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1 EINLEITUNG

Die gesundheitsschadliche Wirkung von Feinstaub hat in den letzten Jahren
erhebliche Bedeutung in den Medien und in der 6ffentlichen Wahrnehmung erlangt.
Die Messungen der Feinstaubkonzentration (,Particulate Matter®, PM) an
verschiedenen innerstadtischen Messstationen in Disseldorf (z.B. Corneliusstrale,
Ludenberger StraBe) und anderen GroBstadten in Deutschland haben
Uberschreitungen der von der Europaischen Union zugelassenen Hdchstgrenze fir
die Partikelmasse in der Atmosphare ergeben. Nach dieser, im April 1999
verabschiedeten Richtlinie (99/30/EG) sind seit dem 1. Januar 2005 pro Jahr nur
noch maximal 35 Uberschreitungen des PMjyo-Tagesmittelwertes von 50 pg/m?®
zulassig. Der der zulassige Jahresmittelwert fur PMyo (Partikel < 10 um) liegt bei
40 pg/m®. Die Notwendigkeit solcher Richtlinien wird in den folgenden Kapiteln

detailliert erlautert.

1.1 Toxikologie von Partikeln

Samtliche in der Luft verteilte Feststoffe werden, unabhangig von ihrer chemischen
Zusammensetzung und Gr6Be, als PM zusammengefasst. Partikel kbnnen dabei aus
natirlichen und aus anthropogenen Quellen hervorgehen. Zu den natirlichen
Partikelquellen zahlen Wald- und Buschbrande, Vulkanausbriche, Bodenerosion und
auch organische Materialien wie Pollen, Sporen oder Mikroorganismen (Bakterien,
Viren, Pilze). Anthropogen erzeugte Partikel entstehen unter anderem bei
Verbrennungsprozessen (Industrie, Heizéfen), im Verkehr (Flugzeugturbinen,
Motorenabgase [insbesondere von Dieselmotoren], Reifenabrieb), in Wohnungen
(Kochen, Grillen) und beim Zigarettenrauchen (Oberdérster et al., 2005).

Die Lunge des Menschen steht mit einer Flache von 140 m? direkt mit der Umwelt in
Kontakt und ist deshalb ein empfindliches Ziel fir die beschriebenen
Verunreinigungen (Hoet et al., 2004). Bereits seit den 50er Jahren ist bekannt, dass
die Exposition mit Partikeln zur Entstehung verschiedener Erkrankungen der Lunge
und des Herz-Kreislauf-Systems beitrdgt. Verschiedene Beispiele aus der
Arbeitsmedizin belegen den Zusammenhang zwischen der Partikelexposition am



EINLEITUNG 4

Arbeitsplatz und dem Auftreten spezieller Erkrankungen der Lunge (Pope, 1989;
Dockery & Pope, 1994; Pope et al., 1995). Partikel-induzierte Lungenerkrankungen
(Pneumokoniosen) sind durch eine Fibrosierung des Lungenparenchymgewebes
gekennzeichnet und kdénnen durch verschiedene Partikeltypen wie Asbest
(Asbestose; Craighead & Mossman, 1982; Mossman & Churg, 1998), Quarz
(Silikose; Landrigan, 1987; Castranova & Vallyathan, 2000) oder Grubenstaub
(Bergmannslunge, Lapp & Castranova, 1993) verursacht werden. Lungenfibrosen
kommen besonders oft bei Bergleuten und Minenarbeitern vor, und werden haufig
von einer erhéhten Lungentumorinzidenz begleitet. Aber auch Berufsgruppen, die
den Fahrzeugabgasen im StraBenverkehr ausgesetzt werden, sind geféhrdet. So
wurde bei Busfahrern und Lokomotiviiihrern ein Zusammenhang zwischen der
Belastung mit Dieselpartikeln (,Diesel Exhaust Particles, DEP) und der Schadigung
der DNS festgestellt (Loft et al., 1999).

Zusatzlich zu den beschriebenen Arbeitsplatz-bedingten Erkrankungen gibt es auch
Krankheiten, die durch natirliche Luftverunreinigungen ausgelést werden. So weisen
viele epidemiologische Studien auf einen Zusammenhang zwischen der erhdhten
Partikelbelastung der Luft und dem Auftreten verschiedener Erkrankungen wie
Allergien, Asthma, chronisch obstruktiver Lungenerkrankung (COPD), Schlaganfall
sowie Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems hin (Wichmann & Heinrich, 1995;
Pope, 2000; Penttinen et al., 2001; Peters et al., 2001; Pope et al., 2004). Es konnte
gezeigt werden, dass die Mortalititsrate durch eine Zunahme der
Feinstaubkonzentration um 10 ug/m® Luft um bis zu 8% erhdht sein kann (Samet et
al., 2000; Pope et al., 2002).

Neben der Lunge kénnen Partikel theoretisch auch in andere Bereiche des Kdrpers
eindringen und diese schadigen. In tierexperimentellen Studien wurde
nachgewiesen, dass ultrafeine Partikel auch in die Blutbahn (Berry et al., 1977), die
Leber (Oberdorster et al,, 2002), die Haut (Tinkle et al., 2003) oder das Gehirn
(Oberdorster et al., 2005) eintreten kénnen.

Um eine einheitliche Klassifizierung der Partikel zu ermdglichen, fUhrte die
amerikanische Umweltschutzbehérde EPA (Environmental Protection Agency) 1987
den ,National Air Quality Standard for Particulate Matter® ein. Danach werden
Partikel anhand ihres Durchmessers in ultrafeine Partikel (ufP) und in feine Partikel
aufgeteilt (Abb. 1). Als ufP werden alle Partikel bezeichnet, die kleiner als 100 nm

sind. Feine Partikel werden nochmals in PM>s und PM;o unterschieden. PMysg
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umfasst alle Partikel kleiner als 2,5 um. Partikel, die kleiner als 10 pm sind, werden
als PMy bezeichnet, d.h. PMio umfasst auch die Gruppe der ufP und PM,s.

ultrafeine Partikel feine Partikel
PM, s und PM,,
] N
} } } } i
1 10 100 1.000 10.000 Durchmesser [nm]

Abbildung 1: Partikel-Gr6Ben-Skala (verédndert nach Donaldson et al., 2001a)

Relative GréBe der ultrafeinen Partikel im Vergleich zu PM, s und PMyq

Zusatzlich zu den beschriebenen ultrafeinen Umweltpartikeln werden Partikel mit
einem Durchmesser kleiner 100 nm auch zu industriellen Zwecken hergestellt. Diese
als Nanopartikel (NP) bezeichneten ufP finden bei einer Vielzahl von Branchen bei
der Herstellung unterschiedlicher Produkte Anwendung. NP werden unter anderem
fir die Herstellung chemischer Katalysatoren, elektronischer Speichermedien,
feuerhemmender und keramischer Werkstoffe sowie Farben und Kosmetika (z.B. als
UV-Schutz in Sonnencremes) verwendet. Aufgrund ihrer groBen spezifischen
Oberflache sind sie in der Lage, Proteine und andere Substanzen zu adsorbieren,
und kénnen deshalb auch in der Arzneimittelapplikation (Kreuter, 2001) und der
Diagnostik von Tumorerkrankungen (Matsumara & Maeda, 1986) hilfreich sein. Auch
Fullerene, wenige Nanometer groBe, ausschlieBlich aus Kohlenstoffatomen
bestehende fuBballférmige Makromoleklle kénnen als Vehikel zum Transport von
Arzneimitteln genutzt werden. Fullerene sind in der Lage, die Zellmembran zu
durchdringen, und werden dann bevorzugt in den Mitochondrien angereichert (Foley
et al., 2002). Die gleichen Eigenschaften, die NP so attraktiv fir die Medizin machen,
kénnen fur die Zellen jedoch auch schadlich sein. So kdnnte z.B. die Applikation
eines an Partikel gebundenen Medikaments zu einer erhéhten Toxizitat fihren, da
die Dosis am Ort der Wirkung zu hoch ware (Oberddrster et al., 2005).

Neben der GrdBe sind auch die Oberflachenstruktur und die Oberflachenladung zwei
wichtige Partikelcharakteristika (Lee et al, 1986). Die Hydrophilie der
Partikeloberflache ist von entscheidender Bedeutung, da sie bei der Adsorption
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verschiedener Substanzen eine wichtige Rolle besitzt (van Oss, 1994). Partikel sind
in der Lage, Transitionsmetalle wie Eisen, Mangan oder Kupfer (Costa & Dreher,
1997; Wilson et al., 2002; Donaldson, 2006) und verschiedene organo-chemische
Verbindungen auf ihrer Oberflache zu binden. Diese Gruppe umfasst neben den
polyaromatischen Kohlenwasserstoffen (PAH’s; z.B. Benz[a]pyren, Benz[a]anthra-
cen) sowie deren Nitro-Derivate (z.B. Chinone oder Ketone) auch heterozyklische
organische Verbindungen und aliphatische Kohlenwasserstoffe (Finlayson-Pitts &
Pitts, 1997; Li et al., 2003; Oberddrster et al., 2005; Nel et al., 2006). Diese
.Beschichtung® der Oberflache erhéht die Partikelreaktivitat (Spurny, 1998;
Oberdérster, 2001).

Inhalierbare Partikel stellen ein hohes Risiko flir den Organismus dar. Die Starke der
Partikel-induzierten Effekte hangt dabei entscheidend von der GroBe, der
spezifischen Oberflache und der chemischen Reaktivitat der Partikel ab (Oberddérster
et al.,, 2005). AuBerdem ist die Wirkung der Partikel abh&ngig von der Dosis, der
Ablagerung (Deposition) im Organismus, der Dimension, der Bestandigkeit und den
Abwehrreaktionen bzw. den Mechanismen zur Partikelbeseitigung (Bair et al., 1994).
Dabei wird die potentielle Toxizitat der Partikel durch die Dosis an einem bestimmten
Ort beschrieben, die wiederum durch die Partikelkonzentration und die PartikelgréBe
charakterisiert ist. Partikelanzahl und Partikeloberflache nehmen bei gleicher
Massendosis mit abnehmendem Durchmesser zu. Speziell die ultrafeine
Partikelfraktion mit einer groBen spezifischen Oberflache I6st adverse
Gesundheitseffekte aus (Donaldson & Stone, 2003; Donaldson et al, 2005). So
erzeugt eine chronische Belastung mit ufP mehr Lungentumoren in Ratten als die
entsprechende Dosis feiner Partikel (Driscoll, 1996; Greim et al., 2001).

Auch die Partikelablagerung in der Lunge ist abhangig von der PartikelgréBe.
Inhalierte Partikel kénnen in den verschiedenen Abschnitten des Respirationstraktes
deponiert werden. Je kleiner die Partikel sind, umso tiefer kénnen sie in die Lunge
penetrieren. Grobe Partikel lagern sich bereits im nasopharyngealen Bereich (obere
Atemwege), d.h. in der Nase oder dem Kehlkopf ab. Ein GroBteil der feinen Partikel
wird bereits im tracheobronchialen Bereich (mittlere Atemwege), der aus Trachea,
Bronchien und Bronchiolen aufgebaut ist, gefiltert. Etwa 20% der feinen
Partikelfraktion dringen jedoch bis in den alveolaren Bereich (tiefe Atemwege,
bestehend aus den respiratorischen Bronchiolen, den Alveolargangen und den von
Blutkapillaren umgebenen Alveolen) vor, in denen sich auch die ufP ablagern
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(Heyder et al., 1986; International Commission on Radiological Protection, 1994).
Aufgrund ihres gréBeren Durchmessers besitzen Partikelaggregate ein anderes
Depositionsverhalten im Vergleich zum Einzelpartikel. AuBerdem kdnnen die
Charakteristika der Aggregate in Abhangigkeit von ihrer Festigkeit variieren. So
kénnen die Aggregate einerseits in der vom Lungenepithel sezernierten Flissigkeit
dispergiert werden. Die Lunge wird dann mit einzelnen Partikeln konfrontiert.
Andererseits kdnnen sie in Form von Aggregaten fortbestehen, so dass die Lunge
mit langen Ketten oder grdéBeren Partikel-Einheiten exponiert wird (Donaldson et al.,
2001a; Donaldson et al., 2001b).

Partikel verweilen in Abhangigkeit von den physikalischen und chemischen
Eigenschaften unterschiedlich lange in der Lunge. Ist ein Partikeltyp unldslich oder in
der Lunge nicht abbaubar, folgt daraus eine hohe Bestandigkeit, und es kommt zu
einer raschen, lokalen Anreicherung bei fortdauernder Belastung. Die Persistenz der
Partikel in der Lunge ist folglich mitentscheidend fir ihre Toxizitat (Warheit et al.,
1996; Warheit et al., 1997). Die Lunge verfugt Uber umfangreiche Abwehrsysteme,
um die Partikel zu entfernen. Partikel, die im Mucus der oberen und mittleren
Atemwege deponiert wurden, werden durch rhythmische Bewegung der Zilien des
Respirationsepithels mundwarts beférdert und verschluckt. Im alveolaren Bereich
werden die Partikel von Makrophagen phagozytiert. Die Reinigung der Lunge hangt
dabei nicht nur von der Partikelgesamtmasse, sondern erneut auch von der GrdBe
und der Oberflache der einzelnen Partikel ab (Hoet et al., 2004). UfP werden nur
langsam oder gar nicht aus der Lunge entfernt, weil ihre geringe GrdBe ein Erkennen
durch die alveolaren Makrophagen erschwert (Moghimi & Hunter, 2001; MacNee &
Donaldson, 2003). Auch Asbestfasern, die langer als 20 um sind, werden von den
Makrophagen nicht aufgenommen. Die verminderte Phagozytose fuhrt zu einer
gesteigerten Interaktion der Partikel mit den Epithelzellen der Lunge (Donaldson et
al., 2001a; Hoet et al., 2004).

