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1 Einleitung

Die Atemwege bilden ein verzweigtes Rohrensystem fur den konvektiven Transport
der Atemgase O, und CO,, das die Umgebung des Kdrpers mit den Lungenalveolen
als Ort des Gasaustausches zwischen Luft und Blut verbindet (Weibel 1963,
Horsfield 1978). Die Atemwege umfassen die Nase, den Pharynx, den Larynx, die
Trachea, die Bronchien und Bronchiolen. Da in den Atemwegen mit Ausnahme der
letzten Aufzweigungen der Bronchiolen, in deren Wand zumindest bei einigen
Spezies, wie z. B. dem Mensch, Alveolen vorkommen, kein Gasaustausch stattfindet,
stellen die Atemwege den sogenannten anatomischen Totraum dar. Die
intrapulmonale, unregelmafig dichotome Aufzweigung der Atemwege in zahlreiche —
beim Menschen bis zu 19 — Generationen von Bronchien und Bronchiolen (Horsfield
und Cumming 1968, Horsfield 1978) ist die Voraussetzung fur eine den
physiologischen Erfordernissen angepasste Verteilung der inhalierten Luft innerhalb
der Lunge.

Wahrend der Passage durch die Atemwege wird die inhalierte Luft von Fremd-
und Schadstoffen gereinigt, erwdrmt und angefeuchtet. Die Voraussetzung fur eine
effektive und kontinuierliche Reinigung ist das fein aufeinander abgestimmte Zusam-
menwirken von Flimmerzellen, deren Kinozilien in allen Abschnitten der Atemwege
rachenwarts schlagen, und den sekretorischen Zellen im Deckepithel und in den Dru-
sen der Atemwege (Nadel 1985, Nadel et al.1985). Die Erwarmung der inhalierten
Luft auf Korpertemperatur erfolgt vor allem im Bereich der Nase mit Hilfe der in der
Schleimhaut gelegenen Venenplexus. Die mukosalen Venolen und Venen stellen
weiterhin dem Deckepithel und den Drisen die fur die Anfeuchtung notwendige

Flussigkeit zur Verfugung.



11  Speziesbedingte Unterschiede in der zellularen Zusammensetzung des
Atemwegepithels

Das Epithel der Atemwege ist in der Regel ein zwei- oder mehrreihiges hochprismati-
sches Flimmerepithel (Rhodin 1966, Pavelka et al. 1976). Es weist in seiner zellula-
ren Zusammensetzung nicht nur erhebliche Unterschiede zwischen verschiedenen
Spezies auf, sondern auch innerhalb einer Art existieren Unterschiede zwischen
grof3en und kleinen bzw. zentralen und peripheren Atemwegen (Breeze und
Wheeldon 1977, Mariassy 1991, Plopper und Hyde 1991). Wahrend Flimmerzellen
bei allen Arten und auf allen Ebenen der Atemwege von der Nase bis hinab in die
feinsten Aufzweigungen des Bronchialbaums, den Bronchioli respiratorii, konstant
vorhanden sind, betreffen die Unterschiede in der zellularen Zusammensetzung vor
allem die sekretorischen Zellen.

Die sekretorischen Zellen in den Atemwegen kdnnen auf Grund morphologi-
scher und histochemischer Charakteristika sowie der chemischen Beschaffenheit des
Sekrets unterschieden werden in schleimproduzierende Becherzellen, Zellen mit
kleinen Schleimgranula (small mucous granule cell, Mc Dowell et al. 1978), serdse
Zellen, seromukdse Zellen und Clara-Zellen (Ubersicht : Breeze und Wheeldon 1977,
Mariassy 1991). Die sekretorischen Zellen mit kleinen Schleimgranula werden als
Becherzellen in einer frihen Phase des Sekretionszyklus angesehen (Mc Dowell et
al. 1978). Die seromukdsen Zellen stellen Zwischenformen zwischen mukdsen und
serosen Zellen dar. Ihre Sekretgranula zeichnen sich ultrastrukturell durch einen in-
homogenen Inhalt aus. In der Regel findet sich ein elektronendichter ,seréser“ Kern,
der von einem weniger elektronendichten ,mukdsen” Ring umgeben ist (Krause und

Leeson 1973, Jeffery und Reid 1975, Mariassy und Plopper 1983). Seromukdse Zel-



len treten vor allem nach chronischer Schadstoffexposition der Atemwege auf, z.B.
bei Ratten nach Tabakrauchexposition und wurden auch im ,gesunden® Bronchial-
epithel von Patienten mit einem Brochialkarzinom beobachtet (Jeffery 1981).

Clara-Zellen sind durch einen sich ins Lumen vorwdlbenden apikalen Zellpol,
der ein ausgedehntes glattes endoplasmatisches Retikulum enthalt, kugelige oder
ovale Sekretgranula und raues endoplasmatisches Retikulum im basalen Zytoplasma
charakterisiert (Smith et al.1979, Plopper 1983) und werden daher auch als ,noncili-
ated bronchiolar cells“ bezeichnet (Mariassy 1991). Sie wurden zuerst von Clara
(1937) im Bronchiolarepithel von Mensch und Kaninchen beschrieben. Diese Zellen
zeigen eine Reihe speziesbedingter ultrastruktureller Unterschiede (Smith et al.1979,
Plopper 1983, Plopper und Hyde 1991) und kommen bei einigen kleinen Saugetieren
(Maus, Kaninchen, Hamster) auch in groieren Atemwegen vor (Pack et al. 1980,
Plopper et al. 1983 a,b). Neben diesen exokrinen Zellen kommen in geringer Zahl
neuroendokrine Zellen (APUD-Zellen) und neuroepitheliale Kérper im Epithel der
Atemwege vor (Lauweryns et al. 1972, Scheuermann 1987, 1997, Hoyt et al. 1990,
1991).

Im Tracheal- und Bronchialepithel des Menschen sind die sekretorischen
Zellen durch Becherzellen reprasentiert. Diese nehmen in den knorpelfreien Bron-
chiolen an Zahl ab und sind in den Bronchioli terminales vollstandig durch Clara-
Zellen ersetzt, die ihrerseits in den groRen Atemwegen (Trachea und Bronchien)
fehlen (Clara 1937). Serdse Zellen kommen beim Menschen in den Atemwegen
zahlreich in den Drisen (Meyrick et al. 1969), aber sehr selten im Bronchialepithel
vor (Gilljam et al. 1987). Sie sind im Trachealepithel nicht beschrieben (Pavelka et

al.1976, Korhonnen et al. 1969, Ubersicht: Mariassy 1991). Ahnliche Verteilungsmus-



ter der sekretorischen Zellen finden sich im Epithel der Atemwege z.B. bei Rhesus-
affen (Plopper et al. 1989) und Schafen (Mariassy et al. 1983).

Im Gegensatz zu der beschriebenen Situation bei Mensch, Rhesus und Schaf
ist die serdse Zelle der vorherrschende sekretorische Zelltyp im Tracheal- und Bron-
chialepithel der Ratte. Becherzellen sind in den unteren Atemwegen bei dieser Spe-
zies sehr selten anzutreffen. Ihre Haufigkeit betragt ca. 1% oder weniger (Jeffery et
al. 1975, Plopper et al. 1983a, Nikula et al.1988, Evans et al. 1989). In den Bronchi-
olen sind die serdsen Zellen durch Clara-Zellen ersetzt (Young et al. 1986, Chang et
al. 1988). Auch im Trachealepithel von Maus, Hamster und Kaninchen sind Becher-
zellen extrem rar (Kaninchen ca.1%, Plopper et al. 1983b; Maus <1% Pack et al.
1980) oder fehlen ganz wie beim Hamster (Kennedy et al.1978; Plopper et al.
1983a). Bei diesen letztgenannten Spezies kommen als sekretorische Zellen in der
Trachea und den intrapulmonalen Atemwegen praktisch nur Clara-Zellen vor

(Kennedy et al.1978, Pack et al.1980, Plopper 1983 a,b).

