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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Flimmerepithel der unteren Atemwege

Die Atemwege stehen im direkten Kontakt zur Umwélm ein Eindringen von
pathologischen Organismen von vornherein zu vesdrimdbesitzen die Atemwege
als erste Abwehrlinie neben einer eng verzahntath&pchicht auch Mechanismen
zur mechanischen Beseitigung der Krankheitserregdierzu gehért das

Flimmerepithel der Trachea.

Das Flimmerepithel kleidet als mehrreihiges, hoddmpatisches Epithel die
Innenflache der Trachea und die Bronchien aus. Ames Oberflache ist das
Flimmerepithel von einer Flussigkeit aufgelageit dus zwei Schichten besteht:
einer periziliaren Flussigkeitsschicht (Solphasé),nahe der Zelloberflache aufliegt
und einer Mukusschicht (oder Gelphase), die obbrkalr Solphase liegt (121) (s.
Abbildung 1).

1.1.1 Aufbau des Flimmerepithels

Im Flimmerepithel wurden bisher mindestens zwdlfteuschiedliche Zelltypen
beschrieben. Die sechs wichtigsten sind die Balaizalie zilientragenden Zellen,
die sekretorischen Zellen, die Burstenzelle, diel®@ezelle und die neuroendokrine
Zelle (37, 76). Alle Zellen des Flimmerpithels siadf der Basalmembran verankert
(76).

Richtung des
mukozilidren

Transports

Mukus, aufgeteilt
in obere Gelphase
und untere Solphase

Zilientragende Zelle

Sekretorische Zelle

Basalmembran

Basalzelle

Abbildung 1: Aufbau des Flimmerepithels in den Ateagen

Seitliche Ansicht des mehrreihigen Epithels mitieritragenden Zellen, sekretorischer Zelle und
Basalzelle. Die Zilien schlagen in der SolphaseMekus und transportieren somit die Gelphase mit
den abzutragenden Partikel Richtung Kehlkopf (748,)1
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Die zilientragende Zelle ist der haufigste Zelltypder Trachea, gefolgt von der
sekretorischen Zelle und der Basalzelle (s. Ablnigdd). Die anderen Zellentypen
treten selten auf. In Abbildung 1 werden nur diesiderstgenannten Zellen
dargestellt. In das tracheale Lumen hinein ragen 4ilien der zilientragenden
Zellen und die wenigen Mikrovilli der sekretorisch£elle. Die Zilien sind circa 6
um lang (38, 76, 82).

Eine Zilie ist eine langliche Zellstruktur, die defellmembran entspringt.
Longitudinal angeordnete Mikrotubuli bilden das @skelett, das sogenannte ziliare
Axonem. Die Mikrotubuli entspringen dem am untefeol der Zilie lokalisierten
Basalkorperchen. Die Basalkorperchen besitzen éldclken, das mit dem spitzen
Ende in Richtung des effektiven Schlags der Zikggtz Alle Basalkdrperchen und
deren Fulichen sind in eine Richtung orientiert, idahe Zilien der Zelle in eine
gemeinsame Richtung schlagen (90). Wenn man eide #in Querschnitt
betrachtet, wird ein zentrales Paar von neun doppefieordneten Mikrotubuli
umringt. Diese Anordnung erinnert an eine Radspeiechd wird als9+2 Struktur
bezeichnet. Die Mikrotubuli sind Heterodimere, diaul3er ausi& -Tubulin und
Dynein - aus Uber 200 Proteinen zusammengesettt Bitlang der Mikrotubuli ist
das Dynein als &uf3ere und innere Dyneinarme angéngereiht (88) (s. Abbildung
2).

AuReres -
Mikrotubuluspaar Radspeiche

Innere
Dyneinarme

Zentrale einfach —
angeordnetes Au f_&ere
Mikrotubulspaar Dyneinarme

Abbildung 2:Schematische Zeichnung der sogenanrRauspeichenstruktur einer Zilie im
Querschnitt

AulRen liegen die A und B Tubuli (du3eres Mikrotulsgaar). Sie umringen ein zentrales innen
liegendes Paar (zentrales einfach angeordnetesoMikuluspaar). Dies wird als 9+2 Struktur der
Mikrotubuli bezeichnet. An die auReren Mikrotubsind die inneren und auf3eren Dyneinarme und
die Radspeiche angegliedert (88).
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Die Zellmembran, die das Zytoskelett umgibt, urtkesdet sich insofern vom Rest
der Zellmembran der Zelle, als dass sie spezifisBheteine enthalt. Einige
wissenschaftliche Arbeiten stellen die Hypothede @ass eine selektive Barriere an
der Zilie die Proteine sortiert, bevor sie in diellliembran der Zilie integriert
werden (89). Diese Barriere wird alslalsband bezeichnet. Es ist an der
Zilienwurzel lokalisiert und enthalt reichlich Ceint ein Calcium bindendes Protein
(121). Das Halsband scheint eine wichtige Rolleder Zilie zu spielen. Bei
Infektionen des Trachealepithels mit Bordetellatyssis und Mycoplasmen wurde
beobachtet, dass kurz vor dem Zelltod der ziligggnamlen Zellen das Halsband

zerstort oder ganz verschwunden war (89).

Die ziliare Krone an der Zilienspitze ist ein spdlar Transmembrankomplex. Die 9
Mikrotubulipaare laufen dort zu einer Faser aug dn einer zytoplasmatischen
Scheibe anhaftet. Dieser Komplex bildet die Krodie, drei bis sieben sogenannte
Krallen tragt. Die Krallen greifen mechanisch wahrend efésktiven Schlags in die
daruberliegende Mukusschicht (88, 89, 91).

1.1.2 Funktion der Kinozilien

Zilien schlagen spontan und kontinuierlich durchmstthch mit einer Frequenz von
13,6 Hz (31). Die Zilien ruhen in einer ,hands-ddwvRosition. Der Schlag der
Zilien beginnt mit einer Ruckholbewegung. Die Zilizeugt sich von unten
angefangen weiter nach oben. Wéahrend dieser Bewegird sie im Uhrzeigersinn
in einem grof3en Bogen nach hinten und zur Seitegger bis sie 180° gegeniber
ihrer Startposition steht. Von dieser Position adklagt die Zilie in einer geraden
und senkrechten Bewegung vorwarts. Dieser effel@islelag beschreibt einen 110°
weiten Bogen, dann ruht die Zilie, um danach wienérder Rickholbewegung in
den Schlagzyklus einzutreten. Der Bewegungsablasf dilienschlags kann am
besten als Zyklus beschrieben werden. Abbildung &rdeutlicht diesen

Bewegungsablauf schematisch (121).
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Abbildung 3: Ablauf der Zilienschlagbewegung

Die Zilie macht im Rickholschlag (A) einen groReagen, so dass die Spitze der Zilie gegenliber
der Ruheposition liegt. Im effektiven Schlag (B)wegt sie sich im Halbkreis wieder Richtung
Ruheposition. Der Mukus wird dabei in Richtung @dfektiven Schlages transportiert. Der Ablauf
des Rickhol- und des effektiven Schlages sind jewsinmal in der seitlichen Ansicht und der
Ansicht von oben der zilientragenden Zelle zu sefiesr Ruheposition der Zilie). Modifiziert nach
Wanner et al. (121).

Innerhalb der Zilien gleiten die neun auf3eren PaareMikrotubuli wahrend des
Zilienschlags aneinander (91). Die oben beschriebddyneinarme arbeiten dabei
zusammen. Die &aul3eren Dyneinarme regeln wahrend Stddagzyklus die

Schlagfrequenz und die inneren Dyneinarme die $bhien (60). Dynein ist

gleichzeitig eine Adenosintriphosphatase, welche diesen energieaufwendigen
Prozess Adenosintriphosphat (ATP) hydrolysiert. Adesem Grund liegen
unterhalb der Zilie viele Mitochondrien (37). Dieitbchondrien produzieren ATP,

das als Substrat fur diesen Prozess dient.

1.1.3 Funktion des Flimmerepithels

Der physiologische Hustenstol3 allein reicht meisteitht aus, um die Atemwege
von Partikeln zu reinigen (121). Das Flimmerepithaterstiitzt die Reinigung der
Atemwege durch eine koordinierte Zilientatigkeitah zilientragenden Zellen und
die Produktion des Mukus durch die Becherzellen.esBi Funktion des
Flimmerepithels wird als mukoziliare Clearance lbemben. Sie ist eine Barriere

gegenuber Partikeln, Mikroorganismen und Noxen.

Wahrend der Inspiration gelangen Partikel auf darkié des Flimmerepithels und

werden anschlieBend mit der Zilientatigkeit Riclgutehlkopf transportiert (117).

-4-
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Dort werden sie mit dem Mukus abgehustet und gas&hbder expektoriert. Dieser
Mukus besitzt antioxidative, antimikrobielle undtipnoteatische Eigenschaften, die
eine chemische Barriere gegen eindringende Patleoidet. Weiterhin befinden
sich im Mukus mobile Immunzellen. Diese Zellen agreals biologische Barriere
gegen Pathogene. Durch diese Barrieren hindertndigozilidre Clearance das
Anheften von Mikroorganismen am Flimmerepithel uasdhitzt so vor deren

Eindringen in den Koérper (55).

Laut Knowles und Boucher (2002) sind die Ziliensgfitequenz (ZSF) und die
viskoelastischen Eigenschaften des Mukus aussotiteggle Faktoren fir eine
optimale mukoziliare Clearance (55). Dementspredheezerniert das Epithel
verschiedene Glykoproteine, um beispielweise dek¥sitat des Mukus zu erhéhen.
Die Viskositat tragt dazu bei, dass die Partikéldem Mukus haften bleiben.

Die Zellen des Oberflachenepithels bilden untemsilea enge Zell-Zell Kontakte
mittels Adhasionskomplexen wie tight junctions. §8e enge Kontakt erlaubt dem
Atemwegsepithel, eine Polaritat zwischen dem Lumed der Serosa aufzubauen
(10, 71). Diese Polaritat dient wiederum der Absorpund Sezernierung von lonen
und Flussigkeit. Sie ist fur einen korrekten Aufbdes Mukus und der Solphase
wichtig, so dass darin die Zilien effektiv schlagktnnen (82). Bekanntermal3en
fuhrt eine Beeintrachtigung dieser Faktoren, undhiscauch der mukozilidren
Clearance, vermehrt zu bronchopulmonalen Infektennd u anderen
Atemwegserkrankungen (121). Die vorliegende Arbeahzentriert sich auf die
zilidare Komponente der mukoziliaren Clearance, da diliare Transport die

Schlusselfunktion zur Verteidigung gegen eindrirdgeRathogene innehat.

1.1.4 Regulation der zilidren Tatigkeit des Flimmerepithds

Die ziliare Tatigkeit kann von Faktoren wpdd-Wert Temperatuy Luftfeuchtigkeit
mechanischen Stimulind durchPharmakabeeinflusst werden (99). In der Literatur
sind bereits viele Substanzen hinsichtlich ihre¢elg§s auf das Flimmerepithel
untersucht worden (121). Es hat sich herausgestidis fast alle Agonisten des
autonomen Nervensystems die ZSF stimulieren. Belspeise konnte am
Flimmerepithel von Schafstracheen gezeigt werdeags écetylcholin die ZSF
erhoht. Dieser Effekt konnte durch eine vorheriggkubation mit Atropin
unterdrickt werden (87). Klein et al. (2009) untetsen diesen Effekt in

-5.
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Abhangigkeit der muskarinergen Rezeptorsubtypedean Trachea der Maus. Sie
exponierten die explantierten Tracheen im Organtmedjeweils M1-M5 defizienten
Méausen mit Muskarin und ermittelten die ZSF. Aus déersuchen l&sst sich
schlie3en, dass der M3-Subtyp des muskarinergea@®as die ZSF stimuliert und
der M2-Subtyp die ZSF inhibiert. Auch in dieser @&ustimulierte Acetylcholin die
ZSF des Trachealepithels und Atropin inhibiertesdre Effekt (53). Leider kann
dadurch nicht eindeutig auf eine Beteiligung desrvie vagus (N. vagus)
geschlossen werden. Bei Versuchen mit Hunden gemel inhalatorisch
verabreichtes Acetylcholin die mukoziliare CleamntVenn jedoch der N. vagus
stimuliert wurde, war dieser Effekt nicht zu bedi@n (120, 121). Wie diese
Effekte intrazellular vermittelt werden, ist nockeit vollstandig erforscht. Es gibt
Hinweise, dass speziesspezifische UnterschiedeldreAktivierung und Inhibition
des N. vagus bestehen. In friheren Arbeiten wurden Signalkaskaden des
zyklischen Adenosinmonophosphat (CAMP) und des iggkks
Guanosinmonophosphat (cGMP) in Zusammenhang neniliktivatoren NO und
Calcium (C&" am Flimmerepithel des Rindes untersucht (64). tiVgaal. hatten
2005 am isolierten Axonem des Trachealepithels Rondern gezeigt, dass die ZSF
von cAMP und cGMP abhéngig ist (126). Insbesond&@renerge Pharmaka
aktivieren Adenylatcyclasen, die intrazellular a§P cAMP synthetisieren und
folglich die ZSF erhdhen. (91, 104). Wyatt et adrmuten, dass Proteinkinasen A &
G (PKA und PKG), die cAMP sowie cGMP abhangig siddbei eine Rolle spielen
(126). So wurde in einer friheren Studie dieserefdgruppe gezeigt, dag&shanol
die ZSF Uber die PKA aktiviert. Interessanterweisante die Aktivierung der ZSF
nicht nur von PKA-Inhibitoren sondern auch von Ngnrthasehemmern unterdrickt
werden (96).

An isolierten Rinderepithelzellen scheitickstoffmonooxidNO) die ZSF durch
Zytokine zu stimulieren. Die Zytokin vermitteltelithung der ZSF kann durch NO-
Synthasehemmer inhibiert werden (48). Auch and&sdi&n deuten darauf hin, dass
NO in der Regulation der ZSF eine Rolle spielt (89). In weiteren Studien konnte
die ZSF mittels NO-Synthasehemmern gesenkt undhdédeplikation von NO-
Donatoren angehoben werden (47). Weiterhin konrde Worhandensein von
endothelialer NO-Synthasam Axonem im Rinderepithel bestatigt werden (105).
Nicht nur im Rinderepithel sind NO-Synthasen vodem sondern auch im
Trachealepithel der Ratte konnte die endothelial®-$Ynthase nachgewiesen

werden (58, 127).Im Gegensatz dazu konnte an Hpéhen von Schafstracheen

-6-
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nicht bestatigt werden, dass die ZSF Uber NO reguliwird (86). Die
speziesspezifischen Unterschiede der RegulatioZ8€rdeuten daraufhin, dass die
ZSF zwischen den Spezien Uber unterschiedlicheaiigakaden reguliert werden

kann.

1.1.5 Einfluss des Immunsystems auf die ziliare Tatigkeit

Wie bei allen Oberflachen, die im direkten Kontakit der Umwelt stehen, sind
auch in den Atemwegen verschiedebellen des Immunsystenpsasent. In den
Alveolen zum Beispiel existieren Makrophagen, die son Partikeln und
Krankheitserregern reinigen. In den Atemwegen $itakrophagen zu finden, aber
auch Mastzellen und Granulozyten. Diese Zellen kdn8ubstanzen freisetzen, die
die ZSF beeinflussen. Die freigesetzten Substanzem Beispiel Oxidantien,
Proteasen (wie Kollagenase) oder andere bioaktivdéellile, konnen die Zilien
schéadigen. Im Entzindungsprozess beschadigte Gmayteh reduzieren mittels
major basic protein die ZSF. Die beschadigten Zikehlagen dann langsamer und
unkoordinierter, somit wird die mukozilidre Cleacander Atemwege reduziert (6,
121).

Bei anaphylaktischen Reaktionen kdnnen Immunzdlesteine freisetzen, die die
Beweglichkeit der Zilien reduzieren. Hier sind Madten, basophile Granulozyten
und Thrombozyten zu nennen, die bei einer allehgiscReaktion Histamin und
Leukotriene freisetzen und so die Beweglichkeititibgssen. In vitro kann zwar
durch Histamin kein Effekt auf die Zilientatigkegptovoziert werden, aber in vivo
erhoht es die Geschwindigkeit der mukoziliaren @laae beim Menschen (73).

