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1. Hintergrund

1.1 COPD
1.1.1 Charakteristika der COPD

Die chronisch-obstruktive Lungenerkrankung (chronic obstructive pulmonary disease,
COPD) ist eine verbreitete respiratorische Erkrankung. Sie wird charakterisiert als
.Krankheitszustand, der durch eine Limitierung des Luftstroms (durch die Atemwege)
gekennzeichnet ist, die nicht vollstandig reversibel ist. Diese Luftstromlimitierung ist
normalerweise progressiv und mit einer verdnderten entzindlichen Antwort der
Lunge auf toxische Partikel oder Gase assoziiert” (Ubersetzt nach Global Initiative for
Chronic Obstructive Lung Disease [GOLD 2013]). Als Symptome treten Husten mit
Auswurf sowie Atemnot bei Belastung auf, welche in fortgeschrittenem Stadium auch
in Ruhe besteht.

Derzeit wird geschatzt, dass im Jahr 2004 etwa 63,6 Millionen Menschen an einer
COPD erkrankt sind [WHO: The global burden of disease, update 2004]. Die WHO
stuft die COPD inzwischen als die vierthdufigste Todesursache ein und vermutet,
dass im Jahre 2011 etwa 2,96 Millionen Menschen weltweit daran verstarben [WHO:
The global burden of disease, 2013]. Momentan nimmt die COPD den 12. Platz in
der Statistik der weltweit das Gesundheitssystem belastenden Krankheiten ein. Man
geht aber davon aus, dass sie bis zum Jahr 2030 auf Platz 3 vorriickt und damit etwa
8,6 % aller Todesféalle ausmachen wird [WHO 2013]. Zudem wird erwartet, dass
entsprechend auch die Prévalenz weiter zunehmen wird [z.B. Calverley & Walker
2003, Pauwels & Rabe 2004, Nowak et al. 2005]. Offenbar haben dabei Frauen ein
hoheres Risiko, an einer COPD zu erkranken, als Manner [Gold et al. 1996]. Da viele
Patienten erst in fortgeschrittenem Stadium einen Arzt konsultieren und die
Symptome nicht immer gleich korrekt interpretiert werden, geht man von einer hohen
Dunkelziffer von an einer COPD erkrankten Patienten aus. Aufgrund dieser Faktoren
ist das klinische und pathophysiologische Interesse an der COPD in den letzten
Jahren stetig gestiegen; die neu gewonnenen Erkenntnis spiegeln sich auch in
einem Wandel der Einschatzung therapeutischer Optionen und Perspektiven wieder
[Celli 2006].



Unter dem Begriff COPD werden zwei Hauptphanotypen zusammengefasst, die
allerdings selten in isolierter Form vorkommen, die chronisch-obstruktive Bronchitis
und das Lungenemphysem. Diese treten meist gemeinsam auf, die Quantifikation der
jeweils wechselnden Anteile ist allerdings bislang noch nicht fur die klinische Praxis
befriedigend geldst, da sie im Allgemeinen aufwendige Verfahren erfordert und/oder

eine Strahlenbelastung durch eine Computertomographie beinhaltet.

Die Kategorisierung und Phéanotypisierung der COPD unterliegt derzeit immer wieder
Anderungen, da inzwischen beispielsweise auch die Exazerbationshaufigkeit als
wichtiger Pradiktor des Verlaufs einbezogen wird [z. B. GOLD 2013, Miravitlles et al.
2013]. Von zentraler klinischer Bedeutung sind die vielen Komorbiditaten [z.B.
Garcia-Olmos et al. 2013], deren Muster und Risikoprofil inzwischen sogar zum
Begriff des ,Komorbidoms* geflihrt hat [Fabbri et al. 2012, Decramer et al. 2012]. Als
vermittelnder Faktor wird haufig eine systemische Entzindung angenommen [z.B.
Barnes & Celli 2009], allerdings ist deren urséchliche Rolle umstritten.
Bemerkenswert ist, dass sich auch bei einer Reihe dieser Komorbiditaten, vor allem
denen kardiovaskularer Art, Beziehungen zu Prozessen vorzeitiger Alterung

herstellen lassen.

1.1.2 Faktoren fur die Entstehung einer COPD

In den Industrielandern ist Zigarettenrauch der Hauptrisikofaktor, an einer COPD zu
erkranken; dieser ist laut verschiedenen Studien fur etwa 80-90 % der Erkrankungen
verantwortlich [Snider 1989, Bartal 2005, GOLD 2013]. Dabei nimmt das Risiko, an
einer COPD zu erkranken, mit der Dauer und Intensitat des Rauchens zu [Fletcher &
Peto 1977, Snider 1989]. Bemerkenswert bleibt allerdings, dass nur etwa 10 — 20 %
der Raucher eine Atemwegsobstruktion entwickeln, die sich als lungenfunktions-
analytisch und klinisch relevant bezeichnen 143t [z.B. Fletcher & Peto 1977]. Die
zugrundeliegenden protektiven Faktoren sind weitgehend unbekannt und

Gegenstand aktueller Forschung.

In geringerem Malfle ist auch die Inhalation von Gasen am Arbeitsplatz ein
Risikofaktor fur die Entstehung einer COPD. Dabei spielen vor allem chemische
Dampfe wie z.B. Lésungsmitteldampfe und Gase wie z.B. Ammoniak, Nitrose Gase,
Isocyanate und Chlorgasverbindungen eine grof3e Rolle. Aber auch die Inhalation

von Industrie- oder Metallstduben erhdht das Risiko. Da in den Industriestaaten
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strenge Richtlinien bestehen, um die Beschéftigten z.B. in der Papier- und
Textilindustrie, im Bergbau und im Baugewerbe zu schitzen, stellen diese Noxen vor
allem in den Entwicklungslandern eine Gefahr dar. Es gibt Schatzungen, dass die
Exposition gegeniber nur einer Noxe am Arbeitsplatz das Risiko, an einer COPD zu
erkranken, bereits auf 15 % erhdht [American Thoracic Society 2002]. Wie in
verschiedenen Studien nachgewiesen wurde, kann auch die Verbrennung von
fossilen Brennstoffen und die damit verbundene Luftverschmutzung zu einer
Erkrankung der Atemwegsorgane beitragen [z.B. American Thoracic Society 2000].
Es ist jedoch bislang noch nicht bekannt, inwieweit diese ursachlich und nicht nur
beglnstigend im Zusammenhang mit der Entstehung einer COPD stehen. Es gibt
zudem Belege dafir, dass auch ein niedriges Bildungsniveau und damit meist auch
niedrigeres Einkommen mit einem erhéhten Risiko, an einer COPD zu erkranken,
verbunden ist. Dieses Risiko scheint unabhéngig vom jeweiligen Rauchverhalten

[Prescott et al. 1999] und ist vermutlich an allgemeine Lebensstilfaktoren gekoppelt.

1.1.3 Chronisch-obstruktive Bronchitis

Die chronische Bronchitis ist nach der Definition der WHO dann anzunehmen, wenn
bei einem Patienten in zwei aufeinander folgenden Jahren in mindestens drei
aufeinanderfolgenden Monaten ein produktiver Husten besteht, der keine anderen
Ursachen hat [WHO 1961]. Sie ist die am haufigsten verbreitete bzw. klinisch
auffalligste Form der COPD. Eine chronisch-obstruktive Bronchitis besteht, wenn die
Obstruktion auch unter optimaler antiobstruktiver Therapie nicht vollstandig behoben
werden kann. Die Patienten klagen dber gehauft am Morgen auftretenden
produktiven Husten, haufige Atemwegsinfektionen durch Infektexazerbation und eine

in Schiben verlaufende Progression der Beschwerden.

Kennzeichnend fir die chronisch-obstruktive Bronchitis ist eine chronische
Entziindung der Bronchiolen und des Lungenparenchyms. Besonders involviert in
diesen entzindlichen Prozeld sind Neutrophile, Makrophagen und CD8-positive T-
Lymphozyten [Barnes & Hansel 2004]. Die Entzindung findet sich vor allem im
Epithel der zentralen Luftwege und in den schleimproduzierenden Driisenzellen.
Damit gehen eine gesteigerte Schleimproduktion, eine Verminderung des
Zilienschlages und eine erhéhte Permeabilitat des Epithels einher [MacNee 2005].

Diese Faktoren fuhren in fortgeschrittenen Stadien zu einer erheblichen Behinderung



des Gasaustausches in der Lunge mit nachfolgender Hypoxie und Hyperkapnie,
welche zu einer Zyanose der Haut fuhren und dadurch sichtbar werden. In frithen
Stadien der COPD spielt die Schleimproduktion noch eine untergeordnete Rolle. In
spateren Stadien tragt eine Erhéhung dieser Schleimproduktion dann zum Risiko der
Exazerbation bei. Diese chronische Schleimproduktion kdnnte u.a. eine Reaktion auf
die chronische Entziindung der Submucosa sein [MacNee 2005]. Entsprechend dem
relativ unspezifischen Entziindungsprozess finden sich Anderungen in vielen
Markern der Entziindung wie Zytokinen; allerdings ist der klinische Nutzen bzw. die

Zusatzinformation unter den Bedingungen der klinischen Praxis derzeit noch unklar.

Durch Ausschalten der Noxen und intensive Patientenschulung ist die
nichtobstruktive Form der chronischen Bronchitis haufig noch, zumindest teilweise,
reversibel. Liegt bereits eine Obstruktion vor, fihren eine Therapie mit Sekretolytica,
kurz- oder langwirksamen Beta-2-Adrenozeptor-Agonisten und Anticholinergika,
systemischen und/oder inhalativen Corticosteroiden, Atemgymnastik, eine aktive
Immunisierung gegen Pneumokokken und in schweren Fallen eine Sauerstoff-
Langzeittherapie und/oder eine nichtinvasive Beatmung zur Besserung der

Beschwerden.

1.1.4 Lungenemphysem

Bei einem Emphysem handelt es sich um eine irreversible Erweiterung der Luftraume
distal der Bronchioli terminales. Diese wird nach gangiger Meinung durch chronisch-
entzundliche Prozesse hervorgerufen, wie sie auch fur die Entstehung der chronisch-
obstruktiven Bronchitis verantwortlich sind. Beim Lungenemphysem fihren sie tber
eine Destruktion des Parenchyms zu einer Destruktion der Alveolarsepten. Die
elastische Ruckstellkraft der Lunge fuhrt normalerweise dazu, dass bei der
Ausatmung die Bronchien weitgehend offen bleiben und die Luft wieder aus der
Lunge entlassen wird. Durch die Verminderung der Elastizitatt und einen
exspiratorischen Kollaps der Atemwege verringert sich der (maximale)

exspiratorische Luftstrom [MacNee 2005].

Man unterscheidet ein centriacindres (centrilobuléares), panacinéres (panlobuléres)
und bulléses (groRbulléses) Emphysem voneinander [z.B. West 1987, MacNee
2005]. Beim centriacindren Emphysem treten die meisten Schaden im Bereich der

respiratorischen Bronchioli auf. Hier bilden sich die typischen Luftpolster proximal der
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Alveolen. Dieser Emphysemtyp ist am engsten mit dem Rauchen von Tabak
assoziiert [MacNee 2005]. Diese Form des Emphysems findet sich h&aufig homogen
Uber die Lunge verteilt. Dabei gibt es nur geringfligige Unterschiede der Auspragung
zwischen den einzelnen Herden. Die alveolaren Wéande kdnnen beim centriacinaren
Emphysem sowohl diinner als auch fibrotisch verdickt sein [Nagai & Thurlbeck 1991],
was eine Abgrenzung gegenuber den anderen Formen oft schwierig macht. Das
panacindre Emphysem ist geh&auft im Apex des Unterlappens zu finden und kann
sich von dort aus in weitere Bereiche des Unterlappens ausbreiten. Kennzeichnend
fur diese Form sind eine Erweiterung und Zerstdérung des kompletten Acinus. Dabei
kann die alveolare Septierung verloren gehen. Dies erklart, warum diese Form des
Emphysems zu einer starkeren Storung der Lungenelastizitat und des
Gasaustausches fuhrt, als die centriacindre Form. Diese Form des Emphysems ist
normalerweise mit einem a-1-Antitrypsinmangel assoziiert [MacNee 2005]. Kommt
es zu einer weiteren Einschmelzung weiter proximal gelegener Atemwege, kdnnen
sich grofRe dinnwandige Blasen bilden. Diese Form des Emphysems wird dann als
bullés bzw. groRbullés bezeichnet. Da die Blasen eine erhebliche Grol3e annehmen
konnen, sind sie sonographisch und auskultatorisch gut zu erkennen. Durch die
Blasenbildung wird die zum Gasaustausch zur Verfigung stehende Oberflache
reduziert, und es kann schon bei geringen Anstrengungen zu einer Hypoxie und

Hyperkapnie kommen. Diese Emphysemblasen konnen chirurgisch entfernt werden.

Haufige Folgeerkrankungen des Lungenemphysems sind eine pulmonale Hypertonie
sowie ein Cor pulmonale. Da es keine spezielle effektive Therapie gibt, ist es in
erster Linie wichtig, die auslésende Noxe zu meiden. Die derzeit verfigbare bzw.
rational begriindbare Behandlung ist praktisch nicht von derjenigen der chronisch-
obstruktiven Bronchitis zu unterscheiden, zumal beide Formen in der Regel
gemeinsam vorkommen. Im Spatstadium der Erkrankung kdnnen die Beschwerden
durch mechanische Maflinahmen, z. B. eine nichtinvasive Beatmung, verbessert
werden [z.B. Budweiser et al. 2006a]. Da es sich bei einem Emphysem nach
gegenwartigem Wissensstand um eine irreversible Zerstérung der Alveolen handelt,

hat die Erkrankung eine schlechtere Prognose als die chronische Bronchitis.

Das Lungenemphysem hat eine geschéatzte Pravalenz unter der Gesamtbevdlkerung
von etwa 0,5 bis 5,7 % [Halbert et al. 2006]. Bei Obduktionen aus unterschiedlichen
Grinden zeigten jedoch etwa 20 — 50 % der Obduzierten — wenn auch nur

leichtgradig - morphologische Anzeichen fur ein Lungenemphysem [Jinno et al.
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1994]. Dabei ist zu beobachten, dass ein Lungenemphysem gehauft im Alter und bei
Méannern zu finden ist [Anderson et al. 1972, Cockcroft et al. 1982, Dodge et al.
1986]. In welchem Umfang eine chronische bzw. chronisch-obstruktive Bronchitis
notwendigerweise in ein Emphysem Ubergeht, ist derzeit unklar und wird mittels

avancierter radiologischer Analysen untersucht [z.B. Galban et al. 2012].

1.2. COPD und Lungenfibroblasten

Lungenfibroblasten sind der haufigste Zelltyp des Interstitiums [Weibel at al. 1976].
Sie produzieren einerseits extrazellulare Matrixproteine und leisten anderseits
strukturelle Unterstitzung. Daher nehmen sie - neben Epithel- und Endothelzellen -
eine wichtige Rolle unter den Lungenstrukturzellen ein [Absher 1995]. Werden in der
Lunge Strukturzellen geschadigt oder durch Stimuli zur Apoptose gebracht, kommt
es je nach Ausmall und Chronizitdt der Vorgange zu einer Veranderung der
Lungenstruktur. Diese zieht, soweit mdglich, in der Regel eine Reparatur nach sich
[Kasahara et al. 2001, Aoshiba et al. 2003b, Tuder at al. 2003].

Aufgrund der exponierten Lage der alveolaren Strukturzellen, sind diese in
besonderem MalRe externen Einflissen ausgesetzt und missen somit in der Lage
sein, auf verschiedene Stressoren zu reagieren und entstandene Schaden schnell
und maoglichst vollstandig zu reparieren. Daflr scheint ein fortwahrender Zellersatz
Uber die Lebenszeit erforderlich. Werden allerdings die Teilungseigenschaften
ortsstandiger Zellen gestort und leisten diese den Hauptanteil des Ersatzes, so ist
dieser Zellersatz nicht mehr mdglich, und es kommt in der Folge zu irreversiblen
Anderungen der Lungenstruktur. Untersuchungen von Zellen in Kultur gaben
Hinweise auf Unterschiede des zellularen Phanotyps zwischen Fibroblasten von

Patienten mit Lungenemphysem und von gesunden Kontrollpatienten.

1.3 Seneszenz als Faktor des Emphysems

Ein auffalliges Phdnomen bei Rauchern stellt das Auftreten von Zeichen einer
vorgezogenen Alterung dar, was insbesondere fur die Haut gezeigt wurde [Freiman
et al. 2004]. Dabei Uberlagern sich diese Effekte mit denen der natirlichen Alterung.
Man kann allerdings davon ausgehen, dass 20 Packyears eine Alterung hervorrufen,

die etwa 10 Jahre natirlichen Alterns entsprechen [Leung & Harvey 2002]. Unter den



Eigenschaften gealterter Zellen sticht die Reduktion der Teilungsbereitschaft
besonders hervor, die zur bis zur Einstellung samtlicher Proliferation in Kultur fuhren
kann [Hayflick & Moorhead 1961, Hayflick 1965]. Auch bei der normalen Alterung
kommt es zu mehr oder weniger ausgepragten Strukturdnderungen der Lunge, die
einem Lungenemphysem &hneln (,Altersemphysem®) [Janssens et al. 1999] und mit
einer Rarefikation von Alveolen verbunden sind. Die alveolaren Gange werden
weiter, und eine irregulare Verteilung der elastischen Fasern tritt auf [Verbeken et al.
1992]. Zudem ist bemerkenswert, dass eine kalorische Restriktion (,Hungern®) bei
Nagern zu einer Reduktion der zellularen Teilungsbereitschaft fuhrt, zeitgleich aber
auch zu einem Abbau von Lungenstruktur &hnlich einem Emphysem [Massaro et al.
2002 und 2004b]. Dies ist unter dem Gesichtspunkt der beim Emphysem nicht

seltenen Kachexie von Interesse.

Aufbauend auf diesen Beobachtungen lasst sich als Hypothese zur Entstehung des
Emphysems formulieren, dass es unter Anderem auch auf intrinsischen
Unterschieden im Teilungs- und somit Zellersatzverhalten von Lungenstrukturzellen,
beispielsweise Fibroblasten, zwischen Gesunden und Patienten mit Emphysem
beruht. Dieser Unterschied konnte die Charakteristika einer zellularen Seneszenz
annehmen und als irreversible Anderung auch den ab einem gewissen Stadium
gewissermalRen autonomen Progress der Erkrankung teilweise erklaren. Gemal
dieser Hypothese wirden die Veranderungen des Zellverhaltens nicht so sehr akut
vom lokalen entziindlichen Prozess hervorgerufen, sondern stellten persistierende
Charakteristika dar. Demzufolge sollten sie auch unter standardisierten Bedingungen
in Kultur, d.h. in Abwesenheit entziindlicher Faktoren, reproduzierbar sein.