1.2  Suncus etruscus — physiologische Extreme des kleinsten europaischen
Sdugetiers

Die etruskische Spitzmaus, Suncus etruscus, gehort in die Ordnung der Insektivoren,
Familie Soricinae. Sie kommt im Mittelmeerraum vor (Fons 1975). Nach der in Thai-
land beheimateten Fledermaus Craesonycteris tonglongyai ist diese Spitzmaus mit
einem Korpergewicht von 2-2,5 g das kleinste nicht fliegende Saugetier (Storch und
Welsch 1997). S. etruscus zeichnet sich durch einen sehr hohen Metabolismus aus,
der extreme Anforderungen an den Kreislauf und die Atmung stellt. In Ruhe betragt

die Herzfrequenz ca. 835 Schlage/min und die Atemfrequenz ca. 660 Atemzige/min



(Jurgens et al. 1996). Die hochste einzeln gemessene Schlagfrequenz betrug 1511
Schlage/min und die hdchste einzeln gemessene Atemfrequenz 894 Atemzige/min
(Jurgens et al. 1996). Wahrend die Atemfrequenz der etruskischen Spitzmaus in
Ruhe etwa 47 mal hoher als die des Menschen ist, ist die Herzfrequenz nur um den
Faktor 12 groRer. Um seinen Stoffwechsel aufrecht zu halten, frisst S. etruscus tag-
lich das Mehrfache des Korpergewichts an Insekten.

Vergleichende morphometrische Untersuchungen an der Lunge von Spitz-
mausen haben ergeben, dass diese Tiere Uber einen ungewdhnlich ausgedehnten
Gasaustauschapparat als Anpassung an den hohen Stoffwechsel verfligen. So be-
tragt die Oberflachendichte der Alveolen bei S. etruscus mit bis zu 1900 cm?cm?® das
Funffache, die Oberflachendichte der Alveolarkapillaren das Vierfache und die mittle-
re Dicke der Luft-Blut-Schranke die Halfte der fur die Lunge des Menschen jeweils
bestimmten Werte (Gehr et al. 1980). Selbst im Vergleich mit kleinen Saugetieren

wie der Maus sind die fur S. etruscus ermittelten Daten extrem (Gehr et al. 1980).

1.3  Ziel der Arbeit

Wahrend die Lungenalveolen von S. etruscus auf Grund des physiologischen Inter-
esses auch unter quantitativen Aspekten hinreichend untersucht sind (Gehr et al.
1980), fehlen morphologische Untersuchungen an den Atemwegen. Deshalb wurden
in der vorliegenden Arbeit die Trachea und die intrapulmonalen Atemwegen von S.
etruscus in Dunnschnitten transmissions— und rasterelektronenmikroskopisch mit
dem Ziel untersucht, die am Aufbau des Epithels beteiligten Zellen ultrastrukturell zu
charakterisieren und das Verhaltnis von sekretorischen zu Flimmerzellen zu be-

stimmen. DaruUber hinaus wurden die neuroendokrinen Zellen immunhistochemisch



auf das Vorkommen von Substanzen wie Serotonin und Neuropeptide untersucht,
die in anderen Spezies regelmaRig in diesen Zellen vorkommen (Ubersicht: Scheuer-

mann 1987, 1997).



2 Material und Methoden

21 Tiere

Etruskische Spitzmause, S. etruscus, wurden in den Pyrenaen in der Gegend von
Banyuls-sur-Mer, Frankreich, gefangen und in der dortigen Versuchsstation oder in
der Abt. Vegetative Physiologie der Medizinischen Hochschule Hannover zu Organ-
entnahmen fur physiologische und biochemische Untersuchungen durch eine Uber-
dosis Halothan getotet. Die gesetzlichen Bestimmungen des Tierschutzes wurden

strikt eingehalten.

2.2 Fixierung der entnommenen Organe
Die Trachea und die Lungen wurden in toto entnommen und sofort in 3% Glutaral-

dehyd in 0,1M Na-Cacodylat-HCI-Puffer, pH 7,3 oder in 4% Formaldehyd, der frisch
aus Paraformaldehyd hergestellt war, in PBS immersionsfixiert und zerkleinert. Das

Gewebe wurde Uber Nacht bei 4°C fixiert.

2.3 Transmissionselektronenmikroskopie
Glutaraldehyd-fixiertes Gewebe wurde anschlieend in 0,1M Na-Cacodylat-HCI-

Puffer grandlich gespdlt, in 2% OsO4 in 0,1M Na-Cacodylat-HCI-Puffer fur 2 h bei
4°C oderin 1% OsO4 und 1,5 % Kalium-Ferrocyanid in H,O (Karnovsky 1971) nach-
fixiert, in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwassert und in Agar-Araldite CY 212
(Agar-Aids, Stansted, Essex, UK) eingebettet. Zur Auswahl der fur Dlnnschnitte ge-
eigneten Areale wurden zunachst Schnitte von 0,5-1,0 um Dicke erstellt und mit al-
kalischer Toluidin-Blau Losung gefarbt. Fur die Elektronenmikroskopie wurden Dunn-

schnitte mit einer Dicke zwischen 60 und 80 nm an einem Reichert Ultracut Mikrotom
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hergestellt, auf Pioloform-befilmte Einlochblenden aufgenommen und mit Uranylaze-
tat und Bleizitrat kontrastiert (Reynolds 1963). Die Schnitte wurden in einem Philips

CM 10 Elektronenmikroskop bei 80 KV untersucht.

2.3.1 Verhaltnis der Flimmerzellen zu kinozilienfreien Zellen
Das Verhaltnis von Flimmerzellen zu sekretorischen Zellen wurde in Diinnschnitten

am Elektronenmikroskop bei einer Vergrolierung von 1650:1 bestimmt. Es wurde das
Trachealepithel von 3 Spitzmausen und das Epithel der intrapulmonalen Atemwege
bei 2 Spitzmausen in jeweils bis zu 5 Blocken untersucht. Insgesamt wurden 465

Trachealepithelzellen und 552 Bronchialepithelzellen beurteilt.

2.4 Rasterelektronenmikroskopie
Die Trachea einer etruskischen Spitzmaus wurde nach Glutaraldehydfixierung (s.o.)

der Lange nach geteilt und die beiden Halften nach grundlicher Spulung in 0,1M Na-
Cacodylat-HCI-Puffer in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwassert und in einer
Baltec CPD 030 Apparatur (Balzers, Liechtenstein) am kritischen Punkt getrocknet.
Die Proben wurden mit einem leitfahigen Klebeband (Plano) auf Metalltrager montiert
und in einer Kathodenzerstauberanlage (Polaron) mit einer 30 nm dicken Goldschicht
bedampft, bevor sie in einem JEOL JSM-35CF Rasterelektronenmikroskop bei 15 KV

untersucht wurden.

2.5 Immunhistochemie
Formaldehyd-fixiertes Gewebe der Trachea und Lunge wurden nach einem standar-

disierten Verfahren im Histomaten (Bavimed) in Paraffin eingebettet. Schnitte von ca.
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4-5 um Dicke wurden in einer absteigenden Xylolreihe entparaffiniert. Anschlie3end
wurden die Schnitte zunachst mit 3% HyO» fur 10 min bei Raumtemperatur inkubiert,
um die endogenen Peroxidasen zu blocken. Darauf erfolgte die Inkubation fur 30 min
mit einem Non-Immunserum der Spezies, von der der zweite Antikbrper stammt, in
der Regel der Ziege, um unspezifische Bindungsstellen des zweiten Antikdrpers zu
blocken. SchlieBlich erfolgte die Inkubation mit dem primaren Antikorper (s. unten)
und Markierung nach der Avidin-Biotin-Peroxidase-(ABC-) Methode (Hsu et al.1981).
Einige Schnitte wurden zur Antigen-Demaskierung vor der Inkubation mit 3% H20- in
einer mit Zitratpuffer (0,01M, pH 6,0) gefullten Kuvette in der Mikrowelle fur 2 x 5 min

erhitzt.

