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Einleitung und Zielsetzung

1 Einleitung und Zielsetzung

Kardiovaskuldre Erkrankungen gehoren zu den weltweit hiufigsten Todesursachen. Sie wer-
den fiir ca. 30 % aller Todesfille verantwortlich gemacht (Guilbert, 2003). Nach Schitzungen
der World Health Organisation (WHO) starben allein im Jahre 2001 iiber 16,6 Millionen
Menschen in der Welt an Erkrankungen, die das Herz- und GefiBBsystem des Korpers betra-
fen. Als Todesursache werden dabei Herzrhythmusstérungen, Herzinfarkte oder Herzversagen
festgestellt (Morris et al., 1995; Peters et al., 2000; Schwartz et al., 1995). Klassische Fakto-
ren, welche das Risiko kardiovaskuldrer Erkrankungen wie Artherosklerose und Herzinfarkte
erhohen, sind bekannterweise Tabakkonsum sowie schlechte Erndhrung, aber auch Diabetes
und Fettleibigkeit.

Dariiber hinaus haben epidemiologische Studien der letzten Jahrzehnte aufgezeigt, dass er-
hohte Feinstaubkonzentrationen nicht nur mit pulmonaler sondern auch mit kardiovaskuldrer
Morbiditiat und Mortalitit assoziiert werden konnen (Peters et al., 2000; 2001; Pope et al.,
2004a). Hauptverursacher des anthropogenen, d.h. des vom Menschen verursachten Anteils
am Feinstaub in Deutschland sind laut Bundesumweltministerium (Stand 2001) die Industrie
(35 %), die Privathaushalte und Klein-Verbraucher (19 %) und der Straenverkehr (Diesel-
ruB, 17 %), wobei bedingt durch lokale Gegebenheiten deutliche Variationen moglich sind.
Man unterteilt die Luftschwebeteilchen (particulate matter, PM) in der Umwelt nach ithrem
aerodynamischen Durchmesser in grobe Partikel (PM;o, @ < 10 pum), feine Partikel (PM,s,
0 < 2,5 um) und ultrafeine Partikel (UfP, PMy;, @ < 0,1 um). Partikel, deren Durchmesser
unter 2,5 um liegt — also die feinen und ultrafeinen Luftschwebeteilchen — bilden den soge-
nannten Feinstaub und gelangen mit der Atmung in die Lungenperipherie.

Die molekularen Mechanismen, die zur Auslosung beziehungsweise Verschlechterung des
systemischen kardiovaskuldren Erkrankungsbildes fiihren, sind jedoch bislang weitgehend
unbekannt. Epidemiologische Studien der letzten Jahre weisen auf die Inhalation von PM als
Ausloser fiir die systemischen Entziindungsreaktionen mit anschlieBender Beeinflussung der
kardiovaskuldren Funktion hin (endotheliale Dysfunktion und prothrombotische Prozesse),
die mit der Progression von pathophysiologischen kardiovaskuldren Erkrankungen assoziiert
werden (Seaton et al., 1995; Schwartz et al., 2001; Ruckerl et al., 2006; Riickerl et al., 2007;
Kiinzli et al., 2005). Die Studien weisen auf die systemische Entziindung mit Aktivierung der
Gerinnungskaskade als grundlegenden, initialen tiber das Blut wirkenden Weg hin, der zu der
Assoziation ,,Feinstaubbelastung und kardiovaskuldre Erkrankungen® beitrdgt. Gerade der

Einfluss der ultrafeinen Partikel, d.h. der Teilchengr6Benbereich mit einem aerodynamischen
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Durchmesser @ < 100 nm des Feinstaubes, wird mit der Entstehung und dem Fortschreiten
von Entziindungsreaktionen und kardiovaskuldren Erkrankungen in Zusammenhang gebracht
(Seaton et al., 1995; Pope et al., 2004b). Verglichen mit den feinen Partikeln (PM;5< 2,5 pm)
besitzen die ultrafeinen Partikel (PMy;, @ < 0,1 pm) bei gleicher Massenkonzentration eine
groBBere pulmonale Depositionseffizienz (Chalupa et al., 2004; Daigle et al., 2003). Sie
induzieren bei gleicher Massenkonzentration, aufgrund ihrer hoheren Anzahl sowie grofleren
Oberfliche und der damit meist verbundenen erhohten oxidativen Kapazitit, eine stdrkere
Entziindungsreaktion in der Lunge (Brown et al., 2001; Li et al., 1999; Li et al., 2003; Ober-
dorster et al., 1995). In der Studie von Stoeger und Mitarbeitern (2006) konnte gezeigt
werden, dass die Partikeloberflache der biologisch relevante Parameter fiir die Entziindungs-
reaktion ist. Der aus der Partikel-Zell-Interaktion resultierende oxidative Stress, verursacht
durch in der Zelle freigesetzte reaktive Sauerstoffspezies, gilt als initialer Verursacher der
Entziindungsreaktion in der Lunge (Tao et al., 2003).

Dariiber hinaus sind ultrafeine Partikel in der Lage, die epitheliale Barriere zu {iberwinden
und nicht nur in das Interstitium (= Zwischenrdume der Organe) (Geiser et al., 2005), sondern
auch in die systemische Blutzirkulation zu gelangen (Nemmar et al., 2002a; Oberdorster et
al., 2002, Mills et al., 2006). Damit werden die ultrafeinen Partikel {iber das Blut zu den
sekundéren Zielorganen wie zum Beispiel Herz, Aorta und Leber transportiert (Takenaka et
al., 2001; Kreyling et al., 2002; Semmler et al., 2004; Elder et al., 2006).

Auf der Basis dieser Befunde wurden verschiedene Hypothesen aufgestellt, um zu erkléren,
wie inhalierte ultrafeine Partikel auf das kardiovaskuldre System wirken (Pope et al., 2004a;
Brook et al., 2004). Die traditionelle Sichtweise ist, dass nach der Inhalation die deponierten
Partikel oxidativen Stress erzeugen, eine Entziindungsreaktion in der Lunge auslésen und
»indirekt™ ihren Einfluss {iber die Freisetzung pro-entziindlicher und/oder pro-thrombotischer
Mediatoren in die Blutzirkulation bewirken (Seaton et al., 1995). Demgegeniiber weisen toxi-
kologische Studien der letzten Jahre darauf hin, dass gerade die inhalierten unloslichen ultra-
feinen Partikel imstande sind, schnell in die Blutzirkulation zu translozieren (Mills et al.,
2006; Kreyling et al., 2002) und ein groBles Potenzial besitzen, ,,direkte Effekte auf die
Hiamostase (Blutstillung, Stypsis) oder kardiovaskulédre Integritit auszuiiben (Nemmar et al.,
2001, Nemmar et al., 2002b, Khandoga et al., 2004, Radomski et al., 2005).

Wihrend die traditionelle Hypothese einen ,,indirekten* Wirkungsweg tiber das Blut auf das
kardiovaskuldre System beschreibt, wobei die ultrafeinen Partikel (UfP) zunéchst eine lokale
(pulmonale) Reaktion auslosen, die die systemischen Effekte verursachen sollen, postuliert

die revidierte Hypothese einen ,,direkten” Wirkungsweg, bei dem die Lungen fiir die UfP nur
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als effiziente Eingangspforte in die Blutzirkulation dienen, durch die Sie in verschiedene
Organe transportiert werden. Die systemischen Effekte werden somit durch das Vorkommen
von UfP in extrapulmonalen Organen verursacht. Die revidierte Hypothese wird durch die
Studie von Nurkiewicz und Mitarbeiter (2005) unterstiitzt, die feststellen konnten, dass nach
der Exposition von Ratten mit ROFA (residual oil fash ) oder TiO, die systemische mikro-
vaskuldre Reaktion unabhingig von dem Ausmal} der pulmonalen Entziindungsreaktion ist.
Hinweise auf ,,direkte” thrombotische Prozesse durch ultrafeine Kohlenstoffpartikel (UfCP)
konnte ebenfalls die toxikologische Studie aufzeigen, die in Kooperation mit dem Institut fiir
chirurgische Forschung der Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen (LMU) (Prof. F.
Krombach) durchgefiithrt wurde (Khandoga et al., 2004). Dabei wurden ultrafeine Kohlen-
stoffpartikel intraarteriell infundiert, d.h. ,,direkt” systemisch verabreicht. Diese verursachten
eine signifikant erhohte Thrombozytenakkumulation an der Endotheloberfliche von hepa-
tischen kapillaren Blutgefédflen von gesunden Méusen, sowie eine prothrombotische Reaktion,
die mit einer erhohten Deposition des von-Willebrand-Faktors einher ging (Khandoga et al.,
2004). Dennoch gibt es ebenso Evidenz fiir die traditionelle Hypothese, ndmlich die des
»indirekten® Wirkungsweges (Seaton et al., 1995). Beispielhaft hierfiir wéren die kontrol-
lierten Humanstudien von Salvi und Mitarbeitern (1999; 2000) zu nennen, die nach der Inha-
lation von DEP (diesel ekaust particles ) eine pulmonale Entziindungsreaktion feststellten,
die aufgrund erhohter Leukozyten- und Thrombozytenzellzahlen im Blut mit einer systemi-
schen Entztindungsreaktion assoziiert wurde. Die Frage, ob die extrapulmonalen Effekte eine
ndirekte* oder ,,indirekte Wirkung der Inhalation von Feinstaub sind, blieb bislang noch
offen. Es gibt derzeit keine Information dariiber, ob diese “direkten” systemischen Effekte
nach einer Partikelinhalation existieren und wenn ja, welche der verschiedenen systemischen
Reaktionen tatsdchlich davon betroffen sind.

Es ist daher von grolem Interesse zu klédren, ob UfCP ,,direkt” durch Translokation die Blut-
zirkulation erreichen oder ,,indirekt” tiber die Freisetzung von Mediatoren aus der Lunge in
das Blut die Blutzellen oder die Zellen von extrapulmonalen Organen wie Herz, Aorta und
Leber beeinflussen.

Ziel dieser Dissertationsarbeit war es, diese Fragestellung experimentell zu bearbeiten. Es
sollte zum einen die Hypothese des ,,indirekten* partikuldren Wirkungsweges von der Lunge
zu den extrapulmonalen Zielorganen mittels Entziindungsmediatoren gepriift werden. Dies
wurde durch eine inhalative Exposition mit UfCP (kohlenstoffhaltige Partikel dominieren in
den Umweltpartikeln) von BALB/cJ Miusen und anschliefender Analyse der entziindlichen

Reaktionen in der Lunge sowie in den sekundidren Organen (Blut, Herz, Aorta und Leber)
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erzielt. Um die Hypothese der ,,direkten systemischen partikuldren Wirkung — durch Trans-
lokation — fiir den Inhalationsweg zu iiberpriifen, wurde zum anderen eine intraarterielle
Infusion von UfCP in die Halsschlagader (Arteria carotis) von BALB/cJ Méausen durchge-
fiihrt. Damit wurde die direkte systemische Wirkung der Partikel {iber die Blutzirkulation auf
die extrapulmonalen Organe untersucht, wobei die infundierten Partikel die durch die Lunge
gewanderten Partikel (Translokation) simulieren.

Durch eine vergleichende Analyse der ausgewéhlten Endpunkte (Partikeleffekte) der Exposi-
tionsmoden ,,Ganzkorperinhalation® und ,,intraarterielle Infusion* am Mausmodell sollte nun
zwischen ,,direkten systemischen Partikeleffekten und/oder tiber Entziindungsmediatoren aus
der Lunge vermittelten systemischen Effekten unterschieden werden, um damit den schon ge-
nannten potenziellen Einfluss der translozierten UfCP fiir den Inhalationsweg zu bestimmen.
Die initialen, extrapulmonalen und (mikro-)vaskuldren Effekte wurden mittels pro-
entziindlicher, endothelaktivierender und pro-koagulatorischer Marker in Lunge, Blut, Herz,
Aorta und Leber untersucht. Dies sollte als Indikator fuir die akuten, entziindlichen und pro-
thrombotischen Wirkungsmechanismen der systemischen kardiovaskuldren Partikelwirkung
gelten. Hamatologische und durchflusszytometrische Untersuchungen von extrazelluldren
Aktivierungsmarkern auf Monozyten und Granulozyten, d.h. relevante Zellen der angebore-
nen Immunitdt wihrend der akuten systemischen Entziindungsreaktion, miissten dabei den
Aktivierungszustand der zirkulierenden Zellen aufzeigen. Im Vordergrund der untersuchten
Wirkungswege ,,oxidativer Stress — Leukozyten (Akkumulation) — Epithel-/Endothel-
aktivierung mit Gerinnung/Koagulation® der Gen- und Proteinexpessionsanalyse stand das
Gesamtmuster der Effekte von funktionell gruppierten Markern und weniger der einzelne
Effekt eines Markers. Zusammenfassend konnen die Ziele und die experimentellen Ansétze

der vorliegenden Dissertationsarbeit wie folgt formuliert werden:

1. Evaluierung des ,,indirekten partikuldren Wirkungsweges durch Entziindungsmedia-
toren.
Kurzzeit-Inhalationsexperiment mit UfCP in umweltrelevanter Dosis (10-fach hoher)
am jungen und gesunden Mausmodell.
Untersuchung partikelspezifischer, kardiovaskuldrer Wirkungsmechanismen hinsicht-
lich Entziindung, Endothelaktivierung und prothrombotischen Reaktionen in extra-
pulmonalen Organen.

2. Evaluierung des ,,direkten* partikuldiren Wirkungsweges mittels der intraarteriellen

Infusion von UfCP.



Einleitung und Zielsetzung

Durchfiihrung der intraarteriellen Infusion von ultrafeinen Kohlenstoffpartikeln am
Mausmodell nach der Methode von Khandoga und Mitarbeiter (2004) und anschlie-
Bende Untersuchung der ,,direkten* systemischen Partikeleffekte mit den Endpunkten

aus der Inhalationsstudie.

Vergleich extrapulmonaler Effekte nach Inhalation und Infusion von UfCP.
Ermittlung des Beitrags der Lungenentziindung und/oder der translozierten UfCP auf

die Effekte in extrapulmonalen Organen.
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2 Literaturreview

2.1 Kardiovaskulire Erkrankungen

Kardiovaskuldre Erkrankungen gehoren zu den weltweit hdufigsten Todesursachen und sind
verantwortlich fiir fast 30 % aller Todesfille (Guilbert, 2003). Als Todesursachen sind hier
Herzrhythmusstorungen, Herzinfarkte oder Herzversagen zu nennen. Zu den klassischen,
»traditionellen* Risikofaktoren fiir kardiovaskuldre Erkrankungen gehoren der Tabakkonsum,
ein hoher Blutdruck, ein erhohter Blutzuckerspiegel und hohe LDL(low density lipoprotein)-
und HDL(high density lipoprotein)-Cholesterinkonzentrationen im Blut (Elisaf et al., 2001;
Yusuf et al., 2001). Durch einen erh6hten LDL-Cholesterinspiegel im Blut kommt es zu Ab-
lagerungen von Cholesterin in den Arterienwénden, die zur Artherosklerose und letztlich
durch Plaquerupturen und anschlieBend entstehende Thrombosen zu einem Herzinfarkt fithren
konnen. Gerade die Feinstaubexposition wird in zahlreichen Studien mit diesen Erkran-
kungen, die das Herz- und Gefillsystem des Korpers betreffen, assoziiert. Die akute Entziin-
dungsreaktion, die systemische Endothelaktivierung sowie deren Dysfunktion werden als ini-

tiale Verursacher fiir das kardiovaskuldre Erkrankungsbild angesehen (Delfino et al., 2005).

2.2 Gesundheitseffekte durch Feinstaub?

In zahlreichen epidemiologischen Studien wurde die Exposition von Umweltstduben mit einer
erhohten pulmonalen und kardiovaskuldren Morbiditdt und Mortalitdt in Zusammenhang ge-
bracht (Delfino et al., 2005). Epidemiologische Studien beschiftigen sich mit den Ursachen
und Folgen sowie der Verbreitung von gesundheitsbezogenen Zustinden und Ereignissen in
Populationen. Die Epidemiologische Studien untersuchen somit jene Faktoren wie zum Bei-
spiel erhohte PM-Konzentrationen in der Umwelt, die zu Gesundheit und Krankheit von Indi-
viduen und Populationen beitragen und sind deshalb die Basis aller MaBBnahmen, die im Inte-
resse der Volksgesundheit unternommen werden. Gerade bei Menschen mit einer Vorschidi-
gung des respiratorischen bzw. kardiovaskuldren Systems belegen die epidemiologischen so-
wie toxikologischen Studien den gesundheitsgefiahrdenden Effekt der Feinstaubbelastung auf
den Organismus. Besonders die Befunde kontrollierter klinischer und experimenteller Studien
tragen zu dem besseren Verstdndnis bei, die Mechanismen zu identifizieren, die die kardio-
vaskuldren Effekte verursachen. Wéhrend die zahlreichen Studien zwar zeigen konnen, dass
die PM-Exposition mit kardiovaskuldren Effekten assoziiert werden kann, spiegeln die Be-

funde der Studien noch immer ein nur fragmentéres und zurzeit unschliissiges Bild der betei-
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ligten komplexen biologischen Wirkungswege wieder.

Im Folgenden werden zum einen die Befunde epidemiologischer Studien und zum anderen
die Befunde von ausgewdhlten toxikologischen Studien beschrieben, wobei jeweils die pul-
monalen und kardiovaskuldren Befunde getrennt angesprochen werden. AnschlieBend werden
die daraus ableitbaren partikelspezifischen Pathomechanismen angesprochen, deren Gesamt-
bild sehr komplex ist. Hierbei werden die Schwerpunkte auf die PM-vermittelte zelluldre
Stressreaktion, auf die pulmonale und die systemische Entziindungsreaktion mit systemischer
Endothelaktivierung/-dysfunktion und auf den gerinnungsférdernden Status gelegt, welche in
der vorliegenden Arbeit Hauptgegenstand der Untersuchung sind. AnschlieBend wird die
Ursache der systemischen Befunde erortert. Im Vordergrund stehen hier die Hypothesen der
Translokation von UfP durch die Lunge oder der freigesetzten Mediatoren, die in die Blutzir-
kulation gelangen und die kardiovaskuldren Negativ-Effekte verursachen. AbschlieBend

werde ich auf die Feinstaubcharakteristika eingehen.

2.2.1 Epidemiologische Befunde

Generell mochte man mit epidemiologischen Studien den Zusammenhang zwischen der Ex-
position von PM und einer Erkrankung ermitteln. Ein gesundheitlicher Risikofaktor kann
etwa die Inhalation von Umweltstduben sein, welches eine Erkrankungswahrscheinlichkeit
erhoht. Epidemiologische Studien analysieren beispielsweise innerhalb eines definierten Zeit-
raums Daten von Umweltparametern wie z.B. die Anzahl- oder die Massenkonzentration von
Partikeln in der Umwelt sowie Daten von Gesundheitsparametern einer Bevolkerungsgruppe,
die in klinischen Untersuchungen erhoben werden. Die statistische Analyse ermdéglicht dabei
eine Assoziation der zeitlich auftretenden Gesundheitseffekte innerhalb einer Bevolkerungs-
gruppe mit der bespielsweise erhohten PM-Konzentration in der Umwelt z.B. aufgrund einer

schon bekannten Umweltverschmutzungsperiode.

2.2.1.1 Feinstaubbelastung und Mortalitit

Epidemiologische Studien, die die negativen Gesundheitseffekte durch die PM Exposition
zum Thema haben, assoziieren mit PM eine erhohte pulmonale und kardiovaskuldre Sterb-
lichkeit. Zu der bedeutendsten Studie gehort die Harvard Six City Study (Dockery et al.,
1993). Die Mortalitétsrate lag bis zu 26 % hoher in stirker - mit einer um 30 pg/m?® bzw. 20
ng/m?* erhohten PMo- bzw. PM; s-Belastung - belasteten Gebieten. Damit zeigte die Studie

fiir die feine Partikelfraktion (PM;s) eine stirkere Assoziation hinsichtlich der Mortalitét im
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Vergleich zu PM;. Dariiber hinaus gehorten in dieser Studie kardiovaskuldre Todesursachen
zur grofften Einzelkategorie aller Verstorbenen. Metaanalysen epidemiologischer Studien
belegen, dass die Mortalitdt bei einem akuten Anstieg der Feinstaubmassenbelastung um
10 pg/m® PM,, im Mittel um 0,6 % ansteigt. Ursichlich hierfiir ist ein Anstieg der Mortalitiit
aufgrund von Lungenerkrankungen um 1,3 % und aufgrund von Herz-Kreislauf-
Erkrankungen um 0,9 % (Guilbert, 2003). Der prozentuale Anstieg der Mortalitdt durch Herz-
Kreislauf-Erkrankungen ist zwar geringer als der durch Lungenerkrankungen, jedoch ist die
kardiovaskuldre Morbiditit fiir die Bevolkerung von gréerer Bedeutung, da deren Anzahl die

pulmonale Morbiditét deutlich tibersteigt (Schulz, 2006).

2.2.1.2 Feinstaubbelastung und Morbiditit

Die beobachteten gesundheitlichen Beeintriachtigungen (Morbiditdt) lassen sich insgesamt ge-

sehen in eine lokale Wirkung auf die Lunge und in systemische Wirkungen unterteilen.

2.2.1.2.1 Pulmonale Befunde

In einer groflen Zahl amerikanischer, europdischer und deutscher Querschnittsstudien zeigte
sich eine signifikante Assoziation von Atemwegssymptomen und Einschrankungen der Lun-
genfunktion mit der partikuldren Luftschadstoffbelastung (PM;o und PM;5). Es wird ein ver-
mindertes Lungenwachstum und eine eingeschriankte Lungenfunktion (Jedrychowski et al.,
1999; Gaudermann et al., 2004) sowie die Entstehung oder Verschlimmerung pulmonaler
Entziindungsprozesse, vor allem bei Menschen mit einer Vorschiddigung des respiratorischen
Systems, wie zum Beispiel Asthma (Peters et al., 1997; von Klot et al., 2002), Bronchitis und
chronisch obstruktiven Lungenerkrankungen (COPD) (Schikowski et al., 2005), festgestellt.
Somit weisen einige Studien erstmals auf die nachteiligen Gesundheitseffekte verursacht

durch die ultrafeinen Partikel hin (Peters et al., 1997).

2.2.1.2.2 Kardiovaskulire Befunde

Gerade in den letzten Jahren hat sich der Fokus der wissenschaftlichen Aktivititen zuneh-
mend auf das Herz-Kreislauf-System als sogenanntes sekundéres Zielorgan verschoben, da
Zusammenhidnge der Feinstaubexposition mit Herzrhythmusstérungen, Herzinfarkten bzw.
Herzversagen als Todesursache festgestellt wurden. Akute Folgen wurden insbesondere bei
Patienten mit ischdmischer Herzerkrankung (Schwartz et al., 1995), Herzrhythmusstorungen

bzw. Arrhythmien (Peters et al., 2000) und Herzinsuffizienz (Morris et al., 1995) beobachtet.
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Verschiedene Endpunkte, die in epidemiologischen Studien mit der Feinstaubbelastung asso-
ziiert wurden, sind Herzfrequenzanstieg (Peters et al.,, 1999) bei eingeschrankter Herzfre-
quenzvariabilitdt (Gold et al., 2000, Devlin et al., 2003), arterielle Vasokonstriktion (Brook et
al., 2002) mit Anstieg des arteriellen Blutdruckes (Ibald-Mulli et al., 2004), eine erhohte
Plasmaviskositit (Peters et al., 1997) sowie erhohte Konzentrationen von Gerinnungsfaktoren
und zahlreichen Markern fiir eine systemische Entziindungsreaktion (Danesh et al., 2000).
Aus den zahlreichen gemessenen Endpunkten und den damit verkniipften komplexen Befun-
den epidemiologischer und toxikologischer Studien wird ein breites Spektrum an Effekten auf
das kardiovaskuldre System mit der Feinstaubexposition abgeleitet (Tabelle 1).

Die molekularen Mechanismen, die zur Auslésung beziehungsweise Verschlechterung des
systemischen kardiovaskuldren Erkrankungsbildes fiihren, sind jedoch bislang weitgehend
unbekannt. Epidemiologische Studien der letzten Jahre weisen auf die Inhalation von PM als
Ausloser fiir die systemischen Entziindungsreaktionen und nachfolgenden Verdnderungen in
der kardiovaskuldren Funktion durch eine endotheliale Dysfunktion und prothrombotische
Prozesse, die mit der Progression von pathophysiologischen Erkrankungen assoziiert werden
(Schwartz et al., 2001; Ruckerl et al., 2006; Riickerl et al., 2007; Kiinzli et al., 2005), hin. Die
Studien weisen auf die pulmonale und systemische Entziindung sowie Teile der Gerinnungs-
kaskade als grundlegenden, initialen Wirkungsweg hin, der zu der Assoziation ,,Feinstaub-

belastung und kardiovaskuldre Erkrankungen* beitragt.

Mit erhdhter Feinstaubexposition assoziierte Befunde
Kardiovaskulares System

» Systemische Entziindungsreaktion

» Gerinnungsférdernder Status

» Endothelaktivierung und endotheliale Dysfunktion

» Progression artherosklerotischer Prozesse

» Stérung des vegetativen Gleichgewichtes und der GefaRmotorik
» Herzrhythmusstérungen

— Herzinfarkt / Herzversagen

Tabelle 1: Mit erhohter Feinstaubexposition assoziierte Befunde

2.2.1.2.2.1 Systemische Entziindungsreaktion

Epidemiologische Studien haben darauf hingewiesen, dass die Inhalation von Feinstaub die
alveoldre lokale Entziindung und die systemische Entziindungsreaktion induziert. Dabei wur-
den in der Blutzirkulation erhohte Interleukin-1 beta (IL-1 beta) und Interleukin-6 (IL-6)

Zytokinkonzentrationen (van Eeden et al., 2001) und erhohte Zellzahlen von neutrophilen
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Granulozyten nach der Exposition von Umweltstduben gemessen, die durch Waldbrinde ver-
ursacht waren (Danesh et al., 2000). Als Ursache fiir die erh6hten Zellzahlen wird eine Rekru-
tierung der Leukozyten aus dem Knochenmark diskutiert (Danesh et al., 2000).

Fiir IL-1 beta und IL-6 in der Blutzirkulation ist bekannt, dass sie in der Leber die Akute-
Phase-Reaktion, eine systemische entziindliche Abwehrreaktion des Organismus, einleiten.
Die Zytokine IL-1 beta und IL-6 stimulieren, in Anwesenheit von Cortisol, die Leber zur
vermehrten Synthese von verschiedenen Akute-Phase-Proteinen wie zum Beispiel Fibrinogen
und C-reaktives Protein (CRP). Ein Anstieg von Fibrinogen und des C-reaktiven Proteins
(CRP) als Marker fiir eine systemische Entziindungsreaktion, aber auch erhohte Zellzahlen
von Monozyten und Granulozyten in der Blutzirkulation, sind bislang nach der Exposition
von PM gut belegt (Schwartz et al., 2001). Riediker und Mitarbeiter (2004) stellten 10-12
Stunden nach der PM-Exposition eine Assoziation zwischen einem PM;js-
Massenkonzentrationsanstieg von 10 pg/m?® mit einer Zunahme von neutrophilen Granulozy-
ten (6 %) und CRP (32 %) im Blut von gesunden Probanden fest. Die PM assoziierten Verin-
derungen sind hier allerdings nur moderat. Die beobachteten Verdnderungen in Assoziation
mit der PM;o- und PM; s-Exposition werden auch verstirkt bei Menschen mit einer Vorer-
krankung wie der koronaren Herzkrankheit (CHD) festgestellt (Chen et al., 2005). Diese Per-
sonen weisen per se erhohte Konzentrationen von Zytokinen im Blut und damit einen pro-
entziindlichen, pro-koagulatorischen Status auf. Die Ergebnisse dieser und weiterer Studien
legen nahe, dass die inhalierten Partikel akute Herzinfarkte auslosen konnen, die durch eine
vorangegangene systemische Akute-Phase-Reaktion und einem gerinnungsférdernden Status

induziert werden (Chen et al., 2005; Delfino et al., 2005).

2.2.1.2.2.2  Gerinnungsfordernder Status

Sowohl die Akute-Phase-Reaktion als auch die Aktivierung von Endothelzellen bei entziindli-
chen Prozessen fiithren zu einem verstédrkten gerinnungsférdernden Status, der durch Kompo-
nenten der Gerinnungskaskade, ihrer regulatorischen Enzyme oder ihrer Degradationsproduk-
te gemessen werden kann (Utell et al., 2000; Riediker et al., 2004; Ruckerl et al., 2006). Der
Faktor VII beispielsweise reprdsentiert eines der Schliisselenzyme der Gerinnungskaskade
(extrinsisches System) und wird als Marker in epidemiologischen Studien verwendet. Die Er-
gebnisse in der Literatur hinsichtlich der Feinstaubbelastung und dem Faktor VII sind jedoch
widerspriichlich und bleiben daher noch ungelost (Pekkanen et al., 2000; Seaton et al., 1999).
Eine Erkldrung wire die lokal abhidngige, unterschiedliche Zusammensetzung von PM. Den-

noch ldsst sich aus einzelnen Studien schlieen, dass die Exposition mit Umweltpartikeln mit
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Verdnderungen in der Balance zwischen koagulatorischen und fibrinolytischen Faktoren as-

soziierbar zu sein scheint, die besonders auch toxikologische Studien bestétigen.

2.2.1.2.2.3 Endothelaktivierung und endotheliale Dysfunktion

Bei einer Entziindungsreaktion in der Lunge oder in extrapulmonalen Organen kommt es zur
Endothelaktivierung. Eine Endothelaktivierung ist iiber die vermehrte Expression von Adhi-
sionsmolekiilen oder von Stressgenen und von der Sekretion von pro-entziindlichen Mediato-
ren charakterisiert. Sie kann auch als initiale(r) Phase/Vorgang angesehen werden, die/der zur
endothelialen Dysfunktion fiihrt. Die Endothelaktivierung sowie deren Dysfunktion spielt ei-
ne Schliisselrolle in der Pathogenese vieler kardiovaskuldrer Erkrankungen (Vallet et al.,
2003). Storungen der Endothelfunktion sind durch eine Abnahme des NO-Spiegels und einer
daraus resultierenden GefiaBBverengung und einer prokoagulatorischen Oberfldche charakteri-
siert (Ulrich et al., 2002). Es gibt bislang nur wenige klinische Studien, die Endpunkte zur
Untersuchung einer Endothelaktivierung beziehungsweise einer endothelialen Dysfunktion
durchgefiihrt haben und deren Ergebnisse konsistent sind. Hauptsdchlich neuere Studien ver-
wenden entsprechende Marker in ihren Untersuchungen. Die epidemiologische Studie von
Ruckerl und Mitarbeiter (2006) schlieB3t in ithren Untersuchungen an koronarer Herzkrankheit
(CHD) erkrankter Patienten, zusitzlich zu Akute-Phase- und thrombotischen Markern, Mar-
ker wie ICAM-1 und E-Selektin (Adhisionsmolekiile) fiir eine Endothelaktivierung und vWF
(von-Willebrand-Faktor) als Anzeichen einer endothelialen Dysfunktion mit ein. Mit Aus-
nahme von E-Selektin wurden fiir diese Marker positive Assoziationen mit der PM; s und
PMy 1-Exposition gefunden. Es lieBen sich die Effekte nicht eindeutig zu den einzelnen unter-
suchten Fraktionen des Umweltaerosols zuordnen, jedoch zeigte diese Studie gesamtheitlich
eine eindeutige Assoziation von PM mit einer Endothelaktivierung und Dysfunktion des kar-

diovaskuldren Systems.

2.2.1.2.2.4 Progression artherosklerotischer Prozesse

Zur Entstehung der Artherosklerose existieren mehrere Theorien, deren Ausgangspunkt die
endotheliale Dysfunktion ist. Der Verlust der Stickstoffmonoxid (NO) vermittelten Gefal3er-
weiterung ist das Kennzeichen einer endothelialen Dysfunktion, die bereits in der Frithphase
der Atherosklerose nachweisbar und ursidchlich mit dieser Erkrankung verbunden ist (Simon
et al. 1999). In diesem Zusammenhang ist eine Studie hervorzuheben, die ihren Fokus auf die
Wirkung von Feinstaub bei der Entstehung und Progression artherosklerotischer Prozesse ge-

legt hat. Der epidemiologische Ansatz von Kiinzli und Mitarbeiter (2005) stiitzt sich auf die
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sonographische Messung der Intima-Media-Dicke der Arteria carotis communis als Marker
fiir subklinische artherosklerotische Verdanderungen und deren Assoziation zur PMjs-
Belastung. Die Intima (Tunica intima) sowie die Media (Tunica media) sind die innersten
Schichten der GefdBBwand der Arterien. Gerade in diesen Schichten finden artheroskleroti-
schen Prozesse statt, die zu einer Verdickung bzw Sklerotisierung fiithren (siehe auch 2.3.2.4,
Seite 27). Unter Beriicksichtigung von verschiedenen Kovariablen wurde eine durchschnittli-
che Zunahme der Intima-Media-Dicke um 4 % fiir eine Expositionsdifferenz von 10 pg/m’
PM, s abgeschétzt. Besonders deutliche Effekte fanden sich bei Personen iiber 60 Jahren, hier

wurde die stirkste Assoziation gefunden (15,7 %).

2.2.1.2.2.5 Storung des vegetativen Nervensystems und der Gefifimotorik

Eine Verdnderung der autonomen Regulation bzw. des vegetativen Gleichgewichtes macht
sich in der Herzschlagfraquenz (HR), in der Variabilitdt der Herzschlagfrequenz (HRV) sowie
in einer Anderung des Blutdrucks bemerkbar. Diese Parameter sind bekannte Risikofaktoren
fiir kardiale Ereignisse wie beispielsweise eines Herzinfarktes. Aus diesem Grunde wird der
Einfluss von Partikeln auf diese Parameter untersucht, jedoch sind die dabei beobachteten Ef-
fekte allgemein sehr geringfiigig. Eine erhohte Herzfrequenz (Tachykardie) wird mit einer er-
hohten partikuldren Luftschadstoftbelastung assoziiert (Peters et al., 1999). Demgegeniiber
beobachteten Gold und Mitarbeiter (2000) eine Abnahme der Herzfrequenz (Bradykardie) in
Assoziation mit PM, 5 in einer Studie, in der allerdings nur é&ltere Personen beriicksichtigt
wurden. Die Studien zeigen hinsichtlich dieses Parameters inkonsistente Befunde.

Die Herzfrequenzvariabilitdt (HRV) gehort zu den am meisten verwendeten Parametern, um
Effekte auf die autonome Kontrolle des Herzens zu bestimmen (Zareba et al., 2001). Mit der
Feinstaubexposition wird eindeutig eine vom sympathischen Tonus abhidngige Abnahme in
der Herzfrequenzvariabilitit (HRV) beobachtet, die vor allem bei dlteren und gesundheitlich
vorgeschéddigten Menschen zu einem Herzinfarkt fithren kann (Pope et al., 2004b; Brauer et
al., 2001; Gold et al., 2000; Liao et al., 1999).

Ibald-Mulli und Mitarbeiter (2001) beobachteten einen signifikanten Anstieg des systolischen
Blutdrucks von Probanden in Assoziation mit Konzentrationen von TSP (total suspended par-
ticles) am gleichen Tag sowie eine Erhohung des 5-Tage-Durchschnittswertes. Mit einem
TSP-Anstieg von 90 pg/m? wurde ein systolischer Blutdruckanstieg von 1,8 mm Hg in Perso-
nen, die eine hohe Plasmaviskositit oder erhohte Herzschlagfrequenz aufwiesen, assoziiert.
Ein Anstieg des symphathischen Tonus und/oder die Modulation des basalen systemischen

vaskuldren Tonus aufgrund von erhohten Endothelin-1 Konzentrationen, die mit der PM-
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Exposition assoziiert sind, wurden als mogliche Mechanismen fiir den beobachteten Blut-
druckanstieg diskutiert. Jedoch konnten andere Studien diese Assoziationen nicht bestitigen,
sie beobachteten sogar demgegeniiber eine leichte Blutdruckabnahme (Brauer et al., 2001; I-
bald-Mulli et al., 2004). Die gesamten Befunde hinsichtlich der Beeinflussung des Blutdrucks

und der Herzfrequenz durch die Feinstaubexposition bleiben demnach noch inkonsistent.

2.2.1.2.2.6 Herzrhythmusstorungen

Der Schwerpunkt der Untersuchungen hinsichtlich der PM-Effekte lag bislang hauptsichlich
auf der Messung von Herzrhythmusstorungen (Arrhythmien) und weniger auf den physiologi-
schen Ursachen die zu den myokardialen Fehlfunktionen fiihren. Peters und Mitarbeiter beo-
bachteten, dass, in Assoziation mit einer PM; s-Konzentrationszunahme von 22 pg/m?* (Odds
Ratio von 1,64), Patienten ein erhdhtes Vorkommen von Herzrhythmussstorungen (z.B. Kam-
merflimmern) erfuhren. Dies wurde in 10 oder mehreren Interventionen von Defribrillatorent-
ladungen festgestellt. Odds Ratio, auch Quoten- oder Chancenverhiltnis genannt, ist eine sta-
tistische Mafizahl der Stdrke eines Zusammenhangs von zwei Merkmalen. Das Quotenver-
héltnis wird héufig in der Epidemiologie und in der Medizin verwendet, um zu erfahren, wie
stark ein vermuteter Risikofaktor mit einer bestimmten Erkrankung zusammenhéangt. Pekka-
nen und Mitarbeiter (2002) analysierten die Elektrokardiogramm-Daten (EKG) von Personen
mit ischdmischer Herzkrankheit und stellten Depressionen der ST-Strecke in Assoziation mit
feinen und ultrafeinen Partikeln fest. Die ST-Strecke zeigt den Beginn der Erregungsriickbil-
dung der Herzkammern an. Eine Verdnderung der ST-Strecke indiziert einen moglichen Sau-
erstoffmangel, der beispielsweise aufgrund einer Durchblutungsstérung (Ischimie) hervorge-
rufen wird. Pekkanen und Mitarbeiter (2002) detektierten nach 2 Tagen eine statistisch signi-
fikante akute Erhohung des ST-Depressionsrisikos bei korperlicher Anstrengung in Assozia-
tion mit PM; s und mit PM, ;. Dies wurde mit einer Odds Ratio von 2,84 je 10 pg/m?* Anstieg
der PM s-konzentration und mit einer Odds Ratio von 3,14 je 10.000 Partikel/cm?® Anstieg der
PM, ;-konzentration belegt. Die Beobachtung von Erregungsriickbildungsstérungen, die sich
in den ST-Segmentdepressionen zeigten sowie das Auftreten von Herzrhythmusstérungen
hatten die Frage nach der Induktion einer elektrischen Instabilitdt durch verdnderte Ionenka-
nalfunktionen der Herzzellen aufgeworfen (Pekkanen et al., 2002). Diese Hypothese wird

durch Befunde toxikologischer Studien unterstiitzt (Siehe 2.2.2.2.6).
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Zusammenfassend zeigen diese epidemiologischen Studien eindeutig, dass die PM-Exposition
mit kardiovaskuldren Effekten assoziiert ist. Die Befunde sind zwar mit dem Auftreten einer
systemischen Entziindungsreaktion und einer Verdnderung der autonomen Herzkontrollfunk-
tion relativ konsistent, jedoch sind die spezifischen Hinweise hinsichtlich der Endpunkte En-
dothelaktivierung und -dysfunktion, eines prothrombotischen Status und einer PM-
abhingigen myokardialen Fehlfunktion bislang nur sehr sparlich und erfordern weitere Unter-

suchungen.

2.2.2 Experimentelle toxikologische Studien

Die Befunde der epidemiologischen Studien werden im Allgemeinen von experimentellen to-
xikologischen Studien bestitigt, wobei die untersuchten Endpunkte sich zu denen der epide-

miologischen Studien oft unterscheiden.

2.2.2.1 Pulmonale Befunde

Eine Assoziation von Atemwegssymptomen wie Einschrankung der Lungenfunktion und ent-
ziindliche Prozesse sind mit der PM-Exposition gut belegt (Tao et al., 2003). In-vitro-Studien
belegen nach der PM-Exposition induzierte zelluldre Effekte, wie zum Beispiel eine erhohte
Produktion von ROS (reactive oxygen species) oder die Freisetzung von Entziindungsmedia-
toren (Beck-Speier et al., 2005; Donaldson und Stone, 2003). In-vivo-Studien weisen auf eine
Einschriankung der Lungenfunktion (Stenfors et al., 2004; Frampton et al., 2004) sowie pro-
entziindliche Prozesse in der Lunge (Salvi et al., 1999; Salvi et al., 2000; Andre et al., 2006),
vor allem bei allergisch bzw. asthmatisch vorerkrankten Individuen (Alessandrini et al., 2006;
Frampton et al., 2004). Salvi und Mitarbeiter (1999) beobachteten in ihrer kontrollierten Hu-
manstudie, dass die durch Partikel ausgeloste alveolare Entziindung eine Aktivierung von
Epithelzellen und von Endothelzellen in der Lunge bewirkt und mit einer Rekrutierung von
Leukozyten einhergeht. Immunhistochemische Untersuchungen von bronchialen Biopsien
zeigten 1 Stunde nach der Exposition mit 300 pg/m* PM,o-Dieselrull einen Anstieg von
ICAM-1 (2-fach) und VCAM-1 (3-fach) Adhésionsmolekiilen auf Endothelzellen sowie ei-
nem Anstieg der entsprechenden Liganden auf Leukozyten. Die genannten Integrine ICAM-1
und VCAM-1 werden vornehmlich auf Endothelzellen exprimiert und vermitteln die Adhési-
on von Leukozyten bei der Transmigration in das entziindete Gewebe. Zudem wurde in der
Studie mittels immunhistochemischer Untersuchungen fiir neutrophile Granulozyten eine 4-

fache Zunahme im Epithelium und eine 3-fache Zunahme in der Submucosa, sowie fiir T-
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Lymphozyten eine 6-fache Zunahme im Epithelium und eine 4-fache Zunahme in der Submu-
cosa festgestellt. In einer vergleichbaren Folgestudie wurde die Untersuchung von Zytokinen
bzw. Chemokinen durchgefiihrt, die fiir die Infiltration von Leukozyten in das Lungengewebe
relevant sind. Es konnte auf mRNA- und Proteinebene gezeigt werden, dass Lungenepithel-
zellen IL-8 und Gro-alpha synthetisieren. Die fiir die Exposition verwendete PM;o-
Konzentration ist mit Spitzenwerten an Kraftfahrzeug-HauptverkehrsstraBen zu vergleichen
und zeigt, dass eine einstiindige Exposition mit DEP (diesel exhaust particles) eine pulmonale
und systemische Entziindungsreaktion induzieren kann. Beziiglich der ultrafeinen Stdaube gibt
es nur eine Forschergruppe in den USA, die ultrafeine Kohlenstoffpartikel (UfCP) von Ge-
sunden und Patienten mit leichtem Asthma {iber 2 Stunden inhalieren lief3. Lediglich bei sehr
hohen Konzentrationen, die ca. 10- bis 100-fach tiber der {iblichen Umweltbelastung liegen,
zeigte sich eine sehr geringe Verdnderung in der Lungenfunktion. Hinweise fiir Entziindungs-
zeichen in den Atemwegen fanden sich hierbei nicht (Frampton et al., 2004; Pietropaoli et al.,
2004). Die tierexperimentelle Studie von Andre und Mitarbeiter (2006) zeigte, dass bereits ei-
ne kurzzeitige Belastung mit ultrafeinen Partikeln des ,,Feinstaubs* zu entziindlichen Verin-
derungen in der Lunge flihrt. Gesunde Mause wurden fiir 4 beziehungsweise fiir 24 Stunden
ultrafeinen Kohlenstoffpartikeln (UfCP) oder gefilterter Luft ausgesetzt. Die UfCP-
Massenkonzentration nach 24 Stunden Exposition betrug 380 png/m?. Diese Partikeldosis ent-
sprach etwa der 10- bis 100-fachen Massenkonzentration die in belasteten GroBstidten inner-
halb eines Tages gemessen wird. Eine Expressionsanalyse der Gene in den partikelexponier-
ten Lungen ergab, dass die durch Feinstaub verursachte Reaktion in zwei Phasen verléuft.
Nach 4 Stunden Inhalation waren verstéirkt heat shock Gene aktiv, die fiir sogenannte Hitze-
schockproteine der Hsp70-Familie codieren. Dies sind Eiweil3stoffe, die andere Proteine bei
oxidativen Stress funktionsfihig halten. Demgegeniiber waren nach 24 Stunden UfCP ver-
schiedene Gene der Akute-Phase- und Entziindungsreaktion aktiv. Zu den Genen, die durch
die Feinstaubpartikel aktiviert wurden, gehorten beispielsweise das Serum Amyloid A3, Li-
pocalin-2 (Lcn2), Interleukin-1 beta, Osteopontin (Opn) und Galectin-3 (Gal3). Diese mode-
rate pro-entziindliche Reaktion spiegelte sich auch in der 1 %igen Zunahme von neutrophilen
Granulozyten in der bronchoalveoldren Spiilfliissigkeit wieder. Es ist daher denkbar, dass das
Einatmen von ultrafeinen Kohlenstoffpartikeln zu einer Verschiebung der Immunbalance und
zu einer Entziindungsreaktion fiihrt, die wiederum Allergien auslost. Feinstaub, z.B. Diesel-
ruf3, steht schon ldnger im Verdacht, allergisch bedingtes Asthma zu verschlimmern (Stenfors
et al., 2004). Eine Studie von Francesca Alessandrini unterstiitzt diese Vermutung (Alessan-

drini et al., 2006). Méuse, die erst ultrafeinen Kohlenstoffpartikeln und dann einem Allergen
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(Ovalbumin) ausgesetzt waren, zeigten einen Anstieg der Entziindungsmarker, eine erhdhte
Schleimproduktion und sich verkrampfende Atemwege. Die umgekehrte Reihenfolge — wenn
die Tiere zunichst mit dem Allergieausloser und dann mit UfCP in Berithrung kamen — verur-
sachte dagegen nur eine mafige Entziindungsreaktion.

