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ATP Adenosintriphosphat
CRP C-reaktives Protein
DMEM-F12mix Dulbecco’s Modified Eagle Medium / Ham F12 Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

AW inneres mitochondriales Membranpotential
DTNB Bis-(4-nitrophenyl)-disulfid-3,3’-dicarbonsaure
EC Expositionskammer

ECso mittlere effektive Konzentration

EDTA Ethylendiamin-N,N,N’,N’-tetracetat

FEV/ forciertes exspiratorisches Volumen in 1 Sekunde
FVC forcierte Vitalkapazitat

GR Glutathion-Reduktase

GPX Glutathionperoxidase

GSH reduziertes Glutathion

GSSG oxidiertes Glutathion

GSX Gesamtglutathion

HBSS Hanks’s Balanced Salt Solution

HWZ Halbwertszeit

IFN Interferon

IL Interleukin

LCso mittlere letale Konzentration

LCLo geringste bekannte letale Konzentration
LDH Lactatdehydrogenase

MAK Maximale Arbeitsplatz Konzentration

n.n. nicht nachweisbar



NAC

NAD (NADH)
NADP (NADPH)
0.B.

ppb

ppm

PS

ROS

SOD

SER

TCA

TCLo

TNF

TRK

XTT

Abkurzungsverzeichnis

N-Acetylcystein
Nicotinamidadenindinukleotid (reduziert)
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (reduziert)
ohne Befund

parts per billion (1:10°)

parts per million (1:10°)

Phosphatidylserin

reaktive Sauerstoffspezies
Superoxiddismutase

glattes endoplasmatisches Retikulum
Trichloressigsaure

geringste bekannte toxische Konzentration
Tumornekrosefaktor

Technische Richtkonzentration

2,3-Bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-

carboxanilid



Einleitung
1. Einleitung

1.1 Ozon als Prozessgas

Ozon ist ein hochreaktives Gas, das wegen seiner rlckstandslosen Zersetzung
(beim katalytischen Zerfall entsteht Sauerstoff: 2 O3 => 3 O,) flr viele Anwendungen
interessant ist, in denen "aktiver Sauerstoff" von Nutzen ist. 1893 wurde das Gas
zum ersten Mal in den Niederlanden flr die Aufbereitung von Trinkwasser eingesetzt
als Alternative zur passiven Sandfiltration — noch bevor 1908 die desinfizierende Wir-
kung von Chlor entdeckt wurde [EPA, 2000]. Insbesondere nach dem letzten Welt-
krieg hat die Installation von Ozonanlagen in Europa stark zugenommen — mit einem
rasanten Anstieg in den letzten 5 Jahren. Im Marz 2014 entschied das Schweizer
Parlament, bundesweit die vierte Abwasserreinigungsstufe auszubauen und mit
Ozonanlagen oder Pulverkohlefilter auszustatten — mit geschatzten Kosten von 1.2
Mrd CHF [Meuli, 2014].

In den USA wurde die "neue" Technologie deutlich langsamer angenommen: 1987
ging das Los Angeles Aqueduct Filtration Plant in Betrieb, das taglich ca. 600 Mio
Gallonen (600 mgd = 2,2 Mio m® / Tag) Trinkwasser mit Ozon aufbereitet. Waren es
1991 in den USA erst ca. 40 Ozon-Anlagen, so stieg deren Zahl bis Ende des ersten
Quartals 1998 auf 264, allerdings meist kleinere Installationen (<1 mgd), und Schat-
zungen projektieren fur 2015 rund 300 Anlagen, darunter mehrere grofere [Ozone-
Solutions, 2014]. Eine unvollstandige Aufzahlung der industriellen Anwendungen von
Ozon gibt Tabelle 1-1.

Tabelle 1-1: Industrielle Anwendungen von Ozon [Rice, 1999]

(i) Desinfektion von Wasche im Gesundheits- und Lebensmittelbereich
(if) Geruchsbeseitigung in Innenraumen

(iii) Bleichung von Farbstichen und Verfarbungen

(iv) Flockungshilfe zur Beseitigung von Schwebstoffen

(v) Organische Synthesen

(vi) Aktivierung von Plastikoberflachen

(vii) Alterungstests fur Naturstoffe und synthetische Materialien
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Anlagen zur Herstellung von Ozon fur technische Prozesse liefern zwischen 4 und
150 g Ozon/h mit Flussraten, die die Ozonkonzentration im Sauerstoffstrom auf tber
1% steigen lassen. Das sind rund 4 GréfRRenordnungen mehr als der Ozongehalt in
der Luft, der selten Uber 200 ppm ansteigt. Bei der Ab- und Badewasserreinigung
und Trinkwasserdesinfektion benutzt man Ozonkonzentrationen von >10000 mg/m?
[Xu, 2002]. AuBRerdem wird Ozon zur Desinfektion von Raumen eingesetzt, um GerU-
che, Bakterien, Viren und Pilzsporen zu vernichten. In diesem Bereich miissen expo-
nierte Arbeiter geschutzt werden, da Ozon bei diesen Konzentrationen in klrzester
Zeit massive Schaden bewirkt und unter Umstanden zum Tode fuhrt. Von Ozonunfal-
len wurde in der Presse bereits berichtet, wie etwa der Ozonunfall im Stadtbad
Schoneberg in Berlin (2000) [Kraetzer, 2000] oder im Laguna Badeland in Weil am
Rhein (2014) [Lauber, 2014]. Mit der steigenden Zahl der Anwendungen erscheint es
sinnvoll, die gesundheitlichen Risiken einer Hochdosis-Ozon-Exposition zu betrach-

ten und experimentell anzugehen.

1.2 Grundlagen

Zum ersten Mal wurde Ozon im Jahr 1839 beschrieben. Entdecker war Christian
Schonbein, der dieser charakteristisch riechenden Sauerstoffspezies den Namen
Ozon — vom griechischen oCeiv = riechen — gab [Schoenbein, 1913]. In seinem Be-
richt 1854 beschrieb Schonbein, dass Ozon bei einer Konzentration von 1 ppm durch
den Geruch wahrgenommen werden kann und dass eine grof3ere Ratte nach intensi-
ver Ozonexposition (2 mg/m> Ozon) aufgrund der Reizgaseigenschaften stirbt
[Schonbein, 1854].

1.2.1 Physikalische und chemische Eigenschaften

Ozon ist ein stechend riechendes, hochreaktives Gas. In der Atmosphare tritt es mit
einem Volumenanteil von ca. 30-50 ppb als Spurenstoff auf [LUBW, 2013]. Zu den
naturlichen und klnstlichen Vorkommen dieser Modifikation des Sauerstoffs existiert

eine lange Liste. Auf der einen Seite stehen nutzliche Aspekte, allen voran die le-
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benswichtige Ozonschicht der Erdatmosphéare und die technische Verwendung zur
Bade- und Abwasserreinigung. Dem gegenuber stehen auch negative Punkte wie
z.B. zu hohe Ozonbelastungen wahrend Langstreckenfliigen [Markert, 2013], emissi-
onsbedingtes, bodennahes Ozon in Stadten und die Entstehung von Ozon bei La-
serdruckern. Ozon ist ein blauliches Gas, welches bei -111,9 °C zu einer stark violet-
ten Flussigkeit kondensiert und bei -198,7 °C gefriert. Die drei Sauerstoffatome des
Ozons fuhren zu einem Molekulargewicht von 48 g/mol und einem Bindungswinkel
116,8° [Hughes, 1953]. Hierbei konnen verschiedene mesomere Grenzstrukturen
formuliert werden. Diese Resonanz erklart die elektrophilen Eigenschaften des
Ozonmolekdls (Abb. 1-1).

R @ @ s . oY)
‘O o] (6] O 0O o O
./ .. - J\.Pw>»C. / \ -0,/ \o=w»o,/ \ 0w/ \ o
O O 0 O: H o] O: O :9: 0 0O: O :(3:
| il Il HI Hi v

Abb. 1-1: Mesomere Grenzstrukturen des Ozonmolekiils

In Wasser ist Ozon besser |6slich als Sauerstoff und bildet eine metastabile Losung.
Die Loslichkeit ist abhangig von der Temperatur und bei 0 °C zweimal so hoch wie
bei Raumtemperatur (Abb. 1-2).
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Abb. 1-2: Ldslichkeit von Ozon gegenuber Sauerstoff in Wasser: Die Léslichkeit ist
in Abhangigkeit zur Temperatur dargestellt [Von Sonntag, 2012].

Naturlich vorkommendes Ozon findet man in der Stratosphare der Erde. Dort wird im
sogenannten Ozon-Sauerstoff-Zyklus die UV-Strahlung im Bereich von 290-320 nm

gemal’ folgender Reaktionen in Warme umgewandelt:

/11 Oz + Energie (z.B. Strahlung <240 nm) =>2 O

12l O;+0+M=>03+M

/3] Os + Energie (z.B. Strahlung <240 nm) => 0O, + O
M =Ny, O,

Daneben kommt Ozon auch in Bodennahe vor. Hier stehen dem Ozon mehr Reakti-

onspartner, u.a. die Stickoxide der Autoabgase, zur Verfugung:
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/5/ NOz => NO + O (UV-Strahlung)
16/ O+ 0O,=>0;
[7] O3+ NO =>NO, + O,

Je starker die Sonneneinstrahlung ist, desto mehr atomarer Sauerstoff und Ozon
wird gebildet (Reaktionen /5/ und /6/). Die Stickoxide der Autoabgase sorgen in stad-
tischen Gebieten fir einen schnelleren Abbau von Ozon (Reaktion /7/), wodurch es in
landlichen Gebieten oftmals zu héheren Os-Konzentrationen kommen kann. Wie in
Abbildung 1-3 ersichtlich ist die Ozonkonzentration im stadtischen Raum kleiner als
in landlichen Gebieten.

Opg/m3

40

72

108

144

180

18.085,.2014 11200

Abb. 1-3: Ozonimmissionskonzentration im Bundesland Bayern: Je dunkler blau ein

Bereich ist, desto geringer ist die dortige Ozonkonzentration (siehe Farbverteilung, Angaben in pg/m?).
Im Gebiet des Bayerischen Waldes sowie im Alpenvorland liegen héhere Ozonkonzentrationen vor als
in stadtischen Gebieten [LfU-Bayern, 2014].
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Ozon ist ein starkes Oxidationsmittel. Das Redoxpotential betragt 2,07 V. AulRerdem

handelt es sich, wie aus Abb. 1 ersichtlich, um eine 1,3-dipolare Verbindung.

Aus dieser Eigenschaft ergibt sich eine fur das Ozon typische Reaktion: Die Ozono-
lyse einer 1,3-dipolaren [3+2]-Cycloaddition mit ungesattigten Verbindungen. Diese
Reaktion ist eine gangige Methode zum Brechen von Kohlenstoff-Kohlenstoff-Dop-
pelbindungen. Das gebildete Primarozonid zerfallt sofort in eine Keto- und Peroxo-
verbindung. Eine direkt anschliel3ende, weitere Cycloaddition fuhrt zur Bildung eines
Sekundarozonids. Nach dessen Zerfall und Anwesenheit von Wasser werden zwei
Carbonylverbindungen als Produkte erhalten, wie der Mechanismus in Abb. 1-4 dar-
stellt [Criegee, 1957].

©
N/ © 1,3-dipolare 0 0 ©
ﬁ\_,/o\o(a Cycloaddition e \O Cycloversion H . \T
B An———. S, B
C\, //Q P N / c &C
/ \ 0 0 / \ / \
Primérozonid Carbonyloxid
1,3-dipolare \] 0 ¢ 0
Cycloaddition (}: o _THO ” N H
Pt S — B
O>C/\ T SN N
Ozonid

Abb. 1-4: Schematische Darstellung der Ozonolyse

1.2.2 Biologische Wirkungen

Der Respirationstrakt ist das Hauptorgan, welches bei Ozonvergiftungen betroffen ist
[Valacchi, 2004]. Ozon gehort zu den sogenannten reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS). ROS ist ein Sammelbegriff, zu dem Sauerstoffradikale wie Hydroxyl-, Super-
oxid- oder Peroxyradikale und nicht-radikalische oxidierende Verbindungen wie Was-
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serstoffperoxid, hypochlorige Saure und eben Ozon zahlen [Bayr, 2005]. Letztere

konnen in radikalische Verbindungen umgewandelt werden.

Durch die reaktive Eigenschaft ist die in Abb. 1-2 dargestellte Reaktion ebenfalls an
vielen Systemen im Kdrper denkbar, insbesondere an den ungesattigten Fettsduren
und Phospholipiden der Zellmembran. Die dabei gebildeten unstabilen Ozonide zer-
fallen unter der Bildung von ROS, welche zytotoxisch wirken kénnen und zu DNA-
Schaden fuhren. Je mehr Reaktionspartner dem Ozon aulerhalb der Zelle zur Ver-
flgung stehen, umso mehr ROS werden gebildet und umso weniger tritt ein direkter
Effekt von Ozon auf das Zellinnere auf [Pryor, 1992].

Ozon und die daraus gebildeten ROS flihren dazu, dass die Zelle in den Zustand der
Apoptose, Nekrose, Nekroptose oder Autophagie gehen kann, sowohl durch den di-
rekten Schaden an der Zellmembran als auch durch den DNA-Schaden im Zellinne-
ren [Kosmider, 2010].

Der DNA-Schaden beginnt mit einer Akkumulation des Tumorsuppressorgens p53
[Kastan, 1991]. Dieses Gen kontrolliert den Zellzyklus und induziert bei Zellschaden
Apoptose. Zur Einleitung der Apoptose wird dabei die Kaskade der Caspasen in
Gang gesetzt, die zum kontrollierten Zelltod fuhren. Caspasen sind Cysteinpro-
teasen, die Peptidbindungen c-terminal von Aspartat schneiden.

Dieser intrinsische Reaktionsmechanismus wird zum einen uber p53 aktiviert, was
eine Cytochrom-C-Ausschuttung zur Folge hat. Zum anderen wird Cytochrom-C aber
auch ausgeschuttet, sobald nach einem Ozon- bzw. ROS-Schaden das mitochond-
riale Membranpotential (AWm, Delta Psi m) kollabiert. AnschlieRend kommt es zur
Porenbildung in der Mitochondrienmembran und zu einer Ausschuttung von Cyto-
chrom-c. Dieses aktiviert wiederum die Initiator-Caspase-9 [Marchi, 2012].

Ozon kann uber den extrinsischen Mechanismus direkt die Caspase Kaskade akti-
vieren, bei dem die sogenannten Todesrezeptoren der TNF-Familie an der Zell-
membran beteiligt sind [Cho, 2007]. Bindet TNF an den Rezeptor, bilden sich an der
Zellmembran Komplexe mit intrazellularen Adapterproteinen. An diese binden Pro-
caspase-8-Molekule, die sich gegenseitig durch Spaltung aktivieren. Die so aktivierte
Caspase-8 regt als Initiator-Caspase weitere Procaspasen an und setzt die Caspase
Kaskade in Gang.
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Am Ende dieser Kaskade flihren beide Mechanismen zur Aktivierung der Effektor-

Caspase-3, die den kontrollierten Abbau der Zelle einleitet (siehe Abb. 1-5).
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Zelltod - Rezeptor

DNA-Schaden

CaSpaSG-8 p53 \ Depolarisation

Nucleus
/ Mitochondrium
Caspase-9
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Abb. 1-5: Zellulare Angriffspunkte von Ozon: Ozon kann direkt die Zellmembran
schédigen, wodurch Uber Rezeptoren die Caspase 8 aktiviert wird. Ozon selbst und die aus Ozon
gebildeten ROS kdnnen aber auch einen DNA-Schaden hervorrufen, was eine p53-Erhéhung, eine
Depolarisation der Mitochondrienmembran und die Aktivierung der Caspase-9 zur Folge hat. Beide
Wege erreichen die Caspase-3, deren Aktivierung den programmierten Zelltod begleitet.
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1.2.3 Toxikologie und Gesundheitsrisiken von Ozon

Ozon flhrt bei Kontakt und inhalativer Aufnahme zu Intoxikationserscheinungen.
Nach ICD-10-GM-2014 wird diese Vergiftungserscheinung kodiert als T59.8: Toxi-
sche Wirkung: Sonstige naher bezeichnete Gase, Dampfe oder sonstiger naher be-
zeichneter Rauch [DIMDI, 2013]. Das reaktive Ozon gelangt bis in die tiefen Atem-
wege [Hu, 1992]. Hier tritt die primare Schadigung auf, wobei letztlich Bronchiolen,
Alveolen und Lungenkapillaren betroffen sind. Weiterhin kommt es zu Symptomen im
gesamten Respirationstrakt. Bei inhalativer Aufnahme treten zunachst Symptome wie
Schleimhautirritation, Atemnot, Husten, Laryngospasmus und Bronchokonstriktion
auf [Hazucha, 1992; Miller, 1985]. Dosisabhangig kommt es zu Entziindungsreaktio-
nen in der Lunge, was zu einer Erh6hung von systemischen Entziindungsmarkern
wie CRP und Serumamyloid flihren kann. Des Weiteren ist auch eine Verschlechte-
rung funktioneller Parameter, z.B. des FEV- und FVC-Werts typisch [Jorres, 2000;
Samet, 2001].

Je nach Schweregrad der Entzindung kann es zur Ateminsuffizienz, zum Lungen-
o0dem oder zur irreversiblen Lungenfibrose kommen. Dies konnte im Mausmodell ge-
zeigt werden [Katre, 2011]. Der Ersatz des untergegangenen, funktionellen Lungen-
gewebes durch Bindegewebe reduziert in diesem Stadium den suffizienten
Sauerstoffaustausch. Als Therapie bleibt in diesem Fall nur noch die Lungentrans-
plantation.

1.3 Einordnung von Ozon-Konzentrationsbereichen

Um eine Einordnung von Ozonkonzentrationen mit der in den eigenen Versuchen
verwendeten Ozonkonzentration vorzunehmen, sind in Tabelle 1-2 verschiedene

Ozonkonzentrationen und ihre Auswirkungen angegeben.

Der seit 1958 geltende MAK-Wert (Maximale Arbeitsplatzkonzentration) betrug 200
mg/m?® und bezog sich lediglich auf die schleimhautreizende Wirkung des Ozons. Auf
Grund von Hinweisen auf eine krebserregende Wirkung und das genotoxische Po-
tential von Ozon wurde 1995 der MAK-Wert ausgesetzt.
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Tabelle 1-2: Ozon in der Umwelt in aufsteigender Konzentration

Ozon in der
Atemluft [mg/m?]

