten
eine Schlusselrolle in der Flissigkeitshomobostase sowie der Mukus-Regulierung in den
Atemwegen. Diese Vermutung wird aber von anderen Experten kritisch gesehen und die
Funktionen dieses Zelltyps sind Gegenstand aktueller Forschungen (Hawkins und Kotton
2018).

1.1.2 Funktionen des Trachealepithels

Das Lungenepithel stellt die gré3te Epitheloberflache des Kdérpers dar und ist Uber die
inhalierte Atemluft direkt der Umwelt ausgesetzt (Toews 1993). Die Atemluft enthélt dabei eine
Vielzahl an potenziellen Gefahrstoffen flr den Organismus, wie z.B. mikrobielle Erreger
(Bakterien, Viren), Allergene (Pflanzenpollen), Toxine (Gase) und Schmutzpartikel
(Tabakrauch) (Chilvers und O'Callaghan 2000). Die Tatsache, dass Infektionen des
respiratorischen Systems jedoch eher selten vorkommen, legt nahe, dass sich eine Vielzahl
von Abwehrmechanismen entwickelt haben, welche das Eindringen und die Vermehrung von
Mikroorganismen verhindern. Diese Abwehrmechanismen sind Husten, die Ausbildung von
physikalischen Barrieren, wie dem Epithel, Verdnderungen im Luftdruck und verschiedene
Immunmechanismen, jedoch stellt die MC den primadren Abwehrmechanismus dar

(Bustamante-Marin und Ostrowski 2017).

Die Epithelzellen sind durch Zellkontakte, wie der Zonula occludens (tight junctions), Zonula
adherens und Desmosomen miteinander verbunden (Welsch et al. 2018). Dadurch entsteht
eine mechanische Barriere, welche das Eindringen von Mikroorganismen, Partikeln und Noxen
verhindert. Diese Zellkontakte sichern ebenso die Aufrechterhaltung der Polaritat der
Epithelzellen. Dies ist unerlasslich, um einen gerichteten Transport von lonen ber das Epithel
zu gewahrleisten. Einem dadurch entstehenden lonengradienten folgt Wasser, entweder
passiv zwischen den Epithelzellen hindurch, oder intrazellular mittels spezialisierten Kanélen,
sogenannten Aquaporinen (Hollenhorst et al. 2011). Dies bildet die Grundlage fur die

Entstehung und Regulation einer Flissigkeitsschicht apikal des Epithels. Diese
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Flissigkeitsschicht einschlieBlich des darin schwimmenden Mukus wird durch den
koordinierten Schlag der Zilien abtransportiert. Dieser Schlisselmechanismus in der Abwehr
von Infektionserregern und der Sauberung der Atemwege von inhalierten Partikeln wird als
MC bezeichnet (Wanner et al. 1996; Bustamante-Marin und Ostrowski 2017). Dieser

Mechanismus wird in Kapitel 1.2 genauer erlautert.

Atemwegsepithelzellen sezernieren aber auch aktiv Stoffe, welche eine antimikrobielle
Wirkung aufweisen. Schon 1992 konnte Alexander Flemming in Experimenten zeigen, dass
Sekrete aus den Atemwegen eine antimikrobielle Wirkung aufweisen. Diese Eigenschaft
sprach er einem Stoff zu, den er als Lysozym bezeichnete (Flemming A. 1922). Heute weil3
man, dass dieses antimikrobiell wirkende Enzym von neutrophilen Granulozyten, aber auch
von Atemwegsepithelzellen gebildet wird (Duszyk 2001). Neben Lysozym werden noch
weitere antimikrobiell wirkende Stoffe, wie Lactoferrin, secretory leukoprotease inhibitor
(SLPI), B-Defensine und Cathelicidine (LL-37) von Epithelzellen produziert und freigesetzt
(Ganz 2002; Hiemstra et al. 2015).

Diese verschiedenen Abwehrmechanismen greifen ineinander und verhindern die Besiedlung

der Atemwege und der Lunge durch Pathogene.

1.2 Mukozilidre Clearance

Die MC stellt einen Komplex aus verschiedenen Teilaspekten dar, welche ineinander
Ubergreifen und miteinander interagieren. Zum einen wird von den Epithelzellen eine
Flussigkeits- und Schleimschicht produziert, welche aus zwei Phasen besteht, einer
periziliaren wassrigen Phase (periciliary liquid layer = PCL), die direkt dem Epithel aufliegt,
und einer dariber liegenden mukédsen Phase, welche einen hohen Gehalt an Muzinen aufweist
(Mukusschicht). Beide Schichten zusammen werden als ASL (airway surface liquid)
bezeichnet (Abb. 2) (Rubin 2002; Bustamante-Marin und Ostrowski 2017). Diese
Schleimschicht stellt eine physikalische Barriere dar, in der eingeatmete Partikel oder
Mikroorganismen eingefangen werden, wodurch verhindert wird, dass diese sich in die distalen
Atemwege weiterbewegen. Zudem sind in dieser Schleimschicht auch antimikrobiell wirkende
Stoffe, wie Proteasen und spezielle Inhibitoren von bakteriellen Proteasen, Stickstoffmonoxid
(NO), Lysozym und Wasserstoffperoxid enthalten (Ganesan et al. 2013; Zanin et al. 2016).
Zum anderen werden die eingefangenen Partikel und Mikroorganismen zusammen mit der
Mukusschicht durch den koordinierten Schlag der Zilien der zilientragenden Zellen in Richtung

des Pharynx abtransportiert und entweder ausgehustet oder geschluckt (Wanner et al. 1996).
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Die MC ist essentiell fir die Pravention von Infektionen des respiratorischen Systems. Dies
wird deutlich, wenn Stérungen einzelner Komponenten der MC auftreten. So leiden Menschen,
welche genetische Defekte aufweisen, die in einer verdnderten Morphologie und Funktion der
Zilien minden (Ziliopathien), an einem erhdhten Infektionsrisiko. Ein Beispiel dafir ist die
Primare Ziliare Dyskinesie (PCD) (Wijers et al. 2017). Ein anderes Beispiel stellt die zystische
Fibrose oder Mukoviszidose dar. Bei dieser Erkrankung liegen eine oder mehrere Mutationen
in dem fir den Chlorid-Kanal CFTR codierendem Gen vor (Boucher 2004). Unter anderem
leiden die Betroffenen an immer wiederkehrenden Infektionen der Lunge und Atemwege. Der
CFTR ist fur die Sekretion von Chlorid-lonen in die PCL zustandig. Liegt eine verringerte
Aktivitat des CFTR vor, erhoht sich die Viskositat der PCL, zudem nimmt ihre H6he ab. Beides
in Kombination fuhrt zu einer verringerten MC und zu einem erhdhten Infektionsrisiko (Boucher
2004; Kurbatova et al. 2015).

ukus

Mukusschicht{ 0’., /m ae
ASL{
PCL{

{'\ \
1

zilientragende Becherzelle Sekretorische
Zelle Zelle (Club)

Abbildung 2: Schematischer Aufbau der Komponenten der Mukoziliaren Clearance in
der Trachea. Becherzelle, sekretorische Zellen und zilientragende Zellen produzieren
Bestandteile der PCL (PCL = periciliary liquid layer), einer wéssrigen Schicht zwischen den
Zilien. Auf dieser Schicht liegt eine viskdse Schicht, die einen hohen Anteil an Mukus-Proteinen
enthalt. Beide Schichten zusammen werden als ASL (airway surface liquid) zusammengefasst.
Die Mukusschicht wird durch den kontinuierlichen Zilienschlag in Richtung des Pharynx
transportiert. Im Mukus werden eingeatmete Partikel und Mikroorgansimen festgehalten und
abtransportiert. Weitere Zelltypen des Trachealepithels sind explizit nicht dargestellt.

Die Relevanz der MC fur die bakterielle Besiedlung der Atemwege wird ebenfalls dadurch
deutlich, dass bestimmte Bakterienspezies Proteine entwickelt haben, um an Zilien binden zu
konnen und im Anschluss den Zilienschlag zu reduzieren und so einer Entfernung aus den
Atemwegen zu entgehen. Ein Beispiel dafur stellen die humanpathogene Bakterien Bordetella

pertussis und parapertussis dar. Diese Bakterien produzieren eine Reihe von Proteinen, z.B.
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filamentous hemagglutinin A und Pertactin, welche direkt an die Zilien binden und die Funktion
dieser beeinflussen. Diese Bakterien sind Verursacher des Keuchhustens (Edwards et al.
2005). Aber auch bei anderen Tierarten, wie Vogeln (Bordetella avium), Hunden (Bordetella
bronchiseptica) und Mausen (Bordetella pseudohinzii) haben sich Spezies des Genus
Bordetella auf die Anheftung an Zilien spezialisiert (Arp und Cheville 1984; Bemis et al. 1977;
Perniss et al. 2018).

1.2.1 Die Komponenten der MC

1.2.1.1 Die ASL und ihre Zusammensetzung

Die PCL, welche den Epithelzellen aufgelagert ist stellt eine leicht viskdse Flussigkeit dar,
welche in ihrer Hohe in etwa der Lange der Zilien entspricht. In Zellkulturmodellen mit
Trachealzellen der Maus konnte eine Hohe von ca. 6 um beobachtet werden (Mall et al. 2010).
Die Hohe der PCL ist primar abhdngig von lonentransportprozessen. So fuhrt eine
Veranderung der Expression des Epithelialen Natrium-Kanals (ENaC) zu einer Verringerung
der PCL-Hohe (Mall et al. 2010). Dies kann ebenso bei humanen Atemwegsepithelzellen
beobachtet werden, wenn eine verringerte CFTR-Funktionalitat vorliegt (Tarran et al. 2006).
Eine verringerte Hohe der PCL korreliert dabei mit einer verringerten MC (Mall et al. 2010).
Die PCL besteht neben Wasser aus einer Vielzahl von Muzinen, wie MUC1, MUC4, MUC16
und MUC20 und anderen Molekiilen wie Glycolipiden und Surfactant. Diese bilden zusammen
ein schwammartiges Geflecht aus, welches sich mit den Zilien verbindet. Dieses Modell wird
auch als ,gel-on-brush“-Modell bezeichnet, wobei die Birsten (Brush) die Zilien darstellen und
die muzinhaltige PCL das ,Gel“, (Randell und Boucher 2006; Zanin et al. 2016). Dieses
Geflecht verhindert zum einen das Eindringen von Partikeln und Mikroorganismen durch die
PCL, zum anderen verhindert es, dass der aufgelagerte Mukus sich mit der PCL vermischt.
Die Hbhe der ASL ist sehr variabel und kann abhdngig von der Lokalisation wie auch
Stimulation eine Hohe von 5-70 um in den Atemwegen aufweisen (Atanasova und Reznikov
2019; Randell und Boucher 2006).

Die Mukusschicht besteht zu ~95-97% aus Wasser und nur 1-5% machen Muzine, Salze und
andere Proteine aus. Die Muzine sind im Gegensatz zu denen in der PCL gelbildend; das
bedeutet, dass diese sich zu 0,5-20 um langen Mukuspfropfen zusammenlagern. In diesen
verfangen sich Partikel und Mikroorgansimen und werden anschlie3end abtransportiert (Fahy
und Dickey 2010; Rees et al. 1990; Randell und Boucher 2006). Die wichtigsten Muzine in der
Mukusschicht der Atemwege sind MUC5AC und MUCS5B, daneben sind aber auch MUC2,
MUCG6 und MUC19 zu finden (Portal et al. 2017; Valque et al. 2011). Besonders MUC5B
scheint essentiell fir die Abwehr von Mikroorgansimen sowie fur die Entwicklung der Lunge

Zu sein. Mause, welche eine Defizienz fiur MUC5B aufweisen, zeigen Verdnderungen in der
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Entwicklung der Atemwege und Lunge. So weisen diese Tiere eine Verdickung der
Alveolarwande auf, Kollaps der Alveolaren, Ablagerungen von Kollagen- und Elastin-Fasern
sowie einen massiven Influx von Immunzellen in das Gewebe. Diese Beobachtungen kénnen
bereits bei zwei Tage alten Tieren festgestellt werden. Dieser Phanotyp verstérkt sich jedoch
im Alter zunehmend (Valque et al. 2019). Zudem konnte gezeigt werden, dass diese Mause
eine hohere Mortalitat aufweisen. So werden nur ~50% der Tiere &lter als 12 Monate. Dies
konnte auf eine hohe Rate an Atemwegsinfektionen der Mause zurlckgefihrt werden. Zudem
wiesen MUCS5B-defiziente Mause, welche experimentell mit Staphylococcus aureus infiziert
wurden, eine erhdhte Mortalitat auf. So verstarben 60% der gendefizienten Tiere innerhalb von
21 Tagen, dagegen 0% der Wildtyp-Mause (Riera et al. 2009; Roy et al. 2014). Diese
Beobachtungen untermauern die Relevanz der MC und der Muzinschicht als wichtigen

Abwehrmechanismus.

1.2.1.2 Die Zilien und der Zilienschlag

1.2.1.2.1 Aufbau der Zilien

Generell kann man primare und sekundare Zilien voneinander abgrenzen. Diese
unterscheiden sich in Aufbau und Funktion. Sekundare Zilien sind motil; dies bedeutet, dass
sie sich aktiv bewegen konnen. Dieser Zilientyp ist auf Epithelzellen der Atemwege, des
Oviducts und der Ductuli efferentes zwischen Hoden und Nebenhoden zu finden, aber auch
auf Ependymzellen im Gehirn (Wallmeier et al. 2020). Ihre generelle Funktion besteht in dem
gerichteten Transport von Flussigkeiten, wie dem Mukus in den Atemwegen oder dem Liquor
in den Ventrikeln des Gehirns (Drenckhahn 2008).

Die Zilien stellen Membranausstulpungen mit einem organisierten Mikrotubulussystem dar.
Jedes sekundare Zilium beinhaltet neun Mikrotubulusdubletten, welche ringformig um ein
zentral liegendes Mikrotubuluspaar angeordnet sind (Abb. 3). Dieser Aufbau wird als 9+2
bezeichnet. Dagegen weisen primare Zilien kein zentrales Tubuluspaar auf, ihr Aufbau wird
als 9+0 bezeichnet (Satir et al. 2010). Das innere Mikrotubuluspaar wird von einer Hille
umgeben, welche als innere Scheide bezeichnet wird. Die neun Mikrotubulusdubletten
bestehen jeweils aus einem A-Tubulus, welcher aus 13 Protofilamenten aufgebaut ist, und
einem B-Tubulus, welcher aus 11 Protofilamenten aufgebaut ist. Die Dubletten sind
untereinander durch Verbindungsproteine, sogenannte Nexine verbunden. Wiederum sind die
Dubletten durch Radiarspeichen mit der inneren Scheide verbunden. Die Protofilamente
bestehen hauptsachlich aus den Proteinen a- und 3-Tubulin sowie Tektin, welches die A- und
B-Tubuli teilweise miteinander verbindet (Wanner et al. 1996). Die Plasmamembran umgibt
als dulRere Hille das Zilium (Drenckhahn 2008; Wanner et al. 1996). An der Spitze der Zilien

sind bei einigen Spezies, wie dem Menschen oder der Ratte, klauenartige Fortsatze
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beschrieben, deren mogliche Funktion in der Unterstutzung des Mukustransportes liegt (Satir
und Christensen 2008). Verankert sind die Zilien in der Zelle durch einen Basalkorper
(Kinetosom) sowie dem Basalful3 (Drenckhahn 2008). Der Basalkdper besteht aus neun
Mikrotubulustripletten und verankert das Zilium in dem Zytoskelett (Satir und Christensen
2008). Die gleiche Ausrichtung der Basalkorper aller Zilien einer Zelle ist essentiell fur die
Ausbildung eines koordinierten Zilienschlages. So fuhren Veranderungen in der Anordnung
der Basalkérper zu dem ,immobilie-cilia syndrom (Kartagener-Syndrom)“, einer Erkrankung,
bei der der Flussigkeitstransport in verschiedenen Organen, wie den Atemwegen und dem

Reproduktionstrakt gestort ist (Wallmeier et al. 2020).

Die Bewegung der Zilien kommt durch das aneinander Vorbeigleiten der A- und B-Mikrotubuli
zustande. Essentiell hierfir sind die Dyneinarme, welche als &ufere und innere Dyneinarme
vorliegen (Abb.3). Die Dyneinarme des A-Tubulus binden an den B-Tubulus und l8sen sich

anschliel3end wieder. Dieser Prozess ist ATP-abhangig (Satir und Christensen 2008).

ep . .
Y auBere Dyneinarme

=

innere Dynelnarme '...,

Nexin

@ Doppel-Mikrotubuli

(Dubletten aus A- und
B-Tubuli)

Zentralapparatprojektionen

O zentrales Mikrotubuluspaar

basaler Fuf}
N _//-f

Radiarspeichen A
oinnere Scheide .-_'"“" !

Basalkérper Plasmamembran

(Kinetosom) II ,/

Mikrotubulustripletts

Abbildung 3: Schematischer Aufbau einer sekundéren Zilie. Die Zilie besteht aus
9 Mikrotubulusdubletten, welche jeweils aus einem A- und B-Mikrotubulus bestehen. Diese
sind ringférmig angeordnet, in der Mitte befindet sich ein zentrales Mikrotubuluspaar (9+2).
Die Mikrotubulusdubletten sind durch Nexine miteinander verbunden und durch
Radiarspeichen ebenfalls mit der inneren Scheide verbunden, welche das zentrale
Mikrotubuluspaar umgibt. An den Mikrotubulusdubletten befinden sich innere und &ufRere
Dyneinarme, welche fir die Bewegung der Zilien verantwortlich sind. Die Zilie ist durch den
aus Mikrotubulustripletten bestehenden Basalkdrper (Kinetosom) und dem basalen Ful in der
Zelle verankert.
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1.2.1.2.2 Der Zilienschlag

Der Zilienschlag ist ein komplexer fein abgestimmter Vorgang, der aus drei Phasen besteht.
1. der effektive Schlag, 2. die Ruhephase, 3. die Riickholbewegung. Die Schlagrichtung weist
in Richtung des Pharynx. Bei der ersten Phase wird die maximale Geschwindigkeit des Ziliums
erreicht. Dem schlief3t sich eine Ruhephase an. Darauf folgend wird eine Riickholbewegung
durchgefiuhrt, diese erfolgt seitlich nahe an der Zelloberflache. Die Zilien sind dabei nicht
gestreckt. Der effektive Schlag erfolgt 2-3x schneller als die Ruckholbewegung (Abb. 4)
(Wanner et al. 1996). Die Zilien im Trachealepithel der Maus schlagen dabei mit einer
Geschwindigkeit von ca. 18 Hz bei 31 und 37°C (Perniss et al. 2018; Christopher et al. 2014).
Wird die Temperatur verringert, sinkt auch die Zilienschlaggeschwindigkeit (ciliary beat
frequency = CBF), so betragt diese bei Raumtemperatur nur noch 12 Hz (Francis et al. 2009;
Christopher et al. 2014). Findet eine Erh6hung der CBF statt, so verkiirzen sich die 3 Phasen.
Besonders die Ruhephase, sowie die Rickholbewegung, werden dabei bevorzugt verkurzt
(Wanner et al. 1996). Der gerichtete FlUssigkeitstransport ist nicht nur, wie bereits
beschrieben, abhangig von der Orientierung der einzelnen Zilien einer Zelle, sondern auch
von der Ausrichtung der Zilien der benachbarten Zellen sowie der zeitlichen Synchronisation
des Zillenschlages innerhalb einer Zelle, aber besonders des Zellverbandes. Zwischen den
einzelnen Zellen liegt ein zeitlicher Versatz im Zilienschlag vor, dieses Phanomen wird als
Metachronie bezeichnet. Betrachtet man die gesamte Trachea, so bildet sich eine
metachronische Welle aus, welche sich von der Bifurkation in Richtung des Larynx ausbreitet
und so den gerichteten Flussigkeitstransport gewahrleistet (Abb. 4) (Wanner et al. 1996). Die
Synchronisation der benachbarten Zellen findet dabei tber hydrodynamische Interaktionen
zwischen den Zilien und der PCL statt (Niedermayer et al. 2008; Yi et al. 2003). Der durch den
koordinierten Zilienschlag entstandene Transport der PCL und des Mukus weist in der Trachea
der Maus eine Geschwindigkeit von ca. 80 um/s (37°C) in vivo auf (Pieper et al. 2020). Die
Messung der Transportgeschwindigkeit in vivo ist jedoch sehr aufwandig und komplex und
erfolgt durch Anwendung der mikroskopischen optischen Koharenztomographie (mOCT)
(Pieper et al. 2020). Eine alternative Methodik stellt die explantierte Trachea dar. Diese
Methodik kam auch in der vorliegenden Arbeit zum Einsatz. Hier liegt die
Transportgeschwindigkeit, mit der applizierte Partikel transportiert werden, bei ca. 50 pum/s
(31 °C) (Hussong et al. 2013; Klein et al. 2009; Perniss et al. 2018; Perniss et al. 2020a;
Perniss et al. 2020b).
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Transport

—l

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Zilienschlages. Der Zilienschlag wird in drei
Phasen eingeteilt, der effektive Schlag (1-4), die Ruhephase (nicht dargestellt) und die
Ruckholbewegung (5-8). Der gerichtete Flissigkeitstransport wird durch die gleichmaRige
Orientierung der Zilien einer Zelle und der benachbarten Zellen sowie durch eine zeitliche
Synchronisation des Zilienschlages gewabhrleistet (rechtes Schema).

1.2.1.2.3 Beeinflussung des Zilienschlages

Die Beeinflussung des Zilienschlages erfolgt akut durch die Veranderung der
Schlaggeschwindigkeit, nicht aber durch eine Veranderung des Bewegungsablaufes. Die
Zilien schlagen spontan aktiv und bendtigen keinen Stimulus, um den Zilienschlag in Gang zu
setzen (Wanner et al. 1996). Eine Vielzahl an Substanzen beeinflusst akut die CBF. So waren
1996 bereits tber 40 Substanzen bekannt, die die CBF erhéhen (Wanner et al. 1996), darunter
Pharmaka wie Salbutamol (Devalia et al. 1992), Neurotransmitter und Neuropeptide wie
Serotonin (Konig et al. 2009) und Substanz P (Schuil et al. 1995a), aber auch Acetylcholin
(Klein et al. 2009) und 35 weitere Substanzen, welche die CBF erniedrigen (Wanner et al.
1996). Zudem haben bakterielle Produkte ebenfalls einen Einfluss auf die CBF, so zum
Beispiel Quorum-sensing-Molekile (QSM) von Pseudomonas aeruginosa (Krasteva et al.
2012a; Hollenhorst et al. 2020). Jedoch stellt ATP den starksten bekannten Aktivator der CBF
dar (Droguett et al. 2017). Diese Substanzen wirken Uber sekundéare Botenstoffe wie cAMP,
cGMP, NO oder Veranderungen der intrazellularen Calcium-Konzentration [Ca?']; (Satir und
Christensen 2008). Eine zentrale Rolle nimmt dabei die Erhéhung der ([Ca?']) ein (Lansley
und Sanderson 1999; Evans und Sanderson 1999; Schmid und Salathe 2011).
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1.3. Pathogenerkennung in den Atemwegen

Neben der MC, welche fur den Abtransport der eingeatmeten Mikroorganismen zustéandig ist,
hat sich eine Vielzahl weiterer Abwehrmechanismen in den Atemwegen ausgebildet, die eine
Besiedlung mit Pathogenen verhindern. Eine Schlisselrolle in der Verhinderung einer
Besiedelung stellt die schnelle und effektive Erkennung von Mikroorgansimen dar. Zu diesem
Zweck haben sich eine Reihe sogenannter pattern recognition receptors (PRR) entwickelt
(Janeway und Travers 2005). Diese Rezeptoren erkennen pathogenspezifische Molekile
(pathogen-associated molecular patterns = PAMPs), z.B. Bestandteile bakterieller
Zellmembranen (Lipopolysacharide (LPS), Lipoteichonséure, Peptidoglykane), bakterielle
oder virale RNA oder DNA und andere nicht wirtseigene Molekule wie Flagellin. Zudem werden
aber auch wirtseigene Molekile erkannt. Dabei handelt es sich um Molekile, welche
normalerweise intrazellular vorliegen und nur durch Traumata oder Lyse von Zellen freigesetzt
werden. Diese Molekille werden als damage-associated molecular patterns (DAMPS)
bezeichnet. Beispiele dafur sind ATP, eukaryotische DNA oder das Protein HMGB1 (high-
mobility group protein 1) (Roh und Sohn 2018). Erfolgt eine Aktivierung dieser Rezeptoren,
werden verschiedene Signalkaskaden angesto3en. Es erfolgt z.B. die Freisetzung von pro-
inflammatorischen Zytokinen, antimikrobiellen Peptiden und Chemokinen (Janeway und
Travers 2005). Die PRR stellen eine Gruppe verschiedener Rezeptorklassen dar; welche grob
in membranstandige und intrazelluléar vorliegende Rezeptoren eingeteilt werden kénnen. Die
membranstandigen Rezeptoren sind 1. Scavenger Rezeptoren, 2. C-Typ Lektin-Rezeptoren,
3. Toll-like Rezeptoren (TLR) und 4. Formylpeptid-Rezeptoren (FPR). Die intrazellular
vorliegenden Rezeptortypen sind: NOD-like und RIG-I-like-Rezeptoren (Takeuchi und Akira
2010; Prevete et al. 2015; Bufe und Zufall 2016). PRR werden von verschiedenen
Immunzellpopulationen, aber auch von Epithelzellen exprimiert. Insbesondere werden TLR
von nicht stimulierten humanen und murinen trachealen Epithelzellen exprimiert (loannidis et
al. 2013; Greene und McElvaney 2005; Becker et al. 2000).

Neben den PRR werden aber auch andere Rezeptorklassen als mdogliche
.Pathogensensoren” beschrieben, ein Beispiel dafur stellen sogenannte ,Bitterrezeptoren® dar
(Patel et al. 2018; Lee und Cohen 2014b; Carey et al. 2017; Carey und Lee 2019).

1.3.1 Toll-Like Rezeptoren (TLR)

Im menschlichen Genom wurden 10 verschiedene TLR identifiziert (TLR-1-10). In der Maus
wurden drei weitere TLR nachgewiesen (TLR-11-13), TLR1O ist jedoch in der Maus nicht
funktionell (Takeuchi und Akira 2010; Li und Chen 2012). Die TLR erkennen eine Vielzahl von
PAMPs und DAMPs, wobei jeder einzelne Rezeptor ein spezifisches Ligandenmuster
aufweist. So erkennt der TLR-4 LPS, Fibrinogen und Hitzeschockproteine, der TLR-2

12



1. Einleitung

Lipoproteine, Lipoteichonsdure und Peptidoglykane und der TLR-5 Flagellin (Takeuchi und
Akira 2010). Einige TLR bilden funktionelle Dimere aus, so z.B. TLR-2 und TLR-6 oder TLR-1
und TLR-2 (Abb. 5) (Botos et al. 2011).

Bindet ein Ligand an einen TLR, wird eine Signalkaskade initiiert; diese involviert TLR-
Adaptermolekile wie Toll-Interleukin 1 receptor (TIR), domain containing adaptor protein
(TIRAP oder MAL), TIRAP inducing IFN-B (TRIF), TRIF-related adaptor molecule (TRAM) und
myeloid differentiation response protein 88 (MyD88). Dabei ist MyD88 in der Signalkaskade
von allen humanen TLR auf3er dem TLR-3 involviert (Wang et al. 2014). Im Anschluss an die
Rekrutierung der Adaptermolekiile erfolgt die Aktivierung von Proteinkinasen wie IRAK (IL-1R-
associated protein kinase) oder TRAF-6 (TNF receptor-associated factor 6), was wiederum
final zu einer Translokation von pro-inflammatorischen Transkriptionsfaktoren in den Zellkern
fuhrt, so z.B. NF-kB (nuclear factor kappa-B) (Kumar et al. 2011). Im Anschluss wird durch die
Transkriptionsfaktoren die Transkription von pro-inflammatorischen Zytokinen wie TNF-a
(tumor necrosis factor alpha), IL-1B8 (Interleukin 1B), IL-6, IFN-a, (Interferon-a,) und
Chemokinen wie CXCL8 und CXCL10 sowie von antimikrobiellen Peptiden gestartet (Abb. 5)
(Moresco et al. 2011).

Es bestehen jedoch auch MyD88-unabhangige Signalwege, ein Beispiel daflr stellt die
Aktivierung des TLR-4 durch LPS dar. In diesem Fall kann ein MyD88-abhéngiger von einem
MyD88-unabhangigen Signalweg abgegrenzt werden. Bei dem MyD88-abhéngigen Signalweg
kommt es zu einer Freisetzung von pro-inflammatorischen Zytokinen, wie IL-6 und IL-1B. Bei
dem MyD88-unabhéngigem Signalweg kommt es dagegen zu einer Freisetzung von IFN-f3
und im Anschluss zur Freisetzung von interferon-abhangigen Molekilen wie CXCL10 (Akira
und Takeda 2004; El-Zayat et al. 2019).

TLR werden von allen Zelltypen, die dem angeborenen Immunsystem zugeordent werden,
exprimiert, darunter Zelltypen wie Makrophagen, Dendritische Zellen, NK-Zellen und
Monozyten und neutrophilen Granulozyten. Zudem konnte eine Expression von TLR auch in
Zellen des adaptiven Immunsystem (B- und T-Zellen), als auch in epithelialen, endothelialen
und Fibroblasten nachgewiesen werden (zusammengefasst von Delneste et al. 2007 und El-
Zayat et al. 2019). loannidis und Kolleginnen konnten die TLR-1,2,3 und 6 in hohem Mal3e in
humanen trachealen Epithelzellen mittels Antikbrpermarkierungen nachweisen. Die TLR-
4,5,7,9 und 10 waren dagegen nur in geringen MalRen nachzuweisen. Der TLR-8 konnte
mittels Antikérpermarkierungen im humanen Trachealepithel dagegen nicht nachgewiesen

werden.
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Abbildung 5: Schematische vereinfachte Darstellung des Toll-Like Rezeptor (TLR)-
Signalweges. TLR sind auf der Zellmembran von diversen Zelltypen exprimiert und erkennen
wirtsfremde, aber auch wirtseigene Molekile (PAMPs und DAMPs). Nach dem Binden des
Liganden an den TLR werden Adaptermolekiile (MyD88, TIRAP) rekrutiert. Es folgt die
Aktivierung von Proteinkinasen (IRAK, TRAF-6), dies hat die Translokation von
Transkriptionsfaktoren (NF-KB) in den Nucleus zur Folge, was wiederum zu einer
Transkription von Genen codierend fir proinflammatorische Cytokine und Chemokine fihrt.

Ein ahnliches TLR-Expressionsmuster konnte in murinen kultivierten trachealen Epithelzellen
mittels Antikdrpermarkierung und darauffolgender Durchflusszytometrie beobachtet werden,
hier konnten jedoch alle untersuchten TLR (TLR-1-10) in 4-16% der Epithelzellen
nachgewiesen werden. Nur 4% der Zellen waren mit Antikdrpern gegen den TLR-8 oder TLR-
2 markiert, die anderen untersuchten TLR-Antikbrper markierten je 10-16% der Zellen. Es
wurde in dieser Studie jedoch nicht untersucht, ob einzelne Epithelzellen auch mehr als einen

TLR-Typ exprimieren (loannidis et al. 2013).

14



1. Einleitung

1.3.2 Formylpeptid-Rezeptoren (FPR)

FPR weisen ein enormes Ligandenspektrum auf und werden von einer Vielzahl von Zellen
myeloiden Ursprungs, aber auch von anderen Zelltypen exprimiert und nehmen aus diesen
Griunden eine wichtige Rolle in der Pathogenerkennung ein (Boillat et al. 2021). FPR sind G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR), welche in der Zellmembran lokalisiert sind. Sie
bestehen aus sieben hydrophoben Transmembran-Domé&nen (Migeotte et al. 2006). Bereits
1975 konnte gezeigt werden, dass neutrophile Granulozyten von dem aus drei Aminosauren
(AS) bestehenden formylierten Peptid f-MLF (Met-Leu-Phe) angezogen werden und sich
darauf hinbewegen. Dieser Vorgang wird als Chemotaxis bezeichnet (Schiffmann et al. 1975).
Schon in dieser Publikation konnte gezeigt werden, dass fir die beobachtete Chemotaxis die
Formylierung der AS Methionin essentiell ist.

1.3.2.1 Humane und murine FPR

Im menschlichen Genom sind kodierende Sequenzen fur drei FPR vorhanden; FPR1, FPR2
(FPRL1) und FPR3 (FPRL2) (Migeotte et al. 2006). Der FPR3 ist wahrend der Evolution der
Primaten entstanden und das evolutionar gesehen jiingste Mitglied der FPR-Familie (Muto et
al. 2015). Im Gegensatz dazu weisen Nager, im besonderen Mause, eine héhere Fpr-
Diversitat auf. So koénnen in der Maus sieben verschieden Fpr-kodierende Gene
nachgewiesen werden. Dies sind: Fprl, welches das Ortholog des humanen FPR1 darstellt,
Fpr2 (Ortholog des humanen FPR2) und Fpr-rsl, Fpr-rs2, Fpr-rs3, Fpr-rs4, Fpr-rs6 und Fpr-
rs7 (Abb. 6) (Gao et al. 1998). Jedoch sollte angemerkt werden, dass die Nomenklatur der
FPR nicht einheitlich verwendet wird und jeweils im Kontext Gberprift werden sollte (Boillat et
al. 2021).

1.3.2.2 Expression der FPR

FPR werden von einer Vielzahl von Zelltypen exprimiert. Identifiziert wurde die Expression
zuerst in humanen phagozytierenden Leukozyten, insbesondere in Monozyten und
neutrophilen Granulozyten (Migeotte et al. 2006). Dabei ist das Expressionsmuster sehr
divers. Humane neutrophile Granulozyten exprimieren nur FPR1 und FPR2, Monozyten
dagegen exprimieren alle drei humane FPR (Yang et al. 2001). Neben diesen Zelltypen konnte
die Expression des humanen FPR1 und des murinen Orthologes Fprl zudem in Dendritischen
Zellen und Mikroglia-Zellen nachgewiesen werden (Yang et al. 2002). Der humane FPR3 wird
von Monozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen exprimiert, nicht jedoch von
neutrophilen Granulozyten (Murphy et al. 1992; Yang et al. 2001; Yang et al. 2002). Es ist
zudem die Expression der humanen FPR und der murinen Fpr1-3 in verschiedenen anderen
Organen beschrieben, wie Milz, Lunge, Leber und Gehirn, zusammengefasst von Migeotte

(Migeotte et al. 2006). Jedoch sollten diese Daten jeweils hinterfragt werden, da in einigen
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Fallen die Expression anhand der Prasenz von mRNA im Gesamtgewebe oder isolierten
Primarzellen untersucht wurde und eine ,Verunreinigung® durch Immunzellen, welche FPR
exprimieren, nicht ausgeschlossen werden konnte (Lunge: (Shao et al. 2010), Gehirn: (Tiffany
et al. 2001)). Eine Expression von humanen sowie murinen Fpr (Fprl und Fpr-rs2) in
Fibroblasten, Thrombozyten und Hepatozyten kann jedoch als gesichert angesehen werden
(VanCompernolle et al. 2003; Czapiga et al. 2005; Jie et al. 2016).

Fpri

Immunzellen
FPR1

Mikrogliazellen,
FPR3 (FPRL2) : Astrozyten
FPR2 '
}_ ' Hepatozyten
) Fprrs2 (Fpr2)
Fpr-rs1 (Fpr3)
Fpr-rs3 VNO
"’:’V- Fpr-rs4
Fpr-rs6
Fpr-rs7

Abbildung 6: Diversitat der FPR-Genfamilie im Menschen und in der Maus. Im humanen
Genom sind drei fir FPR codierende Gene identifiziert. In der Maus sind dagegen sieben Fpr-
codierende Gene vorhanden. Die humanen FPR und die Fprl und Fpr-rs2 der Maus werden
vor allem von Immunzellen exprimiert, aber auch in Mikrogliazellen, Astrozyten, Hepatozyten,
Fibroblasten und Thrombozyten. Die murinen Rezeptoren Fpr-rsl, Fpr-rs2, Fpr-rs3, Fpr-rs4,
Fpr-rs6é und Fpr-rs7 werden vermutlich nur von Neuronen des VNO (Vomeronasalorgan)
exprimiert.

=== §

Die murinen FPR-Rezeptoren Fpr-rsl, Fpr-rs3, Fpr-rs4, Fpr-rs6 und Fpr-rs7 wurden in
neueren Studien nur in Neuronen des VNO nachgewiesen (Liberles et al. 2009; Riviere et al.
2009). Jedoch wurde mRNA kodierend fur den Fpr-rs6 und Fpr-rs7 von Wang und Kolleginnen
auch in anderen Organen nachgewiesen, wie Milz, Herz, Lunge und Leber (Wang und Ye
2002). Diese Daten konnten jedoch von Riviere und Kolleglnnen nicht verifiziert werden
(Riviere et al. 2009)
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1.3.2.3 FPR-Liganden

Die FPR wurde nach ihrer Fahigkeit benannt, an das am N-Terminus formylierte Methionin-
motiv zu binden, welches von Escherichia coli sezerniert wird (Ye et al. 2009). FPR erkennen
jedoch nicht nur dieses bakterielle Peptidmotiv. Mittlerweile konnten verschiedene
Ligandenklassen identifiziert werden: 1. bakterielle formylierte Peptide, 2. bakterielle nicht
formylierte Peptide (z.B. Hp 1-20), 3. wirtseigene mitochondriale formylierte Peptide, 4.
wirtseigene nicht formylierte Peptide (z.B. Annexin 1), 5. wirtseigene Nicht-Peptide (z.B.
Lipoxin A4), 6. synthetische Liganden (z.B. W-Peptid (WKYMVm-NH>)) (zusammengefasst
von Liu et al. 2013).

Die bakteriellen formylierten Signalpeptide stellen mit Uber 170.000 annotierten Peptiden
(http://www.signalpeptide.de, Stand: 27.03.2022) die grofite FPR-Ligandenklasse dar (Bufe
und Zufall 2016). Signalpeptide kdnnen sowohl in Prokaryonten als auch in Eukaryonten an
einer Mehrzahl von neu synthetisierten Proteinen gefunden werden, welche entweder
sezerniert oder in die Zellmembran eingebaut werden (Bufe und Zufall 2016). Diese
Signalpeptide werden, wenn das Protein seinen Zielort erreicht hat, abgeschnitten. Es
bestehen aber auch Belege fiir eine aktive Sezernierung der Signalpeptide durch Bakterien.
So konnten sie in Uberstanden von Bakterienkulturen nachgewiesen werden (Zhang et al.
2020; Bufe et al. 2019).

Signalpeptide bestehen typischerweise aus wenigen AS (<16), aber es konnten auch
Komplexe aus mehr als 100 AS bestehende Signalpeptide nachgewiesen werden (Bufe und
Zufall 2016). Die Signalpeptide weisen eine charakteristische Struktur auf, bestehend aus
einer N-terminalen Region, welche mit einem Methionin beginnt, einer hydrophoben h-Region
und einer C-terminalen Region (Abb. 7). Bei bakteriellen Signalpeptiden liegt das am N-
Terminus befindliche Methionin formyliert vor; dieser Unterschied ist essentiell fur die
Unterscheidung von wirtseigenen und wirtsfremden Signalpeptiden durch das Immunsystem
(Bufe und Zufall 2016; Lacy 1995). Die N-terminale Region ist in ihrer Sequenz und Lange
hoch variabel und kann aus 2-80 AS bestehen, diese Variabilitat ermdglicht die enorme Vielfalt
der Signalpeptide. Die h-Region ist ebenfalls variabel und weist eine Lange von 8-20 AS auf.
Die C-terminale Region besteht nur aus 5-6 AS und beinhaltet eine Schnittstelle fiir Peptidasen
(Abb. 7) (Bufe und Zufall 2016). Die Liganden der FPR aktivieren eine Signaltransduktion
bereits in Konzentrationen im Bereich von nM bis pM; dies konnte in vitro, aber auch in vivo
gezeigt werden (Bufe et al. 2015; Bufe et al. 2019).
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der Struktur von bakteriellen Signalpeptiden.

1.3.2.4 FPR-Signalweg und Funktionen

Wie bei anderen GPCR flhrt die Ligandenbindung zu einer Dissoziation des assoziierten G-
Proteins in seine drei Untereinheiten. Im Anschluss kommt es durch die nun freigesetzte a-
Untereinheit des G-Proteins zu einer Aktivierung der Phospholipase C (PLC), dies fihrt Uber
Zwischenschritte zu einer Freisetzung von Calcium aus dem endoplasmatischen Retikulum
(ER) und so zu einer Erhdhung der [Ca?*]i (Migeotte et al. 2006). In humanen und murinen
neutrophile Granulozyten wird dadurch eine FPR1 und FPR2 (Fprl und Fpr2) vermittelte
Chemotaxis oder die Produktion von ROS (Reaktive Sauerstoffspezies) ausgeldst (Forsman
et al. 2013; Bylund et al. 2003). Angelockte Neutrophile phagozytieren im Anschluss die
Bakterien, welche die Peptide freigesetzt haben, oder téten diese durch die Produktion von
ROS ab (Janeway und Travers 2005). Die ROS-Produktion konnte ebenfalls in Fibroblasten
nachgewiesen werden (Napolitano et al. 2018). In Thrombozyten fihrt die Aktivierung des
FPR1 und FPR2 ebenfalls zu einer Chemotaxis (Czapiga et al. 2005).

Die Funktion der VNO-spezifischen murinen Fpr konnte in einer Publikation von Bufe und
Kolleginnen erstmals beschrieben werden (Bufe et al. 2019). Es wurde gezeigt, dass der Fpr-
rsl von einer Subpopulation von olfaktorischen Neuronen im VNO exprimiert wird. Die
Aktivierung durch synthetische Agonisten, aber auch durch ein bakterielles formyliertes Peptid
(F-MKKFRW), flihrte bei Mé&usen zu einem Meidungsverhalten. Die Autorinnen
schlussfolgerten aus den Ergebnissen dieser Studie, dass Mause, welche von Pathogenen
besiedelt wurden, durch Artgenossen gemieden werden, und dass dieser Effekt teilweise Fpr-
abhangig ist (Bufe et al. 2019).

Eine FPR-unabhangige Wahrnehmung von formylierten bakteriellen Signalpeptiden ist nach

meinen Recherchen noch nicht beschrieben.
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1.3.3 Geschmacksrezeptoren

Der Geschmackssinn schitzt zum einen den Organismus, zum anderen steuert er die
Aufnahme von  Nahrungsmitteln. Es werden im  klassischen Sinne  flunf
Geschmacksmodalitaten voneinander abgegrenzt, diese sind: salzig, suf3, bitter, umami und
sauer (Finger und Kinnamon 2011). Es werden jedoch weitere Geschmacksmodalititen
diskutiert, z.B. die Wahrnehmung von fettig oder von Malto-Oligosacchariden (Sclafani 2004;
Besnard et al. 2016).

Die Wahrnehmung von bitter und sauer verhindert die Aufnahme von mdglicherweise
toxischen Substanzen (bitter) oder starken Sauren (sauer). Im Gegensatz dazu steht die
Wahrnehmung von s, umami (L-Glutamat) und salzig, diese Geschmacksmodalitaten regen
zur Nahrungsaufnahme an (Finger und Kinnamon 2011). Die Wahrnehmung der
Geschmacksmodalitaten findet in den Geschmacksknospen der Zunge statt. Diese bestehen
wiederum aus einzelnen, verschiedenartigen Geschmackszellen (50-100 Zellen pro
Geschmacksknospe). Werden diese aktiviert, senden sie Signale Uber Nervenfasern ins
Gehirn; als Transmitter dient dabei vor allem ATP oder Serotonin (Kinnamon und Finger 2019).
Es kdnnen mindestens vier verschiedene Typen von Geschmackszellen voneinander
abgegrenzt werden: Typ I-Zellen werden als unterstiitzende Zellen gesehen. Sie weisen
Ahnlichkeiten zu Astrozyten auf und sind vermutlich nicht aktiv an der
Geschmackswahrnehmung beteiligt. Sie stellen mehr als 50% der Zellen innerhalb einer
Geschmacksknospe dar und produzieren Enzyme und Transporter, welche fur die
Degradierung und Wiederaufnahme von Neurotransmittern benétigt werden. Typ lI-Zellen;
sind fur die Wahrnehmung von siR, bitter, sauer, fettig und umami verantwortlich. Diese
Geschmacksmodalitdten werden Uber GPCR wahrgenommen. Typ llI-Zellen sind fir die
Wahrnehmung von salzig und sauer verantwortlich, vermutlich Gber lonenkandle. Typ IV-
Zellen sind nicht ausdifferenzierte Geschmackszellen und ebenfalls nicht aktiv an der

Geschmackswahrnehmung beteiligt (Abb. 8) (Kinnamon und Finger 2019).
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Geschmacksknospe Typ | Typ Typ Il Typ IV

salzig? bitter salzig
siif}
fettig
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Abbildung 8: Schematische Darstellung der Zelltypen in einer Geschmacksknospe der
Zunge. Typ I-Zellen sind unterstitzende Zellen, sie sind nicht aktiv an der
Geschmackswahrnehmung beteiligt, sezernieren unter anderem Enzyme, welche die anderen
Zelltypen unterstitzen. Es wird aber auch eine Expression des ENaC in Typ I-Zellen diskutiert,
was auf eine Wahrnehmung der Geschmacksqualitat salzig hindeuten koénnte. Typ lI-Zellen
exprimieren Rezeptoren fir die Wahrnehmung von bitter, umami, fettig und suf3. Diese Zellen
stehen in Kontakt zu Nervenfasern. Typ llI-Zellen, exprimieren Rezeptoren fur die
Wahrnehmung von salzig und sauer, sie bilden Synapsen mit Nervenfasern aus und setzen
Serotonin als Transmitter frei. Typ IV-Zellen sind nicht ausdifferenzierte Geschmackszellen
und stellen die Stammzellpopulation in den Geschmacksknospen dar, aus denen die anderen
Typen hervorgehen.

Die Wahrnehmung der Geschmacksqualitdt sauer findet Uber den lonenkanal OTOP1
(Otopetrin 1) statt. Dieser Kationenkanal wurde erst 2018 in Geschmackszellen identifiziert (Tu
et al. 2018). Typ lll-Geschmackszellen von Mausen, in denen das Otopl-Gen entfernt wurde,
zeigten keine Reaktion auf pH-Veranderungen, im Gegensatz zu den Wildtyp-Tieren (Teng et
al. 2019; Zhang et al. 2019). Zuvor wurde der Rezeptor PKD2L1 (polycystic kidney disease 2-
like 1 oder TRPP2) fur die Wahrnehmung von sauer verantwortlich gemacht; dieser wird
ebenfalls von Typ llI-Geschmackszellen exprimiert (Huang et al. 2006; LopezJimenez et al.
2006; Ishimaru et al. 2006). Jedoch zeigten spatere Studien, dass Geschmackszellen
gendefizienter Tiere (Pkd2l1 und Pkd2I3) immer noch auf Veranderungen des pH-Wertes

reagierten, wenn auch etwas geringer (Abb. 9) (Horio et al. 2011; Nelson et al. 2010).

Die Geschmacksqualitat salzig wird vermutlich Gber den ENaC wahrgenommen, jedoch
besteht auch eine nicht ENaC bzw. nicht amiloridsensitive Perzeption von salzig (Heck et al.
1984). Zudem sprechen weitere Expressions- sowie Funktionsanalysen gegen eine rein
ENaC-vermittelte Salzigwahrnehmung. So konnte von Lossow und Kolleginnen in den
einzelnen Geschmackszellen keine Co-Expression der a-, B- und y-Untereinheit des ENaC
nachgewiesen werden. Die Autorinnen postulierten daraus, dass sich kein funktioneller ENaC

ausbilden kann, da daflr typischerweise alle drei Untereinheiten notwendig sind. Die
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Expression der a- und B-Untereinheit konnte sowohl in Typ I- als auch Typ lll-Zellen
beobachtet werden, wobei die Expression der a-Untereinheit auf Typ lll-Zellen beschrankt war.
(Vandenbeuch und Kinnamon 2020a; Lossow et al. 2020). Demgegeniber stehen
Experimente von Canessa und Kolleginnen sowie von Baldin und Kolleginnen, welche zeigen
konnten, dass die a-Untereinheit allein in der Lage ist, einen funktionellen Kanal auszubilden
(Baldin et al. 2020; Canessa et al. 1994) (Abb. 9).

Wie die Geschmacksqualitat fettig wahrgenommen wird, ist noch nicht abschlieend geklart.
Drei Rezeptoren, welche eine Rolle spielen kénnten, sind die GPCR40 und 120 sowie CD36
(cluster of differentiation 36) (Besnard et al. 2016). Mause, welche eine Deletion von Gpcr40
oder Gpcr 120 aufweisen, zeigten eine verminderte Reaktion auf freie Fettsduren (FFA-free
fatty acid) (Cartoni et al. 2010). Eine andere Studie von Scafani und Kolleglnnen konnte jedoch
keine Abhangigkeit der oralen Wahrnehmung von FFA durch diese Rezeptoren belegen,
obwohl die gleichen gendefizienten Mausmodelle verwendet wurden (Sclafani et al. 2013).
CD36 wird ebenfalls von Geschmackszellen exprimiert und ist bekannt dafir, durch FFA
aktiviert zu werden. Die Inaktivierung des CD36-Gens fuhrte ebenfalls zu einer verminderten
FFA-Wahrnehmung (Laugerette et al. 2005; Sclafani et al. 2007a). Interessant ist, dass die
Wahrnehmung von Fett (Sojabohnendl) abhangig von dem lonenkanal TRPM5 (Transient
receptor potential cation channel subfamily M member 5), jedoch nicht von a-Gustducin ist
(Sclafani et al. 2007Db; Liu et al. 2011) (Abb. 9).

L-Glutamat kommt in hohen Konzentrationen in einer Vielzahl an Lebensmitteln vor, wie z.B.
Kase, Meeresfriichte und in einigen Gemuisen (Vandenbeuch und Kinnamon 2016). Die
Wahrnehmung der Geschmacksqualitat umami (L-Glutamat) findet vermutlich tiber die GPCR
Tas1R1 und Tas1R3 statt, welche zusammen einen heterodimeren Rezeptor ausbilden. In der
Maus werden durch diesen alle L-AS erkannt, der humane heterodimere Rezeptor weist
jedoch nur L-Glutamat als natirlichen Liganden auf. Der Rezeptor wird ebenso durch 5'-
Ribonucleotide und GMP aktiviert. Wenn diese vorhanden sind, wird die Antwort auf L-
Glutamat nochmals verstarkt (Nelson et al. 2002; Li et al. 2002). Mause, welche eine Deletion
eines Rezeptors (Tas1lR1 oder Tas1R2) aufweisen, zeigten in einigen Studien keine Antwort
mehr auf Glutamat (Zhao et al. 2003). Dagegen konnte in anderen Studien eine Restreaktion
beobachtet werden (Damak et al. 2003; Kusuhara et al. 2013; Delay et al. 2006). Diese Studien
sprechen fir weitere Rezeptoren, welche an der Umami-Wahrnehmung beteiligt sein kdnnten.
Weitere Kandidaten stellen die metabotropen Glutamatrezeptoren (mGIluR) dar, vor allem der
MGIuR4. Dieser wird in Geschmackszellen exprimiert und 16st, wenn er durch L-Glutamat
aktiviert wird, Nervenaktivitat aus, welche von Geschmackszellen ausgeht. So weisen Tiere,
welche fur den mGIuR4 defizient sind, eine verminderte Reaktion auf L-Glutamat auf
(Chaudhari et al. 2000; Yasumatsu et al. 2015; Kusuhara et al. 2013). Zudem konnte der
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MGIuR1 ebenfalls in Geschmackszellen nachgewiesen werden. Agonisten fur diesen
Rezeptor fuhrten ebenfalls zu einer Aktivierung der Geschmackszellen (Toyono et al. 2003;
Nakashima et al. 2012). Vermutet wird, dass unterschiedliche L-Glutamat-Konzentrationen
verschiedene Rezeptoren aktivieren, welche von unterschiedlichen Geschmackszellen
exprimiert werden, und so gezielt einzelne Nervenfasern Signale an das Gehirn senden, was
wiederum unterschiedliche Reaktionen hervorruft (Vandenbeuch und Kinnamon 2016) (Abb.
9).

Die Wahrnehmung der Geschmacksmodalitat stf3 erfolgt zum Uberwiegenden Teil Uber
Tas1R2- und Tas1R3-Heterodimere. Eine initiale Studie beschrieb, dass fir einen der beiden
Rezeptoren gendefiziente Tiere nach Stimulation durch diverse SiRstoffe weder eine
Veranderung im Verhalten, noch neuronale Reaktionen aufwiesen (Zhao et al. 2003). Spatere
Studien konnten jedoch noch Reaktionen auf die Zucker Glucose und Saccharose
beobachten, wenn auch im Vergleich zum Wildtyp reduziert (Damak et al. 2003; Sukumaran
et al. 2016). Diese Studien legten nahe, dass ein weiterer, TaslR-unabhangiger Signalweg
besteht. Als ein méglicher Kandidat wurde 2011 der sodium-glucose cotransporter 1 (SGLT1)
identifiziert. Dieser ist in Typ ll-Geschmackszellen, welche auf St3stoffe reagieren, exprimiert
(Yee et al. 2011). Yasumatsu und Kolleginnen konnten zeigen, dass Glucose in TaslR3-
gendefizienten Tieren eine durch SGLT1 vermittelte Reaktion hervorrief. Diese war jedoch von
einer vorherigen Applikation einer geringen Konzentration von Natrium abh&angig und konnte
durch einen SGLT1-Inhibitor vermindert werden (Yasumatsu et al. 2020). Weitere Experimente
lassen schlussfolgern, dass mindestens drei verschieden Zelltypen von Typ |II-
Geschmackszellen an der Wahrnehmung von suf3 beteiligt sind; der erste Zelltyp exprimiert
nur das Tas1R2/Tas1R3-Heterodimer, der zweite exprimiert nur den SGLT1-Transporter und
der dritte Zelltyp exprimiert sowohl Tas1R2/Tas1R3 als auch SGLT1 (Yasumatsu et al. 2020;
Vandenbeuch und Kinnamon 2020b) (Abb. 9).

Die Wahrnehmung der Geschmacksmodalitéat bitter erfolgt Uber Rezeptoren der GPCR-
Familie Tas2R. Das Verhindern der Aufnahme von mdéglichen toxischen Substanzen ist fur
den Kdorper von enormer Wichtigkeit, daher hat sich eine Vielzahl von Rezeptoren entwickelt,
welche mit hoher Genauigkeit und Spezifitat Stoffe erkennen, die dem Organismus schaden
konnten (Behrens und Meyerhof 2013). Diese Rezeptorklasse besteht aus 34 funktionellen
Rezeptoren in der Maus und aus 25 im Menschen (Go et al. 2005). Diese Rezeptoren weisen
ein sehr unterschiedliches Ligandenmuster auf; so erkennen einige Rezeptoren wie der
humane TAS2R7 oder der murine Tas2r105 jeweils eine Vielzahl an Liganden. TAS2R7
erkennt 14 und Tas2r105 erkennt 44 Liganden, dagegen weisen andere ein sehr spezielles
Ligandenmuster auf und reagieren nur auf einzelne Liganden. Beispielsweise reagiert der
humane TAS2R5 nur auf Cycloheximid (CHX) und der murine Tas2rll3 nur auf
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Phenylbutazon (Lossow et al. 2016; Sainz et al. 2007). Es konnten bereits fir 21 der 25
humanen Bitterrezeptoren Liganden identifiziert werden, dagegen sind 13 der 34 murinen
Rezeptoren sogenannte orphan receptors ohne bekannte Liganden (Lossow et al. 2016). Die
Konzentrationen, bei denen die Agonisten Bitterrezeptoren aktivieren, sind ebenso divers. So
wird der humane TASR43 bereits in nM-Konzentrationen durch Strychnin oder
Aristolochiasaure (beides Pflanzengifte) aktiviert, dagegen aktivieren Colchicin und Salizin den
TAS2R4 bzw. den TAS2R16 erst in Konzentrationen von >1 mM (Behrens und Meyerhof 2013)
(Abb. 9).

\-I‘ Na*

OTOP1 ENaC < S
GPCR40 oder CD36
GPCR120
sui bitter
Glutamat Glucose’\ / Bitter
N\ A Glucosx / Na* 6(
\qﬁb I
11—
i3 l}?

Tas1R1 & Tas1R3 mGIuR1 oder Tas1R2 & Tas1R3 SGLT1

mGIluR4

Abbildung 9: Schematische Darstellung der Rezeptoren verantwortlich fir die
Wahrnehmung der Geschmacksmodalitaten sauer, salzig, fettig, umami, stif3 und bitter.
Die Geschmacksmodalitat sauer wird Gber den Kationenkanal OTOP1, welcher als Dimer in
der Zellmembran von Typ llI-Zellen vorliegt, wahrgenommen. Die Geschmacks-modalitat
salzig wird vermutlich Gber den ENaC wahrgenommen, welcher von Typ I- und Typ llI-Zellen
exprimiert wird. Die Geschmacksmodalitat fettig kann Uber mehrere Rezeptoren
wahrgenommen werden, darunter GPCR40 und GPCR120, oder CD36. Welcher Rezeptortyp
der wichtigste in den Geschmackszellen ist, bleibt noch ungeklart. Diese Rezeptoren sind in
Typ ll-Zellen exprimiert. Die Geschmacksmodalitdt umami (L-Glutamat) wird Uber die hetero-
dimeren Geschmacksrezeptoren Tas1R1 und Tas1R3, wahrgenommen. Es besteht jedoch ein
alternativer Weg zur Wahrnehmung von Glutamat; dieser involviert die Rezeptoren mGIluR1
und mGIuR4. Die Rezeptoren fur die Umami-Wahrnehmung werden von Typ II-Zellen
exprimiert. Die Geschmacksmodalitat suf3 wird Uber die heterodimeren Geschmacks-
rezeptoren Tas1R2 und Tas1R3, wahrgenommen. Es besteht jedoch ein alternativer Weg zur
Wahrnehmung von suf3, dieser involviert den Co-Transporter SGLT1. Die Rezeptoren und der
Co-Transporter fur die SuR-Wahrnehmung werden von Typ II-Zellen exprimiert. Die
Geschmacksmodalitdt bitter wird Uber die Geschmacksrezeptoren der Tas2R-Familie
wahrgenommen, diese werden von Typ II-Zellen exprimiert.
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1.3.3.1 Geschmackstransduktionskaskade

Die TasR GPCR (TaslR, Tas2R), welche fur die Wahrnehmung der Geschmacksmodualitaten
suf3, bitter und umami verantwortlich sind, weisen nach Rezeptoraktivierung den gleichen
nachfolgenden Signalweg auf, weclher als ,Geschmackstransduktions-kaskade® bezeichnet
wird. An den TasR ist ein heterotrimeres G-Protein gekoppelt, welches aus einer a-, B- und y-
Untereinheit besteht, wobei die B- und y-Untereinheit als Dimer zusammengelagert sind
(Margolskee 2002) (Abb. 10). In den Geschmackszellen konnten verschiedene a-
Untereinheiten identifiziert werden, darunter ai., ais, Qi14, aber die a-Untereinheit, welche
dominant exprimiert ist, ist ais-Gustducin welche auch als GNAT3 bezeichnet wird (GNAT3 =
Guanine nucleotide-binding protein G(t) subunit alpha-3) (Margolskee 2002). Im inaktiven
Zustand ist Guanosindiphosphat (GDP) an die a-Untereinheit gebunden. Bindet ein Ligand an
den TasR, wird dieses GDP durch Guanosintriphosphat (GTP) ausgetauscht und das G-
Protein zerfallt in die a-Untereinheit und in ein aus der - und y-Untereinheit bestehendes
Dimer. Dieses Dimer bindet an das membranstandige Enzym Phospholipase Cp2 (PLCB2)
(Yan et al. 2001; Chaudhari und Roper 2010). Dieses Enzym spaltet Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat (PIP,) in Inositoltriphosphat (IP3s) und Diacylglycerin (DAG). Das freigesetzte IP3
bindet an IP3-Rezeptoren des Typs 3 (IP3R3), welche in der Membran des ER lokalisiert sind.
Dies fiihrt zum Ausstrom von Ca?*-lonen aus dem ER in das Zytosol (Narukawa et al. 2009;
Clapp et al. 2001). Diese Erhohung der [Ca?"] wiederum fiihrt zu einer Offnung des
membranstandigen Kationenkanals TRPM5. Durch diesen Kanal strémen grof3e Mengen an
Na*-lonen in die Zelle ein, was zu einer Anderung des Membranpotentials und folglich zu einer
Depolarisation der Zelle fuhrt (Dutta Banik et al. 2018). Dies fiihrt in Typ [I-Geschmackszellen
zu einer Freisetzung von ATP Uber spannungsgesteuerte Hemikanéle, wie dem CALHM1
(calcium homeostasis modulator 1) (Taruno et al. 2013). ATP dient als Transmitter und bindet
an P2X-Rezeptoren auf sensorischen Nervenfasern. Dies fuihrt zu einer Weiterleitung an das
Gehirn und ruft im Fall einer Bittersubstanz verschiedene Schutzreflexe aus (Finger und
Kinnamon 2011; Finger et al. 2005; Chaudhari und Roper 2010). Zusatzlich bindet das
freigesetzte ATP an P2Y-Rezeptoren, welche von Typ lll-Geschmackszellen exprimiert
werden. Dies flhrt zu einer Freisetzung von Serotonin aus Typ lllI-Zellen und ebenfalls zu einer
Aktivierung von sensorischen Nervenfasern. Jedoch werden P2Y-Rezeptoren auch von Typ
lI-Zellen selbst exprimiert. Es wird angenommen, dass von Typ Il-Zellen freigesetztes ATP
auch wieder an Typ ll-Zellen bindet und so ein negativer Feedback-Loop ausgelost wird,
welcher fur eine Feinsteuerung der Signale zum Gehirn verantwortlich ist (Chaudhari und
Roper 2010; Roper 2009).
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Abbildung 10: Schematische Darstellung der Geschmacktransduktionskaskade in Typ
II-Geschmackszellen. Ein heterotrimeres G-Protein, bestehend aus einer a-, - und y-
Untereinheit, ist an den TasR gebunden. Bindet ein Ligand an den TasR, dissoziiert das G-
Protein und ein Dimer aus der (- und y-Untereinheit bindet an das Enzym PLCB2. Dadurch
wird Uber die Spaltung von PIP; IP; und DAG freigesetzt. IP; bindet an den IP3R3, was eine
Ausschittung von Ca?*-lonen aus dem ER in das Zytosol zur Folge hat. Dies fuhrt zu einer
Aktivierung des Kationenkanals TRPM5, was wiederum zum Einstrom von Na*-lonen in die
Zelle fuhrt. Dies resultiert in einer Depolarisation der Geschmackszelle und Freisetzung von
ATP Uber Hemikanale wie CALHM1.

1.3.3.2 Extraorale Bitterrezeptorexpression

Die Expression der Geschmacksrezeptoren und deren Transduktionskaskade ist jedoch nicht
nur auf die Geschmackszellen der Zunge beschrankt. So konnten TasR in verschiedenen
Organen nachgewiesen werden, z.B. Tas1R im Pankreas und Darm. Im Pankreas wird Tas1R
von B-Zellen exprimiert und ihm wird eine Rolle in der Insulinsekretion zugesprochen (Kojima
et al. 2014; Kyriazis et al. 2012).

Die Expression der Bitterrezeptoren (Tas2R) ist noch weiter verbreitet, so werden diese z.B.
von humanen glatten Muskelzellen exprimiert. Desphande und Kolleginnen konnten mRNA fir
17 der 25 humanen Tas2R in glatten Muskelzellen der Atemwege nachweisen (Deshpande et
al. 2010). Zudem konnte gezeigt werden, dass Tas2R-Agonisten (Chloroquin und
Denatonium) eine relaxierende Wirkung auf diese Zellen hatten (Deshpande et al. 2010).
Ebenso sind verschiedene Tas2R im Hoden exprimiert und fur die Spermatogenese essentiell
(Xu et al. 2012; Mosinger et al. 2013).
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Shah und Kolleginnen konnten zeigen, dass humane zilientragende Zellen der Atemwege
TAS2R und TASI1R, sowie Komponenten der Geschmackstransduktionskaskade (TRPM5,
PLCR2, GNAT3) exprimieren. Der Nachweis erfolgte durch Antikérpermarkierungen und durch
RT-PCR-Experimente (Shah et al. 2009). In einer weiteren Studie von Lee und Kolleginnen
markierten Antikdrper gegen den Tas2R38 ebenfalls die Zilien von humanen
Atemwegsepithelzellen in  Kultur. Diese Zellen reagierten auf den Bitterstoff
Phenylthiocarbamid (PTC) und auf von Pseudomonas aeruginosa produzierte QSM mit einem
Anstieg der [Ca?*] und anschlieRender Freisetzung von NO (Stickstoffmonoxid), welches eine
bakterizide Wirkung aufwies (Lee et al. 2012).

In einer Studie von Tizzano und Kolleginnen konnte dagegen keine Expression von TRPMS5,
PLCB2, GNAT3 und TasR in den zilientragenden Zellen der Atemwege von Mausen
festgestellt werden (Tizzano et al. 2011). Ahnliche Ergebnisse wurden von Krasteva und
Kolleginnen veréffentlicht. Auch hier konnte keine Expression der oben genannten Molekile
in zilientragenden Zellen nachgewiesen werden (Krasteva et al. 2011). In zwei voneinander
unabhangigen Studien konnte in Einzelzell-RNA-Sequenzierungen von murinen sowie
humanen trachealen Epithelzellen keine Expression von mRNA fiir TasR oder Elemente der
Geschmackstransduktionskaskade (PLCB2, GNAT, TRPMS5) in zilientragenden Zellen
beobachtet werden (Montoro et al. 2018; Plasschaert et al. 2018).

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass vermutlich ein spezies-spezifischer Unterschied in
der Expression von Tas2R und der Geschmackstransduktionskaskade zwischen humanen
und murinen zilientragenden Atemwegsepithelzellen besteht. Zudem stammen die Ergebnisse
von Shah und Kolleglnnen sowie die von Lee und Kolleglnnen von humanen Primarzellen
welche in Kultur gehalten wurden (Lee et al. 2012; Shah et al. 2009). Méglicherweise kdnnten
die  Kulturbedingungen ebenfalls die Expression der TasR sowie derer

Geschmackstransduktionskaskade beeinflusst haben.

Die Expression von TasR und Elementen der Geschmackstransduktionskaskade konnte
jedoch in einem anderem murinen Atemwegsepithelzelltyp sowohl auf Protein- als auch auf
MRNA-Ebene nachgewiesen werden, den SCC (Kaske et al. 2007; Tizzano et al. 2011,
Krasteva et al. 2011; Montoro et al. 2018; Plasschaert et al. 2018) (Abb. 1).
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1.4 Solitare Chemosensorische Epithelzellen

Die Morphologie, Funktion und Anzahl von SCC unterscheidet sich zwischen den
verschiedenen Lokalisationen im Organismus. Charakteristisch fiir diesen Zelltyp ist
unabhangig von der Lokalisation jedoch das Vorhandensein eines ,Blrstensaumes® aus
kurzen, dicker erscheinenden Mikrovilli (O'Leary et al. 2019; Nevo et al. 2019). Erstmals wurde
dieser Zelltyp im Trachealepithel der Ratte beschrieben. Rhodin und Dalhamn entdeckten
mittels Transmissionselektronenmikroskopie einen seltenen Zelltyp, welcher eine spezielle
Morphologie aufwies. Die Zellen waren flaschenférmig und wiesen apikal einen Saum aus
Mikrovilli auf, welche klar von den Zilien der zilientragenden Zellen abzugrenzen war. Aufgrund
ihres Burstensaumes wurden diese Zellen als ,Brush cells* bezeichnet (Rhodin und Dalhamn
1956), wobei die beschriebenen Zellen nach heutigem Kenntnisstand in mindestens zwei
unterschiedliche Zelltypen unterteilt werden konnen: die ,Brush cells (SCC) und die
neuroendokrinen Zellen. Beide Zelltypen weisen die von Rhodin und Dalhamn beschriebenen
Charakteristika auf. Mit der damaligen Technik der Elektronenmikroskopie war eine weitere
Unterscheidung der Zelltypen nicht mdglich. Darauffolgend wurde dieser Zelltyp auch in
anderen Organen identifiziert, jedoch von unterschiedlichen Forschergruppen und zu
unterschiedlichen Zeitpunkten. Diesen Umstéanden ist es geschuldet, dass keine einheitliche
Nomenklatur fur diesen Zelltyp besteht. Im Gastrointestinaltrakt werden diese Zellen als ,Tuft
cells* bezeichnet, in der Nasenschleimhaut dagegen als SCC (Trier et al. 1987; Finger et al.
2003). In den Atemwegen werden die Zellen teilweise als ,Brush” oder , Tuft cells* bezeichnet
(Krasteva et al. 2011; Sbarbati und Osculati 2005). Unabhangig von der Lokalisation kénnen

diese Zellen aber unter dem Begriff SCC zusammengefasst werden.

1.4.1 Lokalisation von SCC

SCC sind in den Epithelien verschiedener Organe nachzuweisen. In der Maus kdnnen diese
Zellen in dem Epithel der Nase (Finger et al. 2003), in der Konjunktiva (Wiederhold et al. 2015),
in der Tuba auditiva (Innenohr) (Krasteva et al. 2012b), im VNO (Ogura et al. 2010), in der
Trachea (Krasteva et al. 2011), in der Gingiva (Zheng et al. 2019), im Thymus (Panneck et al.
2014), in der Gallenblase (Luciano und Reale 1990), dem Magen (Liu et al. 2017), im Dunn-
und Dickdarm (Gebhard und Gebert 1999), in der Urethra (Deckmann et al. 2014) und der
Vagina (Liu et al. 2017) beobachtet werden (Abb. 11). Unterhalb der Bifurkation der Trachea
konnen vereinzelt SCC in den extrapulmonalen Atemwegen beobachtet werden. Ihre Anzahl
nimmt bei der Maus aber proportional zum Durchmesser der Atemwege ab, sodass nur noch
sehr wenige dieser Zellen in den gréReren intrapulmonalen Atemwegen zu finden sind. Im
Alveolargewebe der Maus kdénnen unter naiven Bedingungen dagegen keine SCC in der Maus
beobachtet werden (Krasteva et al. 2011). Jedoch konnten Rane und Kolleglnnen zeigen, dass
sich nach einer schweren Infektion mit Influenzaviren im Zuge einer epithelialen Regeneration
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und Hyperplasie SCC im Alveolargewebe der Maus ausbilden (Rane et al. 2019). In der Lunge
der Ratte dagegen sind SCC (Brush cells) schon unter Normalbedingungen sowohl im
Bronchiolarepithel als auch im Alveolarepithel vorhanden (Chang et al. 1986; Luciano et al.
1969). Im Menschen konnte dieser Zelltyp bisher nur in einigen dieser Organe nachgewiesen
werden, so z.B. in der Nase (Lee und Cohen 2014a), im Thymus (Miller et al. 2018; Panneck
et al. 2014), im Darm (Becher Carstens et al. 1976) und in der Urethra (Deckmann et al. 2015)
(Tabelle 1). In der humanen Trachea wurde von Rhodin mittels Elektronenmikroskopie
ebenfalls ein Zelltyp beschrieben, welcher einen Birstensaum aufwies (Rhodin 1959). In
neueren Untersuchungen fiihrten Plasschaert und Kolleginnen Einzelzellsequenzierungen
von humanen trachealen Epithelzellen durch. Diese ermdglichten es jedoch nicht, SCC von
neuroendokrinen Zellen abzugrenzen. Aus diesen Ergebnissen lasst sich schlussfolgern, dass
speziesspezifische Unterschiede bestehen und bis heute nicht geklart werden konnte, ob SCC
in der humanen Trachea einen unabhangigen Zelltyp darstellen (Plasschaert et al. 2018).

Tuba

Konjunktiva auditiva

Gallenblase

Nase
+ Darm
L. T3 SYAIITIIIF™
VNO
Trachea Thymus (Lunge)

Abbildung 11: Prasenz von SCC in der Maus.
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Tabelle 1: Lokalisation von SCC im Menschen und in der Maus.

Lokalisation Mensch Maus Literatur
(Finger et al. 2003;
Nasenschleimhaut + + Lee und Cohen
2014a)
Gingiva unklar + (Zheng et al. 2019)
Vomeronasalorgan - + (Ogura et al. 2010)
(Krasteva et al. 2011;
Trachea (+) t  RHODIN 1959)
: ] (Wiederhold et al.
Konjunktiva unklar + 2015)
. (Krasteva et al.
Tuba auditiva unklar + 2012b)
i (Liu et al. 2017)
intrapulmonale unklar +)
Atemwege
Lungenalveolen - (+)  (Raneetal 2019)

(Panneck et al. 2014;

Thymus * * Miller et al. 2018)
Magen - + (Liu et al. 2017)
(Trier et al. 1987;
Darm + + Becher Carstens et
al. 1976)
Pankreas + unklar = (Schiitz et al. 2019)
_ (Luciano und Reale
Gallenblase + 1990)
(Deckmann et al.
Urethra + + 2014; Deckmann et
al. 2015)
Vagina unklar + (Liu et al. 2017)

1.4.2 Molekulare Charakteristika von SCC

Die Entstehung von SCC ist abhangig von dem Transkriptionsfaktor Skn-la (POU
homeodomain transcription factor = Pou2f3). Dieser wird spezifisch in bestimmten
Geschmackszellen der Zunge und SCC exprimiert. Mause, welche eine Defizienz fir diesen
Transkriptionsfaktor aufweisen, entwickeln keine Geschmackszellen des Typs Il in der Zunge
sowie keine TRPM5-positiven Zellen in anderen Epithelien (Yamashita et al. 2017; Matsumoto
etal. 2011). Dieser Mausstamm eignet sich daher besonders, um die Funktion dieser Zelltypen

zu analysieren.

Zudem kann DCLK1 (doublecortin-like kinase 1) als Marker flir SCC herangezogen werden,
da diese Kinase sowohl von SCC im Gastrointestinaltrakt als auch im Respirationstrakt
exprimiert wird, nicht jedoch von anderen Epithelzelltypen (Gerbe et al. 2009; Bankova et al.
2018).

Charakteristisch fir SCC ist die Expression von Geschmacksrezeptoren und Komponenten
der Geschmackstransduktionskaskade (GNAT3, PLCB2, TRPM5). Dabei nimmt TRPMS5 eine
Schlusselrolle als Marker ein. Dieser Kationenkanal wird von allen SCC, unabhangig von ihrer

Lokalisation exprimiert (Kaske et al. 2007; Kusumakshi et al. 2015; Tizzano et al. 2011). Die
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Expression der verschiedenen TasR zwischen den einzelnen Lokalisationen dagegen ist sehr
unterschiedlich. So konnte in Einzelzellsequenzierungen von SCC des Darms der Maus nur
die Expression des Tas1R3 nachgewiesen werden, eine Expression von Tas2R-mRNA konnte
jedoch nicht beobachtet werden (Nadjsombati et al. 2018; Howitt et al. 2020), wohingegen Liu
und Kolleginnen in Reportermausen, welche GFP unter dem Promotor des Tas2R143
exprimieren, GFP-positive Zellen im Colon, Jejunum und Duodenum nachweisen konnten.
Diese Zellen waren ebenso DCLK1-positiv (Liu et al. 2017). Im Gegensatz dazu exprimieren
die SCC im Trachealepithel eine Vielzahl von TasR. Sowohl der Tas1R3 als auch 18 der 35 in
der Maus vorhandenen Tas2R konnten bisher auf mRNA-Ebene in SCC der Trachea
nachgewiesen werden (Bankova et al. 2018; Krasteva et al. 2011; Liu et al. 2017; Nadjsombati
et al. 2018; Montoro et al. 2018).

Es lasst sich schlussfolgern, dass alle SCC unabhangig von der Lokalisation drei
grundlegende Merkmale aufweisen: 1. Vorhandensein eines apikalen Blrstensaumes, 2.
Abhangigkeit der Entstehung vom Transkriptionsfaktor Pou2f3 und 3. Expression von

Komponenten der Geschmackstransduktionskaskade (TRPM5).

1.4.3 Acetylcholin in SCC

Der Neurotransmitter Acetylcholin (ACh) nimmt sowohl im zentralen als auch im peripheren
Nervensystem eine zentrale Rolle als Neurotransmitter ein. So wird ACh im peripheren
Nervensystem z.B. von parasympathischen Neuronen freigesetzt. In den Atemwegen fuhrt
ACh zu einer Kontraktion der glatten Muskulatur und somit zu einer Bronchokonstriktion
(zusammengefasst von Kummer et al. 2008). ACh wird in der Zelle aus der Alkoholverbindung
Cholin und der aktivierten Fettsaure Acetyl-CoA gebildet. Essentiell flr diesen Prozess ist das
Enzym Cholin-Acetyltransferase (ChAT). Das im Zytoplasma gebildete ACh akkumuliert in
Neuronen, anschlie3end in synaptischen Vesikeln in den Neuronen wo es bis zur Freisetzung
gespeichert wird. Fir diesen Prozess ist der vesikulare Acetylcholintransporter (VAChT)
notwendig. Das in den Vesikeln gespeicherte ACh wird bei einer Depolarisation des Neurons
Uber Exozytose freigesetzt und bindet an ACh-Rezeptoren, welche von der postsynaptischen
Zelle, z.B. der glatten Muskelzelle, exprimiert werden (zusammengefasst von Kummer et al.
2008). Die ACh-Rezeptoren kdnnen in zwei Klassen unterteilt werden: zum einen in die
nikotinischen ACh-Rezeptoren (nAChR), welche Kationenkanéle darstellen und durch Nikotin
aktiviert werden kdnnen, und zum anderen in die muskarinischen ACh-Rezeptoren, welche zu
der Klasse der GPCR gehéren und durch Muskarin aktiviert werden kénnen. Im Anschluss
wird das ACh durch extrazellulare Acetylcholinesterasen abgebaut und Cholin Gber
Cholintransporter wie den CHT1 (high affinity choline transporter 1) wieder von der
prasynaptischen Zelle aufgenommen (zusammengefasst von Picciotto et al. 2012; Kummer et
al. 2008; Kummer und Krasteva-Christ 2014).
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ACh wird jedoch auch von nicht-neuronalen Zellen synthetisiert. Ein prominentes Beispiel stellt
dabei die Plazenta dar. In diesem nicht innervierten Organ konnte bereits 1966 von Morris das
Enzym ChAT nachgewiesen werden (Morris 1966). Seitdem konnte die Maschinerie, welche
fur die Synthese (ChAT), Transport (VAChT) und Wiederaufnahme (CHT1) von ACh bzw.
Cholin notwendig ist, in diversen Zelltypen nachgewiesen werden. Beispiele daflr sind Zellen
des adaptiven (B-Zellen (Reardon et al. 2013) und T-Zellen (Rinner und Schauenstein 1993;
Dhawan et al. 2016), aber auch des angeborenen Immunsystems (Makrophagen und
dendritische Zellen (Reardon et al. 2013)). Ogura und Kolleginnen konnten erstmals 2010 die
Expression von ChAT und VAChT in SCC des VNO nachweisen (Ogura et al. 2010). In
spateren Untersuchungen in der Maus konnte die Expression der ChAT ebenso in SCC der
Trachea (Krasteva et al. 2011), Tuba auditiva (Krasteva et al. 2012b), Nasenschleimhaut
(Saunders et al. 2014), Urethra (Deckmann et al. 2014), Thymus (Panneck et al. 2014), im
Magen-Darm-Trakt (Magen, Gallenblase, Gallengang, Diinndarm, Dickdarm) (Schiitz et al.
2015) und in der Konjunktiva (Wiederhold et al. 2015) nachgewiesen werden. Die Expression
des VAChHT konnte jedoch nur in den SCC des VNO sowie der Trachea nachgewiesen werden
(Ogura et al. 2010; Krasteva et al. 2011). Im Magen-Darm-Trakt konnte die Expression des
VACHhT dagegen nicht nachgewiesen werden (Schiitz et al. 2015). Die Expression der ChAT
in SCC lasst vermuten, dass diese in der Lage sind, ACh zu produzieren und dieses
anschliel3end freizusetzen. Sie werden daher auch als solitdre cholinerge chemosensorische
Epithelzellen bezeichnet (SCCC).

1.4.4 Funktion der SCC

Die Funktionen der SCC waren lange Zeit unklar. Erstmals konnten Tizzano und seine
Kolleginnen 2010 in einer Studie die Funktion von SCC in der Nasenschleimhaut beschreiben.
Diese reagierten auf die Bittersubstanz Denatonium und bakterielle QSM mit einem Anstieg
der [Ca?']; und dies wiederum fiihrte zu einer Stimulation von sensorischen Nervenfasern,
welche in Kontakt zu SCC stehen. Der Neurotransmitter, welcher von SCC sezerniert wurde
und die sensorischen Nervenfasern aktivierte, wurde nicht naher beschrieben oder untersucht.
Dies mindete schlussendlich in einer verminderten Atemfrequenz. Dieser neuentdeckte
Mechanismus wurde als Schutzreflex gewertet, welcher das Eindringen von potentiell
gefahrlichen Substanzen (Bitterstoffe) oder Mikroorganismen (QSM) verhindern soll (Tizzano
et al. 2010).

