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Zusammenfassung

Hintergrund: Uber die embryonale Entwicklung des respiratorischen Epithels ist wenig be-
kannt. Aus diesem Grund wurde in der Arbeitsgruppe am EMZ Rostock der Respirationstrakt
am Modellorganismus des Haushuhns (var. White Leghorn) in unterschiedlichen embryonalen
Stadien und Lokalisationen erforscht (Hempel 2017; Greulich 2019; Reinke 2022). Diese Dis-
sertation beschaftigt sich schwerpunktmafig mit der Untersuchung der Entwicklung des respi-
ratorischen Epithels der Nasenhoéhle, an den Lokalisationen der Concha nasalis media und
dem Nasenhdhlendach mit dem angrenzenden Nasenseptum, am selben Modellorganismus,
in Hinblick auf die Auspragung von zilientragenden Zellen im Zellverband.

Methoden: Diese Thematik wurde mit der Rasterelektronenmikroskopie, sowie der Immuno-
farbung mit einem Zilienmarker und der H&E Farbung an koronaren Paraffinschnitten, von
Huhnerembryonen (var. White Leghorn) der Stadien E12 bis E18, bearbeitet.

Ergebnisse: Wahrend der embryonalen Entwicklung des respiratorischen Epithels der Na-
senhohle lassen sich unterschiedliche Arten zilientragender Epithelzellen nachweisen. In cha-
rakteristischer Abfolge treten Epithelzellen mit einem kurzen Monozilium, Epithelzellen mit ei-
nem elongierten Monozilium, unreife multiziliare Zellen sowie reife multiziliare Zellen im Zell-
verband auf. Bereits im Stadium E12 existieren Epithelzellen mit einem kurzen Monozilium an
beiden Lokalisationen im Zellverband. Ab dem Stadium E13 finden sich einzelne Epithelzellen
mit einem elongierten Monozilium auf dem Nasenhdhlendach und ab dem Stadium E14,5 auf
der Concha nasalis media. Auf der Concha nasalis media treten erste unreife multiziliare Zel-
len im Stadium E14,5 auf und im Stadium E18 ist die Epithelentwicklung mit einem flachende-
ckenden Besatz an reifen multiziliaren Zellen abgeschlossen. Im Bereich des Nasenhdhlen-
dachs, mit dem angrenzenden Nasenseptum, kommen erste unreife multiziliare Zellen bereits
im Stadium E14 vor, ein geschlossener Zellverband reifer multiziliarer Zellen findet sich im
Stadium E16. Auf dem Nasenhodhlendach, mit dem angrenzenden Nasenseptum, ist die
Epithelreifung in Hinblick auf den Besatz mit multizilidren Zellen, circa 2 Tage fruher abge-
schlossen als auf der Concha nasalis media. In den tiefen Epithelfurchen kommen Epithelzel-
len ohne Zilienbesatz an ihrer Oberflache vor. Dieses Phanomen ist an beiden untersuchten
Lokalisationen identisch.

Schlussfolgerung: Respiratorische Erkrankungen, mit einer gestérten mukozilidren
Clearance, haben eine zunehmende Bedeutung im klinischen Alltag. Mit den Erkenntnissen
dieser Dissertation kénnen Regenrationsprozesse nach Infektionen und Schadigungen des
respiratorischen Epithels besser verstanden (Basil et al. 2020) und damit Forschungen im Be-
reich neuer Therapieansatze von Erkrankungen des zilientragenden Gewebes, wie zum Bei-

spiel bei der PCD, vorangetrieben werden (Zerres 2010; Paff et al. 2021).

VI



Einleitung

1.  Einleitung

Erkrankungen im Bereich des Respirationstraktes haben in der klinischen Praxis eine grofie
Bedeutung. Das respiratorische Epithel des Menschen ist im Zusammenhang mit der SARS-
CoV-2 Pandemie aktueller Forschungsgegenstand. Es konnte gezeigt werden, dass im respi-
ratorischen Epithel, im Bereich der Conchae nasales des Menschen, Proteine exprimiert wer-
den (ACE2 und TMPRSS2), welche den Eintritt des Virus in die Zellen erméglichen (Sungnak
et al. 2020). In diesem Bereich manifestieren sich neben den haufigen infektiosen Pathologien
auch hereditare Erkrankungen der Zilien des respiratorischen und olfaktorischen Epithels.
Durch Fortschritte in der genetischen Diagnostik lassen sich die syndromalen Ziliopathien,
welche als klinisch unterdiagnostiziert gelten, besser erkennen (Horani et al. 2016; Forsythe
et al. 2018). Ziliopathien sind insgesamt eine heterogene Gruppe von Erkrankungen, welche
sich mit unterschiedlichen strukturellen und embryologischen Defekten in vielen Organsyste-
men des Menschen auspragen. Um die Pathogenese von Erkrankungen, die sich im Bereich
des respiratorischen Epithels manifestieren, besser verstehen zu kénnen, ist Grundlagenfor-
schung zur Entstehung der Zilien auf dieser Epithelart essenziell.

Der Schwerpunkt dieser Dissertation liegt auf der Untersuchung des zeitlichen und 6rtlichen
Auftretens von Zilien, wahrend der Ausbildung des respiratorischen Epithels im Bereich der
Nasenhdhle des Haushuhns (var. White Leghorn), in dessen embryonaler Entwicklung. Dabei

werden verschiedene embryonale Entwicklungsstadien systematisch untersucht.

1.1 Das Haushuhn als Modellorganismus

Da die Forschung an menschlichen Embryonen aus ethischen Erwagungen und dementspre-
chend laut Embryonenschutzgesetz (ESchG) vom 13.12.1990 nur eingeschrankt maoglich ist,
verwendet die Wissenschaft Zellkultur- und Tiermodelle. Das Haushuhn wird als Modellorga-
nismus traditionell bereits in vielen wissenschaftlichen Bereichen, wie zum Beispiel der Ent-
wicklungsbiologie, Zellbiologie, Virologie und Krebsforschung verwendet. Auch die Forschung
am Genom des Haushuhns ist Teil aktueller wissenschaftlicher Arbeiten (Stern 2005). Végel,
insbesondere Hiihner, machen in der europaischen Union bis zu 6 Prozent aller Versuchstiere
aus (EU Bericht 2018). Huhnerembryonen kénnen fur die Forschung unter anderem aus spe-
zifisch pathogenfreien Eiern (SPF Eier), unter standardisierten Bedingungen produziert wer-
den und haben eine Inkubationszeit von durchschnittlich 21 Tagen. Die SPF Eier werden auch
fur die Vakzin Produktion verwendet (Gagnieur et al. 2014). Diese Merkmale machen Huh-
nerembryonen zu idealen Modellorganismen in der entwicklungsbiologischen und biomedizi-
nischen Forschung (Bjernstad et al. 2015). Huhner werden bereits seit langerer Zeit auch zur

Erforschung von Zilien im Bereich des respiratorischen Flimmerepithels eingesetzt, wie zum
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Beispiel zur Untersuchung von Schaden der Zilien nach Virusinfektionen (Sakakura et al.
1985). Fur die wissenschaftliche Vergleichbarkeit, der am Tiermodell Huhn gewonnenen Er-
gebnisse, ist die Bestimmung und Validierung des genauen embryonalen Entwicklungstages
(E) der Huhnereier essenziell. Die Bebritung der Hiihnereier im Brutapparat erlaubt die stun-
dengenaue exakte Entnahme der Hihnerembryonen. Im Vergleich zu anderen Modellorganis-
men ist somit auch die Untersuchung von halben Entwicklungstagen (z. B. E14,5) problemlos
maoglich. Hihnerembryonen besitzen eine durchschnittliche Inkubationszeit von 21 Tagen.

Bereits seit dem Jahr 1951 gibt es eine Normaltafel der Hihnchenentwicklung, die unter an-
derem eine genaue Korrelation der Grolizehenlange der Hiihnerembryonen mit ihrem embry-
onalen Entwicklungstag validiert hat. So besitzt laut Hamburger und Hamilton ein Hihneremb-
ryo des Stadiums E15 (Huhnerembryo am 15. BebrlUtungstag) eine Grof3zehe (3. Zehe) mit
einer Lange von 14,9 mm £ 0,8 mm (Hamburger und Hamilton 1992). Eine Korrelation zwi-
schen menschlicher embryonaler Entwicklung und der des Haushuhns wurde in einer Arbeit
von Bjgrnstad beschrieben (Abbildung 1). So entspricht zum Beispiel das erste menschliche

Trimester dem 1. bis 7. Bebritungstag des Haushuhns (Bjgrnstad et al. 2015).

Trimesters I 111

[1
2 2)
Human %
gestational

week timeline 1234567 8 910 11 12 1314 151617 18 19 20 2122 23 242526 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 383940

Chicken % @
1

embryonic 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 1495716 17 13 19 20024
day timeline

Abbildung 1: Korrelation zwischen menschlicher- und avidrer embryonaler Entwicklung. Quelle: modifiziert
nach (Bjgrnstad et al. 2015)

1.2 Anatomie der Nasenhohle des Haushuhns

Die in dieser Dissertation bearbeiteten Zielstrukturen befinden sich in der Nasenhoéhle (Cavitas
nasalis) des embryonalen Haushuhns und betreffen die Concha nasalis media und die Concha
nasalis caudalis mit den verschiedenen Epithelien.

Die Nasenhodhle des Haushuhns besteht aus zwei kommunizierenden Hohlrdumen, dem Na-
senvorhof (Vestibulum nasi) und der Nasenhaupthdhle (Cavum nasi propium). Der Nasenvor-
hof ist mit Plattenepithel ausgekleidet und enthalt eine Knorpellamelle, welche auch als Con-
cha nasalis rostralis (Abbildung 2, a) bezeichnet wird. Die Nasenhaupthdhle befindet sich kau-

dal, hinter dem Nasenvorhof und gliedert sich in die Regio respiratoria mit der Concha nasalis
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media, welche auch Concha nasalis ventralis genannt wird (Abbildung 2, b) und die Regio
olfactoria mit der Concha nasalis caudalis, die auch als Concha nasalis dorsalis bezeichnet
wird (Abbildung 2, c) (Casteleyn et al. 2018). Die Regio respiratoria ist mit dem respiratorischen
Epithel ausgekleidet, wahrend die Regio olfactoria ein olfaktorisches Epithel enthalt. Die drei
Conchae nasales des Haushuhns sind rostrokaudal (schnabelwarts - schwanzwarts) hinterei-
nander angeordnet. Aus diesem Grund werden sie als Concha nasalis rostralis (Abbildung 2,
a), Concha nasalis media (Abbildung 2, b) und Concha nasalis caudalis (Abbildung 2, c) be-
zeichnet (McLelland 1991; Volimerhaus et al. 2004; Salomon et al. 2008; Koénig 2009;
Casteleyn et al. 2018). Bei den Saugetieren liegen diese im Gegensatz dazu kranio-kaudal
Ubereinander. Die Funktionen der Conchae nasales bestehen in der Filterung, dem Anfeuch-

ten und Anwarmen der Atemluft und in der Riechfunktion (McLelland 1991).

Abbildung 2: Sagittalschnitte durch den Kopf eines adulten Haushuhns. Das Septum nasi wurde entfernt. Blick
von medial auf die rechte Nasenhohle. (a) Concha nasalis rostralis, (b) Concha nasalis media,
(c) Concha nasalis caudalis. Quelle Bild A: modifiziert nach (Kirbas Dogan und Takici 2018);
Quelle Bild B: modifiziert nach (McLelland 1991, S. 95).

Die Nasenhaupthohle ist knéchern durch die Kopfknochen (Ossa faciei) begrenzt und wird
durch das Nasenseptum (Septum nasi) in die rechte und linke Nasenhdhle getrennt. Die inspi-
rierte Luft gelangt Uber die Nasenlécher (Nares) in den Nasenvorhof. Die Nasenl6cher werden
durch die Vertikallamelle und eine Knorpelplatte (Operculum) spaltférmig eingeengt und sind
mit Borstenfedern ausgekleidet (McLelland 1991; Vollimerhaus et al. 2004; Casteleyn et al.
2018). Im kaudalen Teil des Nasenvorhofs gibt es eine Verbindung zur Nasenhaupthohle. Aus
der Nasenhaupthohle kann die Luft durch einen Spalt im Gaumen (Choanenspalt) in den
Oropharynx stromen (Casteleyn et al. 2018). Dies ist eine Besonderheit in der Anatomie des
Haushuhns im Vergleich zum Menschen, wo die inspirierte Luft in den Nasopharynx stromt.
Beim Haushuhn befindet sich der Choanenspalt unterhalb der Conchae nasales, wobei auf
dieser Hohe das Nasenseptum inkomplett ist, sodass die rechte und linke Nasenhdhle mitei-
nander in Verbindung stehen (McLelland 1991, S. 96).

Der Sinus infraorbitalis ist die groRRte Nasennebenhdhle im Haushuhn und steht Uber die

Apertura sinus infraorbitalis mit der Nasenhaupthdhle in Verbindung. Der Sinus erstreckt sich

3
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lateral der Nasenhohle sowie rostral und ventral des Auges (McLelland 1991; Vollmerhaus et
al. 2004; Salomon et al. 2008). Der rostrale Teil des Sinus infraorbitalis ist mit Schleimhaut

bedeckt, wahrend der kaudale Teil zilientragendes Epithel besitzt (Casteleyn et al. 2018).

1.2.1 Concha nasalis rostralis

Die Concha nasalis rostralis ist die einzige Conche, welche sich im Nasenvorhof befindet. Sie
ist eine gebogene C-férmige Knorpellamelle, welche sich von lateral kommend (Operculum)
nach medial in Richtung des Nasenseptums einstllpt (Casteleyn et al. 2018). In der Abbildung
3 sind Koronarschnitte durch den Nasenvorhof im Stadium E17, auf Hohe der Concha nasalis
rostralis, lichtmikroskopisch nach Hamatoxylin-Eosin-Farbung (H&E Farbung) auf Paraffin-
schnitten und in der Rasterelektronenmikroskopie (REM) an Gewebepraparationen, verglei-

chend dargestellit.

Abbildung 3: REM/H&E Farbung - Koronarschnitte durch die Concha nasalis rostralis

Die Abbildung 3 zeigt einen direkten Vergleich zwischen Koronarschnitten der Nasenhdhle auf
Hdéhe der Concha nasalis rostralis mit den Methoden der H&E Farbung und der REM im Stadium
E17. Die Bilder A und C sind koronare Paraffinschnitte mit einer H&E Farbung (Bild C ist ein
vergréRerter Ausschnitt aus Bild A). Die Bilder B und D sind koronare REM Aufnahmen (Bild D
ist ein vergroRerter Ausschnitt aus Bild B). Die Bilder A und B enthalten ein Piktogramm des
Huhnerkopfes mit der koronaren Schnittebene. (1) Operculum, (2) Vertikallamelle, (3) Concha
nasalis rostralis, (4) Septum nasi, (5) Knorpelgewebe des Nasenseptums, (6) Bindegewebe mit
BlutgefaRen (Lamina propria), (7) embryonales Plattenepithel, (8) Vestibulum nasi. Quelle: ei-
gene Darstellung
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Die Concha nasalis rostralis (Bild A und B, 3) besitzt eine enge anatomische Beziehung zum
Nasenloch, welches durch das Operculum (Bild A und B, 1) und die Vertikallamelle (Bild A und
B, 2) spaltformig eingeengt wird. Das Nasenseptum (Bild A und B, 4), sowie die Concha nasalis
rostralis (Bild A und B, 3) setzen sich aus mehreren Schichten zusammen. Innen befindet sich
das Knorpelgewebe (Bild C und D, 5), daraufhin folgt eine Schicht Bindegewebe (Bild C und
D, 6), welche auch als Lamina propria bezeichnet wird und an der Oberflache liegt das Plat-
tenepithel (Bild C und D, 7). Im Nasenvorhof (Bild C und D, 8) sind Schleim und abgeschilferte

Plattenepithelzellen zu erkennen.

1.2.2 Concha nasalis media und Concha nasalis caudalis

In der Nasenhaupthdhle (Abbildung 4) befinden sich die Concha nasalis media (Bild A, B, D)

und die Concha nasalis caudalis (Bild C und D).

Abbildung 4: REM/H&E Farbung - Koronarschnitte durch die Concha nasalis media et caudalis

Die Abbildung 4 zeigt einen direkten Vergleich zwischen Koronarschnitten der Nasenhdhle auf
Hohe der Concha nasalis media (Bild A und B) und durch die Concha nasalis caudalis (Bild C
und D) mit den Methoden der H&E Farbung und der REM in den Stadien E17 und E18. Die Bilder
A und C sind Paraffinschnitte mit einer H&E Farbung. Die Bilder B und D sind REM Aufnahmen.
(1) Nasenhdéhlendach, (2) Septum nasi, (3) Concha nasalis media, (4) Cavum nasi proprium, (5)
Vomer, (6) Concha nasalis caudalis. Quelle: eigene Darstellung
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Die Concha nasalis media (Bild A, B und D, 1) ist ausgekleidet mit respiratorischem Epithel
und enthalt, wie die Concha nasalis rostralis, eine Knorpellamelle. Sie befindet sich zwischen
der Concha nasalis rostralis und der Concha nasalis caudalis (Bild C und D, 5) (Vollmerhaus
et al. 2004, S. 160). Die Concha nasalis media entspringt von der lateralen Wand der Nasen-
haupthohle (Bild A bis D, 3) und stilpt sich nach medial in Richtung Nasenseptum (Bild A bis
D, 2) ein (Casteleyn et al. 2018). Auf Héhe der Nasenhaupthoéhle ist das Nasenseptum eben-
falls mit respiratorischem Epithel ausgekleidet. Die Concha nasalis caudalis befindet sich hin-
ter (kaudal) der Concha nasalis media und ist eine Knorpelblase, welche sich von lateral in
Richtung Nasenseptum einstilpt. Auf Ihrer Oberflache tragt sie olfaktorische Schleimhaut
(Gomez und Celii 2008; Hogan et al. 2020). Unterhalb der Concha nasalis caudalis existiert

eine Verbindung zum Sinus infraorbitalis (Vollmerhaus et al. 2004, S. 161).

1.3 Histologie des respiratorischen Epithels

Der anatomische Aufbau des respiratorischen Epithels variiert mit der Lokalisation im Respi-
rationstrakt. Im oberen Respirationstrakt ist das respiratorische Flimmerepithel Gberwiegend
mehrreihig und besteht aus mehreren Zelltypen. Dazu zahlen hochprismatische Flim-
merepithelzellen, schleimproduzierende Zellen (Goblet-Zellen), Basalzellen, neuroendokrine
Zellen und Zellen mit chemosensorischer Funktion (Brush cells, Tuft cells) (Krstic 1991; Voll-
merhaus et al. 2004; Lillmann-Rauch 2009; Hogan und Tata 2019). Die Flimmerepithelzellen
stellen den gréten Teil des Epithels dar und tragen auf ihrer Oberflache Kinozilien. Goblet
Zellen sind schleimproduzierende Zellen, welche sich zwischen den Flimmerepithelzellen be-
finden. Sie sind lichtmikroskopisch an den charakteristischen Muzin-Granula erkennbar, wel-
che sich im apikalen Zytoplasma befinden. Die vorherrschend produzierten Muzine im Respi-
rationstrakt sind nach heutigem Kenntnisstand MUC5AC und MUCB5 (Okuda et al. 2019).
Goblet Zellen erstrecken sich tber die gesamte Hohe des Epithels, haben ein charakteristisch
kelchformiges Aussehen (Kelch = engl. goblet) und einen basal gelegenen Nucleus. Bei chro-
nischen Erkrankungen, wie bei der COPD und dem Asthma bronchiale, konnten FOXA3 indu-
zierte Metaplasien der Goblet Zellen nachgewiesen werden (Chen et al. 2014). Basalzellen
liegen direkt der Basalmembran an, erreichen nicht die Zelloberflache und fungieren als mul-
tipotente Stammzellen flr die anderen Zelltypen im respiratorischen Epithel (Rock et al. 2009).
Vereinzelt kdnnen im respiratorischen Epithel der Nasenschleimhaut auch Zellen mit chemo-
sensorischer Funktion nachgewiesen werden, z.B. Birstenzellen (engl. Brush cells) oder auch
Blschelzellen (engl. Tuft cells). Ihre Funktion ist noch Gegenstand aktueller Forschung. Nach
heutigem Kenntnisstand wird davon ausgegangen, dass sie Geschmacksrezeptoren exprimie-
ren, welche unter anderem Bitterstoffe detektieren kdnnen, die mit bakteriellen Infektionen des
oberen Respirationstraktes in Verbindung gebracht werden (Lee et al. 2012; Saunders et al.
2013; Ting und Moltke 2019).
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1.4 Morphologie und Physiologie der Zilien

Zilien sind Mikrotubuli enthaltende Zellfortsatze, welche sich von einem Basalkdrper ausge-
hend Uber die Zelloberflache erheben und durch eine spezielle Membran begrenzt sind (Satir
und Christensen 2007; Pedersen et al. 2012). Im adulten Organismus existieren mehrere Ty-
pen von Zilien, die aufgrund verschiedener Kriterien klassifiziert werden kénnen. Anhand der
Binnenarchitektur und der Moéglichkeit zur Eigenbewegung (Motilitat) werden motile Zilien, Pri-
marzilien und Hybrid-Zilien unterschieden. Zilien lassen sich in verschiedene Abschnitte un-
tergliedern. Dazu zahlen der Basalkorper, die Transitionszone, das Axonem, die Zilienmemb-
ran und die Zilienspitze (Abbildung 5, Bild A).
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Abbildung 5: Aufbau von motilen Zilien im Langs- und Querschnitt

Im Bild A ist ein schematischer Aufbau eines motilen Ziliums dargestellt. Das Bild B demonstriert
einen proximalen Querschnitt durch den Basalkorper (9-Mikrotubuli Tripletts). Die Bilder C und D
zeigen den Querschnitt durch das motile Zilium mit der typischen 9 + 2-Struktur. Bild D ist eine
TEM Aufnahme durch ein motiles Zilium des embryonalen respiratorischen Epithels der Trachea.
Quelle Bild A, B und C: modifiziert nach (Mizuno et al. 2012), Bild D: institutsinterne TEM Auf-
nahme aus (Reinke 2022).
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Zilien sind hochkonservierte Organellen und besitzen je nach Spezies unterschiedliche Aufga-
ben. Bei den Saugetieren spielen sie eine wichtige Rolle im Bereich des Nervensystems, des
respiratorischen Systems, des Verdauungssystems und des Urogenitalsystems (Fisch und
Dupuis-Williams 2011). Multizilidre Zellen des respiratorischen Systems haben unter anderem
die Aufgaben der mukoziliaren Clearance und der Mechanotransduktion, wahrend Primarzilien
im olfaktorischen System als Chemorezeptoren dienen (Lillmann-Rauch 2009; Brooks und
Wallingford 2014).

1.4.1 Basalkérper und Transitionszone

Der Basalkdrper weist in Abhangigkeit vom Organismus eine unterschiedliche Struktur auf. Als
Basis dienen die Zentriolen (Abbildung 6, Bild B). Zentriolen sind zylindrische Strukturen und
besitzen ein proximales und distales Ende, welche unterschiedlich aufgebaut sind. Das proxi-
male Ende besteht aus 9-Mikrotubuli Tripletts. Jedes Triplett setzt sich aus einem A, B und C-
Tubulus zusammen. Der A-Mikrotubulus besteht aus 13 Protofilamenten, die B- und C-Mikro-
tubuli aus 10 Protofilamenten. Zwischen dem A-Tubulus des einen und dem C-Tubulus des
Nachbar Tripletts existiert eine Verbindung (AC-Linker). Das proximale Ende des Zentriols be-
inhaltet im Inneren eine Speichenrad-Struktur (engl. cartwheel structure). Das distale Ende
des Zentriols enthalt 9 Mikrotubuli-Doubletts (Breslow und Holland 2019).
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Abbildung 6: Schematischer Aufbau eines motilen Ziliums/Zentriolen

Im Bild A ist ein schematischer Aufbau eines motilen Ziliums dargestellt. Im Bereich des Basal-
korpers findet sich als subdistales Anhangel ein basaler Full (engl. basal foot) und als distales
Anhangsel die Transitionsfasern (engl. transition fibers). Die Transitionszone grenzt die Zilien-
membran von der Zellmembran ab. Das Bild B zeigt den schematischen Aufbau einer Mutter- und
Tochterzentriole (Prozentriole). Zentriolen besitzen ein proximales und ein distales Ende. Quelle:
Bild A modifiziert nach (Gongalves und Pelletier 2017), Bild B modifiziert nach (Breslow und Hol-
land 2019).
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Am distalen Ende befinden sich zwei Typen von Anhangseln (engl. appendages). Aus dem
distalen Anhangsel (engl. distal appendage) werden die Transitionsfasern des Basalkorpers
gebildet (Abbildung 6, Bild A). Sie dienen der Verankerung des Basalkdrpers mit der Zell-
membran. Aus dem subdistalen Anhangsel (engl. subdistal appendage) entsteht der basale
Fuld (engl. basal foot). Bei motilen Zilien besteht die Besonderheit, dass sie nur einen grof3en
basalen Full ausbilden, welcher in Schlagrichtung ausgerichtet ist (Abbildung 6, Bild A und
Abbildung 8, Bild A, 2). Wahrend des Andockens des Basalkorpers an der Zellmembran, spielt
die Ausrichtung des basalen Fulies eine entscheidende Rolle, weil der basale Ful® ebenfalls
als Mikrotubuli-Organisationszentrum fungiert und damit die spatere Schlagrichtung des Zili-
ums bestimmt (Kunimoto et al. 2012).

Primarzilien besitzen mehrere basale Fule (engl. basal feet), welche auch in ihrem Aufbau
komplexer sind, als bei den motilen Zilien (Soares et al. 2019).

Die Transitionszone besteht aus Y-férmigen Verbindungen zwischen den Mikrotubuli-Doub-
letts des Axonema und der Zilienmembran in diesem Bereich (Abbildung 6, Bild A und Abbil-
dung 7, Bild A, 3). Sie kontrolliert die Ein- und Ausfuhr von membranassoziierten Proteinen
aus dem Zilium und somit auch die Zusammensetzung der zilidren Membran (Emmer et al.
2010; Gongalves und Pelletier 2017; Garcia et al. 2018; Greenan et al. 2020).

