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1 Einleitung und Fragestellung

Jeden Tag atmet der Mensch fast 12.000 1 Luft ein, die mit einer Giber 100 m? groBen Ober-
flache im Kérper Kontakt hat (Silbernagl und Despopoulos, 2012). Diese Luft ist keinesfalls
steril, sondern mit Bakterien, Viren und Partikeln, wie z. B. Feinstaub, angereichert. Trotz-
dem ist der Kérper Uber eigene Abwehrmechanismen imstande, die Fremdkdrper zuver-
lassig zu bekdmpfen bzw. herauszutransportieren. Gelegentlich gelingt es dennoch, dieses
Abwehrsystem zu Uberwéltigen, mit der Konsequenz, dass eine Infektion ausgeldst wird. Um
nachvollziehen zu kdénnen, warum es dazu kommt, muss man das Gesamtsystem verste-
hen. Daflrr fanden in der vorliegenden Arbeit Versuche an Tracheen der Maus statt, da diese
vom Aufbau her humanen Bronchien sehr ahneln (Pack et al., 1980; Kretschmer, 2012). Es
wurde die Interaktion zwischen gesundem Atemwegsepithel und Bakterien untersucht, wo-
bei ein besonderes Augenmerk dem zilienvermittelten Transport, der Anheftung und der
Signaltransduktion galt.

1.1 Aufbau und Funktion des Trachealepithels

Die Trachea bildet bei Saugetieren zusammen mit dem Larynx den proximalen Teil des un-
teren Respirationstrakts und stellt damit die Verbindung zum oberen Respirationstrakt dar.
Sie ist mit einem mehrreihigen, hochprismatischen Epithel ausgekleidet. Die Zellen dieser
Epithelschicht lassen sich in zilientragende und nicht-zilientragende Zellen unterteilen (s.
Abb. 1.1, nachste Seite). Die Zellen des Trachealepithels treten nicht in direkten Kontakt
mit der Luft in den Atemwegen. Eine zweilagige FlUssigkeitsschicht trennt Epithel und Luft
voneinander. Nach bisheriger Theorie umgibt eine Muzin-freie Schicht die Zilien, die sog. pe-
riziliare Flissigkeit. Die zweite Schicht enthalt viele Muzine, heif3t dementsprechend Mukus
und schwimmt auf der perizilidren Flissigkeit oberhalb der Zilien. Diese beiden Schichten
bilden zusammen mit den Epithelzellen der Trachea das System der mukoziliaren Clearance
(s. Kap. 1.1.4). Aktuell haben Button et al. (2012) eine neue Theorie aufgestellt. Sie postu-
lieren, dass die perizilidre Flissigkeit ebenfalls bestimmte Muzine und Mukopolysaccharide
enthalt, die ein Netz um die Zilien bauen und so verhindern, dass Mukus und Partikel zwi-
schen die Zilien gelangen kénnen.
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Abbildung 1.1: Rasterelektronenmikroskopisches Bild (REM-Bild) des trachealen Atemwegsepithels der Maus
von luminal. (1) entspricht einer zilientragenden Zelle, (2) einer nicht-zilientragenden Zelle.

1.1.1 Nicht-zilientragende Zellen

Nicht-zilientragende Zellen machen bei Mausen, den Versuchstieren in der vorliegenden Ar-
beit, etwa 65 % der Zellen innerhalb des Epithelverbundes aus (Pack et al., 1980). Zu diesen
Zellen gehoéren Basalzellen, die auf der Basalmembran sitzen und keinen Kontakt zum Lu-
men haben. Aus ihnen differenzieren sich die verschiedenen Zelltypen. Sie stellen somit die
Regenerationsreserve des Epithels dar (Wanner et al., 1996). Neben diesen Zellen sind drei
weitere nicht-zilientragende Zellarten bekannt, die auf der Basalmembran sitzen und bis in
das Lumen der Trachea reichen. Zu ihnen z&hlen (a) sekretorische Zellen, (b) endokrine
Zellen und (c) Blrstenzellen. Den gréBten Anteil der nicht-zilientragenden Zellen machen
dabei sekretorische Zellen und Basalzellen aus. Endokrine Zellen und Blrstenzellen stellen
nur einen geringen Anteil.

1.1.2 Zilientragende Zellen

Zilientragende Zellen sitzen auf der Basalmembran und reichen in das Lumen der Trachea.
Sie besitzen auf ihrer Oberflache jeweils etwa 200 Kinozilien mit einer durchschnittlichen
Lénge von 6 um und einem Durchmesser von 0,1 bis 0,2um (Wanner et al., 1996). Kino-
zilien sind aus Mikrotubuli aufgebaut. Jeder einzelne Mikrotubulus ist ein Heterodimer aus
a-Tubulin, s-Tubulin und stabilisierenden Begleitproteinen. Diese Mikrotubuli bilden komplet-
te A-Tubuli und inkomplette B-Tubuli, die durch Tektine untereinander verbunden sind (Linck
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et al., 1985). Die Anordnung in einer Zilie erfolgt in der ,9x2+2”-Struktur (s. Abb. 1.2).
Dabei bilden neun Mikrotubulus-Doubletten, die jeweils aus einem A-Tubulus und einem B-
Tubulus bestehen, einen duB3eren Ring. In dessen Mitte sind zwei Zentraltubuli miteinander
verbunden und bilden den Rest der ,9 x 2 +2”-Struktur (Mizuno et al., 2012). Radial spo-
kes verbinden sowohl die dufBeren neun Mikrotubulus-Doubletten miteinander als auch in
radidrer Anordnung die aufBeren mit den inneren Mikrotubuli (Luck, 1984).

Abbildung 1.2: Schematischer Aufbau eines Kinoziliums. (A) bezeichnet einen kompletten A-Tubulus, (B) den
inkompletten B-Tubulus. (1) stellt radial spokes dar, die sowohl die duBBeren Doubletten untereinander als auch
die &uBeren mit den inneren Doubletten verbinden. (2) ist der &uBere Dyneinarm und (3) der innere Dyneinarm,
die zusammen fur die Bewegung der Zilien von entscheidender Bedeutung sind.

Kinozilien wachsen aus dem Kinetosom und bleiben dort auch verankert (Lillmann-Rauch
und Paulsen, 2012). Dieses Kinetosom besteht aus neun Mikrotubulus-Tripletts, jedes die-
ser Tripletts wiederum aus einem kompletten und zwei inkompletten Tubuli (LGllmann-Rauch
und Paulsen, 2012). Die Bewegung eines Kinoziliums entsteht durch Verschieben benach-
barter Mikrotubulus-Doubletten gegeneinander. Jeder A-Tubulus des auBBeren Rings einer
Kinozilie verfligt sowohl lber einen inneren als auch einen auBeren Dyneinarm (LUllmann-
Rauch und Paulsen, 2012), die zusammen fir den Zilienschlag verantwortlich sind.

1.1.3 Zilienschlag

Die Interaktion der inneren und &uBeren Dyneinarme in den Kinozilien verursacht den Zi-
lienschlag. Unter Spaltung von Adenosintriphosphat (ATP) gleiten diese Dyneinarme am
B-Tubulus der benachbarten Mikrotubulus-Doublette Richtung Basis entlang. Aufgrund der
Verankerung der Doubletten am Kinetosom erfolgt keine Gleitbewegung, sondern eine Ver-
biegung des Ziliums (Ldllmann-Rauch und Paulsen, 2012). Dieser Ablauf findet abwech-
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selnd in der einen bzw. der anderen Hélfte der Zilie statt, so dass die charakteristische
schnelle Vorwértsbewegung (effective stroke) und die langsamere Rlckstellbewegung (re-
covery stroke) entstehen (Lullmann-Rauch und Paulsen, 2012). An jedem Kinetosom gibt es
einen Ful3, der mit seinem verjliingten Ende in Richtung des effective stroke zeigt (Gibbons,
1961). Die FUBe aller Kinetosomen einer Zelle zeigen etwa in dieselbe Richtung, so dass
die Zilien einer Zelle dadurch ebenfalls alle in eine Richtung schlagen (Holley und Afzelius,
1986).

Neben dem effective und dem recovery stroke kommt es wahrend eines Zilienschlags noch
zu einer Ruhephase. Die Reihenfolge ist dabei immer (a) effective stroke, (b) resting phase,
(c) recovery stroke, um danach gleich wieder in den nachsten effective stroke Uberzugehen
(Wanner et al., 1996). Im effective stroke sind nach Sleigh et al. (1988) und Wanner et al.
(1996) die Zilien vollstandig ausgestreckt und beginnen mit dem Schlag nahezu senkrecht
zur Zelloberflache (s. Abb. 1.3, Nr. 2 und 4). Wahrend des Schlages beschreiben sie einen
Winkel von etwa 110° und transportieren dabei Mukus (Wanner et al., 1996). Nach kurzer
Ruhephase erfolgt der recovery stroke. Dabei bewegen sich die Zilien in verkirztem Zustand
etwa 180° mit Tendenz nach rechts (auf die Richtung des effective stroke bezogen, s. Abb.
1.3, Nr. 1 und 3) in ihre Ausgangsposition (Wanner et al., 1996). Die Verklrzung der Zilien
hat die Funktion, den im effective stroke beférderten Mukus nicht wieder zurlickzubewegen.
Die Geschwindigkeit des effective stroke ist etwa dreimal hdher als die Geschwindigkeit des
recovery stroke (Wilson et al., 1975).

Abbildung 1.3: Schematischer Ablauf eines Zilienschlags nach Sleigh et al. (1988). Die Bilder 1 und 2 zeigen
das Kinozilium von der Seite und die Bilder 3 und 4 von oben. Die Bilder 1 und 3 stellen den langsamen
recovery stroke dar, die Bilder 2 und 4 den schnellen effective stroke. Die gestrichelte rote Linie demonstriert
den gesamten Bewegungsablauf.

Bei Erhdhen der Zilienschlagfrequenz werden alle drei Phasen verkirzt, insbesondere aber
die Ruhephase und der recovery stroke (Sanderson und Dirksen, 1985). Um einen Trans-
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port Uber die Trachea aufzubauen, missen nicht nur die Zilien einer Zelle koordiniert wer-
den, sondern auch die Zellen der Umgebung. In der Trachea liegt physiologisch eine me-
tachronale Welle' vor (Wanner et al., 1996). Welche Faktoren zum Entstehen dieser Welle
beitragen, ist noch relativ unklar, man vermutet u. a. einfache mechanische Phanomene. Die
Theorie ist, dass Zilien bei Verlassen der Ruhephase und Ubergang in den recovery stroke
umgebende, ruhende Zilien berthren und diese dadurch anregen, zeitlich versetzt, auch in
den recovery stroke Uberzugehen (Gheber und Priel, 1990). Da die Koordination zwischen
den zilientragenden Zellen nach Gheber und Priel (1989) auch Uber Gebiete mit groB3en
Licken hinweg funktioniert, muss es noch andere Mechanismen fir die Synchronisierung
geben, die aber bisher weitgehend unerforscht sind.

Die Zilien in der murinen Trachea schlagen unter Ruhebedingungen ex-vivo mit einer Fre-
quenz von ca. 10-12Hz (Kénig et al., 2009; Simet et al., 2010). Beim Menschen kénnen sie
eine Befoérderungssgeschwindigkeit von etwa 4 - 20 mm/min erreichen (Wanner et al., 1996).
Bei Abnahme der Temperatur verringert sich die Schlagfrequenz (Green et al., 1995), bei
Temperaturanstieg und/oder Zugabe bestimmter Stoffe (z.B. ATP, Serotonin) erhéht sich
diese (Morse et al., 2001; Kdnig et al., 2009; Zhao et al., 2012).

1.1.4 Mukoziliare Clearance

Bei jedem Atemzug werden Pathogene, Staub und andere Fremdstoffe eingeatmet. Damit
sie nicht in den Atemwegen liegenbleiben, weder passiv noch aktiv schaden, miissen sie
wieder herausbeférdert werden. Diese Aufgabe erflillt das System der mukoziliaren Clea-
rance (Knowles und Boucher, 2002).

Wie schon oben beschrieben, bilden die Zellen des Trachealepithels und ihre produzierten
Substanzen, Flissigkeit und Muzine, eine Einheit. Die Epithelzellen sind die Basis des Sys-
tems, darauf befinden sich die zwei Flissigkeitsschichten mit unterschiedlicher Viskositat.
Die untere der beiden Schichten, die weniger viskdse, stellt den Bewegungsraum der Zilien
dar (Wanner et al., 1996). Die obere Schicht mit der vom Hydratationszustand abhéangi-
gen Viskositat entspricht dem Transportmedium. In diesem werden Pathogene, Fremdstoffe
und Detritus mechanisch und chemisch gebunden (Murphy et al., 2008a). Uber den be-
reits beschriebenen Zilienschlag (s. Kap. 1.1.3) werden die in Mukus gebundenen Partikel
in Richtung Larynx transportiert. Dort angekommen, werden sie entweder verschluckt oder
durch Husten und Ausspucken ausgeschieden (Wanner et al., 1996). Um Partikel so elimi-
nieren zu kdnnen, muss nach vorherrschender Theorie Mukus vorhanden sein. Wenn es nur
perizilidre Flussigkeit gibt, findet nach Meinung von Matsui et al. (1998) sowie Knowles und
Boucher (2002) kein Transport statt. Ihrer Meinung nach wird lediglich Mukus transportiert,
die periziliare Flissigkeit jedoch nur sekundar mitbewegt (s. Abb. 1.4, nachste Seite).

'vergleichbar mit einer sog. La-Ola-Welle, wie z. B. im FuBballstadion
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Abbildung 1.4: Vorherrschende Theorie der mukozilidren Clearance (Matsui et al., 1998; Knowles und Boucher,
2002). Nicht-zilientragende (1) und zilientragende (2) Zellen bilden das Epithel. (a) Mukus (4) schwimmt auf der
perizilidren Flussigkeit (3) und wird durch die Zilien bewegt. Am Mukus haften Partikel und Bakterien (5), die in
Richtung Larynx transportiert werden. (b) Nach Entfernung des Mukus bricht nach dieser Theorie der Transport
zusammen, da die Zilien prim&r den Mukus und nur sekundar die periziliére Fllssigkeit bewegen.

Nach bisherigem Stand der Forschung muss die perizilidre Flissigkeit Gber eine ganz be-
stimmte Schichtdicke verfligen, um einen Transport von Partikeln zu gewahrleisten (Wid-
dicombe und Widdicombe, 1995). Diese Schicht betragt etwa 6-7 um, ist also gerade so
dick, dass die Zilien in ihr die Bewegung ausfiihren kdnnen, gleichzeitig mit ihren Spitzen
aber noch die auf ihr schwimmende Muzinschicht erreichen und diese in Richtung Larynx
transportieren (Tarran et al., 2001a; Leopold et al., 2009). Wenn zu viel Flissigkeit vorhan-
den ist, kann Mukus demnach nicht mehr transportiert werden, weil die Zilien ihn nicht mehr
erreichen. Bei zu wenig Fllssigkeit bricht der Transport ebenfalls zusammen, da die za-
he Muzinschicht die Bewegung der Zilien verhindert (Widdicombe und Widdicombe, 1995).
Clunes und Boucher (2011) verweisen darauf, dass auch der Mukus imstande ist, tGber Flis-
sigkeitsaufnahme bzw. -abgabe die Menge der perizilidren Flissigkeit zu beeinflussen. Der
Notwendigkeit einer genau definierten Schichtdicke widersprechen ebenfalls Kerem et al.
(1999), die Patienten mit systemischen Pseudohypoaldosteronismus und dadurch beding-
tem Ausfall der Natriumresorption im Atemwegsepithel untersuchten. Bei diesen Patienten
konnten sie trotz der durch die osmotische Wirkung des Natriums gréBeren Menge peri-
zilidrer Flussigkeit eine bei Erwachsenen erhéhte mukozilidre Clearance messen. Weitere
Erkenntnisse der Literatur sprechen ebenfalls gegen die Theorie, dass die Menge der pe-
rizilidren Flissigkeit exakt reguliert sein muss. So beschreiben Tarran et al. (2001b) sowie
Randell und Boucher (2006), dass die Dicke der perizilidren Flissigkeitsschicht Gber den
verschiedenen Zellarten im Trachealepithel unterschiedlich ist: Die H6he betragt Gber zili-
entragenden Zellen etwa 7 um, Uber nicht-zilientragenden Zellen etwa 3 um. Somit besitzt
die perizilidre Flussigkeit keine durchgéngig einheitliche Dicke, was auch gegen deren exak-
te Regulation spricht. Desweiteren konnte bei Patienten mit cystischer Fibrose, bei der die
Dicke der periziliaren Fllssigkeitsschicht verringert ist (Tarran et al., 2001b) und Patienten
mit chronisch obstruktiver Lungenerkrankung durch Inhalation mit hypertoner Salzlésung
ein schnellerer Partikeltransport assoziiert mit einer Verbesserung der pulmonalen Situation
erreicht werden (Donaldson et al., 2006; Elkins et al., 2006).

In murinen Bronchien (Borthwick et al., 1999) existiert physiologisch kein Mukus. Trotzdem
funktioniert dort der zilienvermittelte Transport. Auch Klein et al. (2009) konnten bereits an
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murinen ex-vivo Tracheen den zilienvermittelten Transport von 4,5 um-grof3en Polystyren-
partikeln (Dynabeads) nach Entfernung des dort regulér vorhandenen Mukus nachweisen.
Allerdings ist aktuell noch véllig unklar, ob auch Bakterien und Viren transportiert werden
und wenn ja, auf welche Art und Weise. Die Notwendigkeit der genauen Regulation der
perizilidren Flussigkeit sowie die Rolle des Mukus fir den Transport sind bisher ebenfalls
nur fir Dynabeads geklart (Klein et al., 2009). Sie bedurfen weiterer Untersuchungen mit
Bakterien und kleinen Partikeln.

1.2 Immunabwehr in der Trachea

Neben der bereits beschriebenen mukoziliaren Clearance (s. Kap. 1.1.4) gibt es in der Tra-
chea noch eine Reihe weiterer organspezifischer SchutzmaBnahmen. Die Kombination aller
Mechanismen kann in den meisten Féllen bereits das primare Eindringen von Fremdstoffen
verhindern bzw. erfolgreich abwehren.

1.2.1 Barrierefunktion

Die Barrierefunktion der Trachea zeichnet sich dadurch aus, dass sie unabhangig von einem
Stimulus aktiv ist. Zu diesen Funktionen gehdrt die mukoziliare Clearance, die einerseits
den mechanischen Abtransport fremder Partikel gewéhrleistet (s. Kap. 1.1.4). Andererseits
findet durch antimikrobielle Peptide, die im Mukus enthalten sind, bereits eine unspezifi-
sche Inaktivierung und Abtétung von Pathogenen statt. Die Sezernierung der Peptide kann
zusatzlich durch Stimuli gesteigert werden. Zu diesen antimikrobiellen Peptiden gehéren
beispielsweise Lysozym, Laktoferrin, 5-Defensine und Calprotectin, die Uber verschiedene
Mechanismen das Wachstum von Mikroorganismen inhibieren bzw. diese abtéten (Ellison
und Giehl, 1991; Bals und Hiemstra, 2004). Bezliglich der Effektivitat der antimikrobiellen
Peptide scheint der Hydratationszustand des Mukus eine wichtige Rolle zu spielen. So be-
schreiben Randell und Boucher (2006), dass bei reduzierter Hydratation des Mukus dessen
PorengréBe zu klein ist und daher die antimikrobiellen Stoffe nicht ihre volle Wirksamkeit
entfalten kénnen.

AuBBerdem verfligt das Trachealepithel durch Zell-Zell-Kontakte Uber eine weitere mechani-
sche Barriere. Desweiteren befinden sich im Mukus Immunglobuline (IgA), die von Plasma-
zellen direkt unter dem Epithel (Lamina propria) sezerniert werden (Murphy et al., 2008b).
Nach ihrer Produktion werden sie durch das Epithel transportiert, ein Teil von ihnen se-
zerniert und so an Mukus gebunden, dass ihre Antigenbindungsstellen in Richtung Lumen
zeigen. Diese sezernierten Immunglobuline kénnen nun durch Abfangen von Bakterien oder
Toxinen deren Anhaften an den Epithelzellen verhindern. Da sie an Mukus gebunden sind,
stellen sie so die Verbindung zwischen Antikérper und mukoziliarer Clearance dar. Somit
ist auch der Abtransport der gebundenen Bakterien und Fremdstoffe gewahrleistet (Murphy
et al., 2008Db).
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1.2.2 Inflammatorische Reaktionen in den Epithelzellen nach
Pathogenerkennung

Neben der zuvor beschriebenen Barrierefunktion existieren Abwehrmechanismen auf zel-
lularer Ebene, die bei Bedarf aktiviert werden kénnen. Diese Aufgabe wird von denjenigen
Zellen Ubernommen, die den ersten Kontakt zu den Bakterien haben, den Epithelzellen.
Damit Epithelzellen bemerken, dass Bakterien eingedrungen sind, mussen sie tber spezi-
elle ,Sensoren” auf ihrer Oberflache verfligen, die bestimmte Merkmale von Bakterien und
anderen Pathogenen erkennen. Diese Sensoren sind Rezeptoren, genauer gesagt pattern
recognition receptors (PRR).

Durch PRR auf den Epithelzellen werden bestimmte pathogen associated molecular pat-
terns (PAMP) auf der Oberflache von Bakterien, Pathogenen und anderen Stoffen erkannt.
Dadurch wird dort intrazellulér eine Signalkaskade initiiert, die zur Aktivierung bestimmter
Gene fuhrt. In Abh&ngigkeit davon, welche PAMPs identifiziert werden, erfolgt die Aktivie-
rung unterschiedlicher Gene. Zu dieser Gruppe der PRR gehéren die fir das Erkennen von
Bakterien sehr wichtigen Toll-like-Rezeptoren (TLR). Bisher sind 13 TLR bei Saugern be-
kannt (Akira et al., 2006; Shi et al., 2011). TLR verflgen Uber einen grundsétzlich gleichen
Aufbau. Sie sind integrale Membranglykoproteine, die eine extrazellulare Doméne, Leucin-
reiche Wiederholungen (LRR) und eine cytoplasmatische Doméane, die Toll-IL1-Rezeptor-
Domane (TIR), besitzen (O’Neill und Bowie, 2007). TLR1, 2, 4, 5 und 6 befinden sich auf
der Zelloberflache, TLR3, 7 und 9 hingegen in der endosomalen Membran. Mit Ausnahme
des TLR2 bilden sich immer Homodimere der Rezeptoren aus. TLR2 dimerisiert entweder
mit TLR1 oder TLR6 und erkennt je nachdem geringfugig differierende Liganden (Diacylli-
popeptide bzw. Triacyllipopeptide). In der vorliegenden Arbeit spielen TLR2 und TLR4 eine
wichtige Rolle. TLR2 detektiert Lipoteichonsaure (LTA) und Lipoproteine gram-positiver Bak-
terien. TLR4 identifiziert Lipopolysaccharid (LPS) gram-negativer Bakterien (Wieland et al.,
2005; Murphy et al., 2008c; Balamayooran et al., 2010).

Zur Erkennung des LPS durch TLR4 muss LPS zunachst von dem LPS-bindenden Protein
LBP2:3 gebunden werden (Peri et al., 2010, vgl. Abb. 1.5a, nichste Seite). AnschlieBend
muss die Bindung an das Oberflachenprotein CD14%(Haziot et al., 1996) und MD-2°(Nagai
et al., 2002) erfolgen. Danach kann die Interaktion zwischen gebundenem LPS und TLR4
beginnen (Murphy et al., 2008c). Nach Ligandenbindung kommt es zum Andocken von Ad-
aptermolekilen an die cytoplasmatische TIR-Domane des TLR4. Eines dieser Adapterpro-
teine ist MyD888, welches wichtig fir die TLR4-vermittelte Signalkaskade ist (Balamayooran
et al., 2010). Es bildet den sog. MyD88-abhangigen Weg. Nach einigen Zwischenschritten

2Aufgrund der Lange der Fachbegriffe empfieht es sich der besseren Lesbarkeit halber im Text nur mit den
Kurzformen zu arbeiten und in der FuBBnote die eigentliche Bezeichnung zu nennen.

3| BP = LPS-bindendes Protein

4CD14 = cluster of differentiation 14

SMD-2 = Lymphozytenantigen 96

®MyD88 = myeloider Differenzierungsfaktor 88
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(s. Abb. 1.5a) wird das intrazellulére 1xB” phosphoryliert und somit dessen Ubiquitinierung
und Degradation induziert (Murphy et al., 2008c¢). Infolgedessen kann NFxB?® frei in den
Zellkern translozieren. NFxB als Transkriptionsfaktor kann dann durch Binden an regula-
torische Abschnitte der Desoxyribonukleinsdure (DNA) die Transkription bestimmter Gene
induzieren oder verhindern (Covert et al., 2005; Murphy et al., 2008c).
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Abbildung 1.5: TLR4- und TLR2-vermittelte Immunkaskade mit konsekutiver Produktion proinflammatorischer
Mediatoren. Dargestellt sind der MyD88-abhéngige Weg, der sowohl TLR4- (a) als auch TLR2-vermittelt (c)
induziert wird, und der zeitlich verzégert einsetzende MyD88-unabhangige Weg (b), der nur TLR4-vermittelt
ablauft. Einzelheiten s. Kap. 1.2.2.

Neben diesem Weg gibt es noch eine weitere Moéglichkeit zur Translokation von NF«B: den
MyD88-unabhéangigen Weg (s. Abb. 1.5b), der zeitlich verzdgert einsetzt (Kawai et al., 1999;
Kawai et al., 2001; Covert et al., 2005). Dieser Weg ist noch nicht vollstandig entschlisselt.
Dabei wird tiber Zwischenschritte TRIF-vermittelt® TNFa'° gebildet (McWhirter et al., 2004),
das Uber den TNF-Weg die Translokation von NF«B in den Zellkern mit konsekutiver Tran-
skription und Translation von Cytokinen und Chemokinen induziert (Covert et al., 2005).