Es ergibt sich somit eine Diskrepanz zwischen den in epidemiologischen Studien gefundenen
Assoziationen zwischen der Massenkonzentration atmosphédrischer Partikel und Mortalitét
und Morbiditdt und den geringen kausalen Effekten in den kontrollierten Kurzzeitstudien bei
Gesunden oder Patienten mit leichtem Asthma. Dies konnte darauf hinweisen, dass die pul-
monalen Effekte bei der kurzzeitigen Partikelbelastung (bis zu einem Tag) eher gering sind
und sich erst nach liangerer Expositionszeit nachteilig auswirken. Die Effekte sind bei beson-
ders empfindlichen Personen wie Kindern, dlteren und erkrankten Patienten mit Asthma und
COPD, stérker ausgepragt. Sehr wahrscheinlich spielt hierbei auch die individuelle chemische
Zusammensetzung der Umweltpartikel mit zum Beispiel Metallen und/oder mit polyzykli-
schen Kohlenwasserstoffen eine wichtige Rolle fiir die Entstehung von negativen Gesund-
heitseffekten (Tao et al., 2003; Oberdorster et al., 2005). In Kapitel 2.5 auf Seite 32 wird

darauf ndher eingegangen.

2.2.2.2 Kardiovaskulire Befunde

2.2.2.2.1 Systemische Entziindungsreaktion

Kontrollierte human- sowie tierexperimentelle Studien bestitigen die Befunde der epidemio-
logischen Studien. Nach der Exposition von PM wurden erhohte Granulozytenzellzahlen und
erhohte Fibrinogenkonzentrationen im Blut als Marker (Indikatoren) fiir eine systemische
Akute-Phase-Reaktion detektiert (Salvi et al., 1999; Huang et al., 2003; Elder et al., 2004;
Kodavanti et al., 2002). Weitere Studien zeigen, dass die systemische Akute-Phase-Reaktion,
ausgehend von einer pulmonalen Entziindung, sich schon 6 Stunden nach der Partikelexposi-

tion und damit relativ schnell ereignet (Salvi et al., 1999; Elder et al., 2004).

2.2.2.2.2 Gerinnungsfordernder Status

Die Hypothese eines PM-induzierten gerinnungs- und thromboseférdernden Status wird ins-
besondere zunehmend durch toxikologische Untersuchungen gestiitzt, bei denen bisher der
Schwerpunkt auf die Wirkung ultrafeiner Partikel lag. Nemmar und Mitarbeiter (2003a) un-
tersuchten den Effekt nach der intratrachealen Verabreichung (Instillation) einer DEP (diesel

exhaust particles) Suspension hinsichtlich der Thrombusbildung, der Thrombozytenaggrega-
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tion und der Gerinnungskaskade an einem Hamstermodell. Dabei induzierten die Partikel
schon 1 Stunde nach der Verabreichung eine erhohte Adenosindiphosphat-ausgeloste Throm-
bozytenaggregation in-vitro. Ebenso wurde eine progressive Verkiirzung der GefidBBver-
schlusszeit und ein Anstieg in der kumulativen Masse an in-vivo gebildeten Thromben an
BlutgefidBen beobachtet. Diese Ergebnisse deuten auf eine durch DEP verursachte Thrombo-
zytenaktivierung hin. Um festzustellen, ob vaskuldre Effekte auch unabhédngig von der Ent-
zlindungsreaktion in der Lunge direkt durch ultrafeine Partikel induzierbar sind, untersuchten
Khandoga und Mitarbeiter (Khandoga et al., 2004) die Endothel-Leukozyten- bzw. Endothel-
Thrombozyten-Interaktion im mikrovaskuldren GefiBlbett der Leber nach direkter intraarte-
rieller Applikation von ultrafeinen Kohlenstoffpartikeln in der Maus. Es wurden prothrombo-
tische Effekte im Sinne einer dosisabhidngigen Adhdsion von Thrombozyten - nicht jedoch
Leukozyten - auf dem Endothel nachgewiesen, die mit einer endothelial vermittelten Fi-
brin(ogen)deposition und einer erh6hten Expression des von-Willebrand-Faktors (vVWF) ein-
hergingen. Die Plasma Fibrinogenkonzentration sowie die P-Selektin Expression auf Endo-
thelzellen der Leber, Marker fiir entziindliche Veridnderungen, waren jedoch nicht verdndert.
Jedoch wiesen weitere Untersuchungen auf eine Aktivierung von Thrombozyten und auf ei-
nen Anstieg der Fibrin(ogen)affinitit des Glykoprotein-1Ib/Illa-Rezeptorkomplexes hin. Gly-
koprotein-IIb/I11a-Rezeptoren binden an Fibrinogen oder an den von-Willebrand-Faktor und
fithren so zu einer Vernetzung bzw. zu einer Adhésion von Thrombozyten und somit zu einer

gemeinsamen Endstrecke der Plattchenaggregation.

2.2.2.2.3 Endothelaktivierung und endotheliale Dysfunktion

Salvi und Mitarbeiter (1999) beobachteten in ihrer kontrollierten Humanstudie mit PM;o-
DieselruB3partikeln, dass die durch Partikelinhalation ausgeloste alveolare Entziindung eine
Aktivierung von Endothelzellen in der Lunge zur Folge hat (2.2.2.1). Tierexperimentelle Stu-
dien zeigen nach der PM-Exposition neben systemischen Entziindungsreaktionen einen An-
stieg der Endothelin-1 Konzentration (Vincent et al., 2001; Ulrich et al., 2002). Diese Ergeb-
nisse weisen auf vasokonstrikorische Effekte hin und bestitigen eine durch die PM-
Exposition vermittelte endotheliale Dysfunktion. Die Studie von Sun und Mitarbeitern (2005),
die ein Artherosklerose-Tiermodell fiir ithre PM;s-Exposition benutzten, unterstiitzen die
Hypothese, dass eine alterierte Endothelial-GefaBmuskelzell-Interaktion fiir die gestorte Ge-
faBmotorik verantwortlich ist (Sun et al., 2005). In der Studie wurde gezeigt, dass mit der
PM, s-Exposition die vaskuldre Relaxation der Aorten nach Zugabe des endothelabhingigen

Agonisten Acetylcholin abgeschwicht und umgekehrt eine durch Serotonin ausgeldste Vaso-
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konstriktion verstirkt wurde. Die Autoren diskutieren diesen Befund mit einem erhohten Vor-
kommen von ROS wie Superoxid in den Endothelzellen, welches eine Herabsetzung des bio-

verfligbaren NO zur Folge haben konnte.

2.2.2.2.4 Progression artherosklerotischer Prozesse

Die tierexperimentelle Studie von Sun und Mitarbeiter (2005) nutzte ein Atherosklerose-
Tiermodell, Apolipoprotein-E-defiziente Méuse, und exponierte die Tiere iiber ein halbes Jahr
lang 6 Stunden tédglich fiir 5 Tage pro Woche mit konzentrierter Umgebungsluft aus Tuxedo,
NY. Die mittlere PM, s-Konzentration betrug 85 pg/m’. Bei fettreicher Erndhrung wurde in
der PM,s-Gruppe eine etwa zweifache statistisch signifikante Zunahme der Fliche athe-
rosklerotischer Plaques in der Aorta beobachtet. Weitere Untersuchungsendpunkte zeigten ei-
ne gestorte Gefdlregulation sowie eine verstirkte entziindliche Reaktion bei erhohtem oxida-
tivem Stress, nachweislich durch die Induktion von iNOS (inducible nitric oxide synthase), in
den atherosklerotischen Plaques von Feinstaub exponierten Tieren. Direkt intratracheal instil-
lierter Umweltstaub aus Ottawa, Kanada (EHC-93) am Kaninchenmodell mit artheroskleroti-
schem Phinotyp, konnte mit vergroflerten artherosklerotischen Lésionen, einer erhohter Pla-
que-Zellbildung und mit einem erhohten Lipidgehalt in den Liasionen der Aorten assoziiert
werden (Suwa et al., 2002a). Gerade diese Studie, in der die Analyse der Wirkung der Fein-
staubbelastung zur Identifikation pathophysiologischer Prozesse fithren kann, zeigt den not-

wendigen Weg zukiinftiger Forschung auf diesem Gebiet.

2.2.2.2.5 Storung des vegetativen Nervensystems und der Gefdfimotorik

Die in epidemiologischen Studien beobachteten partikelassoziierten Effekte auf die Parameter
Herzfrequenz und Herzfrequenzvariabilitidt sowie Blutdruck sind sehr moderat (Kunzli et al.,
2005; Peters et al., 2005; Schwartz et al., 2005) und lassen sich tierexperimentell am gesun-
den wie am kardiovaskuldr erkrankten Tier bei UfP-konzentrationen im Spitzenbereich
(180 pg/m’ fiir 24 Std.) nachweisen (Harder et al., 2005). Dabei zeigen gesunde und gesund-
heitlich vorgeschidigte Tiere bei dem gleichen Expositionsmodus ein unterschiedliches Reak-
tionsmuster. Gesunde Organismen reagieren wihrend der Exposition mit einem Herzfre-
quenzanstieg und zeigen keine Blutdruckverdanderung. Hingegen erfolgt bei kranken Tieren,
einjidhrigen spontan hypertensiven Ratten, eine Reaktionsverzégerung auf den 1. bis 3. Tag
der Erholungsphase. Bei diesen Tieren ist neben einem Herzfrequenzanstieg und einer Ab-
nahme der Herzfrequenzvariabilitit auch ein Blutdruckanstieg nachweisbar, wobei dieser mit

einer verminderten Vasodilatation (Vasokonstriktion) assoziiert wird. Die Ergebnisse der Stu-
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die zeigen, dass es vor allem am erkrankten Organismus durch die Staubexposition zu einer
Verdnderung des kardialen autonomen Gleichgewichtes kommt, moglicherweise verursacht
durch pulmonale Reflexe, die sich auf eine erhohte sympathische Aktivitdt auswirken. Die
Studie von Bartoli und Mitarbeitern (2008) unterstiitzt diese Hypothese. Eine experimentelle
Blockade der a-adrenergen Rezeptoren fiihrte zur Unterdriickung der beobachteten Effekte
eines erhohten systolischen und diastolischen Blutdrucks als auch zu einer erhéhten Herzfre-

quenz von Hunden nach der Exposition von CAP (concentrated ambient particles).

2.2.2.2.6 Herzrhythmusstérungen

Nadziejko und Mitarbeiter (2004) fiihrten eine kontrollierte Studie an gealterten Ratten mit
160 und 200 pg/m’ CAP durch. Eine 4-stiindige Exposition fiihrte zu einer deutlich erhéhten
Inzidenz von Herzrhythmusstérungen, wobei eine weitere Untersuchung z.B. auf ventrikulére
Extrasystolen hin zwar entsprechende Tendenzen, jedoch keine signifikanten Anderungen er-
brachte. Als ein moglicher Mechanismus kann eine elektrische Instabilitit als Folge einer ver-
dnderten lonenkanalfunktion angesehen werden. So konnten Graff und Mitarbeiter (2004)
nach 24-stiindiger Exposition von Herzmuskelzellen mit Zink eine Abnahme der spontanen
Schlagfrequenz sowie Verdnderungen in der Genexpression von Gap-Junction-, Kalium- und
Calcium-Kanal-Proteinen nachweisen. Verdnderungen der intrazelluldren Calciumkonzentra-
tion und eine Abnahme der Kontraktilitit wurden in-vitro an isolierten Herzmuskelzellen
nach Exposition mit ultrafeinen Kohlenstoffpartikeln, Cadmium oder Nickel beobachtet
(Schulz et al., 2005). Ob derartige Prozesse auch in-vivo nachweisbar sind, kann beim derzei-

tigen Wissensstand jedoch nicht beantwortet werden.

Epidemiologische und toxikologische Studien miissen zur Beurteilung der PM-
Gesundheitseffekte zusammentassend beurteilt werden. Dies geschieht in dem Sinne, dass die
toxikologischen Studien vor allem bei hohen PM-Belastungen kurzfristige Effekte beurteilen
und damit mogliche Mechanismen aufzeigen, wiahrend epidemiologische Studien den Einfluss
auf die Gesamtpopulation unter den gegebenen Umweltbedingungen erfassen. Bei unseren
aktuell vorliegenden Umweltbelastungen muss man davon ausgehen, dass feinstaubinduzierte
Reaktionen insbesondere beim gesunden Organismus auf einem sehr geringen, schwer nach-
weisbarem Niveau ablaufen und die Wirkung bei chronischer Belastung akkumuliert. Eindeu-
tig nachweisbare Effekte kommen wahrscheinlich erst nach jahrelanger Feinstaubexposition
und mit grofBer Wahrscheinlichkeit iberwiegend bei gleichzeitigem Vorliegen weiterer kar-

diovaskuldrer Risikofaktoren zum Tragen. Wahrend die zahlreichen Studien zwar zeigen kon-
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nen, dass die PM-Exposition mit kardiovaskuldren Effekten assoziiert werden kann, spiegeln
die Befunde der Studien jedoch nur ein fragmentires und zurzeit unschliissiges Bild der in-
volvierten komplexen biologischen Mechanismen (pathways) wieder. Die verfiigbaren Daten
zeigen zwar eine Konsistenz mit dem Auftreten einer systemischen Entziindungsreaktion und
einer Verdnderung der autonomen Herzkontrollfunktion, jedoch sind die Hinweise auf eine
endotheliale Dysfunktion, auf einen gerinnungsfordernden Status und auf eine PM-abhéngige

myokardiale Fehlfunktion bislang nur sehr spérlich.

2.3 Pathophysiologische Wirkungen

Aus epidemiologischen und toxikologischen Befunden wird ein breites Spektrum an Effekten
auf das kardiovaskuldre System mit der Feinstaubexposition assoziiert (Tabelle 1, Seite 9).
Die zugrunde liegenden pathophysiologischen Mechanismen werden zurzeit erst ansatzweise
verstanden. Trotz variierender und zum Teil widerspriichlicher Ergebnisse epidemiologischer
und toxikologischer Studien - die vermutlich auf die jeweils unterschiedlichen physikochemi-
schen Eigenschaften des untersuchten Feinstaubes zuriickzufiihren sind - ergibt sich ein pa-
thophysiologisches Modell, das in Abbildung 1 zusammengefasst ist.

Fasst man den derzeitigen wissenschaftlichen Kenntnisstand zusammen, so werden die kar-
diovaskuldren Wirkungen nach der Feinstaubexposition folgend vermittelt:

(1) Durch den Einfluss auf das vegetative Nervensystem. Die Entziindungsreaktion in der
Lunge sowie rezeptorvermittelte pulmonale Reflexe fithren zur Storung des vegetativen
Gleichgewichtes wodurch die Herzfunktion beeinflusst wird. (2) Durch die direkte Wirkung
der Partikel bzw. der Losung von Metallsalzen nach der Translokation (durch die Lunge in
die Blutzirkulation). Die Wechselwirkung der Partikel mit den systemischen Zielzellen 16st
dort oxidativen Stress und eine Entziindungsreaktion aus. (3) Durch die Entziindungsreaktion
auf systemischer Ebene. Der erhohte oxidative Stress sowie die Entziindungsreaktion in der
Lunge vermitteln iiber die Freisetzung von Entziindungsmediatoren in das Blut die systemi-
sche Entziindungsreaktion. Dabei wird die Akute-Phase-Reaktion eingeleitet und es entsteht
ein gerinnungsfordernder Status mit endothelialer Dysfunktion und Verstiarkung atherosklero-
tischer Prozesse. Letztere Prozesse konnen zu Plaque Rupturen fiihren, die meist Thrombosen
bzw. Ischdmien zur Folge haben.

Zahlreiche ineinandergreifende Prozesse der endothelialen Dysfunktion, eines entziindungs-
und gerinnungsfordernden Status, sowie der Ischdmie (Minderdurchblutung) und einer verin-
derten Ionenkanalfunktion der Herzzellen, die eine elektrophysiologische Instabilitit und ein

verstdrktes Auftreten von Herzrhythmusstérungen zu Folge hat, fithren zu einer Beeinflus-
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sung der Herzfunktion und letztlich zu dem fatalen akuten Herztod. In den nachfolgenden

Kapiteln werden diese Mechanismen ausfiihrlicher beschrieben.

Mechanismen der kardiovaskuliren Effekte

Feinstaub 1
1 Oxidativer Stress,
Pulmonale Reflexe UfP Translokation Pulmonale Entziindung
! 1
Vegetatives Kardiovaskulares Oxidativer Stress,
Nervensystem X Systemische Entziindung

Syste / T T

Endothelzell- Leukozyten- Akute-Phase-
Elektrophysiologische Instabilitét Aktivierung, & Reaktion,
l l Endotheliale Thrombozyten- Gerinnungs-
Dysfunktion Aktivierung faktoren
Herzfrequenz || Herzrhythmus X I
! l Progression der Atherosklerose,
Bradykardie Plaque Instabilitat
Tachykardie X v 4
Herzrhythmusstérung Thrombose - Plaque Rupturen
p—
Kammerflimmern \ 4

Herzinfarkt,

akuter Herztod

Abbildung 1: Mechanismen der Feinstaub-assoziierten kardiovaskuliren Wirkung (Schulz et al., 2005).
(1) Wirkung von UfP iiber das vegetative Nervensystem (hellblau), (2) Translokation und ,,direkte” Wirkung von
UfP (hellgrau), (3) Systemische Entziindungsreaktion durch ,,indirekte” Wirkung von UfP (rosa), Herz und Ge-
fasystem (rot)

2.3.1 Pulmonale Mechanismen

Allgemein stellen inhalierbare Partikel ein erhohtes Erkrankungsrisiko fiir die Lunge bzw. den
gesamten Organismus dar. Voraussetzung fiir die partikuldre Wirkung auf den Organismus ist
deren Deposition in der Lunge. Die potenzielle Wirkung von inhalierbaren Partikeln in den
Alveolen hiangt von deren GroBe (Dimension), deren Bestidndigkeit (Loslichkeit), dem Depo-
sitionsverhalten in der Lunge und den Clearance-Mechanismen der Lunge ab (Oberddrster et

al., 2005).
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2.3.1.1 Oxidativer Stress

Der aus der Partikel-Zellinteraktion resultierte oxidative Stress gilt als initialer Verursacher
der Entziindungsreaktion in der Lunge (Donaldson und Stone, 2003; Donaldson et al., 2005).
Man geht derzeit davon aus, dass der partikuldr verursachte oxidative Stress in der Zelle
durch exogene und/oder endogene Faktoren beeinflusst wird. Die Partikeloberfliche sowie
deren Komponenten wie z.B. Metalle konnen einerseits zur exogenen Generierung von ROS
(reactive oxygen species) durch den Ablauf der Fenton-Reaktion beitragen. Die Fenton-
Reaktion ist eine durch Eisensalze katalysierte Oxidation organischer Substrate mit
Wasserstoffperoxid in saurem Medium. Sie wird in biologischen Systemen als Hauptquelle
von ROS in der Zelle gesehen, was wiederum zu oxidativem Stress fiihrt. Demgegentiiber
wird auch bei der zelluldren Aufnahme von Partikeln {iber Phagozytose die Bildung von ROS
beobachtet. Hinsichtlich der Partikel-Zellinteraktion stehen beide Mechanismen zur
Diskussion. Gegen potenziell schiadliche Substanzen wie reaktive Sauerstoff- und Stickstoff-
verbindungen (ROS/RNS) wurden im Verlauf der Evolution Schutzmechanismen entwickelt,
die in der Zelle ein Gleichgewicht zwischen oxidativen und antioxidativen Prozessen auf-
recht-erhalten. Wenn dieses Gleichgewicht gestort ist oder die antioxidativen Mechanismen
(z.B. Glutathion, Vitamin C) eingeschriankt sind, spricht man vom "oxidativen Stress". Zu
dem antioxidativ wirkenden System zdhlen beispielsweise antioxidative Enzyme wie z.B.
Superoxiddismutase (SOD), Katalase, y-Glutamyl-Cysteinyl-Synthetase, Hdmoxigenase-1
oder nicht-enzymatische Antioxidantien wie z.B. Glutathion (GSH) des GSH/GSSG-
Redoxsystems. Gerade diese Molekiile werden oft als diagnostische Marker fiir oxidativen
Stress verwendet. Das UbermaB an ROS kann die Zelle irreversibel schidigen oder sie in
ihrer Funktion beeintriachtigen, indem ROS DNA-Strangbriiche induziert, Proteine inaktiviert
oder zur Lipidperoxidation fiihrt (Forman et al., 2004). Die Exposition von Zellen mit Fein-
staub verursacht oxidativen Stress, indem es zur Bildung von 4-Hydroxynonenal (Esterbauer
et al., 1991) und GSSG, der oxidierten Form von GSH kommt (Rahman et al., 2005). Diese
Verdanderung der Redoxbalance in der Zelle in Richtung erhohten Oxidationsstatus geht mit
einer Acetylierung von Histonen einher (Stone et al.,, 1998), wodurch der Zugang des
transkriptionellen Komplexes an die Promotorregion der DNA ermoglicht wird. Nach der
Translokation der redoxsensitiven NFxB und AP-1 Transkriptionsfaktoren aus dem Zytosol in
den Nucleus wird folglich der Zugang zur Promotorregion erméglicht (Jimenez et al., 2000).
Es kommt zur Transkription von pro-entziindlichen Genen, zur Translation und damit zur
Synthese und Freisetzung von pro-entziindlichen Mediatoren (Li et al., 1999). Dazu z&hlen

Zytokine wie TNF-alpha, IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, GM-CSF, ICAM-1, E-Selektin, iNOS und
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Proteine, die an der Beseitigung des oxidativen Stress beteiligt sind, wie SOD, Katalase,
v-Glutamyl-Cysteinyl-Synthetase und Hamoxigenase-1. Dariiber hinaus konnte gezeigt
werden, dass entweder der oxidative Stress und/oder die direkte Partikelinteraktion einen
erhohten zytosolischen Ca**-Spiegel verursachen, der die Aktivierung von NFkB bewirken
konnte, und es somit zu einer erhdhten Expression von TNF-alpha kommt (Stone et al., 2000;
Dolmetsch et al., 1997). Eine erhohte Kalziumkonzentration vermag ebenso die Generierung
von ROS anzuregen, die zu einer positiven Riickkopplung fithren kann (Sen et al., 1996). Eine

Kombination dieser Mechanismen fiihrt zur Entziindungsreaktion.

2.3.1.2 Entziindungsreaktion

Die Inhalation von feinen und ultrafeinen Partikeln 16st zunichst eine auf oxidativen Stress
basierte lokal begrenzte akute Entziindung in der Lunge aus (Andre et al., 2006; Salvi et al.,
1999). Die durch Makrophagen sowie Epithelzellen freigesetzten Mediatoren konnen weitere
Zellpopulationen wie Endothelzellen und Leukozyten aktivieren (Salvi et al., 1999), wodurch
es einerseits zur Verstarkung der lokalen pulmonalen Entziindungsreaktion, andererseits zur
iibergreifenden systemischen Entziindungsreaktion durch die Freisetzung von Mediatoren in
die Blutzirkulation kommen kann (Beck-Speier et al., 2005; Chang et al., 2005; Brook et al.,
2004). Dieser Vorgang ist durch einen verdnderten Blutfluss in den Blutgefden (H&dmodyna-
mik), durch den Austritt von Plasmabestandteilen aus den BlutgefiBBen und durch das Ein-
wandern (Diapedese) von neutrophilen Granulozyten ins Entziindungsgebiet geprégt. Die Di-
apedese beginnt intravasal mit einer Anheftung der Abwehrzellen an das GefidBBendothel und
wird durch Adhésionsmolekiile (Kvietys and Sandig, 2001) sowie durch Zytokine vermittelt.
Diese Oberflichenproteine (z.B. Integrine, Selektine) werden auf Endothelzellen sowie auf
Entziindungszellen exprimiert und vermitteln den Zell-Zell-Kontakt zwischen GefédBwand und
den im Blut zirkulierenden Leukozyten (Kvietys and Sandig, 2001). Nach der Adhésion wan-
dern die Leukozyten zwischen den Endothelzellen hindurch und gelangen zunéchst in tiefere
Schichten der Gefidfle und von dort schlieBlich ins umgebende Gewebe. Dabei werden wie-
derum Zytokine wie IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, CXCL-1, CXCL-2, CXCL-5, TNF-alpha und
GM-CSF zunehmend in die Blutzirkulation freigesetzt, welche die Chemotaxis und die
Verbreitung der Entziindung auf weitere zirkulierende Leukozyten aber auch die Rekrutierung

aus dem Knochenmark veranlassen und damit fiir eine positive Riickkopplung sorgen.
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2.3.2 Systemische Mechanismen

2.3.2.1 Akute-Phase-Reaktion

Die Akute-Phase-Antwort ist charakterisiert durch eine Erhohung der Leukozytenzahl, durch
Fieber und durch erhohte GefaBdurchldssigkeit fiir Plasmabestandteile (Kvietys and Sandig,
2001). Dariiber hinaus erscheinen die von der Leber freigesetzten Akute-Phase-Proteine in-
nerhalb weniger Stunden nach einer Partikelexposition im Blutkreislauf (Suwa et al., 2001;
2002b). Moglicherweise sind sie fiir multiple Effekte auf das kardiovaskuldre System verant-
wortlich, wie einem erhohten Gerinnungszustand des Blutes, die zu einem Herzinfarkt fithren
konnen (MacNee and Donaldson, 2000; Nemmar et al., 2002). Wihrend einer Entziindungs-
reaktion werden aus der Lunge bzw. von Endothelzellen Mediatoren wie zum Beispiel die In-
terleukine IL-1, IL-2 oder IL-6 freigesetzt, die das Knochenmark zur Produktion und zur Frei-
setzung von Leukozyten in die Blutzirkulation stimulieren (Tan et al., 2000). Zudem wird die
Leber hauptsédchlich durch IL-1 und IL-6 zur Produktion von Akute-Phase-Proteinen ange-
regt. Die Akute-Phase-Proteine bilden eine Klasse von sekretorischen Proteinen, die wéhrend
der akuten systemischen Entziindungsreaktion in der Leber synthetisiert und dann ins stro-
mende Blut abgegeben werden. Diese werden oft als diagnostische Marker fiir eine Entziin-
dungsreaktion verwendet. In diese Klasse sind das C-reaktive Protein (CRP), das Fibrinogen,
das Haptoglobin, die C3-Komponente des Komplementsystems sowie das Mannose bindende
Lektin einzuordnen (Vermeire et al., 2004; Andreotti et al., 1999; Kilpatrick, 2002; Wang et
al., 2001; Sahu and Lambris, 2001). Es handelt sich um 16sliche Faktoren, Opsonine, deren
Wirkung eine Steigerung der Phagozytosefihigkeit, die Aktivierung des Komplementsystems,
die Kontrolle des Gerinnungssystems und die Unterstiitzung von Wundheilungsprozessen
fordert. Systemische Akute-Phase-Reaktionen (mit Anstieg des C-reakiven Proteins, des Fi-
brinogens und u.U. der zirkulierenden Granulozyten) waren sowohl in epidemiologischen als
auch in toxikologischen Studien nach Partikelexpositionen wiederholt nachweisbar (Peters et

al., 2005; Suwa et al., 2001; Suwa et al., 2002b; van Eeden et al., 2001).

2.3.2.2 Gerinnungsfordernder Status

Wenn ein Gefidl3 verletzt wird oder es nach erfolgter Zellschddigung zur Endothelverletzung
kommt, erhdlt das Blut Zugang zu dem subendothelialen Bindegewebe, unter anderem mit
Kollagenfasern. Bei der primdren Hdmostase kommt es zur Adhésion und zur Aggregation
von Thrombozyten an subendotheliales Bindegewebe. Die Adhédsion wird durch den von-

Willebrand-Faktor (vVWF) vermittelt, einem I6slichen Blutprotein, welches von aktivierten
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oder geschidigten Endothelzellen freigesetzt wird. Der vWF vermittelt die Verbindung zwi-
schen Kollagenfasern und dem Glykoprotein-Ib/IX-Rezeptor auf den Thrombozyten (Lerman
and Zeiher, 2005). Auch die interzelluldre Aggregation von Thrombozyten wird vom vWF,
sowie von Fibrinogen vermittelt. Der normale physiologische Ablauf der Gerinnungsreaktion
(extrinsisches System oder exogener Mechanismus) wird durch Kontakt von Blut mit Gewe-
be-Thromboplastin (auch tissue factor, TF oder Faktor III genannt) aus verletztem suben-
dothelialen Gewebe initiiert (sekundidre Hamostase). Gewebe-Thromboplastin ist ein Memb-
ranprotein, welches beispielsweise in der Adventitia von Blutgefilen (Subendothel) vor-
kommt. Es wird von Endothelzellen nur nach deren Aktivierung oder Schédigung (Dysfunkti-
on) freigesetzt und bildet einen Komplex mit Faktor VII, der in seine aktive Form (Faktor
Vlla) tiberfiithrt wird, leitet die Bildung von a-Thrombin aus Prothrombin ein und gibt damit
den ersten Anstof3 fiir die Blutgerinnung (Haidaris et al., 1997). Dabei werden von Fibrinogen
die Fibrinopeptide A und B vom aminoterminalen Ende der Aa- und Bp-Ketten abgespalten,
die zur Aktivierung von Thrombozyten beitragen. Nachfolgend kommt es zur spontanen
Polymerisation der Fibrinmonomere, die unter Anwesenheit von Transglutaminase (Faktor
XlIIIa) zu einem stabilen Fibrinnetzwerk quer vernetzt werden. In das Netz werden rote Blut-
korperchen eingefangen, ein sogenannter roter Thrombus bildet sich. Durch den PDGF
(platelet-derived growth factor) wird aullerdem das Eindringen von Bindegewebszellen ge-
fordert: Die Wundheilung beginnt. Allerdings kann das Fibringerinnsel aufgrund der Wirkung
des fibrinolytischen Systems durch Plasmin wieder aufgelost werden. Epidemiologische Stu-
dien haben gezeigt, dass nach der Inhalation von Feinstaub sowohl die Akute-Phase-Reaktion
als auch die Endothelaktivierung zu einem verstirkten gerinnungsfordernden Status fiihrten,
der durch untersuchte Endpunkte wie zum Beispiel der vWF, Faktor VII, Fibrinogen oder
dessen Degradationsprodukte sowie verkiirzte Blutungszeiten (Hamostase) gemessen wurde

(Utell et al., 2000; Ruckerl et al., 2006; Nemmar et al., 2003a; Khandoga et al., 2004).

2.3.2.3 Endothelaktivierung und endotheliale Dysfunktion

Bei allen Uberlegungen sollten die Endothelzellen der vaskuldren GefiBe nicht auBer Acht
gelassen werden, da gerade die Endothelzellen an der Regulation des vaskuldren Tonus, des
Blutdrucks, an der Leukozytenrekrutierung und bei den prothrombotischen Prozessen beteiligt
sind und damit einen grofen Einfluss auf die Progression kardiovaskuldrer Erkrankungen be-
sitzen. Endothelzellen synthetisieren zahlreiche Substanzen, die als Vasodilatoren oder Vaso-
konstriktoren fungieren. Diese Substanzen werden durch humorale und mechanische Stimuli,

wie Scheerstress freigesetzt und beeinflussen die darunterliegende glatte GefdBmuskulatur. Zu
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den wichtigsten Vasodilatoren zdhlen NO und Prostazyklin (PGI2), wobei Endothelin-1 und
der Thrombozyten aktivierende Faktor (PAF) die wichtigsten Vasokonstriktoren représentie-
ren (Cines et al., 1998; Galley et al., 2004). Die Interaktionen zwischen Endothelzellen und
Leukozyten tiber Adhdsionsmolekiile sowie der Einfluss von Mediatoren (Zytokine) fithren
bei einer Entziindungsreaktion zur Aktivierung der Endothelzellen. Es kommt folglich zur
Freisetzung von Zytokinen, die fiir die Chemotaxis und Rekrutierung von Leukozyten bei a-
kuten Entziindungsreaktionen eine wichtige Rolle spielen (Jang et al., 1994). Phanomenolo-
gisch kann eine Endothelaktivierung tiber die vermehrte Expression von Adhdsionsmolekiilen
oder Stressgenen, der Sekretion von pro-entziindlichen Mediatoren (Zytokinen) charakteri-
siert werden (Salvi et al., 1999). Zu den am besten untersuchten Adhédsionsmolekiilen zdhlen
P-, E-Selektin, VCAM-1 und ICAM-1, die fiir das Rollen von Leukozyten entlang des Endo-
thels (Rolling) sowie der Anheftung und der Migration von Leukozyten verantwortlich sind.
Fiir Zytokine wie Interleukine wie IL-1, IL-6 und TNF-alpha ist bekannt, dass sie die Expres-
sion von den vorgenannten Adhisionsmolekiilen induzieren. Dariiber hinaus werden erhdhte
Mengen dieser Marker im Plasma als Indikator fiir vaskuldre Erkrankungen gemessen, welche
durch proteolytischen Abbau und durch Metalloproteinasen der Ektodoméne entstehen, die
mit dem Schweregrad des Erkrankungsprozesses zu korrelieren scheinen (Tsakadze et al.,
2002).

Unter der endothelialen Dysfunktion versteht man eine funktionelle Verdanderung des Endo-
thels, die heute als eine frithzeitige, reversible Manifestation der Atherosklerose gilt. Die en-
dotheliale Dysfunktion ist eine generalisierte Erkrankung, die sogar in arteriellen Gefdf3en oh-
ne artherosklerotische Verdnderungen vorkommt, wie z.B. in der Brachialarterie. Es zeigt sich
eine eingeschrinkte endothelabhingige Vasodilatation verursacht durch die verminderte Pro-
duktion oder Inaktivierung von anti-atherogenen Substanzen, hauptsidchlich von NO (EDRF).
Auch eine Erhohung des Endothelin-1-Spiegels wird nach der Partikelexposition beobachtet,
wobei Endothelin-1 als Vasokonstriktor wirkt, wahrend die Aktivitdt des angiotensin cleaving
enzyme (ACE) meist herabgesetzt wird (Ulrich et al., 2002). Dies, verbunden mit einer Ab-
nahme des NO-Spiegels, fiihrt zu einem prokoagulativen Zustand, welcher zu den oben be-
schriebenen kardiovaskuldren Beeintrachtigungen fithren kann, die wiederum zu Thrombosen,
der Progression artherosklerotischer Prozesse und letztlich zum Herzinfarkt fithren kénnen.
Ein entscheidender Faktor bei all diesen Vorgingen ist offensichtlich die in-vivo schwer zu
erfassende komplexe Kommunikation zwischen verschiedenen Zelltypen und Geweben. Auch
erhohte Cholesterinkonzentrationen im Serum oder gesteigerte Scherkrifte bei Hypertonie

fithren zu einer Abnahme der endogenen, endothelialen NO-Produktion. Die Durchlissigkeit
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des Endothels nimmt zu, wodurch sich vorwiegend Lipoproteine mit niedriger Dichte (LDL-
Cholesterin) sowie Gerinnungsfaktoren wie der von-Willebrand-Faktor in der Intima anrei-
chern, wodurch es zur Progression artherosklerotischer und thrombotischer Prozesse kommen

kann.

2.3.2.4 Progression artherosklerotischer Prozesse

Der Verlust der Stickstoffmonoxid(NO)-vermittelten GefdBBerweiterung ist das Kennzeichen
einer endothelialen Dysfunktion, die bereits in der Frithphase der Atherosklerose nachweisbar
und ursdchlich mit dieser Erkrankung verbunden ist (Simon et al. 1999). Die bekannten klas-
sischen kardiovaskuldren Risikofaktoren wie Hypercholesterindmie, arterielle Hypertonie,
Nikotinkonsum, Diabetes mellitus und Fettleibigkeit erhohen den oxidativen Stress in den
Endothelzellen und gehen mit einem Abnehmen der endothelvermittelten Vasodilatation (Ge-
faBverengung) einher (Simon et al. 1999). Diese Beobachtungen konnte Sun und Mitarbeiter
(2005) mit ihrer umweltrelevanten Langzeitexpositionsstudie mit PM bestédtigen. Dariiber hi-
naus gab es auch Hinweise auf pro-entziindliche Reaktionen hinsichtlich einem erhohten
Vorkommen von CD68 positiven Leukozyten in den fettreichen Plaques. So ist die endothe-
liale Adhédsion von Monozyten mit nachfolgender Migration in den subendothelialen Raum
ein zentraler Vorgang in der Entwicklung von frithen atherosklerotischen Lésionen. Im su-
bendothelialen Raum transformieren diese Zellen dann zu Makrophagen, die sich durch eine
unkontrollierte Aufnahme von oxidiertem LDL {iiber den Scavenger-Rezeptor zu den typi-
schen Schaumzellen entwickeln. Makroskopisch zeigen sich gelbliche, streifenférmige For-
mationen, die sogenannten fatty streaks (flache, fettreiche Plaques). Die Intimaldsionen be-
dingen eine Anlagerung von Thrombozyten. Es kommt zu einer Migration von glatten Mus-
kelzellen der Media in die Intima sowie zu deren Proliferation. Die Muskelzellen bilden Kol-
lagene, Elastin und Proteoglykane in einem AusmaB, so dass die resultierende Intimaverdic-
kung (initiale Sklerosierung) oder gar erste fibrose Plaques sonografisch feststellbar sind (Si-
mon et al., 1999). Zahlreiche Studien belegen derartige progressive Verdanderungen nach der

Exposition von Feinstaub (Kiinzli et al., 2005; Sun et al., 2005; Suwa et al., 2002a).

2.3.2.5 Storung des vegetativen Nervensystems und der Gefiaflmotorik

Die durch PM ausgeldsten Mechanismen, die zu den gemessenen Effekten in den zahlreichen
epidemiologischen und toxikologischen Studien fiithren, sind noch nicht ausreichend bekannt.

Erste Ansétze gibt es mit den beobachteten Verdnderungen im Herzfrequenzanstieg und in der
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HRV-Abnahme nach der Partikelexposition. Diese impliziieren ein erhohtes Risiko eines kar-
dialen Vorfalles, das durch eine Imbalance zwischen sympathischen und parasympathischen
Komponenten des vegetativen Nervensystems getriggert wird. Ursédchlich hierfiir wird im Zu-
sammenhang mit der Partikelinhalation eine mogliche Irritation der Rezeptoren im respirato-
rischen System mit einem Anstieg des sympathischen Tonus gemacht, wobei auch systemisch
entziindliche Prozesse sowie direkte Partikel-Zell-Wechselwirkungen im Herzen in Betracht
gezogen werden. Dariiber hinaus spielen hier auch psychogene Faktoren wie Angst, Ubermii-
dung, vor allem aber Stress eine grofle Rolle auf die Balance zwischen Sympathikus und Pa-
rasympathikus.

Ein Anstieg des symphathischen Tonus und/oder die Modulation des basalen systemischen
vaskuldren Tonus aufgrund von erhohten Endothelin-Konzentrationen, die mit der PM-
Exposition assoziiert sind, wurden als mogliche Mechanismen fiir den beobachteten Blut-
druckanstieg diskutiert (Ibald-Mulli et al., 2001). Eine alterierte Funktion in der GefédBBmotorik
wird hauptsédchlich nach der Partikelinhalation mit einer eingeschriankten endothelial vermit-
telten Vasodilatation oder umgekehrt mit erhdhten Endothelin-1 Konzentrationen festgestellt.
Die Beeinflussung der Gefdllmotorik ist generell ein komplexes Feld, indem das vegetative
System seinen direkten Einfluss vermittelt. Dariiber hinaus wird die GefiBmotorik tiber meta-
bolische Aktivitit des Gewebes (Hypoxie, Hyperkapnie, pH-Wert), tiber mechanische Fakto-
ren wie Scherstress, liber das Renin-Angiotensin-System sowie tiber das Endothelsystem be-

einflusst.

2.3.2.6 Herzrhythmusstorungen

Die Beobachtung von Erregungsriickbildungsstorungen an ischdmieerkrankten Menschen
sowie das Auftreten von Herzrhythmusstérungen hatte die Frage nach der Induktion einer
elektrischen Instabilitdt durch veridnderte Ionenkanalfunktionen der Herzzellen aufgeworfen
(Pekkanen et al., 2002) und konnte in-vitro bestitigt werden (Schulz et al., 2005). Eine
elektrophysiologische Instabilitdt kann verschiedene Ursachen haben: (1) nach einem Herz-
infarkt (Angina Pectoris), (2) eine erhohte Belastung des Herzens, z.B. durch Bluthochdruck
und/oder Herzinsuffizienz, (3) Elektrolytstorungen, (4) entziindliche Verdnderungen des
Myokards wie Myokarditis oder Kardiomyopathie und (5) psychogene Faktoren, wie zum
Beispiel Angst, Ubermiidung und/oder Stress mit Aktivierung des Sympathikus, (6) sekundir
aufgrund anderer Erkrankungen, wie z.B. Hyperthyreose, oder (7) durch Medikamente. Der
durch die Partikelinhalation getriggerte Mechanismus bis hin zur elektrophysiologischen

Beeinflussbarkeit ist noch nicht aufgekléart und bedarf weiterer Untersuchungen.
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2.4 Entstehung systemischer Effekte - Mediatoren aus der

Lunge oder Translokation ultrafeiner Partikel?

In diesem Zusammenhang steht die Frage im Vordergrund: ,,Was gelangt iiberhaupt in den
Blutkreislauf und beeintrachtigt so die Gesundheit?* Man geht davon aus, dass die Partikel
oder deren losliche Bestandteile ihre gesundheitsschiadlichen Wirkungen auf zwei unter-
schiedliche Wege auslosen. Die derzeit diskutierten Arbeitshypothesen sind in Abbildung 2
dargestellt. Zum einen konnten die Partikel, neben der direkten lokalen Wirkung — der Ent-
ziindungsreaktion — in der Lunge, ,,indirekt™ auf das kardiovaskuldre System wirken, indem
die Wirkung durch in die Blutbahn freigesetzte Entziindungsmediatoren zur Diskussion steht
(Seaton et al., 1995). Zum anderen konnten sie ,,direkt durch Translokation auf die extra-

pulmonalen Zielzellen (Organe) wirken.

Lunge

o« o Partikel

.:'.'./l T~

Entziindung

Interstitium Mediatoren

Endothel

Kapillare
Blutgefals

Was gelangt in den Kreislauf?

Losliche Ultrafeine Partikel Entziindungs-
Komponenten Nanopartikel mediatoren

Abbildung 2: Wege der systemischen Wirkung von inhaliertem Feinstaub (Schulz et al., 2005). AM = Alveolar-
makrophagen, T = T-Lymphozyten, PMN = neutrophile Granulozyten, M = Monozyten

Dabei konnen l6sliche Bestandteile der Partikel — insbesondere spielen Salze von Metallen
und die 16sliche Fraktion der Organika hier eine Rolle — die nach der Deposition von Fein-
staub bzw. von ultrafeinen Partikeln im Atemtrakt in Losung gehen, in das Kreislaufsystem
gelangen und sich in niedrigsten Konzentrationen im Serum nachweisen lassen (Campen et

al., 2002; Gilmour et al., 2005; Kodavanti et al., 2002). Zahlreiche Studien belegen, dass ins-
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besondere unlosliche ultrafeine Partikel, die z.T. nur einen Durchmesser von wenigen Nano-
metern aufweisen, die Luft-Blut-Schranke iiberwinden konnen und mit dem Blut in die ver-
schiedensten Organe wie Leber, Milz, Herz und Gehirn transportiert werden und mit den ex-
trapulmonalen Zielzellen wechselwirken (Kreyling et al., 2002; Semmler et al., 2004; Ober-
dorster et al., 2002). Auch additive Effekte mit der Freisetzung von Mediatoren aus der Lunge
sind daher denkbar (Delfino et al., 2005; Salvi et al., 1999). Voraussetzung fiir die ,,direkte*
Wirkung der Partikel auf sekundére Zielorgane ist deren Translokation iiber die Luft-Blut-
Schranke hinweg. Dabei miissten die Partikel einen Weg durch die Epithelzellen der Alveolen
und durch die Endothelzellen der Kapillargefde hindurch oder an ihnen vorbei nehmen.
Demnach werden Endo- und Transzytose auf zelluldrer Ebene als Transportmechanismen
durch die Zellmembran der alveolaren Zellen diskutiert, da ultrafeine Partikel membranum-
schlossen in der Zelle nachgewiesen werden konnen (Takenaka et al., 2006). Andererseits
konnten Geiser und Mitarbeiter (Geiser et al., 2005) zeigen, dass am Rattenmodell nach Inha-
lation von ultrafeinen Titandioxidpartikeln etwa 20 % der deponierten Partikel im Lungenpa-
renchym nachweisbar sind und dass diese Partikel tiberwiegend ,,frei*, d.h. nicht membran-
umschlossen, im Zytosol der Zellen vorliegen.

Die Beobachtung, dass die Partikelverteilung am Ende der einstiindigen Inhalation und nach
24 Stunden identisch war, zeigt, dass die Translokation dieser Partikel anscheinend sehr
schnell erfolgt. Fiir ultrafeine Teflon-Partikel mit einem Durchmesser von 20 nm konnte nach
deren Inhalation gezeigt werden, dass sie schnell durch das Lungenepithel von Ratten und
Maiusen transportiert werden konnen (Oberdorster et al., 2000). Zudem wurde nach der Inha-
lation von radioaktiv markierten ultrafeinen Kohlenstoffpartikeln der Ubergang in die Blut-
bahn beim Menschen nachgewiesen (Nemmar et al., 2002a). Eine ebenfalls mit radioaktiv
markierten ultrafeinen Kohlenstoffpartikeln durchgefiihrte Inhalationsstudie mit Ratten fand
einen signifikanten Anteil der inhalierten Partikel in der Leber deponiert, jedoch nicht in an-
deren Organen (Oberdorster et al., 2002). Langzeitstudien iiber ein halbes Jahr an Ratten zeig-
ten, dass der Organismus nach einmaliger Inhalation von radioaktiv markierten Iridium-
Partikeln tiber Clearance-Mechanismen verfiigt, die im Untersuchungszeitraum zu einer deut-
lichen Reduktion der Partikelanzahl in den verschiedenen Organen fiihrten. Diese Studie zeigt
auf, dass die Retention der Partikel in der Lunge sehr hoch ist und nur ein sehr kleiner Anteil
von weniger als 1 % der Partikel in den Kreislauf tibergeht. Interessanterweise konnten die
Partikel auch hier groBtenteils in der Leber nachgewiesen werden (Kreyling et al., 2002,
Semmler et al., 2004). Auch eine Exposition von Ratten und Méusen mit ultrafeinen Kohlen-

stoffpartikeln zeigte eine vergleichbare starke Retention der Partikel in der Lunge (Elder et
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al., 2005). Des Weiteren erbrachte eine humane Studie, dass 6 Stunden nach Inhalation Tech-
netium-99m markierte Kohlenstoff-Nanopartikel noch zu 95 % in der Lunge zu finden sind
(Mills et al., 2006). Letztendlich weisen diese Studien auf eine Translokation hin, wobei der
Anteil der systemisch verfiigbaren Partikel relativ gering ist — etwa 1 % der im Atemtrakt de-
ponierten Menge. Jedoch muss man diesen geringen Anteil in Relation zu der potenziell tig-
lich im Atemtrakt deponierten Partikelanzahl sehen, die im hoch belasteten innerstddtischen
Bereich durchaus 1x10° bis 10'° Partikel pro Tag betragen kann. Damit darf diese Dosis hin-

sichtlich kardiovaskuldrer Negativeffekte nicht unterschitzt werden.

