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Referat und bibliographische Beschreibung

Einfiihrung: Die seromukodsen Driisen zdhlen neben dem Gefdflsystem zu den
wesentlichen Bestandteilen der Nasenschleimhaut des Menschen. Sie beteiligen
sich an der Befeuchtung der Inspirationsluft und tragen zum Schutz der
tieferliegenden Atemwege bei. Im Sekret der Driisen wurden antivirale und
antibakterielle Substanzen gefunden, die im Rahmen von Abwehrmechanismen
beteiligt sind.

Ziel: Die physiologischen und pathophysiologischen Prozesse der
Nasenschleimhautdriisen unterliegen einer nervalen Steuerung, die bis heute noch
nicht vollstindig geklédrt wurde. Als regulierende Neurotransmitter scheinen neben
den klassischen, vegetativen Botenstoffen auch  Neuropeptide und
Stickstoffmonoxid beteiligt zu sein. Die hier vorliegenden Untersuchungen sollten
einen Beitrag zur Kldrung von Regulationsmechanismen und insbesondere des
Innervationsmusters der seromukdsen Driisen leisten. Zusitzlich wurde nach
morphologischen Verdnderungen bei verschiedenen Rhinopathien gesucht.
Methoden und Ergebnisse: Von 98 Patienten wurden Proben der unteren
Nasenmuschel im Rahmen funktioneller Nasenoperationen entnommen und fixiert.
Es folgten histologische, histochemische und immunhistochemische sowie
elektronenmikroskopische und immunelektronenmikroskopische Untersuchungen.
Fir die immunhistochemische Prozedur wurden Antikérper gegen
Tyrosinhydroxylase (TH), Vasointestinales Polypeptid (VIP), Calcitonin gene
related peptide (CGRP), Neuropeptid Y (NPY), Substance P (SP) und
Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS/ bNOS) verwendet. Zusitzlich wurde eine
Acetylcholinesterase -(AChE) und Nikotinamid Adenin Dinukleotid Phosphat-
Diaphorase (NADPH-d)- Histochemie durchgefiihrt. Die Driisen, die
Ausfithrungsginge und das periglandulidre Bindegewebe zeigten eine intensive
nervale Versorgung. Dabei konnte in Abhdngigkeit der verschiedenen Transmitter
ein unterschiedliches Verteilungsmuster nachgewiesen werden. In einzelnen
Regionen konnten neuroglanduldre Kontaktstellen und fenestrierte Kapillaren
gefunden werden.

Schlussfolgerungen: Durch histochemische und immunhistochemische Methoden
konnen periglanduldre Nerven dargestellt werden. Der Nachweis verschiedener
Neurotransmitter und Neuropeptide in den periglanduléren Neuronen deutet auf

eine direkte nervale Regulation der Driisenfunktionen hin. Zusitzlich kann eine



Beeinflussung der Driisen tiiber eine Wirkung von Stickstoffmonoxid an
periglanduldren Kapillaren und Nerven angenommen werden. Neben der nervalen
Versorgung der Driisen scheinen auch periglanduldre fenestrierte Kapillaren eine

Bedeutung fiir die Kontrolle der Driisenfunktionen zu haben.

Knipping, Stephan: Untersuchungen zur Regulation der seromukdsen Driisen der respiratorischen
Nasenschleimhaut des Menschen. Halle, Univ., Med. Fak., Diss., 147 Seiten, Erscheinungsjahr
2004
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2. Einleitung

2.1 Aufgaben der respiratorischen Nasenschleimhaut

Die respiratorische Nasenschleimhaut als auskleidende Schicht der Nasenhaupt-
und Nasennebenhohlen hat im wesentlichen eine Klimatisierungsfunktion, auf die
schon Galen (129-199 n.Chr.) hinwies (Malcomson, 1959). Die inspirierte Luft
wird dabei durch verschiedene Mechanismen, die durch anatomische Strukturen
wie das endonasale Gefdsystem und die seromukdsen Driisen unterhalten werden,
angewirmt und befeuchtet (Anggard, 1974; Mygind, 1978; Grevers, 1987;
Albegger, 1988; Bernhardt, 1991; Stjdrne, 1991; Mlynski, 2001). Das
Schwellgewebe mit seinen unterschiedlichen Fiillungszustinden (Korner, 1937,
Cauna, 1969; Albegger, 1988; Riederer/ Knipping, 1993) und die fenestrierten
Kapillaren (Cauna, 1969; Grevers, 1987; 1988) stellen wichtige vaskulére
Bestandteile fiir die Regulation der nasalen Sekretion, des nasalen
Atemwegswiderstandes und der endonasalen Temperatur dar. Die Steuerung der
physiologischen Funktionen des vaskuldren Systems unterliegt einer nervalen und
endothelialen Kontrolle (Riederer/ Knipping, 1993; 1996). Fiir die Filtration und
Reinigung der Einatmungsluft von Fremdmaterialien und Sekreten werden vor
allem das respiratorische Flimmerepithel, das iiber einen mukoziliaren
Transportmechanismus (Deitmer, 1992) verfiigt und die sezernierenden,
submukdsen Driisen (Cauna, 1969; Ishii, 1970; Grote, 1975) verantwortlich
gemacht. Durch den endonasalen Klimatisierungseffekt wird die eingeatmete Luft,
die nach der Passage der Nase eine Temperatur zwischen 31-34 °C und eine
Luftfeuchtigkeit von 80-85% aufweist (Bernhardt, 1991; Sano, 1992), fiir den
Eintritt in die tieferen Atemwege vorbereitet. Die Nasenschleimhaut trigt somit
zum Schutz der unteren Atemwege bei. Der auf einem alternierenden An- und
Abschwellen des Schwellgewebes der Nasenmuscheln beruhende nasale Zyklus,
bei dem es fiir ca. vier bis sechs Stunden zu einer einseitigen Lumeneinengung
bzw. —erweiterung kommt, fithrt zur Regulation der Atemluftmenge und stellt
durch Aufrechterhaltung einer konstanten Atemlufttemperatur ebenfalls eine
physiologische Funktion der Nasenschleimhaut dar (Albegger, 1988; Widdicombe,
1986). Der nasale Zyklus, der zur Regeneration der Nasenschleimhaut notwendig
ist und der Kontrolle durch das vegetative Nervensystem unterliegt, wird subjektiv

nicht wahrgenommen, da sich der Gesamtwiderstand der Nasenhaupthdhlen nicht
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verdndert (Widdicombe, 1986). Diese Kontrolle des nasalen
Atemwegswiderstandes hat wiederum Auswirkungen auf die optimale
Luftzirkulation in den Bronchiolen, die Entfaltung der Alveolen, die
Sauerstoffsittigung des Blutes in den Lungenvenen und die Atemfrequenz
(Bernhardt, 1991; Sano, 1992; Zhang, 1993). Der Nasenatmungswiderstand und
die endonasale Sekretion wird des Weiteren von endokrinen und psychischen
Einfliissen sowie von Herzkreislaufparametern und duferen
Temperaturschwankungen beeinflusst (Ohnishi, 1971; Hasegawa, 1978; Riederer,
1996). Es konnten sowohl nasopetale als auch nasofugale Reflexmechanismen
nachgewiesen werden (Ohnishi, 1971; Ogura, 1971; Hasegawa, 1978; Zhao,
1994). Im Sekret der Nasenschleimhaut finden sich Immunglobuline verschiedener
Subklassen, die neben Zellen der unspezifischen und spezifischen Immunantwort
wie Makrophagen, Mastzellen, eosinophilen Granulozyten und Lymphozyten fiir
Immunabwehrmechanismen des oberen Atemtraktes zur Verfiigung stehen
(Brantzaeg, 1967; Baraniuk, 1990; 1991). Epithelial gebildetes, gasformiges
Stickoxid (NO) scheint einen weiteren Beitrag zur nasalen Immunabwehr
gegeniiber verschiedenen Mikroorganismen zu leisten (Lundberg, 1995). Uber die
Funktion des auch beim Menschen im Bereich der vorderen Nasenscheidewand
nachgewiesenen vomeronasalen oder Jacobson-Organs liegen noch keine
endgiiltigen Erkenntnisse vor (Jahnke, 1998; 2000). Auf Grund der intensiven
Nervenversorgung liegt die Vermutung nahe, dass es als Sinnesorgan zur

Aufnahme von Pheromonen dient.

2.2 Morphologie der respiratorischen Nasenschleimhaut

Der typische Aufbau der respiratorischen Nasenschleimhaut soll anhand der
Anatomie der unteren Nasenmuschel dargelegt werden. Sowohl die mittlere
Nasenmuschel als auch die fiir die Nasenatmung funktionell relevante
Intumescentia ~ septi  nasi  anterior  zeigen  einen  vergleichbaren
histomorphologischen Aufbau (Delank, 1993). Das mehrreihige, hochprismatische
Flimmerepithel besteht aus zilienlosen bzw. zilientragenden Zylinderzellen,
Mikrovilli-besetzten ~ Becherzellen, Intermedidrzellen und regenerativen
Basalzellen und wird durch eine Basalmembran von der Lamina propria mucosae
getrennt (Mygind, 1978; Davis, 1988). Die durchschnittlich 5-8 um langen und 0,3

um breiten Zilien weisen ultrastrukturell ein ,,9+2 -Muster* auf, beruhend auf



einem zentralen Mikrotubuluspaar und 9 kreisférmig angeordneten mikrotubuléren
Dubletten (Adams, 1981; Kuhn, 1988; Deitmer, 1992; Min, 1995; Fang, 1998;
Jorissen, 1998; Borkowski, 2000; Knipping, 2002). Unterhalb der Basalmembran
finden sich ein subepitheliales Kapillarsystem, die seromukdsen Driisenkomplexe
sowie ein ausgedehntes GefdBnetz (Korner, 1937; Temesrekasi, 1973; Grevers,
1987; Riederer/ Knipping, 1993). Das GefdBlsystem kann in Widerstands-,
Austausch- und KapazititsgefiBe differenziert werden (Anggard, 1974; Malm,
1980; Albegger, 1988). Der Blutfluss wird iiber die prékapilldren
Widerstandsgefae, d.h. Arterien und Arteriolen in ein ausgedehntes
subepitheliales und periglandulires Kapillarnetz gefiihrt (Rosatti, 1954; Anggard,
1977; Baraniuk, 1991). Die Kapillaren weisen ein kontinuierliches, gefenstertes
oder diskontinuierliches Endothel auf (Cauna, 1969; Grevers, 1989). Besonders im
periglanduldren und subepithelialen Bereich zeigen sich endotheliale
Fenestrationen, die hier das morphologische Korrelat der Austauschfunktion der
Kapillaren darstellen (Cauna, 1969; Zhao, 1994; Grevers, 1997). An den
Kapillarplexus schlieft sich ein ausgedehntes Venensinussystem, der nasale
Schwellkorper, an (Korner, 1937; Rosatti, 1954; Cauna, 1969; Anggard, 1974;
Grevers, 1994). Von Kohlrausch (1853) stammen die ersten lichtmikroskopischen
Untersuchungen des Schwellgewebes der Nase (Kohlrausch, 1853). Zuckerkand]l
berichtete 1884 von Schwellkorpern in der unteren und mittleren Nasenmuschel.
Der  Schwellkorper ist  gekennzeichnet durch ausgedehnte, vendse
Kapazititsgefifle, deren Fiillungszustand u.a. von sogenannten Drosselvenen oder
»cushion veins bestimmt wird (Cauna, 1969; Grevers, 1987). Die Drosselvenen
weisen in das Lumen hineinragende subendotheliale Muskelpolster auf (Grevers,
1987; 1988). Die kavernosen Venen werden von unterschiedlich ausgepriagten
Muskelwandungen verstarkt (Korner, 1937; Temesrekasi, 1968). Neben den
Drosselvenen scheinen arteriovendse Anastomosen den Blutfluss in den
Kapazititsgefdlen und damit den Gesamtstromungswiderstand und die endonasale
Temperatur zu beeinflussen (Widdicombe, 1986; Baraniuk, 1990; Stjarne, 1991;
Riederer, 1996). Andere Autoren bezweifeln die Existenz derartiger Anastomosen
in der Nasenschleimhaut (Korner, 1937; Grevers, 1996).

Als weitere Bestandteile der Nasenschleimhaut sind die ortsstindigen Zellen des
strukturbildenden Systems (Fibrozyten und —blasten), Zellen des immunologischen

Systems (Lymphozyten, Plasmazellen und Mastzellen), Histiozyten, Granulozyten,
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die freien Muskelzellen und die Nervenbiindel mit ihren weitverzweigten
Nervenfasern, die in die kollagenfaserhaltige Interzellularsubstanz eingebettet
sind, zu nennen (Jahnke, 1972; Jafek, 1983; Grevers, 1995). Die von Temesrekasi
(1973) und Grevers (1995) nachgewiesenen freien Muskelfasern scheinen durch
Verbindung zu den Kapazititsgefilen eine Wirkung auf das Blutvolumen zu

haben.

2.3 Autbau der seromukdsen Driisen

Von Schieffendecker (1900) und Schmincke (1903) stammen erste Ausfithrungen
zur  Struktur der Glandulae nasales (Terrahe, 1970). Licht- und
elektronenmikroskopische Untersuchungen zum Aufbau der submukdsen Driisen
wurden neben den Untersuchungen am Menschen (Terrahe, 1970; Jahnke, 1972;
1974; 1986; Tos, 1977; Knipping, 1995; 2000; 2001; Agha-Mir-Salim, 1998) an
folgenden unterschiedlichen Spezies durchgefiihrt: Koala-Bér (Kratzing, 1984),
Ratte, Meerschweinchen, Kaninchen, Katze und Affe (Boysen-Moller, 1964) und
Hund (Adams, 1981). Die seromukdsen Driisen entwickeln sich ab der 11.
Fetalwoche zundchst nur in den anterioren Abschnitten der Nase und dehnen sich
dann in anterior-posteriorer Richtung iiber die gesamte Nasenschleimhaut aus
(Tos, 1975). In der Nasenschleimhaut des Menschen finden sich im
subepithelialen Bereich unterhalb einer Kapillarschicht ausgedehnte Komplexe
seromukoser Driisen. Die sowohl tubuldr als auch alveolér auftretenden Glandulae
nasales setzen sich aus sekretbildenden serdsen bzw. mukosen Driisenendstiicken,
dem Driisenausfithrungsgangsystem und dem periglanduldren Bindegewebe mit
den versorgenden Gefdllen und Nerven zusammen. Terrahe (1970) unterteilte die
Driisenzelle in Tubulus- und Endstiickzellen mit zahlreichen morphologischen
Zwischenstufen. Tos (1977) unterschied zwei Formen der subepithelialen Driisen.
Er differenzierte seromukodse Driisen mit engen Haupt- und Seitengidngen, die von
inaktivem, kuboidalen Epithel abstammen, von mukosen Driisen, die im
pathologischen Zustand erweiterte pseudogeschichtete Hauptgidnge aufweisen. Die
normalen seromukdsen Driisen zeigen an ihren tubuldren Seitengidngen von
einfachem Epithel ausgekleidete Azini. Die Azinuszellen sind von einer
bindegewebigen Basalmembran umfasst. Elektronenmikroskopisch lassen sich
beim Mensch vereinzelt an den Driisenendstiicken und an den Ausfiihrungsgéngen

myoepitheliale Zellen finden (Agha-Mir-Salim, 1998).
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Im Transmissionselektronenmikroskop stellen sich die serdsen Driisenzellen mit
kleinen, homogenen und elektronendichten Granula dar (Rha, 1994; Agha-Mir-
Salim, 1998; Jahnke, 1998). Die mukdsen Azini sind gekennzeichnet durch einen
basalwirts gelegenen, teils verformten Zellkern und grofe, aufgelockerte und zum
Teil konfluierende Granula (Kristic, 1984; Tachibana, 1986; Agha-Mir-Salim,
1998). Im apikalen Azinuszellbereich finden sich die Sekretgranula, wéahrend basal
der Zellkern und supranukledr Zellorganellen wie der Golgi-Apparat,
Mitochondrien und das endoplasmatische Retikulum zu finden sind (Kristic,
1984). Die einzelnen Driisenzellen sind durch Desmosomen  bzw. ,tight
junctions* miteinander verbunden (Agha-Mir-Salim, 1998; Knipping, 2000). Das
Epithel der Ausfiihrungsginge ist meist zweireihig. Im periglanduldren
Bindegewebe und periduktal lassen sich oft Lymphozyten, Plasmazellen und
Granulozyten nachweisen (Raphael, 1989; Baraniuk, 1991; Kamijo, 1993; Agha-
Mir-Salim, 1998). In direkter Lagebeziehung zu den Azinuszellen finden sich
gefensterte Kapillaren (Cauna, 1969; Grevers, 1989; Zhao, 1994; Knipping, 2000).
Die Fenestrationen weisen zur Driisenzelle, wihrend driisenabgewandt ein

kontinuierliches Endothel vorherrscht.

2.4 Funktion der seromukdsen Driisen

Nach der Produktion von Driisensekret in den Ribosomen und dem Transport iiber
das endoplasmatische Retikulum zum Golgi-Apparat, wo die Granula ,,verpackt*
werden, erfolgt die Exozytose von Speichervesikeln in das Driisenlumen (Terrahe,
1970; Agha-Mir-Salim, 1998). Uber Ausfilhrungsginge werden die
Driisenprodukte an die Schleimhautoberfliche transportiert. Die submukdsen
Driisen sind an der nasalen Sekretion und somit an der Klimatisierungsfunktion
der Nasenschleimhaut beteiligt. Sie produzieren einen wesentlichen Anteil des
Nasensekretes, welches auch aus den Produkten der Becherzellen besteht und zum
zweischichtigen Sekretfilm der Schleimhaut beitrdagt (Cauna, 1972; Terrahe, 1970;
Mygind, 2001). Dieser Sekretfilm schiitzt das Epithel und stellt neben der ziliaren
Aktivitdt die Grundlage des mukoziliaren Transportes dar. Er besteht aus einer
dem Epithel aufgelagerten, diinnfliissig-serdsen bzw. solartigen Lage und davon
durch eine membranartige Grenzschicht getrennten dickfliissig-mukdsen bzw.
gelartigen Anteil (Deitmer, 1992). Aufgenommene Fremdpartikel kénnen so in

Richtung Epipharynx transportiert werden. Die Driisen sind somit neben der
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Befeuchtung auch an der Reinigung der respiratorischen Schleimhéute beteiligt.
Den Driisen kommt durch eine zunehmende Belastung der Luft mit Stduben und
Gasen eine wesentliche Bedeutung zu (Deitmer, 1992). Im Nasensekret konnten
Produkte der serdsen Driisenzellen wie sekretorisches Immunglobulin A,
antimikrobielle Proteine (Lysozym, Laktoferrin), Enzyme, Proteaseninhibitoren
sowie Produkte der mukdsen Zellen (sulfatierte, saure Glykoproteine) gefunden
werden (Tachibana, 1986; Barnes, 1987; Raphael, 1989; 1991, Baraniuk, 1990;
1992; Kaliner, 1992; Mullol, 1992). Die Driisen mit ihren Sekretionsprodukten
leisten einen wesentlichen Beitrag bei der spezifische und unspezifischen
Immunabwehr der oberen Atemwege (Raphael, 1989). Dariiber hinaus finden sich
im Driisensekret Albumin, Histamin und Elektrolyte (Baraniuk, 1990; Kaliner,
1992; Kamijo, 1993). Basierend auf dem ultrastrukturellen Nachweis von
zahlreichen Mitochondrien und Kapillaren periduktal erfolgt vermutlich im
Ausfiithrungsgangsystem die Riickresorption von Wasser und Elektrolyten
(Lantini, 1990; Agha-Mir-Salim, 1998).

Eine wesentliche Bedeutung kommt den seromukdsen Driisen im Rahmen von
Infekten und bei der allergischen Hyperreaktivitit zu (Petruson, 1987). Bei der
viralen Rhinitis wird die Hypersekretion nach einer initialen Phase durch
verstirkte vaskuldre Plasmaextravasation im wesentlichen durch eine gesteigerte
Driisensekretion verursacht (Grevers, 1997). Die Hypersekretion bei der
allergischen Rhinopathie wird neben der Transsudation aus den Gefdlen
hauptsidchlich durch Verdnderungen im Bereich der Driisen verursacht (Tos,
1977). Tos konnte eine Zunahme der Dichte und Anzahl der Driisen sowie der
Sekretionskapazitit bei nasaler Allergie feststellen (Tos, 1977). Bei der zystischen
Fibrose (CF) zeigen sich zystisch-dilatative Verinderungen, ein Uberwiegen
mukdser Driisen (Schwachman, 1962) und elektronenmikroskopisch iiberwiegend
aufgelockerte Granula in den iiberméBig gefiillten Azinuszellen (Jahnke, 1977).
Durch die funktionelle Einschrinkung der Driisenfunktionen, bedingt durch o.g.
morphologische Besonderheiten, kann nur ein zéhes, mukoses Nasensekret bei der

CF gebildet werden.
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2.5 Nervale Versorgung der Nasenschleimhaut

Die Kontrolle der vielféltigen physiologischen Aufgaben der Nasenschleimhaut
unterliegt neben endokrinen (Geschlechtshormone, Adrenalin, Thyroxin) und
parakrinen (Histamin) Einfliissen komplexen nervalen Regulationsmechanismen.
Bisher wurde von einer vorrangigen Kontrolle der Nasenschleimhaut durch das
vegetative Nervensystem ausgegangen. In den letzten Jahren konnte auch der
Einfluss verschiedener Neuropeptide und von Stickstoffmonoxid auf die
Funktionen der Nasenschleimhaut nachgewiesen werden.

In der respiratorischen Nasenschleimhaut wurden insbesondere im Bereich von
Gefillen Nerven mit Neurotransmittern des sympathischen, parasympathischen
und sensorischen Nervensystems gefunden. Temesrekasi stellte erstmals mittels
einer Silberimpragnationsmethode Nervenfasern an den Gefaflen der menschlichen
Nasenschleimhaut lichtmikroskopisch dar (Temesrekasi, 1973).
Elektronenmikroskopische Befunde zur Differenzierung zwischen
parasympathischen und sympathischen Nerven an den Geféllen wurden von Cauna
bereits 1970 verdffentlicht (Cauna, 1970). Durch Anwendung histochemischer
Verfahren konnten von Ishii und Nomura cholinerge Nervenfasern in der
Nasenschleimhaut identifiziert werden (Ishii, 1970; 1972; Nomura, 1972). Mittels
Immunfluoreszenztechniken konnten von Dahlstrom (Dahlstrom, 1965) und
Anggard (Anggard, 1974) bei Siugetieren und von Nomura (Nomura, 1972) am
Menschen Nerven des sympathischen Nervensystems nachgewiesen werden. Die
Beschreibung dieser Befunde ist jedoch, bedingt durch veraltete Methoden
(Dahlstrom, 1965; Temesrekasi, 1973) und eingeschrinkte technische
Moglichkeiten (Cauna, 1972) zum Teil unvollstindig oder bezieht sich nur auf
Teilaspekte des gesamten Innervationsmusters.

Der Ursprung der sympathischen Innervation befindet sich im Seitenhorn des
ersten bis flinften Thorakalsegments. Nach der Umschaltung im Ganglion
cervicale superius verlaufen die postgangliondren Nervenfasern als Plexus
caroticus internus bis zur Bildung des Nervus petrosus profundus. Im Canalis
pterygoideus wird der N. canalis pterygoidei (N.vidianus) gebildet, der sich mit
den parasympathischen Fasern des N. petrosus major vereinigt. Die sympathischen
postgangliondren Fasern durchziehen ohne Umschaltung das Ganglion

pterygopalatinum und versorgen die Nasenschleimhaut als Nervi nasales
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posteriores und Rami nasales posteriores inferiores der Nervi palatini (Anggard,
1974; Wolf, 1987; Albegger, 1988; Klaassen, 1988; Hauser-Kronberger, 1994).
Die parasympathischen Nerven haben ihren Ursprung im Nucleus salivatorius
superior des Hirnstammes und verlaufen als Pars intermedia nervi facialis bis zum
duBeren Knie des N. facialis. Der dort entspringende N. petrosus major bildet mit
den sympathischen Nervenfasern gemeinsam den N. vidianus. Im Ganglion
pterygopalatinum erfolgt die Umschaltung auf die postganglionidren Neurone, die
mit den sympathischen Fasern zu den Erfolgsorganen der Nasenschleimhaut
zichen (Baraniuk, 1992; Klaassen, 1988). Nach Klaassen gibt es auch
Mikroganglien in der Tiefe der Lamina propria mucosae, in denen die
postgangliondre Umschaltung erfolgt (Klaassen, 1988). Des Weiteren existieren
perivaskuldre cholinerge Nervenfasern der A. sphenopalatina und A. ethmoidales,
die dem Plexus caroticus entstammen und somit die Nasenschleimhaut erreichen
(Ishii, 1972; Anggard, 1977; Wolf, 1987).

Sensorische Nervenfasern mit Kontakt zu Chemo- und Mechanorezeptoren werden
tiber Axonreflexe in Form einer antidromen Erregung direkt an die Erfolgsorgane
geleitet oder verlaufen in den Nervi pterygopalatini des N. maxillaris zu den
sensiblen Wurzelzellen des Ganglion trigeminale Gasseri. Die sensiblen Fasern der
orthodromen Erregungsleitung enden als Radix sensoria des Trigeminusstammes
in den Nuclei terminationis (Wolf, 1987; 1988; Hauser-Kronberger, 1993).

Zur Ubersichtsdarstellung der nervalen Versorgung siehe Schema I (Anhang).

2.6 Zielsetzung

Zur Regulation der vielseitigen Aufgaben der respiratorischen Nasenschleimhaut
ist eine nervale Steuerung notwendig. In den bisher vorliegenden Studien wurde
der Erforschung der Innervation des nasalen Gefdf3systems besondere Bedeutung
beigemessen. Dariiber hinaus liegen meistens Untersuchungen an der
Nasenschleimhaut  verschiedener Tierarten vor, die auf Grund der
Speziesunterschiede nicht einfach auf die Bedingungen in der menschlichen
Nasenschleimhaut zu iibertragen sind. So konnte Stjdrne (1991) beim Schwein
sowie Norlander (1997) und Finger (1990) bei der Ratte regelmiBig
intraepitheliale  Nervenfasern finden, die sich in der menschlichen
Nasenschleimhaut nicht finden lassen. Dariiber hinaus wurden Nervenfasern direkt

an Myoepithelzellen beschrieben (Cauna, 1970; Rha, 1994; Tanaka, 1995;
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Shibano, 1998). Auch die Mengenangaben zum Auftreten der verschiedenen
Neuropeptide differieren zwischen Tier und Mensch. In der Nasenschleimhaut des
Schweins fand Stjarne (1991) eine 3,5 fach hohere CGRP-Konzentration als im
Menschen. Diese Speziesunterschiede im Innervationsmuster und der
Transmittermenge machen Versuche an der Nasenschleimhaut des Menschen
notwendig.

Obwohl schon Untersuchungen zur Verteilung von Neurotransmittern im Bereich
der seromukdsen Driisen der menschlichen Nasenschleimhaut vorliegen, konnten

noch nicht alle Fragen zur Regulation der Driisenfunktionen geklart werden.