Folgende polyklonale Antiseren vom Kaninchen wurden in den Untersuchungen in
den angegebenen Arbeitsverdinnungen verwendet:

Anti-Serotonin 1:200 (Grube und Forssmann 1979)

Anti- Calcitonin 1:100 (Kameda et al.1980)

Anti-NSE 1:10 (Lloyd 1984)

Anti-CGRP 1:5000 (Sikri et al. 1985)

Die Antiseren (Ausnahme: anti-CGRP, Biotrend) wurden von der Firma BioGenex
bezogen. Die Schnitte wurden zunachst mit dem primaren Antikorper in der angege-
benen Verdunnung fur 20 h bei 4°C, darauf mit biotinyliertem anti-Kaninchen-IgG der
Ziege (VECTOR, Burlingame, CA, USA) fur 30 min bei Raumtemperatur und an-
schlie3end mit einem Streptavidin-Peroxidase-Komplex (VECTOR) fur 45 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Alle eingesetzten Antiseren und Reagenzien waren in

einer Losung, die 0,01 M Phosphatpuffer und 0,15 M NaCl, pH 7,3, enthielt, ver-
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dinnt. Die Verdinnung der ABC-Reagenzien erfolgte nach den Angaben des Her-
stellers. Der Nachweis des Peroxidase-Komplexes erfolgte durch Inkubation der
Schnitte mit einer Loésung aus 0,7 mM DAB (3'3’-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid,
Sigma) und 0,002% H»02in PBS, pH 7,3, fur 10 min bei Raumtemperatur. Zwischen
den oben angefuhrten Inkubationsschritten wurden die Schnitte jeweils grindlich in
einer Losung aus 0,01 M Phosphatpuffer, 0,5 M NaCl und 0,1 % Tween 20 (Sigma),
pH 7,6 gespllt.

In Kontrollschnitten wurde die Inkubation mit dem ersten Antikérper ausge-
lassen, alle anderen Inkubationsschritte wurden unverandert durchgefihrt. In den

Kontrollschnitten war keine Immunreaktivitat nachweisbar.
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3 Befunde

3.1 Trachea

Der Wandbau der Trachea der etruskischen Spitzmaus, S. etruscus, ahnelt weitge-
hend dem anderer Saugetiere. Die Trachea wird von einem Flimmerepithel ausge-
kleidet, das auf einer Basalmembran (Basal lamina) ruht. Diese bildet die Grenze zu
einer schmalen Lamina propria, in der Kapillaren und Abwehrzellen vorkommen. Auf
die Lamina propria folgen im ventralen Bereich der Trachea C-férmige Spangen aus
hyalinem Knorpel, deren dorsal freie Enden durch quer verlaufende Blindel glatter
Muskulatur (M. trachealis) verbunden sind. Drusen fehlen. Die Trachea ist durch ad-
ventitielles Bindegewebe in die Umgebung eingebaut. Im dorsalen Bereich findet sich
zu ihren beiden Seiten ein Nervenfaserbilindel, das von Perineurium eingescheidet ist
und auf Grund seiner Lage am ehesten dem N. laryngeus recurrens entspricht.

Im Gegensatz zur Situation in den meisten anderen Saugetieren, deren Tra-
chea von einem zwei- oder mehrreihigen hochprismatischen Epithel aus Flimmerzel-
len, sekretorischen, intermediaren und basalen Zellen ausgekleidet wird (Rhodin
1966, Pavelka et al. 1976, Mariassy 1991), ist das Trachealepithel der etruskischen
Spitzmaus, S. etruscus, ein einschichtiges iso- bis hochprismatisches Epithel, in dem
Flimmerzellen, sekretorische Zellen und neuroendokrine Zellen vorkommen (Abb.1).
Betrachtet man die Gesamtpopulation der Epithelzellen, so sind die sekretorischen
Zellen mit ca. 54% (50,0 - 55,3%) etwas haufiger als die Flimmerzellen mit ca. 46%
(44,4 -50,0%). Obwonhl die beiden Zelltypen in etwa gleich haufig sind, ist ihre Vertei-
lung Uber die gesamte Oberflache jedoch nicht gleichmallig, sondern regional unter-
schiedlich. Im Bereich Uber dem dorsal gelegenen M. trachealis kommen relativ mehr

Flimmerzellen als sekretorische Zellen vor, wahrend in den knorpeligen Abschnitten

14



Abb. 1 Trachealepithel der etruskischen Spitzmaus, Suncus etruscus oberhalb des M. trachealis mit
zahlreichen Flimmerzellen (F) und wenigen sekretorischen Zellen (S). NE, neuroendokrine Zellen.

a x 3600; b x 2700

15



b

Abb. 2 Trachealepithel der etruskischen Spitzmaus, Suncus etruscus im knorpeligen Teil mit mehr
sekretorischen Zellen (S) als Flimmerzellen (F). E, Erythrozyten; Fi, Fibroblast; K, Knorpel.

a x 4600; b x 7000
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die sekretorischen Zellen Uberwiegen (vergleiche Abb.1 und 2). Diese an Dunn-
schnitten gemachten Beobachtungen konnten durch rasterelektronenmikroskopische
Untersuchungen bestatigt werden (Abb.1b, 2b)

Neuroendokrine Zellen treten im Trachealepithel von S. etruscus nur vereinzelt
auf (Abb.1a) und sind sehr selten (<1%). Basale, intermediare und Burstenzellen

(Luciano et al. 1969) konnten nicht identifiziert werden.

3.11 Ultrastruktur des Trachealepithels

3.1.11 Flimmerzellen
Die Flimmerzellen im Trachealepithel der etruskischen Spitzmaus ahneln ultrastruk-

turell den Flimmerzellen in den Atemwegen anderer Saugetiere (Rhodin 1966,
Pavelka et al. 1976, Breeze und Wheeldon 1977, Aiello und Sleigh 1977). Die Hohe
ihres Zellkorpers (ohne Kinozilien) midt ca. 10 um. An der freien Oberflache der
Flimmerzellen sind zahlreiche dicht stehende Kinozilien mit einer Lange von ca. 5 um
und einem Durchmesser von ca. 0,25 um ausgebildet (Abb.1-3). Das Achsenskelett
der Kinozilien zeigt die typische 9x2+2 Anordnung der Mikrotubuli. Jede Kinozilie ist
in einem Kinetosom (,Basalkorperchen®), das unterhalb der apikalen Zelloberflache
liegt und aus 9x3 Mikrotubuli besteht, verankert (Abb.3,4). Einzelne Kinetosomen
schliel3en feingranulares elektronendichtes Material ein (Abb.5a). Kugelformige
Fortsatze kommen regelmafig auf einer Seite etwa in der Mitte der Kinetosomen vor
(Abb.5a). Sie stellen Satelliten (,Basalfuchen®) dar (Dustin 1984). Von ihrer Spitze
gehen einzelne Mikrotubuli aus, die zwischen den Kinetosomen parallel oder schrag

zur Zelloberflache liegen. Wurzelfuf3chen (,ciliary rootlets®), die charakteristischer-
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Abb. 3 Flimmerzelle im Trachealepithel von S. etruscus. x 16000
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Abb. 4 Apikaler Zellpol einer Flimmerzelle mit zahlreichen Anschnitten des glatten ER zwischen den

Kinetosomen und Mitochondrien. x 21000

weise eine periodische Querstreifung aufweisen, sind am basalen Pol der Kineto-
somen bestenfalls rudimentar ausgebildet (Abb.4). Zwischen den Kinozilien kommen
zahlreiche, sich verzweigende Zytofila mit einem Durchmesser von 70-100 nm vor,
die ein axiales Bundel von wenigen dunnen (5nm) Filamenten enthalten (Abb. 3, 4).
Direkt unterhalb der Kinetosomen kommen zahlreiche glattwandige membra-
ndse Tubuli vor (Abb.4), die dem glatten endoplasmatischen Retikulum zuzuordnen

sind (Graf und Stockinger 1966). Darunter liegen zahlreiche Mitochondrien vom
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a

Abb. 5 a Feingranuldres Material innerhalb eines Kinetosoms (Pfeil). b Der Pfeil zeigt auf einen
multivesikularen Kérper in der Nahe eines Kinetosoms.

a x 63000; b x 75000

Crista-Typ mit auffallend wenigen Cristae und einem weiten Matrixraum (Abb.3, 4),
vereinzelt multivesikulare Kérper (Abb. 5) und dichte Kérper mit heterogenem Inhalt,
die Lysosomen entsprechen (Abb. 3). Zwischen den Mitochondrien und den Tubuli
des glatten endoplasmatischen Retikulums finden sich zahlreiche Polysomen, aber
nur wenige Zisternen des rauen endoplasmatischen Retikulums. In der Regel liegen
ein oder zwei kleine Golgi-Apparate (Abb. 6) oberhalb oder seitlich des Kerns. Der
runde oder ovale Kern, der in den unteren zwei Drittel der Zelle liegt, enthalt ein oder

zwei Nucleoli und wenig Heterochromatin (Abb. 1-3).
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Abb. 6 Ein multivesikularer Koérper zwischen zwei Golgi-Apparaten in einer Flimmer-
zelle. X 56000

