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1 Einleitung 

Die Verschmutzung der Luft mit Schadstoffen, insbesondere mit Schwermetallen, ist ein 

Problem, welches schon seit der frühen Kupfersteinzeit von Menschen verursacht wird. 

Schon vor 6000 Jahren als die ersten Menschen die Metallverarbeitung entdeckten, 

setzten sie bei der Verhüttung blei-, kadmium- und zinkhaltige Verbindungen an die 

Umwelt frei. Doch erst mit dem Zeitalter der Industrialisierung und dem vermehrten 

Einsatz von fossilen Brennstoffen und der Massenproduktion im industriellen Maßstab 

erlebte die Luftverschmutzung ein neues Ausmaß. So wurde Anfang des 20. 

Jahrhunderts erstmalig das Portmanteau-Wort Smog, aus dem englischen Wörtern 

smoke und fog geprägt. Doch derzeitig ist Smog trotz des gestiegenen Bewusstseins der 

Bevölkerung in Bezug auf die Luftverschmutzung nach wie vor ein großes 

Gesundheitsproblem, mit dem insbesondere große Metropolen, wie Mexiko-Stadt, 

Peking, Schanghai oder Kuala Lumpur, zu kämpfen haben. 

Neben der allgemeinen Verschmutzung der Luft, welche toxikologisch gesehen eine 

chronische Exposition darstellt, gibt es in verschiedenen Bereichen der Industrie 

Gefahrenbereiche, in denen es bei unzureichendem Arbeitsschutz zu akuten 

Vergiftungen über die Atemluft kommen kann. Akute Vergiftungen durch Inhalation von 

Schwermetalldämpfen mit Zink und Kadmium kann bei der Verhüttung von Zinkerzen, 

bei der Kunstdüngerherstellung, bei der Fertigung von Batterien sowie bei der 

Müllverbrennung auftreten. Neben der Schädigung der Lungen sind andere innere 

Organe, wie Leber und Niere, mitbetroffen. 

Die Therapie der Inhalationstraumata ist limitiert. Meist werden hauptsächlich 

symptomlindernde Maßnahmen, wie künstliche Beatmung mit einem positiven 

endexspiratorischen Druck, die Verabreichung von Steroiden und Antibiotika, ergriffen 

[2]. Häufig werden auch Chelatoren verabreicht, um die Schwermetallionen zu binden 

und aus dem Körper zu schleusen [3]. Zur Verbesserung der therapeutischen Optionen 

ist die Analyse der Pathophysiologie dieser Substanzen entscheidend. 

Im Folgenden wird die spezifische Wirkung von Zink- und Kadmiumsalzen auf das 

menschliche Lungengewebe analysiert, sowie die Physiologie der Lunge und der Aufbau 
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der alvelolar-kapillären Barriere beschrieben. Abschließend wird der Nachbau dieser 

Barriere mit Hilfe eines in-vitro-Modells geschildert. 

1.1 Wirkungen von Zink- und Kadmiumchlorid 

Im Verlauf seines Tages atmet ein Mensch durchschnittlich 10.000 Liter Luft ein, dabei 

gelangen auch Schadstoffe in den menschlichen Körper [4]. Über die Lungenoberfläche 

können inhalative Noxen lokal schädigende Wirkungen entfalten oder über das Blut 

systemische, toxische Effekte hervorrufen. Daneben kann die Lunge auch durch 

systemisch antransportierte Gifte geschädigt werden. In dieser Arbeit wurden speziell 

die schädigenden Effekte von Zinkchlorid und Kadmiumchlorid auf in-vitro-Modelle der 

Lunge untersucht. 

1.1.1 Wirkungen von Zinkchlorid 

Zinkchlorid wird in Rauchgranaten und Rauchbomben zur künstlichen Erzeugung eines 

dichten Rauches eingesetzt. Feuerwehrleute können beispielsweise im Rahmen von 

Übungen oder bei der Beseitigung von militärischen Altlasten mit Zinkchlorid in Kontakt 

kommen. Rauchgranaten oder Rauchbomben setzen nach der Zündung große Mengen 

Zinkchlorid in kleinen Partikeln (durchschnittliche Größe: 0,1 µm [5]) frei. Seit 1945 

wurden über 60 Menschen durch Unfälle mit Rauchgranaten in geschlossenen Räumen 

verletzt, wobei 20 Fälle davon tödlich verliefen [6-9]. Der letzte, bekannte Todesfall 

ereignete sich 2007 bei einer Brandschutzübung an einer amerikanischen Schule. Für 

diese Brandschutzübung wurden Rauchbomben eingesetzt, die auch vom Militär in 

Übungen und militärischen Einsätzen verwendet werden. Ein 21-jähriger Schüler wurde 

dabei dieser Brandschutzübung Zinkchlorid-haltigen Rauch ausgesetzt und verstarb 

trotz intensiv-medizinischer Maßnahmen 9 Tage nach der Exposition [6]. Analog zu 

diesem Fall entwickelten im überwiegenden Teil aller publizierten Fallbeispiele die 

Patienten nach der Inhalation des Rauches Symptome eines schweren adult respiratory 

distress syndroms (ARDS). Dabei traten die Symptome erst nach einer mehrtägigen 

Verzögerungszeit auf. Die symptomarme Latenzzeit bis zum Auftreten erster 
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quantifizierbarer Lungenschäden scheint dabei abhängig von der inhalierten Dosis zu 

sein [7,8,10]. Die pathologischen Veränderungen schlossen pulmonale Ödeme, 

Pneumonitis, Alveolitis obliterans, eine diffuse Schädigung der Alveolen und pulmonale 

Fibrose ein [7,8,11,12]. Nur wenig ist bisher über die genaue Pathophysiologie einer 

pulmonalen Zinkchloridvergiftung bekannt. In Tierversuchen an Kaninchen und Ratten 

konnten ähnliche pathologische Veränderungen wie beim Menschen nachgewiesen 

werden [13,14]. Erste Experimente an Zellkulturen lassen auf eine Wechselwirkung von 

Zinkchlorid mit dem Glutathionmetabolismus schließen [15,16]. So führte eine 

Exposition von Lungenzellen mit ZnCl2 zu einem Absinken des reduzierten, 

intrazellulären Glutathions, während der Gehalt an oxidiertem Glutathion anstieg [16]. 

Ebenso konnte gezeigt werden, dass eine Supplementierung mit N-Acethylcystein (eine 

Vorstufe des Glutathions) eine Reduzierung der durch Zinkchlorid verursachten 

Zytotoxizität bewirkt [17]. 

Detaillierte Studien bezüglich der Wirkung von ZnCl2 auf die humane alveolar-kapilläre 

Barriere der Lunge wurden bisher nicht durchgeführt. Eine genaue Analyse dieser 

Barriere könnte die Ursachen für die Latenzzeit und die nachfolgenden pathologischen 

Veränderungen nach einer ZnCl2-Exposition aufdecken. 

1.1.2 Wirkungen von Kadmiumchlorid 

Ähnliche pathologische Befunde wie beim Zinkchlorid können nach einer pulmonalen 

Vergiftung mit Kadmiumchlorid beobachtet werden. Interstitiale Pneumonitis, 

pulmonale Fibrose, eine diffuse Schädigung der Alveolen und pulmonale Ödeme wurden 

in wissenschaftlichen Arbeiten an Mensch und Tier beschrieben [18-20]. Im Unterschied 

zu den pathologischen Effekten einer ZnCl2-Vergiftung konnten die Bildung von 

Adenokarzinomen, eine transiente Nierenschädigung und sogenanntes Metallrauch-

fieber diagnostiziert werden [21-23], wohingegen das Auftreten von ARDS noch nie im 

Zusammenhang mit einer akuten, pulmonalen Kadmiumchloridvergiftung beschrieben 

wurde. Bei Metallrauchfieber handelt es sich um eine kurzzeitige Erkrankung, welche 

Grippe-ähnliche Symptome, wie eine Entzündung des Atemtrakts, Fieber und 

Schüttelfrost, hervorruft. Das Auftreten des Metallrauchfiebers wurde auch bei 
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Zinkrauchvergiftungen beobachtet, doch dabei handelte es sich um Fälle nach einer 

Zinkoxid-Exposition [24,25]. Im Gegensatz zur molekularen Pathologie von ZnCl2 wurden 

die molekularen Effekte einer CdCl2-Vergiftung bereits in einigen Studien untersucht. 

Dabei konnten in Tierversuchen die Zell-Zell-Kontakte der alveolaren Barriere als ein 

wichtiges Ziel der pulmonalen Toxikologie des Kadmiumchlorids identifiziert werden 

[26]. In Versuchen an der epithelialen Barriere von Nierentubuluszellen konnte gezeigt 

werden, dass eine Exposition mit Kadmiumchlorid zum Zusammenbruch dieser Barriere 

führt, wobei der Expositionsweg eine wichtige Rolle spielte [27,28]. Erfolgte die 

Vergiftung von der Blutseite der Blut-Harn-Schranke, führte dies zu einer schnelleren 

Zerstörung der Barriere, als eine Exposition mit der gleichen CdCl2-Konzentration von 

der apikalen Seite (Harnseite) [27,28]. Ob dieser pathologische Mechanismus, wie er von 

Prozialeck et al. an der Epithelbarriere der Niere beschrieben wurde, auch an der 

Alveolarbarriere der Lunge wiederzufinden ist, sollte im Rahmen dieser Arbeit geklärt 

werden. Dabei wurden Experimente durchgeführt, in denen ein etabliertes Ko-Kultur-

Modell der alveolar-kapillären Barriere verwendet wurde [29]. Das in-vitro-Modell soll 

dabei die Blut-Luft-Schranke in den Alveolen nachbilden. 

1.2 Die alveolar-kapilläre Barriere der Lunge (Blut-Luft-Schranke) 

Die humane Lunge besteht aus dem rechten und dem linken Lungenflügel, beide 

Lungenflügel sind wiederum in Lungenlappen aufgeteilt, die durch Spalten (Fissuren) 

voneinander getrennt sind. Diese Fissuren dienen als Verschiebe- und Gleitspalten. Der 

rechte Lungenflügel setzt sich im Menschen aus 3 Lungenlappen, der linke aus 2 Lungen-

lappen zusammen [30]. 

Im Inneren der Lunge befindet sich der Bronchialbaum. Dieser besteht aus der Luftröhre, 

die sich in zwei Hauptbronchien und weiter in Lappen- und Segmentbronchien 

verzweigt. Danach folgen die Bronchiolen, die sich weiter zu den terminalen Bronchiolen 

mit einem Durchmesser von etwa 2 mm verästeln. Bronchien und Bronchiolen besitzen 

neben ihrer primären Zuleitungsfunktion wichtige Aufgaben wie Erwärmung, 

Anfeuchtung und Reinigung der Atemluft. Die Reinigung, das heißt die Befreiung der Luft 
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von Schwebstoffen sowie der Abtransport von versehentlich in die Lunge gelangten 

Fremdstoffen, erfolgt über das schleimbedeckte Flimmerepithel. Das Zusammenspiel 

von zilientragenden Flimmerepithel und mukösen Drüsen sorgt für eine zusammen-

hängende Schicht viskösen Schleims, die vom raschen Zilienschlag des Flimmerepithels 

oralwärts getrieben wird. Dabei werden am Epithel anhaftende Partikel proximal zum 

Pharynx befördert (mukoziliärer Transport), wo sie dann mit dem Schleim abgehustet 

und verschluckt werden können [31]. 

Nach den Bronchien und Bronchiolen folgen peripher die Bronchioli respiratorii und die 

Alveolen als terminale respiratorische Einheiten, in denen der Gasaustausch stattfindet, 

was sie zu einen kritischen Bereich des menschlichen Körpers bezüglich einer Vergiftung 

macht. Im menschlichen Körper gibt es ungefähr 130.000 terminale respiratorische 

Einheiten mit jeweils 2000 Alveolen [32]. Da der mittlere Durchmesser einer Alveole 250 

– 290 µm beträgt, errechnet sich daher eine innere Lungenoberfläche von ca. 140 m2, 

was über 70 % der Größe eines Tennisfeldes entspricht [33]. 

 

Abbildung 1-1: Verschiedene Vergrößerungsstufen der terminalen respiratorischen Einheit: oben links – 
Respiratorische Bronchiole mit Alveolarem Sacculus, oben rechts – terminale respiratorische Einheit, 
unten links – Nahaufnahme des Übergangs respiratorische Bronchiole-Alveolus (verändert nach McGill 
Molson Medical Informatics Project, Dr. M. McKee Lecture 26. Histology of Respiratory System 3. 
Respiratory Bronchiole) 
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Das Lungengewebe setzt sich aus insgesamt mehr als 40 unterschiedlichen Zelltypen 

zusammen [34]. Dabei ist der Übergang vom Epithel der respiratorischen Bronchiolen, 

mit Flimmerepithelzellen und nicht-zilientragenden Clarazellen, zum Epithel der 

Alveolen fließend (Abbildung 1-1).  Dünne und flache Alveolarepithelzellen vom Typ I 

(ATI-Zellen) und kuboidale Alveolarepithelzellen vom Typ II (ATII-Zellen) kleiden das 

Innere der Alveolen aus. Im alveolaren Lumen selbst sind häufig Alveolarmakrophagen 

anzutreffen. Die Funktion dieser beweglichen Immunzellen ist die Phagozytose von 

Partikeln und Erregern, die mit der Luft eingeatmet wurden [35]. Die Alveolarwand ist 

von einem Netz aus Kapillaren durchzogen, um den Gasaustausch zwischen Blut und Luft 

zu ermöglichen. Diese Kapillaren befinden sich im Interstitium (ein Bindegewebsgeflecht 

aus Kollagen mit Makrophagen, Perizyten, Myofibroblasten, Mastzellen und einer Basal-

membran). Der Gasaustausch findet an der sogenannten Blut-Luft-Schranke, eine dünne 

Trennschicht zwischen Blutkreislauf und Luftlumen, statt (Abbildung 1-1; rote, 

gestrichelte Markierung). An den dünnsten Stellen weist diese Barriere eine Dicke von 

nur 0,2 µm auf. Der Sauerstoff- und Kohlendioxidtransport wird durch diese geringe 

Dicke und durch die große Fläche begünstigt. Treibende Kräfte für die passive Diffusion 

über die Strecke vom Alveolarraum zum Erythrozyt sind die Partialdruckdifferenzen für 

O2 und CO2 [31].  Die Diffusionstrecke der Blut-Luft-Schranke spielt eine entscheidende 

Rolle für den Gasaustausch. Kommt es durch austretendes Plasma in den Alveolarraum 

zu einer Verlängerung der Diffusionstrecke (Lungenödem), wird die Aufnahme von 

Sauerstoff bzw. die Abgabe von Kohlendioxid erschwert oder sogar verhindert.  

Bei einer genauen Betrachtung der inneren Auskleidung der Alveolen ist eine 

mosaikartige Verteilung der großen Typ I Zellen und der kleineren Typ II Zellen zu 

beobachten (Abbildung 1-2). So besteht diese Zellschicht zu 60 % aus ATII-Zellen, 

während diese nur 5 % der Fläche einnehmen [36]. Die ATI-Zellen besitzen in den 

Alveolen Abgrenzungsfunktionen und fördern durch ihre spezielle, flache Morphologie 

den Gasaustausch. Die ATII-Zellen fungieren zum einen als Surfactant-Produzenten und 

zum anderen als Reparaturzellen mit Stammzelleigenschaften, da sie sich bei Schäden 

in der alveolaren Epithelzellschicht durch Proliferation und Differenzierung in ATI-Zellen 

umwandeln und dadurch verletzte Gewebebereiche regenerieren können [37]. Letztlich 
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ist diese dichte Schicht aus Alveolarepithelzellen vom Typ I und II die erste zelluläre 

Barriere gegen externe Stoffe in den Lungenbläschen. 

 

Abbildung 1-2: Zellanordnung aus Alveolarepithelzellen Typ I und II einer flach ausgebreiteten Alveole (verändert 
nach [38]) 

Gasförmige Substanzen oder luftgetragene Partikel, welche die Blut-Luft-Schranke 

zwischen Luftlumen der Alveole und Blutgefäß der Kapillare durchdringen wollen, 

müssen fünf Schichten überwinden (Abbildung 1-3). 

 

Abbildung 1-3: Alveolenwand mit eingebetteter Kapillare (verändert nach [38]) 
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(1) Surfactant-Schicht 

Alveolare Pneumozyten des Typs II sezernieren neben einem Großteil (90 %) an 

Phospholipiden (hauptsächlich Dipalmitoylphosphatidylcholin (65 %)) auch 4 Arten an 

Surfactant-Proteinen (SP-A, SP-B, SP-C und SP-D), die zusammen die Surfactant-Schicht 

bilden [39]. Ihre primäre Aufgabe ist die Regulierung der Oberflächenspannung der 

Alveolen. Diese Veränderung der Oberflächenspannung spielt eine Schlüsselrolle für die 

Stabilität der Lungenbläschen sowie für eine effiziente Belüftung [40]. Eine weitere 

Funktion der Surfactant-Schicht ist die Aggregation von Makromolekülen. Diese 

sogenannte Opsonisierung der Makromoleküle begünstigt eine Aufnahme der 

Fremdstoffe durch Alveolarmakrophagen [41,42]. 

(2) Oberflächenflüssigkeit 

Die alveolare Oberflächenflüssigkeit enthält einen hoch variablen Anteil an 

Serumproteinen (50 - 90 %) und dient als Reservoir für Surfactantproteine und Phospho-

lipide [39]. Im Gegensatz zur Oberflächenflüssigkeit der Bronchien und Bronchiolen ist 

diese Schicht frei von Mukus-Proteinen. 

(3) Epithel 

Diese Zellschicht besteht aus Alveolarepithelzellen des Typs I und II. Dabei wird eine 

dichte Barriere durch die Ausbildung spezifischer Zell-Zell-Kontakt-Proteine 

sichergestellt. Diese Proteine bilden die 4 wichtigsten Zell-Zell-Kontakte: die Tight 

junctions, Adherens junctions, Desmosomen und Gap junctions (weitere Details am Ende 

des Abschnittes 1.3).  

(4) Basalmembran 

Die Basalmembran besteht aus Kollagenmolekülen des Typs IV, Laminin und 

verschiedenen Proteoglykanen. Sie ist im klassischen Sinne keine Membran, so wie die 

Lipidmembran von Zellen, vielmehr ist sie eine extrazelluläre Matrix aus Kollagenfasern 

und anderen Proteinen. Eine Aufgabe der Basalmembran ist die Stabilisierung der 

Zellschichten, die diese Membran zur Verankerung nutzen. Weiterhin beeinflusst sie die 

Zellpolarität, Zelldifferenzierung und den Zellmetabolismus [43]. 
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(5) Endothel 

Die letzte Barriere und gleichzeitig aber auch die durchlässigste, das Endothel, grenzt 

das Blut von der Umgebung ab. Studien belegen eine über 1000-fach höhere 

Durchlässigkeit gegenüber der Epithelzellschicht [44]. Daher scheint die endotheliale 

Barriere nur eine untergeordnete Rolle im Schutz gegen eindringende Fremdstoffe zu 

spielen. 

1.3 Das in vitro-Avleolarmodell 

In dieser Arbeit wurde ein Zellkulturmodell der alveolar-kapillären Barriere verwendet, 

welches von einer Arbeitsgruppe aus Mainz etabliert wurde. Dieses in-vitro-Modell 

wurde erstmalig 2004 von Hermanns et al. [29] entwickelt und beschrieben. Hierbei 

werden alveolare Epithelzellen in unmittelbarer Nachbarschaft zu Endothelzellen auf 

einer kollagen-beschichteten Trägermembran in einer Transwell-Platte ausgebracht. 

Zellen der Adenokarzinoma-Zelllinie NCI H441 wurden als Epithelzellen benutzt. Diese 

Zellen weisen Merkmale von alveolaren Epithelzellen des Typs II (ATII) auf. So 

produzieren sie alle 4 Surfactant-Proteine, zeigen eine ähnliche Morphologie und 

ähnliche Wachstumseigenschaften wie ATII-Zellen [29,45,46]. NCI H441 Zellen besitzen 

Eigenschaften von ATII- und Clarazellen (nicht-zilientragende Epithelzellen der 

respiratorischen Bronchiolen) [45,46]. Sie wurden in diesen Versuchen den in der 

Literatur bereits gut charakterisierten A549 Zellen vorgezogen [47,48], da in A549 Zellen 

wichtige Bestandteile zur Etablierung einer festen Zell-Zell-Verbindung nur unzureich-

end ausgebildet sind (Adherens junctions und Desmosomen) oder ganz fehlen 

(funktionelle Tight junctions) [49,50]. Die Trägermembran besteht aus Polycarbonat und 

wird mit Kollagen beschichtet, um ähnlich der Basalmembran den Zellen einen festen 

Halt zu gewährleisten. Während auf der einen Seite dieser Trägermembran die 

Epithelzellen kultiviert wurden, wird die andere Seite von Endothelzellen besiedelt. 

Hierfür wurden Zellen der Angiosarkoma-Zelllinie Iso-Has-1 verwendet. Die von 

Masuzawa et al. [51] etablierte Iso-Has-Zelllinie besitzt Merkmale von Endothelzellen. 
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In Bezug auf Morphologie, Wachstumsverhalten und Expression des endothel-

spezifischen Oberflächenmarkers CD31 besitzen Iso-Has-Zellen starke Überein-

stimmungen mit primär isolierten alveolaren Endothelzellen [52]. Für das in-vitro-

Modell wurden qualitätskontrolliert ausgewählte Zellen verwendet, d.h. es wurde ein 

bestimmter Anteil an Iso-Has-Zellen isoliert, der ein hohes Maß an CD31-Oberflächen-

proteinen aufwies. Dieser formte den speziellen Subtyp Iso-Has-1 [53]. 

Für die Erstellung des Modells wurden NCI H441 Epithelzellen durch Ko-Kultivierung mit 

Iso-Has-1 Endothelzellen und durch Supplementierung mit Dexamethason so stimuliert, 

dass sie auf einer Trägermembran aus Polycarbonat eine dichte, epitheliale Zellschicht 

formen.  

Für die Ko-Kultur-Modelle wurden ausschließlich Zellen aus Tumorzelllinien verwendet, 

da der Einsatz primärer Kulturen von Epithel- und Endothelzellen eng an deren 

Verfügbarkeit geknüpft ist. So sind primäre Lungenzellen kommerziell nur in begrenztem 

Maße erhältlich, teuer in der Anschaffung und zudem weniger standardisiert als 

etablierte Zelllinien. 

Das als Medium-Supplement hinzugefügte Glucocorticoid Dexamethason spielt eine 

Rolle bei der parakrinen Kontrolle der zellulären Differenzierung von Lungen-

epithelzellen. Die Aktivität eines Differenzierungsmarkers von ATII Zellen, die endogene, 

alkalische Phosphatase, konnte durch Dexamethason-Behandlung bei A549 Zellen 

vermehrt exprimiert werden [54]. Außerdem fördert serumfreies Medium mit 

Dexamethason und cAMP die Erhaltung des ATII Phänotyps bei humanen fötalen ATII 

Zellen [55] und aus Ratten isolierten ATII Zellen [56]. Ferner ist bekannt, dass 

Dexamethason das Wachstum von Lungenepithelzellen reguliert [57,58] und die 

Ausschüttung von Surfactantproteinen erhöht [59,60]. Letztlich ist eine 

Supplementierung der NCI H441 Zellen mit Dexamethason notwendig für die Ausbildung 

einer dichten, epithelialen Barriere [29], wie es schon in ähnlicher Form bei Mamma-

Epithelzellen beschrieben wurde [61,62]. Neben den Effekten auf die Epithelzellen 

besitzt das Glucocorticoid eine weitere für das Modell förderliche Wirkung, die 

Ausschüttung des Wachstumsfaktors VEGF [63,64]. Dies führt dazu, dass die 

endothelialen Iso-Has-1 Zellen auf der Rückseite der Membran als gleichmäßig verteilte 
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Einzelzellschicht erhalten bleiben, ohne, stimuliert durch VEGF, sich zu tubulären 

Strukturen zusammenzulagern. So wird sichergestellt, dass das durch die Endothelzellen 

erzeugte Mikromilieu sich über die gesamte Fläche der Membran erstreckt, um die 

Differenzierung aller Epithelzellen zu unterstützen. Dieses Mikromilieu, welches durch 

die Ausschüttung parakriner Faktoren erschaffen wird, ist wichtig für die Differenzierung 

und im Speziellen für die Ausbildung einer dichten Barriere [65-68]. 