Die TLR2-induzierte Translokation von NFxB lauft genauso ab wie der MyD88-abhangige
Signalweg des TLR4-Rezeptors (s. Abb. 1.5¢). Nach Ligandenbindung an CD14 (Manukyan

71kB = Inhibitor des xB

8NFxB = nuklearer Faktor kB

°TRIF = TIR-Domane-enthaltender Adapter-induzierendes Interferon-3
OTNFa = Tumor-Nekrose-Faktor o
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et al., 2005) und TLR2 erfolgt die Initiierung der Signalkaskade. Sie durchlauft die gleichen
Schritte wie die TLR4-vermittelte Aktivierung mit Translokation von NFxB in den Zellkern
und mundet damit auch in der Bildung proinflammatorischer Cytokine und Chemokine (Ba-
lamayooran et al., 2010).

Wenn ein Pathogen an einem der PRR erkannt wurde, wird durch die Translokation des
NFxB und die anschlieBende Transkription entsprechender Genabschnitte messenger Ri-
bonukleinsdure (MRNA) gebildet. Diese kann dann der Translation zugefihrt werden und
bringt die entsprechenden Proteine hervor. Im Falle eines Pathogens waren das vor allem
proinflammatorische Cytokine und Chemokine. Um eine UberschieBende Immunantwort zu
verhindern, gibt es aber ebenso Cytokine, die antiinflammatorische Funktionen besitzen.

1.2.3 Nachweis der initialen Entziindungsreaktion in Epithelzellen

Nach Aktivierung von TLR4 bzw. TLR2 werden Uber den beschriebenen Mechanismus (s.
Kap. 1.2.2) NFxB-abhangig proinflammatorische Cytokine und Chemokine gebildet. Um
Aussagen Uber die Effektivitéat der NFxB-Aktivierung anhand der initialen Entziindungsreak-
tion treffen zu kénnen, ist es wichtig zu wissen, ob eine allgemeine Aktivierung des adaptiven
Immunsystems sowie eine Rekrutierung neutrophiler Granulozyten eintritt. Der Nachweis
bestimmter Cytokine und Chemokine bzw. ihnrer mRNA ermd@glicht dies. In der vorliegenden
Arbeit erfolgte die Untersuchung der mRNA — stellvertretend fir die eigentlichen Cytokine
und Chemokine — aufgrund ihrer héheren Sensitivitdt und ihres schnelleren Nachweises
(Huggett et al., 2005).

Um Aussagen Uber eine allgemeine Aktivierung des adaptiven Immunsystems treffen zu
kénnen, bieten sich Interleukin 6 (IL6) und das Monozyten-chemotaktische Protein 1 (MCP-
1) an (Murphy et al., 2008a). In gleicher Weise sind CXCL5, das aus Keratinozyten abge-
leitete Chemokin (KC) und das Makrophagen-inflammatorische Protein 2 (MIP-2) geeignet,
um die Rekrutierungsstarke neutrophiler Granulozyten zu evaluieren (Balamayooran et al.,
2010). Im Folgenden werden diese Cytokine und Chemokine kurz erldutert.

IL6 ist ein Cytokin, welches das T- und B-Zellwachstum sowie deren Differenzierung férdert.
AuBerdem ist es als Akute-Phase-Protein an der hypothalamischen Temperaturregulation
beim Fieber beteiligt (Murphy et al., 2008a). Bei MCP-1 handelt es sich um ein Chemokin,
das Lymphozyten anlockt und somit die Verbindung zum erworbenen Immunsystem darstellt
(Murphy et al., 2008a). Uber die Aktivierung des erworbenen Immunsystems wird einerseits
die aktuelle Infektion verzdgert bekampft. Andererseits tritt im Falle eines erneuten Kontakts
mit dem Pathogen die Immunantwort viel schneller ein (Prinzip einer Impfung).

Im Gegensatz dazu ist das CXCL5 ein inflammatorisches Chemokin, das neutrophile Gra-
nulozyten anlockt und als Antwort auf IL13 oder TNF« freigesetzt wird (Chang et al., 1994;
Balamayooran et al., 2010). Somit sorgt es fir die Aktivierung der angeborenen Immunab-
wehr (Murphy et al., 2008a). Beispielsweise im Rahmen akuter Exazerbationen der chro-
nisch obstruktiven Lungenerkrankung wird CXCL5 vermehrt freigesetzt (Papi et al., 2006).
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Ebenfalls zur Gruppe der Chemokine, die neutrophile Granulozyten anlocken, gehért KC
(Murphy et al., 2008a; Balamayooran et al., 2010). Es lasst sich z. B. nach Exposition ge-
genuber Zigarettenrauch im Bronchoalveolarraum und im Lungenparenchym von Mausen
nachweisen (Demoor et al., 2011). MIP-2 ist ein weiteres Chemokin, das neutrophile Gra-
nulozyten anlockt (Murphy et al., 2008a; Balamayooran et al., 2010). Sie kénnen Pathogene
dann direkt phagozytieren, mittels sezernierter Stoffe abtéten und Gber die Bildung neutro-
philer extrazellularer Netze die Ausbreitung von Bakterien hemmen (Brinkmann et al., 2004;
Hemmers et al., 2011).

1.2.4 Immunreaktion in der murinen ex-vivo Trachea

Grundsétzlich ist also bekannt, wie inflammatorische Reaktionen in den Atemwegen ablau-
fen. Allerdings stammen die Beobachtungen und Erkenntnisse oftmals aus Versuchen, bei
denen man mit Epithelzellen in der Zellkultur gearbeitet hat. Diese Zellkulturen sind leicht
durchzufiihren und reproduzierbar. Ihnen fehlt aber, im Gegensatz zu in-vivo Versuchen,
die Interaktion zwischen Epithel, umgebenden stationdren sowie beweglichen Zellen. Au-
Berdem beinhalten Zellkulturen oftmals nur eine einzige Zellart und nicht die physiologische
Zellvielfalt, wie sie beispielsweise in der Trachea gegeben ist. Diese fehlende Vielfalt und In-
teraktion verhindern es, genaue Aussagen Uber in-vivo Ablaufe treffen zu kénnen. Da in-vivo
Untersuchungen in dieser Art nicht méglich sind, benétigt man ein Modell, dass der in-vivo
Situation nahe kommt. Dafir bietet sich das ex-vivo Modell an, das einen Kompromiss zwi-
schen in-vitro und in-vivo darstellt.

Um Ergebnisse zu erhalten, die zwar im Tierversuch gewonnen, aber idealerweise auf den
Menschen Ubertragbar sind, empfehlen sich murine Tracheen, da sie von ihrem Aufbau her
humanen Bronchien ahneln (Pack et al., 1980; Kretschmer, 2012). Beide besitzen mehrrei-
higes respiratorisches Epithel mit Basalzellen, subepitheliale Driisen und ein Knorpelgrund-
gerust.

1.3 Entstehung von Infektionen

Trotz Einatmen von Pathogenen fUhrt dies nicht immer automatisch zu (wahrnehmbaren)
pulmonalen Infekten. Dennoch muss es bestimmte Bedingungen geben, die zu einem sol-
chen Infekt fihren. Ob die Inkubation mit Bakterien und -wandbestandteilen ausreicht, um
eine Entziindung in gesunden Epithelzellen der murinen ex-vivo Trachea zu induzieren, ist
unklar. Ebenso gibt es keine Untersuchungen, in welcher Zellart bzw. welchen Zellarten
die inflammatorischen Reaktionen entstehen. Naheliegend und daher von Proud und Leigh
(2011) angenommen sind sicherlich zilientragende Zellen, die primar Kontakt zu den Pa-
thogenen haben. In welchem Zeitfenster Reaktionen erwartet werden kénnen und wann sie
maximal sind, ist ebenfalls unklar.
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In der kalten Jahreszeit kommt es zu einer erhéhten Rate pulmonaler Infekte (Fielder, 1989;
Danielides et al., 2002; Hajat et al., 2004). Nach vorherrschender Theorie nimmt man an,
dass kalte, trockene Luft das empfindliche Atemwegsepithel verletzt (Chimenti et al., 2007;
Sue-Chu, 2012) und es dariiber meistens zum Eintritt von primér Viren und sekundar Bak-
terien mit anschlieBender Infektion kommt (Sajjan et al., 2008; Spaniol et al., 2009; Makinen
et al., 2009). Ob diese Theorie als alleinige Erklarung ausreicht oder ob vielmehr die redu-
zierte Zilienschlagfrequenz in Kombination mit einer verédnderten inflammatorischen Reakti-
on in den Epithelzellen die entscheidende Rolle spielt, ist ebenfalls noch ungeklart.

1.4 Fragestellung

Die Interaktion zwischen gesundem Atemwegsepithel und Bakterien kann zu komplexen Ab-
wehrvorgangen bzw. einer Infektion fuhren. Bezlglich der mukozilidren Clearance, die als
wichtiger Abwehrmechanismus fungiert, existieren konkurrierende Theorien (s. Kap. 1.1.4).
Die Unterschiede liegen dabei in der Frage nach der Notwendigkeit von Mukus und genauer
Regulation der Menge periziliarer Flissigkeit. Daraus ergab sich erstens die Frage: STIMMT
DIE BISHERIGE THEORIE DES MUKOZILIAREN TRANSPORTS IN DEN ATEMWEGEN UND WEL-
CHE PARTIKEL WERDEN UBERHAUPT TRANSPORTIERT?

Trotz guter mukozilidrer Clearance kommen Pathogene in Kontakt mit dem Atemwegsepi-
thel (s. Kap. 1). Dies flhrte zu der zweiten Frage: FUHRT DER KONTAKT VON BAKTERIEN MIT
EPITHEL IM EX-VIVO MODELL ZUR SIGNALTRANSDUKTION IN DEN EPITHELZELLEN? WEL-
CHEN ZELLTYP BETRIFFT DAS?

Die mukozilidre Clearance als einer der Hauptabwehrmechanismen in der Trachea wird in
ihrer Wirksamkeit von verschiedenen Faktoren beeinflusst. Sie ist beispielsweise Uber die Zi-
lienschlagfrequenz von der Temperatur insofern abhangig, als sie bei Temperaturreduktion
abnimmt (s. Kap. 1.1.3). Durch diese Abnahme steigt die Kontaktzeit zwischen Epithel und
Bakterien bzw. die Verweildauer der Pathogene in den Atemwegen. Daraus ergab sich als
dritte Frage: WELCHEN EINFLUSS HAT TEMPERATUR AUF DIE ABWEHRFUNKTION? IST DA-
DURCH KOMPENSATORISCH DIE INTRAZELLULARE IMMUNANTWORT HOCHREGULIERT ODER
WIRD SIE IM SINNE EINER DEPRESSION DER GESAMTZELLE HERUNTERGEFAHREN?



2 Material und Methoden

Zur genaueren Untersuchung zilienvermittelten Transports in den Atemwegen der Maus
wurde das ex-vivo Modell gewéhlt und darin der Transport von Partikeln und Bakterien so-
wie deren Anheftungseigenschaften untersucht. AuBerdem waren Interaktionen zwischen
gesundem Atemwegsepithel, Bakterien und ihren Zellwandbestandteilen Gegenstand der
Untersuchungen, um Aufschlisse Uber die Signaltransduktion zu erhalten. Im Zuge dieser
Untersuchungen konnte eine neue Technik zur Gewinnung von Trachealepithelzellen entwi-
ckelt werden.

2.1 Tiertotungsgenehmigung

Das Ministerium fir Umwelt, Naturschutz und Landwirtschaft des Landes Schleswig-Holstein
genehmigte die Tétung der Mause mit anschlieBender Organentnahme zu wissenschaftli-
chen Zwecken (Tiertétungsnummer V 312-72241.122-1).

2.2 Versuchstiere

Far die Versuche wurden mannliche Mause des Stammes C57BL/6NCrl (Charles River La-
boratories, Sulzfeld) und C57BL/6JRj (Janvier, Le Genest-Saint-Isle, Frankreich) im Alter
von 6 bis 30 Wochen verwandt. Die Tiere wurden in der offenen Tierhaltung der Universi-
tat zu Lubeck bzw. ab dem 07.10.2009 in der experimentellen Tierhaltung der zentralen
Tierhaltung der Universitat zu Lubeck gehalten. Die Tiere erhielten Wasser und Futter ad
libitum. In klimatisierten R&umen wurde ein je 12h dauernder Tages- und Nachtrhythmus
gewahrleistet.

2.3 Praparation der Trachea

Die Mause wurden durch Einatmen einer Uberdosis Isofluran (Isofluran Baxter, UnterschleiB3-
heim) getdtet, die subrenale Aorta durchtrennt, der Thorax eréffnet und die Trachea her-
ausprapariert. Die umliegenden Strukturen wie Thymus, Herz und Muskulatur wurden unter
mikroskopischer Kontrolle entfernt bzw. zur Seite geschoben (s. Abb. 2.1a, nachste Seite).
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Danach wurde die Trachea distal an den zwei Hauptbronchien sowie unterhalb des Larynx
mittels einer Mikroschere (FST, Heidelberg) abgetrennt. Nach Sauberung und Entfernung
noch anhangender Gewebereste wurde die jeweilige Trachea mit Minutien (s. Abb. 2.1b)
in einer beheizbaren Kulturschale (Delta T Culture Dish, Bioptechs Inc., Butler, USA) mit
Sylgardboden (Sylgard Polymer 184 Curing Agent Silicone Elastomer, Dow Corning GmbH,
Wiesbaden) so festgesteckt, dass der Musculus trachealis nach oben zeigte. Um einer-
seits das Austrocknen zu verhindern und andererseits die Erndhrung zu gewahrleisten,
enthielt die Kulturschale 2 ml Hepes-gepufferte Ringerlésung (KCI 5,6 mM (Merck KGaA,
Darmstadt), NaCl 136,4 mM (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe), MgCl> 1 mM (Merck
KGaA), CaCl, 2,2mM, (Merck KGaA) Glucose 11 mM (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Mln-
chen), HEPES 10 mM (Carl Roth GmbH & Co. KG), pH 7,4). Daraufhin wurde der Musculus
trachealis der Lange nach durchtrennt, ohne das gegeniberliegende Epithel mit der Schere
zu bertihren (s. Abb. 2.1b). Nach Verwerfen des Mediums wurde der noch auf der Trachea
vorhandene Mukus durch mehrmaliges Spulen mit 1 ml Hepes-gepufferter Ringerlésung von
der Trachea entfernt. AnschlieBend wurden erneut 2 ml Hepes-gepufferte Ringerlésung hin-
zugeflgt.

Abbildung 2.1: Blick auf (a) eréffneten Thorax der Maus: Nr. 1 stellt die Glandula submandibularis, Nr. 2 die Tra-
chea und Nr. 3 die Lunge dar. (b) Festgesteckte Trachea in der Kulturschale. Bild (c) zeigt den Versuchsaufbau
am Hochgeschwindigkeitsmikroskop.

2.4 Messung des zilienvermittelten Transports

Um Aufschluss Uber den zilienvermittelten Transport in der murinen Trachea zu erhalten,
wurde Mukus entfernt und die periziliare Flissigkeit durch ein Ubermaf an Hepes-gepuf-
ferter Ringerlésung ersetzt. AnschlieBend wurden synthetische Partikel und Bakterien hin-
zugegeben. Diese MaBnahmen erméglichten die Untersuchung des rein zilienvermittelten
Transports.
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2.4.1 Ermittlung der Transportgeschwindigkeit

Zur Ermittlung der zilienvermittelten Transportgeschwindigkeit von Partikeln und Bakterien
kam das Mikroskop Axioskop 2 FS plus (Carl Zeiss, Goéttingen) zum Einsatz. Fur Durch-
lichtaufnahmen wurden die Kamera SMX-150M (2/3” monochrome 1,3 Megapixel CMOS-
Kamera, EHD Imaging GmbH, Damme; folgend: SMX-Kamera) und fur Epifluoreszenzauf-
nahmen eine SPOT RT Slider (Model 2.3.1, CCD-Kamera, Diagnostic Instruments, Inc.,
Sterling Heights, USA; folgend: SPOT-Kamera) genutzt und Filme aufgenommen. Die Be-
leuchtung fur Durchlichtaufnahmen war im Mikroskop integriert, bei Fluoreszenzaufnahmen
kam sie aus einer Kompaktlichtquelle (HXP 120, Leistungselektronik Jena GmbH). Die kon-
stante Temperierung von 30 °C wurde Uber den Bioptechs Delta T4 Culture Dish Controller
(Delta T4 Culture Dish Controller, Bioptechs Inc., Butler, USA) gewéhrleistet.

Die Filme wurden mit einem Eintauchobjektiv mit 40-facher VergréBerung (ACHROPLAN
40x/0,80 w oo/0, Zeiss) aufgenommen. Bei Einsatz der SPOT-Kamera wurde mit 6 Hz und
einer Auflésung von 1600-1200 aufgenommen (90 Bilder/Film). Die SMX-Kamera nutzte die
Aufnahmefrequenzen 12 Hz mit der Auflésung 1280-1024 (176 Bilder/Film), 100 Hz mit der
Auflésung 640-480 (990 Bilder/Film) und 471 Hz mit der Auflésung 256-128 Pixel (942 Bil-
der/Film). Mithilfe des Programms StreamPix 3.31.0 (NorPix, Inc., Montreal, Kanada) wur-
den die Filme aufgezeichnet. Durch Zugabe synthetischer Partikel (Details s. 2.4.2 und
2.4.3) und Bakterien (Details s. 2.4.4) konnte die Transportgeschwindigkeit ermittelt wer-
den.

Um die Geschwindigkeit zweier Partikelsorten zu vergleichen, wurden Filme gewahlt, in de-
nen die zu vergleichenden Partikel bzw. Partikel und Bakterien beide vorkamen. So konnte
der Einfluss etwaiger besonders schneller oder auch besonders langsamer Tracheaareale
eliminiert werden. Um die Funktion der Trachea bzw. der zilientragenden Zellen einschéat-
zen zu kdénnen, wurden am Ende des Versuchs 20 ul 10 mM ATP (A9062-1g, Sigma-Aldrich
Chemie GmbH; Endkonzentration 100 uM) hinzugegeben. Da darliber eine Steigerung der
Zilienschlagfrequenz erreicht werden kann, sollte somit auch die Transportgeschwindigkeit
zunehmen. Kam es trotz ATP-Zugabe nicht zu einer Erhéhung der Transportgeschwindig-
keit, war dies ein Indiz fir eine Stérung des zilienvermittelten Transports und damit ein Aus-
schlussgrund der betroffenen Trachea.

Mithilfe von Image Pro Plus 6.0 (Media Cybernetics, Inc., Bethesda, USA) konnten Ge-
schwindigkeiten ermittelt werden. Dazu wurden zunachst alle Einzelbilder eines Films mit-
einander verglichen und der gleichbleibende Teil der Bilder abgezogen (s. Abb. 2.2a und b),
in der Annahme, dass es sich um den Hintergrund handelte. Danach wurden Partikel bzw.
Bakterien detektiert (s. Abb. 2.2c). In jedem Einzelfilm wurde manuell die Grauschwelle zwi-
schen 1 und 255 eingestellt. Zwischen dieser und 255 (Dynabeads) bzw. unter dieser und 1
(Bakterien und Fluoresbrite) wurden dann die Positionsverdnderungen von einem Bild zum
anderen berechnet. Aus den Veranderungen der einzelnen Bilder ermittelte das Programm
Tracks (Spuren, s. Abb. 2.2d), die allerdings noch kontrolliert werden mussten (s.u.).
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Abbildung 2.2: Ermittlung der Transportgeschwindigkeit von Partikeln. Bild (a) zeigt ein Bild aus dem Original-
video. Auf Bild (b) ist der konstante Teil subtrahiert worden. Bild (c) zeigt die erkannten Partikel (rot umrandet)
und Bild (d) deren Ortsveranderungen, woraus Tracks berechnet werden kdnnen.

Um aus den Tracks Geschwindigkeiten zu erhalten, maf3 die Software flr jeden Partikel
die zurlckgelegte Entfernung von einem Bild zum n&chsten. Danach berechnete sie aus
der Zeit und der gemessenen Entfernung die Einzelgeschwindigkeit, mit der ein Partikel
zwischen den beiden Bildern transportiert wurde. Diese Einzelgeschwindigkeiten konnten
direkt zur Untersuchung der Diskontinuitat der Transportgeschwindigkeit von Partikeln ver-
wendet werden (s. Kap. 2.4.6). AuBerdem berechnete das Programm aus den Einzelwerten
eine Durchschnittsgeschwindigkeit des Partikels, woraus wiederum Durchschnittswerte ei-
nes Areals bzw. der ganzen Trachea berechnet werden konnten. Sie wurden fur alle ande-
ren Geschwindigkeitsbestimmungen verwendet. Da diese Geschwindigkeiten noch nicht an
GréBe und Aufnahmefrequenz angepasst waren, mussten diese relativen Geschwindigkei-
ten noch korrigiert werden. Die Umrechnung der relativen in absolute Werte erfolgte mithilfe
eines MaB3stabs (STAGE Micrometer Diamond Ruled, 1mm Divided 0,1 & 0,01 mm, Martock
Design Ltd. Martock, Somerset, England), tber den die Gré3e eines Pixels ermittelt werden
konnte. AuBBerdem wurde mit einem zeitlichen Korrekturfaktor gearbeitet, mit dem die unter-
schiedlichen Aufnahmefrequenzen und damit die Einzelbilddauer berichtigt werden konnten.

Da die gewiinschte hohe Sensitivitat der Partikelerkennung zu Lasten der Spezifitat ging,
wurden oftmals andere Strukturen als die gewtinschten Partikel oder Bakterien als Track
erkannt. Alternativ wurde haufig die richtige Spur eines Partikels nach wenigen Bildern mit
einem zweiten Track vermischt. Um fehlerhafte Tracks aufzuspiren, wurde daher jeder ein-
zelne Film auf diese zwei Fehlermdglichkeiten hin untersucht. Nach der Kontrolle der Tracks
konnte mit den korrekten Werten weitergearbeitet werden.

2.4.2 Transportgeschwindigkeit von Polystyrenpartikeln

Zur allgemeinen Untersuchung des zilienvermittelten Partikeltransports dienten Dynabeads
(CELLection™ Biotin-Binder Kit, 4:108 beads/ml; Dynal Biotech ASA, Oslo, Norwegen), Po-
lystyrenpartikel mit einem Durchmesser von 4,5 um. Zur Verwendung dieser Partikel muss-
ten sie zunachst aufbereitet werden. Nach Entnahme von 200 pl aus dem Kit wurden diese
zentrifugiert (~6.000 rpm) und der Uberstand verworfen. Im Anschluss daran wurden 250 pl
Hepes-gepufferte Ringerldsung hinzugefiigt, erneut zentrifugiert und der Uberstand verwor-
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fen. Diese Abfolge wurde insgesamt viermal durchgefiihrt. Danach wurden 150 ul Hepes-
gepufferte Ringerldsung hinzugegeben und die aufbereiteten Dynabeads in kleinere Gefal3e
aliquotiert.

Nach Zugabe von etwa 3,20-10® Dynabeads erfolgte die Observation und Dokumentati-
on des Transports. Dazu wurden das Eintauchobjektiv mit 40-facher VergréBerung und die
SMX-Kamera genutzt. Fiir Ubersichtsaufnahmen wurde sowohl mit der Bildwiederholfre-
quenz von 12 Hz und der Auflésung 1280-1024 Pixel als auch mit 100 Hz und der Auflésung
640-480 Pixel aufgenommen.

2.4.3 Transportgeschwindigkeit von Fluoresbrite-Partikeln

Um Aufschluss Uber den Transport von Partikel zu erhalten, die der GréBe eines Virus ent-
sprechen, wurde mit Fluoresbrite (Fluoresbrite YG Microspheres 0,20 pm: 5,9:10'2 Parti-
kel/ml; Polysciences Inc, Eppelheim) gearbeitet. Dazu wurden etwa 5,68:-107 Fluoresbrite
in den oben beschriebenen Versuchsaufbau eingesetzt. Zum Vergleich der Transporteigen-
schaften wurden parallel etwa 3,20-10° Dynabeads eingesetzt. Da die Fluoresbrite-Partikel
fluoreszierten, war es méglich, sie von den Dynabeads zu unterscheiden. Mithilfe von Durch-
licht und Fluoreszenz konnte der Transport von Fluoresbrite mit dem der Dynabeads vergli-
chen werden. Daher kamen zur Beobachtung und Dokumentation die SMX-Kamera und das
Eintauchobjektiv mit 40-facher VergréBerung zum Einsatz. Die Dokumentation geschah mit
der Bildwiederholfrequenz von 6 Hz und der Auflésung 1600-1200 Pixel.

2.4.4 Transportgeschwindigkeit von Bakterien

Zur Untersuchung des bakteriellen Transports kamen Bakterien der Stdmme Escherichia
coli 35218 (E. coli) und Staphylokokkus epidermidis 12228 (S. epidermidis) (beide ATCC,
LGC Standards GmbH, Wesel) zum Einsatz. Einen Tag vor Einsatz der Bakterien im Ver-
such wurden sie auf Agarplatten mittels einer Ausstreichése verteilt und 24 h im Inkuba-
tor bei 37 °C und 5% CO, bebritet. Am nachsten Tag wurde jeweils eine McFarland 4-
Bakteriensuspension (enthielt 3,93-10° Bakterien E. coli bzw. 1,70-10° Bakterien S. epider-
midis) aus E. coli und S. epidermidis in Hepes-gepufferter Ringerldsung hergestellt.