2.5 Was befindet sich in der Umweltluft — Feinstaub & UfP

Die Bedeutung einer sauberen Umwelt fiir seine Lebensqualitét hat der Mensch fiir sich mitt-
lerweile erkannt. Die Qualitdt unserer Atemluft hat sich in den letzten Jahren merklich ver-
bessert, dennoch wurden seit Mitte der 80er Jahre vermehrt epidemiologische Studien iiber
gesundheitliche Beeintrdchtigungen der Menschen durch Luftschadstoffe veroffentlicht
(Dockery et al., 1989; Korn et al., 1987; Utell et al., 1988; Ware et al., 1986). Diese Studien
belegen Auswirkungen von Schadstoffen in der Luft auch bei Konzentrationen weit unterhalb
der Grenzwerte und fithren diese zum Grofteil auf die inhalierbare Fraktion des Feinstaubs
zurlick.

Unter Feinstaub versteht man die in der Gasphase suspendierten Partikel mit einem Durch-
messer zwischen 1 nm und 100 um (Brook et al., 2004). Dabei stammen die Partikel sowohl
aus natiirlichen als auch aus anthropogenen Quellen. Der weitaus besorgniserregendere
Staubanteil stammt allerdings aus anthropogenen Quellen. Dazu gehéren Rull von Verbren-
nungsprozessen (Industrie, Heizungen, Kerzenbrand), StraBenverkehr (Motorenabgase, Die-
selruf3, Katalysatorausstof3, Abrieb von Reifen, Bremsen und Kupplungen), Kiichentatigkeiten
(Kochen, Braten, Grillen) und Zigarettenrauch (Vinzents et al., 2005; Brook et al., 2004).

Um eine einheitliche Klassifizierung zu ermoglichen, werden die in der Luft vorhandenen
Partikel anhand des aerodynamischen Durchmessers eingeteilt. Dieser ist definiert als der
Durchmesser einer Kugel mit der normierten Dichte von 1 g/cm’, welche die gleiche Sinkge-
schwindigkeit wie der Partikel selbst hat. Der Gesamtfeinstaub oder TSP (fotal suspended
particles) kann nach der GroBBe der Partikel in verschiedene Fraktionen unterteilt werden. Ei-
ne Ubersicht iiber den GroBenbereich und die Einteilung von Feinstaub in ultrafein (PM,; <
0,1 um), fein (PM,s < 2,5 um) und grob (PMo < 10 um) ist in Abbildung 3 gegeben. Ultra-
feine Partikel werden auch als Nanopartikel bezeichnet, wobei in diesem Zusammenhang die

verbrennungsgenerierten Nanopartikel hervorzuheben sind (Donaldson et al., 2005; Donald-
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son und Stone, 2003). Dabei kommen die ultrafeinen Partikel sowohl als einzelne Partikel als
auch als Aggregate vor. Ultrafeine Partikel zwischen 10 und 100 nm kénnen im tracheobron-
chialen Bereich aber vor allem in den Alveolen deponieren. Die Partikelgréf3e und das De-
positionsverhalten bestimmen wie tief die Teilchen in die Lunge eindringen kénnen. Je
kleiner die Partikel sind, desto mehr konnen in die Alveolen gelangen (Oberdorster et al.,
2005). Allerdings unterscheiden sich Partikel nicht nur in Bezug auf die Gréf3e, sondern auch
hinsichtlich ihrer Oberfliche und den darauf reaktiven Komponenten. So kénnen Partikel
Ubergangsmetalle (transition metals, u.a. Eisen) enthalten und organisch-chemische Verbin-
dungen an ihrer Oberflache binden. Zu Letzteren gehoren dabei polyzyklische aromatische
Kohlenwasserstoffe und deren Stickstoff-Derivate, Sauerstoff enthaltende PAK-Derivate (z.B.
Ketone, Chinone), heterozyklische organische Verbindungen, Aldehyde sowie aliphatische
Kohlenwasserstoffe (Xia et al., 2004). Diese organischen Komponenten sind beispielsweise in
DieselruBBpartikeln (DEP) enthalten und sind bekannt dafiir in Tierversuchen Entziindungsre-

aktionen und sogar Krebs zu verursachen (Gerde et al., 2001).

Gasmolekile ultrafein fein grob
Viren  |Bakterien
Zigarettenrauch Flugasche

e —— e L S s R————
menschliches

cee ichtbares Liicht H
Sic ares LIC aar
, 0, CO,
&= =
0,0001 0,001 0,01 0.1 1 10 100

Partikelgréfie (um)

Abbildung 3: Partikel werden aufgrund ihrer GréBe (aerodynamischer Durchmesser) in die Fraktionen PM,; =
ultrafein (< 0,1 pm), PM, 5= fein (< 2,5 pm) und PM;, = grob (> 2,5 um) eingeteilt

Die potenzielle Toxizitdt der Partikel wird vor allem durch die lokale Dosis bestimmt, die
wiederum von der chemischen Zusammensetzung, der Konzentration und der Grof3e der Par-
tikel abhingt (Borm und Kreyling, 2004). Mit der Abnahme der Partikelgrofle steigen bei
gleicher Masse die Oberfliche und die Anzahl der Partikel stark an. Entsprechend weist eine
Probe, die aus Teilchen mit einem aerodynamischen Durchmesser von 10 nm besteht, eine
300-mal groBere Oberfliche und eine 1.000.000-mal so groB3e Teilchenzahl auf, wie eine Pro-
be gleicher Gesamtmasse aus 1 um groflen Partikeln (Krug et al., 2004). Folglich haben ultra-
feine Partikel (PMy,;) aufgrund des hohen Oberflachen-Massen-Verhéltnisses eine erhdhte
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biologische Toxizitdt und gelten somit als besonders gesundheitsgefihrdend (Donaldson und
Stone, 2003). Dennoch gilt seit dem 1. Januar 2005, entsprechend einer 1999 beschlossenen
Richtlinie, als Mal} ein Grenzwert von 50 pg/m? fiir den 24-Stunden-Mittelwert von PM; und
nicht fiir UfP (PMy,). Dabei sind 35 Uberschreitungen pro Jahr erlaubt und ein Jahresmittel-
wert von 40 pg/m? fiir PM, darf nicht tiberschritten werden. Ab 2010 soll immer noch ein
Grenzwert fiir PM;y von 50 pg/m? fiir den 24-Stunden-Mittelwert gelten, aber dabei nur noch
7 Uberschreitungen pro Jahr erlaubt sein. Der Jahresmittelwert darf dann 20 pg/m? fiir PM;
nicht iiberschreiten. Da DieselruBpartikel in der aktuellen 6ffentlichen Diskussion als eine
wichtige Ursache fiir die Uberschreitung der zugelassenen Héchstgrenze der Feinstaubkon-
zentration angesehen werden, stehen Maflnahmen mittels Dieselrulfilter zur Reduktion von
PM, s dieses Schadstoffes im Vordergrund. Unter Beriicksichtigung aktueller aerosoltoxikolo-
gischer Aspekte ist die Reduktion der feinen und ultrafeinen Dieselrulpartikel eine wichtige
MaBnahme, wobei aber die potenziell schidlichste, ultrafeine Fraktion bislang noch nicht be-

riicksichtigt wird.

2.6 Einfluss ultrafeiner Partikel auf das kardiovaskuliire System

Aktuelle epidemiologische Befunde haben die Frage aufgeworfen, ob allein die Reduktion der
Partikelmasse ausreicht, um gesundheitliche Schaden durch Verbrennungsaerosole zu verhin-
dern. Aufgrund verbesserter Messmethoden konnte eine weitere Studie in Erfurt, Deutsch-
land, (Wichmann et al., 2000) aufzeigen, dass, trotz einer deutlichen Reduktion der Partikel-
masse im letzten Jahrzehnt, die Anzahl ultrafeiner Partikel mit geringer Masse zugenommen
hat. Die dort erhobenen Morbiditits- und Mortalitdtsdaten weisen besonders auf die gesund-
heitsschdadigende Wirkung ultrafeiner Partikel (PMy ;) auf den Organismus hin. Dieser Befund
wird auch durch klinische Untersuchungen von Patienten mit akuten und chronischen kardio-
pulmonalen Erkrankungen gestiitzt (Goldberg et al., 2001), wobei die Effekte durch einen
Anstieg ultrafeiner Partikel beschrieben werden. Auch Penttinen und Mitarbeiter (2001a;
2001b) fanden deutliche Zusammenhinge zwischen einem Anstieg der Anzahl ultrafeiner
Partikel und der Verschlechterung des Gesundheitszustandes von Asthmatikern. Letztlich
deuten diese Untersuchungen darauf hin, dass die Reduktion der Partikelmasse demnach al-
leine nicht ausreicht, um die Gefdhrdung, die von der partikuldren Luftverschmutzung aus-
geht, zu reduzieren. Vor allem die ultrafeinen Partikel mit einer vernachldssigbaren Partikel-
masse aber einer gro3en Anzahl scheinen fiir die Entstehung von respiratorischen und kardio-
vaskuldren Effekten eine grofle Rolle zu spielen (Wichmann et al., 2000; Donaldson et al.,

2005). Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass neben den chemischen Eigenschaften der
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Partikel die Anzahl bzw. die Oberflidche der Partikel fiir die beobachteten pathophysiologi-
schen Prozesse verantwortlich sein konnten (Oberdorster et al., 1994; Seaton et al., 1995). In
einfacheren Worten ausgedriickt: je kleiner die Partikel, desto groBer die schadlichen Auswir-
kungen auf die Gesundheit. Folglich haben ultrafeine Partikel aufgrund des hohen Oberfla-
chen-Massen-Verhiltnisses eine erhohte biologische Toxizitdt (Oberdorster et al., 2005; Do-
naldson und Stone, 2003). Dies belegte auch die Arbeit von Stoeger und Mitarbeitern (2006),
in der Mause mit unterschiedlichen Kohlenstoffpartikeln instilliert wurden. Unter anderem
konnte eine erhohte biologische Wirkung, gemessen mit der Zunahme von neutrophilen Gra-
nulozyten in der bronchioalveoldren Lavage-Losung, mit einem korrelierbaren Anstieg der
Partikeloberflache bei gleicher Masse von unterschiedlichen ultrafeinen Kohlenstoffpartikeln
gezeigt werden. Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass epidemiologische und toxikologi-
sche Studien der letzten Jahre auf die Inhalation von gerade ultrafeinen Partikeln als Ausloser
fiir die lokalen und systemischen Entziindungsreaktionen weisen, die mit nachfolgenden Ver-
dnderungen in der kardiovaskuldren Funktion, durch eine systemische Entziindungsreaktion
(Danesh et al., 2000; Salvi et al., 1999) mit einer endothelialen Dysfunktion (Kiinzli et al.,
2005; Ulrich et al., 2002) und durch prothrombotische Prozesse (Ruckerl et al., 2006) ge-
kennzeichnet sind. Damit kommt es zur Progression von pathophysiologischen kardiovaskula-
ren Erkrankungen und Herzvorfillen, die letztlich zum Tode fiihren konnen. Toxikologische
Studien weisen jedoch darauf hin, dass gerade die UfP sowie daraus 16sliche Bestandteile wie
Metalle durch die Luft-Blut-Schranke translozieren (Kreyling et al., 2002; Wallenborn et al.,
2007) und direkte mikrovaskuldre Effekte verursachen konnen (Nemmar et al., 2002). Dabei
wurden entweder prothrombotische Effekte ohne Hinweise auf eine Entziindungsreaktion be-
obachtet (Khandoga et al., 2004), oder diese Effekte traten zeitlich vor der akuten Entziin-
dungsreaktion ein (Nemmar et al., 2002). Weiterhin wurden auch translozierte Metalle fiir ei-
ne mogliche elektrophysiologische Stérung der Herzmuskelzellen beobachtet (Schulz et al.,
2005), die mit Herzrhythmusstérungen und einem akuten Herzinfarkt assoziiert werden kon-
nen (Penttinen et al., 2002). Zum einen werden durch die Lungenentziindung ,,indirekte*
Wirkungen auf das kardiovaskuldre System durch in die Blutbahn freigesetzte Entziindungs-
mediatoren diskutiert, zum anderen durch die in die Blutbahn eingedrungenen ultrafeinen Par-
tikel oder durch die aus den Partikeln freigesetzten 16slichen Substanzen wie Metalle (Schulz
et al., 2005). Die Frage welche dieser Mechanismen die kardiovaskuldren Effekte tatsédchlich
verursachen bleibt bislang noch unbeantwortet und soll mit dieser Arbeit aufgegriffen und be-

antwortet werden.
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3 Versuchstiere und Methoden

3.1 Versuchstiere

3.1.1 Maiuse

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 88 weibliche BALB/cJ Méuse von The Jackson Laboratory,
Bar Harbor, ME, USA bestellt und im Alter von 8 Wochen in das Helmholtz-Zentrum Miin-
chen, Institut fiir Inhalationsbiologie, geliefert. Alle Tiere wurden erst nach einem Akklimati-
sationszeitraum von 14 Tagen im Experiment verwendet, d.h. im Alter von 10 Wochen wur-

den sie fiir den jeweiligen Versuch eingesetzt.

3.1.2 Tierhaltung

Die Miuse wurden in der Tierabteilung unseres Institutes unter standardisierten Bedingungen
bei 21 - 22 °C, gefilterter Luft, 55 % relativer Luftfeuchtigkeit, hell-dunkel Lichtprogramm
von 12 Std (6 Uhr bis 18 Uhr: hell) in einem Biozone-IVC-Rack in Typ 2-Makrolon-Kéfigen
mit Einstreu aus Weichholzfaser gehalten. In einem Kéfig befanden sich maximal vier Tiere.
Die Haltung der Miuse erfolgte unter SPF-Bedingungen. Der pathogenfreie Status der Mause
wurde vorschriftsgemifl mit einem Gesundheitszeugnis entsprechend der Federation of Euro-

pean Laboratory Animals Science Association Richtlinien belegt.

3.1.3 Tierversuchsgenehmigung

Die Tierversuche wurden von einem hausinternen Tierversuchsausschuss unter wissenschaft-
lichen und ethischen Aspekten sowohl begutachtet als auch befiirwortet und von der zusténdi-

gen Genehmigungsbehorde legitimiert (Aktenzeichen 55.2-1-54-2531-115-05).

3.2 Methoden

3.2.1 Applikationsformen von UfCP

Es wurden zwei unterschiedliche Applikationsmethoden von ultrafeinen Kohlenstoffpartikeln
(UfCP) durchgefiihrt. Zum einen die Inhalation von UfCP und zum anderen die systemische
Infusion von UfCP, deren Dosis vergleichbar zu den translozierten Partikeln — vom Lungene-

pithel in die Blutzirkulation - der Partikelinhalation ist.
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3.2.1.1 Studiendesign

Insgesamt wurden 64 BALB/cIMise fiir das ge samte Inhalationsexperiment eingesetzt. Da-
von waren 32 Mise fiir die 4- und 24-stiindige Partikelexposition und weitere 32 Miise fiir
die entsprechend durchgefiihrte Reinluftexposition (Kontrollexperiment) vorgesehen. Fiir die
Inhalationsstudie wurden von gder Mausgrupp e (Kontroll- und UfCP-exponierte Tiere) 8
Tiere fiir die bronchoalveoléie Lavage (BAL ) und fiir die hinatologischen Untersuchungen
sowie fiir die Serumsgewinnung verwendet. gweils 4 weitere Miase wurden fiir die nachfol-
gende Gen- und Proteinexpressionsanalyse und nochmals die gleiche Anzahl an Tieren wurde
fiir die histologische Untersuchung eingesetzt. Das entnommene Blut von den letzteren 8 Tie-
ren diente der FACS-Analyse und der Plasmagewinnung sowie deren anschlieBenden Unter-

suchung (Tabelle 2).

Applikationsformen Exposition Expositionsdauer| Tieranzahl untersuchte Endpunkte

oo

BAL, Hamatologie, Serum

4 Std 16 Gen-/Proteinexpression, Zytokinscreen(Plasma), FACS

Biiauionttaiien Histologie, Zytokinscreen(Plasma), FACS

BAL, Hamatologie, Serum

24 5td 16 Gen-/Proteinexpression, Zytokinscreen(Plasma), FACS

Histologie, Zytokinscreen(Flasma), FACS
BAL, Hamatologie, Serum
Gen-/Proteinexpression, Zytokinscreen(Plasma), FACS

Inhalation

4 Std 16

Uiss Histologie, Zytokinscreen(Plasma), FACS

BAL, Hamatologie, Serum

24 Std 16 Gen-/Proteinexpression, Zytokinscreen(Plasma), FACS

Histologie, Zytokinscreen(Plasma), FACS

Hamatologie, Gen-/Proteinexpression, Zytokinscreen(Plasma), FACS

KHP-Losung 4td 12
. ; Histologie, Zytokinscreen(Plasma), FACS
intraarterielle Infusion

Hamatologie, Gen-/Proteinexpression, Zytokinscreen(Plasma), FACS

UfCP 4 Std 12

oo |aols&|ls|lols(b|OE|A|lo] s S

Histologie, Zytokinscreen{Plasma), FACS

Tabelle 2: Studiendesign

Fiir die Infusionsstudie wurden insgesamt 24 Versuchsmiise verwendet. Die eine Hiifte wur-
de mittels einer intraarteriellen systemischen Infusion von entweder mit in Krebs-Henseleit-
Puffer (KHP) suspendierten UfCP exponiert, die anderen 12 Versuchsmiise wurden zur Kon-
trolle mit reinemKHP exponiert (S eite 146, 8.1.9.2; Khandoga et al., 2004).

Die Versuchsmiise wurden nach 4-stiindiger Pa rtikelexposition untersucht. Von beiden Ver-
suchstiergruppen wurden gweils 6 Tiere fiir di e hinatologische Untersuchung, fiir die
Plasmagewinnung und die Gen- und Proteinexpressionsanalyse verwendet. ¢weils 6 weitere
Miise wurden fiir die histologische Untersuc hung eingesetzt. Das entnommene Blut von den

letzteren 6 Tieren diente der Plasmagewinnung und der anschlieBenden Untersuchung.
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3.2.1.2 Inhalation

3.2.1.2.1 Experimenteller Aufbau

Zur Herstellung von ultrafeinen Partikeln aus elementarem Kohlenstoff (UfCP) wurde ein
Funkengenerator GFG 1000 (PALAS, Karlsruhe, Deutschland; Modell GFG1000) verwendet,
der Kohlenstoffaggregate durch Funkeniiberschlag zwischen zwei hochreinen Graphitelektro-
den (SGL-Carbon, Wiesbaden, Deutschland; Elektrodentyp RW-0) generiert (Roth et al.,
2004). Die dabei generierten ultrafeinen Kohlenstoffpartikel bestehen zu 95 % (Masse) aus
elementarem Kohlenstoff (Matuschek et al., 2007).

Zur Reduzierung der elektrostatischen Ladungen auf den Partikeln wurde das Aerosol mit ei-
ner *Kr-Quelle (B-Strahler, 0,69 MeV) neutralisiert und anschlieBend durch Mischung mit
gefilterter Luft und Sauerstoff bei einer Luftfeuchte von etwa 40 % atembar gemacht. Die Ex-
position wurde in zwei Ganzkorperinhalationskammern durchgefiihrt, in denen sich jeweils
zwei herausnehmbare Nager-Gitter-Kéafige fiir je 16 Mause befanden. Die eine der beiden
Kammern wurde fiir die UfCP-Exposition und die andere Kammer fiir die Reinluftexposition
(Kontrollexperiment) genutzt. Futter und Wasser wurde auch wihrend der Exposition ad libi-
tum angeboten. Die Partikelkonzentration und —groflenverteilung sowie die Konditionierung
der Atemluft wurde stindig mit entsprechenden Messgeriten iiberwacht (Alessandrini et al.,

2006).

3.2.1.2.2 Durchfiihrung der Inhalation

Die Exposition wurde so gestaltet, dass die 4- und 24-Stunden UfCP-Inhalationstiergruppen
in jeweils einem Tierkéfig zu 16 Tieren sallen und einen gemeinsamen Expositionsstartpunkt
hatten (3.2.1.1). Die einzelnen Tiergruppen wurden nach ihrer vorgesehenen Expositionszeit
aus den Kammern herausgenommen. Demnach dauerte die Partikelexposition insgesamt 24
Stunden, wobei 16 Tiere schon nach 4 Stunden und weitere 16 Tiere erst nach 24 Stunden
entnommen wurden. Die Reinluftexposition wurde mit der gleichen Vorgehensweise durchge-
fiihrt.

Die mittlere Anzahlkonzentration der generierten, ultrafeinen Partikel betrug (6,4 + 1,7)x10°
Partikel/cm® Atemluft, der Mediandurchmesser der Anzahldichte (CMD) lag bei 48,9 nm und
die Breite der PartikelgroBenverteilung ist durch die geometrische Standardabweichung 6. von
1,57 bestimmt. Die gravimetrische Messung ergab eine mittlere Massenkonzentration von
439 pg/m’. Der Massenmediandurchmesser (MMD) von 76,4 nm wurde aus der dichtege-
wichteten AnzahlgroBenverteilung der UfCP bestimmt. Die Partikeloberfliche wurde nach
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der Analysemethode von Brunauer-Emmet-Teller (BET) durch das Institut der Technischen
Chemie II, TU Miinchen, durchgefiihrt. Diese ergab fiir die UfCP eine massenspezifische O-
berfliche von 800 m?/g und damit eine Oberflichenkonzentration von 0,35 m* (UfCP) pro m’

Luft (Stoeger et al., 2006).

3.2.1.2.3 Berechnung translozierter UfCP-Anzahl nach 24 Stunden Inhalation fiir die

intraarterielle Infusion

Die folgende Berechnung der Anzahl, Masse und BET-Oberfldache der translozierten UfCP
nach der 24-stiindigen Inhalation basiert auf den gemessenen Partikelkonzentrationen (in der
Luft), auf den physiologischen Lungenparametern fiir Mause und auf den Messwerten fiir die
Lungendepositions- (in Médusen) und Translokationseffizienz (in Ratten) fiir agglomerierte I-
ridiumpartikel, die sowohl in der Struktur (Agglomerate) als auch in der Grofle den UfCP

dhnlich sind. Folgende Parameter werden verwendet:

- Anzahl- (n) und Massenkonzentration (m) der UfCP in der inhalierten Luft:
n=6,4x 10° /cm? (siehe oben)
m =439 ug/m’ (siche oben)
- Atemzugvolumen der Maus (Tidalvolumen): V7= 0,23 cm?® (1 cm®= 1 ml)
(Alessandrini et al., 2008)
- Atemfrequenz der Maus: /=475 min™' = 684000/24 Std (Alessandrini et al., 2008)
- Alveoldre Depositionseftizienz: Dep = 20,4 % (Alessandrini et al., 2008) fiir 35 nm
Iridiumpartikel (Ir)

- Translokationseffizienz (nach 24 Stunden): 7Trans = 0,2 % (siche unten)

Die Translokationseffizienz (7rans) ist ein Schitzwert, der auf den Translokationsmessungen
von Semmler und Mitarbeiter (2004) und Kreyling und Mitarbeiter (2002) beruht. Diese Au-
toren fanden eine Translokationseffizienz von 1 % und 0,1 % (Massentranslokation) fiir Ir-
Teilchen mit CMD = 15 nm bzw. 80 nm (in Ratten). Unter der Annahme, dass Trans hyper-
bolisch von CMD abhingt, finden wir durch Interpolation, dass fiir 48,9 nm grofB3e Partikel die
Translokationseffizienz gleich 0,2 % ist. Aus den oben gegebenen Parametern bestimmt man
die translozierte UfCP-Anzahl N7,,,s gemal

N, —=nxV. .  xDepTrans, (X1)

Trans inhal
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wobei das inhalierte Luftvolumen pro Tag gegeben ist durch Vi = Vr % f= 157320 cm’ und
somit Nz, gleich 4,0 x 10® UfCP ist. Analog ergibt sich aus Gleichung X1 die translozierte
UfCP-Masse, namlich 28 ng und damit eine BET-Oberfliiche von 22 mm? (massenspezifische
BET-Oberfliche von UfCP ist 800 m?/g (Stoeger et al., 2006)). Diese Werte sind Grundlage
des systemischen Dosisvergleiches von translozierten UfCP der Inhalation und der systemi-

schen Infusion von UfCP.

3.2.1.3 Intraarterielle Infusion

Der Grund fiir die Wahl dieser Applikationsmethode ist, dass die intraarteriell infundierten
UfCP einen vergleichbaren arteriellen Weg in der Blutzirkulation zurticklegen, so wie es nach
der Inhalation bei den translozierten Partikeln der Fall ist. In der vorangegangenen Arbeit von
Khandoga und Mitarbeiter (2004) wurde 2 Stunden nach der intraarteriellen Infusion von
5 x 107 ultrafeinen Kohlenstoffpartikeln prothrombotische Effekte in der hepatischen Mikro-
zirkulation detektiert. Um hinsichtlich unserer geplanten Gen- und Proteinexpressionsanalyse
moglichst im Peak-Bereich der vorausgesetzten transkriptionellen Aktivierung und Protein-
biosynthese zu liegen, wurde der Untersuchungszeitpunkt auf 4 Stunden nach der UfCP-
Infusion gelegt. Es wurde davon ausgegangen, dass sich die entziindlichen bzw. pro-

thrombotischen Effekte mit zunehmender Zeitverzégerung stiarker auspréagen.

3.2.1.3.1 Versuchsaufbau

In der vorliegenden Studie wurden die Versuchsméuse entsprechend der Methode von Khan-
doga und Mitarbeiter (2004) mittels einer intraarteriellen, systemischen Infusion von entwe-
der mit den in Krebs-Henseleit-Puffer (KHP) suspendierten UfCP oder mit ,,reinem* KHP,
d.h. ohne UfCP zur Kontrolle exponiert. Die fiir die Inhalation verwendeten funkengenerier-
ten UfCP sind in wissriger Losung nicht stabil (sie formen grof3e Agglomerate und f#llen aus)
und sind somit ungeeignet fiir die intraarterielle Infusion. Aus diesem Grund wurden fiir die
intraarterielle Infusion Printex 90 Partikel (Degussa) verwendet, die umgekehrt nicht in genii-
gend grof3er, stabiler Konzentration aerosolisiert werden kénnen und damit nicht inhalierbar
gemacht werden konnten. Beide Arten von UfCP sind sich in ihrer chemischen Zusammen-
setzung jedoch sehr dhnlich. Printex 90 Partikel bestehen iiber 98 % aus elementarem Kohlen-
stoff und besitzen einen priméren Partikeldurchmesser von 14 nm. Zum Vergleich bestehen
die funkengenerierten UfCP iiber 95 % aus elementarem Kohlenstoff und besitzen einen Pri-

mérpartikeldurchmesser von 7 - 12 nm (Matuschek et al., 2007; Stoeger et al., 2006).
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3.2.1.3.2 Bestimmung der zu infundierenden Partikelkonzentration

Die Vergleichbarkeit der biologischen Antwort des Mausmodells nach inhalativer und intraar-
terieller UfCP-Exposition setzt die Vergleichbarkeit der translozierten mit der infundierten
Partikeldosis voraus. Fiir sechs verschiedene Kohlenstoffpartikel (einschlieBlich der hier ver-
wendeten Partikel) wurde kiirzlich gezeigt, dass die applizierte BET-Partikeloberfldche sehr
gut (R*=0.98) mit den akuten entziindlichen Reaktionen in der Lunge korreliert, unabhingig
von der Art der Partikel (Stoeger et al., 2006; 2007). Deswegen wurde die infundierte BET-
Oberfliche der UfCP so gewdhlt, dass sie der translozierten (Inhalation) Partikeloberfldche
(22 mm?) entspricht. In der infundierten Suspension kann aus technischen Griinden nur die
Anzahl der etwa 100 nm groBen UfCP-Agglomerate bestimmt werden (sieche unten). Deswe-
gen muss die gewiinschte BET-Oberfliche der infundierten UfCP (22 mm?) in die entspre-
chende Agglomeratanzahl umgerechnet werden. Dafiir wurde zunichst die entsprechende
Masse errechnet (73 ng; Printex 90 hat eine massenspezifische BET-Oberfliche von
300 m*/g) und dann die Anzahl der Agglomerate (Nage) aus dem Verhiltnis von Gesamt-
(M = 73 ng) zu Agglomeratmasse (Mgg) bestimmt,

Nage =M / Mygy, (X2)

wobel Mgge = Npp X My, (Npp: Anzahl der kugelférmigen Primérpartikel pro Agglomerat; My,
Maf eines Primirpartikels) ist. Aus dem Produkt von Volumen (rt x dy,’ / 6; dpp = 14 nm) und
Dichte der Primérpartikel (Dichte von Kohlenstoff ist 2 g/cm’) ergibt sich M, =2,9 x 1018 g.
Die Anzahl der Primérpartikel pro Agglomerat kann man geméf Ny, = k¢ > (dagg/ dpp)D " (Dob-
bins et al., 1994) abschitzen, wobei dgee der Mobilitdtsdurchmesser des Agglomerates (hier
100 nm, siehe unten), die fraktale Dimension Dy gleich 2,3 und die Konstante k¢ gleich 3,1
=9/ 1,6Df; Dobbins et al., 1994; Gwaze et al., 2006) ist. Damit ergibt sich aus Gleichung X2
eine Agglomeratanzahl von N,g = 9,0 x 10”. Dieser Wert ist etwa doppelt so hoch, wie die
von Khandoga und Mitarbeiter (2004) abgeschitzte obere Grenze fiir die tdgliche Transloka-
tion von Umgebungsaerosol (5 x 107 Partikel). Da dies jedoch im Rahmen der Genauigkeit
unserer Abschédtzung des Zusammenhangs zwischen BET-Oberflache und Agglomeratanzahl
(ca. Faktor 2) mit der hoheren der beiden von Khandoga und Mitarbeiter (2004) verabreichten
Dosen (5 x 10" UfCP) iibereinstimmt, haben wir uns entschlossen 5 x 10’ UfCP je Maus (ent-
spricht 8 mm” BET-Oberfliche) zu infundieren, um eine direkte Vergleichbarkeit mit den Er-

gebnissen von Khandoga und Mitarbeiter (2004) zu gewihrleisten.
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3.2.1.3.3 Herstellung ultrafeiner Kohlenstoffpartikelsuspensionen

Teilchen, die im Herstellungsprozess noch ultrafein waren, neigen bei Kontakt miteinander
zur Agglomeration. Dieser Effekt tritt besonders auf, wenn man versucht, diese Teilchen in
Suspension zu bringen. Vor allem hydrophobe Teilchen, aber auch hydrophile, miissen, wenn
sie verklumpt sind, mit groBem Energieaufwand wieder voneinander getrennt werden. Zur
Herstellung der zur intraarteriellen Infusion verwendeten ultrafeinen Partikelsuspension wur-
den 1 mg Partikel in 5 ml Infusionslosung (Krebs-Henseleit-Puffer) eingewogen. Um entstan-
dene Agglomerate aufzubrechen, wurde diese Suspension mit der Mikrospitze einer Ultra-
schalllanze bei einer Eingangsleistung von 40 Watt zweimal eine Minute beschallt. Die Be-
schallungen wurden durch eine einminiitige Pause getrennt. Wahrend der ganzen Zeit befand
sich die hergestellte Suspension in Eiswasser, um thermische Schiden am in der Partikelsus-
pension enthaltenen Rinderserumalbumin (0,5 % BSA) zu verhindern. Damit die noch vor-
handenen groflen Agglomerate abgetrennt werden konnten, wurde die Partikelsuspension
nach dem Ultraschallen erst durch einen 220-nm- und anschliefend durch einen 100-nm-
Spritzenvorsatzfilter (Millipore) gefiltert. Nach den beiden Filtrationsschritten wurde die
GroBenverteilung der Partikel und deren Agglomerate in der Suspension mittels eines parti-
clesizers (Malvern HPPS) bestimmt. Es wurde iiberpriift, ob nur Partikel und Agglomerate

kleiner 100 nm Durchmesser darin enthalten waren (Abbildung 4).

Vergleich zwischen ungefiltertem und gefiltertem Printex 90
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Abbildung 4: Malvern-Gréflenverteilungskurve mit einer ungefilterten (blau) und gefilterten (rosa) Suspension
mit Printex 90
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Der particlesizer strahlt Laserlicht in eine Kiivette mit der Teilchensuspension und bestimmt
die TeilchengroBe durch Analyse der Intensitdtsschwankungen des Lichts, das durch die in
der Suspension enthaltenen Teilchen wieder riickgestreut wird. Je groBer ein Teilchen ist, de-
sto hoher ist die Lichtintensitdt des riickgestreuten Lichts. In Abbildung 4 kann man erken-
nen, dass die Suspension nach dem Ultraschall ohne Filterung noch Agglomerate mit einer
GroBe von mehr als 100 nm enthielt. Nach dem Filtrieren sind diese Agglomerate jedoch
nicht mehr nachweisbar. Das zur Stabilisierung der ultrafeinen Teilchen verwendete BSA
wird mit einem Radius von 3,5 nm am Malvern HPPS gemessen. In der Abbildung 4 ist auf
der Ordinate die Lichtintensitédt dargestellt. Der BSA-Peak ist nach dem Filtrieren groBer als
vorher. Der Grund dafiir liegt darin, dass die groBen Agglomerate nach der Filtration in der
Suspension fehlen und dadurch die gesamte riickgestreute Lichtintensitdt von Printex 90 im

Gesamtverhiltnis geringer geworden ist.

3.2.1.3.4 Bestimmung infundierter UfCP-Anzahl

Fir die Bestimmung der Partikelanzahl einer ultrafeinen Partikelsuspension, deren Masse
nach der Filtration nicht mehr aus der Einwaage abgeleitet werden kann, wurde eine von An-
dreas Stampfl erstellte Geradengleichung verwendet, die die lineare Beziehung zwischen der
Anzahl der Printex 90 Partikel und der Lichtextinktion durch die Partikelsuspension verwen-

det (Khandoga et al, 2004).
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Abbildung 5: Kalibrierkurve fiir Printex 90-Agglomerate mit 100 nm Durchmesser (nach Andreas Stampfl;
Khandoga et al., 2004)

Fiir jede infundierte Probe wurde nach der Uberpriifung am particlesizer (Malvern), ob der
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Durchmesser der Partikelagglomerate kleiner als 100 nm war (Abbildung 4) mit einem Foto-
meter die Partikelanzahl anhand der gemessenen Lichtextinktion mittels der in Abbildung 5
dargestellten Kalibrierkurve bestimmt. Die fiir das gweilige Experiment gewlinschte Teil-
chenzahl wurde durch die entsprechende Verdiinnung der Suspension erreicht. Die Teilchen-
zahlkonzentration wurde so eingestellt, dass 50 pl der ultrafeinen UfCP-Suspension 5 x 10’
UfCP enthielten. Fiir das Infusionsexperiment wurde meist ein Partikelsuspensionsvolumen

von 2 ml hergestellt.

3.2.1.3.5 Versuchsdurchfiihrung (chirurgische Operation)

Die Anithesie der Versuchsmiise erfolgte m it einer Narkoselsung be stehend aus 1 ml Ke-
tavet 100 100 mg/ml] 0,1 ml Rompun 5 % HO0 mg /ml]und 6 ml physiologischer Kochsalz-
18ung P,9 % NaCl] Von der Narkoselsung wu  rden dabei 0,1 ml pro 10 g Képergewicht
intra peritoneal verabreicht. éstzlich wurde zur Sc hmerzlinderung Fentanyl subcutan ver-
abreicht ),5 nug Fentanyl pro 10 g Képerge wicht] ¥m Schutz der Cornea vor Austrock-
nung wurde Bepanthen” Augensalbe (Bayer) aufgetragen. Bei der Durchfiihrung der folgend
beschriebenen Prparationsschrit te befand sich das Versuchstier in Riickenlage auf einer 37
°C temperierten Heizplatte. Der Halsbereich wurde rasiert und mit @ % Alkohol desinfiziert.
Nach erfolgtem medianem Schnitt im Halsbereich und Wundspreizung wurden die Speichel-
driisen nach cranial mobilisiert. Die Carotis externa wurde links neben der Trachea stumpf
frei prpariert. Die Carotis wurde kopfwiits ligiert. Herzwiit s wurde eine Ligatur locker ge-
legt, um zunéhst das GefB anzuheben und um die Spannung zu halten, und um spter nach
Applikation die Carotis abbinden zu kiinen. Cranial wurde das GefB abgeklemmt. Mit einer
um 90° im Spitzenbereich umgebogenen Kaniile (Sterican Z0,3 x 12 mm, Braun) wurde das
GefB erffnet und angehoben. Dabe 1 diente die Kaniile gleichzeitig als Einfiihrungshilfe fiir
den Katheter. Der Katheter mit einem Aullendurchmesser von 0,61 mm und einen Innen-
durchmesser von 0,28 mm (Portex) wurde bis zur Klemme eingefiihrt und mit einer weiteren
Ligatur fixiert. AnschlieBend erfolgte nach dem L&en der Klemme die Infusion. Es wurde
entweder nur 200 pl Krebs-Henseleit-Infusionsl$ ung (zur Kontrolle) oder die in diesem Vo-
lumen enthaltene Partikell$ung, die mittels einer T-Stiick-fimigen Apparatur zugegeben
wurde, verwendet. Die Applikation der Partikellsung wurde wie folgt durchgefiihrt: An die
vollstidig mit KHP-L&ung befiill te T-Stiick Apparatur (Katheter, T-Stiick und Spritze mit
KHP-L&ung) wurde eine zweite Spritze m it UfCP-KHP-L&ung angeschlossen. 50 pl der
hergestellten UfCP-KHP-Lgung enthielten 5 x 10’ UfCP. Demnach wurden zunéhst unter
Bertiicksichtigung des mit KHP-Léung befiillten Totraumvolumens (54,5 pl) des T-Stiicks
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104,5 pl UfCP-KHP-Losung infundiert und anschlieBend mit 95,5 pl KHP-Losung nachge-
spiilt. Dabei verbleiben 54,5 pl der UfCP-KHP-Losung im Totraum des T-Stiicks. Das an-
schlieBende Nachspiilen gewihrleistete die vollstindige Infusion der Partikellosung, da das
Totraumvolumen des Katheters und der Aorta kleiner ist (ca. 26 ul). Nach der erfolgten Infu-
sion wurde das GefdB3 mit der locker gelegten Ligatur abgebunden und der Katheter wieder
entfernt. SchlieBlich wurden die mobilisierten Speicheldriisen wieder anatomisch korrekt zu-
riickverlagert und die Wunde verndht. Wahrend der gesamten Pridparation wurde besonders
auf die Schonung der umliegenden Strukturen, wie z.B. den Truncus vagosympathicus und
den N. phrenicus geachtet. Dabei wurde regelmiBig das Operationsfeld mit physiologischer
Kochsalzlosung befeuchtet. Nach der OP wurde nochmals Fentanyl wie praoperativ subcutan
verabreicht. Die Miuse verblieben zum Erwachen in einer sterilen Kéfigbox, bis sie schlie3-
lich 4 Stunden nach erfolgter Infusion der Partikel unter Narkose und Blutentnahme einge-

schlifert wurden.

Berechnungen

— Totraumvolumen des T-Stiicks:
T-Stiick leer: 2,6373 g
T-Stiick gefiillt, Spritze aufgesetzt und abgezogen: 2,6918 g
Differenz: + 54,5 mg = 54,5 ul Totraumvolumen

— Totraumvolumen des Katheters:
Katheter: 20 cm lang, 0,4 mm Innendurchmesser;, Q =r = 0,2 mm
Zylindervolumen:
V=nxr’xh=mxx(02mm)?x200 mm =25 mm*=25 ul
oder 25 ul je 20 cm Katheter

— Totraumvolumen der Carotis bis Aortenbogen:
Die Gefdplinge von ca. 10 mm, mit einem abgeschditzten Innendurchmesser des Gefdfles von ca.

0,4 mm entsprechen einem Totraumvolumen von etwa 1,25 ul.

— UfCP-KHP-Lo6sung (infundiert):
50 ul der hergestellten UfCP-KHP-Lisung enthielten 5 x 10" UfCP. Unter Beriicksichtigung des
Totraumvolumens des T-Stiicks wurden entsprechend 104,5 ul der Partikellosung appliziert und
mit Pufferlosung nachgespiilt.
UfCP-KHP-Ldsung: 50 ul UfCP-KHP-Ldsung + 54,5 ul Totraumvolumen = 104,5 ul
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3.2.2 Aufarbeitung der Versuchstiere

3.2.2.1 Narkose zur Einschliferung

Direkt nach Beendigung der Expositionen wurden die Tiere durch Applikation einer Narko-
semixtur nacheinander eingeschldfert. Die Anésthesie wurde durch eine intraperitoneale In-
jektion einer Narkoselosung von 25 pul pro 10 g Korpergewicht erreicht. Der Mix bestand aus

10 ml Ketavet100 [100 mg/ml], 0,22 ml Rompun 5 % [50 mg/ml] (TS 500 mg, Bayer).

3.2.2.2 Blutentnahme

Die Blutentnahme wurde mit EDTA-Glaskapillaren (Sarstedt) durch eine Punktion des retro-
bulbdren Venenplexus durchgefiihrt (Andre et al., 2006). Die ersten 0,4 - 0,5 ml Blut wurden
in einem EDTA-Rohrchen (Sarstedt) aufgefangen und geschwenkt. Das restliche Blut (0,3 -
0,5 ml) wurde zur Serums- oder Plasmagewinnung mit einer Monovette (Sarstedt) aufgefan-
gen, bei Raumtemperatur zum Gerinnen fiir mindestens 30 min stehen gelassen und bei 1400
g (g = Erdbeschleunigung) fiir 15 min zentrifugiert. Das Serum, das sich als klare bernstein-
gelbe Fliissigkeitssdule darstellte, wurde abpipettiert und in Eppendorf-ReaktionsgefaBen bei
minus 20 °C gelagert. Hinsichtlich der noch folgenden Gen- und Proteinexpressionsanalysen
von Geweben wurde darauf geachtet, den stérenden Einfluss von Blutzellen und Blutprotei-
nen moglichst auszuschlieBen. Dies wurde mit einer vollstindigen Entblutung des Tieres ge-
wihrleistet, indem die Bauchhohle in der Linea alba er6ffnet und die Aorta abdominalis und

die Vena cava caudalis durchtrennt wurden.

3.2.2.3 Bronchoalveolire Lavage

Zur Durchfithrung der bronchoalveoldren Lavage (BAL) wurde anschlieend das Zwerchfell
der Méuse punktiert, sodass die Lunge kollabieren konnte und die darin enthaltene Luftmenge
reduziert wurde. Danach wurde die Haut vom Unterkiefer bis zum Brustbein durchtrennt und
die Trachea durch Verlagerung und Entfernen der sie bedeckenden Organe und Gewebe frei-
gelegt. Zwei bis drei Trachealringe kaudal des Kehlkopfes wurde ein Kunststoffkatheter in
die Trachea eingefithrt und durch zwei Ligaturen in der Trachea fixiert. Zum Lavagieren
wurde eine PBS-Losung (Seromed, Biochrom) bei Raumtemperatur in einem 500-ml-Behélter
mit Durchstechstopfen verwendet. Dieser Behélter wurde tiber ein Infusionsbesteck (Original-
Infusomat-Leitung, Braun-Melsungen) und einen Dreiwegehahn (Discofix, Braun-Melsun-

gen) mit dem Kunststoffkatheter verbunden. Der Fliissigkeitsspiegel wurde auf 50 cm ange-
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hoben und der Schlauch mit der Spiilflissigkeit gefiillt. An der dritten noch freien Verbindung
am Dreiwegehahn wurde eine leere 2 ml Spritze (Braun-Melsungen) befestigt. Um die Lunge
mit der Spiilfliissigkeit zu fiillen, wurde nun nach Offnen des Hahnes zwischen PBS-Behilter
und Kunststoffkatheter tropfenweise Fliissigkeit in die Lunge gegeben. Nach Fiillung der
Lunge bis zu einem Gesamtvolumen von etwa 0,5 ml wurde dann der Thorax der Maus sanft
zwischen Daumen und Zeigefinger massiert, um eine bessere Verteilung der Fliissigkeit und
eine hohere Zellausbeute zu erreichen. Nach ca. zehn Sekunden wurde nach Umstellung des
Dreiwegehahnes auf die Verbindung Lunge-Spritze mit der aufgesteckten 2 ml Spritze vor-
sichtig die Spiilflissigkeit aspiriert und in bereitgestellte GefiaBle gegeben. Diese Spiilung
wurde zehnmal hintereinander durchgefiihrt. Die ersten zwei Lavagen wurden separat in ei-
nem 5-ml-Reaktionsgefdll (Falcon, Becton Dickinson) fiir die Bestimmung der Gesamtprote-
inkonzentration verwendet. Die acht folgenden Lavagen wurden zur Zellzahlbestimmung in
einem 15-ml-Reaktionsgefdll (Falcon, Becton Dickinson) gesammelt. Beide Falcon-Gefifle
wurden bei 425 g (g = Erdbeschleunigung) fiir 20 min und RT zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Fiir die weiteren Untersuchungen wurde der Uberstand des 5-ml-Falcon in drei
1,5-ml-Eppendorf-Gefdlle fiir die Messung der Gesamtproteinkonzentration aufgeteilt. Das
Volumen und die Farbe des Zellpellets wurden notiert.

Fiir den Zeitraum bis zur Weiterverarbeitung der Zellen wurde das Zellpellet des 5-ml-Falcon
in 1 ml Ndhrmedium aufgelost. Um die Zellen aller zehn Fraktionen von BAL-Lsungen zu
erhalten, wurde diese Zellsuspension in das 15-ml-Falcon iibertragen, auf einem Schiittler gut

gemischt und bei Raumtemperatur fiir maximal 1 Stunde gelagert.

3.2.2.4 Organentnahme

Den Versuchsméusen wurden die Lunge, das Herz, die Aorta und die Leber préapariert und so-
fort nach der Entnahme in fliissigem Stickstoff eingefroren, fiir die folgenden Untersuchungen

separat in 2-ml-Eppendorf-Reaktionsgefille aufgeteilt und bei -80 °C gelagert.