In der Tat fand sich bei ersten diesbezlglichen Untersuchungen von
Lungenstrukturzellen, dass in einer Kultur mit 10 % fotalem Kalberserum (FCS)
Lungenfibroblasten von Patienten mit Lungenemphysem im Vergleich zu
Fibroblasten von Lungengesunden eine signifikant verminderte Proliferationsrate
aufwiesen [Holz et al. 2004]. Hinzu kam, dass in der Langzeitkultur die proliferative
Reserve der Zellen beim Emphysem erniedrigt war, ohne dass dabei die
Uberlebenszeit der Zellen generell verkiirzt war. Ahnliche Ergebnisse fanden sich bei
Langzeitkulturen mit 1 % FCS. Bei beiden Untersuchungsgruppen war die Vitalitat
der Lungenfibroblasten ahnlich, und die Konzentration der Laktatdehydrogenase
(LDH) im Uberstand, als Marker der Zellschadigung, lag bei vergleichbaren Werten
[Holz et al. 2004]. Die Unterschiede konnten nicht durch eine vermehrte Apoptose
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beim Emphysem erklart werden. In ahnlicher Weise fanden sich Unterschiede der
Proliferationsrate sowie der Anfarbung fur die seneszenzassoziierte 3-Galaktosidase
bei pulmonalen Endothelzellen von Patienten mit COPD [Amsellem et al. 2011]. In
dieser Arbeit fanden sich auch Assoziationen mit der Telomerenlange,
Telomeraseaktivitat, Zytokinproduktion sowie Expression zellzyklusregulierender

Proteine wie p16, p21 und p53.

Diese Ergebnisse legen nahe, dass die Zellen von Patienten mit Emphysem und
Kontrollpatienten ohne Emphysem mit gleicher Rauchanamnese sich intrinsisch
voneinander unterscheiden und vermutlich auch unterschiedlich auf die Stimulation
mit Wachstumsfaktoren reagieren. Daraus resultiert dann das unterschiedliche
Proliferationsverhalten. Diese Beobachtungen sind mit der Hypothese einer

zellularen Seneszenz in vollem Umfang vereinbar.

Untersuchungen zur Antwort von Zellen auf Wachstumsfaktoren bestatigten diese
Uberlegungen. Bei der Gabe von IL-1p zeigten Zellen von Patienten mit Emphysem
gegenuber denen von Kontrollpatienten eine geringere Antwort, jedoch eine starkere
Antwort bei Gabe von TGF-B1 [Noordhoek et al. 2003]. Analoge Versuche erfolgten
an Lungenfibroblasten mit Insulin, IGF-1 und IGF-2. Interessanterweise antworteten
die Zellen der Patienten mit Emphysem im Vergleich zu der Kontrollgruppe mit einer
geringflgigen, jedoch statistisch signifikanten Steigerung der Proliferationsrate
[Mller et al. 20064a].

Weitere Untersuchungen zeigten, dass sich Lungenfibroblasten von Patienten mit
Emphysem signifikant starker fur die seneszenzassoziierte 3-Galaktosidase (SA-B-
Gal) anfarbten als die der Kontrollgruppe. Allerdings fanden sich in dieser Studie bei
kultivierten Zellen keine Unterschiede in der Lange der Telomeren, einem
chromosomalen Alterungsmarker [Muller et al. 2006b]. Andererseits wurde
inzwischen gezeigt, dass die Telomerenlange von Leukozyten des peripheren Bluts
bei Patienten mit COPD gegeniber altersgleichen Kontrollpersonen verkirzt ist

[Savale et al. 2009], in Ubereinstimmung mit der Annahme einer vorzeitigen Alterung.

Zusammengenommen legen diese Daten die Hypothese nahe, dass beim
Lungenemphysem  Strukturzellen der Lunge, darunter auch parenchymale
Lungenfibroblasten, intrinsisch verandert sind und dass diese Anderungen im Sinne
eines zellularen Alterns zu interpretieren sind. Die Inkonsistenzen zwischen den

Daten sind vermutlich darauf zurtckzufihren, dass es sich um eine induzierte



Alterung handelt, d.h. eine durch externe Einfliisse hervorgerufene, im Gegensatz zu
einer endogenen, Alterung. Eine induzierte Alterung kann auf vielfache Weise
hervorgerufen werden und zeigt dementsprechend ein komplexes Bild der
Veranderung des zellularen Verhaltens inklusive der Proliferation [Famulski &
Halloran 2005]. Zum anderen konnten in Zellkultur Selektionseffekte auftreten,
welche das Ergebnis beeinflussen. In Ubereinstimmung mit der Annahme einer
verminderten Regenerationskapazitat fand sich, dass endotheliale Progenitorzellen
bei Rauchern und Patienten mit COPD beeintrachtigt waren [Paschalaki et al. 2013].
Dies wurde bereits fur kardiale Erkrankungen gezeigt [Satoh et al. 2008] und &uf3erte
sich in einem Zusammenhang zwischen der Telomerenldnge der Progenitorzellen

und dem Ausmal3 oxidativer DNA-Schadigung.

Auf der Basis dieser und weiterer Beobachtungen wird inzwischen von einer Reihe
von Autoren die Hypothese vertreten, dass zellulare Alterung einen wesentlichen
Faktor bei der Entstehung einer COPD darstellt [z.B. Karrasch et al. 2008, Ito &
Barnes & Celli 2009, MacNee 2009, Chilosi et al. 2013, Bartling 2013] ungeachtet
der Tatsache, dass auch physiologische und molekulare Unterschiede zur Alterung
bestehen [Fukuchi 2009].



2. Rauchen als zentrale Ursache der COPD

Neben Noxen am Arbeitsplatz und der Umwelt ist Rauchen in den Industrielandern
nach wie vor der zentrale Risikofaktor fiir die Entstehung einer COPD [GOLD 2013,
Bartal 2005]. Auch in den Landern der Dritten Welt, in denen bislang Umweltnoxen
als wesentlicher Risikofaktor fur COPD galten, ruckt das Zigarettenrauchen als

auslésende Noxe mehr und mehr in den Vordergrund.

Aufgrund der Vielzahl aggressiver chemischer Substanzen und freier Radikale im
Zigarettenrauch verwundert es im Prinzip nicht, dass Rauchen eine respiratorische
Erkrankung hervorrufen kann [Rodgman et al. 2000], eher im Gegenteil, dass
derartige Erkrankungen nicht in jedem Fall auftreten. Oxidanzien kdnnen als
Faktoren zellularer Alterung wirken und damit eine typische Veranderung im
Verhalten der Zellen hervorrufen [Balaban et al. 2005]. Oxidanzien befinden sich zum
einen im Zigarettenrauch und werden zum anderen von den Entziindungszellen in
der Reaktion auf das Rauchen erzeugt. Somit konnten Oxidanzien uUber eine
dauerhafte Veranderung der zellularen Eigenschaften auch das ab einem
bestimmten Schweregrad weitgehend autonome Fortschreiten der Erkrankung
erklaren. Die klinische Erfahrung zeigt, dass die Beendigung des Rauchens
rechtzeitig erfolgen muss. Ist die Erkrankung erst einmal fortgeschritten, kommt es

meist auch ohne weitere inhalative Belastung zu einem Fortschreiten der Krankheit.

Neben der méglichen zellularen Seneszenz ist vermutlich ein weiterer Faktor, dass
der strukturelle Umbau der Lunge und Atemwege die Entziindung unterstitzt bzw.
unterhalt,  beispielsweise  durch  Mukushypersekretion und  behinderten
Mukustransport, Hypoxie, sowie eine Reizwirkung, die zur Freisetzung von Radikalen
und Entzindungsmediatoren und zur Einwanderung von Entzindungszellen fihrt
[Pauwels & Rabe 2004, Di Stefano et al. 2004]. Hierdurch wiirde auch der bislang
relativ geringe Erfolg primar gegen die Entziindung gerichteter Medikamente bei der
COPD erklart.

Ungeachtet aller Fortschritte in der Erkenntnis der Pathomechanismen der COPD
besteht die nach wie vor effektivste Therapie der COPD darin, mit dem Rauchen
aufzuhdren [Fletcher & Peto 1977, Anthonisen et al. 2002, Anzueto 2006]. Mit dem
Ende des Zigarettenkonsums kommt es im Allgemeinen zu einer Besserung der

Symptomatik und einer Normalisierung der altersabhéngigen Lungenfunktions-
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anderung, die sich bei Rauchern in einem gegeniber Nichtrauchern gesteigerten
altersassoziierten Abfall auf3ert [Fletcher & Peto 1977, Anthonisen et al. 2002,
Anzueto 2006]. Zudem reduziert sich die bei Rauchern beobachtete Atemwegs-
Uberempfindlichkeit, die einen zusatzlichen Risikofaktor darstellt [Willemse et al.
2004]. Allerdings fand sich zugleich nach Beendigung des Rauchens eine (zumindest
temporare) Zunahme der Zahl neutrophiler Granulozyten im Sputum, ebenso eine
Persistenz der Atemwegsentziindung in der bronchialen Mukosa [Willemse et al.
2004 und 2005].

Die Lungenfunktion von ehemaligen Rauchern lasst darauf schlie3en, dass sich die
Uber die Jahre angesammelten morphologischen Veranderungen der Lunge nach
Beendigung des Rauchens nicht spontan rickbilden. Bei Nagern ist die spontane
Restitution von alveoléaren Strukturverlusten mehrfach beschrieben, sofern diese
durch Hungern hervorgerufen wurden [Massaro et al. 2002]. Beim Menschen
gemachte Beobachtungen weisen allerdings derzeit nicht darauf hin, dass es eine
nennenswerte alveolare Restitutionskapazitat beim Erwachsenen gibt. Letztere lasst
sich nur bei sehr jungen Kindern beobachten, z.B. im Falle einer Lobektomie bei
ansonsten gesunder Lunge [Nakajima et al. 1998]. Demzufolge liegen zurzeit keine
Anhaltspunkte daflr vor, dass die Zerstorung der alveolaren Strukturen, welche das
Emphysem charakterisiert, heilbar ist, indem sich nach Beendigung des Rauchens
spontan neue Alveolen bilden. Diese Uberlegungen deuten an, dass eine eventuelle
regenerative Therapie moglicherweise ein Haupthindernis in der zellularen Alterung
findet, die beim Emphysem stéarker als im Normalfall ausgepréagt ist. Umso wichtiger
erscheint es, den Prozess einer solchen Alterung zu verstehen, sowohl in vivo als

auch durch Experimente an isolierten Zellen.
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3. Fragestellung

Es ist ein bekanntes Ph&nomen, dass Zellen umso langsamer wachsen und sich ihre
Proliferationsrate umso mehr verringert, je alter sie werden. Untersuchungen an
Lungenfibroblasten von Patienten mit Emphysem haben gezeigt, dass diese Zellen
unter Kulturbedingungen verglichen mit Zellen von Kontrollpatienten langsamer
proliferierten und die maximale Zahl der Zellteilungen geringer war [Holz et al. 2004].
Diese Befunde wiesen im Zusammenhang mit weiteren Daten auf eine zelluléare
Seneszenz beim Emphysem hin. Dartber hinaus fanden sich auch im Tierexperiment
Zeichen einer zellularen Seneszenz nach Zigarettenrauchexposition [Tsuji et al.
2004]. Ferner weisen Raucher im Vergleich zu Nichtrauchern gleichen Alters friher

Zeichen einer Alterung auf; besonders deutlich ist dies an der Haut zu erkennen.

Die Induktion einer zellularen Seneszenz im Zellkulturexperiment wurde mit den
verschiedensten Noxen an verschiedenen Zelltypen aufgezeigt. Aufbauend auf den
vorangegangenen Uberlegungen stellte sich die vorliegende Arbeit die Frage, ob sich
eine derartige Seneszenz in Kultur durch Exposition gegentber Zigarettenrauch-
extrakt im Vergleich zu unbehandelten Zellen hervorrufen lasst. Daten zur Wirkung
von Zigarettenrauchextrakt auf Fibroblasten lagen bereits vor. Das Neuartige in der
Konzeption der vorliegenden Arbeit bestand darin, eine temporare Exposition
durchzufihren und das Augenmerk auf das zellulare Verhalten nach Beendigung der
Exposition zu richten. Hierbei lag der Fokus auf der Proliferationsrate der Zellen, um
eine Parallele zu den oben beschriebenen Befunden des Wachstumsverhaltens von
Lungenfibroblasten beim Emphysem zu ziehen. Die Analyse des Verhaltens der
Zellen nach Wegnahme des Zigarettenrauchs fuRte auf der Uberlegung, dass ein
dauerhaft gedndertes zellulares Verhalten, insbesondere eine induzierte Seneszenz,
nur in Abwesenheit von Noxen und entzindlichen Einflissen einwandfrei identifiziert

werden kann.

Als Kontrolle wurde die dauerhafte, sich bis zum Ende der Kultur erstreckende
Exposition gegenuber Zigarettenrauchextrakt sowie die tempordre Exposition
gegenuber Wasserstoffperoxid (H202) gewahlt. Die Induktion einer zellularen
Seneszenz und eines Wachstumsstopps mittels Exposition gegeniber H202 wurde
seit den ersten Untersuchungen dazu [Chen & Ames 1994] vielfach gezeigt. Als

zuséatzlicher Marker einer zellularen Seneszenz eignet sich die Expression der
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seneszenzassoziierten B-Galaktosidase [Dimri et al. 1995], die auch bei Patienten mit
Lungenemphysem vermehrt gefunden wurde [z.B. Miiller et al. 2006b, Ansellem et al.
2011].

Demzufolge sollte im Rahmen dieser Arbeit geklart werden,

(1) ob die Exposition primarer menschlicher parenchymaler Lungenfibroblasten
gegenuber H20:2 in diesen Zellen einen bleibenden Wachstumsstopp (Zellarrest)

hervorruft,

(2) welche Effekte eine dauerhafte Exposition gegenuber Zigarettenrauchextrakt

verschiedener Konzentration auf die Proliferation dieser Zellen ausubt,

(3) ob eine temporéare Exposition gegenuber Zigarettenrauchextrakt die Proliferation
dieser Zellen dauerhaft verandert,

(4) ob sich phanomenologisch Zeichen einer induzierten vorzeitigen zellularen

Alterung insbesondere bei temporarer Exposition finden.

Die Klarung dieser Fragen sollte dazu dienen, zum einen herauszufinden, ob sich die
beim Emphysem beobachteten langfristigen Veradnderungen des Proliferations-
verhaltens in einem (notwendigerweise kurzzeitigen) Zellkulturmodell mittels
Zigarettenrauch reproduzieren lassen. Die bereits verfligbaren Daten zum H20:2
lassen einen solchen Effekt als moglich erscheinen. Zum anderen konnten die
Befunde derartiger Experimente dazu beitragen, die Pathomechanismen des
Lungenemphysems besser zu verstehen. Lasst sich eine zellulare Alterung
induzieren, sollte dies auch in vivo moglich sein, ungeachtet der Frage der relevanten
Konzentrationen. Tritt sie nicht auf, deutet dies in Verbindung mit den Befunden an
den Zellen der Patienten mit Emphysem eher darauf hin, dass eine langfristige oder
wiederholte Exposition, oder ein Zusammenwirken mit anderen Faktoren,
beispielsweise Entzindungszellen, fir das Auftreten der Seneszenz in vivo
verantwortlich ist. Auch wiurde der Befund einer zellularen Seneszenz durch
tempordre Gabe von Zigarettenrauch neue Mdglichkeiten erdffnen, um die
Reversibilitat dieses Phanomens zu untersuchen und somit die Entwicklung

neuartiger therapeutischer Ansatze bei der COPD zu unterstutzen.
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4. Methoden

4.1. Allgemeines zu den Methoden
4.1.1. Ansetzen des Kulturmediums

Aus einer 500-mL-Flasche, die Dulbecco’s Modifiziertes Eagle Medium enthielt,
wurden 50 mL entnommen. In das Medium wurden 50 mL Fotales Rinderserum (E.G.
zugelassen, getestet auf Viren und Mycoplasmen), 5 mL Penicillin-Streptomycin-
Ldsung (10.000 Einheiten/mL) und 2,5 mL Gentamicin gegeben. Danach wurde das
Medium unter méglichster Vermeidung von Schaumbildung gut gemischt und bei 4-

8°C im Kuhlschrank gelagert.

4.1.2. Auftauen der Reagenzien

Alle Reagenzien wurden zum Auftauen in ein Wasserbad gegeben, das nicht warmer
als 37°C sein durfte. Alternativ wurde flieRendes warmes Wasser verwendet. Danach
wurden die einzelnen Substanzen fur kurze Zeit bei 37°C in den Brutschrank gestellt,

um sie an die Temperatur der Kultur préazise anzupassen.

4.1.3. Arbeiten mit Zellkulturen

Das Arbeiten mit Zellkulturen musste weitestgehend steril unter einer sterilen
Werkbank (Lamin Air, Heraeus) erfolgen. Alle Gerate wurden autoklaviert oder bei
200°C fur mindestens 1 h (bei 250°C mindestens 0,5 h) hitzebehandelt. Benutzte
Einmalgerate mussten als steril und oder pyrogenfrei ausgezeichnet sein. Die
verwendeten Reagenzien mussten fur die Zellkultur zugelassen sein oder auch einen

entsprechenden Reinheitsgrad wie steril oder pyrogenfrei aufweisen.

Alle Gerate, die unter die Werkbank gebracht wurden, wurden entsprechend
gereinigt (autoklaviert oder hitzebehandelt). Oft war auch eine zuséatzliche grindliche
Sauberung mit Bacillol oder Barrycidal sinnvoll. Die Werkbank lief vor jedem
Arbeitsbeginn mindestens eine halbe Stunde, um die Sterilitdt zu gewdahrleisten. Vor
und nach jedem einzelnen Arbeitsgang wurde die Arbeitsflache mit Bacillol
gesaubert. Wenn es zu Verschmutzungen kam, war diese Reinigung auch wahrend

eines Arbeitsganges sinnvoll. Vor jedem Arbeitsgang wurden die Hande grundlich mit
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Sterilium gereinigt. Wenn zum Arbeiten Latexhandschuhe verwendet wurden, wurden

auch diese mit Sterilium behandelt.

Das Innere des Brutschranks wurde bei 37°C und einer CO2-Konzentration von 5 %
gehalten. Der Boden des Brutschrankes war mit 3-4 L Sterilwasser beflllt, um eine
mdoglichst hohe Luftfeuchte zu gewahrleisten. Das bei der Begasung verwendete CO:2
(Linde AG) hatte einen Reinheitsgrad von mindestens 4.5. Das Medium der Zellen
war mit einem pH-Indikator versetzt. Wenn das Medium im Brutschrank die Farbe
von rot nach violett wechselte, bedeutete das, dass die Versorgung mit CO2 nicht
ausreichend war und daher der pH nicht adaquat. Umgekehrt bedeutete ein
Farbwechsel von rot nach orange, dass die Wachstumsbedingungen eingehalten
waren und die Zellen sich teilten.

4.2.  Zellkultur
4.2.1. Anzucht der Zellen aus Gewebeproben

Die Gewebeproben wurden zunachst unter der sterilen Werkbank mit einer geringen
Menge Hanks’-Puffer in einer Petrischale gewaschen, um unerwiinschte Blutreste zu
entfernen. Danach wurde die Probe genau betrachtet und jegliches anderweitige,
unerwiinschte Gewebe (Pleura, Schwarte, Atemwege, Gefal3e) entfernt.
Anschliel3end wurde die Gewebeprobe mit einem Skalpell in mdglichst kleine Stlicke

geteilt und zwischendurch immer wieder mit Hanks’-Puffer gewaschen.