Um in den Videos Bakterien sicher detektieren und damit deren Transportgeschwindigkeit
ermitteln zu kénnen, wurden die Bakterien mit SYTO 16 (SYTO 16 green fluorescent: nucleic
acid stain, 1 mM solution in DMSO; Invitrogen, Darmstadt) angeférbt. Dazu wurden 100 pl
der jeweiligen Bakteriensuspension mit 1 ml Hepes-gepufferter Ringerlésung versetzt und
anschlieBend fiir 5min bei 10.000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Pellet in 1 ml Hepes-gepufferter Ringerlésung resuspendiert. Danach wurden 1,5ul SYTO
16 hinzugeflgt, vermischt und bei Raumtemperatur in der Dunkelheit fir 15 min inkubiert.
Daraufhin erfolgte die Zugabe von 100 pl dieser Suspension zu den 2 ml Hepes-gepufferter
Ringerlésung (Endkonzentration E. coli 3,93-108 bzw. S. epidermidis 1,70-108 cfu/Trachea)
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in der Kulturschale mit der Trachea (s. Abb. 2.1b). Zum Vergleich der Transporteigenschaf-
ten wurden parallel 3,20-10% Dynabeads eingesetzt. Zur Beobachtung und Dokumentation
kamen die SPOT-Kamera und das Eintauchobjektiv mit 40-facher VergréBerung zum Ein-
satz. Es wurde sowohl mit der Bildwiederholfrequenz von 6 Hz als auch mit 8 Hz und den
Auflésungen 1600-1200 bzw. 800-600 Pixel aufgenommen. Wie bei den Fluoresbrite fanden
auch Durchlicht und Fluoreszenz Anwendung.

Um ein durch den DNA-Farbstoff verfalschtes Anheftungsverhalten seitens der Bakterien
oder der Trachea auszuschlieBBen, wurde auch mit ungeféarbten Bakterien gearbeitet. Dazu
wurden aus der McFarland 4-Bakteriensuspension 100 ul zur aufgespannten Trachea, die
sich in 2 ml Hepes-gepufferter Ringerldsung befand, gegeben und vermischt. Die 100 pl aus
der Bakteriensuspension entsprachen in den Versuchen 3,93-108 (E. coli) bzw. 1,70-108 (S.
epidermidis) cfu/Trachea. Danach erfolgten die beschriebenen Transportuntersuchungen.

2.4.5 Transportgeschwindigkeit in Abhangigkeit vom Abstand zum Epithel

Der Versuchsaufbau zur Ermittlung der Transportgeschwindigkeit in Abh&ngigkeit von der
Entfernung zum Epithel entsprach dem der Geschwindigkeitsmessung. Nach Zugabe von
etwa 3,20-10° Dynabeads wurde das Videomikroskop auf ein Tracheaareal mit guten Trans-
porteigenschaften gerichtet und die Ebene der zilientragenden Zellen scharf gestellt. An-
schlieBend wurde die Fokusebene in 50 um-Schritten vom Epithel entfernt und der Parti-
keltransport per Video dokumentiert. Um verlédssliche Ergebnisse zu erzielen, wurde jeder
dieser Schritte innerhalb des gewéhlten Tracheaareals viermal aufgenommen. Daraus erge-
ben sich bei finf Tracheen zwanzig Filme. Die Filme wurden mit dem Eintauchobjektiv mit
40-facher VergréBerung, mit der Bildwiederholfrequenz von 12Hz und der Auflésung von
1280-1024 Pixel aufgenommen. Da jenseits von 400 um Entfernung vom Epithel bzw. be-
reits vorher oftmals kein gerichteter Transport mehr feststellbar war, erfolgte die Beobach-
tung bis 400 um. Die Transportgeschwindigkeit auf verschiedenen Ebenen wurde sowohl
ohne ATP-Zugabe als auch nach Zugabe von 20 ul 10 mM ATP (Endkonzentration 100 uM)
ermittelt.

2.4.6 Diskontinuitat der Transportgeschwindigkeit

Um zu untersuchen, aus welchen Einzelgeschwindigkeiten sich die durchschnittliche Trans-
portgeschwindigkeit eines Partikels zusammensetzt, wurde das gleiche Setup wie zur Ge-
schwindigkeitsmessung verwendet. Die Untersuchung erfolgte auch hierbei in unterschied-
lichem Abstand zum Epithel (0 bis 100 um), um die Breite der Variabilitdt dieser Einzel-
geschwindigkeiten zu untersuchen. Nach Zugabe von etwa 8:10° Dynabeads erfolgte die
Observation und Dokumentation. Dazu wurde die SMX-Kamera mit den Bildwiederholfre-
quenzen von 100 Hz und einer Auflésung von 640-480 bzw. 471 Hz und einer Auflésung von
256-128 Pixel genutzt.
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2.5 Ermittlung der Zilienschlagfrequenz in Abhangigkeit von der
Temperatur

Das Messen der Zilienschlagfrequenz erfolgte nach Praparation der Trachea im gleichen
Setup wie die Messung des Partikeltransports. Dazu wurde ein Tracheaareal mit intakten zi-
lientragenden Zellen ausgewahlt. In Zwei-Grad-Schritten wurde die Temperatur von 24,2 °C
auf 44,2 °C erhéht. Die Filme wurden mit der SMX-Kamera, dem 40-fach vergréBernden Ein-
tauchobjektiv und der Bildaufnahmefrequenz von 100 Hz bei einer Auflésung von 640-480
Pixel aufgenommen. In diesen Filmen wurden zehn zilientragende Zellen bestimmt, die in
allen gewahlten Filmen wiedergefunden werden konnten. Innerhalb dieser zehn Zellen gab
es direkt benachbarte und nicht benachbarte Zellen (s. Abb. 2.3).

Abbildung 2.3: Blick auf das Trachealepithel mit zilientragenden Zellen (beispielhaft mit griinen Késtchen mar-
kiert). Um Unterschiede in der Zilienschlagfrequenz zwischen den Zellen zu finden, wurde zwischen benach-
barten und nicht benachbarten Zellen unterschieden. Benachbarte Zellen grenzten direkt aneinander (weil3e
Pfeile). Nicht benachbarte Zellen hatten einen mdéglichst groBen Abstand zueinander (rote Pfeile).

Beide Arten wurden gewahlt, um zu eruieren, ob Berlhrungen benachbarter Zilien eine stéar-
kere Regulation der Zilienschlagfrequenz auslésen als dies bei sich nicht bertihrenden, nicht
benachbarten Zellen mdéglich ist. In jeder dieser Zellen wurde jeweils eine Stelle (8-8 Pixel)
markiert, innerhalb derer Image pro plus die mittlere Helligkeit ermittelte. Je nach Position
der Zilien veranderten sich die Graustufen. Die so erzeugten Einzelwerte konnten mittels
Fourier-Transformation mithilfe der Software Auto Signal v1.7 (Blue Stallion Technologies,
Johannesburg, Sudafrika) umgerechnet und auf diese Weise die Zilienschlagfrequenz der
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einzelnen Zellen ermittelt werden. Stichprobenartig wurde durch manuelles Auszahlen die
ermittelte Zilienschlagfrequenz kontrolliert.

2.6 Stimulation von Epithelzellen

Den Stimulationsversuchen der Tracheen ging die oben beschriebene Praparation (s. Kap.
2.3) voraus. Im Unterschied zu den Transportversuchen wurden hierzu die Tracheen nach
der Mukusspilung quer halbiert oder geviertelt und in der mit Sylgard ausgegossenen Kul-
turschale mit der Epithelseite nach oben flachig aufgespannt, wobei die Lange 0,4 bzw.
0,2cm nicht Gberschritten und die Seitenrander spannungsfrei fixiert wurden. Danach er-
folgte die Zugabe von Hepes-gepufferter Ringerlésung mit oder ohne Stimulans.

Die Stimulation der Epithelzellen fand zum Teil in einem Wéarmeschrank mit Raumluft und
zum anderen Teil in einem Wéarmeschrank mit 5% CO, statt. Dieser Unterschied, der eine
Veranderung des pH-Werts bewirkt, wurde zum Teil durch die Hepes-gepufferte Ringerld-
sung ausgeglichen. Nach 2,5 h war der pH-Wert zwar etwas niedriger, doch lief3 sich daraus
weder ein Vorteil noch ein Nachteil hinsichtlich ihrer stimulatorischen Potenz fir die einge-
setzten Stoffe und Bakterien erkennen.

2.6.1 Lipopolysaccharid (LPS)

Zur Stimulation mit LPS (L4391 Lipopolysaccharid aus E. coli 0111:B4, Sigma-Aldrich Che-
mie GmbH) wurde zu einer halbierten Trachea 2l LPS (Endkonzentration 1 pg/ml) ver-
mischt mit 2 ml Hepes-gepufferter Ringerlésung gegeben. Die andere Kulturschale fur die
zweite Halfte der Trachea enthielt nur 2ml Hepes-gepufferter Ringerlésung. AnschlieBend
wurde 2,5 h bei 37 °C und Raumluft inkubiert.

Fur die indirekte Immunhistochemie wurde die Trachea in flinf etwa gleich groBBe Stlicke ge-
teilt. Diese funf Teile wurden 0, 15, 30, 45 oder 60 min in einem Reaktionsgefa3 mit 1000 pl
Hepes-gepufferter Ringerlésung, jeweils versetzt mit 1 ul LPS (Endkonzentration 1 pug/ml),
im Warmeschrank bei 37 °C inkubiert.

2.6.2 Staphylokokkus aureus (S. aureus)

Die Stimulation mit S. aureus (ATCC 29213) erfolgte mit 1,41-10° cfu/halbe Trachea. S. au-
reus war jeweils am Vortag auf eine neue Agarplatte tbertragen worden. Da McFarland 1
einer Menge von 2,11-10% cfu/ml entspricht, wurden aus der erstellten Suspension 666 p
entnommen und zu 1333 ul Hepes-gepufferter Ringerlésung gegeben. Die Negativkontrol-
le wurde mit 2 ml Hepes-gepufferter Ringerlésung inkubiert. AnschlieBend wurde ebenfalls
2,5h bei 37 °C und 5% COs inkubiert.
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2.6.3 Haemophilus influenzae (H. influenzae)

Pro Tracheahilfte wurde mit 3,51-108 cfu H. influenzae NTHI 2019 (am 20.06.2002 von ei-
nem 60-jahrigen COPD-Patienten mit invasiver Pneumonie gewonnen, B5144, 16S rRNA-
Sequenzierung: Stamm Rd KW20) stimuliert. H. influenzae war jeweils am Vortag auf eine
neue Blutagarplatte Ubertragen worden. Dazu wurden auch eine McFarland 1-Suspension
mit H. influenzae erstellt (McFarland 1 enthalt 5,27-108 cfu/ml), daraus 666 pl entnommen,
mit 1333 pl Hepes-gepufferter Ringerlésung vermischt und zur halben Trachea gegeben.
Die Negativkontrolle wurde mit 2 ml Hepes-gepufferter Ringerldsung inkubiert. Die Inkubati-
on dauerte ebenfalls 2,5 h bei 37 °C unter 5% CO,.

Um die Auswirkung der Temperatur auf die intrazelluldre Entziindungsreaktion zu untersu-
chen, wurde eine Trachea geviertelt. Jeweils zwei Viertel wurden mit 333ul der McFarland 1-
Suspension, vermischt mit 1666 pl Hepes-gepufferter Ringerlésung, stimuliert (Endkonzen-
tration 1,76+108 cfu/viertel Trachea). Ein Viertel wurde bei 37 °C, das andere bei 24 °C jeweils
far 2,5h unter 5% CO, stimuliert. Die zwei Ubrigen Viertel wurden als Negativkontrolle in
2 ml Hepes-gepufferter Ringerlésung inkubiert, jeweils ein Viertel bei 37 °C, das andere bei
24 °C.

Far die indirekte Immunhistochemie wurde die Trachea in finf etwa gleich groBe Stiicke
geteilt. Diese flnf Teile wurden 0, 30, 60, 90 oder 120 min in einem Reaktionsgefal mit
jeweils 1,40-108 cfu H. influenzae in 267 ul Hepes-gepufferter Ringerlésung in einem War-
meschrank bei 37 °C inkubiert (Endkonzentration 1,41-108 cfu/fiinftel Trachea).

2.6.4 Pam3Cys

Die Stimulation mit dem Toll-like-Rezeptor-2-Agonist Pam3Cys (L2000, Pam3Cys-SKKKK-3
HCI, EMC Microcollections, Tlbingen) erfolgte an halbierten Tracheen in zwei verschie-
denen Konzentrationen: 100 ng/ml und 10 pg/ml. Die Stimulation mit 100 ng/ml Pam3Cys
erfolgte wie die anderen Stimulationen in der Kulturschale in 2 ml Hepes-gepufferter Rin-
gerlésung. Inkubiert wurde fir 2,5h bei 37 °C und Raumluft. Die Stimulation mit 10 pg/ml
Pam3Cys geschah in 1 ml Hepes-gepufferter Ringerldsung in einem 1,5 ml-Reaktionsgefaf.
Bei dem zuletzt genannten Versuch geschah das Aufspannen der Tracheen in der mit Syl-
gard ausgegossenen Kulturschale erst nach Ablauf der Inkubationszeit. Auch diese betrug
2,5h bei 37 °C und Raumluft.

2.6.5 Abhangigkeit der NFxB-Translokation und der mRNA-Regulation vom
MyD88-Inhibitor

FOr den Nachweis von Veranderungen auf mRNA-Ebene und fir die indirekte Immunhi-
stochemie wurden geviertelte Tracheen verwendet. Vor der Stimulation mit LPS fand eine
4 h dauernde Vorinkubation bei 37 °C und Raumluft im 1,5 ml-Eppendorfgefal3 statt. Diese
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erfolgte entweder mit einem MyD88-Inhibitor (MyD88 Homodimerization Inhibitory Peptide
Set; IMGENEX Corporation, San Diego, USA) oder einem Kontrollpeptid (MyD88 Homo-
dimerization Inhibitory Peptide Set; IMGENEX Corporation). Beide Proteine besafBen eine
bestimmte Proteintransduktionssequenz (DRQIKIWFQNRRMKWKK), die es ihnen ermég-
lichte, die Zellmembran zu passieren. Es wurden 2 ul MyD88-Inhibitor bzw. Kontrollpeptid
mit 98 ul Hepes-gepufferter Ringerlésung vermischt (Endkonzentration 0,05 mM).

AnschlieBend wurden die Proben fir die mRNA-Gewinnung mit 2ul LPS (Endkonzentra-
tion 1 pug/ml) in 2 ml Hepes-gepufferter Ringerlésung bzw. als Negativkontrolle mit Hepes-
gepufferter Ringerlésung in der Kulturschale inkubiert. Die Stimulation dauerte 2,5h und
fand bei 37 °C und Raumluft statt. Fir die indirekte Immunhistochemie wurden die vorin-
kubierten Proben in 1yl LPS (1 mg/ml), vermischt mit 1 ml Hepes-gepufferter Ringerlésung
bzw. in reiner Hepes-gepufferter Ringerlésung, im 1,5 ml-Eppendorfgefal3 inkubiert. Dies
dauerte 30 min und geschah bei 37 °C und Raumluft. Eine Ubersicht (iber die Proben zeigt
Tab. 2.1. Die Proben 3 und 4 entsprechen der Positiv- bzw. Negativkontrolle.

Tabelle 2.1: Ubersicht tiber die Proben des Versuchs mit dem MyD88-Inhibitor und LPS

MyD88-Inhibitor/

Probe Kontrollpeptid LPS/ Hepes-gepufferte Ringerlésung
1 MyD88-Inhibitor LPS
2 MyD88-Inhibitor Hepes-gepufferte Ringerlésung
3 Kontrollpeptid LPS
4 Kontrollpeptid Hepes-gepufferte Ringerlésung

2.7 Neue Methode zur Epithelzellgewinnung

Um Aussagen Uber Entziindungsvorgange nur in den Epithelzellen treffen zu kbnnen, wurde
ein neues Verfahren entwickelt. Zur Gewinnung des Epithels kamen zwei verschiedene Ar-
ten von Tupfern und eine Osenart zum Einsatz. Es zeigte sich, dass weder die Ausstrichése
noch der normale, sterile Polyestertupfer (BD Falcon* SWUBE™ Single Polyester Applicator
Collection Device, BD, folgend: Polyestertupfer) befriedigende Ergebnisse lieferten. Die bes-
te Epithelzellgewinnung flir die spatere quantitative Real-Time-Polymerasekettenreaktion
(gRT-PCR) wurde mit einem sterilen Copan-Tupfer (Collection Swab H268A; COPAN DIA-
GNOSTICS, Murrieta, USA; folgend: Copan-Tupfer) erreicht (s. Kap. 3.3). In der weiteren
Arbeit wurde daher immer mit diesem Tupfer gearbeitet.
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2.8 Epithelgewinnung zur Durchfuhrung der qRT-PCR

Nach Ende der Inkubationszeit und Abnahme des Mediums wurde mit einem sterilen Copan-
Tupfer mehrfach vorsichtig Uber das Epithel gestrichen und die so aufgenommenen Epi-
thelzellen in einem 2 ml-Reaktionsgefa3 in 353,5 pl vorgelegtem Reagenz (350 ul RA;-Rea-
genz (Total RNA Isolation, Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diren) und 3,5 ul g-Mercap-
toethanol) manuell resuspendiert. Nach Abschneiden des Tupferstiels konnte durch Vorte-
xen und Zentrifugieren (~8.000 rpm) des Tupfers eine groBe Anzahl an Zellen gewonnen
werden. Dabei zeigte sich, dass der Lysispuffer aus den abgetrennten Tupfern besonders
effektiv wiedergewonnen werden konnte, indem der Tupfer separat in einer abgeschnittenen
1000 pl-Pipettenspitze in einem 2 ml-Reaktionsgefal3 zentrifugiert (~3.500 rpom) wurde. An-
schlieBBend wurden die Zellen in flissigem Stickstoff auf -196 °C abgekuhlt und danach bei
-80 °C gelagert.

2.9 Vorbereitung und Durchfliihrung der qRT-PCR

Um aus den gewonnenen Epithelzellen Aufschluss Uber die intrazelluldre Anzahl an mRNA-
Kopien bestimmter Cytokine und Chemokine zu erhalten, wurde aus den Proben Gesamt-
RNA isoliert und nach der reversen Transkription in die qRT-PCR eingesetzt.

2.9.1 RNA-Isolation

Die RNA-Isolation erfolgte mit dem Kit Total RNA Isolation (NucleoSpin® RNA II, Macherey-
Nagel GmbH & Co. KG) nach Angaben des Herstellers (Total RNA-Isolation 06-2009/Rev.
10). Dabei wurden die Epithelzellen nach Abnahme in 350 ul RA1-Reagenz und 3,5l -
Mercaptoethanol lysiert (s. Kap. 2.8). AnschlieBend wurde die Probe auf den NucleoSpin®-
Filter eines Auffanggeféi3es pipettiert und diese 1 min bei 11.000 g zentrifugiert. Danach wur-
de das Lysat mit 350 pl Ethanol (70 %) vermischt, auf eine neue NucleoSpin® RNAII-S&ule
im Auffanggefal3 gesetzt und 30 s bei 11.000 g zentrifugiert. Das Lysat wurde verworfen. Auf
die Séule wurden 350 ul membrane desalting buffer pipettiert und anschlieBend 1 min bei
11.000 g zentrifugiert. Fir den DNA-Verdau wurden 10 ul reconstituted rDNase mit 90 pl re-
action buffer for rDNase vermischt, 95 ul dieser Mischung auf die Saule pipettiert und 15 min
bei Raumtemperatur inkubiert. Danach erfolgten drei Wasch- und Zentrifugationsschritte.
Zuerst wurden 200 pl RA2-Reagenz auf die Saule pipettiert, dann 30s bei 11.000g zen-
trifugiert. Daraufhin kamen 600 ul RA2-Reagenz auf die Saule, es folgte die Zentrifugation
30s bei 11.000g, dann das Pipettieren von 250 ul RA2-Reagenz auf die Saule und 2min
Zentrifugieren bei 11.000 g. Im letzten Schritt erfolgte das Eluieren der RNA in 60 pul RNase-
freiem Wasser durch 1 min Zentrifugation bei 11.000 g. Die gewonnene RNA wurde bis zum
Gebrauch bei -80 °C gelagert. Zur Messung der RNA-Menge erfolgte die photometrische
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Konzentrationsbestimmung im Spectrophotometer (Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer,
Thermo scientific, NanoDrop products, Wilmington, USA).

2.9.2 Reverse Transkription

Far das Umschreiben der mRNA in cDNA wurde das Transcriptor Reverse Transcriptase Kit
(Roche, Mannheim) benutzt. Dabei wurden jeweils 5 ul der mRNA-Proben mit 6 pl H,O, 4 pul
5-fach reaction buffer, 2 ul PCR nucleotide mix, 2 ul random primer, 0,5 ul protector RNase
inhibitor und 0,5 pl transcriptor reverse transcriptase versetzt und im Thermocycler (BIORAD
C1000, Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen) 10 min auf 25 °C, 60 min auf 50 °C, 5 min auf
85 °C erwarmt und anschlieBend auf 4 °C abgekuihlt. Danach wurden die Proben bei -20 °C
gelagert.

2.9.3 qRT-PCR

Die gRT-PCR erfolgte im Light Cycler (Roche) mit dem LC Fast Start DNA Master SYBR
Green Kit (Roche). Dazu wurde die SYBR-Green-Mischung in Reagenz 1b durch Zugabe
aus 10 pl Reagenz 1a erstellt. Dabei enthielt Reagenz 1a Fast-Start-Enzym und Reagenz 1b
Tag-Polymerase, 10 mM MgCl,, dNTPs und SYBR Green. Danach wurden 2 pl der erstellten
cDNA mit 12,6 pl H20, 2,4 ul MgCly, 0,5 pl 20 uM des Vorwérts- und des Rickwartsprimers
(s. Anhang B) und 2l SYBR Green-Mischung (aus Reagenz 1a und 1b) versetzt und in
Glaskapillaren pipettiert. Nach Zentrifugation der Glaskapillaren konnten diese in den Light
Cycler eingesetzt werden. Hierbei erfolgte zunachst fiir 10 min die Erhitzung der Probe auf
95 °C, um die Tag-Polymerase zu aktivieren. AnschlieBend folgten 45 Zyklen der Amplifikati-
on: jeweils 10 s Denaturierung bei 95 °C, 5s Primerannealing bei 60 °C und 10 s Elongation
bei 72 °C. Zur Kontrolle der gRT-PCR-Produkte wurde die Schmelzkurve erzeugt: Aufheizen
auf 95 °C, 30 min Verbleiben bei 50 °C und Steigerung der Temperatur um 0,2°C/s bis auf
95 °C, nach Abkihlen auf 40 °C Halten dieser Temperatur fir 15 min. Als Housekeeping Gen
wurde 18s rRNA gewahlt.

2.10 Indirekte Immunhistochemie

Nach Stimulation der Trachea mit H. influenzae (s. Kap. 2.6.3), LPS (s. Kap. 2.6.1) bzw.
MyD88-Inhibitor und LPS (s. Kap. 2.6.5) wurde jede Probe 10min in 4% Paraformalde-
hyd (PFA in PBS (2mM NaH>PO4-H20, 8,6 mM Na,HPO4-12 H,O, 0,15M NacCl), pH 7,3;
Merck KGaA) fixiert. Danach wurde 3x10min in Tris-buffered Saline (TBS; TRIS 0,05 M
(Merck KGaA), Tween®20 0,05 % (w/v) (Merck KGaA), NaCl 0,86 % (w/v) (Carl Roth GmbH
& Co. KG) in Aqua bidest., pH 7,6) gewaschen, anschlieBend 10 min bei -20 °C in Ace-
ton fixiert, um sie dann erneut 3x 10 min in TBS zu spllen. Nachdem im Vorversuch die
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richtige Antikdrperkonzentration des Primarantikérpers gegen NFxBp65 ermittelt werden
konnte, wurden die Tracheastlicke in einem Reaktionsgefaf3 in 100 pl anti NFxB p65 (mo-
noklonal; Kaninchen/Klon C22B4; 1:50; Cell Signaling Technology, Inc., Danvers, USA) in
TBS Uber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Am nachsten Tag erfolgte nach 3x 10 min
TBS-Spllen die Inkubation fiir eine Stunde bei Raumtemperatur in einem Reaktionsgefal
mit 100 pl des Sekundérantikérpers (Anti-Kaninchen IgG aus Esel; Alexa Fluor 555; 1:800;
Invitrogen) in TBS, worauf wieder 3x 10 min TBS-Spllen erfolgte. Zur Darstellung der Zell-
kerne wurde zusatzlich noch 10 min mit 100l 1:10.000 Hoechst 33258 (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH) in TBS im Reaktionsgefa3 gefarbt, gefolgt von 3x10min TBS-Spulung.
Nach beendeter Farbung und Spllung wurde jedes Tracheastlick auf einem Deckglaschen
der GréfBe 24 mm-32 mm auf die TracheaauBenseite gelegt, darauf vorsichtig Mowiol (129
Mowiol (Héchst), 30 ml Aqua dest., 60 ml Tris-Puffer 0,2mol (2,90g Tris(hydroxymethyl)-
aminomethan (Merck KGaA), 120 ml Aqua bidest, pH 8,5, 30 g fluoreszenzfreies Glycerin
(Merck KGaA), pH 8,5) getropft und durch Auflegen eines zweiten Deckglaschens das Tra-
cheastlick mdglichst blasenfrei ausgebreitet. Nach etwa 24 h Trocknen wurden die verkleb-
ten Deckglaschen auf einem Objekttrager fixiert. AnschlieBend wurden die Proben mit einem
Wasserimmersionsobjektiv mit 40-facher VergréBerung (C-Apochromat 40x/1.2 W corr, Carl
Zeiss Microlmaging, GmbH) im konfokalen Laserscanningmikroskop (LSM 510 Meta, Carl
Zeiss) untersucht. Die Darstellung der zilientragenden Zellen gelang Uber die Detektion von
Durchlicht. AnschlieBend wurden die Bilder mit dem LSM Image Browser (Release 4.2 Carl
Zeiss Mikrolmaging GmbH) editiert. Um die Anzahl der Zellkerne mit erfolgter NFxB p65-
Translokation zu quantifizieren, wurden pro Versuch in einem Gesichtsfeld samtliche Zell-
kerne, durchschnittlich 154, ausgezéahlt. AnschlieBend erfolgte das Zahlen der Zellkerne mit
sicher zu erkennender NF«xB p65-Translokation in den Zellkern, um schlief3lich aus diesen
beiden Parametern ein prozentuales Verhéltnis bilden zu kénnen.