3.2.3 Untersuchung biologischer Endpunkte

3.2.3.1 Klinisch-chemische Parameter der BAL-Ldsung
3.2.3.1.1 Gesamtzellzahl

Die Gesamtzellzahl der BAL-Spiilfliissigkeit wurde unter Verwendung eines Hdmozytome-
ters nach Neubauer ermittelt. Durch die Farbung mit Trypanblau wurden gleichzeitig auch to-

te Zellen erfasst. Diese waren an ihrer durchgehend blauen Féarbung erkennbar, die durch das
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Eindringen des Farbstoffes in Zellen mit geschédigter Zellmembran zustande kommt. 20 pl
Zellsuspension wurden mit 80 ul Trypanblaulésung versetzt und griindlich durchmischt. Mit
dieser Losung wurde eine Kammer des Himozytometers gefiillt und die Zellen bei 40-facher
VergroBerung unter dem Mikroskop (Leitz Diaplan, WILD Leitz AG) ausgezahlt. Es wurden
alle vier Quadranten ausgezdhlt und daraus der Mittelwert bestimmt. Um die Zellzahl pro ml
Medium zu erhalten, musste der Verdiinnungsfaktor beriicksichtigt werden. Die absolute Ge-
samtzellzahl wurde ermittelt, indem die Zellzahl pro ml Medium mit dem tatsidchlichen Vo-

lumen der BAL-Spiilfliissigkeit multipliziert wurde.

3.23.1.2 Zelldifferenzierung

Zur Zelldifferenzierung der BAL-Zellen wurden je 4 Zytospins angefertigt. Hierzu wurden je
75.000 Zellen der Lavagezellsuspension in einer Zytozentrifuge (Zytospin 2, Shandon) fiir 6
min bei 400 U/min zentrifugiert. Die Zellen wurden auf einem mikroskopischen Objekttrager
(Assistent) innerhalb einer begrenzten Auftragsfliche aufgetragen. Die Zytospins wurden
luftgetrocknet und wie folgt weiterverarbeitet: Ein Zytospin pro Tier wurde zur weiteren Ver-
arbeitung fiir 10 min in Aceton fixiert und bei -80 °C eingefroren, ein weiterer Zytospin wur-
de fiir jedes Tier unbehandelt bei -80 °C eingefroren. Zwei Zytospins wurden noch am selben
Tag gefirbt. Hierfir wurden die Objekttrdger fiir 10 min in konzentrierte May-Griinwald-
Losung (Merck), danach fiir 2 min in Leitungswasser, dann fiir 15 min in 1:20 mit Leitungs-
wasser verdiinnte Giemsa-Losung (Merck) und zuletzt fiir 2 min in Leitungswasser gestellt.
Die Objekttrager wurden iiber Nacht getrocknet und am néchsten Tag zum Schutz mit Deck-
glasern unter Verwendung von Klebstoff (Entellan) eingedeckelt, der wiederum tiber Nacht

trocknen musste.

3.2.3.1.3 Gesamtprotein

Das Gesamtprotein der BAL-L6sung setzt sich aus sezernierten Proteinen, Zelltriimmern und
bei Vorliegen einer Schiddigung der Blut-Luft-Schranke auch aus Blutbestandteilen zusam-
men. Den grofiten Anteil am Gesamtprotein hat Albumin. Die Proben wurden bis zur Analyse
bei -80 °C gelagert. Fiir die Untersuchung des Gesamtproteins wurde der Protein-Assay von

Bio-Rad verwendet (3.2.3.3.2).
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3.2.3.2 Genexpressionsanalyse

Um eine nhere Einsicht in die veriiderten =~ Genexpressionen der untersuchten Organe zu er-
halten, die durch die Partikelexposition verursacht werden, wurde von Lungen-, Herz-, Aorta-
und Lebergewebe eine mRNA-Expressionsanalyse via quantitativer RT-PCR am ABI Prism
000 Sequence Detection System (Applied Bios ystems) durchgefiihrt. Die cDNA von 4 Tie-
ren ¢ experimenteller Gruppe wurden zunéh st gepoolt und dann fiir die Analyse eingesetzt.
Das Vielfache der Induktion (fold induction) wurde mittels der ddCT-Methode berechnet und
auf HPRT normiert (Livak und Schmittgen, 2001). Die Sequenzen der genspezifischen Primer
sowie weitere Informationen sind auf Seite 141 in Tabelle A1 zu finden. Der Fokus dieser
Untersuchung lag auf ausgewhlten Genen, di e fiir Proteine codieren, welche in pathways von
entziindlichen Stressreaktionen involviert sind. Zhlreiche Studi en weisen darauf hin, dass
diese pathways durch die Exposition von ultrafeinen Partikeln getriggert werden (Andre et al.,
2006; Sasmono et al., 2007 Frampton et al., 2006; Khandoga et al., 2004; Salvi et al., 1999;
2000; Ulrich et al., 2002; Sun et al., 2005). Die Gene wurden in folgende Kategorien einge-
teilt: Epithel- und Endothelaktivierung (Adhdi onsmolekiile, GefBmotorik, Gerinnungsmar-
ker), Leukozyten (zellspezifische Marker fiir die Invasion bzw. Akkumulation von Leukozy-
ten wie Monozyten bzw. Makrophagen und neutrophilen Granulozyten), Entziindungsmedia-
toren (¥tokine) und oxidativer St ress (Seite 68, Abbildung 10).

Abgesehen von der Lunge, lag das Augenmerk dieser Analyse auf den sekundiien ¥lorga-
nen wie zum Beispiel dem Herz, der Aorta und der Leber. Das Herz und die Aorta wurden
primi als repréentative ¥lorgane fiir kard  iovaskuliie Effekte ausgewhlt. Die Leber wurde
ausgewhlt, da sie (1) eine grofe Rolle in der Clearance von zirkulierenden Partikeln spielt
(via Phagozytose durch das retikuloendotheliale System), (2) fiir inhalierte, ultrafeine Partikel
die Translokation in die Leber gezeigt werden konnte (Semmler et al., 2004), (3) die Leber als
hauptséhliches Organ angesehen wird, welches fiir die Synthese von Akute-Phase-Proteine
verantwortlich ist und (4) die hepatische Mikrozirkulation (Kapillaren) durch die systemische
UfCP-Exposition betroffen zu sein scheint (Khandoga et al., 2004).

3.2.3.2.1 Isolation von RNA aus Mausgewebe (QIAGEN RNeasy Mini Kit)

Fiir die Isolierung der gesamten RNA aus dem Mausgewebe wurden die tiefgefrorenen Ge-
webeproben (3.2.2.4) in Lysing Matrix GefBe“iiberfiihrt und mit 1 ml TriFast © Reagenz
versehen. Die gweiligen Gewebe wurden durch das 2 x 30 s lange Schiitteln bei Stufe 6 im

FastPrep homogenisiert. Dann wurden die GefBe bei 2 °C und 13000 rpm fiir 1 Minute zen-
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trifugiert, um die Zelltriimmer zu pelletieren.

Der Uberstand wurde in 467 ul TriFast® (Sigma) und 334 pul Chloroform (-20 °C) (Merck)
tiberfiihrt, fiir 10 s gevortext und fiir 10 min bei RT inkubiert, um die Separation der Phasen
zu ermoglichen. Diese Mischung wurde bei 2 °C und 13000 rpm fiir 2 min zentrifugiert und
die obere wissrige Phase in ein neues Eppendorf-Gefdl3 tiberfiihrt. Fiir die Féllung der Nu-
kleinséuren wurden 3 pl Glycogen (20 mg/ml, eiskalt), 396 pl NHsAc 10 mM und 604 pl Iso-
propanol (-20 °C) zugegeben und das Gefdl3 vorsichtig geschwenkt. Nach einer 15 miniitigen
Inkubation bei -20 °C wurde das Gefdl} bei 2 °C, 13000 rpm fiir 10 min zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Das Pellet wurde einmal mit 2 ml 75 % Ethanol (-20 °C) gewaschen,
bei 2 °C, 13000 rpm fiir 5 min zentrifugiert und das Trocknen fiir bis zu 5 min ermdglicht. Fiir
das Loslichmachen wurde 50 pl RNA-Stabilisationspuffer (Qiagen) zugegeben und die Lo-
sung wurde mit 600 pl RLT-Puffer (Qiagen), der B-mercaptoethanol (Merck) enthielt, ge-
mischt. Die Eppendorf-Gefdfle wurden vorsichtig invertiert, 650 pl 70 % Ethanol hinzugefiigt
und wieder invertiert. Die Mixtur wurde auf Sdulen transferiert und zentrifugiert, um die Nu-
kleinsduren auf die Silica-Membran zu binden und um Verunreinigungen zu entfernen. Die
Membran wurde einmal mit 400 pl RW1-Puffer (Qiagen) gewaschen und dann in 80 pl DNa-
sel/RDD-Puffer (Qiagen) bei RT fiir 15 min inkubiert, um die genomische DNA zu verdauen.
Anschlieend wurden die Sdulen mit 300 pl RW1-Puffer, dann ein erstes Mal mit 650 pl und
ein zweites Mal mit 350 ul RPE-Puffer (Qiagen) gewaschen. Danach wurde das Gefdl3 bei RT
13000 rpm fiir 2 min zentrifugiert, um verbleibendes Ethanol zu entfernen. Schlielich wurde
die RNA in 200 pl nucleasefreiem Wasser (Qiagen) eluiert. Ein Aliquot wurde fiir die Be-
stimmung der RNA—Konzentration und der Qualitdtskontrolle verwendet. Die restliche RNA

wurde bei -80 °C gelagert.

3.2.3.2.2 Fotometrische Bestimmung der Nukleinsiurekonzentration

Die Messung erfolgte am NanoDrop 1000 (Thermo Scientific). Bei der fotometrischen Be-
stimmung der Nukleinsdurekonzentration nutzt man das Absorptionsmaximum von Nuklein-
sduren bei einer Wellenldnge von 260 nm. Das Absorptionsmaximum von Proteinen liegt bei
280 nm. Bestimmt man das Verhéltnis der Absorption bei 260 nm und bei 280 nm, ldsst sich
die Reinheit der Nukleinsduren abschitzen. In einer reinen DNA- bzw. RNA-Losung sollte
der Quotient 260 nm / 280 nm zwischen 1,8 und 2,0 liegen. Liegt eine Kontamination mit
Proteinen vor, so ist dieser Wert kleiner. Eine Absorption bei 260 nm von 1,0 entspricht in ei-

ner DNA-Losung 50 pg/ml, in einer RNA-Losung 40 pg/ml.
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3.2.3.2.3 Qualititskontrolle der aufgereinigten RNA

Fiir die Qualititskontrolle der aufgereinigten RNA-Eluate wurden 500 ng total RNA mit Loa-
ding Dye (Fermentas) in einem 1 % Agarosegel bei 75 V fiir 1 Stunde aufgetrennt. Dazu wur-
de eine high range RNA-Leiter (PeqLab) mit aufgetragen. Dabei wurde die Integritét der ri-
bosomalen 28-S- und 18-S-Banden verglichen. Eine gute Qualitdt wurde erreicht, wenn die

28-S-Bande etwa doppelt so stark war im Vergleich zu der 18-S-Bande.

3.2.3.2.4 Reverse Transkription von RNA

Fiir die Herstellung von cDNA wurde 1 pg der gesamten RNA in nukleasefreiem Wasser auf
eine Konzentration von 100 ng/ul eingestellt. Um die Denaturierung zu erméglichen, wurden
danach 1 pl Random-Nonamer-Primer zugegeben und bei 70 °C fiir 5 min erhitzt. Anschlie-
end wurde 5 min auf Eis inkubiert, um die Primeranlagerung zu gewihrleisten. Die RNA-
Primer-Mixtur wurde dann bei RT fiir 10 min inkubiert. Die reverse Transkriptasemixtur wur-

de wie folgt hergestellt (Tabelle 3):

1x
5 x First Strand Buffer (Invitrogen, Superscript-Kit) 4l
10 x DTT 0,1 M (Invitrogen, Superscript-Kit) 2l
Superscript II RT 200 U/ul (Invitrogen) 1 ul
RNAse Inhibitor 40 U/ul (Invitrogen) 1 ul
20 x 4dNTPmix 10 mM each (Invitrogen) 1 ul

Tabelle 3: Herstellung der Transkriptasemixtur

Die reverse Transkriptasemixtur wurde der RNA-Primer-Mixtur hinzugefiigt und zunichst bei
42 °C fiir 60 min und dann bei 70 °C fiir 15 min inkubiert, um letztlich das Enzym zu inakti-
vieren. Nach der reversen Transkriptase wurden die Proben zentrifugiert und 1:20 mit nuklea-

sefreiem Wasser verdiinnt. Danach wurde die cDNA bei -20 °C gelagert.

3.2.3.2.5 Quantitative Analyse der Genexpression mit RT-qPCR

Die Real-Time-quantitative-PCR (RT-qPCR) wird verwendet um die initiale Menge an fem-
plate-DNA, iiblicherweise cDNA, die man aus der reversen Transkription von mRNA erhal-
ten hat, zu quantifizieren. Die Quantifizierung wurde mit dem ‘“ABsolute™ QPCR

SYBR®Green ROX Mix” (Thermo Fisher Scientific) durchgefiihrt.
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Die Thermo-Start™ DNA-Polymerase ist eine hot-start-Polymerase, die bei 95 °C fiir 15 min
aktiviert werden muss, damit bei der Anlagerung an die Proben bei niederen Temperaturen
keine Elongation stattfindet, da Primer unspezifisch binden konnen.

Die Quantifizierung wird durch die Zugabe des fluoreszierenden Farbstoffes SYBR™ Green in
die Reaktionsmixtur ermoglicht. Der Farbstoff weist ein starkes Fluoreszenzsignal auf, wenn
dieser in die dsDNA bindet. Dabei nimmt die Fluoreszenz mit der Menge des amplifizierten
Produktes wihrend der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zu. Die emittierte Fluoreszenz wird
am Ende eines jeden Zyklus vom Thermocycler gemessen und mittels der Herstellersoftware
(Applied Biosystems) werden die Fluoreszenzsignale gegen die Anzahl der Zyklen aufgetra-
gen. Nach Beendigung der Reaktion wird ein threshold cycle (CT)-Wert berechnet, der die
Zahl der Zyklen widerspiegelt, die notwendig ist, um eine bestimmte Menge des Produktes zu
erhalten. Zusammen mit den Genen, die von Interesse waren, wurde das housekeeping Gen
Hprt untersucht, welches am Purin-Metabolismus beteiligt ist. Da der Expressionslevel dieses
Gens in verschiedenen Proben gleich bleiben sollte, wurde dessen CT fiir die Normalisierung

der CT-Werte der Zielgene verwendet. Demnach wurden die ACT-Werte wie folgt berechnet:

ACT = CTZie|gen = CTHpI‘T

Um den Effekt von Abweichungen von Reaktionsmixtur-Kompositionen zwischen Zielgenen
und Hprt zu vermeiden, wie zum Beispiel von Primer- oder Polymerase-Konzentationen,
wurde eine interne Kontrolle verwendet, um die ACT-Werte fiir jedes Gen zu normalisieren.
Proben von zeitgleichen Kontrollmédusen im Vergleich zu exponierten Tieren dienten hier als

Kontrollen. Die daraus resultierenden AACT-Werte wurden wie folgt berechnet:

AACT = ACTexponiert - ACTkontrolle

Da in der PCR jeder Amplifikationszyklus einer 2-fachen Zunahme des Produktes entspricht,
entspricht ein AACT-Wert von 1 einem 2-fachen Unterschied in der initialen template Kon-
zentration. Demnach wird die fold induction eines Gens in Relation zu einer Kontrolle fol-

gend berechnet:
fold induction = 27T

Der Reaktionsmix wurde wie in der folgenden Tabelle 4 beschrieben hergestellt.
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1x
ABsolute™ qPCR SYBR®Green ROX Mix 12,5 ul
nukleasefreies H,O (Gibco) 10,5 ul
Primer-Mixtur 5 uM each 1 ul
cDNA 1 ul

Tabelle 4: Herstellung der Reaktionsmixtur

Nach kurzer Zentrifugation wurde der Reaktionsmix in dem folgenden PCR-Programm einge-

setzt.
50 °C 2 min 1 x Zyklus
95 °C 15 min 1 x Zyklus
95 °C I5s 40 x Zyklen
60 °C 1 min

3.2.3.2.6 Primerpaar-Validierung

Um die Spezifitdt des PCR-Produktes zu bestdtigen, wurden die Primerpaare in die Real-
Time-PCR eingesetzt und die Amplifikationsprodukte wurden in einem 2 % Agarosegel bei
100 V fiir 1,5 Stunden aufgetrennt. Es wurde 5 pl der ultra low range DNA-Leiter (Fermen-
tas) und die DNA-Amplifikat-Mixturen aufgetragen, den Letzteren wurde zuvor loading dye
(Fermentas) zugegeben. Fiir die folgenden Analysen wurden nur Primer verwendet, deren
Produkte die korrekte Grofle im Gel ergaben und die zu erwarteten Schmelzkurven aufzeig-

ten.

3.2.3.3 Untersuchungsmethoden auf Proteinebene

3.2.3.3.1 Herstellung von Proteinlysaten aus eukaryotischem Gewebe

Fiir diese Untersuchungsmethode wurden die Proteinextrakte aus den Organen Lunge, Herz
und Leber mittels eines Lyse-Puffers hergestellt, der zusétzlich den Protease-Inhibitor Cock-
tail IIT (Merck Chemicals) enthielt. Die jeweiligen Gewebe wurden durch das 2 x 30 s lange
Schiitteln in den lysing matrix Séulen bei Stufe 6 im FastPrep (Qbiogene) homogenisiert, da-
nach wurden die Gefidfie bei 2 °C und 13000 rpm fiir 1 min zentrifugiert, um die Zelltrimmer
zu pelletieren. Der proteinhaltige Uberstand wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C

eingefroren. Die Proteinlysate von 4 Tieren je Gruppe wurden nach der Proteinkonzentrati-
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onsbestimmung auf eine Konzentration von 1 mg/ml eingestellt. Fiir die weiteren Untersu-

chungen wurden gepoolte Proben eingesetzt und gegebenenfalls verdiinnt.

3.2.3.3.2 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde mithilfe des Biorad-Proteinreagenz (Bio-
Rad) durchgefiihrt. Die Methode der Proteinkonzentrationsbestimmung beruht auf der Bin-
dung des Farbstoffs Coomassie Brilliant Blue G-250 an Proteine und die damit verbundene
Blaufirbung, die zur Proteinkonzentration proportional ist. 5 pl Zelllysat wurden mit 995 pl
Biorad Reagenz, welches im Verhéltnis 1:5 mit aquadest verdiinnt wurde, gemischt und 5 min
bei RT inkubiert. Das Bio-Rad-Reagenz enthilt neben Coomassie Brilliant Blue G-250 noch
Phosphorsédure und Methanol. Die Blaufarbung wurde spektralfotometrisch bei einer Wellen-
lange von 595 nm in einem ELISA-Reader (IEMS Reader MF, Dynex Hybaid Labsystems)
gemessen und die Proteinmenge anhand einer mit BSA erstellten Eichkurve quantifiziert. Als
Standard wurde eine bovine Serumalbumin-Lésung (BSA) mit einer Konzentration von 1
mg/ml verwendet. Die Auswertung erfolgte mit der Herstellersoftware GENESIS II (Dynex
Hybaid Labsystems) und MS Office Excel.

3.2.3.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

Proteinextrakte (3.2.3.3.1) wurden mittels der diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese nach Ldmmli nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt.

Dazu wurde das Gel (NuPAGE Novex 4-12 % Bis-Tris-HCL, Invitrogen) in die dafiir vorge-
sehene Gelkammer (Xcell SureLock Mini—Cell, Invitrogen) eingespannt und diese mit Nu-
PAGE MOPS SDS Runningbuffer (Invitrogen) gefiillt. Von den Proben wurden 20 pg mit 4 x
SDS-Puffer (Invitrogen) versetzt. Zur Aufspaltung der Disulfidbriicken wurde NuPAGE Sam-
ple Reducing Agent (Invitrogen) hinzugegeben. Der Ansatz wurde 5 min auf 95 °C erhitzt, um
Proteine zu denaturieren. Danach wurden sie zusammen mit einem Proteinmarker, der farb-
lich markierte Proteine mit bekanntem Gewicht enthélt, auf das Gel aufgetragen. Die Auf-

trennung erfolgte bei 25 mA, bis die Lauffront das Ende des Gels erreicht hatte.

3.2.3.3.4 Westernblot-Analyse

Die aufgetrennten Proteine wurden mittels Semi-Dry-Verfahren auf eine Nitrozellulose-
Membran libertragen (Westernblot nach Towbin et al., 1992). Dazu wurde das Trenngel in 1 x

Transferpuffer 5 - 10 min dquilibriert. In 1 x Transferpuffer getrianktes, extra dickes Filterpa-
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pier wurde auf die Elektrode gelegt, darauf kamen die Nitrozellulosemembran, das Gel und
ein weiteres getrinktes Filterpapier. Der Transfer erfolgte 1,5 Stunden in der Nassblotkammer
(Xcell IT Blot Module, Invitrogen) bei 25 V.

Nach dem Transfer wurde die Nitrozellulosemembran 1 - 2 min mit PonceauS-Losung (Sig-
ma) gefirbt, um die Proteine sichtbar zu machen. Uberschiissiges PonceauS wurde mit Was-
ser abgespiilt. AnschlieBend erfolgte eine Immundetektion mit entsprechenden Antikorpern.
Die transferierten Proteine konnen mittels spezifischer Antikdrper auf der Nitrozellulose-
membran nachgewiesen werden. Zuerst wurde die Membran 1 Stunde mit Block-Puffer ge-
schiittelt, um unspezifische Antikorper-Bindungsstellen abzusittigen. Die Membran wurde
dann dreimal mit PBS-T gewaschen. Danach wurde die Membran iiber Nacht bei 4 °C mit
dem spezifischen Primér-Antikorper in Blocklosung inkubiert. Die verwendeten Antikdrper
und deren Verdinnungen sind in der nachfolgenden Tabelle 5 finden. Die Membran wurde
anschlieBend dreimal 10 min wiederum mit PBS-T gewaschen, um ungebundene Antikérper
zu entfernen. Der Primér-Antikérper wurde durch einen sekundédren Antikorper detektiert.
Dieser war mit dem Enzym HRP (horse redish peroxidase) konjugiert und konnte somit
durch eine Chemolumineszenz-Reaktion sichtbar gemacht werden. Die Membran wurde dann

1 Stunde mit dem Sekundér-Antikorper inkubiert und danach dreimal 10 min mit PBS-T ge-

waschen.

Primiir-Antikorper Firma Verdiinnung

rat anti-mouse Fibrinogen BD Bioscience, USA 1:7500

rabbit anti-mouse CXCL 1(KC) Cedarlane, Kanada 1:1000

mouse anti-mouse beta-Aktin Sigma-Aldrich, Deutschland 1:50000

rat anti-mouse PCNA Santa Cruz, USA 1:50000
Sekundir-Antikorper Firma Verdiinnung

goat anti-rat IgG, HRP-linked Zymed, Deutschland 1:11000

ECL donkey anti-rabbit IgG, HRP-linked GE Healthcare, UK 1:50000

Tabelle 5: Die zur Immunodetektion verwendeten Antikdrper

Danach erfolgte der Chemolumineszenz-Nachweis, bei dem ein Rontgenfilm exponiert wur-
de. Verwendet wurde das ECL-Plus Detektionssystem (GE Healthcare). Die Membran wurde

5 min im Dunkeln mit 1:40 verdiinntem ECL-Plus inkubiert. Die Fliissigkeit wurde vollstéin-
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dig entfernt, die Membran in eine Folie {iberfiihrt und ein Rontgenfilm ausreichend exponiert
(je nach Signalstirke 10 Sekunden bis 10 min) und entwickelt.

Die Filme wurden anschlieend eingescannt und mit dem Programm Syngene Software Image
(Cambridge, UK) eingelesen und densitometrisch ausgewertet. Dabei wurde die baseline Kor-
rektureinstellung ,,rolling disc* verwendet. Die Proteinexpressionen bzw. die quantifizierten
Intensititen aus den zugehorigen Banden wurden auf die Beta-Aktin- bzw. PCNA-Banden
(Ladekontrolle) normalisiert und als vielfache Verdnderung relativ zu den entsprechenden

Kontrollen dargestellt.

3.2.3.3.5 Searchlight-Multiplex-Proteinexpressionsanalyse

Die gepoolten und auf eine bestimmte Konzentration eingestellten Proteinlysate unterschied-
licher Gewebe wurden fiir die folgende Untersuchung eingesetzt (3.2.3.3.1). Fiir die Protein-
expressionsanalyse wurde der SearchLight® Proteome Array gewihlt (Thermo Fisher Scienti-
fic). Der SearchLight Proteome Array ist ein quantitativer multiplex-sandwich ELISA, der bis
zu 12 verschiedene gespottete capture-Antikorper auf dem Boden jedes wells einer 96-well-
Polystyren-Mikrotiterplatte enthilt. 34 Proteinanalyte, die auf Seite 70, Abbildung 11 aufge-
fuhrt sind, wurden von dem SearchLight Menu of Assays:
http://www.piercenet.com/products/browse.cfm?fldID=4374727D-BA29-45DB-88C82B7271
SDAF6A ausgewihlt. Der Fokus dieser Untersuchung lag auf ausgewé#hlten Proteinen, die an
entziindlichen Stressreaktionen beteiligt sind. Die Proteine wurden in folgende Kategorien
eingeteilt: Epithel- und Endothelaktivierung (Adhédsionsmolekiile), Leukozyten (zellspezifi-
sche Marker fiir die Invasion bzw. fiir die Akkumulation von Leukozyten wie Monozyten
bzw. Makrophagen und neutrophilen Granulozyten) und Entziindungsmediatoren (Zytokine)

(Seite 70; Abbildung 11).

3.2.3.3.6 Multiplex-Suspension-Protein-Array-System zur Quantifizierung von Zytoki-

nen (Mediatoren)

Zur Quantifizierung der von uns untersuchten Zytokine wurde das Multiplex-Suspension-
Protein-Array-System der Firma Bio-Rad, mit welchem simultan bis zu 100 verschiedene Pro-
teine in einer einzigen Kavitdt einer 96-Loch-Mikrotiterplatte analysiert werden kénnen (Ab-
bildung 6), verwendet. Das Prinzip funktioniert analog eines modifizierten Sandwich-
Immunoassays. Hierbei sind verschiedene monoklonale zytokinspezifische Antikérper kova-

lent an unterschiedlich fluoreszenzmarkierte beads (Abbildungen 6a und 6b) gebunden (ana-

55



Versuchstiere und Methoden

log zur Fixierung auf einer Mikrotiterplatte). Ein biotinylierter Detektionsantikorper ist gegen
die jeweiligen Epitope der zu messenden Zytokine gerichtet (Abbildung 6b). Nach Zugabe
von Streptavidin- Phycoerythrin (PE), das an den biotinylierten Antikérper bindet, findet die
Messung nach dem durchflusszytometrischen Prinzip statt (Abbildungen 6b und 6c¢).
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Abbildung 6: Das Prinzip des Multiplex-Suspension-Protein-Array-Systems

Mittels einer Kaniile wird jeweils ein kleines Volumen aus der Probe aufgenommen und zu
einer Durchflusszelle geleitet, welche die beads einzeln in einem gleichméBigen Strom durch-
flieBen ldsst. Hierbei werden die Polystyrolkiigelchen (Durchmesser 5,5 um) an zwei ver-
schiedenen Lasern vorbeigeleitet. Wéhrend der erste ,,rote” Laser durch Anregung der beads
(635 nm) letzten Endes die Zytokine klassifiziert und sich die Zytokinmenge durch die Anre-
gung der PE-Molekiile (zweiter ,,griiner Laser, 532 nm) definiert, wird die gebundene Menge
der jeweiligen Zytokine aufgrund ihrer Fluoreszenzintensitéit quantifiziert (Abbildung 6). An-
hand der Fluoreszenzsignale werden die unbekannten Zytokinmengen mittels einer Standard-
kurve durch Bioplex-Manager-Software (Bio-Rad) berechnet. Auf diese Weise kann man bis

zu 100 Zytokine gleichzeitig in einer Probe messen.

3.2.3.3.6.1 Bioplex-Zytokinkonzentrationsbestimmung

Zur Quantifizierung von Zytokin-Konzentrationen in den BAL-L6sungs- und den Plasmapro-
ben diente das Multiplex-Suspension-Protein-Array-System. Die Anwendung des Luminex
100 Gerites (Bio-Rad) und des Bioplex-Protein-Array-Systems (BioPlex Mouse Cytokine Ar-
ray, Bio-Rad) wurde entsprechend der Anweisungen des Herstellers durchgefiihrt. Die fol-
genden 14 Zytokine wurden fiir die geplante Untersuchung ausgewdhlt: CCL2 (MCP-1),
CXCLI (KC), G-CSF, GM-CSF, IFN-gamma, IL-1 alpha, IL-1 beta, IL-2, IL-6, IL-10, IL-
12(p40), IL-13, IL-17 und TNF-alpha. Die Durchfithrung erfolgte mittels Reagenzsystemen
der Firma Bio-Rad. Entsprechend der Anzahl der untersuchten Proben inklusive der Standards
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wurden die Anti-Zytokin-Antikdrper konjugierte bead-Mixtur nach dem ersten Waschen der
leeren Filterplatte mit 300 pul Waschpuffer (Bio-Rad) je well in die jeweiligen wells pipettiert
und verblieb dort nach der Vakuumfiltration. Jeder der nachfolgend beschriebenen Wasch-
schritte beinhaltete eine anschlieBende Vakuumfiltration. Im nichsten Arbeitsschritt wurde
einmal gewaschen und 50 pl der vorverdiinnten Standardreihe (mit einem Konzentrationsbe-
reich von 0,195 bis 3,200 pg/ml), 50ul der BAL-Flissigkeitsproben oder 50ul der 1:4 vorver-
diinnten Plasmaproben hinzugefiigt, anschlieend wurde die Filterplatte 30 min bei 300 rpm
auf dem Schiittler inkubiert. Im Anschluss wurde die Filterplatte dreimal gewaschen, 25 pl
des vorverdiinnten Biotin konjugierten Multiplex-Detektions-Antikdrpers hinzu pipettiert und
fiir 30 min bei 300 rpm auf dem Schiittler inkubiert. Dann wurde die Filterplatte erneut drei-
mal gewaschen. Nachfolgend wurden 50 pl des vorverdiinnten Streptavidin konjugierten
Phykoerythrins in die jeweiligen wells pipettiert, 10 min bei 300 rpm auf dem Schiittler inku-
biert und nochmals dreimal gewaschen. Nach der letzten Vakuumfiltration wurden je well
125 ul assaybuffer hinzugefiigt und die Filterplatte wurde danach fiir 5 min bei 1100 rpm auf
dem Schiittler inkubiert. Schlieflich wurde die Filterplatte am Luminex 100 eingelesen und
die Zytokinkonzentrationen mittels der Bio-Plex-Manager-Version 3.0-Software ausgewertet.
Die Zytokindaten der BAL-Losungs- und der Plasmaproben wurden in pg/ml angegeben. Die
im Ergebnisteil aufgefiihrten UfCP assoziierten Verdnderungen werden als Prozent im Ver-

gleich zu den jeweiligen Kontrollen (= 100 %) dargestellt.

3.2.3.3.6.2 Lincoplex - Cardiovascular disease panel (CVD)

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, Plasmakonzentrationen von Markern zu untersuchen,
die indikativ fiir kardiovaskuldre Erkrankungen sind. Wie es schon im vorhergehenden Kapi-
tel beschrieben wurde, basierte auch dieses Panel auf der Multiplex-Suspension-Array-
Technik, dem Luminex 100 und den Lincoplex Panels CVDI und CVDII (Millipore). Fiir die
weitere Untersuchung des Plasmas wurden die folgenden sieben Proteine ausgewdhlt: Adipo-
nektin, Fibrinogen, Matrix Metalloproteinase 9, sE-Selektin, SICAM-1, sVCAM-1 und total
PAI-1. Das Protokoll erfolgte, in dhnlicher Weise wie bereits fiir Bioplex beschrieben, ent-

sprechend der Angaben des Herstellers.
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3.2.3.3.7 Histologie
3.2.3.3.7.1 Entwiisserung und Paraffineinbettung von Gewebe

Die einzubettenden Gewebe wurden sofort nach Eintritt des Todes in 4 % paraformaldehyd-
haltige PBS-Losung fixiert und iiber Nacht bei 4 °C in der Losung belassen, wobei die Lun-
gen noch zusétzlich mit einem Druck von 20 cm H,O befiillt wurden, um weitgehend ein Kol-
labieren des Gewebes zu vermeiden. Die Herzen und die Lebern wurden mittels Eintauchen
tiber Nacht in Fixierungspuffer eingebettet, wobei nur mit den Lebern eine vorangegangene
Perfusionsfixation {iber die vena abdominalis durchgefiihrt wurde. Am nichsten Tag erfolgte
die Entwisserung, bei der sich das im Gewebe befindliche Wasser zunidchst durch Alkohol,
dann durch Xylol und durch Paraffin mithilfe des Einbettautomatens (TP 1020, Leica) fol-
gendermallen ersetzt wurde:

30 min Waschen in Leitungswasser; 1 x 1 Std in 70 % Ethanol; 1 x 1 Std in 80 % Ethanol; 1
x 1 Std in 96 % Ethanol; 2 x 2 Std in 96 % Ethanol; 1 x 1 Std in 100 % Ethanol; 2 x 2 Std in
100 % Ethanol; 1 x 1 Std in Xylol; 1 x 2 Std in Xylol; 1 x 1 Std in Paraffin; 1 x 2 Std in Pa-
raffin (Merck).

AnschlieBend wurde das Gewebe an der ParaffinausgieBstation (Histocentre 2, Shandon) in
Einbettformchen mit frischem Paraffin eingebettet. Die Formen wurden zunichst auf RT und
dann bei 4 °C weiter abgekiihlt, danach wurden die eingebetteten Préparate aus den Formen

gelost.

3.2.3.3.7.2 Anfertigung von Paraffin-Gewebeschnitten

Schnitte von paraffineingebettetem Gewebe wurden mit einem Rotationsmikrotom (2040 Au-
tocut, Reichert-Jung) in 4 pm Dicke angefertigt. Zum Schneiden wurde der Block auf dem
Teller des Mikrotoms eingespannt und entsprechend ausgerichtet. Der Winkel des Mikro-
tommessers wurde eingestellt und anschliefend wurde der Block in schneller Folge so lange
geschnitten, bis das Préparat erreicht war. Die Gewebeschnitte wurden zunédchst bei RT in
Leitungswasser gelegt und anschlieBend zur Streckung in ein 50 °C warmes Wasserbad gege-
ben. Im Anschluss wurden die Schnitte auf Superfrost-Objekttrager (Menzel) aufgetragen und
tiber Nacht bei 60 °C getrocknet. Die Schnitte wurden bis zur weiteren Verwendung in Ob-

jekttragerkésten bei 4 °C im Kiihlschrank gelagert.

3.2.3.3.7.3 Immunhistochemische Féirbungen
Die angefertigten Paraffinschnitte wurden nun fiir die weitere Anwendung deparaffinisiert.
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Dies erfolgte zundchst in 2 x 5 min Xylol, rehydriert wurde in einer absteigenden Alkoholrei-
he in 2 x 1 min 100 % Alkohol, 1 x 1 min 90% Alkohol, 1 x 1 min 80% Alkohol, 1 x 1 min
70 % Alkohol und 1 x 1 min Aquadest. Die Inkubation der Schnitte fiir 20 min in 1,8 %
H,0,-Methanol-Losung diente der Inhibition von endogenen Peroxidasen. Die Schnitte wur-
den nachfolgend in destilliertem Wasser gewaschen und in Citrat-Puffer pH 6,0 (DAKO, Glo-
strup, Dédnemark) fiir 15 min bei 270 Watt im Mikrowellenofen erhitzt. Zunéachst wurden die
Gewebeschnitte auf den Objekttrigern bei Raumtemperatur mit Shandon-Coverplates in das
Shandon-Sequenza®-Slide-Rack eingespannt und mit 1 x PBS gewaschen. Das Volumen zwi-
schen Coverplate und Objekttrager betrigt laut Herstellerangaben 100 pl. Demnach wurde zur
Sicherheit grundsétzlich ein Volumen von 120 pl pipettiert. Im Anschluss erfolgte ein Block-
Schritt mit 2 % rabbit-Serum (Verdiinnung 1:50; S-5000, Vektor Laboratories), entsprechend
dem verwendeten sekundidren Antikorper, der aus der gleichen Spezies stammte, um unspezi-
fische Bindungen der Antikorper zu minimieren. Darauthin wurde fiir 60 Minuten mit dem
jeweiligen Primérantikorper inkubiert. Die Konzentrationen der jeweiligen Primér-Antikorper
wurden mittels einer Titration ermittelt. Die verwendeten Konzentrationen bzw. Verdiinnun-

gen, die fiir die folgenden Farbungen eingesetzt wurden, sind in Tabelle 6 beschrieben.

Primirantikorper Firma Verdiinnung
rat anti-mouse Fibrinogen BD Bioscience, USA 1:50
rabbit anti-mouse CXCL 1(KC) Cedarlane, Kanada 1:50

Tabelle 6: Verwendete Primérantikorper

Nach einem Waschschritt wurden die Gewebeschnitte mit dem Sekundirantikorper rabbit
anti-rat biotinylierten Antikérper (BA-4001, Vektor Laboratories, Burlingame, CA, USA) mit
einer Verdiinnung von 1:200 fiir 30 min inkubiert, dann wurde gewaschen und nachfolgend
fiir 30 Minuten mit dem Avidin-Biotin-Komplex inkubiert (ABC; Elite/Vectastain ABC kit,
Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). Dabei wurde Reagenz A und Reagenz B mit ei-
ner Verdiinnung von 1:50 eingesetzt. Die Antikoérperbindung wurde mit H,O, als Substrat und
dem VECTOR® NovaRED™ (VECTOR® NovaRED™ Substrate Kit SK-4800, Vector La-
boratories) als Chromogen fiir 10 min gefirbt. Fiir die Herstellung der NovaRed-
Féarbungslosung wurden in 5 ml aquadest 3 Tropfen von Reagenz 1 (Verdiinnung 1:33), 2
Tropfen von Reagenz 2 (1:50), 2 Tropfen Reagenz 3 (1:50) und 2 Tropfen H,O; (1:50) hinzu-

gegeben. Im Anschluss wurde mit 1 x PBS gewaschen. Die Gegenfiarbung erfolgte fiir 3 min
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mit VECTOR® HEMATOXYLIN-Losung (Vector Laboratories). Danach wurden die Gewe-
beschnitte kurz in aquadest gewaschen und in kurzen Abstinden 10-mal in eine NH4OH-
Losung (37 mM) getaucht. Nachfolgend wurden die Gewebeschnitte fiir 3 min in aquadest
gewaschen und mittels einer aufsteigenden Alkoholreihe und Xylol dehydriert: 2 x 1 min in
96 % Ethanol, 2 x 1 min in 100 % Ethanol und 2 x 5 min in Xylol. Mit VectaMount ™
Mounting Medium (H-5000; Vector Laboratories) und Deckgldsern wurden die Gewebe-
schnitte auf den Objekttrigern eingedeckelt und zur Untersuchung bzw. Auswertung mikro-

skopiert.

3.2.3.3.8 Himatologische Analyse

Fiir die hamatologische Untersuchung wurde das retroorbital entnommene Blut in EDTA-
Rohrchen aufgenommen (Sarstedt) und innerhalb 1 Stunde unter Verwendung des ADVIA

120 Hamatologie Systems (Bayer Diagnostics) gemessen.

3.2.3.3.8.1 Prinzip des ADVIA 120

Beim ADVIA 120 der Firma Bayer Diagnostics handelt es sich um ein auf dem optoelektri-
schem Messprinzip basierendem Durchflusszytometer. Die Ermittlung der verschiedenen
Blutparameter des kleinen und groBen Blutbildes erfolgt in vier analytisch getrennten Schrit-
ten und in drei Kanidlen. Wahrend die Himoglobinbestimmung im Fotometer erfolgt, werden
die Parameter, die mithilfe der Erythrozyten- und Thrombozytenmethode sowie der Basophi-
len-Methode ermittelt werden, im Laserkanal bestimmt. Fiir die Messungen nach der Peroxi-

dase-Methode steht der Peroxidasekanal zur Verfiigung.

3.2.3.3.8.2 ADVIA 120 - Software und Auswertung

Durch die Kombination von Analyseeinheit und angegliederter Computereinheit mit der
Software ADVIA 120 fiir Windows® NT ist die Handhabung durch eine vorherige Wahl der
Spezies Maus und der danach vorgegebenen Softwaremaske sehr vereinfacht und erlaubt die

Darstellung der Ergebnisse in tabellarischer Form.

3.2.3.3.9 FACS - Analyse von Leukozyten durch Aktivierungsmarker

Die Detektion von Proteinen erfolgte mittels Durchflusszytometrie. Durch verschiedene Fér-
bungen konnen Proteine auf der Oberflache und im Inneren von Zellen mit einem Fluores-

zenz-Farbstoff markiert werden. Mithilfe eines Durchflusszytometers werden die Fluores-
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zenz-Intensitien gemessen. Dabei erhlt ma n Aussagen tiber die Anzahl fluoreszierender Zl-
len und die Stike der Fluoreszenz auf den ei nzelnen Zllen. So kiinen Riickschliisse gezo-
gen werden, wie stark ein Protein in oder auf intakten Zllen exprimiert wird, ohne dass diese
Populationen vorher in aufwendigen Anreicherungsschritten isoliert werden miissen. #r
Phaotypisierung der Monozyten und der Gr anulozyten wurde eine Multicolor-
Immunofluoreszenz-Fibung mit anschlieBender Messung in einem Durchflusszytometer der
Firma BD (LSRII) durchgefiihrt. Die Daten wurden mit der Aufnahme-Software FACSDiVa
generiert und mit dem Programm FlowJo Version 7.2.2 (Tree Star Inc.) ausgewertet. Das Pro-
tokoll zur Zlloberfléhenfibung mit konpgierte  n prim#ien Antiképern ist im Folgenden
wiedergegeben. Alle Schritte, wenn nicht anders beschrieben, wurden in einer 96-Loch-
Mikrotiterplatte und bei 4 °C durchgefiihrt:

#néhst erfolgte eine Erythrozytenlyse mittels 600 ul NH  4Cl-Tris-L&ung (Seite 149), die zu
200 pl Blut in Eppendorf-GefBien pipettiert und fiir 10 min bei RT auf dem Schiittler bei 30
rpm inkubiert wurde. AnschlieBend wurde die & llsuspension iiber ein Nylonnetz in ein neues
Eppendorf-GefB iberfiihrt. Das danach zentrif ugierte und mit FACS-Puffer gewaschene
@lpellet wurde in FACS-Puffer resuspendier t, in 96-Loch-Mikrotiterplatten (Rundboden,
Nunc) in gweils 2 wells fur Fibung 1 und Fibung 2 mit ¢ 200 pl tiberfiihrt und zentrifu-

giert (Tabelle .

Laser PMT |Langpass- |Bandpass- |Fluorochrom |Féarbung1 Férbung 2
Filter Filter Parameter Parameter
Blau: 488 nm |G 488/10 FSC/SSC FSC/SSC
F 505 LP 530/30 FITC Ly-6G Ly-6G
E 550 LP 575/26 PE CD49d CD54
D 600 LP 610/20 Propidium lodid | Propidium lodid
B 685 LP 695/40 PerCP-Cy5.5 GR-1 GR-1
A 755 LP 780/60 PE-Cy7
Violett: 405 nm |B - 450/50 Pacific Blue - -
A 505 LP 525/50 (Clgﬁ'ggf]'dgtr’;i’t’g\‘;‘l’ 4in) | CD18 cD18
Rot: 633nm  |C 660/20 APC CD11b CD11b
B 710 LP 730/45 Alexa Fluor 700 CD45 CD45
A 755 LP 780/60 APC-Alexa 750

Tabelle 7: Parameter- und Instrumentekonfiguration von Fibung 1 und Fibung 2

Die restliche Zllsuspension wurde fiir die single color staining (SCS) und ungefibte Zllen
fur die sptere Kompensation auf 9 weitere wells mit ¢ 150 ul aufgeteilt. Der Rest der Zl1-
suspension wurde verworfen. Nach Zntrifuga tion und Verwerfen des B erstandes wurde vor

der Antikiperinkubation, zur Blockade un spezifischer Antikiperbindungen an Fc-
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Rezeptoren, 50 ul Fc-Block (1:500; BD Pharmingen) in jedes well hinzupipettiert und fiir 5
min bei 4 °C inkubiert. AnschlieBend wurde mit 150 pul FACS-Puffer gewaschen und eine 20-
miniitige Inkubation auf Eis erfolgte entweder mit 50 ul Antikérper-Mixtur (aus Fiarbung 1
oder Féarbung 2, Tabelle 7) oder mit einzelnen Antikorpern fiir die SCS. Die Antikorper waren
entweder direkt mit Fluoreszenzfarbstoffen oder mit Biotin gekoppelt. Alle Antikorper wur-
den vor der Verwendung titriert, um optimale Féarbeergebnisse zu erhalten und in der spiteren
Anwendung in den daraus ausgewéhlten Verdiinnungen eingesetzt. Alle fiir die Farbung ver-

wendeten Antikérper und deren eingesetzte Verdiinnungen sind in Tabelle 8 aufgelistet.

i . Konzentration .. Best.-
Antikorper Firma onzentratio Verdiinnung | Fluorochrom | Klon est
[mg/ml] Nr.
R
CD45 BioLegend 05 1:2000 ’;(';gXA Fluor™  130.F11 | 103128
GR-1 BD Pharmingen 0,1 1:400 PerCP-Cy5.5 RB6-8C5 | 552093
Ly-6G BD Pharmingen 0,5 1:200 FITC 1A8 551460
CD11b BD Pharmingen 0,1 1:400 APC M1/70 553312
CD18 eBioscience 0,5 1:100 Biotin M18/2 13-0181
CD54 BD Pharmingen 0,2 1:200 PE 3E2 553253
CD49d BD Pharmingen 0,1 1:200 PE 9C1 557420
Pl Sigma 2 1:100 PI 550013
Streptavidin (SA-CY) | eBioscience 1 1:1000 CascadeYellow 17-4317
Fcylll/ll Rezeptor- . . )
Block (CD16/CD32) BD Pharmingen 0,5 1:500 2.4G2 553142

Tabelle 8: Ubersicht der FACS-Antikorper und andere Reagenzien

Danach wurde noch 50 pl PI (Verdiinnung 1:100) hinpipettiert und fiir 5 min inkubiert, um
die toten Zellen anzufiarben. AnschlieBend wurde 4-mal gewaschen und zur Féarbung des bio-
tinylierten Antikorpers wurde zu dem Zellpellet 50 pl nun der Streptavidin-
Fluoreszenzfarbstoff hinzupipettiert (SA-Cy, 1:1000; eBioecience) und fiir 20 min auf Eis in-
kubiert. AnschlieBend wurde 3-mal gewaschen und die Proben vor dem Einlesen am Durch-
flusszytometer in 100 ul FACS-Puffer resuspendiert. Bei der Messung wurden die Proben au-
tomatisch aus einer 96-Mikrotiter-Platte am HTS des LSRII eingelesen, bis die Anzahl von
30.000 CDA45,0s-Zellen fiir jede Probe erreicht war. Nach der Messung erfolgte die komplette
Auswertung mit FlowJo. Mittels unstained und single colour stainings war es moglich die
Kompensation jedes verwendeten Kanals nachtrdglich in FlowJo durchzufiihren. Anstelle von
Isotypkontrollen wurden FMO(Fluorescence minus one)-Kontrollen verwendet, um positive
und negative Regionen definieren zu kénnen. Dabei werden alle Fluorochrome ohne das Flu-
orochrom von Interesse in dem entsprechenden Kanal gemessen. Damit erhdlt man nach der

Kompensation das verbleibende ,,Grundrauschen® in dem Kanal, welches durch die Signale
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(Emissionen der Fluorochrome) aus allen anderen Kanélen verursacht wird. Um dieses Pha-
nomen vorab zu minimieren oder auszuschliefen, werden die Bandpass-Filter fiir die jeweili-
gen Kanile so ausgewihlt, dass ein Uberlappen der Emissionsspektren der verwendeten Fluo-

rochrome in den jeweiligen Kanilen moglichst gering ist (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Die Bilder A bis F stellen Farbungen mit allen Antikorpern (linkes Feld) und einem FMO-Mix
(rechtes Feld) dar, wobei die Zellen entlang der y-Achse entsprechend ihrer Granularitit und der x-Achse ent-
sprechend dem Fluoreszenzsignal aufgetragen sind. Der ,, cut-off zwischen positiv und negativ geférbten Zellen
wird im im rechten Feld so gesetzt, dass die rechteckige Region rechts von den negativ geférbten Zellen maxi-
mal 5 % Zellen enthilt. A) CD45; B) GR-1; C) Ly-6G; D) CD54 (auch reprisentativ fiir CD49d); E) CD18 und
F) CD11b.