0,03 - 0,04

0,02 -0,15

0,15

0,18

0,18

0,24

0.4

0,78

5,3

400 - 20000

Gasphase

90 - 4000

Fliissigphase

30000

Vorkommen

Geruchs-

schwelle

Laserdrucker

Mensch

Flugpassagier

Infoschwelle

Alarmschwelle

Mensch

Mensch

Maus

Ozongenerator
(eigener Ver-

suchsaufbau)

Trinkwasser-

aufbereitung

Dauer c-t-Produkt
[h] [(mg/m¥h]

6,6 0,99
4 0,72
1 0,18
1 0,24
4 1,6
2 1,56
36 190
1

0,12 3600

1

Wirkung

Husten, respirato-
rische Depression

Kopfschmerzen,

Augenreizungen

Oxidativer Stress,

Lipidperoxidation

Entziindungsreak-
tion der Lunge

Lethale

Konzentration

Siehe Abschnitt 3.
Ergebnisse

Abwasser-

desinfektion

Literatur
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[Maddalena,
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[Strem-Tejsen,
2007]

[Européisches
Parlament,
2008]

[Européisches
Parlament,
2008]

[Chen, 2007]

[Samet, 2001]

[Johnston,
1999]

[Xu, 2002]
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Hervorzuheben sind vor allem die Schwellenwerte der Ozonkonzentration, die in der
EU-Richtlinie Gber Luftqualitdt und saubere Luft flir Europa festgelegt sind
[Européaisches Parlament, 2008].

Hier existieren der Schwellenwert zur Unterrichtung der Bevélkerung (0,18mg/m?®
Ozon als 1-Stunden-Mittelwert) und der Schwellenwert fur die Auslésung von Ozon —
Warnungen (0,24 mg/ m® Ozon als 1-Stunden-Mittelwert).

Die MAK- und BAT-Werte-Liste der Deutschen Forschungsgemeinschaft stuft Ozon
als krebserzeugenden Arbeitsstoff in die Kategorie 3b ein. Dies bedeutet, dass aus
In-vitro- oder aus Tierversuchen Anhaltspunkte fir eine krebserzeugende Wirkung
vorliegen, die jedoch zur Einordnung in eine andere Kategorie nicht ausreichen. Zur
endgultigen Entscheidung sind weitere Untersuchungen erforderlich. Sofern der Stoff
oder seine Metaboliten keine genotoxischen Wirkungen aufweisen, kann ein MAK-
oder BAT-Wert festgelegt werden [DFG, 2013]. Im Jahr 1998 wurde der MAK-Wert
durch einen TRK-Wert (technische Richtkonzentration) von 200 mg/m® ersetzt [LfU-
Bayern, 2013].

1.4 In-vitro-Expositionsapparaturen fir volatile Gifte

Zur Vermeidung unnotiger Tierversuche fordert die neue Chemikalienverordnung
REACH (Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemicals) die
Nutzung ,alternative[r] Methoden zur Bewertung von Stoffen“ [Rovida, 2009; Bunke,
2012]. Schon seit langerem, aber besonders seit der Einfuhrung dieser Verordnung,
werden im Bereich der inhalativen Toxikologie In-vitro-Apparaturen beschrieben, die
es ermoglichen, volatile Gifte und Feinstaube an isolierten Zellen zu testen. Dabei
sollten Expositionsbedingungen der zellularen Systeme denen der Lunge in-vivo
moglichst ahnlich sein, um Ruckschlusse von In-vitro- auf In-vivo-Bedingungen zie-

hen zu konnen.

Eine Moglichkeit ist die direkte Methode oder auch "air-liquid interface" genannt, bei
der die Zellen auf einer pordsen Membran wachsen [Ritter, 2001]. Zu dieser Methode
zahlt das patentierte Expositionssystem Cultex®. Dieses ermoglicht den unmittelba-
ren Kontakt von Testgas und Zellen, was bereits fur humane Lungenfibroblasten
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(LkO04 Zellen) und humane Lungenepithelzellen (HFBE-21 Zellen) gegeniber Ozon
beschrieben wurde [Ritter, 2001]. Nachdem das Medium entfernt worden ist, kbnnen
die Zellen auf der Membran der Testsubstanz ausgesetzt werden und sind zur glei-
chen Zeit durch das Nahrmedium unterhalb der Membran versorgt. Dieses System
eignet sich auch zur Untersuchung anderer volatiler Gifte, Zigarettenrauch
[Aufderheide, 2013] oder Mikro- und Nanopartikel [Steinritz, 2013].

Eine Variante ist das Vitrocell® System. Dabei wachsen die Zellen ebenfalls wie im
Cultex System auf einer porésen Membran und werden durch Medium unterhalb der
Membran versorgt. Die Zellen stehen im direkten Kontakt mit der toxischen Substanz
wie z.B. Zigarettenrauch [Thorne, 2013].

Vitrocell® und Cultex® bieten die Mdglichkeit, die Zellen kontinuierlich mit frischem
Medium oder mit statischem Medium, welches nicht gewechselt wird, zu versorgen.
Des Weiteren ist es bei beiden Modellen mdglich, ein sogenanntes 3D-Zellmodell zu
begasen. Dabei wachsen in einer Co-Kultur oberhalb der Membran z.B. Epithelzellen
und unterhalb der Membran Makrophagen oder Endothelzellen.

Neben der direkten Methode gibt es noch die indirekte Methode, bei der ein Flussig-
keitsfilm zwischen Testgas und Zellen vorliegt. Die Zellen wachsen auf einer Mem-
bran an und sind durch Medium bedeckt. Die Zellen stehen somit nicht in unmittelba-
rem Kontakt zur Testsubstanz. Diese muss zunachst in dem Medium gelost werden,
bevor es auf die Zellen trifft. Die Methode wurde fur Lungenzellen aus der Ratte nach
Ozonexposition beschrieben [Wenzel, 1979].

Die im vorliegenden Versuchsaufbau verwendete Apparatur arbeitet nach der indirek-
ten Methode. Bei dieser und ebenso bei den anderen Methoden sollte darauf geach-
tet werden dass Medien bzw. Puffer mit wenig Zusatz gewahlt werden, damit keine
Reaktion der Testsubstanz mit der Losung stattfindet. Die Exposition erfolgt in Stan-
dardzellkulturflaschen [Muckter, 1998]. Die Apparatur wurde ursprunglich fur die In-
vitro-Untersuchung von Narkosegasen entwickelt. Die Details zum Versuchsaufbau
sind in Abschnitt 2.2.2.2 genauer aufgefuhrt.

Beide Methoden bieten Vor- und Nachteile, welche im Laufe dieser Arbeit noch dis-

kutiert werden.
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1.5 Oxidativer Stress und Dimethylsulfoxid als Antioxidans

Die in 1.1.2 genannten oxidativen Sauerstoffverbindungen flihren im menschlichen
Korper zu Gewebeschaden, da sie hochreaktive Molekiile darstellen und mit zellula-
ren Strukturen reagieren. Antioxidantien sind Substanzen, die den Organismus vor
eben solchen unerwlnschten oxidativen Schaden schitzen. Man unterscheidet zwi-

schen enzymatischen und nicht enzymatischen Antioxidantien.

Bei den enzymatischen Antioxidantien sind zu allererst die Superoxiddismutase
(SOD), die Glutathionperoxidase (GPx) und die Katalase zu nennen. Zu den nicht
enzymatischen Antioxidantien gehéren Verbindungen wie Glutathion, Vitamin C/E,
Karotinoide, N-Acetylcystein (NAC) oder Dimethylsulfoxid (DMSO) [Valko, 2007]. Un-
ter physiologischen Umstanden herrscht ein Gleichgewicht zwischen den naturlich
vorkommenden ROS und den Antioxidantien. Ein ROS-Uberschuss stellt einen pa-
thologischen Zustand dar, der auch bei Ozonvergiftungen auftritt [Voter, 2001]. Die-
sem Zustand kann durch die antioxidative Eigenschaft von DMSO entgegengewirkt
werden. DMSO flhrt zu einer verminderten Bildung von Hydroxylradikalen und einer
geringeren Lipidperoxidation und Proteinoxidation. Dies wurde bei Hirnzellen von
Ratten fur Wasserstoffperoxid [Sanmartin-Suarez, 2011] und bei der A549-Zelllinie fur

proinflammatorische Zytokine gezeigt [Muroya, 2012].

1.6 Fragestellung und Ziele der Arbeit

Zur Untersuchung der biologischen Wirkungen des Ozons in hohen Konzentrationen
stand eine Versuchsapparatur zur Verfugung, die ursprunglich fur In-vitro-Studien mit
volatilen Anasthetika konzipiert worden war. Die Adaptierung dieser Apparatur an das
aggressive Ozon war die erste Herausforderung auf dem Weg zur Untersuchung sol-
cher Konzentrationen. Hinzu kam die Suche nach geeigneten Methoden zur Dosi-
metrie, nachdem Pilotversuche gezeigt hatten, dass die am Ozongenerator einge-
stellten Werte keineswegs zu den Expositionsdaten passten. Offenbar war der
Stromungstransport des Gases auch uber kurze Entfernungen verlustreich, so dass

eine Dosimetrie von Ozon am Ort der Einwirkung notig war.
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Ferner sollte die Toxizitat von Ozon anhand der Zelllinien A549 und L929 bei Adha-
renz und in Suspension getestet werden. Als Endpunkte dienten metabolische Para-
meter (Glutathionvorrat und Formazanbildung) und die Schadigung der Zellmemb-

ran.

Weiteres Ziel war die Beobachtung und Dokumentation der Art und des Ablaufs der
Zellschadigung in den beiden Indikatorzelllinien. Die Untersuchung typischer Apopto-
sekomponenten sollte Aufschluss darlber geben, welche Signalkaskaden aktiviert
werden. Fur die in den "low-dose exposure" ublichen Parameter war bislang nicht
bekannt, ob sie auch unter den Bedingungen einer Exposition gegenuber techni-
schen Ozon-Konzentrationen aussagekraftig waren. Dabei sollte der extrinsische

oder intrinsische Apoptose-Weg untersucht werden.

SchlieBlich wurde an beiden Zelllinien die Wirkung von DMSO bei einer Ozonexposi-

tion wegen seiner antioxidativen Eigenschaften getestet.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Gerate

* Ozongenerator und Ozonanalysator Ozomat Com; Fa. Anseros, Tubingen

¢ (CO,-Brutschrank; Fa. Heraeus, Hanau

* Warmeschrank Expositionsapparatur; Fa. Heraeus, Hanau

» Zentrifuge Rotanta; Fa. Hettich, Tuttlingen

¢ Neubauer-Zahlkammer; Fa. Brand, Wertheim

e Sterilbank LB-72-C Lamin Air; Fa. Heraeus, Hanau

e Lichtmikroskop Axiovert 135M; Fa. Zeiss, Gottingen

e UV/Vis Spektrometer, Pharmacia LKB Biochchrom 4060

* Holomonitor M3; Fa. IUL Instruments, Konigswinter

+ Mikrotiterplattenlesegerat Wallac Victor® 1420; Fa. Perkin Elmer

* Durchflusszytometer FACSCalibur flow cytometer, Fa. BD Biosciences;
Heidelberg

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

e Zellkulturflaschen, 50mL & 250mL; Fa. Nalge-Nunc

* 96 & 6 Lochplatten; Fa. Nalge-Nunc

* Falkongefalie (15, 50 ml); Fa. Nalge-Nunc

* Durchflusszytometrie Rohren 5mL; Fa. Sarstedt, Numbrecht
* Pipettenspitzen (10, 100, 1000 pl); Fa. Sarstedt, Niumbrecht
* Reaktionsgefalle (1,5, 2 ml); Fa. Sarstedt, Numbrecht
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2.1.3 Chemikalien

* Annexin V Apoptosis Detection Kit FITC; Fa. eBioscience, Frankfurt
» Carbogen (95% O, + 5% COy); Fa. Linde, Pullach

« CaspGLOW™ Fluorescein Active Caspase-3 Staining Kit; Fa. eBioscience,

Frankfurt

« CaspGLOW™ Fluorescein Active Caspase-8 Staining Kit; Fa. eBioscience,
Frankfurt

« CaspGLOW™ Fluorescein Active Caspase-9 Staining Kit; Fa. eBioscience,
Frankfurt

» Cell proliferation kit Il (XTT); Fa. Roche, Mannheim

¢ Dimethylsulfoxid (DMSOQO); Fa. Merck, Darmstadt

* Dimethylsulfon (DMSQO.); Fa. Sigma-Aldrich, Taufkirchen

* 1,9-Dimethyl-Methylenblau; Fa. Sigma-Aldrich, Taufkirchen

e 2,2-Dinitro-5,5'-dithiobenzoesaure (DTNB); Fa. Sigma-Aldrich, Taufkirchen
* Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA); Fa. Sigma-Aldrich, Taufkirchen

* Fixable Viability Dye eFluor® 450; Fa. eBioscience, Frankfurt

¢ Glutathion (GSH); Fa. Sigma-Aldrich, Taufkirchen

* Glutathion-Reduktase; Fa. Roche, Mannheim

e Human Bcl-2 Platinum ELISA; Fa. eBioscience, Frankfurt

e Human p53 Platinum ELISA; Fa. eBioscience, Frankfurt

* Indigokarmin, Reinheit = 85%; Fa. Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz

¢ JC-1 Mitochondrial Membrane Potential Dye; Fa. eBioscience, Frankfurt

¢ NADPH; Fa. Roche, Mannheim

* Oxidiertes Glutathion (GSSG); Fa. Sigma-Aldrich, Taufkirchen

« p53 Instant One™ ELISA; Fa. eBioscience, Frankfurt

* Perchlorsaure 70-72%; Fa. Merck, Darmstadt

* Total Reactive Oxygen Species (ROS) Assay Kit; Fa. eBioscience, Frankfurt
* Triethanolaminhydrochlorid; Fa. Merck, Darmstadt

¢ Triethanolamin reinst.; Fa. Merck, Darmstadt

* Trypanblau; Fa. Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
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2.1.4 Zelllinien

« A549 (ATCC® CCL-185"):
o Ursprung: human (J, 58j), Lungenkarzinom-Gewebe
o Zelltyp: adharente Alveolarepithelzellen Typ Il
« NCTC clone 929, L929 (ATCC® CCL-1"):
o Ursprung: C3H/An Maus (£, 100d), areolares Fettgewebe
o Zelltyp: adharente Fibroblasten

2.1.5 Kulturmedien und Losungen

* Dulbecco’'s Modified Eagle Medium (DMEM); Fa. Invitrogen, Karlsruhe, ver-
setzt mit 2%, 5% oder 10% fétalem Kalberserum (FCS), 2mM Glutamin, 100
IU/mL Penicillin und 100 pg/mL Streptomycin

* Hanks's Balanced Salt Solution (HBSS); Gibco, Fa. Invitrogen, Karlsruhe

* Phosphate-Buffered Saline (PBS) pH 7.4; Gibco, Fa. Invitrogen, Karlsruhe

« DMEM ohne Phenolrot; Fa. Invitrogen, Karlsruhe

e Trypsin-Losung: 2,5% in PBS; Gibco, Fa. Invitrogen, Karlsruhe

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultivierung

Die Zellen der Linien A549 und L929 wurden in einem Inkubator (37°C, 7,5%COQO2,
wasserdampfgesattigt) in kontinuierlicher Kultur vermehrt. Dafur wurden die entspre-
chenden Zellen in 250 mL Zellkulturflaschen der Firma Nalge-Nunc mit 20 mL Kul-
turmedium (DMEM-L6sung) ausgesat. Zur Vermeidung einer bakteriellen Kontamina-
tion war dem Medium zuvor Penicillin (100 |IE/mL) und Streptomycin (50 pg/mL)
zugesetzt worden. Die tagliche mikroskopische Beobachtung der Zellen diente der

Kontrolle des adharenten Wachstums. Bevor es zur Ausbildung eines dichten Mo-
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nolayer und Kontaktinhibition durch die Zellen kam, wurden diese in einem Verhaltnis
von etwa 1:5 folgendermalden geteilt: Nach dem Absaugen des Kulturmediums wur-
de der Zellrasen mit 5 mL HBSS gewaschen und anschliel3end die Zellen durch die
Zugabe von 3 mL Trypsin-Losung und 20-minutiger Inkubation im Brutschrank von
der Oberflache abgelOst. Die abgeldsten Zellen in der Trypsin-Lésung wurden mit
5mL DMEM-L6sung zur Inaktivierung versetzt und in ein Zentrifugenrohrchen tber-
fihrt. Nach dreiminltiger Zentrifugation bei 1500rpm = 300g wurde der fllssige
Uberstand abgesaugt und das zurlickgebliebene Zellpellet in 5mL DMEM-L&sung
resuspendiert und jeweils 1 mL in neue Kulturflaschen uberflihrt. Diese enthielten
19mL Kulturldsung bei der Verwendung von 250 mL Zellkulturflaschen oder im Fall
der kleineren 50 mL Zellkulturflaschen, wie sie bei den Ozonierungsversuchen ein-

gesetzt wurden, 3 mL Kulturmedium.

2.2.2 Ozonexposition

2.2.21 Vorbereitung der Zellen

Vor Versuchsbeginn wurden die kultivierten Zellen mit 2 mL Trypsin-Losung abgelost
und mit 5 mL DMEM-L6sung neutralisiert. Nach Zentrifugation und Entfernen des
Uberstandes wurde das Zellpellet in 5 mL HBSS resuspendiert und jeweils 1 mL in
eine 50 mL Zellkulturflasche uberfuhrt, in der bereits 2 mL HBSS vorgelegt waren.
Standardmafig wurde jeweils eine Kulturflasche als Brutschrank-, Carbogen- bzw
Negativkontrolle, eine Kulturflasche als Positivkontrolle (H2,0O;) und eine Kulturflasche
als Ozonprobe verwendet. Bei den Versuchen mit Antioxidantien (siehe Abschnitt
3.4) wurden zu den 3 mL Zellsuspension in den Zellkulturflaschen zusatzlich entwe-
der DMSO, DMSO, oder Urea (jeweils 1%) zugegeben.