2.11 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchung

Zur Kontrolle der Epithelabnahmen wurden die Tracheen nach Abstreifen des Epithels mit
den verschiedenen Tupfer- und Osenarten fiir drei Tage im Kiihlschrank fixiert (Fixans nach
Monti-Graziadei: 0,06 M Natrium-Cacodylat-Puffer (Merck KGaA), 2 % Glutaraldehyd (Sig-
ma-Aldrich Chemie GmbH), 0,6 % Paraformaldehyd (Merck KGaA), 0,03 % CaCl, (Merck
KGaA), pH 7,35). AnschlieBend erfolgte das Spulen im 0,1 M Cacodylatpuffer (0,2 M Dime-
thylarsinsdurenatriumsalz, 0,2 M Saccharose, in Aqua bidest., pH 7,4) fir einige Minuten,
wobei der Puffer bei diesem Procedere zwei- bis dreimal ausgetauscht wurde. Danach wur-
den die Proben in einer aufsteigenden Acetonreihe (Carl Roth GmbH & Co. KG) entwas-
sert. Dabei wurde in 10 %-Schritten bei 30 % startend jeweils fir einen halben Tag entwas-
sert (30-90 %, insgesamt 3,5 Tage), in 100 % Aceton fir einen ganzen Tag. Die Praparate
wurden direkt aus dem 100 % Aceton mithilfe der Kritischen-Punkt-Trocknung bearbeitet.
Nach Abschluss der Trocknung wurden die Praparate auf Probenhalter aufgeklebt und in
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der Sputteranlage (POLARON SEM COATING SYSTEM, Polaron Instruments, Lewes, Eng-
land bzw. BALZERS UNION SCD 040, Balzers Union, Balzers, Lichtenstein) mit Gold bzw.
Platin besputtert. Daraufhin konnten die Proben im Rasterelektronenmikroskop (SEM 505,
Philips/FEI, Eindhoven, Niederlande) bei einer Spannung von 22 kV analysiert werden.

2.12 Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung der gepaarten Stichproben wurde der Wilcoxon-Test benutzt.
Die Berechnung erfolgte hierbei mithilfe eines Excel-Sheets (McDonald, 2009), dessen Rich-
tigkeit durch stichprobenartiges Kontrollrechnen in SPSS 17 (SPSS, IBM, Ehningen) Gber-
praft wurde. Die Signifikanz ungepaarter Proben wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test in
SPSS berechnet. Alle Werte sind mit einer Ausnahme als Mittelwerte + Standardfehler
angegeben. Bei dieser Ausnahme handelt es sich um die Untersuchung der Zilienschlag-
frequenzen bei Temperaturverdnderungen. Dort sind sowohl die Einzelwerte als auch der
Mittelwert der sechs Versuche angegeben. Zur Genauigkeitsiiberpriifung der Naherungs-
funktion wurde das Bestimmtheitsmaf berechnet. Wenn nicht besonders vermerkt, lag das
Signifikanzniveau immer bei p =0,05.

Far die statistische Auswertung der Diskontinuitat der Transportgeschwindigkeit von Dyna-
beads wurden paarweise Tests durchgefiihrt. Nach Durchflihrung des Kruskal-Wallis-Tests
(SPSS) und Aufstellung einer Hierarchie und Hypothesenbildung wurde nach Maurer und
Lehmacher (1995) bei positivem Ergebnis des Kruskal-Wallis-Test im Anschluss noch der
U-Test (SPSS) durchgeflihrt. Auch hierbei lag das Signifikanzniveau bei p =0,05.

Um zu klaren, ob eine Zugabe von ATP auch in gréBeren Abstanden vom Epithel zu ei-
ner Erhéhung der Transportgeschwindigkeit fihrte, wurde der Wilcoxon-Test verwendet. Da
es sich um multiple Tests handelte, wurde das Signifikanzniveau nach Bonferroni korrigiert
(Signifikanzniveau = 0,05/ Anzahl der Tests).



3 Ergebnisse

3.1 Transport von Partikeln und Bakterien

Mithilfe der zuvor beschriebenen Verfahren wurden im ex-vivo Modell der murinen Trachea
Partikel und Bakterien verschiedener Gré3e und Art auf ihre Transporteigenschaften hin
untersucht. Da die Transportfilme nur in Bruchteilen als Ausschnitt in dieser Arbeit enthalten
sein kdnnen, befindet sich auf einer separaten DVD eine Sammlung ausgewahlter Filme.
Samtliche Filme befinden sich im Institut fir Anatomie der Universitat zu Libeck.

3.1.1 Transport von Polystyrenpartikeln

Die Versuche mit Dynabeads-Zusatz zeigten, dass Dynabeads auch nach Entfernung von
Mukus und Ersetzen der natiirlichen perizilidren Fliissigkeit durch ein UbermaB Hepes-
gepufferter Ringerldésung transportiert wurden. Der Transport konnte nicht nur auf Héhe des
Epithels, sondern bis 400 um darlber beobachtet werden. Dabei lie3 sich ein Hauptstrom
Uber den Zilien beobachten. Dieser war dadurch charakterisiert, dass dort der GroBteil der
Partikel vergleichbar dem Verkehr auf einer Straf3e transportiert wurde (s. Abb. 3.1; Nach-
weis in n=12 Tieren).

Abbildung 3.1: Transport von Polystyrenpartikeln in straBenartiger Konfiguration. Ausschnitte aus drei verschie-
denen Filmen. Nachweis in n=12 Tieren (s. Anhang C, Filme 1-3 Abb. 3.1).

Trotz sorgfaltigen Splilens der Trachea konnten einzelne Mukusfaden bzw. -stiicke nicht im-
mer entfernt werden bzw. bildeten sich wieder neu. Aufgrund dessen war es mdéglich, den
Einfluss des Mukus auf das Transportverhalten von Dynabeads zu eruieren. Dabei zeigte



3.1 Transport von Partikeln und Bakterien 28

sich, dass Mukus zwar Dynabeads, Erythrozyten, Schmutz und abgestorbene Zellen au-
Berhalb des Epithelverbundes mitriss, dass aber Mukusstiicke, die gréBer als Dynabeads
waren, nicht so schnell wie diese transportiert wurden (s. Abb. 3.2; Nachweis in n=6 Tie-
ren).

Abbildung 3.2: Transport von Polystyrenpartikeln innerhalb (blau umrandet) und auBerhalb (gelb umrandet) ei-
nes Mukusstiicks. Das rote Kreuz stellt den Mittelpunkt des Bildes dar und verdeutlicht, dass der Transport der
Partikel auBerhalb des Mukusstlicks deutlich schneller ist. Nachweis in n =6 Tieren. Zeitspanne von (a)-(d): 1's,
(s. Anhang C, Film Abb. 3.2).

3.1.1.1 Veranderung der Transportgeschwindigkeit mit zunehmendem Abstand zum
Epithel

Die Transportgeschwindigkeit der Dynabeads war auf H6he des Epithels am gréBten und
nahm stetig mit zunehmender Entfernung von ihm ab, bis kein Transport mehr nachweisbar
war. Dabei sank die Transportgeschwindigkeit von durchschnittlich 37,89 um/s (£ 0,74 um/s;
auf Epithelh6he) auf 18,84 um/s (£ 1,33 um/s; 400 um Uber dem Epithel; s. Abb. 3.3, néchste
Seite). Der gerichtete Transport 400 um tber dem Epithel konnte an vier der finf Tracheen
beobachtet werden. Somit unterschied sich die Transportgeschwindigkeit auf Epithelhéhe
signifikant von der Transportgeschwindigkeit 400 um tber dem Epithel (p <0,001). Nach Zu-
gabe von 20 pl 10 mM ATP (Endkonzentration 100 uM) wurde die Transportgeschwindigkeit
hochreguliert. Dabei stiegen die Geschwindigkeiten auf 80,82 um/s (£ 1,01 um/s; auf Epi-
thelhéhe) und auf 36,10 um/s (+ 1,33 um/s; 400 um Gber dem Epithel). In den Versuchen mit
ATP konnte sogar an allen funf Tracheen ein gerichteter Transport 400 um Uber dem Epi-
thel beobachtet werden. In beiden Versuchen nahmen die Transportgeschwindigkeiten von
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einer Entfernungsstufe zur nachsthéheren Stufe stetig ab. Die Transportgeschwindigkeiten
waren bei Vergleich der Versuche mit bzw. ohne ATP bis 400 um signifikant unterschiedlich
(p=0,001 bzw. p=0,005; s. Abb. 3.3).

Der Vergleich der Transportgeschwindigkeiten zeigte, dass die Geschwindigkeit 400 um Gber
dem Epithel im ATP-Versuch in etwa der Geschwindigkeit O um tGber dem Epithel im Versuch
ohne ATP entsprach (s. Abb. 3.3). AuBerdem reduzierte sich — sowohl im Versuch mit als
auch ohne ATP — die Transportgeschwindigkeit von Epithelhéhe (0 um) bis 400 um dartber
jeweils um die Halfte (s. Abb. 3.3).
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Abbildung 3.3: Veranderung der Transportgeschwindigkeit mit zunehmendem Abstand zum Epithel. Es wurde
der Verlauf der Transportgeschwindigkeit in 50 um-Schritten von der direkten Epithelebene (=0 um) bis 400 pm
Uber dieser Ebene gemessen. Jede Messung wurde im selben Tier sowohl ohne ATP- als auch mit ATP-Zugabe
durchgefihrt. Nachweis in n=20 Messungen aus 5 Tieren. Angaben als Mittelwert + Standardfehler. Es wur-
den vier statistische Tests (Wilcoxon) durchgefiihrt. Das nach Bonferroni korrigierte Signifikanzniveau lag bei
p=0,0125.

Bei genauerer Betrachtung des Verlaufs der Transportgeschwindigkeit lie3 sich sowohl im
Versuch ohne ATP- als auch im Versuch mit ATP-Zugabe erkennen, dass ein logarithmi-
scher Zusammenhang (s. Abb. 3.4) zwischen der Abnahme der Transportgeschwindigkeit
und dem Abstand zum Epithel bestand.
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Abbildung 3.4: Abnahme der prozentualen Transportgeschwindigkeit von Dynabeads bei Entfernung vom
Epithel. Die Geschwindigkeit auf Héhe des Epithels wurde 100% gleichgesetzt. In die Ergebnisse sind
die Transportgeschwindigkeiten beider Versuche (mit und ohne ATP-Zugabe) eingeflossen. Geschwindigkeit
v(Abstand)[%] = 100 — 25In(1 + Abstand[um]/50[um]); R? = 0,9931. Nachweis in n =20 aus 5 Tieren.
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Bei Mittelwertbildung der prozentualen Reduktionen des ATP- und des Nicht-ATP-Versuchs
konnte mithilfe von Excel folgende Né&herungsgleichung fir die Transportgeschwindigkeit v
hergeleitet werden: v(Abstand)[%] = 100 — 25In(1 + Abstand[um]/50[pm]). Das Bestimmt-
heitsmaf R? betrug hierbei 0,9931.

3.1.1.2 Diskontinuitat der Transportgeschwindigkeit

Da insbesondere in den 471 Hz-Aufnahmen der Eindruck entstand, dass der Transport nicht
mit einer konstanten Geschwindigkeit ablief, wurde in diesem Versuch nicht mit einer Ge-
samttransportgeschwindigkeit eines Partikels, sondern mit dessen Einzeltransportgeschwin-
digkeiten gearbeitet. Dabei fiel auf, dass der Dynabeads-Transport keinesfalls mit konstanter
Geschwindigkeit erfolgte, sondern sich die Einzeltransportgeschwindigkeiten stark vonein-
ander unterschieden (s. Abb. 3.5).

250 ‘ —+—Einzelgeschwindigkeiten
‘ —Mittelwert
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Abbildung 3.5: Variabilitdt der Transportgeschwindigkeit eines einzelnen Polystyrenpartikels. Dargestellt sind so-
wohl der Mittelwert aller Geschwindigkeiten als auch die jeweilige Partikeleinzelgeschwindigkeit, berechnet im-
mer aus der Differenz zweier benachbarter Bilder aus einem Transportfiim. Nachweis in n=12 Tieren.

Diese Variationen der Einzelgeschwindigkeiten konnte Uber alle Entfernungsstufen beob-
achtet werden. Die gréBten Schwankungen existierten auf Héhe des Epithels (s. Abb. 3.6,
nachste Seite).

Dort lagen die Einzelwerte eines Partikels durchschnittlich 2,68-fach (+ 0,09) tber bzw. un-
ter seiner mittleren Geschwindigkeit. 25 um tber dem Epithel sank diese Variationsbreite auf
das +1,86-fache (£ 0,15) der mittleren Geschwindigkeit. Bei weiterer Entfernung vom Epithel
stieg die Variationsbreite von £2,02 (50 um: £0,17) auf £2,23 (75 um: £0,26) und auf £2,39
(100 um: +£0,34). Diese Veranderungen lieBen sich auch in den Videos nachvollziehen (s.
Abb. 3.7, nachste Seite). Direkt auf Héhe des Epithels konnte beobachtet werden, dass die
Transportgeschwindigkeit auch abhangig davon war, zu welchem Zeitpunkt im Schlagzyklus
der zilientragenden Zelle ein Partikel diese erreichte. Traf ein Partikel wahrend des effective
stroke auf eine zilientragende Zelle, wurde er unvermittelt weitertransportiert und beschleu-
nigt. Erreichte er aber dieselbe Zelle wahrend des recovery stroke, wurde der Partikel nicht
weitertransportiert, sondern sogar ein Stiick zurlickbewegt (s. Abb. 3.7). Im anschlieBenden
effective stroke erfolgte dann wieder der Transport in die eigentliche Richtung.
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Abbildung 3.6: Durchschnittliche Variationsbreite der einzelnen Transportgeschwindigkeiten eines Dynabeads
bezogen auf den Mittelwert seiner Transportgeschwindigkeit. Untersucht wurde die Veranderung dieser Varia-
tionsbreite innerhalb eines Tieres bei Entfernung vom Epithel (0 bis 100 um). Nachweis in n=30 Messungen
aus 3 Tieren. Angaben als Mittelwert + Standardfehler. Nach Durchfihrung des Kruskal-Wallis-Tests sowie
anschlieBBender Aufstellung einer Hierarchie und Hypothesenbildung wurde bei positivem Ergebnis des Kruskal-
Wallis-Tests der U-Test nach Maurer und Lehmacher (1995) durchgefihrt.

Abbildung 3.7: Direkter zilienvermittelter Transport von Polystyrenpartikeln. Dargestellt sind Ausschnitte aus ei-
nem Film. Dort werden zwei Polystyrenpartikel transportiert, die sich in der Reichweite einer zilientragenden
Zelle befinden. Die obere Reihe zeigt die Bilder im Original, in der unteren Reihe sind die jeweils vorherigen
Positionen der Partikel markiert. Dabei stellen die hellen Gelbténe den Anfang der Transportsequenz dar und
werden bis zu ihrem Ende immer dunkler. Der griine Pfeil symbolisiert die Haupttransportrichtung der gesamten
Trachea. Zuné&chst treffen die Partikel wahrend des recovery stroke auf die Zelle und werden gegen die bisheri-
ge Transportrichtung bewegt (b, roter Pfeil). Wahrend des effective stroke werden sie wieder in die eigentliche
Transportrichtung bewegt (c, roter Pfeil). Dieses Phdnomen wiederholt sich wahrend des néchsten recovery
(d, roter Pfeil) bzw. effective stroke (e, roter Pfeil). Nachweis in n=12 Tieren. Zeitspanne von (a)-(d): 0,1s (s.
Anhang C, Film Abb. 3.7).

3.1.1.3 Grenzen des zilienvermittelten Transports

Die Versuche mit Dynabeads-Zusatz zeigten, dass Dynabeads auch nach Entfernung von
Mukus und Ersetzen der natiirlichen perizilidren Fliissigkeit durch ein Ubermaf an Hepes-
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gepufferter Ringerlésung transportiert wurden und nur vereinzelt liegen blieben. Allerdings
blieben nur Dynabeads liegen, die nicht im Hauptstrom oberhalb der Zilien transportiert
wurden, d. h. die etwas abgesunken waren und schon an Geschwindigkeit verloren hatten
(s. Abb. 3.8). Diese liegen gebliebenen Dynabeads konnten entweder unbeweglich auf die
nicht-zilientragenden Zellen absinken oder zwar absinken, jedoch von anderen zilientragen-
den Zellen noch erreicht werden, wodurch die Partikel rotierten. Pradilektionsstellen flr das
Absinken von Dynabeads waren Areale, in denen entweder keine intakten zilientragenden
Zellen mehr existierten, beispielsweise durch Traumata wahrend oder vor der Praparation
ausgelost, oder weniger zilientragende Zellen (im Verhéltnis zu nicht-zilientragenden Zellen)
vorhanden waren. Aus solchen Arealen konnten sie durch Aufwirbeln mittels Pipette wieder
in den Hauptstrom gebracht werden. Selbst nach Entfernung samtlicher liegen gebliebener
Dynabeads lagerten sich aber nach wenigen Sekunden wieder neue ab. Somit existierte an
diesen Stellen nicht nur ein temporéres, sondern ein dauerhaftes Problem des Transports.

— r

Abbildung 3.8: Grenzen des zilienvermittelten Transports. Blau umrandet sind zwei Dynabeads und eine abge-
storbene Epithelzelle, die stationar sind und nicht transportiert werden. Parallel dazu, gelb umrandet, werden
um diese Stelle mit schwachen Transporteigenschaften zwei weitere Dynabeads beférdert, erkennbar an deren
Positionsveranderungen von Bild (a) bis (d). Nachweis in n=7 Tieren. Zeitspanne von (a)-(d): 1s (s. Anhang C,
Film Abb. 3.8).

3.1.2 Transport von Bakterien

E. coliund S. epidermidis wurden als Vertreter der gram-negativen bzw. gram-positiven Bak-
terien in das ex-vivo Modell der Trachea eingesetzt. Sie wurden trotz Mukusentfernung und
Ersetzen der periziliaren Flissigkeit durch ein Ubermaf an Hepes-gepufferter Ringerldsung
transportiert (s. Abb. 3.9, nachste Seite).
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Auch beim Transport der Bakterien lief3en sich die bereits beschriebenen zwei verschiede-
nen Transportmechanismen erkennen. So wurden einerseits Bakterien mit dem Hauptstrom
transportiert. Dies geschah mit einem gewissen Abstand zum Epithel, ohne dieses also zu
berthren. AuBerdem wurden sie direkt auf H6he des Epithels transportiert. Der Transport
auf Epithelh6he wurde zwar nicht in ihre Einzeltransportgeschwindigkeiten zerlegt, dennoch
konnte sicher beobachtet werden, dass die Transportgeschwindigkeit nicht konstant war.

Abbildung 3.9: Transport von Dynabeads und Bakterien (E. coli und S. epidermidis) trotz Entfernung von Mukus.
Um den Transport von Bakterien (griine Markierung) zu untersuchen, wurden sie mit Dynabeads (gelbe Markie-
rung) parallel eingesetzt, um so einen direkten Vergleich zu erméglichen. Der Bildmittelpunkt (rotes Kreuz) dient
zur besseren Sichtbarkeit der zuriickgelegten Strecke. Nachweis in n=6 Tieren (s. Anhang C, Film Abb. 3.9).

Bei Vergleich der Transportgeschwindigkeiten von Dynabeads und Bakterien lieBen sich
keine signifikanten Unterschiede feststellen (p > 0,2). Bakterien wurden durchschnittlich mit
47,12 um/s (£ 0,49 um/s) und Dynabeads mit durchschnittlich 45,20 um/s (£ 0,51 um/s) be-
fordert (s. Abb. 3.10).
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Abbildung 3.10: Durchschnittliche Transportgeschwindigkeit von Dynabeads und Bakterien (E. coli und S. epi-
dermidis). Nachweis in n=5 Tieren. Vergleich der Transportgeschwindigkeit der Dynabeads eines Versuchs mit
der Transportgeschwindigkeit der Bakterien desselben Versuchs, p > 0,2. Angaben als Mittelwert + Standardfeh-
ler. Durchfihrung des Wilcoxon-Tests.

Allerdings lief3 sich ein Unterschied bezlglich des Anhaftens an das Epithel erkennen. Die
verwendeten Bakterien blieben im Gegensatz zu den Dynabeads eher an den Spitzen der
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Zilien kleben (s. Abb. 3.11), sie schienen in der vitalen ex-vivo Trachea keinen permanen-
ten Kontakt zu den nicht-zilientragenden Zellen zu haben. Erst bei Zusammenbruch des
Transports sanken Bakterien auf nicht-zilientragende Zellen ab. Der Zusammenbruch des
Transports wurde durch Erhitzen der Trachea auf 44 °C und somit durch Uberschreiten der
Hitzetoleranzschwelle der Zellen erreicht. Im Gegensatz zu liegen gebliebenen Dynabeads
konnten festgesetzte Bakterien nicht durch Aufwirbeln mit einer Pipette in den Hauptstrom
zurtickgeftihrt werden. Die haftenden Bakterien wurden bei allen Zilienbewegungen mitbe-
wegt und konnten sich nur in Ausnahmefallen wieder von den Zilien 16sen. Insgesamt konnte
in allen sieben Tieren mehrfach ein Anhaften an den Zilien beobachtet werden.

Abbildung 3.11: Bilderfolge von Bakterien (farbig umrandet), die an Zilien kleben und bei jedem Zilienschlag mit-
bewegt werden, erkennbar an ihrer veranderten Position (a)-(d). Die blasseren Farben entsprechen der Position
des Vorbilds. Zeitspanne von (a)-(d): 1s. Nachweis in n=7 Tieren (s. Anhang C, Film Abb. 3.11).

3.1.3 Transport von Fluoresbrite-Partikeln

Fluoresbrite-Partikel (0,20 um) wurden ebenfalls nach Entfernung von Mukus und Ersetzen
der perizilidaren Flissigkeit durch Hepes-gepufferte Ringerlésung transportiert. Mit zuneh-
mender Inkubationszeit konnte beobachtet werden, dass sie haufig am Epithel hafteten (s.
Abb. 3.12, nachste Seite). Aufgrund der geringen GrdBe der Fluoresbrite-Partikel konnte bei
ihnen allerdings nicht direkt gezeigt werden, dass sie vorzugsweise an den Zilien kleben
blieben. Die avitalen Fluoresbrite lagen im Unterschied zu den gréBeren Dynabeads nicht
bewegungslos auf dem Epithel. Vielmehr machten sie immer zilientypische Bewegungen.
Indirekt 1&sst sich somit also schlieBen, dass sie offenbar an den zilientragenden Zellen
hingen.

3.1.3.1 Mukusfaden

Zu Beginn des Versuchs wurde durch Spuilen mit Hepes-gepufferter Ringerlésung Mukus
entfernt. Konnte durch das Spilen nicht der gesamte Mukus beseitigt werden, fanden sich
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dennoch zu Beginn des Versuchs héchstens noch kleine Stlicke davon. Nach Zugabe von
Fluoresbrite verédnderte sich dies und es tauchten einzelne Mukusfaden auf. Diese oftmals
sehr langen Faden zogen sich durch das gesamte Blickfeld und ermdéglichten z. T. eine Ver-

netzung zwischen den Zellen (s. Abb. 3.13), stellten jedoch keine durchgehende Mukus-
schicht dar.

Abbildung 3.12: Anheftungsverhalten von Fluoresbrite-Partikeln an murinem Trachealepithel. Bild (a) zeigt rot
umrandet Fluoresbrite, die nicht stationar sind und daher auf Bild (b) nicht mehr an der gleichen Stelle zu
finden sind. Die Uibrigen Fluoresbrite haben ihre Position nicht verandert. Es zeigt sich eine gro3e Ansammlung
haftender Fluoresbrite. (a)-(b): 7s. Nachweis in n= 5 Tieren (s. Anhang C, Film Abb. 3.12).

Abbildung 3.13: Bilderfolge des Transports eines Mukusfadens mit vielen langen Auslaufern (rote Pfeile), die
nicht zu enden scheinen. Der Faden enthalt Fluoresbrite (helle Punkte), die die Gestalt des Mukus erahnen las-
sen. Dieser zunachst sehr flachige Faden wird nach rechts oben gezogen und verjiingt sich dabei. Die dunklen

Punkte entsprechen Dynabeads. Zeitspanne von (a)-(d), 7 s. Nachweis in n=12 Tieren (s. Anhang C, Film Abb.
3.13).
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3.1.3.2 Vergleich der Transportgeschwindigkeit in Abhéngigkeit von der
PartikelgréBe: Dynabeads und Fluoresbrite

Die Transportgeschwindigkeiten von Dynabeads und Fluoresbrite unterschieden sich signifi-
kant (p <0,001). In finf Versuchen konnte gezeigt werden, dass die durchschnittliche Trans-
portgeschwindigkeit von Dynabeads mit 51,51 um/s (1,59 um/s; s. Abb. 3.14a, ohne ATP-
Zugabe) bzw. mit 74,73 um/s (£ 1,29 um/s; s. Abb. 3.14b, nach ATP-Zugabe) héher war als
die von Fluoresbrite. Fluoresbrite wurden somit durchschnittlich 11,80 % bzw. nach ATP-
Zugabe 9,76 % langsamer als Dynabeads transportiert.
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Abbildung 3.14: Durchschnittliche Transportgeschwindigkeit von Dynabeads und Fluoresbrite. Ohne Zugabe
von ATP (a), nach Zugabe von ATP (b). Nachweis in n=5 Tieren. Vergleich der Transportgeschwindigkeit der
Dynabeads eines Versuchs auf die Transportgeschwindigkeit der Fluoresbrite desselben Versuchs, p<0,001.
Angaben als Mittelwert + Standardfehler. Durchfiihrung des Wilcoxon-Tests.

3.2 Translokation des NF«<B p65 in den Zellkern

Der Transport von Partikeln und Bakterien verschiedener GréBe konnte im ex-vivo Modell
gezeigt werden. Ob durch Inkubation mit Bakterien und LPS eine zellulare Stimulation er-
folgt, wurde durch die Translokation von NFxB p65 in den Zellkern nachgewiesen.

