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Einleitung 1

1 Einleitung

Tagtaglich sind wir aueren Umwelteinflissen wie Pathogenen, Zigarettenrauch,
Motorenabgasen, Allergenen oder auch Substanzen aus Verbrennungsanlagen ausgesetzt.
All diese korperfremden Substanzen nehmen wir mit jedem Atemzug Uber die Nase oder den
Mund in unsere Atemwege auf. Auch wenn die Nase bereits einige Substanzen herausfiltert,
gelangen doch noch sehr viele kleinere Partikel in die unteren Atemwege. Sind Staub,
Rauch, Partikel oder auch Bakterien sowie Viren erst einmal in die Atemwege gelangt, treten
diese mit dem Epithel in Kontakt. Von groRer Bedeutung ist deshalb ein gesundes, nicht-
geschadigtes Atemwegsepithel. Hier werden die aufgenommenen Substanzen mit Hilfe des
gerichteten Zilienschlags zilientragender Zellen (durch sogenannte zilienvermittelte
Reinigung (Wanner et al., 1996)) wieder abtransportiert oder abgehustet und dann
verschluckt.

Ist das Atemwegsepithel jedoch geschadigt, regeneriert es sich innerhalb von drei Wochen
von selbst (Tam et al., 2011). Je nachdem wie stark das Epithel geschadigt ist, kann es sein,
dass im Zeitraum der Regeneration der Abtransport fremder Bestandteile aufgrund
geschadigter zilientragender Zellen nicht gewahrleistet werden kann (Aherne et al., 1970).
Dadurch haben es Mikroorganismen (wie Bakterien oder Viren) leichter, durch die defekte
Epithelbarriere zu gelangen und Infektionen zu verursachen (Vareille et al.,, 2011). Durch
Infektionen kénnen so beispielsweise chronische Atemwegsentzindungen wie nicht-
allergisches Asthma (Jackson und Johnston, 2010; Kim et al., 2010) induziert werden. Um
diese Infektionen gar nicht erst entstehen zu lassen, muss die Epithelregeneration
schnellstmdglich ablaufen.

Es gibt Hinweise aus in vitro-Kulturen, dass ein geschadigtes Atemwegsepithel schneller
regeneriert, wenn bakterielle Bestandteile wie Lipopolysaccharide (LPS) anwesend sind
(Shaykhiev et al., 2008). Denn Bakterien kdnnen Uber Toll-like Rezeptoren (TLRs) das
Immunsystem aktivieren (Akira, 2003; Basu und Fenton, 2004). Jedoch ist unklar, wie LPS
auf die Regeneration eines in vivo geschadigten Atemwegsepithels reagiert. Gibt es
unterschiedliche Regenerationsantworten, wenn LPS wahrend der Proliferation oder der
Differenzierung verabreicht wird? Hypothetisch gesehen kann die Regeneration negativ
beeinflusst werden, wenn zu einem frihen Zeitpunkt LPS das Immunsystem aktiviert.
Dadurch kénnen eventuell vorhandene Regenerationsprozesse inhibiert werden. LPS kann
aber auch positiv auf die Regenerationsprozesse wirken, wie Shaykhiev et al., 2008 in
Zellkultur gezeigt haben. Welchen Einfluss jedoch LPS auf die Regeneration des
Atemwegsepithels in vivo hat, soll in dieser Arbeit untersucht werden.

Dazu muss ein geeignetes Modell fir die Schadigung des Atemwegsepithels gefunden
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werden, bei dem nach der Regeneration ebenfalls der zilienvermittelte Transport untersucht

werden kann.

1.1 Aufbau der Atemwege

Anatomisch werden die Atemwege in obere und untere Atemwege eingeteilt. Die oberen
Atemwege bestehen aus der Nasenhohle, Mundhoéhle, dem Rachen (Pharynx) und Kehlkopf
(Larynx). Die unteren Atemwege bestehen beim Menschen aus der Trachea und den
intrapulmonalen Atemwegen. Die intrapulmonalen Atemwege bestehen aus Bronchien,
Bronchioli, Bronchioli terminales, Bronchioli respiratorii und Ductuli alveolares, die in die
Sacculi alveolares minden. Es wird zwischen den luftleitenden Atemwegen und den am
Gasaustausch beteiligten Atemwegen unterschieden. Die luftleitenden Atemwege beginnen
bei der Nasenhodhle und enden mit den Bronchioli terminales, wo die zilienvermittelte
Reinigung fur den Schutz des Atemwegsepithels sorgt. In den weiter distal gelegenen
Lungenanteilen sorgen Alveolarmakrophagen fur die Immunabwehr von Fremdstoffen, die
die zilienvermittelte Reinigung Uberwunden haben.

Das Innere der luftleitenden Atemwege ist mit einem zilientragenden Epithel ausgekleidet.
Von der Trachea bis zu den Bronchien befindet sich beim Menschen ein mehrreihiges
hochprismatisches Epithel aus Basal-, Becher- und zilientragenden Zellen sowie weiteren
seltener vorkommenden Zelltypen. Die Bronchiolen besitzen dagegen ein einschichtiges
hochprismatisches Epithel, das auch nicht-zilientragende, sekretorische Zellen sowie

zilientragende Zellen besitzt.

Fir Regenerationsprozesse sind die Bronchien des Menschen von besonderem Interesse,
da sie am haufigsten in Kontakt mit Bakterien oder Viren und anderen Partikeln treten und
dadurch Infektionen ausgelést werden kénnen. Um Regenerationsprozesse des
Atemwegsepithels der Bronchien des Menschen bestmdglich untersuchen zu koénnen,
musste dafur eigentlich humanes Material herangezogen werden. Da es so gut wie
unmoglich  ist, gesunde humane Bronchien zu bekommen, missen die
Regenerationsprozesse in etablierten Labortieren analysiert werden, die der Situation im
Menschen nahe kommen. Die Maus ist als gut untersuchtes Labortier daflir sehr gut
geeignet, weil bereits viele Regenerationsmechanismen in dieser Spezies geklart wurden
(Rawlins et al., 2006; Yildirim et al., 2008). Allerdings sind viele Untersuchungen an den
intrapulmonalen kleineren Atemwegen der Maus durchgefiihrt worden (Van Winkle et al.,
1995; Van Winkle et al., 1997; Reynolds et al., 2000). Morphologisch ist aber die Trachea
der Maus dem menschlichen Bronchus am ahnlichsten. Sie entspricht den ersten sechs
Atemwegsgenerationen der humanen Atemwege (Cole et al., 2010). Mit Ausnahme der

Trachea sind die intrapulmonalen Atemwege der Maus in ihrem Aufbau den Bronchioli des
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Menschen ahnlich.

Ein Vorteil der Trachea ist auch, dass sie einfach entnommen und ihr Epithel schnell und
ohne grofen Aufwand untersucht werden kann. Im Folgenden soll die Anatomie der Trachea
der Maus genauer beschrieben werden.

Die Trachea der Maus ist ein elastisches Rohr, dessen Stlitzgeriist aus Knorpelspangen,
Bindegewebe und glatter Muskulatur besteht. Im Inneren wird die Trachea mit einem
mehrreihigen hochprismatischen Epithel ausgekleidet. Das zilientragende Epithel dient wie
beim Menschen als Schutz vor unerwiinschten eingeatmeten Substanzen (Gudis et al.,
2010).

Im Atemwegsepithel kdnnen wie beim Menschen verschiedene Zelltypen wie zilientragende
(Wanner et al., 1996), nicht-zilientragende sekretorische (Pack et al., 1981, Wanner et al.,
1996), Basal- (Wanner et al., 1996), Blrsten- (Pack et al., 1981), Clara-like (Hong et al.,
2001), neuroendokrine (Borthwick et al., 2001) und Becherzellen (Wanner et al., 1996)

unterschieden werden.

Die drei am haufigsten vorkommenden Zelltypen im Trachealepithel der Maus sind die
zilientragenden, nicht-zilientragenden und Basalzellen (Abbildung 1). Die zilientragenden und
nicht-zilientragenden Zellen befinden sich jedoch nicht nur im Trachealepithel, sondern auch
in den intrapulmonalen Atemwegen. Wahrend die Basalzellen in der Trachea und am Beginn

der intrapulmonalen Atemwege vorhanden sind.

P

111 g 11 1 g Y

pRAGARARRAGAN
\ 4

Abbildung 1 gesundes Trachealepithel mit zilientragenden (weille Pfeilspitze), nicht-zilientragenden (schwarze

Pfeilspitze) und Basalzellen (graue Pfeilspitze) Zellen auf der Basalmembran (braune Pfeilspitze).

Zilientragende Zellen

Zilientragende Zellen finden sich von der Trachea bis zu den distalen Atemwegen. Sie fallen
durch ihre am apikalen Ende ins Lumen ragenden langen Zilien auf (Wanner et al., 1996).
Die Zilien sind bewegliche Mikrotubuli-basierte filamentése Organellen (Yu et al., 2008).
Jede Zelle besitzt 200 Zilien mit einer durchschnittlichen Lange von 6 ym und einem
Durchmesser von 0,1 bis 0,2 ym (Wanner et al.,, 1996). Mit Anstieg der Atemwegs-

generationen werden die zilientragenden Zellen durch kirzere (< 6 um) und weniger als 200
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Zilien charakterisiert (Wanner et al., 1996). Die Schichtdicke des Epithels nimmt in Richtung
distaler Atemwege ab.

Im respiratorischen Epithel dienen die zilientragenden Zellen dem Abtransport von
Fremdstoffen aus den Atemwegen. Elektronenmikroskopisch imponieren sie durch ihre
weniger elektronendichte helle Erscheinung. Der Transkriptionsfaktor forkhead box J1
(FoxJ1) wird in den zilientragenden Zellen exprimiert (Blatt et al, 1999; Gomperts et al.,
2004; You et al., 2004; Yu et al., 2008). Dieser ist wichtig fur die Ziliogenese (Brody et al.,
2000).

Der Zilienaufbau ist eine komplexe Maschinerie aus neun dufReren und einem zentralen
Mikrotubulipaar (9*2+2) (Gomperts et al., 2004). An den dufleren Mikrotubulipaaren befinden
sich Dyneinarme, die die ATPase Aktivitat fur die Bewegung bereitstellen (Gomperts et al.,
2004). Das dadurch entstehende Schlagmuster besteht aus einem effektiven
(Vorwartsschlag) und einem Erholungsschlag (Ruckwartsschlag) (Babu und Roy, 2013).
Wahrend der Vorwarts- und Rickwarts-Schlage Ubertragen Zilien kinetische Energie nach
oben zur Schleimschicht (oder auch als Mukusschicht bezeichnet) (Henning et al., 2008).
Durch die metachronische Bewegung der Zilien wird die Mukusschicht und darin eventuell
enthaltene Partikel zum Rachen transportiert und anschlieRend verschluckt oder abgehustet
(Sanchez et al., 2011). Dieser Mechanismus wird als mukoziliare Reinigung der Atemwege

bezeichnet.
Nicht-zilientragende Zellen (sekretorische Zellen)

Die nicht-zilientragenden, sekretorischen Zellen der Trachea ragen von der Basalmembran
bis ins Lumen. An ihrer luminalen Oberflache sitzen Mikrovilli. In den nicht-zilientragenden
Zellen befinden sich freie Ribosomen und das Zytoplasma ist elektronendicht (Pack et al.,
1981). In den intrapulmonalen Atemwegen wird die nicht-zilientragende, sekretorische Zelle
als Clarazelle bezeichnet. 50% bis 60% der Zellen des murinen Atemwegsepithels sind
sekretorische Zellen (Pack et al., 1981). Die nicht-zilientragenden, sekretorischen Zellen
sezernieren ein 10 kDa schweres Protein namens CC10 (clara cell Protein) oder auch als
CCSP (clara cell specific protein) bezeichnet (Stripp et al., 1993; Klug et al., 2000). Dieses
Protein wird bei pulmonalen Inflammationen und Immunantworten sezerniert und wirkt
antimikrobiell (Wang et al., 2013). Neben der Sekretion von CC10 sekretieren die nicht-
zilientragenden Zellen auflerdem Surfactant Proteine -A, -B und -D (Phelps und Floros,
1991; Kuan et al., 1992), Leukozytenproteaseinhibitoren (De Water et al., 1986), B-
Galaktosidbindungslektin (Wasano und Yamamoto, 1989) und Trypsin-ahnliche Proteasen.
Durch diese Sekretion werden Entziindungsreaktionen abgeschwacht und eine Schadigung
des Epithels verhindert. Die Sekretion dient daher der Immunabwehr (Singh et al., 1990).

Aulerdem befinden sich metabolisch aktive Enzyme wie die Cytochrom Pyso
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Monooxygenase (CYP) in den nicht-zilientragenden Zellen (Shultz et al., 1997), die an der
Verstoffwechselung wasserunloslicher Stoffe beteiligt sind, wodurch diese Stoffe entgiftet
werden kénnen (Sutherland et al., 2012). Durch eine hohe Enzymaktivitat werden die Zellen
jedoch auch anféllig fir eine Schadigung durch eine breite Vielfalt umweltbedingter
Verschmutzungen (Plopper et al., 1992). Es gibt auch Hinweise, dass diese Zellen an der
Regeneration des Atemwegsepithels der Bronchioli beteiligt sind (Singh und Katyal, 1997;
Boers et al., 1999; Reynolds und Malkinson, 2010; Reynolds et al., 2010; Bustos et al.,
2013).

Basalzellen

Zwischen den nicht-zilientragenden und zilientragenden Zellen sitzen die Basalzellen auf der
Basalmembran. Sie finden sich von der Trachea ausgehend bis zum Beginn der Bronchien
und fungieren als Progenitorzellen bei der Regeneration des Atemwegsepithels (Hong et al.,
2004; Rock et al., 2009; Cole et al., 2010). In den intrapulmonalen Atemwegen der Maus
sind nur in den sehr proximalen Anteilen Basalzellen vorhanden (Hong et al., 2004).

Circa 30% des Epithels der murinen Trachea machen die Basalzellen aus (Rock et al.,
2009). Durch Hemidesmosomen sind die Basalzellen breit mit der Basalmembran verbunden
(Boers et al., 1998) und erreichen nicht das Lumen. Die Basalzellen besitzen eine typisch
pyramidenartige Form, wobei der Nukleus die gro3te Flache einnimmt (Evans und Plopper,
1988). Sie exprimieren Zytokeratin 5 (CK5) und 14 (CK14) (Evans et al., 2001) sowie p75
(auch als nerve growth factor receptor (NGFR) bezeichnet) (Rock et al., 2009).

Mukozilidre Reinigung

Mit dem Einatmen der Luft kénnen Partikel unterschiedlicher Grofe in die Atemwege
gelangen und sich in unterschiedlichen Regionen des Epithels ablagern. Abhangig vom Ort
der abgelagerten Partikel wird eine Reinigung durch verschiedene Mechanismen
durchgeflihrt. Die mukoziliare Reinigung ist ein Abwehrmechanismus des respiratorischen
Systems, um inhalierte und eventuell schadigende Substanzen aus der Lunge zu beférdern.
Fir einen korrekten Abtransport bewegen sich die Zilien immer in eine gezielte Richtung und
zwar zum Larynx. Der zilienvermittelte Transport ist dabei von der Temperatur, der
Feuchtigkeit sowie eventuelles Vorhandensein von Arzneistoffen abhangig (Mercke, 1974;
Mercke und Toremalm, 1976). Bei einer konstanten Temperatur von 37°C und einer relativen
Feuchtigkeit von 100% wird eine Zilienschlagfrequenz von 10 bis 15 Hertz (Hz) bei
Saugetieren gemessen. Eine Erhéhung der Zilienschlagfrequenz wird durch verschiedene
Stimuli hervorgerufen (Nakahari, 2007). Wird beispielsweise ATP hinzugefugt, so wird die
Zilienschlagfrequenz in nichtkultivierten Zellen auf 25 Hz erhéht (Nakahari, 2007). Durch

diese erhohte Zilienschlagfrequenz wird ebenfalls eine erhdhte mukoziliare Reinigung
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hervorgerufen. Daher korreliert die Zilienschlagfrequenz mit der Temperatur (Wanner et al.,
1996). Kommt es zum Absinken der Temperatur von 37°C auf 20°C, so wird die mukoziliare
Reinigung aufgrund der verringerten Zilienschlagfrequenz herabgesetzt (Henning et al.,
2008). Eine ebenfalls verminderte mukozilidre Reinigung tritt auf, wenn die Feuchtigkeit um
mindestens 20% verringert wird oder dem System Zilien- oder mukus-aktive Arzneimittel (wie
Propranolol oder N-acetylcystein) verabreicht werden. Interessanterweise wird die
mukoziliare Reinigung und somit der Abtransport ebenfalls herabgesetzt, wenn nicht
genugend zilientragende Zellen sowie vermehrt kirzere Zilien im regenerierenden Epithel

vorhanden sind (Wanner et al., 1996).

1.2 Wirkung von LPS auf das Atemwegsepithel

Aufgrund der Beobachtung, dass LPS die Wundheilung in vitro beschleunigt, soll in diesem
Absatz genauer auf die Wirkung von LPS eingegangen werden.

Beim Einatmen kdnnen Mikroorganismen aufgenommen werden und eine Infektion durch
eine bereits defekte Epithelbarriere verursachen. Um eine Infektion gar nicht erst zu
ermdglichen, muss die Regeneration des geschadigten Epithels mdglichst schnell ablaufen.
Epithelzellen besitzen Toll-like Rezeptoren (TLRs), die Mikroorganismen erkennen und eine
Immunreaktion auslésen kénnen. Es gibt mehrere TLR, wobei jeder der TLR andere
Bestandteile von Mikroorganismen erkennt (Yang et al., 1998; Takeuchi et al., 1999; Lien et
al., 2000; Takeda et al., 2003; Akira und Takeda, 2004). Es ist bekannt, dass LPS, also
Bestandteile der aufleren Membran gram-negativer Bakterien, Gber den TLR 4 erkannt
werden (Hoshino et al.,, 1999; Lien et al.,, 2000). Nach dem Eindringen von LPS in die
Atemwege und Bindung an den TLR 4 werden pro-inflammatorische Mediatoren sowie
antimikrobielle Faktoren ausgeschittet (Jany et al., 1995; Chow et al., 1999; Sha et al.,
2004; Guillot et al., 2004; Pace et al., 2007; Shaykhiev et al., 2008). Aullerdem wird durch
LPS der NF-kB-Signalweg induziert (Akira, 2003, Hayden und Ghosh, 2004).

LPS kann im Atemwegsepithel aullerdem eine Entziindung, die mit einem Influx
inflammatorischer Zellen (wie neutrophile Granulozyten und Makrophagen) einher geht,
induzieren (Arsalane et al., 2000; Bolton et al., 2008). Diese Entziindung kénnte auch die

Wundheilung beeinflussen.

Wird das Atemwegsepithel durch LPS aktiviert, kdnnten zwei verschiedene Reaktionen
auftreten, eine schnellere oder eine verzégerte Wundheilung. Die Ergebnisse von Shaykhiev
et al. (2008) legen nahe, dass LPS einen positiven Effekt auf die Wundheilung eines
geschadigten Atemwegsepithels in vitro hat und die Regeneration durch eine erhdhte

Zellproliferation mit anschlieRender Zellmigration beschleunigt wird (Shaykhiev et al., 2008).
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Allerdings gibt es auch Daten, die zeigen, dass LPS inhibierend auf die Zellproliferation
wirken kann (Mduller-Decker et al., 2005). Zwei unterschiedliche Arbeitsgruppen haben mit
geringen Konzentrationen von LPS (0,5 ug/ml Muller-Decker et al., 2005; 1 ug/ml Shaykhiev
et al., 2008) unterschiedliche Ergebnisse hinsichtlich der Proliferation von Epithelzellen in
ihren in vitro-Versuchen beobachtet (Miller-Decker et al., 2005; Shaykhiev et al., 2008).
Muiller-Decker et al. (2005) untersuchten Epithelzellen der Zunge, wahrend Shaykhiev et al.
(2008) intrapulmonale Atemwegsepithelzellen untersucht haben.

Aufgrund der in vitro-Daten ist unklar, wie LPS die Regeneration des Atemwegsepithels in
vivo beeinflusst. Dabei kdnnte der genaue Zeitpunkt zu dem LPS vorhanden ist, eine
entscheidende Rolle spielen. So kénnte es sein, dass LPS die Proliferation hemmt, daflr
aber die Differenzierung bereits migrierter Zellen beschleunigt. Daher konnten die
Ergebnisse unterschiedlich sein, je nachdem ob LPS wahrend der Proliferation gegeben wird
oder zu einem Zeitpunkt bei dem die Zellen bereits mit der Differenzierung begonnen haben.
Des Weiteren ist unklar, ob LPS bei einer beschleunigten Regeneration langfristige Effekte
auf Epithelfunktionen wie den zilienvermittelten Transport hat und ob LPS Auswirkungen auf
die Zusammensetzung des Epithels hat.

Um die Auswirkung von LPS auf die Regeneration untersuchen zu kénnen, muss daher ein
geeignetes Modell zur Schadigung und Regeneration des Trachealepithels der Maus
gefunden werden, das in seinem Zeitverlauf sehr gut charakterisiert ist. Da LPS auch zu
einer Entzindung flihrt, die den Regenerationsprozess beeinflusst, sollte das

Schadigungsmodell nicht zusatzlich zu einer Entziindung flhren.

1.3 Modelle zur Schadigung und Regeneration des Epithels der

Maus

Fir die Untersuchung des Regenerationsprozesses eines geschadigten Trachealepithels der
Maus stehen mechanische oder chemische Schadigungsmodelle zur Verfliigung. Diese
sollen im Folgenden vorgestellt und ihre Vor- und Nachteile erldutert werden.

Wie oben beschrieben, sollte das Modell folgende Anforderungen erflllen: es muss gut
reproduzierbar sein, soll keine offensichtliche Entziindung hervorrufen und der Zeitverlauf

muss gut charakterisiert sein.
Mechanische Schadigung

Mittels einer speziell angefertigten Abtragungssonde kann das Epithel der Trachea lokal
zerstort werden (Erjeféalt et al., 1995). Dabei wird das Epithel an einer Stelle abgetragen ohne
die Basalmembran zu verletzen. Bei der Regeneration platten sich die Zellen innerhalb von

15 min an der Wundkante ab und migrieren tber die abgetragene Basalmembran, so dass
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nach 8 h ein flaches, undifferenziertes Epithel vorhanden ist (Erjefalt et al., 1995).
Basalzellen scheinen nicht zu migrieren. Sie tragen in diesem Modell wahrscheinlich im
verbleibenden ungeschadigten Epithel durch Proliferation zur Reepithelialisierung bei. Die
Proliferation von Epithelzellen findet 15 h nach Beendigung der Migrationsphase statt. 30 h
nach Schadigung besitzt das Epithel 2 bis 3 Zellschichten und Oberflachenepithelzellen mit
Mikrovilli. Nach 5 d ist ein Zilien-reiches Epithel und nach 15 d ein komplett regeneriertes
Epithel vorhanden (Erjefalt et al., 1995).

Vorteil der mechanischen Schadigung ist, dass alle Epithelzellen abgetragen werden und die
Basalmembran nicht geschadigt wird. Aufierdem ist der Zeitverlauf der Regeneration
bekannt, so dass bereits vorweg Zeitpunkte fir eine Intervention mit bakteriellen
Bestandteilen getroffen werden konnten. Ein groRBer Nachteil ist, dass die Anwendung
bislang nur in Meerschweinchen gezeigt wurde. Bisher ist diese Methode nicht bei Mausen
angewendet worden und aufgrund der geringeren GroéRRe der Trachea der Maus ist unklar, ob

sie bei der Maus erfolgreich etabliert werden kann.
Chemische Schadigung

Durch Einatmen chemischer Substanzen mit NO,, SO, oder intraperitoneale Gabe von

Naphthalin kdnnen ebenfalls Schadigungen hervorgerufen werden.
NO, und SOZ

NO, (Stickstoffdioxid) ist ein toxisches Gas. Es entsteht bei Verbrennungen fossiler
Brennstoffe in Gas- und Kohlekraftwerken. Es ist ebenso Bestandteil bei Abgasen von
Fahrzeugen. Das Einatmen von NO, kann in der Lunge verschiedene morphologische
Veranderungen hervorrufen. Die kurzzeitige Aufnahme von 10 ppm fuhrt bei Ratten zu keiner
morphologischen Veranderung. Werden jedoch Uber einen Zeitraum von 24 h 10 ppm NO,
verabreicht, so kommt es zu Zilienschdden und einer Hypertrophie des Bronchiolarepithels
(Persinger et al., 2002). Noch héhere Konzentrationen (50 bis 150 ppm) von NO, bewirken
den Tod der Versuchstiere. Der Tod beruht dabei auf einer extensiven pulmonale
Schadigung, wobei das Atemwegsepithel abgetragen wird und sich Odeme in der Lunge
bilden (Persinger et al., 2002).

SO, (Schwefeldioxid) ist ein giftiges Gas, welches bei der Verbrennung von schwefelhaltigen
Brennstoffen entsteht. Es ist einer der Hauptschadstoffe der Luftverschmutzung. Es schadigt
in hohen Konzentrationen Mensch, Tier und Pflanzen. Der toxische Effekt von SO, ist dosis-
und zeitabhangig. Bei niedrigen Konzentrationen wird zwar eine verminderte mukoziliare
Aktivitat beobachtet, jedoch keine morphologischen Veranderungen (Cai et al., 2008).

Werden uber 3 d jeweils fir 1 h 50 ppm SO, eingeatmet, so verursacht dieser Stoff eine
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akute Atemwegsentzindung (Cai et al., 2008). Diese Entziindung kann eine akute oder
chronische Bronchitis sein, mit der ein Verlust der Zilien und einer Epithelverschorfung
einhergeht (Cai et al., 2008).

Nachteil der Verwendung von NO, und SO, als Modelle zur Schadigung des
Atemwegsepithels ist, dass es in beiden Modellen zusatzlich zu einer starken Entziindungen
der Atemwege kommt. Beide Gase werden auch verwendet, um Entziindungsreaktionen in
den Atemwegen hervorzurufen. Ein weiteres Problem bei diesen Modellen ist, dass es kaum

Hinweise gibt, wie der Regenerationsverlauf des Epithels ist.

Naphthalin

Naphthalin ist eine bizyklische aromatische Verbindung (Hydrocarbon). Allgemein ist
Naphthalin eine Komponente, die bei der Verbrennung von Holz oder Kohle entsteht und war
frlher Hauptbestandteil von Mottenkugeln. Im Zigarettenrauch und Rohdl ist Naphthalin
ebenfalls enthalten (Stohs et al., 2002). Die intraperitoneale Gabe von Naphthalin ist ein
etabliertes Schadigungsmodell fur das Epithel der kleinen Atemwege. Es schadigt nach
bisheriger Ansicht selektiv die Clarazellen (nicht-zilientragenden Zellen). Wahrend die
zilientragenden Zellen auf der Basalmembran verbleiben und sich abplatten (Stripp et al.,
1995; Van Winkle et al., 2002; Park et al., 2006; Yildirim et al., 2008; Oliver et al., 2009).
Naphthalin wird allerdings nur toxisch, wenn es durch die Cytochrom P459 Monooxygenase
Isoform 2F2 (CYP2F2) in den Clarazellen verstoffwechselt wird (Plopper et al., 1992a;
Plopper et al., 1992b; Buckpitt et al., 1992; Fanucchi et al., 1997; Plopper et al., 2001). Dabei
wird Naphthalin in 1R,2S-Naphthalinoxid metabolisiert (Buckpitt et al., 1992). Ist dieser
Prozess aktiv, vakuolisieren die Clarazellen und sind 24 h nach Naphthalin-Applikation
vollstandig aus dem Bronchiolarepithel abgelost (Yildirim et al., 2008). Die Schadigung durch
Naphthalin verursacht keine offensichtliche Entzindung in den Atemwegen. Die
Regenerationsdauer des Atemwegsepithels nach einer Naphthalinschadigung in den
intrapulmonalen Atemwegen betragt maximal 21 d. Durch den Verlust der Clarazellen nach
Naphthalin-Gabe, verbleiben in den intrapulmonalen Atemwegen die ausdifferenzierten
zilientragenden Zellen abgeplattet auf der Basalmembran (Van Winkle et al., 1997; Park et
al., 2006). Die Regeneration der Epithelzellen erfolgt aus den Zellen des NEB-
microenvironment (Hong et al., 2001). Die neuroepithelialen Kérperchen (NEBs) (Reynolds
et al., 2000) bestehen aus Cluster von pulmonalen neuroendokrinen Zellen (PNECs) (Cutz et
al., 1995). Das NEB-microenvironment besitzt Clara-like Zellen, die kein CYP exprimieren
und somit nicht durch Naphthalin geschadigt werden (Reynolds et al., 2000). Die Clara-like
Zellen und die PNECs proliferieren im Regenerationsprozess nach Naphthalinschadigung

(Reynolds et al., 2000; Peake et al., 2000). Daher werden diese beiden Zelltypen als
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Progenitorzellen im Bronchiolarepithel angesehen. Nach der Proliferation folgt die Migration

und Differenzierung der Zellen (Hong et al., 2001).

Neuere Daten von Cole et al. (2010) zeigen, dass Naphthalin auch das Epithel der Trachea
schadigen kann. Hier werden ebenfalls die nicht-zilientragenden Zellen, die das Protein
CC10 tragen, durch Naphthalin geschadigt und verlassen das Epithel (Cole et al., 2010).
Neben den nicht-zilientragenden Zellen gehen im Gegensatz zu den kleinen Atemwegen
aullerdem die zilientragenden Zellen verloren, so dass 3 d nach Naphthalin-Gabe nur noch
Basalzellen die Basalmembran bedecken (Cole et al., 2010).

Cole und Mitarbeiter haben allerdings nur wenige Zeitpunkte der Regeneration untersucht
(3d, 6 d, 9 d und 13 d nach Naphthalin-Gabe), so dass der genaue Zeitverlauf der
Regeneration aus diesen Daten noch nicht klar ist. Nach dieser Untersuchung ist die
Regeneration des Trachealepithels nach 13 d abgeschlossen. Dies konnte
immunhistochemisch durch Markierung mit Antikorper gegen CC10 fir die nicht-
zilientragenden Zellen, FoxJ1 fur die zilientragenden Zellen sowie CK5 fiir die Basalzellen

gezeigt werden (Cole et al., 2010).

Vorteil der Schadigung mittels Naphthalin ist, dass es ein gut untersuchtes Modell der
kleinen Atemwege mit einer einfachen Applikation ist. Es reicht eine einmalige Gabe fir eine
Schadigung. Auferdem werden rein selektiv nur nicht-zilientragende Zellen durch die
vorhandene Enzymaktivitat der CYP2F2 geschadigt. Die Regeneration nach Naphthalin-
Gabe wurde in den intrapulmonalen Atemwegen bisher gut untersucht. Bisher musste davon
ausgegangen werden, dass Naphthalin nur das Epithel der kleineren Atemwege schadigt.
Allerdings zeigt die Untersuchung von Cole et al. (2010), dass das Trachealepithel ebenfalls
durch Naphthalin geschadigt wird.

