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Einleitung 4

1 Einleitung

1.1 Das cholinerge System

1.1.1 Neuronales und non-neuronales cholinerges System

Azetylcholin (ACh) ist ein wichtiger Neurotransmitter im zentralen und peripheren
Nervensystem des Menschen (Klapproth et al. 1997, Wessler et al. 1998). Er wirkt
uber die Bindung an nikotinischen und muskarinischen Rezeptoren (Wessler et al.
2003). ACh wurde als erster Neurotransmitter 1921 von Otto Loewi als
Ubertragerstoff am Herz beschrieben und als ,Parasympathin“ bezeichnet. 1926
wurde diese Substanz von Loewi und Navratil als ACh identifiziert (Loewi und
Navratil 1926). ACh wirkt an praganglionaren autonomen Neuronen, postganglionar-
parasympathischen Neuronen, an bestimmten (Schwei3drisen innervierenden)
postganglionar-sympathischen Neuronen sowie an der motorischen Endplatte
(Starke et al. 1996). Das cholinerge System wurde in Lebewesen nachgewiesen, die
bereits seit 2,5 Milliarden Jahren auf der Erde vorkommen wie z.B. Bakterien, Blau-
und Grinalgen, Tubellarien, Pilzen, Protozoen und primitiven Pflanzen (Sastry et al.
1978, Grando et al. 2003). Damit konnte das Vorkommen von non-neuronalem ACh
bereits lange vor der Entwicklung des Nervensystems nachgewiesen werden. ACh
wird von non-neuronalen Zellen verschiedenster Gewebe, so auch von den
Atemwegsepithelien, synthetisiert und freigesetzt (Wessler et al. 2001, Proskocil et
al. 2004, Kawashima und Fujii 2008, Wessler und Kirkpatrick 2008). In non-
neuronalen Zellen (Tab. 1) reguliert ACh Uber auto- und parakrine Mechanismen
Proliferation, Differenzierung, Organisation des Zytoskeletts, Regulation von Zell-
Zell-Kontakten, Migration, Zilienaktivitat, Sekretion und Absorption. Weiterhin spielt
ACh eine wichtige Rolle in der unspezifischen und spezifischen Immunabwehr
(Wessler et al. 1998, 2001, Wessler und Kirkpatrick 2001, Wang et al. 2003, Kurzen
et al. 2006, Kawashima und Fuijii 2008, Wessler und Kirkpatrick 2008).
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Epithelzellen
Atemwege Basalzellen und zilientragende Zellen des
Bronchialepihels
Verdauungstrakt Oralmukosa, Osophagus, Magen, Jejunum,
llleum, Colon, Sigmoideum, Gallenblase
Urogenitaltrakt Nierenbecken, Ureter, Harnblase,
Vaginalmukosa
Auge Hornhaut
Haut Keratinozyten
Mesotheliale Zellen Viszerale Pleura, Pericard
Blutzellen Thrombozyten, mononukleare Zellen
Immunzellen Mononukleare Zellen, Alveolarmakrophagen
Andere Zellen Haare, Nagel, Fettgewebe, Aortenklappe

Tab. 1: Humane non-neuronale Zellen, in denen ACh nachgewiesen wurde (Wessler et al. 1998, Wessler und Kirkpatrick 2008)

1.1.2 Non-neuronales cholinerges System im Trachealepithel

Im respiratorischen Epithel von Mensch, Ratte und Maus wurden ACh und
verschiedene  Komponenten des non-neuronalen  cholinergen  Systems
nachgewiesen (Lips et al. 2005, Kummer et al. 2006). ACh wird im respiratorischen
Epithel durch die Cholinazetyltransferase (ChAT) aus AzetylCoA und Cholin
synthetisiert (Wessler et al. 2003, Proskocil et al. 2004). Das essentielle Cholin kann
wie im Nervensystem durch den hoch-affinen Cholintransporter (CHT1) in bestimmte
Zellen des Atemwegsepithel aufgenommen werden (Pfeil et al. 2003). Die
Freisetzung von ACh ist im respiratorischen Epithel zelltyp-spezifisch: In den
sekretorischen Zellen wird ACh durch den vesikularen Azetylcholintransporter
(VAChT) in Vesikel importiert und dann durch vesikulare Exozytose freigesetzt (Lips
et al. 2005). In den kinozillientragenden Zellen wird das zytoplasmatische ACh durch
die organischen Kationentransporter 1 und 2 (OCT 1 und 2) direkt freigesetzt (Lips et
al. 2005, Kummer et al. 2006). ACh interagiert nach seiner Freisetzung mit

muskarinischen und nikotinischen Rezeptoren auf den Zielzellen (Struckmann 2003,
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Klein et al. 2009). Im Nervensystem wird ACh durch die Cholinesterasen abgebaut
(Wessler und Kirkpatrick 2001, Dobransky und Rylett 2003, Kobayashi et al. 2006).

Wie ACh im respiratorischen Epithel abgebaut wird, war bisher noch ungeklart.

Abb. 1: Synthese von ACh im Trachealepithel: Aufnahme von Cholin durch CHT1 in das Zytosol, Synthese von ACh aus
AzetylCoA und Cholin mittels ChAT, anschlieBend Freisetzung von ACh durch VAChT vermittelte vesikuldre Exozytose oder
direkt aus dem Zytoplasma durch OCT1 und OCT2. Das extrazellulare ACh bindet auto- und parakrin an nikotinische und

muskarinische Rezeptoren.

1.1.3 Die Cholinesterasen: AChE und BuChE

Die Cholinesterasen gehdren zur grofden Gruppe der Serinhydrolasen, die bevorzugt
Cholinester spalten. Basierend auf der Substratspezifitat lassen sich zwei
Hauptvertreter der Cholinesterasen unterscheiden: 1) Die fur ACh spezifische AChE,

die mit einer katalytischen Effizienz von 14000 [s"-mol”-1] eines der schnellsten
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Enzyme ist. 2) Die langsamere BuChE, die auler ACh weitere Cholinester wie zum
Beispiel Butyrylcholin, Thiocholin und Acylcholin spalten kann. Sie wird oft als
sunspezifische Cholinesterase“ oder Pseudocholinesterase bezeichnet (Massoulié
und Bon 1982). lhre Funktion ist weitgehend ungeklart (Whittaker 1986, Li et al.
2000). Es wird angenommen, dass die BUChE als Barriere fir die Diffusion von ACh
in den Blutstrom und gegen oral aufgenommene Toxine fungiert. Bei Menschen, bei
denen keine BuChE-Aktivitat gemessen werden konnte, wurden keine auffalligen
pathologischen Veranderungen festgestellt, abgesehen davon, dass die Atmung
nach Abklingen der Narkose mit dem Anasthetikum Succinylcholin nicht wieder
einsetzte, da es nicht hydrolisiert werden kann (Lockridge und Masson 2000). Auch
Li et al. konnten an BuChE”-Mausen als Wirkung auf Succinylcholin eine
Atemlahmung nachweisen. Weiterhin reagierten die BUChE”-Mause auf Bambuterol
nicht toxisch. Bambuterol ist ein Betasympathomimetikum und wird bei verengten
Atemwegen eingesetzt. Durch Erregung spezieller Bindungsstellen (Betarezeptoren)
an der Muskulatur der Atemwege erschlafft die verkrampfte Muskulatur und die
Bronchien werden weit gestellt. Hingegen flhrten Pilocarpin, ein muskarinischer
Agonist sowie Butyrylcholin bei den getesteten BuChE”-Mausen zum Tod und
verdeutlichen den Mangel an BuChE-Aktivitat beispielhaft fur den Menschen (Li et al.
2008). Eine Uberdosis von ACh bedingt durch Cholinesterase-Inhibitoren in
Pestiziden (Feyereisen 1995) oder chemischen Nervengiften ist toxisch. Als
Symptome wurden lokale nekrotische Myopathien, respiratorische Lahmungen bis
hin zum Tod beschrieben (Leonard und Salpeter 1979). Militarische Nervengifte und
Pestizide werden als organische Phosphorverbindungen (OPC) zusammengefasst.
Die AChE wird durch diese inhibiert und es kommt zu einem Uberangebot an ACh
und einer Uberstimulation der Zielorgane. Die Symptome sind abhangig von der
Affinitat der OPC zu den jeweiligen muskarinischen und/oder nikotinischen
Rezeptoren. Die muskarinisch bedingten Symptome umfassen Diarrh6é, Harnfluss,
Bronchospasmen und erhdhten Speichelfluss und die nikotinischen Symptome
aulern sich in Lahmungserscheinungen (Barthold und Schier 2005). In den letzten
25 Jahren haben sich in einigen epidemiologischen Studien OPCs als
entwicklungsbedingte Faktoren flr die Entstehung von Asthma bei Erwachsenen
(Deschamps et al. 1994, Hoppin et al. 2006, 2007, Senthilselvan et al. 1992) und
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bevorzugt bei Kindern (Eskenazi et al. 1999, Mannino et al. 2002) gezeigt. In einer
relevanten Konzentration bewirken OPCs durch Antigen-Sensibilisierung eine
Hyperreaktivitat in den Atemwegen (Lein und Fryer 2005, Proskocil et al. 2008). Die
Allergisierung ist charakteristisch fur 50% der Gesamtbevdlkerung sowie flr 80% der
Asthmatiker (Kinder einbezogen) und hat mit der nachgewiesenen Hyperreaktivitat
an Meerschweinchen in den Atemwegen Einfluss auf Operations-Risiken und
Behandlungsstrategien (Proskocil et al. 2008). Neben diesen vegetativen Wirkungen
der AChE-Inhibitoren wurde gezeigt, dass die Hemmung der ACh-Abbauenzyme
positive Effekte auf den Verlauf des Morbus Alzheimer haben (Giacobini 2000).

1.1.3.1 Die molekulare Struktur der Cholinesterasen

Die Aufklarung der Kristallstruktur des AChE-Molekils brachte Uberraschende
Erkenntnisse. Die ACh-Bindungsstelle liegt am Boden einer tiefen Grube, die von
einer Vielzahl aromatischer Reste umgeben ist (Sussman et al. 1992). Unter
Berucksichtigung der hohen katalytischen Umsetzungsrate der AChE erscheint es
verwunderlich, dass die AChE-Bindungsstelle so schlecht zuganglich ist. Mallender
et al. beschrieb, dass es sein kdnnte, dass ACh auch an der peripheren Seite der
Grube binden kdnnte (Mallender et al. 2000). Weiterhin kdnnten die unterschiedlich
geladenen Aminosauren so angeordnet sein, dass ein elektrostatischer Dipol
entsteht, das moglicherweise ACh zur Bindungsstelle leitet (Ripoll et al. 1993, Tan et
al. 1993, Porschke et al. 1996). Es gibt verschiedene Isoformen der AChE, die alle
aus mehreren Exons zusammengesetzt sind, wobei die Exons 2, 3 und 4 des Gens
die codierende Region (katalytische Domane) darstellen (Soreq et al. 1990). Diese
AChE-Isoformen entstehen durch alternatives Spleillen des C-terminalen Endes
(Taylor und Radic 1994).

AChERr
Die R-Isoform (R = ,Readthrough®) wird durch die Exone 2, 3 und 4 codiert und
enthalt somit die katalytische Domane. AChER bildet kugelférmige Monomere, die in

embryonalen Geweben und Zellkulturen (Li et al. 1991) sowie in Tumorzellen (Karpel
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et al. 1994) nachgewiesen wurden. Weiterhin wurde AChERg in den Erythrozyten der
Maus, aber nicht des Menschen gefunden (Li et al. 1993). Unter physiologischem
Stress und AChE-Inhibition kann AChEgr im Gehirn von Menschen und Mausen

hochreguliert werden (Kaufer et al. 1998).

AChEy

Die H-lIsoform (H = ,Hydrophobic®) bildet Dimere, die durch Glykosyl-Phosphatidyl-
lonositol (GPI) in der Plasmamembran verankert sind. AChEy ist ebenfalls katalytisch
aktiv und wird von Exon 2, 3 und 5 gebildet. Am haufigsten wurde die H-Isoform an
der Oberflache von Erythrozyten beobachtet, wo sie das im Blutstrom befindliche
ACh abbaut (Liao et al. 1992). Aus diesem Grund wird AChEy oft auch als AChEEg (E

= ,Erythrocytic*) bezeichnet.

AChEs
Die S-Isoform besteht aus Exon 2, 3 sowie 4. Das ,S“ in dieser Nomenklatur steht fir
,S0luble“ (Grisaru et al. 1999). Die AChEs bildet kugelférmige Monomere und kommt
ausschlieBlich im Gift bestimmter Schlangen vor (Cousin et al. 1996, Massoulié
2002).

AChET

Die T-Isoform (T = ,Tailed*) wird von Exon 2-4 und 6 codiert. Diese Isoform wird auch
als AChEs bezeichnet, wobei ,S* hier nicht fur ,Soluble®, sondern fir ,Synaptic* steht
(Grisaru et al. 1999). Es handelt sich um die Isoform, die am haufigsten in Synapsen
gefunden wird. Sie bildet eine Vielzahl verschiedener Oligomere, einerseits |6sliche
homologe Oligomere wie Monomere, Dimere und Tetramere und andererseits
heterogene Tetramere, die durch Kollagen Q (ColQ) in der Basallamina oder
prolinreiche Membrananker (PRIMA) in der Plasmamembran verankert sind
(Massoulié 2002). Die BuChE, die im Gegensatz zur AChE keine Isoformen aufweist,
entspricht in ihrer raumlichen Struktur der AChEr-Isoform (Blong et al. 1997). BuChE
wird wie AChEr Uber ColQ in der Basallamina verankert (Feng et al. 1999). ColQ
besteht aus einer N-terminalen prolinreichen Bindungsdomane (PRAD), die die

Tetramere organisiert, einer zentralen Kollagen-Domane, die die Tripelhelix bildet
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sowie einer cysteinreichen C-terminalen Domane (Bon et al. 1997, Simon et al.
1998). Die C-terminale Domane ist jedoch nicht von Bedeutung flr die korrekte
Bildung der Tripelhelix und die Produktion von Isoformen (Massoulié 2002). Die
Kollagen-Domane enthalt zwei Heparinsulfat-Bindungsdomanen, die fur die
Verankerung von ColQ in der Basallamina verantwortlich sind (Kimbell et al. 2003).
PRIMA kann AChE und BuChE in der Plasmamembran verankern und besitzt wie
ColQ eine funktionelle PRAD-Domane, die flr die Bildung von Tetrameren aus AChE
und BuChE notwendig ist. Im Gehirn und Skelettmuskel von Saugetieren ist
ausschlieBlich PRIMA flr die Verankerung von AChE in der Zellmembran zustandig
(Perrier et al. 2000, 2002).