Ziel der vorliegenden Untersuchungen war

1. die Darstellung der Gesamtinnervation, d.h. der Nachweis nervaler Strukturen in
der Umgebung der seromukdsen Driisen mittels  histochemischer,
immunhistochemischer und elektronenmikroskopischer Techniken;

2. der Nachweis von Neurotransmittern des sympathischen, parasympathischen
und sensorischen Nervensystems in den periglandulidren Nerven;

3. die Kldrung der Frage, ob die Neuropeptide CGRP, VIP, NPY und SP in den
periglanduldren Nerven zu finden sind;

4. die Suche nach NO-haltigen Nervenfasern an den Driisen bzw. vasoaktivem
endothelialen NO in periglanduldren Gefdf3en;

5. die immunelektronenmikroskopische Markierung und Lokalisierung
neuropeptiderger und nitrerger Nervenfasern im Bereich der Driisen und damit die
Bestitigung bzw. Kontrolle der immunhistochemischen Befunde;

6. der Nachweis der genauen Lokalisation der Nervenfasern im Bereich der
Driisen auf ultrastruktureller Ebene;

7. die Suche nach direkten neuroglanduldren Kontaktpunkten bzw. Synapsen;

8. zur Beantwortung der Frage, auf welchem Weg die Neurotransmitter zum
Erfolgsorgan Driise gelangen, beizutragen;

9. die Abkliarung weiterer moglicher Regulationsmechanismen an den Driisen, z.B.
einer Beeinflussung der Driisen durch umliegende Gefélle, zu diskutieren;

10. die Suche nach regulierenden Strukturen im  Bereich der
Driisenausfiihrungsgénge;

11. anhand der vorliegenden morphologischen Befunde auf mogliche

Regulationsmechanismen an den seromukosen Driisen einzugehen,;
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12. die Darstellung pathologischer Verdnderungen der Driisen bei ausgewéhlten,

hiufig auftretenden Rhinopathien und die Beteiligung neuronaler Mechanismen

aufzuzeigen;
13. nach Korrelation der morphologischen Befunde mit den bekannten Wirkungen

der Neurotransmitter die Voraussetzungen fiir die Entwicklung von neuen

Rhinologika zu schaffen.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

Zur reprasentativen Untersuchung der respiratorischen Nasenschleimhaut des
Menschen eignen sich Gewebeproben der unteren Nasenmuschel. Hierzu wurden
ca. 5x5mm messende Gewebeblocke lcm hinter dem Kopf der unteren
Nasenmuschel entnommen (Abb.la,1b). Die unteren Nasenmuscheln konnten im
Rahmen von routineméBig durchgefiihrten, funktionellen Nasenoperationen wie
Conchotomien bzw. Mukotomien und bei traumatologischen Eingriffen
(Versorgung von Nasengeriistfrakturen) ohne zusitzliche Beeintrachtigung fiir die
Patienten gewonnen werden. Das bei der Conchotomie regelmédBig anfallende
Gewebe der unteren Nasenmuscheln wird im Allgemeinen postoperativ verworfen
und keiner weiteren pathohistologischen Begutachtung unterzogen. Die
Verwendung der bei den o.g. Eingriffen anfallenden Gewebeproben wurde durch
die Ethikkommission der Martin-Luther-Universitidt Halle-Wittenberg genehmigt.
Wegen der klinischen Anwendbarkeit der Ergebnisse dieser Studie und der
morphologischen Unterschiede in der Makro- und Mikroanatomie der Nase
erfolgten die Untersuchungen an Proben der Nasenschleimhaut des Menschen und
nicht an Proben anderer Spezies.

Anschlieflend erfolgte die Entfernung von Knochenlamellen des Os turbinale und
fiir die TEM die Priparation von ca.l,5 x 1,5mm messenden Gewebestiicken.
Insgesamt wurden Proben von 98 Patienten lichtmikroskopisch und von 45
Patienten elektronenmikroskopisch untersucht. Bei den 98 Patienten handelte es
sich um 56 ménnliche (Altersdurchschnitt 37,7 Jahre) und 42 weibliche Patienten
(Altersdurchschnitt 34,7 Jahre) im Alter von 16 bis 75 Jahren (Altersdurchschnitt
gesamt: 36,4 Jahre). Von 45 Patienten (28 Ménner und 17 Frauen, Alter: 16 bis 72
Jahre, Altersdurchschnitt 37,3 Jahre) wurden Proben der
elektronenmikroskopischen bzw. immunelektronenmikroskopischen
Untersuchungen zugefiihrt.

Des Weiteren erfolgten licht-, elektronenmikroskopische und
immunelektronenmikroskopischen Untersuchungen an Proben der unteren
Nasenmuschel von folgenden Patientengruppen: 11 Patienten mit cystischer
Fibrose, davon 4 weibliche und 7 ménnliche Patienten (Altersverteilung: 3. bis 17.

Lebensjahr, Altersdurchschnitt 8,3 Jahre), 25 Patienten mit perennialer allergischer
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Rhinitis (14 Ménner, 11 Frauen, Alter: 16 bis 70 Jahre, Altersdurchschnitt 37,6
Jahre) und 7 Patienten mit vasomotorischer Rhinopathie (3 Maénner, 4 Frauen,

Alter: 17 bis 39, Altersdurchschnitt: 27,4 Jahre).

Abb.1a:
Operationsprdparat  einer  unteren
i Nasenmuschel nach der Entnahme.

Abb.1b:
Préparierter Gewebeblock der unteren
Nasenmuschel vor der Fixation.

3.2 Methoden
3.2.1 Lichtmikroskopie

Die Proben der unteren Nasenmuschel wurden zunéchst lichtmikroskopisch
untersucht. Hierbei sollten der regulidre Aufbau der unteren Nasenmuschel und
insbesondere die Anordnung und Morphologie der Driisen beurteilt werden. Zur
Markierung nervaler Stukturen wurden histochemische und immunhistochemische

Techniken angeschlossen.

3.2.1.1 Fixierung und Konservierung

3.2.1.1.1 Paraffineinbettung

Die Gewebeproben der unteren Nasenmuscheln kamen direkt nach der Entnahme
in ein Fixiermedium. Dafiir eignete sich frisch hergestelltes 4% gepuffertes
Paraformaldehyd oder 3,5% gepuffertes Formalin (pH 7,4). Die Préparate wurden
fiir 12 bis 24 Stunden bei Kiihlschranktemperatur (4 Grad Celsius) fixiert. Auf
Grund des moglichen Verlustes von Antigenbindungsstellen kam das anfangs
ebenfalls verwendete Bouinsche Pikrinsdure-Formol-Eisessig-Gemisch bei
weiteren Versuchen nicht mehr zum Einsatz.

Nach Auswaschung des Fixans in Leitungswasser kamen die Prédparate zur

Entwisserung in eine aufsteigende Alkoholreihe (70%, 95%, 100% Ethanol fiir je
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2x5 Minuten) und nach dem Xylolbad zur Einbettung in Paraffin. Aus den
Paraffinblocken wurden am Schlittenmikrotom (Biocut, Firma Reichert-Jung,
Heidelberg) 1 bis 3um messende Serienschnitte angefertigt und auf beschichtete
Objekttrager aufgebracht. AbschlieBend erfolgte die Trocknung der Schnitte bei 56
Grad Celsius im Brutschrank.

Die Paraffineinbettung erwies sich als weniger schonendes Verfahren, da bei
Erwdrmung der Priparate bis auf ca. 60 C° und der Trocknungsprozedur
Proteinstrukturen bzw. Antigendeterminanten durch inter- und intramolekulare
Vernetzungen verdndert werden konnen. Allerdings konnte besonders bei der
Paraffineinbettung eine gute Gewebekonservierung erreicht werden. Je nach
verwendetem Primédrantikorper erwies sich die Paraffinmethode oder die

Gefriertechnik fiir die Immunhistochemie als geeignet.

3.2.1.1.2 Gefriertechnik

Die Gewebeproben wurden im Vorfixierungsverfahren nach einer 2 stiindigen
Fixation in 4% gepuffertem Paraformaldehyd einer 24 stiindigen Inkubation in
einer kryoprotektiven Losung (Saccarose 10-20%) bei Kiihlschranktemperatur
unterzogen. Beim Nachfixierungsverfahren erfolgte nach einem 2 miniitigen
Methylbutanbad die Plazierung des Gewebes mittels Tissue-Tek Einbettmedium
(Sakura Finetek, Torrance, CA, USA) in einem Plastikschédlchen. AnschlieBend
wurden die Priparate vorsichtig schrittweise in fliissigem  Stickstoff
schockgefroren, in Aluminiumfolie verpackt und bei —20 C° konserviert. Am
Kryostat (2800 Frigocut N, Reichert-Jung, Heidelberg) konnten Gefrierschnitte
von 5 bis 14um Schichtdicke angefertigt und auf Super Frost Plus Objekttrager
(Menzel, Braunschweig) aufgezogen werden. Beim Nachfixierungsverfahren
wurde Aceton oder 4% gepuffertes Paraformaldehyd fiir 10 Minuten verwendet.

Der Vorteil der Gefriertechnik liegt in der sehr guten Antigenerhaltung im
Gewebe. Somit kdnnen gerade Substanzen, die in sehr geringen Konzentrationen

vorliegen (Neuropeptide bzw. Enzyme), ausreichend nachgewiesen werden.

3.2.1.2 Qualititskontrolle der Priparate

Zum Ausschluss pathologisch verdnderter Pridparate, d.h. durch massive
Infiltration mit Entziindungszellen verdnderter Schleimhdute, erfolgte eine

histologische Begutachtung der zu untersuchenden Nasenmuscheln. Dazu wurden
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die Gewebeproben mit Haematoxylin-Eosin (HE), Mayers saurem Hédmalaun oder
Toluidinblau O gefdrbt, geeignete Gewebeschnitte selektiert und unbrauchbare
Proben von der weiteren Untersuchung ausgeschlossen. Zusétzlich erfolgten Azan-
und van Gieson- Firbungen der Priparate. Die Voruntersuchung mit Hilfe
routinemdfig angewendeter Farbemethoden sollte auch der Darstellung des
histologischen Grundaufbaues der unteren Nasenmuschel dienen. Durch den
Kontakt der Nasenschleimhaut mit verschiedenen Umweltnoxen, Gasen, Stauben,
Aerosolen, Allergenen und Medikamenten (z.B. a-Sympathomimetika) sowie
abgelaufene Entziindungen kann keine reizfreie bzw. normale Nasenschleimhaut
vorgefunden werden (Jahnke, 1972). Morphologisch spiegelt sich dieser
Sachverhalt u. a. in der Akkumulation von Lymphozyten im subepithelialen

Bindegewebe wieder.

3.2.1.3 Histochemische Verfahren

Durch histochemische Techniken konnen endogene Enzyme im Gewebe
nachgewiesen werden. Bei Zugabe eines geeigneten Substrates kommt es nach
Reaktion mit dem Enzym zur Ausfillung des Reaktionsproduktes, welches
sichtbar gemacht werden kann. Zur Erhaltung der nachzuweisenden Substanzen

eignen sich besonders Gefrierschnitte (Leonhardt, 1990).

3.2.1.3.1 Azetylcholinesterase (AChE)- Nachweis

Zum Nachweis der den postgangliondren parasympathischen Transmitter
Azetylcholin hydrolisierenden Azetylcholinesterase wurde die Versuchsanordnung
von Karnovsky und Roots (Karnovsky, 1964) in modifizierter Form angewendet.
Gefrierschnitte kamen nach einer Auftauphase in Natriumazetat flir eine Stunde
bei Raumtemperatur zur Inkubation in ein Medium (pH 5,5) bestehend aus Smg
Azetylthiocholin, 6,5ml Natriumazetat (0,1 molare Losung, pH 6,0), 0,5ml
Natriumzitratldsung (0,1 molar), 1,0 ml Kupfersulfat (0,03 molar), 1,0ml
Kaliumhexazyanoferrat (0,005 molar) und 1,0 ml H,O. Es folgten Waschvorgénge
mit 0,1 molarem Natriumazetat (5x1 Minute), 1%igem Ammoniumsulfid (1
Minute), 0,1 molarem Natriumnitrat (5x1 Minute), 0,1%igem Silbernitrat (1
Minute) und 0,1 molarem Natriumnitrat (5x1 Minute). Das positive, braungefarbte
Reaktionsprodukt entsteht durch einen Niederschlag von Kupferferrizyanid und

markiert die Lokalisation der Azetylcholinesterase im Gewebe. Zusitzlich
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erfolgten Reaktionskontrollen durch selektive Blockierung der Cholinesterasen mit
Physiostigmin (0,01 mM) zum Nachweis falsch-positiver Féarbungen durch

unspezifische Esterasen.

3.2.1.3.2 Nikotinamid Adenin Dinukleotid Phosphat-Diaphorase
(NADPH-d)- Nachweis

Basierend auf der 1964 von Thomas und Pearse angegebenen histochemischen
Technik zum Nachweis des Enzyms NADPH-d wurde in dieser Studie eine von
Neuhuber und Worl modifizierte Methode nach Vincent und Kimura (Vincent,
1992) angewendet. Der Nachweis dieses Enzymkomplexes kann indirekt mit der
Stickstoffmonoxid (NO)- Synthese korreliert werden. Da alle NO-Synthasen eine
NADPH-d- Aktivitét zeigen, kann von einer Kolokalisation beider Enzymsysteme
ausgegangen werden (Riederer, 1996; Hef, 2000). Somit konnen mit dieser
Methode alle NOS-Isoformen dargestellt werden. Selten gibt es auch NADPH-
Diaphorasen ohne NOS (Hef3, 2000).

Die farbliche Markierung der Enzymaktivitit entsteht durch Umsetzung des
Farbstoffes Nitrobluetetrazolium (NBT) durch die NADPH-Diaphorase zu einem
blauen Reaktionsprodukt. Die Gefrierschnitte wurden nach dem Auftauen in einer
Losung aus 0,3%igem Triton X-100, 0,1mg/ml Nitrobluetetrazoliumund 1,0mg/ml
B-NADPH in 0,1 molarem Phosphatpuffer (PBS) fir 50 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Negativkontrolle erfolgte durch Weglassen von [3-

NADPH und zeigte keine Farbereaktion.

3.2.1.3.3 NADPH-d/ AChE-Doppelfiarbung

Fiir den Nachweis der cholinerg-nitrergen Koinnervation wurde nach den Schritten
der oben beschriebenen Technik zur Darstellung der NADPH-Diaphorase die
histochemische Markierung der Azetylcholinesterase nach Karnovsky und Roots
angeschlossen. Nach mehreren Spiilungen der Priparate in PBS (3x10 Minuten)
folgte die Inkubation in einer Losung aus 0,5mg/ml Azetylthiocholinjodid,
29,4mg/ml  Natrium-Citrat-2-Hydrat, 4,8mg/ml Kupfersulfat (wasserfrei),
1,65mg/ml Kaliumferrizyanit und 0,342mg/ml Iso-OMPA
(Tetraisopropylpyrophosphoramid) in 0,1  molarem  Natriumhydrogen-
Maleatpuffer (pH 6,0) fiir 40 Minuten. Durch Einbringen der Préparate in PBS
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wurde die Reaktion abgebrochen. Braun gefirbte Gewebebezirke reprisentieren

cholinerge Strukturen, blau gefarbte Fasern enthalten NADPH-d.

3.2.1.4 Immunhistochemie

Immunhistochemische =~ Verfahren haben seit der Verwendung von
fluoreszenzfarbstoffgekoppelten ~ Antikérpern durch  Coons (1941) eine
zunechmende Bedeutung erlangt und gehoren heute bei zahlreichen
pathohistologischen Fragestellungen zum Standard. Im Gewebe vorhandene
antigene Determinanten (Ag) konnen mit spezifischen Primérantikdrpern (Ak), die
wiederum mit Enzymen (Meerrettichperoxidase, alkalische Phophatase) oder
partikuldren Substanzen (z.B. kolloidales Gold) gekoppelten Sekundirantikorper
reagieren, identifiziert werden. Die dabei entstehenden Ag-Ak-Komplexe konnen
lichtmikroskopisch sichtbar gemacht werden. Dabei werden Chromogene, die von
entsprechenden Enzymen katalysiert werden, oder Fluoreszenzfarbstoffe fiir die
Fluoreszenzmikroskopie eingesetzt. Diese sehr empfindliche Technik wird
malgeblich von verschiedenen Faktoren wie der Spezifitit der Antikdrper, einer
sorgsamen Gewebebehandlung und damit Erhaltung des gesamten Gewebes mit
den antigenen Strukturen, einer fachgerechten Aufbewahrung sowie Anwendung
der Reagenzien und der Einhaltung strenger Zeit- und Temperaturbestimmungen
beeinflusst. Zur Anwendung kommen polyklonale und monoklonale Ak
verschiedener Spezies. Polyklonale Antikorper, die von verschiedenen
Plasmazelllinien stammen, reagieren auf Grund ihrer Heterogenitit mit
verschiedenen Epitopen. Sie besitzen unterschiedliche Affinitit und konnen zu
falsch-positiven Immunreaktionen fithren. Der Nachweis von antigenen
Determinanten im, zum Teil durch die Fixierung beeintrachtigten, Gewebe gelingt
jedoch mit groBerer Verladsslichkeit. Dadurch kann die Reaktionsfdhigkeit der
Methode erweitert werden. Die aus einem Plasmazellklon stammenden
monoklonalen Antikorper sind nur gegen eine antigene Determinante gerichtet und
besitzen dadurch eine hohere Spezifitit. Bei fixierungsbedingter Zerstorung des
vom Ak angesteuerten spezifischen Epitopes ergeben sich Markierungsprobleme

und eine eingeschrankte Reaktionsfahigkeit.
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3.2.1.4.1 Primérantikorper

Die Paraffin- und Gefrierschnitte wurden mit verschiedenen monoklonalen und
polyklonalen  Primérantikorpern, deren optimale Konzentrationen in
Verdiinnungsreihen bestimmt wurden, in einer feuchten Kammer inkubiert.
Ebenso erfolgten verschiedene Versuchsreihen zur Festlegung optimaler
Temperaturbedingungen und des Detektionssystems.

Zur Darstellung von Nervenstrukturen in der Nasenschleimhaut kamen Antikorper
gegen das S-100 Protein (Marker der periaxonalen Schwannzellen und
perigangliondren Gliazellen), gegen die neuronenspezifische Enolase (Enzym in
peripheren Neuronen) und gegen Neurofilamente (Zytoskelettproteine der
peripheren Neurone) zum Einsatz. Der immunhistochemische Nachweis
sympathischer Nervenfasern wurde mit Antikorpern gegen die Tyrosinhydoxylase
(Enzym der Noradrenalinsynthese) und der parasympathischer Nerven mit
Antikorpern gegen die Cholinazetyltransferase (Enzym der Azetylcholinsynthese)
durchgefiihrt. Die folgenden Neuropeptide wurde in der Nasenschleimhaut
lokalisiert: vasointestinales Polypeptid (VIP), Calcitonin gene related Peptid
(CGRP), Substanz P (SP) und Neuropeptid Y (NPY). Stickstoffmonoxid (NO)
wurde in Nerven mittels Antikorpern gegen die neuronale (brain) NO-Synthase
dargestellt. Zum Nachweis des endothelialen Vorkommens von NO kamen
Antikorper gegen eNOS zum Einsatz.

Bei jeder Versuchsreihe wurden Substitutionskontrollen als Negativkontrollen
mitgefiihrt. Hierbei konnten fehlerhafte, d.h. unspezifische Immunreaktionen in
Form von Hintergrundféarbungen erkannt und die entsprechenden Ergebnisse der
Versuchsreihe als negativ gewertet werden. Bei den Negativkontrollen kamen die
Praparate nicht mit dem spezifischen Antikorper, sondern mit Pufferlésungen
(PBS oder TBS) zur Inkubation. Bei regelrechtem Versuchsablauf konnten hierbei
keine Immunférbungen festgestellt werden.

Im Rahmen der Vorbereitung flir die immunhistochemischen Versuche wurden
auch Positivkontrollen an Geweben durchgefiihrt, die das Antigen ebenfalls
enthalten. Dazu kamen Priparate des menschlichen Diinndarms mit den
Antikorpern zur Inkubation. Es konnten positive Immunreaktionen im Plexus
submucosus Meissner und im Plexus myentericus Auerbach festgestellt werden.
AulBlerdem wurden Kontrollen an Schnitten vom Riickenmark der Ratte als positiv

getestet.
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In der nachfolgenden Tabelle sind die einzelnen Antikérper, Hersteller mit
Ortsangabe, die optimalen Verdiinnungen, Inkubationszeiten (in Stunden),
Inkubationstemperaturen ~ (RT-Raumtemperatur von ca. +20 C° KT-
Kiihlschranktemperatur von ca. +4 C° und die jeweils verwendete

Detektionsmethode aufgefiihrt.
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Tabelle 1 mit den verwendeten Antikérpern

ANTI- HER- VER- INKU- INKU- DETEK-
KORPER |STELLER |DUNNUNG |BATIONS- |BATIONS-|TIONS-
ZEITEN (h) |TEMPE- |METHODE
RATUR

S-100

Protein

polyklonal |DAKO; 1:200 2 RT ABC,
Hamburg APAAP

NSE

monoklonal | DAKO; 1:200 48 KT ABC,
Hamburg APAAP

polyklonal |DAKO; 1:200 1 RT ABC
Hamburg

Neuro-

filament

monoklonal | DAKO; 1:100 1 RT ABC
Hamburg

Tyrosinhy-

droxylase

monoklonal | Boehringer; 1:100 24 KT ABC,
Mannheim (1:200) (2) (RT) APAAP

Cholin-

azetyl-

transferase

polyklonal | Maider; 1:100 24 KT ABC
Gottingen

VIP

monoklonal | Dianova; 1:100 48 KT APAAP
Hamburg

polyklonal |Peninsula; 1:200 2 RT ABC
Belmont, (1:1000)
USA

polyklonal | Affiniti; 1:800 0,5 RT ABC
Exeter, UK (18) (KT)

polyklonal |Biotrend, 1:800 2 RT ABC
Kéln

polyklonal | Chemicon, 1:500 12 RT ABC
Temecula,
USA
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ANTI- HER- Vl}'R- INKU- INKU- DETEK-
KORPER |STELLER |DUNNUNG |BATIONS- |BATIONS- | TIONS-
ZEITEN (h) |TEMPE- |METHODE
RATUR

CGRP

polyklonal |Peninsula; 1:750 2 RT ABC
Belmont,
USA

polyklonal | Unger; 1:750 2 RT ABC
Miinchen

polyklonal | Milab; 1:1200 48 KT ABC
Schweden

polyklonal | Serotec; 1:500 2 RT ABC
Oxford,
UK

polyklonal |Biotrend, 1: 1000 4 RT ABC
Kéln

VIP-Rez

monoklonal | Dianova; 1:100 2,5 RT APAAP
Hamburg

SP

polyklonal | Affiniti, 1:1000 1 RT ABC
Exeter, UK (18) (KT)

polyklonal | Serotec; 1:750 2 RT ABC
Oxford,
UK

NPY

polyklonal |Peninsula; 1:750 18 KT ABC
Belmont,
USA

polyklonal | Chemicon, 1:1000 2 RT ABC
Temecula,
USA
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ANTI- HER- VER- INKU- INKU- DETEK-
KORPER |STELLER |[DUNNUNG |BATIONS- BATIONS- | TIONS-
ZEITEN (h) |TEMPE- |METHODE
RATUR
eNOS
monoklonal | Transduc- 1:100 18 KT ABC
tion Lab.;
Lexington,
USA
polyklonal | Transduc- 1:50 18 KT ABC
tion Lab.;
Lexington,
USA
bNOS
polyklonal |Maier; 1:100 1 RT ABC
Graz (1:1500) (18) (KT)
polyklonal |Transduc- 1:75 12 KT ABC
tion Lab.;
Lexington,
USA
polyklonal | Alexis, 1:200 2 RT ABC
San Diego,
USA

3.2.1.4.2 Vorbereitung fiir die Immunhistochemie

Zur Vorbereitung fiir die immunhistochemischen Arbeitsschritte mussten die
Paraffinschnitte zur Entfernung des Paraffins in Xylol eingebracht und
anschlieBend in einer absteigenden Alkoholreihe (100%, 95%, 70% Ethanol)
rehydriert werden. Bei formalinfixierten Prdparaten war zur Demaskierung
verdeckter Determinanten im Gewebe in einigen Versuchen eine proteolytische
Andauung mit 0,1%iger Protease (Sigma, Deisenhofen) fiir 5 Minuten notwendig.
Alternativ wurde eine Mikrowellenbehandlung der Prédparate in 0,01 M
Citratpuffer (pH 6,0) fir 4 mal 5 Minuten bei 600 Watt durchgefiihrt.
AnschlieBend schlossen sich je nach Detektionsmethode Waschvorgénge in

Pufferlosungen (PBS oder TBS- siehe nachfolgende Tabelle 2) an.
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TRIS-Puffer-Losung (TBS) Phosphatpuffer-Losung (PBS)
pH 7,5 pH 7,3-7,6

Zusammensetzung Zusammensetzung

Tris-Base 4,5g; Tris-HC1 34,25g; NaCl 42,5g; Na,HPO. 6,35g;

NaCl 43,95g in 5 Liter H,O dest. NaH,PO4 1,95g in 5 Liter H,O dest.
APAAP ABC
IGSS Immunelektronenmikroskopie

Tabelle 2 mit den verwendeten Pufferlosungen

Die vorher bei —20 C° konservierten Gefrierschnitte wurden langsam auf
Raumtemperatur gebracht und bis zum Versuchsbeginn in entsprechenden
Pufferlosungen gelagert.

Zur Minderung von unspezifischen Bindungsreaktionen der Primédrantikdrper an
freien reaktiven Gewebsantigenen erfolgte eine Inkubation fiir 20 Minuten mit
einem verdiinnten Serum (DAKO, Hamburg; Verdiinnung 1:5 bis 1:20) von der

Tierspezies stammend, in der der Sekundérantikdrper hergestellt wurde.

3.2.1.4.3 Avidin-Biotin-Komplex (ABC)-Methode

Bei der ABC-Methode reagiert der Primirantikdrper mit einem biotinylierten
Sekundarantikorper, an den sich der vorgeformte Avidin-Biotin-Enzymkomplex
bindet. Als Enzym dient die Meerrettichperoxidase, die das Chromogen 3-Amino-
9-ethylcarbazol (AEC) zu einem l16slichen roten Farbstoff umsetzen kann
(Guesdon, 1979).

Nach den vorbereitenden Schritten erfolgte die Blockierung der endogenen
Peroxidase (in Erythrozyten, Granulozyten und Muskelzellen vorkommend) mit
3%igem wiéssrigen oder methanolischem H,O, fiir 6 Minuten. Nach Spiilung in
PBS und Aufbringen des Normalserums schloss sich die Inkubation mit dem
jeweiligen Primédrantikorper (siehe Tabelle 1) an. Nach PBS-Waschungen wurden
die Pridparate mit dem biotinylierten Sekundirantikérper (VECTOR, Burlingame,
USA; Verdiinnung 1:200) fiir 30 Minuten und nach erneuter PBS-Waschung mit
dem ABC-Komplex-Reagenz (VECTOR, Vectastain-Elite, Wiesbaden) fiir 30
Minuten inkubiert. AbschlieBend erfolgte nach PBS-Waschung das Aufbringen der
chromogenen Substratlosung AEC (DAKO, Hamburg) fiir 5 bis 20 Minuten unter
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lichtmikroskopischer Kontrolle, bis eine entsprechend hohe Farbintensitit erreicht

war.

