Die Rolle reaktiver Sauerstoffspezies bei der
proliferativen Signaltransduktion ausgeldst durch
verbrennungsgenerierte ultrafeine Umweltpartikel in

Lungenepithelzellen

Inaugural — Dissertation

zur
Erlangung des Doktorgrades der
Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat

der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

vorgelegt von
Alexander Weissenberg

aus Mexiko-Stadt

April 2009



Aus dem Institut fir umweltmedizinische Forschung

an der Heinrich-Heine Universitat Disseldorf gGmbH

Gedruckt mit der Genehmigung der
Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat der
Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

Referent: Prof. Dr. J. Abel

Koreferent: Prof. Dr. P. Proksch

Tag der mindlichen Prifung: 09.06.2009



Fur all die Menschen, die mir immer gegenwartig sind

Dedicado a todas aquellas personas que tengo siempre presentes

"[...] So every sweet with sour is tempered still,
That maketh is be coveted the more;
For easy things that may be got at will,
Most sorts of men do set but little store.
Why then should | account of little pain,
That endless pleasure shall unto me gain."

(Edmund Spenser, Sonnet 26)
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Einleitung 1

1. Einleitung

Der Begriff "Feinstaub" ist in den letzten Jahren vermehrt Gegenstand 6ffentlicher
Diskussionen. Dies ist nicht zuletzt auf die durchgefuhrten politischen Mallnahmen
zur Reduzierung von Luftschadstoffen zurickzufihren. Dazu gehéren die von der
Europdischen Union festgelegten Immissionsgrenzwerte fiir Partikel in der Luft
(Richtlinie  1999/30/EG). Mit der 22. Bundes-Immissionsschutzverordnung
(22.BImSchV, 2002) wurde die europdische Luftqualitatsrichtlinie in deutsches Recht
umgesetzt. Danach betragt der ab dem 1. Januar 2005 einzuhaltende
Tagesmittelwert  fir Feinstaubpartikel 50 ug/m3® bei 35 zugelassenen
Uberschreitungen im Kalenderjahr. Der Jahresmittelwert ab 2005 sollte 40 pg/m?
betragen.

Die Notwendigkeit zur Reduzierung der Staubbelastung ergibt sich aus den
schweren gesundheitlichen Wirkungen auf den Menschen, wie sie zahlreiche
Untersuchungen weltweit zeigen (Weltgesundheitsorganisation, World Health
Organisation, WHO 2006). Umweltpartikel, die ein komplexes, sich rdumlich und
zeitlich veranderndes Gemisch darstellen, |6sen demnach pathogene Effekte in
verschiedenen Populationen aus. Die aktuellen Grenzwerte basieren jedoch auf der
Staubmasse, was ein gleiches Gesundheits-Gefahrdungspotential fir alle Partikel
voraussetzt, unabhangig von den physikalischen Charakteristika und der chemischen
Zusammensetzung (Schwarze et al. 2006). Auch wenn diese durch
Studienergebnisse als toxikologische Determinanten impliziert werden, muss die
Verbindung zwischen spezifischen Eigenschaften und Gesundheitseffekten noch
identifiziert werden (US-Umweltschutzbehdrde, US Environmental Protection
Agency, USEPA 2004; US Nationaler Forschungsrat, National Research Council,
NRC 2004). Folglich sind epidemiologische und experimentelle Studien notwendig,
die sich systematisch mit den Effekten einzelner Partikelparameter und chemischer
Komponenten befassen (Schwarze et al. 2006; WHO 2006).

Die Ergebnisse solcher Studien sind von zusétzlicher umwelt- und
arbeitsmedizinischer Bedeutung in Anbetracht der Fortschritte und des Wachstums
der modernen Nanotechnologie, bei der Partikel industriell hergestellt werden, die
physikalische und/oder chemische Gemeinsamkeiten mit ultrafeinen Umweltpartikeln

aufweisen, und daher gleichermalien potentiell toxisch sind (Oberdérster et al. 2007).
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1.1 Umweltpartikel
1.1.1 Definitionen

Als Umwelt- oder Schwebstaubpartikel gelten alle festen und fllissigen Teilchen, die
in der Luft suspendiert sind, unabhangig von ihrer Zusammensetzung. In der
englischsprachigen Literatur wird Schwebstaub als "particulate matter" (PM)
bezeichnet (Lahl & Steven 2005; UBA 2005). Fiur gegenwartige regulatorische
Zwecke wird PM, gemal der von der USEPA (1987, 1997) festgelegten und von der
WHO (2000) sowie der EU (1999) Ubernommenen Standards, nach dem
aerodynamischen Durchmesser dse eingeteilt', da die PartikelgroRe ein kritischer
Parameter flr die Wahrscheinlichkeit und den Ort der Deposition innerhalb der
Atemwege darstellt (WHO 2006). Die Staubpartikel lassen sich der Gréf3e nach in
folgende Fraktionen einteilen (Abb. 1.1):

PMio: Teilchen, die einen grélienselektierenden
Lufteinlass passieren, der fir einen aero-
dynamischen Durchmesser von 10 pm eine
Abscheidewirksamkeit von 50% hat (EU-Richtlinie
1999/30/EG).

Grobe (coarse) Partikel: Teilchen gréler als 2,5 ym, aber kleiner als 10 um,

entspricht Partikeln zwischen PMo und PM3 5.
PM 5 (feine Partikel): Teilchen kleiner als 2,5 um.

UFP (ultrafeine Partikel): Teilchen kleiner als 0,1 pm (100 nm)

' Der d,e eines Teilchens beliebiger Form, chemicher Zusammensetzung und Dichte ist gleich dem
Durchmesser einer Kugel mit der Dichte 1 g/cm?, welche in ruhender oder wirbelfrei stromender Luft
die selbe Sinkgeschwindigkeit hat wie das betrachtete Teilchen (UBA 2005).
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dae 0,1 um 1 um 10 ym 100 ym

Abb. 1.1 Einteilung der PM-Fraktionen nach ihrem aerodynamischen Durchmesser
(verandert nach Brook et al. 2004). Per Definition sind UFP immer eine Teilmenge von
PM,5, und diese ihrerseits eine Teilmenge von PM,,. Nicht gezeigt ist die sog. coarse
Fraktion, die die Differenz aus PM;o und PM 5 bildet.

PMjo schliefdt inhalierbare Partikel ein, die klein genug sind, um in die Thoraxregion
vorzudringen. Die PM;s-Fraktion kann mit hoher Wahrscheinlichkeit bis zu den
Alveolen gelangen (Donaldson & Stone 2003; WHO 2006).

Ultrafeine Partikel (UFP) haben einen geringen Massenanteil an Hintergrund-PM
(Hughes et al. 1998). Dieser Anteil kann sich jedoch wéahrend Perioden mit hoher
Luftverschmutzung oder an stark befahrenen Stralken vervielfachen (Brand et al.
1991; Shi et al. 2001; Zhu et al. 2002). UFP treten in hohen Zahlen auf, da die
Partikelzahl bei einer konstanten Konzentration in der Luft (ug/m?) mit abnehmendem
Durchmesser drastisch zunimmt. Im ultrafeinen Bereich (< 100 nm ) steigt damit
der Anteil der Molekile, die sich an der Oberflaiche befinden, exponentiell an
(Oberdorster et al. 2005). An dieser vergréRerten Partikeloberfliche kénnen sich
grol’e Mengen von Verunreinigungen, oxidierenden Gasen, organischen Stoffen und
Ubergangsmetallen anlagern (Oberddrster 2001). Die hohe Depositionseffizienz von
UFP in der Lunge, ihre groRe Oberflache und die adsorbierten Ubergangsmetalle
werden in der Herz- und Lungen-Toxikologie als wichtig erachtet (Gwinn &
Vallyathan 2006).

Im Zuge der sich seit den 1990er Jahren entwickelnden Nanotoxikologie, die sich mit
den Effekten und potentiellen Risiken von partikelférmigen Strukturen unter 100 nm
Grolle beschaftigt, erscheint es notwendig, den Begriff Nanopartikel in diesem
Kontext als eine andere Form von UFP zu definieren (Oberdérster et al. 2005, 2007).
Als Nanopartikel bezeichnet man allgemein beabsichtigt erzeugte Strukturen, die

durch chemische und/oder physikalische Prozesse hergestellt werden. Dadurch
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werden ihnen spezifische Eigenschaften und Funktionen verliehen, welche im
makroskopischen Bereich nicht vorhanden waren (Gwinn & Vallyathan 2006).

So wie UFP bestehen auch industriell hergestellte Nanopartikel (NP) aus priméren
Partikeln unter 100 nm GréRe?, mit einer groen Oberfliche und einer entsprechend
hohen potentiellen Oberflachenreaktivitdt. Beide tendieren dazu (in Gasen oder
Flissigkeiten suspendiert), Agglomerate zu bilden, in Abhangigkeit von der
Konzentration, den chemischen Eigenschaften der Partikeloberfliche und des
Suspensionsmediums (Oberddrster et al. 2007). Sie kénnen aber auch miteinander
verschmelzen (Aggregat-Bildung) und anschliel’iend agglomerieren, wobei gréRRere
Partikel entstehen. Die meisten Umwelt-UFP und einige industrielle Nanopartikel
(z.B. Carbon Black und TiO,) werden als Aggregate produziert, die anschlieRend

agglomerieren (Bansal et al. 1993; Beaucage et al. 1999; Baan et al. 2006).
1.1.2 Quellen

Die Quellen von PM sind mannigfaltig (Tab. 1.1) und entsprechend komplex und
variabel ist die PM-Zusammensetzung. Allgemein wird zwischen nattrlichen und
anthropogenen (von Menschen verursachten) Quellen unterschieden. Letztere
lassen sich weiter unterteilen in Quellen, die Partikel unbeabsichtigt oder beabsichtigt
generieren.

Des Weiteren kénnen primédre und sekundare Quellen sowie die jeweiligen Partikel
identifiziert werden (Lahl & Steven 2005; UBA 2005). Bei den primaren Quellen
entstehen die Partikel unmittelbar in diesen und werden von ihnen freigesetzt. Hierzu
zahlen die in Tabelle 1.1 aufgefuhrten stationdren und mobilen Quellen, bei denen
Partikel durch thermische (Verbrennung, Verdampfung) oder mechanische
Einwirkung (z. B. Abrieb) generiert werden, und die meisten natlrlichen Quellen. In
den sekundadren Quellen entstehen reaktionsfdhige Gase, die Uber chemische
Reaktionen in der Atmosphare zu sekundaren Partikeln werden, und an den
primaren Partikeln gebunden werden kénnen. Die Hauptquellen fir sekundéare
Partikel sind stationdre Verbrennungsanlagen (Energie, Industrie, Hausbrand),
Landwirtschaft, (petro-) chemische Industrie, Vulkane und die biologische Aktivitat in

Bdden und Gewéassern. Manche Quellen sind somit gleichzeitig primar und sekundar.

2 Zur deutlicheren Unterscheidung werden als NP Strukturen bezeichnet, die in wenigstens einer
Dimension kleiner als 100 nm sind, UFP dagegen in allen drei Dimensionen (Kreyling et al. 2006).
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Partikelquellen

Natiirlich

Vulkane und deren Gasemissionen

Meeressalzaerosole in Kiistenregionen

Bodenerosion, Verwitterung von Gesteinen und Mineralien,
Ferritin

Wald- und Buschfeuern

Biologisches organisches Material:

Pollen, Sporen, Mikroorganismen (Pilze, Bakterien, Viren)
Feuchtgebiete, Simpfe

Biologische Bodenaktivitat

Biogenes Magnetit

Anthropogen

Unbeabsichtigt

Verbrennungsanlagen zur Energieversorgung (Kraftwerke,
Fernheizwerke)

Biomasse- und Abfallverbrennungsanlagen

Hausbrand (Gas-, Ol-, Kohleverbrennung, Kochen,
Frittieren, Grillen, Zigarettenrauch)

Industrieprozesse (Metall-, Stahlerzeugung, Sinteranlagen,
Schweillvorgange, Polymerherstellung)
Schittgutumschlag

StralRenverkehr (vorrangig Diesel-betriebene Fahrzeuge)
Abrieb der Reifen, Bremsen und Kupplungsbelage

Abrieb des Strallenbelags und wieder aufgewirbelter
Strallenstaub

Schienen-, Schiff- und Luftverkehr

Landwirtschaft

Lésemitteleinsatz

Chemische und petrochemische Industrie

Beabsichtigt

Technisch entwickelte Nanopartikel:

- Kontrollierte Gréf3e und Form, entwickelt fir
Funktionalitat:
Metalle, Semikonduktoren, Metalloxide, Kohlenstoff,
Polymere in Form von Nanosphéren, -dréhten, -nadeln,
-réhrchen, -schalen, -ringen, -plattchen

- Unbehandelte und beschichtete Partikel

- Nanotechnologie angewandt auf Konsumguter:
Kosmetika, Medikamente, Lebensmittel, Textilien,
Elektronik, Optik, Anzeigen (Displays), usw.

Tab. 1.1 Beispiele zu natirlichen und anthropogenen Quellen von PM/Nanopartikeln.
Primdre und sekundare Quellen werden nicht gesondert vermerkt, siehe dazu Text
(zusammengestellt und verédndert nach Oberdérster et al. 2005; UBA 2005; Schwarze et

al. 2006).
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1.1.3 Zusammensetzung

Umweltpartikel sind ein dynamisches und komplexes Gemisch aus unterschiedlich
grollen Partikeln, deren Zusammensetzung von vielen Faktoren abhangt, und
fortlaufend verandert werden kann. Der Beitrag zur PM-Zusammensetzung aus den
oben aufgefuhrten Quellen variiert z. B. mit der Tages- und Jahreszeit, mit den
geographischen Gegebenheiten (urbane oder landliche Landschaft, Boden-
eigenschaften, Gewasser) und nicht zuletzt mit dem Klima (Temperatur,
Luftfeuchtigkeit, Wind, Sonneneinstrahlung). Daraus ergeben sich rdumlich und
(jahres-) zeitlich abhangige Variationen in den Konzentrationen der vorhandenen
Stoffe und den Eigenschaften der resultierenden Partikel (Kim et al. 2005; Peng et al.
2005; Cassee et al. 2003).

Es ist dennoch mdéglich Hauptkomponenten zu identifizieren, die in PM
verschiedener Regionen der Welt mehr oder weniger konstant auftreten (Tab. 1.2). In
Europa beispielsweise bestehen PM1y und PM,5 im Jahresmittel hauptsachlich aus
Sulfaten, Nitraten, organischem Material und Mineralien aus der Erdkruste.
Elementarer Kohlenstoff bildet je nach Messstation zwischen 5 und 20 % von PMy 5
(Putaud et al. 2004). In ahnlicher Form bilden in Nordamerika organischer und
elementarer Kohlenstoff sowie Ammonium-Sulfat und -Nitrat die Hauptbestandteile
von PM; 5, welches bis zu 90% von PMyo ausmachen kann (McMurry et al. 2004).

Im Allgemeinen befindet sich in der groben Fraktion (PM1o — PM,5) Material aus der
Erdkruste, wahrend PM,s und die ultrafeine Fraktion vorwiegend aus
kohlenstoffhaltigen Partikeln aus Verbrennungsprozessen bestehen. Ebenfalls aus
(stationaren und mobilen) Verbrennungsquellen entstehen kondensierte Metalle und
polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe (polycyclic aromatic hydrocarbons,
PAH) (Schwarze et al. 2006). Sulfate, Nitrate und sauerstoffhaltige
Kohlenwasserstoffe entstehen als sekundare Partikel durch oxidative Reaktionen in
der Atmosphéare aus den Vorlaufergasen Schwefeldioxid (SO,), Stickstoffoxiden
(NOy), Ammoniak (NH3) und fliichtigen Kohlenwasserstoffen (Lahl & Steven 2005).
Weiterhin stellt das biologische Material einen wichtigen Teil von PM dar:
Endotoxine, Bakterien, beta-Glykane, Pilzsporen, Allergene und Pollen. Dabei
kommen Endotoxine vorwiegend in der groben und weniger in der feinen Fraktion vor
(Ormstad et al. 1998; Monn & Becker 1999; Park et al 2000; Soukup & Becker 2001;
Bauer et al. 2002; Dales et al. 2004; Hetland et al. 2005).
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Zusammensetzung von PM

Anorganisch Organisch

e Polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe

e Elementarer Kohlenstoff (black carbon) (polycyclic aromatic hydrocarbons, PAH)
e Sulfate ¢ Fluchtige Kohlenwasserstoffe (Aldehyde,
¢ Nitrate Ketone, Chinone, Aliphaten)

e (Ubergangs-) Metalle e Endotoxine

e Mineralien aus der Erdkruste e Beta-Glykane

e Bakterien, Pilzsporen, Allergene, Pollen

Tab. 1.2 Anorganische und organische Stoffe, die in veranderlicher Konzentration die
Hauptkomponenten von PM bilden (zusammengestellt aus Lahl & Steven 2005;
Schwarze et al. 2006; UBA 2005; WHO 2006)

1.2 Gesundheitliche Effekte von Umweltpartikeln

Bereits Anfang des 20. Jahrhunderts wurden negative gesundheitliche Auswirkungen
im Zusammenhang mit der Exposition zu erhéhten Partikelkonzentrationen in der
Umwelt bzw. am Arbeitsplatz beobachtet. Beschrieben werden beispielsweise akute
inflammatorische Effekte in der Lunge nach beruflicher Exposition zu Zink- bzw.
Quarzstaub in den 1920er — 1930er Jahren (Oberdérster et al. 2007). Eine Erhéhung
der kardio-respiratorischen Morbiditdt und Mortalitdt wahrend Perioden extremer
Luftverschmutzung in den 1930er und 1950er Jahren ist ebenso gut dokumentiert
(Alfaro-Moreno et al 2007): So z. B. nach mehrtagig anhaltendem Smog im Jahre
1930 im belgischen Maas-Tal (Nemery et al. 2001) sowie im Dezember 1952 in
London (Ashby 1987), mit jeweils 63 und Uber 4000 Toten. Es handelte sich dabei in
der Mehrheit um Menschen ab dem mittleren Alter mit bereits vorhandenen Herz-
Kreislauf- und Atemwegs-Erkrankungen. Es wird daher seit langer Zeit vermutet,
dass Umweltpartikel nicht nur durch Lungen-, sondern auch durch Herz-Krankheiten
einen frihzeitigen Tod herbeifiihren kénnen.

Die negativen Auswirkungen von PM auf die menschliche Gesundheit werden bei
den heute vergleichsweise niedrigeren Partikelkonzentrationen in den Stadten
weiterhin beobachtet, und es scheint keinen Schwellenwert zu geben (Brunekreef &

Holgate 2002). In anderen Worten: Es besteht ein Hintergrundsniveau an partikel-
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bedingten Krankheiten, welches mit den (z. B. klimatischen) Veradnderungen der
Partikelkonzentration in der Luft direkt proportional ansteigt bzw. wieder zurtickgeht.
Im Prinzip kénnen alle beruflich und umweltbedingt exponierten Menschen von
partikelabhdngigen Gesundheitseffekten betroffen sein. Besonders anféllige
Bevdlkerungsgruppen sind jedoch Kinder, &ltere Menschen und Individuen mit
bereits vorhandenen Herz-Lungen-Dysfunktionen, Asthma oder Influenza (Pope
2000). Aber auch Diabetes scheint die Anfalligkeit zu erhéhen (O’Neill et al. 2005),
genauso wie Fettleibigkeit, Bluthochdruck und eine gewisse genetische
Pradisposition (Schwartz et al. 2005).

Erwartungsgemal sind in erster Linie die Atemwege und vor allem die Lunge von der
Partikelbelastung betroffen. Neben chronischer Bronchitis kann das Auftreten von
chronisch obstruktiver Lungenerkrankung (chronic obstructive pulmonary disease,
COPD) sowie allgemein eine Beeintrachtigung der Lungenfunktion durch chronische
Partikelexposition hervorgerufen werden (Schikowski et al. 2005). Eine
Verschlimmerung von asthmatischen Symptomen tritt in Zusammenhang mit einer
Erhéhung der Partikelbelastung in der Atemluft auf, was sich auf die pro-
inflammatorische Wirkung der Partikel zurtckfuhren lasst (Donaldson et al. 2000).
Und schlieRlich wird eine Dauerexposition zu verbrennungsgenerierten Partikeln als
ein wichtiger Umwelt-Risikofaktor fir Lungenkrebs-Mortalitat angesehen (Pope et al.
2002).

Das Auftreten bzw. die Verschlechterung von Herz-Kreislauf-Erkrankungen als Folge
von erhéhten Partikelkonzentrationen in der Luft sind ebenfalls gut dokumentiert.
Wahrend Perioden starker Luftverschmutzung steigt beispielsweise das Risiko eines
Herzinfarktes (Peters et al. 2001) sowie anderer kardiovaskularer Effekte wie
Herzrhythmusstérungen, Gehirnschlag und plétzlicher Tod (Brook et al. 2004; Schulz
et al. 2005).

Epidemiologische Studien belegen zudem partikelbedingte Effekte auf das
Immunsystem. So besteht eine erhéhte allergische Sensibilisierung auf Pollen-
Allergenen nach jahrelanger Exposition zu Umweltpartikeln in stadtischen Bereichen
mit hohem Verkehrsaufkommen (Wyler et al. 2000).

Wenn auch heute die Beziehung zwischen Partikelexposition und dem Auftreten von
gesundheitlichen Effekten unbestritten ist, so ergeben sich Diskrepanzen hinsichtlich
der Identifizierung der pathologischen Determinanten von Umweltpartikeln. Die

epidemiologischen und experimentellen Daten diesbeziglich sind zwar limitiert, sie
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deuten jedoch auf die besondere Rolle der Partikelgrofle und der chemischen
Zusammensetzung als toxisch relevante Eigenschaften hin (Delfino et al. 2005;
Schwarze et al. 2006; WHO 2006).

1.2.1 Partikelparameter von toxischer Relevanz

Die Komplexitdt und Variabilitdt in der Zusammensetzung von Umweltpartikeln
erschwert die ldentifizierung der potentiell toxischen PM-Komponenten, die zur
Entzindung, respiratorischen Erkrankungen und kardiovaskuldren Effekten beitragen
(Mossman et. al. 2007). Die Erforschung spezifischer Partikelfraktionen (definiert
durch physikalische oder chemische Eigenschaften) und ihre Beziehung zu
Gesundheitseffekten ist relativ begrenzt (WHO 2006). Die meisten Hinweise
stammen bisher aus toxikologischen in vivo und in vitro Studien, die mit Hilfe von
Modellpartikeln (Surrogaten) bzw. gréRenselektieten PM-Proben aus der Luft
verschiedene Charakteristika (z. B. Grolenverteilung, Anteil an wasserldslichem
oder organischem Material) auf physiologische und zelluldre Effekte untersucht
haben. Inzwischen herrscht Einigkeit darlber, dass die Grélke ein wesentlicher
Parameter fiir die Partikeltoxizitat darstellt. Der Fraktion der ultrafeinen Partikel (UFP)
wird in diesem Kontext das hdchste toxische Potential zugeschrieben. UFP bilden
eine der Hauptkomponenten der urbanen Luftverschmutzung, und entstehen in der
Regel aus Verbrennungsprozessen (Industrie, Stralenverkehr, Haushalt, usw.).
Dabei wird eine Reihe von festen und gasférmigen Stoffen freigesetzt, welche sich
zusammenlagern bzw. miteinander reagieren kénnen, um neue Partikel zu bilden.
Die héhere Pathogenitédt der UFP nach deren Inhalation kann durch ihre groflie
Oberflache pro Maldeinheit, einen proportional hdéheren Gehalt an toxischen
Ubergangsmetallen und organischen Kohlenwasserstoffen sowie die Fahigkeit, ins
Lungengewebe (und dartber hinaus) einzudringen, erklart werden (Donaldson et al.
2005). Die chemische Zusammensetzung der verbrennungsgenerierten UFP stellt
somit den zweiten toxischen Parameter dar. Der anteilige Effekt der einzelnen
Partikelbestandteile an der Gesamt-Partikeltoxizitdt und die mdglichen Interaktionen
untereinander sind Gegenstand der aktuellen Forschung, wodurch ein Beitrag zum
besseren Verstandnis der molekularen Mechanismen der Toxikologie von UFP

geleistet wird.
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1.2.1.1 Die "Ultrafein-Hypothese"

Erste Hinweise auf die besonders hohe Toxizitdt von ultrafeinen Partikeln lieferten
vergleichende in vivo Studien mit ultrafeinem (20 nm &) und feinem (250 nm Q)
Titandioxid (TiO2), einem bis dahin als nicht-toxisch angesehenen Stoff. Ultrafeine
TiO,-Partikel verursachen eine starkere Entziindungsreaktion in der Rattenlunge als
die feinen Partikel, wenn sie in derselben Dosis intratracheal instilliert werden (Ferin
et al. 1990). Die ausgeléste Entziindung korreliert am besten mit der Oberflache der
Partikel, und weniger mit der Partikelmasse, -volumen oder -zahl (Oberdérster et al.
1992).

Die Erkenntnisse aus diesen und ahnlichen Untersuchungen, das Wissen Uber das
Vorhandensein einer ultrafeinen Partikelfraktion als Teil der Partikelwolke und die
epidemiologisch belegten gesundheitlichen Effekte von Luftverschmutzung fuhrten
Mitte der 1990er Jahre zur Aufstellung einer so genannten "Hypothese der
ultrafeinen Partikel" (Oberdérster et al. 2007). Danach spielen die in der stadtischen
Luft immer anwesenden UFP eine Rolle bei der Ursache von akuten Lungenschaden
in empfindlichen Teilen der Bevélkerung (Oberddérster et al. 1995). Des Weiteren
wurde postuliert, dass eine von UFP ausgeldste alveolare Entziindung Mediatoren
freisetzt, die eine Verschlechterung von Lungenerkrankungen und eine Erhéhung der
Blutgerinnung in empfindlichen Individuen verursachen. Damit lieRe sich der
beobachtete Anstieg der Todesfdlle durch Herz-Kreislauf-Erkrankungen in
Zusammenhang mit erhéhter Luftverschmutzung erklaren (Seaton et al. 1995).