Die kleinen Gewebestlicke wurden nun in eine TC25-Flasche tberfihrt und diese mit
3 mL Kulturmedium aufgefullt. Dabei wurde darauf geachtet, wenn moglich 10-20
Stiickchen pro Flasche einzusetzen. Durch leichtes Schitteln und Bewegen wurden
die Stiickchen nun moglichst gleichmalig tber den Boden der TC25-Flasche verteilt.
Die Flasche wurde dann mit gelockertem Verschluss in den Inkubator (Heraeus BB
6060) gestellt und dort unter Standardbedingungen (37°C, 5 % CO2) angeztichtet.
Fir die nachsten 3-4 Tage sollten die Flaschen nun nicht bewegt werden, damit die

Zellen in diesen Explantkulturen ungestdrt auswachsen konnten.

Nach dieser Zeit wurden die Zellen unter dem Mikroskop betrachtet, um den
Wachstumsprozess zu begutachten, und es erfolgte der erste Mediumwechsel. Die

aus den Gewebesticken ausgewachsenen Zellen wurden je nach Wachstum nach
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etwa 3 Wochen geerntet und die Stickchen als eine weitere Priméarkultur ein

weiteres Mal mit 3 mL Medium angesetzt.

4.2.2. Arbeitsschema der TC25-Flaschen

Zum Mediumwechsel wurden die Flaschen montags, mittwochs und freitags unter die
sterile Werkbank gestellt. Der Deckel wurde entfernt und das Medium mit einer
abgeflammten Pasteur-Pipette und der Absaugpumpe abgesaugt. Danach wurden
montags und mittwochs wieder 3 mL Medium zugegeben, sowie freitags, um den
Bedarf der Zellen Giber das Wochenende zu decken, 5 mL. Vor dem Verschliel3en der
Flaschen wurden der Hals und der Deckel abgeflammt und die Flaschen mit wieder
leicht ge6ffnetem Deckel bei 37°C im Brutschrank weiter kultiviert.

4.3. Weiterverarbeitung der Zellen
4.3.1. Trypsinisieren von Zellen aus TC25-Flaschen

Als Vorbereitung wurde darauf geachtet, dass die sterile Werkbank seit mindestens
einer halben Stunde lief, die Absaugpumpe eingeschaltet und die Gasversorgung
des Brenners offen und eingeschaltet war. Dann wurde die TC25-Flasche mit
verschlossenem Deckel aus dem Brutschrank genommen, unter die Werkbank
gestellt und getffnet. Zum Absaugen des Mediums aus der Flasche wurde eine

Pasteur-Pipette abgeflammt und auf den Pumpenschlauch aufgesetzt.

Nach dem Absaugen des Mediums wurde die Flasche unter leichten Bewegungen
mit 1 mL Hanks’-Puffer gespult. Dieser wurde wieder abgesaugt und anschlielend
einmalig 1 mL Trypsin zugegeben. Fur die nun folgende 7-minutige Inkubation wurde
der Flaschenhals abgeflammt und die TC25-Flasche wieder verschlossen.
Zwischenzeitliches Bewegen der Flasche und leichtes Aufklopfen auf den Tisch

erleichterte es den Fibroblasten, sich vom Flaschenboden zu l6sen.

Nach 7 Minuten wurde die Flasche wieder geétffnet und 1 mL Medium zugegeben,
um die Wirkung des Trypsins zu stoppen. Danach wurden die Zellen in der TC25-
Flasche mit einer 2 mL-Serumpipette mit aufgesetztem Gummisaugball kraftig
aufgemischt, vom Flaschenboden abgespilt und in ein 15 mL-Sarstedt-
Zentrifugenrohrchen Uberfihrt. Es wurde fir 8 Minuten bei Raumtemperatur und

612xg zentrifugiert. Das Zentrifugenréhrchen wurde unter der sterilen Werkbank
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geodffnet und das Medium vorsichtig abgesaugt, wobei darauf geachtet wurde, dass
das Zell-Pellet nicht versehentlich mit abgesaugt wurde. Je nach Gro3e des Pellets
wurden nun 1-4 mL Medium in das Zentrifugenrohrchen resuspendiert und die Zellen

wurden gezabhilt.

4.3.2. Zahlen der Zellen

Aus dem Zentrifugenréhrchen wurde mit einer Pipette 50 uL entnommen und auf
eine Neubauer-Zahlkammer (verbesserter Typ, Tiefe 0,100 mm/0,0025 mm?2)
aufgetragen. Die Anzahl der Zellen pro mL Zellsuspension ergab sich aus der Anzahl
der Zellen pro Grol3quadrat mal 10 000. Wenn sich beim Zahlen herausstellte, dass
weniger als 100 000 Zellen pro mL vorhanden waren, wurden sie in einer TC25-
Flasche weiter kultiviert. Befanden sich mehr als 200 000 Zellen pro mL in dem
Zentrifugenrohrchen, gab es mehrere Mdoglichkeiten, weiter zu verfahren: (a)
Weiterkultivierung, (b) Einfrieren der Zellen, (c) Aussaen fur Wachstumsversuche in
eine TC24-Well-Platte.

4.3.3. Wachstumsversuch

Um eine initiale Zellzahl von 8 000 Zellen pro Well zu erhalten, wurden fir eine
TC24-Well-Platte 200 000 Zellen in 12,5 mL Medium resuspendiert. Wenn die Zellen
erst nach mehr als 48 Stunden gezé&hlt wurden, wurden nur 5 600 Zellen pro Well
angesetzt und somit nur 140 000 Zellen auf 12,5 mL Medium bengtigt. Danach
wurden pro Well 500 pL dieses Ansatzes eingesét. Beim Pipettieren der Zellen in die
einzelnen Wells wurde darauf geachtet, dass die Zellen gut durchmischt wurden, da

Fibroblasten dazu neigten, sich rasch auf dem Boden abzusetzen.

4.3.4. Einfrieren

Groe Mengen von Zellen, die nicht fir die Weiterzucht oder einen
Wachstumsversuch benétigt wurden, wurden fur die spatere Verwendung
eingefroren. Hierzu wurden 2 mL-Kryordhrchen unter der sterilen Werkbank in einen
Kihlblock gesetzt. Die Zellen wurden in die Réhrchen aliquotiert und die Aliquote mit
10 % (v/iv) DMSO versetzt. Die ROhrchen wurden sofort in Alufolie und einem
wattierten Umschlag bei -30°C eingefroren und nach 24 Stunden bei -80°C
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zwischengelagert. Anschlieend wurden die Kryorohrchen bei ca. -140°C in die
Gasphase des Flissig-Stickstoff gegeben und schlie3lich direkt in Flissig-Stickstoff
gelagert.

4.3.5. Weiterkultivierung

Zur Weiterkultivierung wurden 3 mL Medium in einer TC25-Flasche vorgelegt und mit
100 000 Zellen gut vermischt. Vor dem Verschluss der Flasche wurden der Hals und
der Verschluss abgeflammt und die Zellen im Brutschrank bei 37°C mit wieder leicht

geoffnetem Verschluss angeziichtet.

4.4. Herstellung des Zigarettenrauchextraktes
4.4.1. Abrauchen der Zigaretten

Zur Herstellung des den Zigarettenrauch enthaltenden D-MEM wurde jeweils eine
Zigarette der Marke ,,Gauloises blond blau® mit Filter (nomineller Gehalt Teer 10 mg,
Nikotin 0,8 mg) wahrend 5 Minuten unter dem Abzug abgeraucht. Der
Hauptstromrauch wurde dabei durch eine Waschflasche (Impinger, DEHA
Haan&Wittmer GmbH) mit Fritte, die mit 10 mL D-MEM gefillt war, geleitet. Zum
Abrauchen diente eine automatische Probennahme-Pumpe um standardisierte
Soggeschwindigkeiten zu erhalten. Es wurde darauf geachtet, dass das Abrauchen
einer Zigarette mdglichst genau 5 Minuten in Anspruch nahm, um ein konstantes
Verhéltnis zwischen dem gesammelten Hauptstrom- und dem verworfenen

Nebenstromrauch zu erzielen.
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Abbildung 1: Apparatur zum Abrauchen der Zigaretten in D-MEM. Zu sehen sind hier die mit D-MEM geflite
Waschfalsche mit Fritte, die Pumpe und die kurze Schlauchverbindung von der Zigarette zur Flasche.

4.4.2. Weiterverarbeitung des Zigarettenrauchextraktes

Das mit Zigarettenrauch versehene D-MEM-Medium wurde anschlie3end mit einem
0,2-um-Spritzenvorsatzfilter steril filtriert, aliquotiert und dann bei -32°C gelagert. Alle
Versuche erfolgten mit frisch aufgetautem Extrakt. Zum einen war die Gewinnung
des Extraktes zu aufwendig, um sie fir jeden Versuch neu durchzufihren, zum

anderen war die Variabilitat der einzelnen Proben auf diese Weise geringer.

4.4.3. Bestimmung der Nikotinkonzentration im Zigarettenrauchextrakt

In dem wie beschrieben gewonnenen Zigarettenrauchextrakt wurden die Nikotin-
Werte mittels Gaschromatographie gemessen (Labor Dr. Schierl). Diese lagen

zwischen 132 und 200 pg/mL, bei einem Mittel von 168 pg/mL.

19



4 5. Wachstumsversuche
4.5.1. Wachstumsversuch in einer TC24-Well-Platte

Der Versuch wurde wie in 4.3.3. beschrieben angesetzt. Nach einer Wachstumszeit
von durchschnittlich 48 Stunden wurden die Zellen erstmalig gezahlt. Dazu wurden

die einzelnen Wells nach einander trypsinisiert und ausgezabhit.

4.5.2. Trypsinisierung einer TC24-Well-Platte

Als Vorbereitung wurde darauf geachtet, dass die sterile Werkbank seit mindestens
einer halben Stunde lief, die Absaugpumpe eingeschaltet sowie die Gasversorgung
des Brenners offen und eingeschaltet war. Die Platte wurde aus dem Brutschrank
genommen und unter die Werkbank gestellt. Der Deckel wurde nur so weit gedffnet,
wie es fur die Bearbeitung der Platte nétig war, und der Rest der Platte mit dem

Deckel bedeckt gehalten.

Das Medium wurde aus den Wells mit einer abgeflammten Pasteur-Pipette und der
Absaugpumpe angesaugt. Danach wurden die einzelnen Wells mit 500 uL Hanks’-
Puffer gespult, wobei die Platte abgedeckt und geschwenkt wurde, um eine effiziente
Spulung der Wells zu erreichen. Der Hanks’-Puffer wurde ebenfalls mit einer
Pasteur-Pipette abgesaugt, wobei darauf geachtet wurde, dass beim Wechsel der
Wells die Pipette grundlich abgeflammt wurde und zwischen verschiedenen

Zellpopulationen eine neue Pipette verwendet wurde.

Sodann wurde je 100 uL Trypsin in die zu z&hlenden Wells gegeben. Diese wurden
dann abgedeckt fur 7 Minuten inkubiert, wobei zwischenzeitliches Bewegen der
Flasche und leichtes Aufklopfen auf den Tisch es den Fibroblasten erleichterte, sich

vom Boden der Wells zu l6sen.

4.5.3. Zellzahlung einer TC24-Well-Platte

Die trypsinisierten Wells wurden zur Erfassung der Vitalitat mit jeweils 100 pL
Trypanblau versehen. Die Zellen wurden aus dem Well abgesaugt und in eine
Neubauer-Zahlkammer (verbesserter Typ, Tiefe 0,200 mm/0,0025 mm?2) gegeben.
Nun wurden die mit Trypanblau gefarbten bzw. nicht gefarbten Zellen gezahlt. Fur

das Ergebnis wurden drei Auszahlungen gemittelt.
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4.6. Exposition der Zellen gegeniiber Zigarettenrauchextrakt
4.6.1. Wachstumsversuch in einer TC24-Well-Platte mit Zigarettenrauchextrakt

Wie in 4.3.3. beschrieben wurde ein Versuch mit Lungenfibroblasten angesetzt. Nach
der ersten Zahlung wurden jeweils zwei Wells einer Reihe mit reinem D-MEM
versorgt, die anderen zwei wurden mit prozentual verdinntem Zigarettenrauch-
Extrakt versorgt. Nach weiteren 48 Stunden wurden die Zellen erneut trypsinisiert
und gezahlt (wie in 4.5.3. beschrieben); hierbei konnte der Zeitpunkt in einzelnen
Versuchen aus organisatorischen Grinden geringfliigig variieren. Je nach
gewinschter Dauer der Exposition wurden darauf hin die noch nicht gezahlten Wells

gewaschen und mit reinem D-MEM versorgt.

4.6.2. Prozentuale Verdinnung des Zigarettenrauchextrakts

Der gewonnene Zigarettenrauchextrakt (wie in 4.4.1. beschrieben) wurde als
Ausgangslésung mit einer Konzentration von 100 % festgelegt. Zur Exposition einer
TC24-Well-Platte wurde er mit reinem Kulturmedium auf die doppelte Konzentration
der fur die Exposition festgelegten Endkonzentration verdinnt. Diese lag zwischen
lund 10 %. Diese Verdunnung wurde auf die Zellen gebracht, und das Medium
vermischte sich mit dem sich dort noch befindlichen reinen Kulturmedium zur
gewilnschten Endkonzentration. Die zur Kontrolle unbehandelten Zellen erhielten

analog die gleiche Menge von reinem D-MEM.

4.6.3. Waschen der Wells zur Beendigung des Exposition

Um die Exposition zu beenden, wurden die Wells zwei- bis dreimal vorsichtig
gewaschen. Dabei wurde zum Schutz der Zellen jeweils ein Rest von 10 % des
Mediums temporéar in den Wells belassen. Es konnte somit davon ausgegangen
werden, dass nach dem Waschen allenfalls 0,1 — 1 % des Zigarettenrauchextraktes

im auf den Zellen verbleibenden Kulturmedium enthalten war.
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4.7. Uberprifen der zellularen Alterung mitttels B-Galaktosidase-Anfarbung
4.7.1. Fixieren der B-Galaktosidase-positiven Zellen

Zur Verarbeitung wurden auf 16 mm-Kunststoffblattchen, die in die Wells gegeben
wurden, die entsprechenden Zellen angezichtet. Danach wurden die Zellen wie folgt
fixiert und die Blattchen nach geeigneter Anfarbung unter dem Mikroskop nach -
Galaktosidase-positiven und -negativen Zellen ausgezahlt. Gezahlt wurden
insgesamt jeweils 700 Zellen.

Verwendet wurde das Senescence B-Galaktosidase Staining Kit der Firma Cell
Signaling. Dies beinhaltete 15 mL 10x Fixative Solution; 150 mg X-Gal; 15 mL 10x
Staining Solution; 1,5 mL 100x Staining Solution Supplement A: 500 mM potassium
ferrocyanide; 1,5 mL 100x Staining Solution Supplement B: 500 mM potassium

ferricyanid.

In der Vorbereitung wurden die 10x Staining- und die 10x Fixative Solution mit dest.
H20 auf 1x Losungen verdinnt. Hierzu wurden 425 pL 1x Staining Solution und 460
ML 1x Fixative Solution per 16 mm Well verwandt.

e 46 pL 10x Fixative Solution + 414 pL H20 ergab 460 pL 1x Fixative Solution.
e 42,5 puL 10x Staining Solution + 382,5 pL H20 ergab 425 pL 1x Staining Solution.

Fir die zu verwendende Staining Solution fur ein 16-mm-Well wurden folgende

Komponenten gebraucht:

425 pL 1x Staining Solution

4,6 pL Staining Supplement A

4,6 pL Staining Supplement B
23 puL 20mg/ml X-gal in DMF

Das Medium wurde von den Zellen entfernt und jedes Well einmal mit 1 mL 1xPBS
gewaschen. Danach wurden die Zellen mit 460 pL 1x Fixative Solution fir 10 — 15
Minuten bei Raumtemperatur fixiert. Nach dieser Zeit wurde die Fixative Solution von
den Zellen entfernt und jedes Well 2-mal mit 1 mL 1xPBS gewaschen. Danach
wurden pro Well 460 pL Staining Solution zugegeben, die Wells leicht geschiittelt
und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Fir eine langere Lagerung wurde die Staining

Solution nach der Inkubation entfernt und die Zellen mit 70 % Glycerin Uberlagert.
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Damit war eine Lagerung der Wells bzw. Plattchen bei 4°C Gber mehrere Wochen

ohne Verfalschung des Ergebnisses mdglich.

4.7.2. Anfarben und Zahlen der B-Galaktosidase-positiven Zellen

Die Blattchen wurden mit der Pinzette aus dem Well genommen und mit Aqua dest.
gespult. Danach wurden Sie zur besseren Erkennung der einzelnen Zellen beim
Zahlen gegengefarbt. Hierzu wurden sie fur 10 Minuten in Hamalaun-Losung nach
Mayer gelegt. Nach dieser Zeit wurden sie mit der Pinzette aus der Losung geholt
und so lange mit Aqua dest. gesplilt, bis keine Farbe mehr abspulbar war. Danach
wurde noch einmal kurz unter Leitungswasser gespilt. Nach diesem Vorgang
wurden die Blattchen dann fur 5 Minuten in 0,1-%ige NaCl-Losung gelegt.

1 Liter der verwendeten Hamalaun-Lésung nach Mayer hatte folgende

Zusammensetzung:

e Hamatoxylin 109

e Natriumjodat 0,29

e Aluminiumkaliumsulfat x12 H20 50,0 g

e Chloralhydrat 50,09

e Citronenséaure x1 H20 1,099

e \Wasser gereinigt 1000,0 g

Auf einen Objekttrager wurde ein Tropfen Aquatex gegeben, das Blattchen dariber
gelegt und dann unter dem Mikroskop ausgezéhlt. B-Galaktosidase-positive Zellen
wiesen als Ergebnis der beiden Anfarbungen ein tiurkisfarbenes Zytoplasma auf,
wahrend alle anderen Zellen ausschliel3lich durch Hamalaun geféarbte, rote Zellkerne

zeigten.
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Abbildung 2: Anfarbung der B-Galaktosidase-positiven Zellen mit Hamalaun-Losung. Die B-Galaktosidase-
positiven Zellen sind an ihrem tirkisfarbenen Zytoplasma zu erkennen, wahrend alle anderen Zellen lediglich
einen durch die Hamalaun-Lésung gefarbten roten Zellkern aufweisen.

4.7.3. Uberprufen der Seneszenz mittels Natriumbutyrat

Zur Uberprifung, ob die Fibroblasten gegen die seneszenzassoziierte j-
Galaktosidase positiv werden konnten, wurde der unspezifische Histondeacetylase-
Inhibitor Natriumbutyrat (Nr. 19364, Sigma) verwandt, der gemaR Literaturbefunden
solche Effekte hervorrufen kann [Ogryzko et al 1996a]. Hierzu wurden die Zellen fir
48 Stunden mit 5 mM Natriumbutyrat inkubiert und danach wie oben beschrieben flr
B-Galaktosidase angefarbt, fixiert und gezéhlt.