Dagegen ist ein groRer Nachteil, dass im Vergleich zu den intrapulmonalen Atemwegen
bisher sehr viel weniger GUber den genauen Zeitverlauf der Regeneration bekannt ist, weil nur
wenige Zeitpunkte (3 d, 6 d, 9 d und 13 d) nach der Schadigung untersucht wurden. Unklar
ist, z.B. wann die erste Zellablésung nach Naphthalin-Gabe beginnt und wie der genauere
Verlauf der Regeneration des Trachealepithels bis 6 d nach Naphthalin-Applikation erfolgt.
AuBerdem ist unklar, wann die Proliferation beginnt und wann sich die ersten Epithelzellen
differenzieren. Dies musste zunachst untersucht werden, um geeignete Zeitpunkte
(Proliferation sowie Differenzierung) fir eine Intervention mit bakteriellen Bestandteilen zu

definieren.

Welches Modell ist flr die geplante Untersuchung des Einflusses bakterieller Bestandteile
auf die Regeneration des Atemwegsepithels am besten geeignet? Bei der mechanischen
Schadigung ist vorteilhaft, dass alle Zelltypen zerstort werden und dass der Zeitverlauf der

Regeneration bereits bekannt ist. Es ist aber unklar, ob diese Methode bei der Maus
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zuverlassig etabliert werden kann und leicht durchzufiihren ist. Schadigungen des Epithels
mittels NO, oder SO, sind problematisch, weil sie mit einer starken Entziindung der
Atemwege einhergehen, diese jedoch nicht erwinscht ist. Aufierdem wurde der Zeitverlauf
der Regeneration bisher nicht eingehend untersucht.

Dagegen hat die Schadigung mittels Naphthalin den Vorteil, dass das Epithel geschadigt
wird, ohne eine offensichtliche Entziindung zu verursachen. Naphthalin kann zudem einfach
appliziert werden. Da auch das Atemwegsepithel der Trachea geschadigt wird, scheint es
das beste Modell zu sein, um Regenerationsprozesse sowie den zilienvermittelten Transport
zu untersuchen. Allerdings ist hier noch unklar, wie die Schadigung in den ersten drei Tagen
nach Naphthalin-Gabe verlauft bzw. wann genau die Proliferation und die Differenzierung der
Epithelzellen beginnen. Bei Verwendung des Naphthalinmodells zur Schadigung des
Trachealepithels der Maus muss daher der frihe Verlauf der Regeneration untersucht

werden, um geeignete Zeitpunkte fur eine Intervention zu definieren.



Einleitung 12

1.4 Ziel der Arbeit

Das Hauptziel der folgenden Arbeit ist, herauszufinden, welchen Effekt eine einmalige
Applikation von LPS auf die in vivo-Regeneration des Trachealepithels hat. Bisher ist unklar,
ob LPS schadigend oder nicht schadigend auf das regenerierte Trachealepithel wirkt. Dazu
soll zunachst eine Schadigung des Epithels der Trachea durch Naphthalin hervorgerufen und
der zeitliche Verlauf der Regeneration bis 15 d nach Naphthalin-Gabe analysiert werden.
AnschlieRend werden zwei Zeitpunkte fiir die Intervention mit LPS definiert, zum Einen der
Beginn der Proliferation und zum Anderen der Beginn der Zelldifferenzierung. Nachfolgend
soll die Intervention mit LPS zu den definierten Zeitpunkten erfolgen. Danach soll untersucht
werden, ob sich dadurch die Regeneration des Trachealepithels zu einem Zeitpunkt, wo ein
erster neuer Epithelverband vorhanden ist, beschleunigt oder verzogert.

AuRerdem soll nach 15 d die Funktion von Zilienschlag und Partikeltransport des Epithels
untersucht werden, um herauszufinden, ob eine einmalige Gabe von LPS diese Funktionen
beeinflusst.

Folgende Fragen sollen beantwortet werden:

1. Wie erfolgt die Regeneration des Trachealepithels zu friilhen Zeitpunkten nach Naphthalin-

Gabe?

2. Wann finden Proliferation und Differenzierung des Epithels statt, um anschliel3end

einmalig mit LPS genau zu diesen Zeitpunkten zu intervenieren?

3. Welchen Effekt hat eine einmalige Applikation von LPS wahrend der Regeneration des
Epithels?
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2 Material

2.1 Mausstamm

C57BL/6N (mannlich, Alter 8-10 Wochen)

Janvier, Le Genest-Saint-Isle, Frankreich

2.2 Chemikalien, Reagenzien, Kits und Verbrauchsmaterialien

Chemikalien

Aceton

Araldit

Araldit M

Araldit M Beschleuniger 960
Araldit M Harter 964

Azur Il

Bleicitrat (Kontrastierlosung)
Borax 99%

CaCl, 2xH,0
Dibuthylphtalat 298,0% GC
Dimethylarsinsaure Natriumsalz 297%
DMSO (Dimethylsulfoxid)
Ethanol

fluoreszenzfreies Glycerin
D-(+)-Glucose
Glutaraldehyd

HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)

-ethansulfonsaure)
Hoechst (Bisbenzimid H 33258)
Isofluran

Isopentan (2-Methylbutan)
KCl p.a.

Leitsilber

MgCl, p.a.

Methylenblau

Mowiol 4-88

NaCl 299,5% p.a.
NaH,PO, >99% p.a.

Roth, Karlsruhe

Fluka, Sigma-Aldrich, Steinheim
Fluka, Sigma-Aldrich, Steinheim
Fluka, Sigma-Aldrich, Steinheim
Fluka, Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Laurylab Uber Leica, Nussloch
Sigma-Alrich, Steinheim

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Sigma, Steinheim

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Sigma, Steinheim

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Baxter, Unterschleilheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Plano GmbH, Wetzlar
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Hochst, Frankfurt

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
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NaOH >98%

Naphthalin 299%
Osmiumtetroxid (OsOg4, 1-2%)
Paraformaldehyd
Propylenoxid

Saccharose

Tris-HCI 299% p.a.

Uranylacetat

Reagenzien fiir cDNA Synthese und gRT-PCR

ATP (1 mM) (102in A. dest. gel6st)
dNTP-Mix (10 mM eingesetzt)

gPCR Mastermix Plus

Taq Man® Universal PCR Master Mix,
No AmpErase® UNG (Taq/MM)

Kits
DNase |I-Verdau

SuperScript™ || RNase H'Reverse Transcriptase

Lightning-link™ Atto488 conjugation kit
RNA-Isolationskit: innuPREP RNA Mini Kit
Sylgard 184-Silicone elastomer Kit

Verbrauchsgegenstande
Deckglaschen (24x40 und 24x50)

Delta T Culture Dish-Kulturschale
FLOQSwab (sterile, 80 mm)
Insektennadeln

Kantle (0,55 x 25 mm BL/LB) 24G x 1"
Kantle (20 GA, 1.26IN, 1.1 x 32 mm)
Kork Plattchen

Kupfer-Netze

Leit-Tabs REM

Low Profile Microtome Blades

Minutien (Stainless Steel 20)
Precleaned Micro Slides X-tra™ Adhesive
(26x76x1,0 mm)

Fluka, Sigma-Aldrich, Steinheim
Aldrich Chemistry, Steinheim
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Aldrich Chemistry, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Laurylab Uber Leica, Nussloch

Sigma, Steinheim
peglab, Erlangen

Fermentas, Darmstadt

Life Technologies, Darmstadt

Sigma, St.Louis, USA

Invitrogen, Darmstadt

Innova Biosciences, Cambridge, UK
analytic jena, Jena

Dow Corning GmbH, Wiesbaden

Menzel-Glaser, Braunschweig
Bioptechs Inc., Butler, USA

COPAN Flock Technologies, Reinfeld
Plano GmbH, Wetzlar

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
BD Bioscience, Heidelberg

Bauhaus Baumarkt, Libeck

Plano GmbH, Wetzlar

Plano GmbH, Wetzlar

Leica Biosystems, Nussloch

Bioform, Nurnberg

Surgipath, Richmond, USA
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Rasierklingen

Spritze (Omnifix®, 1 ml)

Spritze (Injekt, 5 ml)

Gold-Targets (Sputter Zubehor)
Vierseitiges Glasschnitt-Streckplattchen
24-Well Culture Plate (sterile, with lid)

Sonstiges

A. dest. (Ampuwa® Spullésung Plastipu®)
Dynabeads (4,5 pm Durchmesser)
DePeX Eindeckmittel

Lipopolysaccharid (E. coli, 0111:B4)
Maiskeimal

Spezialkleber REM

Tissue Freezing Medium (Einbettmedium)

2.3 Puffer und Lésungen

4% qgepuffertes Paraformaldehyd (PFA):

2% gepuffertes PFA:

Natrium-Cacodylatpuffer (0,2 M):

Wilkinson, Solingen

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Plano GmbH, Wetzlar

Leica Biosystems, Nussloch

Roth, Karlsruhe

Fresenius Kabi, Bad Homburg

Invitrogen, Darmstadt

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Sigma Aldrich, Steinheim

Mazola, Hamburg

Plano GmbH, Wetzlar

Leica Microsystems, Nussloch

80 g Paraformaldehyd

in 1000 ml A. dest. bei 80°C I8sen.
Tropfenweise 5 N NaOH hinzufigen bis
die Losung klar ist und abkuihlen lassen.
AnschlieRend filtrieren.

Doppelte Konzentration PBS (1 | = 400 ml
Stammlésung + 600 ml A. dest)
dazugeben und gut mischen.

pH-Wert auf 7,4 mit 1 N NaOH einstellen.

100 ml 4% PFA
100 ml PBS

Mischen.

42,8 g Dimethylarsinsdure Natriumsalz
68,46 g Saccharose

Auffillen mit 1000 ml A. dest.

pH-Wert auf 7,3 mit 1 N NaOH einstellen.
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0,2 mol Tris-Puffer fir Mowiol:

Gepuffertes Mowiol:

2,90 g Tris-HCI
in 120 ml A. dest. l6sen.
pH-Wert auf 8,5 mit 1 N HCI einstellen.

12 g Mowiol 4-88

30 ml A. dest.

60 ml Tris-Puffer (0,2 mol/l) mischen und
uber Nacht rdhren. Danach bei 95°C fir
45 min erhitzen und langsam auf 50°C
abkihlen lassen.

30 g fluoreszenzfreies Glycerin vorsichtig
einrthren.

pH-Wert auf 8,5 mit 1 N NaOH einstellen.

Phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS)-Stammldsung:

HEPES-Ringer LOosung:

90 g NaCl

2,704 g NaH,PO,4 mit H,O

28,794 g Na,HPO,4 mit 12x H,O

in 2000 ml A. dest. l16sen.

pH-Wert auf 7,4 mit 1 N NaOH einstellen.
Verwendet wurde PBS-Gebrauchslosung:
1:5 = 100 ml Stammldésung + 400 ml A.
dest. (0,001 M)

0,418 g KCI (5,6 mM)

7,97 g NaCl (136,4 mM)

0,2033 g/l MgCl, (1 mM)

0,3234 g/l CaCl; (2,2 mM)

1,98 g Glucose (11 mM)

2,38 g HEPES (10 mM)

Die Reagenzien werden in 1000 ml A.
dest. geldést und anschliefend der pH-
Wert auf 7,4 mit 1 N NaOH tropfenweise

eingestellt.
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10% Paraformaldehyd flir Fixierlosung nach Monti-Graziadei:

10 g Parafromaldehyd

in 100 ml A. dest.

unter Ruhren erhitzen (80°C). Die tribe
Losung tropfenweise mit 1 N NaOH

klaren.

Fixierlosung nach Monti-Graziadei: 156 ml Natrium-Cacodylat-Puffer 0,2 mol
25 ml Glutaraldehyd 25%
19 ml Paraformaldehyd 10%
3 ml CaCl; 3%
pH-Wert auf 7,35 mit 1 N HCI einstellen,
mit A. bidest. auf 312 ml auffillen.

Araldit: 10 ml Araldit M
10 ml Araldit M Harter 964
0,2 ml Dibuthylphtalat

0,4 ml Araldit Beschleuniger mischen.

Schnellfarbung nach Richardson (Methylenblau-Azur I1):

Erste Losung: 1gAzurll

in 100 ml A. dest. mischen.

Zweite Losung: 1 g Methylenblau
1 g Borax
40 g Saccharose
in 100 ml A. dest. mischen.

Beide Losungen 1:1 vermischen.

20% Saccharose: 20 g Saccharose
in 100 ml A. dest.

unter Ruhren losen.

PBS mit Tissue Freezing Medium: 100 ml Gebrauchslésung PBS

100 ml Tissue Freezing Medium

unter Rihren losen.
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2.4 Primer und fluoreszenzmarkierte Sonden

Random Primer (Hexamer) MWG-Biotech, Ebersberg

Die spezifischen Primer fir die quantitative Real-Time PCR wurden von mir selbst mit dem
Programm Clone Mgr Suite 7 erstellt. Hierbei wurde zunachst die Sequenz von Mus
Musculus (fur Maus) fir das jeweilige Gen tber NCBI herausgesucht und in das Programm
exportiert. AnschlieBend wurde jeweils ein Bereich fir einen forward Primer sowie einen
reverse Primer gesucht. AnschlieRend wurden die Primersequenzen auf ihren GC-Gehalt
(50% bis 55%) sowie auf die Temperatur analysiert (ca. 60°C). Danach wurde zwischen den
beiden Primersequenzen die Sequenz fir die Sonde ermittelt. Diese sollte eine hohere
Temperatur als die Primer haben und ca. 5-10 Basen langer sein. Nachdem alle Sequenzen

ermittelt wurden, wurden diese Uber biomers.net bestellt.

CC10-Primer (CC10 exprimiert in nicht-zilientragenden sekretorischen Zellen)

CC10 forward 5- TGGATACCCTCCCACAAGAG -3°
CC10 reverse 5’- GAGACACAGGGCAGTGACAA -3’
CC10-Sonde 5°- (6-FAM) CATCATGAAGCTCACGGAGAAAATCCT (Tamra) -3°

CYP2F2-Primer (CYP2F2 exprimiert in nicht-zilientragenden sekretorischen Zellen)
CYP2F2 forward 5- ACGCTGGAAGACCGTACATC -3’

CYP2F2 reverse 5- TGAGGCGTCTTGAACTGGTC -3’

CYP2F2-Sonde 5’- (6-FAM) TGATCCACGAAGTGCAACGCTTTGCTGAC (Tamra) -3’

FoxJ1-Primer (FoxJ1 exprimiert in zilientragenden Zellen)

FoxJ1 forward 5-TCCTATGCCACTCTCATCTG -3°
FoxJ1 reverse 5- CAAAGGCAGGGTGGATGT -3°
FoxJ1-Sonde 5’- (6-FAM) CAGAATTCCATCCGCCACAACCTG (Tamra) -3°

CK5-Primer (CK5 exprimiert in Basalzellen)

CK5 forward 5- GGAGCTGGCTCTCAAAGATG -3°
CK5 reverse 5- TCCAGCAGCTTCCTGTAGGT -3°
CK5-Sonde 5’- (6-FAM) CCTGCAGAAGGCCAAGCAGGAC (Tamra) -3’

MLN51-Primer (MLN51 als housekeeping Gen)
MLNS51 forward 5°- CCAAGCCAGCTTCTTG -3°
MLN51 reverse 5-TAACGCTTAGACTCTG -3°
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MLN51-Sonde

5 — (6-FAM) CACGGGAACTTCGAGGTGTGCCTAAC (Tamra) -3’

2.5 Antikorper

2.5.1 priméare Antikorper

Antigen Wirt Klonalitat Eingesetzte Hersteller
Konzentration

CC10 Kaninchen polyklonal 1:3000 J. Klug, Gielien

acetyliertes Maus monoklonal 0,0025 pg/ul Sigma,

Tubulin Klon 6-11B-1 Steinheim

phosho Histon | Kaninchen polyklonal 0,0025 ug/ul Millipore,

H3 (Ser 10) Schwalbach

p75 NGF Kaninchen polyklonal 0,1125 pg/ul Abcam,

Receptor Cambridge, UK

2.5.2 sekundare Antikorper

Antigen Wirt Konjugat Eingesetzte Hersteller
Konzentration

Kaninchen IgG Esel Alexa 555 0,0025 pg/ul Invitrogen,

Karlsruhe

2.6 Praparierbesteck

Grolde Schere: Standard Pattern straight sharp/blunt FST (Fine Science Tools),
Heidelberg

Rundschere: Fine Iris Scissors, curved, sharp/sharp, 10,5 cm FST, Heidelberg
Mikroschere: Vannas, straight, cutting edge: 4 mm,
tip diameter: 0,15 mm, 10,5 cm FST, Heidelberg
FST, Heidelberg
FST, Heidelberg
FST, Heidelberg

FST, Heidelberg

Pinzette: Narrow Pattern, straight serrated
Pinzette: Narrow Pattern, curved serrated
Pinzette: Dumont #4 (Rustless, Dumoxel)

Pinzette: Dumont #5 (Titanium)
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2.7 Gerate

Bezeichnung

Funktion

Hersteller

ABI PRISM 7000

ACHROPLAN (20x/0,50)
ACHROPLAN (40x/0,80)
ACHROPLAN (20x/0,75)
Axioskop 2 plus
Axioskop 2 FS plus
Concentrator 5301
CM3050 S

Critical point Anlage
Delta T4 Dish Controller
DP72

JEOL 1011

LSM 510 Meta
Morada

Megafuge 1.0 R
SMX-150 M

SEM 505

SCD 040

SEM coating system
Titramax 100
Tischzentrifuge 5452
Ultracut E

Thermocycler fiir

quantitative Real-Time PCR

Eintauchobjektiv
Eintauchobjektiv
Objektiv
Mikroskop
Mikroskop
Speedvac

Kryostat

Kritische Punkt Trocknung
Temperaturregler

Kamera

Applied Biosystems,
Darmstadt

Zeiss, Gottingen
Zeiss, Gottingen
Zeiss, Gottingen
Zeiss, Gottingen
Zeiss, Gottingen
Eppendorf, Hamburg
Leica Micorsystems,
Wetzlar

Polaron, Minchen*
Bioptechs, Ascheberg

Olympus, Minster

Transmissionselektronenmikroskop JEOL, Echingen

Konfokales Mikroskop
Kamera

Zentrifuge

Kamera
Rasterelektronenmikroskop
Sputteranalge
Sputteranalge

Ruttler

Zentrifuge

Ultra-Mikrotom

! Anmerkung: Firma existiert nicht mehr

Zeiss, Gottingen

Olympus, Minster
Heraeus, Minchen

ehd imaging, Damme
Philips, Eindhoven, NL
Balzers Union, Lichtenstein
Polaron, Miinchen'
Heidolph, Libeck
Eppendorf, Hamburg
Reichert-Jung, Heidelberg
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3 Methoden

3.1 Inkubation der Trachea mit Naphthalin und Vehikel ex vivo

Fir die ex vivo Versuche wurde die Maus durch eine Uberdosis Isofluran getotet. Der Thorax
der Maus wurde am Sternum eréffnet, so dass die Rippen frei lagen. Durch Entfernen von
Rippen, Herz, Thymus, Speicheldriisen und Muskulatur wurde die Trachea freigelegt. Fir die
Entnahme der Trachea wurde diese unterhalb des Larynx und an den beiden
Hauptbronchien abgetrennt, entnommen und in eine mit 1 ml HEPES-Ringerldésung gefiillte
Kulturschale (Delta T Culture Dish) gegeben. Die Trachea wurde entlang des Musculus
trachealis eréffnet und mit dem Epithel nach oben aufgeklappt. Die Tracheenenden wurden
mittels Minutien in der Kulturschale, die mit Sylgard geflllt war, befestigt. AnschlieRend
wurde die Trachea mit Naphthalin (200 pg (gel6ést in 20 yl DMSO) in 1 ml HEPES-
Ringerldsung) oder Vehikel (20 yl DMSO in 1 ml HEPES-Ringerl6sung) fur 2 bis 4 h bei 37°C
inkubiert. Die Trachea wurde anschlie®end mit Fixans nach Monti-Graziadei fixiert, fur die
Rasterelektronenmikroskopie (REM) vorbereitet (siehe unten) und mittels Rasterelektronen-

mikroskopie untersucht.

3.2 Tierversuchsgenehmigung

Das Ministerium fur Landwirtschaft, Umwelt und landliche Radume des Landes Schleswig-
Holstein genehmigte die vorgenommenen Tierversuche unter dem Titel ,Regeneration des
Atemwegsepithels der Trachea der Maus unter Einfluss von mikrobiellen Bestandteilen®. Die
Tiergenehmigung wurde unter folgender Nummer gefiihrt: V312-72241-122-1 (103-10).
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3.3 Versuchsaufbau der in vivo Naphthalin-Experimente

Den Tieren wurden 200 pl (300 ug/g Mausgewicht) Naphthalin (in Maiskeimdl gel6st) oder
200 ul Maiskeimdl (Kontrollen) intraperitoneal injiziert. Anschlielfend wurden die Tiere zu
bestimmten Zeitpunkten (12 h, 24 h, 48 h, 60 h, 3 d, 4 d, 5 d, 6 d und 15 d) getbtet, die

Tracheen und Lungen entnommen und weiter verarbeitet (Abbildung 2).

oderi.p. Gabe von Vehikel (Maiskeimél)

_\@n
%E\é);’ i.p. Gabe von Naphthalin (300 pg/g Kérpergewicht der Maus)

- Zilienschlag,

Zilienschlag, Partikeltransport Partikeltransport
| | | | | | | | | |
Oh 12 h 24 h 48h 60h 3d 4d 5d 6d 15d
Ve ot
_v_
Quantitative Real-Time PCR
e, 4
_v‘

Rasterelektronenmikroskopie/Semidlnnschnitte, Inmunhistochemie

Abbildung 2: Schema der durchgefiihrten Analysen. Den Mausen wurde 300 pg/g Mausgewicht Naphthalin oder Vehikel
intraperitoneal injiziert und die Trachea 12 h, 24 h, 48 h, 60 h, 3 d, 4 d, 5 d, 6 d und 15 d nach Applikation enthommen und
untersucht. Dabei wurden folgende Untersuchungen durchgefiihrt: Rasterelektronenmikroskopie, Semidinnschnitte,
Immunhistochemie, quantitative Real-Time PCR, Bestimmung des Zilienschlags sowie der zilienvermittelten
Transportgeschwindigkeit.

Fir jeden Zeitpunkt gingen jeweils 6-10 Tiere pro verwendete Methode (6-10 Tiere fir
Kontrollen sowie 6-10 Tiere flr Naphthalin) in die Versuche ein. Es wurden flr die Zeitpunkte
12 h bis 15 d Rasterelektronenmikroskopie/Semidiinnschnitte und Immunhistochemie (IHC)
angewandt. Zusatzlich wurden jeweils 6-8 Tiere fUr die Zeitpunkte 48 h bis 15 d mittels
quantitativer Real-Time PCR (gRT-PCR) untersucht. Fir die Untersuchung des
Partikeltransportes (4 d und 15 d) wurden 3-6 Tiere verwendet (Tabelle 1).

Tabelle 1 Ubersicht zu den beanspruchten Tieren fiir die einzelnen Methoden und Zeitpunkte.

Methode Zeitpunkte Kontroll-Tiere Naphthalin-
behandelte Tiere
REM/Semidinnschnitte | 12 h bis 15d 6-9 6-9, insgesamt 70
Immunhistochemie 12 h bis 15d 6-10 6-10, insgesamt 70
gRT-PCR 48 hbis15d 6-8 6, insgesamt 44

Transport 4dund 15d 3-6 3-6, insgesamt 9
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3.4 Praparation von Trachea und Lunge

Fir die Entnahme der Tracheen und Lungen wurde die Maus mit einer Uberdosis an
Isofluran getétet. Der Thorax der Maus wurde am Sternum erdffnet, so dass die Rippen frei
lagen. Durch Entfernen von Rippen, Herz, Thymus, Speicheldrisen und Muskulatur wurden
Trachea und Lunge freigelegt. Anschliefend wurden Trachea und Lunge entnommen und
wie unten beschrieben weiter verarbeitet (Rasterelektronenmikroskopie sowie

Semidiinnschnitte, Immunhistochemie und quantitativer Real-Time PCR).

3.5 Rasterelektronenmikroskopie und Semidinnschnitte

Fir die REM-Praparate und Semidiinnschnitte wurden die Lungen und die Tracheen
entnommen. Zunachst wurde die Lunge von der Trachea an der Bifurkation getrennt und der
linke Lungenlappen mit Hilfe einer Rasierklinge in Scheiben geschnitten und anschlieRend in
Fixierlésung nach Monti-Graziadei fir 3 Tage bei 4°C fixiert. Die Trachea wurde langs des
Musculus trachealis gedffnet, aufgeklappt und mit Minutien auf Kork gespannt, so dass das
Epithel nach oben zeigte. AnschlieRend wurde die auf Kork gespannte Trachea ebenfalls in
Monti-Graziadei bei 4°C fur 3 Tage fixiert. Von den Tracheen wurden REM-Praparate sowie

Semidinnschnitte und von den Lungen nur Semidiinnschnitte angefertigt.

3.5.1 Einbettung fir Semidinnschnitte

Nachdem die Tracheen/Lungen 3 Tage bei 4°C fixiert wurden, erfolgten die Kontrastierung,
Entwasserung und Einbettung. Dabei wurden die Gewebestiicke zundchst mit
Cacodylatpuffer mehrmals flr 1 min gewaschen. AnschlieRend wurden die Gewebestlicke
fur 1 h in 1-2% 0OsO, inkubiert. Das OsO, wurde danach solange mit Cacodylatpuffer
ausgewaschen, bis die Spullésung klar und farblos war. Als nachstes wurden die
Gewebestlicke entwassert. Bei der Entwasserung wurden die Gewebestlicke in einer
aufsteigenden Ethanolreihe (30%, 50%, 70%, 80%, 90%, 95% und 100%) fur jeweils 1,5 h
inkubiert. Danach wurden die Tracheen flir 2 x 15 min in Propylenoxid belassen.
Anschlieend erfolgte eine Inkubation fur jeweils 1 h in Araldit-Propylenoxid-Gemischen 1+3,
1+1 und 3+1 und abschliefend in Araldit. Die Gewebestlcke wurden bei 58°C mindestens 2

Tage auspolymerisiert.

3.5.2 Erstellen von Semidinnschnitten sowie Farbung

Zunachst wurden die auspolymerisierten Blocke manuell unter einer Stereolupe mit einer

Rasierklinge getrimmt und mit einem Glasmesser in 700 bis 800 nm dicke Dinnschnitte
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geschnitten. Die Schnitte wurden anschlielRend auf Objekttrager aufgezogen und bei 60-
80°C getrocknet. AnschlieRend wurden die Schnitte mit Schnellfarbung nach Richardson flr
1-5 min bei ebenfalls 60-80°C gefarbt, mit A.dest gespllt, getrocknet und mit DePeX
eingedeckelt. AnschlieBend wurden die gefarbten Schnitte von Tracheen und Lungen am

Mikroskop ausgewertet und mit Hilfe der DP72 Kamera dokumentiert.

3.5.3 Préaparation fur REM

Bei der Praparation der Tracheen fir das REM erfolgte zunachst wie bei der Einbettung flr
die Semidinnschnitte die Kontrastierung in OsQ,. AnschlieRend wurden die Proben Uber
eine aufsteigende Acetonreihe (30% bis 100%) entwassert. Hierfir wurden die Proben in
kleine Kupfer-Netze verpackt. AnschlieRend erfolgte eine Kritische-Punkt-Trocknung bei 45-
48°C fir 30 bis 60 min. Die getrockneten Proben wurden aufgeklebt und mit Gold besputtert.

Danach wurden die Proben im REM untersucht.

3.5.4 Auszahlung der Zellanzahl tber dem Band- und Knorpelbereich

der Trachea

Far die Bestimmung der Anzahl nicht-zilientragender, zilientragender und Basalzellen
wurden die Semidlnnschnitte der Tracheen herangezogen (siehe 5.2). Hierfir wurden
zundchst jeweils 200 Zellen uber dem Band bzw. Uber dem Knorpel einer Trachea
ausgezahlt und der prozentuale Anteil der nicht-zilientragenden, der zilientragenden und der

Basalzellen ermittelt.

3.5.5 Bestimmung der Flache zilientragender und nicht-zilientragender

Zellen

Fir die Bestimmung der Flache zilientragender und nicht-zilientragender Zellen wurden
zufallig finf verschiedene REM-Bilder einer Trachea der 15 d Tiere, die nach 60 h LPS
bekommen haben, mit dem Programm ImageJ analysiert. Dabei entsprach jedes einzelne
Bild einer Flache von 100%. AnschlieRend wurde der prozentuale Anteil der Flachen der
zilientragenden Zellen sowie der nicht-zilientragenden Zellen ermittelt. Zusatzlich wurde bei
den zilientragenden Zellen der Anteil der Flache analysiert, in dem zilientragende Zellen mit
kurzen Zilien vorkamen. Dabei wurde visuell zwischen eindeutig kurzen Zilien und normal

langen Zilien unterschieden (siehe Ergebnisse 4.7, Abbildung 43).
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3.6 Immunhistochemische Farbung

Fir die IHC wurden Lungen und Tracheen entnommen. Zunachst wurde ein kleines Loch in
den lungennahen Teil der Trachea geschnitten. Durch dieses Loch wurde eine Kanile (20
GA, 1,26IN 1.1 x 32 mm) eingefihrt und ein 2 ml Gemisch aus PBS und Tissue Freezing
Medium in die Lunge injiziert. Nach Entfernen der Kanile und VerschlieRen des Loches
mittels einer gebogenen Pinzette wurde die Lunge entnommen und sofort in -80°C kaltem
Isopentan tiefgefroren. Die Trachea wurde ebenfalls entnommen und in 2% PFA fir 25 min
fixiert. Nach der Fixierung wurde die Trachea 3 x flir 10 min in PBS gewaschen und dann in
20% Saccharose fur 1 h inkubiert. Nach der Inkubation mit Saccharose wurde die Trachea
ebenfalls mit Tissue Freezing Medium beflllt und ummantelt und in -80°C kaltem Isopentan
tiefgefroren. AnschlielRend wurden Kryostatschnitte angefertigt, die dann

immunhistochemisch analysiert werden konnten. Die Gewebelagerung erfolgte bei -80°C.

3.6.1 Anfertigung von Kryostatschnitten aus Gewebe

Fir die Anfertigung von Kryostatschnitten wurden die tiefgefrorenen mit 2% PFA fixierten
Tracheen sowie die unfixierten Lungen zunadchst im -20°C kalten Kryostat getrimmt. Von den
Geweben wurden anschlieBend 10 ym dicke Kryostatschnitte angefertigt, auf Objekttrager
aufgezogen und getrocknet. AnschlieRend konnten die getrockneten Schnitte mittels IHC

untersucht werden.