Alle wichtigen Schichten (Surfactantschicht, Epithelschicht, Basalmembran und 

Endothelschicht) einer funktionalen alveolarepithelialen Barriere sind vorhanden 

(Abbildung 1-4, die Surfactantschicht ist bei dieser geringen Vergrößerung nicht 

sichtbar). 

 

Abbildung 1-4: Querschnitt des alveolaren Ko-Kultur-Modell 

Neben der in-vivo-nahen Morphologie der Epithelbarriere muss die physiologische 

Funktionalität sichergestellt sein. Zur Überprüfung der Integrität und Dichtigkeit der 

Barriere wird der sogenannte TER (transbilayer electrical resistance) herangezogen. Zur 

Bestimmung des TERs wird jeweils eine Elektrode in das Mediumreservoir der apikalen 

sowie der basolateralen Seite der Membran eingetaucht. Nach Anlegen  einer  geringen  

Spannung  kann  der  elektrische  Widerstand  der  Barriere ermittelt  werden.  Der TER 

kann so als Indikator zur Detektion von Schäden in der Zellbarriere dienen. Eine 
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konfluente Schicht aus gut differenzierten Epithelzellen mit intakten Zell-Zell-Kontakten 

kann zur Ausbildung eines hohen TER-Wertes (> 500 Ω∙cm2) führen.  In  der Literatur 

sind in vitro ermittelte TER-Werte für Ratten ATII Zellen mit 762 ± 91 Ω∙cm2 [69] oder 

> 1000 Ω∙cm2 für primär isolierte, zu ATI Zellen transdifferenzierte, humane ATII Zellen 

[70,71] beschrieben. 

Zur Untersuchung der Integrität der Barriere ist ein besonderes Augenmerk auf die 

Brückenproteine der Zell-Zell-Kontakte zu legen. So gibt es in dieser parazellulären 

Grenzschicht vier Regionen von Zell-Zell-Verbindungen (Abbildung 1-5): 

(1) Tight junctions (TJ) mit den Brückenproteinen Occludin und der Claudin-Familie bzw. 

dem Ankerproteinen ZO-1, ZO-2 und ZO-3 

(2) Adherens junctions (AJ) mit dem Brückenprotein E-Cadherin und den Ankerproteinen 

/-Catenin 

(3) Desmosomen mit den Brückenproteinen der desmosomalen Cadherine (Desmoglein 

und Desmocollin), sowie den Ankerproteinen Desmoplakin, Plakoglobin und Plakophilin 

(4) Gap junctions mit den Brückenproteinen der Connexin-Familie 

 

Abbildung 1-5: Zell-Zell-Verbindungen von Epithelzellen (verändert nach [72]) 
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Bei den Gap junctions handelt es sich um Zell-Zell-Verbindungen, die zum Signal-

austausch zwischen benachbarten Zellen dienen. Dabei werden die Zellen über Kanäle 

aus Connexin-Molekülen verbunden, durch die Ionen und kleine Moleküle ausgetauscht 

werden können [73]. Adherens junctions und Desmosomen bilden über ihre 

Brückenproteine (hauptsächlich Vertreter der Cadherin-Familie) feste Verbindungen 

zwischen den Zellen aus. Die Anordnung der meist Ca2+-abhängigen Verbindungen ist 

bei den Adherens junctions in Form einer zusammenhängenden Gürtelzone (Zonula 

adhaerens) organisiert, während die desmosomalen Verbindungen punktuell 

strukturiert sind [74,75]. Die Tight junctions sind am apikalen Ende der Zell-Zell-

Grenzfläche gelegen. Sie regulieren durch ihre Zusammenlagerung ein Eindringen von 

allen wasserlöslichen Stoffen in den parazellulären Raum. Diese Versiegelung des 

parazellulären Raums besteht aus festen und verzweigten Zell-Zell-Verbindungen, die 

sich aus fibrillenartig verbundenen Claudinen und Occludin zusammensetzen. Die 24 

Isoformen der Claudin-Familie kommen gewebsspezifisch in epi- und endothelialen 

Geweben vor, dabei regulieren sie die parazelluläre Permeabilität für Ionen [76]. 

Beispielsweise sind Claudin-16 und -19 in Tight junctions der Niere lokalisiert, was diese 

Barriere zur Förderung der Ionenresorption durchlässig für Na+ und andere Kationen 

macht [77]. Im Epithelverband der Alveolen sind die Isoformen Claudin-1, -3, -4, -5, -7, -8 

und -18 zu finden [78]. Die Expression dieser Claudine kann durch äußere Effekte 

beeinflusst werden. So führe Sarkoidose und interstitielle Pneumonie zu pathologischen 

Veränderungen in der Claudin-Expression [79]. 

Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass die Tight junctions maßgeblich den 

Stofftransport in den parazellularen Raum regulieren und somit die Dichtigkeit der 

Barriere sicherstellen. Die Adherens junctions und Desmosomen haben die Aufgabe, die 

Zellen untereinander fest zu verbinden und regulieren dadurch die Breite des 

parazellulären Spalts. Die Gap junctions besitzen im Gegensatz zu den anderen Zell-Zell-

Verbindungen keine primär strukturelle, sondern eine wichtige Funktion im Bereich der 

Zellkommunikation. Alle Zellkontakte werden im Ko-Kultur-Modell korrekt ausgebildet 

(siehe Abbildung 1-6, Gap junctions nicht im Bild). 



1  Einleitung 21 

 

Abbildung 1-6: Zell-Zell-Verbindungen zwischen NCI H441 Zellen (Ausschnitt aus der Epithelschicht eines Ko-Kultur-
Modells): TJ – Tight junctions, AJ – Adherens junctions, Dm - Desmosomen  
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1.4 Zielsetzung der Dissertation 

Ziel der Arbeit war es die Pathophysiologie von Zink- und Kadmiumchlorid auf die 

epitheliale Barriere der Alveolen zu untersuchen. Da die Exposition mit Zink- und 

Kadmiumchlorid zu ähnlichen pathologischen Veränderungen führt, sollten in den 

durchgeführten Experimenten Unterschiede und Gemeinsamkeiten im 

Wirkmechanismus identifiziert werden. Ebenso sollte geklärt werden, ob die 

verschiedenen Arten der Exposition zu unterschiedlichen Ergebnissen führen. So wurde 

sowohl die Aufnahme über die Atemwege (apikale Exposition im Zellkulturmodell) als 

auch die Wirkung über die Blutbahn (basolaterale Exposition im Zellkulturmodell) 

simuliert. Als Versuchsmodell diente dabei ein etabliertes Ko-Kultur-Modell der 

alveolar-kapillären Barriere. 

Das geplante Versuchsdesign wurde auf folgende Weise strukturiert: 

(1) In ersten Versuchen sollte die mittlere effektive Konzentration (EC50) der im Ko-

Kultur-Modell verwendeten Tumorzelllinien in Monokultur bestimmt werden. 

(2) Basierend auf der in Punkt (1) gewonnen Daten und der in der Literatur zu 

findenden Daten wurden für ZnCl2 und CdCl2 physiologisch sinnvolle 

Konzentrationsbereiche festgelegt. Anschließend wurden Ko-Kultur-Modelle mit 

Zink- bzw. Kadmiumchlorid behandelt und folgende Endpunktparameter 

bestimmt: 

a. die funktionelle Integrität der Barriere (transdoppelschichtiger 

elektrischer Widerstand) 

b. die morphologischen Veränderungen (Immunhistologische 

Mikroskopieaufnahmen) 

c. die Zellvitalität (Zellproliferationstest  (MTS-Test)) 

d. die Ausschüttung von Entzündungsmediatoren (IL-6 und IL-8) 

(3) In weiterführenden Experimenten sollten in Transportversuchen die TER-Daten 

verifiziert und die Expression von Zell-Zell-Kontakt-Proteinen mittels Western-

Blot analysiert werden. 



 

2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Chemikalien 

Bovine serum albumin (BSA) Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Bromphenolblau BioRad, München 

Kadmiumchlorid Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

complete, Mini – Protease-Inhibitior Roche, Penzberg 

Dako Cytomation Protein Block-Lösung Dako, Hamburg 

Dako Antibody Diluent-Lösung Dako, Hamburg 

DL-Dithiothreitol (DTT) Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

EDTA Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

EGF Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

EGTA Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Entellan Merck, Darmstadt 

Essigsäure  Carl Roth, Karlsruhe 

Ethanol Carl Roth, Karlsruhe 

Fluoreszein-Natrium Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Glycerol Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Glycin GE Healthcare, München 

HEPES Carl Roth, Karlsruhe 

Kaliumhydroxid Carl Roth, Karlsruhe 

Kollagen aus Rattenschwanz BD Bioscience, Heidelberg 

Magnesiumchlorid Merck, Darmstadt 

Methanol Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
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Natriumchlorid Carl Roth, Karlsruhe 

Natriumhydroxid Carl Roth, Karlsruhe 

Natriumdodecylsulfat (SDS) BioRad, München 

Nonidet P-40 Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Parafin – Roti®-Plast Carl Roth, Karlsruhe 

Paraformaldehyd Carl Roth, Karlsruhe 

PBS (flüssige Lösung, steril) GIBCO® Life Technologies, Carlsbad, USA 

PBS-Tabletten (zum Ansetzten der Lösung) Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

PIPES Carl Roth, Karlsruhe 

Polyethylenglycol 8000 Carl Roth, Karlsruhe 

Salzsäure Merck, Darmstadt 

Schwefelsäure Merck, Darmstadt 

Streptavidin IRDye 800CW LI-COR, Lincoln, USA 

Tris Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

TritonX-100 Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Tween® 20 Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Xylol Carl Roth, Karlsruhe 

Zinkchlorid Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

2.1.2 Enzyme zur Zelldissoziation 

Trypsin/EDTA-Lösung GIBCO® Life Technologies, Carlsbad, USA 

Kollagenase Typ I Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

2.1.3 Medien und Supplemente 

RPMI 1640 GIBCO® Life Technologies, Carlsbad, USA 

MEM GIBCO® Life Technologies, Carlsbad, USA 

L-Alanyl-L-Glutamin (Glutamax™) GIBCO® Life Technologies, Carlsbad, USA 
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Penicillin/Streptomycin-Lösung GIBCO® Life Technologies, Carlsbad, USA 

L-Glutamin GIBCO® Life Technologies, Carlsbad, USA 

Fötales Kälberserum (FKS) GIBCO® Life Technologies, Carlsbad, USA 

Dexamethason Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Für die Kultivierung der NCI H441 Zellen und der Iso-Has-1 Zellen wurde RPMI 1640 

Vollmedium verwendet, dass mit 10 % FKS, 1 % Glutamax™ und 1 % Penicillin/Strep-

tomycin-Lösung versetzt wurde. Während der Ko-Kultivierung wurde der FKS-Anteil im 

Zellkulturmedium auf 5% reduziert. Für die Expositionsversuche mit CdCl2 wurde das 

Kadmiumsalz in MEM-Medium mit 1 % L-Glutamin gelöst. 

Alle Gewebekulturmaterialien wurden von NUNC oder Greiner Bio-One bezogen. Die 

HTS 24-Transwell® Filterplatten (Artikel-Nummer: 3413) stammen von Corning. 

2.1.4 Antikörper für immunhistologische Färbungen 

Die verwendeten primären Antikörper sind in Tabelle 2-1 aufgeführt, während die 

sekundären Antikörper in Tabelle 2-2 zu finden sind. 

Tabelle 2-1: Primäre Antikörper für immunhistologische Färbungen 

Antigen Ig-Klasse/ 

Ursprungsspezies 

Verdünnung Klon Hersteller 

β-Catenin IgG1, Maus 1:100 polyklonal BD Biosciences 

ZO-1 IgG1, Kaninchen 1:100 polyklonal Zymed 

E-Cadherin IgG1, Maus 1:100 5H9 Monosan 

Tabelle 2-2: Sekundäre Antikörper für immunhistologische Färbungen 

Antigen Ursprungsspezies Verdünnung Fluorophor Hersteller 

Maus Kaninchen 1:30 FITC Dako 

Maus Ziege 1:30 FITC Dako 

Kaninchen Ziege 1:500 Cy3 Amersham 
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2.1.5 Antikörper für Western Blot 

Die verwendeten primären Antikörper sind in Tabelle 2-3 aufgeführt, während die 

sekundären Antikörper in Tabelle 2-4 zu finden sind. 

Tabelle 2-3: Primäre Antikörper für Western Blot 

Antigen Ig-Klasse/ 

Ursprungsspezies 

Verdünnung Klon Hersteller 

Actin IgG1, Maus 1:2000 C-2 Santa Cruz 

E-Cadherin IgG1, Maus 1:500 5H9 Monosan 

EGFRp845 IgG, Kaninchen 1:1000 polyklonal Millipore 

β-Catenin IgG1, Maus 1:250 polyklonal BD Biosciences 

Claudin-3 IgG, Kaninchen 1:250 polyklonal Invitrogen 

Claudin-7 IgG2a-, Maus 1:500 5D10F3 Invitrogen 

Claudin-18 IgG, Kaninchen 1:250 polyklonal Invitrogen 

Occludin IgG1, Maus 1:100 OC 3F10 Zymed 

β-Tubulin IgG1, Maus 1:400 ONS.1A6 Sigma-Aldrich 

ZO-1 IgG1, Maus 1:500 ZO1-1A12 Invitrogen 

Tabelle 2-4: Sekundäre Antikörper für Western Blot 

Antigen Ursprungsspezies Verdünnung Fluorophor Hersteller 

Maus Ziege 1:5000 IRDye® 800CW LI-COR 

Kaninchen Ziege 1:5000 IRDye® 680CW LI-COR 

Kaninchen Ziege 1:5000 IRDye® 800CW LI-COR 

2.1.6 Western Blot-Materialien und -Reagenzien 

NuPage® 4-12 % Bis-Tris Gel Life Technologies, Carlsbad, USA 

NuPage® MES SDS-Running Buffer Life Technologies, Carlsbad, USA 
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Nitrozellulosemembran Life Technologies, Carlsbad, USA 

NuPage® Transfer Buffer Life Technologies, Carlsbad, USA 

NuPage® Antioxidant Life Technologies, Carlsbad, USA 

Odyssey® Blocking Buffer LI-COR, Lincoln, USA 

2.1.7 Proteinleitern für Western Blot 

Full Range Rainbow™ Protein Marker GE Healthcare (Amersham), Freiburg 

MagicMark™ XP Western Standard Life Technologies, Carlsbad, USA 

Spectra™ Multicolor Broad Range Fermentas, St. Leon-Rot 

2.1.8 Chromogene, Fluorochrome und fluorochromgekoppelte Endotoxine 

Hämalaun Carl Roth, Karlsruhe 

Eosin (2 %, in wässriger Lösung) Chroma, Münster 

DAPI Life Technologies, Carlsbad, USA 

Fluoreszein, Natriumsalz Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Phalloidin-TRITC Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

2.1.9 Assays zur Bestimmung der Zellvitalität, der Proteinkonzentration, der 
Ausschüttung proinflammatorischer Marker und der Quantifizierung 
apoptotischer Markerproteine 

CellTiter 96® AQueous One Solution  Promega, Mannheim 
Cell Proliferation Assay  

BC Assay: protein quantitation kit Uptima-interchim, Montluçon, Frankreich 

Human IL-6 ELISA Ready-SET-Go! eBioscience, San Diego, USA 

Human IL-8 ELISA Ready-SET-Go! eBioscience, San Diego, USA 

Proteome Profiler™ Human R&D Systems, Wiesbaden 
Apoptosis Array 
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2.1.10 Sonstige Materialien 

Einbettkassetten MEDITE, Burgdorf 

Filterpads für Einbettkassetten MEDITE, Burgdorf 

Objektträger – Superfrost® Plus Gerhard Menzel, Braunschweig 

Parafilm Pechiney Plastic Packaging, Chicago, USA 

Maxisorp® 96-Wellplatte NUNC, Roskilde, Dänemark 

2.1.11 Geräte 

Brutschrank – Hera cell 150 Heraeus-Thermo-Fisher, Hanau 

CASY Zellmessgerät  Roche, Penzberg 

Labortischzentrifuge mit Rotoreinsatz Hettich, Tuttlingen 

  für 50-ml-Polypropylengefäße 

Waage Satorius, Göttingen 

EVOMX Volt-Ohm-Meter World Precision Instruments, Berlin 

 mit STX-100C (Ag/AgCl)-Elektrode 

Orbitalschüttler mit Temperiereinheit Heidolph, Schwabach  

Plattenlesegerät – Saphire2 TECAN, Grödig bei Salzburg, Österreich 

Plattenlesegerät – Victor3 Perkin Elmer, Waltham, USA 

pH-Meter mit InLab-Science-Elektrode Mettler-Toledo, Urdorf, Schweiz 

Fluoreszenzmikroskop Axioplan Zeiss, Oberkochen 

Einbettautomat – Citadel 1000 Shandon, Cambridge, UK 

Einbettstation – Histocentre2 Shandon, Cambridge, UK 

Kühlplatte – PF100 Bio-Optica, Mailand, Italien 

Rotationsmikrotom – RM2145 Leica, Wetzlar 

 mit Einmalklingen Feather® Typ S35 Feather, Osaka, Japan 

Heizblock - Bioblock Scientific Thermolyne, Dubuque, USA 

XCell SureLock™ Elektrophoresekammer Life Technologies, Carlsbad, USA 
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Netzteil - POWER PAC 300 BioRad, München 

Mini Trans-Blot® Kammer BioRad, München 

Odyssey® IR-Laserscanner LI-COR, Lincoln, USA 

2.2 Zellkultivierung und Ko-Kultivierung 

2.2.1 Ablösung der Zellen mit Trypsin 

Um die adhärent wachsenden Iso-Has-1-Endothelzellen oder NCI H441-Epithelzellen 

abzulösen, wurde das Medium abgesaugt, einmal mit PBS gewaschen und die Zellen mit 

Trypsin/EDTA-Lösung (0,25 % Trypsin/ 0,25 % EDTA in PBS) für 5 min bei 37°C inkubiert. 

Durch Klopfen gegen die Kulturflasche wurden die Zellen abgelöst und die Trypsin-

Reaktion durch Zugabe von serumhaltigem Vollmedium gestoppt. Nach der 

Resuspension der Zellen konnte die Zellkonzentration mit Hilfe des CASY-Zellmessgeräts 

bestimmt werden. Die Iso-Has-1-Zellsuspension konnte nun zur Aussaat von Ko-Kultur-

Modellen oder zur Passagierung der Zellen verwendet werden, während die NCI H441-

Zellsuspension nur zur Passagierung der Zellen verwendet wurde. Für die Ablösung von 

NCI H441 Zellen zur Ko-Kultivierung wurden die Zellen mit einer Mischung (1:1, v:v) aus 

Kollagenase (0,1 % in HEPES-Puffer pH 7,55) und 0,01 % EDTA/ 0,1 % BSA – Lösung 

inkubiert. Nach einer 10-minütigen Einwirkzeit wurden die abgelösten Zellen in PBS mit 

0,1 % BSA resuspendiert und im Anschluss 5 min lang bei 440 × g zentrifugiert. Der 

Überstand wurde vorsichtig abgesaugt und das Zellpellet in frischem Vollmedium 

aufgenommen. Nach Zellzählung und Einstellung der gewünschten 

Aussaatkonzentration (s.u.) wurden die NCI H441 für die Aussaat von Ko-Kultur-

Modellen verwendet. 

2.2.2 Aussaat der Ko-Kultur-Modelle 

Für die Aussaat wurden HTS 24-Transwell® Filterplatten (6,5 mm Transwell® mit einer  

Polycarbonat Membran mit 0,4 µm Poren) verwendet. Beide Seiten der Transwell-

Membranen wurden zuvor mit 12,12 µg/cm2 Kollagen beschichtet. Es wurden jeweils 40 
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µl einer Kollagenlösung (100 µg/ml in essigsauer Lösung (0,1 M)) als Tropfen auf Ober- 

und Unterseite der Membranen gegeben. Die Adsorption des Kollagen Typ 1 fand dabei 

während der Verdunstung der Essigsäure statt. 

 

Abbildung 2-1: Schematische Darstellung der Aussaat eines Ko-Kultur-Modells (oben rechts: Foto einer Medium-
gefüllten Transwell-Platte) 

Die Aussaat der Zellen erfolgte in zwei Schritten (siehe Abbildung 2-1): 

(1) Zunächst wurde die Transwell-Platte in umgekehrter Position in den Deckel der 

zugehörigen Gewebekulturplatte gesetzt und eine Endothelzellsuspension 

(erhalten durch Trypsinierung) mit einer Zellzahl von 3,3 x 105 Zellen/ml in einer 

Volumenmenge von 50 μl auf die Unterseite des Filters gegeben (resultierend 

5 x 104 Zellen/cm2). Anschließend wurde die Transwell-Platte in dieser 

umgekehrten Position in eine sterile Instrumentenbox gestellt und für 

mindestens 2 h im Brutschrank (37°C, 5 % CO2, 95 % relative Luftfeuchte) 

inkubiert. Während dieser Zeit sanken die Endothelzellen im Tropfen zu Boden 

und adhärierten an die Filtermembran. Im Anschluss wurde die Transwell-Platte 

mit der zuvor bei Seite gelegten Gewebekulturplatte abgedeckt, vorsichtig 
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umgedreht, d. h. in die richtige Position gebracht, und pro Well in die untere 

Kammer langsam je 1 ml Vollmedium zugegeben. 

 

(2) Im zweiten Schritt wurden die NCI H441 Epithelzellen mit Kollagenase Typ I / 

EDTA abgelöst, eine Zellkonzentration von 5,5 x 104 Zellen/ml wurde eingestellt 

und davon 200 µl in jedes obere Well der Transwell-Platte pipettiert 

(resultierend 3,33 x 104 Zellen/cm2). 

2.2.3 Kultivierung der Ko-Kultur-Modelle 

Vier Tage nach der Aussaat wurden in beiden Kompartimenten der Transwell-Platte das 

Medium gewechselt. Dabei wurde dem Epithelzellmedium für das obere Kompartiment 

Dexamethason (Endkonzentration: 1 µM) zugesetzt. Dieser Mediumwechsel wurde an 

Tag 7, 10 und gegebenenfalls Tag 12 wiederholt. Nach 10 - 12 Tagen in Kultur entwickeln 

die Ko-Kulturen einen dichten epithelialen Gewebsverband  mit  TER-Werten  von  500  

±  150  Ω∙cm2 und konnten für Versuche verwendet werden. 