Unlésliche ufP liefern mit ihrer groBen Oberflache eine Plattform, auf der freie
Radikale durch Redox-Cycling der zuvor genannten Ubergangsmetalle via Fenton-
Reaktion generiert werden kénnen. Auch die auf der Partikeloberflache gebundenen
PAH’s und Chinone sind in der Lage, oxidativen Stress zu induzieren (Marano et al.,
2002; Li et al., 2003; Donaldson et al., 2005; Nel et al., 2006). Dartiber hinaus sind
ufP, die sowohl als Einzelpartikel aber auch als Aggregate vorliegen (Donaldson &
Stone, 2003), imstande, aufgrund ihrer groBen Oberflache mit biologischen
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Molekilen wie der DNS oder Proteinen zu interagieren (Kreyling et al.,, 2006).
AuBerdem koénnen Zellen wie Makrophagen, Epithelzellen oder neutrophile
Granulozyten, die mit den Partikeln in Kontakt kommen, aktiviert werden und ROS
freisetzen. Dieser oxidative Stress flihrt haufig zu Entziindungsreaktionen und zur
erhdhten Freisetzung von Zytokinen (Nel et al., 2001). In diesem Kontext ist auch der
Signalweg des redox-sensitiven nuklearen Transkriptionsfakiors Kappa B (NFkB)
untersucht worden, der durch verschiedene Partikeltypen aktiviert wird und zur
Expression NFkB-induzierter Gene wie Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a), Interferon-
y (IFN-y) und Transformierender-Wachstums-Faktor-g (TGF-B) fuhrt (Shukla et al.,
2000; Donaldson & Stone, 2003; Castranova, 2004). Die Zytokin-abhangige
Entzindung kann sich in Krankheiten wie Asthma, Emphysem oder Fibrose
manifestieren. AuBerdem aktiviert NFkB, wie auch der Partikel-induzierte oxidative
Stress, Signalwege, die in die Regulation von Zell-Zyklus und Apoptose eingreifen
(Chen et al., 2002; Timblin et al., 2002; Matsuo et al., 2003).

In zahlreichen epidemiologischen Studien konnte gezeigt werden, dass besonders
ufP schwere Gesundheitsschaden und ein Ansteigen der Sterblichkeitsrate infolge
von Lungenfibrose und Lungenkrebs verursachen (Ferin et al., 1992; Oberdérster el
al., 1994; Donaldson & MacNee, 2001). Alveolare Typ Il Pneumozyten sind als
Progenitor-Zellen bei der Entstehung von Lungentumoren beschrieben (BeruBe et
al., 1996). Der Tumorpromotion liegt dabei haufig ein Ungleichgewicht zwischen
Apoptose und Proliferation, zugunsten der Proliferation, zu Grunde (Manning &
Patierno, 1996; Evan & Vousden, 2001; Fadeel & Orrenius, 2005). Proliferation und
Apoptose beeinflussen die Zellzahl in entgegengesetzter Richtung. Das
Gleichgewicht zwischen Proliferation und Apoptose kann nur dann aufrechterhalten
werden, wenn die durch auBere und innere Faktoren induzierten Signalwege genau
aufeinander abgestimmt sind.

Die Proliferation von Lungengewebe konnte nach der Belastung mit Partikeln in
vielen in vivo-Studien gezeigt werden. Ratten, die mit Asbestfasern instilliert wurden,
entwickelten Lungenfibrosen, die durch eine Faser-induzierte Fibroblasten-
Proliferation gekennzeichnet waren (BeruBe et al., 1996; Robledo et al., 2000; Faux
et al., 2001). AuBerdem konnte die Induktion der Proliferation in der Lunge durch
Quarz (Mossman & Churg, 1998; Albrecht et al., 2001), DEP (Friemann et al., 1999;
Nikula, 2000) und auch mit den in vielen Studien als Inertstaub verwendeten
Titandioxid-Partikeln (TiO,; Bermudez et al., 2003) beobachtet werden. In in vitro-



EINLEITUNG 9

Studien mit Asbest (Buder-Hoffmann et al.,, 2001) bzw. mit PM.s (Timblin et al.,
2002) belasteten C10-Zellen (Maus-Lungenepithelzellen) konnte zuséatzlich zur
Proliferation auch eine zu einem friheren Zeitpunkt einsetzende, Partikel-induzierte
Apoptose beobachtet werden. Epithel-Gewebe reagieren auf eine Schadigung haufig
mit einer kompensatorischen Proliferation (Sakamaki et al, 2002). Bisher konnte
jedoch nicht geklart werden, ob auch die Partikel-induzierte Proliferation nur eine
Kompensation der Apoptose darstellt, oder ob es sich um zwei voneinander

unabhangige Prozesse handelt.

1.2 Proliferation und Zellzyklus-Kontrolle

Die Zellteilung ist ein biologischer Prozess, der das Wachstum und die Fortpflanzung
aller Organismen gewahrleistet. Die zwischen zwei Teilungen liegende Periode wird
als Zellzyklus bezeichnet. Er besteht aus den vier Phasen Gi (Wachstum der Zelle),
S (Verdopplung der DNS), G, (Vorbereitung auf die Mitose) und Mitose (Teilung der
Chromosomen, des Zellkerns und der Zelle) und lauft in allen eukaryotischen Zellen
nahezu gleich ab (Abb. 2).

Abbildung 2: Aktivitit von
Cyclinen und CDK’s im
\ ' Verlauf des Zellzyklus

G, = Gap-Phase 1, S =
Synthese, G, = Gap-Phase 2,
M = Mitose, G, = Ruhephase

B-Cyclin
CDK1

D-Cycline
CDK4,6
A-Cyclin
CDK2 I
\/
E-Cyclin

CDK2
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Anstatt einen weiteren Zyklus zu durchlaufen, kann die Zelle nach vollendeter Mitose
auch in die Go-Phase Ubergehen, in der sie im Ruhezustand verweilt. Die
Progression einer Zelle durch den Zellzyklus wird von Cyclin-abhangigen Kinasen
(CDK) reguliert (Morgan, 1997; Obaya & Sedivy, 2002). Die katalytische Einheit der
CDK’s ist nur dann aktiv, wenn sie mit der regulatorischen Untereinheit, den
Cyclinen, assoziiert ist. Jede Phase des Zellzyklus ist durch die Expression eines
speziellen Cyclinmusters charakterisiert, deren oszillierende Konzentrationen die
CDK’s regulieren (Abb. 2). Zusatzlich werden die CDK’s durch die Phosphorylierung
an Threoninresten und tber Cyclin-abhéngige Kinase Inhibitoren (CDKI) reguliert.
Wahrend des Zellzyklus werden verschiedene Kontrollpunkte durchlaufen, an denen
Uberprift wird, ob eine Zellzyklus-Phase korrekt abgeschlossen ist. Der wichtigste
Kontrollpunkt ist der so genannte Restriktionspunkt am Ende der Gs-Phase, der z.B.
durch DNS-Schéadigung aktiviert wird (Sherr, 1996; Morgan, 1997; Obaya & Sedivy,
2002). In Folge dessen wird der Zellzyklus an dieser Stelle solange arretiert, bis das
Signal wieder entfallt. Auf diese Weise wird sichergestellt, dass nur unbeschadigte
DNS repliziert wird.

CDK’s, Cycline und CDKI sind wesentliche Vermittler zwischen extrazellularen
Signalen in der Gi-Phase des Zellzyklus und dem Phosphorylierungszustand des
Retinoblastom-Proteins (RB). Der RB-Phosphorylierungsstatus entscheidet dariber,
ob eine Zelle proliferiert, differenziert oder in die Apoptose Ubergeht (Hinds et al.,
1992; Weinberg, 1995; Bartek et al.,, 1997). Die nichtphosphorylierte Form des RB
verhindert die Uberschreitung des Restriktionspunkts (Arrest, Apoptose), die
hyperphosphorylierte Form erlaubt den Ubergang in die S-Phase (Proliferation). Die
Uberexpression von Cyclin D fiihrt zur Phosphorylierung von RB und damit indirekt
zur Inaktivierung des Restriktionspunktes und folglich zu einer erhdhten
Zellzyklusprogression (Kato et al., 1993; Morgan, 1997; Massagué, 2004).

Das Fortschreiten des Zellzyklus wird durch extrazellulare Reize stimuliert. Zu den
Rezeptoren, deren Signalwege den Ubergang von der G1 in die S-Phase vermitteln,
gehdéren u.a. Rezeptor-Tyrosin-Kinasen und Zelladhasionsmolekiile (Bartek et al.,
1997). Der epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGF-R) gehért zur Familie der
Rezeptor-Tyrosin-Kinasen und ist an der Regulation der Aktivitdt von Cyclin D-
abhangigen Kinasen beteiligt. Die Bindung eines Liganden an das 170 kDa groBe
Transmembran-Glykoprotein verursacht eine Konformationsanderung. Die darauf
folgende Dimerisierung zweier Rezeptormolekulle aktiviert die Tyrosin-Kinasen der
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zytoplasmatischen Domanen und fihrt zu deren Autophosphorylierung (Hackel et al.,
1999; Scagliotti et al., 2004). Auf diese Weise wird das Signal, nicht aber der
Informationstrager selbst, in die Zelle weitergeleitet. Die EGF-R-Dimere besitzen
verschiedene Tyrosin-Phosphorylierungsstellen. Sie dienen als Bindungsstellen fir
eine Reihe intrazellularer Signalmoleklle, die das Signal ihrerseits Uber eine
Kaskade von Protein-Phosphorylierungen zum Zellkern weiterleiten (Lavoie et al.,
1996; Olayioye et al., 1998; Hackel et al., 1999; Schaffer & Weber, 1999). Zunachst
bindet das Adaptormolekil GRB2 (,Growthfactor Receptor-Bound Protein 2”) an den
EGF-R, wodurch seinerseits SOS (,son of sevenless) rekrutiert wird. SOS ist ein
Austauschfaktor, der durch die Ubertragung eines Phosphatrestes auf das GTP
(Guanosin-Triphosphat)-abhéngige Signalprotein Ras dafiir sorgt, dass dieses in
seine aktive Form Uberfihrt wird. Ras |6st seinerseits eine Phosphorylierung der
Serin-Threoninkinase Raf aus, die wiederum die Serin/Threonin-Tyrosinkinase Mek
phosphoryliert. Nach der darauf folgenden Aktivierung der extrazellular regulierten
Kinase (Erk1/2) wird diese aus dem Zytoplasma in den Kern transloziert. Hier werden
Transkriptionsfaktoren wie AP-1 phosphoryliert, die im Komplex mit anderen
Proteinen an regulatorische Sequenzen der DNS binden (Karin & Shaulian, 2001).
Der EGF-R-regulierte Ras-Raf-Mek-Erk Signalweg spielt in der Regulation der
Aktivitdat Cyclin D-abhangiger Kinasen eine entscheidende Rolle. Er ist fiir die
Induktion der Proliferation durch verschiedene Partikeltypen beschrieben. Mittels
Inhibitionsstudien konnte die Beteiligung des EGF-R und der MAPK (Mitogen-
aktivierte-Protein-Kinasen) Erk1/2 an der Proliferation durch Asbest (Buder-Hoffmann
et al., 2001; Manning et al., 2002; Scapoli et al., 2004; Yuan et al.,, 2004), PM
(Timblin et al., 1998; Ramos-Nino et al, 2002; Timblin et al., 2002) und ufCB
(Tamaoki et al., 2004) nachgewiesen werden. Partikel-generierte ROS spielen dabei
eine wichtige Rolle. Zusatzlich zu Erk sind noch zwei weitere Arten von MAP-
Kinasen bekannt. Fir die Jun-Kinasen (Jnk1/2) ist eine Beteiligung an der Apoptose,
fur p38 ist eine Beteiligung an Entzindungsprozessen beschrieben (Wilkinson &
Millar, 2000; Kaminska, 2005; Lee & Dominguez, 2005).

Neben der hier beschriebenen Aktivierung durch eine exogene Noxe ist auch eine
autokrine Aktivierung des EGF-R durch Heparin-bindendes-EGF, Amphiregulin oder
Betacullin mdglich. Diese von der Zelle sezernierten Wachstumsfaktoren induzieren
eine autokrine Schleife, die mit einer erhéhten Proliferationsrate verbunden ist
(Fontanini et al.,, 1998; Booth et al, 2001; Bonner, 2002; Scagliotti et al., 2004).
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Mendelsohn (2001) weist darlber hinaus auf eine kritische Rolle der autokrinen
Rezeptor-Aktivierung flr das Wachstum von Lungen-Tumoren hin. In vitro Versuche
mit DEP (Marano et al., 2002) und ufCB (Tamaoki et al., 2004) unterstreichen die
Rolle einer autokrinen Schleife unter Beteiligung des EGF-R bei der Partikel-
induzierten Proliferation.