Dieses Ergebnis ermoglicht es nun einen korrekten ,, cut-off* in der Auswertung setzen zu
konnen, d.h. eindeutig zwischen negativ und positiv geférbten Zellen zu unterscheiden. Diese
Methode wird bei Multi-color flow cytometry bevorzugt verwendet (Baumgarth and Roederer
et al. 2000). Im néchsten Schritt wurde eine Gatingstrategie erstellt (Abbildung 8), wobei zu-
ndchst ein klassisches Leukozytengate im FSC- und SSC-Kanal in der Dotplot-Darstellung
generiert wurde (Abbildung 8A). Tote Zellen kdnnen beispielsweise unspezifisch Antikdrper
binden. Die Detektion toter Zellen erfolgte durch den in der DNA interkalierenden Fluores-
zenzfarbstoff Propidiumjodid [PI] (Roche), wobei die Zellmembran lebender Zellen das Ein-

dringen des Farbstoffes verhindert. Demnach wurden Pl,., d.h. tote Zellen, auf diese Weise
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aus der Analyse ausgeschlossen (Abbildung 8B). Die Pl,..-Population wurde anschlieend
auf CD45,.s-Zellen gegated (Abbildung 8C). CD45 ist ein Zelloberflichen-Marker, der nur

auf Leukozyten exprimiert ist.
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Abbildung 8: Gatingstrategie fiir die Datenanalyse der Durchflusszytometrie. A) Intakte Zellen werden als
Erstes durch das FSC/SSC-Profil identifiziert (Dotplot). B) Tote Zellen werden auf Basis des Plyos-Signals eli-
miniert. C) Lebende Zellen werden nach CD45p0s-Leukozyten tiber deren SSC/CD45-Signal-Muster gegated. D)
Die Region im Feld rechts oben zeigt GR1posLy6Gpos-Granulozyten und das Feld links oben GR1posLy6Greg-

Monozyten mit lebenden Zellen werden nach CD45,0s-Leukozyten iiber deren SSC/CD45-Signal-Muster gega-
ted. FMO(Fluorescence minus one)-Kontrollen dienten zur Definition von “positiven” und ,,negativen” Regio-
nen (Baumgarth and Roederer et al., 2000).

Die weitere Auswertung nach granulozytiren und monozytiren Zellen erfolgte durch die sub-
gates: GR1p6Ly6Gpos-Granulozyten und GR1,0Ly6Gpee-Monozyten (Abbildung 8D). Fiir
diese zwei Subpopulationen wurde die geometrische mittlere Fluoreszenzintensitit (GeoMean
FI), als MaB fiir die Expressionsstirke eines Antigens, herangezogen. In diesem Fall galt dies
fiir die Aktivierungsmarker CD54 (ICAM-1), CD49d/Homodimer des VLA-4 Rezeptors und
CD18/CD11b, die das Heterodimer MAC-1 représentieren (Frampton et al., 2006).
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3.2.4 Statistik

Die statistische Signifikanz wurde unter Verwendung des Students T-Test ermittelt (MS Ex-
cel, T-Test Funktion & unabhingige T-Test, gleiche Probengréfen, heteroskedastisch) indem
die zeitgleichen Kontrollen mit den UfCP exponierten Gruppen verglichen wurden. Die stati-
stische Signifikanz wurde fiir *: p < 0,05 angenommen.

Die Werte wurden als Mittelwerte + Standardfehler (standard error of the mean, SEM) darge-
stellt. UfCP-expositionsassoziierte Effekte wurden in % als relative Verdnderung zu den zeit-

gleichen Kontrollen dargestellt.
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4 FErgebnisse

4.1 Inhalation von ultrafeinen Kohlenstoffpartikeln (UfCP)

4.1.1 Pulmonale Reaktion

4.1.1.1 Untersuchung der bronchoalveoliren Lavagefliissigkeit

Verinderungen in den Zellzahlen nach der Inhalation von UfCP

Im Vergleich zu reinluftexponierten Kontrolltieren zeigten die mit ultrafeinen Partikeln expo-
nierten Miuse (UfCP, Massenkonzentration = 440 pg/m’, Anzahlkonzentration = 6,4 x 10°
cm™) eine moderate, aber klar detektierbare pro-entziindliche Antwort. Die mikroskopische
Untersuchung von Zytospin-Préparaten ergab nach 24 Stunden UfCP-Exposition einen
4-fachen Anstieg von neutrophilen Granulozyten in der broncheoalveolaren Lavagefliissigkeit
(BAL, Abbildung 9). Dieser neutrophilen Reaktion ging bereits ein geringer, aber signifikan-
ter Anstieg der Makrophagenanzahl in der Lavage voraus, der in der BAL-Fliissigkeit bereits
nach 4-stiindiger UfCP-Exposition festgestellt wurde. Die Zahl normalisierte sich nach 24-
stiindiger Exposition wieder. In anderen Zellpopulationen wurden keine signifikanten Unter-

schiede detektiert.

Zellzahl total [10E6] Makrophagen [10E6] neutrophile Gran. [10E3]
1,0 1,0 20
0.8 - 0,8 * 15 - *
0,5 - 05 - ’—Fl 10 -
0,3 0,3 5 ’—x—‘ ,,
0,0 0,0 0

4 Std 24 std 4 Std 24 Std 4 Std 24 std
Inhalation Inhalation Inhalation

Abbildung 9: Unterschiede der Zellzahlen in der broncheoalveolaren Lavagefliissigkeit mittels mikrosko-
pischer Untersuchung von Zytospin-Priparaten (Seite 46f, 3.2.3.1). Weille Balken reprisentieren die
Kontrolltiere, schwarze Balken kennzeichnen die mit UfCP exponierten Gruppen. Dargestellt ist der Mittelwert
der Einzeltiere + Standardfehler, n = 8, (*: p <0,05)

Unterschiede des Protein- und Zytokingehaltes

Der gesamte Proteingehalt aus der BAL-Fliissigkeit stieg von 95,9 =+ 8,4 ng/ml (Kontrolltiere)
auf 136,3 + 6,2 ng/ml nach 4-stiindiger UfCP-Exposition (p < 0,05) an und fiel zum spéteren
Untersuchungszeitpunkt wieder auf den Basalwert der Kontrollmiuse ab (106,5 = 4,2 pg/ml
vs. 106,5 + 9,9 pg/ml, nicht signifikant).
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Von 14 Zytokinen, die mittels des Multiplex-Suspension-Protein-Array-Systems in der BAL-
Fliissigkeit untersucht wurden, lag die Konzentration bei 5 Zytokinen (GM-CSF, IL-1 beta,
IL-10, IL-17 und TNF-alpha) unterhalb des Detektionsbereiches (Tabelle 9). Keine Verdnde-
rungen in der BAL-Fliissigkeit wurden fiir die Zytokine G-CSF, IL-2, IL-6 und IL-13 festge-
stellt. Jedoch nahmen zunichst Konzentrationen des IL-8 homologen, neutrophilen Chemo-
kins CXCL1 (KC Chemokin) nach 4-stiindiger UfCP-Exposition ab, wéhrend nach 24-
stiindiger UfCP-Exposition dann die 4-fache Menge zu messen war (p < 0,05). Die IFN-
gamma-Konzentration stieg nach der kurzen Expositionszeit erst um das 2-Fache an, nahm
dann aber um das 2-Fache nach der 24-stiindiger UfCP-Exposition wieder ab. Jedoch zeigten
diese Verdnderungen keine statistische Signifikanz. Die Konzentrationen von IL-1 alpha und

IL-12(p40) waren bei beiden Untersuchungszeitriumen nach der Exposition von UfCP signi-

fikant herabgesetzt.
Inhalation
4 Std 24 Std

Analyte Konz|| Kontrolle UfCP pll Kontrolle UfCP P
total Protein [ug/ml || 959 + 84 [136,3 £ 6,2 |*1]]106,56 £ 42 [1065 % 9,9
cXcL1 pa/ml 58 £ 1,3 22 03 ||l 24 £0,2 109 £15 |*t
G-CSF pa/ml 0,2 £ 0,05 0,1 % 0,05 0,1 £ 0,04 0,2 * 0,05
GM-CSF pa/ml <0OOR <00R <OOR <O0R
IFN-gamma |[pg/ml 1,3 £ 04 2,0 £1,0 2,2 +£06 11 £ 05

iL-1 aipha pg/mi 2,2 £032 i2 £04 Y| 22 £0,2 i5 £04 |
IL-1 beta pa/mi <OOR <OOR <OOR <OOR

IL-2 pg/ml 1,3 £ 0,2 1,0 £ 0,2 1,3 £ 0,2 1,3 £ 0,2

IL-6 pg/ml 0,8 £ 0,2 06 £03 0,3 £ 0,2 0,3 £ 0,2

IL-10 pa/ml <OOR <OOR <OOR <QOR
IL-12(p40) |pg/ml || 23,9 £ 1.3 170 £ 11 |*|f| 18,7 £ 1,5 142 £ 1,2

IL-13 pg/ml 54 £+ 18 42 =20 72 £ 19 76 £ 24
IL17 pg/mi <OOR <QOR <OOR <QOR
TNF-alpha [pg/ml <OOR <QOR <OOR <QOR

Tabelle 9: Gesamtprotein- [ng/ml] und Zytokinkonzentrationen [pg/ml] in der BAL-Fliissigkeit, < OOR =
kleiner als der Messbereich, Mittelwerte + Standardfehler, n = 8, (*: p <0,05)

4.1.1.2 Genexpressionsanalyse

Zunichst wurde eine quantitative RT-PCR-basierte Genexpressionsstudie fiir die Organe
Lunge, Herz, Aorta und Leber durchgefiihrt, um die organspezifischen Antworten identifizie-
ren zu konnen, die nach 4- und 24-stiindiger UfCP-Inhalation induziert wurden. Es wurden
dafiir Marker-Gene ausgewihlt, die in entziindlichen und Gerinnungs- bzw. koagulativen
Wirkungswegen involviert sind. Diese Marker wurden in die Wirkungswege Epithel-/Endo-
thelaktivierung mit koagulativen Effekten, Leukozyten (Akkumulation), Entziindungsmedia-

toren und oxidativen Stress gruppiert, um letztlich ein Reaktionsmuster erkennen zu kénnen.
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Abbildung 10: Genexpressionsanalyse von Lunge, Herz, Aorta und Leber nach 4- und 24-stiindiger UfCP-
Inhalation und 4 Stunden nach UfCP-Infusion. Die Expressionswerte sind als vielfache Verdnderung relativ
zu den Kontrollen dargestellt. Um die Ubersichtlichkeit und die biologische Signifikanz besser hervorzuheben,
wurden Verdnderungen um mehr als den Faktor 1,5 (d.h. < 1,5 oder > 1,5) farblich hervorgehoben. Dabei steht
Rot fur Induktion und Griin fiir Repression (siche Farbcode). Die Gene wurden zu den hier dargestellten
Wirkungswege gruppiert: Epithel-/Endothelaktivierung, Leukozyten (Akkumulation), Entztindungsmediatoren
(Zytokine, Freisetzung) und oxidativem Stress
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Zellspezifische Marker fiir die Invasion und Akkumulation von Leukozyten in dem Gewebe
wie zum Beispiel Monozyten, Makrophagen und neutrophile Granulozyten wurden der Grup-
pe Leukozyten zugeordnet. Eine tabellarische Liste der untersuchten Gene ist in Tabelle A1l
auf Seite 141 zu finden. Die durch eine UfCP-Exposition induzierten Verdnderungen bei den
Versuchstieren wurden als Vielfaches versus reinluftexponierten Kontrolltieren als heatmap
dargestellt (Abbildung 10). Eine Verdnderung in der Transkriptkonzentration die mindestens
grofer oder kleiner als das 1,5-Fache der Kontrollwerte betrug, wurde hierbei bereits als bio-
logisch signifikant ausgewertet. Dies ist zwar ein relativ kleiner Faktor, da ansonsten {ibli-
cherweise erst ein Faktor von 2 fiir eine biologisch relevante Verdnderung akzeptiert wird.
Jedoch wurde hier der Faktor 1,5 gewihlt, da sich eine Anzahl von funktionell gruppierten
Genen hinsichtlich ihres Reaktionsmusters bereits in dieser Groenordnung &hnlich verhielt.
Dieses Prinzip wurde in gleicher Weise auch fiir die Proteinexpressionsanalyse verwendet,
siche dazu folgendes Kapitel 4.1.1.3. Das Reaktionsmuster in der Lunge zeigte nach 4-
stiindiger UfCP-Exposition keine der untersuchten Gene induziert. Vielmehr ergab sich eine
Repression der meisten Markergene fiir Entziindungsmediatoren (///a, IFNg), entziindliche
Zellrekrutierung (Ly6g, Alox5), oxidativem Stress (Gcle, Gstal), alveolédre epitheliale Akti-
vierung (Fga, Fgf, Fgy) und endotheliale Aktivierung (Cd40, Thbsl). Nach 24-stiindiger
UfCP-Exposition verdnderte sich die pulmonale Antwort und mehrere pro-entziindliche Gene
zeigten sich nun induziert: vor allem Gene, die fiir Entziindungsmediatoren (Zytokine) codie-
ren, welche fiir die Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten verantwortlich sind, wie zum
Beispiel Cxcll,Cxcl2 und Cxcl5. Dariiber hinaus gab es auch weitere induzierte Gene, die re-
prasentativ fiir endotheliale Aktivierung (7hbsl, Ednl) und epitheliale Aktivierung (Fga,
Fgf3, Fgy, Abbildung 10) stehen. Wihrend die meisten Markergene nach der ersten Expositi-
onsphase (4-stiindige Inhalation) herunter geregelt waren, gab es zur spéteren Phase (24-
stiindige Inhalation) 10 Gene, die sich bis zu 11-fach induziert zeigten. Diesem Ergebnis ent-
sprechen die schon erwéhnten Daten aus der Lavage, die eine moderate Entziindungsreaktion

nach 24-stiindiger UfCP-Exposition aufzeigten (4.1.1.1).

4.1.1.3 Proteinexpressionsanalyse

Fiir die Proteinexpressionsanalyse wurden Proteinextrakte von gruppenweise gepoolten Lun-
genhomogenaten verwendet. Dabei wurde die Gesamtproteinkonzentration jeder Probe ge-
messen und auf eine einheitliche Konzentration von 1 mg/ml eingestellt und bei Bedarf ver-
dinnt. Im Anschluss wurden von 34 verschiedenen loslichen Proteinen die Konzentrationen

gemessen und dabei die Konzentrationen der UfCP exponierten Tiere mit den Werten der
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Kontrollen verglichen. Eine Verdnderung in der Proteinkonzentration wurde nach dem glei-
chen Prinzip dargestellt, wie es schon fiir die Genexpressionsanalyse angewendet wurde. Um
den Vergleich der Reaktionsmuster der einzelnen Organe zu vereinfachen, wurde zur Darstel-

lung eine heatmap gewdhlt, vergleichbar zur Darstellungsweise der Genexpressionsdaten

(Abbildung 11).

Inhalation | | Infusion

Farbcode
unverdndert
>5 .

Abbildung 11: Proteinexpressionsanalyse von Lunge, Herz und Leber nach 4- und 24-Stunden-Inhalation
von UfCP und 4 Stunden nach UfCP-Infusionsexposition dar. Die Expressionswerte sind als vielfache Ver-
dnderung relativ zu den Kontrollen dargestellt. Um die Ubersichtlichkeit und die biologische Signifikanz besser
hervorzuheben, wurden Verdnderungen um mehr als den Faktor 1,5 (d.h. < 1,5 oder > 1,5) farblich hervorgeho-
ben. Dabei steht Rot fiir Induktion und Griin fiir Repression (siche Farbcode). Die Proteine wurden hier zu fol-
genden pathways gruppiert: Epithel-/Endothelaktivierung, Akkumulation von Leukozyten und Produktion von
Entziindungsmediatoren (Zytokine)
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Die Konzentrationen der Gewebeproteine wurden relativ zu den jeweiligen Kontrollen darge-

stellt. Eine Ubersichtstabelle der absoluten Konzentrationen ist im Anhang zu finden. Die
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Proteinanalyse lieB schon nach 4-stiindiger UfCP-Exposition eine Entziindungsreaktion er-
kennen. Konzentrationen von Markern, die einer Endothelaktivierung zugeordnet werden, wie
zum Beispiel VCAM-1, ICAM-1, P-Selektin und VEGF zeigten sich erhoht. Dariiber hinaus
war eine Zunahme von pro-entziindlichen Zytokinen und Akute-Phase-Proteinen wie TNF-
alpha, IL-10, CXCL12, GM-CSF, IL-1 beta und IL-6 und ein 3-facher Anstieg der pro-
entziindlichen Matrix Metalloproteinase (MMP2) zu detektieren. Diese lédsst auf eine Akku-
mulation von aktivierten neutrophilen Zellen im Lungengewebe schliefen. Die erhaltenen
Werte fiir CXCL1 waren zu beiden Untersuchungszeitpunkten nach der UfCP-Exposition um
das 1,4-Fache angestiegen. Diese tendenzielle Verdnderung ist allerdings in Abbildung 11
nicht zu erkennen, da hier der Schwellenwert fiir eine farbliche Kennzeichnung bei einer
1,5-fachen Verdnderung lag. TGF-B1, ein anti-entziindliches Zytokin, war um mehr als das
10-Fache herabgesetzt, allerdings nur in der frithen Expositionsphase. Hier ist noch
anzumerken, dass eine stirkere pro-entziindliche Antwort nach der 4-stiindigen im Vergleich
zur 24-stiindigen UfCP-Exposition festzustellen war. Zum spéteren Expositionszeitpunkt war
von den Endothel-Aktivierungsmarkern lediglich von VEGF und von den entziindlichen
Zellmarkern nur von MMP2 ein moderater Anstieg festzustellen. Jedoch waren mehrere
entziindliche Zytokine nach 24-stiindiger Inhalation von UfCP erhtht gemessen worden. Im

Besonderen galt dies fiir GM-CSF, IL-6 und IL-10.

4.1.1.4 Freisetzung von CXCL1 durch alveolare Epithelzellen

Die Studie von Andre und Mitarbeiter (2006) zeigte, dass das CXCL1 (KC Chemokin) in der
Lunge sowohl auf Genexpressionsebene wie auch auf Proteinebene nach 24-stiindiger UfCP-
Exposition induziert war. Dieses Chemokin wird mit der entziindlichen Wirkung von ultrafei-
nen Kohlenstoffpartikeln hinsichtlich der Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten in das
Lungengewebe in Zusammenhang gebracht. Aus diesem Grund war zu Beginn der vorliegen-
den Arbeit das Interesse auf CXCL1 gerichtet.

In der vorliegenden Studie konnte die spezifische zelluldre Lokalisation des neutrophilen
CXCL1 Chemokins anhand von immunhistochemischen Farbungen von Lungenschnitten i-
dentifiziert werden. Es zeigte sich, dass alveolare Typ-II-Epithelzellen des Septums die
Hauptquelle von CXCL1 nach 24-stiindiger Inhalation von UfCP sind (Abbildung 12). Im
Gegensatz dazu zeigten die Lungen von reinluftexponierten Méusen oder nach 4-stiindiger
UfCP-Exposition nur sporadisch CXCL1 positive Epithelzellen. Dieses Ergebnis bestitigte
die nach 24-stiindiger UfCP-Exposition gemessene Zunahme des CXCL1 Zytokins in der

bronchoalveoldren Lavagefliissigkeit, die erhohte RNA-Transkriptkonzentration und die ten-
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denziell erhohte Proteinkonzentration im Lungengewebe sowie die Rekrutierung von neu-

trophilen Granulozyten.

Abbildung 12: Immunhistochemischer Nachweis von CXCL1-Protein von Lungenschnitten nach 24-
stiindiger UfCP-Exposition. Alveoliire Epithelzellen sind die Hauptquelle dieses Chemokins. Bilder A und
B reprisentieren beispielhaft Lungenschnitte von Kontrollmiusen, Bilder C und D zeigen Schnitte von mit UfCP
exponierten Méusen. Roten Pfeile zeigen CXCL-1 positiv gefarbte alveolare Typ-II-Epithelzellen

4.1.1.5 Fibrin(ogen)deposition detektierbar an Endothelzellen von kapillaren

Blutgefillen

Fibrinogen ist ein 16sliches Plasma-Glykoprotein, das hauptsidchlich und konstitutiv in der
Leber synthetisiert wird. Aber auch von Epithelzellen ist bekannt, dass diese nach Aktivie-
rung durch IL-6 Fibrinogen basolateral freisetzen kénnen (Haidaris et al., 1997; Laurens et
al., 2007). Da nach 24-stiindiger UfCP-Inhalation eine 3-fache Induktion von alpha-, beta-
und gamma-Fibrinogen mRNA-Expression (Fga, Fgp, Fgy) beobachtet werden konnte, war
es nun von Interesse diese Verdnderung auch auf Proteinebene quantitativ nachzuweisen.

Dazu diente zundchst die Westernblot-Analyse, in der ein Fibrin(ogen) spezifischer Antikor-
per verwendet wurde, d.h ein Antikorper, der spezifisch Fibrinogen sowie Fibrin-Polypeptid-
Untereinheiten detektiert (Khandoga et al., 2004). Mittels einer Analyse von Plasma-

Fibrinogen- und Fibrin-Proben konnte gezeigt werden, dass der Antikérper zwischen alpha-,
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beta- und gamma-Peptiden von Fibrinogen und Fibrinprotein zu unterscheiden vermag. Die
drei Peptid-Banden von Fibrin zeigten sich um etwa 2 kDa kleiner als die Peptid-Banden von
Fibrinogen (Daten sind nicht gezeigt), was sich durch die Abspaltung der Peptiduntereinhei-
ten von ca. 18 Aminosduren erkldren ldsst. Damit und mit der Grof3enabschéitzung der spezifi-
schen Banden (Abbildung 13) wurde fiir unsere Analysen festgestellt, dass die drei detektier-
ten Banden die jeweiligen Polypeptide von Fibrinogen und nicht von Fibrin sind. Im Gegen-
satz dazu ist bei der immunhistochemischen Untersuchung eine derartige Unterscheidung

nicht moglich, siehe auch die entsprechende Studie von Khandoga und Mitarbeiter (2004).
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Abbildung 13: Fibrinogenexpression in Proteinlysaten von Lungengewebe nach 4- und 24-stiindiger-
Inhalation von entweder Reinluft oder UfCP. Das linke Feld zeigt die detektierte Menge an alpha-, beta- und
gamma-Fibrinogen-Polypeptiden mit unterschiedlichen Entwicklungszeiten von 1 (oben) und 5 Minuten (unten),
reprasentiert durch schwarze Banden. M = Marker, 1 = 4-Std-Inhalation Reinluft-Kontrolle, 2 = 4-Std-Inhalation
mit UfCP, 3 = 24-Std-Inhalation Reinluft-Kontrolle und 4 = 24-Std-Inhalation mit UfCP. Die eingescannten
Blots (n = 3) wurden mit der Syngene sofiware image Analyse auf Signifikanz getestet. Die quantifizierten In-
tensititen der Alpha-Peptid-Banden wurden auf beta-Aktin (Ladekontrolle) normalisiert und in %-Verénderung
relativ zu den Kontrollen dargestellt (siche dazu rechtes Feld). Weille Balken reprisentieren Kontrollen und
schwarze die mit UfCP exponierten Gruppen. Dargestellt sind die Mittelwerte = Standardfehler, n =3

Die Quantifizierung bei der Westernblot-Analyse erfolgte mithilfe der densitometrischen
Auswertung der Fibrinogen-Alpha-Peptid-Banden von 3 wiederholten Blots (n = 3). Die Un-
tersuchung ergab jedoch keinen signifikanten Unterschied nach der Exposition von UfCP im
Vergleich zu den Kontrollen. Es war lediglich ein leichter Anstieg der Fibrinogenkonzentrati-
on nach 4 Stunden zu erkennen (Abbildung 13), der ebenso in dem Ergebnis der nachfolgen-
den immunhistologischen Untersuchung zu sehen war.

Um die zelluldre Lokalisation und Deposition von Fibrin(ogen) aufzeigen zu kénnen, wurden
Lungenschnitte mittels immunhistochemischen Farbungen mit dem Fibrin(ogen) spezifischen
Antikorper untersucht (Khandoga et al., 2004). Dabei zeigte sich Fibrin(ogen)deposition auf
Endothelzellen von kapillaren Blutgefia3en (Abbildung 14). Dies war besonders bei Tieren der
4-Stunden-UfCP-Expositionsgruppe nachzuweisen.
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Abbildung 14: Immunhistochemischer Nachweis von Fibrin(ogen)-Protein in Lungenschnitten. Die Abbil-
dungen bzw. die roten Pfeile zeigen die Deposition von Fibrin(ogen) auf dem Endothel von kleinen und kapilla-
ren Blutgefdlen des Septums. Bilder A und B zeigen exemplarisch Lungenschnitte von Kontrollméusen, Bilder
C und D die Befunde nach 4-stiindiger UfCP-Exposition

4.1.2 Reaktion im Blut nach Inhalation von UfCP

4.1.2.1 Himatologische Analyse

Um die Auswirkungen der Inhalation mit UfCP auf der systemischen Ebene zu bestimmen
wurden Blutproben der untersuchten Tiere zundchst zur hdmatologischen Untersuchung he-
rangezogen (Abbildung 15). Wihrend hier die relativen Verdnderungen zwischen Kontroll-
und exponierten Versuchstieren dargestellt werden, sind die absoluten Werte tabellarisch im
Anhang zu finden.

Keine signifikanten Unterschiede wurden in der Zellzahl der weilen Blutkérperchen (WBC)
gemessen, wobei die Zahl von neutrophilen Granulozyten (Neutro) nach 24-stiindiger UfCP-
Exposition signifikant auf 163 % zunahm. Ein vergleichbarer Effekt war fiir Blutmonozyten
(Mono) zu sehen. Jedoch wurden keine Verdnderungen in der Zahl der Lymphozyten
(Lympho) im Blut gemessen. Die Zellzahlen der Erythrozyten (RBC) waren durch die UfCP-
Exposition nicht beeinflusst, wohingegen sich nach 4 Stunden ein zelluldrer Anstieg von
Thrombozyten (PLT) um 49 % (p < 0,05) nachweisen lie}, der nach 24 Stunden zwar noch

erhoht (27 %), aber weniger stark ausgepriagt war.
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Zellzahlen im Blut B4 Std UFCP M 24 Std UfCP

1000 -
(=2}
c
5 |
S
[
2
5 100 1
S
() ]
> i
O\O 4

10
WBC Neutro Mono Lympho RBC PLT Large PLT

Abbildung 15: Himatologische Analyse von Blutproben nach dem 4- und 24-stiindigen Inhalationsexpe-
riment (n = 8). UfCP-assoziierte Verdnderungen von Zellzahlen sind in Prozent relativ zu den zeitlich zugehori-
gen Reinluft-Kontrollen dargestellt. WBC = white blood cells, Neutro = neutrophil granulocytes, Mono = mono-
cytes, Lympho = lymphocytes, RBC = red blood cells, PLT = platelets, Large PLT = large platelets. Dargestellt
sind Mittelwerte = Standardfehler, n = §8; (* =p < 0,05)

Die Untersuchung der Thrombozytenwerte ergab nach 4 Stunden einen beachtlichen 9-fachen
Anstieg von Riesenthrombozyten (Large PLT, p < 0,05), der bei 24-stiindiger Inhalation nur
zu einer 2-fachen Zunahme einstellte. Als Riesenthrombozyten werden sehr grof3e unreife, re-
tikulierte Thrombozyten bezeichnet. Diese Thrombozyten entstehen héufig bei einem gestei-
gerten Thrombozytenbedarf und werden durch Abschniirung aus den Megakaryozyten gebil-
det. Retikulierte Thrombozyten sind gréfer als reife Thrombozyten und beinhalten mehr
RNA. Ein erhohter Wert von retikulierten Thrombozyten ist ein Anzeichen dafiir, dass das
Knochenmark sehr aktiv ist und vermehrt neue Thrombozyten gebildet werden. Das Kno-
chenmark reagiert damit, indem es gréBere Thrombozyten von den Megakaryozyten ab-
schniirt (Martin et al., 1983). Entsprechend der gemessenen Zunahme an Thrombozyten und
Riesenthrombozyten waren nach der Partikelexposition ebenso weitere Thrombozytenpara-
meter verdndert, die Informationen iiber die Gestalt der Thrombozyten und deren Aktivie-
rungszustand liefern (Tabelle 10). Der zelluldre Anstieg an Riesenthrombozyten spiegelte sich
in der signifikanten Zunahme des MPV (mean platelet volume) und der MPM (mean platelet
mass) zu beiden Untersuchungszeitpunkten wieder (p < 0,05). Der PDW (platelet distribution
width) war allerdings nur nach 4-stindiger Inhalation von UfCP angestiegen (p < 0,05). Auch
der PCT (platelet crit) der sich aus der Thrombozytenzellzahl (PLT) und dem MPV berech-
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net, stieg ebenso nur nach 4-stiindiger Partikelexposition an (p < 0,05). Dariiber hinaus wur-
den die Veridnderungen in der Thrombozytengestalt durch Verdnderungen in der strukturellen
Zusammensetzung der Thrombozyten begleitet. Der MPC (mean platelet component) ist ein
Mal fiir die Granularitit (alpha- and delta-Granula) der Thrombozyten und damit fiir deren
Aktivierungszustand. Eine Aktivierung bzw. Degranulation der Thrombozyten geht mit einer
Abnahme des MPC einher. Beziiglich der Verlésslichkeit des Parameters konnte gezeigt wer-
den, dass eine Abnahme des MPC invers mit der Zunahme der P-Selektin Oberflachenexpres-
sion (CD62-P) auf Thrombozyten korrelierbar ist (Ahnadi et al., 2003). Der MPC nahm nach
4-stiindiger UfCP-Exposition stdrker als nach 24-stiindiger Exposition ab (p < 0,05). Der
PCDW (platelet component distribution width) zeigte nach der Partikelinhalation einen signi-
fikanten Anstieg zu beiden Untersuchungszeitpunkten. Die Thrombozytenwerte im periphe-
ren Blut deuten auf eine Mobilisierung von Thrombozyten mit einem erhohten Aktivierungs-

zustand hin.

Inhalation
4 Std 24 Std
Thrombozyten Parameter Kontrolle UfCP p Kontrolle UfCP p
PLT (x10EO3 cells/pL) 809,50 + 86,95 [1203,13 + 54,84 |[*1| 868,50 + 96,656 |[1103,57 + 17,77 [*1
Large PLT (x10EO3 cells/uL) 1,88 0,40 17,63 = 2,71 M 425 1,32 9,00 * 1,34 *1
MPV (fl) 545 £ 0,15 766 £ 016 |*]| 599 % 0,29 7,04 £ 010  [*7
PCT (%) 0,45 % 0,06 0,92 £ 0,04 * o053 £ 0,08 0,78 * 0,02 *1
PDW (%) 51,65 * 1,15 58,70 + 0,79  |*1]| 53,53 % 2,37 56,99 * 1,02
MPC (g/dl) 24,93 £ 0,42 19,86 + 0,32 |*|f 2353 0,72 21,29 £ 0,21 *|
PCDW (g/dl) 7.41 £ 0,17 810 £ 0,08 [|*tf] 7,61 024 8,21 + 0,06 *1
MPM (pg) 1,23 * 0,00 1,26 + 0,00 [|*f| 1,24 * 0,01 1,27 % 0,01 *1
PMDW (pg) 0,43 £ 0,01 0,42 % 0,00 0,43 % 0,00 0,43 % 0,00

Tabelle 10: Himatologische Thrombozyten Parameter im Blut. Mittelwerte +Standardfehler, n = 8, (*: p <
0,05). PLT = Thrombozyten, Large PLT = Grofle Thrombozyten, MPV = mean platelet volume, PCT = platelet
crit, PDW = platelet distribution width, MPC = mean platelet component, PCDW = platelet component distribu-
tion width, MPM = mean platelet mass, PMDW = platelet mass distribution width

4.1.2.2 Analyse von Entziindungsmediatoren im Plasma

Zur Detektion der Mediatoren, die potenziell durch die pulmonale Entziindungsreaktion aus
der Lunge in den Blutkreislauf freigesetzt werden und moglicherweise verantwortlich sind fiir
die Entstehung der extrapulmonalen Effekte im Blut, im Herzen, in der Aorta und in der Le-
ber, wurden 21 16sliche Zytokine untersucht (Abbildung 16). Fiir den Grofteil der gemesse-
nen pro-entziindlichen Zytokine wurde eine signifikante Konzentrationsabnahme von 6 Zyto-
kinen (CCL2, GM-CSF, G-GSF, IL-1 alpha, IL-1 beta und TNF-alpha) nach 24-stiindiger
UfCP-Exposition und nach 4 Stunden Partikelexposition von 3 Zytokinen (CCL2, IL-1 alpha
und TNF-alpha) in gleicher Weise, aber weniger stark ausgeprigt beobachtet. Jedoch blieben
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die Mittelwerte der Plasmakonzentrationen von CXCL1, IL-2, IL-12(p40) und IL-13 abwei-
chend von den gemessenen Zytokinkonzentrationen in den Lungen unverdndert. Unter den
Markern, die als Indikatoren fiir Koagulation und Endothelaktivierung gemessen wurden, war
sVCAM-1, die losliche geschnittene Form des endothelialen Adhésionsmolekiils VCAM-1,
der einzige Marker, dessen Konzentration im Vergleich zu den Kontrollwerten iiber 1,7-fach
herabgesetzt war (p < 0,05). Im Gegensatz dazu schien dessen Konzentration wéihrend der
frithen Expositionsphase, vergleichbar mit ICAM-1 Konzentrationen (sICAM-1), leicht er-
hoht zu sein (ns). Fiir das 16sliche sE-Selektin lagen die Konzentrationen unterhalb des Detek-
tionsbereiches. E-Selektin ist ein membranstindiges, endotheliales Adhdsionsmolekiil fiir
Leukozyten und stellt gleichermallen einen endothelialen Aktivierungsmarker dar, da es nur

nach einer Aktivierung auf der Zelloberfldche exprimiert wird.

Proteinkonzentrationen im Plasma & 4 Std UFCP M 24 Std UfCP
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Abbildung 16: Proteinanalyse von Plasmaproben nach Inhalation von UfCP. Dargestellt sind UfCP-
assoziierte Verdnderungen der Zytokinkonzentrationen in Prozent relativ zu den zeitlich zugehorigen Kontrollen.
Gezeigt sind Mittelwerte & Standardfehler, n=8; (* = p < 0.05)

4.1.2.3 Analyse von Leukozytenaktivierung mittels FACS

In der durchflusszytometrischen FACS-Analyse war das Interesse auf die Granulozyten und
auf die Monozyten gerichtet, da zuvor gezeigt werden konnte, dass diese Leukozytensubpo-
pulationen in die entziindliche Reaktion in der Lunge involviert waren. Ziel war es, den Akti-
vierungszustand von Leukozyten im Blut zu untersuchen, so wie es in der Studie von Framp-
ton und Mitarbeiter (2006) beschrieben wurde. Demnach wurden die Integrine CD11b und
CD18 des heterodimeren MAC-1 Rezeptors (CD11b/CD18) gewdhlt, der fiir die leukozytére
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Adhésion an ICAM-1 der Endothelzellen von Bedeutung ist. Dariiber hinaus wurde das Inte-
grin CD49d, ein Homodimer des VLA-4 Rezeptors (CD29/CD49d), selektiert. Als weiterer
Aktivierungsmarker der Leukozyten diente CD54 (ICAM-1), der jedoch nicht, falls er auf
Leukozyten exprimiert ist, fiir die endotheliale Adhésion von Bedeutung ist, da der passende

Rezeptor auf dem Endothel fehlt. Vielmehr ist er an interleukozytéren oder thrombozytéren

Adhisionen beteiligt.
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Abbildung 17: Durchflusszytometrische-Analyse (FACS) von Blutproben nach der Inhalation von entwe-
der Reinluft oder UfCP. Dargestellt ist das geometrische Mittel der Fluoreszenzintensitit (Geomean FI) von
den Adhidsionsmolekiilen CD54, CD49d, CD11b und CD18, auf Granulozyten (GR1,0,Ly6G.,s) und auf Mono-
zyten (GR1,0Ly6Geg). UFCP-assoziierte Anderungen in der Expression von Zelloberflachenmolekiilen (schwar-
ze Balken) werden im Vergleich zu Reinluft exponierten Kontrollen gezeigt (weile Balken). Dargestellt sind
Mittelwerte £+ Standardfehler, n =8, (*: p <0,05)

Die durchflusszytometrische Analyse ergab, dass Granulozyten (GR1,,sLy6Gpos-Zellen) keine
expositionsabhéngigen Verdnderungen von CD54 (ICAM-1) in der Zelloberflachenexpression
aufzeigten (Abbildung 17). Die Expressionen von CD11b (MAC-1) und CD49d (VLA-4) auf
Granulozyten waren durch die Inhalation mit UfCP reprimiert, wobei die Abnahme nur fiir
den spdteren Untersuchungszeitpunkt signifikant war (p < 0,05). Nach 4- und 24-stiindiger
Partikelinhalationen war eine substanzielle Reduktion von CD18 auf Granulozyten, aber auch
auf Monozyten (GR1poLy6Gpee-Zellen) zu beobachten. Abgesehen von CDI18 zeigten die
Monozyten nach 24-stiindiger Inhalation von UfCP ein abnehmendes Signal an CD54 und
CD49d Zelloberflachen-Aktivierungsmarkern.
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4.1.3 Reaktion im Herz nach Inhalation von UfCP

4.1.3.1 Genexpressionsanalyse

Ebenso wie es schon fiir die Lungen erfolgte, wurde auch von den Herzgeweben eine Genex-
pressionsanalyse durchgefiihrt und tabellarisch als Vielfaches im Vergleich zu den Reinluft
exponierten Kontrollen dargestellt. Eine Ubersicht der Ergebnisse dazu ist in Abbildung 10
auf Seite 68 gezeigt. Verschiedene Marker, die reprisentativ fiir frithe pro-entziindliche Reak-
tionen sind, zeigten sich nach der UfCP-Exposition induziert. Die Expression des lymphocyte
antigen 6 complex, locus G (Ly6g), welche vorwiegend in neutrophilen Granulozyten zu fin-
den ist, dient hier als Nachweis fiir deren Akkumulation im untersuchten Gewebe. Ly6g war
schon nach 4-stiindiger UfCP-Exposition mehr als 5-fach erhoht. Dieses Ergebnis stimmt mit
den erhohten Transkriptkonzentrationen von Lipocalin-2 (Lcn2) und Matrix Metallo-
proteinase 9 (Mmp?9) iiberein. Beide Marker sind dafiir bekannt, hauptsichlich in neutrophilen
Granulozyten exprimiert zu werden (Andre et al., 2006).

Dartiiber hinaus war eine Vielzahl von Genen induziert, die fiir Proteine codieren, welche von
Leukozyten sowie von aktivierten Endothelzellen freigesetzt werden. Darunter befanden sich
immunmodulierende Gene wie galectin-3 (Lgals3) und osteopontin (Sppl) sowie das profi-
brotische Gen fibronectin (Fnl) und der prothrombotische tissue factor (F3). Alle diese Gene
zeigten sich nach der frithen Expositionsphase iiber 2-fach hochgeregelt. Die Zytokinebene
betrachtend waren Transkripte, die fiir neutrophil rekrutierende Zytokine codieren, wie zum
Beispiel Cxc/l und Cxcl2, iiber 2-fach induziert. In vergleichbarem Ausmaf3 waren Induktio-
nen fiir die Akute-Phase-Zytokine ///a und IFNg sowie fiir den Granulozyten-Makrophagen-
Stammzellfaktor (Csf2) zu verzeichnen. Jedoch gab es andere Gene, die pro-thrombotische
(Fibrinogen alpha, beta und gamma) und entziindliche Reaktionen (lipoxygenase (4/ox5), se-
rum amyloid A3, Tnf, und nuclear factor kappaB inhibitor beta) betreffend tiber 2-fach repri-
miert waren. Abgesehen von der 2-fach reprimierten Expression von Sod3 zeigten alle weite-

ren oxidativen Stressmarker keine Verdnderung.

4.1.3.2 Proteinexpressionsanalyse

Die Untersuchung des Herzgewebes auf Proteinebene zeigte, dass die kardiale Reaktion vor
allem nach 24-stiindiger UfCP-Exposition nachweisbar war (Seite 70, Abbildung 11). Zyto-
kine wie zum Beispiel die Interleukine IL-6, IL-10, IL-12(p40), IL-13 und IL-17 waren durch
die Partikelinhalation 2-fach induziert. Ebenso stark waren auch Zytokine wie CCL4, CXCL1

und GM-CSF angestiegen, allerdings nur nach 24-stiindiger UfCP-Exposition. Nur das Prote-
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in Osteopontin war schon nach 4-stiindiger Partikelexposition mehr als 1,5-fach induziert.
Nur wenige Proteine zeigten eine Abnahme ihrer Konzentrationen, wie zum Beispiel
P-Selektin nach beiden Untersuchungszeitpunkten, C-reaktives Protein (CRP), IL-1 alpha und
IL-2 nur nach 4-stiindiger und Resistin und TGF-beta-1 nach nur 24-stiindiger Partikel-

inhalation.

4.1.3.3 Fibrin(ogen)deposition im Herz

Die Untersuchung mittels der Westernblot-Analyse ergab tendenziell erhéhte, jedoch nicht si-

gnifikante Fibrinogendepositionen in den Herzen der Tiere nach 24-stindiger Exposition.
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Abbildung 18: Fibrinogenexpression in Proteinlysaten von Herzgeweben nach 4- und 24-stiindiger Inhala-
tion von entweder Reinluft oder UfCP. Das linke Feld zeigt die detektierte Menge an Fibrinogenpolypeptiden
alpha, beta und gamma, représentiert durch schwarze Banden. M = Marker, Bande 1 = 4-Std-Inhalation Reinluft-
Kontrolle, 2 = 4-Std-Inhalation mit UfCP, 3 = 24-Std-Inhalation Reinluft-Kontrolle und 4 = 24-Std-Inhalation
mit UfCP. Die eingescannten Blots (n = 3) wurden mit der Syngene software image Analyse auf Signifikanz ge-
testet. Die quantifizierten Intensititen der Alpha-Peptid-Banden wurden auf PCNA (Ladekontrolle) normalisiert
und in %-Verinderung relativ zu den Kontrollen dargestellt, siche rechtes Feld. Die weilen Balken reprisentie-
ren Kontrollen und die schwarze Balken die mit UfCP exponierten Gruppen. Die Mittelwerte + Standardfehler
sind dargestellt, n =3

Der tendenzielle Anstieg des Fibrinogengehaltes nach 24-stiindiger UfCP-Inhalation (Abbil-
dung 18) war in vergleichbarer Weise mit der immunhistologischen Analyse von Herzgewe-
beschnitten nachweisbar. Obwohl zum Teil Fibrin(ogen)depositionen in kleinen Gefiflen des
Myokardiums detektiert werden konnten und auf den Schnitten einzelner Tiere leicht erhohte
UfCP assoziierte Fibrin(ogen)depositionen zu erkennen waren, reichte der beobachtete Unter-
schied allerdings nicht aus, um einen klaren signifikanten Unterschied zu deklarieren. Ein
Grund war die erhohte Variabilitit von Fibrin(ogen)depositionen innerhalb der Kontrollgrup-

pen (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Immunhistochemischer Nachweis von Fibrin(ogen)protein in Herzschnitten. Diese Abbil-
dungen bzw. die roten Pfeile zeigen die Deposition von Fibrin(ogen) auf dem Endothel von kleinen Blutgeféfen
des Myokardiums. Bilder A-B zeigen exemplarisch Herzschnitte von Kontrollmausen und Bilder C-D die Be-
funde nach 4-stiindiger UfCP-Exposition

4.1.4 Reaktion in der Aorta nach Inhalation von UfCP

Genexpressionsanalyse spezifischer Markergene

Die limitierte Verfiigbarkeit des Aortengewebes machte es unmoglich eine umfassende Prote-
inuntersuchung durchzufiihren. Demnach lag besonders hier der Schwerpunkt auf der mRNA-
Expressionsanalyse. Allgemein ergab die Genexpressionsanalyse von Gewebehomogenaten
der Aorta entweder eine unverdnderte Regulation oder eine Abnahme von Entziindungsme-
diatoren nach 4-stiindiger UfCP-Inhalation, wohingegen der groBte Teil der ausgewihlten
pro-entziindlichen Markergene besonders nach 24 Stunden induziert war (Seite 68, Abbil-
dung 10). Eine starke pro-entziindliche und pro-koagulative endotheliale Reaktion konnte aus
der erheblichen Hochregulation von Fibrinogen- und Endothelin-Transkripten sowie von I-
caml, Veaml und Selp nach 24-stiindiger UfCP-Inhalation gefolgert werden. In der frithen
Expositionsphase zeigten sich die Fibrinogen-Transkripte (Fga, Fgff und Fgy) zunichst 25-
bis 50-fach reprimiert, wohingegen sie nach 24-stiindiger UfCP-Exposition 6- bis 40-fach in-
duziert waren. Ebenso waren Marker wie zum Beispiel Emrl, Alox5, Ncf2 und Ptgsi, die in-
dikativ fiir die Akkumulation von Monozyten und Granulozyten sind, nach 24-stiindiger

UfCP-Exposition iiber 2-fach induziert, jedoch zeigten sie sich in der frithen Phase groften-
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teils unverdndert oder gar reprimiert. Vergleichbar waren auch Transkripte pro-entziindlicher
Zytokine wie Cxcll, Cxcl2 und Cxcl5 nach 24 Stunden zwischen 2- und 12-fach induziert,
diese blieben aber hauptsédchlich in der frithen Phase unverindert oder zeigten sich sogar her-
unterreguliert. Das Chemokin LIX (Cxcl5), ein Chemokin, welches entscheidend fiir die Re-
krutierung von neutrophilen Granulozyten ist, wies dieselbe Tendenz wie die Fibrinogen-
Transkripte auf: Zunéchst konnte nach 4 Stunden eine 4-fache Repression gemessen werden,
die nach 24-stiindiger Inhalation von UfCP in eine 12-fache Induktion {iberging. Gene repra-
sentativ flir oxidativen Stress (Sod3, Hspala, und Gclc) waren in der frithen Phase deutlich
herunterreguliert und erreichten innerhalb der zweiten Expositionsphase den Kontrollwert. In
dhnlicher Weise war die Expression von glutathione S-transferase alpha 1 (Gstal), ein sensi-

tiver Marker fiir oxidativen Stress, um das 2-Fache nach 24 Stunden Exposition reprimiert.