4.8. Gewebegewinnung und Zellkultur
4.8.1. Gewebegewinnung

Die Gewebeproben stammten aus OP-Resektaten, die von der Forschungsabteilung
des Krankenhauses GrofRRhansdorf zur Verfiigung gestellt wurden. Die Resektate
kamen von Patienten, bei denen auf Grund eines Bronchialkarzinoms ein
thoraxchirurgischer Eingriff vorgenommen werden musste. Diese Patienten waren
vornehmlich Raucher ohne Klinisch signifikante COPD oder mit nur gering
ausgepragter COPD. Von den gewonnenen Operationsresektaten wurden nach der
Operation seitens eines Pathologen die parenchymalen Proben an den
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pleuraseitigen Teilen der Resektate entfernt. Das Einverstandnis der Patienten und
die Genehmigung der zustandigen Ethikkommission, die Gewebeproben im Rahmen

von in vitro-Untersuchungen zu verarbeiten, lagen vor.

Nach der Entnahme wurde das Material ca. 15-20 Stunden in D-MEM plus
Antibiotikum gelagert und per Kurier verschickt. Durch Beobachtungen wurde
festgestellt, dass die Zellen bei Raumtemperatur die hdchste Vitalitat aufwiesen.
Daher wurden die Proben in einer Warmeisolierung verschickt, um wahrend des
Versands die Einwirkung von hohen oder niedrigen Umgebungstemperaturen zu

reduzieren. Danach wurde wie in 4.2.1. beschrieben weiter verfahren.

4.8.2. Zellkultur

Vorversuche, in denen mit TC48-Well-Platten gearbeitet wurde, um mdglichst viele
Wiederholungen und parallele Experimente zu ermdglichen, zeichneten sich leider
durch Probleme der Reproduzierbarkeit und das Vorkommen von Artefakten aus.
Dies betraf vor allem einen deutlichen Unterschied der Ergebnisse der randstandigen
von denen der zentralen Wells. Aus diesem Grund wurden die Zellen wie in 4.5.1.
beschrieben in TC24-Well-Platten ausgesat. Durch eine Belegung der Vertiefungen,
die fur jede Kondition sowohl ein mittel- als auch ein randstandiges Well umfasste,
wurde das Auftreten eines moglichen systematischen Fehlers minimiert.

O 0|00 |00
O 0O0/00|I00

00000
00000

Exposition mit CSE

Kontrollgruppe

Abbildung 3: Aufteilung der Wells einer TC24-Well-Platte mit jeweils 2 Wells pro Zahlung fur Zellen mit einer
Zigarettenrauchextrakt (CSE) Exposition und Zellen der unbehandelten Kontrollgruppe.
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4.9. Datenauswertung

Zur Beschreibung der MessgrofRen wurden Mittelwert und Standardfehler (SEM)
gewahlt. Fur die Zuwachsraten von Messzeitpunkt zu Messzeitpunkt wurden mittels
logarithmischer Transformation geometrische Mittel und Standardfehler berechnet,
um den faktoriellen Anderungen Rechnung zu tragen. Dabei ist der geometrische
Standardfehler als dimensionsloser Variabilitatsfaktor des geometrischen

Mittelwertes zu verstehen.

Um die verschiedenen Bedingungen statistisch miteinander zu vergleichen, wurden
Varianzanalysen herangezogen (ANOVA), die im Allgemeinen im repeated-
measures-Design erfolgten. Unterschiede der Kurven wurden hierbei zum einen
durch den mittleren Level des Faktors ,Exposition, zum anderen durch den
Interaktionsterm ,Exposition mal Zeit* geprift. Zusatzlich erfolgten nach Bedarf
konventionelle t-Tests fur verbundene Stichproben; im Ergebnisteil ist die Art des
verwendeten Tests jeweils angegeben. Korrelationen wurden  mittels

Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman quantifiziert.

Die Frage, inwieweit beobachtete Anderungen nach Exposition gegeniiber
Zigarettenrauchextrakt voriibergehenden oder intrinsisch persistierenden Charakter
hatten, wurde wie folgt angegangen. Die Zellzahlen zu verschiedenen Zeitpunkten
nach Exposition wurden auf die Zellzahlen bezogen, die entweder bei Beginn oder
bei Ende der Exposition beobachtet wurden. Hieraus ergaben sich relative
Steigerungsraten. Diese Steigerungsraten wurden dann fir jeden Zeitpunkt zwischen
Zigarettenrauchexposition und Kontrollexposition mittels t-Test verglichen. Auf diese
Weise wurde einerseits das Sistieren der Zellzahl unter Exposition bertcksichtigt,
welches selbst bei gleicher relativer Zunahme zu einer geringeren absoluten
Zunahme der Zellzahl gefuhrt hatte. Zum anderen wurde durch die Wahl gleicher
Zeitpunkte berucksichtigt, dass auch unabh&angig von der Proliferation zellulare
Alterungsprozesse ablaufen konnten, die zu einer zeitabhé&ngigen Reduktion der
Teilungsrate fuhren kdnnten. Wenn trotz Bezug auf die jeweilige Ausgangszellzahl
und Wahl des gleichen Zeitpunktes ein Unterschied zwischen Zigarettenrauch und
Kontrolle nach temporarer Exposition auftrat, ware dies als ein bleibender, nicht

reversibler Effekt zu interpretieren.

Das Niveau des Fehlers erster Art wurde wie Ublich auf p=0,05 festgelegt. Alle

statistischen Analysen erfolgten mit dem Programmpaket STATISTICA fur Windows.
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5. Ergebnisse

5.1. Vorversuche und Erfahrungen mit der Zellkultur

Die Vorversuche ergaben, dass sich zur Anzucht am besten Zellen der Passagen 1-3
eigneten. In Ausnahmen wurden auch hohere Passagen verwandt, sofern
wuchsstarke Zellklone vorlagen. Diese Zellen zeigten allerdings vereinzelt bereits
eine Abnahme der Proliferationsrate Uber die Zeit. Fir die Experimente wurden
Zellen unterschiedlicher Spender verwendet. Je nach Verfigbarkeit und nach
Wachstumsverhalten wurden diese jedoch fur mehr als ein Experiment verwendet. In
jedem Versuch wurden zwei parallele, beziiglich Spender und Exposition identische

Ansétze verwandt, deren Ergebnisse spater gemittelt wurden.

Fur die Versuche wurden vorzugsweise frisch angezogene Zellen verwendet, da
kryokonservierte Zellen bei der Anzucht haufig eine Verlangsamung der Proliferation

zeigten und im Allgemeinen schwieriger zu untersuchen waren.

Wahrend der Vorversuche stellte sich zudem heraus, dass durch wiederholtes
Herausnehmen und Wiedereinstellen der Zellkulturplatten in den Inkubator
Stérungen im Wachstumsverhalten hervorgerufen wurden. Aus diesem Grund
wurden die Versuche so organisiert, dass fur jeden geplanten Zahltag eine eigene
Platte angesetzt wurde. Sowohl fir alle Wells einer Platte als auch fiur die
Anzuchtflaschen herrschten somit die gleichen Wachstumsbedingungen bis zum
Zeitpunkt der Auswertung. Auf eine Platte wurde, wenn mdglich bis zu drei Spender
eingesat und um statistische Variablen zu beriicksichtigen jeweils 2 Wells pro

Spender.

Spender Spender Spender
A B C

8 8 8 8 8 8 Exposition mit CSE

Q0|00 |00
O O OO OO Kontrollgruppe

Abbildung 4: Belegung einer TC24-Well-Platte mit Zellen von drei Spendern. Auf diese Weise wurden 7 Platten
mit den jeweils drei gleichen Spenderzellen angelegt, um fir jeden Z&ahltag eine Platte bereit zu haben und eine
Storung des Wachstumsverhaltens beim wiederholten Herausnehmen der Platten aus dem Brutschrank zu

verhindern.
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5.1.1 Vorversuche mit Wasserstoffperoxid (H202)

Zur Uberprifung der Reaktionsbereitschaft der Lungenfibroblasten erfolgten
zunachst Versuche mittels Exposition gegeniber H202. Hierzu wurde den Zellen
H20: in unterschiedlichen, nicht toxischen Konzentrationen zugefihrt. Das H202 war
bei Zugabe in D-MEM gel6st, und die getesteten Konzentrationen rangierten
zwischen 10 und 100 pM, da Vorversuche mit Konzentrationen tber 100 pM einen
toxischen Effekt auf die Zellen gezeigt hatten. Nach Zugabe wurde das H20:2
entweder auf dem Gewebe belassen oder nach 2 Stunden durch Waschen mit
Kulturmedium wieder entfernt. Als Kontrolle wurden Zellen des gleichen Spenders
und der gleichen Passagezahl parallel nur mit Kulturmedium ohne H202 behandelt.
Es stellte sich heraus, dass Konzentrationen von 50 bis 100 uM einen deutlichen und
persistierenden inhibitorischen Effekt auf die Proliferation hervorriefen, unabhangig
von der Tatsache, ob das Kulturmedium nach 2 Stunden durch frisches Medium
ersetzt wurde oder nicht, wahrend die Konzentration von 10 pM nur einen

schwachen oder gar keinen Effekt auf die Zellen ausiibte.

5.1.2. Vorversuche mit Zigarettenrauchextrakt (CSE)

Die initialen Versuche mit Zigarettenrauchextrakt hatten gezeigt, dass Konzentra-
tionen von 10 % der Stammlésung einen toxischen Effekt auf Lungenfibroblasten
hatten, der sich in einem induzierten Zelltod und einer Abnahme der Zellzahl &ulRerte.
Die nachfolgenden Versuche erfolgten demzufolge mit einer Konzentration des CSE
von 1, 2 oder 5 % der Stammlésung. Die Untersuchungen erforderten zum einen,
dass eine ausreichende Zellzahl fur zuverlassige Zahlungen vorlag, andererseits,
dass die Exposition friih genug erfolgte, um noch persistierende Effekte erkennen zu
kénnen. Vorversuche hatten ergeben, dass unter diesen Bedingungen die Exposition
am gunstigsten 5-7 Tage nach Aussaat der Zellen in die Platte erfolgte. Die Zellzahl
wurde sowohl vor als auch nach Exposition und bis zum Erreichen eines Plateaus
ermittelt. Aus organisatorischen Grinden variierte der Abstand der Zahlzeitpunkte

geringfugig. In der Regel wurde jedoch alle 2-3 Tage eine Zahlung vorgenommen.

Die Exposition erfolgte bei einem Teil der Versuche dauerhaft, d.h. unter Verbleiben
des CSE auf den Zellen; hierbei wurde in regelméRigen Abstédnden frisches

Kulturmedium hinzugegeben. In anderen Versuchen erfolgte die Exposition
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temporéar, wobei nach 2 Tagen ein moglichst weitgehender Wechsel des
Kulturmediums vorgenommen wurde. Da sich in Vorversuchen bei einem
vollstandigen Mediumwechsel beobachten liel3, dass die Zellzahl massiv beeinflusst
wurde, wurde das Kulturmedium nicht vollstédndig abgesaugt, sondern bis auf einen
Rest von ca. 10 % des Volumens. Dieser Waschvorgang wurde 3x wiederholt, so
dass unter der Annahme einer Durchmischung nach dem Wechsel rechnerisch nur
ca. 0,1 % des ursprunglichen Mediums auf den Zellen verblieb. Aus Grinden der
Gleichbehandlung wurde mit den Zellen der Kontrollgruppe in derselben Weise

verfahren.

In den Vorversuchen wurde der Zigarettenrauchextrakt noch in PBS gel6st auf die
Zellen aufgebracht. Diese Versuche wurden jedoch zugunsten einer Losung des
CSE in D-MEM verlassen, da vermieden werden sollte, dass das Medium der Zellen
durch die Zugabe von CSE in PBS verdunnt wurde. Die Ergebnisse dieser Versuche
sind im Anhang unter Punkt 8.4. zu sehen. Es zeigten sich jedoch keine
wesentlichen Unterschiede zwischen den Versuchen mit PBS oder D-MEM.

5.2. Ergebnisse der Hauptversuche
5.2.1. Versuche mit Wasserstoffperoxid (H202)

Wie unter 5.1.1 beschrieben, zeigten die Vorversuche, dass es keinen Unterschied
machte, ob die Zellen dauerhaft oder nur tber 2 h mit 50 uM H202 versetzt wurden
(Abb. 6). Bei beiden Expositionen zeigte sich ein signifikanter Zyklusarrest (p<0,05)
gegeniuber den unbehandelten Kontrollzellen. Es zeigte sich jedoch kein statistisch
signifikanter Anstieg der Zahl der mittels Trypanblaufarbung ermittelten toten Zellen
gegenuber den lebenden. Bei den Versuchen mit 10 uM H202 zeigte sich zwar ein
Proliferationsstopp, dieser war jedoch nach einer Exposition Uber 2 h wieder
reversibel (Abb. 5).

Die mit H202 gewonnenen Ergebnisse belegten, dass die Zellen auf die Noxe
reagierten und dass diese Reaktion nicht notwendigerweise in einem dauerhaften
Wachstumsstopp bestand, wohl aber bestehen konnte. Dies war die Voraussetzung,
um die Frage einer moglicherweise andersartigen, unter Umstdnden persistierenden

Wirkung von Zigarettenrauchextrakt sinnvoll angehen zu kdénnen.
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Abbildung 5: Beispiel einer gemittelten Proliferationskurve einer Exposition von Lungenfibroblasten mit 10 uM
H20: uber 2 h. Der Zeitpunkt der Exposition ist mit einem Pfeil markiert. Wie aus der Kurve zu entnehmen, zeigte

sich nur ein geringfiigiger und rasch reversibler Proliferationsstopp der Zellen.
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Abbildung 6: Beispiel einer gemittelten Proliferationskurve einer Exposition von Lungenfibroblasten mit 50 uM
H202 lGber 2 h. Der Zeitpunkt der Exposition ist mit einem Pfeil markiert. Bei dieser Konzentration war ein

deutlicher und dauerhafter Zellzyklusarrest (p<0,05) zu erkennen.
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5.2.2. Versuche mit Zigarettenrauchextrakt (CSE)
5.2.2.1. Dauerhafte Exposition gegenuber Zigarettenrauchextrakt (CSE)

Bei der dauerhaften Gabe von 1, 2 und 5 % CSE lie3 sich eine signifikante
Reduktion der Gesamtzellzahl hervorrufen (jeweils p<0,001; ANOVA). Bei der Gabe
von 2 % und 5 % CSE galt dies nicht nur fur das Erreichen des Endniveaus, sondern
auch fir die Interaktionsterme (p<0,001), die einen nichtparallelen Verlauf
signalisierten. Zum letzten Messzeitpunkt lag die Zellzahl nach Gabe von CSE im
Mittel (+SEM) fur 1 % CSE um 9,3 + 5,2 % (n=7), fir 2 % CSE um 44,2 + 8,0 % (n=5)
und fur 5 % CSE um 55,7 £ 6,5 % (n=5) unter den entsprechenden Zellzahlen der

Kontrolle.

Zwecks naherer Analyse wurden die geometrischen Mittelwerte (SEM) des
Quotienten CSE versus Kontrolle miteinander verglichen. Diese betrugen fur 1 %
CSE 0,92 (1,06), fiir 2 % CSE 0,57 (1,14) und fir 5 % CSE 0,38 (1,20). Fir 2 % und
5 % waren diese Ergebnisse nicht signifikant verschieden, beide waren jedoch
kleiner als die Ergebnisse nach 1 % CSE (jeweils p<0,005; t-Test).

Wenn die Zellzahl, die nach 48 h der dauerhaften Exposition gegeniber CSE
gemessen wurde, als Bezugsgro3e fur die Steigerung der Zellzahl nach Exposition
gewahlt wurde, lag das geometrische Mittel (SEM) der Quotienten (CSE versus
Kontrolle) fur 1 % CSE bei 1,08 (1,07), fur 2 % CSE bei 0,94 (1,17) und fur 5 % CSE
bei 0,36 (1,21). Dabei war der Wert fur 5 % gegeniber den anderen beiden
signifikant verschieden (jeweils p<0,01). Die Werte von 1 % und 2 % unterschieden

sich jedoch nicht voneinander.

Die Zahl der vitalen Zellen, die mittels Trypanblau-Ausschluss ausgewertet wurde,
verhielt sich parallel zur Gesamtzellzahl; dies galt entsprechend fir die nicht-vitalen,
fur Trypanblau positiven Zellen. Die mittlere (+SEM) finale Reduktion der vitalen
Zellen lag im Vergleich zur Kontrolle fur 1 % CSE bei 13,7 = 6,7 %, fur 2 % CSE bei
44,4 + 8,9 %, und fur 5 % CSE bei 55,5 + 6,9 %.
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Mittelwerte und SEM
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Abbildung 7: Mittelwerte und Standardfehler der absoluten Zellzahlen bei einer dauerhaften Exposition der
Lungenfibroblasten mit 1 % CSE. Dabei zeigte sich eine signifikante Reduktion der Gesamtzellzahl (p<0,001).
Zum letzten Messpunkt lag die Zellzahl nach Gabe von 1% CSE im Mittel (+SEM) um 9,3 £ 5,2 % (n=7) unter den
entsprechenden Zellzahlen der unbehandelten Kontrollgruppe.
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Abbildung 8: Mittelwerte und Standardfehler des Prozentsatzes vitaler Zellen bei 1 % CSE Dauerexposition. Die
absolute Zahl der vitalen Zellen verhielt sich demgemaf parallel zur Gesamtzellzahl.
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Abbildung 9: Mittelwerte und Standardfehler des Prozentsatzes nicht vitaler Zellen bei 1 % CSE Dauerexposition.
Die mittlere (SEM) finale Reduktion der vitalen Zellen lag im Vergleich zur Kontrolle bei 13,7 + 6,7 %.
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Abbildung 10: Mittelwerte und Standardfehler der absoluten Zellzahlen bei einer dauerhaften Exposition der
Lungenfibroblasten mit 2 % CSE. Dabei zeigte sich eine signifikante Reduktion der Gesamtzellzahl (p<0,001).
Dies galt nicht nur fiir das Erreichen des Endniveaus, sondern auch fiir die Interaktionsterme (p<0,001), die einen
nichtparallelen Verlauf signalisierten. Zum letzten Messpunkt lag die Zellzahl nach Gabe von 2% CSE im Mittel

(xSEM) um 44,2 + 8,0 % (n=5) unter den entsprechenden Zellzahlen der unbehandelten Kontrollgruppe.
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Abbildung 11: Mittelwerte und Standardfehler des Prozentsatzes vitaler Zellen bei 2 % CSE Dauerexposition. Die
absolute Zahl der vitalen Zellen verhielt sich parallel zur Gesamtzellzahl. Die mittlere (+SEM) finale Reduktion der
Zahl der vitalen Zellen lag im Vergleich zur Kontrolle bei 44,4 + 8,9 %.
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Abbildung 12: Mittelwerte und Standardfehler des Prozentsatzes nicht vitaler Zellen bei 2 % CSE
Dauerexposition.
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Abbildung 13: Mittelwerte und Standardfehler bei einer dauerhaften Exposition der Lungenfibroblasten mit 5 %
CSE. Dabei zeigte sich eine signifikante Reduktion der Gesamtzellzahl.(p<0,001). Dies galt nicht nur fir das
Erreichen des Endniveaus, sondern auch fir die Interaktionsterme (p<0,001), die einen nichtparallelen Verlauf
signalisierten. Zum letzten Messpunkt lag die Zellzahl nach Gabe von 5% CSE im Mittel (+<SEM) um 55,7 + 6,5 %
(n=5) unter den entsprechenden Zellzahlen der unbehandelten Kontrollgruppe.
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Abbildung 14: Mittelwerte und Standardfehler des Prozentsatzes vitaler Zellen bei 5 % CSE Dauerexposition. Die
absolute Zahl der vitalen Zellen verhielt sich parallel zur Gesamtzellzahl. Die mittlere (+SEM) finale Reduktion der
vitalen Zellen lag im Vergleich zur Kontrolle bei 55,5 + 6,9 %.
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Abbildung 15: Mittelwerte und Standardfehler des Prozentsatzes nicht vitaler Zellen bei 5 % CSE
Dauerexposition.