3.2.1.4.4 Alkalische Phosphatase anti-alkalische Phosphatase
(APAAP)-Methode

Es handelt sich um eine Enzym-anti-Enzymkomplex-Technik, bei der ein im
UberschuB vorliegender Briickenantikdrper zwischen dem Primirantikdrper und
Zweitantikorper, gegen den das Markerenzym gerichtet ist, bindet (Mason, 1985;
Stein, 1985). Als Chromogene werden Fast Red oder Neufuchsin (DAKO,
Hamburg) verwendet. Zur Signalverstiarkung konnen wiederholte Inkubationen mit
dem Briickenantikorper und dem APAAP-Komplex durchgefiihrt werden. Dabei
konnen aber auch vermehrt unspezifische Reaktionen auftreten.

Nach  TBS-Waschung und  Primédrantikérper-Inkubation ~ wurde  der
Briickenantikorper (DAKO, Hamburg; Verdiinnung 1:50) fiir 30 Minuten
aufgebracht. Nach TBS-Waschung schloss sich die Reaktion mit dem APAAP-
Komplex (DAKO; Verdiinnung 1:50) fiir 30 Minuten an. Wiederholte Waschung
in TBS und das Auftragen des Chromogens unter lichtmikroskopischer Kontrolle,
bis sich eine rote Markierung der Immunkomplexreaktionen feststellen lieB3,

beendeten das Verfahren.

3.2.1.4.5 Konservierung und Auswertung

Nach Abschluss der immunhistochemischen Versuche wurden die Préparate mit
Leitungswasser und Aquadest gespiilt und zur sichtbaren Darstellung des
umliegenden Gewebes einer Gegenfirbung mit Mayers saurem Hémalaun
(MERCK, Darmstadt) fiir 1 bis 2 Minuten unterzogen. Eine 15 miniitige Spiilung
in Leitungswasser schloss sich an. Die Konservierung der Priaparate erfolgte durch
Eindecken in einem wissrigen Medium (Kaisers Glyzerin Gelatine; Merck,
Miinchen). Die Photodokumentation positiver Immunreaktionen wurde am

Lichtmikroskop (Axiophot, Zeiss, Jena) durchgefiihrt.
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3.2.1.5 Transmissionselektronenmikroskopie

Aufbauend auf den lichtmikroskopischen Befunden sollte der ultrastrukturelle
Aufbau der seromukdsen Driisen untersucht und der Nachweis von
periglandulédren nervalen Strukturen gesichert werden. Um die im Lichtmikroskop
nicht erkennbaren feinstrukturellen Zusammenhénge darzustellen, waren ein hohes
Auflosungsvermogen  sowie  hohe  VergroBerungen, wie sie  die

Elektronenmikroskopie ermdglicht, notwendig.

3.2.1.5.1 Vorbereitung und Anfertigung der Priparate

Aus dem Conchotomieprdparat wurden ca. 1,5 x 1,5mm messende Gewebeblocke
zurechtgeschnitten. Die  Fixierung der Priparate erfolgte in 3%
phosphatgepuffertem Glutaraldehyd (Phosphatpuffer nach Schultz-Karlsson) iiber
Nacht im Kiihlschrank. Nach Waschung in Phosphatpuffer (nach Schultz-
Karlsson) wurde die Nachfixierung in 1% Osmiumséure fiir 2 Stunden sowie nach
einer erneuten Pufferwaschung die Dehydrierung in einer aufsteigenden
Acetonreithe (30%,50%,70%,80%,90%,100% Aceton) und in Propylenoxid
durchgefiihrt. Nach einer Inkubation mit einer Propylenoxid-Durcupan Mischung
fiir 3x1 Stunde und einer Durchdringungsphase in Durcupan bei 45 Grad Celsius
fiir 3x2 Stunden wurden die Priaparate im Wérmeschrank bei 65 Grad Celsius fiir
48 Stunden wirmepolymerisiert und zur Aushértung gebracht. Nach dem Anfrasen
erfolgte das Anfertigen von 0,3um messenden Semidiinnschnitten (Reichert-Jung
Ultracut E, Wien) und die Farbung mit Toluidinblau O. AnschlieBend konnten die
Praparate am Lichtmikroskop untersucht und geeignete Regionen fiir die
Elektronenmikroskopie selektiert werden. Die zu untersuchenden Geweberegionen
wurden nach einem Zieltrimmen ultradiinn geschnitten (Reichert-Jung, Ultracut E,
Wien; Schnittdicke 50-70nm) und auf befilmte Tragernetze aufgebracht. Eine
Doppelkontrastierung mit Uranylacetat und Bleicitrat beendete die Priparierung.
AbschlieBend konnten die Pridparate am Elektronenmikroskop (EM 902 A Zeiss,

Jena) ausgewertet und interessante Regionen photodokumentiert werden.

3.2.1.6 Immunelektronenmikroskopie

Die Fixierung der Priparate flir die immunelektronenmikroskopischen Versuche
erfolgte in einem Gemisch aus 2% iger Paraformaldehyd- und 0,1 %iger

Glutaraldehydldsung in PBS fiir 2 Stunden im Kiihlschrank. Nach Spiilung in PBS
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und Dehydrierung in einer aufsteigenden Alkoholreihe (20%,50%,70%,80%,100%
Ethanol) kamen die Prdparate bei Kiihlschranktemperatur {iber Nacht in
Unicrylldsung.

Der Einbettung in Beem - Kapseln folgte die Polymerisierung bei —5 C° im UV-
Licht.

3.2.1.6.1 Primédrantikorper

Die 50nm messenden Ultradiinnschnitte wurden auf Nickel-Trégernetze
aufgebracht und anschlieBend auf Parafilmfolie mit PBG-verdiinnten
Primérantikdrpern iiber Nacht bei Kiihlschranktemperatur inkubiert. Vorher
erfolgte die Blockierung freier Aldehydgruppen mit einer PBS-Glycin-Losung und
das Auftragen von einer PBG- Ldsung, bestehend aus 0,45% iger Fischgelatine
(MERCK, Darmstadt), PBS und 0,5 %igem bovinem Serumalbumin (SIGMA,
Deisenhofen) fiir 2 mal 10 Minuten. Die Angaben zu den Antikdrpern, Herstellern
und Verdiinnungen finden sich in Tabelle 3.

Nach Waschschritten in PBG folgte die Inkubation mit dem biotinylierten
Sekundirantikdrper (VECTOR, Burlingame, USA; Verdiinnung 1:200),
Spiilungen mit PBG und die Inkubation mit dem Streptavidin-Immunogold-
Komplex (Auroprobe EM Streptavidin G10, AMERSHAM, Buckingshamshire,
UK). Dieser Komplex enthélt die, bei der elektronenmikroskopischen Auswertung
nachweisbaren, 10nm messenden Goldpartikel (Beesley, 1989). AbschlieBend
wurden die Triagernetze in PBG, PBS und Aqua bidest gewaschen und iiber Nacht
luftgetrocknet. Je nach verwendetem Antikdrper konnten die Pridparate mit
Uranylacetat und/ oder Bleicitrat kontrastiert werden. Die Auswertung und

Photodokumentation erfolgte wie oben angegeben.
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ANTIKORPER HERSTELLER VERDUNNUNG

Neuronen-

spezifische Enolase

polyklonal DAKO; Hamburg 1:100

Neurofilament

monoklonal DAKO; Hamburg 1:50

VIP

polyklonal Chemicon,Temecula, 1:250
USA

CGRP

polyklonal Peninsula;Belmont, USA 1:100

SP

polyklonal Affiniti; Exeter, UK 1 :2000

NPY

polyklonal Chemicon,Temecula, 1:800
USA

bNOS

polyklonal Transduction Lab.; 1:200
Lexington, USA

eNOS

polyklonal Transduction Lab.; 1:400
Lexington, USA

Tabelle 3 mit den Antikorpern fiir die Immunelektronenmikroskopie

4. Ergebnisse
4.1 Zur Morphologie der Nasenschleimhaut

Bei den licht- und elektronenmikroskopischen Untersuchungen zeigte sich ein zum
Teil mehrreihiges, auch teils flaches hochprismatisches Flimmerepithel mit
zilientragenden Zylinderzellen, Becherzellen und Basalzellen auf einer

unterschiedlich stark ausgeprigten Basalmembran (Abb.2a,2b,3a,4). Nach einer an
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Kapillaren und Nervenfasern reichen subepithelialen Schicht (2a,2b,3b) finden
sich die seromukdsen Driisenkomplexe der Lamina propria mucosae (Abb.3a,4).
Im subepithelialen Bindegewebe verlaufen zahlreiche nicht myelinisierte
Nervenfasern (Abb.3b). Zwischen dem Driisenlager und den tiefliegenden
Knochenlamellen des Os turbinale befindet sich das ausgedehnte GefiaBnetz der
Nasenmuschel mit aufsteigenden Rankenarterien, Arteriolen, zahlreichen
Kapillaren, weiten vendsen Sinusoiden, Drosselvenen sowie freien Muskelzellen
(Abb.4). Die von Perizyten umgebenen Kapillaren zeigen in der Nédhe des Epithels
und im periglanduldren Bindegewebe ein gefenstertes Endothel (Abb.5a). Diese
durch Diaphragmata verschlossenen Fenestrationen sind den Azinuszellen der

Driisen zugewandt (Abb.5b). Endothelzellen und Perizyten sind von einer

Basallamina begrenzt.

Abb.2a:  Hochprismatisches  Flimmer- Abb.2b: Unter dem Epithel (E)
epithel (E) mit Becherzellen (blau). Unter kapillarreiche Schicht (K) und
der Basalmembran (BM) Kapillaren (K) Driisenzellen (D). Toluidinblaufarbung.
und Driisen (D). Azanfarbung. OriginalvergréBerung:x 100

OriginalvergroBerung:x 100
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Abb.3a: Ubersichtsdarstellung
der Lamina propria mucosae.
Unter  Epithel (E) und
Basalmembran (BM) sero-
mukdse Driisenkomplexe (D).
Venoser Sinusoid (S) mit
Erythrozyten. Haematoxylin-
Eosin-Farbung.
OriginalvergroBerung:x 80

Abb.3b: Elektronenmikroskopische Darstellung der
subepithelialen Region. Unter dem Epithel (E) im
kollagenreichen Bindegewebe nicht myelinisierte Nervenfasern
(N). Anschnitt einer Driise (D). Originalvergroferung:x 4400

Abb.4:  Ubersichtsdarstellung ~ der  unteren
Nasenmuschel. Unter dem Epithel (E) ausgedehnte
Driisenkomplexe (D). Muskelstarke Vene (V) und
venose Sinusoide (S).
Haematoxylin-Eosin-Farbung.
OriginalvergroBerung:x 60
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Abb.5a: In direkter Beziehung zur Driise Abb.5b: Detailvergroflerung einer

(D) befindliche Kapillare (K) mit 3 kapilliren Endothelzelle. Fenestrationen
Erythrozyten. Fenestrationen am unteren (Pfeile) mit Diaphragmata. Lumen (L).
Bildrand. TEM, OriginalvergroBerung:x TEM, OriginalvergroBerung:x 85000

7000

4.2 Morphologie der seromukdsen Driisen

In der Nasenschleimhaut des Menschen konnten sowohl serdse, mukdse als auch
gemischte seromukodse Driisenkomplexe gefunden werden (Abb.6). Erst im
elektronenmikroskopischen Schnittbild zeigt sich der polare Zellaufbau der
Azinuszellen. Im basalen Abschnitt befindet sich der Zellkern mit kondensiertem
Chromatin, im supranukledren Zellbereich das rauhe endoplasmatisches Retikulum
und der Golgi-Apparat und am apikalen Zellpol zahlreiche membranbegrenzte
Sekretgranula (Abb.7a,7b). In den Azinuszellen konnen reichlich Mitochondrien
vom Crista-Typ nachgewiesen werden. Hinweisend auf das Vorliegen einer
serdsen Driise sind die elektronendichten Granula, die gut abgrenzbar erscheinen
(Abb.7b). Die im apikalen Bereich mit kurzen Mikrovilli besetzten Azinuszellen
verjiingen sich zu einem schmalen Lumen, in das die Sekretgranula via Exozytose
abgeben werden (Abb.7c). Der gesamte Driisenzellkomplex aus einzelnen
Azinuszellen wird von einer Basallamina umgeben. An der Oberfliche der
Driisenendstiicke und im Bereich der Driisenausfiihrungsginge finden sich
vereinzelt dem basalen Zellpol anliegende filamentreiche Myoepithelzellen
(Abb.7a). Besonders im apikalen Zellbereich sind die Azinuszellen iiber

Desmosomen oder ,,tight junctions* verzahnt (Abb.7c).
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Abb.6: Gemischte serdse und mukdse Abb.7a: Elektronenmikroskopische Ubersicht
Driisen (D) mit Ausfiihrungsgang (AG) von Azinuszellen. Basal gelegene Zellkerne
unter dem Epithel (E). Muskelstarke (ZK). Exozytose eines Sekretvesikels (Pfeil) in
Venen (V). Van Gieson Férbung. das Lumen (L). Myoepitelzelle (MZ). TEM.
OriginalvergroBerung:x 60 OriginalvergroBerung:x 3000

Abb.7b: Serdse Driise mit Exozytose (Pfeile) der  Abb.7c¢: Zahlreiche Sekretgranula vor
Sekretgranula in das Lumen (L). Basisnah gelegene der Exozytose in das Driisenlumen
chromatinreiche Zellkerne (ZK). Im Randbereich (L). Apikaler  Zellbesatz  mit
periglanduldres Bindegewebe. TEM. Mikrovilli. Zellverbindungen in Form
OriginalvergroBerung:x 3000 von Desmosomen (Pfeile). TEM.
OriginalvergroBerung:x 12000

4.3 Lichtmikroskopische Darstellung der periglanduldren

Nervenversorgung

In den routinemdBig verwendeten Farbungen von Gewebeschnitten der unteren
Nasenmuschel (z.B. Haematoxylin-Eosin Firbung) konnen die Nerven der

Nasenschleimhaut auf Grund der fehlenden Kontrastierung zu umliegenden
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Strukturen nur unzureichend dargestellt werden. Der Einsatz von Antikorpern
gegen neuronale Bestandteile ermdglicht jedoch eine Identifikation von Nerven im

Gewebeverband.

4.3.1 Neuronenspezifische Enolase (NSE)

Durch Inkubation der Préparate mit Antikérpern gegen die neuronenspezifische
Enolase konnte eine iibersichtliche lichtmikroskopische Darstellung der Nerven in
der unteren Nasenmuschel an Paraffin- und Gefrierschnitten erreicht werden. Die
Nervenbiindel und die sich verzweigenden Nervenfasern wurden durch eine rote
Féarbung gegeniiber dem umliegenden Gewebe identifiziert. In der Tiefe der
Lamina propria mucosae finden sich kaliberstarke, dicke, periostnahe
Nervenbiindel, von denen Nervenfasern, die bis in die subepitheliale Region
ziehen, abzweigen (Abb.8). In der unmittelbaren Umgebung der seromukosen
Driisen finden sich schmale Nervenfaserbiindel, von denen einzelne Neurone zu
den Azinuszellen fiihren. Im periglanduldren Bindegewebe konnten geflechtartige
Nervenaufzweigungen um die Aullenwandung der Driisen gefunden werden.
Zwischen den einzelnen Azinuszellen bzw. in Nihe des Driisenlumens wurden
keine Nervenfasern gesehen. In der Umgebung der Driisenausfiihrungsgéinge
zeigte sich ebenfalls eine dichte Innervation. Das mit NSE-Ak darstellbare
subepitheliale Nervennetz steht mit den periglanduldren Nerven in Verbindung. Im
Epithel, der Basalmembran sowie in direkter Beziehung zu periglandulédren

Kapillaren wurden keine NSE-positiven Nervenfasern nachgewiesen.

Abb.8: NSE-
positive  Nerven
(Pfeile) in der
Adventitia  einer
Arterie (A) und im
Bindegewebe der
Driisen (D). An
Venen (V) nur
vereinzelt Immun-
reaktionen.
ABC-Methode.
OriginalvergroBer-
ung:x 150
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4.3.2 Neurofilament

Mit Hilfe von Antikorpern gegen Zytoskelettproteine der peripheren Neurone
(Neurofilamente) konnten die Ergebnisse der NSE-Immunreaktionen bestétigt und
die gleiche Verteilung der Nervenfasern im Bereich der Driisen festgestellt
werden. Die peripheren Neurone in der Nasenschleimhaut konnten mit diesem
Antikdrper zum Teil noch genauer bis zu feinsten Aufzweigungen dargestellt
werden (Abb.9a). Nervenfaserbiindel wurden hintergrundfrei direkt an den
Azinuszellen dargestellt (Abb.9b,9¢). Positive Immunreaktionen zeigten sich auch

an Arterien und Arteriolen in der Nahe der Driisen.

4.3.3 S-100 Protein

Auch mit dem Marker der Schwann-Zellen konnten immunreaktive nervale
Strukturen in der Umgebung der seromukdsen Driisen markiert werden. Es zeigten
sich, wie bei den NSE- und Neurofilamentmarkierungen, periglandulire und

subepitheliale Nervenfasern (Abb.10). In einigen Abschnitten der Driisenkomplexe

wurde S-100 Protein auch intraglandulér nachgewiesen.

Abb.9a: Markierung von Nervenfasern  Abb.9b: Neurofilament-positiver Nerv (N) im
(N, Pfeile) an Driisenzellen (D) mit NF-  periglanduldren Bindegewebe. Driise (D).
Antikorper. ABC-Methode. ABC-Methode.

OriginalvergroBerung:x 150 OriginalvergroBerung:x 200
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Abb.9c: Nervenfasern (Pfeile) an der Abb.10: S-100 Protein-immunreaktives

AuBenwandung einer serdsen Nervenfaserbiindel (N) und feine Nervenfasern
Driisenzelle (D). Venoser Sinusoid (S) (Pfeile) an seromukosen Driisen (D).

ohne Hinweis fiir Innervation. ABC-Methode.

ABC-Methode. Originalvergroferung:x 200

OriginalvergroBerung:x 150

4.3.4 Cholinerge Innervation

Zum Nachweis der cholinergen Innervation der Driisen wurden monoklonale und
polyklonale Antikorper gegen die Cholinazetyltransferase verwendet. In den
kaliberstarken Nervenbiindeln der tiefen Schicht der Nasenschleimhaut zeigten
sich gemeinsam verlaufende cholinerge und adrenerge Nervenfasern. In den
periglanduldren Nervengeflechten konnte ein hoher Anteil cholinerger Neurone
identifiziert werden. Die Farbintensitit war zum Teil sehr schwach, so dass
zusitzlich das histochemische Verfahren nach Karnovsky und Roots, ebenfalls an
Gefrierschnitten, angewandt wurde. Besonders durch den histochemischen
Nachweis der  Azetylcholinesterase  als  intensives,  braunschwarzes
Reaktionsprodukt konnte die dichte cholinerge Innervation an den seromukdsen
Driisen dargestellt werden. Es zeigten sich korbartige Nervenverzweigungen um
die Azinuszellen, die Driisenausfithrungsginge und im Bindegewebe zwischen den

Driisenkomplexen (Abb.11a,11b).
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Abb.11a: Histochemische Markierung der Abb.11b: Cholinerges Nervenfaserbiindel (N)

Azetylcholinesterase in cholinergen und feine, korbartige Nervenfasern (Pfeile) an
Nervenfaserbiindeln (N) und einzelnen den Driisenzellen (D). Venoser Sinusoid ohne
Nerven (Pfeile) an den Driisen (D). Epithel Markierung.

(E). AChE-Histochemie.

OriginalvergréBerung:x 80 OriginalvergroBerung:x 100

4.3.5 Adrenerge Innervation

Mit einem monoklonalen Antikdrper gegen die Tyrosinhydroxylase konnten
sympathische Nervenfasern markiert werden. In dicken Nervenfaserbiindeln waren
jedoch im Vergleich zu den NSE- und NF-Markierungen wesentlich weniger
Neurone immunreaktiv darstellbar. Hier zeigte sich, wie schon bei der cholinergen
Innervation beschrieben, ein gemeinsames Auftreten von immunreaktiven
adrenergen Nervenfasern mit cholinergen Nerven in dicken Nervenbiindeln. In der
Adventitia von Arterien und besonders an Arteriolen in Nihe der Driisenkomplexe
fanden sich Tyrosinhydroxylase-positive Nervenfasern. An den Driisenazini waren
im Vergleich zur cholinergen Innervation nur vereinzelt immunreaktive

Nervenfasern darstellbar (Abb.12).
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Abb.12: Driisenkomplex (D) und Darstellung eines
noradrenergen Nervenfaserbiindels (N) und feiner
Nervenfasern (Pfeile) im  periglanduldren
Bindegewebe und an einer Arterie (A). ABC-
Methode.

OriginalvergroBerung:x 100

4.3.6 Neuropeptiderge Innervation

Die als Neurotransmitter agierenden Neuropeptide VIP, CGRP, SP und NPY
konnten in Nerven der respiratorischen Nasenschleimhaut nachgewiesen werden.
Die Verteilung und Konzentration der Neuropeptide in periglanduldren Nerven
wies sehr starke Unterschiede auf. Im Vergleich zur Darstellung der
Grundinnervation (z.B. NSE) und der klassischen Neurotransmitter war der
immunhistochemische Nachweis der Neuropeptide auf Grund der geringen
Gewebekonzentrationen wesentlich schwieriger zu fiihren. Als geeignete Technik
erwies sich der Nachweis von Antigen-Antikorper-Komplexen mit der ABC-
Methodik an Gefrierschnitten. Da nicht jede Antikdrpercharge von gleichméaBiger
und hochwertiger Qualitdit war, mussten Antikorper verschiedener Hersteller

verwendet werden.

4.3.6.1 VIP

Die aussagekriftigsten Ergebnisse konnten durch die Inkubation mit dem
polyklonalen VIP-Ak (Peninsula) und der ABC-Methode erreicht werden. In
dicken Nervenfaserbiindeln zeigten sich einzelne VIP-immunreaktive Fasern
(Abb. 13a). In vorher als Nervenfasern identifizierten Strukturen konnte in
direktem Kontakt zur AuBenwandung der Driisenzellen und zwischen den

Driisenkomplexen VIP in Form feiner Varikosititen nachgewiesen werden

42



(Abb.13b). Im umgebenden Bindegewebe der Ausfiihrungsginge zeigten sich
immunreaktive, VIP-haltige Nervenfasern (Abb.13c). Unter der Inkubation mit
dem VIP-Rezeptor-Antikorper farbten sich die Azinuszellen.

Abb.13a: Nervenbiindel (N) mit VIP- Abb.13b: VIP-haltige Nervenfasern (Pfeile)

positiven Nerven (Pfeile). Periglanduldre in direkter Beziehung zu den Azinuszellen der
Nervenfasern an einer Driise (D). Driisen (D). ABC-Methode.
ABC-Methode. OriginalvergroBerung:x 200

OriginalvergroBerung:x 220

Abb.13c: Subepithelialer Driisenausfithrungsgang
(AG). In unmittelbarer Umgebung VIP-

’I -_ fs ﬁ immunreaktive Nervenfaser (Pfeile). Vendser
; { 0 *. ~ Sinusoid (S). ABC-Methode.
z i P ﬂﬁ\ 7 " OriginalvergroBerung:x 200
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4.3.6.2 CGRP

Positive Immunreaktionen konnten mit allen in Tabelle 2 aufgefiihrten
Antikdrpern gegen CGRP beobachtet werden. Auf Grund der niedrigen
Gewebekonzentration von CGRP waren verschiedene Ak-Verdiinnungsreihen bei
unterschiedlichen Inkubationsbedingungen notwendig. CGRP-positive
Nervenfasern stellten sich in Form von feinen Varikosititen in Nervenbiindeln und
in feinen periglandulidren Nerven dar (Abb.14a,14b). Ein direkter Kontakt zu den
Azinuszellen konnte nur vereinzelt beobachtet werden. In der Nihe von
Ausfiihrungsgéngen und besonders im subepithelialen Bindegewebe stellten sich
fein verzweigte CGRP-immunreaktive Nervenfasern dar, die stellenweise bis zur

Basalmembran reichten, diese aber nicht penetrierten. Im Bereich des Epithels

konnten keine CGRP-haltigen Fasern markiert werden.

Abb.14a: CGRP-positive Nervenfasern Abb.14b: Unter dem Epithel (E) gelegene
(Pfeile) als feine Varikosititen im CGRP-immunreaktive Nervenfaser (Pfeile)
periglanduldren Bindegewebe. Driise (D). an seromukdsen Driisen (D). Kapillare (K).
ABC-Methode. ABC-Methode.

OriginalvergroBerung:x 180 OriginalvergroBerung:x 180
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4.3.6.3 SP

Der Nachweis von SP in peripheren Nerven der Nasenschleimhaut gestaltete sich
auch bei Anwendung verschiedener Antikorperchargen schwierig. Vereinzelt
konnten in dicken Nervenbiindeln SP-positive Nervenfasern markiert werden
(Abb.15a). In identischen Regionen der CGRP-Versuche stellten sich im
periglanduldren Bindegewebe (Abb.15b) und im subepithelialen Bindegewebe

(Abb.15a) immunreaktive Nervenfasern dar.
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Abb.15a: Nachweis von SP-positiven Abb.15b: Feine SP-haltige Nerven (Pfeile)
Nervenfasern (Pfeile) direkt unter dem an seromukosen Azinuszellen (D). Vendser
Epithel (E), an einer Driise (D) und in Sinusoid (S). ABC-Methode.
einem Nervenfaserbiindel (N). OriginalvergroBerung:x 200

ABC-Methode.
OriginalvergroBerung: x 120

4.3.6.4 NPY

Der Neurotransmitter NPY wurde in der Adventitia von Arterien und insbesondere
an Arteriolen in unmittelbarer Umgebung der seromukdsen Driisen in
perlschnurartiger Anordnung dargestellt (Abb.16a). Die kleinen, von einer 1 bis 2-
schichtigen Tunica muscularis begrenzten Arteriolen zeigten eine besonders
intensive Innervation durch NPY-Nervenfasern, wahrend die vendsen Gefalle und

vendsen Sinusoide keine immunreaktiven Strukturen aufwiesen (Abb.16b). Eine
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direkte Innervation der Tunica muscularis konnte nicht gefunden werden. Zum
Teil zweigten von den adventitiellen Nerven einzelne Fasern zu den umliegenden
Driisen ab (Abb.16c,16d). Einzelne NPY-Fasern fanden sich an der
AuBenwandung der Azinuszellen. Auch im subepithelialen Bindegewebe zeigten
sich NPY-positive Nervenfasern. Im Vergleich zur Darstellung der noradrenalin-
haltigen Nerven konnte ein dhnliches Verteilungsmuster im Sinne einer
Kolokalisation von NPY-haltigen Nerven in der Nasenschleimhaut beobachtet

werden.