3.2.1 Inkubation mit H. influenzae

Bei der Inkubation explantierter Tracheen mit H. influenzae konnte die Translokation von
NFxB p65 in den Zellkern nachgewiesen werden (s. Abb. 3.15, nachste Seite).
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120 min

NFkB p65 Hoechst

Hoechst + NFkB

Abbildung 3.15: Stimulation einer ex-vivo Trachea mit H. influenzae fr 0 (a), 30 (b), 60 (c), 90 (d) und 120 min
(e). Die obere Reihe stellt die mit Hoechst markierten Zellkerne dar, die zweite Reihe in rot NFxB p65 im Zytosol
und im Zellkern. Die dritte Reihe zeigt die Kombination aus beiden Farbsignalen. Die blauen Pfeile zeigen
beispielhaft auf Zellkerne, in denen es nicht zu einer Translokation von NFxB p65 in den Zellkern gekommen ist.
Nachweis in n=5 Tieren.

Bei 0 min Inkubation waren durchschnittlich in 4,62 % (+ 0,89 %) der Zellkerne die Translo-
kation von NFxB p65 nachzuweisen, die sich auf 8,16 % (£ 0,50 %) nach 30 min steigerte (s.
Abb. 3.16).
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Abbildung 3.16: Verhaltnis von Kernen mit NFxB p65-Translokation in den Zellkern zur Gesamtzahl an Zell-
kernen. Verlaufsbeobachtung von 0 bis 120 min bei Stimulation mit H. influenzae. Nachweis in n=5 Tieren.
Angaben als Mittelwert + Standardfehler. Durchfliihrung des Wilcoxon-Tests.
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Nach 60 min ergab sich eine ca. 7-fache Steigerung auf durchschnittlich 56,18 % (£ 1,20 %),
um nach 90 min auf durchschnittlich 72,26 % (+ 1,86 %) weiter anzusteigen. Nach 120 min
Stimulation mit H. influenzae sank die durchschnittliche Zahl der Zellkerne mit transloziertem
NFxB p65 wieder auf 54,47 % (+ 3,04 %). Nach 90 min Inkubation wurde also das Maximum
erreicht, der grote Zugewinn an Translokationen fand zwischen 30 und 60 min statt. Das
ermittelte Verhaltnis von Kernen mit Translokation von NFxB p65 in den Zellkern zur Ge-
samtzahl an Zellkernen unterschied sich signifikant zum Verhaltnis der vorherigen, 30 min
kirzeren Inkubationszeit (s. Abb. 3.16, p<0,001).

Die Translokation konnte trotz ubiquitar vorhandenem Stimulans nicht in allen Zellkernen
nachgewiesen werden. Aufgrund eines immer ahnlichen Verteilungsmusters wurde mithil-
fe von Durchlicht untersucht, in welchen Zellen die Translokationen vorlagen. Es zeigte sich
hierbei, dass die Translokation von NFxB p65 in den Zellkern nur in den nicht-zilientragenden
Zellen stattfand, die zilientragenden Zellen blieben dagegen bei den Translokationen ausge-
spart (s. Abb. 3.17).

Abbildung 3.17: Translokation von NFxBp65 in den Zellkern nach Stimulation mit H. influenzae in nicht-
zilientragenden Zellen. Bild (a) auf Héhe des Epithels stellt mithilfe von Durchlicht die zilien- und nicht-
zilientragenden Zellen dar. Zellen, die sicher als zilientragend identifizierbar waren, sind blau umrandet. Bild
(b) zeigt die immunhistochemische Darstellung von NFxB p65 im Zytosol und im Zellkern (rot). Schwarze Aus-
sparungen entsprechen einer nicht stattgefundenen NFxB p65-Translokation in den Zellkern. Bild (c) stellt die
grin angefarbten Zellkerne mit einem DNA-Farbstoff dar. Bild (d) zeigt die Kombination aus beiden Farbsigna-
len in (b) und (c). Da in den blau umrandeten Zellen keine Rotférbung des Kerns vorliegt, ist dort somit keine
Translokation von NFxB p65 im Zellkern nachweisbar. Nachweis in n=5 Tieren.
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3.2.2 Inkubation mit LPS

Auch durch Stimulation mit LPS konnte eine Translokation von NFxBp65 in den Zellkern
einiger Epithelzellen nachgewiesen werden (s. Abb. 3.18).

Bei Erfassung des zeitlichen Verlaufs der NFxB p65-Translokationen in den Zellkern wah-
rend der Stimulation mit LPS zeigte sich, dass zum Zeitpunkt 0 min durchschnittlich in 1,80 %
(£ 0,56 %) der Zellen das translozierte NFxB p65 im Zellkern nachgewiesen werden konn-
te (s. Abb. 3.19, nachste Seite). Nach 15 min Stimulation nahm die Anzahl der NFxB p65-
positiven Zellkerne zu (23,52 % + 1,56 %), erreichte nach 30 min ihren Maximalwert (64,05 %
1 1,65%), um nach 45 min Stimulation wieder abzusinken (45,13 % £ 1,31 %). Nach 60 min
war nur noch ein sehr geringer Nachweis mdglich (9,74 % + 0,95 %). Zwischen 15 und 30 min
fand also die groBte Zunahme an Translokationen von NFxBp65 in den Zellkern statt (s.
Abb. 3.19, nachste Seite). Das ermittelte Verhéltnis von Kernen mit NFxB p65-Translokation
in den Zellkern zur Gesamtzahl an Zellkernen unterschied sich auch hier signifikant zum
Verhaltnis der 15 min kirzeren Inkubationszeit (p <0,001).

NFkB p65 Hoechst

Hoechst + NFkB

Abbildung 3.18: Stimulation einer ex-vivo Trachea mit LPS fir 0 (a), 15 (b), 30 (c), 45 (d) und 60 min (e). Die
obere Reihe stellt die mit Hoechst markierten Zellkerne dar, die zweite Reihe in rot NFxB p65 im Zytosol und im
Zellkern. Die dritte Reihe zeigt die Kombination aus beiden Farbsignalen. Die blauen Pfeile zeigen beispielhaft
auf Zellkerne, in denen es nicht zu einer Translokation von NFxB p65 in den Zellkern gekommen ist. Nachweis
inn =5 Tieren.

Wie auch bei der Stimulation mit H. influenzae beobachtet, fiel ein bestimmtes Verteilungs-
muster der NFxB p65-Translokationen bei Stimulation mit LPS auf. Bei Nutzung von Durch-
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licht zeigte sich auch hierbei, dass die beobachteten Translokationen von NFxB p65 in
den nicht-zilientragenden Zellen stattfand und die zilientragenden Zellen aussparte (s. Abb.
3.20).
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Abbildung 3.19: Verhéltnis von Kernen mit NF«B p65-Translokation in den Zellkern zur Gesamtzahl an Zellker-
nen. Verlaufsbeobachtung von 0 bis 60 min bei Stimulation mit LPS. Nachweis in n=5 Tieren. Angaben als
Mittelwert + Standardfehler. Durchfihrung des Wilcoxon-Tests.

Abbildung 3.20: Translokation von NFxB p65 in den Zellkern nach Stimulation mit LPS in nicht-zilientragenden
Zellen. Bild (a) auf H6he des Epithels stellt die zilien- und nicht-zilientragenden Zellen dar. Zellen, die sicher als
zilientragend identifizierbar waren, sind blau umrandet. Bild (b) zeigt die immunhistochemische Darstellung von
NFxB p65 im Zytosol und im Zellkern (rot). Schwarze Aussparungen entsprechen einer nicht stattgefundenen
NFxB p65-Translokation in den Zellkern. Bild (c) stellt die Kombination aus beiden Farbsignalen dar. Da in den
blau umrandeten Zellen keine Rotfarbung des Kerns vorliegt, ist dort somit keine Translokation von NFxB p65
im Zellkern nachweisbar. Nachweis in n=5 Tieren.



3.3 Evaluierung des neuen Verfahrens zur Epithelzellgewinnung 41

3.3 Evaluierung des neuen Verfahrens zur Epithelzellgewinnung

Die ersten Versuche zur Epithelgewinnung zeigten, dass gewdhnliche Polyestertupfer (s.
Kap. 2.7, s. Abb. 3.21c) die Epithelzellen zwar abstrichen (s. Abb. 3.21a und b), diese da-
nach aber nicht wieder abgelést werden konnten. Demgegenliber konnten abgestrichene
Zellen von einer Ausstrichdse (s. Abb. 3.21f) zwar sehr gut wieder abgeldst werden, die Ge-
samtaufnahme fiel jedoch sehr gering aus (s. Abb. 3.21d und e). Als sehr gute Mdglichkeit
stellte sich nach einigen Versuchen (s. Kap. 2.7) die Verwendung des Copan-Tupfers dar
(s. Abb. 3.21i), der die Vorteile des Tupfers mit denen der Ose vereinte. Mit dieser Technik
konnten durchschnittlich 1,54 ug RNA aus einer Trachea gewonnen werden. Im Gegensatz
dazu konnten mit den regularen Polyestertupfern nur durchschnittlich 7,53 ng RNA pro Tra-
chea gewonnen werden. Die Kontrolle der Epithelabnahme durch das Anfertigen von REM-
Bildern bewies, dass nur das Epithel abgenommen wurde, nicht aber die subepithelialen
Zellen (s. Abb. 3.21g und h).

Abbildung 3.21: REM-Bild: Blick auf eine murine Trachea nach Abstrich (b) mit einem Polyestertupfer (c), (e) mit
einer Kunstoffése (f) und (h) mit einem Copan-Tupfer (i). Nach Abstrich mit der Kunststoffése sind kleine Berei-
che ohne Epithel zu erkennen. Der Copan-Tupfer, genauso wie der Polyestertupfer, erzeugte grof3e, epithelfreie
Bereiche. (a), (d) und (g) zeigen die entsprechenden Nahaufnahmen nach dem Abstrich.

3.4 Nachweis der Regulation von Cytokin- und Chemokin-mRNA

Nachdem die Translokation von NFxB p65 nach der Inkubation mit LPS und H. influenzae
nachgewiesen werden konnte, wurde Uberprift, ob diese Stimulationen zu einer mRNA-
Induktion von Entziindungsmediatoren fiihrt. Dazu erfolgten Inkubationen mit LPS, H. influ-
enzae, S. aureus und Pam3Cys mit oder ohne MyD88-Inhibitor.

3.4.1 Stimulation mit LPS

LPS fOhrte in murinem Trachealepithel nach 2,5 h Inkubation bei 37 °C zu einer Hochregu-
lation von IL6-, MIP-2-, KC- und CXCL5-mRNA (alle p<0,001, bis auf CXCL5 p<0,005; s.
Abb. 3.22, nachste Seite). Im Vergleich zur Negativkontrolle (Wert immer 1) war der MIP-
2-mRNA-Wert mit 88,75 (£ 3,04) am starksten erhdht. Der IL6-mRNA-Wert stieg auf 46,82
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(£2,61), KC- und CXCL5-mRNA erhéhten sich auf 39,32 (£ 1,92) bzw. 13,61 (£ 1,25). Nach
Ablauf der Inkubationszeit konnte keine signifikante Steigerung der Menge an MCP-1-mRNA
gemessen werden (p>0,1).
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Abbildung 3.22: 2,5 h Inkubation mit 1 ug/ml LPS. Durchschnittliche Zunahme der IL6-, MIP-2-, KC-, CXCL5- und
MCP-1-mRNA-Menge im Vergleich zur unstimulierten Probe. Nachweis in n=10 Tieren. Angaben als Mittelwert
+ Standardfehler. Durchfiihrung des Wilcoxon-Tests.

3.4.2 Stimulation mit H. influenzae

Als Vertreter der gram-negativen Stédbchen wurde die Stimulation des murinen Trachealepi-
thels mit H. influenzae 2019 durchgefihrt. Dabei zeigte sich, dass sich durch 2,5 h Inkuba-
tion bei 37 °C die Menge der gebildeten IL6-, MIP-2-, KC- und MCP-1-mRNA im Vergleich
zur Negativkontrolle signifikant erhdhte (alle p<0,001; MCP-1 p<0,05; s. Abb. 3.23).
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Abbildung 3.23: 2,5h Inkubation mit 3,5-108 H. influenzae pro Tracheahalfte. Durchschnittliche Zunahme der
IL6-, MIP-2-, KC-, CXCL5- und MCP-1-mRNA-Menge im Vergleich zur unstimulierten Probe. Nachweis in n=7
Tieren. Angaben als Mittelwert + Standardfehler. Durchfliihrung des Wilcoxon-Tests.
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Der gréfBte Anstieg konnte bei MIP-2-mRNA mit einer durchschnittlichen Steigerung auf
63,59 (+3,00) beobachtet werden. KC-mRNA stieg auf 29,39 (+2,13). IL6- und MCP-1-
mRNA erhéhten sich auf 6,03 (£0,75) bzw. 5,56 (£0,88). Die Menge an CXCL5-mRNA
erreichte nicht das Signifikanzniveau.

3.4.3 Stimulation mit S. aureus

Die Stimulation mit einem gram-positiven Keim erfolgte mit S. aureus. Es zeigte sich, dass
alle gemessenen Parameter (IL6-, MIP-2-, KC-, CXCL5- und MCP-1-mRNA) unterhalb des
Signifikanzniveaus lagen (s. Abb. 3.24).
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Abbildung 3.24: 2,5h Inkubation mit 1,4-10° S. aureus pro Tracheahdlfte. Durchschnittliche Werte (Balkendia-
gramm) und einzelne Werte (kleine Vierecke) der Steigerung der IL6-, MIP-2-, KC-, CXCL5- und MCP-1-mRNA-
Menge im Vergleich zur unstimulierten Probe. Nachweis in n =8 Tieren. Angaben als Mittelwert + Standardfehler.
Durchfiihrung des Wilcoxon-Tests.

3.4.4 Stimulation mit Toll-like-Rezeptor-2-Agonist Pam3Cys

Da die Stimulation mit S. aureus nicht zu den erwarteten Ergebnissen fiihrte, wurde der
Stimulationsversuch mit dem TLR2-Agonisten Pam3Cys vorgenommen. Somit konnte die
Rezeptorausstattung des murinen Trachealepithels untersucht werden. Dabei erfolgte die
Stimulation mit Pam3Cys in zwei verschiedenen Konzentrationen, mit 100 ng/ml (s. Abb.
3.25a, nachste Seite) und 10 ug/ml (s. Abb. 3.25b). Es zeigte sich, dass die intrazellulare
mRNA-Produktion von IL6 nur durch die hundertfach héhere Konzentration (10 pg/ml) von
Pam3Cys hochreguliert werden konnte (p>0,2 vs. p<0,05). Die Steigerung von IL6-mRNA
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im Vergleich zur Negativkontrolle erfolgte bei Verwendung der h6heren Konzentration durch-
schnittlich auf 4,86 (+0,96). Nach Stimulation mit 10 ug/ml Pam3Cys stiegen auch die Men-
gen an MIP-2 und KC-mRNA auf 5,97 (£0,87) bzw. 6,16 (x0,74) (p<0,001). Der CXCL5-
und der MCP-1-mRNA-Level erreichten ebenfalls nicht das Signifikanzniveau (p>0,1 bzw.
p>0,05). Im Vergleich der Stimulationsstéarke von LPS mit Pam3Cys fiel auf, dass die Ant-
wort auf LPS-Stimulation auB3er fir IL6-mRNA immer signifikant héher ausfiel als die auf
Pam3Cys (IL6-mRNA p > 0,05; MIP-2- und KC-mRNA p<0,001; CXCL5-mRNA p<0,05).
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Abbildung 3.25: 2,5h Inkubation mit Pam3Cys. (a) 100 ng/ml Pam3Cys: Durchschnittliche (Balkendiagramm)
und einzelne Werte (kleine Vierecke) der Steigerung der IL6-mRNA-Menge im Vergleich zur unstimulierten
Probe. Nachweis in n=8 Tieren. Angaben als Mittelwert + Standardfehler. Durchfiihrung des Wilcoxon-Tests.
(b) 10 pg/ml Pam3Cys: Durchschnittliche Werte (Balkendiagramm) und einzelne Werte (kleine Vierecke) der
Steigerung der IL6-,MIP-2-, KC-, CXCL5- und MCP-1-mRNA-Menge im Vergleich zur unstimulierten Probe.
Nachweis in n=6 Tieren. Angaben als Mittelwert + Standardfehler. Durchfiihrung des Wilcoxon-Tests.

3.5 MyD88-Inhibitor: Wirkung auf NFxB-Translokation und
Cytokin-/Chemokin-mRNA

Da nach LPS-Stimulation die Translokation von NFxB p65 in den Zellkern und der Anstieg
von Cytokin- und Chemokin-mRNA nachgewiesen werden konnten, sollte gepriift werden,
ob dies TLR- und somit MyD88-vermittelt geschieht. Dazu wurde die Homodimerisation von
MyD88 gehemmt. Untersucht wurden dabei Veranderungen der nukledren Translokationen
von NFxB p65 und Veranderungen auf mRNA-Ebene.

3.5.1 Translokation von NFxB p65 in den Zellkern

Nach 4 h Vorinkubation mit dem MyD88-Inhibitor schloss sich die 30 min dauernde LPS-
Stimulation an und zeigte, dass nach 4 h MyD88-Inhibition die Translokation von NF«xB in
den Zellkern durch LPS kaum noch induzierbar war (s. Abb. 3.26, nichste Seite).
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MyD88-Inhibitor + Kontrollpeptid + LPS Kontrollpeptid +

NFKB p&5 Hoechst
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Abbildung 3.26: Hemmung der Translokation von NFxBp65 in den Zellkern durch 4 h Vorinkubation mit dem
MyD88-Inhibitor (100 uM). Die obere Reihe stellt die mit Hoechst markierten Zellkerne dar, die zweite Reihe
in rot NFxB p65 im Zytosol und im Zellkern. Schwarze Aussparungen entsprechen einer nicht stattgefundenen
NF«xB p65-Translokation in den Zellkern. Die dritte Reihe zeigt die Kombination aus beiden Farbsignalen. Nach-
weis in n=5 Tieren, Negativkontrolle (Kontrollpeptid, Hepes-gepufferte Ringerlésung) in n=3 Tieren.

(a) 4 h Vorinkubation mit 100 uM MyD88-Inhibitor, anschlieBend 30 min Inkubation mit LPS;

(b) 4 h Vorinkubation mit 100 uM Kontrollpeptid, anschlieBend 30 min Inkubation mit LPS;

(c) 4 h Vorinkubation mit Kontrollpeptid, anschlieBend 30 min Inkubation in Hepes-gepufferter Ringerlésung.

Die Positivkontrolle (4 h Inkubation mit einem Kontrollpeptid und anschlieBend 30 min LPS-
Stimulation) zeigte im Gegensatz dazu eine sehr starke Translokation von NFxBp65 (p <
0,001; s. Abb. 3.27, nachste Seite). Um auszuschlieBBen, dass alleine die vierstiindige Inku-
bation im Medium ausreicht, diese Reaktion auszulésen, wurde eine Negativkontrolle (4 h
Inkubation mit einem Kontrollpeptid, danach 30 min Inkubation in Hepes-gepufferter Ringer-
I6sung) herangezogen. Es zeigte sich, dass wahrend 4 h im Medium keine mit der Positiv-
kontrolle vergleichbare Translokation von NFxB p65 in den Zellkern stattfand.
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Abbildung 3.27: Verhéltnis von Kernen mit NFxB p65-Translokation in den Zellkern zur Gesamtzahl an Zellker-
nen. Nachweis in n=5 Tieren, Negativkontrolle (Kontrollpeptid, Hepes-gepufferte Ringerldsung) in n=3 Tieren.
Angaben als Mittelwert + Standardfehler. Durchfiihrung des Wilcoxon-Tests.

3.5.2 Nachweis der Regulation von Cytokin- und Chemokin-mRNA

Durch die 4 h Vorinkubation mit dem MyD88-Inhibitor und anschlieBend 2,5h Inkubation
mit LPS konnte die Hochregulation von IL6-, MIP-2, KC-, CXCL5- und MCP-1-mRNA im
Vergleich zur ungehemmten, LPS-stimulierten Probe (Positivkontrolle) signifikant reduziert
werden (p<0,001; s. Abb. 3.28, nachste Seite). Die starksten Hemmungen im Vergleich zur
Positivkontrolle (Wert immer 1) konnten bei der Menge an MIP-2-mRNA mit 0,21 (£ 0,16),
MCP-1-mRNA mit 0,22 (x0,22) und CXCL5-mRNA mit 0,24 (x0,16) beobachtet werden.
KC- und IL6-mRNA wurden auf 0,28 (+ 0,18) bzw. 0,33 (£ 0,24) reduziert.

Die Positivkontrolle (Kontrollpeptid, LPS) war im Vergleich zur Negativkontrolle (Kontrollpep-
tid, kein LPS) signifikant erhéht (p <0,001; s. Abb. 3.28): fir MIP-2-mRNA auf 8,95 (+1,28),
fir CXCL5-mRNA auf 4,93 (£0,77), fir KC-mRNA auf 2,98 (£ 0,36) sowie fiir IL6-mRNA auf
1,89 (£ 0,49). Im Gegensatz dazu erreichte die Menge an MCP-1-mRNA wie schon in den
vorherigen Versuchen (s. Kap. 3.4.1) nicht das Signifikanzniveau (p>0,2).

Beide Proben mit MyD88-Inhibitor (s. Tab. 2.1, S. 22) waren in der Mehrheit der Parameter
nicht signifikant unterschiedlich zur Negativkontrolle (p > 0,2). Lediglich die Menge an MCP-
1-mRNA war in der gehemmten, LPS-stimulierten Probe im Vergleich zur Negativkontrolle
mit durchschnittlich 0,34 (£ 0,18) signifikant geringer (p <0,001). Die gehemmte, nicht LPS-
stimulierte Probe im Vergleich zur Negativkontrolle fiel in der Menge an MIP-2-mRNA mit
durchschnittlich 0,35 (x0,21) signifikant geringer aus (s. Abb. 3.28, nachste Seite).
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Abbildung 3.28: Veranderung der mMRNA-Menge an Cytokinen und Chemokinen nach 4 h Vorinkubation mit dem
MyD88-Inhibitor bzw. Kontrollpeptid und anschlieBender Stimulation mit LPS fir 2,5 h. Durchschnittliche Zunah-
me der IL6-, MIP-2-, KC-, CXCL5- und MCP-1-mRNA-Menge im Vergleich zur unstimulierten Probe (Kontroll-
peptid, Hepes-gepufferte Ringerlésung). Nachweis in n=4 Tieren. Angaben als Mittelwert + Standardfehler.
Durchfiihrung des Wilcoxon-Tests.

3.6 Zellfunktionen in Abhangigkeit von der Temperatur

Um zu untersuchen, welchen Effekt physiologische Verdnderungen der Temperatur auf das
Atemwegsepithel haben, wurden sowohl mechanische Veranderungen als auch Verande-
rungen auf mMRNA-Ebene bei Erhéhen oder Senken der Temperatur untersucht. Die Zili-
enschlagfrequenz sowie die Menge an Cytokin- und Chemokin-mRNA bildeten dabei die
entscheidenden Kriterien.

3.6.1 Temperaturabhangigkeit der Zilienschlagfrequenz

Die Zilienschlagfrequenz der Trachea variierte mit Erhéhen oder Senken der Temperatur
ihres Mediums. Innerhalb des untersuchten Temperaturintervalls besaf3 jede Trachea zwei
Frequenzminima (s. Abb. 3.29, nachste Seite). Eines lag bei 24,2 °C, wo die Zilienschlagfre-
quenz durchschnittlich 7,14 Hz betrug. Das zweite Minimum war bestimmt durch Erreichen
des flir jede Trachea unterschiedlichen Temperaturmaximums und lag zwischen 42,2 °C bis
44,2 °C. Hierbei war in finf Fallen keine Zilienschlagfrequenz mehr nachweisbar. Lediglich
eine untersuchte Trachea besal3 bei einer Temperatur von 44,2 °C noch eine Restaktivi-
tat der Zilien: Die verbliebenen aktiven Zellen schlugen durchschnittlich noch mit 1,98 Hz.
Die Versuche dauerten aufgrund des unterschiedlichen Aufwarmverhaltens der Objektschal-
chen zwischen 34 und 67 min. Zwischen Versuchsdauer und Hitzetoleranz konnte kein Zu-
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sammenhang erkannt werden. Weder besonders lange, vermeintlich schonendere, noch
besonders kurze Aufwarmzeiten lieBen einen eindeutigen Rickschluss auf das schlechtere
Vertragen héherer Temperaturen und damit auf das frihere Sistieren des Zilienschlags zu.
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Abbildung 3.29: Veranderung der Zilienschlagfrequenz Uber verschiedene Temperaturstufen. Dargestellt sind
sowohl die Mittelwerte der Einzeltiere als auch der Mittelwert aller Versuchstiere. Nachweis in n=60 Zellen aus
6 Tieren. Bei Bezug der Minimalfrequenz einer Zelle auf die Maximalfrequenz der gleichen Zelle bei verschiede-
nen Temperaturen, p <0,001. Bei Bezug der Minimalfrequenz einer Zelle auf die Maximalfrequenz einer anderen
Zelle des gleichen Areals bei gleicher Temperatur, p <0,001.

AuBerdem konnte beobachtet werden, dass nicht alle Zellen ein einheitliches Temperatur-
optimum hatten. Dieses variierte sowohl von Trachea zu Trachea als auch innerhalb einer
einzelnen Trachea von Zelle zu Zelle (s. Abb. 3.30).
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Abbildung 3.30: Die einzelnen zilientragenden Zellen des untersuchten Tracheaareals erreichen ihre maximale
Zilienschlagfrequenz jeweils bei unterschiedlichen Temperaturen. Dargestellt sind die Veranderungen der Zili-
enschlagfrequenz Uber verschiedene Temperaturstufen. Es sind sowohl die Werte der Einzelzellen als auch der
Mittelwert aller Zellen angegeben.