Inzwischen hat sich das Konzept etabliert, dass SCC ihre Umgebung tberwachen und durch
die Freisetzung von neuromodulatorischen und immunmodulatorischen Stoffen mit
benachbarten Zellen kommunizieren und so Schutzreflexe und Immunantworten hervorrufen.
Die bisher nachgewiesenen Beispiele fur dieses Konzept sind vielfaltig und abhangig von der
Lokalisation der SCC. So kénnen SCC im Dunndarm eine Kolonisierung mit Wirmern,
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Einzellern und eine Verschiebung des Mikrobioms erkennen und eine Typ-2-Immunreaktion
sowie eine Veranderung der Zellzusammensetzung des Epithels hervorrufen. In den
Atemwegen dagegen reagieren SCC auf bakterielle Produkte, Allergene und potentiell giftige
Substanzen (Bitterstoffe) und I6sen Mechanismen aus, welche die weitere Aufnahme dieser
Substanzen vermeiden oder bakterielles Wachstum einschranken sollen. In der Urethra
erkennen SCC ebenfalls Bitterstoffe und reagieren auf uropathogene Erreger (E. coli), was zu
einer erhdhten Kontraktion der Harnblase fihrt. Die Funktionen der SCC in anderen Organen,
wie der Gallenblase, Colon, Konjunktiva, Tuba auditiva und dem Magen, bleibt jedoch
ungeklart (Billipp et al. 2021; Deckmann et al. 2014; Nadjsombati et al. 2018; Bankova et al.
2018; Moltke et al. 2016; Gerbe et al. 2009; Gerbe et al. 2016; Schneider et al. 2018; Lei et al.
2018; Tizzano et al. 2010; Ualiyeva et al. 2020).

1.4.4.1 Darm

Die Funktion der SCC (Tuft cells) ist im Dinndarm von Mausen am detailliertesten
beschrieben. In diesem Organ ist dieser Zelltyp essentiell fir die Erkennung und Beseitigung
einer Infektion des Darms mit Endoparasiten wie Wirmern (Heligmosomoides polygyrus,
Trichinella spiralis, Nippostrongylus brasiliensis (NB)) und Einzellern (Tritrichomonas sp.).
Dies konnte parallel von drei verschiedenen Arbeitsgruppen initial im Jahr 2016 gezeigt
werden (Gerbe et al. 2016; Howitt et al. 2016; Moltke et al. 2016). So konnten Howitt und
Kolleginnen nachweisen, dass M&use, die mit dem Wurm NB infiziert wurden und eine
Defizienz fir TRPM5 besitzen, eine erhdhte Anzahl an Wirmern aufwiesen. Zudem erhohte
sich die Anzahl an SCC (um den Faktor ~10) sowie Becherzellen nach Infektion mit diesem
Endoparasiten. Dieser Effekt war ebenfalls TRPM5-abhéngig (Howitt et al. 2020). Ahnliche
Ergebnisse wurden von Moltke und Kolleginnen publiziert. Auch hier zeigte sich eine TRPM5-
abhangige Zunahme von SCC und Becherzellen nach NB-Infektion (Moltke et al. 2016). In
einer weiteren Studie von Gerbe und Kolleginnen konnte zudem gezeigt werden, dass dieser
Effekt SCC abhangig ist. Pou2f3-defiziente Mause, welche keine SCC besitzen, zeigten
ebenfalls eine erhdhte Anzahl an Wirmern nach Infektion im Vergleich zum Wildtyp auf (Gerbe
et al. 2016). In allen drei Arbeiten konnte das Interleukin IL-25 in SCC nachgewiesen werden.
Zudem wurde gezeigt, dass IL-25 nach Infektion mit Endoparasiten aus SCC freigesetzt wird
und dies abhangig von TRPM5 sowie GNAT3 ist, beides Proteine, welche selektiv in SCC
exprimiert sind. Sezerniertes IL-25 aktiviert in der Darmmukosa befindliche spezielle residente
Immunzellen, sogenannte innate lymphoid cells type Il (ILC2) (Moltke et al. 2016). Diese
wiederum sezernieren im Anschluss verschiedene Interleukine, wie IL-5, 9 und 13
(zusammengefasst von Eberl et al. 2015). Insbesondere fihrt IL-13 zu einer Erhéhung der
SCC- und Becherzell-Anzahl im Darm, indem es auf Stammzellen wirkt, wodurch sich diese in

die beiden genannten Zelltypen differenzieren. Dieser Effekt kann bereits nach wenigen Tagen
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post infectionem beobachtet werden, da Zellen des Darmepithels standig erneuert werden
(Mayhew et al. 1999). Der Effekt von IL-13 auf die SCC-Anzahl konnte sowohl in vivo als auch
in vitro nachgewiesen werden. So fuhrte die intraperitoneale Injektion von IL-25 in Mausen
sowie die Applikation von IL-13 in Darm-Organoiden zu einer Erh6hung der SCC- und
Becherzell-Anzahl (Howitt et al. 2016; Moltke et al. 2016). Die neu entstandenen Becherzellen
produzieren vermehrt Mukus und antimikrobielle Peptide, was wiederum zu einer Abtétung
bzw. Abtransport der Endoparasiten fuhrt (zusammengefasst von McKay et al. 2017). Der
durch die Freisetzung von IL-25 aus SCC entstehende positive Feed-forward-loop verstarkt
die ILC2-Antwort zusatzlich, indem die Anzahl der IL-25 produzierenden SCC durch IL-13
erhdht wird, was wiederum eine vermehrte IL-25 Freisetzung und somit ILC2-Aktivierung zur
Folge hat. Dieser neuentdeckte Signalweg fordert so einen raschen Epithelumbau und die
Befreiung des Darms von Endoparasiten (Ting und Moltke 2019) (Abb. 12).

Neben IL-25 konnten weitere Substanzen identifiziert werden, welche von SCC im Darm nach
einer Infektion mit Wirmern freigesetzt werden und zusatzlich zu einer Aktivierung von ILC2
fuhren. Bei diesen Substanzen handelt es sich um Peptido-(Cysteinyl-)Leukotriene (CysLT)
(McGinty et al. 2020). Die Synthese von CysLT findet durch die Umwandlung von
Arachidonséuren tber das Enzym 5-Lipoxygenase (Alox5) und in einem weiteren Schritt Uber
die Enzyme LTAs-Hydrolase oder LTC4-Synthase (LTC4S) in die CysLT LTA4 oder LTC, statt
(zusammengefast von Haeggstréom und Funk 2011). CysLT sind Entziindungsmediatoren und
zudem Aktivatoren von ILC2 (Doherty et al. 2013; Moltke et al. 2017). Die Expression der
CysLT-produzierenden Enzyme war bis vor wenigen Jahren nur in hAmatopoetischen Zellen
bekannt, jedoch konnten Bezencon und Kolleginnen ihre Expression bereits 2008 in
intestinalen SCC nachweisen (Bezengon et al. 2008). Die Expression von Alox5 konnte in
einer spateren Studie zudem auch in SCC anderer Organe (Thymus, Gallenblase, Trachea)
nachgewiesen werden (Nadjsombati et al. 2018). Im Dinndarm konnte gezeigt werden, dass
die Zunahme der SCC und Becherzellen im Verlauf einer Infektion durch den Wurm
H. polygyrus abhangig von der Produktion von Leukotrienen ist. So wiesen Mause, welche
eine Defizienz fir Alox5 besitzen, eine verringerte Zunahme der Anzahl dieser Zelltypen auf.
Ebenso war die Anzahl der Wirmer im Darm in diesen Alox5-defizienten Mausen erhoht.
Zudem konnte gezeigt werden, dass intestinale murine sowie humane SCC nach Stimulation
mit lonomycin, welches die [Ca?]ierhoht, CysLT freisetzen, und dass dieser Effekt teilweise
TRPM5-abhéangig ist (McGinty et al. 2020). Eine Beteiligung der Leukotriene bei der Abwehr
von Einzellern (Tritrichomonas) wurde von McGinty und Kolleginnen jedoch ausgeschlossen
(McGinty et al. 2020) (Abb. 12). Die Substanzen oder die Rezeptoren, welche in der Erkennung
von Wirmern durch SCC verantwortlich sind, konnten bis heute jedoch noch nicht identifiziert
werden (Billipp et al. 2021).
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Im Gegensatz dazu konnte nachgewiesen werden, dass die Erkennung von Einzellern
(Tritrichomonas sp.) durch SCC im Darm Uber den Metaboliten Succinat vermittelt ist (Lei et
al. 2018; Nadjsombati et al. 2018; Schneider et al. 2018). Succinat wird einerseits innerhalb
des Citratzyklus gebildet, andererseits entsteht es auch bei der anaeroben Fermentation in
einigen Bakterien, Einzellern und Wirmern. Von diesen Organsimen kann Succinat auch aktiv
freigesetzt werden und ist in Kulturiberstanden dieser messbar (Miller et al. 2012;
Nadjsombati et al. 2018; Lei et al. 2018). Als Rezeptor, welcher Succinat erkennt, wurde der
GPCR 91, auch SucnR1 (Succinatrezeptor 1), genannt, identifiziert. Dieser Rezeptor wird vor
allem von Zellen in der Leber, der Niere und von Immunzellen (Makrophagen, dendritische
Zellen) exprimiert (Trauelsen et al. 2021; He et al. 2004; Rubic et al. 2008). Nadjsombati und
Kolleginnen konnten die Expression dieses Rezeptors jedoch in SCC des Diinndarms,
Dickdarms, Thymus und der Trachea nachweisen. In diesen Organen war die Expression von
SucnR1 unter den verschiedenen Epithelzelltypen auf SCC beschrankt (Nadjsombati et al.
2018). Die orale Applikation von Succinat fuhrte zu einer Zunahme der SCC sowie der
Becherzellen im Darm, welche sowohl abhangig von TRPM5 sowie von GNAT3 war (Lei et al.
2018). Zudem konnte gezeigt werden, dass es zu einer IL-25 abhangigen Rekrutierung von
ILC2 nach Succinat-Applikation kam (Nadjsombati et al. 2018). Mause, welche eine Defizienz
fur Sucnrl aufwiesen, zeigten diese Effekte nicht. Ebenso konnte in diesen M&usen nach
Infektion mit dem Einzeller Tritrichomonas rainier keine Hyperplasie der SCC und
Becherzellen beobachtet werden. Im Gegensatz dazu fuhrte die Infektion mit dem Wurm N.B
auch in Sucnrl-defizienten Mausen zu einer Hyperplasie von SCC und Becherzellen sowie zu
einer ILC2-vermittelten Immunantwort (Lei et al. 2018) (Abb. 12).

Zudem konnte gezeigt werden, dass die Applikation von Antibiotika (Streptomycin) im lleum
zu einer Verschiebung des Mikrobioms und in Folge dessen zu einer Hyperplasie von
Becherzellen und SCC fiihrte. Dieser Effekt war ebenfalls Sucnrl-abhangig und somit SCC
vermittelt (Lei et al. 2018).

Zusammenfassend kann geschlussfolgert werden, dass SCC an der Erkennung von
Einzellern, Wirmern und Verschiebungen des Mikrobioms beteiligt sind. Je nach Stimulus
bzw. Erreger kommt es zu der Freisetzung von verschiedenen Molekilen wie IL-25 (Wirmer,
Protisten) und Leukotrienen (Wurmer), diese flhren zu einer Aktivierung von residenten
Immunzellen (ILC2) und durch Freisetzung von weiteren Interleukinen (IL-13) zu einer
Hyperplasie von Becherzellen und SCC im Epithel. Zudem konnte Succinat als Agonist fur die
IL-25-Freisetzung aus SCC via SucnR1 ermittelt werden (Abb. 12).

Neben den bereits beschriebenen immunmodulatorischen Funktionen von SCC im Darm
konnte zudem nachgewiesen werden, dass SCC fur eine Aufrechterhaltung der

Epithelhombostase wichtig sind. So konnte ein negativer Feedback-Loop nachgewiesen
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werden, der die Freisetzung von ACh aus SCC beinhaltet. Middelhoff und Kolleginnen konnten
zeigen, dass ACh aus SCC an muskarinische Rezeptoren des Types 3 (M3R) bindet, welche
unter anderem von Proxl1-positiven endokrinen Zellen exprimiert werden. Wird die ACh-
Bindung durch Inhibitoren blockiert, kommt es zu einer Expansion von SCC im Darm, welche
durch endokrine Zellen vermittelt wird (Middelhoff et al. 2020). Zudem konnte gezeigt werden,
dass verschiedene Darmkrebstypen aus DCLK1-positiven Zellen hervorgehen

(zusammengefasst von Middelhoff et al. 2017).
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Abbildung 12: Schematische Darstellung der Erkennung von Endoparasiten durch SCC
im Darm der Maus. Endoparasiten (Wirmer) werden iber noch unbekannte Stoffe erkannt.
Der oder die dafir notwendigen Rezeptoren sind ebenfalls noch nicht identifiziert. Im
Gegensatz dazu werden Protisten (Einzeller, wie Tritrichomonas spec.) sowie ein bakterielles
Ungleichgewicht Uber den freigesetzten Metaboliten Succinat erkannt. Dies bindet an den
GPCR SucnR1, welcher spezifisch von SCC exprimiert wird. Im Anschluss erfolgt unabhéngig
von der Art des Stimulus, unter Beteilung des G-Proteins GNAT3 und des Kationenkanals
TRPMS5, die Freisetzung von IL-25 aus SCC. Im Falle von Wurmern erfolgt zusatzlich die
Freisetzung von Leukotrienen (CysLT), welche Uber das Enzym 5-Lipoxygenase (Alox5)
hergestellt werden (*). Die von den SCC sezernierten Mediatoren (IL-25 und CysLT) aktvieren
spezielle gewebsresidente Immunzellen, sogenannte ILC2. Diese setzen IL-13 frei, was zu
einer vermehrten Ausdifferenzierung von Stammzellen in Becherzellen und SCC fihrt. Die
Becherzellen produzieren Mukus und antimikrobielle Peptide, was zu einer Abtdtung bzw.
Abtransport der Endoparasiten und Bakterien fihrt. Die neu entstandenen SCC wiederum
verstarken die IL-13 Freisetzung, es entsteht ein positiver Feed-forward-Loop.
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1.4.4.2 Nase

SCC konnen sowohl im respiratorischen als auch im olfaktorischen Epithel der Nase der Maus
nachgewiesen werden. Im olfaktorischen Epithel kbnnen SSC sowohl im VNO als auch im

MOE (main olfactory epithelium) beobachtet werden (Kaske et al. 2007; Ogura et al. 2010).

SCC sind zahlreich am Eingang in das VNO der Maus lokalisiert. Dieser verbindet das VNO
mit der AuRenwelt. Ogura und Kolleginnen konnten demonstrieren, dass diese Zellen (98,4%
aller SCC) in engem Kontakt zu sensorischen Nervenfasern stehen, welche das Epithel
durchziehen. Diese Nervenfasern ragen entweder bis an die basalen Fortsatze der SCC
heran, oder umschlingen diese sogar (Ogura et al. 2010). Zudem konnte gezeigt werden, dass
SCC im VNO die typischen Marker wie TRPM5 und PLCB2 exprimieren und zudem cholinerg
sind (ChAT- und VAChT-positiv). Isolierte SCC reagierten auf verschiedene Geruchs- und
Bitterstoffe mit einem Anstieg der [Ca?'].. Diese Effekte waren zudem TRPM5- und PLCB2-
abhangig (Ogura et al. 2010). Fir die Wahrnehmung der Reize im VNO ist es notwendig, dass
die zu untersuchende Flissigkeit, z.B der Urin, welcher Pheromone enthalt, in das VNO
aufgenommen wird. Der Flussigkeitstransport in das VNO wird tber Pumpbewegungen der
Gefalie in der Wand des Einfiihrungsganges gewahrleistet (Meredith et al. 1980). Ogura und
Kolleginnen konnten zeigen, dass die Aufnahme der Flissigkeiten SCC- bzw. TRPM5- und
PLC2B2-vermittelt ist. So fuihrte die Applikation von Bitterstoffen (Denatonium, CHX) zu einer
verringerten Aufnahme der applizierten Testsubstanz. In TRPM5-defizienten Tieren oder nach
pharmakologischer Inhibition der PLC2B2 konnte dieser Effekt nicht beobachtet werden. Die
Autorlnnen schlussfolgerten aus diesen Versuchen, dass die Aktivierung der SCC im
Einflhrungsgang des VNO zu einer Stimulation der sensorischen Nervenfasern fuhrt und im
Anschluss der Transport der potentiell gefahrlichen Substanzen in das VNO unterbunden wird.
Zudem vermuteten die Autorlnnen die Freisetzung von ACh aus den SCC. Experimente, die

diese Theorie belegten, wurden jedoch nicht durchgefiihrt (Ogura et al. 2010).

SCC im respiratorischen Epithel der Nase der Maus und der Ratte exprimieren ebenfalls
GNAT3 und PLCB2. Wie die SCC im VNO, stehen auch die SCC im respiratorischen Epithel
in Kontakt zu sensorischen Nervenfasern (Finger et al. 2003; Tizzano et al. 2010; Saunders et
al. 2014). In einer initialen Studie von Finger und Kolleginnen konnte gezeigt werden, dass die
Applikation von Bitterstoffen (Denatonium, CHX, Quinin) zu einer Aktivierung von trigeminalen
sensorischen Nervenfasern in der Ratte fihrte und dass dies in einer Verringerung der
Atemfrequenz muindete (Finger et al. 2003). In einer weiteren Studie von Tizzano und
Kolleginnen konnte gezeigt werden, dass isolierte SCC des respiratorischen Epithels, wie die
des VNO, auf Bitterstoffe und zudem auf QSM mit einem Anstieg der [Ca?']i reagierten. Wie
von Finger beschrieben, fihrte die Applikation von Bitterstoffen ebenso zu einer Verringerung
der Atemfrequenz in Mausen. Beide Effekte waren sowohl TRPM5- als auch GNAT3-abhéngig
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und somit vermutlich tber SCC vermittelt (Tizzano et al. 2010). Die Substanz, welche von den
SCC freigesetzt wird und im Anschluss die sensorischen Nervenfasern aktiviert, konnte von

den Autorinnen jedoch nicht identifiziert werden.

In einer darauffolgenden Arbeit von Saunders und Kolleginnen konnte gezeigt werden, dass
die SCC im respiratorischen Epithel ebenfalls cholinerg sind (ChAT-positiv) (Saunders et al.
2014). Die Autorinnen postulierten, dass die Aktivierung der sensorischen Nervenfasern durch
SCC neben den beschriebenen Effekten auf die Atemfrequenz ebenfalls zu einer lokalen
Entzindung des Gewebes fihrt, welche durch die Ausschittung von Neuropeptiden, wie SP,
aus den Nervenfasern verursacht wird. Um diese Theorie zu untersuchen, wurden Mausen
Bitterstoffe intranasal verabreicht und im Anschluss untersucht, ob es zu einer
Plasmaextravasation kam. Als Plasmaextravasation wird der Austritt von Blutplasma aus den
Gefalien in das umliegende Gewebe bezeichnet. Diese kommt durch eine Lickenbildung
zwischen den Endothelzellen zustande, welche Uber das Neuropeptid SP vermittelt wird. Die
Plasmaextravasation ist ein Charakteristikum der neurogenen Entziindung (Holzer 1988;
Herbert und Holzer 2002). Die Experimente zeigten, dass sowohl die Applikation von
Denatonium als auch von QSM zu einer TRPM5-abhangigen Plasmaextravasation fihrte.
Diese war zudem abh&ngig von nAChR, welche von sensorischen Nervenfasern exprimiert
werden, und der Freisetzung von SP aus diesen Nervenfasern. Diese Ergebnisse wurden
durch die Applikation des generellen nAChR-Antagonisten Mecamylamin und
Tachykininrezeptor 1 (TACR1)-Antagonisten L732138 erzielt (Saunders et al. 2014). Zudem
konnte eine erhohte Mastzelldegranulation nach Applikation von Denatonium und QSM im
Nasenepithel beobachtet werden, welche ebenfalls TRPM5-abhangig war (Saunders et al.
2014). Die Aktivierung von Mastzellen, welche sich durch eine Ausschittung von
proinflammatorischen Mediatoren und damit einhergehende Freisetzung von Granula aus
diesen darstellt, ist ein weiteres Merkmal einer neurogenen Entziindung (zusammengefasst
von Galli et al. 2005).

Die Autorinnen postulierten daher folgenden Signalweg: Bitterstoffe und QSM binden an noch
nicht identifizierte Rezeptoren, vermutlich Tas2R, in SCC und l6sen eine Signalkaskade aus,
welche GNAT3 und TRPMS5 involviert. Diese fuhrt zu einer Freisetzung von ACh aus SCC,
welches wiederum sensorische Nervenfasern aktiviert. Diese setzten Neuropeptide wie SP
frei, was zu einer neurogenen Entziindung im Gewebe fuhrt. Zudem fuhrt die Freisetzung von

ACh aus SCC ebenso zu der beschriebenen Reduktion der Atemfrequenz (Abb. 13).

Wie die SCC im Darm exprimieren die SCC im respiratorischen Epithel der Nase ebenfalls die
Enzyme, welche ndtig sind, um CysLT zu synthetisieren. Ualiyeva und Kolleginnen fuhrten
Einzelsequenzierungen von Nasenepithelzellen durch und konnten anhand der

Expressionsmuster und ihrer Eigenschaften in der Durchflusszytometrie zwei SCC-
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Populationen voneinander abgrenzen, die des respiratorischen Epithels und die des MOE.
Beide Populationen sind cholinerg (ChAT"). Die SCC des respiratorischen Epithels waren
groRer und wiesen eine hohere Granularitat auf (FSC"9" und SSCM9"). Auffallig war die relativ
hohe Anzahl der SCC im Gesamtepithel der Nase. Diese entsprach 4-5% aller Epithelzellen,
wohingegen in der Trachea nur <0,5 % der Epithelzellen SCC entsprechen. Weitere Analysen
zeigten jedoch, dass nur 5 % der SCC in der Nase auf die des respiratorischen Epithels
entfallen, 95 % konnten dem MOE zugeordnet werden (Ualiyeva et al. 2020). Die CysLT-
generierenden Enzyme und deren assoziierten Molekile (Alox5, LTC4S und FLAP (5-LO
activating protein)) konnten in beiden SCC-Populationen nachgewiesen werden und gehérten
neben den klassischen Markern wie ChAT, TRPM5, GNAT3 und Pou2f3 zu den am hochsten
exprimierten Genen im Vergleich zu denen in den Gbrigen Epithelzellen (Ualiyeva et al. 2020).
Ualiyeva und Kolleginnen fihrten an isolierten nasalen Epithelzellen Experimente durch, um
zu untersuchen, ob SCC in der Lage sind CysLT freizusetzen. Es zeigte sich, dass sowohl die
Applikation von lonophor, welches zu einer Erhdhung der [Ca?*]i fuhrt (Dedkova et al. 2000),
als auch die Applikation von ATP und UTP in einer Freisetzung von CysLT resultierte, welche
in ihrer Quantitat der von Immunzellen entsprach. Die CysLT-Freisetzung durch ATP war
FLAP- (fir CysLT-Synthese notwendiges Protein) und P2Y2- (purinerger Rezeptor) abhangig.
In in-vivo Experimenten konnte die P2Y2-abhangige CysLT-Freisetzung aus SCC erneut
bestétigt werden. So fihrte die intranasale Applikation von ATP in Wildtyp-Mausen zu einer
Erhéhung der CysLT in der nasalen Lavage, jedoch nicht in SCC- oder P2Y2-defizienten
Mausen (Ualiyeva et al. 2020). Die Freisetzung von ATP in den Atemwegen erfolgt unter
pathophysiologischen Bedingungen unter anderem bei allergischen Reaktionen nach Kontakt

mit Schimmelpilzen (Alternaria sp.) (O'Grady et al. 2013).

Die Autorlnnen um Ualiyeva vermuteten, dass SCC in der Lage sind, Allergene wie
Schimmelpilze (Alternaria) und Hausstaubmilben (Dermatophagoides pteronyssinus (DP))
indirekt Uber die Freisetzung von ATP aus anderen Zellen als Antwort auf diese oder direkt
Uber noch nicht identifizierte Rezeptoren wahrzunehmen. In isolierten nasalen SCC fiihrte die
Applikation von Alternaria und DP zu einer Freisetzung von CysLT. Diese war sowohl abhangig
von dem CysLT-produzierenden Enzym LTC4S und dem P2Y2. In in-vivo Experimenten
konnten diese Ergebnisse wiederholt werden. So fuhrte die Applikation von Alternaria in die
Nase zu einer SCC-abhéngigen (Pou2f3-Ko) CysLT-Freisetzung in die nasale Lavage. Zudem
konnte gezeigt werden, dass nach mehrmaliger Applikation von Alternaria der induzierte Influx
von Granulozyten (eosinophile und neutrophile) in die Lunge in SCC-defizienten Mausen
reduziert ist (Ualiyeva et al. 2020). Aus den beschriebenen Ergebnissen lasst sich
schlussfolgern, dass SCC des respiratorischen Epithels der Nase der Maus verschiedene
Sensorfunktionen erfillen. Zum einen nehmen sie gefahrliche Substanzen (Bitterstoffe) oder

eine bakterielle Besiedlung (QSM) wahr, was zu einer Aktivierung von sensorischen
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Nervenfasern fuhrt und in einer Erhéhung der Atemfrequenz und/oder einer neurogenen
Entzindung muindet. Beide Mechanismen sollen den Korper vor einer Aufnahme von
toxischen Substanzen schiitzen oder eine bakterielle Infektion bekédmpfen. Zum anderen sind
SCC an allergischen Reaktionen beteiligt, indem sie Allergene wahrnehmen kénnen und im
Anschluss Leukotriene freisetzen, welche zu einem Influx von Immunzellen in das
Lungengewebe fuihren (Abb. 13).

bakterielle’ A Bitterstoffe ATP.
QSM_ T e e O%

Aller/gene

j "f}'].:;’i{-,\\
5

Rekrutierung von neutrophilen und
eosinophilen Granulozyten in die Lunge

verringerung der neurogene Entziindung &
Atemfrequenz Mastzellaktivierung

Abbildung 13: Schematische Darstellung der Funktionen der SCC im respiratorischen
Nasenepithel der Maus. Linke Seite: SCC erkennen Bitterstoffe und bakterielle QSM
vermutlich Uber Tas2R. Im Anschluss wird die Geschmackstransduktionskaskade (GNATS3,
PLCB2, TRPMS) aktiviert. Darauf folgend wird zum einen ACh aus den SCCC freigesetzt, was
zu einer Aktivierung von nAChR, welche von sensorischen Nervenfasern im Epithel exprimiert
werden, fihrt. Diese Nervenfasern setzen das Neuropeptid SP frei, welches zu einer
Aktivierung von residenten Mastzellen und zu einer TACRI1-vermittelten neurogenen
Entzindung im Gewebe fihrt. In Zuge dessen tritt Blutplasma aus den Kapillaren in das
umliegende Gewebe aus. Zum anderen werden die sensorischen Nervenfasern durch SCC
Uber einen noch nicht identifizierten Transmitter, moglicherweise ebenso ACh, aktiviert, was
zu einer Verringerung der Atemfrequenz fihrt. Rechte Seite: ATP |6st in SCC die Freisetzung
der Entziindungsmediatoren Leukotriene (CysLT) aus. Das ATP wird entweder von anderen
Epithelzellen als Antwort auf Allergene freigesetzt und bindet an den purinergen Rezeptor
P2Y2, welcher von SCC exprimiert wird, oder ATP kann selbst von den SCC in Antwort auf
Allergene wie Hausstaubmilben oder Schimmelpilze freigesetzt werden. Die CysLT fuhren zu
einer Rekrutierung von Granulozyten in das Lungengewebe.
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1.4.4.3 Trachea

SCC im Trachealepithel der Maus exprimieren, wie die SCC der anderen Organe, die
typischen Komponenten der Geschmackstransduktionskaskade (GNAT3, PLCB2, TRPM5)
(Krasteva et al. 2011). Zudem konnten Krasteva und Kolleginnen zeigen, dass SCC der
Trachea cholinerg sind. So weisen Reportermause, welche GFP unter dem Promotor der
ChAT exprimieren, flaschenférmige einzelne Epithelzellen auf, welche mit Antikérpern gegen
GNAT und PLCR2 ebenfalls markiert werden. ChAT-eGFP-positive Zellen konnten ebenfalls
mit Antikdrpern gegen VAChT markiert werden (Krasteva et al. 2011). Im folgendem werden
tracheale SCC daher als SCCC bezeichnet. Wie im Epithel der Nase, stehen SCCC in der
Trachea ebenfalls in Kontakt mit sensorischen Nervenfasern, jedoch nur zu einem geringeren
Prozentsatz von ~22 % (Krasteva et al. 2011). Um zu untersuchen, ob die Aktivierung der
SCCC in der Trachea ahnlich wie die der Nasenschleimhaut einen Einfluss auf die
Atemfrequenz der Maus hat, wurde der Tas2R105-Agonist CHX intratracheal verabreicht und
die Atemfrequenz aufgezeichnet. Die Expression des Tas2R105 wurde zuvor mittels RT-PCR
in isolierten trachealen SCCC validiert. Die Applikation von CHX fiihrte zu einer Abnahme der
Atemfrequenz. Diese konnte durch die vorherige Applikation von Mecamylamin verhindert
werden. Zudem verhinderte die mechanische Entfernung des Trachealepithels ebenfalls die
Abnahme der Atemfrequenz durch CHX. Dagegen blieb die Veranderung dieser durch
Capsaicin, welches die sensorischen Nervenfasern direkt aktiviert, unbeeinflusst (Krasteva et
al. 2011). In einer nachfolgenden Studie konnten die Autorinnen die gleichen Ergebnisse
beobachten, wenn das QSM 3-OxoC12-HSL (HSL = homoserin Lacton) als Stimulus verwendet
wurde (Krasteva et al. 2012a). Aus diesen Versuchen schlussfolgerten die Autorlnnen, dass
SCCC der Trachea, ahnlich wie die SCC des Nasenepithels, Bitterstoffe und bakterielle
Substanzen wahrnehmen und Schutzreflexe auslosen, welche das weitere Einatmen der
potentiell gefahrlichen Substanzen verhindern sollen (Krasteva et al. 2011; Krasteva et al.
2012a) (Abb. 14). Eine Uberprifung dieser Hypothese durch die Verwendung von
gendefizienten Mausen wie TRPM5-Ko oder PICB2-Ko konnte zum damaligen Zeitpunkt noch
nicht durchgefihrt werden, da die entsprechenden Tiermodelle noch nicht vorhanden waren.
Ob es durch die Aktivierung der trachealen SCCC ebenfalls zu einer neurogenen Entziindung

kommt, wurde noch nicht untersucht.

In einer neueren Studie von Bankova und Kolleginnen konnten die Autorinnen zeigen, dass
SCCC der Trachea ebenfalls IL-25 exprimieren. In IL-25-Reportermdusen, welche das rot
fluoreszierende Protein (RFP) unter dem Promotor von IL-25 exprimieren, waren 93 % aller
RFP-positiven Zellen ebenfalls mit Antikdrpern gegen DCLK1 markiert und somit SCCC
(Bankova et al. 2018). Durchgefuihrte RNA-Sequenzierungen von ChAT-GFP-positiven

trachealen SCCC zeigten zudem, dass diese Zellen, &hnlich wie im Darm, die Enzyme und
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deren assoziierten Proteine exprimieren, welche fir die CysLT-Synthese notwendig sind
(Alox5, Alox5ap (FLAP), LTC,S). Die Expression von IL-25 in SCCC konnte ebenfalls auf
MRNA-Ebene bestétigt werden, zudem auch die des IL-25 bindenden Rezeptors IL-17rb
(Bankova et al. 2018).

Die Autorinnen konnten zeigen, dass die Applikation von typischen Atemwegsallergenen wie
dem Schimmelpilz Alternaria und der Hausstaubmilbe DP zu einer Zunahme der SCCC im
Trachealepithel fihrte und dass diese abhangig von der Freisetzung von CysLT war. So
konnte keine Zunahme in LTC4S-defizienten Mausen beobachtet werden. Dagegen fiihrte die
in vivo Applikation von LTE4 zu einer Zunahme von SCCC. Die Autorlnnen konnten zudem
den Rezeptor identifizieren, an welchen LTE4 bindet. Der CysLT3R wird spezifisch von SCCC
im Epithel exprimiert und nach Applikation der Allergene konnte eine erhthte Expression
dessen beobachtet werden (Bankova et al. 2018). Die Autorinnen postulierten, dass die CysLT
nach Allergen-Applikation entweder direkt von den SCCC oder von anderen Immunzellen, wie
Mastzellen oder dendritischen Zellen, freigesetzt werden (Bankova et al. 2018). Im Anschluss
kommt es zu einer IL-25-Freisetzung aus den SCCC, welches zum einen von residenten ILC2
gebunden wird, welche im Anschluss IL-13 freisetzen und so die SCCC-Anzahl, ahnlich wie
im Darm beschrieben, durch die Ausdifferenzierung von Stammzellen erhéhen. Es kommt
zudem vermutlich auch zu einer Bindung von IL-25 an den IL-17rb Rezeptor, welcher von den
SCCC selbst exprimiert wird. Diese Theorie wird durch die von Bankova und Kolleginnen
durchgefuhrten Versuche bestatigt, in denen Stat6-defiziente Mause verwendet wurden. Stat6
ist im Darm notwendig, damit die intestinalen Stammzellen nach IL-13-Stimulation in SCC
ausdifferenzieren (Howitt et al. 2016; Gerbe et al. 2016; Moltke et al. 2016). In diesen Mausen
kam es nach Applikation von LTE4 ebenfalls zu einer Zunahme der SCCC-Anzahl, jedoch
nicht in Mausen, welche eine Defizienz fir den CysLT3R aufwiesen (Abb. 14).

CysLT lésen in der Lunge eine Bronchokonstriktion und eine Aktivierung und Einwanderung
von residenten oder zirkulierenden Immunzellen aus, welche wiederum Zytokine und
Chemokine freisetzen. Daher sind CysLT mafgeblich an der Entstehung von Asthma und
Typ2-Entziindungen beteiligt (Manning et al. 1990; Leff et al. 1998; Lazarinis et al. 2018).
Dementsprechend fiihrte die Applikation von LTE4 in Mausen zu einer Infiltration von
Immunzellen (eosinophile Granulozyten, ILC2, T-Zellen). Interessanterweise war diese in
CysLT3R-defizienten Mausen reduziert. Zusatzlich fihrte die Gabe eines IL-25-blockenden
Antikorpers ebenfalls zu einer Reduktion der Immunzellinfiltration in die Lunge. Die gleichen
Ergebnisse konnten nach Applikation von Alternaria beobachtet werden (Bankova et al. 2018)
(Abb. 14).
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Abbildung 14: Schematische Darstellung der Funktionen der SCC im Trachealepithel
der Maus. Linke Seite: SCC erkennen Bitterstoffe und bakterielle QSM, vermutlich Uber
Tas2R. Aus den SCCC wird im Anschluss ACh freigesetzt, welches an nAChR bindet, die von
sensorischen Nervenfasern exprimiert werden. Die Aktivierung dieser Nervenfasern fuhrt zu
einer Verringerung der Atemfrequenz und soll dadurch das weitere Vordringen der potentiell
gefahrlichen Substanzen in die Lunge unterbinden. Rechte Seite: Durch Allergene
freigesetzte CysLT werden tber den CysLT3R von SCCC wahrgenommen. Méglicherweise
werden Allergene auch direkt tber SCCC detektiert und CysLT durch SCCC produziert und
sezerniert. Diese filhren zu einem Influx und zu einer Aktivierung von Immunzellen
(Granulozyten und T-Zellen) in die/der Lunge, was zu einer Entziindung bzw. allergischem
Geschehen fuhrt. Von den SCCC wird ebenso IL-25 sezerniert. Dies fuihrt zu einer Aktivierung
von ILC2, welche wiederum andere Interleukine freisetzen (IL-13, IL-5). IL-13 fiuhrt, wie im
Darm, zu einer SCCC-Hyperplasie, indem es Basalzellen zur Ausdifferenzierung anregt. IL-5
aktiviert eosinophile Granulozyten in der Lunge.

Die Versuche aus dieser Studie legen nahe, dass SCCC in der Trachea Allergene Uber
freigesetzte CysLT wahrnehmen oder aktiv CysLT freisetzen. Es kommt im Anschluss zu einer
Sezernierung von IL-25 durch SCCC, was zu einer Aktivierung und Rekrutierung von
Immunzellen in die bzw. in der Lunge fiihrt und somit entziindliche und allergische Prozesse,

ahnlich wie bereits in der Nasenschleimhaut beschrieben, ausldst.
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1.5 Zielsetzung dieser Arbeit

SCCC sind an allen moglichen Eintrittspforten fir potentiell gefahrliche Stoffe und
Mikroorganismen lokalisiert. An diesen Lokalisationen tben sie eine Wachterfunktion aus und
leiten Abwehrmechanismen ein, welche das Eindringen und die Vermehrung von
Mikroorganismen im Organismus unterbinden sollen. Bisher konnte gezeigt werden, dass
tracheale SCCC in der Lage sind, verschiedene Effektormolekile wie ACh, IL-25 und CysLT
freizusetzen (Krasteva et al. 2011; Bankova et al. 2018). Diese Molekule fiilhren zu lokalen
Reaktionen, wie der Aktivierung von residenten Immunzellen oder der Beeinflussung der
Atemfrequenz Uber die Aktivierung von sensorischen Nervenfasern. Diese Effektormolekile
Ubernehmen jedoch auch andere Funktionen im Organismus. So ist ACh ein starker Aktivator
des Zilienschlages (Klein et al. 2009). Der Zilienschlag wiederum ist eine Hauptkomponente

der MC, welche einen wichtigen angeborenen Schutzmechanismus der Atemwege darstellt.

Ziel dieser Arbeit war es zu prifen, ob tracheale SCCC von Bakterien freigesetzte Substanzen
wahrnehmen kdénnen und daraufhin ACh sezernieren, welches die MC beeinflusst. Zudem
sollte geprift werden, ob die mikrobielle Besiedlung der Maus einen Einfluss auf die
Entstehung bzw. die postnatale Entwicklung der trachealen SCCC aufweist, oder ob ein
Fehlen oder eine Funktionsunfahigkeit der SCCC die mikrobielle Besiedlung der Atemwege
und Lunge beeinflusst. Um diese Arbeitshypothesen zu Uberprifen, wurden sechs konkrete
Fragestellungen bearbeitet.

Wann entstehen tracheale SCC und ist die Entstehung abhangig vom
Vorhandensein eines lebenden Mikrobioms?

Gibt es neben den bekannten Aktivatoren der MC auch andere bakterielle Stoffe,
welche diese beeinflussen?

Sind SCC an der Erkennung dieser neu identifizierten Stoffe beteiligt?
Sind SCCC in der Lage, ACh aktiv zu sezernieren, und wird durch die neu
identifizierten Liganden ACh aus SCCC freigesetzt, welches den Zilienschlag

beeinflusst?

Fuhrt die Applikation von TasR-Liganden ebenfalls zu einer Stimulation und
anschlieRender ACh-Sekretion aus SCCC?

Hat die Unterbrechung der Geschmackstransduktionskaskade oder das Fehlen der

trachealen SCCC einen Einfluss auf die bakterielle Besiedlung der Trachea und/oder
der Lunge?
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Um diese Fragestellungen zu bearbeiten, wurden insgesamt 26 verschiedene
Mausstamme verwendet, darunter Reporterméause, welche es ermoglichten, die SCCC
genauer zu charakterisieren und zu quantifizieren, Mause welche gnotobiotisch gehalten
oder in denen Komponenten des TLR-Signalweges deletiert wurden, Mausstamme, in
denen Komponenten der Geschmackstransduktionskaskade deletiert wurden,
Mausstamme in denen SCCC nicht vorhanden sind, entweder durch aktive Ablation oder
durch Deletion eines Transkriptionsfaktors, und zudem Mausstdmme, in denen
zelltypspezifisch das ACh-produzierende Enzym ablatiert oder unter dessen Promotor ein
lichtsensitiver Kanal exprimiert wurde.

Diese Mausstamme wurden fur immunhistochemische Farbungen, Messungen der
Partikeltransportgeschwindigkeit (PTS), Messungen der Zilienschlagfrequenz, Messung
der [Ca?']i von isolierten Neuronen, ACh-Konzentrationsbestimmungen mittels HPLC,
optogenetische Experimente, PCR-Analysen, bakteriologische Untersuchungen und

Infektionsexperimente mit S. pneumoniae verwendet.
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2. Material und Methoden

2.1. Materialien und Gerate

2.1.1 Chemikalien, Medien und Reagenzien

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Chemikalien, Medien und Reagenzien sind in der

Tab. 2 aufgefuhrt. Alle Chemikalien, sofern nicht extra aufgefuhrt, wurden in der hochst

moglichen Reinheitsstufe bezogen und stets nach Angaben des Herstellers angesetzt und

aufbewahrt.

Tabelle 2: Verwendete Chemikalien, Medien und Reagenzien.

. Bestell-
Chemikalie/Reagenz Quelle Verwendung
nummer

2-Methylbutan Carl Roth 3927.1 Kryokonservierung
von Gewebe

5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-

b-D-galactopyranoside (X- Sigma-Aldrich | B4252 X-Gal Farbung

Gal)

10x DNase | Reaction Puffer | Invitrogen 10640226 cDNA-Synthese

O MBUEEE Vsl s Invitrogen 18080093 cDNA-Synthese

Puffer

AmpliTaq Gold Applied N8080247 PCR

Biosystems
Merck Beschichtung von

Aceton Millipore 100014 Deckglaschen

Agarose LE Biozym 840004 Gelelektrophorese

Blut-Agar-Platten Oxoid CMO0055 AT el 2
pseudohinzii

Calciumchloriddyhydrat

(CaCl 2 H;0) Merck 102382 Puffer-Herstellung

Citronensaure (CsHsO;H,0) Roth P280 Puffer-Herstellung

Columbia-Blutagarplatten BD Kultivierung von S.

mit 5 % Schafsblut Biosciences PA-254005.06 pneumoniae

Saatle siaplEnllllios Sigma-Aldrich | D9542 Immunfluoreszenz

phenylindol)

D-Glucose Sigma-Aldrich | G8270 Puffer-Herstellung

Dispase I Roche 4942078001 EEULI
Epithelzellen
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Dimethylformamid Sigma-Aldrich | PHR1553 X-Gal Farbung
DMSO (Dimethylsulfoxid) Sigma-Aldrich | 472301 Lésungsmittel
DNA-Marker (100 bp DNA Invitrogen 15628050 Gelelektrophorese
Ladder)
DNeasy® Blood & Tissue QIAGEN 69506 DNA-Isolation
Invitrogen, Reverse
DNase | Carlsbad, USA AM2222 Transkription
dNTP Set QIAGEN 201900 PCR
Dynabeads Invitrogen 10003D PTS-Messungen
EDTA 0,5 M LT AM9260G Gelelektrophorese
Fischer
EDTA-Microvetten Sarstedt 120823 Blutentnahme
Eisessig (Essigsaure) Carl Roth HN55.4 Gelelektrophorese
Eserin : .
(Physostigminsalicylat) Sigma-Aldrich | P1600000 ACh-Messungen
Ethanol Carl Roth 0911.1 Immunhistochemie
Ethidiumbromide Sigma-Aldrich | E1510 Gelelektrophorese
FACS-Running buffer Miltenyi biotec | 130-091-221 FACS-Experimente
FCS (Fetales Kalberserum) Thermo 10500064 Zellkultur
Fischer
Flussigstickstoff Linde Keine Angabe NEh@TEERIIENg
von Gewebe
Thermo
Fura-2-AM Fischer F1221 Ca?*-Messungen
Scientific
GF-1 Blood Total RNA Vivantes RNA-Isolation aus
Extraction Kit technologies GF-TB-025 Vollblut
Glycerin Merck 1370281000 Immunfluoreszenz
HAMs F12-K Medium Thermo Kultivierung von M3-
(Kaighn) Fischer 21127022 Reporterzellen
HBSS (Hanks’ Balanced Salt | Thermo 88284 Isolation von
Solution) Fischer Epithelzellen
HEPES ( 2-ethansulfonsaure) | Sigma-Aldrich | H3375 Puffer-Herstellung
Isofluran Baxter Keine Angabe Narkose
KsFe(CN)s Sigma-Aldrich | 702587 X-Gal-Farbung
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K4Fe(CN)s Sigma-Aldrich | 455989 X-Gal-Farbung
Kochsalzlésung isotonisch Fresenius 1313121 Narkose
Kollagenase A Sigma-Aldrich | 10103578001 Dissoziation von
Neuronen
Ketamin Pfizer Keine Angabe Narkqse
Infektionsversuche
Thermo .
Laminin Fischer 23017015 Beschichtung von
N Deckglaschen
Scientific
. : . Isolation von
Leupeptin Sigma Aldrich | 62070 Epithelzellen
: : : Isolation von
L-Cysteine Sigma Aldrich | 14495 Epithelzellen
L-Glutamic acid Kultivierung von M3-
monosodium salt Sigma Aldrich | 49621 Reporterzellen und
monohydrate Neuronen
L-15 Medium Thermo Fisher | 11415056 Kultivierung von
Neuronen
MACSQuant Running Buffer | Miltenyi Biotec | 130-092-747 FACS
Magnesiumchlorid Carl Roth KK36.1 Puffer-Herstellung
. . Kultur von M3-
ME.M Non—E;sentlal Amino Thermo Fisher | 11140050 Reporterzellen und
Acids Solution
Neuronen
Mowiol Carl Roth 0713.1 Eindeckmedium
Natriumcarbonat (Na,COs) Merck 106392 Puffer-Herstellung
Natriumchlorid Carl Roth 3957.1 Puffer-Herstellung
Natriumdihydrogen-
phosphatdihydrat Carl Roth 2370.1 Puffer-Herstellung
(NaH,PO, 2H,0)
Natriumhydrogencarbonat
(NaHCO3) Merck 1063291000 Puffer-Herstellung
Natriumphosphat _ _
monobasisch Monohydrat Sigmal-Aldrich | S9638-25G Locke-Puffer
(NaH2PO4 Hzo)
Natrium-deoxycholat Sigma-Aldrich | 30970 X-Gal-Féarbung
Natronlauge Merck 109137 Puffer-Herstellung
NP-40 Merck NP40S X-Gal-Farbung
Oligo(dT) 20-Primer Invitrogen 11685581 PCR
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. . . Isolation von
Papain Sigma-Aldrich | P4762 Epithelzellen
Thermo
PBS gPhosphatgepufferte Fischer 10010023 Zellkultur
Salzlésung) o
Scientific
- . . . Antibiotikum fr
Penicillin-Streptomycin Sigma-Aldrich | P4333 Zellkultur
PFA (Paraformaldehyd) Merck 1040051000 Fixierung von
Gewebe
PAA Immunfluoreszenz
Pferdeserum Laboratories B15-124 (Whole-Mount)
Pikrinsaure (Trinitrophenol) | Merck 8208950100 Fixierung von
Gewebe
. . . Beschichtung von
Poly-L-Lysin Sigma-Aldrich P4707 Deckglaschen
Propidium lodid Tonbo 13-6990-T200 | Zellfarbung FACS
Biosciences
Random Hexamers Invitrogen N8080127 cDNA-Synthese
RNeasy Mini Kit QIAGEN 74104 RNA-Extraktion
Salzséure Merck 1101652500 Puffer-Herstellung
SuperScriptlll CellsDirect . RT-PCR - FACS
cDNA Synthesis System Invitrogen #18080-200 Proben
SRSl GBIV Invitrogen 18064022 RT-PCR
Synthesis System
Sylgard DOW 1673921 PTS-Messungen
TaKaRa Ex Taqg Polymerase | TaKaRa RROO01A Genotypisierung
- bestellt bei
Thilo Tears SE Augengel Alcon Apotheke Narkose
Tissue-Tek-O.C.T.- Sakura Einetek | 4583 Kryokonservierung
Compound von Gewebe
TRIS
(Tris(hydroxymethyl)amino- | Carl Roth 4855.2 Gelelektrophorese
methan)
Trypsin Sigma Aldrich | T3924 Zellkultur
Tween 20 (Polyoxyethylen-
Sigma Aldrich | 93774 Immunfluoreszenz
Sorbitan Monolaurat)
Wasser fir Fresenius B23067A Beschichtung von

Injektionszwecke, AMPUWA

Deckglaschen
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B-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich | M6250 RNA-Isolation
X-Gal Roche XGAL-RO X-Gal-Farbung

: . . Narkose
Xylazin Bayer vital keine Angabe Infektionsversuche

2.1.2 Pharmaka

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Pharmaka kdnnen der Tab. 3 entnommen werden.
Ebenso sind die Bezugsquelle, Bestellnummer, verwendetes Ldsungsmittel und die
Konzentrationen in denen die Pharmaka angewandt wurden, aufgefuhrt. Die Pharmaka
wurden anhand der Angaben der Hersteller gelost und bis zur Verwendung gelagert. Falls

notig, fand eine Lésung der Pharmaka unter Verwendung eines Ultraschallbades statt.

Tabelle 3: Verwendete Pharmaka und Narkotika.

. &) 1 1
b} = O o = C c (e
— (5} (@)
Pharmaka = = c2 | 88 2
(@ g 35 8 - o = L ©
c ~ 4 >
2-Propyl thietane AKos AKOS023 i
(2-PT) Consulting | 876051 | o0 | MM | PTS-Messungen
4-DAMP
(1,2-dimethyl-4- Sigma

diphenylacetoxypipe | Aldrich | SML0295 | DMSO | 1uM | PTS-Messungen

ridinium iodide)

?E;'_Dprﬁﬂi"'z'thiourac” i’ligm"; P0643 ﬁﬁfﬁ' 1mM | PTS-Messungen
?éﬂ?ﬁ%’"z'thiourac” i’ligri"lf] P3755 '1%'2?; 1mM | PTS-Messungen
?ﬁlit%g::o“n iilg:?;_ AB625 Puffer nzirgr:g;ﬂ Ca?*-Messungen
Allylisothiocyanat iilg:?cj; 36682 DMSO ggOuLTISI PTS-Messungen
Arbutin Aslig:i‘:; A4256 ':,i%eesr 3;?&0 PTS-Messungen
Qggsﬁ]da?;"’sm”i' iilg:?;; A7699 | PSS 100 uM | PTS-Messungen
Ko ot | Sg | gy | v | | e
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Calcitonin Gene- Siama- Hepes- | 10 nM-
Related Peptide Al?jrich C0292 Pu?‘fer 10 UM PTS-Messungen
(CGRP) H
Hepes- | 300 nM
. Sigma- Puffer, u. 10- PTS-, Ca?*-
Capsaicin Aldrich 211275 Locke- | 100 pM Messungen
Puffer (PTS)
o Sigma Hepes-
Cycloheximid Aldrich C7698 Puffer 100 pM PTS-Messungen
: Santa Sc- Peptid-
Cyclosporin H Cruz 203013 Puffer 1 uM PTS-Messungen
: Sigma Hepes- | 0,5-10 i
Denatonium benzoat Aldrich D5765 Puffer mM PTS-Messungen
Glutamic Acid Sigma Hepes- 50-25
(Glutamat) Aldrich 49621 Puffer omM PTS-Messungen
L-NAME
(N5-[imino
(nitroamino)methyl]- Sigma- Hepes- i
L-ornithine, methyl- Aldrich NI Puffer AV LY, PSSR
ester, mono-
hydrochloride)
. Sigma Hepes-
Mecamylamin Aldrich M-9020 Puffer 100 uM PTS-Messungen
. . Sigma Hepes- i
Muscarinchlorid Aldrich M104 Puffer 10 uM PTS-Messungen
N-(b-Ketocaproyl)-L- | Cayman i i
homoserine lactone | CHEMICA | 10011207 '1?%1? ! 1'30 PTS-Messungen
(3-0-C6-(L)-HSL) L H
N-(3-Oxo-canoyl)-L- Siama- Hepes-
homoserine lactone Algrich 09139 PuF;fer 100 pM PTS-Messungen
(3-Ox0-C12-HSL)
Sigma Hepes-
Phenylbutazone Aldrich P8386 Puffer 1uM PTS-Messungen
o Sigma
Quinine Aldrich 145904 DMSO 10 uM PTS-Messungen
RP 67580 Tocris 1635 | HePS" 1 19 M | PTS-Messungen
Biosci. Puffer H g
[Sar®, Met(O2)]- Sigma- Hepes- _
Substance P Aldrich S3672 Puffer 10mM PTS-Messungen
Sucralose Sigma 69293 Hepes- 3 mM PTS-Messungen
Aldrich Puffer
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Sigma Hepes-
Saccharose Aldrich 84097 Puffer 10 mM PTS-Messungen
. Hepes-
Tetrodotoxin (TTX) Abcam Ab120055 Puffer 1uM PTS-Messungen
tBoc2 Bachem | 4003823 | "6PUd | 15m | PTS-Messungen
Puffer
2.1.3 Peptide

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Peptide sind in der Tab. 4 aufgefiihrt. Die Peptide

wurden im lyophilisiertem Zustand geliefert und anschlieRend in C1-Puffer resuspendiert,

dessen Zusammensetzung der Tab. 4 zu entnehmen ist. Die Peptide wurden in einer

Konzentration von 1 mM als Stockldsung angesetzt und bis zur Verwendung bei -20°C

gelagert.

Tabelle 4: Verwendete Peptide, deren Bezugsquelle und von dem Hersteller
angegebene Reinheit. *gleiches Peptid von einer anderen Firma bestellt, als Kontrolle.

Peptidsequenz Quelle Reinheit
(Einbuchstaben-
Aminosaurecode)
f-MKKFRW United Peptides >97,34%
95,04%
f-MKKFRW* VCPBIO °
MKKERW United BioSystems 95,63%
MGEFIS United BioSystems 95,49%
WKYMVm-NH2 Innovagen >95%
MMHWAM-NH2 GenScript Corporation 99,6%
f-MKKENI United peptides 96,50%
f-MLFYLA VCPBIO 97,04%
f-MVMKFK VCPBIO 95,74%
f-MGFFIS VCPBIO 95.43%
f-MLFKYS VCPBIO 97,04%
f-MPKLNR United BioSystems 95,32%
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f-MKKFLL VCPBIO 95,96%
f-MKKFYS VCPBIO 97,18%
fF-MNKKLL United BioSystems 95,21%
f-MKKNLV United BioSystems 95,67%
F-MKKIML United BioSystems 95,27%
f-MKKYKRLLL VCPBIO 98,87%
f-MKKISKFLP VCPBIO 95,12%
f-MLNKKKRGN VCPBIO 95,22%
f-MKKTLSLKN VCPBIO 96,64%
f-MKKFRWV VCPBIO 95,03%
f-MKKFRWWVV Synpeptide >95%

f-MKKFRWVVL Synpeptide >95%

f-MKNFKG Synpeptide >95%

f-MKKFR VCPBIO >96,40%
f-MKKFRY VCPBIO >96,41%
f-MKKFKWSI Synpeptide >98,14%
f-MKKWRW VCPBIO >97,62%
f-MKKHRW VCPBIO >95,44%
f-MKKRFVWII Synpeptide >95%
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2.1.4 Gerate

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Geréte sind in der Tab. 5 aufgefuhrt.

Tabelle 5: Verwendete Geréate, deren Hersteller und Verwendungszweck.

Gerat Hersteller Verwendung
Delta-T-Dish und Stage Adapter | Bioptechs PTS-, CBF-Messungen,
Ca?*-Messungen
Delta-T-Dish Stage heater Bioptechs PTS-, CBF-Messungen,
Ca?*-Messungen
Einbettautomat TP 1020 Leica Paraffineinbettung

FACS Aria lll Cell Sorter

BD bioscience

FACS-Experimente

Fluoreszenzmikroskop Zeiss
Axioplan 2

Zeiss

Fluoreszenzmikroskopie

Fluoreszenzmikroskop Leica
DM5000B

Leica

Ca?*-Messungen

Fluoreszenzlampe ebq 100
isolated

Leistungselektronik
Jena

Fluoreszenzmikroskopie

Fluoreszenzlampe X-Cite 200DC

Waltham

Ca?*-Messungen

Heraeus Zentrifuge

Thermo-Fisher

Zellisolation und
Zellkultur

HPLC Eicom HTEC-500 system

Eicom

HPLC-Messungen

Intas Scientific Grad Kamera

Intas Science
Imaging Instruments

Gelelektrophorese

Intas Geldokumentationssystem

Intas Science
Imaging Instruments

Gelelektrophorese

Mikroskop LSM 710

Kamera AxioCam color HR Zeiss Fluoreszenzmikroskopie
Kamera AxioCam monochrome . , .
Zeiss Fluoreszenzmikroskopie
MRm
Kamera SMX-150M EHD-Imaging PTS-, CBF-Messungen
Kamera C11440 Orca-flash 4.0 Hamamatsu Ca?*-Messungen
Kamera DP72 Olympus Dokumentation X-Gal
Konfokales Laser-Scanning- Zeiss Fluoreszenzmikroskopie

Kraftaufnehmer Power Lab 8/30

ADInstruments

Organbadversuche

Kryostat Microm HM 560

Thermo-Fisher

Herstellung von
Gefrierschnitten
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Lichtmikroskop BX51WI Olympus PTS-, CBF-Messungen
Lichtquelle TH4-20 Olympus PTS-, CBF-Messungen
. . Herstellung von

ey Leica Paraffinschnitten
Mikrozentrifuge 5424 Eppendorf RNA- und Zellisolation
Objektiv LUMPIlanFI 40x Olympus CBF-Messungen
Objektiv UMPlanFI 20x Olympus PTS-Messungen
Organbad (4 Channel System) Radnoti Organbad
PerfectBlue™ Horizontal P.EQLAB .

Biotechnologie Gelelektrophorese
Elektrophoresekammer

GmbH

PEQLAB
RIS AR e Biotechnologie Gelelektrophorese
Supply GmbH

Prazisionswaage SBA 31

Scaltec Instruments
GmbH

Puffer-Herstellung

Prizmatix In-Vitro Optogenetics : . Optogenetische
Prizmatix .

Toolbox Experimente

Schlauchpumpe Reglo Analog Ismatec Ca?*-Messungen

Schwmgmuhle MM 400 Retsch RNA-Isolation

(Kugelmuhle)

. Beurteilung X-Gal
Stereomikroskop SZX16 Olympus Farbung
SPESTE PISIEEr NEMEEEE Thermo-Fisher RNA-Isolation
2000
Thermocycler Mastercycler
Gradient Eppendorf PCR
Thermocycler Mastercycler Eppendorf CDNA-Synthese

Personal

Ultraschallbad

Bandelin SONOREX

L6sung von Pharmaka
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2.1.5 Computerprogramme

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Computerprogramme sind in der Tab. 6

aufgefihrt.

Tabelle 6: Verwendete Computerprogramme deren Hersteller und die Homepage von
der die Software bezogen werden kann.

Software Firma Homepage

Adobe Illustrator Adobe https://www.adobe.com/de/products/illustrator.html

AxioVision Rel. 4.8 | Zeiss https://www.micro-
shop.zeiss.com/de/de/system/software+axiovision-
axiovision+basissoftware-software/10221/

Biorender Biorender https://biorender.com/

BD FACSDIVA™ BD http://www.bdbiosciences.com/us/instruments/research/

SOFTWARE V6.1.3 | Biosciences software/flow-cytometry-acquisition/bd-facsdiva-
software/m/111112/overview

CellSens Olympus https://www.olympus-

Dimension lifescience.com/de/software/cellsens/

FLOWJO v10.6.1 BD https://www.flowjo.com/solutions/flowjo

Biosciences
GraphPrism 7 GraphPad https://www.graphpad.com/scientificsoftware/prism/
Software

ImageJ 1.49 NIH https://imagej.nih.gov/ij/

Image Pro Analyzer | Media http://www.mediacy.com/imageproplus

6.2 Cybernetics

Inkscape Version Inkscape https://inkscape.org/

0.92.3 community

Labchart ADInstruments | https://www.adinstruments.com/products/labchart

LAS X Life science | Leica https://www.leica-

1.10.12420 microsystems.com/de/produkte/mikroskop-software/

MATLABR2016b MathWorks https://www.mathworks.com/products/new_products/rele
ase2016b.html

Microsoft Office Microsoft https://www.microsoft.com/de-de/microsoft-365/

2016

Prizmatix Pulser Prizmatix https://www.prizmatix.com/software.html

V.2.3.1

ZEN 2010B SP1 Zeiss https://www.zeiss.de/mikroskopie/downloads/zen.html
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2.1.6 Antikorper

2.1.6.1 Primé&rantikorper

Tabelle 7: Verwendete Primarantikorper fir die Immunfluoreszenzmarkierung.

Antigen Wirts- Verdlin- Quelle Katalog-
spezies hung Nr.
ChAT Ziege 1:250 mz;g}e AB144P
CGRP Ziege 1:8000 Biotrend BT17-2090-07
DCLK1 Kaninchen | 1:2000 abcam ab31704
GFP Huhn 1:4000 Novus NB100-1614
Gustducin (GNAT3) | Ziege 1:800 Covalab pab73402
PGP 9.5 Kaninchen | 1:8000 Biotrend BT78-6305-04
PLCB2 Kaninchen | 1:800 Santa Cruz sc-206
Pou2f3 Kaninchen | 1:200 Sigma- HPA019652
Aldrich
RFP Kaninchen | 1:800 Rockland 42872
TRPM5 Kaninchen | 1:4000 (Kaske et al. | N/A
2007)
Villin Kaninchen | 1:250 US Biological | V2121-95

56



2. Material und Methoden

2.1.6.2 Sekundarantikorper

Tabelle 8: Verwendete Sekundarantikorper fur die Immunfluoreszenzmarkierung.

Antigen |[Wirts- |Konjugat |Verdin- |Quelle Katalog-Nr.
spezies hung

Huhner-lgY | Esel FITC 1:800 Dianova 703-095-155

Kaninchen | Esel Cy3 1:2000 Merck AP182C

-I9G Millipore

Kaninchen | Esel Alexa Fluor 1:500 Thermo- A-21206

-1gG 488 Fisher

Kaninchen | Esel Cy5 1:400 Dianova 711-175-152

-IgG

Ziegen IgG | Esel Cy3 1:1600 Merck AP180C

Millipore

Ziegen IgG | Esel Alexa Fluor 1:1000 Thermo A-11055

488 Fisher

2.1.6.3 Antikorper fur FACS-Experimente

Tabelle 9: Verwendete Antikodrper fir FACS-Experimente.

Antigen Wirtsspezies | Konjugat | Quelle Katalog-Nr.

CD45 Rat APC-Vio-770 | Miltenyi 30-118-687

EPCAM (CD326) | Rat VioBlue Miltenyi 30-102-421
2.1.7 Primer

Die verwendeten Primer wurden von Eurofins Genomics (Eurofins, Luxembourg, Luxemburg)
und Invitrogen (Invitrogen, Carlsbad, USA) bezogen. Diese wurden in einer Stocklésung mit
einer Konzentration von 200 pmol/l angesetzt. Forward- und Reverse-Primer wurden im
Anschluss zusammen in einer Gebrauchslosung mit einer Konzentration von 20 pmol/l

zusammengebracht und in einer finalen Konzentration von 0,5-1 pmol/l in der PCR verwendet.
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Tabelle 10: Verwendete Primer fiir die RT-PCR oder Genotypisierung.

Zielgen/Genotyp .~ Produkt-
, Sequenz (57-3") )
(Accession number) lange (bp)
Fwd: AGTCAGGCTCCCATGGAGTA
Trpm5-Wt 331
Rev: CTGACCTGTCGGATTTCCTC
Fwd: CCTTCTATCGCCTTCTTGACG
Trpm5-Ko 590
Rev: CTGACCTGTCGGATTTCCTC
Fwd: CCAAGATCTGGACTGCACTTCTTC
Pou2f3-Wt 800
Rev: ATCTGCGCACAGCCTTGTATCTTC
Fwd: CCAAGATCTGGACTGCACTTCTTC
Pou2f3-Ko 1600
Rev: GCAATCCATCTTGTTCAATGGCC
_ Fwd: CCATCATGAAGTGTGACGTTGA
B-Aktin (NM_007393.5) 249
Rev: CATCGTACTCCTGCTTGCTGAT
Fwd: GTACAACCTCGCCTTTGTTTCC
Chrm3 (NM_033269.4) 245
Rev: GACAAGGATGTTGCCGATGATG
Tas2r126 Fwd: GCAGTGTGTGGGATTGGTCAAC 62
(NM_207028.1) Rev: TCCCGGAGTACTCAACCAGATG
Tas2r135 Fwd: GCCCTTTCAGAACTTCGGGA 160
(NM_199159.1) Rev: CCTGCCACATCCAGTACCTG
Tas2r143 Fwd: TTCCCAGGCTGCTGGTTGTATC 6o
(NM_001001452.1) Rev: AGTTCCCGGTGGCTGAAATGAC
B2-Mikroglobulbin Fwd: ATTCACCCCCACTGAGACTG i
(NM_009735) Rev: GCTATTTCTTTCTGCGTGCAT
Fwd: GTCCAGAGCTGTTGGAAAGTTCA
Fprl (NM_013521.2) 228
Rev: GTTTCATGCGGAAACCAGCC
Fwd: TCATTTACACCACAGGAACCGAA
Fpr2 (NM_008039.2) 226
Rev: ATCCGGAATCCAGCTACCCA
Fwd: TGAGCCTGGCTAGAAATGTGG
Fpr-rs1 (NM_008042.2) 201
Rev: TGGGCAAGCTGAAGCTAACAA
Fwd: GGAGACACCAAGCAGCATTC
Fpr-rs3 (NM_008040.2) 225
Rev: GTTCAGAGTCGGCAGGACAT
Fwd: GGTCTCAGAATCACCGAACTGT
Fpr-rs4 (NM_008041.2) 211
Rev: CCTGAAGCTGTGGCAGCAATA
Fwd: TCGTCCTTTACGTGTCCTCACT
Fpr-rs6 (NM_177316.2) 137
Rev: GCTGTGTTCACCCACGTGTC
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Fwd:
Fpr-rs7 CAATTGTCATGAATGGAGAATGGCT 185
(XM_030250194.1)
Rev: CACTTTCCTTGCCAGATTCACAG
Fwd: AAGTTCATCTGCACCACCG
GFP (XM_013480425.1) 180
Rev: TCCTTGAAGAAGATGGTGCG
Fwd: TATGGCTTGTGGCCTATGGT
Trpm5 (NM_020277.2) 235
Rev: ACCAGCAGGAGAATGACCAG
Fwd: ACAAGACAGACTACACCGGC
Itpr3 (NM_080553.3) 197
Rev: ATTGAGCTGGGAGGTGAGGT

2.1.8 Puffer und Ldsungen

Tabelle 11: C1-Puffer zur Losung der Peptide, Stoffmenge zur Herstellung von 100 ml

Puffer.
Substanz Mol. Gewicht Konzentration Stoffmenge
(g/mol) (mM)
KCI 74.56 5 37 mg
NacCl 58.44 130 797 mg
CaCl2(2H:0) | 147 (1 M Stocklisg.) 2 200 pl
Glucose 198.17 5 99 mg
Hepes 238.3 10 238 mg
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Tabelle 12: Puffer und Losungen fir die Gewebefixierung und Immunhistochemie.

Name Zusammensetzung

Losung A 31,2 g Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat
(NaH,PO,*2 H,0) in 1 Liter Aqua dest

Losung B 35,6 g Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat

(NazHPO4*2 H;0) in 1 Liter Aqua dest.

PBS zur Verwendung in
der Immunhistochemie

28,75 ml Losung A, 96,2 ml Losung B, 22,4 g
Natriumchlorid in 5 Liter Aqua dest. pH: 7,4

PBS+S

PBS mit zusatzlich 22,4 g Natriumchlorid pro Liter.

Phosphatpuffer 0,1 M

230 ml Lésung A, 770 ml L6sung B, 1 Liter Aqua dest.,
pH: 7,4

Phosphatpuffer 0,2 M

230 ml Lésung A, 770 ml Lésung B

Gesattigte Pikrinsaure

30 - 50 g Pikrinsaure werden in einem Liter heillem
Aqua dest. gelost und Uber Nacht unter Rihren
inkubiert. Es bildet sich ein kristalliner Bodensatz. Die
gesattigte Pikrinsaure bleibt als Uberstand zurtick und
wird filtriert.

Zamboni-Fixierlésung

50 ml 37%ige Formaldehydl6ésung, 500 ml 0,2 M
Phosphatpuffer und 150 ml gesattigte Pikrinsdure mit
Aqua dest. auf einen Liter aufgefiillt.

Saccharosel6sung 18%

18 g Saccharose aufgefiillt mit 0,1 M Phosphatpuffer
auf 100 ml Gesamtvolumen

Ethanol 70%

66,5 g Ethanol 96%, 33,5 g Aqua dest.

Citratpuffer (10mM)

50 mM Stocklsg.: 9,62 g Citronensaure auf 1 | Aqua
dest. pH-Wert auf 6,0 mit 2 M NaOH einstellen, fir 10
mM Citratpuffer: 200 ml 50 mM Citratpuffer + 800 ml
Aqua dest.

(Whole-Mount-Préparate)

Blocklosung 10%iges Pferdeserum, 0,1%iges bovines
(Gewebsschnitte) Serumalbumin und 0,5%iges Tween 20 in PBS
Blocklésung 4%iges Pferdeserum, 1%iges bovines Serumalbumin

Puffer#l

2 mM MgClz, 5 mM EGTA in PBS

Puffer#2

2 mM MgCl;, 0,01% Na-deoxycholate, 0,02% NP-40

X-Gal-Farbelésung

3,5 ml Puffer#2, 0,2 ml 0,1 M KsFe(CN)g, 0,2 ml 0,1M
KaFe(CN)g, 0,1ml X-Gal Stocklsg. (40 mg/ml)
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Tabelle 13: Puffer und Losungen fur die FACS-Experimente.

Name Zusammensetzung

Tyrode | NaCl 140 mM, KCI 5 mM, MgCl; 1 mM, Hepes 10 mM,
Glukose 10 mM, Natriumpyruvat 1 mM

Tyrode |l NaCl 140 mM, KCI 5 mM, MgCl; 1 mM, CaCl, 1 mM,
Hepes 10 mM, Glukose 5 mM, Brenztraubenséure 1 mM

Dissoziationslosung 10 pl L-Cystein (5 mM Stocklsg.), Papain 2mg, 0,5 pl
DNase I, 4 yl EDTA (25 mM Stocklsg.) aufgefillt auf 1 ml
Volumen mit Tyrode |

Stop-Losung 2 pul Leupeptin (5 mg/ml Stocklsg.) aufgefullt auf 1 ml
Volumen mit Tyrode Il

Tabelle 14: Puffer fur die Gelelektrophorese.

Name Zusammensetzung
TRIS-Azetat-EDTA- 242 g TRIS (Tris(hydroxymethyl)aminomethan), 57,1 ml
Puffer Eisessig, 100 ml 0,5 M EDTA pH 8,0 in 1 Liter Aqua

dest..

Tabelle 15: Hepes-Puffer fur die Partikeltransport- und Zilienschlagmessungen.
Stoffmenge zur Herstellung von 1000 ml Puffer, der pH-Wert durch Zugabe von 4,6 ml 1 M
NaOH auf pH 7.4 eingestellt.

Substanz Mol. Gewicht Konzentration Stoffmenge
(g/mol) (mM)
KCI 7,56 5,6 418 mg
NacCl 58.44 136.4 (+4.6 NaOH) 7,979
MgCl; (6H20) 203,3 (1 M Stocklsg.) 1 1ml
CacClz (2H:0) 147 (1 M Stocklsg.) 2.2 2,2ml
Glucose 198,17 10 1,98 ¢
Hepes 238,3 10 2,38
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Tabelle 16: Locke-Puffer fiir die Messung der [Ca?*]i in Neuronen des JNC und M3-
Reporterzellen. Stoffmenge zur Herstellung von 1000 ml Puffer, der Puffer wurde fiir 30 min
mit Carbogen (5% CO, und 95 O;) begast.

Substanz Mol. Gewicht Konzentration Stoffmenge
(g/mol) (M)

KCI 74,56 5,6 418 mg
NaCl 58,44 136 7,97 g
MgCl. (6H20) 203.3 (1 M Stocklsg.) 1,2 1,2ml
CacCl; (2H20) 147 (1 M Stocklsg.) 2,2 2,2 ml
Glucose 198,17 10 1,98¢
NaH>POsH>O 137,99 1,2 0,166 g
NaHCO3 84,01 14,3 12¢g

2.1.9 Versuchstiere

Im Rahmen dieser Arbeit wurden insgesamt 26 verschiedene Mausstamme verwendet. Dabei
handelte es sich um zwei Wildtypstamme (C57BL/6JR]j, C57BL/6N), vier Reporterstamme
(Chat-GFP, Trpm5-eGFP, Chrna3-eGFP und Tas2r-mCherry), vierzehn gendefiziente
Mausstamme (Knock-out Stamme) (Trpm5-Ko, 1p3r3-Ko, PlcB2-Ko, Tas2r-Ko, Pou2f3-Ko,
Fprl-Ko, Fpr3-Ko, Nos3-Ko, Tasl1r3-Ko, TIr-2-Ko, TIr-4-Ko, Myd88-Ko, FVB/NCrl und M3R-
Ko) sowie vier Mausstamme, zu deren Herstellung das Cre/loxP-System angewandt wurde
(Trpm5-IRES®™ /| R26:lacZbpA™™*DTA; D2-Tg(Avil®®)1Phep/Cnrm / B6129-Chattm1Jrs/J")
und ein Maus-stamm (ChAT-ChR2-YFP), welcher fir optogenetische Experimente verwendet
wurde (Tab. 17). Alle Mause wurden in individuell belifteten Kafigen mit ad libitum Zugang zu
Wasser und Futter unter spezifisch pathogenfreien Bedingungen (SPF = specific pathogen
free) und einem Hell-Dunkel-Rhythmus von 14 h hell und 10 h dunkel gehalten. Fir die
Versuche wurden adulte Tiere beider Geschlechter ab einem Alter von 12 Wochen verwendet,
auf3er fur die Versuche im Kapitel 3.3.1, da an dieser Stelle jingere Tiere sowie Embryonen
verwendet wurden. Die Haltung und Totung der Versuchstiere wurde von den zustandigen
Behdrden genehmigt. Die Aktenzeichen sind in Tab. 17 aufgefiihrt. Als Kontrolltiere fur die
gendefizienten Mause dienten in den Stammen: Ip3r3-Ko, PlcB2-Ko, Tas2r-Ko, Pou2f3-Ko,
Fprl-Ko, Fpr3-Ko, Nos3-Ko, Tas1r3-Ko, TIr-2-Ko, TIr-4-Ko und Myd88-Ko heterozygote bzw.
homozygote Wildtyp-Tiere. Fir die Ubrigen gendefizienten Mausstdmme (Trpm5-Ko und M3R-
Ko) wurden Wildtyp-Mause mit dem gleichen genetischen Hintergrund wie der der Ko-Stamme

verwendet. Bei allen Versuchen wurde stets darauf geachtet, dass auch Alter und Geschlecht
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identisch zum homozygoten gendefizienten Tier waren, wenn mdglich, wurden Geschwister
(Littermates) verwendet. Die Kontrolltiere sind in den jeweiligen Ergebniskapiteln genauer
erlautert.

Tabelle 17: Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Mauslinien, deren
Stammbezeichnung, Erstbeschreibung, Ort der Haltung sowie Genehmigungsnummer

der jeweiligen Behdrde.
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2.2 Methoden

2.2.1 Toétung der Versuchstiere und Gewebepréaparation

Die Totung der Versuchstiere fand durch eine Betdubung mittels Isofluran-Inhalation (0,3 ml
auf 1 Liter Gefall) und anschlieBender Durchtrennung der Vena cava inferior und
darauffolgender Entblutung der Tiere statt. Bei den Versuchstieren, welche in Homburg, Bad
Nauheim, Dusseldorf und Potsdam gehalten wurden, erfolgte die Betdubung durch die
Inhalation von CO; und anschlieRender Entblutung durch Durchtrennung der Vena cava
inferior. Bei den Tieren, welche fur die Infektionsversuche mit Streptococcus pneumoniae
(S.pneumoniae) verwendet wurden, erfolgte die Euthanasie durch eine intraperitoneale

Injektion von Ketamin und Xylazin (siehe Kapitel 2.2.13.2).

2.2.1.1 Praparation der Trachea

Zur Praparation der Trachea wurde nach Eréffnung des Abdomens und erfolgter Entblutung
der Tiere der Thorax ebenfalls erdffnet und ein medialer Schnitt bis zum Kehlkopfbereich
durchgefuhrt. Anschlielend wurde die infrahyale Muskulatur entfernt und die Trachea
freigelegt. Darauffolgend wurden vorsichtig der Osophagus und umliegendes Bindegewebe
von der Trachea abprépariert und die Trachea kranial im Kehlkopfbereich und kaudal
unterhalb der Bifurkation abgesetzt. Fiir Whole-Mount-Préparationen wurde anschliel3end der
Musculus trachealis langs durchtrennt, sodass die Trachea flach auf Wachsplatten unter

Verwendung von Minutien fixiert werden konnte.

2.2.1.1.1 Praparation des Trachealepithels fiir die RNA-Extraktion

Um die Expression von bestimmten Genen im Trachealepithel zu untersuchen, wurde dieses
mechanisch entfernt. Hierzu wurde die Trachea wie zuvor beschrieben fir die Herstellung von
Whole-Mount-Praparaten prapariert. Nach Aufpinnen der Trachea auf Wachsplatten wurde die
Trachea mit PBS benetzt und danach das Epithel mit einem Zellschaber entfernt. Hierzu wurde
dieser ohne Druck Uber die Tracheaoberflache gefuhrt. AnschlieBend wurde das Gummi des
Zellschabers mit einer Schere abgetrennt und in ein Reaktionsgefal? mit 200 pl RLT-Puffer mit
1% B-Mercaptoethanol uberfuhrt. Das Trachealepithel haftet dabei an dem Gummi des
Zellschabers. Die restliche Trachea wurde mit PBS gewaschen und ebenfalls in RLT-Puffer
mit B-Mercaptoethanol Uberfihrt. Die erfolgreiche Entfernung des Epithels wurde an
zusatzlichen Praparaten dberprift. Hierzu wurde das Trachealepithel von a3-GFP-
Reportermausen in gleicher Weise entfernt und im Anschluss eine immunhistochemische
Farbung durchgefihrt. Als Kontrolle diente eine nicht behandelte Trachea. Die erfolgreiche

mechanische Entfernung des Trachealepithels ist in Abb. 15 dargestellt.
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B-Tubulin

mit Epithel

ohne Epithel

Abbildung 15: Kontrolle fir die mechanische Entfernung des Trachealepithels. IHC
(Immunhistochemie) an Whole-Mount-Praparaten von Tracheen von a3-GFP-
Reportermausen (Falschfarbendarstellung, CLSM, Maximumintensitatsprojektion 25 optische
Schnitte je 3-4 ym). Zilientragende Zellen sind mit Antikdrpern gegen B-Tubulin angefarbt,
SCCC sind TRPM5-positiv, NnAChR3-positive Nervenfasern sind eGFP-positiv. Oberes Panel
Zeigt intaktes Epithel, unteres Panel zeigt Whole-Mount-Praparat nach mechanischer
Entfernung des Epithels. Zilientragende Zellen sowie SCCC sind nicht mehr vorhanden,
Nervenfasern, welche sich unterhalb des Epithels im Gewebe befinden, sind nicht
beeintrachtigt. Die B-Tubulin-Farbung zeigt nur noch abgeschilferte einzelne Zilien, welche
nicht vom Praparat gewaschen werden konnten.

2.2.1.2 Praparation der Geschmacksknospen

Zur Entnahme der Geschmacksknospen wurde die Zunge nach Absetzen des Unterkiefers am
Zungenansatz abgetrennt. AnschlieRend wurde unter dem Binokular die Wallpapille (Papilla

vallata) identifiziert und kurz oberhalb und unterhalb das tbrige Zungengewebe entfernt.