500 nm

Abbildung 7: TEM - motile Zilien im Langsschnitt

In der Abbildung 7 sind TEM Bilder von embryonalen respiratorischen Epithelzellen der Trachea
dargestellt. An der Oberflache finden sich zahlreiche Mikrovilli und Zilien im Langsschnitt. (1)
Basalkdrper, (2) subdistales Anhangsel des Basalkorpers, in motilen Zilien besteht die Besonder-
heit, dass sie nur einen grofRen basalen Ful} (engl. basal foot) ausbilden, (3) Transitionszone
eines motilen Ziliums, (4) Mikrovilli, erkennbar an dem fehlenden Basalkérper und dem fehlenden
Axonema, (5) die Basalplatte (engl. basal plate) stellt den Beginn des zentralen Tubulus Paars
des Axonema dar, (6) Axonema eines motilen Ziliums mit der 9 + 2-Struktur. Quelle: institutsin-
terne Bilder des EMZ Rostock von A. Reinke aus der Arbeitsgruppe unter Leitung von PD Dr. sc.
nat. Markus Frank.
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1.4.2 Binnenarchitektur der Zilien

Im folgenden Kapitel wird die Binnenarchitektur der Zilien naher erlautert. Die Binnenarchitek-
tur der motilen Zilien unterscheidet sich von den Primarzilien. Das Axonema der motilen Zilien
besteht aus der 9 + 2-Struktur (9 Mikrotubuli Doubletts und in der Mitte 2 Einzeltubuli) (Abbil-
dung 5, Bild C und D). Jedes Mikrotubuli Doublett setzt sich aus einem kompletten A-Tubulus
und einem inkompletten B-Tubulus zusammen. Komplette A-Tubuli bestehen aus 13 Protofila-
menten, inkomplette B-Tubuli aus 10 Protofilamenten. Als Bausteine fur die Protofilamente
dienen das alpha- und das beta-Tubulin. Am dem jeweiligen A-Tubulus der Mikrotubuli-Doub-
letts befindet sich das Motorprotein Dynein, welches fiir die Schlagbewegungen der Zilien ver-
antwortlich ist. Radialspeichen (engl. radial spoke) verbinden die Mikrotubuli-Doubletts mit den
zentralen zwei Mikrotubuli (Lillmann-Rauch 2009; Fisch und Dupuis-Williams 2011; Ishikawa
2017; Ma et al. 2019). Das Axonema der Primarzilien besteht aus 9 Mikrotubuli Doubletts (9 +
0 Struktur). Im Vergleich zu den motilen Zilien fehlen diesen Primarzilien im Zentrum zwei
Einzeltubuli und die Dynein-Arme. Obwohl Primarzilien seit langem Gegenstand der For-
schung sind, ist bis heute die Binnenstruktur noch nicht abschlieliend geklart. In neusten Stu-
dien konnte gezeigt werden, dass die klassische 9 + 0 Struktur nur an der Zilienbasis vorkommt
und weiter apikal nicht mehr vorhanden ist. Dort findet sich vielmehr ein unstrukturiertes Bln-
del von Mikrotubuli und Aktinfilamenten (Sun et al. 2019; Kiesel et al. 2020). Erkenntnisse im
Bereich des adulten respiratorischen Epithels zeigen sogar die Existenz von ,Hybrid Zilien®
auf, welche sowohl Eigenschaften von Primarzilien als auch von motilen Zilien aufweisen. Hyb-
rid Zilien besitzen einen Basalkdrper, welcher mehrere Fortsatze ausbildet (engl. basal feet)
als der Basalkorper von motilen Zilien und somit dem von Primarzilien ahnelt. Die Binnenar-

chitektur allerdings scheint der von motilen Zilien zu entsprechen (Liu et al. 2020).

1.4.3 Zilienmembran und Zilienspitze

Der oberste Teil des Ziliums wird Zilienspitze (Zilienapex) genannt. In der Zilienspitze werden
Tubulin-Untereinheiten der Mikrotubuli auf- und abgebaut und somit die Lange der Zilien, mit
Hilfe des intraflagellaren Transportes (IFT), reguliert (Marshall und Rosenbaum 2001). Das
Motorprotein Kinesin-2, welches IFT-Partikel anterograd transportiert, wird in der Zilienspitze
inaktiviert (Abbildung 5, Bild A). Das, fir den retrograden Transport von IFT Partikeln zustan-
dige Dynein-2, wird aktiviert (Pedersen et al. 2012). Der Aufbau des Zilienapex variiert zwi-
schen unterschiedlichen Organismen. Bei den motilen Zilien kommt haufig eine zentrale
Kappe vor, welche aus einer membranumhdillten Struktur besteht, die Gber zwei Platten mit
den zentralen Mikrotubuli-Doubletten verbunden ist (Fisch und Dupuis-Williams 2011).

Alle Zilienarten sind von einer spezifischen Membran umgeben, welche sich in der Zusam-
mensetzung von der Zellmembran unterscheidet. Die Zilienmembran besitzt eine héhere Kon-

zentration an Glykolipiden und Sphingolipiden, sowie nach Art des Ziliums auch spezifische
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Membranproteine fur den Mechanismus der Signaltransduktion (Emmer et al. 2010). Diese
Spezialisierung stellt eine einzigartige Herausforderung flr die Zelle dar, weil die Zilienmemb-
ran, im Gegensatz zu anderen membrangebundenen Organellen, direkt an die Plasmamemb-
ran angrenzt. Aufgrund der Lateraldiffusion von Proteinen und Phospholipiden in der Zell-
membran, muss die Zilienmembran von dieser raumlich abgegrenzt sein, damit wichtige Pro-
teine in der Zilienmembran verweilen. Die Barriere zwischen der Zellmembran und der Zilien-
membran wird, wie oben beschrieben, durch die Transitionszone und die Transitionsfasern
gebildet (Emmer et al. 2010; Gongalves und Pelletier 2017; Garcia et al. 2018).

In der Abbildung 8 ist exemplarisch eine multiziliare Zelle der Concha nasalis media des Sta-
diums E15 mit VergréRerungen (Vergr.) von 20.000x und 40.000x dargestellt. Die Zilienspitze

und die Zilienmembran wurden mit einem Pfeil markiert.

Abbildung 8: REM - Multiziliare Zelle - E15
In der Abbildung 8 sind REM Aufnahmen von Epithelzellen der Concha nasalis media des emb-
ryonalen Entwicklungstages 15 dargestellt. Bild B ist ein vergroRerter Ausschnitt aus Bild A und
erlaubt eine Beurteilung der Zilienspitze. (1) Pfeil zeigt auf die Zilienmembran, (2) Pfeil markiert
die Zilienspitze. Die Goldkérnung ist an der Zilienoberflache sichtbar (durch Besputterung mit
Goldpartikeln). An der Oberflache der multiziliaren Zelle sind zahlreiche Mikrovilli zu erkennen.
(A) Vergr. 20.000 fach, (B) Vergr. 40.000 fach. Quelle: eigene Darstellung
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1.5 Ziliogenese

Die Ziliogenese ist ein komplexer Prozess mit mehreren Stufen und beschreibt die Bildung von
Zilien oder Flagellen (Zhao et al. 2022). In der Literatur existieren unterschiedliche Einteilun-
gen der einzelnen Prozesse der Ziliogenese. Zwischen der Ziliogenese von Primarzilien und

motilen Zilien existieren Unterschiede.

1.5.1 Phasen der Ziliogenese

In diesem Kapitel werden die bisherigen Erkenntnisse aus der Literatur bezlglich der Zilioge-
nese von motilen Zilien in multizilidaren Zellen zusammengefasst. Die Ziliogenese kann in meh-
rere Phasen/Prozesse eingeteilt werden (Garcia et al. 2018). In der ersten Phase kommt es
zur massenhaften Bildung von Zentriolen innerhalb der Zelle. Die zweite Phase ist charakteri-
siert durch die Modifizierung und Reifung der gebildeten Zentriolen sowie deren Migration in
Richtung der apikalen Zellmembran (Sullenberger et al. 2020). Das Andocken der Zentriolen
an die Plasmamembran wird als dritte Phase bezeichnet (Brooks und Wallingford 2014). Die
angedockten Zentriolen bilden nun die Basalkorper. In der letzten Phase werden die Zilien aus
dem distalen Ende des Basalkorpers durch die Formierung des Axonema, welches von einer
Zilienmembran umhiillt ist, gebildet (Avasthi und Marshall 2012; Zhao et al. 2022). Alle Phasen
der Zliliogenese sind bis heute nicht vollstandig verstanden und die Erkenntnisse unterliegen
einem stetigen Wandel. In den folgenden Abschnitten werden die unterschiedlichen Méglich-
keiten, in der ersten Phase der Ziliogenese, zur Bildung von Zentriolen in multizilidaren Zellen
(engl. multiciliated cells) beschrieben. Fir die Entstehung eines Ziliums ist stets ein Basalkor-
per notwendig. Als Basalkérper wird eine Zentriole definiert, die von dem Ort ihrer Entstehung
in der Perizentriolaren Materialwolke (PCM) (engl. pericentriolar material cloud) der Zelle unter
die Plasmamembran wandert, sich dort verankert und die Ausbildung eines Ziliums induziert
(Marshall 2008; Lullmann-Rauch 2009). In multizilidaren Zellen besteht die Besonderheit, dass
in kUrzester Zeit bis zu mehrere hundert Zentriolen gebildet werden missen (Meunier und
Azimzadeh 2016). Die gebildeten Prozentriolen durchlaufen wahrend ihrer Wanderung zur
apikalen Zytoplasmamembran eine Reifung und werden, nach dem Andocken, zum Basalkor-
per (Breslow und Holland 2019). Die Bildung von Zentriolen in multizilidaren Zellen ist weiterhin
Gegenstand aktueller Forschung. Es existieren in der Literatur unterschiedliche Theorien, wie
es zur Ausbildung und Vermehrung dieser groen Anzahl multipler Zentriolen pro Zelle kommt
(Takumi und Kitagawa 2022). Der erste Weg beinhaltet die Bildung von Zentriolen (Prozent-
riolen) Uber die Duplikation aus einer bereits vorhandenen Zentriole an ihrem proximalem
Ende (Mutterzentriole = engl. parental centriole) (Nanjundappa et al. 2019). Dieser Weg wird
in der Literatur auch als zentriolen-abhangiger Weg (engl. centriole-dependent-pathway) be-
schrieben. So kdnnen multiziliare Zellen, im Gegensatz zu anderen somatischen Zellen, im

Rahmen der Ziliogenese aus einer Mutterzentriole, mehrere Prozentriolen bilden (Nigg und
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Holland 2018). Eine zweite Mdglichkeit der Bildung von Zentriolen erfolgt iber Deuterosomen.
Die Herkunft und Funktion von Deuterosomen werden weiterhin kontrovers diskutiert. Deu-
terosomen stellen sich elektronenmikroskopisch als ringférmige, elektronendichte Strukturen
dar und kénnen eine grof3e Anzahl von Zentriolen bilden (Takumi und Kitagawa 2022). Zentri-
olen (Prozentriolen) wachsen auf der Oberflache von Deuterosomen (Abbildung 9, Bild A, 1)
und werden, wenn sie ihre korrekte Lange erreicht haben, in das Zytoplasma freigesetzt
(Breslow und Holland 2019). Neuste Studien konnte zeigen, dass Deuterosomen sich zwar in
der Nahe von Zentrosomen aufhalten, allerdings nicht auf bereits vorhandene Zentriolen an-
gewiesen sind (Zhao et al. 2019). Eine dritte Mdglichkeit der Bildung von Zentriolen wird als
de novo Synthese bezeichnet. Nach neusten Erkenntnissen ist dieser Syntheseweg wahr-
scheinlich unabhangig von den oben genannten beiden Synthesewegen (Takumi und Kitag-
awa 2022). In der PCM Cloud konnte, nach Ausschaltung beider bekannter Wege (zentriolen-
abhangiger Weg und Deuterosomenweg), eine Zentriolenproduktion in der Nahe von FGMs
(engl. fibrogranular materials) nachgewiesen werden (Mercey et al. 2019). Welcher Weg al-
lerdings den groReren Anteil an der Synthese von Zentriolen in multizilidaren Zellen hat, ist
kontrovers. So gelang es Arbeitsgruppen unter bestimmten Bedingungen nachzuweisen, dass
die Anzahl an Zilien an der Oberflache sich nicht verringert, selbst wenn einer oder beide der
bekannten Bildungswege der Zentriolen kiunstlich ausgeschaltet werden (Azimzadeh et al.
2012; Mercey et al. 2019).

Abbildung 9: TEM - Deuterosomen und Prozentriolen

In der Abbildung 9 sind TEM Bilder von embryonalen respiratorischen Epithelzellen der Trachea
dargestellt. Im Bild A sind mehrere Deuterosomen erkennbar, sowie in ndherer Umgebung gebil-
dete Prozentriolen. Das Bild B zeigt zwei Zentriolen im Querschnitt durch das proximale Ende.
(1) Deuterosomen, (2) Prozentriolen in der Nahe der Deuterosomen (3) Typischer Aufbau der
Zentriolen (9-Mikrotubuli Tripletts), (4) AC-Linker zwischen den Mikrotubuli-Tripletts. Quelle: Bil-
der von A. Reinke aus der Arbeitsgruppe unter Leitung von PD Dr. sc. nat. M. Frank (EMZ)
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1.5.2 Modell der Ziliogenese im respiratorischen Epithel

Im folgenden Kapitel wird auf das von Jain et al. entwickelte Modell zur Entstehung der Zilien
auf einer respiratorischen Flimmerepithelzelle genauer eingegangen (Jain et al. 2010). Dieses
Modell bezieht sich hauptsachlich auf die Forschung an Zellkulturen mit humanen- und Maus-
Epithelzellen der Trachea. In dieser Arbeit wird beschrieben, dass im Verlauf der Zelldifferen-
zierung einer einzelnen Epithelzelle sowohl Primarzilien als auch motile Zilien auf der Oberfla-
che ausgebildet werden. Nach diesem Modell durchlduft eine Epithelzelle, in Bezug auf die
Auspragung von Zilien auf ihrer Oberflache, in ihrer Entwicklung eine Transformation. Die Ent-
wicklung beginnt mit einer Vorlauferepithelzelle, welche auf ihrer Oberflache ein einzelnes Pri-
marzilium ausbildet. Aus dieser Vorlauferepithelzelle entwickelt sich im Verlauf, unter Expres-
sion des Foxj1-Gens, eine multizilidre Flimmerepithelzelle. Mit Expression des Foxj1-Gens
kommt es zur Rickbildung des Primarziliums und dem Andocken von multiplen Basalkérpern
an der apikalen Zellmembran. Nach Resorption des Primarziliums existiert, vor Ausbildung der
motilen Zilien auf der Oberflache, eine kurze Zwischenphase ohne einen Besatz mit Zilien. Im
Prozess der weiteren Differenzierung wandelt sich die einzelne Zelle zu einer multiziliaren
Zelle, mit Ausbildung von motilen Zilien auf ihrer Oberflache, um. Diese Transformation ist in

der Abbildung 10 schematisch dargestellit.

Centriologenesis Primary cilia Motile
Specification for motile ciiogenesis resorption axoneme assembly
o e
-
Co
Primary Centriole Basal body Basalbody Early motile Mature motile
ciliogenesis replication formation docking cilia growth ciliated cell
Foxj1 expression . 3

Abbildung 10: Modell der Differenzierung einer embryonalen respiratorischen Epithelzelle

In der Abbildung 10 ist ein Modell der schematischen Entwicklung einer embryonalen Progenitor-
zelle bis zu einer respiratorischen Flimmerepithelzelle dargestellt. Quelle: modifiziert nach (Jain
et al. 2010)
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1.6 Ziliopathien

Ziliopathien sind hereditare Erkrankungen, welche durch eine gestoérte Zilienfunktion gekenn-
zeichnet sind (Zerres 2010; Hildebrandt et al. 2011; Kim und Kim 2019). Sie sind Funktions-
stérungen der Primarzilien oder motilen Zilien. Die Tabelle listet einige bekannte Ziliopathien
auf (Hildebrandt et al. 2011; Ahrens 2012; Boon et al. 2014; Damseh et al. 2017).

Ziliopathien der Primarzilien Ziliopathien der motilen Zilien
Usher-Syndrom (USH) Priméare Ziliare Dyskinesie (PCD)
Bardet-BiedI-Syndrom (BBS) Reduced Generation of Multiple Motile Cilia (RGMC)

Meckel-Gruber-Syndrom (MKS)

Polyzystische Nierenerkrankung (PKD)

Oro-fazio-digitales-Syndrom (OFD)

Joubert-Syndrom (JBTS)

Tabelle 1: Ubersicht einiger Ziliopathien

Aufgrund der Tatsache, dass sich Zilien in vielen verschiedenen Organsystemen befinden, ist
auch die klinische Auspragung dieser Erkrankungsgruppe sehr variabel. In der Abbildung 11

sind einige Symptome und Erkrankungen von Ziliopathien nach Organsystemen geordnet.

(_IMotile cilia
[:Non—n1otile cilia
|(_JBoth types of cilia |

/I

Ataxia
/ E
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Eyes{ (Retmaldystrophy P / * Mental disability t-Brain
Nose.| \Aﬁ) \.< _* Brain malformations )
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Ears-| Hearmg loss P 4

\ Facial anomalies Y
Organ | Organ laterality \
placement | { Congenital heart I Heart
Energy !C o '\‘ \defects )]
homeostasis i\w i (T P AR | Respi
fr————— ronic espiratory
Skeleton- | Skeletal anomalies W ) ‘ resplratoryproblems )] system
_\(polydactyly rib cage)/ &
) (. ‘Renal anomalies |—Kidney
[ Infertility — (PKD, NPHP)

Reproductive- [ - 4
system [. Hypogonadism £ [ Hepatic disease :
_* Genital anomalies 3 Ve tibrosa) | Liver
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Abbildung 11: Klinische Symptome und Erkrankungen bei Ziliopathien
Die Abbildung 11 demonstriert eine Auswahl von moglichen Organsystemen, mit den jeweiligen
Erkrankungen und Symptomen, welche bei Ziliopathien betroffen sein kdnnen. Zusétzlich erfolgt
eine Unterscheidung, ob es sich um eine Erkrankung der Priméarzilien oder der motilen Zilien
handelt. Quelle: (Reiter und Leroux 2017)
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Zu den klinischen Manifestationen zahlen unter anderem Anosmie, chronische Sinusitis, kon-
genitale Schallempfindungsschwerhdrigkeit, Zystennieren, Retinale Dystrophien, Situs inver-
sus, mentale Retardierung und Infertilitdt (Hildebrandt et al. 2011; Reiter und Leroux 2017).
Die Verdachtsdiagnose einer Ziliopathie wird haufig durch eine interdisziplinare Zusammenar-
beit vieler medizinischer Fachbereiche gestellt (Gerth-Kahlert und Koller 2018). Fur die Diag-
nostik stehen unter anderem Gen Panels zur Verfigung, welche mittels Next-Generation Se-
quencing das Vorliegen von Gendefekten, die mit Ziliopathien assoziiert sind, nachweisen.
Diese spezifischen Gendefekte sind Gegenstand aktueller Forschung, wie zum Beispiel im
100,000 Genome Project (Wheway und Mitchison 2019).

In dieser Dissertation liegt der Fokus auf der Nasenhéhle, mit dem respiratorischen Epithel der
Conchae nasales. Die Besonderheit in der Nasenhohle ist das Vorkommen von Primarzilien
und motilen Zilien in enger raumlicher Umgebung zueinander. Aus hereditaren Defekten von
motilen Zilien, im Bereich des respiratorischen Epithels des oberen Respirationstraktes, resul-
tieren haufig kongenitale chronisch respiratorische Probleme, wie zum Beispiel die chronische
Rhinosinusitis (Damseh et al. 2017). Eine fehlende, oder eingeschrankte Funktion der Pri-
marzilien des olfaktorischen Epithels, resultiert klinisch in einer Hyp/Anosmie (Kulaga et al.
2004). Exemplarisch werden im Folgenden das Bardet-Biedl Syndrom und die Gruppe von
Erkrankungen im Rahmen der Primaren Zilidaren Dyskinesie, bei denen die Funktion von Zilien

im Bereich der Nasenhohle eingeschrankt ist, vorgestellt.

1.6.1 Bardet-Biedl-Syndrom

Ein Vertreter aus der Gruppe von Ziliopathien mit defekten Primarzilien ist das vorwiegend
autosomal rezessiv vererbte BBS (Forsythe et al. 2018; Manara et al. 2019). Die Atiopathoge-
nese des BBS konnte noch nicht vollstandig aufgeklart werden. Als Ursache gelten nach heu-
tigem Kenntnisstand Gendefekte, welche flr Proteine kodieren, die im Basalkérper und der
Transitionszone von Primarzilien lokalisiert sind (Priya et al. 2016; Gongalves und Pelletier
2017; Manara et al. 2019; Klink et al. 2020). Mutationen in BBS Genen fiihren zu einer Stérung
in der Funktion der Primarzilien und der Unterbrechung von chemischen Signalwegen wah-
rend der embryonalen Entwicklung (MedlinePlus 2021). Primarzilien befinden sich in vielen
Organsystemen, folglich kann die klinische Symptomatik sehr variabel sein. Die klinischen Di-
agnosekriterien unterteilen sich in primare und sekundare Symptome. Zu den primaren Symp-
tomen zahlen die Stabchen-Zapfen-Dystrophie, die Stammfettsucht, die Polydaktylie, genitale
und renale Anomalien sowie die mentale Retardierung. Einige wichtige sekundare Symptome
sind die Anosmie, die Ataxie und die Entwicklungsverzogerung (Forsythe et al. 2018). Die
Stabchen-Zapfen Dystrophie ist ein wichtiges Symptom fiir die Verdachtsdiagnose eines BBS
(90-100% Pravalenz). Aufgrund dieser klinischen Symptomatik erfolgt in vielen Fallen die pri-

mare Diagnostik durch den Ophthalmologen (Forsythe et al. 2018). Der kongenitalen Anosmie
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(60% Pravalenz) liegt eine gestdrte Funktion der Primarzilien im olfaktorischem Epithel zu-
grunde (Kulaga et al. 2004; Forsyth und Gunay-Aygun 2020). Um die Verdachtsdiagnose des
BBS zu bestatigen, wird zurzeit ein Gen-Panel verwendet, welches 16 bis 18 Gene (z. B. BBS-
1, BBS-10) enthalt. Zur erweiterten Diagnostik stehen 9 zusatzliche Gene zur Verfigung (z. B.
ALMS1, CEP290) (Manara et al. 2019; Zarbock 2021).

1.6.2 Primare Ziliare Dyskinesie

Die PCD ist eine Multisystemerkrankung, mit einer geschatzten Inzidenz von 1 zu 10.000 bis
40.000 Lebendgeburten, welche klinisch sehr heterogene Phanotypen ausbildet (Horani et al.
2016; Damseh et al. 2017; Raidt et al. 2020).

In den letzten Jahren konnten eine Vielzahl von unterschiedlichen genetischen Defekten iden-
tifiziert werden, die eine PCD verursachen. Klinisch prasentiert sich die PCD in der Diagnostik
durch einen abnorm veranderten Zilienschlag, verursacht durch Storungen in der axonemalen
Struktur der motilen Zilien, oder durch eine deutlich reduzierte Anzahl der Zilien pro Zelle.
Aufgrund der genotypischen Vielfalt sind somit unterschiedliche Schweregrade der Erkran-
kung moglich (Lucas et al. 2017).

Die gestorte Funktion der motilen Zilien fihrt als Leitsymptom zu einer Beeintrachtigung der
mukoziliaren Clearance und somit unter anderem zu einer persistierenden Hustenproblematik,
zu chronischer Rhinosinusitis, Bronchiektasien, rezidivierenden Paukenergiissen bzw. chroni-
scher Otitis media und zu Infertilitat. Etwa drei Viertel der PCD-Neugeborenen entwickeln ein
Atemnotsyndrom (Ahrens 2012; Horani und Ferkol 2016; Raidt et al. 2020).

Eine Dysfunktion von Zilien im embryonalen Knoten wahrend der Entwicklung kann zu konge-
nitalen Herzerkrankungen und zu Fehlern in der Rechts-/Linksachse, wie es unter anderem
beim situs inversus zu beobachten ist, fuhren. Bei PCD Patienten tritt in weniger als 50% ein
situs inversus totalis (spiegelbildliche Anordnung der Organe im Korper) auf (Leigh et al. 2019).
Die Trias aus chronischer Sinusitis, Bronchiektasien und situs inversus totalis wird als Karta-
gener Syndrom bezeichnet (Ciancio et al. 2015).

Die Diagnostik der PCD ist komplex, weil sie eine Gruppe von Erkrankungen darstellt, in der
es viele genetische Ursachen und phanotypische Manifestationen gibt. Zum jetzigen Zeitpunkt
existieren zwei Leitlinien, eine europaische Leitlinie der European Respiratory Society (Lucas
et al. 2017) sowie eine nordamerikanische Leitlinie (Shapiro et al. 2016), welche der Frage
nach dem besten Diagnostikalgorithmus nachgegangen sind. Im folgenden Absatz wird auf
die europaische Leitlinie Bezug genommen (Abbildung 12). Zum jetzigen Zeitpunkt existiert
keine Goldstandard-Untersuchung zur alleinigen Diagnostik einer PCD. Vielmehr wird die Di-
agnose einer PCD durch eine Kombination aus mehreren technisch anspruchsvollen Untersu-

chungen gestellt. Bei einem klinischen Verdacht auf eine PCD wird derzeit als erster Schritt
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die Messung der nasalen Stickstoffmonoxid-Konzentration (engl. nasal nitric oxide (nNO)) so-
wie einer Hochfrequenzvideomikroskopischen Analyse (engl. high-speed video microscopy
analysis (HSVA)) empfohlen. Bei PCD-Patienten kénnen in der nNO-Messung signifikant nied-
rigere Werte als in der Normalpopulation festgestellt werden. Die nNO-Messung ist allerdings
nicht als alleiniges Tool zur Diagnosestellung geeignet, weil die Messung von der Analyseme-
thode, der Probenentnahme und dem Alter des Patienten abhangig ist (Collins et al. 2014;
Beydon et al. 2022). Zudem kdnnen verschiedene Faktoren, wie zum Beispiel akute Sinusiti-
den, zu einer erniedrigten NNO-Konzentration flihren, ohne das eine PCD vorliegt (NuRlein et
al. 2013). Im ersten Schritt sollte zusatzlich zur nNO-Messung eine Hochfrequenzvideomikro-
skopische Analyse erfolgen. Fir diese Diagnostik werden respiratorische Flimmerepithelzellen
bendtigt, welche aus einer nasalen Burstenbiopsie gewonnen werden kénnen. Die Flim-
merepithelzellen werden zeitnah, bei Raumtemperatur, auf einem Objekttrager aufgetragen
und mittels einer digitalen Hochfrequenzmessung in ihrem Zilienschlag, sowie dem Sekrett-
ransport, beurteilt. Wenn beide Tests, nNO-Messung und HSVA, positiv ausfallen, ist die Di-
agnose PCD hinreichend wahrscheinlich, sodass von zusatzlicher Diagnostik Abstand genom-

men werden kann.

Clinical history

HSVA suggestive of PCD
on three separate

occasions and nNO low R PCD )

> highly Likely Consider STEP 3

Tests normal and
history not strang

STEP 1
nNO and HSVA

Further tests unlikely PCD "
to be needed highly unlikely [

History very strong or test
TEM normal, nNO normal and results abnormal/equivocal
HSVA normal following cell Proceed to STEP 2

culture; history not strong
Hallmark TEM defect
14 PCD positive

PCD

g i b Consider STEP 3

nNO low and HSVA highly likely

Tests normal or equivocal; . Tlquestweuof PICD
or history very strong consider ollowing cell culture,
STEP3 with normal TEM
Pathogenic
STEP? bi-allelic mutations S -
Genetic testing L positive

Consider additional investigations,

Tests normal or equivocal; such as radioaerosol mucociliary clearance
or history very strong Recall patient for further testing in the future

when new tests become available

Abbildung 12: Diagnostik Algorithmus bei PCD Verdacht
Quelle: (Lucas et al. 2017)

Besteht allerdings trotz negativer/unklarer Diagnostik weiterhin ein hochgradiger klinischer
Verdacht auf eine PCD, kann als zweite Stufe der Diagnostik eine Transmissionselektronen-
mikroskopie erfolgen. Das respiratorische Epithel wird typischerweise per Blrstenbiopsie von
der Concha nasalis inferior, oder aus dem unteren Respirationstrakt wahrend einer Broncho-

skopie gewonnen. Haufig wird in der TEM das Fehlen der Dynein-Arme oder der Verlust des
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zentralen Mikrotubuli-Doubletts beschrieben. Einige PCD Patienten weisen sogar eine nor-
male Ultrastruktur in der TEM auf. Wenn die TEM Untersuchung keine pathologischen Be-
funde zeigt, kann zusatzlich eine genetische Analyse mittels Gen-Panels fir das Next-Gene-
ration Sequencing sowie eine Wiederholung der HSVA an Zellkulturen durchgefihrt werden
(Barbato et al. 2009; Ahrens 2012; NuRlein et al. 2013; Damseh et al. 2017; Mirra et al. 2017).
Eine kausale Therapie der PCD ist bis zum jetzigen Stand nicht verfligbar. Aus diesem Grund
erfolgt eine symptomorientierte Behandlung in den einzelnen medizinischen Fachgebieten,
idealerweise an spezialisierten PCD-Diagnostik- und Behandlungszentren. Exemplarisch wer-

den einige Therapiemdglichkeiten bei Erkrankungen der oberen Atemwege erlautert.