Die Flimmerzellen sind mit ihren Nachbarzellen im apikalen Bereich der latera-
len Membran durch einen epithelialen Verbindungskomlex, bestehend aus Zonula
occludens (, Tight junction®), Zonula adhaerens (,Intermediate junction®) und Macula
adhaerens (,Desmosom®) verbunden. Weitere Desmosomen in tieferen Abschnitten
der lateralen Zellmembran sind selten. Es wurden weder Gap junctions zwischen
Flimmerzellen noch Hemidesmosomen zwischen der basalen Zellmembran und der
epithelialen Basalmembran beobachtet. Die lateralen Zellmembranen der Flimmer-
zellen ist weitgehend glatt und nicht durch Falten signifikant vergréfiert (Abb.1a, 2a,

3, 4).
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3.1.1.2 Sekretorische Zellen
Die sekretorischen Zellen sind 10-15 um hoch. Sie enthalten unterschiedliche Men-

gen an Sekretgranula. lhre apikale Oberflache ist frei von Kinozilien, erscheint im
Dunnschnitt aber selten glatt, sondern ist durch zahlreiche kurze Protrusionen ver-
grolRert (Abb.7). Rasterelektronenmikroskopisch kénnen diese Protrusionen entwe-

der als Mikrovilli oder als Anschnitte durch Mikrofalten (,microridges®) identifiziert
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Abb. 7 Zwei Kinozilien-freie Zellen im Trachealepithel von Suncus etruscus, die nur wenige Sekretgra-
nula enthalten. x 15000
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Abb. 8 Oberflache der Kinozilien-freien (sekretorischen) Zellen im Trachealepithel von S.etruscus.

aund b x 13000

werden (Abb. 8a). In der Mehrzahl der sekretorischen Zellen ist die Oberflache durch
dicht stehende kurze Mikrofalten und einige Mikrovilli charakterisiert (Abb. 8a). Dane-
ben kommen aber auch sekretorische Zellen vor, deren Oberflache nur durch Mikro-

villi vergroRert ist (Abb. 8b).
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Globulare Sekretgranula mit einem Durchmesser von ca. 500 nm liegen unter-
halb der apikalen Zelloberflache und sind von dieser durch ein dinnes Gespinst von
Mikrofilamenten getrennt. Der Inhalt der Granula erscheint nach konventioneller Glu-
taraldehyd- und Osmiumfixierung homogen elektronendicht. Nach Fixierung mit Glu-
taraldehyd und reduziertem OsQq4 lasst sich zentral gelegenes, fein granulares Mate-
rial von einer weniger dichten Matrix unterscheiden (Abb. 9). Auf Grund der
Feinstruktur ist der Inhalt der Granula am wahrscheinlichsten ein Glykoprotein.
Vereinzelt sind Sekretgranula wahrend der Exozytose beobachtet (Abb. 10a).
Oberhalb der und zwischen den Mikrovilli und —falten der sekretorischen Zellen ist
feines, filamentdses Material vorhanden (Abb. 10b), sofern dieses nicht durch die
Immersionsfixierung entfernt wurde.

Zwischen den und unterhalb der Sekretgranula finden sich zahlreiche Tubuli
des glatten endoplasmatischen Retikulums sowie vereinzelt Polysomen, feine Bundel
von Intermediar- (Tono-) filamenten und Mitochondrien vom Cristatyp (Abb.11). In ei-
nigen Mitochondrien sind myelinartige Strukturen in der Matrix vorhanden (Abb. 11b).
Der heterochromatinarme Kern liegt in der basalen Halfte der Zelle und ist haufig
stark eingebuchtet. Er enthalt einen ausgepragten Nucleolus. In der Umgebung des
Kerns kommen Zisternen des rauen endoplasmatischen Retikulums, ein oder mehre-
re Golgi-Apparate sowie grof3e Lysosomen mit heterogenem Inhalt vor (Abb. 11a, b).
Vereinzelt treten im basalen Zytoplasma grolde Myelinkorper auf.

Die Zellverbindungen der sekretorischen Zellen ahneln denen der Flimmerzel-
len. Sie sind mit ihren Nachbarzellen im apikalen Bereich der lateralen Zellmembran
durch Verbindungskomplexe verbunden. Zusatzliche Desmosomen waren selten,

Gap junctions und Hemidesmosomen wurden nicht beobachtet. Im Vergleich mit der
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Abb. 9 Die Sekretgranula haben einen heterogenen Inhalt nach Fixierung mit reduziertem Osmium-

tetroxid. Zentral gelegenes, fein granuldres Material ist in eine weniger dichte Matrix eingebettet.

x 33000
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lateralen Oberflache der Flimmerzellen war die der sekretorischen Zellen geringflgig

durch Falten vergrofert.

Abb. 10a Zwei Granula einer sekretorischen Zelle wahrend der Exozytose.
b Fein filamentdoses Sekret an der Oberflache des Trachealepithels.
a x 39000; b x 21000
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Abb. 11 Detailaufnahmen von zwei sekretorischen Zellen. In a sind die Beziehungen zwischen rauem

ER, glattem ER, Golgi-Apparat und Sekretgranula dargestellt, in b drei Lysosomen mit heterogenem
Inhalt (Pfeile), glattes ER, Polysomen und Mitochondrien.
a x 17000; b x 28000
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3.1.1.3 Neuroendokrine Zellen

Die neuroendokrinen Zellen liegen einzeln zwischen den Flimmerzellen und sekreto-
rischen Zellen, in der Regel in der Tiefe des Trachealepithels (Abb.12). In dem vor-
liegenden Material konnte nur in zwei Zellen ein Kontakt mit der epithelialen Oberfla-
che Uber einen schmalen Fortsatz nachgewiesen werden (Abb.13). In diesen beiden
Zellen war die apikale Oberflache durch einige kurze Mikrovilli vergrof3ert und die
neuroendokrinen Zellen mit Verbindungskomplexen mit den Nachbarzellen verbun-

den.

Abb. 12 Neuroendokrine Zelle im Trachealepithel von Suncus etruscus. Zumindest in diesem Schnitt
fehlt der Kontakt zur Oberflache des Epithels. x 14000
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a
Abb. 13 Neuroendokrine Zellen im Trachealepithel von Suncus etruscus, beide mit Kontakt zur Epi-
theloberflache. Der Pfeil in b zeigt auf den Verbindungskomplex mit einer benachbarten sekretori-

schen Zelle.

a x 10400; b x 7500

Das hervorstechende Merkmal der neuroendokrinen Zellen ist das Vorkom-
men von elektronendichten Granula im Zytoplasma. Die Granula liegen bevorzugt im
basalen Zytoplasma zwischen dem Kern und der basalen Zellmembran (Abb. 3a, b).
Insbesondere nach Fixierung mit reduziertem Osmium kdnnen verschiedene Granu-
lapopulationen unterschieden werden (Abb.14):
1. runde Granula mit einem Durchmessser von 80-130 nm, deren elektronendichter
Kern nur von einem eher schmalen Hof umgeben ist; 2. runde Granula mit einem

Durchmesser von 100-200 nm, deren elektronendichter Kern von einem breiten Hof
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umgeben ist. Bei dieser Granulapopulation kénnen zwei Subtypen unterschieden
werden: Granula mit zentral gelegenem elektronendichten Kern oder mit exzentrisch
gelegenem Kern, und 3. ovale, langliche (110-150nm lang) oder tropfenférmige
Granula mit einem elektronendichten Kern und sehr schmalem elektronenlichten
Saum.

Darlber hinaus ist die Ausstattung der neuroendokrinen Zellen mit Zellorga-
nellen wenig charakteristisch. Sie enthalten Mitochondrien, Polysomen, einige weni-
ge Zisternen des rauhen endoplasmatischen Retikulums und einen supranuklear ge-

legenen Golgi-Apparat.