Seit der Formulierung der Ultrafein-Hypothese hat nur eine limitierte Zahl von
epidemiologischen und klinischen Studien an freiwilligen Versuchspersonen eine
Verbindung zwischen Umwelt-UFP und dem Risiko von negativen gesundheitlichen
Effekten in anfélligen Teilen der Bevdélkerung hergestellt (Oberddrster et al. 2005;
WHO 2006). Allerdings sind direkte Korrelationen mit UFP-Messungen nicht immer
mdglich, da solche Daten oft nicht vorhanden sind. Vielmehr werden in einigen Fallen
Parameter herangezogen, die indirekt den Rickschluss auf die Beziehung der
beobachteten Effekte zu UFP zulassen. Solche Parameter sind beispielsweise die
Konzentration an PM s, Partikelzahlen, oder allgemein die Exposition zu Quellen, in
denen ein bekanntermallen hoher Anteil an UFP zu finden ist, wie etwa dem

StralRenverkehr.
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Beschrieben sind UFP-bedingte Effekte auf die Partikeldeposition und -entfernung
(clearance) sowie auf Inhalationsparameter bei Menschen mit vorhandenen
Herzgefal- bzw. Lungenerkrankungen wie Asthma und COPD (Brown et al. 2002;
Pekkanen et al. 1997, 2002; Peters et al. 1997). Des Weiteren zeigt sich ein erhdhtes
Risiko von Herzinfarkt bei Erwachsenen (Peters et al. 2004) und von atopischen
Erkrankungen und allergischer Sensibilisierung bei Kindern (Morgenstern et al. 2008)
nach akuter bzw. chronischer Exposition gegeniber Umweltpartikeln im
StralRenverkehr. Ein Zusammenhang zwischen der Mortalitdt aufgrund
kardiovaskuldrer und respiratorischer Erkrankungen und der Konzentration an feinen
und ultrafeinen Partikeln in der Luft konnte durch epidemiologische Studien in den
USA und Europa bereits belegt werden (Laden et al. 2000, Wichmann et al 2000).

Weitere in vivo und in vitro Untersuchungen bestatigten den Befund, dass UFP in der
Lunge stérker inflammatorisch wirken, als feine Partikel mit derselben chemischen
Zusammensetzung. Dies gilt auch dann, wenn die feinen Partikel aus
schwerl6slichen, gering toxischen Materialien stammen (Li et al. 1996, 1997, 1999;
Donaldson et al. 2002). Eine der treibenden Krafte dabei bildet offenbar die grolie
Partikeloberflache (Oberddrster et al. 2005). Wie diese Eigenschaft von UFP eine
Entzindung auslést, ist noch nicht vollstandig geklart. Es wird u. a. angenommen,
dass an der stark vergroRerten Partikeloberflache katalytische Reaktionen ablaufen,
die zur Bildung von toxischen freien Radikalen und folglich zum zelluldren Stress im

Organismus filhren (Donaldson & Stone 2003).

1.21.2 Chemische Zusammensetzung als Modulator von UFP-Effekten

Auch wenn die Grélle — und damit die spezifische Oberflache — ein wichtiger
Parameter der Partikeltoxizitdt darstellt, lasst sie sich im Umweltkontext von der
chemischen Zusammensetzung der Partikel nicht trennen. Es ist vielmehr
anzunehmen, dass die chemische Reaktivitdt von Partikelbestandteilen durch die
spezifische Partikeloberflache verandert oder moduliert wird.

Die Partikel mit dem héchsten toxischen Potential stammen vorwiegend aus der
Verbrennung fossiler Energiequellen und sind der ultrafeinen Fraktion zuzuordnen
(Donaldson et al. 2005). Sie agglomerieren leicht, womit die Partikelzahl sinkt, ihre
Oberflachen-Dosis bleibt aber wahrscheinlich unverandert. Diese Emissionen weisen

in der Regel einen hohen Gehalt an elementarem und organischem Kohlenstoff
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sowie einige Metalle auf. Der chemische Vorgang der Pyrolyse generiert eine Reihe
komplexer organischer Molekule, von denen einige zusammen mit Nanopartikeln aus
elementarem Kohlenstoff erhalten bleiben kénnen. Letztere bilden dann in der Regel
den unléslichen Partikelkern, an den sich l6sliche Substanzen anlagern. Der
Verbrennungsprozess konzentriert Metalle aufgrund der thermischen Degradation
der organischen Fraktion, die soweit fortschreitet, wie die Verbrennungseffizienz es
ermdglicht. Die Ausgangsstoffe und die Art der Verbrennung bestimmen schliel3lich
die Partikeleigenschaften, wie die chemische Zusammensetzung, GréfRe und
L&slichkeit.

Experimentelle Studien haben Hinweise auf die Toxizitdt einzelner chemischen
Stoffgruppen und deren Mechanismus geliefert. Fur solche Untersuchungen sind
unterschiedliche Partikel verwendet worden, z.B. PM-Proben aus einer bestimmten
Messstation bzw. konzentrierte Luftpartikel (concentrated ambient/airborne particles,
CAP), oder aber verbrennungsgenerierte Modellpartikel, die bis zu einem gewissen
Grade standardisiert sind: DieselruR-Partikel (diesel exhaust particles, DEP),
Flugasche aus Ol- oder Kohleverbrennung (residual oil fly ash, ROFA; coal fly ash,
CFA) und Carbon Black (industriell hergestellte feine bzw. ultrafeine Kohlenstoff-
Partikel). Letztere Gruppe ist als Modell insofern geeignet, als dass sie Partikel mit
einer relevanten Stellung im Rahmen der persénlichen Umwelt- und beruflichen
Exposition darstellt. So treten z. B. DEP als héaufigste verbrennungsgenerierte
Partikel in urbanen Gebieten auf (Donaldson et al. 2005).

Die geeignete Fraktionierung der Partikel ermdglicht deren Analyse nach Kriterien,
die eine Verbindung zwischen der chemischen Zusammensetzung und den
ausgelésten physiologischen bzw. zelluldaren Effekten erlaubt. So kdnnen
beispielsweise wasserl6sliche und -unldsliche Komponenten getrennt, die organische
Fraktion extrahiert oder Metalle cheliert werden. Auf dieser Weise konnten Einblicke
in die Toxizitdt und Pathogenitat der verschiedenen Bestandteile verbrennungs-
generierter UFP gewonnen werden.

Der Partikelkern aus elementarem Kohlenstoff stellt vorwiegend den unléslichen Teil
des gesamten Gemisches dar. Wie schon beschrieben, bieten unlésliche ultrafeine
Partikel eine grof3e katalytische Oberflache zur Bildung von freien Radikalen. Diese
werden fur die Entstehung von oxidativem Stress verantwortlich gemacht, welcher
als grundlegende und vorantreibende Mechanismus der partikelinduzierten

Entziindung angesehen wird (Duffin et al. 2002). Fir den I6slichen Teil der Partikel
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gelten die von der Oberflache abgelésten Metalle oder organische Stoffe als der
primére pro-inflammatorische Mechanismus. Die Anwesenheit von Ubergangs-
metallen ist eine verbreitete Hypothese fur die PM-Toxizitat aufgrund der Entstehung
von freien Radikalen tUber Fenton-Reaktionen (Dreher 2000; Smith et al. 1997),
wahrend PAH zur inflammatorischen Wirkung von PM beitragen kénnen (Garcon et
al 2001; Chin et al. 1998). Beide Stoffgruppen kénnen in der Lunge an komplexen,
zyklischen Reaktionen (Redox-Reaktionen) beteiligt sein, die ebenfalls zur

Entstehung von freien Radikalen fuhren (Rice et al. 2001; Squadrito et al. 2001).

Der Partikelkern

Ultrafeines Carbon Black (ufCB) besteht aus gering I8slichen Kohlenstoff-
Nanopartikeln, die aus der unvollstdndigen thermischen Dekomposition von
Kohlenwasserstoffen industriell hergestellt wird (BéruBé et al. 2007). Es wird in der
Partikeltoxikologie verbreitet eingesetzt, als Beispiel fur Partikel mit geringer
Ldslichkeit und intrinsischer Toxizitdt, ohne relevante Verunreinigungen durch
Metalle oder organische Substanzen (Heinrich et al. 1995; Donaldson et al. 2005).
Es dient damit als Modell fir den Partikelkern von verbrennungsgenerierten UFP.
Diverse epidemiologische wie experimentelle Studien haben gesundheitliche,
physiologische und zelluldre Effekte beschrieben, die sich allein auf die
Kohlenstoffpartikel zurtickfihren lassen. Bei beruflich exponierten Menschen in der
CB-Produktion zeigen sich z. B. Erkrankungen der Atemwege und radiologische
Veranderungen (Gardiner et al. 2001; van Tongeren et al. 2002). In der Ratte wurden
pro-inflammatorische Effekte nach akuter Belastung durch Inhalation bzw. Instillation
von ufCB-Partikel beobachtet (Gilmour et al. 2004; Renwick et al. 2004). Langzeit-
Studien haben eine Beziehung zwischen der auftretenden Entziindung nach
chronischer Partikelexposition und der Entwicklung von Lungentumoren in der Ratte
aufgestellt (Driscoll 1996). Die krebserregende Wirkung von ufCB in Tierversuchen
wird allerdings mit einem Uberladungseffekt® (overfoad effect) in Verbindung
gebracht (Mauderly et al. 1994; Valberg & Watson 1996).

® Der Uberladungs- bzw. Uberlastungseffekt bezeichnet eine Situation, in der ein groRer Teil der
Lunge mit einer sehr hohen Dosis an gering Iéslichen, gering toxischen Partikeln konfrontiert ist. Dies
fuhrt zum Versagen des Entfernungsmechanismus (clearance), Auftreten von Entziindung und
schlie3lich Fibrose und Krebs (Tran et al. 2000).
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Auf zelluldrer Ebene ist ufCB u. a. in der Lage, oxidativen Stress und die Expression
pro-inflammatorischer Gene auszulésen (Shukla et al. 2000), Phagozytose bei
niedriger Dosis zu stimulieren, und bei hoher Dosis zu inhibieren (Renwick et al.
2001).

Auch kardiovaskulare Effekte wie Anzeichen von oxidativem Stress im menschlichen
Blutplasma (Sorensen et al. 2003) sowie eine veranderte Herzrhythmus-Regulation
bei Mausen (Tankersley et al. 2004) werden mit der Partikelexposition assoziiert.
Studien mit anderen Modellpartikeln sind beziglich inflammatorischer und
kanzerogener Wirkung in der Lunge sowie kardiovaskuldrer Effekte zu &hnlichen
Ergebnissen gekommen, wenn auch eine Korrelation ausschlieBlich mit dem
kohlenstoffhaltigen Partikelkern nicht immer gegeben ist. DEP verursacht
Lungenentziindung und -tumore in der Rattenlunge (Heinrich et al. 1995). Es konnte
dafur eine Beziehung zum unldslichen Partikelanteil, aber auch zur organischen und
metallischen Fraktion gezeigt werden (Baeza-Squiban et al. 1999; Ball et al. 2000).
Studien an jungen gesunden Menschen fanden einen Zusammenhang zwischen
akuter arterieller Vasokonstriktion und dem in CAP befindlichen elementaren wie
auch organischem Kohlenstoff (Brook et al. 2002; Urch et al. 2004). Die
inflammatorische und zytotoxische Wirkung von Flugasche wird fur die ultrafeine
Fraktion auf die Kohlenstoffkerne zuriickgefuhrt, obwohl diese Partikelsorte u. a.
bioverfiigbare Ubergangsmetalle enthalt (Gilmour et al. 2004).

Insgesamt belegen die Studien die besondere Rolle des Partikelkerns in der Toxizitat
und Pathogenitat von UFP, und deuten auf die Wichtigkeit der groRen reaktiven
Partikeloberflache als treibende Kraft hin (Duffin et al. 2002; Tran et al. 2000).

Die organische Fraktion

Organische Kohlenstoffverbindungen kénnen einen betrachtlichen Massenanteil von
PM ausmachen. Dabei handelt es sich um ein heterogenes Gemisch aus fliichtigen
und nicht-flichtigen Substanzen, wie z. B. Benzol, Xylol und PAH. Zurzeit gibt es
jedoch ungenigende epidemiologische Belege flir den Beitrag spezifischer
organischer Komponenten in Bezug auf PM-induzierte gesundheitliche Effekte in der
Gesamtbevélkerung. Der epidemiologische Beweis fir die krebserregende Wirkung
von organischen Verbindungen stammt hauptséchlich aus Studien bei beruflicher
Exposition (Schwarze et al. 2006; WHO 2006).
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Verschiedene experimentelle Studien schreiben die biologischen Effekte
verbrennungsgenerierter Partikel den daran gebundenen organischen Stoffen zu.
Hierbei werden in erster Linie PAH (z. B. Benzo[a]pyren) betrachtet, da sie
erwiesenermallen potente Kanzerogene darstellen. Die organische PM-Fraktion
kann zudem reaktive Verbindungen wie z. B. Chinone enthalten, oder aber zu
solchen metabolisiert werden. Diese k&énnen Uber Redox-Zyklen reaktive
Sauerstoffspezies generieren, und damit an der Entstehung von partikelinduziertem
oxidativen Stress beteiligt sein (Squadrito et al. 2001).

Die Arbeiten mit organischen Extrakten aus DEP oder PM-Proben weisen darauf hin,
dass partikelgebundene organische Verbindungen in einer Reihe biologischer Effekte
involviert sein kénnen. Darunter finden sich zytotoxische (Hiura et al. 1999),
genotoxische (Brits et al. 2004; Zhao et al. 2003) und vor allem pro-inflammatorische
Effekte (Bonvallot et al. 2001; Li et al. 2000; Nel et al. 2001).

Ubergangsmetalle

Die metallischen Komponenten von PM kénnen regional sehr unterschiedlich sein,
und selbst innerhalb einer Region kénnen Gehalt und Sorte variieren. Als
toxikologisch relevant haben sich einige der im Periodensystem als Ubergangs-
metalle bezeichnete Elemente erwiesen, beispielsweise Nickel (Ni), Eisen (Fe),
Kupfer (Cu), Zink (Zn) und Vanadium (V) (Mossman et al. 2007, Schwarze et al
2006). Ubergangsmetalle, und davon insbesondere das Fe, kénnen in PM-Proben in
hohen Konzentrationen vorliegen, und aufgrund ihrer oxidativen Aktivitat eine Rolle in
der Entstehung biologischer bzw. gesundheitlicher Effekte spielen (Gilmour et al.
1996). Hohe Metallkonzentrationen in der Luft finden sich vor allem in stadtischen
Ballungsrdumen und Industriegebieten. In diesem Kontext konnte der
Zusammenhang zwischen dem Gehalt an (Ubergangs-) Metallen und dem Auftreten
akuter Atemwegseffekte epidemiologisch belegt werden (Roemer et al. 2000;
Schaumann et al. 2004). Ebenso ist der Beweis fir die Beteiligung von Metallen an
der PM-abhangigen Morbiditdt und Mortalitédt der Bevolkerung gegeben (Burnett et
al. 2000; Ghio 2004; Laden et al. 2000).

Der Beitrag der metallischen Fraktion an vorwiegend pro-inflammatorischen
Wirkungen von Partikeln infolge von oxidativem Stress ist durch verschiedene in vivo

und in vitro Studien nachgewiesen worden. So verursachen metallhaltige Extrakte
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aus PM-Proben oder ROFA akute Lungen-Schéden und -Entziindung in der Ratte
(Dreher et al. 1997; Dye et al. 2001). Die Expression und Ausschittung von
Zytokinen in vitro werden durch 18sliche Metalle (Metall-lonen) induziert. Dies konnte
u. a. durch Vorbehandlung der eingesetzten Extrakte mit Metall-Komplex-Bildnern
gezeigt werden (Carter et al. 1997; Frampton et al. 1999; Jimenez et al. 2000;
Molinelli et al. 2002).

Damit gibt es ausreichende Hinweise darauf, dass Ubergangsmetalle wie auch
organische Stoffe eine modulierende Wirkung auf die gesamte PM-induzierte

Toxizitat und Pathogenitat austben kdnnen.

1.3 Molekulare Mechanismen der Toxizitat ultrafeiner Partikel

1.3.1 Partikel in der Lunge

Umweltpartikel gelangen hauptsachlich durch Inhalation in den Organismus. Im
Prinzip kann die Partikelablagerung (Deposition) in allen Bereichen der Atemwege
erfolgen, von der Nase Uber Rachen, Luftréhre und Bronchien bis hin zu den
Alveolen. Die Wahrscheinlichkeit fir den Ort der Deposition hangt dennoch
entscheidend von der Partikelgré3e ab (Bair 1995). Fur UFP mit einem Durchmesser
zwischen 10 und 100 nm gilt demnach eine hohe Depositionswahrscheinlichkeit im
alveolaren Raum.

Auf dem Lungenepithel treten Partikel zunachst mit den Schleimhduten in Kontakt.
Der weitere Verlauf wird dann von der Ldslichkeit der Partikelkomponenten bestimmt.
Lasliche Stoffe diffundieren ab, und kénnen je nach Substanz von den Epithelzellen
absorbiert, metabolisiert und eventuell weiter transportiert werden. Uber den
Blutkreislauf und das lymphatische System kdnnen sie dann zu anderen Organen
gelangen (Kreyling et al. 2006). Gering |6sliche Partikel werden in der Regel von
alveolaren Makrophagen aufgenommen und Uber den mukozilidren Transport aus
der Lunge entfernt (Kreyling & Scheuch 2000). Experimentelle Studien deuten jedoch
darauf hin, dass UFP von Makrophagen weniger effizient erkannt, phagozytiert und
abtransportiert werden, als gréRRere Partikel. Die Folge ist eine gesteigerte Interaktion

mit den Epithelzellen. Darlber hinaus kann eine Translokation der Partikel ins
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Interstitium und weiter eine systemische Ausbreitung erfolgen (Oberdérster et al.
2005).

Ultrafeine Partikel sind in der Lage, ins Innere der Zellen zu gelangen. Damit haben
sie direkten Zugang zu intrazelluldren Organellen, Proteinen und DNA, was ihr
toxisches Potential deutlich erhdht (Geiser et al. 2005). Fiur die Aufnahme von UFP in
die Zelle werden verschiedene Mechanismen diskutiert, die aktiv (z. B. Pinozytose,
Endozytose) oder passiv (Diffusion, Penetration, adhdsive Interaktion) ablaufen.
Diese Prozesse sind in diversen experimentellen Arbeiten untersucht worden, die in
der Summe auf keinen einheitlichen, fur alle UFP gemeinsamen Mechanismus
verweisen (Geiser et al. 2005; Matsuo et al. 2003). Letztlich hangt die
Partikelaufnahme sowie die danach induzierten molekularen Effekte von den
physikalisch-chemischen Eigenschaften der Partikel selbst, der Ziel-Zellsorte und

des umgebenden Mediums ab (Unfried et al. 2007).

1.3.2 Reaktive Sauerstoffspezies (ROS)

Wie in den vorigen Abschnitten bereits beschrieben, basiert die gegenwartige
Hypothese zur UFP-Toxizitdt auf dem auftretenden oxidativen Stress infolge einer
gesteigerten, partikelabhéngigen Generierung von reaktiven Sauerstoffspezies
(Donaldson et al. 2005, Nel et al. 2006). Darunter wird eine Gruppe von Molekilen
gefasst, die aus der Aktivierung von Sauerstoff (O,) durch Energie- oder Elektronen-
Transfer entstehen (Klotz 2002; Unfried et al. 2007). ROS kénnen einerseits azellular
aus den intrinsischen reaktiven Partikeleigenschaften hervorgehen, und andererseits
durch Stimulation zelluldr gebildet werden. Ferner unterscheiden sich primére,
partikelabhangige von sekundéaren, Entzindungs-bedingten ROS (Knaapen et al.
2004).

Unabhangig von ihrem Ursprung und ihrer Natur fihrt eine erh6hte ROS-Bildung
jenseits der antioxidativen Kapazitdt der Zelle zur Schadigung von Biomolekilen
(Proteinen, Lipiden, Nukleinsduren). Doch auch bei geringen Konzentrationen sind
ROS in der Lage, auf die zellulare Signaltransduktion einzuwirken. Inflammatorische
Prozesse, Proliferation und Zelltod werden infolgedessen beeinflusst (Unfried et al.
2007).
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Sinqulett-Sauerstoff ('0,)

Das 'O, ist kein Radikal, sondern eine elektronisch angeregte Form von
molekularem Sauerstoff (O;), die durch Energie-Transfer, z.B. Licht-Einwirkung,

entsteht:

O+ hv—> 102
Nanopartikel kénnen als Photokatalysatoren wirken, und so die Bildung von 'O,
beginstigen. Beispiele hierzu sind Titandioxid (TiO2) und Fullerene (C60) (Konaka et

al. 1999; Yamakoshi et al. 2003). Die photochemische Reaktivitat von UFP ist jedoch

im Rahmen der Lungentoxikologie von geringer Bedeutung.

Superoxid-Radikal (O,™)

Es entsteht durch die Ubertragung eines Elektrons () auf ein Sauerstoffmolekiil
(Reduktion):

O, +e — 0,

Im biologischen System kann die Reaktion u. a. durch spezifische enzymatische
Katalyse (z. B. NADPH-Oxidasen), als Seitenreaktion des Elektronen-Transports
wahrend der mitochondrialen Atmungskette oder im Laufe von Reduktions- und
Oxidations-Zyklen (Redox-Reaktionen) ablaufen. Letzteres kann bei der Freisetzung
organischer Stoffe aus verbrennungsgenerierten UFP auftreten. So sind Chinone
bekanntlich in der Lage, Redox-Zyklen einzugehen. Einige PAH kénnen zudem
durch metabolisierende Enzyme der Phase | zu Chinonen oder anderen Redox-
aktiven Verbindungen umgesetzt werden (Squadrito et al. 2001; Xia et al. 2004.).
Eine physikalische Interaktion von UFP mit redoxaktiven sub-zelluldren Strukturen
kann auRerdem Auswirkungen auf die Generierung von Superoxid und weiteren
ROS haben. Membrangebundene Enzymkomplexe wie NADPH-Oxidasen oder
ganze Organellen wie Mitochondrien kénnen somit in ihrer Integritat, Funktion und
Regulation beeinflusst werden (Li et al. 2003, Unfried et al. 2007; Xia et al. 2006).
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Wasserstoffperoxid (H>O»)

Die Disproportionierung (Dismutation) von Superoxid kann spontan oder
enzymatisch katalysiert durch Superoxid-Dismutasen erfolgen, und fuhrt in jedem

Fall zur Bildung von H;0:

20, +2 H" > H>O5 + Oy

Die Zelle verfugt Uber eine antioxidative Maschinerie, um dem oxidativen Potential
des H,O, entgegenzuwirken, indem es zu H,O reduziert wird. Dies geschieht durch
spezifische Enzyme wie Glutathion-Peroxidase und Katalase (Epp et al. 1983;
Seidman et al. 1999). Im ersten Fall wird Glutathion (GSH) als Reduktionsaquivalent,

im zweiten ein weiteres H>O>-Moleklil als Elektronen-Donor verwendet:

H20;2 + 2 GSH — 2 H,0 + GSSG (oxidiertes Glutathion)
H,O, + H,O, — 2 H,O + Oy

Das Wasserstoffperoxid wird im Laufe des normalen zelluldren Metabolismus in
geringen Konzentrationen kontinuierlich gebildet und zerstért. Neben dem
zytotoxischen Potential werden ihm daher auch regulatorische Funktionen als
sekundérer Botenstoff (second messenger) zugesprochen (Rhee 1999).

Die Entstehung von H,O, durch verschiedene UFP und Nanopartikel ist sowohl in
zellfreien als auch in in vitro Systemen gezeigt worden (Wilson et al. 2002). Doch
abgesehen von der zentralen Stellung der Partikeloberflache als Katalysator ist der
genaue molekulare Mechanismus der Entstehung noch nicht vollstédndig geklart
(Donaldson et al. 2005; Knaapen et al. 2004).

Hydroxyl-Radikal ("OH)

In Gegenwart eines Ubergangsmetall-lons in der reduzierten Form (Me™), z. B. Fe?*,
kann eine unvollstdndige Reduktion des H,O, eintreten, was zur Bildung von
Hydroxyl-Radikalen fuhrt (Fenton-Reaktion):
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Me™ = Me™* + ¢

H,O, + € - HO™ + "OH

Das Hydroxyl-Radikal gilt als die reaktivste oxidierende Spezies und Initiator von
Radikal-Kettenreaktionen mit diversen Biomolekilen. Ultrafeine Umweltpartikel sind
in der Lage, in zellfreien Systemen und in vitro Hydroxyl-Radikale zu generieren.
Vorwiegend werden sie mit genotoxischen Effekten in Verbindung gebracht (Borm et
al. 2007; Knaapen et al. 2004, Shi et al. 2003, 2006).

1.3.3 Signaltransduktion

In Verbindung mit dem ausgeldsten oxidativen Stress sind Partikel in der Lage,
intrazellulare Signaltransduktionswege zu aktivieren. Dies geschieht unter
Beteiligung von Zellmembran-Rezeptoren und fuhrt zur Induktion der
entsprechenden zelluldren Endpunkte. Zu den relevanten partikelinduzierten
Endpunkten zahlen die Ausschittung pro-inflammatorischer Zytokine sowie
Verdnderungen in der Zell-Proliferation und Apoptose, welche durch die Aktivitat
bestimmter Transkriptionsfaktoren reguliert werden (Albrecht et al. 2004; Unfried et
al. 2007).