Wahrend der Entzindungsreaktion wird das Atemwatsapaktiviert. Es kann
Uber Mediatoren wie Interleukin-1 (IL-1) direkt nden Zellen des Immunsystems
interagieren (6). Der Entzindungsprozess in denmitegen ist jedoch ein
komplexer Vorgang. Die Epithelzellen fordern die momantwort, indem sie
Adhéasionsmolekile fur Leukozyten und Lymphozytenprerieren, Antigene
prasentieren und die Immunzellen vor dem programteme Zelltod (Apoptose)
schiutzen (6, 85). Alveolare Makrophagen erhalteschie3end Uber Stimulation
mit TNF-a. und IL-1 die initiale Immunantwort der Epithelzsil weiter aufrecht (12,
110, 115). Dass das Atemwegsepithel zu einer direkihmunantwort in der Lage
ist, zeigten Mio et al. anhand von Zellkulturenefiwegsepithelzellen setzten als

-7-
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Antwort auf Stimulation mit TNFe Interleukin-8 (IL-8) frei. TNFe ist ein
proinflammatorisches Zytokin und IL-8 ein wichtiggotenstoff des Immunsystems.
Dies lasst eine Zytokin vermittelte aktive Kommuatibn zwischen

Atemwegsepithel und Immunzellen vermuten (70).

1.1.6 Ziliare Tatigkeit unter pathophysiologischen Bedingingen

Die Zilien des Atemwegsepithels ermoéglichen die ouikdre Clearance und bilden

einen wichtigen Teil des Verteidigungsmechanismas Respirationstrakts (35).
Wenn die Zilientatigkeit aufgrund primérer oder gwe#tarer Ursachen beeintrachtigt
ist, kommt es zum Erliegen der mukoziliaren CleaearDies kann dadurch bedingt
sein, dass das Zilium selbst beschadigt ist odes @ne pathologisch verénderte
Mukusviskositat das effektive Schlagen der Ziliehiedert (60). Die Atemwege

sind gegenuber Erreger angreifbarer, es kommt ventnmi Infektionen, in deren

Endstadium sich Bronchiektasien ausbilden (15354,

Zu den primaren Ursachen z&hlen genetisch bediBgkgankungen, wie zum
Beispiel dieprimére ziliare Dyskinesieder diezystische Fibrose (CF)Bei der
primaren ziliaren Dyskinesie liegen eine Veradndgrumer Dyneinarme,
Radspeichendefekte oder das Fehlen des zentral@pelRobulusapparates vor.
Insofern sich diese Zilien bewegen konnen, schlagenineffektiv. Wenn die
primare zilidre Dyskinesie mit einer8itus inversusauftritt, wird esKartagener
Syndromgenannt (46, 97-99). Bei bestehender reduzierigkomiliarer Clearance
zeigen diese Patienten klinisch eine erhdohte Agkgit gegeniber
bronchopulmonalen Infekten und Bronchiektasien .(&@) Gegensatz dazu weisen
Patienten mit zystischer Fibrose keine ultrastriddtea Veranderung der
zilientragenden Zellen in den Atemwegen auf (57glvehr fuhrt die CF aufgrund
einer Mutation im Gen fur einen Chlorid-Kanal, dgystic fibrosis transmembrane
conductance regulatorzu einer erhohten Viskositat des Mukus (83, 11dip
Patienten, die an diesem Syndrom leiden, haben eddeizierte mukoziliare
Clearance, weil die Zilien im viel zu viskésen Muskin ihrer Schlagbewegung
behindert sind (11). Es ist allgemein bekannt, dbhss Patienten mit CF die
bronchopulmonalen Infekte zeitlebens die therageh& Problematik darstellen.

Sekundare Ursachen fur eine Beeintrdchtigung déiren Tatigkeit sind

Infektionen Allergien sowie mechanische und toxische Traumata und
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Tumorerkrankungen60). Zum Beispiel zeigte eine Studie, dass dikeZivon
Rauchern viel kirzer sind als die von gesunden tkacichern (63). Mechanische
Traumata kdnnen zum Beispiel die invasive Beatnagig. Die invasive Beatmung
erleichtert durch die Reduktion der Abwehrmechaeisndes Atemwegsepithels
Bakterien, das Atemwegsepithel zu schadigen uNe@ntilator-assoziierte
Pneumonierzu verursachen (17). Auch Erkrankungen der Atenanegig chronisch
obstruktive Bronchitisund Asthmabronchialeschadigen das Flimmerepithel (15,
34). Die sekundaren Ursachen bewirken dabei inraciéedlichem Ausmald eine

Beschéadigung der Axoneme und funktionsuntuchtidgeZ(60).

Das Bakterium Pseudomonas aeruginos&ann die Atemwege infizieren,
insbesondere bei Patienten mit CF (55). Der Mukus Ratienten mit CF verbleibt
aufgrund der hohen Viskositat langer in den Atemsveg Dadurch kann
Pseudomonas aeruginosa das Epithel leichter bésjeda die vom Epithel
produzierten antimikrobiellen Substanzen das Wachston Bakterien fur nur 2 bis
6 Stunden hemmen konnen (21, 125). Wenn bis daicim wie Atemwege vom
Mukus gereinigt sind, kénnen die Bakterien wiedegiter wachsen. Das ist bei
Patienten mit CF der Fall. Pseudomonas aeruginefatlsich dabei an die Zilien
der Atemwegsepithelzellen und hemmt die ziliareigkdit (41, 42). Es interagiert
mit der Glykokalixder Epithelzellen UbdrektingKohlenhydrat bindende Proteine
(36, 128).Weiterhin produzieren Pseudomonaden dieteRsen Elastase und
Alkaline Proteasgdie die Mikrotubuli der Zilien schadigen kénnetD). Das alles
kann zu einer chronischen Infektion der Atemwegé Rseudomonas aeruginosa

fuhren.

Die Ursache von Keuchhusten, einer AtemwegserknagkistBordetella pertussis
Die Bakterien haften an den Zilien des Flimmeregghund vermehren sich dort.
Sie verursachen eine Hypersekretion des Mukus ahddsgen weiter das Epithel,

was fur das Krankheitsbild verantwortlich ist (101)

Andere Pathogene, die die ziliare Tatigkeit beesdgkn, sind zum Beispiel
Streptococcus pneumonig@03) oderHaemophilus influenz#5). Auch wurde in
murinen Tracheen beobachtet, dass bei simultariektion mit Influenzavirenund

Pseudomonas aeruginosa die ZSF reduziert wird (81)



1 Einleitung

1.2 Die Rolle von TNF« im Organismus

1.2.1 Struktur von TNF- a

TNF-a ist ein Zytokin (Signalstoff) mit vielfaltigen Funktionen. Er gatdu der
TNF/TNFR-Superfamilie (Ligand/Rezeptor-Superfamilie) und spielt nach
bisherigem Kenntnisstand die zentrale Rolle in \dermittlung der Immunantwort
in Saugetieren (66). Zu dieser Superfamilie gehawth Lymphotoxing, das
ahnliche Funktionen wie TNE-besitzt (79). Mitglieder der TNF-Superfamilie sind
neben TNFa auchTyp Il Transmembranprotein&ie bilden als Vorstufe eifirimer
(Dreiergruppe)mit einem intrazellularen N-TerminDse Vorstufe des Trimers wird
auf der Zelloberflache exprimiert (14). Diese wintdttels einer Metalloprotease
abgespalten, danach liegt die I6sliche Form desefi® vor. Die Metalloprotease
TNF-a Converting Enzym¢TACE) spaltet TNFe in die I6sliche Form (sTNie)
bestehend aus drei 17 kDa grof3en Untereinheitez2b(9,

TNF-a wurde 1975 in Versuchen zur hamorraghischen Neknosn Tumoren
basierend auf bakteriellem Endotoxin in Zellkullurentdeckt. Er wurde als
Substanz beschrieben, die die gleiche letale Wgkauf Tumoren hat wie
Endotoxin, aber von den Wirtszellen produziert wilese Substanz bekam dort
den Namen Tumornekrosefaktor (16). Das Gen von &NBnnte 1985 zum ersten
Mal sequenziert werden (78). Nach der Sequenziestelje sich heraus, dass auch
andere Zytokine, die man bis dahin Cachectin unifeiintiation-inducing Faktor
genannt hatte, mit TNE-identisch sind (26, 39).

TNF-o wird hauptséchlich von aktiviertaWiakrophagenproduziert, aber auch von
Monozyten, Lymphozyten, natirlichen Killerzellemdothelzellen und glomuléren
Zellen. In der Literatur ist weiterhin beschriebdass mittels In-situ-Hybridisierung
TNF-o in Mastzellen nachgewiesen werden konnte (102khAschitteten murine
Flimmerepithele TNFe aus, wenn es vorher mit dem Influenza A-Virus zigit
wurde (75).

1.2.2 Funktion von TNF-a

TNF-a ist neben IL-1 und IL-6 das proinflammatorische takn im
Entzindungsprozess. Die Produktion von TiNFwird hauptsachlich vom

bakteriellen Lipopolysaccharide (LPS, Endotoxin) getriggert und von
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Glukokortikoidenunterdrickt (8). TNE- wirkt dabei chemotaktisch auf
Lymphozyten, Monozyten und polymorphkernige neutitgpGranulozyten (PMN).
Er stimuliert Phagozytose, Adhérenz an Endothel Brmtuktion von Superoxiden
der Immunzellen. TNFe verursacht, dass Endothelzellen Proteine auf3eihadip
eigentlichen Funktion produzieren und sich struéflureorganisieren, so dass die
Endothelschicht durchlassig wird (capillary leakagéNF-o macht das Endothel
auch empfindlicher gegentber Verletzungen durch kbeyten. Er stimuliert
beispielsweise Endothelzellen IL-8 zu synthetisietsnd auszuschitten. Dadurch
werden PMN angelockt, die dann degranulieren und Hadothel wiederum
schadigen (95) (s. Abbildung 4). Wenn es im Vewaeiner unkontrollierbaren
Infektion zur systemischen Immunantworsyg$temic inflammatory response
syndrom/SIRS kommt, wird TNFe systemisch abgegeben. Daraus resultiert
einendotoxischer bzwseptischer SchockTNF-o ist dabei maRgeblich an der
Pathogenese des septischen Schocks beteiligt: Weam gesunden Probanden
Endotoxin injiziert, entwickeln diese Symptome VAieber, Myalgie, Ubelkeit und
Kopfschmerzen. Diese Symptome korrelieren mit eimehdhten Serumspiegel von
TNF-a in den Probanden. Der tddliche Effekt von Endatoxkonnte in
Tierversuchen durch Gabe eines monoklonalen ank-@Mntikérpers verhindert
werden (111, 112). Dass dieser Effekt TNF-Rezeptermittelt ist, zeigten
Versuche von Secher et al.. Mause, die TNF-R1 ur®d defizient waren,
entwickelten keine Symptome einer fulminanten Sepsach polymikrobieller
Peritonitis (94). Eine weitere Studie mit diesen ugénzeigte eine hdhere

Uberlebensrate im Endotoxinschock als Wildtypm&8€3.
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| Rekrutierung | g
f ' \ Phagozytose |
| TNFa |
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e

| Lcapillary leakage* |

Abbildung 4: Schematische Zeichnung der Wirkung ¥dF-o auf verschiedene Zellen

Dargestellt sind Leukozyten (violette Zellen), eikkakrophage (graue Zelle) und Endothelzellen
(orangefarbene Zellen) im Entziindungsprozess. &N&rdert die Rekrutierung und Adhérenz von
Leukozyten sowie Phagozytose von Makrophagen, maatitEndothel durchléassiger und stimuliert
die Produktion von IL-8 im Endothel (14, 95).

Jedoch spielt TNkt auch belAutoimmunerkrankunge wie rheumatoider Arthritis,

im Asthmaund in der Entwicklung defumorkachexieeine Rolle (14, 26). Ein
erhbhter Serumspiegel von TNFkann eine Kachexie provozieren. Es kommt dabei
zu erhohtem Proteinumsatz, Lipolyse, Anorexie umd &n&mie (113). Erhohte
Serumlevel von TNF: wurden auch bei kachektischen Patienten mit einer
Krebserkrankung, parasitaren Infektion oder schweterzinsuffizienz beobachtet
(14). In der Pathogenese von Asthma ist bekanmsis d&Fe an der Proliferation
der glatten Muskelzellen in den Atemwegen beteifg(52).
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1.2.3 TNF-Rezeptoren

Die RezeptorenTNF-R1 und TNF-R2verden von vielen Zellen (Endothelzellen,
Immunzellen, Fibroblasten) exprimiert und sind haéphliche Bindungspartner
von TNFa (84). Sie gehdren zaiNFR-Superfamilieind sind Glykoproteine (122).
Die Rezeptoren dieser Superfamilie sifgp | Transmembranproteineie durch
cysteinreiche Regionen in ihrer Primarstruktur ekéerisiert sind (39). Wie TNE-
bilden die Untereinheiten der TNF-Rezeptoren eiimér. Sie besitzen jeweils eine
extrazellulare, eine transmembrane und eine inttdaee Doméane. Die
extrazellulare Domane des Rezeptors interagierlfidf-o (45). TNF-R1 enthalt im
intrazellularen Teil eine sogenannte Todesdomaéieedurch Stimulation mit TNFe:
aktiviert werden kann. Die Todesdoméne kann uUbtaraktion mit verschiedenen
ProteinenCaspaseraktivieren, die derkontrollierten Zelltod(Apoptose) der Zelle
einleiten (108, 109). Sowohl TNF-R1 als auch TNF-B&sitzen noch weitere
Domanen in ihrer Proteinstruktur, die mittels iagHularen AdaptorproteinenNF
receptor associating factor§TRAFs) die Stimulation des Rezeptors mit der
Aktivierung von intrazellularen Signalwegen verben@118, 119). TNF-R1 aktiviert
neben der apoptotischen Caspase-Kaskade unter eamdauch nuclear factor
'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-ce{dF-«xB) und c-Jun N-terminale
Kinasen Signalwegé.ipasenundG-Protein gekoppelte Signalwe@&9, 59). NFkB
zum Beispiel reguliert als Transkriptionsfaktor #ellkern die Genexpression von
anti-apoptotischen und inflammatorischen Genen 8}, Im Gegensatz zu TNF-R1
ist die Rolle von TNF-R2 in zellularen Prozessermaicht ganz klar. Jedoch ist
bekannt, dass TNF-R2 Uber verschiedene TRAFs awch NIFxB Signalweg
induziert (24). Die Verbindung von TNF-Rezeptorem #zlen verschiedenen
intrazellularen Signalwegen kann die vielfaltige rving von TNFe im

Organismus erklaren (67).
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1.3 Fragestellung

Die tiefen Atemwege der Saugetiere werden kontnhiake durch Pathogene
belastet, die schnellstmdglich entfernt werden mtissWie oben bereits
beschrieben, ist die mukoziliare Clearance ein tigeln Reinigungsmechanismus
der Atemwege, die zusatzlich zum Immunsystem kaomgitich aktiv ist. Das
Atemwegsepithel an sich kann auch als Teil des laorg@en Immunsystems
angesehen werden. TNF-spielt als Hauptmediator zwischen den Zellen des
Immunsystems untereinander und zwischen Zellen temunsystems und
Epithelzellen die zentrale Rolle in der Entziinduegktion. Er wird besonders in
der systemischen Immunantwort und der Sepsis uidigmiit fatalen Folgen fir den
Organismus ausgeschuttet. TNFkonnte hiernach auf das Flimmerepithel der
unteren Atemwege, das als Teil des Immunsystemsusehen ist, im
Entziindungsprozess Einfluss nehmen. Aus dieser tHgpe ergaben sich folgende

Fragen:

1. Verdndert TNFe die PTG oder die ZSF, die Voraussetzung fur die

mukoziliaren Clearance sind?