Neben dem EGF-Rezeptor sind auch Integrine an der Signal-Weiterleitung zur
Induktion  von  Proliferation und  Apoptose beteiligt. Integrine  sind
Transmembranrezeptoren, welche die Extrazellulare Matrix (EZM) mit dem
Zytoskelett der Zelle verbinden. Alle Integrine sind Heterodimere, die aus einer a-
und einer B-Untereinheit aufgebaut sind. Die Bindungsspezifitdt eines bestimmten
Integrins hangt von der jeweiligen Kombination aus a- und B-Kette ab. Bis heute sind
18 verschiedene a- und 8 verschiedene [B-Ketten beschrieben (Hynes, 1987;
Ruoslahti & Pierschbacher, 1987; Hynes, 1992; Ruoslahti, 1999). Integrine besitzen
eine repetetive Bindungssequenz, Uber die sie an eine spezifische Aminosaure-
Sequenz (RGD, Arg-Gly-Asp) der EZM-Proteine binden kénnen. Sie sind in der
Lage, Signale von beiden Seiten der Zellmembran durch sie hindurch zu tbermitteln.
Einerseits wird die extrazellulare Bindungsaktivitat der Integrine durch Konforma-
tionsanderung und die Ausbildung von Clustern durch intrazellulare Signale beein-
flusst. Andererseits induziert die Bindung an EZM-Proteine Signale, die von aufB3en in
die Zelle weitergeleitet werden. Dieser Prozess der Signaliibertragung wird als
.inside-out” bzw. ,outside-in“ bezeichnet (Williams et al., 1994; Clark & Brugge, 1995;
Dedhar & Hannigan, 1996; Aplin et al., 1998; Schonwalder & Burridge, 1999).
Signale werden durch Dimerisierung und einer damit verbundenen Konformations-
anderung der Integrinrezeptoren ins Zellinnere Ubertragen (Humphries et al., 2004).
In den Fokalkontakten, der Bindungsstelle zwischen Integrinen und Zytoskelett, sind
verschiedene Kinasen lokalisiert, die Signale Uber eine Kaskade von Protein-
Phosphorylierungen zum Zellkern Ubertragen. Zu ihnen zahlen die fokale Adhasions-
kinase (FAK), die Integrin-gebundene-Kinase (ILK) und die Phosphoinositid-3-Kinase
(PI3K), die wiederum die Protein-Kinase B (PKB/Akt) phosphorylieren kann. Integrine
sind auch durch eine Interaktion mit SOS mit dem EGF-Rezeptor-Ras-Signalweg und
damit an der Progression des Zellzyklus beteiligt (Chen et al,, 1994; Giancotti &
Ruoslahti, 1999; Wilkinson & Millar, 2000). Obwohl beide Rezeptorfamilien Signale
auch unanhangig voneinander weiterleiten, fuhrt haufig erst ein Zusammenspiel
zwischen den Rezeptoren zur Entscheidung, welcher Signalweg aktiviert wird



EINLEITUNG 13

(Eliceiri, 2001; Schwartz & Assoian, 2001; Cabodi et al., 2004; Mattila et al., 2004).
Neben der Regulation tGber den Ras-Raf-Mek-Erk-Signalweg wird die Expression der
D-Cycline und damit der Eintritt in die S-Phase des Zellzyklus auch Uber B+-Integrin
und die PI3K-PKB Kaskade reguliert (Howe et al., 1998; Sethi et al., 1999; Schwartz
& Assoian, 2001; Vivanco & Sawyers, 2002; Massagué, 2004). Uber Integrin-
vermittelte Partikel-Effekte ist bisher wenig bekannt. Berken und Mitarbeiter (2003)
konnten in einer Ratten-Pleura-Mesothel-Zelllinie  eine  Asbest-induzierte
Phosphorylierung von PKB nachweisen, die Bi-Integrin-vermittelt ist. Ob Integrine
auch an der mittels ufP induzierten Proliferation beteiligt sind, wurde bisher nicht
untersucht.

Der Verlust der Integrin-EZM-Verbindung fuhrt in vielen Zelltypen zur Anoikis, einer
besonderen Form der Apoptose. Sie wird Gber FAK und PKB reguliert (Frisch &
Ruoslahti, 1997; Ruoslahti, 1999; Evan & Vousden, 2001; Campell et al., 2003). PKB
inhibiert die Apoptose durch die Phosphorylierung von Bad, einem pro-apoptotischen
Mitglied der Familie der Bcl-2-Proteine (Frisch & Ruoslahti, 1997; Attwell et al., 2000;
Wilkinson & Millar, 2000). Da verschiedene Integrine in Lungentumoren nur schwach
expremiert werden, fahrt der Kontaktverlust der Zelle mit der EZM hier nicht zur
Induktion der Apoptose (Giancotti & Mainiero, 1994; Tsuiji, 2004).

1.3 Apoptose

Apoptose oder programmierter Zelltod ist ein essentieller Prozess bei der normalen
Embryonalentwicklung und Gewebedifferenzierung, wird aber auch zur gezielten
Elimination geschéadigter Zellen induziert. Sie ist durch charakteristische,
morphologische (Chromatin-Kondensation, Kernfragmentierung, Schrumpfen der
Zelle) und biochemische Veranderungen (DNS-Fragmentierung in 180 kDa groBe
Fragmente, Ausschittung von Cytochrom-c [Cyt-c], Caspase-Aktivierung und
Phosphatidylserin-Translokation) gekennzeichnet, die sie von der Nekrose
(Zellschwellung, Zerstérung der Organellen, Freisetzung des Zytoplasmas,
Entziindung) unterscheiden (Krémer et al., 1998; Cory et al, 2003; Derradji &
Baatout, 2003; Fadeel & Orrenius, 2005). Die morphologischen Veranderungen der
Apoptose werden durch die Aktivierung der Caspasen induziert. Caspasen sind
Cystein-Proteasen, die durch die Spaltung ihrer Substrate hinter einem Aspartat-Rest
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gekennzeichnet sind. Sie liegen als inaktives Zymogen (Procaspase) in der Zelle vor
und werden durch proteolytische Spaltung aktiviert (Cohen, 1997; Wolf & Green,
1999). Caspasen werden, je nachdem ob sie an der Initiation der Apoptose oder dem
Abbau von Proteinen beteiligt sind, in Initiator-Caspasen bzw. Effektor-Caspasen
unterteilt. Verschiedene Krankheiten wie Alzheimer, Diabetes und Tumoren sind mit
einer fehlgesteuerten Apoptose assoziiert (Hanahan & Weinberg, 2000; Delhalle et
al., 2003).

Die Signalwege der Apoptose lassen sich in extrinsische und intrinsische Wege
unterteilen (Abb. 3). Der extrinsische Weg wird (ber Transmembran-
Todesrezeptoren der CD95-Familie gesteuert. Zu ihnen gehéren FAS, TNF-a und
TRAIL. Die Bindung eines Liganden flhrt zur Rezeptor-Trimerisierung, die eine
Rekrutierung von Adapter-Proteinen zur Folge hat. Die Adapter-Proteine bilden
zusammen mit Procaspase-8 den ,death-inducing signaling complex* (DISC) am
zytoplasmatischen Ende des Rezeptors, der in der Aktivierung von Caspase-8
resultiert (Kischkel et al,, 1995; Medema et al., 1997; Walczak & Krammer, 2000;
Delhalle et al., 2003). Caspase-8 katalysiert die proteolytische Spaltung von
Caspase-3, die als Effektor-Caspase zellulare Substrate wie das DNS-
Reparaturenzym Poly-(ADP-ribose)-Polymerase (PARP) spaltet (Cohen, 1997).

Der intrinsische Apoptose-Weg beginnt mit der Freisetzung von Cyt-c aus dem Inter-
membranraum der Mitochondrien ins Zytosol und resultiert in der Formation des
Apoptosoms, eines Capase-aktivierenden Komplexes. Das Apoptosom ist aus Cyt-c,
Adenosin-Triphosphat (ATP), Apoptose-Protease-Aktivierungs-Faktor (Apaf-1) und
der Procaspase-9 aufgebaut und induziert die Aktivierung von Capase-9 (Li et al.,
1997; Derradji & Baatout, 2003; Lowe et al., 2004; Fadeel & Orrenius, 2005), die
daraufhin Caspase-3 aktiviert. Uber das Zusammenspiel der pro- (u.a. Bak, Bax, Bim
und Bid) und anti-apoptotischen Mitglieder (u.a. Bcl-2 und Bcl-x ) der Bcl-2-Familie
wird die Freisetzung von Cyt-c reguliert. Als Reaktion auf einen Stimulus induziert
Bax, das unter physiologischen Bedingungen ein Heterodimer mit Bcl-2 bildet (Oltvai
et al., 1993), die Formation von Poren in der Mitochondrienmembran, die in der
Freisetzung von Cyt-c resultiert (Pavlov et al.,, 2001). Das pro-apoptotische Protein
Smac/DIABLO (,second mitochondria derived activator of caspase / direct IAP-
binding protein with low pl“) kann zusatzlich von den Mitochondrien freigesetzt
werden und inhibiert die Capase-inhibierenden |AP’s (,inhibitor-of-apoptosis

protein”).
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Die beiden beschriebenen Signalwege der Apoptose sind Uber Bid miteinander
verbunden. Als ein Substrat von Caspase-8 lagert sich gespaltenes-Bid (t-Bid) in die
Mitochondrien-Membran ein und vermittelt die Cyt-c-Freisetzung (Gross et al., 1999;
Wolf & Green, 1999).

Ligand apoptotischer
Stimulus

extrinsisch /

FAS/
CD95

Zellmembran

intrinsisch

Mitochondrium

v Bid

Caspase-8 Cytochrom-c
/ Smac/
DIABLO
Apoptosom

i /

aspase-9
'\
/ /

Caspase-3

|

Apoptose

IAP

Abbildung 3: Schematische Darstellung des extrinsischen und intrinschen Signalwegs der
Apoptose

Smac/DIABLO (,second mitochondria derived activator of caspase / direct IAP-binding protein with low
p!”), FADD (,fas associated death domain”), IAP (,inhibitor-of-apoptosis protein”)

— aktivierend —— inhibierend
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Verschiedene in vitro-Studien geben Hinweise darauf, dass die MAP-Kinasen Jnk1/2
an der Regulation der Apoptose beteiligt sind (Kunduzova et al., 2002; Cory et al.,
2003; Carvalho et al., 2004; Lee et al., 2005; Zhou et al., 2005). Bisher konnte zwar
eine Aktivierung von Jnk durch eine Belastung mit Asbest und DEP gezeigt werden,
doch wurde die Beteiligung an der Apoptose nicht untersucht (Zhang et al., 2004).
Far die Asbest-induzierte Apoptose konnte aber eine Beteiligung des EGF-R (Zanella
et al., 1999) und von B+-Integrin (Sandhu et al., 2000) nachgewiesen werden. Beide
Rezeptoren induzieren Signalwege Uber Jnk. Die Apoptose kann durch verschiedene
Partikeltypen ausgelést werden. Es ist bekannt, dass bestimmte Partikel-
Charakteristika wie GréBe und Oberflache einen Einfluss auf die Induktion der
Apoptose besitzen. Wie schon in Kapitel 1.1 beschrieben, sind Partikel in der Lage,
ROS zu generieren. Martindale und Holbrook (2002) postulieren, dass die Apoptose
in verschiedenen Zelltypen durch oxidativen Stress vermittelt wird. Diese These
konnte fur verschiedene Partikeltypen belegt werden. So sind Partikel-induzierte
ROS fir die Induktion der Apoptose nach Belastung mit Asbest (Broaddus et al.,
1996; Kamp et al., 2002; Shukla et al., 2003a; Panduri et al., 2004), DEP (Matsuo et
al., 2003; Xiao et al., 2003), PM25 (Timblin et al., 2002) und Quarz (Thibodeau et al.,
2004) verantwortlich.

Es gibt Hinweise, dass auch die Zunahme der intrazellularen Kalziumkonzentration
die Apoptose in verschiedenen Zelltypen auslést (Adams et al., 2001; Orrenius,
2004). Kalzium-lonen sind ebenso wie ROS in der Lage, Poren in der
Mitochondrienmembran zu 6ffnen und damit die Freisetzung von Cyt-c zu vermitteln
(Krémer et al., 1998). Verschiedene Partikeltypen flhren zu einem Anstieg der
Kalziumkonzentration in der Zelle (Donaldson et al., 2002; Donaldson & Stone, 20083;
Donaldson et al., 2003; Brown et al., 2004; Mdéller et al., 2005). Der direkte Beweis,
dass der Partikel-induzierte Kalziumeinstrom an der Partikel-induzierten Apoptose
beteiligt ist, konnte aber bisher nicht erbracht werden.
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1.4 Ziel der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Aufklarung der molekularen Mechanismen
der durch ultrafeine Partikel induzierten Apoptose und Proliferation. Zu diesem
Zweck wurde ein Versuchsmodell mit Rattenlungenepithelzellen (RLE-6TN) etabliert
und die folgenden Fragen bearbeitet:

1. Sind ultrafeine Partikel aufgrund ihrer GréBe in der Lage, in
Lungenepithelzellen Apoptose und/oder Proliferation auszulésen?

2. Haben die Gr6Be und/oder die chemische Zusammensetzung der Partikel
einen Einfluss auf Apoptose und Proliferation? Handelt es sich bei der
Partikel-induzierten Proliferation um eine Kompensation der Apoptose?

3. Welche intrazellularen Signalwege werden von den Partikeln aktiviert?
Sind Membranrezeptoren an der Signallbertragung beteiligt?

4. Was sind die initialen Ereignisse, die zur Induktion von Apoptose und
Proliferation fihren?

5. Uber welchen Weg wird die Partikel-induzierte Apoptose vermittelt?
Handelt es sich um eine Todesrezeptor-gesteuerte Apoptose, oder wird sie

mitochondrial dirigiert?