Rehabilitation

= Mikrobiologie

= Mikrobiologle Monitoring Monitoring = Lungenfunktion
 Bildgebung der oberen ‘let" unteren = Bildgebung
Atemwege CINVCTE
Management der = Inhalative u. mukolytische Therapie
Primaren Cilidren = Physiotherapie und kérperliches
Dyskinesie Training
= Mittelohr u. Horstérung = (Antibiotische) Therapie von
. Sinonasale_ Erkrankung_ Therapie Therapie Exazerbationen
. SEkr?t°|Yt'5Che Therapie der oberen der unteren = Antibiotische Dauertherapie
- Physiotherapie Atemwege Atemwege i rgische Therapien der
:ar&t(l;ilgﬁisritzizhemple Nicht- Bronchiektasen .
respiratorische = Lungentransplantation
- Manifestationen
= Fertilitdt = Hydrocephalus und mentale
= Angeborene Retardierung
Herzfehlbildungen = Weitere seltene Manifestationen

Abbildung 13:  Management der Primaren Ciliaren Dyskinesie (PCD)
Quelle: (Raidt et al. 2020)

Die PCD Patienten mit Erkrankungen der oberen Atemwege zeigen unter anderem eine chro-
nische Rhinosinusitis (CRS). Die Behandlung der CRS konzentriert sich auf konservative Maf3-
nahmen, wie eine Sekretolyse durch eine regelmafiige Nasendusche bzw. Inhalation mit einer
NaCl Lésung. Bei Exazerbation einer CRS kann auch eine systemische antibiotische Therapie
notwendig sein. Eine Durchfuhrung chirurgischer MalRnahmen an den Nasennebenhdhlen
sollte bei PCD Patienten zurlickhaltend erfolgen. So istimmer eine individuelle Indikationsstel-
lung erforderlich. Eine Indikation zu einer operativen Therapie besteht zum Beispiel bei einer
obstruierenden Polyposis (Raidt et al. 2020; Paff et al. 2021).
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2. Hintergrund der Dissertation und Zielstellung

Untersuchungen zur embryonalen Entwicklung des respiratorischen Epithels mit den Metho-
den der Rasterelektronenmikroskopie und der Immunofarbung sind selten. Es existieren Ar-
beiten, welche die Entwicklung des respiratorischen Epithels an Zellkulturen, in vitro, mittels
der REM und der Immunofarbung untersuchten (Jain et al. 2010). Allerdings besteht weiterhin
ein hoher Bedarf an Grundlagenforschung im Bereich zilientragender embryonaler Gewebe.
Mit Hilfe dieses Wissens kdnnen unter anderem neue Therapieverfahren von Ziliopathien ent-
wickelt und getestet (Zerres 2010; Gerth-Kahlert und Koller 2018), Regenerationsprozesse
nach Infektionen und Schadigungen besser verstanden (Basil et al. 2020) und Forschungen
im Bereich der Therapie von Erkrankungen des zilientragenden Gewebes, wie bei der PCD,
vorangetrieben werden (Paff et al. 2021). Aus diesem Grund wurden am Elektronenmikrosko-
pischen Zentrum in Rostock verschiedene Abschnitte des Respirationstraktes am gleichen Or-
ganismus des Haushuhns, in verschiedenen Entwicklungsstadien untersucht. In einer friiheren
Dissertation am EMZ (Reinke 2022) wurde das respiratorische Epithel der Trachea in Hinblick
auf die zeitliche Entwicklung zilientragender Epithelzellen mittels der Methoden REM, Trans-
missionselektronenmikroskopie (TEM) und Immunofluoreszenz erforscht.

Diese Dissertation beschaftigt sich schwerpunktmafig mit der Untersuchung der Entwicklung
des respiratorischen Epithels der Nasenhdhle am Organismus des embryonalen Haushuhns,
in Hinblick auf die Auspragung von zilientragenden Zellen im Zellverband. Es wurden vorrangig

folgende Fragestellungen bearbeitet:

1. Welche embryonalen Entwicklungsstadien erlauben die umfassende Abbildung der Ent-
wicklung des respiratorischen Epithels der Nasenhdhle in Hinblick auf ihren Zilienbesatz?
Ist dieser Entwicklungszeitraum mit den institutsinternen Ergebnissen aus der Trachea ver-

gleichbar?

2. Lauft die Entwicklung des respiratorischen Epithels der Nasenhdhle an unterschiedlichen
Lokalisationen in Hinblick auf den zeitlichen Beginn und der Dauer gleich ab, oder existie-

ren Unterschiede?
3. Sind die Rasterelektronenmikroskopie und die Immunfarbung mit einem Zilienmarker (An-

tikdrper gegen acetyliertes alpha Tubulin) in der Nasenhohle effektive Verfahren, um Zilien

wahrend der embryonalen Entwicklung sicher nachzuweisen?
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4. Welche Praparationsmethode mit welcher SchnittfUhrung produziert bei der komplexen
Anatomie der Nasenhdhle reproduzierbare Schnitte, um einen Vergleich zwischen unter-

schiedlichen Regionen in der Nasenhdhle moglich zu machen?

5. Lassen sich wahrend der Entwicklung unterschiedliche Formen von zilientragenden

Epithelzellen im Zellverband nachweisen und kdnnen diese klassifiziert werden?

6. Frihere institutsinterne Untersuchungen am Modellorganismus des Haushuhns im Bereich
der Trachea zeigten eine charakteristische Entwicklung in Bezug auf den Besatz mit zilien-
tragenden Zellen. Ist eine charakteristische Abfolge auch im Bereich der Nasenhéhle nach-

zuweisen?

7. Welche Formen zilientragender Epithelzellen lassen sich in welchen embryonalen Stadien

nachweisen?

8. In welchem Entwicklungsstadium findet sich ein flichendeckender Besatz mit reifen mul-

tiziliaren Zellen im Zellverband?
9. In der Trachea konnte gezeigt werden, dass am Grund der Epithelfurchen Zellen existie-

ren, welche keine Zilien an der Oberflache ausbilden. Lasst sich dieses Phanomen im Be-

reich des respiratorischen Epithels der Nasenhéhle nachweisen?
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3. Materialien und Methoden

Fir alle Methoden wurden SPF-Eier der Firma VALO BioMedia GmbH von der Sorte ,White

Leghorn® verwendet.

3.1 Materialien

3.1.1 Technische Anlagen/Gerate

Gerat

System

Hersteller

Brutapparat

Farbekasten mit Deckel

Kritischer-Punkt-Trockner

Kuhlschrank

Lichtmikroskop
Lichtmikroskop Kamera
Mikrotom

Paraffinofen

Paraffinspender

Paraffinstreckbad

Pipetten

Plattformschuttler

Sputter Coater

Tischabzug

Warmeplatte

Tabelle 2: Auflistung der verwendeten technischen Gerate mit Hersteller

HEKA Turbo 168

Kalk-Soda-Glas mit
Schnappdeckel
EMITECH-K850

LIEBHERR profi line

Carl Zeiss Axioskop 40
AxioCam ERc5s
HYRAX M 25

MEMMERT

MEDAX

Tissue Floating Bath

pipetus®

Heidolph Vibramax 100

SCD 004

EXPLORIS®

Slides Warmer
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HEKA-Brutgerate, Rietberg

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe

Quorum Technologies Ltd.,
United Kingdom
Liebherr-International
Deutschland GmbH, Biber-
ach an der Rif}

Zeiss GmbH, Goéttingen

Zeiss GmbH, Géttingen
Zeiss GmbH, Jena

Memmert GmbH + Co. KG,
Schwabach

MEDAX GmbH & Co.KG,
Neumduinster

LABOCON, Hofheim

Hirschmann Laborgerate
GmbH & Co. KG, Eberstadt
Heidolph Instruments GmbH
& CO. KG, Schwabach
BAL-TEC GmbH, Schalks-
muhle

Koéttermann GmbH, Uetze

LABOCON, Hofheim
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Feldemissionsrasterelektronenmikroskop Zeiss Merlin VP compact:

Installation: Juni 2014, Auflésung: unter 1 nm, verwendeter Detektor: HE-SE2

3.1.2 Software

Betriebssysteme:

Grafiksoftware und Bildaufnahme:

Anwendungssoftware:

3.1.3 Verbrauchsgiiter
Deckglaser 24x60 mm

Einmal-Pasteurpipetten
Eppendorf Réhrchen
Falcon-Tubes (15ml und 50ml)
Filterpapier

Gewindeflaschen
Handschuhe

Objekttrager Superfrost® Plus
Parafilm

Paraplast Plus®
Pipettenspitzen

Rasierklingen

Paraffinformchen

3.1.4 Chemikalien

3,3'-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid
Aceton

Dinatriumhydrogenphosphat Dihydrat
Ethanol absolut, unvergallt

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Natriumchlorid

Natriumhypochlorid (DanKlorix)
Ziegenserum (engl. Normal Goat Serum)

Paraformaldehyd Pulver

Windows 7, 10 und 11
MacOs BigSur

Sketch for MacOS 69.0
AffinityFoto 1.10.4

Zen 2 (AxiocamSoftware)
Microsoft Word 2022

Menzel GmbH und Co. KG, Braunschweig
Brand® GmbH + Co. KG, Wertheim
Greiner Bio-One International GmbH

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
AMPri Handelsgesellschaft mbH, Winsen
Menzel GmbH und Co. KG, Braunschweig
Bemis Company, USA

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Ratiolab® GmbH, Dreieich

Plano GmbH, Wetzlar

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt

Universitat Rostock, Zentralapotheke
AppliChem GmbH, Darmstadt
AppliChem GmbH, Darmstadt

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
CP GABA GmbH, Hamburg

PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

23



Materialien und Methoden

Reinstwasser / Aqua dest.
ROTI®Histokitt
ROTI®-Histol

Salzsaure

Tween®20
Wasserstoffperoxid 35%ig

3.1.5 Kits und Reagenzien

H&E Ldsung 1
H&E Ldsung 2

Thermo Scientific™ Pierce™ ABC-Farbe-Kit

3.1.6 Puffer und Losungen

PFA 4%ig
PBS
10% Tween®-20

PBST

3.1.7 Antikorper

Primare Antikorper

Zentralapotheke Universitat Rostock
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Fisher Scientific GmbH, USA

Herstellung siehe Protokoll 2 im Anhang

Herstellung siehe Protokoll 1 im Anhang

5ml Tween®-20 mit 45ml Aqua dest. mi-

schen und kuhl lagern
10ml Tween®-20 mit 990ml| PBS mischen

Antikorper Antigen Spezies Verdiin- Bezugs- Bestell-

nung quelle nummer
Anti-acetyliertes- Acetyliertes Maus 1:2000 Sigma Aldrich  T7451
Tubulin (mono- Alpha Tubulin Chemie
klonal) 1:4000 GmbH,

: MERCK

(engl. Monoclonal 1:8000
Tubulin)

1: 20.000

Sekundare Antikorper

Antikorper Spezies Verdiinnung Bezugsquelle Bestellnr.
Anti-Maus-IgG (H+L) bio- Ziege 1:200 Vector Laborato- BA-9200
tinyliert ries, Inc., Burlin-

(engl. Biotinylated Anti-
Mouse IgG (H+L))
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3.2 Methoden

In dieser Dissertation kommen die Methoden der REM, Immunofarbung mit dem Primaranti-
korper gegen acetyliertes alpha Tubulin (anti-ac-Tub-AK) und H&E Farbung an Paraffinschnit-
ten zur Anwendung. In der Abbildung 14 ist schematisch der zeitliche Ablauf der verwendeten
Methoden dargestellt. In den nachfolgenden Kapiteln werden die einzelnen Arbeitsschritte na-

her erlautert.

Inkubation der Hiihnereier und Entnahme
nach 12 bis 18 Tagen (Stadium E12 bis E18)

v

Praparation und Dekapitation der
Hlhnerembryonen

A 4

|  Fixierung der Hihnerkpfe in PFA (4%ig) |

: !

Probenverarbeitung fiir die REM: Probenverarbeitung fiir die Immunofarbung:
1.  Probenpraparation in PBS mit der 1. Entwassern der Hiihnerkdpfe und Ausgielien
Erstellung von 1mm dicken in Paraffinbldcke
Koronarschnitten durch die Nasenhéhle 2. Erstellen von 10 pm dicken koronaren
2.  Entwassern der Schnitte in einer Paraffinschnitten mit dem Mikrotom aus den
aufsteigender Acetonreihe und Paraffinblécken
nachfolgend Kritisch Punkttrocknung 3. Ubertragung der Paraffinschnitte in ein
3. Aufkleben der Schnitte auf die REM- Wasserbad und nachfolgend auf die
Probenteller Objekttrager
4.  Besputtern der Schnitte (Goldschicht) 4. Entparaffinieren der Schnitte
A 4 A 4
Rasterelektronenmikroskopie Immunofarbung mit anti-ac-Tub-Ak und
Gegenfarbung mit H&E oder nur H&E Farbung

Abbildung 14: FlieRschema und Uberblick zu den verwendeten Methoden. Quelle: eigene Darstellung

3.2.1 Inkubation der Hiihnereier und Probenverarbeitung

Die SPF Eier werden im Brutapparat inkubiert und zum gewlnschten Entwicklungstag von
E12 bis E18 entnommen. Der Inkubator wird mit einer Temperatur von 37,8°C, einer Luftfeuch-
tigkeit von ca. 60% betrieben und ist mit einer Wendeautomatik ausgestattet. An dem ge-
wulnschten Entwicklungstag werden die Eier aus dem Inkubator entnommen, auf Eis gekihlt
und im Anschluss prapariert. Der aus dem Hihnerei entfernte Hilhnerembryo wird mit einer
Schere dekapitiert und die linke grof3e Zehe (3. Zehe) zur Altersbestimmung vom Bein entfernt.
Eine Validierung des Alters der Hihnerembryonen erfolgt durch das Ausmessen der Lange

der dritten grof3en Zehe. Wie in der Einleitung beschrieben, existiert eine Korrelation zwischen
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der GrofRzehenlange und dem embryonalen Entwicklungstag des Hihnerembryos (Hambur-
ger und Hamilton 1992). Um eine Autolyse der Hiihnerképfe zu verhindern, werden diese nach
der Praparation vom Koérperstamm direkt in Paraformaldehyd (PFA) eingelegt. Zur besseren
Penetration des Fixativs erfolgte in hdheren embryonalen Entwicklungsstadien (z.B. E18) zu-
satzlich die Abtrennung des hinteren Schadels (Abbildung 16, Bild B).

In der Abbildung 15, Bild A, ist exemplarisch ein in PFA fixierter Hihnerkopf im Stadium E13
zu sehen. Im Bild B der Abbildung 15 ist das verwendete Praparationsbesteck fir die Proben-

verarbeitung dargestellt.
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Abbildung 15: PFA fixierter Hihnerkopf im Stadium E13 und Praparierbesteck. Bild A: Hiihnerkopf in PFA. Bild
B: 1 = Schere, 2 und 3 = Pinzetten, 4 = Prapariernadel, 5 = Rasierklingen, 6 = Schneidematrize
mit Schnittdicke 1mm. Quelle: eigene Darstellung

3.2.2 Probenverarbeitung fiir die Rasterelektronenmikroskopie

Um die Hihnerkdpfe mit der REM untersuchen zu kdnnen, missen die Proben zunachst, die
in der Abbildung 14 beschriebenen Schritte der Probenpraparation, Entwasserung, Kritisch-
Punkt-Trocknung (KPT) und Besputterung, durchlaufen. Diese sind notwendig, weil die REM
Untersuchung im Hochvakuum durchgefihrt wird und somit die Proben vakuumstabil und
elektrisch leitfahig sein miussen.

Fir die weitere Probenverarbeitung werden ausschlief3lich Hihnerkdpfe ausgewahlt, welche
keine Spuren der Verunreinigung, wie zum Beispiel Einblutungen in die Conchae nasales,
zeigen, weil ansonsten die Zilienoberflache verlegt werden kdnnte. Im ersten Schritt werden
die in PFA eingelegten Huhnerkdpfe in eine Petrischale mit einer Phosphat-gepufferten Salz-
I6sung (PBS) Ubertragen. Exemplarisch sind in der Abbildung 16 zwei Hiuhnerkdpfe in den
Stadien E13 und E18 dargestellt. Die Ausdehnung der Nasenhdhle (Beginn der Concha nasa-
lis rostralis bis Ende der Concha nasalis caudalis) ist jeweils durch einen Pfeil gekennzeichnet
(€->). Im Stadium E13 betragt die rostrokaudale Ausdehnung ca. 0,4 cm und im Stadium E18
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ca. 0,9 cm. Nur in diesem Zielbereich werden Koronarschnitte angefertigt. Die Probenprapa-

ration erfolgt mit den in der Abbildung 15 dargestellten Instrumenten.

A B

Abbildung 16: Hihnerkopfe in den Stadien E13 und E18, Bild A: Stadium E13, Bild B: Stadium E18, Doppelpfeil
markiert Untersuchungsbereich in rostrokaudaler Ausdehnung. Quelle: eigene Darstellung

Unter dem Lichtmikroskop werden zunachst beide Augen vom Hihnerkopf entfernt. Als nachs-
ter Schritt erfolgt die Abtrennung des Eizahns (rostral) und des hinteren Teils des Kopfes bis
zur Orbita (kaudal). Diese Schritte sind notwendig, damit die Probenkopfe vollstandig in die
Schnittform passen und eine reproduzierbare koronare Schnittfihrung mdéglich ist. Die Fixie-
rung in der Schnittvorrichtung (Kunststoff-Matrize mit 1mm Schnittweite) erfolgt kaudal mit ei-
ner Rasierklinge. Die koronare Schnittfihrung durch das fixierte Praparat wird mit einer Ra-
sierklinge von rostral nach kaudal, im Abstand von 1 mm, durchgefiihrt. Bei der Probenprapa-
ration ist auf eine prazise koronare Schnittfihrung zu achten, wobei nur wenig Druck auf das
respiratorische Epithel ausgelbt werden darf, um eine Ablésung des Epithels zu verhindern.
Das freiliegende respiratorische Epithel wird mit PBS gesplilt, um Reste von Schleimpartikeln
und Blut zu entfernen. Abschliel3end werden die Koronarschnitte in ein Probenrondell zur Ent-
wasserung mit Aceton und der anschlielenden KPT Ubertragen. Die nachfolgenden beschrie-
benen Arbeitsschritte der Entwasserung und der KPT sind ausfihrlich im Protokoll 3 im An-
hang zu finden. Um das Ausgasen von Wasser aus festen organischen Proben zu verhindern,
erfolgt das Entwassern mit einer aufsteigenden Acetonreihe und die KPT. Diese Schritte sind
notwendig, weil sonst durch den Prozess des Ausgasens im Hochvakuum wéahrend der REM
Untersuchung die mikroskopisch kleinen Strukturen, wie z.B. Zilien des Flimmerepithels, zer-
stort werden konnen.

In der aufsteigenden Acetonreihe wird schrittweise das Wasser durch Aceton ersetzt. Dazu
werden 30%, 50%, 70%, 90% und 100%iges Aceton verwendet. Wichtig dabei ist, dass die
Proben tber Nacht im 100%igen Aceton belassen werden, damit das Aceton diese vollstandig

durchdringen kann. Die KPT mit CO: ist ein Verfahren, welches sprunghafte Volumenande-
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rungen vermeidet. Der Kritische Punkt ist der Zustand eines Stoffes, welcher durch einen be-
stimmten Druck und eine bestimmte Temperatur definiert ist. An diesem Punkt besitzen Flis-
sigkeiten und Gase desselben Stoffes dieselbe Dichte. Dadurch wird ein Phaseniibergang von
einem fliissigen in ein gasférmiges Medium vermieden. Somit treten keine zerstérenden Ober-
flachenspannungen auf. COz ist mit Wasser allerdings nicht ausreichend mischbar, sodass als
Zwischenflissigkeit Aceton verwendet wird, welches sowohl mit Wasser als auch mit CO» aus-
reichend lésbar ist. Die entwasserten Proben werden im nachsten Schritt auf die Probenteller
aufgeklebt, damit sie wahrend der REM-Untersuchung nicht verrutschen. Die als Unterlage
ublicherweise verwendeten Kohlepads kénnen, aufgrund der Gréfe der untersuchten Proben,
nicht verwendet werden. Stattdessen wird die Probe direkt mit einem Kleber auf dem Proben-
teller fixiert. Im nachsten Schritt werden die Proben mit Gold besputtert, damit eine bessere
elektrische Leitfahigkeit der Probenoberflache erreicht wird. Dieser Vorgang ist im Protokoll 4
im Anhang ausfuhrlich beschrieben. In der Probenkammer des Sputter Coaters wird ein Va-
kuum von 10~ mbar erzeugt und anschlieRend die Kammer mit einem Argongas, bis zu einem
Druck zwischen 5x10-2 und 7x102 mbar, befillt. Danach wird eine Stromstarke von 20 mA fur
50 s angelegt. Die ionisierten Ar+ Molekille schlagen Goldatome aus dem Target (auch Ka-
thode), welche sich auf der Probenoberflache niederschlagen und eine oberflachendeckende

Goldschicht von circa 10 nm Dicke bilden.

3.2.3 Rasterelektronenmikroskopie

Bei der REM wird ein im Hochvakuum erzeugter Elektronenstrahl durch nachfolgende elektro-
magnetische Linsen als kleiner Punkt auf die Oberflache der Probe fokussiert und anschlie-
Rend in Rasterform durch den Elektronenstrahl abgetastet. Die von der Probe emittierten
Elektronen werden durch unterschiedliche Detektoren aufgefangen und verstarkt. Fir die Un-
tersuchungen wird ein Sekundarelektronendetektor verwendet, weil Sekundarelektronen aus
oberflachlicheren Schichten der Probe stammen und somit zur Darstellung der Probenoberfla-
che (Epithel) besser geeignet sind. Fur die Untersuchungen wird das Feldemissionsraster-
elektronenmikroskop Zeiss Merlin VP compact mit dem HE-SE2 Detektor verwendet. Es wur-
den fur REM-Bilder im Bereich des Flimmerepithels der Nasenhdhle die Vergrolerungen
100X, 300X, 700X, 1000X und 3000X verwendet. Bei Spezialuntersuchungen wurden auch
héhere Vergrofierungen von z.B. 80.000X bis 100.000X angewandt.

28



Materialien und Methoden

3.2.4 Artefakte bei der Rasterelektronenmikroskopie

In der Abbildung 17 sind unterschiedliche REM Bilder dargestellt, welche verschiedene Arte-
fakte aufweisen.

Im Bild A ist eine Probe der Concha nasalis media abgebildet, welche verschiedene aufla-
dungsbedingte Artefakte (mit Pfeil markiert) aufweist. Die Artefakte zeigen sich bei der Bild-
aufnahme durch zu helle Bildbereiche, in welchen einzelne Oberflachenstrukturen nicht mehr
zu differenzieren sind. Dies kann auf Fehler beim Sputtervorgang bei komplex gebogenen
Oberflachen zurtickzufiihren sein, sodass nicht alle Bereiche der Probe von einer konstant

dicken Goldschicht Gberzogen werden.

scharf : unscharf
fokussiert. . fokussiert

Abbildung 17: REM - Artefakte bei der REM Untersuchung der Regio respiratoria

In der Abbildung 7 sind verschiedene REM Bilder der Nasenhdhle mit unterschiedlichen Artefak-
ten dargestellt. Bild A: Aufladungsartefakte der komplex gebogenen Concha nasalis media, Auf-
ladungen mit Pfeil markiert. Bild B: verwaschene Probenoberflache des respiratorischen Epithels
der Concha nasalis media, Ziliencluster mit Pfeil markiert. Bild C: gebogene Oberflache, nur ein
Teil des Bildes ist scharf fokussiert. Bild D: multiple Artefakte, Kreis markiert: Sekret auf Proben-
oberflache, Pfeile markieren Risse im respiratorischen Epithel. Quelle: eigene Darstellung

Das Bild B zeigt eine verwaschene Probenoberflache, wo die Konturen und einzelne Zilien (mit
Kreis markiert) nicht mehr sauber erkennbar sind. Dies kann zum Beispiel durch zu hohe Ober-
flachenspannungen, wahrend der KPT, mit Zerstérung von Mikrostrukturen an der Proben-

oberflache, verursacht worden sein. Bei ungentgend langer Probenzeit im 100%igem Aceton
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(weniger als 12h), hat dies nicht gentugend Zeit, um Proben wie die Concha nasalis media
vollstandig zu durchdringen. Dies bedingt Probleme bei der KPT, weil noch Reste von PFA
und PBS in der Probe vorhanden sein kdnnen. Weiterhin kdnnen auch Fehler bei der Fixierung
und Reinigung der Probe zu diesem Artefakt fihren.

Das Bild C zeigt eine REM Aufnahme der Concha nasalis media mit gebogener Oberflache.
Auf gebogenen Oberflachen kann mit der REM nur ein Teilbereich des Bildes scharf fokussiert
werden. Dies fiihrt zu einer Unscharfe und aufladungsbedingten Artefakten im restlichen Teil
des Bildes bereits bei einer Vergrofierung von 3000x.

Im Bild D ist eine REM-Aufnahme mit mehreren Artefakten dargestellt. Durch unzureichende
Spulung mit PBS ist die Probenoberflache teilweise mit Sekret (mit einem Kreis markiert) Gber-
lagert. Die Risse (mit einem Pfeil markiert) im respiratorischen Flimmerepithel kdnnen unter
anderem durch zu starken Druck wahrend der koronaren SchnittfUhrung oder durch Spannun-
gen, wahrend der KPT, welche in allen Gewebsschichten der Probe auftreten kdnnen, entste-
hen. Diese Beispiele verdeutlichen die Schwierigkeiten bei der Probenaufbereitung und der
Bildaufnahme bei komplexen kleinen 3D Strukturen, wie der Concha nasalis media, mit den

Zilien des respiratorischen Flimmerepithels.

3.2.5 Probenvorbereitung fiir die Inmunofarbung und die H&E Farbung

Die Praparation fur die Immunofarbung und die H&E Farbung unterscheiden sich grundlegend
von der Praparation fur die REM Untersuchung. Dabei werden die in PFA eingelegten Huih-
nerkopfe in Paraffin eingegossen, bevor Koronarschnitte mit einem Mikrotom angefertigt wer-
den konnen.

Die nachfolgenden Schritte sind ausfuhrlich im Protokoll 5 erldutert. Die in PFA-fixierten Huh-
nerkdpfe werden mehrmals mit PBS gespllt, bevor sie in einer aufsteigenden Alkoholreihe
und mit Roti-Histol® entwassert werden. In den ndchsten Tagen werden die Huhnerkdpfe mit
flissigem Paraffin durchtrankt, bevor sie in eine Form gegossen werden kdnnen, um bei
Raumtemperatur fir die nachsten Tage auszuharten.

Nach dem groben zurechtschneiden der Paraffinblécke mittels einer Rasierklinge erfolgt das
Einspannen in das Mikrotom. Die Schnittfhrung wird beginnend vom Eizahn nach kaudal mit
einer Schnittdicke von durchschnittlich 10 ym durchgefuhrt. Die getrimmten Schnitte werden
im nachsten Schritt in ein Warmebad mit destilliertem Wasser Uberfiihrt, wo sie sich auf der
Wasseroberflache glatten kdnnen. Danach werden die Paraffinschnitte auf einen Objekttrager

Ubertragen und auf einer Warmeplatte (Temperatur 37,7°C) fur ca. 12 Stunden getrocknet.

30



Materialien und Methoden

3.2.6 Immunofarbung

Mit der Immunofarbung ist es moglich, das spezifische Antigen acetyliertes alpha-Tubulin in
den Kinozilien nachzuweisen, welches ein essenzieller Bestandteil der Zilien ist. Die Acetylie-
rung von alpha-Tubulin ist eine posttranslationale Modifikation. Mittels einer spezifischen Ace-
tylase wird eine Acetylgruppe auf die Aminosdure Lys40 des alpha Tubulins Ubertragen
(Sigma-Aldrich 2022). Die Acetylierung beeinflusst sowohl die Stabilitat der Mikrotubuli als
auch ihre Funktion (Eshun-Wilson et al. 2019). Im respiratorischen Epithel ist das acetylierte
alpha Tubulin neben den Zilien auch in den Chondrozyten (Poole et al. 2001) sowie in Axonen
von Neuronen (Dan et al. 2018) nachweisbar. Dieser Sachverhalt zeigt sich in den untersuch-
ten Zielregionen in der deutlichen Braunfarbung von Chondrozyten, sowie von Axonen der
Nerven auf Paraffinschnitten.