1.1.3.2 Nachweis und Aktivitat von Cholinesterasen im non-neuronalen Gewebe

In einer Vielzahl von neuronalen und non-neuronalen Geweben konnten die
Cholinesterasen AChE und BuChE nachgewiesen werden. Graf und Stockinger
(1966) konnten in den zilientragenden Zellen des Respirationstraktes der Ratte eine
azetylcholinesterasehaltige Doppelmembran nachweisen. Bei der untersuchten
Schleimhaut der Trachea und des Nasenseptums von erwachsenen Albinoratten
ergab der spezifische Nachweis der Azetylcholinesterase mit Azetylthiocholin nach
Karnovsky (1964) eine feinkornige positive Reaktion an der die Basalknétchen
verbindenden Doppelmembran. Es wurde beobachtet, dass die Becherzellen sowie
die Kernmembran negativ blieben und nur einzelne Flimmerhaare einen schwachen
Niederschlag zeigten (Graf und Stockinger 1966). Weitere Untersuchungen ergaben,
dass die AChE im nicht-innervierten Teil des Skelettmuskels sowie in Fibroblasten
aktiv ist (Koelle 1963, Sastry und Sadavonvivad 1979). Mitchell et al. (1991)
beschrieben eine reduzierte AChE-Aktivitat in der glatten Muskulatur der Trachea
von Kaninchen nach aktiver Immunisierung in vivo. Ebenfalls konnte diese
Arbeitsgruppe eine AChE-Aktivitat in der glatten trachealen Muskulatur nachweisen
(Murphy et al. 1991). In einer weiteren Studie konnte neben der AChE-Aktivitat
zusatzlich eine BuChE-Aktivitat in der glatten Muskulatur der Ratten-Trachea

beobachtet werden. Durch die Hemmung der Enzymaktivitdt von AChE und BuChE
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erfolgte eine Hyperaktivitat der glatten Atemwegsmuskulatur (Ohrui et al. 1991).
Schmidt et al. (1979) stellten die Hypothese auf, dass durch eine reduzierte AChE-
Aktivitat im Bronchialepithel von Ratten der Bronchialreflex ausgelost werden kann.
Es wurde diskutiert, dass dieser cholinerge Mechanismus zur Erhaltung von einer
Hypersekretion bei chronisch-obstruktiven Atemwegserkrankungen beitragt (Schmidt
et al. 1979). Weitere Untersuchungen zu AChE ergaben ein reiches Netzwerk von
cholinesterasehaltigen Nervenfasern in den bronchialen Drisen und zwischen den
Acini sowie in der glatten Muskulatur des menschlichen Respirationstrakts. Jedoch
konnten innerhalb der Blutgefale und des Epithels von Bronchen und Bronchiolen
keine AChE-positiven Fasern gefunden werden (Partanen et al. 1982). Bei
Meerschweinchen konnte AChE im Lungengewebe sowie in der glatten
Trachealmuskulatur dargestellt werden. Durch eine reduzierte AChE-Aktivitat wurde
die Pathogenese einer Hyperreaktion in den Atemwegen ausgeldst (Kadota et al.
2001). Eikermann et al. (2007) wiesen AChE im Musculus genioglossus und
Diaphragma nach. Sie beobachteten nach Gabe von Neostigmin (AChE-Inhibitor) ein
reduziertes Atemvolumen sowie eine reduzierte Funktion des Musculus genioglossus
und des Diaphragmas (Eikermann et al. 2007). Weiterhin wurde 1996 durch
Greenfield die AChE-Aktivitat in verschiedenen Hirnregionen dargestellt. Durch
Untersuchungen an der Ratte konnte die AChE-Aktivitdt in drei Hirnregionen
nachgewiesen werden: Striatum, Hippocampus und Cortex (Kobayashi et al. 2006).
Weiterhin wurde die Synthese und Abgabe von Cholinesterasen in den Kreislauf
beobachtet. In den GefalRen der Lunge wurde ebenfalls ein AChE- und BuCHE-
Aktivitat nachgewiesen (Kotevelets et al. 2005). Auch in den Endothelzellen der
menschlichen Haut wurde das Vorkommen der AChE beschrieben (Kurzen et al.
2006). Ebenfalls wurde in den Keratinozyten der Haut und der Gingiva AChE
nachgewiesen, welches hier fur den Abbau von ACh zustandig ist (Nguyen et al.
2000, Kurzen et al. 2006). Es konnte gezeigt werden, dass das cholinerge System in
der Haut in autokrine, parakrine und endokrine Mechanismen wie Proliferation der
Keratinozyten, Differenzierung, Adhasion und Fortbewegung, epidermale
Schutzfunktion, Blutzirkulation und Immunreaktionen involviert ist (Kurzen et al.
2006). In weiteren Untersuchungen wurde eine AChE-Aktivitat in den Fibroblasten

der menschlichen Haut (Magnus und Thompson 1954) sowie eine BUChE-Aktivitat in
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der menschlichen Epidermis (Schallreuter et al. 2006) beobachtet. Ebenfalls wurde in
embryonalen Stammzellen ein erhdéhtes Vorkommen von cholinergen Markern wie
AChE und BuChE beschrieben (Willbold und Layer 1994).

Nicht in allen non-neuronalen Geweben erfolgt der Abbau von ACh durch beide
Cholinesterasen (AChE und BuChE). Fur die Plazenta wurde gezeigt, dass ACh
vorrangig von AChE abgebaut wurde (Sastry 1997), wo hingegen in der
Skelettmuskulatur auRerhalb der Endplatte hauptsachlich BuChE fir den Abbau
verantwortlich ist (Norel et al. 1993). Weiterhin ergab die Studie von Norel (1993)
eine hohe BuChE-Aktivitat im menschlichen Bronchialmuskel. In diesem bronchialen
Gewebe wird der Abbau von ACh, neben der AChE, durch die BuChE koreguliert.

Die Cholinesterasen sind in non-neuronalen Geweben sowohl intra- als auch
extrazellular aktiv (Wessler et al. 1999). Die Katalyseaktivitat von AChE ist in
neuronalen Zellen hoher als in non-neuronalen Zellen. In neuronalen Zellen kommt
AChE diffus im Zytoplasma, punktuell entlang des Neurits sowie auf der
Plasmamembran vor. Im Gegensatz dazu kommt AChE in non-neuronalen Zellen
nicht auf der Plasmamembran oder in der Nahe von ihr vor, sondern ist in hohem
Male in der Region um den Zellkern lokalisiert. Dadurch zeigte sich, dass die
Anwesenheit von AChE nicht mit deren Katalyseaktivitat korreliert (Thullberry et al.
2005). Untersuchungen an AChE”-Mausen fiihrten zu der Hypothese, dass in
verschiedenen Organen (Herz, Thymus, Leber, Lunge, Milz, Niere, Nebenniere,
Pankreas, Dinn- und Dickdarm sowie Magen) die BuChE sowie andere Enzyme
einige Funktionen von AChE Ubernehmen konnten, da in diesen Geweben keine
Abnormalitaten bei den AChE”"-M&usen vorlagen. In den AChE”-M&usen konnte
jedoch keine erhdéhte BuChE-Aktivitat nachgewiesen werden und die Hemmung von
allen weiteren Enzymen auller AChE flhrte durch Anwendung organischer
Phosphate zum Tod (Xie et al. 2000). Durch den generell hohen Anteil an BuChE in
den getesteten Geweben, die motorische Endplatte inbegriffen und durch die
Tatsache, dass Mause ohne AChE-Aktivitat Gberleben kénnen, postulierten Li et al.
(2000), dass die BuChE eine essentielle Funktion hat. Duysen et al. zeigten (2007)
ebenfalls, dass die BuChE-Aktivitat essentiell ist, da die BuChE ACh in physiologisch
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relevanten Regionen wie Diaphragma, Herzmuskel und Gehirn hydrolytisch spalten
kann. Jedoch konnte mittels aktuellen Untersuchungen an BUChE" -M&usen gezeigt
werden, dass beim Menschen eher ein Mangel an BuChE-Aktivitat vorliegt (Li et al.
2006, 2008).

1.2 Das Trachealepithel und dessen Funktion

1.2.1 Aufbau der Trachea

Wandaufbau der Trachea

Histologisch wird der Wandaufbau der Trachea in 3 Schichten untergliedert:

1) Die Tunica mucosa setzt sich aus dem respiratorischen Epithel und der Lamina
propria zusammen, in der sich die seromukdsen Glandulae tracheales befinden. Das

respiratorische Epithel bildet die luminale Grenzschicht der Trachea.

2) Die Tunica fibromusculocartilaginea setzt sich beim Menschen aus 16-20
ventrolateral gelegenen, hufeisenférmigen, hyalinen Knorpelspangen zusammen.
Diese sind in Langsrichtung durch die Ligamenti anularia verbunden. Dorsal befindet

sich der aus glatten Muskelzellen aufgebaute Musculus trachealis.

3) Die Adventitia, die aus lockerem Bindegewebe aufgebaut ist, vermittelt den

Anschluss der Trachea an die Umgebung.

Bei der Maus entspricht der prinzipielle Wandaufbau dem des Menschen. Die Lange

der Trachea bei der Maus betragt ca. 0,5-0,6 cm.
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Zellen des Trachealepithels

Das respiratorische Trachealepithel kleidet als innerste Schicht (luminal) die Trachea
in ihrer gesamten Lange aus. In diesem mehrreihigen, hochprismatischen Epithel
kommen neben Kinozilien tragenden, sekretorischen und intermediaren Zellen auch
Basalzellen, einzelne Burstenzellen sowie einzelne endokrine Zellen vor. Die
Basalzellen sind Vorlauferzellen der Kinozilien tragenden und sekretorischen Zellen,
spielen aber auch eine Rolle bei der Befestigung an der Basalmembran (Drenckhahn
2003, Welsch 2003). Die Kinozilien tragenden Zellen sitzen der Basalmembran auf
und erreichen die luminale Oberflache. Auf der apikalen Seite tragen sie zahlreiche
Kinozilien. Ein Kinozilium ist ca. 0,2 uym dick und ca. 2-5 uym lang (Pavelka et al.

PE

Abb. 2: Zellen im Trachealepithel: Die Trachea wird uber ihre gesamte Lange mit einem respiratorischen Epithel

ausgekleidet. Es handelt sich um ein mehrreihiges, hochprismatisches Epithel. Im Trachealepithel kommen neben
Kinozilien tragenden Zellen, sekretorischen Zellen, intermediaren Zellen und Basalzellen einzelne Blrstenzellen sowie

einzelne endokrine Zellen vor.
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Zell-Zell-Kontakte

Die Zell-Zell-Kontakte zwischen den Zellen des Trachealepithels bestehen aus drei
Komponenten eines Verbindungskomplexes (Schneeberger et al. 1997). Die Zonula
occludens oder Tight junctions bilden den weit apikal gelegenen Verschlusskontakt.
Weiter basal gelegen schliel3t ein breiter Adhasionskontakt die Zonula adhaerens an.
In basaler Richtung liegen Desmosomen oder die Maculae adhaerens
(Schneeberger et al. 1997).

1.2.2 Das Kinozilium: Zilienschlag und Zilienschlagfrequenz

Morphologie des Kinoziliums

Die Struktur des Kinozilium der Maus entspricht im Langs- und Querschnitt der
Kinozilienstruktur von Pflanzen, Tieren und Menschen (Lee et al. 1997). Das
Kinozilium besteht aus 9 Mikrotubulusdoubletten, die ringférmig um ein
Mikrotubuluspaar im Zentrum angeordnet sind (Lee et al. 1997). Die
Mikrotubulusdoubletten bestehen aus einem kompletten A-Tubulus, der aus 13
Profilamenten aufgebaut ist und einem inkompletten B-Tubulus, der aus 11
Profilamenten zusammengesetzt ist (Drenckhahn 2003). Die Tubuli sind
untereinander  durch  den Nexinkomplex  verbunden. Jede einzelne
Mikrotubulusdoublette steht durch eine Speiche aus Proteinen mit einem
Proteinkranz in Kontakt, der die beiden zentralen Mikrotubuli umhullt (Drenckhahn
2003).

Zilienschlag und Zilienschlagfrequenz

Die Bewegung der Kinozilien wird durch eine Gleitbewegung zwischen den
benachbarten Mikrotubulusdoubletten bewerkstelligt (Drenckhahn 2003). Der

Zilienschlag entstent durch einen Vorwartsschlag und eine seitliche
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Ruckholbewegung der Kinozilien (Wanner et al. 1996). Bei der Vorwartsbewegung,
die viermal schneller ist als die Ruckstellbewegung, sind die Zilienarme gestreckt
(Drenckhahn 2003), wahrend bei der Rickholbewegung die Zilienarme abgewinkelt
sind (Wanner et al. 1996). Eine flimmernde Bewegung entsteht dadurch, dass beim
Vorwartsschlag die Mikrotubulusdoubletten der einen Zilienhalfte und bei der
Rickholbewegung die der anderen Zilienhalfte agieren. Durch die koordiniert
abwechselnd laufende Gleitbewegung wird der gerichtete Transport ermdglicht (Lee
et al. 1997, Drenckhahn 2003). In der menschlichen Trachea Ilauft die
Flimmerbewegung mit einer Frequenz von bis zu 20 Hz ab (Drenckhahn 2003). Die
Zilienschlagfrequenz (ZSF) ist temperaturabhangig (Sleigh et al. 1988) und betragt
im Trachealepithel der Maus bei konstanten 30°C 15,6 + 0,7 Hz (Zhang et al. 2004).
Die Flimmertatigkeit kann durch die Zugabe von Pharmaka beeinflusst werden. Erste
Untersuchungen an Fréschen zeigen, dass ACh sowie der AChE- und BuChE-
Inhibitor Eserin in geringen Konzentrationen die Flimmertatigkeit beschleunigen
sollen, wohingegen hohe Konzentrationen hemmend wirken sollen (Kordik et al.
1952). Diese direkte pharmakologische Beeinflussbarkeit der ZSF und der
Transportgeschwindigkeit wird auch an der nervalen Kiemenplatte von Mytilus edulis
(Seemuschel) beobachtet. Nach Applikation von ACh und Eserin wird eine verstarkte
Zilienaktivitat gemessen (Bulbring et al. 1953). Auch die Zugabe von ATP (100 uM)
steigert die Schlagfrequenz der zilientragenden Zellen in der Trachea, jedoch nicht in
den distalen Atemwegen (Hayashi et al. 2005). Die ZSF bei Saugern wird durch
Atropin reduziert (Sastry et al. 1979, Wanner et al. 1996).

1.2.3 Die mukozilidre Clearance

Das Trachealsekret

Das Innere der Luftrohre wird von dem Trachealsekret benetzt. Das Trachealsekret
erflllt wichtige Aufgaben bei der mukoziliaren Clearance (Wanner et al. 1996). Das
Trachealsekret der sekretorischen Zellen bildet zusammen mit den Kinozilien des

respiratorischen Epithels den mukoziliaren Apparat (Drenckhahn 2003). Die
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mukozilidre Clearance ist ein Selbstreinigungsprozess der Atemwege gegentber
eingedrungener Partikel. Hierbei fungiert das Trachealsekret als mechanische
Barriere, an dem eingedrungene Fremdkorper, Mikroorganismen und Noxen
anhaften. Gemeinsam mit dem Trachealsekret werden diese durch einen
koordinierten Zilienschlag kehlkopfwarts transportiert und dort entweder verschluckt
oder abgehustet (Wanner et al. 1996). Die Effektivitat dieses Reinigungsprozesses
ist abhangig von der Interaktion der Zilien mit dem uber ihnen liegenden Mukus. Der
erfolgreiche Partikeltransport hangt von den Parametern ZSF und der richtigen
Quantitat sowie viskoelastischen Eigenschaften des Trachealsekrets ab (Knowles et
al. 2002). Auch Sleigh et al. (1988) zeigt die Wichtigkeit des Trachealsekrets durch
Ersetzen des Mukus durch Ringerlosung, wobei eine Reduktion des
Partikeltransportes ohne Veranderung der ZSF beobachtet wird (Sleigh et al. 1988).
Neben dem koordinierten Zilienschlag sind flr die mukoziliare Clearance die
Interaktion zwischen Nachbarzellen, die Bildung der Mukusschicht sowie Zell-Zell-
Kontakte erforderlich. Fir die Aktivierung ist das Zusammenspiel zwischen
kinozilientragenden und sekretorischen Zellen notig. Die mukozilidre Clearance lauft
entweder Uber die Ausschuttung parakrin wirkender Botenstoffe oder tber durch Gap

junctions vermittelte Ca®*-lonenstréme ab (Wanner et al. 1996).