Abb. 14 Unterschiedliche Sekretgranulapopulationen in einer neuroendokrinen Zelle. Pfeil 1 weist auf
eine Gruppe kleiner runder Granula mit schmalem Hof und elektronendichtem Kern, Pfeil 2 auf ein
groRes rundes Granulum mit breitem Hof und elektronendichtem Kern, Pfeil 3 auf ein ovales Granu-

lum mit elektronendichtem Kern. x 67000
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3.2 Intrapulmonale Atemwege
Nach dem Eintritt der Hauptbronchien in die Lunge kommt es zu einer Aufzweigung

der Atemwege in Bronchien und Bronchiolen, aus denen die Ductus alveolares her-
vorgehen. Bronchioli respiratorii sind bei S. efruscus nicht vorhanden. Im Gegensatz
zur Trachea ist in der Wand der Bronchien kein Knorpel ausgebildet, dafur bildet die
glatte Muskulatur eine zirkulare Schicht, die vom Epithel nur durch eine dinne Lami-
na propria getrennt ist.

Die intrapulmonalen Atemwege werden wie die Trachea von einem einschichtigen,
hochprismatischen Epithel ausgekleidet, in dem die Flimmerzellen mit ca. 52% der
vorherrschende Zelltyp sind. Die kinozilienfreien Zellen wolben sich mit ihrem apika-
len Zellpol kuppelférmig ins Lumen vor und entsprechen damit dem klassischen Bild
der bronchiolaren Clara-Zelle anderer Spezies. lhr Anteil an den Epithelzellen betrug
ca. 48%. Aulierdem kommen neben einzelnen neuroendokrinen Zellen im Epithel der

intrapulmonalen Atemwege auch neuroepitheliale Korper vor.

3.2.1 Ultrastruktur des Epithels der intrapulmonalen Atemwege

3.21.1 Flimmerzellen
Die Flimmerzellen in den intrapulmonalen Atemwegen ahneln in ihrer Ultrastruktur

weitgehend denen der Trachea, so dass sich eine detaillierte Beschreibung erubrigt.
Vor allem in den kleinsten peripheren Aufzweigungen der Atemwege kommen gele-
gentlich Zellen ohne Kinozilien, aber mit zahlreichen Kinetosomen im apikalen Zyto-
plasma vor (Abb. 15). Diese Zellen sind offenbar Vorstufen der Flimmerzellen und im

Begriff, sich zu diesen zu differenzieren.
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Abb. 15 Vorstufe einer Flimmerzelle mit zahlreichen Kinetosomen im apikalen Zytoplasma.

x 14000

3.21.2 Clara Zellen
Die Clara Zellen sind bis zu 15 um hoch. Mit ihrem apikalen Zellpol tberragen sie

vielfach die Spitzen der Kinozilien der Flimmerzellen. Die apikale Membran erscheint
weitgehend glatt. Direkt unterhalb dieser Membran ist ein feiner filamentdser Filz
sichtbar, der frei ist von Organellen. Das apikale Zytoplasma ist angefullt mit glattem
endoplasmatischem Reticulum, wahrend basal Zisternen des rauen endoplasmati-
schen Retikulums zahlreich sind (Abb. 16). Im Unterschied zu den sekretorischen

Zellen im Trachealepithel enthalten die Clarazellen keine Sekretgranula. Mitochon-
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drien sind eher basal lokalisiert, dichte Korper mit heterogenem Inhalt, vermutlich
sekundare Lysomen, kommen bevorzugt supranuklear vor. Die laterale Zellmembran

ist nur geringflgig durch Falten vergroRert.

Abb. 16 Drei Clara-Zellen in einem Bronchiolus. Der apikale Zellpol (iberragt bei weitem die zwischen

den Clara-Zellen liegenden Flimmerzellen. Sekretgranula fehlen. Unter der apikalen Zellmembran
befindet sich ein schmaler Zytoplasmasaum, der frei ist von Organellen.
x 6000
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3.21.3 Neuroendokrine Zellen und neuroepitheliale Korper
Die disseminiert im Epithel der intrapulmonalen Atemwege auftretenden neuroendo-

krinen Zellen ahneln ultrastrukturell denen im Trachealepithel. Daneben kommen un-
mittelbar praalveolar und an den Aufzweigungen des Bronchialbaums Gruppen von
neuroepithelialen Zellen vor, die engen Kontakt zu intraepithelial gelegenen Nerven-
fasern aufweisen und den von Lauweryns et al. (1972) zuerst in der Kaninchenlunge
beschriebenen neuroepithelialen Kérpern entsprechen. Ein am Ubergang der termi-
nalen Atemwege zu Alveolen gelegener neuroepithelialer Korper wurde in einer gro-
Ren Schnittserie exemplarisch elektronenmikroskopisch untersucht (Abb. 17,18). Da-
bei konnte ein Kontakt der neuroepithelialen Zellen mit dem Atemwegslumen nicht
nachgewiesen werden. Vielmehr waren die neuroepithelialen Zellen von einem fla-
chen Auslaufer einer pneumozytenartigen Zelle vom Typ | bedeckt (Abb. 17 b). Da
die neuroepithelialen Zellen aber oftmals nur sehr geringe luminale Kontakte haben,
ist es durchaus moglich, dass diese aulderhalb der Schnittserie lagen.

Die neuroepithelialen Zellen sind schlank und hochprismatisch und haben eine
palisadenartige Anordnung. Die tonnenformigen Kerne nehmen den grofdten Teil der
Zelle ein, die Granula mit elektronendichtem Inhalt liegen bevorzugt an der Zellbasis,
aber auch seitlich des Kerns (Abb. 17a, 18a). Der Golgi-Apparat ist ebenfalls seitlich
des Kerns lokalisiert. Daneben fallen zahlreiche Glykogenpartikel auf.

Zwischen den Zellen eines neuroepithelialen Kérpers kommen zwei Typen
von Nervenendigungen im Epithel vor. Die einen Nervenendigungen sind dick mit ei-
nem Durchmesser bis zu 2 ym und enthalten zahlreiche dicht gepackte, grof3e Mito-
chondrien, wahrend die anderen dunner sind und wenige kleine Mitochondrien sowie

zahlreiche Neurotubuli und Neurofilamente enthalten (Abb. 18a,b). Synapsen wurden
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Abb. 17 a Neuroepithelialer Kérper unmittelbar praalveolar. L , Lumen des Bronchiolus. x 4000
b Bei starkerer VergroRerung ist an der Oberflache der flache Auslaufer eines Typ I-Pneumozyten

erkennbar. Die neuroendokrinen Zellen sind an den elektronendichten Granula erkennbar. x 11000
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Abb. 18 Intraepitheliale Nervenfasern (N) im Bereich neuroepithelialer Kérper. a die Nervenfasern

enthalten zahlreiche Mitochondrien, b zwei Nervenendigungungen direkt unterhalb der Epithelober-
flache. L, Atemwegslumen. a x 16000; b x 42000
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zwischen den neuroepithelialen Zellen und intraepithelialen Nervenfasern nicht

beobachtet.

3.3 Immunhistochemie
In Schnitten der in Formaldehyd fixierten und in Paraffin eingebetteten Trachea von

S. etruscus wurden im Epithel einzelne Zellen beobachtet, die nach Inkubation mit
einem anti-Serotonin-Serum eine positive Immunreaktion zeigten (Abb. 19). Inkuba-
tion der Nachbarschnitte mit Antiseren gegen Calcitonin bzw. CGRP zeigten hinge-
gen keine Immunreaktivitat. Darlber hinaus waren einige Nervenfaser in den grof3en,
die Trachea begleitenden Nerven, vermutlich dem N. laryngeus recurrens, Serotonin-

immunreaktiv.

Abb. 19 Serotonin-immunreaktive Zelle im Trachealepithel. x 1000

Serotonin-immunreaktive Zellen traten im Atemwegsepithel in der Lunge Uberwie-
gend als Cluster auf (Abb. 20a). Sie entsprechen den neuroepithelialen Kérpern.
Diese Zellen zeigten eine deutliche, wenn auch schwachere Calcitonin-lImmunreak-
tivitat (Abb. 20b), jedoch keine CGRP- Immunreaktivitat. In Schnittserien, die alter-

nierend mit einem anti-Serotonin, anti-Calcitonin und einem anti-NSE-Serum
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inkubiert waren, war im Bereich der neuroepithelialen Korper eine feine lineare
intraepitheliale NSE-Immunreaktivat nachweisbar (Abb. 20c). Daneben waren NSE-
immunreaktive Nervenfasern in den Wanden von Atemwegen, Arterien und Venen

nachweisbar.
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Abb. 20 Immunhistochemischer Nachweis von a Serotonin, b Calcitonin und ¢ NSE in neuroepitheli-

alen Korpern der Lunge von S. efruscus. a, b und ¢ x 1000
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4 Diskussion

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass sich das Tracheal- und Bron-
chialepithel der etruskischen Spitzmaus, Suncus etruscus, in der zellularen Zusam-
mensetzung voneinander unterscheiden. Die Unterschiede betreffen insbesondere
die sekretorischen Zellen. Wahrend im einschichtigen hochprismatischen Tracheal-
epithel Flimmerzellen, sekretorische Zellen und einzelne neuroendokrine Zellen vor-
kommen, besteht das Epithel der intrapulmonalen Atemwege aus Flimmerzellen,
Clara-Zellen und neuroepithelialen Korpern, das sind Gruppen neuroendokriner

Zellen, die in enger Beziehung zu intraepithelialen Nervenfasern liegen.