2.2.4 Behandlung der Ko-Kultur-Modelle mit Zinkchlorid bzw. Kadmiumchlorid 

Nachdem die Ausbildung einer intakten Barriere mittels TER-Messung (siehe Abschnitt 

2.3) detektiert wurde, wurden die Modelle mit unterschiedlichen Konzentrationen an 

Zinkchlorid (50, 100, 200, 500, 1000 und 2000 µM) bzw. Kadmiumchlorid (50, 100, 200 

µM) exponiert. Dies erfolgte über einen Mediumwechsel, bei dem in bestimmten Wells 

der HTS 24-Transwell® Filterplatte das Medium mit der entsprechenden Konzentration 

an ZnCl2 bzw. CdCl2 versetzt wurde. So wurde für eine apikale Exposition dem oberen 

Kompartiment und für eine basolaterale Exposition dem unteren Kompartiment Zink- 

bzw. Kadmiumchlorid zugesetzt. Die Lösungen verblieben je nach Versuch 24, 48, 72 

oder 96 h in den Transwell-Platten. Bei Inkubationszeiten von 72 und 96 h erfolgte ein 

Mediumwechsel nach 48 h, wobei die Supplementierung mit ZnCl2 bzw. CdCl2 

fortgesetzt wurde. Das heißt, dass nach 48 h ein Mediumwechsel erfolgte, bei dem, wie 

schon beim Zeitpunkt null erläutert, die Medien entsprechend des Expositionsschemas 

mit ZnCl2 bzw. CdCl2 versetzt wurden. 
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Bei einem speziellen Versuch (Ergebnisse siehe Abschnitt 3.1.9) wurden 6 Wells mit EGF 

behandelt. Das EGF in einer wässrigen Stammlösung mit einer Konzentration von 1 

mg/ml wurde in einem ersten Schritt im Verhältnis 1:1000 mit Ko-Kultur-Medium 

zwischenverdünnt, so dass eine Konzentration von 1 µg/ml vorlag. Mit Hilfe dieser 

Zwischenverdünnung wurde im zweiten Schritt eine Arbeitsverdünnung von 25 ng/ml 

eingestellt und anschließend wurden die Proben apikal mit EGF exponiert.  

Im Gegensatz zur Exposition mit ZnCl2 wurde CdCl2 in serumfreien Medium gelöst und 

auf die Zellen gegeben. Das Medium setzte sich aus MEM supplementiert mit 1 % L-

Glutamin zusammen. Um einen Medium-spezifischen Nebeneffekt auszuschließen, 

erfolgte der Mediumwechsel bei den Kontrollproben (ohne  CdCl2) ebenfalls apikal bzw. 

basolateral mit dem serumfreien Medium. Diese Modifikation der Behandlung mit 

Kadmiumchlorid war nötig, da das Salz in serumhaltigem Vollmedium Präzipitate 

erzeugte. 

2.3 TER-Messung 

Der transepitheliale elektrische Widerstand (transbilayer electrical resistance, TER) ist 

ein Maß für die Dichtigkeit einer epithelialen Barriere. Der TER wurde mit Hilfe eines 

kombinierten Volt-Ohm-Meters (EVOMX) über Ag/AgCl-Elektroden gemessen. Dafür 

wurden nach einem Mediumwechsel mit anschließender Relaxationszeit von 

mindestens 2 h Elektroden in das obere und untere Kompartiment eines Transwells 

platziert (siehe Abbildung 2-2). Nach Anlegen einer schwach oszillierenden Spannung 

(50 Hz) fließen die Anionen und Kationen jeweils zur Anode bzw. Kathode. Dadurch wird 

der Stromkreis geschlossen. Die Ionen können jedoch nicht ungehindert zu ihrem Ziel 

gelangen – sie müssen die alveolar-kapilläre Barriere überwinden. Der Widerstand, der 

durch diese Barriere erzeugt wird, wird vom Ohm-Meter gemessen und angezeigt. 

Ein leeres Kontrollwell diente als Blank-Wert und besaß im Mittel einen TER von 

45 ± 2 Ω∙cm2. Der TER-Wert wurde auf eine Fläche von 0,33 cm2 bezogen und in Ω∙cm2 

angegeben. Somit wurde zur Berechnung des TER-Wertes für die Membran einer HTS 

24-Transwell® Filter Platte der gemessene Widerstandswert mit 0,33 cm2 multipliziert. 
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Zur Normalisierung der Messdaten wurden alle Ergebnisse auf die Grundlinie bezogen. 

Die Grundlinie stellt die Ausgangswerte des TERs vor der Exposition dar. Alle 

Veränderungen der TER-Werte im Versuchsablauf bezogen sich Well-spezifisch auf die 

jeweiligen Grundlinienwerte. 

 

Abbildung 2-2: Schematische Darstellung der TER-Messung im Ko-Kultur-Well (R = Ohm-Meter, Pfeil = Flussrichtung 
der Kationen) 

2.4 Parazellulärer Transport von Natriumfluoreszein 

Nach der Ausbildung stabiler TER-Werte von über 400 Ω∙cm2 an Tag 10 - 12 wurden Ko-

Kultur-Modelle für Transport-Studien eingesetzt. Der parazelluläre Fluss (der Transport 

entlang der Zell-Zell-Kontakte pro Zeiteinheit) von Natrium-Fluoreszein (M = 376,3 Da) 

wurde bei 37°C in apikal-basolateraler Richtung gemessen. 

Nach einem Mediumwechsel mit Vollmedium im unteren Kompartiment,  wurden die 

Transportversuche gestartet, indem das Medium im oberen Kompartiment durch je 200 

µl Vollmedium mit Natrium-Fluoreszein (Donor-Lösung; Endkonzentration: 10 µg/ml) 

ausgetauscht wurde. Im Anschluss erfolgte eine leicht schüttelnde Inkubation der 

Modelle bei 37°C. Während des Versuchs wurden alle 30 min Proben von 50 µl aus dem 

unteren Kompartiment (basolaterale Seite) entnommen und jeweils durch ein gleiches 

Volumen an Vollmedium ersetzt. Die Proben wurden in eine 96-Wellplatte überführt, im 

Verhältnis 1:5 mit 1 mM KOH verdünnt und unter Lichtausschluss aufbewahrt. Diese 

alkalische Verdünnung stabilisiert die Fluoreszenz von Natrium-Fluoreszein und macht 
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sie unabhängig von pH-Wert-Änderungen. Nach 180 min Inkubation wurden die letzten 

Proben entnommen. Danach wurden die Fluoreszenzintensitäten der verdünnten 

Proben im Plattenlesegerät bei einer Anregungswellenlänge von 485 nm und einer 

Emissionswellenlänge von 535 nm gemessen. 

Zur Auswertung wurde die kumulative Menge an Natrium-Fluoreszein im unteren 

Kompartiment als eine Funktion der Zeit graphisch aufgetragen. Der scheinbare 

(apparent) Permeabilitätskoeffizient Papp, der sich direkt aus dem 1. Fick’schen 

Diffusionsgesetz ableitet, wurde mit Hilfe folgender Formel berechnet: 

𝑃app =
𝑑𝑄 𝑑𝑡⁄

(𝐴 ∙ 𝐶0)
 

dQ/dt = Menge an Natrium-Fluoreszein, die pro s durch den zellulären Layer transportiert wurde 

(parazellulärer Fluss) 

A = Membranoberfläche (0,33 cm2) 

C0 = Anfangskonzentration von Natrium-Fluoreszein in der Donor-Lösung (10 µg/ml) 

Die Umrechnung der Fluoreszenz-Intensität in die Menge an Natrium-Fluoreszein wurde 

in Eichkurven-Experimenten mit definierten Konzentrationsreihen bestimmt. Papp wird 

in der Einheit cm/s angegeben. 

2.5 Immunhistochemische und Histochemische Charakterisierung 

2.5.1 Fixieren der Ko-Kultur-Modelle 

Zur Fixierung der Modelle wurde 3,7%iges Paraformaldehyd (PFA) gelöst in PBS oder 

PIPES-Puffer (PIPES 0,1 M; EGTA 1 mM; 4 % Polyethylenglycol 8000; NaOH 0,1 M) 

verwendet. Die Überstände wurden aus beiden Kompartimenten entfernt und mit 37°C-

warmer PFA-Lösung gefüllt. Nach einer Inkubationszeit von 20 min bei Raumtemperatur 

erfolgte ein dreimaliger Spülvorgang mit PBS. Die Proben wurden anschließend bis zur 

Weiterverarbeitung (siehe Abschnitt 2.5.2 und 2.5.3) maximal eine Woche lang bei 4°C 

gelagert. 
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2.5.2 Immunhistochemische Färbung mittels Fluorophore 

Die fixierten Ko-Kultur-Modellmembranen wurden mit Hilfe einer PBS-Lösung mit 2 % 

TritonX-100 20 min lang bei Raumtemperatur permeabilisiert, um die Antigene auf und 

in den Zellen besser zugänglich zu machen. Nach einem dreimaligen Wachschritt mit 

PBS wurden die Proben zur Absättigung unspezifischer Bindungsstellen mit Dako 

Cytomation Protein Block-Lösung 5 min lang bei Raumtemperatur inkubiert. Danach 

erfolgte die Inkubation über Nacht bei 4°C mit den primären Antikörpern, die in Dako 

Antibody Diluent-Lösung verdünnt werden (siehe Tabelle 2-1). Am nächsten Tag wurden 

die Proben dreimal mit PBS gewaschen und anschließend mit den sekundären 

Antikörpern 1 h lang bei 37°C inkubiert. Wie bei schon den primären Antikörpern 

erfolgte die Verdünnung mit Dako Antibody Diluent-Lösung. Im Unterschied zu den 

anzufärbenden TJ- und AJ-Proteinen wurde Aktin über ein spezifisches Endotoxin 

(Phalloidin), welches mit dem Fluorophor TRITC gekoppelt ist, angefärbt. Phalloidin 

wurde zusammen mit den sekundären Antikörpern in der gleichen Lösung angesetzt. 

Nach diesem Schritt erfolgte eine dreimalige Waschung mit PBS. Zur Detektion der 

Zellkerne wurden die Proben 20 min lang bei Raumtemperatur mit DAPI inkubiert. 

Anschließend wurden die Proben dreimal mit PBS und zweimal mit destilliertem Wasser 

gewaschen. Nach dem Ausschneiden der Membranen aus der Transwell-Platte wurden 

die Proben zwischen 2 Deckgläschen eingedeckt und am Fluoreszenzmikroskop 

ausgewertet. 

2.5.3 Histochemische Färbung von Mikrometerquerschnitten 

Als Probenmaterial dienten die fixierten Transwellmembranen (siehe Abschnitt 2.5.1). 

Die Membranen wurden aus der Trägerplatte ausgeschnitten und in Einbettkassetten 

zwischen zwei Filterpads gelegt. Zur Entwässerung der Proben wurde folgende 

Alkoholreihe  angewandt: 

(1) Destilliertes Wasser – 1 min 

(2) 70 % Isopropanol – 20 min 

(3) 70 % Isopropanol – 20 min 

(4) 80 % Isopropanol – 20 min 
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(5) 96 % Isopropanol – 20 min 

(6) 100 % Isopropanol – 20 min 

(7) 100 % Isopropanol – 20 min 

(8) Xylol – 15 min 

(9) Xylol – 15 min 

(10) Xylol – 15 min 

Danach erfolgte die Paraffinierung der Proben über Nacht im Einbettautomat bei 56 - 

60°C in flüssigem Paraffin. Anschließend wurden die Filter aus den Einbettkassetten 

entnommen und quer zur späteren Schnittfläche in kleine Paraffinblöcke mit Hilfe der 

Einbettstation eingegossen. Die Aushärtung der Blöcke erfolgte danach für 2 h bei -30°C 

in der Kühlplatte. Am Rotationsmikrotom wurden daraufhin 7 µm starke Schnitte 

angefertigt und auf Objektträger aufgezogen. Die Schnitte wurden über Nacht bei 37°C 

getrocknet. Am nächsten Tag wurden die Proben rehydriert mit einer abnehmenden 

Alkoholreihe: 

(1) Xylol – 2x 2 min 

(2) 100 % Ethanol – 2x 2 min 

(3) 96 % Ethanol – 2x 2 min 

(4) 80 % Ethanol – 2x 2 min 

(5) 70 % Ethanol – 2x 2 min 

(6) Destilliertes Wasser – 2x 2 min 

Zur Färbung der Zellkerne wurden die Proben 6 min in Hämalaun-Lösung (1:4 

Verdünnung in dH2O) bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dem Spülen mit destilliertem 

Wasser erfolgte die Bläuung des Chromophors mit Leitungswasser für 10 min. Im 

Anschluss wurden die Zellen mit Eosin (0,1%ige, wässrige Lösung) gefärbt. Nach einer 

Inkubationszeit von 10 min wurden die Proben ausgewaschen mit destilliertem Wasser 

(5 min) und anschließend zum Eindecken entwässert: 

(1) 70 % Ethanol – 2x 1 min 

(2) 100 % Ethanol – 2x 2 min 

(3) Xylol – 5 min 
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Das Eindecken der Proben erfolgte mit Entellan als Eindeckmittel. Zum Schluss wurden 

die Proben mit Hilfe eines Lichtmikroskops ausgewertet. 

2.6 MTS-Vitalitäts-Assay 

Zur Bestimmung der Zellvitalität wurde ein MTS-Assay der Firma Promega (CellTiter 96® 

AQueous One Solution Cell Proliferation Assay) verwendet. Während des Tests wird das 

MTS-Reagenz (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfo-

phenyl)-2H-tetrazolium) von metabolisch aktiven Zellen in ein farbiges Formazan-Salz 

umgewandelt (siehe Abbildung 2-3). Die Reaktion wird von NAD(P)H-abhängigen 

Oxidoreduktase-Enzymen im Zytosol der Zellen katalysiert [80]. 

 

Abbildung 2-3: Reaktion von MTS in Formazan katalysiert durch die metabolische Aktivität lebendiger Zellen 
(entnommen aus der Kit-Anleitung) 

2.6.1 EC50-Bestimmung an den Monokulturen 

Nach der Aussaat von je 20.000 (Iso-Has-1) bzw. 50.000 (NCI H441) Zellen pro Well in 

96-Wellplatten wuchsen die Zellen in 24 Stunden zu einer konfluenten Monokultur. 

Zinkchlorid bzw. Kadmiumchlorid wurde in einer Konzentrationsreihe von 1 µM bis 10 

mM in Vollmedium angesetzt und in die Wells überführt. Die Vergiftung der Proben 

erfolgte über 24 Stunden und wurde anschließend mit Hilfe des MTS-Vitalitäts-Assays  

analysiert. Die Anwendung des Assays lief dabei wie folgt ab: 

(1) Absaugen der Überstände 
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(2) Waschen der Wells mit PBS 

(3) Verdünnen des MTS-Reagenz mit Vollmedium im Verhältnis: 5 Teile Medium + 1 Teil 

Reagenz 

(4) Überführung des verdünnten MTS-Reagenz in die Wells 

(5) Inkubation für 30 min bei 37°C 

(6) Messung der Absorption bei 490 nm 

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte über eine sigmoidale Kurvenanpassung 

mit dem Statistikprogramm GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, La Jolla, USA). Die 

Daten wurden dabei aus 3 unabhängigen Versuchen gepoolt und berechnet. 

2.6.2 Vitalitätsbestimmung im Ko-Kultur-Modell 

Die Vitalitätsbestimmung mit Hilfe des MTS-Vitalitäts-Assays (CellTiter 96® AQueous One 

Solution Cell Proliferation Assay von Promega) im Ko-Kultur-Modell verlief ähnlich wie 

bei den Monokulturen. Alle Schritte des Assays wurden wie schon in Abschnitt 2.6.1 

(Schritte (1) bis (6)) beschrieben durchgeführt. Nur wurde in Schritt (4) das verdünnte 

Reagenz in beide Kompartimente des Ko-Kultur-Modells pipettiert. Die Reaktion des 

MTS-Reagenz in ein farbiges Formazansalz fand dabei an der epithelialen und 

endothelialen Seite des Modells statt. 

2.7 IL-6- und IL-8-ELISA 

Nach der Behandlung der Ko-Kultur-Modelle mit Zink- bzw. Kadmiumchlorid mit einer 

Inkubationszeit von 24 h (CdCl2) bzw. 48 h (ZnCl2) wurden die Überstände aus beiden 

Kompartimenten entnommen und bis zur Analyse bei -20°C gelagert. 

Für die Bestimmung des IL-6- und IL-8-Gehalts in den Mediumüberständen wurden die 

Ready-SET-Go!-Kits der Firma eBioscience benutzt. Die Versuche wurden gemäß der 

Gebrauchsanweisung durchgeführt. Beim Prinzip des enzyme linked immunosorbent 

assay (ELISA) wird die Konzentration der Zytokine in einer Probe ermittelt. Bei dieser Art 

des Sandwich ELISA werden 96-Well-Platten mit einem für IL-6 bzw. IL-8 spezifischen 
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Antikörper beschichtet. Anschließend erfolgt die Sättigung der freien Bindungsstellen 

mit einer Protein-Lösung (im Kit enthalten). Während der Inkubation mit den 

Mediumüberständen können die im Medium enthaltenen IL-6 bzw. IL-8-Moleküle an die 

Antikörper binden. Für den Test wurden die Mediumproben unterschiedlich stark 

verdünnt (siehe Tabelle 2-5). 

Tabelle 2-5: Verdünnungsfaktoren der Proben für IL-6- und IL-8-ELISA 

Probe Verdünnungsfaktor 

apikaler Überstand für IL-6-Bestimmung 5 

basolateraler Überstand für IL-6-Bestimmung 1 

apikaler Überstand für IL-8-Bestimmung 15 

basolateraler Überstand für IL-8-Bestimmung 5 

In einer weiteren Inkubationsphase werden für IL-6- bzw. IL-8 spezifische biotinylierte 

Antikörper an die IL-6- bzw. IL-8-Moleküle gekoppelt. Die Zytokine sind nun von zwei 

Seiten an spezifische Antikörper gebunden (Sandwich). In der nächsten Phase binden 

peroxidase-gekoppelte Avidinmoleküle an das biotinylierte Ende des zweiten 

spezifischen Antikörpers mit hoher Affinität. Als Chromogen für die Peroxidase-Reaktion 

wird Tetramethylbenzidin (TMB) verwendet. Die Absorption dieses Farbstoffs wird nach 

Abstoppen der Reaktion mit 1 M H2SO4-Lösung und Umwandlung zu einem gelben 

Reaktionsprodukt bei 450 nm spektralphotometrisch bestimmt. Durch die lineare 

Gegenüberstellung der Standardreihendaten mit den eingesetzten Konzentrationen ließ 

sich ein Umrechnungsfaktor errechnen. Dieser diente dazu, die Absorptionsdaten der 

Proben in Interleukin-Konzentrationen umzurechnen. 

2.8 Western Blot 

2.8.1 Gewinnung der Zelllysate 

Zur Gewinnung der Zelllysate nach einer Zinkchloridbehandlung (Inkubationszeit: 96 h) 

wurden die Ko-Kultur-Modelle zwei Mal mit PBS gewaschen. Anschließend wurde die 
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Endothelzellschicht auf der einen Seite der Membran mit Hilfe eines Baumwollgewebes 

durch vorsichtiges Reiben abgetragen. Dann wurden die Wellunterseiten mit Parafilm 

versiegelt. Die Lyse der Epithelzellen erfolgte durch apikale Zugabe von je 50 µl Lyse-

Puffer und anschließender schüttelnder Inkubation für 2 h bei 4°C. Der Lyse-Puffer 

setzte sich dabei wie folgt zusammen: 

 100 mM  Gylcin-Puffer pH 9,6 

 100 mM  NaCl 

 1 mM   MgCl2 

 1 %    Nonidet P-40 

 1 Tablette  complete Protease-Inhibitor 

Die Lysate wurden nach der Lyse bis zur Benutzung bei -20°C gelagert. 

2.8.2 Proteinbestimmung 

Um sicherzustellen, dass alle Proben mit der gleicher Gesamtproteinmenge (16 µg) auf 

das Gel (siehe Abschnitt 2.8.3) aufgetragen werden, wurde zuvor die Protein-

konzentration der Lysate bestimmt. Dies erfolgte mit Hilfe des BC Assay-Kits, welches 

auf der Proteinquantifizierungsmethode mittels Bicinchoninsäure beruht [81]. Zur 

Vorbereitung wurden die Proben 1:4 mit Lyse-Puffer verdünnt und in eine 96-Well-

Platte überführt. Zusätzlich zu den verdünnten Lysaten wurde ebenfalls eine zuvor 

hergestellte Konzentrationsreihe (25 - 750 µg/ml) eines Standardproteins (im BC Assay 

-Proteinbestimmungs-Kit enthalten) auf die Platte aufgetragen. Alle Proben (Lysate und 

Standards) wurden in technischen Triplikaten in die Platte pipettiert.  Im nächsten 

Schritt wurden Reagent A und Reagent B gemäß Kit-Anleitung 50 + 1 vermischt und auf 

die Platte überführt. Nach einer 30-minütigen Inkubation bei 37°C wurde die Absorption 

der Proben bei 562 nm vermessen. Die  Proteinkonzentrationen der Lysate ließen sich 

dann mit Hilfe des Steigungsfaktors der Standardgerade berechnen. 

2.8.3 SDS-Polyacrylamid-Gelektrophorese 

Eine SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) dient zur Auftrennung der 

Proteine im Zelllysat nach ihrer Molekülgröße. Dieser Vorgang geschieht in einem 

Polyacrylamid-Gel, dessen Porengröße bei der Herstellung des Gels durch Verdünnung 
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der Ausgangssubstanzen Acrylamid und N,N′-Methylenbisacrylamid (zur Ausbildung von 

Quervernetzungen) festgelegt werden kann. Für die Versuche in dieser Arbeit wurden 

vorgefertigte Gele der Firma Life Technologies verwendet. Diese zeichneten sich durch 

einen graduierten Konzentrationsverlauf (4 % - 12 %) aus. So mussten die Proteine bei 

Ihrer Wanderung zur Anode immer kleinere Poren passieren, was ihre Auftrennung nach 

ihrer Molekülgroße fördert. 

Um die gleichmäßige Wanderung der Proteine zu gewährleisten, wurde das Lysat vor 

dem Beladen auf das Gel mit Probenpuffer versetzt und anschließend 5 min bei 96°C 

inkubiert. Der Probenpuffer wurde wie folgt hergestellt (6-fache Konzentration): 

 2,4 ml  1 M Tris-HCl-Lösung mit pH 6,8 

 960 mg SDS 

 4,8 ml  Glycerol 

 740 mg DTT 

 4,8 mg  Bromphenolblau 

Durch die Inhaltsstoffe des Probenpuffers wurden die Proteine zum einen mit dem 

negativ geladenen Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS) beladen, was zu einer stark 

negativen Gesamtnettoladung der Proteinmoleküle führte, und zum anderen wurden 

die Disulfidbrücken innerhalb und unter den Proteinmolekülen mit Hilfe des 

Reduktionsmittels DL-Dithiothreitol (DTT) gespalten, so dass letztlich alle 

Proteinmoleküle als gestreckte Polypeptidketten vorlagen. Die beschriebenen 

Reaktionen wurden durch die Erhitzung des Gemisches im Heizblock beschleunigt. 

Die Auftrennung der Proteine im Gel erfolgte in einer XCell SureLock™ Kammer mit einer 

angelegten konstanten Spannung von 120 V für 90 min. Als Laufpuffer wurde der 

zugehörige, vorgefertigte SDS-Running Buffer verwendet. 

2.8.4 Blotten 

Nach der elektrophoretischen Auftrennung wurden die nach wie vor durch SDS negativ 

geladenen Proteine auf eine Nitrozellulosemembran, die zwischen Gel und Anode gelegt 

wurde, transferiert. Die Membran ist durchlöchert mit feinen Poren (0,2 µm), um einen 

Stromfluss zu gewährleisten. Die Proteine wurden durch hydrophobe 

Wechselwirkungen mit der Membranoberfläche fest gebunden. 
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Dieser Transfer der Proteine aus dem Gel auf die Membran erfolgte in einer Mini Trans-

Blot® Kammer mittels eines Stromflusses mit einer konstanten Stromstärke von 110 mA 

für 120 min. Als Transferpuffer wurde der zugehörige, vorgefertigte NuPage® Transfer 

Buffer mit Methanol und NuPage® Antioxidant verwendet. 