1.3 Fragestellung der Arbeit

Im respiratorischen Epithel der Trachea wurde die Synthese und Freisetzung von
ACh sowie das Vorkommen von nikotinischen und muskarinischen ACh-Rezeptoren
nachgewiesen (Lips et al. 2005, Kummer et al. 2006). Der hydrolytische Abbau von
ACh im Trachealepithel ist bisher noch ungeklart. Erste Hinweise deuten auf die
Prasenz der AChE in den Atemwegen hin. Bereits 1966 wiesen Graf und Stockinger
eine azetylcholinesterasehaltige Doppelmembran im Respirationstrakt der Ratte
nach. Neben der AChE ist auch die BuChE in der Lage ACh durch Hydrolyse
abzubauen (Massoulieé und Bon 1982). Es gibt bisher keine Untersuchungen uber
das Vorkommen oder die Aktivitat der BUChE in den Atemwegen. In den letzten
Jahren wurden AChE- und BuChE-Knockout-Mause (KO-Mause) generiert (AChE:
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Duysen et al. 2000; BuChE: Li et al. 2006, Duysen et al. 2007). Durch die Existenz
der Knockout-Mause ist es nun moglich, den Abbau von ACh im respiratorischen
Epithel mittels eines funktionellen Modells zu untersuchen, das zur Analyse der
Zilienfunktion den ziliaren Partikeltransport in einer von Klein et al. (2009) etablierten

Methode misst.

Zur Analyse dieses Themenkomplexes sollten folgende Fragen beantwortet werden:

1. Wird die PTG durch ACh stimuliert?

2. Gibt es Unterschiede in der durch ACh-stimulierten PTG bei AChE™" und ihren

korrespondierenden WT?

3. Zeigen sich durch die Zugabe von Eserin, einem Inhibitor der AChE und
BuChE, in den verschiedenen Mausstdmmen (AChE*-, AChE**-, BUChE™"-
und BuChE**-Mausen) Unterschiede in der PTG und / oder kann Eserin eine

Hemmung der PTG bewirken?

4. Wird die durch ACh-stimulierte PTG durch vorherige Zugabe von Eserin

beeinflusst?

5. Kann mittels Messung der PTG an AChE*"- und BUChE™-Mausen und deren
korrespondierenden Wildtypen nachgewiesen werden, ob das vom
Trachealepithel freigesetzte ACh durch die AChE und / oder BuChE gespalten

wird?

Bis zum heutigen Tag sind Kenntnisse Uber die Rolle des non-neuronalen
cholinergen Systems bei Krankheiten oder Allergien der Atemwege weitestgehend
ungeklart. Von der Beantwortung dieser Fragen werden grundlegende Erkenntnisse
uber die Funktion des cholinergen Systems der Atemwege erwartet. Diese
Grundlagen koénnten dazu dienen neue Therapie-Strategien fir cholinerge

Erkrankungen der Atemwege wie z.B. Asthma bronchiale zu entwickeln.
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2 Material und Methode

21 Chemikalien
Kalziumchlorid-2-hydrat
Ethanol absolut

Glukose

Hepes
Magnesiumchlorid-6-hydrat
Natriumchlorid

Ampuwa

2.2 Pharmaka
Azetylcholinchlorid
(ACh)
Adenosintriphosphat
(ATP)

Eserin Hemisulfat
(Eserin)

Isofluran

2.3 Gerate und Laborbedarf

Delta T Kulturschalchen
0,17 mm Bodendicke, klar
Dynabeads

Minutien

Mikroskop BX 50WI

Merck KgaA

Riedel de Haen AG
Merck KgaA

Carl Roth GmbH & Co
Merck KgaA

Carl Roth GmbH & Co

Fresenius Kabi GmbH

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH

Abbott GmbH & Co.
KG

Bioptechs

Dynal Biotech
Insektenbedarf

Olympus GmbH

Darmstadt, Deutschland
Seelze, Deutschland

Darmstadt, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland

Bad Homburg, Deutschland

Steinheim, Deutschland

Steinheim, Deutschland

Steinheim, Deutschland

Wiesbaden, Deutschland

Butler, USA

Oslo, Norwegen
Karlsbad, Deutschland

Hamburg, Deutschland
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Objektiv UMPlanF1 Olympus GmbH Hamburg, Deutschland

20x/0.50W

Kamera Imago CCD T.l.L.L. Photonics Grafelfing, Deutschland
GmbH

Sylgard 184 Dow Corning GmbH Wiesbaden, Deutschland

Software:

Microsoft Office Excel Microsoft Corporation = Redmond, USA

(Excel)

SPSS Inc. Headquarters Chicago, lllinois, USA

Version 11.0

Tillvision T.I.L.L. Photonics Grafelfing, Deutschland
GmbH

2.4 Messung der Partikeltransportgeschwindigkeit (PTG) in der Trachea

2.4.1 Versuchsvorbereitungen

Bodenbeschichtung der Kulturschale

Sylgard 184 ist ein klares Silikonelastomer, mit dem die Delta T Kulturschalchen
ausgegossen wurden, um die Trachea mit Minutien im Schalchen befestigen zu
kénnen. Zur Verarbeitung von Sylgard 184 wurden 9 Teile der Base und 1 Teil des
Harters fur 2 Stunden (h) bei Raumtemperatur auf einem Magnetrihrer gemischt.
Nach Entfernung der Luftblasen im Exikator wurden die Delta T Kulturschalchen mit
ca. 1,5 ml Sylgard 184 ausgegossen und 4 h bei 65°C oder 1 h bei 100°C im

Warmeschrank auspolymerisiert.

Hepes-Ringer-Puffer, pH 7.4

Der Puffer wurde als Medium im Delta T Kulturschalchen und als Spullésung

verwendet. Ein Liter des Puffers wurde nach folgenden Angaben angesetzt:
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e 0418¢g Kaliumchlorid (KCI)

e 7979 Natriumchlorid (NaCl)
e 196¢ Glukose
e 238¢g Hepes

e 1,0 ml 1 M Magnesiumchlorid-6-Hydratlésung (MgCl,x6H,0)
e 2.2 ml 1M Kalziumchlorid-2-Hydratlésung (CaCl;x2H,0)

e auf 1000 ml mit Aqua dest. auffillen; auf pH 7,4 einstellen

Stocklosungen der verwendeten Pharmaka

Aus dem ACh-Pulver (99%) wurde eine 1 M Stammldsung hergestellt, in der
23,28 mg ACh (molares Gewicht 181,66 g/M) in 128,15 pyl Ampuwa geldst wurden.
Eserin (molares Gewicht 324,4 g/M) lag in Form von Salz vor und wurde in 3 ml
96%igem Ethanol zu einer 1 M Stammldsung geldst. Aus beiden Stammldsungen
wurden mittels Ampuwa Verdinnungsreihen erstellt, die aliquotiert im Gefrierschrank
bei -20°C eingefroren wurden.

ATP (molares Gewicht 507,2 g/M/l) wurde in Hepes-Ringer-Puffer zu einer 100 mM
Stammldsung (102 M) geldst, aliquotiert und bei -20°C gelagert.

2.4.2 Versuchstiere

Die verwendeten Knockout-Mause (KO) und deren korrespondierende Wildtyp-
Mause (WT) wurden von der Arbeitsgruppe von Oksana Lockridge (University of
Nebraska Medical Center, Omaha, Nebraska, USA) zur Verfigung gestellt und im

Zentralen Tierlabor der Justus-Liebig-Universitat in Giel3en gezichtet.

AChE-KO-Mause (AChE”) und deren korrespondierende WT-Mause (AChE*™")

Zur Herstellung der homozygoten AChE"-M&use wurden aus dem Mé&usestamm
129S6/SvEvTac embryonale Stammzellen (R1) gewonnen und genetisch verandert,

indem Exon 2, 3, 4 sowie 5 entfernt und an deren Stelle eine Neomycin-Kassette
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eingesetzt wurde. Die veranderten Stammzellen wurden in scheintrachtige Mause
implantiert und die Chimeren verpaart (Duysen et al. 2002). Das AChE-Gen liegt
beim Menschen auf Chromosom 7q22 und bei der Maus auf Chromosom 5

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/HomoloGene/).

Fir die Versuche wurden heterozygote AChE"-gendefiziente Mause verwendet, da
die homozygoten AChE”-Mause aufgrund einer Muskelschwache nur ca. 14 Tage
uberlebensfahig sind (Duysen et al. 2002) und die Funktion des Trachealepithels zu
diesem Zeitpunkt noch nicht vollstandig ausgereift ist.

Adulte Tiere beiderlei Geschlechts wurden mittels einer Uberdosis Isofluran getotet.

BuChE-KO-Mause (BuChE™) und deren korrespondierende WT (BuChE*'™")

Zur Herstellung der BuChE”-Mause wurden aus dem Méausestamm 129S1/SvimJ
embryonale Stammzellen (R1) gewonnen und genetisch verandert, indem 891
Basenpaare (bp) des Gens entfernt wurden. Dies beinhaltete 485 bp am 3'-Ende von
Intron 1 und 406 bp am 5'-Ende von Exon 2. Die fehlende Region wurde durch eine
Neomycin-Kassette ersetzt. Die veranderten Stammzellen wurden in scheintrachtige
Tiere eingesetzt. Das BuChE-Gen liegt auf Chromosom 3 (Li et al. 2006, Duysen et
al. 2007).

Fir die Versuche wurden adulte Tiere beiderlei Geschlechts mittels einer Uberdosis

Isofluran getotet.

KO-Mause WT-Mause Genetischer Hintergrund Lokalisation des

Esterase-Gens

AChE*" AChE*" 129S6/SVEvVTac Chromosom 7q22

BuChE™ BuChE™* 129S1/SvimJ Chromosom 3

Tab. 2: Genetischer Hintergrund der verwendeten Mause
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2.4.3 Organentnahme

Die Thoraxhohle wurde mit einem Schnitt durch die Medianebene der Maus eroffnet,
der an der ventralen Halsseite bis zum Kehlkopfbereich weitergefihrt wurde. Die
Trachea wurde freiprapariert und mittels einer Schere direkt kaudal des Kehlkopfes
und kranial der Bifurkation abgetrennt. Die Trachea wurde in die Mitte eines mit
kaltem (4-8°C) Hepes-Ringer-Puffer geflillten Delta T Kulturschalchen gelegt (siehe
2.4.4). Die Befestigung der Trachea erfolgte mit 2-3 Minutien in nattrlicher Streckung
des M. trachealis, der nach oben orientiert war. Der Muskel wurde der Lange nach
aufgeschnitten, wobei die gegenuberliegende Epithelseite nicht beschadigt werden
durfte. Abschlielend erfolgte die Spulung der Trachea mit kaltem Hepes-Ringer-
Puffer, um Haare und Praparierreste zu entfernen, die die Messung verandern

kdnnten.

2.4.4 Vorbereitung zur Messung

Der kalte Hepes-Ringer-Puffer im Kulturschalchen wurde durch 1,5 ml auf 37°C
vorgewarmten Hepes-Ringer-Puffer ausgetauscht. Die Temperatur des Mediums
wurde durch ein integriertes Heizsystem uUber die gesamte Versuchsdauer konstant
bei 30°C gehalten. Dazu musste die Trachea in der Mitte des Schalchens
aufgespannt werden. Dann wurden 2 ul Dynabeadlésung, in der sich ca. 600000
Polystyrenkligelchen mit einem Durchmesser von etwa 4,5 um befanden, seitlich der
aufgespannten Trachea in das Medium pipettiert. Der ziliare Transport dieser Partikel
konnte unter dem Mikroskop (Olympus BX50WI) mittels eines 20x Eintauchobjektivs

analysiert werden.

2.4.5 Messung

Zur Messung der PTG wurde eine Region zwischen zwei Knorpelspangen und die

Fokusebene nahe der Zilien ausgewahlt. Die Aufnahmen erfolgten bei Durchlicht mit
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einer Kamera (Imago CCD), deren CCP-Chip eine Auflésung von 1280 x 960
Bildpunkten hatte. Zu jedem Messpunkt (siehe Protokolle) wurde ein Film mit 200
Bildern angefertigt. Die Belichtungszeit betrug 20 ms und zwischen zwei Aufnahmen

lagen 85 ms, was einer Frequenz von 11,78 Bildern pro h entsprach.

2.4.6 Versuche und Protokolle

Der Messbeginn wurde auf 30 min nach der Tiertétung und Organentnahme
festgelegt. Bei jeder notierten Zeit wurde eine Messung durchgefiuhrt. Es wurden
jeweils 15 pl ACh- sowie jeweils 1,5 yl ATP-Losung und Hepes zupipettiert. Von

Eserin wurden je nach Versuchsreihe Volumina von 1,5 — 15 pl zugegeben.

ACh-Konzentrationsreihe

Zunichst wurde die PTG an AChE"-, BuChE"-M&usen und deren
korrespondierenden WT ohne Substanzzugabe fir 15 min gemessen. Durch die
Zugabe von jeweils 15 yl ACh im Abstand von 10 min ergaben sich aufsteigend die
Konzentrationen 10®, 107, 10, 10° sowie 10 im Medium. Die Messungen erfolgten
jeweils im Abstand von 5 min. Die abschlielende ATP-Gabe mit einer Konzentration

von 10* M im Medium diente zur Vitalitatspriifung der Trachea.

30-35-40-45-50-55-60-65—-70—-75-80—-85-90-95-96 —-97 — 98 — 99 — 100 [min]

S SU SU S S

107 107 10° 10° 10 10
ACh I—ATP —I

Abb. 3: Versuchsprotokoll der ACh-Konzentrationsreihe
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Eserinreihe

Eserin ist ein Inhibitor der AChE und BuChE (Johansson und Nordberg 1993). Fur
die Versuche wurden AChE*"—, BuChe”-Mause und deren korrespondierende
Wildtypen verwendet. Zuerst wurden 4 Messungen ohne Substanzzugabe
durchgefihrt. Durch die Zugabe von jeweils 15 ul Eserin im Abstand von 10 min
ergaben sich im Medium aufsteigend die Konzentrationen 107 M, 10® M und 10° M.
Die Messungen erfolgten im Abstand von 5 min. Die Vitalitdtsuberprifung der

Trachea erfolgte mit einer Konzentration von 10* M ATP im Medium.

30-35-40-45-50-55—-60-65—-70-75—-76—-77—-78—-79 - 80 [min]
10" 10°® 10 10™
Eserin |+ ATP -I

Abb. 4: Versuchsprotokoll der Eserinreihe

Einfluss von Eserin auf den ACh-stimulierten Partikeltransport

+/+

Bei diesen Versuchen wurden AChE™"-Mause ohne Substanzzugabe Uber die Dauer
von 55 min gemessen. Die Zugabe von 1,5 pl Eserin ergab eine Konzentration von
10° M im Medium. Nach zwei weiteren Messungen im Abstand von 5 min wurde
durch die Zugabe von 15 pl ACh eine Konzentration 10° M im Medium erzielt.

Als Negativkontrolle wurde an Stelle von Eserin 1,5 yl Hepes zupipettiert.