In der Abbildung 18 ist schematisch der Ablauf der Immunofarbung dargestellt. Im Protokoll 6
sind die nachfolgenden Schritte ausfihrlich aufgelistet. Zur Entparaffinierung werden die
Schnitte in Roti-Histol® (organisches Losungsmittel, bestehend zu 96 - 98% aus Limonen-
schalendl) getaucht und anschlieRend mit einer absteigenden Alkoholreihe und destilliertem
Wasser rehydriert. Die entparaffinierten Schnitte werden flir 10 Minuten in einen Farbekasten
mit PBS und danach fur weitere 5 Minuten in eine Phosphat-gepufferte Salzldsung mit 0,1%
Tween®-20 (PBST) gestellt. Die PBS Lésung ermoglicht ein pH neutrales Spulen (pH-Wert
von 7,4). Das Detergens Tween in der PBST Lésung permeabilisiert die Proben, um in den
nachfolgenden Schritten den Zugang des Blockpuffers und des Primarantikdrpers zu dem An-
tigen zu verbessern. Als nachster Schritt erfolgt die Inaktivierung endogener Peroxidasen
(engl. quenching of endogenous peroxidase activity) mit einer 0,3%igen H202 Lésung fur 10
Minuten. Die hochdosierte Gabe von H,0- ist notwendig, um endogene Peroxidaseaktivitaten
irreversibel zu hemmen. Die nachfolgenden Schritte werden in der feuchten Kammer durch-
geflhrt. Damit die Proben nicht austrocknen, werden Tlcher mit destilliertem Wasser benetzt
und unter den Objekttragern platziert. Mit einer Pipette wird der Blockpuffer auf die Objekttra-
ger getropft und bei Raumtemperatur flr 30 Minuten inkubiert. Der Blockpuffer verringert das
unspezifische Binden des Primarantikdrpers und wird deshalb vor diesem aufgetragen. Im
nachsten Schritt wird der Primarantikorper, anti-acetyliertes-Tubulin (monoklonal), mit der Ver-
dinnung 1:10.000 auf die Objekttrager aufgetragen und bei 4°C im Kihlschrank tber Nacht
fur mindestens 12 Stunden inkubiert. Um die optimale Verdlinnung des Primarantikdrpers anti-
acetyliertes-Tubulin (monoklonal) fir das zilientragende respiratorische Epithel in den Con-
chae nasales des Haushuhns herauszufinden, erfolgten vorher Verdinnungsreihen mit Ver-
dinnungen von 1:2000, 1:4000, 1:5000, 1:8000, 1:10.000 und 1:20.000. Es zeigte sich, dass
das zilientragende Gewebe am besten mit einer Verdiinnung von 1:10.000 dargestellt werden
kann. Auf den zur Negativkontrolle verwendeten Objekttragern wird der Blockpuffer belassen

und kein Primarantikdrper appliziert. Nach der Inkubationszeit werden die Proben 3-mal mit
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PBS fir jeweils 5 Minuten gespult. Anschlielfend wird der 1:200 verdinnte biotinylierte-anti-
Maus IgG-Sekundarantikérper auf die Proben gegeben und 60 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Biotinylierung des Sekundarantikérpers ist Voraussetzung fir die spatere Bin-
dung des Streptavidin-Biotin-Peroxidasekomplexes. Der nicht gebundene Anteil des Sekun-
darantikérpers wird in zwei Waschschritten mit PBST fir jeweils 10 Minuten von dem Objekt-
trager entfernt. Der in dem angesetzten ABC-Reagens enthaltene Streptavidin-Biotin-Peroxi-
dase-Komplex wird mit einer Verdinnung von 1:100 auf die Proben aufgetragen. Der nicht

gebundene Anteil des ABC-Reagens wird durch zwei Waschschritte mit PBS fir jeweils 3 Mi-

(Strept-)Avidin-Biotin-
‘l" Enzymkomplex
Sekundarantikorper

blotlnyllert ‘ DAB + H202

(Strept—)Avidin x
Primar-
anti korper
Biotin 4

Antigen Enzym @

nuten entfernt.

Farb-

umschlag

Abbildung 18:  Schema des Prinzips der verwendeten Biotin-Streptavidin Immunofarbung; verwendeter Pri-
marantikorper: anti-ac-Tub-Ak, verwendeter Sekundarantikdrper: biotinylierter-anti-Maus-1gG. An
den Sekundarantikérper binden Strepavidin-Biotin-Peroxidasekomplexe. Nach Zugabe von DAB
und H202 kommt es zu einem braunen Farbumschlag. Quelle: modifiziert nach (Mulisch 2014)

Im nachsten Schritt wird auf die Objekttrager die DAB-LOsung pipettiert, welche aus 3,3'-Dia-
minobenzidin (DAB) und PBS besteht und fur 3 Minuten auf den Schnitten belassen wird. Der
Hauptgrund ist die Durchtrankung der Praparate mit dem Substrat DAB. Gleichzeitig dient die-
ser Schritt als Negativkontrolle, da ohne Zugabe des Cosubstrats H20- keine Farbreaktion
auftreten sollte. Im finalen Schritt wird das DAB und das H20; auf die Objekttrager pipettiert
und die anschliefliende Reaktion (Braunfarbung) 7 Minuten beobachtet.

Die gespulten und mit einer aufsteigenden Alkoholreihe entwasserten Praparate kdnnen nun
entweder mit dem ROTI®Histokitt eingedeckt werden (Nativpraparat oder es wird zusatzlich

eine Gegenfarbung mit H&E durchgefiihrt.
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3.2.7 H&E Farbung

Im Protokoll 7 sind die nachfolgenden Schritte ausfihrlich aufgelistet. Die modifizierte H&E
Farbung wird als Ubersichtsfarbung (nur H&E Farbung) und als Gegenfarbung (Immunofér-
bung und H&E Farbung) angewandt. Der Vorteil der Gegenfarbung mittels H&E auf nativen
Schnitten mit Immunofarbung besteht darin, dass zusatzlich zu den angefarbten Antigenen
(Braunfarbung) auch die Kerne und das Plasma (Blau-/Rotfarbung) des Gewebes beurteilt
werden kdénnen. Die H&E-Farbung besteht aus der H&E Farbelésung 1 (modifizierte Hama-
toxylinldsung) und H&E Farbeldsung 2 (modifizierte Eosin-G-Lésung). Der nach dem Natur-
produkt benannte Farbstoff Hamatoxylin, ist ein Metallion-Farbstoff Komplex, aus dem Oxida-
tionsprodukt Hamatein und einem Metallion. Damit besitzt der Farbstoff-Metallion-Komplex
positive Ladungen, welcher an anionische Ladungen (z.B. DNA im Zellkern) binden kann. Die
Farbeldsung 1 enthalt Aluminium-Alaun, sodass der Metallion-Farbstoff Komplex als Hama-
laun bezeichnet wird. Eosin in der Farbeldsung 2 ist ein anionischer Farbstoff und farbt das
Zytoplasma, Bindegewebe und die Kollagenfasern kraftig rot.

Die entparaffinierten Schnitte werden durch eine absteigende Ethanolreihe (100%, 75%, 50%)
hydriert und im Anschluss fir 6 Minuten in die H&E-L6sung 1 (Hamatoxylin pH 3-4) getaucht.
Nach dem Abspulen der Objekttrager erfolgt eine Differenzierung in 0,1%iger Salzsaure far
ca. 10 Sekunden. Um die gewinschte Blaufarbung zu erreichen, werden die Schnitte unter
flieRendem Leitungswasser (pH-Wert 7) abgespult. Anschlieend erfolgt die Farbung mit der
H&E Lésung 2 (Eosin) fur ca. 30 Sekunden. Die Schnitte werden anschlieRend nach dem
Abspllen mit Leitungswasser in einer aufsteigenden Ethanolreihe (50%, 70%, 100%) entwas-
sert. Als Intermedium vor dem Eindecken werden die Objekttrager in ROTI®Histol getaucht.
Das Eindecken der Schnitte erfolgt mit dem ROTI®Histokit.
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3.2.8 Untersuchungsbereich in der Nasenhohle

Die Grenzen des Untersuchungsareals werden bestimmt durch die Ausdehnung des respira-
torischen Epithels wahrend der embryonalen Entwicklung in der Nasenhohle. Innerhalb dieses
Bereichs wurden die Concha nasalis media und das Nasenhoéhlendach mit dem angrenzenden
Nasenseptum ausgewahlt. In der Abbildung 4 sind im Bild A und B die Lokalisationen gekenn-
zeichnet. Im folgenden Abschnitt werden der vordere- und hintere Epithelliibergang des respi-
ratorischen Epithels prasentiert, welche fir die Untersuchungen zusatzlich als anatomische
Grenzen dienten. Aufgrund der geringen rostrokaudalen Ausdehnung der Nasenhohle, beson-
ders in den frlhen embryonalen Stadien, dienten die Epitheliibergange als wichtige Orientie-

rungspunkte um die Zielbereiche in rostrokaudaler Schnittrichtung sicher zu identifizieren.

Abbildung 19: REM/H&E Farbung - rostraler Epithellibergang

Die Abbildung 19 zeigt den rostralen Epitheliibergang in der Nasenhdhle zwischen dem Plat-
tenepithel und dem respiratorischen Epithel in den Stadien E17,5 und E18. Bild A und B: H&E
Farbung an koronaren Paraffinschnitten. Besondere Aufnahmen in denen der auslaufende Na-
senvorhof mit der Concha nasalis rostralis (Plattenepithel) und die bereits angeschnittene Nasen-
haupthéhle mit der Concha nasalis media (respiratorisches Epithel) in einer Aufnahme abgebildet
sind. Bild C und D: REM Aufnahmen. (1) Concha nasalis rostralis, (2) Concha nasalis media, (3)
Epithelibergang Plattenepithel zu respiratorischem Epithel, (4) Plattenepithel, (5) respiratori-
sches Epithel. Der Ubergang erfolgt an einer klar konturierten Linie. Quelle: eigene Darstellung
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Der vordere, rostrale Epitheltiibergang (Abbildung 19, Bild A bis D, 3) befindet sich auf Hoéhe
zwischen dem Nasenvorhof, mit dem Plattenepithel der Concha nasalis rostralis (Bild A, 1)
und der Nasenhaupthéhle mit dem respiratorischen Flimmerepithel der Concha nasalis media

(Bild A, 2). Die koronare Schnittebene ist im Piktogramm im Bild A verdeutlicht.

Der Ubergang des respiratorischen Epithels zum olfaktorischen Epithel (Abbildung 20, Bild A

bis D) bildet kaudal die hintere Grenze des Untersuchungsgebietes.

Abbildung 20:  REM/Immunofarbung - kaudaler Epitheliibergang
Die Abbildung 20 zeigt Koronarschnitte durch die Nasenhéhle auf Hohe der Concha nasalis cau-
dalis mit den Methoden der REM (Bild C und D) und der Immunofarbung mit anti-ac-Tub-AK
sowie der H&E Gegenfarbung (Bild A und B). Bild A und B: Stadium E14,5. Bild C und D: Stadium
E18. Auf Héhe der Concha nasalis caudalis befindet sich der Ubergang zwischen dem respirato-
rischen Epithel und dem olfaktorischen Epithel. In der Immunoféarbung ist das olfaktorische Epithel
in diesem Stadium an der héheren Epitheldicke, sowie der starkeren Braunfarbung erkennbar.
Das repiratorische Epithel bildet Epithelfurchen (Bild C) aus, welche am Ubergang zum olfaktori-
schen Epithel abrupt enden. (1) Concha nasalis caudalis, (2) Concha nasalis media, (3) oberer
medialer Epithellibergang, (4) unterer lateraler Epithellibergang, (5) respiratorisches Epithel, (6)
olfaktorisches Epithel. Quelle: eigene Darstellung
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Der obere mediale Ubergang (Bild B, 3) befindet sich an der Grenze vom Nasenhdhlendach
zum Nasenseptum, wahrend der untere laterale Ubergang (Bild B, 4) am Unterrand der Con-
cha nasalis caudalis liegt. Dabei bedeckt das olfaktorische Epithel (Bild C und D, 6) nicht nur
die Concha nasalis caudalis, sondern auch das Nasenhohlendach auf dieser Hohe, sowie den
Ubergang zum Nasenseptum. An beiden Lokalisationen ist dieser Ubergang durch das ab-
rupte Enden der tiefen Epithelfurchen des respiratorischen Epithels (Bild C und D, 5), sowie
durch eine grofiere Epitheldicke von circa 60 um und der darunter liegenden angeschnittenen
Nervenfasern des embryonalen olfaktorischen Epithels (Bild C und D, 6) gekennzeichnet. In-
nerhalb dieser Grenzen erfolgten Koronarschnitte durch die Nasenhdhle und die Untersu-

chung des respiratorischen Epithels.
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4. Ergebnisse

4.1 Embryonale Entwicklung des Flimmerepithels der Nasenhohle

Die Epithelentwicklung des Flimmerepithels der Nasenhohle wurde in dieser Dissertation in
den embryonalen Stadien E12 bis E18 morphologisch mit Hilfe der Rasterelektronenmikrosko-
pie sowie immunzytochemisch anhand einer Antikdrperfarbung mit dem Zilienmarker gegen
acetyliertes Tubulin untersucht. Zur Untersuchung wurden verschiedene Lokalisationen in der
Nasenhohle (Cavum nasi) betrachtet und miteinander verglichen. Die Untersuchungsareale
umfassen das respiratorische Epithel der Concha nasalis media und des Nasenseptums (Sep-
tum nasi) mit dem angrenzenden Nasenhdhlendach. Im Folgenden werden die Ergebnisse
anhand ausgewahlter reprasentativer Bilder der angefertigten REM-Schnittserien sowie der
histologisch gefarbten Paraffinschnitte der embryonalen Entwicklungstage dargestellt und er-

lautert.

41.1 Formen zilientragender Epithelzellen

In der Literatur existiert bisher keine einheitliche Nomenklatur zur Beschreibung der Epithel-
oberflache embryonaler respiratorischer zilientragender Epithelzellen mit Hilfe der Rasterelekt-
ronenmikroskopie. Nach Sichtung aller rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen bestand
zunachst die Schwierigkeit, die Oberflache des Zellverbandes dieser embryonalen Zellen an-
hand vereinheitlichter Kriterien exakt zu beschreiben. Bei der Analyse der REM Aufnahmen
von unterschiedlichen Untersuchungstieren und in verschiedenen embryonalen Entwicklungs-
stadien (E12 bis E18) in beiden untersuchten Zielregionen der Nasenhohle zeigte sich jedoch
ein wiederkehrendes Muster des Auftretens verschiedener zilientragender Epithelzellen. Die
respiratorischen Epithelzellen in der Nasenhohle durchlaufen im Rahmen ihres Reifungspro-
zesses wahrend der embryonalen Entwicklung verschiedene Phasen mit unterschiedlicher
Auspragung von Zilien an ihrer Oberflache. Dabei stellten sich in der vergleichenden Betrach-
tung vier verschiedene Formen zilientragender Epithelzellen wahrend der embryonalen Ent-
wicklung von E12 bis E18 dar, welche im Folgenden systematisch erlautert werden. Die zili-
entragenden Epithelzellen wurden anhand der Anzahl und GréRRe der Zilien an der Oberflache
der Epithelzelle, der Auspragung an Mikrovilli, sowie der Zellkontur, untersucht. Da es sich um
keine statistische Auszahlung aller im Zellverband vorkommenden Zellen handelt erfolgt die

Angabe der Zilienlangen in einem gewahlten Bereich.
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Epithelzelle mit einem kurzen Monozilium

Im Zellverband des embryonalen respiratorischen Epithels der Nasenhohle konnten beson-
ders in den frihen embryonalen Stadien Epithelzellen nachgewiesen werden, welche auf ihrer
Oberflache ein Monozilium der Lange von unter 2 uym ausbilden (Abbildung 21 und Abbildung
22). Diese erste Form von zilientragenden Epithelzellen lielen sich sowohl auf der Concha
nasalis media als auch auf dem Nasenhdhlendach mit dem angrenzenden Nasenseptum
nachweisen.

Das Hauptmerkmal dieser Zellart ist die Grof3e- und Lage des Monoziliums. Die kurzen Mono-
zilien besitzen eine Lange unter 2 ym (Abbildung 21 und Abbildung 22, Bild A bis D, 1) und
sind auf der Zelloberflache zentral, geometrisch fast mittig, gelegen (Abbildung 21, Bild B).
Weiterhin besitzen diese Zellen eine glatte, wenig erhabene Oberflache, einen Besatz mit kur-
zen Mikrovilli (Bild A, 2) und eine flache Zellgrenze, ohne die Ausbildung eines Randwalls (Bild
C, 3).

Abbildung 21: REM - Epithelzellen mit einem kurzen Monozilium/Teil 1

In der Abbildung 21 sind REM Aufnahmen von Epithelzellen der embryonalen Entwicklungstage
14,5 und 15 dargestellt (Bild A und B: E14,5 und Bild C und D: E15). (1) kurzes Monozilium unter
2 ym Lange, (2) Mikrovilli, (3) Zellgrenze ohne Randwall, (€->) Doppelpfeil markiert Monozilium
in zentraler Lage. Auffallig sind die unterschiedlich geformten Zelloberflachen im Zellverband mit
einem zentral gelegenem kurzen Monozilium. Bild A und D: Sekundarelektronendetektor. Bild C
und D: In-Lense-Detektor. (A) Vergr. 10.000 fach, (B) Vergr.12.000 fach, (C) und (D) 9000 fach.
Quelle: eigene Darstellung
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Die Zelloberflache dieser Zellart ist unterschiedlich ausgebildet. So finden sich Zellen, deren
Zelloberflachen einem Hexagon (Honigwabenform) (Abbildung 21, Bild A und C) &hneln, lang-
liche Zellen in Form eines Rechtecks (Abbildung 21, Bild D) sowie kreisrunde Zelloberflachen
(Abbildung 22, Bild B).

Abbildung 22: REM - Epithelzellen mit einem kurzen Monozilium/Teil 2

In der Abbildung 22 sind REM Aufnahmen von Epithelzellen der embryonalen Entwicklungstage
14,5 und 15 dargestellt (Bild A: E14,5 und Bild B: E15). (1) kurzes Monozilium unter 2 ym Lange.
Auffallig sind die unterschiedlich geformten Zelloberflachen im Zellverband (Bild A: unregelmaRig
in Form eines Hexagons, Bild B: rundliche Zelloberflache) mit einem zentral gelegenem kurzen
Monozilium. (A) Vergr. 9.000 fach, (B) Vergr. 12.000 fach. Quelle: eigene Darstellung

Epithelzelle mit einem elongierten Monozilium

Im Rahmen der Entwicklung des respiratorischen Epithels existieren Epithelzellen im Zellver-
band, welche an ihrer Oberflache ein Monozilium der Lange von circa 4 bis 6 ym ausbilden
(Abbildung 23, Bild A bis F). Diese Epithelzellart |asst sich wahrend der embryonalen Entwick-
lung sowohl auf der Concha nasalis media als auch auf dem Nasenhéhlendach mit dem an-
grenzenden Nasenseptum nachweisen. Die Hauptmerkmale dieser Zellart sind das elongierte
Monozilium der Lange zwischen 4 bis 6 um (Bild A und B, 1), der dichte flachendeckende
Besatz mit langen Mikrovilli (Bild F, 6) sowie ein ausgepragter erhabener, breiter Randwall
(Bild C und D, 3) als Zellgrenze. Die Zellform dieser Zellart ist ebenfalls unregelmaRig ausge-
bildet, wobei sich feststellen lasst, dass die Zelloberflache kleinflachig ist und einer rechtecki-
gen bis elliptischen Form entspricht. Der Randwall ist deutlich erhaben, breit und besitzt nur
vereinzelt Mikrovilli (Bild C und D). Die Zellen sind klar von der Umgebung abgrenzbar. Zellen
mit einem elongierten Monozilium besitzen an ihrer Zelloberflache einen dichten Besatz mit
langen Mikrovilli. Dies zeigt sich deutlich im direkten Vergleich zwischen Zellen mit einem elon-
gierten Monozilium (Bild E und F, 6) und Zellen mit einem kurzen Monozilium (Bild E und F,
7). Im Bild E ist zusatzlich mit einem Doppelpfeil der direkte Langenunterschied zwischen ei-
nem kurzen Monozilium (Bild E, 4) und einem elongierten Monozilium (Bild E, 5) dargestellt.
Zusammenfassend ist damit eine eindeutige Differenzierung der beiden Zellarten mit einem

Monozilium anhand der oben beschriebenen Kriterien mdglich.
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Abbildung 23:

REM - Epithelzellen mit einem elongierten Monozilium

In der Abbildung 23 sind REM Aufnahmen von Epithelzellen des embryonalen Entwicklungstages
14,5 dargestellt. In enger Nachbarschaft sind Epithelzellen mit einem kurzen Monozilium und
Epithelzellen mit einem elongierten Monozilium in diesem Stadium sichtbar. (1) Monozilium der
Lange von circa 6 pm, (2) lange Mikrovilli mit einem Kreis markiert, (3) erhabener, breiter Rand-
wall mit Doppelpfeilen markiert, (4) kurzes Monozilium unter 2 pm Lénge, Lange mit einem Dop-
pelpfeil markiert, (5) kurze Mikrovilli mit einem Kreis markiert. Die Bilder E und F zeigen den
direkten GroRenvergleich zwischen einem kurzen und einem elongierten Monozilium sowie deren
unterschiedlichen Besatz mit Mikrovilli. Auffallig ist auBerdem, dass die Mikrovilli von Zellen mit
einem elongierten Monozilium flachendeckend vorhanden sind, sodass die Zelloberflache voll-
standig bedeckt ist. Die Zellform stellt sich zumeist schmaler und langlicher dar als die von Zellen
mit einem kurzen Monozilium. (A) Vergr. 10.000 fach, (B), (C) und (F) Vergr. 9.000 fach. (D) und
(E) Vergr. 12.000 fach. Quelle: eigene Darstellung
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Unreife multiziliare Zelle

Als unreife multizilidre Zelle (Abbildung 24, Bild A bis D) wird eine embryonale Flimmerepithel-
zelle definiert, welche auf ihrer Oberflache unterschiedlich lange Zilien ausbildet. Die meisten
Zilien einer Zelle haben noch nicht ihre vollstandige Lange von 5 bis 6 ym erreicht (Bild A und
B, 1). In Abhangigkeit von der Lange und der Anzahl der bereits ausgebildeten Zilien einer
Zelle ist ihre Zelloberflache mit den Mikrovilli (Bild B, 2), im Gegensatz zu einer reifen multizi-
liaren Zelle, noch einsehbar. Die Zilien mit unterschiedlicher Lange sind dabei diffus auf der
einzelnen Zelloberflache verteilt und folgen keinem konstantem Verteilungsmuster. Wenn
mehrere unreife multizilidre Zellen nebeneinander liegen und einen Zellcluster bilden, kbnnen
die Zellgrenzen nicht mehr sicher identifiziert werden und die Zelloberflache ist gegenlber den

Nachbarzellen erhabener (Bild C).

Abbildung 24: REM - unreife multizilidre Zellen

In der Abbildung 24 sind REM Aufnahmen von Epithelzellen der embryonalen Entwicklungstage
14,5 und 15 dargestellt (Bild A: E14,5 und Bild B bis D: E15). (1) unreife multizilidre Zelle mit
unterschiedlich langen Zilien, (2) Mikrovilli, (3), (4) und (5) unreife multizilidre Zellen in unter-
schiedlichen Reifestadien und morphologischen Auspragungsformen. Das Bild C zeigt einen Zell-
cluster aus unreifen multiziliaren Zellen, wobei die Zell-Zellgrenzen nicht sicher abgrenzbar sind.
(A) und (B) Vergr. 10.000 fach, (C) Vergr. 7.000 fach, (D) Vergr. 6.000 fach. Quelle: eigene Dar-
stellung
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Im Bild D sind unreife multiziliare Zellen in einer Reihe (Bild D, 3 bis 5) in unterschiedlichen
Reifestadien nebeneinander abgebildet. Am unteren Rand des Zellclusters zeigt sich eine
Zelle (Bild D, 3) welche multiple Zilien zwischen 1 bis 2 um besitzt. Bereits in enger Nachbar-
schaft zu dieser Zelle zeigen sich ebenfalls unreife multiziliare Zellen (Bild D, 4 und 5), welche

Zilien mit einer Lange bis zu 5 pm ausbilden.

Reife multizilidre Zelle

Als reife multiziliare Zelle (Abbildung 25 und Abbildung 26) wird eine embryonale Flim-
merepithelzelle definiert, welche auf ihrer Oberflache multiple ausgewachsene Zilien mit einer
Lange von circa 5 bis 6 ym besitzt. Das Bild A, der Abbildung 25, zeigt einen geschlossenen
Zellverband reifer multiziliarer Zellen. Die Zelloberflache der einzelnen multiziliaren Zelle ist

aufgrund des dichten Besatzes mit Zilien nicht mehr einsehbar (Bild B).

Abbildung 25:  REM - reife multiziliare Zellen/Teil 1

In der Abbildung 25 sind REM Aufnahmen von Epithelzellen des embryonalen Entwicklungstages
18 dargestellt. Das Bild A zeigt eine Ubersichtsaufnahme einer geschlossenen Epitheldecke von
reifen multizilidaren Zellen mit der Ausbildung von regelmaRigen Epithelfurchen. Eine VergréRe-
rung der Epitheloberflache ist im Bild B dargestellt. (A) Vergr. 1.000 fach, (B) Vergr. 9.000 fach.
Quelle: eigene Darstellung

Bei reifen multizilidren Zellen ist aufgrund des flachendeckenden Besatzes mit Zilien an der
Oberflache eine exakte Langenbestimmung in einer REM Aufnahme in Draufsicht nicht sicher
mdglich. Aus diesem Grund wurden REM Aufnahmen an Schnittkanten angefertigt, welche
einen Langsschnitt durch die reifen multizilidaren Zellen, mitsamt der longitudinalen Zilienlange,
darstellen. Diese sind in der Abbildung 26 dargestellt. Im Bild A bis C ist an der Bruchkante
eine exakte Langenbestimmung der Zilien einer reifen multizilidaren Zelle moglich (Im Bild A, 1
mit einem Doppelpfeil markiert). Unter der Zelloberflache finden sich perlschnurartig aufge-
reihte Basalkoérper (Bild A bis C, 2).
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Auf dem Bild D sind auf dem respiratorischen Flimmerepithel Erythrozyten (Bild D, 3) abgebil-

det. Beim Haushuhn betragt der langliche Durchmesser eines Erythrozyten circa 12 um (Milo

et al. 2022) und damit ungefahr die doppelte Zilienlange einer reifen multiziliaren Zelle.

Abbildung 26:

REM - reife multizilidre Zellen/Teil 2

In der Abbildung 26 sind REM Aufnahmen von Epithelzellen der embryonalen Entwicklungstage
17 und 18 dargestellt (Bild A bis C: E18 und Bild D: E17). Die Bilder A, B und C sind Bruchkan-
tenaufnahmen und erlauben eine Langenbestimmung der Zilien. Das Bild D demonstriert einen
GroRenvergleich zwischen Erythrozyten des Hihnchens und der Zilien. (1) Zilien der Lange von
5-6 pym reifer multizilidrer Zellen, (2) Basalkorper, (3) Erythrozyt eines Hihnchens. (A) und (B)
Vergr. 6.000 fach, (C) Vergr. 12.000 fach, (D) Vergr. 3.000 fach. Quelle: eigene Darstellung
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Die Tabelle 3 dient als zusammenfassende Ubersicht der verschiedenen Formen zilientragen-
der Epithelzellen wahrend der Entwicklung des respiratorischen Epithels der Nasenhdhle. An-
hand der Merkmale erfolgte die standardisierte Auswertung der weiteren REM Aufnahmen im

folgenden Ergebnisteil.