22.2.2 Ozonungsprozess

Wie in Abb. 2-1 ersichtlich, wurde Ozon aus Carbogen-Gas (95% O, + 5% COQO3) in
einem Ozongenerator mittels gepulster Hochspannung in einer Gasentladungsréhre
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generiert. Dabei wurde Carbogen direkt tber eine Wirbelkammer zum Ozongenera-
tor geleitet. Vom Ozongenerator gelangte das Gas Uber eine Reihe von Waschfla-
schen, die der Anfeuchtung des Gases dienten, zu einem Verteilerkreuz und von dort
zu den drei Plattformen der Expositionskammer, welche in einem Warmeschrank bei
37°C untergebracht war. Hier fand die Begasung der Zellen statt. Die kultivierten Zel-
len waren in 50mL Standardzellkulturflaschen auf drei parallelen Plattformen verteilt,
wobei jeweils vier Flaschen pro Plattform in Serie geschaltet waren. Jede Plattform
verflgte Uber eine eigene Zu- und Ableitung, und jede Flasche konnte manuell ent-
weder dem Ozonstrom (,in-line“) oder der Warmeschrankatmosphare (,offline“) aus-
gesetzt werden. Die Expositionskammer konnte zusatzlich geschaukelt werden (sie-
he Abbildung 2-2), sodass ein Anwachsen der Zellen verhindert wurde und diese in
Suspension blieben. Von der Expositionskammer aus gelangte der Gasstrom zur
Verringerung des Feuchtigkeitsgehaltes Uber eine eisgekuhlte Kduhlifalle in das
Ozonmessgerat, wo die Ozonkonzentration Uber einen angeschlossenen Analysator
photometrisch bei 253,7 nm gemessen wurde. Von dort aus gelangte der Gasstrom
nach katalytischer Zerstérung restlicher Ozonanteile in den Abzug.

Kuhlfalle

O; - Inaktivator,

i
1o 8o
L/ ~ 7 I

O; - Generator

Riickflussschutzflasche Cco, / 0,

Abzug

Brutschrank
5% / 95%

Abb. 2-1: Schematischer Aufbau der Expositionsanlage: Von der Carbogenflasche

gelangte das Trégergas in den Ozon-Generator und von dort aus in den Brutschrank. Dort fand die
Begasung der Zellen statt. Anschlielend lief der Gasstrom (ber eine Kihlfalle in den Ozon-
Analysator.
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Abb. 2-2: Auslenkbewegung der Expositionskammer: A549 und L929 Zellen wurden

durch langsames Schaukeln von links nach rechts in den Kulturflaschen in Suspension gehalten.

Vor einem Ozonungsprozess wurde zundchst zur richtigen Einstellung der Ozonkon-
zentration ein kurzer Kreislauf gewahlt, bei dem der Ozonstrom direkt aus dem Ge-
nerator in den Analysator verlief. AnschlieRend wurde wie oben beschrieben der gro-
Re Kreislauf angeschlossen.

2.2.3 Biochemische Tests

2.2.31 Dosimetrie

Aufgrund der unterschiedlichen Ozonkonzentration in Gas- und Flussigphase musste
zunachst mittels einer geeigneten Methode die Konzentration an gelostem Ozon er-
mittelt werden. Dafur stehen chemische und optische Methoden zur Verfugung. Fur
das vorliegende Expositionsmodell eignete sich am besten die photometrische Me-
thode mit Indigokarmin [Bader, 1982]. Indigokarmin besitzt ein spezifisches Absorpti-
onsmaximum bei 610 nm und reagiert spezifisch mit Ozon unter der Bildung von 2

Molekulen Isatin wie in Abbildung 2-3 ersichtlich ist.
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Abb. 2-3: Reaktionsmechanismus von Indigokarmin mit Ozon

Diese Reaktion sollte allerdings nur solange linear proportional laufen bis rund 1/3
des Farbstoffs ausgebleicht ist, da aufgrund weiterer Reaktionen von Ozon mit Isatin

keine 1:1 Stochiometrie mehr gewahrleistet ist [Kettle, 2004].

Indigokarmin wurde zur Bestimmung der Ozonwerte in einer Konzentration von 0,5
mM in HBSS gel6st, 3 mL der Losung in eine 50 mL Standardzellkulturflasche Uber-
fuhrt und mit Ozon behandelt. Die Absorption der Indigokarminlésung wurde an-
schlieRend photometrisch bestimmt und die Konzentration Uber das Lambert-Beer-

Gesetz berechnet.
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2.23.2 Trypanblau-Test

Zur Bestimmung der Lebendzellzahl nach Ozonexposition wurde eine Teilmenge der
Proben in 1 mL HBSS mit 20 pyL 0,18% Trypanblau-Lésung versetzt. Trypanblau
kann die Zellmembran toter Zellen tUberwinden und farbt diese dunkel. Nach kurzer
Inkubation bei Raumtemperatur wurden 10 yL Zellsuspension in eine Neubauer-
Zahlkammer Ubertragen und die Gesamtzellzahl sowie das Verhaltnis von ungefarb-
ten lebenden Zellen und angefarbten toten Zellen durch manuelles Zahlen der 4
Quadranten unter dem Mikroskop bestimmt. Der Mittelwert multipliziert mit 10* ergab
die Zellzahl/mL.

2233 XTT-Test

Der XTT-Test basiert auf der Fahigkeit metabolisch aktiver Zellen, das Tetrazoli-
umsalz XTT in einen Formazan-Farbstoff umzuwandeln. Diese in Abbildung 2-4 dar-
gestellte Reaktion setzt die Anwesenheit von NAD(P)H und mitochondrialen oder
cytosolischen Dehydrogenasen voraus. Durch die Reduktion der Verbindung ver-
schiebt sich das Absorptionsmaximum von 380 auf 470 nm (orange). Die Konzentra-
tion des entstandenen Farbstoffs kann photometrisch quantifiziert werden und erlaubt
einen direkten Ruckschluss auf die Lebendzellzahl.

NAD(P}H NAD(P)+ HAC 0,
- : \ / OIIN
0 N-—N SO4Na
0 M H ©
e -y 2
Q—NH N’;"j:@isowa NH N Z:;©iSQgNa
H4C NO, HsC NO,

XTT (gelb) Formazan-Farbstoff (orange)

Abb. 2-4: Farbgebende Reaktion des XTT-Tests

Zur Auswertung der Lebendzellzahl nach der Ozonierung der Zellkulturen wurden fur
den XTT-Test Mikrotiterplatten mit 96 Wells verwendet. Nach Exposition wurden die
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Zellen zentrifugiert und das Pellet in 2mL farbloser DMEM-L&sung ohne Phenolrot
resuspendiert. Die Zellzahl wurde auf 10° Zellen/mL eingestellt. Je 100 pL der ent-
sprechenden Zellsuspension in farbloser DMEM-L6sung wurden mit 100 pL der L6-
sung des Tetrazoliumsalz (6 mL HBSS, 5 mL XTT Reagenz, 160 uL Kupplungsrea-
genz) gemischt. Die Mikrotiterplatten wurden anschlieRend zwei Stunden bei 37°C
inkubiert. Danach erfolgte die photometrische Auswertung am Mikrotiterplattenlese-
gerat Wallac Victor®.

2.2.3.4 Bestimmung des Glutathiongehaltes nach Tietze (GSX-Test)

Glutathion (GSH) ist ein in Zellen ubiquitar vorkommendes Tripeptid aus Glutamin-
saure, Cystein und Glycin, welches im Koérper als Antioxidans fungiert. In der oxidier-
ten Form (GSSG) liegen zwei uber eine Disulfidbricke verknlpfte Glutathionmoleku-
le vor. Die Rickgewinnung von GSH erfolgt durch die von dem Enzym Glutathion-
Reduktase (GR) katalysierte Reduktion unter Verbrauch von NADPH. Die Konzentra-
tion an GSH und GSSG in den Zellen dient bei diesem Test als Indikator fur die Le-
bendzellzahl, da geschadigte Zellen keinen oder nur noch einen eingeschrankten
Metabolismus zeigen und damit einhergehend die Aktivitat der Glutathion-Reduktase
gedrosselt bzw. nicht mehr vorhanden ist.

Der intrazellulare Glutathiongehalt wurde mittels des Tietze-Assays, modifiziert nach
Eyer, bestimmt [Eyer, 1986]. Reduziertes Glutathion (GSH) reagiert mit DTNB zu
oxidiertem Glutathion (GSSG) und 2-Nitro-thiobenzoat, das bei einer Wellenlange
von 412 nm photometrisch bestimmt werden kann. GSSG wiederum wird durch die
Glutathion-Reduktase (GR) unter Verbrauch von NADPH/H* zu GSH reduziert. Je

mehr Glutathion vorhanden ist, desto schneller farbt sich der Reaktionsansatz gelb.

Da bei der verwendeten Methode der Gesamtglutathiongehalt bestimmt wird, also
die reduzierte plus die oxidierte Form, spricht man auch vom GSX-Test.

Durch die Erstellung einer Eichkurve (siehe Tab. 2-1) mit definierten Konzentrationen
von GSH konnten dann bei photometrischer Messung der Proben bei 412 nm die

Zunahme der Extinktionswerte einer Konzentration an GSH zugeordnet werden.
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Tabelle 2-1: Verduinnungsreihe zur Erstellung der Eichkurve

Konzentration GSSG (250 uM) Perchlorséure (0,33 M)
100 pM 400 pL 600 pL
80 uM 320 pL 680 uL
60 uM 240 pL 760 pL
40 pM 160 pL 840 uL
20 uM 80 uL 920 uL
0 uM 0 uL 1000 uL

Da die Reaktion pH-abhangig ist und die Zugabe von Perchlorsdure einen zu niedri-
gen pH-Wert zur Folge hatte, wurde jede Probe anschliel3end durch die Zugabe von
100 uL einer Mischung aus Triethanolamin und Glutathionpuffer (1:1) auf einen pH-
Wert von 7 eingestellt. Die anschlielende Messung der Extinktion wurde am UV/Vis
Spektrometer bei 412 nm in Zeitintervallen von 30 Sekunden uber drei Minuten
durchgefuhrt. Die Zusammensetzungen der in die Glaskuvetten gegebenen Losun-

gen ist Tabelle 2-2 zu entnehmen.

Tabelle 2-2: Pipettierschema fiir die photometrische Glutathionbestimmung

Volumen in der Probe Reagenz
850 uL Glutathionpuffer
Eichkurve-Probe (0-100 uM)
50 uL
Ozon-Probe
50 pL NADPH (4,1 mg/mL Glutathionpuffer)
20 pL DTNB (3 mg/mL Glutathionpuffer)
30 uL Glutathion-Reduktase (30 uL/mL Glutathionpuffer)
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Nach Ozonexposition wurde 1 mL der Zellsuspension zentrifugiert. Das Zellpellet
wurde zuerst in 2 mL kalter Perchlorsdure inkubiert um die Zellen aufzuschlieRen.
Danach wurden 200 pL entnommen und mit je 20 yL Triethanolamin/Glutathion-
Gemisch auf pH 7 neutralisiert. Die so behandelte Probe wurde dann analog zu den
Proben der Eichkurve behandelt und ebenfalls photometrisch vermessen.

2.2.3.5 Annexin V Detection Kit

Annexin V dient zur Markierung frihapoptotischer Zellen. Es bindet an Phos-
phatidylserin, ein Phospholipid, welches sich normalerweise auf der Innenseite der
Zellmembran einer lebenden Zelle befindet [Castedo, 1996]. Wahrend der Apoptose
wird Phosphatidylserin von der Innenseite auf die AuRenseite der Zellmembran
transloziert, wodurch Annexin V in Anwesenheit von Ca®" an Phosphatidylserin bin-
det. Werden Zellen geschadigt und inre Membran durchlassig, kann Annexin V in die
Zellen eindringen und an die Innenseite der Membran binden. Daher konnen bei al-
leiniger Farbung von Zellen mit Annexin V apoptotische nicht von nekrotischen Zellen
unterschieden werden. In Kombination mit dem Fluoreszenzfarbstoff Fixable Viability
Dye eFluor® 450 (FVD) konnen vitale apoptotische und nekrotische Zellen vonei-
nander abgegrenzt werden, da dieser nur die porose Membran toter Zellen durch-
dringen kann, dort an Proteine im Zellinneren bindet und damit nur nekrotische Zel-
len farbt.

Die Zellsuspension wurde nach Exposition zentrifugiert, 2-mal mit je 200 yL PBS ge-
waschen und in 1 mL PBS resuspendiert. Zur Farbung mit Fixable Viability Dye eFlu-
or® 450 wurden 0.3 pL Fixable Viability Dye gegeben und fur 30 min bei 0°C inku-
biert. Danach erfolgte ein Waschschritt mit 200 yL PBS. AnschlieRend wurden die
Proben zur Farbung mit Annexin V 2-mal mit je 200 pL Protein-containing Buffer und
einmal mit 200 pL Binding Buffer gewaschen. Zur Farbung wurden die Zellpellets in
500 uL Binding Buffer resuspendiert und mit 2.5 uL Annexin V FITC versetzt. Es wur-
de 15 min in der Dunkelheit bei RT inkubiert. Die Zellen wurden 1-mal mit 200 uL
Binding Buffer gewaschen und in 500 uL Binding Buffer resuspendiert. Die Vermes-
sung der Proben erfolgte am Durchflusszytometer FACSCalibur.
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2.2.3.6 p53Instant One ELISA

Die Auswirkung von Ozon und den gebildeten ROS auf die DNA kann durch das Tu-
morsuppressorgen p53 Uberprift werden. Die Bestimmung des zellularen p53-
Gehalts erfolgte mit Hilfe des p53 Instant One ELISA Kits in einer 96-well Platte.
Nach der Exposition wurden die Zellen 2-mal mit HBSS gewaschen und in der Neu-
bauerkammer ausgezahlt. Die Zellzahl wurde auf 10° Zellen/mL eingestellt und in
jedes Well 40 uL der Zellsuspension gegeben. Danach erfolgte die Zugabe von 10uL
Lysepuffer und die 96-well Platte wurde flr zehn Minuten geschittelt. Daneben wur-
de in separate Wells 50 uL des Lysepuffers als negative Kontrolle und 50 pL des mit-
gelieferten lyophilisierten p53 Zelllysats als positive Kontrolle pipettiert. Nun wurde in
alle Wells die Antikérperldsung gegeben und fir eine Stunde bei Raumtemperatur
geschuittelt. Uberschiissige Antikdrper wurden durch dreimaliges Waschen mit
Waschpuffer entfernt. Nach Zugabe und 30-minutiger Inkubation von 100 pL der De-
tektions-L&ésung wurde die Reaktion mit der Stopp-L&sung beendet und die Platte bei
450 nm im Mikrotiterplattenlesegerat Wallac Victor® photometrisch ausgewertet.

2.2.3.7 Caspase-3,-8 und -9 Nachweis

Wie schon in Abschnitt 1.1.2 erwahnt spielen die Enzyme vom Caspase-Typ eine
wichtige Rolle bei der Apoptose. Die Caspase-8 steht flr den extrinsischen Weg und
Caspase-9 fur den intrinsischen Weg der Kaskade. Die Caspase-3 ist das Schlussel-
enzym und stellt ein entscheidendes Signal bei der Aktivierung der Apoptose dar.

Die Aktivitatsmessung der Caspase-3 erfolgte mittels des CaspGLOW Fluorescein
Acitve Caspase-3 Staining Kits. Nach der Exposition wurden die Zellen 2-mal mit
HBSS gewaschen und in der Neubauerkammer ausgezahlt. Die Zellzahl wurde auf
10° Zellen/mL eingestellt und 300 pL der Zellsuspension jeweils mit 1,0 pL FITC-
DEVD-FMK in DMEM fur 30 Minuten im Brutschrank inkubiert. Dieses mit Flu-
orescein gekoppelte Reagenz ist ein spezifischer Inhibitor der Caspase-3 und bindet
irreversibel an das aktive Enzym. Die markierten Zellen wurden anschlie3end zwei-
mal mit Puffer gewaschen und die Fluoreszenz anhand der Durchflusszytometrie am
FACSCalibur bestimmt.
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Das Vorgehen flir Caspase-8 und -9 war identisch. Der verwendete Inhibitor flr
Caspase-8 ist FITC-IETD-FMK und fir Caspase-9 FITC-LEHD-FMK.

2.2.38 JC-1Test

Um eine Aussage Uber das Membranpotential von Mitochondrien zu treffen, wurde
der kationische lipophile Farbstoff JC-1 (5,5',6,6'-tetrachloro-1,1',3,3'-Tetraethylbenz-
imidazolylcarbocyaniniodid) verwendet. Bei intaktem Membranpotential diffundiert
dieser in die Mitochondrien und liegt dort als J-Aggregat vor. Erfolgt die Anregung mit
Licht der Wellenlange 488 nm, emittieren die Aggregate rotes Licht der Wellenlange
590 nm (siehe Abbildung 2-5). Bei einer Depolarisation der Mitochondrienmembran
sind die Aggregate nicht stabil und zerfallen in Monomere, die aus dem Organellinne-
ren zuruck ins Zytosol diffundieren. Somit nimmt die rote Fluoreszenz ab und die JC-
1 Monomere emittieren grines Licht der Wellenlange 530 nm.
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Abb. 2-5: Fluoreszenzianderung des Farbstoffs JC-1: Bei intaktem mitochondrialen

Membranpotential bildet der JC-1 Farbstoff ein farbiges Aggregat und emittiert Licht der Wellenlange
590 nm.

Nach Ozonexposition wurden die Zellen mit HBSS gewaschen und die Zellzahl auf
10° Zellen/mL eingestellt. Die Zellsuspension wurde mit 2,5 uL JC-1 Farbstoff ver-
setzt und 15 Minuten im Brutschrank inkubiert. Anschlief3end erfolgten zwei Wasch-
schritte mit HBSS und die Messung der Fluoreszenz im Durchflusszytometer
FACSCalibur. Die Detektion der roten Fluoreszenz geschah im Fluoreszenzkanal FL

2 und die der grunen Fluoreszenz in FL 1.
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2.2.3.9 Total Reactive Oxygen Species (ROS) Assay Kit

Die Bildung von ROS nach Ozonbehandlung wurde mit Hilfe des ROS-Assay Kits
untersucht. Dazu wurde die Zellzahl der Proben nach Ozonexposition auf ca. 10°
Zellen/mL eingestellt und anschlief3end fur drei Stunden mit 100 yL der Assay Stain
Solution in HBSS im Brutschrank inkubiert. Die Messung der Fluoreszenz erfolgte
am Durchflusszytometer FACSCalibur.

2.2.3.10 Bcl-2 Assay

Der Nachweis von antiapoptotischen Signalen geschah durch den Bcl-2 Platinum
ELISA. Dafur wurden die Zellen nach Exposition lysiert und die Bcl-2-Konzentration
nach dem Herstellerprotokoll im Mikrotiterplattenlesegerit Wallac Victor® photomet-
risch bei 450 nm ermittelt.

2.2.3.11 CFU Assay

Der Colony Forming Unit Assay (CFU-Assay) gibt Auskunft uber die Proliferationsak-
tivitat von Zellen. Dafur wurden die Zellen nach Versuchsende gezahlt und 500 Ein-
zelzellen in einer 6-well Platte ausgesat. Die Zellen wurden mit 2 mL DMEM + 10%
FCS bedeckt und wuchsen sieben Tage im Brutschrank. Anschlielend wurde das
Zellmedium abgesaugt und 1 mL 10% Dimethylmethylenblau-Lésung zum Anfarben
der Kolonien zugegeben.