30-35-40-45-50-55-60-65-67,5-70-72,5—75—-77,5-80 [min]
10 10®
Eserin ACh

Abb. 5: Versuchsprotokoll des Einflusses von Eserin auf den ACh-stimulierten Partikeltransport
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30-35-40-45-50-55-60—-65-67,5-70-72,5-75-77,5-80 [min]
t 4
10
Hepes ACh

Abb. 6: Versuchsprotokoll der Negativkontrolle

2.4.7 Auswertung

Zur Berechnung der Durchschnittsgeschwindigkeit aller transportierten Partikel
diente das Programm Tillvision, in dem zur Auswertung von allen Bildern eines
Filmes ein Durchschnittsbild berechnet wurde. Die Originalbilder (12 Bit) wurden zur
Kopie in 8 Bit umgerechnet. Um ein binares Bild der Kopie zu erhalten, welches die
sichtbaren Partikel wei® und den Hintergrund schwarz zeigte, musste der
Schwellenwert zwischen 500 und 1000 gesetzt werden. Diese Bilder wurden
ebenfalls auf 8 Bit umgerechnet. Fur beide 8-Bit-Bilder wurde ein Tracking-
Algorithmus mit einer maximalen Pixeldistanz von 50 Pixel und einer maximalen
Beschleunigung von 20 pixel/frame? durchgefiihrt. Die maximale Pixeldistanz ist
definiert als die Distanz, die ein Partikel in zwei aufeinander folgenden Bildern
zuruckgelegt hat, um in die Berechnung aufgenommen zu werden. Die maximale
Beschleunigung beschreibt die Beschleunigung, die ein Partikel in zwei aufeinander
folgenden Bildern aufweisen darf, um in die Berechnung aufgenommen zu werden.
Zur Ermittlung der Mittel- und Medianwerte wurden pro Messpunkt nur die Partikel
ausgewahlt, die in 10 aufeinander folgenden Bildern sichtbar waren. AbschlieRend
erfolgte die graphische Darstellung der Mittelwerte (MW) in einem Excel-Diagramm,
welches die Zeit nach Organentnahme (min) der Durchschnittsgeschwindigkeit
gegenuberstellt. Die Durchschnittsgeschwindigkeit wies programmspezifische
Einheiten auf, die mit einem kalkulierten Faktor (flr das 20iger Objektiv x 0,0073885)

in um/s umgerechnet wurden.
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2.4.8 Ausschlusskriterien der Auswertung

Die Versuche, die mindestens eines der folgenden Kriterien aufwiesen, wurden nicht

in die Ergebnisse einbezogen:

Kriterium 1

Geringer Partikeltransport (PT) und/oder langsame Anfangsgeschwindigkeit der
Partikel mit Werten unter 50 pm/s, bedingt durch Temperaturschwankungen wahrend
der Messung, durch nicht entferntes Fettgewebe und durch Beschadigung des

Flimmerepithels bei der Organentnahme.

Kriterium 2
Kein Effekt bei der Vitalitatsuberpriufung mittels ATP-Gabe. Bei vorheriger Gabe von
Eserin sollte der Anstieg nach ATP-Gabe um ca. 40-70 um/s erfolgen und nach

vorheriger ACh-Gabe um ca. 10-20 ym/s.

2.4.9 Statistik

Nach der explorativen Datenanalyse erfolgte bei verbundenen Stichproben der
Wilcoxon-Test. Lagen unverbundene Paare zwischen verschiedenen Mausstammen
vor, wurden der Kruskal-Wallis-Test und der Mann-Whitney-Test durchgefihrt. Als
signifikant wurden Differenzen bei p<0,05 bezeichnet. Graphisch wurden die
Ergebnisse in Form von Boxplots mit Minimum-, Maximum- und Medianwerten sowie

den Perzentilen 25 und 75 dargestellt.
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3 Ergebnisse

Die Graphiken stellen den MW der PTG aller transportierten Partikel (Reihe 1) und
der gefilterten Partikel dar, bei denen die zurtickgelegte Strecke zwischen Start- und
Endpunkt der Messung nicht mehr als 15% vom direkten Weg abweicht (Reihe 2). In
den Ergebnissen wurde bei Substanzzugabe die Endkonzentration im Medium
angegeben. Als signifikant wurden Anderungen der PTG mit p<0,05 (Kruskal-Wallis-
und Mann-Whitney-Test) gewertet.

3.1 Die Wirkung von ACh auf die PTG (ACh-Konzentrationsreihe)

Die Wirkung von ACh auf die PTG wurde an AChE*"- und BuChE”-Mausen sowie

deren korrespondierenden WT mittels einer ACh-Konzentrationsreihe untersucht.

AChE"*-Miuse

Bei den AChE**-Mausen zeigte Reihe 1 bei der Konzentration 10® M ACh zwischen
den Messpunkten 50 und 55 einen signifikanten Geschwindigkeitsabfall (Abb. 7). Bei
Reihe 2 wurde eine signifikante Reduktion der PTG bei der Konzentration 107 M
ACh gemessen (Messpunkte 55 und 60 sowie 60 und 65). Die erste signifikante
Erhéhung der PTG um im Mittel 8 um/s wurde flr beide Reihen bei der Konzentration
10 M ACh (Messpunkte 65 und 70) beobachtet. Nach einem signifikanten Abfall der
PTG beider Reihen zwischen den Messpunkten 70 und 75 (auch Konzentration
10 M) wurde ein erneuter signifikanter Anstieg der PTG beider Reihen um im Mittel
37 um/s bei der Konzentration 10° M ACh (Messpunkte 75 und 80) beobachtet.
Nach ATP-Zugabe (Konzentration 10* M) wurde bei Reihe 1 zwischen den
Messpunkten 95 und 96 ein signifikanter Abfall der PTG beobachtet, wobei zwischen
Messpunkt 95 und dem Geschwindigkeitsmaximum (Messpunkt 100) eine
signifikante Erhdhung um im Mittel 9 ym/s erfolgte. Zwischen Messpunkt 95 und dem
Geschwindigkeitsmaximum (Messpunkt 100) wurde flr Reihe 2 ebenfalls ein

signifikanter Anstieg um im Mittel 7 pm/s nachgewiesen. ATP bewirkte bei beiden
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Reihen einen signifikanten Anstieg der PTG, der Uber den bereits erfolgten Anstieg

durch ACh-Stimulation hinausging.
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Abb. 7: AChE"-Mause: PTG nach Zugabe von ACh (Konzentrationsreihe). Dargestellt sind die MW der PTG mit
dazugehodrigem SEM. Die Kurve mit Kreissymbolen zeigt die Werte aller transportierten Partikel (Reihe 1). Die Partikel, bei
denen die zuriickgelegte Strecke zwischen Start- und Endpunkt der Messung nicht mehr als 15% vom direkten Weg abweicht,
werden auf der Kurve mit viereckigen Symbolen dargestellt (Reihe 2). Signifikante Anderungen der PTG (PSO,OS) werden durch
Sterne verdeutlicht. Signifikante Reduktionen der PTG werden bei den Konzentrationen 10® und 10" M ACh im Medium
beobachtet, wobei die Konzentrationen 10° und 10° M sowie die ATP-Gabe (10'4 M) signifikante Steigerungen der PTG
ergeben.

AChE""-Mause

Bei den AChE"-Mausen =zeigte sich fiir beide Reihen ein signifikanter
Geschwindigkeitsabfall bei der Konzentration 10® M ACh zwischen den
Messpunkten 50 und 55 (Abb. 8). Fiir Reihe 2 wurde bei der Konzentration 10° M
ACh (Messpunkte 65 und 70) eine signifikante Erhdhung der PTG um im Mittel
11 um/s erfasst. Die Maximalwerte nach ACh-Stimulation, 103 um/s fur Reihe 1 und
104 pm/s fir Reihe 2 wurden bei der Konzentration 10* M ACh (Messpunkte 75-80)
erreicht, in dem sich die PTG bei Reihe 1 um im Mittel 7 um/s und bei Reihe 2 um
9 pm/s signifikant erhdhte. Die ATP-Stimulation (Konzentration 10* M) zeigte

ausschlieBlich bei Reihe 2 zwischen den Messpunkten 95 und 96 sowie 95 und dem
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Maximalwert (Messpunkt 99) einen weiteren signifikanten Anstieg der

Transportgeschwindigkeit um im Mittel 18 ym/s.
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Abb. 8: AChE"-Mause: PTG nach Zugabe von ACh (Konzentrationsreihe). Dargestellt sind die MW der PTG mit
dazugehodrigem SEM. Die Kurve mit Kreissymbolen zeigt die Werte aller transportierten Partikel (Reihe 1). Die Partikel, bei
denen die zuriickgelegte Strecke zwischen Start- und Endpunkt der Messung nicht mehr als 15% vom direkten Weg abweicht,
werden auf der Kurve mit viereckigen Symbolen dargestellt (Reihe 2). Signifikante Anderungen der PTG (p<0,05) werden durch
Sterne markiert. Signifikante Reduktionen der PTG werden bei der Konzentration 10® M im Medium beobachtet, wobei die
Konzentrationen 10° M, 10° M sowie die ATP-Gabe (10'4 M) signifikante Steigerungen der PTG ergeben.

Vergleich der PTG bei ACh-Konzentrationsreihe zwischen AChE*"-Mausen und

deren korrespondierenden WT

Fur den statistischen Vergleich wurden die Differenzen der Messpunkte 50-45,
60-55, 70-65, 80-75, 90-85, 96-95 und Maximalgeschwindigkeit-95 von AChE""-
Mausen und deren korrespondierenden WT herangezogen. Beim Vergleich aller
transportierten Partikel (Abb. 9) wurde Uber die gesamte Messdauer kein
signifikanter Unterschied zwischen AChE"- und AChE"*-Mausen ermittelt.
Allerdings zeigte sich zwischen den Messpunkten 95 und 96 nach ATP-Zugabe
(10* M) ein tendenziell héherer Anstieg der PTG (p=0,052) bei den AChE*"-Mausen.
Ein signifikant hdherer Anstieg der PTG bei den AChE*"-Mausen wurde hingegen fiir
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die gefilterten Partikel (Abb. 10) zwischen Messpunkt 95 und 96 sowie zwischen 95

und dem Maximalwert nach ATP-Zugabe (10* M) nachgewiesen.
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Abb. 9: Reihe 1 (alle transportierten Partikel): Vergleich von AChE™*- und AChE™-Mausen (ACh-Konzentrationsreihe).
Dargestellt sind die AChE™-Méause in blauen Boxplots und die AChE™-M3use in roten Boxplots. Die Boxplots sind mit
Minimum, Maximum und Medianwerten sowie mit der 25 und 75 Perzentile dargestellt. Dreiecke und Kreise kennzeichnen
Daten auflerhalb der dreifachen Standardabweichung. Maximalwert der PTG = max. Die AChE™-Mause zeigten nach ATP-
Zugabe (10'4 M) zwischen den Messpunkten 95 und 96 einen tendenziellen Anstieg der PTG (p=0,052).
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Abb. 10: Reihe 2 (gefilterte Partikel: Vergleich von AChE"*-Mausen und AChE™-M&usen (ACh-Konzentrationsreihe).
Dargestellt sind die AChE™-Méause in blauen Boxplots und die AChE™-M3use in roten Boxplots. Die Boxplots sind mit
Minimum, Maximum und Medianwerten sowie mit der 25 und 75 Perzentile dargestellt. Dreiecke und Kreise kennzeichnen
Daten auRerhalb der dreifachen Standardabweichung. Signifikante Anderungen der PTG (p<0,05) werden durch Sterne
markiert. Signifikante Anstiege der PTG werden nach ATP-Zugabe (10'4 M) zwischen den Messpunkten 95 und 96 sowie 95
und dem Maximalwert (max) nachgewiesen.

BuChE"*-Mause

Bei den BUChE**-Mausen wurde (iber die gesamte Messdauer bei beiden Reihen
keine signifikante Veranderung der PTG beobachtet (Abb. 11). Bei den
Konzentrationen 10° M, 10° M und 10* M ACh im Medium sowie bei ATP-
Stimulation (10* M) wurde fir Reihe 1 ein tendenzieller Anstieg (p=0,068)
gemessen. Fir Reihe 2 wurde ebenfalls ein tendenzieller Anstieg (p=0,068) nach
ATP-Stimulation zwischen Messpunkt 95 und dem maximalen

Geschwindigkeitsanstieg nachgewiesen.
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Abb. 11: BuChE"*-Mause: PTG nach Zugabe von ACh (Konzentrationsreihe). Dargestellt sind die MW der PTG mit
dazugehodrigem SEM. Die Kurve mit Kreissymbolen zeigt die Werte aller transportierten Partikel (Reihe 1). Die Partikel, bei
denen die zuriickgelegte Strecke zwischen Start- und Endpunkt der Messung nicht mehr als 15% vom direkten Weg abweicht,
werden auf der Kurve mit viereckigen Symbolen dargestellt (Reihe 2). Es wurden keine Anderungen der PTG gemessen.

BuChE""-Miuse

Bei diesem Mausestamm wurde der erste signifikante Anstieg der PTG flr beide
Reihen bei 10° M ACh zwischen den Messpunkten 65 und 70 gemessen (Abb. 12),
wobei Reihe 1 um im Mittel 13 ym/s und Reihe 2 um 9 uym/s anstieg. Weiterhin wurde
fir Reihe 1 bei 10° M ACh (Messpunkt 75 und 80) ein signifikanter Anstieg um im
Mittel 22 pm/s und Reihe 2 um 26 pm/s nachgewiesen. Die ATP-Stimulation (10™ M)
konnte ausschliel3lich bei Reihe 2 zwischen Messpunkt 95 und dem Maximalwert
(Messpunkt 98) eine erneute signifikante Steigerung der PTG um im Mittel 13 um/s

auf eine Maximalgeschwindigkeit von 82 um/s erreichen.
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Abb. 12: BuChE’-Mause: PTG nach Zugabe von ACh (Konzentrationsreihe). Dargestellt sind die MW der PTG mit
dazugehodrigem SEM. Die Kurve mit Kreissymbolen zeigt die Werte aller transportierten Partikel (Reihe 1). Die Partikel, bei
denen die zuriickgelegte Strecke zwischen Start- und Endpunkt der Messung nicht mehr als 15% vom direkten Weg abweicht,
werden auf der Kurve mit viereckigen Symbolen dargestellt (Reihe 2). Signifikante Anderungen der PTG (p<0,05) werden durch
Sterne dargestellt. Signifikante Steigerungen der PTG werden bei den ACh-Konzentrationen 10° M und 10° M sowie nach
ATP-Stimulation (10'4 M) gemessen.