4.1.5 Reaktion in der Leber nach Inhalation von UfCP

4.1.5.1 Genexpressionsanalyse

Die Genexpressionsanalyse von Leberhomogenaten ergab weder nach 4-stiindiger noch nach
24-stiindiger UfCP-Inhalation einen Hinweis auf eine Entziindungsreaktion (Seite 68, Abbil-
dung 10). Unter den Markern, die représentativ fiir Endothelaktivierung ausgewihlt wurden,
war offensichtlich nur Fibronektin (Fn/) durch die Partikelexposition betroffen und zwar zu-
ndchst 5-fach reprimiert und nach 24 Stunden 3- bis 4-fach induziert. Einige andere Gene, die
relevant fiir den prothrombotischen pathway (Vwf, Thbsl, F3), fiir pro-entziindliche Proteine
(Alox5, Ptgs2, Nos2) sowie fiir Zytokine wie Cc/2 und Cxcl/l sind, erwiesen sich auf
Transkriptebene als 2-fach unterdriickt. Dies war vor allem nach der frithen Expositionsphase
zu beobachten, wohingegen andere Marker (Cd40, Cd40lg, Lgals3, Olrl, IFNg, 1110) mehr
zum spéteren Untersuchungszeitpunkt herunterreguliert waren. Bemerkenswert war die Beob-
achtung, dass nur ///a 2,5-fach induziert war, wihrend fiir die anderen Akute-Phase-Marker,
die 111b, II-6, Tnf, Lcn2 und Saa3 mit einbeziehen, keine expositionsbedingten Veridnderun-

gen zu detektieren waren.

4.1.5.2 Proteinexpressionsanalyse

Die Proteinexpressionsanalyse von Leber-Homogenaten deckte nach 4 Stunden UfCP-
Exposition eine allgemeine Konzentrationszunahme von pro-entziindlichen Markern auf (Sei-
te 70, Abbildung 11), wohingegen nach 24 Stunden entweder keine Verdnderung oder eine

Konzentrationsabnahme gemessen werden konnte, mit der einzigen Ausnahme der 4-fach er-
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hohten TGFB1-Konzentration. Proteinkonzentrationen von TNF-alpha, IL-1 alpha und das
CRP, bekannt als Akute-Phase-Protein, waren nach der ersten Expositionsperiode fast 2-fach
erhoht und erwiesen sich nach 24 Stunden Exposition entweder 2-fach reduziert (TNF-alpha)
oder nicht beeinflusst (CRP). Unerwarteterweise blieben die Konzentrationen von IL-6 groB-
tenteils unveridndert, welches fiir die Induktion der Akute-Phase-Reaktion in der Leber be-
kannt ist. Die IL-2- sowie die Resistinkonzentration war nach 4-stiindiger UfCP-Inhalation
um das 2-Fache erhoht, wohingegen nach 24 Stunden deren Konzentrationen im Bereich der
Kontrollwerte lagen. Marker, die mit einer Endothelaktivierung assoziiert werden, wie in be-
sonderem MaBle VCAM-1, VEGF und E-Selektin, zeigten einen iiber 2-fachen Konzentrati-
onsanstieg nach 4-stiindiger UfCP-Inhalation, der aber nach 24 Stunden unterhalb der Kon-

trollwerte zu messen war.

4.1.5.3 Fibrin(ogen)deposition in der Leber

Die vermutete verstidrkte Fibrin(ogen)deposition in der Leber nach der Inhalation von ultra-
feinen Kohlenstoffpartikeln, wie es beispielsweise Khandoga und Mitarbeiter (2004) durch
die direkte systemische Infusion von UfCP gezeigt hatten, konnte in der vorliegenden Arbeit
nicht bestitigt werden. Die Westernblot-Analyse von Leberproteinextrakten ergab keine par-
tikelassoziierten signifikanten Verdnderungen von Fibrinogenkonzentrationen, weder nach 4-

noch nach 24-stiindiger UfCP-Exposition (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Fibrinogenexpression in Proteinlysaten von Herzgewebe nach 4- und 24- stiindiger Inhala-
tion entweder von Reinluft oder UfCP. Das linke Feld zeigt die detektierte Menge an Fibrinogenpolypeptid al-
pha, reprisentiert durch schwarze Banden. M = Marker, Bande 1 = 4-Std Inhalation Reinluft-Kontrolle, 2 = 4-
Std Inhalation mit UfCP, 3 = 24-Std Inhalation Reinluft-Kontrolle und 4 = 24-Std-Inhalation mit UfCP. Die ein-
gescannten Blots (n = 3) wurden mit der Syngene software image Analyse auf Signifikanz getestet. Die quantifi-
zierten Intensitdten der Alpha-Peptid-Banden wurden auf beta-Aktin (Ladekontrolle) normalisiert und in %-
Verinderung relativ zu den Kontrollen dargestellt, siche rechtes Feld. Die weilen Balken repréasentieren Kontrol-
len und die schwarzen Balken die mit UfCP exponierten Gruppen. Die Mittelwerte + Standardfehler sind darge-
stellt, n=3
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Mithilfe der immunhistologischen Analyse von Lebergewebeschnitten war es moglich die
Deposition von Fibrin(ogen) auf Endothelzellen und Hepatozyten von UfCP exponierten und
Kontrolltieren zu zeigen, jedoch konnte kein Partikel-assoziierter Unterschied in der Intensitét

der Féarbung beobachtet werden (Abbildung 21).

Abbildung 21: Immunhistochemischer Nachweis von Fibrin(ogen)protein von Leberschnitten. Diese Ab-
bildungen bzw. die roten Pfeile zeigen die Deposition von Fibrin(ogen) auf Endothelzellen von kleinen Blutge-
faen und Hepatozyten. Bilder A-B zeigen exemplarisch Leberschnitte von Kontrollmausen und Bilder C-D die
Befunde nach 4-stiindiger UfCP-Exposition

4.2 Intraarterielle Infusion von ultrafeinen Kohlenstoffpartikeln

(UfCP)

Der zweite Teil dieser Studie hatte das Ziel, die direkten induzierten Effekte, verursacht durch
vaskulir verfiigbare Partikel, auf systemischer Ebene zu charakterisieren. Uber den Vergleich
der extrapulmonalen Veridnderungen nach der Partikelinhalation mit denen nach der Infusion
sollte der Beitrag der translozierten Partikel nach der Inhalation hinsichtlich der Erzeugung
der pro-entziindlichen und pro-koagulativen Effekte in den extrapulmonalen Organen ermit-
telt werden.

Um potenzielle direkte Effekte von indirekten Auswirkungen zu unterscheiden, die iiber die

aus den Lungen in die Blutzirkulation freigesetzten Mediatoren ausgelost werden, wurde un-
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ter Umgehung der Lungen die retrograde Verabreichung der UfCP tiber die Arteria carotis in
die Blutzirkulation durchgefiihrt. Bei der Auswertung wurden die Lungen eingeschlossen, um
eine mogliche UfCP assoziierte Freisetzung von Mediatoren zu erkennen. Dieses experimen-
telle Vorgehen sollte die Auswirkungen von inhalierten ultrafeinen Kohlenstoffpartikeln si-
mulieren, die in die pulmonalen Kapillaren translozieren und dann tiber die linke Herzhilfte
in die systemische Blutzirkulation gelangen. Je Maus wurden 5 x 107 ultrafeine Kohlenstoff-
partikel infundiert. Das entspricht mindestens der Anzahl von UfCP, die aufgrund dosimetri-
scher Abschitzungen innerhalb der 24-stiindigen UfCP-Inhalation in die Blutzirkulation
translozieren. Die biologischen Endpunkte, die 4 Stunden nach der Partikelinfusion gemessen

wurden, entsprachen denen, die in der Inhalationsstudie untersucht wurden.

4.2.1 Kontrollen der intraarteriellen Infusion

Um den Effekt der Gewebepréparation (Operation), d.h. der Einfithrung des Katheters und der
Infusion der Losung in die Arteria carotis, auf die gewihlten biologischen Endpunkte zu cha-
rakterisieren, wurde anstelle von partikelhaltiger Pufferlosung nur die Losung infundiert. An-
schlieBend wurden die Proteinkonzentrationen von Lungen-, Herz- und Lebergeweben, aber
auch Proteinmarker von Plasmaproben analysiert. Dabei wurden die Werte aus den Reinluft
exponierten Tieren gemittelt, d.h. von nicht-operierten Versuchsmiusen der Mittelwert aus
den 4- und 24-Stundenwerten berechnet und mit den Werten der mit Puffer exponierten Kon-

trollen aus der Infusionsstudie verglichen.

4.2.1.1 Proteinexpressionsanalyse

Die Untersuchungen zeigten deutliche Verdanderungen bei den meisten entziindlich relevanten
Endpunkten. Tabelle 11 auf Seite 87 stellt das Vielfache der Verdnderungen in der Proteinex-
pression in Lunge-, Herz- und Lebergewebe dar, welche durch die Infusionsapplikation rela-
tiv zu den mit Reinluft exponierten Kontrolltieren verursacht wurde. Durch den operativen
Eingriff waren die Proteinkonzentrationen zahlreicher Marker in allen drei Organen erheblich
angestiegen, wobei das Herz am stérksten betroffen war (Tabelle 11). Es wurde festgestellt,
dass trotz aller Bemiihungen, das Gewebe sorgfiltig zu praparieren, der chirurgische Eingriff
in einer endothelialen Antwort resultierte, mit Begleiterscheinungen wie der Mobilisierung
von Leukozyten und dem Freisetzen von Entziindungsmediatoren, die sich in entsprechenden
Anderungen in Plasma-Proteinkonzentrationen widerspiegelten (Seite 86, Kapitel 4.2.1.3). Es

zeigte sich auch, dass einige Entziindungsmediatoren wie GM-CSF, IFN-gamma, IL-13,

85



Ergebnisse

IL-17, L-Selektin, PDGF, P-Selektin, Resistin TNF-RI, VCAM-1 und VEGF in vereinzelten
Organen nur moderat beeinflusst waren. Dariiber hinaus waren beispielsweise die Proteinkon-
zentrationen von Entziindungsmarkern Adiponektin, CXCL12, IL-10, PDGF-AA, PDGF-BB

weder in den Lungen, noch in den Herzen, noch in den Lebern der Kontrolltiere verdndert.

4.2.1.2 Himatologische Analyse

Die Gesamtzellzahl an Leukozyten war in den mit Puffer exponierten Kontrolltieren um we-
niger als das 1,5-Fache aufgrund der reduzierten Zahlen von Monozyten, Lymphozyten und
eosinophilen Granulozyten gesunken, wohingegen die Anzahl von neutrophilen Granulozyten
nicht betroffen war. Die Zellzahlen von Erythrozyten und Thrombozyten blieben nach dem
chirurgischen Eingriff unberiihrt, wihrend die Zellzahl von Riesenthrombozyten (Large PLT)
um das 7-Fache anstieg (Tabelle 12).

4.2.1.3 Entziindungsmediatoren im Plasma

Vergleichbar mit den untersuchten Geweben waren, nur mit einem wesentlich stirkeren pro-
entziindlichen Reaktionsbild, auch im Plasma zahlreiche Zytokine durch den operativen Ein-
griff betroffen (Tabelle 12). Wéhrend pro-entziindliche Zytokine wie CCL2, CXCL1, Fibri-
nogen, G-CSF, GM-CSF, IFN-gamma, IL-2, IL-6, IL-10, IL-13, sSICAM-1, TNF-alpha und
total PAI-1 starke Induktionen erfuhren, zeigten sich Adiponektin, IL-1 alpha, IL-1 beta, IL-
12(p40), IL-17, MMP9 und sVCAM-1 unveréndert.

Zusammenfassung der durch den chirurgischen Eingriff induzierten Effekte

Die Untersuchungen zeigten, dass bereits die chirurgische Intervention bei den meisten biolo-
gisch relevanten Endpunkten zu deutlichen Verinderungen fiihrte. Einige von diesen Verédn-
derungen waren hauptsichlich ein bis zwei Zehnerpotenzen groler als die Effekte, die durch
die Partikelinhalation induziert wurden (Siehe hierzu auch Kapitel 5 ,,Diskussion, Seite 97

unterer Absatz sowie Seite 98).
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Gewebeproteine Lunge Herz Leber
Adiponektin
CCL2
CCL3
CCL4

CRP
CXCL1
CXCL1Z
CXCL2
E-Selektin
GM-CSF
ICAM-1
IFN-gamma
11.-1 alpha
1L.-1 beta
IL-1ra

11.-2

1L-6 |
1L-10

11.-12(p40)

11.-13

IL-17

L-Selektmn

MMP2

MMP9

Osteopontin
PDGF-AA
PDGF-BEB
P-Selektin

Resistin

TGF-beta-1
TNF-alpha

TNF-RI

VCAM-1

VEGF

Farbcode
x-fache Veranderung

induziert unverandert| reprimiert
>10 [0 _

Tabelle 11: Proteinexpression in den Zielorganen der mit Puffer exponierten Kontrollméuse. Die Veridnde-
rungen der Infusionskontrollen sind als ein Vielfaches relativ zu Reinluft-Kontrolltieren aus dem Inhalationsex-
periment dargestellt
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Himatologie Plasmaproteine
Adiponektin
CCL2
CCL53
CXCL1
E-Selektin
Fibrinogen
G-CSF
Large PLT GM-CSF
IFN-gamma
IL-1 alpha
IL-1 beta
I1.-2

IT.-4

IL-5

IL-6

IL-10
Farbcode IL-12(p40)
IL-12(p70)
IL-13
IL-17
MMP9
unverandert SICAM-1

sVCAM-1
TNF-alpha
total PAI-1

x - fache Veranderung

induziert

>10

Tabelle 12: Himatologische und Plasma-Proteinmarker der Infusions-Kontrolltiere. Die Verdnderungen
der Infusionskontrollen sind als ein Vielfaches relativ zu Reinluft-Kontrolltieren aus dem Inhalationsexperiment
dargestellt. WBC = white blood cells, Neutro = neutrophil granulocytes, Mono = monocytes, Lympho = lympho-
cytes, RBC = red blood cells, PLT = platelets, Large PLT = large platelets.

4.2.2 Pulmonale Reaktion nach Infusion von UfCP

Ziel der Untersuchung der Lungen war es, eine potenzielle Freisetzung von Entziindungsme-
diatoren wie sie bei der Inhalation von UfCP erfolgt, auszuschlieBen, um sicher zu gehen,
dass bei dieser Methode die systemischen Effekte ausschlieSlich durch die systemisch ver-
fugbaren Partikel verursacht werden. Folglich war, wie vorgenannt, die Umgehung der Lun-
gen und die retrograde Verabreichung der UfCP iiber die Arteria carotis in die Blutzirkulation
notwendig. Zur Verifizierung wurden die Lungen mittels einer Gen- und Proteinexpressions-
analyse untersucht, um eine mogliche UfCP-assoziierte Freisetzung von Entziindungsmedia-
toren ausschlieBen zu kénnen.

Keiner der analysierten Entziindungsmarker war im Lungengewebe nach der UfCP-Infusion

auf Genexpressionsebene signifikant induziert (Seite 68, Abbildung 10). Jedoch waren die
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Transkripte, die fiir die Fibrinogenpeptide codieren, beachtlich heruntergeregelt (alpha, beta
und gamma, > 20-fach) und ebenso, der gleichen Tendenz folgend, das Monozyten Chemokin
Ccl2 (MCP-1, > 2-fach). Ein vergleichbares Reaktionsmuster wurde auch in der Proteinex-
pressionsanalyse festgestellt. Keine der Entziindungsmarker waren hinsichtlich ihrer Protein-
konzentrationen signifikant induziert (Seite 70, Abbildung 11). Ebenso wie auf Genexpressi-
onsebene zeigten sich hier die CCL2-Proteinkonzentrationen um das 2-Fache herabgesetzt.
Diese Tendenz war auch fiir Resistin und den TNF Rezeptor 1 zu beobachten.

Zusammenfassend wurde keine signifikante Entziindungsreaktion im Lungengewebe durch
die intraarterielle Infusion von UfCP festgestellt. Damit konnte die potenzielle Freisetzung
von Mediatoren ausgeschlossen werden, wobei dies nun die Unterscheidung zwischen direk-

ten und indirekten systemischen UfCP assoziierten Effekten ermdglichte.

4.2.3 Reaktion im Blut nach Infusion von UfCP

4.2.3.1 Himatologische Analyse

Die Erythrozyten- und Leukozytenzellzahlen (RBC und WBC, Abbildung 22) waren nach der
Partikelinfusion nicht signifikant veréndert, lediglich eine tendenzielle 1,3-fache Zunahme an

Leukozyten war zu beobachten (ns).

Zellzahlen im Blut B 4 Std UfCP Infusion
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Abbildung 22: Himatologische Analyse von Blutproben 4 Stunden nach der intraarteriellen Infusion von
UfCP. Dargestellt sind die UfCP-assoziierten Verdnderungen der Zellzahlen in Prozent relativ zu den mit Puffer
exponierten Kontrollen. WBC = white blood cells, Neutro = neutrophil granulocytes, Mono = monocytes, Lym-
pho = lymphocytes, RBC = red blood cells, PLT = platelets, Large PLT = large platelets. Dargestellt sind Mit-
telwerte = Standardfehler, n = 6; (* = p < 0,05)
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Durchschnittlich nahm die Anzahl der im Blut zirkulierenden neutrophilen Granulozyten
(Neutro) und Monozyten (Mono) um einen Faktor von 3,5 (Neutro) und 2 (Mono) nach der
Infusion von UfCP zu. Jedoch waren diese Verdnderungen aufgrund der unterschiedlichen
Reaktionen der Mause statistisch nicht signifikant. Im Gegensatz dazu konnte ein statistisch
signifikanter Anstieg von Lymphozyten (Lympho) um einen Faktor von 1,3 verzeichnet wer-
den (p < 0,05). Die Anzahl an Thrombozyten (PLT) und Riesenhrombozyten (Large PLT)

wurde durch die Partikelinfusion nicht beeinflusst.

4.2.3.2 Analyse von Entziindungsmediatoren im Plasma

Wihrend die meisten der 21 untersuchten Zytokine im Plasma nach der Infusion von UfCP
herabgesetzte Konzentrationen aufwiesen, zeigten sich nur einige tendenziell erhoht
(Abbildung 23). Zu den Letzteren gehoren IL-17 und MMP9, deren 1,5-fach erhohte Verén-
derung jedoch statistisch nicht signifikant war. Im Gegensatz dazu gab es 4 Zytokine, CCL2
(MCP-1), CXCL1 (KC), GM-CSF und IL-13, deren Konzentrationen partikelassoziiert bis zu
1,3-fach herabgesetzt waren (p < 0,05).
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Abbildung 23: Analyse von Plasmaproben nach der intraarteriellen Infusion. UfCP-assoziierte Verédnde-
rungen in den Proteinkonzentrationen sind dargestellt als Prozent relativ zu den mit Puffer exponierten Kontrol-
len. Das Diagramm zeigt Mittelwerte + Standardfehler, n = 6; (*: p <0,05)

Es wurden auch spezifische Marker fiir eine kardiovaskuldre Erkrankung wie Fibrinogen, sE-
Selektin, SICAM-1, sVCAM-1 und total PAI-1 im Plasma untersucht. Die gemessenen sE-
Selektin-Konzentrationen der einzelnen Proben lagen unterhalb des Detektionsbereiches und

zeigten sich auBerhalb bzw. kleiner als der messbare Konzentrationsbereich und wurden daher
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in der Abbildung 23 nicht aufgefiihrt. Fiir die verbleibenden Analysen wurden keine signifi-

kanten Verinderungen beobachtet.

4.2.3.3 Analyse von Leukozytenaktivierung mittels FACS

Die Expressionsanalyse der Zelloberflaichenrezeptoren auf Granulozyten aus der Blutzirkula-
tion ergab keine UfCP-assoziierten Effekte (Abbildung 24). Bei der Untersuchung von Mono-
zyten konnte ein signifikanter Anstieg der CD54-(ICAM-1)-Expression um einen Faktor von
2 detektiert werden, wihrend andere Oberflachenmolekiile keine statistisch signifikante Ver-

dnderungen aufzeigten.
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Abbildung 24: Durchflusszytometrische-Analyse (FACS) von Blutproben nach intraarterieller Infusion
von Pufferlosung oder UfCP. Dargestellt ist das geometrische Mittel der Fluoreszenzintensitit (Geomean FI)
von den Adhdsionsmolekiilen CD54, CD49d, CD11b und CD18 auf Granulozyten und Monozyten. UfCP-
assoziierte Anderungen in der Expression von Zelloberflichenmolekiilen (schwarze Balken) werden im Ver-
gleich zu mit Puffer exponierten Kontrollen gezeigt (weifle Balken). Dargestellt sind Mittelwerte = Standardfeh-
ler, n = 6; (*: p <0,05)

4.2.4 Reaktion im Herz nach Infusion von UfCP

4.2.4.1 Genexpressionsanalyse

Nahezu alle Entziindungsmarker zeigten entweder keine Anderung oder eine Repression ihrer
Transkripte nach der Infusion von Partikeln (Seite 68, Abbildung 10). In der Tat konnte eine
1,5-fache Induktion nur fiir Osteopontin (Spp/) und Glutation-S-transferase-Transkripte

91



Ergebnisse

(Gstal) festgestellt werden. Letztere kann zusammen mit einem 1,4-fachen Anstieg von Ha-
moxigenase 1 (HmoxI)-Transkripten als Hinweis auf eine dort vorherrschende oxidative
Stressreaktion gewertet werden. Die Transkriptexpression von den Zytokinen ///a, 1/6 und
Cxcl5 war um 1,5 bis 5-fach reprimiert. Dies gilt auch fiir Entziindungsmarker wie Fibrinogen

(Fga, Fgf, Fgy), Serum Amyloid A3 (Saa3) und den Rezeptor fiir oxidiertes LDL (Olr1).

4.2.4.2 Proteinexpressionsanalyse

Die Untersuchung auf Proteinebene in den Herzgeweben ergab in der Gesamtheit keine
UfCP-assoziierten Verdnderungen nach der Infusion von UfCP. Die Proteinkonzentrationen
von nur 2 Markern, TGF-beta-1 und E-Selektin, waren nach der Partikelexposition mehr als

1,5- fach herabgesetzt (Seite 70, Abbildung 11).

4.2.4.3 Fibrin(ogen)deposition im Herz

Beide, die Westernblot-Analyse (Abbildung 25) und die immunhistochemische Farbung von
Herzgewebeschnitten ergaben 4 Stunden nach Partikelinfusion keinen Hinweis auf erhohte

Deposition von Fibrin(ogen) in den Kapillaren des Herzens (Abbildung 26).
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Abbildung 25: Fibrin(ogen)expression in Proteinlysaten von Herzgewebe 4 Stunden nach der Infusion von
Pufferlosung oder UfCP. Das linke Feld zeigt die detektierte Menge an Fibrin(ogen)polypeptide alpha, beta
und gamma, reprisentiert durch schwarze Banden. M = Marker, Bande 1 = 4- Std nach Infusion von KHP-
Losung, 2 = 4-Std nach Infusion von UfCP. Die eingescannten Blots (n = 3) wurden mit der Syngene software
image Analyse auf Signifikanz getestet. Die quantifizierten Intensititen der Alpha-Peptid-Banden wurden auf
PCNA (Ladekontrolle) normalisiert und in %-Verinderung relativ zu den Kontrollen dargestellt, siche rechtes
Feld. Die weilen Balken représentieren Kontrollen und die schwarzen Balken die mit UfCP exponierten Grup-
pen. Es sind die Mittelwerte + Standardfehler dargestellt, n =3
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Abbildung 26: Immunhistochemischer Nachweis von Fibrin(ogen)expression in Herzschnitten von mit
Puffer- und UfCP- exponierten Miusen. Diese Abbildungen bzw. die roten Pfeile zeigen die Deposition von
Fibrin(ogen) auf Endothelzellen von kleinen kapillaren Blutgefidf3en, wobei keine UfCP assoziierten Unterschie-
de zu beobachten waren. Bilder A-B zeigen exemplarisch Herzgewebeschnitte von Kontrollmiusen und Bilder
C-D diese von Midusen 4 Stunden nach UfCP-Infusion

4.2.5 Reaktion in der Aorta nach Infusion von UfCP

Ebenso wie in der Inhalationsstudie war die geringe verfiigbare Menge von Aortagewebe fiir
die nachfolgenden Untersuchungen limitierend. Demnach wurde vergleichend zur Inhalati-
onsstudie der Schwerpunkt auf die Genexpressionsanalyse gelegt. Der stirkste UfCP bedingte
Anstieg von Transkripten konnte fiir die pro-entziindlichen Zytokine Cxc/l, Csf2 und 1/6 beo-
bachtet werden, die 1,5- bis 6,6-fach induziert waren (Seite 68, Abbildung 10). Leukozytére
Zellmarker wie Osteopontin (Sppl), COX2 (Ptgs2) und Ly6g waren iiber 2-fach induziert. Er-
hohte Expressionen zeigten sich fiir Veaml, Cd40lg und in einem geringeren Ma@} flir fissue
factor (F3) und den von-Willebrand-Faktor (/wf). Daraus lésst sich eine durch systemisch in-
fundierte UfCP induzierte Endothelaktivierung und prokoagulative Situation ableiten.

Dariiber hinaus waren die oxidativen Stressmarker Hmox/ und Gclec um 1,5- und 1,7-fach in-
duziert, wohingegen die Transkripte von allen 3 Fibrinogengenen (Fga, Fgfs und Fgy inklusi-

ve Tnfund 1110) zweifach reprimiert waren.

93



Ergebnisse

4.2.6 Reaktion in der Leber nach Infusion von UfCP

4.2.6.1 Genexpressionsanalyse

Die Expression keiner der untersuchten Marker war nach der Partikelinfusion signifikant in-
duziert (Seite 68, Abbildung 10). Im Gegensatz dazu waren zahlreiche Marker, die fiir eine
Entziindungsreaktion relevant sind, wie zum Beispiel Ednl, Thbsl, Vcaml, Alox5, Pecaml,

Cxcl5, 116 und Ccl2 tiber 2-fach reprimiert.

4.2.6.2 Proteinexpressionsanalyse

Den mRNA-Daten entsprechend wurden die meisten der untersuchten Marker durch die Par-
tikelinfusion auch auf Proteinebene nicht beeinflusst, mit den Ausnahmen von TNF-RI und L-

Selektin, welche mehr als 1,5-fach angestiegen waren (Seite 70, Abbildung 11).

4.2.6.3 Fibrin(ogen)deposition in der Leber

Die Westernblot-Analyse ergab keine UfCP-assoziierten Verdnderungen in den Leberprotein-

extrakten, weder in der Expression noch in der Deposition von Fibrinogen (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Westernblot der Fibrinogenexpression in Proteinlysaten von Lebergewebe 4 Stunden nach
der Infusion von KHP-Lésung oder UfCP (linkes Feld). Das linke Feld zeigt die detektierte Menge an Fi-
brin(ogen)polypeptide alpha, reprisentiert durch schwarze Banden. M = Marker, Bande 1 = 4-Std nach Infusion
von KHP-Losung, 2 = 4-Std nach Infusion von UfCP. Die quantifizierten Intensitdten der Alpha-Peptid-Banden
wurden auf beta-Aktin (Ladekontrolle) normalisiert und in %-Veridnderung relativ zu den Kontrollen dargestellt,
siche rechtes Feld. Die weilen Balken représentieren Kontrollen und die schwarzen Balken die mit UfCP expo-
nierten Gruppen. Es sind die Mittelwerte + Standardfehler dargestellt, n =3

Die immunhistologische Analyse von Lebergewebeschnitten bestétigte ebenso das Ergebnis
aus der Westernblot-Analyse, wobei keine deutlichen Unterschiede zwischen den Kontroll-

und den Infusionstieren zu beobachten waren. In beiden Gruppen (Kontroll- und UfCP-
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Exposition) konnte jedoch unabhédngig von der Infusion von UfCP eine Fi-

brin(ogen)deposition in der sinusoidalen Region detektiert werden (Abbildung 28).

Abbildung 28: Immunhistochemischer Nachweis von Fibrin(ogen)protein von Leberschnitten. Diese Ab-
bildungen bzw. die roten Pfeile zeigen die Fibrin(ogen)deposition in der sinusoidalen Region von mit Pufferls-
sung oder UfCP exponierten Mausen. Bilder A-B zeigen exemplarisch Leberschnitte von Kontrollmdusen und
Bilder C-D diese von Méausen 4 Stunden nach UfCP-Infusion
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5 Diskussion

Epidemiologische sowie experimentelle toxikologische Studien bestitigen die Arbeits-
hypothese, dass die systemischen entziindlichen Effekte, die durch die Inhalation von hohen
Partikelkonzentrationen verursacht werden, eine Aktivierung des vaskuldren Endothels sowie
einen pro-koagulativen Zustand fordern. Gerade diese Prozesse tragen zu einer Verschlimme-
rung kardiovaskulédrer Erkrankungen wie zum Beispiel Artherosklerose, wodurch es zunéchst
zu einer erhohten Destabilisierung artherosklerotischer Plaques kommen kann, die meist ei-
nen Herzinfarkt zur Folge hat (Seaton et al., 1995; Delfino et al., 2005; Salvi et al., 1999;
Suwa et al., 2002; Sun et al., 2005). Bis heute ist es unklar, ob die extrapulmonalen Effekte in
den sekundiren Zielorganen nach der Inhalation ,,direkt* durch translozierte, von den Lungen
in die Blutzirkulation gewanderten ultrafeinen Partikel (UfP) vermittelt werden, oder ob die
durch die Inhalation von UfP induzierte Lungenentziindung, mit dem Freisetzen von Mediato-
ren in die Blutzirkulation, ausschlaggebend fiir das Verursachen der systemischen Effekte ist
(,,indirekter Wirkungsweg). Der Schwerpunkt der vorliegenden Untersuchungen lag auf bei-
den partikuldren Wirkungswegen tiber das Blut. Die Untersuchung von weiteren Wirkungs-
wegen, beispielsweise tiber die Lymphe, sowie eine Wirkung iiber das autonome Nerven-
system, war zur Beantwortung der Fragestellung ,,direkter oder ,,indirekter partikuldrer Wir-
kungsweg in der vorliegenden Studie nicht von Bedeutung und wurde daher ausgeschlossen.
Um diese Fragestellung der partikuldren Wirkung tiber die Blutzirkulation zu bearbeiten,
wurden zwei unterschiedliche Expositionsmodelle, die Inhalation und die Infusion, gewihlt.
Uber den Vergleich der untersuchten Endpunkte bzw. deren Reaktionsmuster sollte eine Un-
terscheidung zwischen ,,direkten” und ,,indirekten* Partikeleffekten ermoglicht werden und
dies sollte die Relevanz der direkten systemischen Partikelwirkung fiir die Inhalation von
Partikeln aufzeigen. Darauf hatten zahlreiche Studien bereits hingewiesen (Kreyling et al.,
2002; Oberdorster et al., 2002; Nemmar et al., 2002; Khandoga et al., 2004). Fiir die zwei
Expositionsmodelle wurden zum Einen das Ganzkorperinhalationsexperiment entsprechend
der Studie von Andre und Mitarbeiter (2006) gewdhlt, bei dem direkte sowie indirekte Effekte
erfolgen. Zum Anderen fiel in der vorliegenden Arbeit die Entscheidung auf die intraarterielle
Infusion (Khandoga et al., 2004), bei der direkte systemische Effekte durch eine direkte
Partikelwirkung erfolgen.

Methodische Aspekte

Vergleichbar zu der Inhalationsstudie von Andre und Mitarbeitern (2006), wurden pulmonale
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und dartiberhinaus extrapulmonale Effekte nach 4- und 24-stiindiger Inhalation von ultra
feinen Kohlenstoffpartikeln (UfCP, Massenkonzentration = 440 pug/m’, Anzahlkonzentration
= 6,4 x 10° cm™) untersucht und mit den Ergebnissen 4 Stunden nach der intraarteriellen Infu-
sion von UfCP verglichen. Die Partikeldosis fiir die Infusion wurde zunéchst anhand aktueller
dosimetrischer Daten abgeschitzt (Kreyling et al., 2002; Semmler et al., 2004; Khandoga et
al., 2004; Alessandrini et al., 2008), siehe dazu auch Seite 40, Kapitel 3.2.1.3.2. Diese von uns
berechnete Partikeldosis lag sehr nahe im Bereich der verwendeten Partikeldosis von 5 x 10’
UfCP von der bereits publizierten Arbeit von Khandoga und Mitarbeiter (2004). Um eine
weitgehende Vergleichbarkeit herzustellen, haben wir uns dann fiir die Verwendung derselben
Patrikeldosis wie Khandoga und Mitarbeiter (2004) entschieden. Diese Partikeldosis ent-
spricht der Anzahl der translozierten und damit im Blut systemisch verfiigbaren Partikel nach
24-sttindiger Inhalation von UfCP.

Die intraarteriell applizierte und damit ,.translozierte” Dosis entspricht zwar rechnerisch der
gleichen GroBenordnung, jedoch ist die intraarterielle Partikelbelastungsspitze erheblich gro-
Ber als im Vergleich zum Inhalationsweg, da die Partikeldosis direkt und innerhalb von Minu-
ten in die Blutzirkulation infundiert wird und nicht akkumulierend {iber eine 24-stiindige In-
halation. Daraus wire zu vermuten gewesen, dass im Vergleich zum Inhalationsexperiment
nach der Partikelinfusion ein stirkeres Reaktionsbild hétte erwartet werden konnen.

Obwohl es technisch und operativ schwieriger ist, wurde der intraarterielle dem intravendsen
Applikationsweg vorgezogen, da der arterielle Weg im Gegensatz zum intravendsen Infusi-
onsweg dem Weg der inhalierten und in die systemische Blutzirkulation translozierten Parti-
kel gleicht. Elder und Mitarbeiter (2007) fanden heraus, dass sich das systemische Vertei-
lungsmuster von intravends infundierten Partikeln von dem der translozierten Partikel nach
der Inhalation (arterieller Weg) unterscheidet (Elder et al., 2007). Diese Studie zeigte, dass ein
Teil der intratracheal und damit arteriell verfiigbaren UfP ausschlieBlich in der Leber zu fin-
den war, wohingegen nach der intravendsen Verabreichung die Partikel grofBtenteils in der
Niere, in der Milz, im Blut und weniger in der Leber zu detektieren waren. Diese Tatsache er-
klart, dass fiir den hier geplanten Vergleich der systemischen Effekte (Inhalation versus Infu-
sion) die intraarterielle Applikation unumgénglich war.

Allein der chirurgische Eingriff, der fiir die intraarterielle Infusion notwendig war, induzierte
jedoch eine signifikante Entziindungsreaktion im Blut und in den untersuchten Zielorganen.
Von einigen untersuchten Markern in den jeweiligen Organen und vor allem von Markern aus
der Blutzirkulation dieser Tiere waren die Konzentrationen der Marker ein oder zwei Zehner-

potenzen grofer als im Vergleich zu den Werten der Kontrolltiere der Inhalation (Seite 87,
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Tabelle 11 und Seite 88, Tabelle 12). Diese Tatsache stellte eine grole Herausforderung fiir
die Interpretation der Effekte, die mit der intraarteriellen Infusion von UfCP assoziiert werden
sollten, dar. In der derzeitigen partikeltoxikologischen Literatur ist bislang nicht beschrieben,
ob und wie solch eine Verdnderung in den Basalwerten die Reaktivitdt des Organismus auf
zusétzliche Stimuli wie zum Beispiel infundierte UfCP beeinflusst. Die vertiefte Analyse der
vorliegenden Daten zeigte aber, dass eine vollstindige Unterdriickung der Partikeleffekte
durch die chirurgische Intervention ausgeschlossen werden konnte, da in den Infusionskon-
trollen sowohl induzierte (CCL2, CXCL1, GM-CSF und TNF-alpha) als auch nicht induzierte
(IL-1 alpha, IL-12(p40), MMP9 und sVCAM-1) Entziindungsmarker im Blut ein vergleich-
bares partikelassoziiertes Reaktionsbild (Partikeleffekte) aufzeigten, so wie es nach der UfCP-
Inhalation zu beobachten war (Seite 88, Tabelle 12; Seite 90, Abbildung 23 und Seite 77, Ab-
bildung 16). Ebenso zeigten einzelne Marker, die in den untersuchten Organen durch die
Operation sowohl beinflusst als auch unbeeinflusst waren (GM-CSF, P-Selektin, MMP2 und
TNF-alpha), nach der UfCP-Infusion keine Veridnderung (Seite 87, Tabelle 11 und Seite 70,
Abbildung 11). Auch Entziindungsmarker wie Adiponektin, CXCL1, IL-10 und PDGF waren
weder durch die chirurgische Intervention noch nach der Partikelexposition beeinflusst. Diese
Tatsachen ergaben fiir die Interpretation der Partikeleffekte nach der Infusion letztlich eine
sehr hohe Wahrscheinlichkeit, dass ein Vergleich der systemischen Partikeleffekte der Inhala-
tions- versus Infusionsexpositionen valide ist. Demnach erfolgte die Datenanalyse der intraar-
teriellen Infusion nach den gleichen Kriterien, die schon fiir die Daten der Partikelinhalation

Verwendung fanden.

5.1 Pulmonale und systemische Effekte nach Inhalation von

ultrafeinen Kohlenstoffpartikeln (UfCP)

5.1.1 Gesamtbild der pulmonalen Reaktion

Die Inhalation von UfCP in BALB/cJ-Miusen induzierte eine frithe pro-entziindliche Reakti-
on, die bereits nach 4-stiindiger UfCP-Exposition durch erhohte pro-entziindlicher Zytokin-
konzentrationen wie TNF-alpha, IL-1 und IL-6 und durch die Rekrutierung von Makrophagen
in den alveoldren Bereich charakterisiert war. Die Beteiligung der kapillaren Blutgefdfle war
durch den Anstieg der Gesamtproteinkonzentration in der BAL-Fliissigkeit, die indikativ fiir
eine erhohte Permeabilitdt der vaskuldren Endothelzellen steht (Ratjen et al., 1999), sowie
durch Endothelaktivierungsmarker (VCAM-1 und E-Selektin) und durch die beobachtete

Fibrin(ogen)deposition in den kleinen Blutgefédflen und in den septalen Kapillaren zu belegen
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(Idell et al., 1994; Idell et al., 2003). In diesem Zusammenhang wurden zum gleichen Zeit-
punkt erhohte Zellzahlen von Makrophagen in der BAL-Fliissigkeit detektiert, die auf eine
Transmigration von Monozyten aus der Blutzirkulation hinweisen. Salvi und Mitarbeiter
(1999) beobachteten ebenso eine durch die Partikel ausgeloste alveolare Entziindung, die mit
einer Aktivierung von Endothelzellen (VCAM-1 und ICAM-1) in der Lunge, mit einer Rekru-
tierung von Leukozyten und mit nekrotischen Prozessen (LDH) einher ging. Dariiberhinaus
wurde ebenso ein Anstieg von Makrophagen beobachtet.

In der vorliegenden Arbeit waren jedoch zahlreiche pro-entziindliche Gene zum frithen Unter-
suchungszeitpunkt herunterreguliert (Seite 68, Abbildung 10). Dazu gehorten auch die, die
mit der Epithel- und Endothelaktivierung, der Produktion von Entziindungsmediatoren, der
Akkumulation von Leukozyten oder oxidativem Stress in Verbindung gebracht werden.
Demgegeniiber war zeitgleich auf Proteinebene ein eindeutiges entziindliches Reaktionsbild
zu beobachten, da sédmtliche pro-entziindliche und pro-koagulative Zytokinkonzentrationen
angestiegen waren. Eine mogliche Erklarung fiir diesen vermeintlichen Widerspruch wire,
dass zu diesem Zeitpunkt (4 Stunden) auf transkriptioneller Ebene bereits hemmende, anti-
entziindliche Mechanismen abliefen, die moéglicherweise durch eine erhohte Konzentration
des anti-entziindlich wirkenden Interleukin-10 verursacht wurden (Riley et al., 1999). Nach
24-stindiger Partikelexposition zeigten sich, abgesehen von den erhohten Zytokinkonzentra-
tionen auf Proteinebene, einige Entziindungsmarkergene induziert (Seite 68, Abbildung 10).
Die parallele Induktion von IL-10 auf Gen- und Proteinebene weist auch hier darauf hin, dass
zu gleicher Zeit ebenso anti-entziindliche Mechanismen aktiviert wurden, wobei das pro-/anti-
entziindliche Gleichgewicht eindeutig auf Seiten der entziindungsfordernden Reaktion lag
(Seite 70, Abbildung 11). Dariiberhinaus konnte gezeigt werden, dass alveolare Epithelzellen
die Hauptquelle des neutrophilen chemotaktischen CXCL1 Chemokins nach der UfCP-
Exposition sind. Die Freisetzung von CXCLI in das alveoldre Lumen wurde mit einer mode-
raten neutrophilen Zellrekrutierung in die Lungen assoziiert. Vergleichbare Beobachtungen
hatten auch schon Andre und Mitarbeiter (2006) nach 24-stiindiger Inhalation von UfCP fest-
gestellt. Auch Salvi und Mitarbeiter (2000) zeigten auf mRNA- und Proteinebene in einer
Folgestudie, dass humane Lungenepithelzellen die Chemokine IL-8 und Gro-alpha, homolog
zum Maus Chemokin CXCL-1, synthetisieren, welche fiir die Infiltration von Leukozyten in
das Lungengewebe relevant sind. Zusammenfassend wurde festgestellt, dass die inhalative
UfCP-Exposition die erwartete, pulmonale Entziindungsreaktion, die von einer Endothelakti-
vierung aber auch von pro-thrombotischen Reaktionen gepriagt war, induzierte. Ebenso wur-

de in diesem Rahmen eine begleitende anti-entziindliche Reaktion zum frithen Untersu-
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chungszeitpunkt beobachtet, dies jedoch in einem deutlich geringeren Ausma@.

5.1.2 Effekte auf biologische Marker im Blut

Das pulmonale Gefidflbett sowie das Blut stellen unter anderem die Verbindung zwischen den
sekunddren Organen und der Lunge, dem primir exponierten Organ, her. Das komplexe Sze-
nario, welches durch die Inhalation von UfCP in der Lunge induziert wurde, liel vermuten,
dass pro-entziindliche sowie anti-entziindliche Reaktionen ausgelost wurden. Die hamatologi-
sche Analyse liel nach 4-stiindiger Exposition einen deutlichen Anstieg von Thrombozyten-
sowie von Riesenthrombozytenzellzahlen (large platelets) erkennen, der bei ldngerer, 24-
stiindiger UfCP-Exposition allmdhlich wieder abnahm. Dariiberhinaus wies die Abnahme des
gemessenen MPC auf einen erhohten Aktivierungszustand der Thrombozyten hin (Ahnadi et
al., 2003). Diese Beobachtung wurde zeitgleich durch die erhohte Fibrin(ogen)deposition in
der Lunge sowie die dort erhohte GefiBpermeabilitidt auf Grund der vorherrschenden Entziin-
dungsreaktion ergédnzt und bestitigt im Gesamtbild eine mit der Entziindungsreaktion gekop-
pelte frithe Thrombozytenaktivierung sowie eine prothrombotische Reaktion (Idell et al.,
1994; Idell et al., 2003; Cascio et al., 2007). Auch die angestiegenen Proteinkonzentrationen
von beispielsweise ICAM-1 und VCAM-1 in der Lunge, sowie von PDGF-A, freigesetzt von
aktivierten Thrombozyten, und von VEGF, welcher zur Angiogenese in den Lungen beitragt,
erginzen dieses Gesamtbild. In den Studien von Cascio, Cozzi und Mitarbeiter (Cascio et al.,
2007; Cozzi et al., 2007) wurde ebenfalls von erhohten Thrombozytenzahlen nach intrapul-
monaler Applikation hoher Dosen von ultrafeinen Partikeln berichtet. Diese Beobachtung
wurde mit einer pulmonalen Entziindungsreaktion, einem Anstieg von Endothelaktivierungs-
markern (sP-Selektin) sowie einer verkiirzten Blutungszeit und einer Thrombozytenaktivie-
rung assoziiert.