Transkriptionsfaktoren

Bei den partikelinduzierten zelluldren Antworten spielen Redox-regulierte
Transkriptionsfaktoren, in erster Linie das Aktivatorprotein-1 (AP-1) und der
nukledaren Transkriptionsfaktor Kappa B (NF-xB), eine wichtige Rolle. Deren
Aktivierung kann die Proliferations- und Apoptose-Rate verandern. Sie haben zudem
Einfluss auf die transkriptionelle Regulation von Wachstumsfaktoren (z. B. dem
Transformierenden Wachstumsfaktor beta, TGF-B) und Zytokinen, beispielsweise
Interleukin 8 (IL-8), Interferon gamma (IFN-y) und Tumor-Nekrose-Faktor alpha
(TNF-a) (Albrecht et al. 2004). In Epithelzellen ist die Beteiligung von AP-1 und NF-
kB an der UFP-bedingten Ausschittung von Zytokinen und Induktion von

Proliferation gezeigt worden (Barlow et al. 2005; Timblin et al. 2002).
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EGF-Rezeptor

Die Signalkaskaden zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren koénnen durch
Zellmembran-gebundene Tyrosin-Kinase-Rezeptoren reguliert werden. Insbesondere
der epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor (epidermal growth factor receptor, EGF-
R) zeigt sich als ein wichtiger Vermittler der partikelinduzierten Signaltransduktion
(Albrecht et al. 2004). Der EGF-R ist ein Glykoprotein, dessen Aktivierung zum einen
durch Ligandenbindung (z. B. epidermaler Wachstumsfaktor, EGF; Heparin-
bindender EGF-ahnlicher Wachstumsfaktor, HB-EGF; Amphiregulin), zum anderen
durch oxidativen Stress erfolgen kann (Abdelmohsen et al. 2003; Fickova 2002).
Dabei wird die Dimerisierung des EGF-R induziert, was die Autophosphorylierung
von Tyrosin-Resten in der Kinase-Doméne und somit die Aktivierung der
intrinsischen Tyrosin-Kinase bewirkt. Die phosphorylierten Stellen werden von
Adapterproteinen erkannt, die das Phosphorylierungssignal in einer Kette von
Kinase-Reaktionen intrazellular weiterleiten. Die EGF-R-vermittelte Signal-
transduktion kann in verschiedene Endpunkte minden. So ist sie an der Regulation
zelluldrer Ereignisse wie Wachstum, Differenzierung, Uberleben, Proliferation,
Adhasion, und Genexpression beteiligt (Fickova 2002; Yamanaka et al. 2003).
Diverse Studien mit PM und verbrennungsgenerierten UFP an Lungenepithelzellen
haben die Beteiligung des EGF-R an partikelinduzierten Endpunkten gezeigt. Partikel
sind somit in der Lage, Proliferation (Tamaoki et al. 2004; Timblin et al. 2002) und
Apoptose (Matsuo et al. 2003) zu induzieren. Damit verbunden ist der
partikelbedingte oxidative Stress von entscheidender Bedeutung. Ultrafeine Partikel
kénnen zudem eine verstarkte Expression von EGF-R-Liganden wie HB-EGF
bewirken (Blanchet et al. 2004). Es entsteht dabei eine autokrine Aktivierungs-
Schleife, die mit einer erhéhten Proliferationsrate verbunden ist (Marano et al. 2002;
Tamaoki et al. 2004).

MAP-Kinasen

Mitogenaktivierte Proteinkinasen (MAP-Kinasen) sind an der Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren  beteiligt, und nehmen in der partikelinduzierten

Signaltransduktion eine zentrale Stellung ein. Zudem ist die EGF-R-vermittelte
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Aktivierung von MAP-Kinasen durch Partikel ausschlaggebend fiir die Induktion von
Proliferation und Apoptose. (Unfried et al. 2007).

Es handelt sich dabei um eine Gruppe von Serin/Threonin-Kinasen, die durch
verschiedene extrazelluldre Reize (z. B. Wachstumsfaktoren, Zytokine, Entziindung,
Stress) aktiviert werden. Sie vermitteln Signalkaskaden von der Zelloberflache zum
Kern, wobei die resultierenden Effekte mitunter entgegengesetzt sind. MAP-Kinasen
werden in mehreren Unterfamilien eingeteilt. Dazu gehoéren die Extrazellular-
regulierten Kinasen 1 und 2 (ERK1/2), die Jun N-terminalen Kinasen/Stress-
aktivierten Proteinkinasen 1 und 2 (JNK/SAPK1/2), p38 und ERK5 (Johnson &
Lapadat 2002). Die Aktivierung von MAP-Kinasen erfolgt durch Phosphorylierung an
Threonin- und Tyrosin-Resten, und wird von MAP-Kinasen-Kinasen (MKK oder MEK)
katalysiert. Diese werden ihrerseits von MAP-Kinasen-Kinasen-Kinasen (MKKK, z. B.
Raf) ebenfalls durch Phosphorylierung aktiviert (Cobb & Goldsmith 1995).
Verschiedene Studien mit unterschiedlichen Partikelsorten (DEP, PM, Quarz,
Kohlenstaub) haben die Aktivierung von MAP-Kinasen bzw. deren Beteiligung an
partikelinduzierten Endpunkten gezeigt (Albrecht et al. 2002; Shukla et al. 2001; Wu
et al. 2001; Zhang et al. 2004). Welche Signalwege fir einen gegebenen Endpunkt
spezifisch aktiviert werden, ist allerdings bisher nicht vollstédndig geklart. Ferner sind
mogliche Interaktionen der MAP-Kinasen-Signalkaskaden miteinander und mit
anderen Signalwegen nach Partikelexposition bislang wenig untersucht worden
(Albrecht et al. 2004).

Integrine

Die physikalische Partikel-Zell-Interaktion kann als ein weiterer Mechanismus zur
Einleitung von Signalkaskaden angesehen werden (Albrecht et al. 2004). Das erste
Ziel fur eine solche Interaktion mit den Partikeln ist die extrazellulare Matrix (EZM),
die mit Integrinen in direktem Kontakt steht. Integrine sind Transmembran-
Rezeptoren, die die Verbindung zwischen EZM und dem Zytoskelett bilden. Es
handelt sich dabei um Glykoprotein-Heterodimere, die aus je einer a- und einer j3-
Untereinheit aufgebaut sind. Es sind bisher 18 verschiedene a- und 8 verschiedene
B-Ketten bekannt, aus deren Kombinationsmdglichkeiten die jeweilige Liganden-

bindungsspezifitdt hervorgeht (Gary et al. 2003; Smith et al. 1990). Die repetitive
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Aminosaure-Sequenz Arginin-Glycin-Asparaginsaure (RGD), die in verschiedenen
EZM-Proteinen (Fibronektin, Kollagen, Vitronektin) vorhanden ist, bildet die
Bindungsstelle fir Integrine (Aplin et al. 1998; Cheresh 1987). Nach
Ligandenbindung erfolgt eine Zusammenlagerung der Integrin-Rezeptoren in der
Zellmembran mit einer nachfolgenden Konformationsdnderung. Dieser als
"Clustering" bezeichnete Prozess fuhrt zur Bildung von sogenannten
Fokaladh&sionskomplexen mit dem Zytoskelett und Signalproteinen, beispielsweise
der Fokaladhasions-Kinase pp125™K (FAK) und der "integrin-linked kinase" (ILK)
(Lafrenie & Yamada 1996). Als Transmembran-Verbindung besitzen Integrine eine
Funktion als Adh&sions-Rezeptoren, indem sie z. B. strukturelle Verdnderungen der
EZM erkennen. Integrine sind aber auch in der Lage, im Zusammenspiel mit den an
ihnen gebundenen Proteinen eine SignalUbertragung sowohl vom extrazelluldren
Raum ins Zellinnere ("outside-in signaling") als auch in umgekehrter Richtung
("inside-out signaling") zu vermitteln (Giancotti & Rouslahti 1999). Entsprechend
vielfaltig sind die von Integrinen regulierten Endpunkte, darunter Proliferation,
Apoptose, Uberleben und Differenzierung (Hynes 1992).

Uber die Rolle von Integrinen an partikelinduzierten Effekten ist bislang wenig
bekannt. Hinweise daflir stammen hauptsachlich aus Untersuchungen mit Asbest-
fasern. So sind Integrine beispielsweise in der asbestinduzierten Apoptose und
Mesotheliom-Kanzerogenese involviert (Sandhu et al. 2000a, 2000b).

Proteinkinase B (AKT)

Die Proteinkinase B, auch AKT genannt, ist ein weiteres Signaltransduktionsprotein,
das in Zusammenhang mit membranvermittelten Effekten von Xenobiotika Uber
oxidativen Stress diskutiert wird (Barthel & Klotz 2005). Dabei handelt es sich
ebenfalls um eine Serin/Threonin-Kinase, die an der Regulation mehrerer
Zellfunktionen beteiligt ist, wie z. B. Uberleben, Proliferation, Motilitdt und Expression
pro-inflammatorischer Zytokinen (Abraham 2005). Die AKT-Aktivierung erfolgt in
starker Abhangigkeit von den Phosphatidylinositol-3 Kinasen (PI3K), einer Gruppe
von intrazelluldren zellmembrangebundenen Enzymen (Woodgett 2005). Nach
Aktivierung durch Tyrosin-Kinase- oder G-Protein-assoziierten Rezeptoren katalysiert
PI3K u. a. die Bildung des Lipid-Mediatoren Phosphatidylinositol-3-phosphat (PIP3).

Diese interagieren mit AKT und weiteren Proteinen, wodurch die Aktivierung von
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AKT erfolgt. Dabei ist fir eine vollstidndige Aktivitat die aufeinanderfolgende
Phosphorylierung der Aminosauren Thr®®® und Ser*”® essentiell (Leevers et al. 1999).
Eine Reihe von Substraten werden von AKT erkannt, phosphoryliert und dadurch
inhibiert, darunter die Glucosesynthase-Kinase-3 (GSK-3) und pro-apoptotische
Mediatoren (Brazil et al. 2004; Doble & Woodgett 2003; Woodgett 2005). Damit wirkt
der PI3K/AKT-Signalweg anti-apoptotisch und treibt die Zellzyklus-Progression an.

In der Regel wird die Induktion des PI3K/AKT-Signaltransduktionsweges mit der
Bindung an Wachstumsfaktoren, und bei Beteiligung von Integrinen mit
mechanischen Stimuli in Verbindung gebracht (Abraham 2005; Alenghat & Ingber
2002). Die AKT-Aktivitat erweist sich als relevant bei der Inhibierung von Anoikis,
einer besonderen Form von Apoptose, die durch die Ablésung der Zelle von der EZM
induziert wird (Frisch & Francis 1994). Hierbei spielen Integrine eine zentrale Rolle in
der Signalvermittlung, die zur AKT-Aktivierung fuhrt (King et al. 1997). Als mdgliche
Mediatoren hierfir werden die bereits genannten Proteine FAK und ILK sowie
Mitglieder der Src-Kinasen diskutiert (Delcommene et al. 1998; Shen & Guan 2001;
Troussard et al. 2003).

Bis heute gibt es wenige Belege fir eine Beteiligung von AKT an der
partikelinduzierten Signaltransduktion. Hinweise darauf lieferten in vitro Studien mit
Asbestfasern an Mesothelzellen. Diese zeigten eine gleichzeitige Aktivierung von
ERK1/2 und AKT, die durch p1-Integrine vermittelt wird (Berken et al. 2003).

Zusammenspiel von Signaltransduktionswegen

Im Kontext der zelladhadsionsabhéngigen Proliferation ist die kooperative Wirkung
von EGF-R und B1-Integrine auf die nachfolgende Signaltransduktion bereits
bekannt. Dabei konnte neben einer integrinabhéngigen EGF-R-Phosphorylierung
eine physikalische Interaktion beider Membranrezeptoren nachgewiesen werden
(Moro et al. 1998). In Epithelzellen hat diese Interaktion einen Einfluss auf die
Zellzyklus-Regulation Gber AKT und die MAP-Kinasen ERK1/2 (Bill et al. 2004).

Inwieweit solch ein Zusammenspiel im Rahmen der partikelinduzierten
Signaltransduktion in der Form stattfindet und relevant ist, muss noch eingehend
geklart werden. Untersuchungen mit UFP unterschiedlicher chemischer
Zusammensetzung haben Hinweise auf eine differentielle Wirkung der aktivierten

MAP-Kinasen-Signalkaskaden geliefert. In kultivierten Lungenepithelzellen sind UFP
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in der Lage, Proliferation und Apoptose parallel und unabhéngig voneinander zu
induzieren (Sydlik et al. 2006). Die ERK1/2-Aktivierung zeigt sich dabei als spezifisch
fur die Proliferation, wéhrend die Apoptose von der JNK1/2-Aktivierung bestimmt
wird. Die Induktion beider Signalwege ist vom EGF-R abhéngig. Die Entscheidung
daruber, welcher der beiden Endpunkte auftritt, wird offenbar durch B1-Integrin-
vermittelte Signalkaskaden beeinflusst. Bei der Induktion der Proliferation, nicht aber
der Apoptose, sind B1-Integrine mitbestimmend.

Weitere in vitro Studien haben die Aktivierung des PI3K/AKT-Signalweges durch
ultrafeine Kohlenstoffpartikel in Lungenepithelzellen nachgewiesen (Unfried et al.
2008). Die Aktivierung ist sowohl vom EGF-R als auch von B1-Integrinen abhangig,
und hat eine direkte Wirkung auf die partikelinduzierte Proliferation. Diese wird durch
eine AKT-abhangige Phosphorylierung von ERK1/2 vermittelt. Die gleichzeitige
Aktivierung von AKT und ERK1/2, ihre Rezeptor-Abhangigkeit und ihr Einfluss auf

die Proliferation legen die Existenz einer gemeinsamen Signalkaskade nahe.

1.3.4 Modell zum molekularen Mechanismus UFP-induzierter Effekte

Die bisherigen Erkenntnisse Uber die Toxizitdt von verbrennungsgenerierten UFP
erlauben die zusammenfassende Aufstellung eines hypothetischen Modells der
involvierten molekularen Mechanismen in Lungenepithelzellen (Abb. 1.2). Die
Fahigkeit direkt oder indirekt ROS zu generieren, scheint eine Gemeinsamkeit aller
Partikel zu sein (Donaldson et al. 2005). Infolgedessen entsteht oxidativer Stress,
wodurch redoxempfindliche Signaltransduktionswege auf verschiedenen Ebenen -
von Membran-Rezeptoren Uber Signalproteine bis zu Transkriptionsfaktoren —
aktiviert werden kénnen. Die Aktivierung lasst sich aber mdglicherweise auch auf
direkte Interaktionen der Partikel mit zelluldren Strukturen, wie etwa der EZM und
Integrinen, zurlckfihren (Albrecht et al. 2004, Unfried et al. 2007). Das Ergebnis ist
die Induktion zelluldrer Endpunkte, wie Apoptose und Proliferation, die das Potential

zur Entwicklung negativer gesundheitlicher Effekte besitzen.
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Abb. 1.2 Hypothetisches Modell zum molekularen Mechanismus der UFP-Toxizitét
(veréndert nach Albrecht et al. 2004).
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1.4 Ziel der Arbeit

Ultrafeines Carbon Black (ufCB), als Modell fur den Partikelkern verbrennungs-
generierter UFP, induziert Proliferation und Apoptose in Lungenepithelzellen (Sydlik
et al. 2006). Die EGF-R- und B1-Integrin-abhangige Aktivierung von AKT und ERK1/2
ist am proliferativen Signaltransduktionsweg beteiligt (Unfried et al. 2008).

Neben dem Partikelkern beinhalten verbrennungsgenerierte Umweltpartikel weitere
toxikologisch relevante Fraktionen: organische Stoffe und Ubergangsmetalle.
Moégliche modulatorische Effekte dieser Fraktionen auf die partikelinduzierte
proliferative  Signaltransduktion sollten im Rahmen der vorliegenden Arbeit
untersucht werden. Insbesondere sollte die Rolle von partikelgenerierten ROS und
dem dadurch induzierten oxidativen Stress in diesem Kontext analysiert werden.

Als in vitro Versuchssystem sollten eine Ratten-Lungenepithelzelllinie (RLE-G6TN)
(Driscoll et al. 1995) und ein kombinatorisches System von beschichteten und
unbeschichteten Modell-Partikeln dienen. Dieses bestand aus ufCB (Partikelkern),
Benzo[a]pyren (BaP, organische Fraktion) und Eisen-lll-Sulfat (Fex(SO4)s,
Ubergangsmetall-Salz) als Vertreter umweltrelevanter Stoffe. Damit sollten im

Einzelnen folgende Fragen bearbeitet werden:

1. Haben BaP und/oder Fez(SO4)s; einen Einfluss auf die partikelinduzierte
Phosphorylierung von AKT und ERK1/2?

2. Sind Modell-Partikel in der Lage, extra- und intrazelluldar ROS zu generieren?
Welchen Einfluss haben diese jeweils auf die AKT- und ERK1/2-
Phophorylierung?

3. Nehmen Modellpartikel und die dadurch generierten ROS Einfluss auf die

spezifischen Rezeptor-abhéngigen Signalwege tber EGF-R und B1-Integrine?
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Verwendete Geréte:

Autoklav, Tecnoclav
Binokular, Leitz
Brutschrank fir Zellkulturen (HERAcell 240)

Integra Biosciences, Fernwald
Leica Microsystems, Wetzlar

Kendro, Hanau

ElektronenSpinResonanz (ESR) Spektroskop Miniscope MS100, Magnettech, Berlin

FACScalibur Flow Cytometer

Gelkammern Dual gel vertical unit
Heizblock Bioblock Scientific
Horizontal-Wasserbadschttler
Kihlschrénke
Mehrkanalpipette 50-200 pl
Mikroskop Leitz Laborlux K
Multipette® Plus
pH-Meter, PHM 83 Autocal
Photometer

Gene Quant Il

MR 5000 Spektrophotometer

Multiskan Ascent 96
Pipetus®-akku
Schdattler, Polymax 1040
Spannungsgeber

EPS 500/400

GPS 200/400

BD Bioscience Immunocytometry
Systems, San Jose, USA
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Thermolyne Corp., Dubuque, USA
Infors AG, Bottmingen, Schweiz
Liebherr, Bulle, Schweiz

Socorex, Ecublens, Schweiz

Leica Microsystems, Wetzlar
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf

Radiometer, Kopenhagen, Danemark

Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden
Dynatech, Embrach, Schweiz
Labsystems Inc., Waltham, USA
Hirschmann Laborgerate, Eberstadt

Heidolph Instruments, Kelheim

Pharmacia Fine Chemicals, Piscataway,
USA
Pharmacia Fine Chemicals, Piscataway,
USA
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Power Pac 3000
Sterilbank
Western Blot Transferkammer
Criterion™-Blotter
Ultraschallbad, Bransonic 220
Waagen
Mettler PC 440, DeltaRange
Sartorius 1602 MP
Wasserbad
Zentrifugen
Eppendorf-Zentrifuge 5414 C
Rotanta/RP
Sigma 3K30

Mikro 200

Verbrauchsmaterialien:

AcroCap™ Filter Unit
Eppendorfreaktionsgefalle
Falconréhrchen

Filterpapier

Microcon YM-50

Neubauer Zéahlkammer

Pipetten

Polyvinylidendifluorid (PVDF) Membran
Hybond®-P

Réntgenfilme SuperRX
Zellkulturflaschen

Zellkulturplatten

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA
W.H. Mahl, Kaarst

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

Branson, Danbury, USA

Mettler-Toledo, Giessen
Sartorius, Géttingen

Kéttermann, Uetze/Hanigsen

Eppendorf, Hamburg

Hettich Zentrifugen, Bach, Schweiz

B. Braun Biotech International,
Melsungen

Hettich, Tuttlingen

Pall, Ann Arbor, USA

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
BD Bioscience, Canaan, USA
Schleicher & Schuell BioScience,
Dassel

Millipore, Bedford, USA
Hecht-Assistent, Sondheim

Greiner bio-one, Frickenhausen

GE Healthcare, Buckinghamshire,
Grolbritannien

Fuji, Disseldorf

Greiner bio-one, Frickenhausen

Greiner bio-one, Frickenhausen
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Alle weiteren hier nicht aufgefiihrten Gerate und Verbrauchsmaterialien werden an

entsprechender Stelle im Methodenteil aufgefiihrt oder entsprachen dem (blichen

Laborstandard.

2.1.2 Chemikalien

Ammoniumperoxiddisulfat (APS)

Amphotericin B

Bromphenolblau

Desoxycholsaure-Natriumsalz (DOC)
2', 7"-Dichlorodihydrofluorescein diacetate (H.DCF-DA)

Dimethylsulfoxid (DMSO)
2,4-Dinitrophenylhydrazin

5,5-Dimethyl-1-pyrroline-N-oxid (DMPO)
Dubelcco’s Phosphate Buffered Saline (PBS)

Essigséaure

Ethylendiamin-N,N,N’,N’-tetraessigsaure (EDTA)
Fotales Kélberserum (FCS)

Fotochemikalien (GBX Entwickler und Fixierer)

Glycin

Hank’s Buffered Saline Solution +Ca®*/+Mg?* (HBSS+/+)

IGEPAL CA-630 (Nonidet-40)

Isopropanol
L-Glutamin

Methanol

Milchpulver

B -Mercaptoethanol
Natriumazid (NaN3)
Natriumchlorid (NaCl)

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Natriumhydroxid (NaOH)

Pharmacia Biotech,
Uppsala, Schweden
Sigma-Aldrich,
Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Calbiochem, Schwalbach
Sigma-Aldrich, Steinheim
Fluka, Buchs, Schweiz
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

GIBCO Invitrogen, Grand
Island, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

TSI, Zeven

Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
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Natriumpyruvat
B-Nicotinamidadenindinukleotid (p -NADH)
Nutrient Mixture F-12 Ham
Phosphatase-Inhibitor Cocktail 2
Polyoxyethylensorbitan-Monolaurat (Tween-20)
Protease-Inhibitor Cocktail
Rinderserumalbumin (BSA)

Rotiphorese Gel 30

Saccharose

Streptomycin
N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin (TEMED)
Trypsin-EDTA Solution 10x
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)

Wasserstoffperoxid-Lésung 30% (v/v)

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Weitere an dieser Stelle nicht aufgefuhrte Chemikalien werden an entsprechender

Stelle im Methodenteil beschrieben oder wurden von verschiedenen Herstellern in

Analysequalitat bezogen.

2.1.3 Inhibitoren

EGF-R-Inhibitoren:

- Compound 32 (4-[(3-Bromophenyl)amino]-6,7-dimethoxyquinazoline, Calbiochem

Merck Biosciences, Schwalbach).

- Compound 56 (4-[(3-Bromophenyl)amino]-6,7-diethoxyquinazoline, Calbiochem

Merck Biosciences, Schwalbach).

Beide Inhibitoren wurden als 10 mM Stocklésungen in DMSO angesetzt. Vor der

Partikelbelastung wurden die RLE-6TN Zellen mit einer Endkonzentration von

5 UM der jeweiligen Substanz und bei einer DMSO-Endkonzentration von 0,1%

(v/v) flr 1 h vorinkubiert.
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Integrin-Inhibitoren:

Monoklonaler Antikérper Hamster-Anti-Ratte CD29 (1-Integrin (No Azide/Low
Endotoxin), Isotyp Hamster Immunglobulin M (IgM), BD BioSciences Pharmingen,
San José, USA). Der Antikdrper lag in einer Konzentration von 1 mg/ml vor. Vor
der Partikelbelastung wurden die RLE-6TN Zellen mit einer Endkonzentration von
1 ug/ml Anti-CD29 fiir 1 h vorinkubiert.

Der monoklonale Antikérper Maus-Anti-Hamster IgM (BC BioSciences
Pharmingen, San José, USA) diente als Negativkontrolle. Der Antikérper lag in
einer Konzentration von 1 mg/ml vor. Vor der Partikelbelastung wurden die RLE-
6TN Zellen mit einer Endkonzentration von 1 uyg/ml Anti-Hamster IgM fur 1 h

vorinkubiert.

RGDS-Peptid  (H-Arg-Gly-Asp-Ser-OH)  (Calbiochem Merck Biosciences,
Schwalbach). Das RGD-Peptid wurde als 100 mM Stocklésung in A. dest
angesetzt. Vor der Partikelbelastung wurden die RLE-6TN Zellen mit einer
Endkonzentration von 10 yM RGD fiir 1 h vorinkubiert.

Das Peptid GRADSP (H-Gly-Arg-Ala-Asp-Ser-Pro-OH) (Calbiochem Merck
Biosciences, Schwalbach) wurde als Negativkontrolle eingesetzt. Das
Kontrollpeptid wurde als 50 mM Stocklésung in 5 % (v/v) Essigsédure angesetzt.
Vor der Partikelbelastung wurden die RLE-6TN Zellen mit einer Endkonzentration

von 10 uM Kontrollpeptid fur 1 h vorinkubiert.

ROS-Inhibitoren:

L-NAC (L-N-Acetyl-Cystein, Calbiochem Merck Biosciences, Schwalbach). Das
NAC wurde als 500 mM Stocklésung in A. dest angesetzt (pH 7 — 8 mit 1 M
NaOH eingestellt). Vor der Partikelbelastung wurden die RLE-6TN Zellen mit
einer Endkonzentration von 0,5 bzw. 5 mM fur 18 h vorinkubiert, um das

Glutathion-Reservoir der Zellen zu erhdhen.

DPI (Diphenyleniodonium-Chlorid, Sigma-Aldrich, Steinheim). Das DPI wurde als
10 mM Stocklésung in DMSO angesetzt. Vor der Partikelbelastung wurden die
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RLE-6TN Zellen mit einer Endkonzentration von 0,2 bzw. 2 yM und bei einer
DMSO-Endkonzentration von 0,1% (v/v) fur 1 h vorinkubiert.

Katalase (aus Rinderleber, EC 1.11.1.6, Calbiochem Merck Biosciences,
Schwalbach). Die Katalase wurde als 1.000.000 Units/ml Stocklésung in A. dest.
angesetzt. Vor der Partikelbelastung wurden die RLE-6TN Zellen mit einer

Endkonzentration von 100 bzw. 1000 Units/ml fiir 1 h vorinkubiert.

Cu/Zn SOD (Kupfer/Zink Superoxid Dismutase aus Rinderleber, EC 1.15.1.1,
Calbiochem Merck Biosciences, Schwalbach). Die SOD wurde als 100.000
Units/ml Stocklésung in A. dest. angesetzt. Vor der Partikelbelastung wurden die
RLE-6TN Zellen mit einer Endkonzentration von 100 bzw. 1000 Units/ml fir 1 h

vorinkubiert.

2.1.4 Antikérper

Primar-Antikérper:

Alle Antikdrper wurden von Cell Signaling (Danvers, USA) bezogen.

Kaninchen-Anti-AKT polyklonaler Antikérper
Kaninchen-Anti-p44/42 MAP-Kinase polyklonaler Antikdrper

Eingesetzt wurden beide Antikérper 1:2000 in 5% Magermilchpulver/TBST

verdinnt.