Vergleich der PTG bei ACh-Konzentrationsreihe zwischen BuChE’-Miusen

und deren korrespondierenden WT

Fir den statistischen Vergleich von BuChE”-M&usen und deren korrespondierenden
WT wurden die Differenzen zwischen den Messpunkten 50-45, 60-55, 70-65, 80-75,
90-85, 96-95 und Maximalgeschwindigkeit-95 verglichen. Eine signifikante Reduktion
der PTG aller transportierter Partikel wurde bei den BUChE”-Mausen in Relation zu
den korrespondierenden WT nach ATP-Stimulation (10* M) zwischen Messpunkt 95
und 96 sowie zwischen Messpunkt 95 und dem Geschwindigkeitsmaximum
beobachtet (Abb. 13). Keine Unterschiede wurden nach Stimulation mit ACh
verzeichnet (Abb. 13). Bei den gefilterten Partikeln (Abb. 14) wurde weder nach ACh-
noch nach ATP-Gabe (10 M) eine signifikante Regulation der PTG ermittelt. Eine
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tendenzielle Reduktion (p=0,063) der PTG bei den BuChE"-Mausen konnte nach
Gabe von 10° M ACh (Messpunkt 65 und 70) beobachtet werden (Abb. 14).
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Abb. 13: Reihe 1 (alle transportierten Part|ke|) Vergleich von BuChE™-Mausen und BuChE"-Mausen (ACh-
Konzentrationsreihe). Dargestellt sind die BuChE"*-Mause in blauen Boxplots und die BuChE"-Mause in roten Boxplots. Die
Boxplots sind mit Minimum, Maximum und Medianwerten sowie mit der 25 und 75 Perzentile dargestellt. Dreiecke und Kreise
kennzeichnen Daten auRerhalb der dreifachen Standardabweichung. Signifikante Anderungen der PTG (p<0, 05) werden durch
Sterne markiert. Bei den BuChE™-Mausen wurde eine signifikante Reduktion der PTG nach ATP-Zugabe (10 M) zwischen den
Messpunkten 95 und 96 sowie zwischen Messpunkt 95 und dem Maximalwert (max) gemessen.
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Abb. 14: Reihe 2 (gefilterte Partikel): Vergleich von BuChE™-Mausen und BuChE’-Mausen (ACh-Konzentrationsreihe).
Dargestellt sind die BUChE"*-Mause in blauen Boxplots und die BUuChE™-Mé&use in roten Boxplots. Die Boxplots sind mit
Minimum, Maximum und Medianwerten sowie mit der 25 und 75 Perzentile dargestellt. Dreiecke und Kreise kennzeichnen
Daten auflerhalb der dreifachen Standardabweichung. Maximalwert der PTG = max. Es wurden keine signifikanten
Unterschiede zwischen den BUChE™-Mé&usen und ihren korrespondierenden WT beobachtet.

3.2 Die Wirkung von Eserin auf die PTG

Die Wirkung von Eserin auf die PTG wurde an AChE*"- und BuChE"-Mausen sowie

deren korrespondierenden WT mittels einer Eserin-Konzentrationsreihe untersucht.

AChE"*-Miuse

Bei den AChE"*-Mausen wurde zwischen den Messpunkten 50 und 55 ein
signifikanter Geschwindigkeitsabfall beider Reihen beobachtet (Eserin 107 M)

(Abb. 15). Im Gegensatz zu Reihe 2 wurde flir Reihe 1 zwischen den Messpunkten
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60 und 65 (Eserin 10° M) eine signifikante Senkung der PTG gemessen. Die PTG
bei Reihe 1 senkte sich erneut zwischen den Messpunkten 65 und 70 signifikant um
im Mittel 6 pm/s (Eserin 10° M). Nach ATP-Stimulation (10* M) wurde eine
signifikante Steigerung der PTG beider Reihen (Reihe 1 um 63 um/s, Reihe 2 um
65 um/s) auf einen Maximalwert (Messpunkt 80) von 79 um/s (Reihe 1) und von
82 um/s (Reihe 2) beobachtet.
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Abb. 15: AChE™*-Mause: PTG nach Zugabe von Eserin. Dargestellt sind die MW der PTG mit dazugehdérigem SEM. Die Kurve
mit Kreissymbolen zeigt die Werte aller transportierten Partikel (Reihe 1). Die Partikel, bei denen die zurlickgelegte Strecke
zwischen Start- und Endpunkt der Messung nicht mehr als 15% vom direkten Weg abweicht, werden auf der Kurve mit
viereckigen Symbolen dargestellt (Reihe 2). Signifikante Anderungen der PTG gopso,05) werden durch Sterne gekennzeichnet.
Signifikante Reduktionen der PTG wurden bei den Konzentrationen 107 M, 10° M und 10° M im Medium beobachtet, wobei
durch die ATP-Stimulation (10'4 M) signifikante Steigerungen der PTG erreicht wurden.

AChE""-Mause

Bei den AChE"-Mausen wurden fiir beide Reihen wahrend der gesamten
Versuchsdauer keine signifikanten Veranderungen der PTG gemessen (Abb. 16).
Tendenzielle Reduktionen (p=0,068) der PTG zeigten sich fiir Reihe 1 bei 107 M
Eserin zwischen Messpunkt 50 und 55 und tendenzielle Anstiege (jeweils p=0,068)
der PTG nach ATP-Stimulation (10* M) zwischen Messpunkt 75 und 76 sowie



Ergebnisse 38

zwischen Messpunkt 75 und der Maximalgeschwindigkeit (Messpunkt 79). Die
Eserin-Zugabe 107 M (Messpunkt 50 und 55), 10° M (Messpunkt 55 und 60) und
10° M (Messpunkt 70 und 75) bewirkte bei Reihe 2 tendenzielle Steigerungen
(jeweils p=0,068) der PTG. Hingegen wurde nach ATP-Gabe (Messpunkte 75 und 76
sowie 75 und Maximalgeschwindigkeit) eine tendenzielle Steigerungen der PTG

(p=0,068) gemessen.
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Abb. 16: AChE"-Mause: PTG nach Zugabe von Eserin. Dargestellt sind die MW der PTG mit dazugehdérigem SEM. Die Kurve
mit Kreissymbolen zeigt die Werte aller transportierten Partikel (Reihe 1). Die Partikel, bei denen die zurlickgelegte Strecke
zwischen Start- und Endpunkt der Messung nicht mehr als 15% vom direkten Weg abweicht, werden auf der Kurve mit
viereckigen Symbolen dargestellt (Reihe 2). Es wurden keine signifikanten Anderungen der PTG beobachtet.

Vergleich zwischen AChE*"- und AChE**-Miusen

Fir den statistischen Vergleich von AChE*"-Mausen und ihren korrespondierenden
WT wurde die Differenz zwischen den Messpunkten 50-45, 60-55, 70-65, 80-75,
76-75 und Maximalgeschwindigkeit-75 verwendet. Fur alle transportierten Partikel
(Abb. 17) wurde keine signifikant differente Regulation der PTG bei den
AChE""-Mausen festgestellt. Hingegen wurde fiir die gefilterten Partikel (Abb. 18) der
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AChE"-Mause ein signifikanter Anstieg der PTG nach ATP-Stimulation (10* M)

zwischen den Messpunkten 75 und 76 ermittelt.
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Abb. 17: Reihe 1 (alle transportierten Partikel): Vergleich von AChE"*-Mausen und AChE"-Mausen. Dargestellt sind die
AChE™-Méuse in blauen Boxplots und die AChE""-M&use in roten Boxplots Die Boxplots sind mit Minimum, Maximum und
Medianwerten sowie mit der 25 und 75 Perzentile dargestellt. Dreiecke und Kreise kennzeichnen Daten auferhalb der
dreifachen Standardabweichung. Maximalwert der PTG = max. Es wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen AChE™*-
Mausen und AChE"-Mausen beobachtet.
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Abb. 18: Reihe 2 (gefilterten Partikel): Vergleich von AChE™*-Mausen und AChE"-Mausen. Dargestellt sind die AChE™-
Mause in blauen Boxplots und die AChE™-Mé&use in roten Boxplots Die Boxplots sind mit Minimum, Maximum und
Medianwerten sowie mit der 25 und 75 Perzentile dargestellt. Dreiecke und Kreise kennzeichnen Daten auferhalb der
dreifachen Standardabweichung. Maximalwert der PTG = max. Signifikante Anderungen der PTG (p<0,05) werden mit Sternen
markiert. Bei den AChE™-Mausen wurde nach ATP-Stimulation (10'4 M) eine signifikante Reduktion der PTG nachgewiesen.

BuChE"*-Miuse und BuChE”-Miuse

Bei den BUChE™-Mausen und ihren korrespondierenden WT wurden innerhalb der
Eserinreihe jeweils nur 2 Mause untersucht, da in diesen ersten 4 Versuchen
ebenfalls nicht einmal ein tendenzieller Hinweis auf eine PTG-steigernde Wirkung
von Eserin beobachtet werden konnte (Abb. 19 und 20). Aufgrund der geringen
Anzahl der untersuchten Mause wurden, wie erwartet, flr alle transportierten Partikel

++

sowie flUr die gefilterten Partikel keine signifikanten Unterschiede zwischen BuChE™"-

Mausen und BuChE™-Mausen beobachtet. In beiden Mausestammen wurden bei
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einer Konzentration von 107 M Eserin tendenzielle Reduktionen der PTG beider
Reihen beobachtet. Nach ATP-Stimulation (10 M) zeigte sich ein tendenzieller
(p = 0,065) Anstieg flur alle transportierten Partikel sowie fur die gefilterten Partikel

bei den BUChE”-M&usen und dem korrespondierenden WT.
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Abb. 19: BUChE™-Mause: PTG nach Zugabe von Eserin. Dargestellt sind die MW der PTG mit dazugehérigem SEM. Die
Kurve mit Kreissymbolen zeigt die Werte aller transportierten Partikel (Reihe 1). Die Partikel, bei denen die zurlickgelegte
Strecke zwischen Start- und Endpunkt der Messung nicht mehr als 15% vom direkten Weg abweicht, werden auf der Kurve mit
viereckigen Symbolen dargestellt (Reihe 2). Wie bei n=2 nicht anders zu erwarten, wurden keine signifikanten Anderungen der

PTG beobachtet.

== MW Partikel < 1.15
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Abb. 20: BuChE""-Méause: PTG nach Zugabe von Eserin. Dargestellt sind die MW der PTG mit dazugehérigem SEM. Die Kurve
mit Kreissymbolen zeigt die Werte aller transportierten Partikel (Reihe 1). Die Partikel, bei denen die zurlickgelegte Strecke
zwischen Start- und Endpunkt der Messung nicht mehr als 15% vom direkten Weg abweicht, werden auf der Kurve mit
viereckigen Symbolen dargestellt (Reihe 2). Wie bei n=2 nicht anders zu erwarten, wurden keine signifikanten Anderungen der
PTG beobachtet.

3.3 Die Wirkung von Eserin auf die ACh-stimulierte PTG

Bei diesem Versuchsansatz wurde die Wirkung von Eserin (10° M) auf die durch
ACh (10° M) stimulierte PTG untersucht (Abb. 21). Diese Versuchsreihe wurde
ausschlieRlich an AChE**-Mausen durchgefiihrt. Es wurde ein signifikanter Anstieg
der PTG fiir beide Reihen nach ACh-Zugabe (10° M) zwischen den Messpunkten 65
und 67,5 sowie zwischen den Messpunkten 70 und 72,5 beobachtet. Weiterhin
zeigten beide Reihen zwischen den Messpunkten 65 und dem Maximalwert nach
ACh-Gabe (Messpunkt 77,5) einen signifikanten Anstieg der PTG. Die PTG bei
Reihe 1 stieg zusatzlich zwischen den Messpunkten 77,5 und 80 signifikant an. Es
wurde in der Negativkontrolle, bei der statt Eserin das gleiche Volumen Hepes
gegeben wurde (Abb. 22), eine signifikante Steigerung der PTG zwischen den
Messpunkten 65 und 67,5 und nach ACh-Gabe (10® M) zwischen den Messpunkten
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65 und 67,5 sowie zwischen Messpunkt 65 und dem Geschwindigkeitsmaximimum
(Messpunkt 77,5) beobachtet.
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Abb. 21: AChE™-Mause: Wirkung von Eserin auf die ACh-stimuliete PTG. Dargestellt sind die MW der PTG mit
dazugehodrigem SEM. Die Kurve mit Kreissymbolen zeigt die Werte aller transportierten Partikel (Reihe 1). Die Partikel, bei
denen die zuriickgelegte Strecke zwischen Start- und Endpunkt der Messung nicht mehr als 15% vom direkten Weg abweicht,
werden auf der Kurve mit viereckigen Symbolen dargestellt (Reihe 2). Signifikante Anderungen der PTG (p<0,05) werden mit
Sternen gekennzeichnet. Nach ACh-Gabe (10'6 M) wurden signifikante Anstiege der PTG zwischen den Messpunkten 65 und
67,5, 70 und 72,5, 77,5 und 80 sowie zwischen Messpunkt 65 und der Maximalgeschwindigkeit beobachtet.
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Abb. 22: AChE™-Mause: Negativkontrolle zur Wirkung von Eserin auf die ACh-stimuliete PTG an AChE-WT-Mausen.
Dargestellt sind die MW der PTG mit dazugehdrigem SEM. Die Kurve mit Kreissymbolen zeigt die Werte aller transportierten
Partikel (Reihe 1). Die Partikel, bei denen die zurlickgelegte Strecke zwischen Start- und Endpunkt der Messung nicht mehr als
15% vom direkten Weg abweicht, werden auf der Kurve mit viereckigen Symbolen dargestellt (Reihe 2). Signifikante
Anderungen der PTG (p<0,05) werden mit Sternen gekennzeichnet. Nach ACh-Gabe (10'6 M) wurden signifikante Steigerungen
der PTG zwischen den Messpunkten 65 und 67,5, 70 sowie zwischen Messpunkt 65 und der Maximalgeschwindigkeit
nachgewiesen.

Vergleich zwischen der Versuchsreihe mit Eserin-Gabe und ihrer

Negativkontrolle

Fur den statistischen Vergleich zwischen der Versuchsreihe mit Eserin-Gabe und
ihrer Negativkontrolle (Hepes anstelle von Eserin zugegeben) wurden die
Differenzen  zwischen den Messpunkten 67,5-65 und zwischen der
Maximalgeschwindigkeit-65 verwendet. Es wurden keine signifikanten Unterschiede
zwischen der Versuchsreihe mit Eserin- und ohne Eserin-Gabe ermittelt (Abb. 23 und
Abb. 24).
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Abb. 23: Reihe 1 (alle transportierten Partikel): Vergleich zwischen der Versuchsreihe mit Eserin-Gabe und ihrer
Negativkontrolle bei AChE"*-Mausen. Die blauen Boxplots zeigen die Versuche der Negativkontrolle und die griinen Boxplots
die Versuche mit Eserin-Gabe. Die Boxplots stellen Minimum, Maximum und Medianwerten sowie die 25 und 75 Perzentile
dar. Dreiecke und Kreise kennzeichnen Daten aufierhalb der dreifachen Standardabweichung. Maximalwert der PTG = max.
Es wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen der Versuchsreihe mit Eserin-Gabe und der Negativkontrolle, bei der
statt Eserin Hepes gegeben wurde, gemessen.
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Abb. 24: Reihe 2 (alle gefilterten Partikel): Vergleich zwischen der Versuchsreihe mit Eserin-Gabe und ihrer Negativkontrolle
bei AChE™*-Mausen. Die blauen Boxplots zeigen die Versuche der Negativkontrolle und die griinen Boxplots die Versuche mit
Eserin-Gabe. Die Boxplots zeigen Minimum, Maximum und Medianwerten sowie die 25 und 75 Perzentile. Dreiecke und Kreise
kennzeichnen Daten aulerhalb der dreifachen Standardabweichung. Maximalwert der PTG = max. Es wurden keine
signifikanten Unterschiede zwischen der Versuchsreihe mit Eserin-Gabe und der Negativkontrolle, bei der Eserin durch Hepes
ersetzt wurde, gemessen.
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4 Diskussion

41 Methode zur Messung des ziliaren Partikeltransports

Zur Analyse der Zilienfunktion bei AChE*-M&usen und BuChE"-M&usen und deren
korrespondierenden WT wurde der zilidre Partikeltransport (PTG) in einer von Klein
et al. (2009) etablierten Methode gemessen. Hierbei wird der zilidre Transport der
Partikel (Dynabeads) mittels eines Eintauchobjektivs unter dem Mikroskop analysiert.
Die Temperatur des Mediums (Hepes-Ringer-Puffer) wird durch ein integriertes
Heizgerat im Mikroskop Uber die gesamte Versuchsdauer konstant bei 30°C

gehalten. Die Aufnahmen erfolgen mittels einer Kamera bei Durchlicht.