2. Konnen Rezeptoren fur TNé&-m Epithel nachgewiesen werden, die daftr

verantwortlich sind?

3. Aktiviert TNF-a bekannte Signaltransduktionskaskaden im Trachihédp

der Maus?

Untersucht wurde in der vorliegenden Arbeit die PUi@al ZSF mittels dein vitro
Mikroskopiean explantierten Maustracheen, vilawivo der mukoziliaren Clearance
am nachsten kommt. In der Literatur wurde berqitsigreich die PTG und ZSF mit
dieser Technik bestimmt. Zur Beantwortung der Fstgjring wurden

pharmakologische als auch molekularbiologische lgiééim angewandt.
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2 Material und Methoden

2.1 Die Tracheapraparation der adulten Maus

Fur die Versuche wurden méannliche C57/BL6N M&ause//B16J Mause oder JAX
B6.129-Tnfrsf14™M) _Mause (TNF-R1 Ma&use) der Firma Charles River
Laboratories (Sulzfeld, Deutschland) verwendet. DNF-RI” Mause wurden von
Charles River aus dem Jackson Laboratory (Mainéd)Uf&zogen. Die Tiere waren
durchschnittlich 15 bis 18 Wochen alt und ca. 2&fwer. Sie wurden in Kafigen
mit einer ad libitum Wasser- und Futterversorguroyvie einem Hell-Dunkel-
Rhythmus von 12 Stunden gehalten.

Die Mause wurden direkt vor den Versuchen mit eldeerdosierung Isofluran mit
einer Konzentration von tber 2% in der Atemlufttiefe Narkose gelegt und mit

einem Schnitt durch die Aorta abdominalis ausgeilut

Alle Versuche wurden in Ubereinstimmung mit dem tdeben Tierschutzgesetz,
entsprechend 81/84/817, durchgefihrt.

Nach dem Tod des Tieres wurde das Diaphragma kalesal horax langs entfernt.
Die Rippen wurden am Knorpel-Knochen-Ubergang khaudach kranial

durchtrennt. Dann wurden beiderseits die Clavicdaechtrennt. Nun konnte die
vordere Thoraxwand mit Sternum abgehoben werden died Sicht auf die

kollabierte Lunge und das Herz wurden freigeben.

Zuerst wurde die Glandula submaxillaris leicht damg®en und mit einer kleinen
Schere im Ganzen entfernt. Das darunterliegendgdvetébe wurde sorgfaltig und
vorsichtig weggeschnitten. Die infrahyoidale Musitur wurde ebenfalls mit einer
kleinen Schere entfernt. Die Trachea war nun mienhKnorpelspangen gut
sichtba(s. Abbildung 5).

Als letzten Schritt vor der Entnahme der Tracheadewer Osophagus vorsichtig
mit einer Pinzette gegriffen, hinter der Tracheegeaogen und konnte anschliel3end

mit einer Schere vorsichtig entfernt werden.

Im n&chsten Schritt wurde die Trachea kaudal degnxadurchtrennt. Daraufhin
zog sich diese aufgrund ihrer elastischen Ruckstdtl zusammen. Mit einer
Pinzette wurde die obere Knorpelspange der Sclawkié gegriffen und die Trachea

bis zum Larynx wieder herausgezogen. Jetzt konnée Tdachea kranial der
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Bifurkation durchtrennt und der Mausentnommen werdéach dem letzten Schnitt
wurde die Trachea mit der Pinzette festgehaltenaaidrt in ein trockenes Delta T

Kulturschalchen (Bioptechs, Butler, USA) gelegt.

Abbildung 5: Aufnahme vom eréffneten Mausthorax

Das Sternum mit vorderen Rippen und das Zwerchfeliden entfernt. Kaudal der kollabierten
Lunge ist die Leber zu sehen, cranial die freigelefrachea mit der ihr anhaftenden hyoidalen
Muskulatur. Es sind die Knorpelspangen deutlicledeennen.

Das Delta T Kulturschéalchen wurde unter das Obyelles Stereomikroskops(Carl
Zeiss AG, Jena, Deutschland) gelegt und die Trabblasssiert. Die Trachea sollte
mit dem Musculus trachealis nach oben zeigen unutraein der Mitte des

Schélchens platziert sein.

Anschliel3end wurde sie mit zwei Minutien (Fiebightmittel, Berlin, Deutschland)
in ihrer naturlichen Streckung aufgespannt und fagbnd mit 4-5°C kaltem
HEPES-Puffer pH 7,4 bedeckt. Die Zeit von Entferden Trachea aus dem Thorax

bis zur Wasserung im Schalchen betrug ca. eine fdinu

Noch der Trachea anhaftendes Fettgewebe und Rest8lutgefalien wurden nun
vorsichtig mit einer Vannas Tubingen Schere (FS€&idEIberg, Deutschland) und
einer feinen Pinzette unter dem Stereomikroskodesrtt Danach wurde das
Schéalchen mit frischem kaltem HEPES-Puffer (4-506, 7,4) gespult. Nach dem
Entfernen der Gewebereste stellte sich die Trache& einem weildlich

durchsichtigen Aspekt dar und der M. trachealis waiar LAngsstrich gut sichtbar.
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AnschlielRend wurde der M. trachealis dorsal dergedmach aufgeschnitten, so dass
die Knorpelspangen sich 6ffneten (s. Abbildung 6).

Der Sitz der Minutien wurde nochmals Uberprift uaarigiert. Das Schalchen

wurde nochmals mit kaltem HEPES-Puffer (4-5°C, pH) 7ausgetauscht, gespult
und in den Messstand eingespannt. Nach dem Einepather Versuchskammer in
die Mikroskophalterung wurde der kalte HEPES-Pudferch 2 ml warmen HEPES-
Puffer (37°C) ersetzt. Nun wurde das vorgewarmer Zibjektiv oder 40er Objektiv

Uber die Trachea eingetaucht. Dies musste bis Seate zur 25. Minute nach dem
Tod des Tieres geschehen, damit das Schéalchenemitrdchea gentigend Zeit zum

Erreichen der kalibrierten Temperatur hatte.

Tracheain Hepes Minutie

DeltaT
Kulturschalchen

Abbildung 6: Trachea im Delta T Kulturschalchen

Das Bild zeigt die mit Minutien aufgespannte TramheDer M. trachealis wurde bereits
aufgeschnitten. Der Blick ist somit auf die Knoggngen und den Abschnitten zwischen diesen
frei. Mit freundlicher Genehmigung von Petra Mermhkastitut fir Anatomie und Zellbiologie der
Justus-Liebig Universitat Giel3en.

Der HEPES-Puffer wurde mit folgenden Substanzen eseigt: 5,9 mM
Kaliumchlorid (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland86,4 mM Natriumchlorid
(Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, Deutschland), 1M &lucose (Merck KGaA,
Darmstadt, Deutschland), 10 mM HEPES (Carl Roth @ Co, Karlsruhe,
Deutschland), 1mM Magnesiumchlorid-6-hydratlésuMelck KGaA, Darmstadt,
Deutschland), 2,2 mM Kalziumchlorid-2-hydratlosu(iderck KGaA, Darmstadt,
Deutschland). Diese Losung wurde darauf mit 1 nesldrdsung Natriumhydroxid
(NaOH) (Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, Deutschlpadf den pH-Wert 7,4 bei
30°C titriert.

-17-



2 Material und Methoden

2.2 Die Messung der Partikeltransportgeschwindigkeit
und der Zilienschlagfrequenz

Die Messungen der PartikeltransportgeschwindigkeitG)und der ZSF erfolgten
an einem Olympus BX61WI Lichtmikroskop (Olympus Gfb Hamburg,
Deutschland) mit einem Objektiv LUMPIlanFl Hellfeldransmissionsobjektiv
20x/0.50W (Olympus GmbH, Hamburg, Deutschland)AWG oder einem Objektiv
LUMPIlanFlI Hellfeld Transmissionsobjektiv  40x/0.50W(Olympus GmbH,
Hamburg, Deutschland)fir ZSF. Im Strahlengang zu @kularen war eine
monochrome Kamera Imago OCD (T.L.L.L. Photonics GnbGrafeling,
Deutschland) integriert, die wiederum mit einem @ober verbunden war. So
konnten die Bilder direkt aus dem Strahlengang @em Computer Ubertragen
werden (s. Abbildung 7).

2.2.1 Vorbereitung des Delta T Kulturschélchens

Vorbereitend fur die Organversuche wurde der BadiesiDelta T Kulturschalchens
mit 1,5 ml Sylgard 184 (Dow Corning GmbH, Wiesbad@®eutschland), einem

klaren Silikonelastomer, ausgegossen und bei 60USpdaymerisiert. Nach

Aushartung des Sylgards wurde das Schéalchen in Higlter des Mikroskops

eingespannt und mit 2 ml Aqua dest. gefillt. Digsehskammerhalterung ist mit
einem integrierten Heizsystem ausgestattet, diee ekonstanthaltung der

Temperatur ermoglicht. Nachfolgend wurde eine éufénde Temperaturmessung
mit eingetauchtem 20er Objektiv des Mikroskops Hgefuihrt. In einem Zeitraum

Uber 15 Minutenwurde in Abstdnden von 5 Minutentatst eines externen digitalen
Thermometers und des Referenzthermometers des tdedss in der Mitte des

Kulturschalchens die Temperatur bestimmt. Das Thstat wurde unterdessen so
reguliert, sodass eine konstante Temperatur vorC&@®° Boden des Schéalchens
aufrecht erhalten wurde. Nach Beendigung der Kdntessung wurde die

Temperatur von der digitalen Anzeige des Thermssadigelesen und mit einem
Filzmarker auf das Schélchen geschrieben. Bei jedéemsuch wurde die

dokumentierte Temperatur am Thermostat eingestellt.

2.2.2 Vorbereitung des Messstandes

Vor der Organentnahme wurde der Versuchstand veiteer Zehn Minuten vor

Praparationsbeginn wurde ein leeres Kulturschalchendie Halterung des
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Objekttischs eingespannt und mit 2 ml Aqua desftiltje Das Objektiv wurde
eingetaucht, die Lichtquelle und das Heizsystenmgesnohaltet. Sollte die PTG
gemessen werden, wurde das 20er Objektiv vorgewa@nilte die ZSF gemessen
werden, wurde das 40er Objektiv vorgewarmt. Am Tmestat wurde die

Temperatur fir das im Versuch verwendete Kulturktien eingestellt.

Kamera

=

Waérmetisch

Thermostat

Abbildung 7: Aufbau des Messstandes

Frontalansicht des Messstandes. Oben am Mikroskbulie Kamera befestigt. Das Obijektiv ist
oberhalb des Warmetisches (Versuchskammerhalteroihgintegriertem Heizkammersystem) zu
sehen, welcher mit dem Thermostat verbunden isthiReneben dem Mikroskop befindet sich die
Lichtquelle.

2.2.3 Messung der Partikeltransportgeschwindigkeit

Fur die Messung der PTG mussten spatestens zweitdfinvor der Messung 3 ul
der Dynabeads(DynalBiotech, Oslo, Norwegen) beiderseitig deadlrea in das

Medium einpipettiert und vorsichtig mit der Pipettermischt werden. Dynabeads
sind industriell hergestellte Polystyrenkiigelchernt minem Durchmesser von
ungefahr 4,5 um. Die Suspension lag mit einer Katraéion von 30000 Dynabeads

pro ul vor.

Nach Fokussierung mit dem 20er Objektiv wurde eifegion der

Tracheaoberflache zwischen zwei Knorpelspangenesustpt. Diese Region sollte
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keine liegengebliebenen Dynabeads aufweisen un®yimabeads in eine Richtung
transportieren.

Die Messungen starteten zur 30. Minute nach Totdeg Tieres. Ab diesem
Zeitpunkt wurde der Partikeltransport in vorgegebeZeitabstanden (s. Protokoll)
mit der Kamera aufgenommen. Es wurden 200 Bilder pim bei Durchlicht

angefertigt. Die Auflosung des Chips der Kameraugeti280x960 Bildpunkte. Die

Aufnahmen wurden direkt nach der Aufzeichnung aarfFeestplatte gespeichert und
konnten fur die im Nachhinein folgend#fline Auswertung verwendet werden.
Wahrend des Versuchs wurde 90 Sekunden vor jedsslg der Puffer vorsichtig

mit einer Pipette vermischt.

2.2.4 Messung der Zilienschlagfrequenz

Fur die Messung der ZSF wurden Regionen der Tradierfiache aufgesucht, in
denen mindestens zehn zilientragende Zellen ideietit werden konnten. Wenn
diese Zellen gleichméal3ig Uber das Sichtfeld vertediren, wurde die Einstellung flr
die Dauer des Versuches beibehalten. Die Messufagger mit der gleichen
Kamera wie bei der PTG-Bestimmung, jedoch wurder e Auflésung auf
640x480 Bildpunkte heruntergesetzt, pro Film wurd®®0 Bilder aufgezeichnet.
Wahrend des Versuchs wurde 90 Sekunden vor jedsslg der Puffer vorsichtig

mit einer Pipette vermischt.
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2.2.5 Versuchsprotokolle

Die Versuchsprotokolle zur Bestimmung der ZSF uiié&Rvaren im Ablauf gleich.
Ab der 30. Minute post mortem wurde protokollieteder Messpunkt stellte eine
Zeitangabe dar. Die Messpunkte wurden in Minutegegeben. Alle Versuche
gliederten sich in drei Zeitabschnitte. Im erstexl Wvurde von der 30. bis zur 60.
Minute immer alle finf Minuten gemessen. Die 60nie stellte die Baseline dar.
Der zweite Teil erstreckte sich von der 60. bis ¥20. Minute. In jedem Versuch
wurde das Pharmakon TNEmit einer Pipette zum Puffer 90 Sekunden vor &r 6
Minute beigefigt. Es wurden Konzentrationen von I@iyml bis 1000 ng/ml
verwendet. Ab der 63. Minute wurde alle drei Minmutgemessen. Im dritten und
letzten Zeitabschnitt wurde von der 120. bis zu@.1Blinute alle zwei Minuten
gemessen. 90 Sekunden vor der 122. Minute wurde AlBPVitalitatskontrolle
hinzugeben.

Fur die Kontrollen bestand dieselbe zeitliche Gdieshg mit dem Unterschied, dass
anstatt des Pharmakons Aqua dest. zupipettiert avuiide Volumina variierten

zwischen 2 und 20 pl.

Das Versuchsprotokoll zur Bestimmung der ZSF in TRE" Mausen und des

korrespondierenden Stammes war mit dem oben bebemen identisch.

Fur die Versuche, in denen vor der TMKsabe ein Agens zugegeben werden sollte,
galt das gleiche Protokoll. Das Agens wurde zuntpZeikt des Wechsels mit dem
warmen HEPES zugefugt. Dieser Wechsel fand nach Bleendigung der
Praparation statt, wenn das Delta T Kulturschalchendem Versuchsstand
eingesetzt wurde. Danach wurde in allen Versuchsreiwie oben beschrieben
TNF-a vor der 63. Minute hinzugegeben (s. Abbildung Bie Konzentration von
TNF-a betrug bei allen Versuchen 360 ng/ml. Der Ablaef &ontrollen wurde
beibehalten, aber nur das Agens flr die Kontroleinde zugegeben.
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Agens TNF-a ATP
0 30 60 . 120 130
Zeit [min]
| | ] ] |
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Préparation Ruhephase Stimulationsphase Vitalitatskontrolle

Abbildung 8: Versuchsprotokoll fir TNE&-und Inhibitoren

Gekennzeichnet sind die vier verschiedenen Phdegipération, Ruhe- und Stimulationsphase und
Vitalitdtskontrolle) des Versuchs anhand einer &ise in Minuten. Die kleinen Intervalle auf der
Zeitachse geben die Messzeitpunkte in den PhasebearZeitpunkt des Zusatzes der verschiedenen
Pharmaka ist mittels Pfeilen hervorgehoben.

Die folgende Tabelle 1 gibt einen Uberblick tibex ohi den Versuchen verwendeten

Pharmaka.