5.2.2.2. Temporare Exposition gegenuber CSE

Die temporare, auf 48 h begrenzte Exposition erfolgte, bis auf Vorversuche,
ausschlie3lich mit 5 % CSE, um hinreichende Signalstéarken bei nichttoxischen
Effekten zu erzielen. Bei Exposition gegeniber 5 % CSE zeigten sich Unterschiede
des Verlaufs der Gesamtzellzahl, die sich sowohl im Niveau als auch

Interaktionsterm nachweisen lie3en (jeweils p<0,001, ANOVA).

Bei CSE- im Vergleich zu Kontroll-Exposition war die mittlere Zellzahl zum letzten
Messzeitpunkt auf im geometrischen Mittel 64,6 % (geometrische SEM als Faktor
1,09) reduziert (n=15 auswertbare Versuche ohne Pilzbefall oder andere Stérungen),
entsprechend einem 95%-Konfidenzintervall von 53,6 bis 77,8 % (t-Verteilung mit 14

Freiheitsgraden auf logarithmierte Werte angewandt).

Errechnete man den Steigerungsfaktor der Zellzahl von Beginn der Exposition bis
zum Ende des Versuchs relativ zu den Werten unmittelbar vor Exposition und
drickte diesen als Quotienten CSE/Kontrolle aus, so ergab sich das geometrische
Mittel (geometrische SEM) von 0,62 (1,12). Das 95%-Konfidenzintervall dieses
Quotienten rangierte von 0,482 bis 0,796. Ging man von dem unmittelbar nach Ende

der Exposition ermittelten Wert als Bezugsgrof3e aus, so fand sich in analoger Weise
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ein geometrisches Mittel (geometrische SEM) des Quotienten der Steigerungen von
0,746 (1,11), mit einem 95%-Konfidenzintervall von 0,594 bis 0,946. Beide

Konfidenzintervalle schlossen demzufolge nicht den Wert 1 ein.
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Abbildung 16: Temporéare Exposition mit 5 % CSE uber 48 h. Es zeigten sich Unterschiede des Verlaufs der
Gesamtzellzahl, die sich sowohl im Niveau als auch Interaktionsterm nachweisen lieRen (jeweils p<0,001;
ANOVA). Zum letzten Messpunkt war die mittlere Zellzahl auf im geometrischen Mittel 64,6 % (n=15) gegeniiber
den unbehandelten Kontrollzellen reduziert.

Im Vergleich der Zahlen vitaler und nicht-vitaler Zellen mit der Gesamtzellzahl fand
sich ein im Wesentlichen paralleler Verlauf. Zu Versuchende war bei einer Exposition
gegenuber CSE im Vergleich zur Kontrolle die Zahl vitaler Zellen um im
geometrischen Mittel 65,7 % (geometrische SEM 1,09) reduziert, entsprechend
einem 95%-Konfidenzintervall von 54,7 bis 78,9 %; diese Werte waren denjenigen

der Gesamtzellzahl &hnlich.
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Abbildung 17: Mittelwerte und Standardfehler des Prozentsatzes vitaler Zellen bei 5 % CSE fur 48 h. Es fand sich
ein im Wesentlichen paralleler Verlauf der vitalen und nicht vitalen Zellen im Vergleich mit der Gesamtzellzahl. Im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle war die Zahl vitaler Zellen um im Mittel (+SEM) 65,7 % reduziert
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Abbildung 18: Mittelwerte und Standardfehler des Prozentsatzes nicht vitaler Zellen bei 5 % CSE fir 48 h. Es
fand sich ein im Wesentlichen paralleler Verlauf der vitalen und nicht vitalen Zellen im Vergleich mit der
Gesamtzellzahl.
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5.3. Uberprufung der Seneszenz mittels B-Galaktosidase-Anfarbung
5.3.1. Versuche mit Natriumbutyrat

Zunachst wurde die Eignung des Seneszenzmarkers SA-B-Galaktosidase uberpruft,
indem Fibroblasten tUber 2 Tage mit 5 mM Na-Butyrat versehen wurden (n=3 in
Doppelbestimmung). In der Literatur beschriebene Versuche hatten gezeigt, dass
Lungenfibroblasten unter dem Einfluss von Histondeacetylase-Inhibitoren wie
Natriumbutyrat und TSA im Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen eine
persistierende Reduktion der Proliferationsrate zeigen kénnen [Ogryzko et al 1996a].
In den eigenen Versuchen ergab sich nach Gabe von Na-Butyrat ein signifikanter
Anstieg des Anteils B-Galaktosidase-positiver Zellen (p<0,005; ANOVA). Die
mittleren (tSEM) Prozentsatze (-Galaktosidase-positiver Zellen betrugen nach Na-
Butyrat 68,3 + 10,5 % und bei der Kontrolle 30,3 + 4,4 %.

100
5 mM NaBu

80
SA-B-Galaktosidase
positive Zellen in %

40 Kontrolle

20

0 Exposure
1 2 3 4 5 6
Zahlpunkte n = 3 in Doppelzéhlung

p < 0,005 (ANOVA)

Abbildung 19: Fur B-Galaktosidase positive Zellen bei Versuchen mit Natriumbutyrat. Es ergab sich ein
signifikanter Anstieg B-Galaktosidase-positiver Zellen (p<0,005, ANOVA). Dabei betrugen die mittleren (+SEM)
Prozentsatze 3-Galaktosidase-positiver Zellen 68,3 + 10,5 % und bei der unbehandelten Kontrolle 30,3 + 4,4 %.
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5.3.2. Effekt von Zigarettenrauchextrakt (CSE)

Die 48-stundige temporare Gabe von 5 % CSE bewirkte einen signifikanten Anstieg
der B-Galaktosidase-positiven Zellen gegenuber den unbehandelten Kontrollzellen
(p<0,005; ANOVA, n=5) (Abb. 20). Vor Exposition waren die Werte beider Gruppe
vergleichbar. Nach Exposition wurde zu 4 verschiedenen Zeitpunkten gezahlt. Dabei
ergaben sich fur die gegeniiber CSE exponierten Zellen tber die 4 Zeitpunkte
gemittelte Werte von 17,3 % positiver Zellen. Hingegen beliefen sich die positiven
Zellen der Kontrollgruppe auf im Mittel 9,0 %.

45
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n.s., ANOVA p<0.005, ANOVA
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Abbildung 20: Fur B-Galaktosidase positive Zellen nach einer Exposition mit 5 % CSE uber 48 h. Dabei zeigte
sich ein signifikanter Anstieg der Zellen gegenuiber den unbehandelten Kontrollzellen (p<0,005; ANOVA, n=5). Es
ergaben sich bei den mit CSE versehenen Zellen 17,3 % positive Zellen und bei der Kontrollgruppe 9,0 %

(gemittelte Werte tiber 4 Messzeitpunkte).
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6. Diskussion

Die Bedeutung des Alterns und insbesondere des zellularen Alterns fur die
Entstehung und Aufrechterhaltung chronischer Erkrankungen wird inzwischen
vielfach wahrgenommen [z.B. Armanios 2013, Kushner 2013, Menni et al. 2013,
Montecino-Rodriguez et al. 2013, Newgard & Sharpless 2013], Gber die Rolle des
Alterns in Populationen sowie im Spezies-Vergleich hinaus [Vaupel 2010, Jones et
al. 2014]. Neben bekannten Wegen wie demjenigen uber Mitochondrien [Bratic &
Larsson 2013] sowie speziellen Wegen, beispielsweise Uber Caveolin-1 [z.B. Volonte
et al. 2009], oder speziellen Zelltypen wie den sekretorischen Zellen [z.B. Tchonia et
al. 2013] gelten solche Wege als besonders interessant, die eine Integration
zwischen Stress, Altern, Langlebigkeit und Ern&hrung vermitteln, insbesondere die
Sirtuine [z.B. Hall et al. 2013]. Diese sind auch Hauptkandidaten der Vermittlung zu
epigenetischen Mechanismen, welche das Potential bergen, temporéare Einflliisse
dauerhaft einzuprogrammieren. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war nicht die
Untersuchung dieser molekularen Mechanismen, sondern der Aufbau eines
speziellen Zellkultursystems zur Simulation solcher Effekte in vitro. Als
Beobachtungsvariable einer induzierten Seneszenz konnten Verdnderungen des
Verlaufs der Proliferationskurven gentigen, nachdem durch weitere Marker und

andere Daten sichergestellt war, dass es sich tatsdchlich um Seneszenz handelte.

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung ergaben in der Tat Hinweise darauf,
dass eine einmalige, vorlibergehende Exposition primarer menschlicher
Lungenfibroblasten gegeniber Zigarettenrauchextrakt in Kultur zu einer bleibenden
Proliferationsstorung fihren kann und diese von Zeichen zelluléarer Alterung im Sinne
einer verstarkten Anfarbung fur die Seneszenz-assoziierte B-Galaktosidase begleitet
wird. Diese Daten stehen in Ubereinstimmung mit vorangegangenen Beobachtungen
an Lungenfibroblasten von Patienten mit Emphysem, die verglichen mit Zellen von
Kontrollpersonen eine reduzierte Proliferationsrate und -kapazitat aufwiesen (Abb.

21) sowie vermehrt positiv fur B-Galaktosidase waren [Holz et al. 2004].

41



70000
Cell number T

60000

50000

Kontrolle
40000

30000

20000

10000 Emphysema

24 h 48 h 72 h 96 h

Holz et al. Eur Respir J 2004

Abbildung 21: Reduzierte Proliferationsrate von Lungenfibroblasten bei Patienten mit Emphysem gegeniber
einer Kontrollgruppe [Holz et al 2004].

Somit konnten auch im Rahmen eines - notwendigerweise im Vergleich zur in vivo-
Exposition zeitlich limitierten - in vitro-Ansatzes die Beobachtungen an Patienten
durch kontrollierte Experimente nachvollzogen werden. Hierbei kann als wesentlicher
Befund gelten, dass auch eine temporare Exposition bleibende Effekte auf
Lungenfibroblasten hervorrufen kann, analog der Tatsache, dass die Fibroblasten
von Patienten mit Emphysem auch auf3erhalb der entzindlichen Umgebung ein
dauerhaft verandertes Verhalten zeigten. Dieses veranderte Verhalten wurde in der
vorliegenden Arbeit wie in vorangegangenen Arbeiten primar Uber die
Proliferationsrate erfasst, die ein unmittelbarer Ausdruck des Grades zellularer
Seneszenz ist. Die relativen Anstiege der Zellzahlen nach vortbergehender
Exposition waren nach CSE signifikant geringer als Kontrolle, gleich ob man als
Bezug die Zellzahlen unmittelbar vor oder unmittelbar nach Exposition zugrunde
legte. Dies auf3erte sich numerisch darin, dass der Quotient der relativen Zunahmen

nach CSE versus Kontrolle signifikant kleiner als Eins war.
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Im Folgenden werden einzelne methodologische und interpretatorische Aspekte der
vorliegenden Arbeit kritisch diskutiert und in Zusammenhang mit der vorliegenden

Literatur gebracht.

6.1. Bedingungen der Kultur und Auswertung der Zellen

Die Untersuchung primarer Zellen ist hdufig besonders von den Bedingungen der
Gewinnung dieser Zellen und der Kultur abhangig. In Vorversuchen zeigte sich, dass
Zellen, die unmittelbar aus einer Primarkultur gewonnen wurden, hohere
Proliferationsraten erzielten als Zellen einer htheren Passagezahl. Zudem ergaben
sich Hinweise darauf, dass die Zellen unter einem haufigen Wechsel zwischen
Brutschrank und Arbeitsbank, der mit einem Wechsel der Temperatur und CO2-
Konzentration einherging, litten. Deshalb wurde dazu Gbergegangen, jeweils eine 24-
Well-Platte pro Zahlung anzuzichten und diese mit mehreren Zelllinien eines oder
verschiedener Spender zu bestiicken. Somit waren von der Anzucht bis zur Zahlung
alle Wells den gleichen, konstanten Bedingungen ausgesetzt. In Vorversuchen zeigte
sich bei der Anzucht tiefgefrorener Zellen in Ubereinstimmung mit vorherigen
Beobachtungen unter ahnlichen Bedingungen [z.B. Holz et al. 2004], dass diese
Zellen langsamer wuchsen als die frisch angezogenen Zellen der gleichen Linie vor
dem Einfrieren. Daher gingen wir dazu Uber, ungeachtet der dadurch gegebenen
Limitierungen nur frisch angeziichtete und passagierte Zellreihen fir die Versuche zu
verwenden. Das Primarmaterial erhielten wir auf dem Postweg. Hierbei zeigte sich,
dass bereits angezichtete und versandte Zellreihen stérungsanfalliger waren als
Zellen, die vor Ort aus einem versandten Stiick Gewebe gewonnen und angeziichtet
wurden. Um die Abhéangigkeit der Ergebnisse von den Anzuchtbedingungen sowie
die damit einhergehende Variabilitdt zu erfassen, wurde nach Méglichkeit versucht,
mehrere Versuche der gleichen Zelllinie und Passage parallel anzuzichten, zu
behandeln und auszuzdhlen. Zudem wurden, nachdem die Vorversuche die
notwendigen Bedingungen geklart hatten, alle Versuche nach exakt dem gleichen

Schema durchgefihrt.

Priméarer Auswerteparameter war die Zellzahl, die direkt durch Zahlung in einer
Neubauer-Zahlkammer bestimmt wurde. Diese Methode hatte auch den Vortelil,
gleichzeitig eine Abschatzung der Vitalitdt der Zellen anhand der Trypanblau-

Farbung zu erlauben. Vorangegangene Experimente [z.B. Holz et al. 2004] hatten
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gezeigt, dass die direkte Zahlung, obwohl mihsamer und in nicht geringem Malie
fehlerbehaftet, anderen, eher automatisierbaren Methoden, insbesondere der BrdU-
Inkorporation tberlegen war. In der vorliegenden Arbeit erfolgten alle Zahlungen in
dreifacher Wiederholung an unabhangigen Proben, um ihre Zuverlassigkeit zu
erhdhen und Ausreil3er zu erkennen. In vorangegangenen Arbeiten hatten sich,
wenn die Zellzahl direkt bestimmt wurde [z.B. Holz et al. 2004], Unterschiede
zwischen der Proliferationsraten der Lungenfibroblasten von Patienten mit
Emphysem und Kontrollpatienten gezeigt. Diese Unterschiede zeigten sich jedoch
bei anderen Untersuchern nicht, wenn mittels BrdU-Einbau gemessen wurde
[Noordhoek et al. 2003].

Ferner stellt die Fahigkeit zur Zellteilung ein sehr direktes Mal3 des vitalen Zustandes
der Zellen dar. Diese ist abhangig von der Anwesenheit ausreichender
Wachstumsfaktoren, wie sie durch das zugegebene Serum gewéhrleistet war, sowie
einer ausreichend geringen Zelldichte, so dass keine Kontaktinhibition auftritt.
Zellularer Stress beansprucht die Ressourcen der Zelle, die in der Regel ihre
Proliferation reduziert oder einstellt. Eine bleibend reduzierte Proliferation signalisiert,
dass auch nach Wegnahme des Stressors ein signifikanter Anteil der Ressourcen
beansprucht wird oder eine bleibende, auch durch Wachstumsfaktoren nicht
aufhebbare Anderung eingetreten ist. Im Vergleich dazu haben andere
Seneszenzmarker, wie die Messung von Telomerenldngen oder die Induktion von
Zellzyklusinhibitoren, einen weitaus spezielleren Charakter. Zur biochemischen
Charakterisierung der zellularen Seneszenz wurde die Seneszenz-assoziierte f-
Galaktosidase gewahlt. Zwar ist umstritten, inwieweit dieser Marker ein spezifischer
Marker der zellularen Seneszenz ist oder ob er generell einen Marker des zellularen
Stress darstellt [Severino et al. 2000], doch erschien diese Unterscheidung in der
vorliegenden Arbeit sekundar, da die Seneszenz gerade gezielt Uber einen zellularen

Stress induziert werden sollte.

Da sich in Vorversuchen kein Unterschied der Wirkung von frischem und
eingefrorenem Zigarettenrauch-Extrakt, zumindest bei dauerhafter Exposition,
gezeigt hatte, wurde durchgangig fur die Versuche eingefrorener und jeweils frisch
aufgetauter Extrakt verwendet. Zwar kann man davon ausgehen, dass beim
Einfrieren und wieder Auftauen flichtige Komponenten verlorengehen, doch
bedeutet die jeweils frische Gewinnung nach aller Wahrscheinlichkeit auch eine
starkere Variabilitat der Extrakte, zumal die flichtigen Komponenten bereits beim
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Transport zur Zellkultur bzw. in der Kultur verlorengehen kénnen. Da mit der
Verwendung von Primarzellen bereits eine wesentliche Quelle variablen Verhaltens
von Versuch zu Versuch vorlag, wurde versucht, durch die Verwendung einheitlicher
Aliquots von Zigarettenrauchextrakt diese Quelle der Variabilitat mdglichst gering zu

halten.

Auch stellte sich die Frage, inwieweit in vivo die Lungenfibroblasten, im Gegensatz
etwa zu Epithelzellen, den flichtigen Komponenten tberhaupt ausgesetzt sind. Aus
analogen Griinden wurde der wasserltsliche Anteil des Zigarettenrauchs, wie er in
das Kulturmedium aufzunehmen war, verwendet. Das Kulturmedium wurde
verwandt, um dem Zigarettenrauch die Mdglichkeit der Reaktion mit organischen
Bestandteilen zu geben, die grundsatzlich in der Umgebung der Zellen vorkommen
kénnen. Von den wasserlgslichen Anteilen ist am ehesten zu erwarten, dass sie sich
in der Lunge gleichmafiig verteilen und auch die nicht unmittelbar an der Oberflache
gelegenen Fibroblasten erreichen. Zudem wurde auf diese Weise versucht, auch
systemische Effekte von Zigarettenrauch zu erfassen. Fir die nicht wasserléslichen
Komponenten kann man eine starker lokal begrenzte bzw. schwerer definierbare
Verteilung erwarten, und die Verwendung entsprechender organischer Extrakte hatte
aufgrund der erforderlichen L6semittel weitere Kontrollexperimente erfordert. Aus
diesen Griunden wurde die Verwendung von eingefrorenem, in Kulturmedium
aufgenommenem Zigarettenrauch-Extrakt als die praktikabelste und beste Lésung
erachtet. A posteriori zeigten die beobachteten temporéren und dauerhaften Effekte,
dass der verwendete Zigarettenrauch-Extrakt tatsachlich tber eine gentigende

Menge wirksamer Komponenten verfiigte.