3.6.2 Direktmarkierung von Antikdrpern

Der Antikorper gegen acetyliertes Tubulin wurde mit dem Lightning-link™ Atto488
conjugation kit markiert. Hierbei wurden 100 ul Antikérper mit 10 ul LL-Modifier Reagenz
vermischt und zu dem Farbstoff (Atto 488) gegeben. Die Inkubation erfolgte U. N. bei
Raumtemperatur. Am darauffolgenden Tag wurden 10 pl LL-Quencher FD Reagenz zum
Antikorper-Farbstoff-Gemisch zugegeben, vermischt und im Dunkeln bei Raumtemperatur
fir 30 min inkubiert. Anschlie®end konnte der direktmarkierte Antikérper verwendet werden.

Die Lagerung erfolgte bei -20°C.

3.6.3 Immunhistochemische Farbung der Kryostatschnitte

Fir die Farbung wurden die tiefgefrorenen Schnitte von den Tracheen direkt fir 10 min in
Aceton (-20°C) inkubiert und anschliellend fur 10 min luftgetrocknet. Die Objekttrager mit
den Lungenschnitten wurden zunachst getrocknet und anschlieRend 10 min in 4% PFA unter

leichtem Schitteln inkubiert. Danach wurden die Lungenschnitte 3 x 10 min in PBS unter
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leichtem Schiitteln gewaschen, danach fir 10 min in Aceton (-20°C) fixiert und luftgetrocknet.
Die Schnitte wurden mit der 1. Antikérpermischung (entweder anti-CC10 mit anti-
acetyliertem Tubulin, anti-p75 mit anti-acetyliertem Tubulin oder anti-phospho Histon mit anti-
acetyliertem Tubulin) bedeckt und Uber Nacht bei Raumtemperatur in der Feuchtekammer
inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Objekttrager 3 x in PBS fir je 10 min unter leichtem
Schitteln gewaschen und anschlieend fiir eine Stunde mit dem sekundaren Antikdrper
inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Objekttrager wieder 3 x 10 min in PBS unter
leichtem Schitteln gewaschen. Bei einer Zellkernfarbung mit Hochst wurden die Schnitte auf
den Objekttrdgern mit Hoechst H 33258 (1:10000) far 10 min benetzt und danach 3 x 10 min
mit PBS gewaschen. Die Objekttrdger wurden danach mit Mowiol eingedeckelt.
AnschlieBend wurden die Tracheen und Lungen am kofokalen Laserscanningmikroskop

ausgewertet.

3.6.4 Auszahlung der proliferierenden Zellen

Far die Ermittlung der Zellproliferation wurde von 200 zufallig ausgewahlten Epithelzellen der
Anteil Histon-positiver Zellkerne ausgezahlt und der prozentuale Anteil ermittelt. Es wurden

insgesamt vier bis sechs Tracheen ausgewertet.

3.7 Quantitative Real-Time Polymerasekettenreaktion

Fir die gqRT-PCR wurde die Trachea aus der Maus entfernt. Die Trachea wurde langs des
Musculus trachealis geo6ffnet, aufgeklappt und mit Minutien gespannt, so dass das Epithel
nach oben zeigte. AnschlieRend wurde die Trachea zweimal mit je 1 ml HEPES-Ringer-
Lésung gesplult. Das Epithel wurde mit einem COPAN-Birstchen abgenommen und in 700 pl
Lysis-Puffer (innuPREP RNA Mini Kit) resuspendiert. Anschliellend wurden die Proben bis

zur RNA-Isolierung und reversen Transkription bei -80°C gelagert.

3.7.1 RNA-Isolation

Fiar die RNA-Isolation wurden die Proben (Epithel der Trachea in Lysis-Puffer) aufgetaut.
AnschlieRend wurden 700 pl Ethanol (70%) zugeben und 10x vorsichtig mit der Pipette
vermischt. Danach wurde die Lésung auf den Spin Filter R gegeben und fur 2 min bei
12000 rpm (Tischzentrifuge 5452) zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Danach
wurden die restlichen 700 pl auf den Spin Filter R gegeben und ebenfalls fir 2 min bei
12000 rpm zentrifugiert. Nachdem der Uberstand verworfen wurde, wurden im nachsten
Schritt 500 pl Washing Solution HS auf den Spin Filter R pipettiert und fir 1 min bei

12000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und es wurden 700 pl Washing
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Solution LS auf den Spin Filter R gegeben und fir 1 min bei 12000 rpm zentrifugiert.
AnschlieBend wurde der Uberstand verworfen und der Spin Filter R fiir 2 min bei 12000 rpm
getrocknet. Die RNA wurde durch Hinzufligen von 60 pyl RNase-freiem Wasser auf den Spin
Filter R und anschliefiender Inkubation fiir 1 min sowie Zentrifugation fir 1 min bei 8000 rpm
eluiert. AnschlieRend wurde das Eluat nochmals auf den Spin Filter R gegeben, 1 min
inkubiert und erneut 1 min bei 8000 rpm eluiert (fur 15-30% mehr Gesamt-RNA).

3.7.2 cDNA-Synthese

Zunachst wurde die isolierte RNA in der Speedvac aufkonzentriert. Dazu wurden in den
1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefall-Deckel 4 Loécher mit einer Kanile gestochen und das
Eluat anschlieRend fiir 20 min bei 60°C eingedampft, so dass ca. 8 uyl Losung Ubrig bleiben.
Fir den Verdau eventuell vorhandener DNA wurden 1 pl 10x DNase-Puffer und 1 pyl DNase-
I-Enzym hinzugefiigt, vermischt und bei RT fir 15 min inkubiert. Zum Stoppen des DNase I-
Verdaus wurden 1,5 ul Stop-Solution (15 mM EDTA) hinzugegeben, vermischt und kurz
zentrifugiert. AnschlieBend wurden die Proben bei 70°C fur 10 min inkubiert, danach sofort
auf Eis gestellt und abzentrifugiert. Zu der RNA wurde ein 8,5 pyl Mastermix (1x Ansatz) aus:
5 ul 5x Puffer, 2,5 pyl 0,1M DTT, 1,25 pyl dNTPs (10 pmol), 1,25 yl Random-Primer (250 ng/pl)
und 0,56 pl SuperScript Il (200 U/ul) zugefigt und vermischt. Die Reverse Transkriptase
schrieb wahrend einer Inkubation von 50 min bei 42°C die RNA in cDNA um. Fir den
anschliefenden Reaktionsstopp wurden die Proben fir 15 min bei 70°C inkubiert und

anschlielend zentrifugiert. Zur Aufbewahrung wurden die Proben bei -20°C eingefroren.
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3.7.3 Quantitative Real-Time Polymerasekettenreaktion

Far die qRT-PCR wurde das ABI Prism 7000 Sequence Detection System (SDS) verwendet.
Die Proben wurden in Duplikaten gemessen. Die Reaktionsldésung flr einen Ansatz setzte

sich wie folgt zusammen (& 20 pl).

Der Mastermix (1x Ansatz): 10 pl Tag/Mastermix
6 ul A. dest.

Der Primersondenmix (1x Ansatz): 0,18 ul forward Primer (100 yM)
0,18 pl reverse Primer (100 uM)
0,04 ul Sonde (100 uM)
1,6 pl A. dest.

cDNA (1:10 verdinnt): 2yl

Die Reaktion erfolgte nach folgendem Schema:

1. 95°C 10 min Aktivierung der Tag-Polymerase
2. 95°C 45 sec Denaturierung
3. 60°C 1 min Anlagerung und Elongation

Dabei durchliefen die Schritte 2 und 3 insgesamt 45 Zyklen.

Bei der Auswertung wurden die ACt-Werte ermittelt. Diese berechneten sich aus:

ACt= Ct (hk-Gen) — Cr (Zielgen)?

ACt- Mittelwerte (fiir jeden einzelnen Zeitpunkt) = [ACt-Werte (Maus 1) + ACr-Werte
(Maus 2) +... + ACt-Werte (Maus x)] / Anzahl der Mause

2 Anmerkung: housekeeping(hk)-Gen = MLN51, Zielgen = CC10, CYP2F2, FoxJ1, CK5
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3.8 Untersuchung der Zilienschlagfrequenz und des

Partikeltransportes mittels Hochgeschwindigkeitsmikroskopie

Fir die Messung der Zilienschlagfrequenz und des Partikeltransportes wurden die Mause mit
Vehikel beziehungsweise Naphthalin behandelt und nach 4 d beziehungsweise 15 d getdtet.
Die Trachea wurde darauf (wie in 4. beschrieben) als Rohr isoliert. In einer Kulturschale
wurde die Trachea langs des Musculus trachealis geoffnet, aufgeklappt und mit Minutien
gespannt, so dass das Epithel nach oben zeigte. AnschlieRend wurde eventuell vorhandener
Mukus durch zweimaliges Waschen mit HEPES-Ringerlésung entfernt. Zur Vermeidung der
Austrocknung des Epithels wurde die Trachea mit 2 ml HEPES-Ringerlésung bedeckt. Die
Kulturschale wurde auf 30°C (Uber den Delta T4 Dish Controller) erwarmt und die
Temperatur konstant gehalten. Mit Hilfe einer Hochgeschwindigkeitskamera (SMX-150 M)
wurden Bilder des Epithels durch ein Eintauchobjektiv (20- oder 40-fache VergroRerung)
Uber das Mikroskop (Axioskop 2 FS plus) zum Computer Ubertragen. Das Programm

Streampix zeichnete die Filme auf, die anschlieRend gespeichert und ausgewertet werden.

3.8.1 Ermittlung der Zilienschlagfrequenz

Fir die Messung der Zilienschlagfrequenz wurden Bilder mit 40-facher VergrofRlerung
(Eintauchobjektiv ACHROPLAN, 40x/0,80 w «/0) und einer Frequenz von 100 Hz bei einer
Auflésung von 640x480 Pixel (1000 Bilder/Film) aufgenommen. Finf zufallige Bereiche
wurden je Trachea fir die anschliefende Analyse ausgewahlt. Fir die Auswertung der
Zilienschlagfrequenz wurden fiinf bis acht zilientragende Zellen pro Film ausgewahlt und
jeweils eine Stelle einer Zilie (8x8 Pixel) markiert (Abbildung 3). Innerhalb dieser Stelle
ermittelte Image-Pro Plus 6.1 die mittlere Helligkeit fir jedes Bild. Uber die Zeit veranderte
sich durch den Zilienschlag die mittlere Helligkeit. Die Helligkeitsveranderungen Uber die Zeit
wurden mittels Fourier-Transformation mit Hilfe der Software Auto Signal v1.7 umgerechnet

und so die Zilienschlagfrequenz der einzelnen Zellen bestimmt.
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Abbildung 3 Trachealepithel mit zilientragenden Zellen. Fir die Messung der Zilienschlagfrequenz wurden ausgewahlte

Bereiche mit griinen Kastchen markiert.

3.8.2 Ermittlung der Transportgeschwindigkeit

Nachdem die Aufnahmen fir die Ermittlung der Zilienschlagfrequenz beendet wurden,
wurden Untersuchungen fir die Transortgeschwindigkeit durchgefihrt. Hierfir wurden
zunachst 20 yl Dynabeads (Polystyrenpartikel, Durchmesser von 4,5 um) auf das Epithel der
Trachea gegeben. Danach wurde an funf zufallig ausgewahiten Stellen des Epithels der
Transport der Partikel in 20-facher VergroRerung (Eintauchobjektiv von ACHROPLAN,
20x/0,50 w Ph2 «/0) und einer Frequenz von 12 Hz bei einer Auflosung von 1280x1024 Pixel
(200 Bilder/Film) aufgenommen. Fur die Ermittlung der Transportgeschwindigkeit wurde das
Programm Image-Pro Plus 6.1 genutzt. Das Programm verglich die Einzelbilder eines Films
miteinander und zog den uUber die Zeit konstanten Teil der Bilder ab. Hierdurch wurde der
Hintergrund in jedem Bild entfernt. AnschlieRend wurden die Partikel detektiert. Mit Hilfe
eines im Programm vorhandenen automatisierten Tracking-Algorithmus wurden die
Positionsveranderungen der Partikel von einem Bild zum anderen berechnet und ihre Tracks
(Spuren) ermittelt. Fir jeden Partikel wurde die zurlckgelegte Entfernung von einem Bild
zum nachsten gemessen. So erhielt man aus den Tracks die Geschwindigkeit. Anschliel3end
wurde die Einzelgeschwindigkeit aus der Zeit und der gemessenen Entfernung berechnet.
Aus den Einzelwerten wurde eine Durchschnittsgeschwindigkeit des Partikels errechnet und
anschliefend Durchschnittswerte eines Bereichs bzw. einer Trachea bestimmt. Mit Hilfe
eines Malistabs (STAGE Micrometer Diamond Ruled, 1 mm & 0,01 mm) wurde die GroRe
eines Pixels ermittelt und die relativen Geschwindigkeiten wurden in absolute

Geschwindigkeiten umgerechnet.
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3.9 Versuchsaufbau zur Untersuchung der Regeneration des

Trachealepithels nach Intervention mit Lipopolysaccharid (LPS)

Fir die Untersuchung, ob LPS die Regeneration des Trachealepithels beeinflusst, wurden
nach Analyse des zeitlichen Ablaufs der epithelialen Regeneration zwei Zeitpunkte fur die
Intervention festgelegt: 48 h und 60 h nach Vehikel- (Ol) sowie Naphthalin-Gabe. Den Tieren
wurden zunachst 200 pl (300 pg/g Mausgewicht) Naphthalin (in Maiskeimdl geldst) oder
200 pl Maiskeimdl (Kontrollen) intraperitoneal injiziert. 48 h beziehungsweise 60 h danach
wurde den Tieren LPS verabreicht. Dabei wurden die Tiere flr die Applikation mit LPS
zunachst mit einer geringen Dosis Isofluran durch Inhalation betdubt und anschlieRend 50 pl
(5 ug/g Mausgewicht) LPS intranasal appliziert. 4 d nach Gabe von Vehikel oder Naphthalin
wurden die Tiere mit einer Uberdosis Isofluran getétet. Die Tracheen und Lungen wurden
wie oben beschrieben entnommen und weiter verarbeitet. Fiir die Transportversuche an Tag
15 wurden lediglich die Tracheen entnommen. Nach Analyse von Zilienschlag und Transport
wurden diese Tracheen mittels REM und angefertigten Semidiinnschnitten untersucht
(Abbildung 4).

o
:E\é)} i.p. Gabe von Naphthalin (300 pg/g Kérpergewicht der Maus)
oderi.p. Gabe von Vehikel (Maiskeim&l)

| | | | 1
Oh 48h 60h 4d 15d

Pt !
W_/

Rasterelektronenmikroskopie/ Zilienschlag,
Semidlnnschnitte, Partikeltransport,

LPS Gabein.  Immunhistochemie, Rasterelektronen-
(5 ugig Korpergewicht Quantitative Real-Time PCR Mikroskopie/Semi-
der Maus) dinnschnitte

Abbildung 4 Schema der durchgefiihrten Analysen fiir die Intervention mit LPS 48 h bzw. 60 h nach Naphthalin-Gabe und die
Untersuchung des Trachealepithels der Maus an Tag 4 und 15. An Tag 4 wurden Methoden wie Rasterelektronenmikroskopie
sowie Semidiinnschnitte, Immunhistochemie und quantitative Real-Time PCR verwendet. An Tag 15 wurden der Zilienschlag
sowie der zilienvermittelte Transport ermittelt sowie rasterelektronenmikroskopische und Semidiinnschnittuntersuchungen
durchgefiihrt.
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Tabelle 2 zeigt die Anzahl der Tiere, die in die LPS-Untersuchung eingegangen sind.

Tabelle 2 Ubersicht zu den beanspruchten Tieren fiir die einzelnen Methoden und Zeitpunkte.

Methoden Zeitpunkte LPS Kontroll- LPS Naphthalin-
Tiere behandelte Tiere
REM/Semidlinnschnitte 4 d; 15 d (Tiere 6 (48 h),6 (60h) |6(48h), 6 (60 h)
aus den Transport-
versuchen)
Immunhistochemie 4d 8(48h),8(60h) |8(48h), 8(60h)
gRT-PCR 4d 6 (48h),6 (60h) |6(48h),6(60h)
Transport 15d 6 (48h),6 (60h) |6(48h), 6(60h)

3.10Statistische Analyse

Die statistische Auswertung wurde mit dem Programm GraphPad Prism 5 durchgefihrt. Die

Signifikanz der Proben wurde mit dem Mann-Whitney-Test ermittelt. Es wurden fir die qRT-

PCR, die Zilienschlagfrequenz und die Transportgeschwindigkeit jeweils die Mittelwerte mit

dem dazugehérigen Standardfehler angegeben. Fir die Auswertung der Zellproliferation

wurden pro Trachea die Einzelwerte als prozentuale Zellproliferation mit dem Standardfehler

angegeben. Die Signifikanzwerte wurden mit p < 0,05 (*) und p < 0,01 (**) angegeben.
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4 Ergebnisse

4.1 Ex vivo Schadigung des Trachealepithels der Maus mittels
Naphthalin

Die Wirkung von Naphthalin auf die Zellen des Trachealepithels wurde zunachst ex vivo
untersucht (Abbildung 5). Im Epithel der Kontrolltrachea waren zilientragende und nicht-
zilientragende Zellen unverandert im Epithelverband vorhanden (Abbildung 5A). Nach
Inkubation mit Vehikel (20 yi DMSO in 1 ml HEPES-Ringer Loésung) konnten keine
Veranderungen im Trachealepithel festgestellt werden (Abbildung 5B).

Nach zwei- bis vierstindiger Inkubation mit 200 ug Naphthalin (in 1 ml HEPES-Ringer
Lésung) war eine deutliche Schadigung des Trachealepithels erkennbar (Abbildung 5C). Die
nicht-zilientragenden Zellen Iésten sich nach Naphthalin-Gabe aus dem Epithelverband, so
dass die Basalzellen frei lagen. Die verbleibenden zilientragenden Zellen wurden dadurch im
Trachealepithel zusammengedrangt (Abbildung 5D).

Epithel der Trachea der Maus ex vivo

Abbildung 5 Rasterelektronmikroskopische Aufnahmen des Trachealepithels der Maus vor und nach Naphthalin-Gabe ex
vivo. A) Kontrolle: Unbehandeltes Epithel der Trachea. B) Kontrolle mit Vehikel (DMSO). C) Mit Naphthalin behandeltes
Epithel. D) VergroRerter Ausschnitt von Bild C. Nicht-zilientragende Zellen (weiler Pfeil), zilientragende Zellen (weil3e
Pfeilspitze), Basalzellen (blaue Pfeilspitze). 3 Experimente mit jeweils einer Maus pro Versuchsbedingung. MaRstab entspricht
20 ym.
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4.2 In vivo Schadigung des Atemwegsepithels mittels Naphthalin

4.2.1 Auswirkung von Naphthalin im murinen Tiermodell

Von insgesamt 245 (100%) mit Naphthalin behandelten Tieren haben 89,4% der Tiere (219
Tiere) die Behandlung uberlebt (Abbildung 6A). Von den Uberlebenden Tieren wurden
Untersuchungen mittels Rasterelektronenmikroskopie (REM), Immunhistochemie (IHC)
sowie quantitativer Real-Time PCR (qRT-PCR) durchgefiihrt.

Fir die histologischen Untersuchungen mittels REM und IHC konnte eine genaue Aussage
Uber die Wirkung von Naphthalin im Trachealepithel getroffen werden (Abbildung 6B). Bei
diesen Tieren wurden auch die Lungen als Kontrollen untersucht und als MaRstab fiir eine
Reaktion auf Naphthalin genutzt. Wurden in der Lunge Schadigungen durch die Naphthalin-
Behandlung festgestellt, |6sten sich also nicht-zilientragende Zellen vom Epithel und
platteten sich zilientragende Zellen auf der Basalmembran ab, so wurden diese Tiere als
Responder eingestuft und gingen in die Auswertung ein. Fur die REM- und IHC-Versuche
wurden 168 Tiere mit Naphthalin behandelt, davon sind 16 Tiere (9,5%) verstorben und 27
Tiere (16,1%) zeigten in der Lunge keine Reaktion auf Naphthalin. Es haben 59 Tiere (von
insgesamt 74 (berlebenden Tieren; 79,7%) in den REM-Versuchen und 66 Tiere (von
insgesamt 78 Uberlebenden Tieren; 84,6%) in den IHC-Versuchen eine Reaktion auf

Naphthalin gezeigt.

Von den 56 fur die qRT-PCR-Versuche behandelten Tiere Uberlebten 46 Tiere. Da bei
diesen Tieren keine Lungen als interne Kontrolle vorlagen, wurden alle Uberlebenden Tiere

(46 Tiere) in die Auswertung einbezogen.

p
w

175+

Anzahl der NA-Tiere

Anzahl der NA-Tiere flir
histologische Untersuchung

alle iiberlebende
NA-Tiere NA -Tiere

REM+ IHC REM IHC

NA-Tiere NA-Tiere NA-Tiere
Abbildung 6 Graphische Ubersicht (iber die in die Versuche eingegangen Tiere. A) Anzahl der Tiere, die Naphthalin
erhalten haben. Dargestellt werden alle mit Naphthalin-behandelten Tiere (griin, 245 Tiere) sowie die Tiere, die nach
Naphthalin-Gabe Uberlebt haben (blau, 219 Tiere). B) Anzahl der Naphthalin-behandelten Tiere fir die histologischen
Untersuchungen. Tiere, die auf Naphthalin angesprochen haben (griin, REM = 59 Tiere; IHC = 66 Tiere), Tiere, die nicht auf

Naphthalin angesprochen haben (blau, REM = 15 Tiere; IHC = 12 Tiere) und verstorbene Tiere (rot, jeweils 8 Tiere).
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Von den mit Naphthalin behandelten, lberlebenden Tieren (219 Tiere) wurden insgesamt
87,7% der Tiere (59 Tiere REM, 66 Tiere IHC und 46 Tiere qRT-PCR sowie 21 Tiere

Partikeltransport) in die Auswertung einbezogen.

4.2.2 In vivo Regeneration des Atemwegsepithels der Maus nach
Naphthalin-Gabe

Die ex vivo-Daten zeigten, dass die zilientragenden Zellen auf der Basalmembran verblieben
und die nicht-zilientragenden Zellen sich nach direkter Naphthalin-Gabe vom Trachealepithel
ablésten. Im Folgenden wurde untersucht, wie das Trachealepithel der Maus in vivo auf

Naphthalin reagiert.
Kontrolle: gesundes Epithel der Maus nach Vehikel-Gabe

In der Kontrollbehandlung mit Maiskeim6l waren normale zilientragende und nicht-
zilientragende Zellen im Trachealepithel vorhanden (Abbildung 7A-C). Die nicht-
zilientragenden Zellen zeigten dunkles Zytoplasma (Abbildung 7B). Dagegen besalen die
zilientragenden Zellen helles Zytoplasma und Zilien, die ins Lumen zeigten (Abbildung 7B).
Die Basalzellen waren mit der Basalmembran verbunden und befanden sich unter den nicht-
zilientragenden und zilientragenden Zellen (Abbildung 7B). Die nicht-zilientragenden Zellen
wurden in der IHC durch CC10, die Zilien der zilientragenden Zellen durch acetyliertes
Tubulin angefarbt (Abbildung 7C).

Im Epithel der intrapulmonalen Atemwege besalien die nicht-zilientragenden Zellen
dunkleres Zytoplasma und ragten weiter ins Lumen (Abbildung 7D). Die zilientragenden
Zellen zeigten helleres Zytoplasma und waren kleiner als die nicht-zilientragenden Zellen
(Abbildung 7D). Ein Teil der nicht-zilientragenden Zellen war in der IHC CC10-immunreaktiv
und die Zilien der zilientragenden Zellen waren durch acetyliertes Tubulin markiert
(Abbildung 7E). Im Gegensatz zu dem Trachealepithel befanden sich in den intrapulmonalen

Atemwegen keine Basalzellen auf der Basalmembran.
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Kontrolle

W

|

Epithel Trachea

Epithel intrapulmonale
Atemwege

a. Tubulin

Abbildung 7 Atemwegsepithel der Maus nach Vehikel-Gabe (Maiskeimal).

A-C) Epithel der Trachea. A) REM-Aufnahme: Aufsicht auf das gesunde Trachealepithel der Maus. Nicht-zilientragende Zellen
(weilBer Pfeil), Zilien der zilientragenden Zellen (weille Pfeilspitze). B) Semidiinnschnitt des Epithels. Die schwarze Pfeilspitze zeigt
nicht-zilientragende Zellen, die weilRe Pfeilspitze zilientragende Zellen und die graue Pfeilspitze Basalzellen. C)
Immunfluoreszenzmarkierung vom Trachealepithel: sekretorische Zellen (rot sowie roter Pfeil, Antikérper gegen CC10) und Zilien
der zilientragenden Zellen (griin sowie griiner Pfeil, Antikbrper gegen acetyliertes Tubulin (a. Tubulin)). Basalmembran (griine
Pfeilspitzen). D+E) Epithel der intrapulmonalen Atemwege. D) Semidiinnschnitt der Epithelzellen der Lunge. Zilientragende Zellen
(weilke Pfeilspitze) und nicht-zilientragende Zellen (schwarze Pfeilspitze). E) Immunfluoreszenzmarkierung: sekretorische Zellen
(rot sowie roter Pfeil, Antikérper gegen CC10) und Zilien der zilientragenden Zellen (griin sowie griiner Pfeil, Antikdrper gegen
acetyliertes Tubulin (a. Tubulin)). 4 Experimente mit jeweils 2 Mausen pro REM/Semidinnschnitt und IHC (n=8). MafRstab
entspricht 20 um.



Ergebnisse 37

Epithel 12 h nach Naphthalin-Gabe: erste nicht-zilientragende Zellen |6sten sich vom
Epithel

12 h nach Naphthalin-Gabe (Abbildung 8) I6sten sich einige nicht-zilientragende Zellen aus
dem Epithel der Trachea. HerausgelOste, tote Zellen lagen auf dem Epithel (Abbildung 8A).
Abgestorbene nicht-zilientragende Zellen befanden sich im Lumen (Abbildung 8B und 8C).
Die Basalzellen verblieben auf der Basalmembran (Abbildung 8B).

In den intrapulmonalen Atemwegen |6sten sich nur sekretorische Zellen ab und gelangten
ins Lumen (Abbildung 8D sowie 8E). Die zilientragenden Zellen waren im Semidiinnschnitt
unverandert (Abbildung 8D). Sie wurden durch die Markierung der Zilien mit acetyliertem
Tubulin nachgewiesen und befanden sich aufgrund der Befiillung der Lunge mit PBS-Tissue

Freezing Medium unterhalb abgel6ster nicht-zilientragender Zellen (Abbildung 8E).

12 h nach Naphthalin-Gabe

-+

Epithel Trachea

Epithel intrapulmonale
Atemwege

a. Tubulin

Abbildung 8 Atemwegsepithel der Maus 12 h nach Naphthalin-Gabe.

A-C) Epithel der Trachea. A) REM-Aufnahme: erste herausgeldste nicht-zilientragende Zellen (weiRer Pfeil) auf dem Epithel
der Trachea. Nicht-zilientragende Zellen (weiler Pfeil), zilientragende Zellen (weile Pfeilspitze). B) Semidiinnschnitt des
Epithels: herausgeldste nicht-zilientragende Zellen (schwarze Pfeilspitze) und herausgeloste zilientragende Zellen (weille
Pfeilspitze). Basalzellen (graue Pfeilspitze) befinden sich auf Basalmembran. C) Immunfluoreszenzmarkierung vom Epithel der
Trachea: abgeldste sekretorische Zellen (rot sowie roter Pfeil, Antikrper gegen CC10) und Zilien der zilientragenden Zellen
(griin sowie griner Pfeil, Antikbrper gegen acetyliertes Tubulin (a. Tubulin)). Basalmembran (griine Pfeilspitzen), grin
fluoreszierende Fasern Uber griinen Pfeilspitzen aufgrund von Autofluoreszenz. D+E) Epithel der intrapulmonalen Atemwege.
D) Semidinnschnitt der Epithelzellen der Lunge. Nicht-zilientragende Zellen (schwarze Pfeilspitze) und zilientragende Zellen
(weilBe Pfeilspitze). E) Immunfluoreszenzmarkierung: vom Epithel abgeldste sekretorische Zellen (rot sowie roter Pfeil,
Antikdrper gegen CC10) und aufgrund der Lungenbefillung mit PBS-Tissue Freezing Medium wurden Zilien zilientragender
Zellen (grin sowie griner Pfeil, Antikérper gegen acetyliertes Tubulin (a. Tubulin)) unterhalb nicht-zilientragender Zellen
lokalisiert. REM/Semidunnschnitt: 3 Experimente mit jeweils 2 Mausen (n=6). IHC: 3 Experimente mit jeweils 2 Mausen (n=6, 5

Tiere hatten auf Naphthalin angesprochen). MaRstab entspricht 20 um.
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Epithel 24 h nach Naphthalin-Gabe: nicht-zilientragende und zilientragende Zellen

I6sten sich vom Epithel

24 h nach Naphthalin-Gabe (Abbildung 9) war ein Teil der nicht-zilientragenden und
zilientragenden Zellen von der Basalmembran abgeldst (Abbildung 9A). Auch im
SemidlUnnschnitt waren nicht-zilientragende und zilientragende Zellen von der
Basalmembran abgeldst zu sehen (Abbildung 9B). Abgeldste nicht-zilientragende (CC10-
positive Zellen, 9C) und zilientragende Zellen (acetyliertes Tubulin-positive Zellen, 9C)
befanden sich im Lumen (Abbildung 9B und 9C). Die Basalzellen verblieben unverandert auf
der Basalmembran (Abbildung 9B).

In den intrapulmonalen Atemwegen blieben die zilientragenden Zellen breit mit der
Basalmembran verbunden. (Abbildung 9D). Obwohl die zilientragenden Zellen nur teilweise
erkennbare Zilien aufwiesen, konnten die Zellen mit einem AntikGrper gegen acetyliertes
Tubulin angefarbt werden (Abbildung 9E). Die sekretorischen Zellen (CC10-positiv) befanden
sich vakuolisiert und abgel6st im Lumen (Abbildung 9D und 9E).

24 h nach Naphthalin-Gabe

Epithel Trachea

Epithel intrapulmonale
Atemwege

a. Tubulin
Abbildung 9 Atemwegsepithel der Maus 24 h nach Naphthalin-Gabe.