Formen zilientragender Epithelzellen wahrend der

Entwicklung

- embryonale respiratorische Epithelzelle mit ei-

nem zentral gelegenem Monozilium der Lange
Epithelzelle mit einem kurzen Monozilium von bis zu 2 ym

= engl. epithelial cell with non elongated monocilium Besatz mit kurzen Mikrovilli

- flache Zellgrenze, ohne die Ausbildung eines

Randwalls

- embryonale respiratorische Epithelzelle mit ei-
nem Monozilium der Lange von 4 bis 6 ym

- dichter flachendeckender Besatz mit langen

Epithelzelle mit einem elongierten Monozilium Mikrovilli
= engl. epithelial cell with elongated monocilium - ausgepragter erhabener, breiter Randwall als
Zellgrenze

- Zellform unregelmafig konfiguriert, Zelloberfla-

che zumeist rechteckig bis elliptisch

- embryonale Flimmerepithelzelle mit unterschied-

. lich langen Zilien, viele Zilien unter 5 bis 6 um
unreife multizilidre Zelle i )
e lang, kein konstantes Verteilungsmuster
= engl. nascent multiciliated cell . ) .
- einzelne Zellgrenzen im Zellcluster nicht ab-

grenzbar

. — - embryonale Flimmerepithelzelle, die Zilien besit-
reife multiziliare Zelle ] . )
o zen eine Lange von 5 bis 6 um.
= engl. fully grown multiciliated cell . ) .
- Zelloberflache nicht mehr einsehbar

Tabelle 3: Formen zilientragender Epithelzellen wahrend der Entwicklung mit Merkmalen; Quelle: eigene
Angaben
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4.1.2 Concha nasalis media - Rasterelektronenmikroskopie

In den folgenden Abschnitten wird die embryonale Entwicklung des respiratorischen Epithels
auf der Concha nasalis media in den Entwicklungsstadien E12 bis E18 rasterelektronenmikro-
skopisch untersucht. Der Schwerpunkt liegt auf der Beschreibung des zeitlichen und 6rtlichen

Auftretens der verschiedenen Formen zilientragender Epithelzellen (Tabelle 3).

Stadium E12, E13 und E14

In den Entwicklungsstadien E12, E13 und E14 (Abbildung 27, Bild A bis D) sind die meisten
Epithelzellen im Zellverband unregelmafig geformt, besitzen eine glatte, nicht erhabene Ober-
flache mit Mikrovilli und zeichnen sich durch ein kurzes Monozilium (Bild A, B und D, 1) der
Lange unter 2 ym aus. Die Zellformen sind in diesen Stadien sehr unregelmaRig. Es finden

sich sowohl rhomboide-, als auch runde- und elliptische Zellen im Zellverband.

Abbildung 27: REM - Epithel der Concha nasalis media - E12 bis E14

In der Abbildung 27 sind REM Aufnahmen von Epithelzellen der Concha nasalis media der emb-
ryonalen Entwicklungstage 12 bis 14 dargestellt. (1) kurzes Monozilium ist eingekreist und mit
einem Pfeil markiert, (2) Zell-Zellgrenze, (3) Mikrovilli. Einzelne differenzierte Zellen (z.B. multizi-
ligre Zellen, Goblet-Zellen) lassen sich im Zellverband in diesen Stadien noch nicht abgrenzen.
(A), (B) und (D) Vergr. 3000 fach, (C) Vergr. 1000 fach. Quelle: eigene Darstellung
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Eine Unterscheidung zwischen embryonalen Epithelzellen, welche sich in spateren Stadien zu
Flimmerepithelzellen differenzieren und Epithelzellen, welche sich zu anderen Zellen des re-
spiratorischen Epithels entwickeln (z.B. Goblet-Zellen), kann anhand der Oberflachenstruktur
nicht getroffen werden. Die Zell-Zellgrenzen sind in diesen Stadien nur schwer zu identifizieren
(Bild A und B, 2). Die Anzahl sowie das Verteilungsmuster der kleinen Mikrovilli (Bild A und B,
3) und die zentrale Lage des kurzen Monoziliums auf den einzelnen Zellen kann als Anhalts-
punkt dienen, verschiedene Zellen zu identifizieren. Epithelzellen mit einem elongierten Mo-
nozilium, sowie multiziliare Zellen existieren in diesen Stadien im Zellverband nicht. Zusam-
menfassend kdnnen die Entwicklungsstadien E12 bis E14 als Vorlauferstadien aufgefasst wer-
den, bevor sich die embryonalen Epithelzellen differenzieren kénnen und es zur Auspragung

von weiteren Formen zilientragender Epithelzellen kommt.

Stadium E14,5

Im Stadium E14,5 (Abbildung 28 und Abbildung 29) existieren erstmals drei definierte Formen
zilientragender Epithelzellen parallel im Zellverband. Zusatzlich zu den Zellen mit einem kur-
zen Monozilium (Abbildung 28, 1) lassen sich in diesem Stadium bereits Zellen mit einem
elongierten Monozilium (Abbildung 28, 2) und vereinzelt unreife multizilidre Zellen (Abbildung

28, 3) nachweisen.

Abbildung 28: REM - Epithel der Concha nasalis media - E14,5/Teil 1

In der Abbildung 28 ist eine REM Aufnahmen von Epithelzellen der Concha nasalis media am
embryonalem Entwicklungstag 14,5 dargestellt. (1) Epithelzelle mit einem kurzen Monozilium,
(2) Epithelzelle mit einem elongierten Monozilium, (3) unreife multizilidre Zelle; erstmaliger Nach-
weis von drei Formen zilientragender Epithelzellen im Zellverband. Quelle: eigene Darstellung
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Das Hauptmerkmal in diesem Entwicklungsstadium ist das erstmalige diffuse Auftreten von
elongierten monoziliaren Zellen und unreifen multiziliaren Zellen auf der Concha nasalis me-
dia, welche keinem lokalen Verteilungsmuster folgen. Im Bild A, C und E der Abbildung 29 sind
Ubersichtsaufnahmen von drei Lokalisationen der Concha nasalis media dargestellt. Die Bilder
B, D und F sind VergréRerungen von Ausschnitten der Ubersichtsaufnahmen, welche die lo-

kalen Unterschiede im Verteilungsmuster dieser Zellarten verdeutlichen.

20 H

Abbildung 29: REM - Epithel der Concha nasalis media - E14,5/Teil 2

Die Bilder in der linken Spalte (A, C und E) stellen Ubersichtsabbildungen dar. Die Bilder B, D
und F sind die jeweiligen AusschnittsvergrofRerungen. (1) Epithelzelle mit einem kurzen Monozi-
lium, (2) Epithelzelle mit einem elongierten Monozilium, (3) unreife multiziliare Zelle. (A), (C) und
(E) Vergr. 1000 fach, (B), (D) und (F) Vergr. 3000 fach. Quelle: eigene Darstellung
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Das Bild B zeigt einen klassischen reprasentativen Zellverband flr das Entwicklungsstadium
E14,5 mit dem parallelen Auftreten von drei Formen zilientragender Epithelzellen. Zusatzlich
zu diesem klassischen Muster lassen sich vereinzelt auch Areale auf der Concha nasalis me-
dia nachweisen, welche von diesem Muster abweichen. So zeigt das Bild D einen Zellverband
mit dem Nachweis von Epithelzellen mit einem kurzen- oder elongierten Monozilium. Das Bild
F zeigt ein Areal, in welchem Epithelzellen mit einem kurzen Monozilium dominieren.

Die Zellkonturen der embryonalen Epithelzellen sind insgesamt im Vergleich zu den friheren
Stadien deutlicher zu erkennen, weil die einzelnen Zellen erhabener sind und zusatzlich einen
hoheren Besatz mit Mikrovilli aufweisen. Eine weitere Gemeinsamkeit in diesem Entwicklungs-
stadium ist das Fehlen von reifen multiziliaren Zellen im Zellverband.

Zusammenfassend ist das Stadium E14,5 durch das erstmalige Auftreten von Epithelzellen
mit einem elongierten Monozilium und unreifen multizilidren Zellen im Zellverband gekenn-

zeichnet.

Stadium E15 und E16

Im Stadium E15 (Abbildung 30, Bild A und B) nimmt die Anzahl der Epithelzellen mit einem
elongierten Monozilium (Bild B, 1) im Vergleich zu den Epithelzellen mit einem kurzen Mono-
zilium zu. Gleichzeitig erhoht sich die Anzahl der unreifen multizilidren Zellen im Zellverband
(Bild B, 2). Ab diesem Stadium lassen sich erstmals auch Zellcluster aus unreifen multiziliaren
Zellen nachweisen. Die Epitheloberflache in diesem Stadium ist deutlich konturiert, die Erha-
benheit der Zellen nimmt im Vergleich zu den frGheren Entwicklungsstadien weiter zu. Unreife
multizilidre Zellen besitzen, im Vergleich zu den Nachbarepithelzellen, einen vermehrten Be-
satz mit Mikrovilli und sind nur schwer gegeneinander abgrenzbar. Reife multiziliare Zellen

lassen sich in diesem Stadium nicht im Zellverband nachweisen.

Im Stadium E16 (Abbildung 30, Bild C und D) nimmt die Anzahl von unreifen multiziliaren
Zellen (Bild D, 2) im Zellverband stark zu. Die unreifen multizilidaren Zellen treten in Zellclustern
auf, welche im Vergleich zum Stadium E15 an GréRe zunehmen. Erstmalig finden sich reife
multizilidre Zellen (Bild D, 3) mit Zilien von bis zu 6 ym Lange im Zellverband. Zusatzlich lassen
sich noch einige Epithelzellen mit einem elongierten Monozilium (Bild D, 1) oder einem kurzen
Monozilium nachweisen. Der Besatz mit Mikrovilli, ist im Vergleich zu den vorherigen Stadien,
fast flachendeckend vorhanden. Die Erhabenheit der einzelnen Epithelzellen nimmt im Ver-
gleich zum Stadium E15 weiterhin zu. Dies zeigt sich in der halbkugelartigen (tropfenartigen)
Ausstllpung der Zelloberflache. Eine Differenzierung der Zellgrenzen zwischen einzelnen mul-
tizilidaren Zellen ist aufgrund des Besatzes mit Zilien und Mikrovilli nur eingeschrankt maglich.
Als Anhaltspunkt kénnen die Zellgrenzen von monozilidaren Zellen dienen, welche sich zwi-

schen den multizilidren Zellen befinden und gut abgrenzbar sind (Bild D, 4).
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Abbildung 30:

REM - Epithel der Concha nasalis media - E15/E16

In der Abbildung 30 sind REM Aufnahmen von Epithelzellen der Concha nasalis media der emb-
ryonalen Entwicklungstage 15 bis 16 dargestellt. Die Bilder in der linken Spalte (A und C) stellen
Ubersichtsabbildungen dar. Die Bilder B und D sind die jeweiligen AusschnittsvergréRerungen.
(1) Epithelzelle mit einem elongierten Monozilium, (2) unreife multiziliare Zellen, (3) reife multizi-
ligre Zelle, (4) Differenzierung von Zellgrenzen zwischen multizilidren Zellen anhand der verblei-
benden monozilidren Zellen im Zellverband. Stadium E15: sehr heterogen, paralleles Vorkommen
vieler Arten zilientragender Epithelzellen im Zellverband, Stadium E16: Zunahme der clusterartig
angeordneten unreifen multizilidren Zellen und erstmaliger Nachweis von reifen multiziliaren Zel-
len. Zu beachten ist ebenfalls der direkte Groenunterschied zwischen Epithelzellen im Stadium
E15 (grofie, breite Epithelzellen mit einem kurzen Monozilium) und den Epithelzellen im Stadium
E16 (einzelne unreife multizilidre Zellen sind schwer abgrenzbar aber im direkten GréRenver-
gleich kleiner). Im Stadium E16 imponieren Epithelzellen mit einem kurzen Monozilium eher trop-
fenformig. (A) und (C) Vergr. 1000 fach, (B) und (D) Vergr. 3000 fach. Quelle: eigene Darstellung

Stadium E17 und E18
Im Stadium E17 (Abbildung 31, Bild A und B) nimmt die Anzahl reifer multiziliarer Zellen im
Zellverband stark zu. Die Cluster aus reifen multiziliaren Zellen (Bild B, 3) werden gréf3er und

konfluieren miteinander, sodass Uber weiten Teilen der Concha nasalis media fast ein flachen-

deckender Besatz mit diesen Zellen vorhanden ist. In den Arealen zwischen diesen Clustern

finden sich unter anderem noch Zellen mit einem elongierten Monozilium (Bild B, 1) und ein-

zelne unreife multiziliare Zellen (Bild B, 2). Aufgrund der hohen Anzahl von multiziliaren Zellen

im Zellverband sind konkrete Aussagen zur Epithelerhabenheit und mit dem Besatz von Mikro-

villi nur noch eingeschrankt moglich.
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Abbildung 31: REM - Epithel der Concha nasalis media - E17/E18

In der Abbildung 31 sind REM Aufnahmen von Epithelzellen der Concha nasalis media der emb-
ryonalen Entwicklungstage 17 bis 18 dargestellt. Die Bilder in der linken Spalte (A und C) stellen
Ubersichtsabbildungen dar. Die Bilder B und D sind die jeweiligen AusschnittsvergréRerungen.
(1) Epithelzelle mit einem elongierten Monozilium, (2) unreife multiziliare Zellen, (3) reife multizi-
ligre Zelle, (4) Epithelfurche. Stadium E17: Uberwiegendes Vorkommen von reifen multizilidren
Zellen, auffallig sind zudem die Liicken im Zellverband, in welchen trotz des vorangeschrittenen
Alters noch Epithelzellen mit einem elongierten Monozilium nachweisbar sind. Stadium E18: fla-
chendeckender Verband mit reifen multiziliaren Zellen, Entwicklung im Hinblick auf den Besatz
mit Zilien ist abgeschlossen. (A) und (C) Vergr. 1000 fach, (B) und (D) Vergr. 3000 fach. Quelle:
eigene Darstellung

Das Stadium E18 (Abbildung 31, Bild C und D) ist gekennzeichnet durch einen geschlossenen
Zellverband von reifen multizilidren Zellen (Bild D, 3). Die embryonale Entwicklung des respi-
ratorischen Epithels, in Bezug auf die Ausbildung von Zilien, ist abgeschlossen. Dieser Aspekt
zeigt sich auch durch die Ausbildung von Epithelfurchen (Bild C, 5), welche regelmaRig parallel
nebeneinander angeordnet sind. Im Gegensatz dazu ist dieses Phanomen im Stadium E17
noch nicht sicher nachweisbar. Aussagen zum Vorkommen von Epithelzellen mit einem elon-
gierten Monozilium sind im Stadium E18 aufgrund des geschlossenen Besatzes mit multizilia-
ren Zellen nur noch eingeschrankt moglich.
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Die Tabelle 4 ist eine zusammenfassende Darstellung des Vorkommens der definierten For-
men von zilientragenden Epithelzellen in den Stadien E12 bis E18 auf der Concha nasalis
media. In dieser Tabelle ist das Vorkommen dieser Zellarten pro Entwicklungsstadium jeweils
mit einem Pluszeichen ,+, einem Minuszeichen ,-“ oder einem Pluszeichen in Klammern ,(+)*
visuell dargestellt. Das Minuszeichen bedeutet den fehlenden Nachweis dieser Zellen im Zell-
verband im jeweiligem Entwicklungsstadium. Ein Pluszeichen kennzeichnet den Nachweis die-
ser Zellform im Zellverband, mit der Eigenschaft des gehauften Auftretens in Zellclustern (meh-
rere Zellen einer Zellform in direkter Nachbarschaft). Das rarefizierte Vorkommen (Pluszeichen

in Klammern) wird definiert als den vereinzelten Nachweis dieser Zellen im Zellverband ohne

eine Clusterbildung.

Embryonaler

Entwicklungstag (E)

Epithelzellen mit einem

+ + + + + (+) - -
kurzen Monozilium
Epithelzellen mit einem
- - - + + + (+) -
elongierten Monozilium
unreife multiziliare Zellen - - - (+) + + + -
reife multiziliare Zellen - - - - - (+) + +
Tabelle 4: Vorkommen monoziliarer/multizilidrer Zellen auf der Concha nasalis media, Untersuchungssta-

dien E12 bis E18; - kein Vorkommen dieser Zellen, (+) rarefiziertes Vorkommen dieser Zellen =
vereinzeltes Vorkommen dieser Zellart ohne Clusterbildung, + Vorkommen dieser Zellen = Nach-
weis dieser Zellart im Zellverband mit gehauftem Auftreten in Zellclustern unterschiedlicher
GroRe. Quelle: eigene Darstellung
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4.1.3 Concha nasalis media - Immunofarbung

Im folgenden Kapitel wird die Entwicklung des respiratorischen Epithels auf der Concha nasa-
lis media in Bezug auf das Auftreten von multiziliaren Zellen mit der Immunofarbung beschrie-
ben. Aufgrund der sich verandernden Grolienverhaltnisse der Nasenhoéhle wahrend der emb-
ryonalen Entwicklung wurden aus den circa 30 bis 50 angefertigten koronaren Paraffinschnit-
ten pro embryonalem Kopf die Schnitte exemplarisch ausgewahlt, welche jeweils derselben
Schnittebene auf Hohe der Mitte der Concha nasalis media entsprachen (Abbildung 32). Diese
exemplarische Schnitte wurden mit der Immunofarbung mit dem Zilienmarker anti-ac-Tub-Ak
(brauner Farbniederschlag) und anschlieRend mit einer H&E Gegenfarbung (rétlich-blaue Zell-
farbung) versehen. Wie im Methodenteil im Kapitel der Immunofarbung erlautert, erfolgt der
Nachweis von multizilidaren Zellen im Zellverband mit Hilfe eines gebundenen Biotin-Streptavi-
din-Peroxidase-Komplexes der ein chromogenes Substrat (DAB) zu einem braunlichen Nie-

derschlag umsetzt.

Abbildung 32:  Immunofarbung/H&E - Koronarschnitt durch den embryonalen Hiihnerkopf, auf Héhe der Mitte
der Concha nasalis media, Stadium E17; (1) Hihnerkamm (Crista carnosa), (2) Nasenseptum
mit dem angrenzenden Nasenhdhlendach, (3) linke Concha nasalis media, (4) Sinus infraorbita-
lis. Quelle: eigene Darstellung
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Stadium E12 bis E14,5

In der Abbildung 33 sind Koronarschnitte durch die Concha nasalis media in den Entwicklungs-
stadien E12 bis E14,5 gezeigt. Die Concha nasalis media (Bild A, Cn) ist an ihrer charakteris-
tisch gewundenen Form erkennbar und besteht aus dem aul3enliegenden respiratorischen
Epithel (Bild A, 1), der darunterliegenden Schicht aus Bindegewebe, auch Lamina propria ge-
nannt (Bild A, 2) und der formgebenden Knorpellamelle (Bild A, 3). In den Koronarschnitten ist
neben der Concha nasalis media auch die laterale Nasenhéhlenwand (Bild A, Nhw) abgebil-
det, welche an der Oberflache ebenfalls respiratorisches Epithel tragt. In den Entwicklungs-
stadien E12 bis E14,5 (Abbildung 33, Bild A bis D) ist auf der Concha nasalis media keine
spezifische Immunreaktivitat der Epitheloberflache zu erkennen. Die Epitheloberflache stellt

sich glatt und ohne regelmaRige tiefe Epithelfurche dar.

Abbildung 33: Immunofarbung/H&E - Concha nasalis media - E12 bis E14,5

In der Abbildung 33 sind koronare Paraffinschnitte durch die Concha nasalis media mit einer
Immunoféarbung mit anti-ac-Tub-Ak und einer H&E Gegenfarbung der embryonalen Entwicklungs-
tage 12 bis 14,5 dargestellt. (Cn) Concha nasalis media, (Nhw) laterale Nasenhohlenwand, (1)
respiratorisches Epithel der Conche, (2) Bindegewebsschicht (Lamina propria), (3) Knorpel-
schicht mit unspezifischer Anfarbung. In diesen Stadien sind keine Cluster von immunpositiven
Zellen (Braunfarbung) an der Epitheloberflache zu erkennen. Die Epitheloberflache stellt sich
ohne tiefe Epithelfurchen dar. Quelle: eigene Darstellung
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Stadium E15 und E16

Im Stadium E15 (Abbildung 34, Bild A und B) zeigen sich vereinzelt immunoreaktive Zellkluster
(Braunfarbung) (Bild B, 1) auf der Epitheloberflache der Concha nasalis media, welches flr
die Anwesenheit von multiziliaren Zellen spricht. Im Bild B ist ein vergroRerter Ausschnitt der
Concha nasalis media dargestellt, in welchem die Epithelbeschaffenheit beurteilt werden kann.
Bereits im Stadium E15 stellt sich das respiratorische Epithel einschichtig mehrreihig, jedoch

noch ohne die Ausbildung von tiefen Epithelfalten, dar.

100 ym \
———— ¢

Abbildung 34:  Immunofarbung/H&E - Concha nasalis media - E15 und E16

In der Abbildung 34 sind koronare Paraffinschnitte durch die Concha nasalis media mit einer
Immunofarbung mit anti-ac-Tub-Ak und einer H&E Gegenfarbung der embryonalen Entwicklungs-
tage 15 und 16 dargestellt. Die Bilder A und C, auf der linken Seite, sind Ubersichtsaufnahmen.
Die Bilder B und C sind AusschnittsvergroBerungen. (1) Cluster von immunpositiven Zellen
(Braunfarbung) an der Epitheloberflache, einzelne feinste Zilien sind bereits abgrenzbar (2) ein-
schichtig mehrreihiges Epithel. Im Stadium E16 sind vermehrt immunpositive Zellen an der Ober-
flache abgrenzbar. Quelle: eigene Darstellung

Im Stadium E16 (Abbildung 34, Bild C und D) lassen sich mit der Immunofarbung multiple
Cluster an multizilidaren Zellen nachweisen (Bild D, 1), welche anhand einer fokalen Braunver-
farbung der Epitheloberflache deutlich hervortreten. Die einzelnen Cluster von multiziliaren
Zellen sind unregelmalig an der Epitheloberflache verteilt. Auch in diesem Stadium ist die
Epitheloberflache noch glatt und bildet keine tiefen Epithelfurchen aus, prasentiert sich jedoch
deutlich unregelmaRiger konfiguriert als im vorangegangenen Stadium.
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Stadium E17 und E17,5

Im Stadium E17 (Abbildung 35, Bild A und B) nimmt die Anzahl der multiziliaren Zellen, im
Vergleich zum Stadium E16, im Zellverband zu (Bild B, 1). Eine Immunreaktivitat ist bis auf
wenige Areale flachendeckend an der Oberflache des Epithels erkennbar. Im Bild B ist ein
vergroRerter Ausschnitt der Concha nasalis media dargestellt. Wichtig bei der Beurteilung der
Epithelbeschaffenheit ist die Tatsache, dass die Dicke der Windungen der Concha nasalis
media nur circa 125 um betragt. Das mehrreihige Flimmerepithel (Bild B, 2) besitzt in diesem
Stadium eine Dicke von circa 25 um. Die darunterliegende Schicht aus Bindegewebe (Bild B,
3) mit den enthaltenen Nerven (Bild B, 5) und BlutgefaRen (Bild B, 6) hat eine Dicke von 40
bis 50 um. Selbst die strukturgebende Knorpellamelle (Bild B, 4) ist nicht dicker als 50 ym.

Abbildung 35: Immunofarbung/H&E - Concha nasalis media - E17 und E17,5

In der Abbildung 35 sind koronare Paraffinschnitte durch die Concha nasalis media mit einer
Immunofarbung mit anti-ac-Tub-Ak und einer H&E Gegenfarbung der embryonalen Entwicklungs-
tage 17 und 17,5 dargestellt. Die Bilder A und C, auf der linken Seite, sind Ubersichtsaufnahmen.
Die Bilder B und C sind AusschnittsvergroRerungen. (1) Cluster von multizilidren Zellen, (2) mehr-
reihiges Flimmerepithel, (3) Lamina propria, (4) Knorpellamelle mit starker Immunreaktivitat, (5)
Blutgefal®, (6) Nervengewebe mit Immunreaktivitat aufgrund des Vorhandenseins von acetylier-
tem-alpha-Tubulin, (7) Oberflache mit Zilien, (8) Grund der Epithelfurche. Quelle: eigene Darstel-
lung

Im Stadium E17,5 (Abbildung 35, Bild C und D) zeigt sich ein flachendeckender Besatz mit
multiziliaren Zellen. Die Epitheloberflache ist im Vergleich zu den friihen Entwicklungsstadien
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gefaltet. Die Epithelfurchen stellen sich regelmafig und gleich tief im Epithelverband dar. Auf
eine Besonderheit des Zilienbesatzes am Grund der Epithelfurchen im Vergleich zur Epithel-

oberflache wird im Kapitel 4.1.6 naher eingegangen.

4.1.4 Nasenhohlendach/Nasenseptum - Rasterelektronenmikroskopie

In den folgenden Abschnitten wird die embryonale Entwicklung des respiratorischen Epithels
auf dem Nasenhdhlendach mit dem angrenzenden Nasenseptum (Septum nasi) in den Ent-
wicklungsstadien E12 bis E18 mit der Rasterelektronenmikroskopie untersucht. Diese Areale
werden im Folgenden aufgrund ihrer parallelen Epithelreifung als eine Einheit betrachtet. Der
Schwerpunkt liegt auf der Beschreibung des zeitlichen und ortlichen Auftretens der verschie-

denen Formen zilientragender Epithelzellen (Tabelle 3).

Stadium E12 und E13

Im Stadium E12 (Abbildung 36, Bild A) besitzen die meisten Epithelzellen im Zellverband ein
kurzes Monozilium (Bild A, 1). Epithelzellen mit einem elongierten Monozilium und multiziliare
Zellen sind nicht vorhanden. Die Epitheloberflache ist grofitenteils glatt aber auch stellenweise
deutlich erhaben. Die Zellgrenzen sind partiell gegeneinander abgrenzbar.

Das Stadium E13 (Abbildung 36, Bild B) ist gekennzeichnet durch das Vorhandensein vieler
Epithelzellen mit einem kurzen Monozilium (Bild B, 1) und bereits einzelner Epithelzellen mit
einem elongierten Monozilium, welches noch nicht seine volle Lange ausgebildet hat (Bild B,
2). Die Erhabenheit der einzelnen Zellen hat im Vergleich zum Stadium E12 deutlich zuge-
nommen. Dadurch lassen sich die einzelnen Zellen im Zellverband besser voneinander ab-

grenzen. Rarefiziert finden sich bereits einzelne unreife multiziliare Zellen im Zellverband.

Abbildung 36:  REM - Epithel des Nasenhdhlendachs/Nasenseptums - E12/E13

In der Abbildung 36 sind REM Aufnahmen von Epithelzellen des Nasenhdhlendach/Nasensep-
tums der embryonalen Entwicklungstage 12 und 13 dargestellt. (1) Epithelzellen mit einem kurzen
Monozilium, (2) Epithelzellen mit einem elongierten Monozilium. Die Erhabenheit der Zellen im
Stadium E13 hat im Vergleich zum Stadium E12 deutlich zugenommen. (A) und (B) Vergr. 3000
fach. Quelle: eigene Darstellung
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Stadium E14

Das Stadium E14 (Abbildung 37, Bild A und B) ist gekennzeichnet durch das gemeinsame
Vorkommen von Epithelzellen mit einem kurzen Monozilium (Bild A, 1), Epithelzellen mit einem
elongierten Monozilium (Bild B, 2), sowie unreifen multiziliaren Zellen (Bild B, 3). Die Zellkon-

turen der embryonalen Epithelzellen sind vergleichbar mit dem Stadium E13. Zusatzlich wei-

sen diese Epithelzellen einen héheren Besatz mit Mikrovilli auf.