So lagen die Temperaturoptima bei den gewéhlten Zellen bei 34,2 °C, 36,2 °C, 38,2 °C bzw.
40,2 °C. Beispielhaft dafur sind in Abbildung 3.30 die Zilienschlagfrequenzen der Einzelzel-
len angegeben, die die unterschiedlichen Temperaturoptima der einzelnen zilientragenden
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Zellen verdeutlichen. Auch hierbei lie3 sich keine Verbindung zwischen der Versuchsdauer
und den unterschiedlichen Optima feststellen.
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Abbildung 3.31: Prozentuale Ubereinstimmung der Zilienschlagfrequenz zwischen benachbarten bzw. nicht be-
nachbarten zilientragenden Zellen. Die jeweils héhere Frequenz wurde 100 % gleichgesetzt, die niedrigere
entsprechend anteilig berechnet. Veranderung der prozentualen Ubereinstimmung iber verschiedene Tempe-
raturstufen. Nachweis in n=5 Tieren. p=0,004. Angaben als Mittelwert + Standardfehler. Durchflihrung des
Wilcoxon-Tests.

Es zeigte sich, dass sich die Frequenz innerhalb der zehn zuféllig ausgesuchten Zellen si-
gnifikant unterschied (p <0,001). Es gab dabei sowohl sehr langsam, als auch sehr schnell
schlagende Zellen und einige, die im Mittelbereich lagen. Da es nahelége, dass benachbarte
Zellen in etwa mit der gleichen bzw. einer sehr ahnlichen Frequenz schlagen, wurden diese
Frequenzen hinsichtlich dieser Fragestellung untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass der
Grof3teil der benachbarten Zellen eine &hnliche Frequenz hatte. Bei Gleichsetzen der héhe-
ren Zilienschlagfrequenz der untersuchten Nachbarzellen mit 100 % zeigte sich, dass in der
gleichen Temperaturstufe die langsameren Zellen durchschnittlich 84,03 % der Zilienschlag-
frequenz der schnelleren Zellen erreichten (s. Abb. 3.31). Damit unterschied sich dieses
Verhaltnis signifikant von zufallig, stichprobenartig ausgewahlten nicht benachbarten Zellen
(p=0,004), bei denen die niedrigeren Zilienschlagfrequenzen durchschnittlich 74,71 % der
héheren Frequenzen erreichten. Am stérksten variierten die Zilienschlagfrequenzen in Be-
reichen hoher und niedriger Temperaturen. So lagen die langsameren benachbarten Zellen
bei 24,2 °C nur noch bei 77,47 % bzw. bei 42,2 °C bei 75,66 % der Frequenz der schnelle-
ren Zellen. Die Variabilitat der nicht benachbarten Zellen war bei 24,2 °C noch gréBer, die
langsameren Zellen erreichten nur noch 58,71 % der Frequenz der schnelleren Zellen. Die
maximale Ubereinstimmung der Zilienschlagfrequenz benachbarter Zellen fand sich im Be-
reich des durchschnittlichen Temperaturoptimums: Bei 36,2 °C erreichten die langsameren
Zellen 89,70 % der Frequenz der schnelleren Zellen (s. Abb. 3.31).

Die Veranderung der Zilienschlagfrequenz bei Erh6hung der Temperatur um 2 °C fiihrte bis
36,2 °C durchschnittlich zu einer Steigerung um 34,13 % (2 °C niedrigere Temperaturstufe =
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100 %). Bei Uberschreiten von 36,2 °C reduzierte sich die Zilienschlagfrequenz wieder um
durchschnittlich ein Drittel (2 °C niedrigere Temperaturstufe = 100 %).

3.6.2 Temperaturabhéangigkeit der Produktion von Cytokin- und
Chemokin-mRNA

Die Stimulation mit H. influenzae erfolgte sowohl bei 24 °C als auch bei 37 °C. Die Stimula-
tion bei 37 °C zeigte im Vergleich zur 37 °C-Negativkontrolle eine signifikante Hochregula-
tion sémtlicher gemessener mRNA-Werte (p<0,001). Der gré3te Anstieg konnte bei MIP-
2-mRNA und KC-mRNA auf 609,30 (£ 13,41) bzw. 300,64 (+9,36) nachgewiesen werden.
CXCL5-mRNA, MCP-1-mRNA und IL6-mRNA stiegen auf 37,64 (+ 3,19), 35,21 (+ 2,86) bzw.
31,91 (x2,29). Im Gegensatz dazu flhrte die Stimulation bei 24 °C im Vergleich zur Negativ-
kontrolle nur bei MIP-2-mRNA mit 4,91 (£ 1,02) zu einer signifikanten Steigerung (p <0,001).
Die anderen Parameter erreichten nicht das Signifikanzniveau (alle p>0,1; MCP-1 p>0,2).
Bei Vergleich der Ergebnisse beider Temperaturstufen zeigten sich mit Ausnahme der
mRNA von CXCL5 immer signifikant héhere Werte in den 37 °C-Proben (alle p<0,001;
CXCL5 p>0,1; s. Abb. 3.32).
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Abbildung 3.32: 2,5 h Inkubation mit 1-108 H. influenzae pro viertel Trachea bei 24 °C bzw. 37 °C. Durchschnittli-
che Zunahme der IL6-, MIP-2-, KC-, CXCL5- und MCP-1-mRNA-Menge im Vergleich zur unstimulierten Probe.
Vergleich von 24 °C und 37 °C mit der Negativkontrolle. Nachweis in n=5 Tieren. Angaben als Mittelwert +
Standardfehler. Durchfiihrung des Wilcoxon-Tests.



4 Diskussion

4.1 Mechanismen des zilienvermittelten Transports

Obwohl jeden Tag Uber die Atemluft Bakterien, Viren und Kleinstpartikel in den Respira-
tionstrakt gelangen, kommt es nur selten zu einer Entzindung. Als Abwehrmechanismus
dient dem Organismus u. a. das System der mukozilidren Clearance: Mithilfe zilientragender
Zellen, periziliarer FlUssigkeit und Mukus kénnen eingeatmete Pathogene eliminiert, aus der
Trachea heraustransportiert und entweder verschluckt oder herausgehustet werden.

4.1.1 Bedeutung von Mukus und genauer Regulation der periziliaren
Flussigkeit

Die Literatur beschreibt ein Dogma der mukoziliaren Clearance, welches besagt, dass Mu-
kus fur den Transport von Partikeln, Bakterien etc. essentiell ist: Ohne Mukus, nur mit FlUs-
sigkeit, findet kein Transport statt. Der Mukus schwimmt nach dieser Theorie auf einer Flus-
sigkeitsschicht, die die Zilien umgibt, und nimmt bei seinem Transport in Richtung Larynx
Partikel, Bakterien, Detritus etc. mit. Wichtig an dieser FlUssigkeitsschicht ist, dass sie men-
genmanig genau reguliert ist. Eine zu geringe Flissigkeitsmenge bewirkt das Absinken des
Mukus auf die zilientragenden Zellen, wéahrend ein Ubermaf an perizilidrer Fliissigkeit dazu
fihrt, dass die Zilien den Mukus nicht mehr erreichen kénnen (Eliezer et al., 1970; Widdi-
combe und Widdicombe, 1995). Knowles und Boucher (2002) postulieren im Hinblick auf
die Effektivitat des Zilienschlags, dass die Zilien von Saugetieren zu kurz seien, um direkt
die perizilidre Flussigkeit in Bewegung zu versetzen und dass diese nur sekundar durch
Mukusbewegungen mitbewegt werde. Somit fiihren fehlender Mukus und Stérungen der
periziliaren Flussigkeitsregulation zum Zusammenbruch der mukozilidren Clearance (Mat-
sui et al., 1998). Bezliglich der perizilidaren Flissigkeit hat sich in den letzten Jahren eine
von der bisherigen Literaturmeinung differierende These entwickelt: Tarran et al. (2001a)
und Clunes und Boucher (2011) beschreiben, dass die exakte Regulation dieser perizilidren
Flissigkeit nicht essentiell ist, da Mukus Uber Aufnahme bzw. Abgabe von Flissigkeit sich
der Umgebung anpasst.

Durch die vorliegende Arbeit konnte nun gezeigt werden, dass dieses Modell dennoch teil-
weise falsch ist. So konnte trotz Entfernung des Mukus und Ersetzen der perizilidren Flissig-
keit durch ein Ubermaf an Hepes-gepufferter Ringerlésung ein Transport beobachtet wer-
den. Dieser Transport war schnell und effektiv: Partikel, die an kleinen Mukusresten klebten,
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wurden regelmafig von den freien, nicht an Mukus gebundenen Partikeln Uberholt. Ledig-
lich ein geringer Teil der Partikel wurde nicht transportiert. Dabei konnte der Transport von
Partikeln, die mit ca. 4,5um Durchmesser etwas kleiner als Erythrozyten sind, auBBerdem
von Bakterien (Kokken: ca. 0,5- 1,5 um Durchmesser; Stabchen ca. 1,1-1,5um Durchmes-
ser und 2-6 um Lange (Goto et al., 2007) sowie von etwa virengro3en Partikeln (ca. 0,2 um
Durchmesser) nachgewiesen werden. Die Transportgeschwindigkeiten der gréBeren Parti-
kel und die der Bakterien waren dabei nicht signifikant unterschiedlich. Lediglich die klei-
neren Partikel wurden langsamer transportiert (p <0,001). Eine mdgliche Erklarung fir den
Unterschied zwischen dem seit Jahren geltenden Dogma und den Beobachtungen dieser
und anderer Arbeiten aus dem gleichen Labor (Kénig et al., 2009; Klein et al., 2009) mag
in den unterschiedlichen Versuchsbedingungen liegen. So nutzten Eliezer et al. (1970) ein
Setup, in dem zwar eine relative Luftfeuchtigkeit von 100 % herrschte, was aber vermutlich
nicht verhinderte, dass die periziliare Flissigkeit nach Entfernung des Mukus abtransportiert
wurde. Folglich brach der mukoziliare Transport zusammen, da beide Komponenten (Mukus
und perizilidre Flissigkeit) fehlten. Nach erneuter Zugabe von Mukus lie3 sich dann dort
wieder der Partikeltransport nachweisen. Die Tatsache, dass diese Mukuszugabe wieder-
um eine Partikelbeférderung induzierte, lasst sich derart erklaren, dass Mukus imstande ist,
seinen Wassergehalt durch Aufnahme aus der Umgebung zu erhéhen bzw. durch Abgabe
an die Umgebung zu reduzieren (Randell und Boucher, 2006). Somit wurde in besagtem
Experiment (Eliezer et al., 1970) durch Zugabe des Mukus vermutlich wieder periziliare
Flussigkeit generiert. Alternativ kann die vorhandene Menge flir den Transport von Mukus
ausgereicht haben, nicht aber flir den Transport von Partikeln. Das in der vorliegenden Arbeit
genutzte ex-vivo Modell der Trachea verflgte nicht mehr Gber Mukus, dafir aber Uber eine
grof3e Menge an Hepes-gepufferter Ringerlésung als Medium, das die perizilidre FlUssigkeit
ersetzte bzw. ergénzte. Dort konnte mehrere hundert um Uber dem Epithel ein Transport
nachgewiesen werden, der durch eine zilienvermittelte Strémung entstand. Voraussetzung
fir den Partikeltransport ist somit primér die Existenz periziliarer Flissigkeit und nicht die
Anwesenheit von Mukus.

In der vorliegenden Arbeit wurde mithilfe vereinzelter Mukusreste das Transportverhalten
von Mukus evaluiert. Bei Fokussierung auf das Epithel bzw. vor allem auf die zilientragenden
Zellen konnte dort ein Transport von Mukus und Partikeln beobachtet werden. Dabei zeigte
sich, dass Mukusstilcke, die gréBer als Dynabeads waren, in dieser Ebene langsamer als
die Partikel transportiert wurden. Auf3erdem konnte oberhalb der Mukusstlicke der Trans-
port von Partikeln beobachtet werden. Die eigenen Versuche zeigten weiterhin, dass Mukus
bei Zunahme der perizilidren Fllssigkeit, anders als in der Literatur beschrieben (Widdi-
combe und Widdicombe, 1995), nicht auf, sondern in der periziliaren Flissigkeit schwimmt.
Die vorliegenden Untersuchungen dieser Arbeit zeigten weiterhin, dass der Transport bis
400 um Abstand zum Epithel in Abwesenheit von Mukus mdglich ist. Somit scheint — anders
als angenommen (Widdicombe und Widdicombe, 1995; Wanner et al., 1996; Knowles und
Boucher, 2002) — die genaue Regulation der periziliaren Flissigkeit, solange das Epithel
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nicht austrocknet, weder im gewahlten Modell noch im Modell mit Mukus wichtig zu sein.
Kerem et al. (1999) konnten sogar nachweisen, dass ein krankheitsbedingtes Ubermaf an
perizilidrer Flussigkeit mit einer hdheren Transportgeschwindigkeit assoziiert war.

Allerdings Ubernimmt auch der Mukus eine wichtige Aufgabe im Abwehrsystem der Atem-
wege. Neben der essentiellen Rolle in der Opsonisierung und damit letztendlich der Elimi-
nation von Pathogenen spielt er eine wichtige Rolle bei einer gestérten mukoziliaren Clea-
rance. Wenn Noxen, z. B. Zigarettenrauch, zu einer Schadigung der zilientragenden Zellen
und damit zu einer Reduktion der mukozilidren Clearance fiihren, kann der Mukus diese Be-
eintrachtigung kompensieren. Es kommt zu einer vermehrten Mukusbildung und zu einem
Auftauchen von Becherzellen auch in Lungenarealen, in denen diese Zellart physiologisch
nicht vorkommt (Jeffery und Zhu, 2002). Durch rein mechanische Bindung und Heraushus-
ten des Mukus-Pathogen-Konglomerats kann so ein Teil der Abwehrfunktion aufrecht erhal-
ten werden. Die Pathogenelimination verlagert sich somit von zilienvermittelt bei gesunden
zu mukusvermittelt bei kranken Individuen.

Insgesamt lasst sich schlussfolgern, dass Mukus in gesunden Atemwegen nicht essenti-
ell fir den Partikeltransport ist. Bei einigen Krankheiten, wie z. B. der cystischen Fibrose,
kommt es sogar aufgrund des (veranderten) Mukus erst zu pulmonalen Problemen (Tarran
et al., 2001b; Derichs et al., 2011). Bisher zielen Therapien der cystischen Fibrose vornehm-
lich auf die Verflissigung des Mukus ab. In Anbetracht der Ergebnisse sollte geprift werden,
ob die Verhinderung der Mukusbildung eine wirksame Therapiealternative darstellen kénnte.

4.1.2 Transport durch direkten Kontakt mit Zilien

In den Versuchen dieser Arbeit wurden Partikel und Bakterien auf Hé6he des Epithels trans-
portiert. Auffallig war, dass die Partikel nicht mit einer konstanten Geschwindigkeit bewegt
wurden. Diese setzte sich vielmehr aus unterschiedlich schnellen und langsamen Phasen
zusammen. Die einzelnen Abschnitte korrelierten mit der Bewegung der Zilien, je nachdem
zu welchem Zeitpunkt im Schlagzyklus der zilientragenden Zelle ein Partikel diese erreichte.
So wurden Partikel, die wahrend des effective stroke in Reichweite der Zilien kamen, direkt
und mit einer héheren Geschwindigkeit transportiert als solche, die in der Phase des reco-
very stroke an den Zilien anlangten. Diese Partikel wurden wahrend des recovery stroke
zunachst nicht von der zilientragenden Zelle aktiv vorwérts, sondern teilweise sogar etwas
zurlick bewegt. Erst wenn diese Zelle in den effective stroke Uberging, wurden die Partikel,
mittlerweile etwas abgebremst, wieder beschleunigt. Diese Beobachtungen zeigen, dass
der Transport auf Héhe des Epithels durch direkten Kontakt zwischen Partikeln und Zili-
en zustande kommt. Ein weiteres Argument daflr ist auch, dass direkt auf Epithelhéhe die
Transportgeschwindigkeiten signifikant mehr variierten als 25 um entfernt vom Epithel, ein
Bereich, in den keine zilientragende Zelle mehr hineinreicht. Dort zeigten sich die geringsten
Unterschiede in den einzelnen Transportgeschwindigkeiten. Bei weiterer Entfernung vom
Epithel stiegen diese zwar wieder an, unterschieden sich jedoch in den weiteren Entfer-
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nungsstufen (50-100 um) nicht mehr signifikant voneinander. Als Ursache flr diesen Wie-
deranstieg kénnen exogene Artefakte angenommen werden. Auch bei anderen Versuchen
konnte beobachtet werden, dass Erschitterungen insbesondere in den weiter vom Epithel
entfernten Schichten Bewegungen der Flissigkeit (im Sinne von Wellen) auslésten.

Bisher ging man davon aus, dass die Zilien einer einzigen Trachea dieselbe Schlagfrequenz
haben, da es sonst bei groBen Abweichungen zu einem Zusammenbruch des Transports
kommt (Gheber und Priel, 1989). Allerdings zeigte sich nun in der vorliegenden Arbeit, dass
sich die Frequenz innerhalb der zehn gewéhlten Zellen signifikant unterschied (p <0,001).
Es fanden sich dabei sowohl sehr langsam als auch sehr schnell schlagende Zellen (z. B. bei
30 °C: Minimum 7,5 Hz und Maximum 14,7 Hz) und einige, die im Mittelbereich lagen. Zwar
gab es zwischen benachbarten im Vergleich zu nicht benachbarten Zellen eine signifikant
héhere Ubereinstimmung der Zilienschlagfrequenz, doch gelang insgesamt trotz teilweise
héherer oder niedriger Zilienschlagfrequenz ein effektiver Partikeltransport.

Der Transport auf Epithelhéhe kam somit durch direkten Kontakt mit den Zilien zustande.
Diese Art des Transports ist mit dem sog. ,,Crowdsurfing” auf Popkonzerten vergleichbar.
Dort springt eine Person beispielsweise von einer Bihne und wird auf den ausgestreckten
Armen der Zuschauer durch den Raum bewegt (Wikipedia, 2010). Die Person entspricht
in diesem Modell den Partikeln und die ausgestreckten Hande der Zuschauer den Zilien.
Der Transport durch direkten Kontakt funktionierte unabhangig von der PartikelgréBe. Die
Transportgeschwindigkeit war lediglich fir Fluoresbrite etwas niedriger als fir Bakterien bzw.
gréBere Partikel.

Wenn die Partikel sich Uber einem Tracheaareal mit nicht-zilientragenden bzw. zerstérten zi-
lientragenden Zellen befanden, wurden sie dort allerdings nicht bzw. zumindest nicht durch
direkten Kontakt mit den Zilien bewegt (s. Abb. 4.1, nachste Seite). Dennoch fand oft, sofern
dieses Areal nicht zu grof3 war, ein (langsamer) Transport bis zur nachsten intakten zilien-
tragenden Zelle statt. Dieser resultierte aus einer Flissigkeitsstrémung, die durch die Ge-
samtheit aller zilientragenden Zellen aufgebaut wurde (s. Kap. 4.1.3). Sobald sie die nachste
funktionstlchtige zilientragende Zelle erreicht hatten, wurden sie wieder durch direkten Kon-
takt weitertransportiert.

4.1.3 Transport durch Flissigkeitsstromung

Sleigh (1989) beschreibt, dass die Zilien generell nur bis zu ihrer zwei- bzw. dreifachen ei-
genen Lange, also noch ca. 12-18 um Uber dem Epithel, eine Strdmung in der Flissigkeits-
schicht aufbauen kénnen. Im Gegensatz dazu konnte in dieser Arbeit der zilienvermittelte
Transport im gewéhlten ex-vivo Trachea-Modell auf H6he des Epithels und durchschnitt-
lich bis 400 um Uber dem Epithel verfolgt werden. Die Transportgeschwindigkeiten nahmen
dabei mit zunehmender Entfernung vom Epithel ab. Da Zilien mit ihrer Gesamtlange von
etwa 6 um (Wanner et al., 1996) nur in epithelnahen Schichten durch direkten Kontakt flir
den Transport verantwortlich sein kébnnen, muss es einen weiteren Transportmechanismus
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Abbildung 4.1: Zilienvermittelter Transport von Polystyrenpartikeln. Dargestellt ist das Trachealepithel mit Blick
von der Seite: (1) entspricht einer zilientragenden Zelle, (2) deren Zilien. (3) stellt eine nicht-zilientragende Zel-
le und (4) eine zerstdrte zilientragende Zelle dar. Die Pfeile entsprechen jeweils der Strecke, Uiber die hinweg
ein Partikel (5) durch einen effective stroke einer zilientragenden Zelle bewegt wurde. Uber der zerstérten Zel-
le findet keine aktive Fortbewegung wéhrend des effective stroke der umgebenden Zellen statt. Aufgrund der
Strdomungsgeschwindigkeit sinken die Partikel nicht sofort ab, werden aber langsamer transportiert (Pfeile wer-
den kirzer). Bei Unterschreiten einer gewissen Geschwindigkeit sinken sie ab. In dieser Darstellung erreichen
sie gerade noch die nachste intakte, zilientragende Zelle, die sie wieder schneller transportiert (Pfeile werden
wieder langer).

geben, was auch Hussong et al. (2008) beobachteten. Die Theorie, die sich aus den Er-
gebnissen der eigenen Versuche ableitet, ist, dass die Zilien durch ihren effective stroke
nicht nur an ihrer Spitze eine Flissigkeitsbewegung verursachen, sondern auch in dem dar-
Uber liegenden Bereich. Diese Flussigkeitsstromung konnte in der vorliegenden Arbeit bis
zu 400 um Uber dem Epithel beobachtet werden. Ein Argument fir diese neue Theorie, dass
eine solche Strdmung von den Zilien hervorgerufen wird, ist die in den eigenen Versuchen
beobachtete gleichmaBige, logarithmische Abnahme der Transportgeschwindigkeit bei zu-
nehmender Entfernung von der Epithelebene. Offenbar scheiden andere Ursachen fur die
Strébmung aus, da der Transport von Partikeln und damit diese Strémung zusammenbra-
chen, wenn die zilientragenden Zellen thermisch zerstért wurden. Auf3erdem konnte durch
Zugabe von ATP, das bekanntlich die Zilienschlagfrequenz erhéht (Morse et al., 2001; Kdnig
et al., 2009; Zhao et al., 2012), ein Anstieg der Transportgeschwindigkeit in allen Schichten
nachgewiesen werden.

Diese Flissigkeitsstromung weist noch weitere Spezifika auf. Die Strémungsmechanik be-
schreibt die Strdomungsverhaltnisse in Flissigkeiten und Gasen mit der sog. Reynoldszahl
Re, die (dimensionslos) das Verhaltnis der Tragheitskrafte zu den Reibungskraften spezifi-
ziert (Schlichting und Gersten, 2006c). Die Stromungsmechanik definiert eine sog. kritische
Reynoldszahl (etwa 2300), oberhalb derer eine turbulente Strémung vorliegt. Unterhalb die-
ses Wertes spricht man von einer laminaren Strémung (eine geschichtete Strémung ohne
jegliche Verwirbelung) (Schlichting und Gersten, 2006a). Strémungen bei kleinen Reynolds-
zahlen (Re <200) nennt man ,schleichende Bewegungen” (engl. stokes flow) (Schlichting
und Gersten, 2006b), wie man sich am ehesten Bewegungen in z&hflissigem Sirup o. &.
vorstellen kann (Purcell, 1977).



4.1 Mechanismen des zilienvermittelten Transports 56

Berechnet man die Reynoldszahlen flr die Strdmung durch die Zilienbewegung (s. Anhang
A), so erhélt man Werte im Bereich 0,2 bis 0,8. Das bedeutet, dass im vorliegenden Fall bei
diesen sehr kleinen Reynoldszahlen eindeutig eine laminare Strémung mit ,schleichenden
Bewegungen” vorliegt und Tragheitskrafte praktisch keine Rolle mehr spielen. Die Reibungs-
krafte dominieren.

Auch die aus den Messwerten abgeleitete Formel fir die mittlere Geschwindigkeitsande-
rung des Transports von Dynabeads (s. Kap. 3.1.1.1) zeigt, dass es sich um eine laminare
Strémung handelt. Somit beschreibt sie naherungsweise einen Ausschnitt des realen Ge-
schwindigkeitsprofils. Eine weitere Modellentwicklung ist nicht trivial, wie auch Smith et al.
(2008a) darstellen. Grundsatzlich beschreiben die Navier-Stokes-Gleichungen die Verhalt-
nisse fur die Bewegung in Flissigkeiten und Gasen. Auch wenn sich diese bei sehr kleinen
Reynoldszahlen auf die sog. stokes equation reduzieren, lbersteigt eine Lésung der Diffe-
rentialgleichungen zur Ermittlung der Strémungsverhaltnisse den Rahmen der vorliegenden
Arbeit. Die Erarbeitung eines mathematischen Modells ware auch nur von begrenztem Inter-
esse, da die realen Strdmungsverhaltnisse in einer Trachea durch den vorhandenen Mukus
verandert sind. Auch die Auswirkungen des Setups (Mikroskop als obere Begrenzungsfla-
che mit Geschwindigkeit null) missen bei der Ubertragung auf reale Verhaltnisse u. U. be-
ricksichtigt werden. SchlieBlich ist die Annahme einer gleichférmigen Geschwindigkeit auf
Zilienhdhe eine vereinfachende Annahme, deren Konsequenz fir ein allgemeines Modell in
weiteren Untersuchungen geklart werden musste.

Auf jeden Fall I&sst sich aber aus den strdmungsmechanischen Betrachtungen folgern, dass
beide Transportarten (direkter zilienvermittelter Transport bzw. Transport durch laminare
Strémung verursacht durch den Zilienschlag) vorhanden sind. Die Existenz beider Trans-
portarten — direkter Transport und FlUssigkeitsstrdomung — lie3 sich auch durch weitere eige-
ne Beobachtungen verifizieren: So war beispielsweise erkennbar, dass Dynabeads oberhalb
von liegen gebliebenen Dynabeads oder anderen Hindernissen transportiert werden konn-
ten (s. Abb. 4.2, nachste Seite).