A-C) Epithel der Trachea. A) REM-Aufnahme: Aufsicht auf abgeldste nicht-zilientragende (weiller Pfeil) und zilientragende
Epithelzellen (weilRe Pfeilspitze) der Trachea der Maus. Basalzellen (blaue Pfeilspitze) verbleiben auf der Basalmembran. B)
Semidiinnschnitt des Epithels: Vom Epithel abgeldste nicht-zilientragende Zellen (schwarze Pfeilspitze). Basalzellen (graue
Pfeilspitze). C) Immunfluoreszenzmarkierung: vakuolisierte sekretorische Zellen (rot sowie roter Pfeil, Antikérper gegen CC10)
und Zilien zilientragender Zellen (griin sowie griiner Pfeil, Antikdrper gegen acetyliertes Tubulin (a. Tubulin)). D+E) Epithel der

intrapulmonalen Atemwege. D) Semidunnschnitt des einschichtigen Epithels der Lunge. Nicht-zilientragende Zellen (schwarze
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Pfeilspitze), zilientragende Zellen (weille Pfeilspitze). E) Immunfluoreszenzmarkierung vom Epithel: vakuolisierte und abgeloste
sekretorische Zellen befinden sich im Lumen (rot sowie roter Pfeil, Antikérper gegen CC10) und Zilien zilientragender Zellen
nahe der Basalmembran lokalisiert (grin sowie griner Pfeil, Antikdrper gegen acetyliertes Tubulin (a. Tubulin)).
REM/Semidiinnschnitt: 3 Experimente mit jeweils 2 Mausen (n=6). IHC: 3 Experimente mit jeweils 2 Mausen (n=6, 5 Tiere

hatten auf Naphthalin angesprochen). Maf3stab entspricht 20 pm.

Epithel 48 h nach Naphthalin-Gabe: nur Basalzellen verblieben auf der Basalmembran

48 h nach Naphthalin-Gabe (Abbildung 10) verblieben nur noch die Basalzellen in der
Trachea. Die teils pyramidenformigen, teils flachen Basalzellen bedeckten die
Basalmembran vollstandig (Abbildung 10A und 10B). Nicht-zilientragende Zellen befanden
sich abgeldst im Lumen der Trachea (Abbildung 10C).

Im Vergleich zu 24 h nach Naphthalin-Gabe blieb das Epithel der intrapulmonalen Atemwege
unverandert (Abbildung 10D). Die sekretorischen Zellen befanden sich im Lumen (Abbildung
10D und 10E). Zilien der zilientragenden Zellen waren in den unbefillten Lungen der
Semidinnschnitte morphologisch nicht zu erkennen (Abbildung 10D), jedoch konnte
acetyliertes Tubulin immunhistochemisch in Zellen, die auf der Basalmembran auflagen,

nachgewiesen werden (Abbildung 10E).
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Epithel Trachea

Epithel intrapulmonale
Atemwege

a. Tubulin

Abbildung 10 Atemwegsepithel der Maus 48 h nach Naphthalin-Gabe.

A-C) Epithel der Trachea. A) REM-Aufnahme: Aufsicht auf Basalzellen (blaue Pfeilspitze) in der Trachea der Maus. B)
Semidiunnschnitt des Epithels: pyramidenférmig Basalzellen (graue Pfeilspitze). C) Immunfluoreszenzmarkierung: vakuolisierte
sekretorische Zellen (rot sowie roter Pfeil, Antikérper gegen CC10) im Lumen. Basalmembran (griine Pfeilspitzen). D+E) Epithel
der intrapulmonalen Atemwege. D) Semidlnnschnitt der Epithelzellen der Lunge mit abgeldsten nicht-zilientragenden Zellen
(schwarze Pfeilspitze) und zilientragenden Zellen (weille Pfeilspitze) auf der Basalmembran. E) Immunfluoreszenzmarkierung:
vakuolisierte und vom Epithel abgeldste sekretorische Zellen im Lumen (rot sowie roter Pfeil, Antikrper gegen CC10) und Zilien
abgeplatteter zilientragender Zellen (griin sowie griiner Pfeil, Antikérper gegen acetyliertes Tubulin (a. Tubulin)). 3 Experimente
mit jeweils 2 Mausen (REM/Semidinnschnitt: n=6, 4 Tiere hatten auf Naphthalin angesprochen; IHC: n=6, 5 Tiere hatten auf

Naphthalin angesprochen). MaRstab entspricht 20 pm.
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Epithel 60 h nach Naphthalin-Gabe: morphologische Veranderung der Basalzellen

60 h nach Naphthalin-Gabe (Abbildung 11) befanden sich in den REM-Untersuchungen noch
Reste nicht-zilientragender und zilientragender Zellen abgeldst auf der Trachea (Abbildung
11A). In den untersuchten Tracheen von zwei Tieren waren bereits erste differenzierte Zellen
vorhanden (Abbildung 11A). Die Basalzellen verblieben auf der Basalmembran (Abbildung
11B), ihre Morphologie wechselte von pyramidenformig zu oval/rundlich. Dieses wurde in der
Immunhistochemie (siehe Abbildung 21) durch die Markierung mit dem Antikdrper anti-p75
ebenfalls beobachtet.

In den intrapulmonalen Atemwegen bedeckten die zilientragenden Zellen die Basalmembran,
die Zilien waren jedoch morphologisch nicht erkennbar (Abbildung 11D). In der
Immunhistochemie wurde acetyliertes Tubulin in Zellen nachgewiesen, die flach auf der
Basalmembran aufsalRen (Abbildung 11E). Reste sekretorischer Zellen waren noch im

Lumen nachweisbar (Abbildung 11D sowie 11E).

60 h nach Naphthalin-Gabe
A

Epithel Trachea

a. Tubulin

Epithel intrapulmonale
Atemwege

Py sl 2. Tubulin

Abbildung 11 Atemwegsepithel der Maus 60 h nach Naphthalin-Gabe.

A-C) Epithel der Trachea. A) REM-Aufnahme: Aufsicht auf Basalzellen (blaue Pfeilspitze), nicht-zilientragenden Zellen (weiler
Pfeil) sowie eine einzelne zilientragende Zelle (gelber Pfeil) auf der Basalmembran der Trachea der Maus. B) Semidiinnschnitt
des Epithels: runde Basalzellen (graue Pfeilspitze). C) Immunfluoreszenzmarkierung: abgeldste sekretorische Zellen (rot sowie
roter Pfeil, Antikbrper gegen CC10) sowie zilientragende Zellen (griin sowie griiner Pfeil, Antikbrper gegen acetyliertes Tubulin
(a. Tubulin)) im Lumen. Basalmembran (griine Pfeilspitzen), griin fluoreszierende Fasern tber griinen Pfeilspitzen aufgrund von

Autofluoreszenz. D+E) Epithel der intrapulmonalen Atemwege. D) Semidinnschnitt des Epithels der Lunge. Nicht-zilientragende
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Zellen (schwarze Pfeilspitze) und zilientragende Zellen (weile Pfeilspitze). E) Immunfluoreszenzmarkierung: abgeltste
sekretorische Zellen (rot sowie roter Pfeil, Antikérper gegen CC10) im Lumen und Zilien zilientragender Zellen (griin sowie
gruner Pfeil, Antikdrper gegen acetyliertes Tubulin (a. Tubulin)) nahe der Basalmembran lokalisiert. REM/semidinnschnitt: 5
Experimente mit jeweils 2 Mausen (n=10, 5 Tiere hatten auf Naphthalin angesprochen). IHC: 5 Experimente mit jeweils 2

Mausen (n=10, 6 Tiere hatten auf Naphthalin angesprochen). MafR3stab entspricht 20 um.

Epithel 3d (72 h) nach Naphthalin-Gabe: neuer Epithelverband mit kurzen Zilien

3 d (72 h) nach Naphthalin-Gabe (Abbildung 12) war eine erste Differenzierung der Zellen im
Trachealepithel der Maus zu beobachten. Erste nicht-zilientragende Zellen sowie Zellen mit
kurzen Zilien waren erkennbar (Abbildung 12A). Mehrere Reihen von Zellen sowie erste
zilientragende Zellen mit Zilien waren in den Semidinnschnitten vorhanden (Abbildung 12B).
Die nicht-zilientragenden Zellen konnten mit dem anti-CC10 Antikdrper immunhistochemisch
nicht markiert werden (Abbildung 12C). Erste Zilien der zilientragenden Zellen waren
acetyliertes Tubulin-positiv (Abbildung 12C).

In den intrapulmonalen Atemwegen waren einige nicht-zilientragende Zellen vorhanden
(Abbildung 12D). Im Semidinnschnitt konnten zudem noch Reste abgestorbener Zellen im
Lumen gefunden werden (Abbildung 12D). Zilien waren auf den zilientragenden Zellen in den
Semidinnschnitten morphologisch nicht sichtbar (Abbildung 12D), jedoch konnte
immunhistochemisch acetyliertes Tubulin in Zellen nachgewiesen werden, die flach auf der

Basalmembran aufsal3en (Abbildung 12E).
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Abbildung 12 Atemwegsepithel der Maus 3 d (72 h) nach Naphthalin-Gabe.

A-C) Epithel der Trachea. A) REM-Aufnahme: Aufsicht auf einen ersten Verband von Epithelzellen (weiler Pfeil) mit kurzen
Zilien (weilBe Pfeilspitze) in der Trachea der Maus. B) Semidunnschnitt des Epithels: nicht-zilientragende Zellen (schwarze
Pfeilspitze) und zilientragende Zellen (weilRe Pfeilspitze) sowie Basalzellen (graue Pfeilspitze). C) Immunfluoreszenzmarkierung:
zilientragende Zellen (grin sowie griner Pfeil, Antikérper gegen acetyliertes Tubulin (a. Tubulin)), ungefarbte Zellen (gelber
Pfeil), Basalmembran (griine Pfeilspitzen). D+E) Epithel der intrapulmonalen Atemwege. D) Semidiinnschnitt des Epithels der
Lunge. Nicht-zilientragende  Zellen (schwarze Pfeilspitze), zilientragende Zellen (weile Pfeilspitze). E)
Immunfluoreszenzmarkierung: Zilien zilientragender Zellen (griin sowie griiner Pfeil, Antikérper gegen acetyliertes Tubulin (a.
Tubulin)) nahe der Basalmembran lokalisiert. REM/Semidiinnschnitt: 5 Experimente mit jeweils 2 Mausen (n=10, 8 Tiere hatten
auf Naphthalin angesprochen). IHC: 5 Experimente mit jeweils 2 Mausen (n=10, 7 Tiere hatten auf Naphthalin angesprochen).

Mafstab entspricht 20 pm.
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Epithel 4 d nach Naphthalin-Gabe: differenzierte Zellen mit kurzen Zilien

4 d nach Naphthalin-Gabe (Abbildung 13) differenzierten sich die Epithelzellen der Trachea
der Maus weiter (Abbildung 13A). Die zilientragenden Zellen waren nun deutlich erkennbar
und besallen unterschiedlich lange Zilien (Abbildung 13A sowie 13B). Die rundlich
erscheinenden Basalzellen saflen dicht nebeneinander unter den weiter differenzierten
Zellen auf der Basalmembran (Abbildung 13B). Dies konnte ebenfalls in der
Immunhistochemie (siehe Abbildung 21) durch Markierung der Basalzellen mit dem
Antikérper gegen p75 beobachtet werden. Aufgrund der runden Zellmorphologie (Abbildung
13B) ist es moglich, dass die nicht-zilientragenden Zellen noch nicht differenziert sind. Die
Zellen erschienen nicht wie Ublich oval und reichten auch nicht von der Basalmembran bis
ins Lumen der Trachea. Durch Fehlen des Proteins CC10 war es immunhistochemisch nicht
maglich, die nicht-zilientragenden Zellen nachzuweisen (Abbildung 13C).

In den intrapulmonalen Atemwegen war ein Epithel mit unterschiedlichen Zelltypen
vorhanden. Nicht-zilientragende und zilientragende Zellen waren deutlich erkennbar
(Abbildung 13D). Trotz weiterer Differenzierung der Epithelzellen konnten nicht-
zilientragende Zellen immunhistochemisch nicht mit einem Antikdrper gegen CC10 angefarbt
werden (Abbildung 13E). Lediglich die Zilien der zilientragenden Zellen waren sichtbar
(Abbildung 13E).

4 d nach Naphthalin-Gabe
EJ ” ) ) N "

Epithel Trachea

Epithel intrapulmonale
Atemwege

* B Tubulin

Abbildung 13 Atemwegsepithel der Maus 4 d nach Naphthalin-Gabe.
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A-C) Epithel der Trachea. A) REM-Aufnahme: Weiter differenzierte Epithelzellen (weiler Pfeil) und unterschiedlich lange Zilien
(weilRe Pfeilspitze) in der Trachea der Maus. B) Semidiinnschnitt des Epithels: nicht-zilientragende Zellen (schwarze Pfeilspitze)
und zilientragende Zellen (weille Pfeilspitze) sowie Basalzellen (graue Pfeilspitze). C) Immunfluoreszenzmarkierung vom
Trachealepithel: Zilien der zilientragenden Zellen (griin sowie griiner Pfeil, Antikrper gegen acetyliertes Tubulin (a. Tubulin)),
ungefarbte Zellen (gelber Pfeil), Basalmembran (grune Pfeilspitzen), griin fluoreszierende Fasern Uber griinen Pfeilspitzen
aufgrund von Autofluoreszenz. D+E) Epithel der intrapulmonalen Atemwege. D) Semidinnschnitt des Epithels der Lunge mit
nicht-zilientragenden  Zellen  (schwarze  Pfeilspitze) und zilientragenden Zellen (weile  Pfeilspitze). E)
Immunfluoreszenzmarkierung: Zilien zilientragender Zellen (griin sowie griner Pfeil, Antikdrper gegen acetyliertes Tubulin (a.
Tubulin)). REM/Semidinnschnitt: REM/Semidiinnschnitt: 3 Experimente mit jeweils 2 Mausen (n=6, 4 Tiere hatten auf
Naphthalin angesprochen). IHC: 4 Experimente mit jeweils 2 Mausen (n=8, 7 Tiere hatten auf Naphthalin angesprochen).

Mafstab entspricht 20 pm.

Epithel 5 d nach Naphthalin-Gabe: nicht-zilientragende und zilientragende Zellen

nachweisbar

5 d nach Naphthalin-Gabe (Abbildung 14) hatte sich der Epithelverband der Trachea soweit
regeneriert, dass die zilientragenden Zellen einheitlich lange, jedoch nur wenige Zilien
aufwiesen (Abbildung 14A, 14B sowie 14C). Die Zilienlange entsprach jedoch noch keiner
normalen Lange der Zilien zilientragender Zellen im gesunden Epithel. Die sekretorischen
Zellen wiesen eine einheitliche Grofle auf (Abbildung 14B). Pyramidenformige Basalzellen
waren auf der Basalmembran zwischen den zilientragenden und nicht-zilientragenden Zellen
zu finden (Abbildung 14B). Erstmals waren CC10-immunreaktive nicht-zilientragende Zellen
nachweisbar (Abbildung 14C). Die Zilien der zilientragenden Zellen waren acetyliertes
Tubulin-positiv gefarbt (Abbildung 14C).

In den intrapulmonalen Atemwegen waren die nicht-zilientragenden und die zilientragenden
Zellen wieder vorhanden (Abbildung 14D). Neben den Zilien der zilientragenden Zellen
(acetyliertes Tubulin-positiv) konnten auch erstmals CC10-immunreaktive nicht-

zilientragende Zellen nachgewiesen werden (Abbildung 14E).
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Abbildung 14 Atemwegsepithel der Maus 5 d nach Naphthalin-Gabe.

A-C) Epithel der Trachea. A) REM-Aufnahme: Weiter differenzierter Epithelverband mit einheitlich langen und nur wenigen
Zilien der zilientragenden Zellen (weiRe Pfeilspitze) und nicht-zilientragenden Zellen (weilRer Pfeil) in der Trachea der Maus. B)
Semidinnschnitt des Epithels: nicht-zilientragende Zellen (schwarze Pfeilspitze) und zilientragende Zellen (weilRe Pfeilspitze)
sowie Basalzellen (graue Pfeilspitze). C) Immunfluoreszenzmarkierung vom Trachealepithel: sekretorische Zellen (rot sowie
roter Pfeil, Antikdrper gegen CC10) und Zilien der zilientragenden Zellen (griin sowie griiner Pfeil, Antikbrper gegen acetyliertes
Tubulin (a. Tubulin)), Basalmembran (griine Pfeilspitzen). D+E) Epithel der intrapulmonalen Atemwege. D) Semidinnschnitt
des Epithels der Lunge. Nicht-zilientragende Zellen (schwarze Pfeilspitze), zilientragende Zellen (weile Pfeilspitze). E)
Immunfluoreszenzmarkierung: sekretorische Zellen (rot sowie roter Pfeil, Antikérper gegen CC10) und Zilien der
zilientragenden Zellen (griin sowie griiner Pfeil, Antikrper gegen acetyliertes Tubulin (a. Tubulin)). REM/Semidinnschnitt: 4
Experimente mit jeweils 2 Mausen (n=8, 6 Tiere hatten auf Naphthalin angesprochen). IHC: 5 Experimente mit jeweils 2

Mausen (n=10, 6 Tiere hatten auf Naphthalin angesprochen). MaRstab entspricht 20 pm.
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Epithel 6 d nach Naphthalin-Gabe: vermehrte Zilien auf zilientragenden Zellen

6 d nach Naphthalin-Gabe (Abbildung 15) waren vermehrt Zilien zilientragender Zellen zu
beobachten (Abbildung 15A sowie 15B). Pyramidenférmige Basalzellen befanden sich
zwischen den differenzierten Zellen auf der Basalmembran (Abbildung 15B). In der
Immunhistologie waren nicht-zilientragende Zellen mit schwacher CC10-Markierung zu
sehen (Abbildung 15C).

In den intrapulmonalen Atemwegen waren zilientragende und nicht-zilientragende Zellen im
Epithel vorhanden (Abbildung 15D). CC10-positive Zellen (nicht-zilientragenden Zellen) und
acetyliertes Tubulin-immunreaktive Zellen (Zilien der zilientragenden Zellen) waren im
Epithelverband erkennbar (Abbildung 15E).

6 d nach Naphthalin-Gabe

Epithel Trachea

Epithel intrapulmonale
Atemwege

t e & 4 1/ a. Tubulin
Abbildung 15 Atemwegsepithel der Maus 6 d nach Naphthalin-Gabe.

A-C) Epithel der Trachea. A) REM-Aufnahme: differenziertes Epithel mit nicht-zilientragenden Zellen (weiler Pfeil) und
zilientragenden Zellen (weilRe Pfeilspitze) in der Trachea der Maus. B) Semidiinnschnitt des Epithels: nicht-zilientragende
Zellen (schwarze Pfeilspitze) und zilientragende Zellen (weile Pfeilspitze) sowie Basalzellen (graue Pfeilspitze). C)
Immunfluoreszenzmarkierung vom Trachealepithel: sekretorische Zellen (rot sowie roter Pfeil, Antikdrper gegen CC10) und
Zilien der zilientragenden Zellen (griin sowie griiner Pfeil, Antikrper gegen acetyliertes Tubulin (a. Tubulin)), Basalmembran
(griine Pfeilspitzen). D+E) Epithel der intrapulmonalen Atemwege. D) Semidinnschnitt des Epithels der Lunge mit nicht-
zilientragenden Zellen (schwarze Pfeilspitze) und zilientragenden Zellen (weiRe Pfeilspitze). E) Immunfluoreszenzmarkierung:
sekretorische Zellen (rot sowie roter Pfeil, Antikdrper gegen CC10) und Zilien der zilientragenden Zellen (griin sowie griiner
Pfeil, Antikérper gegen acetyliertes Tubulin (a. Tubulin)). REM/Semidiinnschnitt: 3 Experimente mit jeweils 2 Mausen (n=6, 5
Tiere hatten auf Naphthalin angesprochen). IHC: 4 Experimente mit jeweils 2 Mausen (n=8, 4 Tiere hatten auf Naphthalin

angesprochen). MaRstab entspricht 20 pm.
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Epithel 15 d nach Naphthalin-Gabe: komplett regeneriertes Atemwegsepithel

15 d nach Naphthalin-Gabe (Abbildung 16) war ein komplett neu regenerierter
Epithelverband der Trachea mit zilientragenden und nicht-zilientragenden Zellen vorhanden
(Abbildung 16A, 16B sowie 16C). Die pyramidenformigen Basalzellen befanden sich auf der
Basalmembran zwischen den zilientragenden und nicht-zilientragenden Zellen (Abbildung
16B). Die nicht-zilientragenden Zellen waren tberwiegend CC10-immunreaktiv und die Zilien
zilientragender Zellen wurden durch Antikérper gegen acetyliertes Tubulin markiert
(Abbildung 16C).

In den intrapulmonalen Atemwegen waren neben den zilientragenden Zellen die
sekretorischen Zellen im Epithel ebenfalls ausdifferenziert (Abbildung 16D). Zilien der
zilientragenden Zellen wurden durch acetyliertes Tubulin positiv angefarbt (Abbildung 16E).
Die sekretorischen Zellen (CC10-positiv) waren immunhistochemisch wieder regelmafRig
nachweisbar und Uberragten die zilientragenden Zellen (Abbildung 16E). Nicht-zilientragende
Zellen zeigten eine sehr starke Markierung mit anti-CC10 Antikérper (Abbildung 16C und
16E).
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Abbildung 16 Atemwegsepithel der Maus 15 d nach Naphthalin-Gabe.

A-C) Epithel der Trachea. A) REM-Aufnahme: regenerierter Epithelverband mit zilientragenden (weiRe Pfeilspitze) und nicht-
zilientragenden Zellen (weiler Pfeil) in der Trachea der Maus. B) Semidinnschnitt des Epithels: nicht-zilientragende Zellen
(schwarze Pfeilspitze) und zilientragende Zellen (weile Pfeilspitze) sowie Basalzellen (graue Pfeilspitze). C)
Immunfluoreszenzmarkierung vom Trachealepithel: sekretorische Zellen (rot sowie roter Pfeil, Antikérper gegen CC10) und
Zilien der zilientragenden Zellen (griin sowie griiner Pfeil, Antikbrper gegen acetyliertes Tubulin (a. Tubulin)), Basalmembran
(grine Pfeilspitzen). D+E) Epithel der intrapulmonalen Atemwege. D) Semidlnnschnitt des Epithels der Lunge mit
zilientragenden (weif3e Pfeilspitze) und nicht-zilientragenden Zellen (schwarze Pfeilspitze). E) Immunfluoreszenzmarkierung:
sekretorische Zellen (rot sowie roter Pfeil, Antikérper gegen CC10) und Zilien der zilientragenden Zellen (grin sowie griiner
Pfeil, Antikorper gegen acetyliertes Tubulin (a. Tubulin)). REM/Semidinnschnitt sowie IHC: 3 Experimente mit jeweils 2 Mausen
(n=6). MaBstab entspricht 20 pm.

Zusammenfassung der Regeneration des Atemwegsepithels nach Naphthalin-Gabe

Zusammenfasst kann gesagt werden, dass durch Naphthalin neben den nicht-
zilientragenden Zellen auch die zilientragenden Zellen vom Epithel der Trachea innerhalb
von 48 h nach Naphthalin-Gabe gelést wurden. Ein neuer Epithelverband war erst 72 h (3 d)
nach Naphthalin-Gabe wieder vorhanden. Hier waren bereits erste kurze Zilien zu
verzeichnen. Der CC10-Nachweis (nicht-zilientragende Zellen) begann ab 5 d nach
Naphthalin-Gabe. 15 d nach Naphthalin-Gabe war das Epithel der Trachea wieder komplett

regeneriert.
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In den intrapulmonalen Atemwegen wurden die nicht-zilientragenden Zellen innerhalb von
24 h aus dem Epithelverband geldst und die zilientragenden Zellen breiteten sich flach auf
der Basalmembran aus. Die Zilien der zilientragenden Zellen waren morphologisch nicht
erkennbar, dagegen wurde immunhistochemisch acetyliertes Tubulin in den Zellen, die flach
auf der Basalmembran aufsallen, nachgewiesen. Zwischen 60 h (2,5 d) und 4 d nach
Naphthalin-Gabe wurden nicht-zilientragende Zellen wieder beobachtet. 15 d nach

Naphthalin-Gabe war das Lungenepithel wieder regeneriert.

4.2.3 Untersuchung der mRNA-Expression von CC10, CYP2F2 und

FoxJ1 im Trachealepithel im Zeitraum von 48 h bis 15d

Neben den rasterelektronmikroskopischen Aufhahmen, den Semidlnnschnitten und den
immunhistochemischen Farbungen wurde das Trachealepithel der Maus zusatzlich mittels
quantitativer Real-Time PCR untersucht. Hier sollte analysiert werden, ob sich auf mRNA-
Ebene Unterschiede in der Expression von CC10 (exprimiert in nicht-zilientragenden Zellen),
CYP2F2 (exprimiert in nicht-zilientragenden Zellen) und FoxJ1 (exprimiert in zilientragenden
Zellen) nach Naphthalin-Gabe gegenliber den jeweiligen Kontrollen ergaben.

Im Folgenden werden jeweils die ACt+- Mittelwerte (MW) angegeben. Die ACt-Werte wurden
durch den Vergleich mit den Cr-Werten des housekeeping Gens MLNS1 errechnet (siehe
Methodenteil).

Die auffallig starken Schwankungen innerhalb der einzelnen Zeitpunkte sind wahrscheinlich
darauf zurtickzufiihren, dass Tiere in die Auswertung eingingen, deren Epithel nicht auf
Naphthalin reagiert hat. Diese ,non-responder” Tiere (gemessen an den Ergebnissen der
histologischen Untersuchungen jedes 5,6. Tier) zeigten in allen Genen eine hohe
Expression. Betrachtet man beispielsweise die hdochste Expression von CC10 60 h nach
Naphthalin-Gabe (60 h NA), so hatte dieses Tier ebenfalls eine hohe Expression bei
CYP2F2 (60 h NA) und FoxJ1 (60 h NA). Dieses traf ebenfalls auf hohe Expressionen
anderer Tiere zu anderen Zeitpunkten zu. In die statistische Auswertung wurden jedoch alle
Tiere mit einbezogen.

MLN51 war zu den unterschiedlichen Zeitpunkten (48 h bis 15 d) in den Kontroll- und den
Naphthalin-behandelten Tieren mit geringen Schwankungen exprimiert (Abbildung 17), was

darauf hindeutet, dass bei allen Zeitpunkten vergleichbare Mengen mRNA gewonnen wurde.



Ergebnisse 51

£

Ci-Werte von MLN51
()
o

264

A et + g = g + st -
PONPA R bp‘\ & %ef" & =

Abbildung 17 mRNA-Expression von MLN51 in den Epithelzellen fir die einzelnen Zeitpunkte (48 h bis 15 d) der mit
Naphthalin (NA) behandelten Tiere und den jeweiligen Kontrollen (K). Ein Datenpunkt zeigt die Messung der mRNA-Expression
von MLN51 aus einer Maus. Es wurden Doppelbestimmungen durchgefiihrt und davon die MW berechnet. Es werden jeweils
die Mittelwerte mit dem Standardfehler angegeben. 3 Experimente mit jeweils 2 Mausen (n=6, bei n=4 sind 2 Naphthalin-
behandelte Tiere nach Applikation von Naphthalin und vor der qRT-PCR Untersuchung gestorben, die dazugehdrigen Kotrollen

wurden nicht aufgefiihrt).

Abnahme der mMRNA-Expression von CC10 verbunden mit Zellverlust des

Trachealepithels

CC10 ist ein Clarazell-spezifisches, 10 kDa grof3es Protein, welches in den sekretorischen
nicht-zilientragenden Zellen sekretiert wird.

CC10 (Abbildung 18) wurde zu allen Zeitpunkten (48 h bis 15 d) in den Kontroll-Tieren
ahnlich stark exprimiert. 48 h nach Naphthalin-Gabe nahm die Expression von CC10 leicht
ab und wies einen ACt-Wert von 9,87 auf, wohingegen die Kotrollen einen ACr-Wert von
11,11 hatten. Diese aufféllig geringe Expressionsverminderung kam eventuell aufgrund
abgeloster Zellen, deren mRNA gemessen wurde, zustande. Eine signifikante mRNA-
Expressionsabnahme von 10, 65 (Kontrolle) auf 5,63 war 60 h nach Naphthalin-Gabe zu
sehen. Ein signifikanter Expressionsabnahme von 10,24 (Kontrolle) auf 4,74 war ebenfalls in
den Tieren 3 d nach Naphthalin-Gabe zu erkennen. In den Tieren 4 d nach Naphthalin-Gabe
nahm der ACt-Wert signifikant von 10,57 (Kontrollen) auf einen ACt-Wert von 4,39 ab. 5 d
nach Naphthalin-Gabe war die CC10-Expression nicht signifikant von 11,19 (Kontrollen) auf
einen ACt-Wert von 8,66 verringert. 6 d nach Naphthalin-Gabe war eine signifikante mRNA-
Expression von CC10 zu verzeichnen. Der AC+-Wert war hier von 11,23 (Kontrollen) auf
einen ACt-Wert von 7,52 verringert. 15 d nach Naphthalin-Gabe war die mRNA-Expression
von CC10 wieder normal verglichen mit den Kontrollen. Der AC+-Wert lag in den Kontrollen
bei 10,95 und in den Naphthalin-behandelten Tieren bei 10,91.
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Abbildung 18 mRNA-Expression von CC10 in den Epithelzellen fir die einzelnen Zeitpunkte (48 h bis 15 d) der mit
Naphthalin (NA) behandelten Tiere und den jeweiligen Kontrollen (K). Ein Datenpunkt zeigt die Messung der mRNA-
Expression von CC10 aus einer Maus. Es wurden Doppelbestimmungen durchgefiihrt und davon die MW berechnet. Es
werden jeweils die Mittelwerte mit dem Standardfehler angegeben. Die ACt-Werte ergaben sich durch den Vergleich mit
MLN51. 3 Experimente mit jeweils 2 Mausen (n=6, bei n=4 sind 2 Naphthalin-behandelte Tiere nach Applikation von
Naphthalin und vor der gqRT-PCR Untersuchung gestorben, die dazugehorigen Kotrollen wurden nicht aufgefihrt). Mann-
Whitney Test. P<0,05 (*). P<0,01 (**).

MRNA-Expression von CYP2F2 im Trachealepithel

Neben der mRNA-Expression von CC10 wurde die mRNA-Expression von CYP2F2
(Abbildung 19) in den Epithelzellen der Trachea der Maus untersucht. CYP2F2 ist in den
Clarazellen dafur verantwortlich, dass Naphthalin bei Bindung toxisch wirkt.

Die mRNA-Expression von CYP2F2 war, bis auf den Zeitpunkt 3 d nach Naphthalin-Gabe,
Uber die einzelnen Zeitpunkte (48 h bis 15 d) nach Naphthalin-Gabe nicht signifikant
verandert. In den Kontrollen wurde CYP2F2 mit einem ACt-Wert-MW von 7,5 exprimiert. Die
Expression von CYP2F2 war in den Naphthalin behandelten Tieren geringer als in den
dazugehorigen Kontrollen. Bis auf jeweils einen Ausreil3er bei 48 h (AC+-Wert 1,025) und
60 h (ACt-Wert -0,045) nach Naphthalin-Gabe entsprach das CYP2F2-Expressionsmuster

dem Expressionsmuster von CC10.
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Abbildung 19 mRNA-Expression von CYP2F2 der einzelnen Zeitpunkte (48 h bis 15 d) fiir die Naphthalin (NA) behandelten
Tiere mit den jeweiligen Kontrollen (K). Ein Datenpunkt zeigt die Messung der mRNA-Expression von CYP2F2 aus einer
Maus. Es wurden Doppelbestimmungen durchgefiihrt und davon die MW berechnet. Es werden jeweils die Mittelwerte mit
dem Standardfehler angegeben. Die ACt-Werte ergaben sich durch den Vergleich mit MLN51. 3 Experimente mit jeweils 2
Mausen (n=6, bei n=4 sind 2 Naphthalin-behandelte Tiere nach Applikation von Naphthalin und vor der gRT-PCR
Untersuchung gestorben, die dazugehdrigen Kotrollen wurden nicht aufgefiihrt. Bei 60 h NA konnte die Expression von
CYP2F2 bei 2 Tieren nicht detektiert werden.). Mann-Whitney Test. P<0,01 (**).