Tabelle 1: Verwendete Pharmaka in den Versucheassung der ZSF und PTG

Pharmakon Hersteller/ Lieferant

Adenosintriphosphat Sigma-Aldrich GmbH, SteinheireuBchland
Atropin Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland
Isofluran Abbott GmbH & Co. KG, Wiesbaden, Deutsaida
L-NMMA Alexis Biochemicals, San Diego, USA

L-NAME Alexis Biochemicals, San Diego, USA
Methysergide Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Deutaatl
TNF alpha Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland
armenian hamster IgG Isotype Cirl BioLegend GmbH, Beutschland

anti-mouse CD 120 a BioLegend GmbH, Fell, Deutsahla
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2.2.6 Offline Datenauswertung

Fur die Auswertung der gemessenen Daten der PT@enumittels der Software
Image Pro Plus Analyzer 6.2 (Media Cybernetics,vesil Spring, USA) die

gespeicherten Messungen offline ausgewertet. Jezksivhg entsprach einem Film
und wurde nacheinander im Programm aufgerufen.aD&gerufene Film wurde von
seiner ursprunglichen 12 Bit Graustufe in 8 Bit wwgndelt. Danach erfolgte eine
Hintergrundkorrektur, um ein bindres Bild zu erzemgin dem der Hintergrund
schwarz und die Partikel weil3 waren. Die Softwaestimmte die zurlickgelegte
Distanz (d) der einzelnen Partikel und errechneseaus die Geschwindigkeit

(v=d/ty)-tay t=Zeit).

Das Programm unterschied zwischen idealer Distanlrdkter Distanz zwischen
Start und Endpunkt) und akkumulierter Distanz (=&wemaller Distanzen vom
Startpunkt aus), da nicht alle Partikel geradlinaufen. Fur die Ermittlung
berechnete die Software aus den Grof3en Geschwaeitigklealer Distanz und

akkumulierter Distanz:
1. den Mittelwert der Durchschnittsgeschwindiglaier Partikel (MW)
2. den Median der Durchschnittsgeschwindigkeitrdtartikel (MD)

3. den Mittelwert der Durchschnittsgeschwindigkealler Partikel, deren
zuriickgelegter Weg nicht mehr als 15% von der mledDistanz abweicht
(MW 1,15)

4. den Median der Durchschnittsgeschwindigkeit rall@®artikel, deren
zuriickgelegter Weg nicht mehr als 15% von der mledDistanz abweicht
(MD 1,15).

Mittels MW 1,15 und MD 1,15 konnten Partikel ausgdessen werden, die mehr
als 15% von der idealen Distanz abwichen. Dies, ls&th im Kreis drehende oder
liegengebliebene Partikel auszuschlieRen. Zur bessBbersicht im Ergebnisteil
dieser Arbeit wurden nur die Mittelwerte der PTGdutleren Standardfehler des
Mittelwertes (SEM) dargestellt.

Fur die Auswertung der gemessenen Daten der ZSHemder Film jeder aufge-
zeichneten Messung im Programm Image Pro Analyz@r d&ifgerufen. Die
Auswertung der Aufnahme der 30. Minute diente atwlafe fir alle folgenden

Auswertungen. Im Programm wurden jeweils zehn aili@gende Zellen umzeich-
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net, gespeichert und in einer vorher ausgedrucl&amahme der 30. Minute
eingezeichnet. Diese Zellen wurden als ,regionnbériest” mit den Zahlen eins bis
zehn nummeriert und fir alle folgenden Auswertundsgibehalten. Mit der
ausgedruckten Vorlage konnte somit immer kontrdllieverden, welche
zilientragenden Zellen ausgewahlt wurden. Innerldiiser Regionen konnte das
Programm durch die Veranderung der Graustufen deenZchlag errechnen. Die
ermittelten Werte wurden in das Programm AutoSigi&daSolve Software Inc,
Chicago, USA) transferiert. Dort wurde die durchsttiche ZSF einer Zelle mit
Hilfe einer Fast Fourier Transformation errechrige zehn Werte der verschiede-
nen Zellen wurden gemittelt und ergaben den Wert Z#&F zum Zeitpunkt der

Messung.

2.3 Der Nachweis von TNF-Rezeptoren anhand der

Expression von mRNA

2.3.1 RNA-Isolierung und Transkription

Um die RNA aus Tracheen adulter Mause zu isolienanrde die Trachea mit dem
.RNeasy mini kit* (Qiagen, Hilden, Deutschland) bhefeitet. Das Gewebe wurde
mit 350 pl Lysis-Puffer versetzt und in einer Kugéhle finf Minuten

homogenisiert.

Das so entstandene Lysat wurde 3 Minuten lang B6683g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde zu gleichen Teilen mit Ethanol Uerd und auf eine Waschséaule
aufgetragen (zwei Minuten zentrifugiert bei 16085d)ie abzentrifugierte
Flassigkeit wurde verworfen. Auf die Saule wurdenri00 pl RW1 Waschpuffer
aufgetragen und wieder eine Minute bei 16085g Hegtert. Die Flussigkeit wurde
erneut verworfen. Im néchsten Schritt wurde 700RPIE1 Waschpuffer auf die
Saule aufgetragen und zwei Minuten zentrifugierileEzt wurde die Saule in ein
neues Eppendorfgefald gesetzt. Auf die Saule wuddgl3Vasser aufgetragen und
zwei Minuten zentrifugiert. Dieses Eluat enthieie @jewonnene RNA. Mit Hilfe
eines Photometers (Eppendorf AG, Hamburg, Deutadhlaurde es auf den Gehalt
an RNA Uberpruft.

Aus dem oben genannten Eluat wurde nun cDNA fir gRCR und PCR

synthetisiert. Als erstes wurde DNase (Invitrog&arisruhe, Deutschland) dem
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Eluat zugefigt und fir 15 Minuten bei 25°C inkubiemm die genomische DNA zu

verdauen.

Damit eine Konzentration von 1000 pg/ml RNA in d=rdgultigen Probe war,
wurden je Probe und RNA-Gehalt der Probe 1-8 pbhElnd jeweils 1 pul DNase
eingesetzt. Dies wurde mit Wasser und 1 ul 10x Rifel (Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland) auf eine Gesamtmenge von 10 pl aufgdfiim den Verdau durch die
DNase zu unterbrechen, wurde im nachsten Schyitk EDTA zugegeben und flr
zehn Minuten bei 65°C inkubiert. Im Folgenden wurdéie Proben fir zehn
Minuten bei 4°C gekuhlt. Als nachstes wurde die @Ddy/nthetisiert, in dem den
Proben jeweils 2 ul Dithiothreitol (DTT) (Invitroge Karlsruhe, Deutschland), 4 pl
10x RT Puffer, 1ul Oligonukleotidsequenzen/Nukldeti(dATP, dGTP, dCTP,
dTTP) (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) und Rdverse Transkriptase (RT)
(Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) zugegeben wnrcEiner zusatzlichen Probe
wurde anstatt RT Wasser zugefligt, die dann als 84RU-Kontrolle mitlief. Zum
Abschluss wurden alle Proben fur 50 Minuten beiGl2fmgeschrieben. Dieser
Vorgang wurde nach einer Minute bei 72°C abgebroched danach auf 4°C
abgekunhlt (s. Tabelle 2).

Tabelle 2: Verwendete Reagenzien in ReihenfolgeZdgabe fir die Isolierung von mRNA

Pharmakon Volumen Hersteller/Lieferant

Eluat 1-8 pl | Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
DNase 1ul | Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
10x RT Puffer 1 ul | Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
EDTA 1ul | Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
DTT 2 ul | Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
10x RT Puffer 4 ul | Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
dNTPs 1 ul | Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Reverse Transkriptase 1yl Invitrogen, Karlsruhe,tBehland
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2.3.2 Polymerasekettenreaktion

Die zuvor synthetisierte cDNA diente als Templaie die PCR. Zur Ampflikation
der DNA wurden 5 pl Template und 45 pl Master-Mixsaden Reagenzien des
GoTag® PCR Core System (Promega, Madison, USA) eedet (s. Tabelle 3).

Die Amplifikation wurde mit folgendem Programm intndrmocycler (Mastercycler
Gradient, Eppendorf, Deutschland) durchgefihrt: r&uewurde der DNA-
Doppelstrang durch Erhitzen auf 95°C fir 2 Minuggschmolzen und das Enzym
GoTaq Polymerase aktiviert. Dann wurden 30 Zyklevigdnden Verlaufs
durchgefuhrt: Denaturierung der DNA-Doppelstrangect Erhitzung fur 1 Minute
auf 95°C; Hybridisierung der Primer an die einzalneNA-Strange bei einer
Annealing-Temperatur von 56°C fur 1 Minute; Syn#mesuer Fragmente durch die
Tag-Polymerasen bei 72°C fur 1 Minute. Nach Beemaggder Zyklen wurde fir 5
Minuten die Temperatur auf 72°C gehalten, um diehnaicht abgeschlossene
Replikation von DNA-Fragmenten zu vervollstandigé&mschlieRend erfolgte eine

Abkuhlung des Reaktionsprodukts auf 4°C.

Tabelle 3: Master-Mix fiir die PCR

Pharmakon Volumen Hersteller/Lieferant
GoTaq® Flexi Buffer 110 plf  Promega, Madison, USA
Magnesiumclorid 44 pll  Promega, Madison, USA
dNTPs (PCR Nucleotide) 11 Wl Promega, Madison, USA
Primer (Forward und Reverse) 22 il Promega, Madid@h
GoTaq® Polymerase 2,75 4l Promega, Madison, USA
Template DNA 11 ull Promega, Madison, USA
Nuclease freies Wasser 349,25 ul  Promega, MadisoA, US

Um eine Verunreinigung des Master-Mix zu kontrokie, wurde RNase freies
Wasser anstatt cDNA als Negativkontrolle verwenéeimerpaare des Polypeptids
B-2-Mikroglobulin wurden als Positivkontrolle verweet, um zu Uberprufen, ob die
RNA-Isolierung und die cDNA-Synthese erfolgreichrw&2-Mikroglobulin kommt
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in allen eukaryoten Zellen vor. Als Positivkontelivurde cDNA von murinen
Leukozyten Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBM@rwendet, da bekannt
ist, dass diese positiv fir TNF-R1 und TNF-R2 sind.

Es wurden intronspannende Primerpaare verwendatit skonnten die neu
synthetisierten DNA-Fragmente von eventuell nacln deNAase-Verdau noch

vorhandener genomischer DNA differenziert werde ébelle 4).

2.3.3 Quantitative Polymerasenkettenreaktion

Die gPCR nutzt die Eigenschaften eines interkaligem Farbstoffs, dessen
Fluoreszenz mit einem PCR-Zykler gemessen werdan.Kaas heildt, mit Zunahme
des PCR-Produkts (Amplifikon) stieg auch die Flsaenz proportional an, da
immer mehr Farbstoff in die Doppelbindung der DN#Aeggriert wurde. Ab einer
gewissen Menge des Amplifikons stieg die Fluoreszexponentiell an, bis eine
Sattigung erreicht wurde. Der Zeitpunkt des linaadastiegs war abhangig von der
in der Probe enthaltenen cDNA. Dies ergab dannneRigckschluss auf den RNA-

Gehalt des Zielgens in der Ausgangsprobe.

Um die Reaktion vorzubereiten, wurde im ersten fickine Grundmischung fir
jeden Primer (s. Tabelle 4) vorbereitet. Diese Mistg enthielt: 12,5 pl ,SybrGreen
Mastermix* (Biorad, Kalifornien, USA) und 9,75 pl a&8ser. Anschliel3end wurden
jeweils 0,75 pl des Forward- und des Reverseprinmeesner Verdinnung von 1:10
eingesetzt. Diese Mischung wurde nun fur jede PraeDoublette in deckellose
ReaktionsgefalRe aliquotiert. Daraufhin wurden 2 der vorbereiteten cDNA

eingesetzt.

Im MyiQ2 Real Time Detection System (Biorad, Kaiiieen, USA) wurden die
Proben mit folgendem Protokoll amplifiziert: Aktivansphase fur finf Minuten bei
95°C, danach 40 Zyklen a 20 Sekunden jeweils 98ZC, 75°C. Sobald die 40
Zyklen beendet waren, wurde eine Schmelzkurve ldrsted die Temperatur im
Zykler bei 20°C gehalten.

Der sogenannt€T-Wertwar der Zyklus, durch den willkirlich eine Schveeltu
einem Zeitpunkt gesetzt wurde, ab dem die Fluoresder Probe linear anstieg. Die

Differenz zwischen dem CT-Wert des Zielgens undlessekeeping-Gens war der
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sogenannteACT-Wert Der ACT-Wert wurde dazu bendétigt, um die relative

Expression mit folgender Formel zu bestimmeni ¥xpressio= 2.

Tabelle 4: Verwendete Primer in der g°PCR und PCR

Gen Sequenz Produkt | Hersteller/Lieferant
s: ATCTGCTGCACCAAGTGCC Invitrogen, Darmstadt,

TNF-RL as: TGCATGGCAGTTACACACG 342 bp Deutschland

TNE-R2 s: TACCAAGGGTGGCATCTCTC 171 b Invitrogen, Darmstadt,
as: TCCTGGGATTTCTCATCAGG P Deutschland

Sle25a3 s: CACCTTGAGGGAAGCTGTTC 324 b Eurofins MWG Operon,
as: GATCGCACAGAAGACTCCAG P Ebersberg, Deutschland

B-Actin s: ATATCGCTGCGCTGGTCGTC 517 bp Invitrogen, Darmstadt,

as: GATCGCACAGAAGACTCCAG Deutschland

2.3.4 Durchfiihrung der Gelelektrophorese

Zur weiteren Auswertung der Proben der gqPCR wurddiase auf ein
ethidiumbromidhaltiges Agarose Gel aufgetragen und 6 pl ,Orange-G*
Ladepuffer (Sigma-Aldrich, USA) beladen. Die Probsarden bei 100 V fir 40
Minuten in einer Gelelektrophoresekammer aufgetreridas Gel wurde im
Anschluss in Referenz zu 10 pl 100 bp DNA Laddewiffogen, Karlsruhe,

Deutschland) in einer UV-Kammer analysiert.

Zur Auswertung der Proben der PCR wurde ein 2%igesdseGel fur die
Gelelektrophorese vorbereitet. Die Proben wurder2@iMinuten bei 95 V in einer
Gelelektrophoresekammer aufgetrennt. Das Gel wuldeach im SybrGreen
haltigen (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) TAisetat-EDTA Puffer eingefarbt
und in Referenz zu 10 pl 100 bp DNA Ladder in eld¥rKammer analysiert.

Fur die Gelelektrophorese wurden 1% und 2% Gelgdstellt. Fur das 1% Gel
wurden 1,5 g Agarose HR plus(Carl Roth GmbH & Caylkruhe, Deutschland) -
bzw. 3 g fur das 2%ige Gel- in ein Becherglas gegalnd mit 150 ml Tris-Acetat-
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) gel6st. Fir lddsen der Agarose wurde die

Suspension in einer Mikrowelle erwéarmt.

Der Tris-Acetat-EDTA Puffer wurde bei Raumtemperg®2°C) hergestellt. Dieser
beinhaltet 242 g Tris (Carl Roth GmbH & Co, Karlsey Deutschland), 100 ml 0,5
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M Natrium EDTA(Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, Dsahland) und 57,1 mi
Essigséaure (60,05 g/mol) (Carl Roth GmbH & Co, Karhe, Deutschland). Nach
dem Einwiegen und Lésen der Substanzen wurde dasném mit Aqua dest. auf 1

Liter aufgefullt.