6.2. Wirkung von Wasserstoffperoxid (H202)

Es ist seit langem bekannt, dass H202 auch in nichttoxischen Konzentrationen eine
dauerhafte Wirkung auf das Wachstum von Zellen ausiiben kann [Chen & Ames
1994]. Hierbei kann die Sensitivitat der Zellen unterschiedlich sein. Um zu prifen, ob
und bei welchen Konzentrationen die verwendeten primaren Zellen gegentber H202
empfindlich waren, wurde in Vorversuchen H20:2 in verschiedenen Konzentrationen
dauerhaft oder vorubergehend auf die Zellkulturen gegeben. Hierbei zeigte sich,
dass die primaren menschlichen Lungenfibroblasten unter den angewendeten

Kulturbedingungen einen dauerhaften Stillstand der Zellteilung entwickelten, der als
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Zeichen einer induzierten Seneszenz gelten konnte [JOrres et al. 2005]. Dies galt
sowohl fur eine dauerhafte als auch fir eine temporare Gabe von H202. Bei einer
Konzentration von 10 uM H20:2 ergab sich noch kein merkbarer Effekt, dieser trat erst
bei 50 uM auf.

Unserer Ergebnisse waren mit den friher beschriebenen Reaktionen anderer
Zelltypen vergleichbar [Chen & Ames 1994] und sprechen daher fur die Validitat
unserer Methoden. Auch die Tatsache, dass das einmalige Aufbringen einer
Konzentration von 10 pM H202 keinen merklichen Effekt auf die Proliferation der
Zellen hatte, entsprach bereits bekannten Befunden [Chen & Ames 1994, Chen et al
1998]. Diese Beobachtungen belegten, dass die verwendeten primaren
parenchymalen Lungenfibroblasten gegentber H202 ahnlich reagierten wie die
bislang verwandten Zelllinien des Menschen bzw. von Mausen. Zudem zeigten sie,
dass die Kultur- und Auswertebedingungen geeignet waren, um einen derartigen
Einfluss tatsachlich zu erkennen. Gemald dem Fokus der Arbeit auf der Wirkung von
Zigarettenrauch dienten die Versuche mit H202 nur als Vorversuche und wurden

nach ihrem positiven Ergebnis nicht weiter verfolgt.

6.3. Wirkung einer dauerhaften Zigarettenrauchexposition (CSE)

Aus friheren bzw. parallel mit der vorliegenden Arbeit erstellten Arbeiten ist bekannt,
dass die dauerhafte Exposition gegenuber Zigarettenrauch-Extrakt zu einer
dosisabhangigen Reduktion der Teilungsrate bei Zelllinien fihren kann [Tsuji et al
2004, Nyunoya et al 2006]. Die hier gemachten Beobachtungen stimmen mit diesen,
allerdings vorwiegend nicht an Primarzellen erhaltenen, Ergebnissen Uberein.
Besonders auffallend war, dass die Reduktion der Proliferationsrate im Wesentlichen
unmittelbar nach dem Auftragen von Zigarettenrauch-Extrakt zu beobachten war -
soweit die Interpretation der variablen Befunde der Primarzellen diese
Schlussfolgerung zuliel3. Es kam dabei allerdings nicht zu einem vdlligen Stillstand
der Proliferation innerhalb kurzer Zeit, sondern zu einer anhaltenden

Verlangsamung.

Diese Beobachtung spricht flr das Auftreten gegenregulatorischer Mechanismen, die
jedoch den Effekt des Zigarettenrauchs nicht vollstandig kompensieren bzw. wieder
aufheben konnten. Die statistische Analyse ergab, dass die Zunahme der Zellzahl

auch relativ zur jeweils vorhandenen Zellzahl reduziert war. Wirde es sich um einen
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kumulativen und sich stetig erneuernden Effekt handeln, wéaren das Eintreten eines
Plateaus und der komplette Stillstand der Proliferation zu erwarten gewesen. Zwar
wurde bei einer Applikation von 2% Zigarettenrauch-Extrakt kein Plateauwert gegen
Versuchsende erreicht, wohl hingegen bei einer Applikation von 5% Zigarettenrauch-
Extrakt. Diese Beobachtung legte nahe, dass die Induktion dauerhafter Effekte
konzentrationsabhangig sein kénnte. Fir die Versuche mit temporérer Exposition
wurde daher die Konzentration von 5% Zigarettenrauch-Extrakt gewéhlt, in der
Hoffnung, damit eine Balance zwischen einem auch bei transienter Exposition
gentgend starken und einem noch nicht im eigentlichen Sinne toxischen Effekt zu

erreichen.

6.4. Wirkung einer temporaren Zigarettenrauchexposition (CSE)

Die temporare Exposition diente dem Ziel, zu prifen, ob eine voribergehende Gabe
einer Noxe in nichttoxischer Konzentration eine bleibende Wirkung hervorrufen kann.
Dieses Ziel stellte die Hauptfragestellung der vorliegenden Arbeit dar. In der Tat
zeigte sich, dass nach Entfernung des Zigarettenrauch-Extrakts zwar die Zellen
voribergehend das Wachstum wieder aufnahmen, jedoch mit einer relativ zur
Zellzahl geringeren Rate als vor Exposition und ohne die absolute und relative
Zellzahl der Kontrolle gegen Versuchsende zu erreichen. Da die Proliferationskurve
der Kontrollzellen eine spontane Abnahme der Zellteilungsrate gegen Versuchsende
zeigte, war es in dem verwendeten Versuchsansatz nicht moéglich, mit den primaren
Lungenfibroblasten nachfolgende weitere temporare Expositionen durchzufiihren,
ohne dass die induzierte Seneszenz mit der spontan entwickelten interferierte. Auch
zeigten gegen Ende des Versuches hin die Zellkulturen teils ein stark variables
Verhalten bzw. erhohte sich das Risiko einer Kontamination, so dass im Rahmen

dieses Ansatzes Uber den weiteren Verlauf keine Aussage getroffen werden konnte.

Wichtig ist es, festzuhalten, dass die Frage nach der Dauerhaftigkeit des Effektes nur
mit dem verwendeten Versuchsaufbau beantwortet werden konnte. Eine dauerhafte
Exposition hatte zwar moglicherweise starkere Effekte hervorgerufen, doch wéren die
akuten Wirkungen nicht von induzierten dauerhaften Wirkungen zu trennen gewesen.
Interessant erscheint auch die Beobachtung, dass der Gesamtverlauf der
Proliferationskurven bei dauerhafter Gabe von Zigarettenrauch-Extrakt sowie nach
vorubergehender Gabe &hnlich war (vgl. Abb. 13 und Abb. 16).
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Daher steht in Ubereinstimmung mit den unter 6.3 angefiihrten Uberlegungen zu
vermuten, dass auch die dauerhafte Exposition den wesentlichen Teil ihrer Wirkung
aus der initialen Reaktion bezieht.

Ungeachtet der genannten Einschréankungen sowie der statistischen Limitationen
aufgrund der Variabilitdt zwischen den Primarkulturen verschiedener Anzuchten bzw.
Spender, lasst sich als statistisch sicherbar festhalten, dass weder die relative
Wachstumsrate noch die finale Zellzahl nach temporarer Zigarettenrauchexposition
mit denjenigen der Kontrollzellen Ubereinstimmten. Ginge man davon aus, dass die
Zellen einen beispielsweise an Telomeren gekoppelten Zahler haben, der priméar an
die Teilungszahl der Zellen, nicht hingegen an ihren physiologischen Zustand,
gekoppelt ist, so ware zu erwarten gewesen, dass die Zellen nach Beendigung der
Zigarettenrauchexposition aufholen und wiederum die vorbestimmte Zellzahl
erreichen wirden bzw. die relativen Proliferationsraten identisch gewesen waren, im
Gegensatz zu den Daten. Diese Beobachtungen bringen, in Ubereinstimmung mit
anderen Beobachtungen [z.B. Holz et al. 2004] Belege daflr bei, dass
Zigarettenrauch nicht nur einen akuten Effekt austibt und somit - mdglicherweise
noch verstarkt bei wiederholter Exposition - eine zellulare Seneszenz auch in vivo

hervorrufen kann.

Die Ergebnisse stimmen grundsétzlich Gberein mit denjenigen einer Arbeit an der
Fibroblasten-Zelllinie HFL-1, die erschien, als die Experimente der vorliegenden
Arbeit zum Abschluss gelangt waren [Nyunoya et al. 2006]. Auch hier wurde eine
dosisabhangige Reduktion der Proliferation gefunden, allerdings kein dauerhafter
Effekt. Diesen erreichten die Fibroblasten erst nach mehrmaliger Exposition. Der
Vergleich mit den Befunden der vorliegenden Arbeit deutet auf eine groRRere
Sensitivitdt der Primarzellen gegenuber Zigarettenrauch-Extrakt hin. Die grol3ere
Sensitivitat der Zellen aul3erte sich nicht zuletzt auch darin, dass die proliferative
Seneszenz in Kultur auch unter Kontrollbedingungen friher als bei der Zelllinie
eintrat, so dass wiederholte Expositionen gar nicht moglich waren. Diese
Interpretation scheint umso eher wahrscheinlich, als Nyunoya et al. [2006] frischen
Zigarettenrauch-Extrakt verwandten, von dem eher starkere als schwachere Effekte
im Vergleich zum eingefrorenen und wieder aufgetauten wassrigen Extrakt zu

erwarten sind.
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6.5. Einflisse auf die Vitalitat

Die in dieser Arbeit verwendeten priméren menschlichen Lungenfibroblasten zeigten
nach der Exposition mit Zigarettenrauchextrakt zunadchst eine verminderte
Proliferationsrate. Nach einiger Zeit gingen sie dann jedoch in das Endplateau Uber
und damit in das bekannte Stadium der replikativen Seneszenz, auch bekannt als
Hayflick-Limit [Hayflick & Moorhead 1961; Hayflick 1965]. In diesem Stadium war in
den weitaus meisten Fallen auch bei den Kontrollzellen noch keine Konfluenz
erreicht, so dass man als Ursache tatsachlich eine replikative Seneszenz und nicht

eine (reversible) Kontaktinhibition annehmen muss.

Im Rahmen der Auswertegenauigkeit verhielt sich die Zahl der vitalen Zellen und der
gegenuber Trypanblau positiven, nicht-vitalen Zellen vollig parallel zur
Gesamtzellzahl (vgl. Abb. 8; 9; 11; 12; 14; 15; 17; 18). Allerdings war, vermutlich als
Ausdruck der Variabilitat bei der Auswertung, die relative Streuung grofRer,
insbesondere bei den positiven Zellen. Aufgrund dieser Beobachtungen kann man
davon ausgehen, dass die Konzentrationen des Zigarettenrauchextraktes zwischen
1% und 5% niedrig genug waren, um keine messbaren Auswirkungen auf die Vitalitat
der Zellen zu haben. In Vorversuchen mit hoheren Konzentrationen von
Zigarettenrauch als 5% traten eine Reduktion der Vitalitdt und eine Veranderung der
Zellmorphologie auf, so dass diese Konzentrationen eindeutig toxische Effekte
hatten. Mdogliche Selektionseffekte durch differentielles Absterben besonders
suszeptibler Zellen kdnnen durch die Beobachtung der Parallelitat der Zellzahlen
zwar im Prinzip auch fur die vorliegenden Versuche nicht ganz ausgeschlossen
werden, allerdings kann man davon ausgehen, dass diese allenfalls einen sehr

kleinen Teil der Population betroffen haben kénnen.

6.6. Seneszenzmarker

Die Analyse des Markers SA-B-Galaktosidase ergab eine Zunahme der Anfarbung
bei Zellen, die gegentber Zigarettenrauch-Extrakt exponiert worden waren. In der
Literatur wurde SA-B-Galaktosidase als Seneszenzmarker beschrieben [Dimri et al.
1995] und in vielen Untersuchungen eingesetzt. Da bekannt ist, dass die Expression
der SA-B-Galaktosidase auch unabhangig vom Wachstumsverhalten hervorgerufen
werden kann, ist es allerdings auch mdglich, dass es sich hierbei allgemeiner um

einen Marker fUr zellularen Stress als um einen spezifischen Seneszenzmarker
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handelt [Severino et al. 2000]. In der Literatur ist fur Na-Butyrat beschrieben, dass
Lungenfibroblasten unter seinem Einfluss eine anhaltende Verminderung der
Proliferationsrate zeigen [Ogryzko et al. 1996a] und gleichzeitig Zeichen der
Seneszenz; dies belegt auch die Eignung dieses Markers. In der vorliegenden
Untersuchung zeigte sich das Vorliegen einer zellularen Seneszenz jedoch auch
morphologisch im Sinne der bekannten GroRenzunahme und Verbreiterung der
Zellen. Jedoch wurden diese Beobachtungen nicht quantitativ ausgewertet, da kein

standardisiertes Verfahren existierte.

Es ist somit davon auszugehen, dass die genannten Einwande die Interpretation der
Ergebnisse nicht ungulltig machen und die positive Farbung tatsachlich eine
Seneszenz anzeigte, deren Auftreten aufgrund ihrer Induktion durch Zigarettenrauch
notwendigerweise auch mit einem zellularen Stress einherging. Der hier beobachtete
Anstieg der SA-B-Galaktosidase-positiven Zellen auch nach Exposition gegeniber
Zigarettenrauch-Extrakt tUber nur 48 Stunden &hnelt dem Ergebnis einer bereits
erschienenen Arbeit [Nyunoya et al. 2006]. Bemerkenswert ist, dass primare
Lungenfibroblasten von Patienten mit Emphysem vermehrt positiv fir -
Galaktosidase waren [Muller et al. 2006b]. Zudem konnte in der genannten Arbeit
durch sequentielle Analysen aufeinanderfolgender Passagen gezeigt werden, dass
dieser Marker unter Kulturbedingungen, die den hier verwendeten sehr &ahnlich

waren, tatsachlich ein Marker auch der proliferativen Seneszenz war.

6.7. Limitation der Versuche

Die durchgefihrten Versuche unterlagen notwendigerweise einer Reihe von
Einschrankungen, die teils durch die Eigenheiten von Zellkulturversuchen gegeben
sind, teils aus der Verwendung primarer Zellen resultierten, teils auf das
eingeschrankte Spektrum der MessgrofRen und der Variationsmoglichkeiten des

Versuchsprotokolls zuriickzufiihren waren.

Zellkulturversuche stellen unumganglicherweise eine Vereinfachung gegenuber einer
in vivo-Exposition dar. Dies gilt nicht nur wegen der in der Regel erfolgenden
Monokultur subkonfluenter Zellen, sondern auch deshalb, weil die komplexen
Interaktionen zwischen Zellen verschiedener Art ausgeschlossen oder begrenzt sind

und die raumliche Struktur der in vivo-Situation fehilt.
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Die verwendeten Zellen stammten alle aus Primarkulturen auf Explantbasis, die in
der Anzucht und Kultivierung vermutlich einer nicht im Detail zu erfassenden und
kontrollierenden Selektion unterlagen. Anzunehmen ist, dass eher wuchsstarke
Zellen aus der Explantkultur in die nachfolgenden Passagen gelangten. Solche
Zellen sind vermutlich weiter vom Zustand der Seneszenz entfernt als nicht oder
nicht so gut auswachsende Zellen und bieten insofern das Potential fur die Induktion
einer Seneszenz durch eine externe Noxe. Da andererseits die Gewebeproben in der
Regel von langjahrigen Rauchern stammten, die wegen eines Bronchialkarzinoms
operiert werden mussten und dabei kein Klinisch relevantes Emphysem zeigten, liel3e
sich auch argumentieren, dass die auswachsenden Zellen in vivo gegeniber einer
induzierten Seneszenz resistent geworden sein konnten. Da die Proliferationsrate in
vivo sehr gering sein dirfte, liel3e sich gegen dieses Argument wiederum anfihren,
dass eine geringere Proliferation in vielen Fallen auch mit einem erhdhten
Abwehrpotential gegenuiber Noxen einhergeht und damit die maximale Stimulation

zur Proliferation wieder eine Sensibilitat gegentber solchen Noxen implizierte.

Diese  Uberlegungen  verdeutlichen, dass die Verwendung primarer
Lungenfibroblasten in der vorliegenden Arbeit zwar gegenuber der Ublichen
Verwendung von Zelllinien den Vorteil hatte, mit geringerer Wahrscheinlichkeit Zellen
zu untersuchen, die gegenlber der in vivo-Situation regulatorisch verandert sind,

dass aber dennoch Artefakte nicht auszuschlielRen sind.

Darliber hinaus bedeutete die Anwesenheit hoher Serumkonzentrationen einen
starken Proliferationsstimulus. Dieser ist allerdings erforderlich, um in endlicher Zeit
angesichts der anderen Unwagbarkeiten von Zellkulturversuchen zu ausreichenden
Zellzahlen und Wachstumsraten und somit zu auswertbaren Signalen zu gelangen.
Zeichen der unter den Zellkulturbedingungen bekannten proliferativen Seneszenz im
Sinne eines Zellteilungsstopps fanden sich durchgangig am Ende der Versuche.
Somit ist davon auszugehen, dass die Reduktion der Wachstumsrate nicht alleine auf
die Exposition gegentber Zigarettenrauchextrakt zurtickzufihren war, sondern diese
mit anderen, spontan seneszenzinduzierenden Mechanismen interferierte oder
konkurrierte. Die veranderten Wachstumsbedingungen in vitro gegenuber der in
vivo-Situation kdnnen somit eine wesentliche Rolle gespielt haben. Von einzelnen
Untersuchern wurde sogar das Phanomen der replikativen Seneszenz generell als
Artefakt deklariert [Rubin 1997]. Erwadhnt sei jedoch, dass sich beispielsweise die

Unterschiede der Proliferationsrate der Lungenfibroblasten von Patienten mit
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Emphysem und Kontrollpatienten, die bei hoher Serumkonzentration beobachtet
wurden, auch bei niedriger Serumkonzentration auftraten [Holz et al. 2004]. Dies legt
nahe, dass zumindest intrinsische Unterschiede des zellularen Verhaltens nicht
durch die Kulturbedingungen zum Verschwinden gebracht werden. Dies gilt

vermutlich auch fir induzierte Unterschiede.

Der in den Versuchen verwendete Zigarettenrauchextrakt enthielt nur die
wasserloslichen bzw. in Kulturmedium in einer Waschflasche aufnehmbaren
Komponenten. Es ist davon auszugehen, dass die gasférmigen Komponenten
spatestens beim Asservieren und Vorbereiten des Extraktes zur Verwendung
verlorengingen.  Nicht oder schlecht wasserldsliche waren  vermutlich
unterreprasentiert und konnten den Zellen nicht zugefiihrt werden. Diese
Limitationen wurden bewusst in Kauf genommen, da mit ihnen der Vorteil einer
besseren Standardisierung verbunden schien. Der Prozess der Gewinnung des
Zigarettenrauchextraktes hatte gezeigt, dass die in Rauch enthaltenen teerartigen
Substanzen innerhalb kurzer Zeit zu einer Veradnderung der Flussraten bzw.
Abrauchzeiten fliihren konnten. Daher erschien es ratsam, groRere Mengen eines
gepoolten und somit die Vergleichbarkeit der Versuche gewahrleistenden Extraktes

Zu verwenden.