2.2.1.3 Praparation des Vomeronasalorgans

Zur Praparation des VNO wurde der Schadel der Maus abgetrennt und die Kopfhaut, Augen
sowie der Unterkiefer entfernt. Darauffolgend wurde der Schadel hinter den Augen abgesetzt,
sodass nur noch der vordere Schadelbereich mit Augenhdhle und Nasenbereich und
Oberkiefer vorhanden war. AnschlieRend wurde dieser Schéadelteil mit Hilfe eines Skalpells
der Lange nach gespalten. Dabei wurde der Schnitt ca. 2 mm neben der Mittellinie
durchgefuhrt. Danach wurde das VNO durch Entfernen des Knorpels rund um das VNO
freigelegt. Fur die histochemischen Untersuchungen wurde das VNO anschliel3end eroffnet,
um das Epithel darstellen zu kdnnen. Fir RT-PCR-Experimente wurde das gesamte VNO

entnommen und weiterverarbeitet.
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2.2.1.4 Praparation des Ganglion jugulare- und Ganglion nodosum-Komplexes

Zur Praparation des Ganglion- jugulare und Ganglion nodosum-Komplexes (JNC) wurde der
Schadel von a3-GFP-Mausen abgetrennt, die Schadeldecke erdffnet und das gesamte Hirn
entfernt. AnschlieBend wurde das Felsenbein entfernt. Im Zuge dessen wurde der Nervus
vagus sichtbar. Dieser wurde mit Hilfe einer Pinzette fixiert und vorsichtig nach oben gezogen.
Dies filhrte zum Sichtbarwerden des JNC, dieses wurde abgetrennt und fir die Isolation der

Neurone weiterverarbeitet.

2.2.2 Immunhistochemische Farbungen

Fur immunhistochemische Farbungen wurde das Gewebe direkt nach der Entnahme in
Zamboni-Fixierlésung (Tab. 12) tberfuhrt und Giber Nacht fixiert. Anschlieend wurde esin 0.1

M Phosphat-Puffer (Tab. 12) gewaschen, bis die Pufferlésung nicht mehr gelblich war.

Zur Herstellung von Gefrierschnitten wurden die Gewebe in 18 % Saccharoselésung (Tab. 12)
Uber Nacht inkubiert. AnschlieRend wurden die Gewebe in Tissue-Tek-O.C.T.-Compund in
Cryomold-Kryoeinbettformen eingebettet und in durch flissigen Stickstoff gekihltem 2-
Methylbutan auf einem Filterpapier eingefroren. Die Gewebe wurden bis zur Verwendung bei
-20°C gelagert. Darauffolgend wurden unter Verwendung eines Kryostaten 10 um dicke
Gewebeschnitte angefertigt. Diese wurden auf einen Adhasionsobjektrager aufgezogen und

fur 30 min bei Raumtemperatur im Dunkeln getrocknet.

Fur die Herstellung von Paraffinschnitten wurde das Gewebe nach der Fixation und
anschliellendem Waschen in Histologiekassetten tberfuhrt und unter Verwendung eines
Einbettautomates in Paraffin Gberfuhrt. Anschlie3end wurden mit einem Mikrotom 5 pm dicke
Paraffinschnitte hergestellt. Diese wurden uber Nacht bei 37°C getrocknet und bis zur

Verwendung bei Raumtemperatur gelagert.

2.2.2.1 Immunhistochemische Farbungen an Gewebeschnitten

Fir die Immunhistochemie an Paraffinschnitten wurde zunachst eine Antigendemaskierung
durchgefuhrt. Hierzu wurden die Schnitte in Citratpuffer (Tab. 12) fir 15 min in der Mikrowelle
bei 800 W erhitzt und anschlieRend auf Raumtemperatur abgekihlt. Die Gefrierschnitte
wurden for 1 h bei Raumtemperatur erneut getrocknet und anschlieBend die
Immunhistochemie durchgefiihrt. Hierzu wurden die Gefrier- und Paraffinschnitte mit einem
Fettstift umrandet, um das Verlaufen der Antikdrperldsungen zu verhindern. Nach kurzem
Trocknen wurde die Blockldsung (Tab. 12) aufgetragen und die Schnitte bei Raumtemperatur
im Dunkeln fir 1 h in einer feuchten Kammer inkubiert. Dies vermindert unspezifische
Antikorperbindungen, zudem enthalt die Blockldsung das Detergens Tween 20, welches zu

einer Permeabilisierung der Zellmembran fuhrt, was wiederum das Eindringen der Antikorper
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in die Zellen ermoglicht. Alle weiteren Inkubationsschritte fanden ebenfalls im Dunkeln und in
einer feuchten Kammer statt. Die Blocklésung wurde im Anschluss abgesaugt und die
Primarantikorperldsung aufgetragen (Tab. 7) und Uber Nacht inkubiert. Am darauffolgenden
Tag wurden die Schnitte zweimal fir 5 min in PBS gewaschen und anschlielend die
Sekundarantikorperlésung (Tab. 8) aufgetragen, dieser wurde DAPI (0,16 mg/ml) zugesetzt,
welches die DNA in den Zellkernen markiert. Nach 1-stiindiger Inkubation wurden die Schnitte
2x fur 5 min in PBS gewaschen und anschlie3end fir 10 min in 4% PFA (Paraformaldehyd)
nachfixiert. Darauffolgend wurde wieder zweimal in PBS gewaschen und kurz angetrocknet.
AbschlieBend wurden die Gewebeschnitte mit gepuffertem Glycerol betraufelt und mit
Prazisionsdeckglasern eingedeckelt (Abb. 16). Die Schnitte wurden bei 4°C im Dunkeln bis

zur Beurteilung gelagert.
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Abbildung 16: Schematische Darstellung der Immunhistochemie an Gewebeschnitten.

2.2.2.2 Immunhistochemische Farbungen an Whole-Mount-Préparaten

Die Whole-Mount-Praparate wurde nach erfolgter Fixierung und Spulung in PBS nochmals in
frischem PBS fur 15 min gewaschen und anschlieBend zur Permeabilisierung der
Zellmembranen fur 2 h in 0,3 % Triton-X 100 inkubiert. Alle Inkubationschritte fanden im
Dunkeln und in einer feuchten Kammer statt. AnschlieRend wurde das Detergens durch
Blocklosung (Tab. 7) ausgetauscht und die Praparate nochmals fir 2 h inkubiert. Im Anschluss
wurde die Primarantikérperldsung aufgetragen und die Praparate Gber Nacht inkubiert. Am
nachsten Tag wurden diese funfmal fir je 30 min in PBS gewaschen und darauffolgend
nochmals Blocklésung aufgetragen und fir 2 h inkubiert. Im Anschluss wurde die

Sekundarantikorperlosung (mit DAPI 0,16 mg/ml) aufgetragen und Uber Nacht inkubiert. Am
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nachsten Tag wurden die Praparate finfmal fir je 30 min in PBS gewaschen und
darauffolgend fur 10 min in 4% PFA fixiert, danach wieder funfmal fir je 30 min in PBS
gewaschen und auf Objekttrager tberfuhrt. Die Praparate wurde mit Mowiol betraufelt und
eingedeckelt. AnschlieBend wurden die Objekttrager Uber Nacht bei Raumtemperatur
inkubiert, um das Mowiol auszuharten (Abb. 17). AnschlieRend wurden die Praparate bis zur

Mikroskopie bei 4°C im Dunkeln gelagert.
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Abbildung 17: Schematische Darstellung der Immunhistochemie an Whole-Mount-

Praparaten.
2.2.2.3 Quantitative Auswertung der Immunhistochemie

2.2.2.3.1 an Gewebeschnitten

Um die Anzahl von SCCC in verschiedenen Mausstdmmen miteinander zu vergleichen, wurde
diese quantifiziert. Hierzu wurden die Gewebsschnitte unter Verwendung eines
Fluoreszenzmikroskops (AxioPlan, Zeiss) untersucht, dazu wurden die markierten Zellen pro
Schnitt bei einer 20x ObjektivvergréRerung manuell am Mikroskop gezahlt. AnschlieRend
wurde die Lange der Basallamina des jeweiligen Schnittes mit der Software AxioVision
bestimmt. Hierzu wurde der Schnitt mit einer Objektivvergréf3erung von 5x aufgenommen und
die Basallamina vermessen. AnschlieRend wurde das Verhaltnis von markierten Zellen pro
mm oder pro 2 mm Lange der Basallamina ermittelt. Diese Methodik wurde fir die Bestimmung
der SCCC-Anzahl der Mausstdmme C57BL/6J, TRPM5-Ko, Trpm5-DTA, Tlr-Wt, Tlr2-Ko, Tlr4-
Ko und TIr2/4-Ko verwendet. Es wurden mindestens 3 Objekttrager mit jeweils mindestens 2
Schnitten je Tier ausgewertet. Um die Kolokalisation von TRPM5 und mCherry in Tasr2r-
mCherry-Mausen zu untersuchen, wurden ebenfalls 3 Objekttrager mit jeweils mindestens 2

Schnitten je Tier beurteilt. Hierzu wurde jede TPRM5-markierte Zelle auf eine
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Doppelmarkierung hin tberprift, zudem wurde tberprift, ob jede mCherry-positive Zelle auch
TRPMS5-positiv war.

2.2.2.3.2 an Whole-Mount-Praparaten

Hierzu erfolgten Aufnahmen mit einem Fluoreszenzmikroskop (AxioPlan, Zeiss) bei einer 20x
ObjektivvergrofRerung, dabei wurden die Aufnahmen so gewéhlt, dass die gesamte
Tracheaoberflache aufgenommen wurde, die Randbereiche sowie der Bereich des Larynx
wurden jedoch nicht beurteilt. Eine beispielhafte Anordnung der Aufnahmen ist in Abb. 18
dargestellt. Diese Technik kam bei der Beurteilung der Mausstamme Pou2f3-Ko, ChAT-eGFP
sowie bei keimfreien Mausen zur Anwendung. Im Rahmen der Untersuchung der Entwicklung
der SCCC wurden unabhangig vom Alter der ChAT-eGFP-Tieren alle GFP-positiven Zellen
pro Trachea gezahlt. Um die Kolokalisation von TRPM5 und Channelrhodopsin in ChAT-
ChR2-YFP-Mausen und die Kolokalisation von GFP und ChAT, GFP und TRMP5, sowie GFP
und DCLK1 in ChAT-GFP-Mausen zu untersuchen, wurden ebenfalls Aufnahmen bei einer
20x ObjektivvergroRerung hergestellt. Diese wurden anschlieBend unter Verwendung des
Plug-In Cell-Counter der Software ImageJ beurteilt. Dabei wurde jede einzelne Zelle auf eine
Kolokalisation der jeweiligen Marker hin untersucht. Bei allen quantitativen Untersuchungen

an Whole-Mount-Praparaten wurden je nach GroRRe des Praparates 4-8 Bilder untersucht.

Abbildung 18: Quantifizierung von SCCC an Whole-Mount-Préparaten. Whole-Mount-
Praparat einer Trachea einer adulten C57BL/6J-Maus, Immunhistochemie mit Antikbrpern
gegen TRPMS5. Linkes Bild: Zusammengesetzte Aufnahme der gesamten Trachea, graue
Kasten indizieren die Aufnahmen, welche fur die Quantifizierung der SCCC genutzt wurden.
Rechtes Bild: Aufnahme 20x Objektivvergréf3erung, Beispielbild, an dem eine Quantifizierung
durchgefuhrt wurde. Modifiziert aus Perniss et al. 2021.

2.2.3. Histochemische Farbung — B-Galactosidase

Um zu untersuchen, ob der Fpr3 im Trachealepithel exprimiert wird, wurden histochemische
Farbungen mit X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-p-D-galactopyranosid) an Tracheen und dem

VNO von Fpr3-Ko-Méausen durchgefuhrt. Hierzu wurden die Trachea und das VNO wie im
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Abschnitt 2.2.1.3 beschrieben entnommen und anschlieend fiir 1 h bei 4°C in 2% PFA fixiert.
Danach wurde das Gewebe fur 15 min in Puffer#l (Tab. 12) inkubiert und anschlielend in
Puffer#2 (Tab. 12) Uberfuhrt und ebenfalls fir 15 min inkubiert. Anschlie3end erfolgte die X-
Gal-Farbung unter Verwendung der X-Gal-Farbelosung (Tab. 12) Uber Nacht bei 4°C und
unter Schitteln im Dunkeln. Am nachsten Tag wurde die Reaktion durch Waschen des
Gewebes in PBS fur 20 min gestoppt. Die Gewebe wurden bis zur Beurteilung in 2% PFA
verwahrt. Die mikroskopische Untersuchung fand unter Verwendung eines Stereomikroskops

(Olympus) statt, die Bilder wurden mit einer Farbkamera (DP72, Olympus) aufgenommen.

2.2.4 Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung (FACS)

Fur die FACS-Untersuchungen wurden die Tracheen von Trpm5-GFP-Tieren genutzt. Ziel war
es, die Expression von verschiedenen Genen in trachealen Epithelzellen auf mRNA-Ebene zu
untersuchen. Fir jeden Versuch wurden jeweils Tracheen von 3-4 adulten Trpm5-GFP Tieren
gepoolt. Als Kontrolle dienten die Tracheen von adulten C57BL/6J-M&ausen, auch hier wurden
3-4 Tiere gepoolt. Die Isolation der Epithelzellen ist in Abb. 19 dargestellt und fand nach einem
modifizierten Protokoll statt, welches bereits publiziert wurde (Krasteva et al. 2011). Hierzu
wurden die Tracheen wie in Abschnitt 2.2.1.1 beschrieben prapariert, der Musculus trachealis
wurde ebenfalls durchtrennt, anschlieRend wurde jede Trachea jedoch nochmals zerteilt,
sodass 3-4 Sticke bestehend aus je 2-3 Knorpelspangen entstanden. Diese Tracheastlicke
wurden anschlieRend in die Dissoziationsldsung (Tab. 13) Uberfihrt und bei 37°C im
Wasserbad fur 40 min inkubiert. Dabei wurden die Tracheen alle 10 min aus dem Wasserbad
entnommen und mittels einer Pipette (1000 pl) mehrmals durchmischt, dies sollte zu einer
zusatzlichen mechanischen Vereinzelung der Zellen fihren. Die Dissoziationslosung (Tab. 13)
war frei von Ca?*-lonen, und enthielt die Enzyme DNasel und Papain, in der Kombination sollte
dies zu einer Losung des Epithels von der Basallamina sowie der Zellvereinzelung dienen.
Nach der Inkubation wurden die Tracheaproben nochmals mit einer Pipette durchmischt und
die gesamte Losung mit den Trachearingen auf ein Zellsieb gegeben (70 um Maschenweite),
der Durchfluss wurde gesammelt und die Trachearinge verworfen. AnschlieRend wurde die
Stopp-LOsung (Tab. 13) dazugegeben und fir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Stopp-
Losung enthalt Leupeptin sowie Calcium, was den weiteren Verdau stoppt. Im Anschluss
wurde die Lésung mit den Trachealzellen fir 5 min bei 800 g zentrifugiert, der Uberstand
abgenommen und das entstandene Pellet in 300 pul FACS-Puffer resuspendiert. Im Anschluss
erfolgte die Markierung der isolierten Zellen mit Antikérpern gegen CD45 (Immunzellen) und
CD326-EPCAM (Epithelzellen) (Tab. 9). Hierzu wurden die Antiképer in einer Verdiinnung von
1:50 auf die Zellsuspension gegeben und fur 10 min bei 4°C inkubiert. Anschlie3end wurden
die Zellen durch Zugabe von 2 ml FACS-Puffer gewaschen und darauffolgend bei 800 g fiir 10

min zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und die Zellen in 2 ml FACS-Puffer
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resuspendiert. Die Zellsuspension wurde auf Eis gelagert und die FACS-Experimente
schnellstmdglich durchgefiihrt. Kurz vor der FACS-Durchfiihrung wurde Propidium lodid (4
Tropfen) hinzugegeben; dieser Farbstoff ermoglicht es, tote von lebenden Zellen abzugrenzen.

40 min, 37°C in Zellsieb + Stop.

¥ _____ Dissoziationslosung, L&sg. 5min . .
JRPMSGFP 5 “F=7 alle 10 min, mischen 5 min bei 800g
- //O ‘ | durch pipettieren —_—

e R — Vi — @

C57BL/6J /

g . Fluoreszenzkonjugierte
FACS-Experiment Propidium lodide 10 min bei 800 g ({& Antikorper gegen CD45
Zugabe | und EPCAM, 10 min
\ S\ 7= peidrc =
— I ]
\ 7 Epithelzellen I‘w;, /

Abbildung 19: Schematische Darstellung der Isolation von Epithelzellen aus der
Trachea.

Die FACS-Experimente wurde unter Verwendung eines BD FACS Aria Ill Cell Sorters
durchgefuhrt. Zunachst wurden die Zellen nach ihrer GréRe (FSC-A forward scatter) und
Granularitat (SSC-A, side scatter) aufgetrennt, dies ermoglichte den Ausschluss von
Zellfragementen und Debris. Im Anschluss wurden einzelne Zellen von Zellaggregaten
getrennt (FSC-H gegen FSC-A). Darauffolgend wurden tote Zellen unter Verwendung von
Propidium lodide (PI-positiv) aussortiert. Die lebenden einzelnen Zellen wurden anschliel3end
auf eine Markierung mit den Antikérpern gegen CD45 (APC-Cy7) oder EPCAM (VioBlue) hin
untersucht. EPCAM-positive, aber CD45-negative Zellen wurden darauffolgend auf eine
Fluoreszenz im FITC-Kanal (GFP-positiv) hin untersucht. Sowohl GFP-positive als auch GFP-
negative Zellen, welche EPCAM-positiv waren, wurden anschlie3end getrennt voneinander in
FACS-Puffer aufgefangen. Das Protokoll der Gating-Strategie ist in Abb. 20 dargestellt. Bis
zur RNA-Isolation wurden die Proben auf Eis gelagert. Die gleichen Versuche wurden
ebenfalls mit C57BI/6J-Tieren durchgefuhrt. Dies diente zur Kontrolle ob nicht genetisch
verénderte Tiere nicht auch GFP-positive Epithelzellen aufwiesen. Dies war jedoch nicht der
Fall (Abb. 20).

73



2. Material und Methoden

o - o« 8 5 .| CD45 EPCAM+ . CD45-; EPCAM+; GFP+
] 3 Z ' 1eee% = o' 0,93% (SCC'57)
[T ] 3 § - 2 3% (Sccsn
» ] o
o ! § Y ¥
] § o G G
[1 w a < < P
n3 7 single cells 3 $ T & < [
o 3 g 1 91,8% » a — 3
E a >0 ] 9w @ . .coas. EPCAMS; GFP-
3 1 2 £ e
] 3 i £
o | @ g3 g .4
1 b & ] O
n: ‘ ; 1 1
! £ Ss £
| e o1 ey S A e o Py
FSC-A FSC-A Comp-APC-Cy7-A :: CD45 Comp-GFP-A
2 5 ] o EPCANE = CD45-; EPCAM+; GFP+
3 S b 0% (SCC #0)
3 o e
© - € [ u
=~ 3 gty i
i - i i
< ES S & 7 s
m 2 —> 5 ) —— a __,
2 2 8 g Wy & > CD45-; EPCAM+; GFP-
S & g £
n 7 LT [
L3 e 3 a1
o : % b
En S’ O
o

Py Ty

Py sy
Comp APC-Cy7-A :: €Das "

FSC-A

Comp-GFP-A

Abbildung 20: Gating-Strategie fur die Isolation von GFP-positiven (rotes Rechteck) und
GFP-negativen (schwarze Markierung) Epithelzellen. Modifiziert aus Perniss et al. 2020b.

2.2.5 PCR-Untersuchungen

2.2.5.1 Genotypisierungen

Die Genotypisierungen der Mausstamme Trpm5-Ko, Pou2f3-Ko und M3R-Ko, Trpm5-GFP und
ChAT-GFP (siehe Tab. 17) wurden anhand von Schwanz- oder Ohrstanzbiopsien am Institut
fur Anatomie und Zellbiologie der JLU GielRen durchgefuhrt. Alle anderen Mausstdamme
wurden in den jeweiligen Instituten, in denen diese gehalten wurden, genotypisiert. Alle Tiere
wurden jeweils nach dem Absetzen vom Muttertier sowie nach der T6tung des Versuchstieres

erneut genotypisiert.

2.2.5.1.1 DNA-Extraktion

Die DNA-Extraktion aus den Schwanz- oder Ohrstanzenbiospsien wurde unter Verwendung
des DNeasy® Blood & Tissue Kits nach der Anleitung des Herstellers durchgefihrt. Hierzu
wurden die Biopsien in 180 pl ATL Puffer und 20 pl Proteinase K bei 56°C unter Schutteln tber
Nacht verdaut. AnschlieRend wurde dem Lysat 200 ul AL-Puffer hinzugeben und fir 10 min
bei 56°C inkubiert. Darauffolgend wurde die DNA durch die Zugabe von 200 pl 100% Ethanol
(EtOH) gefallt und die Suspension anschlieBend auf eine DNeasy Mini-Saule gegeben und fr
1 min bei 8000 rpm (rounds per minutes) zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und
500 pl AW1-Waschpuffer hinzugegeben. Die Séaule wurde anschlieRend nochmals bei 8000
rpm fur 1 min zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Im Anschluss wurde 500 pl AW?2-
Waschpuffer hinzugegeben und erneut bei 14 000 rpm fir 3 min zentrifugiert und der
Durchfluss verworfen. Darauffolgend wurde die DNA durch Zugabe von 50 pl AE-Puffer eluiert.
Dazu wurde die Saule fur 1 min inkubiert und anschlieend fur 1 min bei 6000 rpm zentrifugiert.

Die isolierte DNA wurde bis zur Verwendung bei -20°C gelagert.
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2.2.5.1.2PCR

Fur die Bestimmung oder Uberpriifung des Genotyps von Mausen der Linien Trpm5-Ko und
Pou2f3-Ko wurden fir jedes Tier zwei PCR-Reaktionen durchgefiihrt. Diese unterschieden
sich jeweils in den eingesetzten Primern. Eine PCR flhrte zu einem PCR-Produkt spezifisch
fur den Wt-Genotyp, die andere PCR zu einem Produkt spezifisch fir den Ko-Genotyp. Proben
heterozygoter Tiere wiesen jeweils beide PCR-Produkte auf. Bei Proben der Mauslinie M3R-
Ko wurde nur eine PCR spezifisch fir den Ko-Genotyp durchgefiihrt, da diese homozygot von
Jackson-Lab bestellt wurden. Die eingesetzten Primer sind in der Tab. 10 aufgelistet. Der
Reaktionsmix fur die PCR ist in der Tab. 18 sowie der Ablauf der PCR-Reaktion in der Tab. 19
aufgelistet. Die PCR wurde unter Verwendung eines Thermocyclers (Mastercycler-Eppendorf)
durchgefihrt.

Tabelle 18: Reaktionsmix fur die PCR zur Genotypsierung.

Komponenten Menge
TaKaRa Ex Taq Polymerase 0,1 pl
PCR Buffer 2 pl
RNase-freies Wasser 13,3 pl
dNTP-Mix je 10 mM 1,6 pl
Primer-Mix (Forward und 1l
Reverse)
DNA 2 ul

=20 ul

Tabelle 19: PCR-Protokoll fur die Genotypisierung.

Nummer PCR-Schritt Temperatur | Dauer
1 Aktivierung Polymerase 94°C 3 min
2 DNA-Denaturierung 95°C 30s
3 Primerhybridisierung 60°C 60 s
4 Elongation 72°C 120 s

2-4 Schritte 2-4 fur 30 Zyklen wiederholt

5 Finale Elongation 72°C 10 min
6 Lagerung 4°C dauerhaft
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2.2.5.1.3 Gelektrophorese

Die Auswertung der PCR erfolgte mittels DNA-Gelelektrophorese. Hierzu wurde ein 2% TRIS-
Azetat-EDTA Agarosegel hergestellt, welches mit 2 pul Ethidiumbromid je 100 ml versetzt
wurde. An die Gelkammer wurde eine Spannung von 140 Volt Uber 40 min angelegt.
AbschlieRend wurden die PCR-Produkte mittels UV-Licht visualisiert und mit einer
Digitalkamera dokumentiert (Intas Geldokumentationssystem). Die Aufnahmen wurden
anschliel3end unter Verwendung von ImageJ bearbeitet, dabei wurden die Helligkeit und der

Kontrast grundsatzlich im gesamten Bild veréandert.
2.2.5.2 RT-PCR von Gewebe, Blut und isolierten trachealen Epithelzellen
2.2.5.2.1 RNA-Isolation

2.2.5.2.1.1 RNA-Isolation aus Gewebe

Das Gewebe (Lunge, Zunge, Trachea, Trachealepithel und VNO), welches fur die RNA-
Extraktion vorgesehen war, wurde direkt nach der Praparation in 200-350 ul RLT-Puffer mit
1% B-Mercaptoethanol Uberfuhrt, in flissigen Stickstock schockgefroren und bis zur RNA-
Isolation bei -80°C gelagert. Die RNA-Isolation fand unter Verwendung des RNeasy Mini Kit
von Qiagen nach Anleitung des Herstellers statt. Hierzu wurden die Proben direkt nach dem
Auftauen mit einer Schwingmiuhle (5 min bei 30 Hz) homogenisiert. Im Anschluss wurden die
Proben bei 13.000 rpm fiir 3 min in einer Mikrozentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand wurde
entnommen und mit dem gleichen Volumen an 70%-igem Ethanol versetzt und mit einer
Pipette vermischt. AnschlieBend wurden 700 pul dieser Loésung auf eine RNeasy Mini Saule
gegeben, anschlieBend erfolgte ein Zentrifugationsschritt bei 13 000 rpm fur 15 s, der
Durchfluss wurde verworfen. Darauffolgend wurde 700 pl RW1-Puffer auf die Saule gegeben
und diese nochmals fir 15 s bei 13.000 rpm zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und
die Saule erneut mit 500 pl RPE-Puffer beladen und fur 15 s bei 13 000 rpm zentrifugiert.
Dieser Schritt wurde wiederholt, jedoch die Zentrifugationszeit auf 2 min verlangert. Im
Anschluss wurde die Saule auf ein neues 1,5 ml Reaktionsgefal gesetzt und 30-50 pl RNase-
freies Wasser direkt auf die Saulenmembran pipettiert, dies flhrte zu einer Elution der RNA.
Im Anschluss wurde die Saule fir 1 min bei 13.000 rpm zentrifugiert und die Saule im
Anschluss verworfen. Der Durchfluss enthielt die gewonnene RNA, deren Konzentration und
Reinheit unter Verwendung eines Nanodrop 2000 Spektrometers bestimmt wurde. Die

extrahierte RNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.
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2.2.5.2.1.2 RNA-Isolation aus Blut

Um RNA aus Blut zu isolieren, wurde das GF-1 Blood Total RNA Extraction Kit der Firma
Vivantis verwendet. Hierzu wurde das aus der Vena cava enthommene Blut durch Zugabe von
von 300 ul BR-Puffer (enthalt 1 % B-Mercaptoethanol) lysiert. Anschliel3end wurden 180 pl
RNase-freies Wasser und 20 pl der Proteinase K-Lésung hinzugegeben und das Gemisch fur
10 min bei 65°C inkubiert. Anschlieend erfolgte eine Zentrifugation der Probe bei 13.000 rpm
fur 3 min. Im Anschluss wurde 650 pl des Uberstandes auf eine Homogenisierungssaule
gegeben und fir 2 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. Der Durchfluss wurde anschliel3end in ein
neues Reaktionsgefal? tberfihrt und 325 pl 80%-iges Ethanol dazugeben. Das Gemisch
wurde im Anschluss auf die RNA Binding Column gegeben und bei 13.000 rpm fur 1 min
zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Im Anschluss wurde 500 pl Wasch-Puffer auf die
Saule gegeben und fiir 1 min bei 13.000 rpm zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Dieser
Waschschritt wurde wiederholt und im Anschluss die Séule auf ein neues Reaktionsgefald
Uberfuhrt. Die Saule wurde nochmals bei 13.000 rpm fir 1 min zentrifugiert, um diese zu
trocknen. Im Anschluss wurde die RNA durch Zugabe von 40 pl RNase-freiem Wasser auf die
Membran der Saule eluiert. Die Saule wurde abschlieend fir 1 min bei 13.000 rpm

zentrifugiert und die eluierte RNA bei -80°C bis zur Verwendung gelagert.

2.2.5.2.1.3 RNA-Isolation aus isolierten trachealen Epithelzellen

Um die RNA aus per FACS isolierten trachealen Epithelzellen zu extrahieren, wurden diese
nach den in Abschnitt 2.2.4 beschriebenen FACS-Experimenten zentrifugiert. Hierzu wurde
das RNeasy Plus Micro Kit verwendet. Als Proben dienten EPCAM-positive Zellen, welche
entweder ebenfalls GFP-positiv waren, oder Zellen, welche GFP-negativ waren. Diese beiden
Proben wurden anschlieRend bei 800 rpm fir 10 min zentrifugiert, der Uberstand
abgenommen und das Zellpellet in 350 yl RLT Plus Puffer (enthalt 1 % B-Mercaptoethanol)
geldst. AnschlieBend wurde das Lysat auf eine gDNA-Eliminator-Saule gegeben und fir 30 s
bei 10.000 rpm zentrifugiert. Dem Durchfluss wurde anschlieend 350 ul 70%-iges Ethanol
hinzugegeben. Das Gemisch wurde anschliel3end auf eine RNeasy MinElute Saule gegeben
und fur 15 s bei 10.000 rpm zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Im Anschluss wurde
die Saule durch Zugabe von 700 ul RW1-Puffer gewaschen und fir 15 s bei 10.000 rpm
zentrifugiert. Danach wurde 500 pl RPE-Puffer auf die Sdule gegeben und nochmals fur 15 s
bei 10.000 rpm zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Darauffolgend wurde 500 pl 80%-
iges Ethanol auf die Saule gegeben und diese fur 2 min bei 10.000 rpm zentrifugiert. Im
Anschluss wurde die Saule auf ein Reaktionsgefal gegeben und nochmals fir 5 min bei voller
Geschwindigkeit zentrifugiert, um diese zu trocknen. Die RNA wurde abschlielend durch

Zugabe von 14 pl RNase-freiem Wasser eluiert. Hierzu wurde dieses auf die Membran der

77



2. Material und Methoden

Saule pipettiert und fur 1 min bei voller Geschwindigkeit zentrifugiert. Die eluierte RNA wurde

bei -80°C bis zur Verwendung gelagert.
2.2.5.2.2 cDNA-Synthese

2.2.5.2.2.1 cDNA-Synthese aus Gewebe und Blut

Fir die cDNA-Synthese wurde die isolierte RNA in einer Konzentration von max. 2000 ng in
16 pl Synthese-Ansatz eingesetzt. Dies entspricht einer Konzentration von 125 ng/pl. War die
RNA-Konzentration geringer, wurden 16 pl RNA eingesetzt, war diese hoher, wurde RNase-
freies Wasser hinzugegeben, sodass ein Endvolumen von 16 pl vorlag. Diesem 16 pl Ansatz
wurde 2 pl DNase | und 2 pl 10xDNase | Reaction Buffer hinzugegeben. Es folgte eine 15-
mindtige Inkubation bei 25°C im Thermocycler. Dieser Schritt fihrte zu einem Verdau von
genomischer DNA, welche als Verunreinigung vorliegen konnte. AnschlieRend wurde die
Reaktion durch Zugabe von 2 pl 25 mM EDTA und 10-mintiger Inkubation bei 65°C gestoppt.
Die Proben wurden auf Eis gelagert und der Mastermix (Tab. 20) hinzugegeben. Dabei diente
der Mastermix-Ansatz ohne SuperScirptll Reverse Transcriptase (-RT) als Kontrolle, um eine
Verunreinigung der synthetisierten cDNA durch genomische DNA auszuschlieRen. Die
Mastermix-Ansatze wurden anschlieend fir 50 min bei 42°C (cDNA-Synthese) und flr
weitere 10 min bei 70°C (Inaktivierung der Polymerase) inkubiert. Die synthetisierte cDNA

wurde im Anschluss bis zur Verwendung bei -20°C gelagert.

Tabelle 20: cDNA-Synthese-Mastermix fiir Gewebe und Blut.

Komponenten +RT -RT
First strand buffer 4 ul 4 ul
0,1MDTT 2 ul 2 ul
10 mM DNTPs 1 pl 1l
Oligo DT 0,5 pg/ul 0,5 ul 0,5 ul
Random Hexamers 0,5 ul 0,5 ul
SuperScript Il Reverse Transcriptase 1l oul
RNase-freies Wasser Oul 1 pl
RNA-Ansatz 11 pl 11 pl
Gesamtvolumen: 20 pl 20 pl
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2.2.5.2.2.2 cDNA-Synthese aus isolierten trachealen Epithelzellen

Die cDNA-Synthese der isolierten Epithelzellen wurde mit einer anderen Reverse
Transkriptase durchgefiihrt als die cDNA-Synthese von Gewebe oder Blut-Proben. Hier wurde
das SuperScript lll Synthesis System verwendet. Es wurde ebenfalls ein DNA-Verdau
durchgefuhrt, hierzu wurde die gesamte isolierte RNA (14 pl) aus Abschnitt 2.2.5.2.1.3
eingesetzt. Dieser wurden 1,8 pl DNase | und 1,8 pl 10xDNase | Reaktionspuffer
hinzugegeben. Es folgte eine 15-mindtige Inkubation bei 25°C im Thermocycler, anschliel3end
wurde die Reaktion durch Zugabe von 1,8 pl 25 mM EDTA und 10-minuige Inkubation bei 65°C
gestoppt. Es ergab sich dadurch ein Gesamtvolumen von 19,4 pl, diesem wurde noch 0,6 pl
RNase-freies Wasser hinzugegeben. Im Anschluss wurden jeder Probe 1 ul Oligo(dT)20 (50
mM), 1 yl random Primers und 1 pl 10 mM dNTP Mix hinzugegeben und fur 5 min bei 70°C im
Thermocycler und darauffolgend fir 2 min auf Eis inkubiert. Im Anschluss wurden 11 pl dieses
Ansatzes jeweils mit 4 pl des Mastermixes (Tab. 21) mit oder ohne reverser Transkriptase
vermischt, sodass je Probe 16 pl cDNA und 16 pl —RT-Kontrolle vorlagen. Im Anschluss
wurden die Ansatze bei 50°C fur 50 min inkubiert und die Reaktion durch eine Erhitzung auf
85°C fur 5 min abgeschlossen. Die synthetisierte cDNA wurde im Anschluss bis zur

Verwendung bei -20°C gelagert.

Tabelle 21: cDNA-Synthese-Mastermix fir isolierte tracheale Epithelzellen.

Komponenten +RT -RT
5x RT buffer 3ul 3ul
RNaseOUT (40 U/ul) 0,5 ul 0,5 ul
0,IM DTT 05u | 0,5l
SuperScript lll reverse Transcriptase 1l oul
RNase-freies Wasser O ul 1l
RNA-Ansatz 11 pl 11 pl
Vol. gesamt: 16 pl 16 pl
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2.25.2.3PCR

Fur die PCR wurde als Template die in Abschnitt 2.2.5.2.2 synthetisierte cONA verwendet. Die
Primer (Tab. 10) wurden jeweils im gleichen Verhaltnis (forward und reverse) miteinander
vermischt und mit den anderen in Tab. 22 aufgefihrten Komponenten des PCR-
Reaktionsmixes zusammengebracht. Die PCR wurde mit einem Thermocycler (Thermocycler
Mastercycler Gradient) nach dem in Tab. 23 aufgefiihrtem Programm durchgefihrt. Die PCR-
Produkte wurden im Anschluss mittels Gelelektrophorese wie in Abschnitt 2.2.5.1.3

beschrieben nach ihrer Gréf3e aufgetrennt und mittels UV-Licht visualisiert.

Tabelle 22: Reaktionsmix fur die PCR.

Komponenten Menge
AmpliTaq Gold 0,1 pl
10x PCR Buffer 2ul
25 mM MgCl; 1,6
RNase-freies Wasser 13,8 ul
dNTP-Mix je 10 mM 0,5 pl
Primer-Mix (Forward und Reverse) 1l
DNA 1l
=20 ul

Tabelle 23: PCR-Protokoll.

Nummer | PCR-Schritt Temperatur | Dauer
1 Aktivierung Polymerase 95°C 3 min
2 DNA-Denaturierung 95°C 30s
3 Primerhybridisierung 60°C 30s
4 Elongation 72°C 30s
2-4 Schritte 2-4 fir 40 Zyklen wiederholt
5 Finale Elongation 72°C 7 min.
6 Lagerung 4°C dauerhaft
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2.2.6 Partikeltransportmessungen
2.2.6.1 Vorbereitung

Der Versuchsaufbau fur die PTS- (particle transport speed) und CBF- (ciliary beat frequency)
Messungen ist in Abb. 21 dargestellt. Die Trachea wurde wie in Abschnitt 2.2.1.1 beschrieben
prapariert und wie bei Whole-Mount-Praparaten wurde der Musculus trachealis der Lange
nach aufgeschnitten. Die Trachea wurde anschlielend in ein Delta-T-Kulturschalchen
Uberfuhrt, welches zuvor mit 1,5 ml Sylgard (Silikonelastomer) ausgegossen wurde. Die
Trachea wurde mit Minutien so aufgespannt, so dass das Trachealepithel nach oben in
Richtung des Objektives zeigte. Dabei wurde darauf geachtet, dass die Trachea nicht zu sehr
gestreckt wurde (Abb. 22). Anschliel3end wurde das Delta-T-Schélchen in die Halterung des
Objekttisches eingespannt, 2 ml vorgewarmter Hepes-Puffer (Tab. 15) hinzugegeben und die
Heizung gestartet. Diese wurde so eingestellt, dass im Schélchen eine Temperatur von 30-
31°C vorlag; diese wurde wahrend der gesamten Messung in regelméfigen Abstanden
kontrolliert. Die Trachea wurde unter einem 20x Eintauchobjektiv betrachtet. Zum Zeitpunkt
des Todes des Versuchstieres (Durchtrennung der Vena cava) wurde eine Stoppuhr gestartet;
in der Regel vergingen vom Tod bis zur fertigen Praparation der Trachea und Uberfiihrung in
das Mikroskop 5-6 min. In das Schéalchen wurden 20 min nach dem Tod des Tieres 2 pl
Dynabeads hinzugeben, dies entspricht in etwa 60.000 Polystyrenkiigelchen. Die Messung
der PTS begann 30 min nach dem Tod des Versuchstieres.

LED-Stimulation LED-Lichtquelle

'/ Heizung

M ,,,_//
Lampe

Videoaufnahme/Auswertung

Abbildung 21: Versuchsaufbau fir Partikeltransport- und Zilienschlagmessungen. An
ein Lichtmikroskop (Olympus BX51) mit einem beheizbaren Objekttisch (Delta-T-Dish-System)
wurde eine Digitalkamera (Sumix SMX150) angeschlossen und die Kamera mit einem
Computer verbunden, auf dem die Videos aufgenommen werden (Streampix Ill). An diesem
Computer erfolgte auch die Auswertung der Videos (Image Pro Analyzer). Fir die
optogenetischen Experimente wurde eine LED-Lichtquelle (Prizmatix In-Vitro Optogenetics
Toolbox) verwendet, welche LED-Licht mit einer Wellenlange von 456 nm emittierte. Die
Pulsdauer und Frequenz (8 Hz, 60 ms) wurde mit Hilfe der Software Primzatix Pulser V.2.3.1
gesteuert.
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Abbildung  22: Praparation der Trachea  fur  Partikeltransport- und
Zilienschlagmessungen. Linkes Bild: Trachea wurde freigelegt, der Rahmen kennzeichnet
die Lage der Trachea, welche anschlieRend kaudal des Larynx und oberhalb der Bifurkation
abgesetzt wurde (Bifurkartion ist im Bild durch den Thymus (wei3liches Gewebe) verdeckt).
Mittleres Bild: Trachea wurde entnommen, der Musculus trachealis durchtrennt und die
Trachea mit Minutien fixiert. Rechtes Bild: VergroRerung der aufgespannten Trachea,
Knorpelspangen sind als weililiche Steifen zu erkennen; zwischen den Knorpelspangen, in
den transparenter erscheinenden Bereichen, wurden die Messungen durchgefihrt.

2.2.6.2 Durchfiihrung

Fur die Messung wurde ein Bereich zwischen den Knorpelspangen ausgewahlt, welcher
ungefahr in der Mitte der praparierten Trachea lag. Es wurde auf die sich bewegenden
Dynabeads kurz oberhalb der Zilien fokussiert. Die PTS-Messung startete 30 min nach dem
Tod des Tieres, bis zur 55. Minute wurde alle 5 min Videos aufgenommen, danach bis zum
Ende des Versuches alle 2 min. Jedes Video bestand aus 200 Aufnahmen, welche mit einer
Belichtungszeit von 20 ms und einem Abstand zwischen den Bildern von 85 ms aufgenommen
wurden, daraus ergibt sich eine ungefahre Videolange von ~16 s (12 Bilder/s). Die Videos
wurden mit einer Digitalkamera Sumix SMX150 und einer Auflosung von 640 x 51 Pixeln
aufgenommen. Die Zugabe der Substanzen erfolgte manuell mittels einer Pipette. Dazu wurde
die Substanz neben die Trachea pipettiert und im Anschluss der Puffer vermischt. Vor jedem
Video (60 s) wurde ebenfalls der Puffer vermischt, dies fuhrte zu einer gleichmafigen
Verteilung der Dynabeads vor jeder Videoaufnahme. Als Lebendkontrolle diente ATP
(100 pM), welches jeweils 8-10 min vor dem Ende des Versuches hinzugegeben wurde.
Versuche wurden nur berlcksichtigt, wenn die PTS um mindestens 30% auf ATP oder die
zuvor applizierte Substanz anstieg. Die zu untersuchende Substanz wurde zum Zeitpunkt min
59 nach To6tung hinzugefigt. Wurden mehrere Substanzen oder verschiedene
Konzentrationen getestet, erfolgte die nachste Applikation 10 min spater. Die Versuche

wurden auf eine Dauer von 110 min nach Tétung des Tieres beschrankt.
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Fur die optogenetischen Experimente wurde eine LED-Lichtquelle (Prizmatix In-Vitro
Optogenetics Toolbox) verwendet, welche LED-Licht mit einer Wellenlange von 456 nm fir 2

min emittierte. Dabei betrug die Pulsdauer 60 ms mit einer Frequenz von 8 Hz.

2.2.6.3 Auswertung

Fur die Auswertung der aufgenommenen Filme wurden diese mit der Software Image Pro
Analyzer verarbeitet. Zuerst wurden die Filme von 12 Bit auf 8 Bit umgewandelt (Abb. 23A). In
einem zweiten Schritt wurde durch die Software der Hintergrund abgezogen, dabei werden
sich bewegende Objekte, z.B. die Partikel, in Schwarz dargestellt (Abb. 23B). In einem
weiteren Schritt wurde manuell der Schwellenwert so gesetzt, dass nur die sich bewegenden
Partikel ausgewertet wurden (Abb. 23C). Dieser Schritt ist nétig, da die Software nicht in der
Lage ist, andere Objekte, welche sich ebenfalls bewegen, z.B. Zilien, von den sich
bewegenden Partikeln zu unterscheiden. Um die PTS zu berechnen, wurde die
Durchschnittsgeschwindigkeit bestimmt, mit der sich die Partikel tGber die Tracheaoberflache
bewegen. Dabei wurden nur Partikel bertcksichtigt, welche in mindestens 10 aufeinander
folgenden Bildern sichtbar waren. Fir jeden Partikel wurde eine Durchschnittsgeschwindigkeit
in um/s berechnet und dann die Geschwindigkeit aller Partikel gemittelt. Die Geschwindigkeit
der Partikel wurde durch die zurlickgelegte Distanz des Partikels zwischen zwei Bildern
berechnet. Im Durchschnitt wurden pro Video 50 bis 300 Partikel ausgewertet (Abb. 23D). Um
den Effekt von Substanzen auf die PTS zu untersuchen, wurde die PTS vor Applikation mit
dem Wert 8 min nach Applikation verglichen und entweder der Unterschied in um/s oder %-
Anstieg im Vergleich zum Wert vor der Applikation bestimmt. Auch bei der optogenetischen
Stimulation wurde die PTS vor und 8 min nach Applikation des LED-Stimulus bestimmt und

der prozentuale Anstieg ermittelt.

83



2. Material und Methoden

e -

S ST
e
e

Abbildung 23: Auswertung der PTS-Messungen. A: Originalaufnahme einer C57BL/6J-
Trachea 30 min nach dem Tod des Tieres. Dynabeads (Partikel) sind als schwarze Punkte zu
erkennen. B: Gleiche Aufnahme wie in A in 8-bit Greyscale, nach Abzug des Hintergrundes.
Partikel sind als schwarze Punkte zu erkennen, wei3e Punkte stellen den Startpunkt von
Partikeln dar, sich bewegende Zilien sind ebenfalls zu erkennen. C: Einstellung des
Schwellenwertes flr die Erkennung der Partikel, Partikel, welche ausgewertet werden, sind rot
markiert. D: Die Strecke, welche einzelne Partikel im Verlauf des Films zurlickgelegt haben,
ist als Pfeil zu erkennen.

2.2.7 CBF-Messungen

Fur die CBF-Messungen wurde die Trachea in gleicher Weise prapariert und vorbereitet, wie
fur die PTS-Messungen. Ebenso wurde das gleiche experimentelle Equipment verwendet,
jedoch wurde ein Eintauchobjektiv mit 40x Vergro3erung verwendet. Es wurde so fokussiert,
dass die Zilien zu erkennen waren. Fir die CBF-Versuche wurden Tracheen unabhéangig von
PTS-Versuchen verwendet. Die Videos wurden zu den gleichen Zeitpunkten wie bei den PTS-
Messungen aufgenommen. Die Videos wurden jedoch mit einer hoheren Bildrate
aufgenommen; so wurde eine Belichtungszeit von 7,7 ms und ein Abstand zwischen zwei
Bildern von 7,5 ms gewahlt (105 Bilder/s), es wurden 1000 Aufnahmen pro Video
aufgenommen, die durchschnittliche Filmlange betrug 11 s. Fir die Auswertung der Videos

wurde ein Plug-In fir die Software MATLABP verwendet. Dieses Plug-In wurde von Herrn Dr.
84



2. Material und Methoden

Mario Pieper und Herrn Prof. Dr. Peter Konig von der Universitat Libeck programmiert. Das
Plug-In wertet dabei Unterschiede in der Helligkeit von einzelnen Pixeln unter Verwendung der
Fourier Transformation aus. Fir die Auswertung wurden die einzelnen zilientragenden Zellen
manuell markiert und jeweils ROI (regions of interest) gesetzt (Abb. 24). Zur Substraktion des
Hintergrundes wurde ein ROI auf eine Stelle gesetzt, in der sich keine zilientragenden Zellen

befanden. Pro Video wurden 25-40 Zellen ausgewertet und der Mittelwert pro Video gebildet,

die CBF wurde in Hz angegeben.

Abbildung 24: Auswertung der CBF-Messungen. Linkes Bild: Durchlichtaufnahme bei 40x
ObjektivvergréRerung, zilientragende Zellen zu erkennen. Rechtes Bild: ROl (blaue
Kastchen) wurden so gesetzt, dass sich nur Zilien in den ROI befanden.

2.2.8 Kontraktionsmessungen der Harnblase

Die Kontraktionsmessungen der Harnblase von Tas2r-Ko-Mausen wurden von Frau Maryam
Keshavarz, PhD, am Institut fir Anatomie und Zellbiologie der JLU durchgefuhrt. Hierzu wurde
die Harnblase der Tiere prapariert und langs in zwei Hélften geteilt. Diese wurden in MEM-
Medium versetzt mit 1% Penicilin und Streptomycin Gberfiihrt und in ein Organbad an Hakchen
eingespannt. Die Temperatur wurde konstant auf 37°C gehalten, die Messungen wurden in
MEM-Medium durchgefihrt. Das Medium wurde stéandig mit einem Gasgemisch aus 21 % O
und 79% N, durchgast. Die Hakchen wurden jeweils mittels eines Fadens mit einem
Kraftaufnehmer (PowerLab 8/30) verbunden und die Kontraktionskraft mit der Software
Labchart aufgezeichnet. Bestimmt wurde in Kontraktionskraft in Gramm.

2.2.9 Stimulation der Trachea fiir ACh-Konzentrationsmessungen

Die Trachea wurde fir diese Versuche in Hepes-Puffer mit 10 pM-Eserin inkubiert. Eserin
verhindert den Abbau von ACh durch Esterasen. Der Hepes-Puffer war stets auf 37°C
vorgewarmt. Die gewonnen Uberstande wurden jeweils direkt nach der Entnahme in fliissigem
Stickstoff schockgefroren und bis zur Verwendung bei -80°C gelagert.
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2.2.9.1 Stimulation mit -MKKFRW

Fur die Stimulation der Trachea wurde diese wie fur die Whole-Mount-Praparation (Abschnitt
2.2.1.1) prapariert. Im Anschluss wurde die Trachea in ein 1,5 ml Reaktionsgefal Gberfuhrt
und mit Hepes-Puffer (Tab. 15) gewaschen. AnschlieBend wurde sie in ein neues 1,5 ml
Reaktionsgefald Gberfuhrt, in dem 500 pl Hepes-Puffer vorgelegt wurden, und fir 15 min bei
37°C im Wasserbad inkubiert (Kontrolliiberstand). Im Anschluss wurde die Trachea mit einer
Pinzette herausgenommen und entweder in ein Reaktionsgefald mit Hepes-Puffer + 10 pM f-
MKKFRW oder in ein Réhrchen ohne f-MKKFRW Uberfihrt und nochmals fur 15 min inkubiert

(stimulierter Uberstand). Der Versuchsablauf ist schematisch in Abb. 25 dargestellt.

f-MKKFRW
]
[
15 min Inkubation, 15 min Inkubation,
Kontroliiberstand gleiche Trachea + i-MKKFRW

oder ohne f-MKKFRW
stimulierter Uberstand

M3 Reporter HPLC
cells

Abbildung 25: Stimulation der Trachea durch f-MKKFRW fur ACh-
Konzentrationsmessungen. Schematische Darstellung des Versuchsablaufs. Modifiziert aus
Perniss et al. 2020b.

2.2.9.2 Stimulation durch LED

Fur die Stimulation der Trachea wurde diese wie fir die Whole-Mount-Praparation (Abschnitt
2.2.1.1) prapariert. Im Anschluss wurde diese in eine Petrischale, welche mit Sylgard
ausgegossen war, Uberfuihrt. Die Petrischale wurde auf eine Heizplatte (37°C) gestellt. Die
Trachea wurde auf einer Wachsplatte mit Minuten aufgespannt, sodass die Epithelflache nach
oben zeigte. Im Anschluss wurde 200 ul Hepes-Puffer auf die Tracheaoberflache pipettiert, fur
5 min inkubiert und im Anschluss abgenommen (Kontrolliberstand). Darauffolgend wurde
wieder 200 pl Hepes-Puffer auf die Tracheaoberflache pipettiert und LED-Licht wie in Abschnitt
2.2.6.1 beschrieben fur 2 min appliziert. Im Anschluss wurde die Trachea fir 3 weitere min
inkubiert. Die Kontrollversuche ohne LED-Stimulation wurden dementsprechend fir 5 min

inkubiert (stimulierter Uberstand) (Abb. 26).
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LED-Stimulation LED-Lichtquelle

= b

o

5 min Inkubation, 5 min Inkubation, gleiche Trachea
Kontroliiberstand stimulierter Uberstand

HPLC

Abbildung 26: LED-Stimulation der Trachea fir ACh-Konzentrationsmessungen.
Schematische Darstellung des Versuchsablaufs.

2.2.10 ACh-Konzentrationsmessungen mittels HPLC

Die HPLC-Messungen wurden von Helene Lau aus der Arbeitsgruppe von Herrn Prof.
Dr. Jochen Klein am Institut fur Biochemie und Pharmazie der Goethe Universitat Frankfurt
durchgefiihrt. Hierzu wurden die trachealen Uberstande (200 pl je Uberstand) aus den
Versuchen, welche in Abschnitt 2.2.9 beschrieben wurden, genutzt. Eine ausfiihrliche
Beschreibung der Methodik kann in den Publikationen (Lietsche et al. 2016; Perniss et al.

2020b) nachgelesen werden.
2.2.11 Messungen der [Ca?']i in Neuronen des JNC und M3-Reporterzellen

2.2.11.1 Beschichtung von Deckglaschen mit Laminin und Poly-L-Lysin

Sowohl isolierte Neurone aus dem JNC als auch die M3R-Reporterzellen wurden auf
Glasdeckglaschen mit einem Durchmesser von 12 mm ausgesét. Diese wurde zuvor mit einer
Mischung aus Laminin und Poly-L-Lysin beschichtet. Dazu wurden die Deckgldschen einzeln
mit einer Pinzette zuerst in Aceton getaucht, dann in dest. Wasser und abschliel3end in 100 %
EtOH und danach in einem autoklavierten Glasgefald auf einem sterilem Filterpapier zum
Trocknen ausgelegt. Danach wurden die Deckglaschen bei 180°C fur 3 h gebacken, um diese

zu sterilisieren. Im Anschluss wurden die Deckglaschen in eine feuchte Kammer tberfihrt und
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mit je 150 ul einer Mischung aus Poly-L-Lysin (1:2) und Laminin (1:100) in Ampuwa bedeckt.
Die Deckglaschen inkubierten anschlieBend tber Nacht bei Raumtemperatur. Am nachsten
Tag wurden die Deckglaschen 4x mit Ampuwa gewaschen und anschliel3end getrocknet und

bis zu Verwendung in einem sterilen Glasgefald bei Raumtemperatur gelagert.

2.2.11.2 Isolation von Neuronen des JNC

Der Isolationsprozess ist in Abb. 27 schematisch dargestellt. Der JNC wurde nach der
Préaparation (Abschnitt 2.2.1.4) zunachst mit einer Federschere mechanisch zerkleinert und
darauffolgend fir 30 min in einer Dissoziationslosung bestehend aus 1 ml HBSS versetzt mit
je 2 mg Dispase und Kollagenase A bei 37°C inkubiert. Im Anschluss wurden die JNC-Stlcke
mit einer Glaspipette mit einer Offnung von ca. 3 mm 10-mal angesaugt und nochmals fiir 15
min bei 37°C inkubiert, darauffolgend mit einer Glaspipette mit einer Offnung von ca. 2 mm
10-mal angesaugt und erneut inkubiert und zuletzt mit einer Glaspipette mit einer Offnung von
ca. 1 mm 10-mal angesaugt und danach in ein 15 ml-Falcon R6hrchen mit 10 ml L-15-Medium
versetzt mit 5% FCS (Fetales Kalberserum) und 1% Penicillin und Streptomycin tberfiihrt. Das
Ansaugen der JNC-Stiicke in Glaspipetten mit kleiner werdenden Offnungen fiihrte zu einer
weiteren mechanischen Vereinzelung. AnschlieRend wurden die JNC-Stticke bei 3000 rpm fiir
3 min zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und das Pellet in L-15-Medium resuspendiert,
dieser Schritt wurde 2x wiederholt. AbschlieRend wurde das Pellet in 500 pl L-Medium gel6st
und je 10 pl auf vorbereitete Deckglaschen (Abschnitt 2.2.11.1) gegeben. Diese wurden zuvor
in eine 24-Well Platte vorgelegt. Die Deckglaschen inkubierten fur 2 h im Brutschrank bei 37°C
und 5% CO.. In dieser Zeit hefteten sich die isolierten Neurone an die Deckgléaschen, tote
Zellen oder Immunzellen dagegen sind nicht adharent. Anschlie3end wurden 500 pl L-15-
Medium auf die Deckglaschen gegeben und wieder abgenommen. Danach wurde nochmals

500 pl L-15-Medium dazugeben und die Neurone tber Nacht inkubiert.
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Abbildung 27: Schematische Darstellung der Isolation von Neuronen aus dem JNC.

Abbildung 28: Isolierte Zellen aus dem JNC von a3-GFP-M&ausen. Neurone, welche
nAChRa3 exprimieren, sind GFP-positiv. Modifiziert aus Perniss et al. 2020b.
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2.2.11.3 Vorbereitung der M3-Reporterzellen

Die CHO-K1-Zelllinie hat ihren Ursprung in Epithelzellen aus dem Ovar von chinesischen
Hamstern. Diese Zelllinie wurde so verandert, dass diese den muskarinischen
Acetylcholinrezeptor M3 der Ratte Uberexprimiert. Die Zelllinie wurde von ATCC (American
Type Culture Collection) bestellt und hat die Identifikationsnummer M3WT4 (CRL-1981). Die
Zellen wurden am Versuchstag frisch aufgetaut und auf Deckglaschen ausgesat, welche zuvor
beschichtet wurden (Abschnitt 2.2.11.1). Dazu wurden die Zellen sofort nach dem Auftauen in
10 ml HAMs F12-K Medium mit 10 % FCS und jeweils 1 % Penicillin und Streptomycin gelost.
Danach wurden die Zellen fiur 5 min bei 3000 rpm zentrifugiert und neues Medium
hinzugegeben, die Zellzahl mittels Neubauer-Zahlkammer bestimmt und je Deckglaschen ca.
10.000 Zellen ausgesat (ca. 200 ul je Deckglaschen). Die Deckglaschen wurden fir 1 hin 24
Well-Platten bei 37°C und 5 % CO: im Inkubator inkubiert und anschlie3end mit Medium
bedeckt.

2.2.11.4 Messung der [Ca?*]i in Neuronen des JNC

Die isolierten Neurone wurden nach der Vereinzelung (Abschnitt 2.2.11.2) und Inkubation Uber
Nacht mit frischem L-15-Medium gewaschen und anschlie3end fur 30-90 min in 8 pM Fura-
2AM (geldst in DMSO und verdunnt in Medium) inkubiert. Anschlielend wurden die
Deckglaschen in ein Delta-T-Dish gelegt und mit einem Gewicht beschwert; dieses verhinderte
das Verrutschen der Deckglaschen durch die Perfusion oder Zugabe der Pharmaka.
AnschlieBRend wurde das Deckglaschen mit 37°C warmen Locke-Puffer (Tab. 16)
superfundiert. Der Locke-Puffer wurde in einem Wasserbad bei 37°C vorgewdrmt und
wahrend der gesamten Versuchsdauer mit Carbogen begast. Fir die Messungen wurde ein
20x Eintauchobjektiv verwendet. Es wurde jede Sekunde ein ,Bild“ aufgenommen, wobei jedes
,Bild“ aus zwei Einzelbildern bestand, welche bei einer Anregungswellenlange von 340 nm
und 380 nm aufgenommen wurden. Freies Fura-2AM wird bei 380 nm angeregt, gebundenes
Fura-2AM bei 340 nm. Es wurde jeweils die Fluoreszenzintensitat bestimmt und ein Verhéltnis
(340/380) aus diesen gebildet.

Vor jeder Messung wurde ein Bild des zu untersuchenden Ausschnitts im FITC-Filter (460-490
nm, Anregung) aufgenommen, um GFP-positive Zellen zu identifizieren (Abb. 28). Fir die
Messungen wurde die Perfusion unterbrochen und nach 1 min erfolgte die Applikation der
ersten Substanz, z.B. -MKKFRW (10 pM Endkonzentration). Die Substanz wurde dazu immer
in 500 pl Locke-Puffer verdinnt und seitlich am Objektiv langsam hinzugegeben. Zuvor wurde
der Ein- und Auslauf so eingestellt, dass sich in der Kammer 2 ml Puffer befanden. Die
Konzentration der Substanz wurde auf das Endvolumen von 2,5 ml berechnet. Nach der
Applikation der Substanz wurden fur 30 s Bilder aufgenommen und im Anschluss die Perfusion

fur 2 min angeschaltet. Im Anschluss wurde die Perfusion wieder abgeschaltet und nach 30 s
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die nachste Substanz appliziert, z.B. Nikotin (100 uM Endkonzentration); 30 s spater wurde
die Perfusion wieder fir 2 min angeschaltet. Zum Abschluss jeder Messung erfolgte die
Applikation von Capsaicin (300 nM) als Lebendkontrolle. In einer zweiten Versuchsserie wurde
vor der Applikation von Nikotin der nAChR-Antagonist Mecamylamin (100 uM) appliziert. Der
Versuchsablauf ist in Abb. 29 schematisch dargestellt.
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Abbildung 29: Schematische Darstellung des Versuchsablaufes der Messung der [Ca?'];
von JNC-Neuronen.

Fur die Auswertung der Versuche wurde die Baseline der Fura-2-Ratio bestimmt, dazu wurde
der Mittelwert aus 15 Bildern (15 s) vor der Applikation des jeweiligen Pharmakons bestimmt.
Im Anschluss wurde die prozentuale Veranderung, verursacht durch die Applikation eines

Pharmakons, im Vergleich zur Baseline ermittelt (AFura-2-Ratio [%]).

Es wurden insgesamt 2 voneinander unabhangige Experimente durchgefihrt; jeweils wurden
die Neurone von 3-Tieren isoliert und analysiert. Im Anschluss wurden die Daten gepoolt
dargestellt. Es wurden nur Zellen ausgewertet, welche ein GFP-Signal aufwiesen und auf
entweder Nikotin und/oder Capsaicin mit einem Anstieg von mehr als 20% der Fura-2-Ratio

im Vergleich zur Baseline reagierten.

2.2.11.5 Messung der [Ca?]i in M3-Reporterzellen

Die Messung der [Ca?']iin M3-Reporterzellen fand in Zusammenarbeit mit Lucas Delventhal
vom Institut fiir Anatomie und Zellbiologie, JLU Giel3en, statt, dabei tibernahm Herr Delventhal
teilweise die Auswertung der Versuche und assistierte bei den Messungen. Die M3-
Reporterzellen wurden nach dem Absetzen mit frischem HAMs F12-K Medium gewaschen
und anschlieRend fir 30-90 min in 8 uM Fura-2 AM (gel6st in DMSO und verdinnt in Medium)

inkubiert. Die Messung der [Ca?*); erfolgte nach dem gleichen Prinzip wie zuvor beschrieben
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fur die JNC-Neurone. Die Baseline wurde wieder aus dem Mittelwert der 15 Werte vor der
Applikation des Stimulus berechnet. Am Ende jeder Messung wurde ACh (1 uM) appliziert; nur
Zellen, welche zuvor auf einen Stimulus oder ACh am Ende mit einer Veranderung der [Ca?*];
von mehr als 10% reagierten, wurden ausgewertet. Um zu Uberprufen, welche ACh-
Konzentration zu einem Anstieg der [Ca?]i in den Reporterzellen fihrte, wurde fir jede
Konzentration ein neues Deckglaschen verwendet. Bei der repetitiven Applikation von ACh

wurde zwischen jeder Gabe ein Waschschritt von 2 min durchgeftihrt.

Fur die Untersuchung der trachealen Uberstande wurden die Deckglaschen fur 1 min
gemessen, danach erfolgte die Applikation des Uberstandes (100 pl). Im Anschluss wurde fiir
1 min gemessen und darauffolgend das Deckglaschen mit Locke-Puffer fir 3 min perfundiert.
AbschlieRend erfolgte die Gabe von ACh (1 uM). Fir die Versuche mit Atropin (1 pM) wurde
dieses 30 s vor der Applikation des Uberstandes hinzugegeben. Der Versuchsablauf ist in
Abb. 30 schematisch dargestellt. Jeder Uberstand wurde mindestens an zwei Deckglaschen

in voneinander unabhangigen Experimenten getestet.
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Abbildung 30: Schematische Darstellung des Versuchsablaufes der Messung von M3-
Reporterzellen.
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2.2.12 Nachweis und Kultivierung von B. pseudohinzii

Um zu untersuchen, ob und in welchem Ausmal3 die Tiere der Linie Trpm5-Ko durch das
Bakterium B. pseudohinzii besiedelt waren, wurden Proben dieser Tiere mikrobiologisch
untersucht. Dazu wurde nach dem Toéten des Versuchstieres ein Oropharyngealabstrich
durchgefuhrt und der proximale Teil der Trachea (2-3 Ringe) sowie der kaudale Lappen der
rechten Lunge entnommen. Die Gewebeproben wurden anschlieRend in einer Kugelmuhle
zerkleinert und an Frau Nadine Schmidt vom Institut fir Institut fur Hygiene und
Infektionskrankheiten der Tiere der JLU Giel3en Ubergeben. AnschlielRend wurden die Proben
auf Blutagarplatten ausgestrichen und Kolonien, welche einen fir Bordetellen typischen
Phanotyp aufwiesen, gezadhlt. Zudem wurden einzelne Kolonien auf Selektivagarplatten
(Blutagar mit Cephalexin 20 mg/ml, Nutrient Broth No. 2 mit Neomycin 2 mg/ml und Bacitracin
3 mg/ml und Gassner-Agarplatten) ausgestrichen. Die gewachsenen Kolonien wurden
zusatzlich gepickt und per MALDI-TOF-MS (Matrix—Assistierte Laser—Desorption—lonisierung
(MALDI) mit der Flugzeitanalyse (engl. time of flight, TOF) freigesetzter lonen zur
Massenspektrometrie analysiert und die Bakterienspezies bestimmt und Uberprift. Die
Bakterienzahl wurde semiquantitativ bestimmt (Score 0 = keine Bakterien, Score 1 = 5-50
Bakterien, Score 2 = 50-200 Bakterien, Score 3 >200 Bakterien). Die Analyse erfolgte
verblindet, so hatten die durchfiihrenden Personen keine Kenntnisse Uber den Genotyp der
Versuchstiere. Die genaue Methodik der Kultivierung und Bestimmung ist in (Perniss et al.
2018; Perniss et al. 2020b) beschrieben. Der schematische Ablauf ist in Abb. 31 dargestellt.

Trachea und Lungenprobe, gewogen
und mit Kugelmihle zerkleinert

Kultivierung der Bakterien auf

‘

Oropharyngealabstnch /

Blutagarplatte Selektivagarplatte

i >

o,

Bestimmung der
Bakterienzahl

Identifikation der isolierten
Bakterien mittels MALDI-TOF MS

Abbildung 31: Schematische Darstellung der Isolation und Kultivierung von
B. pseudohinzii.
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2.2.13 Infektionsexperimente mit S. pneumoniae.

In diesen Versuchen wurden Mause intranasal mit dem Bakterium S. pneumoniae des Typs
PN36 infiziert. Die Versuchsleitung lag dabei bei Prof. Dr. Martin Wirtzenrath und Frau Dr.
Geraldine Nouailles von der Medizinischen Klinik mit Schwerpunkt Infektiologie und
Pneumologie der Charité Berlin. Die Versuchsplanung und Antragsstellung erfolgten in
Zusammenarbeit mit Frau Prof. Dr. Gabriela Krasteva-Christ, Universitat des Saarlandes,
Homburg. Die Versuchstiere wurden ebenfalls von Frau Prof. Dr. Gabriela Krasteva-Christ zur
Verfiigung gestellt. Die Versuchsdurchfiihrung erfolgte durch Dr. Sandra Wienhold und
Alexander Perniss. Genehmigt wurden die Versuche durch das Landesamt fir Gesundheit und
Soziales Berlin (Genehmigungsnummer G0266/11). Ich assistierte bei der Infektion der Tiere,
Ubernahm das Monitoring der Tiere, euthanasierte die Tiere, entnahm die Proben fiir die
histologischen Untersuchungen, fihrte die Bestimmung der CFU durch und untersuchte die
Anzahl der SCCC. Die pathologische Untersuchung der Tiere erfolgte durch die Kolleginnen
Dr. Kristina Dietert und Dr. Corinne Gurtner des Institutes flr Veterindrpathologie der FU
Berlin. Die angesetzte Versuchsdauer betrug 10 Tage nach Infektion. Die Versuche wurden
mit Tieren der Linie Trpm5-DTA und Kontrolltieren durchgefiihrt. Als Kontrolltiere dienten, wie
bei den PTS-Versuchen, Trpm5-IRES-CRE (W), verpaart mit R26:lacZbPAfloxDTA = Trpm5-
DTA*). Fur die Versuche wurden mannliche und weibliche Tiere in einem Alter von 9-16
Wochen verwendet. Insgesamt wurden 18 Trpm5-DTA und 18 Kontrolltiere infiziert, ein Trpm5-
DTA-Tier wurde aus der Auswertung entfernt, da in nachfolgenden Immunmarkierungen
TRPM5*-Zellen im Trachealepithel beobachtet werden konnten. Es wurden zwei voneinander
unabhangige Versuchsreihen durchgeflihrt. Ein Monitoring der Tiere fand alle 12 h statt. Dabei
wurden sowohl das Kdrpergewicht als auch die Korpertemperatur kontrolliert. Eine Abnahme
des Koérpergewichts um mehr als 20% in Bezug auf das Ausgangsgewicht des Tieres und eine
Korpertemperatur <35°C sowie ein stark vermindertes Allgemeinverhalten oder eine auffallige
Atmung fuhrten zu einer sofortigen Euthanasie des Tieres; die Uberlebenszeit der Tiere wurde

in Kaplan-Meier-Kurven dargestellt.

2.2.13.1 Infektion der Versuchstiere

Zunédchst wurden die Bakterien mit einer Impfése von einer bestehenden kolonisierten
Columbia-Blutagarplatte (mit 5 % Schafsblut) frisch ausgestrichen und fur 9-10 h bei 37°C
und 5 % CO: inkubiert. AnschlieRend wurden von dieser Platte einzelne Kolonien in das
Anzuchtmedium (18 ml THY-Nahrlésung und 2 ml FCS) uberfihrt, darauffolgend wurde die
Bakterienkultur solange kultiviert, bis diese eine OD (optische Dichte) von 0,3-0,4 erreichte.
War dies der Fall, wurde die Bakterienkultur fiir 10 min bei 2000 g zentrifugiert, der Uberstand
abgenommen und das Pellet resuspendiert. AnschlieBend wurde die OD bestimmt, dabei

entsprach eine OD von 0,1 einer Bakterienanazahl von 1 x 108 CFU/ml. AnschlieBend wurde
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so viel PBS hinzugegeben, dass die OD ~0,01 betrug, dies entsprach einer CFU/ml von 10°.
Von dieser Bakterienkultur wurde jedem Versuchstier 20 pl verabreicht, dies sollte einer CFU
von 2,5x10° pro Tier entsprechen. Nach der Infektion der Tiere wurden 20 pl der
Bakterienkultur in verschiedenen Verdinnungen auf Columbia-Blutagarplatten ausgestrichen

und die eigentliche Infektionsdosis bestimmt bzw. Uberprdft.

Fiar die Infektion wurden die Tiere gewogen und eine intraperitoneale Injektionsnarkose
durchgefuhrt. Hierzu wurde jedem Tier 8 mg / 100 g Kdrpergewicht Ketamin und 2,5 mg/100
g Korpergewicht Xylazin in NaCl-Losung (0,9 %) injiziert. Zum Schutz der Hornhaut der Augen
wurde den Mausen Thilo-Tears Augengel aufgetragen. Das Erreichen der gewiinschten
Narkosetiefe wurde Uberpruft und die Tiere in eine spezielle Halterung unter der Sterilbank
verbracht. Dabei wurden die Tiere an den oberen Schneidezdhnen fixiert und in jedes
Nasenloch 10 pl der Bakterienkultur mit einer Pipette vorsichtig appliziert. Kontrolltiere
erhielten je Nasenloch 10 pl PBS-Ldsung. Die Tiere wurden fiir 2-3 Minuten in dieser Position
gehalten und anschlieBend in die Kafige zurlickgebracht. Die Aufwachphase wurde in
regelmafigen Abstanden Gberwacht und ein Unterkiihlen der Tiere durch eine Rotlicht-Lampe

verhindert. Der Versuchsablauf ist in Abb. 32 schematisch dargestellit.

2.2.13.2 Tétung der Versuchstiere und Probenentnahme

Die Versuchsdauer wurde auf 10 Tage festgelegt. Wurde diese erreicht, erfolgte die Tétung
der Tiere und Probenentnahme. Dazu wurde das Tier mittels einer intraperitonealen Injektion
von 16 mg / 100 g Kdrpergewicht Ketamin und 7,5 mg/100 g Kérpergewicht Xylazin in NaCl-
Lésung (0,9 %) narkotisiert. Nach dem Erreichen einer adaquaten Narkosetiefe (Ausbleiben
des Zwischenzehenreflexes) wurde das Tier unter die Sterilbank verbracht und das Abdomen
erdffnet. Mittels einer 1 ml Spritze und einer 27 G Kantile wurde Blut aus der Vena cava inferior
entnommen und in ein mit EDTA versetztes Probenréhrchen tberfiihrt. Im Anschluss erfolgte
die Praparation der Lunge und Trachea. Hierzu wurde der Brustkorb eréffnet und die Lunge
entnommen, die Trachea wurde zuvor kurz unterhalb der Bifurkation abgetrennt und separat
weiterverarbeitet. Die Gewebe wurden in 4% PFA Uber Nacht fixiert. Die Lungen wurden fir
eine histologische Auswertung an Dr. Kristina Dietert und Dr. Corinne Gurtner vom Institut fur
Veterinar-Pathologie der FU Berlin Ubergeben. Die Trachea wurde von mir in Paraffin
eingebettet und 5 pm dicke Gewebeschnitte erstellt. Im Anschluss erfolgte eine

Immunfluoreszenz mit Antikérpern gegen TRPM5.
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2.2.13.3 Bestimmung der CFU im Blut

Um die Anzahl der Bakterien im Blut zu bestimmen, wurde Blut pur und in den Verdinnungen
1:10, 1:100 und 1:1000 auf Columbia Blutagarplatten mit 5 % Schafsblut ausgestrichen und
Uber Nacht bei 37°C und 5% CO: inkubiert. Die Bakterien wurden manuell gezahlt und die

Bakterienzahl anschliel3end in CFU/ml angegeben.

2.2.13.4 Histopathologische Untersuchungen

Die histopathologische Auswertung der Lungen wurde von Dr. Kristina Dietert und Dr. Corinne
Gurtner vom Institut fir Veterinarpathologie der FU Berlin durchgefiihrt. Dazu wurden die
Lungen in Paraffin eingebettet und 5 pum dicke Schnitte hergestellt. Diese wurden
anschlielend mit Hamatoxylin-Eosin angefarbt und je Lunge drei reprasentative Schnitte
ausgewertet. Die Antikorper-Markierung gegen S. pneumoniae wurde ebenfalls von Frau Dr.
Kristina Dietert durchgefiihrt und ausgewertet. Es erfolgte eine semiquantitative Auswertung,
welche bereits mehrfach zum Einsatz kam und publiziert wurde (Dietert et al. 2017; Berger et
al. 2018; Schauer et al. 2017).

Kultivierung bis

S. pneumoniae in Verdiinnung auf
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S
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intranasale infektion
mit 20 pl Bakterien
oder PBS

Abbildung 32: Schematische Darstellung der Infektionsexperimente mit S. pneumoniae
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2.2.14 Bioinformatische Analyse

Um zu untersuchen, in welchen Mikroorganismen die eingesetzten Peptide natirlich
vorhanden sind, wurde die bioinformatische Datenbank UniProt.org (universal protein
database) verwendet. AnschlieBend wurden unter den identifizierten Mikroorganismen
diejenigen Bakterien herausgesucht, welche Atemwegsinfektionen beim Menschen oder

Mausen hervorrufen kénnen.

2.2.15 Datenanalyse und statistische Auswertung

Die Bearbeitung von Bildern, z.B. Immunfluoreszenz oder PCR-Ergebnissen, fand mit dem
Programm ImageJ (Version 1.8.0_172) statt. Es wurde stets das gesamte Bild verandert, so

wurde falls nétig der Kontrast oder die Helligkeit angepasst.

Die Ergebnisse der Versuche wurden, wenn nicht anders gekennzeichnet, als Mittelwert
(MW) * Standardfehler des Mittelwerts (SEM) angegeben. Die statistische Auswertung
erfolgte mit dem Programm Prism (Version 7), ebenso die Erstellung der Abbildungen,
zusatzlich wurde das Programm Inkscape (Version 0.92.3) fur die Erstellung der Abbildungen
verwendet. Die Schemata  wurden unter  Verwendung von BioRender
(https://app.biorender.com) und Adobe lllustrator (https:/adobe.com/de/products/illustrator)
erstellt. Die Daten wurden auf Normalverteilung getestet, hierzu wurde die mdglichst grofdte
Stichprobe mit dem D’Agostino-Pearson omnibus Test auf Normalverteilung hin Gberpruft.
Wurde eine Normalverteilung der Daten ausgeschlossen, so wurde bei voneinander
unabhangigen Proben ein Mann-Whitney-U Test durchgefiihrt. Lag eine Normalverteilung vor,
so wurde der ungepaarte t-Test angewendet. Wenn voneinander abhéngige Daten, z.B. Werte
vor und nach einer Stimulation, untersucht wurden, kam entweder bei einer Normalverteilung
der Daten der gepaarte t-Test oder im Falle einer Nicht-Normalverteilung der Daten der
Wilcoxon-Rangsummentest zum Einsatz. Mehrere Gruppen, die in Bezug auf ein Merkmal
verglichen werden sollten, wurden mit einer einfraktionellen Varianzanalyse (One-Way-
ANOVA) analysiert (Gewichte der Versuchstiere im Infektionsversuch). Wurden H&aufigkeiten
miteinander verglichen, z.B. das Vorliegen einer Infektion durch B. pseudohinzii, so wurde der
Chi-Quadrat-Test zur Datenanalyse herangezogen. Die Analyse der Kaplan-Meier-Kurven
(Uberlebenszeitanalyse) erfolgte durch Anwendung des Mantel-Cox-Testes. Ein Unterschied
zwischen zwei oder mehreren Gruppen wurde als statistisch signifikant bezeichnet, wenn

p < 0,05 vorlag.
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3. Ergebnisse

3.1 Chemosensorische Epithelzellen in der Trachea der Maus

3.1.1 Abgrenzung solitarer neuroendokriner Zellen von SCCC und Lokalisation im
Trachealepithel

Die epithelialen SCCC in der Trachea der Maus exprimieren verschiedene
Geschmacksrezeptoren und Komponenten, zu deren Signalkaskade z.B. PLC32, TRPM5 und
GNAT3 gehoren, welche typischerweise in den Geschmackszellen der Zunge zu finden sind
(Hofer et al. 1996; Krasteva et al. 2011). Zudem wurde die Expression des Enzyms ChAT,
welches fir die Synthese von ACh zustandig ist, in den SCCC nachgewiesen (Krasteva et al.
2011). Diese Befunde sollten zunachst validiert werden, da diese die Grundlage der

vorliegenden Arbeit bilden.

Hierzu wurden Gefrierschnitte von Tracheen und Zungen von ChAT-eGFP-Reporterméusen
angefertigt und mittels immunhistochemischen Methoden untersucht. Dabei dienten die
Geschmackszellen der Zunge, welche als Geschmacksknospen organisiert sind, als
Positivkontrolle. Sowohl in der Zunge als auch in der Trachea konnten Zellen mit Antikérpern
gegen eGFP (ChAT), TRPM5, GNAT3 und PLCB2 markiert werden. Dabei konnte eine Co-
Expression der Proteine eGFP, TRPM5 und GNAT3 sowie eine Co-Expression von eGFP,
PLCB2 und GNATS3 in Epithelzellen der Trachea und Zellen der Zunge beobachtet werden
(Abb. 33). Die fluoreszenzmarkierten Epithelzellen der Trachea wiesen eine polare
Organisation auf. So sal3en diese basolateral der Basallamina auf und wiesen apikal einen
stark markierten Punkt an der Spitze der Zelle auf, welcher in das Lumen der Trachea ragt
(Abb. 33B und D).

Einen weiteren Zelltyp im Trachealepithel der Maus stellt die solitare neuroendokrine Zelle
(PNEC) dar. Diese Zellen kdnnen anhand der Expression von PGP9.5 und/oder CGRP
identifiziert werden (Thompson et al. 1983; Cadieux et al. 1986). Wie in Abb. 34 dargestellt,
waren ChAT-eGFP-positive SCCC nicht PGP9.5- bzw. CGRP-positiv und konnten daher als
eigenstandiger Zelltyp von neuroendokrinen Zellen abgegrenzt werden. Ein quantitativer
Unterschied in der Anzahl von PNEC und SCCC konnte mit Antikdrpern gegen PG9.5 (PNEC)
und GFP (ChAT-eGFP, SCCC) in Whole-Mount-Praparaten nicht festgestellt werden
(p=0,0649; Mann-Whitney Test; n=6; Appendix Tab. 1). So lag in der Trachea von adulten
Tieren die durchschnittliche Dichte von SCCC bei 314 + 50 Zellen pro mm2 und bei PNEC bei
224 £ 10 Zellen pro mm2. Es konnte jedoch ein Unterschied in der Zelldichte sowohl von SCCC
als auch PNEC im Bereich zwischen den Knorpelspangen gegeniber dem Bereich Uber den

Knorpelspangen der Trachea beobachtet werden. Somit befanden sich mehr Zellen in den
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Bereichen zwischen den Knorpelspangen als tiber dem Knorpel (Abb. 34 und 35). Dies deckt
sich mit den Beobachtungen von Krasteva und Kolleginnen (Krasteva et al. 2011).
Sensorische Nervenfasern durchziehen das Epithel und waren sowohl immunreaktiv fur CGRP
als auch fur PGP9.5 (Abb. 34). Ein Anteil der PNEC (Abb. 34) sowie der SCCC stand in Kontakt
zu sensorischen Nervenfasern (Krasteva et al. 2011). Die Anzahl der SCCC war kranial im
Bereich des Larynx am hdchsten und nahm in Richtung Bifurkation immer weiter ab, so dass

nur noch vereinzelt SCCC in den Hauptbronchien gefunden werden konnten (Abb. 35).