2.8.5 Immunologische Detektion der Zielbanden 

Nach dem Blotten wurde die Membran zwei Mal in PBS gewaschen und anschließend 1 

Stunde in Odyssey Blocking Buffer schüttelnd inkubiert. Während dieses 

Blockierungsschrittes wurden ungesättigte Bindungsstellen auf der Membran mit 

Proteinen aus der Blockierungslösung abgedeckt, so dass die im nachfolgenden Schritt 

eingesetzten Antikörper nicht unspezifisch an der Membran binden konnten. 

Die Primärantikörper, welche spezifisch an ein bestimmtes Zielprotein binden, wurden 

in Odyssey Blocking Buffer entsprechend der Tabelle verdünnt (siehe Tabelle 2-3). Die 

Inkubation der Membranen mit den Primärantikörpern fand schüttelnd über Nacht bei 

4°C statt. Danach wurden die Membranen drei Mal mit PBS gewaschen und 

anschließend mit den Sekundärantikörpern inkubiert (schüttelnd bei Raumtemperatur 

für 2 h). 

Die Detektion der Banden erfolgte über Fluorophore, welche an die Sekundärantikörper 

gekoppelt sind. Mit Hilfe eines speziellen Infrarotscanners (Odyssey) konnten diese 

Fluorophore per Laser angeregt werden und anschließend gescannt werden. 

 

Abbildung 2-4: Detektion zweier unterschiedlicher Infrarot-Fluorophore mit Hilfe des Odyssey-Scanners (Abbildung 
entnommen aus Odyssey® Family of Imaging Systems Broschüre [82]) 
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Dabei ist es möglich unterschiedliche Fluorophore (IRDye® 680CW und IRDye® 800CW) 

auf einer Membran zu detektieren (siehe Abbildung 2-4). 

2.9 Apoptosis Array 

Die Analyse der Proben mit Hilfe des Proteome Profiler™ Human Apoptosis Arrays 

erfolgte grundsätzlich gemäß der Herstellerangaben. Jedoch erfolgte die Detektierung 

der Proteinspots mit Hilfe des Infrarotscanners (Odyssey). Dies bedingte eine Änderung 

des Protokolls der Gebrauchsanweisung. 

Die Kits enthalten folgende Komponenten: 

 Lysis Buffer 15 (gebrauchsfertig nach Zugabe von 1 Tablette complete Protease-

Inhibitor auf 10 ml) 

 Array Buffer 1 (gebrauchsfertig) 

 Array Buffer 2 (Herstellung von Array Buffer 2/3 durch Mischen von 2 ml Array 

Buffer 2 mit 8 ml Array Buffer 3) 

 Array Buffer 3 (siehe Array Buffer 2) 

 Detection Antibody Cocktail (in 100 µl destilliertem Wasser rekonstituieren) 

 Wash Buffer Concentrate (Verdünnung von 40 ml Wash Buffer Concentrate in 

960 ml destilliertem Wasser) 

 4-Kammer-Platten 

 Nitrozellulosemembranen mit Proteinspots 

2.9.1 Gewinnung der Zelllysate 

Zur Gewinnung der Zelllysate nach einer Zinkchloridbehandlung (Inkubationszeit: 72 h) 

wurden die Ko-Kultur-Modelle zwei Mal mit PBS gewaschen. Anschließend wurde die 

Endothelzellschicht auf der einen Seite der Membran mit Hilfe eines Baumwollgewebes 

durch vorsichtiges Reiben abgetragen. Dann wurden die Wellunterseiten mit Parafilm 

versiegelt. Die Lyse der Epithelzellen erfolgte durch apikale Zugabe von je 50 µl Lyse-
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Puffer und anschließender schüttelnder Inkubation für 2 h bei 4°C. Der Lyse-Puffer 

setzte sich dabei wie folgt zusammen: 

 10 ml   Lysis Buffer 15 (im Apoptosis Array Kit enthalten) 

 1 Tablette  complete Protease-Inhibitor 

Die Lysate wurden nach der Lyse gepoolt (Kontrollproben n = 14, ZnCl2-behandelte 

Proben (500 µM und 1000 µM) jeweils n = 8) und bis zur Benutzung bei -20°C gelagert. 

2.9.2 Proteinbestimmung 

Um sicherzustellen, dass alle Proben mit der gleicher Gesamtproteinmenge (200 µg) auf 

die Array Membranen aufgetragen werden, wurde zuvor die Proteinkonzentration der 

Lysate bestimmt. Dies erfolgte mit Hilfe des BC Assay-Kits, wie schon im Abschnitt 2.8.2 

beschrieben wurde. 

2.9.3 Färbung und Analyse der Apoptosis Array Membranen 

Im ersten Schritt erfolgte die Blockierung der Membranstreifen mit Array Buffer 1 in der 

4-Kammer-Platte schüttelnd (50 rpm) für eine Stunde. Anschließend wurden die Proben 

mit Lysis Buffer 15 verdünnt. Dabei wurden die Proben mit Hilfe der durch die 

Proteinbestimmung errechneten Werte auf 200 mg in 250 µl verdünnt und mit 1,25 ml 

Array Buffer 1 aufgefüllt. Nach dem Abschütten der Blockierungslösung wurden die 

Membranstreifen mit den verdünnten Proben in der 4-Kammer-Platte schüttelnd (50 

rpm) über Nacht bei 4°C inkubiert. Nach der Inkubation erfolgte eine dreimalige 

Waschung der Membranen mit Wash Buffer. Im nächsten Schritt wurden die 

Membranen mit verdünntem Detection Antibody Cocktail (15 µl Detection Antibody 

Cocktail ad 1,5 ml Array Buffer 2/3) in der 4-Kammer-Platte schüttelnd (50 rpm) für eine 

Stunde inkubiert. Nach der Inkubation erfolgte eine dreimalige Waschung der 

Membranen mit Wash Buffer. Anschließend wurden die Membranen mit verdünntem 

Streptavidin IRDye 800CW (3,75 µl Streptavidin IRDye 800CW ad 15 ml Array Buffer 2/3) 

in der 4-Kammer-Platte schüttelnd (50 rpm) für eine halbe Stunde unter Lichtausschluss 

inkubiert. Danach erfolgte eine letzte dreimalige Waschung der Membranen mit Wash 
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Buffer. Das Scannen der Membranen wurde mit Hilfe des Infrarotscanners Odyssey 

durchgeführt. 

Die Analyse der eingescannten Membranen erfolgte mit Hilfe der Software Array Pro 

Analyzer 4.5 von Media Cybernetics (Rockville, USA). 

2.10 Statistik 

Im Rahmen der deskriptiven Statistik wurden aus allen Messdaten, die in unabhängigen 

Experimentwiederholungen ermittelt wurden, die Mittelwerte gebildet und die 

Standardabweichungen bestimmt. Unter Zuhilfenahme von drei Normalitätstests 

(Kolmogorow-Smirnow-Test, D’Agostino-Pearson-Omnibus-Test, Shapiro-Wilk-Test) 

wurde bestimmt, ob die Messdaten eine Gauß-Verteilung aufwiesen. Zur Berechnung 

der statistischen Signifikanz wurde für die Ergebnisse, die eine Gauß-Normalverteilung 

zeigten, eine einfaktorielle ANOVA (analysis of variance) und für Ergebnisse, die nicht 

normalverteilt waren, ein Kruskal-Wallis-Test angewandt. Als Post-Hoc-Tests wurden 

der Bonferroni-Post-Hoc-Test für Resultate einer einfaktoriellen ANOVA und der Dunn-

Post-Hoc-Test für die Resultate eines Kruskal-Wallis-Tests verwendet. Dabei wurde eine 

Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 angenommen. 

Die Analyse der TER-Werte, ermittelt in Kadmiumchlorid-Experimenten mit und ohne 

Kalziumchlorid-Supplementierung (siehe Abschnitt 3.2.5), erfolgte mittels einer 

zweifaktoriellen ANOVA mit anschließendem Bonferroni-Post-Hoc-Test. 



 

3 Ergebnisse 

3.1 Versuche mit Zinkchlorid 

3.1.1 Bestimmung der mittleren effektiven Konzentration von ZnCl2 an 
Monokulturen von NCI H441 und Iso-Has-1 

Es konnte eine mittlere effektive Konzentration von ZnCl2 (Inkubationszeit von 24 h) an 

NCI H441 von rund 476 µM und an Iso-Has-1 von rund 444 µM mittels eines 

Vitalitätstests (MTS-Test) ermittelt werden (siehe Tabelle 3-1). 

Tabelle 3-1: EC50-Werte von Zink behandelten NCI H441- und Iso-Has-1-Zellen in Monokultur (jeweils n=20) 

Zelllinie EC50-Wert [µM] 

NCI H441 476,1 ± 7,3 

Iso-Has-1 443,9 ± 13,6 

3.1.2 Beeinflussung des TERs durch die Behandlung mit ZnCl2 

Bei einer apikalen Applikation von ZnCl2 (50 - 2000 µM) über 24 Stunden konnte eine 

signifikante Zunahme des TERs detektiert werden (siehe Abbildung 3-1 A). So wurden 

TER-Werte von bis zu 155 % der Grundlinie bei einer Zinkkonzentration von 200 µM 

erreicht. Bei steigender Zinkkonzentration stagniert dieser Effekt, so dass bei sehr hohen 

Zinkkonzentrationen von 2000 µM ein signifikant geringerer TER-Wert von 106 % der 

Grundlinie in Bezug zu den Kontrollen (127 % der Grundlinie) detektiert werden konnte. 

Nach insgesamt 48 Stunden Inkubation konnte eine verstärkte Zunahme des TERs bei 

mittleren Zinkkonzentrationen beobachtet werden (siehe Abbildung 3-1 B). Hier 

erreichten die vergifteten Proben Werte von bis zu 146 % der Grundlinie, während die 

Kontrolle nur einen Widerstandswert von 75 % der Grundlinie aufwies. Im Gegensatz zu 

den 24-Stunden-Werten blieb der Wert der 2000 µM-Probe auf Niveau der Kontrolle 

(74 % der Grundlinie). 
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Abbildung 3-1: TER-Entwicklung unter Zinkchlorid-Einfluss nach einer Inkubationszeit von 24 bzw. 48 h: 
Die Werte entsprechen % der Grundlinie, dabei wurden die Widerstandswerte zu den entsprechenden 
Messzeitpunkten mit den Ausgangswerten vor der Vergiftung ins Verhältnis gesetzt. A – 24-stündige 
apikale Vergiftung, B – 48-stündige apikale Vergiftung, C – 24-stündige basolaterale Vergiftung, D – 48-
stündige basolaterale Vergiftung. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte ± Standardabweichung bei n ≥ 25. 
* – signifikant verschieden (p < 0,05) gegenüber den unbehandelten Kontrollen. 

Bei einer basolateralen Vergiftung mit unterschiedlichen Konzentrationen an ZnCl2 (50 - 

2000 µM) konnte sowohl nach 24 Stunden (siehe Abbildung 3-1 C) als auch nach 48 

Stunden (siehe Abbildung 3-1 D) eine konzentrationsabhängige, signifikante Abnahme 

des TERs verzeichnet werden. Dabei fiel der TER auf ≤ 2 % der Grundlinie bei einer ZnCl2-

Konzentration von 2000 µM. 

Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass die unterschiedlichen Expositionsarten 

erhebliche Unterschiede in der Entwicklung des TERs verursachten. Dabei bewirkte die 

apikale Vergiftung eine Erhöhung und die basolaterale Vergiftung ein Absenken des 

Barrierewiderstandes im Vergleich zur Kontrolle. 
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3.1.3 Effekte von Zinkchlorid auf den parazellularen Transport 

Der TER wird ausschließlich durch den Transport von Ionen durch die zelluläre Barriere 

beeinflusst. Zur Erfassung von Transportdaten von Makromolekülen und zur 

Verifizierung der TER-Daten, wurde die parazellulare Diffusionsrate von Natrium-

fluoreszein von der apikalen zur basolateralen Seite bestimmt. Mit Hilfe dieser Daten 

konnte der scheinbare (apparent) Permeabilitätskoeffizient Papp berechnet werden. 

Diese Werte sollten bei einer erfolgreichen Verifizierung der TER-Daten in einem 

umgekehrten Verhältnis zu jenen stehen.  

 

Abbildung 3-2: Auswirkungen von Zinkchlorid auf den parazellularen Transport von Natriumfluoreszein durch die Ko-
Kultur-Barriere nach einer Inkubation von 48 h: Die Werte entsprechen dem scheinbaren (apparent) 
Permeabilitätskoeffizienten Papp. A –apikale Vergiftung, B – basolaterale Vergiftung. Die gezeigten Daten 
sind Mittelwerte ± Standardabweichung bei n ≥ 7. * – signifikant verschieden (p < 0,05) gegenüber den 
unbehandelten Kontrollen. 

Im Allgemeinen zeigten die Permeabilitätskoeffizient-Daten (siehe Abbildung 3-2) einen 

annähernd umgekehrt-proportionalen Verlauf zu den gesammelten TER-Daten (siehe 

Abbildung 3-1). Dabei wiesen die Permeabilitätskoeffizient-Daten bei Zinkkonzen-

trationen von 100 und 200 µM (apikal) eine signifikante Abnahme auf (siehe Abbildung 

3-1A). Im Gegensatz dazu nehmen die Papp-Werte nach einer 48-stündigen basolateralen 

Vergiftung mit hohen ZnCl2-Konzentrationen (≥ 1000 µM)  sehr stark zu (siehe Abbildung 

3-2 B). So stiegen die Permeabilitätskoeffizienten signifikant auf das 4-fache (1000 µM) 

bis 50-fache (2000 µM) in Bezug zur Kontrolle an. 
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3.1.4 Schädigung der zellulären Barriere durch Zinkchlorid  

Mit Hilfe immunhistologischer Färbungen wurde der Einfluss von Zinkionen auf die 

Adherens und Tight junctions näher untersucht.  

 

Abbildung 3-3: Immunfluoreszenzfärbungen der apikalen Seite (Epithel) von ZnCl2-behandelten Ko-Kultur-Modellen 
(Inkubationszeit 48 h): 1. und 3. Spalte – Markierung des Adherens junction-Proteins β-Catenin, 2. und 4. 
Spalte – Markierung des Tight junction-Proteins ZO-1. A-D – unbehandelte NCI H441-Zellen (Kontrollen), 
E-H – mit 500 µM ZnCl2 behandelte NCI-H441-Zellen, I-L – mit 2000 µM ZnCl2 behandelte NCI H441-Zellen. 
Der Maßstabsbalken entspricht 50 µm. 

Im Mikroskop zeigte sich bei den Kontrollen eine netzartige Verteilung der markierten 

Zell-Zell-Kontaktproteine (siehe Abbildung 3-3 A-D). Die apikal mit ZnCl2 behandelten 

Proben zeigten durchweg eine konfluente, intakte Zellschicht (siehe Abbildung 3-3 E+F 

und I+J). Ganz andere Ergebnisse konnten für die basolateral vergifteten Proben 

gewonnen werden. Hier zeigten schon moderate Zinkkonzentrationen (500 µM) eine 

beginnende Schädigung der Epithelzellschicht (siehe Abbildung 3-3 G+H). In beiden 

Färbungen zeigten sich Lücken zwischen den Zellen (dunkle Stellen zwischen den Zellen). 

Die Zerstörung der Barriere und der kompletten Zellschicht konnte vor allem bei den 

Proben nachgewiesen werden, die mit 2000 µM ZnCl2 über 48 Stunden basolateral 

behandelt wurden (siehe Abbildung 3-3 K+L). Auf diesen Filtermembranen waren nur 

noch vereinzelt Zellen aufzufinden. Nahezu alle Zellen wurden durch die 
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Zinkbehandlung zerstört oder lösten sich aus dem Zellverband und von der 

Filtermembran ab. 

3.1.5 Zytotoxizitätsstudien mit Zinkchlorid an Ko-Kultur-Modellen 

Zur Analyse der zytotoxischen Effekten von Zinkchlorid wurde die Zellvitalität per MTS-

Test nach einer Behandlung mit ZnCl2 über beide Expositionswegen bestimmt.  

 

Abbildung 3-4: Zellvitalität der Epithelzellen (NCI H441, oberhalb der x-Achse im schematischen Well) und 
Endothelzellen (Iso-Has-1, unterhalb der x-Achse)  des Ko-Kultur-Modelles nach einer Vergiftung mit 
unterschiedlichen ZnCl2-Konzentrationen mit einer Inkubationszeit von 48 h. Die gezeigten Daten sind 
Mittelwerte ± Standardabweichung bei n ≥ 8. * – signifikant verschieden (p < 0,05) gegenüber den 
unbehandelten Kontrollen. 

Die Vitalitätswerte der apikal vergifteten Proben zeigen eine geringe, wenn auch 

signifikante Änderung der Vitalität (siehe Abbildung 3-4 links). So sinkt die Vitalität der 

Epithelzellen unter Einfluss von 1000 und 2000 µM ZnCl2 auf 86 % bzw. 81,5 % des 

Kontrollwertes ab. Die Endothelzellen verlieren bei 2000 µM apikalem Zinkchlorid um 

rund 17 % an Vitalität in Vergleich zur Kontrolle. 

Nach einer Zinkchloridvergiftung über die basolaterale Seite kommt es zu Abnahmen 

der Zellvitalität (siehe Abbildung 3-4 rechts). Während eine zytotoxische Wirkung von 

Zinkchlorid an den Epithelzellen nur bei einer basolateralen Konzentration von 2000 µM 
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(50 % Vitalität der Kontrolle) zu sehen ist, verringert sich die Vitalität der Endothelzellen 

ab einer Konzentration von 200 µM signifikant und konzentrationsabhängig bis zu einer 

Restvitalität von 31,9 % im Bezug zur Kontrolle (2000 µM ZnCl2). 

3.1.6 Einfluss von Zinkchlorid auf die Ausschüttung von proinflammatorischen 
Faktoren 

In den folgenden Analysen wurde untersucht, ob Zinkchlorid die Ausschüttung von 

proinflammatorischen Markerproteinen an der alveolaren Barriere auslösen kann. Dazu 

wurde die Ausschüttung der Interleukine-6 und -8 im oberen und unteren 

Kompartiment einer Ko-Kultur quantitativ erfasst, nachdem die Proben zuvor 48 

Stunden lang mit unterschiedlichen Zinkchloridkonzentrationen behandelt wurden. 

Insgesamt konnte bei beiden Expositionsarten, trotz einer Tendenz nach basolateraler 

Behandlung, keine signifikante Änderung der IL-6-Konzentration im unteren 

Kompartiment beobachtet werden (siehe Abbildung 3-5). 

 

Abbildung 3-5: Ausschüttung von Interleukin-6 seitens der Epithelzellen (NCI H441, oberhalb der x-Achse im 
schematischen Well) und seitens der Endothelzellen (Iso-Has-1, unterhalb der x-Achse) nach einer 48-
stündigen Vergiftung des Ko-Kultur-Modelles mit unterschiedlichen ZnCl2-Konzentrationen. Die gezeigten 
Daten sind Mittelwerte ± Standardabweichung bei n ≥ 6. * – signifikant verschieden (p < 0,05) gegenüber 
den unbehandelten Kontrollen. 
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Im oberen Kompartiment der Epithelzellen wurde jedoch nach einer apikalen 

Behandlung mit Zinkchlorid eine signifikante Erhöhung des IL-6-Gehaltes gemessen. So 

stieg die ausgeschüttete Menge an IL-6 ab einer ZnCl2-Konzentration von 200 µM 

konzentrationsabhängig an. Die höchste Ausschüttung von IL-6 wurde bei 1000 µM 

(ZnCl2) mit einen Wert von 11,16 pg/ml (IL-6) erreicht. Eine weitere Erhöhung der 

Zinkchloridkonzentration auf 2000 µM führte jedoch wieder zu einer Abnahme des IL-6-

Gehaltes im Mediumüberstand (siehe Abbildung 3-5 links). 

Basolateral vergiftete Proben zeigten dagegen erst ab 500 µM ZnCl2 eine signifikante 

Erhöhung der IL-6-Konzentration, die konzentrationsabhängig bis zum 16-fachen (26,75 

pg/ml) des Kontrollwertes  anstieg (siehe Abbildung 3-5 rechts). 

 

Abbildung 3-6: Ausschüttung von Interleukin-8 seitens der Epithelzellen (NCI H441, oberhalb der x-Achse im 
schematischen Well) und seitens der Endothelzellen (Iso-Has-1, unterhalb der x-Achse) nach einer 48-
stündigen Vergiftung des Ko-Kultur-Modelles mit unterschiedlichen ZnCl2-Konzentrationen. Die gezeigten 
Daten sind Mittelwerte ± Standardabweichung bei n ≥ 6. * – signifikant verschieden (p < 0,05) gegenüber 
den unbehandelten Kontrollen. 

Die Ergebnisse der IL-8-Tests zeigen ein ähnliches Muster. Hier konnten nach einer 

apikalen Behandlung mit ZnCl2 keine signifikanten Unterschiede im unteren 
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2000 µM bewirkte einen signifikanten Anstieg des IL-8-Gehaltes auf über das Doppelte 

(1595 pg/ml) des Kontrollwertes (siehe Abbildung 3-6 links). 

Apikale und basolaterale Behandlungen mit Zinkchlorid bewirkten über beide 

Expositionswege eine konzentrationsabhängige Zunahme der IL-8-Ausschüttung der 

Epithelzellen (siehe Abbildung 3-6). So konnte bei einer apikalen Vergiftung ab 100 µM 

ZnCl2 eine signifikante Zunahme verzeichnet werden, die mit bei 1000 µM ZnCl2 ein 

Maximum von 4060 pg/ml IL-8 erreichte (siehe Abbildung 3-6 links). Eine basolaterale 

Applikation von Zinkionen bewirkte erst ab einer Konzentration von 200 µM eine 

konzentrationsabhängige und signifikante Erhöhung der IL-8-Konzentration bis zu einem 

Maximum von 3952 pg/ml IL-8 bei 2000 µM ZnCl2 (siehe Abbildung 3-6 rechts). 

3.1.7 Untersuchung von Zinkchlorid-verursachten Effekten auf Apoptosemarker 

Um den zytotoxischen Effekten einer Zinkchlorid-Exposition auf den Grund zu gehen, 

wurden die Lysate von ZnCl2-behandelten Ko-Kultur-Modellen mit Hilfe des Proteome 

Profiler™ Human Apoptosis Arrays analysiert. 

Sechs der 35 getesteten Apoptosemarker zeigten einen konzentrationsabhängigen 

Effekt, der ebenso von der Art der Behandlung (apikal oder basolateral) beeinflusst 

wurde (siehe Abbildung 3-7). Alle anderen getesteten Apoptosemarker zeigten ein 

unregelmäßiges Expressionsmuster, welches keine signifikanten Unterschiede zwischen 

apikal und basolateral behandelten Proben aufwies (Daten nicht gezeigt). 