Ferner war die Uberlegung, dass die wasserloslichen Komponenten des
Zigarettenrauchs in vivo vermutlich auch jenseits des unmittelbaren Expositionsortes
Effekte hervorrufen kénnen, was vielleicht bei Lipid- bzw. lipidléslichen Komponenten
weniger der Fall ist. Daher konnen Ergebnisse, die mit wasserloslichen
Komponenten des Zigarettenrauchextrakts gewonnen wurden, moglicherweise eher

auf andere Organe als die Lunge Ubertragen werden.

In der Tat ist bekannt, dass Raucher in verschiedenen Organen, darunter der Haut,
Zeichen einer vorzeitigen Alterung zeigen. Zwar konnten die hier vorgestellten
Versuche keinen Hinweis darauf geben, welche Komponente des Zigarettenrauchs
die beobachteten Veranderungen hervorrief; dies erfolgte in einer weiterfihrenden
Arbeit [De Ritis 2009] die ergab, dass die Effekte jeweils etwa zur Halfte auf Nikotin
und auf Oxidanzien zurickzufihren waren. Jedoch war im Falle positiver Effekte
davon auszugehen, dass bei Verwendung frischen Zigarettenrauchextraktes oder
einer unmittelbaren Begasung mit Zigarettenrauch innerhalb eines Brutschranks
[Beisswenger et al. 2004] eher starkere und nicht schwachere Effekte zu erwarten
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gewesen waren; allerdings sind Begasungen wegen der Austrocknungsgefahr der

Zellen auch artefaktanfalliger.

Wie bei Verwendung primérer Zellen Ublich, wurden die Versuche auch durch die
akzeptable bzw. mdgliche Passagezahl der verwendeten Zellen limitiert. Es zeigte
sich, dass Zellen mit einer Passagezahl groRer 4 eine geringere Proliferationsrate
aufwiesen als Zellen einer niedrigeren Passagezahl. Denkbar wére, dass die Effekte
auf das Wachstum der Zellen sowohl von der Passagezahl als auch vom Zeitpunkt
der Exposition gegenlber Zigarettenrauchextrakt innerhalb des Versuches abhingen.
Dies konnte in den vorliegenden Versuchen nicht geklart werden, sondern war einer
weiterfiuhrenden Untersuchung vorbehalten [Cannard et al. 2006], die in der Tat
Hinweise auf eine zeitabhangige Sensibilitat der primaren Lungenfibroblasten ergab.
Das Zeitfenster, das zur Induktion von Effekten und zur Nachbeobachtung zur
Verfiigung stand, wurde durch die limitierte Passagezahl und die spontane replikative
Seneszenz innerhalb des Versuchs beschrankt. Allerdings ist fraglich, ob
beispielsweise die Verwendung geringerer Serumkonzentrationen, die mit einer
geringeren Proliferationsrate einhergehen, die Sensibilitit der Zellen nicht soweit
herabsetzen, dass wiederholte Expositionen erforderlich werden, mit der Folge eines

erneut limitierten Nachbeobachtungsfensters.

Dartber hinaus beschrankte sich die vorliegende Arbeit auf die Erfassung der
Proliferation als phdnomenologischem Marker zellularer Seneszenz. Die proliferative
Kapazitat markiert jedoch nicht nur einen wichtigen und etablierten zellularen
Endpunkt, sondern stellt im Ergebnis das Resultat vieler verschiedener Prozesse dar.
Aufgrund dieses kumulativen Charakters erschien sie zur Erfassung bleibender
Veranderungen besser geeignet als molekularbiologische oder immunologische
Marker, unter denen zum Zeitpunkt der Untersuchung keiner eindeutig mit zellularer
Seneszenz assoziiert werden konnte. Hingegen ist (replikative) Seneszenz geradezu
definierbar Uber den Verlust des proliferativen Potentials. Als einziger weiterer
Marker wurde die Anfarbung fiir die Seneszenz-assoziierte [-Galaktosidase
eingesetzt [Dimri et al. 1995]. Dieser Marker ist zwar als Stressmarker [Severino et
al. 2000] ebenfalls nicht eineindeutig einer zellularen Seneszenz zuzuordnen, jedoch
nach den vorliegenden Daten im Falle einer Seneszenz immer positiv. In den
Versuchen wurde auch aus dem Grunde nicht mit biochemischen Markern
gearbeitet, da dies in Anbetracht der vielen im Vorfeld zu l6senden experimentellen
Probleme den Umfang der Arbeit Uberschritten hatte. Daher lassen sich keine
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Aussagen Uber Veranderungen auf der molekularen Ebene treffen. Solche Aussagen

konnen zum Teil aus publizierten Daten an Zelllinien abgeleitet werden.

6.8. Schlussfolgerung

Die in dieser Arbeit beschriebenen Versuche erlauben die These, dass auch unter
den Bedingungen einer Zellkultur die einmalige Exposition gegenuber
Zigarettenrauchextrakt einen dauerhaften Effekt auf das Proliferationsverhalten
primarer parenchymaler menschlicher Lungenfibroblasten ausiben kann. Zwar war
der Effekt relativ klein und der Anteil der Reduktion der Zellzahl, der sich aufgrund
der akuten Suppression der Proliferation wahrend der temporéaren Exposition ergab,
verglichen mit den spateren Anderungen relativ groR. Dennoch erreichten die CSE-
exponierten Zellen am Ende der Exposition statistisch gesichert weder absolut noch
relativ die Zellzahl der Kontrollzellen. Somit war ein bleibender Effekt zu beobachten,
von dem zu vermuten steht, dass er in vivo Konsequenzen fir den Prozess des
Zellersatzes bzw. der Reparatur hat. Dabei l&asst sich leider nicht entscheiden, ob
dieser beobachtete Unterschied des Wachstumsverhaltens verglichen mit den
andernorts verwendeten Fibroblastenzelllinien vom Kulturmedium oder verwendeten
Zigarettenrauchextrakt abhing oder es sich um eine spezifische Eigenschaft der
primaren Zellen handelte. Da sich in Vorversuchen kein Unterschied der Wirkung von
frischem und eingefrorenem Zigarettenrauchextrakt gezeigt hatte, scheint auch der in
dieser Untersuchung verwendete eingefroren Extrakt im Vergleich zu dem sonst
verwendeten frischen Extrakt kein triftiger Grund fir die genannten Unterschiede zu
sein, zumal man davon ausgehen kann, dass eventuell beim Einfrieren
verlorengegangene fliichtige Komponenten in frischem Extrakt eher einen stéarkeren,

als einen schwacheren akuten Effekt hatten haben missen.

Die vorliegende Arbeit erbrachte somit Hinweise auf zellulare Gedachtniseffekte im
Sinne einer induzierten Alterung durch Zigarettenrauchexposition, welche durch die
Anfarbung der gegeniiber CSE exponierten Zellen mit B-Galaktosidase unterstrichen
wurden. Diese Beobachtungen gehen mit denen einer vorzeitigen Alterung der

Lungenfibroblasten von Patienten mit Emphysem konform.

Dennoch ist anzustreben, die Expositionsbedingungen in kinftigen Untersuchungen
zu optimieren, um die zeitliche Beobachtung der Zellveranderungen zu verbessern,

unabhangig davon, ob die Exposition dauerhaft erfolgt oder auf eine bestimmte Zeit
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terminiert ist. So ist derzeit noch nicht klar, ob eine mehrfache Exposition auch
starkere Effekte an den Zellen hervorruft. Auch konnte in dieser Arbeit nicht geklart
werden, ob der Zeitpunkt der Exposition wéhrend einer Proliferationskurve eine
Auswirkung auf die Effekte hat, sowie welche molekularen und biochemischen
Reaktionen im Detail von einzelnen Komponenten des Zigarettenrauchextraktes

hervorgerufen werden.

6.9. Ausblick auf weiterfihrende Experimente

Weiterfihrende Experimente sollten die Wirkungen einer wiederholten Exposition
gegenuber Zigarettenrauch-Extrakt, sowie die relativen Anteile von Nikotin und
oxidativen Bestandteilen des Zigarettenrauchs eruieren. Darliber hinaus ist es
erstrebenswert zu priifen, inwieweit sich bleibende Anderungen der Regulation auf
epigenetischer Ebene induzieren lassen, beispielsweise auf der Ebene der
kovalenten Anderungen von Histonen, da bekannt ist, dass Histondeacetylasen
oxidativ geschadigt werden kdnnen.

Die hier vorliegende Untersuchung stellte eine rein phanomenologische Studie dar
und war daher im Wesentlichen auf die Erfassung der Proliferation beschréankt. Somit
wurden grundlegende Marker der Zellzyklusregulation wie p16, p21, p53, Rb und p38
[z.B. Tsuji et al. 2004, Nyunoya et al 2006] nicht erhoben. Diese, sowie weitere
spezifische Indikatoren der Seneszenz, sollten fir kiunftige Studien vorgesehen
werden. Dies umfasst auch Anderungen der Chromatin-Organisation, wie die
Analyse der Seneszenz-assoziierten heterochromatischen Foci (SAHF) [Zink et al.
2004]. In einer Arbeit konnte beobachtet werden, dass durch den Einfluss von
Zigarettenrauch-Extrakt nicht nur eine vermehrte Expression von pl6 und p21
auftrat, sondern sich dabei Unterschiede zwischen einer temporaren und einer

dauerhaften Exposition finden lieRen [Nyunoya et al 2006].

Des Weiteren ist bekannt, dass Zigarettenrauch-Extrakt die Aktivitat bzw. Produktion
der Matrix-Metalloproteinase 1 und 2 erhdhen kann [Kim et al. 2004b, Ning et al.
2006] und dass im Gefolge die Cyclooxygenase-2 die mikrosomale Prostaglandin-
E2-synthase induzieren kann [Martey at al. 2004]. Diese Befunde sind unter dem
Aspekt des Matrix-Remodelling interessant. Bislang allerdings wurden Daten zu
primaren menschlichen Lungenfibroblasten und insbesondere solche von Patienten

mit Emphysem nur in wenigen Experimenten gewonnen, die fir eine sichere
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Aussage nicht ausreichen. Auch fokussieren sie sich, wie die vorliegende Arbeit,
primar auf die Proliferation [siehe auch Nobukuni et al. 2002]. Um Artefakte
auszuschlieBen, ware es zudem winschenswert, bei der Interpretation der
Ergebnisse in Zukunft den potentiellen Einfluss der Kulturbedingungen kritischer als
bislang zu betrachten [Balin et al. 2002].
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7. Zusammenfassung

Die COPD ist eine weit verbreitete Krankheit, die in zwei Phanotypen vorkommt, die
allerdings selten isoliert voneinander anzutreffen sind. Dies sind die chronische

Bronchitis sowie das Lungenemphysem.

Fuhrend bei der chronischen Bronchitis ist eine entzindliche Reaktion der
Bronchiolen, mit reaktiv gesteigerter Schleimproduktion, Verminderung des
Zilienschlages und einer erhdhten Permeabilitat des Epithels. Hierunter kommt es zu
einer Verminderung des Gasaustausches mit nachfolgender Hypoxie und
Hyperkapnie. Diese Prozesse finden vor allem im Epithel der zentralen Luftwege und
in den schleimbildenden Driisenzellen statt. Ein Emphysem ist gegeben, wenn die
LuftrAume distal der Bronchioli terminali irreversibel erweitert sind. Diese Prozesse
werden nach gangiger Meinung durch @hnliche entziindliche Prozesse gesteuert wie
die chronische Bronchitis; die Unterscheidung zwischen beiden ist Gegenstand vieler
derzeitiger Arbeiten. Beim Emphysem fiihren sie primér zu einer Destruktion der
Alveolarsepten und Aufweitung der Luftraume. Wahrend bei der gesunden Lunge die
elastische Ruckstellkraft dazu fuhrt, dass die Luft wieder aus der Lungen entweichen
kann, kommt es beim Emphysem durch die Verminderung der Elastizitat zu einem
exspiratorischen Kollaps. Es werden verschiedene Emphysemtypen unterschieden,
wobei das centriacindre am ehesten mit dem Rauchen von Tabak in Verbindung
gebracht wird. Aufgrund der verminderten Elastizitat der Lunge und einer vermehrten
Blasenbildung durch Destruktion der Septen kommt es zu einer Verringerung des
Gasaustausches und in der Folge zu einer Hypoxie und Hyperkapnie. Die
Entstehung eines Emphysems ist in der Regel irreversibel.

Unter den Strukturzellen der Lungen spielen die Fibroblasten eine entscheidende
Rolle. Werden sie durch innere oder aufR3ere Einflusse geschadigt, kann es zu
Strukturveréanderungen der Lunge kommen. Die Fibroblasten in den Alveolen sind
Stressoren von aul3en ausgesetzt und missen daher in der Lage sein, Schaden zu
reparieren. Dazu ist eine hinreichende Teilungsfahigkeit nétig. Sind jedoch die

ortsstandigen Zellen geschadigt, kann es zu einem Strukturschaden kommen.

Bei Rauchern fallt besonders das friihzeitige Altern auf. Altern geht mit eine
Reduktion der Teilungsfahigkeit gealterter Zellen einher. Bei der Entstehung und
Progression des Emphysems kdnnte die Induktion einer zellularen Seneszenz und

Storung der Organerhaltung durch Rauchen eine Rolle spielen. Darauf deuten
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Arbeiten hin, die seneszente Zellen bei Patienten mit Emphysem nachweisen

konnten.

Die vorliegende Untersuchung versuchte experimentell herauszufinden, ob diese
Hypothese belegbar ist und insbesondere eine voriibergehende Exposition bleibende
Effekte haben kann. Hierzu wurden primare menschliche Lungenfibroblasten zum
einen mit normalem Nahrmedium versorgt, zum anderen mit solchem, das zuvor mit
Zigarettenrauchextrakt angereichert wurde. Dabei wurden unterschiedliche
Prozentdosen verabreicht. In Vorversuchen wurde die Wirkung von Wasserstoff-
peroxid, von dem eine Seneszenz-induzierende Wirkung bekannt ist, in
verschiedenen Dosen untersucht; hier zeigte sich eine gesteigerte Zahl an
seneszenten Zellen. In den folgenden Untersuchungen mit bleibender Exposition
gegenuber Zigarettenrauchextrakt zeigten sich ahnliche Veranderungen. Dabei
ergab sich, dass eine Konzentration von 10 % Zigarettenrauchextrakt zu toxischen
Effekten fuhrte. Am ehesten erschien eine Konzentration von 5% flir eine temporére
Exposition geeignet.

Die Versuche zur Hauptfragestellung erfolgten daher primar mit 5 %
Zigarettenrauchextrakt. Die Zellkulturen liefen im Mittel Uber etwa 14 Tage mit
nominell 7 Zahlungen in diesem Zeitraum. Zum Zeitpunkt der dritten Zahlung wurden
die Zellen fir 48 h entweder mit Zigarettenrauchextrakt oder Kontrollmedium
belastet; die nachste Zahlung folgte am Ende der Belastung, weitere folgten bis zu
Tag 14. Es zeigte sich in 15 auswertbaren Versuchen ein bleibender Effekt von
Zigarettenrauchextrakt in dem Sinne, dass nach Exposition die Proliferation weder
absolut noch relativ zur jeweiligen Zellzahl wieder auf die Werte der Kontrollen
aufholte (jeweils p<0,05 bei verschiedenen Bezugsgrol3en); die Zellzahl betrug am
Ende im Mittel nur 65 % der Kontrolle. Hierbei traten keine erkennbaren Effekte auf

die Vitalitat auf.

In zusétzlich durchgefiihrten Untersuchungen konnte ein signifikanter (p<0,005)
Anstieg von flr den Seneszenz- und Stressmarker B-Galaktosidase positiven Zellen
im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle gezeigt werden. Die Eignung der [-
Galaktosidase als Seneszenzmarker war fir Na-Butyrat in der Literatur beschrieben,
derart, dass Lungenfibroblasten unter seinem Einfluss eine anhaltende
Verminderung der Proliferationsrate zeigten [Ogryzko et al. 1996a]. Die analoge

Wirkung auf primare Lungenfibroblasten wurde in Vorversuchen mit Na-Butyrat
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Uberpruft. Die Seneszenz der Zelle zeigte sich auch zellmorphologisch; es ist daher

davon auszugehen, dass es sich tatsachlich um seneszente Zellen handelte.

Die vorgelegten Daten weisen daher auf einen dauerhaften Effekt wvon
Zigarettenrauchextrakt nach Beendigung der Exposition hin; die Zellen wurden
gewissermalRen durch Voralterung umprogrammiert. Diese Beobachtungen gehen
mit der Hypothese konform, dass eine durch Rauchen induzierte zellulare Seneszenz
an der Entstehung eines Lungenemphysems beteiligt sein konnte. In dieser Arbeit
konnte nicht geklart werden, ob der Effekt davon abhangt, zu welchem Zeitpunkt die
Exposition stattfindet, ob sich nach mehrmaliger Exposition andere Effekte ausldsen
lassen und welche Wirkungen die einzelnen Komponenten des Zigarettenrauches im
Einzelnen haben. Dennoch erlauben die Daten die Aussage, dass unter bestimmten,
sorgféltig gewahlten experimentellen Bedingungen auch durch temporare Exposition
Effekte auf primare Lungenfibroblasten auslésbar sind, die den Anderungen parallel
gehen, die fur die Lungenfibroblasten von Patienten mit Emphysem beschrieben
wurden. Die Untersuchung etabliert und validiert in diesem Sinne ein experimentell

handhabbares Modell dieser Erkrankung.
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8. Diagramme

Im Folgenden werden zur Dokumentation der Einzelwerte, aber auch der Variabilitat
der Ergebnisse die Daten aller erfolgreichen, d.h. interpretierbaren und nicht durch
Kontamination oder andere Unbilden mif3gliickten Versuche gezeigt. Die Kirzel sind
interne Label des Versuchs und der verwendeten Zellen. Aufgrund von
unterschiedlichen Zellzahlen der verschiedenen Proben konnte keine einheitliche

Skalierung gewahlt werden. Dies ist bei dem Vergleich der Diagramme zu beachten.
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8.1

Wachstumsdiagramme

AJ 110451 P3

Wachstumsversuch
30000 -
__ 20000 -
e
©
N
S
10000
0 I I I
0 20 40 60
Zeit in Stunden
AJ 110451 P2
Wachstumsversuch
30000
_ 20000
e
o]
N
S
10000
0 I I I
0 20 40 60

Zeit in Stunden
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AJ 110451 P1

Wachstumsversuch
60000 -

__ 40000

e

©

N

S

20000
0 I I I I 1
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Zeit in Stunden
GH 15441 P2
Wachstumsversuch
60000

_ 40000
e

©
N
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20000
0 I I I 1
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Zeit in Stunden
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KO 25141 P2

Wachstumsversuch
100000 -
80000 -
CEU 60000 -
N
g 40000 -
20000 A
O I I I 1
0 50 100 150 200
Zeit in Stunden
AZ 201126 P2
Wachstumsversuch
160000 -
120000 -
=
©
N 80000 -
(D)
N
40000 -
O I I I 1
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Zeit in Stunden
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8.2.