In der vorliegenden Arbeit liel die hdmatologische Analyse zum frithen Untersuchungszeit-
punkt einen leichten Anstieg von peripheren Blutmonozyten erkennen, der mit einem tenden-
ziellen Anstieg der Zelloberflichenexpression des Leukozyten-Adhdsionsmolekiils CD11b
einherging. Dieses Integrin, Teil des MAC-1 Rezeptors, ist fiir die leukozytidre Adhédsion uber
ICAM-1 am Endothel erforderlich (Laudana et al., 2006; Elangbam et al., 1997). Ungeachtet
der fehlenden statistischen Signifikanz ldsst sich aus pathophysiologischer Sicht die moderate
Mobilisierung und die Aktivierung der Monozyten dem beobachteten Anstieg von Makropha-
gen in der BAL zuordnen. Die pulmonale Endothelaktivierung und der damit verbundene lo-
kale Konzentrationsanstieg von Zytokinen wie monocyte chemotactic peptide-1 (MCP-1) un-

terstiitzen die Hypothese einer Infiltration von Monozyten in den alveolaren Raum der Lun-
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gen. Diese Vorginge sind in Studien an Entziindungsmodellen, in denen eine Infiltration von
Monozyten mit dem Anstieg des MCP-1 Chemokins (CCL2) korreliert, gut belegt (Granda-
liano et al., 1997; Schwarz et al., 2004). Nach 24-stiindiger Inhalation von UfCP war im Blut
ein zelluldrer Anstieg von peripheren neutrophilen Granulozyten und Monozyten zu beobach-
ten. Wie von van Eeden und Mitarbeiter (2005) diskutiert wurde, konnte diese Zunahme eine
Aktivierung von Progenitorzellen des Knochenmarks bedeuten, gefolgt durch eine Mobilisie-
rung von neuen Lymphozyten in die Blutzirkulation. Aus pathophysiologischer Sicht werden
im Rahmen einer pulmonalen Entziindungsreaktion die im Blut zirkulierenden neutrophilen
Granulozyten und Monozyten, die die pulmonalen Kapillaren passieren, von Mediatoren und
der direkten Wechselwirkung mit Endothelzellen aktiviert (Laudana et al., 2006). Nach der
Diapedese wandern die Leukozyten entlang den von Alveolarepithelzellen freigesetzen che-
motaktischen Gradienten (Chemokine) in das alveolare Lumen (Laudana et al., 2006; Andre
et al., 2006). Dies wiirde den beobachteten Anstieg von neutrophilen Granulozyten sowie von
CXCLI1 in den Lavageproben nach 24-stiindiger Inhalation von UfCP erkldren, was von An-
dre und Mitarbeiter (2006) schon berichtet wurde. Im Rahmen dieser Mechanismen sollte der
in der Blutzirkulation verbleibende Pool an Leukozyten weniger aktivierte Granulozyten und
Monozyten enthalten (Frampton et al., 2006). Gerade dies wurde in der vorliegenden Studie
nach 24-stiindiger UfCP-Exposition beobachtet: die leukozytidre Oberflichenexpression von
Adhésionsmolekiilen wie Integrin CD49d, dem Homodimer des VLA-4 Rezeptors, und
CD11b bzw. CDI18, den beiden Integrinen, die den heterodimeren MAC-1 Rezeptor bilden,
waren signifikant herabgesetzt. Frampton und Mitarbeiter (2006) stellten bei Probanden eine
Verdnderung in der Verteilung von peripheren Leukozyten im Blut und eine Expressionsab-
nahme von Adhidsionsmolekiilen nach der Inhalation von ultrafeinen Kohlenstoffpartikeln
fest. Dabei wurde die Abnahme der Adhésionsmolekiile mit einer erhdhten Retention der ak-
tivierten Leukozyten im pulmonalen Gefél3bett erklért.

Dariiber hinaus beschrieben van Eeden und Mitarbeiter (2005) in ihrer Ubersichtsarbeit, dass
unter anderem die Stimulierung des Knochenmarks nach der Inhalation von hohen Partikeldo-
sen mit erhohten zirkulierenden Konzentrationen von IL-1 beta und IL-6 zusammenhéngt.
Demgegeniiber wurde in der vorliegenden Studie nach der Partikelinhalation in der Blutzirku-
lation eine Konzentrationsabnahme von IL-1 beta und IL-6 beobachtet. Einige wenige Marker
im Blut waren tendenziell erhoht (ns), aber die meisten zeigten herabgesetze Konzentrationen
wie es fiir MCP-1 (CCL2), CXCL1, G-CSF, GM-CSF, IL-1, IL-6 und TNF-alpha beobachtet
wurde. Interessanterweise wurde in der vorliegenden Studie dennoch ein pro-entziindlicher

Zustand beobachtet, der nach 4-stiindiger Exposition in einigen Zielorganen gegenwirtig war
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und aus den erhohten Zytokinkonzentrationen in den Lungen (GM-CSF, IL-1 beta, IL-6, IL-
17 und TNF-alpha) und zum Teil in der Leber (IL-1 alpha, IL-1 beta, IL-2, CRP und TNF-
alpha) gefolgert werden konnte. Diese Ergebnisse widersprechen demnach nicht vollkommen
den Ergebnissen von van Eeden (2005), werfen aber zugleich die Frage auf, welche Faktoren
die Stimulierung der hdmatopoietischen Progenitorzellen des Knochenmarks und die Mobili-
sierung der Leukozyten vermittelt haben konnten.

Auch die in der vorliegenden Untersuchung herabgesetzten Konzentrationen der zahlreichen
Zytokine im Plasma bleiben noch ungeklart. Ein moglicher Mechanismus, der bei einer
Stressreaktion zu diesem anti-entziindlichen Reaktionsbild fithren kénnte, wire ein Konzen-
trationsanstieg von Glucocorticoiden wie zum Beispiel Cortisol im Blut. Dazu ist beschrie-
ben, dass Glucocorticoide die Synthese von pro-entziindlichen Zytokinen hemmen (Almawi
et al., 2001; Prigent et al., 2004). Die Inhibition erfolgt durch die direkte Wechselwirkung des
Glucocorticoid-Rezeptorkomplexes und den Glucocorticoid responsive elements der DNA,
sowie durch die Inhibition von Transkriptionsfaktoren wie NF«kB vermittelt durch IxB und
AP-1 (activator protein-1). Jedoch wurden in der vorliegenden Studie die Konzentrationen
von Glucocorticoiden nicht untersucht. Daher bleibt dies Gegenstand fiir zukiinftige Untersu-

chungen.

5.1.3 Reaktionen in sekundiren Zielorganen induziert durch Inhalation
von UfCP
5.1.3.1 Reaktion in der Aorta

In epidemiologischen und toxikologischen Studien gilt die Aorta als besonderes Untersu-
chungsziel hinsichtlich kardiovaskuldrer Erkrankungen wie Artherosklerose. In der vorlie-
genden Arbeit zeigte sich mittels der Genexpressionsanalyse, dass die Aorta im Vergleich zu
den anderen untersuchten Organen nach der UfCP-Inhalation am stirksten reagierte. Zum
frithen Untersuchungszeitpunkt (nach 4 Stunden) wurden die meisten Gene nur marginal be-
einflusst oder unveriandert exprimiert, einige Gene fanden sich sogar herunterreguliert. Dem-
gegeniiber wurde nach 24-stiindiger UfCP-Exposition bei nahezu allen untersuchten entziin-
dungsrelevanten Markergenen eine Induktion festgestellt. Einige Transkripte, darunter waren
Fibrinogen-alpha, -beta und —gamma (Fga, Fgf, Fgy), Endothelin-1 (Ednl) und das Cxcl-5
Chemokin, waren um mehr als den Faktor 10 angestiegen. Diese Entziindungsreaktion bein-
haltete ebenso einen 2-fachen Anstieg von Markern, wie zum Beispiel Alox5, Emrl, Cxcl2,
SAA3, Ncfl und Ncf2, die reprisentativ fiir eine erhohte Akkumulation von Phagozyten des

Immunsystems sind (Sasmono et al., 2007). Auch Hinweise auf eine endothelial vermittelte
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alterierte GefaBmotorik werden mit der Induktion von Endothelin-1 sowie einer verminderten
NO-Synthese beschrieben. Ex-vivo Studien, die die Dicke des Aortenrings zur Bestimmung
von vasokonstriktorischen Reaktionen, vermittelt durch eine erh6hte Expression von Endothe-
lin-1, nach Partikelexposition nutzten, berichteten iiber die besondere Empfindlichkeit dieses
Organs (Kiinzli et al., 2005). Tierexperimentelle Studien zeigten nach der PM-Exposition ne-
ben systemischen Entziindungsreaktionen einen Anstieg der Endothelin-1 Konzentration
(Vincent et al., 2001; Ulrich et al., 2002). Diese Ergebnisse weisen auf vasokonstriktorische
Effekte hin und bestitigen eine durch die Partikelexposition vermittelte endotheliale Dysfunk-
tion, die zu einem erhohten Blutdruck fithren kann (Harder et al., 2005; Pekkannen et al.,
2002).

Die Studie von Sun und Mitarbeiter (2005), die ein Artherosklerose-Tiermodell fiir ihre
PM, s-Exposition benutzten, unterstiitzt die Hypothese, dass eine gednderte Endothelial-
Gefdalmuskelzell-Interaktion fiir die gestorte GefdaBmotorik verantwortlich ist (Sun et al.,
2005). In der Studie wurde gezeigt, dass mit der PM, s-Exposition die vaskuldre Relaxation
der Aorten nach Zugabe des endothel-abhingigen Agonisten Acetylcholin abgeschwicht
wurde. Die Autoren diskutierten diesen Befund mit einem erhéhten Vorkommen von ROS
wie z.B. Superoxid, verursacht durch entziindliche Prozesse, sowie durch eine direkte Parti-
kel-Zell-Wechelwirkung, welche eine Herabsetzung des bio-verfiigbaren NO (Stickstoff-
Monoxid) zur Folge haben konnte. Dies fiihrt zu einer verminderten Vasodilatation. In der
vorliegenden Studie gab es keine Anzeichen fiir eine verdnderte Expression von eNOS (endo-
thelial Nitric Oxide Synthase), die indikativ fiir eine NO-Konzentrationsénderung gewesen
wire. Bedauerlicherweise war die Verfiigbarkeit des Aortengewebes limitiert und beschriankte
daher die Untersuchungen auf die mRNA-Expressionsanalyse. Weiterfithrende Studien mit
ausreichendem Untersuchungsmaterial fiir Protein- und immunhistologische Analysen des
Aortagewebes konnten Reaktionen auf Proteinebene aufzeigen und eine weitere Einsicht in
die jeweiligen betroffenen Zelltypen erméglichen, die in erster Linie auf die Partikelinhalation

zu reagieren scheinen.

5.1.3.2 Reaktion im Herz

In den Herzgeweben zeigte sowohl die Transkript- als auch die Proteinexpressionsanalyse ei-
ne mafige pro-entziindliche Reaktion nach 4-stiindiger Partikelexposition, die mit zunehmen-
der Expositionsdauer stidrker wurde. Die Beteiligung von Monozyten und Granulozyten war
durch die erhohte Expression von Markern, wie zum Beispiel Spp/ und Ly6g, und dariiber

hinaus durch erhohte GM-CSF- und CXCL1-Proteinkonzentrationen zu erkennen. Die mode-
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rate Konzentrationszunahme von Endothelin(Ednl)- und Gewebethromboplastin (F3, tissue
factor)-Transkripten deutet auf eine méBige vasokonstriktorische, endotheliale (Ulrich et al.,
2002) und prothrombotische Reaktion auf die Partikelexposition hin (Idell et al., 2003). In der
vorliegenden Studie wurde anhand der Westernblot-Analyse eine leichte Zunahme von Fi-
brin(ogen)deposition in den Herzkapillaren nach 24-stiindiger Exposition detektiert, wobei
diese Verinderungen statistisch nicht signifikant waren. Jedoch das Gesamtbild betrachtend,
waren Anzeichen fiir eine endotheliale Dysfunktion zu beobachten, die von einer prothrombo-
tischen Reaktion begleitet wurden. Myokardiale Erkrankungen und Verdnderungen in der
Genexpression von Gewebethromboplastin (F3, tissue factor) wurden schon nach pulmonaler
Exposition mit Feinstaub, der allerdings bioverfiigbares Zink enthilt, oder mit einer wasser-
16slichen Zinkl6sung berichtet (Gilmour et al., 2006, Kodavanti et al., 2002). Diese Studien
deuten auf ein systemisches Ungleichgewicht im Metallhaushalt als potentielle Ursache fiir
die nachteiligen Effekte im Herzen hin. Jedoch kann dies in der gegenwértigen Expositions-
studie, die keine metallischen Partikel beinhaltete, ausgeschlossen werden. Wallenborn und
Mitarbeiter (2007) konnten beobachten, dass hohe Dosen von intratracheal instillierten Parti-
keln, die von Ol-Verbrennungen herrithren, das Potential besitzen, in den Herzen von fiir
Herzanfall anfilligen und unter spontan erhéhtem Blutdruck leidenden Ratten die Expression
von durch oxidativen Stress induzierbaren Enzymen wie Superoxid Dismutase (SOD) zu er-
hohen. Dies war allerdings nicht fiir Ratten des Wildtyps der Fall. Die Ergebnisse aus der vor-
liegenden Studie, die mit einer viel geringeren Partikelbelastung in der Lunge generiert wur-
den, lassen vermuten, dass sogar Kohlenstoffpartikel von geringerer Loslichkeit aber von ul-
trafeiner GroBe ein erhohtes Potential fiir die krankheitsverursachenden Effekte in den Herzen
besitzen. Das Herz und die Aorta stellen ein bemerkenswertes Beispiel fiir die gewebespezifi-
sche Empfindlichkeit gegeniiber inhalierten UfCP dar. Obwohl sie stromabwdérts der Lunge
sehr eng beieinander lokalisiert sind, so dass man eine weitgehend vergleichbare Partikelex-
position mit freigesetzten Mediatoren und Partikeln aus der Lunge vermuten konnte, unter-
schied sich das Gesamtbild der Genexpressionen innerhalb beider Organe eindeutig. Wie
schon im Ergebnisteil (Seite 68, Abbildung 10) beschrieben, war Ly6g, ein Marker fiir erhohte
Akkumulation von Leukozyten im Herzgewebe, stark induziert. Vergleichbar zeigte sich der
Leukozytenmarker Osteopontin (Sppl) zum frithen Untersuchungszeitpunkt verdndert. Diese
Marker waren in der Aorta nicht betroffen. Auf der anderen Seite indizierten unterschiedliche
Marker, die der Endothelaktivierung zugeordnet werden, wie zum Beispiel Ednl, Fga, Fgp,
Fgy oder Icaml, im Aortagewebe eine viel stiarkere partikelassoziierte endotheliale Reaktion,

die zum Fortschreiten einer endothelialen Dysfunktion und zudem zu entziindlichen arthe-
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rosklerotischen Lésionen beitragen konnte, so wie es von anderen Wissenschaftlern schon be-
schrieben wurde (Kiinzli et al. 2005; Sun et al., 2005).

Im Zusammenhang mit der endothelial vermittelten Vasokonstriktion (durch Endothelin-1)
wird auch ein Herzfrequenzanstieg sowie eine Abnahme der Herzfrequenzvariabilitidt mit der
Partikelexposition beobachtet (Harder et al., 2005; Peters et al., 1999; Pope et al., 2004b). Die
Ergebnisse dieser Studien zeigen, dass es vor allem am erkrankten Organismus zu einer Ver-
dnderung des kardialen autonomen Gleichgewichtes kommt, méglicherweise verursacht durch
pulmonale Reflexe, die sich auf eine erhohte sympathische Aktivitdt auswirken. Die Studie
von Bartoli und Mitarbeiter (2008) unterstiitzt diese Hypothese. Die experimentelle Blockade
der a-adrenergen Rezeptoren in den Lungen fiihrte zur Unterdriickung des erhohten systoli-
schen und diastolischen Blutdrucks und der erhohten Herzfrequenz von Hunden nach der Ex-
position von CAP (concentrated ambient particles). Hinsichtlich der Partikelinhalation stellt
auch die Beeinflussung des sympathisch/parasympatischen Tonus des autonomen Nervensy-
stems einen weiteren additiven Wirkungsweg dar, der zur Generierung von systemischen kar-
diovaskuldren Negativ-Effekten fiihrt. Gerade dieser Wirkungsweg konnte zusétzlich zu den
direkten und/oder indirekten Partikeleffekten (letztere tiber die Freisetzung von Zytoki-
nen/Mediatoren aus den Lungen) iiber das Blut zu den beobachteten komplexen systemischen

Effekten im Blut sowie in den extrapulmonalen Organen beigetragen haben.

5.1.3.3 Reaktion in der Leber

Innerhalb der verschiedenen untersuchten sekundiren Zielorgane wurde die Leber als das am
starksten betroffene Organ erwartet, da zahlreiche Studien bisher gezeigt hatten, dass Exposi-
tionen mit ultrafeinen Partikeln mit Akute-Phase-Reaktionen (Peters et al., 2005) und der Be-
glinstigung des prokoagulativen Status assoziiert sind (Khandoga et al., 2004). Mit der Parti-
kelexposition wird ein Konzentrationsanstieg von Akute-Phase-Proteinen wie Fibrinogen und
C-reaktives Protein und von Gerinnungsfaktoren beobachtet, wobei die Leber die primére
Quelle dieser Akute-Phase-Proteine darstellt (Ruckerl et al., 2006). Dariiberhinaus zeigten
Karabulut und Elmas (2006), dass zirkulierende Kolloide oder Partikel von retikuloendothe-
lialen Zellen phagozytiert werden, ein Phdnomen, welches heutzutage fiir die verbesserte Dar-
stellung von MR-Spektroskopie angewandt wird. Zudem ist auch bekannt, dass Kupferzellen
einen Grofteil der Phagozytoseleistung in der Leber abdecken. Dariiberhinaus war es
moglich, in Nagetier basierten, pulmonalen Expositionsstudien mit radioaktiv markierten
ultrafeinen Iridium- sowie Kohlenstoffpartikeln die Translokation von ultrafeinen Partikeln in

die Leber zu zeigen (Semmler et al., 2004; Oberdorster et al., 2002), allerdings nicht die
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exakte zelluldre Lokalisation.

In der vorliegenden Studie spiegelte nach 4-stiindiger UfCP-Exposition die Leber eine ver-
gleichbare pro-entziindliche Reaktion wie in der Lunge wieder, in der zwar zahlreiche Prote-
inkonzentrationen erhoht gemessen wurden, die meisten Gene sich aber unbeeinflusst oder
sogar herunterreguliert zeigten. Die Proteinkonzentrationen von allen 5 gemessenen Endothe-
laktivierungs-Markern sowie von Entziindungsmediatoren waren angestiegen, was im Ge-
samtbild fiir eine lokale Entziindungsreaktion in der Leber spricht. Besonders die erhohten
Proteinkonzentrationen zahlreicher Entziindungsmediatoren wie CRP, CXCL12, IFN-gamma,
IL-1, IL-2, IL-12(p40), IL-13, PDGF, Resistin und TNF-alpha konnten als ein Zeichen einer
lokalen Akuten-Phase-Reaktion interpretiert werden, obwohl einer der bedeutendsten Reak-
tanten unbeeinflusst war, ndmlich IL-6. Diese pro-entziindliche Reaktion war jedoch zum Ei-
nen Ortlich auf die Leber limitiert, wiahrend kein Anstieg von Akute-Phase-Proteinen in den
Blutproben gemessen werden konnte, und zum Anderen zeitlich limitiert auf die frithe Phase
der 4-stiindigen Inhalation von UfCP, vergleichbar mit dem Reaktionsbild der Lunge. Eine
mogliche Erkldrung wire, wie schon diskutiert wurde, der hormonelle Einfluss von Glucocor-
ticoiden (5.1.2) sowie eine Beeinflussung durch das autonome Nervensystem welches den Si-
gnalweg iiber das Blut nicht benétigt (5.1.3.2). Zudem war weder nach 4- noch nach 24-
stiindiger UfCP-Inhalation eine transkriptionelle Aktivierung der untersuchten Markergene zu
beobachten. Interessanterweise war zum spéteren Zeitpunkt die 4-fache Menge an TGF-beta-1
Protein zu messen. Die Hochregulation dieses anti-entziindlichen und profibrotischen Zyto-
kins war konsistent mit dem 4-fachen Anstieg der Fibronektin(Fnl)-Genexpression, einem
wichtigen TGF-beta target Gen (Casini et al., 1993). Der Anstieg von extrazelluliren Matrix-
proteinen deutet darauf hin, dass die frithe entziindliche Reaktion zu profibrotischen Repara-

turmechanismen wechselte.

5.2 Pulmonale Effekte assoziiert mit der Infusion von UfCP

(Validierung der Methoden)

Der Vergleich der systemischen Effekte nach der Partikelinhalation und —infusion sollte Auf-
schliisse tiber den ,,direkten (Infusion) und ,,indirekten* Wirkungsweg (Inhalation) der UfCP
ergeben. Voraussetzung dafiir war, dass, im Vergleich zur Inhalation, bei der Infusion von
UfCP keine intrapulmonale Entziindung entstehen durfte, um eine Freisetzung von Mediato-

ren aus der Lunge in die Blutzirkulation ausschlie3en zu kénnen.
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Im Vergleich zu den mit Krebs-Henseleit-Puffer exponierten Kontrollméusen bewirkte die in-
traarterielle Infusion von UfCP keine Entziindungsreaktion in der Lunge. Proteinmarker, de-
ren Expression durch die Inhalation von Partikeln beeinflusst war, zeigten keine Verdanderung
nach der intraarteriellen Infusion von UfCP. Endothelaktivierungsmarker-Konzentrationen
von ICAM-1, VCAM-1 und P-Selektin waren nach der Partikelinhalation erh6ht, jedoch nicht
in Médusen nach der Infusion von UfCP. Das gleiche betraf auch die Matrixmetallo-
proteinase-2 (MMP-2), ein Marker, der als Indikator fiir die Akkumulation von Leukozyten
dient (Bartlet et al., 1995; Schwartz et al., 1998).

Ebenso fiir Zytokine, deren Konzentration nach der Partikelinhalation anstieg, wie zum Bei-
spiel von TNF-alpha, IL-10, CXCL1, GM-CSF, IL-1 und IL-6, zeigte keiner von den unter-
suchten Entziindungsmarkern eine signifikante Verdnderung nach der Partikelinfusion (Seite
70, Abbildung 11). Demnach gab es keine Hinweise fiir intrapulmonale Entziindungsreaktio-
nen, die durch die intraarterielle Infusion von UfCP verursacht wurden, folglich konnte eine

Freisetzung von Mediatoren ausgeschlossen werden.

5.3 Vergleich von systemischen Effekten:
UfCP-Inhalation versus UfCP-Infusion

Grundprinzip: Verglichen wurde das Gesamtbild der partikelassoziierten Effekte von den
Inhalationsexperimenten mit den Verdnderungen der intraarteriellen Infusion, um zwischen
extrapulmonalen Reaktionen zu unterscheiden, die zum Einen durch pulmonale Entziindungs-
reaktionen bzw. Mediatoren und/oder zum Anderen durch iiber die Lunge translozierte
systemisch verfiigbare ultrafeine Partikel vermittelt werden konnten. Da partikelassoziierte
pulmonale Verdnderungen nur nach der Inhalation auftraten, wurden wie urspriinglich ge-
plant demnach nur Effekte, die mit der Inhalation von UfCP assoziiert waren, klassifiziert und
anschliefend mit den Verdnderungen der UfCP-Infusion verglichen. Alle anderen Effekte, die
nur in der Infusion auftraten, und nicht in der Inhalation, konnten folglich nicht der pulmo-
nalen Entziindung zugeordnet werden und wurden daher als nicht relevant fiir die Partikel-

inhalation angesehen und damit von dieser Analyse ausgeschlossen.
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5.3.1 Herabgesetzte Plasma-Zytokinkonzentrationen und erhohte Zellzah-
len von im Blut zirkulierenden Leukozyten sind unabhingig von der

Partikeltranslokation

Ahnlich wie bei der Inhalation (5.1.2), waren nach der Partikelinfusion die Veridnderungen im
Blut sehr komplex und durch eine Stérung des systemischen pro-/anti-entziindlichen Gleich-
gewichtes charakterisiert. Dies war in beiden Applikationsformen nach der Exposition von
UfCP in den generell herabgesetzten Proteinkonzentrationen der Zytokine im Blut zu erken-
nen. Alle Zytokine, deren Konzentrationen nach der Inhalation von UfCP herabgesetzt waren,
waren auch nach der Partikelinfusion reduziert, obwohl das Ausmal} der Repression um eini-
ges starker nach der Partikelinhalation ausfiel, vor allem nach 24-stiindiger Exposition. Diese
Beobachtung wurde ebenfalls durch Sepsisstudien bestitigt, wobei in diesem Zusammenhang
Glucocorticoide bzw. Cortisol anti-entziindliche Effekte verursachen (Almawi et al., 2001).
Zusammenfassend kann das anti-entziindliche Reaktionsbild aus dem Vergleich der Expositi-
onsformen den direkten und indirekten Effekten zugeordnet werden und zwar primér der Par-
tikeltranslokation, da eine gemeinsame Reduktion der Zytokinkonzentrationen zu beobachten
war, und sekundidr dem Effekt der verstirkt herabgesetzten Zytokinwerten, welcher der pul-
monalen Entziindung zuzuordnen ist. Die direkten und indirekten Partikeleffekte sind nicht
klar zu trennen, oder vielmehr beiden Mechanismen zuzuordnen.

Nach 24-stiindiger UfCP-Inhalation wurden erhohte Zellzahlen von neutrophilen Granulozy-
ten und Monozyten gemessen. Ein vergleichbares Reaktionsbild war nach der Partikelinfusion
zu beobachten, welches jedoch statistisch nicht signifikant war. Interessanterweise wurde nur
nach der Partikelinfusion eine moderate statistisch signifikante Lymphozytose beobachtet.
Auch hier lassen sich die beobachteten Effekte der beiden Applikationsformen auf die Mono-
zyten- und Granulozytenzellzahlen nicht eindeutig trennen. Die pulmonale Entziindung und
die translozierten Partikel scheinen hier einen additiven Effekt auf die beobachtete Leukozy-
tose auszuiiben. Im Gegensatz zu diesen Befunden stellte Khandoga und Mitarbeiter (2006)
nach der Partikelinfusion keine Leukozytose fest, wobei zu berticksichtigen ist, dass in deren
Studie ein anderer Maustamm (Mausstamm spezifische Unterschiede in der Reaktion) und ein
anderer Untersuchungszeitpunkt (2 Stunden) gewihlt wurde, welches zu den unterschiedli-

chen Befunden beigetragen haben konnte.
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5.3.2 Aktivierung von Blutleukozyten abhingig von der pulmonalen Ent-

ziindungsreaktion

Die Expression der untersuchten Aktivierungsmarker auf zirkulierenden Granulozyten und
Monozyten unterschied sich eindeutig zwischen den beiden Applikationsformen. Die FACS-
Analyse ergab eine deutliche Reduktion der Oberflachenexpression von leukozytdren Adhisi-
onsmolekiilen wie CD54, CD18 und CD49d nach 4- und 24-stiindiger Inhalation von UfCP,
dhnlich wie es schon von Frampton und Mitarbeiter (2006) bei Probanden nach UfCP-
Inhalation beobachtet wurde. Die Partikelinfusion hingegen zeigte keinen vergleichbaren Ein-
fluss auf diese Marker. Vielmehr wurde eine erhohte Expression von CD54 auf Monozyten
beobachtet. Adhédsionsmolekiile wie CD18 (MAC-1-Rezeptor) und CD49d (VLA-4 Rezeptor)
auf der Leukozytenoberflidche stellen die notwendigen Liganden dar, die fiir die Bindung an
ICAM-1, VCAM-1, E-Selektin und P-Selektin von Endothelzellen erforderlich sind. Diese
Rezeptoren sind an leukozytéren Prozessen wie dem Rollen der Leukozyten entlang des En-
dothels (Rolling) sowie der Anheftung (Adhésion) und folglich der Wanderung von Leukozy-
ten zwischen zwei Endothelzellen hindurch (Migration) in das entziindete Gewebe beteiligt
(Laudana et al., 2006). Dariiberhinaus ist die Expression sowie die Konformationsdnderung
von Adhédsionsmolekiilen auf diesen Zellen durch die Aktivierung von Signalkaskaden indu-
zierbar. Dafiir ausschlaggebend sind interzellulire Rezeptorkontakte zwischen Leukozyten
und Endothelzellen beim vaskuléren ,,Rolling “ sowie die Wirkung von freigesetzten Entziin-
dungsmediatoren (Zytokine) (Laudanna et al., 2006). Wie schon zuvor diskutiert wurde
(5.1.2), unterstiitzen die Ergebnisse unserer Inhalationsstudie sowie die von Frampton und
Mitarbeiter (2006) die Vorstellung, dass eine Retention der aktivierten Leukozyten in den
Kapillaren der Lunge stattfindet. Dieser Effekt scheint eindeutig von dem pro-entziindlichen
Milieu in der Lunge abzuhingen, da die intraarterielle Infusion von UfCP keine Verminde-

rung der Oberflachenexpression von Adhisionsmdlekiilen auf Leukozyten ausloste.

5.3.3 Abhingigkeit der erhohten Thrombozytenzellzahlen, deren Aktivie-
rungszustand und der Fibrin(ogen)deposition von der pulmonalen

Entziindungsreaktion

Entgegen unseren Erwartungen aus der Studie von Khandoga und Mitarbeitern (2004) waren
weder die Zellzahlen der Thrombozyten und der Riesenthrombozyten (large platelets) noch
deren Aktivierungszustand durch die intraarterielle Partikelinfusion beeinflusst. Ebenso war

109



Diskussion

weder eine partikelassoziierte Fibrin(ogen)deposition noch eine geénderte Expression des
von-Willebrand-Faktors (Vwf) in der Leber zu beobachten. Khandoga und Mitarbeiter (2006)
zeigten eine signifikant erhohte Thrombozytenakkumulation auf Endothelzellen der kapillaren
Blutgefidfle in der Leber von gesunden C57/BL6-Mausen, die mit prothrombotischen Reaktio-
nen, einer Fibrin(ogen)deposition und einer erhdhten Deposition des von-Willebrand-Faktors,
ebenso auf der Endotheloberfldche, begleitet wurden. Eine plausible Erklarung fur das unter-
schiedliche Reaktionsbild wire die Tatsache, dass fiir die Studie von Khandoga und Mitarbei-
ter (2004) ein anderer Wildtyp-Mausstamm (C57/BL6 im Vergleich zu BALB/cJ) gewéhlt
wurde und dieser hinsichtlich einer Thrombozytenaktivierung auf die Partikelinfusion syste-
misch sensibler reagiert. Jedoch ist dies in der Literatur nicht beschrieben. Andererseits konn-
te der in der vorliegenden Arbeit spiter gewéhlte Untersuchungszeitpunkt (hier 4 Stunden im
Vergleich zu 2 Stunden) ein Grund fiir die unterschiedlich beobachteten Effekte sein.

Im Vergleich zur Partikelinfusion wurde nach der Inhalation von UfCP, hauptsidchlich zum
frithen Untersuchungszeitpunkt, ein signifikanter Anstieg von Thrombozytenzellzahlen und
deren Aktivierungszustand beobachtet. In vergleichbarer Weise berichteten Cascio sowie
Cozzi und Mitarbeiter (2007) von erh6hten Thrombozytenzellzahlen nach der intratrachealen
Instillation von hohen ultrafeinen Partikeldosen (Cascio et al., 2007; Cozzi et al., 2007). Auch
nach der Inhalation sowie nach der intratrachealen Instillation von DEP (diesel exhaust parti-
cles) wurde eine Thrombozytose sowie ein erhohter Aktivierungszustand von Thrombozyten,
der mittels einer verkiirzten Blutungszeit ermittelt wurde, festgestellt (Nemmar et al., 2003).
Diese Effekte waren allerdings nach der direkten systemischen DEP-Infusion von Nemmar
und Mitarbeitern (2007) nicht zu beobachten. Diese Ergebnisse untermauern die Schlussfol-
gerung, dass die beobachteten Effekte auf die erhohten Thrombozytenzellzahlen und deren
angeregter Aktivierungszustand spezifisch fiir die Partikelinhalation sind. Daraus ldsst sich
schlieBen, dass die pulmonale Entziindungsreaktion auf inhalierte ultrafeine Kohlenstoffparti-
kel ausschlaggebend fiir die Aktivierung von Megakaryozyten und fiir die darauffolgende
Freisetzung der Thrombozyten des Knochenmarks ist (Martin et al., 1983). Hinsichtlich der
pulmonalen Entziindungsreaktion ist es wichtig zu erwéhnen, dass inhalierte ultrafeine
Partikel auch aus intrapulmonalen Megakaryozyten eine Freisetzung von Thrombozyten in
das pulmonale Kapillarbett initiieren kénnen, wie es in der Arbeit von Zucker und Mitarbeiter
(2000) berichtet wurde. In der vorliegenden Studie miisste dies allerdings innerhalb von 4
Stunden, demnach vorher geschehen sein, da hauptsidchlich zu diesem Zeitpunkt die zirkulie-
renden Thrombozytenzellzahlen und deren Aktivierungszustand erhoht waren. In einer friithe-

ren Studie des Instituts fiir Inhalationsbiologie am Helmholtzzentrum Miinchen waren inner-
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halb einer Stunde etwa 20 % der intrapulmonal deponierten ultrafeinen TiO,-Partikel im Lun-
gengewebe zu detektieren (Geiser et al., 2005), wobei man damit im tibertragenden Sinne auf
ultrafeine Kohlenstoffpartikel eine direkte Partikel-Megakaryozyten-Wechselwirkung in Be-
tracht ziehen kann. Die Freisetzung von Thrombozyten aus intrapulmonalen Megakaryozyten
stellt fiir die Inhalation einen zusétzlichen und von der Aktivierung des Knochenmarks unab-
hiingigen Wirkungsweg dar, der eine Ubertragung iiber das Blut nicht benétigt und demnach
in erster Linie die Lungenkapillaren und sekundér die Blutzirkulation davon betroffen sind.
Die Endothelzelloberfliche ist unter physiologischen Bedingungen nicht thrombogen, d.h.
Thrombozyten werden nicht aktiviert und zur Adhésion angeregt. Nach der Partikelinhalation
konnte durch die schon beschriebene, Entziindungsreaktion in der Lunge sowie im Herz (Sei-
te 68, Abbildung 10 und Seite 70, Abbildung 11) mit der Aktivierung des Endothels das phy-
siologische Gleichgewicht zwischen pro- und anti-koagulativen Komponenten dahingehend
gestort werden, dass eine Freisetzung von Gewebe-Thromboplastin (fissue factor, F3) zu ei-
ner erhohten Thrombinkonzentration im Blut fithrt und diese das intravasal ubquitir vorkom-
mende Fibrinogen zu Fibrinprodukten spaltet. Gerade das pro-entziindliche Reaktionsbild in
der Lunge mit der beobachteten Endothelzellaktivierung und mit Begleiterscheinungen einer
gestorten vaskuldren Zellintegritit (5.1.1) gibt Evidenz fiir die oben beschriebenen Mecha-
nismen, die zu der gezeigten Fibrin(ogen)deposition sowie einer moglichen Thrombozyte-
nadhidsion fithren konnten (Idell et al., 2003). In der Veroffentlichung von Khandoga und
Mitarbeiter (2002) wurde berichtet, dass die Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion am En-
dothel auch iiber Fibrinogen vermittelt wird, welches an das von Endothelzellen konstitutiv
exprimierte I[CAM-1 bindet. Am ICAM-1 defizienten Mausmodell sowie durch die Verabrei-
chung von anti-Fibrinogen-Antikérpern konnte in der Leber nach Reperfusion mittels Intravi-
talmikroskopie gezeigt werden, dass eine Blockade dieser Mechanismen in einer signifikanten
Reduktion der Anzahl am Endothel permanent adhdrenter Thrombozyten resultierte (Khando-
ga et al., 2002). Die Intravitalmikroskopie wird prinzipiell verwendet, um Reaktionen von
Zellen oder Geweben auf bestimmte Reize am lebenden Organismus zu untersuchen.
Aktivierte Thrombozyten kénnen auch nach der Endothelzellschddigung in der extrazelluldren
Matrix tiber den vWF an Kollagene adhidrieren oder mittels Fibrinogen und der Glykoprotei-
nlIb/Ila-Rezeptoren miteinander aggregieren. Es wire denkbar, dass sich auch in der vorlie-
genden Studie diese Mechanismen im Rahmen der pulmonalen Entziindungsreaktion in den
Lungenkapillaren ereigneten. Zudem wurden in den Lungen nach der Inhalation von UfCP
erhohte Proteinkonzentrationen des PDGF (platelet derived growth factor) gemessen, dessen

primidre Quelle aktivierte Thrombozyten sind (Horiuchi et al., 2001; Heldin et al., 1999). Das
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Gesamtbild weist auf eine erhohte Akkumulation von aktivierten Thrombozyten in den Lun-
gengefillen hin, die mit der dort zeitgleich detektierten Fibrin(ogen)deposition in Zusammen-

hang gebracht werden kann.

5.3.4 Additivwirkung pulmonaler Entziindung und zirkulierender UfCP

auf die Aorta

Beide Applikationsformen resultierten eindeutig in einer entziindlichen und pro-
thrombotischen Verdanderung in der Aorta, wohingegen im Vergleich zur UfCP-Inhalation die
auf die Partikelinfusion folgenden Reaktionen schwécher ausfielen (Seite 68, Abbildung 10).
Das schwicher ausgefallene Reaktionsmuster nach der Infusion von UfCP erfolgte trotz der
Tatsache, dass die intraarterielle systemische Partikelbelastungsspitze nach der Infusion von
UfCP eigentlich groBer ist im Vergleich zur Inhalation von UfCP (nach dem erfolgten Inhala-
tionsweg). Bei der Infusion wird die Partikeldosis bekanntermaflen innerhalb von Minuten
verabreicht, wohingegen bei der Inhalation von UfCP die Partikeldosis innerhalb von 24
Stunden in der Blutzirkulation akkumuliert. Folglich hitte man im Grunde nach der Infusion
von UfCP stiarkere Verdnderungen im Vergleich zur Inhalation erwartet. Die Reaktionsmuster
der Genexpressionen von Partikelinhalation und -infusion iiberlappten fiir Cxc/5 (Entziin-
dungsmediator) und Vcaml (Endothelaktivierung). Beide Gene sind bekannt dafiir, nicht
durch akkumulierte Leukozyten sondern vielmehr durch entziindliche Stimuli (Zytokine) in
aktivierten Endothelzellen hochreguliert zu sein (Imaizumi et al., 1997; liyama et al., 1999).
Das Gen Cxcl5 codiert fiir ein Chemokin, welches von Endothelzellen freigesetzt wird und
zur Aktivierung und zur Rekrutierung von Leukozyten beitragt. Das Gen Vecaml codiert fiir
das Adhésionsmolekill VCAM-1, welches bei Infiltrationsvorgéngen fiir die feste Adhésion
von Leukozyten am Endothel beitrdgt. Bei einer Endothelaktivierung wird dieses Protein auf
der Zelloberfliche von Endothelzellen erhoht exprimiert (Laudana et al., 2006). In der vorlie-
genden Studie waren andere Markergene, die mit einer Endothelaktivierung assoziiert werden
(wie Ednl, Fga, Fgg, Icaml und Selp), sowie Gene, die fiir die Akkumulation von Monozy-
ten indikativ sind (wie Alox5, Emrl, Cd68, Lcn2, Sppl und Saa3), nur nach der Inhalation
von UfCP induziert. Damit zeigt sich fiir die Partikelinhalation ein verstirktes pro-
entziindliches Reaktionsmuster. Auch mit der iiber 10-fachen Induktion von Endothelin-1
Transkripten (Endothelaktivierungsmarker) werden, im Gegensatz zur Partikelinfusion, vaso-
konstriktorische Effekte in Verbindung gebracht. Diese Effekte wurden bereits in zahlreichen

Studien nach Partikelexpositionen gezeigt (Seite 102f, Kapitel 5.1.3.1).
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Andererseits konnte nach der Partikelinfusion nur fiir Osteopontin (Spp!/) eine Induktion beo-
bachtet werden, von dem bekannt ist, dass es an Stellen von artherosklerotischen Lisionen
iiberexprimiert wird (Liou et al., 2005). Auch moderate Induktionen fiir oxidative Stressmar-
ker wie Gclc und Hmoxl, die mit einer direkten Partikel-Zellinteraktion, der Bildung von
ROS und damit mit oxidativen Stress assoziiert werden, waren nur nach der UfCP-Infusion zu
beobachten. Die Gamma-Glutamyl-Synthetase ist bei der Glutathionsynthese das geschwin-
digkeitsbestimmende Enzym. Kommt es bei oxidativem Stress zu einer Verschiebung des
GSH/GSSG-Redoxgleichgewichtes zu Ungunsten von GSH (Glutathion), wird die Synthese
dieses Enzyms induziert (Rahman et al., 2005). Daher ist dies auf Transkriptioneller Ebene
ein Marker fiir oxidativen Stress. Eine erhohte Expression der Himoxigenase-1 (HmoxI) in
den Zellen erfolgt meist bei zelluldrem oxidativen Stress sowie durch pro-entziindliche Zyto-
kine (Siow et al., 1999). Frei verfiigbares Him (ein Prooxidant) wird mittels der Himoxigen-
se-1 zu Biliverdin und CO umgesetzt. Nachfolgend wird Biliverdin zu Bilirubin, welches als
Antioxidant wirkt, katalysiert. Auch eine herabgesetzte NO-Konzentration, verursacht durch
zelluldren oxidativen Stress, die eine gestorte GefaBmotorik (Vasokonstriktion) zur Folge ha-
ben kann, wird durch die Generierung von CO, ein alternativ wirkender Vasodilator, und mit-
tels der Hamoxigenase-1 kompensiert (Siow et al., 1999). Auch der Induktion der Himoxige-
nase-1 wird eine antiapoptotische Wirkung zugewiesen (Siow et al., 1999). Letztlich weisen
die Ergebnisse der UfCP-Infusion darauf hin, dass es durch die direkt systemisch verfiigbaren
Partikel zu oxidativem Stress und der Induktion von pro-entziindlichen Markern (Cxcl5,
Vecaml) im Rahmen einer Endothelaktivierung kommt (Imaizumi et al., 1997; liyama et al.,
1999). Gerade diese Vorginge begiinstigen eine Rekrutierung und Infiltration von Leukozy-
ten in das geschidigte Gewebe (Laudana et al., 2006). Dennoch weisen die Effekte, die durch
beide UfCP-Applikationsformen in der Aorta induziert wurden, auf einen additiven Einfluss
der systemisch verfiigbaren Partikel und der pulmonalen Entziindung hin, wobei der pulmona-
len Entziindung hinsichtlich dem Reaktionsbild der Endothelaktivierung und der Akkumulati-

on von Leukozyten eine deutlich grofere Bedeutung zuzuordnen ist.

5.3.5 Pulmonale Entziindung als Ausloser der Effekte im Herz und in der

Leber

5.3.5.1 Reaktion im Herz

Das pro-entziindliche Reaktionsmuster, wie es nach der UfCP-Inhalation anhand der Gen-

sowie der Proteinexpressionsanalyse zu sehen war, wurde in den infusionsexponierten Tieren
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nicht beobachtet. Auf Proteinebene waren, abgesehen von TGF-beta-1, der sich 1,5-fach re-
primiert zeigte, keine der untersuchten Entziindungsmarker durch die UfCP-Infusion signifi-
kant verdndert. Es ldsst sich daraus schlieen, dass die pulmonale Entziindungsreaktion, die
durch die Inhalation von UfCP verursacht wird, den hauptsdchlichen Beitrag zu den partikel-
assoziierten kardialen Effekten leistet.

Hinsichtlich der kontrdren Zytokinkonzentrationen im Plasma bleiben die auslosenden Wir-
kungswege, die die kardialen Effekte vermitteln, noch unbekannt und erfordern weitere Un-
tersuchungen. Ein méglicher Aktionsweg konnte die Aktivierung von Leukozyten im vasku-
laren Gefdbett der Partikel-exponierten Lungen sein. Diese aktivierten Leukozyten kénnten
wiederum durch die Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) weitere Leukozyten
in der Blutzirkulation aktivieren, die dann ein erhohtes vaskuldres Rolling, eine Anheftung der
Leukozyten an das Endothel und eine Migration in das Gewebe der sekundédren Zielorgane
wie zum Beispiel dem Herz, der Aorta und der Leber zur Folge haben konnten. Dieser Akti-
onsweg bote eine mogliche Erklarung fiir die damit assoziierbaren, lokal erhéhten Zytokin-
konzentrationen in den untersuchten Organen, wie zum Beispiel dem Herz. Ahnliche Hinwei-
se dafiir wurden schon von Nurkiewicz und Mitarbeiter (2006) gefunden, die nach ROFA-
und TiO,-Expositionen von Ratten mittels intravitaler Mikroskopie des spinotrapezius Mus-
kels ohne Anzeichen fiir eine systemische Entziindung ein erhohtes Leukozytenrollen und
Adhisionen von Granulozyten detektieren konnten.

Ein Effekt, der ausschlieBlich nach der Partikelinfusion beobachtet werden konnte, war die
moderate Induktion von Genen, die mit oxidativen Stressreaktionen assoziiert werden, im
Herz- und Aortagewebe. Derartige Effekte wurden nach der Inhalation von UfCP nicht beo-
bachtet. Eine mogliche Erklarung wire die intraarterielle systemische Partikelbelastungsspit-
ze, die bei der Infusion grofler als im Vergleich zu der Inhalation ist, da die Aufnhahme der
vergleichbaren Partikelmasse bei der Inhalation akkumulierend iiber den Zeitraum von 24
Stunden erfolgt. Wallenborn und Mitarbeiter (2007) berichteten jedoch tiber induzierte Mar-
ker fiir oxidativen Stress und eine Entziindungsreaktion in der Lunge nach intratrachealer In-
stillation hoher Feinstaubdosen. Dieser Befund zeigt, dass der indirekte Mechanismus (auf-
grund der Lungenentziindung), der zum oxidativen Stress im Herz fiihrt, generell nicht ausge-

schlossen werden kann.