Nach Betrachtung der Expression der Apoptose-assoziierten Proteine Bax, cIAP-1, 

Claspin, HIF-1 alpha, Survivin und TNF RI / TNFRSF1A stieg diese nach einer basolateralen 

Zinkchlorid-Behandlung (1000 µM ZnCl2) um 22 bis 55 % im Vergleich zur unbehandelten 

Kontrolle an. Bei einer geringeren ZnCl2-Konzentration (500 µM) war der Effekt weniger 

ausgeprägt. Bei Survivin konnte ein leichter Rückgang um 2 % zur Kontrolle beobachtet 

werden, während cIAP-1 und TNF RI / TNFRSF1A einen leichten Anstieg von 4 bzw. 7 % 

zur Kontrolle zeigten. Der Gehalt von Bax, Claspin und HIF-1 alpha im Lysat stieg dagegen 

um 16 bis 25 % gegenüber der Kontrolle an (siehe Abbildung 3-7). 
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Abbildung 3-7: Ausgewählte Zielproteine des Proteome Profiler™ Human Apoptosis Arrays. Expression der 
Apoptoseproteine Bax, cIAP-1, Claspin, HIF-1 alpha, Survivin und TNF RI / TNFRSF1A in Zinkchlorid-
behandelten Ko-Kultur-Modellen (Inkubationszeit: 72 h). Die gezeigten Daten sind auf eine array-interne 
Positiv-Kontrolle normalisierte Werte (gepoolte Proben aus n ≥ 8 Proben). 

Ein gegenteiliger Effekt konnte bei den apikal vergifteten Proben beobachtet werden. 

So sank die Expression der Apoptosemarker um bis zu 51 % (Claspin, 1000 µM). Wie auch 

bei den basolateral behandelten Proben spielt die Konzentration an Zinkchlorid eine 

entscheidende Rolle auf die Ausprägung des Effekts. Bei 500 µM ZnCl2 zeigten die 

untersuchten Proben ein Absinken der Apoptosemarker um 11  bis 36 %. Nach einer 

apikalen Vergiftung mit 1000 µM reduzierte sich der Gehalt der Apoptoseproteine noch 

stärker im Vergleich zu Kontrolle (24 bis 51 %). 
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3.1.8 Expression von AJ-, TJ- und Strukturproteinen nach Langzeitbehandlung mit 
Zinkchlorid 

Zur weiterführenden Analyse der Ursache der Integritätserhöhung (TER-Entwicklung, 

siehe Abschnitt 3.1.2) bzw. der Permeabilitätsabnahme (Transport-Daten, siehe 

Abschnitt 3.1.3) nach einer apikalen Behandlung mit Zinkchlorid (Inkubationszeit von 96 

h) wurde die Expression von AJ-, TJ- und Strukturproteinen untersucht.  

Wie auf Abbildung 3-8 zu sehen ist, zeigen die Expressionsdaten der AJ-Proteine 

E-Cadherin und β-Catenin unterschiedliche Ergebnisse. Während der Gehalt von 

E-Cadherin im Zelllysat bei einer Zinkchloridbehandlung von 500 und 1000 µM auf 

ungefähr 60 % der Kontrolle abfällt, steigt der Gehalt von β-Catenin im Zelllysat nach der 

Behandlung mit Zinkchlorid um über 30% (1000 µM ZnCl2) im Vergleich zur Kontrolle an. 

Ein Anstieg der Expression konnte für die TJ-Proteine Claudin-3, Claudin-7 und ZO-1  

nachgewiesen werden, wohingegen die TJ-Proteine Occludin und Claudin-18 eine 

Abnahme aufwiesen (siehe Abbildung 3-8). Claudin-3 und Claudin-7 zeigten einen 

leichten Anstieg auf bis zu 115 % (1000 µM ZnCl2; Claudin-3) und 134 % (1000 µM ZnCl2; 

Claudin-7) im Vergleich zur Kontrolle. Um ein Vielfaches stärker stieg der Gehalt von ZO-

1 im Zelllysat an (auf bis zu 233 % (500 µM ZnCl2) der Kontrolle). In Bezug dazu zeigten 

die Ergebnisse bei einer Vergiftung mit einer höheren Zinkchloridkonzentration (1000 

µM) jedoch einen reduzierten Anstieg des ZO-1-Gehaltes in Bezug zur Kontrolle (149 % 

der Kontrolle). Bei Occludin konnte nur bei 200 und 500 µM ZnCl2 ein leichtes Absinken 

(auf rund 85 % der Kontrolle) des Proteingehalts beobachtet werden. 

Die Expression des Zytoskelettstrukturproteins β-Tubulin wies nach der Vergiftung der 

Ko-Kultur-Modelle mit Zinkchlorid konstante Werte in Bezug zur Kontrolle auf.  
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Abbildung 3-8: Expression des Strukturproteins β-Tubulin, der Adherens junction-Proteine E-Cadherin, β-Catenin, 
sowie der Tight junction-Proteine Occludin, Claudin-3, Claudin-7, Claudin-18 und ZO-1 in Zinkchlorid-
behandelten Ko-Kultur-Modellen (Inkubationszeit: 96 h). Diagramme: Grafische Gliederung der 
densitometrischen Daten; die gezeigten Daten sind auf Aktin normalisierte Mittelwerte ± 
Standardabweichung bei n ≥ 3. Banden-Abbildung: Exemplarische Darstellung der Protein-Banden aus 
einem Experiment. 
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3.1.9 Anzeichen einer Beteiligung des epithelial growth factor-Rezeptors an den 
Effekten einer apikalen Zinkchlorid-Exposition 

Wissenschaftliche Veröffentlichungen von Singh et al. beschreiben einen Einfluss von 

des Wachstumsfaktorrezeptors EGFR auf den TER einer epithelialen Barriere [83,84]. Zur 

Klärung, ob Zinkionen den EGFR-Rezeptor aktivieren können, wurde ein erster Versuch 

durchgeführt. 

So wurden Ko-Kultur-Modelle apikal mit ZnCl2 (200 µM und 2000 µM) und EGF (25 

ng/ml) für 24 h exponiert. Danach erfolgte die Lyse der Proben mit einer anschließenden 

Analyse mittels Western Blot. In Abbildung 3-9 ist zu sehen, dass der Gehalt an 

phosphoryliertem (aktiviertem) EGF-Rezeptors nach Exposition mit 200 µM ZnCl2 um 40 

% im Vergleich zur Kontrolle ansteigt. Nach einer Exposition mit 2000 µM ZnCl2 sinkt der 

Gehalt an EGFRp845 auf 57 % des Kontrollwertes ab. Die Proben, welche mit EGF (25 

ng/ml) behandelt wurden, zeigen eine leichte Erhöhung des EGFRp845-Gehaltes auf 111 

% der Kontrolle.  

 

Abbildung 3-9: Expression des am Tyrosin 845 phosphorylierten EGF-Rezeptors in Zinkchlorid- bzw. EGF-behandelten 
Ko-Kultur-Modellen (EGF-Konzentration: 25 ng/ml, Inkubationszeit: 24 h). Diagramm: Grafische 
Gliederung der densitometrischen Daten; die gezeigten Daten sind auf Aktin normalisierte Werte 
(gepoolte Proben aus n ≥ 5 Proben). Banden-Abbildung: Exemplarische Darstellung der Protein-Banden 
aus einem Experiment. 
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3.2 Versuche mit Kadmium 

3.2.1 Effekte von Kadmiumchlorid auf die Integrität der alveolaren Barriere 

Für die Versuche wurde die eine Hälfte der Modelle apikal und die andere Hälfte 

basolateral mit Kadmium in unterschiedlichen Konzentrationen vergiftet. Während der 

gesamten Inkubation von 48 Stunden wurde nach 8 h, 24 und 48 h der TER-Wert 

gemessen (siehe Abbildung 3-10). 

 

Abbildung 3-10: TER-Entwicklung unter Kadmiumchlorid-Einfluss über einen Inkubationszeitraum von 48 h: Die Werte 
entsprechen % der Grundlinie, dabei wurden die Widerstandswerte zu den entsprechenden 
Messzeitpunkten mit den Ausgangswerten vor der Vergiftung ins Verhältnis gesetzt. A – apikale 
Vergiftung, B – basolaterale Vergiftung. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte ± Standardabweichung bei 
n ≥ 6. * – signifikant verschieden (p < 0,05) gegenüber den unbehandelten Kontrollen. 
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Während die unbehandelten Kontrollen über 48 h relativ stabil blieben, mit finalen 

Werten von 66 % (apikale Kontrolle) bzw. 79 % der Grundlinie (basolaterale Kontrolle), 

sank der TER der CdCl2-behandelten Proben konzentrationsabhängig. Die Abnahme 

differierte sehr deutlich zwischen den unterschiedlichen Expositionswegen. Nach 24 

Stunden apikaler CdCl2-Inkubation (50 µM, 100 µM und 200 µM) fielen die TER-Werte 

auf 77 %, 57 % und 36 % der Grundlinie und erreichten 35 %, 21 % und 11 % der 

Grundlinie nach 48 Stunden (siehe Abbildung 3-10 A). Die Barriere wurde bei geringeren 

Konzentrationen nach einer basolateralen Vergiftung im Unterschied zum apikalen Weg 

geschädigt(siehe Abbildung 3-10 B). Schon nach 8 Stunden fielen die TER-Werte 

signifikant auf 72 % (100 µM) und 11 % (200 µM) der Grundlinie ab. 

Diese Abnahme setzte sich fort und führte zu TER-Werten von unter 6 % der Grundlinie 

bei hohen Kadmiumchloridkonzentrationen (100 und 200 µM) nach 24 Stunden 

Inkubation. Nach 48 Stunden wurde die epitheliale Barriere von allen vergifteten Proben 

zerstört, da alle Proben TER-Werte unter 11 % der Grundlinie aufwiesen (siehe 

Abbildung 3-10 B). 

3.2.2 Zerstörung der Adherens junctions durch Kadmiumchlorid 

Die Ausbildung von Adherens junctions ist eine grundsätzliche Voraussetzung für eine 

dichte epitheliale Gewebsschicht [29]. Deshalb wurden die Ko-Kultur-Modelle mittels 

einer Immunfluoreszenzfärbung auf die Expression von AJ-Strukturproteinen 

untersucht. Dabei wurde die Verteilung des AJ-Brückenproteins E-Cadherin und des 

Zytoskelettproteins Aktin analysiert (siehe Abbildung 3-11). 

So zeigte sich, eine gleichmäßige, netzartige Verteilung dieser Proteine in den 

Kontrollproben (siehe Abbildung 3-11 A-D). Da E-Cadherin vorrangig in den AJs zu finden 

ist und da Aktin zur Stabilisierung der Zellmorphologie an den Zell-Zell-Kontakten 

lokalisiert ist, zeigte die Zell-Zell-Kontakte ein spezifisches Immunfluoreszenzsignal. 

Nach einer Kadmiumchloridexposition über 24 h zeigten sich erhebliche Unterschiede 

zwischen den Expositionsarten. So konnte der Erhalt einer konfluenten 

Epithelzellschicht bei den apikal vergifteten Proben (siehe Abbildung 3-11 E+F und I+J) 

nachgewiesen werden. Jedoch zeigten sich bei hohen CdCl2-Konzentrationen (200 µM) 
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erste Anzeichen einer Zellschädigung ausgedrückt durch eine schwächere Färbung und 

durch eine diffusere Verteilung der Strukturproteine (siehe Abbildung 3-11 I+J). 

 

Abbildung 3-11: Immunfluoreszenzfärbungen der apikalen Seite (Epithel) von CdCl2-behandelten Ko-Kultur-
Modellen: 1. und 3. Spalte – Markierung des Adherens junction-Proteins E-Cadherin, 2. und 4. Spalte – 
Markierung des Zytoskelettproteins Aktin. A-D – unbehandelte NCI H441-Zellen (Kontrollen), E-H – mit 
100 µM CdCl2 behandelte NCI-H441-Zellen, I-L – mit 200 µM CdCl2 behandelte NCI H441-Zellen. Die Pfeile 
markieren abgerundete Zellen, die den Zellverband verlassen haben. Der Maßstabsbalken entspricht 50 
µm. 

Im Gegensatz dazu verursachte die Applikation von Kadmium über die basolaterale Seite 

eine deutlich toxischere Wirkung. So führte eine Exposition von 100 und 200 µM CdCl2 

basolateral zu einer Fragmentierung der gesamten Zellschicht. Nach der 24-stündigen 

Inkubation mit Kadmium lagen die Epithelzellen nur noch in Form kleiner Inseln aus 

Epithelzellen vor (siehe Abbildung 3-11 G+H und K+L), wobei die Anzahl dieser Inseln bei 

einer Konzentration von 200 µM CdCl2 stark reduziert wurde. Auf den mikroskopischen 

Aufnahmen sind auch viele Zellen zu beobachten, die sich aus dem Zellverband 

herausgelöst haben, und dadurch eine kugelige Morphologie angenommen haben 

(siehe Abbildung 3-11 G+H und K+L, Pfeile). Eine Verlängerung der Inkubation auf 48 

Stunden bewirkte weiterhin das nahezu vollständige Ablösen der Zellen von der 

Filtermembran (Daten nicht gezeigt, da kein Fluoreszenzsignal auf der Membran 

detektiert werden konnte). 
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Zusätzlich zu den immunhistochemischen Mikroskopieaufnahmen, welche ausschließ-

lich eine Aufsicht auf die Epithelschicht ermöglichen, wurden histologische Schnitte von 

behandelten und unbehandelten Filtermembranen angefertigt. Diese 7 µm dicken 

Querschnitte ermöglichen eine genauere Betrachtung der Zell-Zell-Verbindungen in 

einer seitlichen Ansicht (siehe Abbildung 3-12). 

Nach einer apikalen Inkubation mit verschiedenen CdCl2-Konzentrationen für 24 

Stunden blieb die Barriere intakt und dicht. Es zeigten sich keine deutlich sichtbaren 

Effekte (siehe Abbildung 3-12 A-C). Wie die immunhistochemischen Aufnahmen 

belegen, zeigte sich nach einer basolateralen Vergiftung ein komplett anderes Bild. 

Durch eine Behandlung mit 100 und 200 µM CdCl2 von basolateraler Seite wurden 

zahlreiche Zell-Zell-Verbindungen zerstört (siehe Abbildung 3-12 E+F). Diese Aufnahmen 

deuten auf eine spezielle Schädigung der Adherens junctions hin. In einigen Fällen 

schienen die Tight junctions intakt, obwohl eine Zerstörung der AJs eine Aufweitung des 

interzellularen Raumes bewirkte (siehe Abbildung 3-12 E+F, Pfeile). 

 

Abbildung 3-12: Hämatoxylin-Eosin-gefärbte Querschnitte von Ko-Kultur-Modellen (Epithelzellen (NCI H441) 
oberhalb der Filtermembran und Endothelzellen (Iso-Has-1) unterhalb der Filtermembran): A-C – apikal 
mit CdCl2 vergiftete Proben, D-F – basolateral mit CdCl2 vergiftete Proben. Die Pfeile zeigen intakte Tight 
junctions. Der Maßstabsbalken entspricht 10 µm. 

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass die apikal vergifteten Proben nur wenige 

sichtbare Effekte zeigten, während wiederum die basolateral vergifteten Proben häufig 
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eine Zerstörung der epithelialen Barriere aufwiesen. Erste Hinweise deuten dabei auf 

eine gezielte Schädigung der AJs hin. 

3.2.3 Effekte von Kadmiumchlorid auf die Zellvitalität 

Es ist bekannt, dass hohe Konzentrationen an Kadmium, wie sie im Falle einer akuten 

Vergiftung auftreten, sowohl Apoptosen also auch Nekrosen induzieren [85]. 

Nach einer Kadmiumchloridinkubation von 24 Stunden blieben die Vitalitätswerte der 

apikal vergifteten Proben stabil, wohingegen bei den basolateral vergifteten Proben 

eine konzentrationsabhängige, signifikante Abnahme der Vitalität im unteren 

Kompartiment verzeichnet werden konnte (siehe Abbildung 3-13 A). In diesem Fall sank 

die Vitalität der Endothelzellen auf 48 % der Kontrolle nach einer Vergiftung mit 200 µM 

CdCl2. 

Nach einer 48-stündigen apikalen Vergiftung mit 100 und 200 µM CdCl2 blieben die 

Endothelzellen vital, während auf der epithelialen Seite eine Abnahme der Vitalität 

detektiert werden konnte (siehe Abbildung 3-13 B). Die Vitalität sank dabei auf 89,35 % 

(100 µM CdCl2) und 80,14 % (200 µM CdCl2) der Kontrolle. Nach einer basolateralen 

Kadmiumchloridbehandlung für 48 Stunden konnten diesmal auch auf der epithelialen 

Seite der Filtermembran signifikante zytotoxische Effekte beobachtet werden. So sank 

die Vitalität auf 19,43 % der Kontrolle nach einer Vergiftung mit 200 µM. Die 

endothelialen Zellen wurden ebenfalls durch die basolaterale Vergiftung stark 

geschädigt. Hierbei sank die Vitalität konzentrationsabhängig, signifikant auf 63,24 % (50 

µM CdCl2), 43,39 % (100 µM CdCl2) und 12,34 % (200 µM CdCl2) der Kontrolle nach einer 

48-stündigen Inkubation mit CdCl2. 
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Abbildung 3-13: Zellvitalität der Epithelzellen (NCI H441, oberhalb der x-Achse im schematischen Well) und 
Endothelzellen (Iso-Has-1, unterhalb der x-Achse)  des Ko-Kultur-Modelles nach einer Vergiftung mit 
unterschiedlichen CdCl2-Konzentrationen mit einer Inkubationszeit von: A – 24 h, B – 48 h. Die gezeigten 
Daten sind Mittelwerte ± Standardabweichung bei n ≥ 8. * – signifikant verschieden (p < 0,05) gegenüber 
den unbehandelten Kontrollen.  
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3.2.4 Die Ausschüttung von proinflammatorischen Faktoren nach einer CdCl2-
Vergiftung 

Neben der nachgewiesenen Zytotoxizität von Kadmiumionen auf das Lungengewebe 

spielen auch Entzündungsreaktionen eine große Rolle. Um diesen Effekt zu untersuchen, 

wurde die Ausschüttung zweier proinflammatorischer Markerproteine, Interleukin-6 (IL-

6) und Interleukin-8 (IL-8), quantitativ erfasst. 

Die Ausschüttung von IL-6 in das Kulturmedium der apikal behandelten Proben stieg erst 

ab CdCl2-Konzentrationen von über 50 µM signifikant an, wobei diese Erhöhung nur auf 

der endothelialen, der Vergiftung abgewandten, Seite beobachtet werden konnte. 

Hierbei erreichten die IL-6-Konzentrationen Werte von 34,5 pg/ml (100 µM CdCl2) und 

52,1 pg/ml (200 µM CdCl2), was eine Erhöhung von 170 % bzw. 270 % im Bezug zur 

Kontrolle darstellt (siehe Abbildung 3-14 A, links). Auf der apikalen, epithelialen 

Vergiftungsseite konnte keine signifikante Veränderung im IL-6-Gehalt des Mediums 

festgestellt werden. Im Gegensatz zu den apikal behandelten Proben induzierte 

basolateral appliziertes CdCl2 einen Anstieg der IL-6-Konzentration auf beiden Seiten der 

Filtermembran (siehe Abbildung 3-14 A, rechts). Selbst geringere Konzentrationen von 

50 µM CdCl2 erhöhten den IL-6-Gehalt auf 57,2 pg/ml (oberes Kompartiment) und 100,3 

pg/ml (unteres Kompartiment), was einem Anstieg auf 700 % bzw. 850 % im Bezug zur 

Kontrolle entspricht. Dieser starke Anstieg, der auf beiden Seiten der Filtermembran 

gemessen wurde, verringerte sich jedoch konzentrationsabhängig mit steigendem 

Kadmiumchloridgehalt. 

Die Ausschüttung von IL-8 erhöht sich signifikant nach apikaler 

Kadmiumchloridbehandlung im oberen Kompartiment auf Konzentrationen von bis zu 

420 pg/ml (340 % der Kontrolle). Auch im unteren Kompartiment konnte ein 

tendenzieller Anstieg verzeichnet werden, doch dieser ist statistisch nicht signifikant 

(siehe Abbildung 3-14 B, links). 
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Abbildung 3-14: Ausschüttung proinflammatorischer Markerproteine seitens der Epithelzellen (NCI H441, oberhalb 
der x-Achse im schematischen Well) und seitens der Endothelzellen (Iso-Has-1, unterhalb der x-Achse) 
nach einer 24-stündigen Vergiftung des Ko-Kultur-Modelles mit unterschiedlichen CdCl2-Konzentrationen. 
A – Interleukin-6, B – Interleukin-8. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte ± Standardabweichung bei n ≥ 
10. * – signifikant verschieden (p < 0,05) gegenüber den unbehandelten Kontrollen. 
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Ausschüttung. Mediumproben aus dem oberen Kompartiment zeigten nach einer 

Vergiftung mit hohen CdCl2-Konzentrationen (>100 µM) einen Anstieg von 200 % (880,1 

pg/ml) und 240 % (1083 pg/ml) in Bezug auf die Kontrolle (siehe Abbildung 3-14 B, 

rechts). Mediumproben aus dem unteren Kompartiment zeigten schon nach einer 

Vergiftung mit 50 µM CdCl2 eine Erhöhung der IL-8-Konzentration auf 740 % (1037 

pg/ml) in Bezug zur Kontrolle. Wie auch schon bei dem IL-6-Ergebnissen zu beobachten 

war, sinkt der Gehalt an IL-8 konzentrationsabhängig mit steigenden CdCl2-

Konzentrationen. 

Zusammenfassend lässt sich somit feststellen, dass eine Vergiftung mit Kadmiumchlorid 

über beide Expositionswege zu einer erhöhten Ausschüttung der Interleukine 6 und 8 

führt. Dabei konnte beobachtet werden, dass eine basolaterale Behandlung im 

Vergleich einen weitaus größeren Effekt hervorruft. 

3.2.5 Kompensation der durch Kadmiumchlorid verursachten Effekte mittels 
Zugabe von CaCl2 

Prozialeck et al. [86] stellte die Hypothese auf, dass Ca+2-Ionen, die eine essentielle Rolle 

für die Brückenbindung von E-Cadherin-Molekülen spielen, durch Cd+2-Ionen, welche 

einen ähnlichen Ionenradius besitzen [87], verdrängt werden. 

So wurden Ko-Kultur-Modelle mit basolateral 200 µM CdCl2 vergiftet. Um Prozialecks 

Hypothese zu untersuchen wurde bei der einen Hälfte dieser Modelle zusätzlich zur 

Kadmiumchloridbehandlung Kalziumchlorid zugesetzt, so dass eine finale 

Kalziumkonzentration von 10 mM im Medium vorlag. Schon nach 4 Stunden Inkubation 

mit Cd2+ ohne Ca2+-Zusatz konnte ein signifikanter Einbruch der TER-Werte beobachtet 

werden (siehe Abbildung 3-15 A). Nach insgesamt 8 Stunden Inkubation fiel der TER auf 

10,9 % der Grundlinie, während die Kontrollproben einen TER von 132 % der Grundlinie 

aufwiesen. Die Ergebnisse der Proben, denen Ca2+ zugesetzt wurde, zeigten ein komplett 

anderes Bild. Über 8 Stunden Inkubation mit basolateral appliziertem 200 µM Cd2+ 

blieben die TER-Werte der Proben auf einem stabilen, hohen Niveau zwischen 133 % 

und 148 % der Grundlinie (siehe Abbildung 3-15 B). Es konnte keine signifikante 

Abnahme des TERs gemessen werden. 
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Abbildung 3-15: TER-Entwicklung unter basolateralem Kadmium-Einfluss über einen Inkubationszeitraum von 8 h 
ohne Zusatz von Ca2+ (A) und mit Zusatz von Ca2+ (B): Die Werte entsprechen % der Grundlinie, dabei 
wurden die Widerstandswerte zu den entsprechenden Messzeitpunkten mit den Ausgangswerten vor der 
Vergiftung ins Verhältnis gesetzt. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte ± Standardabweichung bei n ≥ 7. 
* – signifikant verschieden (p < 0,05) gegenüber den unbehandelten Kontrollen. 
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4 Diskussion 

Ziel der Arbeit war es, die Effekte von Zink- und Kadmiumchlorid auf die alveolar-

kapilläre Barriere zu untersuchen. Im Einzelnen wurden die Effekte auf die 

Barrierenintegrität, die Gewebsmorphologie, die Zellvitalität, die Ausschüttung von 

Entzündungsmediatoren, die Expression von Apoptosemarkern, die Expression von 

Tight junction-, Adherens junction- und Strukturproteinen nach einer 

Langzeitbehandlung, EGF-Rezeptor-abhängige Signalkaskade, sowie auf die 

Kalziumabhängigen AJ-Proteine analysiert und werden in den nachfolgenden 

Abschnitten ausführlich diskutiert. 