2.4 Statistik

Zur statistischen Datenanalyse wurde die SoftwaRSS 19.0 (SPSS Inc.
Headquarters Chicago llinois, USA) verwendet. Zubetpriifung der TNFe
induzierten Veranderung der PTG und ZSF wurde da@midgorow-Smirnow-Test
durchgefuhrt, gefolgt vom Mann-Whitney-U-Test flrcht-parametrische Daten
oder Two-way ANOVA, gefolgt vom Bonferroni post-TeBie Ergebnisse wurden
bei p<0,05 als signifikant und,01 als hochsignifikant eingestuft. Die Darstegun
der Ergebnisse erfolgte als Boxplots mit den Minmmy Maximum- und
Medianwerten sowie den Perzentilen 25 und 75. Zoberpriifung der Korrelation
zwischen ZSF und PTG wurde der Spearman-Test hexaggn. Die Werte des
Korrelationskoeffizienten r wurden eingestuft vorbi@ 0,2 als sehr schwache, bis
0,5 als schwache, bis 0,7 als mittlere, bis 0,9%tdske und tber 0,9 als sehr starke

Korrelation.
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3 Ergebnisse

3.1 Die Uberprufung der ziliaren Tatigkeit unter

Exposition von TNF-a,

3.1.1 Partikeltransportgeschwindigkeit unter Exposition
von TNF-a

Um zu testen, ob sich die PTG dosisabhangig nacpoéition von TNFe
verdnderte, wurde zunéchst TNFm einer Konzentration von 100 ng/ml dem
Organbad zugeflgt. In den nachsten Versuchsgruppetie die Konzentration erst
auf 250 ng/ml dann auf 360 und zuletzt auf 1000nhgfesteigert.

Der Mittelwert der Baseline betrug vor der Zugalmn 100 ng/ml TNFe dieser
Versuchsreihe mit 9 Tieren 46,5+14,7 um/s. 39 Menuund 60 Minuten nach
Applikation konnte kein signifikanter Anstieg fesgellt werden (p= 0,138 und
p=0,560). Zu diesem Zeitpunkt betrugen die Mittetee40,8£13,7 pum/s und
50,5+21,4 pm/s. 39 und 60 Minuten nach Applikatvem 250 ng/ml TNFs konnte
in diesen Versuchsreihen auch kein signifikantestiay beobachtet werden (n=3;
p=0,323 und p=0,160; die Versuche wurden hier nattGrafik gezeigt). Ab einer
Konzentration von 360 ng/ml TN&kam es 60 Minuten nach Stimulation zu einem
signifikanten Anstieg (#0,05). Der Mittelwert der 120. Minute war 63,3£3,#/s,
der der Baseline 39,5¢18,2 pum/s (n=5; s. Abbildunt0). Eine
Konzentrationssteigerung auf 1000 ng/ml Tbewirkte zwar60 Minuten nach
Stimulation (p=0,054) keine signifikante Erhohungr dPTG, doch betrug der
Mittelwert der 120. Minute 58,0£22,2 um/s im Velgle zur Baseline 36,2+t14,4
pm/s(n=5). Zur Kontrolle wurden Versuche nur mit 8@ anstelle von in Wasser
geléstem TNFe durchgefiuhrt(n=8). Zu keinem Zeitpunkt (93. Minuted 120.
Minute) vor der Stimulation mit ATP konnte ein Aregf der PTG beobachtet
werden (p=0,052 und p=0,494). Nach der Stimulatibh ATP erhdhte sich der
Mittelwert der PTG auf 79,7+23,9 um/s und war sond@her als der Mittelwert der
PTG der 120. Minute (24,2+10,3 um/s0p01). Der Mittelwert der Baseline betrug
25,14£9,0 um/s (s. Abbildung 9).
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Abbildung 9: Die Basalrate der PTG unter Kontrotlmgungen

Nach Zugabe von Wasser (Minute 60) kam es zu keigsigmifikanten Anstieg der PTG nach 39
Minuten und 60 Minuten nach Applikation (p=0,052dup=0,494). Nach der Applikation von 100
UM ATP (Vitalitatskontrolle) kam es zu einem Ansgtieler PTG (Signifikanz nicht dargestellt).
Dargestellt ist der MW und der SEM, n.s.=nicht #igant, n=8, Two-way ANOVA.
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Abbildung 10: TNFe steigert die PTG der murinen Trachea
Die Applikation von 360 ng/ml TNRstimulierte nach 60 Minuten die PTG, dieser Effektr zum
ersten Messzeitpunkt (39 Minuten) noch nicht nadblbar. Dargestellt ist der MW und der SEM,

*p<0,05, n.s. = nicht signifikant, n=5, Two-way ANOVA.
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Um die verschiedenen Versuchsgruppen miteinandgtaiehen zu kénnen, wurden
die Mittelwerte auf die 60. Minute normalisiert untittels explorativer

Datenanalyse untersucht. In Abbildung 11 wurden rdbemalisierten Mittelwerte

der Wasserkontrolle mit denen der Versuchsgrupeh $timulation mit 100, 250,
360 und 1000 ng/ml TNk-verglichen. Zwischen der Wasserkontrolle und 160 u
250ng/ml besteht kein signifikanter Unterschiedqy220 bzw. p=0,106). Zwischen
der Wasserkontrolle und 360 und 1000 ng/ml besteint hochsignifikanter

Unterschied (80,01 bzw.g0,01; s. Abbildung 11).

*%*
I
**
[ |
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250 T ]
§ n.s.
O]
|_
o
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]
g 150 -
S
c
T
50 =
T T T T T
Kontrolle 100 ng/ml 250 ng/ml 360 ng/ml 1000 ng/ml
120. Minute

Abbildung 11: Dosisabhangige Erhéhung der PTG diidR-o

Dargestellt wurde die normalisierte PTG 60 Minuteath Zugabe von 100 (n=9),250 (n=3), 360
(n=5) oder 1000(n=5) ng/ml TNE&- (graue Boxplots)und der Kontrolle (Wasser, n=8Reei
Boxplot). Die normalisierte PTG zwischen der Kofigaund der Zugabe von 100 oder 250 ng/ml
TNF-a war nicht erhéht (p=0,220 bzw. p=0,106). Die ndisiarte PTG zwischen der Kontrolle und
der Zugabe von 360 oder 1000 ng/ml TiRvar erhéht. **p<0,01, n.s.=nicht signifikant, Mann-
Whitney-U-Test. Die Boxplots stellen den Mediane @5. und 75. Perzentile dar, darlber hinaus
auch den maximalen und minimalen Messwert.
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3.1.2 Zilienschlagfrequenz unter Exposition von TNFe

Fur die Messung der ZSF wurden funf Versuche dwefiligt, denen jeweils 360
ng/ml TNF appliziert wurde. Der Mittelwert der Baseline hefr8,8+1,4 Hz. 39
Minuten nach Stimulation mit 360 ng/ml TNFbetrug der Mittelwert 13,6+5,2 Hz
und nach 60 Minuten 23,1+6,8 Hz. Es wurde eineikgmte Erhohung der ZSF 60
Minuten nach Stimulation mit TNE-festgestellt (80,01, Abbildung 12).

Um zu kontrollieren, dass die Erhéhung der ZSF tnitirch die Volumenzunahme
des Puffers stimuliert wurde, wurden Versuche mijabe von Aqua dest. anstelle
von TNF-a durchgefuhrt. Aqua dest. (Volumina 2-20 ul) wurtlsn Organbad zum
gleichen Zeitpunkt wie TN zugegeben. Der Mittelwert der Baseline betrug in
dieser Reihe 12,9+3,0 Hz (n=5) und nach 39 Minutd+4,5 Hz und nach 60
Minuten 14,6+2,5 Hz (p=0,294 und p=0,061). Es lamk signifikante Veranderung

Vvor.
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Abbildung 12: TNFe steigert die ZSF im Vergleich zur Kontrolle.

60 Minuten nach Applikation von 360 ng/ml TNHschwarze Linie) kam es zu einem signifikanten
Anstieg der ZSF im Vergleich zur WasserkontrollenehTNFe (p=0,061, gestrichelte Linie;
Signifikanz nicht eingezeichnet). Dargestellt igr MW und der SEM, *g0,05, n=5, Two-way
ANOVA.

Die TNF-u induzierte Erhdhung der ZSF korrelierte stark wohér beobachteten
Erhéhung der PTG nach Exposition mit 360 ng/ml TiNEie Werte der Versuche
der ZSF und PTG nach Stimulation mit 360 ng/ml TiNMrurden mittels eines
Pearson-Tests untersucht. Es zeigte sich, dasKaleelationskoeffizient positiv
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war (s. Abbildung 13). Dies zeigte, dass mit dem8lation der ZSF durch TNE-
parallel eine Stimulation der PTG einher geht. imsdm Kapitel konnte aul3erdem
gezeigt werden, dass die Erh6éhung der PTG unterodttipn von TNFe
dosisabhangig war. Im nachsten Schritt wurde uuntérts ob diese beobachtete

Stimulation von den Rezeptoren TNF-R1 oder TNF-R&nittelt wurde.

100 1

80

PTG [um/s]

60

40

ZSF [Hz]

Abbildung 13: Korrelation zwischen ZSF und PTG 3&0 ng/ml TNFe
Die PTG korrelierte stark mit dem Anstieg der Z8#es indizierte der Korrelationskoeffizient von
r=0,908, jeweils n=5.

3.1.3 Expression von TNF-Rezeptoren

Die Rezeptoren TNF-R1 und TNF-R2 sind hauptsachkliddindungspartner von
TNF-a und werden von vielen Zellen exprimiert. Um zu e, ob die TNFe

induzierte Erhéhung von TNF-R1 und TNF-R2 abhangigr, wurde zuerst
untersucht, ob murine Tracheen die Rezeptoren THR#RI R2 exprimieren. Die
Expression der Rezeptoren TNF-R1 und R2 in muriheacheen wurden mittels
PCR und gPCR untersucht. Aus drei Tracheen inkuimeHEPES sowie aus drei
Tracheen inkubiert in HEPES und TNFflUr 60 Minuten) wurde mRNA isoliert.
Nach erfolgtem Umschreiben der mRNA in cDNA wurde &CR durchgefihrt.
Die mit TNFu inkubierten Tracheen zeigten fir den TNF-R1 Rezmept der

Gelelektrophorese ein starkeres Signal im Vergledohden Tracheen, die ohne
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TNF-a inkubiert wurden. Fur den TNF-R2 Rezeptor konmeahl fir die Tracheen
mit Inkubation und ohne Inkubation von TNFkein Signal detektiert werden
(Abbildung 14).

Trachea

M ‘ -TNF - +TNF

PBMC

TNF-R1 342 bp

171 bp
TNF-R2

B-Actin 517bp

Abbildung 14: Gelelektrophorese der PCR-Produkte TNF-R

Das Signal des Rezeptor TNF-R1 schien nach Appdikamit TNFo (+TNF, n=3) starker zu sein

als das Signal ohne TN&{-TNF, n=3) (Inkubationszeit jeweils 60 MinuteMNF-R2 mRNA war

in beiden Fallen nicht nachweisbar. Isolierte Lenjten (PBMC, n=1) aus Mausen exprimierten
sowohl TNF-R1 als auch R2. Als Positivkontrolle vimmallen drei Féallen (-TNF, +TNF, PBMC) das
Housekeeping-GeprActin exprimiert (M = Basenmarkerpaare).

Die extrahierte mRNA aus drei genuinen Tracheemteein der durchgefiihrten
gPCR eine 6,25fach hohere Expression fur TNF-R118(0, relativ. zum

Housekeepinggen Slic25 als TNF-R2 (0,035; Abbildur. In der gezeigten
Gelelektrophorese wurde das PCR-Produkt einer Bactach erfolgter gPCR mit
minus RT-Kontrolle aufgetragen. Die PCR-Produktgela bei 342 bp (TNF-R2)
und 171 bp (TNF-R1; Abbildung 16).
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Abbildung 15: Starkere Expression von TNF-R1 al$fRR

Die mRNA von TNF-R1 war signifikant starker exprami als die des TNF-R2, fir dieses
Vergleichen wurden beide zuerst in das Verhaltnisdem Housekeeping-Gen Slc25 (y-Achse)
gesetzt. Die Experimente wurden an drei genuineniman Tracheen durchgefiihrt. 20,05. Die
Boxplots stellen den Median, die 25. und 75. Pditeedar, dariiber hinaus auch den maximalen und
minimalen Messwert.

Abbildung 16: Gelelektrophorese der qPCR-Produkte TNF-R1 und TNF-R2

Die Gelelektrophorese zeigte die Signale von TNF®&2bp) und TNF-R2 (172bp) nach erfolgter
gPCR von einer murinen genuinen Trachea. Weiterhiaren ein 100 bp Marker, das
Housekeepinggen Slc25, TNF-R1 (342 bp) sowie diatkdlen ohne vorheriger RT von TNF-R1
und R2 aufgetragen (n=1).
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3.1.4 Partikeltransportgeschwindigkeit unter Inhibition d es TNF-
Rezeptors 1

Mittels Antikérper konnten in der Vergangenheit Afische Rezeptoren inhibiert
werden. Aufgrund dessen wurde eine Versuchsreiltelem Antikérper anti-Maus
CD 120 a durchgefihrt. Es ist ein spezifischer Karpper gegen TNF-R1. Da
Dynabeads auch Antikérper und IgG binden konntemyden diese mit IgM
gesattigt und danach mit den gesattigten Dynabd@sdBTG bestimmt. Jedoch war
zu beobachten, dass auch die gesattigten Dynahmats optimal transportiert
wurden. Nach Ausschluss anderer Fehlerquellen wudie Versuchsreihe

abgeschlossen.

Damit der Antikérper anti-Maus CD 120 a und deskentrolle mit armenischen
Hamster IgG an den TNF-R1-Rezeptor binden konntgden die Tracheen nach
der Praparation fur eine Stunde vor Zugabe von r3§tnl TNF-a inkubiert. Die
Applikation von TNFe erfolgte zwischen der 90. und der 93. Minute. End
Versuchen mit 25 pg/ml anti-Maus CD 120 a war nadghund 60 Minuten (0,05
bzw. p<0,05) nach Applikation von TNE-ein signifikanter Anstieg der PTG im
Vergleich zu Minute 90 zu beobachten (n=6). DertdéNtert dieser Versuche betrug
in Minute 90 36,3+ 8,5 um/s, in Minute 129 46,1+§&/s und in Minute 150
61,8+15,9 um/s. In den Versuchen mit 25 pg/ml aiswdrer Hamster IgG war nach
39 und 60 Minuten (p=0,057 bzw. p=0,223) nach Aggilon von TNFe kein
signifikanter Anstieg der PTG im Vergleich zu Miel®0 zu beobachten (n=5). Der
Mittelwert dieser Versuche betrug in Minute 90 2988 pum/s, in Minute 129
44,4+17,1 pm/s und in Minute 150 44,1+26,4 pm/Afhildung 17 und Abbildung
18).
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Abbildung 17: Der Antikorper anti-Maus CD 120 a emruckt nicht die TNFe induzierte

Steigerung der PTG
Die Blockierung des TNF-R1 mit 25 pg/ml anti-MausD C120 a unterdriickte nicht den

stimulierenden Effekt von 360 ng/ml TNFauf die PTG. Es kam zu einem Anstieg der PTG r3&ch
Minuten und nach 60 Minuten nach Applikation von Al Dargestellt ist der MW und der

SEM, *p<0,05, n=6, Two-way ANOVA.
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Abbildung 18: Der Einfluss von 1gG und TNf&uf die PTG
Es wurde 25 pg/ml armenischer Hamster 1gG dem Qra@rzugefigt und in Minute 90 360 ng/ml
TNF-a appliziert. Es kam zu keinem Anstieg der PTG na@hMinuten und nach 60 Minuten nach

Applikation mit TNFe (p=0,057 bzw. p=0,223). Dargestellt ist der MW whel SEM, n.s.=nicht
signifikant, n=5, Two-way ANOVA.
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3.1.5 Zilienschlagfrequenz von TNF-R1 und BI6J M&usen unter
Exposition von TNF-u

Die ZSF wurde an jeweils 4 Tracheen von TNF:RMausen nach Applikation von
360 oder 1000 ng/ml TNE-bestimmt. Da dieser Mausstamm einen J-Hintergrund
anstelle eines N-Hintergrundes hatte, wurde dielgéeVersuchsreihe mit C57/BI6

J Mausen als Kontrolle durchgefiihrt.