Abbildung 37: REM - Epithel des Nasenhéhlendachs/Nasenseptums - E14

In der Abbildung 37 sind REM Aufnahmen von Epithelzellen des Nasenhdhlendach/Nasensep-
tums des embryonalen Entwicklungstages 14 dargestellt. (1) Epithelzellen mit einem kurzen Mo-
nozilium, (2) Epithelzellen mit einem elongierten Monozilium, (3) unreife multiziliare Zellen. Die
Zellerhabenheit ist mit dem Stadium E13 vergleichbar. (A) und (B) Vergr. 3000 fach. Quelle:
eigene Darstellung

Stadium E14,5 und E15
Im Stadium E14,5 und E15 (Abbildung 38, Bild A und B) treten alle Formen von zilientragenden
Epithelzellen nebeneinander auf. In beiden Stadien sind Epithelzellen mit einem kurzen Mo-

nozilium (Bild A, 1) nur rarefiziert im Zellverband nachweisbar.

Abbildung 38: REM - Epithel des Nasenhdhlendachs/Nasenseptums - E14,5/E15

In der Abbildung 38 sind REM Aufnahmen von Epithelzellen des Nasenhdhlendach/Nasensep-
tums der embryonalen Entwicklungstage 14,5 und 15 dargestellt. (1) Epithelzellen mit einem kur-
zen Monozilium, (2) Epithelzellen mit einem elongierten Monozilium, (3) unreife multiziliare Zellen,
(4) reife multiziliare Zellen. Die Erhabenheit hat im Stadium E15 im Vergleich zum Stadium E14,5
nochmals zugenommen. (A) und (B) Vergr. 3000 fach. Quelle: eigene Darstellung
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Im Vergleich zum Stadium E14,5, in welchem reife multizilidare Zellen nur rarefiziert nachweis-
bar sind, besitzt das Stadium E15 einen héheren Anteil an reifen multizilidren Zellen (Bild B,
4), welche sich bereits zu Zellclustern formieren. Die Zellerhabenheit im Stadium E15 hat im
Vergleich zum Stadium E14,5 nochmals zugenommen. Einige Zellen nehmen dabei sogar eine

halbkugelartige Form an.

Stadium E16 bis E18

Das Stadium E16 (Abbildung 39, Bild A, B und C) ist gekennzeichnet durch einen geschlosse-
nen Zellverband von reifen multiziliaren Zellen (Bild C, 1). Die embryonale Entwicklung des
respiratorischen Epithels, in Bezug auf die Ausbildung von Zilien, ist abgeschlossen. Im Bild A
ist ein Koronarschnitt durch die Nasenhéhle auf Héhe der Concha nasalis media dargestellt.
Ein Ausschnitt des Nasenhdhlendaches mit dem angrenzenden Nasenseptum ist vergroRert
in Bild B abgebildet.

Abbildung 39:  REM - Epithel vom Nasenhdhlendach/Nasenseptum - E16
Im Bild A ist ein Koronarschnitt durch die linke Nasenhdhle auf Héhe der Concha nasalis media
dargestellt (Nasenhéhlendach/Nasenseptum ist mit einem Rechteck markiert). Das Bild B ist eine
AusschnittsvergrofRerung und zeigt tiefe regelmafRige Epithelfurchen. Das Bild C zeigt einen ge-
schlossener Zellverband von reifen multizilidren Zellen. (B) Vergr. 700 fach. (C) Vergr. 3000 fach
Quelle: eigene Darstellung
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Neben dem flachendeckenden Besatz mit reifen multiziliaren Zellen, ist der Zellverband durch
regelmalige tiefe Epithelfurchen gekennzeichnet. Elektronenmikroskopisch ist kein Unter-
schied zwischen den Stadien E16, E17 und E18 ersichtlich, da bereits im E16 ein geschlosse-

ner Zellverband aus reifen multiziliaren Zellen nachweisbar ist.

Die Tabelle 5 ist eine zusammenfassende Darstellung des Vorkommens der definierten For-
men von zilientragenden Epithelzellen in den Stadien E12 bis E18 auf dem Nasenhdhlendach
mit dem angrenzenden Nasenseptum. In dieser Tabelle ist das Vorkommen dieser Zellarten
pro Entwicklungsstadium in Analogie zur Tabelle 4 jeweils mit einem Pluszeichen ,+“, einem

Minuszeichen ,-“ oder einem Pluszeichen in Klammern ,(+)* visuell dargestellt.

Embryonaler

Entwicklungstag (E)

Epithelzellen mit einem

+ + + (+) (+) - - -
kurzen Monozilium

Epithelzellen mit einem
- +) + + + - - -

elongierten Monozilium
unreife multizilidre Zellen - (+) + + + - - -
reife multizilidre Zellen - - - (+) + + + +

Tabelle 5: Vorkommen monozilidrer/multiziliarer Zellen dem Nasenhohlendach/Nasenseptum, Untersu-

chungsstadien E12 bis E18; - kein Vorkommen dieser Zellen, (+) rarefiziertes Vorkommen dieser
Zellen = vereinzeltes Vorkommen dieser Zellart ohne Clusterbildung, + Vorkommen dieser Zellen
= Nachweis dieser Zellart im Zellverband mit gehauftem Auftreten in Zellclustern unterschiedli-
cher GroR3e; Quelle: eigene Darstellung
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4.1.5 Nasenhohlendach/Nasenseptum - Immunofarbung

In den folgenden Abschnitten wird die Entwicklung des respiratorischen Epithels vom Nasen-
héhlendach mit dem angrenzenden Nasenseptum in den Entwicklungsstadien E12 bis E17 in
Bezug auf das Auftreten von multizilidaren Zellen anhand der Immunofarbung an Paraffinschnit-
ten beschrieben. Die in diesem Kapitel bearbeitete Untersuchungsregion ist in der Abbildung
32 (Ubersichtsaufnahme, 2) im Koronarschnitt dargestellt. In den folgenden Abbildungen wer-
den in der linken Spalte jeweils das Nasenhdhlendach oberhalb der Concha nasalis media und
rechts daneben das angrenzende Nasenseptum pro Entwicklungsstadium nebeneinander dar-

gestellt.

Stadium E12 und E13
In den Stadien E12 und E13 (Abbildung 40, Bild A bis D) ist auf dem Nasenhéhlendach mit
dem angrenzenden Nasenseptum noch keine spezifische Immunreaktivitat (Braunfarbung) auf

der Epitheloberflache des respiratorischen Epithels zu erkennen (Bild A bis D, 1).

Abbildung 40: Immunofarbung/H&E - Nasenhoéhlendach/Nasenseptum - E12/E13
(OE) olfaktorisches Epithel, (Cn) Concha nasalis media, (Nhd) Nasenhohlendach, (S) Nasensep-
tum, (1) respiratorisches Epithel, (2) Bindegewebsschicht mit Nervenfasern, (3) Knorpellamelle,
(4) Ast des Nervus maxillaris. Viele endogene Peroxidasen in den Nervenfasern sowie dem ol-
faktorischen Epithel fihren zu einer kraftigen Immunreaktivitat. Quelle: eigene Darstellung
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Im Vergleich dazu, zeigt das olfaktorische Epithel (Bild A und C, OE), der angeschnittenen
Concha nasalis caudalis, bereits in diesen Stadien eine Immunreaktivitat. Auffallend ist zu-
satzlich die grofliere Epitheldicke von bis zu 50 ym des olfaktorischen Epithels im Vergleich
zum respiratorischen Epithel mit einer Epitheldicke von circa 15 ym. Das Nasenseptum ist
jeweils an dem auflenliegenden respiratorischen Epithel (Bild B und D, 1), der darunterliegen-
den Bindegewebsschicht mit den enthaltenden Nervenfasern (Bild B und D, 2) bzw. eines As-
tes des Nervus maxillaris (Bild B, 4) und der strukturgebenden Knorpellamelle (Bild B, 3) er-
kennbar. Auch die neuronalen Fasern zeigen eine deutliche immunzytochemische Anfarbung

mit dem Antikorper.

Stadium E14 und E15

Im Stadium E14 (Abbildung 41, Bild A und B) sind erste immunreaktive Cluster von multizilia-
ren Zellen (Bild A und B, 1), sowohl auf dem Nasenhdhlendach als auch auf dem angrenzen-
den Nasenseptum zu erkennen. Ein flachendeckender Besatz mit multizilidren Zellen liegt

noch nicht vor. Das respiratorische Epithel imponiert vorwiegend mehrreihig.

Abbildung 41:  Immunofarbung/H&E - Nasenhdhlendach/Nasenseptum - E14/E15
(1) respiratorisches Epithel, (2) Bindegewebsschicht mit Nervenfasern, (Cn) Concha nasalis me-
dia, (Nhd) Nasenhohlendach, (S) Nasenseptum. Im Stadium E14 und E15 sind Cluster von mul-
tizilidren Zellen auf dem Nasenhéhlendach und dem Nasenseptum erkennbar. Quelle: eigene
Darstellung
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Im Stadium E15 (Abbildung 41, Bild C und D) lasst sich eine starke Zunahme der Immunreak-
tivitat (Braunfarbung) des Flimmerepithels in beiden Lokalisationen feststellen (Bild C und D,
1). Bis auf wenige kleine Areale findet sich ein flachendeckender Besatz mit multiziliaren Zel-

len. Einzelne Epithelfurchen sind bereits voll ausgebildet.

Stadium E16 und E17
Die Stadien E16 und E17 (Abbildung 42, Bild A bis D) sind gekennzeichnet durch einen fla-
chendeckenden Besatz mit multiziliaren Zellen (Bild A bis D, 1). Im Stadium E17 stellen sich

die Epithelfurchen in beiden Lokalisationen regelmafig und ahnlich tief ausgepragt dar.

3
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Abbildung 42:  Immunofarbung/H&E — Nasenhéhlendach/Nasenseptum - E16/E17

(1) respiratorisches Epithel, (Cn) Concha nasalis media, (Nhd) Nasenhohlendach, (S) Nasen-
septum. Ab dem Stadium E16 findet sich ein flachendeckender Besatz mit multiziliaren Zellen mit
der Ausbildung von tiefen regelmaRigen Epithelfurchen. Quelle: eigene Darstellung

Wie in der Abbildung 42 im Bild A und C erkennbar, gibt es eine Besonderheit in Bezug auf
den Besatz mit multiziliaren Zellen am Grund der Epithelfurchen. Auf diesen Aspekt wird im

nachsten Kapitel naher eingegangen.
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4.1.6 Besonderheiten der Epithelfurchen

In einer friiheren Dissertation am EMZ Rostock (Reinke 2022) wurde entdeckt, dass es am
Grund der tiefen Epithelfurchen des respiratorischen Epithels der Trachea des Haushuhns zu
einem verringertem Wachstum von multiziliaren Zellen kommt. In den Epithelfurchen lassen
sich Epithelzellen nachweisen, welche an ihrer Oberflache keine Zilien ausbilden. In diesem
Kapitel wird der Fragestellung nachgegangen, ob auch im Bereich des embryonalen respira-
torischen Epithels der Nasenhdhle an den zwei untersuchten Lokalisationen dieses Phadnomen
vorkommt. Im Rahmen der Entwicklung des respiratorischen Epithels kommt es zur Entste-
hung von reifen multiziliaren Zellen und gleichzeitig zu einer Faltung des Epithels mit Bildung
von Epithelfurchen. Wie in den vorherigen Kapiteln erldutert, ist dieser Prozess in der Nasen-
héhle an den untersuchten Lokalisationen konstant nachweisbar. Wahrend der systemati-
schen Auswertung der Untersuchungsergebnisse in den spaten Stadien der Entwicklung,
zeigte sich auch im Bereich der Nasenhohle ein Unterschied in der Ausbildung von zilientra-
genden Epithelzellen, zwischen dem Grund der Epithelfurchen und der Oberflache des respi-

ratorischen Epithels.

Abbildung 43:  REM - Epithelfurchen der Regio respiratoria - E18

(Eo) Epitheloberflache der Epithelfurchen, (Eg) Epithelgrund der Epithelfurchen. Bild C und D:
koronare Schnitte an Bruchkanten erlauben die vollstdndige Einsicht der Epithelfurchen. (A)
Vergr. 700 fach. (B) und (C) Vergr. 1000 fach. (D) Vergr. 3000 fach. Quelle: eigene Darstellung
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In der Abbildung 43 sind die Epithelfurchen des respiratorischen Epithels der Concha nasalis
media im Stadium E18 in verschiedenen VergréRerungen und Ansichten dargestellt.

Im Bild A zeigt eine seitliche Aufsicht auf ein vollstandig ausgebildetes respiratorisches Epithel
mit einem flachendeckenden Besatz mit reifen multiziliaren Zellen und tiefen, regelmafigen
parallel verlaufenden Epithelfurchen. Im Bild B ist der Grund einer Epithelfurche in horizontaler
Ausrichtung vollstandig einsehbar. Wahrend an der Oberflache der Epithelfurchen ein ge-
schlossener Epithelverband von reifen multiziliaren Zellen nachweisbar ist, besitzen die
Epithelzellen am Grund der Epithelfurchen keine Zilien. In den Bildern C und D sind koronare
Querschnitte durch die Epithelfurchen dargestellt. Diese Ansichten erlauben die exakte Beur-
teilung des Zilienbesatzes der Innenwande der Epithelfurche bis zum Furchengrund. An der
Epitheloberflache und an oberen Bereichen der Innenwande der Epithelfurchen (Bild C und D,
Eo) sind reife multiziliare Zellen nachweisbar. Am Grund der Epithelfurchen (Bild C und D, Eg),
zeigen sich respiratorische Epithelzellen, welche auf ihrer Oberflaiche keine Zilien tragen.
Diese Gegebenheiten lassen sich auch entsprechend mit Hilfe der Immunofarbung darstellen.
In der Abbildung 44 sind Epithelfurchen des Nasenseptums nach Anfarbung mit dem Antikor-
per gegen acetyliertes Tubulin in den Stadien E15 und E17 dargestellt. Analog der rasterelekt-
ronenmikroskopischen Charakterisierung im Bereich der Concha nasalis media, zeigt sich
auch im Bereich des Nasenseptums, dass am Grund der Epithelfurchen selektiv keine zilien-
tragenden Epithelzellen vorkommen (Bild A und B, Eg). Die Oberflache und der obere Innen-
rand der Epithelfurchen (Bild A und B, Eo) sind im Gegensatz dazu mit zilientragenden Epithel-

zellen ausgekleidet.

Abbildung 44: Immunofarbung/H&E - Epithelfurchen des Nasenseptums - E15/E17

(Eg) Epithelfurchengrund, Epithelzellen ohne Zilien, (Eo) Oberflache der Epithelfurchen, multizi-
ligqre Zellen. Quelle: eigene Darstellung

In der Abbildung 45 sind Immunofarbungen mit héheren VergréRerungen, zur genaueren Ana-
lyse der Epithelzellen am Furchengrund dargestellt. Die Epithelzellen am Grund der Epithel-
furchen imponieren als hochprismatische Zellen mit einem basal gelegenen Nucleus (Bild A

bis F, 1), besitzen ein apikales eosinophiles Zytoplasma, das durch Sekretionsgranula gepragt

64



Ergebnisse

ist (Bild A bis F, 2) und tragen keine Zilien an ihrer Oberflache. Somit kann zusammenfassend
festgestellt werden, dass an den zwei untersuchten Lokalisationen in der Nasenhdhle derselbe
Aspekt in Bezug auf die Auspragung zilientragender Epithelzellen am Grund der Epithelfur-

chen zu beobachten ist.

Abbildung 45:  Immunofarbung/H&E - Epithelfurchen - E17

Die Bilder A, C und E, auf der linken Seite, sind Ubersichtsaufnanmen. Die Bilder B, D und F sind
AusschnittsvergroRerungen. (Eo) Epitheloberflache der Furche mit zilientragenden Zellen, (Eg)
Epithelfurchengrund mit zilienlosen Zellen, (1) basal gelegener Nucleus einer hochprismatischen
zilienlosen Zelle, (2) apikales eosinophiles Zyoplasma einer hochprismatischen zilienlosen Zelle,
(3) Lamina propria mit Basalmembran, (4) Knorpellamelle, Chrondrozyten mit umgebender Matrix
und Perichondrium (Perichondrium und einzelne Chondrozyten farben sich kraftig braun an, ho-
her Gehalt an endogenen Peroxidasen). Quelle: eigene Darstellung
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4.1.7 Vergleich der Epithelentwicklung in der Nasenhdhle

Im folgenden Abschnitt werden zusammenfassend die Ergebnisse der beiden Untersuchungs-
lokalisationen gegenubergestellt. Dies ermdglicht den direkten Vergleich des zeitlichen Auftre-
tens der verschiedenen Formen zilientragender Epithelzellen wahrend der embryonalen Ent-

wicklung. Zur besseren Ubersicht erfolgt die Darstellung in tabellarischer Form (Tabelle 6).

Concha nasalis media Nasenhoéhlendach/Nasenseptum

Epithelzellen mit einem kurzen

E12 E12
Monozilium

Epithelzellen mit einem elon-

E14,5 E13
gierten Monozilium

Unreife multiziliare Zellen E14,5 E13

flachendeckender Besatz mit
E18 E16

reifen multizilidren Zellen
Tabelle 6: Vergleich zeitlicher Verlauf der Epithelentwicklung zwischen Concha nasalis media vs. Nasen-

septum/Nasenhdhlendach

An beiden Untersuchungslokalisationen sind bereits im Stadium E12 Epithelzellen mit einem
kurzen Monozilium im Zellverband nachweisbar. Der direkte Vergleich zeigt, dass auf dem
Nasenhdhlendach mit dem angrenzenden Nasenseptum Epithelzellen mit einem elongierten
Monozilium 1,5 Tage friher nachgewiesen werden kdnnen als auf der Concha nasalis media.
Dieser Trend zeigt sich auch im Hinblick auf das erste Auftreten von unreifen multizilidren
Zellen. Ein flachendeckender Besatz mit reifen multizilidren Zellen ist auf dem Nasenhdhlen-
dach/Nasenseptum circa zwei Tage friher, bereits im Stadium E16, als auf der Concha nasalis
media nachweisbar. Auf der Concha nasalis media ist ein flachendeckender Besatz mit reifen
multiziliaren Zellen erst im Stadium E17,5 bis E18 vorhanden.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass der Prozess von der Bildung erster Epithelzellen
mit einem elongierten Monozilium bis zu einer Auspragung eines flachendeckenden Besatzes
mit multiziliaren Zellen an beiden Untersuchungslokalisationen, trotz des unterschiedlichen
Beginns, einen Zeitraum von 3,5 bis 4 Tagen einnimmt. Dies lasst den Schluss zu, dass es

sich um eine typische Abfolge im Rahmen eines definierten Entwicklungsprozesses handelt.
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5. Diskussion

Die vorliegende Dissertation beschaftigt sich mit der embryonalen Entwicklung des respirato-
rischen Flimmerepithels im Bereich der Nasenhdhle, an den Lokalisationen der Concha nasa-
lis media, sowie dem Nasenhdhlendach mit dem angrenzenden Nasenseptum, im Haushuhn
(var. White Leghorn). Fir die Analysen wurden rasterelektronenmikroskopische Untersuchun-
gen zur Charakterisierung der Epithelmorphologie in Kombination mit immunzytochemischen
Nachweisen des Zilienmarkers acetyliertes Tubulin und histologischen H&E Farbungen auf

Paraffinschnitten eingesetzt.

5.1 Diskussion der Materialien und Methoden

5.1.1 Verwendung des Haushuhns als Modellorganismus

Zur embryonalen Forschung werden in der Literatur unterschiedliche Modellorganismen ver-
wendet. Zu den haufig untersuchten Organismen zahlen unter anderem: der Frosch (Xenopus
laevis, Xenopus tropicalis), die Hausmaus (Mus musculus), das Haushuhn (Gallus gallus do-
mesticus) und der Zebrafisch (Danio rerio) (Wheeler und Brandli 2009). Fir die Untersuchun-
gen des embryonalen respiratorischen Epithels wurden in der Literatur bisher unter anderem
folgende Modellorganismen verwendet. Dazu zahlen die Sdugetiere Kaninchen (Kanda und
Hilding 1968; Loots und Nel 1989) und Ratte (Menco und Farbman 1987) sowie die Vogelart
Huhn, mit unterschiedlichen Varietaten (Rhode Island Red, White Leghorn domestic fowl)
(Walsh und McLelland 1978; Fauziah et al. 2003). In den folgenden Absatzen werden die Vor-
und Nachteile des verwendeten Modellorganismus des Haushuhns fir die Untersuchung des
embryonalen respiratorischen Epithels der Nasenhodhle erlautert und mit den in der Literatur
verwendeten Organismen Ratte und Kaninchen verglichen.

Ein Vorteil des Haushuhns ist die Tatsache, dass die Bebriitung der Embryonen im Ei erfolgt.
Im Gegensatz zu den Saugetieren ermoglicht dies eine punktgenaue Entnahme der Eier aus
dem Inkubator und somit eine Zuordnung zur embryonalen Phase. Fur Hihnerembryonen gibt
es, wie bereits in der Einleitung beschrieben, eine validierte Korrelation zwischen der Grof3ze-
henlange und ihrem embryonalen Entwicklungstag (Hamburger und Hamilton 1992). Zusatz-
lich zur korrekten Entnahme der Eier aus dem Brutapparat dient dies als Qualitatskontrolle.
Ein weiterer Vorteil liegt in der kurzen embryonalen Entwicklungszeit der HUhnerembryonen
von 21 Tagen, wobei in dieser Dissertation die Entwicklungstage E12 bis E18 untersucht wur-
den (7 Tage). Eine gezielte Entnahme der Hlhnereier aus dem Brutapparat mit Wendeauto-
matik ist stundengenau mdglich. Auch die Entnahme an halben Entwicklungstagen (z.B.

E14,5) ist problemlos realisierbar.
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Im Vergleich dazu, hat auch das Saugetier Ratte eine kurze Gestationsdauer von 21 bis 23
Tagen. Jedoch werden zur Untersuchung dieser Embryonen die Muttertiere getdtet, um an-
schlieRend die Embryonen zu entnehmen (Menco und Farbman 1987). Das Kaninchen hat
zusatzlich zu diesem negativen Aspekt noch eine langere Gestationsdauer von 31 Tagen (Fi-
scher et al. 2012). Ein weiterer Vorteil von Hilhnerembryonen im Vergleich zu anderen Model-
lorganismen liegt in der bekannten Korrelation zwischen der humanen embryonalen
Entwicklung und der embryonalen Entwicklung der Huhner (Bjgrnstad et al. 2015). Das
Haushuhn wird zur Forschung im Bereich der Nasenhohle ebenfalls zur Untersuchung des
olfaktorischen Epithels verwendet (Hogan et al. 2020). Der Nachteil von Hilhnerembryonen fiir
Untersuchungen im Bereich der Conchae nasales liegt in der geringen Grolke der gesamten
Zielstruktur der Nasenhdhle. So betragt die rostrokaudale Ausdehnung der Nasenhdhle im
Stadium E13 circa 0,4 cm und im Stadium E18 0,9 cm. Die Breite der Nasenhdhle in diesen
Stadien liegt zwischen 0,4 cm bis 1 cm. In der Literatur werden fur die Klassifikation der drei
Conchae nasales des Haushuhns verschiedene Nomenklaturen verwendet. Die Concha
nasalis media wird auch als Concha nasalis ventralis und die Concha nasalis caudalis wird
auch als Concha nasalis dorsalis bezeichnet. Ebenso zahlt in der Literatur die Concha nasalis

rostralis teilweise nicht als Conche (Casteleyn et al. 2018).

5.1.2 Rasterelektronenmikroskopie

Die Rasterelektronenmikroskopie ist eine Methode, welche seit Jahrzenten zur Untersuchung
von Zilien im Bereich des respiratorischen Epithels verwendet wird (Fauziah et al. 2003).

Im folgenden Absatz werden die Schritte der REM-Probenverarbeitung und der Bildaufnahme
diskutiert. Da es in der Literatur keine spezifischen Protokolle fur die Praparation der Conchae
nasales des Haushuhns fir die REM Untersuchung gibt, mussten diese Arbeitsschritte erst
entwickelt und optimiert werden. Um die feinsten Zielstrukturen der Zilien darzustellen, ist eine
vorsichtige Spllung der Probenoberflache mit PBS notwendig, um Blutbestandteile und Sek-
rete von der Epitheloberflache zu entfernen. Da zum Untersuchungszeitpunkt keine Schnitt-
vorrichtung flir embryonale Hihnerképfe zur Verfligung stand, wurde ein Schnittblock verwen-
det, welcher zur Erstellung von Koronarschnitten des Rattengehirns benutzt wird. Dies ermég-
licht eine reproduzierbare Schnittfihrung und kann somit fiir weitere Untersuchungen im Be-
reich der Nasenhdhle des Haushuhns empfohlen werden. Dadurch war es moglich, bereits in
einem Alter von E12 Koronarschnitte der Conchae nasales, welche in diesem Alter eine rost-
rokaudale Ausdehnung von ca. 0,4 cm haben, zu erstellen. In der Literatur wurden diese Un-
tersuchungen aufgrund der geringen Grof3e erst ab einem Alter von E15 beschrieben (Fauziah
et al. 2003). Koronarschnitte missen aus Stabilitdtsgrinden im Gesamten getrocknet und

untersucht werden. Aufgrund der geringen Grofie und der Vulnerabilitat embryonaler Struktu-
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ren ist eine gezielte Entnahme der Concha nasalis media problematisch, ohne, dass das emb-
ryonale respiratorische Epithel beschadigt wird. Aus diesem Grund ist der weiter zu verarbei-
tende Koronarschnitt deutlich gréfier als der eigentliche Zielbereich. Dies bedingt unter ande-
rem eine langere Verweildauer im Aceton sowie eine Verlangerung der Besputterungszeit.
Zusatzlich ist die Concha nasalis media eine komplexe dreidimensionale Struktur. Aus diesem
Grund ergeben sich komplizierte morphologische Verhaltnisse mit wenig ebenen Oberflachen,
welche fir die REM Untersuchung ideal sind. Bei komplexen 3D Strukturen, wie der Concha
nasalis media, sind Aufladungsartefakte, aufgrund ungleicher Besputterung (ungleiche Gold-
schichtdicke) haufiger als auf planen Oberflachen. Aufnahmen aus der Tiefe der Conchae na-
sales werden aufgrund hoher Probenrander erschwert. Der Vorteil der Methode REM liegt in
der Mdglichkeit Bilder mit VergréRerungen bis zu 100.000x zu erstellen, welche die Zilienmor-
phologie und die Zelloberflache exakt darstellen. Dazu besteht die Méglichkeit Ubersichtsauf-
nahmen der Nasenhdhle zu erstellen. Dies ermdglicht eine gezielte VergroRerung spezieller
Untersuchungsregionen und damit den direkten Vergleich zwischen der Concha nasalis media
und dem Nasenhdhlendach mit dem angrenzenden Nasenseptum. Eine weitere Methode, wel-
che zunehmend fir die 3D bildmorphologische Darstellung der Nasenhohle in der Forschung
verwendet wird, ist die Mikro-Computertomographie (Hogan et al. 2020). Sie ist ein nitzliches

Instrument fir Untersuchungen im Bereich der Entwicklungsbiologie (Metscher 2009).