ChAT-eGFP-Reportermaus

Abbildung 33: SCCC sind immunreaktiv far Proteine der
Geschmackstransduktionskaskade. A-D: IHC von Zungen (A, C) und Tracheen (B, D) von
ChAT-eGFP-Reportermausen. CLSM, Maximumintensitatsprojektion von 20-63 Schnitten mit
einer optischen Schnittdicke von jeweils 1-3 pm. A, C: Zellen der Geschmacksknospen der
Zunge sind immunreaktiv gegen eGFP (ChAT), PLCB2, GNAT3 und TRPMS5. B: Solitare Zellen
im Epithel der Trachea sind immunreaktiv gegen eGFP (ChAT), TRPM5 und GNAT3. D:
Solitdre Zellen im Epithel der Trachea sind immunreaktiv gegen eGFP (ChAT), PLC2 und
GNATS3. B, D: Die Spitze der Zellen erreicht das Lumen der Trachea (Pfeile). Kernfarbung mit
DAPI. Maf3stabsbalken: A-D: 20 pm.
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Abbildung 34: Chemosensorische Epithelzellen der Trachea der Maus. A-E: IHC an
Tracheen von ChAT-eGFP-Mausen. SCCC sind eGFP-positiv (Pfeile), PNEC und sensorische
Nervenfasern sind PGP9.5- (A, B, E) und CGRP-positiv (C, D); (PNEC: Pfeilspitzen). A: Die
Dichte von epithelialen chemosensorischen Zellen sowie Nervenfasern ist zwischen den
Knorpelspangen héher als Gber dem Knorpel. E: Die Spitze der chemosensorischen Zellen
erreicht das Lumen der Trachea (Pfeil). PNEC stehen in engem Kontakt zu PGP 9.5-positiven
Nervenfasern (Box). A-D: CLSM, Maximumintensitatsprojektion von 20-63 Schnitten mit einer
optischen Schnittdicke von jeweils 1-3 um. E: Fluoreszenzmikroskopie, Kernfarbung mit DAPI,
Falschfarbendarstellung. E: Modifiziert aus Mahmoud et al. 2021. Mal3stabsbalken: A, E: 50
pm; B-D: 20 pm.
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Abbildung 35: Verteilung der SCCC in der Trachea. A-B: IHC von Tracheen von TRPM5-
eGFP-Mausen, eGFP-Signal verstarkt mittels  Antikbrper.  Aufgenommen  mit
Fluoreszenzmikroskop Olympus BX51 in 20x Objektivvergrof3erung und automatisierter
Zusammensetzung der Einzelbilder, Falschfarbendarstellung. A: Longitudinalschnitt, Pfeile
markieren die Position von eGFP-positiven Zellen. B: Whole-mount-Préaparation. Die
Gesamtflache der Trachea ist umrandet.
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3.2 Charakterisierungen der eingesetzten Mauslinien

3.2.1 Reportermauslinien

Da im weiteren Verlauf dieser Arbeit verschiedene Reportermausstdmme verwendet und unter
anderem zur Quantifizierung von SCCC genutzt wurden, sollten diese zunéchst validiert
werden. Hierzu wurde die Expression des Reporterproteins, z.B. eGFP, unter dem Promotor
des Zielproteins, z.B. ChAT, mit der immunhistochemischen Markierung mittels Antikorper
gegen das Zielprotein verglichen. Zudem wurde Uberprift, ob eine Co-Expression mit
Proteinen der Geschmackstransduktionskaskade vorlag.

3.2.1.1 ChAT-eGFP

SCCC exprimieren das Enzym ChAT (Krasteva et al. 2011) (Abb. 33 und 36). In der Trachea
waren jedoch auch cholinerge Nervenfasern sowie eine Subpopulation von Immunzellen
ChAT- bzw. GFP-immunreaktiv (Abb. 36). Diese Immunzellen waren subepithelial lokalisiert.
Dabei handelt es vermutlich um Lymphozyten, welche im Rahmen eines entziindlichen
Geschehens in das Gewebe immigriert sind oder im geringen Maf3e auch ohne vorhandenes
Infektionsgeschehen auftreten kénnen. Zur genaueren Charakterisierung der ChAT-eGFP-
Reportermaus wurde untersucht, wieviel Prozent der eGFP-positiven Zellen im Epithel mit
Antikérpern gegen ChAT, TRPM5 und DCLK1 markiert werden kénnen. Hierzu wurden Whole-
Mount-Praparate verwendet. Dabei wurde das endogene eGFP-Signal stets mit einem
Antikorper gegen GFP verstarkt. Unter Verwendung von Antikdrpern gegen ChAT zeigte sich,
dass 77 + 4% der markierten Zellen im Epithel sowohl eGFP- als auch ChAT-immunreaktiv
waren, 21 + 4% der untersuchten Zellen exprimierten eGFP, konnten jedoch mit dem
Antikdrper gegen ChAT nicht angefarbt werden. Zudem waren 1 + 0,5% der Zellen nur ChAT-
Immunreaktiv und nicht eGFP-Immunreaktiv (n=3; Abb. 36E; Appendix Tab. 2). Dagegen
wiesen 87 + 9% der markierten Zellen eine Immunreaktivitat gegen TRPM5 und eGFP auf, 2
+ 0,4% der Zellen waren nur TRPM5-immunreaktiv und 11 + 9% der Zellen nur eGFP-
immunreaktiv (n=3; Abb. 36F; Appendix Tab. 3). Unter Verwendung von Antikorpern gegen
DCLK1 konnten 91 * 2% der Zellen doppelt markiert werden, 4 £ 2% der markierten Zellen
waren nur DCLK1-immunreaktiv und 5 = 1% der Zellen nur eGFP-immunreaktiv (n=3; Abb.
36G; Appendix Tab. 4).

AbschlieRend lasst sich aus diesen Ergebnissen schlussfolgern, dass sich sowohl TRPM5 als

auch DCLK1 als Marker dazu eignen, um die Anzahl von ChAT-positiven SCCC zu bestimmen.
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ChAT-eGFP-Reportermaus
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Abbildung 36: In SCCC der Trachea von ChAT-eGFP Reportermausen sind eGFP, ChAT,
DCLK1 und TRPMS5 co-lokalisiert. (A-D): IHC an Tracheen von ChAT-eGFP-Mausen, eGFP-
Signal verstarkt mittels Antikdrper. A: IHC an einem Gefrierschnitt. Nervenfasern sind im
Bereich des Epithels mit Antikdrpern gegen PGP9.5 markiert (umrandete Box). PGP9.5-
positive neuroendokrine Zelle (Pfeil). Im rechten Bildausschnitt sind die cholinergen
Motoneuronaxone des Nervus recurens immunreaktiv fur PGP9.5 und eGFP (ChAT).
Subepithelial gelegen sind einzelne Zellen eGFP-positiv, welche Immunzellen darstellen,
vermutlich Lymphozyten (umrandete Box). Eine cholinerge chemosensorische Zelle im Epithel
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ist ebenfalls eGFP-positiv (Pfeilspitze). Kernfarbung mit DAPI. B-D: Whole-mount-Préparate
von ChAT-eGFP-Reportertieren. B: eGFP-positive Zellen sind ebenfalls markiert mit
Antikérpern gegen ChAT. Pfeil weist auf teilweise sehr schwache Immunmarkierung mittels
ChAT-AK (Antikdrper) hin. C: Kolokailisation von eGFP mit TRPM5. D: Kolokalisation von
ChAT-GFP mit DCLK1, Pfeile weisen auf Zellen hin, die nur einfach markiert sind. A-D:
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen, Falschfarbendarstellung, Maf3stabsbalken: 50 pm.
E-G: Quantitative Auswertung der in B-D exemplarisch dargestellten Immunmarkierungen,
Mittelwert + SEM. B, C, E, F: Modifiziert aus Perniss et al. 2020b. D,G: Modifiziert aus Perniss
et al. 2021.

3.2.1.2 TRPM5-GFP

Der Mausstamm Tg(Trpm5-EGFP)#Sdmk (TRPM5-GFP) wurde von Todd R. Clapp generiert
und dem Institut fir Anatomie und Zellbiologie zur Verfugung gestellt (Clapp et al. 2006). Die
Zucht der Tiere erfolgte anschlieBend in der ZVTH der JLU-Gie3en. Zur Validierung des
Mausstammes, welcher erstmals am Institut im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurde,
erfolgten immunhistochemische Farbungen. Dabei konnten einzelne eGFP-positive Zellen im
Epithel gefunden werden (Abb. 37). Diese eGFP-positiven Zellen konnten ebenfalls mit
Antikorpern gegen TRPM5 markiert werden. Es konnten keine eGFP-positiven Zellen
auf3erhalb der Epithelschicht in der Trachea gefunden werden. Aus diesem Grund eigneten
sich diese Tiere fur FACS-Versuche, welche im spéateren Verlauf der Arbeit durchgefihrt

wurden.

TRPMS5-eGFP-Reportermaus

Abbildung 37: Validierung der TRPM5-GFP-Reportermaus. A-B: IHC an Whole-Mount-
Praparaten von Tracheen von TRPM5-eGFP-Reportermausen. A: Fluoreszenz-
mikroskopische Aufnahmen, GFP-positive Zellen ohne Antikdrperverstarkung (Pfeile) sind nah
an CGRP-positiven Nervenfasern lokalisiert (Pfeilspitzen), Falschfarbendarstellung. B: CLSM,
Maximumintensitatsprojektion (10 Schnitte je 1 um). TRPM5-eGFP-positive Zellen (ohne
Antikorperverstarkung) sind unter Verwendung eines Antikdrpers gegen TRPM5 ebenfalls
markiert. MaR3stabsbalken: A-B: 20 um.
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3.2.1.3 Tas2r143-mCherry

Die Tas2r143-mCherry-Reportermauslinie wurde von Shuya Liu (Max-Plank-Institut fur Herz-
und Lungenforschung, Bad Nauheim) generiert und unserer Arbeitsgruppe zur Verfigung
gestellt. Eine Erstbeschreibung dieser Mauslinie erfolgte noch nicht. Aus diesem Grund wurde
die Linie genauer charakterisiert; dabei wurde tberpriift, ob eine spezifische Expression des
Reporterproteins mCherry, welches unter dem Promotor des Bitterrezeptors Tas2r143
exprimiert wird, vorliegt. Das endogene mCherry-Signal konnte unter Verwendung eines Cy3-
Filters (Sperrfilter 572-647 nm) und eines Texas-Red-Filters (Sperrfilter 608-682 nm) sowohl
in Zellen der Geschmacksknospen (Abb. 38) als auch in einzelnen Zellen des Trachealepithels
(Abb. 39) detektiert werden. Eine Verstarkung des mCherry-Signals mit Antikdrpern gegen das
sequenzahnliche RFP konnte die Anzahl an sichtbaren Zellen sowohl in der Zunge als auch
in der Trachea erhdhen (Abb. 38 und 39). Ein Grol3teil der mCherry-positiven Zellen der Zunge
sowie Trachea konnte ebenfalls mit Antikbrpern gegen TRPM5 markiert werden (Abb. 38 und
39). In Gefrierschnitten der Trachea waren 87 + 1% der TRPM5-positiven Zellen auch RFP-
bzw. mCherry-positiv, 3 £ 1% der markierten Zellen waren nur mCherry-positiv und 10 + 1%
der Zellen nur TRPM5-positiv (n=3; Appendix Tab. 5). Eine Expression von mCherry au3erhalb

des Epithels konnte in der Trachea nicht beobachtet werden.
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Tas2r143-mCherry-Reportermaus, Zunge

Abbildung 38: Charakterisierung der Tas2r143-mCherry-Reportermause, Zunge. IHC an
Gefrierschnitten von Zungen von Tas2r143-mCherry-Reportermausen. A-B: Fluoreszenz-
mikroskopische Aufnahmen, Falschfarbendarstellung. A: Gefrierschnitte ohne IHC mit
Antikorpern. Zellen in Geschmacksknospen zeigen eine Fluoreszenz im Cy3- sowie im Texas
Red-Filter. B: IHC mit Antikdrpern gegen RFP und TRPMS5. Zellen, die im Cy3- und Texas-
Red-Filter sichtbar sind, sind mit Antikérpern gegen RFP und TRPM5 markiert.
MalRstabsbalken: A-B: 20 um.
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mCherry
(Cy3-Filter)

mCherry
(Cy3-Filter)

Tas2r143-mCherry-Reportermaus, Trachea

Abbildung 39: Charakterisierung der Tas2r143-mCherry-Reportermause, Trachea. IHC
an Gefrierschnitten von Tracheen von Tas2r143-mCherry-Reportermausen. A-B:
fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen, Falschfarbendarstellung. A: Gefrierschnitte ohne IHC
mit Antikbrpern. Einzelne Zellen im Epithel zeigen eine Fluoreszenz im Cy3- sowie im Texas
Red-Filter (Pfeilspitzen). B: IHC mit Antikdrpern gegen RFP und TRPM5. Zellen, die im Cy3-
und Texas-Red-Filter sichtbar sind, sind mit Antikdrpern gegen RFP und TRPM5 markiert.
MalRstabsbalken: A-B: 20 um. Kernfarbung mittels DAPI.
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3.2.1.4 ChAT-ChR2-YFP

In Méausen des Stammes ChAT-ChR2-YFP wird unter dem Promotor der ChAT ein
Fusionsprotein von Channelrhodopsin-2 (ChR2) und Yellow fluorescent protein (YFP)
exprimiert. Dieses Fusionsprotein kann unter Verwendung eines Filters, welcher fir den
Farbstoff FITC geeignet ist, im Lichtmikroskop detektiert werden. Eine Verstarkung des
endogenen YFP-Signals erfolgte mittels IHC unter Verwendung eines Antikorpers gegen GFP,
welches eine hohe Sequenzhomologie zu YFP aufweist und daher von Antikbrpern gegen
GFP erkannt wird. Es zeigte sich dabei, dass einzelne Zellen im Epithel nativ ohne
Antikorperverstarkung YFP-positiv waren. Die YFP-positiven Epithelzellen konnten ebenfalls
mit Antikérpern gegen ChAT und TRPMS5 markiert werden (Abb. 40A). Cholinerge
Nervenfasern hingegen wiesen keine native Fluoreszenz in der Trachea auf. Unter
Verwendung eines Antikorpers gegen GFP (YFP) wurden jedoch sowohl einzelne
Epithelzellen als auch Nervenfasern und Nervenzellen in der Trachea markiert (Abb. 40B und
41).

Eine Quantifizierung der Immunmarkierungen in Whole-Mount-Préparaten von Tracheen
zeigte, dass 44 + 11% aller TRPM5-positiven Zellen ebenfalls nativ ohne Verstarkung YFP-
positiv waren. Zusétzlich wiesen 37 + 5% der TRPM5-positiven Zellen eine Markierung mit
Antikorpern gegen GFP (YFP) auf. Diese Zellen zeigten jedoch kein natives YFP-Signal.
Addiert man die Zellen mit nativem und mittels Antikorper verstarktem YFP-Signal, entspricht
dies in der Summe 81 + 5% aller mit TRPM5 markierten und somit aller SCCC. Zellen, die nur
YFP-positiv waren, wurden nur sehr selten gefunden (< 1 % aller markierten Zellen). Die
Anzahl der Zellen, die nur mit Antikérpern gegen TRPM5 markiert waren und weder eine native
YFP-Expression aufwiesen noch mittels Antikérper gegen GFP markiert werden konnten,
entsprach 19 + 5% (n=5; Abb. 42; Appendix Tab. 6).
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Abbildung 40: Charakterisierung der ChAT-ChR2-YFP-Mause. A-B: IHC an Whole-Mount-
Praparaten von Tracheen von ChAT-ChR2-YFP- und C57BL/6J-Mausen. Fluoreszenz-
mikroskopische Aufnahmen, Falschfarbendarstellung. A: Obere Reihe: Trachea einer
C57BL/6J Maus, keine markierten Zellen unter Verwendung eines FITC-Filters sichtbar.
Einzelne Epithelzellen sind mit Antikérpern gegen TRPM5 und ChAT markiert (Pfeilkdpfe).
Untere Reihe: Trachea einer ChAT-ChR2-YFP-Maus. Einzelne Epithelzellen sind unter
Verwendung eines FITC-Filters sichtbar. Diese Zellen sind ebenfalls mit Antikérpern gegen
ChAT und TRPMS5 markiert (Pfeilkopfe). Pfeile markieren Zellen, die TRPM5- und/oder ChAT-
positiv, aber nicht YFP-positiv sind. Kernfarbung mittels DAPI. Mal3stabsbalken: 50 um. B:
Trachea einer ChAT-ChR2-YFP-Maus. Epithelzellen sind unter Verwendung eines FITC-
Filters sichtbar. Einzelne Zellen sind nicht sichtbar, aber unter Verwendung eines Antikdrpers
gegen GFP markiert (kurze Pfeile). Einzelne Zellen sind nur TRPM5-positiv (lange Pfeile).
Einzelne Zellen sind nativ in FITC markiert, GFP-positiv sowie TRPM5-positiv (Sternchen).
Mafstabsbalken: 20 um. Modifiziert aus Perniss et al. 2020b.
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FITC-Filter

ChAT-ChR2-YFP-Maus

Abbildung 41: Charakterisierung der ChAT-ChR2-YFP-M&ause — Neurone. A-B: IHC an
Gefrierschnitten von Tracheen von ChAT-ChR2-YFP-Mausen, Falschfarbendarstellung. A:
Ein Ganglion (gestrichelte Linie) und Nervenfaserbiindel (Pfeilkdpfe) sind unter Verwendung
eines FITC-Filters nicht sichtbar, aber markiert mit Antikbrpern gegen GFP (YFP), Pfeile
markieren das Endothel eines Gefalles, welches eine Autofluoreszenz im FITC-Filter aufweist.
B: Nervenfasern im Musculus trachealis (Pfeilképfe) sind unter Verwendung eines FITC-Filters
nicht sichtbar, aber markiert mit Antikdrpern gegen GFP. A-B: Malstabsbalken: 20 pum.
Modifiziert aus Perniss et al. 2020b.
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Abbildung 42: Quantitative Auswertung der IHC an Tracheen von ChAT-ChR2-YFP-
Mausen. In Whole-Mount-Praparaten von ChAT-ChR2-YFP-Méausen konnten keine Zellen
beobachtet werden, welche nur YFP-positiv sind, aber nicht mit Antikbrpern gegen TRPM5
markiert sind (griine Kreise). Weniger als 1 % aller markierten Zellen zeigen eine Markierung
mit Antikdrpern gegen GFP (YFP) und sind nicht TRPM5-positiv (gelbe Kreise). Circa 19 %
aller markierten Zellen sind nur TRPM5-positiv (graue Kreise). Circa 37 % der markierten
Zellen weisen keine native Markierung in YFP auf, sind aber TRPM5-positiv (graue Kreise;
gelbe Fllung). Circa 44 % aller markierten Zellen weisen eine native YFP-Markierung auf und
sind TRPM5-positiv (graue Kreise; gelbe und grine Fullung). Circa 81 % aller markierten
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Zellen kénnen mit Hilfe eines Antikdrpers gegen GFP (YFP) markiert werden und sind TRPM5-
positiv (rechte Spalte, Symbol= O), Mittelwert £+ SEM. Modifiziert aus Perniss et al. 2020b.

In der Harnblase der Maus hingegen wiesen Nervenfasern im Musculus detrusor vesicae eine
native Expression von ChR2-YFP auf, welche unter Verwendung eines FITC-Filters sichtbar
war. Diese Nervenfasern konnten ebenfalls unter Verwendung eines Antikorpers gegen GFP
markiert werden (Abb. 43).

FITC-Filter

ChAT-ChR2-YFP-Maus

Abbildung 43: IHC einer Harnblase einer ChAT-ChR2-YFP-Maus. Einzelne Nervenfasern
im Musculus detrusor vesicae weisen eine YFP-Expression auf, welche unter Verwendung
eines FITC-Filters sichtbar ist. Diese kann ebenfalls unter Verwendung von Antikdrpern gegen
GFP (YFP) beobachtet werden. Mal3stabsbalken: 20 um. Modifiziert aus Perniss et al. 2020b.

3.2.2 Gendefiziente Mausstamme

Im Verlauf dieser Arbeit wurden verschiedene gendefiziente Mausstamme verwendet, siehe
Tabelle 17. Diese wurden entweder in der ZVTH der JLU Giel3en gezilichtet und/oder gehalten,
oder Versuche wurden an unterschiedlichen Universitaten und Instituten, in denen die Tiere
gezulichtet wurden, durchgefliihrt (Tab. 17, Abschnitt 2.1.9) oder Organe der Tiere entnommen
und am Institut fur Anatomie und Zellbiologie analysiert. Die gendefizienten Mausstamme
Trpm5-Ko und Pou2f3-Ko wurden in der Zentralen Versuchstierhaltung gezichtet und werden
im nachfolgendem charakterisiert. Exemplarisch wurden zudem der Mausstamm M3R-Ko,
welcher von Jackson Laboratory bezogen wurde, und der Mausstamm Tas2R-Ko, welcher von
dem MPI fur Herz- und Lungenforschung, Bad Nauheim, zur Verfigung gestellt wurde,

charakterisiert.
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3.2.2.1 Trpm5-Ko

Bei der Mauslinie Trpm5-Ko (B6.129P2-Trpm5™P%en/3) wurde der Promotor des Trpm5-Gens
genutzt und an Stelle der TRPM5 kodierenden DNA wird in dieser Mauslinie lacZ (B-
Galactosidase) exprimiert (Deltagen, Inc., San Carlos, U.S.A.). Diese Mause besitzen daher
keinen funktionellen TRPM5-lonenkanal. Wie in Abb. 44A dargestellt, war eine
Immunmarkierung mit Antikdrpern gegen TRPM5 in diesen Tieren nicht moglich. Dagegen war
die Expression anderer Proteine der Geschmackstransduktionskaskade (GNAT3, PLCB2) und
weiterer SCCC-Marker (DCLK1, ChAT, Villin (Advillin)) nicht beeintrachtigt (Abb. 44B,;
Appendix Tab. 7).

Da TRPMS5 ein Protein der Geschmackstransduktionskaskade darstellt und eine Deletion
dieses Proteins mit einer Beeintrdchtigung der Geschmackswahrnehmung in Mausen
einhergeht (Dutta Banik et al. 2018), wurde zudem untersucht, ob im Vergleich zu C57BL/6J-
Mé&usen ein Unterschied im Korpergewicht von adulten weiblichen Mausen besteht; dies war
jedoch nicht der Fall (p=0,6706; n=10, Abb. 45A, Mann-Whitney-U-Test). Tiere der Linie
Trpm5-Ko wurden heterozygot gezichtet (Abb. 45B). AbschlieBend Ilasst sich
zusammenfassen, dass sich diese Mauslinie eignet, um die Funktion des lonenkanals TRPM5
in SCCC zu untersuchen.
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Abbildung 44: Charakterisierung der Trpm5-Ko-Mause, Teil 1. A: IHC an Whole-Mount-
Préaparaten von Tracheen einer C57BL/6J-Maus (obere Reihe) und einer Trpm5-Ko-Maus
(untere Reihe), Aufnahmen mit einer Farbkamera, Darstellung der Originalfarben. Einzelne
Epithelzellen der C57BI/6J-Trachea sind mit Antikbrpern gegen TRPM5 markiert. Diese

113



3. Ergebnisse

Markierung ist in der Trachea der Trpm5-Ko-Maus nicht vorhanden. Nervenfasern und
neuroendokrine Zellen sind in beiden Mausstammen mit Antikdrpern gegen CGRP markiert.
B: IHC an Gefrierschnitten von Tracheen von C57BL/6J und Trpm5-Ko-Mausen, Aufnahmen
mit einer Farbkamera (aul3er Villin: Schwarz Wei3-Kamera), Darstellung der Originalfarben
(auBBer Villin). Einzelne Epithelzellen sind mit Antikérpern gegen SCCC-Marker markiert. In
Trpm5-Ko Tieren fehlt hingegen die Markierung mit Antikdrpern gegen TRPM5. Die Anzahl
der mit anderen Antikérpern markierten Zellen ist jedoch unverandert. Die grau gestrichelte
Linie stellt die durchschnittliche Anzahl an markierten Zellen in C57BL/6J- und Trpm5-Ko-
Méausen dar. B: Modifiziert aus Perniss et al. 2020b. Mal3stabsbalken: A: 50 pm; B: 20 pum,
Mittelwert + SEM.
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Abbildung 45: Charakterisierung der Trpm5-Ko Mause, Teil 2. A: Korpergewichte von
adulten weiblichen Trpm5-Ko und C57BL/6J-Mausen unterscheiden sich nicht voneinander
(Mann-Whitney-U-Test), Mittelwert + SEM. B: Genotypisierung von Ohrstanzproben eines
Wurfes von heterozygoten Elterntieren der Linie Trpm5-Ko. Das PCR-Produkt fiir Tiere ohne
verandertes Trpm5-Gen weist eine Grof3e von 331 bp auf (Wt), das von Ko-Tieren eine Grol3e
von 590 bp, heterozygote Tiere (Het) weisen beide PCR-Produkte auf. M = Marker 100 bp.

3.2.2.2 Pou2f3-Ko

Der Mausstamm Pou2f3-Ko (Pou2f3™*Abek) wurde von Ichiro Matsumoto (Monell, Chemical
Senses Center, Philadelphia, USA) zur Verfigung gestellt. In diesem Mausstamm ist der
Transkriptionsfaktor Pou2f3 (Skn-1a) deletiert. Dies fuhrt in diesen Tieren zu einem Verlust
der Wahrnehmung der Geschmacksqualitaten bitter, suf3 und umami. Die Morphologie der
Geschmackszellen der Zunge hingegen blieb unverandert (Matsumoto et al. 2011). Ein
weiteres Merkmal dieses Mausstammes ist das Fehlen von SCC im Epithel von verschiedenen
Organen, z.B. Trachea, Magen, Dunndarm, Dickdarm, Urethra, Thymus, Pankreasgang und
der Tuba auditiva (Yamashita et al. 2017). Im Rahmen dieser Arbeit wurde zum ersten Mal der

Mausstamm in unserer Arbeitsgruppe verwendet. Aus diesem Grund erfolgte eine
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Charakterisierung des Mausstammes. Immunhistochemische Markierungen zeigten, dass
ChAT-eGFP-positive Zellen im Epithel der Trachea auch mit Antikérpern gegen Pou2f3
markiert waren (Abb. 46A). Immunhistochemische Markierungen an trachealen Whole-Mount-
Praparaten zeigten, dass im Gegensatz zu Tracheen von C57BL/6J-Tieren in Pou2f3-Ko-
Tieren keine Markierung mit Antikérpern gegen TRPM5, ChAT und DCLK1 zu beobachten war
(Abb. 46B). Die Anzahl an TRPM5-positiven Epithelzellen unterschied sich zwischen
heterozygoten und homozygoten Wildtyptieren nicht (Abb. 46C; Appendix Tab. 8; p>0,9999;
n=5, Mann-Whitney-U-Test). Ein Unterschied im Korpergewicht zwischen homozygoten
Wildtyptieren, heterozygoten Tieren oder homozygoten Knock-out-Tieren konnte ebenfalls
nicht beobachtet werden (Abb. 46D; Appendix Tab. 9; p=0,3021; p=0,8587; n=4-9, Mann-
Whitney-U-Test). Die Versuchstiere wurden aus Verpaarungen von heterozygoten Elterntieren
gewonnen. Dabei wiesen im Rahmen der Genotypisierung Wildtyptiere ein PCR Produkt von
1600 bp, Knock-out Tiere ein PCR Produkt mit 800 bp und heterozygote Tiere beide PCR-
Produkte auf (Abb. 46E). Es kann daraus geschlussfolgert werden, dass die Mauslinie Pou2f3-
Ko in der Trachea keine SCC besitzt und sich zur Untersuchung von SCCC-bedingten
Mechanismen eignet. Heterozygote oder homozygote Wildtyptiere kdnnen als Kontrolltiere
verwendet werden, da kein Unterscheid in der Zellzahl der SCCC zwischen den beiden
Genotypen festgestellt werden konnte.
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Abbildung 46: Charakterisierung der Pou2f3-Ko-Mause. A: IHC an Gefrierschnitten einer
ChAT-eGFP-Trachea. eGFP-positive Zellen waren ebenfalls mit Antikérpern gegen Pou2f3
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markiert. Modifiziert aus Perniss et al. 2020b. B: Epithelzellen in C57BL/6J-M&ausen sind mit
Antikorpern gegen DCLK1, ChAT und TRPMS5 markiert (Pfeilspitzen). Diese Markierung war
in Pou2f3-Ko-Mausen nicht vorhanden. Mal3stabsbalken: A: 20 um; B: 50 um. C: Quantitative
Auswertung von IHC-Farbungen. Homozygote Wildtyptiere und heterozygote Tiere wiesen die
gleiche Anzahl an TRPM5-positiven Zellen auf. Homozygote Ko-Tiere wiesen keine TRPM5-
Markierung auf. D: Das Korpergewicht unterschiedsich zwischen den drei untersuchten
Genotypen nicht. C-D: Mann-Whitney-U-Test, Mittelwert + SEM. E: Genotypisierung von
Ohrstanzproben eines Wurfes von heterozygoten Elterntieren der Linie Pou2f3-Ko. Das PCR-
Produkt fur Tiere ohne verandertes Pou2f3-Gen wies eine Gr63e von 1600 bp auf, das von
Ko-Tieren eine Grof3e von 800 bp; heterozygote Tiere wiesen beide PCR-Produkte auf. M =
Marker 100 bp bzw. 200 bp ab 1000 bp.

117



3. Ergebnisse

3.2.2.3 M3R-Ko

Die Mauslinie M3R-Ko (6N.129S6(B6J)-Chrm3™*¢/J) wurde von Jackson Laboratory
bezogen. In diese Mauslinie ist der muskarinische Acetylcholinrezeptor M3 deletiert. Dieser
Rezeptor ist in verschiedenen Organen exprimiert, z.B. Gehirn, exokrine Driisen, Herz,
Harnblase, Lunge und Trachea (zusammengefasst von Caulfield 1993; Stengel et al. 2002).
Zudem wird dieser Rezeptor von zilientragenden Zellen der Atemwege exprimiert und ist dort
fur die Regulation der Zilienbewegung durch ACh essentiell (Klein et al. 2009). Die Mauslinie
M3R-Ko wurde nicht am Institut fir Anatomie und Zellbiologie geziichtet, sondern die Tiere
wurden direkt fur Versuche bei Jackson geordert und nach einer Akklimatisationszeit von einer
Woche verwendet. Den Ko-Tieren sowie den korrespondierenden Wt-Tieren wurden nach der
Totung die Schwanzspitze und ein Teil der Lunge enthommen und auf DNA- und RNA-Ebene
untersucht, ob ein intaktes Chrm3-Gen bzw. -mRNA vorlag. Dabei zeigte sich nach DNA-
Isolation aus den Schwanzspitzenproben und anschlie3ender PCR, dass alle Kontrolltiere
(C57BL/6N) unter Verwendung spezifischer Primer fir ein unverandertes Chrm3-Gen eine
Bande aufwiesen. Im Gegensatz dazu konnte in M3R-Ko-Tieren kein PCR-Produkt detektiert
werden (Abb. 47A). Aus den Lungenproben wurde mRNA isoliert; eine anschlieRende RT-
PCR zeigte das Vorhandensein von Chrm3-mRNA in den Kontrolltieren. In den Ko-Tieren war
dies nicht der Fall (Abb. 47B).

A B M3R-Ko C57BL/6N
M3R-Ko C57BL/6N

Abbildung 47: Charakterisierung der M3R-Ko-Mause. A: PCR mit Primern fir den M3R
nach DNA-Extraktion aus Schwanzbiopsien, Tieridentifikationsnummern oberhalb der Gel-
Bilder. C57BL/6N wiesen ein PCR-Produkt (245 bp) auf. B: RT-PCR von Lungen mit Primern
fur B-Aktin (249 bp; obere Reihe) und Chrm3 (245 bp; untere Reihe). Transkripte von B-Aktin
waren in allen Proben zu finden. Hingegen waren Transkripte von M3R nur in den C57BL/6N
vorhanden. RT- = ohne reverse Transkriptase, RT+ = mit reverser Transkriptase. M = Marker
100 bp.
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3.2.2.4 Tas2r-Ko

Die Mauslinie Tas2r-Ko (B6.(Tas2r143-Tas2r135-Tas2r126)<™>) wurde von Shuya Liu (MPI
Bad Nauheim) generiert, der Arbeitsgruppe zur Verfigung gestellt und erstmals fir
Experimente verwendet. Der Mausstamm wurde so konstruiert, dass eine Deletion des Gen-
Clusters fur die Bitterrezeptoren Tas2r143, Tas2rl35 und Tas2rl26, vorliegt. Diese
Rezeptoren sind in den Geschmackszellen der Zunge sowie Tas2r135 und Tas2r126 in
trachealen SCCC exprimiert (Liu et al. 2017). Um die Deletion des Gen-Clusters zu verifizieren,
wurde mRNA aus der Zunge isoliert und eine RT-PCR mittels spezifischer Primer fur die drei
Bitterrezeptoren von Petra Hartmann (Institut fur Anatomie und Zellbiologie) durchgefuhrt.
Dabei zeigte sich, dass Transkripte dieser nur in den Wildtyptieren, jedoch nicht in den Ko-
Tieren vorhanden waren (Abb. 48).

500 bp

BMG

500 bp

Tas2r126 Tas2r135 Tas2r143

Abbildung 48: Charakterisierung der Tas2r-Ko-Mauslinie. RT-PCR von Zungen von Tas2r-
Ko-Tieren und C57BL/6J (Wt)-Mausen. Linkes Panel: Transkripte der Bitterrezeptoren
Tas2r126 (62 bp), Tas2r135 (160 bp) und Tas2r143 (69 bp) waren nur in den Wt-Tieren zu
sehen. Rechtes Panel: RT-PCR mit Primer fur 2-Mikroglobulin (192 bp), dient als Kontrolle
zur Uberpriifung einer erfolgreichen cDNA-Synthese. gRT = ohne reverse Transkriptase. =
Marker 100 bp. Modifiziert aus Perniss et al. 2020b.
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3.2.3 Zellablationsmodell Trpm5-DTA

Um die Mauslinie Trpm5-DTA (Trpm5-IRES-Cre-R26:lacZbpA"™DTA) zu generieren, wurden
die Mauslinien Trpm5-IRES-Cre und R26:lacZbPA™*DTA miteinander verpaart. Die Mauslinie
R26:lacZbPA"™DTA ist dabei Trager des konditionellen Toxinallels (DTA). Die andere
Mauslinie, Trpm5-IRES-Cre, dient als ,Aktivatorstamm® (Promotor-Cre (Trpm5)). Werden
diese beiden Stamme miteinander verpaart, erfolgt nach erfolgreicher Rekombination die
Expression des Diphterietoxins in Zellen, in denen der Trpm5-Promotor aktiv ist. In Folge
dessen sterben diese Zellen ab. Eine Steuerung fur den Zeitpunkt der Ablation der TRPM5-
positiven Zellen ist in diesem Modell nicht méglich. Als Kontrolltiere dienten Tiere, in denen
keine Cre-Recombinase exprimiert wird (Trpm5-IRES-CRE (Wt) verpaart mit
R26:lacZbPA"™DTA). Die Mauslinien wurden von Ulrich Boehm (Experimentelle
Pharmakologie, Universitat des Saarlandes) zur Verfligung gestellt. Die Haltung und Zucht
erfolgten unter Kontrolle von Gabriela Krasteva-Christ (Institut fir Anatomie, Zellbiologie und
Entwicklungsbiologie, Universitat des Saarlandes). Der Mausstamm wurde im Rahmen dieser
Arbeit erstmals in der Arbeitsgruppe verwendet und wird im Folgenden genauer

charakterisiert.

Immunmarkierungen an trachealen Whole-mount-Praparaten zeigten TRPM5-positive
Epithelzellen in Kontrolltieren (R26-DTA*), jedoch nicht in Tracheen von Trpm5-DTA-Tieren
(Abb. 49A). In trachealen Gefrier- und Paraffinschnitten von Trpm5-DTA-Tieren konnten
ebenfalls keine TRPM5-positiven Zellen gefunden werden. Zusatzlich wurden auch keine
GNAT3-, DCLK1-, PLCB2- und ChAT-positiven Zellen gefunden. Im Gegensatz dazu wurde
eine geringe Anzahl an Villin-positiven Zellen beobachtet. Diese ist im Vergleich zu C57BL/6J-
Tieren tendenziell geringer (Abb. 49B und C; Appendix Tab. 7). Es bestand kein Unterschied
im Koérpergewicht von Trpm5-DTA-Tieren und korrespondierenden Wt (Abb. 49D; Appendix
Tab. 10; p=0,9119; n=8-15; Mann-Whitney-U-Test). Zusammenfassend lasst sich
schlussfolgern, dass SCCC in diesem Mausmodell in Tracheen von adulten Mausen nicht

vorhanden sind.
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Abbildung 49: Charakterisierung der TRPM5-DTA-Mause. A: IHC an Whole-mount-
Praparaten (CLSM). TRPM5-positive Zellen sind nur in Kontrolltieren (R26-DTA*") erkennbar.
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Nervenfasern und neuroendokrine Zellen (Pfeile) sind mit Antikrpern gegen CGRP in beiden
Mausstammen markiert. B: IHC an Gefrier- und Paraffinschnitten von Tracheen von Trpm5-
DTA Tieren, Farbkameraaufnahmen, Darstellung der Originalfarben (auf3er Villin, Schwarz-
WeilR3-Kamera). Nur mit Antikdrpern gegen Villin kénnen Zellen im Epithel markiert werden
(Pfeilkopf). MaRRstabsbalken: A: 50 pm; B: 20 um. C: Auswertung der IHC, welche in B
exemplarisch abgebildet ist. Die Grau Gestrichelte Linie deutet den Mittelwert an markierten
Zellen in C57BL/6J-Méausen an. D: Das Koérpergewicht von adulten (3-5 Monate) weiblichen
Trpm5-DTA-Tieren unterscheidet sich nicht von korrespondierenden Wt (Mann-Whitney-U-
Test). A-C: Modifiziert aus Perniss et al. 2020b. C-D: Mittelwert + SEM.

3.3 Entwicklung der SCCC in der Trachea der Maus

Es wurde untersucht, ob SCCC in der Trachea bereits vor der Geburt vorhanden sind, in
welchem Mal3e sich die Anzahl in Abhangigkeit vom Alter der Tiere verandert und ob ein
Zusammenhang zwischen der Mikrobiota der Maus und der Anzahl an SCCC besteht. Hierzu
wurden verschiedene Mausstamme verwendet und die Anzahl der SCCC mittels

immunhistochemischer Markierungen ermittelt.

3.3.1 Anzahl der SCCC in Tracheen von ChAT-eGFP-Mausen in Abhangigkeit vom
Alter der Versuchstiere

Sowohl in mannlichen als auch in weiblichen neugeborenen Tieren des Stammes B6.Cg-
Tg(RP23-268L19-EGFP)2Mik/J (ChaT-eGFP) konnten bereits am Tag der Geburt (P0) eGFP-
positive Zellen im Epithel der Trachea beobachtet werden (Abb. 50A). Um festzustellen, ob
sich SCCC schon vor der Geburt in der Trachea entwickeln, wurden Embryonen eines
weiteren ChAT-eGFP-Reporterstammes untersucht (Engelhardt et al. 2007). Dabei wurden
folgende Entwicklungsstadien beurteilt: E12 (4 Embryonen), E14 (5 Embryonen), E16 (8
Embryonen), E18 (6 Embryonen). Im Gegensatz zu postnatalen Tieren, bei denen Whole-
mount-Préparate untersucht wurden, wurden bei Embryonen Sagittalschnitte hergestellt und
beurteilt (Abb. 51A). Als Positivkontrolle diente das Rickenmark der Embryonen, in dem
cholinerge Motoneurone ChAT- bzw. eGFP-positiv waren (Abb. 51B). Nur in Embryonen kurz
vor der Geburt (E18) konnten sowohl TRPM5- als auch eGFP-positive Zellen im
Trachealepithel nachgewiesen werden (Abb. 51C). Die Anzahl der beobachteten eGFP-
positiven Zellen war jedoch sehr gering, so konnte in den Sagitalschnitten eines Embryos nur
eine Zelle gefunden werden, in zwei weiteren Embryonen konnten je zwei Zellen beobachtet
werden, in einem weiteren Embryo vier Zellen und sechs Zellen in einem weiteren Embryo. In
einem Embryo wurden keine eGFP-positiven Zellen gefunden. Die Jungtiere unmittelbar nach
der Geburt (P0) wiesen eine nicht signifikant unterschiedliche Anzahl an ChAT-eGFP positiven
Zellen auf wie die Jungtiere des Stammes B6.Cg-Tg(RP23-268L19-EGFP)2Mik/J (54 + 12 vs.
38 +1 eGFP-positive Zellen; p=0,2424; n=3-8; Mann-Whitney-U-Test; Appendix Tab. 11). Da
die Anzahl der Zellen auch im Zusammenhang mit der Gesamtflache des Epithels steht, wurde
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ebenfalls die Anzahl der Zellen pro Flache (mm?2) bestimmt. Die Gesamtfliche der Trachea
betrug am Tag der Geburt 8 + 0,6 mm?2 (n=8) und nahm bis auf 39 £ 2 mm2 (n=4) im adulten
Tier zu (Abb. 50B und C). Die durchschnittliche Anzahl der Zellen am Tag PO betrug 54 + 12,
dies entspricht 7 £ 2 Zellen pro mm2 (n=8). Die Anzahl der Zellen steigerte sich bis zum Tag
P6 (6 Tage nach Geburt) nur unwesentlich auf 57 + 15 Zellen, ohne dass die Zelldichte zunahm
(5 £ 1 Zellen pro mmz; (n=2)). Im weiteren Verlauf nahm jedoch die Anzahl an SCCC rasant
Zu. So konnten in 8 Tage alten Tieren 88 + 11 Zellen (6 £ 1 Zellen pro mmz; (n=2)) und in 14
Tage alten Tieren bereits 240 + 22 Zellen (14 + 1 Zellen pro mmz2 (n=4)) beobachtet werden.
Bereits nach 34 Tagen, kurz nach dem gewdhnlichen Zeitpunkt des Absetzens der Jungtiere
(21-28 Tage nach der Geburt), lag die Anzahl der Zellen bei 854 + 125 (35 + 4 Zellen pro mmz;
(n=2)). In adulten Tieren (P78-108) konnten 3922 + 234 Zellen (39 £ 8 Zellen pro mm?; (n=4))
gefunden werden (Abb. 50D und E; Appendix Tab. 11). Ein geschlechtsspezifischer
Unterschied in der Anzahl der SCCC konnte nicht beobachtet werden. So lag diese in
weiblichen Tieren im Alter von PO-P8 bei 64 + 6 (n=9), die Anzahl der Zellen in ménnlichen
Tieren im gleichen Alter bei 63 + 10 (n=19), (p=0,7999; Mann-Whitney-U-Test). In adulten
Tieren (P34-P108) konnte ebenfalls kein Unterschied in der Anzahl an SCCC zwischen
mannlichen (3209 + 852 Zellen; n=4) und weiblichen Tieren beobachtet werden
(2280 + 1301 Zellen; n=2; p=0,5333; Mann-Whitney-U-Test) beobachtet werden (Abb. 50D
und E).

3.3.1.1 Co-Expression von ChAT-eGFP und TRPM5 in Abhangigkeit vom Alter der

Versuchstiere

Wie in Abschnitt 3.2.1.1 dargestellt, wiesen in adulten Tieren 86 + 10% (n=3) der ChAT-eGFP-
positiven Epithelzellen ebenfalls eine Markierung mit Antikbrpern gegen TRPM5 auf. Die
Anzahl der nur TRPM5-positiven Zellen dagegen betrug nur 2 + 0,5% (n=3) aller markierten
Zellen. In jingeren Tieren (P0-2) konnte dagegen eine prozentual geringere Co-Expression
von ChAT-eGFP und TRPM5 beobachtet werden. So wiesen in Tieren im Alter von PO-P2 nur
45 + 3% der TRPM5-positiven Zellen eine Co-Expression von ChAT-eGFP auf. ChAT-eGFP-
positive, aber TRPM5-negative Zellen konnten dagegen nicht beobachtet werden (n=10). In
adulten Tieren (p>78) dagegen waren 89 £ 5% (n=4) der TRPM5-positiven Zellen ebenfalls
ChAT-eGFP positiv (p=0.0011, Mann-Whitney-U-Test) (Abb. 52A und B). Dementsprechend
war die Anzahl der TRPM5-positiven im Vergleich zu den ChAT-eGFP-positiven Zellen in den
jungen Tieren hoher (Abb. 52C).

AbschlieRend lasst sich aus diesem Abschnitt zusammenfassen, dass SCCC schon von

Geburt an im Trachealepithel zu finden sind und in der Anzahl kein Unterschied zwischen
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mannlichen und weiblichen Tieren besteht. Jingere Tiere wiesen jedoch eine verringerte Co-
Expression von ChAT-eGFP und TRPM5 in SCCC auf.
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Abbildung 50: Anzahl der SCCC in Tracheen von ChaT-eGFP-Mausen. A IHC an Whole-
mount-Préparaten, endogenes eGFP-Signal wurde mittels Antikérper gegen GFP verstarkt.
Pfeile markieren GFP-positive SCCC. Falschfarbendarstellung. B: Hellfeldaufnahme von
Tracheen von ChAT-eGFP-Mausen, links einen Tag altes Tier, rechts adultes Tier (4 Monate
alt). Mal3stabsbalken: A: 50 um; B: 1 mm. C: Flache der in D und E analysierten Whole-mount-
Praparate. D: Anzahl der ChAT-eGFP-positiven Zellen in Whole-mount-Praparaten. E: Anzahl
der ChAT-eGFP-positiven Zellen pro Flache (mm2) in Whole-mount-Préparaten. C-E:
Mittelwert £+ SEM. D-E: Blaue Punkte symbolisieren Tracheen von mannlichen Tieren, rote
Punkte von weiblichen Tieren. A, C, D, E: Modifiziert aus Perniss et al. 2021.
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Abbildung 51: SCC in Embryonen von ChAT-eGFP-Reportermdusen. A: Giemsa-
Farbungen von Sagittalschnitten von Embryonen verschiedenen Alters des von Engelhardt
und Kolleginnen beschriebenen Mausstammes. Gestrichelte Boxen markieren die Bereiche,
welche in B (Rickenmark) und C (Trachea) dargestellt sind. B: IHC von Sagittalschnitten im
Bereich des Riuckenmarkes der Embryonen exemplarisch dargestellt in A. Endogenes eGFP-
Signal wurde mittels Antikorper gegen GFP verstarkt. Pfeilkdpfe markieren eGFP-positive
Motoneurone im RlUckenmark. Mafstabsbalken: 100 um. C: IHC von Sagittalschnitten
exemplarisch in A dargestellt im Bereich der Trachea der Embryonen. Endogenes eGFP-
Signal wurde mittels Antikérper gegen GFP verstarkt. Pfeile markieren eGFP- und TRPM5-
positive Zellen im Trachealepithel von Embryonen im Alter von E18 und Tieren kurz nach der
Geburt (P0). Sternchen markieren subepithelial gelegene eGFP-positive Nervenfasern.
Mafstabsbalken: 100 um. Modifiziert aus Perniss et al. 2021.
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Abbildung 52: Co-Expression von ChAT-eGFP und TRPM5 in Tracheen von ChAT-eGFP-
Mausen. A IHC an Whole-mount-Praparaten, endogenes eGFP-Signal wurde mittels
Antikorper gegen GFP verstarkt. Durchgezogene Pfeile markieren SCCC, welche sowohl
TRPM5- als auch ChAT-eGFP-positiv sind. Gestrichelte Pfeile markieren Zellen, welche nur
TRPM5-positiv sind. Mal3stabsbalken: PO-2: 20 um; P33-108: 50 um. Falschfarbendarstellung.
B: Quantifizierung der in A exemplarisch dargestellten Whole-mount-Préparate. Dargestellt ist
die prozentuale Co-Expression von TRPM5 und ChAT-eGFP. C: Absolute Zellzahlen der in B
dargestellten prozentualen Auswertung. B-C: Mittelwert £ SEM. Modifiziert aus Perniss et al.
2021.
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3.3.2 SCCC in Abhéangigkeit von der Mikrobiota des Versuchstieres

3.3.2.1 Anzahl der SCCC in gnotobiotischen M&usen

Gnotobiotische (keimfreie) Mause (C57BI6/N) wurden vom Deutschen Institut fir
Ernahrungsforschung (DIFE, Potsdam, Rehbriicke) zur Verfligung gestellt. Diese Tiere
wurden unter aufwandigen Bedingungen ,keimfrei“ gehalten, dies bedeutet, dass diese Tiere
keine Mikrobiota besitzen. Futter sowie Einstreu und Wasser wurden autoklaviert oder

bestrahlt, um so eine Kontamination mit lebenden Mikroben zu vermeiden.

Fur die Analyse der Anzahl an SCCC wurden tracheale Whole-Mount-Préparate hergestellt
und mit Antikérpern gegen TRPM5 immunhistochemisch untersucht. Es wurden drei
verschiedene Altersgruppen untersucht: 7 und 33 Tage alte Tiere sowie adulte Tiere (>5
Monate). Dabei konnten in keiner Altersgruppe Unterschiede in der Anzahl der SCCC in
gnotobiotischen Mausen im Vergleich zu konventionellen unter SPF-Bedingungen gehaltenen
Mausen festgestellt werden (Abb. 53). So lag die Anzahl von SCCC pro mmz2 in den Tracheen
von 7 Tage alten Tieren bei 24 + 2 Zellen in SPF-Mausen und bei 25 £ 2 Zellen in keimfreien
Mausen (n=7; p=0,3759; Mann-Whitney-U-Test) (Abb. 53B). Die Anzahl von SCCC pro mmz2
lag in den Tracheen von 33 Tage alten Tieren bei 89 + 7 Zellen in SPF-Mausen (n=4) und bei
83 = 11 Zellen in keimfreien Mausen (n=2, p=0,5333; Mann-Whitney-U-Test) (Abb. 53C). Die
Anzahl von SCCC pro mm? lag in den Tracheen von adulten Tieren bei 265 + 22 Zellen in
SPF-Mausen (n=13) und bei 261 + 11 Zellen in keimfreien Mausen (n=11) (p=0,7011; Mann-
Whitney-U-Test) (Abb. 53D; Appendix Tab. 12).
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Abbildung 53: Anzahl von SCCC in ,keimfreien Mausen“. A: IHC mit Antikbrpern gegen
TRPM5 an Whole-mount-Préaparaten von keimfreien Mausen und Mausen aus SPF-Haltung.
Mafistabsbalken: 50 pm. Farbkameraaufnahmen, Darstellung der Originalfarben B-D:
Quantifizierung der in A exemplarisch dargestellten Whole-mount-Préaparate in B: 7 Tage alte
Tiere, C: 33 Tage alte Tiere, D: adulte Tiere, Mann-Whitney-U-Test. E: Zusammenfassung der
Graphen B-D. B-E: Mittelwert + SEM. Maodifiziert aus Perniss et al. 2021.
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3.3.2.2 Anzahl der SCCC in Myd88-, TLR2-, TLR4- und TLR2/4-defizienten Mausen

Als ndchstes wurde untersucht, ob das Fehlen von Toll-like-Rezeptoren (TLR2 und TLR4) und
des Proteins MyD88 einen Einfluss auf die Entwicklung von SCCC in der Trachea hat. MyD88
ist ein Protein, welches im Signalweg von TLR (aufRer TLR3) eine essentielle Rolle einnimmt.
TLR werden durch von Bakterien sezernierte Produkte (PAMPS) oder von Bestandteilen der
Bakterien selbst stimuliert (Kawasaki und Kawai 2014). Es wurden vier verschiedene
Mausstamme genutzt, welche vom Deutschen Institut fir Ernéhrungsforschung (DIFE,
Potsdam, Rehbriicke) zur Verfigung gestellt wurden. Dabei handelte es sich um den
Mausstamm C57BL/10ScN-TLR4 (TIr4-Ko), dieser weist eine natirliche Defizienz des TIr4 auf,
den Mausstamm C57BL/10ScSn-TLR2™! (TIr2-Ko) und einer Kreuzung aus diesen beiden
Mausstammen (TIr2/4-Ko) sowie um Kontrollméuse aus der gleichen Zucht (TIr-Wt). Der
Mausstamm B6.129-Myd88™*Aki (Myd88-Ko) und dazu korrespondierende Wildtypen wurden
von zwei verschiedenen Instituten zur Verfugung gestellt: zum einen von der Medizinischen
Klinik fir Gastroenterologie, Infektiologie und Rheumatologie der Charité (Berlin), und zum

anderen vom Institut flr Pathologie der Universitat Marburg.

Im Rahmen dieser Untersuchungen zeigte sich, dass TIr2- (p=0,0079), TIr4- (p=0,0079),
TIr2/4- (p=0,0159) und Myd88-defiziente Mause (p=0,0026) eine geringere Anzahl an SCCC
im Vergleich zu den jeweiligen Kontrolltieren aufwiesen. So lag die Anzahl von DCLK1-
positiven Zellen pro mm Basallamina in Paraffinschnitten von TIr-Wt Tieren bei 4,5 + 0,2, bei
TIr2-Ko-Tieren bei 2,3 = 0,8; dies entspricht einer Reduktion um 49% im Vergleich zum
Wildtyp. In Tlr4-Ko-Tieren lag die Zellzahl bei 3,1 + 0,4 (Reduktion um 31%) und bei TIr2/4-Ko
Tieren bei 2,5 £+ 0,3 (Reduktion um 44%) (n=5 je Gruppe) (Abb. 54A; Appendix Tab. 13). Die
Anzahl von TRPM5-positiven Zellen pro mm?2 lag in Whole-mount-Praparaten von Myd88-Wit-
Tieren bei 290 £ 20 (n=12) und bei Myd88-Ko-Tieren bei 193 + 17 (n=10) Zellen pro mmz2
(p=0,0026, Mann-Whitney-U-Test), dies entspricht einer Reduktion um 33% im Vergleich zum
Wildtyp. Die Anzahl von ChAT-positiven Zellen pro mm?2 in Whole-mount-Préparaten von
MyD88-Wt-Tieren lag bei 177 + 1 (n=12) und bei MyD88-Ko-Tieren bei 118 + 10 (n=10) Zellen
pro mm2 (p=0,0011, Mann-Whitney-U-Test), dies entspricht ebenfalls einer Reduktion um 33%
im Vergleich zum Wildtyp (Abb. 54B und C; Appendix Tab. 14).

Aus diesen Ergebnissen lasst sich schlussfolgern, dass eine Stimulation des TLR-
Signalweges die Anzahl von SCCC in der Trachea beeinflusst. Das Vorhandensein lebender

Mikrobiota ist dazu jedoch nicht notwendig.
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Abbildung 54: Anzahl von SCCC in Tracheen von Tlr- und Myd88-defizienten Mausen.
A: Auswertung von IHC-Markierungen mit Antikérpern gegen DCLK1 an Paraffinschnitten von
TIr-Wt-, TIr2-Ko-, TIr4-Ko- und TIr2/4-Ko-Mausen. B: Auswertung von IHC-Markierungen mit
Antikorpern gegen TRPM5 an Whole-Mount-Praparaten von Myd88-Wt- und Myd88-Ko-
Mausen. C: Auswertung von IHC-Markierungen mit Antikérpern gegen ChAT an Whole-Mount-
Praparaten von Myd88-Wt- und Myd88-Ko-Mausen. A-C: Mittelwert £ SEM, Mann-Whitney-U-
Test. Modifiziert aus Perniss et al. 2021.

3.4 Einfluss bakterieller Peptide auf den zilienabhangigen Partikeltransport

Im Nachfolgendem wurde untersucht, ob Produkte von Bakterien oder Bestandteile von
Bakterien einen Einfluss auf die Schlagfrequenz zilientragender Zellen in der Trachea der
Maus und somit auf die MC haben. Diese bakteriellen Produkte kdnnen entweder aktiv von
Bakterien sezerniert werden, z.B. Quorum sensing-Molekile von Pseudomonas aeruginosa
(zusammengefasst von Lee und Zhang 2015) und formylierte Peptide (zusammengefasst von
Bufe und Zufall 2016) oder durch die Lyse von Bakterien freigesetzt werden. Hierzu wurde die
Trachea von Méausen explantiert und die Geschwindigkeit, mit der sich applizierte Partikel Giber
die Epitheloberflache bewegen, ermittelt (PTS). Zusatzlich wurde die Schlagfrequenz der

zilientragenden Zellen im Trachealepithel bestimmit.

3.4.1 Einfluss von bakteriellen Signalpeptiden auf die MC

Um zu untersuchen, ob bakterielle Signalpeptide, welche entweder formyliert oder nicht
formyliert vorliegen kdnnen, einen Einfluss auf die MC haben, wurden zuerst N-terminale
Fragmente von 18 Signalpeptiden getestet. Dabei handelte es sich um Peptide bestehend aus
4-9 AS, 16 Peptide lagen formyliert und zwei Peptide unformyliert vor (Abb. 55). Zudem
wurden zwei bekannte FPR-Agonisten getestet, welche die FPR der Maus Fprl, Fpr2 (FPR-
rs2) und Fpr3 (FPR-rs1, FPR3 oder LXA4R) aktivieren. Dabei handelte es sich um das W-
Peptid (WKYMVm-NH2) und das M-Peptid (MMHWAmM-NH2) (Bufe et al. 2015). Im Vergleich
zu der Applikation von Puffer (vehicle) fiihrte nur die Applikation der Signalpeptide mit der AS-

Sequenz f-MMYKRLLL (p=0.0013; n=6; Mann-Whitney-U-Test) und f-MKKFRW (p=0,002;
130



3. Ergebnisse

n=8; Mann-Whitney-U-Test), beide in einer Konzentration von 10 pM, zu einer Steigerung der
PTS. Die Applikation der beiden FPR-Agonisten dagegen fiihrte zu keiner Anderung der PTS
(W-Peptid: 10 uM, p=0,5206, n=5; 100 uM, p=0,2222, n=5; M-Peptid: 10 uM, p=0,5455, n=3,
Mann-Whitney-U-Test). Zusatzlich wurden zwei Varianten des PTS-erhdhenden Peptides f-
MKKFRW getestet, welche jeweils um eine (F-MKKFRWY) oder drei AS (f-MKKFRWVVL)
verlangert wurden. Beide Varianten flhrten ebenfalls zu einer Erhéhung der PTS (n=4;
p=0,0283 und p=0,0040; Mann-Whitney-U-Test). Die unformylierte Variante von f-MMKFRW
(MKKFRW) fiihrte dagegen zu keiner Anderung der PTS (p=0,5697; n=4; Mann-Whitney-U-
Test) (Abb. 55; Appendix Tab. 15). Die eingesetzten Signalpeptide wurden anhand ihrer
bekannten Wirkung als Agonisten fir den Fprl und Fpr2 ausgewahlt (Bufe et al. 2015) und
reprasentieren dabei den N-Terminus von >1754 Proteinen, welche in insgesamt 18.808
Bakterienstammen zu finden sind (Tab. 24).
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Abbildung 55: Veranderung der PTS nach Applikation von FPR-Agonisten und
formylierten bakteriellen Signalpeptiden. Dargestellt ist die Verdnderung der PTS nach
Applikation (8 min) der FPR-Agonisten, WKYMVm-NH2 (W-Peptid 10 und 100 pM*) und
MMHWAM-NH2 (M-Peptid, 10 uM) und von formylierten und nicht formylierten bakteriellen
Signalpeptiden. Alle Peptide wurden in einer Konzentration von 10 pM eingesetzt. Orange
hinterlegt ist die AS-Sequenz f-MKKFRW, welche zu einer Steigerung der PTS fuhrt, blau
hinterlegt sind AS welche an die AS-Sauresequenz f-MKKFRW angehéngt wurden, fett
hinterlegt ist das nicht formylierte Peptid mit gleicher AS-S&uresequenz. Dargestellt sind
Mittelwert + SEM. Der Effekt der Substanzen wurde im Vergleich zur Applikation des gleichen
Volumens an C1-Puffer (vehicle) untersucht (Mann-Whitney-U-Test). Modifiziert aus Perniss
et al. 2020b.

Das formylierte Peptid f-MKKRFW (10 uM) erhdhte die PTS innerhalb von 8 min von
47 + 3 um/s auf 82 + 6 um/s, dies entspricht einer Erhhung um 83 + 21 % (p<0,0001; n=12;
Mann-Whitney-U-Test) (Abb. 56A-C; Appendix Tab. 16). Eine durchgefiihrte
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Konzentrationsreihe (0,1 uM — 100 uM) ergab eine ECso von 0,9 uM (Abb. 56D; Appendix Tab.
17). Anhand dieser wurde in folgenden Versuchen stets eine Konzentration von 10 pM f-
MKKFRW eingesetzt, um eine maximale Stimulation der PTS zu erreichen. Um
auszuschlieRen, dass die beobachtete Erhéhung der PTS durch f-MKKFRW, z.B. durch
Verunreinigungen bei der Herstellung oder Verdinnung des Peptides, hervorgerufen wurde,
erfolgte die Applikation eines Peptids mit der gleichen AS-Sequenz, welches aber von einem
anderen Hersteller bezogen wurde. In diesem Experiment konnte kein Unterschied zwischen
beiden Substanzen (10 uM) beobachtet werden (p=0,1228; n=12 und 6, Mann-Whitney-U-
Test) (Abb. 56E; Appendix Tab. 18). Um das AS-Sequenzmotiv, welches zu einer Erhéhung
der PTS fuhrt, weiter einzugrenzen, wurden Varianten von f-MKKFRW getestet, in denen
entweder einzelne AS substituiert oder die AS-Sequenz verlangert bzw. verkirzt wurde. Dabei
zeigte sich, dass sowohl das um eine AS verkirzte Peptid f-MKKFR als auch das Peptid mit
einer substituierten AS -MMKFRY zu einer Erhéhung der PTS fihrte (p=0,0009; p=0,0005;
n=5; Mann-Whitney-U-Test). Des Weiteren resultierte auch die Applikation des Peptides f-
MKKFKWSI in einer Erhdhung der PTS (p=0,0005; n=5; Mann-Whitney-U-Test) (Abb. 56F).
Dagegen fuihrten Versuche mit den Peptiden f-MKKWRW, f-MKKHRW und f-MKREVWII zu
keiner Steigerung der PTS (p=0,0564, n=3; Mann-Whitney-U-Test) (Abb. 56F; Appendix Tab.
19). Aus diesen Versuchen lasst sich schlieBen, dass das Kernmotiv, welches fiir eine
Steigerung der PTS notwendig ist, aus den AS -MKKF besteht. Dieses Peptid wurde jedoch

im Rahmen dieser Arbeit nicht getestet.
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Tabelle 24: In silico-Analyse der Gensequenzen von Bakterien. Untersucht wurde, welche
Bakterien die untersuchten Peptidsequenzen aufweisen und in welchen und wie vielen
Proteinen diese zu finden sind. Modifiziert aus Perniss et al. 2020b.

Anzahl Anzahl der
Sequenz der Proteine Typische Proteine™ Publizierter Name
Stamme*

PhoP/PhoQ regulator MgrB

454 31 Type VIl secretion protein Esas LR
Spermidine/putrescine ABC transporter

Sectranslocon accessory complex

MGFFIS 94 16 HMGL-like protein Streptococcus-SP1
Hyaluronidase

MKKISKFLP 3 2 SHP2ISHP2 family peptide pheromone

MKKTLSLKN 6 1 Competence stimulating peptide s
MKKYKRLLL 94 3 Membrane protein insertase YidC e
' ' ' PTS sugartransporter subunitllB |

MKKIML 2537 =300 UDP-N-acetylglucosamine 2-epimerase Listeria-SP18++

Parin family protein
Cytidylate kinase

MKKNLY 914 =300 NAD-dependent protein deacylase Clostridium-SP 13+
WL domain-containing protein
Porin
MNKKLL 4725 =300 Outer membrane protein Staphylococcus-SP12++
| | Internalin |
Hemolysin _ e
MPKLNR 154 53 R T TR T Vibrio-SP10
MLFKYS 35 15 [BC lransportelpermease Shewanella-SP7*

Uncharacterized protein (DUF2147 family)

LrgB family protein
MLFYLA 53 18 HicB family protein Desulfotomaculum-SPa=
tRMA-dihydrouridine synthase (EC 1.3.1.-)
Flagellar basal body rod protein
MKKFLL 8098 =300 Outer membrane immunagenic protein Hydrogenobacter-SP1 64+
Thiol at disulfide interchange protein
3PI-1 type Nl secretion systeminvasion|

ipoprotein InvH o
MKKFYS 788 134 Paor secretion system C-terminal sorting domain S e
HIyD family secretion protein
G-phospho-alpha-glucosidasze
MKKFNI 573 210 Biotin carboxyl carrier protein sk
Maltose-6-phosphate glucosidase
Carboxy terminal-processing peptidase

(EC 3.4.21.102) . et
MVMKFK 31 18 MerR familytranscriptional regulator SEEL L e
Tail-specific protease (EC 3.4.21.102)

Peptidaze

Microbial collagenase — e
MKNFKG 249 56 4-hydroxy-tetrahydrodipicolinate synthase Bacillus-SP2

_ _ _ (EC4337)
+ Aufgelistet sind nur Bakterienstamme, welche ein Protein

besitzen das mit diesen Sequenzen am N-terminus beginnt ™" Bufe et al. 2015
**** Bufe et al. 2019

** Aufgelistet sind die am haufigsten vorhandenen Proteine

¥ =1.754 Proteine
¥ 18.808 Bakterienstamme
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Abbildung 56: Veranderung der PTS nach Applikation von f-MKKFRW oder Varianten
dieses Signalpeptides. A: Dargestellt ist der Kurvenlauf eines Experimentes bestehend aus
Messungen an zwolf Tracheen. Die Applikation von f-MKKFRW und ATP, welches als
Kontrollsubstanz diente, fuhrt zu einem Anstieg der PTS, welcher in B und C abgebildet ist. B:
Auswertung des  Experimentes  dargestellt in A, abgebildet sind die
Transportgeschwindigkeiten 8 min nach Applikation von -MMKFRW und ATP C: Auswertung
des Experimentes dargestellt in A, dargestellt ist die prozentuale Veranderung der PTS durch
Applikation von C1-Puffer (vehicle), -MKKFRW und ATP, 8 min nach Applikation. D: Dosis-
Wirkungs-Kurve nach Applikation von f-MKKFRW (8 min). E: Veranderung der PTS nach
Applikation von f-MKKFRW aus zwei verschiedenen Bezugsquellen, Peptid links dargestellt
entspricht den Versuchen abgebildet in A-C, Peptid rechts im Graphen dargestellt, entspricht
dem Kontrollpeptid von einem anderen Hersteller. F: Veranderung der PTS nach Applikation
von Varianten des formylierten Peptides f-MKKFRW, Anderungen in der AS-Sequenz im
Vergleich zu -MKKFRW sind in blau dargestellt. A-F: Mittelwert + SEM. B: Wilcoxon-
Rangsummentest. C, E, F: Mann-Whitney-U-Test. A, D, F: Maodifiziert aus Perniss et al. 2020b.

Die PTS kann akut durch mehrere Parameter beeinflusst werden, z.B. durch die Viskositét des
Flussigkeitsfilms Gber den zilientragenden Zellen, die Umgebungstemperatur und in erster
Linie durch die Schlagfrequenz der zilientragenden Zellen. Die Temperatur sowie die
Viskositat der Flussigkeit waren in diesem experimentellen Design stets gleich. Um zu
untersuchen, ob das Signalpeptid f-MKKFRW einen Einfluss auf die Schlagfrequenz der
zilientragenden Zellen hatte, wurde diese mit Hilfe des gleichen experimentellen Setups wie
zur Bestimmung der PTS ermittelt. Dabei zeigte sich, dass sowohl die Applikation von f-
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MKKFRW (von 8,7 £ 1,4 Hz auf 14,2 + 2 HZ; Steigerung um 69,3 + 17,9 %) als auch die von
ATP (auf 19,4 Hz = 1,2 HZ; Steigerung um 142,7 + 37,4 %), welches auch hier als
Positivkontrolle diente, die Schlagfrequenz der zilientragenden Zellen erhéht (p=0,0087;
p=0,0006; gepaarter t-Test; n=5) (Abb. 57; Appendix Tab. 20).
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Abbildung 57: Veranderung der CBF nach Applikation von f-MKKFRW. A: Dargestellt ist
der Verlauf der gemittelten CBF von 34 zilientragenden Zellen einer Trachea uber die Zeit. B:
Dargestellt ist die gemittelte CBF von insgesamt 5 Tracheen, ein Datenpunkt entspricht einer
analysierten Trachea vor Applikation von f-MKKFRW (C1-Puffer), 8 min nach f-MKKFRW (f-
MKKFRW, p=0,0087) und 8 min nach ATP (p=0,0223) (n=5; gepaarter t-Test). C: Darstellung
der Oberflache der Trachea. Falschfarbendarstellung der CBF, eine hellere Farbung entspricht
einer héheren CBF, jeweils 8 min nach Applikation von f-MKKFRW und ATP. B, C: Maodifiziert
aus Perniss et al. 2020b.

Eine in silico-Analyse von Sequenzierungsdaten unter Verwendung der Datenbank UniProt
zeigte, dass eine Vielzahl von Bakterien Gensequenzen enthalten, die fur das Motiv MKKFR
und die anderen Peptide, welche einen Einfluss auf die PTS zeigten, codieren. Darunter sind
Bakterien, die klassische Pathogene darstellen, welche Infektionen der Lunge und Atemwege
im Menschen hervorrufen kénnen. So konnte die Sequenz des Peptides MKKFRW in
Klebsiella pneumoniae, Listeria monocytogenes und Escherichia coli gefunden werden, das
Peptid MKKFRY in dem Bakterium Bordetella bronchiseptica und die Sequenz MKKFKWSI in
dem Bakterium S. pneumoniae Das Kernmotiv mit der Sequenz MKKFR dagegen ist in einer
Vielzahl von Pathogenen zu finden, darunter S. pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,

Chlamydia pneumoniae, Klebsiella pneumoniae und Escherichia coli (Tabbelle 25).

Zusammenfassend lasst sich aus diesen Versuchen festhalten, dass formylierte bakterielle
Signalpeptide einen Einfluss auf die PTS aufweisen. Dies ist jedoch kein Klasseneffekt,
sondern begrenzt auf bestimmte Sequenzmotive (beginnend mit f-MKKF), welche auch in

pathogenen Bakterien zu finden sind.
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Tabelle 25: In silico-Analyse der Gensequenzen von Pathogenen. Es wurden die
Sequenzdaten von Bakterien untersucht, welche im Menschen Atemwegsinfektionen auslosen
kénnen. Dabei konnten in ein oder mehreren Pathogenen die Sequenzen der PTS-
stimulierenden Peptide nachgewiesen werden. Modifiziert aus Perniss et al. 2020b.

Pathogen MKKFRW MKKFR MKKFRY MKKFKWSI

Streptococcus pneumoniae

Pseudomonas aeruginosa

Klebsiella pneumoniae

Acinetobacter baumannii

Listeria monocytogenes

Bordetella bronchiseptica

Escherichia coli

Chlamydia trachomatis

Chlamydia pneumoniae

Klebsiella oxytoca

Pseudomonas maltophilia

Staphylococcus aureus

Streptococcus pyogenes

I vorhanden
- nicht vorhanden

3.4.1.1 Beteiligung von FPR an der Erhdhung der PTS durch bakterielle Signalpeptide

In der Maus sind sieben verschiedene Fpr vorhanden. Diese kdnnen in zwei Gruppen unterteilt
werden: die klassischen Fpr, bestehend aus Fprl und Fpr2 (Fpr-rs2), und die ausschlief3lich
im VNO der Maus zu findenden Fpr, bestehend aus Fpr (Fpr-rsl, Fpr3 oder LXA4R, Fpr-rs3,
Fpr-rs4, Fpr-rs6 und Fpr-rs7). Die Expression der klassischen Fpr ist dagegen nicht auf das
VNO beschrankt. So werden diese beiden Rezeptortypen in Zellen des angeborenen und
adaptiven Immunsystem exprimiert, vor allem in Monozyten, neutrophilen Granulozyten,
dendritischen Zellen, T- und B-Lymphozyten, aber auch in Zellen, welche nicht primar dem
Immunsystem zugeordnet werden kdnnen, wie Mikroglia-/ Astrogliazellen des Gehirns, DRG-
Neuronen und Hepatozyten (zusammengefasst von Migeotte et al. 2006). Die klassischen Fpr
werden durch formylierte Signalpeptide aktiviert, fr die nicht-klassischen Fpr aul3er dem Fpr3
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sind dagegen keine Liganden bekannt (Bufe et al. 2012; Bufe et al. 2015). Im Speziellen konnte
gezeigt werden, dass das in dieser Arbeit verwendete Peptid f-MKKFRW als Ligand fir den
Fpr3 der Maus dient (Bufe et al. 2019). Die beobachtete Wirkung der getesteten formylierten
Signalpeptide auf die MC legt eine Beteiligung von Fpr an der Erkennung dieser nahe. Aus
diesem Grund wurde die Expression der Fpr in der Trachea genauer untersucht. Zudem
wurden PTS-Experimente mit dem Peptid -MKKFRW und Fprl- und Fpr2-Inhibitoren sowie

Fprl- und Fpr3-Ko Mauslinien verwendet, um eine Beteiligung der Fpr zu untersuchen.

Die Expression der verschiedenen Fpr in der Trachea wurde mittels RT-PCR untersucht.
Dabei zeigte sich, dass nur mRNA der klassischen Fprl und Fpr2 sowohl in der gesamten
Trachea als auch in abgetragenem Trachealepithel sowie in dem darunterliegenden Gewebe
zu finden war. Ebenso konnten diese in der verwendeten Positivkontrolle (Blut) nachgewiesen
werden (Abb. 58A und B). Die mRNA der nicht klassischen Fpr (Fpr3, Fpr-rs3, Fpr-rs4, Fpr-
rs6, Fpr-rs7) dagegen konnten nur in der Positivkontrolle (VNO) nachgewiesen werden (Abb.
58C-G).

Zudem wurden Epithelzellen der Trachea analysiert. Hierzu wurde die Trachea verdaut, um
den Zellverband aufzulésen, und einzelne Zellen isoliert. Anschlieend erfolgte eine Trennung
der Zellpopulationen mittels FACS und anschlieRender RNA-Isolation, cDNA-Synthese und
RT-PCR aus den aufgefangenen Zellen. Die Isolation der Zellen erfolgte dabei aus Trpm5-
eGFP-Tieren. In der hergestellten cDNA konnten weder in Epithelzellen (EpCAM+, CD45-,
GFP-) noch in isolierten SCCC (EpCAM+, Cd45 low, GFP+) mRNA-Transkripte flr die Fpr
nachgewiesen werden (Abb. 59). Zusatzlich wurde die Expression des Fpr3 unter Verwendung
einer Fpr3-Ko Mauslinie untersucht. In dieser Linie wird anstatt der flir den Fpr3 codierenden
mRNA das Enzym B-Galactosidase exprimiert. Mittels einer histochemischen Farbung kann
dieses Enzym sichtbar gemacht werden, indem dessen Aktivitat nachgewiesen wird. Dabei
werden [(-Galactosidase-positive Strukturen blau angefarbt. In der Trachea von diesen
Méausen konnten keine positiven Zellen gefunden werden. Im VNO dagegen waren einzelne

Zellen, vermutlich sensorische Neurone, blau angefarbt (N=3; Abb. 60).
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Abbildung 58: Expression von Fpr in der Trachea der Maus. A-H: RT-PCR-Experimente
mit Proben von Tracheen aus weiblichen C57BL/6-Mausen. Trachea = gesamte Trachea; g
Epithel = Trachea von der das Epithel mittels eines Wattestabchens abgetragen wurde; Epithel
= abgetragenes Epithel. Das ,+* Zeichen entspricht dem PCR-Ansatz mit Reverser
Transkriptase (RT), das ,-“ Zeichen entspricht dem PCR-Ansatz ohne RT, H.O = PCR-Ansatz
ohne cDNA. A: Ein PCR-Produkt spezifisch fiir den Fprl (228 bp) konnte in allen untersuchten
Proben nachgewiesen werden. B: Ein PCR-Produkt spezifisch flr den Fpr2 (226 bp) konnte
in allen untersuchten Proben nachgewiesen werden. C: Ein PCR-Produkt spezifisch fur den
Fpr-rs1 (201 bp) konnte nur in der Positivkontrolle (VNO) nachgewiesen werden. D: Ein PCR-
Produkt spezifisch fir den Fpr-rs3 (226 bp) konnte nur in der Paositivkontrolle (VNO)
nachgewiesen werden. E: Ein PCR-Produkt spezifisch fur den Fpr-rs4 (211 bp) konnte nur in
der Positivkontrolle (VNO) nachgewiesen werden. F: Ein PCR-Produkt spezifisch fir den Fpr-
rs6 (137 bp) kann nur in der Positivkontrolle (VNO) nachgewiesen werden. G: Ein PCR-
Produkt spezifisch fir den Fpr-rs7 (185 bp) konnte nur in der Paositivkontrolle (VNO)
nachgewiesen werden. H: Die Amplifikation von 3-Aktin mRNA diente als Kontrolle fur die
erfolgreiche Synthese der cDNA aller Proben. In allen untersuchten Proben mit Reverser
Transkriptase konnte ein PCR-Produkt (249 bp) nachgewiesen werden. Marker = 100 bp,
jeweils links aufgetragen.
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Abbildung 59: Expression von Fpr in mittels FACS isolierten trachealen Epithelzellen
der Maus. A-C: RT-PCR-Experimente mit Proben aus Tracheen von Trpm5-eGFP-Mausen.
EpCAM-positive Zellen sind CD45 negativ. H,O = PCR-Ansatz ohne cDNA. A: PCR-Produkte
mit Primern spezifisch fir B-Aktin konnten in allen Proben mit Reverser Transkriptase
nachgewiesen werden (RT+). B: PCR-Produkte mit Primern spezifisch fir GFP konnte nur in
isolierten Zellen nachgewiesen werden, welche in der Durchflusszytometrie als GFP-positiv
identifiziert wurden (GFP+; EpCAM+, CD45 low). C: PCR-Produkte mit Primern spezifisch fur
die Fpr 1, 2, -rsl, -rs3, -rs4, -rs6 und -rs7 konnten nur in der Positivkontrolle, dem VNO,

nachgewiesen werden. Marker = 100 bp, jeweils links aufgetragen. Modifiziert aus Perniss et
al. 2020b.
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VNO

Trachea

Abbildung 60: Expression des Fpr3 im VNO der Maus, aber nicht in der Trachea.
Reprasentative Hellfeldaufnahmen von der Nase (obere Reihe) und Trachea einer Fpr3- Ko-
Maus (MOB = main olfactory bulb). Einzelne Zellen im VNO zeigen eine blaue Farbung (obere
Reihe, rechte Aufnahmen). In der Trachea konnten keine blau gefarbten Zellen gefunden
werden. Es wurden insgesamt vier Fpr3-Ko-Mause und drei Kontrolltiere (Fpr3-wildtyp)
untersucht. In den Kontrolltieren konnten keine blau gefarbten Zellen beobachtet werden.
Modifiziert aus Perniss et al. 2020b.