Kaninchen-Anti-Phospho-AKT (Ser473) polyklonaler Antikrper
Kaninchen-Anti-Phospho-p44/42 MAP-Kinase (Thr202/Tyr204) polyklonaler
Antikérper

Eingesetzt wurden beide Antikdrper 1:1000 in 5% BSA/TBST verdinnt.
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Sekundéar-Antikorper:

- Ziege-Anti-Kaninchen Immunglobulin G (IgG) Meerrettich-Peroxidase (HRP)
(Sigma-Aldrich, Steinheim). Eingesetzt wurde der Antikérper entsprechend dem
ersten Antikdrper 1:2000 in 5% Magermilchpulver bzw. BSA/TBST verdinnt.

2.1.5 Modellpartikel-System

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten ultrafeinen Kohlenstoffpartikel
(unbeschichtetes und Benzo[a]pyren-beschichtetes Carbon Black) sowie das reine
Benzo[a]pyren wurden im Rahmen anderer Studien bezogen bzw. hergestellt,
aufgereinigt und charakterisiert (Mroz et al. 2008). Zwecks Zusammenarbeit
innerhalb des von der Deutschen Forschungsgemeinschaft geférderten
Sonderforschungsbereiches (SFB) 503 wurden die Partikel von Herrn Dr. R. P. F.
Schins (Partikelforschung, Institut fir umweltmedizinische Forschung, Dusseldorf)

zur Verfugung gestellt.

- Ultrafeines Carbon Black (ufCB): Bei diesen Partikeln handelt es sich um das
Markenprodukt Printex® 90 der Firma Degussa (Frankfurt/Main), mit einem
primadren Durchmesser von 14 nm. Zur vollstdndigen Entfernung mdéglicher
organischer Verunreinigungen waren die Partikel durch Soxhlet-Extraktion mit

Toluol fir 8 h gereinigt worden (Mroz et al. 2008).

- Ultrafeines Carbon Black beschichtet mit Benzo[a]pyren (ufCBBaP): Zur
Beschichtung waren 2 g des gereinigten ufCB fir 10 min in 120 ml n-Hexan
suspendiert worden, welches 60 mg Benzo[a]pyren enthielt. Nach Vakuum-
Filtrierung waren die beschichteten Partikel einmal in 10 ml Pentan gewaschen,
und bis zum trockenen Zustand erneut Vakuum-filtriert worden. Der BaP-Gehalt
der beschichteten Partikel war durch Hochdruck-Flussigkeits-Chromatographie
(HPLC) mit Hilfe einer Grom-Saule und Fluoreszenz-Detektion ermittelt worden,
und betrug 26 mg BaP pro Gramm ufCB (Mroz et al. 2008).

Die frisch eingewogenen Partikel wurden unmittelbar vor jeder Belastung der

Zellen als 1 mg/ml Suspension in PBS angesetzt, und fir 1 h im Ultraschallbad
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mit 50 — 60 kHz, 120 V dispergiert. Die Zellen wurden mit maximal 10 ug/cm?
Partikel belastet.

Benzo[a]pyren (BaP): Das frisch eingewogene BaP wurde unmittelbar vor jeder
Belastung der Zellen als 3,5 mM Stocklésung in DMSO angesetzt, und analog zu
den Partikeln beschallt. Die Zellen wurden mit einer maximalen Endkonzentration
von 3,5 uM belastet, was der errechneten BaP-Konzentration aus der Belastung
mit 10 pyg/cm? CBBaP entspricht. Die DMSO-Endkonzentration betrug in jedem
Fall 0,1% (v/v).

Eisen-lll-Sulfat (Fex(SO4)s, FS): Das FS wurde aufgrund besserer Léslichkeit als
Hydrat (Fe2(SO4)3-xH20) mit einem durchschnittlichen Eisen-Gehalt von 20% von
der Alfa Aesar (Karlsruhe) bezogen. Das frisch eingewogene FS wurde
unmittelbar vor der Belastung der Zellen als 25 mM Stocklésung in PBS
angesetzt, und analog zu den Partikeln beschallt. Die Zellen wurden mit einer
maximalen Endkonzentration von 15 uyM belastet. Bei der gemeinsamen
Belastung mit ufCB bzw. ufCBBaP erfolgte eine getrennte Zugabe von Partikeln
und FS.

2.1.6 Zelllinie

RLE-6TN:

Es handelt sich um eine SV-40-transfizierte, immortalisierte alveolare Typ I
Lungenepithel-Zellline aus Ratte (ATCC, Manassas, USA; Driscoll et al., 1995).
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

2211 Kultivierung der Zellline RLE-6TN

RLE-6TN Zellen wurden als Monolayer-Kultur in RLE-6TN Nahrmedium auf Plastik-
Gewebekulturflaschen bei 37°C, 5% [v/iv] CO; und 95% Luftfeuchtigkeit im
Brutschrank kultiviert. Ein Mediumwechsel fand alle 2-3 Tage mit auf 37°C
vorgewarmtem Medium statt.

Die Zellen wurden wéchentlich nach Erreichen 80-90%iger Konfluenz passagiert.
Dazu wurde das Medium abgesaugt, die Zellen 2x mit vorgewdrmtem PBS
gewaschen und mit einer dinnen Schicht Trypsin-EDTA-L&sung bedeckt 3-5 min im
Brutschrank inkubiert. AnschlieRend wurde das Trypsin durch Zugabe von 10 ml
Medium inaktiviert, die Zellen abgeschabt, resuspendiert und 6 min bei 100 g
zentrifugiert. Das Pellet wurde in 10 ml Medium aufgenommen und die Zellen im

Verhaltnis 1:10 in eine Kulturflasche ausgesat.

RLE-6TN Ndhrmedium:

Nutrient Mixture F-12 Ham

2 mM L-Glutamin

5 % (vlv) fotales Kalberserum (FCS), hitzeinaktiviert
50 U/ml Penicillin

50 ug/ml Streptomycin

2,5 ug/ml Amphotericin B

2.21.2 Belastung der Zellen

Sofern nicht an geeigneter Stelle besonders beschrieben wurden die Zellen in
6-Well-Plastikplatten (9,6 cm? pro Well) mit einer Dichte von 3x10* Zellen/cm?
ausplattiert und fur ca. 20 h bis zu einer Konfluenz von 80 - 90% in 3 ml Ndhrmedium
kultiviert. AnschlieBend wurden die Zellen zweimal mit vorgewarmtem PBS

gewaschen und fur weitere 24 h in 3 ml serumreduziertem Medium gehalten. Bei



Material und Methoden 37

gleichzeitiger Verwendung verschiedener Inhibitoren wurden die Zellen fir die
entsprechende Zeit mit der jeweiligen Substanz bzw. mit der Lésungsmittelkontrolle
vorbehandelt (vgl. 2.1.3). AnschlieBend erfolgte die Partikelzugabe (vgl. 2.1.5).

Serumreduziertes Medium:

Nutrient Mixture F-12 Ham

2 mM L-Glutamin

0,5 % (v/v) fétales Kalberserum (FCS), hitzeinaktiviert
50 U/ml Penicillin

50 pg/ml Streptomycin

2,5 ug/ml Amphotericin B

2.2.2 Zytotoxizitatsassay

Zur Bestimmung der Zytotoxizitdt der eingesetzten Konzentrationen an Partikeln
wurde die Aktivitat der zytosolischen Laktat-Dehydrogenase (LDH) im Medium mit
Hilfe des kauflichen Kits "CytoTox-ONE™ Homogeneous Membrane Integrity Assay"
(Promega, Madison, USA) fluorometrisch untersucht.

Die LDH ist ein in allen Saugetierzellen vorhandenes zytoplasmatisches Enzym. Es
katalysiert die Oxidation von Lactat zu Pyruvat, die mit der Reduktion von NAD" zu
NADH+H" gekoppelt ist. Es ist ein essentieller Schritt im Energiestoffwechsel der
Zelle, und wird nach dem Verlust der Membranintegritdt aus dem Zytoplasma ins
umgebende Medium freigesetzt (Rae, 1977). Die Hohe der LDH-Aktivitdt im
Uberstand ist somit ein MaR fir die Zytotoxizitat der Partikel. Im Assay wird die
freigesetzte LDH durch Zugabe von Lactat, NAD" und Resazurin in Anwesenheit von
Diaphorase gemessen. Die Diaphorase katalysiert die Umsetzung von Resazurin
zum fluoreszierenden Resorufin unter Verbrauch des durch die LDH-Reaktion
gebildeten NADH+H". Die gemessene Fluoreszenz ist demnach proportional zur
LDH-Menge.

Der Test wurde leicht veréndert nach Angaben des Herstellers durchgefuhrt. Hierzu
wurde zunachst das Medium der behandelten RLE-6TN Zellen abgenommen und auf

Raumtemperatur temperiert. Fir die Positiv-Kontrolle (maximale LDH-Konzentration)
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wurden die Zellen vor Abnahme des Mediums mit 2 pl Lysepuffer pro 100 pyl Medium
lysiert. In einer 96-Well-Plastikplatte wurden 50 pl Medium vorgelegt und
anschliefdend mit 50 pl CytoTox-ONE ™-Reagenz versetzt. Die Proben wurden dann
fur 10 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Der Reaktionsablauf wurde durch Zugabe
von 25 ul Stopp-Lésung beendet. Die fluorometrische Detektion erfolgte dann mit
Hilfe eines Fluorometers Fluoroskan Ascent (Labsystems). Fir die Absorption und
Emission wurde die Filterkombination 544/590 nm gewahlt. Die ermittelte
Fluoreszenzintensitat diente zur Bestimmung der relativen Zytotoxizitat in Bezug auf

die maximale LDH-Konzentration.

2.2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.2.3.1 Zelllyse und Proteinextraktion

Zur Herstellung von Proteinextrakten fir Western-Blot-Analysen wurden die
belasteten Zellen zundchst 2x mit 4°C kaltem PBS gewaschen und anschliefend mit
Radionimmunoprazipitations (RIPA)-Puffer (70 ul fir 9,6 cm?) durch Abschaben
lysiert. Nach 30 min Inkubation bei 4°C wurden die Lysate in Eppendorfgefalle
dberfuhrt und bei -20°C eingefroren. Wieder aufgetaut, wurden die Lysate zur DNA-
Scherung gevortext und 30 min bei 4°C mit 20.000 g abzentrifugiert. Die Ubersténde
wurden in neue Eppendorfgefdlle UOberfihrt und bis zur Bestimmung der

Proteinkonzentration auf Eis gehalten.

RIPA-Puffer:

25 mM Tris/HCI, pH 7,4

150 mM NaCl

0,1 mM EDTA, pH 8,0

1% (w/v) Nonidet P-40 (Igepal CA-630)

1% (w/v) Desoxycholsdure-Natriumsalz

0,1% (w/v) SDS

0,025% (w/v) NaN3

1% (v/v) Phosphatase Inhibitor Cocktail 2, frisch zugesetzt

1% (v/v) Protease Inhibitor Cocktail, frisch zugesetzt.
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2.2.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration in Extrakten nach der Methode von Lowry
et al. (1951) wurde der DC Protein Assay Kit (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA)
nach Angaben des Herstellers verwendet. Kurz beschrieben wurden in
Mikrotiterplatten nacheinander 5 ul Proteinextrakt, 25 pl Lésung A' (20 ul Lésung S
pro ml Lésung A) und 200 pl Lésung B pipettiert. Nach 30 min Inkubation bei RT
erfolgte die Messung der Absorbtion bei einer Wellenlange von 630 nm. Die
Proteinkonzentration liel3 sich anhand einer parallel aufgetragenen Eichkurve aus
BSA in RIPA-Puffer errechnen.

DC Protein Assay Kit:

Lésung A:  basische Kupfer-Tartrat-Lésung.

Lésung S:  Inhalt vom Hersteller nicht angegeben; muss Lésung A zugegeben
werden (20 pl/ml), wenn in den zu untersuchenden Proteinldsungen
Detergenzien enthalten sind.

Lésung B:  verdlinntes Folin-Reagenz (Folin-Ciocalteus' Phenol-Reagenz).

2.2.3.3 Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung von Proteinen unter denaturierenden Bedingungen erfolgte nach der
Methode von Laemmli in diskontinuierlichen Polyacrylamidgelen (Laemmli et al.,
1970). Hierzu wurde in entsprechend zusammengesetzten Minigel-Glasplatten
zunachst ein 1 mm dickes 10%iges Trenngel gegossen und mit Isopropanol
Uberschichtet. Nach dem Auspolymerisieren wurde das Isopropanol verworfen, ein
3%iges Sammelgel auf das Trenngel geschichtet und der Kamm zur Bildung der
Geltaschen eingesetzt. Das fertige Gel wurde an eine vertikale Minigelkammer
angebracht und diese mit Laufpuffer befullt.

Die Proteinproben wurden mit 2x Elektrophorese-Probenpuffer versetzt, 5 min bei
95°C inkubiert und in die Geltaschen gegeben. Pro Geltasche wurden 5 pg Protein
aufgetragen.

Die Elektrophorese erfolgte zunachst bei einer konstanter Spannung von 50-75 V

und nach Einlaufen der Lauffront in das Trenngel bei 100-120 V. Als Protein-
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GrolRenstandard diente der Precision Plus Protein™ Dual Color Standard (Bio-Rad

Laboratories, Hercules, USA).

Trenngel: Sammelgel:

10% (v/v) Rotiphorese Gel 30 3% (v/v) Rotiphorese Gel 30
375 mM TrisHCI, pH 8,8 60 mM TrisHCI, pH 6,8
0,1% (w/v) SDS 0,1% (w/v) SDS

0,05% (w/v) APS 0,05% (w/v) APS

Zum Starten der Polymerisationsreaktion wurden 15-20 pl TEMED zugegeben.

Laufpuffer: Elektrophorese-Probenpuffer:
50 mM Tris 120 mM Tris/HCI, pH 6,8

384 mM Gilycin 2% (w/v) SDS

0,1% (w/v) SDS 20% (w/v) Saccharose

1% (v/v) B-Mercaptoethanol
0,1% (w/v) Bromphenolblau

2.2.3.4 Western Blot Transfer

Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung wurden die Proteine per
Elektrotransfer auf eine Polyvinylidendifluorid (PVDF-)Membran Ubertragen.
Zunéchst wurde das Gel fur 15 min in 4°C kaltem Transferpuffer aquilibriert. Die
PVDF-Membran wurde nacheinander 10 s in Methanol, 5 min in A. dest und 10 min
in 4°C kaltem Transferpuffer inkubiert.

Fir den Transfer wurde der Bio-Rad Criterion™-Blotter nach Angaben des
Herstellers verwendet. Kurz beschrieben wurden in der mitgelieferten aufklappbaren
Transferkammer nacheinander aufgelegt: eine Lage Plastikwolle, eine Lage
Filterpapier, PVDF-Membran, Gel, eine Lage Filterpapier, eine Lage Plastikwolle. Die
Transferkammer wurde zugeklappt und in den mit kaltem Transferpuffer gefllten

Tank derart eingesetzt, dass die Membran-Seite mit der Anoden-Platte
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Ubereinstimmte. Der Transfer erfolgte fir 1-1,5 h bei 50 V unter Rihren

(Magnetriihrer) und Kiihlung (mitgeliefertes, wiederverwendbares Kiihlelement).

Transferpuffer (pH 8.3):

25 mM Tris
192 mM Glycin
10% (v/v) Methanol

2.2.3.5 Immunologischer Proteinnachweis durch Chemilumineszenz

Der Nachweis elektrophoretisch transferierter Proteine auf einer PVDF-Membran
erfolgte  mit  Hilfe  verschiedener Antikérper in den entsprechenden
Inkubationslésungen (vgl. 2.1.4).

Nach dem Western Blot Transfer wurde die PVDF-Membran zuné&chst fir 5-10 min in
TBST &quilibriert und dann zur Absattigung freier Protein-Bindungsstellen 1-2 h in
Blockierungslésung bei RT unter Schtteln inkubiert.

AnschlieRend erfolgte die Inkubation in der Primar-Antikérper-Lésung Gber Nacht bei
4°C unter leichtem Schitteln. Danach wurde die Membran 4x 5 min mit TBST
gewaschen und in der Sekundar-Antikdrper-Lésung 2 h bei RT unter leichtem
Schutteln inkubiert.

Mit dem ECL Plus TM Western Blotting Detection System (GE Healthcare,
Buckinghamshire, GroRRbritannien) erfolgte die Detektion der Peroxidase-gekoppelten
Sekundar-Antikdrper mittels Chemilumineszenz-Reaktion nach Angaben des
Herstellers. Dazu wurde die Membran erneut 4x 5 min mit TBST gewaschen, fir
5min mit ECL Plus Western blotting detection reagent inkubiert, und die

Chemilumineszenz-Signale auf Réntgenfilm festgehalten.

TBST (Tris-gepufferte Saline mit Tween 20):

20 mM TrisHCI, pH 7,6
137 mM NaCl
0,1% (w/v) Tween 20
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Blockierungslésung:

Je nach primar Antikdrper 5% (w/v) Magermilchpulver oder BSA in TBST (vgl. 2.1.4)

2.2.3.6 Densitometrische Auswertung von Immunsignalen

Die Quantifizierung der auf Réntgenfilmen festgehaltenen Signalstéarke erfolgte durch
densitometrische Auswertung mit Hilfe der frei zuganglichen Software ImageJ vom
Nationalen Gesundheitsinstitut der USA (US National Institute of Health) (Abramoff et
al. 2004; Rasband 1997-2008, http://rsb.info.nih.goVvl/ij/).

2.2.4 Messung der Generierung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)

2241 Messung der ROS-Generierung im zellfreien System mittels

Fluorometrie

Zur Bestimmung der partikelabhdngigen ROS-Generierung im zellfreien Medium
wurde die fluorogene Substanz 2', 7'-Dichlorodihydrofluorescein-diacetat (H,DCF-
DA) benutzt. Das H,DCF-DA wurde als 100 mM Stocklésung in DMSO angesetzt,
aliquotiert und bis zur Verwendung bei —20°C gelagert. Zur Bildung des nicht-
fluoreszierenden DCFH wurde 1 Volumen der Stocklésung mit 1 Volumen 1 M NaOH
vermischt, und zum Ablauf der hydrolytischen Acetat-Abspaltung 30 min bei RT im
Dunkeln inkubiert. Anschliel3iend wurde die Lésung auf eine Endkonzentration von 20
MM DCFH, 0,1% DMSO in Serumarmem Medium (vgl. 2.2.1.2) verdinnt und damit
auch neutralisiert.

In einer 96-Well-Plastikplatte (0,32 cm? pro Well) wurden je Well 10 pl der
Partikelsuspension (vgl. 2.1.5) vorgelegt. Jeweils 100 pl der 20 yM DCFH-L&sung
wurden dann hinzupipettiert. Die fluorometrische ROS-Detektion erfolgte mit Hilfe
eines Fluorometers Fluoroskan Ascent (Labsystems) bei 37°C. Fir die Absorption
und Emission wurde die Filterkombination 485/538 nm gewahlt. Die ermittelte

Fluoreszenzintensitat diente zur Bestimmung der relativen ROS-Generierung.
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2242 Messung der ROS-Generierung im zellfreien System durch
Elektronenspinresonanz-Spektroskopie (ESR-Spektroskopie)

Die partikelabhé&ngige Generierung von Hydroxyl-Radikalen wurde in einem zellfreien
wassrigen Medium, und in Anwesenhit von Wasserstoffperoxid und DMPO nach Shi
et al. (2003) durchgefiihrt. Vor dem erstmaligen Einsatz musste das DMPO zuné&chst
aufgereinigt werden. Die gelieferte DMPO-L&sung (1 g) wurde in 1 ml Wasser (AAS-
Qualitat) aufgenommen, in ein Falcon-Reaktionsgefaly tberfihrt und mit Wasser auf
7,5 ml aufgeflllt. Der Lésung wurden 30 mg/ml Aktivkohle zugefiigt, und die
entstandene Suspension 20 min bei 35°C unter stdndigem Schwenken inkubiert.
Nach Zentrifugation (10 min, 2250 g, RT) wurde der Uberstand in ein neues Falcon-
Reaktionsgefal® Uberfihrt, und die Aktivkohle-Reinigung wiederholt. Der daraus
resultierende Uberstand wurde dann filtriert (Filteraufsatz 0,2 pym PorengréRe).
Durch Messung der Absorption der 1:10.000 verdiinnten L&sung bei 234 nm (A234nm)
wurde die DMPO-Konzentration ¢ anhand des molaren Extinktionskoeffizienten E
(E234nm(DMPO) = 77001 mol™) tiber die Lambert-Beerschen Gleichung ermittelt:

¢ = (A2zanm) / E.

Durch Wasserzugabe wurde die Lésung auf 1 M DMPO eingestellt, aliquotiert und
bis zur weiteren Verwendung bei —20°C gelagert.

Fir die Messung von Hydroxyl-Radikalen wurden 50 pl der entsprechenden
Partikelsuspension (vgl. 2.1.5) mit 50 yl Wasserstoffperoxid (0,5 M in PBS) und 100
pl DMPO (0,05 M in PBS) vermischt. Die Mischung wurde 15 min unter Schwenken
bei 37°C (Wasserbad) inkubiert. Zur Entfernung der Partikel wurden die
Suspensionen anschlielend mit Hilfe von Microcones YM-50 durch Zentrifugation
abfiltriert. Unmittelbar danach wurde das Filtrat mit einer 50-ul-Glaskapillare
aufgenommen, und mit einem Miniscope MS100 ESR-Spektrometer gemessen.

Das ESR-Spektrum wurde bei RT und mit den folgenden Instrumenten-Einstellungen
aufgenommen: Mikrowellenfrequenz 9,39 GHz, Magnetfeld 3360 G, sweep
Bereichsbreite 100 G, Scanzeit 30 s, Anzahl der Scans 3, Modulationsamplitude 1,8
G, receiver gain 1000.

Zur Quantifizierung wurden die Amplitudenhdéhen der vier Signale vom DMPO-OH-
Quartett mittels der Instrumentensoftware ermittelt und miteinander addiert. Das
Ergebnis, als arbitrary units (AU) ausgedriickt, diente als Parameter zur Bestimmung

der relativen Radikalbildung.
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2.2.4.3 Durchflusszytrometrische Messung der ROS-Generierung mittels
Fluorescence activated cell sorter (FACS)

Zur Bestimmung der intrazellularen ROS wurden die Zellen (abgewandelt nach Bass
et al. 1983) nach entsprechender Partikelbelastung zweimal mit 37°C warmen
HBSS(+/+) gewaschen und anschliellend mit einer frisch angesetzten 20 yM DCF-
DA, 0,1% DMSO L&sung in warmen HBSS(+/+) beschichtet (vgl. 2.2.4.1). Nach einer
20 mindtigen Inkubation im Dunklen wurden die Zellen einmal mit HBSS(+/+)
gewaschen und dann fir 3 — 5 min trypsiniert (vgl. 2.2.1.1). Die durch Klopfen
abgeldsten Zellen wurden in 1 ml kaltem HBSS(+/+) aufgenommen und in FACS-
Roéhrchen uberfuhrt. Nach Zentrifugation (2 min, 1000 g, RT) wurden die pelletierten
Zellen in 300 pl kaltem HBSS(+/+) resuspendiert und bis zur FACS-Messung auf Eis
und im Dunkeln gehalten.

Die Erfassung und Analyse der Daten erfolgte mit Hilfe der Instrumenten-Software
BD Cell Quest 3.3. Aufgenommen wurden die FSC- und SSC-Intensitat als Maf fur
die GrélRe und Granularitdt sowie die FL1-Intensitat als Parameter fur die DCF-
Fluoreszenz, und damit flur die intrazelluldre ROS-Generierung. Fir jeden
experimentellen Ansatz wurden 10.000 Zellen analysiert. Die aufgenommenen Daten
wurden als Dotplot (korrelierte Darstellung zweier Parameter) oder als univariantes
Histogramm, d. h. als Verteilung eines gemessenen Parameters, dargestellt.

Wenn FSC und SSC in einem Dotplot gegeneinander aufgetragen werden, erscheint
am Schnittpunkt jedes gemessenen Signalpaars ein Punkt, der die entsprechende
Zelle darstellt. In einem FSC-SSC-Plot wird folglich eine Punkten-Wolke abgebildet,
die jeweils eine Zellpopulation &hnlicher Gréfde und Morphologie reprasentiert. Durch
Regulierung der Detektor-Empfindlichkeit kann diese Population verschoben werden,
um weitere Populationen (wie etwa morphologisch verdnderte Zellen oder
Zelltrimmer) sichtbar zu machen und zu identifizieren.

Zur Quantifizierung wurde die durchschnittliche FL1-Fluoreszenzintensitét (FL1 mean
fluorescence) ermittelt. Diese diente als Mal} fir die Bestimmung der relativen

intrazellularen ROS-Generierung.
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2.2.5 Statistik

Alle Experimente wurden, wenn nicht anders vermerkt, mindestens dreimal
wiederholt, und ergaben reproduzierbare Ergebnisse. Diese werden als Mittelwert
Standardabweichung angegeben. Die Datenbewertung erfolgte Uber den
Studentischen t-Test. Die Differenz von Werten mit p < 0,05 wurde als statistisch
signifikant beurteilt (Z6fel 1992).