5.1.3 Immunofarbung und H&E Farbung

Der Primarantikorper gegen acetyliertes-alpha-Tubulin, ist ein bekannter diagnostischer Mar-
ker zur Anfarbung von Zilien an der Oberflache des respiratorischen Epithels und wird sowohl
bei der Immunfluoreszenz (Jain et al. 2010) als auch bei der Immunofarbung verwendet. In
dieser Dissertation wurde die Immunofarbung mit anti-ac-Tub-Ak erstmals auch fir die Unter-
suchung von Zilien im Bereich der Concha nasalis media und am Nasenhéhlendach mit dem
angrenzenden Nasenseptum am embryonalen Haushuhn etabliert. Im folgenden Abschnitt
werden Besonderheiten bei der Durchfihrung der Immunofarbung mit anti-ac-Tub-Ak im Be-
reich der Nasenhohle diskutiert. Die Dicke der Paraffinschnitte hat einen entscheidenden Ein-
fluss auf die Qualitat der anschlieRenden Immunofarbung. In der Pathologie wird empfohlen,
an klinisch reifen Gewebeproben, Paraffinschnitte mit einer Dicke von 4-8 ym durchzuflhren
(Firth et al. 2014, Kim et al. 2016). Dickere Paraffinschnitte kdnnen zu einem starkeren Hinter-
grundsignal (engl. background) fuhren (Kim et al. 2016). In dieser Dissertation wurden Paraf-
finschnitte mit einer Dicke von 10 ym angefertigt. Diese 10 ym dicken Paraffinschnitte von
embryonalem Gewebe sind stabiler, besser handhabbar im Hinblick auf die Ubertragbarkeit
auf den Objekttrager und ermdglichen somit eine reproduzierbare gleichbleibende Qualitat.
Trotz dieser gewahlten Schnittdicke konnte ein hdheres Hintergrundsignal, als bei 5-8 ym

Schnitten, mit der Immunofarbung im Bereich der Nasenhdhle, nicht festgestellt werden.
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Ein weiterer diskutierbarer Aspekt bei der Durchfiihrung der Immunofarbung mit DAB, ist die
verwendete Konzentration des H2O», um die endogene Peroxidaseaktivitat zu blockieren. Wie
im Methodenteil bereits beschrieben, muss vor der Zugabe des DAB die endogene Peroxidase
des untersuchten Gewebes irreversibel gehemmt werden, da es sonst zu einem falsch positi-
vem Farbumschlag bei der Immunofarbung kommt. In der Literatur werden Konzentrationen
von 0,3% bis 3% H202, je nach Verwendungszweck, angewandt (Radulescu und Boenisch
2007). In dieser Dissertation wird eine Konzentration von 0,3% H»O; verwendet, da embryo-
nales Gewebe sehr vulnerabel ist und eine Konzentration von 3% zur Zerstérung von Mikro-
strukturen an der Epitheloberflache, aufgrund der verstarkten Blasenbildung, fihren kann. Die
verwendete H,0, Konzentration von 0,3% fihrte einerseits zu einer starkeren Kontrastierung
der Chondrozyten und Fibroblasten, hatte andererseits aber auf die untersuchte Zielstruktur
des Flimmerepithels keine Auswirkungen. In der Literatur werden als spezifische Primaranti-
kérper zur Markierung von motilen Zilien unter anderem Antikérper gegen acetyliertes-alpha-
Tubulin, beta 4 Tubulin und IFT88 (intraflagellar transport protein 88) beschrieben. Zur Mar-
kierung von Primarzilien und Basalkdrpern werden Antikdrper gegen ARL13B (small ciliary G
protein of the Ras superfamily) und gamma-Tubulin verwendet (Seo et al. 2011), welche aller-
dings nicht ausschlieRlich Primarzilien anfarben. In dieser Dissertation wurde der Primaranti-
korper gegen acetyliertes-alpha-Tubulin benutzt, um eine Vergleichbarkeit mit friheren Unter-
suchungen am respiratorischen Epithel unterschiedlicher Versuchstiere zu ermdéglichen. Da
es in der Literatur fur das respiratorische Epithel der Nasenhohle des embryonalen Haushuhns
keine konkreten Angaben zur idealen Konzentration des Primarantikdrpers gab, musste eine
Verdinnungsreihe erstellt werden. Nach Testung verschiedener Verdinnungen des Primaran-
tikdrpers im Blockpuffer mit 1:2000, 1:4000, 1:5000, 1:8000, 1:10.000, 1:20.000, stellte sich
heraus, dass 1:10.000 die beste Verdinnung fur die Darstellung von Zilien im Bereich der
Nasenhohle ist. Frihere institutsinterne Untersuchungen des respiratorischen Epithels im Be-
reich der Trachea wurden mit der Methode der Immunofluoreszenz mit anti-ac-Tub-Ak einer
Verdunnung von 1:1000 durchgefiihrt (Reinke 2022). Der Nachteil der Immunofluoreszenz im
Gegensatz zur Immunofarbung, bei komplexen 3D Zielstrukturen, wie der Nasenhéhle mit den
Conchae nasales, ist die ungenaue Zuordnung der fluoreszierenden Bereiche zu ihren anato-
mischen Strukturen. Eine Vergleichbarkeit zwischen der Concha nasalis media und dem Na-
senhohlendach mit dem angrenzendem Nasenseptum ist mit der Immunofarbung und der ver-
wendeten Gegenfarbung mit H&E besser zu realisieren. Die mit der Gegenfarbung H&E dar-
gestellten anatomischen Strukturen ermdglichten eine exakte Zuordnung der braungefarbten
Epitheloberflache zur Concha nasalis media und zum Nasenhdhlendach mit dem angrenzen-

den Nasenseptum.
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5.2 Diskussion der Ergebnisse

5.2.1 Entwicklung des Flimmerepithels der Nasenhohle

Wahrend der embryonalen Entwicklung des respiratorischen Epithels der Nasenhdhle kommt
es zur Ausbildung verschiedener Formen zilientragender Epithelzellen im Zellverband. Um
eine standardisierte Beschreibung der Epitheloberflache mittels der REM Untersuchung wah-
rend der Entwicklung des Epithels zu ermoglichen, wurde in dieser Dissertation eine Nomen-
klatur zur Beschreibung zilientragender Epithelzellen eingefuhrt. Die Klassifikation erfolgt an-
hand der Zilienlange, der Anzahl der vorhandenen Zilien auf der Epithelzelloberflache, dem
Mikrovillibesatz, sowie der Zellerhabenheit. In der Literatur existiert bisher keine allgemein
verwendete Nomenklatur zur Beschreibung von zilientragenden Zellen. So wird das Zilium ei-
ner monoziliaren Zelle als primares Zilium und die Zilien einer multizilidaren Zelle als sekundare
Zilien bezeichnet (Menco und Farbman 1987). Eine weitere Arbeit verwendet Begriffe wie zum
Beispiel: ,vorwiegend Mikrovilli tragende Zellen mit oder ohne Zilien®, ,Cluster von sich entwi-
ckelnden ziliaren Zellen® oder ,mature ziliare Zellen* (Fauziah et al. 2003). Die rein deskriptive
Beschreibung des Zellverbandes erlaubt die Einteilung der Epithelzellen in Zellen mit einem
Monozilium an der Oberflache und Epithelzellen welche multiple Zilien (multizilidre Zelle) aus-
bilden. Wie in Tabelle 3 beschrieben, ergeben sich 4 verschiedene Formen zilientragender
Epithelzellen. Diese sind monozilidare Zellen mit einem kurzen bzw. elongierten Monozilium
sowie unreife und reife multiziliare Zellen. Seit Jahrzenten wird der Fragestellung nachgegan-
gen, ob sich aus einer monozilidren Zelle eine multizilidre Zelle entwickelt, oder ob dies ge-
trennte Entitaten sind, welche im Verlauf der Entwicklung auftreten. Ein Beispiel, wo dieser
Aspekt nachgewiesen werden konnte, sind Ependymzellen im Ventrikelsystem (Delgehyr et
al. 2015). Ein oft in der Literatur verwendetes Modell aus dem Respirationstrakt stammt aus
dem Jahr 2010 (Jain et al. 2010). Diese Arbeitsgruppe sieht Hinweise auf eine Transformation
von nichtproliferativen monozilidaren Zellen in differenzierte multiziliare Zellen. Die Autoren
empfehlen allerdings weiterfuhrende Studien, um dieser Fragestellung nachzugehen.

Im folgenden Abschnitt werden die in dieser Dissertation beschriebenen Formen zilientragen-
der Epithelzellen, welche wahrend der Entwicklung des respiratorischen Epithels auftreten, mit
der Literatur diskutiert. Ubereinstimmend mit dem Modell von Jain et al. finden sich Epithelzel-
len mit einem kurzen Monozilium (Abbildung 21, Abbildung 22) in den frihen Stadien der emb-
ryonalen Entwicklung (E12 bis E14,5). Dies stitzt die These des Modells, dass es sich bei
dieser Zellart um Progenitorzellen handelt. Diese existieren im nicht proliferierenden Zustand
und koénnen sich im Verlauf der Entwicklung in andere zilientragende Zellen differenzieren.
Epithelzellen mit einem kurzen Monozilium besitzen kurze Mikrovilli und eine nicht erhabene
Zelloberflache. Diese morphologischen Eigenschaften entsprechen denen nicht proliferieren-
der Zellen. In spateren Stadien der Entwicklung sind sie nur noch rarefiziert im Zellverband

nachweisbar. Ob es sich bei diesen kurzen Monozilien, wie durch Jain et al. beschrieben, um
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Primarzilien handelt, 1asst sich rickwirkend nicht eindeutig beantworten. Nach neusten Er-
kenntnissen kommt die klassische 9 + 0 Struktur der Mikrotubuli der Primarzilien nur an der
Zilienbasis vor und ist weiter apikal nicht mehr vorhanden. Dort findet sich vielmehr ein un-
strukturiertes Biindel von Mikrotubuli und Aktinfilamenten (Sun et al. 2019; Kiesel et al. 2020).
Nachfolgende Studien kdnnen, mittels der Transmissionselektronenmikroskopie im Bereich
des respiratorischen Epithels der Nasenhdhle, diese Fragestellung bearbeiten. Eine Unter-
scheidung zwischen motilen Zilien und Primarzilien ist entscheidend, um die genaue Funktion
dieser Zellart im Rahmen der Entwicklung des respiratorischen Epithels zu bestimmen. Pri-
marzilien finden sich auf sehr vielen Zelltypen von Saugetieren und besitzen eine Vielzahl
unterschiedlicher Funktionen (Liu et al. 2019; Li et al. 2021). Neben der Chemotransduktion,
spielen sie auch eine wichtige Rolle in der Differenzierung, Proliferation und Homdostase von
Stammzellen in einer Vielzahl von Geweben (Yanardag und Pugacheva 2021). Nach neusten
Erkenntnissen spielen Primarzilien auf Progenitorzellen des adulten respiratorischen Epithels
eine entscheidende Rolle fur die Zelldifferenzierung dieser Zellart in eine multiziliare Zelle
(Belgacemi et al. 2021). Die Autoren dieser Arbeit erforschten an Zellkulturen den Einfluss der
Zerstorung der Primarzilien auf die Anzahl der sich entwickelnden multizilidren Zellen und stell-
ten fest, dass diese signifikant verringert waren. Eine Ubertragbarkeit dieser Ergebnisse auf
die Rolle von Primarzilien wahrend der Entwicklung des embryonalen respiratorischen Epithels
der Nasenhohle, kann durch weitere Arbeiten in diesem Bereich untersucht werden. Eine wei-
tere Form von zilientragenden Epithelzellen, welche in dieser Dissertation beschrieben wurde,
sind Epithelzellen mit einem elongierten Monozilium (Abbildung 23). Sie besitzen ein Monozi-
lium der Lange von bis zu 6 ym, einen dichten Besatz mit langen Mikrovilli und einen erhabe-
nen Randwall der Zelloberflache. Die Unterscheidung zwischen Epithelzellen mit einem kurzen
(unter 2 uym) und einem langem (bis 6 ym) Monozilium im embryonalen respiratorischen
Epithel ist in der Literatur, auBerhalb der Arbeitsgruppe des EMZ Rostock (Reinke 2022), bis-
her nicht getroffen worden. Die Rolle dieser speziellen zilientragenden Zellart ist weiterhin
noch unklar. In den spaten Stadien der Entwicklung (E18) ist diese Zellart im respiratorischen
Epithel der Nasenhohle mit der Methode REM nicht mehr nachweisbar. Eine temporare Rolle
wahrend der Entwicklung des respiratorischen Epithels kann fir diese Zellart angenommen
werden. Um diese Fragestellung allerdings vollstandig zu klaren, sind fur die Methode der
Immunofarbung spezifische Primarantikérper gegen Markerproteine von Monozilien notwen-
dig, welche ausschlieBlich Monozilien (Primarzilien), aber keine multizilidren Zellen anfarben.
Diese existieren zum Zeitpunkt der Untersuchung nicht. Neuste Erkenntnisse im Bereich des
adulten respiratorischen Epithels zeigen sogar die Existenz von ,Hybrid Zilien“ auf, welche
sowohl Eigenschaften von Primarzilien als auch von motilen Zilien besitzen (Liu et al. 2020).
Laut dieser Arbeitsgruppe entsteht das Zilium aus dem Mutterzentriol, welches auch fir die

Bildung des Primarziliums verantwortlich war. Mit Hilfe von TEM Untersuchungen im Bereich
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des embryonalen respiratorischen Epithels der Nasenhohle kann zukunftig der Fragestellung
nachgegangen werden, ob Hybrid Zilien auch wahrend der Entwicklung vorhanden sind. Eben-
falls kann erforscht werden, ob es sich bei den nachgewiesenen elongierten Monozilien um
motile Zilien, Primarzilien oder Hybrid Zilien handelt. Als dritte zilientragende Zellart, wahrend
der Entwicklung des respiratorischen Epithels, wurden in dieser Dissertation unreife multizili-
are Zellen (Abbildung 24) definiert. Sie sind durch multiple unterschiedlich lange Zilien an der
Oberflache gekennzeichnet, wobei viele Zilien eine Lange unter 5 bis 6 um besitzen. Die No-
menklatur ,unreif‘ bezieht sich in diesem Fall auf die noch nicht voll ausgepragte Zilienlange
von circa 6 um und, dass sich weiter neue Zilien an der Epitheloberflache ausbilden. Der Pro-
zess der Reifung multiziliarer Zellen ist an vielen Epithelarten, unter anderem Ependymzellen
im Ventrikelsystem, Eileiter/Samenstrang Epithel und im respiratorischen Epithel beschrieben
worden (Spassky und Meunier 2017). Unreife multizilidre Zellen lassen sich am selben Model-
lorganismus auch im Bereich der Trachea wahrend der embryonalen Entwicklung nachweisen
(Reinke 2022). Die in dieser Dissertation letzte definierte Form zilientragender Epithelzellen
sind die reifen multizilidren Zellen (Abbildung 25). Als reife multiziliare Zelle wird eine embryo-
nale Flimmerepithelzelle bezeichnet, welche auf ihrer Oberflache ausgewachsene Zilien mit
einer Lange von circa 5 bis 6 ym besitzt. Dies deckt sich mit den Erkenntnissen aus dem
adulten menschlichen respiratorischen Epithel, in welchem reife multiziliare Zellen Zilien be-
sitzen, welche durch eine durchschnittliche Lange von 6 bis 7 ym und einem Durchmesser von
0,2 bis 0,3 ym gekennzeichnet sind (Tilley et al. 2015).

In dem folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse der Epithelentwicklung in den Stadien E12
bis E18 auf den Lokalisationen der Concha nasalis media und dem Nasenhdhlendach mit dem
angrenzenden Nasenseptum mit den aus der Literatur bekannten Ergebnissen diskutiert. In
dieser Dissertation wurden erstmals zwei Lokalisationen in der Nasenhohle bezlglich der
Epithelreifung des respiratorischen Epithels miteinander verglichen. Dabei wurde festgestellt,
dass ein geschlossener Zellverband mit multizilidren Zellen auf den beiden genannten Lokali-
sationen zu einem unterschiedlichen Zeitpunkt auftritt. Auf dem Nasenhéhlendach mit dem
angrenzenden Nasenseptum ist die Epithelreifung in Bezug auf den Besatz mit multiziliaren
Zellen zwei Tage fruher als auf der Concha nasalis media abgeschlossen. Fruhere elektro-
nenmikroskopische Arbeiten untersuchten das embryonale respiratorische Epithel an unter-
schiedlichen Lokalisationen im Respirationstrakt und verwendeten dabei verschiedenen Mo-
dellorganismen. Fir die Lokalisation der Concha nasalis media existiert eine elektronenmikro-
skopische Referenzarbeit am Modellorganismus des Huhns (Fauziah et al. 2003). Das Nasen-
septum wurde am Organismus der Ratte in den Stadien E14 bis E22 mit den Methoden der
REM und der TEM untersucht (Menco und Farbman 1987). Fir die Lokalisation der Trachea
existiert am Modellorganismus des Haushuhns (var. White leghorn) eine institutsinterne Refe-
renzarbeit in den Stadien E14 bis E18 mit den Methoden der REM und TEM (Reinke 2022).
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Im Folgenden werden die Ergebnisse dieser Dissertation mit der institutsinternen Referenzar-
beit im Bereich der Trachea diskutiert (Reinke 2022). Die Ergebnisse sind mit dieser Disserta-
tion vergleichbar, weil derselbe Modellorganismus des Haushuhns (var. White Leghorn) in
ahnlichen embryonalen Entwicklungsstadien (E14 bis E18) verwendet wurde. Es kam die glei-
che Methode zur Validierung des embryonalen Alters zur Anwendung (Hamburger und Hamil-
ton 1992). Die genaue Altersbestimmung der Embryonen ist von entscheidender Bedeutung,
da es innerhalb von 12 bis 24 Stunden zu signifikanten Veranderungen in der Reifung des
respiratorischen Epithels kommt. Die Aufarbeitung der Proben fir die REM Untersuchung, er-
folgte anhand derselben institutsinternen Protokolle (Protokoll 1 bis 5). Die REM Bilder wurden
am selben Gerat (Zeiss Merlin VP compact) aufgenommen. Die in dieser Dissertation einge-
fuhrte Nomenklatur zur Beschreibung der monozilidren und multizilidaren Zellen des Epithelver-
bandes wird im Folgenden auch auf die Ergebnisse der institutsinternen Referenzarbeit ange-
wandt, um eine bessere Vergleichbarkeit zu ermoglichen. Es zeigte sich dabei, dass die be-
schriebenen vier Formen zilientragender Epithelzellen auch in der Trachea wahrend der Ent-
wicklung nachweisbar waren. Ebenfalls ist die chronologische Abfolge des Auftretens der ein-
zelnen Arten zilientragender Epithelzellen in der Trachea identisch mit den untersuchten Lo-
kalisationen der Nasenhohle. So zeigte sich in allen Lokalisationen am Beginn des Untersu-
chungszeitraumes ein Epithel, in welchem Epithelzellen mit einem kurzen Monozilium nach-
weisbar waren. Im Verlauf treten Epithelzellen mit einem elongierten Monozilium, unreife sowie
reife multizilidre Zellen auf. Die Tabelle 7 ist eine zusammenfassende Ubersicht der Ergeb-
nisse des Nachweises der definierten Arten zilientragender Epithelzellen an den drei unter-
suchten Lokalisationen. An allen untersuchten Bereichen im zilientragenden Respirationstrakt
finden sich im Stadium E12 Epithelzellen im Zellverband, welche auf ihrer Oberflache ein kur-
zes Monozilium besitzen. Wie im vorherigen Abschnitt erlautert, konnte es sich bei dieser Zel-
lart um Progenitorzellen handeln, welche auch in friiheren Stadien der Entwicklung nachweis-
bar sind. Auf dem Nasenseptum finden sich elongierte monozilidre Zellen bereits 1 bis 1,5
Tage friher im Zellverband als in der Trachea und auf der Concha nasalis media. Die genann-
ten Entwicklungsstadien stellen nur den Beginn des Nachweises elongierter monoziliarer Zel-
len dar. Sie sind an allen untersuchten Lokalisationen auch in spateren Entwicklungsstadien

nachweisbar, in welchem sie parallel mit unreifen und reifen multiziliaren Zellen existieren.
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Nasenhohlendach und

Trachea Concha nasalis media

Nasenseptum

Epithelzellen mit einem

E12 E12
kurzen Monozilium
Epithelzellen mit einem
E14,5 E13
elongierten Monozilium
Unreife multiziliare
E14,5 E13
Zellen
flachendeckender Be-
satz mit reifen multizilia- E18 E16
ren Zellen
Tabelle 7: Gegenuberstellung der Ergebnisse dieser Dissertation mit den Ergebnissen einer friilheren Arbeit

von (Reinke 2022) im Bereich der Trachea. Es erfolgte eine Ubertragung der Ergebnisse aus der
Trachea auf die in dieser Dissertation eingefiihrten neuen Nomenklatur. Somit ist ein Vergleich
der Entwicklung des respiratorischen Epithels der drei Lokalisationen Concha nasalis media,
Trachea und Nasenhdhlendach/Nasenseptum in Hinblick auf die Auspragung der unterschiedli-
chen Arten zilientragender Epithelzellen mdglich. Quelle: eigene Ergebnisse und (Reinke 2022)

Dieser Trend zeigt sich auch im Hinblick auf das erste Auftreten unreifer multizilidrer Zellen im
Zellverband. Unreife multiziliare Zellen sind auf dem Nasenhohlendach/Nasenseptum eben-
falls 1,5 Tage fruher im Zellverband nachweisbar als auf der Concha nasalis media und der
Trachea. Abschlieend findet sich auch ein flachendeckender Besatz mit reifen multizilidren
Zellen ebenfalls 2 Tage fruher auf dem Nasenhdhlendach/Nasenseptum als auf der Concha
nasalis media und der Trachea. Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass sich das
respiratorische Epithel der Concha nasalis media und der Trachea zeitlich parallel entwickeln.
Im Unterschied dazu existieren in der Trachea allerdings héhere lokale Divergenzen, in Hin-
blick auf den Besatz mit Zilien in frihen Entwicklungsstadien im zeitlichen Verlauf. Diese loka-
len Unterschiede finden sich auf der Concha nasalis media nicht in diesem Umfang. Im Ge-
gensatz zu diesen beiden Lokalisationen entwickelt sich das respiratorische Epithel des Na-
senhohlendachs mit dem angrenzenden Nasenseptum zeitlich versetzt. Wie bereits aus friihe-
ren Arbeiten bekannt, ist die Aktivierung des FOXJ1 Gens notwendig, um multiple motile Zilien
an der Zelloberflache auszubilden (Jain et al. 2010). Zuklnftige Arbeiten im Bereich der Na-

senhOhle kdonnen untersuchen, ob es zu einem unterschiedlichen Zeitpunkt zur Aktivierung
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des FOXJ1 Gens an den Lokalisationen des Nasenhdhlendachs/Nasenseptums und der Con-
cha nasalis media kommt.

In dem folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse dieser Dissertation mit friiheren Arbeiten
der Methode der REM diskutiert. Am Organismus des Haushuhns wurde an den Lokalisatio-
nen der Concha nasalis media und der Trachea ab einem Entwicklungsstadium von E15 mit
der Methode REM die Ziliogenese des respiratorischen Epithels untersucht (Fauziah et al.
2003). Eine Vergleichbarkeit dieser Dissertation mit den Ergebnissen von Fauziah et al. ist
jedoch eingeschrankt, da diese Arbeit viele methodische Mangel aufweist. Diese sind unter
anderem: die fehlende Angabe der Hiihnerrasse, das Verwenden einer Zuchthenne anstatt
eines Brutapparates mit konstanter Temperatur und Luftfeuchtigkeit, keine Validierung des
Alters der Hihnerembryonen nach der bekannten Methode von Hamburger und Hamilton so-
wie die mindere Qualitat der REM Aufnahmen, welche keine umfassende Analyse der feinsten
zilidaren Strukturen erlauben. Diese Aspekte fiihren dazu, dass die zeitlichen Angaben bei Fau-
ziah et al. nicht validiert sind und damit ein direkter Vergleich mit unseren Ergebnissen nur
eingeschrankt moglich ist. Trotz dieser Limitationen besteht eine Gemeinsamkeit der Ergeb-
nisse in Bezug auf der zeitlich parallelen Entwicklung des respiratorischen Epithels zwischen
der Concha nasalis media und der Trachea. Eine weitere Arbeit untersuchte das respiratori-
sche Epithel im Bereich des Nasenseptums am Organismus der Ratte in den embryonalen
Entwicklungstagen E13 bis E22, mit den Methoden der REM und der TEM (Menco und Farb-
man 1987). In dem Modellorganismus der Ratte wurde nachgewiesen, dass am Tag E13 und
E14 die meisten Epithelzellen des Nasenseptums ein Monozilium und multiple Mikrovilli besit-
zen. Im Stadium E18 wurden erste unreife multiziliare Zellen gefunden. Am Tag E21 ist ein
flachendeckender Besatz mit reifen multizilidaren Zellen nachweisbar. Vergleichend mit den
Ergebnissen aus dieser Dissertation lasst sich feststellen, dass zwischen den zwei Spezies
Vogel (Haushuhn) und Saugetier (Ratte) die Zeitspanne zwischen dem ersten Auftreten unrei-
fer multizilidrer Zellen und einem flachendeckenden Besatz mit reifen multiziliaren Zellen circa
2 bis 4 Tage betragt.

Die Immunofarbung findet seit vielen Jahren Anwendung im Bereich der Pathologie und der
Anatomie (Pellicciari 2018). So gibt es Untersuchungen von Zilien im Bereich der Cochlea mit
dem Primarantikérper anti-ac-Tub-Ak (Liu et al. 2018), allerdings wenig Daten zur Beschrei-
bung von Zilien des embryonalen respiratorischen Epithels der Nasenhdhle. Die vorliegenden
Ergebnisse dieser Dissertation zeigen erstmals die embryonale Entwicklung von Flim-
merepithelzellen des Haushuhns im Bereich der Nasenhdhle an zwei unterschiedlichen Loka-
lisationen mit der Methode der Immunofarbung. Die Anwendung dieser Methode erfolgte in
dieser Dissertation zur Validierung der im REM gefundenen Ergebnisse, der genauen anato-
mischen Zuordnung der Zielbereiche im Gewebeverband, sowie der Analyse der Strukturen in

enger anatomischer Beziehung zum respiratorischen Epithel.
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Im folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse der Immunofarbung in den Stadien E12 bis
E17,5 an den zwei untersuchten Lokalisationen mit denen im REM gefundenen Ergebnissen
verglichen, sowie mit der bekannten Literatur diskutiert. Flr die Lokalisation der Concha na-
salis media wurden in den Stadien E12 bis E14,5 mit der Immunofarbung keine Braunfarbun-
gen, im Stadium E15 vereinzelt Braunfarbungen, ab dem Stadium E16 eine Clusterbildung
von Braunfarbungen und im Stadium E17,5 Epithelfurchen mit einem geschlossenen Verband
von Braunfarbungen, nachgewiesen. Daraus folgt, dass mit der Methode der Immunofarbung
das erste Auftreten von monozilidaren Zellen sowie unreifer multiziliarer Zellen nur schwer be-
urteilbar ist. Im Gegensatz dazu konnten diese Formen zilientragender Epithelzellen mit der
REM Untersuchung sicher auch bereits in den friihen Stadien der embryonalen Entwicklung
nachgewiesen werden. Mit der Methode der Immunofarbung gelang der Nachweis erster Clus-
ter aus multiziliaren Zellen. Dies liegt in der Tatsache begrindet, dass erste multizilidre Zellen
im Stadium E14,5 auf der Concha nasalis media nur unregelmaRig und sehr rarefiziert auf der
Oberflache nachweisbar sind. Um diese mit der Methode der Immunofarbung detektieren zu
kdnnen, mussten mehr Schnittebenen untersucht werden, um diese rarefizierten Zellen zu
entdecken. Die rostrokaudale Ausdehnung der Nasenhdhle im Alter E12 betragt beispiels-
weise 0,4 cm, dies entspricht 4000 um. Da ein Schnitt 10 ym dick ist, bedeutet dies eine
Schnittanzahl von 400 Schnitten pro Kopf, um die gesamte rostrokaudale Ausdehnung abzu-
bilden. Mit dem steigenden embryonalen Alter nimmt die rostrokaudale Ausdehnung zu und
es erhoht sich die Schnittanzahl in diesen Stadien weiter. Fir die Fragestellung des ersten
Auftretens von monozilidaren Zellen und unreifen multiziliaren Zellen hat die REM Untersu-
chung dort ihren Vorteil. Weiterhin ist mit der Immunofarbung eine Unterscheidung zwischen
unreifen und reifen multizilidaren Zellen im Gegensatz zur REM Methode, nicht sicher moglich.
Dieser Sachverhalt trifft in gleicher Form auch fir die zweite untersuchte Lokalisation des Na-
senhohlendachs mit dem angrenzenden Nasenseptum zu.