Diagramme einer dauerhaften Exposition mit H202

8.2.1 10 uM Hz202
AJ 110451 P2
Dauerexposition mit 10 uM H,0,
—&— 10 uM H202 —— Kontrolle
20000 7 ¢ Beginn der Exposition
15000 +
=
N 10000 -
g }
N
5000 - M’
0 I I I 1
0 50 100 150 200
Zeit in Stunden
AZ 201126 P2
Dauerexposition mit 10 uM H,0,
—€— 10 uM H202 —l— Kontrolle
20000 ¢ Beginn der Exposition
15000
=
IS
N 10000
(¢]
5 }
5000
O I I I 1
0 50 100 150 200

Zeit in Stunden
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Zellzahl

20000 -

15000 -

10000 -

5000 -

KO 25141 P2
Dauerexposition mit 10 uM H,0,

—— 10 pM H202 —l— Kontrolle

¢ Beginn der Exposition

50 100 150 200
Zeit in Stunden

Zellzahl

140000 -
120000 -
100000 -
80000 -

60000 -

40000 -

20000 +

0

RIA 27641 A P3
Dauerexposition mit 10 uM H,0,

—&— 10 uM H202 —— Kontrolle

¢ Beginn der Exposition

0

50 100 150 200 250
Zeit in Stunden
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8.2.2. 50 UM H20>

AJ 110451 P2
Dauerexposition mit 50 uM H,0,
—&— 50puM H202 —— Kontrolle
¢ Beginn der Exposition
20000
15000 -
5
N 10000 - |
)
N
5000 -
0 T T T ]
0 50 100 150 200
Zeit in Stunden
AZ 201126 P2
Dauerexposition mit 50 uM H,0,
—— 50 pM H202 —ll— Kontrolle
20000 _ ¢ Beginn der Exposition
15000 -
g
N 10000 - l
N
5000 -
0 T T T ]
0 50 100

Zeit in Stunden

150 200
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Zellzahl

20000 -

15000 +

10000 -

5000 +

KO 25141 P2
Dauerexposition mit 50 pM H,O,

—&— 50 yM H202 —#— Kontrolle

¢ Beginn der Exposition

50 100 150 200
Zeit in Stunden

Zellzahl

100000

80000

60000

40000

20000

0

AZ 201126 1 P3
Dauerexposition mit 50 uM H,0,

—&— 50 uM H202 —ill— Kontrolle

¢ Beginn der Exposition

50 100 150 200 250 300
Zeit in Stunden
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IMI 16852 A P3
Dauerexposition mit 50 uM H,0,

—— 50 pyM H202 —l— Kontrolle

50000 _ ¢ Beginn der Exposition
40000 -+
< 30000 -
N
20000 - 1
10000 -
0 T T T T T l
0 50 100 150 200 250 300
Zeit in Stunden
KO 25141 1l P2
Dauerexposition mit 50 pM H,0,
—— 50 UM H202 —— Kontrolle
20000 _ ¢ Beginn der Exposition
15000 -
g
N 10000 -
. |
5000 -
0 T T T l
0 50 100 150 200

Zeit in Stunden
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AJ 110451 11 P2
Dauerexposition mit 50 uM H,0,

—&— 50 uM H202 —#— Kontrolle

20000 T l ¢ Beginn der Exposition
15000 -+
=
©
N 10000 -
()
N
5000 +
0 T T T ]
0 50 100 150 200
Zeit in Stunden
GH 15441 11 P2
Dauerexposition mit 50 uM H,0,
—&— 50 yM H202 —— Kontrolle
5000 7 l ¢ Beginn der Exposition
4000 ~
= 3000 -
N
S 2000 -
1000 +
0 T T T ]
0 50 100 150 200

Zeit in Stunden
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100000
80000
60000
40000

Zellzahl

20000

0

Dauerexposition mit 50 uM H,0,

KO 25141 11l P1

—&€— 50 uM H202 —— Kontrolle

¢ Beginn der Exposition

0

50

100

Zeit in Stunden

150

200
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8.2.3. 66uM H202

AZ 201126 11 P1 (V1)
Dauererxposition mit 66 uM H,O,
—— 66 yM H202 —ll— Kontrolle
50000 _ ¢ Beginn der Exposition
40000 -
;EG 30000 +
N
S 20000 - l
10000 -
0 I I I 1
0 50 100 150 200
Zeit in Stunden
AZ 201126 11 P1 (V2)
Dauerexposition mit 66 uM H,0O,
—— 66 pM H202 —ll— Kontrolle
50000 _ ¢ Beginn der Exposition
40000 -
ch 30000 -
N
g 20000 - l
10000
O T T T 1
0 50 100 150 200

Zeit in Stunden
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GH 15441 11 P1 (V1)
Dauerexposition mit 66 uM H,0,

—&— 66 UM H202 —#— Kontrolle

20000 B ‘ Beginn der Exposition
15000 - l
£10000 -
5000 -
0 T T T ]
0 50 100 150 200
Zeit in Stunden
GH 15441 11 P1 (V2)
Dauerexposition mit 66 pM H,O,
—&— 66 UM H202 —— Kontrolle
50000 A ¢ Beginn der Exposition
40000 +
= 30000 -
N
© 20000 - l
10000 -
0 T T T ]
0

50 100 150 200
Zeit in Stunden
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8.2.4. 100uM H202

KO 25141 11 P2
Dauerexposition mit 100 uM H,0,

—@— 100 uM H202 —— Kontrolle

20000 7 ¢ Beginn der Exposition
15000
=
@©
N 10000
: }
5000
0 T T T 1
0 50 100 150 200
Zeit in Stunden
AJ 110451 1l P2
Dauerexposition mit 100 uM H,O,
—&— 100 pM H202 —l— Kontrolle
20000 l ¢ Beginn der Exposition
15000
g
N 10000
(]
N
5000 -
O T T T 1
0 50 100 150 200

Zeit in Stunden
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Zellzahl

20000

15000

10000

5000

GH 15441 11 P2
Dauerexposition mit 100 uM H,0,

—— 100 pM H202 —— Kontrolle

¢ Beginn der Exposition

}

SRR

50 100 150 200
Zeit in Stunden
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8.2.5. 200pM H202

KO 25141 11 P2
Dauerexposition mit 200 pM H,0O,
—&— 200 pM H202 —l— Kontrolle
20000 _ ¢ Beginn der Exposition
15000 -
g
N 10000 -
)
: |
5000 -
0 T T T ]
0 50 100 150 200
Zeit in Stunden
AJ 110451 1l P2
Dauerexposition mit 200 uM H,O,
—— 200 pM H202 —l— Kontrolle
20000 _ l ¢ Beginn der Exposition
15000 -
g
N 10000 -
Q
N
5000 -
0 ‘ ‘\’—”/’_’_’ ‘
0 50 100 150 200

Zeit in Stunden
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Zellzahl

5000 -
4000 -
3000 -
2000 -

1000 -

GH 15441 11 P2
Dauerexposition mit 200 uM H,0,

—&— 200 uyM H202 —— Kontrolle

1 ¢ Beginn der Exposition

50 100 150 200
Zeit in Stunden
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8.3. Diagramme einer temporaren Exposition mit H202

8.3.1. 50uM H20

ASC 1507391 P1
Exposition mit 50 uM H,0, fir 2h
—— 50 yM H202 —— Kontrolle
100000 - ¢ Exposition fiir 2h
80000 -
£ 60000 -
N
40000 -
20000 -
O I I I I 1
0 100 200 300 400 500
Zeit in Stunden
EBE 180939 Il P1
Exposition mit 50 uM H,O, fur 2h
—&— 50 uM H202 —— Kontrolle
50000 _ ¢ Exposition fir 2h
40000 -
£ 30000 -
N
© 20000 - 1
10000 -
0 T T T T 1
0 100 200 300 400 500

Zeit in Stunden
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G 1211591 P1
Exposition mit 50 um H,O, far 2h

—— 50 pM H202 —ll— Kontrolle

100000 _ ¢ Exposition fir 2h
80000 -
‘EIS 60000 ~
© 40000 - |
20000 -
0 == T T T T ]
0 100 200 300 400 500
Zeit in Stunden
KL 641 11 P1
Exposition mit 50 uM H,O, fur 2h
—&— 50 uM H202 —#— Kontrolle
200000 - ¢ Exposition far 2h
160000 -+
£ 120000 -
N
80000 -
40000 -
0 |
0 100 200 300 400 500

Zeit in Stunden

78




Zellzahl

100000 -
80000 -
60000 -
40000 +
20000 -

0

MFI 131248 1l P1

Exposition mit 50 uM H,O, fur 2h

—— 50 pyM H202 —l— Kontrolle

¢ Exposition fir 2h

0

100

200 300 400 500
Zeit in Stunden

Zellzahl

100000 -
80000 -
60000 -
40000 -

20000 -

0

IMI 16852 B P3

Exposition mit 50 uM H,O, fur 2h

—— 50 yM H202 —il— Kontrolle

¢ Exposition fir 2h

0

50

100 150 200 250 300
Zeit in Stunden
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PEL 260527 | P1
Exposition mit 50 uM H,O, fur 2h

—— 50 pM H202 —l— Kontrolle

50000 - ¢ Exposition fiir 2h
40000 -
£ 30000 -
N
S 20000 - 1
10000 -
—i 3
0 T T T T ]
0 100 200 300 400 500
Zeit in Stunden
RIA 27641 A P7
Exposition mit 50 uM H,O, fir 2h
—&— 50 yM H202 —— Kontrolle
100000 _ ¢ Exposition fir 2h
80000 -
£ 60000 -
N
© 40000 - l
20000 -
./.’.
0 T T — T T ]
0 100 200 300 400 500

Zeit in Stunden
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8.3.2. 100uM H202

ASC 150739 1 P1
Exposition mit 100 uM H,O, far 2h
—— 100 pM H202 —l— Kontrolle
100000 _ ¢ Exposition fiir 2h
80000 -
£ 60000 -
N
40000 -
20000 -
0 T T T T ]
0 100 200 300 400 500
Zeit in Stunden
EBE 180939 Il P1
Exposition mit 100 uM H,O, fur 2h
—&— 100 pM H202 —— Kontrolle
50000 _ ¢ Exposition fiir 2h
40000 +
< 30000 -
: |
© 20000 -
10000 -
0 T T T T ]
0 100 200 300 400 500

Zeit in Stunden
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Zellzahl

100000 -
80000 -
60000 -
40000 +
20000 -

0

G 1211591 P1
Exposition mit 100 um H,O, fur 2h

—— 100 um H202 —ill— Kontrolle

¢ Exposition fiir 2h

0

100 200 300 400 500

Zeit in Stunden

Zellzahl

200000 -
160000 -
120000 -
80000 -

40000 -

0

Kl 641 11 P1
Exposition mit 100 uM H,O, fur 2h

—— 100 pM H202 —— Kontrolle

¢ Exposition fir 2h

0

100 200 300 400 500

Zeit in Stunden
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MFI 131248 1l P1
Exposition mit 100 uM H,O, far 2h

—— 100 pM H202 —l— Kontrolle

100000 - ¢ Exposition fir 2h
80000 -
ch 60000 -
N
S 40000 - 1
20000 -
0 T T T T 1
0 100 200 300 400 500
Zeit in Stunden
PEL 260527 | P1
Exposition mit 100 uM H,O, fur 2h
—— 100 pM H202 —— Kontrolle
20000 B ¢ Exposition fir 2h
15000
I
N 10000
g }
N
5000 =
0 T T T T 1
0 100 200 300 400 500

Zeit in Stunden
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Zellzahl

100000 -
80000 -
60000 -
40000 -

20000 -

0

RIA 27641 A P7
Exposition mit 100 uM H,0O, fir 2h

—&— 100 pM H202 —— Kontrolle

¢ Exposition fir 2h

100 200 300 400 500

Zeit in Stunden
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8.4.

8.4.1. 1% CSE

Diagramme mit CSE in PBS

RIA 27641 B P3
Dauerexposition mit mit 1 % CSE
—&— 1 % CSE —— Kontrolle
200000 _ ¢ Beginn der Exposition
160000 -+
% 120000
& 80000 - l
40000 H
O T T T T 1
0 100 200 300 400 500
Zeit in Stunden
RIA 27641 A P3
Dauerexposition mit 1 % CSE
—&— 1 % CSE —— Kontrolle
200000 _ ¢ Beginn der Exposition
160000 ~
;EG 120000 ~
N
g 80000 -
40000 -
O . I I 1
0 100 200 300

Zeit in Stunden

400 500
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KNSA 14263 | A P1
Dauerexposition mit 1 % CSE

—&— CSE 1% —#— Kontrolle

200000 - ¢ Beginn der Exposition
160000 -
= 120000 -
N
3 80000 - l
40000 -~
O I I I I 1
0 100 200 300 400 500
Zeit in Stunden
MFI 131248 | A P1
Dauerexposition mit 1 % CSE
—&@— CSE 1 % —#— Kontrolle
100000 - ¢ Beginn der Exposition
80000
= 60000 - l
N
S 40000 -
20000 -
O I I I I 1
0 100 200 300 400 500

Zeit in Stunden
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Zellzahl

200000 -
160000 -
120000 -
80000 -

40000 -

O,

RIA 27641 A P3

Dauerexposition mit 0,5 % CSE

100

——0,5 % CSE —#— Kontrolle

¢ Beginn der Exposition

200

Zeit in Stunden

300

400 500
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8.4.2 2% CSE

Zellzahl

200000 -
160000 -
120000 -
80000 -

40000 -

0

Dauerexposition mit 2 % CSE

RIA A 27641 P4

—&— CSE 2% —#— Kontrolle

¢ Beginn der Exposition

0

100

200 300

Zeit in Stunden

400 500

Zellzahl

100000 -
80000 -
60000 -
40000 -
20000 -

0 -
0

Dauerexposition mit 2 % CSE

PESITA

—&— CSE 2% —#— Kontrolle

¢ Beginn der Exposition

100

200 300

Zeit in Stunden

400 500
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Zellzahl

200000 -+
160000 -
120000 -
80000 -
40000 -

0 -
0

GB 31138 AP1

Dauerexposition mit 2 % CSE

—4&— CSE 2% —#— Kontrolle

¢ Beginn der Exposition

100

200 300

Zeit in Stunden

400 500
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8.4.3. 5% CSE

MFI 11 131248 A P2
Dauerexposition mit CSE 5 %
—&@— CSE 5 % —— Kontrolle
100000 - ¢ Beginn der Exposition
80000 -
% 60000 -
2 }
g 40000 -
20000 -
0 I I I I 1
0 100 200 300 400 500
Zeit in Stunden
RIA 27641 A P5
Dauerexposition mit CSE 5 %
—&@— CSE 5 % —#— Kontrolle
100000 - l ¢ Beginn der Exposition

80000 -

% 60000 -

N
3 40000 -
20000 +
O I I I I 1
0 100 200 300

Zeit in Stunden

400 500
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8.4.4. 10% CSE

RIA 27641 A P5
Dauerexposition mit CSE 5 %

—&— CSE 10 % —#— Kontrolle

100000 T ¢ Beginn der Exposition
80000 - 1

60000 -

Zellzahl

40000 -

20000 -

O I I I I 1
0 100 200 300 400 500

Zeit in Stunden
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8.5.

8.5.1. 1% CSE

Diagramme einer dauerhaften Exposition mit CSE in D-MEM

Zellzahl

100000 -+
80000 -
60000 -
40000 -

20000 -

0 -
0

KNSA 14263 | B P1

Dauerexposition mit 1 % CSE

—&— 1% CSE —#— Kontrolle

¢ Zeitpunkt der Exposition

100

200 300 400

Zeit in Stunden

500

Zellzahl

100000 -+
80000 -
60000 -
40000 -

20000 -

IST 101142 P2

Dauerexposition mit 1 % CSE

—o—1%CSE —#—Kontrolle

¢ Zeitpunkt der Exposition

100

200 300 400

Zeit in Stunden

500
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MFI 131248 |1 B P2
Dauerexposition mit 1 % CSE

—— 1% CSE —#— Kontrolle

100000 ] ¢ Zeitpunkt der Exposition
80000 -
< 60000 -
N
40000 - 1
20000 -
0 T T T T 1
0 100 200 300 400 500
Zeit in Stunden
NMK 111145 P2
Dauerexposition mit 1 % CSE
——1%CSE —#— Kontrolle
100000 n ¢ Zeitpunkt der Exposition
80000 -
= 60000 -
N
S 40000 -
20000 - l
0 T T T T 1
0 100 200 300 400

Zeit in Stunden

500
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8.5.2. 2% CSE

PESIB P1
Dauerexposition mit 2 % CSE
—&— 2% CSE —#— Kontrolle
100000 ] ¢ Beginn der Exposition
80000 +
= 60000 -
N
g 40000 -
20000 - l
0 T T T T T ]
0 100 200 300 400 500
Zeit in Stunden
RIA A P5
Dauerexposition mit 2 % CSE
100000 B ——2%CSE —#— Kontrolle
¢ Beginn der Exposition
80000 -+
£ 60000 -
N
& 40000 -
20000 - l
O T T T T ]
0 100 200 300 400 500
Zeit in Stunden
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GB 31138 B P1

Dauerexposition mit 2 % CSE

200000 -
160000 -
120000 -
80000 -

Zellzahl

——2%CSE —— Kontrolle

¢ Beginn der Exposition

200 300

Zeit in Stunden

400

500
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8.5.3. 5% CSE

MFI 11 131248 B P2
Dauerexposition mit 5 % CSE
200000 B ——5%CSE —— Kontrolle
¢ Beginn der Exposition

160000 -
£ 120000 -
N
& 80000 -

40000 - 1
0 T T T T ]
0 100 200 300 400 500
Zeit in Stunden
MFI 111 131248 B P1
Dauerexposition mit 5 % CSE
100000 ——5%CSE —#— Kontrolle
¢ Beginn der Exposition

80000
£ 60000
N
~ 40000

20000 l

O T T T

0 100 200 300 400 500

Zeit in Stunden
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MFI 111 131248 D P1
Dauerexposition mit 5 % CSE

50000 B ——5%CSE —#— Kontrolle
¢ Beginn der Exposition

40000 -
£ 30000 -
N
& 20000 - l

10000 -+

O T T T T ]
0 100 200 300 400 500
Zeit in Stunden
KLL Il 6144 P2
Dauerexposition mit 5 % CSE
——5%CSE —#—Kontrolle

50000 _ ¢ Beginn der Exposition
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8.6. Diagramme einer temporaren Exposition mit 5% CSE in D-MEM
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8.7. Diagramme mit Natriumbutyrat
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8.8. Diagramme mit B-Galaktosidase Farbung bei 5 % CSE
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TGF-p 1 Transforming growth factor beta 1

TSA Trichostatin A
t-Test parametrischer Hypothesentest
WHO World Health Organisation
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