Zur Bearbeitung dieser Fragestellung wurde ein ausschlieBlich aus Kohlenstoff
bestehender Modellpartikel (Carbon Black) verwendet, welcher ein reprasentativer
Umweltpartikel aus Verbrennungsprozessen ist. Im Gegensatz zu den in bisherigen
Studien haufig verwendeten Umweltstauben, d.h. komplexen Gemischen aus
verschiedenen Partikeltypen und GrdéBen, die mit Metallen, PAH’s und anderen
Substanzen beladen sein kdnnen, ist Carbon Black zur Untersuchung des reinen
Partikel-Effekts geeignet.

Mit diesen mechanistischen Studien sollte ein Beitrag zur Risikoabschatzung
ultrafeiner Partikel geleistet werden.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Chemikalien

Soweit nicht anders vermerkt, wurden Chemikalien héchstmdglicher Reinheit der
Firmen Fluka (Neu-Ulm), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg)
oder Sigma (Deisenhofen) verwendet. Alle Lésungen wurden mit Reinstwasser
hergestellt, welches Uber eine Millipore-Anlage (Membrapure, Bodenheim)

aufbereitet worden war.

2.1.1 Partikel

Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei Sorten von Partikeln von unterschiedlicher
chemischer Zusammensetzung, GréBe, Oberflache und Ldslichkeit untersucht
(Tab. 1). Printex® 90, aus reinem Kohlenstoff bestehende ultrafeine Partikel (ufCB),
wurde von Degussa (Frankfurt) bezogen. Zusatzlich wurden feine Kohlenstoff-
Partikel (CB; Huber 990 von H. Haeffner & Co. Ltd, Chepstow) und ultrafeine
amorphe Silica-Partikel (SiO.; Sigma) verwendet. Die Partikel wurden als
Stammsuspensionen mit einer Konzentration von 1 mg/ml in PBS eingesetzt.
Unmittelbar vor der Belastung der Zellen wurden die Partikel-Suspensionen flir 60
min im Ultraschallbad (Bransonic 220 von Fisher, Schwerte) mit 50 - 60 kHz, 120 V
beschallt.

Tabelle 1: Charakteristika der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Partikel

ufCB CB Sio,
[Printex 90] [Huber 990] [amorphes Silica]
@ [nm] 14 260 14
Oberflache [m?/g] 300 8 200
Masse [g/mol] 12 12 60
Partikelverhaltnis/Masse 5 5 1

Léslichkeit in H,O - - +




MATERIAL UND METHODEN 19

2.2 Zellkultur
2.2.1 Kultivierung von Saugerzellen

Die SV40-transfizierte Rattenlungenepithel Zelllinie RLE-6TN (Driscoll et al., 1995;
ATCC Rockville, USA) wurde als Monolayer-Kultur in Nutrient Mixture Ham’s F-12,
das mit 5% [v/v] hitzeinaktiviertem fétalem Kaélberserum (FCS), 2,5 pg/mi
Amphotericin B, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin und 2 mM L-Glutamin
(Sigma) supplementiert war, auf Plastik-Gewebekulturflaschen bei 37°C, 5% [v/V]
CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit im Brutschrank kultiviert. Ein Mediumwechsel wurde
alle 2 - 3 Tage mit auf 37°C vorgewarmtem Medium durchgefihrt.

Die Zellen wurden alle 7 Tage nach Erreichen 80 - 90%iger Konfluenz passagiert.
Dazu wurde das Medium abgesaugt, die Zellen mit PBS gewaschen und mit Trypsin-
EDTA-Lésung abgelést. AnschlieBend wurde das Trypsin durch Zugabe von 10 ml
Ham’s F12 (5% FCS) inaktiviert, die Zellen abgeschabt, resuspendiert und 6 min bei
100 g zentrifugiert. Das Pellet wurde in 10 ml Ham’s F12 Medium aufgenommen und

die Zellen im Verhéltnis 1:10 in eine Kulturflasche ausgesat.

2.2.2 Kryokonservierung und Revitalisierung von Zellen

FOr die Langzeitlagerung wurden die Zellen in flissigem Stickstoff aufbewahrt.
Hierzu wurden die Zellen in Zellkulturflaschen (75 cm?) bis zur Konfluenz kultiviert
und wie in Kapitel 2.2.1 beschrieben isoliert und pelletiert. Die Zellen wurden in 1 ml
Ham’s F12 Medium resuspendiert, in ein Kryoréhrchen Uberflihrt und auf Eis gekihilt.
Nach Zugabe von 1 ml Einfriermedium (22% [v/v] DMSO in FCS) wurden die Zellen
bei -80°C eingefroren und nach 24 h zur Langzeitlagerung in flissigen Stickstoff
dberfahrt.

Far die Rekultivierung wurden die eingefrorenen Zellen auf 37°C erwarmt, in 4 ml
Zellkulturmedium aufgenommen und in eine 25 cm? Kulturflasche ausgesét. Nach
24 h wurde das Medium gewechselt.
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2.2.3 Belastung der Zellen

Zellen wurden mit einer Dichte von 3x10%cm? ausplattiert und fiir ca. 20 h bis zu
einer Konfluenz von 80 - 90% in Komplettmedium kultiviert. AnschlieBend wurden die
Zellen zweimal mit PBS gewaschen und fur weitere 24 h in serumarmem Medium
(0,5% FCS) gehalten. Die Partikelkonzentration, mit der die Zellen belastet wurden,
variierte von 1 bis 10 ug/cmz. Bei gleichzeitiger Verwendung verschiedener
Inhibitoren wurden die Zellen fir 1 h mit der entsprechenden Substanz bzw. mit der
Lésungsmittelkontrolle vorbehandelt. Die Endkonzentration des L&sungsmittels
betrug in allen Experimenten 0,1%. Im Detail wurden die in Tabelle 2

zusammengefassten Inhibitoren verwendet.

Tabelle 2: Zusammenfassung der benutzten Inhibitoren

Inhibitor Lésungsmittel Hersteller
Anti-CD29 (B1-Integrin-blockierender Antikbper Ha2/5) PBS BD PharMingen, San
Diego, CA
Caspase-3-Inhibitor (CPP32/Apopain Inhibitor); DMSO BD Biosciences, San
AC-DEVD-CHO [N-acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-CHO] Diego, CA
Caspase-3-Inhibitor, zellpermeabel; DMSO BD Biosciences, San
DEVD-CHO [Ac-Ala-Ala-Val-Ala-Leu-Leu-Pro-Ala-Val-Leu- Diego, CA
Leu-Ala-Leu-Leu-Ala-Pro-Asp-Glu-Val-Asp-CHO]
Caspase-8-Inhibitor; DMSO Calbiochem, San
Z-IETD-FMK [Z-lle-Glu(OMe)-Thr-Asp(OMe)-CH,F] Diego, CA
Diphenyleneiodonium (DPI) DMSO AG Scientific, San
Diego, CA
Peptid gegen B1-Integrin: RGDS; 5% HAc Calbiochem, San
H-Arg-Gly-Asp-Ser-OH Diego, CA
Kontrollpeptid: GRADSP; PBS Calbiochem, San
H-Gly-Arg-Ala-Asp-Ser-Pro-OH Diego, CA
N-Acetyl-Cystein (NAC) H,O Sigma, St.Louis, Ml
Wortmannin DMSO Alexxis Biochemicals,
San Diego, CA
Ly 294002; DMSO Alexxis Biochemicals,
2-(4-Morpholinyl)-8-phenyl-4H-1-benzopyran-4-one San Diego, CA
SH-5; H,O Calbiochem, San
D-3-Deoxy-2-O-methyl-myo-inositol-1-[(R)-2-methoxy-3- Diego, CA
(octadecyloxy)propyl-hydrogen-phosphate]
Pd 98059 DMSO New England Biolabs,
Beverly, MA
Verapamil H,O Sigma, St.Louis, Ml
Tyrphostin AG 1478; DMSO Calbiochem, San
4-[3-chloroanilino]-6,7-dimethoxyquinazoline Diego, CA
SP 600125; DMSO AG Scientific, San
Anthra(1,9-cd)pyrazol-6(2H)-one;1,9-Pyrazoloanthrone Diego, CA
JNK Inhibitor 1 Peptid (L-stereocisomer); GRKKRRQRRR- PBS Axxora, San Diego, CA

PP-RPKRPTTLNLFPQVPRSQD-amide
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AuBerdem wurden die Zellen fur verschiedene Experimente mit den in Tabelle 3

aufgelisteten Substanzen behandelt.

Tabelle 3: Auflistung der in der Arbeit verwendeten Induktoren

Substanz Losungsmittel Hersteller

Epidermal Growth Factor (EGF) H,O Chemicon, Temecula,
CA

FAS-Ligand PBS R&D Systems,
Minneapolis, MN

Staurosporin, aus Streptomyces sp. DMSO Sigma, St.Louis, Ml

2.3 Zytotoxizitatsassays

Damit in den Versuchen Partikelkonzentrationen eingesetzt werden konnten, die fir
die Zellen nicht toxisch sind, wurde die Vitalitdt der Zellen mit Hilfe des Laktat-
Dehydrogenase-Assays untersucht. Die Laktat-Dehydrogenase (LDH) ist ein in allen
Saugetierzellen vorhandenes zytoplasmatisches Enzym. Es Kkatalysiert die
gegenseitige Umwandlung von Pyruvat und Laktat, einem essentiellen Schritt im
Energiestoffwechsel der Zelle, und wird nach dem Verlust der Membranintegritat aus
dem Zytoplasma ins umgebende Medium freigesetzt (Rae, 1977). Die Hdhe der
LDH-Aktivitat im Uberstand ist somit ein MaB fiir die Zytotoxizitat der Partikel.

0 O 0 O
N\ S N\ S
C C
| LDH |
c|:=o +NADH + H*  —— H—(|:—0H + NAD*
CH, CH,4
Pyruvat Laktat

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Uberfiihrung von Pyruvat in Laktat
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Zur Bestimmung der Zytotoxizitdt wurde der Zelliberstand abgenommen und fir
5 min bei 14.000 g zentrifugiert, um tote Zellen und Partikel abzutrennen. Der
Uberstand wurde fiir 24 h bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wurden 20 ul Uberstand zu
50 pl NADH-L6ésung (1 mg/ml in 0,75 mM Natrium-Pyruvat) pipettiert und gut
gemischt. Nach 30-mindtiger Inkubation bei 37°C wurden 50 ul 2,4-
Dinitrophenylhydrazin (0,2 mg/ml in 1 N HCI) hinzu gegeben und weitere 20 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 50 pl 4 N NaOH wurde die Absorption
der Proben bei 540 nm mit Hilfe eines Microplate-Readers (Multiskan Ascent 96;
MTX Lab Systems, Vienna, VA) gemessen. Nicht umgesetztes Pyruvat bildet mit 2,4-
Dinitrophenylhydrazin einen farbigen Komplex. Die Absorption des Komplexes bei

540 nm ist umgekehrt proportional zur LDH-Aktivitat.

2.4 Proliferationsassay

Ein MaB fir die Proliferationsrate von Zellen ist der Einbau von 5-Bromo-2’-
deoxyuridin (BrdU) in die DNS. BrdU ist ein Thymidin-Analogon, das wahrend der S-
Phase des Zellzyklus kompetetiv anstelle des Thymidins in die neu synthetisierte
DNS eingebaut wird. Mit Hilfe eines Peroxidase-gekoppelten BrdU-spezifischen
Antikérpers lasst sich das in die DNS inkorporierte BrdU nachweisen. Die von der
Peroxidase katalysierte Spaltung des Substrats flihrt zu einem Farbumschlag von
hell zu dunkel griin. Er stellt ein MaB fir die Zell-Proliferation dar.

Zellen wurden mit einer Dichte von 3x10%cm? mit jeweils 100 pl
Zellkulturmedium/KulturgefaB in  Multiwellplatten ausgesat und wie in 2.2.3
beschrieben behandelt. 4 - 6 h vor der Fixierung der Zellen wurden 10 pl BrdU-
Lésung (Endkonzentration 10 uM; 5-Bromo-2°-deoxy-uridine Labeling and Detection
Kit 1ll; Roche, Mannheim) zu dem Zellkulturmedium gegeben. Nach Beendigung der
Inkubation wurden die Zellen zweimal mit 200 ul Lésung A (10% [v/v] FCS in PBS)
gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen mit 200 pl Lésung B (70% [v/v] Ethanol;
0,5 M HCI) far 30 min bei -20°C fixiert. Nach erneutem Waschen der Zellen mit
Lésung A (dreimal) wurde die DNS far 30 min bei 37°C mit 100 pl Nuklease-Lésung
(Roche) inkubiert. Die Zellen wurden wieder dreimal mit Ldsung A gewaschen und
anschlieBend fir 30 min bei 37°C mit 100 pl einer anti-BrdU-POD Antikérper-Lésung
(anti-BrdU-Peroxidase, 0,2 U/ml; Roche) inkubiert. Im letzten Schritt wurden die
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Zellen dreimal mit PBS gewaschen und bei RT fir 20 min mit 100 pl ABTS-Lésung
(2,2’-Azino-di[3-ethyl-benz-thiazolin]-6-sulfonat) inkubiert. Die an den Antikdrper
gebundene Peroxidase katalysiert die Umsetzung des ABTS zu einem farbigen
Produkt, dessen Absorption bei 405 nm mit einem ELISA-Reader (Dynatec MR 5000;
Dynatec Laboratories, Chantilly) gemessen wurde.