Daraus lasst sich schlieBen, dass an dieser Stelle zwar der direkte zilienvermittelte Trans-
port gestdrt war, die von den umgebenden Zilien erzeugte Strémung aber den Transport
an dieser Stelle aufrechterhielt. Von Epithelhéhe bis auf 25 um dartber reduzierte sich die
Variationsbreite der Einzeltransportgeschwindigkeiten sprunghaft und stieg danach wieder
langsam an. Diese Reduktion spricht ebenfalls dafiir, dass zwei verschiedene Transportar-
ten vorliegen missen: In héheren Schichten ist der Einfluss einer einzelnen zilientragenden
Zelle geringer, so dass sich aus den vielen Einzelbewegungen eine Gesamtbewegung, i.e.
Strémung, ergibt. Die erneute Zunahme der Variationsbreite oberhalb von 25 um ist vermut-
lich &uBeren Faktoren zuzuschreiben. So konnte beobachtet werden, dass FuBschritte ne-
ben dem Mikroskop ausreichten, um insbesondere in hheren Schichten ein Verwackeln des
Mediums und somit der Partikel zu induzieren. Da somit in héheren Schichten die Empfind-
lichkeit fur Erschitterungen anstieg, kann ein ebenfalls gréBerer Einfluss anderer Storfak-
toren nicht sicher ausgeschlossen werden. Knowles und Boucher (2002) behaupten, dass
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primar lediglich Mukus transportiert wird und dass durch Interaktionen zwischen ihm und der
perizilidaren Flissigkeit diese sekundar mitbewegt wird. Da in dem Modell der vorliegenden
Arbeit aber kein Mukus mehr vorhanden, trotzdem aber ein sehr reger Transport messbar
war, muss der Zilienschlag eine direkte Bewegung der periziliaren Flissigkeit induzieren.

[um]

.8 100+ @6 i @ @ .

Abbildung 4.2: Transport von Polystyrenpartikeln durch Flissigkeitsstromung. Dargestellt ist das Trachealepi-
thel mit Blick von der Seite: (1) entspricht einer zilientragenden Zelle, (2) deren Zilien. (3) stellt eine nicht-
zilientragende Zelle und (4) eine zerstérte zilientragende Zelle dar. Der rote Pfeil zeigt die Blickrichtung durch
das Mikroskop. Die Pfeile entsprechen jeweils der Strecke, liber die hinweg ein Partikel bewegt wurde. Uber der
zerstOrten Zelle findet keine aktive Fortbewegung wahrend des effective stroke der umgebenden Zellen statt.
Aufgrund ihrer vorherigen Geschwindigkeit werden die Partikel (5) langsamer (Pfeile werden kiirzer) und sinken
ab. Im Gegensatz dazu kénnen Partikel, die mit einigem Abstand zum Epithel durch die Flissigkeitsstrdmung
transportiert (6), auch Uber das Areal mit der zerstérten zilientragenden Zelle beférdert werden. Somit ist zwar
an dieser Stelle der direkte zilienvermittelte Transport behindert, der durch die Flissigkeitsstrdmung jedoch in-
takt. Da die durch die Strémung transportierten Partikel die liegenden teilweise verdeckten, missen sich bei
dieser Blickrichtung die Partikel in der Strdmung oberhalb der liegenden befinden.

4.1.4 Grenzen des zilienvermittelten Transports

Der Transport durch direkten Kontakt und durch die FlUssigkeitsstrémung funktionierte un-
abhangig von der Partikelgré3e. Die Transportgeschwindigkeit war lediglich fir Fluoresbrite
niedriger als fur Bakterien bzw. gréBere Partikel. Somit scheint der zilienvermittelte Transport
fir einen bestimmten Gré3en- und Gewichtsbereichs optimiert zu sein (s. Anhang A). So sin-
ken zu groBBe und/oder zu schwere Partikel wie Dynabeads vermehrt ab. Zu kleine Partikel
wie Fluoresbrite kénnen nur langsamer beférdert werden. Ob aufgrund der vergleichbaren
GroBe von Fluoresbrite und Viren angenommen werden darf, dass Viren ebenfalls schlech-
ter als Bakterien bzw. gréBere Partikel transportiert werden, kénnte Gegenstand weiterer
Forschungsarbeiten sein.

Im Gegensatz zur effektiven und sich nur in der Geschwindigkeit unterscheidenden Be-
férderung aller Partikel fiel in den eigenen Versuchen auf, dass sich das Anheftungsver-
halten von Bakterien und Fluoresbrite von dem der Dynabeads unterschied. Dynabeads
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hafteten nicht an Zilien, sie sanken bei Stérungen des zilienvermittelten Transports in der
Hepes-gepufferten Ringerlésung auf nicht-zilientragende Zellen ab. Bakterien und Fluores-
brite hingegen hafteten an Zilien und sanken bei guten Transportbedingungen nicht auf
nicht-zilientragende Zellen ab. Sie blieben an den Zilien kleben, wurden bei jedem Zilien-
schlag mitbewegt und sogar bei Aufwirbeln des Mediums nicht wieder gel6st. Auch Roberts
et al. (1984) konnten beobachten, dass sich diese relativ seltene Verbindung zwischen Zili-
en und Bakterien durch Austausch des Mediums nicht I6sen lief3. Der Unterschied zwischen
Bakterien und Fluoresbrite lag in der vorliegenden Arbeit in der Quantitat ihres Anhaftens.
Fluoresbrite hafteten zahlreicher als Bakterien. Dynabeads wiederum gingen aufgrund ihrer
héheren Dichte im Flissigkeitsstrom unter. Solange sie dies Uber einer funktionstiichtigen
zilientragenden Zelle taten, wurden sie von dieser dennoch weiter transportiert. Befanden
sie sich aber Uber einer nicht-zilientragenden Zelle, konnten sie bis auf diese absinken und
von dort auch nicht wieder entfernt werden. Durch Aufwirbeln mittels Pipette gelangten sie
wieder in den Strom, hafteten demnach — anders als Fluoresbrite und Bakterien — nicht fest
an den Zellen.

Die Beobachtung, dass die untersuchten Bakterien (E. coli und S. epidermidis) — wenn
Uberhaupt — an den Zilien hafteten, lasst sich nicht direkt durch die Literatur bestétigen, da
entsprechende Untersuchungen nicht existieren. Es gibt lediglich solche, in denen es bei
Inkubation mit S. epidermidis sowie auch H. influenzae zu einer Reduktion der Zilienschlag-
frequenz kam (Ferguson et al., 1988; Shen et al., 2012). Die Ubrige Literatur beschreibt
sowohl Beobachtungen verschiedener haftender Bakterien an nicht-zilientragenden (Loeb
et al., 1988; Ketterer et al., 1999) als auch an zilientragenden Zellen (Roberts et al., 1984;
Bakaletz et al., 1988; Ketterer et al., 1999). Dabei wurden aber immer H. influenzae und
davon verschiedene Stdmme (2019, 3198, 1479, 7502, B, nicht-typisierbar etc.) untersucht.
AuBBerdem unterschied sich die Zellherkunft (Mensch, Hund, Affe, Chinchilla, Kiiken etc.).
Somit scheint es kein einheitliches Anheftungsverhalten an zilien- bzw. nicht-zilientragende
Zellen zu geben und stark von der Bakterienart abzuhangen. Ein weiterer beeinflussender
Faktor kann die An- oder Abwesenheit von Mukus sein. Sofern Mukus vorhanden ist, haften
Partikel oder Bakterien nur selten an den Zilien, da er nach gegenwartigem Forschungs-
stand die Zilien und die Oberflache der Atemwege gegeneinander abschirmt (Wanner et al.,
1996; Rogers, 2007).

Fir das in den eigenen Versuchen beobachtete Anhaften der avitalen Fluoresbrite lassen
sich zwei Erklarungsansatze ableiten. Zum einen kdénnte das Material (Polystyren-Latex-
Gemisch) ein Grund daflr sein, dass sie an Zilien haften. Dagegen spricht, dass Dyna-
beads auch aus Polystyrenen bestehen, aber nicht haften blieben. Bisher wurde in anderen
Arbeiten der Einfluss des Partikelmaterials nur auf die mukoziliare Clearance untersucht und
es konnten in Abh&ngigkeit vom Material Unterschiede in den Transportgeschwindigkeiten
ermittelt werden (Henning et al., 2010). AuBerdem kann das in den Versuchen der vorliegen-
den Arbeit bemerkte Haftverhalten an der Gr63e der Partikel liegen: Die gro3en, schweren
Dynabeads sanken ab (s. Anhang A), die kleinen, leichten Fluoresbrite und Bakterien ver-
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blieben in den Schichten des Fllssigkeitstransports, hatten somit eher Kontakt zu den Zilien.
Bakterien sanken erst nach Zusammenbruch des Transports auf nicht-zilientragende Zellen
ab. In der Literatur finden sich ebenfalls nur Untersuchungen, die die mukoziliare Clearance
auf den Einfluss der Partikelgr6Be hin beschreiben. Dabei wurde kein Kausalzusammen-
hang zwischen Transportgeschwindigkeit und PartikelgréBe gefunden (Smith et al., 2008b;
Henning et al., 2010; Smith et al., 2011b). Hinsichtlich einer Korrelation zwischen Partikel-
gréBe und Adharenz insbesondere an zilien- oder nicht-zilientragenden Epithelzellen exis-
tieren keine Untersuchungen. Ein weiterer Aspekt, der einen mdglichen Einfluss sowohl der
GréBe als auch des Materials aufzeigt, ist die Tatsache, dass Fluoresbrite in den eigenen
Versuchen als einzige der eingesetzten Partikel und Bakterien zur Freisetzung von Mukus-
faden fUhrten. Da verschiedene Materialien und mechanische Stimulationen die Freisetzung
von Mukus initiieren (Phipps und Richardson, 1976; Davis et al., 1982; Schultz et al., 1985),
sollte es Gegenstand weiterer Forschungsarbeiten sein, die Versuche mit kleinen, latexfreien
sowie mit gréBeren, latexhaltigen Partikeln durchzufiihren, um zu kléaren, ob GréBe und/oder
Material entscheidend sind.

Wenn das Anheftungsverhalten primar von der Partikelgré3e abhinge, kénnten die eige-
nen Beobachtungen eventuell auf Viren tbertragen werden. Danach waren der Transport
von Viren und ihr (gelegentliches) Haften an den Zilien zu erwarten. Da in der vorliegen-
den Arbeit bereits nach wenigen Stunden zahlreiche Partikel hafteten, ist nach mehreren
Tagen Exposition entsprechend eine Vielzahl haftender Partikel bzw. Viren zu erwarten.
Aufgrund der Zerstdrung von Wirtszellen durch Viren im Rahmen ihrer Fortpflanzung (B6-
cker und Heitz, 2008) ist in der Trachea ein irreversibler Funktionsverlust der Epithelzellen
zu erwarten. Dieser Funktionsverlust macht sich am schnellsten als fehlender Zilienschlag
bemerkbar, was zu den Ergebnissen von Pittet et al. (2010) passt, die nach sechs Tagen
Infektion mit Influenzaviren keine mukozilidre Bewegung mehr nachweisen konnten. DafUr,
dass Viren Kontakt mit dem Trachealepithel haben und sogar daran haften, spricht auf3er-
dem die Tatsache, dass sie Mukussekretion und Mukostase férdern kénnen (Vareille et al.,
2011). Dartber werden virusvermittelt die mukozilidre Clearance geschadigt und bakterielle
Infektionen begulnstigt. Diese Sekundarinfektionen schadigen die Lunge zusatzlich und be-
eintrachtigen dadurch wiederum die antiviralen Abwehrmechanismen (Vareille et al., 2011),
so dass ein Circulus vitiosus entsteht.

4.2 Nachweis der epithelialen Entzindungskaskade

Wenn es nun ein Bakterium trotz guten Transports geschafft hat, sich an zilien- oder nicht-
zilientragende Zellen zu binden, stellt sich die Frage, welche Konsequenzen sich daraus
ergeben. Aufgrund des beobachteten Kontakts zwischen Bakterien und zilientragenden Zel-
len ware eine Aktivierung dieser Zellen zu erwarten. In der vorliegenden Arbeit wurde un-
tersucht, ob diese Anheftung von Bakterien die Entziindungskaskade in den Epithelzellen
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in Gang setzen kann, welche Einzelschritte dabei durchlaufen werden und welche weiteren
Stimulantien eine inflammatorische Reaktion auslésen.

4.2.1 Stimulation mit Bakterien

Nachdem bereits in den eigenen Versuchen der Transport gram-positiver und gram-negativer
Bakterien im ex-vivo Trachea-Modell nachgewiesen werden konnte, wurde in der vorliegen-
den Arbeit ihre immunologische Wirkung auf gesundes Atemwegsepithel auf mMRNA-Ebene
untersucht.

S. aureus ATCC 29213 als gram-positiver Keim bewirkte im Rahmen der eigenen Versuche
keine signifikante Steigerung der Cytokin- und Chemokin-mRNA (IL6, MIP-2, KC, CXCL5
und MCP-1) in den murinen Trachealepithelzellen im Vergleich zur Negativkontrolle. Ein Teil
der Proben zeigte gar keine Steigerung. Fir diese Ergebnisse bei Stimulation mit S. aureus
scheint die Kombination zweier Faktoren plausibel. Zusammen mit der von Wilson et al.
(1985) beschriebenen sofortigen Zilienschadigung durch H. influenzae, nicht aber durch S.
aureus, bietet sich folgende Erklarung an: Ohne Zilienschadigung und damit weiterhin intak-
tem Transport hatte S. aureus keinen Kontakt zum Trachealepithel. Somit konnte es in der
Trachea auch nicht zu einer immunologischen Reaktion kommen. Min et al. (2006) setzten
in-vivo Sinusepithelzellen dem S. aureus-Enterotoxin A aus. Je héher die Konzentration des
Enterotoxins A war, desto friher setzte die Reduktion der Zilienschlagfrequenz ein. Zwar
lasst sich die verwendete Konzentration des Enterotoxins nicht direkt mit der eingesetzten
Bakterienzahl vergleichen, doch legen diese Beobachtungen die Vermutung nahe, dass die
gewahlte Bakterienkonzentration in der gewahlten Zeit (noch) nicht im Stande war, die Zili-
enschlagfrequenz zu reduzieren. Ein weiterer, auch additiv méglicher Grund ist, dass spe-
ziell S. aureus ATCC 29213 sein AuBeres derart maskiert, dass TLR2 ihn nicht erkennen
kénnen. Um diese Theorien weiter zu prifen, sollte in nachfolgenden Forschungsarbeiten
einerseits langer bzw. mit einer gréBeren Bakterienmenge stimuliert und ggf. mit zerkleiner-
tem S. aureus ATCC 29213 gearbeitet werden.

Als Vertreter der gram-negativen Bakterien flhrte die Stimulation mit H. influenzae (NTHI
2019) in den murinen Trachealepithelzellen zur 3,02- bis 63,59-fachen Erhdhung der Menge
an Cytokin- und Chemokin-mRNA (IL6, MIP-2, KC und MCP-1) im Vergleich zur Negativ-
kontrolle. Auch Tong et al. (2001) beobachteten, dass die Stimulation mit formalingetétetem
H. influenzae (NTHI 2019) in HMEE-Zellen zu einer starken Erhéhung an Cytokin-mRNA
(IL13, IL6 und TNF«a) und einer moderaten Erhéhung an Chemokin-mRNA (IL8, MCP-1,
MIP-15) fuhrte. Dabei lagen deren Maxima bei 8 h, nur TNF« erreichte seines bereits nach
4 h. Somit ist es méglich, dass in der vorliegenden Arbeit nach 2,5 h Stimulation mit H. influ-
enzae auch im ex-vivo Trachea-Modell die Maxima der Cytokin- und Chemokin-mRNA noch
nicht erreicht wurden. Dafiir spricht auch die Tatsache, dass LPS immer eine starkere Im-
munantwort als H. influenzae induzierte: H. influenzae musste zunachst die ziliare Abwehr
der Trachea Uberwinden, um Uberhaupt in Kontakt mit den nicht-zilientragenden Zellen zu
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treten. Dieser zeitliche Nachteil spiegelte sich in der Stérke der Immunantwort wider. Trotz-
dem sind langere Inkubationszeiten fiir dieses ex-vivo Trachea-Modell nicht geeignet, da in
anderen eigenen, 6 h dauernden Versuchen sonst sehr sichere Stimulationen gehduft nicht
funktionierten. Vermutlich ist ein Zeitraum von 6 h unter den aktuellen Bedingungen flr die-
ses Modell noch zu lang, weil das Medium nach 6 h sowohl in der Positiv- als auch in der
Negativprobe vermutlich durch Kontamination wahrend der Préparation und der Inkubation
nicht mehr steril war. Da die Steigerung der Cytokin- und Chemokin-mRNA aber Uber das
Verhaltnis der Positiv- zur Negativprobe ermittelt wird, kbnnen sich dadurch falsch negative
Werte ergeben. Das Problem der Sterilitdt kénnte durch Etablierung eines in-vivo Modells
behoben bzw. reduziert werden, da dort keine Praparation vor der Stimulation nétig ist und
die Stimulation selbst auch in einem geschlossenen System stattfindet.

Wie bei den eigenen Transportversuchen mit E. coli und S. epidermidis beobachtet, blieben
Bakterien, wenn Uberhaupt, an den Zilien kleben. Falls durch dieses Anhaften bereits eine
Induktion der Entziindungskaskade ausgel6st wurde, wére diese somit in den zilientragen-
den Zellen zu erwarten gewesen. Die Uberpriifung erfolgte in der vorliegenden Arbeit durch
Nachweis der Translokation von NFxBp65 in den Zellkern. Uberraschenderweise konnte
diese Translokation nach Stimulation mit H. influenzae nur in den nicht-zilientragenden Zel-
len nachgewiesen werden. Dass es sich bei den Zellen ohne NFxB p65-Translokation in
den Zellkern um zilientragende Zellen handelte, lie3 sich neben der optischen Kontrolle
auch daran erkennen, dass deren Anzahl mit 30-40 % dem Anteil zilientragender Zellen in
der Trachea entsprach (Pack et al., 1980). Diese Ergebnisse widersprechen zwar den eige-
nen Beobachtungen des Anheftungsverhalten, doch auch andere Ver6ffentlichungen zeigen
diesbeziglich kein einheitliches Bild. Es gibt sowohl Beobachtungen verschiedener haften-
der Bakterien an nicht-zilientragenden Zellen (Loeb et al., 1988; Ketterer et al., 1999; beide:
Zellkultur aus humanem Nasopharyngealgewebe bzw. primdren humanen Atemwegsepi-
thelzellen) als auch an zilientragenden Zellen (Bemis und Kennedy, 1981; Roberts et al.,
1984; beide: Zellkultur aus Nasenmuscheln von Primaten bzw. Tracheen von Hunden). Die
in den eigenen Versuchen beobachteten Translokationen von NFxB p65 nach Stimulation
mit H. influenzae nur in nicht-zilientragenden Zellen erlauben drei Theorien: Entweder ver-
flgen zilientragende Zellen (a) nicht Gber TLR4 auf ihrer Oberflache oder (b) sie besitzen
TLR4, die Uber gram-negative Bakterien in der gewahlten Konzentration nie eine Signal-
kaskade induzieren, oder (c) die Zellen befinden sich in einer Art refraktdrem Zustand, so
dass sie bereits vorher Kontakt zum Stimulus hatten und daher im aktuellen Zustand keine
Signalkaskade induziert wird.

Waére durch die Praparation oder durch Einatmen von Bakterien bzw. anderen das Immun-
system stimulierenden Stoffen kurz- oder langfristig eine Stimulation der Epithelzellen er-
folgt, befanden sich die zilientragenden Zellen noch in einem refraktaren Zustand. Die ef-
fektive mukozilidre Clearance verhindert im gesunden Organismus einen Kontakt zwischen
nicht-zilientragenden Zellen und Stimulantien, wie z. B. Bakterien. Unter dieser Annahme
entsprache die Stimulation mit H. influenzae ihrem Primarkontakt. Somit kann in den nicht-
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zilientragenden Zellen kein refraktarer Zustand vorliegen, jedoch in den zilientragenden.
Interessant wére sicherlich gewesen, die Transportversuche direkt mit H. influenzae durch-
zufiihren, doch in Ermangelung eines S2-Labors mit entsprechender Ausstattung musste
darauf verzichtet und auf die Literatur verwiesen werden.

Ein weiteres Argument fir (c), also den refraktdren Zustand, ist, dass nach 90 min Stimu-
lation prozentual die meisten Translokationen des gesamten Versuchs erreicht wurden und
anschlieBend wieder, trotz Bestehen des Stimulus, abnahmen. Allerdings stellt sich dabei
die Frage, ob diese Situation realistisch ist, wenn davon auszugehen ist, dass beim mRNA-
Nachweis nach 2,5h noch kein Maximum erreicht worden war und somit eine sehr groB3e
Zeitspanne zwischen Translokation und Cytokin- bzw. Chemokinantwort Iage. Dieser refrak-
tare Zustand hat Ahnlichkeit mit der in der Literatur beschriebenen LPS-Toleranz in Makro-
phagen oder Monozyten (Beeson, 1947; Matsushita et al., 2010).

Dafur dass TLR4 auf zilientragenden wie auf nicht-zilientragenden Zellen vorkommen, aber
nach Kontakt mit gram-negativen Bakterien keine Signalkaskade initiieren, sprechen die Er-
gebnisse von Soong et al. (2004). Sie konnten auf humanen 16HBE-Atemwegsepithelzellen
viele TLR4 nachweisen, diese setzten aber keine Signalkaskade in Gang. Da diese Versu-
che aber allesamt in der Zellkultur und nicht wenigstens ex-vivo durchgefihrt wurden, sollten
ahnliche Versuche mindestens ex-vivo, besser noch in-vivo wiederholt werden.

Ein moglicher weiterer Grund flr das Nichtansprechen auf Liganden des TLR4 kdnnte sein,
dass in zilientragenden Zellen die Stimulationsschwelle so hoch liegt, dass nur héhere Kon-
zentrationen (z. B. mehr als 3,51-108 Bakterien) eine Aktivierung ausldésen kdnnen (b). Als
einfachste Erklarung bietet sich auch die These an, dass TLR4 auf zilientragenden Zellen
nicht (apikal) vorkommen (a). Dazu gibt es noch keinerlei Untersuchungen. Diese Erkla-
rung ware aber denkbar, da Zilien in-vivo mit vielen stimulierenden Stoffen Kontakt haben,
so dass eine permanente Aktivierung von NF«xB vorliegen misste. Somit ware der physio-
logische Sinn einer Aktivierung verfehlt, da die temporare Aktivierung als Warn- und Ver-
teidigungsfunktion nicht gegeben ware, sondern die Zelle dauerhaft Bedrohung meldete.
Diese dauerhafte Aktivierung ware nicht nur Uberflissig, sondern auch schadlich, da jede
Immunabwehr auch Kollateralschaden mit sich bringt. Neben einem immunhistochemischen
Nachweis von TLR4 auf zilientragenden Zellen kénnte in weiteren Versuchen der Einsatz ei-
ner stark erhéhten Bakterienanzahl Klarheit bringen. Falls sich dadurch eine Aktivierung von
NFxB nachweisen lieBe, sprache vieles fur einen der LPS-Toleranz vergleichbaren refrakta-
ren Zustand der zilientragenden Zellen.

Eine weitere Erklarung fir das Ausbleiben der Translokation von NFxB in den Zellkern spezi-
ell zilientragender Zellen bieten die Ergebnisse von Lin et al. (2005). Sie beobachteten, dass
Foxj1 in B-Lymphozyten in der Lage ist, eine unangemessene Cytokinausschuttung von B-
Zellen (partiell) zu verhindern, da Foxj1 ein Antagonist von NFxB ist. Foxj1 wiederum ist
ein Transkriptionsfaktor, der bei der Entwicklung und Differenzierung zilientragender Zellen
exprimiert wird (Thomas et al., 2010). Somit ware es denkbar, dass Foxj1 in zilientragenden
Zellen imstande ist, die Cytokinausschittung zu beeinflussen bzw. zu verhindern.
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Nachdem gezeigt wurde, dass intakte Bakterien Epithelzellen aktivieren kénnen, war der
néachste Schritt, diese Aktivierung durch Bestandteile gram-negativer als auch gram-positi-
ver Bakterien zu induzieren.

4.2.2 Stimulation mit LPS

LPS wird als Bestandteil der auBeren Membran gram-negativer Bakterien durch TLR4 auf
Epithelzellen erkannt (Wieland et al., 2005; Balamayooran et al., 2010). Nach Ligandenbin-
dung kommt es zum Andocken von Adaptermolekulen an die cytoplasmatische TIR-Doméane
des TLR4. Es folgt die Initiation der Signalkaskade mit Translokation von NFxB in den Zell-
kern und Produktion proinflammatorischer Cytokine und Chemokine (Balamayooran et al.,
2010). Das Adapterprotein MyD88 ist ein elementarer Bestandteil der TLR2- und TLR4-
vermittelten Signalkaskade (Balamayooran et al., 2010).