2.2.4 Digitale holografische Mikroskopie

Bei der digitalen holografischen Mikroskopie gelangt Licht von einem Laserstrahl auf
ein Objekt und interferiert mit einem Referenz Laserstrahl. Das entstehende Bild
kann digital in 3-D rekonstruiert werden. Dabei wird von dem durch eine Probe
transmittiertem Licht sowohl die Amplitude als auch die Phase aufgenommen. Die
Phase gibt Auskunft uber die optische Dichte des Objekts und gibt an, wie viel Licht
vom Objekt ,abgebremst” wurde [Alm, 2013].
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Die Technologie des HoloMonitor M3 basiert auf digitaler holographischer Mikrosko-
pie. Zur Analyse der Zellen ist kein Anfarben nétig und die 3D-Holographie und Pha-
senkontrastaufnahmen kénnen direkt im Standardzellkulturgefal? stattfinden. Bei der
digitalen Holografie werden die gebeugten Felder rechnerisch am Computer rekon-

struiert.

Nach Ozonexposition wurden die Zellen direkt in der Zellkulturflasche im Mikroskop

betrachtet.

2.2.5 Verwendete Software und Statistik

2.2.51 Auswertung Durchflusszytometrie

Das Programm FlowdJo Ver. 8.8.7 der Fa. FlowJo, Ashland, USA, diente zur Auswer-

tung der Ergebnisse der Durchflusszytometrie.

Die Versuche zur Caspase wurden mittels einem Histogramm ausgewertet. Anhand
von Kontrollzellen wurde ein Gate gelegt in dem 10% der Zellen Caspase positiv wa-
ren. Zellen innerhalb des Gates wurden als Caspase-positiv, Zellen aulderhalb des
Gates als Caspase-negativ definiert (siehe Abschnitt 3.3.2 und 3.3.5).

Bei den ROS Versuchen wurde zunachst ein Histogramm erstellt und anhand der
Negativkontrolle die x-Achse in einen positiv und einen negativ Bereich geteilt (siehe
Abschnitt 3.3.4).

Die Auswertung des JC-1 Tests erfolgte anhand eines Histogramms des FL 2 Kanals.
Dafur wurde mittels Kontrollversuchen ein Gate gelegt, in welchem 10% der Zellen
ein kollabiertes Membranpotential aufwiesen (siehe Abschnitt 3.3.4).

2.2.5.2 Statistische Methoden

Die Auswertung der erzielten Ergebnisse erfolgte mittels der Software Prism Ver. 6.0
fur Mac OS X der Fa. GraphPad, La Jolla, USA.
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Bei den verschiedenen Versuchen wurden aus der entsprechenden Versuchsanzahl
jeweils die Mittelwerte und die Standardabweichung berechnet. Die genauen Zah-
lenwerte sind im Anhang wiederzufinden. Fur paarweise Vergleiche zweier Mittelwer-
te bei kontinuierlicher Verteilung wurde der t-Test fir ungepaarte Stichproben ange-
wendet. Als Signifikanzgrenze far die Irrtumswahrscheinlichkeit galt p < 0,05. Zur
Ublichen Kennzeichnung von signifikanten und hochsignifikanten Unterschieden wur-
de folgende Symbolik verwendet [Sachs, 1991]:

*  0,052p>0,01
* 0,012p> 0,001
=% 00012p
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3. Ergebnisse

3.1 in-situ Dosimetrie

Pilotversuche mit der Expositionsapparatur hatten deutlich werden lassen, dass die
am Ozongenerator Uber die UV Absorption bei 254nm eingestellten Konzentrationen
bereits nach kurzem Transportweg abgefallen waren — mdglicherweise in Umkehrung
der im Abschnitt 1.1.1 vorgestellten Reaktionsgleichungen /1/ und /2/. Vor diesem

Hintergrund war eine Dosimetrie "in situ" notwendig.

3.1.1 Berechnung der Ozonldslichkeit

Das Henry-Gesetz beschreibt das Ldslichkeitsverhalten von flichtigen Substanzen in
einer Flussigkeit. In diesem Versuchsaufbau ist das die Loéslichkeit von Ozon in
HBSS. Die Korrelation der Henry-Konstante wurde von Roth und Sullivan (1981) be-
schrieben:

11/ Hox = 3,84 x 10 [OHT"% exp(-2428/T) [Roth, 1981]

Zur Berechnung fur die in diesem System geldste Ozonkonzentration sind weitere

Formeln notig:

n (03)

/2] Stoffmengenanteil: y = ————-"—— 041 (09)
2 3

/3/  Partialdruck = 1atm * y

Die geloste Ozonkonzentration ergibt sich durch Einsetzen von [1] und [3] in [4]:
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/4/ Caq (03) = Hcp * Pal'tla|drUCk

Die ausflihrliche Berechnung findet sich im Anhang lll.1 wieder.

Die theoretisch berechneten Ergebnisse flr die relevanten Ozonkonzentrationen fin-
den sich in Tabelle 3-1 wieder.

Tabelle 3-1: Vergleich der Ozonkonzentrationen

¢(03) Ozonomat ¢(0;) Gasphase ¢(0;) Gasphase ¢(0;) gelést
[ow/w] 5 Ippm] b o)
0,03 0,43 200 0,06
0,1 1,43 668 0,2
0,2 2,86 1336 0,4
0,3 4,29 2000 0,6
0,5 7,15 3340 1,0

Um nun Indigokarmin zur Abschatzung der tatsachlich gelésten Ozonkonzentration
verwenden zu konnen, ist von einer 1:1 Reaktion von Indigokarmin mit Ozon auszu-
gehen. Dabei entstehen, wie in Abschnitt 2.2.3.1 gezeigt, aus einem Molekul Indigo-

karmin zwei Molekiile Isatin.

Bei einer am Ozonomat eingestellten Ozonkonzentration von 0,1% w/w und einem
Gasfluss von ca. 200 ml/min gehen 0,2 g/m® = 4,3 nmol/mL Ozon in Lésung. In dem
vorliegenden Versuchsaufbau sind pro Flasche 4ml Puffer vorhanden, in denen somit
17,4 nmol Ozon in Losung gehen. Nimmt man eine konstante Flussrate von 200
ml/min an, gehen pro Minute 0,063 umol Ozon von der Gasphase (55 mL) in die
Flussigphase (4 mL) uber. Bei einer theoretischen Konzentration von Indigokarmin

von 0,2 mM = 0,8 ymol/4ml liegt eine Stoffmenge von 0,8 umol vor. Die geloste
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Stoffmenge von Ozon betragt 0,087 umol pro Minute. Der Extinktionskoeffizient fur
das in diesen Versuchen verwendete Indigokarmin wurde anhand der Stammlésung
ermittelt und betrug E=14000 M'em™.

Tabelle 3-2: Theoretische Absoprtion

Zeit in Minuten  Stoffmenge Indigokarmin nach  Absorption theoretisch:

Reaktion mit Ozon A=E*c*d
0 0,8 pmol 2,80
1 (0,8-0,063) umol=0,737umol 2,58
2 (0,8-0,126) umol=0,674 umol 2,36
3 (0,8-0,189) umol=0,611 ymol 2,14
5 (0,8-0,315) pmol=0,485 pumol 1,70
10 (0,8-0,63) pmol=0,17 umol 0,60

3.1.2 Ubereinstimmung von theoretischer und gemessener

Dosimetrie

Um die theoretisch erzielten Ergebnisse zu uberprifen wurde eine 0,2 mM Indigo-
karminlosung in HBSS hergestellt. Von dieser wurden jeweils wie im Zellversuch 4
mL in eine Zellkulturflasche uberfuhrt und mit Ozon bei einer Flussrate von 20
mL/min begast. Nach 0, 2, 3, 5 und 10 Minuten wurde die Losung photometrisch bei
610 nm vermessen (siehe Tab. 3-3). Die Farbreaktion dazu ist in Abbildung 3-1 zu

sehen.
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Abb. 3-1: Farbreaktion von Indigokarmin mit Ozon: Farbwechsel der blau gefirbten

Indigokarminldsung zur gelb gefarbten Isatinldsung durch Reaktion mit Ozon (0,100% w/w).

Der Vergleich von theoretischer und gemessener Léslichkeit von Ozon ist in Tabelle
3-3 zu sehen. Dabei wurde jeweils die vermessene Extinktion von Indigokarmin nach
unterschiedlicher Reaktionszeit mit Ozon mit den theoretischen Werten verglichen.
Aufgrund der Tatsache, dass zum Zeitpunkt 0 Minuten noch kein Ozon gelost war,
wurde hierfur der Extinktionswert der unbehandelten Ausgangslésung gewahlt.

Tabelle 3-3: Vergleich von berechneter und gemessener Loslichkeit

Zeit in Extinktion bei 610nm Theoretischer
[min] Mittelwert (n=5) * Wert
Standardabweichung

0 2,76 £ 0,17 2,80

1 2,62 + 0,05 2,58

2 2,44 + 0,06 2,36

3 1,91 £ 0,09 2,14

5 1,40 + 0,04 1,70

10 0,37 £ 0,11 0,60
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3.2 Morphologie nach Ozonexposition

Der Schaden, den Zellen bei einer Ozon-Exposition erleiden, kdnnte mit der expo-
nierten Oberflache korrelieren. In Vorversuchen gab es Hinweise auf ein "blebbing",
die sogenannte Blasenbildung auf der Zelloberflache. Unklar war, ob es dabei um ein
Artefakt handelte und ob dies auch im suspendierten Modell auftritt. Zur Klarung
wurden die Zellen mit Ozon behandelt und direkt im Anschluss mit einem holografi-
schen Mikroskop untersucht (siehe Abschnitt 2.2.4). Durch das Interferenzmuster
zweier Laserstrahle ermittelt der sog. HoloMonitor M3 rechnerisch das Bild der Zelle
und stellt es in drei Dimensionen am Computer dar. Eine Falschfarbenskala gibt die
Hohe der Zelle [um] Uber dem Boden der Zellkulturflasche an. Je heller die Zelle im
Holomonitor erscheint, umso mehr ragt diese in die Hohe. Je dunkler die Zelle er-
scheint, umso abgeflachter ist diese. Der Durchmesser der Zellen Iasst sich durch die
Breitenskala [um] abschéatzen.

3.2.1 Morphologie im suspendierten Modell

Vor Versuchsbeginn wurden beide Zelllinien von der Zellkulturflasche abgelost und in
HBSS suspendiert. Standiges Schaukeln der Apparatur hielt die Kontroll- und Ozon-
exponierten Zellen in Suspension. Nach Behandlung mit 0,2% w/w Ozon flur eine
Stunde waren morphologische Veranderungen im Vergleich zu den Kontrollzellen zu

sehen, welche in den Abbildungen 3-2 und 3-3 gezeigt sind.

37



Ergebnisse

A549 Kontrolle

Abb. 3-2: Holografische Aufnahme von suspendierten Kontroll- und Ozon-

exponierten A549 Zellen: Die Kontrolizellen wurden fiir 1 h in HBSS in Suspension gehalten.

Die Ozon-exponierten Zellen wurden 1 h in HBSS mit Ozon (0,2% w/w) behandelt. Griner Pfeil =
kugeliger Zellkdrper; roter Pfeil = abgeflachter Zellkdrper.
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L929 Kontrolle

Abb. 3-3: Holografische Aufnahme von suspendierten Kontroll- und Ozon-
exponierten L929 Zellen: Die Kontrolizellen wurden fiir eine 1 h in HBSS in Suspension

gehalten. Die Ozon-exponierten Zellen wurden 1 h in HBSS mit Ozon (0,2% w/w) behandelt. Griiner
Pfeil = kugeliger Zellkdrper; roter Pfeil = abgeflachter Zellkérper.
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Auf den Bildern ist bei keiner der beiden Zelllinien nach der Exposition eine Blasen-
bildung zu erkennen. Da beide Zelllinien in Suspension und noch nicht an der Ober-
flache der Kulturflasche angewachsen waren sind kugelige Zellkérper zu sehen, die
noch keine Ausbildung von Lamellipodia (Zellfortsatzen) zeigen. Jedoch ist aufgrund
der 3D-Darstellung deutlich erkennbar, dass die Kontrollzellen einen kugeligen Zell-
korper besitzen und in die Hohe ragen (siehe Abbildung 3-2 und 3-3, gruner Pfeil),
wohingegen die ozonierten Zellen grotenteils abgeflachte erscheinen (siehe Abbil-
dung 3-2 und 3-3, roter Pfeil).

Auch im Lichtmikroskop war kein "blebbing" ersichtlich (ohne Abb).

3.2.2 Morphologie im adharenten Modell

Beide Zelllinien wurden 24 Stunden vor Versuchsbeginn in Standard-Zellkultur-
flaschen ausgesat, um zu Versuchsbeginn einen adharenten Zellrasen zu bilden. An-
schlielfend wurden A549- und L929-Zellen eine Stunde bei 0,2% w/w Ozon expo-
niert. Die Abbildungen 3-4 und 3-5 zeigen die aufgetretenen morphologischen Veran-
derungen. Da die Zellen hier bereits angewachsen waren, zeigte sich bei den
Kontrollen und Proben von vornherein ein starker abgeflachter Zellkorper als im Ver-

gleich zum Suspensionsmodell.
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A549 Kontrolle

A549 Probe

Abb. 3-4: Holografische Aufnahme von adhédrenten Kontroll- und Ozon-

exponierten A549 Zellen. Die Kontrolizellen wurden fiir 1 h in HBSS gehalten. Die Ozon-

exponierten Zellen wurden in HBSS 1 h mit Ozon (0,2% w/w) behandelt. Griiner Pfeil = erhdhter

Zellkorper; roter Pfeil = abgeflachter Zellkorper.
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L929 Kontrolle

L929 Probe

Abb. 3-5: Holografische Aufnahme von adharenten Kontroll- und Ozon-
exponierten L929 Zellen. Die Kontrollzellen wurden fiir 1 h in HBSS gehalten. Die Ozon-

exponierten Zellen wurden in HBSS 1 h mit Ozon (0,2% w/w) behandelt. Griiner Pfeil = erhdhter

Zellkorper; roter Pfeil = runder, abgeflachter Zellkorper.
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Auch im adharenten Zellmodell war keine Blasenbildung zu erkennen. Hier konnte
jedoch eine Verringerung der Ausbildung von Lamellipodia (Zellfortsatzen) beobach-
tet werden. Dies ist vor allem bei den L929 Zellen zu sehen. Es anderte sich nach
Ozon-Exposition die erhdhte Zellform (siehe griner Pfeil in Abbildung 3-5) mit fib-
roblasten-typischen Fortsatzen in eine runde, abgeflachte Form ohne Fortsatze (sie-
he roter Pfeil in Abbildung 3-5) und ohne Blasenbildung ("blebbing").

Auch im Lichtmikroskop war kein "blebbing" ersichtlich (Bilder nicht gezeigt).
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3.3 In-vitro-Toxizitat nach Ozonexposition

3.3.1 Dosis- Wirkungskurven anhand Membran- und metabolischer
Toxizitat

Zur Feststellung der Giftigkeit von Ozon in der verwendeten Expositionsapparatur
wurden anhand verschiedener Parameter Konzentrations-Wirkungskurven ermittelt.
Fir beide Zelllinien erfolgte eine Behandlung mit Ozonkonzentrationen von 0 — 0,7%
w/w Ozon fur eine Stunde. Anschliellend wurden die Zellsuspensionen von Kontrolle
und Probe in drei Teile geteilt und zum einen die Membrantoxizitat von Ozon mittels
des Trypanblau-Assay (Abschnitt 2.2.3.2) und zum anderen die metabolische Toxizi-
tat mittels des Tietze-Assays (GSX) (Abschnitt 2.2.3.4) und des XTT-Assays (Ab-
schnitt 2.2.3.3) ermittelt. Das Ergebnis fur die A549 Zellen ist in Abbildung 3-6, das
fur die L929 Zellen in Abbildung 3-7 dargestellt.
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Abb. 3-6: Vergleich der Membran- und metabolischen Toxizitdat von A549 Zellen:

Der Trypanblau-Assay stellt den Prozentsatz ungefarbter zu geférbten Zellen, der Tietze-Assay die
Prozentzahl des Gesamtglutathions, bezogen auf die Kontrolle, und der XTT-Assay die Prozentzahl
des gebildeten Formazans, bezogen auf die Kontrolle, dar. Zu sehen sind die Mittelwerte aus 4 unab-
hangigen Versuchen * Standardabweichung bei Ozonkonzentrationen von 0 — 0,7% w/w. p < 0,1 (*), p
< 0,01 (**) und p < 0,001 (™) markieren die statistisch signifikanten Unterschiede im Vergleich zur

Kontrolle.

Wie aus Abbildung 3-6 ersichtlich zeigt sich bei der Reaktionskinetik eine Abnahme
aller drei Parameter in der Form einer Hyperbel. Der Wert fur die effektive Konzentra-
tion, bei dem 50% der Zellen eine Reaktion zeigen (EC50), lag bei allen drei Parame-
tern bei ca. 0,2% w/w Ozon. Am starksten und schnellsten vom Ozonschaden betrof-
fen war dabei die reduzierte Formazanbildung als Ausdruck einer metabolischen
Storung. Membranschaden, die durch eine Trypanblau-Aufnahme erkennbar wurden,
fielen bei niedriger Ozon-Belastung zunachst nicht ins Gewicht, wichen aber bereits
ab einer Konzentration von 0,1% w/w Ozon — ebenso wie der GSX-Gehalt der Zellen
— signifikant vom Zustand der Kontrollen ab.
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Abb. 3-7: Vergleich der Membran- und metabolischen Toxizitat von L929 Zellen:

Der Trypanblau-Assay stellt den Prozentsatz ungefarbter zu geférbten Zellen, der Tietze-Assay die
Prozentzahl des Gesamtglutathions, bezogen auf die Kontrolle, und der XTT-Assay die Prozentzahl
des gebildeten Formazans, bezogen auf die Kontrolle, dar. Zu sehen sind die Mittelwerte aus 4 unab-
hangigen Versuchen + Standardabweichung bei Ozonkonzentrationen von 0 — 0,7% w/w. p < 0,1 (*), p
< 0,01 (**) und p < 0,001 (*™*) markieren die statistisch signifikanten Unterschiede im Vergleich zur

Kontrolle.

Im Vergleich zur humanen Zelllinie zeigten die L929-Zellen ein ahnliches Verhalten
und eine exponentielle Abnahme der Formazanbildung. Die Abnahme der Trypan-
blau- und GSX-Werte verlief jedoch langsamer und entspricht einer Asymptote mit
geradem Verlauf, wie Abbildung 3-7 zeigt. Auch der EC50-Wert fur alle drei Parame-
ter liegt dabei im Vergleich zu den A549 Zellen hoher bei ca. 0,3% w/w Ozon.