Der Mittelwert der Baseline der TNF-RIMause betrug nach Applikation von 360
ng/ml 11,0+1,0 Hz. Nach 39 Minuten erhéhte sich 48F auf 18,8+7,1 und nach
60 Minuten auf 16,4+6,2 Hz. Keine dieser Erhohungen signifikant zur Baseline
(p=0,088 bzw. p=0,453). Bei den C57/BlI6 J Mausengtee sich fur die
Konzentration von 360 ng/ml TNé&-nach 39 und 60 Minuten eine hochsignifikante
Erhdéhung der ZSF g9,05und g0,05). Der Mittelwert der Baseline betrug fur 360
ng/ml 11,5+1,3 Hz und fiur die 99. Minute 24,5£2,Z Hnd fir die 120. Minute
17,1+6,8 Hz. (Kurvenverlaufe nicht dargestellt). Abbildung 19 wurde der
Kurvenverlauf der PTG der TNF-Riund der C57/BI6 J Mause dargestellt nach
Applikation von 1000 ng TNF= Nach 60 Minuten war eine hochsignifikante
Erh6hung der ZSF bei den C57/BI6 J Mauser0(fl) im Gegensatz zu den TNF-
R1"Mausen zu beobachten (p=0,260). Die Mittelwerte T&F-RI” Mausen
betrugen fur die Baseline 13,2+4,2 Hz, nach 39 M#nul3,9+1,7 Hz und nach 60
Minuten 16,1+2,2 Hz. Die Mittelwerte der C57/BI6 Mausen betrugen fiur die
Baseline 10,5£1,5 Hz, nach 39 Minuten 17,4+6,8 Hd nach 60 Minuten 23,0+1,4
Hz.

Um zu kontrollieren, ob der Anstieg durch eine \foknzunahme bedingt war,
wurde fur beide Stamme (jeweils n=4) Wasser arestatin TNFe ins Organbad
gegeben. Der Mittelwert der Baseline der TNERMAuse betrug hier 10,1+1,1 Hz
und der Mittelwert der C57/BI6J 11,5t1,7 Hz. NacB Blinuten betrug der
Mittelwert bei den TNF-RiTieren 14,2+3,2 Hz und der MW der J-Tiere 14,4+1,7
Hz (p=0,066 bzw. $0,01). Nach 60 Minuten betrugen die Mittelwerte filie
TNFR1™ Mause 15,9+1,1 Hz und fur die C57/BI6J Mause 18,3z (<0,01
bzw. p=0,057, Kurvenverlaufe nicht dargestellt).
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Abbildung 19: TNFe induziert nicht den Anstieg der ZSF bei TNF?RMausen

Dem Organbad der TNF-Rind der C57/BI6 J Mause wurden jeweils 1000 ng/tFXappliziert.
Es wurde ein Anstieg der ZSF 60 Minuten nach Amdlidn mit TNFe bei den C57/BI6 J Mausen
(schwarze Linie) beobachtet, jedoch kein Anstieg Z8F bei den TNF-RIMé&use (p=0,206,
gepunktetd_inie). Dargestellt ist der MWund der SEM. %p,01, n=5, Two-way ANOVA.

Um die ZSF des TNF-R1 Mausstamms und dessen korrespondierenden
Mausstamm miteinander zu vergleichen, wurden digelMverte der 60. und 120.
Minute der Versuche mit 360 ng/ml oder 1000 ng/dFfa (p<0,05bzw. 0,05
miteinander verglichen. Es zeigte sich ein sigaifiter Unterschied in der ZSF der
C57/Bl6 J Mause. Fir die ZSF des TNF’RMausstamms beider Konzentrationen
war kein signifikanter Unterschied der ZSF zwiscliam 60. und 120. Minute zu
beobachten (p=0,453 bzw, p=0,701; s. Abbildung 20).
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Abbildung 20: TNFe erhoht die PTG uUber den TNF-R1

Dargestellt sind die ZSF in der 60. Minute und ar d20. Minute nach Applikation von 360 oder
1000 ng/ml TNFe bei C57/BlI6 J Mausen (weiRe Boxplots; n=4) und TRIE"Mausen
(graugepunktete Boxplots; n=4). In der Gruppe d&7/816- Mause bestand ein signifikanter
Unterschied. In der Gruppe der TNF-RIMausen bestand kein Unterschied (p=0,453 bzw.
p=0,701).n.s. = nicht signifikant,§®,05, Mann-Whitney-U-Test. Die Boxplots stellen dderdian,

die 25. und 75. Perzentile dar, dariiber hinaus dechmaximalen und minimalen Messwert.

-41 -



3 Ergebnisse

3.2 Die Uberprufung von Transduktionskaskaden unter

Exposition von TNF-a

3.2.1 Partikeltransportgeschwindigkeit unter Inhibition d er NO-
Synthasen

Um zu Uberprifen, ob durch die Inhibition der NOS dtimulierende Effekt durch
TNF-a unterdrickt werden konnte, wurdenoMitro-L-Arginin-Methyl-Ester-
Hydrochlorid (L-NAME) oder L-NG-Monomethyl-Arginir€itrat (L-NMMA), die
unspezifische NOS-Inhibitoren sind, verwendet. mdeEPES-Pufferwaren diese
mit einer Konzentration von 100 uM gel6st, worire diracheen ab Beginn des
Organbads inkubiert wurden. Nach Erreichen der Besevurde diesem Organbad
360 ng/ml TNFe zugefigt. Als Kontrolle wurde fir jeweils vier Ttaeen kein
TNF-a zugefigt.

Die Gruppe, die mit L-NAME inhibiert und mit TNé&-stimuliert wurde, zeigte in
der 99. Minute einen signifikanten Anstieg und ier d120. Minute keinen
signifikanten Anstieg der PTG. Die Gruppe, die micgtimuliert wurde, zeigte
keinen signifikanten Anstieg. Der Mittelwert derdg&dine der ersten Gruppe (TNF-
und L-NAME) betrug 33,7+15,6 pm/s und der zweitenugpe (L-NAME)
38,3+£18,7 um/s. Danach stieg der Messwert derrefGtappe nach 39 Minuten auf
42,8+15,6 um/s §0,05)und nach 60 Minuten auf 51,2+28,9 um/s (p=0D)@®. Die
Mittelwerte der Gruppe, die nur mit L-NAME stimultewurde, betrugen nach 39
Minuten 42,8+24,8 um/s (p=0,194)und nach 60 Minut816+£26,9 um/s 0,05).

Der Mittelwert der Baseline der Gruppe mit TNFRind L-NMMA betrug 38,3+10,5
pum/s und der der Gruppe mit L-NMMA 42,7+10,7 pm3anach stieg der
Mittelwert der ersten Gruppe nach 39 Minuten aufl%Z,2 pum/s und nach 60
Minuten auf 85,8+13,8 um/s an{@,05 bzw. g0,05). Die Mittelwerte der Gruppe,
die nur mit L-NMMA stimuliert wurde, betrugen na®® Minuten 42,9+11,0 um/s
und nach 120 Minuten 45,2+8,8 um/s (p=0,886 bzw,p20; s. Abbildung 21 und
Abbildung 22).Die Gruppe, die mit L-NMMA inhibietind mit TNFe stimuliert

wurde, zeigte in der 99. und 120. Minute einen ifiggmten Anstieg der PTG. Die

Gruppe, die nicht stimuliert wurde, zeigte keingmn#ikanten Anstieg.
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Zusammenfassend konnten beide NOS-Inhibitoren diemuléerenden Effekt von
TNF-a. auf die PTG nicht unterdriicken. Sowohl! fir L-NAM#Hs auch fir L-
NMMA zeigte die alleinige Gabe der NOS-Inhibitoreginen Effekt auf die PTG.
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Abbildung 21: L-NMMA beeinflusst nicht den TNéinduzierten Anstieg der PTG

Es wurden 100 pM L-NMMA dem Organbad zugefiigt undMinute 60 erfolgte die Applikation
von 360 ng/ml TNFx. Nachfolgend stieg die PTG gemessen in der 39uidinnd in der 60. Minute
nach Applikation von TNFe an. Dargestellt ist der MW und der SEM.<fh05, n=4, Two-way
ANOVA.
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Abbildung 22:L-NMMA verandert nicht die basale PTG

Die alleinige Applikation von100 uM L-NMMA verander nicht die PTG sowohl nach 39 Minuten
(p=0,886) als auch nach 60 Minuten (p=0,320) geeresd der Baseline (60. Minute). Dargestellt
ist der MW und der SEM. n.s.=nicht signifikant, nF4vo-way ANOVA.
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3.2.2 Partikeltransportgeschwindigkeit unter Inhibition d er
muskarinergen Rezeptoren

Atropin, das mit Acetylcholin um die muskarinergezeptoren konkurriert und
diese blockiert (kompetitiver Antagonist), wurdeedit in einer Konzentration von
1 uM in HEPES gel6st. So wurden die Tracheen abirBedes Organbads mit
Atropin inkubiert. In einer Gruppe (n=5) wurden hader 60. Minute 360 ng/ml
TNF-a und in der anderen Gruppe (n=4) kein TWBppliziert. Die Gruppe, die mit
TNF-a stimuliert wurde, zeigte in der 99. und in der 1Rlnute einen signifikanten
Anstieg der PTG. Die Gruppe, die nicht stimulierturde, zeigte keinen
signifikanten Anstieg. Der Mittelwert der Baselider ersten Gruppe (TNé&-und
Atropin) betrug 34,8+17,3 um/s und der zweiten @rigAtropin) 35,7£9,7 pm/s.
Danach stieg der Mittelwert der ersten Gruppe r8&Minuten auf 48,1+24,7 um/s
(p<0,05) und nach 60 Minuten auf 45,5+22,6 um&0(p5) an. Die Mittelwerte der
Gruppe, die nur mit Atropin stimuliert wurde, begam nach 99 Minuten bei
33,7+7,5 um/s (p=0,185)und nach 120 Minuten 37 b#ifn/s (p=0,858; Abbildung
23 und Abbildung 24).
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Abbildung 23: Atropin verandert nicht die TNFinduzierte PTG
Die Applikation von 1 uM Atropin zur Inhibition muarinerger Rezeptoren verhindert nicht den
Anstieg der PTG durch 360 ng/ml TNE-Dargestellt ist der MW und der SEM.<0,05, n=5, Two-

way ANOVA.
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Abbildung 24: Atropin beeinflusst nicht die PTG

Die alleinige Gabe von 1uM Atropin hat keinen Effekif die PTG im Beobachtungszeitraum von
39 Minuten (p=0,185) bis 60 Minuten (p=0,858) naElreichen der Baseline (Minute 60).
Dargestellt ist der MW und der SEM. n.s.=nicht #igant, n=4, Two-way ANOVA.

3.2.3 Partikeltransportgeschwindigkeit unter Inhibition v on
Serotoninrezeptoren

Methysergide, ein Serotoninrezeptor-Antagonist rdeudirekt im HEPES-Puffer
mit einer Endkonzentration von 100 uM geldst. Soden die Tracheen ab Beginn
des Organbads mit Methysergide inkubiert. Nach iElen der Baseline wurden
dem Organbad 360 ng/ml TNE-appliziert. Es konnte weder nach 39 Minuten
(p=0,868) noch nach 60 Minuten (p=0,893) nach d&F-t-Stimulation ein
signifikanter Anstieg der PTG gemessen werden (nB4j Mittelwert der Baseline
betrug 44,5£2,2 um/s, in der 99. Minute 45,1+8,3/s1mnd in der 120. Minute
44,045,7 pum/s (s. Abbildung 25). Fir die Gruppee diur mit Methysergide
stimuliert wurde (n=2) betrug der Mittelwert der &#ine 59,4+30,7 um/s, ab der
99. Minute 50,4+27,8 pm/s (p=0,175) und ab der 1ROnute 52,8+27,0
pum/s(p=0,241). Die Werte zeigten keinen signifikaint Anstieg der PTG

(Abbildung 25 und Abbildung 26
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Abbildung 25: Methysergide und TNéverandern nicht die PTG

Die Prainkubation der Tracheen mit 100 puM Methygirdolockiert komplett den stimulierenden
Effekt von 360 ng/ml TNFe.. Es kam zu keinem Anstieg der PTG nach 39 Minuteth 60 Minuten
nach Applikation mit TNFe (p=0,868 bzw, p=0,893). Dargestellt ist der MW uddr SEM.
n.s.=nicht signifikant, n=4, Two-way ANOVA.
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Abbildung 26:Methysergide verandert nicht die Beest@l der PTG
Die alleinige Applikation von 100 uM Methysergidedinflusst nicht die PTG gemessen nach 39
Minuten (p=0,175) und nach 60 Minuten (p=0,241)dab Baseline (Minute 60). Dargestellt ist der

MW und der SEM. n.s.=nicht signifikant, n=2, TwoyvANOVA.
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In der Abbildung 27 wurden zusammenfassend dieelMvirte der 120. Minute der
verwendeten Inhibitoren der verschiedenen Signk#@esn im Vergleich zur
Wasserkontrolle und der durch TNFinduzierten Erhéhung der PTG dargestellt.
Die Mittelwerte der Wasserkontrolle wurden jeweit#t denen aus den Versuchen
mit 360 ng/ml TNFe (p<0,01), 1 uM Atropin und 360 ng/ml TNé&+{p<0,05), 100
UM L-NAME und 360 ng/ml TNFe (p<0,05), 100 pM L-NMMA und 360 ng/ml
TNF-a (p<0,01) und 100 puM Methysergide und 360 ng/ml TNHp=0,166)
verglichen. Zusammenfassend konnte beobachtet weikess die Erhéhung der
PTG durch TNFe nur durch Methysergide unterdriickt werden konmtéSegensatz
zu den NOS-Inhibitoren L-NAME und L-NMMA und Atropj dem kompetitiven

Antagonist der muskarinergen Rezeptoren.
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Abbildung 27: Zusammenfassende Darstellung der Bxgate mit pharmakologischen Inhibitoren
Die Boxplots illustrierten die PTG 60 Minuten naglugabe von 360ng/ml TNE-(n=5; graue
Boxplot) und der Kontrolle (n=8; weil3er Boxplot) yM Atropin und 360 ng/ml TNk 100 uM L-
NAME und 360 ng/ml TNFx; L-NMMA und 360 ng/ml TNFe; 100uM Methysergide und 360
ng/ml TNFa (jeweils n=4). Zwischen der Kontrolle und TNFand L-NMMA mit TNF-o lag ein
hochsignifikanter Unterschied vor. Nur TNF-mit Methysergide zeigte keinen signifikanten
Unterschied zu Wasser (p=0,166). Zwischen L-NAMHErofin mit TNFeo und der Kontrolle war
ein signifikanter Unterschied. n.s.= nicht signdfit, *p<0,05, **p<0,01, Mann-Whitney-U-Test. Die
Boxplots stellen den Median, die 25. und 75. Pditeedar, dariiber hinaus auch den maximalen und
minimalen Messwert.
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4 Diskussion

4.1 Der Einfluss von TNF-a auf das Flimmerepithel der
Trachea der adulten Maus

Die mukozilidren Clearance gehort zu den angebor&fegteidigungsmechanismen
der Trachea. Sie ist eine grundlegende FunktionFl@smerepithels der unteren
Atemwege und dient zum Abtransport und Inaktivigruvon Pathogenen und
Schadstoffen. Zum einen bildet das Flimmerepithehe e zweischichtige
Flassigkeitsfilm, worauf die oberste Schicht -demkds- Partikel auffangt, und zum
anderen reinigt das Epithel mittels mechanischean3port die unteren Atemwege.
Dieser mechanischer Transport wird durch die Zifsgenden Zellen des
Flimmerepithels bewerkstelligt. Es ist die Vorrauzseg fir die mukoziliaren
Clearance auf dem die koordinierte Reinigung ddenem Atemwege basiert. Die
Einflussfaktoren auf die ziliare Tatigkeit und scerd Abwehrfunktion des
Flimmerpithels sind mannigfaltig und noch nicht garverstanden. Zur
Untersuchung dieses mechanischen Teils der mulicailiClearance wurde hier die
Methode der Messung der PTG und der ZSF verwerdlece Arbeit untersuchte
stellvertretend am Hauptentzindungsmediatior T©NFden Einfluss von
immunologischen Triggern auf die zilidre Tatigkeé&s murinen Flimmerepithels.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werdeassdTNFe. sowohl die PTG als
auch die ZSF erhoht. Dieser Effekt zeigte sich iterkurze Zeit spéater nach
Exposition von TNFe auf das murine Flimmerepithel. In der Literatungten
bereits Jain und Rubinstein 1995 einen Effekt vdiFT auf die ZSF, der aber erst
nach langfristiger Exposition zu beobachten war.FlNrief bei ihnen nach vier
Stunden eine Erhéhung der ZSF hervor, die dannt@4dgn persistierte (48). In der
vorliegenden Arbeit konnte eine Erh6éhung der ZSB BTG bereits innerhalb 60
Minuten nach Exposition beobachtet werden.