2.2.6 Abbildungen

Die Abbildungen der vorliegenden Arbeit wurden zur besseren Darstellung digital

bearbeitet jedoch ohne deren Inhalt zu verdndern, welcher mit den Originaldaten

identisch ist.
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3. Ergebnisse

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit Signaltransduktionseffekten in
Lungenepithelzellen, die durch ein Modell von verbrennungsgenerierten ultrafeinen
Umweltpartikeln ausgelést werden. Im Vordergrund der Untersuchungen stand die
Aktivierung von AKT und den MAP-Kinasen ERK1/2, als relevante
Signaltransduktionswege der partikelinduzierten Proliferation. Der Schwerpunkt der
Untersuchungen lag dabei auf dem moglichen, gegenseitigen Einfluss der
toxikologisch wichtigen Partikelbestandteile: Kohlenstoffkern, organische Fraktion
und Ubergangsmetalle. Weitere zentrale Aspekte der Analysen bildeten
partikelgenerierte reaktive Sauerstoffspezies (ROS) sowie die Beteiligung von
Zelloberflichen-Rezeptoren an den molekularen Mechanismen der partikel-

induzierten Signaltransduktion.
3.1 Induktion der AKT- und ERK1/2-Aktivierung durch Modellpartikel

Zunéchst wurde der Einfluss der Modellpartikel auf zelluldre Signaltransduktions-
wege anhand der induzierten Aktivierung der Signalproteinen AKT und ERK1/2
untersucht. Dabei dient die Phosphorylierung von AKT am Ser*”® und von ERK1/2 an
Thr?®? und Tyr*® jeweils als MaR fur deren Aktivierung (Cobb & Goldsmith 1995;

Kozikowski et al. 2003), welche immunologisch nachgewiesen werden kann.
Einfluss von BaP und FS auf die CB-induzierte AKT- und ERK1/2-Aktivierung

Aus vorangegangenen Arbeiten war bekannt, dass ultrafeine CB-Partikel in RLE-6TN
Zellen eine simultane AKT- und ERK1/2-Aktivierung zeit- und dosisabhéangig
induzieren kdnnen. Nach einer Behandlungsdauer von 8 h und bei einer Belastung
mit 10 pg/cm? CB war diese Aktivierung maximal und signifikant unterschiedlich zur
Kontrolle. Anhand des Modellpartikel-Systems wurden nach einer festgelegten
Behandlungsdauer von 8 h mdgliche durch die BaP-Beschichtung bzw. Anwesenheit
von FS hervorgerufene Veranderungen in der relativen CB-abhdngigen AKT- und
ERK1/2-Aktivierung untersucht. Die Belastung der Zellen erfolgte mit 10 uyg/cm? CB
bzw. CBBaP, 3,5 uM BaP und in An- oder Abwesenheit von 15 uM FS.
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Die in Abb. 3.1 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass reine CB-Partikel die
Phosphorylierung von AKT und ERK1/2 um etwa das 1,9- bzw. 2,3-fache der
entsprechenden Kontrollwerte (PBS) erhdhten. Die Behandlung mit BaP-
beschichteten Partikeln fihrte zu einer vergleichbar starken Induktion der
Phosphorylierung beider Proteine um jeweils das 1,7- und 2,1-fache. In dieser
Hinsicht zeigte sich auf die partikelabhangigen Effekte kein Einfluss durch die BaP-
Beschichtung.

Demgegenuiber fuhrte die Anwesenheit von FS in Kombination sowohl mit reinem als
auch mit BaP-beschichtetem CB 2zu einer signifikanten Erhdéhung der
partikelinduzierten Phosphorylierung. Die AKT-Phosphorylierung wurde dabei um ca.
25%, die ERK1/2-Phosphorylierung um ca. 35% erhéht. FS alleine war ebenfalls in
der Lage, die AKT- und ERK1/2-Phosphorylierung um jeweils das 1,5- bzw. 2,3-
fache zu erhéhen. Die FS-abhangigen Induktion der Phosphorylierung war somit mit
der partikelabhé@ngigen vergleichbar. Reines BaP zeigte keine Auswirkung auf die
AKT- und ERK1/2-Phosphorylierung, und hatte auch keinen Einfluss auf die FS-
induzierten Effekte.

Der Nachweis der Gesamtproteine AKT (TAKT) und ERK1/2 (TERK1/2) zeigte keine
durch das Modellpartikel-System verursachte Veranderung der Proteinmenge (Abb.
3.1), und kann deshalb fortan als Ladekontrolle betrachtet werden.

Die CB-induzierte Aktivierung der Signalproteine AKT und ERK1/2 I&sst sich folglich
durch FS modulieren, welches hier als Vertreter von umweltrelevanten
Ubergangsmetall-Salzen fungiert. FS wirkt dabei verstarkend, und ist in Abwesenheit
der Partikel zugleich selbst in der Lage die Aktivierung zu induzieren. Dagegen hat
die organische Fraktion in Form von BaP im Rahmen der betrachteten partikel-
induzierten Signaltransduktion keinen Einfluss.

Um sicherzustellen, dass die beobachteten Signaltransduktionseffekte nicht durch
eine eventuelle zytotoxische Wirkung des eingesetzten Modellpartikel-Systems
ausgel6ést werden, wurde die Vitalitdt der Zellen Uberprift. Hierzu diente die
Bestimmung der relativen Menge an Laktat-Dehydrogenase (LDH), deren
Freisetzung ins Kulturmedium ein Indikator fiir den Verlust der Zellmembranintegritat

darstellt.
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Abb. 3.1 Einfluss von BaP und FS auf die CB-induzierte AKT- und ERK1/2-
Phosphorylierung: RLE-6TN-Zellen wurden fir 8 h mit 10 yg/cm? CB oder CBBaP
jeweils in Ab- und Anwesenheit von 15 pM FS sowie mit 3,5 yM BaP, 15 uM FS oder
0,1% DMSO behandelt. Die densitometrische Auswertung zeigt den Mittelwert
+ Standardabweichung der relativen Immunsignalintesitat von (a) Phospho-AKT (pAKT)
und (b) Phospho-ERK1/2 (pERK1/2) in Western-Blot-Analysen in Bezug auf die PBS-
Kontrolle. Der Nachweis der Gesamtproteine AKT und ERK1/2 (TAKT und TERK1/2)
diente als Ladekontrolle. * signifikant unterschiedlich zur PBS-Kontrolle; t signifikant
unterschiedlich zu CB; § signifikant unterschiedlich zu CBBaP (p < 0,05).
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Wie in Abb. 3.2 erkennbar, fihrte die 8-stlindige Belastung der Zellen mit 10 ug/cm?
CB bzw. CBBaP, 3,5 uM BaP und in An- oder Abwesenheit von 15 uM FS zu keiner
signifikanten Verénderung in der Vitalitdt. Damit 1&sst sich ausschlielRen, dass die
induzierte AKT- und ERK1/2-Phosphorylierung auf behandlungsbedingte

zytotoxische Effekte zurtickzuflhren ist.
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Abb. 3.2 Zellvitalitit nach Behandlung mit dem Modellpartikel-System: RLE-6TN-
Zellen wurden fur 8 h mit 10 ug/cm? CB oder CBBaP jeweils in Ab- und Anwesenheit von
15 uM FS sowie mit 3,5 pM BaP, 15 uyM FS oder 0,1% DMSO behandelt. Die LDH-
Konzentration im Zellkulturmedium wurde fluorometrisch bestimmt, und die Zellvitalitat
anhand einer Positiv-Kontrolle (lysierte Zellen, 0% Vitalitat) ermittelt. Gezeigt ist der
Mittelwert £ Standardabweichung der Zellvitalitdt relativ zur PBS-Kontrolle (100%
Vitalitat).

3.2 Unterschiede in den kinetischen Effekten im Vergleich mit CB

Die Verstarkung der CB-induzierte Signaltransduktionseffekte durch FS, und das
Fehlen jeglichen Einflusses von BaP, gaben Anlass dazu, das Modellpartikel-System
weiter einzugrenzen, und die weiterfihrende Untersuchungen auf die CB/FS-
Kombination zu konzentrieren. In diesem Kontext wurden Analysen durchgefihrt, die
sich mit Signaltransduktionseffekten nach kurzzeitiger Behandlung der Zellen mit

Partikeln befassten.
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Die gleichzeitige Behandlung der Zellen mit der CB/FS-Partikelkombination erwies
sich fir eine minimale Belastungsdauer von 5 min als technisch verlasslich zu
realisieren. Zu diesem Zeitpunkt zeigt sich ein Unterschied in der Kinetik der FS-
induzierten Signaltransduktionseffekte, verglichen mit den CB-Partikeln und mit der
Belastung nach 8 h. So induzierte FS (15 uM) nach 5 min eine signifikante AKT- und
ERK1/2-Phosphorylierung um jeweils etwa das 1,8-fache der Kontrollwerte
(Abb. 3.3).
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Abb. 3.3 Zeitabhdngige CB/FS-induzierte AKT- und ERK1/2-Phosphorylierung im
Kurzzeit-Bereich: RLE-6TN-Zellen wurden fir 5, 10, 15 und 30 min mit 10 pyg/cm? CB
und/oder 15 yM FS behandelt. Die densitometrische Auswertung zeigt den Mittelwert
+ Standardabweichung der relativen Immunsignalintensitdt von Phospho-AKT (pAKT)
und Phospho-ERK1/2 (pERK1/2) in Western-Blot-Analysen in Bezug auf die PBS-
Kontrolle. * signifikant unterschiedlich zur PBS-Kontrolle; 1 signifikant unterschiedlich zu
CB+FS (p < 0,05).
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In Kombination mit CB (10 ug/cm?) war die induzierte Phosphorylierung vermindert,
und betrug das 1,4- (AKT) bzw. 1,3-fache (ERK1/2). Im Falle von ERK1/2 war hierbei
der Unterschied zur FS-induzierten Phosphorylierung signifikant. CB alleine
induzierte eine minimale Phosphorylierung von AKT und ERK1/2 (jeweils das 1,2-
fache), welche nur im letzteren Falle signifikant unterschiedlich zur Kontrolle war. Der
FS-Effekt klingt schnell wieder ab, und ist nach weiteren 5, 10 und 25 min nicht mehr

vorhanden.
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Abb. 3.4 Gegeniiberstellung der CB/FS-induzierten AKT- und ERK1/2-
Phosphorylierungsmuster nach 5 min und 8 h Behandlung: RLE-6TN-Zellen wurden
fir 5 min bzw. 8 h mit 10 pg/cm? CB und/oder 15 uyM FS behandelt. Die densitometrische
Auswertung zeigt den Mittelwert + Standardabweichung der relativen Immunsignal-
intensitat von (a) Phospho-AKT (pAKT) und (b) Phospho-ERK1/2 (pERK1/2) in Western-
Blot-Analysen in Bezug auf die entsprechende PBS-Kontrolle. Der Nachweis der
Gesamtproteine AKT und ERK1/2 (TAKT und TERK1/2) diente als Ladekontrolle.
* signifikant unterschiedlich zur PBS-Kontrolle; 1 signifikant unterschiedlich zu CB+FS; §
signifikant unterschiedlich zu CB (p < 0,05).
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Die Belastung nach 8 h fihrt zum bereits beschriebenen FS-abhangigen,
verstarkenden Effekt auf die CB-induzierte AKT- und ERK1/2-Phosphorylierung, wie
in Abb. 3.4 dargestellt. Diese zeigt den Vergleich der Phosphorylierungsmuster nach
den genannten Zeitpunkten von 5 min und 8 h.Die Behandlung mit CB und/oder FS
fuhrt gleichermalden zur Aktivierung von AKT und ERK1/2. Diese
Signaltransduktionseffekte zeigen aber einen jeweils unterschiedlichen kinetischen
Verlauf, der insbesondere im Kurzzeit-Bereich erkennbar wird. Der verstarkende FS-

Effekt entwickelt sich spater und ist nach 8 h deutlich zu beobachten.

3.3 Nachweis CB/FS-abhangiger ROS in zellfreien Systemen und intrazellulér

Die Generierung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) sowie der damit verbundene
oxidative Stress gelten gegenwartig als gemeinsamer Ausgangspunkt und treibende
Kraft der toxischen Effekte, die durch verbrennungsgenerierte ultrafeine Partikel
hervorgerufen werden (Donaldson et al. 2005). Die Fahigkeit der CB/FS-
Partikelkombination zur ROS-Generierung wurde im Rahmen dieser Arbeit auf
verschiedenen Wegen nachgewiesen. Das intrinsische oxidative Potential wurde
zunachst in zellfreien Systemen untersucht. Die ESR-Spektroskopie diente zum
Nachweis kurzlebiger Radikale (z. B. *OH) in wassrigem Medium mit Hilfe der
Elektronen-Spin-Falle (spintrap) DMPO. Die Untersuchung allgemeiner ROS-
Bildung, vorwiegend von Wasserstoffperoxid (H20;), erfolgte in Zellkulturmedium
durch Messung der Fluoreszenzintensitat des ROS-sensitiven Farbstoffes DCF.

Die intrazelluldre Bildung von ROS in Abhangigkeit der Partikelbehandlung wurde
ebenfalls mit Hilfe des fluoreszierenden Farbstoffes nachgewiesen und
durchflusszytometrisch untersucht.

Far die ESR-Untersuchungen wurden Suspensionen bzw. L&sungen mit den
Endkonzentrationen 30 ug/ml CB, 15 pM FS, 125 mM H;0, und 25 mM DMPO in
PBS angesetzt. Die CB-Konzentration ergibt sich aus der Umrechnung der
Partikelbelastung in Zellkultur-Versuchen (10 pg/cm?), bezogen auf das dort
verwendete Volumen an Medium (3 ml). Nach 15 minutiger Inkubation der
Suspensionen/Lésungen bei 37°C wurden diese zur Entfernung der Partikel filtriert,
und das Filtrat wurde anschlieend im ESR-Spektrometer gemessen. Die Filtrierung
erwies sich als ein entscheidender Schritt, da Vorversuche hierzu eine

partikelbedingte Interferenz mit der ESR-Messung gezeigt hatten.
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Das aus Hydroxyl-Radikal und DMPO entstandene Addukt (DMPO-OH) zeigt ein
charakteristisches ESR-Spektrum, das aus vier Signalen (Quartett) besteht.
Abb. 3.5a zeigt ein typisches Ergebnis hierzu. Die Amplitude der Signale steht in
direkter Korrelation mit der Addukt-Menge, und lasst somit auf die Bildung von

Hydroxyl-Radikalen zurtickschlie3en.

30 uyg/ml CB + 15 yM FS

WWW%

30 pg/ml CB
WMW%

H,0

rel. AU
o - N w ESN (6}
| | | | |
-

H20 CB CB+FS FS

Abb. 3.5 Nachweis der Bildung von Hydroxyl-Radikalen mittels ESR-Spektroskopie:
CB (30 pg/ml) und/oder FS (15uM) wurden fiir 15 min in Anwesenheit von 125 mM H,0,
und 25 mM DMPO bei 37°C inkubiert. (a) Reprasentative Spektren des aus Hydroxyl-
Radikal und DMPO enstandenen Addukies DMPO-OH mit dem charakteristischen
Signal-Quartett. (b) Mittelwert + Standardabweichung der relativen durchschnittlichen
Quartett-Amplitude der gemessenen Spektren in willkiirlichen Einheiten (AU). * signifikant
unterschiedlich zur HO-Kontrolle; 1 signifikant unterschiedlich zu CB+FS (p < 0,05).

Abb. 3.5b zeigt die durchschnittliche Quartett-Amplitude der gemessenen CB/FS-
Anséatze in Relation zur PBS-Kontrolle. Durch FS erfolgte eine signifikante 4,8-fache
Induktion der Hydroxyl-Radikal-Bildung. Die Kombination von CB und FS fluhrte
ebenfalls zu einer Induktion, die jedoch das 3-fache des Kontrollwertes betrug, und

somit um ca. 40% signifikant geringer als mit FS alleine ausfiel. Im Gegensatz dazu
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fuhrt CB zu keiner messbaren Hydroxyl-Radikal-Generierung im Vergleich mit der
Kontrolle.

In einem wassrigen zellfreien Medium ist FS in der Lage, Hydroxyl-Radikale zu
generieren. Interessanterweise fuihrt die Anwesenheit von CB zu einer Verminderung
der FS-induzierten °OH-Generierung. Durch das reine CB wird dagegen keine
Hydroxyl-Radikal-Bildung induziert.

Eine weitere Mdéglichkeit zur Untersuchung des oxidativen Potentials von CB und FS
in einem zellfreien Medium ist die fluorometrische Bestimmung eines ROS-
empfindlichen Farbstoffes. Das 2',7'-Dichlorodihydrofluorescein-diacetat (H.DCF-DA)
und Derivate davon werden in der fluorometrischen Bestimmung von ROS weit
verbreitet eingesetzt. Nach enzymatischer oder chemischer Abspaltung der Acetat-
Gruppen entsteht ein nicht-fluoreszierendes Produkt (DCFH), welches durch ROS
(vorwiegend H207) zum stark fluoreszierenden DCF oxidiert werden kann (Bass et al.
1983).

Der Nachweis CB/FS-abhangiger ROS erfolgte in serumreduziertem Zellkultur-
Medium in Anwesenheit von 20 yM DCFH, welches zuvor aus H;DCF-DA durch
alkalische Hydrolyse gewonnen wurde. CB/FS-Suspensionen wurden mit dem
Medium versetzt, wobei die maximalen Endkonzentrationen jeweils 30 pg/ml CB und
15 M FS betrugen. Die gemessene Intensitat der DCF-Fluoreszenz wurde als
Parameter zur Ermittlung der relativen CB/FS-induzierten ROS-Generierung
herangezogen.

Der Verlauf der CB/FS-abhéngigen DCF-Fluoreszenz tber 30 min, bei 30 ug/ml CB
bzw. 15 yM FS, ist in Abb. 3.6a dargestellt. Die gemessene Fluoreszenzintensitat
wurde flr jeden Zeitpunkt auf den entsprechenden Kontrollwert (PBS) normiert. CB-
Partikel induzierten eine deutliche und sehr frih einsetzende DCF-Fluoreszenz, die
innerhalb 15 min ein Maximum erreichte, und nachfolgend n&herungsweise
unverandert blieb. Nach 30 min betrug die relative DCF-Fluoreszenz das 9,2-fache
der Kontrolle. In der Kombination von CB und FS ist die durchschnittliche
Fluoreszenzintensitdt gegenuber CB um ca. 15% - jedoch nicht statistisch
signifikant - erhéht. Dagegen zeigte FS alleine relativ zur Kontrolle keine

Veranderungen der DCF-Fluoreszenz.
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Abb. 3.6 Nachweis der zeit- und dosisabhdngigen ROS-Bildung mittels
Fluorometrie: (a) CB (30 pg/ml) und/oder FS (15 uM) wurden in Zellkultur-Medium in
Anwesenheit von 20 yM DCFH (aus alkalischer Hydrolyse von H,DCF-DA) bei 37°C
inkubiert. In Abstanden von 5 min wurde die DCF-Fluoreszenz iber 30 min gemessen,
und diese fur jeden Zeitpunkt in Relation zur Fluoreszenz der PBS-Kontrolle gesetzt.
(b) 15, 30 und 60 pg/ml CB und/oder jeweils 7,5; 15 und 30 uM FS wurden in Zellkultur-
Medium in Anwesenheit von 20 yM DCFH fir 30 min bei 37°C inkubiert. Die ermittelte
DCF-Fluoreszenz wurde in Relation zur Fluoreszenz der PBS-Kontrollen gesetzt. (a) und
(b) zeigen den Mittelwert + Standardabweichung der relativen DCF-Fluoreszenzwerte. *
signifikant unterschiedlich zur PBS-Kontrolle (p < 0,05).

In Abb. 3.6b dargestellt ist die Dosisabhdngigkeit der induzierten DCF-Fluoreszenz
nach 30 min Inkubation mit 15, 30 und 60 pg/ml CB in An- und Abwesenheit von 7,5;
15 und 30 pM FS. Die reinen CB-Partikel zeigten entsprechend eine 3,6-, 9,2- und
13-fache Induktion der DCF-Fluoreszenz. In Kombination mit FS kam es bei den

zwei hoéheren Konzentrationen zu einer Erhéhung der durchschnittlichen CB-
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induzierten Fluoreszenz um jeweils ca. 15% und 30%, die jedoch beide statistisch
nicht signifikant waren.

Durch gleichzeitige Inkubation der Versuchsansatze mit Katalase wurde Uberpriift,
dass die hier gemessene DCF-Fluoreszenz durch die oxidative Wirkung
hauptséachlich von H,O, zustande kam. Am Beispiel der CB-abhangiger ROS-Bildung
wurden dazu CB-Suspensionen (30 ug/ml) in serumreduziertem Zellkultur-Medium in
Anwesenheit von 20 pyM DCFH (durch alkalische Hydrolyse von H;DCF-DA
gewonnen) und 1000 U/ml Katalase, sowohl in der nativen Form als auch zuvor
hitzeinaktiviert, inkubiert. Abb. 3.7 zeigt den Verlauf der CB-induzierten DCF-
Fluoreszenz Uber 30 min. FUr jeden Zeitpunkt wurde die gemessene
Fluoreszenzintensitat auf den entsprechenden Kontrollwert (PBS + hitzeinaktivierte
Katalase bzw. PBS + Katalase) normiert. Der oben beschriebene asymptotische
Verlauf der partikelabh@ngigen DCF-Fluoreszenz war zu allen Zeitpunkten durch die
Anwesenheit der aktiven Katalase signifikant herabgesetzt. Nach 30 min war die ca.
9-fach induzierte Fluoreszenzintensitat durch das H,O,-katalysierende Enzym um

etwa 60% reduziert.
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Abb. 3.7 Inhibierung der CB-induzierten ROS-Bildung durch Katalase: 30 uyg/ml CB
wurden in Zellkultur-Medium in Anwesenheit von 20 uM DCFH (aus alkalischer Hydrolyse
von H,DCF-DA) und 1000 U/ml Katalase (nativ) oder der entsprechenden Menge an
hitzeinaktivierter Katalase bei 37°C inkubiert. In Abstdnden von 5 min wurde die DCF-
Fluoreszenz Uber 30 min gemessen, und diese fir jeden Zeitpunkt in Relation zur
Fluoreszenz der entsprechenden Kontrolle (PBS + native Katalase oder PBS +
hitzeinaktivierte Katalase) gesetzt. Gezeigt ist der Mittelwert + Standardabweichung der
relativen DCF-Fluoreszenzwerte. * signifikant unterschiedlich zu CB + hitzeinaktivierter
Katalase (p < 0,05).
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CB-Partikel sind in der Lage, in serumreduziertem Zellkultur-Medium die Entstehung
von ROS, und dabei in erster Linie H2O,, zu induzieren. Die weiteren Ergebnisse
deuten darauf hin, dass die Anwesenheit von FS eine verstarkende Wirkung auf
diesen Effekt hat. FS ohne CB-Partikel verursacht in diesem Versuchsansatz keine
ROS-Generierung.

Insgesamt haben die bisherigen Untersuchungen gezeigt, dass CB und FS die
Bildung von ROS in zellfreien Systemen induzieren kdnnen. Als nachster Schritt
wurde daher untersucht, ob die Partikel in der Lage sind, auch eine intrazellulare
ROS-Generierung zu induzieren.

Mit der Durchflusszytometrie wurde die Mdoglichkeit genutzt, intrazelluldare ROS in
lebenden Zellpopulationen Uber die Messung der DCF-Fluoreszenz zu untersuchen
(Bass et al. 1983). Das H,DCF-DA ist lipophil und zellpermeabel. In der Zelle wird die
Abspaltung der Acetat-Gruppen vom H;DCF-DA zum ROS-sensitiven DCFH durch
endogene Esterasen enzymatisch durchgefihrt.

Die durchflusszytometrische Messung der DCF-Fluoreszenz erfolgte nach einer
Behandlungsdauer von 4 h mit maximal 10 yg/cm? CB und 15 yM FS. Hierzu wurden
die behandelten Zellen durch Inkubation mit 20 uM H,DCF-DA in HBSS(+/+) mit dem
Farbstoff beladen, durch Trypsinierung abgelést, und anschlieRend deren
Fluoreszenz am FACS-Gerat gemessen. Die durchschnittliche DCF-Fluoreszenz-
intensitdt der gemessenen Zellpopulation (10.000 Zellen) diente als Mal} fur die
intrazelluldren ROS. Die erhaltenen Werte wurden auf lebende Zellen elektronisch
gefiltert (gated), und anschlieRend auf den dadurch ermittelten Wert der PBS-
behandelten Zellen (Kontrolle) normiert.

Die in Abb. 3.8 dargestellten Ergebnisse zeigen bei 1, 5 und 10 ug/cm? CB bzw. 1,5;
7,5 und 15 pM FS eine dosisabhangige Zunahme der intrazelluldre DCF-Fluoreszenz
bei den drei Behandlungen CB, CB+FS und FS. Dabei kam es bei den beiden
héheren Konzentrationen zu signifikant erhéhten Werten der detektierten
Fluoreszenzintensitat. Die CB-Behandlung fuhrte bei 5 und 10 pg/cm? zu einer ca. 3-
bzw. 4-fachen Induktion der intrazelluldren DCF-Fluoreszenz. FS-behandelte Zellen
zeigten eine jeweils 1,5- und 2,4-fache Induktion bei 7,5 bzw. 15 yM, somit fiel die
FS-induzierte Fluoreszenz etwa 50% bzw. 40% niedriger aus, als durch die reinen
Partikel. Mit der Kombination aus 5 pg/cm? CB und 7,5 uyM FS wurde eine
durchschnittlich ca. 4-fache Induktion der Fluoreszenz erreicht, die damit etwa 30% -

jedoch nicht statistisch signifikant - héher lag als mit CB alleine. Die 5,2-fache



Ergebnisse 58

Induktion durch 10 yg/cm? CB und 15 pM FS lag ebenfalls 30% und signifikant héher

als durch die entsprechende CB-Behandlung.

rel. DCF-Fluoreszenz
*

—t—
—t—

CB CB+FS FS
01 pg/cm2CB; 3,75 mMFS [E5 pug/cm2CB; 7,5 mMFS B10 ug/cm2CB; 15 mM FS

Abb. 3.8 Durchflusszytometrischer Nachweis der intrazellularen ROS-Generierung:
RLE-6TN-Zellen wurden fir 4 h mit 1, 5 und 10 yg/cm? CB und/oder jeweils 3,75; 7,5 und
15 yM FS behandelt. AnschlieBend wurden die Zellen mit 20 yM H,DCF-DA in
HBSS(+/+) beladen, trypsiniert und deren DCF-Fluoreszenz im FACS-Gerat gemessen.
Gezeigt ist der Mittelwert + Standardabweichung der durchschnittichen DCF-Fluoreszenz
von jeweils 10000 lebenden Zellen in Relation zur PBS-Kontrolle. * signifikant
unterschiedlich zur PBS-Kontrolle; T signifikant unterschiedlich zu CB (p < 0,05).

CB-Partikel und FS induzieren somit dosisabhéangig die intrazelluldre Bildung von
ROS in RLE-6TN Zellen. Die Anwesenheit von FS bewirkt zudem eine Verstarkung
der CB-induzierten ROS-Generierung.