Insgesamt gesehen konnte Folgendes beobachtet werden: 

Es konnte gezeigt werden, dass Zinkchlorid, apikal behandelt, eine barrierenstärkende 

Wirkung aufwies. Weiterführende Untersuchungen lassen auf ein Zusammenwirken 

zwischen Zinkchlorid und dem EGF-Rezeptor schließen. 

Die Ergebnisse der Versuche mit Kadmiumchlorid zeigten eine barrierenzerstörende 

Wirkung, die bei einer basolateralen Behandlung stärker ausgeprägt ist, als bei einer 

apikalen Behandlung. Nähere Analysen zeigten eine protektive Wirkung von 

Kalziumionen, was daraufhin deutet, dass Kadmiumionen mit dem Kalziumabhängigen 

AJ-Proteinen interagieren. 

4.1 Versuche mit Zinkchlorid 

Vergiftungen durch Zinkchlorid werden beim Einsatz von sog. Rauchbomben und 

Rauchgranaten im militärischen Bereich sowie im zivilen Bereich bei Übungen 

beobachtet. Zinkoxid, Aluminium und Hexachlorethan sind die Hauptinhaltsstoffe einer 

ungezündeten Rauchbombe. Meist sind weitere Zusatzstoffe wie Kalziumchlorid, 

Kalziumsilizid, Magnesium und/oder Ammoniumchlorid enthalten. Nach Zündung der 

Bombe reagiert das Hexachlorethan mit Zinkoxid unter Bildung von Zinkchlorid, 

Kohlenstoffdioxid und Wasser [10,88,89]. Dabei entsteht Rauch, der zu 88 % aus 
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Zinkchlorid besteht und neben Aluminiumchlorid, auch Aluminiumoxid und Zinkoxid 

enthält [5]. In sehr geringen Mengen konnten ebenso Phosgen, Kohlenstoffmonoxid und 

polyaromatische Kohlenwasserstoffe im Rauch nachgewiesen werden [10]. Versuche 

zeigten jedoch, dass diese Nebenprodukte keine oder nur eine untergeordnete Rolle bei 

einer Rauchvergiftung durch eine Rauchbombe spielen [90]. Deshalb wurde zur 

Simulation dieser Art von Vergiftung ausschließlich der Hauptbestandteil, Zinkchlorid, 

eingesetzt. 

Die Inhalation von wasserlöslichen Zinksalzen ist medizinisch relevant. Der MAK-Wert 

für Zink und seine anorganischen Verbindungen liegt bei 0,1 mg/m³ für die 

alveolengängige Fraktion und bei 2 mg/m³ für die einatembare Fraktion [91]. 

Für die Exposition der Ko-Kultur-Modelle mit Zinkchlorid wurde ein Konzentrations-

bereich von 50 µM bis 2000 µM gewählt. Dieser deckte sich mit den in der Literatur zu 

findenden Konzentrationen zur Simulation einer akuten Vergiftung (300 µM bis 500 µM) 

[92,93], und schloss gleichfalls die Ergebnisse der mittleren effektiven Konzentration 

(EC50) für die Monokulturen aus NCI H441 Zellen und Iso-Has-1 Zellen (siehe Tabelle 3-1) 

ein. Die Konzentrationen von 1000 µM und 2000 µM wurden in die Analysen mit 

eingeschlossen, um den Einfluss von Nanopartikeln zu simulieren, welche durch ihre 

sehr geringe Größe (1-100 nm Durchmesser) bis in die tiefsten Bereich der Lunge 

vordringen können und lokal auf der Oberfläche der Alveolarzellen derart hohe 

Konzentrationen hervorrufen können. 

4.1.1 Analyse der TER-Werte 

In der Literatur wird der initiale Krankheitsverlauf einer Rauchvergiftung, verursacht 

durch eine Rauchbombe, durch das Auftreten von ARDS beschrieben [6-10,88,89,94]. 

Dies führt bei den Patienten zu pathologischen Veränderungen, welche z.B. pulmonale 

Ödeme, Alveolitis obliterans und eine diffuse Schädigung der Alveolen einschließt 

[7,8,11,12]. Diese pathologischen Befunde lassen auf eine direkte Schädigung der 

alveolar-kapillären Barriere schließen. Aus diesem Grund wurde die Integrität der 

Barriere nach einer Vergiftung mit Zinkchlorid untersucht. 
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Die im Rahmen dieser Arbeit gesammelten Ergebnisse lassen darauf schließen, dass 

Zinkchlorid, basolateral appliziert, Schäden an der alveolar-kapillären Barriere 

verursacht. Dies steht in Einklang mit den Vitalitätsdaten (EC50), die in epithelialen und 

endothelialen Monokulturen gemessen wurden, und kann somit auf die zytotoxische 

Wirkung von Zinkchlorid zurückgeführt werden. 

Im Gegensatz dazu lässt sich festhalten, dass eine apikale Exposition von Zinkchlorid zu 

einer Verstärkung der alveolar-kapillären Barriere führt. Ein ähnliches Phänomen wurde 

auch für MDCKII Zellen (Nierentubuluszellen) beschrieben [95]. Carr et al. konnte 2010 

einen rund 19fachen Anstieg des TERs nach einer zweistündigen, apikalen Exposition 

von MDCKII-Zellen mit 10 mM ZnCl2 beobachten. Im Gegensatz zu den in dieser Arbeit 

gesammelten Daten zeigten die MDCKII-Zellen eine 4fache Erhöhung des TERs nach 

basolateraler Exposition über 2 h, dies lässt auf gewebsspezifische Unterschiede 

zwischen Nieren- und Lungengewebe schließen. TER-Daten nach einer Exposition über 

24 h wurden nicht veröffentlicht. Carr et al. stellte eine Hypothese auf, nach der Zn2+-

Ionen mit den extrazellulären Domänen, einer konservativen Proteinsequenz aller 

Claudin-Isoformen, eine sogenannte Koordinierungsstelle bilden. In dieser 

Koordinierungsstelle bindet Zn2+ über ionische Wechselwirkungen und blockiert somit 

den Ionentransport in der parazellulären Pore [95]. Um zu überprüfen, ob ausschließlich 

der Ionentransport im parazellularen Raum durch die Einwirkung von Zinkchlorid 

behindert wird, wurden Transportstudien mit Fluoreszein durchgeführt. 

4.1.2 Analyse der Ergebnisse des Transportversuchs 

Zur Verifizierung der TER-Daten und zur Klärung der Frage, ob ausschließlich der 

Ionentransport durch den parazellulären Raum durch ZnCl2 beeinflusst wird, wurden 

Transportversuche mit Fluoreszein durchgeführt. 

Die präsentierten Daten zeigten, dass eine apikale Zinkchloridvergiftung mit 

Konzentrationen zwischen 100 und 200 µM eine Behinderung des parazellulären 

Stofftransports verursacht, der sich sowohl auf Ionen als auch auf Makromoleküle 

auswirkt. Somit verstärkt ZnCl2 die alveolar-kapilläre Barriere, wenn es apikal appliziert 

wird. 
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Shen at al. beschrieb 2011 in einem Review, Tight junctions als eine hoch dynamische 

molekulare Zellstruktur [96]. Auf Grund neuster Erkenntnisse kann darauf geschlossen 

werden, dass ein parazellularer Transport über unterschiedliche Wege (pathways) 

erfolgen kann. Dabei lassen sich 2 verschiedene Wege definieren: den Pore pathway und 

den Leak pathway (siehe Abbildung 4-1). Der Pore pathway ist für Moleküle mit einem 

maximalen Radius von rund 4 Å durchlässig, während der Leak pathway eine 

Permeabilität für größere, ungeladene Moleküle aufweist [97,98].  

So würde nach der Hypothese von Carr et al. (siehe Abschnitt 4.1.1) nur der Pore 

pathway durch Zn2+-Ionen beeinflusst werden (Behinderung des Ionenflusses). Doch die 

durch die Transportexperimente gewonnen Daten lassen auch auf eine 

Beeinträchtigung des Makromolekularen Flusses (Leak pathway) schließen, was dieser 

Hypothese widerspricht oder vielmehr auf die Beeinflussung der Tight junctions der 

Barriere durch andere regulatorische Effekte hindeutet. 

 

Abbildung 4-1: Pore und Leak pathway einer Tight junction nach Chen et al. (verändert nach [96]) 

Abgesehen von der apikalen Wirkung von ZnCl2 wurden auch die basolateralen Effekte 

analysiert. So wurden Proben basolateral mit Zinkchlorid exponiert, was zu einer 

signifikanten Erhöhung der Papp-Werte ab 1000 µM ZnCl2 führte. Diese Ergebnisse 

bestätigen die Aussagen, die auf Grund der TER-Daten getroffen wurden (siehe 

Abschnitt 4.1.1). So bewirkt eine basolaterale Vergiftung der Proben mit Zinkchlorid eine 

Schädigung der Barriere. Zur Beantwortung der Frage, ob diese Schädigung auf 

zytotoxische Effekte des basolateral applizierten Zinkchlorids zurückzuführen ist oder ob 

regulatorische Effekte auf die TJ und AJ eine Rolle spielen, wurden in nachfolgenden 

Versuchen das Verteilungsmuster von TJ- und AJ-Proteinen (siehe Abschnitt 3.1.4), 
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sowie die Zellvitalität der Epithel- bzw. Endothelzellen des Ko-Kultur-Modell analysiert 

(siehe Abschnitt 3.1.5). 

4.1.3 Analyse der Immunfluoreszenzmikroskopie-Daten der TJ und AJ 

Das Verteilungsmuster des Adherens junction-Proteins β-Catenin und des Tight junction-

Proteins ZO-1 wurde mittels Immunfluoreszenzmikroskopie untersucht.  

Die Ergebnisse nach einer apikalen Exposition weisen keine Unterschiede im 

Verteilungsmuster auf, die eine Stärkung der alveolar-kapillären Barriere erklären 

könnten. Bisher wurden ähnliche Versuche nur an Nierenzellen durchgeführt, deren 

Ergebnisse ebenfalls ein stabiles Verteilungsmuster von ZO-1 nach einer Zinkchlorid-

vergiftung zeigen [95]. Dies deutet darauf hin, dass eine apikale Behandlung mit ZnCl2 

zu keinen strukturellen Veränderungen der TJ oder AJ führt. In der Literatur sind keine 

weiteren Ergebnisse dokumentiert, die Veränderungen am Verteilungsmuster von AJ 

und TJ nach einer Zinkionen-Behandlung aufzeigen. Einige Arbeiten analysierten 

Veränderungen am Verteilungsmuster von AJ und TJ nach einer Zink-Depletion mit Hilfe 

des Zink-spezifischen Chelators N,N,N‘,N‘-tetrakis(2-pyridylmethyl)ethylenediamin 

(TPEN) [99-101]. Die Ergebnisse dieser Studien zeigten eine Schädigung  der AJ und TJ 

durch eine Zink-Depletion, welche mittels einer Supplementierung mit Zink verhindert 

werden konnte. Das lässt daraus schließen, dass das Zinkionen-Gleichgewicht eine 

wichtige Rolle in der Regulation der parazellulären Barrieren spielt. 

Die Bilder des epithelialen Zellgewebsverbands nach einer basolateralen Vergiftung mit 

ZnCl2 zeigen eine deutliche Schädigung der Barriere. Einzelne Epithelzellen lösen sich 

nach einer Vergiftung mit 500 µM ZnCl2 aus dem Zellverband, was zu Lücken in der 

epithelialen Barriere führt. Die Mehrheit der Zellen weist eine geschrumpfte, kugelige 

Morphologie auf. Dies könnte ein Hinweis darauf sein, dass apoptotische Effekte diese 

morphologischen Veränderungen ausgelöst haben könnten. Ebenso wäre denkbar, dass 

Zinkchlorid für Veränderungen im Zytoskelett der Zellen verantwortlich ist. So konnte 

an Darmzellen eine Verklumpung der α-Tublin-Fasern in Immunfluoreszenz-Aufnahmen 

beobachtet werden [102]. Letztlich erklärt diese Auflösung des dichten 
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Gewebsverbandes die erhöhte Permeabilität (niedrige TER-Werte, hoher Papp) des 

Modells nach einer basolateralen Zinkchloridvergiftung. 

4.1.4 Analyse der Zellvitalität der Epithel- und Endothelzellschicht 

In wieweit eine Zinkchlorid-Exposition sich zytotoxisch auf Epithel- bzw. Endothelzellen 

auswirkt, wurde in dieser Arbeit in Experimenten an Monokulturen untersucht. Die 

Frage, ob diese Erkenntnisse übertragbar sind auf Zellen, die in einem dichten 

Gewebsverband kultiviert wurden, sollte mittels Vitalitätsmessungen an vergifteten Ko-

Kultur-Modellen geklärt werden. 

Bei einem Vergleich der Ergebnisse aus den Monokulturen und den Ko-Kultur-Modellen 

lässt sich festhalten, dass ein dichter Gewebsverband aus Epithelzellen vor den 

zytotoxischen Effekten von apikal appliziertem Zinkchlorid schützen kann. Ein 

Langzeitexperiment zeigt eine Aufrechterhaltung der Barriere selbst nach 192 h bei 

einem regelmäßigen Mediumwechsel und einer repetitiven Vergiftung mit Zinkchlorid 

alle 48 h (Daten nicht gezeigt). Weiterführende Experimente zeigen ebenfalls eine 

Stagnation der Vitalitätsabnahme bei ZnCl2-Konzentrationen von ≥1000 µM auf 75 % der 

Kontrolle nach 96 h (Daten nicht gezeigt). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass 

regenerative Effekte der Zytotoxizität einer apikalen Zinkvergiftung entgegenwirken. 

Im Gegensatz dazu zeigt eine basolaterale Vergiftung mit Zinkchlorid eine deutliche 

Schädigung der Endothelzellschicht. Diese Schädigung kann auf apoptotische Effekte 

zurückzuführen sein, wie sie schon bei glatten Muskelzellen, Nervenzellen, 

Prostataepithelzellen, dentritischen Zellen und Chang-Leberzellen beschrieben wurden 

[103-108]. In weiteren Studien konnte nachgewiesen werden, dass erhöhte 

extrazelluläre Zinkkonzentrationen (> 150 µM) zu einem Zusammenbruch des 

regulierenden Zink-Transportsystems führt [109,110]. Dieser Zusammenbruch hat zur 

Folge, dass die intrazelluläre Zinkionen-Konzentration ansteigt und in Folge dessen 

apoptotische Effekte ausgelöst werden [111]. Die genaue molekulare zytotoxische 

Wirkung von Zinkionen wurde in der Literatur noch nicht beschrieben. Erste 

Experimente lassen auf ein Auslösen der Apoptose-Kaskade durch die Freisetzung von 

Cytochrom C schließen [111]. Doch die genaue Interpretation der Ergebnisse wird 
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dadurch erschwert, da Zinkionen regulierend auf viele verschiedene Enzyme wirken, die 

während der Apoptose ein Rolle spielen, wie z.B. Zyklische-Nukleotid-

Phosphodiesterasen [112], Proteinkinase C [113] und anderen Proteinphosphatasen 

[114,115]. 

Die beobachteten zytotoxischen Effekte seitens der Epithelzellen nach einer 

basolateralen Vergiftung könnten auf folgende Weise erklärt werden: Die Apoptose der 

Endothelzellen kann zur Ausschüttung parakriner Faktoren führen. Diese Faktoren 

wiederum können die Apoptose der Epithelzellen über den extrinsischen Weg 

induzieren [116]. Dies würde den Zusammenbruch der alveolar-kapillären Barriere und 

die Beobachtung von geschrumpften, kugeligen Epithelzellen nach einer basolateralen 

Vergiftung erklären. Um die Ausschüttung parakriner Faktoren, insbesondere die 

Sekretion proinflammatorischer Zytokine, näher zu untersuchen, wurden in 

Folgeexperimenten die Ausschüttung von Interleukin-6 und Interleukin-8 bestimmt. 

4.1.5 Analyse der Sekretion von IL-6 und IL-8 

Die Versuchsergebnisse zur Bestimmung der IL-6- und IL-8-Konzentration im Medium 

zeigen hauptsächlich signifikant erhöhte Werte auf der epithelialen Seite. Eine apikale 

Exposition mit Zinkchlorid bewirkt einen signifikanten, konzentrationsabhängigen 

Anstieg der untersuchten Zytokin-Konzentrationen mit einem leichten Rückgang bei 

einer ZnCl2-Konzentration von 2000 µM, der durch den zytotoxischen Effekt des ZnCl2 

bedingt sein kann. Auch die basolateral vergifteten Proben zeigen einen signifikanten 

Anstieg. Dieser ist jedoch nur bei hohen Zinkchlorid-Konzentrationen zu beobachten. 

Dies könnte darauf zurückzuführen sein, dass die Zinkionen zum Erreichen der 

Epithelzellen erst die Endothelzellschicht und die Membran mittels Diffusion passieren 

müssen. Insgesamt zeigen die Daten, dass die Epithelzellen sensitiver auf eine 

Zinkchlorid-Behandlung reagieren als die Endothelzellen, da schon Konzentrationen ab 

100 µM von ZnCl2 eine signifikant erhöhte Ausschüttung von Interleukinen beobachtet 

werden kann. 

Nach einer Nahrungssupplementierung mit Zink konnten im Blut älterer Menschen 

erhöhte IL-6-Konzentrationen gemessen werden [117]. Experimente an Kardiomyozyten 
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[118], Lympho- und Monozyten [119,120], die mit Zink behandelt wurden, zeigten 

ebenfalls eine erhöhte IL-6-Ausschüttung. Auch eine erhöhte IL-8-Expression konnte 

nach einer Zink-Exposition an Epithelzellen nachgewiesen werden [93,121]. Somit 

bestätigen die gewonnenen Daten die Ergebnisse anderer Forschungsgruppen. 

IL-6 als auch IL-8 sind an der Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten und 

Makrophagen am Entzündungsherd beteiligt [121,122]. Ferner fördert IL-6 die 

Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen [123]. So deutet die Ausschüttung 

dieser Interleukine drauf hin, dass die Epithelzellen auf eine Zinkvergiftung mit einer 

verstärkten Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten und Makrophagen reagieren. 

Untermauert wird diese Vermutung durch die pathologischen Befunde an Ratten und 

Menschen, die eine Aggregation von Makrophagen und neutrophilen Granulozyten im 

Alveolarraum nach einer ZnCl2- bzw. Rauchbombenexposition zeigten [6,8,13]. Diese 

verstärkte Infiltration der Immunzellen in das alveolare Lumen wird ebenfalls in den 

Frühstadien eines ARDS beobachtet [124]. 

Auffällig hohe Zytokin-Konzentrationen wurden bei einer basolateralen Vergiftung mit 

2000 µM ZnCl2 gemessen. Dies steht im Einklang mit den Ergebnissen aus den 

Transportversuchen (10-fach höherer Papp als 1000 µM ZnCl2 basolateral; siehe 

Abbildung 3-2) und der mikroskopischen Betrachtung der Epithelzellschicht (Abnahme 

der Zellkonfluenz von 80 % bei 1000 µM ZnCl2 basolateral zu > 1 % bei 2000 µM; Daten 

nicht gezeigt). Bei all diesen Versuchen zeigte eine basolaterale Vergiftung mit 2000 µM 

ZnCl2 den größten zellschädigenden Effekt. Dieser Effekt geht somit einher mit einer 

vielfach erhöhten Interleukin-Ausschüttung. 

4.1.6 Auswirkungen einer Zinkchloridbehandlung auf die Expression von 
Apoptosemarkern 

Die Rolle von Zink in apoptotischen Effekten ist eng verknüpft mit seiner Wirkung für die 

Entstehung und den Metabolismus von Tumorzellen. Viele Reviews verschiedener 

Forschungsgruppen befassten sich mit dem Einfluss von Zink auf Apoptose und 

Onkogenese [125-129]. Doch die Wirkung von Zink ist äußerst komplex und 

unterscheidet sich deutlich unter den verschiedenen Tumorzellarten. Seine oft 
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beschriebene Eigenschaft als Zytoprotektant mit antiapoptotischen Effekten [130-132] 

durch Stabilisierung der DNA, Schutz vor oxidativem Stress und Inhibition wichtiger 

Caspasen steht im Gegensatz zu den durch Zink ausgelösten apoptotischen Effekten 

[106,107,133]. 

Zur Analyse der pro- bzw. antiapoptotischen Effekte auf Zinkchlorid-behandelte Ko-

Kultur-Modelle wurde die Expression von 35 Apoptosemarker gemessen. Die Mehrheit 

(29 von 35 Markern) der untersuchten Marker zeigten keine auffälligen Unterschiede 

unter den untersuchten Proben. Im Bezug zur Kontrolle konnten bei 22 der 29 

analysierten Apoptosemarker eine geringere Expression beobachtet werden (Daten 

nicht gezeigt).  Alle Beobachtungen beschreiben jedoch nur Tendenzen, da auf Grund 

einer hohen Streuung der Ergebnisse keine Signifikanzen ermittelt werden konnten. 

Aus den Gesamtdaten wurden sechs Marker identifiziert, die einen gegenteiligen Effekt 

zwischen apikaler und basolateraler Behandlung zeigten. Grundsätzlich konnte im 

Vergleich zur Kontrolle eine konzentrationsabhängige Zunahme der Expression nach 

basolateraler Behandlung und eine konzentrationsabhängige Abnahme der Expression 

nach apikaler Behandlung beobachtet werden. Vier der untersuchten Marker (HIF-1α, 

Survivin, cIAP-1 und Claspin) werden in der Literatur mit antiapoptotischen 

Eigenschaften beschrieben, während Bax proapoptotische Effekte hervorruft. TNF-

Rezeptor 1 (TNF RI) kann sowohl pro- als auch antiapoptotische Signalkaskaden 

auslösen. 

(1) HIF-1α 

Hypoxia inducible factor-1 alpha (HIF-1α) ist eine Untereinheit von HIF-1. Unter 

normalen Sauerstoffbedingungen wird HIF-1α nach Hydroxylierung proteosomal 

abgebaut. Unter hypoxischen Bedingungen wird der Abbau von HIF-1α gestoppt, so dass 

HIF-1α mit HIF-1β den aktiven Transkriptionsfaktor HIF-1 formen kann, der eine wichtige 

Rolle bei der Tumorentwicklung spielt [134]. Auf Grund dieser Eigenschaften liegt der 

zelluläre Gehalt von HIF-1α in vielen Tumorzellen erhöht vor [134]. HIF-1α fördert die 

Resistenz von Tumorzellen gegen apoptotische Effekte, in dem es der p53-vermittelten 

Apoptose entgegenwirkt [135,136]. Es wurde beschrieben, dass die Expression einer 

speziellen Splicevariante von HIF-1α durch Zink-Einfluss gefördert wurde [137]. Auch in 
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Prostatazellen konnte gezeigt werden, dass der Einfluss von Zink zu einem erhöhten HIF-

1α-Gehalt in den Zellen führt [138]. Eine andere Arbeit zeigt einen gegenteiligen Effekt. 