3.3.2 Ozon induzierte Caspase-8 Aktivierung

Neben dem Trypanblau-Assay ist auch die Aktivierung der Caspase-8 ein Indikator
fur einen Membranschaden. Wie bereits in Abbildung 1-3 gezeigt, beginnt dieser
Ozonschaden bei der Aktivierung sogenannter Zelltodrezeptoren und fuhrt uber die
Aktivierung der Caspase-8 zum programmierten Zelltod. Hierfur wurden die Zellen
eine Stunde bei 0,2% w/w Ozon begast und nach Aufarbeitung im Durchflusszytome-
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ter vermessen. Abbildung 3-8 zeigt die Reproduzierbarkeit der Fluoreszenzmessung

anhand von Kontrollversuchen.
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Abb. 3-8: Fluoreszenzmessung von Caspase-8: Die Grafik zeigt 4 unabhéangige Versuche
von A549 bzw. L929 Zellen nach Behandlung fir 1 h mit Carbogen (Negativkontrolle). Fiir die Darstel-

lung wurde hier ein Histogramm gewahlt, das die Fluoreszenzintensitat (x-Achse) gegen die Haufigkeit
(y-Achse) auftragt.

Anhand eines Kontrollversuchs wurde mit dem Programm FlowJo ein Gate um die
Caspase-8 positive Population gelegt, in dem die Zellzahl =10% war. Zellen innerhalb
dieses Gates wurden als Caspase-8 positiv, Zellen aullerhalb dieses Gates als
Caspase-8 negativ definiert. Abbildung 3-9 zeigt die Verteilung der Messereignisse

eines reprasentativen Versuchs.
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Abb. 3-9: Fluoreszenzmessung von Caspase-8: Die Grafik zeigt einen reprasentativen

Versuch von A549 bzw. L929 Zellen nach Behandlung fir 1 h mit Carbogen (Kontrolle) oder 1h mit
0,2% w/w Ozon (Probe). Flir die Darstellung wurde hier ein Histogramm gewahlt, das die Fluores-
zenzintensitat (x-Achse) gegen die Haufigkeit (y-Achse) auftragt. Das "gate" wurde anhand der Kon-

trollen so gewahlt, dass nicht mehr als 10% der Zellen Caspase-8 positiv waren.

Die Auswertung der Histogramme mehrerer Versuche liefert das in Abbildung 3-10

dargestellte Punktdiagramm.
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Abb. 3-10: Caspase-8 Aktivierung nach Ozonbehandlung: Exposition von A549 bzw.
L929 Zellen fir 1 h mit Carbogen (Kontrolle) oder 1 h mit 0,2% w/w Ozon (Probe). Dargestellt sind die
Mittelwerte von Caspase-8 positiven Zellen [%] aus 4 unabhangigen Versuchen * Standardabwei-
chung. p < 0,01 (**) und p < 0,001 (***) markieren die statistisch signifikanten Unterschiede im Ver-
gleich zur Kontrolle.

Beide Zelllinien zeigen hier im Vergleich zu den Kontrollen eine signifikant erhohte
Caspase-8 Aktivitat. Aufgrund dieser deutlichen Erhohung kann von einer Aktivierung
der sogenannten Todesrezeptoren an der Zellmembran durch Ozon ausgegangen
werden. Im Gegensatz zum Trypanblau-Assay zeigt der Caspase-8 Nachweis eine
erhohte Sensitivitat bei einer Ozonkonzentration von 0,2% w/w. Vergleicht man die
Werte bei den A549 Zellen, so sind ca. 75% Caspase-8 positiv im Vergleich zu 30%
Trypanblau-positiven Zellen (siehe Abbildung 3-6). Bei den L929 Zellen sind 80%
Caspase-8 positiv im Vergleich zu 20% Trypanblau-positiven Zellen (siehe Abbildung
3-7).
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3.3.3 Annexin V als fruhapoptotisches Signal an der Zellmembran

Annexin V dient als Nachweis fur ein frihapoptotisches Signal. Dabei werden zu Be-
ginn der Apoptose von der Innenseite der zellularen Membran Phosphatidylserinkdp-
fe nach auflen geklappt. An diese Kopfe bindet Annexin V. Zusatzlich mussten die
Zellen noch mit dem FVD Farbstoff angefarbt werden um eine Unterscheidung von
vitalen, apoptotischen und nekrotischen Zellen vorzunehmen. Weil Annexin V alleine
bei den nekrotischen Zellen ein positives Signal geben wurde, da es wegen der po-
rosen Membran nekrotischer Zellen in das Zellinere gelangt und dort bindet, wurde
der Farbstoff FVD hinzugezogen, der nekrotische Zellen anfarbt. Jedoch war nach
Aufarbeitung der Zellen nur ein positives FVD Signal und kein Annexin V Signal im
Durchflusszytometer messbar (Daten nicht gezeigt). Ein fehlendes Signal deutet auf
die in der Literatur beschriebene Aushartung der Zellmembran hin [Pryor, 1995], so

dass die Koépfe nicht in der Lage sind, von innen nach auf3en zu klappen.

3.3.4 ROS-Bildung und Einfluss auf das mitochondriale Membran-

potential

Neben dem Ozonschaden an der Zellmembran ist auch ein intrazellularer Schaden
zum einen von Ozon direkt und durch die Bildung reaktiver Sauerstoff-Spezies denk-
bar. Um dies zu Uberprufen, wurde zunachst untersucht, ob ein erhdhtes Vorkommen

von ROS nach Ozonbehandlung in den Zellen nachweisbar ist.

Anhand eines Kontrollversuchs wurde mit dem Programm FlowJo ein Gate um die
ROS positive Population gelegt, in dem die Zellzahl =1% war. Zellen innerhalb dieses
Gates wurden als ROS positiv, Zellen aufderhalb dieses Gates als ROS negativ defi-
niert. Aufgrund der Tatsache, dass H,O, auch zu einer erhohten ROS Bildung fuhrt,
wurde H,O, als Positivkontrolle gewahlt. Abbildung 3-11 zeigt die Verteilung der
Messereignisse eines reprasentativen Versuchs.
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Abb. 3-11: Bildung von ROS nach Ozon- und H,O2-Exposition: Die Grafik zeigt eine

reprasentative Aufnahme von A549 bzw. L929 Zellen nach Behandlung flir 1 h mit Carbogen (Kontrol-

le) oder 1 h mit 0,2% w/w Ozon (Probe). 1 mM H»O, wurden fiir 10 min zugegeben (Positivkontrolle).

Fir die Darstellung wurde hier ein Histogramm gewéahlt, das die Fluoreszenzintensitét (x-Achse) ge-

gen die Haufigkeit (y-Achse) auftragt. Das "gate" wurde anhand der Kontrollen so gewahlt, dass ca.

1% der Zellen ROS positiv waren.
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Sowohl Ozon als auch H,O, exponierte Zellen zeigten eine Zunahme der Fluores-
zenzintensitat, was eine erhéhte Bildung von ROS bedeutet. Die Auswertung der His-

togramme lieferte folgende Zahlenwerte (Abbildung 3-12):
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Abb. 3-12: Bildung von ROS nach Ozon- und H;O2-Exposition: Exposition von A549
bzw. L929 Zellen fiir 1 h mit Carbogen (Kontrolle) oder 1 h mit 0,2% w/w Ozon (Probe). 1 mM H,0O,
wurden fir 10 min zugegeben (Positivkontrolle). Dargestellt sind die Mittelwerte von ROS positiven
Zellen [%] aus 5 unabhangigen Versuchen + Standardabweichung. p < 0,001 (***) markieren die sta-

tistisch signifikanten Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle.

Beide Zelllinien zeigten eine signifikante Erhohung der gebildeten ROS. Betrachtet
man den Prozentanteil gebildeter ROS, kann dabei die gewahlte Ozonkonzentration
von 0,2% w/w fur 1 h etwa einer Inkubation von 1 mM H;O, fur 10 min gleichgesetzt

werden.

Der Farbstoff JC-1konnte klaren, welche Auswirkung ROS und Ozon auf das mito-
chondriale Membranpotential haben. Wie bereits in Abschnitt 2.2.3.8 erklart bildet
dieser bei intaktem Membranpotential ein farbiges Dimer, welches im Durchflusszy-
tometer gemessen werden kann. Dafur wurden die Zellen fur eine Stunde bei 0-0,2%
w/w Ozon exponiert und mit dem Farbstoff behandelt. Anhand eines Kontrollversuchs
wurde mit dem Programm FlowJo ein Gate festgelegt, in dem =10% der Zellen keine
Aggregate des JC-1 Farbstoff bildeten und somit das Membranpotential kollabiert

war. Zellen aulierhalb dieses Gates wiesen ein intaktes Membranpotential auf. H,O»
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diente wieder als Positivkontrolle. Dargestellt ist der Zusammenbruch des mitochond-
rialen Membranpotentials in Abbildung 3-13 in Form von Histogrammen. Die Auswer-

tung dieser Histogramme liefert die in Abbildung 3-14 dargestellte Dosis-Wirkungs-
Kurve.
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Abb. 3-13: Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials: Die Grafik
zeigt eine reprasentative Aufnahme von A549 bzw. L929 Zellen nach Behandlung fir 1 h mit Carbo-
gen (Kontrolle) oder 1 h mit 0,2% w/w Ozon (Probe). 1 mM H,O, wurden fir 10 min zugegeben (Posi-
tivkontrolle). Fir die Darstellung wurde hier ein Histogramm gewahlt das die Fluoreszenzintensitat (x-

Achse) gegen die Haufigkeit (y-Achse) auftragt. Das "gate" wurde anhand der Kontrollen so gewahlt,
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dass ca. 10% des JC-1 Farbstoffs als Monomer in den Zellen vorlag.
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Abb. 3-14: Konzentrationsabhdngiger Zusammenbruch des mitochondrialen
Membranpotentials: Die Grafik zeigt A549 bzw. L929 Zellen nach Behandlung fiir 1 h mit 0,0-

0,2% w/w Ozon. Dargestellt sind die Mittelwerte von JC-1 positiven Zellen [%] aus 3 unabhéangigen

Versuchen + Standardabweichung.

Beide Zelllinien zeigen ahnliche Konzentrations-Wirkungskurven und einen EC50-
Wert, der bei ca. 0,15-0,2% w/w Ozon liegt. Bei 0,2% w/w Ozon ist bei fast 60% der
Zellen das Membranpotential kollabiert. Somit liegt hier ein Zusammenhang in glei-
cher Hohe zwischen dem Zusammenbruch des Membranpotentials und der ROS
Bildung vor.

3.3.5 DNA Schaden und Caspase-3 und -9 Aktivierung

Ozon aber auch ROS bewirken einen DNA-Schaden. Die Bestimmung des DNA-
Schadens erfolgte mittels des Tumorsuppressorgens p53 (siehe Abschnitt 2.2.3.6).
Die Zellen wurden dafur nach Ozonexposition laut dem Herstellerprotokoll aufgear-
beitet und anschlieend im Mikrotiterplattenlesegerat vermessen. Dabei wurde der
p53-Gehalt nach 0, 4 und 24 Stunden bestimmt. H,O, diente wiederum als Positiv-

kontrolle. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3-15 gezeigt.
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Abb. 3-15: Zeitlicher Verlauf der p53 Konzentration nach Ozonexposition: Die
Grafik zeigt den zeitlichen Verlauf der p53 Konzentration [U/mL] in A549 bzw. L929 Zellen nach Be-
handlung far 1 h mit 0,0% w/w Ozon (Kontrolle), 0,2% w/w Ozon (Probe) und fir 10 min mit 1 mM
H,O, (Positivkontrolle). Dargestellt sind die Mittelwerte der p53-Konzentration aus 4 unabhangigen
Versuchen + Standardabweichung. p < 0,1 (*) markiert die statistisch signifikanten Unterschiede im

Vergleich zur Kontrolle.

Offensichtlich fuhrten Ozon und ROS bei beiden Zelllinien zur Erhéhung der intrazel-
lularen p53-Konzentration. Die p53-Konzentration stieg nach Ozonexposition im Ver-
gleich zur Kontrolle an und hatte ihr Maximum nach 4 Stunden erreicht. Nach 24
Stunden war die p53-Konzentration auf den Ausgangswert gesunken. H,O, zeigte
dabei eine fast identische Zeitkinetik wie nach Ozonexposition. Die humane A549
Zelllinie zeigte einen starkeren Anstieg im Vergleich zur murinen L929 Zelllinie.

Da es nach Ozonschaden zu einer Anhaufung von p53 kommt, konnte davon ausge-
gangen werden, dass p53 Gene der Bcl2-Familie aktiviert, die in Form einer Signal-
kaskade zunachst eine Ausschuttung von Cytochrom-c aus den Mitochondrien be-
wirkten. Die Folge war die Aktivierung der intrinsischen Caspase Kaskade.

Wie fur Caspase-8 (siehe Abschnitt 3.3.2) wurde fur Caspase-9 der gleiche Versuch
durchgefuhrt, um dabei einen direkten Vergleich beider Initiatorcaspasen zu bekom-
men. Abbildung 3-16 zeigt die Reproduzierbarkeit der Fluoreszenzmessung anhand

von Kontrollversuchen.
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A549 L929

Abb. 3-16: Fluoreszenzmessung von Caspase-9: Die Grafik zeigt 4 unabhiangige Versu-
che von A549 bzw. L929 Zellen nach Behandlung fir 1 h mit Carbogen (Negativkontrolle). Fir die
Darstellung wurde hier ein Histogramm gewahlt, das die Fluoreszenzintensitat (x-Achse) gegen die

Haufigkeit (y-Achse) auftragt.

Anhand eines Kontrollversuchs wurde mit dem Programm FlowJo ein Gate um die
Caspase-9 positive Population gelegt, in dem die Zellzahl =10% war. Zellen innerhalb
dieses Gates wurden als Caspase-9 positiv, Zellen aullerhalb dieses Gates als
Caspase-9 negativ definiert. Abbildung 3-17 zeigt die Verteilung der Messereignisse

eines reprasentativen Versuchs.
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Abb. 3-17: Fluoreszenzmessung von Caspase-9: Die Grafik zeigt einen reprasentativen
Versuch von A549 bzw. L929 Zellen nach Behandlung fir 1 h mit Carbogen (Kontrolle) oder 1 h mit
0,2% w/w Ozon (Probe). Fiir die Darstellung wurde hier ein Histogramm gewahlt, das die Fluores-
zenzintensitat (x-Achse) gegen die Haufigkeit (y-Achse) auftragt. Das "gate" wurde anhand der Kon-

trollen so gewahlt, dass ca. 10% der Zellen Caspase-9 positiv waren.

Die Auswertung der DotPlots mehrerer Versuche lieferte das in Abbildung 3-18 dar-
gestellte Punktdiagramm.
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Abb. 3-18: Caspase-9 Aktivierung nach Ozonbehandlung: Exposition von A549 bzw.

L929 Zellen fir 1 h mit Carbogen (Kontrolle) oder 1 h mit 0,2% w/w Ozon (Probe). Dargestellt sind die
Mittelwerte von Caspase-9 positiven Zellen [%] aus 4 unabhangigen Versuchen * Standardabwei-

chung. p < 0,001 (***) markiert die statistisch signifikanten Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle.

Die untersuchten Caspase-9 Werte zeigten bei beiden Zelllinien eine signifikante
Veranderung im Vergleich zu den Kontrollen. Der DNA-Schaden und der Zusam-
menbruch des mitochondrialen Membranpotentials fuhrten letztlich zur Caspase-9
Aktivierung.

Wie in der Literatur beschrieben, haben sogenannte Initiatorcaspasen wie Caspase-8
oder Caspase-9 den Effekt, die Vorlauferform nachgeschaltener Effektorcaspasen

wie Caspase-3 zu spalten und somit zu aktivieren.

Um nun eine Aussage Uber die Endstrecke der Caspase Kaskade treffen zu kénnen,
wurde im gleichen Versuchsaufbau Caspase-3 mittels Durchflusszytometrie nachge-

wiesen.
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A549 L929

Abb. 3-19: Fluoreszenzmessung von Caspase-3: Die Grafik zeigt 4 unabhangige Versu-
che von A549 bzw. L929 Zellen nach Behandlung fir 1 h mit Carbogen (Negativkontrolle). Fir die
Darstellung wurde hier ein Histogramm gewahlt, das die Fluoreszenzintensitat (x-Achse) gegen die

Haufigkeit (y-Achse) auftragt.

Abbildung 3-19 zeigt die Reproduzierbarkeit der Fluoreszenzmessung anhand von

Kontrollversuchen.

Anhand eines Kontrollversuchs wurde mit dem Programm FlowJo ein Gate um die
Caspase-3 positive Population gelegt, in dem die Zellzahl =10% war. Zellen innerhalb
dieses Gates wurden als Caspase-3 positiv, Zellen aullerhalb dieses Gates als
Caspase-3 negativ definiert. Abbildung 3-20 zeigt die Verteilung der Messereignisse

eines reprasentativen Versuchs.

Die Auswertung der Messwerte mehrerer Versuche lieferte dabei eine signifikante
Erhohung der Caspase-3 nach Ozonbehandlung in beiden Zelllinien, wie in Abbil-

dung 3-21 ersichtlich ist.

In beiden Zelllinien lief nach einem Ozonschaden kontrolliert durch p53 und der
Caspase der Zelltod durch Apoptose ab. Zusammenfassend wurden alle nachgewie-
senen Caspasen im Vergleich zu den Kontrollen signifikant erhoht. Untereinander

zeigten Caspase-3, -8 und -9 keine signifikanten Unterschiede.

60



Ergebnisse

»
150
150
100
100 Kontrolle
) 50
IQ_J 9.78 50 ,L
'—

=
o
a—
E 0 T TTTI T LR T 0 Trrry T T T T T
s 10° 10 102 10° 10* 10° 10 102 10° 10*
L

100 150

80

60 100 Probe

07 93.7

. 83.4 50 .
~ A
0 T it 0 T S e
10° 10' 10% 103 10* 10° 10’ 102 10° 10*
>

FL1-H: Caspase-3

Abb. 3-20: Fluoreszenzmessung von Caspase-3: Die Grafik zeigt einen reprasentativen
Versuch von A549 bzw. L929 Zellen nach Behandlung fir 1 h mit Carbogen (Kontrolle) oder 1 h mit
0,2% w/w Ozon (Probe). Fiir die Darstellung wurde hier ein Histogramm gewahlt, das die Fluores-
zenzintensitat (x-Achse) gegen die Haufigkeit (y-Achse) auftragt. Das "gate" wurde anhand der Kon-

trollen so gewahlt, dass ca. 10% der Zellen Caspase-3 positiv waren.
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Abb. 3-21: Caspase-3 Aktivierung nach Ozonbehandlung: Exposition von A549 bzw.
L929 Zellen fir 1 h mit Carbogen (Kontrolle) oder 1 h mit 0,2% w/w Ozon (Probe). Dargestellt sind die

Mittelwerte von Caspase-3 positiven Zellen [%] aus 4 unabhangigen Versuchen * Standardabwei-
chung. p < 0,01 (**) und p < 0,001 (***) markieren die statistisch signifikanten Unterschiede im Ver-
gleich zur Kontrolle.