3.4 Einfluss der CB/FS-abhangigen ROS auf die AKT- und ERK1/2-Aktivierung:
Inhibierung der Signaltransduktionseffekte durch Katalase und SOD

Die Induktion Redox-empfindlicher Signaltransduktionswege, die infolge von
oxidativem Stress in Abhangigkeit von ultrafeinen Partikeln und ihren Bestandteilen
auftritt, ist ein oft diskutiertes Ereignis im Kontext der Partikeltoxizitat. Die Verbindung
zwischen CB/FS-abhangigen ROS und den beobachteten Effekten auf die AKT- und
ERK1/2-Aktivierung wurden daher hier untersucht. Durch Inhibitorstudien wurde
diese Beziehung zunéchst im Hinblick auf den Einfluss von extrazellular generierten
ROS.
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Die Enzyme Katalase und Superoxid-Dismutase (SOD) bilden einen Teil des
zelluldren antioxidativen Systems (Seidman et al. 1999). SOD katalysiert die
Reduktion von Superoxid-Radikalen (O,") zu Wasserstoffperoxid (H.O;), das von
Katalase durch eine weitere Reduktion zu H,O umgesetzt wird (Fridovich & Freeman
1986). Beide Enzyme passieren die Zellmembran nicht, wenn sie exogen zugegeben
werden. Damit kdnnen sie zur ROS-Inhibierung im extrazellularen Raum eingesetzt
werden.

Zur Untersuchung der Auswirkung von CB/FS-abhangigen extrazellularen ROS
wurden die Zellen vor der Partikelbehandlung mit jeweils 1000 U/ml Katalase oder
SOD fir 1 h vorinkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen mit 10 ug/cm? CB und/oder
15 M FS fir 8 h behandelt. Die Aktivierung von AKT und ERK1/2 wurde mit Hilfe
phospho-spezifischer Antikdrper in Western Blots immunologisch nachgewiesen.

Die Phosphorylierung der Signalproteine AKT und ERK1/2 wund deren
densitometrische Auswertung sind in Abb. 3.9 dargestellt. Die Behandlung mit
Katalase fluhrte zu einer signifikanten Inhibierung der induzierten AKT-
Phosphorylierung um ca. 30% (CB und CB+FS) bzw. 20% (FS). Die Inhibierung der
ERK1/2-Phoyphorylierung war dabei etwas starker, zwischen 40% (FS) und 50%
(CB und CB+FS). In Vorversuchen hierzu war festgestellt worden, dass eine
Erhéhung der Katalase-Konzentration (bis zu 10.000 U/ml) keine starkere Inhibierung
herbeifihren konnte. Die Behandlung mit SOD fiihrte zu &hnlichen inhibitorischen
Effekten der AKT-Phosphorylierung, wahrend die ERK1/2-Phosphorylierung um 20%
(FS) bis 25% (CB und CB+FS) und damit weniger stark als mit Katalase reduziert
wurde.

Um eine mdgliche Verbindung zwischen der CB/FS-abhangigen extrazellularen ROS
mit dem intrazelluldren oxidativen Status festzustellen, wurden durchfluss-
zytometrische Analysen durchgefihrt. Hierzu wurden die Zellen erneut mit jeweils
1000 U/ml Katalase bzw. SOD fir 1 h vorinkubiert, und mit 10 pg/cm? CB und/oder
15 uM FS fir 4 h behandelt. Anschliel3end erfolgten die Beladung der Zellen mit dem
fluorogenen Farbstoff H,DCF-DA und die Fluoreszenz-Analysen am FACS-Geréat.
Die Analysen zeigten, dass die exogen zugegebenen Enzyme keine Auswirkung auf
die CB/FS-abhangige intrazellulare ROS-Generierung hatten (Abb. 3.10).
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Abb. 3.9 Inhibierung der CB/FS-induzierten AKT- und ERK1/2-Phosphorylierung
durch Katalase und SOD: RLE-6TN-Zellen wurden fur 1 h mit 1000 U/ml Katalase oder
1000 U/ml SOD vorbehandelt, und anschlieltend fir 8 h mit 10 pg/cm? CB und/oder
15uM FS  belastet. Die densitometrische Auswertung zeigt den Mittelwert
+ Standardabweichung der relativen Immunsignalintensitat von (a) Phospho-AKT (pAKT)
und (b) Phospho-ERK1/2 (pERK1/2) in Western-Blot-Analysen in Bezug auf die PBS-
Kontrolle. Der Nachweis der Gesamtproteine AKT und ERK1/2 (TAKT und TERK1/2)
diente als Ladekontrolle. * signifikant unterschiedlich zu nicht Katalase- oder SOD-
vorbehandelten Zellen (p < 0,05).
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Abb. 3.10 Einfluss von Katalase und SOD auf die CB/FS-induzierte intrazellulédre
ROS-Generierung: RLE-6TN-Zellen wurden fur 1 h mit 1000 U/ml Katalase oder
1000 U/ml SOD vorbehandelt, und anschlieffend fir 4 h mit 10 ug/cm? CB und/oder
15 uM FS belastet. Danach wurden die Zellen mit 20 yM H,DCF-DA in HBSS(+/+)
beladen, trypsiniert und deren DCF-Fluoreszenz im FACS-Gerat gemessen. Gezeigt ist
der Mittelwert £ Standardabweichung der durchschnittlichen DCF-Fluoreszenz von
jeweils 10000 lebenden Zellen in Relation zur PBS-Kontrolle.

Die Inhibierung von extrazellular gebildeten ROS durch die Enzyme Katalase und
SOD fuhrt zu einer signifikanten Verminderung, jedoch nicht vollstdndigen Hemmung
der CB/FS-induzierten AKT- und ERK1/2-Aktivierung. Des Weiteren haben
extrazellulér gebildete ROS keinen Einfluss auf die induzierte intrazelluldre ROS-
Generierung. Somit sind sie an der partikelabhangigen Signaltransduktion beteiligt,

ohne dabei zum partikelinduzierten oxidativen Status der Zelle beizutragen.
3.5 Inhibierung der Signaltransduktionseffekte durch NAC und DPI

Nachdem die Beteiligung von extrazellularen ROS an den partikelinduzierten
Signaltransduktionseffekten gezeigt wurde, wurde anschlieBend der Einfluss von
intrazellular gebildeten ROS durch weitere Inhibitorstudien untersucht.

Das Tripeptid Glutathion (GSH) spielt eine wichtige Rolle im antioxidativen Schutz
der Zelle. Glutathion wirkt als ROS-Inhibitor, indem es mit Peroxiden (z. B. H2O5)
reagiert. Die Reaktion wird von der Glutathion-Peroxidase katalysiert und fuhrt zur
Bildung von oxidiertem Glutathion (GSSG) und H,O. Die GSH-Synthese kann durch
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Zugabe von N-Acetyl-cystein (NAC) angeregt werden, wobei das NAC selbst auch
als Radikalfanger fungieren kann (Sadowska et al. 2007).

Bei den NADPH-Oxidasen handelt es sich um eine Familie membrangebundener
Enzyme, die bei der intrazelluldrer ROS-Entstehung sowohl unter physiologischen
als auch pathophysiologischen Bedingungen eine Rolle spielen (Lambeth 2007). Die
Aktivitat der NADPH-Oxidasen, und damit indirekt die ROS-Bildung, lasst sich mit
dem pharmakologischen Inhibitor Diphenyleniodonium (DPI) hemmen (Stuehr et al.
1991).

Zum Nachweis der Beteiligung von intrazellularen ROS an der CB/FS-induzierten
AKT- und ERK1/2- Aktivierung wurden die Zellen zunachst mit 0,5 und 5 mM NAC
fur 18 h bzw. 0,2 und 2 yM DPI fir 1 h vorinkubiert wurden. Anschlieend wurden die
Zellen mit 10 pg/cm? CB und/oder 15 uyM FS fur 8 h behandelt. Die Aktivierung von
AKT und ERK1/2 wurde mit Hilfe phospho-spezifischer Antikérper in Western Blots
immunologisch nachgewiesen.

Die densitometrische Auswertung der Immunsignale fir NAC (Abb. 3.11) zeigt in den
CB- und CB+FS-behandelten Zellen eine signifikante dosisabhangige Abnahme der
AKT- und ERK1/2-Phosphorylierung. Diese betrug bei 0,5 mM NAC etwa 40%,
wahrend bei 5 mM NAC die Phosphorylierung auf Kontroll-Niveau gebracht wurde.
Die praktisch vollstandige Hemmung der induzierten AKT- und Erk1/2-
Phosphorylierung trat in den FS-behandelten Zellen bereits bei 0,5 mM NAC ein.

Die Behandlung mit DPI fuhrte auf dem ersten Blick zu weniger eindeutigen
inhibitorischen  Effekten (Abb. 3.12). Die densitometrisch ausgewerteten
Immunsignale deuten bei den CB-behandelten Zellen auf eine leicht dosisabhéngige
Inhibierung der AKT- und ERK1/2-Phosphorylierung hin. Bei 2 yM DPI ergab sich
eine signifikante Abnahme um etwa 15%. In den CB+FS-behandelten Zellen war die
Abnahme der induzierten Phosphorylierung deutlicher zu erkennen. Diese betrug ca.
20% bei 0,2 uM DPI bzw. 30% bei 2 yM DPI. In den FS-behandelten Zellen zeigte
sich keine signifikante Auswirkung durch DPI.

Interessanterweise ist das DPI selbst in der Lage, die AKT- und ERK1/2-
Phosphorylierung zu induzieren, wie in derselben Abbildung zu erkennen ist. Es ist
moglich, dass hier zwei Mechanismen mit gegenlaufigem Effekt ablaufen. Einerseits
die Inhibierung von NADPH-Oxidasen, die zu einer verminderten ROS-Produktion

fuhrt. Andererseits eine auf noch ungeklartem Weg induzierte Signaltransduktion.



Ergebnisse 63
a 5
*
.
4 -
§ *
o *
.237
>
£
E 21
e
1,
07 T

PBS CB CB+FS FS
05mMNAC - + - - + - - + - - + -
5mMNAC - - + - - 4+ - - + - - +
pAKT -— e -— p—
TAKT -—-———--—m

*
b 87 .
7 - *
1

= 6 *
e 1
c
D 5
7]
S 4.
g
°
I-27

1,

0,

PBS CB CB+FS FS
05mMNAC - + - - + - - + - - + -
5mMNAC - - + - - 4+ - - + - - +
pAKT _—— = =

TAKT 4+ 4+ & 3+ <+ + = + = 3

Abb. 3.11 Inhibierung der CB/FS-induzierten AKT- und ERK1/2-Phosphorylierung
durch NAC: RLE-6TN-Zellen wurden fur 18 h mit 0,5 oder 5 mM NAC vorbehandelt, und
anschlieend fur 8 h mit 10 pg/cm? CB und/oder 15 uM FS belastet. Die densitometrische
Auswertung zeigt den Mittelwert + Standardabweichung der relativen Immunsignal-
intensitat von (a) Phospho-AKT (pAKT) und (b) Phospho-ERK1/2 (pERK1/2) in Western-
Blot-Analysen in Bezug auf die PBS-Kontrolle. Der Nachweis der Gesamtproteine AKT
und ERK1/2 (TAKT und TERK1/2) diente als Ladekontrolle. * signifikant unterschiedlich
zu nicht NAC-vorbehandelten Zellen (p < 0,05).
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Abb. 3.12 Inhibierung der CB/FS-induzierten AKT- und ERK1/2-Phosphorylierung
durch DPI: RLE-6TN-Zellen wurden fir 1 h mit 0,2 oder 2 yM DPI vorbehandelt, und
anschlieend fur 8 h mit 10 pg/cm? CB und/oder 15 uM FS belastet. Die densitometrische
Auswertung zeigt den Mittelwert + Standardabweichung der relativen Immunsignal-
intensitat von (a) Phospho-AKT (pAKT) und (b) Phospho-ERK1/2 (pERK1/2) in Western-
Blot-Analysen in Bezug auf die PBS-Kontrolle. Der Nachweis der Gesamtproteine AKT
und ERK1/2 (TAKT und TERK1/2) diente als Ladekontrolle. * signifikant unterschiedlich
zu nicht DPI-vorbehandelten Zellen (p < 0,05).
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Mit dem Zweck, auf den inhibitorischen Effekt hinzudeuten, erscheint eine auf den
induzierenden Effekt korrigierte Darstellung als zuldssig (Abb. 3.13). Dazu wurde
zunachst die Differenz zwischen den densitometrisch erhaltenen Werten fur die PBS-
und die 0,2 bzw. 2 yM DPI-behandelten Zellen ermittelt. Dieser Wert wurde dann von
dem der entsprechend CB/FS-behandelten Zellen abgezogen. Anschlie}end wurden
die Werte auf die PBS-Kontrolle normiert.

Durch diese Korrektur wird eine signifikante dosisabhangige Abnahme der AKT- und
ERK1/2-Phosphorylierung durch DPI erkennbar (Abb. 3.14). Bei 0,2 uM DPI ist die
AKT-Phosphorylierung um 20% (CB und CB+FS) bzw. 25% (FS) reduziert. Bei 2 yM
DPI ist die Inhibierung mit jeweils 40% (CB), 60% (CB+FS) und 50% (FS) deutlich
starker. Analog dazu ist die ERK1/2-Phosphorylierung bei 0,2 yM DPI um jeweils
25% (CB), 35% (CB+FS) und 20% (FS) reduziert. Eine starkere Abnahme um jeweils
60% (CB und CB+FS) und 35% (FS) ergibt sich bei 2 yM DPI. Die Verbindung
zwischen intrazelluldren ROS und der CB/FS-induzierten AKT- und ERK1/2-
Aktivierung wurde hinsichtlich der Wirkung der Inhibitoren auf den oxidativen Status
durchflusszytometrisch untersucht. Dazu wurden die Zellen mit 5 mM NAC fur 18 h
bzw. 2 yM DPI und 0,1% DMSO (Lésungsmittelkontrolle) fir 1 h vorinkubiert, und mit
10 pg/cm? CB und/oder 15 uM FS fir 4 h behandelt. Anschlielend erfolgten die
Beladung der Zellen mit dem fluorogenen Farbstoff H,DCF-DA und die Fluoreszenz-
Analysen am FACS-Gerét.

Die Analysen zeigen eine ca. 40%ige Abnahme der DCF-Fluoreszenzintensitat durch
NAC relativ zur entsprechenden Partikelbehandlung (Abb. 3.14). DMSO als
Lésungsmittelkontrolle fur DPI fuhrte zu keiner Veranderung. Darauf bezogen betrug
die DPIl-abhangige Abnahme der Fluoreszenzintensitdt 15% bei CB und 30% bei
CB+FS. Die FS-induzierte Fluoreszenz blieb durch das DPI auf Kontroll-Niveau. Die
Ergebnisse stehen mit den Western-Blot-Analysen insofern im Einklang, als dass
eine Inhibierung von intrazellularen ROS zu einer Abnahme der CB/FS-anhangigen
AKT- und ERK1/2-Aktivierung fuhrt.
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Abb. 3.13 Korrigierte Darstellung der Inhibierung der CB/FS-induzierten AKT- und
ERK1/2-Phosphorylierung durch DPI: Die Differenz zwischen der Immunsignal-
intensitat nach Behandlung mit 0,2 bzw. 2 yM DPI und der Signalintensitat der PBS-
Kontrollen von Phospho-AKT (pAKT) und Phopsho-ERK1/2 wurde vorab ermittelt, und
von den Signalintensitdtswerten der entsprechend DPI-vorbehandelten und CB/FS-
belasteten Zellen abgezogen. Die densitometrische Auswertung zeigt den anschliel3end
gebildeten Mittelwert £ Standardabweichung der relativen Immunsignalintensitat in Bezug
auf die PBS-Kontrolle. * signifikant unterschiedlich zu nicht DPI-vorbehandelten Zellen
(p <0,05).
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Abb. 3.14 Einfluss von NAC und DPI auf die CB/FS-induzierte intrazellulare ROS-
Generierung: RLE-6TN-Zellen wurden fiir 18 h mit 5 mM NAC oder fiir 1 h mit 2 yM DPI
bzw. 0,1% DMSO vorbehandelt, und anschlieBend fir 4 h mit 10 yg/cm? CB und/oder
15 uM FS belastet. Danach wurden die Zellen mit 20 uM H,DCF-DA in HBSS(+/+)
beladen, trypsiniert und deren DCF-Fluoreszenz im FACS-Gerat gemessen. Gezeigt ist
der Mittelwert + Standardabweichung der durchschnittlichen DCF-Fluoreszenz von
jeweils 10000 lebenden Zellen in Relation zur PBS- bzw. DMSO-Kontrolle. * signifikant
unterschiedlich zu nicht NAC- oder DPI-behandelten Zellen (p < 0,05).

Die erhaltenen Daten zeigen, dass die CB/FS-induzierte Aktivierung von AKT- und
ERK1/2 in Verbindung mit einer gesteigerten ROS-Generierung innerhalb der Zelle
steht. Es gibt zudem Hinweise auf eine Beteiligung von NADPH-Oxidasen an der

partikelabhdngigen ROS-Bildung und Signaltransduktion.

3.6 Bedeutung von Zelloberflaichen-Rezeptoren fiir die CB/FS-induzierte

Signaltransduktion

Zelloberflachen-Rezeptoren bilden mégliche Ziele der Partikel-Zell-Interaktion sowie
Angriffspunkte fir ROS. Zwei der moglichen Ziel-Moleklle sind der epidermale
Wachstumsfaktor-Rezeptor (epidermal growth factor receptor, EGF-R) und Integrine
(Unfried et al. 2008). Deren Beteiligung an den CB- und FS-induzierten Signal-
transduktionseffekten wurde deshalb unter Einsatz von spezifischen Inhibitoren der

EGF-R- bzw. Integrin-vermittelte Signaltransduktion untersucht.
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Compound 32 und Compound 56 gehéren zu den starksten pharmakologischen
Inhibitoren der Tyrosin-Kinase-Aktivitat des EGF-Rezeptors. lhre Wirkung ergibt sich
aus einer kompetitiven Blockierung der ATP-Bindungstelle am Rezeptor.

Die Inhibierung des EGF-R erfolgte durch Inkubation der Zellen mit jeweils 5 pM
Compound 32 bzw. Compound 56 fir 1 h vor der Behandlung der Zellen mit 10
Mg/cm? CB und/oder 15 pyM FS fir 8 h. Die Aktivierung von AKT und ERK1/2 wurde
mit Hilfe phospho-spezifischer Antikérper in Western Blots immunologisch
nachgewiesen.

Die in Abb. 3.15a und b dargestellten densitometrischen Auswertungen zeigen
eindeutig, dass die Inhibierung des EGF-R durch Compound 32 bzw. 56 zu einer
vollstandigen Hemmung der CB-induzierten AKT- und ERK1/2-Phosphorylierung mit
und ohne FS fuhrte. Die FS-induzierte Phosphorylierung wurde ebenfalls génzlich
unterdruckt.

Neben seiner Beteiligung an der Vermittlung ROS-induzierter Effekte wird der EGF-
Rezeptor selbst auch als Mediator von ROS-Entstehung diskutiert (Bae et al. 1997).
Vor diesem Hintergrund wurde die Rolle des EGF-R an der partikelabhdngigen ROS-
Generierung untersucht. Dazu wurden die Zellen mit 0,1% DMSO
(Lésungsmittelkontrolle) und 5 uM Compound 32 bzw. Compound 56 fir 1 h
vorinkubiert, und mit 10 pg/cm? CB und/oder 15 uM FS fir 4 h behandelt.
AnschlieRend erfolgten die Beladung der Zellen mit dem fluorogenen Farbstoff
H>DCF-DA und die Fluoreszenz-Analysen am FACS-Gerat.

Die durchflusszytometrischen Analysen zeigen, dass die Inhibierung des EGF-R zu
keiner signifikanten Abnahme der DCF-Fluoreszenz in den CB- und CB+FS-
behandelten Zellen flihrte (Abb. 3.16). Dagegen wurde in den FS-behandelten Zellen
die induzierte Fluoreszenzintensitat auf Kontroll-Niveau reduziert.

Den Ergebnissen zufolge verlduft sowohl die CB- als auch die FS-induzierte
Aktivierung von AKT und ERK1/2, auf der Ebene von Zelloberflaichen-Rezeptoren,
Uber einen gemeinsamen EGF-R-abhangigen Weg. Es wird zudem auf eine
mdgliche Beteiligung der EGF-R-Aktivitdt an der Bildung FS-abhangigen

intrazellularen ROS hingedeutet.
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a Inhibierung der EGF-R-vermittelte Signaltransduktion mit Compound 32

PAKT O N

TAKT -———-{

©

g’15*

g’ *
E *

E 1 i
0,5’ T T T 1
& & Q,x{‘% SR R

@) OQ) x(<% Q%
C)Q’
PERKI/2 | o i < . i
e - - - - —
3,5
3,
[
B 257
g
= -
g 2
E
— 1,5
e
1 * %
*
0,5’ \m\’—ﬁ\m\m\
Vv

PR I IR A A A



Ergebnisse 70

b Inhibierung der EGF-R-vermittelte Signaltransduktion mit Compound 56
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Abb. 3.15 Inhibierung des EGF-R durch Compound 32 (C32) oder Compound 56
(C56) und deren Einfluss auf die CB/FS-induzierte AKT- und ERK1/2-
Phosphorylierung: RLE-6TN-Zellen wurden fir 1 h mit 5 yM Compound 32 (a) oder
Compound 56 (b) vorbehandelt, und anschlieRend fir 8 h mit 10 pg/cm? CB und/oder
15uM FS belastet. Die densitometrische Auswertung zeigt den Mittelwert
+ Standardabweichung der relativen Immunsignalintensitdt von Phospho-AKT (pAKT)
und Phospho-ERK1/2 (pERK1/2) in Western-Blot-Analysen in Bezug auf die PBS-
Kontrolle. Der Nachweis der Gesamtproteine AKT und ERK1/2 (TAKT und TERK1/2)

diente als Ladekontrolle. * signifikant unterschiedlich zu nicht vorbehandelten Zellen
(p < 0,05).
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Abb. 3.16 Inhibierung des EGF-R durch Compound 32 (C32) oder Compound 56
(C56) und deren Einfluss auf die CB/FS-induzierte intrazellulire ROS-Generierung:
RLE-6TN-Zellen wurden fur 1 h mit 5 yM Compound 32 oder Compound 56 bzw. 0,1%
DMSO vorbehandelt, und anschlieRend fir 4 h mit 10 ug/cm? CB und/oder 15 pM FS
belastet. Danach wurden die Zellen mit 20 yM H,DCF-DA in HBSS(+/+) beladen,
trypsiniert und deren DCF-Fluoreszenz im FACS-Gerat gemessen. Gezeigt ist der
Mittelwert + Standardabweichung der durchschnittlichen DCF-Fluoreszenz von jeweils
10000 lebenden Zellen in Relation zur DMSO-Kontrolle. * signifikant unterschiedlich zu
nicht vorbehandelten Zellen (p < 0,05).

Eine weitere Gruppe wichtiger Oberflachen-Rezeptoren sind die Integrine, deren
Aktivitat mit Hilfe spezifischer Inhibitoren (Antikbrper und synthetische Peptide)
blockiert werden kann.

Mit Hilfe des monoklonalen Antikdérpers Hamster-Anti-Ratte CD29 (B1-Integrin) lasst
sich die B1-Integrin gerichtete Signaltransduktion vom extrazelluldren Raum ins
Zellinnere (outside-in signaling) blockieren. Der Antikérper bindet an die
extrazellulare Doméane der B1-Integrin, wodurch die Bindung an der extrazellularen
Matrix (EZM) verhindert wird. Ein monoklonaler Maus-Anti-Hamster Antikdérper kann
dabei als Negativ-Kontrolle verwendet.

Ein weiterer Ansatz zur Hemmung von Integrinen ist die Anwendung eines Peptids
(H-Arg-Gly-Asp-Ser-OH, RGDS), welches die Erkennungssequenz RGD von EZM-
Proteinen darstellt, und von Integrinen gebunden wird (Ruoslahti & Pierschbacher,
1987). Ein RGD-Uberschuss fiihrt dann zur Sattigung der EZM-Bindungsstellen von
Integrinen. Als Negativ-Kontrolle hierzu dient das Sequenz-abgewandelte Peptid
GRADSP (H-Gly-Arg-Ala-Asp-Ser-Pro-OH).

Die Integrin-Blockierung erfolgte durch Inkubation der Zellen mit jeweils 1 ug/ml Anti-
CD29 bzw. 10 pM RGDS fir 1 h. Zellen zur Negativ-Kontrolle wurden
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dementsprechend mit 1 pg/ml Maus-Anti-Hamster Antikérper bzw. 10 yM GRADSP
vorinkubiert. Anschlie3en wurden die Zellen mit 10 ug/cm? CB und/oder 15 uyM FS flr
8 h behandelt. Die Aktivierung von AKT und ERK1/2 wurde mit Hilfe phospho-
spezifischer Antikdrper in Western Blots immunologisch nachgewiesen.

Die Ergebnisse sind in Abb. 3.17 a und b gezeigt. Die Inhibierung der Integrin-
vermittelten Signaltransduktion sowohl mit dem B1-Integrin blockierenden Antikérper
als auch mit dem Integrin-bindenden Peptid fihrte zu einer signifikanten ca. 20%igen
Abnahme der AKT- und ERK1/2-Phosphorylierung in den Zellen, die mit CB und
CB+FS behandelt wurden. Die FS-abhangige Phosphorylierung wurde hingegen
durch die Inhibitoren nicht beeinflusst.

Eine mogliche Beteiligung der Integrin-vermittelten Signaltransduktion an der
partikelabhdngigen ROS-Generierung wurde ebenfalls untersucht. Hierzu wurde die
Zellen wie oben beschrieben mit den Integrin-Inhibitoren vorinkubiert, und
anschlielfend mit 10 pg/cm? CB und/oder 15 uyM FS fir 4 h behandelt. Danach
erfolgten die Beladung der Zellen mit dem fluorogenen Farbstoff H,DCF-DA und die
Fluoreszenz-Analysen am FACS-Gerat.

Die Integrin-Inhibierung hatte keinen Einfluss auf die CB/FS-abhangige intrazellulare
ROS-Bildung, wie dies in Abb. 3.18 erkennbar ist.