So konnte eine Erhöhung des proteosomalen Abbaus von HIF-1α durch Zinkbehandlung 

nachgewiesen werden [139]. Zusammenfassend lässt sich sagen, dass HIF-1α 

antiapoptotisch wirkt und dass sowohl positive als auch negative Effekte auf den HIF-

1α-Gehalt nach einer Zinkbehandlung beschrieben wurden. Diese gegensätzlichen 

Effekte sind auch in den in dieser Arbeit ermittelten Daten wiederzufinden. Die 

Ergebnisse könnten durch unterschiedlich hohe Zinkkonzentrationen verursacht 

worden sein. So behandelten die Forschungsgruppen, die eine Erhöhung des HIF-1α-

Gehaltes gemessen haben, die Zellen mit 150 µM - 500 µM ZnCl2 [137,138]. Während 

die Gruppe um Nardinocchi et al. [139] nach einer Behandlung mit 100 µM ZnCl2 einen 

proteosomalen Abbau von HIF-1α beschrieb. 

(2) Survivin 

Survivin gehört zur Proteinfamilie der inhibitor of apoptosis (IAP). Es besitzt 

antiapoptotische Eigenschaften, da Survivin Caspase 3 und 7 inhibieren kann und 

ebenso an der Hemmung von Smac/Diablo beteiligt ist [140,141]. Die Kontrolle des 

Zellteilungszykluses und der Proliferation sind weitere Funktionen von Survivin [142]. In 

Tumorzellen wurde eine erhöhte Expression von Survivin nachgewiesen [143]. In 

Prostatazellen spielt Survivin eine wichtige Rolle beim Schutz gegen hohe 

Zinkkonzentrationen. So führt die erhöhte intrazellulare Konzentration von Zink in 

Prostatazellen zur Erhöhung des HIF-1α-Gehaltes, welcher wiederum eine Erhöhung der 

Survivinkonzentration zu Folge hat [138]. Dies steht im Einklang mit den Ergebnissen 

einer basolateralen Behandlung in dieser Arbeit. Wie bei HIF-1α könnte Zink eine 

regulierende Rolle auf die Survivin-Expression spielen. So führen geringe 

Zinkkonzentrationen zu einem reduziertem und hohe Zinkkonzentrationen zu einem 

erhöhtem intrazellulären Survivin-Gehalt. 

(3) cIAP-1 

Wie Survivin gehört auch cIAP-1 zur Proteinfamilie der IAPs. Die antiapoptotischen 

Funktionen von cIAP-1 sind die Inhibition von Caspase 3, 7 und 9 [144], sowie die 

Interaktion mit TNFα-Rezeptor 2 innerhalb der NF-B-aktivierenden Signalkaskade 
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[145]. In vielen Tumorzelllinien und primären Tumorbiopsaten konnte ein erhöhter cIAP-

1-Gehalt nachgewiesen werden [146-150]. Einen Zusammenhang von Zink und cIAP-1 

wurde bisher in der Literatur nicht beschrieben. Doch die Nähe von cIAP-1 zu Survivin 

lässt darauf schließen, dass die Regulation dieses IAPs ebenfalls von Zink moduliert wird. 

Die Ergebnisse in dieser Arbeit unterstützen diese Theorie. 

(4) Claspin 

Claspin ist ein Protein, welches an der Überwachung der DNA-Replikation beteiligt ist 

[151]. Es gilt als Markerprotein für ungezügeltes Zellwachstum und ist deshalb in vielen 

Tumorzellarten hochreguliert [152]. Claspin besitzt antiapoptotische Eigenschaften, da 

es von Caspasen abgebaut wird und in Folge dessen die Apoptosereaktion verstärkt wird 

[153]. Eine Interaktion von Zinkionen auf die Expression von Claspin konnte in der 

Literatur bisher nicht aufgezeigt werden. Wie bei den anderen untersuchten 

Apoptosemarkern lassen die Ergebnisse in dieser Arbeit auf eine Regulation der Claspin-

Expression durch ZnCl2 schließen. Auch hier könnte die Zinkkonzentration ein 

entscheidender Faktor für die Art des ausgelösten Effektes sein. 

(5) Bax 

Bax ist ein porenbildendes Protein, welches an den ersten Phasen einer Apoptose eine 

wichtige Rolle spielt. Unter apoptotischen Bedingungen transloziert Bax aus dem 

Zytoplasma in die Membran der Mitochondrien und oligomerisiert zu einer 

Membranpore, die zum Austritt von Cytochrom C aus den Mitochondrien in das Zytosol 

führt [154]. Das freigesetzte Cytochrom C induziert weiterere Apoptosekaskaden. Der 

zellulare Bax-Gehalt in Prostatakarzinomen wird durch den Einfluss von Zink erhöht 

[155]. Ganju und Eastman [156] beschrieben dagegen eine Hemmung der Bax-Aktivität 

durch Zink, wenn Apoptosen durch chemische Substanzen ausgelöst wurden. Auch hier 

spielt die genaue Konzentration an ZnCl2 eine entscheidende Rolle. Die Zinkionen 

können sowohl fördernd als auch hemmend auf die Bax-Aktivität einwirken. Dies würde 

auch die ermittelten Daten aus den hier beschriebenen Versuchen erklären. Je nach 

Behandlungsart (apikal oder basolateral) sind die Epithelzellen unterschiedlich hohen 

ZnCl2-Konzentrationen ausgesetzt, was die Modulation der Bax-Aktivität entscheidend 

beeinflusst. 
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(6) TNF RI 

Der Tumornekrosefaktor-Rezeptor 1 (TNF RI) ist an vielen Signaltransduktionswegen 

beteiligt. Es ist zum einen ein proapoptotischer Pfad beschrieben, der die Apoptose 

Proteine TRADD und FADD einschließt [157]. Zum anderen ist TNF RI in einen 

antiapoptotischen Signalweg involviert, der über die Interaktion mit TRAF2 zur 

Aktivierung von NF-B führt [158]. In der Literatur ist die Beeinflussung von TNF RI durch 

Zink bisher nicht beschrieben. Wie schon bei den anderen Apoptosemarkern erläutert, 

spielt auch hier Zink eine wichtige Rolle bei der Modulation der Apoptosereaktion. 

Die unterschiedlichen Effekte auf die Expression der Apoptosemarker in Zinkchlorid-

behandelten Ko-Kultur-Modellen lassen sich durch den Unterschied der effektiven 

Zinkkonzentration erklären. Apikal behandelte Proben besitzen durch den dichten 

Zellverband nur eine geringe Kontaktfläche zum ZnCl2-haltigem Medium. Wenn davon 

ausgegangen wird, dass die Endothelzellschicht keine ausreichende Barriere für die 

Zinkionen darstellt, haben basolateral behandelte Proben, bei einer abstrahiert 

gedachten kubischen Zellform, 5 Kontaktseiten zum ZnCl2-haltigen Medium. Daraus 

kann geschlossen werden, dass eine apikale Behandlung niedrigere intrazelluläre 

Zinkkonzentrationen verursacht als eine basolaterale Behandlung. In der Literatur 

wurden gegenteilige Effekte durch Zink, bedingt durch einen 

Konzentrationsunterschied, beschrieben. So zeigten hohe Konzentrationen an Zink 

einen Schutzeffekt gegen durch Dexamethason oder serumfreies Medium ausgelöste 

Apoptosen an Thymozyten, wohingegen niedrige Konzentrationen an Zink Apoptosen 

auslösten oder die Apoptose durch serumfreies Medium verstärkten [159]. 

Bei der Interpretation der Daten muss ebenfalls berücksichtigt werden, dass die 

untersuchten Lysatproben von NCI H441-Zellen, das heißt von Tumorzellen, stammen. 

Wie oben beschrieben sind die meisten der untersuchten Apoptosemarker in 

Tumorzellen in Gegensatz zu normalen, gesunden Zellen hochreguliert [146-150,152]. 

So sichert die Expression antiapoptotischer Proteine, das Überleben und das weitere 

Wachstum der Tumorzelllinie, während die Expression der proapoptotischen Proteine 

ein aktivierter Schutzmechanismus darstellt. Dieser Mechanismus richtet sich gegen das 

unkontrollierbare Wachstum der entarteten Tumorzelle, wurde jedoch zum Teil durch 
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genetische Veränderungen während der Onkogenese ausgeschaltet. Der apikale Effekt 

von Zink, das heißt die reduzierte Expression der antiapoptotischen und 

proapoptotischen Proteine, spiegelt eine ähnliche Wirkung wie die Dexamethason-

Behandlung wider. Der Effekt moduliert wie Dexamethason das Wachstumsverhalten 

der NCI H441-Zellen. Diese Hypothese wird gestützt durch Ergebnisse einer 

Langzeitstudie über 192 Stunden (Daten nicht gezeigt, bereits im Abschnitt 4.2.3 

erwähnt). Bei diesem Langzeitversuch behielten die apikal mit Zink-behandelten Proben 

(200 µM - 1000 µM) ihren TER-Wert über den gesamten Zeitraum konstant über 100% 

zur Grundlinie, während die Kontrollproben bereits nach 96 h TER-Werte unter 100% 

zur Grundlinie aufwiesen. 

Die basolateralen Effekte auf die Apoptosemarker können damit erklärt werden, dass 

die oben erwähnte hohe effektive Konzentration sowie die Ausschüttung parakriner 

Faktoren seitens der Endothelzellen zu einer verstärkten Auslösung apoptotischer 

Effekte in den NCI H441-Zellen geführt haben. Die Intensivierung der 

Schutzmechanismen gegen diese apoptotischen Effekte in den Tumorzellen führte dabei 

zur Erhöhung des Gehalts an antiapoptotischen Proteinen. 

 

4.1.7 Analyse der Expression ausgewählter TJ- und AJ- und Zytoskelettproteine 

Um der barrierestärkenden Wirkung von apikal appliziertem Zinkchlorid auf den Grund 

zu gehen, wurde der Gehalt verschiedener TJ-, AJ- und Zytoskelettproteine im Zelllysat 

der Epithelzellen bestimmt. Die Western Blots wurden densitometrisch analysiert und 

über das Strukturprotein Aktin normalisiert. 

Der Gehalt des TJ-Proteins Occludin nach einer Behandlung der Ko-Kultur-Modelle mit 

Zinkchlorid sinkt bei mittleren Konzentrationen (200 und 500 µM ZnCl2) leicht unter den 

Wert der Kontrolle (13 bis 15 % unter dem Kontrollwert). Nach einer Applikation von 

1000 µM ZnCl2 bleibt der Gehalt an Occludin auf Kontrollniveau. Frühe Arbeiten mit 

Occludin beschreiben eine Erhöhung des TERs nach Überexpression von Occludin [160]. 

Aus Versuchen mit Ferkeln geht hervor, dass eine Supplementierung von Zink zu einer 

erhöhten Occludinexpression und einer Verstärkung der epithelialen Barriere im Darm 
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führt [161]. Neuste Erkenntnisse, gewonnen bei Untersuchungen an einer Darmzelllinie, 

zeigen zwar einen Anstieg des TERs nach Zinkapplikation, doch einen Einfluss auf die 

Occludinexpression konnte nicht nachgewiesen werden [162]. Somit ist der Einfluss von 

Zink auf die Occludinkonzentration in den Zellen noch ungeklärt und bedarf 

weiterführender Tests. 

Die vergleichende Quantifizierung des Claudin-3-Gehaltes nach einer ZnCl2-Behandlung 

zeigte einen leichten, konzentrationsabhängigen Anstieg an Claudin-3 (um 8 bis 16 % 

über den Kontrollwerten). Einen Zusammenhang zwischen dem Claudin-3-Gehalt und 

der Permeabilität der epithelialen Barriere wurde in vielen Publikationen beschrieben. 

Überexpressionsversuche in bronchialen Zellen als auch in einer Nierenzelllinie zeigten 

einen Anstieg des TER und eine Reduktion der Permeabilität [163,164]. Eine ähnliche 

Studie beobachtete jedoch einen gegenteiligen Effekt bei der Untersuchung von 

Claudin-3-überexprimierenden Alveolarzellen [165]. Claudin-3 führte dabei zur 

Reduktion des TER-Wertes. 

Die Untersuchung des TJ-Proteins Claudin-18 zeigt im Vergleich zur Kontrolle eine 

verringerte Expression. Unter den verschiedenen ZnCl2-Konzentrationen ist die 

Expression schwankend, was eine Konzentrationsabhängigkeit von ZnCl2 ausschließt. 

Bisher ist nur wenig über die Funktion von Claudin-18 bekannt. Erste Studien zeigten 

eine Reduktion des Claudin-18-Gehaltes in alveolaren Epithelzellen nach einer Sepsis 

[166,167]. 

Die Konzentration von Claudin-7 nach einer Zinkexposition liegt im Gegensatz zur 

Kontrolle erhöht vor. Dabei kann eine Konzentrationsabhängigkeit beobachtet werden. 

In der Literatur wird Claudin-7 mit barrierestabilisierenden Funktionen beschrieben. So 

nimmt der Anteil an Claudin-7 in der Membran nach einer Alkoholexposition ab, was in 

Folge dessen zu einer erhöhten Permeabilität führt [168]. Ebenso ist beschrieben, dass 

Glukokortikoide und Mineralokortikoide die Barriere in Kiemenepithelzellen verstärken 

und dabei eine signifikant erhöhte Claudin-7-Expression gemessen wird [169]. Eine 

intakte Expression von Claudin-7 führt in Lungenkrebszellen zu einer Verringerung der 

Migrationsfähigkeit und somit zu einer Stabilisierung der TJ [170]. 
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Die Expression des TJ-Ankerprotein ZO-1 wird nachweislich von der Exposition der Ko-

Kulturmodelle mit Zinkchlorid beeinflusst. So steigt der ZO-1-Gehalt ab einer 

Konzentration von 200 µM ZnCl2 über den Kontrollwert an. Bei hohen Zinkchlorid-

Konzentrationen (1000 µM) sinkt die Expression von ZO-1 leicht ab. Dieser 

Kurvenverlauf entspricht in ähnlicher Form der Entwicklung der TER-Werte nach einer 

apikalen ZnCl2-Exposition. Diese Ergebnisse deuteten darauf hin, dass ein 

Zusammenhang zwischen der erhöhten Barrierenintegrität und der ZO-1-Expression 

besteht. In der Literatur sind Fälle beschrieben, in denen eine erhöhte ZO-1-Expression 

im Zusammenspiel mit einer erhöhten Barrierenfunktion der TJ beschrieben wurde 

[171,172]. So konnte beispielsweise nachgewiesen werden, dass eine Zinksupple-

mentierung bei Ferkeln zu einer reduzierten Darmpermeabilität führt, die im 

Zusammenhang mit einer Erhöhung der ZO-1 Expression in den Darmepithelzellen 

beschrieben wurde [161]. 

Bei der Analyse der AJ-Proteine β-Catenin und E-Cadherin wurden unterschiedliche 

Expressionsverläufe gemessen. Während die Konzentration an β-Catenin nach einer 

ZnCl2-Exposition bei niedrigen Konzentrationen von Zinkchlorid (200 und 500 µM) 

konstant bleibt, steigt der Gehalt von β-Catenin bei 1000 µM ZnCl2 auf über 130 % der 

Kontrolle. Es ist bekannt, dass Zinkmangel zur Erhöhung der epithelialen Permeabilität 

führt und eine drauf folgende Zinksupplementierung die Permeabilität auf 

Kontollniveau zurück bringt [99,100]. Ähnlich ist es auch mit der β-Catenin Expression. 

Der β-Catenin-Gehalt sinkt bei Zinkmangel und wird durch Zugabe von Zink wieder 

erhöht. Eine erhöhte β-Catenin-Konzentration in Zusammenhang mit einer erhöhten 

Barrierepermeabilität wurde bei Darmepithelzellen unter Einfluss verschiedener 

Darmbakterien beobachtet [173]. 

Nach einer Zinkchlorid-Behandlung kann eine konzentrationsabhängige Abnahme des E-

Cadherin-Gehaltes beobachtet werden. Dieses Ergebnis steht im Widerspruch zu den 

anderen gesammelten Daten, da gewöhnlich eine erhöhte E-Cadherin-Expression in 

Zusammenhang mit einer Verstärkung der epithelialen Barriere beschrieben wird [174] 

und eine sinkende E-Cadherin-Expression mit einer Zunahme der Barrieren-

Permeabilität einher geht [175]. Doch in der Literatur werden auch Ergebnisse 
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beschrieben, welche die Beobachtungen in dieser Arbeit bestätigen. 2008 beobachtete  

Rudolf et al. ähnliche Effekte bei Untersuchungen an Darmtumorzellen [102]. So führte 

eine Behandlung von SW480-Zellen mit 100 µM Zinksulfat zu einer Abnahme des 

Gehalts von E-Cadherin. Mikroskopische Analysen zeigten eine Umstrukturierung der 

Zytoskelettproteine, was in Folge eine Reduktion der Motilität und Invasivität bewirkte. 

Zwar zeigen die Expressionsanalysen des Zytoskelettproteins β-Tubulin nach einer ZnCl2-

Behandlung einen konstanten Gehalt im Vergleich zur Kontrolle, dennoch können 

Umstrukturierungsprozesse stattfinden, die die Konzentration von β-Tubulin in den 

Zellen nicht beeinflusst. Andere Studien beschreiben einen anti-proliferativen Effekt an 

unterschiedlichen Tumorzellen nach einer Zink-Behandlung [176-178]. Weiterführende 

Experimente offenbarten einen direkten Einfluss von Zink auf das Zytoskelett als 

Ursache für diese anti-proliferative Wirkung [179]. 

Dabei spielt, neben den bereits genannten Zytoskelettproteinen, das an das 

Aktinfilament gekoppelte Myosin-II-Strukturprotein eine bedeutende Rolle. Studien an 

Darmepithelzellen belegen, dass eine gewisse Grundaktivierung (Phosphorylierung) der 

regulatorischen, leichten Kette des Myosin-II (myosin light chain, MLC-II) notwendig ist, 

um die generelle Integrität der TJ und AJ zu gewährleisten [180,181]. Diese wichtige, 

regulatorische Funktion des Myosin-II wurde in unterschiedlichen Epithelbarrieren 

beschrieben [182-185], und dient als Endpunkt folgender Hypothese (siehe Abschnitt 

4.1.8) über die barrienstärkende Wirkung von Zinkchlorid auf die alveolar-kapilläre 

Barriere der Lunge. 

4.1.8 Hypothese: Zinkchlorid moduliert über die EGFR-Rac1-MLCK/ROCK-
Signalkaskade die Epithelbarriere 

Es ist bekannt, dass extrazelluläre Zinkionen den Rezeptor des epithelialen 

Wachstumsfaktors (epithelial growth factor receptor, EGFR) aktivieren können. Dies 

konnte in humanen Epidermoidzellen (A431), murinen Lungenfibroblasten (B82L) und 

primären, humanen Alveolarepithelzellen nachgewiesen werden [186-188]. Ein erster 

Versuch an Ko-Kultur-Modellen zeigt einen ähnlichen Effekt. Wie in Abschnitt 3.1.9 

gezeigt wurde, kann eine apikale Behandlung mit 200 µM ZnCl2 zu einer Aktivierung des 
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EGF-Rezeptors durch Phosphorylierung am Tyrosin 845 führen. Eine sehr hohe 

Konzentration von ZnCl2 (2000 µM) bewirkt dagegen einen gegenteiligen Effekt, was 

darauf hindeutet, dass hohe Konzentrationen an Zinkchlorid Effekte auslösen können, 

die wiederrum zu einer Verminderung der EGFR-Aktivierung führen. Eine genaue 

Erklärung dieses Phänomens lässt sich aus der aktuellen Datenlage und dem Stand der 

Literatur nicht finden. Der geringe Aktivierungseffekt durch die Supplementierung des 

Mediums mit EGF (25 ng/ml) kann darauf zurückzuführen sein, dass das 

Kultivierungsmedium mit 5 % FKS bereits einen hohen Anteil an EGF (als 

Serumkomponente im FKS) aufweist oder dass das Medium über auto- und parakrine 

Sekretionsprozesse mit EGF oder anderen Liganden des EGFR angereichert wurde. 

Wissenschaftliche Publikationen beschreiben einen Anstieg des TER, d.h. eine Stärkung 

der epithelialen Barriere, nach externer Zugabe von EGF in Nierenepithelzellen [83,84]. 

Diese Ergebnisse legen nahe, dass Zinkionen, ähnlich wie EGF, über die Aktivierung des 

EGFR eine Verstärkung der Barrierefunktion bewirken können. 

Weiterführende Versuche von Terakado et al. zeigen, dass Rac1, ein Vertreter einer 

kleinen Familie an G-Proteinen, eine wichtige regulatorische Rolle bei der 

barrierestärkenden Wirkung von EGF spielt [189]. Rac1 wird dabei ausgehend vom EGFR 

über Vav2 aktiviert [190]. Die Regulation von Rac1 führt über verschiedene Signalketten 

letztlich zur Modulation der MLC-II-Phosphorylierung (siehe Abbildung 4-2). So konnte 

gezeigt werden, dass Rac1: 

(1) die Wirkung der Rho-Kinase (Rho-associated kinase, ROCK) auf indirekte Weise 

hemmt [191]. Die Inhibierung der RhoA-Aktivität durch Rac1 wurde dabei als 

Ursache identifiziert [192-194]. Aktivierte ROCK ist in der Lage MLC-II zu 

phosphorylieren [195] und besitzt zusätzlich eine hemmende Wirkung auf die 

Phosphatase der MLC-II (MLCP), welche deren Dephosphorylierung katalysiert 

[196]. So führt die Hemmung dieses Signalweges zu einer Reduktion der MLC-II-

Phosphorylierung durch ROCK und eine Förderung der Dephosphorylierung 

durch MLCP (siehe Abbildung 4-2, violetter Signalweg). 
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Abbildung 4-2: Hypothetischer Signalweg nach einer Behandlung mit EGF bzw. Zn2+ (Gestrichelte Linien zeigen 
inhibierte Signalwege durch Rac1) 

(1) über die Aktivierung der P21-aktiverten Kinase (PAK) die Phosphorylierung von 

MLC-II durch die myosin light chain kinase (MLCK) inhibiert [191]. Die PAK besitzt 

zusätzlich die Fähigkeit MLC-II zu phosphorylieren [197] (siehe Abbildung 4-2, 

oranger Signalweg). 

Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass Rac1 die Phosphorylierung von MLC-II 

durch MLCK und ROCK verhindert und gleichzeitig deren Dephosphorylierung durch 

MLCP fördert, wobei eine Grundaktivierung von MLC-II über die Aktivität der PAK 

sichergestellt wird.  So unterstützt Rac1 die Stabilisierung des Actomyosin-Skeletts der 

Epithelzellen, da eine Hyperphosphorylierung von MLC-II im Zusammenhang mit der 
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Zerstörung der epithelialen Barriere in verschiedenen Arbeiten beschrieben wurde [198-

202] (siehe Abbildung 4-3). 

 

Abbildung 4-3: Zerstörung der epithelialen Barriere durch MLCK(I) bzw. ROCK(II) (verändert nach [203]). 

Neben der hier beschriebenen Hypothese ist es ebenso möglich, dass Zinkchlorid auf das 

Filament treadmilling, das Fließgleichgewicht der Aktin-Polymerisation und des Aktin-

Abbau, eingreift. Hierzu gibt es bislang nur wenige Studien. Doch erste Versuche zeigen 

eine mögliche Abmilderung barrierezerstörender Effekte durch Stabilisierung des F-

Aktins [181]. Auch die Aktin-Bündelung durch verschiedene Proteine, wie α-Aktinin, 

spielt eine wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung der TJ und AJ [204,205] und könnte 

in den barrierestärkenden Effekt durch Zinkchlorid involviert sein. 