Die Auswirkungen von TNFe auf die ZSF und die PTG wurden in dieser Arbeit am
Organ untersucht. Bis dato wurde die Wirkung vorFId\Nnur an kultivierten Zellen
untersucht (18, 32, 48).Jain und Rubinstein zuns@el enthahmen Bronchi aus
frischen Rinderlungen und inkubierten sie Uber Nacbie gewonnenen
zilienreichen Aggregate wurden auf einer Petrisehiah Medium platziert. Mit
einem Phasenkontrastmikroskop konnten sie die reiliBewegung auf Video

aufnehmen und auswerten. Im Rahmen der vorliegedabait wurde jedoch der
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Zilienschlag an murinen Tracheen im Organbad uwcttran kultivierten Zellen des

Rindes untersucht. Der Erkenntnisgewinn dieser irgegentber Versuchen an
kultivierten Zellen war ein anderer, da er den imovherrschenden Bedingungen
naher kommt als isolierte Zellen. Durch die Untetsing der PTG konnte der
Effekt von TNFe nicht nur auf zellularer Ebene untersucht werdemdern auch

auf Ebene des gerichteten Transports Uber einelegrdbschnitt der Trachea.
Somit wurde der koordinierte Transport vieler Zelleetrachtet, wie in vivo (91). Im

Gegensatz zu den isolierten Zellenstanden in diedemsuchsaufbau diese im
direkten Kontakt und bildeten einen festen Zelhasd wie in vivo. Auch

Immunzellen und Nervenzellen blieben bei diesemsWensaufbau erhalten, die bei
einer Kultivierung zilientragender Zellen entfemirden. Diese Zellen sind auch in
vivo in der Trachea prasent und kénnen dort zuriBeessung des mukozilidren

Transportes beitragen. Die murine Trachea erhreltieser Arbeit verwendeten
Versuchsaufbau ideale Bedingungen durch ein ermdepreles Nahrmedium, die
konstante Temperatur und die kurze Praparationgiest Organs. Dies war ein
weiterer Vorteil gegenuber der Zellisolation, dien egréReres Trauma der
zilientragenden Zellen darstellte. Bei der Methaide Messung des PTG konnte
aulRerdem beobachtet werden, ob die eingesetztékdPé@Dynabeads) zielgerichtet
transportiert werden. Die kultivierten Zellen koentzwar eine Erhdhung oder
Erniedrigung der ZSF zeigen, aber dadurch kann HWeiickschluss auf den

effektiven Transport gezogen und somit ein wichtigspekt der mukozilidren

Clearance nicht beurteilt werden. In der vorliegandArbeit wurde mit dem

gewahlten Versuchsaufbau die PTG gemessen undcggiig konnte ich so visuell

kontrollieren, ob die Partikel effektiv transportisverden. Ein weiterer Vorteil des
Versuchsaufbaus gegenuber kultivierten Zellenwassdhach Messung der PTG in
weiteren Versuchsreihen und unter gleichen Vordmssgen auf zellularer Ebene
der mukozilidren Clearance anhand der ZSF beumatden konnte. Das hiel3 die
ZSF wurde nach gleicher Praparation des Organsgleichen Nahrmedium und

unter konstanter Temperatur wie die PTG gemesseas MDachte die beiden
Methoden untereinander vergleichbar, mit dem Erggbaass die Erhdhung der
ZSF stark mit der Erhéhung der PTG korrelierteAlBbildung 13). Dies bedeutet,
dass, dass TNE- die Zilenschlagfrequenz erhoht und die
Partikeltransportgeschwindigkeit direkt davon alghgnist. Es hatte auch sein
konnen, dass evtl. nur die Zilienschlagstarke erhwind, ohne Veranderung der
ZSF, dieser Mechanismus aber trotzdem in einereggsten Partikeltransport-
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geschwindigkeit resultiert. Auch bei der Messung d8F bestand weiterhin der
Zellverband und die Funktion der zilientragendenlete wurde nicht durch den
Prozess der Isolierung und Kultivierung beeintragtht

Durch das Organbad wurde die Zilien bedeckende Msihicht aulRerdem
weggewaschen. Dadurch konnte die zilidire Kompeneiete Partikeltransportes
ohne Einfluss der Mukusschicht betrachtet werderanderen Systemen wurde der
mukozilidre Transport unter Einfluss der Mukusshhigemessen. So konnte nicht
ausgeschlossen werden, ob die Mukusschicht dereriliSchlag beeinflusst (22, 30,
116). In friheren Arbeiten wurde angenommen, dass gin effektiver
Partikeltransport und Zilienschlag in intakter Mgkahicht mdglich sei (27, 121).
Die Zilien des Trachealepithels umgeben zwei Sdbith die perizilidre
Flassigkeitsschicht und die Mukusschicht. Die Ziligreifen mit der ziliaren Krone
der Zilienspitze in den Mukus und transportiereasén und die darauf liegenden
Partikel koordiniert zum Larynx. Ohne den Mukus deirder Partikeltransport
reduziert und die periziliare Flussigkeit nicht tweei transportiert (100).In den
letzten Jahren jedoch konnte sich diese Hypothesmt nbestatigen. Der
Mechanismus der mukozilidren Clearance ist nambch dato noch nicht ganz
verstanden und wird weiterhin untersucht. In debelr von Hussong et al. 2013
konnte im Gegensatz zur bis dahin bekannter Litergezeigt werden, dass der
Mukus nicht notwendig war, um einen effektiven Tport von perizilidrer
Flissigkeit und Partikeln zu erreichen (44). Di€sedie benutzte unter anderem das
Setup zur Messung der PTG und ZSF, das bereitKl@n et al. 2009 verwendet
wurde, um den Einfluss einzelner muskarinischereRemsubtypen auf die PTG zu
untersuchen (53), sowie von Konig et al. 2009, wen &influss von Serotonin auf
die PTG in der murinen Trachea zu untersuchen (Bi)isolierte Trachea wurde in
diesen Studien in Hepes-Ringer Losung inkubierésDhatte zur Folge, dass einmal
der bestehende Mukus der Trachea und zum anderempnoaluzierter Mukus
weggewaschen wurde. Der Partikeltransport und ddéengchlag konnten so
unabhangig vom Einfluss der Mukusschicht untersuarden. Es zeigte sich auch,
dass der Partikeltransport nicht durch das FehEmMukusschicht beeintrachtigt
war. In der Arbeit von Hussong et al. 2013 wurde Miethode von Kdnig et al. und
Klein et al. mit einer Stromungsmesstechnik kormdiniDiese Methode nennt sich
.Particle Image Velocimetry* und wurde bereits zur Visualisierung von

Blutstromungen in biologischen Systemen einges#itdiesen Methoden konnte
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die Arbeit zeigen, dass ohne die Mukusschicht alielperiziliare Flussigkeit direkt
von den Zilien transportiert wurde.

In der hier vorliegenden Arbeit wurde das gleichesikystem eingesetzt, das in den
Arbeiten von Konig et al. (2009), Klein et al. (B)Qund Hussong et al. (2013) zur
Untersuchung der mukoziliaren Clearance verwendetiee Es war dadurch bereits
eine etablierte Methode, die als Grundlage fiur esieh und zuverlassige

Messergebnisse der PTG und ZSF dienen konnte.

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von TNF-in unterschiedlichen
Konzentrationen auf den mukoziliaren Transport tsueht. Zur Ermittlung der
idealen Konzentrationen von TNF- fur diesen Versuchsaufbau dienten
verschiedene Arbeiten als Grundlage: Bei Patiem@nacute respiratory distress
syndrom (ARDS) wurde im Bronchialsekret nach bronchoalVéss Lavage
Konzentrationen von TNk- tber 10 ng/ml gemessen. Eine bronchoalveolare
Lavage ist eine Methode zur Probengewinnung vonnéhlsekret durch die
Spulung der unteren Atemwege mit isotoner Flissighétels einer Bronchoskopie
(Lungenspiegelung) am Patienten. Die gemessene dftragion war als verdinnt
anzusehen, weil durch die eingesetzte isotone igKeis zur Probengewinnung das
Bronchialsekret an sich verdinnt wurde. DesWeitevaen auf zellularer Ebene zu
bedenken, dass alveoldre Makrophagen lokal an dlean Zragenden Zellen viel
hohere Konzentrationen von TNF{bis zu 2400 ng/ml) ausschutten. Aus diesem
Grund wurde bereits in der wissenschaftlichen Arb@n Schulman et al. am
Lungenperfusionsmodell der Ratte Konzentrationem ¥0, 100 sowie 1000 ng/ml
verwendet, um realistische Bedingungen zu schgB8n106). Die in dieser Arbeit
verwendeten Konzentrationen reichten daher vondi®@000 ng/ml TNF:. Zum
Ausschluss einer toxischen Wirkung der verwendé&tenzentrationen, wurde zum
Ende eines jeden Experiments eine interne Vitaji@be mittels ATP durchgefihrt.
Die internen Vitalitatsproben wurden am Ende jeHgperimentes bestanden. Die
Ergebnisse dieser Arbeit zeigten, dass der Effekh VINFo tatsachlich
dosisabhéangig ist (s. Abbildung 11). Unter konstaipplikation von TNFe. wurde
eine Erhohung der PTG und ZSF innerhalb von 60 Mkimubeobachtet. Ein
heterogener zeit- und dosisabhangiger Effekt vorr-tNvurde bereits in anderen
Zellen beschrieben. In Zellen des Rhabdomyosarkéii$1-1 konnte TNFe
dosisabhangig uber Aktivierung der Caspasen diepfqs® induzieren. Parallel
dazu wurde auch die NEB Signalkaskade getriggert (92). Ferner wurden
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dosisabhangige Effekte von TNFauch auf Immunzellen beobachtet. Hohe Dosen
provozierten eine maximale Adhasion von murinen€lleh an murinen arteriellen
Endothelzellen, menschlichen Endothelzellen der d\adhnur und bovinen
Endothelzellen der Aorta (3).

Naturgemal lag die Vermutung nahe, dass TNBis proinflammatorischer
Mediator direkt die Flimmerepithelzellen stimulertDie Rezeptoren TNF-R1 und
TNF-R2 sind die hauptsachlichen BindungspartnerTiNF-a. In der vorliegenden
Arbeit wurde mittels quantitativer PCR die Expressvon TNF-R1 und TNF-R2 im
trachealen Gewebe untersucht. Es wurde beobackiets TNF-R1 starker
exprimiert wurde als TNF-R2. Dies lie3 vermuten,sslaTNFe Uber seinen
Hauptrezeptor TNF-R1 den Zilienschlag des Flimmitheps erhéhen und so die
mukozilidre Clearance im Entzindungsprozess demiiege beeinflussen kann.
Ermert et al. hatten 2003 an Ratten und menschiichaingengewebe die
Expression von TNF-R1, TNF-R2, TNF#B und TACE untersucht (28). TNF-R1
wurde dabei hauptsachlich in bronchialen Epithé&relalveoldaren Makrophagen
und den glatten Muskelzellen der Gefalie nachgewieERF-R2 konnte nur auf
alveolaren Makrophagen nachgewiesen werden. Jedealde TNF-R2 in
unterschiedlichen Intensitaten auch in anderenpdplilationen exprimiert (28). In
den Versuchen mit TNF-R1Mausen war der stimulierende Effekt von TMRuf
die ZSF nicht mehr nachweisbar. Auch die dosisabigén Erhohung der ZSF
konnte in den TNF-R1 Mausen nicht mehr hervorgerufen werden. Diese
Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Erhohung8Ervon dem Rezeptor TNF-
R1 abhangig ist. Es wurden auch Versuche durchgefiim den Effekt von TNFe
unter Inhibition des TNF-R1 mittels Antikdrper zatarsuchen. Jedoch zeigten die
Versuche widerspruchliche Ergebnisse, wobei die Rmtr Inhibition des TNF-R1
anstieg, jedoch nicht in der Kontrolle unter Applilon mit dem unspezifischen
Immunglobulin. Obwohl die Versuche der PTG mit aigégten Dynabeads
durchgefuhrt wurden, konnte nicht ausgeschlosserdeme dass der Antikérper
nicht doch an die Dynabeads gebunden wurde undtspitint den Rezeptor
inhibieren konnte. Die ausgepréagte HeterogenitatVienlauf der aufgezeichneten

Kurven der einzelnen Versuche liel? dies vermuten.

In den Versuchen mit den TNF-RMausen konnte durch die Bestimmung der ZSF
explizit die ziliare Komponente des TNFabhangigen Effekts in Zusammenhang
mit TNF-R1 untersucht werden. Nicht nur im Flimnmateel konnte eine

Beteiligung des TNF-R1 an der Signaltransduktionzeggt werden. In
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wissenschaftlichen Arbeiten wurde TNF-R1 auch im dmteren Atemwegen an
glatten Muskelzellen nachgewiesen. Dort wurde sdwdiNF-R1 und R2

nachgewiesen. Untersuchungen zeigten, dass dortRINEie Schlusselrolle zur
Aktivierung des NFR<B Signalweges und Verstarkung des Calciumsignaisltsp
Dies tragt zur Uberreaktion der Bronchialmuskulatarentziindlichen Prozess bei
(1, 2, 68). Diese Beobachtungen unterstitzen dgelirisse dieser Arbeit, dass
TNF-a Uber TNF-R1 die ziliare Tatigkeit aktiviert und TFNR2 nur wenig

exprimiert ist und in diesem Mechanismus keine &sflielt.

4.2 Die Beteiligung anderer Sighalwege an der Regulatio
der ziliaren Tatigkeit in der Trachea der adulten Maus

Die ziliare Tatigkeit wird kontinuierlich von physbgischen Neuromediatoren
beeinflusst, die von autonomen Nervenfaser oderbarachbarten Zellen parakrin
ausgeschiuttet werden (121). Alternative Modulataas anderen Quellen kénnten
auch zur Regulation der ziliaren Tatigkeit beitmagé&timulation von murinen
Trachealepithelzellen, zum Beispiel mit Serotortinggert die Ausschittung von
Acetylcholin aus epithelialen Zellen. Das fihrt zeiner Kontraktion der
darunterliegenden glatten Muskulatur (53). Es wueteenso beobachtet, dass
Acetylcholin die ZSF aktiviert, aber Serotonin di&SF unabhangig von
Acetylcholin  beeinflusst, obwohl es Epithelzellenriggert, Acetylcholin
auszuschitten. Da diese beiden Botenstoffe unalhéadig ziliare Tatigkeit
aktivieren, wurde in der Arbeit von Konig et al.rdeffekt von Acetylcholin und
Serotonin auf die PTG getrennt voneinander untéts(ss, 72).

In der Literatur wurde bereits mehrmals beschrielass die NOS eine grof3e Rolle
in der Regulation des Zilienschlages spielt (48,).50ain und Rubinstein
untersuchten 1995 den Einfluss von TiRuf den Zilienschlag. Sie fanden heraus,
dass nach Stimulation mit TNk-die ZSF anstieg und dieser Anstieg sich durch
Zugabe von NOS-Inhibitoren wieder reduzieren ligf3.der vorliegenden Arbeit
konnten diese Ergebnisse nicht bestatigt werdeme Birsache kdnnte sein, dass es
sich wie oben bereits beschrieben um inkubiertenfalerepithelzellen vom Rind
handelte. Jain und Rubinstein verwendeten ebenfaNAME und L-NMMA, um

die NOS zu inhibieren. Der Partikeltransport zeigtet L-NAME in den

vorliegenden Ergebnissen keine kongruente Reaktioie. Kurvenverlaufe der
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einzelnen Versuche waren in allen Gruppen sehrsetieedlich. Die Versuchsreihe
mit L-NMMA zeigte jedoch kongruente Ergebnisse. MMA konnte den TNFea
induzierten Anstieg der PTG nicht unterdricken.tZmer inkongruenten Reaktion
der PTG auf L-NAME, konnte auch dieser Inhibitond&nstieg nicht unterdrticken.
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass ein an8egralweg die Erhéhung der
PTG und ZSF nach Stimulation mit TNFausldste.