Die Ergebnisse belegen, dass Integrine an der Vermittlung von Signaltransduktions-
effekten beteiligt sind, die durch CB induziert werden. Obwohl FS gleiche Effekte
induziert, werden diese von Integrinen nicht beeinflusst. Somit scheint die parallele
Aktivierung von EGF-R und Integrine eine gewisse selektive Spezifitat fur den

Partikelkern zu besitzen.
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a Blockierung der B1-Integrin-vermittelte Signaltransduktion mit Anti-CD29
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b Blockierung der Integrin-vermittelte Signaltransduktion mit RGD
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Abb. 3.17 Inhibierung von Integrinen durch den pB1-Integrin-blockierenden
Antikérper aCD29 oder das RGDS-Peptid und deren Einfluss auf die CB/FS-
induzierte AKT- und ERK1/2-Phosphorylierung: RLE-6TN-Zellen wurden fir 1 h mit
1 yg/ml aCD29 bzw. Kontroll-Antikérper (K-AK) (a) oder 10 uM RGD-Peptid bzw.
GRADSP-Kontrollpeptid (b) vorbehandelt, und anschlieRend fir 8 h mit 10 yg/cm? CB
und/oder 15uM FS belastet. Die densitometrische Auswertung zeigt den
Mittelwert + Standardabweichung der relativen Immunsignalintensitdt von Phospho-AKT
(PAKT) und Phospho-ERK1/2 (pERK1/2) in Western-Blot-Analysen in Bezug auf die
entsprechende CB/FS-Belastung. Der Nachweis der Gesamtproteine AKT und ERK1/2
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(TAKT und TERK1/2) diente als Ladekontrolle. * signifikant unterschiedlich zur
Vorbehandlung mit Kontroll-Antikérper (a) bzw. GRADSP-Kontrollpeptid (b) (p < 0,05).
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Abb. 3.18 Inhibierung von Integrinen durch den p1-Integrin-blockierenden
Antikorper aCD29 oder das RGDS-Peptid und deren Einfluss auf die CB/FS-
induzierte intrazellulare ROS-Generierung: RLE-6TN-Zellen wurden fiir 1 h mit 1 pg/ml
aCD29 bzw. Kontroll-Antikdrper (K-AK) oder mit 10 yM RGDS-Peptid bzw. GRADSP-
Kontrollpeptid vorbehandelt, und anschlieend fir 4 h mit 10 yg/cm? CB und/oder 15 uM
FS belastet. Danach wurden die Zellen mit 20 yM H,DCF-DA in HBSS(+/+) beladen,
trypsiniert und deren DCF-Fluoreszenz im FACS-Gerdt gemessen. Gezeigt ist der
Mittelwert £ Standardabweichung der durchschnittlichen DCF-Fluoreszenz von jeweils
10000 lebenden Zellen in Relation zur PBS-Kontrolle.
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4. Diskussion

Eine starke Belastung der Atemluft mit Umweltpartikeln steht in Verbindung mit
einem erhohten Risiko fur das Auftreten oder die Verschlimmerung von negativen
gesundheitlichen Effekten. Davon sind insbesondere die Atemwege und das Herz-
Kreislauf-System betroffen. Dieser Zusammenhang wird von zahlreichen
epidemiologischen Studien belegt, die zugleich die Notwendigkeit von geeigneten
MalRnahmen zur Reduzierung der Staubbelastung zum Schutz der Bevdlkerung
aufzeigen (USEPA 2004; WHO 2005). Gegenwartig wird die Konzentration an
inhalierbaren Partikeln, welche einen aerodynamischen Durchmesser kleiner als
10 ym (particulate matter, PM4y) aufweisen, als MessgréRe fur die Luftqualitat
bezilglich der Verunreinigung durch Feinstaub herangezogen (EU 1999). Auf dieser
Weise wird jedoch impliziert, dass samtliche Luftpartikel das gleiche
Gefahrdungspotential in sich bergen, ungeachtet ihrer physikalischen und
chemischen Eigenschaften. Im Rahmen einer genaueren Risikoabschatzung sind
umfassende Kenntnisse lUber die Ursachen partikelassoziierter Effekte erforderlich.
Dazu bedarf es u.a. der Identifizierung der relevanten Parameter sowie der
Wirkungsmechanismen, die zur Toxizitat von Partikeln beitragen.

PM;o stellt ein komplexes Gemisch unterschiedlicher und variabler Gréfte und
Zusammensetzung dar. Die darin enthaltene Fraktion von ultrafeinen Partikeln (UFP)
wird als hauptséchlicher Ausléser von umweltstaubbedingten Krankheitsbildern
angesehen (Oberdérster et al. 1995, Seaton et al 1995). UFP besitzen einen
aerodynamischen Durchmesser kleiner als 100 nm, und stammen vorwiegend aus
Verbrennungsprozessen. Der Kohlenstoffkern und daran gebundene organische
Stoffe sowie Ubergangsmetalle werden auf Grund ihrer jeweiligen chemischen und
biologischen Reaktivitdt als die toxikologisch relevanten Hauptkomponenten
verbrennungsgenerierter UFP betrachtet (Donaldson et al. 2005).

Die Lunge ist das erste Zielorgan und Haupteintrittspforte fur inhalierbare Partikel in
den Organismus. UFP sind in der Lage bis in den alveoldren Raum zu gelangen und
dort mit Zellen des Lungenepithels zu interagieren (Hoet et al. 2004). Darauf hin
kann eine Reihe pathogener Antworten (z. B. Proliferation, Apoptose, Entziindung)
hervorgerufen werden, deren Entstehungsmechanismen im Einzelnen noch

unvollstdndig aufgeklart sind.
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Die derzeitige Hypothese zum molekularen Mechanismus der Partikeltoxizitat geht
von der Aktivierung von Zelloberflaichen-Rezeptoren und der nachfolgenden
Induktion von Signaltransduktionswegen hin zu den entsprechenden zellularen
Endpunkten aus. Dabei hat die Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)
und oxidativem Stress eine wichtige Funktion (Albrecht et al. 2004; Donaldson et al.
2005).

Die vorliegende Arbeit konzentriert sich auf Effekte auf der Ebene der partikel-
induzierten Signaltransduktion in Lungenepithelzellen. Im Mittelpunkt der Analysen
stand der gegenseitige Einfluss der Hauptkomponenten verbrennungsgenerierter
UFP auf Signalwege, die in Verbindung mit Zellproliferation und/oder Apoptose
stehen. Hierzu wurde ein definiertes System von Modell-UFP genutzt, das aus
reprasentativen umweltstaubrelevanten Stoffen aufgebaut war: ultrafeiner
Kohlenstoff (CB, Partikelkern), Benzo[a]pyren (BaP, polyzyklischer aromatischer
Kohlenwasserstoff) und Eisensulfat (FS, Ubergangsmetall). Die Untersuchung
partikelgenerierter ROS sowie die Beteiligung der Zellmembran-Rezeptoren EGF-R
und B1-Integrinen bildeten weitere zentrale Punkte zur Aufkldrung der méglichen
initialen Ereignisse, die bei der Induktion bzw. Vermittlung der partikelinduzierten

Signalkaskaden eine Rolle spielen.

4.1 Modulatorische Effekte von BaP und FS auf die CB-induzierte AKT- und
ERK1/2-Aktivierung

Ultrafeine CB-Partikel induzieren eine simultane Aktivierung von AKT und ERK1/2 in
alveolaren Typ Il Lungenepithelzellen der Ratte (RLE-6TN-Zellen) (Unfried et al.
2008). Dabei bilden beide Proteine Teile eines gemeinsamen proliferativen
Signalweges, bei dem die ERK1/2-Aktivierung von der AKT-Aktivierung abhangt.
AnkniUpfend an diesen Befund wurde der Einfluss der organischen bzw. metallischen
Fraktion von verbrennungsgenerierten Umweltpartikeln auf die AKT- und ERK1/2-
Aktivierung mit Hilfe eines Modellpartikel-Systems untersucht (Abb. 3.1).

BaP-beschichtete ultrafeine CB-Partikel (CBBaP) induzieren nach 8 h Behandlung
der Zellen die AKT- und ERK1/2-Aktivierung in einem vergleichbaren Ausmal} wie
die unbeschichteten Partikel. Das partikelgebundene BaP hat somit auf den
beschriebenen CB-Effekt keinen Einfluss. Modulatorische Effekte von BaP auf

partikelinduzierte Endpunkte sind bisher wenig untersucht worden. Gleiche BaP-
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beschichtete Partikel, wie in dieser Arbeit verwendet, sind kirzlich in einer Studie
eingesetzt worden, die sich mit partikelinduzierten DNA-Schaden in alveolaren Typ
[I-ahnlichen Zellen aus menschlichem Adenokarzinom (A549-Zellen) befasste (Mroz
et al. 2008). Es wurde u. a. gezeigt, dass CB spezifisch DNA-Einzelstrangbriiche und
Verdnderungen des Zellzyklus-Status induziert. Auf diesen Effekt hatte die BaP-
Beschichtung der Partikel jedoch keinen Einfluss. Des Weiteren wurde als Folge der
ROS-abhéngigen DNA-Schadigung eine CB-induzierte p53-Aktivierung beschrieben,
die bei den BaP-beschichteten Partikeln ausblieb. Auf diesen inhibitorischen Effekt
des BaP wurde in der Studie allerdings nicht weiter eingegangen.

Synergistische Effekte von CB und BaP wurden im Rahmen der partikelinduzierten
Ausschittung von inflammatorischen Zytokinen (TNF-a) und Apoptose in Maus-
Makrophagen beschrieben, die mit der Aktivierung von MAP-Kinasen in Verbindung
gesetzt wurden (Chin et al. 1998). In derselben Zelllinie wurden ebenfalls
modulatorische BaP-Effekte auf die CB-abhangige Expression des Stress-
induzierbaren Enzyms Hamoxygenase 1 (HO-1) gezeigt (Chin et al. 2003). BaP-
Einflusse auf partikelabhangige Effekte kénnten folglich je nach Zelltyp Gber andere
Signalwege ablaufen als die hier untersuchten, oder aber selbst eine Zellspezifitat
besitzen. In dieser Hinsicht wurde kurzlich von der BaP-bedingten Induktion der
Zellzyklus-Progression in Lungenfibroblasten aus dem menschlichen Embryo
berichtet, die Uber eine p53-abhangige Aktivierung von AKT und ERK1/2 vermittelt
war (Gao et al. 2007; Jiao et al. 2008). Eine solche BaP-induzierte Aktivierung dieses
Signalweges wurde in dem verwendeten Zellsystem dieser Arbeit jedoch nicht
beobachtet.

Im Gegensatz zu BaP induziert FS in Kombination mit CB bzw. CBBaP eine
signifikant starkere Aktivierung von AKT und ERK1/2 als die Partikel alleine. Dieser
modulatorische Effekt wird in Zusammenhang mit der partikelinduzierten
Signaltransduktion durch diese Arbeit erstmalig gezeigt. Die gleichzeitig auftretende
Verstarkung der Aktivierung beider Proteine legt die Vermutung nahe, dass CB und
FS die Aktivierung Gber einen gemeinsamen Mechanismus induzieren. Bislang sind
ahnliche Einflisse von Ubergangsmetallen auf Partikel-Effekte nur in Verbindung mit
der Induktion von oxidativem Stress und Entziindung beschrieben worden. So
verursachten kinstlich erzeugte Rullaerosole in Kombination mit ultrafeinen
Eisenpartikel in vivo einen synergistischen Anstieg von oxidativem Stress und

Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-«xB in der Rattenlunge (Zhou et al. 2003). In
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vitro Untersuchungen in Maus-Makrophagen zeigten ebenfalls synergistische Effekte
von verschiedenen Ubergangsmetallsalzen (darunter FeSO4 und FeCl3) auf die CB-
induzierte TNF-a-Ausschittung sowie oxidativen Stress (Wilson et al. 2002, 2007).
Die simultane Aktivierung von AKT und ERK1/2 durch FS ohne Partikel, in
vergleichbarem Ausmald wie CB, wird hier auch erstmals gezeigt. Dieser Effekt
unterstreicht die Gemeinsamkeit und Bedeutung dieses Signalweges fir die
Induktion von zelluldren Ereignissen durch UFP als Umweltnoxe. Der Befund
widerlegt eine These von Samet et al. (1998), wonach Fe nicht in der Lage ist, die
Aktivierung von MAP-Kinasen zu induzieren. In der Studie wurde die Aktivierung der
MAP-Kinasen ERK1/2, JNK und p38 durch Salze verschiedener Ubergangsmetalle in
humanen bronchialen Epithelzellen untersucht. Im Gegensatz zu den meisten der
untersuchten Metallen (As, Cr, Cu, V, Zn), zeigte Fe bei einer Konzentration von 500
MM nach 20 min Behandlung keine Aktivierung der MAP-Kinasen. In der
vorliegenden Arbeit wurde zu diesem Zeitpunkt auch keine FS-induzierte ERK1/2-
Aktivierung beobachtet. Durch die unten beschriebene Zeitreihe war es jedoch
mdglich, eine FS-abhangige ERK1/2-Aktivierung zu einem friheren Zeitpunkt
nachzuweisen, wobei die eingesetzte FS-Konzentration von 15 puM ca. 30mal
niedriger lag, als die in der o. g. Studie.

Eisen kann Uber Fenton- bzw. Haber-Weiss-Reaktionen an der Entstehung von ROS
beteiligt sein. Die ROS-Bildung stellt ein initiales Ereignis dar, das mdéglicherweise
frih einsetzt, und dadurch die Signaltransduktion kurz nach der Partikelbelastung
beeinflussen koénnte. Ferner wird eine frihzeitige partikelabhdngige Aktivierung
proliferativer Signalkaskaden in Verbindung mit der Entstehung einer autokriner
Aktivierungsschleife diskutiert (Blanchet et al. 2004; Tamaoki et al. 2004). Daher
wurde die AKT- und ERK1/2-Aktivierung nach kurzzeitiger Belastung der Zellen mit
CB und oder FS untersucht (Abb. 3.4). FS induziert eine simultane und signifikante
Aktivierung von Akt und ERK1/2 nach 5 min Behandlung. In Kombination mit CB ist
diese Aktivierung vermindert, und mit reinem CB minimal (ERK1/2) bzw. nicht
vorhanden (AKT). Der beobachtete Effekt verschwindet jedoch innerhalb der
folgenden 5 min und ist bis zu einer Behandlungsdauer von 30 min nicht mehr
festzustellen. Nach 8 h tritt dann das bereits beschriebene Phosphorylierungsmuster
auf, wonach CB und FS jeweils eine miteinander vergleichbare Aktivierung von AKT
und ERK1/2 induzieren, die in der CB+FS-Kombination verstérkt wird (Abb. 3.5).
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Die Ursache fir den kurzeitigen FS-Effekt und dessen raschen Abklingen ist nicht
geklart. Mdglicherweise stellt die Aktivierung eine zelluldre Antwort auf den
plétzlichen Anstieg der Eisenkonzentration im Medium und damit der ROS-Bildung
dar. Das schnelle Eingreifen von antioxidativen Substanzen bzw. Enzymen sowohl
im serumhaltigen Medium als auch in der Zelle kénnten den Effekt unterbinden, und
damit eine Erklarung fir die Wiederherstellung der Hintergrundaktivitdt von AKT und
ERK1/2 liefern. Das Auftreten der CB- und FS-induzierten Aktivierung sowie des
verstarkenden FS-Effekts nach 8 h waren dann die Konsequenz einer anhaltenden
und kumulativ gesteigerten extra- und/oder intrazelluldaren ROS-Entstehung, welche

die antioxidative Kapazitat der Zellen Ubersteigt (Li et al. 2008).

4.2Extra- und intrazellulare ROS-Bildung und ihr Einfluss auf die CB/FS-
induzierte AKT- und ERK1/2-Aktivierung

Verbrennungsgenerierte Umweltpartikel wie auch eine Reihe industriell hergestellter
Nanopartikel sind in der Lage, ROS-Entstehung und oxidativen Stress zu induzieren.
Dieses Merkmal gilt als gemeinsamer Nenner, einleitender und vorantreibender
Mechanismus pathogener Effekte (Donaldson et al. 2005; Li et al. 2008). Die
Fahigkeit zur ROS-Bildung durch CB und/oder FS wurde in dieser Arbeit sowohl in
zellfreiem Medium als auch intrazelluldr Gberpruft. Damit wurden zunachst mdgliche
modulatorische Effekte von FS auf die CB-induzierte ROS-Generierung untersucht.
Um eine Verbindung zwischen den extra- bzw. intrazelluldr gebildeten ROS und der
CB/FS-induzierten Signaltransduktionseffekten herzustellen, wurden anschlielend
Analysen mit entsprechenden chemischen und enzymatischen ROS-Inhibitoren
durchgefihrt.

4.2.1 ROS-Generierung in zellfreiem Medium und intrazellular

Die Bildung von extrazelluldren ROS wurde in zweierlei zellfreien Systemen
untersucht. Die Elektronenspin-Resonanz-Spektroskopie (ESR) diente zum
Nachweis von Hydroxyl-Radikalen (*OH) in wassrigem Medium mit Hilfe der
Elektronen-Spin-Falle (spintrap) DMPO. Zum Einleiten der (Fenton- bzw. Haber-
Weiss-) Reaktion wurden die Versuche in Anwesenheit von H>O, durchgefihrt.

Wenn auch dadurch die Bedingungen und Ereignisse im Zellkulturmedium nicht
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getreu wiedergegeben werden, so werden doch Hinweise auf das intrinsische
Potential der Partikel geliefert, kurzlebige und i.d. R. hochreaktive Radikale zu
generieren. Mit dieser Technik wurde die °‘OH-Bildung durch verschiedene
Umweltpartikelproben und darin vorkommende Ubergangsmetalle in verschiedenen
Studien bereits nachgewiesen (Borm et al. 2007).

FS induziert nach 15 min Inkubation mit DMPO und H,O, eine deutliche *OH-
Generierung, die in der Kombination mit CB signifikant reduziert wird (Abb. 3.6a
und b). Reines CB fiihrt dabei zu keiner gesteigerten *OH-Induktion im Vergleich mit
der Kontrolle. Diese Ergebnisse stimmen mit Daten einer Studie von Shi et al. (2003)
zur ESR-Analyse der *OH-Bildung in Abhangigkeit von der Zusammensetzung von
Umweltpartikeln tberein. Dort wurde die Fahigkeit zur *OH-Generierung u. a. durch
Fe** und Fe®* gezeigt, die innerhalb von Sekunden bzw. Minuten eintrat. In
derselben Arbeit fiihrten unterschiedliche Ubergangsmetalle in Kombination mit CB-
Partikel zu unterschiedlich starken ESR-Signalen, dabei waren diese fur Fe?*, Fe*",
N%* und Zn?* viel niedriger als z. B. fir Cu?*. Ein direkter und quantitativer Vergleich
der induzierten *OH-Bildung durch CB, CB+Metall und Metall wurde in der Studie
jedoch nicht untersucht.

Die ESR-Analysen wurden nach Filtrierung der Reaktionsanséatze durchgefihrt. Die
Entfernung der CB-Partikel erwies sich als notwendiger Schritt aufgrund einer in
Vorversuchen festgestellten Partikel-Interferenz mit der ESR-Messung. Eine
technisch bedingte unzureichende Entfernung von CB kénnte die verminderte *“OH-
Bildung in der Kombination CB+FS erklaren. Mdglicherweise spielt aber auch die
Partikel-Oberflaiche eine Rolle. Die Oberflache von UFP ist im Verhéltnis zum
Durchmesser stark vergrof3ert, und bietet sich als eine Grundlage an, die den Ablauf
katalytischer Reaktionen begtinstigt (Fubini et al. 1997; Oberddrster 2001, 2005). So
ist es auch denkbar, dass die reaktive Oberflache von CB eine rasche Umsetzung
FS-induzierter *OH in stabilere Sauerstoffspezies (wie etwa H,0;) ermdglicht, welche
mit dem verwendeten spintrap DMPO nicht mehr erfassbar sind.

Diese Hypothese wird unterstitzt durch die fluorometrische Bestimmung des ROS-
sensitiven Farbstoffes Dichlorohydrofluorescein (DCFH), einen zweiten zellfreien
Ansatz zum Nachweis des oxidativen Potentials von CB und FS. Die Analysen
erfolgten in serumreduziertem Medium, welches sonst zur Inkubation der Zellen vor

der Partikelbehandlung diente. Dadurch kam der Ansatz den Ereignissen im



Diskussion 82

extrazelluldren Raum unter Zellkulturbedingungen naher. CB-Partikel induzieren
dosisabhangig eine deutliche ROS-Entstehung im zellfreien Medium (Abb. 3.7a
und b). Die ROS-Bildung setzt unmittelbar nach Zusammenfiihren von Medium,
Partikeln und Farbstoff ein, wie dies an einer bereits zu Beginn der Messung
erhdhten Fluoreszenz detektierbar ist. Die induzierte ROS-Generierung steigt relativ
zur Kontrolle innerhalb weniger Minuten an, und verlduft dann asymptotisch. D. h. die
ROS-Neubildung bleibt in Relation zur Kontrolle ndherungsweise konstant hoch. Die
detektierte partikelinduzierte Fluoreszenz wird durch Inkubation mit Katalase
erheblich reduziert, so dass sie groftenteils auf die Entstehung von Hy0;
zurtickzufihren ist (Abb. 3.8).

In Anwesenheit von FS ist die CB-induzierte ROS-Entstehung erhéht, jedoch nicht
als statistisch signifikant zu bewerten. FS ohne Partikel induziert in diesem Ansatz
keine ROS-Bildung. Die Ergebnisse stimmen mit einer Arbeit von Wilson et al. (2002)
zu Interaktionen zwischen UFP und Ubergangsmetallen insofern lberein, als dass
dort eine minimale ROS-Generierung durch Fe? bzw. Fe*" und eine Verstarkung
(Potenzierung) der CB-induzierten ROS durch die Metalle in zellfreiem System
festgestellt wurde. Der verstdrkende Effekt ist wahrscheinlich von der
Eisenkonzentration abhangig. Dort wurden 100 uM der Metallsalze eingesetzt, und
damit rund 7mal mehr als in der vorliegenden Arbeit. Solch eine hohe Konzentration
war im Hinblick auf die hier schwerpunktmafig untersuchten Signaltransduktions-
effekte aufgrund der starken Zytotoxizitat nicht relevant, wie diese im Vorfeld aus
lichtmikroskopischen Beobachtungen erkannt worden war.

Der Nachweis von ROS in zellfreien Systemen lieferte erste Anhaltspunkte fir die
Ursache der gezeigten Signaltransduktionseffekte. Insbesondere die gesteigerte
ROS-Generierung infolge einer Partikel-Metall-Interaktion, wie sie in dieser Arbeit
beobachtet und in der Literatur beschrieben wird, gibt einen Hinweis auf die mégliche
Verbindung zur verstérkenden Wirkung von FS auf die CB-induzierte AKT- und
ERK1/2-Aktivierung. Bei der Induktion der partikel- und metallabh&ngigen Signal-
wege kdnnen jedoch auch intrazellular generierte ROS eine Rolle spielen. Um dies
zu Uberprifen, wurde zunachst die Fahigkeit von CB und FS zur Induktion von ROS-
Entstehung innerhalb der Zelle untersucht.

Die Bildung intrazelluldarer ROS wurde durchflusszytometrisch mit Hilfe des
Farbstoffes 2',7'-Dichlorodihydrofluorescein-diacetat (H,DCF-DA) nachgewiesen.

Nach Aufnahme in die Zelle wird das H,DCF-DA enzymatisch abgespalten, unter
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Bildung des o.g. ROS-empfindlichen DCFH, dessen Oxidation zum stark
fluoreszierenden DCF flihrt (Bass et al. 1983). Nach einer 4-stiindigen Behandlung
fuhren CB und FS sowohl unabhangig voneinander als auch in Kombination zu einer
dosisabhangigen und signifikant erhdhten intrazelluldren ROS-Bildung in der
Reihenfolge FS < CB < CB+FS (Abb. 3.9). Somit bewirkt FS eine Verstarkung der
intrazellular CB-induzierten ROS-Entstehung. Dieser Befund steht teilweise im
Gegensatz zur oben erwdhnten und einer weiteren Studie (Wilson et al. 2002, 2007).
Dort wurde in Maus-Makrophagen weder eine ROS-Induktion allein durch
Ubergangsmetalle noch eine metallabhdngige Potenzierung der CB-induzierten
intrazellularen ROS-Bildung detektiert. Die in der Studie diskutierte antioxidative
Kapazitdt von Makrophagen durch Eisen-Sequestrierung bzw. -Chelatbildung deutet
darauf hin, dass eine mdgliche Zelltypspezifitdt nicht auszuschlielen ist. So
beschreibt eine kirzlich erschienene Arbeit zu Effekten von Eisenoxid-Nanopartikeln
auf Permeabilitdt und Mikrotubuli-Struktur in menschlichen Endothelzellen dhnliche
Effekte wie die hier gezeigten. Diese Partikel induzieren in zellfreiem Medium keine
ROS, die intrazellulare ROS-Generierung konnte dennoch detektiert werden (Apopa
et al. 2009).

Insgesamt zeigt sich fur die intrazellulér auftretenden ROS, im Vergleich mit den
extrazelluldren, eine starkere Korrelation mit den CB- und FS-induzierten
Signaltransduktionseffekten. Nachfolgende Inhibitionsstudien dienten dazu, diese

Zusammenhange ndher zu untersuchen.

4.2.2 Verbindung zwischen extra-/intrazellularen ROS und der CB/FS-
induzierten AKT und ERK1/2-Aktivierung

Nachdem die pro-oxidativen Eigenschaften der Partikel nachgewiesen wurden,
wurde der Frage nachgegangen, ob und inwiefern extra- und intrazelluldr gebildete
ROS sowohl mit den partikelinduzierten Signaltransduktionseffekten als auch
miteinander in Verbindung stehen. Durch exogene Zugabe von Katalase und
Superoxid-Dismutase (SOD) sollte die Wirkung neugebildeter ROS im extrazellularen
Raum unterbunden werden. Dieser Ansatz ist als spezifisch fur extrazellulare ROS
anzusehen, da die Enzyme nicht in die Zelle eindringen, und somit intrazellulére
ROS nicht beeinflussen (Abb. 3.11). Beide Enzyme bilden einen Teil des

antioxidativen Systems zum Schutz der Zelle vor oxidativem Stress, indem ROS zu
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unschadlicheren Spezies umgesetzt werden. Intrazelluléar gebildete ROS werden
u. a. auch durch Glutathion (GSH) inhibiert. Die Zugabe von N-Acetyl-cystein (NAC)
bewirkt die Ankurbelung der GSH-Synthese, wodurch eine hohe antioxidative
Kapazitdt der Zelle aufrechterhalten wird (Fridovich & Freeman 1986). Bei der
partikelinduzierten ROS-Generierung wird auch die Beteiligung von NADPH-
Oxidasen diskutiert, deren Aktivitat mit dem pharmakologischen Inhibitor
Diphenyleniodonium (DPI) blockiert werden kann (Amara et al. 2007; Deshpande et
al. 2002).