Abb.16a: Querschnitt einer dickwandigen Arterie (A) mit zirkuldr in der
Adventitia verlaufenden, NPY-positiven Nervenfasern (Pfeile). NPY-
immunreaktives Nervenbiindel (N) und NPY-negative Kapillaren (K) in
der Ndhe. ABC-Methode. Originalvergroferung:x 100
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Abb.16b: Driisen (D) mit NPY-haltigen Nervenfasern (N, Pfeile) in
der Adventitia von Arteriolen (Art) und im periglanduldren
Bindegewebe. Das benachbarte venose Gefdl (V) zeigt keine
immunreaktiven Nervenfasern. ABC-Methode.
OriginalvergroBerung:x 120
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Abb.16¢: Rankenarterie (A) und
Driise (D) mit versorgender
NPY-positiver Nervenfaser
(Pfeile). Keine Immun-
reaktionen an Venen (V).
ABC-Methode.
OriginalvergroBerung:x 120

Abb.16d: Unterhalb des Epithels (E)
NPY-immunreaktive Nervenfasern
(Pfeile) um einen Driisenausfiithrungsgang
(AG). an einer Arteriole (Art) und im
driisennahen (D) Bindegewebe.
ABC-Methode.

OriginalvergroBerung:x 80

4.3.7 Stickstoffmonoxidnachweis

Zur Markierung von Stickoxiden (NO) in der Nasenschleimhaut eignet sich
vorrangig der Nachweis von Enzymen, die an der NO-Synthese beteiligt sind. Die
NADPH-Diaphorase kann mit einem histochemischen Verfahren, modifiziert nach

Vincent und Kimura, nachgewiesen werden.

4.3.7.1 NADPH-d

Das blaue Reaktionsprodukt bei NADPH-d-positiver Reaktion konnte sowohl in
Nerven als auch im Epithel und Gefdllendothelien dargestellt werden. NO-haltige
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Nerven zeigten sich in allen Regionen der unteren Nasenmuschel, so auch im
periglanduldren Bindegewebe und im Subepithel. Durch den NADPH-d Nachweis
war die Lokalisation aller in der Nasenschleimhaut vorliegenden NO-Isoformen
moglich. Das blaue Reaktionsprodukt lie sich jedoch durch eine ebenfalls blaue

Gegenfarbung mittels Himalaun nur schlecht kontrastieren.

4.3.7.2 NADPH-d/ AChE-Doppelfarbung

Zur komplexen Darstellung der nitrergen-cholinergen Koinnervation eignete sich
eine NADPH-d/ AChE-Doppelfirbung. Die NO-haltigen Nervenfasern
unterschieden sich durch eine dezente Blaufarbung von den Azetylcholinesterase-
haltigen Nerven (braune Farbung). Die Azetylcholinesterase-Aktivitit war deutlich
starker ausgeprégt als die NADPH-Diaphorase-Aktivitit. Es zeigten sich braun-
blau-gefirbte Nervenfasern, die teils korbartige Verzweigungen um die
Azinuszellen bilden (Abb.17a,17b). In der Umgebung von
Driisenausfithrungsgingen konnten ebenfalls nitrerg-cholinerge Nervenfasern

nachgewiesen werden.
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Abb.17a: Darstellung der cholinerg- Abb.17b: Dichtes Netzwerk cholinerger
nitrergen Koinnervation. Braun gefirbte Nerven (braun) mit nitrergen
cholinerge  Nervenfasern mit blau Nervenfasern (Pfeile) um Azinuszellen.
gefiarbten nitrergen Fasern (Pfeile) an NADPH-d/AChE-Doppelhistochemie.
Driisenzellen. NADPH-d/AChE- OriginalvergroBerung:x 320
Doppelhistochemie.

Originalvergroferung:x 320
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4.3.7.3 Verteilung von nNOS und eNOS
Die an der Stickoxidsynthese beteiligten NO-Synthasen (NOS) koénnen mit

immunhistochemischen Methoden in der Nasenschleimhaut nachgewiesen werden.
Zur Markierung der in Axonen vorkommenden NOS-Isoform wurden polyklonale
Antikorper gegen die neuronale (n) NOS verwendet. Es zeigten sich positive
Immunreaktionen in Nervenfaserbiindeln (Abb.18a) und in Nervenfasern in Form
von feinen Varikosititen im driisennahen Bindegewebe (Abb.18b) und an
Driisenausfithrungsgingen (Abb.18c). In einigen Schnitten konnten ein direkter
Kontakt der nNOS-positiven Fasern mit den Driisenzellen festgestellt (Abb.18b)
werden. Die nNOS-positiven Befunde in neuronalen Strukturen der
Nasenschleimhaut stimmten mit den Ergebnissen der NADPH-Diaphorase-
Versuche {iberein. Auch hier konnten in dicken Nervenbiindeln einzelne
immunreaktive Nervenfasern identifiziert werden.

Mit Antikorpern gegen die endotheliale (e) NOS war eine Markierung in
GefaBendothelien moglich. Besonders intensive Immunreaktionen wurden in
periglanduldren, periduktalen (Abb.19a,19b) subepithelialen Kapillaren (Abb.19c)

und Arteriolen sowie in Arterien gefunden.
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Abb.18a: Querschnitt eines Nerven- Abb.18b: Immunhistochemische Markierung von
faserbiindels mit einzelnen nNOS- nNOS-haltigen Nervenfasern (Pfeile) mit direktem
positiven Axonen (Pfeile). ABC-  Kontakt zu den Driisenzellen (D). ABC-Methode.
Methode. OriginalvergroBerung:x 180

Originalvergroferung:x 320
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Abb.18c: Subepithelialer
Bereich mit Nachweis von
nNOS-haltigen  Nerven
(Pfeile) in der Umgebung
von Drisen (D) und
Ausfithrungsgédngen AG).
ABC-Methode.
Originalvergroferung:

x 260

Abb.19a: Immunhistochemische Markierung ~ Abb.19b: Driisenausfiihrungsgang (AG) mit
von eNOS im Endothel von periglanduliren  umgebenden eNOS-immunreaktiven Kapillaren
Kapillaren  (Pfeile) und in  einer (Pfeile) im subepithelialen Bindegewebe. ABC-
angeschnittenen Arteriole (Art). Methode.

ABC-Methode. OriginalvergroBerung:x 180
OriginalvergroBerung:x 200

Abb.19¢c: Subepitheliale Lage
- eNOS-haltiger Kapillaren (K).
Epithel (E).

- ABC-Methode.
Originalvergroferung:x 220
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4.4 Elektronenmikroskopischer Nachweis der Driiseninnervation

Zur Bestitigung der lichtmikroskopischen Befunde sowie zur genauen
Lokalisation von nervalen Strukturen an den seromukodsen Driisen wurden
transmissionselektronenmikroskopische  Untersuchungen  durchgefiihrt. Die
ultrastrukturelle Suche nach Nervenfasern in der Nasenschleimhaut gestaltete sich
schwierig, da methodisch bedingt nur sehr kleine Gewebeproben zur
Untersuchung kamen. Durch intensives, systematisches Durchmustern der
Praparate konnten jedoch Nervenfaserbiindel und einzelne Nerven identifiziert
werden. In der Lamina propria mucosae finden sich elektronenmikroskopisch
kaliberstarke Nervenbiindel, die aus myelinisierten (markhaltigen) und nicht
myelinisierten Nervenfasern zusammengesetzt sind (Abb.20a). Die kleineren
Nervenfaserbiindel bestehen iiberwiegend aus nicht myelinisierten Nerven
(Abb.20b). Der grundsitzliche Aufbau dieser periglanduldren Nerven aus
Neurofibrillen und Neurotubuli gleicht dem peripherer Nerven anderer
Korperregionen. Im Axoplasma finden sich auch zahlreiche Mitochondrien. Als
Charakteristikum fiir nicht myelinisierte Nerven werden mehrere Nervenfasern

von nur einer Schwann-Zelle umhiillt (Abb.20c).

y

% . 4
« L ¥ ”
M
a8

Abb.20a: Querschnitt eines Nervenfaserbiindels Abb.20b: Nicht myelinisierter Nerv im
mit myelinisierten (schwarze Myelinscheide) periglanduldren Bindegewebe umgeben von
und nicht myelinisierten Axonen (AX). Kollagenfibrillen. Im Axoplasma (AX)
Mitochondrien (M). Schwann-Zelle (SZ). Neurotubuli, Neurofilamente und
Originalvergroflerung:x 12000 Mitochondrien (M). Einscheidung durch
Schwann-Zelle (SZ). ,,.Dense core vesicles™
(Pfeile). Originalvergroflerung:x 20000
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Abb.20c: Nicht myelinisiertes
Nervenfaserbiindel. ~ Schwann-
Zellen mit zentral gelegenem
Zellkern (ZK) umgeben mehrere
Axone (AX). Intraaxonal dense
core vesicles (Pfeile).
OriginalvergroBerung: x7000

Auch im Elektronenmikroskop konnten Nervenfasern in direkter Beziehung zu den

Azinuszellen dargestellt werden. Einige nicht myelinisierte Nerven wurden direkt

an der basalen AuBenwandung der Driisen identifiziert (Abb.20d,20e).

Nervenfasern zwischen den Azinuszellen oder an den Myoepithelzellen konnten

nicht beobachtet werden.

Abb.20d: Nicht myelinisierter Nerv (N) im
periglanduliren Bindegewebe mit enger
Lagebeziehung zu Driisenzellen (D) von
feiner Basallamina umgeben. Zellkerne (ZK).
OriginalvergroBerung:x 2800

Abb.20e: Axone eines nicht myelinisierten
Nervens mit Mitochondrien (M) zwischen
Driisenkomplexen. Intraaxonal Darstellung von

cholinergen (lange Pfeile) und
neuropeptidhaltigen (kurzer Pfeil) Vesikeln.
Zellkerne der Driisen (ZK).

OriginalvergroBerung:x 12000
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Neuroglanduldre Kontaktstellen konnen nur in einigen wenigen Regionen
dargestellt werden (Abb.20f). In diesen, nur vereinzelt zwischen den Driisenzellen
gelegenen, Synapsen konnten unterschiedliche Vesikel gefunden werden. In

einigen  Nervenendigungen lassen sich neuropeptidhaltige elektronendichte

Vesikel bzw. sogenannte ,,dense core vesicles* nachweisen (Abb.20g).

'M» AP - fige 5

Abb.20f: Darstellung von serdsen Driisenzellen mit Abb.20g: Ausschnittsvergrolerung von
Sekretgranula. Driisenlumen (L). Neuroglandulire Abb.20f. Lokalisation der
Synapse (lange Pfeile) mit ,dense core vesicles“. neurovesikelhaltigen Nervenendigung
Interzelluldre Verbindung durch Desmosomen (kurze zwischen den Driisenzellen. Dense core
Pfeile). vesicles (Pfeile).

OriginalvergroBerung:x 20000 OriginalvergréBerung:x 50000

Ultrastrukturell kann zusétzlich eine Differenzierung in noradrenerge und
cholinerge Axone vorgenommen werden. Die Axone wiesen im Bereich der
neuroglanduldren Synapsen keine Schwann- Zellen auf. Die Synapsen enthielten
eine hohe Anzahl von verschiedenen Transmittervesikeln und Mitochondrien. Die
kleinen (45nm) und teilweise bis zu 60nm messenden noradrenergen kernhaltigen
Vesikel sind von einem hellen Hof umgeben. Cholinerge Varikositdten enthalten
kleine (40nm) elektronenleere Vesikel (Abb.20h). Die kernhaltigen ,,dense core
vesicles® (30-60nm), die auch in neurosekretorischen Axonen vorkommen, zeigen

unterschiedliche Form und Grofle.
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- Abb.20h: Neuroglandulére
Synapse mit cholinergen,
elektronenleeren Vesikeln (kurze
Pfeile) und neuropeptidhaltigen
»dense core vesicles” (lange
Pfeile).

Eine Besonderheit stellt das Vorkommen von fenestrierten Kapillaren im
subepithelialen Bereich sowie in der Néhe der Driisenkomplexe dar (Abb.21). Die
Wand dieser feinen Blutgefd3e besteht aus einer Schicht von Endothelzellen, die
von Perizyten umgeben sind. Das den Driisenzellen zugewandte Endothel zeigte
vereinzelte Fenestrationen, die durch membranartige Strukturen verschlossen

waren. In der Ndhe der Kapillaren wurden keine Axone gefunden.

Abb.21:  Kapillare  mit  driisenwérts
gerichteten  Fenestrationen (Pfeile) des
flachen Endothels. Lumen (L). Anschnitt des
Zellkerns (ZK) eines Perizyten.
OriginalvergroBerung:x 15000

4.5 Immunelektronenmikroskopische Befunde

Zum Nachweis verschiedener Neurotransmitter in den periglanduldren

Nervenfasern und neuroglanduldren Synapsen wurden immunelektronen-
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mikroskopische Verfahren angewendet. Die Methode erwies sich als wesentlich
sensibler als die lichtmikroskopischen, immunhistochemischen Versuche. So
mussten beim Auftreten von starker Hintergrundfarbung durch unspezifische
Reaktionen des Gewebes bzw. bei Uberlagerungen durch Kontrastierungs-
storungen die Versuchsreihen mehrfach unter verdnderten Bedingungen und

Kontrastierungsverfahren wiederholt werden.

4.5.1 NSE und NF

Zundchst wurden  Vorversuche mit Primdrantikorpern  gegen  die
neuronenspezifische Enolase und Neurofilament durchgefiihrt. Dabei zeigten sich
ausschlieBlich im Axoplasma positive Immunreaktionen in Form von kleinen
(10nm) schwarzen Ablagerungen der Goldkomplexe. Eine Anfirbung der
Schwann- Zellen, der umliegenden Gewebebezirke und speziell der Azinuszellen
war nicht festzustellen. Somit konnten mittels neurogener Marker positive

immunelektronenmikroskopische Reaktionen intraaxonal nachgewiesen werden.

4.5.2 Nachweis der Neuropeptide
Mit den in Tabelle 3 aufgefithrten Primédrantikdrpern konnten ebenfalls positive

Immunreaktionen im Transmissionselektronenmikroskop dargestellt werden.

£ T # 2.0 - fg‘.. w‘

Abb.22: Querschmtt eines Axons mit CGRP-  Abb.23: Periglandulidre Axone (AX) mit SP-
Immunreaktion in einem ,dense core immunreaktiven ,dense core vesicles“ (Pfeile)
vesicle®. Neurotubuli (Pfeile). und Goldmarkierung im Axoplasma.
OriginalvergréBerung:x 85000 OriginalvergroBerung:x 50000
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Die Neuropeptide VIP, CGRP, SP und NPY konnten ausschlieBlich in Axonen der
Nasenschleimhaut nachgewiesen werden. In den periglanduldren Nerven wurden
unterschiedlich intensive Immunreaktionen beobachtet. Intraaxonale Immunogold-
Ablagerungen zeigten sich je nach inkubiertem Antikdrper gegen CGRP (Abb.22),
SP (Abb.23), VIP (Abb.24) und NPY (Abb.25). CGRP wurde meist an ,,dense
core vesicles* gebunden (Abb.22), SP, NPY und VIP auch diffus im Axoplasma
nachgewiesen. In den subepithelialen Nervenfasern konnte
immunelektronenmikroskopisch vorwiegend CGRP und SP identifiziert werden
(Abb.26). Immunreaktionen in ,,dense core vesicles®, die unterschiedliche Grofle
aufwiesen, zeigten sich fiir alle o.g. Neuropeptide. Eine extraaxonale Lokalisation
der untersuchten Neuropeptide fand sich nicht. Insbesondere wurden keine

Immunreaktionen in der Tunica muscularis der GefdBe beobachtet.

Abb.24:
Immunelektronenmikroskopisch-
er Nachweis von VIP in ,,dense
core vesicles* (Pfeile) und im
Axoplasma (AX).
OriginalvergroBerung:x 30000

Abb.25: Lokalisation von NPY
in ,dense core vesicles“ (lange
Pfeile) und im Axoplasma eines
periglanduldren Axons.
Neurotubuli (kurze Pfeile).
OriginalvergroBerung: x 50000
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| Abb.26: SP-immunreaktive
Axone (AX) mit ,dense core
vesicles* (Pfeile) im
subepithelialen Bindegewebe.
OriginalvergréBerung:x 50000

4.5.3 Verteilung von nNOS und eNOS

Auch die Lokalisation von Stickoxid konnte durch

immunelektronenmikroskopische Untersuchungen konkretisiert werden. Nach
Inkubation mit dem polyklonalen Antikorper gegen nNOS wurden positive
Immunreaktionen in Form feiner Goldpartikelmarkierungen in periglanduléren und
periarteriellen Axonen gefunden (Abb.27). Die Goldablagerungen waren nur im
Axoplasma nachweisbar. Eine Beziehung zu ,,dense core vesicles® konnte nicht
beobachtet werden. Im extraaxonalen Gewebe war nNOS nicht lokalisierbar. Die
in den immunhistochemischen Versuchen nachgewiesenen NO-haltigen
subepithelialen Nervenfasern konnten auch immunelektronenmikroskopisch

beobachtet werden. Im respiratorischen Epithel fanden sich keine

Nervenstrukturen.

" Abb.27: Positive
Immunreaktion auf anti-nNOS
im Axoplasma eines

periglanduldren Nervens. Die
Goldpartikel befinden sich im
« == Bereich der Neurotubuli (kurze
©  Pfeile), die ,dense core
vesicles” (lange Pfeile) zeigen
: .. keine Immunreaktion.
g %’M‘“‘"’f‘: OriginalvergroBerung:x 50000
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Der Nachweis der eNOS gestaltete sich durch Uberlagerungen bei der
Kontrastierung als schwierig. Um hintergrundfreie Immunreaktionen darstellen zu
konnen wurde eine Einfachkontrastierung mit wéssrigem 2%igem Uranylacetat
durchgefithrt. In den subepithelialen und periglanduliren Kapillaren und
driisennahen Arteriolen war eine besonders starke Akkumulation von
Goldpartikeln zu beobachten (Abb.28a). Es zeigte sich ein spezifischer Nachweis
von eNOS im Zytoplasma der lumenbegrenzenden Endothelzellen (Abb.28b). Der
Zellkern wies vereinzelt positive Immunreaktionen auf. Eine genaue Lokalisation
von eNOS an spezialisierten Zellorganellen war nicht moglich. Im Zytoplasma von
Fibroblasten konnte ebenfalls eNOS nachgewiesen werden (Abb.28c). Die

seromukdsen Azinuszellen und die Zellen der Ausfiihrungsgéinge zeigten im

Zytoplasma starke eNOS-Immunreaktionen (Abb.28d).

Abb.28a: Lokalisation
von eNOS im Endothel
einer  periglanduldren
Kapillare Lumen (L). Im
Vergleich zum Zyto-
plasma weist der
Zellkern  (ZK)  nur
einzelne Immun-
reaktionen auf.
OriginalvergroBerung:

x 30000

Abb.28b: Immun-
elektronenmikroskop-
ische Lokalisation von
eNOS im Zytoplasma
und  vereinzelt im
Zellkern (ZK, Pfeile)
einer kapilldren
Endothelzelle. Lumen
@). Original-
vergroferung:x 30000
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- Abb.28c: Fibroblast im
perikapilldren Bindegewebe mit
starker eNOS-Immunreaktivitat
im Zytoplasma, wéhrend der
1 Zellkern (ZK) nur einige
~ immunreaktive Bereiche
aufweist.
OriginalvergréBerung:x 30000

Abb.28d: Anschnitt von eNOS-
positiven Azinuszellen einer
Driise mit basal gelegenen
Zellkernen (ZK). Starke
Immunreaktionen vorwiegend
im Zytoplasma.

OriginalvergroBerung: x 12000

4.6 Morphologische Befunde bei Rhinopathien
4.6.1 Zystische Fibrose

Im Vergleich zur normalen Nasenschleimhaut zeigte sich lichtmikroskopisch ein
im Aufbau stark gestortes, pseudostratifiziertes und massiv verdicktes Epithel mit
einem deutlich erhohten Anteil von Becherzellen (Abb.29a). Zusitzlich fanden
sich reichlich Vakuolen im Epithel. Unter einer verbreiterten Basalmembran stellte
sich eine 0dematdse Lamina propria mucosae mit einer reduzierten Kapillarschicht
und pathologisch verdnderten Driisen dar. Es zeigten sich vermehrt mukose
Azinuszellen und auffillig zystisch dilatierte Driisenlumina (Abb.29b). Der basale
Teil der seromukdsen Driisen erschien durch die supranukledre muzindse
Sekretansammlung komprimiert. In einigen Regionen konnten metaplastische

Epithelzellen gefunden werden.
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Abb.29a: Pseudostratifiziertes und massiv. ~ Abb.29b:  Lamina  propria mucosae  mit
verdicktes Epithel (E) mit zahlreichen  pathologisch verdnderten, zystisch dilatierten
Vakuolen. Abgrenzung zur Lamina propria Driisen (D) und zdhem Sekret intraluminal.

durch verbreiterte Basalmembran (B). Anschnitt metaplastisch-verdnderter Epithelzellen
Toluidinblaufarbung. (links oben). Vene (V). Toluidinblaufarbung.
OriginalvergroBerung:x 160 OriginalvergroBerung:x 200

Ultrastrukturell zeigten sich vermehrt zilienlose Epithelzellen. Die mit irreguliren
Mikrovilli besetzten Becherzellen waren massiv mit atypischen, aufgelockerten
lysosomalen Granula gefiillt und von einer Mukosschicht bedeckt (Abb.29c). Die
Driisenzellen enthielten reichlich atypische und teils inhomogene Sekretgranula,
die z.T. konfluierten. In den Azinuszellen fanden sich grofBtenteils aufgelockerte
Granula und weniger elektronendichte Sekretgranula (Abb.29d). Die basalen
Anteile der Driisenzellen erschienen durch den Sekretstau komprimiert. Im
dilatierten Driisenlumen fand sich massiv mukdses Sekret umgeben von in das
Lumen hineinragenden Mikrovilli (Abb.29c). Der Zellkern wies kondensiertes
Chromatin auf. Im supranukledren Bereich konnten ein hyperplastischer Golgi-
Apparat und ein ausgeprigtes rauhes endoplasmatisches Retikulum sowie
zahlreiche Mitochondrien gefunden werden (Abb.29¢). In den periglandulédren
Kapillaren fanden sich vermehrt aktivierte Endothelzellen. In den Endothelzellen
zeigten sich helle Vesikel als Zeichen einer erhohten Pinozytoseaktivitit. Die
Kapillaren wiesen die typischen driisenwirts gerichteten Fenestrationen auf.

Das Innervationsmuster und die Verteilung der Neurotransmitter zeigten keine

Besonderheiten im Vergleich zur normalen Nasenschleimhaut.
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Abb.29¢c: Becherzellen mit irreguldren
Mikrovilli.  Intrazellulire =~ Akkumulation
lysosomaler Strukturen (kurzer Pfeil). In
benachbarter  Epithelzelle  Lipidtropfen
(langer Pfeil). Supranukleér (ZK)
ausgedehntes endoplasmatisches Retikulum.
Auflagerung von mukdsem Sekret. TEM.
OriginalvergroBerung:x 7000

Abb.29d: Azinuszellen (AZ) und Driisenlumen
(L). Maximale Fiillung der Zelle mit
aufgelockerten Sekretgranula. Anschnitt eines
Zellkerns (ZK) mit kondensiertem Chromatin in
der benachbarten Zelle. TEM.
OriginalvergroBerung:x 7000

Abb.29e: Anschnitt mehrerer Azinuszellen mit zentralem Lumen (L). Im apikalen
Zellbereich inhomogene Sekretgranula und intraluminale Mikrovilli. In Umgebung
des Zellkerns (ZK) ausgepragter Golgi-Apparat (G), zahlreiche Mitochondrien (M)
und rauhes endoplasmatisches Retikulum (lange Pfeile). Desmosomen (kurze

Pfeile). TEM.
OriginalvergroBerung:x 7000
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4.6.2 Allergische Rhinopathie

Im hyperplastischen und teils aufgelockerten Epithel mit zahlreichen Becherzellen
konnte eine Einwanderung von lymphoiden Zellen beobachtet werden. Unter der
verdickten Basalmembran zeigte sich ein ausgedehntes Odem der Lamina propria
mucosae. Im subepithelialen Bereich fanden sich dilatierte Kapillaren mit
hochaktivierten Endothelzellen und =zahlreichen konzentrisch proliferierten
Perizyten. Die Kapillaren wiesen ausgedehnte Fenestrationen auf, die dem Epithel
und den Driisenzellen zugewandt waren. Im perikapilliren Gewebe zeigte sich
eine Infiltration mit zahlreichen Lymphozyten, eosinophilen Granulozyten,

Makrophagen, Mastzellen und Plasmazellen (Abb.30a).

Abb.30a: Anschnitt einer stark dilatierten Kapillare (K) mit hochaktivierten
Endothelzellen (Pfeile). In der ddematdsen perikapilliren Mukosa Infiltration mit
Lymphozyten (LZ) und Makrophagen (MP) mit pseudopodienartigen Ausstiilpungen.
Plasmazelle (PZ). TEM. Originalvergréferung:x 3000

In den Mastzellen waren als Zeichen des aktivierten Zustandes feinlamellierte
Granula intrazellulir nachweisbar. Ansonsten wiesen sie als typische
ultrastrukturelle Merkmale ovaldare Zellkerne, reichlich elektronendichte

zytoplasmatische Granula und lange Fortsdtze auf. Die Plasmazellen,
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charakterisiert durch einen exzentrischen Zellkern, zahlreiche Mitochondrien und
Strukturen des rauhen endoplasmatischen Retikulums (ER), konnten in
verschiedenen Aktivierungszustinden beobachtet werden. Die seromukdsen
Driisen wiesen vermehrt Speichervesikel, vergrofSerte Mitochondrien und ein
ausgedehntes endoplasmatisches Retikulum auf.

In der Umgebung der seromukdsen Driisen, die ebenfalls mit lymphoiden Zellen
infiltriert waren, wurden vermehrt nicht myelinisierte Nervenfasern mit ,,dense
core vesicles gefunden (Abb.30b). Insbesondere konnten diese Nervenfasern
vermehrt im stark kollagenisierten Bindegewebe zwischen Epithel und den
submukdsen Driisen gezeigt werden. Intraaxonal war hier eine intensive CGRP-
und Substanz P- Immunreaktivitdt nachweisbar. Aktivierte Plasmazellen waren in
ndherer Umgebung und in Kontakt zu neuropeptidhaltigen Axonen zu

identifizieren (Abb.30c-e).

Abb.30b: Periglanduldrer Nerv. Starke SP-Immunreaktivitit intraaxonal (AX) und in
,.dense core vesicles* (Pfeile). TEM.
OriginalvergroBerung:x 20000
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Abb.30c: Aktivierte Plasmazelle (PZ) mit
zahlreichen ~ Mitochondrien und rauhem
endoplasmatischem Retikulum in Kontakt zu
neuropeptidhaltigen Axon (AX). Dense core
vesicles (Pfeile). TEM.

OriginalvergréBerung:x 30000

Abb.30d: Zwischen Kapillare (L) wund
Plasmazelle (PZ) gelegener nicht myelinisierter
Nerv. Axone (AX) von Schwann-Zelle (SZ)
eingehiillt. Dense core vesicle (Pfeil). TEM.
OriginalvergroBerung:x 30000

Abb.30e:  Anschnitt  einer
Kapillare mit hochaktiviertem
Endothel (EZ). Lumen (L). An
der Plasmazelle PZ2)
neurovesikelhaltige Axone (AX,
Pfeile). Lymphozyt (LZ). TEM.