Letztlich könnte der Effekt von Zinkchlorid auf die alveolar-kapilläre Barriere der Lunge 

die Verzögerungszeit von mehreren Tagen zwischen Exposition und den ersten 

Anzeichen einer Lungenschädigung von Rauchbomben-Unfallopfern erklären.  So 

bewirkt Zinkchlorid zum einen die Steigerung der Barrierefunktion des alveolaren 

Epithelgewebes, fördert aber zum anderen die Infiltration von Makrophagen und 
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neutrophilen Granulozyten, was eine Entzündungsreaktion auslöst, welche die 

Ausbildung von ARDS bedingen könnte. 

4.2 Versuche mit Kadmiumchlorid 

Kadmiumstäube bestehen für gewöhnlich aus Kadmiumoxid oder Kadmiumchlorid [85]. 

Kadmiumoxid ist wasserunlöslich und wird in vivo durch den mukoziliären Transport aus 

den Atemwegen entfernt, auf ähnliche Weise geschieht dies auch bei CdS [206]. Einige 

Studien berichten jedoch über einen anderen Weg, wie wasserunlösliche Partikel, wie 

beispielsweise Kadmiumoxid, in Zellen und den Blutkreislauf in ionischer Form gelangen 

können. Dabei dienen Phagolysosomen von alveolaren Makrophagen als Lösemittel und 

Transporter [207,208]. Da das Ko-Kultur-Modell nicht über alveoläre Makrophagen 

verfügt, wurde ausschließlich das wasserlösliche CdCl2 in den Versuchen benutzt. 

Die Inhalation von Kadmiumsalzen ist insofern medizinisch relevant, da Kadmium und 

seine Verbindungen von der MAK-Kommission als „beim Menschen krebserzeugend“ 

eingestuft werden [91]. Der MAK-Wert für Kadmium und seine Verbindungen liegt bei 

0,03 mg/m³ für Arbeiter in der Batterieherstellung, bei der thermischen Zink-, Blei- und 

Kupfergewinnung und beim Schweißen cadmiumhaltiger Legierungen und für alle 

übrigen Personen gilt ein MAK-Wert von 0,015 mg/m³ [91].  

In allen Versuchen wurden die Ko-Kultur-Modelle mit Kadmiumchlorid-Konzentrationen 

von 50, 100 und 200 µM behandelt. Diese Wahl der Konzentrationen beruht zum einen 

auf dem Ergebnis der mittleren effektiven Konzentration (EC50) für die Monokulturen 

aus NCI H441 Zellen und Iso-Has-1 Zellen (NCI H441: 119,8 ± 13,9 µM und Iso-Has-1: 95,4 

± 12,3 µM) [209] und zum anderen aus der in der Literatur bekannten in vivo-

Konzentrationen bei akuten, hochgradigen Kadmiumvergiftungen (100 - 150 µM) [210]. 

4.2.1 Analyse der TER-Werte 

Die Ko-Kultur-Modelle wurden einerseits von der apikalen Seite mit CdCl2 exponiert, um 

eine akute Vergiftung durch Inhalation von Kadmiumstaub zu simulieren. Hier nimmt 
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der TER nach einer kurzen Phase der Stimulation, bedingt durch den Mediumwechsel, 

konzentrationsabhängig ab. Dies könnte auf die zytotoxischen Eigenschaften von 

Kadmiumchlorid zurückzuführen sein, wie die Daten der EC50-Bestimmung an den 

Epithelzellen vermuten lassen [209]. Zum Vergleich der apikalen Exposition und zur 

Simulation einer akuten Vergiftung über den pulmonalen Blutkreislauf wurden Ko-

Kultur-Modelle auch von basolateraler Seite mit CdCl2 behandelt.  

Die unterschiedlichen Verläufe der Kontrollkurven wurden durch die verschiedenen 

Mediumbedingungen verursacht. So enthielten die Kontrollen der apikalen Behandlung 

im oberen Kompartiment serumfreies MEM und im unteren FKS-haltiges RPMI-Ko-

Kultur-Medium. Bei den Kontrollen der basolateralen Behandlung waren die 

Epithelzellen mit FKS-haltiges RPMI-Ko-Kultur-Medium bedeckt, während die 

Endothelzellen durch serumfreies MEM mit Nährstoffen versorgt wurden. Auf Grund 

dieser Begebenheiten und der Tatsache, dass die Endothelschicht für Nährstoffe gut 

durchlässig ist, begünstigt eine basolaterale Versorgung des Ko-Kultur-Modells mit 1 ml 

FKS-haltigem RPMI-Ko-Kultur-Medium pro Well die Vitalität der Zellen im Gegensatz zu 

einer apikalen Versorgung mit 200 µl des gleichen Mediums. 

Im Vergleich zu den Ergebnissen der apikal behandelten Proben nahm der TER der 

basolateral vergifteten Proben schneller ab. Schon nach 8 Stunden Inkubation mit 

Kadmiumchlorid (basolateral) kann ein signifikanter Abfall des TERs beobachtet werden, 

während bei apikaler Exposition eine signifikante Abnahme erst nach 24 Stunden und 

nur unter Einfluss von 200 µM CdCl2 registriert werden kann. Dieser Zusammenbruch 

der epithelialen Barriere steht im starken Kontrast zu den EC50-Werten der Zellen, denn 

diese sind für beide Zellarten nahezu auf gleichem Niveau. So lässt sich aus den 

Ergebnissen schließen, dass die gut differenzierte epitheliale Barriere sensibler auf 

Kadmiumchlorid reagiert, wenn jenes von basolateraler Seite appliziert wird. Dieser 

Effekt konnte auch in Monokulturen von Nierenepithelzellen aus Schwein [27] und Hund 

[28] gezeigt werden. Weitere Studien der Arbeitsgruppe um Prozialeck beschreiben, 

dass Cd2+ auf das AJ-Protein E-Cadherin schädigend einwirkt, was zur  Zerstörung der AJ 

und letztlich zum Zusammenbrechen der gesamten Barriere führt [72]. So lässt sich 

daraus schließen, dass Kadmiumionen, die den parazellulären Raum von der 
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basolateralen Seite erreichen, die AJ stärker schädigen. Dies wiederum führt zu der 

Vermutung, dass intakte und gut ausgeprägte TJ das Eindringen von Cd2+-Ionen in den 

parazellularen Raum verhindern können. So ist bekannt, dass Claudine eine wichtige 

Rolle an der ladungsspezifischen Regulation des Ionentransports im parazellularen 

Raum spielen [211] und hier in diesem Fall das Eindringen der Kadmiumionen verhindert 

haben könnten. 

4.2.2 Analyse der Immunfluoreszenzmikroskopie-Daten der TJ und AJ 

Zur Aufdeckung von morphologischen Änderungen der NCI H441 Epithelzellen nach 

einer Kadmiumchlorid-Vergiftung der Ko-Kultur wurden Immunfluoreszenzfärbungen 

durchgeführt. Dafür wurden die Verteilungsmuster von E-Cadherin und Aktin in der 

Epithelgewebsschicht analysiert. Apikal behandelte Proben zeigen dabei keine 

signifikanten Änderungen, wohingegen die basolateral behandelten Proben deutliche 

Schädigungen aufweisen. So kann eine Zerstörung der Epithelschicht nach einer 24-

stündigen Kadmiumvergiftung ab einer Konzentration von 100 µM nachgewiesen 

werden. Dabei zeigen die Proben nur noch Inseln aus konfluenten Zellen. Ferner können 

Zellen identifiziert werden, die sich aus dem Gewebsverband abschnüren und somit ihre 

kugelige Einzelzell-Morphologie wiedererlangen. Ähnliche Beobachtungen machte auch 

die Forschergruppe um Prozialeck et al. bei Nierenzellen [27,28]. In diesen Arbeiten 

wurde ebenfalls das Erscheinen von rundlichen Zellen beschrieben. 

Zusätzlich zu den Aufsichtsaufnahmen, die nur die epitheliale Seite abbilden, wurden 

zusätzlich Querschnitte von kadmiumvergifteten Proben angefertigt. Diese Proben 

wurden anschließend an die Fixierung mit Hämatoxilin und Eosin angefärbt, um sie 

mittels Durchlichtmikroskopie analysieren zu können. Wie auch bei den 

immunfluoreszenzgefärbten Proben zeigen die apikal behandelten Proben keine 

Veränderungen. Bei einer Vergiftung mit 100 und 200 µM CdCl2 von der basolateralen 

Seite aus können Lücken und eine Aufweitung der interzellularen Räume beobachtet 

werden. Bei genauer Betrachtung scheinen an manchen Stellen die TJ weiterhin intakt 

zu sein, obwohl die AJ derselben Zell-Zell-Verbindung zerstört vorliegen. Dies könnte 

darauf hindeuten, dass die AJs zeitlich gesehen vor den TJs zerstört wurden. 
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Vorangegangene Studien an Nierenzellen unterstützen diese Beobachtung [27,28]. 

Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass die Zerstörung der Zell-Zell-Kontakte 

hauptsächlich bei basolateral vergifteten Proben stattfand. Dies unterstützt die 

Hypothese, dass die TJs eine wichtige, schützende Funktion bei einer CdCl2-Vergiftung 

besitzen. 

4.2.3 Analyse der Zellvitalität der Epithel- und Endothelzellschicht 

Neben den Barriere-zerstörenden Effekten von Kadmiumionen wurde auch die 

Zytotoxizität im Ko-Kultur-Modell untersucht. Hierbei wurden die Modelle über beide 

Expositionswege vergiftet. Dabei zeigen die meisten, der über 24 Stunden vergifteten 

Proben, keine signifikanten Veränderungen im Vergleich zur Kontrolle. Nur bei den 

Überständen der Endothelzellen kann eine signifikante, konzentrationsabhängige 

Abnahme der Vitalität verzeichnet werden. Dabei kann die basolaterale Expositionsart 

als Hauptgrund ausgemacht werden, da die Endothelzellen den Kadmiumionen im 

unteren Kompartiment unmittelbar ausgesetzt waren. Nach einer 48-stündigen 

Inkubation mit Kadmium zeigen beide Zellschichten, welche in direktem Kontakt mit 

dem CdCl2-haltigen Medium standen, eine signifikante, konzentrationsabhängige 

Abnahme der Vitalität. Die apikal vergifteten Proben scheinen dabei eine höhere 

Resistenz gegenüber den zytotoxischen Effekten des Kadmiums zu besitzen, da sie noch 

eine Vitalität von 80,14 % im Vergleich zur Kontrolle nach 48-stündiger Inkubation mit 

200 µM Cd2+ aufwiesen. Dagegen sinkt die Vitalität der Endothelzellen auf 12,24 % im 

Vergleich zur Kontrolle bei gleicher Konzentration von Cd2+. Ebenso kann eine 

signifikante Abnahme der Vitalität auf 19,43 % im Vergleich zur Kontrolle bei Proben von 

Epithelseite gemessen werden, die 48 Stunden lang basolateral mit 200 µM CdCl2 

inkubiert wurden. Dies steht im Gegensatz zu dem Vitalitätswert von 80,14 % im 

Vergleich zur Kontrolle, welcher nach der gleichen jedoch apikalen Vergiftung gemessen 

wurde. Diese Ergebnisse lassen darauf schließen, dass CdCl2, welches über die 

Endothelschicht durch die Filtermembran zu den Epithelzellen gelangt, mehr Schäden 

verursacht als CdCl2, welches direkt auf der gleichen Seite wie die Epithelzellen 

ausgebracht wurde. Dies stärkt die Hypothese einer Schutzfunktion der TJ gegen 
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Kadmiumionen. Im Vergleich zu den TER-Daten aus Abschnitt 3.2.1 führen äquivalente 

Konzentrationen an CdCl2 zur Zerstörung der AJ und TJ bevor ein Einfluss auf die Vitalität 

zu beobachten ist, besonders bei Inkubationszeiten von 24 Stunden und weniger. Dies 

wird auch in anderen Studien bestätigt, welche die Zellvitalität mit der TJ-

Barriereintegrität unter dem Einfluss von Metallen wie Kadmium vergleichen [212-214]. 

4.2.4 Analyse der Sekretion von IL-6 und IL-8 

Als ein Faktor, der bei Vergiftungen oder Erkrankungen recht früh detektierbar ist, 

wurde die Ausschüttung von proinflammatorischen Zytokinen nach einer Kadmium-

vergiftung analysiert. So ist bekannt, dass CdCl2 die Ausschüttung dieser Zytokine (IL-6 

und IL-8) induzieren kann [215-217]. Für diese Untersuchungen wurden Ko-Kultur-

Modelle mit verschiedenen CdCl2-Konzentrationen über beide Expositionswege 

behandelt und Proben der Überstände aus beiden Kompartimenten wurden auf ihren 

IL-6- und IL-8-Gehalt getestet. Dabei zeigen die apikal vergifteten Proben einen 

signifikanten Anstieg von IL-6 nur bei hohen CdCl2-Konzentrationen (≥ 100 µM), 

während bei den basolateral behandelten Proben eine Erhöhung der IL-6-Konzentration 

schon bei 50 µM CdCl2 zu beobachten ist. Ähnliche Ergebnisse können auch mit der IL-

8-Analyse beobachtet werden. Der hohe Anstieg der Interleukine bei den basolateral 

vergifteten Ko-Kultur-Modellen kann durch den direkten Effekt der Endothelzellen 

erklärt werden. So standen die Endothelzellen bei basolateralen Vergiftungen im 

unteren Kompartiment in direktem Kontakt mit CdCl2. Dieser Umstand und der 

Tatsache, dass die endotheliale Barriere durchlässig für Cd2+ ist, führen zu einer 

erhöhten Ausschüttung der Interleukine. Aus diesen Ergebnissen lässt sich auch 

schließen, dass die epitheliale Barriere die Endothelzellen vor dem Kontakt mit apikal 

appliziertem Kadmium schützt und die Kontaktfläche zwischen Kadmiumlösung und 

Epithelzellen minimiert. Jedoch kann ein signifikanter Anstieg der IL-6-Ausschüttung der 

Endothelzellen nach einer apikalen Behandlung detektiert werden, was daraufhin 

deutet, dass der para- und interzellulare Transport von Kadmium nicht komplett durch 

die Epithelbarriere geblockt wird oder dass eine unbekannte Art der Kommunikation 

zwischen Epithel- und Endothelzellen, beispielsweise über extrinsische Faktoren, zu 
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diesen Ergebnissen führte. Insgesamt gesehen wird die Immunantwort durch die intakte 

und dichte Epithelbarriere erheblich reduziert, was besonders in vivo wichtig ist, da die 

Ausschüttung von proinflammatorischen Zytokinen im Zusammenhang mit der 

Veränderung der Barrierenpermeabilität und Barrierenfehlfunktion steht [218,219]. 

4.2.5 Prozialecks Hypothese: Kadmiumchlorid verändert die Konformation der 
extrazellulären Domäne von E-Cadherin durch Verdrängung der 
Kalziumionen 

Im Jahr 2000 publizierte Prozialeck die Hypothese, dass während des frühen Stadiums 

einer Kadmiumvergiftung die Kadmiumionen vorrangig mit dem Ca2+-abhängigen AJ-

Protein E-Cadherin interagieren und dabei die Ca2+-Ionen verdrängt und ersetzt werden 

[72]. So konnte in experimentellen Studien nachgewiesen werden, dass E-Cadherin-

analoge Proteine nach einem Austausch der Ca2+ mit Cd2+ molekulare  Veränderungen 

in der Konformation aufweisen (siehe Abbildung 4-4) [86,220,221]. Eine andere 

Forschungsgruppe zeigte jedoch, dass E-Cadherin durch Presenilin I, eine γ-Sekretase, 

gespalten werden kann [222]. So beschreibt Park et al. [222] einen γ-Sekretase-

katalysierten Abbau von E-Cadherin, welcher durch oxidativen Stress und erhöhten 

intrazellularen Ca2+-Gehalt, verursacht durch Cd2+, induziert wurde. 

Die Ergebnisse in dieser Arbeit (siehe Abschnitt 3.2.5) lassen eher auf eine kompetitive 

Rolle von Cd2+ im Zusammenhang mit dem Austausch mit Ca2+ in E-Cadherinmolekülen 

schließen. So wurden Ko-Kultur-Modelle mit 200 µM CdCl2 basolateral vergiftet. Eine 

Hälfte der Ko-Kulturen wurde dabei zusätzlich mit Ca2+ versetzt (Endkonzentration: 10 

mM). Die Zugabe von Ca2+ verhinderte dabei die Zerstörung der Barriere während der 

Vergiftung über 8 Stunden, während die Proben ohne zusätzliches Kalzium ein 

signifikantes Absinken der TER-Werte schon nach 4 Stunden Inkubation zeigten. Diese 

Ergebnisse bestätigen frühere Studien mit Nierenzellen, in denen ebenfalls ein Cd2+-

verursachtes Einbrechen der TER-Werte durch die Zugabe erhöhter Ca2+-

Konzentrationen unterbunden wurde [223]. 
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Abbildung 4-4: Molekulare Veränderungen der E-Cadherinmoleküle im parazellularen Raum nach einer 
Kadmiumvergiftung (verändert nach [72]) 

Obwohl diese Kalziumkonzentration von 10 mM nicht für therapeutische Zwecke 

eingesetzt werden kann, ohne schädigende Nebenwirkungen auszulösen, deuten die 

Forschungsergebnisse auf einen kompetitiven, antagonistischen Effekt der Ca2+-Ionen 

hin. Die vorliegenden Ergebnisse stärken die Hypothese von Prozialeck et al. [72], so 

dass es zu einer Konkurrenz-Situation zwischen Ca2+ und Cd2+ um die Bindung an E-

Cadherin kommt. 
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5 Zusammenfassung und Ausblick 

5.1 Zusammenfassung der Experimente mit Zinkchlorid 

Apikale Behandlung Basolaterale Behandlung 

 Stärkung der alveolar-kapillären 

Barriere 

 Schwächung der alveolar-kapillären 

Barriere 

 keine mikroskopisch detektierbare 

Veränderungen am Zytoskelett und an den 

Zell-Zell-Verbindungen 

 mikroskopisch detektierbare Loslösung 

der Zell-Zell-Kontakte und Auflösung des 

Gewebsverbands 

 leichtes Absenken der Zellvitalität auf 

max. 81,5 % im Vergleich zur Kontrolle 

 starkes Absenken der Zellvitalität auf 

max. 31,9 % im Vergleich zur Kontrolle 

 konzentrationsabhängig erhöhte 

Ausschüttung von IL-6 und IL-8 

 signifikant erhöhte Ausschüttung von IL-

6 und IL-8 nur bei sehr hohen ZnCl2-

Konzentrationen (2000 µM)  

 reduzierte Ausschüttung von 

Apoptosemarkern (pro- und anti-

apoptotisch) 

 erhöhte Ausschüttung von 

Apoptosemarkern (pro- und anti-

apoptotisch) 

 Beeinflussung der Expression der TJ-

Proteine ZO-1, Claudin-3, -7 und -18 und 

der AJ-Proteine E-Cadherin und β-Catenin 

 Erhöhte Phosphorylierung (Aktivierung) 

des EGF-Rezeptors bei mittleren ZnCl2-

Konzentrationen 
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5.2 Zusammenfassung der Experimente mit Kadmiumchlorid 

Apikale Behandlung Basolaterale Behandlung 

 Schwächung der alveolar-kapillären 

Barriere (verzögert im Vergleich zur 

basolateralen Behandlung) 

 Schwächung der alveolar-kapillären 

Barriere 

 keine bis wenige mikroskopisch 

detektierbare Veränderungen am 

Zytoskelett und an den Zell-Zell-

Verbindungen 

 mikroskopisch deutlich detektierbare 

Loslösung der Zell-Zell-Kontakte und 

Auflösung des Gewebsverbands 

 leichtes Absenken der Zellvitalität auf 

max. 80,14 % im Vergleich zur Kontrolle 

 starkes Absenken der Zellvitalität auf 

max. 12,34 % im Vergleich zur Kontrolle 

 konzentrationsabhängig erhöhte 

Ausschüttung von IL-6 auf endothelialer 

Seite und starke Ausschüttung von IL-8 auf 

epithelialer Seite (bis zu 340 % der 

Kontrolle) 

 sehr stark erhöhte Ausschüttung von 

IL-6 und IL-8 auf das 7- bis 8-fache der 

Kontrolle 

  Verhinderung des barrierezerstörenden 

Effekts des CdCl2 durch Zusatz von 

Kalziumionen 
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5.3 Ausblick 

Die in dieser Arbeit gewonnen Ergebnisse liefern wichtige Erkenntnisse über den Einfluss 

von Zink- und Kadmiumchlorid auf die alveolar-kapilläre Barriere der Lunge, 

insbesondere auf molekularer Ebene. Die Verstärkung der Barriere durch Zinkchlorid 

und die vorrangige Zerstörung der AJ-Verbindungen durch Kadmiumchlorid konnte in 

unabhängigen Versuchen am Ko-Kultur-Modell reproduzierbar nachgewiesen werden. 

Weiterführende Experimente an primären Zellen könnten diese Ergebnisse verifizieren 

und Tumorzelllinien-spezifische Effekte, so fern existent, aufdecken. So existiert ein 

etabliertes Ko-Kultur-Model mit primären Zellen, welches benutzt werden kann, um 

diese Versuche durchzuführen [224]. 

Neue Fluorophore, welche spezifisch Zn2+ bzw. Cd2+ anfärben [225-227],  könnten dazu 

benutzt werden, den Weg der Ionen durch die Barriere detailliert nach zu verfolgen. Dies 

würde insbesondere dabei helfen, Effektunterschiede bedingt durch die gewählten 

Expositionswege (apikal bzw. basolateral) zu erklären. 

Die Signalweg-Hypothese (siehe Abschnitt 4.1.8), welche eine Wirkung von Zinkchlorid 

über eine EGFR-Rac1-Myosin-Kaskade beschreibt, könnte mit Hilfe weiterführender 

Experimente bestätigt oder widerlegt werden. So kann mit spezifischen Inhibitoren 

gegen einzelne Faktoren des Signalwegs eine Verbindung zum durch ZnCl2-verursachten 

Effekt hergestellt werden. Western Blot-Analysen können ebenfalls aufdecken, ob die in 

der Hypothese beschriebenen Faktoren involviert sind. 

Makrophagen spielen im Krankheitsverlauf nach einer Zinkchloridexposition eine 

wichtige Rolle, da diese vermehrt im Alveolarraum von Rauchbombenopfern gefunden 

werden konnten [6,8,13]. So könnten in Versuchen mit sogenannten Triple-Kultur-

Modellen [228], welche neben Epithel- und Endothelzellen auch aus Makrophagen 

aufgebaut sind, neue Erkenntnisse im Zusammenspiel zwischen Epithelzellen und 

Makrophagen gewonnen werden. 

Die Aufklärung der erhöhten Sensibilität des Ko-Kultur-Modells gegenüber einer 

basolateralen Kadmiumchloridexposition (im Vergleich zur apikalen Exposition) könnte 

über eine genaue Analyse der Kadmium-Transporter und -Kanäle erfolgen. So könnten 
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diese Transporter bzw. Kanäle ungleichmäßig über die polaren Zellen im 

Gewebeverband verteilt sein. 

Ferner wäre es interessant, die Signalwege zu identifizieren, welche bei einer CdCl2-

Vergiftung aktiviert werden. Dies könnte mit Hilfe spezieller Screening-Array-Tests 

erfolgen, mit denen die Aktivierung verschiedener Signaltransduktionsfaktoren 

untersucht werden kann. 

All diese weiterführenden Experimente würden dazu beitragen, die molekularen Effekte 

von Zink- und Kadmiumchlorid auf Lungenepithelzellen weiter zu entschlüsseln. Die 

daraus gewonnenen Erkenntnisse wiederum können dazu benutzt werden, neue 

Therapiemöglichkeiten zu entwickeln.
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