Wie in Abbildung 58 dargestellt konnte die Expression des Fprl und Fpr2 im Trachealepithel
nachgewiesen werden. Jedoch zeigten die RT-PCR-Experimente an isolierten trachealen
Epithelzellen welche in Abbildung 59 dargestellt sind, dass diese keine Fpr exprimieren. Die
in Abbildung 58 dargestellte Fpr-Expression lasst sich vermutlich auf Immunzellen
zurickfuhren, welche sich ebenfalls im Trachealepithel befinden und Fpr exprimieren
(Migeotte et al. 2006). Da aber eine Beteiligung von Immunzellen oder anderen Zellen, welche
Fpr exprimieren, nicht ausgeschlossen werden konnte, wurden anschlieRend PTS-
Experimente mit Inhibitoren spezifisch fur den Fprl (CyclosporinH, 1 uM) und Fpr2 (tBoc2, 10
MM) durchgefuhrt. Dabei zeigte sich kein Unterschied in der Steigerung der PTS nach
Applikation von f-MKKFRW (p=0,6494; n=5-6; Mann-Whitney-U-Test) (Abb. 61A; Appendix
Tab. 21). Zusatzlich wurden Fprl-defiziente Mause getestet. Auch hier konnte kein
Unterschied in der Steigerung der PTS nach Applikation von f-MKKFRW im Vergleich zum
korrespondierendem Wildtyp festgestellt werden (p=0,9004; n=5-6; Mann-Whitney-U-Test)
(Abb. 61B; Appendix Tab. 22). Obwohl eine Expression des Fpr3 in der Trachea nicht
nachweisbar war, erfolgten Experimente an zwei Mausstammen, welche keinen funktionellen
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Fpr3 besitzen. Grund dafir ist, dass gezeigt werden konnte, dass das Peptid -MKKFRW einen
Agonisten fur den Fpr3 darstellt (Bufe et al. 2019). In der Mauslinie FVB/NCrl liegt eine
Mutation des Fpr3 vor, welche zu einem nicht funktionellen Rezeptor fihrt (Stempel et al.
2016). In dieser Mauslinie konnte kein Unterschied in der Steigerung der PTS durch f-
MKKFRW im Vergleich zu C57BL/6J-Méausen beobachtet werden (p=0,6294; n=8; Mann-
Whitney-U-Test) (Abb. 61C; Appendix Tab. 23). Zusatzlich wurde der Mausstamm Fpr3-Ko
getestet, in diesem Mausstamm liegt eine Deletion des Fpr3 vor. Auch hier zeigte sich kein
Unterschied zwischen den homozygoten Ko-Tieren und heterozygoten bzw. homozygoten Wit-
Tieren in der Stimulation der PTS durch f-MKKFRW (p=0,6095; p>0,9999; n=4-6; Mann-
Whitney-U-Test) (Abb. 61D; Appendix Tab. 24).
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Abbildung 61: Veranderung der PTS nach Applikation von f-MKKFRW in Abhangigkeit
von Fpr. A-D: Dargestellt ist die prozentuale Veranderung der PTS durch Applikation von f-
MKKFRW (10 uM) nach 8 min. A: Die Fprl- und Fpr2-Inhibitoren (CyclosporinH 1 uM und
tBoc2 10 puM) haben im Vergleich zur Applikation von HEPES keinen Einfluss auf die
Steigerung der PTS durch -MKKFRW. B: Bei der Steigerung der PTS durch f-MKKFRW an
Tracheen von Fprl-defizienten und heterozygoten Kontrolltieren ist kein Unterschied
feststellbar. C: Die Mauslinie FVB/NCrl tragt eine Mutation im Fpr3-Gen, was zu einem nicht
funktionellen Rezeptor fuhrt. Ein Unterschied in der Steigerung der PTS durch f-MKKFRW
konnte nicht beobachtet werden. D: Die Applikation von f-MKKFRW fihrt in Fpr3-defizienten
Tieren sowie in heterozygoten und Wildtyptieren zum gleichen Anstieg der PTS. A-D:
Mittelwert + SEM, Mann-Whitney-U-Test. Modifiziert aus Perniss et al. 2020b.

Aus diesen Versuchen lasst sich schlussfolgern, dass Fpr vermutlich nicht an der
Beeinflussung der PTS durch das Signalpeptid f-MKKFRW beteiligt sind.

141



3. Ergebnisse

3.4.1.2 Beteiligung von SCCC und der Geschmackstransduktionskaskade an der Erhéhung
der PTS durch bakterielle Signalpeptide

Solitdre cholinerge chemosensorische Zellen der oberen Atemwege (Nasenschleimhaut)
kénnen Bitterstoffe, z.B. Denatonium, und durch Bakterien produzierte Stoffe, z.B. Quorum
sensing-Molekiile, wahrnehmen (Saunders et al. 2014). Aus diesem Grund wurde untersucht,
ob SCCC der Trachea an der Erhohung der PTS durch das formylierte Signalpeptid f-
MKKFRW beteiligt sind. Hierzu wurden Mausstamme verwendet, bei denen entweder SCCC
im ganzen ablatiert sind, oder Komponenten der klassischen Geschmackstransduktions-
kaskade deletiert wurden.

Es zeigte sich dabei, dass im Mausstamm Pou2f3-Ko, in dem keine SCCC vorhanden sind,
die Applikation von f-MKKFRW zu keiner Erhéhung der PTS fiihrte (p=0,8125; n=7). Dagegen
war der Effekt im heterozygoten Kontrollstamm unveréndert zu beobachten (p=0.0156; n=7)
(Wilcoxon-Rangsummentest). Vergleicht man den prozentualen Anstieg der PTS, verursacht
durch f-MKKFRW, so unterschied sich dieser ebenfalls zwischen homozygoten und
heterozygoten Mausen des Mausstammes Pou2f3-Ko (Reduktion um ~90%; p=0.002; n=7;
Mann-Whitney-U-Test) (Abb. 62A-D; Appendix Tab. 25). In einem zweiten Mausmodell, in dem
SCCC ablatiert sind, dem Mausstamm Trpm5-DTA, konnte ebenfalls beobachtet werden, dass
die Applikation von -MKKFRW zu einer geringeren Erhéhung der PTS im Vergleich zum
Kontrollstamm fiihrte (Reduktion um ~90%; p=0.0040; n=5; Mann-Whitney-U-Test) (Abb. 62E-
H; Appendix Tab. 25). Als Kontrollstamm dienten Trpm5-IRES-CRE (Wt) verpaart mit
R26:lacZbPAfloxDTA (Trpm5-DTA*"). Jedoch ist zu beachten, dass in diesen Versuchen bei
einer Gruppengrof3e von jeweils 5 Tieren unter Verwendung eines gepaarten Testverfahrens
(Wilcoxon-Rangsummentest) an Trpm5-DTA*--Tieren die Applikation von f-MKKFRW nicht zu
einem signifikanten Unterschied der PTS fiihrte (n=5; p=0,0625, Abb. 62C). So entsprach der
gemittelte PTS-Wert vor Applikation in Trpm5-DTA*--Tieren 32,5 + 0,6 um/s, nach Applikation
dagegen 61,5 + 0,9 um/s. In Trpm5-DTA”-Tieren entsprach der PTS-Wert vor Applikation 35,2
+ 0,5 um/s, nach Applikation 38,4 + 0,5 um/s (Abb. 62F und G; Appendix Tab. 25). Dies
entspricht einer Steigerung der PTS durch f-MKKFRW in Trpm5-DTA*-Tieren um ~29 um/s,
in Trpm5-DTA”-Tieren dagegen nur um ~3 pm/s. Zudem wurde das sequenzahnliche
Signalpeptid -MKKFKWSI ebenfalls im Pou2f3-Mausstamm getestet. Dabei konnte ebenso
wie bei der Applikation von f-MKKFRW ein Unterschied zwischen heterozygoten und
homozygoten Tieren in der Erhdhung der PTS beobachtet werden (Reduktion um ~83%;
p=0.0159; n=5; Mann-Whitney-U-Test) (Abb. 62I).
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Abbildung 62: Veranderung der PTS nach Applikation von f-MKKFRW und f-MKKFKWSI
in Abhéangigkeit von SCCC. A-H: Applikation von f-MKKFRW (10 uM) an Tracheen des
Mausstammes Pou2f3-Ko (Pou2f3”) und heterozygoten Kontrolltieren (Pou2f3*") sowie des
Mausstammes Trpm5-DTA (Trpm5-DTA”) und Kontrolltieren (Trpm5-DTA*"). A und E:
Dargestellt ist der Kurvenlauf der Experimente. B, C, F, G: Auswertung der Experimente
dargestellt in A und E, PTS-Werte vor der Applikation von -MMKFRW und 8 min nach
Applikation. B, C: Die Applikation von f-MKKFRW flihrt zu einem signifikanten Anstieg der PTS
(p=0,0156) in Pou2f3"-Tieren. Dieser ist in Tracheen von Pou23” nicht zu beobachten
(p=0,8125). F, G: Die Applikation von -MKKFRW fuhrt zu keinem signifikanten Anstieg der
PTS (p=0,0625) in Trpm5-DTA*"-Tieren, jedoch ist eine Tendenz zu einer Erh6hung der PTS
zu erkennen. Ein Anstieg der PTS ist in Tracheen von Trpm5-DTA” jedoch nicht zu erkennen
(p=0,3125). D, H, I: Prozentuale Veranderung der PTS durch Applikation von f-MKKFRW (D,
H) oder f-MKKFKWSI (1), jeweils 10 pM. D: Der Anstieg der PTS ist in Pou2f3”-Tieren im
Vergleich zu heterozygoten Kontrolltieren nahezu vollstandig aufgehoben (p=0,0020). H: Der
Anstieg der PTS ist in Trpm5-DTA”-Tieren im Vergleich zu heterozygoten Kontrolltieren
nahezu vollstandig aufgehoben (p=0,0040). D: Der Anstieg der PTS durch f-MKKFKWSI ist in
Pou2f3”-Tieren im Vergleich zu heterozygoten Kontrolltieren nahezu vollstandig aufgehoben
(p=0,0159). A-I: Mittelwert + SEM. B, C, F, G: Wilcoxon-Rangsummentest. D, H, I: Mann-
Whitney-U-Test. D, H, I: Modifiziert aus Perniss et al. 2020b.
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Darauffolgend wurde untersucht, ob Komponenten der klassischen Geschmackskaskade an
der Erhéhung der PTS durch f-MKKFRW beteiligt sind (Abb. 63A). In Mausen, in denen das
Enzym PLCB2 deletiert ist, fihrte die Applikation von f-MKKFRW zu einer massiv verringerten
Stimulation der PTS im Vergleich zu heterozygoten Kontrolltieren des gleichen Stammes
(Reduktion um ~99%; p=0.0002; n=7) (Abb. 63B und C; Appendix Tab. 26). Ebenso konnte
dies in dem Mausstamm Trpm5-Ko beobachtet werden, in dem der Kanal TRPM5 deletiert ist,
hier dienten jedoch Tiere des Mausstammes C57BL/6j als Vergleichstiere (Reduktion um
~95%; p=0.0011; n=6) (Abb. 63D und E; Appendix Tab. 26). Die Expression der Proteine
TRPM5 und PLC2 ist im Epithel der Trachea von Mausen auf SCCC beschrankt (Kaske et
al. 2007; Krasteva et al. 2011). Dies konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit ebenso unter
der Verwendung von immunhistochemischen Methoden validiert werden (Abb. 44B). Die
Expression des Rezeptors IP3R3 (Itpr3) wurde jedoch noch nicht in trachealen SCCC der
Maus nachgewiesen. Da ein geeigneter Antikérper fir immunhistochemische Farbungen nicht
zur Verfigung stand, wurde die Expression des Rezeptors mit Hilfe von RT-PCR-
Experimenten an isolierten trachealen Epithelzellen durchgefiihrt. Hierzu wurden die gleichen
Proben, wie in Abb. 59 bereits dargestellt, verwendet. Es zeigte sich dabei, dass Trpm5-mRNA
nur in GFP-positiven Zellen zu finden war, Itpr3-mRNA konnte dagegen auch in GFP-
negativen Epithelzellen nachgewiesen werden (Abb. 63F). In dem Mausstamm Itpr3-Ko, in
dem der Rezeptor IP3R3 deletiert ist, konnte zugleich eine Reduktion des Effektes von f-
MKKFRW beobachtet werden (Reduktion um ~93%; p=0.0025; n=5; Mann-Whitney-U-Test)
(Abb. 63G und H; Appendix Tab. 26). Die Reaktion auf ATP sowie auf Muscarin blieb in dem
Mausstamm Itpr3-Ko jedoch unverandert (p=0.2626; p=0.1338; n=5-7; Mann-Whitney U-Test)
(Abb. 631 und J; Appendix Tab. 27).

Aus diesen Versuchen lasst sich schlussfolgern, dass SCCC an der Erhéhung der PTS durch
die Signalpeptide f-MKKFRW und f-MKKFKWSI beteiligt sind. Zudem sind die Komponenten
der Geschmackstransduktionskaskade PLCB2 und TRPMS5, welche ausschliellich in SCCC
exprimiert sind, essentiell fir die Erhéhung der PTS durch f-MKKFRW. Der Rezeptor IP3R3
ist ebenso essentiell, jedoch nicht ausschlief3lich in SCCC exprimiert, sondern auch in anderen

Epithelzellen vorhanden.
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Abbildung 63: Verédnderung der PTS nach Applikation von f-MKKFRW in Abhé&ngigkeit
von Komponenten der Geschmackstransduktionskaskade. A: Schematische
Zusammenfassung eines moglichen Signalweges in SCCC. B: Kurvenverlauf der Experimente
an PlcB2"-Tieren und heterozygoten Kontrolltieren. C: Auswertung der Experimente
dargestellt in B, prozentuale Verdnderung der PTS durch Applikation von f-MKKFRW (10 uM).
Der Anstieg der PTS ist in PlcB2"-Tieren verringert im Vergleich zu heterozygoten
Kontrolltieren (p=0,0002; n=7-8). D: Kurvenverlauf der Experimente an Trpm5”-Tieren und
C57BL6/J-Kontrolltieren. E: Auswertung der Experimente dargestellt in D, prozentuale
Veranderung der PTS durch Applikation von f-MKKFRW (10 pM). Der Anstieg der PTS ist in
Trpm5”-Tieren verringert im Vergleich zu C57BL6/J Kontrolltieren (p=0,0011; n=6). F: RT-
PCR Experimente an isolierten trachealen Epithelzellen von Trpm5-GFP-Mausen. Dargestellt
sind PCR-Experimente mit den gleichen cDNA-Proben, welche in Abb. 12B bereits verwendet
wurden. Transkripte der Trpm5-mRNA waren nur in GFP-positiven Epithelzellen zu finden.
Dagegen waren Transkripte der Itpr3-mRNA in GFP-positiven und GFP-negativen
Epithelzellen nachzuweisen. Marker = 100 bp, links aufgetragen. G: Kurvenverlauf der
Experimente an Itpr3”-Tieren und heterozygoten Kontrolltieren. H: Auswertung der
Experimente dargestellt in G, prozentuale Veranderung der PTS durch Applikation von f-
MKKFRW (10 uM). Der Anstieg der PTS ist in Itpr3”-Tieren verringert im Vergleich zu
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heterozygoten Kontrolltieren (p=0,0025; n=7-8). |, J: In der prozentualen Veranderung der PTS
durch Applikation von ATP (100 uM) und Muskarin (10 pM) ist kein Unterschied zwischen Itpr3
- und Itpr3*"-Mausen feststellbar (p=0,2626; p=0,1338; n=5-7). B-F: Mittelwert + SEM. C, E,
H, I, J: Zeitpunkt jeweils 8 min nach Applikation, Mann-Whitney-U-Test. A, C, E, F, H-J:
Modifiziert aus Perniss et al. 2020b.

3.5 Einfluss von Geschmacksrezeptoren und ihren Liganden auf die PTS

Die  bisherigen Befunde  weisen  darauf  hin, dass Komponenten  der
Geschmackstransduktionskaskade (TRPM5, PLCB2 und ITPR3) an der Erhéhung der PTS
durch das Signalpeptid f-MKKFRW, vermittelt durch SCCC, beteiligt sind. Aus diesem Grund
wurde im nachfolgenden Abschnitt die Beteiligung von Geschmacksrezeptoren an der
Modulation der PTS durch f-MKKFRW untersucht, da diese am Anfang der
Geschmackstransduktionskaskade stehen. Zusatzlich erfolgten Experimente mit Agonisten flr
Geschmacksrezeptoren, welche in Blrstenzellen nachgewiesen werden konnten, um zu
untersuchen, ob diese einen Einfluss auf die PTS aufweisen, welcher durch SCCC vermittelt

sein konnte.

3.5.1 Beeinflussung der PTS in Abh&angigkeit von Taslr-Geschmacksrezeptoren

Unter der Verwendung von Mausen, in denen der Geschmacksrezeptor Tas1r3 deletiert ist
(Taslr3-Ko), wurde untersucht, ob eine Beteiligung der heterodimeren
Geschmacksrezeptoren, welche fir die Erkennung der Geschmacksqualitdten umami und stif3
verantwortlich sind, an der Erhéhung der PTS durch -MKKFRW vorliegt. Der Rezeptor Tas1r3
ist in trachealen SCCC exprimiert (Bankova et al. 2018; Nadjsombati et al. 2018; Tizzano et
al. 2011) und kann Heterodimere mit dem Rezeptor Taslrl ausbilden. Dies fihrt zu einem
funktionellen Rezeptor, welcher Stoffe mit der Geschmacksqualitat ,umami“ registriert (Nelson
et al. 2002). Ein typischer Agonist fir diesen heterodimeren Rezeptor (Taslr3-Taslrl) ist
Glutamat (Mononatriumglutamat) (Nelson et al. 2002). Die Applikation von Glutamat in zwei
verschiedenen Konzentrationen (50 mM und 250 mM) flihrte jedoch zu keiner Verénderung
der PTS (p=0.1778; n=6 und p=0,6320; n=2; Mann-Whitney U-Test) (Abb. 64A; Appendix Tab.
28). Der Rezeptor Tas1r3 kann ebenso Heterodimere mit dem Rezeptor Taslr2 ausbilden.
Diese Rezeptorkombination ist fur die Wahrnehmung von Stoffen verantwortlich, welche die
Geschmacksqualitat ,suf3“ aufweisen (Nelson et al. 2001). Einen typischen Agonisten dieser
Rezeptorkombination stellt Saccharose dar (Nelson et al. 2001). Die Applikation von
Saccharose fiihrte jedoch im Vergleich zu der vehicle-Kontrolle zu keiner Veranderung der
PTS (p=0,7023; n=8; Mann-Whitney U-Test) (Abb. 64A; Appendix Tab. 28). Zudem wurde
getestet, ob Geschmacksrezeptoren fir die Geschmacksqualitaten ,sif3* und ,umami“ an der
Erhdhung der PTS durch f-MKKFRW beteiligt sind. Dabei zeigte sich, dass kein Unterschied
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in der Reaktion auf f-MKKFRW zwischen Taslr3-defizienten M&usen und korrespondieren
Kontrollen bestand (p=0,4008, n=5; Mann-Whitney U-Test) (Abb. 64B; Appendix Tab. 29).

Aus diesen Versuchen lasst sich schlussfolgern, dass Agonisten fir die heterodimeren
Rezeptoren, welche die Geschmacksqualitdten ,si* und ,umami‘ wahrnehmen, keinen
Einfluss auf die PTS in der Trachea der Maus aufweisen. Zudem sind diese Rezeptoren
ebenfalls nicht an der Erhdhung der PTS durch f-MKKFRW beteiligt.
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Abbildung 64: Verdnderung der PTS in Abhé&ngigkeit der Geschmacksrezeptoren
Tas1r3, Taslrl und Taslr2. A: Prozentuale Verdnderung der PTS durch Applikation von
Glutamat (250 mM oder 50 mM) oder Saccharose (10 mM) im Vergleich zu der Applikation
des gleichen Volumens an HEPES-Puffer. Die Applikation dieser Stoffe fihrt zu keinem
Anstieg der PTS. B: Die Applikation von f-MKKFRW (10 puM) ist unverandert in Taslr3-
defizienten Mausen im Vergleich zu homozygoten Wildtyptieren (p=0.4008; n=5). A-B:
Mittelwert £ SEM, Mann-Whitney-U-Test. Modifiziert aus Perniss et al. 2020b.

3.5.2 Beeinflussung der PTS in Abhangigkeit von Tas2r

Tracheale SCCC der Maus exprimieren neben dem bereits beschriebenen
Geschmacksrezeptor (Taslr3) auch Geschmacksrezeptoren der Genfamilie Tas2r.
Rezeptoren dieser Familie bilden, anders als die Rezeptoren der Taslr-Familie, funktionale
monomere Rezeptoren aus und sind fur die Wahrnehmung von Stoffen, welche die
Geschmacksqualitdt  ,bitter* aufweisen, verantwortlich, sie werden daher als
.Bitterrezeptoren* bezeichnet (Meyerhof 2005). Es wird jedoch auch diskutiert, dass
Rezeptoren dieser Familie funktionelle Oligomere ausbilden kénnen, was zu einer

Veranderung der Rezeptoraffinitaten fuhren kdnnte (Kuhn et al. 2010). Die Tas2r-Genfamilie

147



3. Ergebnisse

besteht bei der Maus aus 35 verschiedenen Rezeptoren. Davon konnten 18 Tas2r (Tas2r102,
104, 105, 106, 108, 113, 115, 116, 117, 118, 126, 129, 131, 135, 136, 137, 138, 143) in
trachealen SCCC der Maus nachgewiesen werden (Bankova et al. 2018; Krasteva et al. 2011;
Liu et al. 2017; Nadjsombati et al. 2018; Montoro et al. 2018). Acht (Tas2r102, 104, 106, 116,
118, 129, 131, 136) der 18 exprimierten Tas2r sind sogenannte “orphan receptors”. Dies
bedeutet, dass keine Liganden bzw. Agonisten fur diese Rezeptoren bekannt sind (Lossow et
al. 2016; Dagan-Wiener et al. 2019).

3.5.2.1 Tas2r-Agonisten

In den folgenden Versuchen wurden 12 verschiedene Bitterstoffe getestet. Diese stellen
Agonisten fur die 10 in trachealen SCCC exprimierten Bitterrezeptoren dar, fur die Agonisten
bekannt sind. Die verwendeten Agonisten wurden in den Konzentrationen appliziert, die in
transfizierten Zellen, welche verschiedene murine Bitterrezeptoren exprimieren, zu Ca?*-
Signalen fiihrten. Hierbei kann die Arbeit von Lossow und Kolleginnen als Grundlage der
verwendeten Konzentrationen angesehen werden (Lossow et al. 2016). Der Bitterstoff 2-
Propylthietan (2-PT) stellt einen Agonisten fir den Rezeptor Tas2r143 dar (Moine et al. 2018).
Die Applikation von 2-PT (1 mM) fuhrte zu keiner Anderung der PTS im Vergleich zu der
Applikation des Ldsungsmittels DMSO (p=0,6667; n=5, Mann-Whitney-U-Test) (Abb. 65A;
Appendix Tab. 30). Die Substanz Arbutin stellt einen Agonisten fur den Rezeptor Tas2r126
dar (Lossow et al. 2016). Die Applikation von Arbutin (3 und 30 mM) fiihrte zu keiner Anderung
der PTS im Vergleich zu der Applikation des Lésungsmittels DMSO (p=0,6010; p=0,5025; n=5,
Mann-Whitney-U-Test) (Abb. 65B; Appendix Tab. 33). Die Applikation von 300 mM Arbutin
dagegen verringerte die PTS (p=0,0006; n=5, Mann-Whitney U-Test). (Abb. 65B). Die
Substanz Quinin ist ein Agonist flir die Bitterrezeptoren Tas2r105, 108, 115, 126, 137, 140 und
144 (Lossow et al. 2016). Die PTS wurde jedoch durch Quinin (0,01 mM) nicht verandert
(p=0,9444; n=5; Mann-Whitney-U-Test) (Abb. 65C; Appendix Tab. 30). Die Substanz 5-Propyl-
2-thiouracil (5-PTU) ist ein Agonist fir die Bitterrezeptoren Tas2r121, 135, 137, 138, 140 und
144 (Lossow et al. 2016). Die Applikation von 5-PTU (1 mM) fiihrte zu keiner Veranderung der
PTS (p=0,3429; n=4; Mann-Whitney U-Test) (Abb. 65D; Appendix Tab. 32). Die Substanz 6-
Propyl-2-thiouracil (6-PTU) ist ein Agonist fir die Bitterrezeptoren Tas2r105, 108, 120, 121,
und 123 (Lossow et al. 2016). Deren Applikation (1 mM) fuhrte zu einer Reduktion der PTS
(p=0,0286; n=4; Mann-Whitney U-Test) (Abb. 65D; Appendix Tab. 32). Die Substanz
Phenylbutazon ist ein Agonist fur die Bitterrezeptoren Tas2r105 und 113 (Lossow et al. 2016).
Ihre Applikation (0,001 mM) fihrte zu keiner Veranderung der PTS (p=0,6571; n=4; Mann-
Whitney U-Test) (Abb. 65E; Appendix Tab. 31). Die Substanz Sucralose stellt einen Agonisten
fur die Bitterrezeptoren Tas2r105, 109, 115, 117, 123, 139 und 144 dar (Lossow et al. 2016).
Die Applikation (3 mM) fuhrte jedoch zu keiner Veranderung der PTS (p=0,3429; n=4; Mann-
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Whitney U-Test) (Abb. 65E; Appendix Tab. 31). Das Homoserin-Lacton N-(3-Oxohexanoyl)-L
(3-Ox0-C6-HSL) stellt einen Agonisten fur den Bitterrezeptor Tas2r105 dar (Lossow et al.
2016). Zudem wurde gezeigt, dass dieses Homoserin-Lacton Ca?*-Signale in TRPM5*
chemosensorischen Epithelzellen der Nase von Mausen hervorruft (Tizzano et al. 2010). Die
Applikation (0,001; 0,01; 0,1 mM) fiihrte jedoch zu keiner Anderung der PTS (p=0,0519;
p>0.9999; 0,6494; n=5; Mann-Whitney U-Test) (Abb. 65F; Appendix Tab. 34).
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Abbildung 65: Einfluss von Bitterstoffen auf die PTS; Teil 1. A-F:. Prozentuale
Veranderung der PTS 8 min nach Applikation der jeweiligen Substanzen. A: Die PTS nach
Applikation des gleichen Volumens an DMSO unterscheidet sich nicht von der nach
Applikation von 2-PT (2-Propylthietan; 1 mM) (p=0,6667; n=5). B: Die Applikation von Arbutin
in den Konzentrationen 3 und 30 mM verandert die PTS nicht (p=0,6010; p=0,5025; n=5). Die
Applikation von 300 mM verringert die PTS (p=0,0006; n=5). C: Die Applikation von Quinin
(0,01 mM) verandert die PTS nicht (p=0,9444; n=5). D: Die Applikation von 5-PTU (5-Propyl-
2-thiouracil; 1 mM) und 6-PTU (6-Propyl-2-thiouracil;, 1 mM) verdndert die PTS nicht
(p=0,3429; p=0,0286; n=5). E: Die Applikation von Phenylbutazon (0,001 mM) und Sucralose
(3 mM) verandert die PTS nicht (p=0,6571; p=0,3429; n=5). F: Die Applikation von N-(3-
Oxohexanoyl)-L (3-OXO-C6-HSL; 1, 10 und 100 pM) verdndert die PTS nicht (p=0,0519;
p>0,9999; p=0,6494; n=5). A-F: Mittelwert £ SEM, Mann-Whitney-U-Test. Modifiziert aus
Perniss et al. 2020b.

Die folgenden vier Substanzen fiihrten zu einer Erhéhung der PTS. Zum einen der Bitterstoff
CHX, welcher einen Agonisten fur den Bitterrezeptor Tas2r105 darstellt (Lossow et al. 2016).
Die Applikation von CHX (0,1 mM) fuhrte in C57BI6/J-Mausen zu einer Erhéhung der PTS von
33+ 1auf37+1 pum/s. Dies entspricht einem Anstieg um 12 + 2%. Die Applikation des gleichen

Volumens an Puffer fihrte dagegen zu einer Verringerung der PTS von 38 £ 1 auf 36 + 2. Dies
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entspricht einer Anderung von 5 + 4%. Vergleicht man die Applikation des vehicles (Puffer) mit
der von CHX, so unterscheiden diese sich (p=0,0286; n=4; Mann-Whitney U-Test) (Abb. 66A
und B; Appendix Tab. 35). Diese vergleichsweise geringe Veranderung der PTS war ebenso
in SCCC-defizienten Mausen (Pou2f3-Ko) zu beobachten und war nicht verringert im Vergleich
zu heterozygoten Kontrolltieren (p=0,1508; n=5; Mann-Whitney U-Test) (Abb. 66C; Appendix
Tab. 35).

Zum anderen fuhrte auch die Substanz Allylisothiocyanat (AITC), welche einen Agonisten fur
den Rezeptor Tas2r135 darstellt (Lossow et al. 2016), ab héheren Konzentrationen zu einer
Erhohung der PTS. Die Applikation von 30 uM AITC fiihrte zu keiner Anderung der PTS
(p=0,1508; n=5; Mann-Whitney U-Test), dagegen erhdhte die Gabe von 300 uM AITC die PTS
von 50 £ 3 auf 71 £ 5 um/s im Vergleich zu der Applikation des gleichen Volumens an DMSO
(p=0,0020; n=9; Mann-Whitney U-Test). Dies entspricht einer Erhéhung um 44 + 10% (Abb.
66D und E; Appendix Tab. 36). Unter Verwendung von SCCC-defizienten Mausen (Pou2f3-
Ko) konnte kein Unterschied in der Erhéhung der PTS durch 300 uM AITC im Vergleich zu
den korrespondierenden heterozygoten Tieren festgestellt werden (p=0,8016; n=5; Mann-
Whitney U-Test) (Abb. 66F; Appendix Tab. 36).

Die Substanz Denatoniumbenzoat ist ein Agonist der Bitterrezeptoren Tas2r105, 123, 135,
140 und 144 (Lossow et al. 2016). Die Applikation von 1, 2 und 5 mM veranderte die PTS im
Vergleich zu der Applikation des gleichen Volumens an Hepes-Puffer nicht (p=0,8852;
p=0,7703; p=0,7191; n=6; n=4, n=5; Mann-Whitney U-Test). Die Applikation von 0,5 mM
Denatonium verringerte die PTS um 28 + 1% (p=0,0022; n=4; Mann-Whitney U-Test).
Dagegen fiihrte die Applikation von 10 mM zu einer Erhéhung der PTS um 16 £ 8 % (p=0,0045;
n=11; Mann-Whitney U-Test), jedoch konnte nach Applikation von 10 mM Denatonium nur
noch eine verminderte Stimulation der PTS durch ATP erreicht werden (Abb. 66G-I; Appendix
Tab. 37).

Das QSM 3-Oxo0-C12-HSL wird unter anderem von Pseudomonas aeruginosa sezerniert und
ist essentiell fur die Ausbildung eines Biofilms und die Expression von Virulenzfaktoren
wéhrend einer Infektion (van Delden und Iglewski 1998). Zudem konnte gezeigt werden, dass
diese Substanz einen Agonisten fir den Bitterrezeptor Tas2r105 darstellt (Zheng et al. 2019).
Die Applikation von 100 pM 3-Oxo-C12-HSL fuhrte zu einem Anstieg der PTS von 35 £ 3 auf
52 =+ 5 ym/s. Dies entspricht einer Erh6hung um 48 = 7%, was sich von der Applikation des
gleichen Volumens an HEPES-Puffer unterscheidet (p=0,0002; n=8; Mann-Whitney U-Test)
(Abb. 66J und K; Appendix Tab. 38). In Tracheen von SCCC-defizienten Mausen konnte
ebenfalls ein Anstieg der PTS durch 3-Oxo-C12-HSL beobachtet werden, welcher sich nicht
von dem in heterozygoten Kontrollen unterschied (p=0.3095; n=5; Mann-Whitney U-Test)

(Abb. 66L; Appendix Tab. 38).
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Fasst man diese Ergebnisse zusammen, so kann festgestellt werden, dass fir jeden
Bitterrezeptor, welcher in trachealen SCCC nachgewiesen wurde, mindestens ein bekannter
Agonist verwendet wurde. Zusatzlich deckten die verwendeten Agonisten sieben weitere
Bitterrezeptoren ab, welche nicht in SCCC exprimiert sind (Tas2r109, Tasrl20, Tas2r121,
Tas2rl23, Tasrl39, Tas2r140 und Tas2rl44). Von den 12 verwendeten Agonisten flhrten 8
zu keiner Erhohung der PTS. Dagegen resultierte die Applikation von vier Agonisten in
Abhangigkeit der eingesetzten Konzentration in einer Steigerung der PTS (CHX,
Allylisothiocyanat, Denatonium und 3-Oxo0-C12-HSL). Eine mégliche Beteiligung von SCCC
an der Erhéhung der PTS durch diese Agonisten konnte in 3 Fallen (CHX, Allylisothiocyanat
und 3-Oxo0-C12-HSL) durch die Verwendung von SCCC-defizienten Mausen ausgeschlossen
werden. Die Applikation von Denatonium resultierte zwar in einer Erhdhung der PTS, jedoch
war die nachfolgende Applikation der Lebendkontrolle ATP stark verandert im Vergleich zu

Kontrollexperimenten.
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Abbildung 66: Einfluss von Bitterstoffen auf die PTS und Abhé&ngigkeit von SCCC; Teil
2. A: Applikation von CHX 100 uM, Kurvenverlauf der Experimente. B: Auswertung der in A
dargestellten Experimente. CHX fiihrte zu einem Anstieg der PTS im Vergleich zu der
Applikation von HEPES (p=0,0286; n=4). C: Die Veranderung der PTS durch CHX
unterscheidet sich nicht signifikant in Pou2f3* - und Pou2f3"-M&usen (p=0,1508; n=5). D:
Applikation von Allylisothiocyanat 30 uM und 300 pM (AITC), Kurvenverlauf der Experimente.
E: Auswertung der in D dargestellten Experimente und zusatzlich durchgefuhrter Experimente.
Die Applikation von 30 uM AITC veréndert die PTS nicht signifikant (p=0,1508; n=5). Die
Applikation von 300 pM AITC fuhrt zu einem Anstieg der PTS (p=0,0020; n=9). F: Die
Veranderung der PTS durch 300 uM AITC unterscheidet sich nicht in Pou2f3*"- und Pou2f3"-
Mausen (p=0,8016; n=5). G und H: Applikation von Denatonium 0,5, 1, 2 und 5 mM (G, n=4)
und 10 mM (H; n=11), Kurvenverlauf der Experimente. I: Auswertung der in G und H
dargestellten Experimente und zusétzlich durchgefuhrter Experimente. Die Applikation von 0,5
mM pM Denatonium verringert die PTS (p=0,0022; n=4). Die Applikation von 1, 2, und 5 mM
Denatonium verandert die PTS nicht (p=0,8852; p=0,7703; p=0,7191; n=6; n=4; n=5). Die
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Applikation von 10 mM Denatonium fihrt zu einer Erhéhung der PTS (p=0,0045; n=11). J:
Applikation von 3-OX0O-C12-HSL (3-OX0O-C12) 100 pM, Kurvenverlauf der Experimente. K:
Auswertung der in J dargestellten Experimente. 3-OX0O-C12 fuhrt zu einem Anstieg der PTS
im Vergleich zu der Applikation von HEPES (p=0,0002; n=8). L: Die Veranderung der PTS
durch 3-OXO-C12 unterscheidet sich nicht in Pou2f3* - und Pou2f3"-Mausen (p=0,3095;
n=5). A-L: Mittelwert + SEM. B, C, E, F, I, K und L: Wert 8 min nach Applikation, Mann-
Whitney-U-Test. A-C, E, F, I, K: Modifiziert aus Perniss et al. 2020b.

3.5.2.2 Beeinflussung der PTS durch f-MKKFRW in Abhéngigkeit von den Bitterrezeptoren
Tas2r143/135/126.

Die Bitterrezeptoren Tasr2126 und Tas2r135, welche in trachealen SCCC exprimiert sind
(Bankova et al. 2018; Krasteva et al. 2011; Montoro et al. 2018; Nadjsombati et al. 2018; Liu
etal. 2017), sind zusammen mit dem Rezeptor Tas2r143 als Gen-Cluster auf dem Chromosom
6 von Mausen lokalisiert (Tas2r143, Tas2r135, Tas2r126). Der Bitterrezeptor Tas2r143 konnte
dagegen nicht in Blrstenzellen nachgewiesen werden (Liu et al. 2017). Unter Verwendung
von Reporterméusen, in denen Zellen, welche Rezeptoren dieses Gen-Clusters und damit
einhergehend das fluoreszierende Protein mCherry exprimieren, wurde gezeigt, dass ~87%
der SCCC mCherry-positiv sind (Abschnitt 3.2.1.3). Zudem flhrten die Agonisten flr den
Rezeptor Tas2r135 (AITC und Denatonium benzoat) zu einem Anstieg der PTS (Abb. 66D und
H). Die Expression dieser Rezeptoren in einem hohen Prozentsatz der SCCC und die PTS-
steigernde Wirkung der Agonisten lasst die Vermutung zu, dass die PTS-steigernde Wirkung
des Signalpeptids f-MKKFRW im Zusammenhang mit diesen Bitterrezeptoren stehen kénnte.
Um dies zu untersuchen, wurden Mause, in denen dieses Gen-Cluster deletiert wurde (Tas2r-
Ko, Abschnitt 3.2.2.4), verwendet. Dabei zeigte sich, dass die Applikation von f-MKKFRW
sowohl in homozygoten Wt- als auch in Ko-Tieren zu einer Erhdhung der PTS fihrte (Abb.
67A). So stieg die PTS in korrespondierenden Wt-Tieren von 49,9 + 3,5 auf 67,5 £ 4 um/s
innerhalb von 8 min nach Applikation von f-MKKFRW an. Dies entspricht einer Erh6hung um
37,9 £ 4,4% (p=0,0005; n=12; Wilcoxon-Rangsummentest) (Abb. 67B und D; Appendix Tab.
39). In homozygoten Ko-Tieren fuhrte die Applikation von f-MKKFRW zu einer Erhéhung der
PTS von 55,8 + 4,9 auf 66,6 + 4,9 um/s. Dies entspricht einer Erhéhung um 22 + 5,4%
(p=0,0024; Wilcoxon-Rangsummentest) (Abb. 67C und D). Vergleicht man den Anstieg der
PTS in pm/s durch -MKKFRW zwischen Wt- und Ko-Tieren, so besteht kein signifikanter
Unterschied (Abb. 67E) (p=0,0516, Mann-Whitney-U-Test). Vergleicht man jedoch den
prozentualen Anstieg der PTS, so ist dieser unterschiedlich (Abb. 67D) (p=0,0258, Mann-
Whitney-U-Test). Der PTS-Wert vor Peptid-Gabe sowie die Reaktion auf ATP unterschieden
sich zwischen Ko-Tieren und Wt-Tieren nicht (p=0,509 und p=0,3724, Mann-Whitney-U-Test)
(Abb. 67F und G).
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Abbildung 67: Verédnderung der PTS durch f-MKKFRW in Abhangigkeit der
Geschmacksrezeptoren Tas2r143,135,126. A: Dargestellt ist der Kurvenlauf von jeweils 12
Experimenten in Tas2r143, 135 und 126 defizienten Mausen (Tas2r’) und
korrespondierenden Wt-Kontrollen (Tas2r**). B-G: Auswertung der in A abgebildeten
Experimente. B und C: PTS-Werte vor Applikation von f-MKKFRW und 8 min nach
Applikation. In beiden Mausstammen fuhrt die Gabe von f-MKKFRW zu einem Anstieg der
PTS (B: Tas2r"*, p=0,0005; C: Tas2r”, p=0,0024). D: Der prozentuale Anstieg der PTS 8 min
nach f-MKKFRW-Applikation ist in Tas2r”-Tieren im Vergleich zu den Wt-Kontrolltieren
verringert (p=0,0258). E: Der Anstieg der PTS in um/s 8 min nach f-MKKFRW-Applikation ist
in Tas2r"-Tieren im Vergleich zu den Wt-Kontrolltieren nicht verringert (p=0,0516). F: Die PTS-
Werte vor der Applikation von f-MKKFRW (baseline = 59 min) unterscheiden sich nicht
zwischen Tas2r**- und Tas2r”-Tieren (p=0.5059). G: Der prozentuale Anstieg der PTS 8 min
nach ATP-Applikation ist in Tas2r”-Tieren im Vergleich zu den Wt-Kontrolltieren nicht
verringert (p=0,3724). B und C: Wilcoxon-Rangsummentest. D-G: Mittelwert £+ SEM, Mann-
Whitney-U-Test. D: Modifiziert aus Perniss et al. 2020b.

Um die beobachtete partielle Reduktion der PTS-Erhdhung durch f-MKKFRW in diesem
Mausstamm genauer zu untersuchen, wurden Organbadversuche von Maryam Keshavarz
(Institut fir Anatomie und Zellbiologie, Giel3en) an isolierten Harnblasen durchgefihrt. Als
Stimulus diente hier der muskarinische Acetylcholinrezeptor-Agonist Muskarin. Die Applikation
von Muskarin resultierte in einer Kontraktion der Harnblase. Diese ist Uber die Bindung von
Muskarin an den muskarinischen Rezeptor 3 vermittelt, welcher von glatten Muskelzellen in
der Harnblase exprimiert wird (Stengel et al. 2002; Matsui et al. 2002). Bitterrezeptoren sind

an dieser muskarin-induzierten Kontraktion nicht beteiligt. Die Applikation von Muskarin flhrte
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in der Harnblase von Tasr2143/135/126-defizienten M&usen und korrespondierenden
Kontrollen zu einer Kontraktion der Harnblase (Abb. 68A und B). Diese war jedoch in den Ko-
Tieren um 31% verringert im Vergleich zu den korrespondierenden Wt-Tieren (Abb. 68B)
(p=0,0286; n=4; Mann-Whitney-U-Test).

A . ——Tas2r** B,_ 2.54 p=0.0286
/ 2
—~Tas2r™ c 204 o
2 5 |
2 ] 0 15{ o
= =1 o s]
@ = %
] 1.0-
x 14 % [s]
~ 0.5-
2 0.5
0 n=4 Muskarin < 0.0
0 5 10 15 . Tas2r™*  Tas2r™

Zeit [min]

Abbildung 68: Kontraktionsmessungen an explantierten Harnblasen in Abhangigkeit
der Geschmacksrezeptoren Tas2r143,135,126. A: Dargestellt ist der Kurvenlauf von jeweils
4 Experimenten in Tas2r143-, 135- und 126- defizienten Mausen (Tas2r’) und
korrespondierenden Wt-Kontrollen (Tas2r**), Muskarin (10 uM) wurde 7 min nach Beginn der
Messung appliziert. B: Auswertung der in A gezeigten Experimente, bestimmt wurde die
maximale Veradnderung der gemessenen Zugkraft einer Harnblase in Reaktion auf die
Applikation von Muskarin. Diese unterscheidet sich in Ko-Tieren im Vergleich zu homozygoten
Wit-Tieren (p=0,0286). A-B: Mittelwert + SEM. B: Mann-Whitney-U-Test. A: Modifiziert aus
Perniss et al. 2020b.

Aus diesen Versuchen lasst sich schlussfolgern, dass die Geschmacksrezeptoren Tas2r143,
135 und 126 vermutlich nicht an an der Erhéhung der PTS durch f-MKFFRW beteiligt sind. Im
Vergleich zu den korrespondieren Wt-Tieren lag eine Reduktion der f-MKKFRW-induzierten
Erhéhung der PTS um circa 40,6% in Tas2r-Ko-Tieren vor. Eine cholinerg vermittelte
Kontraktion der Harnblase war in diesen Tieren ebenso um 31% vermindert. Dies deutet auf

bitterrezeptorunabhéngige Effekte in diesem Mausmodell hin.
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3.6 Freisetzung von ACh durch tracheale SCCC

Die bisherigen Befunde weisen darauf hin, dass die Applikation von f-MKKFRW zu einer
SCCC-abhangigen Erhéhung der PTS flhrt. Dies lasst vermuten, dass eine Kommunikation
ziwschen SCCC und zilientragenden Zellen vorliegt. Aus diesem Grund wurde im néachsten
Abschnitt untersucht, welches Signalmolekil bzw. welcher Signalweg an dieser
Kommunikation beteiligt sein kénnte. Einen starken Aktivator der PTS stellt ACh dar (Klein et
al. 2009). Tracheale SCCC exprimieren zudem das ACh produzierende Enzym ChAT
(Bankova et al. 2018; Krasteva et al. 2011) (Abschnitt 3.2.1.1). Im nachfolgenden wurde daher
untersucht, ob die Applikation von f-MKKFRW zu einer Freisetzung von ACh fihrt und ob

SCCC fur diese Freisetzung verantwortlich sind.

3.6.1 ACh-Freisetzung durch SCCC nach Stimulation mit f-MKKFRW

Um zu untersuchen, ob f-MKKFRW zu einer Freisetzung von ACh in der Trachea der Maus
fuhrt, wurde abermals das Modell der explantierten Trachea verwendet. Hierzu wurde die
Trachea explantiert und Uberstande vor und nach Applikation von f-MKKFRW (10 pM)
gewonnen. Diese Uberstande wurden mit zwei verschiedene Methodiken analysiert. Zum
einem wurde der ACh-Gehalt in den Uberstanden direkt Gber HPLC, zum anderen indirekt
unter Verwendung von Reporterzellen, welche den muskarinischen Rezeptor 3 exprimieren,

bestimmt.

3.6.1.1 HPLC

Die HPLC-Messungen wurden von Mitarbeitern der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. Klein
am Institut fir Pharmakologie und Klinische Pharmazie der Goethe Universitat Frankfurt
durchgefiihrt. Die Probenherstellung, Aufbereitung und Auswertung erfolgte durch mich am
Institut fir Anatomie und Zellbiologie. Der Uberstand von explantierten Tracheen nach 15-
minutiger Inkubation beinhaltete bereits 47,1 £ 9,4 nM ACh (n=15). Wurde im Anschluss an
diese Inkubationszeit f-MKKFRW appliziert, erhéhte sich die ACh-Konzentration von 52,3 +
14,1 auf 110,0 £ 33,6 nM (p=0,0342; gepaarter t-Test; n=9). Erfolgte dagegen keine
Applikation von f-MKKFRW, sondern nur die Applikation von frischem Medium, verringerte sich
die Menge von ACh im Uberstand nach erneuter Inkubation von 39,4 + 6,3 auf 18,5 + 2,6 nM
(p=0,0158; gepaarter t-Test; n=6). Im Gegensatz dazu fihrte die Applikation von f-MKKFRW
in Tracheen von Trpm5”-Tieren nicht zu einer Erhthung der ACh-Konzentration (p=0,2214;
gepaarter t-Test; n=7) (Abb. 69A). Vergleicht man die Anderung der ACh-Konzentration (A
ACh) von Tracheen von C57BL/6J-Tieren mit und ohne Applikation von f-MKKFRW,
unterscheidet sich diese ebenso (+ -MKKFRW = 57,6 + 23,1; - f-MKKFRW =-20,9 + 3,7 nM;
p=0,0028; n=6-9; Mann-Whitney-U-Test). Vergleicht man die Anderung der ACh-

Konzentration zwischen Tracheen von C57BL/6J- und Trpm5™-Tieren jeweils nach Applikation
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von f-MKKFRW, so unterscheiden sich diese ebenso (Trpm5"‘ =-28,8 £ 21,1 nM; p=0,0079;
n=7-9; Mann-Whitney-U-Test) (Abb. 69B) (Appendix Tab. 40).
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Abbildung 69: ACh-Freisetzung nach Applikation von f-MKKFRW. A: Dargestellt ist der
Acetylcholingehalt in Uberstanden von explantierten Tracheen. Diese wurden fiir 15 min
inkubiert, anschlieRend wurde der Uberstand entnommen und erneut Medium mit oder ohne
f-MKKFRW appliziert und fir 15 min inkubiert. Die Inkubation von Tracheen ohne Applikation
von -MKKFRW fuhrte zu einer Abnahme der ACh-Konzentration (p=0,0158). Die Gabe von f-
MKKFRW flhrte nur in Tracheen von C57BL/6J-Tieren (p=0,0342), jedoch nicht in Tracheen
von Trpm5™-Tieren (p=0,2214) zu einer Erhéhung der ACh-Konzentration. B: Auswertung der
Experimente dargestellt in A. Berechnet wurde die Anderung der ACh-Konzentration (A ACh).
A: Gepaarter t-Test. B: Mittelwert + SEM; Mann-Whitney-U-Test. A: Modifiziert aus Perniss et
al. 2020b.

Diese Versuche lassen die Schlussfolgerung zu, dass ACh in trachealen Uberstanden
vorhanden ist. Zudem konnte die ACh-Konzentration durch die Applikation von f-MKKFRW
gesteigert werden, diese Steigerung war zudem Trpm5-abhéngig.

3.6.1.2 M3R-Reporterzellen

Der Acetylcholingehalt in den Uberstanden wurde mit einer weiteren Methode bestimmt.
Hierzu wurden Reporterzellen (CHO-K1) verwendet, welche den muskarinischen Rezeptor 3
exprimieren, diese dienen als Biosensorzellen (M3-Reporterzellen). Die Experimente wurden
in Zusammenarbeit mit Herrn Lucas Delventhal vom Institut flir Anatomie und Zellbiologie
durchgefuhrt, dabei Ubernahm dieser teilweise die Auswertung der Rohdaten. Die
Reporterzellen wurden auf Deckglaschen ausgesat und mit dem Calciumindikator Fura-2AM
beladen. AnschlieRend erfolgte die Applikation der trachealen Uberstande, welche teilweise
schon fir HPLC-Messungen genutzt wurden. Am Ende jeder Messung wurde als
Vitalitatskontrolle 1 uM ACh appliziert. In die Auswertung gingen nur Reporterzellen ein,
welche entweder auf die Uberstande oder ACh mit einem Anstieg der [Ca?*]ium >10 % reagiert
hatten; dargestellt sind jeweils die Mittelwerte aller reagierenden Zellen auf einem Coverslip.
Die Gabe von ACh fiihrt bei diesen Zellen zu einem Anstieg der [Ca?'];, so fuhrte bereits die
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Applikation von einem picomolar (10*> M) ACh zu einem Anstieg der [Ca?*]i um 48,2 + 13,3%
(p=0,0079; n=5; Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-test) (Abb. 70A). Die repetitive Applikation von
10° M ACh fuhrte bereits bei der zweiten Applikation zu einer verringerten Erhéhung der
[Ca?*);, dies konnte ebenso bei einer Konzentration von 10° M ACh beobachtet werden (n=2),
wenn auch in gereingerem MafR3e (Abb. 70B und C). Aus diesem Grund wurde in den folgenden
Versuchen fur jeden getesteten Uberstand ein neuer Coverslip mit neuen Zellen verwendet.
Um zu prufen, ob der beobachtete Anstieg der [Ca?']inach ACh-Gabe durch die Bindung von
ACh an muskarinische Rezeptoren verursacht wurde, erfolgte die Applikation des
muskarinischen Rezeptorantagonisten Atropin zusammen mit ACh. Diese filhrte zu einem
sichtbar verminderten Anstiegs der [Ca?*]i im Vergleich zu der alleinigen Applikation von ACh
(n=2) (Abb. 70D). Zudem wurde getestet, ob die Applikation von f-MKKFRW (10 uM und
100 uM) zu einer Erhéhung der [Ca?']i in den Reporterzellen flhrt; dies war jedoch nicht der
Fall (n=2) (Abb. 70E). Diese Vorversuche validierten die Reporterzellen als weiteres
geeignetes Modell, um die ACh-Konzentration in Uberstanden zu untersuchen.

Um zu untersuchen, ob und wieviel biologisch aktives ACh sich in den trachealen Uberstanden
befindet, wurden die zuvor charakterisierten M3-Reporterzellen verwendet. Als Proben dienten
die gleichen Uberstande, welche zuvor bereits fir die ACh-Messungen mittels HPLC
verwendet wurden. Zusatzlich wurden weitere Inkubationen durchgefihrt, um die
Probenanzahl zu erhohen. Jeder Uberstand wurde mindestens auf zwei verschiedene
Deckglaschen appliziert, welche jeweils unabhangig voneinander untersucht wurden. Im
Anschluss wurde der Mittelwert der beiden untersuchten Deckgldschen gebildet und
dargestellt. Die Applikation der trachealen Uberstande nach 15-miniitiger Inkubation fiihrte zu
einem Anstieg der prozentualen Fura-2-Ratio von 101 + 1 auf 170 £ 20 % (p=0,0435; gepaarter
t-Test; n=4) (Abb. 71A und B). Als Grundwert wurde jeweils die durchschnittliche Fura-2-Ratio
vor der Applikation bestimmt (Mittelwert von 5 Werten). Die Applikation des trachealen
Uberstandes nach erneuter Inkubation der gleichen Trachea fiihrte ebenfalls zu einem Anstieg
der prozentualen Fura-2-Ratio von 100 £ 1 auf 124 + 3 % (p=0,0018; gepaarter t-Test; n=4)
(Abb. 71A und C). Vergleicht man die prozentualen Fura-2-Ratio-Anstiege miteinander, so
unterscheiden sich diese nicht voneinander, jedoch ist eine Tendenz zur Abnahme des
Anstieges verursacht durch die zweite Probe im Vergleich zu der ersten Probe zu beobachten
(p=0,0692; ungepaarter t-Test; n=4) (Abb. 71D).
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Abbildung 70: Validierung der den muskarinischen Rezeptor 3 exprimierenden
Reporterzellen (M3-Reporterzellen) als geeignetes Modell zur Bestimmung der ACh-
Konzentration in trachealen Uberstanden. A: Applikation verschiedener Konzentrationen
von ACh (1015-10°M) und deren Einfluss auf die [Ca?*];; abgebildet sind jeweils 30 s vor und
nach Applikation von ACh. Bereits die Applikation von 10*2 M ACh fiihrt zu einem Anstieg der
[Ca?*]i (p=0,0079). B und C: Repetitive Applikation von 10°® M (B) und 10° M (C) ACh.
Zwischen den Applikationen erfolgte ein zweiminttiger Waschschritt. Die erneute Applikation
von ACh fiihrt zu einem geringeren Anstieg der [Ca?*)i als die zuvor gehende. D: Applikation
von ACh (10® M) mit anschlieBender Gabe von ACh (10¢ M) + Atropin (1 uM), zwischen den
Applikationen erfolgte ein zweiminitiger Waschschritt. Die Applikation von Atropin verhindert
den erneuten Anstieg der [Ca?']i durch ACh. E: Die Applikation von f-MKKFRW (10 und 100
pMM) fuhrt zu keinem Anstieg der [Ca2+]i. A-E: n = Anzahl der untersuchten Coverslips;
Mittelwert + SEM. Daten aus mindestens zwei voneinander unabhangigen Experimenten. B:
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test. A, D, E: Modifiziert aus Perniss et al. 2020b.

Im nachsten Experiment wurde nun wahrend der zweiten Inkubationsphase f-MKKFRW (10
uM) appliziert. Abermals verursachte die Gabe des Uberstandes der 1. Inkubation ohne f-
MKKFRW einen Anstieg der prozentualen Fura-2-Ratio von 100 + 1 auf 135 + 6 % (p=0,0001;
gepaarter t-Test; n=11) (Abb. 71E und F). Die Applikation des Uberstandes der 2. Inkubation
mit f-MKKFRW fuhrte zu einem Anstieg der prozentualen Fura-2-Ratio von 100 + 1 auf 175 £
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10 % (p<0,0001; gepaarter t-Test; n=11) (Abb. 71E und G). In einem weiteren Experiment
wurde Atropin vor der Gabe des Uberstandes appliziert, als Proben hierzu dienten 5 der 11
zweiten Inkubationsproben (mit f-MKKFRW inkubiert). Die Applikation dieser Uberstande mit
vorheriger Gabe von Atropin fihrte zu keinem Anstieg der prozentualen Fura-2-Ratio
(p=0.1779; gepaarter t-Test; n=5) (Abb. 71E und H). Vergleicht man die Anstiege der
prozentualen Fura-2-Ratios verursacht durch Uberstande der 1. Inkubation mit denen der 2.
Inkubation (mit f-MKKFRW), so unterscheiden diese sich. Die Uberstande der zweiten
Inkubation verursachten einen um ~40 % hoheren Anstieg der prozentualen Fura-2-Ratio
(p=0.0025; ungepaarter t-Test; n=11) (Abb. 71l). Vergleicht man die Veranderungen der
prozentualen Fura-2-Ratios verursacht durch Uberstande der 2. Inkubation (mit f-MKKFRW)
und zusatzlicher Gabe von Atropin mit denen ohne Atropin-Gabe, so unterschieden diese sich
ebenfalls (p=0.0003; ungepaarter t-Test; n=5-11) (Abb. 71I).

Um zu untersuchen, ob SCCC bzw. Komponenten der Geschmackstransduktionskaskade an
der Ausschittung von ACh nach f-MKKFRW Stimulation beteiligt sind, wurden die Versuche
mit Trpm5-KO-Tieren wiederholt. Hierzu wurden die Uberstande verwendet, welche bereits fiir
die ACh-Messungen mittels HPLC gewonnen wurden. Die Applikation der Ubersténde nach 1.
Inkubation ohne f-MKKFRW fiihrte auch hier wieder zu einem Anstieg der [Ca?'];; so stieg die
prozentuale Fura-2-Ratio von 100 auf 151 + 13 % (p=0.0331; gepaarter t-Test; n=4) (Abb. 71J
und K). Auch die Applikation der Uberstande aus der 2. Inkubation mit f-MKKFRW fiihrte zu
einem Anstieg der prozentualen Fura-2-Ratio von 100 auf 123 + 3 % (p=0.0042; gepaarter t-
Test; n=4) (Abb. 71J und L). Vergleicht man die Anstiege der prozentualen Fura-2-Ratios,
welche durch die Uberstande der 1. und 2. Inkubation verursacht wurden, miteinander, so
unterscheiden diese sich nicht signifikant voneinander (p=0,0875, gepaarter t-Test; n=4) (Abb.
71M), jedoch war wie bei den Versuchen mit Uberstanden von nicht stimulierten C57BL/6J-
Tracheen (Abb. 71A, D) eine Tendenz zu beobachten (p=0,0692), das die Uberstande aus der

zweiten Inkubation zu einer geringeren Erhéhung der [Ca?*]ifuhrten.

Um zu untersuchen, ob sich die Anderungen der [Ca?*] zwischen den einzelnen Behandlungen
und Mausstammen unterschieden, wurde die AFura-2-Ratio bestimmt. Hierzu wurde die
prozentuale Anderung der Fura-2-Ratio, verursacht durch die Uberstande aus der 2.
Inkubation, von der prozentuale Anderung der Fura-2-Ratio, verursacht durch die Uberstande
aus der 1. Inkubation, subtrahiert. Ein negativer Wert sagt somit aus, dass der Uberstand aus
der 2. Inkubation zu einer geringeren Veranderung der [Ca?*]iim Vergleich zu der 1. Inkubation
fiihrte und somit im Uberstand aus der 2. Inkubation weniger ACh vorhanden war als im
Uberstand aus der 1. Inkubation. Ein positiver Wert dagegen legt nahe, dass mehr ACh im
Uberstand aus der 2. Inkubation im Vergleich zur 1. Inkubation vorhanden war. Die AFura-2-
Ratio aus den Versuchen mit Uberstanden ohne f-MKKFRW-Applikation (Abb. 71A und D)
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betrug -70 + 23 % (n=4), dagegen betrug das AFura-2-Ratio der Uberstande mit f-MKKFRW-
Applikation 45 + 11 % (n=11) (Abb. 71E und I). Vergleich man beide AFura-2-Ratios
miteinander, so unterscheiden diese sich (p=0.0015; Mann-Whitney-U-Test) (Abb. 72). Es
kann daher davon ausgegangen werden, dass die Applikation von f-MKKFRW zu einer
vermehrten Freisetzung von ACh flhrte. Die AFura-2-Ratio der Versuche mit f-MKKFRW- und
Atropin-Gabe war ebenfalls negativ (-88 £ 19 %; n=5), vergleicht man diese mit der AFura-2-
Ratio aus den Versuchen mit f-MKKFRW, aber ohne Atropin-Applikation, so unterschieden
sich diese ebenfalls (p=0,0005; Mann-Whitney-U-Test) (Abb. 72). Die AFura-2-Ratio der
Versuche mit -MKKFRW-Applikation von Uberstanden aus Tracheen von Trpm5-Ko-Tieren
war ebenfalls negativ (-53 + 26 %; n=5). Dies lasst die Schlussfolgerung zu, dass die ACh-
Freisetzung durch -MKKFRW in Trpm5-Ko Tieren vermindert war. Vergleicht man diese mit
den AFura-2-Ratio-Werten aus den Versuchen mit Uberstanden der C57BL/6J-Tiere und f-
MKKFRW-Applikation, so unterscheiden diese sich ebenfalls (p=0.0015; Mann-Whitney-U-
Test) (Abb. 72).

Aus diesen Versuchen mit M3-Reporterzellen lasst sich schlussfolgern, dass in trachealen
Uberstanden biologisch aktives ACh vorhanden ist. Die Stimulation der Trachea mit f-
MKKFRW fuhrte zudem zu einer verstarkten Freisetzung von ACh, welche TRPM5-abhangig
war. Diese Versuche unterstiitzen die bereits beschriebenen Ergebnisse der ACh-Messungen
mittels HPLC.
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Abbildung 71: Messungen der [Ca?']; von M3-Reporterzellen zur Bestimmung der ACh-
Konzentration in trachealen Uberstanden. A: Applikation von trachealen Uberstanden von
C57BL/6J-Méausen. Die Trachea wurde fur 15 min inkubiert, anschlieRend wurde der
Uberstand entnommen (1. Inkubation) und erneut Medium appliziert, nach erneuter 15-
minutiger Inkubation wurde auch dieser Uberstand entnommen (2. Inkubation). Die Applikation
beider Uberstande fiihrt zu einer Erhbhung der [Ca?*].. B-D: Auswertung der in A dargestellten
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Experimente. B: Die Applikation des Uberstandes aus der 1. Inkubationsphase fiihrt zu einem
Anstieg der [Ca?']i (p=0.0435; gepaarter t-Test). C: Die Applikation des Uberstandes aus der
2. Inkubationsphase fiihrt zu einem Anstieg der [Ca?*] (p=0.0018, gepaarter t-Test). D: Die
Anstiege der [Ca®];, verursacht durch die Uberstande aus der 1. und 2. Inkubation,
unterscheiden sich nicht signifikant voneinander (p=0.0692; Mann-Whitney-U-Test). E:
Applikation von trachealen Uberstanden von C57BL/6J-M&usen. Die Trachea wurde fiir 15 min
inkubiert, anschlieRend wurde der Uberstand entnommen (1. Inkubation) und erneut Medium
appliziert, zum Medium wurde ebenfalls f-MKKFRW (10 puM) hinzugegeben, nach erneuter 15-
minutiger Inkubation wurde auch dieser Uberstand entnommen (2. Inkubation). Die Applikation
beider Uberstande fiihrt zu einer Erhéhung der [Ca?*].. Die Erhéhung der [Ca®']i durch den
Uberstand der 2. Inkubation kann durch die vorherige Applikation von Atropin (1 uM) verhindert
werden. F-lI: Auswertung der in E dargestellten Experimente. F: Die Applikation des
Uberstandes aus der 1. Inkubationsphase fiihrt zu einem Anstieg der [Ca®']; (p=0.0001;
gepaarter t-Test). G: Die Applikation des Uberstandes aus der 2. Inkubationsphase (mit f-
MKKFRW) flhrt zu einem Anstieg der [Ca?*]; (p<0.0001; gepaarter t-Test). H: Die Applikation
von Atropin und des Uberstandes aus der 2. Inkubationsphase (mit f-MKKFRW) fiihrt zu
keinem Anstieg der [Ca?*]i (p=0.1779; gepaarter t-Test). I: Die Anstiege der [Ca?*];, verursacht
durch die Uberstande aus der 1. und 2. Inkubation, unterscheiden sich signifikant voneinander
(p=0.0025; Mann-Whitney-U-Test), ebenso unterscheiden sich die Anstiege der [Ca?'];
zwischen der Applikation des Uberstandes aus der 2. Inkubationsphase mit oder ohne zu
voriger Atropin-Gabe (p=0.0003; Mann-Whitney-U-Test). J: Applikation von trachealen
Uberstanden von Trpm5-Ko-Mausen. Die Trachea wurde fir 15 min inkubiert, anschlieRend
wurde der Uberstand entnommen (1. Inkubation) und erneut Medium appliziert, zum Medium
wurde f-MKKFRW (10 uM) hinzugegeben, nach erneuter 15-mindtiger Inkubation wurde auch
dieser Uberstand entnommen (2. Inkubation). Die Applikation beider Uberstande fuhrt zu einer
Erhohung der [Ca?*]. K: Die Applikation des Uberstandes aus der 1. Inkubationsphase fiihrt
zu einem Anstieg der [Ca?*]; (p=0.0331; gepaarter t-Test). L: Die Applikation des Uberstandes
aus der 2. Inkubationsphase (mit f-MKKFRW) fuihrt zu einem Anstieg der [Ca?']; (p=0.0042;
gepaarter t-Test). M: Die Anstiege der [Ca?*];, verursacht durch die Uberstande aus der 1. und
2. Inkubation, unterscheiden sich nicht signifikant voneinander (p=0.0875; Mann-Whitney-U-
Test). A, E, J: Mittelwert + SEM; n = Anzahl der untersuchten trachealen Uberstande (pro Tier
2 Uberstande, 1. Inkubation und 2. Inkubation), jeder Uberstand wurde auf mindestens zwei
Coverslips in zwei voneinander unabhangigen Experimenten appliziert. E: Modifiziert aus
Perniss et al. 2020b.
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Abbildung 72: Auswertung der in Abbildung 71 dargestellten Experimente. Dargestellt ist
die Differenz der prozentualen Veranderung der Fura-2-Ratio zwischen den Uberstanden aus
der 1. und 2. Inkubation (AFura-2-Ratio; prozentuale Verdnderung der Fura-2-Ratio 2. — 1.
Inkubation). Die Applikation von f-MKKFRW flhrte zu einer positiven AFura-2-Ratio, diese
unterschied sich von den AFura-2-Ratio ohne Applikation von f-MKKFRW (p=0.0015). Die
Applikation von Atropin vor der Gabe des Uberstandes aus der 2. Inkubation fiihrte zu einer
negativen AFura-2-Ratio und unterschied sich von der Applikation des Uberstandes ohne
Atropin-Gabe (p=0.005). Die AFura-2-Ratio aus den Versuchen mit Uberstanden von Trpm5-
Ko-Tieren war ebenfalls negativ und unterschied sich von der AFura-2-Ratio von C57BL/6J-
Tieren (p=0.0015). Mittelwerte + SEM; Mann-Whitney-U-Test. Modifiziert aus Perniss et al.
2020b.

3.6.2 ACh-Freisetzung nach optogenetischer Stimulation durch SCCC

Um die ACh-Freisetzung durch tracheale SCCC in einem weiteren Tiermodell zu Uberprifen,
wurden Versuche mit ChAT-ChR2-YFP-Mausen durchgefihrt. Dieser Mausstamm wurde im
Abschnitt 3.2.1.4 bereits genauer beschrieben und charakterisiert. In diesen Mausen wird der
lichtsensitive lonenkanal ChR2 zusammen mit dem Reporterprotein YFP als Fusionsprotein
unter dem Promotor der ChAT exprimiert und in die Zellmembran eingebaut. Durchgefiihrte
Immunmarkierungen zeigten, dass ~81 % aller trachealen SCCC in diesem Mausstamm
ChR2-YFP-positiv waren (Abb. 42B). Eine Stimulation dieser ChR2-positiven Zellen mit Licht
der Wellenlange 450-490 nm fiihrt zu einer Offnung des ChR2-lonenkanals und zu einem
plétzlichen Einstrom von Na*-lonen, was zu einer Depolarisation der Zellmembran fuhrt (Zhao
et al. 2011). Die Hypothese dieser Versuche ist es, dass ACh durch die Depolarisation der
Zellmembran freigesetzt wird und somit im trachealen Uberstand detektiert werden kann. Um
diese Hypothese zu testen, wurden abermals Tracheen explantiert und Uberstande auf das
Vorhandensein und die Quantitat von ACh mittels HPLC untersucht; als Stimulus diente dabei

die Applikation von Licht mittels einer LED-Diode (2 min; 456 nm; 8 Hz; 60 ms Pulsdauer).
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Auch in diesen Versuchen wurden die Tracheen zunachst ohne Stimulation inkubiert (7 min)
und der Uberstand entnommen (1. Inkubation), danach erfolgte eine weitere Inkubation mit
oder ohne vorheriger Applikation von LED-Licht fur jeweils 2 (LED) + 5 oder 7 min (2.

Inkubation).

Dabei zeigte sich &hnlich wie bei den bereits vorangegangenen Versuchen, dass in nicht
stimulierten trachealen Uberstanden (1. Inkubation) ACh vorhanden ist. So betrug die ACh-
Konzentration im Uberstand von Tracheen aus ChR2-positiven Tieren 18 + 3 nM (1.
Inkubation), diese erhodhte sich durch die Beleuchtung mit LED-Licht und nachfolgender
Inkubation (2. Inkubation) auf 52 + 11 nM (n=8; p=0.0219; gepaarter t-Test) (Abb. 73A). In
einem weiteren Experiment mit Tracheen von ChR2-positiven Tieren ohne Beleuchtung mit
LED-Licht erhdhte sich die ACh-Konzentration nicht (1. Inkubation = 24 + 3 nM; 2. Inkubation
= 44 £ 14 nM) (n=6; p=0.1703; gepaarter t-Test) (Abb. 73A). Als weiteres Kontrollexperiment
dienten ChR2-negative Tiere, welche die Wurfgeschwister der ChR2-positiven Tieren
darstellten. Es wurde ebenfalls LED-Licht vor der 2. Inkubation angewendet, dies fuihrte jedoch
nicht zu einer Erhéhung der ACh-Konzentration (1. Inkubation = 27 + 4 nM; 2. Inkubation = 37
+ 7 nM (n=6; p=0.1692; gepaarter t-Test) (Abb. 73A) (Appendix Tab. 41).

Um zu untersuchen, ob die ACh-Freisetzung durch SCCC stattfand und nicht durch
subepithelial gelegene ebenfalls ChAT-positive Nervenfasern, wurden Experimente
durchgefiihrt, bei denen vor der Inkubation der Trachea das Trachealepithel mechanisch
entfernt wurde (Abb. 15, Abschnitt 2.2.1.1.1). Wie in Abb. 41 dargestellt, waren diese
Nervenfasern ohne Antikdrpermarkierung gegen YFP im Gegensatz zu den SCCC nicht YFP-
positiv. Aus diesem Grund kann von einer geringeren Menge des Fusionsproteins YFP-ChR2
in Nervenfasern im Vergleich zu den trachealen SCCC ausgegangen werden. Da diese
Experimente zeitlich versetzt zu den vorherigen stattfanden, wurden alle Kontrollexperimente
nochmals wiederholt. Auch hier zeigte sich, dass in Uberstanden von unstimulierten Tracheen
ChR2-neg.-Tiere ACh vorhanden war; eine Beleuchtung mit LED-Licht fiihrte auch in diesen
Versuchen zu keinem Anstieg der ACh-Konzentration, sondern zu einer Abnahme (1.
Inkubation = 11 + 2 nM; 2. Inkubation = 7 £ 1 nM) (p=0.0146; n=4; gepaarter t-Test) (Abb.
73B). Die Entfernung des Trachealepithels von ChR2-neg.-Tracheen fihrte zu einer héheren
ACh-Konzentration von 28 + 3 nM im Uberstand nach der 1. Inkubation. Diese nahm jedoch
ebenso nicht durch die Beleuchtung mit LED-Licht zu (12 = 1 nM), sondern eine Abnahme der
ACh-Konzentration konnte ebenfalls festgestellt werden (p=0.0003; n=5; gepaarter t-Test)
(Abb. 73B). In Trachealiiberstanden von ChR2-pos-Tieren fiuihrte die Beleuchtung mit LED-
Licht zu einer Erh6hung der ACh-Konzentration (1. Inkubation = 7 nM; 2. Inkubation =16 £ 1
nM) (p=0.0016; n=4; gepaarter t-Test) (Abb. 73B). Dagegen fihrte die Entfernung des

Trachealepithels von Tracheen ChR2-pos.-Tiere zu einem Ausbleiben der Erh6hung der ACh-
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Konzentration durch die Applikation von LED-Licht (1. Inkubation = 34 £ 6 nM; 2. Inkubation =
16 + 2 nM) (p=0.00113; n=5; gepaarter t-Test) (Abb. 73B) (Appendix Tab. 42).

In einem weiteren Experiment sollte untersucht werden, ob das durch die LED-Licht-
Stimulation freigesetzte ACh eine Erhohung der PTS verursacht. Dazu wurden PTS-
Messungen an ChR2-pos und ChR2-neg Tieren durchgefiihrt; die Stimulation erfolgte nach
dem gleichen Schema wie fur die ACh-Messungen. Dabei zeigte sich, dass LED-Licht-
Stimulation nur in Tracheen von ChR2-pos.-Tieren zu einer Erhéhung der PTS um 39 + 10 %
fuhrte. In Tracheen von ChR2-neg.-Tieren fuhrte die LED-Licht-Stimulation zu keinem Anstieg
der PTS, diese wurde eher vermindert (Reduktion um 18 + 7 %). Vergleicht man die durch
LED-Licht verursachten Veranderungen der PTS beider Genotypen miteinander, so
unterschieden diese sich (p=0.0143; Mann-Whitney-U-Test; n=4) (Abb. 73C) (Appendix Tab.
43).

Durch die Verwendung dieses optogenetischen Mausmodelles konnte ebenfalls gezeigt
werden, dass ChAT-positive Epithelzellen ACh freisetzen kénnen, was wiederum die PTS

positiv beeinflusste.

166



3. Ergebnisse

A ChR2 pos. ChR2 pos. ChR2 neg.
1204 p=0.0219 p=0.1703 p=0.1692
100+ =8 =6 w6
S 80-
s
5 60
S 40-
20+
0 r T T T T T
LED - + - - - +
B c
ChR2 neg. ChR2 pos. = 20094
+ Epith. - Epith. + Epith. - Epith. n
607 -00146 p=0.0003 p=0.0016 p=0.0113 H 150+ p=0.0143
n=4 n=5 n=4 n=5 o
E" 40_ -g’ 100'
= c
E S o
= S 501
o o =
= % & / \ g 0 .
-‘- - ---@ ------------------
(] —g%
0 ' T T U b L : u > T T
LED - + - + - + - + ChAT-ChR2 - +

Abbildung 73: ACh-Freisetzung nach optogenetischer Stimulation. A-B: Dargestellt ist
der ACh-Gehalt in Uberstanden von explantierten Tracheen. Diese wurden fiir 7 min inkubiert,
anschlieRend wurde der Uberstand entnommen und erneut Medium appliziert. Es folgte
entweder eine Stimulation durch eine LED-Diode (2 min; 456 nm; 8 Hz; 60 ms Pulsdauer) mit
anschliel3ender Inkubation fir 5 min, oder die Trachea wurde ohne Stimulation fir 7 min
inkubiert. Die ACh-Konzentration in den Uberstanden wurde mittels HPLC bestimmt. A: Die
LED-Licht-Stimulation fiihrt zu einem Anstieg der ACh-Konzentration in trachealen
Uberstanden von ChR2-pos.-Tieren (p=0.0219), jedoch nicht in denen von ChR2-neg.-Tieren
(p=0.1703). Die Inkubation der Trachea ohne Applikation von LED-Licht fihrt zu keiner
Anderung der ACh-Konzentration (p=0.1703). B: Das Trachealepithel wurde mechanisch
entfernt (-Epith.) oder das Epithel wurde nicht Entfernt (+Epith.). Die LED-Licht-Stimulation
fuhrt zu einem Anstieg der ACh-Konzentration in trachealen Uberstanden von ChR2-pos.-
Tieren mit Epithel (p=0.0016), jedoch nicht in denen ohne Epithel; hier kann eine Abnahme
der ACh-Konzentration festgestellt werden (p=0.0113). In ChR2-neg. Tieren konnte sowohl
mit als auch ohne LED-Licht-Stimulation eine Verringerung der ACh-Konzentration beobachtet
werden (p=0.0146; p=0.0003). C: PTS-Messungen an ChR-2-pos.- und neg.-Tieren. Die LED-
Licht-Applikation erfolgte nach dem gleichen Schema und fihrte in ChR-2-pos-Tieren zu
einem Anstieg der PTS, jedoch nicht in ChR-2-neg-Tieren (p=0.0143). A-B: Gepaarter t-Test.
C: Mittelwert + SEM; Mann-Whitney-U-Test. Modifiziert aus Perniss et al. 2020b.
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3.6.3 Zelltypspezifische Deletion der ChAT in SCCC

Als weiteres Modell, um zu prufen, ob die Applikation von f-MKKFRW zu einer Freisetzung
von ACh aus SCCC fiihrt, wurde das Acetylcholin produzierende Enzym ChAT spezifisch in
SCCC deletiert. Hierzu wurden die beiden Mausstamme Avil®® und ChAT" miteinander
verpaart. Dies resultierte in einer Deletion der ChAT in allen Advillin exprimierenden Zellen. In
der Abb. 44 wurde gezeigt, dass Villin-immunreaktive Zellen im Trachealepithel zu finden sind.
Einzelzellsequenzierungsdaten, Immunmarkierungen und eigene unverotffentlichte Daten
legen jedoch nahe, dass SCCC das sehr sequenzdhnliche Protein Advillin exprimieren
(Valiyeva et al. 2020; Ruppert et al. 2020; Plasschaert et al. 2018). Die Validierung dieses
Mausmodells fand durch Prof. Burkhard Schiitz an der Universitat Marburg statt.
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Abbildung 74: Veranderung der PTS durch f-MKKFRW und Muskarin in Avil¢e-ChAT-
Mausen. A: Dargestellt ist der Kurvenverlauf von jeweils 5 Experimenten an Tracheen von
Avilce-ChAT™"*- (Wt) und Avile-ChAT"-Mausen (Ko), appliziert wurde f-MMKFRW (10 uM)
und darauffolgend Muskarin (100 pM) (Mittelwert + SEM). B-D: Auswertung der in A
abgebildeten Experimente. B und C: PTS-Werte vor Applikation von -MKKFRW und 8 min
nach Applikation. In den Kontrolltieren fuhrt die Gabe von f-MKKFRW zu einem Anstieg der
PTS (p=0,0156), nicht jedoch in den Avil®-ChAT"-Tieren (p=0,4063). D: Der prozentuale
Anstieg der PTS 8 min nach f-MKKFRW-Applikation ist in den Avil®®-ChAT" -Tieren im
Vergleich zu den Wt-Kontrolltieren verringert (p=0,0006). Die Applikation von Muskarin fihrt in
beiden Genotypen zu einem gleichstarken Anstieg der PTS (p=0,8016). B und C: Wilcoxon-
Rangsummentest. D: Mittelwert £ SEM, Mann-Whitney-U-Test. D: Modifiziert aus Perniss et
al. 2020b.
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Die Applikation von f-MKKFRW fiihrte in den Kontrolltieren (Avil®®-ChAT"*) zu einem Anstieg
der PTS von 51,8 + 2,7 auf 72,5 £ 3,2 um/s. Dies entspricht einer Erhéhung um 40,8 + 3,7 %
(p=0,0156; n=7; gepaarter t-Test) (Abb. 42A, B und D). In den Tieren, in denen die ChAT in
SCCC ablatiert wurde (Avilce-ChAT" ) fiihrte die Applikation von f-MKKFRW dagegen zu
keiner Steigerung der PTS (57,6 £ 7,2 auf 60,0 + 8 um/s) (p=0,4063; n=7; Wilcoxon-Test) (Abb.
74A, C und D). Vergleicht man diese Anstiege miteinander so unterscheiden diese sich
(p=0,0006; Mann-Whitney-U-Test) (Abb. 74D). Die anschlieRende Gabe von Muskarin (100
uM) fuhrte in beiden Genotypen zu einem Anstieg der PTS, welcher auch quantitativ nicht
unterschiedlich war (p=0,8016; n=5; p=0,4063; n=7; Wilcoxon-Test) (Abb. 74A und D)
(Appendix Tab. 44).

3.6.4 Cholinerge Signalibermittlung von SCCC zu zilientragenden Zellen nach

Stimulation durch formylierte Peptide

3.6.4.1 Rolle muskarinischer ACh-Rezeptoren

Die Ergebnisse der bisherigen Versuche legen nahe, dass nach einer Applikation von f-
MKKFRW ACh durch SCCC freigesetzt wird und sich dadurch die Zilienschlagfrequenz der
benachbarten zilientragenden Zellen erhoht. Mit Hilfe der nachsten Versuche sollte geklart
werden, ob das freigesetzte ACh direkt auf die zilientragenden Zellen wirkt, welche
muskarinische ACh-Rezeptoren exprimieren.

Im Trachealepithel sind sowohl muskarinerge als auch nikotinische ACh-Rezeptoren
exprimiert, an welche freigesetztes ACh binden kdnnte (Hollenhorst et al. 2012; Klein et al.
2009). Sowohl die Applikation von Muskarin als auch die von Nikotin fuhrt zu einem Anstieg
der PTS (Klein et al. 2009; Perniss et al. 2020a). Die Applikation von ACh fuhrt ebenso zu
einem Anstieg der PTS (Perniss et al. 2020a). Fir die Erhéhung der PTS durch Nikotin ist ein
heteropentamerer nikotinische ACh-Rezeptor, bestehend aus den Untereinheiten a334,
essentiell (Perniss et al. 2020a). Die Applikation von Nikotin fuihrt in Mausen, die eine Defizienz
fur die B4-Unterienheit aufweisen, zu keiner Steigerung der PTS. Die Wirkung von ACh bleibt
jedoch unverdndert bestehen (Perniss et al. 2020a). Im Gegensatz dazu ist die Wirkung von
Muskarin abhangig von dem muskarinischen ACh-Rezeptor M3; in Mausen, welche defizient
fur diesen Rezeptor sind, bleibt die PTS-steigernde Wirkung von Muskarin aus (Klein et al.
2009).