Die Trachea von Suncus etruscus weist den gleichen Bauplan auf wie die anderer
Saugetiere: Die Tunica mucosa besteht aus einem Flimmerepithel und einer Lamina
propria, die zahlreiche Abwehrzellen und Blutgefalde enthalt; eine Lamina muscula-
ris mucosae fehlt typischerweise. Das Skelett besteht aus C-férmigen, dorsal offenen
Knorpelspangen, deren freie Enden durch Bundel glatter Muskulatur verbunden sind.
Uber den Tonus der glatten Muskulatur kann so die lichte Weite der Trachea reguliert
werden. Die Abwesenheit von Drusen in der Trachea ist ein charakteristisches Merk-
mal fur kleine Saugetiere. So enthalt auch die Trachea der Maus - mit Ausnahme der
Region direkt unterhalb des Larynx — keine Drusen (Pack et al. 1980). Dieses Fehlen
wird weiter unten im Zusammenhang mit den sekretorischen Zellen im Trachealepi-

thel diskutiert.

Die beiden vorherrschenden Zelltypen im Trachealepithel sind die Flimmerzellen und

die sekretorischen Zellen, die zusammen Uber 99 % ausmachen, wobei die sekretori-
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schen Zellen mit 54% leicht Uberwiegen. Aus einer Reihe von Untersuchungen geht
hervor, dass das Verhaltnis von Flimmerzellen zu sekretorischen Zellen von der Gro-
Re der Atemwege abhangig ist. So kommen im Trachealepithel des Menschen auf
eine Becherzelle funf Flimmerzellen, wahrend im Bronchialepithel das Verhaltnis nur
noch 3:1 ist (Rhodin 1966, McDowell et al. 1978). Dagegen machen die Flimmerzel-
len im Trachealepithel der Maus nur knapp 40% der Epithelzellen aus (Pack et al.
1980). Dies bedeutet, dass in Atemwegen mit kleinem Durchmesser die Flimmer-
zellen an Haufigkeit ab und die sekretorischen Zellen zunehmen.
Rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen zeigen, dass regionale Un-
terschiede in der Haufigkeit von Flimmerzellen und sekretorischen Zellen vorhanden
sind, wobei Flimmerzellen im membrandsen Teil und kinozilienfreie sekretorische
Zellen Uber dem knorpeligen Teil der Trachea haufiger sind. Ahnliche regionale Un-
terschiede in der Haufigkeit von sekretorischen Zellen sind in der Trachea von Hund
(Mohr und Schlusche 1991) und Katze (Tandler et al. 1983 a,b) beschrieben. In der
Trachea des Hundes sind die kinozilienfreien Zellen ausschlief3lich durch Becherzel-
len und dunkle Zellen reprasentiert, wobei ausdifferenzierte Becherzellen ausschliel3-
lich im knorpeligen Teil der Trachea vorkommen und im dorsalen membrandsen Teil
fehlen. Die dunklen Zellen, die moglicherweise undifferenzierte Zellen oder Vorstufen
von Becherzellen darstellen, sind Gberwiegend im dorsalen Teil lokalisiert (Mohr und
Schlische 1991). Auch bei der Katze kommen Becherzellen im membrandsen Teil
seltener vor als im knorpeligen Teil (Tandler et al. 1983 a,b). Es ist daher anzuneh-
men, dass die Ausbildung sekretorischer Zellen durch die stabile Unterlage im knor-

peligen Teil der Trachea gefordert bzw. im mobilen Teil durch Muskelkontraktionen
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beeintrachtigt wird. Weitergehende vergleichende Untersuchungen, die diese Hypo-
these stltzen, stehen noch aus.

Wahrend bei den meisten Saugetieren die Trachea von einem zwei- oder
sogar mehrreihigen Epithel ausgekleidet wird (Rhodin 1966, Pavelka et al. 1976,
Breeze und Wheeldon 1977), ist das Trachealepithel bei Suncus etruscus ein ein-
schichtiges iso- bis hochprismatisches Flimmerepithel. Dieser Unterschied mag mit
der sehr viel geringeren KorpergrofRe und dem damit geringeren Durchmesser der
Trachea von S. etruscus im Vergleich mit anderen Saugetieren zusammenhangen.
Untersuchungen an anderen sehr kleinen Insektivoren (Spitzmause, Fledermause)
fehlen und auch bei der Maus, der nachstkleinen in dieser Hinsicht untersuchten Art,
findet man ein einschichtiges hochprismatisches Epithel (Pack et al. 1980). Dies deu-
tet darauf hin, dass die Epithelh6he und -art (einschichtig oder mehrreihig) in der Tra-
chea von der KorpergrofRe der betreffenden Spezies abhangig ist. Da auch in den
kleinsten Bronchiolen in der Lunge des Menschen das Epithel einschichtig ist, liegt
die Schlussfolgerung nahe, dass die Epithelart vom Durchmesser der Atemwege
abhangig ist. Demzufolge hatten weitlumige Atemwege ein zwei- oder mehrreihiges
Epithel und kleine englumige ein einschichtiges hochprismatisches Epithel.

Die Flimmerzellen im Tracheal- und Bronchialepithel von S. etruscus zeigen
die ultrastrukturellen Merkmale von Flimmerzellen im Atemwegsepithel anderer Spe-
zies, bei denen sie, sofern Becherzellen im Epithel und Drisen in der Wand vorhan-
den sind, einen Schleimfilm rachenwarts transportieren und so eine Komponente des
mukozilidren Transportsystems darstellen. In Abwesenheit von Becherzellen und

Drisen in der Trachea der etruskischen Spitzmaus stellt sich die Frage nach der Art
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des Oberflachenfilms, den die Kinozilien transportieren, d.h. nach der Art des Sekrets
der sekretorischen Zellen.

Die kinozilienfreien Zellen im Trachealepithel unterscheiden sich ultrastruktu-
rell von den sekretorischen Zellen (Becherzellen und serdse Zellen), wie sie im Tra-
chealepithel anderer Spezies vorkommen. Wahrend in Becherzellen und serdsen
Zellen Sekretgranula in der Regel in grol3er Zahl vorhanden sind und leicht die Halfte
des Zellvolumens einnehmen, kommen diese Strukturen in den kinozilienfreien Zel-
len im Trachealepithel von S. etruscus in vergleichsweise geringer Zahl vor. Auch
sind das raue endoplasmatische Retikulum und der Golgi-Apparat relativ gering ent-
wickelt. Da die Exozytose einiger Granula, die in der Nahe der apikalen Zellmembran
liegen, beobachtet wurde, ist es gerechtfertigt, diese Zellen als sekretorische Zellen
zu bezeichnen. Das in diesen Zellen reichlich vorhandene glatte endoplasmatische
Retikulum kommt in Atemwegsepithelzellen in groler Menge, charakteristischerwei-
se in Clara-Zellen vor, die die sekretorischen Zellen in Atemwegen mit geringem
Durchmesser darstellen, wie z.B. im Trachealepithel von Maus, Hamster und Kanin-
chen, aber auch in den Bronchioli terminales des Menschen. Von diesen Zellen, die
speziesbedingte Unterschiede in ihrer Ultrastruktur aufweisen (Smith et al. 1979,
Plopper et al. 1983), unterscheiden sich die sekretorischen Zellen im Trachealepithel
von Suncus etruscus durch das Fehlen einer kuppelférmigen Vorwoélbung des apika-
len Zellpols, d.h. eines ihrer hervorstechenden morphologischen Merkmale. Zellen,
die die morphologischen Kriterien von Clara-Zellen (apikale Protrusionen, glattes
endoplasmatische Retikulum) erfillen, kommen jedoch in den intrapulmonalen
Atemwegen bei Suncus etruscus in grol3er Zahl vor. Es stellt sich die Frage, ob es

sich bei den sekretorischen Zellen im Trachealepithel von S. efruscus um einen
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Subtyp von Clara-Zellen handelt, wie das reichlich vorhandene glatte endoplasma-
tische Retikulum vermuten lasst, oder ob ein eigenstandiger Zelltyp vorliegt.