2.5 Apoptoseassays
2.5.1 TUNEL (,.transferase-mediated dUTP nick end labeling®)

Die Spaltung der DNS ist ein Schlisselereignis der Apoptose. Mit dem hier
verwendeten TUNEL-Assay kénnen DNA-Einzelstrangbriiche, so genannte ,nicks®,
detektiert werden. Dabei werden die freien 3’'OH-Enden der gespaltenen DNS, mit
Hilfe einer terminalen Deoxynukleotidyl-Transferase (TdT), mit einem Fluoreszein-
markierten Nukleotid (dUTP) enzymatisch verbunden (Gavrieli et al., 1992).

Fir die TUNEL-Farbung wurden die Zellen mit einer Dichte von 3x10%cm?® auf
Objekttragern ausplattiert und wie in 2.2.3 beschrieben behandelt. Die Zellen wurden
an der Luft getrocknet und anschlieBend fur 1 h in 4%iger Paraformaldehydlésung
(pH 7,4 in PBS) bei Raumtemperatur fixiert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS
wurden die Zellen flr 2 min bei 4°C mit 0,1% Triton X-100 (in 0,1% Natriumcitrat)
permeabilisiert. Es folgten zwei weitere Waschschritte mit PBS. Um in der
Positivkontrolle DNS-Strangbriiche zu induzieren wurden die permeabilisierten Zellen
fir 10 min bei Raumtemperatur mit DNase | (100 U/ml in 50 mM Tris/HCI, pH 7,5 mit
1 mg/ml BSA) inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen fir 1 h bei 37°C mit 50 pl
TUNEL-Reaktionslésung (zusammengesetzt aus Transferase und Fluoreszein-
markierten Nukleotiden; In Situ Cell Death Detection Kit, Roche, Penzberg) in einer
feuchten Kammer im Dunkeln inkubiert. FlUr die Negativkontrolle wurde keine
Transferase zugegeben, sonst aber wie oben verfahren. Nach dreimaligem Waschen
mit PBS wurden die Zellen mit Vectashield® Einbettmedium (Vector Laborotories,
Burlingame, CA) eingedeckt und unter dem Fluoreszenzmikroskop (Olympus BX 60,
Hamburg) analysiert. Die Auswertung der Praparate erfolgte bei jeder Probe in vier
zufallig ausgewahlten Arealen mit Hilfe der analySIS® 3.2 Software (Soft imaging

System, Miinster), indem die Fluoreszenzintensitat bestimmt wurde.
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2.5.2 Caspase-3-Aktivitatsassay

Als ein weiterer Marker der frllhen Apoptose kann die Aktivitdt der Caspase-3
bestimmt werden. Caspase-3 liegt als inaktives Zymogen in der Zelle vor und kann
sowohl Uber den extrinsischen als auch den intrinsichen Signalweg aktiviert werden.
Die Aktivitat der Caspase kann durch den Umsatz eines chromogenen
Peptidsubstrats gemessen werden.

Zellen wurden mit einer Dichte von 3x10%cm? ausplattiert und wie in 2.2.3
beschrieben behandelt. Nach zweimaligem Waschen mit eiskaltem PBS wurden die
Zellen in 180 pl Lyse-Puffer (10 mM Tris-HCI; 10 mM NaH,PO4/NaHPO,4, pH 7,5;
130 mM NaCl; 1% [w/v] Triton-X-100; 10 mM NaPPi; Caspase-3 Kit [BD Biosciences,
San Diego, CA]) geerntet, fir 30 min auf Eis inkubiert und in ein Eppendorfgefaf
Uberfihrt. AnschlieBend wurden die Proben zum Aufschluss der Zellen bei -20°C
eingefroren, wieder aufgetaut, mit Hilfe einer 20 gauche Kanile geschert und fir
15 min bei 4°C mit 20.000 g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde zur
Aktivitatsbestimmung eingesetzt.

In eine Mikrotiterplatte wurden 100 pl Zelllysat, 5 pl Substrat (Ac-DEVD-pNA [N-
Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp p-nitroanilide]; Sigma) und 100 pl 1x HEPES-Puffer
gegeben, die Proben kurz geschittelt und dann fiir 60 min bei 37°C inkubiert. Als
Negativkontrolle wurde eine Probe zuséatzlich mit 5 pl Caspase-3-Inhibitor
(Endkonzentration 50 pM; Ac-DEVD-CHO [N-Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-CHO])
versetzt. Die Absorption der Proben bei 405 nm wurde mit einem ELISA-Reader

(Dynatec MR 5000; Dynatec Laboratories, Chantilly) gemessen.

2.6 Bestimmung von Glutathion und Glutathiondisulfid

Die Messung von Glutathion erfolgte nach Anderson (1985) mittels eines
gekoppelten enzymatisch-optischen Tests, wobei die zweite Reaktion durch die
Glutathion-Reduktase katalysiert wird (Abb. 5). Durch die Reaktion mit 2,2’-dinitro-
5,5’-dithiodibenzoesaure (DTNB) werden 2 Molekile Glutathion (GSH) zu einem
Molekil GSSG oxidiert. Bei dieser Reaktion entsteht das farbige Thionitrobenzoat-
Anion (TNB), welches ein Absorptionsmaximum bei 412 nm aufweist (Ellman, 1959).
Entstandenes GSSG wird unter Verbrauch von NADPH durch die Glutathion-
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Reduktase (GRed) enzymatisch reduziert. Da das dabei entstandene GSH erneut mit
DNTB reagiert, werden bei dieser Reaktion GSH und GSSG gleichermaBen erfasst.
Zur alleinigen Bestimmung von GSSG muss GSH zunachst mit 2-Vinylpyridin (VP)
derivatisiert werden und nimmt dann nicht mehr am beschriebenen zyklischen

Prozess teil.

Abbildung 5: Prinzip des GSH/

GSSG + GSH

GSSG Redoxzyklus
GSH wird zu GSSG oxidiert. 2 VP
Das dabei entstehende TNB gilt 2 EP-SG
als MaB3 fiir die GSH-Menge.

.. . GSSG
Zur alleinigen Bestimmung von 2 TNB NADPH/H+
GSSG muss GSH zunichst mit GRed
VP derivatisiert werden, so dass

’ DTNB NADP+
2 GSH

es nicht mehr am zyklischen

Prozess teilnehmen kann.

Fur die Glutathion-Bestimmung wurden Zellen in 56 cm? Schalen kultiviert und nach
der entsprechenden Belastung mit eiskaltem PBS gewaschen. Nachdem das PBS
vollstandig abgesaugt war, wurden die Zellen durch Einfrieren bei -80°C
aufgeschlossen. Nach dem Auftauen wurden die Zellen mit 150 ul 0,01 N HCI lysiert
und flr ca. 20 sec auf Eis sonifiziert. 140 pl des Zelllysats wurden in neue
EppendorfgefaBe dberflihrt, der Rest wurde fir die Proteinbestimmung (2.7.3)
verwendet. Standardreihen aus GSH und GSSG wurden Uber den ganzen Versuch
ebenso behandelt wie die Proben. Zu dem Lysat (140 ul) wurden 47,6 ul 20 %
5-Sulfosalicylsdure (SSA) pipettiert, die Proben gemischt und abzentrifugiert. 40 pl
wurden sofort flr die Bestimmung des Gesamtglutathions verwendet, 100 ul des
Uberstandes wurden zur Bestimmung von GSSG eingesetzt. Die Bestimmung von
GSSG erfolgte nach der Derivatisierung des reduzierten Glutathions, indem 6 ul
Triethanolamin und 2 pl 2-VP zu 100 pl der Probe gegeben wurden. Die Proben
wurden fir 1 h bei Raumtemperatur unter standigem Schitteln inkubiert. Die
Reaktionslésung bestand aus 340 pl Reaktionspuffer (200 mM Tris, pH 8; 1,5 mM
NADPH; 0,1 mM EDTA), 40 ul Standard bzw. Probe und 20 pl DTNB (Stammlésung
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10 mM). Durch Zugabe von 10 pl Glutathion-Reduktase (1 U/ul; Sigma) wurde die
Reaktion gestartet. Mit Hilfe eines ELISA-Readers (Multiskan Ascent 96; MTX Lab
Systems, Vienna) wurde die Absorption bei 412 nm gemessen. Die Quantifizierung
von GSH und GSSG erfolgte jeweils anhand der Steigung der Standardkurven und
durch eine Normalisierung auf den Proteingehalt der Proben.

2.7 Gelelektrophorese und Western-Blot
2.7.1 Herstellung von Proteinextrakten

Proteinextrakte zur Western-Blot-Analyse wurden durch direkte Lyse der Zellen mit
Radionimmunopréazipitations (RIPA)-Puffer (25 mM Tris/HCI, pH 7,4; 150 mM NacCl;
0,1 mM EDTA, pH 8,0; 1% [w/v] Nonidet P-40 [lgepal CA-630]; 1% [w/V]
Desoxycholat; 0,1% [w/v] SDS; 0,025% [w/v] NaN3) hergestellt. Dem RIPA-Puffer
wurde 1% Phosphatase Inhibitor Cocktail Il (Sigma) und 1% Protease Inhibitor
Cocktail Set lll (Calbiochem) jeweils frisch zugesetzt. Fiir eine 25 cm? Kulturflasche
wurden 50 ul RIPA-Puffer verwendet, die Zellen darin abgeschabt, fiir 30 min bei 4°C
inkubiert und in ein EppendorfgefaB3 tGberfuhrt. AnschlieBend wurden die Proben bei
-20°C eingefroren, wieder aufgetaut, geschert, fir 15 min bei 4°C mit 20.000 g

abzentrifugiert und der Uberstand verwendet.

2.7.2 Isolierung zytoplasmatischer Proteine

Zur Gewinnung zytoplasmatischer Proteinextrakte (ohne Zellorganellen) wurden die
Zellen in PBS geerntet, fir 10 min bei 4°C bei 20.000 g zentrifugiert und das Pellet
in 100 pl Puffer A (10 mM HEPES/KOH, pH 7,9; 1,5 mM MgCl,; 0,5 mM DTT)
resuspendiert. Nach der Inkubation auf Eis (10 min) und erneuter Zentrifugation
wurde das Pellet in 50 pl Puffer A (1% Protease Inhibitor [Calbiochem]) gelést und
mit Hilfe eines Teflon Pistills homogenisiert. AnschlieBend wurde das Homogenat
10 min bei 4°C mit 1.000 g zentrifugiert. Zu dem in Zentrifugenréhrchen Uberflhrten
Uberstand wurden 5 pl Puffer B (0,3 M HEPES/KOH, pH 7,9; 1,4 M KCI; 30 mM
MgCly; 1% Protease Inhibitor) gegeben, die Proben fir 1 h bei 4°C mit 35.000 g in
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der Ultrazentrifuge (L8-70M, Beckmann, Mdinchen) mit dem SW-28 Rotor
sedimentiert und der Uberstand verwendet.

2.7.3 Proteinbestimmung

Die Bestimmung der Proteinkonzentration von Zellextrakten zur Western-Blot-
Analyse erfolgte mit Hilfe der Methode nach Lowry (1951) unter Verwendung
kommerziell erhaltlicher Lésungen (BioRad DC Protein Assay) gegen Standards aus
Rinderserumalbumin (Sigma). Aligouts der Proteinlésungen wurden in Multiwell-
Platten pipettiert und flir 10 min mit der DC-L6sung inkubiert. Dabei reduzieren die
aromatischen Aminosaurereste das so genannte Folin-Reagenz. Der daraus
resultierende Farbumschlag von gelb nach blau konnte mit Hilfe eines ELISA-
Readers bei 630 nm gemessen werden.

2.7.4 Immunprazipitation

Zur Immunprazipitation (IP) des EGF-R wurden in 56 cm?-Kulturschalen kultivierte
Zellen zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen und in 500 pl eiskaltem IP-Puffer
(30 mM Tris/HCI, pH 7,4; 10 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1% [w/v] Triton X-100; 10 mM
NaF; 5 mM NazVOg4; 1% Phosphatase Inhibitor Cocktail IlI; 1% Protease Inhibitor
Cocktail Set Ill) geerntet. Unlésliches Zellmaterial wurde durch Zentrifugation
(15 min, 4°C, 20.000 g) in einer Mikrozentrifuge (83K30; Sigma) sedimentiert und der
Uberstand in neue ReaktionsgefaBe iiberfiihrt. Die Proteinkonzentration der Proben
wurde nach Lowry (2.7.3) bestimmt und dann durch die Zugabe entsprechender
Volumina IP-Puffer auf eine Konzentration von 1 pg/ul eingestellt. Zu jeder Probe
wurden 4 pl Anti-EGFR-Antikérper (Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY)
zugegeben und der Rezeptor mit Hilfe von Uberkopfrotation fir 20 h bei 4°C
prazipitiert. AnschlieBend wurden 100 ul Protein A-Agarose-Beads (50% Suspension
in IP-Puffer; Upstate Biotechnology) zugegeben und flr weitere 4 h bei 4°C inkubiert.
Die Beads wurden dreimal mit IP-Puffer gewaschen. Darauf folgend wurden die
Proben in 50 pl 4-fach Elektrophoreseprobenpuffer (240 mM Tris/HCI, pH 6,8; 4%
[w/v] SDS; 40% [w/v] Saccharose; 2% [v/v] B-Mercaptoethanol, 0,2% [w/V]
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Bromphenolblau; 40 mM DTT) aufgenommen, griindlich gemischt und fir 5 min bei
100°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben fir 5 min bei 14.000 g
zentrifugiert. Jeweils 20 pl des Uberstandes wurden auf ein 7,5%iges SDS-
Polyacrylamidgel aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt.