Im ex-vivo Modell der murinen Trachea wurden in der vorliegenden Arbeit einzelne Schrit-
te dieser Signalkaskade untersucht und verschiedene Stadien der Aktivierung durch LPS
nachgewiesen. Zunachst konnte nach 30 min Stimulation mit LPS die maximale Transloka-
tion von NFxB p65 in den Zellkern nachgewiesen werden. Diese Translokation fand, anders
als erwartet, nicht in den zilientragenden, sondern ausschlieBlich in den nicht-zilientragen-
den Zellen statt. Die maximale Anzahl an Zellkernen mit Translokation des NFxB p65 ent-
sprach dabei etwa prozentual der Gesamtzahl an nicht-zilientragenden Zellen (Pack et al.,
1980). Die Translokationen begannen nach 15 min und waren bereits nach 60 min nicht mehr
nachweisbar. Auch Quinton et al. (2007) konnten in der Zellkultur mit MLE-15-Zellen bereits
nach 10 min Inkubation mit bronchoalveolarer Lavage (BAL) aus Mausen mit Pneumokok-
kenpneumonie NFxB p65 im Zellkern nachweisen. Im Gegensatz dazu konnten Jany et al.
(1995) in der Zellkultur mit 1HAEo-Zellen nach einer Inkubationszeit von 30, 90 und 180 min
mit 10 ug/ml LPS keine erhéhte NFxB-Bindung an die DNA nachweisen. Eine mégliche Er-
klarung fir diese Diskrepanz zwischen Literatur und eigenen Ergebnissen ist, dass 1HAEo-
Zellen keine TLR4 auf ihrer Oberflache besitzen. AuBerdem wére es denkbar, dass in der
Zellkultur die Aktivierung von NF«B zelltypspezifisch schneller (bereits nach 10 min) eintrat
und daher nach 30 min schon wieder beendet war. Somit besitzen die verschiedenen Zel-
len der Zellkultur und die des ex-vivo Trachea-Modells eine unterschiedliche Reaktivitat auf
exogene Stimuli. Da die Zellkultur zwar technisch leichter zu standardisieren ist, das ex-vivo
Trachea-Modell der vorliegenden Arbeit aber eher der Realitat entspricht, sollte in weiteren
Forschungsarbeiten dem ex-vivo Modell der Vorzug gegeben werden. Sowohl die Interaktio-
nen zwischen den Zellen als auch das Zusammenspiel verschiedener Zellarten sind in der
Trachea von elementarer Bedeutung und fiir das Versténdnis ihrer Physiologie unerlasslich.

Da sich LPS im Unterschied zu H. influenzae als kleines, avitales Molekiil in der Hepes-
gepufferten Ringerldsung I6sen und gleichmaBig verteilen lasst, kann man davon ausgehen,
dass es auch in der perizilidren Flussigkeit vorkommt und daher Kontakt zu allen Zellarten
des Epithels haben wird. Folglich kann man davon ausgehen, dass die Beobachtungen der
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auf eine einzige Zellart begrenzten bzw. eine Zellart aussparenden Translokationen nicht
auf ein schlechteres Erreichen der zilientragenden Zellen zurlckzufihren waren. Vielmehr
mussten sie durch andere Faktoren verursacht sein. Auch hier sind die drei bereits genann-
ten méglichen Erkldrungen zu nennen: (a) es gibt keine TLR4 auf der Oberflache zilientra-
gender Zellen oder (b) sie besitzen TLR4, die Gber LPS oder gram-negative Bakterien in der
gewahlten Konzentration keine Signalkaskade induzieren, oder (c) sie befinden sich in einer
Art refraktdrem Zustand. Fir refraktare Zellen sprache auch hier, dass bei Stimulation mit
LPS nach 30 min prozentual die meisten Translokationen des gesamten Versuchs erreicht
wurden und deren Anzahl danach trotz Weiterbestehen des Stimulus wieder abnahmen.
Um (b) zu Uberpriifen, missten LPS-Konzentrationen gréBer 1 ug/ml verwendet werden.
Die Tatsache, dass bereits nach 30 min LPS-Stimulation das Maximum der Translokationen
von NFxB p65 — im Gegensatz zum Maximum von H. influenzae nach 90 min Stimulation —
erreicht wurde, spricht auch dafir, dass H. influenzae zunéchst die Zilienfunktion schadigen
muss, um zu den nicht-zilientragenden Zellen zu gelangen und dort eine Entzindung zu
induzieren.

AuBerdem wurde in der vorliegenden Arbeit die Hochregulation bestimmter Gene durch
Nachweis der mRNA (IL6, MIP-2, KC, CXCL5 und MCP-1) nachgewiesen. Die Stimulation
erfolgte hierbei zunachst mit LPS, wonach mit Ausnahme von MCP-1 die Menge aller Para-
meter im Vergleich zur Negativkontrolle signifikant anstieg. Der Nachweis der mRNA erfolgte
— stellvertretend fir die eigentlichen Cytokine und Chemokine — aufgrund héherer Sensiti-
vitat und Geschwindigkeit (Huggett et al., 2005). Auch Barrenschee et al. (2010) konnten
in murinen Lungen einen Anstieg von IL6 und MIP-2 nach Stimulation mit LPS beobach-
ten. Huang et al. (1992) konstatierten ebenfalls in Tracheahomogenisaten von Ratten nach
LPS-Stimulation einen Anstieg der mRNA von KC und MIP-2. Jansson et al. (2004) konnten
in der BAL von Ratten nach LPS-Stimulation sowohl erhéhte IL6 als auch erhéhte MCP-1-
Werte messen. Jeyaseelan et al. (2004) fanden nach LPS-Stimulation in murinen Lungen
erhdhte CXCL5-Werte. Somit scheint diese Stimulation auch in anderen Versuchsaufbau-
ten und -tieren zu funktionieren. Der Kontakt der Atemwege mit LPS fuhrt also zur Bildung
und Freisetzung von Cytokinen und Chemokinen, die generell das Immunsystem aktivieren,
aber auch neutrophile Granulozyten anlocken.

Da die Translokation von NFxBp65 in den Zellkern und die Cytokinproduktion Gber TLR
MyD88-vermittelt ablaufen (Skerett et al., 2004), wurde Uberprift, ob dieses im ex-vivo
Trachea-Modell durch Einsatz eines MyD88-Inhibitors verhindert werden konnte. Durch Ein-
satz eines MyD88-Inhibitors fiel die LPS-vermittelte Aktivitat von NFxB p65 geringer aus. Im
Vergleich der MyD88-gehemmten zur ungehemmten Trachea konnten nur noch in 5,49 %
der Zellkerne, die in der Positivkontrolle translozierten, NFxB p65 transloziert im Zellkern
nachgewiesen werden. Somit konnte auch in diesem Modell gezeigt werden, dass die Trans-
lokation TLR-vermittelt ablauft und dass MyD88 fiir die vollstandige Antwort auf LPS-Sti-
mulation erforderlich ist, was auch Wang et al. (2009) beobachteten. AuBerdem wurde in
den eigenen Versuchen der MyD88-Inhibitor eingesetzt, um die durch ihn reduzierte Menge
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an Cytokin- und Chemokin-mRNA (IL6, MIP-2, KC, CXCL5 und MCP-1) zu evaluieren. Es
zeigte sich, dass sich diese bei Einsatz eines MyD88-Inhibitors auf 21,5 %-33,5 % der un-
gehemmten Probe (100 %) reduzierte. Diese reduzierte Cytokin- und Chemokinantwort und
Einschrankung der Abwehr stellten auch Wang et al. (2009) und Skerett et al. (2004) fest.
Somit 1auft auch diese Reaktion TLR-vermittelt ab, wobei MyD88 ein wichtiges Adapterpro-
tein bei der Abwehr von Infektionen darstellt. Interessant ist der Unterschied in der Starke
der Hemmung durch den MyD88-Inhibitor. Lief3 sich in der vorliegenden Arbeit die Trans-
lokation von NFxB p65 (Anfang der Kaskade) noch nahezu vollstandig verhindern, konnten
spater nur noch 78,5 % - 66,5 % der Cytokin- und Chemokinantwort unterdriickt werden. Da
der Aufbau der Versuche zum Nachweis der Translokation von NFxB p65 in den Zellkern
und zum Nachweis von Cytokin- und Chemokin-mRNA bezlglich der Inkubation mit dem
MyD88-Inhibitor identisch war, muss es eine weitere Mdglichkeit geben, die Cytokin- und
Chemokinproduktion, unabhangig von MyD88, zu aktivieren. Kawai et al. (2001) beschrei-
ben einen MyD88-abhangigen und einen MyD88-unabhangigen Signalweg, ausgeldst durch
LPS. Der erste fuhrt Gber MyD88 zu einer frihen Induktion von NFxB. Der zweite fiihrt
Uber die Aktivierung des IRF3 zu einer spaten Induktion von NFxB. Etwa 30 min nach dem
MyD88-abhangigen Signalweg kommt es dann MyD88-unabhéangig zeitlich verzégert zur
Freisetzung von Cytokinen und Chemokinen (Covert et al., 2005). Somit ware eine mdgli-
che Erklarung fir die stédrkere Hemmung der Translokation von NFxB p65 in den eigenen
Versuchen, dass aufgrund der Versuchsdauer von 30 min der MyD88-unabhangige Weg
noch nicht ausreichend zur NFxB-Aktvierung fihren konnte. Silverman und Maniatis (2001)
schlussfolgern, dass MyD88 fiir den LPS-vermittelten Signalweg Uber TLR4 fir die vollstan-
dige biologische Antwort benétigt wird.

Da nicht nur gram-negative Bakterien, die ja Uber TLR4 erkannt werden, sondern auch
gram-positive Bakterien eingeatmet werden, wurde der TLR untersucht, der flr das Erken-
nen gram-positiver Bakterienteile zustandig ist. TLR2 erkennen Lipoteichons&ure und Lipo-
proteine gram-positiver Bakterien (Lien et al., 1999; Yoshimura et al., 1999; Balamayooran
et al., 2010). Die nachgeschaltete Signalkaskade, initiiert durch Ligandenbindung an TLR2,
entspricht der des TLR4 (Balamayooran et al., 2010). Im ex-vivo Trachea-Modell wurde in
den eigenen Versuchen die Stimulation mit dem TLR2-Agonisten Pam3Cys vorgenommen.
Diese fuhrte in den Epithelzellen zu einer Steigerung der Menge an IL6-, MIP-2- und KC-
mRNA. Somit ist zumindest sichergestellt, dass die zu geringe Reaktion nach Stimulation
mit S. aureus nicht auf das Fehlen von TLR2 im Trachealepithel der Maus zurtickzuflihren
ist. Im Vergleich der stimulatorischen Potenzen von LPS und Pam3Cys zeigte sich, dass
der Effekt durch LPS durchschnittlich 4,12-fach starker war als der durch Pam3Cys, ob-
wohl 10-fach mehr Pam3Cys eingesetzt wurde. Barrenschee et al. (2010) fihrten Versuche
an murinen Lungen durch, die sie ventilierten und perfundierten. Uber die Perfusion erfolg-
te ihre Stimulation. Sie beobachteten dabei, dass nach 60 min Stimulation mit LPS bzw.
Pam3Cys im Perfusat IL6 und MIP-2a nachzuweisen waren. Auch bei ihnen fiel die Antwort
auf LPS starker aus als die auf Pam3Cys. Eine Erklarung sowohl fir die Ergebnisse der
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vorliegenden Arbeit als auch die Angaben in der Literatur ist, dass LPS im Gegensatz zu
Pam3Cys sowohl TLR4 als auch TLR2 aktiviert (Yang et al., 1998, Heine et al., 1999).

4.3 Einfluss der Temperatur auf Zilienschlagfrequenz und
Entzindungskaskade

Die Zilienschlagfrequenz variiert mit Erhéhen oder Senken der Umgebungstemperatur. Bei
Absenken der Temperatur nimmt die Frequenz ab (Smith et al., 2011a). Bisher ging man
davon aus, dass die Zilien einer einzigen Trachea dieselbe Schlagfrequenz haben, da es
sonst bei groBen Abweichungen zu einem Zusammenbruch des Transports kdme (Ghe-
ber und Priel, 1989). Allerdings zeigte sich nun in der vorliegenden Arbeit, dass sich die
Frequenz innerhalb der zehn gewahlten Zellen signifikant unterschied (p<0,001). Es gab
dabei sowohl sehr langsam als auch sehr schnell schlagende Zellen und einige, die im Mit-
telbereich lagen. Im direkten Vergleich der Zilienschlagfrequenz benachbarter bzw. nicht-
benachbarter Zellen zeigte sich, dass benachbarte Zellen mit durchschnittlich 83,73 % vs.
78,36 % (100 % entsprach der schnelleren Zelle) eine signifikant hdhere Ubereinstimmung
aufwiesen (p=0,004). Somit muss es eine Kommunikation zwischen benachbarten zilien-
tragenden Zellen geben. AuBerdem konnte beobachtet werden, dass nicht alle Zellen ein
einheitliches Temperaturoptimum hatten. Dieses variierte sowohl von Trachea zu Trachea
als auch innerhalb einer einzelnen Trachea von Zelle zu Zelle.

Die Umgebungstemperatur variiert von Tag zu Tag und besonders stark von Sommer zu
Winter und beeinflusst direkt die Zilienschlagfrequenz. Gleichzeitig hdufen sich im Winter
im Gegensatz zum warmeren Sommer Atemwegsinfekte. Daher erfolgte die Stimulation der
Trachea bei 37 °C bzw. 24 °C. Zu erwarten gewesen ware einerseits eine Hochregulation der
Immunantwort, da der Kontakt zwischen Pathogen und Trachealepithel durch die Abnah-
me der Zilienschlagfrequenz intensiver ausfallt. Andererseits und genauso plausibel ware
ein Herunterregulieren der Immunantwort zu erwarten gewesen, da die Gesamtaktivitat der
Zellen bereits heruntergefahren war, was sich an der reduzierten Zilienschlagfrequenz er-
kennen liel3. Es zeigte sich dabei, dass im ex-vivo Modell der Trachea durch die Stimulation
bei 37 °C im Vergleich zu 24 °C in den Epithelzellen signifikant mehr IL6-, MIP-2-, KC- und
MCP-1-mRNA gebildet wurde (14,51- bis 124,10-facher Wert).

Teilweise kénnen die niedrigeren Werte bei 24 °C mit den Ergebnissen von Pichichero (1984)
erklart werden. Er fand heraus, dass bei Inkubation von humanen Epithelzellen mit H. influ-
enzae bei 4 °C vs. 37 °C signifikant weniger Bakterien hafteten. Der Hauptgrund ist aber
sicherlich ein anderer. Bei Senken der Temperatur reduziert sich nicht nur die Zilienschlag-
frequenz, sondern die Gesamtaktivitét der Zelle wird heruntergefahren und in einen Minimal-
zustand versetzt. Diesen Vorgang macht man sich beispielsweise nach einer erfolgreichen
Reanimation zum Schonen der Zellen durch Kihlen des Kérpers fir 12 - 24 h zunutze (Dea-
kin et al., 2010). Dort wird der Sauerstoffverbrauch der Gehirnzellen gesenkt, was einem
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reduzierten Metabolismus der Zellen entspricht (McCullough et al., 1999). Daraus resultiert
die Frage, welche Konsequenz diese reduzierte Immunreaktion auf den Organismus hat.
Aibiki et al. (1999) und Kimura et al. (2002) stellten fest, dass es nach LPS-Stimulation bzw.
traumatischer Schadigung auch beim Menschen bei kontrollierter Hypothermie (33 °C) zu ei-
ner reduzierten und verzdgerten Cytokin- und Chemokinausschittung kommt. Hypothermie
wiederum ist beim Menschen mit einer erhdhten Rate respiratorischer Infektionen assozi-
iert (Yanagawa et al., 1998; Schwab et al., 2001). Diese Beobachtungen zeigen, dass die
Hypothermie-verursachte reduzierte Cytokinausschittung in Bezug auf die Immunabwehr
einen Nachteil fir den Organismus darstellt.

Kalte-induzierte Reduktion der Zilienschlagfrequenz sowie Cytokin- und Chemokinausscht-
tung fihren zu einem schlechteren Abtransport von Bakterien und pradisponieren in Kombi-
nation mit einer haufig zu beobachtenden asymptomatischen Keimbesiedlung der mensch-
lichen Atemwege (Muchmore et al., 1981; Mehta et al., 2000) flr respiratorische Infekte.
Somit kénnte sich die starke Korrelation zwischen Kélte im Winter und erhéhter Infektrate
der Atemwege (Fielder, 1989; Danielides et al., 2002; Hajat et al., 2004) erklaren lassen.



5 Zusammenfassung

Mit jedem Atemzug ist das Epithel der Trachea einer Vielzahl von Bakterien ausgesetzt,
was jedoch in den meisten Féllen nicht zu einer Entziindung fihrt. Das Zusammenspiel
zwischen Pathogenen und der mukozilidaren Clearance, welche Transport, Anheftung und
Signaltransduktion mitbestimmt, ist bislang nicht vollstédndig geklart. Ziel der vorliegenden
Arbeit war es, die Rolle von Mukus beim zilienvermittelten Transport sowie die Interaktion
von Bakterien mit gesundem Atemwegsepithel, insbesondere auf zellularer Ebene und in
Abhangigkeit von der Temperatur, genauer zu untersuchen.

Daflir wurden murine Tracheen entnommen und nach Entfernung des Mukus fiir die Dau-
er des jeweiligen Versuchs in temperiertem Medium gehalten. Mittels Hochgeschwindig-
keitsmikroskopie wurde die Interaktion zwischen Bakterien und intaktem Atemwegsepithel
untersucht. Um die Folgen dieser Interaktion in den betroffenen Zellen identifizieren zu kén-
nen, wurden nach Gewinnung von Atemwegsepithel darin Anderungen der Expressionslevel
proinflammatorischer Cytokine und Chemokine mittels quantitativer Real-Time-Polymerase-
kettenreaktion gemessen. Mithilfe einer Immunfluoreszenzfarbung in Verbindung mit Kon-
fokalmikroskopie wurde die Translokation des Transkriptionsfaktors NFxB in den Zellkern
visualisiert und gezeigt, in welchen Zelltypen Bakterienkontakt eine Aktivierung ausléste.

Die vorliegende Arbeit zeigte, dass Bakterien und Partikel trotz einer fehlenden durchgangi-
gen Mukusschicht zum einen durch direkten Kontakt mit den Zilien, zum anderen durch eine
zilienvermittelte Strdbmung transportiert wurden. Dieser Transport verhinderte eine langer
andauernde Interaktion zwischen Bakterien und Epithel. Dies erklart, warum die Inkubation
mit dem gram-positiven S. aureus zu keiner Erhéhung der mRNA-Expression proinflamma-
torischer Cytokine und Chemokine im Epithel fihrte. Im Gegensatz dazu induzierte die Inku-
bation mit dem gram-negativen, zilienschadigenden H. influenzae dort einen Anstieg dieser
mRNA. Zudem erfolgte der Nachweis der nukledren Translokation von NFxB nur in nicht-
zilientragenden Zellen des Epithels. Diese selektive Translokation lie3 sich ebenfalls nach
Inkubation der Trachea mit dem bakteriellen Zellwandbestandteil Lipopolysaccharid beob-
achten. Bei Reduktion der Temperatur kam es nicht nur zu einer niedrigeren Zilienschlag-
frequenz, sondern auch zu einer verringerten mRNA-Expression der proinflammatorischen
Cytokine und Chemokine.

Die Beobachtungen zeigen, dass zilientragende Zellen trotz Abwesenheit von Mukus und
eines UbermaBes an perizilidrer Flissigkeit Pathogene erfolgreich transportieren. Dies wi-
derspricht der bisherigen Theorie der mukoziliaren Clearance. AuBerdem lasst sich er-
kennen, dass die initiale, NFxB-abhangige epitheliale Entziindungsreaktion nur in nicht-
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zilientragenden Zellen induziert wird. Temperaturreduktion fUhrt zu einer Abnahme der Zi-
lienschlagfrequenz und der Bildung proinflammatorischer Cytokine und Chemokine, stellt
somit einen doppelten Nachteil fir die Immunabwehr dar. Dies konnte die erhéhte Rate
respiratorischer Infektionen in der kalten Jahreszeit erkléren.
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Anhang



A Berechnung der Reynoldszahlen

Osborne Reynolds stellte 1883 das nach ihm benannte Reynoldsche Ahnlichkeitsgesetz
auf, das besagt, dass zwei mechanische Strémungen &hnlich sind, wenn ihre Reynoldszah-
len gleich sind. Die Reynoldszahl charakterisiert das Verhéltnis der Tragkeitskrafte zu den
Reibungskraften und ist definiert (Schlichting und Gersten, 2006c) als

Re = p—vl. (A.1)
n
In Gleichung A.1 kennzeichnet p die Dichte (im vorliegenden Fall) der FlUssigkeit, v die
Geschwindigkeit eines bewegten Koérpers in der stehenden Flissigkeit bzw. die Geschwin-
digkeit der Flissigkeit um einen unbewegten Kérper sowie / eine charakteristische Lan-
genabmessung, z. B. der Durchmesser eines Rohres. Die Viskositat der Flussigkeit wird mit
n angegeben.

Betrachtet man die Verhaltnisse bei der Bewegung von Dynabeads und Fluoresbrite durch
einen zilliaren Strom, so ergibt sich eine maximale Geschwindigkeit v« von etwa 80 um/s
auf Hohe des Epithels unter ATP-Zugabe sowie eine minimale Geschwindigkeit v, von
etwa 20 um/s (ohne ATP) auf einer Hohe 400 um Uber dem Epithel (vgl. Kap. 3.1.1.1). Die
Dichte der Hepes-gepufferten Ringerlésung entspricht in erster Naherung der Dichte von
Wasser (p,,, =1000 kg/m3). Auch die Viskositat der Ringerldsung ist mit der von Wasser
vergleichbar (n, ,=0,001kg/m/s). Fir die charakteristische Lange / wahlt man die Lange
der praparierten Trachea von ca. 1 cm.

Mit Gleichung A.1 lasst sich der Bereich der Reynoldszahlen im vorliegenden Versuch be-
rechnen. Sie liegen zwischen Remax=0,8 bei Vmax und Renmin=0,2 bei vy,,. Bei diesen klei-
nen Reynoldszahlen Uberwiegen die Reibungskrafte die Tragheitskrafte um mehrere Gro-
Benordnungen. Das bedeutet, dass bei der Bewegung des zillidren Stroms Tragheitskrafte
praktisch keine Rolle mehr spielen. Man spricht von sog. schleichenden Bewegungen (sto-
kes flow).

Die berechneten Reynoldszahlen liegen deutlich unterhalb der von der Strémungsmechanik
definierten kritischen Reynoldszahl von etwa 2 300, oberhalb derer die Strdmung turbulent
ist. Deshalb liegt hier eine sog. laminare Strémung vor (eine geschichtete Strémung ohne
jegliche Verwirbelung).

Mit dem Gesetz von Stokes lasst sich bei gegebener Viskositat n einer Flissigkeit die Rei-
bungskraft, die auf eine bewegte Kugel mit dem Radius r in dieser Flissigkeit wirkt, berech-
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nen (Fakultat fir Physik, Georg-August-Universitat Géttingen, 2011). Da die Reibungskraft
gleich der Differenz aus Gewichtskraft und Auftriebskraft ist, kann man daraus die Sinkge-
schwindigkeit vgjn, der Kugel bzw. des Partikels berechnen (Stokessche Gleichung):

2T2 g (Pp — pf) (A2)

Vsink = 9 n

Dabei sind g die Erdbeschleunigung und p, — p; die Differenz der Dichten von Partikel und
Flussigkeit. Die Dichte der eingesetzten Dynabeads betragt p,,, = 1500 kg/m?3, die der Fluo-
resbrite p,,.. = 1050 kg/m3. Mit Gleichung A.2 ergeben sich die Sinkgeschwindigkeiten von
Dynabeads zu 5,52 um/s und die von Fluoresbrite zu 1,09 nm/s. Das bedeutet, dass die
Erdanziehung im Vergleich zum zillidren Transport bei den Dynabeads durchaus eine Rolle
spielt, bei den kleineren und leichteren Fluoresbrite aber zu vernachlassigen ist.



B Primer fur die qRT-PCR

Tabelle B.1: Primer fir die qRT-PCR

Nukleotidsequenz

Quelle

18s-mRNA vorwarts

5 - AAA CGG CTA CCA CAT CCA AG

TIB MOLBIOL GmbH,
Berlin

18s-mRNA rickwarts

5 - CCT CCA ATG GAT CCT CGT TA

TIB MOLBIOL GmbH

IL6-mRNA vorwaérts

5 - AGT TGC CTT CTT GGG ACT GA

Eurofins MWG Operon,
Ebersberg

IL6-mRNA rickwarts

5 - TCC ACG ATT TCC CAG AGA AC

Eurofins MWG Operon

KC-mRNA vorwaérts

5 - GCT GGG ATT CAC CTC AAG AA

TIB MOLBIOL GmbH

KC-mRNA riickwérts

5 - AGG TGC CAT CAG AGC AGT CT

TIB MOLBIOL GmbH

MIP-2-mRNA vorwaérts

5 -AAG TTT GCC TTG ACC CTG AA

TIB MOLBIOL GmbH

MIP-2-mRNA rickwarts

5 - AGG CAC ATC AGG TAC GAT CC

TIB MOLBIOL GmbH

MCP-1-mRBNA vorwérts

5 -AGG TCCCTGTCATGC TTC TG

TIB MOLBIOL GmbH

MCP-1-mRBNA rickwarts

5 -TCT GGA CCC ATT CCT TCT TG

TIB MOLBIOL GmbH

CXCL5-mRNA vorwarts

5 - GAA AGC TAA GCG GAA TGC AC

TIB MOLBIOL GmbH

CXCL5-mRNA rlickwarts

5 -GGG ACAATGGTTTCCCTTTT

TIB MOLBIOL GmbH




C Verzeichnis der verwendeten Filme

Tabelle C.1: Verzeichnis der fiir die Abbildungen verwendeten Filme auf der DVD

Dateiname auf der DVD

Thema

Film 1 Abb. 3.1.avi

Transport von Polystyrenpartikeln

Film 2 Abb. 3.1.avi

Transport von Polystyrenpartikeln

Film 3 Abb. 3.1.avi

Transport von Polystyrenpartikeln

Film Abb. 3.2.avi Transport von Polystyrenpartikeln in und au3erhalb eines
Mukusstiicks

Film Abb. 3.7.avi Direkter, diskontinuierlicher zilienvermittelter Transport von
Polystyrenpartikeln

Film Abb. 3.8.avi Grenzen des zilienvermittelten Transports

Film Abb. 3.9.avi Transport von Polystyrenpartikeln und Bakterien (E. coli und

S. epidermidis) trotz Entfernung von Mukus

Film Abb. 3.11.avi

An Zilien haftende Bakterien

Film Abb. 3.12.avi

Anheftungsverhalten von Fluoresbrite-Partikeln an murinem
Trachealepithel

Film Abb. 3.13.avi

Transport eines Mukusfadens
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