Durch Katalase und SOD wird jeweils die CB/FS-induzierte AKT- und ERK1/2-
Aktivierung moderat aber signifikant inhibiert (Abb. 3.10). Demnach besteht ein
Zusammenhang zwischen den extrazellular generierten ROS und den
Signaltransduktionseffekten. Die Inhibierung der FS-induzierten AKT- und ERK1/2-
Aktivierung widerspricht allerdings den Ergebnissen aus der zellfreien DCF-
Fluoreszenzmessung, wonach FS keine ROS-Bildung im Zellkulturmedium
hervorruft. Die in den Western-Blot-Analysen implizierte ROS-Entstehung beruht
moglicherweise auf (Redox-) Ereignissen, die erst durch Interaktion des FS mit den
Zellen auf der Ebene der Membran stattfinden (Barchowsky & O'Hara 2003). Die
mafige Inhibierung der AKT- und ERK1/2-Aktivierung deutet ferner darauf hin, dass
extrazelluldr induzierte ROS zwar merklich, dennoch nicht ausschlaggebend, zum
Auftreten der Signaltransduktionseffekte beitragen. Dadurch kommt den durch die
Partikel intrazelluldr generierten ROS eine gewichtigere Rolle zu. Diese sind
allerdings keine Folge der extrazellularen ROS-Bildung, da sie durch die Behandlung
mit Katalase und SOD nicht beeinflusst werden (Abb. 3.11). Ein &hnlicher Effekt
wurde in menschlichen bronchialen Epithelzellen (BEC) in Verbindung mit der
intrazelluldaren ROS-Induktion durch Silikapartikel beobachtet (Deshpande et al.
2002).

Die Behandlung mit NAC fuhrt zu einer vollstdndigen Inhibierung der CB/FS-
induzierten AKT- und ERK1/2-Aktivierung (Abb. 3.12). Auch die intrazelluldre ROS-
Bildung wird durch NAC deutlich unterdriickt (Abb. 3.15). Der partikelbedingte
oxidative Stress in der Zelle spielt demnach eine entscheidende Rolle bei der
induzierten Signaltransduktion. Mehrere Arbeiten mit verbrennungsgenerierten
Partikeln haben den Zusammenhang zwischen oxidativem Stress und der
Aktivierung von Signalwegen, etwa Uber MAP-Kinasen, gezeigt (Donaldson et al.
2005; Li et al. 2008). Ein oft kontroverser Punkt ist dabei die Frage, welche



Diskussion 85

Partikelkomponente(n) fir die oxidativen Effekte und folglich fir die induzierte
Signaltransduktion verantwortlich ist (sind). In Abh&ngigkeit vom Partikelursprung
(z. B. Dieselru, Umweltstaub oder industrielle UFP) werden oxidative und/oder
Signaltransduktionseffekte auf jeweils die organische, metallische oder Partikelkern-
Fraktion zurtckgefuhrt (Hashimoto et al. 2000; Kawasaki et al. 2001; Kim et al. 2006;
Sydlik et al. 2006; Tamaoki et al. 2004; Wu et al. 2002). Die vorliegende Arbeit zeigt,
dass sowohl der Partikelkern (CB) als auch die metallische Fraktion (FS) in der Lage
sind, in einer sich gegenseitig verstarkender Weise oxidativen Stress auszuldsen,
und dass dieser in direkter Verbindung zur jeweiligen Induktion der AKT- und
ERK1/2-Aktivierung steht.

Ob NADPH-Oxidasen an der CB/FS-induzierten AKT- und ERK1/2-Aktivierung
beteiligt sind, ist weniger deutlich. Auf dem ersten Blick fuhrt die Behandlung mit DPI
zu einer leichten Inhibierung der AKT-Aktivierung nach CB+FS-Behandlung, und zu
einer ebenfalls leichten Inhibierung der ERK1/2-Aktivierung durch CB und CB+FS
(Abb. 3.13). Die FS-induzierte Aktivierung bleibt in beiden Fallen unverandert. DPI
alleine zeigt allerdings eine signifikante dosisabhéangige Aktivierung von AKT und
ERK1/2. DPI ist kein spezifischer Inhibitor von NADPH-Oxidasen, sondern allgemein
von Flavoproteinen (Li & Trush 1998), und kénnte im Prinzip Gber andere spezifische
oder unspezifische Wege zu diesen bislang nicht beschriebenen Effekten fihren. Da
sich der induzierende Effekt in den CB/FS-behandelten Zellen jedoch nicht
wiederspiegelt, besteht die Mdglichkeit, dass hier zwei gegenldufige Mechanismen
gleichzeitig stattfinden. Unter Berlcksichtigung dieses Umstands gibt es fir die
Beteiligung von NADPH-Oxidasen an der partikelinduzierten Signaltransduktion nur
ein Hinweis, der sich durch einen rechnerischen Abzug des induzierenden Effektes
ergibt. Das dadurch erhaltene Bild, das auf eine dosisabhéngige Inhibierung der
CF/FS-induzierten AKT- und ERK1/2-Aktivierung hindeutet (Abb. 3.14), korreliert
allerdings im Wesentlichen mit der DPIl-abh&ngigen Inhibierung der intrazellularen
ROS-Induktion (Abb. 3.15). Solche Zusammenhdnge zwischen verbrennungs-
generierten Partikeln und adharenten Zellen sind noch wenig untersucht worden. Es
konnte bisher in A549-Zellen gezeigt werden, dass Dieselru} die Expression von
Matrix-Metallo-proteinase-1 tUber ROS-Bildung durch die analoge NADPH-Oxidase
NOX4 und nachfolgende ERK1/2-Phosphorylierung induziert (Amara et al. 2007).
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4.3Beteiligung von EGF-Rezeptor und p1-Integrinen an der CB/FS-induzierten
AKT- und ERK1/2-Aktivierung

Nach der extrazellularen Matrix stellt die Membran die erste zellulare Struktur dar,
die eine Wechselwirkung mit Partikeln eingehen kann. Die darin befindlichen
Zelloberflachen-Rezeptoren Ubernehmen eine Funktion als zentrale Schaltstellen zur
Vermittlung bzw. Induktion von Signalkaskaden, die durch die Partikel-Zell-
Interaktion ausgel®st werden, ob nun durch direkten physischen Kontakt oder indirekt
Uber partikelgenerierte ROS (Albrecht et al. 2004; Unfried et al. 2007). Aus
vorangegangenen Arbeiten ist bekannt, dass CB-Partikel in RLE-6TN-Zellen sowohl
Apoptose als auch Proliferation unabhangig voneinander induzieren kénnen (Sydlik
et al. 2006). Wahrend die Apoptose von der JNK1/2-Aktivierung abhangt, wird die
Proliferation durch die Aktivierung von ERK1/2 spezifisch induziert. Da beide
Signalwege von der Aktivierung des epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptors
(EGF-R) abhangig sind, wird ein weiterer regulatorischer Mechanismus benétigt, um
die Signaltransduktion zugunsten einer der beiden Endpunkte zu lenken. In dieser
Hinsicht wurde gezeigt, dass die Beteiligung von B1-Integrinen fur die Induktion der
Zellproliferation entscheidend ist. Weitere Untersuchungen ergaben, dass fur den
CB-induzierten proliferativen Weg die Aktivierung des PI3K/AKT-Signalweges in
Abhéngigkeit von EGF-R und B1-Integrinen erforderlich ist (Unfried et al. 2008). Die
AKT-Aktivierung ihrerseits ist Voraussetzung fur die Induktion der nachfolgenden
Aktivierung von ERK1/2.

Mit Hilfe zweier pharmakologischen Inhibitoren der Tyrosin-Kinase-Aktivitat des EGF-
R wurde untersucht, ob der Rezeptor auch an der FS-induzierten AKT- und ERK1/2-
Aktivierung sowie an der FS-abhangigen Verstdrkung der entsprechenden CB-
Effekte beteiligt ist. Die Blockierung des EGF-R durch die Inhibitoren Compound 32
und Compound 56 flihrt zu einer vollstdindigen Hemmung der CB-, CB+FS- und FS-
abhéngigen Aktivierung von AKT und ERK1/2 (Abb. 3.16a und b). Damit wird
gezeigt, dass sowohl CB-Partikel als auch FS diese Signaltransduktionseffekte tber
einen gemeinsamen, EGF-R-vermittelten Weg induzieren. Der EGF-R scheint
allgemein als initialer Vermittler UFP-induzierter Signaltransduktion eine wichtige
Rolle zu spielen. Die Bedeutung des EGF-R/ERK1/2-Signalweges zeigt sich

insbesondere bei der partikelinduzierten Zellproliferation in Lungenepithelzellen
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(Sydlik et al. 2006; Tamaoki et al. 2004). In diesem Kontext wird auch die durch UFP
induzierte Expression von EGF-R-Liganden (etwa HB-EGF oder Amphiregulin)
diskutiert, die mit einer autokriner Aktivierungsschleife zur Aufrechterhaltung bzw.
Ankurbelung des proliferativen Signals in Verbindung gebracht wird (Blanchet et al.
2004; Marano et al. 2002; Tamaoki et al. 2004). Auch Ubergangsmetalle, die in
Umweltpartikeln vorkommen, induzieren in Lungenepithelzellen die Aktivierung von
MAP-Kinasen Uber einen EGF-R-vermittelten Weg (Samet et al. 1998; Wu et al.
1999). Die vorliegende Arbeit zeigt allerdings zum ersten Mal, nicht nur dass FS eine
simultane Aktivierung von AKT und ERK1/2 induziert (s. 4.1), sondern auch dass
diese in Abhéangigkeit von oxidativem Stress und EGF-R-Aktivierung erfolgt.

Wie die UFP-induzierte EGF-R-Aktivierung im Einzelnen abléuft, ist bisher noch
weitgehend unklar. Mit hoher Wahrscheinlichkeit spielen dabei die partikel-
induzierten extra- und intrazelluldren ROS, welche durch die Partikel selbst oder
nach derer Interaktion mit zellularen Zielstrukturen generiert werden, eine zentrale
Rolle (Donaldson et al. 2003; Li et al. 2008; Unfried et al. 2007). Die Aktivierung des
EGF-R sowie weiterer Zellmembran-Rezeptoren lasst sich nachweislich durch ROS
beeinflussen, wodurch entsprechende Signalwege ebenfalls moduliert werden. Der
genaue Aktionsmechanismus von Aktivierung und Induktion von Signaltransduktion
ist nicht vollstdndig geklart. Dies wird u. a. dadurch erschwert, dass ROS prinzipiell
jedes Biomolekul angreifen kénnen, und damit auf Signalwege direkt und indirekt
sowie stimulatorisch oder inhibitorisch einwirken kénnen (Barthel & Klotz 2005). Eine
heute verbreitete Hypothese, die auch im Rahmen der durch Ubergangsmetalle
induzierte Signaltransduktion behandelt wird, beschreibt Phosphatasen als ein fir
Signalkaskaden empfindliches Ziel von ROS (Abdelmohsen et al. 2003; Knebel et al.
1996; Tal et al. 2006). Demnach fihrt die ROS-bedingte Inhibierung verschiedener
Phosphatasen (Protein-Tyrosin-, Lipid-, Serin/Threonin-Phosphatasen), die als
regulatorische Gegenspieler der entsprechenden Kinasen fungieren, zur Stérung der
Inaktivierung von Signalwegen und letztendlich zu einer Netto-Aktivierung (Barthel &
Klotz 2005). Ob dieser Mechanismus auch fiir die UFP-induzierte Signaltransduktion
gilt, bleibt noch weitgehend unerforscht.

Interessanterweise ist der EGF-R nach Ligandenbindung selbst in der Lage,
kurzzeitig ROS zu generieren, wodurch EGF-R-assoziierte Tyrosin-Phosphatasen
inhibiert werden (De Yulia & Carcamo 2005). Dabei scheint die intrinsische Kinase-

Aktivitat, nicht aber die Autophosphorylierungsstellen, des EGF-R von besonderer



Diskussion 88

Bedeutung zu sein (Bae et al. 1997). Die Mdglichkeit einer Beteiligung des EGF-R an
der CB/FS-induzierten intrazelluldaren ROS-Entstehung wurde unter Verwendung der
EGF-R-Inhibitoren durchflusszytometrisch untersucht. Durch die Blockierung des
EGF-R mit Compound 32 und Compound 56 kommt es zu einer leichten jedoch
statistisch nicht signifikanten Abnahme der intrazelluldren CB- und CB+FS-
induzierten ROS-Generierung (Abb. 3.17). Damit gibt es keinen Beweis sondern
lediglich einen Hinweis darauf, dass CB-Partikel EGF-R-vermittelt ROS induzieren
kénnte. Dagegen wird die FS-induzierte ROS-Entstehung durch die EGF-R-
Inhibitoren fast vollstdndig unterbunden. Welche Mechanismen sich dahinter
verbergen, bleibt noch unklar. Weiterfihrende Untersuchungen sollen helfen diese
Effekte ndher zu beschreiben, und zu kldren, ob und inwiefern dies fir die UFP-
induzierte Signaltransduktion relevant ist.

Zusétzlich zum EGF-R wurde der Beitrag von B1-Integrinen zur Induktion der AKT-
und ERK1/2-Aktivierung durch CB und FS analysiert. Durch den Einsatz zweier
blockierenden Agenzien, p1-Integrin-Antikérper (anti-CD29) und RGD-Peptid,
erfolgte die Inhibierung der Integrin-vermittelten Signaltransduktion. Die CB- und
CB+FS-induzierte Aktivierung von AKT und ERK1/2 wird dadurch in vergleichbarem
Ausmal signifikant gehemmt (Abb. 3.18a und b). Damit konnte die von Unfried et al.
(2008) erstmalig beschriebenen Beteiligung von B1-Integrinen an der CB-induzierten
Proliferation Uber den PI3K/AKT/ERK1/2-vermittelten Signalweg bestatigt werden. Im
Gegensatz dazu bleibt die FS-induzierte AKT- und ERK1/2-Aktivierung nach Integrin-
Blockierung unveréndert. Die in dieser Arbeit bis hierhin beschriebenen
Untersuchungen zeigen gemeinsame molekulare Mechanismen (oxidativer Stress,
EGF-R-Abhangigkeit) der CB- und FS-induzierten AKT- und ERK1/2-Aktivierung.
Demgegeniber deuten die hier dargelegten Befunde auf eine Spezifitat von B1-
Integrinen fur die Vermittlung der CB-induzierten Signaltransduktion hin.

Die Beteiligung von Integrinen an der Induktion von Signalwegen durch Materialien
im Nanometer-Bereich ist noch wenig erforscht. Hinweise darauf wurden
hauptséachlich aus Studien mit Asbestfasern gewonnen (Albrecht et al. 2004). So
wurden Integrine mit der Phagozytose von Asbestfasern sowie mit der asbest-
induzierten Genexpression im Rahmen der Mesotheliom-Kanzerogenese in
Verbindung gebracht (Liu et al. 2000; Sandhu et al. 2000b). Die asbestinduzierte
simultane Aktivierung von AKT und ERK1/2 in Abhangigkeit von B1-Integrinen ist
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bisher allerdings in nur einer Studie an Mesothelzellen gezeigt worden (Berken et al.
2003). Entsprechend wenig ist Uber die zu Grunde liegenden Mechanismen der
Aktivierung von Integrinen zur Vermittlung von partikel- bzw. asbestinduzierten
Effekten bekannt. Die vorherrschende Meinung zur asbestabhéngigen
Signaltransduktion geht von der Entstehung von ROS an der (eisenhaltigen)
Faseroberflache bzw. wéhrend der Phagozytose aus (Shukla et al. 2003). Alternativ
dazu besteht die Mdéglichkeit einer direkten physischen Interaktion von Fasern bzw.
Partikeln mit den Zelloberflachen-Rezeptoren, oder aber mit der extrazelluldren
Matrix, was wiederum die Integrin-vermittelte Signaltransduktion beeinflussen kann
(Albrecht et al. 2004).

Zusammengenommen zeigen die dargelegten Ergebnisse, dass sowohl der EGF-R
als auch p1-Integrine an der CB-induzierten Signaltransduktion beteiligt sind,
wahrend FS-induzierte Effekte nur vom EGF-R abhéngig sind. Noch ist unklar, ob bei
der Induktion partikelspezifischer Signalkaskaden eine direkte Interaktion beider
Zelloberflachen-Rezeptoren  stattfindet. Eine Integrin-abhangige = EGF-R-
Phosphorylierung sowie die physikalische Wechselwirkung beider Rezeptoren ist
bereits nachgewiesen worden (Moro et al. 1998). Bisher wurde gezeigt, dass sich
solche Interaktionen zwischen EGF-R und Integrinen eine Auswirkung u. a. auf
Zellzyklus-Regulation, Zellwachstum, -wanderung und -adhasion haben k&nnen
(Aplin & Juliano 1999; Bill et al. 2004; Eliceiri 2001).

4.4Einordnung der Arbeit

Auf einer Linie mit vorangegangenen Studien zeigt die vorliegende Arbeit die
Induktion der AKT- und ERK1/2-Aktivierung in Lungenepithelzellen durch CB, als
Modell fur den unléslichen Kern von verbrennungsgenerierten Umweltpartikeln. Auf
dieser Basis wurden mdgliche Einflisse durch Interaktionen von CB mit BaP und FS,
stellvertretend flr umweltrelevante polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe
und Ubergangsmetalle, untersucht.

Es wird erstmals gezeigt, dass FS ebenfalls die simultane Aktivierung von AKT und
ERK1/2 induziert, und zugleich die CB-induzierte Aktivierung verstarkt. Dagegen hat
partikelgebundenes sowie freies BaP keinen Einfluss, und spielt somit anscheinend

keine Rolle im betrachteten Signaltransduktionsweg.
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CB und FS sind beide in der Lage, die Generierung von extra- und intrazellulare
ROS zu induzieren. Dabei lasst sich die CB-abhangige intrazellulare ROS-Induktion
durch FS verstéarken. Die Aktivierung von AKT und ERK1/2 steht sowohl mit extra-
als auch mit intrazelluldren ROS in Verbindung. Die Korrelation zwischen dem
induzierten oxidativen Stress und der AKT- und ERK1/2-Aktivierung ist somit
gegeben, und wird im Rahmen der partikelinduzierten Signaltransduktion in
Lungenepithelzellen erstmalig gezeigt.

Sowohl die CB- als auch FS-induzierte Aktivierung von AKT und ERK1/2 verlauft auf
der Ebene von Zelloberflachen-Rezeptoren Uber einen gemeinsamen EGF-R-
vermittelten Weg. Dagegen scheint die Beteiligung von B1-Integrinen spezifisch fir
die CB-induzierte Signaltransduktion zu sein.

Die hier dargelegten Befunde lassen sich zu einem Schema zusammenfassen
(Abb. 4.1), das mit friheren Daten und dem heute akzeptierten hypothetischen
Modell zur Mechanismus partikeltoxischer Effekte im Wesentlichen Ubereinstimmt
(Albrecht et al. 2004; Donaldson et al. 2005). Demnach stellen partikelinduzierte
ROS und oxidativen Stress initiale Ereignisse dar, die zur Aktivierung eines EGF-R-
und Integrin-vermittelten proliferativen Signalweges uber AKT und ERK1/2 flhrt.
Dabei werden mdgliche und noch nicht nachgewiesene Interaktionen zwischen den
Rezeptoren nicht ausgeschlossen, ebenso wie direkte Partikel-Rezeptor-
Interaktionen insbesondere im Kontext der Integrin-vermittelten Signaltransduktion.
Die Beteiligung von Transmembran-Rezeptoren als zentrale Vermittlungsstelle
partikelabhangiger Effekte deutet auf die besondere Bedeutung der Vorgéange, die
auf der Ebene der Zellmembran stattfinden, hin. Weiterfuhrende Studien sollen zur
Aufklarung der hierbei relevanten molekularen Mechanismen helfen, um die kausale
Verbindung zur partikelinduzierten Signaltransduktion herzustellen. Hierzu dienen
Untersuchungen Uber mdgliche partikelbedingte Einflisse wu.a. auf die
Zusammensetzung und (Mikro-) Struktur der Membran sowie Membran-assoziierte
Signalproteine.

Die vorliegende Arbeit leistet einen Beitrag zum Verstédndnis der molekularen
Mechanismen der Toxizitdt verbrennungsgenerierter Partikel in Zellen des
Lungenepithels. Die Arbeit liefert zugleich einen weiteren Hinweis auf die
herausragende Bedeutung der Grélie und Zusammensetzung als Partikel-Parameter
bei der Induktion toxikologisch relevanter Effekte im Rahmen der menschlichen

Exposition mit "Feinstaub".
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Abb. 1.2 Schematische Darstellung der in dieser Arbeit gewonnenen Daten. CB-Partikel
und FS, nicht aber BaP, induzieren die Aktivierung des AKT/ERK1/2-Signalweges Uber
die Entstehung von ROS sowie oxidativem Stress und unter Vermittlung durch die
Zelloberflachen-Rezeptoren EGF-R und Integrine. Fir CB gilt spezifisch die Beteiligung
von B1-Integrinen an der partikelabh&ngigen Induktion von Proliferation (Sydlik et al.
2006). Direkte Partikel-Rezeptor-Interaktionen werden nur angenommen (verandert nach
Unfried et al. 2008).
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5. Zusammenfassung

Ultrafeine Partikel (UFP) mit einem Durchmesser kleiner als 100 nm gelten aufgrund
ihrer Grélde und Oberflacheneigenschaften als eine besonders toxische Fraktion von
Umweltstaub. UFP entstehen hauptsachlich durch Verbrennungsprozesse und
beinhalten biologisch und chemisch reaktive Komponenten von toxikologischer
Relevanz: einen ultrafeinen kohlenstoffhaltigen Kern und daran gebundene
organische Verbindungen und (Ubergangs-) Metalle.

Anhand eines kombinatorischen Systems von Modell-UFP bestehend aus ultrafeinen
Kohlenstoffpartikeln (CB), Benzo[a]pyren-beschichteten CB-Partikeln und Eisen-llI-
Sulfat (FS) wurden in der vorliegenden Arbeit mégliche modulatorische Effekte der
Partikelkomponenten untereinander in der Rattenlungenepithel-Zelline RLE-6TN
untersucht. Im Mittelpunkt stand die fur die partikelinduzierte Zellproliferation
relevante Signaltransduktion Gber AKT und ERK1/2.

CB-Partikel induzieren die Aktivierung von AKT und ERK1/2. Partikelgebundenes
Benzo[a]pyren hat auf diesen Effekt keinen Einfluss. Dagegen fuhrt die Anwesenheit
von FS zu einer Verstérkung der CB-induzierten AKT- und ERK1/2-Aktivierung. FS
selbst induziert ebenfalls die Aktivierung beider Signalproteine. Die in UFP
befindlichen Ubergangsmetalle kénnen somit als Modulatoren der partikelinduzierten
Signaltransduktion wirken. Ferner sind CB und FS beide in der Lage, die
Generierung von extra- und intrazelluldre ROS zu induzieren. Die CB-abh&ngige
intrazellulare ROS-Generierung lasst sich durch FS verstarken, und spiegelt damit
die beobachteten Signaltransduktionseffekte wider. Inhibitorstudien zeigten, dass die
Aktivierung von AKT und ERK1/2 sowohl mit extra- als auch mit intrazelluldren ROS
in Verbindung steht. Damit ergibt sich die Korrelation zwischen dem partikel-
induzierten oxidativen Stress und der AKT- und ERK1/2-Aktivierung. Auf der Ebene
der Membranrezeptoren zeigte sich, dass der EGF-Rezeptor einen gemeinsamen
Vermittler der CB- und FS-induzierten Effekte bildet. Die Beteiligung von p1-
Integrinen scheint dagegen eine Spezifitdt fir die CB-induzierte Signaltransduktion
zu besitzen.

Die Arbeit zeigt also, dass partikelinduzierte ROS und oxidativer Stress initiale
molekulare Ereignisse darstellen, die zur Aktivierung eines EGF-R- und Integrin-

vermittelten proliferativen Signalweges Uber AKT und ERK1/2 flihrt.
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6. Summary

Ultrafine particles (UFP) with a diameter smaller than 100 nm are regarded as a
particularly toxic fraction of environmental particulate matter due to their size and
surface characteristics. UFP are mainly generated through combustion processes,
and contain biologically and chemically reactive components of toxicological
relevance: an ultrafine carbonaceous core, organic compounds and (transition)
metals bound to it.

By means of a combinatoric system of model UFP consisting of ultrafine carbon
particles (CB), benzo[a]pyrene-coated CB particles, and iron (lll) sulfate, possible
modulatoric effects of particle components among themselves were investigated in
the rat lung epithelial cell line RLE-6TN. This study focussed on signaling events
involving AKT and the MAP-Kinases ERK1/2, which are relevant for particle-induced
cell proliferation.

CB particles induce activation of AKT and ERK1/2. Particle-bound benzo[a]pyrene
has no influence on this effect. In contrast, the prescence of FS leads to an
enhancement of CB-induced AKT and ERK1/2 activation. FS alone likewise induces
activation of both signal proteins. Hence, transition metals contained in UFP may act
als modulators of particle-induced signal transduction. Furthermore, CB and FS are
both able to induce extra- and intracellular ROS. CB-dependent intracellular ROS
formation can be enhanced by FS, reflecting with it the observed signal transduction
effects. Inhibitor studies showed that AKT and ERK1/2 activation is related to both
extra- and intracellular ROS. Thus indicating the correlation between particle-induced
oxidative stress and activation of AKT and ERK1/2. On the level of cell membrane
receptors, the EGF receptor showed to be a common mediator of CB- and FS-
induced effects, whereas involvement of B1-integrins seems to be specific for CB-
induced signal transduction.

This work shows that particle-induced ROS and oxidative Stress constitute initial
molecular events leading to activation of an EGF receptor and integrin-mediated

proliferative signaling pathway via AKT and ERK1/2.
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