2.7.5 Proteingelelektrophorese

Die Auftrennung von Proteinen unter denaturierenden Bedingungen erfolgte nach der
Methode von Laemmli in diskontinuierlichen Polyacrylamidgelen (Laemmli et al.,
1970). Die 1 mm dicken Gele wurden in zwei Schritten hergestellt. In ersten Schritt
wurde je nach GrdBe der zu untersuchenden Proteine ein 7,5 - 16%iges Trenngel
(7,5 - 16% Acrylamid [Acrylamid : Bisacrylamid, 30 : 0,8]; 375 mM Tris/HCI, pH 8,8;
0,1% [w/v] SDS; 0,05% [v/v] APS; 0,02% |[v/v] TEMED) gegossen und zum
Polymerisieren mit Isopropanol Uberschichtet. Nach dem Auspolymerisieren wurde
das Isopropanol abgegossen und im zweiten Schritt ein 3%iges Sammelgel
(3% Acrylamid [Acrylamid : Bisacrylamid, 30 : 0,8]; 125 mM Tris/HCI, pH 6,8;
0,1% (w/v) SDS; 0,05% (v/v) APS; 0,02% (v/v) TEMED) auf das Trenngel
geschichtet. Der Laufpuffer enthielt 50 mM Tris, 384 mM Glycin und 0,1% [w/v] SDS.
Die Gellaufe wurden bei einer maximalen Spannung von 120 V in Minigelkammern
(Sigma) durchgefihrt. Die Proben wurden zunachst in 2-fach Elektrophorese-
probenpuffer (120 mM Tris/HCI, pH 6,8; 2% [w/v] SDS; 20% [w/v] Saccharose;
1% [v/v] B-Mercaptoethanol, 0,1% [w/v] Bromphenolblau; 20 mM DTT) aufgenommen
und 5 min bei 100°C inkubiert. Der Gellauf erfolgte zunachst bei 50 V, bis die Proben
ins Trenngel eingelaufen waren, anschlieBend bei maximal 120 V.

2.7.6 Western-Blot

Nach der elektrophoretischen Auftrennung wurden die Proteine, je nach GrdBe des
zu untersuchenden Proteins, per Elektrotransfer auf eine Nitrozellulose-Membran
(Proton BA 83; Schleicher & Schuell, Dassel) oder eine PVDF-Membran
(Polyvinylidendifluorid; Hybond-P; Amersham Pharmacia Biotech, Pittsburgh, PA)
Ubertragen. Die PVDF-Membran mit einer PorengréBe von 0,45 um wurde zunachst
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kurz in Methanol aktiviert und dann zusammen mit dem Gel in Anodenpuffer
(39 mM Tris; 25 mM Ameisensaure; 1 mM SDS; 0,7 mM NaNs;; 20% [v/v] Methanol)
aquilibriert. Die Nitrozellulosemembran mit einer PorengréBe von 0,2 pm musste
nicht aktiviert werden und wurde sofort in Anodenpuffer aquilibriert. AnschlieBend
wurde die Trans-Blot Semi-Dry Apparatur (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) in
folgender Reihenfolge von der Anode zur Kathode aufgebaut: drei mit Anodenpuffer
getrankte Chromatographiepapiere - Membran - Gel - ein mit Anodenpuffer
getranktes Chromatographiepapier - zwei mit Kathodenpuffer (17 mM Tris; 25 mM
Taurin; 1 mM SDS; 0,7 mM NaNs; 20% [v/v] Methanol) getrankte
Chromatographiepapiere. Die Ubertragung erfolgte fiir mindestens 60 min bei
100 mA (14 V). Als Kontrolle fur einen erfolgreichen Transfer diente eine reversible
Farbung der Proteinbanden mit PonceauS (0,1% (w/v) PonceauS in 5% [v/V]
Essigsaure).

2.7.7 Immunologischer Proteinnachweis

Unspezifische Bindestellen wurden durch Inkubieren der Membran fir 1 h in TBST
(20 mM Tris/HCI, pH 7,6; 137 mM NaCl; 0,1% (w/v) Tween 20) mit 5% (w/v)
Magermilchpulver blockiert. Fir den spezifischen Proteinnachweis wurden die in
Tabelle 4 aufgelisteten Priméar-Antikérper in den entsprechenden Verdinnungen in
5% [w/v] TBST/Magermilchpulver oder 5% [w/v] TBST/BSA verwendet.

Die Membran wurde bei 4°C Uber Nacht in der Antikérperldsung geschittelt, dann
viermal 5 min mit TBST gewaschen und fir 2 h in der entsprechenden Sekundar-
Antikérperlésung (Tab. 4) bei Raumtemperatur inkubiert. Um die Membran von nicht
gebundenem Zweitantikdrper zu befreien, wurde sie erneut viermal 5 min mit TBST
gewaschen. Der Nachweis der Peroxidase-gekoppelten Zweitantikrper erfolgte
mittels Chemilumineszenz-Reaktion. Dazu wurde die Membran fir 5 min mit ECL
Plus Western blotting detection reagent (Amersham Pharmacia Biotech, Pittsburgh,
PA) inkubiert und die Lumineszenz zur Belichtung eines Rdntgenfilms (Super RX;
Fuji, Dusseldorf) genutzt.
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Tabelle 4: Liste der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Antikérper

Zielprotein Hersteller Verdiinnung
Primar-
Antikérper
Caspase-3 Cell Signaling Technology, 1:500 in 5% (w/v)
Berverly, MA, # 9665 TBST/Milchpulver
Caspase-9 Cell Signaling Technology, 1:1000 in 5% (w/v)
Berverly, MA, # 9506 TBST/Milchpulver
Cytochrom ¢ Cell Signaling Technology, 1:1000 in 5% (w/v)
Berverly, MA, # 4272 TBST/Milchpulver
EGFR Upstate Biotechnology, Lake 1:1000 in 5% (w/v)
Placid, NY, # 06-847 TBST/Milchpulver
ERK1/2 Cell Signaling Technology, 1:2000 in 5% (w/v)
Berverly, MA, # 9102 TBST/Milchpulver
GAPDH Imgenex, San Diego, CA, IMG- 1:10.000 in 5% (w/v)
5019A-1 TBST/Milchpulver
SAPK/JNK1/2 Cell Signaling Technology, 1:2000 in 5% (w/v)
Berverly, MA, # 9252 TBST/Milchpulver
PCNA Abcam, Cambridge, UK, ab29  1:1000 in 5% (w/v)
TBST/Milchpulver
phospho-ERK1/2 Cell Signaling Technology, 1:1000 in 5% (w/v)
[Thr202/Tyr204] Berverly, MA, # 9101 TBST/Milchpulver
phospho-SAPK/JNK1/2  Cell Signaling Technology, 1:1000 in 5% (w/v)
[Thr183/Tyr185] Berverly, MA, # 9251 TBST/BSA
phospho-Tyrosin Cell Signaling Technology, 1:1000 in 5% (w/v)
[P-Tyr-100] Berverly, MA, # 9411 TBST/Milchpulver
Sekundar-
Antikérper

anti-mouse-HRP

anti-rabbit-HRP

Sigma, St.Louis, MI, A 4416

Sigma, St.Louis, MI, A 6154

1:2000 in 5% (w/v)
TBST/Milchpulver

1:2000 in 5% (w/v)
TBST/Milchpulver

2.7.8 Quantifizierung

Die Quantifizierung der Signalstarken auf den Rdntgenfilmen wurde mittels

densitometrischer Auswertung mit Hilfe des Programms ,Quantity One 4.1.0°

(Biorad, Hercules, CA) vorgenommen.
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2.7.9 Entfernen der Antikérper von Membranen

Um weitere Proteine mit anderen Antikdrpern detektieren zu kénnen und bereits
gebundenen Antikdrper von der Membran zu entfernen, wurde die Membran kurz in
TBST gewaschen und anschlieBend fur 30 min im Wasserbad bei 70°C in ,Stripping-
Puffer” (2% [w/v] SDS; 62,5 mM Tris-HCI, pH 6,8; 100 mM B-Mercaptoethanol)
inkubiert. Nachdem die Membran kurz in TBST gewaschen wurde, konnte sie

blockiert und erneut mit einem Primarantikdrper inkubiert werden.

2.8 Statistik

Alle Experimente wurden, wenn nicht anders vermerkt, mindestens dreimal
wiederholt, und ergaben vergleichbare Ergebnisse. Die Ergebnisse wurden 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).
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3 ERGEBNISSE

Ultrafeine Partikel verursachen schwere Gesundheitsschaden und ein Ansteigen der
Sterblichkeitsrate infolge von Lungenfibrose und Lungentumoren (Ferin et al., 1992).
Diese Erkrankungen werden auf unkontrollierte Proliferation und/oder eine
verminderte Apoptoserate zurlckgefiihrt (Manning & Patierno, 1996), zwei
gegenlaufige Prozesse, die sich unter physiologischen Bedingungen in einem
kontrollierten Gleichgewicht befinden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die
molekularen Mechanismen der Partikel-induzierten Apoptose und Proliferation
untersucht, die unter Normalbedingungen zwei aufeinander abgestimmte
kompensatorische Prozesse darstellen.

3.1 Partikel-induzierte Apoptose

Verschiedene Partikeltypen wie Asbestfasern (Berube et al.,, 1996; Broaddus et al.,
1996), feine Diesel-Partikel (Matsuo et al., 2003) oder PM,5 (Timblin et al., 2002)
sind in der Lage, die Apoptoserate von Lungenzellen zu verandern. Im Rahmen
dieser Arbeit sollte Uberprift werden, ob Apoptose auch durch reine
Kohlenstoffpartikel induziert werden kann, da bisher vor allem Oberflachenmetalle
und Polyaromatische Kohlenwasserstoffe (PAH’s) als treibende Kraft der Partikel-
induzierten Apoptose betrachtet wurden. Die Induktion der Apoptose durch ultrafeine
Partikel (ufP) wurde mit Hilfe eines Caspase-3-Aktivitats-Tests, Western-Blot-Analyse
und des TUNEL-Assays in kultivierten Typ-Il Rattenlungen-Epithelzellen Gberprift.
Als Effektorcaspase Ubernimmt Caspase-3 in der Apoptose-Signalkaskade die
Schlisselrolle. Die Enzymaktivitat kann im Assay durch Umsetzung eines Substrats
(Ac-DEVD-pNA) zu einem farbigen Produkt gemessen werden. Die Absorption des
Produkts bei 405 nm stellt ein MaB fir die Enzym-Aktivitat dar. Die zeitabhangige
Aktivierung der Caspase-3 nach der Belastung mit 10 pg/cm? ultrafeinem Carbon
Black (ufCB, Printex® 90) ist in Abbildung 6 dargestellt.

Es zeigte sich, dass Belastung mit ufCB zu einer zeitabhangigen Aktivierung von
Caspase-3 in RLE-Zellen fihrt. Ein signifikanter Anstieg der Enzym-Aktivitat konnte

bereits nach 4 h gemessen werden. Der Maximalwert der ufCB-induzierten Apoptose
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wurde nach 8 h beobachtet. Die Caspase-3-Aktivitdt war hier dreimal so hoch im
Vergleich zum Null-Stundenwert. Auch nach 12 bzw. 24 h war noch eine signifikante

Erhdhung der Caspase-3-Aktivitat zu messen.

Abbildung 6: Induktion der Caspase-3-
Aktivitat durch ufCB

* Als MaB fur die Apoptose wurde die relative

*
Enzymaktivitdt im  Vergleich zur Kontrolle

bestimmt. Der PBS-Kontrollwert bei 0 h wurde

*
*
gleich eins gesetzt. WeiBe S&ulen reprasentieren
1 ﬂ d n die PBS-behandelten Kontrollen, graue Saulen
0 : : : : : die mit ufCB-belasteten Proben. Dargestellt sind
0 4 8 12 24 48

Mittelwerte und Standardabweichungen aus vier

relative Caspase-3-Aktivitat
N

Zeit [h] unabhangigen Experimenten.
* signifikant unterschiedlich zur Kontrolle, p < 0,05

Um diese Daten zu bestatigen, wurde die Spezifitdt der Caspase-3-Aktivitat flr die
ufCB-induzierte Apoptose in einem zweiten, unabhangigen Versuch Uberprift. Zum
Nachweis der Apoptose wurde die dosisabhdngige Steigerung der Apoptose-
spezifischen DNS-Fragmentierung mit Hilfe des TUNEL-Assays untersucht, in dem
Transferase-vermittelt freie 3’'OH-Enden der DNS mit einem Fluoreszenzfarbstoff
angefarbt werden. RLE-Zellen wurden fir 12 h mit aufsteigenden Dosen ufCB
belastet oder mit den Apoptose-induzierenden Agenzien Staurosporin oder Fas-
Ligand behandelt. Zur Verifizierung der Spezifitdt wurden Zellen zusatzlich zur
Partikelbelastung fiir 1 h mit dem Caspase-3-Inhibitor DEVD-CHO vorbehandelt.
Auch mit Hilfe des TUNEL-Assays konnte die Partikel-induzierte Apoptose gemessen
werden (Abb. 7). Es zeigte sich, dass die Fluoreszenzintensitat in Abhangigkeit von
der Partikeldosis zunahm. Sowohl eine Belastung mit 5 ug/cm? als auch 10 pg/cm?
ufCB flhrten zu einem signifikanten Anstieg der Fluoreszenzintensitat, der mit dem
Anstieg der Caspase-3-Aktivitat (vgl. Abb. 9) vergleichbar ist. Eine Vorbehandlung
mit dem Caspase-3-Inhibitor reduzierte die Fluoreszenzintensitat signifikant. Die
Behandlung der Zellen mit den Apoptose induzierenden Substanzen Staurosporin
und Fas-Ligand flhrte dagegen zu einer signifikanten Zunahme der
Fluoreszenzintensitat. Das Ergebnis mit Fas-Ligand zeigt, dass die Apoptose in RLE-
Zellen auch tber den Todes-Rezeptor Fas (CD95) induziert werden kann.
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Abbildung 7: Konzentrationsabhéangige Steigerung der ufCB-induzierten DNS-Strangbriiche
RLE-6TN-Zellen wurden fiir 12 h mit PBS (A), 1 (B), 5 (C) und 10 pg/cm?® ufCB (D) belastet. (E) Vor
der Belastung mit 10 pg/cm® ufCB wurden die Zellen fiir 1 h mit einem Caspase-3-Inhibitor (50 pM)
behandelt. (F) Zellen, die nur mit dem Caspase-3-Inhibitor behandelt wurden. Induktion der Apoptose
durch die Behandlung mit 100 nM Staurosporin (G) bzw. 100 ng/ml Fas-Ligand (H). (I) Graphische
Auswertung der Fluoreszenzintensitéaten. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen aus
drei unabhangigen Experimenten.