Der effektive mukoziliare Partikeltransport in der Trachea ist von vielen Parametern
abhangig. Neben der Zilienschlagfrequenz (ZSF) spielen ein physiologisch
ablaufender Zilienschlag und die Koordination einerseits innerhalb der
zilientragenden Zelle und andererseits zwischen den Zilien tragenden Zellen eine
wichtige Rolle (Wanner et al. 1996). Bei dem verwendeten Messsystem werden

neben der ZSF auch die anderen wichtigen Parameter berlcksichtigt.

Bereits 1953 erfolgten Messungen des ziliaren Partikeltransports und der ZSF an der
nervalen Kiemenplatte von Mytilus edulis (Seemuschel). Diese Untersuchungen
ergaben, dass die PTG und die ZSF durch Pharmaka beeinflussbar sind (Bulbring et
al. 1953). Diese pharmakologische Beeinflussbarkeit macht man sich auch bei dieser
Messmethode zu nutze. Durch die hemmende oder stimulierende Beeinflussung der
PTG mittels Pharmaka kann eine gute Vergleichbarkeit der effektiven ziliaren

Leistung erreicht werden.

Vielfach wurden Studien zur Zilienbewegung an mikroskopischen Wassertierchen
durchgefuhrt (Machemer 1971, Blake 1972). Erste Modelle beschaftigten sich mit der
durch den Zilienschlag induzierten, zeitgemittelten Stromung (Blake 1973, Childress
1987), wobei vielfach nur zweidimensionale Bewegungen betrachtet wurden. Spatere

Modelle ermitteln numerisch den Einfluss der Synchronisierung unter verschiedenen
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Geometriebedingungen und Bewegungsablaufen (Guron 2001, Mayer 2001).
Cheung und Jahn (1975) stellen die These auf, dass der Sekrettransport durch eine
direkte mechanische Kraftlibertragung zwischen Zilien und Sekret stattfindet. Nach
Brennen und Winet (1977) unterscheiden sich Zilienstromungen in geschlossenen
Systemen dadurch, dass sie im Gegensatz zu Koérpersekreten nicht Newtonische

Fluide transportieren.

Der Zusammenhang zwischen Veranderungen der Zilienfunktion und dem effektiven
Sekrettransport lassen sich erkennen, wenn die Strémung in vivo gemessen werden
kann. Hussong et al. (2008) stellten erste pyPIV Messungen an der Luftréhre der
Maus vor. Es handelt sich um das hier verwendete puPIV/PTV Messsystem (Micro
Particle Image Velocimetry), dass simultane Messungen der
Stromungsgeschwindigkeit und der Partikelbahnen erlaubt. Die Berechnung der
Stromlinien und Partikelbahnen hat gezeigt, dass der Partikeltransport durch
Trachealzilien signifikant von der durch die Zilien induzierten Strdomung abweicht. In
Einzelfallen wurden Richtungsschwankungen bis zu 90 Grad beobachtet (Hussong et
al. 2008). Im wandnahen Bereich zeigten sich beim Fluidtransport
Richtungsanderungen, die durch die Topographie des Zellgewebes und durch den
Einfluss des Zilienschlages verursacht werden. Eine deutliche zeitgemittelte,
raumlich begrenzte Geschwindigkeitszunahme wurde bei einer gréReren Anzahl von
Ziliengruppen ermittelt. Die Zunahme der Ziliendichte verhalt sich proportional zur

induzierten Stromungsgeschwindigkeit (Hussong et al. 2008).

Weitere frihere Veroffentlichungen beschreiben die Notwendigkeit der Interaktion
zwischen Zilien und Mukus, damit es Uberhaupt zu einem effektiven Transport in der
Trachea kommen kann (Sade et al. 1970, Wanner et al. 1996). Bei den bisher
eingesetzten Messmethoden konnte die ziliare Funktion nicht getrennt von der auf ihr
liegenden Mukusschicht betrachtet werden (Connolly et al. 1978). Mit der hier
verwendeten Methode ist es moglich, die PTG im Trachealepithel unabhangig von
der Mukusproduktion zu bestimmen (Klein et al. 2009). Bereits Sleigh et al. (1988)
entfernten bei ihren Messungen zum zilidren Partikeltransport den Mukus und

ersetzten diesen durch Ringerlosung. Die Messungen ergaben eine Reduktion der
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PTG und die ZSF blieb unverandert. Im verwendeten etablierten Messsystem wurde
die Trachea ebenfalls vor Messbeginn in Hepes-Ringer-Puffer gewaschen, so dass
sich wahrend der PTG-Messungen keine kontinuierliche Sekretschicht aufbauen
konnte. So kann die PTG ohne den zusatzlichen Einfluss des Trachealsekrets

gemessen werden.

Ein weiterer Vorteil der Methode liegt darin, dass die PTG Uber die gesamte Lange
der Trachea gemessen wird und die Messung der PTG nicht nur an
Gewebeschnitten erfolgt, wie beispielsweise bei Kurosawad et al. (1995). Somit
werden maogliche funktionelle Defekte, wie eine herabgesetzte Koordination zwischen
thorakal und zervikal liegenden Zilien tragenden Zellen sichtbar gemacht (Klein et al.
2009).

Im Gegensatz zu frlheren Partikeltransportmessungen von Burn (1954) kann in
diesem Messsystem eine sehr grole Datenmenge in die Ergebnisse mit einbezogen
werden, da eine individuelle Geschwindigkeitsberechnung von ungefahr 300

Partikeln je Messpunkt erfolgt.

Weiterhin wurde durch die verwendete Messmethode die Temperatur Uber die
gesamte Messdauer durch ein integriertes Heizgerat im Mikroskop konstant bei 30°C
gehalten. Dies ist von grolter Bedeutung, da die ZSF und die daraus resultierende
PTG temperaturabhangig sind (Sleigh et al. 1988). Im Trachealepithel der Maus liegt
die Temperatur bei konstanten 30°C (Zhang et al. 2004). Der Einfluss der
Temperatur auf die PTG wurde durch die hier angewandte Messmethode minimiert.
Mause, die durch mogliche Temperaturschwankungen einen geringen
Partikeltransport und/oder eine langsame Anfangsgeschwindigkeit der Partikel mit

Werten unter 50 ym/s aufwiesen, wurden nicht in die Ergebnisse mit einbezogen.

Die unbekannte Oberflache der Trachea stellt eine weitere Herausforderung dar.
Durch die schlagenden Zilien an der Oberflache ist es nicht moglich, den Ort der
Nullgeschwindigkeiten an der Probenoberflache zu bestimmen (Rossi et al. 2006,

Lindken et al. 2006). Der Ansatz fur die Definition einer Referenzebene von Hussong
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et al. (2008) basiert auf der Detektion von Tracerpartikeln, die an den Zilien haften
und charakteristische Muster nach der Bildverarbeitung generieren. Die Messungen,
bezogen auf die  ermittelten Referenzebenen, ergaben fur  die
Geschwindigkeitsprofile Uber den Zilien sehr gute Ubereinstimmungen. Da bei dem
verwendeten System der Durchschnittswert den allgemeinen Trend gut wiedergibt,
kann dieser fur vergleichende Messungen des Zilientransports vor und nach
Medikamentenzugabe benutzt werden (Kummer et al. 2008, Klein et al. 2009). Dies
bestatigen die vorgelegten Ergebnisse, bei denen der Partikeltransport vor und nach

Zugabe von Pharmaka wie ACh und Eserin bestimmt wurde.

Insgesamt ist das hier angewendete System eine sehr sichere, zuverlassige und

vielseitige Messmethode des ziliaren Partikeltransports.

4.2 AChE- und BuChE-KO-Mause

Die hier dargestellte Arbeit ist die erste funktionelle Untersuchung von AChE und
BuChE im respiratorischen Epithel bei AChE- und BuChE-Knockout-Mausen und
ihren korrespondierenden Wildtypen. Die verwendeten Knockout-Mause (KO)
wurden in der Arbeitsgruppe von Oksana Lockridge (University of Nebraska Medical

Center, Omaha, Nebraska, USA) generiert.

AChE-KO-M&use

Bei den AChE"-Mé&usen wurden veranderte embryonale Stammzellen (R1) genetisch
verandert und in scheintrachtige Mause implantiert. Die Chimeren wurden dann
verpaart. Zur Herstellung wurden Stammzellen aus dem Mausestamm
129S6/SvEvTac gewonnen (Duysen et al. 2002).

Fir die hier dargestellten Versuche wurden heterozygote AChE*-gendefiziente

Mause verwendet, da die homozygoten AChE’-Mause aufgrund einer



Diskussion 51

Muskelschwache nur ca. 14 Tage Uberlebensfahig sind. Weiterhin bedarf es ab dem
12. Tag einer speziellen Haltung der Nager, beispielsweise Diat und Handfutterung.
Die physiologische Entwicklung der Tiere war verzdgert. Die AChE™-Mause wiesen
eine abnormale Korperhaltung und Bewegung, Tremor, fehlende Kraft fur die
Aufnahme fester Nahrung, verminderte Schmerzreaktion sowie eine verminderte
Lautbildung auf. Im Vergleich zu ihrem WT wurden bei den AChE"-Mé&usen
Verzégerungen bei der Temperaturregulierung (Tag 22 versus 15), beim Offnen der
Augen (Tag 13 versus 12) sowie bei der Entwicklung von Reflexen (Tag 18 versus
12) nachgewiesen. Weitere verhaltensbedingte Defizite waren Zeichen von
Aggressivitat, Urinieren ins Nest sowie sexuelle Dysfunktionen. Diese
Beobachtungen untermauern die klassische Rolle von AChE im Nervensystem, da
AChE essentiell fur die physische Entwicklung und die héhere Entwicklung des
Gehirns ist (Duysen et al. 2002).

Anhand unterschiedlicher Studien wurde die Funktion von AChE und BuCHE in den
verschiedensten Geweben beschrieben. So zeigten Xie et al. (2000) an AChE™-
Mausen, dass in verschiedenen Organen (Herz, Thymus, Leber, Lunge, Milz, Niere,
Nebenniere, Pankreas, Dinn- und Dickdarm sowie Magen) die AChE durch die
BUChE ersetzt werden kann. Hierbei wurden bei den verwendeten AChE”-M&usen in
diesen Geweben keine Abnormalitaten nachgewiesen. In den heterozygoten AChE-
Mausen war die AChE-Aktivitat auf die Halfte reduziert und die homozygoten AChE-
Méause wiesen gar keine AChE-Aktivitat auf. Jedoch wurde bei AChE”-M&usen und
AChE""-Mausen die gleiche BuChE-Aktivitat beschrieben (Li et al. 2000, Xie et al.
2000). Durch den generell hohen Anteil an BUChE in den getesteten Geweben, die
motorische Endplatte inbegriffen und durch die Tatsache, dass Mause ohne AChE-
Aktivitat Gberleben kénnen, postulierten Li et al. (2000) die essentielle Funktion von
BuChE in den homozygoten AChE-KO- sowie WT-Mausen. Weiterhin reagierten die
homozygoten AChE-Mause sehr stark auf pharmakologische Einflisse wie
Diisopropylfluorphosphat und den BuChE-Inhibitor Bambuterol. Dadurch wurde
nachgewiesen, dass die BUChE und andere Enzyme in den AChE™-Mausen einige
Funktionen der AChE Ubernehmen, da die Inhibition anderer Enzyme als AChE zum
Tode fluhrte (Xie et al. 2000). Da die AChE-Aktivitat fir die Embryogenese sowie fur
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lebenserhaltende Funktionen wie die Atmung wichtig ist, muss diese durch BuChE
oder andere Serinesterasen kompensiert werden. Die aktive Entwicklungsphase des
Gehirns von Nagetieren (Wachstum von Axonen und Dendriten, Beginn neuronaler
Verbindungen sowie Myelinisierung) erfolgt in der zweiten Woche nach der Geburt
(Davison and Dobbing 1968). Robertson and Yu (1993) spekulierten, dass AChE an
dem Informationsaustausch zwischen Thalamus und dem visuellen, auditiven und
sensorischen Cortex beteiligt ist, da dieser Informationsaustausch auch in der
2. Woche nach der Geburt beginnt. Allerdings konnten im Vergleich zum WT keine
Unterschiede nachgewiesen werden. Beide Mausestamme konnten am 10. Tag nach
ihrer Geburt héren und sehen (Xie et al. 2000).

BuChE-KO-M&use

Zur Herstellung der BuChE”-Mause wurden aus dem Méausestamm 129S1/SvimJ
embryonale Stammzellen (R1) gewonnen und genetisch verandert. Die veranderten
Stammzellen wurden ebenfalls in scheintrachtige Tiere eingesetzt (Li et al. 2006,
Duysen et al. 2007). Studien an BUChE™-Mausen haben gezeigt, dass diese gesund
und fortpflanzungsfahig sind. Es traten keine auffalligen Abnormalitaten im Verhalten
und Erscheinungsbild auf (Li et al. 2006). Auch Menschen, bei denen keine BuChE-
Aktivitat gemessen werden konnte, zeigten keine auffalligen pathologischen
Veranderungen, abgesehen davon, dass die Atmung nach Abklingen der Narkose
mit dem Anasthetikum Succinylcholin nicht wieder einsetzte, da es nicht hydrolisiert
werden kann (Lockridge und Masson 2000). Auch Li et al. konnten an BuChE™-
Mausen als Wirkung auf Succinylcholin eine Atemlahmung nachweisen. Weiterhin
reagierten die BuChE"-Mausen auf Bambuterol nicht toxisch. Hingegen fiihrten
Pilocarpin, ein muskarinischer Agonist, sowie Butyrylcholin bei den untersuchten
BuChE"-Mausen zum Tod und verdeutlichen den Mangel an BuChE-Aktivitat
beispielhaft fir den Menschen (Li et al. 2008).
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4.3 Cholinesterase-Inhibitoren

Cholinesterase-Inhibitoren sind Substanzen, die die Wirkung der AChE und/oder
BuChE hemmen und damit als Blocker des ACh-Abbaus eine ACh-Anreicherung
bewirken. Es werden reversible und irreversible Formen von Cholinesterase-
Inhibitoren unterschieden. Bei den reversiblen Typen, deren Aufbau Azetylcholin
ahnlich ist, handelt es sich um Verbindungen mit quartarem Stickstoff
(Carbaminsaureester). Zu ihnen zahlen unter anderem Physiostigmin (Eserin),
Neostigmin, Rivastigmin, Donepizil und Tacrin (Urban und Fischer 2005). Gefahrlich
sind Verbindungen, die eine stabile Bindung mit ACh eingehen und damit ihre
Funktion vollstandig blockieren. Zu diesen gehoren die irreversibel wirkenden
Cholinesterase-Inhibitoren, die aus Phosphorsaureestern aufgebaut sind. In der
Landwirtschaft werden sie in vielen Landern immer noch als Insektizide eingesetzt
wie z.B. das als E 605 bekannte Parathion oder die in der Kriegsfihrung
eingesetzten Nervengifte wie z.B. Tabun oder Sarin. In entsprechender
Konzentration eingesetzt, konnen diese Verbindungen zum Tod durch Atemlahmung
fuhren. Als weitere Symptome wurden lokale nekrotische Myopathien und
respiratorische Lahmungen bis hin zum Tod beschrieben (Leonard und Salpeter
1979). Feyereisen (1995) zeigte, dass eine Uberdosis von ACh bedingt durch
Cholinesterase-Inhibitoren in Pestiziden oder Nervengiften toxisch wirkt. Neben
diesen vegetativen Wirkungen der Cholinesterase-Inhibitoren wurden positive Effekte
auf den Verlauf des Morbus Alzheimer durch die Hemmung der ACh-Abbauenzyme
beobachtet (Giacobini 2000).