In Clara-Zellen u.a. von Mensch, Ratte und Maus sind verschiedene sekretori-
sche Peptide und Proteine nachgewiesen, wie z.B. das Clara-Zell 10kD-Protein (CC
10), ein Phospholipase A2-Inhibitor, das groRe Ahnlichkeit mit dem Uteroglobin auf-
weist (Singh et al. 1990, 1993), Surfactant Protein B (Phelps und Floros, 1991), ein
Leukozyten Protease Inhibitor (de Water et al. 1986), eine Trypsin-ahnliche Protease
(Sakai et al. 1993) und das Peptid Guanylin (Cetin et al. 1995), das die Guanylatzy-
klase aktiviert und z.B. im Dunndarm die Chlorid-Sekretion stimuliert. Von diesen
Proteinen hat das CC10 den Status eines Clara-Zellmarkers erlangt. Vorlaufige im-
munhistochemische Untersuchungen an Paraffinschnitten der Trachea und Lunge
von Suncus etruscus haben eine schwache Immunreaktivitat unterhalb der apikalen
Zellmembran, d.h. im Bereich der Sekretgranula, in einigen der sekretorischen Zellen
in der Trachea und im Bereich des apikalen Zellpols der intrapulmonalen Clara-Zel-
len ergeben. Sollten sich diese Befunde mit verfeinerten Methoden und bei hdherer
Auflésung (Semidunnschnitt-Technik, Immungold-Lokalisation) bestatigen, waren die
sekretorischen Zellen im Trachealepithel von S. etruscus trotz des Fehlens der cha-
rakteristischen apikalen Vorwdlbung als Clara-Zellen zu bezeichnen. Diese Zuord-
nung stinde weiterhin in Einklang mit dem Vorhandensein eines stark ausgebildeten
glatten endoplasmatischen Retikulums in diesen Zellen, das in bronchiolaren Clara-
Zellen als Ort der Cytochrom P-450 Monooxygenase-Aktivitat identifiziert wurde
(Devereux et al. 1981, Plopper et al. 1992).

Das Cytochrom P-450 Monooxygenase-System spielt eine wichtige Rolle in

der Entgiftung korperfremder (xenobiotischer) Substanzen. So ist es z.B. in der Leber
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fur die Hydroxylierung von Phenobarbital und damit flr dessen erhéhte Wasserlos-
lichkeit und vermehrte Ausscheidung verantwortlich. Andererseits werden durch das
Cytochrom P-450 System einige der wirksamsten Karzinogene in vivo in ihre che-
misch aktive Form Uberflhrt. Da das Atemwegsepithel mit zahlreichen in der Atemluft
vorhandenen, potentiell karzinogenen Schadstoffen in Kontakt kommt, kdnnte das
reichliche Vorkommen des glatten endoplasmatischen Retikulums in Clara-Zellen der
Atemwege bzw. den sekretorischen Zellen im Trachealepithel von S. etruscus eher
nachteilig sein und die Entstehung von Tumoren durch Aktivierung von Karzinogen
begulnstigen.

Auch wenn das Sekret der sekretorischen Zellen im Trachealepithel von Sun-
cus etruscus nicht identifiziert ist, ist doch festzuhalten, dass es sich auf Grund der
ultrastrukturellen Eigenschaften um ein Glykoprotein und nicht um Muzin handelt. Die
oben diskutierte Aussage, dass die Form des Epithels (mehrreihig oder einschichtig)
von der Dimension der Atemwege abhangig ist, kann insofern erweitert werden, dass
auch das Vorkommen der sekretorischen Zellen bzw. Art des Sekrets, d.h. Schleim
oder Glykoprotein, mit der Groflze der Atemwege korreliert. Schleimproduzierende
Becherzellen kommen charakteristischerweise in grokalibrigen Atemwegen vor,
wahrend serdse Zellen oder Clara-Zellen, die Glykoproteine bilden, die sekretori-
schen Zellen kleinkalibriger Atemwege darstellen (s. auch Einleitung). Weiterhin feh-
len in Atemwegen, die keine Becherzellen aufweisen, auch die Drisen, so dass so-
wohl die Menge als auch die Art des Sekrets den GroRenverhaltnissen der Atemwe-
ge angepasst ist.

Die neuroendokrinen Zellen und neuroepithelialen Kérper sind Mitglieder der Gruppe

des APUD (amine precursor uptake and decarboxylation) —Zellsystems (Pearse
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1969) bzw. des diffusen neuro-endokrinen Systems (DNES, Grube und Forssmann
2004). Sie wurden zuerst von Feyrter (1938, 1954) in den Atemwegen beschrieben
und zeichnen sich durch die Fahigkeit aus, biogene Amine aufzunehmen bzw. Ami-
nosauren zu decarboxylieren und au3erdem Peptidhormone oder regulatorische
Peptide zu synthetisieren. Der Begriff ,neuroendokrin® beruht auf der Tatsache, dass
die von diesen Zellen gebildeten Peptidhormone auch von Neuronen gebildet
werden, und als Neuropeptide als Transmitter oder Neuromodulatoren wirken.

In der vorliegenden Arbeit wurden neuroendokrine Zellen ultrastrukturell
durch das Vorkommen zahlreicher elektronendichter Sekretgranula im basalen Zyto-
plasma sowie durch den Nachweis einer positiven Serotonin-Immunreaktion identif-
ziert. Wie bei den meisten Spezies kommen bei S. etruscus im Trachealepithel aus-
schlieBlich einzelne neuroepitheliale Zellen vor, wahrend die neuroepithelialen Kor-
per in den intrapulmonalen Atemwegen vorherrschen.

Die am haufigsten in den neuroepithelialen Zellen der Atemwege vorkommen-
den Peptide sind Calcitonin, Gastrin-releasing peptide (GRP, Bombesin) und Enke-
phaline (Scheuermann 1987). Fir die vorliegende Untersuchung standen nur Anti-
seren gegen Calcitonin und das verwandte Calcitonin-gene-related peptide (CGRP)
zur Verfigung, von denen nur das anti-Calcitonin Antiserum eine positive Immunre-
aktion an den intrapulmonalen neuroepithelialen Kérpern, nicht jedoch an den neuro-
endokrinen Zellen im Trachealepithel ergab. Untersuchungen an den Atemwegen
des Menschen haben gezeigt, dass die disseminierten neuroendokrinen Zellen zwar
in allen Altersstufen (Fetus, Neugeborenes, Erwachsener) in der Regel eine positive
Calcitonin-Immunreaktivitat zeigen, dass aber Calcitonin-immunreaktive Zellen bei

Neugeborenen sehr viel haufiger sind als bei Feten oder Erwachsenen (Becker et
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al.1980; Cutz et al. 1981; Stahiman et al. 1984, 1985). Die Tatsache, dass in den
neuroendokrinen Zellen der Trachea von S. efruscus keine Calcitonin-Immunreakti-
vitat nachgewiesen werden konnte, kdnnte also altersbedingt sein, denn es standen
fur diese Untersuchung nur adulte Tiere zur Verfigung. Ein falsch negativer Befund
kann ausgeschlossen werden, da mit denselben Antikdrpern unter gleichen Fixie-
rungsbedingungen und bei gleichem immunhistochemischem Protokoll in den neuro-
epithelialen Koérpern der intrapulmonalen Atemwege eine positive Reaktion erzielt
wurde. Das Vorkommen mehrerer ultrastrukturell unterscheidbarer Granulapopula-
tionen in den neuroendokrinen Zellen spricht daflir, dass diese Zellen neben Sero-
tonin auch Neuropeptide produzieren. Da Leu-Enkephalin beim Menschen aus-
schliefdlich in disseminierten neuroendokrinen Zellen der Atemwege und nicht in
neuroepithelialen Kérpern vorkommt (Cutz et al. 1981), ware dieses Molekul ein
Peptidkandidat auch fur die neuroepithelialen Zellen im Trachealepithel der etrus-
kischen Spitzmaus.