* signifikanter Anstieg zur Kontrolle, t signifikant verringert im Vergleich zur ufCB-behandelten Probe,
p<0,05

Die Ergebnisse des TUNEL-Assays bestatigen auch die Resultate des Caspase-3-

Aktivitatsassays zur Messung der ufP-induzierten Apoptose.
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Die durch ufCB induzierte Apoptose konnte auch durch einen weiteren Assay, eine
Western-Blot-Analyse, mittels eines spezifischen Caspase-3-Antikérpers nach-
gewiesen werden. Caspase-3 ist ein Protein, das als 35 kDa groBes inaktives
Zymogen (Procaspase) in der Zelle vorliegt. Es wird durch die proteolytische
Spaltung in eine Prodoméne und die zwei Untereinheiten (19 und 12 kDa) geteilt. Die
beiden Untereinheiten formieren sich zur aktiven Caspase (Cohen, 1997; Thornberry
& Lazebnik, 1998; Derraji & Baatout, 2003).

In Abbildung 8A ist eine Western-Blot-Analyse fiir Caspase-3 dargestellt, in
Abbildung 8B die densitometrische Quantifizierung der Bandenintensitaten. RLE-
Zellen wurden fiir 8 h mit 10 pg/cm? ufCB belastet. Die Procaspase ist in Abbildung
8A als kraftige Bande bei 35 kDa zu erkennen. Der verwendete Antikérper erfasst
zusatzlich zur Procaspase nur das 19 kDa groBe Spaltprodukt, das 12 kDa groBe
Fragment wird nicht detektiert.

A B
35 kDa
*é .. 4000
Caspase-3 e *
e T — £ 3000 *
(0]
c
- < 19kDa E 2000 +
(@]
o 1000
et/ M -
0
-+ -+ ufCB - + - +
- - + - Staurosporin - - + -
- - - + Caspase-3-Inhibitor - - - +

Abbildung 8: Nachweis der Caspase-3-Aktivitit mittels Western-Blot-Analyse

RLE-6TN-Zellen wurden fir 8 h mit 10 pg/cm2 ufCB behandelt. Eine Probe wurde zuséatzlich fir 1 h mit
50 puM Caspase-3-Inhibitor vorbehandelt, eine Probe nur mit 100 nM Staurosporin behandelt.
(A) Fluoreszenzsignale des Western-Blots. Die 35 kDa-Bande entspricht der ungespaltenen
Procaspase, die 19-kDa Bande reprasentiert die aktive Caspase-3. Erk1/2 (Extrazellular regulierte
Kinase) dient als Ladekontrolle. (B) Densitometrische Auswertung der Signalstarken der Banden. Fir
die Belastung mit ufCB wurden finf unabhéangige Experimente durchgefihrt (Sdule 1 und 2). Die
Séulen 3 und 4 zu den Experimenten mit Staurosporin bzw. dem Caspase-3-Inhibitor reprasentieren
die Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei Experimenten.

* signifikant unterschiedlich zur Kontrolle, t signifikant unterschiedlich zu ufCB, p < 0,05
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Die quantitative Auswertung der Bandenintensitat (Abb. 8B) zeigt, dass durch ufCB
ein signifikanter Anstieg der Caspase-3-Aktivitat induziert wurde, der um den Faktor
2,7 héher als die Kontrolle liegt. Die Vorbehandlung mit dem Caspase-3-Inhibitor
reduzierte die Aktivitdt der Caspase signifikant. Als Positivkontrolle zur Induktion der
Apoptose wurde der Protein-Kinase-Co-Inhibitor Staurosporin  verwendet. Die
Staurosporin-induzierte Caspase-3-Aktivitat war deutlich starker als bei der mit ufCB
behandelten Probe.

Um zu testen, in welchem MaB Partikel mit anderen Oberflacheneigenschaften, aber
gleicher GrdBe bzw. mit gleichen Oberflacheneigenschaften, aber unterschiedlicher
GroBe die Apoptose induzieren kénnen, wurden RLE-Zellen fir 8 h mit 1, 5 und
10 ug/cm? ufCB, amorphem Silica (SiO,) oder feinem Carbon Black (CB; Huber 990)
belastet. Hierbei zeigte sich, dass beide ultrafeinen Partikel, ufCB und SiO,, die

Caspase-3 dosisabhangig aktivieren (Abb. 9).

Abbildung 9: Einfluss von Partikeleigen-
schaften auf die Caspase-3-Aktivitat

RLE-6TN-Zellen wurden fiir 8 h mit 1, 5 und 10
Hg/cm? ufCB (graue Saulen), SiO, (gestrichelt)
oder CB (schwarz) belastet und die Apoptose
mit Hilfe eines Caspase-3-Aktivitdts-Tests
untersucht. Die weiBe Saule représentiert die

mit PBS behandelte Kontrolle.
PBS 1 5 10 .

relative Caspase-3-Aktivitat
N

signifikanter ~ Anstieg zur  Kontrolle,
Dosis [pg/cm?] t signifikant unterschiedlich zu SiO, nach der
Belastung mit 10 pug/cm?, p < 0,05

5 pg/cm? ufCB und SiO; induzieren einen signifikanten Anstieg der Caspase-3-
Aktivitat. Die Belastung mit 10 pg/cm? ufCB aktivierte die Caspase um das dreifache
im Vergleich zur Kontrolle, die gleiche Dosis SiO, fiihrte nur zu einem 2,2-fachen
Anstieg. Ein Vergleich der Caspase-Aktivitdten nach der Belastung mit 10 pg/cm?
belegt, dass ufCB zu einer signifikant héheren Apoptoserate flhrte als SiO,. Im
Gegensatz zu den ultrafeinen Partikeln flihrte die Belastung mit CB nicht zur

signifikanten Veranderung der Caspase-3-Aktivitat.
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3.2 Partikel-induzierte Proliferation

Aus vorherigen Untersuchungen ist bekannt, dass verschiedene ultrafeine Partikel
die Zell-Proliferation induzieren kénnen (Friemann et al., 1999; Nikula, 2000;
Tamaoki et al, 2004). Timblin und Mitarbeiter (2002) sprechen in diesem
Zusammenhang von einer Kompensation der Partikel-induzierten Apoptose. Es sollte
nun untersucht werden, ob ufCB die Proliferationsrate in RLE-6TN-Zellen erhéht. Zu
diesem Zweck wurden die Zellen bis zu 48 h mit 10 pg/cm? ufCB belastet und der
Einbau des Thymidin-Analogons BrdU in die DNS gemessen.

UfCB induziert die Zell-Proliferation in RLE-Zellen (Abb. 10). Nach 24-stiindiger
Belastung war ein signifikanter Anstieg (1,6-fach) der Partikel-induzierten DNS-

Neusynthese im Vergleich zur Kontrolle messbar.

Abbildung 10: Induktion der BrdU-
2.0 * Inkorporation durch ufCB
Als MaB fur die Proliferation wurde der
1.5 ¢ relative  BrdU-Einbau in die DNS

bestimmt. WeiBe S&ulen reprasentieren

1.0 7 die PBS-behandelten Kontrollen, graue
= Saulen die mit ufCB belasteten Proben.
0 | | | | |
0 4 8 12 24 48

Dargestellt sind Mittelwerte und

relative BrdU-Inkorporation

Zeit Ih Standardabweichungen aus vier unab-
el
(h] héangigen Experimenten.

* signifikant unterschiedlich zur Kontrolle,
p <0,05

Als zweiter, unabhangiger Assay zum Nachweis der Proliferation wurde die
Expression von ,Proliferating Cell Nuclear Antigen® (PCNA) untersucht. PCNA wird in
der spaten Gy und der S-Phase des Zellzyklus synthetisiert und ist daher ein Marker
fir DNS-Neusynthese (Griffey et al., 1999).

In Abbildung 11A ist eine reprasentative Western-Blot-Analyse flir PCNA dargestellt.
Die Zellen wurden fir 0, 24 und 48 h mit 10 pg/cm? ufCB belastet und die
Zellextrakte mit einer 10%igen SDS-Page aufgetrennt. Um sicher zu stellen, dass in
allen Spuren gleiche Proteinmengen aufgetragen wurden, wurde Glycerinaldehyd-3-
Dehydrogenase (GAPDH) als Ladekontrolle verwendet. Die densitometrische

Auswertung von vier voneinander unabhangigen Experimenten ist im Diagramm in
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Abbildung 11B dargestellt. Wie zuvor in Abbildung 10 beobachtet, war auch hier
nach 24 h Belastung mit ufCB ein signifikanter Anstieg der Proliferation zu messen.

Mit Hilfe der PCNA-Versuche konnten also die BrdU-Ergebnisse validiert werden.

A B
*
1200
o | 24 | 4 zeiti 3
T 900 |
PCNA ww & 36kDa @
£ 600
©
>
GAPDH ey amsameess < 36kDa g 3007
0
-+ - + - 4+ ufcB 0 24 48

Zeit [h]

Abbildung 11: Nachweis der Proliferation durch PCNA-Expression

RLE-6TN-Zellen wurden fiir 0, 24 und 48 h mit 10 ug/cm2 ufCB behandelt. (A) Fluoreszenzsignale des
Western-Blots. Die 36-kDa Bande entspricht PCNA. GAPDH dient als Ladekontrolle. (B)
Densitometrische Auswertung der Signalstarken der Bandenintensitdten aus vier unabhangigen
Experimenten. WeiBe Saulen reprasentieren die PBS-behandelten Kontrollen, graue S&ulen die mit
ufCB belasteten Proben.

* signifikante Erhéhung in Vergleich zur Kontrolle, p < 0,05

Der Einfluss der chemischen Zusammensetzung und der PartikelgréBe wurde nun
auch far den Endpunkt Proliferation mit Hilfe des BrdU-Einbaus in die DNS
untersucht. Die Belastung der Zellen erfolgte fir 24 h mit 1, 5 und 10 pg/cm? ufCB,
SiOz und CB.

Wie in Abbildung 12 zu sehen ist, induzierten beide ultrafeinen Partikel (ufCB und
SiOz) die DNS-Neusynthese in RLE-Zellen. Der Belastung mit ufCB folgte ein
dosisabhangiger Anstieg der Proliferation. Schon 1 pg/cm? fiihrte zu einer
signifikanten Erhdhung, bei 5 pg/cm? war eine 1,4-fache Induktion der Proliferation
und bei 10 pg/cm? eine 1,6-fache Induktion zu beobachten. Auch die Silica-induzierte
Proliferation in RLE-Zellen war dosisabhangig. Eine 24-stindige Belastung mit
5 pg/cm? SiO; fiihrte zu einer signifikanten Erhdhung der DNS-Neusynthese, die bei

10 pg/cm? das 1,8-fache der Kontrolle aufwies. Das Molekulargewicht von SiOy ist
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finfmal so groB3 wie das von ufCB. Fir den Versuch wurden die Zellen mit gleichen
Massen belastet, d.h. es befanden sich finfmal weniger SiO,-Partikel auf den Zellen
als ufCB-Partikel. Offensichtlich ist die chemische Zusammensetzung von Silica
verantwortlich fir die signifikante Erhéhung der Proliferation im Vergleich zu ufCB

nach der Belastung mit 10 ug/cm?.

t Abbildung 12: Einfluss von
Partikeleigenschaften auf die BrdU-
Inkorporation

RLE-6TN-Zellen wurden fiir 24 h mit 1, 5
und 10 pg/cm?® ufCB (graue Saulen), SiO,

(gestrichelt) oder CB (schwarz) belastet.

Die weiBe Saule reprasentiert die PBS-

behandelte Kontrolle.
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Dosis [ug/cm?] T signifikant unterschiedlich zu ufCB nach

der Belastung mit 10 pg/cm?, p < 0,05

Im Gegensatz zu den ultrafeinen Partikeln flihrte die Belastung mit dem feinen
Kohlenstoffpartikel (CB) nicht zu einer Zunahme der Proliferation (Abb. 12).
Tendenziell ist sogar eine Verringerung im Vergleich zur Kontrolle zu beobachten.
Das bedeutet, dass die Proliferation sowohl von der GréBe als auch von der
chemischen Zusammensetzung der Partikel abhangig ist.