Abnahme der mRNA-Expression von FoxJ1l verbunden mit Zellverlust des

Trachealepithels

FoxJ1 ist ein Transkriptionsfaktor, welcher fur die Differenzierung von zilientragenden Zellen
notwendig ist.

FoxJ1 (Abbildung 20) wurde zu allen Zeitpunkten (48 h bis 15 d) mit einem &hnlich starken
MW zwischen 0,6 und 1,3 bei den Kontroll-Tieren exprimiert. 48 h nach Naphthalin-Gabe
zeigte die Expression von FoxJ1 keinen signifikanten Unterschied zwischen den Kontroll-
(ACt-Wert von 0,58) und den Naphthalin-behandelten Tieren (AC+-Wert von 0,39). Es war
eine auffallig geringe Expressionsverminderung zu sehen. Aufgrund der hohen Expression
wurde hier héchstwahrscheinlich die mRNA abgeloster Zellen gemessen. 60 h nach
Naphthalin-Gabe war die FoxJ1 mRNA-Expression von 0,73 (Kontrollen) auf einen AC+-Wert
von -1,31 nicht signifikant verringert, welches auf ,non-responder® zurtickzufiihren ist. Es
wurden wahrscheinlich Zellen nachgewiesen, die nicht mehr auf dem Trachealepithel salsen.
Eine signifikante Abnahme war 3 d nach Naphthalin-Gabe nachzuweisen. Hier war der AC+-
Wert von 1,29 (Kontrollen) auf -1,16 verringert. 4 d nach Naphthalin-Gabe war der ACt+-Wert
signifikant auf -1,53 verringert. 5 d nach Naphthalin-Gabe war zwar im Mittel eine
verminderte Expression im Vergleich zu den Kontrollen zu finden (ACt-Wert 1,85 vs. 0,73)
Dieser Unterschied war aber nicht mehr signifikant. Bei den Tieren 6 d und 15 d nach
Naphthalin-Gabe war die FoxJ1-Expression auf gleichem Niveau wie die der Kontrollen. Der
AC+-Wert an Tag 6 lag bei 0,15 und am Tag 15 bei 1,02.
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Abbildung 20 mRNA-Expression von FoxJ1 der einzelnen Zeitpunkte (48 h bis 15 d) fiir die Naphthalin (NA) behandelten Tiere
mit den jeweiligen Kontrollen (K). Ein Datenpunkt zeigt die Messung der mRNA-Expression von FoxJ1 aus einer Maus. Es
wurden Doppelbestimmungen durchgefiihrt und davon die MW berechnet. Es werden jeweils die Mittelwerte mit dem
Standardfehler angegeben. Die ACt-Werte ergaben sich durch den Vergleich mit MLN51. 3 Experimente mit jeweils 2 Mausen
(n=6, bei n=4 sind 2 Naphthalin-behandelte Tiere nach Applikation von Naphthalin und vor der gRT-PCR Untersuchung
gestorben, die dazugehdrigen Kotrollen wurden nicht aufgefiihrt). Mann-Whitney Test. P<0,05 (*). P<0,01 (**).

Die mRNA-Expressionen von CC10 (nicht-zilientragende Zellen), CYP2F2 (sekretorischen
Zellen) und FoxJ1 (zilientragende Zellen) spiegelten die Ergebnisse der histologischen
Untersuchungen der Epithelzellen wieder. 48 h nach Naphthalin-Gabe wurde eine geringe
Expressionsverminderung von CC10 und FoxJ1 beobachtet. Dies lag vermutlich an der
Expression der mRNA abgeldster Zellen. 60 h nach Naphthalin-Gabe waren keine
zilientragenden und nicht-zilientragenden Zellen mehr auf dem Trachealepithel vorhanden,
welches durch die Expressionsabnahme in der CC10 und FoxJ1 mRNA-Expression bestatigt
wurde. 3 d und 4 d nach Naphthalin-Gabe war die CC10 und FoxJ1 mRNA-Expression
signifikant verringert im Vergleich zu den Kontrollen. Diese verminderte Expression deutet
auf eine geringe Anzahl nicht-zilientragender und zilientragender Zellen hin. Welche
ebenfalls in der Histologie beobachtet wurde, wo das Epithel wenige zilientragende sowie
nicht-zilientragende Zellen (in der IHC) aufwies. Erst wahrend der Expressionszunahme von
CC10 und FoxJ1 ab 5 d nach Naphthalin-Gabe waren die nicht-zilientragenden Zellen wieder
immunhistochemisch anfarbbar. Obwohl davon ausgegangen wird, dass CYP2F2 nur in
sekretorischen Zellen vorhanden ist, war die Expression Uber den gemessenen Zeitraum nur

3 d nach Naphthalin-Gabe signifikant verandert.
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4.2.4 Morphologische Veranderung der Basalzellen im Trachealepithel

der Maus wahrend der Regeneration

Naphthalin schadigte die sekretorischen und die zilientragenden Zellen im Trachealepithel
der Maus, so dass sich diese aus dem Epithel gelést haben. Die Basalzellen verblieben
wahrenddessen auf der Basalmembran (Abbildung 21). 12 h und 24 h nach Naphthalin-Gabe
zeigten die Basalzellen keine morphologischen Veranderungen. 48 h nach Naphthalin-Gabe
waren die Basalzellen vergrofRert. 60 h und 72 h (3 d) nach Naphthalin-Gabe waren mehrere
Zellreihen an Basalzellen unterschiedlicher GréRe vorhanden. Nach 4 d waren die
Basalzellen zwar vergroRert, aber lediglich in einer Zellreihe vorzufinden. Ab 5 d nach
Naphthalin-Gabe hatten die Basalzellen ihre urspringliche Form und GroéRe wieder
zurickerlangt. In den bereits oben gezeigten Semidunnschnitten konnten ebenfalls
morphologische Veranderungen der Basalzellen beobachtet werden. Durch die Markierung

der Basalzellen mit dem Antikdrper gegen p75 werden diese Beobachtungen hier bestatigt.

Wahrend der Regeneration veranderten die Basalzellen ihre Form von pyramidenférmig zu
rundlich/oval, GroRe und Anzahl bis sie nach der Regeneration wieder in ihrer

urspriinglichen Form (pyramidenférmig) und GroRRe die Basalmembran bedeckten.

Kontrolle 3d nach NA-Gabe
— '

a. Tubulin

12h nach NA-Gabe / 4 d nach NA-Gabe
- e b S

24 h nach NA—G%& : -'-I‘_\ .J 5dnach NAjabe
."'.‘ : - Yo J &

e

48 h nach NA-Gabe 6d nach NA-Gabe

60h nach NA-Gabe 15d nach Né—Gabe_ ..

&

Abbildung 21 Basalzellen im Trachealepithel der Maus in vivo wahrend der epithelialen Regeneration. Veranderung der
Basalzellen (rot sowie roter Pfeil, Antikdrper gegen p75) im Verlauf der Regeneration bis Tag 15 nach NA (Naphthalin-Gabe).
Basalzellen (roter Pfeil), Zilien der zilientragenden Zellen (griin sowie griiner Pfeil, Antikdrper gegen acetyliertes Tubulin (a.

Tubulin)). 3 bis 5 Experimente mit jeweils 2 Mausen (n=6-10). MaRstab entspricht 20 pm.
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Gleichbleibende mMRNA-Expression von CK5 verbunden mit verbleibenden Basalzellen

im Trachealepithel

Die immunhistologischen Untersuchungen haben gezeigt, dass Basalzellen wahrend der
Schéadigung mit Naphthalin auf dem Trachealepithel der Maus verblieben. Cytokeratin 5
(CK5) ist ein Intermediarfilament und wird in den Basalzellen exprimiert.

Die mRNA-Expression von CK5 (Abbildung 22) blieb Uber die einzelnen Zeitpunkte (48 h bis
15 d) nach Naphthalin-Gabe verglichen mit den jeweiligen Kontrollen konstant. Es konnten

keine signifikanten Unterschiede ermittelt werden.
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Abbildung 22 mRNA-Expression von CK5 der einzelnen Zeitpunkte (48 h bis 15 d) fur die Naphthalin (NA) behandelten Tiere
mit den jeweiligen Kontrollen (K). Ein Datenpunkt zeigt die Messung der mRNA-Expression von CK5 aus einer Maus. Es
wurden Doppelbestimmungen durchgefiihrt und davon die MW berechnet. Es werden jeweils die Mittelwerte mit dem
Standardfehler angegeben. Die ACt-Werte ergaben sich durch den Vergleich mit MLN51. 3 Experimente mit jeweils 2 Mausen
(n=6, bei n=4 sind 2 Naphthalin-behandelte Tiere nach Applikation von Naphthalin und vor der gRT-PCR Untersuchung

gestorben, die dazugehdrigen Kotrollen wurden nicht aufgefiihrt). Mann-Whitney Test nicht signifikant.

4.2.5 Proliferationsanstieg im Trachealepithel von 24 h (1 d) bis5d
nach Naphthalin-Gabe

Da die Basalzellen die verbleibenden Zellen in der Trachea waren und diese ab 48 h nach
Naphthalin-Gabe ihre Morphologie veranderten, sollte herausgefunden werden, ob diese
Zellen proliferierten (Abbildung 23). Fur die Untersuchung der Proliferation wurde in der
Immunhistochemie eine Doppelmarkierung mit einem Antikérpergemisch gegen acetyliertes
Tubulin und phospho-Histon H3 verwendet. Aufgrund grof3er Streuung wurde der Median

angegeben.

In den Kontroll-Tieren war eine geringe Zellproliferation von 0% bis 6% zu beobachten.
Wahrend die Zellproliferation in den Naphthalin-behandelten Tieren ab 24 h (1 d) bis 4 d
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stetig anstieg. 24 h nach Naphthalin-Gabe war die Zellproliferation mit 13% signifikant
erhéht. 48 h nach Naphthalin-Gabe war eine signifikante Erhéhung proliferierender Zellen
von 27,5% zu verzeichnen. 60 h nach Naphthalin-Gabe war die Proliferation mit 13,5% der
Epithelzellen ebenfalls signifikant erhoht. Signifikant erhdhte Proliferationen mit 18% wurden
3 d und mit 46% wurden 4 d nach Naphthalin-Gabe beobachtet. Dagegen proliferierten nur
3% der Epithelzellen 5 d nach Naphthalin-Gabe und 7,5% 6 d nach Naphthalin-Gabe.
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Abbildung 23 Zellproliferation im Trachealepithel 24 h bis 6 d nach Naphthalin-Gabe (NA) im Vergleich zu den jeweiligen
Kontrollen (K). Ein Datenpunkt zeigt die Messung der Zellproliferation aus 200 zuféllig gezahlten Epithelzellen aus einer

Trachea. Es wird jeweils der Median angegeben. 2 bis 3 Experimente mit jeweils 2 Mausen (n=4-6). Mann-Whitney Test.
P<0,05 (*). P<0,01 (**).

Die Proliferation der Trachealepithelzellen der Maus (Abbildung 24) nahm Uber den
Zeitverlauf von 24 h (1 d) bis 4 d nach Naphthalin-Gabe gegenuber ihren Kontrollen

signifikant zu. Ab 5 d nach Naphthalin-Gabe waren bis auf die beiden Ausreil3er bei 6 d nach

Naphthalin-Gabe nur noch geringe Zellproliferationen messbar.
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Abbildung 24 Proliferation der Epithelzellen der Trachea der Maus in vivo nach Naphthalin-Gabe (NA). Zellkerne (blauer Pfeil,
Hoechstmarkierung), proliferierende Zellen (rosa sowie rosa Pfeil, Antikérper gegen phospho-H3), Zilien der zilientragenden

Zellen (griner Pfeil, Antikdrper gegen acetyliertes Tubulin (a. Tubulin)). 3 bis 5 Experimente mit jeweils 2 Mausen (n=6-10).

4.3 Zilienschlag und Partikeltransport wahrend und nach der

Regeneration des Trachealepithels

Das Trachealepithel der Maus regenerierte sich bis 15 d nach Naphthalin-Gabe, so dass
sekretorische und zilientragende Zellen wieder normal im Verband vorhanden waren. Fir
eine gut funktionierende Abwehr muissen Partikel vom Trachealepithel nach der

Regeneration wieder effektiv transportiert werden kénnen.

Es wurden die Zeitpunkte 4 d und 15 d nach Naphthalin-Gabe analysiert. Der Zeitpunkt 4 d
wurde gewahlt, weil hier bereits erste kurze Zilien auf den zilientragenden Zellen des
Trachealepithels vorhanden waren und somit ein eventueller Partikeltransport mdglich
gewesen ware.

15 d nach Naphthalin-Gabe war das Trachealepithel regeneriert und besal} sekretorische
und zilientragende Zellen wie ein gesundes Epithel. Zu diesem Zeitpunkt sollte der

Partikeltransport wieder gewahrleistet werden.

Es werden im Text jeweils die Mittelwerte (MW) in Hertz (Hz) flr den Zilienschlag und die

MW in Mikrometer/Sekunde (um/s) fur den Partikeltransport angegeben.
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Gleichbleibender Zilienschlag wahrend (4 d) und nach (15 d) der Regeneration im

Trachealepithel der Maus nach Naphthalin-Gabe

Um herauszufinden, ob die neu gebildeten Zilien der zilientragenden Zellen nach der
Regeneration bereits wieder eine normale Schlagfrequenz besalen, wurden pro Trachea
jeweils flnf verschiedene Bereiche zilientragender Zellen aufgenommen und fiinf bis sieben

Zellen je Bereich ausgewertet (Abbildung 25).

Die Zilien der zilientragenden Zellen in den 4 d Kontroll-Tieren (Abbildung 25, siehe Film 1
auf der beiliegenden DVD) besalien eine mittlere Zilienschlagfrequenz von 26,13 Hz. Die
Zilien der zilientragenden Zellen der mit Naphthalin behandelten Tiere besalien eine mittlere
Frequenz von 24,39 Hz. Mit Zugabe von ATP stieg die Frequenz der Zilien in den Kontroll-
und Naphthalin-behandelte Tieren auf 32,38 Hz beziehungsweise 32,20 Hz an.

Die Zilien der zilientragenden Zellen in den 15 d Kontroll-Tieren besallen eine mittlere
Zilienschlagfrequenz von 22,63 Hz. Dagegen besalien die Zilien der mit Naphthalin
behandelten Tiere eine mittlere Schlagfrequenz von 26,64 Hz. Wurde ATP hinzugeflgt, so
stieg die Frequenz der Zilien in den Kontroll-Tieren auf 29,92 Hz und bei den Zilien der
Naphthalin-behandelte Tiere auf 30,41 Hz.

Wahrend (4 d) und nach der Regeneration (15 d) war die mittlere Zilienschlagfrequenz der
Tiere, die Naphthalin erhalten haben vergleichbar mit den Kontroll-Tieren (siehe Film 1 bis
Film 4 auf der beiliegenden DVD).
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Abbildung 25 Zilienschlag in Hz zu zwei unterschiedlichen Zeitpunkten: 4 d und 15 d nach Naphthalin-Gabe (NA) im Vergleich
zu den jeweiligen Kontrollen (K). Ein Datenpunkt zeigt die durchschnittliche Zilienschlagfrequenz einer Messung des
Zilienschlags einer Maustrachea. Dabei wurden fiinf Epithelareale mit funf bis sieben zilientragenden Zellen untersucht und
davon der mittlere Zilienschlag berechnet. Es wird jeweils der Mittelwert mit dem Standardfehler angegeben. 3 bis 6

Experimente mit jeweils 1 Maus (n=3-6). Mann-Whitney Test nicht signifikant.
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Verminderter Partikeltransport 4 d nach Naphthalin-Gabe und normaler Transport
nach 15d

Die Zilienschlagfrequenz der zilientragenden Zellen war wahrend und nach der Regeneration
nicht beeintrachtigt. Im Weiteren wurde untersucht, ob das regenerierende (4 d nach
Naphthalin-Gabe) bzw. regenerierte (15 d nach Naphthalin-Gabe) Trachealepithel in der

Lage ist Partikel ordnungsgemaR zu transportieren.

Es werden im Text jeweils die MW in Mikrometer/Sekunde (um/s) fir den mittleren
Partikeltransport angegeben. Fir die Berechnung der Geschwindigkeit der Partikel wurden
funf verschiedene Bereiche pro Trachea aufgenommen und die einzelnen

Partikelgeschwindigkeiten berechnet.

Die mittlere zilienvermittelte Transportgeschwindigkeit (Abbildung 26, siehe Film 5 auf der
beiliegenden DVD) in den 4 d Kontroll-Tieren betrug 59,49 pm/s. In den mit Naphthalin-
behandelten Tieren lag die mittlere Transportgeschwindigkeit dagegen bei 31,19 ym/s (siehe
Film 6 auf der beiliegenden DVD). Nach Zugabe von ATP stieg die Geschwindigkeit des
Transportes in den Kontroll-Tieren auf 88,99 um/s an und verringerte sich in den Naphthalin-
behandelte Tieren auf 26,85 um/s. Aufgrund der geringen Anzahl an Tieren (3 Tiere) konnte
keine statistischen Tests verwendet werden.

Die mittlere Transportgeschwindigkeit in den 15 d Kontroll-Tieren betrug 61,67 um/s (siehe
Film 7 auf der beiliegenden DVD). Nach Zugabe von ATP stieg diese auf eine mittlere
Geschwindigkeit von 76,83 um/s an. Das zilientragendene Epithel der 15 d Naphthalin-
behandelten Tiere transportierte Partikel mit einer mittleren Geschwindigkeit von 48,94 pm/s
(siehe Film 8 auf der beiliegenden DVD). Diese Geschwindigkeit war nicht signifikant mit
64,15 um/s bei Zugabe von ATP.

Wahrend (4 d nach Naphthalin-Gabe) der Regeneration war der Partikeltransport noch nicht
gewahrleistet, wobei die Geschwindigkeit des Partikeltransportes nach der Regeneration

(15 d nach Naphthalin-Gabe) wieder gewahrleistet war.
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Abbildung 26 Partikeltransport in um/s fiir die Zeitpunkte 4 d und 15 d nach Naphthalin-Gabe (NA) im Vergleich zu den
jeweiligen Kontrollen (K). Ein Datenpunkt zeigt die Messung des Partikeltransportes aus einer Maustrachea. Dabei wurden funf
Epithelareale untersucht und davon der mittlere Partikeltransport berechnet. Es wird jeweils der Mittelwert mit dem

Standardfehler angegeben. 3 bis 6 Experimente mit jeweils 1 Maus (n=3-6). Mann-Whitney Test nicht signifikant.

4.4 Beeinflussung der Regeneration des Trachealepithels der Maus

durch einmalige Gabe von Lipopolysacchariden (LPS)

Fir die Beeinflussung der Regeneration durch LPS wurden zwei verschiedene Zeitpunkte
gewahlt. Der Interventionszeitpunkt 48 h nach Naphthalin-Gabe wurde gewahlt, weil hier alle
nicht-zilientragenden und zilientragenden Zellen das Epithel verlassen haben und somit nur
noch proliferierende Basalzellen vorhanden waren. Der Interventionszeitpunkt 60 h nach
Naphthalin-Gabe wurde gewahlt, da dies der friheste Zeitpunkt der beginnenden

Differenzierung war.

Gestdrte Regeneration des Trachealepithels der Maus 4 d nach Naphthalin-Gabe nach

zusatzlicher LPS-Intervention

In den Kontroll-Tracheen (Abbildung 27), die nur mit LPS behandelt wurden, war das
Trachealepithel nach 4 d unverandert zu Kontroll-Tieren ohne LPS-Intervention. Nicht-
zilientragende sowie zilientragende Zellen entsprachen eines gesunden Trachealepithels
(Abbildung 27A, 27B sowie 27C).

Ohne Intervention mit LPS differenzierten die Epithelzellen 4 d nach Naphthalin-Gabe, wobei
unterschiedlich lange Zilien erkennbar waren (Abbildung 27D). Die Groéle der Zellen
entsprach jedoch morphologisch bereits den Zellen aus einem gesunden Trachealepithel
(Abbildung 27D und 27E). Eine Expression von CC10 konnte immunhistochemisch noch
nicht nachgewiesen werden (Abbildung 27F).

Wurde 48 h nach Naphthalin-Gabe mit LPS interveniert, fanden sich an Tag 4 nach
Naphthalin-Gabe nur Basalzellen und abgestorbene Zellen (Abbildung 27G und 27H). Nicht-
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zilientragende und zilientragende Zellen waren im Lumen der Trachea nachweisbar
(Abbildung 271).

Wurde dagegen 60 h nach Naphthalin-Gabe mit LPS interveniert, waren 4 d nach
Naphthalin-Gabe erste differenzierte Zellen vorhanden (Abbildung 27J). Hier waren die
Zellen jedoch morphologisch noch stark vergroRert und einige Bereiche abgetragen
(Abbildung 27J). Im Semidiinnschnitt dagegen waren sehr viele Epithelzellen zu erkennen
(Abbildung 27K). Zilientragende Zellen (acetyliertes Tubulin-positiv) konnten im Epithel
nachgewiesen werden. Zusatzlich fanden sich CC10-immunreaktive Zellen im
Atemwegsepithel (Abbildung 27L).

In den REM-Untersuchungen zeigte sich, dass LPS den Regenerationsablauf des
Trachealepithels veranderte, da 4 d nach Naphthalin-Gabe ohne Intervention mit LPS das
Trachealepithel morphologisch klarer abgrenzbare zilientragende und nicht-zilientragende
Zellen aufwies. Einzig die CC10-immunreaktiven Zellen der Naphthalin-behandelten Tiere,
die nach 60 h mit LPS interveniert wurden, deuten auf eine beschleunigte Regeneration des
Trachealepithels hin (Abbildung 27L).
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4 d Kontrolle: LPS-Intervention nach Vehikel-Gabe

Abbildung 27 Trachealepithel der Maus nach 4 d: Kontrolle mit LPS-Intervention, Naphthalin (NA) ohne LPS, Naphthalin mit
LPS-Intervention nach 48 h und Naphthalin mit LPS-Intervention nach 60 h.

A-C) Epithel einer Kontroll-Trachea nach 4 d mit LPS-Intervention. REM/Semidiinnschnitt: 3 Experimente mit jeweils 2 Mausen
(n=6). IHC: 4 Experimente mit jeweils 2 Mausen (n=8). D-F) Epithel 4 d nach NA-Gabe. /Semidiinnschnitt: 3 Experimente mit
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jeweils 2 Mausen (n=4/6, 4 Tiere hatten auf Naphthalin angesprochen). IHC: 4 Experimente mit jeweils 2 Mausen (n=8, 7 Tiere
hatten auf Naphthalin angesprochen). G-I) Epithel 4 d nach NA-Gabe mit LPS-Intervention nach 48 h. REM/Semidiinnschnitt: 3
Experimente mit jeweils 2 Mausen (n=6). IHC: 4 Experimente mit jeweils 2 Mausen (n=8). J-L) Epithel 4 d nach NA-Gabe mit
LPS-Intervention nach 60 h. REM/Semidiinnschnitt: 3 Experimente mit jeweils 2 Mausen (n=6, 4 Tiere hatten auf Naphthalin
angesprochen). IHC: 4 Experimente mit jeweils 2 Mausen (n=8, 7 Tiere hatten auf Naphthalin angesprochen).

(A, D, G, J) REM-Aufnahme des Epithels: Nicht-zilientragende Zellen (weil3er Pfeil), zilientragende Zellen (weille Pfeilspitze),
abgestorbene Zellen (hellblauer Pfeil). (B, E, H, K) Semidinnschnitt des Epithels: nicht-zilientragende Zellen (schwarze
Pfeilspitze), zilientragende Zellen (weille Pfeilspitze ), Basalzellen (graue Pfeilspitze). (C, F, |, L) Immunfluoreszenzmarkierung
vom Epithel: sekretorische Zellen (rot sowie roter Pfeil, Antikérper gegen CC10), Zilien der zilientragenden Zellen (griin sowie
gruner Pfeil, Antikérper gegen acetyliertes Tubulin (a. Tubulin)), Basalmembran (griine Pfeilspitzen), ungefarbte Zellen (gelber
Pfeil). Mastab entspricht 20 pm.

Gestorte Regeneration des Epithels in den intrapulmonalen Atemwegen 4 d nach

Naphthalin-Gabe nach zuséatzlicher LPS-Intervention

In den intrapulmonalen Atemwegen (Abbildung 28) waren in den Kontroll-Tracheen, die nur
LPS bekommen haben, nach 4 d keine morphologischen Veranderungen der nicht-
zilientragenden und zilientragenden Zellen zu erkennen (Abbildung 28A sowie 28B).

Ohne Intervention mit LPS waren 4 d nach Naphthalin-Gabe zilientragende und nicht-
zilientragende Zellen im Semidlnnschnitt vorhanden (Abbildung 28C). CC10-
immunreaktiven Zellen konnten wie in der Trachea nicht nachgewiesen werden (Abbildung
28D).

Wurde 48 h nach Naphthalin-Gabe mit LPS interveniert, waren in den intrapulmonalen
Atemwegen 4 d nach Naphthalin-Gabe ein einschichtiges Epithel und abgestorbene Zellen
im Lumen vorhanden (Abbildung 28E). Neben den sekretorischen Zellen befanden sich
aulRerdem neutrophile Granulozyten im Lumen (Abbildung 28E). Die Zilien der
zilientragenden Zellen waren im Semidinnschnitt morphologisch nicht erkennbar (Abbildung
28E), jedoch wurde in der IHC acetyliertes Tubulin in Zellen, die flach auf der Basalmembran
aufsalden, nachgewiesen (Abbildung 28F).

Wurde nach 60 h mit LPS interveniert, war in den intrapulmonalen Atemwegen 4 d nach
Naphthalin-Gabe ein gestoértes Epithel mit abgestorbenen sowie neutrophile Granulozyten im
Lumen vorhanden (Abbildung 28G). Wahrend die Zilien im Semidinnschnitt morphologisch
nicht sichtbar waren, konnte acetyliertes Tubulin in Zellen, die flach auf der Basalmembran
aufsal’en, nachgewiesen werden (Abbildung 28H). AuRerdem konnten sekretorische Zellen

(CC10-positiv) immunhistochemisch nachgewiesen werden (Abbildung 28H).
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4 d Kontrolle: LPS-Intervention nach Vehikel-Gabe

4 d NA: LPS-ntervention 48 h nach Naphthalin-Gabe

T R

4 d NA: LPSdntervention 60 h nach Naphthalin-Gabe

Abbildung 28 Epithel der intrapulmonalen Atemwege der Maus nach 4 d: Kontrolle mit LPS-Intervention, Naphthalin ohne LPS,

Naphthalin mit LPS-Intervention nach 48 h und Naphthalin mit LPS-Intervention nach 60 h.

A+B) Epithel einer Kontroll-Lunge nach 4 d mit LPS-Intervention. REM/Semidiinnschnitt: REM/Semidinnschnitt: 3 Experimente
mit jeweils 2 Mausen (n=6). IHC: 4 Experimente mit jeweils 2 Mausen (n=8). C+D) Epithel 4 d nach NA-Gabe.

REM/Semidunnschnitt: 3 Experimente mit jeweils 2 Mausen (n=6, 4 Tiere hatten auf Naphthalin angesprochen). IHC: 4
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Experimente mit jeweils 2 Mausen (n=8, 7 Tiere hatten auf Naphthalin angesprochen). E+F) Epithel 4 d nach NA-Gabe mit LPS-
Intervention nach 48 h. REM/Semidiinnschnitt: 3 Experimente mit jeweils 2 Mausen (n=6). IHC: 4 Experimente mit jeweils 2
Mausen (n=8). G+H) Epithel 4 d nach NA-Gabe mit LPS-Intervention nach 60 h. REM/Semidiinnschnitt: 3 Experimente mit
jeweils 2 Mausen (n=6, 4 Tiere hatten auf Naphthalin angesprochen). IHC: 4 Experimente mit jeweils 2 Mausen (n=8, 7 Tiere
hatten auf Naphthalin angesprochen).

(A, C, E, G) Semidiinnschnitt des Epithels der Lunge: Nicht-zilientragende Zellen (schwarze Pfeilspitze), zilientragende Zellen
(weilke Pfeilspitze), abgestorbene Zellen (blauer Pfeil). (B, D, F, H) Immunfluoreszenzmarkierung des Epithels: sekretorische
Zellen (rot sowie roter Pfeil, Antikérper gegen CC10) und Zilien der zilientragenden Zellen (griin sowie griner Pfeil, Antikdrper

gegen acetyliertes Tubulin (a. Tubulin)). Maf3stab entspricht 20 pm.

4.4.1 mRNA-Expression von CC10, CYP2F2 und FoxJ1 4 d nach
Naphthalin-Gabe und LPS-Gabe

geringe Schwankungen der mRNA-Expression von CC10, CYP2F2 und FoxJ1 4 d nach
Naphthalin-Gabe nach zuséatzlicher LPS-Intervention im Vergleich zu 4 d nach

Naphthalin-Gabe ohne LPS-Intervention

Das Trachealepithel nach Gabe von LPS wurde ebenfalls mittels quantitativer Real-Time
PCR untersucht. Zunachst wurde die mMRNA-Expression von CC10 analysiert (Abbildung 29).
Es wurden jeweils die Mittelwerte der Expressionen im Text aufgefihrt.

Es konnte kein Unterschied in der Expression von CC10 bei Behandlung mit LPS und ohne
LPS nach 4 d in den Kontroll-Tieren verzeichnet werden. In den Naphthalin-behandelten
Tieren ohne LPS war die Expression von CC10 signifikant geringer als in den Kontroll-Tieren
(ACt 10,57 (Kontroll-Tiere) vs. ACt 4,39).

In den 4 d Tieren, die LPS 48 h nach Naphthalin-Gabe erhalten haben, war die CC10-
Expression signifikant geringer als in den Kontroll-Tieren (ACt 11,26 (Kontroll-Tiere) vs. AC+
5,7).

Eine nicht signifikante Expressionsverringerung war in den 4 d Tieren, die LPS 60 h nach
Naphthalin-Gabe verabreicht bekommen haben, zu sehen. Die Expression war geringer als
in den Kontroll-Tieren (ACt 11,06 (Kontroll-Tiere) vs. AC+ 4,22).