Ein weiterer Marker der Zellen des DNES ist das Enzym Neuron-spezifische
Enolase (NSE), das primar in Nervenzellen und deren Fortsatzen vorkommt
(Schmechel et al. 1978a,b; Tapia et al. 1981). In der vorliegenden Arbeit konnte
dieses Enzym allerdings nur in Nervenfasern, darunter auch solchen innerhalb der
neuroepithelialen Korper, nicht jedoch in neuroendokrinen Zellen nachgewiesen
werden.

Die neuroendokrinen Zellen wurden von Fujita in die Liste der ,Paraneurone®
aufgenommen (Fujita 1977). Paraneurone weisen ahnliche Eigenschaften wie die
Zellen des DNES auf. Fujita (1977) schreibt ihnen aber zusatzlich eine ,rezeptor-

sekretorische® Funktion zu, d. h. als Antwort auf adaquate Reize sollen sie Sekrete,
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d.h. Hormone oder Transmitter (z. B. biogene Amine), freisetzen, die auf Zielzellen
wirken. Zumindest einige der neuroendokrinen Zellen im Trachealepithel gehdren
zum ,offenen Typ“ (Grube und Forssmann 2004) und stehen tber Mikrovilli mit dem
Lumen in Verbindung. Damit erflllen diese Zellen auch morphologisch die Kriterien
eines (Chemo-)Rezeptors. Zielzellen, die durch Serotonin parakrin beeinflusst
werden kdnnen, sind vor allem die sekretorischen Zellen, mdglicherweise auch die
glatten Muskelzellen des M. trachealis.

Fir die intrapulmonal gelegenen neuroepithelialen Kérper wird allgemein eine
chemorezeptive Funktion angenommen. Es konnte in Lungen von Kaninchen experi-
mentell gezeigt werden, dass eine Hypoxie zur Degranulation der neuroendokrinen
Zellen und Freisetzung von Serotonin fuhrt, das seinerseits vasokonstriktiv wirkt und
die Durchblutung in hypoxischen Lungenbezirken drosselt (Lauweryns und
Cokelaere 1973). Die Lokalisation an Aufzweigungen der Atemwege und unmittelbar
praalveolar scheint daher von besonderer strategischer Bedeutung fur eine
chemorezeptive Funktion der neuroepithelialen Korper zu sein.

Auf Grund der Ultrastruktur der intraepithelialen Nervenendigungen sind die
neuroepithelialen Kérper sowohl afferent als auch efferent innerviert. Sie ahneln da-
mit sowohl in dieser Hinsicht als auch in ihren ultrastrukturellen und einigen histo-
chemischen Eigenschaften den Typl-Zellen im Glomus caroticum, die ebenfalls eine
chemorezeptive Funktion haben und auf hypoxische Reize mit einer Degranulation
reagieren. Zwischen den beiden Rezeptoren existieren allerdings eine Reihe
Unterschiede. So enthalten die Zellen des Glomus caroticum Katecholamine und
nicht Serotonin wie die der neuroepithelialen Kérper im Atemwegsepithel. Auch

kommen im Glomus caroticum, nicht aber im Atemwegsepithel Ganglienzellen vor.
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Schliellich reagieren die neuroepithelialen Kérper auf eine Hypoxie der
eingeatmeten Luft, wahrend das Glomus caroticum auf eine Hypoxie des Blutes
reagiert. Die neuroepithelialen Kérper scheinen somit keine vaskularen
Chemorezeptoren zu sein (Scheuermann 1987).

SchlieRlich haben neuere Untersuchungen gezeigt, dass die neuroendokrinen
Zellen eine wichtige Rolle bei der Epithelregeneration spielen (Hoyt et al .1990,
1991). Aus Untersuchungen an Mausen geht hervor, dass die neuroepithelialen
Korper ein Reservoir an Vorlauferzellen enthalten, aus dem das Bronchialepithel
nach einer Schadigung regeneriert werden kann (Reynolds et al. 2000 a, b). Es ist
anzunehmen, dass auch im Atemwegsepithel von Suncus etruscus die neuroendo-
krinen Zellen an der Epithelregeneration beteiligt sind, insbesondere da in diesem
einschichtigen Epithel basale Zellen fehlen. Basale Zellen kommen charakteristi-
scherweise in mehrreihigen Epithelien vor. Sie haben Kontakt mit der Basalmem-
bran, erreichen aber nicht das Lumen. In mehrreihigen Atemwegsepithelien spielen
sie eine wichtige Rolle fir die Epithelregeneration, da sie sich teilen kdnnen und ihre
Tochterzellen sich zu Flimmerzellen und sekretorischen Zellen differenzieren (Mc
Dowell et al. 1978, 1981). Inwieweit die neuroendokrinen Zellen den Charakter von

Stammzellen haben, ist jedoch nicht geklart.

48



5  Zusammenfassung

Die etruskische Spitzmaus, Suncus etruscus, (Ordnung Insektivoren, Familie Sorici-
nae) ist mit einem Korpergewicht von ca. 2 g das kleinste in Europa vorkommende
Saugetier. Es beansprucht auf Grund seiner extremen physiologischen Leistungen
mit einer Herzfrequenz von uber 800 Schlagen/ Min. und einer Atemfrequenz von ca.
660 Atemziugen/Min, jeweils in Ruhe gemessen, besonderes biologisches Interesse.
In der vorliegenden Arbeit wurde das Epithel der Trachea und der intrapulmonalen
Atemwege transmissions- und rasterelektronenmikroskopisch sowie mit immunhisto-
chemischen Methoden untersucht.

Das Trachealepithel ist ein einschichtiges hochprismatisches Epithel, das in etwa zu
gleichen Teilen aus Kinozilien-tragenden Flimmerzellen und Kinozilien-freien sekreto-
rischen Zellen besteht. Daneben kommen vereinzelt neuroendokrine Zellen vor. Die
Flimmerzellen und sekretorischen Zellen sind nicht gleichmaflig im Epithel verteilt.
Sekretorische Zellen sind im knorpeligen Teil der Trachea zahlreicher als im mem-
brandsen Abschnitt, wahrend Flimmerzellen im membrandsen Abschnitt haufiger als
im knorpeligen vorkommen. Die sekretorischen Zellen sind durch unterschiedliche
Mengen an Sekretgranula und ein ausgedehntes glattes ER charakterisiert. Sie un-
terscheiden sich von Clara-Zellen durch das Fehlen eines sich ins Lumen vorwolben-
den apikalen Zellpol und sezernieren vermutlich Glykoproteine. In den neuroendokri-
nen Zellen konnte Serotonin, jedoch weder Calcitonin noch CGRP nachgewiesen
werden. Diese Zellen sind dem APUD-System bzw. diffusen neuroendokrinen Sys-
tem (DNES) zuzurechnen. Becherzellen sowie Drusen fehlen in der Trachea von S.

etruscus.
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Die intrapulmonalen Atemwege sind ebenfalls von einem iso- bis hochprismatischem
Flimmerepithel ausgekleidet, in dem als Kinozilien-freie Zellen typische Clara-Zellen
vorkommen. Neben einzelnen neuroendokrinen Zellen kommen intrapulmonal dicht
innervierte neuroepitheliale Kérper vor, die Chemorezeptoren darstellen. In ihnen
konnte immunhistochemisch neben Serotonin auch Calcitonin nachgewiesen wer-
den.

Der Vergleich des Trachealepithels der etruskischen Spitzmaus mit verschiedenen
Atemwegsepithelien anderer Spezies legt den Schluss nahe, dass die zellulare
Zusammensetzung der Atemwegsepithelien von der Grof3e der Atemwege und nicht
von der Lokalisation (Trachea, Bronchien, Bronchiolen) abhangt. Demzufolge ist in
Atemwegen mit kleinem Durchmesser wie z.B. der Trachea von S. etruscus das Ver-
haltnis von Flimmerzellen zu sekretorischen Zellen in etwa 1, wahrend in Atemwegen
mit groem Durchmesser wesentlich mehr Flimmerzellen als sekretorische Zellen
vorkommen. Die sekretorischen Zellen in Atemwegen mit kleinem Durchmesser sind
sowohl morphologisch als auch von der Art des Sekrets uneinheitlich, in jedem Fall

fehlen aber Becherzellen, d.h. ein muzinartiges Sekret.
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