3.3.6 Anti-apoptotische Effekte

Um eine exakte Aussage uber die Apoptose nach einem Ozonschaden treffen zu
kénnen, wurde zusatzlich eine Analyse des anti-apoptotischen Gens Bcl-2 durchge-
fuhrt. Wie bereits in Abschnitt 3.3.5 erwahnt, fihrt eine Hochregulation von p53 zu
einer Aktivierung von Genen der Bcl2 Familie. Dazu gehoren pro-apoptotische Gene
wie z.B. BAX, welches die Cytochrom-c Ausschuttung und die Caspase Kaskade
aktiviert und anti-apoptotische Gene wie z.B. Bcl2. Nach Ozonexposition wurde die
Bcl2 Konzentration in beiden Zelllinien bestimmt. Jedoch war keine Erhohung im
Vergleich zu den Kontrollen sichtbar (Daten nicht gezeigt).

62



Ergebnisse

3.4 Antioxidative Effekte von Dimethylsulfoxid

3.4.1 Beeinflussung der Proliferationsaktivitat

Zunachst war von Interesse, welche Effekte durch Zugabe von DMSO vor Ozonbe-
handlung erkennbar wurden. Daflr wurde der CFU Assay (siehe Abschnitt 2.2.3.12)
zu Hilfe genommen. Nach Ozonexposition wurden die Zellen in 6-well Platten ausge-
sat, fur 8 Tage in den Brutschrank gegeben und anschlieRend angefarbt. Abbildung
3-22 zeigt die Ergebnisse von A549 Zellen. Daten von L929 Zellen sind nicht gezeigt.

Koentralle

Abb. 3-22: Einfluss von DMSO und DMSOQ, auf die Proliferationsaktivitat nach

Ozonexposition: Exposition von A549 Zellen fiir 1 h mit Carbogen (Negativkontrolle) oder 1 h mit
0,2% w/w Ozon £1% DMSO bzw. £1% DMSO..
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Wahrend bei der Oz-Probe mit und ohne DMSO, keine Koloniebildung sichtbar war,
war unter Anwesenheit von DMSO ein proliferativer Effekt sichtbar. Mit bloRem Auge
war bei der Probe mit DMSO gegenuber der Kontrolle eine Abnahme der Koloniebil-

dung um ca. 50% zu erkennen.

Zur genaueren Abklarung dieses protektiven Effekts von DMSO wurden die in 3.3
gemessenen Parameter wie die Induktion der Apoptose (Caspase-3 Assay), die Bil-
dung von reaktiven Sauerstoff-Spezies (ROS Assay) und das Kollabieren des mito-
chondrialen Membranpotentials (JC-1 Assay) nochmals unter Anwesenheit von
DMSO gemessen.

3.4.2 Einfluss auf das mitochondriale Membranpotential

Vorab sollte Uberprift werden, ob die positiven Effekte wirklich antioxidativer Natur
waren oder ob der Effekt nur dadurch zustande kam, dass Ozon mit DMSO reagiert
und somit weniger Ozon die Zellen erreicht. Daflr wurde Harnstoff gewanhlt, ein dem
DMSO strukturverwandtes Molekul (Abbildung 3-23). DMSO und Harnstoff wurde
den Zellen vor Versuchsbeginn in einer Konzentration von 1% zugesetzt. Inwieweit
Effekte bei einer Ozonkonzentration von 0,2% wi/w sichtbar waren, ist in Abbildung 3-
24 dargestellt.

Abb. 3-23: Vergleich der Molekiulstruktur von DMSO, DMSO- und Harnstoff
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Abb. 3-24: Einfluss von DMSO und Urea auf das mitochondriale Membranpo-

tential wahrend Ozonbehandlung: Exposition von A549 bzw. L929 Zellen fiir 1 h mit Carbo-
gen (Negativkontrolle), 0,2% w/w Ozon £1% DMSO bzw. +1% Urea oder fir 10 min mit 1 mM H,O,
(Positivkontrolle). Dargestellt sind die Mittelwerte von JC-1 positiven Zellen [%] aus mindestens 4 un-
abhangigen Versuchen = Standardabweichung. p < 0,1 (*), p < 0,01 (**) und p < 0,001 (***) markieren

die statistisch signifikanten Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle.

Wie ersichtlich ist, war bei Harnstoff keine signifikante Minderung der JC-1 positiven
Zellen im Vergleich zur Fraktion ohne Zusatz sichtbar. Dies galt fur beide Zelllinien.
Im Gegensatz dazu fuhrte die Zugabe von DMSO bei den A549 und L929 Zellen zu
einer signifikanten Reduktion der JC-1 positiven Zellen sowohl gegenuber der Frakti-

on ohne Zusatz als auch gegenuber der Fraktion mit Harnstoff.

Als Erganzung zur Frage der schutzenden Wirkung sollte geklart werden, ob die oxi-
dierte Form von DMSO, das Dimethylsulfon (DMSO3), auch in der Lage ist, die Zellen
vor Ozon zu schutzen. DMSO und DMSO, wurden in einer Konzentration von jeweils
1% in die Zellsuspension gegeben, die anschlielend fur 1h mit einer Ozonkonzentra-
tion von 0,2% w/w fur 1 h behandelt wurde. Die Auswirkung auf das Membranpoten-

tial ist in Abbildung 3-25 graphisch dargestellt.

65



Ergebnisse

A549 L929
100+ o ' 100+ ILI l
° v

JC-1 positiv [%]
3 3
<
JC-1 positiv [%]
8 8

[

o

>

40- v 40 I
201 %‘ 201
Eggns ..il.
c | | L] | c L] L] | L]
& o ) oV W o> O oY
,éo\ o K 2 © & &
N o Q N o Q
{‘o x \°\° \o\e 450 \e\Q \e\e
x
o” o‘bx o” o

Abb. 3-25: Einfluss von DMSO und DMSO; auf das mitochondriale Membranpo-

tential wahrend der Ozonbehandlung: Exposition von A549 bzw. L929 Zellen fir 1 h mit
Carbogen (Kontrolle) oder 0,2% w/w Ozon +1% DMSO bzw. +1% DMSO,. Dargestellt sind die Mittel-
werte von JC-1 positiven Zellen [%] aus mindestens 5 unabhangigen Versuchen *+ Standardabwei-
chung. p<0,1(*), p<0,01 (**) und p < 0,001 (***) markieren die statistisch signifikanten Unterschiede

im Vergleich zur Kontrolle.

DMSO; zeigte nicht die gleichen Eigenschaften wie DMSO. In beiden Zelllinien war
die Zahl JC-1 positiver Zellen, bei der Fraktion in der DMSO; enthalten war, im Ver-
gleich zu den anderen Fraktionen nicht signifikant erniedrigt. Es war lediglich bei der
Fraktion mit DMSO im Vergleich zur Fraktion ohne Zusatz und im Vergleich zur Frak-
tion mit DMSO., eine signifikante Reduktion der JC-1-positiven Zellen ersichtlich.

3.4.3 Effekt auf die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies

Nachdem DMSO offenbar die Fraktion der Zellen mit kollabiertem Membranpotential
verringerte, stellte sich die Frage, inwieweit DMSO die Bildung von ROS verhindert.
Dies sollte auch im Vergleich von DMSO und DMSO- gepruft werden.
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Abb. 3-26: Bildung von ROS nach Ozon-Exposition unter Anwesenheit von

DMSO: Die Grafik zeigt A549 bzw. L929 Zellen nach Behandlung fiir 1 h mit Carbogen (Kontrol-
le=schwarz), 0,2% w/w Ozon (Probe=rot) oder 0,2% w/w. Ozon + 1% DMSO (Probe=blau). 1 mM
H.O, wurden fir 10 min zugegeben (Positivkontrolle=grin). Fir die Darstellung wurde hier ein Histo-

gramm gewahlt, das die Fluoreszenzintensitat (x-Achse) gegen die Haufigkeit (y-Achse) auftragt.

Aus Abbildung 3-26 ist ersichtlich, dass in den Proben mit 1% DMSO die Fluores-
zenzintensitat geringer ausfallt als bei den Proben ohne DMSO. Die starkste Fluo-
reszenzintensitat zeigt die Positivkontrolle mit H,O,. Die genaue Auswertung dieser
Histogramme lieferte folgende Zahlenwerte, die in Abbildung 3-27 zu sehen sind.
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Abb. 3-27: Bildung von ROS nach DMSO/DMSO; Zugabe wahrend Ozon-

Exposition: Exposition von A549 bzw. L929 Zellen fiir 1 h mit Carbogen (Kontrolle) oder 0,2% w/w
Ozon +1% DMSO bzw. +1% DMSO,. Dargestellt sind die Mittelwerte von ROS positiven Zellen [%]
aus 5 unabhangigen Versuchen + Standardabweichung. p < 0,1 (*) und p < 0,01 (**) markieren die

statistisch signifikanten Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle.

In beiden Zelllinien konnte eine signifikant verminderte Zahl von ROS positiven Zel-
len durch DMSO Zusatz gezeigt werden, sowohl gegenuber der Probe ohne Zusatz
als auch gegenuber der Probe mit DMSO, Zusatz. Fur DMSO, konnte kein anti-

oxidativer Effekt nachgewiesen werden.

3.4.4 Auswirkung auf die Caspase Kaskade

Wie bereits in Abschnitt 3.3 gezeigt, fuhrte Ozon zur Aktivierung der Caspase Kaska-
de. Nun sollte uberpruft werden, ob auch hier unter Anwesenheit von DMSO ein pro-
tektiver Effekt an den Zelllinien zu erkennen war. Dabei wurden die Zellsuspensionen
von A549 und L929 Zellen in vier Fraktionen geteilt: Negativkontrolle, Probe ohne
DMSO, Probe mit 1% DMSO, Probe mit 1% DMSO,, wobei DMSO und DMSO;, je-

weils vor Versuchsbeginn zugegeben wurden. Diese Fraktionen wurden anschlie-
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Rend far 1 h mit 0,2% w/w Ozon behandelt. Die Abbildung 3-28 zeigt dazu die Er-
gebnisse.
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Abb. 3-28: Caspase-3 Aktivierung nach DMSO/DMSO, Zugabe wahrend Ozon-

behandlung: Exposition von A549 bzw. L929 Zellen fiir 1 h mit Carbogen (Kontrolle) oder 0,2%
w/w Ozon +1% DMSO bzw. 1% DMSO,. Dargestellt sind die Mittelwerte von Caspase-3 positiven
Zellen [%] aus mindestens 4 unabhangigen Versuchen + Standardabweichung. p < 0,1 (*) und p <
0,01 (**) markieren die statistisch signifikanten Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle.

Der Caspase-3 positive Anteil war in beiden Zelllinien in der Fraktion mit 1% DMSO
im Vergleich zu der Fraktion ohne Zusatz signifikant verringert. Wie schon bei den
Versuchen zur ROS-Bildung und zur Depolarisation des Membranpotentials gezeigt,
hatte die oxidierte Form von DMSO, das DMSO,, keinen signifikanten Effekt auf die
Caspase.
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4. Diskussion

Das Bild einer Ozonvergiftung unter Hochdosis-Bedingungen (=400mg/m®) unter-
scheidet sich qualitativ von der sogenannten Umweltexposition (+0,24mg/m?). Die
Gefahr des Soforttods oder, ein Lungenédem und anschlief3end eine Fibrose zu ent-
wickeln, ist bei Umweltkonzentrationen im Gegensatz zu technischen Konzentratio-
nen nicht vorhanden. Somit bieten Expositionsapparaturen eine Moglichkeit, volatile
Gifte von hoher Konzentration an isolierten Zellmodellen zu untersuchen. Ziel der
Arbeit war es, anhand der vorliegenden Expositionsapparatur die Wirkung von hoch-
dosiertem Ozon auf zellularer Ebene zu untersuchen und die Brauchbarkeit klassi-
scher Endpunkte einer Zytotoxizitat in diesem Szenario zu uberprifen. Schliellich
sollte die antioxidative Wirkung von DMSO als Schutz der Zellen vor dem oxidativen
Einfluss von Ozon im Vergleich zu strukturverwandten Stoffen ohne antioxidative Ei-
genschaften untersucht werden. Tabelle 4-1 fasst die Ergebnisse der einzelnen Ver-
suche zusammen. Es zeigte sich, dass in den Zellen nach konzentrierter Ozonexpo-
sition klassische apoptotische Signale wie Caspase und p53 durch Ozon im Ver-
gleich zu Carbogen (Kontrolle) verandert waren. Daneben machte der Einsatz des
JC-1 und des ROS-Kits den oxidativen Schaden deutlich. In diesen Fallen zeigte
DMSO einen mitigierenden Effekt.
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Tabelle 4-1: Befunde zur Ozon-Toxizitat und zur DMSO-Wirkung

Membrantoxizitat

Metabolische Toxizitét

Proliferationstoxizitat

Morphologie
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4.1 Kiritische Betrachtung der Versuchsbedingungen

4.1.1 Schwierigkeiten bei der Einschatzung der Ozonldslichkeit

Der Einsatz von Ozon mit seiner ausgepragten Oxidationskraft (E® = +2.0V) ist fiir die
Dosimetrie eine Herausforderung. Bereits ohne biologische Phdnomene geht ein Teil
des Ozons bei der Durchstromung der Apparatur ,verloren". Neben dieser unspezifi-
schen Abreaktion des Gases waren zwei Grenzflachendurchtritte zu beachten, die
sich durch den Ubertritt des Ozons aus der Gas- in die Fliissigphase und den Uber-
tritt aus der Flissigphase in bzw. an die biologischen Strukturen ergibt. Zu letzteren
zahlen die Zellmembranen mit ihren diversen Oberflachenmerkmalen genauso wie
irgendwelche von den Zellen in die L6sung sezernierte Bestandteile. Die am Ozon-
generator eingestellte Konzentration entsprach der Konzentration in der Gasphase.
Wie viel davon solvatisiert wurde, konnte zwar theoretisch berechnet werden, aber
Uber die Geschwindigkeit des Phasendurchgangs und die Zeitdauer bis zur Gleich-
gewichtseinstellung im System herrschten keine klaren Erkenntnisse. Hier bot sich
die Verifikation mit Indigokarmin an, um Auskunft Uber die tatsachlichen Verhaltnisse
in der gelosten Phase zu erhalten. Die theoretisch ermittelten Werte aus Tabelle 3 —
3 stimmten mit den in der Literatur gefundenen Werten Uberein [Ozone-Solutions,
2014; Von Sonntag, 2012].

Fur die Versuche mit Indigokarmin waren konstante Reaktionsbedingungen wie die
konstante Temperatur (37°C) in der Expositionskammer, ein konstanter Gasfluss
(200 ml/min) und ein konstantes Volumen (4 ml Zellsuspension in HBSS) nétig. Nur

so konnte eine Reproduzierbarkeit der Versuche gewahrleistet werden.

Im Vergleich geht bis zum Zeitpunkt 2 min weniger Ozon in Losung als theoretisch
berechnet. Ein moglicher Grund fur die Abweichung der Ozon-Indigokarmin-Reaktion
von der Theorie ist, dass dem Ozon andere Reaktionspartner zur Verfugung stehen.
Ebenso ware maoglich, dass die Einstellung des steady-state in der Apparatur durch
das betrachtliche Totraumvolumen eine gewisse Zeit in Anspruch nimmt (sog. La-
tenzzeit) In der Literatur wird beschrieben, dass das aus Indigokarmin entstehende
Isatin-5-sulfonat weiter mit Ozon reagiert, so dass die Kinetik nur bis zu einem ca.

40%-igen Ausbleichen der Losung stochiometrisch verlauft [Guicherit, 1972; Kettle,
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2004]. Damit ist ab dem Zeitpunkt 5 min die angebbare Ozonkonzentration zuneh-
mend fehlertrachtig. Nachdem die Abweichung von theoretischer und praktischer Be-
rechnung aber bis Minute 5 maximal 17% ist, ist Indigokarmin ein ausreichend guter

Indikator zur Abschatzung der gelésten Ozonkonzentration.

Als Nachteil erscheint, dass nicht Uberprift werden kann, ob die eingestellten Ozon-
gehalte auch unterschiedlich an den Zellen ankommen oder ob Ozon eine verander-
te Loslichkeit in Wasser, das eine hohe Konzentration an Indigokarmin enthalt, be-
sitzt. Die Grinde hierfur sind die Sattigung mit Indigokarmin und der schnelle
Reaktionsablauf, der am Photometer z.B. durch Nachreaktionen falsch eingeschatzt

wird.

Der Vorteil von Indigokarmin ist die Eigenschaft, dass es sich hierbei um einen Farb-
stoff handelt, der fur die Zellen nicht toxisch ist [Kim, 2013]. Eine Ozonexposition von
Zellen unter gleichzeitiger Anwesenheit von Indigokarmin wurde jedoch nicht durch-
geflihrt. Dies hatte in den vorliegenden Versuchsablaufen zu einer bis zur vollstandi-
gen Oxidation des Indigokarmins nicht genau angebbaren Ozonexposition der Zellen
gefuhrt. Vielmehr sollte ein Medium verwendet werden, in dem dem Ozon maoglichst
wenig geloste Reaktionspartner zur Verfligung stehen, da die HWZ von Ozon in Puf-
ferlosungen mit den zahlreichen lonen kurzer ist als in Reinstwasser [Eriksson,
2005].