Bei den hier dargestellten Versuchen wurde Eserin als Inhibitor von AChE und
BuChE eingesetzt, da bereits 1953 bei Untersuchungen an der nervalen
Kiemenplatte von Mytilus edulis (Seemuschel) die direkte pharmakologische
Beeinflussbarkeit von ZSF und PTG durch Eserin beschrieben wurde (Bulbring et al.
1953). Bei Eserin (Physiostigmin) handelt es sich um ein giftiges Alkaloid aus dem
Samen der Kalabarbohne, welches durch Cholinesterasehemmung
parasymphathomimetisch wirkt. Als Antidot bei Vergiftung oder Uberdosierung

werden Atropin oder Benzodiazepine gegeben. Eine Vergiftung durch Eserin geht mit
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einer starken Reizung des cholinergen Systems einher: mit Symptomen wie Miosis,
Sialorrhd, Erbrechen, Durchfalle, Koliken, Schweillausbriiche, Lungenddem,
Bradykardie, Dyspnoe bis hin zur Atemlahmung (Urban und Fischer 2005). Bllbring
et al. (1953) beobachteten bei ihren Untersuchungen an der Seemuschel nach
Applikation von ACh und Eserin eine verstarkte Zilienaktivitat. Eine gesteigerte
Zilienaktivitat durch Gabe von ACh konnte bei den durchgefliihrten Versuchen
ebenfalls gezeigt werden. In einer weiteren Veroffentlichung wird beschrieben, dass
durch die Gabe von ACh in geringer Konzentration die Flimmertatigkeit beschleunigt
werden konnte, durch hohe Konzentration diese jedoch gehemmt wurde. Bei ihren
Versuchen zeigte der Cholinesterasehemmstoff Eserin das gleiche Verhalten wie
ACh (Kordik et al. 1952). Atropin und Tubocurarin verlangsamten den
Flimmerschlag; Adrenalin beschleunigte ihn und Noradrenalin blieb ohne Effekt
(Kordik et al. 1952). Entsprechende Befunde wurden auch an Gewebekulturen von
Biopsien menschlicher Trachealschleimhaut nachgewiesen (Corssen und Allen
1959). Nach Gabe des AChE-Inhibitors Neostigmin wurde ein reduziertes
Atemvolumen sowie eine reduzierte Funktion des Musculus genioglossus und des

Diaphragmas beobachtet (Eikermann et al. 2007).

Mit den hier vorliegenden Ergebnissen konnte die direkte Beeinflussbarkeit der PTG
durch ACh und den Cholinesterase-Inhibitor Eserin gezeigt werden. Im Gegensatz zu
anderen Veroffentlichungen bewirkte ACh in hohen Konzentrationen im
Trachealepithel der Maus eine Steigerung der PTG. Die Gabe von Eserin bedingte
eine Reduktion der PTG. Allerdings wurde die PTG durch Eserin nicht weiter
reduziert als dies auch durch Hepes bewirkt wurde. Eserin zeigte keinen Einfluss auf
die zuvor durch ACh stimulierte PTG, da ACh auch nach vorheriger Gabe von Eserin

als Stimulans auf die PTG wirkte.
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4.4 Einfluss von ACh auf die PTG im Trachealepithel

Im Trachealepithel der hier untersuchten Knockout-Mause und ihren
korrespondierenden Wildtypen bewirkte ACh eine Steigerung des ziliaren
Partikeltransports.

Bulbring et al. (1953) beobachteten an der Kiemenplatte der Seemuschel Mytilus
edulis ebenfalls eine Steigerung der Zilienaktivitat nach ACh-Gabe. In der
Schweinetrachea wurde durch ACh-Applikation sogar eine dreifach gesteigerte
mukozilidre Transportrate erreicht (Ballard et al. 2002). Im Gegensatz hierzu stehen
vergangene Untersuchungen von Kordik et al. (1952). Hier fihrte ACh in geringen
Konzentrationen zu einer Beschleunigung und in hohen Konzentrationen zu einer

Hemmung der Flimmertatigkeit (Kordik et al. 1952).

Gegensatzlich dazu stehen vorliegende Ergebnisse. Hier bewirkten hohe
Konzentrationen von ACh eine signifikante Steigerung der PTG und bei ACh in
niedrigen Konzentrationen wurde eine signifikante Reduktion der PTG beobachtet.
Allerdings wird bei der anfanglich signifikanten Reduktion der PTG vermutet, dass
diese nicht durch die Gabe von ACh zustande kommt. Vielmehr wird von einer
anfanglichen Regulierung des Systems ausgegangen, da es bei allen gemessenen
Mausestammen bis zu 55 min nach Organentnahme zu einem Abfall der PTG
kommt.

Weiterhin besteht die Vermutung, dass die PTG noch zu hoch ist, um die PTG durch
die Zugabe von ACh in niedrigen Konzentrationen nochmals nachweislich zu
steigern. Diese Vermutung wird durch die vorliegenden Ergebnisse, bei denen die
Wirkung von Eserin auf die zuvor mit ACh stimulierte PTG gemessen wurde,
untermauert. Bei diesen Versuchen wurde erst 55 min nach Organentnahme Eserin
bzw. Hepes zugegeben. Alle untersuchten Mause verhielten sich zu Beginn der
Messung identisch und auch ohne Zugabe von Pharmaka kommt es zu einem Abfall
der PTG. Im statistischen Vergleich wurden nach ACh-Gabe keine signifikanten

Unterschiede zwischen AChE*"—, BuChE™-Mausen und ihren WT nachgewiesen.
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AChE und BuChE sind neben den neuronalen auch in den unterschiedlichsten non-
neuronalen Geweben fur den Abbau von ACh verantwortlich. Der Abbau von ACh
erfolgt aber nicht in allen non-neuronalen Geweben durch beide Cholinesterasen
(AChE und BuChE). In der Plazenta wird ACh vorrangig von der AChE abgebaut
(Sastry 1997), wohingegen in der Skelettmuskulatur, auRerhalb der Endplatte,
hauptsachlich die BuChE fir den ACh-Abbau verantwortlich ist (Norel et al. 1993).
Durch Untersuchungen an AChE”-M&usen wird vermutet, dass in anderen Organen
(Herz, Thymus, Leber, Lunge, Milz, Niere, Nebenniere, Pankreas, Dinn- und
Dickdarm sowie Magen) die AChE durch die BuChE ersetzt werden kann, da sich in
diesen Geweben keine Abnormalititen bei den AChE’-Mausen zeigten (Xie et al.
2000). Aus diesem Grund wurde erwartet, dass die jeweiligen KO-Mause signifikante
Unterschiede gegenuber ihren WT aufweisen, da bei den KO-Mausen die jeweilige
Cholinesterase ausgeschaltet ist. Da sich aber alle getesteten Mausestamme
(AChE*"-Mause, BUChE"-Mause sowie deren korrespondierende WT) auf die ACh-
Gabe nahezu identisch verhielten, lasst sich vermuteten, dass im Trachealepithel der
Maus weder die AChE noch die BuChE fur den Abbau von ACh verantwortlich sind.
Anhand der durchgefiihrten Versuche kann keine exakte Aussage Uber die genaue
Funktion von AChE und BuChE beim ACh-Abbau im Trachealepithel der Maus
getroffen werden. Im statistischen Vergleich von KO-Mausen und ihren WT hatte sich
ein signifikanter Unterschied im Sinne einer deutlich erhéhten PTG zeigen missen.
Dies ware zu erwarten gewesen, da das vorhandene sowie das zusatzlich applizierte
ACh in den KO-Mausen nicht abgebaut werden kann, da die Cholinesterasen in

diesen Mausestammen ausgeschaltet sind.

Weiterhin wurde durch die vorliegenden Ergebnisse der Nachweis von Hayashi et al.
bestatigt, dass die Zugabe von ATP (100 uM) die Schlagfrequenz der Zilien
tragenden Zellen in der Trachea steigert (Hayashi et al. 2005), da alle getesteten
Mausstamme nach ATP-Stimulation eine signifikant gesteigerte PTG oder
tendenzielle Anstiege der PTG aufwiesen. Die ATP-Gabe in den vorliegenden
Untersuchungen diente hauptsachlich dazu, die Vitalitat der jeweiligen gemessenen
Trachea zu bestatigen. Zusatzlich zeigen die Ergebnisse eine Steigerung der PTG

und somit kann ATP auch als Stimulans der ZSF beschrieben werden.
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4.5 Einfluss von Eserin auf die PTG im Trachealepithel

Der Cholinesterasehemmstoff Eserin bewirkte im Trachealepithel der hier
untersuchten Knockout-Mause und ihren korrespondierenden Wildtypen eine
Reduktion des ziliaren Partikeltransports. Vorangegangene Nachweise von Kordik et
al. (1952) zeigten, dass die Gabe von Eserin das gleiche Verhalten auf die
Flimmertatigkeit der Zilien tragenden Zellen zeigt wie ACh. In geringen
Konzentrationen beschleunigte die Eserin-Gabe die Flimmertatigkeit des
Trachealepithels und in hohen Konzentrationen hemmte sie diese. Im Gegensatz
dazu zeigen die vorliegenden Ergebnisse, dass die Gabe von Eserin in allen
verwendeten Konzentrationen (107 M, 10° M und 10° M) zu einer Reduktion der
PTG fiihrte. Allerdings wird bei der verwendeten Konzentration von 107 M Eserin
vermutet, dass diese signifikante Reduktion der PTG nicht durch die Gabe von
Eserin zustande kommt, sondern durch die anfangliche Regulierung des Systems
bedingt ist. Da es bei allen gemessenen Mausestammen bis zu 55 min nach
Organentnahme zu einem Abfall der PTG kommt. Verstarkt wird diese Vermutung
durch die Negativkontrolle mit Hepes. Bei diesen Versuchen wurde erst 55 min nach
Organentnahme Eserin bzw. Hepes zu gegeben und auch ohne Zugabe von
Pharmaka kommt es zu einem Abfall der PTG. Im statistischen Vergleich zwischen
den AChE-KO-Mausen und ihren WT ergaben sich nach der Gabe von Eserin keine
signifikanten Unterschiede, wodurch die Vermutung bestatigt wird, dass die AChE
nicht fir den Abbau von ACh im Trachealepithel der Maus verantwortlich ist. Da es
sich bei Eserin um einen Inhibitor der Cholinesterasen handelt, hatte die Gabe von
Eserin im AChE-WT-Stamm eine Steigerung der PTG bewirken missen, wenn der
Abbau von ACh durch die Cholinesterasen erfolgen wirde. Weiterhin zeigten die
Ergebnisse, dass alle untersuchten Mausestamme nach vorheriger Eserin-Gabe auf
die ATP-Stimulation mit einer signifikant gesteigerten PTG oder tendenziellen
Anstiegen der PTG reagierten. Durch die ATP-Gabe wurde in der Eserin-
Konzentrationsreihe wie in der ACh-Konzentrationsreihe einerseits die Funktion als
Stimulans der ZSF sowie die dadurch entstehende Steigerung der PTG und

andererseits die Vitalitat der jeweiligen gemessenen Trachea nachgewiesen.
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4.6 Einfluss von Eserin auf die durch ACh stimulierte PTG im

Trachealepithel

Im Trachealepithel der Maus hat Eserin keinen Einfluss auf die zuvor durch ACh
stimulierte PTG. ACh wirkt auch nach vorheriger Gabe von Eserin bei den AChE-
WT-Mausen als Stimulans auf die PTG. Es wurden in beiden Versuchsreihen, ob
nach vorheriger Gabe von Eserin oder von Hepes, auf ACh signifikante Steigerungen
der PTG beobachtet. Damit wurde fur ACh die Funktion als Stimulans auf die PTG
auch nach vorheriger Gabe eines Inhibitors der Cholinesterasen bestatigt. Die hier
durchgefiihrten Versuche wurden an AChE"*-Mausen durchgefiihrt, bei denen durch
Eserin beide Cholinesterasen (AChE und BuChE) inhibiert wurden. Die Ergebnisse
bestatigen die Vermutung, dass keine der beiden Cholinesterasen fir den Abbau von
ACh im Trachealepithel der Maus zustandig ist, da sich eine Reduktion und keine
Steigerung der PTG nach Eserin-Gabe zeigte. Die zusatzliche Gabe erbrachte den
erwarteten Anstieg der PTG und bestatigte somit die Funktion von ACh als Stimulans
fur die PTG. Wenn die beiden Cholinesterasen fir den Abbau von ACh im
Trachealepithel zustandig waren und diese durch den Inhibitor Eserin ausgeschaltet

werden wirden, hatte eine Steigerung der PTG erfolgen missen.

4.7 Abbau von ACh im respiratorischen Epithel

Im Nervensystem wird das extrazellulare ACh durch die AChE und die BuChE
abgebaut (Wessler und Kirkpatrick 2001). An der motorischen Endplatte und in vielen
weiteren Geweben wird ACh durch die AChE enzymatisch gespalten. Die
vorgestellten Ergebnisse an der Trachea sollen, beispielhaft fur das non-cholinerge
System, zeigen durch welche der beiden Esterasen der Abbau von ACh im

respiratorischen Epithel erfolgt.

Neben AChE sind weitere Esterasen und Isoformen von AChE bekannt, die ACh
spalten kdnnen; die Bekannteste unter ihnen ist die BUChE. Alle AChE-Isoformen

sind aus mehreren Exons zusammengesetzt, wobei die Exons 2, 3 und 4 des Gens
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die codierende Region (katalytische Domane) darstellen (Soreq et al. 1990). Durch
alternatives Spleilen des C-terminalen Endes entstehen die unterschiedlichen
AChE-Isoformen (Taylor und Radic 1994).

AChERr wurde in embryonalen Geweben und Zellkulturen (Li et al. 1991) sowie in
Tumorzellen (Karpel et al. 1994) nachgewiesen. Weiterhin wurde AChEgr in den
Erythrozyten der Maus, aber nicht in denen des Menschen gefunden (Li et al. 1993).
Unter physiologischem Stress und unter AChE-Inhibition kann AChEgr im Gehirn von
Menschen und Mausen hochreguliert werden (Kaufer et al. 1998). AChEy wurde am
haufigsten an der Oberflache von Erythrozyten beobachtet, wo sie das im Blutstrom
befindliche ACh abbaut (Liao et al. 1992). Die AChEs kommt ausschliel3lich im Gift
bestimmter Schlangen vor (Cousin et al. 1996). Im Gegensatz hierzu weist die
BuChE keine Isoformen auf. Blong et al. (1997) konnten nachweisen, dass die
raumliche Struktur von BUChE der AChEr — Isoform entspricht. Am haufigsten wurde

AChE+ in Synapsen gefunden (Massoulié 2002).