5.3.5.2. Reaktion in der Leber

Die inhalierten Partikel induzierten eine kurzlebige Reaktion in der Leber, die groBtenteils in

erh6hten Proteinkonzentrationen von Entziindungsmediatoren, von Endothelaktivierungsmar-
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kern und von weiteren Proteinen, die indikativ fiir die Akkumulation von Leukozyten stehen,
zu beobachten war (Seite 70, Abbildung 11). Interessanterweise ergaben die Proteinexpressi-
onsanalysen der Lunge und der Leber zum frithen Untersuchungszeitpunkt ein vergleichbares
pro-entziindliches Reaktionsbild, wobei das der Lunge stiarker ausfiel. Da bei der intraarteriel-
len Infusion keiner dieser Entziindungsmarker verdandert war, konnte daraus gefolgert werden,
dass die entziindlichen Verdnderungen in der Lunge fiir die entziindliche Reaktion in der Le-
ber erforderlich sind und die Partikeltranslokation dafiir keine ausschlaggebende Rolle spielt.
Die Hypothese, dass eine pulmonal vermittelte systemische Akute-Phase-Reaktion in der Le-
ber einen vorangegangenen Anstieg von Zytokinen im Blut erfordert, konnte in dieser Studie
nicht bestitigt werden. Dies konnte daran liegen, dass entweder die fiir die systemischen Ef-
fekte in der Leber erforderlichen Mediatoren nicht in dem Untersuchungskit der Plasma-
Marker enthalten waren. Auch der Zeitpunkt der Messung konnte zu spit gewéhlt worden
sein, wenn man davon ausgeht, dass einerseits die untersuchten Parameter zum frithen Unter-
suchungszeitpunkt nur noch auf Proteinebene induziert gemessen werden konnten. Anderer-
seits zum gleichen Zeitpunkt aber auf Genexpressionsebene schon ein anti-entziindliches Re-
aktionsmuster zu erkennen war, welches ebenso nach 24-stiindiger Inhalation von UfCP an-
hand der mRNA- und Proteinkonzentrationen zu beobachten war (5.1.3.3). Der schon ange-
sprochene mogliche anti-entziindliche Einfluss von Glucocorticoiden auf die Zytokinkonzen-
trationen im Blut konnte auch hier in der Leber neben den fibrotischen Mechanismen additiv
zu dem beobachteten anti-entziindlichen Reaktionsmuster fithren (Prigent et al., 2004).

Die erhohte signifikante Deposition von Fibrin(ogen) auf Endothelzellen von kapillaren Blut-
gefdllen in der Leber, wie es Khandoga und Mitarbeiter (2004) 2 Stunden nach der Infusion
von UfCP in C57BL/6J-Méusen berichteten, konnte in der vorliegenden Studie weder nach
der Inhalation noch nach der intraarteriellen Infusion bestdtigt werden. Eine mogliche Erkla-
rung fiir die widerspriichlichen Befunde kann der spéter gewidhlte Untersuchungszeitpunkt,
d.h. 4 im Vergleich zu 2 Stunden nach der Partikelexposition sein. Dartiberhinaus ist auch be-
kannt, dass es Mausstamm spezifische Unterschiede in ihrer entziindlichen Reaktionsweise
gibt, die eine Ursache fiir die unterschiedlichen Befunde sind (C57BL/6J- versus BALB/cJ-
Méuse).

Schlussfolgerung

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnten die Hypothesen der epidemiologischen und

toxikologischen Studien bestétigen, dass die Entziindungsreaktion in der Lunge notwendig fiir
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die meisten partikelassoziierten extrapulmonalen Effekte ist. So verursachen die von der Lun-
ge in die Blutzirkulation translozierten UfCP, welche innerhalb der Applikationsformen durch
die intraarterielle Infusion simuliert wurden, keine oder gegebenenfalls nur geringfiigige Ver-
dnderungen auf die untersuchten entziindungsrelevanten Endpunkte in den extrapulmonalen
Zielorganen. Damit kann die Hypothese, dass die translozierten Partikel durch ihre direkte
Wechselwirkung (Khandoga et al., 2004) bzw. Penetration in die Blutzirkulation (Nemmar et
al., 2002a; 2003b) prothrombotische Effekte auslosen konnten, nicht bestitigt werden. Darti-
berhinaus ist nur nach der Inhalation von UfCP in den untersuchten extrapulmonalen Organen
zu unterschiedlichen Zeitpunkten ein lokales pro-entziindliches Reaktionsmuster zu erkennen,
welches potentiell zur Progression kardiovaskuldrer Erkrankungen fithren kann (Peters et al.,
2005). Ebenso kann die Hypothese der erhohten Freisetzung von l6slichen Mediatoren ins
Blut als grundlegenden Wirkungsweg fiir extrapulmonale Effekte im Organismus in der vor-
liegenden Arbeit mit den gegebenen Mitteln nicht bestitigt werden. Die in dieser Studie ge-
wonnenen Ergebnisse und ihre Interpretation zeigen die Komplexitéit der Reaktionsweise des
Gesamtsystems auf und weisen aufgrund der Lungenentziindung auf eine Modulation des ve-
getativen Nervensystems, welches einen additiven Einfluss auf die beobachteten kardiovasku-
laren Effekte haben konnte und in zukiinftigen Studien weiter untersucht werden muss. Ein-
deutig kann im Rahmen der vorliegenden Arbeit die wichtigste Aussage gemacht werden,
dass die Lungenentziindung und nicht die Translokation ultrafeiner Partikel entscheidend fiir

die extrapulmonalen Effekte ist.
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6 Zusammenfassung

Die Exposition mit Umweltstduben, ultrafeinen Partikeln und Gasen wird als Ursache akuter
kardiovaskuldrer Morbiditdt und Mortalitdt angesehen. Epidemiologische und toxikologische
Studien der letzten Jahre weisen auf die Bedeutung von ultrafeinen Partikeln als Ausloser fiir
die lokalen pulmonalen und systemischen Entziindungsreaktionen hin, die durch Verédnderun-
gen in der kardiovaskuldren Funktion gekennzeichnet sind. Dazu gehoren endotheliale Dys-
funktion und prothrombotische Prozesse, die letztlich zum akuten Herztod fiihren konnen.
Die Mechanismen, die dazu fiihren, sind derzeit nur unzureichend geklért. Es konnte in zahl-
reichen Studien gezeigt werden, dass ultrafeine Partikel von der Lunge in die systemische
Blutzirkulation translozieren kénnen. Als Ursache kardiovaskuldrer Negativ-Effekte werden
entweder die Freisetzung von 16slichen Mediatoren aus der Lunge und direkte Effekte von
translozierten, ultrafeinen Partikeln in die systemische Blutzirkulation diskutiert.

Unsere Tierexpositionsstudie wurde durchgefiihrt, um die Hypothesen zu priifen, dass ,,trans-
lozierte* ultrafeine Kohlenstoffpartikel (UfCP) eine signifikante extrapulmonale Entziindung
induzieren konnen. Zu diesem Zweck wurden die systemischen Effekte von zwei verschiede-
nen Expositionsmodellen verglichen. Die Versuchsméduse wurden mittels der Inhalation von
UfCP (48 nm; 440 pg/m’) bzw. gefilterter Luft fiir 4 oder 24 Stunden oder durch die intra-
arterielle Infusion mit der berechneten dquivalenten Dosis von innerhalb einer 24-Stunden-
Inhalation translozierten UfCP (5 x 10’ UfCP) exponiert. Die Versuchsméuse wurden hin-
sichtlich systemischer Effekte in der Blutzirkulation mittels automatisierter himatologischer
Untersuchung von Zellzahlen und Plasma-Zytokin-Konzentrationen untersucht. Dariiber
hinaus wurden Aktivierungsmarker auf peripheren Monozyten und Granulozyten mit FACS
analysiert. Zur Untersuchung der lokalen, entziindlichen, mikrovaskuldren Effekte in den
Geweben von der Lunge, vom Herz, von der Aorta und von der Leber wurde eine quantitative
Genexpressionsanalyse und eine multianalytische Proteinexpressionsanalyse durchgefiihrt.
Die Inhalation von UfCP war durch eine leichte pulmonale Entziindungsreaktion mit endo-
thelialer Aktivierung und einer leicht erhohten Fibrin(ogen)deposition auf Endothelzellen von
kapillaren BlutgefdBen der Lunge gekennzeichnet, wohingegen die intraarterielle Infusion von
UfCP keine signifikanten Reaktionen in der Lunge aufwies. Auf systemischer Ebene verur-
sachten beide Expositionsmodelle nach der Partikelexposition einen Anstieg von neutrophilen
Granulozyten- und Monozytenzellzahlen und zugleich eine Abnahme der pro-entziindlichen
Plasma-Zytokin-Konzentrationen, jedoch mit einem stirkeren Effekt nach der Inhalation von

UfCP.
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Hinsichtlich dieser Endpunkte lassen diese Ergebnisse auf einen adjuvanten Effekt von
Htranslozierten® Partikeln schlieBen. Jedoch zeigte sich nur nach der Inhalation von UfCP eine
signifikante Abnahme von Aktivierungsmarkern auf der Oberfliche der zirkulierenden
Leukozyten-Populationen, was auf eine Retention/Transmigration von aktivierten Zellen iiber
die Adhision des aktivierten Endothels in der Lunge hinweist. Das Zytogramm der Thrombo-
zyten ergab ebenso nur nach der Inhalation von UfCP einen Anstieg der Zellzahlen und ihres
Aktivierungszustandes und dessen der Riesenthrombozyten. Diese Tatsache ldsst auf die not-
wendige pulmonale Entziindungsreaktion schlieen, die fiir die Rekrutierung und Aktivierung
der Thrombozyten ausschlaggebend war. In beiden Expositionsmodellen mit UfCP zeigte
innerhalb der extrapulmonalen Organe die Aorta die stirkste entziindliche und pro-
thrombotische Reaktion auf, wobei im Vergleich zur intraarteriellen Exposition ein stdrkeres
pro-entziindliches Reaktionsbild nach der Inhalation von UfCP zu erkennen war. Die Inhala-
tion von UfCP induzierte in der Leber eine frithe, voriibergehende pro-entziindliche Reaktion
mit einer endothelialen Aktivierung und einer geringfiigigen Reaktion im Herzen, die mit
steigender Expositionsdauer zunahm, wéhrend die intraarterielle Infusion von UfCP in diesen
Organen keine offensichtlichen Effekte verursachte.

Die Ergebnisse dieser Studie weisen darauf hin, dass die systemisch verfiigbaren UfCP teil-
weise forderliche Effekte auf spezifische biologische Endpunkte haben mogen. Jedoch zeigen
die Ergebnisse eindeutig, dass die Entziindungsreaktion in der Lunge entscheidender fiir die
meisten extrapulmonal beobachteten Effekte ist. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit kann die
wichtigste Aussage getroffen werden, dass die Lungenentziindung und nicht die Trans-

lokation ultrafeiner Partikel entscheidend fiir die extrapulmonalen Effekte ist.
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8 Anhang

8.1 Material

8.1.1 Abkiirzungen

°C
ACE
ACRP30
ADP
AK

AS
BAL(F)
BASO
BET

bp

BSA
BSA

C

CAP
CCLI11
CCL2
CCL3
CCL4
CCL5
CDl11b
CD18
CD49d
CD54
cDNA
CMD
CRP
CT
CVD
CXCL1
CXCLI12
CXCL2
d

dagg
ddCT
ddH,0O
DEP
Dep

D¢

Grad Celsius

Angiotensin cleaving enzyme

Adiponektin

Adenosindiphosphat

Antikorper

Aminoséiure

Bronchoalveolédre Lavage (Fliissigkeit)
Basophile Granulozyten
Brunauer-Emmett-Teller (Groenbestimmung von Oberfldchen)
Basenpaar(e)

Bovine serum albumin

Bovine serum albumin

Cytosine

Concentrated ambient particles

Eotaxin

Monocyte chemoattractant protein-1, MCP-1
MIP-1-alpha

MIP-1-beta

T-cell-specific protein, RANTES

Integrin alpha M (MAC-1)

Beta-2 Integrin (MAC-1)

Integrin alpha 4 (VLA-4)

ICAM-1

complementary DNA

count median diameter (Mediandurchmesser der Anzahldichte)
C-reactives Protein

Threshold-cycle (Schwellenwert-Zyklus)
cardiovascular disease

Growth-regulated alpha protein, KC
Stromal cell-derived factor 1, SDF-1
Macrophage inflammatory protein 2, MIP2
Dichte

Mobilitdtsdurchmesser des Agglomerates
delta-delta-Threshold-Cycle

2-fach destilliertes Wasser

Diesel exhaust particle

Deposition

fraktale Dimension
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DNA
dNTP
dpp

ds
EDRF
EDTA
eNOS
EOS
E-Selektin
f
FACS
FMO
FSC

fw

g
G-CSF
GM-CSF
GSH
GSSG
Hg

HR
HRP
HRV
HTS
ICAM1

IFN-gamma

[HC

IkBb

IL-x

iNOS

kb

KC

kDa

ke

KHP

1

Large PLT
LDH
L-Selektin

Ly6G
Lympho

M
m

Desoxyribonukleinsdure

2’-desoxynukleosid 5 -triphosphat

Dichte der Primérpartikel

Double strand(ed)

Endothelium-derived relaxing factor (Synonym fiir NO)
Ethylendiamintetraacetat

Endotheliale NO-Synthase

Eosinophile Granulozyten

Endothelial leukocyte adhesion molecule 1, CD62E Antigen
Atemfrequenz

Fluorescence activated cell sorting

fluorescence minus one

forward-scatter

Forward

Erdbeschleunigung

Granulocyte colony stimulating factor, CSF3
Granulocyte-macrophage colony stimulating factor, CSF2
Glutathion

Glutathiondisulfid (oxidierte Form von GSH)
Hiamoglobin

Herzschlagfrequenz

Meerrettichperoxidase

Herzschlagfrequenzvariabilitit
High-Throughput-Screening (mit 96-well Mikrotiterplatten)
Intercellular adhesion molecule 1, CD54

Interferon gamma

Immunohistochemie
Nuclear factor of kappa light chain gene enhancer in B-cells in-
hibitor, beta

Interleukin-x

induzierbare NO-Synthase

Kilo (1000) Basenpaare

CXCL1

Kilo Dalton

Konstante k¢
Krebs-Henseleit-Puffer

Liter

Large platelets, Riesenthrombozyten
Laktat-Dehydrogenase

Leukocyte adhesion molecule 1, CD62L Antigen
Myeloid differentiation antigen Grl, Expression auf neutrophile
Granulozyten

Lymphozyten
Molar (mol/l)
Masse
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MAC-1
Mage
MCP-1
min
mM
MMD
MMP2
MMP9
Mono
MPC
MPM
My,
MPV
mRNA
mRNA
MW

n

Nagg
Neutro
NH4AC
NO
Nip

ns

nt
NTrans
NY
OOR
OR
P90
PAF
PBS
PBS-T
PCDW
PCNA
PCR
PCT
PDGF-AA
PDGF-BB
PDW
PE
PFA
PI

PLT
PM

Integrin Rezeptor MAC-1 (CD11b, CD18)
Agglomeratmasse

Monocyte chemoattractant protein-1, CCL2
Minute(n)

Millimolar

Massenmediandurchmesser

Matrix metalloproteinase-2

Matrix metalloproteinase-9

Monozyten

mean platelet component

mean platelet mass

Masse eines Primérpartikels

mean platelet volume

Messenger Ribonukleinsédure

Messenger Ribonukleinsdure

Mittelwert

Anzahl

Anzahl der Agglomerate

Neutrophile Granulozyten
Ammoniumacetat

Stickstoffmonoxid

Anzahl der kugelformigen Primérpartikel pro Agglomerat
(statistisch) nicht signifikant

Nukleotid(e)

Anzahl der translozierten Partikel

New York

out of range

Odds ratio, statistisches Quotenverhiltnis
Printex90 (ultrafeine Kohlenstoffpartikel)
Platelet activating factor

Phosphate buffered saline

Phosphate buffered saline - Tween
platelet component distribution width
Proliferating cell nuclear antigen
Polymerase chain reaction

platelet crit

Platelet-derived growth factor A chains (Dimer)
Platelet-derived growth factor B chains (Dimer)
platelet distribution width

phycoerythrin

Paraformaldehyd

propidiumjodid

Thrombozyten

Particulate matter, Umweltpartikel
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PMDW
PMT
P-Selektin
RBC

rev

RNS
ROFA
ROS

rpm

RT
RT-PCR
SCS

SEM

SM

SOD

SPP1

Ss

SSC

Std
ST-Segment
Sy

TBE

TF
TGF-beta-1
TiO,
TNF-alpha
TNF-RI
total PAI-1
Trans

Tris
TritonX-100
TSP

U

UfCP

UfP

platelet mass distribution width
photomultiplier

Leukocyte-endothelial cell adhesion molecule 3, CD62P Antigen
Erythrozyten

Reverse

Reaktive Stickstoffspezies

Residual oil fly ash

Reaktive Sauerstoffspezies

Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur

Real time - Polymerase chain reaction
single color staining

standard error of the mean (Standard Fehler)
Submucosa

Superoxiddismutase

Osteopontin

Single stranded

sideward-scatter

Stunde(n)

ST-Segmentdepression

Streptavidin

Tris Borat — EDTA

tissue factor, Thromboplastin, F3
Transforming growth factor beta-1
Titanium dioxide

Tumor necrosis factor alpha

Tumor necrosis factor receptor superfamily member 1A
Total Plasminogen activator inhibitor 1
Translokationseffizienz
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Polyethylene glycol tert-octylphenyl ether
Total suspended particles

Unit

Ultra fine carbon particle, ultrafeine Kohlenstoffpartikel
ultrafeine Partikel

Volt

Vascular adhesion molecule 1

Vascular endothelial growth factor
Integrin Rezeptor VLA-4 (CD49d, CD29)
Atemzugvolumen

von-Willebrand-Faktor

Leukozyten
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8.1.2 Geriiteliste

96-Loch Mikrotiterplatten

ABI Prism 7000 Sequence Detec. System

Binokular

Coverplates™

Deckglaser

Dreiwegehahn (Discofix)
Durchflusszytometer
EDTA-R&hrchen
Einbettférmchen
Elektromobilitdtsspektrometer
FastPrep Instrument

Filter

Funkengenerator GFG 1000
Gel Dokumentation
Gelelektrophorese Apparatur
Gelelektrophorese Kammer
Glas-Kapillar-pipetten (EDTA)
Glaswaren

Hémazytometer (Neubauer)

Hybond ECL Nitrozellulose Membran
Infusionsbesteck (Infusomat-Leitung)
Kaniilen

Kondensationszihler
Kiihl- und Gefrierschrinke
Katheter

Luminex 100
Lysing matrix Sdulen

MagicMark XP Western Protein Standard

Magnetriihrer

Malvern HPPS (particlesizer)
Mikroskop

Mikrowaage

Multipette

Nassblotkammer (Xcell I Blot Module)

Nitrozellulosemembran
Objekttrager
Paraffinausgief3station

PCR - Thermo- Fast 96 Detection Plates

pH Meter
Pipetten

Becton Dickinson, Heidelberg

Nunc, Thermo Fisher Scientific, Langenselbold
Applied Biosystems, USA

Stemi SV8, Zeiss , Jena

Shandon, Astmor, England

Menzel, Braunschweig

Braun, Melsungen

BD LSRII, Becton Dickinson, Heidelberg
Mikrovette, Sarstedt, Niirnbrecht-Rommelsdorf
Shandon, Astmor, England

Modell EMS150, Hauke, Gmunden, Osterreich
Thermo Fisher Scientific, Langenselbold
Steritop (0,22 pm; 0,1 pm), Millipore, USA
Palas, Karlsruhe

Syngene, England

Xcell SureLock Mini—Cell, Invitrogen, Karlsruhe
PeqLab Biotechnology GmbH, Erlangen
Sarstedt, Niirnbrecht-Rommelsdorf

Braun, Melsungen

Schott, Mainz

Adaltis Deutschland GmbH, Freiburg

GE Healthcare, Buckinghamshire, England
Braun, Melsungen

Sterican Z, 0,3 x 12mm, Braun, Melsungen
Braun, Melsungen

Typ CPC 3022A, TSI, St. Paul, USA
Liebherr GmbH, Lienz

0,61mm/0,41mm, Portex, Hythe, England
Smith Medical, Grasbrunn

Bio-Rad, Miinchen

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Ikamag RCT, IKA-Labortechnik, Staufen
Malvern Instruments GmbH, Herrenberg
Leitz Diaplan, WILD Leitz AG, Heerbrugg
Typ AT250, Mettler, Gieflen

Multipette plus, Eppendorf, Hamburg
Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Superfrost, Menzel, Braunschweig
Histocentre 2, Shandon, Astmor, England
Thermo Fisher Scientific, Langenselbold
InoLab pH Level 1, England

Gilson, USA

Pipetus®, Hirschmann Laborgerite, Eberstadt
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Pipettenspitzen Diamond, Gilson, USA
Power Supply (PowerEase 500) Invitrogen, Karlsruhe
Reaktionsgefille 15 ml, 50 ml falcon tubes, Becton Dickinson,USA
Eppendorf, Hamburg; 0,5 ml, 1,5 ml, 2,0 ml
FACS-Rohrchen, Falcon, USA
PCR tubes, Biozym Diagnostiks, Oldendorf
Rontgenfilm GE Healthcare, Buckinghamshire, England
Rotationsmikrotom, 2040 Autocut Reichert-Jung, USA
Rotationsverdiinner Modell MD19, Matter Engineering, Schweiz
Schiittler Heidolph Reax 2000
HLC Haep Labor Consult, Bovenden
KS 250 Kreisschiittler, IKA, Staufen
Mini-Shaker, Braun, Melsungen
Thermomixer comfort, Eppendorf, Hamburg
Vortex, Bender & Hobein AG, Schweiz
Sequenza Slide Rack™ Shandon; 7331017
Spritze (Omnifix) Braun-Melsungen, Nr.: 4616022,
Spritzen (1 ml) Kendall monoject, Tyco Healthcare, UK
Sterilbank BDK Luft- und Reinraumtechnik GmbH
Sterilisator KSG Sterilisatoren GmbH, Olching
Stromversorgung Bio-Rad, Miinchen
T-Stiick Apparatur Eigenproduktion; HZM, Neuherberg
Ultraschalllanze Dumag, Wien
Wasserbad GFL Labortechnik GmbH, Burgwedel
Zentrifugen Cytospin 2, Shandon, Astmor, England

8.1.3 Computerprogramme

Eppendorf centrifuge 5415c, Eppendorf, Hamburg

Galaxy 16DH, VWR

Hettich Zentrifugen, Universal 32 R
Mini-Shaker, Braun, Melsungen
Multifuge 3 S-R, Heraeus, Hanau
Sigma Laborzentrifugen 1-15 K, 3 K 15

Abbildungen Adobe Photoshop 7.0, Adobe Inc.
Abbildungen Adobe Acrobat 7.0, Adobe Inc.
Abbildungen Microsoft Power Point 2003, Microsoft

Abgleich von Sequenzen
ADVIA 120 Auswertung
Berechnungen, Diagramme und
Tabellen

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
ADVIA 120 Software; Bayer, Fernwald

Microsoft® Excel for Windows, MS Office 2003

Bioplex Auswertung Bio-Plex-Manager-Version 3.0-Software
FACS Auswertung FlowJo Version 7.2.2 (Tree Star Inc., Ashland, USA)
Literaturrecherchen http://www.ncbi.nlm.nih.gov/PubMed/
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Oligonucleotid-Konstruktion

Primer3 open source software

(http://primer3.sourceforge.net/)

Quantitative Auswertung von
Westernblots
Sequenzsuche

Syngene Software Image, Cambridge, UK
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Statistik
Textverarbeitung

8.1.4 Chemikalien

0,25% Trypsin-EDTA

10x DTT 0,1 M

4dNTPmix 10 mM each, 20X

5x First Strand Buffer

ABsolute qPCR SYBR Green ROX Mix
Agarose

Alkohol

Ammoniumacetat

Augensalbe

Biorad-Proteinreagenz

Borsédure

BSA

Chloroform

Citrat buffer pH 6.0 (10X)

DEPC

DNA/RNA loading dye

DNA-Leiter, ultra low range 300-10 bp
dNTP mix

DTT

ECL Plus Detektionssystem

Ethanol

Flussigstickstoff (N2), liquid (-196°C)
Formaldehyd Losung 4%
Giemsa-Losung

Glycin

Glycogen (20 mg/ml)
Graphit-elektroden

H,0, (30%)

Hematoxilin

Isopropanol

Isotonische NaCl-Losung 0,9%
Klebstoff

Loading Dye Solution 6X
Magermilchpulver

MagicMark XP Western Protein Standard

May-Griinwald-Losung

Microsoft® Excel for Windows, MS Office 2003
Microsoft® Word for Windows, MS Office 2003

SIGMA-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Superscript-Kit, Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

Superscript-Kit, Invitrogen, Karlsruhe
Thermo Fisher Scientific, Langenselbold
Biozym, Hess, Oldendorf

Merck KG aA, Darmstadt

Merck KG aA, Darmstadt

Bepanthen, Roche

Bio-Rad, Deutschland

Merck KG aA, Darmstadt

SIGMA-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Merck KG aA, Darmstadt

DAKO, Glostrup, Danemark, S2031
SIGMA-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Fermentas, St. Leon-Rot

Fermentas, St. Leon-Rot

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

GE Healthcare, Buckinghamshire, England
Merck KG aA, Darmstadt

Linde AG, Miinchen

Fischar, Saarbriicken

Merck KG aA, Darmstadt

Merck KG aA, Darmstadt

Merck KG aA, Darmstadt

Elektrodentyp RW-0, SGL-Carbon, Wiesbaden

Roth, Karlsruhe

H-3401, Vector Laboratories, Canada
Merck KG aA, Darmstadt

Braun, Melsungen

Entellan, Merck KG aA, Darmstadt
Fermentas, St. Leon-Rot

Roth, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Merck KG aA, Darmstadt
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Methanol
Methanol
Methanol

NazEDTAx2H20
N-Acetylcystein
NH4Ac 10mM

NH4OH (25% stock; 13,4 M)
Non essential amino acids 100x

Nuclease freies Wasser

NuPAGE LDS Sample Buffer 4X
(Ladepufter)

NuPAGE LDS Sample Buffer 4X
(Ladepufter)

NuPAGE MOPS SDS Runningpuffer
NuPAGE Novex 4-12 % Bis-Tris-HCL
Gel

NuPAGE Sample Reducing Agent
NuPAGE Sample Reducing Agent
NuPAGE Transferbuffer 20X
Paraffin (Histosec Pastillen, 56-58°C)
Paraformaldehyd

PBS

Ponceau S

Powersupply (Power Pac Basic)
Printex90, Carbon Black
Protease-Inhibitor Cocktail 111

RNA Leiter, peQ Gold, high range, 200-
6000bp

RNAlater TM

RNAse Inhibitor 40 U/ul
3-mercaptoethanol

Stickstoff

Superscript II RT 200 U/ul
SYBR Gold, nucleic acid gel stain,
10.000X

SYBR Safe, DNA Gel stain, 10.000X
Tris-Base

Triton X-100

Trizol

Trizol

Trypan blau 0,4%

Tween20

VectaMount™ Mounting Medium
Xylol

Merck KG aA, Darmstadt
Merck KG aA, Darmstadt
Merck KG aA, Darmstadt

Merck KG aA, Darmstadt
Merck KG aA, Darmstadt

Merck KG aA, Darmstadt

Merck KG aA, Darmstadt
Biochrom AG, Berlin
Gibco, Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Merck KG aA, Darmstadt

SIGMA-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Biochrom AG, Berlin

SIGMA-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Bio-Rad, Miinchen

Degussa, Frankfurt

Merck KG aA, Darmstadt

PegLab, Biotechnologie GmbH, Erlangen
Applied Biosystems, USA

Invitrogen, Karlsruhe

Merck KG aA, Darmstadt

Linde AG, Miinchen

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Merck KG aA, Darmstadt

Merck KG aA, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

SIGMA-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Merck KG aA, Darmstadt

H-5000, Vector Laboratories, Canada

Merck KG aA, Darmstadt
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8.1.5 Enzyme

Superscript II RT 200 U/ul Invitrogen, Karlsruhe
DNasel Roche Applied Sciences, Basel

8.1.6 Gelmarker

DNA-Ladder, ultra low range 300-10 bp Fermentas, St. Leon-Rot

RNA Leiter, peQ Gold, hi. range, 200-6000bp PeqLab Biotechnologie GmbH, Erlangen
MagicMark XP Western Protein Standard Invitrogen, Karlsruhe

Loading Dye Solution 6X Fermentas, St. Leon-Rot

8.1.7 Oligonukleotide fiir die RT-qPCR

Die nachfolgende Tabelle Al listet die Gene mit den zugehorigen Primerpaaren auf, die fiir
die quantitative RT-PCR-Analyse verwendet wurden. Die Nomenklatur der Gensymbole
wurde entsprechend von MGI ibernommen (Mouse Genome  Informatics,
http://www.informatics.jax.org). Die Sequenzen der Transkripte wurden tiber die NCBI Refe-
rence Sequences ID identifiziert. Die Primer wurden mittels der Primer3 open source sofi-
ware (http://primer3.sourceforge.net/) unter Verwendung folgender Konditionen abgeleitet:
GC-Anteil: 55 - 60 %; Annealing: 55 °C; Primerldnge: 18 - 22 Basenpaare; Produktlidnge:
135-225 Basenpaare.

Tabelle Al: Primerliste der Genexpressionsanalyse

RefSeq Gen Name Symbole Primer Sequenz (5" - 3°) — fw Primer Sequenz (5" - 3°) — rev

angiotensin | convert-
NM_207624 | ing enzyme (peptidyl- Ace CTC AGC CTG GGA CTT CTA CTT GGG GGT AGA CAC TGA G
dipeptidase A) 1

arachidonate 5-

NM_009662 . Alox5 AGA GCA GGG AGA AGC TGT CAC GGT CTG GTA GAG TAT CC
lipoxygenase
NM_009696 apolipoprotein E Apoe GGT CAC ATT GCT GAC AGG AGT TCT GCA GCT CTT CCT
chemokine (C-C mo-
NM_011333 Ccl2 CTT CTG GGC CTGCTG TTC A CCA GCC TAC TCATTG GGATCA
tif) ligand 2
NM_170701 CD40 antigen Cd40 GTC ATC TGT GGT TTA AAG TCC CA AGA GAA ACA CCC CGA AAATGG
NM_011616 CD40 ligand Cd40lg CTC AAACTC TGAACAGTGCGCT GGC AGG TCC TAACTGACTTGC T
NM_009853 CD68 antigen Cd68 CCT CCACCCTCGCCTAGTC TTG GGT ATAGGATTC GGATTT GA

colony stimulating fac-
NM_009969 tor 2 (granulocyte- Csf2 GCC ATC AAA GAA GCC CTG GCG GGT CTG CAC ACATGT TA

macrophage)
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chemokine (C-X-C

NM_008176 Cxcl1 CCG AAG TCA TAG CCA CAC GTG CCA TCA GAG CAG TCT
motif) ligand 1
chemokine (C-X-C
NM_009140 ( Cxcl2 CTG TTG TGG CCA GTG AAC GCC CTT GAG AGT GGC TAT
motif) ligand 2
chemokine (C-X-C
NM_009141 o Cxcl5 CCC TAC GGT GGA AGT CAT CTT CAC TGG GGT CAG AGT
motif) ligand 5
NM_010104 endothelin 1 Edn1 TTC CAG GTC CAAGCG TTC CT GCT TGG CAG AAATTC CAG CA
EGF-like module con-
taining, mucin-like,
NM_010130 Emr1 CTC TGT GGT CCC ACC TTC AT GAT GGC CAA GGA TCT GAA AA
hormone receptor-like
sequence 1
NM_010171 coagulation factor Ill F3 GAG CAATGG AAG AGT TTC CT GCA CAG AGA TAT GGA CAG
fibrinogen, alpha po-
NM_010196 . Fga AGG GTC ACC TGC CTCATCTT ACA ACT CTT GGG CCA CGT AC
lypeptide
fibrinogen, B beta po-
NM_181849 . Fgb TGA GGC ATC TATGGC TGC T TGT CAA CAG GTC GAT GAC CA
lypeptide
fibrinogen, gamma
NM_133862 . Fgg AGC CCCCGAGTTTCCTTCTT GGT GGT TGG GCA GAA ACT AC
polypeptide
NM_010233 fibronectin 1 Fn1 ACG TGC CTT TAG CAC AGA GG CCC AGAGCCATCTTGTTTTC
glutamate-cysteine li-
NM_010295 . . Gclc GAG ACC CACTCACCCTTT TCA CCC TAG TGA GCA GTACC
gase, catalytic subunit
glutathione S-
NM_008181 transferase, alpha 1 Gsta1 AGG AGA GAG CCC TGATTG CTG TTG CCC ACA AGG TAG
(Ya)
heme oxygenase (de-
NM_010442 Jing) 1 Hmox1 AGG TGA TGC TGA CAG AGG GTG TCT GGG ATG AGC TAG TG
cycling
hypoxanthine guanine
NM_013556 | phosphoribosyl trans- Hprt1 GTT GGA TAC AGG CCAGAC TTT GT CAC AGG ACT AGA ACA CCT GC
ferase 1
NM_010479 | heat shock protein 1A | Hspala GAC AAG TCG GAG AAC GTG GAG TAG GTG GTG AAG GTC TG
intercellular adhesion
NM_010493 lcam1 CCG CAG GTC CAATTC ACACT TCC AGC CGA GGA CCA TAC AG
molecule
NM_008337 interferon gamma IFNg TCA AGT GGC ATA GAT GTG GAA GAA TGG CTC TGC AGG ATT TTC ATG
NM_010548 interleukin 10 110 TCT GTC TAG GTC CTG GAG TC GGA GCA GGT GAA GAG TGA
NM_010554 interleukin 1 alpha IMa AGC GCT CAA GGA GAA GAC CTG TCATAG AGG GCAGTCC
NM_008361 interleukin 1 beta I1b CAA CCA ACA AGT GAT ATT CTC CAT G GAT CCA CAC TCT CCA GCT GCA
NM_031168 interleukin 6 116 GCC AGA GTC CTT CAG AGA G CCACTCCTTCTGTGACTCC
NM_1082960 integrin alpha M Itgam CCT CAA GGG CAA CCT ATC GAC CTC ACA TAC GAC TCC TG
NM_008491 lipocalin 2 Lcn2 GAA GAA CCA AGG AGC TGT TCA ATG CAT TGG TCG GTG
NM_010700 low density lipoprotein
Ldir CAC TGT GGT AGC AGT GAG TG GCT CAT GTC CTT GCA GTC

receptor
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lectin, galactose bin-

NM_010705 Lgals3 GAG CTA CAC ATC CCTAGC C CTC AGG AGG ATC TGA GAC TG
ding, soluble 3
leukotriene A4 hydro-
NM_008517 ) Ltadh CAG ATG GTT ACG GCT CTG AGC TCT TGG TAG GTG TGG ACA G
ase
lymphocyte antigen 6
uU360142 Ly6g TGG ACT CTC ACA GAA GCA AAG GCA GAG GTC TTC CTT CCA ACA
complex, locus G
matrix metallopepti-
NM_013599 dase 9 Mmp9 GAA GTG GGG TTT CTG TCC AGC CCT CGA GGT AGC TAT AC
ase
neutrophil cytosolic
NM_010876 tactor 1 Ncf1 CTG CTG TTG AAG AGG ACG AGA TG AGC CGG TGA TAT CCC CTT TCC
factor
NM_010877 neutrophil cytosolic
factor 2 Ncf2 CTC GCC AGA ACA CAC TAAACT GA TCC TTC ATG CTT TCT TCG GAC AG
factor
nuclear factor of
kappa light chain )
NM_010908 Nfkbib CTG CAT CTA GCA GCC ATC GGC TCT GAG TGA GGT AGG TA
gene enhancer in B-
cells inhibitor, beta
nitric oxide synthase
NM_010927 2, inducible, macro- Nos2 CCT GTG AGA CCT TTG ATG CCTATATTG CTG TGG CTC
phage
nitric oxide synthase
NM_008713 Nos3 GTA GCC AAT GCA GTG AAG CCT CAG AGC CAT ACA GAA
3, endothelial cell
oxidized low density
NM_138648 | lipoprotein (lectin-like) Olr1 AGA GGA GTC CCA GAG AGA AC CTT GTG GAC AAG GAC CTG
receptor 1
platelet/endothelial
GTC TTG TCG CAG TAT CAG AAT TTC
AK084527 cell adhesion mole- Pecam1 AG TAC CAG GCC GCT TCT CTT GA
cule 1
phospholipase A2,
NM_013737 Vi Pla2g7 CCT GCAAGC TGG AAT TCT CC CCC ATT AGA TGC CAA GCC AA
group
platelet-activating fac-
NM_1081211 Ptafr CAA CGA GGG CGACTG GATT GAC ACC CAA AAA GGC CAC ACT
tor receptor
prostaglandin-
NM_008969 | endoperoxide syntha- Ptgs1 ACT GGT GGA TGC CTT CTC GTA CAG CTC CTC CAACTC AG
se 1
prostaglandin-
NM_011198 | endoperoxide syntha- Ptgs2 CAA CAC CTG AGC GGT TAC GTT CCA GGA GGA TGG AGT
se 2
S100 calcium binding
NM_013650 | protein A8 (calgranu- | S100a8 CCG TCTTCAAGACATCGTTTGA GTA GAG GGC ATGGTGATTTCC T
lin A)
NM_011315 serum amyloid A 3 Saa3 GAA GCT GGT CAA GGG TCT GTC AGC TCT TGA GTC CTC TG
selectin, endothelial
NM_011345 Sele GGC TGT AAA AGG GGC TAC CTG TAC CCT TCC ACACAG TC

cell
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NM_011347 selectin, platelet Selp TGC CCA AAA GGT TCC TGG A GCA GCCACTTCCTTCTGATT
NM_011346 selectin, lymphocyte Sod3 GCC TGA ACT TCA CCA GAG CTA GGT CGAAGC TGG ACTC
secreted phosphopro-
NM_009263 tein 1 Spp1 AGC TCA GAG GAG AAG CTT CTT CAG AGG ACA CAG CAT
ein
transforming growth
NM_011577 Tgfb1 TGA CGT CAC TGG AGT TGT ACG GGT TCA TGT CAT GGATGG TGC
factor, beta 1
NM_011580 thrombospondin 1 Thbs1 CTG GAC TTG CTG TAG GTT AAC AAA GCC AGC GTAGTC
NM_013693 | tumor necrosis factor Tnf CAC CAC GCT CTT CTG TCT GGC TAC AGG CTT GTCACT C
tumor necrosis factor
NM_011609 | receptor superfamily, | Tnfrsfla GAT ACA GTC TGC AGG GAG TG CCT GAG TGA GAC ACACTT CC
member 1a
vascular cell adhesion
NM_011693 Vcam1 GCC TCG CTA GGT TAC ACA GGA CTG CCC TCC TCT AGT AT
molecule 1
Von Willebrand factor
NM_011708 h ) Vwf AGC CTG AATCCACGC TTG A ATA ACG GCA GTT CTG CAG
omolog

8.1.8 Kits

ABsolute qPCR SYBR Green ROX Mix
RNeasy Mini Kit

Protein-Assay

Superscript-Kit

Bioplex 14-Zytokine-plex

Bioplex cytokine assay kit

Bioplex Serum Diluent

Lincoplex CVD 1 panel 2-plex
Lincoplex CVD 2 panel 5-plex

Thermo Fisher Scientific, Langenselbold
QIAGEN GmbH, Hilden

Bio-Rad, Miinchen

Invitrogen, Karlsruhe

Bio-Rad, Miinchen

Bio-Rad, Miinchen

Bio-Rad, Miinchen

Millipore, USA

Millipore, USA

8.1.9 Puffer und Losungen (Rezepte)
8.1.9.1 Immunbhistologie

— 4 % Paraformaldehyd:
2,8 g PFA
70 ml PBS

Lagerung bei 4 °C nach vollstandiger Auflésung

— 10 x PBS (Stammldsung)
9,49 g PBS (Biochrom)
ad 1 1 destilliertes Wasser

auf pH 7,4 einstellen

144



Anhang

1 x PBS (Gebrauchslésung)

100 ml 10 x PBS
Ad 1 1 destilliertes Wasser

96 % Ethanol
40 ml destilliertes Wasser

960 ml Ethanol 100 %

80 % Ethanol
200 ml destilliertes Wasser

800 ml Ethanol 100%

70 % Ethanol
300 ml destilliertes Wasser

700 ml Ethanol 100 %

1,8 % H,0,-Methanol-Losung (Gebrauchslosung)

6 ml H,0, (30 %,Stammldsung)
80 ml Methanol
14 ml destilliertes Wasser

Citrat-Puffer
30 ml 10 x Citrat-Puffer (DAKO, Stammldsung)
270 ml destilliertes Wasser

auf pH 6,0 einstellen

2 % rabbit Serum (Gebrauchslésung, 3 ml)
2,94 ml 1 x PBS
60 pl rabbit serum (VECTOR, S-5000, Stammlosung)

NH4OH-Losung (37 mM Gebrauchslosung, 1 1)

997,24 ml 70 % Ethanol

2,76 ml NH,OH (25 % Stammldésung, Merck; 13,4 M)
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8.1.9.2 Intraarterielle Infusion

— KHP (Stammlosungen zur Herstellung)

NaCl 67 g/1

KC1 11,01 g/250 ml
CcacCl, 8,8 g/250 ml
MgSOy 7,26 g/250 ml

NaHCO; 20,9 g/1

— KHP (Gebrauchslosungen)

Glukose 2 g

NaCl 100 ml (Endkonzentration: 115 mM)
KC1 10 ml (Endkonzentration: 5,9 mM)
CaCl, 5 ml (Endkonzentration: 1,2 mM)
MgSQOy, 10 ml (Endkonzentration: 1,2 mM)
NaHCO; 100 ml (Endkonzentration: 25 mM)

ad 1 1 destilliertes Wasser

— Narkoselosung (fiir die Operation; 0,1 ml IP pro 10 g Kérpergewicht)
1,00 ml Ketavetl00 [100 mg/ml]

0,1 ml Rompun 5 % [50 mg/ml], TS 500 mg (Bayer, Art.Nr.: 03407)

6,00 ml physiologische Kochsalzlésung [0,9 $ NaCl]

— Fentanyl Gebrauchslosung (Schmerzmittel; 0,5 ng/50 pl je 10 g Kérpergewicht)

1,00 ml Fentanyl Stammlésung [50 pg/ml]

ad 5,00 ml Injektionsldsung [Braun, Melsungen]

8.1.9.3 Aufarbeitung der exponierten Tiere

— Narkoselosung (fiir die Einschldferung; 25 ul IP pro 10 g Korpergewicht)
10,0 ml Ketavetl00 [100 mg/ml]
0,22 ml Rompun 5 % [50 mg/ml], TS 500 mg (Bayer, Art.Nr.: 03407)

8.1.9.4 Isolation von RNA aus Mausgewebe

— 0,1 % DEPC-Wasser
1 ml DEPC, 0,1 % Dithylpyrokarbonat
ad 1 1 destilliertes Wasser
uber Nacht rithren lassen

3 x 20 min autoklavieren
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— Glycogen Herstellung (20 mg/1 ml)
200 mg Glycogen
10,0 m1 0,1 % DEPC-Wasser

— NHiAc (10 M)
77 g NH,Ac
100 ml destilliertes Wasser
— NHsAc (10 mM)
1 ml NH;Ac (10 M)
999 ml destilliertes Wasser
— 70 % Ethanol
700 ml Ethanol 100 %
ad 1000 ml 0,1 % DEPC-Wasser

8.1.9.5 Gel fiir Elektrophorese

— 1 % Agarosegel fiir RNA-Gelelektrophorese (fiir die RNA-Qualitdtskontrolle)

2 g Agarose
200 ml 0,1 % DEPC-Wasser
20 pl SYBR-Gold (10.000 x, Invitrogen)

— 2 % Agarosegel fir DNA-Gelelektrophorese (fiir die Primervalidierung)
4 g Agarose
200 ml 1 x TBE
20 pl SYBR-Green (10.000 x, Invitrogen)

— 10 x TBE (Stamml&sung)
323,7 g Tris-Base
57,2 g Borsaure
19,1 g Na,EDTAx2H,0
ad 2 1 destilliertes Wasser

2 x autoklavieren

— 1 x TBE (fiir 2 % Agarosegel fiir DNA-Gelelektrophorese)
100 ml 10X TBE

Ad 1 1 destilliertes Wasser
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— 0,5 x TBE (fiir Laufpuffer)

100 ml
Ad 2 1

8.1.9.6 Herstellung von Proteinlysaten aus eukaryotischem Gewebe

10 x TBE
0,1 % DEPC-Wasser

— Lysis Puffer (Gebrauchslosung)

10 pl
990 pl

Proteinase Inhibitor Cocktail III

1 x PBS

8.1.9.7 Waesternblot

— 1 x PBS (Stammldsung)

9,49 g

ad 10 1

PBS (Biochrom)

destilliertes Wasser

auf pH 7,4 einstellen

— 1 x PBS (Gebrauchslosung)

100 ml
Ad 1 1

10 x PBS

destilliertes Wasser

— 1 x PBS-T (Gebrauchslésung)

100 ml
900 ml
0,1 ml

10 x PBS
destilliertes Wasser

Tween20

auf pH 7,4 einstellen

— 1 x Transferpuffer (Gebrauchslésung fiir des Blotten)

50 ml
1 ml

200 ml
749 ml

NuPage Transfer Buffer 20 x

NuPage Antioxidant

Methanol (20 % Endkonzentration)

destilliertes Wasser

auf pH 7,4 einstellen

— Blocklosung (Gebrauchslésung)

5 g
100 ml

Magermilchpulver

1 x PBS-T

auf pH 7,4 einstellen

(Merck)
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8.1.9.8 Durchflusszytometrie (FACS)

— 1 x PBS (Stammldsung)
9,49 g PBS (Biochrom)
ad 10 1 destilliertes Wasser

auf pH 7,4 einstellen

— 30 % NaN3 (Gebrauchslosung)
0,98 g NaN;
50 ml 1 x PBS

— 2% NaNj3 (20 mM, Gebrauchslésung)
0,13 g NaN;
100 ml1 1 x PBS

— FACS-Puffer (Gebrauchslosung)
5 g BSA (Sigma)
660 pl 30 % NaNj
11 1 x PBS
auf pH 7,4 einstellen

sterilfiltrieren

— NH4CI (0,17 M, Gebrauchslosung)

9,1 g NH,C1 (Sigma)
11 destilliertes Wasser (autoklaviert)
Sterilfiltrieren

— Tris-HCI (Gebrauchslosung)
28,8 g Tris-HCl (Sigma)
11 destilliertes Wasser (autoklaviert)
auf pH 7,4 einstellen

sterilfiltrieren

— NH4Cl-Tris (Gebrauchslosung fiir die Erythrozyten-Lyse)
450 ml NH4,C1 (0,17 M, Gebrauchsldsung)
50 ml Tris-HC1 (0,8 M)
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— SA-Cy (1 mg/ml; Gebrauchslosung)

1 mg SA-Cy (Streptavidin-Cascadeyellow; eBioscience)

100 pl 2 % NaNj
900 nl 1 x PBS

— PI (Propidium-Jodid; 20 pg/ml Stocklésung)

10 pl PI (Propidium-Jodid [2 mg/ml]; Sigma)
990 nl 1 x PBS
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