OriginalvergroBerung: x 12000
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4.6.3 Hyperreaktive Rhinopathie

Bei der lichtmikroskopischen Untersuchung zeigten sich unter einem
mehrreihigen,  hochprismatischen  Epithel eine nur geringfiigig mit
Entziindungszellen infiltrierte Lamina propria mucosae. Das Schwellgewebe mit
den Sinusoiden und den Driisenkomplexen war in ein stark kollagenisiertes
Bindegewebe eingebettet (Abb.31a). Die seromukodsen Driisen stellten sich
lichtmikroskopisch ohne Auffilligkeiten dar. Bei der elektronenmikroskopischen
Untersuchung wiesen die Driisen vermehrt Mitochondrien und ein ausgedehntes
perinukleédres endoplasmatisches Retikulum auf (Abb.31b). Die Kapillaren waren
auffillig  dilatiert. Die aktivierten Endothelzellen zeigten  vermehrt
Pinozytosevesikel und sogenannte Stressfilamente (Abb.31c). Eine dichte
Versorgung mit nicht myelinisierten Nervenfasern konnte im periglandulidren
Bindegewebe sowie subepithelial nachgewiesen werden. In den Axonen und
Synapsen fanden sich reichlich ,,dense core vesicles®.
Immunelektronenmikroskopisch wurden in diesen Axonen besonders die

Neuropeptide Substanz P, CGRP und VIP nachgewiesen (Abb.31d).

Abb.31a: Lamina propria mucosae. Seromukdse Driisen (D) in stark kollagenisiertes
Bindegewebe eingebettet. Vendser Sinusoid (S) mit Erythrozyten.
Originalvergréferung:x 120
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Abb.31c: Kapillare mit
veranderter Endothelzelle.
Intrazellular reichlich
Stressfilamente (kurze Pfeile)
und Durchtritt von
Pinozytosevesikeln (lange
Pfeile). Lumen (L), Zellkern
(ZK). TEM.

OriginalvergroBerung: x 50000

Abb.31b:  Anschnitt  von
Driisenzellen. Zellkerne (ZK)
mit kondensiertem Chromatin.
Zahlreiche Mitochondrien (M)
und  ausgedehntes  endo-
plasmatisches Retikulum
(Pfeile). TEM.

Abb.31d: Periglanduldrer Nerv
mit CGRP-immunreaktiven
dense core vesicles (Pfeile).
Axone (AX). TEM.
OriginalvergroBerung: x 30000
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5. Diskussion

5.1 Gesamtinnervation der Driisen

Ziel dieser morphologischen Untersuchungen war die Darstellung der komplexen
nervalen Versorgung der seromukdsen Driisen und des umgebenden
Gefallsystems, um Riickschliisse auf die Regulation der Driisenfunktionen zu
erlangen. Als Grundlage fiir den Nachweis der Verteilung der wichtigsten
Neurotransmitter wurde die immunhistochemische Markierung der gesamten
nervalen Strukturen in der Umgebung der Driisen durchgefiihrt. Die farbintensive
immunhistochemische Darstellung der Nervenstrukturen mit spezifischen
Antikorpern gegen neuronale Strukturen (NSE, Neurofilament) und gegen
Bestandteile der Schwann- Zellen (S-100 Protein) erlaubte eine genaue
morphologische Korrelation zum nahezu hintergrundfrei gefarbten umliegenden
Gewebe. Die in zentralen und peripheren Neuronen lokalisierte
neuronenspezifische Enolase wurde erstmals von Moore (Moore, 1965; Bishop,
1982) aus dem Rinderhirn isoliert. Nachdem Sheppard 1983 mittels NSE-
Antikorpern die Innervation des respiratorischen Epithels der Lunge demonstrierte
(Sheppard, 1983), konnte Yamagishi 1989 durch NSE- und S-100 Protein-
Immunhistochemie in der olfaktorischen Nasenschleimhaut des Menschen
Nervenstrukturen nachweisen (Yamagishi, 1989). Das erstmals 1965 von Moore
und McGregor (Moore, 1965; Bock, 1978; Rambotti, 1989) aus dem Rinderhirn
isolierte S-100 Protein ist sowohl Bestandteil von zentralen Neurogliazellen als
auch von peripheren Schwann-Zellen (Bock, 1978; Schmechel, 1978; Cocchia,
1981; Stefansson, 1982; Kahn, 1983). In den 70 er Jahren des letzten Jahrhunderts
beschéftigten sich insbesondere Temesrekasi (Temesrekasi, 1973) und Ishii (Ishii,
1970; 1972) auf lichtmikroskopischer Ebene sowie Cauna (Cauna, 1970; 1972) mit
Hilfe des Elektronenmikroskops mit der Innervation der menschlichen
Nasenschleimhaut.  Jahnke  wies auf die  besondere = Bedeutung
elektronenmikroskopischer Untersuchungen zur Klirung physiologischer und
pathophysiologischer Ablaufe bei verschiedenen Rhinopathien hin und berichtete
ferner in zahlreichen Publikationen iiber ultrastrukturelle Befunde der
Nasenschleimhaut (Jahnke, 1985; 1987). Dabei wurde jedoch nicht ndher auf die
Nervenversorgung eingegangen (Jahnke, 1972; 1977; 1983). Mygind und Winther
beschiftigten sich vorrangig bei ihren rasterelektronenmikroskopischen

Untersuchungen mit Oberfldchenverdnderungen der Nasenschleimhaut, ohne auf
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die Driisen oder die Beteiligung von nervalen Strukturen einzugehen (Mygind,
1973; 1974; Winther, 1984). Basierend auf Techniken wie der Silberimpriagnation
(Temesrekasi, 1973) oder histochemischen Methoden zur Darstellung cholinerger
Nervenstrukturen (Ishii, 1970; Grote, 1975) konnten immer nur Teilaspekte der
Gesamtinnervation der Nasenschleimhaut erarbeitet werden. Durch Verzicht auf
kontrastschaffende Gegenfarbungen des Gewebes (Temesrekasi, 1973) ergeben
sich Interpretationsschwierigkeiten der Befunde. Auch bei der Immunofluoreszenz
(Dahlstrom, 1965; Hauser-Kronberger, 1993) gestaltet sich, im Gegensatz zur
Immunhistochemie, eine eindeutige Zuordnung der Nervenfasern zu umliegenden
Strukturen deutlich schwieriger. Mit den hier verwendeten immunhistochemischen
Techniken konnte eine exakte Darstellung des dichten Innervationsmusters der
unteren Nasenmuschel des Menschen und insbesondere der subepithelialen,
driisenreichen Region erfolgen. Schon der Nachweis der Gesamtinnervation
verdeutlicht den Stellenwert der nervalen Kontrolle physiologischer Funktionen
der seromukdsen Driisen. Ausgehend von den in der Tiefe der Lamina propria
mucosae verlaufenden dicken Nervenstimmen zweigen unterschiedlich starke, in
Richtung Epithel ziehende Nervenbiindel ab. Da die Markierung von
Nervenstrukturen mit Hilfe von NSE-, NF- und S-100 Protein-Antikorpern gleiche
Verteilungsmuster zeigte, kann davon ausgegangen werden, dass die peripheren
Nerven der Nasenschleimhaut in ihrem gesamten Verlauf bis zur Aufzweigung im
Bereich der Erfolgsorgane von umbhiillenden Schwann-Zellen umgeben sind.
Dieser Befund konnte auch ultrastrukturell bestdtigt werden. Neben einer
intensiven nervalen Versorgung der Arteriolen, Arterien und der Polstervenen
(Riederer/Knipping, 1993; 1996) konnte ein dichtes Nervenfasernnetz um die
Driisenkomplexe und im subepithelialen Bindegewebe gefunden werden
(Knipping, 1995; 2001; 2002). Die Azinuszellen sind teilweise korbchenartig von
feinen Nervenfasern umgeben. Auch im Bindegewebe um die Ausfiihrungsginge
konnten Nerven lichtmikroskopisch markiert werden. Eine direkte Zuordnung der
Nervenendigungen zu entsprechenden Strukturen der Driisen, wie Azinuszellen
und myoepithelialen Zellen, oder der Nachweis von neuroglanduldren Synapsen
konnte mit o.g. Methoden auf Grund des begrenzten Auflésungsvermdgens nicht
erfolgen.

Durch die zusitzlich verwendeten elektronenmikroskopischen

Untersuchungsmethoden war eine noch detailgetreuere Darstellung nervaler
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Strukturen im Bereich der Driisen der menschlichen Nasenschleimhaut méglich.
Erst das genaue Durchmustern der ultradiinn geschnittenen Préparate im
Elektronenmikroskop erbrachte den Nachweis von nicht myelinisierten
Nervenfasern in unmittelbarer Ndhe der Driisen und von neuroglanduldren
Kontaktstellen, wie sie bei vorangegangenen Untersuchungen noch nicht
beschrieben wurden (Brettschneider, 1957; Burian, 1963; Jahnke, 1972; 1977;
Agha-Mir Salim, 1992; 1998). Im periglanduldren Bindegewebe lassen sich zum
groBten Teil nicht myelinisierte und nur selten myelinisierte Nerven nachweisen.
Sie zeigen den typischen Aufbau eines peripheren Nervene mit Neurofilamenten,
Neurotubuli sowie Mitochondrien im Axoplasma. Mikrotubuli, die in Form von
Neurofilamenten und - tubuli in den Neuronen in Erscheinung treten, dienen dem
axoplasmatischen Transport von synaptischen Vesikeln oder neurosekretorischen
Granula (Kristic, 1984). Mehrere Nervenfasern unterschiedlichen Kalibers sind
von einer Schwann- Zelle umschlossen. In den Axonen und Nervenendigungen
konnten elektronendichte, neuropeptidhaltige Neurovesikel in Form von ,,dense
core vesicles” gefunden werden. Von Cauna wurden nur elektronen-negative
Vesikel mit positivem AChE-Nachweis, die in parasympathischen Axonen
vorkommen, in Driisennidhe beschrieben. Nach diesem, eventuell durch andere
Fixationmethoden bedingten Befund postulierte Cauna eine ausschlieBlich
cholinerge Innervation der Driisen (Cauna, 1972). Bei den hier vorliegenden
Untersuchungen konnten zahlreiche periglanduldre Nervenendigungen mit
elektronenleeren Vesikeln, die dem parasympathischen System zugeschrieben
werden konnen, identifiziert werden. Des Weiteren fanden sich neben
sympathischen kernhaltigen Vesikeln intraaxonale ,,dense core vesicles®, in denen
bei immunelektronenmikroskopischen Untersuchungen die o.g. Neuropeptide
lokalisiert wurden. In vereinzelten Regionen wurden Nervenendigungen mit
,,dense core vesicles” auch zwischen den Driisenzellen beobachtet. Auf Grund des
nur seltenen Auftretens von direkten Kontaktstellen zwischen Nerven und
Azinuszellen (neuroglanduldre Synapsen) kann vermutet werden, dass die
Driisenfunktionen im wesentlichen einer Steuerung liber sogenannte Synapsen ,,by
distance* unterliegen. Dabei erfolgt die Ubertragung der Neurotransmitter zu den
Effektorzellen iiber Diffusion entlang von Bindegewebsspalten und nicht iiber
direkte Kontaktstellen (Kristic, 1984; Schmidt, 1990). Nach der Exozytose der

neurotransmitterhaltigen Vesikel kommt es nach Transmitterfreisetzung zur
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Endozytose der leeren Vesikel und zur Regeneration neuer Vesikel (Siidhof,
1995). Die von Cauna angegebene enge Lagebeziehung zwischen
Nervenendigungen und myoepithelialen Zellen konnte in den hier vorliegenden
Untersuchungen nicht bestitigt werden. Der Nachweis von neuroglanduldren
Kontaktstellen bzw. des periglanduldren Verlaufs von Nervenfasern unterlegt auf
ultrastruktureller Ebene die Vermutung, dass die verschiedenen Driisenfunktionen
einer direkten nervalen Kontrolle unterliegen.

In den, bei Versuchen zum Nachweis der Gesamtinnervation durch neuronale
Marker nachgewiesenen, Nerven konnten an Serienschnitten histochemisch bzw.
immunhistochemisch und an Ultradiinnschnitten ultrastrukturell folgende

vegetative und sensorische Neurotransmitter lokalisiert werden.

5.2 Klassisch-vegetative Innervation

5.2.1 Cholinerge Innervation

Der Nachweis des cholinergen Transmitters Azetylcholin kann einerseits mittels
immunhistochemischer ~Verfahren zur Markierung des Syntheseenzyms
Cholinazetyltransferase (ChAT) und andererseits durch histochemische Techniken
zum Nachweis des Azetylcholin-hydrolysierenden Enzyms Azetylcholinesterase
gefiihrt werden (Karnovsky, 1964). Durch Verwendung von Azetylthiocholin als
Substrat kann eine Steigerung der Spezifitit erreicht werden (Nomura, 1972).
Bereits 1970 beschrieb Ishii mit der histochemischen Methode nach Karnovsky
und Roots (Karnovsky, 1964) erstmals die parasympathische Innervation der
Driisen in der menschlichen Nasenschleimhaut (Ishii, 1970). Er zeigte AChE-
haltige Strukturen im Bereich der Driisenkapsel auf, umgebende Nervenfasern
kamen nicht zur Darstellung. Dahlstrom und Fuxe sowie Grote stellten mit einer
Fluoreszenztechnik bei verschiedenen Siugetieren keine (Dahlstrom, 1965) bzw.
nur cholinerge periglandulire Nervenfasern fest (Grote, 1975). An den
Ausfiihrungsgédngen wurden keine Nervenmarkierungen beschrieben. Auch
Nomura und Kamijo belegten einen parasympathischen Einfluss auf die
Driiseninnervation (Nomura, 1972; Kamijo, 1993). Von Mullol (1992) konnten die
muskarinergen Rezeptoren M; und Mj; an seromukdsen Driisen der
Nasenschleimhaut identifiziert werden, iiber die eine Stimulation der Produktion
von mukdsen Glycoproteinen erfolgt. Auf Grund dieser Befunde wurde zunéchst

eine alleinige parasympathisch gesteuerte Driiseninnervation postuliert. Das hier
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nachgewiesene, dichte cholinerge Nervenfasernetz an den Driisenendstiicken und
im Bereich der Ausfiihrungsginge legt eine dominierende Rolle des
Parasympathicus im Sinne einer Sekretionssteigerung der Driisen nahe. Die
Riickresorption von Wasser und Elektrolyten im Ausfiihrungsgangsystem, wie von
Lantini und Agha-Mir-Salim vermutet (Lantini, 1990; Agha-Mir-Salim, 1998),
konnte unter einer parasympathischen Kontrolle ablaufen. Die Vermutung, dass
die Sekretionsmechanismen an den seromukdsen Driisen einer alleinigen
parasympathischen Kontrolle unterliegen, kann durch den Nachweis aminerger,

peptiderger und nitrerger Neurone nicht mehr aufrecht erhalten werden.

5.2.2 Adrenerge Innervation

Zum Nachweis der adrenergen Innervation kamen spezifische Antikorper gegen
ein Syntheseenzym von Noradrenalin, die Tyrosinhydroxylase zum Einsatz.
Noradrenalin wirkt als Ubertriigersubstanz in sympathischen, postganglioniren
Nerven. Dahlstrom und Fuxe beschrieben erstmals adrenerge Nervenfasern in der
menschlichen Nasenschleimhaut (Dahlstrom, 1965). Die Ausschiittung von
Noradrenalin nach Reserpingabe wurde mit einer Fluoreszenzmethode sichtbar
gemacht. Ein Nachweis adrenerger Nerven konnte mit dieser Methode nicht
gelingen. Nomura fiihrte mit einer histochemischen Férbung nach Falck
fluoreszenzmikroskopisch eine Markierung von einzelnen adrenergen,
periglanduliren Fasern beim Menschen durch (Nomura, 1972). Anggard wies
immunfluoreszenzmikroskopisch  eine  sympathische Beteiligung an der
Driiseninnervation der Katze nach (Anggard, 1974). Schwierigkeiten bei der
Interpretation dieser fluoreszenzmikroskopisch gewonnenen Ergebnisse kdnnen
durch Autofluoreszenz von elastischen Fasern entstehen (Klaassen, 1988). Sowohl
von Hiraide als auch von Baraniuk und Wolf wurde auf eine Mitinnervation der
Driisen der menschlichen Nasenschleimhaut durch sympathische Nervenfasern
hingewiesen (Hiraide, 1986; Wolf, 1988; Baraniuk, 1990). Mittels
autoradiographischer Untersuchungen wurden von Woodhead adrenerge
Rezeptoren an Driisen und Ausfithrungsgingen nachgewiesen (Woodhead, 1991).
Bei den hier vorliegenden Untersuchungen konnten vereinzelt adrenerge
Nervenfasern in der Ndhe von Azinuszellen und nur selten an Ausfiihrungsgéngen
beobachtet werden. Auf Grund des von Woodhead erbrachten Nachweises von

Adrenorezeptoren an diesen Strukturen sowie der hier vorliegenden
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histochemischen und immunhistochemischen Befunde kann von einer gemischten
cholinerg-aminergen Innervation an den Driisen ausgegangen werden. Auch
sympathische Einfliisse scheinen fiir aktive Transportmechanismen und fiir die
Kontrolle der Elektrolytzusammensetzung an den  Ausfithrungsgingen
verantwortlich zu sein (Woodhead, 1991). Chen konnte eine glandulére
Sekretionssteigerung in der olfaktorischen Schleimhaut des Menschen nach

adrenerger Stimulation hervorrufen (Chen, 1993).

5.3 Neuropeptiderge Innervation

Nach der Entdeckung des Neurotransmitters Substanz P (Euler und Gaddum,
1931) beginnt erst in den sechziger Jahren des letzten Jahrhunderts mit der
Isolierung weiterer neuropeptiderger Transmitter die sogenannte Peptidéra
(Ichimura, 1988; Burnstock, 1990). Die axonalen Transportmechanismen
unterliegenden Neuropeptide sind mit den klassischen Neurotransmittern
Azetylcholin und Noradrenalin bzw mit jeweils anderen Neuropeptiden in
peripheren Nervenfasern kolokalisiert (Burnstock, 1990; Baraniuk, 1991). In
cholinergen Nervenfasern wurde VIP und Peptid Histidin Methionin, in aminergen
Neuronen Neuropeptid Y und in sensorischen Nerven CGRP, SP und Neurokinin
A lokalisiert (Anggard, 1974; Barnes, 1987; Stjirne, 1989; Baraniuk, 1991). Auf
Grund der vielseitigen Eigenschaften und der unterschiedlich stark ausgepréigten
Verteilung in peripheren Nerven der Nasenschleimhaut stellen Neuropeptide bis
zum gegenwirtigen Zeitpunkt, wie zahlreiche aktuelle Publikationen zeigen
(Uddman, 1999; Cervin, 1999; Malis, 1999), ein interessantes und noch nicht
vollstindig  geklartes Forschungsobjekt dar. Neuropeptide =zeigen im
Zusammenspiel mit den klassischen Neurotransmittern neuromodulatorische und
neuroregulatorische Eigenschaften bei der Beeinflussung des nasalen Blutflusses,
der glanduldren Sekretion und bei Immunabwehrmechanismen (Payan, 1984;
Barbes, 1987; Baraniuk, 1990; Hauser-Kronberger, 1994). Eine entscheidende
Rolle bei pathophysiologischen Prozessen wie z.B. dem Asthma bronchiale
(Barnes, 1984), allergischer (Fang, 1998) und vasomotorischer Rhinopathie
(Ruffoli; 2000) wurde fiir einige Neuropeptide nachgewiesen. Die
Neuropeptidwirkungen werden durch die neutrale Endopeptidase (NEP 24,11), die
auch in seromukodsen Driisen nachgewiesen wurde, reguliert und limitiert (Gawin,

1993; Ohkubo, 1994). Die Dipeptidylaminopeptidase IV und das Angiotensin
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Converting Enzym (ACE) beteiligen sich ebenfalls am Peptidabbau (Hauser-
Kronberger, 1994). Die in den Driisen produzierte NEP reguliert, vermutlich iiber
die Wirkung auf Neuropeptide, auch die Driisensekretion, wihrend ACE als
zirkulierendes Enzym vaskuldren Ursprungs eher fiir die Kontrolle der
Gefallpermeabilitdt verantwortlich ist (Ohkubo, 1994).

Auf Grund des quantitativ geringen Vorkommens von Neuropeptiden in der
Nasenschleimhaut, der kurzen Halbwertszeit sowie ubiquitdr vorhandener,
neuropeptidabbauender Enzyme ist der Nachweis nur schwierig zu fiihren und
bedarf fiir jedes Neuropeptid der Erarbeitung spezieller immunhistochemischer
Arbeitablaufe. Die Anwendung der Avidin-Biotin-Komplex (ABC)-Methode
erwies sich dabei als zuverldssige Detektionstechnik. Der Vorteil liegt hier in der
Vermeidung falsch-positiver Befunde, wie sie z.B. durch Autofluoreszenz bei
Immunfluoreszenztechniken auftreten konnen, und in der kontrastreichen

Darstellung des umliegenden Gewebes.

5.3.1 VIP

Das aus 28 Aminoséduren bestehende vasointestinale Polypeptid wurde zuerst von
Said und Mutt isoliert und von Uddman erstmals in Nerven der respiratorischen
Nasenschleimhaut von Kaninchen, Katzen und Meerschweinchen dargestellt
(Uddman, 1978; 1979). Nach Konzentrationsmessungen ist VIP das in der
hochsten  Konzentration  auftretende relevante  Neuropeptid in  der
entziindungsfreien Nasenschleimhaut (Baraniuk, 1990). Hauser-Kronberger konnte
mittels Radioimmunoassay eine Konzentration von 4,96 ng/g Nassgewicht in der
unteren Nasenmuschel feststellen (Hauser-Kronberger, 1993). VIP wurde in
Azetylcholin-haltigen parasympathischen Nervenfasern identifiziert (Uddman,
1978; Lundberg, 1981). Durch zahlreiche immunfluoreszenzmikroskopische
(Baraniuk, 1990; Stjarne, 1991) bzw. immunhistochemische Untersuchungen
(Riederer/Knipping, 1995; Knipping, 2001) konnte VIP an Strukturen der
Nasenschleimhaut verschiedener Sduger und des Menschen nachgewiesen werden.
Wie auch von Laitinen in immunreaktiven Nerven des unteren Respirationstraktes
des Menschen beobachtet, zeigten sich VIP-positive,
immunelektronenmikroskopische Markierungen in ,dense core vesicles®
unterschiedlicher GroBe (Laitinen, 1985). Die Markierung von VIP und der

anderen hier untersuchten Neuropeptide in diesen kernhaltigen Vesikeln steht in
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Ubereinstimmung mit den Beschreibungen von Hokfelt, der den peptidergen
Ursprung dieser Neurovesikel nachweisen konnte (Hokfelt, 1980). Yokoyama
beschrieb nach ultrastrukturellen Studien am Meerschweinchen das Vorkommen
cholinerger und VIP-haltiger Nerven an seromukdsen Driisen (Yokoyama, 1991).
Durch Agha-Mir-Salim und Riederer/ Knipping konnten VIP-Rezeptoren an den
Driisen der menschlichen Nasenschleimhaut identifiziert werden (Agha-Mir-
Salim, 1991; Riederer, 1995). VIP liegt als Kotransmitter in cholinergen Nerven
des Respirationstraktes verschiedener Spezies und des Menschen vor (Klaassen,
1988; Baraniuk, 1990; Stjarne, 1991; Hauser-Kronberger, 1993). Anhand
verschiedener physiologischer Untersuchungen konnte der multifunktionelle
Charakter von VIP belegt werden. Uber eine langandauernde Relaxation der
glatten GefaBmuskulatur beteiligt sich VIP wesentlich an der Regulation des
nasalen Blutflusses (Uddman, 1978; Malm, 1979; O Dorisio, 1985; Barnes, 1987;
Sundler, 1988; Lundberg, 1991).

Durch die hier vorliegenden immunhistochemischen und
immunelektronenmikroskopischen Ergebnisse kann die Lokalisation dieses
Neuropeptids morphologisch bestétigt und weiter konkretisiert werden. Wie schon
von Baraniuk nach Silberimprignations-Versuchen beschrieben, konnte VIP
hiufiger an Driisen als an den GefdBen des Schwellkdrpers gefunden werden
(Baraniuk, 1990; Knipping, 2001). Das Vorkommen von VIP-haltigen Axonen in
direkter Umgebung von Azinuszellen und an Ausfiihrungsgéngen deutet auch auf
eine  unmittelbare  Beeinflussung der  Sekretionsproduktion und der
Transportvorginge des Driisensekrets hin. Der deutliche Nachweis von VIP durch
den Einsatz spezifischer Antikorper in periglanduldren und periduktalen
Nervenfasern bestétigt auf morphologischer Ebene die VIP zugesprochene Rolle
als Neuromodulator in cholinergen Nerven. Hier wird durch VIP eine
Sekretionssteigerung der Driisen hervorgerufen, moglicherweise iiber eine
Stimulation des Chloridionentransports, wie er auch in intestinalen (Baraniuk,
1990; O'Dorisio, 1985) und bronchialen (Barnes, 1987) Driisen nachgewiesen
wurde. Durch Aktivierung der Adenylatzyklase besonders an mukdsen
Driisenzellen der Lunge soll VIP eine glykoproteinreiche Sekretion stimulieren
(Barnes, 1987). VIP vermittelt im Pancreas Sekretionsreize fiir Wasser, Bikarbonat
und Enzyme (Baraniuk, 1990; O Dorisio, 1985), ein Sekretionsmechanismus, der

auch im Ausfiihrungsgangsystem der nasalen Driisen eine Rolle spielen konnte.
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AulBerdem besitzt VIP epithelschiitzende, antioxidative Eigenschaften und beteiligt
sich  iiber eine Adenylatzyklaseaktivierung an der Regulation der
Lymphozytenproduktion und fiihrt zur Inhibition der Antikorper- und
Leukotrienproduktion (O'Dorisio, 1985; Lundberg, 1991). VIP kann die
Freisetzung von Interleukinen (IL-6 wund IL-8) stimulieren und damit
proinflammatorische Effekte wie die Aktivierung von Leukozyten und
Lymphozyten auslésen. Damit scheint VIP auch eine entscheidende Rolle in der
Pathophysiologie des Asthma bronchiale und weiterer Atemwegsentziindungen zu

spielen (Mullol, 1997).