In der bereits erwahnten Arbeit von Reinke 2022, kam die Immunofluoreszenzfarbung mit
demselben Primarantikdrper gegen acetyliertes-alpha-Tubulin zur Anwendung (Reinke 2022).
Dabei zeigte sich im Bereich der Trachea, dass im Stadium E14 keine Epithelzellen mit Mo-
nozilien sicher nachweisbar waren. Dies stimmt auch mit der Methode der Immunofarbung in
dieser Dissertation gefundenen Ergebnisse im Bereich beider Lokalisationen in der Nasen-
hohle Uberein. Zusammenfassend lie3en sich an allen untersuchten Lokalisationen mit dem-
selben Primarantikérper gegen acetyliertes-alpha-Tubulin, Monozilien an der Oberflache nicht
sicher identifizieren. Fur den Bereich der Nasenhohle ist eine Unterscheidung zwischen Arte-
fakten und kleinsten Braunfarbungen, welche an der Oberflache auf die Existenz von Monozi-
lien hindeuten kénnen, methodenbedingt nur schwer moglich. Dies gilt fur alle untersuchten

Verdinnungsstufen des verwendeten Primarantikdrpers. Wie in den oberen Absatzen bereits
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erlautert ist die Binnenstruktur der Monozilien weiterhin unklar. Zum Zeitpunkt der Untersu-
chungen stand fir die spezifische Anfarbung von Monozilien kein geeigneter Marker zur Ver-
fugung. In der Trachea konnte im Stadium E16 eine deutliche Zunahme von multiziliaren Zell-
clustern verzeichnet werden. Dies stimmt mit den auf der Concha nasalis media mit der Im-
munofarbung gefundenen Ergebnissen tberein. Am Nasenhdhlendach mit dem angrenzen-
den Nasenseptum stellt sich im Stadium E16 allerdings ein flachendeckender Besatz mit mul-
tiziliaren Zellen dar. An den anderen untersuchten Lokalisationen der Trachea und der Concha
nasalis media, ist dieser Sachverhalt erst im Stadium E18 nachweisbar. Dies bestatigt die im
REM beschriebenen Ergebnisse. Zusammenfassend gelingt, sowohl mit der Methode der Im-
munofarbung und der Immunofluoreszenz, in der Trachea, als auch in der Nasenhohle, sicher
der Nachweis von Clustern multizilidrer Zellen. Eine Unterscheidung zwischen unreifen und
reifen multiziliaren Zellen kann allerdings nur mit der REM Untersuchung sicher getroffen wer-
den.

Im folgenden Absatz werden die Ergebnisse aus dem Kapitel ,Besonderheiten der Epithelfur-
chen® diskutiert. In dieser Dissertation wurde der Fragestellung nachgegangen, ob auch im
Bereich der Nasenhdhle am Grund der Epithelfurchen, Epithelzellen existieren, welche an ihrer
Oberflache keine Zilien ausbilden. Dieser Sachverhalt wurde erstmals in der institutsinternen
Referenzarbeit im Bereich der Trachea beschrieben (Reinke 2022). Zur Epithelreifung des re-
spiratorischen Epithels gehoért neben der Ausbildung multipler Zilien auf der Oberflache der
Epithelzellen auch eine Einfaltung des respiratorischen Epithels. In der Literatur werden sche-
matische Abbildungen des reifen respiratorischen Epithels haufig ganzlich ohne die Epithel-
furchen dargestellt. In dieser Dissertation konnten die in der Trachea beschriebene besondere
Anatomie, mit Fehlen von Zilien auf Epithelzellen am Grund der Epithelfurchen, fir die Lokali-
sation der Nasenhohle bestatigt werden. Zur Untersuchung dieses Phanomens, eignete sich
besonders die Immunofarbung, weil der Grund der Epithelfurchen im Schnittbild voll einsehbar
ist und diese Methode besonders spezifisch multiziliare Zellen anfarben kann. Mit der Immu-
nofarbung konnte gezeigt werden, dass es sich bei diesen Zellen um hochprismatische Zellen
ohne Zilien mit einem basal gelegenen Nucleus handelt. Mit der REM Untersuchung gelingt
der Nachweis der Ausbildung von Epithelfurchen. Allerdings ist nur an den Bruchkanten eine
Tiefenausdehnung und Beschreibung der Zellen in den Tiefen der Furchen mdglich. Die Funk-
tion dieser zilienlosen Epithelzellen im Organismus des Haushuhns ist weiterhin unklar, aller-
dings existieren Untersuchungen am Menschen und am Schwein zur Physiologie der Epithel-
furchen. Dabei zeigte sich am Epithelgrund der Bronchiolen, dass Zellen vorkommen, welche
in Analogie zum Kolon, sekretorische Aufgaben erfullen (Quinton 2017). So wurden dort unter
anderem am Furchengrund vermehrt Goblet Zellen entdeckt. Aufterdem wurden am Grund

der Epithelfurchen Zellen nachgewiesen, welche den Na*-K*-2Cl-Kotransporter NKCC1
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(Flores-Delgado et al. 2016) und den Na*/HCOzs- Kotransporter NBC1 (Shamsuddin und Quin-
ton 2014, 2019) exprimieren. Dieses Modell geht davon aus, dass am Furchengrund eine Sek-
retion von Flissigkeit erfolgt, wahrend an der Epitheloberflache die Resorption stattfindet. Um
welche Zellart es sich bei den gefundenen zilienlosen Zellen genau handelt, bleibt weiterhin
unklar. Es ist denkbar, dass es sich in Analogie zu den gefundenen Ergebnissen im Menschen
und Schwein, in der Nasenhohle ebenfalls um Zellen handelt, welche sekretorische Aufgaben
erflllen. Die Vergleichbarkeit ist aber eingeschrankt, da es sich in diesen Arbeiten um Epithel-
furchen von einem reifen respiratorischen Epithel der Bronchiolen handelt und nicht wie in
dieser Dissertation, um das embryonale respiratorische Epithel der Nasenhdhle. Weitere Un-

tersuchungen dieser speziellen Zellart sind nétig, um die Funktionen eindeutig zu klaren.

5.3 Schlussfolgerung und Ausblick

Der Schwerpunkt dieser Dissertation war die Untersuchung der embryonalen Entwicklung des
respiratorischen Epithels der Nasenhdhle an den zwei untersuchten Lokalisationen der Con-
cha nasalis media und dem Nasenhohlendach/Nasenseptum, am Modellorganismus des
Haushuhns, im Hinblick auf die Auspragung von zilientragenden Zellen im Zellverband. Es
wurden Untersuchungen in den embryonalen Stadien E12 bis E18 mit der Rasterelektronen-
mikroskopie und der Immunofarbung durchgefuhrt. Der Fokus lag nicht auf der Untersuchung
von spezifischen intrazelluldren oder extrazellularen Signalwegen. Aufgrund der zunehmen-
den Inzidenz von Erkrankungen des respiratorischen Epithels, durch exogen toxische Noxen,
Infektionen und hereditare Erkrankungen, ist die Forschung Uber die Entwicklung und Rege-
neration dieser Epithelart von entscheidender klinischer Bedeutung. Die in dieser Dissertation
gefundenen Erkenntnisse konnen dazu beitragen, Regenerationsprozesse nach Infektionen
und Schadigungen besser zu verstehen (Basil et al. 2020), sowie Forschungen im Bereich der
Therapie von Erkrankungen des zilientragenden Gewebes, wie bei der PCD (Paff et al. 2021)
zu ermdglichen. Das Haushuhn hat sich zusammenfassend als ein gut geeigneter Modellor-
ganismus zur embryonalen Forschung im Bereich der Nasenhdhle herausgestellt. Um die of-
fenen Fragen in Bezug auf die Entwicklung monozilidrer Zellen zu klaren, kdnnen serielle Un-
tersuchungen am selben Modellorganismus mit der Methode der Transmissionselektronen-
mikroskopie empfohlen werden. Zukunftige Studien in diesem Bereich kénnen mittels dersel-
ben Methoden der REM und der Immunofarbung den Einfluss von viralen und bakteriellen
Infektionen, der Schadigung nach Inhalation toxischer Partikel, sowie den Einfluss hereditarer
Erkrankungen auf das Zilienwachstum untersuchen. Dies stellt die Grundlage fur die Entwick-

lung neuer Therapieverfahren dar.
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6.

Thesen zur Dissertation

Das Haushuhn ist aufgrund seiner durchschnittlichen Inkubationszeit von nur 21 Tagen
und der Mdoglichkeit der exakten stundengenauen Entnahme der Hihnerembryonen aus

dem Brutapparat ein gut bewahrter Modellorganismus flir die embryonale Forschung.

Erstmalig gelang in einem ausgedehnten embryonalen Entwicklungszeitraum von E12 bis
E18 die systematische Analyse der Nasenhdhle des Haushuhns anhand von Koronar-
schnitten. Dieser umfangreiche embryonale Untersuchungszeitraum von 7 Tagen, unter
Einbeziehung von halben Entwicklungstagen (z.B. E14,5), ermdglichte zum ersten Mal
eine umfassende Abbildung der Entwicklung des embryonalen respiratorischen Epithels

der Nasenhohle in Hinblick auf ihren Zilienbesatz.

Neu war der Ansatz, zwei unterschiedliche Lokalisationen in der Nasenhdhle in Bezug auf
die Auspragung von Zilien des embryonalen respiratorischen Epithels, zu vergleichen. So
wurde erstmals die Concha nasalis media und das Nasenhdhlendach mit dem angrenzen-

den Nasenseptum parallel untersucht.

Die Rasterelektronenmikroskopie und die Immunfarbung mit einem Zilienmarker (Antikor-
per gegen acetyliertes alpha Tubulin) sind effektive Verfahren, um Zilien auf dem embryo-
nalen respiratorischen Epithel der Nasenhdhle sicher nachzuweisen. Eine Konzentration
von 1:10.000 des Primarantikorpers gegen acetyliertes alpha Tubulin hat sich als beson-

ders geeignet erwiesen.

Die Anatomie der Nasenhdhle des embryonalen Haushuhns ist komplex. Koronarschnitte
durch die Nasenhdhle haben sich besonders bewahrt, um wahrend der embryonalen Ent-
wicklung die zwei untersuchten Regionen der Nasenhohle in den verschiedenen embryo-

nalen Stadien sicher identifizieren zu konnen.

Entwickelt wurde eine Praparationsmethode zur Erzeugung von reproduzierbaren Koro-
narschnitten durch die Nasenhdhle des embryonalen Haushuhns fiir die rasterelektronen-

enmikroskopische Untersuchung.

Es erfolgte die Erstellung einer neuen Klassifikation der zilientragenden Epithelzellen wah-
rend der embryonalen Entwicklung. Diese ermdglicht eine standardisierte Beschreibung
und Analyse der Epitheloberflache des respiratorischen Epithels wahrend der Entwicklung

mit Hilfe der Rasterelektronenmikroskopie.
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10.

11

12.

13.

14.

Es konnte zum ersten Mal beobachtet werden, dass an den beiden untersuchten Lokali-
sationen in der Nasenhohle, Epithelzellen mit einem kurzen Monozilium, Epithelzellen mit
einem elongierten Monozilium, unreife multizilidare Zellen sowie reife multiziliare Zellen in

charakteristischer Abfolge im Zellverband auftreten.

Erstmals gelang der Nachweis, dass sich das respiratorische Epithel auf der Concha na-
salis media im Vergleich zum Nasenhdhlendach mit dem angrenzenden Nasenseptum

zeitlich versetzt entwickelt.

So konnten bereits im Stadium E12 Epithelzellen mit einem kurzen Monozilium an beiden

Lokalisationen in der Nasenhdhle im Zellverband nachgewiesen werden.

. Die unterschiedliche Entwicklung der beiden Untersuchungslokalisationen konnte in Bezug

auf die Auspragung von Epithelzellen mit einem elongierten Monozilium beobachtet wer-
den. Auf dem Nasenhdhlendach/Nasenseptum finden sich diese Zellen bereits ab dem
Stadium E13 im Zellverband. Auf der Concha nasalis media wurden diese im Gegensatz

dazu erst ab dem Stadium E14,5 nachgewiesen.

Auf der Concha nasalis media treten erste unreife multiziliare Zellen im Stadium E14,5 auf.
Im Bereich des Nasenhdhlendachs mit dem angrenzenden Nasenseptum kommen erste

unreife multiziliare Zellen bereits im Stadium E14 vor.

Erstmalig konnte gezeigt werden, dass ein geschlossener Zellverband multiziliarer Zellen
auf dem Nasenhdhlendach/Nasenseptum 2 Tage friher, im Stadium E16, als auf der Con-

cha nasalis media, im Stadium E18, zu beobachten ist.

Am Grund der tiefen Epithelfurchen des respiratorischen Epithels der Nasenhdhle existie-
ren Epithelzellen ohne den Besatz mit Zilien. Somit konnten die Ergebnisse aus einer
friheren institutsinternen Arbeit im Bereich der Trachea (Reinke 2022), am selben Model-

lorganismus, bestatigt werden.
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8. Anhang

8.1 Protokolle

Protokoll 1
Herstellung von Phophate-buffered saline (PBS) 10x und 1x

Die PBS Herstellung erfolgt gemaR dem institutsinternen Protokoll des EMZ Rostock.
Material:

1. NaCl (MW: 58,44 g/mol)

2. KCI (MW: 75,56 g/mol)

3. NaxHPO4* 2H,O (MW: 177,99 g/mol)

4. KH2PO4(MW: 136,09 g/mol)
Durchfiihrung:
10x PBS: 80g NaCl, 2g KClI, 14,4g Na,HPO4 Dihydrat, 2g KH.PO4 Monohydrat, auf 11 mit Aqua
dest. auffullen (pH 7,4). Lagerung im Kuhlschrank.
1x PBS: 100ml 10x PBS auf 1000mI mit Aqua dest. aufflillen

Bemerkung:
Bei 10x PBS kann es durch Aufbewahrung im Kihlschrank zu Kristallbildungen kommen. Vor

Gebrauch erneut l6sen.
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Protokoll 2
Herstellung von Paraformaldehyd (PFA) Fixativ — 4% PFA in PBS

Die PFA Fixativ Herstellung erfolgt gemafR dem institutsinternen Protokoll des EMZ Rostock.
Material:
(1) 30 ml 10xPBS
(2) 12 g Paraformaldehyd (Pulver)
(3) 300 ml Aqua dest.
Durchfiihrung:
(1) 12g Paraformaldehyd (Pulver) in ca. 250 ml Aqua dest. abwiegen
(2) Fir mindestens eine Stunde unter kontinuierlichem Rihren auf 60 bis 70°Celsius er-
warmen und ldsen bis die Losung eine milchige Farbung annimmt
(3) Durch vorsichtige tropfenweise Zugabe von 10 n (normaler) Natronlauge wird die Lo-
sung unter ununterbrochenem Ruhren geklart.
(4) 30 ml 10xPBS zugeben.
(5) Bis 300 ml mit Aqua dest. auffullen.

Bemerkung:
Alle Schritte sind unter einem Abzug durchzufihren!
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Protokoll 3

Entwassern der Proben mit Aceton und KPT

Entwassern mit Aceton:

Proben befinden sich nach der Probenpraparation im Probenrondell mit PBS.

1.

o ~ w0 D

6.

30 % Acteon 5 Minuten

50 % Aceton 10 Minuten

70 % Aceton 20 Minuten

90 % Aceton 20 Minuten

100 % Aceton 60 Minuten

100 % Aceton 12h (Uber Nacht)

Durchfiihrung KPT:

Die KPT erfolgt gemaf’ dem institutsinternen Protokoll des EMZ Rostock.

1.

o bk~ D

10.
11.

Vor Beginn Uberprifen, ob alle Ventile an der Trocknungsanlage und der CO2- Fla-
sche geschlossen sind.

Netzschalter betatigen

Die Heizung muss ausgeschaltet sein!

CO2-Flaschenventil langsam 6ffnen.

Ventil ,COOL" langsam 6ffnen und mit konstantem Gasstrom die Kammer auf +5°C
herunterkiihlen. Dabei den Deckel darauflegen, damit er auch abkihit.

Sind +8° C erreicht, Ventil ,COOL" schlielsen. Die Kammertemperatur sinkt um 2,5° C
weiter bis auf ca. +5° C.

Probenhalter in die Kammer stellen und Deckel fest verschlieBen. Dabei darauf ach-
ten, dass die Proben nicht austrocknen. Im Zweifel Entwasserungsmittel in Kammer
vorlegen, damit die Proben nicht trocken fallen. (Eventuell nachkihlen.)

Ventil ,INLET” 6ffnen und Probenkammer mit flissigem CO2 flllen. Achtung: der
Flissigkeitspegel erscheint sehr schnelll Daher muss das Ventil vorsichtig gedffnet
und das Sichtfenster der Kammer sofort genau beobachtet werden. Der richtige Full-
stand ist erreicht, wenn der Flissigkeitspegel im oberen Drittel des Kammer Sicht-
fensters erscheint. Temperatur tGberpriifen und ggf. auf +5° C nachkiihlen (Offnen
des Ventils ,COOL").

Nach 3 min (in dieser Zeit die Temperatur mit dem COOL- Ventil auf +5° C halten)
Ventil ,EXHAUST" 6ffnen und CO2 bis zum unteren Fensterrand ablassen.

Ventil . EXHAUST* schlieRen und Punkt 8 und 9 noch 2x wiederholen

Nach dem letzten Ablassen Geruchskontrolle am Gasauslass, ob Gas noch Spuren

von Ethanol oder Aceton enthalt. Falls ja, Punkt 8 und 9 nochmals wiederholen.
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12.

13.
14.

15.

16.

17.

18.

Die Kammer nun wieder mit CO2 fullen (Ventil ,INLET“) und danach Heizung an der
Vorderseite des Gerates einschalten.

CO2-Flasche schlie3en.

Nach kurzer Verzdgerung steigt die Temperatur in der Kammer bis Gber den kriti-
schen Punkt von 35°C an. Das System benétigt daflir ca. 15min. Der Flissigkeits-
spiegel sinkt wahrend dieser Zeit langsam ab und pegelt sich etwa auf der Mitte des
Sichtfensters ein. Bei einer Temperatur von 30°C und einem Kammerdruck von 1100
psi verschwindet der Meniskus (das flissige CO2 wandelt sich schlagartig in gasfor-
miges um = kritischer Punkt).

Die Temperaturkontrolle schaltet jetzt die Heizung nach Bedarf aus bzw. ein und re-
gelt die Temperatur im Bereich von +32°C bis +38°C. Der Kammerinnendruck liegt
dabei im Bereich von 1200 bis 1300 psi.

Die Kammer kann nun mit Hilfe des Ventils ,BLEED" vorsichtig bellftet werden. Der
Pegel der Flussanzeige sollte sich dabei zwischen 0,5 und 1 L/min bewegen.

Wenn der Kammerdruck auf 0 psi gefallen ist (Druckausgleich), werden alle anderen
Ventile gedffnet sowie die Heizung ausgeschaltet. Die Probenkammer kann nun ge-
offnet werden.

Wird das Gerat nicht weiter bendtigt, muss es Uber den Netzschalter auf der Riick-

seite ausgeschaltet werden.
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Protokoll 4

Besputtern

Das Besputtern erfolgt gemaf dem institutsinternen Protokoll des EMZ Rostock.

Material:
Argonflasche, BAL-TEC SCD 004 Sputter Coater

Durchfiihrung:

1.
2.

N o o &

10.

11

12.
13.

14.
15.

16.

17.

18.

Argon-Flasche 72 Umdrehung 6ffnen.

,Gas“-Ventil vorsichtig 6ffnen. Der Fluss wird im Steigrohr sichtbar. Das Ventil bis auf
5 o6ffnen und so lassen. Der Anzeigen sinkt langsam wieder ab. (Druckausgleich)
Wenn der Anzeiger nicht mehr sichtbar ist, dann kann die Klappe zur Kammer mit
festem Griff gedffnet werden. Achtung: Die Klappe nach hinten oben 6ffnen und pru-
fen ob die Gasdruckfeder sie sicher vor dem Herabfallen halt.

Die Probenteller auf die Platte stellen und dabei die Nummerierung beachten.

Die Proben sollten sich ca. auf der Hohe von 35 mm befinden

Die Klappe mit Geflihl auf die Gummidichtung schliel3en.

Nun mit der linken Hand die Klappe zu driicken, mit der rechten das Ventil ,Gas"
schlielRen und die Vakuumpumpe mit dem griinem Schalter einschalten.

Nun fallt der Druck in der Kammer, sichtbar am roten Balken von rechts nach links
(103 mbar).

Jetzt den Count-down-Timer auf 50s stellen, warten bis das Vakuum aufgebaut ist
und der rote Balken ganz links bei 10 mbar zu sehen ist.

Nun mit dem Gas-Ventil langsam Argon wieder einlassen bis der rote Balken zwi-

schen den schwarzen Markierungen steht. (zwischen 5x102 und 7x102 mbar)

. Den Sputter-Strom mit ,Current® auf 20 mA einstellen (ca. %2 Umdrehung) und schnell

auf ,Start” driicken.

Jetzt lauft die Zeit riickwarts, dabei den Sputter-Strom auf 20 mA halten

Wenn die Zeit abgelaufen ist, den Sputter-Strom wieder auf Null stellen und das Ge-
rat mit dem griinen Schalter ausstellen.

Nun das Gas-Ventil wieder 6ffnen bis der Schwimmer auf 5 steht und so lassen.
Wenn der Schwimmer nicht mehr sichtbar ist, kann die Klappe vorsichtig getffnet
werden.

Nun die Proben herausnehmen und das Gas-Ventil des Sputter-Gerates und die Ar-
gon Flasche schliel3en.

AbschlieRend Geratedeckel wieder verschlieRen, zudriicken und die Pumpe bis ein
Vakuum von 10 mbar wieder erreicht ist einschalten.

Geréat abschliefend ausschalten
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Protokoll 5
Paraffin-Einbettung

Die Einbettung in Paraffin erfolgt gemafl dem institutsinternen Protokoll des EMZ Rostock.

1.

S S R

Proben bei 4°C in 4% PFA-Fixativ fur mehrere Tage (nach Sicht)
Waschen in PBS 3x

50% Ethanol mindestens 2h

70% Ethanol mindestens 2h

80% Ethanol mindestens 2h

90% Ethanol mindestens 2h

100% Ethanol mindestens 2h

100% Ethanol Uber Nacht

100% Ethanol/ Roti-Histol® 1:1 fir mindestens 4h

. Roti-Histol® | Gber Nacht
11.
12.
13.
14.

Roti-Histol® Il fiir mindestens 4h
Paraffin | Gber Nacht bei 62°C
Paraffin 1I-IV jeweils 4h bei 62°C

Paraffin V Ausgief3en in Blocke
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Protokoll 6

Immunzytochemische Farbung mit ac-Tub

Deparaffinierung und Rehydrierung:
¢ 2x ROTI® Histol fir 5Min
e 100% EtOH 2x 5Min, 75% EtOH 3Min, 50% EtOH 3Min, 25% EtOH 2Min
e Spllen in Aqua dest.
e PBS fur 10Min
e PBST flr 5Min
Peroxidase Quenching:
e 0,3%ige H20; Lésung fiir 10Min: 1,7ml 35%iges H202 in 200ml PBST
e |m alten PBST waschen
e PBST (neu) fur 5SMin
Feuchte Kammer vorbereiten:
e Tucher falten und in Kammer reinlegen und mit Aqua dest. benetzen
e Objekttrager abklopfen und vorsichtig an den Randern abstreichen, nicht die Proben
berihren
Blocken in feuchter Kammer:
o Blockpuffer: Ziegenserum (engl. Normal Goat Serum) 5%ig und PBST im Verhaltnis
1:10 far 30 min
Priméarantikorper:
o Blockpuffer von Objekttragern abpipettieren (Nicht von Kontrollen!)
e Primarantikdrper mit Blockpuffer verdinnen (1:10.000) und bei 4°C im Kuhlschrank
uber Nacht inkubieren
e 3x PBS fur 5Min
Sekundarantikorper
e Sekundarer biotinylierter AK (Goat Anti-Mouse 1gG (H+L) Biotinylated - BA-9200) fur
60 Min, Konzentration 1:200 (in PBST verdinnen)
e 2x10 Min. in PBST waschen
ABC-Reagens
o Streptavidin-Peroxidase Komplex (ABC reagent, Vector PK-4000) vorbereiten, dazu
Komponenten A und B je 1:100 in PBS verdinnen (CAVE: Komplex mindestens 30
Min. vor Gebrauch ansetzen!
e ABC-Reagens fir 60 Min

e 2x in PBS waschen fir 3 Min.
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DAB
o 2 ml DAB-Konzentrat + 18 ml PBS, zunachst ohne H»0, auf Schnitte auftragen fir ca.
3 Min. (negativ-keine Reaktion) nur vorsichtig wieder absaugen (feucht lassen).
e danach 3.3pl H202 je 10 ml zur DAB-L&sung hinzufligen, mischen, dann auf Schnitte
auftragen, positive Reaktion fir 7 Min
¢ 3x mit PBS waschen und absaugen (alle Lésungen Sonder-Abfall DAB KMR-Stoff)

o Aqua dest. fur 1-2 Min. waschen (kann dort auch langer stehen bleiben)

Ggf. Gegenfarbung mit der H&E Farbung
(siehe dazu Protokoll 5 ab dem Schritt H&E Losung 1)
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Roti-Histol® |
Roti-Histol® Il
100% Ethanol
100% Ethanol
75% Ethanol

50% Ethanol

H20 destilliert

H&E Losung |
Leitungswasser
HCL 0,1%
FlieRendes H20
H&E Losung Il
FlieRendes H20

H.O destilliert
50% Ethanol
70% Ethanol
100% Ethanol
Roti-Histol® |
Roti-Histol® Il

5 Min.
5 Min.
3 Min.
3 Min.
2 Min.
2 Min.
5 Min.

6 Min.

10 Sek.
10 Sek.

6 Min.

30 Sek.
30 Sek.

1 Min.

10 Sek.
10 Sek.
10 Sek.

5 Min.
5 Min.

Eindeckeln mit Roti-Histokitt®

Protokoll 7
H&E Farbung
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8.2 Besondere Aufnahmen der Nasenhohle

Neben dem faszinierenden respiratorischen Epithel in der Nasenhoéhle existiert bekannterma-
Ren eine zweite Epithelart, das olfaktorische Epithel, in direkter Nachbarschaft zu diesem.
Fur Forschende im Bereich des olfaktorischen Epithels und alle weiteren Interessenten mégen
die Bilder in diesem Kapitel als Inspiration dienen.

Die folgenden Bilder zeigen olfaktorische sensorische Neurone, auf der Concha nasalis cau-

dalis, in frihen embryonalen Stadien des Haushuhns (E12 und E13).

Olfaktorische Sensorische Neurone

Beschreibung: REM - Olfaktorisches Epithel der Stadien E12 und E13; 1 = dendritischer Kolben mit den Zilien;
Quelle: eigene Darstellung

Im Gegensatz zur Entwicklung des respiratorischen Epithels sind die Zilien des olfaktorischen

Epithels bereits im Stadium E12 und E13 mit einer Lange bis zu 6 ym nachweisbar.

Olfaktorisches Epithel

LT

Beschreibung:  REM - Olfaktorisches Epithel im Stadium E18; Quelle: eigene Darstellung
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8.3 Veroffentlichungen

Abstracts

S. Reinke, A. Reinke, M. Frank: Electron microscopic analysis of the development of multicil-
iated cells in the respiratory epithelium of the concha nasalis media in the chicken embryo.
Microscopy Conference MC2021 (Dreilandertagung), Proceedings unter LS2.P018, Rubrik

Life Sciences (LS), Morpho-functional explorations of cells and organs (LS2).

Poster

S. Reinke, A. Reinke, M. Frank: Electron microscopic analysis of the development of multicil-
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Microscopy Conference MC2021 (Dreilandertagung), Joint Meeting of Dreilandertagung &
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Preise und Auszeichnungen
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Stipendien
Stipendiat der Glemser Stiftung for Future Excellency

Stipendiat der e-fellows.net Stiftung

AuBercurriculare Aktivitiaten
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schung im Bereich der multiplen Sklerose
Hobbys Informatik (Programmierung und Hardware, PC-Bau und Tuning), Sport: Tennis (MV

Landesmeister von 2013)

Sprachkenntnisse

Deutsch Muttersprache
Englisch Verhandlungssicher in Wort und Schrift
Latein Grundkenntnisse
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