Um zu untersuchen, ob muskarinische ACh-Rezeptoren an der PTS-steigernden Wirkung von
f-MKKFRW und dessen Varianten beteiligt sind, erfolgte die Gabe von Atropin (1 pM), welches
einen Inhibitor aller muskarinischen ACh-Rezeptoren darstellt. In der Kontrollgruppe fuhrte die
Gabe von f-MKKFRW zu einem Anstieg der PTS von 46,4 + 2.5 auf 77 £ 4,6 pum/s. Dies

entspricht einer Erhéhung um 68,8 = 12,2 % (p=0,0156; n=7; Wilcoxon-Rangsummentest).
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Wurde Atropin vor der Gabe von f-MKKFRW appliziert, so veranderte sich die PTS nur von
50,5 £ 4,7 auf 58 £ 3 um/s. Dies entspricht einer Veranderung um 18,1 = 7,2 % (p=0,0781,;
n=6; Wilcoxon-Rangsummentest) (Abb. 75A) (Appendix Tab. 45). Vergleicht man diese
prozentualen Verdnderungen, verursacht durch f-MKKFRW mit oder ohne vorheriger
Applikation von Atropin, so unterscheiden diese sich. Atropin verringert den Effekt von f-
MKKFRW um 74 % (p=0,00055; n=7; Mann-Whitney-U-Test). Um zu untersuchen, ob der
muskarinische ACh-Rezeptor M3 der verantwortliche Rezeptortyp ist, wurden im Anschluss
Versuche mit dem Inhibitor 4-DAMP (1 uM) durchgefihrt. Dieser Inhibitor bindet bevorzugt an
den M3-Rezeptortyp und verhindert so die Bindung von ACh an diesen (Choppin et al. 1998;
Hagan et al. 1988). Die Gabe von Muskarin (100 uM) fuhrte zu einem Anstieg der PTS um
94,1 + 27,3 %. Wurde zuvor der Inhibitor 4-DAMP appliziert, so stieg die PTS nur noch um
11,1 + 7,4 % an. Dies entspricht einer Reduktion des muskarin-induzierten Anstiegs der PTS
um 88,3 % (p=0,0079; n=6-7; Mann-Whitney-U-Test) (Abb. 75B) (Appendix Tab. 45). Ebenso
verringerte die Applikation von 4-DAMP den Anstieg der PTS durch f-MKKFRW um ~83% im
Vergleich zu den Kontrollversuchen mit dem Losungsmittel DSMO anstatt 4-DAMP (p=0,0011;
n=6; Mann-Whitney-U-Test) (Abb. 75C) (Appendix Tab. 45). Um diese Ergebnisse in einem
weiteren Modell zu validieren, wurden Versuche mit Mausen durchgefiihrt, welche eine
Defizienz des muskarinischen ACh-Rezeptors M3 aufweisen (M3R-Ko). Als Kontrolltiere
dienten hierbei Tiere mit dem gleichen genetischen Hintergrund, Alter und Geschlecht. In den
Kontrolliméusen fiihrte die Applikation von f-MKKFRW zu einem Anstieg der PTSum 111, 4 +
31,9 %, in den Tracheen von M3R-Ko-Tieren dagegen erhdhte sich die PTS nurum 13,7+ 7,7
%. Vergleicht man die beiden durch f-MKKFRW verursachten Anstiege der PTS zwischen Wt
und M3R-Ko miteinander, so liegt eine Reduktion des PTS-Anstiegs um ~87,7 % im M3R-Ko
vor (p=0,0047; n=6-7; Mann-Whitney-U-Test) (Abb. 75D) (Appendix Tab. 46).

Im néchsten Schritt wurde untersucht, ob die bereits beschriebene Erhéhung der PTS durch
die f-MKKFRW-Varianten f-MKKFR, f-MKKFRY und f-MKKFKWSI (Abschnitt 3. 4.1) auch
durch die Applikation von Atropin inhibiert werden kann. Dabei zeigte sich, dass die Erhéhung
der PTS durch alle drei Varianten durch die Applikation von Atropin verringert werden konnte.
So lag bei der Variante f-MKKFR eine Reduktion um ~86,6 % (p=0,0317; n=5; Mann-Whitney-
U-Test) (Abb. 75E), bei der Variante f-MKKFRY eine Reduktion um ~75,4 % (p=0,0411; n=6;
Mann-Whitney-U-Test) (Abb. 75F) und bei der Variante f-MKKFKWSI eine Reduktion um
~76,3 % vor (p=0,0043; n=6; Mann-Whitney-U-Test) (Abb. 75G) (Appendix Tab. 45).

Aus diesen Versuchen lasst sich schlussfolgern, dass muskarinische ACh-Rezeptoren, im
Besonderen der muskarinischen ACh-Rezeptor M3, an der Erhdéhung der PTS durch f-
MKKFRW beteiligt sind.
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Abbildung 75: Verdnderung der PTS durch f-MKKFRW und dessen Varianten in
Abhangigkeit von muskarinischen ACh-Rezeptoren. A-G: Dargestellt ist die prozentuale
Veranderung der PTS 8 min nach Gabe von formylierten Peptiden oder Muskarin (B) in An-
oder Abwesenheit von Inhibitoren der muskarinischen ACh-Rezeptoren oder der Abwesenheit
des muskarinischen ACh-Rezeptors M3 (D). A: Der prozentuale Anstieg der PTS durch f-
MKKFRW ist durch die Gabe von Atropin (1 uM) verringert (p=0,0055). B: Die Applikation von
Muskarin (100 pM) fihrt zu einem Anstieg der PTS, welcher durch die Gabe des
muskarinischen ACh-Rezeptor-M3-Antagonisten 4-DAMP (1 pM) massiv verringert wird
(p=0,0079). C: Der prozentuale Anstieg der PTS durch f-MKKFRW wird durch die Gabe von
4-DAMP ebenfalls stark verringert (p=0,0011). D: Der prozentuale Anstieg der PTS durch f-
MKKFRW ist in Mausen, welche defizient fur den muskarinischen ACh-Rezeptor M3 sind, im
Vergleich zu den Kontrolltieren stark verringert (p=0,0011). E: Der prozentuale Anstieg der
PTS durch f-MKKFR wird durch die Gabe von Atropin massiv verringert (p=0,0317). F. Der
prozentuale Anstieg der PTS durch f-MKKFRY wird durch die Gabe von Atropin stark verringert
(p=0,0411). G: Der prozentuale Anstieg der PTS durch f-MKKFKWSI wird durch die Gabe von
Atropin massiv verringert (p=0,0043). A-G: Mittelwert £+ SEM, Mann-Whitney-U-Test. A, C, E,
F, G: Modifiziert aus Perniss et al. 2020b.
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3.7 Abhéangigkeit der Erhéhung der PTS durch f-MKKFRW von NO

Es ist bekannt, dass der Gasotransmitter Stickstoffmonoxid (NO) die Zilienschlagfrequenz von
zZilientragenden Zellen des Nasenepithels erhéhen kann. Dies wurde sowohl fir Epithelzellen
von Mausen als auch fir humane Nasenepithelzellen gezeigt (Carey et al. 2017; Lee et al.
2014). Als Stimulus dabei dienten bakterielle Produkte, z.B. QSM von Pseudomonas
aeruginosa, oder die Applikation von Bakterien (Bacillus cereus) an sich. In einer weiteren
Studie konnte gezeigt werden, dass NO ebenso die Schlagfrequenz von murinen trachealen
zilientragenden Zellen erhoht. Dieser Effekt war jedoch in murinen nasalen Epithelzellen
ausgepragter. Als Stimulus diente in dieser Studie L-Arginin, welches wiederum durch die
Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS) in L-Citrullin umgesetzt wird. Dabei kommt es zu einer
Freisetzung von NO. Zudem konnte gezeigt werden, dass diejenige endotheliale NOS (eNOS)
die NOS-Isoform darstellt, welche im Atemwegsepithel fur die Freisetzung von NO
verantwortlich ist (Jiao et al. 2011).

Um zu untersuchen, ob der Gasotransmitter NO an der Erhéhung der PTS durch f-MKKFRW
beteiligt ist, wurden Versuche mit dem generellen NOS-Inhibitor L-NAME (NG-Nitro-L-
Argininmethylester) durchgefiihrt (Rees et al. 1990). Dabei hatte die Applikation von L-NAME
keinen Einfluss auf die durch f-MKKKFRW induzierte Steigerung der PTS. Diese betrug ohne
die Gabe von L-NAME 92 + 29% und mit Applikation von L-NAME 79 + 21% (p=0,8983; n=6;
Mann-Whitney-U-Test) (Abb. 76A) (Appendix Tab. 47). Zudem erfolgten Experimente an
Ma&usen, welche eine Defizienz der eNOS aufwiesen (Nos3™). Diese Mause wurden von Herrn
Prof. Dr. Axel Gddecke, Institut fur Herz- und Kreislaufphysiologie der Heinrich-Heine-
Universitat Dusseldorf, zur Verfligung gestellt. Als Kontrolltiere wurden homozygote Wt
verwendet (Wurfgeschwister, Nos3**). Die Applikation von f-MKKFRW fiihrte in beiden
Genotypen zu einem Anstieg der PTS. So stieg die PTS in Nos3**-Tieren von 46 + 5 auf 76 +
8 um/s und in Nos3"-Tieren von 48 + 5 auf 71 + 5 pm/s an (p=0,0313 und p=0,0313; n=6;
Wilcoxon-Rangsummentest) (Abb. 76B) (Appendix Tab. 48). Die prozentualen Anstiege durch
f-MKKFRW unterschieden sich ebenfalls nicht signifikant voneinander (70,7 + 15 % und 47 +
5 %; p= 0,3052; Mann-Whitney-U-Test) (Abb. 76C), jedoch fihrte die darauffolgende
Applikation von ATP in Nos3™-Tieren zu einem geringeren Anstieg der PTS im Vergleich zu
dem beobachteten Anstieg in den Kontrolltieren (87 + 9 % und 162 + 23 %; p= 0,0411; Mann-
Whitney-U-Test) (Abb. 76B und D).

Die Ergebnisse dieser Versuche legen nahe, dass der Gasotransmitter NO nicht in die
Erhdhung der PTS durch f-MKKFRW involviert ist.
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Abbildung 76: Veranderung der PTS durch f-MKKFRW in Abhéangigkeit des
Gasotransmitters NO. A: Dargestellt ist die prozentuale Veranderung der PTS durch die
Gabe von f-MKKFRW (10 uM) in An- oder Abwesenheit des generellen NOS Inhibitors L-
NAME (20 uM). Dieser hat keinen Einfluss auf die Erhéhung der PTS durch f-MKKFRW
(p=0,8963). B: Dargestellt ist der Kurvenverlauf der PTS-Experimente an Mausen mit
Defizienz der endothelialen NO-Synthase (Nos3”) wund Kontrolltieren (Nos3"*,
Wurfgeschwister). f-MKKFRW und ATP fihren in beiden Genotypen zu einem Anstieg der
PTS. C und D: Dargestellt ist die prozentuale Veranderung der PTS 8 min nach Gabe von f-
MKKFRW (10 pM) (C) oder ATP (C), der in B dargestellten Experimente. C: Der durch f-
MKKFRW verursachte Anstieg der PTS unterscheidet sich nicht zwischen den beiden
Genotypen (p=0,3052). D: Der Anstieg der PTS durch ATP ist in Nos3"-Tieren verringert im
Vergleich zu dem in Kontrolltieren (p=0,0411). A, C, D: Mittelwert + SEM, Mann-Whitney-U-
Test. A, C, D: Modifiziert aus Perniss et al. 2020b.

3.8 Beteiligung sensorischer Nervenfasern an der Erhéhung der PTS durch f-
MMKFRW

Im Epithel der Trachea sind sensorische Nervenfasern zu finden. Diese afferenten
Nervenfasern enden entweder subepithelial oder direkt im Trachealepithel. Wie in Abb. 34 und
36 bereits dargestellt, sind diese Nervenfasern teilweise PGP9.5-positiv. Zudem sind
Subpopulationen der Nervenfasern immunreaktiv fir das Neuropeptid CGRP (Abb. 37)
(Krasteva et al. 2011). In der Arbeit von Krasteva und Kolleginnen konnte gezeigt werden,
dass 21 % der ChAT-positiven SCCC in direktem Kontakt zu PGP9.5-positiven Nervenfasern
stehen. Zudem waren 5.8 % der SCCC in direktem Kontakt zu peptidergen CGRP-positiven
Nervenfasern (Krasteva et al. 2011). Des Weiteren sind auch SP-positive Nervenfasern im
Trachealepithel vorhanden (Maus: Xiao und Wu 2012; Mazzone und McGovern 2008;
Meerschweinchen: Mazzone und McGovern 2008). Ob diese in Kontakt zu SCCC stehen,
wurde jedoch noch nicht untersucht. Die peptidergen Nervenfasern kdnnen nach Stimulation
das Neuropeptid CGRP und/oder SP lokal freisetzen, was wiederum zu dem Phanomen der
lokalen neurogenen Entziindung fuhren kann. Die Zellkérper dieser sensorischen Neurone
sind im JNC lokalisiert (Maus: Krasteva et al. 2011; Meerschweinchen: Mazzone et al. 2009)

und exprimieren zu einer hohen Prozentzahl die nikotinische ACh-Rezeptor Untereinheit a3
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(Ratte: Mao et al. 2006; Maus: Krasteva et al. 2011). In den nachfolgenden Versuchen sollte
untersucht werden, ob -MKKFRW eine direkte Wirkung auf sensorische Nervenfasern hat.
Hierzu wurden zum einen Neurone aus dem JNC von Chrna3-GFP-Mausen isoliert und
Messungen der [Ca?']i durchgefihrt. Zum anderen erfolgten PTS-Experimente mit den
Neuropeptiden SP und CGRP.

Dabei zeigte sich, dass die Applikation von f-MKKFRW (10 uM) zu keiner Anderung der [Ca?*];
in isolierten Neuronen fuihrte. So anderte sich die [Ca?*]i nach Applikation der Kontrollsubstanz
(500 pL Puffer) nur um 8,5 + 2,7 % (n=63; 7 Deckglaschen; 6 Tiere; 2 unabh&ngige
Experimente). Die Gabe von f-MKKFRW fiihrte zu einem Anstieg der [Ca?']ivon5 + 2,2 %
(n=57; 8 Deckglaschen; 6 Tiere; 2 unabhangige Experimente). Die Anstiege der [Ca?'];
unterschieden sich nicht signifikant voneinander (p=0,0733; Mann-Whitney-U-Test) (Abb. 77B
und C). Dagegen fuihrte die Applikation von Nikotin (100 pM) zu einem Anstieg der [Ca?*]ium
77,2 + 8 % (p<0.0001; Mann-Whitney-U-Test) (n=57; 6 Deckglaschen; 6 Tiere; 2 unabhangige
Experimente) (Abb. 77A und C). Dieser Anstieg konnte durch die Gabe von Mecamylamin (100
UM) verhindert werden. Nach Applikation von Mecamylamin und darauffolgender Gabe von
Nikotin stieg die [Ca?*]inur noch um 7,4 + 1 % an (p<0.0001; Mann-Whitney-U-Test) (n=63; 7
Deckglaschen; 6 Tiere; 2 unabhangige Experimente) (Abb. 77B und C). Die Applikation des
TRPV1-Agonisten Capsaicin (300 nM) fuhrte ebenfalls zu einem Anstieg der [Ca?*]ium 62,7 +
4,9 % (p<0.0001; Mann-Whitney-U-Test) (n=120; 13 Deckglédschen; 6 Tiere; 2 unabhangige
Experimente) (Abb. 77A - C). TRPV1 wird von einem Grol3teil der Neurone im JNC der Maus
exprimiert (Kim et al. 2020).

Die Applikation von CGRP (10 nM - 10 pM) fihrte zu keiner Veranderung der PTS. Diese
Versuche wurden von Frau Oznur Aydin am Institut fiir Anatomie und Zellbiologie durchgefiihrt
(Perniss et al. 2020b). Dagegen fuihrte die Applikation des SP-Analogons Sar®-Met(O,)'-SP
(10 nM) zu einem Anstieg der PTS, welcher durch die Gabe des TACR1-Inhibitors RP67580
verhindert werden konnte. Diese Versuche wurden ebenfalls von Frau Aydin durchgefihrt
(Perniss et al. 2020b). Um zu untersuchen, ob f-MKKFRW zu einer Freisetzung von SP aus
Nervenfasern fuhrt, welches wiederum zu einer Steigerung der PTS flihren wirde, erfolgte die
Applikation des TACRZ1-Inhibitors RP67580 (10 uM) bevor f-MKKFRW gegeben wurde.
Jedoch konnte kein Unterschied in der PTS Steigerung durch f-MKKFRW mit oder ohne
RP67580 Gabe (10 uM) festgestellt werden (79,7 + 22,2 zu 70,7 + 30,4%; n= 5; p=0,6667;
Mann-Whitney-U-Test) (Abb. 77D) (Appendix Tab. 49).

Um zu untersuchen, ob nikotinische ACh-Rezeptoren, welche von den sensorischen
Nervenfasern exprimiert werden, an der PTS-stimulierenden Wirkung von f-MKKFRW beteiligt
sind, erfolgte die Applikation von Mecamylamin (100 pM). Auch hier konnte kein Unterschied

zu der Kontrolle ohne Mecamylamin festgestellt werden. So betrug der Anstieg der PTS ohne
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Inhibitor 91,5 + 28,6 % und mit Mecamylamin 64,6 + 20 % (p=0,5714; n= 6; Mann-Whitney-U-
Test) (Abb. 77E) (Appendix Tab. 50).

Um zu untersuchen, ob eine Erregungsweiterleitung in Nervenfasern eine Rolle spielt, wurde
diese durch den Einsatz von Tetrodotoxin (TTX) inhibiert. TTX hemmt spannungsabhangige
Natriumkandle (Na.-Kanéle), welche in der Mehrzahl der Axone fur die Erregungsweiterleitung
essentiell sind (Baker und Glitsch 1975). Die Gabe von TTX (1 uM) fuhrte jedoch zu keiner
Reduktion der PTS-Steigerung durch f-MKKFRW (91,5 £ 28,6 zu 79,4 + 24.2 %; p=0,8983;
n=6; Mann-Whitney-U-Test) (Abb. 77E) (Appendix Tab. 50).
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Abbildung 77: Beteiligung sensorischer Nervenfasern an der Erhéhung der PTS durch
f-MKKFRW. A-B: Dargestellt sind die AFura-2 Ratios von isolierten Neuronen des JNC aus
Chrna3-GFP-Mausen. A: Die Applikation von Nikotin (100 uM) und Capsaicin (300 nM) fuhrt
zu einem Anstieg der Fura-2-Ratio. Die Applikation von f-MKKFRW (10 uM) hat keinen
Einfluss auf die Fura-2-Ratio (57 Neurone von 6 Mausen, 8 Coverslips, 2 unabhangige
Experimente). B: Die Applikation von Mecamylamin (100 uM) verhindert den Anstieg der Fura-
2-Ratio (63 Neurone von 6 Mausen auf 7 Coverslips, 2 unabhangige Experimente). C:
Auswertung der in A und B dargestellten Experimente. D: Dargestellt ist die prozentuale
Veranderung der PTS durch die Gabe von f-MKKFRW in An- oder Abwesenheit des TACR1-
Inhibitors RP67580 (10 uM). Dieser hat keinen Einfluss auf die Erhéhung der PTS durch f-
MKKFRW (p=0,6667). E: Die Kontrollen ohne Inhibitor entsprechen den Versuchen, welche
bereits in Abb. 76A gezeigt wurden. Diese Versuche fanden in einem gemeinsamen
experimentellen Aufbau statt. Das bedeutet, an einem Tag wurden verschiedene Mause mit
oder ohne Inhibitoren untersucht. Der generelle NnAChR-Inhibitor Mecamylamin (100 puM) hatte
keinen Einfluss auf die PTS-steigernde Wirkung von -MKKFRW (p=0,5714), der Nav-Kanal-
Inhibitor TTX (1 pM) hatte ebenso keinen Einfluss auf die PTS-steigernde Wirkung von f-
MKKFRW (p=0,7879). C-E: Mittelwert £ SEM, Mann-Whitney-U-Test. Modifiziert aus Perniss
et al. 2020b.
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Aus diesen Versuchen lasst sich schlussfolgern, dass sensorische Nervenfasern vermutlich
nicht an der Erh6hung der PTS durch das Signalpeptid f-MKKFRW beteiligt sind.

3.9 Relevanz der SCCC fur die bakterielle Besiedlung der Trachea und Lunge

Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass die Anzahl der SCCC in der Trachea unabhangig von
der lebenden Mikrobiota der Tiere ist, jedoch die Unterbrechung des TLR-Signalweges zu
einer verringerten Anzahl der SCCC in der Trachea fuhrt. Zudem konnte gezeigt werden, dass
bakterielle Signalpeptide mit der Kernaminosduresequenz f-MKKFR von SCCC erkannt
werden, diese ACh freisetzen, was wiederum zu einer Erhdhung der MC fihrt. Diese
Ergebnisse sprechen dafur, dass SCCC an der Erkennung von Bakterien beteiligt sind oder
deren Anzahl durch diese beeinflusst wird. Es ware daher méglich, dass ein Fehlen der SCCC
oder die Unterbrechung eines Signalweges innerhalb der SCCC zu einer verdnderten
Besiedlung des respiratorischen Systems durch Bakterien oder zu einer erhdhten

Infektanfalligkeit der Tiere fihren kbénnte.

Um dies zu untersuchen, wurden zunachst PTS-Experimente mit Uberstanden von MgrB
Uberexprimierenden E. coli durchgefiihrt. Diese Experimente hatten das Ziel festzustellen, ob
bakterielle Uberstande einen Einfluss auf die PTS haben und ob dieser abhéngig von SCCC
ist. In einem weiteren Versuch wurde untersucht, ob Mause, welche eine Defizienz des
TRPMb5-lonenkanals besitzen, eine hohere Anfalligkeit aufweisen, von dem Bakterium
Bordetella pseudohinzii kolonisiert zu werden. In einem weiteren Experiment sollte unter
Verwendung eines Infektionsmodelles (S. pneumoniae) untersucht werden, ob sich Tiere, die
keine SCCC besitzen (Trpm5-DTA), von den Kontrolltieren in Bezug auf die Uberlebensrate

und Uberlebenszeit, Anzahl der Bakterien und histologischen Veranderungen unterscheiden.

3.9.1 Einfluss von bakteriellen Uberstanden von MgrB-iiberexprimierenden E. coli auf
die PTS

Das zuvor beschriebene Signalpeptid f-MKKFRW ist am N-Terminus des MgrB-Proteins
vorhanden (Bufe et al. 2019). Verschiedene E. coli Stdmme exprimieren ebenfalls das MgrB-
Protein, z.B. typische Laborstdmme, wie BL21 oder K12. In der Arbeit von Prof. Bufe und
Kolleginnen konnte gezeigt werden, dass MgrB auch in Uberstanden von E. coli vorhanden
ist, welche das mgrb-Gen tiberexprimieren (Bufe et al. 2019). Diese steril filtrierten Uberstande
wurden uns von Herrn Bufe zur Verfugung gestellt. Als Kontrolle diente zum einen das
Kultivierungsmedium und Uberstande von E. coli (BL21), welche das MgrB-Protein nicht
Uberexprimieren. Die Applikation des Mediums in einer Verdiinnung von 1:10 fihrte zu keiner
Erh6hung der PTS, im Gegenteil, die PTS verringerte sich um 12,3 + 3 % (p=0,0020; n=10;
Wilcoxon-Rangsummentest) (Abb. 78B und C). Dagegen fiuhrte bereits die Applikation des
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Uberstandes der MgrB-iiberexprimierenden E. coli in einer Verdiinnung von 1:1000 zu einer
Erhohung der PTS um 15,1 + 3 % (p=0,0020), die Applikation des Uberstandes in einer
Verdinnung von 1:100 steigerte die PTS um 22,5 + 5 % (p=0,0020) und die Gabe des
Uberstandes in einer Verdiinnung von 1:10 steigerte die PTS um 33 + 4% (p=0,0020) (jeweils
im Vergleich zu der Applikation des Mediums in einer Verdinnung von 1:10; n=4 je
Verdinnung; Mann-Whitney-U-Test) (Abb. 78A und B).

Die Applikation des Uberstandes der nicht MgrB-uberexprimierenden Bakterien fuhrte nur in
der Verdiinnung 1:10 zu einem geringen Anstieg der PTS um 3.5 + 4% (p=0,0140) (Abb. 78A
und B) (Appendix Tab. 51). In einem weiteren Experiment wurde untersucht, ob der Anstieg
der PTS, verursacht durch den Uberstand der MgrB-uiberexprimierenden Bakterien, von SCCC
abhangig ist. Hierzu wurde der Uberstand in einer Verdinnung von 1:10 auf Tracheen von
Pou2f3"- und Pou2f3*-Tieren appliziert. Nur in Tracheen von Pou2f3*-Tieren fiihrte dies zu
einer Erhéhung der PTS um 39,9 + 5 %, in Tracheen von Pou2f3"-Tieren verringerte sich die
PTS dagegen um 3 £ 7% (p=0,0079; n=5; Mann-Whitney-U-Test) (Abb. 78C und D) (Appendix
Tab. 52).

Aus diesen Versuchen lasst sich zusammenfassen, dass die Uberstande von MgrB-
Uberexprimierenden E. coli zu einem Anstieg der PTS flhrten und dass dieser abhangig von
SCCC war. Zudem fiihrte aber auch eine geringe Verdiinnung der Uberstande der nicht MgrB-
Uberexprimierenden E. coli zu einem schwachen Anstieg der PTS. Ob dieser von SCCC

abhangig ist, wurde jedoch nicht untersucht.
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Abbildung 78: Veranderung der PTS durch Uberstande von MgrB-iiberexprimierenden
E. coliin Abhangigkeit von SCCC. A: Dargestellt ist der Kurvenverlauf der PTS-Experimente
mit bakteriellen Uberstanden (in verschiedenen Konzentrationen) von E. coli (BL21), welche
entweder das Protein MgrB Uberexprimieren oder nicht. B: Auswertung der in A dargestellten
Experimente. Prozentuale Veranderung der PTS 8 min nach Gabe der bakteriellen
Uberstande. Die Gabe von Medium (1:10) ist in C dargestellt. Die Uberstande der MgrB-
Uberexprimierenden E. coli fuhren in allen eingesetzten Verdinnungen zu einem Anstieg der
PTS. Nur die Verdiinnung 1:10 der nicht MgrB-tberexprimierenden E. coli fihrt zu einem
geringen Anstieg der PTS (p=0,0140). C: Dargestellt ist der Kurvenverlauf der PTS-
Experimente mit bakteriellen Uberstanden von MgrB-uiberexprimierenden E. coli (BL21) (1:10
Verdunnung) an Tracheen von Pou2f3*- und Pou2f3”-Mausen. D: Auswertung der in C
dargestellten Experimente. Prozentuale Verénderung der PTS (8 min nach Gabe), die
Uberstande der MgrB-uberexprimierenden E. coli fiihrt nur in Tracheen von Pou2f3*--M&usen
zu einem Anstieg der PTS (p=0,0079). A, C: Mittelwert + SEM. B, D: Mittelwert £ SEM; Mann-
Whitney-U-Test. B, D: Modifiziert aus Perniss et al. 2020b.
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3.9.2 Relevanz des lonenkanals TRPMS5 fur die Besiedlung des respiratorischen

Systems durch Bordetella pseudohinzii

Ab Herbst 2016 kam es vermehrt dazu, dass PTS-Experimente Aufféalligkeiten in der
Grundgeschwindigkeit (Baseline) der Partikel und auch in der Stimulierbarkeit durch ATP
aufwiesen. Im Zuge dessen wurden Proben dieser Tiere fur eine mikrobielle Analyse an das
Institut fur Hygiene und Infektionskrankheiten der Tiere der JLU Ubergeben. Aus diesen
Proben wurde unter anderem das Bakterium Bordetella pseudohinzii isoliert. Dieses Bakterium
wird nicht in der Liste der Pathogene aufgefiihrt, welche aus der Tierhaltung eliminiert werden
sollten (Federation of European Laboratory Animal Science Association - FELASA Liste)
(Pritchett-Corning et al. 20). Es zeigte sich, dass 93% (78 von 84) der untersuchten Tiere mit
B. pseudohinzii infiziert waren (Perniss et al. 2018). Dies betraf jedoch nur einen Teil der
Tierhaltung, sodass im Laufe der Zeit alle Mauslinien in B. pseudohinzii-freie Tierhaltungen
mittels Embryotransfer Uberfiihrt werden konnten. Weitere Untersuchungen, welche im
Rahmen einer genauen Charakterisierung der durch B. pseudohinzii verursachten
pathologischen Verdnderungen durchgefuihrt wurden, zeigten, dass Tiere, welche mit
B. pseudohinzii infiziert waren, eine geringere PTS-Baseline, eine geringere Steigerung der
PTS durch ATP, eine Neutrophilie in der BAL (bronchoalveoldre Lavage) und eine verringerte
Anzahl an zilientragenden Zellen in der Trachea aufwiesen (Perniss et al. 2018). Zudem
konnten histologische Veranderungen in der Trachea und Lunge nachgewiesen werden. So
konnte eine Entziindung der Trachealschleimhaut, eine bronchointerstitielle Pneumonie und
die Bildung von Bronchus-assoziiertem lymphatischem Gewebe beobachtet werden (Perniss
et al. 2018). Von diesem Infektionsgeschehen war auch die Haltung der Trpm5-Ko Mauslinie
betroffen. Im Rahmen der mikrobiellen Untersuchungen wurden insgesamt 82 Tiere dieser
Linie positiv auf B. pseudohinzii getestet (39 Tiere Trpm5**, 3 Tiere Trpm5* und 40 Tiere
Trpm5™7). Diese Tiere wurden alle in einem Haltungsraum gehalten, Wurfgeschwister wurden
getrennt nach Geschlechtern, aber unabh&éngig vom Genotyp zusammen in Kafigen gehalten.
Untersucht wurden nur adulte Tiere von beiden Geschlechtern in einem Alter von 3-15
Monaten, siehe Tab. Appendix 53. Es erfolgte im Anschluss eine semiquantitative Analyse der
Besiedlung dieser Tiere durch Mitarbeiter des Institutes fir Hygiene und Infektionskrankheiten
der Tiere. Dabei wurde untersucht, wie viele Bakterien, insbesondere B. pseudohinzii, in der
Maulhdhle bzw. Rachen (Rachenabstrich), Trachea und Lunge der Tiere vorhanden waren.
Die Untersuchungen wurden verblindet durchgefiihrt, sodass die Mitarbeiter nicht in Kenntnis
Uber den Genotyp des Versuchstieres waren. Dabei wurde ein Scoring-System angewandt.
Ein Score von 0 (negativ) bedeutete, dass B. pseudohinzii nicht nachgewiesen werden konnte;
ein Score von 1, dass 5-50 Kolonien pro Probe nachgewiesen wurden, ein Score von 2

entsprach 50-200 Kolonien und ein Score von 3 entsprach >200 Kolonien pro Probe.
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Dabei zeigte sich ein Unterschied in der Besiedlung der unterschiedlichen Genotypen. Es
konnte in allen drei untersuchten Lokalisationen ein Trend zu einer starkeren Besiedlung der
Trpm5™-Tiere beobachtet werden. So wurde im Rachenabstrich in 38% der Trpm5’-Tiere
(15/39) ein Score von 3 festgestellt, dagegen in den Kontrolltieren (Trpm5* und Trpm5**) nur
in 29% der Tiere (12/42) (Abb. 79). Grol3er war der beobachtete Unterschied der Besiedlung
der Trachea mit B. pseudohinzii. Hier konnte ein signifikanter Unterschied beobachtet werden
(p=0,0057; Chi-Quadrat-Test). In der Trachea wiesen 67 % der Trpm5™-Tiere (24/36) einen
Score von 3 auf, dagegen nur 34 % der Kontrolltiere (14/41) (Abb. 79). In 45% (9/20) der
untersuchten Lungenproben der Trpm57-Tiere konnte B. pseudohinzii nachgewiesen werden,
dagegen nur in 23% (7/31) der Kontrolltiere (Abb. 79).
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Abbildung 79: Semiquantitative Auswertung der Kolonisation mit B. pseudohinzii in
Trpm5-Ko- und Kontrolltieren. Proben von Trpm5”-Tieren und Kontrolltieren (Trpm5**
und **) wurden auf das Vorhandensein und die Anzahl von B. pseudohinzii hin untersucht.
Dazu wurde ein Scoring-System verwendet (Score 1 = 5-50 CFU pro Probe; Score 2 = 50-200
CFU; Score 3 >200 CFU). Dabei zeigte sich in der Besiedlung der Trachea ein signifikanter
Unterschied zwischen den Ko-Tieren und den Kontrolltieren (p=0,0057; Chi-Quadrat-Test).
Modifiziert aus Perniss et al. 2020b.

Aus diesen Versuchen lasst sich schlussfolgern, dass der Verlust des lonenkanals TRPM5 zu
einer erhohten Anzahl des Bakteriums B. pseudohinzii innerhalb des respiratorischen Systems
fuhrt. Diese Daten wurden jedoch im Rahmen eines nicht gezielten Infektionsgeschehens

erhoben.
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3.9.3 Relevanz von SCCC fur die Besiedlung des respiratorischen Systems durch

S. pn

Um zu untersuchen, ob SCCC an der Erkennung von S. pneumoniae und/oder der
nachfolgenden Immunantwort im Zuge einer Infektion durch diese beteiligt sind wurden
Infektionsversuche mit diesem typischen Pneumonie-Erreger durchgefiihrt. Diese erfolgten an
der Medizinischen Klinik mit Schwerpunkt Infektiologie und Pneumologie der Charité. Die
Versuche wurden mit Tieren der Linie Trpm5-DTA und Kontrolltieren durchgefuhrt. Als
Kontrolltiere dienten, wie bei den PTS-Versuchen, TRPM5-IRES-CRE (Wt) verpaart mit
R26:lacZbPAfloxDTA (Trpm5-DTAY"). Die Tiere wurde in Narkose durch Auftropfen einer
Bakteriensuspension auf die Nasenlocher mit 2,5x10° S. pneumoniae (PN36) pro Tier infiziert.

Der Versuchsaufbau und die Abbruchkriterien sind im Abschnitt 2.213 erlautert.

Insgesamt mussten 15 der 18 (83%) Kontrolltiere und 12 der 17 (71%) Trpm5-DTA-Tiere
innerhalb des Versuchszeitraums aufgrund der festgelegten Endpunkte euthanasiert werden,
siehe Tab. 54 Appendix. Vergleicht man die prozentuale Uberlebensrate der Tiere, dargestellt
in Abb. 80A, so konnte kein Unterschied in den Kaplan-Meier-Kurven zwischen den beiden
Genotypen festgestellt werden (p=0,5865; Mantel-Cox-Test). So mussten die ersten Tiere
bereits 60 h nach Infektion euthanasiert werden, 50 % der Tiere beider Genotypen mussten
bereits nach 96 h eingeschlafert werden.

Wie schon in Abb. 49D dargestellt, unterschied sich das Korpergewicht der beiden
Versuchsgruppen zu Beginn des Versuches nicht. Das Koérpergewicht der Tiere beider
Genotypen nahm bereits 24 h nach der Infektion ab (um ~9 % bei den Trpm5-DTA- bzw. ~8%
bei den Kontrolltieren), bis 60 h nach Infektion verringerte sich das Kérpergewicht der Tiere
beider Genotypen weiter (jeweils Abnahme um ~14 %). Danach stieg das Korpergewicht
wieder an, sodass am Versuchsende das Ausgangsgewicht bei den Kontrolltieren erreicht
wurde. Die Trpm5-DTA-Tiere wiesen ein Endgewicht von 97% des Ausgangsgewichtes auf.
Die Endgewichte beider Genotypen unterschieden sich jedoch nicht (p=0.1607; n=3-5; Mann-
Whitney-U-Test) (Abb.80B).

Die Kdrpertemperatur nahm im Mittel ebenfalls ab. So lag diese zu Beginn des Versuches bei
beiden Genotypen bei ~37,6°C (in Narkose). Diese nahm bis zum 3 Tag bei den Trpm5-DTA-
Tieren um 1,7 °C und bei den Kontrolltieren bis zum 4 Tag um 2,7 °C ab (Abb. 80C).

Um zu untersuchen, ob eine Bakteridmie der Versuchstiere vorlag, wurde zum Zeitpunkt der
Euthanasie sowie nach Beendigung des Versuches (10 Tage) Blut aus der Vena cava inferior
entnommen und in verschiedenen Verdinnungen auf Columbia Blutagarplatten ausplattiert.
Von den insgesamt 35 Versuchstieren konnte bei 27 Tieren erfolgreich Blut enthommen und

analysiert werden. Die Tiere, welche nicht euthanasiert werden mussten (drei Trpm5-DTA*"
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und finf Trpm5-DTA), wiesen keine Bakterien im Blut auf. Dagegen konnten in den restlichen
19 Blutproben (11 Trpm5-DTA* und acht Trpm5-DTA) Bakterien in unterschiedlicher Anzahl
von 800 bis 7.900.000 CFU/ml nachgewiesen werden, siehe Tab. 54 Appendix. Eine
Auswertung, ob ein quantitativer Unterschied in der Bakterienanzahl zwischen den Genotypen
oder den untersuchten Zeitpunkten vorlag, konnte leider nicht erfolgen, da die Anzahl der zur

Verfligung stehenden Proben dazu zu gering war.
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Abbildung 80: Infektionsexperimente mit S. pneumoniae an Trpm5-DTA-Tieren. A:
Kaplan-Meier-Kurven der Tiere nach Infektion mit S. pneumoniae (PN36), 2,5 x10° pro Tier.
Die Kurven unterscheiden sich nicht zwischen den Trpm5-DTA- und Kontrolltieren (p=0,5865;
Mantel-Cox-Test). B: Korpergewicht der Tiere des Infektionsversuches dargestellt in A. Das
Korpergewicht beider Genotypen nimmt bis zum Tag 4 bei den Kontrolltieren und bis Tag 5
bei Trpm5-DTA-Tieren ab (p<0,05; jeweils bezogen auf Ausgangsgewicht des jeweiligen
Genotyps; One-way-Anova). Das Endgewicht am Tag 10 unterscheidet sich nicht zwischen
den Genotypen (p=0,1607; Mann-Whitney-U-Test). C: Korpertemperatur der Tiere des
Infektionsversuches dargestellt in A. Die Kérpertemperatur nimmt bei den Kontrolltieren 3-4
Tage und bei den Trpm5-DTA-Tieren 2,5-3,5 nach der Infektion ab (p<0,05; jeweils bezogen
auf die Ausgangstemperatur des jeweiligen Genotyps; One-way-Anova).

182



3. Ergebnisse

3.9.3.1 Histologische Veranderungen in der Trachea und Lunge nach Infektion mit S.
pneumoniae

In weiteren Untersuchungen wurden die Lungen der mit S. pneumoniae infizierten Tiere in
Paraffin eingebettet und Serienschnitte hergestellt. Diese wurden anschlieRend von den
Veterinar-Pathologinnen Dr. Kristina Dietert und Dr. Olivia Kershaw vom Institut fir
Tierpathologie der FU Berlin beurteilt. Es standen fur diese Untersuchungen 28 Lungen zur
Verfiigung, jeweils 14 Lungen von Trpm5-DTA- und Kontrolltieren, siehe Tab. 54 Appendix.
Im Zuge dessen wurde zum einen untersucht, ob typische Anzeichen einer durch
Pneumokokken induzierten Pneumonie vorlagen und ob diese sich in den beiden Genotypen
unterschieden. Zusatzlich erfolgte eine Immunmarkierung mit Antikdrpern gegen S.
pneumoniae Um die Auspragungen der histologischen Veranderungen und
Immunmarkierungen zu beurteilen, wurde ein bereits etabliertes semiquantitatives Scoring
angewandt. Dieses wurde wie folgt gegliedert: 0 = nicht vorhanden; 1 = minimal/vereinzelt; 2
= geringgradig; 3 = mittelgradig; 4 = hochgradig; 5 = massiv (Dietert et al. 2014; Dietert et al.
2017). Es wurden ebenfalls Lungen von drei nicht infizierten Trpm5-DTA-Tieren untersucht.
Dabei konnte kein Unterschied im mikroskopischen Erscheinungsbild und der Histologie im
Vergleich zu Wt durch die Pathologen festgestellt werden. In den Lungen beider infizierten
Tiergruppen konnten unabhangig vom untersuchten Zeitpunkt typische Lungenveranderungen
fur eine zeitlich weit fortgeschrittene, durch Pneumokokken induzierte Pneumonie beobachtet
werden. So stellten die Tierpathologen in den Lungen der Tiere, welche an friheren
Zeitpunkten (60-72 h) euthanasiert werden mussten, eine variabel ausgepragte, katarrhalisch-
eitrige Bronchopneumonie fest. Zu den spateren Zeitpunkten (84-240 h) Gberwog jedoch eine
variabel ausgepragte vorrangig histozytare, zum Teil eitrig-nekrotisierende, interstitielle
Pneumonie mit teils prominenter Pneumozyten Typ Il-Hyperplasie und typischem
Ausbreitungsmuster in periphere Lungenareale entlang der groRen GefalRe und Bronchien.
Zudem konnten in beiden Tiergruppen perivaskulare sowie alveolare Odeme beobachtet
werden. Des Weiteren konnte in 21 der 28 untersuchten Lungen eine angrenzende Pleuritis
und in 22 der 28 Lungen eine Entzlindung des Fettgewebes (Steatitis) festgestellt werden. Ein
Unterschied zwischen den beiden Tiergruppen konnten bei diesen untersuchten Parametern

nicht festgestellt werden.

Aufgrund der unterschiedlichen Zeitpunkte, an denen die Tiere euthanasiert werden mussten,

erfolgte eine Gesamtbeurteilung der Befunde, unabhéngig von der Dauer der Infektion.

Als weiterer Parameter wurde die durch die Infektion betroffene Flache der Lunge bestimmt.
Diese war unabhangig von der Uberlebensdauer des Versuchstieres. So konnte bereits bei

Tieren, welche nach 60 h oder 72 h nach Infektion euthanasiert werden mussten, eine
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betroffene Flache von 80% der Gesamtflache beobachtet werden, unabhangig vom Genotyp
der Tiere (Abb. 81A). Im Mittel unterschied sich die betroffene Flache der Lunge zwischen den
Genotypen nicht (Abb. 81B) (p=0,8590; n=14; Mann-Whitney-U-Test). Zudem wurde nicht nur
die betroffene Flache beurteilt, sondern auch die Auspragung der Entziindungsmerkmale. Wie
in Abb. 81C dargestellt, kam es nach Infektion zu einer Infiltration von Zellen in das
Alveolargewebe, die Alveolarsepten verdickten sich und Flissigkeit trat in die Alveolen ein.
Diese Anzeichen einer Entzindung wurden als allgemeiner Pneumonie-Score
zusammengefasst. Dieser unterschied sich ebenfalls nicht zwischen den beiden Genotypen
(Abb. 81D) (p=0,5241; n=14; Chi-Quadrat-Test). Zuséatzlich wurde die Art der Pneumonie
genauer untersucht. Dabei wurde zwischen einer eitrigen, histozytaren, nekrotisierenden,
interstitiellen oder katarrhalisch-eitrigen Pneumonie unterschieden. Alle aufgefihrten
Pneumonieformen konnten in unterschiedlichen Auspréagungen beobachtet werden, wobei die
katarrhalisch-eitrige nur in zwei Tieren nachgewiesen werden konnte. Exemplarisch ist in Abb.
81E die Auswertung des Scorings fiur eine interstitielle Pneumonie dargestellt. Auch hier
unterschieden sich die beiden Genotypen nicht voneinander (p=0,1565; n=14; Chi-Quadrat-
Test). Typisch fir eine Pneumonie ist zudem die Hyperplasie von Pneumozyten des Typs II,
welche ebenfalls in unterschiedlichen Auspragungen beobachtet werden konnte. In diesem
Parameter unterschieden sich die beiden Versuchsgruppen voneinander. In den Trpm5-DTA-
Tieren konnte eine verstarkte Pneumozyten Typ lI-Hyperplasie beobachtet werden (Abb. 81F)
(p=0,0235; n=14; Chi-Quadrat-Test).
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Abbildung 81: Histologische Untersuchungen der Lungen aus den Infektionsversuchen
mit S. pneumoniae an Trpm5-DTA-Tieren. A: H&E-Farbungen von Lungen nach Infektion
mit S. pneumoniae. Obere Reihe, Lungen, bei denen 20-40% der Flache von der Infektion
betroffen sind. Untere Reihe, Lungen, bei denen 50-80% der Flache betroffen sind. Die
betroffenen Areale sind an einer intensiveren Farbung des Gewebes zu erkennen, was fir
eine erhohte Zelldichte spricht. B: Auswertung der in A dargestellten H&E-Farbungen,
zwischen den beiden Versuchsgruppen besteht kein Unterschied in der betroffenen Flache
der Lunge (p=0,8590; n=14; Mann-Whitney-U-Test). C: H&E-Farbungen des Alveolarbereichs
in hoherer Vergrofierung. Links Kontrolle ohne Infektion, daneben Bilder nach Infektion. Es ist
eine Zunahme der Zelldichte zu erkennen, eine Abnahme der Alveolargrol3e, sowie der
Kollaps der Alveolen und eine Verdickung der Aleveolarsepten. D, E, F: Semiquantitative
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Auswertung der H&E-Farbungen, dargestellt in A. D: Die allgemeine Auspragung der
Entzindungszeichen wurde beurteilt (Pneumonie-Score). Dabei konnte kein Unterschied
zwischen den beiden Versuchsgruppen festgestellt werden (p=0,5241; Chi-Quadrat-Test). E:
Das Vorhandensein einer interstitiellen Pneumonie wurde beurteilt. Dabei konnte kein
Unterschied zwischen den beiden Versuchsgruppen festgestellt werden (p=0,1565; Chi-
Quadrat-Test). F: Die Zunahme von Pneumozyten Typ Il wurde beurteilt. Diese ist in Lungen
von Trpm5-DTA-Tieren ausgepragter (p=0,0235; Chi-Quadrat-Test). B, D, E, F: jeweils 14
Lungen pro Versuchsgruppe beurteilt.

3.9.3.2 Antikoérpermarkierungen mit Antikérpern gegen S. pneumoniae in der Lunge

Das Vorhandensein und die Menge an S. pneumoniae im Lungengewebe wurde mittels
Immunmarkierungen gegen S. pneumoniae untersucht. Die Immunmarkierungen sowie deren
Auswertung wurden ebenfalls von Frau Dr. Dietert und Frau Dr. Kershaw durchgefiihrt. Im
Zuge dessen konnte in 21 der 28 untersuchten Lungen eine Immunmarkierung beobachtet
werden (10 von 14 Trpm5-DTA* und 11 von 14 Trpm5-DTA). Dabei waren vor allem die
untersuchten Uberlebenden Tiere frei von S. pneumoniae (5 von 6). Es wurde unterschieden,
ob die Immunmarkierung in der Alveolarregion oder perivaskulér zu finden war (Abb. 82A).
Eine Auswertung der Immunmarkierungen ergab keine Unterschiede zwischen den beiden
Tiergruppen, einzig in der Immunmarkierung der Alveolarregion konnte ein Trend zu einer
geringeren Markierung in Trpm5-DTA-Tieren im Vergleich zu den Kontrolltieren beobachtet
werden (Abb. 82B und C) (Alveolarregion: p=0,2315; perivaskular: p=0,9157; n=14; Chi-
Quadrat-Test).
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Abbildung 82: Immunhistochemische Markierungen mit Antikbérpern gegen S.
pneumoniae an Lungen aus den Infektionsversuchen. A: Immunhistochemie, als neg.
Kontrolle dienten Lungenproben von Trpm5-DTA*-Tieren, welche infiziert wurden ohne
Inkubation mit dem primaren Antikdrper. Linke Spalte, Ausschnitte der Alveolarregion von
Tieren 60-72 h nach Infektion. Rechte Spalte, Ausschnitte von perivaskularen Gebieten
innerhalb der Lungenfliigel (60 -72 h nach Infektion). Pfeile kennzeichnen Markierungen mit
Antikdrpern  gegen S. pneumoniae B: Auswertung der in A dargestellten
immunhistochemischen  Untersuchungen. Es konnte kein Unterschied in der
Immunmarkierung der Alveolarregion zwischen den beiden Versuchsgruppen beobachtet
werden (p=0,2315; n=14; Chi-Quadrat-Test). C: Auswertung der in A dargestellten
immunhistochemischen  Untersuchungen. Es konnte kein Unterschied in der
Immunmarkierung in perivaskularen Bereichen zwischen den beiden Versuchsgruppen
beobachtet werden (p=0,9157; n=14; Chi-Quadrat-Test).

3.9.3.3 Anzahl an SCCC im Trachealepithel nach Infektion mit S. pneumoniae

Um zu untersuchen, ob sich die Anzahl der SCCC im Trachealepithel nach Infektion mit S.
pneumoniae verandert war, wurden Immunmarkierungen mit Antikdrpern gegen TRPM5 an
Paraffinschnitten der Tiere (Trpm5-DTA*") aus dem oben beschriebenen Infektionsversuch
durchgefuhrt. Dafir wurden die Tiere genutzt, welche zu den jeweiligen Zeitpunkten
euthanasiert werden mussten. Aus diesem Grund ist die Probenzahl pro Zeitpunkt sehr gering.
Als Kontrolle dienten Tracheen von drei Trpm5-DTA*"-Tieren, welche nicht infiziert wurden. In
diesen Kontrolltieren konnten 5,2 + 0,8 TRPM5*-Zellen pro 2000 pm Basallamina beobachtet
werden (Abb. 83A). Aufgrund der geringen Anzahl der Tiere zu den jeweiligen Zeitpunkten

wurden diese zusammengefasst (Abb. 83B). Daraus ergibt sich eine Anzahl von 124 + 1
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TRPM5*-Zellen pro 2000 um Basallamina in den infizierten Tieren. Vergleicht man die Anzahl
der Zellen der nicht infizierten Tiere mit denen der infizierten Tiere, so unterschieden diese
sich, so wiesen die nicht infizierten Tiere eine SCCC-Anzahl von 5 Zellen pro 2000 um auf, die
infizierten Tiere dagegen 12 Zellen pro 2000 um, dies entspricht einen Anstieg um 140 %
(p=0,0091; Mann-Whitney-U-Test) (Abb. 83B).
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Abbildung 83: Anzahl an SCCC nach Infektion mit S. pneumoniae. A: Anzahl der TRPM5*-
Zellen in Paraffinschnitten von Tracheen von Trpm5-DTA*"-Tieren ohne und nach Infektion.
Die Tiere mussten zum jeweiligen Zeitpunkt aufgrund des Erreichens eines Endpunktes, z.B.
Gewichtsabnahme >20%, euthanasiert werden. B: Zusammengefasste Daten der infizierten
Tiere dargestellt in A, die mit S. pneumoniae infizierten Tiere wiesen eine héhere Anzahl an
TRPM5"-Zellen auf (p=0,0091; Mann-Whitney-U-Test).

Zusammenfassend lasst sich aus den Infektionsversuchen mit S. pneumoniae in einer Dosis
von 2,5x10° CFU pro Tier schlussfolgern, dass kein Unterschied in der Uberlebensrate
zwischen SCCC-defizienten (Trpm5-DTA”) und den Kontrolltieren beobachtet werden konnte.
Ebenfalls konnte kein Unterschied in der Auspragung der Pneumonie festgestellt werden,
einzig eine erhdhte Pneumozyten Typ llI-Hyperplasie in den SCCC-defizienten Tieren konnte
beobachtet werden. Auch die Erregerzahl im Lungengewebe unterschied sich nicht. Jedoch
konnte eine Zunahme in der Anzahl der SCCC nach Infektion beobachtet werden.
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4. Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Entwicklungsdynamik der SCCC im Trachealepithel der
Maus in Abhangigkeit von verschiedenen Faktoren wie dem Alter der Versuchstiere oder des
Vorhandenseins eines Mikrobioms untersucht. Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde
untersucht, ob dieser Zelltyp an der Regulation des wichtigen angeborenen
Abwehrmechanismus der Atemwege der MC durch Freisetzung von ACh beteiligt ist. Aufgrund
der in der Literatur beschriebenen Expression von Bitterrezeptoren in SCCC wurden unter
anderem Bitterstoffe als Agonisten eingesetzt. Zudem wurde untersucht, ob bakterielle Peptide
die MC beeinflussen und ob SCCC daran beteiligt sind.

AbschlieRend wurde Uberprift, ob das Fehlen, oder die Nichtfunktionalitdt von SCCC die
bakterielle Besiedlung der Atemwege beeinflusst oder Konsequenzen wahrend einer
Atemwegsinfektion fur das Versuchstier hat.

Im Folgenden werden die Ergebnisse hinsichtlich der zuvor in Abschnitt 1.5 formulierten

Fragestellungen diskutiert und abschliel3end bewertet.

4.1 Wann entstehen tracheale SCCC und ist die Entstehung abhéangig vom
Vorhandensein eines lebenden Mikrobioms?

In dieser Arbeit wurde erstmals die pranatale Existenz der trachealen SCCC nachgewiesen.
Die beobachteten Zellen konnten sowohl mit Antikdrpern gegen GFP- (ChAT) als auch TRPM5
markiert werden, was diese Zellen eindeutig als SCCC identifizierte.

Die Tragezeit bei Mausen betragt zwischen 19-21 Tage, Inzuchtstamme wie C57BL/6J Mause
weisen eine durchschnittiche Tragezeit von 19 Tage auf (Murray et al. 2010). Das
Trachealepithel der Maus besteht bis zum 14 Tage nach Befruchtung aus nur zwei Zelltypen:
den Basalzellen und undifferenzierten saulenférmigen Zellen. Erst ab dem fiinfzehnten Tag
nach Befruchtung differenzieren sich die Zelltypen weiter aus, sodass ab Tag 17
vollausdifferenzierte zilientragende sowie sekretorische Zellen beobachtet werden kdnnen
(Kawamata und Fujita 1983). Die ersten SCCC konnten in Embryonen mit einem Alter von
18 Tage nach Befruchtung nachgewiesen werden, jedoch nur in sehr geringer Anzahl und

somit erst kurz vor der Geburt der Jungtiere.

Tuft cells im Darm und Mageneingang entwickeln sich ebenfalls pranatal. So konnten die
ersten Zellen am Tag E16.5 beobachtet werden, im Magenkorpus dagegen erst eine Woche
nach der Geburt (Saqui-Salces et al. 2011).
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SCCC anderer Organe, wie der Urethra und dem Thymus, konnten jedoch erst postnatal
beobachtet werden. So wurden die ersten SCCC in Urethren von mannlichen Tieren zwischen
Tag 6 und 10 nach Geburt und in weiblichen Tieren erst nach 11-20 Tagen beobachtet. Im
Thymus dagegen waren die ersten SCCC am Tag der Geburt nachweisbar, jedoch nicht in
Embryonen kurz vor der Geburt (Perniss et al. 2021). In den Gallengangen der Ratte konnten
Brush cells oder SCC erst 4 Wochen nach der Geburt beobachtet werden (Iseki 1991). Zudem
konnte ein geschlechtsabhangiger Unterschied in der Anzahl der SCC nachgewiesen werden.
So wiesen mannliche Tiere anfangs mehr SCC auf als weibliche Tiere (Iseki 1991), ahnlich
wie in der Urethra (Iseki 1991; Perniss et al. 2021). Ein geschlechtsspezifischer Unterschied
in der Trachea konnte jedoch nicht beobachtet werden (Perniss et al. 2021). Es lasst sich
schlussfolgern, dass organspezifische Unterschiede in dem Zeitpunkt der Entstehung bzw.
des Erscheinens der SCCC vorliegen. Jedoch sollte angemerkt werden, dass in einigen
Organen, wie der Gallenblase oder Nase, bis dato nicht untersucht wurde, ob, wann und in
welchem Mal3e sich SCC bzw. SCCC préanatal oder postnatal entwickeln.

Der friiheste Zeitpunkt an dem tracheale SCCC von anderen Arbeitsgruppen nachgewiesen
wurde, war Tag 3 nach der Geburt. So konnten Voigt und Kolleginnen Tas2r131-positive Zellen
im Trachealepithel von 3 d alten Jungtieren beobachten. Es erfolgte jedoch keine weitere
Charakterisierung oder Quantifizierung dieser Zellen, daher bleibt es fraglich, ob es sich dabei
um SCCC handelt. Zudem wurden keine friheren Zeitpunkte untersucht (Voigt et al. 2015). In
einer weiteren Studie von Saunders und Kolleglnnen konnten TRPM5-positive Zellen in 5 Tage
alten Jungtieren nachgewiesen werden. Friihere Zeitpunkte wurden in der Studie nicht
untersucht (Saunders et al. 2013). In dieser Studie wurde ebenfalls untersucht, ob eine
Vermehrung von SCCC durch Proliferation ausdifferenzierter SCCC erfolgen kann. Dies
konnte jedoch durch die Autorlnnen ausgeschlossen werden. Sie schlussfolgerten daraus,
dass sich SCCC aus Basalzellen differenzieren. Dies deckt sich mit den Ergebnissen von
Montoro und Kolleglnnen, welche ebenfalls nachweisen konnten, dass SCCC direkt aus
Basalzellen hervorgehen (Montoro et al. 2018). Zudem wurde von Saunders und Kolleginnen
untersucht, wie langlebig SCCC sind und in welchem Zeitraum sie sich erneuern. In Zuge
dessen wurde festgestellt, dass SCCC eine im Vergleich zu den anderen Epithelzelltypen
lange Lebenszeit aufweisen und sich, im Gegensatz zu den umliegenden Epithelzellen, nicht
selbst erneuern. In ex vivo Untersuchungen konnten diese Ergebnisse ebenfalls bestétigt
werden. So konnten aus Basalzellen, welche unter ALI-Bedingungen (ALI - air liquid interface
cultures) gehalten wurden, SCCC differenziert werden. Diese machten jedoch nur 0,01 % aller
Epithelzellen aus und exprimierten die typischen SCCC-Marker wie Trom5 und a-Gustducin.
Diese Methodik wurde bis jetzt jedoch nur einmalig von dieser Arbeitsgruppe veroffentlicht,
stellt aber eine sehr interessante Mdglichkeit dar, um die Funktion von SCCC ex vivo genauer

zu untersuchen (Saunders et al. 2013).
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In der Arbeit von Saunders und Kolleginnen wurde ebenfalls die Zunahme der SCCC-Anzahl
im Laufe der postnatalen Entwicklung von Mausen untersucht. Hierbei konnte eine Zunahme
der SCCC in Abhangigkeit vom Alter beobachtet werden, wobei nur vier Zeitpunkte (P5, P10,
P15 und P30) untersucht wurden. Dabei wurde festgestellt, dass sich die Anzahl der SCCC
proportional zur Zunahme der Gesamtflache der Trachea erhdhte. Dies deckt sich auch mit
den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit zum gleichen Untersuchungszeitraum, wobei sich in
den ersten 11 Tagen nach der Geburt die Tracheaoberflache nicht merklich vergréRert, die
Anzahl der SCCC jedoch bereits zunahm.

Die Anzahl an SCCC in adulten Tieren wurde jedoch von Saunders und Kolleginnen nicht
untersucht. In der vorliegenden Arbeit betrug diese ca. 4000 Zellen pro Trachea, was
wiederum ca. 100 Zellen pro mmz entspricht. Damit decken sich die Ergebnisse nahezu mit
den Beobachtungen von Krasteva und Kolleginnen, welche rund 6300 SCCC (ChAT-eGFP-
positiv) pro Trachea nachweisen konnten. In beiden Arbeiten wurde der gleiche Mausstamm
verwendet, wobei von Krasteva und Kolleginnen einzelne Bilder ausgezahlt und anschliel3end
die Gesamtzellzahl errechnet wurde (Krasteva et al. 2011). In der vorliegenden Arbeit
hingegen wurden alle SCCC einer Trachea manuell gezahlt. Die Anzahl der SCCC pro mm?
Trachealoberflache wurde von Bankova und Kolleginnen mit ca. 200 angegeben (DCLK1"-
Zellen) (Ualiyeva et al. 2020; Bankova et al. 2018). In der vorliegenden Arbeit wurden abhéngig
vom verwendeten Mausstamm und dem verwendeten SCCC-Marker unterschiedliche
Ergebnisse erzielt. So wurden in Tracheen von adulten ChAT-eGFP-Tieren ca. 100 Zellen pro
mm2 beobachtet, in Tracheen von Pou2f3*", keimfrei gehaltenen Mausen und Myd88-Wt
betrug die SCCC-Anzahl (Trpm5-pos- Zellen) jedoch 200-300 Zellen pro mmz. Die Variabilitat
in den Ergebnissen kdnnte in den unterschiedlichen verwendeten Antikbrpern begriindet sein
oder fur die Abhéangigkeit der SCCC-Anzahl vom untersuchten Mausstamm, den

Haltungsbedingungen oder fir eine Relevanz des Mikrobioms sprechen.

Die Tatsache, dass sich die Anzahl der SCCC in der Trachea besonders nach der Geburt der
Tiere erhéht und sich zwischen einzelnen Mausstdmmen bzw. Haltungsbedingungen zu
unterscheiden scheint, legt eine Beeinflussung der SCCC-Anzahl durch externe Faktoren
nahe. Bankova und Kolleginnen konnten zeigen, dass die Applikation von klassischen
Allergenen wie Hausstaubmilben und Schimmelpilzen die SCCC-Anzahl in der Trachea von
adulten Tieren erhthte (Bankova et al. 2018). Im Darm dagegen fiihrt die Besiedlung mit
Endoparasiten zu einer Zunahme der Tuft cell-Anzahl (Howitt et al. 2016; Schneider et al.
2018; Moltke et al. 2016). Bakterien kdonnten ebenfalls die SCCC-Anzahl beeinflussen,
entweder durch kommensale Bakterien (Mikrobiom) oder durch Pathogene, welche in den

Organismus eindringen. Im umgekehrten Fall fuhrt der Verlust der Funktionalitat der
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Geschmackstransduktionskaskade in SCC der Gingiva zu einem veranderten Mikrobiom und

im Zuge dessen zu Entziindungen der Gingiva (Zheng et al. 2019).

Ein Beispiel fur die Beeinflussung der SCCC-Anzahl durch endogene Faktoren stellt der
Metabolit Succinat dar. SCCC der Trachea und Tuft cells im Darm exprimieren den Rezeptor
SucnR1, an welchen Succinat spezifisch bindet (Nadjsombati et al. 2018). Succinat kann
sowohl von Endoparasiten (z.B. NB), bestimmten Bakterien als auch von Epithelzellen selbst
produziert und sezerniert werden (Nadjsombati et al. 2018; Nagao-Kitamoto et al. 2016;
Riquelme et al. 2019). So weisen gnotobiotische Mause eine stark verringerte Succinat-
Konzentration im Darm auf (Nagao-Kitamoto et al. 2016; Faith et al. 2014). Die Applikation
dieses Metaboliten fiihrt im Darm von Mausen zu einer Tuft cell-Hyperplasie (Lei et al. 2018;
Schneider et al. 2018; Billipp et al. 2021; Nadjsombati et al. 2018). Lei und Kolleglnnen konnten
zeigen, dass das Mikrobiom im Darm Succinat produziert, welches die Tuft cell-Anzahl erhdht
(Lei et al. 2018). Schneider und Kolleginnen dagegen demonstrierten, dass Succinat durch
NB freigesetzt wird und dadurch die Tuft cell-Anzahl erhoht (Schneider et al. 2018). Die
intratracheale Applikation von Succinat in Kombination mit Denatonium nach einer
experimentell induzierten Influenzavirus-Infektion fuhrt dagegen zu einer vermehrten de novo
Entwicklung von DCLK1"-Zellen in der Lunge, ob eventuelles endogenes Succinat in der
Lunge jedoch von dem Mikrobiom der Atemwege bzw. Lunge oder von den Epithelzellen selbst
produziert werden kdnnte, wurde jedoch nicht untersucht (Rane et al. 2019). Ebenfalls wurde
bis dato nicht untersucht, ob die Applikation von Succinat ohne vorherige Influenzavirus-
Infektion ebenfalls zu einer Neubildung von SCCC in der Lunge fuhrt oder ob die Anzahl der
trachealen SCCC durch Succinat beeinflusst werden kann.

Die Tatsache, dass die SCC-Anzahl in verschiedenen Organen durch Bakterien oder deren
Metabolite beeinflusst werden kann, legt nahe, dass dies ebenso in der Trachea der Fall sein
konnte. Um dieser Hypothese nachzugehen, wurden in der vorliegenden Arbeit TIr2/4- und
Myd88-defiziente sowie gnotobiotische Mause untersucht. Es zeigte sich, dass sowohl TIr2-,
TIrd-, TIr2/4- als auch Myd88-defiziente Mause eine verringerte SCCC-Anzahl im Vergleich zu
den jeweiligen Kontrolltieren aufweisen. Die SCCC-Anzahl der gnotobiotischen M&usen
unterschied sich jedoch nicht von der der Kontrolltiere. Eine mdgliche Erklarung dafir konnte
sein, das gnotobiotische Mause jedoch durch Futter, Einstreu und andere Faktoren mit TLR-
Agonisten in Kontakt kommen. So weisen diese Mause sogar eine erhéhte MyD88-Expression

im Darm auf (Yamamoto et al. 2012).

Diese Ergebnisse legen nahe, dass bakterielle Bestandteile, welche als TLR-Agonisten
dienen, die Expansion von SCCC beeinflussen, jedoch nicht notwendig sind, um SCCC

grundsatzlich entstehen zu lassen.
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Die Expression von TLR2 und TLR4 ist nicht nur auf Immunzellen beschrankt, sondern ist
sowohl in murinen als auch humanen trachealen Epithelzellen beschrieben. Welcher
Epithelzelltyp im speziellen TLR exprimiert, wurde jedoch nicht untersucht (loannidis et al.
2013). Die TLR2 und TLR4 sind an Umbauprozessen des Atemwegsepithels im Rahmen von
Infektionen, asthmatischen Erkrankungen und bei der COPD beteiligt (Li et al. 2017; Wu et al.
2020; Sidletskaya et al. 2020).

Die Expression von MyD88 ist vor allem von Immunzellen bekannt. Mijares und Kolleginnen
wiesen MyD88 ebenfalls in murinen bronchialen Epithelzellen nach, jedoch wurde ebenfalls
nicht naher untersucht, welche Zelltypen im speziellen MyD88 exprimieren (Mijares et al.
2011). Die Deletion von Myd88 fuhrt in der Trachea zu einer Veranderung der
Zusammensetzung des Epithels. So kommt es zu einer Hyperplasie von Becherzellen,
sekretorischen Zellen und submukésen Driisen (Giangreco et al. 2011). Diese Hyperplasien
sind jedoch nur postnatal ausgepragt und kénnen durch postnatale pharmakologische
Inhibition von MyD88 ausgeldst werden. Interessannt ist, dass ex vivo kultivierte Epithelzellen
von Myd88-defizienten und Wildtypméusen sich im gleichen Maf3e in die verschiedenen
untersuchten Zelltypen ausdifferenzieren. Dies spricht daftr, dass nicht epitheliale Zellen,
welche MyD88 exprimieren, an der Ausdifferenzierung von trachealen Epithelzellen beteiligt
sind, sondern z.B. Immunzellen, welche nach Aktivierung MyD88-abhéngig Signalmolekiile
aussenden, die wiederum die Differenzierung der Basalzellen in die verschiedenen

Epithelzelltypen beeinflussen (Giangreco et al. 2011).

Es besteht zudem ein Zusammenhang zwischen der Expression von ChAT und MyD88 in
verschiedenen Immunzelltypen wie B-Zellen, dendritischen Zellen und Makrophagen. Diese
Zelltypen exprimieren ChAT erst postnatal und in Abhangigkeit von MyD88 und einem
vorhandenen Mikrobiom. So weisen Myd88-defiziente Mause und Mause, welche mit
Antibiotika behandelt wurden und in Folge dessen ein stark verringertes Mikrobiom besitzen,
eine verminderte ChAT-Expression in diesen Immunzelitypen auf. Die Anzahl der
verschiedenen Zelltypen bleibt jedoch unverandert (Reardon et al. 2013). Dies spricht zum
einen dafir, dass die ChAT-Expression induzierbar ist, und zum anderen fur eine TLR-MyD88-
vermittelte Beeinflussung der ChAT-Expression. In der vorliegenden Studie konnte ebenfalls
beobachtet werden, dass die ChAT-Expression in SCCC mit zunehmendem Altem der
Versuchstiere zunahm. So konnten in Jungtieren kurz nach der Geburt (P0O-P2) 2-3x so viele
TRPM5*- wie GFP*-Zellen beobachtet werden, in adulten Tieren betrug die Co-Expression von
ChAT und TRPM5 in SCCC dagegen 89%. Diese Ergebnisse weisen ebenfalls auf eine
Abhangigkeit der ChAT-Expression in SCCC von der Exposition der Versuchstiere mit TLR-
Agonisten hin.
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Es bestehen verschiedene Mdglichkeiten, wie die Exposition gegeniiber TLR-Agonisten die
SCCC-Anzahl und deren ChAT-Expression beeinflussen kdnnte. Einige dieser Mdglichkeiten
sind in Abb. 84 exemplarisch dargestellt. So kénnten SCCC selbst TLR exprimieren und in
Folge einer Aktivierung durch TLR-Liganden Signalstoffe wie ACh oder IL-25 freisetzen,
welche wiederum direkt oder &hnlich wie im Darm Uber Zwischenschritte auf die Basalzellen
wirken. So fuhrt die Freisetzung von IL-25 aus Tuft cells im Darm zu einer Rekrutierung und
Aktivierung von ILC2, welche wiederum IL-13 freisetzen; dieses beeinflusst abschlie3end die
Ausdifferenzierung der Basalzellen (Howitt et al. 2016; Moltke et al. 2016).

Das Signalmolekul ACh fihrt im Darm zu einer Proliferation von epithelialen Stammzellen
(Raufman et al. 2008; Takahashi et al. 2014). In den Atemwegen ist ACh ebenfalls an der
Regulation der Proliferation und Differenzierung von Basalzellen beteiligt (Maouche et al.
2009). Eine Expression von TLR in SCCC ist zwar nicht beschrieben, aber auch nicht explizit
untersucht. Zudem besteht die Moglichkeit, dass Immunzellen durch TLR-Agonisten direkt
aktiviert werden und anschlieBend die Ausdifferenzierung der Basalzellen beeinflussen.
Zudem konnten andere Epithelzelltypen beteiligt sein, welche Signale an die Basalzellen

senden, oder die Basalzellen werden selbst durch TLR-Agonisten in ihrer Differenzierung

beeinflusst.
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Abbildung 84: Potentielle Signalwege fur die Erh6hung der SCCC-Anzahl durch TLR-
Agonisten im Trachealepithel der Maus.
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Die Positionierung von SCCC an vielen mukdsen Grenzflachen des Korpers und ihre variable
Frequenz in Abhangigkeit von Bakterien, Endoparasiten und deren Metaboliten spricht fur eine
protektive Funktion dieses Zelltyps, welcher die luminale Zusammensetzung analysiert und im
Anschluss protektive Mechanismen einleitet (Finger und Kinnamon 2011; Ting und Moltke
2019; O'Leary et al. 2019; Pan et al. 2020).

4.2 Gibt es neben den bekannten Aktivatoren der Mukozilidren Clearance auch
andere bakterielle Stoffe, welche diese beeinflussen?

Mit jedem Atemzug gelangen Schmutzpartikel und Mikroorganismen in die Atemwege. Um
den Organismus vor einer Infektion durch die eingeatmeten Pathogene zu schiitzen, dient zum
einen das Atemwegsepithel als physikalische Barriere, zum anderen verhindert die MC das
weitere Vordringen der Pathogene in die Lunge (Wanner et al. 1996; Nawroth et al. 2019; Kuek
und Lee 2020). Eine Vielzahl an typischen Atemwegspathogen, wie Streptococcus
pneumoniae, Pseudomas aeruginosa, Hemophilus influenza und Bordetella pertussis, bzw.
parapertussis, produzieren Virulenzfaktoren, welche den Zilienschlag in seiner Intensitat oder
Koordination beeintrachtigen, um so die MC zu umgehen und den Organismus besiedeln zu
kénnen (Jackowski et al. 1991; Bailey et al. 2012; Fliegauf et al. 2013; Tuomanen et al. 1983).
Neben diesen bakteriellen Pathogenen produzieren aber auch andere Mikroorgansimen wie
Pilze (Aspergillus flavus) Substanzen, welche die MC beeintrachtigen, um so die Atemwege
kolonisieren zu kénnen (Lee et al. 2016). Zudem haben auch verschiedene Viren wie, Corona-,
Influenza- und Rhino-Viren einen direkten Einfluss auf die MC (Chilvers und O'Callaghan 2000;
Fu et al. 2018; Smith et al. 2014). Dem gegeniber stehen Mechanismen, mit denen der Korper
diese Pathogen erkennt und im Anschluss Abwehrreaktionen einleitet, um eine Besiedlung zu
verhindern. Besonders effektiv und rapide wirken dabei Mechanismen, welche die MC positiv
beeinflussen. Dies kann zum einem durch die Erhdéhung der Zilienschlagfrequenz, zum
anderen durch die vermehrte Freisetzung und Produktion von Muzinen erfolgen (Wanner et
al. 1996).

Dabei bestehen wesentliche Unterschiede in der Wahrnehmung von Mikroorganismen und
den daraus resultierenden Abwehrmechanismen zwischen den oberen Atemwegen (Nase,
Rachen) und den unteren Atemwegen (Trachea und Bronchien). Zudem bestehen
Unterschiede zwischen verschiedenen Spezies. In den oberen Atemwegen des Menschen
fuhrt die Applikation von verschiedenen bakteriellen Produkten zu einer rapiden Erhéhung der
CBF und PTS. Dazu zahlen Uberstande von Bacillus cereus (Carey et al. 2017) und QSM,
welche von Pseudomonas aeruginosa sezerniert werden (Lee et al. 2012; Freund et al. 2018).

In den oberen Atemwegen (Nase) von Mausen fuhrt die Applikation von QSM ebenfalls zu
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einer Erhdhung der PTS (Lee et al. 2014). In den unteren Atemwegen (Trachea) von M&ausen
fuhrt die Gabe von QSM ebenso zu einer Erhéhung der PTS (eigene Ergebnisse sowie
(Krasteva et al. 2012a; Hollenhorst et al. 2020). Neben den QSM von Pseudomonas
aeruginosa sind jedoch wenige weitere bakterielle Produkte identifiziert, welche den
Zilienschlag erhéhen. So bleibt z.B. unbekannt, welche Substanz in den Uberstanden von
Bacillus cereus die CBF erhoht (Carey et al. 2017).

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals die CBF-steigernde Wirkung von bakteriellen
formylierten Peptiden nachgewiesen werden. Dabei zeigte sich, dass nicht alle formylierten
Peptide die PTS steigern, sondern in den untersuchten Peptiden eine bestimmte Kern AS-
Sequenz dazu notwendig war. Diese besteht vermutlich aus den AS-Abfolgen MKKF bzw.
MKKFR, welche formyliert vorliegen mussen, um eine PTS-steigernde Wirkung aufzuweisen
(f-MKKF, f-MKKFR).

Wourde die Kern AS-Sequenz erweitert, z.B. durch Anhangen der AS Tryptophan (f-MKKFRW),
Tyrosin (f-MKKFRY), Tryptophan und Valin (F-MKKFRWY) oder Tryptophan, Valin, Valin und
Leucin (f-MKKFRWVVL), blieb die PTS-steigernde Wirkung erhalten. Ebenso, wenn die letzte
AS Arginin (R) des Peptides f-MKKFR durch Lysin (K) ersetzt wurde und zusatzlich weitere
Aminosauren angehangen wurden (f-MKKFKWSI). In der vorliegenden Arbeit wurde jedoch
nicht getestet, ob das Peptid, aus den vier AS f-MKKF allein ebenfalls zu einer Steigerung der
PTS fuhrt. Dies erfolgte in einer darauffolgenden Promotionsarbeit von Herrn Moritz Thiel,
gleichermaf3en durchgefuihrt am Institut fir Anatomie. Hier zeigte sich, dass f-MKKF ebenfalls
die PTS-erhoht, jedoch erst ab einer Konzentration von 100 uM. Dagegen lag die ECso von f-
MKKFRW in der vorliegenden Arbeit bei 0,9 uM. Dies spricht flr eine geringere Affinitéat des
Tetra-Peptides gegeniiber dem Rezeptor bzw. den Rezeptoren, welche an der Erkennung der
Peptide beteiligt sind, oder es impliziert, dass verschiedene Rezeptoren oder Signalwege
beteiligt sein konnten. Wurde das Kernmotiv durch Deletion verkirzt bzw. die AS ausgetauscht
(FMKKWRW), verlor das Peptid dagegen die PTS-steigernde Wirkung.

Das Peptid -MKKFR wird von einer Vielzahl an relevanten Pathogen, welche die Atemwege
von Mausen und Menschen besiedeln kdnnen, als Signalpeptid exprimiert, darunter klassische
Pneumonie-Erreger wie S. pn, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Listeria monocytogenes, Bordetella bronchiseptica, E. coli, Staph.
aureus und weitere. Allein S. pneumoniae kann in 12-85% der Patienten, welche wegen einer
community aquired pneumonia (CAP) behandelt werden miissen, nachgewiesen werden
(Torres et al. 2014). Die 13 identifizierten Humanpathogene, welche eine Pneumonie auslésen
konnen und zudem das Signalpeptid f-MKKFR exprimieren, kdnnen sogar in 65-69% der
stationdr behandelten Pneumonie-Patienten nachgewiesen werden (Peto et al. 2014). Die

Prasenz der formylierten Peptide f-MKKFR, f-MKFRY, f-MKKFRW und der nicht formylierten
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Peptide MKKFRY und MKKFRW konnte zudem in Speichel- und Sputumproben von
intubierten COPD-Patientinnen mit einer akuten Pneumonie nachgewiesen werden (Perniss
et al. 2020b).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, das bakterielle Peptide mit dem Kernmotiv f-
MKFF(R) in diversen respiratorischen Pathogen konserviert vorkommen und zudem in den
Atemwegen von Pneumonie-Patienten nachgewiesen werden konnen. Dies legt nahe, dass
diese Peptide geeignete Warnsignale darstellen, um vom Organismus (Mensch und Tier)
genutzt werden zu kénnen, die Atemwege auf das Vorhandensein relevanter Pathogene hin

zu untersuchen und im Anschluss entsprechende Schutzmechanismen auszuldsen.