Das Enzym AChE wirkt mit einer sehr schnellen Umsetzungsrate. Dadurch wird die
ACh-Wirkung sehr effektiv raumlich und auch zeitlich begrenzt (Rosenberry 1975).
Die physiologische Bedeutung dieser schnellen Umsetzung im cholinergen System
wird von der kurzen postnatalen Uberlebensrate der AChE-gendefizienten Mause
unterstrichen (Duysen et al. 2002). Die kurze postnatale Uberlebensrate kann sich
von zwei Wochen bis hin zu 100 Tagen erstrecken, ist aber abhangig von speziellen
diatischen Umstanden. Die untersuchten AChE”-Mause iiberlebten aufgrund einer
Muskelschwache nur bis zu 14 Tagen und ihre physiologische Entwicklung war

nachgewiesen verzogert (Duysen et al. 2002, Li et al. 2000).

Aufgrund des schnellen extrazellularen Abbaus von ACh, ergaben sich weitere
Fragen fur das cholinerge System. Im respiratorischen Epithel wird weniger ACh
produziert als in den Neuronen. Bei FVB-Mausen (WT) und OCT1/2” (KO) wurde die
Gesamtmenge an ACh sowie die Lokalisation bestimmt. Fir den ACh-Gehalt im
abgeschabten Trachealepithel ergaben sich keine signifikanten Unterschiede (FVB:
17.34 + 4.07 pmol/mg; n = 11; OCT1/2": 15.90. + 4.0 pmol/mg; n = 9). Die gesamte
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Menge an epithelialem ACh war in OCT1/2" signifikant (p<0,01) héher (42 + 10 %
von den abgeschabten Proben) als in den korrespondierenden WT (FVB-Mausen
16.8 + 3.6 %). Weiterhin wurden Proben der Trachea mit intaktem Epithel analysiert.
Diese Untersuchungen ergaben 36.5 + 4.4 pmol/mg in FVB-Mausen (n = 4) and 28.5
+ 3.50 pmol/mg in OCT1/2"-Mausen (n = 3). Lediglich 17% des gesamten AChs der
Trachea wurden in der Trachealwand von FVB-Mausen nachgewiesen und noch
weniger ACh wurde im abgeschabten Trachealepithel bestimmt. Weiterhin war die
intrazellulare Konzentration der trachealen, cholinergen Nervenfasern auffallig héher

als die der respiratorischen Epithelzellen (Kummer et al. 2006).

In sekretorischen und endokrinen Zellen erfolgt die Freisetzung von ACh Uber
VAChT. Aus den Epithelzellen wird ACh mittels transmembranarer
Transportersysteme (OCT/CHT1) freigesetzt. Nur bei annahernd 10000 Molekilen
erfolgt die Freisetzung von ACh Uber Vesikel und Exozytose. Somit wird von den
Epithelzellen weniger extrazellulares ACh freigesetzt als von cholinergen
Nervenfasern (Kummer et al. 2008). Diese Annahme wird durch direkte Messungen
unterstitzt. Es sind zwei wichtige Beispiele fur direkte Messungen von non-
neuronaler ACh-Freisetzung in das umgebende Gewebe in vivo (menschliche Haut:
Schlereth et al. 2006, 2007) und in Kulturen von frisch isolierten Biopsien
(menschliche Plazenta: Wessler et al. 2001a) bekannt. Allerdings wurde bei den
meisten epithelialen Oberflachen, die respiratorische Mukosa eingeschlossen, nur
die intrazellulare Konzentration und nicht die extrazellulare gemessen. Daher ergibt
sich im Hinblick auf die wichtigen parakrinen Effekte von ACh im Bezug auf die
extrazellulare Konzentration die Frage nach einem effektiven extrazellularen ACh-

Abbausystem (Kummer et al. 2008).

Alternativ steht hierzu die Annahme, dass ACh Uber intrazellulare Rezeptoren verfugt
(Wessler et al. 2001b). Es scheint, dass der Abbau von epithelialem ACh gering ist
und dadurch auch die geringe Konzentration von parakrinem ACh bedingt ist.
Untersuchungen am Epithel von Meerschweinchen zeigten keine Spaltung von ACh
(Small et al. 1990) und nur eine geringe AChE-Aktivitat (117 mU/mg pro

Epithelsegment) in der Trachealmukosa, die auch subepitheliale Nervenfasern
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beinhaltet (Chen et al. 2005). Lediglich 40% der AChE-Aktivitdt konnten hier durch
den potenten AChE-Inhibitor Neostigmin blockiert werden (Chen et al. 2005). Weitere
pharmakologische Studien, bei denen verschiedene Inhibitoren verwendet wurden,
konnten keinen fundierten Nachweis flr eine AChE-Aktivitat im respiratorischen
Epithel erbringen (Koga et al. 1992, Degano et al. 2001). Eine elektromikroskopische
Studie von 1966 zeigte in den Zilien tragenden Zellen des Respirationstraktes der
Ratte eine azetylcholinhaltige Doppelmembran. Bei der verwendeten Schleimhaut
der Trachea von erwachsenen Albinoratten ergab der spezifische Nachweis der
AChE mit Azetylthiocholin nach Karnovsky (1964) eine feinkdrnige, positive Reaktion
an der die Basalknotchen verbindenden Doppelmembran. Becherzellen sowie
Kernmembran blieben negativ und die Flimmerhaare selbst zeigten nur gelegentlich
einen schwachen Niederschlag (Graf und Stockinger 1966). Bei einer weiteren
histochemischen in-vitro Studie der fetalen Lunge wurde in epithelialen Zellen ein
AChE-haltiges Granulat beobachtet. Durch den Nachweis dieser Zellen wurden die
Kriterien fur einen intrapulmonalen Chemorezeptor aufgezeigt (Morikawa et al.
1978). Auch spatere histochemische Untersuchungen an Mensch, Ratte und Maus
enthtllten eine AChE- und BuChE-Aktivitdt in den Nervenfasern, die die glatten
Muskelzellen in den Atemwegen innervieren (Mensch: Partanen et al. 1982; Ratte:
Small et al. 1990, Ohrui et al. 1991; Maus: Kummer et al. 2008). Hier wurde ein
Abbau von ACh, wenn auch nur ein geringer, nachgewiesen. Dieser geringe
Abbauprozess wird flr die auto/parakrinen Effekte bei der geringen Menge an ACh-

Freisetzung durch die Endothelzellen bendtigt (Kummer et al. 2008).

4.8 Schlussfolgerung

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von AChE und BuChE auf die ziliare
PTG im Epithel der Trachea von AChE"-Mausen, BuChE"-M&usen und ihren
korrespondierenden WT untersucht. Die Untersuchungen haben gezeigt, dass ACh
die ZSF und PTG steigern kann. Allerdings sind AChE und BuChE nicht flr den
Abbau von ACh im Trachealepithel der Maus verantwortlich. Zu dieser

Schlussfolgerung fuhrt die Tatsache, dass die untersuchten KO-Mause im
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Trachealepithel der Maus keine Abnormalitaten gegenuber ihren WT zeigen und

nicht sensitiv auf den Inhibitor Eserin reagieren.

Méglicherweise hangt der Abbau von ACh im Trachealepithel eng mit der
mukozilidren Clearance zusammen. Bei einem erhéhten Angebot an ACh und einer
erhohten ZSF koénnte es zum Abtransport von ACh mittels Anheftung am
Trachealsekret kommen. Das Trachealsekret fungiert bei diesem Selbstreinigungs-
und Abwehrprozess der Atemwege als mechanische Barriere. Eingedrungene
Fremdkorper, sowie Mikroorganismen und Noxen heften sich an das Trachealsekret.
Gemeinsam mit dem Trachealsekret werden Fremdkoérper, Mikroorganismen und
Noxen durch einen koordinierten Zilienschlag kehlkopfwarts transportiert (Wanner et
al. 1996). Die Effektivitat dieses Reinigungsprozesses ist abhangig von der
Interaktion der Zilien mit dem uber ihnen liegenden Mukus. Nach Knowles et al.
(2002) hangt der erfolgreiche Partikeltransport von den Parametern ZSF und der
richtigen Quantitat sowie viskoelastischen Eigenschaften des Trachealsekrets ab.
Sleigh et al. (1988) beschrieben ebenfalls die Wichtigkeit des Trachealsekrets beim
Ablauf der mukoziliaren Clearance. Bei ihren Untersuchungen ersetzten sie die
Mukusschicht durch Ringerlosung. Die Messungen ergaben eine Reduktion des
Partikeltransports ohne Veranderung der ZSF (Sleigh et al. 1988).

Das non-neuronale cholinerge System spielt eine gro3e Rolle bei Krankheiten und
Allergien. Im Hinblick auf den Abbau von ACh im Trachealepithel bedarf es aus
diesem Grund weiteren Untersuchungen. Es ware interessant in weiteren Studien
heraus zu finden, wie ACh im Trachealepithel der Maus abgebaut wird, wenn AChE

und BuChE keinen Einfluss auf den Abbau nehmen.
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5 Zusammenfassung

Die Azetylcholinesterase (AChE) ist mit einer katalytischen Effizienz von 14000 [s
"mol™ 1] eines der schnellsten Enzyme. Sie ist fiir die enzymatische Spaltung von
Azetylcholin (ACh) in Cholin und Azetat verantwortlich. Neben der AChE ist auch die
Butyrylcholinesterase (BuChE) in der Lage ACh durch Hydrolyse abzubauen. Im
Gegensatz zur BUChE weist die AChE mehrere Isoformen auf: AChEgr, AChEy,
AChEs und AChE+. Die BUuChE entspricht in ihrer raumlichen Struktur der haufigsten
AChE-Isoform, der AChE-.

Die Synthese und Freisetzung von ACh wurde im respiratorischen Epithel der
Trachea bereits nachgewiesen. Jedoch waren der hydrolytische Abbau von ACh
sowie das Vorkommen und die Aktivitdt von BUChE in den Atemwegen bisher noch
ungeklart. Es stellte sich die Frage, ob ACh im Trachealepithel ebenfalls durch AChE
und BuChE abgebaut wird, wie dies bereits fur das Nervensystem und den
Skelettmuskel beschrieben wurde. In der vorliegenden Arbeit wurde der ACh-Abbau
im respiratorischen Epithel der Trachea von AChE-, BuChE-Knockout (KO)-Mausen
und ihren korrespondierenden Wildtypen (WT) mittels eines funktionellen Modells
untersucht. Hierbei wurde die Trachea aus den verwendeten Mausen entnommen
und der Lange nach mit dem M. trachealis nach oben unter dem Mikroskop
aufgespannt. Die ziliare Partikeltransportgeschwindigkeit (PTG) wurde durch die
Zugabe von Polystyrenklgelchen (Dynabeads) mittels eines Eintauchobjektivs unter
dem Mikroskop sichtbar gemacht und mit Hilfe eines Computerprogramms
berechnet. Damit ist die hier dargestellte Studie die erste funktionelle Untersuchung
der AChE und BuChE im respiratorischen Epithel von AChE- und BuChE-KO-

Mausen.

Die hier vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass ACh eine Steigerung der PTG in
beiden KO-Mausestammen und ihren korrespondierenden WT bewirkte, die nicht
durch Eserin beeinflusst wurde. Die Gabe von Eserin hatte eine Steigerung der PTG

bewirken mussen, wenn der Abbau von ACh durch die Cholinesterasen erfolgen
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wurde, da Eserin ein Inhibitor der Cholinesterasen ist. Weiterhin hatte man

Veranderungen in den KO-Mausen erwartet.

In weiterfihrenden Studien wird zu klaren sein, wie ACh im Trachealepithel abgebaut
wird. Es ware denkbar, dass ACh nicht abgebaut wird, sondern durch die mukoziliare
Clearance einfach nur abtransportiert wird. Weiterhin kdnnte es moglich sein, dass
das von den Nervenfasern, die die glatten Muskelzellen der Atemwege innervieren,
freigesetzte ACh fir den Abbau der geringen Menge ACh, die im respiratorischen

Epithel vorliegt, ausreicht.

Im Hinblick auf die Rolle des non-neuronalen cholinergen Systems in der
Pathogenese von Erkrankungen der Atemwege sowie der Funktion des
respiratorischen Systems als Modellsystem flir das non-neuronale cholinerge System
erscheint es von grolkem Interesse, herauszufinden, ob und/oder wie ACh im

Trachealepithel abgebaut wird.
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6 Summary

Acetylcholinesterase (AChE) is one of the fastest enzymes with a catalytic efficiency
of 14000 [s"-mol™"-1]. AChE cleaves acetylcholine (ACh) into acetate and choline.
Butyrylcholinesterase (BuChE) is also able to degrade ACh but with a lower
metabolic rate and specificity. The spatial structure of BuChE is similar to that of
AChE+T which is the major isoform of AChe. AChEgr, AChEy and AChEs are also well

known isoforms of AChE.

Synthesis and release of ACh has already been described for the respiratory
epithelium. It is still an open question whether ACh is degraded in the tracheal
epithelium by AChE and/or BuChE as known for nervous system and skeletal
muscle, respectively. Ciliary action of the airway epithelial cells drives the removal of
mucus and particles from the airways. Mucociliary transport is regulated by
muscarinic receptors via ACh. On this background AChE- and BuChE-knockout (KO)
mice were used in the functional model of cilia-driven particle transport for which the
mice were killed, tracheas removed, transferred to culture dishes and cut open at the
musculus trachealis. Polystyrene beads were added and their movement were
imaged with a light microscope with a water immersion objective and camera. Cilia-
driven particle transport speed (PTS) was calculated from these images using a

specifically software.

The results showed an enhanced particle transport speed after addition of ACh equal
which mouse strain was used. Furthermore the addition of Eserin that is an inhibitor
of AChE and BuChE did not result in any differences in the PTS after application
prior to the use of ACh. If ACh would be degraded by AChE or BuChE it would have
been assumed that in the KO mice strains would differences in their particle transport
speed. Thus, it is hypothesised that ACh is not degraded. Maybe it is removed by the
mucociliary transport. Another hypothesis is that the AChE released from the nervous
system that is innervating the tracheal muscle and glands also hydrolysis the little
amount of ACh that is found in the respiratory epithelium. The investigation of this

issue will be the work of follow up studies.
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With regard to the pathogenesis of asthma and other diseases of the respiratory tract
where ACh is involved it might be of special interest to know how ACh will be

degraded in the airway epithelium.
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7 Abkiurzungsverzeichnis

A

Azetyl-Coenzym A
Azetylcholin
Azetylcholinchlorid
Azetylcholinesterase
Adenosintriphosphat

B

Butyrylcholinesterase

C

Cholinacetyltransferase
circa

E

Eserin Hemisulfat
Ethanol absolut

G

Grad Celsius

H

Hertz
heterozygot
homozygot

K
Kilodalton
Knockout
Kollagen Q

M

Milliliter

Minuten

Mikroliter

Mikrometer

Mol/I

Mittelwert

Micro Particle Image Velocimetry

(0

Organischer Kationentransporter
Organische Phosphorverbindungen

AcetylCoA
ACh
AChHCI
AChE
ATP

BuChE

ChAT
ca.

Eserin
Ethanol

°C

Hz
*I* (KO-Mause)
/- (KO-Mause); *'* (WT-Mause)

kDa
KO
ColQ

mi
min
Ml
Mm
M
MW
uPIV

OCT
OPC
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P
Partikeltransport
Partikeltransportgeschwindigkeit
prolinreiche Bindungsdomane
prolinreicher Membrananker
Prozent

S

Sekunden

Standard Error of the Mean
(Standardfehler)

Stunden

\'

Vesikularer Azetylcholin-Transporter

W
Wildtyp

Y4

Zilienschlagfrequenz

PT
PTG
PRAD
PRIMA
%

SEM

VAChT

WT +/+

ZSF
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