Die mRNA-Expression von CC10 wurde durch einmalige Gabe von LPS im Vergleich zu den
Tieren, die kein LPS bekommen haben, in den Naphthalin-behandelten Tieren nicht
beeinflusst. Hier wurden ahnliche CC10-Expressionen mit und ohne Intervention von LPS

gemessen.
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Abbildung 29 mRNA-Expression von CC10 4 d nach Vehikel- (K) bzw. Naphthalin-Gabe (NA) ohne und mit LPS. Ein
Datenpunkt zeigt die Messung der mRNA-Expression von CC10 aus einer Maus. Es wurden Doppelbestimmungen durchgefiihrt
und davon die MW berechnet. Es wird jeweils der Mittelwert mit dem Standardfehler angegeben. Die ACt-Werte ergaben sich
durch den Vergleich mit MLN51. 3 Experimente mit jeweils 2 Mausen (n=6, bei n=4 sind 2 Naphthalin-behandelte Tiere nach
Applikation von Naphthalin und vor der qRT-PCR Untersuchung gestorben, die dazugehdrigen Kotrollen wurden nicht
aufgefihrt). Mann-Whitney Test. P<0,01 (**).

Die mRNA-Expression von CYP2F2 wurde ebenfalls analysiert (Abbildung 30). Hier wurden
4 d nach Naphthalin-Gabe ohne und mit LPS Intervention gegenliber den Kontroll-Tieren
keine groRen Unterschiede gemessen. Die CYP2F2-Expression in den Naphthalin-
behandelten Tieren ohne LPS war geringer als in den Kontrollen (ACt 7,37 (Kontroll-Tiere)
vs. ACt 5,81).

Eine signifikante Expressionsabnahme von CYP2F2 war in den 4 d Tieren, die LPS 48 h
nach Naphthalin-Gabe erhalten haben, zu sehen. Hier war die Expression geringer als in den
Kontroll-Tieren von einem (AC+ 7,49 (Kontroll-Tiere) vs. ACt 3,85).

Die CYP2F2-Expression war in den 4 d Tieren, die LPS 60 h nach Naphthalin-Gabe
verabreicht bekommen haben, geringer als in den Kontrollen (ACt 7,18 (Kontroll-Tiere) vs.
ACt 4,34).

Die mRNA-Expression von CYP2F2 wurde durch eine einmalige Gabe von LPS nach
Naphthalin-Gabe gegeniber den Naphthalin-behandelten Tieren, die kein LPS bekommen
haben, nicht beeinflusst.
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Abbildung 30 mRNA-Expression von CYP2F2 4 d nach Vehikel- (K) bzw. Naphthalin-Gabe (NA) ohne und mit LPS. Ein
Datenpunkt zeigt die Messung der mRNA-Expression von CYP2F2 aus einer Maus. Es wurden Doppelbestimmungen
durchgefiihrt und davon die MW berechnet. Es wird jeweils der Mittelwert mit dem Standardfehler angegeben. Die ACt-Werte
ergaben sich durch den Vergleich mit MLN51. 3 Experimente mit jeweils 2 Mausen (n=6, bei n=4 sind 2 Naphthalin-behandelte
Tiere nach Applikation von Naphthalin und vor der qRT-PCR Untersuchung gestorben, die dazugehorigen Kotrollen wurden
nicht aufgefiihrt. Bei dem Zeitpunkt 4 d NA, LPS-Gabe nach 60 h konnte die Expression von CYP2F2 in einem Tier nicht
detektiert werden.). Mann-Whitney Test. P<0,01 (**).

FoxJ1 (Abbildung 31) war in den Kontroll-Tieren ohne und mit LPS &ahnlich stark exprimiert.
In den Naphthalin-behandelten Tieren ohne LPS-Intervention war die FoxJ1-Expression
signifikant geringer als in den Kontrollen (AC+ 1,22 (Kontroll-Tiere) vs. ACt -1,53).

Eine signifikante FoxJ1-Expressionsabnahme war in den 4 d Tieren, die LPS 48 h nach
Naphthalin-Gabe erhalten haben, gegeniber den Kontrollen ebenfalls messbar (ACt 1,96
(Kontroll-Tiere) vs. ACt -1,63).

Die FoxJ1-Expression war nicht signifikant geringer in den 4 d Tieren, denen LPS 60 h nach
Naphthalin-Gabe verabreicht wurde, als in den Kontroll-Tieren (ACt 1,79 (Kontroll-Tiere) vs.
ACt -2,85).
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Abbildung 31 mRNA-Expression von FoxJ1 4 d nach Vehikel- (K) bzw. Naphthalin-Gabe (NA) ohne und mit LPS. Ein
Datenpunkt zeigt die Messung der mRNA-Expression von FoxJ1 aus einer Maus. Es wurden Doppelbestimmungen
durchgefuhrt und davon die MW berechnet. Es werden jeweils die Mittelwerte mit dem Standardfehler angegeben. Die ACt-
Werte ergaben sich durch den Vergleich mit MLN51. 3 Experimente mit jeweils 2 Mausen (n=6, bei n=4 sind 2 nach Applikation
von Naphthalin und vor der qRT-PCR Untersuchung gestorben, die dazugehdérigen Kotrollen wurden nicht aufgefihrt). Mann-
Whitney Test. P<0,05 (*). P<0,01 (**).

LPS hatten keinen Einfluss auf die mRNA-Expression von CC10, CYP2F2 und FoxJ1 in den

4 d Naphthalin-behandelten Tieren, die zusatzlich LPS erhalten haben, im Vergleich zu der

MRNA-Expression der 4 d Naphthalin-behandelten Tiere, die kein LPS bekommen haben.

4.4.2 Basalzellen und Proliferation im Trachealepithel der Maus nach

LPS-Intervention

Keine morphologische Veranderung der Basalzellen nach LPS-Intervention

Durch Intervention mit LPS nach Naphthalin-Gabe zeigten die Basalzellen keine
morphologischen Veranderungen im Trachealepithel der Maus gegenuber den Kontrollen

(Abbildung 32). Die Zellen erschienen normal im Epithelverband der Trachea der Maus.

In den Kontroll-Tracheen wurden keine Veranderungen der Basalzellen beobachtet
(Abbildung 32A, C und E). Dagegen wurden in den 4 d Naphthalin-behandelten Tieren ohne
LPS vergroRerte Basalzellen mit einer oval/rundlichen Form beobachtet (Abbildung 32B).
Wurde nach Naphthalin-Gabe zusatzlich LPS verabreicht, hatten die Basalzellen im
Gegensatz zu den Basalzellen nach Naphthalin-Gabe ohne LPS ihre Form und GréfRe nicht
verandert und schienen wie in den Kontrollen pyramidenférmig zu sein (Abbildung 32D und
F).
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Kontrolle chne LPS 4 d nach NA-Gabe ohne LPS

Abbildung 32 Basalzellen im Trachealepithel der Maus A+B) Kontrolle sowie 4 d nach Naphthalin (NA)-Gabe ohne LPS; C-F)
4 d nach Vehikel- (K) bzw. Naphthalin-Gabe mit LPS-Intervention nach 48 h bzw. 60 h. Basalzellen (rot sowie roter Pfeil,
Antikdrper gegen p75), Zilien der zilientragenden Zellen (grin sowie griiner Pfeil, Antikrper gegen acetyliertes Tubulin (a.
Tubulin)). 4 Experimente mit jeweils 2 Mausen (n=8). Malstab entspricht 20 ym.

Die mRNA-Expression von CK5 (Abbildung 33) ohne LPS und mit LPS 48 h nach
Naphthalin-Gabe war gegentber ihren jeweiligen Kontrollen konstant und nicht signifikant
verandert. Nach einmaliger LPS-Gabe 60 h nach Naphthalin-Gabe kam es zu einem
leichten, jedoch nicht signifikanten mRNA-Expressionsanstieg von CK5 in den Basalzellen
gegenlber den Kontrollen. Die geringe Tieranzahl in den 4 d Tieren, die nach 60 h LPS

bekommen haben, ist auf 2 noch vor der Untersuchung verstorbene Tiere zurtickzufiihren.
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Abbildung 33 mRNA-Expression von CK5 4 d nach Vehikel- bzw. Naphthalin-Gabe ohne und mit LPS. Ein Datenpunkt zeigt
das Ergebnis der CK5 mRNA-Expression einer Maus. Es wurden Doppelbestimmungen durchgefihrt und davon die MW
berechnet. Es werden jeweils die Mittelwerte mit dem Standardfehler angegeben. Die ACt-Werte ergaben sich durch den
Vergleich mit dem housekeeping Gen MLN51. 3 Experimente mit jeweils 2 Mausen (n=6, bei n=4 sind 2 Naphthalin-behandelte
Tiere nach Applikation von Naphthalin und vor der gRT-PCR Untersuchung gestorben, die dazugehorigen Kotrollen wurden
nicht aufgefiihrt). Mann-Whitney Test nicht signifikant.
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Im Gegensatz zur alleinigen Naphthalin-Gabe wurde nur geringe Zellproliferation nach
LPS-Intervention im Trachealepithel beobachtet

Die Zellproliferation in allen Kontroll-Tieren ohne und mit LPS schwankte zwischen 2% und
6% (Abbildung 34). In den 4 d Naphthalin-behandelten Tieren proliferierten 38,2% Zellen.
Wahrend in den 4 d Naphthalin-behandelten Tieren, die nach 48 h LPS bekommen haben,
nur 7,88% proliferierende Zellen vorhanden waren. Eine ebenfalls geringe Zellproliferation
von 6,79% war in den 4 d Naphthalin-behandelten Tieren, die nach 60 h LPS bekommen
haben, zu verzeichnen. Diese geringe Zellproliferation in den Naphthalin-behandelten Tieren
nach zusatzlicher LPS-Gabe wurde in der immunhistochemischen Farbung beobachtet
(Abbildung 35).
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Abbildung 34 Zellproliferation im Trachealepithel 4 d nach Vehikel (K)- und Naphthalin (NA)-Gabe ohne LPS und mit
LPS-Gabe nach 48 h bzw. nach 60 h. Ein Datenpunkt zeigt die Messung aus 200 zufallig gezahlten Epithelzellen einer
Trachea. Es werden jeweils die Mittelwerte mit dem Standardfehler angegeben. 3 bis 4 Experimente mit jeweils 2 Mausen
(n=6-8). Mann-Whitney Test. P<0,01 (**).
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Bei einmaliger Gabe von LPS, 48 h oder 60 h nach Naphthalin-Gabe, kam es im Vergleich
zu den Tieren, die nur mit Naphthalin behandelt wurden, zu einer massiven Reduktion der

Proliferationsrate.

Kontrolle ohne LPS 4 d nach NA-Gabe ohne LPS
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Abbildung 35 Zellproliferation im Trachealepithel der Maus A+B) Kontrolle sowie 4 d nach Naphthalin (NA)-Gabe ohne LPS; C-
F) 4 d nach Vehikel (K)- und Naphthalin-Gabe mit LPS-Intervention nach 48 h bzw. 60 h. Proliferierende Zellen (rosa sowie rosa
Pfeil, Antikdrper gegen phospho-Histon H3), Zilien der zilientragenden Zellen (griin sowie griiner Pfeil, Antikdrper gegen

acetyliertes Tubulin (a. Tubulin)). 4 Experimente mit jeweils 2 Mausen (n=8). Malstab entspricht 20 ym.

4.5 Beeinflussung von Zilienschlag und Partikeltransport im

Trachealepithel der Maus durch LPS-Intervention

Kein Unterschied der Zilienschlagfrequenz zu Kontroll-Tieren an Tag 15 nach
Naphthalin-Gabe mit einmaliger LPS-Gabe

Die Zilienschlagfrequenz wurde 15 d nach Naphthalin-Gabe ohne LPS wie in den vorherigen
Experimenten untersucht. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen. Zum Vergleich wurden die Daten der nur mit Naphthalin-behandelten Tieren hier
noch einmal mit aufgeflhrt. Fir die Berechnung der Zilienschlagfrequenz wurden pro
Trachea jeweils finf verschiedene Bereiche zilientragender Zellen aufgenommen und funf
bis sieben Zellen je Bereich ausgewertet Im Folgenden werden immer die Mittelwerte (MW)

der gemessenen Zilienschlagfrequenzen angegeben.

Die Zilien der zilientragenden Zellen der 15 d Kontroll-Tiere besallen eine mittlere

Zilienschlagfrequenz von 22,63 Hz (Abbildung 36). Wurde ATP hinzugefligt, so stieg diese
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Frequenz auf 29,92 Hz. Dagegen besalien die Zilien der mit Naphthalin-behandelten Tieren
eine mittlere Frequenz von 26,64 Hz und bei Zugabe von ATP erhohte sich die Frequenz
nicht signifikant auf 30,41 Hz.

Eine mittlere Zilienschlagfrequenz von 22,89 Hz wurde in den 15 d Kontrollen gemessen, die
nach 48 h LPS erhalten haben. Die Frequenz stieg hier nur minimal auf 26,32 Hz nach ATP-
Zugabe an. Eine ahnliche mittlere Frequenz des Zilienschlags mit 24,27 Hz besallen die
Zilien der zilientragenden Zellen der 15 d Naphthalin-behandelten Tiere, die nach 48 h LPS
erhalten haben. Hierbei erhohte sich die mittlere Zilienschlagfrequenz bei ATP-Zugabe nicht
signifikant auf 25,54 Hz.

Vergleichbare Frequenzergebnisse wiesen die Zilien der zilientragenden Zellen in den 15 d
Kontroll-Tieren, die nach 60 h LPS erhalten haben. Hier betrug die mittlere
Zilienschlagfrequenz 25,72 Hz. Diese Frequenz stieg hach ATP-Gabe auf 28,05 Hz an. Eine
Zilienschlagfrequenz von 24,16 Hz wiesen die 15 d Naphthalin-behandelten Tiere, die nach
60 h LPS erhalten haben, auf. Diese erhdhte sich bei ATP-Zugabe nicht signifikant auf 26,02
Hz.

Es waren keine signifikanten Unterschiede des Zilienschlags zwischen den Kontrollen und

den Naphthalin behandelten Tieren vorhanden.

Nach der Regeneration (15 d nach Naphthalin-Gabe) war die Frequenz des Zilienschlags der
Naphthalin-behandelten Tiere gegeniber den Kontroll-Tieren geringfligig erhéht (siehe Filme
9 bis 11 auf der beigelegten DVD). Durch Zusatz von LPS wurde der Zilienschlag weder
negativ noch positiv in den Kontroll- bzw. Naphthalin-behandelten Tieren gegeniber den
Tieren ohne LPS beeinflusst. AnschlieBendes Hinzufigen von ATP konnte die

Zilienschlagfrequenz jedoch nicht erhhen.
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Abbildung 36 Zilienschlag in Hz 15 d nach Vehikel (K)- und Naphthalin (NA)-Gabe ohne und mit LPS nach 48 h bzw. nach
60 h. Ein Datenpunkt zeigt die Messung des Zilienschlags aus einer Maustrachea. Dabei wurden 5 bis 8 Epithelareale
untersucht und davon der mittlere Zilienschlag berechnet. Es werden jeweils die Mittelwerte mit dem Standardfehler angegeben.

2 bis 3 Experimente mit jeweils 2 Mausen (n=4-6). Mann-Whitney Test nicht signifikant.

Verminderter Partikeltransport an Tag 15 nach Naphthalin-Gabe mit einmaliger LPS-
Gabe

Es werden im Text jeweils die MW in Mikrometer/Sekunde (um/s) fur den Partikeltransport
angegeben. Fur die Berechnung der mittleren Geschwindigkeit der Partikel fur eine Trachea
wurden funf Bereiche aufgenommen und die mittlere Transportgeschwindigkeit dieses
Bereichs berechnet. AnschlieRend erfolgte eine Berechnung des Mittelwerts, der aus den

funf Bereichen ermittelt wurde.

Die mittlere zilienvermittelte Transportgeschwindigkeit (Abbildung 37) der 15 d Kontroll-Tiere
betrug 61,67 pym/s. Die Transportgeschwindigkeit war nach ATP-Zugabe nicht signifikant
verandert (76,86 um/s). Dagegen betrug die mittlere Transportgeschwindigkeit der 15 d
Naphthalin-behandelten Tiere 48,94 um/s. Zugabe von ATP flhrte nicht zu einer signifikant
erhdéhten Transportgeschwindigkeit (64,15 um/s).

Das zilientragende Epithel der 15 d Kontroll-Tiere, die nach 48 h LPS erhalten haben,
transportierte Partikel mit einer mittleren Geschwindigkeit von 46,18 ym/s (siehe Film 12 auf
der beigelegten DVD). Nach Zugabe von ATP war diese nicht signifikant verringert (41,87
pum/s). Die mittlere Partikelgeschwindigkeit der 15 d Naphthalin-behandelten Tieren, die LPS
nach 48 h erhalten haben, betrug 37,09 um/s. Durch Zugabe von ATP wurde die
Geschwindigkeit nicht signifikant erhéht (39,66 um/s).
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Die mittlere Transportgeschwindigkeit der 15 d Kontroll-Tiere, die nach 60 h LPS erhalten
haben, betrug 58,54 um/s. Durch Zugabe von ATP war diese nicht signifikant 66,49 um/s
erhéht. Wahrend eine deutlich langsamere Partikelgeschwindigkeit in den 15 d Naphthalin-
behandelten Tieren, die nach 60 h LPS erhalten haben, verzeichnet wurde (21,76 uym/s). Die
Transportgeschwindigkeit war nach ATP-Gabe nicht signifikant erhoht (25,96 um/s). Es
konnte bei den Tieren, die nach 60 h LPS bekommen haben, ein signifikanter
Geschwindigkeitsabfalls der Naphthalin-behandelten Tiere gegeniber den Kontroll-Tieren

ohne und mit ATP beobachtet werden.

In den 15 d Naphthalin-behandelten Tieren war die mittlere Transportgeschwindigkeit im
Vergleich zu ihren Kontrollen wieder normal. Erhielten Naphthalin behandelte Tiere
allerdings zusatzlich nach 60h LPS, so verschlechterte sich die mittlere

Transportgeschwindigkeit gegentiber den Kontrollen rapide.
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Abbildung 37 Partikeltransport in um/s im Trachealepithel 15 d nach Vehikel (K)- und Naphthalin (NA)-Gabe ohne und mit LPS
nach 48 h bzw. nach 60h. Ein Datenpunkt zeigt die Messung des Partikeltransportes aus einer Maustrachea. Dabei wurden finf
Epithelareale untersucht und davon der mittlere Partikeltransport berechnet. Es werden jeweils die Mittelwerte mit dem
Standardfehler angegeben. 2 bis 3 Experimente mit jeweils 2 Mausen (n=4-6). Mann-Whitney Test. P<0,05 (*). P<0,01 (**).
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4.6 Gestorte epitheliale Ausrichtung im regenerierten

Trachealepithel der Maus

Wahrend der Transportuntersuchungen wurde eine gestorte epitheliale Ausrichtung
beobachtet. Dabei wurden sich auf dem Trachealepithel befindende Partikel 15 d nach
Naphthalin-Gabe mit LPS-Gabe in unterschiedliche Richtungen transportiert (Abbildung 38).
Es wird von den 15 d Kontroll-Tieren mit LPS-Intervention sowie von den 15 d Naphthalin-
behandelten Tieren ohne und mit zusatzlicher LPS-Intervention jeweils ein Bild aus drei
verschiedenen Filmen unterschiedlicher Tiere der Partikeltransport aufgefiihrt. Die einzelnen
Farben stellen dabei die einzelnen Partikel und ihre Bewegungsrichtung im zilientragenden
Trachealepithel dar.

In den 15 d Kontroll-Tracheen mit zusatzlicher LPS-Intervention wurden Partikel in eine
Richtung transportiert (Abbildung 38A).

Far die 15 d Naphthalin-behandelten Tiere ohne LPS wurde in insgesamt einer von sechs
Tracheen Wirbel beobachtet (4 aus 30 aufgenommenen Filmen) (Abbildung 38B).

Fur die Naphthalin-behandelten Tiere, die nach 48 h mit LPS interveniert wurden, wurden in
drei von sechs Tracheen (10 von 30 aufgenommenen Filmen) Auffalligkeiten in der
Partikelrichtung beobachtet (Abbildung 38C).

Fur die Naphthalin-behandelten Tiere, die nach 60 h mit LPS interveniert wurden, wurden in
zwei von sechs Tracheen (5 von 30 aufgenommenen Filmen) ebenfalls unterschiedliche
Richtungen der Partikel beobachtet (Abbildung38D).
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Abbildung 38 Zilienvermittelter Partikeltransport im Trachealepithel der Maus. Es werden jeweils drei Einzelbildaufnahmen aus
einem Film fiir den Partikeltransport gezeigt. Die bunten Kreise (eine Farbe steht fiir einen Partikel) stellen die Geschwindigkeit
der einzelnen Partikel auf dem Epithel der Trachea dar. Je naher ein farbiger Kreis sich hintereinander befindet, umso schneller
bewegte sich der Partikel auf dem Epithel. A) Partikelbewegung in eine Richtung aus drei Kontrolltracheen mit LPS-Gabe (pro
Film eine Trachea dargestellt). B) Partikelbewegung in eine Richtung sowie im Wirbel aus drei aufgenommenen Filmen von drei
15 d Naphthalin-Tracheen ohne LPS-Gabe. C) Partikelbewegung in unterschiedliche Richtungen sowie im Wirbel aus drei
aufgenommenen Filmen von zwei 15 d Naphthalin-Tracheen mit LPS-Gabe nach 48 h. D) Partikelbewegung in unterschiedliche

Richtungen sowie im Wirbel aus drei aufgenommenen Filmen von zwei 15 d Naphthalin-Tracheen mit LPS-Gabe nach 60 h.

Aufgrund einer Stérung in der Orientierung zilientragender Zellen, wurden also mehrfach
Wirbel im Trachealepithel der Maus beobachtet (Abbildung 39, siehe Film 13 und 14 auf der
beigelegten DVD)). Diese Wirbel entstanden vermehrt in Tracheen, die nach Naphthalin-
Gabe zusatzlich mit LPS behandelt wurden.

In den Kontrollen waren nach 15 d keine Wirbel im Trachealepithel vorhanden. Hatten die
Tiere jedoch Naphthalin erhalten, so wurde ein Wirbel im Trachealepithel nach 15d
beobachtet. Bei zusatzlicher Behandlung mit LPS waren sogar mehrere Naphthalin-

behandelte Tiere mit Wirbel im Trachealepithel zu verzeichnen (Abbildung 40).
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Abbildung 39 Wirbel .im Trachealepithel der Naphthalin und LPS behandelten Maus nach 15 d. A) Aufnahme der
transportierten Partikel. Die Pfeile geben die Richtung der transportierten Partikel an. B) Aufnahme von der Auswertung der
Partikelgeschwindigkeit. Die bunten Kreise (eine Farbe steht fir einen Partikel) stellen die Geschwindigkeit der einzelnen
Partikel auf dem Trachealepithel dar. Je naher ein farbiger Kreis sich hintereinander befindet, umso langsamer bewegte sich der

Partikel auf dem Epithel.
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15dK 15dNA 15dK 15dNA 15dK 15d NA
LPS-Gabe LPS-Gabe
nach 48 h nmach 60 h

Abbildung 40 Anzahl der Tiere, die im Transport untersucht wurden und Wirbel im Trachealepithel nach Naphthalin-Gabe (NA)
ohne und mit Intervention von LPS auswiesen. Keine Wirbel (lila), Wirbel (rosa, 15 d NA: n=1; 15 d NA mit LPS-Gabe 48 h nach
NA-Gabe: n=3; 15 d NA mit LPS-Gabe 60 h nach NA-Gabe: n=2). K = Kontrolle
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4.7 Zellverteilung im Trachealepithel der Maus nach der

Regeneration

Ahnliche Verteilung von nicht-zilientragenden, zilientragenden und Basalzellen nach
der Regeneration des Trachealepithels ohne und mit LPS-Intervention

Die 15 d Kontroll- (jeweils 6 Tiere) und Naphthalin-behandelten Tiere (jeweils 6 Tiere)
wurden ohne und mit LPS auf die Anzahl ihrer Trachealepithelzellen analysiert (Abbildung 41
und 42).

Aufgrund der verringerten Transportgeschwindigkeit in den 15 d Naphthalin-behandelten
Tieren mit zusatzlicher LPS Behandlung wurden die Trachealepithelzellen auf ihre
prozentuale Verteilung zwischen den Knorpelspangen (Bandbereich) und (ber den
Knorpelspangen (Knorpelbereich) untersucht.

Dabei wurde eine geringflgige Verschiebung der Anzahl der Basalzellen zu nicht-
zilientragenden Zellen im Trachealepithel Gber dem Bandbereich und dem Knorpelbereich

zwischen Kontroll- und Naphthalin-behandelten Tieren beobachtet (Abbildung 41).

Bandbereich Knorpelbereich

15d K

15 d NA

15 d NA:
LPS-Gabe
nachd48 h

15 d NA:
LPS-Gabe
nach 60 h

Abbildung 41 Trachealepithelzellen Gber dem Band- und dem Knorpelbereich. Epithelzellen der Trachea einer Kontrolle (K)
nach 15 d, 15 d nach Naphthalin-Gabe (NA) sowie 15 d nach Naphthalin-Gabe mit LPS-Gabe nach 48 h bzw. nach 60 h.
Nicht-zilientragende Zellen (schwarze Pfeilspitze), zilientragende Zellen (weil3e Pfeilspitzen), Basalzellen (graue Pfeilspitze).

MaRstab entspricht 20 um.
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Es wurden keine signifikanten Unterschiede in der Anzahl der Epithelzellen (ber dem
Bandberiech zwischen Kontroll- und Naphthalin-behandelten Tieren festgestellt (Abbildung
42). Es kam lediglich zu geringfligigen Verschiebungen zwischen Basal- und nicht-
zilientragenden Zellen. Die Basalzellen in den Naphthalin-behandelten Tieren, die nach 60 h
LPS erhalten haben, waren im Vergleich zur Kontrolle und allen anderen Zeitpunkten am
hdchsten.

Uber dem Knorpel gab es nach der Regeneration ebenfalls keine signifikante Veranderung in
der Zellverteilung zwischen den Kontrollen und den Naphthalin-behandelten Tieren. Hier
wurden ebenfalls geringe Verschiebungen zwischen Basal- und nicht-zilientragenden Zellen

beobachtet.

Bandbereich Knorpelbereich

100~ 100 ,

Zellverteilung in %
2
Zellverteilung in %
3
1

15dK 15dNA 15dK 15dNA 15dK 15dNA 15dK 15dNA 15dK 15dNA 15dK 15dNA

LPS5-Gabe LPS-Gabe LPS-Gabe LPS-Gabe
nach 48 h nach 60 h nach 48 h nach 60 h

Abbildung 42 Zellverteilung der Trachealepithelzellen liber dem Bandbereich und dem Knorpelbereich im Trachealepithel nach
15 d von jeweils 6 Tieren pro Zeitpunkt. Basalzellen (blau), zilientragende Zellen (griin), nicht-zilientragende Zellen (orange). K
= Kontrolle, NA = Naphthalin

Insgesamt nahmen die Basalzellen nach der Regeneration Uber dem Band und dem Knorpel
im Trachealepithel der Maus zu und die nicht-zilientragenden Zellen ab, wahrend die
zilientragenden Zellen gegenuber den Kontrollen gleich blieben. Das Verhaltnis
zilientragender zu nicht-zilientragender Zellen hat sich weder Uber dem Band- noch Uber

dem Knorpelbereich verandert.
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Vermehrtes Vorkommen kurzer Zilien im Trachealepithel 15 d nach Naphthalin-Gabe,

wenn nach 60 h mit LPS interveniert wurde

Aufgrund des rapiden Transportabfalls in den 15 d Naphthalin-behandelten Tieren, die nach
60 h mit LPS interveniert wurden, und keiner signifikanten Veranderung in der Zellverteilung
wurden die Tracheen in den REM-Untersuchungen zusatzlich auf das Flachenverhaltnis

kurzer und normal langer Zilien zilientragender Zellen untersucht (Abbildung 43).

15 d NA bei LPS-Gabe nach 60 h
normal lange Zilien kurze Zilien

Abbildung 43 kurze und normal lange Zilien zilientragender Zellen im Trachealepithel der Maus 15 d nach Naphthalin (NA)-
Gabe, wenn nach 60 h LPS verabreicht wurde. Maf3stab entspricht 10 um.

In den Naphthalin-behandelten Tieren wurden 16% kurze Zilien und 84% normal lange Zilien
in den ausgemessenen Flachen zilientragender Zellen ermittelt (siehe auch Film 11 auf der
beigelegten DVD). Dagegen wurden nur 2% kurze Zilien und 98% normal lange Zilien in den
ausgemessenen Bereichen zilientragender Zellen der Kontroll-Tiere ermittelt (Abbildung 44).
Die Gesamtverteilung der Flache zilientragender zu nicht-zilientragender Zellen betrug in den
Kontrollen 33% zu 66% und in den Naphthalin-behandelten Tieren 30% zu 70%. Die

Verteilung ist also nahezu gleich.

100+

804

Zilienlinge
Zilientragender Zellen in %

15d K 15 d NA

LPS-Gabe
nach 60 h

Abbildung 44 Verteilung kurzer und normal langer Zilien zilientragender Zellen im Trachealepithel der Maus nach 15 d, wenn

nach 60 h mit LPS interveniert wurde. Kurze Zilien (griin), normal lange Zilien (blau). K = Kontrolle, NA = Naphthalin



Diskussion 82

5 Diskussion

Ein Ziel der Arbeit war, den Zeitverlauf der Naphthalin-vermittelten Schadigung und
nachfolgenden Regeneration des Trachealepithels zu beschreiben, um geeignete Zeitpunkte
fir eine Intervention mit LPS zu definieren, bei denen primar die Proliferationsphase
beziehungsweise die Differenzierungsphase beeinflusst wird.

Aus meinen Ergebnissen geht hervor, dass binnen 48 h nach Naphthalin-Gabe alle nicht-
zilientragenden und zilientragenden Zellen das Trachealepithel verlassen haben und nur die
Basalzellen die Basalmembran bedeckten. Der Verlust nicht-zilientragender und
zilientragender Zellen spiegelte sich ebenfalls in einer Abnahme der mRNA-Expression von
CCA10 (fur die nicht-zilientragenden Zellen) und FoxJ1 (fur die zilientragenden Zellen) wieder.
Mit Zunahme und Morphologieveranderung der Basalzellen sowie der gesteigerten
Zellproliferation war bereits nach 72 h ein erster neuer Epithelverband mit kurzen Zilien
vorhanden. Mit Zunahme der mRNA-Expression von CC10 ab 5 d nach Naphthalin-Gabe
wurden ebenfalls erste nicht-zilientragende Zellen immunhistochemisch wieder
nachgewiesen. Die Zellproliferation hat ab diesem Zeitpunkt stark abgenommen. 15 d nach
Naphthalin-Gabe war das Trachealepithel wieder vollstandig regeneriert. Das zilientragende
Epithel konnte aulerdem Partikel wieder ordnungsgemall  abtransportieren.
Aufgrund dessen, dass nach 48 h nur noch Basalzellen auf dem Trachealepithel vorhanden
waren und die Zellproliferation aktiv war, wurde dieser Zeitpunkt gewahlt (48 h: Proliferation).
Der zweite Zeitpunkt wurde mit 60 h nach Naphthalin-Gabe ausgewahlt, denn dies war der

friheste Zeitpunkt der beginnenden Differenzierung (60 h: Differenzierung).