4.1.2 Indirektes Expositionsmodell als Methode der Wahl fiir Zellsu-

spensionen

Nachdem die Versuche zur Léslichkeit von Ozon in der vorliegenden Versuchsappa-
ratur unter standigem Schaukeln der Expositionskammer durchgefuhrt wurden, soll-
ten diese Bedingungen auch bei den Zellexperimenten herrschen. Betrachtet man
die Zelle als einen Wurfel, der mit anderen ,Wurfeln" an der apikalen Zirkumferenz
uber eine Zonula occludens verbunden ist, dann wird bei einem konfluenten Zellra-
sen rund 1/6 der Zelloberflache, namlich die apikale Seite, dem Ozon unmittelbar
ausgesetzt. Im Gegensatz dazu ist in Suspension (spharische Geometrie der verein-
zelten Zellen) die gesamte Zelloberflache dem Ozon ausgesetzt. Zwar entspricht das
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adharente Modell den In-vivo-Gegebenheiten, jedoch war in den vorliegenden Ver-
suchen vor allem die Reaktionen der isolierten Zellen von Interesse. Reparatur- bzw.
Schutzmechanismen, die im Zellverbund stattfinden, konnten somit ausgeschlossen
werden. Die in der Literatur beschriebenen direkten Methoden der Exposition von
Zellen [Rach, 2014; Panas, 2014] kdnnen nur mit einem adharenten Zellrasen statt-
finden. Die hier angewendete indirekte Methode bietet die Mdglichkeit, Einzelzellen
zu exponieren und diese durch die Auslenkbewegung der Apparatur in Suspension
zu halten (siehe Abbildung 2-2).

Ein charakteristisches morphologisches Merkmal apoptotischer Zellen ist das ,Bleb-
bing“ der Plasmamembran. Betrachtete man nun die adharenten und suspendierten
Zellen, konnte das in der Literatur fur A549 [Sun, 2012] und L929 [Tinevez, 2009]
beschriebene Phanomen bei den gewahlten Ozonkonzentrationen nicht beobachtet
werden. Fur adharente Hela-Zellen und suspendierte Jurkat-Zellen konnte gezeigt
werden, dass dem ,blebbing” eine Phosphatidylserin-Exposition folgt [Lane, 2005].
Dieses Merkmal und ein positives AnnexinV-Signal waren in den hier berichteten
Versuchen nicht nachweisbar. Aufgrund der sehr hohen Ozonkonzentration liegt der
Verdacht nahe, dass eine Oxidation der Bestandteile [Pryor, 1991, 1995] der Zell-
membran zum Verlust der Membranfluiditat oder zu einer oxidativen Veranderung
kritischer Reaktionszentren fuhrte. Ob dann die Translokation der Phosphatidylserin-
Kopfe von intra- nach extrazellular verhindert wurde oder ein anderes Phanomen der

Grund fur das Ausbleiben des Signals war, muss offen bleiben.

4.2 Validitat der Versuche

Aufgrund der starken Oxidationskraft von Ozon musste mit Veranderungen an der
Zelloberflache und im Zellinneren gerechnet werden. Unklar war, ob die Endpunkte
fur Zytotoxizitat auch bei sehr hohen Ozongehalten valide sind. Die Hersteller der
Testkits konnten dazu keine Auskunft geben. Nachdem bei allen Versuchen die Zel-
len zunachst gewaschen und in frischem Medium resuspendiert worden waren, sollte
Ozon aufgrund der hohen Reaktivitat nicht mehr in der Suspension vorhanden sein.
Erst dann wurden die einzelnen Marker auf die Zellen gegeben. Somit konnte eine
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Reaktion der einzelnen Versuchsmarker mit Ozon praktisch ausgeschlossen werden.
Aulerdem erfolgten alle Versuche mit Negativ- und Positivkontrollen. Letzteres war
H,0,, eine dem Ozon in puncto Oxidationskraft (E° = +1.8V) dhnliche Substanz. Eine
Exposition mit H,O, flihrte bei den Endpunkten p53, Caspase, JC-1 und ROS zu ahn-

lichen Ergebnissen wie mit Ozon.

Fr die untersuchten Caspasen war bekannt, dass der Marker spezifisch an das akti-
ve Enzym bindet. Diese Endpunkte waren auch bei hohen Ozonkonzentrationen va-
lide, denn waren durch Ozon kritische Veranderungen an den Enzymen induziert

worden, hatten diese Marker nicht mehr gebunden.

Im Fall der JC-1 Versuche konnte gezeigt werden, dass das Membranpotential ab-
hangig von der Ozonkonzentration kollabiert. Dieser beobachtete Verlauf des Zu-
sammenbruchs, und die Tatsache, dass H,O, ahnliche Ergebnisse lieferte, spricht fur
die Robustheit des JC-1 Assay. Es spricht auch fiur eine rasche Zersetzung des
Ozons, so dass keine Restaktivitat mehr vorhanden war, die zum Ausbleichen des
Fluoreszenzmarkers gefuhrt hatte.

Negativ war das Annexin V Signal. Das Ausbleiben des Signals konnte Ausdruck ei-
ner fehlenden Translokation der PS-Kopfe von intra- nach extrazellular sein. Das feh-
lende Annexin V Signal wird in Abschnitt 4.5 ausfuhrlicher diskutiert.

4.3 Probleme bei der Wahl der Zelllinien

Die Auswahl geeigneter Zelllinien fur In-vitro-Untersuchungen wird gern mit der bes-
seren Ubertragbarkeit der In-vitro- auf die In-vivo-Situation begriindet, die zu gege-
bener Zeit von Interesse ist. A549-Zellen aus einem Adenokarzinom einer menschli-
chen Lunge tragen Merkmale von Lungenzellen, z.B. Surfactantproduktion wie bei
Alveolarepithelzellen vom Typ Il [Lieber, 1976]. Zum Vergleich wurde die L929-
Zelllinie ausgewahlt, eine Fibroblasten-Zelllinie murinen Ursprungs, die fur Reaktio-
nen des pulmonalen Stromas auf eine Reizgas- bzw. Ozonintoxikation steht [Van Der
Zee, 1987].

Durch Ozon verursachte oxidative Schaden aullerten sich in A549-Zellen als DNA
Einzelstrangbruche [Cheng, 2003], Schaden durch H,O, dagegen als Vitalitatsverlust
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(Trypanblau- und MTT-Assay) sowie als Caspase-3 und -8 Aktivierung [Dandrea,
2004]. Dies entsprach in vollem Umfang den eigenen Versuchsergebnissen mit Ozon
bzw HzOz.

Ahnliches galt fiir die L929 Zellen, an denen bereits die Inaktivierung von Enzymen,
eine Reduktion des intrazellularen GSH-Gehalts [Van Der Zee, 1987] sowie DNA-
Schaden [Van der Zee, 1987] durch Ozon gezeigt wurden. Apoptotische Signale
durch H;O,, wie die Depolarisation der Mitochondrienmembran und die Cytochrom-c-
Freisetzung aus den Mitochondrien [Takeyama, 2002], sind vergleichbar mit der
durch Ozon induzierten Membrandepolarisation der Mitochondrien und der Caspase-
Aktivierung der L929 Zellen in den hier geschilderten Versuchen.

Bei den quantitativen Endpunkten waren geringflgige Unterschiede zu sehen. A549-
Zellen zeigten eine leicht erhdhte Empfindlichkeit bei der Bildung von p53- und
Caspase-9-Werten im Gegensatz zu L929-Zellen.

Ein direkter Vergleich der Reaktion der beiden Zelllinien auf hohe Ozon-Konzen-
trationen wurde in der Literatur bisher noch nicht durchgefuhrt. Die in der Literatur
beschriebene ROS-Bildung nach TNF-Behandlung fiel in L929-Zellen starker aus als
in A549-Zellen [Xie, 2005]. Im Gegensatz dazu verhielten sich die beiden Zelllinen
bezuglich der ROS-Bildung nach Ozonexposition annahernd identisch.

4.4 Ozon und die Folgeprodukte

Ozon zahlt zu den nicht-radikalischen oxidierenden Verbindungen, welche leicht in
radikalische Verbindungen ubergehen konnen. Ozon selbst ist in wassrigen Losun-
gen instabil. Durch die Reaktion mit Hydroxidionen bilden sich Hydroxylradikale [Von
Sonntag, 2012]. In den Versuchen dieser Arbeit war die wassrige Losung ein Puffer
(HBSS), der verschiedene anorganische Salze und Glucose enthielt. Bei der Reakti-
on von Ozon mit Glucose entstehen Glucoseradikale, aber auch Hydroxylradikale,
welche wiederum zu verschiedenen Produkten wie der Gluconsaure oder der D-
gluco-Hexodialdose fuhren (siehe Abbildung 4-1) [Schuchmann, 1989; Von Sonntag,
2012].
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Glucose Gluconsaure D-gluco-Hexodialdose
——0 ——O0 ——o0
OH OH OH
OH \:O OH
OH OH OH
OH OH OH

Abb. 4-1 Folgeprodukte von Glucose nach Reaktion mit Ozon: Aus Glucose (Links)

entstehen nach Reaktion mit Ozon, Gluconsaure (Mitte) und D-gluco-Hexodialdose (Rechts).

Auller mit den Komponenten des Mediums hat das gel6ste Ozonmolekul Kontakt mit
der AulBenhlle der Zellen, der Zellmembran. Hier kann Ozon mit den ungesattigten
Fettsauren der Plasmamembran reagieren, wobei toxische Abbauprodukte wie Alde-
hyde und H,O; entstehen [Pryor, 1991; Santrock, 1992]. Letzteres kann als nicht ra-
dikalische Verbindung leicht in eine radikalische Verbindung zerfallen. Daneben ent-
stehen hochreaktive Lipidperoxidradikale (siehe Abbildung 4-2), die ihrerseits
Zellbestandteile angreifen [Valko, 2007].

Lipidperoxidradikal
H
0—0

Abb. 4-2 Lipidperoxidradikal als toxisches Abbauprodukt: Aus Ozon entstehen nach

Reaktion mit der Plasmamembran toxische Folgeprodukte wie Lipidperoxidradikale.

Dem Ozon stehen also diverse Reaktionspartner zur Verfligung, um Hydroxid- und
Lipidperoxidradikale zu bilden. Diese fuhren laut Kosmider et al. in alveolaren
Epithelzellen Typ | zu einer Erhohung der intrazellularen ROS nach Ozonexposition
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[Kosmider, 2010]. Diese sind fir den Schaden an der DNA verantwortlich, weniger
das Ozon selbst [Kosmider, 2010]. Bereits geringe Ozonkonzentrationen (80 ppb)
zeigten einen Anstieg der intrazelluldren ROS in A549 Zellen [Cheng, 2003].

Bei unseren Versuchen Ubten Ozon und Wasserstoffperoxid in A549 und L929 Zellen
oxidativen Stress aus, gemessen anhand der intrazelluldaren ROS-Bildung. Unter
physiologischen Bedingungen besitzt die Zelle Kapazitaten, um ROS abzufangen
und es herrscht ein Redox-Gleichgewicht. In unserem Fall jedoch Uberschritt die
ROS-Bildung offenbar die antioxidative Kapazitat der Zellen, was an dem Abfall des
Gesamtglutathiongehaltes (GSX) erkennbar war. Eine genauere Aussage zum oxida-
tiven Stress in Zellen kann allerdings nur uber das Verhéltnis GSH / GSSG getroffen

werden [Valko, 2007]. Messungen dazu wurden nicht durchgeflihrt.

Mit einer Erhdhung der ROS ging auch ein Zusammenbruch des mitochondrialen
Membranpotentials einher. Dieser Zusammenhang war in A549-Zellen zu sehen,
welche mit Tanshinone IlA, einem Inhaltsstoff des Rotwurzel-Salbeis, inkubiert wur-
den [ChiuSu, 2010]. Bei der Exposition von A549 und L929 Zellen gegenlber Ozon
zeigte sich ebenfalls ein dosisabhangiger Zusammenbruch des Membranpotentials
der Mitochondrien.

Aus In-vivo-Studien war bekannt, dass eine anhaltende Exposition mit Lungenschad-
stoffen zu einer ROS-Bildung in Zellen und Geweben fuhrt, was wiederum zu chroni-
schen Entzindungsreaktionen Anlass gibt [Azad, 2008]. In-vivo werden bei dieser
Entzindungsreaktion noch Immunzellen, wie z.B. Monozyten und Leukozyten, ange-
lockt. Hier ware fur weiterfuhrende Versuche das erwahnte ,Vitrocell®* Modell (vgl.

Abschnitt 1.3) mit einem Zell-Bilayer von Interesse.
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4.5 Zelltodmarker nach Ozonexposition

Die Auswirkungen von ROS und oxidativem Stress auf Zellen werden sowohl mit
dem nicht-programmierten Zelltod (Nekrose), dem programmierten Zelltod (Apopto-
se) als auch mit der Autophagie in Verbindung gebracht [Jin, 2012; Sunil, 2012]. Ab-
bildung 4-3 schlusselt die unterschiedlichen Arten des Zelltods auf.

intrinsische
Apoptose

Caspase abhanig

extrinsische
Apoptose

programmierter
Zelltod
Autophagie

Caspase
Caspase unabhangige

unabhéngig intrinsische

Apoptose

Zelltod

Nekroptose

e

nicht programmierter
Zealltod Nekrose

Abb. 4-3: Varianten des Zelltods

Auch die Nekroptose muss fur die vorliegenden Versuche in Betracht gezogen wer-
den. Diese Form der regulierten Nekrose wird Uber die Todesrezeptoren (v.a. TNF)
der Zellmembran ausgelost und steht in enger Verbindung zur Apoptose. Eine wichti-
ge Rolle spielt hierbei die Caspase-8. Wird diese aktiviert geht die Zelle in Apoptose.
Bei Inhibition fuhrt die Zelle die Nekroptose aus [Berghe, 2014].
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In Abbildung 4-4 sind schematisch die positiven und nicht nachweisbaren (n.n.) Zell-

todmarker nach Ozonexposition zusammengefasst.

AnnexinV
n.n.

Zellmembran

ROS

Nucleus

«‘\s/. positiv
DNA- Schaden
Caspase-8 pcr))g%
pOSItIV Depolan@
JC-1
BC' 2 positiv
Mltochondrlum
Caspase -9
/ positiv
Caspase-3
positiv
Apoptose

Abb. 4-4: Nachweis von Zelltodmarkern nach Ozonexposition: Neben den Caspasen

war auch der Nachweis von JC-1 und ROS, positiv. Nicht nachweisbar (n.n.) waren AnnexinV und Bcl-
2.
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Die Caspase- und p53-Ergebnisse weisen darauf hin, dass A549 und L929 Zellen
auch nach einer Ozonexposition von 0,2% w/w (= 1336 ppm) den programmierten
Zelltod ausfuhrten.

Die Initiatorcaspase-9 zeigte in den A549-Zellen eine starkere Aktivierung im Ver-
gleich zur Initiatorcaspase-8 und zur Effektorcaspase-3. Die murine L929 Zelllinie
wies eine annahernd gleiche Aktivierung aller Caspasen auf.

Dies steht im Widerspruch zu dem in der nachfolgenden Literatur beschriebenen
Caspase-unabhangigen Zelltod nach Ozonexposition. In alveolaren Epithelzellen Typ
| und Il war der Nachweis von Capase-3 und -7 bei 0,4 ppm Ozon jeweils negativ
[Kosmider, 2010]. Auch alveolare Rattenepithelzellen zeigten nach Ozonbehandlung
von 0,1ppm keine Caspase-3 Aktivitat [Wang, 2006]. Demgegenuber konnte an Mau-
sen gezeigt werden, dass eine Ozonkonzentration von 2,5 ppm zur Caspase-3 Akti-
vierung fuhrt [Triantaphyllopoulos, 2011].

Der Vergleich der Literaturergebnisse mit unseren Daten spricht fir eine konzentrati-
onsabhangige Aktivierung der Caspasen nach Ozonexposition. An dieser Stelle sollte
nochmals betont werden, dass zwischen der in der Literatur beschriebenen und der

in diesen Versuchen verwendeten Ozonkonzentration ein Faktor von 1000 liegt.

Das Maximum von p53 wurde in beiden Zelllinien nach 4h erreicht. Die Aktivierung
der Apoptose uber die Mitochondrien und die Zellmembran fand also deutlich schnel-
ler statt als uber den Zellkern. Die Effekte einer hohen Ozonkonzentration auf die
p53-Kinetik wurden bisher in der Literatur noch nicht beschrieben. Die p53-Kinetik
unserer Zellen stimmte uberein mit der Kinetik von MOLT-4 Zellen [Nakano, 2007]
und der Kinetik von lymphoblastischen Zelllinien [Wittlinger, 2007] nach Réntgenbe-
strahlung. In beiden Fundstellen sowie in unseren Versuchen stieg die p53-
Konzentration innerhalb von 3 — 6 Stunden an und nahm anschlie®end innerhalb von
24 Stunden wieder ab.

pS3 wird unter pathologischen Bedingungen hochreguliert. Unter normalen physiolo-
gischen Bedingungen ist die p53-Konzentration niedrig und erlaubt die Bildung anti-
oxidativer und anti-apoptotischer Genprodukte [Sablina, 2005]. Dies passt zu unse-
ren \Versuchen, in denen das anti-apoptotische Genprodukt Bcl-2 nach
Ozonexposition nicht erhoht war.
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Auler durch Apoptose kann die Zelle auch durch Nekrose untergehen. Flr eine Nek-
rose spricht die Zunahme des Zellvolumens [Barros, 2001]. Die morphologischen
Aufnahmen nach Ozonexposition zeigten hingegen keine vergroRerten A549 oder
L929 Zellen.

Das fehlende Annexin V Signal kann zum einen durch einen Schaden der Zellmemb-
ran interpretiert werden. Eine Translokation der PS-Kopfe von intra- nach extrazellu-
lar fand nicht mehr statt. Bei Nekrose und Nekroptose ist dies der Fall [Voigt, 2014].
Zum anderen konnte eine (oxidative) Veranderung der PS-Képfe die Ursache sein,
dass Annexin V nicht mehr an diese binden kann. Dieses Phanomen wurde bisher

nicht beschrieben.

Ein intrazellularer Anstieg von ROS steht in L929 Zellen in Zusammenhang mit Nekr-
optose [Christofferson, 2010]. Eine Apoptose kann deswegen aber trotzdem nicht
ausgeschlossen werden. Rein nekrotische und nekroptotische Signale wurden in den

vorliegenden Versuchen nicht identifiziert.

Folglich bewirkte Ozon zunachst gleichermalien einen Membran- und Mitochondri-
enschaden in den A549- und L929-Zellen und endete in einer Caspase-abhangigen
Apoptose. Zeitversetzt kam es zu einer p53-Erhdhung in den Zellen, was ebenfalls

zur Apoptose fuhrte.