Wanner et al. sagten zwar, dass das autonome Nststem keine grof3e Rolle in
der mukoziliaren Clearance spiele (zum Beispiel g&b keine nennenswerte
Anderung der Clearance nach Vagotomie bei Hundetl)jl Jedoch gibt es
Vero6ffentlichungen, die einen Effekt auf die Fuoktivon Zilien durch Atropin, ein
Inhibitor der muskarinergen Rezeptoren, beobachtdten. Im Gegensatz dazu
waren die Effekte von Agonisten des muskarinergeazeRtors eindeutig:
Acetylcholin und Muskarin erhéhen sowohl die PTG alich die ZSF (56, 87). Um
auszuschlieRen, dass die Erhéhung der PTG aus pamakrinen Stimulation der
muskarinergen Rezeptoren resultierte, wurde Atragim unspezifischer Inhibitor
muskarinerger Rezeptoren eingesetzt. Atropin kowlete Effekt von TNFe nicht
unterdricken. Demnach konnte angenommen werdens s beobachtete
Erhéhung der PTG wahrscheinlich nicht (ber den ratuskrgen Rezeptor
vermittelt wurde. Konig et al. beobachteten dassopih zwar die Erhdhung der
PTG von Muskarin wie oben erwéhnt unterdriicken kenaber die von Serotonin
jedoch nicht (56). Diese Ergebnisse legten die \teamg nahe, dass die Erhéhung
der PTG und ZSF nach der Stimulation mit TFdurch den 5-HT-Rezeptor
vermittelt sein konnten. Konig et al. arbeitetert ohem gleichen Versuchsaufbau
wie in dieser Arbeit. Serotonin ist ein Derivat v@myptophan und bekannt als
Neurotransmitter. Es reguliert verschiedene bidoge Prozesse auch aul3erhalb des
zentralen Nervensystems und hat einen direktenlussfauf das kardiovaskulare
System, zum Beispiel in der Regulation der Heraimg. Besonders im
gastrointestinalen Trakt spielt Serotonin eine wgdh Rolle. Es stimuliert die
Peristaltik und die intestinale Sekretion. In deunfie ist Serotonin an der
Pathogenese der pulmonalen Hypertonie beteiligttetJder Hypoxie steigt die
intravaskulare Konzentration von Serotonin an. Bssnuliert die Serotonin-
Rezeptoren des Endothels der pulmonalen Arterienawf deren Widerstand erhoht
wird. Zusatzlich induziert Serotonin das Remodellider pulmonalen Arterien
durch eine Hypertrophie der glatten Muskelzellen 29, 51). Die Wirkung von

Serotonin auf die zilidre Aktivitat wurde in denumziger Jahren an verschiedenen
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Spezies bereits untersucht. Zum Beispiel zeigtens@ipher et al., dass Serotonin
(5-HT) die ZSF in der Schneckenart Helisoma trispkrhohte (20). Dies griffen
Konig et al. 2009 auf und untersuchten, ob Serot@men Effekt auf die PTG der
murinen Trachea hatte. Serotonin erhéhte danacbldadie PTG als auch die ZSF.
Die Autoren der Studie konnten zeigen, dass Metigyde, ein Serotonin-Rezeptor
(5-HT)-Antagonist, diesen Anstieg unterdrickt. Inhranischen Asthma Maus
Modell reduzierte bereits Methysergide nach intsaher Applikation die
Entziindungsreaktion und das Remodelling der Aterew@&®). In Ratten konnte
Methysergide die frihe Allergen-vermittelte Immuakgon abmildern (74).

In der vorliegenden Arbeit konnte bereits gezeigirden, dass die TNé&-einen
beschleunigenden Effekt auf die PTG und ZSF dermearTrachea hat. Aufgrund
der Ergebnisse von Konig et al. und der Versuchsrehit TNF-R1" Mausen
wurden in einer Versuchsreihe die5-HT-RezeptorenMiethysergide blockiert. Die
Konzentration von Methysergide wurde auf Grundldge Versuche von Konig et
al. gewahlt. Methysergide konnte den Effekt von TiN&uf die PTG unterdrticken.
Methysergide ist jedoch ein unspezifischer Rez@ptmgonist. Die
Serotoninrezeptorfamilie umfasst mindestens vieragrschiedene Rezeptoren, die
von 5-HT; bis 5-HT; eingeteilt werden (43). In weiteren Versuchen veudéswegen
weiter am gleichen Setup der vorliegenden Arbetersucht, welcher Rezeptor der
Serotoninrezeptorfamilie den Anstieg der PTG vetetiitEs wurde Cyproheptadine,
ein selektiver 5-HT Antagonist, und WAY-100635, ein selektiver 5T
Antagonist, eingesetzt. Der Anstieg der PTG ledlglidurch Cyproheptadine
unterdrickt werden. Diese pharmakologischen Ergsleniassen vermuten, dass
Uber die Aktivierung des 5-HTRezeptors die PTG stimuliert wird (124). Dies
deutete darauf hin, dass TNFeine Ausschittung von Serotonin induziert, dieeein
Erhéhung der PTG durch Aktivierung des 5441 Folge hat (107).

Es ist bisher aber noch unklar aus welcher Quelle 8erotonin stammt. Eine
maogliche Quelle von Serotonin sind Thrombozyten @& wahrend einer akuten
Entziindungsreaktion aufgrund der ,capillary leaKages dem Kreislaufsystem in
das Epithel Ubertreten konnten. Dies ware eine Mhbjgeit, wie Serotonin die
mukozilidren Clearance beeinflussen konnte, umqgehe Substanzen besonders in
der akuten Inflammation aus den Luftwegen zu en#er In diesem
Versuchsaufbau war es sehr unwahrscheinlich, dassmibozyten die Quelle von

Serotonin sind, da nach Entnahme die Trachea bluttar. Eine andere Quelle sind

-56-



4 Diskussion

im Flimmerepithel bestehende neuroepitheliale Korgaies sind Gruppen von
neuroendokrinen Zellen, die verteilt im Flimmerépitder unteren Atemwege von
Saugetieren (auch in Mausen vorkommen) (77). Sieatten Serotonin und kénnen
dies parakrin ausschitten. Die genaue Rolle digs#cluster ist noch nicht ganz
verstanden. Einige Arbeiten vermuten, dass es Chezaptoren der Atemwege
sind. Sie konnten zeigen, dass Hypoxie diese Zel#muliert, Serotonin
auszuschutten. Dieser Effekt wurde in Gewebesamiihd in Zellkultur beobachtet
(23, 33). In dem Versuchsaufbau dieser Arbeit was danze Organ erhalten und
mit ausreichend Sauerstoff versorgt. AulRerdem kommeuroepitheliale Korper
nur in kleiner Anzahl und diffus Uber das Atemwemteel| verteilt vor. Das macht
einen durch die neuroepithelialen Korper ausgelbgtestieg der PTG Uber weite
Abschnitte der Trachea wie in diesem Versuchsaufbamahrscheinlich. da keine
Hypoxie vorlag. Eine naheliegende Quelle von Semotin diesem Versuchsaufbau
sind Mastzellen. Konig et al. hatten mittels Immuofeszenz Mastzellen im
Trachealepithel von Méausen bereits identifizierg 8erotonin synthetisierten (56).
Es war weiterhin bekannt, dass Mastzellen Serotaninmurinen Tracheen
ausschitten und damit den 5-HRezeptor an parasympathischen Neuronen
aktiviert. Diese schitten daraufhin wiederum Acghtglin aus, das eine Kontraktion

der glatten Muskulatur der Atemwege auslost (123).

Normalerweise werden Mastzellen Uber einen antigdozierten ,Cross-Linking*
der membranstandigen IgE-Rezeptoren aktiviert, t8ane auszuschuitten. Fur
zukunftige Versuche qilt es zu klaren, ob MastzelleENF-Rezeptoren auf ihrer
Zellmembran exprimieren und TNk- diese direkt stimuliert Serotonin
auszuschatten. Bei Untersuchungen an Ratten kogeeigt werden, dass zum
einen Mastzellen unter inflammatorischen Bedingun@&lF-o ausschitteten und
zum anderen TNl-Uber TNF-R1 Mastzellen chemotaktisch stimulieB)(1n vivo
konnte es auch sein, dass ThFicht die Mastzellen direkt aktiviert, sondern das
Flimmerepithel stimuliert, Mastzellen im akuten Eimdungsprozess anzulocken,
die dann degranulieren und unter anderem die eiligtigkeit erhdhen. Dies fuhrt
dann zu einer Reinigung des Trachealepithels vbiédichen Substanzen. In der
Literatur wurde bereits die Interaktion von Maskzelund Epithelzellen untersucht.
Kneilling et al. zeigten, dass die lokale Inflamioat zwischen Mastzellen und

TNF-R1 Rezeptor tragende Epithelzellen am Ohr v@us&n vermittelt wurde (54).
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Der um eine Stunde verzogerte Anstieg der PTG u88& BAach Stimulation mit
TNF-o konnte ein weiterer Hinweis darauf sein, dass eh um einen
extrazellularen Signalweg mit chemotaktischer Kongrde handelt. An anderen
Krankheitsbildern wie der Zystitis wurde bereitstarsucht, dass Mastzellen sich
TNF-a abhangig in der Lamina propria des Blasenepithklaimulieren und eine
Dysfunktion der Barriere hervorrufen (19).

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass der &NRduzierte Anstieg der PTG
und der ZSF komplett von Methysergide unterdricktden konnte. Deshalb kann
angenommen werden, dass der in dieser Arbeit batdtacTNFe induzierte friihe
Anstieg durch die Ausschittung von Serotonin uné daraus resultierende
Stimulation der zilidren Tatigkeit unabhéngig voand spaten Anstieg der ZSF in
isolierten und kultivierten bovinen zilientragendéegllen ist. Weiterhin gab es keine
Interaktion zwischen der Inhibition von NO oder Adeholin und der beobachteten
Stimulation der PTG durch TNé&- Aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeit ist
zusammenfassend anzunehmen, dass dMe PTG und ZSF stimuliert, indem es
an die TNF-R1 Rezeptoren auf trachealen Mastzeltgr in geringem Umfang an
neuroepitheliale Korper bindet, welche daraufhinrogmin ausschitten. Diese
Kaskade konnte als Schutzfunktion wahrend der Mmuh&hase des

Entziindungsprozesses in den Atemwegen dienen.
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4.3 Konklusion

TNF-o erhoht frih die PTG und ZSF in der murinen Tracimalrganbad. Diese
Erhéhung der TNFr ist TNF-R1 vermittelt. Fur diese Erh6hung spiedtr@onin
eine wichtige Rolle in der Signaltransduktion. Daklimmerepithel Mastzellen die
hauptséachliche Quelle von Serotonin sind, kénnessealitiber die Aktivierung der
TNF-R1 Rezeptoren degranulieren und die PTG mifel®tonin erhhen. Somit ist
es moglich, dass TNE&-icht nur direkt das Flimmerepithel stimuliertnsiern auch
Uber Mastzellendegranulation sekundar die zilidégigkeit beeinflusst. Deswegen
ist anzunehmen, dass eine Kommunikation zwischen blemunsystem und den
zilientragenden Zellen des Flimmerepithels bestEktist auszuschlie3en, dass die
frihe Stimulation der PTG und ZSF durch TMFiber NO oder Acetylcholin
vermittelt ist.
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5 Zusammenfassung

Die mukozilare Clearance gehort zu den angeboré&feteidigungsmechanismen
der Atemwege. Sie schitzt vor dem Eindringen vothégenen in den Organismus.
Die ziliare Tatigkeit des respiratorischen Epithsiselt die zentrale Schlisselrolle
in der Aufrechterhaltung der mukozilidren Clearariakterien nutzen die Zilien als
Angriffsziel, um in den Organismus einzudringen.e Sheften sich an die
Flimmerepithelzellen an und behindern ein koordiei® Schlagen der Zilien. Dies
6st wiederum eine lokale Entzindungsreaktion desvébes aus. TNE-ist der
Hauptspieler in der Vermittlung der lokalen Entziingsreaktion. Als eines der
wichtigsten proinflammatorischen Zytokine (bt es iKodrper verschiedene
Funktionen aus. Die vorliegende Arbeit untersucbte, TNFo einen Einfluss auf
den ziliaren Transport in der Trachea der Maus liusiMittels Messung der
Partikeltransportgeschwindigkeit und der Ziliensglitequenz der murinen Trachea
im wassrigen Medium konnte gezeigt werden, dass-dMfkit einer Latenzzeit von
circa vierzig bis sechzig Minuten eine Erhéhung sblwder PTG als auch ZSF
auslost. Weiterhin zeigte die quantitative PCRsdBNF-R1 und R2 in der Trachea
exprimiert wird. Messungen der ZSF an TNF/RMausen zeigten, dass nach
Ausschaltung des TNF-R1 diese Erhéhung nicht makhweisbar ist. Um weitere
maogliche Signalwege der TNé&-induzierten Erhdhung der PTG zu untersuchen,
wurden Versuche mit NOS-Inhibitoren (L-NAME und LMWA), einem
muskarinergen Rezeptor-Antagonist (Atropin) und eein 5-HT-Rezeptor-
Antagonist (Methysergide) durchgefiihrt. Durch dmhibition der NOS oder des
muskarinergen Rezeptors wurde die beschleunigte RID&h TNFe nicht
verhindert. TNFe. scheint Uber einen noch nicht bekannten Signal&egtonin-
vermittelt den zilidren Transport zu aktivieren. $#tzellen und TNFe: beeinflussen
die Funktion von Epithel im Entzindungsprozess. tiellken sind Tréger von
Serotonin in intrazellularen Granula. Aufgrund @gebnissen dieser Arbeit ist es
sehr wahrscheinlich, dass TNftracheale Mastzellen tber TNF-R1 stimuliert und
diese anschlieRend Serotonin freisetzen. In Folmem wird die ziliare Tatigkeit

der murinen Trachea zu erhoht.
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6 Summary

6 Summary

The mucociliary clearance is part of the innateedeé mechanism of the airways. It
protects the organism against the invasion of gghs. The ciliary action of the
airway epithelium plays a key role in the mainteseanf the mucociliary clearance.
Bacteria stick to the cilia and constrict their atinated beating. This causes a local
inflammation of the tissue. TN&-is a major player in the mediation of local
inflammation and it acts as one of the main praimfinatory cytokine, which alters
several functions in the body. This study examirfetNF-o influenced the ciliary
transport in the murine trachea. By measuring thigle transport velocity (PTV)
and ciliary beat frequency (CBF) in the murine lia in liquid media | showed that
TNF-a increases PTV and CBF with a latency of aboutyfoph to sixty minutes.
Furthermore quantitative PCR provided evidence TiNfE-R1 and R2 are expressed
in the murine trachea. Measurements in TNF-Rdice revealed that the activation
of CBF was almost completety suppressed. To exafntleer signaling pathways |
applied in further experiments two different NO®bitors, L-NAME or L-
NMMA, or the muscarinic receptor antagonist Atrapimr the 5HT receptor
antagonist Methysergide. These experiments cledgiyponstrated that the TNE-
mediated increase of the PTV or CBF was neithepmagsed by the inhibition of
NOS nor by the muscarinic receptor. However, TiNFafluences the ciliary
transport in the murine trachea via a serotonin iated pathway but with still
unknown receptor subtype. Mast cells and TdNiRfluence the epithelial function in
acute inflammation. Mast cells are carrier of semgte in granula. It is likely on the
present results that TN&stimulates TNF-R1 receptors of tracheal mast eelish

then release serotonine and causes the incre@denf activity.
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