4.2.1 f-MKKFRW steigert die PTS unabhangig von FPR

Formylierte Peptide werden in Mammalia von FPR wahrgenommen. Diese Rezeptoren
erkennen jedoch nicht nur formylierte bakterielle Peptide, sondern auch nicht modifizierte
Peptide bakteriellen und viralen Ursprungs sowie wirtseigene mitochondriale Peptide, auch
Agonisten, welche keine Peptide darstellen, wie Resolvin D1 und Lipoxin A4, sind beschrieben
(Bufe et al. 2015; Bufe et al. 2012; Bufe und Zufall 2016). Das Peptid f-MKKFRW aktiviert die
murinen Fpr-rs1 (Fpr3), Fprl und Fpr2, wenn diese in HEK-Zellen exprimiert werden (Bufe et
al. 2019; Perniss et al. 2020b). Bufe und Kolleginnen konnten zeigen, dass sensorische
Neurone im VNO von Mausen durch f-MKKFRW aktiviert werden und dass dies abhangig vom
Fpr3 geschieht. So fuhrte die Applikation f-MKKFRW zu keiner Aktivierung der Neurone in
Fpr3-defizienten Mausen (Bufe et al. 2019). Die Ergebnisse in dieser Studie zeigten, dass
Méause dieses Peptid Uber das VNO wahrnehmen koénnen und die Néhe zu dem Peptid
vermeiden. So fuhrte das Vermischen von Urin weiblicher Tiere mit -MKKFRW bei Mannchen
zu einem Meidungsverhalten; im Gegensatz dazu ist purer weiblicher Urin héchst attraktiv fur
mannliche Mause. Die Autoren postulierten daher, dass Tiere, welche mit f-MKKFRW
produzierenden Bakterien infiziert sind, vermutlich Gber die Prasenz von f-MKKFRW in Faeces
oder Speichel von anderen Tieren identifiziert und dann zum Schutz vor einer Infektion
gemieden werden (Bufe et al. 2019). Bis dato ist nicht bekannt, ob formylierte Peptide auch an
andere Rezeptoren neben den FPR binden kdnnen. Um zu untersuchen, ob der beobachtete
PTS-steigernde Effekt der beschriebenen formylierten Peptide FPR-abhangig ist, wurde in der
vorliegenden Arbeit zuerst untersucht, ob FPR in der Trachea von M&usen exprimiert werden.
Der Fpr3 ist laut Literatur exklusiv im VNO von Mausen exprimiert (Liberles et al. 2009; Riviére
et al. 2009). Ubereinstimmend mit diesen Befunden konnte auch keine Expression des Fpr3
in der Trachea im Rahmen dieser Arbeit nachgewiesen werden, weder auf mMRNA Ebene
mittels RT-PCR, noch in Fpr3-Reporter Mausen. Dagegen konnten in der vorliegenden Arbeit
sowohl Fprl als auch Fpr2 mittels RT-PCR in der Trachea von Mausen nachgewiesen werden.
Die Expression der beiden Rezeptoren konnte ebenfalls in mechanisch entferntem

197



4. Diskussion

Trachealepithel nachgewiesen werden, nicht jedoch in EpCAM-positiven Zellen, welche mittels
FACS isoliert wurden. EpCAM, welches auch als CD326 bezeichnet wird, wird von
verschiedenen Epithelzelltypen exprimiert, jedoch nicht von nicht-epithelialen Zellen, wie z.B.
Immunzellen (Litvinov et al. 1994). Die Expression von Fprl und Fpr2 ist vor allem von
verschiedenen Immunzellpopulationen, wie Monozyten, Leukozyten und neutrophile
Granulozyten, bekannt, nicht jedoch von Epithelzellen (Migeotte et al. 2006; Yang et al. 2001,
Yang et al. 2002). Die beobachte Expression der Fprl und Fpr2 in den Trachealepithelproben
ist vermutlich auf Immunzellen zurlckzufuhren, welche sich im Trachealepithel befanden oder
als Verunreinigung im Zuge der Praparation der Trachea durch ausgetretenes Blut, in die
Probe gelangten. Zudem wurden die Rezeptoren FPR1 und FPR2 pharmakologisch inhibiert
und gendefiziente Mausstamme (Fprl, Fpr3) verwendet. In allen Experimenten konnten keine
Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen in der Erhéhung der PTS durch f-MKKFRW
festgestellt werden. Die Fpr-rs3,4,6 und 7 konnten ebenfalls nicht in der Trachea
nachgewiesen werden. Zudem fihrte die Applikation von f-MKKFRW in HEK-Zellen, welche
diese Rezeptoren Uberexprimierten, zu keiner Aktivierung dieser Rezeptoren (Perniss et al.
2020b). Ubereinstimmend mit den beschriebenen Ergebnissen fiihrte die Applikation des W-
Peptides und des M-Peptides, welche Agonisten fir die Rezeptoren Fprl, Fpr2 und Fpr3
darstellen (Bufe et al. 2012; Bufe et al. 2015), zu keiner Steigerung der PTS. Das um drei AS
verlangerte Peptid f-MKKFRWVVL, welches in der vorliegenden Arbeit ebenso die PTS
erhdhte, fihrte ebenfalls zu einer Aktivierung der sensorischen Neurone im VNO (Bufe et al.
2019). Zudem war die verkirzte Variante f-MKKFR, welche die PTS erhothte, nicht in der Lage,
Fpr in vitro zu aktivieren (Bufe et al. 2019). Die fehlende Expression der Fpr in trachealen
Epithelzellen, die Versuche mit Inhibitoren fiir die Rezeptoren Fprl und 2, die unveranderte
Wirkung von f-MKKFRW in den verwendeten gendefizienten Mausen sowie das Fpr-
untypische pharmakologische Profil legen nahe, dass die PTS-steigernde Wirkung von f-
MKKFRW nicht durch FPR vermittelt ist und somit erstmalig eine FPR-unabhangige Wirkung

von formylierten Peptiden identifiziert wurde.

4.3 Sind SCC an der Erkennung dieser neu identifizierten Stoffe beteiligt?

Es ist beschrieben, dass SCC in den oberen und unteren Atemwegen sowie im Darm an der
Erkennung von bakteriellen Produkten, wie QSM oder Succinat, beteiligt sind (Saunders et al.
2014; Krasteva et al. 2012a; Hollenhorst et al. 2020; Nadjsombati et al. 2018; Tizzano et al.
2010). Um zu untersuchen, ob tracheale SCCC ebenfalls die PTS-steigernden formylierten
Peptide erkennen konnen, wurden in der vorliegenden Arbeit Messungen der [Ca?']i an
explantierten Tracheen von M&usen durchgefiihrt. Dabei handelte es sich um Mause, welche
den Calcium-Indikator GCaMP6f unter dem Promotor von TRPM5 exprimieren (Trpm5-ires-
Cre-B6;129S-Gt(ROSA)?6S0tmo5.LCAC-CCamP6DHze ] (Trpm5-GCamP). Dieser Mausstamm
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ermoglicht es, Anderungen der [Ca®]i in Trpm5-exprimierenden Zellen zu messen
(Kusumakshi et al. 2015; Madisen et al. 2015; Perniss et al. 2020b). In den von Brett Boonen
und Trese Leinders-Zufall am CIPMM Homburg durchgeflihrten Experimenten zeigte sich,
dass die Applikation von f-MKKFR und f-MKKFRW in einer Subpopulation von Trpm5*-Zellen
im Trachealepithel (16% und 21%) zu einer Erhéhung der [Ca?*]; fuhrte (Perniss et al. 2020b).
Es konnten zudem Trpm5*-Zellen identifiziert werden, welche auf beide Peptide reagierten.
AulRerdem konnte gezeigt werden, dass Trpm5*-Zellen ebenfalls auf die Tas2R-Agonisten
Denatonium und Cycloheximid mit einer Anderung der [Ca?']i reagierten. Diese Bitterstoffe
dienten als Positivkontrolle (Perniss et al. 2020b). So konnte in SCCC verschiedener Organe,
wie der Nase (Tizzano et al. 2010), Urethra (Deckmann et al. 2014) und Trachea (Hollenhorst
et al. 2020), bereits ein Anstieg der [Ca?*]inach Denatonium-Applikation beobachtet werden.
Die durchgefiihrte Methode erlaubte es jedoch nur Anderungen der [Ca?']i in SCCC zu
untersuchen, nicht jedoch in anderen Zelltypen, wie zilientragenden Zellen. Daher kann aus
diesen Versuchen nicht geschlussfolgert werden, dass nur SCCC und nicht auch andere
Zelltypen auf die Applikation von formylierten Peptiden mit einer Anderung der [Ca®);
reagierten. Um diese Fragestellung bearbeiten zu koénnen, waren verschiedene
Versuchsansétze denkbar. Zum einen konnten die trachealen Explantate der Trpm5-GCamP-
Méause zusatzlich mit einem weiteren Calciumindikator beladen werden, um so auch andere
Zelltypen simultan untersuchen zu kdnnen. Zum anderen kénnten Mause verwendet werden,
welche einen Calciumindikator spezifisch in zilientragenden Zellen exprimieren, z.B. Foxjl-cre

Tiere verpaart mit den 129S-Gt(ROSA)?2650rtm5.1(CAG-GCamPehHze/ J Tigren,

Um zu untersuchen, ob SCCC ndtig sind, um die PTS-steigernde Wirkung der formylierten
Peptide auszulésen, wurden in der vorliegenden Arbeit Versuche mit Pou2f3-defizienten
Mé&ausen durchgefiihrt, welche keine SCCC aufweisen (Yamashita et al. 2017). In diesen
Mausen fuhrte die Applikation der Peptide f-MKKFRW und f-MKKFKWSI zu keiner, bzw. oder
nur stark verminderten (Reduktion um ~90% bzw. ~83%) Stimulation der PTS. Diese
Ergebnisse konnten mit einem weiteren Mausstamm (Trpm5-DTA), bei dem Trpm5*-Zellen
durch die Expression von DTA ablatiert wurden, bestétigt werden. In diesen Mausen flihrte die
Applikation von -MKKFRW ebenfalls zu keinem Anstieg der PTS. Dieses Tiermodell wurde
erstmals in der durchgefihrten Arbeit verwendet wund durch verschiedene
immunhistochemische Farbungen mit Antikérpern gegen TRPM5, PLCB2, GNAT3 und DCLK1
validiert. Die Tatsache, dass die Applikation von f-MKKFRW in beiden Tiermodellen, in denen
die SCCC unabhéangig voneinander ablatiert wurden, zu keiner Erh6hung der PTS flhrte,
schlie3t eventuelle stammspezifische Effekte aus. Dies lasst die Schlussfolgerung zu, dass
SCCC notwendig sind, um das Peptid -MKKFRW zu erkennen, was darauffolgend zu einer
Erhdhung der PTS flhrt.
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4.3.1 Sind Komponenten der Geschmackstransduktionskaskade an der Erkennung
von f-MKKFRW durch SCCC beteiligt?

An der Erkennung von bakteriellen Produkten durch SCCC in anderen Organen sind
Komponenten der Geschmackstransduktionskaskade beteiligt. So ist die Wahrnehmung von
Succinat in SCC des Darms von Mausen abhangig von TRPM5 (Nadjsombati et al. 2018).
Ebenso ist die Wahrnehmung von QSM in nasalen SCC TRPM5-abhangig (Tizzano et al.
2010; Saunders et al. 2014; Lee und Cohen 2014a). Die Beteiligung an der Wahrnehmung
von bakteriellen Produkten durch SCC von GNAT3 (a-Gustducin), welches eine Untereinheit
des G-Proteins darstellt das an Geschmacksrezeptoren gekoppelt ist, konnte ebenfalls in
verschiedenen Organen, wie der Nase (Tizzano et al. 2010) und dem Darm (Nadjsombati et
al. 2018; Lei et al. 2018) dargestellt werden. Diese Komponenten der Signaltransduktion sind
an die Aktivierung von Geschmacksrezeptoren der Taslr- und Tas2r-Familie angeschlossen.
Zwei weitere Komponenten in dieser Signaltransduktion stellen PLCB2 und ITPR3 dar
(Kinnamon 2012). Immunhistochemische Farbungen, welche im Rahmen dieser Arbeit
durchgeflhrt wurden, zeigten, dass in der Trachea von Mausen die Proteine TRPM5, PLC32
und GNAT3 ausschlie3lich von SCCC exprimiert werden. Dies deckt sich auch mit den
Beobachtungen von Krasteva und Kolleginnen, welche in der Trachea ebenfalls TRPM5 und
PLCB2 exklusiv in SCCC mittels Immunhistochemie und RT-PCR nachweisen konnten
(Krasteva et al. 2011). Die Expression von ITPR3 ist jedoch nicht auf SCCC (Nase: Baxter et
al. 2021) und Geschmackszellen der Zunge (Clapp et al. 2001) beschrénkt. So konnte in den
in dieser Arbeit durchgefiihrten RT-PCR-Experimenten an isolierten trachealen Epithelzellen
MRNA, codierend fir ITPR3, ebenfalls in GFP- und somit TRPM5-Zellen nachgewiesen
werden. Die Expression von ITPR3 ist unter anderem in Cholangiozyten (Hirata et al. 2002),
aber auch in diversen tumorassoziierten Geweben, wie Tumore im Kopf und Hals (Hedberg et
al. 2016), Magen (Sakakura et al. 2002) und Darm (Shibao et al. 2010) beschrieben. In den
hier durchgefiihrten Experimenten fiihrte die Applikation von f-MKFFRW in Tracheen von
PlcB2-, Itrp3- und Trpm5-defizienten Mausen zu einer Erhéhung der PTS, die im Vergleich zu
den korrespondierenden Wildtypen massiv verringert war (Reduktion um ~99%, ~93%, ~95%).
Um auszuschlieBen, dass die Deletion von ITPR3 einen generellen Effekt auf die Fahigkeit
der zilientragenden Zellen hat, die CBF als Antwort auf Stimuli zu erhdhen, wurden die
bekannten CBF-Aktivatoren ATP und Muskarin (Krasteva et al. 2011; Klein et al. 2009)
appliziert. Diese wirken vermutlich direkt auf zilientragende Zellen (Klein et al. 2009; Droguett
etal. 2017). Im Zuge der durchgefuihrten Experimente konnte kein Unterschied zwischen Itpr3-
defizienten und Kontrolltieren beobachtet werden. Diese Ergebnisse zeigen, dass die
zilientragenden Zellen in Ihrer Funktion durch die Deletion von ITPR3 nicht generell beeinflusst

werden.
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Es kann daher davon ausgegangen werden, dass alle drei Komponenten der
Geschmackstransduktionskaskade (TRPM5, PLCB2 und ITPR3) fir die SCC vermittelte-
Erhéhung der PTS durch f-MKKFRW notwendig sind.

4.4 Sind SCCC in der Lage ACh aktiv zu sezernieren, und wird durch die neu
identifizierten Liganden ACh aus SCCC freigesetzt, welches den Zilienschlag
beeinflusst?

Die Tatsache, dass die f-MKKFRW-induzierte Erhéhung der PTS abhangig von dem
Vorhandensein von SCCC ist, lasst vermuten, dass ein Signalweg zwischen SCCC und
zilientragenden Zellen besteht und f-MKKFRW nicht direkt auf zilientragende Zellen wirkt.
Wie in der vorlgiegenden Arbeit und friheren Veroffentlichungen (Krasteva et al. 2011; Brown
et al. 2018) gezeigt, sind tracheale SCCC der Maus mit dem fir die ACh-Synthese notigen
Enzym (ChAT) ausgestattet. Wiederum stellt ACh einen starken Aktivator fir den Zilienschlag
in der Trachea dar (Perniss et al. 2020a). Sowohl nikotinische als auch muskarinische ACh-
Rezeptoren werden in der Trachea exprimiert und sind an der Erhéhung der CBF durch ACh
beteiligt (Klein et al. 2009; Perniss et al. 2020a).

In den Arbeiten von Krasteva und Kolleginnen wurde bereits postuliert, dass tracheale SCCC
in Folge einer Denatonium- oder QSM-Applikation ACh sezernieren, welches wiederum an
nNAChR auf sensorischen Nervenfasern bindet. Darauf folgend fuhrte die Aktivierung dieser
Nervenfasern zu einer Verringerung der Atemfrequenz, was wiederum als
Schutzmechanismus angesehen wurde, um den Kdrper vor dem weiteren Eindringen potentiell

gefahrlicher Substanzen zu schiitzen (Krasteva et al. 2011; Krasteva et al. 2012a).

In weiteren Studien wurde ebenfalls vermutet, dass ACh von SCCC verschiedener Organe
freigesetzt wird, so z.B. in der Nase, dem VNO und der Urethra (Saunders et al. 2014; Ogura
et al. 2010; Deckmann et al. 2014). Jedoch beruhten die Schlussfolgerungen der Autoren
bezlglich der Freisetzung von ACh aus SCCC jeweils nur auf dem indirekten Nachweis der
ACh-Freisetzung mittels Inhibitoren fir nAChR (Krasteva et al. 2011; Saunders et al. 2014),
oder allein aus der Tatsache heraus, dass SCCC in der Lage sind ACh zu produzieren (Ogura
etal. 2010). In der Arbeit von Deckmann und Kolleginnen wurde gezeigt, dass die beobachtete
Kontraktion der Harnblase in Folge der Applikation von Denatonium durch Mecamylamin
inhibiert werden konnte und zudem, dass die Applikation von Denatonium zu einer Freisetzung
von ACh aus isolierten urethralen Zellen fiihrte. Diese wurde mittels HPLC bestimmt
(Deckmann et al. 2014). Es konnte jedoch nicht bewiesen werden, dass das freigesetzte ACh
aus SCCC stammt. So ware eine Freisetzung aus anderen Zelltypen wie Immunzellen oder

Neuronen ebenfalls denkbar.
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In einer neueren Studie von Krasteva und Kolleginnen wurde gezeigt, dass die Gabe von
Denatonium (1 mM) zu einem Anstieg der [Ca?*]iin isolierten trachealen SCCC fihrte. Die
isolierten SCCC wurden zusammen mit den ebenfalls in dieser Arbeit verwendeten CHO-K1
Zellen, welchen den M3R Uberexprimieren, ausgesat. Wurde Denatonium appliziert, stieg die
[Ca?*)i zun&chst in den SCCC an, darauffolgend auch in den umliegenden M3R-Reportzellen.
Der Anstieg der [Ca?']i in den SCCC konnte durch die Inhibition der PLCB2 und von TRPM5
verhindert werden. Der Anstieg der [Ca?*]i in den M3R-Reporterzellen konnte durch die Gabe
von Atropin verhindert werden, die Reporterzellen allein reagierten jedoch nicht auf die
Applikation von Denatonium (Hollenhorst et al. 2020). Aus diesen Versuchen schlussfolgerten
die Autorlnnen, dass tracheale SCCC in Folge einer Denatonium-Gabe ACh freisetzen,
welches wiederum auf die benachbarten M3R-Reportezellen wirkte. Eine Quantifizierung der
ACh-Freisetzung durch SCCC erfolgte in dieser Arbeit jedoch nicht.

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob die Gabe von f-MKKFRW ebenfalls zu einer
Freisetzung von ACh aus trachealen SCCC fiihrt und ob diese generell in der Lage sind, ACh

zu produzieren und zu sezernieren.

Um diese Fragestellung zu beantworten, wurden verschiedene Experimente durchgefihrt. In
Zuge dessen wurde erstmalig gezeigt, dass formylierte Peptide zu einer Freisetzung von ACh
aus trachealen SCCC fuhren. So erhohte sich die ACh-Konzentration in trachealen
Uberstanden TRPM5-abhangig durch die Gabe von f-MKKFRW. Dies konnte sowohl durch
HPLC-Messungen der ACh-Konzentration in trachealen Uberstanden als auch durch die
Applikation dieser Uberstande auf M3R-Reporterzellen dargestellt werden. Die Tatsache, dass
der beobachtete ACh-Anstieg TRPM5-abhangig war, lasst die Schlussfolgerung zu, dass
SCCC in dieser ACh-Freisetzung involviert sind, da diese den einzigen Zelltyp in der Trachea
darstellen, welcher TRPM5 exprimiert, eigene Ergebnisse und (Krasteva et al. 2011; Montoro
et al. 2018). Die vorliegenden Daten deuten darauf hin, dass, wie von Krasteva und
Kolleginnen bereits postuliert (Hollenhorst et al. 2020), eine Freisetzung von ACh aus SCCC
moglich ist und dass dieses wiederum parakrin auf benachbarte Zelltypen im Epithel wirkt.

In allen entsprechenden Versuchen in dieser Arbeit konnte bereits ein Vorhandensein von ACh
in den Uberstanden von nicht-stimulierten Tracheen beobachtet werden. Dieses ACh konnte
aus verschiedenen Quellen freigesetzt worden sein. Mogliche Quellen stellen cholinerge
Nervenfasern, SCCC oder Immunzellen dar, welche z.B. durch die Praparation stimuliert
wurden und in Folge dessen ACh freisetzten, oder durch die Praparation mechanisch zerstort
wurden, und in Folge dessen ACh in die Uberstande abgaben. So fiihrt z.B. die Stimulation
von nicht-cholinergen sensorischen C-Fasern, welche in das Trachealepithel hineinzeihen, zu

einer ACh-Freisetzung aus cholinergen Ganglien, welche tief in der Trachealwand lokalisiert
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sind und von Axonkollateralen der sensorischen Fasern angesteuert werden (Myers et al.
1996).

In einem weiteren Versuchsaufbau wurde in dieser Arbeit erstmalig mittels einer
optogenetischen Methodik untersucht, ob SCCC in der Lage sind ACh freizusetzen. Hierzu
wurde ein Mausstamm verwendet, welcher den lichtsensitiven lonenkanal ChR2 in ChAT-
positiven Zellen exprimiert (Zhao et al. 2011). Zuséatzlich zu ChR2 exprimieren diese Mause
noch das fluoreszierende Protein YFP, welches mit ChR2 als Fusionsprotein vorliegt und es
ermdglicht, die Expression von ChR2-YFP zu analysieren und zu quantifizieren. Es zeigte sich,
dass 44 % der TRPM5-positiven Zellen eine native YFP-Fluoreszenz aufwiesen. Dagegen
konnten kaum Zellen beobachtet werden, welche YFP-positiv, aber TRPM5-negativ waren
(<1 % der markierten Zellen). Daher ist davon auszugehen, dass ChR2-YFP exklusiv von
SCCC im Trachealepithel exprimiert wurde. Ein Teil der parasympathischen Neurone und
deren terminalen Endigungen in der Trachea war ebenfalls cholinerg und exprimierte daher
die ChAT. Somit wére eine Expression von ChR2-YFP in diesen Neuronen ebenfalls zu
vermuten (Balentova et al. 2013; Brown et al. 2018; Tallini et al. 2006). Es zeigte sich jedoch
keine native YFP-Fluoreszenz in Nervenfasern oder zellkbrpern (Ganglien) in der Trachea.
Wurde jedoch ein Antikdrper gegen GFP (YFP) verwendet, wurden 81 % der TRPM5-positiven
Zellen markiert und zudem auch Nervenfasern und Ganglien, welche sich in der Trachea
befanden. Diese unterschiedliche Expression von ChR2-YFP unter Kontrolle des ChAT-
Promotors kdnnte auf den verwendeten Mausstamm zurtickzufihren sein. So konnten bereits
Unterschiede in der GFP-Expression zwischen verschiedenen ChAT-GFP Reporterstammen
beobachtet werden. Brown und Kolleginnen beobachteten z.B. Unterschiede in der Expression
von GFP (ChAT-Promotor) in Nervenfasern im Herzen und Darm (Brown et al. 2018). In einer
weiteren Studie von Keshavarz und Kolleginnen wurden ebenfalls Unterschiede in der
Expression von ChR2-YFP und ChR2-tdTomato, welche beide unter dem Promotor der ChAT
exprimiert wurden, festgestellt. So wiesen ChAT-ChR2-tdTomato-Tiere eine Expression von
dtTomato in Nervenfasern der Gallenblase auf, aber nicht in SCC der Gallenblase. Wiederum
konnte in dem anderen Mausstamm eine ChR2-YFP-Expression in SCC, aber nicht in
Nervenfasern beobachtet werden (Keshavarz et al. 2022). In der vorliegenden Arbeit wurden
ebenfalls organspezifische Unterschiede festgestellt. So konnte in cholinergen Nervenfasern

der Harnblase eine native YFP-Expression beobachtet werden.

Die Applikation von Licht mit einer Wellenlange von ~460 nM fuhrt in ChR2-exprimierenden
Zellen zu einer Offnung des ChR2 lonenkanals und im Anschluss zu einem Einstrom von
Kationen in die Zelle (Nagel et al. 2003). In cholinergen Nervenzellen des Corpus striatums

fuhrt dies zu einer Depolarisation der Zellmembran und Freisetzung von ACh (Zhao et al.
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2011). In der vorliegenden Arbeit fiihrte die Exposition der explantierten Tracheen von ChAT-
ChR2-YFP Tieren mit Licht mit einer Wellenlange von 456 nm in den trachealen Uberstanden
zu einer Erhéhung der ACh-Konzentration. Dies war nicht der Fall, wenn das Epithel
mechanisch entfernt wurde. Dies lasst vermuten, dass das freigesetzte ACh aus SCCC
stammte. In einem weiteren Versuch wurde untersucht, ob die vermutlich geringere
Expression von ChR2-YFP in Nervenfasern und Ganglien im Vergleich zu der in SCCC
ausreicht, um eine ACh-Freisetzung aus diesen auszuldsen. Das freigesetzte ACh aus
Nervenfasern wirde anschlie3end eine Kontraktion der Muskulatur in der Trachea provozieren
(Nassenstein et al. 2013). Dies war jedoch nicht der Fall. So konnte in Organbadversuchen
keine Kontraktion der Trachea nach LED-Stimulation beobachtet werden (Perniss et al.
2020b). Dagegen fuhrte die LED-Stimulation der Harnblase von ChAT-ChR2-YFP Tieren zu
einer Kontraktion der Harnblase (Perniss et al. 2020b). Im Gegensatz zu der Trachea waren
in der Harnblase die Nervenfasern auch ohne Antikdrpermarkierung YFP-positiv (eigene
Ergebnisse). Um die funktionelle Relevanz des freigesetzten ACh aus SCCC zu uberprifen,
wurden PTS-Messungen mit Tracheen von ChAT-ChR2-YFP-Tieren durchgefuhrt. Hier fiihrte
die LED-Stimulation zu einer Erhéhung der PTS, nicht jedoch in ChR2-negativen
Kontrolltieren. Komplementar zu diesen Ergebnissen fuhrte die Applikation von f-MKKFRW in
Méausen in denen die ChAT spezifisch in Advillin-positiven Zellen deletiert wurde (Avil®®-
ChAT"), ebenfalls zu einer verringerten Stimulation der PTS im Vergleich zum Kontrollstamm
(Avile-ChAT™),

Aus diesen Ergebnissen lasst sich schlussfolgern, dass SCCC in der Lage sind ACh
freizusetzen, entweder durch Stimulation mit -MKKFRW oder durch Depolarisation der
Zellmembran im optogentischen Modell. Dieses freigesetzte ACh wirkt im Anschluss auf

benachbarte zilientragenden Zellen und erhéht den PTS und somit die MC.

4.4.1 Signallibertragung von SCCC auf zilientragende Zellen: Rolle sensorischer
Nervenfasern

Das von trachealen SCCC freigesetzte ACh konnte auf verschiedenen Wegen zu einer
Erhdhung der PTS fihren. Denkbar ware zum einen ein direkter parakriner Effekt auf
umliegende zilientragende Zellen, oder ein indirekter Effekt, in welchem zusatzlich andere
Zelltypen involviert sind. Ein mogliches Beispiel dafiir stellen sensorische Nervenfasern dar,
welche terminale Endigungen im Trachealepithel aufweisen (Krasteva et al. 2011; Xiao und
Wu 2012). Im Gegensatz zu SCCC der Nase, welche in der Mehrzahl in direktem Kontakt zu
trigeminalen peptidergen sensorischen Nervenfasern stehen, weisen nur ~6 % der trachealen

SCCC einen Kontakt zu peptidergen und ~21 % zu nicht-peptidergen sensorischen
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Nervenfasern auf (Tizzano et al. 2010; Krasteva et al. 2011). Eine Beteiligung von
Nervenfasern ware also denkbar. Peptiderge Nervenfasern setzen nach Stimulation
Neuropeptide wir CGRP und/oder Substanz P frei (Atanasova und Reznikov 2018). Sowonhl
CGRP- als auch Substanz P-positive Nervenfasern durchziehen das Trachealepithel der Maus
(Krasteva et al. 2011; Xiao und Wu 2012; Mazzone und McGovern 2008). In der Nase der
Maus konnte gezeigt werden, dass die SCCC-vermittelte neurogene Entziindung durch die
Freisetzung von Substanz P aus Nervenfasern vermittelt ist. Die Ubertragung von SCCC zu
Nervenfasern findet vermutlich tber ACh statt, welches aus SCCC freigesetzt wird, da die
beobachtete neurogene Entziindung sowohl durch Mecamylamin, welches nAChR inhibiert,
die von Nervenfasern exprimiert werden, als auch durch einen NK1-Rezeptor- (TACR1)

Antagonisten inhibierbar war (Saunders et al. 2014).

Zudem ist beschrieben, dass die CBF in der Trachea von Hunden durch Substanz P sowie
durch Capsaicin erhdht werden kann (Wong et al. 1991; Eljamal et al. 1994). Capsaicin stellt
wiederum einen Agonisten fur den lonenkanal TRPV1 dar, welcher von sensorischen

Nervenfasern im Trachealeptihel der Maus exprimiert wird (Canning 2011).

Cholinerge Signallibertragung tber SCCC wurde bis dato in zwei verschiedenen Kontexten
beschrieben. Dies sind zum einen lokale Effekte, wie z.B. die von Saunders und Kolleginnen
beschriebene Neurogene Entziindung, ausgeldst durch SCCC in der Nasenschleimhaut, oder
zum anderen Effekte, welche einen Reflexbogen involvieren und somit die Reizweiterleitung
zwischen Neuronen beinhalten. Diese beschriebenen und Uber mehrere Neurone vermittelten
Reflexe stellen Schutzreflexe dar, welche das Eindringen von fir den Korper potentiell
schadlichen Substanzen verhindern sollen. Beispiele dafir sind die Unterbrechung der
Atmung, ausgeltst durch nasale SCCC oder die Reduktion der Atemfrequenz, ausgeldst durch
tracheale SCCC (Saunders et al. 2014; Tizzano et al. 2010; Krasteva et al. 2011). Ein weiteres
Beispiel fur eine cholinerge Signaltbertragung, welche einen Reflexbogen darstellt, ist die
SCCC vermittelte Kontraktion der Harnblase, ausgeldst durch urethrale SCCC (Deckmann et
al. 2014).
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Abbildung 85: Schematische Darstellung der afferenten Innervation der Trachea der
Maus. (NTS = Nucleus tractus solitarii; INC = Juguluar nodose complex; DRG = dorsal root
ganglia (Spinalganglien)).

Die sensible Innervation der Trachea von Nagern findet durch Nervenfasern verschiedenen
Ursprungs statt. Zum grof3ten Teil stellen dies Nervenfasern aus pseudounipolaren vagalen
Neuronen dar, deren Somata im Ganglion nodosum oder Ganglion jugulare lokalisiert sind.
Beide Ganglien werden zu dem JNC (juguluar nodose complex) zusammengefasst. Dies
wurde z.B. mittels retrograden tracing in der Trachea des Meerschweinchens dargestellt
(Kummer et al. 1992). Diese vagalen Neurone geben ihre Signale an den Nucleus tractus
solitarii (NTS), welcher im Stammbhirn lokalisiert ist, weiter. Im Anschluss daran wird Uber
mehrere Verschaltungen das Signal an efferente Nervenfasern Richtung Trachea oder Lunge
weitergeben, so z.B. beim Auslosen des Hustenreizes (Mazzone und Undem 2016). Es sind
jedoch auch wenige sensorische Neurone vorhanden, welche nicht vagalen Ursprungs sind,
sondern deren Somata in den Spinalganglien (dorsal root ganglia = DRG) zu finden sind. Diese
wiederum projizieren in das Rickenmark. Dies konnte sowohl in Meerschweinchen als auch
in Ratten dargestellt werden (Kummer et al. 1992; McGovern et al. 2012; Mazzone und
McGovern 2010). Die afferente Innervation des Trachealepithels der Maus ist vereinfacht in

Abb. 85 dargestellt.

206



4. Diskussion

Um zu untersuchen, ob sensorische Nervenfasern an der Erhdhung der PTS durch -MKKFRW
beteiligt sind, wurde eine Reihe an Versuchen durchgefihrt, welche eine mdogliche

SignalUbertragung an verschiedenen Stellen unterbrechen sollten. Diese sind in Abb. 86
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Abbildung 86: Schematische Darstellung der Angriffspunkte der durchgefiihrten
Versuche. Um eine Rolle von sensorischen Nervenfasern zu untersuchen. Die
Ergebnisse werden nachfolgend diskutiert (1-5).

1. Beteiligung a3-nAChR exprimierender Neurone des JNC.

Ein Anteil der Somata der sensorischen Nervenfasern, welche das Trachealepithel innervieren
und in Kontakt zu SCCC stehen, synthetisieren die nAChR a3-Untereinheit. Dies konnte von
Krasteva und Kolleglnnen mittels retrogradem Tracing dargestellt werden (Krasteva et al.
2011). Wurden diese Neurone isoliert, reagierten sie sowohl in den in dieser Arbeit
durchgefuhrten Experimenten, als auch in denen von Krasteva und Kolleglnnen auf die
Applikation von Nicotin mit einem Anstieg der [Ca?'].. Diese Experimente zeigen, dass nAChR
funktionell von diesen Neuronen synthetisiert werden. Theoretisch kdnnte ACh, welches von
SCCC freigesetzt wird, an nAChR auf Nervenfasern binden und so zu einer Freisetzung von
Neuropeptiden aus diesen fuhren, welche wiederum zu einer PTS-Steigerung fuhren wirde.
In den durchgefuhrten Versuchen zeigte sich jedoch, dass die PTS-steigernde Wirkung nicht
durch die Inhibition von nAChR mittels Mecamylamin gehemmt wurde, was eine Beteiligung

von nAChR ausschlief3t. Eine andere Mdglichkeit ware, dass die sensorischen Neurone,
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welche mit SCCC in Verbindung stehen, selbst auf -MKKFRW reagieren und im Anschluss zu
einer SCCC-vermittelten ACh-Freisetzung fihren. In den in dieser Arbeit durchgeflhrten
Experimenten zeigte sich jedoch, dass die Applikation von f-MKKFRW die [Ca?']; von isolierten
nNAChR a3-eximierenden Neuronen aus dem JNC nicht veranderte und daher nicht von einer
direkten Aktivierung dieser durch -MKKFRW ausgegangen werden kann. Es konnte zudem
nachgewiesen werden, dass die isolierten nAChR a3-positiven Neurone den lonenkanal
TRPV1 synthetisieren, da eine Applikation des TRPV1-Agonisten Capsaicin zu einer

Erhohung der [Ca?']; in diesen flhrte.

2. Mdgliche Rolle von spannungsabhéngigen Natriumkanélen in der f-MKKFRW-

induzierten Steigerung der PTS.

Fir die Reizweiterleitung innerhalb von Neuronen uUber langere Strecken sowie fir die
Neurotransmitterfreisetzung an der Synapse mit dem sekundaren Neuron ist die Entstehung
eines Aktionspotentials essentiell. Dieses wird durch den Einstrom von Na*-lonen durch
spannungsabhangige Na*-Kanéle (Nay1s) und der dadurch entstehenden Depolarisation des
Neurons ausgeltst (Hodgkin und Huxley 1952). Diese Nay-Kanale kdnnen in TTX-sensitive
und nicht-sensitive Typen eingeteilt werden. Beide Typen spielen bei der Reizwahrnehmung,

Weiterleitung und Reflexantwort in den Atemwegen eine Rolle (Kollarik et al. 2018).

In dem untersuchten Modell der explantierten Trachea der Maus spielt die Reizweiterleitung
an ein sekundares Neuron, egal ob dieses im NTS (vagal) oder im Ruckenmark (DRG)
lokalisiert ist, jedoch keine Rolle, da die Verbindung zu den jeweiligen Strukturen gekappt

wurde.

Jedoch bestehen auch Belege daftir, dass lokale Effekte, wie z.B die durch das Leukotrien D4
(LTD4) induzierte Kontraktion der explantierten Trachea von Meerschweinchen, von der
Ausbildung eines Aktionspotentials abhangig sind. Die Autorinnen postulierten, dass LTD4 zu
einer Freisetzung des Neurokinins (Tachykinins) Substanz P aus Nervenfasern fuhrt, welches
wiederum die beobachtete Kontraktion der Trachea ausldst. Die Freisetzung von Substanz P
aus Nervenfasern konnte sowohl ohne Applikation von LTD4, also im Ruhzustand, als auch
potenziert nach Gabe von LTD4 beobachtet werden. In beiden Féllen konnte die Substanz P-
Freisetzung durch TTX stark vermindert werden (Bloomquist und Kream 1990). Dies spricht
dafir, dass die Freisetzung von Neuropeptiden, wie Substanz P, aus afferenten Nervenfasern
teilweise abhangig von der Ausbildung eines Aktionspotentiales ist und Na,-Kanale beteiligt
sind. Zudem spricht es daftir, dass lokal beobachtete Effekte (Kontraktion der Trachea) ohne

Beteiligung zentraler Reflexe stattfinden.

Es ware also denkbar, dass eine Applikation von -MKKFRW zu einer Freisetzung von

Neuropeptiden aus trachealen afferenten Nervenfasern fuhren kdnnte, welche TTX-sensitiv
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wére. In den durchgefuhrten Experimenten konnte jedoch kein Unterschied in der durch f-
MKKFRW induzierten Steigerung der PTS zwischen den Versuchen mit TTX und ohne TTX
beobachtet werden. Dies spricht gegen eine f-MKKFRW induzierte Bildung eines

Aktionspotentiales und einer Reizweiterleitung in Nervenfasern.

3. Die Beteiligung von TRPV1-positiven Nervenfasern wurde durch die Applikation des
TRPV1-Agonisten Capsaicin untersucht.

Die Applikation des TRPV1-Agonisten Capsaicin (10 nM - 10 uM) fuhrt in der explantierten
Trachea der Ratte zu einer dosisabhangigen Freisetzung von CGRP und den Tachykininen
Substanz P und Neurokinin A (Hua und Yaksh 1992). Zudem konnte von Eljamal und
Kolleginnen gezeigt werden, das Capsaicin (3 nM) die CBF in der Trachea von Hunden in vivo
erhoht (Eljamal et al. 1994). Im Gegensatz dazu fihrte die Applikation von Capsaicin (10 -
100 pM) in der explantierten Trachea von Mausen zu keinem Anstieg der PTS, welche im
direkten Zusammenhang mit der CBF steht (Perniss et al. 2020b). Grinde fur die
unterschiedlichen Effekte von Capsaicin in diesen beiden Modellen koénnten in
speziesspezifischen Unterschieden zwischen Hunden und Mausen liegen, oder der von
Eljamal und Kolleginnen beobachtete Effekt ist von einem Reflexbogen abhéngig, welcher das
Ruckenmark oder den NTS involviert. Beide Strukturen sind in der explantierten Trachea nicht
mehr vorhanden. In der explantierten Trachea konnte die Beteiligung von TRPV1-positiven

Nervenfasern an der Erhéhung der PTS durch f-MKKFRW jedenfalls ausgeschlossen werden.

4 und 5. Die Beteiligung der Neuropeptide CGRP und Substanz P an der f-MKKFRW-
induzierten Erhéhung der PTS.

Ein weiteres Neuropeptid, welches aus peptidergen Nervenfasern freigesetzt werden kann,
stellt CGRP dar. Es ist gezeigt, dass CGRP (100 pM — 1 uM) die CBF in verschiedenen
Modellen erhoht, z.B. in isolierten humanen zilientragenden Zellen der Nase und des Rachens
sowie in der explantierten Trachea von Hunden (Wolf et al. 1988; Schuil et al. 1995b; Tamaoki
etal. 1989). Es scheinen jedoch speziesspezifische Unterschiede zu bestehen. So fihrt CGRP
(1 nM) in der Nase von Kaninchen zu keiner Erhéhung der CBF (Lindberg et al. 1986). In der
explantierten Trachea der Maus filhrte CGRP (10 nM -10 pM) zu keiner Erh6hung der PTS
(Perniss et al. 2020b). Die Beteiligung von CGRP an der f-MKKFRW:-induzierten Erh6hung

der PTS kann daher ausgeschlossen werden.

Die bisher beschriebenen und diskutierten Ergebnisse sprechen gegen eine f-MKKFRW-
induzierte Freisetzung von Substanz P. Jedoch stellt Substanz P in verschiedenen Modellen
einen starken Aktivator der CBF dar, z.B. in der Trachea des Hundes (Wong et al. 1991) und
in isolierten Zellen der Nase des Menschen (Schuil et al. 1995a). In der explantierten Trachea

der Maus erhéht Substanz P bzw. dessen pharmakologisch stabiles Analogon ebenfalls die
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PTS. Dieser Anstieg der PTS konnte durch den TACR1- (NK1R) Inhibitor RP67580 inhibiert
werden (Perniss et al. 2020b; Regoli et al. 1994). Dagegen blieb die f-MKKFRW-induzierte
Erhéhung der PTS durch die Applikation des TACR1-Antagonisten unbeeinflusst. Aus diesen
Versuchen lasst sich schlussfolgern, dass Substanz P nicht die durch -MKKFRW induzierte
Erhéhung der PTS vermittelt.

Eine Beteiligung von sensorischen Nervenfasern an der Erhdhung der PTS durch formylierte
Peptide konnte durch die durchgeflihrten Experimente nicht bestatigt werden. Erstens, a3
nAChR-exprimierende Neurone aus dem JNC reagierten nicht auf -MKKFRW. Zweitens, eine
cholinerge Ubertragung von SCCC auf sensorische Neurone (iber nAChR wurde
ausgeschlossen. Drittens, die Beteiligung TRPV1-exprimierender Neurone wurde ebenfalls
ausgeschlossen. Viertens, die Beteiligung der Neuropeptide CGRP und Substanz P wurde
ebenfalls ausgeschlossen. Eine Beteiligung sensorischer Nervenfasern ist daher als sehr

unwahrscheinlich anzusehen.

4.4.2 Signallbertragung von SCCC auf zilientragende Zellen: Rolle muskarinischer
ACh-Rezeptoren

Im Trachealepithel von Mausen werden eine Reihe von nAChR Untereinheiten (a3, a4 a5 a7
a9 a10, B2, B4) und muskarinischen ACh-Rezeptoren (M1, M3, M4, M5) exprimiert
(Hollenhorst et al. 2012; Klein et al. 2009). Wie bereits beschrieben, stellen ACh, Nikotin und
Muskarin starke Aktivatoren der CBF in der Trachea der Maus dar (Klein et al. 2009; Perniss
et al. 2020a). Aber auch in anderen Spezies konnte gezeigt werden, dass ACh im
Atemwegsepithel die CBF steigert, z.B. im Schaf (Salathe et al. 1997) und im Frosch (Rana
ridibunda) (Zagoory et al. 2001). In der Studie von Do und Kolleginnen konnte dies zudem flr
kultivierte zilientragende Zellen aus dem Nasenepithel von Menschen dargestellt werden (Do
et al. 2018). Es wurde gezeigt, dass der CBF-steigernde Effekt von ACh Uber muskarinische
ACh-Rezeptoren vermittelt ist und es im Anschluss an die Bindung von ACh an diese zu einer
Erhohung der [Ca?*]i kommt (Salathe et al. 1997; Zagoory et al. 2001; Do et al. 2018). In den
Studien von Salathe und Zagoory und Kolleginnen konnte zudem gezeigt werden, dass der
muskarinische ACh-Rezeptor M3, der Rezeptor ist, welcher fiir die ACh-indizierte Erhéhung
der CBF im Atemwegsepithel verantwortlich ist. In der vorliegenden Arbeit war die Erh6hung
der PTS durch die formylierten Peptide f-MKKFRW, f-MKKFR, f-MKKFRY und f-MKKFKWSI
ebenfalls durch die Applikation des generellen muskarinischen ACh-Rezeptor-Antagonisten
Atropin inhibierbar. Zudem war der PTS-steigernde Effekt von -MKKFRW ebenfalls durch den
muskarinischen ACh-Rezeptor-M3-Antagonisten 4-DAMP inhibierbar, welcher auch in den
Studien von Salathe und Zagoory und Kolleglnnen verwendet wurde und in diesen die ACh-
induzierte CBF-Erh6hung ebenfalls hemmte (Salathe et al. 1997; Zagoory et al. 2001). In
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einem weiteren Experiment mit Mausen, welche eine Defizienz fir den muskarinischen ACh-
Rezeptoren M3 aufwiesen, war die PTS-steigernde Wirkung von f-MKKFRW ebenfalls stark
verringert. Diese Ergebnisse lassen die Schlussfolgerung zu, dass das durch die SCCC
freigesetzte ACh parakrin auf benachbarte zilientragende Zellen wirkt und an den
muskarinischen ACh-Rezeptor M3 bindet, was im Anschluss zu einer Erhéhung der CBF
fuhrte. Dies deckt sich auch mit den Ergebnissen von Klein und Kolleginnen, welche ebenfalls
nachweisen konnten, dass die durch Muskarin induzierte Erhéhung der PTS (CBF) Uber den

muskarinischen ACh-Rezeptoren M3 vermittelt wird (Klein et al. 2009).

4.5 Fuhrt die Applikation von TasR-Liganden ebenfalls zu einer Stimulation und
anschlielBender ACh-Sekretion aus SCCC?

Formylierte Peptide stellen Agonisten fir Fpr-Rezeptoren dar, deren Beteiligung an der SCCC-
vermittelten Steigerung der PTS durch f-MMKFRW jedoch ausgeschlossen werden konnte. Im

Fokus der Untersuchungen standen dagegen TasR.

Fir eine Beteiligung von TasR an der Erkennung der formylierten Peptide gab es verschiedene
Anhaltspunkte: (1) Die Prasenz von verschiedenen Tas1R und Tas2R in trachealen SCCC der
Maus, (2) die Abhéangigkeit der PTS-steigernden Wirkung der untersuchten formylierten
Peptide von Komponenten der Geschmackstransduktionskaskade (PLCB2, ITPR3, TRPM5),
und (3) die beschriebene Rolle von TasR bei der Erkennung von anderen bakteriellen
Produkten.

Es ist bekannt, dass TasR einige bakterielle Produkte oder bakterielle Bestandteile erkennen
konnen, welche sowohl von gramnegativen als auch von grampositiven Bakterien stammen.
So werden z.B. die bereits beschriebenen QSM, welche von gramnegativen Bakterien (wie
Pseudomonas aeruginosa) produziert werden, teilweise durch humane sowie murine Tas2R
erkannt (Lee et al. 2012; Zheng et al. 2019). Dagegen werden einige Produkte grampositiver
Bakterien (z.B. von Streptokokken) von Tas1R erkannt, dazu zahlen spezielle D-Aminosauren
(Lee et al. 2017). Tracheale SCCC der Maus exprimieren sowohl Rezeptoren der TaslR
(Tas1R3)- als auch der Tas2R-Familie (Montoro et al. 2018; Bankova et al. 2018; Krasteva et
al. 2011; Liu et al. 2017; Nadjsombati et al. 2018; Hollenhorst et al. 2020).

Um eine Beteiligung von Rezeptoren der Tas1R-Familie zu untersuchen, wurden Agonisten
(Sucrose, Glutamat) fur (a) die Rezeptorkombination Tas1R2/Tas1R3 (zur Erkennung von
Stoffen mit der Geschmacksqualitat ,SidR*) und (b) die Rezeptorkombination Tas1R1/TasR3
(Zur Erkennung von Stoffen mit der Geschmacksqualitat ,Umami“), durchgefiihrt. Beide
Agonisten fuhrten jedoch zu keiner Erhdéhung der PTS. Zudem war die PTS-steigernde
Wirkung von f-MKKFRW in Taslr3-gendefizienten Mausen unverandert. Diese Ergebnisse
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lassen die Schlussfolgerung zu, dass Rezeptoren der Tas1R-Familie nicht an der Erkennung
und PTS-steigernden Wirkung von f-MKKFRW beteiligt sind.

Die Fragestellung, ob Rezeptoren der Tas2R-Familie beteiligt sind, stellte sich jedoch
komplexer dar. Dies hat mehrere Griinde. Erstens, von den 35 beschriebenen Bitterrezeptoren
der Maus konnten 18 in trachealen SCCC nachgewiesen werden (Tab. 26). Zweitens, Tas2R
werden von einer Vielzahl an Agonisten aktiviert, so sind Gber 1000 Agonisten von Tas2R
verschiedener Spezies in der Datenbank fir Bitterstoffe gelistet (Dagan-Wiener et al. 2019).
Drittens, fur acht der in trachealen SCCC exprimierten Tas2R sind keine Liganden bekannt.
Sie stellen sogenannte orphan receptors dar (Tab. 26). Viertens, es sind keine spezifischen

Antagonisten fir murine Tas2R bekannt.

Um zu untersuchen, ob die Aktivierung von Tas2R durch deren Agonisten zu einer Erhéhung
der PTS-fuhrt, wurden diese zunachst appliziert und in einem weiteren Schritt untersucht, ob
eine Erhdhung der PTS durch Tas2R-Agonisten ebenfalls von SCCC und der Ausschiittung
von ACh aus diesen abhangig ist. Die Agonisten wurden so ausgewahlt, dass flr jeden in der
Trachea exprimierten Tas2R ein Agonist verwendet wurde (unter Ausschluss jener Tas2R,

welche orphan receptors darstellen).

Die durchgefiihrten Experimente identifizierten vier Tas2R-Agonisten, welche die PTS
erhohten: 1. Cycloheximid (CHX), 2. Allylisothiocynat (AITC), 3. das QSM 3-Oxo0-C12-HSL (3-
Oxo0-C12), 4. Denatonium benzoat (Tab.26).

1. Der Bitterstoff CHX stellt unter den Bitterrezeptoren ein selektiver Agonist fir den Tas2R105
dar (Lossow et al. 2016). Dieser Rezeptor weist das breiteste Spektrum an Liganden unter den
Tas2R auf, aktuell sind 45 Liganden bekannt, welche den Tas2R105 aktivieren (Lossow et al.
2016). Die Expression von Tas2R105 in trachealen SCCC konnte in verschiedenen
Publikationen nachgewiesen werden (Tab. 26). Krasteva und Kolleginnen demonstrierten,
dass CHX zu einer Verringerung der Atemfrequenz nach trachealer Applikation fuhrt und
schlussfolgerten aus den durchgefiihrten Versuchen, dass dieser Effekt SCCC-abhangig ist
(Krasteva et al. 2011). Es wurde ebenfalls untersucht, ob CHX (100 uM; n=5) die PTS im
Modell der explantierten Trachea steigert, dies war jedoch nicht der Fall (Krasteva et al. 2011).
In den in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten mit CHX (100 pM) kam es zu einer
leichten Erhéhung der PTS um ~12%, diese war jedoch ebenso in SCCC-defizienten Mausen
zu beobachten. Es kann daher geschlussfolgert werden, dass der beobachtete Effekt nicht
SCCC-vermittelt ist. Die Unterschiedlichen Ergebnisse, zwischen keiner Steigerung der PTS
(Krasteva et al. 2011) und der beobachteten geringen Erhéhung der PTS durch CHX in der
vorliegenden Arbeit, kénnen nicht abschlieBend geklart werden. So wurde das gleiche

experimentelle Setup verwendet sowie die gleiche Pufferzusammensetzung. Zudem wurde
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CHX in gleicher Konzentration, in gleicher Dauer (10 min) und vom gleichen Hersteller

eingesetzt.

2. Der Bitterstoff AITC stellt einen selektiven Agonisten fir den Tas2R135 dar (Lossow et al.
2016). Fur diesen Rezeptor sind zuséatzlich neun weitere Agonisten bekannt, u.a. Den,
Saccharin und 5-PTU. Auch dieser Rezeptor wird von trachealen SCCC exprimiert (Tab. 26).
Die Gabe von AITC (300 puM) erhohte die PTS um ~44%. Da dieser Effekt jedoch in SCCC-
defizienten Mausen unverdndert blieb, ist er nicht auf eine Beteiligung von SCCC
zurlckzufuhren. Weder die MC-steigernde Wirkung von AITC, noch der Effekt von AITC auf
SCCC wurde zuvor beschrieben. Interessant ware es zu untersuchen, ob die durch AITC
beobachtete Erhéhung der PTS Tas2R-abhéngig ist. So kdnnten die in dieser Arbeit
verwendeten Mause, welche eine Defizienz fur die Tas2R143, 135 und 126 aufweisen, dazu
verwendet werden. Jedoch missten die stamm-spezifischen Besonderheiten dieses
Mausmodells, welche im weiteren Verlauf beschrieben werden beriicksichtigt werden (siehe
Punkt 4.5.1).

3. Das QSM 3-Ox0-C12 stellt wie CHX ebenfalls einen Agonisten fiir den Tas2R105 dar
(Zheng et al. 2019). Die Gabe von 3-Ox0-C12 (100 uM) fuhrte zu einer Erhéhung der PTS um
~48%. Diese blieb in SCCC-defizienten Mausen ebenfalls unverandert. Zudem verminderte
die Applikation von Atropin nicht die 3-Oxo0-C12 induzierte Erhéhung der PTS (Perniss et al.
2020b). Beide Experimente sprechen gegen eine Beteiligung von SCCC an der Erhéhung der
PTS durch 3-Oxo0-C12. In der Arbeit von Zheng und Kolleglnnen konnte zwar gezeigt werden,
dass 3-Ox0-C12 an den Tas2R105 bindet und zu einer Erh6hung der [Ca?*]ivon Tas2r105-
exprimierenden HEK-Zellen fuhrt, es wurde jedoch nicht untersucht, ob auch gingivale SCCC,

welche diesen Rezeptor exprimieren, auf die Gabe von 3-Oxo0-C12 reagieren.

4. Denatonium stellt einen Agonisten fir die Tas2R105, 135, 140, 144 dar (Lossow et al. 2016).
In der vorliegenden Arbeit flihrte nur die Applikation von 10 mM Denatonium zu einer Erhéhung
der PTS um ~16 %, nicht jedoch die Gabe von 0,5, 1, 2 und 5 mM. Die Applikation von 10 mM
Denatonium fiihrte jedoch auch zu einer verringerten Reaktion der Trachea auf ATP, welches
im Anschluss appliziert wurde. Dies deutet darauf hin, dass die Vitalitat des Praparates durch
die vergleichsweise hohe Konzentration von Denatonium verringert wurde. In der Arbeit von
Hollenhorst und Kolleginnen fiihrte die Applikation von 1 mM Denatonium zu einem Anstieg
der PTS um ~45 % (n=6, Hollenhorst et al. 2020). Dieser Anstieg konnte durch die Gabe von
Mecamylamin (100 pM) und Atropin (50 pM) in Kombination verhindert werden. Zudem war
die PTS-steigernde Wirkung in Trpm5-defizienten Tieren ebenfalls nicht zu beobachten
(Hollenhorst et al. 2020). Diese Experimente deuten auf eine Beteiligung von SCCC und
anschlie3ender ACh-Freisetzung aus diesen hin. Die beobachtete ATP-Antwort nach Gabe

von 1 mM Denatonium blieb in der vorliegenden Arbeit unverandert, was gegen eine
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Verringerung der Vitalitat des Préparates spricht. In der vorliegenden Arbeit wurde ebenfalls
untersucht, ob Denatonium zu einer SCCC-vermittelten ACh-Freisetzung fuhrt, welche fir die
beobachtete PTS-Steigerung durch 10 mM Denatonium verantwortlich ist. Es zeigte sich
jedoch, dass die Denatonium-induzierte (10 mM) Steigerung der PTS nicht durch Atropin
Applikation (10 uM) vermindert werden konnte (Perniss et al. 2020b). Die Versuche in der
vorliegenden Arbeit mit Denatonium in verschiedenen Konzentrationen als Stimulus wurden
von zwei Personen (Alexander Perniss und Tamara Papadakis, AG Kummer) in voneinander
unabhangigen Experimenten durchgefiihrt. Es konnte dabei kein Unterschied zwischen den
Ergebnissen festgestellt werden. Damit kann ein personenbezogener Bias ausgeschlossen
werden. Denatonium wurde ebenfalls in beiden Studien vom gleichen Hersteller bezogen und
in dem Messpuffer geldst, welcher in beiden Studien eine sehr ahnliche Zusammensetzung
aufwies. Zur Klarung der Ursachen fur die unterschiedlichen Ergebnisse beider Studien in der
PTS-steigernden Wirkung von Denatonium (Hollenhorst et al. 2020; Perniss et al. 2020b)
mussten weitere, unabhangige Experimente durchgefiihrt werden. Der Einsatz von SCCC-
defizienten Mausen bzw. die zellspezifische Ablation von ChAT im Mausmodell ware ein
denkbarer experimenteller Ansatz zur Klarung dieser Frage. Es ist zudem beschrieben, dass
Denatonium direkt auf zilientragende Zellen der Atemwege des Menschen wirkt und zu einer
Erhéhung der CBF fiihrt (Shah et al. 2009). Dies konnte ebenso fir andere Substanzen gezeigt
werden, welche Tas2R-Agonisten darstellen, z.B. die ,Bitterstoffe” Quinin, QSM (C4-HSL,
C12-HSL) und von Pseudomonas aueruginosa produzierte Quinolon-Signale (PQS). Die
beobachtete Erhéhung der CBF durch diese ,Bitterstoffe” wurde durch die Freisetzung von NO
aus den zilientragenden Zellen selbst vermittelt (Freund et al. 2018; Lee et al. 2012; Yan et al.
2017). In diesen Arbeiten wurde immunhistochemisch ebenfalls eine Expression
verschiedener Bitterrezeptoren in den humanen zilientragenden Zellen nachgewiesen. Freund
und Kolleginnen konnten zudem zeigen, dass die NO-Freisetzung durch zilientragende Zellen
nach Stimulation mit PQS Tas2R-vermittelt ist (Freund et al. 2018). Eine Beteiligung von
Komponenten der Geschmackstransduktionskaskade (TRPM5, PLCB2) wurde dagegen nicht
untersucht. Es scheinen also speziesspezifische Unterschiede in der Expression von Tas2R
und in der Wahrnehmung von Bittersubstanzen durch zilientragende Zellen zu bestehen, da
Tas2R in murinen zilientragenden Zellen nicht nachgewiesen werden konnten (Liu et al. 2017;
Montoro et al. 2018; Plasschaert et al. 2018).

Fur alle vier Bittersubstanzen, welche zu einer Erhéhung der PTS in der vorliegenden Arbeit
fuhrten, konnte eine Beteiligung von SCCC und der Freisetzung von ACh aus diesen
ausgeschlossen werden. Ob die Erhdhung der PTS durch diese Substanzen Tas2R vermittelt

ist, konnte nicht aufgeklart werden und war auch nicht Gegenstand der vorliegenden Arbeit.
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4.6 Beteiligung von Tas2R an der durch f-MKKFRW-induzierten Erhohung der
PTS

Die Tatsache, dass die durch -MKKFRW induzierte Erhéhung der PTS abhéngig von
Komponenten der Geschmackstransduktionskaskade war, deutete auf eine Beteiligung von
Tas2R hin. Drei der vier Bitterstoffe (AITC, CHX, Den), welche die PTS erhéhten, stellen
Agonisten flir den Tas2R135 dar. Dieser Rezeptor und der Rezeptor Tas2R126 sind
vergleichsweise hoch in trachealen SCCC der Maus exprimiert (Bankova et al. 2018; Liu et al.
2017; Nadjsombati et al. 2018). Diese beiden Rezeptoren werden zusammen mit dem
Rezeptor TasR143 in einem Gencluster exprimiert. In Reportermausen, in denen gleichzeitig
mit der Expression dieses Genclusters das fluoreszierende Protein mCherry exprimiert wird,
waren ~87 % der DCLK1*-Zellen (SCCC) ebenfalls mCherry* (Liu et al. 2017). Eine Expression
von mcCherry in trachealen SCCC und in Geschmackszellen der Zunge konnte in der
vorliegenden Arbeit ebenfalls bestatigt werden. Um zu untersuchen, ob die Tas2R143/135/126
an der Erhohung der PTS durch -MKKFRW beteiligt sind, wurde von Shuya Liu und
Kolleginnen unter Verwendung der CRISPR/Cas9-Methode ein Mausstamm generiert, bei
dem das gesamte Gencluster (31 kb) mittels inserierten loxP-Stellen und anschlielender Cre-
Rekombination entfernt wurde. Hierzu wurden die loxP Stellen 2153 bp vor das Start-Codon
des Tas2R143 und 724 bp nach dem Stop-Codon des Tas2r126 inseriert (Perniss et al.
2020b). Eine erfolgreiche Deletion der Gene fir die drei Tas2R wurde mittels RT-PCR in der
Zunge uberpruft. Die Applikation von f-MKKFRW fiihrte sowohl in homozygoten Wildtyp- als
auch in homozygoten Knockout-Mausen zu einer Erhéhung der PTS (~38% und ~23%),
obwohl die Erhéhung der PTS in den Knockout-Mausen signifikant geringer war (p=0,0258;
n=12). Diese Ergebnisse deuteten auf eine Beteiligung der drei Tas2R an der Erkennung von
f-MKKFRW hin. Jedoch konnten in von Dr. Maryam Keshavarz durchgefiihrten
Kontrollexperimenten an der Harnblase dieses Mausstammes Unterschiede in der durch
Muskarin induzierten Kontraktion der Harnblase beobachtet werden (Perniss et al. 2020b),
obwohl Tas2R26/135/143 in der murinen Harnblase nicht exprimiert werden. Andere Studien
wiesen jedoch auf eine Expression anderer Bitterrezeptoren in der Harnblase hin (Zhai et al.
2016). Zudem wirkt Muscarin unabhangig von Tas2R direkt auf die glatten Muskelzellen der
Harnblase und fiihrt zu einer Giber muskarinische ACh-Rezeptoren vermittelte Kontraktion der
Harnblase (Stengel et al. 2002). Es scheinen also Tas2R-unabhangige Effekte in diesem
Mausstamm aufzutreten. Mogliche Grinde dafur sind vielfaltig. So sind verschiedene
sogenannte  Off-Target-Effekte  bei der angewandten CRISPR-Cas9 bekannt
(zusammengefasst von Zhang et al. 2015). Zudem wurden durch die Deletion des gesamten
Gen-Clusters, auch die nicht-kodierenden DNA-Abschnitte entfernt, welche zwischen den

kodierenden Abschnitten liegen. Es ist jedoch bekannt, dass diese nicht-kodierende DNA eine
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hohe Relevanz fir eine Vielzahl von physiologischen Prozessen aufweist. So wird ein Tell
dieser in funktionale RNA umgeschrieben. Zusatzlich sind kirzere RNA-Abschnitte, wie. z.B.
microRNA, siRNA und langere RNA-Abschnitte (long non-coding RNA) beschrieben, welche
die Expression von Genen sowie die posttranslationale Modifikation von Proteinen
beeinflussen (zusammengefasst von Wei et al. 2017; Aznaourova et al. 2020). Es ware also
denkbar, dass es durch die Deletion des Gen-Clusters ebenfalls zu einer Deletion von RNA
kam, welche z.B. die Expression von muskarinischen ACh-Rezeptoren beeinflusst und so die
beobachtete verringerte Wirkung von ACh in der Trachea und der Harnblase erklaren wirde.
Dies wurde jedoch nicht untersucht und bleibt eine theoretische Mdglichkeit. Die durch den

verwendeten Mausstamm gewonnenen Daten sollten also kritisch betrachtet werden.

In weiteren Untersuchungen zeigte sich zudem, dass die murinen Tas2R nicht durch f-
MKKFRW aktiviert werden kdnnen. So wurden von Prof. Dr. Bernd Bufe und Kolleglnnen alle
34 murinen Tas2R zusammen mit Komponenten der Geschmackstransduktionskaskade in
HEK-Zellen exprimiert und untersucht, ob diese durch f-MKKFRW stimuliert werden kdnnen.
Hierzu wurde jeder Tas2R separat in einer Zelllinie exprimiert. Es konnte gezeigt werden, dass
der Tas2R105 durch den bekannten Agonisten CHX aktiviert wird und dies zu einer Erhéhung
der [Ca?']ifuhrt, dies validiert das verwendete Expressionssystem. Dagegen konnte in keiner
HEK-Zelllinie eine Erhohung der [Ca?"]i nach Applikation von f-MKKFRW (10, 30 und 60 puM)
beobachtet werden - unabh&ngig davon, welcher Tas2R exprimiert wurde (Perniss et al.
2020b). Daraus lasst sich ebenfalls schlussfolgern, dass f-MKKFRW die PTS unabhé&ngig von
Tas2R steigert.

Der Rezeptor, welcher fir die Erkennung der formylierten Peptide durch tracheale SCCC
verantwortlich ist, konnte bis dato nicht identifiziert werden. Die durchgefiihrten Experimente
lassen die Schlussfolgerungen zu, dass weder Fpr noch TasR beteiligt sind. Die Beteiligung
von Komponenten der Geschmackstransduktionskaskade (TRPM5, PICB2, ITPR3) spricht fir
einen GPCR; welcher initial die formylierten Peptide erkennt. Tracheale SCCC exprimieren
jedoch eine Vielzahl an GPCR (Montoro et al. 2018; Plasschaert et al. 2018; Liu et al. 2017;
Schneider et al. 2018). In SCC anderer Organe ist bereits beschrieben, dass TRPM5-abhangie
Effekte Uber andere GPCR als TasR vermittelt sind, so z.B. tiber den GPCR Sucnrl im Darm
(Schneider et al. 2018; Lei et al. 2018; Nadjsombati et al. 2018) oder den GPCR Free fatty
acid receptor 2 (FFARZ2) in der Gallenblase (Keshavarz et al. 2022).

In Abb. 87 ist der in dieser Arbeit postulierte Signalweg schematisch dargestellt. Es fasst die
Vorgange zusammen, mit dem formylierte Peptide mit dem Kernmotiv f-MKKF durch tracheale
SCCC wahrgenommen werden, sowie die darauffolgenden ACh-Freisetzung durch diese und

die Wirkung von ACh auf zilientragende Zellen.
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Abbildung 87: Schematische Darstellung des postulierten Signhalweges der ACh-
Freisetzung aus trachealen SCCC der Maus, nach Stimulation mit formylierten Peptiden
bakteriellen Ursprungs mit dem Kernmotiv f-MKKFRW. Die formylierten Peptide werden
durch einen nicht identifizierten Rezeptor von SCC wahrgenommen. Dies fuhrt zu einer
Erhohung der [Ca?*] in SCCC unter Beteiligung der membranstandigen Phospholipase PLC32
und des IP3R3-Rezeptors, welcher im endoplasmatischen Retikulum lokalisiert ist. Durch die
erhohte [Ca?']i kommt es zu einer Offnung des Kationenkanals TRPM5. In Folge dessen
strémen Natrium-lonen in die Zelle und es kommt zu einer Depolarisation der Zellmembran.
Dies fuhrt Gber nicht naher untersuchte Mechanismen zu einer Freisetzung von ACh aus
SCCC. Das freigesetzte ACh bindet an die muskarinischen ACh-Rezeptoren des Typs M3,
welche von benachbarten zilientragenden Zellen exprimiert werden. Dies fuhrt vermutlich tGiber
der Erhdhung der [Ca?*]iin den zilientragenden Zellen zu einem Anstieg der Geschwindigkeit,
mit der die Zilien schlagen, und resultiert damit in einer gesteigerten Mukozilidren Clearance
durch formylierte Peptide.

In zuklnftigen Studien wére es von hohem Interesse, jenen Rezeptor zu identifizieren, welcher
fur die Wahrnehmung der formylierten Peptide durch tracheale SCCC verantwortlich ist.

Zudem ware es sehr interessant zu untersuchen, ob auch SCCC anderer Lokalisationen die
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identifizierten formylierten Peptide wahrnehmen kénnen und in Folge dessen ebenfalls

Mechanismen der angeborenen Immunitat auslésen.

4.7 Haben die Unterbrechung der Geschmackstransduktionskaskade oder das
Fehlen der trachealen SCCC einen Einfluss auf die bakterielle Besiedlung der

Trachea und/oder der Lunge?

Wenn die aufgestellte Hypothese korrekt ist, dass SCCC die bakterielle Besiedlung der
Atemwege Uberwachen und, falls notwendig, Schutzmechanismen auslésen, welche das
weitere Eindringen oder die Verbreitung von potentiell schadlichen Bakterien verhindert,
sollten Tiere, in denen SCCC ablatiert oder in denen die Signalkaskade in SCCC unterbrochen

wurde, eine héhere Infektanfalligkeit bzw. ein verandertes Mikrobiom aufweisen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Infektion der Mauskolonien in der zentralen
Versuchstierhaltung der Justus-Liebig-Universitat Gie3en mit dem Bakterium Bordetella
pseudohinzii als ,retrospektives® Infektionsmodell genutzt. Dieses an die Maus adaptierte
Bakterium besiedelt die Atemwege von Mausen und fuhrt zu verschiedenen pathologischen
Veranderungen (lvanov et al. 2016; Clark et al. 2016; Darrah et al. 2017; Dewan et al. 2019;
Perniss et al. 2018). So kommt es als Reaktion auf die Infektion mit diesem Erreger zu einem
Einstrom von Immunzellen, insbesondere neutrophilen Granulozyten, in die unteren
Atemwege und die Alveolen (Clark et al. 2016; Perniss et al. 2018; Darrah et al. 2017). Zudem
konnten verschiedene histopathologische Veranderungen des Epithels in den Atemwegen und
in der Lunge nachgewiesen werden, welche typisch fur eine bakterielle Infektion sind, wie der
Influx von Immunzellen in das Epithel oder subepithelial (Clark et al. 2016; Perniss et al. 2018).
Sehr prominent ist zudem die Ausbildung von tertiaren lymphoiden Strukturen in der Lunge
von infizierten Tieren (Clark et al. 2016; Perniss et al. 2018). Bordetella pseudohinzii kann
sowohl die Atemwege als auch das Mittelohr fur eine lange Zeit besiedeln, ohne dass der Wirt
in der Lage ist, die Infektion vollstdndig zu beseitigen. In einer Studie, in denen Mause gezielt
durch intranasale Applikation von B. pseudohinzii (7500 CFU pro Tier) infiziert wurden, konnte
noch 98 Tage nach Infektion eine vergleichsweise hohe Bakterienlast in den Atemwegen und
im Mittelohr nachgewiesen werden — die Tiere waren somit chronisch infiziert (Dewan et al.
2019).

Besonders interessant ist, dass B. pseudohinzii gezielt die MC beeintrachtigt. So weisen
infizierte Tiere eine verringerte CBF sowie PTS in der Trachea auf. Zusatzlich kommt es zu
einem Verlust an zilientragenden Zellen im Verlauf einer Infektion (Perniss et al. 2018). Die
ex vivo-Infektion von murinen Tracheen flUhrte ebenfalls zu einer dosisabhangigen
Verringerung der PTS und CBF (Perniss et al. 2018). Tiere, in denen die MC durch Inaktivitat
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des CFTR gestort ist, weisen zudem eine erhohte Infektionsrate mit B. pseudohinzii und
erhdhte inflammatorische Zytokine und Verédnderungen in der Atemfrequenz wéahrend einer
Infektion mit B. pseudohinzii auf (Darrah et al. 2017; Litman et al. 2021). Diese Ergebnisse
unterstreichen zwei fundamentale biologische Prozesse im Infektionsgeschehen: 1. seitens
des Wirtsorganismus: Die Relevanz der MC fir die Verhinderung bzw. Beseitigung einer
Infektion durch eindringende Bakterien und 2. seitens der Pathogene: Selektionsdruck und

Entwicklung von Strategien, um die MC erfolgreich zu umgehen und/oder zu beeintrachtigen.

Die retrospektive und verblindete Analyse der Daten zeigte, dass Tiere, in denen die
Geschmackstransduktionskaskade unterbrochen wurde (Trpm5-defiziente Tiere), eine héhere
bakterielle Last in der Trachea und eine hohere Infektionsrate der Lunge im Vergleich zu den
Kontrolltieren aufwiesen. Diese Ergebnisse deuten auf eine Beteiligung von SCCC an der
Erkennung von B. pseudohinzii und anschlielender Einleitung von Schutzmechanismen durch
SCCC hin. So exprimiert B. pseudohinzii z.B das Septation Protein A, ein
Transmembranprotein welches an der Zellteilung beteiligt ist. Dessen AS-Sequenz mit den
Aminosauren MKKFLFD beginnt. Es ware also mdglich, dass SCCC ebenfalls diese MKKFRW
ahnliche Sequenz erkennen. Dies wurde in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht getestet
(Perniss et al. 2020b).

Ein groRRer Vorteil des hier verwendeten ,retrospektiven Infektionsmodells® ist, dass eine
Infektion untersucht wurde, wie sie auch unter ,normalen“ Bedingungen in freier Wildbahn
zustande kommt. Dabei infizieren sich die Tiere durch Kérperkontakt oder durch Kontakt mit
infiziertem Material. In einer anderen Studie mit B. pseudohinzii konnte dies ebenfalls
nachgewiesen werden. Zur Ausldsung einer Infektion in zuvor gesunden Tieren ist es
ausreichend, entweder ein infiziertes Tier in den K&fig zu setzen oder mit B. pseudohinzii
besiedeltes Material (Einstreu) in einen K&fig mit gesunden Tieren einzubringen (Clark et al.
2017).

Das analysierte ,Modell“ der nicht gezielten B. pseudohinzii-Infektion weist jedoch auch
Limitationen auf. Es ist nicht bekannt, zu welchem Zeitpunkt der Analyse sich die Tiere infiziert
hatten. Jedoch wurden die Versuchstiere unabhangig vom Genotyp zusammen und nur nach
den Geschlechtern getrennt gehalten. Eine weitere Limitation besteht darin, dass die Trpm5-
Defizienz in der gesamten Maus vorlag. Da auch nasale SCCC TRPM5 exprimieren, kann
basierend auf diesen Daten nicht differenziert werden, ob die beobachtete erhthte
Infektionsrate der Trpmb5-defizienten Tiere auf eine Unterbrechung der Signalkaskade in
SCCC der Trachea oder Nase oder einer Kombination von beiden zurtickzufiihren ist. Das
Bakterium B. pseudohinzii stellt dennoch einen sehr interessanten Modellorganismus dar, da
dieser an die Maus angepasst ist und nur eine geringe Bakterienzahl (7500 CFU pro Tier)

verwendet werden muss, um die Mause langfristig und somit chronisch zu infizieren (Dewan
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et al. 2019). Es ware sehr interessant, gezielte Infektionen durchzufiihren, bei denen die
Erreger intranasal oder intratracheal appliziert werden. Zudem ware es interessant, SCCC-
defiziente Mause zu verwenden, z.B. Pou2f3-Ko- oder Trpm5-DTA-Tiere. Bis dato sind leider
keine Proteine bekannt, welche selektiv in nasalen oder trachealen SCCC exprimiert werden,

um eine zelltypspezifische bzw. Lokalisations-abhéangige Deletion durchzufiihren.

In der vorliegenden Arbeit konnten somit erste Anhaltspunkte dafir gefunden werden, dass
die aufgestellte Hypothese, das SCCC die bakterielle Besiedlung der Atemwege uberwachen

und, falls notwendig, Schutzmechanismen ausldsen, richtig ist.

In einem weiteren Modell wurde untersucht, ob SCCC-defiziente Mause Unterschiede in der
Auspragung von verschiedenen histologischen Parametern, der Uberlebensdauer und
Bakterienlast nach intranasaler Infektion mit dem Humanpathogen S. pneumoniae aufweisen.
Es zeigte sich jedoch, dass in den untersuchten Parametern keine Unterschiede zwischen
Méausen mit SCCC oder ohne SCCC festzustellen waren (Trpm5-DTA-Mausmodell). Bei dem
verwendeten S. pneumoniae-Stamm PN36 (Serotyp 3, NCTC 7978) handelt es sich
urspriinglich um ein Isolat aus einem Patienten, welches unter Laborbedingungen vermehrt
und charakterisiert wurde (Gor et al. 2005). Das intranasale S. pneumoniae-Infektionsmodell
mit der verwendeten Dosis von 2,5 x 10° CFU oder ahnlicher Dosis pro Tier ist sehr gut etabliert
und wurde mehrfach angewandt (Jagdmann et al. 2021; Schirm et al. 2020; Berger et al. 2018;
Witzenrath et al. 2011). Ziel dieses Modells und der eingesetzten Infektionsdosis ist es, 100 %
der Tiere zu infizieren und eine schwerwiegende Pneumonie auszuldésen. Dabei liegt die
Uberlebensrate der Tiere zwischen 20-80 %, abhangig von der eingesetzten Infektionsdosis
(7,5 x10°- 5x10¢ CFU pro Tier) (Witzenrath et al. 2011; Berger et al. 2018). In der vorliegenden
Arbeit betrug die Uberlebensrate bei den Trpm5-DTA-Tieren 29 % (3 von 18 Tieren), bei den
Kontrolltieren 17 % (5 von 17 Tieren). Ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen beiden
Versuchsgruppen konnte jedoch nicht festgestellt werden.

Um die Hypothese zu Uberprifen, dass SCCC Mechanismen in Gang setzen, welche das
Eindringen und die weitere Vermehrung von Bakterien in den Atemwegen verhindern bzw.
erschweren, eignet sich das angewandte Modell der S. pneumoniae Infektion mit einer
vergleichsweise hohen Infektionsdosis jedoch nicht. In diesem Modell wird bereits eine hohe
Anzahl an Bakterien appliziert, was zu einer sofortigen Infektion aller Tiere fihrt. Im Nachhinein
ware es fur die formulierte Fragestellung zielfihrender gewesen, eine geringere Anzahl an
Bakterien zu verwenden oder einen anderen Erreger zu nutzen. Es kdnnte dann untersucht
werden, ob Tiere, in denen SCCC ablatiert wurden, ahnlich wie in dem angewandten
B. pseudohinzii-Modell eine hohere Infektionsrate aufweisen. Es kdnnten dafur auch andere
Erreger genutzt werden, wobei die etablierten Infektionsmodelle alle humanpathogene

Bakterien, welchen an den Menschen adaptiert sind, verwenden, so z.B. Staphylococcus
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aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter pneumoniae, Legionella pneumophila und
Escherichia coli. Alle Modelle haben jedoch den Nachteil, dass es in keinem Fall zu einer
chronischen Infektion der Versuchstiere kommt, sondern die Versuchstiere entweder die
Infektion innerhalb weniger Tage bekdmpfen oder daran versterben (Dietert et al. 2017). Das
einzige chronische Pneumoniemodell, welches eine alleinige bakterielle Ursache hat, stellt die
Infektion mit Pseudomonas aeruginosa dar. Dabei werden die Bakterien jedoch in bzw. an
Agar-Kugelchen gebunden und anschlieRend entweder endoskopisch oder chirurgisch tber
die Trachea in die Hauptbronchien verbracht. Dort I6sen sich die Agar-Kugelchen langsam auf
und geben stetig Bakterien Uber einen gewissen Zeitraum ab, maximal jedoch fir 21 Tage.
Dies spiegelt eher eine stetige re-Infektion der Tiere dar und keine typische chronische
Koloniesierung des Versuchstieres (van Heeckeren und Schluchter 2002; Facchini et al. 2014;
Christophersen et al. 2012). Dieses Modell ist jedoch fir die hier bearbeitete Fragestellung, ob
SCCC an der Erkennung von eindringenden Bakterien beteiligt sind, ungeeignet, da die
Bakterien direkt in die Bronchien freigesetzt werden, ohne den naturlichen Infektionsweg tber

die Atemwege absolvieren zu missen.

Fur zukinftige Infektionsversuche eignet sich daher am besten das intranasale

Infektionsmodell mit einer geringen Dosis von B. pseudohinzii.

Eine Beteiligung von SCC an der Erkennung und Beeinflussung der Mikrobiota wurde schon
fur drei andere Organe beschrieben. So unterscheidet sich das Mikrobiom im lleum von SCC
(tuft cell)-defizienten Mausen und den korrespondieren Wildtyp-Tieren (Banerjee et al. 2020).
Zudem flhrte die Applikation des bakteriellen Metabolit Succinat zu einer Zunahme der SCCC
im Dinndarm. Dies konnte zuvor ebenso unabhéangig von anderen Arbeitsgruppen beobachtet
werden (Banerjee et al. 2020; Nadjsombati et al. 2018). In der vorliegenden Arbeit konnte
ebenfalls eine Zunahme der SCCC beobachtet werden, jedoch nach der Infektion mit
S. pneumoniae. Diese Ergebnisse weisen erstmalig darauf hin, dass (1) auch bakterielle
Infektionen die Anzahl an SCCC veréandern, und (2) eine Interaktion zwischen dem Mikrobiom
und trachealen SCCC besteht. Diese Daten stehen in Einklang mit den Beobachtungen aus
den Myd88- und TIr2/4-defizienten Mausen, in denen eine verringerte SCCC-Anzahl
beobachtet wurde. Die Ergebnisse aus den Infektionsversuchen mit S. pneumoniae kdnnten
wiederholt werden und zu spezifischen Zeitpunkten post infectionem die Anzahl der SCCC
untersucht werden. Ebenfalls wéare es interessant zu untersuchen, ob die Zunahme der SCCC
auch bei anderen typischen Atemwegspathogenen beobachtet werden kann. In der Studie von
Zhang und Kolleginnen konnte nachgewiesen werden, dass die Unterbrechung der
Geschmackstransduktionskaskade durch Deletion von a-Gustducin (GNAT3) ebenfalls in
einem veré&nderten Mikrobiom in der Mundhéhle der Versuchstiere resultierte. Dabei verschob

sich das Mikrobiom hin zu einer erhdhten Anzahl an pathogenen Bakterienstimmen. Die
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Gnat3-defizienten Tiere und SCCC-defizienten Tiere (Pou2f3-Ko) wiesen zudem eine hohere
Bakterienlast in der Mundhéhle und eine verstarkte durch Bakterien verursachte Parodontitis
auf (Zheng et al. 2019). Interessanterweise fuhrte die Aktivierung der SCCC durch die
Applikation des Bitterstoffes Denatonium in einem Parodontitis verursachendem Modell zu
einer verringerten Parodontitis im Vergleich zu der unbehandelten Kontrollgruppe. Dies spricht
ebenfalls fur die Beteiligung der Geschmackstransduktionskaskade an der Beeinflussung des
Mikrobioms durch SCCC (Zheng et al. 2019).

In der Gallenblase scheinen SCCC (tuft cells) ebenfalls die Mikrobiota wahrzunehmen. So
fuhrt die Applikation des bakteriellen Metaboliten Propionat zu einer Ausschittung von ACh
und CysLT. Dieser Effekt ist ebenfalls TRPM5-abhéangig und wird initial Uber den FFAR2
vermittelt. Dies resultiert ACh-vermittelt zu einer Freisetzung von Muzinen aus den
benachbarten Zellen und Uber CysLT in einer Kontraktion der Gallenblase. Beides sind
bekannte Mechanismen in der Gallenblase, welche bei einer bakteriellen Infektion der

Gallenblase ausgeldst werden (Keshavarz et al. 2022).