4.6 Minderung von Zellschaden nach Hochdosis-Ozonexposition

Eine weitere Fragestellung dieser Arbeit war die Moglichkeit einer medikamentosen
Prophylaxe sowie therapeutischen Beeinflussung von Zellschaden nach Ozonexposi-
tion. Auf der Suche nach Antidota gegen die oxidierende Wirkung des Ozons fallt die
Wahl leicht auf Antioxidanzien. Neben den Enzymen wie SOD und GPX kommen
nicht-enzymatische Substanzen wie Karotinoide, NAC oder DMSO in Frage. Fur un-
sere Versuche war DMSO von Vorteil, da es bei 37°C einen flussigen Aggregatszu-
stand hat, gut wasserlOslich ist und sich mit der verwendeten Pufferlosung HBSS
mischen lie3. Die Lipophilie sorgt aul3erdem fur eine leichte Permeation durch biolo-
gische Grenzflachen [Szmant, 1975].
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Unsere Ergebnisse zeigen eindeutig, dass durch die Zugabe von 1% v/iv DMSO der
oxidative Einfluss von Ozon auf die Zellen gemindert wurde. Zum einen konnte die
Bildung von ROS signifikant reduziert werden, was den Zusammenbruch des mito-
chondrialen Membranpotentials verhinderte. Zum anderen hatte DMSO auch Einfluss
auf die Apoptose, da die Zahl der Caspase-3-positiven Zellen sank. In ahnlicher Wei-
se konnte dies an A549 Zellen gezeigt werden, die mit proinflammatorischen Cytoki-
nen IL-1B3,TNF-a und IFN-y inkubiert wurden [Muroya, 2012]. Die Zugabe von 1% v/v
DMSO reduzierte hier signifikant die Zahl Caspase-positiver Zellen und die LDH-
Konzentration in den A549 Zellen. In Zellhomogenaten der Ratte konnte nach Inku-
bation mit Eisenchlorid und Wasserstoffperoxid eine Verminderung der Hydroxid- und
Lipidperoxidradikale nach DMSO Zugabe gesehen werden [Sanmartin-Suarez,
2011].

DMSO wirkt als Radikalfanger [Bektasoglu, 2006], was zu unseren Ergebnissen
passt, wo die Zahl der ROS-positiven Zellen nach DMSO Zugabe sank.

Wirft man einen Blick auf den Reaktionsmechanismus von ROS bzw. Radikalen mit
DMSO, bietet das Reaktionsschema von Herscu-Kluska et al. [Herscu-Kluska, 2008]

eine mogliche Erklarung:

1/ OH + (CH3),SO ———» [(CH3)2S(O)OHl — » CH3S(O)OH + CH,

/2/ CHg + (CH3),SO ——» CH,; + CH,S(O)CHj

In wassrigen Losungen entstehen zunachst Methylradikale /1/, die wiederum mit
DMSO reagieren /2/. Daneben kénnen auch die in der Losung vorhandenen Car-
bonyl- und Hydroperoxylradikale und das Hyperoxid-Anion mit DMSO reagieren. An
dieser Stelle ware ein Nachweis der entstehenden Produkte aus der Reaktion von
Ozon mit DMSO mittels Gaschromatographie von Interesse.

83



Fazit

5. Fazit

Die in der Literatur beschriebenen In-vitro- und In-vivo-Versuche verwendeten haupt-
sachlich die in der Umwelt vorkommenden Ozonkonzentrationen. Deutlich davon ab-
zugrenzen sind die in dieser Arbeit verwendeten Konzentrationen. Wie eingangs er-
wahnt werden solche Konzentrationen bei der Ab- und Badewasserreinigung und
Trinkwasserdesinfektion um den Faktor 10000 Uberschritten. AuRerdem wird Ozon
zur Desinfektion von Raumen eingesetzt. Die in der Einleitung genannten Ozonunfal-
le zeigen deutlich auf, dass in diesem Bereich exponierte Arbeiter geschutzt werden
mussen, da Ozon bei diesen Konzentrationen in klrzester Zeit massive Schaden
bewirkt und unter Umstanden rasch zum Tode flhrt. Bei diesen extremen Konzentra-
tionen sind In-vivo Versuche definitiv nicht durchfiihrbar, was den Einsatz von Expo-
sitionsapparaturen erfordert. Um eine Einschatzung der zellularen Reaktionen nach
massiver Ozonintoxikation vorzunehmen, zeigten die vorliegenden Versuche wichtige

zellulare Antworten auf, die nach Hochdosis-Ozonexposition ablaufen.

Die untersuchten Endpunkte wiesen in unterschiedlichen Zelllinien vergleichbare Er-
gebnisse auf, was zu der Annahme berechtigt, dass Hochdosis-Expositionen keine
grundsatzlich anderen Reaktionsmuster provozieren als eine Ozon-Exposition bei
niedriger Konzentration. Das galt auch fur die Zelltodmarker. Obwohl unterschiedli-
chen Ursprungs, zeigten A549 und L929 Zellen ahnliche Reaktionen in allen Versu-
chen. Ozon induzierte vor allem apoptotische Signale in den Zellen. Nekrose und
Nekroptose schienen unter diesen Bedingungen eine untergeordnete Rolle zu spie-
len. Die starke Oxidationskraft von Ozon konnte erklaren, dass einzelne Ergebnisse
wie z.B. das fehlende Annexin V Signal vom typischen Reaktionsmuster abwichen.

Fur das Auftreten von Ozon als Oxidans sprechen die Befunde einer Vorbehandlung
der Zellen mit DMSO. Hier zeigte sich in-vitro auch nach Hochdosis Ozon eine
schutzende Wirkung. Dieser Aspekt sollte in weitergehenden Experimenten mit der

vorliegenden Expositionsapparatur verfolgt werden.
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Anhang

1. Berechnungen

Ausfiihrliche Berechnung zu Abschnitt 3.1.1: Ozonloslichkeit fur die vorliegende

Expositionsapparatur

11/ Hox = 3,84 x 10 [OHT"% exp(-2428/T) [Roth, 1981]

Hierbei wird die [OH] = Hydroxidionenkonzentration in mTOl angegeben und ist in ei-
nem Bereich von 1 < pH < 10 gultig. Die Temperatur T wird in Kelvin angegeben und
ist in einem Bereich von 277K < T < 333K gultig.

Fiir das vorliegende System ist [OH]=10" und T=37°C=310K und liefert in [1] einge-
setzt folgenden Wert:

2] Hox = 8666,1 22

Mol Fr

Zur weiteren Berechnung fur die in diesem System geloste Ozonkonzentration sind

weitere Formeln notig:

13/ Hoe=183""Hy => Hoe = 0,156 2%™°  [EPA, 2013]

mol

1 A A- 1
/4 Hep = T => Hep= 6,4 103% [Sander, 2014]

/5/ Berechnung der Stoffmenge n(O3):

0,100% wiw (Os) = 668ppm = 1,43 L% = 4 430

m3 (0z)

Gasraum pro Zellkulturflasche = ca. 55ml

=>0,07865 L. %)

55ml (0,)

=> n(O3) _m_ 0,07865mg =1.64umol
M 48g/mol ’

/6/  Berechnung der Stoffmenge n(O):
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Dichte O, = 1,429kg/m® => 1429g/m? = 1429mg/|

Gasraum pro Zellkulturflasche = ca. 55ml

— mg (2)
=>78,6mg 55ml (0,)

_ _m _ 786myg —
=>n(0,) = % = 320/mol 2,456mmol

n (03)

X = oy oy

=> x = 6,83*10™

/8/ Partialdruck = 1atm * y = 1atm*6,83*10™
19/ Caq (O3) = Hep * Partialdruck = 6,4*107 % * 1atm*6,83*10™ =

= 4,3712*10° 2% = 4 3712*103 2% =0 2 L
l m3 m3
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von A549 Zellen

c(03) Vitalitit[%] | MW + SD | GSX [%] |MW # SD | XTT [%] MW # SD
[Yowiw] [%] [%] [%]
0,0 95 95+3 100 100 £ 0 100 100 £ 0
98 100 100
91 100 100
96 100 100
0,1 87 88 +2 69 71+2 57 55+ 4
85 73 49
90 69 60
88 71 54
0,3 59 61+2 54 58 + 3 44 41+3
64 58 36
61 63 40
60 57 42
0,5 41 44 +3 58 50+ 7 28 25+5
48 40 17
44 53 30
42 48 23
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0,7

31
24
27
26

39
35
42

16
12
21
15

16+3

Einzelwerte zu Abbildung 3-7: Vergleich der Membran- und metabolischen Toxizitat
von L929 Zellen

c(03) Vitalitit [%] | MW * SD | GSX [%] |MW #* SD | XTT [%] MW * SD
[Yowiw] [%] [%] [%]
0,0 93 94 £ 1 100 100 £0 100 100 £ 0
95 100 100
94 100 100
93 100 100
0,1 81 86 + 4 86 81+6 51 59 + 7
91 85 69
86 70 56
87 82 58
0,3 59 63+ 3 78 714 28 30+2
62 71 29
64 66 30
66 69 33
0,5 41 43 +1 48 4912 21 19+3
45 46 15
43 52 18
42 49 22
0,7 29 32+2 40 36+4 1 1543
35 35 19
33 29 15
30 38 16

Einzelwerte zu Abbildung 3-10: Caspase-8 Aktivierung nach Ozonbehandlung

Zellfraktion

Caspase-8 positiv [%]

MW + SD [%)]

Kontrolle A549

9,92
2,92
7,64

8,295 + 4,138

91
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12,70

Probe A549

95,2
64,4
70,1
74,3

76,0 + 13,43

Kontrolle L929

10,0
7,26
10,80
6,14

8,550 + 2,209

Probe L929

77,6
77,9
82,2
78,4

79,03 + 2,142
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Einzelwerte zu Abbildung 3-12: Bildung von ROS nach Ozon- und H,O,-Exposition

Zellfraktion ROS positiv [%] MW * SD [%]

Kontrolle A549 1,30 1,640 £ 0,7136
1,16
2,46

0O; A549 97,3 83,04 + 17,64
76,7
88,3
97,5
55,4

H,0, A549 98,9 92,62 + 9,871
94,6
97,9
96,5
75,2

Kontrolle L929 1,02 0,620 + 0,4839
0,34
0,24
1,26
0,24

0; L929 99,3 80,76 = 15,77
60,5
76,2
73,9
93,9

H20, L929 99,1 95,96 + 1,906
95,2
94,1
96,2
95,2
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Einzelwerte zu Abbildung 3-14: Konzentrationsabhaniger Zusammenbruch des

mitochondrialen Membranpotentials

A549 A549 L929 L929
c(03) [%ewiw] JC1 positiv [%] | MW £ SD [%] JC1 positiv [%] | MW £ SD [%]
0,0 10,0 9,223 + 1,209 9,88 9,513 £ 1,406
7,83 7,96
9,84 10,7
0,03 14,9 14,6 £ 0,265 17,4 16,6 + 3,079
14,4 13,2
14,5 19,2
0,1 23,4 24,533 + 1,266 19,3 20,2 + 0,854
24,3 21,0
25,9 20,3
0,15 42,2 47,633 + 7,903 32,6 33,5+ 1,308
56,7 32,9
44,0 35,0
0,2 67,4 57,033 + 9,849 58,8 53,467 + 5,51
47,8 53,8
55,9 47,8

Einzelwerte zu Abbildung 3-15: Zeitlicher Verlauf der p53 Konzentration nach Ozo-

nexposition in A549 Zellen

Nachin- Kontrolle MW+SD | O;[UmL] | MW*SD H.0, MW % SD

kubationszeit [U/mL] [U/mL] [U/mL] [U/mL] [U/mL]

[h]

0 28,3 29,15+ 35,7 44675 + 43,4 45,525 +
27.6 1,462 46,6 7,375 414 10,13
29,9 43,0 37,1
30,8 53,4 60,2

4 32,1 29,25 + 51,6 51,45+ 46,2 52,1+
28.4 3,674 55,1 2,781 559 9,265
24,4 50,7 43,0
32,1 48,4 63,3

24 31,2 30,0 = 34,7 34,725 39,3 37,7+

3,806 3,704 5,058
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29,3
25,2
34,3

38,9
29,9
354

42,1
30,6
34,8

Einzelwerte zu Abbildung 3-15: Zeitlicher Verlauf der p53 Konzentration nach Ozo-

nexposition in L929 Zellen

Nachin- Kontrolle MW+SD | O;[UmL] | MW*SD H.0, MW % SD
I[([:J]bationszeit [U/mL] [U/mL] [U/mL] [U/mL] [U/mL]
0 24,0 26,475 £ 27,2 30,075 38,5 36,45 +
26,2 3,021 33.0 2,9 43,0 5,886
30,8 32,1 35,3
24,9 28,0 29,0
4 31,7 28,15 42,5 42,275 + 29,4 35,775
25,6 2,596 398 3,119 354 5,195
271 40,2 36,2
28,2 46,6 421
24 31,2 29,55 + 31,4 30,775 £ 38,5 34,15 +
34.3 4,816 352 3,393 314 4,493
22,9 29,2 29,3
29,8 27,3 37,4

Einzelwerte zu Abbildung 3-18: Caspase-9 Aktivierung nach Ozonbehandlung

Zellfraktion

Caspase

-9 positiv [%]

MW + SD [%)]

Kontrolle A549

8,14
4,22
12,70
14,70

9,940 + 4,699

Probe A549

94,5
91,6
99,2
89,0

93,58 + 4,371

Kontrolle L929

9,84

13,99 + 3,256
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13,40
12,6
17,7

Probe L929

85,5
76,1
74,8
77,3

78,43 + 4,826

Einzelwerte zu Abbildung 3-21: Caspase-3 Aktivierung nach Ozonbehandlung

Zellfraktion

Caspase-3 positiv [%]

MW = SD [%]

Kontrolle A549

10,30
9,48
10,50
9,78

10,02 + 0,4683

Probe A549

67,9
71,2
83,4
76,1

74,65 + 6,736

Kontrolle L929

10,20
2,70
8,56
9,68

7,785 + 3,458

Probe L929

69,3
68,0
98,3
93,7

82,33 + 15,91

96




Einzelwerte zu Abbildung 3-24: Einfluss von DMSO und Urea auf das mitochondri-

Anhang

ale Membranpotential wahrend Ozonbehandlung in A549 Zellen

Zellfraktion

JC-1 positiv [%]

MW = SD [%]

Kontrolle

10,0
12,6
7,38
9,84
9,84

9,932 + 1,847

01

47,7
57,1
69,9
57,7
39,0
37,4

51,47 £ 12,47

O; + 1%DMSO

20,5
241
13,9
26,6
25,8
21,9

22,13 + 4,643

O3 + 1%Urea

67,4
47,8
43,9
47,2
55,9

52,44 + 9,456

H,0,

37,3
51,7
38,5
36,2

40,93 + 7,244
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Einzelwerte zu Abbildung 3-24: Einfluss von DMSO und Urea auf das mitochondri-

ale Membranpotential wahrend Ozonbehandlung in L929 Zellen

Zellfraktion JC-1 positiv [%] MW * SD [%]

Kontrolle 9,66 7,848 + 3,571
6,24

13,2
5,8
4,34

0, 63,2 66,26 + 10,02
63,5

84,9
70,8
68,8
58,8
53,8

0, + 1%DMSO 31,6 35,5+ 10,16
37,0

23,2
34,6
51,1

0; + 1%Urea 58,8 50,7 + 7,13
53,8
42,4
47,8

H,0, 34,7 33,5+ 1,503
34,0

31,3
34,0
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Einzelwerte zu Abbildung 3-25: Einfluss von DMSO und DMSO; auf das mito-

chondriale Membranpotential wéhrend der Ozonbehandlung in A549 Zellen

Zellfraktion JC-1 positiv [%] MW * SD [%]

Kontrolle 10,0 9,932 + 1,847
12,6

7,38
9,84
9,84

0, 47,7 51,47 + 12,47
57,1

69,9
57,7
39,0
37,4

0, + 1%DMSO 20,5 2213 + 4,643
241

13,9
26,6
258
21,9

0, + 1%DMSO0, 73,2 55,08 + 19,43
77,2

39,4
51,3
34,3
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Einzelwerte zu Abbildung 3-25: Einfluss von DMSO und DMSO; auf das mito-

chondriale Membranpotential wahrend der Ozonbehandlung in L929 Zellen

Zellfraktion JC-1 positiv [%] MW * SD [%]

Kontrolle 9,66 7,848 + 3,571
6,24

13,2
5,8
4,34

0, 63,2 66,20 + 9,896
63,5

84,9
70,8
68,8
58,8
53,8

0, + 1%DMSO 31,6 35,5+ 10,16
37,0

23,2
34,6
51,1

0, + 1%DMSO0, 46,0 62,86 + 16,43
51,9

88,4
67,2
60,8
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Einzelwerte zu Abbildung 3-27: Bildung von ROS nach DMSO/DMSO, Zugabe

wahrend Ozon-Exposition in A549 Zellen

Zellfraktion ROS positiv [%] MW * SD [%]

Kontrolle 1,3 1,64 +0,7136
1,16

2,46

0, 97,3 83.04 + 17,64
76,7

88,3
97,5
55,4

0, + 1%DMSO 44,5 39,14 + 18,8
33,6

26,8
69,1
21,7

0, + 1%DMSO0, 96,3 79,24 + 12,58
73,9

78,2
85,2
62,6
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Einzelwerte zu Abbildung 3-27: Bildung von ROS nach DMSO/DMSO, Zugabe

wahrend Ozon-Exposition in L929 Zellen

Zellfraktion ROS positiv [%] MW * SD [%]

Kontrolle 1,02 0,62 + 0,4839
0,34

0,24
1,26
0,24

0, 99,3 80,76 + 15,77
60,5

76,2
73,9
93,9

0, + 1%DMSO 72,5 47,9 + 20,92
52,0

40,9
57,6
16,5

0, + 1%DMSO0, 91,6 83,32 + 8,634
88,4

88,4
76,1
72,1
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Einzelwerte zu Abbildung 3-28: Caspase-3 Aktivierung nach DMSO/DMSQO; Zuga-
be wahrend Ozonbehandlung in A549 Zellen

Zellfraktion

Caspase-3 positiv [%]

MW = SD [%]

Kontrolle

10,3
9,48
10,5
9,78

10,02 + 0,4683

01

67,9
71,2
83,4
76,1
83,9
62,2
77,0

74,53 + 7,980

O; + 1%DMSO

48,0
67,5
43,3
58,1
56,0

54,58 + 9,379

O; + 1%DMSO,

58,0
78,8
66,6
72,4
67,2

68,6 + 7,694
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Einzelwerte zu Abbildung 3-28: Caspase-3 Aktivierung nach DMSO/DMSQO; Zuga-
be wahrend Ozonbehandlung in L929 Zellen

Zellfraktion

Caspase-3 positiv [%]

MW = SD [%]

Kontrolle

10,2
27

8,56
9,68

7,785 + 3,458

01

69,3
68,0
98,3
93,7
85,1
76,4

81,8+ 12,65

O; + 1%DMSO

38,9
73,7
65,4
45,4
66,0

57,88 + 14,91

O; + 1%DMSO,

58,8
73,8
80,0
65,4
85,9

72,78 £ 10,9
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