5.3.2 CGRP

Der in nozizeptiv-sensomotorischen Neuronen lokalisierte Neurotransmitter CGRP
besteht aus 37 Aminosduren. Die von Rosenfeld 1983 entdeckte und von Uddman
(1985) erstmals im Atemtrakt beschriebene alpha-Form findet sich in
sensorischen, die beta-Form in intestinalen Nerven (Alving, 1990; Baraniuk,
1990). CGRP moduliert sensorische Reize in Kotransmission mit SP (Barnes,
1987; Stjarne, 1989; Zaidi, 1990) in afferenten sensomotorischen Nerven und stellt
ein wichtiges Bindeglied im Axonreflex und bei der sogenannten ,,neurogenen
Entziindung* dar (Wolf, 1988; Stjarne, 1989). CGRP gilt als langanhaltender und
potenter Vasodilatator im Menschen (Zaidi, 1990). CGRP wird von
neuroendokrinen Zellen der Tracheobronchialschleimhaut bei allergischen
Reaktionen freigesetzt und kann zu einer Bronchokonstriktion beitragen (Palmer,
1987; Baraniuk, 1990). CGRP fiihrt zur Anregung der Lymphozytenproliferation
(Lundberg, 1991). Durch in vivo-Experimente mit CGRP an der Nasenschleimhaut
der Katze und am Meerschweinchen konnten Stjirne und Gawin nach CGRP-
Applikation eine Erhohung der Plasmaproteinexsudation und eine Erhohung der
glanduldren Sekretion festgestellen (Stjarne, 1991; Gawin, 1993). Dabei wird die
SP-induzierte Plasmaextravasation durch CGRP verstirkt (Uddman, 1983,
Brokaw; 1992). CGRP liegt im Vergleich mit anderen Neuropeptiden nur in sehr
geringer Konzentration in der respiratorischen Schleimhaut des Menschen vor
(Baraniuk, 1990).

Neben der Lokalisation in periarteriellen Nervenfasern (Riederer/Knipping, 1995;
Knipping, 2001) konnte CGRP in Form feiner Varikosititen in Nervenbiindeln

und in periglandulidren Nerven, die nur vereinzelt Kontakt zu den Azinuszellen
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zeigten, gefunden werden. Eine besonders intensive Verteilung CGRP-haltiger
Fasern  wurde im  subepithelialen = Bindegewebe und an  den
Driisenausfiihrungsgéngen beobachtet. In Bestétigung der
Immunfluoreszenzversuche von Hauser-Kronberger (1994) und von anderen
Forschungsgruppen (Uddman, 1983; Stjarne, 1991) konnte Substanz P
kolokalisiert in  subepithelialen = Nervenfasern  nachgewiesen  werden.
Immunelektronenmikroskopisch konnte CGRP, wie durch Feher (1986) im
Intestinum und durch Gulbenkian (1986) im Ganglion trigeminale des
Meerschweins, in ,,dense core vesicles” markiert werden. Insbesondere scheint
CGRP als Mediator in sensiblen Nervenfasern im Subepithel und im
periglanduldren Bindegewebe im Zusammenhang mit der Rezeption, Modulation
und Transmission nozizeptiver Reize eine Rolle zu spielen (Zaidi, 1990). Durch
verschiedene chemische, thermische und taktile Reize kann iiber einen zentral-
afferenten und  antidrom-efferenten Impuls bzw. iiber  Aktivierung
parasympathischer Reflexe eine Sekretionsstimulation der Driisen und die
Freisetzung schleimhautprotektiver Proteine wie Laktoferrin und Lysozym sowie
von Immunglobulinen ausldst werden (Baraniuk, 1990; Bernstein, 1991). Lacroix
konnte nach Capsaicinbehandlungen von Patienten mit nichtallergischer Rhinitis
eine Beteiligung von CGRP an der mukoiden Sekretion belegen (Lacroix, 1992).
Die durch Immunfluoreszenztechniken von Stjarne (1991) am Schwein und von
Hauser-Kronberger (1993) am Menschen aufgezeigten intraepithelialen
peptidergen Neurone konnten in dieser Studie weder durch neurogene Marker
immunhistochemisch noch durch immunelektronenmikroskopische Techniken
nachgewiesen werden.

Eine indirekte Wirkung von CGRP auf die Driisenfunktionen ist auch tiiber
Regulation und Modulation der periglanduldren Durchblutung an arteriellen
GefaBen zu vermuten.

CGRP kann an der Ausbildung eines durch arterielle GefdBBerweiterung
ausgeldsten neurogenen Odems im Rahmen einer vasomotorischen Rhinopathie

beteiligt sein (Barnes, 1987; Wolf, 1988; Lundberg, 1991; Stjarne, 1991).

5.3.3SP

Das aus 11 Aminosduren zusammengesetzte sensorische Neuropeptid Substanz P

wurde erstmals von Euler (1931) aus Gehirn und Diinndarm des Schweins isoliert
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und von Hokfelt (1975) in sensorischen Nerven nachgewiesen. SP vermittelt seine
Wirkungen an den Erfolgsorganen iiber spezifische NK;-Rezeptoren (Stjirne,
1989). Durch vorwiegend im Epithel lokalisierte abbauende Endopeptidasen, die
Dipeptidylaminopeptidase IV und das Angiotensin Converting Enzym werden die
SP-Wirkungen limitiert (Ohkubo, 1994). SP liegt, im Vergleich mit anderen
Neuropeptiden, in nur geringen Mengen in der menschlichen Nasenschleimhaut
vor (Albegger, 1991). In der Literatur finden sich unterschiedliche Angaben zur
Konzentration von SP (Wolf, 1987; Albegger, 1991; Baraniuk, 1991; Woodhead,
1994). Fir die altersabhidngigen Konzentrationsangaben zeigte sich eine
Beeinflussung durch chronische Rhinitiden und Rauchen (Barnes, 1987; Wolf,
1987). SP, zur Gruppe der Tachykinine gehorend, fithrt zu einer schnell
einsetzenden und kurz anhaltenden, atropinresistenten Vasodilatation mit
anschlieBender Zunahme der Durchblutung und der GefaBdurchlissigkeit
(Lundblad, 1983; Ichimura, 1988; Stjarne, 1991). SP konnte in sensorischen
Nerven der Nasenschleimhaut verschiedener Siugetiere, kolokalisiert mit CGRP,
markiert werden (Anggard, 1983; Uddman, 1983; Lundberg, 1984; Baraniuk,
1991). Tonnesen konnte nach  Serotoninstimulation an  gesunden
Nasenschleimhduten eine erhohte SP- Konzentration feststellen und durch
Vergleich mit SP-Serumwerten den Ursprung der SP-Ausschiittung in
sensorischen Nerven nachweisen (Tonnesen, 1987; 1988). Auch SP kann bei der
Entwicklung eines ,,neurogenen Odems* mit einer konsekutiven Zunahme des
Nasenatmungswiderstandes beteiligt sein (Wolf, 1988). Die chemisch (z.B.
Capsaicin) oder mechanisch induzierte SP-Freisetzung aus sensorischen
Nervenfasern fiihrt zur orthodromen Erregung afferenter Neurone, die iiber
trigeminale Leitungsbahnen vegetative Zentren erreichen oder {tber lokale
Axonreflexe die SP-Wirkungen am Gefdllsystem oder den Driisen vermitteln
(Barnes, 1987; Wolf, 1987; Stjarne, 1989; 1991). Durch wiederholte Gaben von
Capsaicin, einem Alkaloid (Methyl-N-Vanillyl-Nonenamid) aus scharfen Pfeffer-
und Paprikaschoten, kommt es zur Desensibilisierung von Nozizeptoren, zur
Degeneration der afferenten C-Fasern und zur Depletion von SP (Wolf, 1987;
Stjarne, 1991). Damit steht ein suffizienter Therapieansatz fiir hyperreflektorische
Rhinopathien zur Verfligung (Stjarne, 1991; Lacroix, 1992; Wolf, 1995). SP
werden auch immunmodulatorische Eigenschaften durch chemotaktische

Wirkungen auf Leukozyten und Lymphozyten zugesprochen (McGillis, 1987).
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Spezifische SP-Rezeptoren konnten auf Lymphozyten und Mastzellen gefunden
werden (Anggard, 1993). Der hier vorliegende immunelektronenmikroskopische
Nachweis von SP-haltigen Nervenfasern in unmittelbarer Nidhe bzw. Kontakt zu
Mast- und Plasmazellen belegt ultrastrukturell die immunmodulatorischen
Funktionen von SP. An den Driisen der Nasenschleimhaut von Ratten konnte
Kamijo (1993) bei videomikroskopischen Untersuchungen eine SP-induzierte
Sekretionssteigerung mit erhohter Exozytose und Schrumpfung der Azinuszellen
demonstrieren. In der Nasenschleimhaut von Siugern (Anggard, 1983; Uddman,
1983; Lundberg, 1984) und des Menschen (Uddman, 1983; Baraniuk, 1991;
Hauser-Kronberger, 1993) konnte SP durch Immunfluoreszenztechniken an
Venen, venosen Sinusoiden und Arteriolen nachgewiesen werden. Die eindeutige
Zuordnung von immunreaktiven Strukturen kann jedoch durch die starke
Autofluoreszenz von Epithel und elastischen Fasern stark beeintridchtigt sein
(Laitinen, 1983). Bei den hier vorliegenden immunhistochemischen
Untersuchungen zeigten sich SP-haltige Nervenfasern neben CGRP-
immunreaktiven Nerven besonders in der Adventitia von Arterien und Arteriolen,
in der subepithelialen Region und an den Azinuszellen. Wihrend Jeon (1993) in
der Meerschweinchenmukosa eine wesentlich intensivere SP-Markierung
erreichte, zeigten sich bei den hier vorliegenden Untersuchungen am Menschen
nur dezente Markierungen. Diese Unterschiede im Firbe- und Nachweisverhalten
weisen auf die erwihnten Speziesunterschiede hin. Durch
immunelektronenmikroskopische Versuche konnte die Lokalisation von SP
bestdtigt werden. Identisch mit den immunelektronenmikroskopischen Befunden
von Rha (1994) an der Katze wurde SP im Axoplasma und in ,dense core
vesicles* nachgewiesen. Uber die Aufnahme von Reizen im subepithelialen
Bereich scheint eine direkte Verbindung von sensorischen Nervenfasern zu den
seromukdsen Driisen zu bestehen. Von Stjarne (1991) konnte die Auslosung von
Symptomen einer allergischen Rhinopathie durch SP-Applikation gezeigt werden.
Im Rahmen einer nasalen Allergie kann durch SP-Ausschiittung an sensorischen
Neuronen eine Sekretionssteigerung an den Driisen hervorgerufen werden. Diese
Vermutung wird auch durch ELISA-Untersuchungen von Chaen (1993) gestiitzt,
bei denen eine Erh6éhung von SP im Nasensekret von Allergikern festgestellt

wurde.
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5.3.4 NPY
Das aus 36 Aminosduren aufgebaute Neuropeptid Y (NPY), auch Neuropeptid

Tyrosin genannt, wurde erstmals im Schweinehirn nachgewiesen und ist mit
Noradrenalin in sympathischen Nervenfasern der Nasenschleimhaut kolokalisiert
(Lundberg, 1982; Baraniuk, 1990; Hauser-Kronberger, 1994). Bei quantitativen
Untersuchungen mittels Radioimmunoassay konnten sowohl von Hauser-
Kronberger und Mitarbeitern als auch von Fang hohe Konzentrationen von NPY
(ca.3,29ug/g Nassgewicht) in der unteren Nasenmuschel des Menschen gemessen
werden (Hauser-Kronberger, 1994; Fang, 1998). Damit kann NPY zu den
priddominanten Neuropeptiden der oberen Atemwege gezéhlt werden (Uddman,
1999). Die durch NPY an postsynaptischen Y;-Rezeptoren (Nielsson, 1996;
Uddman, 1999) der arteriellen Gefde ausgeldste potente, langanhaltende
Vasokonstriktion und Verstdrkung der postgangliondren Noradrenalinwirkung
wurde durch in vivo- und in vitro- Versuche von Lacroix (1990), Hauser-
Kronberger (1994) und Cervin (1999) belegt. Neuropeptid Y wurde mittels
verschiedener Verfahren wie Radioimmunoassay, Immunfluoreszenz und
Immungoldintensivierung in der Nasenschleimhaut von zahlreichen Spezies und
des Menschen nachgewiesen (Baraniuk, 1990; Albegger, 1991; Amores, 1991;
Hauser-Kronberger, 1994; Fang, 1998; Uddman, 1999). Dabei konnte eine
Pridominanz dieses langwirksamen Vasokonstriktors im Bereich der arteriellen
GefaBe und an arteriovendsen Anastomosen festgestellt werden. An den
seromukosen Driisen wurden keine oder nur vereinzelt NPY-haltige Nervenfasern
gefunden (Baraniuk, 1992). Insbesondere im Bereich der Driisen differieren die
Befunde der Tierversuche im Vergleich zu Untersuchungen der menschlichen
Nasenschleimhaut. Baraniuk (1992) konnte keinen Effekt von intranasal
appliziertem NPY auf die Zusammensetzung und Menge der Driisensekretion
nachweisen. Im Tierversuch wurden bei verschiedenen Spezies (Schwein,
Meerschweinchen, Ratte, Frettchen) NPY-haltige Nerven in der Umgebung von
Driisen und zum Teil an Myoepithelzellen beschrieben (Yokoyama, 1991;
Baraniuk, 1992; Zhao, 1998) und deutliche Unterschiede in der NPY-
Rezeptordichte festgestellt (Lacroix, 1990; Baraniuk, 1992). Zusétzlich wurde ein
NPY-vermittelter ~ Effekt auf die  Lysozymproduktion  und  das

Driisensekretionsvolumen gemessen. Hauser-Kronberger konnte mit der
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Immunfluoreszenzmethodik sowohl in der Nasenschleimhaut als auch im Larynx
des Menschen NPY-immunreaktive Fasern assoziiert mit Driisenstrukturen finden
(Hauser-Kronberger,  1993;  1994). Durch die hier vorliegenden
immunhistochemischen und immunelektronenmikroskopischen Befunde konnten
NPY-immunreaktive Nervenfasern noch genauer anatomischen Strukturen der
Nasenschleimhaut zugeordnet werden. Somit ldsst sich der bekannte
langanhaltende, vasokonstriktorische Effekt von NPY an arteriellen Gefdflen der
Nasenschleimhaut morphologisch untermauern. Die Darstellung NPY-haltiger
Nervenfasern in Kontakt zu den Azinuszellen ldsst eine Modulation der
sympathischen Regulation der Driisenfunktionen durch die kolokalisierten
Neurotransmitter Noradrenalin und NPY vermuten. Das in ,,dense core vesicles®
vorkommende NPY scheint den hemmenden Einfluss von sympathischen
Nervenimpulsen auf die Driisensekretion zu regulieren. Da NPY auch die
prajunktionalen Rezeptoren (Lacroix, 1996) und die postgangliondre cholinerge
Ubertragung (Baraniuk, 1992) blockieren kann, muB eine indirekt hemmende
(anticholinerge) Wirkung fiir die Driisensekretion angenommen werden.
Yokoyama  konnte im  Bereich der  Driisenausfiihrungsginge  des
Meerschweinchens NPY-immunreaktive Fasern im  Elektronenmikroskop
darstellen (Yokoyama, 1991). Das durch die hier vorliegenden Versuche bestdtigte
Vorkommen von NPY-haltigen Nervenfasern im Bindegewebe um die
Ausfithrungsgiange der menschlichen Nasenschleimhaut ldsst die Vermutung zu,
daB hier eine Beeinflussung von Transport- und Sekretionsvorgangen durch NPY
stattfinden kann. Ein Kontakt von NPY-haltigen Nervenfasern zu
Myoepithelzellen, wie von Yokoyama (1991) beschrieben, konnte jedoch nicht
gefunden werden. Auch bei den Untersuchungen zur Gesamtinnervation konnten
weder licht- noch elektronenmikroskopisch Axone an Myoepithelzellen
identifiziert werden. Eine Kolokalisation von NPY in VIP-haltigen perivaskuldren
Nerven, wie sie von Lacroix (1990) beim Schwein festgestellt wurde, kann nach
den hier vorliegenden Befunden in der Nasenschleimhaut des Menschen nicht

angenommen werden.

5.4 Einfluss von Stickstoffmonoxid (NO)
Von Bredt stammen erste Hinweise auf die Rolle von Stickstoffmonoxid als

Neurotransmitter (Bredt, 1990). Stickstoffmonoxid (NO) wurde neben
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Azetylcholin als nicht-adrenerger-nicht-cholinerger (NANC)-Neurotransmitter im
zentralen und peripheren Nervensystem als Kotransmitter in parasympathischen
Nervenfasern nachgewiesen und kann cholinerge Wirkungen am Gefa3system und
den Driisen modulieren (Riederer, 1996; Jeon, 1997; Tasman, 1998). Hanazawa
(1997), Jeon (1997) und Kondo (2000) konnten bei histochemischen Versuchen
zum Nachweis von Nikotinamid Adenin Dinukleotid Phosphat-Diaphorase
(NADPH-d), einem wesentlichen Enzym der NO-Synthese, am Meerschweinchen,
der Ratte bzw. am Menschen das Ganglion pterygopalatinum als Ursprung der
nitrergen Innervation bestimmen, wihrend Tasman (1998) auf einen
sympathischen, parasympathischen und sensorischen Ursprung hinwies. Die von
NO induzierte Vasodilatation durch Relaxation der GefdBmuskulatur scheint
zusitzlich auch durch endothelial gebildetes NO ausgelost zu werden (Palmer,
1987). Dariiber hinaus werden NO zahlreiche physiologische Eigenschaften
zugeschrieben. Immunologische  Wirkungen durch  Beeinflussung der
Makrophagenaktivitit sowie antivirale und antibakterielle Eigenschaften wurden
nachgewiesen (Tasman, 1998; Riederer, 1999). In den Nasennebenhéhlen wurden
bakteriostatische Konzentrationen von NO bei gesunden Personen gemessen
(Lundberg, 1995; Kawamoto, 1998). Die Schlagfrequenz des respiratorischen
Flimmerepithels kann durch NO moduliert werden (Ueda, 2001).

Auf Grund der kurzen NO-Halbwertzeit (ca.0,6 Sekunden) kann kein direkter
Nachweis im Gewebe durchgefiihrt werden (HeB3, 2000). Die fiir die Katalysierung
zustandigen NO-Synthasen (NOS) lassen sich jedoch aus verschiedenen Geweben
isolieren und stehen fiir den NO-Nachweis zur Verfligung. Bisher konnten drei
verschiedene Isoenzyme der Synthase kloniert werden: die von einem erhdhten
intrazelluldren Kalziumspiegel abhingige nNOS (NOS I) in Nerven und eNOS
(NOS III) im Endothel sowie die kalziumunabhingige, durch Zytokine und
Bakterienlipopolysaccharide induzierbare iNOS (NOS 1II) (Schmidt, 1992;
Heinrich, 1998; HeB, 1998; Tasman, 1998; Riederer, 1999; Kang, 2000). Derzeit
wird davon ausgegangen, das es keinen spezifischen NO-Rezeptor gibt. NO
diffundiert in die Zielzellen, aktiviert dort die 16sliche Guanylzyklase und fiihrt zu
einem cGMP-Anstieg (Garthwaite, 1991; Tasman, 1998). Hierdurch werden
Proteinsynthesemechanismen in der Zelle reguliert und die NO-Wirkungen, z.B.
die Relaxation der glatten GefdBmuskulatur vermittelt. Die endotheliale NOS

scheint einen wesentlichen EinfluB3 auf die basalen Regulationsmechanismen der
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Gefalle auszuiiben (HeB, 2000). Die durch Entziindungsabldufe induzierbare iNOS
bestimmt im wesentlichen die messbare NO-Menge in den Nasennebenhdhlen.
Ruffoli fiihrte ultrastrukturelle Untersuchungen zur vasomotorischen Rhinitis mit
einer histochemischen Methode zur Bestimmung von NADPH-d durch (Ruffoli,
2000). NADPH-d- Fiarbungen koénnen jedoch auch durch andere Enzyme
verursacht werden und sollten durch spezifische immunhistochemische Techniken,
wie die Markierung der NOS, bestitigt werden (Jeon, 1997; Heinrich, 1998;
Riederer, 1999).

Neben dem Nachweis von endothelialer NOS in Gewebeproben verschiedener
Korperregionen von Mensch und Rind (Pollock, 1993) und von NOS im Atemtrakt
des Meerschweinchens (Fischer, 1993; Kondo, 2000) sowie der Ratte (Kulkarni,
1994) wurden durch histochemische und immunhistochemische Methoden nitrerge
Strukturen der Nasenschleimhaut des Menschen dargestellt (Riederer, 1996;
Hanazawa, 1997; Jeon, 1997, Kawamoto, 1998; Tasman, 1998; Hef, 2000).
Mittels des histochemischen Verfahrens nach Vincent und Kimura zur Markierung
der Nikotinamid Adenin Dinukleotid Phosphat-Diaphorase (NADPH-d) konnten
Riederer und Hel NO im GefdlBendothel und dem Epithel der menschlichen
Nasenschleimhaut darstellen (Riederer, 1996; Hef, 2000). Durch den
gleichzeitigen, hier erbrachten histochemischen Nachweis der NADPH-
Diaphorase und der Azetylcholinesterase in Nerven um die seromukdsen Driisen
konnte die Kolokalisation beider Enzyme und damit die nitrerg-cholinerge
Koinnervation der Driisen belegt werden. In den dargestellten nitrerg-cholinergen
Nerven iiberwog der Anteil der cholinergen Nervenfasern. NO scheint bei der
Regulation der Driisen den sekretionsfordernden cholinergen Einflu zu
verstirken. Durch die immunelektronenmikroskopischen Befunde kdnnen die oben
beschriebenen Lokalisationen von NO in der entziindungsfreien Nasenschleimhaut
ultrastrukturell bestétigt werden. Es ergeben sich jedoch auch neue Aspekte. NO
scheint in der Nasenschleimhaut inhomogen lokalisiert zu sein. So konnten
Bezirke mit einer hohen NO-Akkumulation und damit verbundener NO-
Abhingigkeit mit Regionen ohne NO-Nachweis gefunden werden. Vergleichbar
mit den ultrastrukturellen Ergebnissen von Heinrich und Maurer am Cortiorgan
des Meerschweinchens zeigen sich in der Nasenschleimhaut des Menschen starke
NOS-Immunreaktionen im Zytoplasma von Endothelzellen (Heinrich, 1997).
Auffillig war die NO-Akkumulation in Endothelzellen von Kapillaren und
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arteriellen Gefillen, wihrend die Venen und vendsen Sinusoide keine NOS-
Immunreaktivitit aufwiesen.

Durch  histochemische Methoden konnte Hanazawa (1997) in der
Nasenschleimhaut der Ratte und des Menschen NO-haltige Nervenfasern um
seromukdse Driisen nachweisen. Die NOS-Immunreaktivitdit in den nicht
myelinisierten periglanduldren und periarteriellen Nerven war in den hier
durchgefiihrten Versuchen wesentlich stirker ausgeprigt als bei den Versuchen
von Heinrich am Meerschweinchen (Heinrich, 1997). Moglicherweise sind die
verschiedenartigen Fixierungs- und Einbettungsmethoden bzw. artspezifische
Unterschiede dafiir verantwortlich. Durch den immunelektronenmikroskopischen
Nachweis von NOS I im Nervengeflecht der seromukodsen Driisen und der
arteriellen Gefdlle kann von einer direkten nervalen Koregulation und Modulation
durch NO ausgegangen werden. Eine besonders intensive Beeinflussung der
Sekretion scheint auf Grund der starken Immunreaktivitit in periglanduldren und
periductalen Axonen sowie im Zytoplasma der Azinuszellen unter physiologischen
Bedingungen vorzuliegen (Jeon, 1997; Kawamoto, 1998). Kang konnte bei
Patienten mit Rhinitis allergica eine starke Akkumulation der induzierbaren NOS
in den Driisen finden und damit die Rolle von NO bei entziindlichen,
hypersekretorischen Prozessen der Nasenschleimhaut belegen (Kang, 2000).
Kawamoto fand mittels histochemischen und immunhistochemischer Methoden
eNOS gleichverteilt in periglanduldren Nerven von Patienten mit Rhinitis allergica
als auch bei nicht entziindlich verinderter Nasenschleimhaut vor, wihrend eNOS
und INOS im Epithel der Allergiker stirker auftrat. Nach Zytokin-Stimulation
scheint die induzierbare NOS iiber erhohte NO-Produktion erheblich an den

Symptomen der allergischen Rhinitis beteiligt zu sein (Kawamoto, 1998).

5.5 Einfluss der GefaBversorgung auf die Driisen

Bei den licht- und elektronenmikroskopischen Untersuchungen der Driisenregion
der unteren Nasenmuschel konnte ein dichtes Gefalinetz gefunden werden. Neben
den teilweise sehr driisennah gelegenen Arteriolen zeigten sich zahlreiche
periglanduldre Kapillaren. Bei Betrachtung im Elektronenmikroskop fallen
besonders die Fenestrationen der Kapillaren auf, die durch diinne Membranen
verschlossen und den Diisenzellen zugewandt sind. Diese fenestrierten Kapillaren

konnten auch im subepithelialen Bindegewebe beobachtet werden. Durch nervale
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Regulation des Blutvolumens und des Blutflusses an den vorgeschalteten
Arteriolen und den postkapilliren Polstervenen kann eine konsekutive
Beeinflussung der glanduldren Blutversorgung erfolgen. Schon Cauna (1970)
vermutete einen Einflull der vegetativen Innervation der Gefaf3e auf die Driisen der
Nasenschleimhaut. Uber parasympathische Axone sowie VIP-, CGRP- und NO-
haltige Nervenfasern kann es nach arterieller Vasodilatation zur Dilatation der
periglanduldren Kapillaren kommen. Zusétzlich scheint VIP auch {iber eine
Aufnahme aus dem Blut an die GefdBmuskulatur der Arteriolen zu gelangen und
seine vasodilatatorische Wirkung zu entfalten (Barnes, 1987; Riederer/ Knipping,
1995). Durch die o.g. Neurotransmitter kann eine vermehrte Blutzufuhr an den
Driisen und damit eine Steigerung der Driisensekretion angenommen werden.
Ultrastrukturell konnten dichte NOS-immunreaktive Bezirke in lumennahen
Regionen des Endothels aufgezeigt werden. Das im Zytoplasma produzierte
Stickstoffmonoxid, von Palmer 1987 auch als ,,endothelium-derived relaxing
factor (EDRF) bezeichnet, dringt tiber Diffusion in den Zellkern ein und kann
hier tiber cGMP-Wirkung Proteinkinasen aktivieren und damit eine Relaxation der
glatten Muskelzellen bewirken (Brown, 1993). Stickstoffmonoxid beteiligt sich
hier auch an der physiologischen Regulation des periglanduldren Blutflusses.

Auf Grund des ultrastrukturellen Nachweises von NO in perivaskuldren Nerven
und im Endothel muf3 geschlossen werden, dass dem vasodilatatorisch wirkenden
Stickoxid eine duale Beeinflussung des Gefdlltonus zugesprochen werden kann.
Neben der Modulation des arteriellen Vasotonus ist auch eine relaxierende
Wirkung im Bereich der kapilliren Perizyten anzunehmen. Der erhohte
préarterielle und postkapilldre Druck kann zur Dilatation der Kapillarwandung und
zusitzlich nach Relaxation der Perizyten zur Offnung der kapilliren
Fenestrationen fithren. Es kommt konsekutiv zur erhohten Plasmaextravasation
und konsekutiv zu einem vermehrten Angebot von Serumbestandteilen fiir die
seromukdsen Driisen. Neben der Wirkung als Neuromodulator in driisennahen
Nerven scheint NO somit auch iiber die Regulation des periglanduldren Blutflusses
die Funktionen der Driisen zu beeinflussen.