Neben den bereits beschriebenen Mediatoren wie ACh, CysLT und IL-25, welche durch SCCC
verschiedener Organe freigesetzt werden, exprimieren tracheale SCCC weitere Mediatoren,
wie IL-10, IL-18 und CXCL12 (Bankova et al. 2018; Montoro et al. 2018). Es ist bis dato nicht
bekannt, durch welche Stimuli SCCC diese Mediatoren freisetzen und welche Effekte diese im
Anschluss auslésen. Tracheale SCCC scheinen auch keine homogene Zellpopulation
darzustellen. So konnten Montoro und Kolleginnen mittels Einzelzellsequenzierung
(scRNASeq) zwei tracheale SCC-Cluster (tuft cell) voneinander abgrenzen. Ein Cluster (Tuft-
1) exprimiert vermehrt Komponenten der Geschmackstransduktionskaskade wie Gnat3,
PlcB2, Itpr3 und verschiedene TasR wie Tas1r3 und Tas2r105, aber auch andere SCCC-
spezifische Marker wie Advillin und Pou2f3. Das andere Cluster (Tuft-2) exprimiert dagegen
vermehrt Molekile des CysLT-Syntheseweges wie Alox5ap und Ltc4s, aber auch klassische
Marker wie Dclkl. Interessant ist, dass Trpm5 in beiden Tuft cell-Clustern im gleichen Male
exprimiert wird (Montoro et al. 2018). Ob diese beiden beschriebenen SCC-Cluster auch
unterschiedliche Funktionen erflllen oder ,nur® unterschiedliche Aktivitdtsstadien der Zellen
darstellen, konnte bis dato jedoch noch nicht geklart werden und stellt eine sehr interessante

Fragestellung fur zukiinftige Untersuchungen dar.
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4.8 Fazit

In der vorliegenden Arbeit konnte eine Klasse formylierter Peptide bakteriellen Ursprungs
identifiziert werden, welche den wichtigsten angeborenen Abwehrmechanismus der
Atemwege, die MC, akut beeinflusst. Fir die Wahrnehmung dieser Peptide sind SCCC
essentiell. Uber einen nicht identifizierten Rezeptor wird in SCCC eine Signalkaskade
ausgeldst, welche zu einer Freisetzung von ACh aus diesen fuhrt. ACh wiederum bindet an
muskarinische ACh-Rezeptoren, welche von benachbarten zilientragenden Zellen exprimiert
werden. Darauffolgend kommt es zu einer Erhéhung der CBF und somit zu einer gesteigerten
MC. Zudem erfolgte mit dieser Arbeit erstmalig der direkte Nachweis einer ACh-Freisetzung
aus SCCC mittels einer optogenetischen Methode. Es ist denkbar, dass das freigesetzte ACh
weitere Effekte auf benachbarte Zellen hat, was in zukinftigen Studien weiter untersucht
werden sollte. Die identifizierten Peptide werden von typischen humanpathogenen
Atemwegserregern produziert und konnten in Patientenproben nachgewiesen werden. Ob
diese Peptide auch im Menschen zu einer Erhdhung der MC fuhren oder andere
Abwehrmechanismen hervorrufen, wurde nicht untersucht, stellt aber einen sehr interessanten
Ansatzpunkt fur weitere Studien dar. In der vorliegenden Arbeit konnte zudem erstmals
nachgewiesen werden, dass die Beeintrachtigung der Geschmackstransduktionskaskade in
SCCC zu einer erhohten Anfalligkeit der Versuchstiere gegeniiber bakteriellen Infektionen der
Atemwege flhrt; auch dieser Punkt sollte in weiteren Studien genauer untersucht werden.
SCCC scheinen also die mikrobielle Besiedlung der Atemwege wahrzunehmen und, wenn
notig, Abwehrmechanismen einzuleiten. Sie kénnen somit als Wéachterzellen der Atemwege

bezeichnet werden.
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Die Mukoziliare Clearance (MC) stellt den primaren Abwehrmechanismus in den Atemwegen
dar, welcher fur den Abtransport von eingeatmeten Mikroorgansimen, Allergenen und Partikeln
verantwortlich ist. Die MC wird durch den koordinierten Schlag der zilientragenden Zellen
sowie durch die Produktion von Mucus gewahrleistet. Storungen in der MC fiihren zu
verschiedenen Krankheitsbildern, wie der cystischen Fibrose, und zeigen die Relevanz dieses
Abwehrmechnismus auf. Die MC wird in erster Linie akut Uber die Schlaggeschwindigkeit der
Zilien reguliert, bekannte Aktivatoren stellen verschiedene Signalmolekiile, wie NO, ATP oder
Acetylcholin (ACh) dar. In den oberen Atemwegen sowie in der Trachea und den
Hauptbronchien der Maus sind sogenannte solitdre chemosensorische Zellen (SCC)
lokalisiert. Dieser Zelltyp exprimiert das ACh synthetisierende Enzym ChAT und wird daher
auch als solitare cholinerge chemosensorische Zelle (SCCC) bezeichnet. Zudem exprimieren
SCC Komponenten der Geschmackstransduktionskaskade, wie TRPM5 und PLCB2. Durch
die Freisetzung von ACh konnten SCCC die MC direkt beeinflussen. SCC sind an
verschiedenen Stellen des Korpers, an denen dieser gegentiber der Umwelt exponiert ist,
lokalisiert, z.B. der Konjunktiva, dem Magen-Darm-Trakt und der Urethra. Dieser Zelltyp
scheint im Allgemeinen eine Wachterfunktion einzunehmen. Je nach Organ bestehen
Unterschiede in den Stimuli, die SCCC aktivieren kénnen, z.B. im Darm Endoparasiten, in der
Nase bakterielle Produkte oder Allergene, und den durch die SCCC freigesetzten
Effektormolekilen, wie Leukotriene, IL-25 oder ACh.

Die ACh-Freisetzung aus SCCC wurde bis dato nur indirekt Gber Versuche mit Inhibitoren fir
NAChR nachgewiesen. Ziel dieser Arbeit war es zum einen, die trachealen SCCC, im
Besonderen deren postnatale Entwicklung, genauer zu untersuchen, zum anderen, neue
Agonisten flir SCCC zu identifizieren und zu untersuchen, ob diese oder bereits bekannte
Aktivatoren zu einer Freisetzung von ACh aus SCCC fihren, sowie ob diese die MC
beeinflussen. In einem weiteren Abschnitt sollte untersucht werden, ob SCCC in den
Atemwegen eine Wachterfunktion einnehmen und ob das Fehlen oder die Unterbrechung der
Geschmackstransduktionskaskade innerhalb der SCCC zu einer erhthten Anfalligkeit der
Tiere gegentber einer bakteriellen Atemwegsinfektion fuhrt. Hierzu wurden verschiedene
Mausstamme verwendet, in denen SCCC markiert, SCCC ablatiert oder einzelne Proteine
deletiert wurden. Murine Tracheen wurden explantiert, der Zilienschlag (CBF) sowie die MC
(PTS) gemessen und der ACh-Gehalt im Uberstand bestimmt. Zudem wurde ein
optogenetisches Modell verwendet, um die ACh-Freisetzung aus SCCC zu untersuchen. In
finalen Experimenten wurden die Anfalligkeit fur bakterielle Infekte in zwei Mausstammen mit
zwei verschiedenen Infektionsmodellen untersucht (B. pseudohinzii und S. pneumoniae).

Es zeigte sich, dass tracheale SCCC bereits kurz vor der Geburt (E18) in geringer Zahl
vorhanden sind und sich die Anzahl postnatal rapide erhoht. In adulten Tieren konnte eine

verringerte SCCC-Anzahl in Tlr2/4- sowie Myd88-defizienten Tieren beobachtet werden, dies
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spricht fur die Interaktion zwischen der bakteriellen Besiedlung der Versuchstiere und der
Anzahl der SCCC. Mit Hilfe von PTS-Versuchen konnte mit formylierten Peptiden eine neue
Klasse von bakteriellen Produkten identifiziert werden, welche die MC steigern, wobei
festzuhalten ist, dass ein bestimmtes Kernmotiv (-MKKFR) an Aminoséuren notwendig ist, um
die MC zu erhohen. So fihrte das Peptid f-MKKFRW zu einem Anstieg der CBF um ~70 %
und der PTS um ~83 %. Diese Peptide werden hoch konserviert von typischen
Atemwegserregern, wie S. pneumoniae und K. pneumoniae, produziert und konnten zudem in
Patientenproben nachgewiesen werden. In weiteren Versuchen wurde gezeigt, dass SCCC
und Komponenten der Geschmackstransduktionskaskade essentiell fur die Wahrnehmung
dieser Peptide sind und diese zu einer ACh-Freisetzung aus SCCC fuhren. Dieses erhoht
direkt den Zilienschlag Gber den muskarinischen ACh-Rezeptor 3 auf zilientragenden Zellen.
Eine Beteiligung von sensorischen Nervenfasern wurde dagegen ausgeschlossen. Die ACh-
Freisetzung aus SCCC wurde mit Hilfe von drei Versuchsansatzen bestétigt. Erstens, fiihrte
die Applikation von f-MKKFRW zu einer TRPM5-abhangigen ACh-Freisetzung aus SCCC,
welche mittels HPLC bestimmt wurde. Zweitens, fuhrte die zelltypspezifische Ablation der
ChAT zu einer Verringerung der PTS-steigernden Wirkung von f-MKKFRW. Drittens, flhrte
die optogenetische Stimulation von SCCC ebenfalls zu einer ACh-Freisetzung. Bekannte
Aktivatoren von SCCC, sogenannte Bitterstoffe (Denatonium, Cycloheximid), fihrten jedoch
zu keiner ACh-Freisetzung aus SCCC. Durch eine retrospektive und randomisierte Studie an
Tieren, welche mit B. pseudohinzii infiziert waren, konnte nachgewiesen werden, dass Trpm5-
defiziente Tiere eine hdhere Bakterienlast in der Trachea und eine héhere Infektionsrate der
Lunge aufwiesen. Dagegen unterschieden sich Tiere, in denen SCCC ablatiert wurden, nach
einer Infektion mit S. pneumoniae in verschiedenen Parametern wie der Auspragung der
Pneumonie, nicht von den Kontrolltieren, es konnte jedoch eine Zunahme der trachealen
SCCC beobachtet werden.

Aus den gewonnenen Daten lasst sich schlussfolgern, dass tracheale SCCC als
Wachterzellen fungieren und bakterielle Produkte, insbesondere formylierte Peptide mit dem
Kernmotiv f-MKKFR wahrnehmen kénnen. Erstmals konnte nachgewiesen werden, dass diese
Peptide die MC steigern und dass dies durch die Freisetzung von ACh aus SCCC geschieht.
Zudem konnte erstmals die direkte ACh-Freisetzung aus SCCC nachgewiesen werden. Das
Vorkommen der MC-steigernden Peptide in mehr als 13 typischen Atemwegspathogenen und
die Prasenz dieser Peptide in Patientenproben sprechen fiir eine mdgliche klinische Relevanz
der neu identifizierten Peptide. Zudem deutet die beobachtete erhdhte Infektanfalligkeit in den
Atemwegen von Trpmb5-defizienten Tieren auf eine Beteiligung dieses Zelltyps an der
Friherkennung und Vermeidung von bakteriellen Atemwegsinfektionen hin.
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Mucociliary clearance (MC) represents the primary defense mechanism in the airways, which
is responsible for the removal of inhaled microorganisms, allergens and particles. MC is
ensured by the coordinated beat of the ciliated cells and by the production of mucus. Disorders
of the MC lead to various clinical pictures, such as cystic fibrosis, and show the relevance of
this defense mechanism. Ciliary beat frequency (CBF) is the prime determinant of MC. Known
activators are various signaling molecules such as NO, ATP or acetylcholine (ACh). Solitary
chemosensory cells (SCC) are localized in the upper airways as well as in the trachea and
main bronchi of mice. This cell type expresses the ACh-synthesizing enzyme choline
acetyltransferase (ChAT) and is, therefore, referred to as solitary cholinergic chemosensory
cells (SCCC). They express components of the taste transduction signaling cascade, like
TRPM5 and PLCB2. By releasing ACh, SCCC could directly affect MC. SCCC are localized at
different sites of the body where they are exposed to the environment, e.g. the conjunctiva, the
intestinal tract and the urethra. This cell type generally appears to serve a sentinel function.
Depending on the organ, there are differences in the stimuli that can activate SCCC, e.g.
endoparasites in the gut, bacterial products or allergens in the nose, and in the effector

molecules released by SCCC, such as leukotrienes, IL-25 and ACh.

To date, ACh release by SCCC has only been indirectly demonstrated through experiments
with nAChR inhibitors. The aim of this work was on the one hand to examine the tracheal
SCCC, in particular their postnatal development, in more detail, on the other hand to identify
new agonists of SCCC and to investigate whether they - or already known - activators lead to
the release of ACh from SCCC, and whether these having an impact on the MC. In a further
section, it was addressed whether SCCC have a sentinel function in the airways and whether
their absence or disruption of the taste transduction cascade within the SCCC leads to an
increased susceptibility of the animals to bacterial airway infections. For this purpose, different
mouse strains were used, which either helped to identify SCCC, ablate SCCC or in which
single proteins were deleted. Murine tracheas were explanted and the CBF and particle
transport speed (PTS) were measured. Furthermore, ACh-content in the tracheal supernatants
was analyzed by HPLC. In addition, an optogenetic model was used to study ACh release from
SCCC. In final experiments, the susceptibility to bacterial infections was investigated in two

mouse strains using two different infection models (B. pseudohinzii and S. pneumoniae).

It was found that tracheal SCCC are already present in small numbers shortly before birth
(E18) and that their number increases rapidly postnatally. In adult animals, a reduced number
of SCCC was observed in TIr2/4- and Myd88-deficient animals, which points towards an
interaction between bacterial colonization of the animals and the number of SCCC. Using PTS-
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experiments, a new class of bacterial products increasing MC was identified, namely
formylated peptides. Notably, a certain core motif (f-MKKFR) of amino acids was necessary to
increase MC. The peptide f-MKKFRW increased CBF by ~70 % and PTS by ~83 %. These
peptides are produced in a highly conserved form by typical respiratory pathogens such as
S. pneumoniae and K. pneumoniae, and have also been detected in patient samples. Further
experiments showed that SCCC and components of the taste transduction cascade are
essential for the recognition of these peptides. This leads to ACh release from SCCC, which
directly increases CBF by acting upon the muscarinic ACh receptor 3 on ciliated cells. In
contrast, an involvement of sensory nerve fibers was ruled out. ACh release from SCCC was
confirmed using three experimental approaches. First, the application of f-MKKFRW led to a
TRPM5-dependent ACh release from SCCC, which was determined by HPLC. Second, the
cell type-specific ablation of ChAT within SCCC led to a reduction in the PTS-increasing effect
of f-MKKFRW. Third, optogenetic stimulation of SCCC also resulted in a release of ACh.
However, previously known activators of SCCC, so-called bitter substances (denatonium,
cycloheximide), did not lead to any ACh release from SCCC. A retrospective and randomized
study on animals infected with B. pseudohinzii showed that Trpm5-deficient animals had a
higher bacterial load in the trachea and a higher infection rate of the lungs. In contrast, animals
in which SCCC were ablated and which were infected with S. pneumoniae did not differ from
the control animals in various parameters such as the severity of the pneumonia, but,

interestingly, an increase in tracheal SCCC was observed.

From the obtained data, it can be concluded that tracheal SCCC act as sentinel cells, which
detect bacterial products, in particular formylated peptides with the core motif f-MKKFR. It was
shown for the first time, that these peptides increase MC by releasing ACh from SCCC. In
addition, the direct release of ACh from SCCC was demonstrated for the first time. The
occurrence of the MC-enhancing peptides in more than 13 typical respiratory pathogens and
the presence of these peptides in patient samples points towards a possible clinical relevance
of the newly identified peptides. In addition, the observed higher susceptibility of Trpm5-
deficient mice to airway infections indicates that this cell type is involved in the early detection

and prevention of bacterial airway infections.
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Appendix Tabelle 1: Anzahl von SCCC und PNEC im Trachealepithel der Maus.

Erganzend zu Abbildung 34.

Mausstamm (Mé)lrtl(;e) Sex SCCC pro mm?2 PNEC pro mm?2
5 m 283 260
ChAT-eGFP 3 m 273 197
8 w 335 206
4 w 221 211
5 m 549 228
5 m 221 245
Mittelwert: 314 225
Standardfehler: 50,20 9,89

Appendix Tabelle 2: Kolokalisation von ChAT-eGFP und ChAT-Antikérpermarkierung
in ChAT-eGFP Reportermausen. Erganzend zu Abbildung 36E.

ChAT-
+ + -
eGFP
Alter
Mausstamm | (Monate) Sex ChAT-AK + - +
8 W 128 7 0
ChAT- eGFP 8 w 103 34 2
8 w 263 44 2
Prozent der
angefarbten
Zellen: 77 21 1
Standardfehler: 3,92 3,50 0,47
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Appendix Tabelle 3: Kolokalisation von ChAT-eGFP und TRPM5-Antikbrpermarkierung

in ChAT-eGFP Reportermausen. Erganzend zu Abbildung 36F.

I ChAT-GFP + + -
Alter
Mausstamm (Monate) Sex
TRPM5-AK + - +
8 W 177 8 3
ChAT- eGFP 8 w 113 37 5
8 W 170 1 3
Prozent der
angefarbten 88 9 2
Zellen:
Standardfehler: 7,74 7,23 0,52

Appendix Tabelle 4: Kolokalisation von ChAT-eGFP und DCLK1-Antikérpermarkierung

in ChAT-eGFP Reportermausen. Erganzend zu Abbildung 36G.

ChAT- + + i
GFP
Alter
Mausstamm M ¢ Sex
(Monate) DCLK1- . .
AK
8 w 202 12 2
ChAT- eGFP 8 w 84 4 1
8 w 217 4 11
Prozent der
angefarbten
Zellen: 92 4 4
Standardfehler: 2,00 1,40 1,58

277



11. Appendix

Appendix Tabelle 5: Kolokalisation von Tas2r143-mCherry und TRPM5-
Antikdrpermarkierung in Tas2R143-mCherry Reportermausen. Erganzend zu Abbildung

39.
mCherry + -
Mausstamm Alter Sex
(Monate)
TRPM5 - +
5 m 178 6 28
Tas2R143-mCherry 5 m 182 5 20
7 m 200 7 17
Prozent der
angefarbten 87 3 10
Zellen:
Standardfehler: 0,55 0,22 0,56

Appendix Tabelle 6: Kolokalisation von nativem YFP, antikdrperverstarktem YFP (GFP)

und TRPM5 in ChAT-ChR2-YFP-Mausen. Erganzend zu Abbildung 42.

— YFP-nativ + - - - + Zellen, die nativ
é % YFP-positiv waren

c lus Zellen, die nur
'.(E o ~ . _ - p 1
7 s § YFP-verstarkt + + + mit AK-
25 Verstarkung
s i TRPM5-AK - - + + + sichtbar waren

13 m 0 0 12 78 124 202
o
'->'; 2 w 0 8 60 91 41 132
Q
2w 0 0 | 31 45 | 95 140
O
';: 11 m 0 12 26 62 147 209
ey
O 2 Tw 0 1 | 37 60 | 28 88

Prozent der
angefarbten 0 1,2 191 36,9 44,0 (80,87)
Zellen:
Standardfehler: 0 0,99 5,0 48 9,08 5,0
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Appendix Tabelle 7: Immunmarkierung mit Antikdrpern gegen CCC-Marker an Paraffin-
und Gefrierschnitten von C57BL/6J-, Trpm5-Ko- und Trpm5-DTA-Mausen (n.e. = nicht
ermittelt). Erganzend zu Abbildung 44B und 49B und C.

Mausstam

Alter

Zellen pro 2000 uM Basallamina

Trpm5-
DTA

m (Monate) Sex
ChAT | PLCB2 | Villin | DCLK1 | GNAT3 | TRPM5
3 w 4,6 4,1 7,80 5,3 4.8 4,7
3 w 5.2 4,5 n.e. 55 6,2 57
C57BL/6J 3 w 4,5 4,1 13,7 3,3 4,2 5,0
3 W 3,5 7,3 10,1 7,4 7,4 7,3
3 w 4,9 7,0 n.e. 9,9 7,9 9,9
13 w 4.6 n.e. 10,7 n.e. 7,2 n.e.
13 w 4,3 n.e. 6,9 53 n.e.
13 w 5,0 n.e.
3 m 5,0 5,3 n.e. 4.4 5,2 0
Trpm5-Ko 3 W 51 4,2 ne. |50 4,2 0
3 m n.e. 4,6 n.e.
13 w n.e. 8,2 n.e. 6,9 n.e.
13 w n.e. 11,1 6,8 n.
3 m n.e. 6,9 n.e.
3 m 0 0 3,5 0 0 0
3 m 0 0 2,7 0 0 0

Zusatzlich wurden Trpm5-DTA Tiere aus den Infektionsversuchen mit S.
pneumoniae ausgewertet. Hier wurden mindestens 3 Longitudinalschnitte mit

Antikérpern gegen TRPM5 angefarbt und beurteilt.

In keinem der

untersuchten Tiere konnten TRPM5-positive Zellen gefunden werden. Dabei
handelte es sich um folgende Tiere: 3 Monate alt: 5 Weibchen, 3 Mannchen;
4 Monate alt: 4 Weibchen, 5 M&nnchen. In Summe wurden 19 Trpm5-DTA
Tiere auf das Vorhandensein von TRPM5-positiven Zellen untersucht.
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Appendix Tabelle 8: Quantifizierung von TRPM5-positiven Zellen in Whole-mount-
Praparaten von Pou2f3-Ko-Mausen. Erganzend zu Abbildung 46C.

TRPM5-
Alter pos-
Genotyp (Monate) Sex Zellen pro
mm?2
3 m 133
Wildtyp 3 W 58
(+/+)
3 m 258
3 m 157
3 f 183
Heterozygot 9 m 245
(+1-)
9 m 262
9 m 251
3 w 0
3 m 0
Knockout
3 w 0
(-I-)
5 m 0
5 m 0
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Appendix Tabelle 9: Korpergewicht in Gramm (g) von adulten 8-10 Monate alten,
mannlichen Mausen der Mauslinie Pou2f3-Ko (MW=Mittelwert). Ergdnzend zu Abbildung

46D.
Genotyp Koérpergewicht in g MW in g
Wildtyp 33,3 |40,5|339 | 332 35,2
Heterozygot | 38 | 352 (34,6 | 345|353 |393|34,3|419 | 27,1 35,6
Knock-out | 35,7 | 32,2 | 33,1 /298|395 373| 34 375|437 35,9

Appendix Tabelle 10: Kérpergewicht in Gramm (g) von adulten 3-40 Monate alten,
weiblichen Mausen der Mauslinie Trpm5-DTA (MW=Mittelwert). Erganzend zu Abbildung

49D.
Genotyp KGing MW in g
23,4 | 245|19,6 | 21,05| 23 | 20,4 | 22,2 | 18,7 | 20,8
R26-DTA""
18,7 | 20,5 17,5 | 17,7 | 20,5 | 18 20,61
Trpm5-DTA | 20,45 | 22,3 | 22,6 | 24,4 | 18,8 | 15,7 | 18,9 | 18,2 20,2
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Appendix Tabelle 11: Anzahl an markierten Zellen in Whole-Mount-Praparaten von
ChAT-eGFP Mausen. Erganzend zu Abbildung 50.

Alter in ChAT- " ChAT- . . %ChAT-
Sex | eGFP*- F;f:l‘ze eGFP*- Tizgls T_Rr:mf eGFP* von
Tagen total mmz2 TRPM5*
0 m 13 9,1 1.4
nicht bestimmt
0 m 6 9,1 0,7
0 m 45 9 5 93 10,3 48,4
0 m 109 10 10,9 181 18,2 60,2
0 m 69 51 13,7 221 43,8 31,2
0 W 41 6 6,8 143 23,7 28,7
0 w 81 8,5 9,5 143 16,8 56,6
0 W 66 8,8 7,5 111 12,6 59,5
1 m 14 8,5 1,7
nicht bestimmt
1 m 13 8,5 1,5
1 m 79 8,9 8,5 164 18,3 48,2
1 w 84 8 10,5 178 18,7 47,2
2 w 38 9,6 3,9
nicht bestimmt
2 m 18 1,8 1,7
2 w 76 10 7,6 186 18,7 40,9
2 m 93 8,9 10,5 192 21,6 48,4
2 w 76 6,6 11,6 195 29,7 38,9
2 m 69 7,4 9,3 221 29,8 31,2
4 m 64 10,2 6,3
4 m 41 12,6 3,3
4 w 45 12,3 3,7
nicht bestimmt
6 m 42 10,8 3,9
6 w 71 11,7 6,1
8 m 77 14,8 5,2
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67

10,8

6,2

111

11,7

9,5

34 m

729

14 m 234 18,8 12,5
14 w 184 16,3 11,3
14 w 254 15,5 16,4
14 w 289 18,3 15,8

22,9

nicht bestimmt

nicht bestimmt

31,9

34 w

979

24,5

39,9

108 m

3456

40,7

85

108 m

4331

42,2

102,6

87,20

In diesen
Praparaten wurde
die Kolokalisation
anhand von ~100

Zellen exemplarisch
ausgewertet

71,3

95,4

76,8
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Appendix Tabelle 12: Anzahl an TRPM5-positiven Zellen in Whole-mount-Praparaten
von SPF und , keimfreien“ Mausen. Ergdnzend zu Abbildung 53B-D.

Haltungsbedingung

Alter (Tage)

Sex

SCCC pro mm?2

SPF

15

28

30

29

29

24

22

Keimfrei

24

27

22

21

20

Keimfrei

20

34

SPF

33

89

107

83

75

Keimfrei

33

94

72

SPF

219

351

219

374

219

326

163

300

233

339
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233 W 254
233 W 322
179 w 288
179 m 214
SPF
179 m 131
179 m 175
179 W 160
179 W 214
175 m 254
175 w 330
Keimfrei
175 w 252
175 w 296
Mausstamm Alter (Tage) Sex SCCC pro mm?2
175 m 186
175 m 269
175 m 217
Keimfrei 205 m 248
135 m 273
135 w 269
135 w 279
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Appendix Tabelle 13: Anzahl an DCLK1-positiven Zellen pro mm Basalliman in
Paraffinschnitten von TIr-Wt und Tlr2-, Tlr4- und TIr2/4-defizienten Mausen. Ergénzend

zu Abbildung 54A.

Mausstamm Alter Sex DCLK1-positive
(Wochen) Zellen
% w 4,2
24 m 47
Tlr-Wt 24 W 52
17 W 7
2 w 4,4
19 W 0,8
23 m 12
Tlr2-Ko 19 W 32
19 W 2.9
23 m 3.3
2y w 4,1
20 w 29
Tlr4-Ko 23 m 4
23 m 2.7
1S w 1,8
21 w 2.9
21 m 3
TIr2/4-Ko 21 W 31
25 w 2.1
21 w 1,6
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Appendix Tabelle 14: Anzahl an TRPM5- und ChAT-positiven Zellen in Whole-mount-
Praparaten von Myd88-Wt und Myd88-Ko Mausen. Erganzend zu Abbildung 54B und C.

Mausstamm Alter Sex TRPM5-positive ChAT-positive
(Wochen) Zellen pro mmz2 Zellen pro mm?
12 w 220 123
12 w 261 118
12 w 230 109
23 m 462, 315
23 m 313 198
23 m 274 228
Myd88-Wt
19 m 276 176
19 m 332 181
19 m 352 227
12 w 242 153
12 W 227 132
12 w 294 168
14 m 231 145
14 m 220 100
21 m 114 68
21 m 186 124
21 m 249 138
Myd88-Ko
18 m 253 155
18 m 247 155
18 w 136 104
12 m 142 116
12 w 152 74
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Appendix Tabelle 15: PTS-Experimente an Wildtypmausen. Getestet wurden verschiedene
formylierte und nicht formylierte Signalpeptide, sowie synthetische FPR-Agonisten. Erganzend

zu Abbildung 55.

vor nach nach
Vausstam <o Alter Pepti Pepti ATP Pepti ATP
Peptid (Monate d d d
m X )
in um/s Veranderung
H in %

ChAT-eGFP | m 2 37,4 24,6 52,5 | -34,2 | 40,2
C57BL6/J m 3 39,0 40,5 66,8 3,8 71,2
C57BL6/J m 3 41,2 38,5 67,3 -6,4 63,4
ChAT-eGFP | m 2 46,8 41,5 74,4 | -11,2 | 59,2
367,

C1-Puffer ChAT-eGFP | m 2 19,6 20,6 91,7 4.8 3

(vehicle)

C57BL6/J m 4 61,2 50,9 1272’ -16,9 1%0’
C57BL6/J w 4 33,2 26,5 1;3’ -20,1 221’
C57BL6/J m 5 451 48,3 1%6’ 7.1 126’
116,

C57BL6/J W 2 40,0 37,3 86,8 -7,0 5
C57BL6/J W 5 26,5 35,9 123’ 35,5 3267,

WKYMVm-
NH2 (10UM) ' co7B16/3  m 6 = || 2 1%6’ 0,2 130'
ChAT-eGFP | w 7 54,0 53,3 93,8 | -11,2 | 56,3
C57BL6/J W 3 52,1 49,0 82,9 -5,8 59,3
C57BL6/J w 4 72,8 67,8 72,8 -6,9 67,8
C57BL6/J w 4 42,6 59,0 42,6 38,6 59,0
WKYMVm-

NH2 (100 M) C57BL6/J m 5 51,3 58,1 51,3 13,3 58,1
C57BL6/J w 3 56,2 51,0 56,2 -9,3 51
C57BL6/J w 3 79,7 81,6 79,7 2,5 81,6
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f-MGFFIS

ChAT-eGFP 3 46,0 @ 431 | 883 | -64 | 92,0

ChAT-eGFP 2 42,0 | 482 1%1’ 14,9 1‘;1’
144,

ChAT-eGFP 2 353 | 308 | 865 -130 g

f-MVMKFK

ChAT-eGFP 7 34,1 27,5 73,1 -19,5 | 114,0
ChAT-eGFP 7 42,6 49,3 102,2 15,6 140,0
ChAT-eGFP 7 58,5 49,2 122,5 | -15,9 | 109,5
ChAT-eGFP 7 41,1 44,2 110,8 7,5 169,8

f-MKKFYS

C57BL6/J 4 46,2 38,5 76,6 -16,7 65,9
C57BL6/J 3 56,5 58,2 100,3 2,9 77,4
C57BL6/J 3 56,9 54,9 104,3 -3,5 83,5
C57BL6/J 3 58,1 61,3 90,4 5,5 55,5
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C57BL6/J 4 768 | 694 | 1199 | -96 | 560
ChAT-eGFP 3 559 | 504 | 91,8 | -99 | 643

f-MLEYLA
ChAT-eGFP 6 306 | 382 | 752 | -35 | 90,0
C57BL6/J 3 494 | 546 | 1278 106 | 15838
ChAT-eGFP 7 475 430 1108 94 | 1333
f-MLFKYS | ChAT-eGFP 7 488 51,7 1022 60 1096
ChAT-eGFP 7 475 | 392 1104 -176 | 1333
C57BL6/J 5 513 | 414 | 766 | -194 @ 493
f.MPKLNR | C57BL6/J 3 344 | 204 | 963  -147 | 1796
C57BL6/J 3 602 | 586 829 | -26 | 37,9
C57BL6/J 5 462 385 766 -167 | 659
f-MNKKLL | C57BL6/J 3 809 880 1075 -21 @ 197
C57BL6/J 3 356 325 963 86 1706
C57BL6/J 5 368 | 385 @ 766 | 48 @ 1084
£.MKKNLV | C57BL6/J 3 635 | 724 | 110, | 141 | 733
C57BL6/J 4 88,0 86,4 107,5 -1,8 22,2
C57BL6/J 5 368 385 766 48 1084
f.MKKIML  C57BL6/J 3 635 724 1100 141 735
C57BL6/J 4 680 67,6 980 @ -06 @ 442
C57BL6/J 3 538 | 807 1200 | 50 | 909
C57BL6/J 3 59.8 | 665 | 84,6 | 113 | 444
5 C57BL6/J 3 453 | 501 | 685 | 106 | 605
MKKYKRLLL ™ 57816/ 3 627 | 672 | 828 | 7.2 | 244
C57BL6/J 4 864 | 924 | 1381 | 69 | 604
C57BL6/J 4 499 | 551 | 754 | 104 | 51
. C57BL6/J 3 653 738 1100 131 @ 351
MSRUESRN - eammn g 3 508 574 754 -4 | 51
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f-
MKKISKFLP

MKKFRW

C57BL6/J 3 60,8 57,0 84,6 -6,3 44,4
C57BL6/J 3 41,4 45,9 68,5 10,8 60,5
C57BL6/J 3 82,9 83,3 138,1 0,5 60,4

C57BL6/J 4 12,7 13,2 86,2 3,9 580,8
C57BL6/J 5 46,4 43,3 87,7 -6,7 89,1
ChAT-eGFP 3 40,8 40,3 110,8 -1,2 171,7
C57BL6/J 3 58,2 54,6 107,2 -6,1 84,4

C57BL6/J 3 39,9 63,2 | 851 | 586 | 1135
C57BL6/J 3 73,3 90,5 133,1 23,5 81,7
f-MKKFRWV
C57BL6/J 3 44,1 81,9 80,9 86,0 | 83,7z
C57BL6/J 3 87,3 88,0 | 111,0 0,8 27,2
C57BL6/J 3 53,5 70,1 88,3 30,9 70,8
f_
MKKFRWVV C57BL6/J 3 33,2 44,8 82,9 35,2 | 1473
L
C57BL6/J 3 29,5 43,0 52,1 45,7 46,0
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f-

L

MKKFRWVV

C57BL6/J

53,4

70,0

76,6

31,0

40,8

Appendix Tabelle 16: PTS-Experimente an C57BL6/J-Mausen mit dem Signalpeptid f-
MKKFRW. Erganzend zu Abbildung 56A-C.

Peptidl | Sex Alter ve\;ci)(r:le vr;z::chle Pnei)ctti]d T}I?I:: vehicle | Peptid | ATP
(Monate)
in um/s Veranderung in %

w 4 49,9 | 495 | 646 | 979 @ -09 | 307 98
m 3 52,1 | 452 | 747 | 961 | -132 | 651 | 1124

m 7 750 | 659 | 928 | 1091 | -12,2 | 40,9 | 65,7
w 4 36,2 | 340 @ 1074 | 1238  -6,1 | 2157 | 2639
w 4 46,8 | 31,7 | 1109 | 91, | -32,2 @ 250 | 1897
‘. w 4 28,7 | 310 | 59,8 807 | 79 | 928 | 1605
MKKFRW 4 51,5 | 452 @ 612 | 1087 -12,3 | 354 | 1404
w 4 485 | 491 | 690 @ 880 | 13 | 406 | 7930

w 4 61,6 | 534 | 675 852 | -133 @ 263 | 594
w 3 66,5 | 430 | 715 1164 | -354 | 66,4 | 170,9
w 3 652 | 640 | 1106 1522 | -1,9 | 726 | 1378

w 3 60,5 | 56,7 | 921 | 1128 | -63 625 99
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Appendix Tabelle 17: PTS-Experimente an weiblichen 3-4 Monate alten C57BL6/J-
Méausen mit dem Signalpeptid f-MKKFRW in verschiedenen Konzentrationen. Erganzend

zu Abbildung 56D.

vehicle 0,1pM 1uM  20puM 10 uM ATP
Experiment Nr.
Veranderung in %
1 -10,0 6,7 18,3 36,0 56,5
2 -13,1 14,9 42,4 103,0 128,1
3 -2,1 -13,1 77,9 95,2 115,8
4 10,8 8,4 15,5 16,2 34,9
5 3,0 6,3 18,2 33,7 60,5
vehicle | 5uM 10uM | 100 pM | 10 uM ATP
Veranderung in %
6 -2,2 68,9 75,7 85,9 98,7
7 -10,8 18,3 28,0 41,4 55,3
8 -3,60 24,5 42,6 53,6 125,9
9 -13,8 55,8 59,8 66,3 121,8
10 4,4 80,4 88,3 87,9 147,3

Appendix Tabelle 18: PTS-Experimente an weiblichen 3-4 Monate alten C57BL6/J-
Méausen mit dem Peptid f-MKKFRW von einem zweiten Hersteller. Diese Ergebnisse
wurden mit den Experimenten, welche in Tabelle 16 dargestellt sind, verglichen. Ergdnzend

zu Abbildung 56E.

vor nach nach
: : Peptid ATP
Peptid Peptid | Peptid ATP
in um/s Verénderung in %
47,4 63,5 80,1 34,2 53,7
47,3 61,3 127,8 29,7 124,0
f-MKKFRW
48,7 73,5 107,2 50,8 84,4
(Kontrollpeptid)
58,3 74,6 104,3 28,0 83,5
57, 105,1 122,5 83,1 71,7
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Appendix Tabelle 19: Tabelle 19 PTS-Experimente an Wildtypmausen mit Varianten

des Signalpeptides f-MKKFRW. Erganzend zu Abbildung 56F.

% = % < 3 = 0 % = o
- £ s2 g2 ¢33 gE |2 B B
=3 ﬁ (3 g o <0 cq c 0 o
o n
in pm/s Verénderung in %
3w 66,5 56,1 84,3 108,5 @ -155 50,1 93,2
C57BL6/J
3w 53,5 41,6 57,5 112,0 | -22,2 @ 38,2 | 169,2
3 W 3.Chrna- 70,0 66,6 79,7 95,0 -4,8 19,6 42,6
3w 56,2 48,5 110,0 102,4 | -13,7 § 127,1 1113
ChAT-
13 | w | ChR2-tom- | 47,7 39,3 37,0 131,8 | -17,6 | 30,1 | 363,1
WT
13w 86, 66,3 95,0 149,4 @ -229 435 1255
9 w 38,3 26,6 51,3 86,8 -30,6 92,7 226,3
. ChAT-
MKKERY 9 w ChRVi:It_om- 50,0 45,0 62,1 134,3 -9,8 37,9 198,2
9 m 32,5 35,5 70,6 151,7 91 99,0 327,9
9 m 75,1 60,2 73,6 148,12 @ -19,8 22,2 1458
3w 31,5 28,8 54,0 77,1 -8,8 87,8 | 168,1
. 3w 68,7 51,6 62,3 89,0 -24,9 | 20,9 72,6
MKKFKW | 3 | w | C57BL6/J 50,9 36,6 51,8 101,4 | -28,2 @ 41,7 | 1772
Sl
3w 33,8 47,8 54,0 80,3 41,4 13,0 67,8
3w 51,2 46,7 69,0 87,8 -8,8 48,0 88,2
3w 66,9 66,0 105,2 -1,4 57,1
f- . E . E
MKKWR 3 'w C57BL6/J 511 § E 48,6 1299 | 5 E -4,7 1544
w £3 =3
3w 36,9 Q 39,4 91,2 Q 7,0 147,3
3 ' w | C57BL6/J 60,2 - 60,4 105,2 - 0,2 105.1
= £ >
‘. E £
|7 0 106,3
MKKHRW | 3 | w | C57BL6/J 51,9 = 56,8 106,4 . 9,5 5
= =
L Q
3w 36,9 = 35,0 91,2 = -5,1 | 91,17




11. Appendix

3w 87,1 83,7 | 1086 40 47,6
- - _E _ E
MKRFVWI 3 w C57BL6/J 1033 £ € 973 1140 £ E 58 395
i 23 2%
3w 36,89 & 461 91,2 S 250 1473

Appendix Tabelle 20: Bestimmung der CBF an C57BL6/J-Mausen nach Applikation von
f-MKKFRW. Erganzend zu Abbildung 57A-B.

vor nach = nach
. ) Peptid ATP
sex  Alter  Peptid Peptid ATP P
(Monate)

Veranderung in Hz Verédnderung in %
w 3 5,0 10,6 18,9 111,9 278,7
w 3 7,1 147 18,3 108,5 158,9
w 3 8,7 10,4 19,4 20,1 123,3
w 3 9,5 13,9 16,6 46,5 75,5
w 3 13,4 21,3 23,7 59,7 77,1
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Appendix Tabelle 21: PTS-Experimente an Wildtypmausen mit Fprl- und Fpr2-
Inhibitoren und f-MKKFRW. Ergéanzend zu Abbildung 61A.

f-MKKFRW
+

CyclosporinH
und tBoc2

C57BL6/J 46,5 78,6 87,7 68,8 76,8
ChAT-eGFP 50,4 79,4 91,8 57,6 57,2
C57BL6/J 48,3 78,7 122,7 62,9 100,3
ChAT-eGFP 42,4 64,2 107,9 51,6 119,7
C57BL6/J 60,6 102,5 131,6 69,2 94,1
C57BL6/J 58,9 96,3 129,6 63,6 88,1
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Appendix Tabelle 22: PTS-Experimente an weiblichen drei Monate alten Fprl-
Knockoutmausen und korrespondierenden Wildtypmausen mit f-MKKFRW. Ergénzend
zu Abbildung 61B.

Stamm P(\a/pc))trid Pnea:)ctti]d T}I(':Ftl el A
in um/s Veranderung in %
49,1 66,9 85,0 36,4 73,2
41,4 59,2 89,0 43,0 1151
36,7 57,1 109,0 55,5 197,1
Fprl'/'
46,0 72,2 93,0 56,9 102,1
50,9 67,1 69,5 31,8 36,5
34,2 46,8 69,6 36,9 103,8
36, 46,7 71,8 29,9 99,7
35,5 52,9 67,3 49,1 89,9
Fpr1+/' 43,6 63,0 69,6 44,6 59,7
54,6 74,6 88,1 36,7 61,3
37,6 61,1 79,5 62,7 111,7
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Appendix Tabelle 23: PTS-Experimente FVB/NCrl- und C57BL6/J-Mausen mit f-
MKKFRW. Erganzend zu Abbildung 61C.

7 m 59,3 116,3 118,5 96,1 99,8
FVB/NCrl

7 w 69,7 92,8 92,7 33,1 33,0

5 m 75,9 91,3 92,1 20,4 21,4
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Appendix Tabelle 24: Tabelle 24 PTS-Experimente an Fpr3-Knockoutmausen und
korrespondieren Kontrollen - mit f-MKKFRW. Ergédnzend zu Abbildung 61D (n.b. = nicht

bestimmt).
vor nach nach
) : : Peptid ATP
§ E x Sy Peptid | Peptid ATP
<S5 v . . :

= in um/s Veranderung in %
3 w 53,8 65,8 74,3 22,3 38,2
3 w 44,5 77,2 109,5 73,4 145,9

+/+

Fpr3

3 w 42,8 67,2 91,4 57,2 113,8
3 w 48,7 67,0 103,9 37,6 113,4
3 w 37,4 65,5 95,1 74,8 154,2
3 w 40,6 53,9 94,8 32,8 133,7
5 m 44,7 54,5 77,1 22,0 72,4

Fpra*’

pr3

3 m 60,1 123,8 132,5 106,1 120,5
3 m 38,0 55,6 81,2 46,4 113,6
4 m 80,7 98,6 116,1 22,3 43,9
3 w 31,6 49,6 69,4 57,0 119,8
3 w 58,5 87,5 115,3 49,7 97,3
5 m 64,7 84,3 108,7 30,2 67,9

Fpr3'/'
3 m 64,9 94,6 94,8 45,8 46,1
3 m 62,9 77,4 87,0 23,1 38,3
3 m 64,1 87,6 n.b. 36,7 n.b.
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Appendix Tabelle 25: PTS-Experimente an Pou2f3-Ko- und Trpm5-DTA-M&usen und
korrespondieren Kontrollen - mit dem Peptid f-MKKFRW oder f-MKKFKWSI. Erganzend
zu Abbildung 62.

vor nach nach
- o Pepti . Peptid ATP
= = 8 x SEr q Peptid ATP
o = C Q
g |<g|?
= in um/s Veranderung in %
3 m 58,6 | 74,52 99,5 27,1 69,6
3 w 75,2 97,6 100,1 29,8 33,2
> 3 w 57,4 93,4 96,1 62,8 67,4
[0
L 5 w Pou2i3*" 61,5 81,2 92,7 31,9 50,6
X
3 5 w 47,3 75,8 85,6 60,4 81,6
3 m 61,4 98,1 106,4 59,6 73,2
3 m 37,4 70,7 87,2 88,9 132,9
4 | w 93,9 96,6 139,6 2,8 48,6
4 | w 54,0 53,4 93,9 -1,2 73,8
> 3 m 32,1 43,6 160,2 35,6 398,8
o
v 3 | w Pou2fa” 49,6 = 55,6 109,9 12,0 121,3
X
= 4 | w 799 | 758 118,9 -5,2 48,8
4 | w 71,4 71,7 89,3 0,5 25,0
4 | w 86,7 78,1 104,9 -10,0 21,0
w 23,9 457 81,5 92,1 240,7
> m 39,8 59,8 67,7 50,0 70,1
o
L 3 m | Trpm5-DTA™" | 453 94,2 120,9 108,0 167,1
X
= m 28,8 43,1 88,6 50,0 208,1
w 24,7 64,5 88,6 161,3 259,0
m 40,6 | 48,1 82,6 18,4 103,7
§ m 40,9 43,3 106,8 5,9 161,3
L 3 T Trpm5-DTA™
x w 33,6 30,0 92,7 -10,7 176,1
- w 25,9 32,1 98,5 23,8 280,3
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f-MKKFKWSI

11. Appendix

Pou2f3+/ )

55,7 77,4 1011 38,4 81,7
31,0 66,2 85,3 113,9 1754
32,3 80,4 124,7 148,8 285,9
33,0 72,9 80,0 120,9 142,5
64,1 108,2 118,7 68,7 85,0
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Appendix Tabelle 26: PTS-Experimente an Mausen defizient fir Komponenten der
Geschmackswahrnehmungskaskade und korrespondieren Kontrollen - mit dem Peptid

f-MKKFRW. Erganzend zu Abbildung 63B-E und G-H.

vor nach nach
0 Pepti Pentid ATP Peptid ATP
g8 x Stamm d eptl
< 2 0

= in pm/s Veranderung in %
4 m 49,6 67,9 103,5 36,8 108,5
4 m 54,4 70,3 97,6 29,3 79,4
4 m 37,6 79,8 90,5 112,6 141,0
4 m 34,2 52,2 74,9 52,6 119,0

PicB2""
4 w 33,3 56,7 95,9 70,4 188,4
3 w 49,4 60,1 87,7 21,7 77,5
3 w 42,9 79,5 73,5 85,6 71,6
3 m 31,2 80,8 89,5 159,3 187,2
4 m 45,6 43,8 87,4 -4,0 91,5
4 m 60,2 65,1 94,8 8,2 57,5
4 w 68,4 66,1 96,2 -3,3 40,6
3w Picp2” 212 | 236 @ 751 11,3 254,7
3 w 55,4 49,2 89,7 -11,2 62,0
3 m 56,3 57,9 69,8 2,9 23,9
3 m 56,7 56,34 76,03 -0,7 34,0
m 59,7 90,0 96,2 50,8 61,1
m 64,3 75,9 92,1 18,1 43,4
3 | w Itpra*’- 496 | 67,1 84,8 35,3 71,0
w 60,8 84,6 98,3 39,2 61,6
m 60,8 77,9 834 28,1 37,3
m / 59,9 54,7 84,2 -8,7 40,5

3 Itpr3™"
m 70,6 69,9 89,9 -1,0 27,2
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10

10

10

C57BL6/J

65,9 92,8 116,8 40,9 67,3

50,9 62,4 99,9 22,4 59,4
45,2 80,0 89,9 77,1 49,3
53,3 68,2 94,5 27,9 27,5
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Appendix Tabelle 27: PTS-Experimente an Mausen defizient fur den Rezeptor Itpr3 und

korrespondieren Kontrollen - mit 10 uM Muskarin. Ergénzend zu Abbildung 63J.

4 m
3 w
3 w Itpr3+/'
3 w
3 w

68,6 120,2 1311 75,3 91,1
39,6 67,2 77,8 69,4 96,3
77,3 113,2 111.,8 46,5 44,7
46,4 67,1 73,5 44,4 58,2
29,4 61,6 74,2 109,1 152,3
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Appendix Tabelle 28: PTS-Experimente an 4-5 Monate alten weiblichen C57BI6/J-
Mausen mit den Taslr-Agonisten Saccharose und Glutamat. Erganzend zu Abbildung
64A.

Saccha-
rose 10
mM

42,2 32,7 32,7 20,4 64,2 -22,6 -37,7 146,7
40,8 40,7 39,5 41,8 34,5 -0,1 6.0 497,6
46,7 35,4 35,4 34,6 79,8 -24,2 -2,3 196,9
49,7 37,4 37,4 37,4 74,0 -24,7 0,0 117,4
45,2 40,6 40,6 35,4 96,8 -10,1 -13,0 197,3
39,5 41,7 41,7 77,4 72,8 5,7 85,6 21,3
39,6 40,2 40,2 32,9 84,2 1,5 -18,2 206,0
27,6 27,4 27,4 26,9 88,6 -1,0 -1,5 226,0
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Appendix Tabelle 29: PTS-Experimente an Mausen defizient fir den
Geschmacksrezeptor Tas1r3 und korrespondieren homozygoten Wildtyp-Kontrollen

mit dem Peptid f-MKKFRW. Erganzend zu Abbildung 64B.

5 g o pre— f-Ml:lglr:RW f-MrILT:ISRW 1?2 FMKKFRW | ATP
< é ? in pm/s Verénderung in %
18 | m 57,7 110,7 133,8 92,0 132,1
18 | w 28,77 65,98 97,4 129,3 238,4
18 | m | Tasir3™ 30,3 64,7 84,5 113,6 179,0
18 | m 53,3 80,0 140,9 50,1 164,1
18 | w 56,6 87,7 135,6 54,9 139,6
18 | m 53,4 88,8 145,1 66,5 172,0
18 | m 36,7 85,7 154,5 134,0 320,6
18 | m | Tasir3** 32,2 48,6 96,3 51,0 199,4
18 | w 39,4 77,8 120,6 97,5 206,0
18 | w 73,5 84,1 130,5 14,5 77,5
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Appendix Tabelle 30: PTS-Experimente mit Bitterrezeptor-Agonisten an weiblichen 3-4
Monate alten C57BL6/J-Méausen. Ergédnzend zu Abbildung 65A und C.

vor nach vor nach nach
DMSO | Substanz | ATP
Substanz | DMSO | DMSO | Substanz | Substanz | ATP
in um/s Veranderung in %
52,5 47,1 47,1 44,1 75,9 10,2 6,4 447
68,1 77,3 77,3 70,1 105,4 13,6 9.4 54,8
Quninine 57,9 53,5 53,5 55,9 124,8 -7,6 4.4 115,5
58,6 53,6 52,2 53,7 110,8 -8,4 2,7 89,3
55,7 52,9 52,9 37,4 85,6 -4.9 -29,4 53,8
444 65,6 65,6 77,1 76,7 47,7 17,5 132,4
50,9 70,4 70,4 91,3 82,1 38,3 29,7 113,3
2-PT 74,0 77,4 77,4 92,1 82,6 4.6 19,1 32,5
77,2 53,5 53,5 53,0 53,0 30,7 -1,0 85
59,3 73,4 78,9 84,2 80,4 23,7 6,6 86,4
Appendix Tabelle 31: PTS-Experimente mit Bitterrezeptor-Agonisten Phenylbutazon
und Sucralose an weiblichen 3-4 Monate alten C57BL6/J-Mausen. Ergénzend zu
Abbildung 65E.
5 55 & S %
. 8 8. 2 2 .9 <=2 £ a 2 o o
© 2 & 92 o > g > oc 8 8 E =% > © —
> 2 c £ > 5 c g ~¢o c O c < £ o o <
c - > > c >
o o n (0))] o n
in um/s Veranderung in %
54,5 55,1 48,2 46,8 46,9 44,1 77,9 1,0 -2,8 -6,0 42,8
42,3 41,4 41,4 51,1 51,2 42,6 86,3 -2,2 23,5 -15,2 117,5
88,4 86,5 86,5 64,8 62,8 52,3 | 1111 -2,2 -25,1 | -16,8 | 155,0
92,3 71,4 71,4 69,3 69,3 54,7 90,2 -22,6 -29 | -21,2 64,9
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Appendix Tabelle 32: PTS-Experimente mit Bitterrezeptor-Agonisten 5-PTU und 6-PTU

an weiblichen 3-4 Monate alten C57BL6/J-Mausen. Erganzend zu Abbildung 65D.

5 D
0 0 o h 0 -] >
5 85 855853 & §E & E E B
= U o > ol g & © < S « ] o o <
Il & =T w| S w5 O < I Lo £
> e
in pm/s Veranderung in %
54,9 57,6 57,6 57,3 60,9 59,5 88,7 50 -0,5 -2,3 52,4
43,6 48,8 49,5 45,2 47,1 32,2 76,0 9,8 -85 | -31,6 | 113,8
60,2 59,7 59,7 59,6 39,1 31,9 76,2 -1,0 -0,2 | -184 49,1
64,9 67,4 67,4 70,3 68,9 56,4 83,2 3,8 4,3 -18,2 70,3

Appendix Tabelle 33: PTS-Experimente mit dem Bitterrezeptor-Agonisten Arbutin in den
Konzentration 3, 30 und 300 uM an weiblichen 3-4 Monate alten C57BL6/J-Méausen.
Erganzend zu Abbildung 65B.

vor nach vor nach nach
Hepes | Arbutin ATP
Substanz | Hepes | Hepes | Arbutin | Arbutin ATP
in pum/s Veranderung in %
52,0 46,8 93,2 -10,0 117,8
nicht appliziert
45,7 43,2 89,9 -5,5 129,9
Arbutin
38,4 34,3 34,3 30,0 34,4 -10,6 -12,7 541
3mM
96,7 88,7 88,7 66,2 294 -8,2 -25,5 33,5
60,7 60,2 60,2 60,4 25,9 -0,9 0,5 88,9
42,8 46,7 93,2 9,0 -9,7
nicht appliziert
39,1 35,3 85,8 -9,7 -13,7
Arbutin
30 mM Arbutin wurde 29,2 27,4 -6,4
akkumulativ 66,6 483 276
appliziert, siehe
Messungen 3 mM 53,4 40,3 24,5
60,9 60,5 53,5 20,5 41,6 -0,6 -61,7 60,1
Arbutin
300 MM 37,1 36,1 36,1 4,5 24,2 -2,7 -87,5 441,6
44,8 44,7 45,4 315 56,3 -0,3 -30,6 107,5
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Arbutin
300 mM

77,9 67,8 67,8 48,2 57,1 -13,0 -29,0 24,4
Arbutin wurde 29,2 27,4 -6,4
akkumulativ
.. . 66,7 48,3 -27,6
appliziert, siehe
Messungen
akkumulativ 3 53,4 40,3 -24.5
mM

Appendix Tabelle 34: PTS-Experimente mit dem Tas2r105 Agonisten 3-Ox0-C6-HSL (1,
10, 100 pM) an weiblichen 3-4 Monate alten C57BL6/J-Mausen. Die verschiedenen
Konzentrationen wurden in aufsteigender Reihenfolge im gleichen Experiment appliziert.

Erganzend zu Abbildung 65F.

3 § s = = 3 o =
(%)

@ |2 |3 |2 |S |8 |2 /& |52 |%2 |3 |&
I N — = [ o o
— < = QO < - (&] — o <

I3) o Q I T — —
S | |[> | € | &8 | &8 |€
> © c i @

in um/s Veranderung in %

86,5 84,3 43,5 37,8 39,5 44,6 103,0 -2,6 -13,0 -9,2 2,6 136,9
64,9 61,5 31,3 30,1 36,1 70,6 135,8 -5,3 -3,7 154 125,7 334,3
62,2 62,5 49,7 44,9 47,8 43,8 92,3 0,5 -9,7 -3,9 -11,8 85,6
46,3 46,3 57,6 45,3 53,5 96,3 1111 -4,8 -21,3 -7,1 67,2 92,8
85,9 85,9 47,9 | 38,0 | 48,38 38,8 | 118,7 | -4,6 -20,6 2,0 -19,0 | 148,1
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Appendix Tabelle 35: Tabelle 34 PTS-Experimente mit dem Tas2r105-Agonisten
Cycloheximide (0,1 mM) an C57BL6/J-Mausen und SCCC-defizienten Mausen (Pou2f3™)
und heterozygoten Kontrolltieren (Pou2f3*"). Erganzend zu Abbildung 66A-C.

vor nach vor nach nach

) Hepes | Hepes | CHX | cHx | aTp | Hepes | CHX | ATP

© © | X | Stamm

= C (<5}

< o W . - :

= in pm/s Veranderung in %
3 w 35,9 31,5 31,7 35,5 100,2 -12,2 12,2 182,1
3 w 37,4 38,1 33,0 36,9 75,5 1,9 11,9 104,5
C57BL6/J

3 w 38,5 39,0 34,7 40,6 76,2 1,3 17,0 87,8
w 41,7 36,1 32,5 35,1 95,3 -13,2 8,0 171,4
w 59,2 40,4 40,4 49,6 90,6 -31,8 22,9 82,7
w 64,1 58,8 58,8 66,5 89,7 -8,2 13,1 34,9
w | Pou2f3* 63,8 64,7 64,7 81,3 128,0 15 25,7 57,4
w 45,3 44,2 44,2 51,3 139,9 -2,5 16,1 172,9
w 55,0 50,1 49,5 54,7 155,3 -9,0 10,3 184,2
w 104,5 105,7 105,7 112,8 116,4 1,2 6,6 24,3
w 68,8 68,3 68,3 75,0 75,0 -0,7 9,8 30,4
w | Pou2f3” 50,3 44.8 40,7 51,5 54,0 -11,1 26,5 147,0
w 52,3 52,3 53,2 57,0 57,0 0,1 7,0 159,3
w 87,1 65,9 63,4 69,1 66,7 -24,3 9,0 36,8
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Appendix Tabelle 36: PTS-Experimente mit dem Tas2r135-Agonisten Allylisothiocyanat
(AITC) in den Konzentrationen 30 und 300 pM, welche aufsteigend appliziert wurden, an
C57BL6/J-Mausen und SCCC-defizienten Mausen (Pou2f3”) und heterozygoten
Kontrolltieren (Pou2f3*"). Erganzend zu Abbildung 66D-F.

. vor nach vor nach
Q
= vor nach AITC | AITC | AITC | AITC | nach DMSO AITC | AITC 300 ATP
S| . E | DMSO | DMSO 30 30 300 300 ATP 30 uM um
2 3 E HM UM UM UM
& N
g in pm/s Veranderung in %
3 | w 32,8 354 33,3 44,4 68,9 7,9 32,8 110,0
3 | w 36,1 42,1 43,1 53,5 88,8 16,9 36,1 146,2
3 | w 45,2 71,2 45,2 86,2 93,2 57,6 45,2 106,4
3 | w = 49,8 54,0 53,1 60,9 69,0 = 8,3 43,2 38,4
3 £ £
3 | w | 2 7 61,9 57,2 52,4 73,2 | 127,3 D -7,5 59,4 105,8
m @ )
N~ o) Keo)
3w 8 g 505 | 966 | 637 | 5 91,4 26,2
c 4 < —
IS IS
3 | w E 58,6 76,8 67,6 i= 31,0 36,3
J5 J3
3 | w < 50,0 79,4 | 102,3 Q 58,7 104,6
< <
Qo 3]
3 | w < 65,0 70,6 | 110,6 < 8,6 70,0
3w 62,9 62,1 54,7 90,0 | 119,9 -1,3 64,4 119,1
3 ' m 49,0 53,4 53,4 74,9 | 101,7 9,00 E 40,2 90,4
3 £
4 |'m -g 64,8 60,8 nicht bestimmt | 60,8 84,0 87,0 -6,2 g 38,1 43,0
= o
@] =
3 |w | 36,5 32,8 33,3 59,8 72,7 -10,0 S 79,6 88,4
=
3 | w 42,7 36,1 43,1 59,8 91,2 -15,6 38,7 80,5
6 | w 43,1 63,5 52,5 47,3 20,4
5| w £ £ 53,7 73,9 47,1 £ £ 37,6 -0,1
1, E E E E
5 1w | g 17 I 31,7 61,8 46,1 D D 95,2 45,4
(] (] (] (]
g o o o o
5 | w | & 5 5 63,3 | 91,1 | 79,1 5 5 43,9 25,0
2 2 2 2
S| w 60,7 | 89,4 | 633 47,4 14,4
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Appendix

Appendix Tabelle 37: PTS-Experimente mit dem Tas2r105, 135, 140, 144-Agonisten

Denatonium in verschiedenen Konzentrationen (0,5; 1; 2; 5; 10 mM) an weiblichen 3-4
Monate alten C57BL6/J-Mausen. Die verschiedenen Konzentrationen wurden teilweise
in aufsteigender Reihenfolge im gleichen Experiment appliziert. Ergénzend zu
Abbildung 66G-I.

vor nach vor nach | nach
Hepes | Hepes | 1 mM I1mM | ATP RIERES | AU
In um/s Veranderung in %
487 | 4L9 1 49 | A8 o5 | 39 | 93 | 1999
44,3 43,7 43,7 45,5 81,8 -1,3 4,1 87,1
vor nach | vor 10 | nach | nach
Hepes | Hepes mM 10 mM | ATP REEEE | A | Al
In um/s Veranderung in %
54,0 43,9 43,9 58,4 62,0 -1,3 33,0 41,1
74,2 65,2 48,5 66,9 65,3 -18,6 38,0 0,2
37,7 38,0 38,0 38,7 46,3 -12,1 2,0 22,1
74,2 48,5 65,2 66,9 65,3 0,7 2,6 34,7
57,1 54,1 52,8 73,0 53,3 -34,6 38,2 -14
vor nach vor nach vor nach Vor nach | nach
05mM | 05mM | 1mM | 1uM | 2mM | 2mM  5mM | 5mM | ATp | OSMM [ 1mM o 2mM o SmM 1 ATP
In um/s Veranderung in %
34,0 244 21,7 21,4 19,0 20,7 22,4 16,0 36,4 -28,1 -1,4 9,0 -28,6 114,71
38,1 26,5 28,1 30,6 26,8 26,9 25,5 49,2 57,0 -30,5 9,0 0,2 92,9 49,48
27,2 20,5 25,9 15,3 20,2 16,9 14,5 19,0 48,6 -24,7 -41,0 -16,1 31,4 228,18
23,9 16,9 17,5 14,1 14,3 12,6 15,6 13,4 29,6 -29,4 -194 -11.,8 -14,0 78,13
vor nach Vor 5 | nach | nach
Hepes Hepes mM 5mM | ATP al2le Sl ATP
In pm/s Veranderung in %
39,4 308 39g | 396 | 715 1,0 -0,7 | 95,14
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or | peeh | g | M0 | naeh | e | somu | aTe
mM mM

In um/s Veranderung in %
28,9 30,5 30,5 46,0 27,8 55 50,7 -36,28
56,0 60,7 60,7 64,8 73,1 8,3 6,8 10,87
50,2 47,1 47,1 54,5 39,6 -6,1 15,7 -29,18
53, 50,8 50,8 64,6 62,5 -4,9 27,3 6,98
39, 29,4 29,4 29,6 40,8 -25,4 0,6 88,28
77, 67,3 66,5 37,9 54,9 -131 -43,0 23,88
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Appendix Tabelle 38: PTS-Experimente mit dem Tas2r105-Agonisten 3-OX0O-C12-HSL

(100 puM), an C57BL6/J-Mausen und SCCC-defizienten Mausen (Pou2f3”) und
heterozygoten Kontrolltieren (Pou2f3*"). Erganzend zu Abbildung 66J-L.

) vor nach | Vo' nzt-:h nach 3-0XO-

§ . E | Hepes | Hepes OXO- 1 oxo- | aTp | HEPES | () ATP

2 3 E C12 c12

5 73

Z in um/s Veranderung in %

3 w 32,0 28,7 28,7 40,0 69,6 -10,3 39,6 142,6

3 w 36,5 34,4 34,4 48,9 75,1 -5,5 42,0 118,1

3 w 29,4 29,0 29,0 38,9 66,7 -1,2 33,9 129,8

3 w 8 32,6 28,5 28,5 49,7 80,2 -12,8 74,5 181,6

3 w g 31,5 34,3 34,3 39,8 78,4 8,9 16,1 128,6

3 w ° 42,4 40,5 40,5 68,5 47,2 -4,5 69,1 16,6

3 w 45,3 35,5 35,5 54,4 94,7 -21,7 53,3 167,0

3 w 54,2 51,4 51,4 78,5 58,5 -5,2 52,1 13,8

5 m 26,3 35,2 71,5 33,8 172,2

5 w 39,0 53,7 105,4 E 37,7 170,3

3 w E—(;) nicht bestimmt 68,7 62,3 108,1 % -9,3 57,4

=} o]

3w & 488 | 659 | 938 @£ 35,1 92,2
=

3 m 57,6 68,9 88,3 19,6 53,3

3 m 62,5 69,9 135,4 11,9 116,7

3 m 43,2 42,5 105,9 E -1,8 144,8

3 m E—N: nicht bestimmt 63,6 73,0 87,8 % 14,87 38,2
o]

3 m Qo- 26,1 33,3 49,2 E 27,5 88,7
c

3 w 60,2 73,4 99,2 21,9 64,9
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Appendix Tabelle 39: PTS-Experimente an Mausen defizient fur die Tas2r143, 135 und
125 (Tas2r”) und homozygoten Wt-Kontrollen (Tas2r**) mit f-MKKFRW. Erganzend zu
Abbildung 67.

4 m 36, 48,5 75,9 34,9 110,9
4 m 80,0 89,1 112,77 11,4 41,0
4 m 43,7 54,0 79,4 23,6 81,6
4 m 43,8 46,3 60,8 5,5 38,7
3 m 65,2 60,9 81,3 -6,5 24,7
3 m 43,3 62,3 83,3 43,8 92,2
Tas2r”
3 m 52,1 71,2 96,7 36,8 85,6
3 m 62,0 65,0 97,2 4.8 56,8
3 m 84,5 954 104,0 12,9 23,0
3 w 55,7 85,8 130,5 54,0 134,1
3 w 70,3 75,4 95,8 7,3 36,2
3 w 33,0 44,9 88,9 36,0 169,1

315



11. Appendix

Appendix Tabelle 40: ACh-Messungen in Uberstanden von Tracheen mittels HPLC.

Erganzend zu Abbildung 69.

60,4 29,7 -30,8
82,1 38,6 -43,5
16,9 6,4 -10,5
nein
19,5 12,6 -6,9
18,8 8,0 '10r8
38,5 15,8 '22r7
- 131,4 192,7 61,3
Q )
© % Q
§ |5 | 4 25,3 23,5 -1,8
S ~ m
= g 5
3; @) 109,5 289,3 179,8
46,8 162,6 115,9
ja 50,1 176,4 126,3
54,5 104,2 49,6
8,1 15,0 6,9
35,7 14,9 -20,8
9,4 11,0 1,6
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Appendix Tabelle 41: ACh-Messungen in Uberstanden von Tracheen von ChAT-ChR2-

YFP-Mausen mittels HPLC. Ergdnzend zu Abbildung 73A.

ChR2
-pos.

ChR2
-pos.

ja

nein

nein

11,0 21,1
32,0 51,4
17,6 60,3
12,8 25,2
13,9 77,7
18,1 106,3
7,2 48,9
33,9 22,7

nein

21,7 88,3
33,8 83,4
21 34,2
17,5 19,1
18,9 13,3
29,6 24,6
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Appendix Tabelle 42: ACh-Messungen in Uberstanden von Tracheen von ChAT-ChR2-

YFP-Mausen mittels HPLC. Ergdnzend zu Abbildung 73B.

6 m | chR2
-neg.

5 m
5 m | chr2
6 m | -Pos.
6 f

ja

ja

nein

nein

5,9 15,4
7,2 13,5
7,2 16,3
7,2 16,8
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Appendix Tabelle 43: PTS-Experimente mit ChAT-ChR2-YFP-Tieren und LED-Licht-
Stimulation. Erganzend zu Abbildung 73C.

vor nach nach
’a LED ATP
5 +§ x E LED @ LED & ATP
<o O e . y .
=3 n PTS in um/s Verénderung in %
46,4 | 68,5 | 107,6 47,8 132,0
. . Chr2- | 448 | 758 | 112,8 69,3 151,9
poS. 421 | 552 | 82,3 31,1 95,5
37,9 | 435 | 655 14,8 72,8
30,2 | 20,8 | 84,6 -31,3 180,0
. _ Chro- | 554 | 489 | 963 -11,7 74.0
N€d. " 106,6 | 105,8 | 147,7 0,7 38,6
51,6 @ 36,0 @ 96,3 -30,2 86,5
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Appendix Tabelle 44: PTS-Experimente mit Avilc®/ChAT"-Tieren und f-MKKFRW-
Stimulation. Erganzend zu Abbildung 74.

5 = = = = =
T . L € ol & £ L IS o
= < = o X 8 x | &8 < S £ vz — =
= a| E ¥ | ¢ X | c < c < X - <
S 0 g = = = = =
E (Vp] Y— Y— Y—
Z in pm/s Veranderung in %
4 51,4 67,4 82,9 86,3 31,2 61,4 68,0
4 57,7 78,1 112,3 127,2 35,3 94,7 120,4
+
5 E 41,8 61,7 73,2 83,3 47,7 75,0 99,3
4 m E 61,7 88,4 94,4 101,4 43,2 53,1 64,4
<
4 I;:' 51,3 71,6 80,4 80,8 39,5 56,7 57,6
e
7 O] 436 68,9 . 97,1 57,9 _ 122.,6
nicht nicht
7 55 71,8 bestimmt 133,8 30,6 bestimmt 144,3
3 59,1 64,8 64,6 116,6 9,7 87,4 97,3
3 41,3 47.8 53,3 109,1 15,9 131,9 164,5
3 E 30,8 33,8 33,7 58,0 10,0 65,8 88,7
m o=
4 '_g 91,1 100,3 97,6 158,3 10,1 60,4 73,8
<
4 ::' 55,2 47,5 51,2 92,3 -14,0 49,8 67,2
=
7 O 60,3 64,6 149,6 7.1 144,79
nicht nicht
7 o 65,5 61,2 bestimmt 163,5 -6,6 bestimmt 149,6
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Appendix Tabelle 45: PTS-Experimente mit Inhibitoren fur muskarinische ACh-
Rezeptoren. Ergénzend zu Abbildung 75A-C, E-G.

vor nach :
o e 5 | 8 nach ATP | SUMUIU a1
€8 35 € | £ |5 | Stimulus Stimulus S
<9 ¥ I = =
2 @ = ) in um/s Veranderung in %
3 48,2 92,8 101,6 92,3 96,3
3 32,9 66,0 86,5 100,6 | 175,0
4 47,7 78,1 108,1 63,8 102,6
3 £ 50,9 62,4 99,9 22,4 59,4
[
3 45,2 80,0 89,9 77,1 49,3
3 53,3 68,2 94,5 27,9 27,5
3 | g 3 E 46,4 91,6 119,9 97,4 185,5
= — LL
4 |5 2 > 36,7 54,5 67,5 48,7 83,9
2 8 >
4 - 56,6 56,2 87,2 -0,7 39,2
3 42,9 58,6 71,5 36,5 36,3
c
3 2 37,9 46,4 48,0 22,6 35,3
3 < 47,8 54,5 70,7 14,0 33,4
3 66,7 64,9 89,0 2,7 40,3
3 65,3 70,7 75,1 8,2 26,7
32,9 90,2 100,0 173,9 | 203,7
67,3 103,1 125,4 53,2 86,3
c
2 43,3 79,3 85,7 83,1 98,0
c
3 58,2 96,8 104,2 66,2 79,1
3 | < 3 3
S S = 72,9 70,1 99,6 -3,8 36,6
= ,og o
s 8 2 66,3 67,6 166,6 2,1 151,4
Q
< 43,7 59,3 92,7 35,6 112,2
o = 64,0 64,5 95,5 0,7 49,1
= ©
e »
o 2 41,7 50,4 106,8 20,8 155,9
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weiblich

weiblich

C57BL/6J

C57BL/6J

nein

nein

4-DAMP

f-MKKFRW

f-MKKFRY

45,1 70,8 99,8 57,0 121,2
45,4 59,4 80,8 30,9 78,2
32,9 76,5 100,0 132,2 203,7
67,3 85,1 125,4 26,5 86,3
43,3 70,1 85,7 61,8 98,0
58,2 108,8 104,2 87,0 79,1
59,6 69,0 84,3 15,9 41,4
66,5 67,4 99,6 15 49,8
66,3 73,4 166,6 10,8 151,4
43,7 54,1 92,7 23,8 112,2
64,0 63,9 95,5 -0,2 49,1
41,8 47,2 106,8 12,9 155,6

38,9 84,9 121,8 118,1 37,7
45,9 51,5 105,9 12,2 105,5
31,7 67,4 98,3 112,9 45,8
711 100,4 111,9 41,1 12,3
45,7 66,7 96,0 45,9 43,9
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Atropin

28,8 55,4 69,2 92,3 25,0
69,6 73,7 101,6 6,0 37,9
55,4 86,8 108,5 56,5 49,4
44,0 50,2 80,0 14,0 64,7
54,2 60,4 107,8 11,6 78,3
48,4 55,6 89,2 14,8 68,7
55,6 56,2 92,3 1,0 64,3
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Appendix Tabelle 46: 45 PTS-Experimente an Mausen defizient fir den muskarinischen

ACh-Rezeptor 3 (M3R”) und Kontrolltieren (M3R**). Erganzend zu Abbildung 75D.

4 w | M3R"*

38,7 86,8 127,3 124,3 229,0
22,7 78,8 102,2 246,8 349,8
54,2 93,5 136,3 72,6 151,6
61,3 88,3 120,2 44,1 96,1
62,8 87,2 97,4 38,8 55,0
51,4 79,9 100,7 55,4 95,8
34,6 107,3 134,2 210,5 288,5
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Appendix Tabelle 47: PTS-Experimente mit Inhibitoren fur NO-Synthasen (L-NAME).
Erganzend zu Abbildung 76A.

31,0 59,8 147.,6 92,8 104
nein

45,2 61,2 122,0 35,4 107

49,1 69,0 70,6 40,6 120
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Appendix Tabelle 48: PTS-Experimente an Mausen defizient fur die endotheliale NO-
Synthase (eNOS bzw. Nos3") und Kontrolltieren (Nos3**). Erganzend zu Abbildung 76B-
D.

41,3 85,9 124,1 108,2 200,8

46,0 73,5 102,7 59,7 123,1

37,9 50,8 111,1 34,0 193,3
4 m Nos3**

33,3 58,5 94,8 75,5 184,5

70,5 92,6 117,3 31,3 66,4

45,4 97,8 138,9 115,4 206,1
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Appendix Tabelle 49: PTS-Experimente mit dem TAC1R-Inhibitor RP67580. Erganzend
zu Abbildung 77D.

nein

56,8 102,1 122,4 79,7 115,5
68,4 82,3 84,4 20,4 23,5
40,3 99,0 110,5 145,7 174,2
50,4 73,1 79,4 45,0 57,5
43,4 90,3 125,0 107,8 175,8
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Appendix Tabelle 50: PTS-Experimente mit dem nAChR-Inhibitor Mecamylamin und
dem Nav-Kanal-Inhibitor TTX. Ergédnzend zu Abbildung 77E. Die Kontrollen ohne Inhibitor
sind bereits in Tabelle 46 beschrieben.

48,6 125,9 116,4 159,2 139,6

66,6 110,6 126,6 66,0 89,9

80,7 126,0 152,8 56,2 89,4
5 w | Mecamylamin

45,9 57,0 80,6 24,3 75,7

35,7 46,1 48,9 29,1 36,9
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Appendix Tabelle 51: PTS-Experimente mit bakteriellen Uberstianden von E. coli.
Uberstande wurden in verschiedenen Verdunnungen eingesetzt (1:1000 — 1:10), E. coli
wurden so modifiziert, dass diese das Protein MgrB Uberexprimieren, oder E. coli ohne
Uberexpression von MGRB. Erganzend zu Abbildung 78A und B.

vor

nach

nach

nach

nach
) ATP 1:1000 | 1:100 | 1:10 | ATP
% Uberstand | 1:1000 | 1:100 | 1:10
=
in pm/s Veranderung in %
- 44,6 50,9 57,0 62,7 94,7 14,1 27,8 40,7 112,5
c
(O]
_§ 31,8 34,1 34,6 42,5 74,6 7,4 8,9 33,8 134,6
€
o 70,9 84,8 89,7 86,4 97,3 19,7 26,5 21,8 37,3
3
_% 54,4 64,9 69,0 73,8 102,2 19,4 26,8 35,7 87,9
45,8 39,3 42,0 48,9 135,6 -14,0 -8,2 9,6 204,2
53,5 50,5 49,3 53,8 96,6 -5,6 -7,8 0,4 80,5
|_
= 58,0 61,9 51,9 64,1 88,4 6,8 -10,5 10,6 52,5
65,3 62,6 63,6 60,7 91,6 -4,2 -2,5 -7,0 40,3
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Appendix Tabelle 52: PTS-Experimente mit bakteriellen Uberstanden von E. coli an
Tracheen von Pou2f3*- und Pou2f3"-Mausen. Uberstande von MgrB-iiberexprimierenden
E. coli und Kontrollmedium wurden in der Verdinnung 1:10 eingesetzt. Ergdnzend zu
Abbildung 78C und D.

—~ | o Y eS| naen nach |\ . - Uberstand | __
é ‘E’ g Medium | Medium Ubir:it()and ATP 1:10

< © in um/s Veranderung in %
w| 8 59,0 48,3 72,7 97,4 -18,2 50,6 101,7
w | 8 . 66,9 56,9 79,0 106,0 -14.9 38,8 86,2
w | 10 :2; 52,9 50,9 70,1 101,7 -3,8 37,8 99,9
w| 4 g 64,2 60,4 75,1 103,7 -6,0 24,5 71,8
m| 4 81,6 68,8 101,5 121,7 -15,7 47,6 77,0
W 54,6 48,5 48,6 81,0 -11,1 0,3 67,2
W 99,0 86,7 88,4 123,1 -12,5 2,0 42,0
w | 8 :2; 54,4 49,9 35,2 84,2 -8,2 -29,5 68,7
m g 64,3 62,8 63,1 1245 -2,4 0,5 98,3
m 75,6 53,0 64,8 127,3 -29,9 10,8 117,9
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Appendix Tabelle 53: Auswertung der mikrobiologischen Untersuchung von Trpm5™-
und Kontrollmausen (Trpm5** bzw. *"). Untersucht wurde die Besiedlung mit Bordetella
Pseudohinzii im respiratorischen System. Erganzend zu Abbildung 79.
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Trpm57

11 0 0
4 3 1
4 3 0
4 3 1
nicht
4 3
bestimmt
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Trpm5™"

3 3 3 1
3 3 3 1
3 3 3 3
3 3 3 1
3 3 3 2
3 2 3

3 2 3

4 3 3 nicht
4 1 3 bestimmt
4 3 1

4 0 0 0
4 0 0 0
4 2 3 0
4 1 3 3
4 0 0 0
5 2 1 0
5 0 3 0
15 1 1

10 1 1

11 1 1

11 1 1

9 3 nicht
15 0 bestimmt
15 3 nicht

15 3 bestimmt

15 1

15 1
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Appendix Tabelle 54: Tabelle 53 Infektionsversuche mit S. pneumoniae an Trpm5-DTA*"
- und Trpm5-DTA-Tieren. Diese wurden intranasal infiziert und fir 10 Tage 2x taglich
beobachtet. Korpergewicht und Korpertemperatur wurde bestimmt sowie das
Allgemeinverhalten beobachtet. Tiere die eine Gewichtsabnahme >20% vom
Ausgangsgewicht, eine Kdrpertemperatur <35°C oder eine sehr verénderte Atmung oder
Allgemeinbefinden aufwiesen wurden umgehend euthanasiert. Erganzend zu Abbildung 80.

Grund fur
E £ _ %‘ %” Euthanasie
S ] = CFU | o £
ol 8 s & 2 >S5 c
o s B = o Blut Swnl 2 2 o §
3= < > S &|le 5 5| as5
z 3 N 22 2 E £ §F®
< <2l o|<| g F =
1540000 X
10 w X 72h X
10 w X 96h | n.b. X
10 | w X 72h | n.b. X
9 w X 96h | 24000 X X
9 w X 72h | n.b. X
9 w 0 X nicht euthanasiert
9 w X 96h | 260000 X X
9 w X 72h | 7900000 X X | X
fj 16 'm X 60h | 17850 X X
@)
Lg 16 | w X 72h | n.b. X
2
| 16 w X 144h | 7000 X X
16 | w 0 X nicht euthanasiert
14w 0 = nicht euthanasiert
14 | m X 96h | 850 X X
14 w X 108h | 1850 X X
14 | w X 84h | 800 X X
14 | w X 96h | 2800 X X
X
14 | w X 84h | 7950 X
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Trpm5-DTA

10 7on | 250000 X
10 120h | 7400 X
9 60h | 1375000 X
9 72h | n.b. X
9 0 nicht euthanasiert
9 132h | 7050 X X
9 72h | n.b. X
16 0 nicht euthanasiert
16 0 nicht euthanasiert
16 84h | 3900
16 0 nicht euthanasiert
14 72h | 4150
14 0 nicht euthanasiert
14 84h | n.b. X
14 72h | 1450 X
14 84h | n.b. X
14 96h | 1120000 X
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