AnschlieRend wurde untersucht, wie sich eine einmalige LPS-Gabe auf die frihe
Regeneration (von 48 h bzw. 60 h bis 4 d nach Naphthalin-Gabe) des Trachealepithels
auswirkt.

Wenn 48 h nach Naphthalin-Gabe LPS verabreicht wurde, so waren 4 d nach Naphthalin-
Gabe keine regenerierten Epithelzellen, sondern ein zerstorter Epithelverband und nur
Basalzellen vorhanden. Wurde 60 h nach Naphthalin-Gabe LPS verabreicht, war 4 d nach
Naphthalin-Gabe ein nahezu geschlossener Epithelverband vorhanden. Hier konnte im
Gegensatz zu Tracheen ohne LPS-Gabe immunhistochemisch CC10 nachgewiesen werden.
Dagegen wurde 4 d nach Naphthalin-Gabe, egal zu welchem Zeitpunkt LPS verabreicht
wurde (48 h oder 60 h), ein Proliferationsstopp in den Epithelzellen beobachtet.

15 d nach Naphthalin-Gabe, egal wann LPS verabreicht wurde (48 h oder 60 h), war das
Epithel wieder regeneriert. Wahrend sich die Anzahl der nicht-zilientragenden und der
Basalzellen in den Naphthalin-behandelten Tieren geringfligig im Vergleich zu den Kontrollen
verschob, blieb die Anzahl zilientragender Zellen jedoch gleich. Allerdings war die

Transportgeschwindigkeit in den Tieren, die 60 h nach Naphthalin-Gabe LPS verabreicht
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bekommen haben, vermindert. Dagegen war der Transport in den Tieren, die nach 48 h LPS
erhalten haben, im Vergleich zu den Kontrollen normal. In Tieren, denen wahrend der
Regeneration des Trachealepithels LPS verabreicht wurde, wurden vermehrt Stérungen in

der epithelialen Ausrichtung der zilientragenden Zellen beobachtet.

5.1 Eignung des Naphthalinmodells zur Untersuchung der

Regeneration des Trachealepithels der Maus

Bisher war bekannt, dass Naphthalin in den kleinen Atemwegen die Clarazellen (nicht-
zilientragende Zellen) selektiv schadigen kann (Stripp et al., 1995; Van Winkle et al., 2002;
Park et al., 2006; Yildirim et al., 2008; Oliver et al., 2009). 2007 berichteten Rawlins und
Autoren, dass Naphthalin in der Trachea ebenfalls eine Epithelschadigung bewirkt. Es wurde
jedoch kein zeitlicher Verlauf der Schadigung untersucht. Durch Untersuchungen von Cole
und Kollegen (2010) wurde bestatigt, dass Naphthalin das Trachealepithel in vivo schadigt
und 3 d nach Schadigung nur noch Basalzellen auf der Basalmembran vorhanden sind.
Aufgrund der Daten von Cole et al. war aber unklar, wann die Ablésung der Epithelzellen
beginnt und ab wann erste neue Epithelzellen wieder erschienen. Die Autoren gaben
lediglich Auskunft dartiber, dass 6 d nach Naphthalin-Applikation erste nicht-zilientragende
sowie zilientragende Zellen wieder nachweisbar waren.

Meine Untersuchungen bestétigten eine Schadigung des Trachealepithels der Maus nach
Naphthalin-Applikation. In vivo I6sten sich bereits innerhalb von 48 h nach Naphthalin-Gabe
neben den nicht-zilientragenden Zellen ebenso die zilientragenden Zellen vom Epithel ab
(Abb. 10). Das Ablésen der zilientragenden Zellen in der Trachea wurde auch von Cole et al.
berichtet und wird in den kleinen Atemwegen nicht beobachtet. Unklar war bisher, warum die
zilientragenden Zellen in der Trachea auch zugrunde gehen. Durch zusatzliche ex vivo-
Untersuchungen konnte ich zeigen, dass sich nach Naphthalin-Gabe innerhalb von zwei bis
vier Stunden nicht-zilientragende Zellen vom Epithel der Trachea gel6st haben, wahrend die
zilientragenden Zellen jedoch verbleiben, sich zusammendrangten und kleine ,Pakete®
bildeten (Abb. 5).

Daher legen meine Daten nahe, dass die zilientragenden Zellen nicht direkt durch Naphthalin
geschadigt werden, sondern durch den Verlust der nicht-zilientragenden Zellen ihren Halt im

Epithel verlieren.

Eine Schadigung der nicht-zilientragenden Zellen durch Naphthalin tritt auf, wenn Naphthalin
an das Cytochrom P45, 2F2 Isoenzym (CYP2F2) bindet, das sich in den nicht-zilientragenden
Zellen befindet. Dadurch wird Naphthalin in 1R,2S-Naphthalinoxid katalysiert (Buckpitt et al.,
1995; Fanucchi et al., 1997). Die Zellen werden metabolisch gestresst, vakuolisieren und

verlassen das Epithel (Van Winkle et al., 1997). Es ist anzunehmen, dass in einer gesunden
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Trachea eine hohe Expression von CYP2F2 und CC10 in den nicht-zilientragenden Zellen
vorhanden ist. Wird die CYP2F2-Expression nach Naphthalin-Gabe also herabgesetzt,
scheint dies den Verlust nicht-zilientragender Zellen in den Bronchioli widerzuspiegeln
(Yildirim et al., 2008). Hinzu kommt eine Verminderung der CC10-Expression mit dem
Verlust nicht-zilientragender Zellen.

Meine in vivo-Daten zeigen, dass im Trachealepithel eine Schadigung durch Naphthalin
stattgefunden hat. In der Histologie wurden diese Epithelschaden durch den Verlust
zilientragender und nicht-zilientragender Zellen beobachtet (Abb. 8 bis 10). Auflierdem
konnte diese auf mMRNA-Ebene durch eine verminderte CC10- sowie CYP2F2-Expression in
den Naphthalin behandelten Tieren im Vergleich zu den dazugehdrigen Kontrollen tber den
Zeitraum 60 h (2,5 d) bis 4 d (Abb. 18 und 19) gezeigt werden.

Bei den histologischen Untersuchungen der Tracheen und Lungen ist jedoch auch
aufgefallen, dass einige Tiere kein geschadigtes Epithel nach Naphthalin-Gabe aufwiesen.
Die Tiere zeigten also entweder eine individuell unterschiedliche Reaktion auf Naphthalin
oder es lag ein methodischer Fehler vor.

Aufgrund dieser Problematik wurden die Lungen, deren Reaktion auf Naphthalin in der
Literatur hinlanglich beschrieben ist (Van Winkle et al., 2002; Yildirim et al., 2008), als interne
Kontrollen verwendet. Waren also nicht-zilientragende Zellen aus dem Epithel der Lunge
abgeldst und zilientragende Zellen auf der Basalmembran abgeplattet, so wurden die
dazugehorigen Tracheen in die Auswertung einbezogen. Von den, fir die histologischen
Untersuchungen mit Naphthalin behandelten und Uberlebenden Tieren (152 Tiere) zeigten
82% eine Schadigung des Atemwegsepithels in der Lunge und in der Trachea. In den
Tieren, deren Lungen nicht betroffen waren, entsprach auch das Trachealepithel vom
Aussehen her einer Kontrolle.

Leider standen bei den gRT-PCR sowie den Transport-Versuchen keine Lungen zur
Verfligung bei denen die erfolgreiche Schadigung des Atemwegsepithels verifiziert werden
konnte. Deswegen konnte hier keine Aussage Uber sogenannte ,non-responder® getroffen
werden. Da in den histologischen Untersuchungen jedes 5,6. Tier (circa 18%) ein ,non-
responder” war, ist davon auszugehen, dass von den restlichen Gberlebenden Tieren (qRT-
PCR und Transport, insgesamt 67 Tiere) ebenfalls jedes 5,6. Tier ein ,non-responder” sein
konnte. Das heifdt, dass circa 18% (circa 12 Tiere) nicht auf Naphthalin angesprochen haben
konnten.

Naphthalin-behandelte Tiere, die eine hohe mRNA-Expression von CC10 aufwiesen, zeigten
ebenfalls hohe mMRNA-Expressionen in CYP2F2 und FoxJ1. Dies weist darauf hin, dass die
nicht-zilientragenden Zellen in diesen Tieren nicht geschadigt wurden. Diese Tiere waren

daher héchstwahrscheinlich ,non-responder®. Da die ,non-responder® aber nicht zweifelsfrei
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identifiziert werden konnten, wurden fiir die statistische Auswertung jedoch alle Tiere der

gRT-PCR-Versuche und der Transportversuche in die Auswertung einbezogen.

Es gibt verschiedene Moglichkeiten, warum ,non-responder” aufgetreten sind. Diese kénnen
sein: ein Mangel im CYP2F2 Isoenzym im Atemwegsepithel, unterschiedliche
Empfindlichkeit der verwendeten Tierstdmme, ein methodischer Fehler oder eine
unbekannte Komponente.
1992 zeigten Buckpitt und Kollegen, dass Zellen imstande sind die Naphthalin-Toxizitat zu
Uberleben. Diskutiert wurde dort ein Mangel im CYP2F2 Isoenzym als moégliche Ursache.
Meine gRT-PCR-Untersuchungen sprechen gegen einen Mangel an CYP2F2
Isoenzym als mogliche Ursache. Denn CYP2F2 mRNA war im Vergleich zur Expression von
CC10 und FoxJ1 sehr ahnlich. Es war kein Naphthalin-behandeltes Tier vorhanden, das eine
hohe Expression von CC10 und eine niedrige Expression von CYP2F2 aufwies.
Die unterschiedliche Reaktion der Tiere auf Naphthalin kénnte daher auch am verwendeten
Tierstamm liegen. Fir die Naphthalin-Experimente verwendeten verschiedene
Arbeitsgruppen unterschiedliche Tierstdmme, wie FVB/n-Mause (Stripp et al., 1995;
Reynolds et al., 2000; Park et al., 2006; Cole et al., 2010), Swiss-Webster-Mause (Van
Winkle et al., 1997; Van Winkle et al., 2002; Sutherland et al., 2011) oder C57BL/6-Mause
(Rawlins et al., 2006; Yildirim et al.,, 2008; Oliver et al.,, 2008). Aullerdem wurden
unterschiedliche Mengen (200 mg/kg, 250 mg/kg, 275 mg/kg oder 300 mg/kg Mausgewicht)
von Naphthalin appliziert. Jede Arbeitsgruppe beobachtete nach Naphthalin-Gabe eine
andere Sensitivitdt im Atemwegsepithel. Beispielsweise wurden unterschiedliche Zeitraume
der Proliferation publiziert (siehe Diskussion 5.2.1).
Fir meine Untersuchungen wurden mannliche C57BL/6-Mause herangezogen. Andere
Arbeitsgruppen wie Rawlins et al., 2007 (Maus-Geschlecht unbekannt); Yildirim et al., 2008
(mannliche Mause) oder Oliver et al.,, 2009 (mannliche oder weibliche Mause) benutzten
ebenfalls C57BL/6-Mause fiur die Naphthalin-Experimente. Hier wurde jedoch nicht
angegeben, ob ,non-responder® wahrend der Untersuchungen aufgetreten sind. Die
Arbeitsgruppe um Yildirim (personlich nachgefragt) beobachtete in ihren mannlichen
C57BL/6-Mausen lediglich unterschiedliche Schadigungsgrade des Clarazellverlustes nach
Naphthalin-Gabe.
Da bereits andere Arbeitsgruppen mit C57BL/6-Mausen erfolgreich gearbeitet haben und
keine ,non-responder” beobachtet wurden, ist es unwahrscheinlich, dass der von mir
verwendete Tierstamm die Ursache fir die ,non-responder* ist.
Da weder ein Mangel im CYP2F2 Isoenzym noch der Tierstamm als mdgliche Ursachen flr
-nhon-responder® in Frage kommen, koénnte ein methodischer Fehler als mdéglicher Grund
vorliegen.

Ein methodischer Fehler ist aufgrund der Durchfliihrung meiner Naphthalin-Experimente
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allerdings unwahrscheinlich. Zunachst verliefen alle Versuche lber mehrere Wochen, so
dass demnach mehrere Tierbestellungen erforderlich waren. Dabei wurden jeweils nur so
viele Tiere beim Zichter bestellt wie ich fir mein geplantes Experiment bendtigt habe. Fir
die Experimente wurden die Tiere immer in gleichen Gruppen von je 6 Tieren in einem Kafig
gehalten (fur die Naphthalin- sowie die Kontroll-Tiere). AuRerdem wurden nicht alle Tiere flir
alle Zeitpunkte an einem Tag mit Naphthalin behandelt, sondern pro Tag jeweils 6 Tiere flr
einen einzelnen Zeitpunkt. Davon wurden je 2 Tiere fir eine Methode verwendet (2 Tiere flr
REM, 2 Tiere fur IHC und 2 Tiere fir gqRT-PCR). Vor jeder Behandlung mit Naphthalin wurde
die bendtigte Menge an Naphthalin immer frisch in Maiskeimdl angesetzt und Naphthalin
vollstéandig in die Maus injiziert. Auflerdem wurden keine Totalausfélle eines Versuchstages
beobachtet, so dass hier davon ausgegangen werden kann, dass Naphthalin gewirkt haben
sollte.

Sollte also kein weiterer methodischer Fehler vorliegen, so bleibt nur noch die Vermutung,
dass andere Faktoren dazu geflhrt haben, dass nicht alle Tiere auf die Gaben von
Naphthalin reagiert haben. Da bei den ,non-respondern® sowohl in der Trachea als auch in
der Lunge keine Reaktion auf Naphthalin zu beobachten war, kann davon ausgegangen
werden, dass Naphthalin vergleichbar gut geeignet ist, das Epithel der Trachea sowie das

Epithel der intrapulmonalen Atemwege zu schadigen.

5.2 Regenerationsablauf des Epithels nach Naphthalin-Gabe in

intrapulmonalen Atemwegen verglichen mit der Trachea

5.2.1 Gemeinsamkeiten bei der Regenation des Epithels der Trachea

und der intrapulmonalen Atemwege

Durch Naphthalin werden im Atemwegsepithel der intrapulmonalen Atemwege die
Clarazellen selektiv geschadigt (Stripp et al., 1995; Van Winkle et al., 2002; Park et al., 2006;
Rawlins et al., 2007; Yildirim et al., 2008; Oliver et al., 2009). 2010 zeigten Cole und
Kollegen, dass im Trachealepithel die nicht-zilientragenden Zellen ebenfalls durch
Naphthalin zerstért werden, was durch meine Daten bestatigt wird. In Lunge und Trachea
waren erste Zellverluste nicht-zilientragender Zellen bereits nach 12 h zu beobachten (Abb.
8).

In den intrapulmonalen Atemwegen wird die aktive Phase der Proliferation des
Atemwegsepithels in der Literatur unterschiedlich beschrieben. 1997 zeigten Van Winkle und
Kollegen, dass die Proliferation 24 h bis 48 h nach der Schadigung stattfindet. Wahrend
2006 Park und Kollegen beschrieben, dass die Proliferation 48 h bis 96 h nach Schadigung
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ablauft. 2007 demonstrierten Rawlins und Kollegen, dass die Proliferation 52 h bis 72 h nach
Schadigung mit Naphthalin am starksten ist. Obwohl jede Autorengruppe leicht
unterschiedliche Zeitrdume der maximalen Proliferation nach Naphthalinschadigung angibt,
war der Zeitrahmen flr die Proliferation in den intrapulmonalen Atemwegen ahnlich (24 h bis
96 h). Fur das Trachealepithel zeigten Cole und Kollegen (2010), dass die Proliferation im
Zeitraum von 3 d bis 6 d nach Naphthalin-Gabe stattfindet.

Meine Untersuchungen ergaben, dass die Phase der Proliferation in der Trachea bereits
nach 1 d begonnen hatte und 5 d nach Naphthalin-Gabe beendet war (Abb. 23).

Durch meine frihen Untersuchungszeitpunkte konnte ich im Gegensatz zu Cole et al. (2010)
zeigen, dass bereits wahrend des Ablésens des Atemwegsepithels eine Zellproliferation im
Trachealepithel stattfindet. Im Gegensatz zu Cole et al. (2010) zeigen meine Daten auch,
dass die Zellproliferation bereits 5 d nach Naphthalin-Gabe abgeschlossen war.

Der Zeitraum der Zellproliferation des Atemwegsepithels verlauft in der Trachea und in der

Lunge ahnlich, dauert in der Trachea jedoch langer als in den intrapulmonalen Atemwegen.

1997 demonstrierten Van Winkle und Kollegen, dass in den intrapulmonalen Atemwegen auf
die Proliferationsphase die Differenzierungsphase folgt. Differenzieren sich nicht-
zilientragende Zellen, so kdonnen diese auf immunhistologischer Ebene mittels Antikorper
gegen das sekretorische Protein CC10 oder auf mRNA-Ebene aufgrund ihrer CC10-
Expression nachgewiesen werden (Rawlins et al., 2007). Es wurde in den intrapulmonalen
Atemwegen demonstriert, dass CC10-positive Zellen erst wieder nachgewiesen werden,
wenn sekretorische Zellen beginnen zu differenzieren (Rawlins et al., 2007). 2006
beobachteten Park et al. in den intrapulmonalen Atemwegen erst 4 bis 7 Tage nach
Naphthalinschadigung wieder schwach CC10-positive Zellen.

Fir das Epithel der Trachea ist dies ahnlich. 2010 zeigten Cole und Kollegen, dass 3 d nach
Naphthalin-Gabe noch keine CC10-positive Zellen zu beobachten sind, was mit einem
geringen CC10 mRNA-Level einhergeht. Sobald erste CC10-positve Zellen nach 6 d
beobachtet wurden, war auch eine Zunahme der CC10-Expression 6 d nach Naphthalin-
Gabe zu verzeichnen (Cole et al., 2010).

Da meine Daten friihere Untersuchungszeitpunkte beinhalteten, konnte ich feststellen, dass
die Expression von CC10 in einem Zeitraum von 60 h (2,5 d) bis einschlief3lich 4 d nach
Naphthalin-Gabe gegeniber den Kontrollen vermindert war (Abb. 18). In diesem Zeitraum
wurden noch keine CC10-positiven Zellen detektiert (Abb. 12 und 13). Erst als die CC10
MmRNA-Expression ab 5 d nach Naphthalin-Gabe wieder anstieg, wurden erstmals wieder
schwach markierte CC10-positve Zellen im Trachealepithel nachgewiesen (Abb. 14). Daher
konnte ich die Daten von Cole et al. (2010) bestdtigen, dass mit Zunahme der CC10-
Expression im Epithel der Trachea ebenfalls wieder CC10-positive Zellen nachgewiesen

werden konnen.
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Der zeitliche Verlauf der Differenzierung der nicht-zilientragenden Zellen nach Naphthalin-
Gabe ist im Trachealepithel verglichen mit den intrapulmonalen Atemwegen also dhnlich und
der Nachweis von CC10-positiven Zellen ab 5d nach Naphthalin-Gabe geht mit der

steigenden mMRNA-Expression von CC10 einher.

Eine vollstdndige Regeneration des intrapulmonalen Atemwegsepithels wurde 15 d nach
Naphthalin-Gabe beobachtet (Van Winkle et al., 1997). 2006 detektierten Park und Kollegen
14 d nach Schadigung wieder Clarazellen (CC10-positive Zellen) sowie zilientragende Zellen
(FoxJ1- und B-Tubulin-positive Zellen) in der Lunge.

Im Trachealepithel wurden von Cole und Kollegen (2010) CC10-positive und zilientragende
Zellen 9 d und 13 d nach Naphthalin-Gabe beobachtet.

Meine Untersuchungen zeigten 15 d nach Naphthalin-Gabe ebenfalls ein vollstandig
regeneriertes Epithel mit nicht-zilientragenden und zilientragenden Zellen (Abb. 16). Neben
den morphologischen Ergebnissen habe ich zusatzlich zeigen kénnen, dass 15 d nach
Naphthalin-Gabe der zilienvermittelte Transport des Trachealepithels wieder normal war
(siehe Diskussion 5.2.3 sowie Abb. 26).

5.2.2 Unterschiede bei der Regenation des Epithels der Trachea und

der intrapulmonalen Atemwege

In den kleinen Atemwegen verbleiben die zilientragenden Zellen im Epithel, platten sich nach
Naphthalin-Gabe ab und bedecken durch ihre Ausbreitung die Basalmembran (Van Winkle
et al., 1997; Park et al., 2006). 2009 haben Oliver et al. gezeigt, dass 2 d nach Naphthalin-
Gabe die nekrotischen Bronchiolarepithelzellen nicht FoxJ1-positiv waren, wobei die intakten
und nicht durch Naphthalin geschadigten Zellen positiv fir FoxJ1 (zilientragenden Zellen)
waren.

Anders als in der Lunge, lésen sich in der Trachea nach Naphthalin-Gabe die
zilientragenden Zellen von der Basalmembran ab (Abb. 8 bis 10). Dies wurde 2010 von Cole
und Kollegen ebenfalls beobachtet. Die Arbeitsgruppe vermutete, dass die Ablésung der
zilientragenden Zellen entweder durch Kontaktverlust der nicht-zilientragenden Zellen, durch
den Naphthalin-Metabolismus in den zilientragenden Zellen oder durch Transfer toxischer
Epoxide zustande gekommen ist.

Meine Daten haben gezeigt, dass der Verlust mit einer verminderten Expression von FoxJ1
nach Naphthalin-Gabe einhergeht (Abb. 20). Ahnliches wurde von Cole et al. (2010)
gesehen. Um zu ermitteln aus welchem Grund die zilientragenden Zellen sich in vivo nach
Naphthalin-Gabe ebenfalls ablosten, habe ich das Trachealepithel nach ex vivo Naphthalin-
Gabe analysiert. Dabei stellte sich heraus, dass Naphthalin die nicht-zilientragenden Zellen

ex vivo schadigt und die zilientragenden Zellen dicht zusammengedrangt auf der
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Basalmembran verbleiben.

Meine ex vivo-Daten legen daher nahe, dass die zilientragenden Zellen ihren Halt im Epithel
durch den Verlust der nicht-zilientragenden Zellen verlieren und sich deswegen von der
Basalmembran ablésen.

Daraus kann geschlossen werden, dass Naphthalin im Trachealepithel ebenfalls die nicht-
zilientragenden Zellen selektiv schadigt. Nur durch den Verlust der nicht-zilientragenden

Zelle 16sen sich die zilientragenden Zellen vom Trachealepithel.

Da in den intrapulmonalen Atemwegen keine Basalzellen vorkommen, erfolgt die
Regeneration nach Naphthalin-Gabe aus den Clara-like Zellen. Denn die Bronchiolen
besitzen ein sogenanntes multifunktionelles NEB-microenvironment (Hong et al., 2001), in
dem sich die Clara-like Zellen befinden. Die Clara-like Zellen werden nicht durch Naphthalin
geschadigt, da sie kein CYP2F2 Isoenzym besitzen, somit Naphthalin-resistent sind, aber
CCSP exprimieren (Reynolds et al., 2000).

Das Trachealepithel besitzt dagegen Basalzellen (Hong et al., 2004; Rock et al., 2009; Cole
et al., 2010). Die Basalzellen gelten als multipotente Progenitorzellen (Hong et al., 2004). Sie
sind fahig das mit Naphthalin geschadigte intrapulmonale Bronchial- sowie das
Trachealepithel zu erneuern (Hong et al., 2004; Hong et al., 2004). Cole und Kollegen (2010)
zeigten, dass es zwei Subtypen (CK5+/15+ sowie CK5+/15+/14+) von Basalzellen im
gesunden Trachealepithel gibt. Nach Naphthalin-Gabe exprimiert die Mehrheit der
Basalzellen CK5. Aullerdem besalien 3 d nach Naphthalin-Gabe die CK14+ Basalzellen eine
leichte quaderférmige und saulenartige Morphologie und eine hohe Proliferation, die bis 6 d
nach Naphthalin-Gabe anhielt. Ab 6 d nach Naphthalin-Gabe gelangten die Basalzellen
wieder in ihre urspringliche pyramidenartige Form.

In meinen Untersuchungen konnte ich zunachst zeigen, dass nach Naphthalin-Gabe nur
noch Basalzellen auf der Basalmembran vorhanden waren (Abb. 10A und B) und konnte
somit vorherige Daten unterstiitzen, dass Basalzellen die Progenitorzellen fir die
Regeneration des Epithels waren. Aufderdem konnte ich die Daten von Cole et al. bestatigen,
dass die Basalzellen wahrend der Regeneration (2 d bis 4 d nach Naphthalin-Gabe) ihre
Morphologie (von pyramidenférmig zu quaderférmig, saulenartig) und ihre Anzahl
veranderten (Abb. 21). Aullerdem blieb die Expression von CK5 Uber die Zeit der
Schadigung und Regeneration nach Naphthalin-Gabe unverandert gegentber den Kontrollen
(Abb. 22). Wahrenddessen stieg die Zahl der proliferierenden Zellen parallel dazu an und
verminderte sich ab 5 d nach Naphthalin-Gabe wieder (Abb. 23).

Meine Ergebnisse legen wie die vorhergehenden Untersuchungen nahe, dass die
Basalzellen die Progenitorzellen im Trachealepithel und somit die proliferierenden Zellen
sind. Es konnten jedoch keine immunhistochemischen Doppelmarkierungen flr

proliferierende und Basalzellen durchgefihrt werden, weil beide Antikdrper aus der gleichen
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Tierspezies stammten und zusammen nicht anwendbar waren. Da allerdings die Basalzellen
die einzigen vorhandenen Epithelzellen 48 h Naphthalin-Gabe waren, ist es sehr
unwahrscheinlich, dass andere Zellen fiir die Proliferation verantwortlich sind. Ich konnte
somit die Daten von Cole et al. (2010) zur Veranderung der Basalzellen in ihrer Morphologie
sowie Anzahl, aufgrund ihrer Proliferation, und der mRNA-Expression von CK5 nach
Naphthalin-Gabe bestatigen.

Eine schematische Zusammenfassung der Auswirkungen von Naphthalin im Trachealepithel
ist in der Abbildung 45 dargestellt.

gesundes Trachealepithe!

( Zilien- und nicht-zillentragends ragen bis ins Lumen,
Basalzellen auf der Basalmermbran bis 48 h nach
Naphthalin-Schidigung

5 bis 15 d nach
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hidigtesTrachealepithel

DY
Of
o @

‘ new regenarierte Epithelzalizn differenzieren sich ' - s - v :
ghgeldste zilien- und nicht-zilentragende Zellen im Lumen,
ab 3 d nach Basalzalian verbleiben auf der Basalmembran der Traches
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Nachweis von Epithelzellen der Trachea

erster neuer Epithelverband in der Trachea

v

Basalzalien verdndarm fhre Maorphalogie und Anzahl
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Abbildung 45 schematischer Darstellung der Schadigung und Regeneration des Trachealepithels nach Naphthalin-Gabe bis 15 d.
Das gesunde Trachealepithel besitzt an der Basalmembran haftende zilientragende, nicht-zilientragende und Basalzellen. Ist
Naphthalin anwesend werden innerhalb von 48 h alle zilien- und nicht-zilientragende Zellen abgeldst, wobei nur noch die
Basalzellen die Basalmembran bedecken. Bereits 3 d nach Naphthalin-Gabe ist ein erster geschlossener Epithelverband mit kurzen
Zilien sichtbar. Die Basalzellen haben ihre Morphologie und ihre Anzahl verandert. Ab 5 d nach Naphthalin-Gabe kdnnen erste
nicht-zilientragende Zellen wieder nachgewiesen werden, da die Epithelzellen sich weiter differenzieren. 15 d nach Naphthalin-Gabe
ist das Epithel vollstandig regeneriert. Zilientragende Zellen (weil3e Pfeilspitze, nicht-zilientragende Zellen (schwarze Pfeilspitze),

Basalzellen (graue Pfeilspitze) und Basalmembran (braune Pfeilspitze).
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5.2.3 Zilienvermittelter Partikeltransport des Trachealepithels nach
Naphthalin-Gabe

In einem gesunden Epithel der Lunge ist die mukozilidre Reinigung ein wichtiger
Abwehrmechanismus des respiratorischen Systems, um inhalierte Partikel zu eliminieren
(Lippmann et al., 1980). Durch den gerichteten Zilienschlag werden die Partikel mit der
Schleimschicht abtransportiert (Wanner et al., 1996).

In meinen Untersuchungen wurde das Epithel der Trachea zweimal mit HEPES-
Ringerldsung gespult und der Mukus somit hoéchstwahrscheinlich entfernt. Anschlieend
konnten die Partikel durch Bewegung der Zilien in einem Flussigkeitsstrom transportiert
werden und nicht Uber eine Schleimschicht, wie es auch Bermbach et al. (2014) beschrieben
haben. Ich habe das Epithel der Trachea 4 d und 15 d nach Naphthalin-Gabe hinsichtlich der
Transportleistung und des Zilienschlags untersucht. Der Zeitpunkt 4 d nach Naphthalin-Gabe
wurde gewahlt, weil hier ein geschlossener Epithelverband mit kurzen Zilien vorhanden war
und gepruft werden sollte, ob die zilientragenden Zellen fahig sind Partikel normal
transportieren zu kénnen. Obwohl die Zilienschlagfrequenz normal war, war der Transport
gegenuber den Kontrollen jedoch stark vermindert (Abb. 26). Dies kdnnte durch die kurzen
Zilien sowie wenigen zilientragenden Zellen hervorgerufen worden sein (Abb. 13). 15 d nach
Naphthalin-Gabe war das Epithel der Trachea wieder vollstandig regeneriert, was man daran
erkennen konnte, dass die Anzahl der zilientragenden, nicht-zilientragenden und Basalzellen
Uber dem Bandbereich gleich blieb gegeniber den Kontrollen (Abb. 42) und es Uber dem
Knorpelbereich lediglich eine geringfligige Verschiebung in der Anzahl der Epithelzellen
gegenlber den Kontroll-Tieren gab (Abb. 42). Durch die normale Anzahl an zilientragenden
Zellen wurde der Transport von Partikeln 15 d nach Naphthalin-Gabe im Trachealepithel
wieder gewahrleistet (Abb. 26). Bei einem von insgesamt sechs Naphthalin-behandelten
Tieren wurden im Partikeltransport Wirbel nach 15 d beobachtet. Dies kdnnte ein Hinweis
darauf sein, dass sich das Epithel wahrend der Regeneration fehlerhaft entwickelt hat.

Ein normaler Partikeltransport nach Schadigung mit Naphthalin wird wieder gewahrleistet,
wenn das Epithel nach 15 d regeneriert ist und die Zilien eine normale Lange aufweisen. Ein
geschlossener Epithelverband mit kurzen Zilien, wie er vier Tage nach Schadigung
beobachtet werden kann, ist noch nicht in der Lage den effektiven Transport von Partikeln zu

gewabhrleisten.