Die in direkter Umgebung zu den seromukdsen Driisen nachgewiesenen, durch
zahlreiche Noradrenalin- und NPY-haltige Nerven versorgten Arteriolen scheinen
ebenfalls eine indirekte Regulation der Durchblutung des periglanduldren

Bindegewebes und damit der Driisenversorgung zu bewirken. Der Blutflu3 und
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das Blutvolumen in den nachgeschalteten, die Driisen versorgenden fenestrierten
Kapillaren kann durch NPY-vermittelte Vasokonstriktion vermindert und dadurch

der Antransport von Substraten fiir die Sekretbildung reduziert werden.

5.6 Morphologische Verdanderungen und Neurotransmitterverteilung

bei verschiedenen Rhinopathien

5.6.1 Zystische Fibrose

Die Mukoviszidose oder Zystische Fibrose (CF) ist eine autosomal-rezessive
Erkrankung mit einer Inzidenz von 1:2000 Neugeborenen und damit eine der
haufigsten Erberkrankungen in FEuropa (Drake-Lee, 1989; Irving, 1997).
Ursédchlich liegt ein Defekt des ,,Cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator proteine* durch Mutation der Region q31 auf Chromosom 7 vor (Hui,
1995; Irving, 1997). Die Patienten leiden unter chronisch-rezidivierenden
Sinusitiden,  Polyposis nasi und Nasenatmungsbehinderungen  durch
Muschelhyperplasien (Crockett, 1987; Hui, 1995).

In den hier vorliegenden Untersuchungen konnten zahlreiche pathologische
Verdnderungen der Nasenschleimhaut bei der Zystischen Fibrose (CF) aufgezeigt
werden (Knipping, 2002). Die z&he Sekretion beruht auf einem gestorten
Elektrolyttransport. Durch zusitzliche Infekte kommt es zur weiteren
Epithelschddigung. Morphologisch zeigt sich ein insuffizientes, zum Teil nicht
zilientragendes Epithel als Ursache fiir einen eingeschriankten mukoziliaren
Transport. Sekundire Zilienfehlbildungen sind bei der CF ebenfalls zu finden
(Markmann, 1990). Der typische mehrreihige Aufbau des Epithels aus
Flimmerzellen, Becherzellen und Basalzellen ist gestort. Zusitzlich kann eine
exogen-toxische Beeinflussung der Zilien durch bakterielle Besiedlung
angenommen werden (Deitmer, 1992; Hui, 1995). Des Weiteren finden sich, im
Gegensatz zu den Driisen der normalen Nasenschleimaut, pathologisch veridnderte
seromukdse Driisen, die einen iiberwiegend mukodsen Anteil aufweisen. Sie stellen
das morphologische Korrelat fiir das bei der CF typische zéhe, hochviskdse Sekret
dar. Die Exkretion scheint ebenfalls gestdrt zu sein, was sich an den stark
dilatierten Driisenlumina und einem aufféllig mukodsen Sekret zeigt. Der Hinweis,
dass zystisch-dilatative Verdnderungen der Driisen eine typische morphologische

Besonderheit bei der CF darstellen, findet sich schon bei Schwachman (1962).
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Elektronenmikroskopisch waren {iiberwiegend aufgelockerte Granula in den
iiberméBig gefiillten Azinuszellen zu finden. Dieser Befund deutet auf ein
Uberwiegen mukéser Driisen hin (Jahnke, 1998). Die vermehrt produzierte
hochviskdse Schleimdecke behindert auch mechanisch den mukoziliaren Transport
(Jahnke, 1977). Die erweiterten Driisenkonglomerate konnten den vendsen
Blutabflul behindern und konsekutiv zu einem extrazelluldren Schleimhautédem
fiihren (Rulon, 1963; Tos, 1977; Hui, 1995). Im Gegensatz zu den
lichtmikroskopischen Untersuchungen von Tos (1977) mittels PAS-Farbungen an
Polypen von CF-Patienten konnten in der hier durchgefiihrten Studie im Bereich
der unteren Nasenmuschel ausgedehnte Driisenregionen gefunden werden.
Vermutlich kommt es zusétzlich durch permanente Entziindungsreize zur
Aktivierung des Endothels in den Kapillaren und zum vermehrten Durchtritt von
Serumbestandteilen in das umliegende Gewebe. Die von Jahnke und Theopold
(1977) beschriebenen Laminationen der kapilliren Basalmembranen wurden bei
den hier untersuchten CF-Patienten nicht héufiger als bei anderen Proben von
entziindlich-verdnderter Nasenschleimhaut gefunden und so als unspezifisch
eingeordnet. Die im Epithelbereich nachgewiesenen Metaplasien mit
stratifiziertem Plattenepithel konnen zu Defekten des fehlgeschichteten Epithels
fiihren und somit den Prolaps der Schleimhaut mit der Entwicklung von Polypen
bedingen. Die erhdhte Fliissigkeitsabsorption, verursacht durch eine Storung des
Chloridtransportes, kann ebenfalls zur Entstehung von Polypen beitragen (Irving,
1997). Als ultrastrukturelles Korrelat fiir die gesteigerte Driisensekretion wurden
Zellkerne mit aufgelockertem Chromatin umgeben von zahlreichen Mitochondrien
gefunden. Als Zeichen einer erhdhten Stimulierung der Driisenzellen konnten, wie
bereits von Jahnke und Theopold (1977) beschrieben, deutlich entwickelte Golgi-
Felder und ein erweitertes rauhes endoplasmatisches Retikulum dargestellt
werden, welche fiir die Proteinbiosynthese =zustindig sind. In der
Nasenschleimhaut von CF-Patienten konnten im Vergleich zur normalen
Nasenschleimhaut keine Unterschiede im Innervationsmuster oder in der
Verteilung der Neurotransmitter festgestellt werden.

Die aufgezeigten ultrastrukturellen Verdnderungen der Nasenschleimhaut bei CF
unterscheiden sich auch von der allergischen Rhinitis. Eine Infiltration mit

eosinophilen Leukozyten konnte hier, ebenso wie von Jahnke (1977) und Crockett
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(1987) beschrieben, nicht gefunden werden. Allergien scheinen fiir die

Pathogenese der CF keine Bedeutung zu haben (Crockett, 1987; Hui, 1995).

5.6.2 Allergische Rhinopathie

Die Rhinitis allergica ist die hdufigste allergische Erkrankung bei Erwachsenen in
Deutschland (Hermann-Kunz, 2001). In Mitteleuropa findet sich eine Pridvalenz
von 15% bis 25% mit voraussichtlich steigender Tendenz in den néchsten Jahren
(Bachert, 1996; Heppt, 1997; Riechelmann, 1998; Turner, 1999). Die aus dem
Formenkreis der Atopie stammende Erkrankung mit saisonaler und perennialer
Verlaufsform fiihrt bei den betroffenen Patienten zu Symptomen wie wéssrige
Rhinorrhoe, nasale Obstruktion, Juck- und Niesreiz und damit zu einer erheblichen
Einschrankung der Lebensqualitit (Petersson, 1988; Riechelmann, 1998; Corey,
2000). Ursédchlich liegt eine spezifische, IgE-vermittelte Hyperreaktivitidt der
Nasenschleimhaut zu Grunde.

Schon 1983 hatte Ishibe bei RIA-Untersuchungen an allergischen
Nasenschleimhduten des Menschen Verdnderungen der Verteilung von Rezeptoren
des autonomen Nervensystems gefunden und eine Beeinflussung durch nervale
Mechanismen vermutet (Ishibe, 1983).

Bei Patienten mit perennialer allergischer Hyperreaktivitit konnte im Bereich des
durch chronische Entziindungszustinde geschidigten Epithels eine dichte
Infiltration mit lymphoiden Zellen gefunden werden. Wahrend von Bentley (1992)
und Varney (1992) bei der saisonalen Rhinitis allergica eine ausgeprigte
Eosinophilie beschriebenen wurde, war bei Patienten mit perennialer Rhinitis nur
eine méBige Infiltration der Lamina propria mucosae mit eosinophilen Leukozyten
elektronenmikroskopisch zu beobachten. Uber Epithelliicken kann, wie schon von
Jahnke (1986) vermutet, ein schneller Kontakt zwischen Antigenen und
immunkompetenten Zellen stattfinden. Die auffillig dilatierten Kapillaren stellen
zum Einen das morphologische Korrelat fiir die nasale Hypersekretion dar. Uber
die zahlreichen Fenestrationen der Kapillarwidnde ist eine schnelle Passage und
Extravasation von Serumbestandteilen und Entziindungszellen, die sich im
perikapilliren Gewebe finden lassen und iiber Cytokin-Interaktionen (z.B.
Interleukin I1-3 und II-5) kommunizieren, gewahrleistet (Jahnke, 1983). Dariiber
hinaus wird SP eine Beeinflussung der Cytokinproduktion, vermutlich iiber die

Stimulation von T-Lymphozyten, zugesprochen (Woodhead, 1994). Cytokine
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induzieren zusitzlich auch die NO Synthase und fithren zur vermehrten NO-
Produktion mit konsekutiver Vasodilatation und Odembildung mit einer
Verstiarkung der allergischen Symptome (Sato, 1998). Zusitzlich begiinstigen die
hoch aktivierten und geschédigten Endothelzellen den schnellen extravasalen
Fliissigkeitsaustritt. Die dargestellten konzentrischen Proliferationen der Perizyten
belegen den chronischen Entziindungzustand.

Die Hypersekretion wird zum Zweiten durch die aktivierten seromukdsen Driisen
und epithelialen Becherzellen bedingt. Der morphologische Nachweis
hyperplastischer Driisenzellen mit reichlich Mitochondrien und einem
hochentwickelten endoplasmatischen Retikulum belegen die Beteiligung der
Driisen an der wiissrigen Hypersekretion (Elwany, 1987). In Ubereinstimmung mit
Tos konnte eine Zunahme der Driisenkomplexe beobachtet werden (Tos, 1977).
Die Mast- und Plasmazellen konnen bei der chronischen perennialen Allergie in
unterschiedlichen Aktivierungszustdnden beobachtet werden. Die hier gefundenen
Mastzellen zeigten den typischen morphologischen Aufbau, wie er auch von
Knobber (1993) beschrieben wurde. Das aus Mastzellen stammende Histamin
sowie Bradykinine, Prostaglandine und Leukotriene verursachen iiber Reizung der
sensorischen (SP- und CGRP-haltigen Nervenfasern) und parasympathischen
Nervenendigungen eine Aktivierung der =zentralen, vasomotorischen und
sekretorischen Zentren, die zu den klassischen Symptomen wie Hypersekretion,
Nasenatmungsbehinderung, Nies- und Juckreiz durch Vasodilatation und
Hypersekretion der Driisen fiihrt (Lundberg, 1987; Tani, 1990; Chaen, 1993;
Gawin, 1993). Neben den Kininen als wesentlichen Mediatoren der perennialen
allergischen Rhinitis (Turner, 1999) spielen zusdtzlich auch die durch
Histaminreizung freigesetzten Neuropeptide CGRP und Substanz P als
Neurotransmitter in antidromen Reflexbdgen, bei der neurogenen Entziindung und
Mastzellaktivierung eine wesentliche Rolle (Devillier, 1988; Chaen, 1993; Nieber,
1991; Schierhorn, 1995; Turner, 1999). Konno (1996) konnte an Patienten mit
perennialer Allergie einen direkten zusétzlichen Einfluss von SP an den
Widerstands- und KapazititsgefiaBen mit konsekutiver Erhéhung des
Nasenatmungswiderstandes belegen. Fajac (1995) wies einen direkten Einfluss
von SP auf die Proliferation von Eosinophilen nach. Die neurogene Entziindung
unterliegt wiederum einer Modulation durch Mediatoren wie Leukotrienen,

Kininen und Tachykininen (Turner, 1999). Mittels Radioimmunoassay konnte
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Fang (1998) eine erhohte Konzentration von CGRP und SP in der allergischen
Nasenschleimhaut finden. Externe Reize, die zur IgE-vermittelten, allergischen
Hyperreaktivitdt fithren, werden iiber das subepitheliale Nervenfasernetz an die
Kapillaren und Driisen weitergeleitet. Turner vermutet eine zusitzliche Reizung
exponierter sensibler Nervenfasern bedingt durch das geschéddigte Epithel bei
allergischer Hyperreaktivitéit. Bei den hier vorliegenden Untersuchungen konnten
keine intraepitheliale Nervenendigungen gefunden werden. Somit kann der o.g.
Reizmechanismus nur bei erheblichen Epithelschiden mit Freilegung des
subepithelialen Nervennetzes angenommen werden. Durch immunhistochemische
und immunelektronenmikroskopische Techniken waren die Neuropeptide CGRP
und Substanz P im Vergleich zur entziindungsfreien Nasenschleimhaut vermehrt in
periglanduliren Nervenfasern aufzufinden. Uber axonale Reflexe kénnen diese
Neuropeptide eine Sekretionssteigerung an den Driisen herbeifiihren (Chaen, 1993;
Fang, 1998). In den hier vorliegenden Untersuchungen wurden erstmals neben der
schon von Alving (1990) beim Schwein beobachteten morphologischen
Assoziation von neuropeptidhaltigen Nervenfasern zu Mastzellen enge
Lagebeziehungen und Kontakte zwischen neuropeptidhaltigen Nervenfasern und
Plasmazellen aufgezeigt. Nach Stimulation dieser sensorischen Nerven kann die
Neuropeptidfreisetzung an Mastzellen zur Histaminausschiittung fiihren. Die
neuropeptiderge Modulation der Antikdrperproduktion von Plasmazellen kann
neben einer direkten Beeinflussung der Histaminfreisetzung {iber SP-haltige
Neurone an Mastzellen (Devillier, 1988; Bernstein, 1991; Chaen, 1993) als
weiterer peptiderger Regulationsmechanismus bei der Rhinitis allergica aufgefasst

werden.

5.6.3 Hyperreaktive Rhinopathie

Im Gegensatz zur spezifischen Hyperreaktivitdt der Nasenschleimhaut bei der
allergischen Rhinopathie besteht bei der frilher als vasomotorische oder
hyperreflektorische  Rhinitis  bezeichneten unspezifischen hyperreaktiven
Rhinopathie eine Schleimhautreaktion auf Irritantien aus der Umwelt, korperliche
Belastungen und Lageverinderungen (Anggard, 1993; Corey, 2000). Auch hier
dominieren die Symptome Hypersekretion, nasale Obstruktion sowie Juck- und
Niesreiz (Terrahe, 1985; Albegger, 1988; Corey,; 2000). Die Privalenz der
hyperreaktiven Rhinopathie kann auf ca. 15% geschitzt werden (Heppt, 1995).
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Von Terrahe (1985) wurden fiir die Entstehung der Symptome vorrangig die
pathologische Mastzelldegranulation und eine Beteiligung des parasympathischen
Nervensystems verantwortlich gemacht. Pathophysiologisch wird heute den
Leukotrienen und durch Neuropeptide ausgeldsten, nerval-reflektorischen
Ablaufen eine besondere Rolle zugesprochen (Wolf, 1988; Philip, 1995). Im
Vergleich zu den Verdnderungen bei der allergischen Rhinopathie wurden bei der
unspezifischen Hyperreaktivitdt deutlich weniger eosinophile Leukozyten sowie
kaum Mastzellen und Plasmazellen gefunden. In Ubereinstimmung mit Corey
(2000) konnte elektronenmikroskopisch die von Héllgren (1991) beschriebene
Eosinophilie bei der unspezifischen Hyperreaktivitit in der Nasenschleimhaut des
Menschen nicht bestitigt werden. Dieser Befund deutet auch auf den
nichtallergischen Charakter der Rhinopathie hin. Das dichte Innervationsmuster
und der Nachweis der quantitativ vermehrt auftretenden Neuropeptide SP, CGRP
und VIP an den Driisen sowie im subepithelialen Bindegewebe belegen
morphologisch die zu Grunde liegende ,neurogene Entziindung® (Wolf, 1988).
Die seromukosen Driisen zeigten, wie schon von Elwany (1987) beschrieben,
vermehrt Mitochondrien und ein ausgedehntes endoplasmatisches Retikulum als
Zeichen der Hypersekretion. Hier bestehen morphologische Ubereinstimmungen
mit der allergischen Rhinopathie. Wihrend Klaassen (1988) das subepitheliale
Nervenfasernetz dem klassisch-vegetativen Nervensystem zuordnete, kann heute
auch eine Beteiligung von neuropeptidergen und nitrergen Nerven angenommen
werden. Uber CGRP- und SP-haltige Nervenfasern scheint besonders bei der
allergischen und unspezifischen hyperreaktiven Rhinopathie eine direkte
Verbindung der Umgebung zu den Erfolgsorganen wie Schwellgewebe und
Driisen zu bestehen. Bei verschiedenen chemischen, mechanischen und
thermischen Einfliissen kann iiber eine Reizung dieser sensorischen Nerven ein
zentral-afferenter und antidrom-efferenter Impuls ausgelost und nach einer
Sekretionssteigerung der Driisen ein ,,neurogenes Odem® verursacht werden
(Albegger, 1988; Stjarne, 1989). Die Driisen unterliegen dabei unspezifischen,
hyperreaktiven Sekretionsmechanismen (Stjarne, 1991). Zusétzlich liegen
ultrastrukturell nachweisbare Verdnderungen der Kapillarwand vor, die zur
Entwicklung des Schleimhautddems beitragen. Die dargestellten Stressfilamente
und die vermehrten Pinozytosevesikel weisen auf besonders aktive Transport- und

Austauschprozesse im Bereich der Kapillaren hin (Elwany, 1987). 1977 wurde von
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Jahnke noch die Durchtrennung des Nervus vidianus als Therapiemoglichkeit bei
vasomotorischer Rhinitis angegeben (Jahnke, 1977). Die Erfolgsrate war jedoch
bei nur schwacher Hemmung der Hypersekretion gering (Albegger, 1988), was
auch auf die wesentliche Rolle der sensorischen Neuropeptide in den Capsaicin-
sensitiven, sensorischen Nerven und deren Beteiligung am Axonreflex hinweist.
Aktuelle in vivo-Untersuchungen am Schwein und der Ratte konnten nun
zukunftsweisend einen glinstigen Effekt von CGRP-Rezeptor-Antagonisten bei der

chronisch hyperreaktiven Rhinitis zeigen (Rist, 1999).

5.7 Medikamentose Therapie von Rhinopathien

Ausgehend von den nun vorliegenden morphologischen Befunden zur
Transmitterverteilung an den GefidBlen (Riederer/ Knipping, 1993; 1995) und den
seromukdsen Driisen (Knipping, 1995; 2001) der menschlichen Nasenschleimhaut
sowie der nachgewiesenen Beteiligung von Neuropeptiden und von
Stickstoffmonoxid  bei  pathophysiologischen  Prozessen  verschiedener
Rhinopathien ergeben sich Uberlegungen zu neuen Therapieoptionen. Zur
Behandlung der mit Rhinopathien assozierten nasalen Obstruktion wurden und
werden zunéchst abschwellende Nasentropfen und -sprays eingesetzt, die jedoch
keinen Effekt auf die Hypersekretion, den Nies- und Juckreiz haben. Die lokal
vasokonstriktorisch wirkenden o-sympathomimetischen Amine Ephedrin und
Phenylephrin und deren Imidazolderivate Naphazolin und Xylometazolin sind in
topischen Darreichungsformen anwendbar (Corey, 2000). Uber Aktivierung von
ax-Rezeptoren kommt es zur Vasokonstriktion der GefaBle des Schwellgewebes.
Auf Grund der schon lange bekannten Entwicklung einer Tachyphylaxie mit
Ausbildung einer Rhinopathia medicamentosa ist deren Einsatz jedoch zeitlich
eingeschrankt (Kully, 1945). Petruson konnte 1982 mit raster- und
elektronenmikroskopischen Untersuchungen nach 6 wochiger Gabe von
Xylometazolin keine Verdnderungen der nasalen Oberflachenstrukturen erkennen.
Durch eigene Untersuchungen konnten jedoch ausgepragte
Mikrozirkulationsstérungen besonders im arteriellen und kapilliren GefaB3system
schon nach 14 tidgiger Naphazolingabe festgestellt werden (Agha-Mir-Salim/
Knipping, 2001). Von Graf wurde die Entwicklung eines interstitiellen Odems als
morphologisches Substrat bei der Rhinopathia medicamentosa beschrieben (Graf,

1995).
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Zur Therapie von Symptomen der spezifischen (allergischen) und unspezifischen
Hyperreaktivitdt stehen zahlreiche Mdoglichkeiten zur Verfligung. Neben der
Vermeidung des Kontakts mit spezifischen Allergenen (Allergenkarenz) bzw.
auslosenden Umweltfaktoren kann eine Pharmakotherapie mit Antihistaminika
(z.T. in Kombination mit abschwellenden Rhinologika), Cortikosteroiden,
Mastzellstabilisatoren und eine spezifische Immuntherapie (SIT) angewendet
werden (Heppt, 1997; Durham, 1998; Corey, 2000; Riechelmann, 2000). Bei
akuten allergischen Zwischenfillen kommen vorwiegend Antihistaminika der 1.
Generation wie Dimetinden und Clemastin zum Einsatz. Die antihistaminergen
Substanzen der 2. Generation mit nicht sedierenden Eigenschaften wie Loratadin
und Cetirizin eignen sich besonders zur Therapie der saisonalen Rhinitis allergica.
Auch topische Antihistaminika wie Levocabastin und Azelastin stehen zur
Behandlung von saisonal bedingten allergischen Beschwerden als Augen- und
Nasentropfen zur Verfligung. AuBlerdem konnen Glukokortikoide topisch
(Mometason, Fluticason, Beclometason) und gelegendlich kurzzeitig systemisch
angewendet werden. Hierbei wird eine Entziindungshemmung durch Riickgang der
Mastzell- und Eosinophileninfiltration des Gewebes, eine Minderung der
Hyperreaktivitit und GefidBpermeabilitit mit Reduktion des interzelluliren Odems,
eine  Reduktion der T-Lymphozytenzahl sowie eine Senkung der
Mediatorfreisetzung bewirkt (Heppt, 1997; Corey, 2000, Mygind, 2001).
Glukokortikoide zeigen einen positiven Effekt auf die nasale Obstruktion, die
Hypersekretion sowie den Nies- und Juckreiz.

Mastzellstabilisatoren (Cromoglycinsdure, Nedocromil) mit Hemmung der
Mastzelldegranulation werden topisch besonders zur Unterstiizung der SIT
eingesetzt (Riechelmann, 2000). Ein zusitzlicher hemmender Effekt der
Cromoglycinsdure auf sensorische Neurone wird diskutiert (Woodhead, 1994).
Durch klinische Beobachtungen konnte der nur mangelhafte Effekt von
Anticholinergika auf die Hypersekretion und Vasodilatation bei hyperreaktiven
Rhinopathien festgestellt und damit die Vermutung aufgestellt werden, dass noch
weitere vasoaktive Stoffe existieren miissen (Albegger, 1988). Nach der
Entdeckung von vasoaktiven und sekretionsstimulierenden Neuropeptiden in der
Nasenschleimhaut wurde auch nach Moglichkeiten zur therapeutischen
Beeinflussung gesucht. Die Entwicklung spezifischer Neuropeptidinhibitoren bzw.

von Neuropeptidantagonisten gestaltete sich jedoch schwierig. Durch den
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schnellen Abbau iiber Peptidasen konnen Peptidantagonisten nur fiir einige
Minuten ihre Wirkung entfalten (Woodhead, 1994). Ungeniigende Spezifitit und
Wirkstidrke der oft nur als partielle Agonisten wirkenden Substanzen stellten
ernsthafte Probleme dar (Barnes, 1987). Die Entwicklung von Inhibitoren der
Neuropeptidfreisetzung erschien daraufhin erfolgversprechender als der Einsatz
von spezifischen Neuropeptidblockern. So wurde z.B. der positive Effekt von
Clonidin, einem alpha-2-Rezeptor-Agonisten, auf die noncholinerge
Bronchokonstriktion und das Asthma bronchiale entdeckt (Barnes, 1987).

Neue Therapieansitze bestehen in der Entwicklung von Stoffen, die in neurogene
Entziindungsabldaufe eingreifen und die Synthese von Neuropeptiden und
Stickstoffmonoxid hemmen konnen. Zur Beeinflussung der in sensorischen
Neuronen der Nasenschleimhaut vorkommenden Neuropeptide SP und CGRP
stehen folgende Mechanismen zur Verfiigung :

1. die Blockade von NK-(Tachykininrezeptor) und CGRP;-Rezeptoren

2. die Forderung von neuropeptidabbauenden Peptidasen

3. die Beeinflussung der sensorischen Neurone Typ C durch Anwendung von
Capsoiden (Capsaicin).

Zau 1: Auf Grund der nachgewiesenen NK;- und CGRP;-Rezeptoren an Driisen,
Gefidllen und in der subepithelialen Region und der bekannten Wirkungen dieser
Neuropeptide verwies Uddman (1999) auf einen moglichen therapeutischen Effekt
von CGRP;-Rezeptor-Antagonisten besonders bei der Rhinitis allergica (Uddman,
1999). Der CGRP-Rezeptorantagonist CGRP 8-37 zeigte positive Wirkung auf die
CGRP-induzierte Vasodilatation in der Nasenschleimhaut des Schweins (Rinder,
1996). Von Malis (2000) konnten am Schwein nachweisbare Wirkungen auf die
durch CGRP und Capsaicin ausgeldste Vasodilatation durch den CGRP;-
Rezeptorantagonist CGRP 27-37 festgestellt werden.

Zur nachweisbaren Beeinflussung der durch SP induzierten Hypersekretion
(Petersson, 1989) und Vasodilatation fiihrte der systemisch applizierte NK;-
Rezeptorantagonist SR 140.333 beim Schwein (Rinder, 1989). Auch
Kortikosteroide scheinen einen modulierenden Effekt auf Neuropeptidrezeptoren
auszuiiben (Woodhead, 1994).

Ebenso konnten Leukotrien- und Tachykinin-Inhibitoren, bei denen eine
Beeinflussung der Atemwegshyperreaktivitdt im Tiermodell nachgewiesen wurde,

neue Therapieoptionen fiir die allergische Rhinopathie er6ffnen. Dabei scheint die
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Kombination von Leukotrien-Rezeptorantagonisten mit Antihistaminika eine
Verbesserung der allergisch bedingten Symptome zu bewirken (Diamant, 2001).
Lipoxygenaseinhibitoren konnen unterdessen erfolgreich in der Behandlung des
Asthma bronchiale und der Rhinitis allergica eingesetzt werden (McMillan, 1991;
Woodhead, 1994).

Zu 2: Die neutrale Endopeptidase (NEP 24,11), die Dipeptidylaminopeptidase IV,
die Carboxypeptidase N (CPN) und das Angiotensin Converting Enzym (ACE)
beteiligen sich am Abbau der Neuropeptide (Nadel, 1992; Gawin, 1993; Hauser-
Kronberger, 1994; Ohkubo, 1994). Diese Enzyme, die sich auch am Abbau von
Neurokininen und Bradykinin beteiligen sollen, wurden nicht nur in seromukdsen
Driisen, sondern auch im Gefdfendothel und im Epithel nachgewiesen (Petersson,
1989; Baraniuk, 1990; Ohkubo, 1994). Durch Zigarettenrauch und
Virusinfektionen konnen iiber Konzentrationsminderung der NEP die
Neuropeptidwirkungen  zunehmen (Nadel, 1992). Nadel konnte am
Meerschweinchen mit humaner rekombinanter NEP einige Tachykininwirkungen
verhindern (Nadel, 1992). Zum gegenwirtigen Zeitpunkt liegen jedoch noch keine
konkreten Konzepte zur therapeutischen Beeinflussung der Peptidasen vor.
Moglicherweise wirken Kortikosteroide auch {iber eine Stimulation der NEP und
damit antagonistisch zu den Neuropeptidwirkungen (Woodhead, 1994).