5.2.4 Zeitpunktdefinition fur die Intervention mit LPS

Durch meine Daten konnte ich im Gegensatz zu Cole et al. (2010) weitere Informationen
zum zeitlichen Verlauf der Schadigung und Regeneration des Trachealepithels zeigen. Zum

Einen konnte ich nachweisen, dass die Abldsung nicht-zilientragender und zilientragender
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Zellen bereits 12 h nach Naphthalin-Gabe begonnen hatte und nach 48 h nur noch
Basalzellen vorhanden waren (Abb. 8 bis 10). Des Weiteren konnte ich zeigen, dass erste
kurze Zilien bereits 72 h (3 d) nach Naphthalin-Gabe wieder beobachtet wurden (Abb. 12)
und nicht erst 6 d nach Naphthalin-Gabe wie Cole et al. (2010) es beschrieben haben.
Angesichts der friihen Zilien scheinen sich die zilientragenden Zellen bereits vor den nicht-
zilientragenden Zellen zu differenzieren. Grund dafir ist hdchstwahrscheinlich die schnellst
mogliche Aktivierung der zilienvermitteinden Abwehrfunktion.

Zudem konnte ich bestatigen, dass die Basalzellen die einzig verbleibenden Zellen auf der
Basalmembran waren. Aufgrund der Veranderung in ihrer Morphologie und Anzahl, sind die
Basalzellen die proliferierenden Zellen.

Des Weiteren konnte ich zeigen, dass der zilienvermittelte Transport 15 d nach Naphthalin-
Gabe wieder effektiv funktioniert (Abb. 26).

Fir die Intervention mit LPS sollten die Zellen im Trachealepithel proliferieren bzw.
differenzieren, so dass eventuelle Unterschiede in der Regeneration beobachtet werden
kénnen.

Um herauszufinden, wie eine einmalige Gabe von bakteriellen Bestandteilen (LPS) das
Trachealepithel in vivo beeinflussen kann, wurden daher zwei verschiedene Zeitpunkte fir
die Applikation gewahlt. Aus meinen Untersuchungen geht hervor, dass 48 h nach
Naphthalin-Gabe nur noch die Basalzellen auf der Basalmembran des Trachealepithels
vorhanden waren. Dieser Zeitpunkt wurde gewahlt, weil die Zellen bereits proliferierten und
noch nicht differenzierten. Aullerdem wurde der Zeitpunkt 60 h nach Naphthalin-Gabe

gewahlt, weil das der friheste Zeitpunkt der beginnenden Differenzierung war.

5.3 Einfluss von LPS auf das Epithel der Trachea der Maus

5.3.1 Auswirkung von LPS auf die Proliferation und Differenzierung

des Trachealepithels

2008 zeigten Shaykhiev und Kollegen, dass LPS einen positiven Effekt auf die Regeneration
des geschadigten Atemwegsepithels in vitro hat. Durch LPS werden die Epithelzellen zur
Proliferation stimuliert und kdnnen durch anschlieRende Zellmigration schneller regenerieren.
In Zellkulturexperimenten wirkt LPS nur auf die vorhandenen Zellen und nicht auf ein
komplettes Immunsystem, wie in den in vivo-Experimenten. Der Effekt von LPS kann auf die
Regeneration des Epithels im Organismus daher ganz anders verlaufen als in vitro. Es sollte
daher geklart werden, ob LPS in vivo genauso unterstitzend oder eher schadigend auf die
Regeneration des Atemwegsepithels wirkt.

Meine Untersuchungen ergaben, dass eine einmalige Gabe von LPS nach Naphthalin-Gabe
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keine schnellere Wundheilung im Trachealepithel bewirkte, sondern zu einer Inhibition der

frihen Regeneration durch einen Proliferationsstopp flihrte.

Es wurde bereits in anderen Geweben festgestellt, dass LPS die Proliferation inhibiert. 2005
zeigten Muller-Decker und Kollegen, dass LPS als potentieller Inhibitor der Proliferation bei
epithelialen RTE 2 Zellen (Epithelzellen aus der Ratten-Zunge) fungiert. Durch Behandlung
mit einer Mischung aus 13 verschiedenen endotoxisch hoch aktiven LPS-Stammen, darunter
der auch von mir verwendete E. coli-Stamm (0111:B4), wurden die RTE 2 Zellen in ihrer
Proliferation inhibiert. Die Arbeitsgruppe um Mailler-Decker beschrieb, dass der inhibitorische
Effekt von Lipid A vdllig reversibel ist, wenn der Inhibitor entfernt wurde. Hierbei spielt die
Struktur des Lipid A eine wesentliche Rolle bei der Inhibition der Proliferation (Lien et al.,
2000; Muller-Decker et al., 2005). Dazu wurden zwei verschiedene Lipid A Strukturen auf
ihren anti-proliferierenden Effekt hin untersucht. Zum Einen bakterielles und synthetisches
Lipid A (C506), welches ebenfalls die Zellproliferation der RTE 2 Zellen inhibiert. Zum
Anderen den biosynthetischen Lipid A Precursor la (C406), welcher die Zellproliferation nicht
inhibiert (Mdller-Decker et al., 2005). Die Autoren beschrieben weiterhin, dass der anti-
proliferative Effekt von LPS durch den NF-kB-Signalweg vermittelt wurde. Und zwar konnte
durch eine gegebene nicht-toxische Konzentration von NF-kB-IP (IP, inhibitorisches Peptid)
das Zellwachstum der RTE 2 Zellen wieder hergestellt werden, wenn die RTE 2 Zellen
vorher fur 72 h mit LPS behandelt wurden. Wird also die NF-kB-Aktivierung durch NF-kB-IP
inhibiert (Lin et al., 1995), so wird das Wachstum der Zellen wieder aktiviert. Des Weiteren
wurde ein anti-proliferativer Effekt in der Epidermis von verschiedenen Mausen in vivo
beobachtet (Muller-Decker et al., 2005).
Diese Inhibition der Zellproliferation von LPS habe ich ebenfalls beobachtet. Aus meinen
vorangegangenen Experimenten konnte ich zeigen, dass die Zellproliferation bereits 24 h
nach Naphthalin-Gabe begonnen hatte (Abb. 23). Durch eine Intervention mit LPS 48 h nach
Naphthalin-Gabe kam es zur Unterbrechung der Proliferation, so dass die Differenzierung
der Zellen bis 4 d nach Naphthalin-Gabe nicht erfolgen konnte (Abb. 34). Wurde dagegen
60 h nach Naphthalin-Gabe interveniert (12 h spater), war 4 d nach Naphthalin-Gabe ein
nahezu geschlossener Epithelverband zu beobachten (Abb. 27J-L). Hier hatten die Zellen
genlgend Zeit zu proliferieren (bis 60 h nach Naphthalin-Gabe), um einen ersten
Epithelverband zu regenerieren. Allerdings konnte hier ebenfalls 4 d nach Naphthalin-Gabe
ein Proliferationsstopp festgestellt werden. Im Gegensatz dazu, wurde eine Zellproliferation
ohne Intervention mit LPS 4 d nach Naphthalin-Gabe beobachtet (Abb. 23). Ohne LPS-Gabe
waren 38,2% proliferierende Zellen und nach einmaliger LPS-Gabe nur noch 7%
proliferierende Zellen 4 d nach Naphthalin-Gabe im Trachealepithel vorhanden (Abb. 34).
In dieser Arbeit sollte primar der Gesamteffekt einer einmaligen Gabe von LPS auf

die Regeneration des Trachealepithels untersucht werden. Dazu wurde eine Konzentration
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von 5 ug/g Mausgewicht LPS gewahlt, die nicht letal wirkt, aber einen immunologischen
Effekt erzielt (Matsuda et al., 2008). Es ist davon auszugehen, dass durch die intranasale
Gabe von LPS nicht die gesamte Menge der verabreichten 5 ug/g tber das Atemwegsepithel
gelangte, sondern ein Teil in der Nase der Maus verblieb. Es ist aullerdem wahrscheinlich,
dass das Epithel nur fir kurze Zeit mit LPS in Berlihrung gekommen ist, bevor es
anschlieend in die intrapulmonalen Atemwege gelang. Das in dem intrapulmonalen
Atemwegsepithel verbliebene LPS bewirkte nur eine transiente Entziindung, so dass die
Tiere nicht durch LPS gestorben sind. Obwohl mit der verwendeten Menge von LPS ein
Proliferationsstopp wahrend der Regeneration des Trachealepithels erzeugt wurde, kann
nicht ausgeschlossen werden, dass eine geringere Menge als 5 pg/g Mausgewicht LPS
einen positiven Effekt auf das Trachealepithel bewirkt werden kdnnte. Da Muller-Decker et
al. (2005) aber =zeigten, dass bei niedriger Konzentration von LPS ebenfalls ein
Proliferationsstopp hervorgerufen wird, sollte ein positiver Effekt ausgeschlossen werden
konnen. Ein negativer Effekt auf die Regeneration des Trachealepithels kdnnte also auch mit

einer geringeren Konzentration als 5 pg/g Mausgewicht LPS induziert werden.

Allerdings haben Shaykhiev et al. (2008) einen positiven Effekt von LPS auf die Wundheilung
beobachtet. Die Arbeitsgruppe konnte in vitro eine erhéhte Zellproliferation mit
anschlielRender Zellmigration von Atemwegsepithelzellen bei einer Gabe von 1 ug/ml LPS
(E. coli 0111:B4) beobachten (Shaykhiev et al., 2008). Sie gehen davon aus, dass der
positive Effekt der Wundheilung durch die Aktivierung von TLR 2 und/oder TLR 5 verursacht
wurde, so dass neben LPS noch andere mikrobielle Bestandteile vorhanden waren. Denn mit
einem anderen LPS-Stamm (ultra-pure) wurde kein signifikant positiver Effekt auf die
Wundheilung beobachtet (Shaykhiev et al., 2008).

Meine Ergebnisse widersprechen der Theorie, dass LPS die Wundheilung im Trachealepithel
beschleunigt. Im Gegensatz zu Shaykhiev et al. (2008) wurden meine Untersuchungen des
Atemwegsepithels in vivo durchgefuhrt. Ein weiterer Unterschied ist die von mir verwendete
Konzentration von LPS, die wesentlich héher war (5 pg/g) als die der Arbeitsgruppe um
Shaykhiev (2008) (1 pg/ml).

Obwohl der gleiche LPS-Stammes aus E. coli (0111:B4) verwendet wurde, wurden in vitro
und in vivo mit unterschiedlichen Konzentrationen (1 pg/ml versus 5 pg/g) unterschiedliche
Proliferationseffekte wahrend der Regeneration des Atemwegsepithels erzielt. Da, wie oben
beschrieben, Miuller-Decker et al. (2005) ebenfalls mit geringen Konzentrationen von LPS
einen Proliferationsstopp beobachteten, spielt der durch LPS Uber TLR 4 induzierte NF-kB-
Signalweg woméglich eine bedeutende Rolle.

Es ist bekannt, dass LPS Uber den TLR 4, der sich auf den Epithelzellen befindet (Medzhitov
et al., 1997; Takeda et al., 2003; Basu und Fenton, 2004), den NF-kB-Signalweg aktiviert.
Der TLR 4 gilt als zentraler physiologischer LPS-Rezeptor (Heine et al., 1999; Hirschfeld et
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al., 2000; Yang et al., 2000). Wird also durch LPS ein Signal an die Zelle geleitet, kommt es
zur Degradation des IkB (inhibitorisches kB-Protein), welches im Zytoplasma an NF-kB
gebunden ist und dadurch NF-kB im Zytoplasma zurlickhalt. Durch die Degradation von kB
liegt nun NF-kB im Zytoplasma frei, kann in den Zellkern translozieren, dort an die DNA
binden und die Transkription von Genen, wie pro-inflammatorischer Zytokine, beeinflussen
(Karin und Ben-Neriah, 2000; Wang et al., 2001; Basu und Fenton, 2004; Chen, 2005;
Hayden und Ghosh, 2004; Gilmore, 2006). Durch die spezifische Bindung von NF-kB an die
DNA konnen transkriptionsfordernde oder —hemmende Wirkungen entstehen (Perkins,
2007).

Allerdings ist hier unklar, wie lange die proliferationshemmende Wirkung der
Trachealepithelzellen durch das aktive NF-kB anhielt und wodurch diese Inhibition wieder
aufgehoben wurde, da nach 15 d ein morphologisch regeneriertes Epithel vorhanden war.
Aulerdem ist unklar, warum Shaykhiev et al. (2008) keinen Proliferationsstopp beobachtet
haben. Da der TLR 4 als der LPS-Rezeptor gilt, kdnnte dieser primar fir negative Effekte
und der TLR 2 sowie der TLR 5 fiur positive Effekte verantwortlich sein. Wird also LPS
verabreicht, so wird in vivo das Signal hochstwahrscheinlich primar Uber den TLR 4
vermittelt.

Meine Daten zeigen also, dass die Zellen des Trachealepithels nach Naphthalin-Gabe
normal proliferierten und differenzierten, wahrend bei einer einmaligen Gabe von LPS
wahrend der Regeneration ein transienter Proliferationsstopp, welcher wahrscheinlich durch

eine TLR 4-Stimulation mit anschlielender NF-kB-Aktivierung hervorgerufen wurde.

Auffallig war, dass LPS zu CC10-immunreaktiven Zellen fuhrte. Jedoch nicht zu einer
Erhéhung der mRNA-Expression gegenliber den 4 d Naphthalin-behandelten Tieren ohne
LPS. Wenn CC10 ein Marker fiir die Differenzierung ware, ware die Regeneration nach LPS-
Gabe schneller verlaufen. Meine histologischen Untersuchungen sprechen jedoch dagegen,
denn diese zeigten ein schlechter regeneriertes Trachealepithel (Abb. 27G und 27H, 27J und
27K).

Aus der Literatur geht hervor, dass sich die Sekretion von CC10 nach LPS-Gabe in den
intrapulmonalen Atemwegen verringert (Arsalane et al., 2000). Dagegen bleibt die mRNA-
Expression nach einer LPS Administration unverandert (Hacket et al., 1992). Dies kann der
Grund sein, warum sich die mRNA-Expression nach LPS-Gabe nicht verandert hat.
Méglicherweise wird standig eine geringe Menge an CC10 freigesetzt, die nun durch LPS
inhibiert wurde, so dass das Protein CC10 in den nicht-zilientragenden Zellen akkumuliert

und deswegen immunhistochemisch nachweisbar war.

LPS verzogert also kurzzeitig die Regeneration des Atemwegsepithels der Trachea der

Maus. Bei einer Intervention mit LPS wahrend der Proliferation (48 h nach Naphthalin-Gabe)
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wurde also die Proliferation gestoppt und das Epithel regenerierte sich nicht bis 4 d nach
Naphthalin-Gabe. Wurde dagegen 12 h spater mit LPS interveniert (60 h nach Naphthalin-
Gabe), also zum Zeitpunkt der beginnenden Differenzierung, so konnten sich die
Epithelzellen bis 4 d nach Naphthalin-Gabe regenerieren. Der Zeitpunkt der LPS-Intervention
spielt also eine entscheidende Rolle fir den Verlauf der Regeneration der Epithelzellen bis
4 d nach Naphthalin-Gabe. 15 d nach Naphthalin-Gabe ist das Trachealepithel, obwohl mit

LPS interveniert wurde, wieder regeneriert.

5.3.2 Auswirkung von LPS auf den Transport nach der Regeneration

eingeschrankter Transport in den Naphthalin-behandelten Tieren bei LPS-Gabe nach
60 h

Ein gerichteter Transport ist abhangig von korrekt ausgerichteten Zilien und Voraussetzung
fir ein gut funktionierendes Atemwegsepithel. Ist der Transport gestort, kdnnen inhalierte
Substanzen nicht mehr effektiv entfernt werden (Gudis et al., 2010). Die Applikation von LPS
48 h nach Naphthalin-Gabe verursachte keinen verminderten Transport nach 15 d
gegenlber den dazugehorigen Kontrollen (Abb. 37). Dagegen wurde 60 h nach Naphthalin-
Gabe eine signifikant verminderte Transportleistung im Trachealepithel nach 15 d gegenilber
den Kontrollen beobachtet (Abb. 37). Insgesamt war die Transportleistung, der 15 d
Naphthalin-behandelten Tiere ohne LPS besser als die Transportleistung der 15 d
Naphthalin-behandelten Tiere mit LPS.

Eine verminderte Transportleistung kénnte durch eine geringe Anzahl zilientragender Zellen
im Epithel (Wanner et al., 1996) oder durch eine verminderte Zilienschlagfrequenz
entstanden sein (Wanner et al., 1996; Henning et al., 2008). Aulerdem ware es moglich,
dass der Transport von der Zilienlange zilientragender Zellen abhangig ist.

Meine Untersuchungen zeigen, dass die Anzahl der zilientragenden Zellen nach 15 d Uber
dem Band- und Knorpelbereich in den Naphthalin-behandelten Tieren, die zusatzlich LPS
erhalten haben, im Vergleich zu den Kontroll-Tieren gleich blieb (Abb. 41). Somit kann eine
verminderte Anzahl zilientragender Zellen als Ursache der verminderten Transportleistung
ausgeschlossen werden.

2008 beobachteten Henning und Kollegen eine verringerte Transportleistung, wenn eine
verringerte Zilienschlagfrequenz nachgewiesen wurde. Da bei der Intervention mit LPS 60 h
nach Naphthalin—Gabe keine verminderte Zilienschlagfrequenz gemessen wurde (Abb. 36),
ist die verringerte Transportleistung nicht auf die Zilienschlagfrequenz zuriickzufihren. Bei
meinen Untersuchungen der Transportleistung wahrend der Regeneration 4 d nach
Naphthalin-Gabe habe ich ebenfalls eine verminderte Transportleistung und eine normale

Zilienschlagfrequenz beobachtet (Abb. 26 und 25). Hier wurden kurze Zilien zilientragender



Diskussion 97

Zellen in den REM-Aufnahmen und Semidinnschnitt-Farbungen festgestellt (Abb. 13A).
Es koénnte also sein, dass der zusammengebrochene Transport auf die zu kurze
Zilienlange zurlickzufiihren ist. Durch Uberpriifung der Flache kurzer und normal langer
Zilien in den REM-Aufnahmen von den 15 d Tieren, die nach 60 h LPS erhalten haben und
auf ihre zilienvermittelte Transportleistung untersucht wurden, kann gesagt werden, dass von
den ausgewerteten zilientragenden Zellen 15% kurze und 85% normal lange Zilien auf dem
Trachealepithel der Naphthalin-behandelten Tiere vorhanden waren. In den dazugehdrigen
Kontrollen wurden dagegen nur 2% kurze und 98% normal lange Zilien auf den
ausgewerteten zilientragenden Zellen ermittelt (Abb. 44). Zur Uberpriifung der REM-Bilder
wurden die dazugehdrigen Transportfilme der 15 d Naphthalin-behandelten Tiere, die nach
60 h mit LPS behandelt wurden, nochmals visuell analysiert. Hier konnte bestatigt werden,
dass bei den Tieren mit vermehrt kurzen Zilien ein eingeschrankter Transport beobachtet
wurde.
Die Stérung der Transportleistung kann mit der Stérung der Differenzierung zilientragender
Zellen 60 h nach Naphthalin-Gabe zusammenhangen. Eine mdgliche Erklarung dafir ware
die entstandene Interaktion zwischen FoxJ1 und dem NF-kB-Signalweg. Aus einer friheren
Studie geht hervor, dass die Aktivierung von NF-kB zu einer Inhibition von FoxJ1 fihrt (Lin et
al., 2004). Bei den Tieren, die nach 48 h LPS erhalten haben, wurde hingegen keine
verminderte Transportleistung durch verkiirzte Zilien beobachtet. Hier hatte noch keine
Differenzierung der Epithelzellen stattgefunden, so dass es zu keiner Inhibierung von FoxJ1
hatte kommen kdnnen.
Neben der verminderten Transportleistung war auffallig, dass LPS-Gabe in Naphthalin-
geschadigten Tracheen haufiger Wirbel beobachtet werden konnten. Allerdings kann die
verminderte Transportleistung nicht eindeutig auf die Entstehung von Wirbeln zugeflihrt
werden. Denn in den 15 d Naphthalin-behandelten Tieren, die nach 48 h LPS erhalten
haben, wurden in insgesamt 3 von 6 Tieren Wirbel beobachtet, aber kein verminderter

Transport festgestellt.
Vermehrte Wirbelbildung nach LPS-Gabe

Nach der Regeneration des Trachealepithels wurde verstarkt in den mit LPS behandelten
Naphthalin-behandelten Tieren (5 von 12 Tieren) eine Stérung in der Ausrichtung der
zilientragenden Zellen festgestellt (Abb. 40).

Normalerweise sind in einem gesunden zilientragenden Epithel die Zilien genau in eine
Richtung orientiert. Dieses Phadnomen wird als planare Zellpolaritat bezeichnet (PCP, planar
cell polarity). Uber den PCP-Signalweg (auch bezeichnet als Wnt/JNK (Jun N-terminale
Kinase)-Signalweg) wird die Orientierung von Haaren und Borsten kontrolliert (Strutt et al.,
1997; Veeman et al., 2003; Strutt, 2003). 2007 zeigten Jones und Chen, dass der PCP-
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Signalweg die Haarzellpolaritat steuern kann. Wird der PCP-Signalweg gestort, kommt es zu
Defekten in der Haarzellpolaritat (Montcouquiol et al., 2003). Dadurch kann die Orientierung
von Haaren beeintrachtigt werden und es kénnen sich Haarwirbel bilden (Guo et al., 2004,
Wang et al., 2010).

Bisher befinden sich in der Literatur keine Daten zu Wirbeln oder ungerichtetem Transport
durch nicht korrekt ausgerichtete zilientragende Zellen im Atemwegsepithel. Aus Studien zur
Orientierung von Haarmustern geht hervor, dass eine Deletion des Frizzled6 (Fz6)-Gens im
PCP-Signalweg Wirbel verursacht (Guo et al. 2004, Wang et al., 2010). Es kénnte also sein,
dass im Atemwegsepithel ebenfalls eine Stoérung des PCP-Signalweges durch die
Intervention mit LPS wahrend der Regeneration der Epithelzellen hervorgerufen wurde und
dadurch eine falsche Orientierung zilientragender Zellen entstanden ist.

Bisher ist der Zusammenhang zwischen dem PCP-Weg und LPS unklar. Hinzukommt, dass
es keine Untersuchungen zum PCP-Weg im Atemwegsepithel gibt. Meine Daten legen
jedoch nahe, dass LPS zu einer Stérung des Atemwegsepithels fiihren kann, die den
Transport beeintrachtigen, obwohl die Zellanzahl sich nach der Regeneration nicht

verandert.

Interessanterweise haben meine Arbeitskollegen bei Transportuntersuchungen in humanen
Atemwegen ebenfalls Wirbel im Atemwegsepithel beobachtet. Diese waren aber nicht im
Trachealepithel, sondern in den intrapulmonalen Atemwegen vorhanden. Das humane
Lungenmaterial kommt von alteren Patienten, die meist langjahrige Raucher waren und bei
denen ein Karzinom vermutet wurde. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass sich beim
Menschen durch eine langfristige Stérung Wirbel im Atemwegsepithel durch fehlerhaft

ausgerichtete zilientragende Zellen entwickelt haben (Abb. 46).

Abbildung 46 Partikel, die sich im humanen Atemwegsepithel der Lunge im Wirbel bewegen. Ein Partikel hat eine
durchschnittliche GréRe von 4,5 pym. Dieses Bild wurde mir mit freundlicher Genehmigung von Peter Kénig und Karina Weinhold
zur Verfuiigung gestellt.
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Zusammengefasst kann gesagt werden, dass durch eine einmalige Gabe von LPS wahrend
der Regeneration des Atemwegsepithels die Transportleistung des regenerierten Epithels
langfristig vermindert werden kann, weil vermehrt kurze Zilien im sich noch immer
regenerierenden Epithel vorhanden sind. Dariber hinaus kann die Orientierung der
zilientragenden Zellen gestoért werden, was sich im Atemwegsepithel als Wirbelbildung zeigt.
Werden durch gebildete Wirbel im zilientragenden Atemwegsepithel Partikel nicht mehr
ordnungsgemaly abtransportiert, konnte dies zu einer hoheren Infektanfalligkeit flhren.
Langfristig ist es auch mdglich, dass der lokal gestorte Transport die Tumorbildung im
Epithel erhéhen kénnte.

Eine schematische Zusammenfassung der Auswirkungen nach einmaliger Gabe von LPS ist
in der Abbildung 47 dargestellt.
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Abbildung 48 schematische Darstellung des Trachealepithels nach Naphthalin-Gabe, wenn zusatzlich nach 48 h oder 60 h mit

LPS interveniert wurde.

Das gesunde Trachealepithel besitzt an der Basalmembran haftende zilientragende, nicht-zilientragende und Basalzellen. 48 h

nach Naphthalin-Gabe sind nur noch Basalzellen auf der Basalmembran vorhanden. Wird zu diesem Zeitpunkt mit LPS

interveniert, befinden sich 4 d nach Naphthalin-Gabe immer noch die Basalzellen alleine auf der Basalmembran. Wird 60 h nach

Naphthalin-Gabe mit LPS interveniert, befinden sich 4 d nach Naphthalin-Gabe vermehrt Basalzellen auf der Basalmembran

und es ist ein nahezu geschlossener Epithelverband mit kurzen Zilien zu beobachten. 15 d nach Naphthalin-Gabe ist das

Trachealepithel regeneriert, jedoch mit vermehrt kurzen und falsch orientierten Zilien.
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5.4 LPS kann langfristige Schaden verursachen

Meine Ergebnisse zeigen, dass eine einmalige Gabe von LPS einen Proliferationsstopp
wahrend der frilhen Regeneration (36 h bis 48 h nach LPS-Gabe) auslést. Obwohl die
Regeneration kurzzeitig gestoért wurde (4 d nach Naphthalin-Gabe), war das Trachealepithel
15 d nach Naphthalin-Gabe morphologisch wieder regeneriert. Dieses morphologisch
regenerierte Trachealepithel besald 15 d nach Naphthalin-Gabe, wenn zusatzlich mit LPS
interveniert wurde, eine gleichbleibende Anzahl zilientragender Zellen, wahrend nicht-
zilientragende Zellen und Basalzellen geringfligig verschoben im Vergleich zu dem nur mit
Naphthalin regenerierten Trachealepithel. Viel wichtiger jedoch war die Auswirkung von LPS
auf die Funktion des regenerierten Trachealepithels. Es schien zwar in seiner Zellanzahl
zilientragender Zellen unauffallig zu sein, zeigte aber eine eingeschrankte Transportleistung.
Diese verminderte Transportleistung war auf zwei Faktoren zurlickzuflhren: a) vermehrt

kurze Zilien zilientragender Zellen und b) falsche Orientierung der zilientragenden Zellen.

LPS wahrend der Regenration kénnte dazu flhren, dass die Atemwege langfristig schlechter
infektiose oder toxische Substanzen transportieren und daher anfalliger fir Infektionen und

die Bildung von Tumore sind.
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6 Zusammenfassung

Ein gesundes und nicht-geschadigtes Atemwegsepithel ist fiir einen geregelten Abtransport
von Fremdstoffen notwendig. Die Atemwege sind allerdings standig schadigenden
Einflissen ausgesetzt und es kommt kontinuierlich zu Epitheldefekten. Diese kdnnen den
Eintritt von Infektionserregern, Allergenen und Umweltnoxen erleichtern. Daher muss die
Regeneration des Atemwegsepithels schnellstmoglich ablaufen, um weitere Schaden zu
verhindern. Aus einer in vitro-Studie gibt es Hinweise, dass bakterielle Bestandteile wie
Lipopolysaccharide (LPS) die Wundheilung eines geschadigten Atemwegsepithels férdern
kénnen, allerdings ist bisher unklar, ob dies in vivo auch der Fall ist.

Ziel dieser Arbeit war es herauszufinden, welche Auswirkung LPS auf die Regeneration des
Trachealepithels der Maus in vivo wahrend der Proliferationsphase sowie der
Differenzierungsphase des Epithels hat. Hierzu wurde in einem ersten Schritt das
Naphthalin-Schadigungsmodell, das bisher nur fiir distale Atemwege gut etabliert war, an der
murinen Trachea untersucht, um geeignete Interventionszeitpunkte zu definieren. Meine
Untersuchungen haben gezeigt, dass Naphthalin im Trachealepithel neben der Abldsung der
nicht-zilientragenden Zellen ein zusatzliches Abldsen der zilientragenden Zellen innerhalb
von 48 h bewirkte. Die einzig verbleibenden Epithelzellen in der Trachea waren die
Basalzellen, die bereits binnen 24 h begannen zu proliferieren. Bereits 3 d nach Naphthalin-
Gabe konnte ein erster neuer Epithelverband mit kurzen Zilien beobachtet werden. 15 d
nach Naphthalin-Gabe besal} die Trachea ein komplett neu regeneriertes Epithel, bei dem
der Zilienschlag und der Partikeltransport gewahrleistet werden konnten. Fir die Intervention
mit LPS wurde 48 h nach Naphthalin-Gabe gewahlt, weil zu diesem Zeitpunkt nur
Zellproliferation aber noch keine Differenzierung festzustellen war (48 h: Proliferation).
AuRerdem wurde 60 h nach Naphthalin-Gabe ausgewahlt, da dies der friiheste Zeitpunkt der
beginnenden Differenzierung war (60 h: Differenzierung). Durch die einmalige Gabe von LPS
48 h sowie 60 h nach Naphthalin-Gabe war die Proliferation 4 d nach Naphthalin-Gabe stark
reduziert. Bei Gabe nach 48 h besald die Trachea 4 d nach Naphthalin-Gabe keine
differenzierten Epithelzellen. Bei LPS-Gabe nach 60 h konnte hingegen ein nahezu
geschlossener Epithelverband nachgewiesen werden, dessen Differenzierung aber
gegenuber der Kontrolle verzdégert war. Nach 15 d war bei LPS-behandelten Tracheen ein
morphologisch regeneriertes Epithel mit einer normalen Zilienschlagfrequenz nachweisbar.
Allerdings war bei LPS-Gabe nach 60 h LPS die Partikeltransportgeschwindigkeit nach 15 d
reduziert, was auf eine gestdrte Regeneration von zilientragenden Zellen zurtickgefiihrt
wurde. Zusatzlich wurde nach LPS-Gabe vermehrt eine Stérung der Ausrichtung

zilientragender Zellen teilweise mit Wirbelbildung im Epithel beobachtet.
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Diese Untersuchungen zeigen, dass es nach einer einmaligen Applikation von LPS wahrend
der Differenzierung des Trachealepithels trotz weitgehender Regeneration des Epithels zu
anhaltenden Beeintrachtigungen des Partikeltransports kommen kann. Dies kann die
Atemwege anfalliger fur Infektionen und die Bildung von Tumoren machen. Eine férdernde
Wirkung von LPS bei der Regeneration des Atemwegsepithels konnte nicht nachgewiesen

werden.
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