Zu 3: Auf Grund der nachgewiesenen neuropeptidergen Beteiligung bei der
allergischen und unspezifischen Hyperreaktivitit kann neben der konventionellen
Therapie auch an eine Capsaicin-Behandlung gedacht werden (Stjdrne, 1991;
Baluk, 1992; Agha-Mir-Salim, 1998). Dieses Alkaloid (8-Methyl-N-Vanillyl-6-
Nonenamid) ist der scharfe Bestandteil der Paprika- bzw. Pfefferschoten. Durch
Capsaicin wird zunéchst eine akute Freisetzung von SP und CGRP aus peripheren
und zentralen Neuronen mit nachfolgender Vasodilatation verursacht (Alving,
1990; Eberle, 1994). Wiederholte Applikation fiihrt konsekutiv zur Depletion
neuropeptiderger, nozizeptiver, sensorischer Nervenendigungen (Typ C), zum
Verlust der Sensitivitdt gegeniiber verschiedenen chemischen Irritantien (z.B. auch
Nikotin) und damit zur Unterdriickung der Neuropeptidwirkungen (Lundblad,
1984; Wolf, 1987; Stjarne, 1991; Gawin, 1993; Mosimann, 1993). Die Gabe von
Capsaicin gemeinsam mit einem Lokalanésthetikum, um den initialen Schmerzreiz
zu mindern, konnte bei Patienten mit therapieresistenter hyperreaktiver

Rhinopathie erfolgreich eingesetzt werden (Baraniuk, 1991). Stjdrne und Lacroix
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stellten nach kurzer topischer Capsaicinbehandlung einen positiven und
langanhaltenden Effekt auf die nasalen Symptome der nichtallergischen Rhinitis
fest (Stjarne, 1991; Lacroix, 1992). Capsaicin wirkt iiber eine Blockade zentraler
Reflexe und lokaler Wirkungen von Irritantien durch Interaktion mit sensorischen
Nervenendigungen (Stjarne, 1991). Ferner wird eine Abnahme der
immunologischen Reaktivitit von CGRP und ein Effekt von Capsaicin auf
Entziindungszellen der Nasenschleimhaut diskutiert. Wolf und Mitarbeiter konnten
positive, nebenwirkungsfreie und langanhaltende Effekte von Capsaicin bei der
,hyperreflektorischen Rhinopathie® beobachten (Wolf, 1988; 1995). Von Zheng
wurde durch intranasale Capsaicingabe nach Polypektomie eine verringerte
Rezidivrate der Polyposis nasi sowie eine postoperative Verbesserung der
Nasenatmung festgestellt (Zheng, 2000).

Capsaicin-Langzeiteffekte tiber 6 Monate hinaus finden sich in der Literatur
jedoch nicht (Lacroix, 1992; Woodhead, 1994).

Uber die bekannten Effekte von NPY konnten sich ebenfalls neue therapeutische
Moglichkeiten ergeben. Auf Grund der langanhaltenden vasokonstriktorischen
Wirkung von NPY iiber postsynaptische Y-Rezeptoren an den Gefialen der
Nasenschleimhaut ist die Entwicklung von NPY-Agonisten zur Therapie von
Rhinopathien mit vorwiegend nasaler Obstruktion in Zukunft denkbar (Baraniuk,
1992; Guarnaccia, 1994; Cervin, 1999). Malis konnte mit einem intranasal
applizierten NPY  Y,—Agonisten (TASP-V) die Abschwichung einer
histaminvermittelten nasalen Obstruktion bei gesunden Probanden erreichen
(Malis, 1999). Bei Patienten mit Rhinitis allergica kann durch intranasale
Applikation von NPY oder NPY-Agonisten eine Allergen-induzierte Obstruktion
und Schleimsekretion vermindert werden (Hauser-Kronberger, 1993; Lacroix,
1996; Cervin, 1999; Uddman, 1999).

Hier bestehen Ansitze zur Entwicklung von rhinologischen Therapeutika fiir
Patienten mit allergischer Hyperreaktivitit. Wegen der in der Nasenschleimhaut
vorkommenden, oben beschriebenen proteolytischen Endopeptidase sollte auf eine
relative Resistenz der NPY-Analoga vor protrahierter Degranulation geachtet
werden. Zur Forderung der Wirkungen des Neuropeptids NPY wurden
Tierversuche mit Peptidaseinhibitoren durchgefiihrt. Beim Hund konnten
Revington und Lacroix eine Verldngerung der NPY-Wirkungen durch simultane

Gabe des Endopeptidaseinhibitors Phosphoramidon erreichen (Revington, 1997).
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Nachdem auch fiir Stickstoffmonoxid eine wesentliche Beteiligung an
pathophysiologischen Abldufen der Nasenschleimhaut nachgewiesen wurde,
konnte der Einsatz von NO-Antagonisten zur Beeinflussung von
Entziindungsmechanismen therapeutisch wirkungsvoll sein. Eine Hemmung der
NO-vermittelten Vasodilatation wire ebenfalls denkbar. Mediatoren wie Histamin
und Bradykinin sollen bei pathologischen Schwellungen der Nasenschleimhaut
nicht nur direkt an der GefaBBmuskulatur wirken, sondern auch {iber eine
gesteigerte iINO-Synthese den Gefdlltonus beeinflussen konnen (Riederer, 1999;
HeB, 2000).

Durch Ueda konnte bei Versuchen am Meerschweinchen gezeigt werden, dass bei
Entziindungsprozessen die iNOS iiber eine erhohte NO-Produktion zur Abnahme
der Zilienschlagfrequenz fiihrte. Dieser Mechanismus konnte durch Dexamethason
bzw. Applikation von L-Argininmethylester (L-NAME), einem NOS-Inhibitor,
gehemmt werden (Ueda, 2001). Da NO aus den Aminosduren L-Arginin unter
Vermittlung der NO-Synthasen synthetisiert wird, kann der Synthesevorgang
durch im UberschuB vorhandene L-Arginin-Analoga wie z.B. N®-Nitro-L-Arginin-
Methyl-Ester (L-NAME) oder N®-Nitro-L-Arginin (L-NNA) inhibiert werden
(Palmer, 1988). Rinder konnte am Schwein mit L-NNA signifikant den nasalen
Atemwegswiderstand reduzieren (Rinder, 1996).

Weitere Untersuchungen sind erforderlich, um die nachgewiesenen Effekte der
0.g. Substanzen auch auf den Menschen zu {ibertragen und therapeutisch

anwendbar zu machen.

6. Zusammenfassung

Bis zum gegenwirtigen Zeitpunkt wurde der Zusammenhang zwischen der
Funktion der seromukdsen Driisen der Nasenschleimhaut und deren
Steuerungsmechanismen noch nicht endgiiltig gekldart. In vorhergehenden
Untersuchungen konnten immer nur Teilaspekte zur Innervation der
Gefialstrukturen und der Driisen der Nasenschleimhaut erarbeitet werden. Dafiir
kamen insbesondere histochemische und immunfluoreszenzmikroskopische
Methoden sowie Silberimpriagnationsverfahren zum Einsatz. Zur Lokalisation der
verschiedenen Neurotransmitter liegen bisher nur vereinzelt
immunelektronenmikroskopische Untersuchungen, die groBtenteils an der

Nasenschleimhaut von Tieren durchgefiihrt wurden und damit nicht auf den
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Menschen iibertragbar sind, vor. FEine umfangreiche Darstellung des
Innervationsmusters der Driisen fehlt bis zum gegenwértigen Zeitpunkt. Durch die
hier angewendeten immunhistochemischen, ultrastrukturellen und insbesondere
immunelektronenmikroskopischen =~ Techniken konnte eine differenzierte
Darstellung der Nervenversorgung der seromukosen Driisen und der
Veridnderungen bei verschiedenen Rhinopathien erreicht werden.

Gewebeproben der unteren Nasenmuschel von insgesamt 141 Patienten wurden an
Hand von Paraffin-, Gefrier-, Semidiinn- oder Ultradiinnschnitten untersucht. Die
Priparate  kamen mit  Antikorpern  gegen  neuronale  Bestandteile
(neuronenspezifische Enolase (NSE), Neurofilamente) und Schwann-Zellen (S-
100 Protein) zur Inkubation. Hierbei konnte die Grundinnervation der
seromukdsen Driisen und des umliegenden Gewebes analysiert werden. Darauf
aufbauend zeigten ultrastrukturelle Untersuchungen Ergdnzungen und Details der
Driiseninnervation.

Zum Nachweis eines detailierten Innervationsmusters wurden Antikdrper gegen
folgende Neurotransmitter eingesetzt: Ak gegen Tyrosinhydoxylase (TH),
Cholinazetyltransferase (ChAT), vasointestinales Polypeptid (VIP), Calcitonin
gene related Peptid (CGRP), Substanz P (SP) und Neuropeptid Y (NPY).
Stickstoffmonoxid (NO) wurde mittels Antikoérpern gegen die neuronale NO-
(nNOS) und endotheliale NO- (eNOS) Synthase lokalisiert. Zur Markierung der
Bindungsstellen diente als Detektionsmethode vorrangig die Avidin-Biotin-
Komplex (ABC)- Methode. Mittels histochemischer Verfahren erfolgte der
Nachweis der cholinergen Innervation (AChE) und der nitrergen-cholinerg
Koinnervation (NADPH-d/ AChE). Die immunhistochemischen Befunde wurden
durch immunelektronenmikroskopische Methoden bestitigt und somit durch
weitere Details vervollstandigt.

Eine zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse findet sich im Schema 2 des
Anhangs.

Folgende Erkenntnisse konnen nach den vorliegenden morphologischen

Untersuchungen postuliert werden:

1. Die seromukosen Driisen der Nasenschleimhaut des Menschen weisen eine

dichte Nervenversorgung auf. Die dargestellten Nervenfasern zeigen eine enge
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Lagebeziechung zu den Azinuszellen und bilden auch neuroglandulire
Kontaktstellen.

Eine hohe Dichte nervaler Strukturen zeigte sich teils korbartig an den
Azinuszellen, im Bereich der Driisenausfilhrungsgéinge und im subepithelialen
Bindegewebe.

2. Basierend auf den Befunden zur Gesamtinnervation konnten in den
periglanduliren =~ Nervenfasern =~ Neurotransmitter  des sympathischen,
parasympathischen und sensorischen Nervensystems mit unterschiedlichem
Verteilungsmuster identifiziert werden. Eine Prddominanz von cholinergen
Nervenfasern war im Gegensatz zum vereinzelten Auftreten von aminergen
Nerven im periglanduldren Bindegewebe auffillig. Das dichte cholinerge
Nervenfasernetz an den Driisenendstiicken und im Bereich der Ausfiihrungsgéinge
deutet auf die dominierende Rolle des parasympathischen Systems im Sinne einer
Sekretionssteigerung der Driisen hin. Die Driisenfunktionen unterliegen somit
einer gemischten cholinerg-aminergen Grundinnervation mit Beteiligung von
peptidergen und nitrergen Nervenfasern.

3. Alle in dieser Studie untersuchten Neuropeptide konnten in direkter oder
unmittelbarer Beziehung zu den Driisen dargestellt werden. Der Nachweis VIP-
haltiger Axone in unmittelbarer Umgebung der Azinuszellen und an den
Ausfiihrungsgéngen deutet auf eine direkte Beeinflussung der Sekretproduktion
und der Sekrettransportvorgdnge durch VIP hin. VIP kommt hier als Kotransmitter
in cholinergen Nerven eine neuromodulatorische Rolle zu. CGRP und SP, nur
vereinzelt in Kontakt zu den Azinuszellen darstellbar, konnten besonders im
subepithelialen Bindegewebe nachgewiesen werden. Als Transmitter in
sensorischen Nerven scheinen CGRP und SP iiber Axonreflexe und bei der
,heurogenen Entziindung® eine wesentliche Rolle durch direkte Beeinflussung der
seromukdsen Driisen zu spielen.

Eine grundlegende Beteiligung der Neuropeptide CGRP und SP zeigte sich
morphologisch bei Patienten mit allergischer und unspezifischer Hyperreaktivitt.
Der in sympathischen Nervenfasern nachgewiesene Kotransmitter NPY scheint fiir
die Regulation des Blutflusses und des Blutvolumens in den Austausch- und
Kapazititsgefdlen bedeutsam zu sein. NPY kann neben einer nervalen

Beeinflussung der Driisenfunktionen auch eine indirekte Regulation der
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Durchblutung des periglanduldren Bindegewebes und damit der Driisenversorgung
bewirken.

4. Stickstoffmonoxid beteiligt sich auf verschiedene Weise an der Regulation der
physiologischen Funktionen der Nasenschleimhaut. Immunreaktive nitrerge
Nervenfasern finden sich in Axonen um die seromukdsen Driisen und im Bereich
arterieller GefdBle. Besonders in driisennahen Kapillaren und Arteriolen konnte
endotheliale NOS nachgewiesen werden. Im endothelialen Zytoplasma von
Kapillaren und Arteriolen war eine starke Akkumulation von NO darstellbar. An
Fibroblasten des Stromas wurden intensive Immunreaktionen beobachtet. Nach
Darstellung mittels Doppelhistochemie (NADPH-d/ AChE-Doppelfiarbung) kann
NO als Kotransmitter in  parasympathischen = Nervenfasern  ein
neuromodulatorischer, vasodilatatorischer Effekt an Gefdlen und eine
stimulierende Wirkung an seromukdsen Driisen zugeschrieben werden.
Endothelial gebildetes NO scheint eine relaxierende Wirkung besonders an
arteriellen GefdBlen und periglanduldren Kapillaren auszuiiben. Das Vorkommen
von NO an Fibroblasten kann bei strukturellen Verdanderungen durch Rhinopathien
eine Rolle zu spielen.

5. Die Beteiligung verschiedener Neurotransmitter an der Regulation der
Driisenfunktionen, insbesondere der Neuropeptide VIP, CGRP, NPY und SP
konnte durch -elektronenmikroskopische und immunelektronenmikroskopische
Befunde morphologisch bestétigt werden. Neuropeptide wurden in ,,dense core
vesicles® gebunden und im Axoplasma periglanduldrer Nerven gefunden.

6. Insbesondere durch ultrastrukturelle Methoden konnte die enge Lagebeziehung
von Nervenfasern zu Azinuszellen bzw. Driisenausfilhrungsgédngen gezeigt
werden. In direkter Lagebeziehung zu den Driisenzellen fanden sich fast
ausschlieBlich nicht myelinisierte Nervenfasern.

7. Ultrastrukturell konnten vereinzelt neuroglanduldre Kontaktstellen in Form von
nicht myelinisierten Nervenendigungen an den Driisenzellen dargestellt werden.

8. Auf Grund des nur vereinzelten Auftretens von neuroglanduliren Synapsen wird
eine vorrangige Ubertragung der Transmittersubstanzen ,,by distance vermutet.
Hierbei gelangen die neurotransmitterhaltigen Vesikel iiber Bindegewebsspalten
an die Effektorzellen.

9. Im periglanduldren Bindegewebe wurden regelméBig fenestrierte Kapillaren

gefunden. Da in unmittelbarer Umgebung der Kapillaren morphologisch keine
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Axone nachweisbar waren, scheint eine direkte nervale Kontrolle des kapilldren
Gefidlltonus nicht vorzuliegen. Eine indirekte Regulation des GefdBtonus und
damit auch der periglanduldren, kapilliren Durchblutung wird hier den
driisennahen Arteriolen, die einer Kontrolle durch sympathische, NPY- und NO-
haltige Nerven unterliegen sowie den Postervenen, die einer parasympathischen
und nitrergen Kontrolle unterliegen, zugesprochen. Durch eine Zunahme des
intrakapilldren Gefal3druckes, bedingt durch arterioldre Vasodilatation und vendse
Abflussdrosselung kann es zur vermehrten Plasmaexsudation und damit zu einem
vermehrten  Substratangebot fiir die Driisen kommen. FEine vaskulére
Beeinflussung der Driisenfunktionen ist auf diesem Wege anzunehmen.

10. Driisenausfiihrungsgénge zeigen im wesentlichen das gleiche Innervations-
und Vaskularisationsmuster wie die Azinuszellen. Somit scheint eine nervale
Kontrolle von Transport- und Austauschvorgidngen im Ausfiihrungsgangsystem
vorzuliegen.

11. Die komplexen physiologischen Funktionen der seromukdsen Driisen, einem
Hauptbestandteil der respiratorischen Nasenschleimhaut, unterliegen einer
umfangreichen nervalen Kontrolle und einer Beeinflussung durch klassisch-
vegetative, neuropeptiderge und nitrerge Neurotransmitter. Zusitzlich bestehen
Modulations- und Regulationsmoglichkeiten der Driisenfunktionen {iiber die
periglanduldre GefaBversorgung.

12. Die hiufig auftretenden hyperreaktiven Rhinopathien zeigen morphologische
Besonderheiten. Die Beteiligung einiger vasoaktiver und sekretionsregulierender
Neuropeptide konnte morphologisch bestétigt werden. So beteiligen sich
insbesondere die Neuropeptide CGRP und SP an pathophysiologischen Abldufen
bei der spezifischen (allergischen) und unspezifischen nasalen Hyperreaktivitit.

13. Der morphologische Nachweis der Beteiligung o.g. Neurotransmitter an
verschiedenen Rhinopathien kann die Grundlage fiir die zukiinftige Entwicklung
geeigneter Inhibitoren bzw. Antagonisten bilden. Eine Hyposensibilisierung
sensorischer Neurone durch Capsaicin, der protrahierte Neuropeptidabbau durch
Endopeptidasen, die Blockade von Neuropeptid-Rezeptoren mit spezifischen
Antagonisten und die Hemmung der NO-Synthese durch L-Arginin-Analoga
stellen mogliche Interventionsmdglichkeiten dar.

Die vorliegenden Ergebnisse sollen neben der Erarbeitung des Innervationsmusters

der seromukdsen Driisen auch einen Beitrag zur Erweiterung des
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pathophysiologischen Kenntnisstandes zur Entwicklung von Rhinopathien leisten.
Weitere Untersuchungen zur Frage der Neurotransmitterverteilung, deren
Rezeptoren in der Nasenschleimhaut der unteren Nasenmuschel und im Bereich

des mittleren Nasenganges sowie bei der Polyposis nasi befinden sich derzeit in

Vorbereitung.
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1.

4.

Durch histochemische, immunhistochemische, elektronenmikroskopische
und immunelektronenmikroskopische Untersuchungen ist eine umfassende
Darstellung des Innervationsmusters der seromukdsen Driisen der
Nasenschleimhaut des Menschen moglich. Durch Anwendung dieser
Verfahren konnen die Nervenstrukturen genau lokalisiert und den

Bestandteilen der Lamina propria mucosae zugeordnet werden.

Die seromukdsen Driisen, die neben dem GefaB3system zu den wesentlichen
Bestandteilen der Nasenschleimhaut des Menschen gehdren, weisen eine
dichte Nervenversorgung auf. Die dargestellten Nervenfasern zeigen eine
enge Lagebeziehung zu den Azinuszellen und bilden auch neuroglandulire
Kontaktstellen. Eine hohe Dichte nervaler Strukturen zeigt sich teils
korbartig an den Azinuszellen, im Bereich der Driisenausfithrungsginge

und im subepithelialen Bindegewebe.

In den periglanduldren Nervenfasern konnen Neurotransmitter des
sympathischen, parasympathischen und sensorischen Nervensystems mit
unterschiedlichem Verteilungsmuster identifiziert werden. Es besteht eine
Pridominanz von cholinergen Nervenfasern im Gegensatz zum
vereinzelten Auftreten von aminergen Nerven im periglandulidren
Bindegewebe. Das dichte cholinerge Nervenfasernetz an den
Driisenendstiicken und im Bereich der Ausfiihrungsginge deutet auf die
dominierende Rolle des parasympathischen Systems im Sinne einer
Sekretionssteigerung der Driisen hin. Die Driisenfunktionen unterliegen
somit einer gemischten cholinerg-aminergen Grundinnervation mit

Beteiligung von peptidergen und nitrergen Nervenfasern.

Neben der klassisch-vegetativen Innervation der Driisen beteiligen sich
auch verschiedene Neuropeptide an der Regulation der Driisenfunktionen.
Die Neuropeptide finden sich in direkter oder unmittelbarer Beziechung zu
den Driisen. Der Nachweis von Vasoaktiv Intestinalem Polypeptid (VIP)-
haltigen Axonen in unmittelbarer Umgebung der Azinuszellen und an den
Ausfithrungsgingen deutet auf eine direkte Beeinflussung der

Sekretproduktion und der Sekrettransportvorginge durch VIP hin. VIP
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kommt hier als Kotransmitter in cholinergen Nerven eine
neuromodulatorische Rolle zu. Calcitonin Gene-Related Peptid (CGRP)
und Substanz P (SP), die nur vereinzelt in Kontakt zu den Azinuszellen
treten, finden sich besonders im subepithelialen Bindegewebe. Als
Transmitter in sensorischen Nerven spielen CGRP und SP {iber
Axonreflexe eine wesentliche Rolle bei der ,,neurogenen Entziindung* und
durch direkte Beeinflussung der seromukdsen Driisen. Eine grundlegende
Beteiligung der Neuropeptide CGRP und SP besteht bei Patienten mit
allergischer und unspezifischer Hyperreaktivitit. Der in sympathischen
Nervenfasern nachgewiesene Kotransmitter Neuropeptid Y (NPY) ist fiir
die Regulation des Blutflusses und des Blutvolumens in den Austausch-
und KapazititsgefdBen bedeutsam. NPY kann neben einer nervalen
Beeinflussung der Driisenfunktionen auch eine indirekte Regulation der
Durchblutung des periglanduldren Bindegewebes und damit der

Driisenversorgung bewirken.

Stickstoffmonoxid (NO) beteiligt sich auf verschiedene Weise an der
Regulation der physiologischen Funktionen der Nasenschleimhaut.
Immunreaktive nitrerge Nervenfasern finden sich in Axonen um die
seromukdsen Driisen und im Bereich arterieller Gefdfle. Besonders im
endothelialen Zytoplasma von driisennahen Kapillaren und Arteriolen zeigt
sich eine starke endotheliale NO-Akkumulation. Auch Fibroblasten des
Stromas weisen intensive NO-Immunreaktionen auf. NO zeigt als
Kotransmitter in parasympathischen Nervenfasern neuromodulatorische
und vasodilatatorische Effekt an Gefdllen und stimulierende Wirkungen an
seromukdsen Driisen. Endothelial gebildetes NO {ibt eine relaxierende
Wirkung besonders an arteriellen Gefdflen und periglanduldren Kapillaren
aus. Das Vorkommen von NO an Fibroblasten kann bei strukturellen

Verianderungen durch Rhinopathien eine Rolle zu spielen.

Die Beteiligung verschiedener Neurotransmitter an der Regulation der
Driisenfunktionen, insbesondere der Neuropeptide VIP, CGRP, NPY und
SP konnte durch elektronenmikroskopische und

immunelektronenmikroskopische  Befunde  morphologisch  bestitigt
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10.

werden. Neuropeptide werden gebunden an sogenannten ,,dense core
vesicles” und teilweise in Neurotubuli des Axoplasmas periglandulérer
Nerven transportiert. NO wird unabhidngig von ,,dense core vesicles™

transportiert.

Bei ultrastrukturellen Untersuchungen kann die enge Lagebeziehung von
Nervenfasern zu den Azinuszellen bzw. Driisenausfiihrungsgingen gezeigt
werden. In direkter Lagebeziehung zu den Driisenzellen finden sich fast
ausschlieBlich nicht myelinisierte Nervenfasern, wéhrend in tieferen
Bereichen der Lamina propria mucosae auch myelinisierte Nerven

vorkommen.

Die seromukdsen Driisenzellen der menschlichen Nasenschleimhaut
besitzen nur vereinzelt neuroglanduldre Kontaktstellen. Die in Form von
nicht myelinisierten Nervenendigungen an den Driisenzellen darstellbaren
neuroglanduldren Kontaktstellen weisen zahlreiche ,,dense core vesicles®

auf.

Auf Grund des nur vereinzelten Auftretens von neuroglanduldren Synapsen
wird eine vorrangige Ubertragung der Transmittersubstanzen ,,by distance*
vermutet. Hierbei gelangen die neurotransmitterhaltigen Vesikel iiber

Bindegewebsspalten an die Effektorzellen.

Im periglanduldren Bindegewebe lassen sich regelméfig fenestrierte
Kapillaren nachweisen. In deren unmittelbarer Umgebung finden sich
morphologisch keine Axone und somit kein Anzeichen fiir eine direkte
nervale Kontrolle des kapilliren GefdBBtonus. Eine Regulation des
Gefidlltonus und damit auch der periglanduléren, kapilliren Durchblutung
wird hier den driisennahen Arteriolen, die einer Kontrolle durch
sympathische, NPY- und NO-haltige Nerven unterliegen, und den
postkapilldren Polstervenen zugesprochen. Durch eine Zunahme des
intrakapilldren GefaBdruckes, bedingt durch arterioldre Vasodilatation kann

es zur vermehrten Plasmaexsudation und damit zu einem vermehrten
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12.

13.

Substratangebot fiir die Driisen kommen. Eine vaskuldr bedingte

Modulation und Regulation der Driisenfunktionen ist anzunehmen.

Driisenausfiihrungsgénge zeigen das gleiche Innervations- und
Vaskularisationsmuster wie die Azinuszellen. Somit scheint auch eine
nervale Kontrolle von Transport- und Austauschvorgingen im

Ausflihrungsgangsystem vorzuliegen.

Die héufig auftretenden  hyperreaktiven  Rhinopathien  zeigen
morphologische Besonderheiten mit Verdnderung der Driisenstrukturen.
An den pathophysiologischen Prozessen sind einige vasoaktive und
sekretionsregulierende Neuropeptide beteiligt. Insbesondere spielen die
Neuropeptide CGRP und SP bei der Entstehung einer ,,neurogenen
Entziindung* bei der spezifischen (allergischen) und unspezifischen

nasalen Hyperreaktivitét eine entscheidende Rolle.

Der morphologische Nachweis der Beteiligung verschiedener
Neurotransmitter an hyperreaktiven Rhinopathien bildet die Grundlage fiir
die zukiinftige Entwicklung geeigneter Inhibitoren bzw. Antagonisten. Eine
Hyposensibilisierung sensorischer Neurone durch Capsaicin, der
protrahierte Neuropeptidabbau durch Endopeptidasen, die Blockade von
Neuropeptid-Rezeptoren mit spezifischen Antagonisten und die Hemmung
der NO-Synthese durch L-Arginin-Analoga stellen mdgliche
Interventionsmoglichkeiten dar. Weitere Untersuchungen zur genauen
Lokalisation von sekretionsmodulierenden  und vasoaktiven
Neurotransmittern im Bereich des mittleren Nasengangs und in
Nasenpolypen sind zur weiteren Abkldrung physiologischer und
pathophysiologischer Prozesse in der Nasenschleimhaut des Menschen

vorgesehen.
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