Um auszuschlieBen, dass die beobachteten Effekte nicht durch Partikel-induzierte
Zytotoxizitdt (Nekrose) vermittelt wurden, sollte die Vitalitdt der Zellen Uberpruft
werden. Eine messbare GrdoBe zur Bestimmung der Vitalitat ist die Freisetzung des
Enzyms Laktat-Dehydrogenase (LDH), das nach dem Verlust der Membranintegritat
aus dem Zytoplasma freigesetzt wird. Je starker die Zellen geschéadigt sind, desto
mehr Enzym wird ins Zellkulturmedium ausgeschuttet.

In Tabelle 5 sind die Ergebnisse aus drei unabhangigen Versuchen
zusammengefasst. Als Positivkontrolle wurden mit dem Zellmembran-zersetzenden
Detergenz Triton X-100 behandelte Zellen verwendet. Die Vitalitdt dieser Proben

entsprach 0%.
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Tabelle 5: Einfluss der Partikel auf die Vitalitat von RLE-6TN Zellen

Dosis [pug/cm?]

Partikel Zeit 0 1 5 10 20 40
LICB MW 95,1 945| 957] 949 950 94,9
Stabw 1,1 1,2 2,6 0,9 3,1 3,5
Si0, 4 MW 954 946] 950 958 934 945
Stabw 1,1 1,0 2,0 1,4 2,8 0,1
cB MW 95,1 945| 94,8 943 939 948
Stabw 1,4 1,5 1,5 1,9 1,6 1,7
SiCB MW 95,7| 959] 956] 934] 932 91,2
Stabw 44 a3 35 36 27| 34
Sio, g MW 95,00 94,4| 94,1 932 932 930
Stabw 1,2 1,0 3,0 2,5 1,0 0,5
cB MW 949 96,0 94,1 936 934 943
Stabw 15| 35 1,9 38 1,9 2,2
LiCB MW 949 938| 93,3 938 90,5 89,1
Stabw 2,6 0,9 2,0 1,8 24 2,1
Si0, o MW 949 940] 919 90,9 889 863
Stabw 3,9 1,5 2,2 2,6 2,1 1,7
cB MW 93,8] 94,1 945 935 926] 946
Stabw 1,2 2,0 2,1 1,4 4,3 4.6
SICB MW 926 934] 911] 898 84.91 85,0t
Stabw 05 42| 38 2,2 77 27
S MW 93,0l 930 923] 885 829t 806
iOs 24
Stabw 1,8 2,0 2,6 1,9 5,0 3,2
cB MW 942| 938] 934] 93,1 91,1 888
Stabw 2.4 1,2 2,0 1,8 2,5 4,3
LICB MW 90,8] 90,1 883 86.2] 77.6f] 718"
Stabw 3,1 1,5 2,6 3,0 47 63
Si MW 906/ 876| 855 814" 73,3 66,2
0O, 48
Stabw 2,6 2,0 1,2 0,6 3,0 2,3
cB MW 90,6 900 89,1 876] 863 844t
Stabw 1,6 2,4 3,8 5,1 24 29

* Zytotoxizitat < 90%; T signifikante Abnahme im Vergleich zur unbelasteten Kontrolle, p < 0,05

Die Belastung mit jedem der drei Partikeltypen fUhrte zu einer Dosis- und Zeit-

abhangigen Abnahme der Vitalitat. Bis zu einer Dauer von 12 h Belastung nahm die

Vitalitat der Zellen im Vergleich zur unbelasteten Kontrolle nicht signifikant ab.

Tendenziell war die LDH-Ausschittung bei den ultrafeinen Partikeln aber starker als
bei CB. Die 24-stiindige Belastung der Zellen mit ufCB und SiO, flhrte bei den
hohen Konzentrationen (20 bzw. 40 pg/cm?) zu einem signifikanten Anstieg in der
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LDH-Freisetzung, wohingegen die niedrigen Partikelkonzentrationen keinen Effekt
hatten. Fir CB wurde dieser Effekt nicht beobachtet, auch nach 24 h Belastung war
kein signifikanter Unterschied im Vergleich zur unbelasteten Kontrolle zu
beobachten. Die starkste LDH-Freisetzung wurde fir alle drei Partikeltypen nach
48 h gemessen. Bei der Belastung mit SiO» reichten schon 10 bzw. 20 pg/cm? aus,
um die Vitalitédt im Vergleich zur Kontrolle signifikant zu verringern. Die Belastung mit
40 pg/cm? SiO, reduzierte die Vitalitdt um 34%. UfCB zeigte einen &hnlich starken
Effekt wie SiO,. Die Belastung mit 20 pug/cm? fiihrte zu einer signifikanten Abnahme
im Vergleich zur Null-Stundenkontrolle (auf 77%). Eine 48 h Inkubation mit CB
(40 pg/cm?) reduzierte die Vitalitat ebenfalls signifikant. Die Freisetzung der LDH
nahm auch in den unbelasteten Proben mit der Zeit zu. Dieser Effekt ist
wahrscheinlich auf die Inkubation der Zellen im Hungermedium zurtckzuflhren. Da
in allen Versuchen zur Apoptose und Proliferation mit einer maximalen
Partikelkonzentration von 10 pg/cm? gearbeitet wurde, liefern die Ergebnisse aus den
Untersuchungen zur Vitalitat der Zellen die Erkenntnis, dass eine Partikel-induzierte
Apoptose bzw. Proliferation nicht auf zytotoxische Effekte zurtickzufihren ist.

3.3 Ist die Partikel-induzierte Proliferation eine Kompensation der Apoptose?

Die Induktion der Proliferation in Ratten-Pleura-Mesothel-Zellen nach der Belastung
mit Asbest wird als kompensatorischer Effekt einer vorher verlaufenen Apoptose
beschrieben (Goldberg et al., 1997; Buder-Hoffmann et al, 2001; Shukla et al.,
2003). Fdr ultrafeine Partikel ist bisher nicht bekannt, ob die Proliferation eine
Kompensation des apoptotischen Zelltodes ist oder ob es sich dabei um zwei
voneinander unabhangig regulierte Prozesse handelt.

Zur Uberprifung dieser Thesen wurden RLE-Zellen ausgesét und fiir 1 h mit einem
zellpermeablen Caspase-3-Inhibitor (CPP32; DEVD-CHO; BD Biosciences, San
Diego, CA) vorbehandelt. AuBerdem wurden die Zellen mit dem Apoptose-
induzierenden Agenz Staurosporin behandelt. AnschlieBend wurden die Zellen fir 24
h zusatzlich mit 10 pg/cm? ufCB belastet und die Proliferation mit Hilfe des BrdU-
Einbaus gemessen. Wenn die Partikel-induzierte Proliferation nur eine Kompensation

der Apoptose ist, dann misste die Vorbehandlung mit dem Caspase-Inhibitor die
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Proliferation reduzieren. Im Gegensatz dazu sollte Staurosporin auch in der PBS-
Kontrolle eine kompensatorische Proliferation zur Folge haben.
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Abbildung 13: Wirkung von Apoptose-Inhibitor und -Induktor auf die Proliferation

Die Zellen wurden fiir 24 h mit PBS (weiBe Saulen) oder 10 ug/cm® ufCB (graue Saulen) behandelt.
Zwei Proben wurden zusétzlich fur 1 h mit 50 uM Caspase-3-Inhibitor vorbehandelt, zwei Proben mit
10 nM Staurosporin.

* signifikante Zunahme im Vergleich zur Kontrolle, p < 0,05

Das Experiment zeigt, dass die Proliferation trotz der Anwesenheit des Caspase-3-
Inhibitors weiterhin durch ufCB induziert werden kann (Abb. 13). Dabei wurde die
Proliferation auch durch Vorbehandlung mit einer Inhibitorkonzentration, welche die
Partikel-induzierte Apoptose blockiert (50 uM; vgl. Abb. 7 und 9), nicht beeinflusst.
Auch die Induktion der Apoptose durch 10 nM Staurosporin, eine Konzentration, die
zu vergleichbaren Effekten wie 10 pg/cm? ufCB fiihrte, induzierte keine kompensa-
torische Proliferation. Die mit Staurosporin behandelte PBS-Kontrolle hatte sonst
eine mit ufCB vergleichbare Proliferation aufweisen missen.

Auf diese Weise konnte gezeigt werden, dass die durch ufP-induzierte Apoptose und

Proliferation in RLE-Zellen zwei unabhangige Prozesse sind.
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3.4 Beteiligung von Zelloberflachen-Rezeptoren

Die Kommunikation zwischen den Zellen ist eine erforderliche Voraussetzung fur die
Regulation komplexer biologischer Prozesse wie Wachstum, Differenzierung oder
Zelltod. Damit ein extrazellularer Stimulus eine Reaktion in der Zelle ausldésen kann,
muss sein Signal von Zelloberflachenrezeptoren ins Zellinnere weitergeleitet werden.
Diese Rezeptoren stellen mégliche Zielstrukturen fir eine Partikel-Zell-Interaktion dar
(Hackel et al., 1999; Eliceiri, 2001).

3.4.1 ,Epidermal Growth Factor Receptor” (EGF-R)

Verschiedene Partikel-induzierte Signalwege sind von dem zur Familie der Rezeptor-
Tyrosin-Kinasen gehdrenden EGF-R abhangig. Die Weiterleitung eines Signals
erfordert die Phosphorylierung des Rezeptors. Mittels Immunprazipitations-
experimenten wurde zunachst die ufCB-induzierte Aktivierung des EGF-R Uberpripft.
Dazu wurde der Rezeptor mit Hilfe eines EGF-R Antikérpers prazipitiert. Nach
Auftrennung in einem 7,5%igen SDS-Gel konnte mittels eines Phosphotyrosin-
Antikérpers (P-Tyr-100) eine Bande bei 170 kDa detektiert werden (Abb. 14A). Dass
es sich bei dieser Bande um den Tyrosin-phosphorylierten Rezeptor handelt, wurde
durch die anschlieBende Untersuchung mit einem Antikérper gegen total-EGF-R
bewiesen. Auch hier wurde eine Bande bei 170 kDa detektiert.

Die Belastung mit ufCB bewirkte eine Aktivierung des Rezeptors mit zwei Maxima
(Abb. 14B). Nach einer friihen Rezeptoraktivierung 2 min nach Partikelbelastung ging
die relative Phosphorylierung des Rezeptors nach 15 min bis auf den Kontrollwert
zurlck.

2 h nach der Partikelzugabe war der Rezeptor wieder dreimal so stark wie die
Kontrolle phosphoryliert. Diese signifikante Zunahme der Phosphorylierung konnte
auch bis zum Ende des Versuchs nach 8 h gemessen werden. Die fir 15 min mit
100 ng/ml EGF behandelte Positivkontrolle ergab nur eine schwache Bande. Der
Vergleich mit dem total-EGF-R Blot aber zeigt, dass in der Spur mit der EGF-
behandelten Probe auch geringere Mengen des Rezeptors prazipitiert wurden.
Generell wurden zu spateren Zeitpunkten gréBere Mengen EGF-R prazipitiert.
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Abbildung 14: Phosphorylierungszustand des EGF-R nach Behandlung mit ufCB

RLE-6TN Zellen wurden mit 10 ug/cm2 ufCB belastet. Die Positivkontrolle wurde fiir 15 min mit
100 ng/ml EGF behandelt. Fir die Immunpréazipitation wurden 500 pg Proteinextrakt und 4 ug EGF-R-
Antikdrper eingesetzt. (A) Im Western-Blot wurde die Tyrosin-Phosphorylierung mit Hilfe eines
Phospho-Tyrosin Antikérpers (P-Tyr-100) nachgewiesen. Nach dem Entfernen der Antikbper von der
Membran erfolgte die Analyse auf total-EGF-R. (B) Densitometrische Auswertung der Banden-
intensitat. Die Bandenintensitat von Phospho-Tyrosin wurde in Relation zu Gesamt-EGF-R gesetzt.

* signifikante Zunahme im Vergleich zur Kontrolle, p < 0,05

Fir die Behandlung mit Asbestfasern ist eine Beteiligung des Rezeptors sowohl an
der Apoptose als auch an der Proliferation beschrieben (Zanella et al., 1996; Faux et
al.,, 2001; Scapoli et al., 2004). Um eine mdgliche Beteiligung des EGF-R an der
durch ufCB-induzierten Apoptose und Proliferation zu untersuchen, wurden die Zel-
len fir 1 h mit Tyrphostin AG 1478, einem spezifischen Inhibitor der Tyrosin-Kinase-
Aktivitat des EGF-R, vorbehandelt. AnschlieBend folgte eine Belastung mit 10 pg/cm?
ufCB. Als Untersuchungszeitpunkte wurden die Maximalwerte der in Abbildung 6 und
10 dargestellten ufCB-induzierten Apoptose bzw. Proliferation gewéahlt.
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Abbildung 15: Wirkung eines EGF-Rezeptor-Inhibitors auf die Partikel-induzierte Apoptose
bzw. Proliferation

RLE-6TN-Zellen wurden fur 1 h mit 10 uM Tyrphostin AG 1478 vorbehandelt und dann fiir 8 bzw. 24 h
mit 10 pg/cm® ufCB belastet. Die Caspase-3-Aktivitat diente als MaB fir die Apoptose (A), die
Proliferationsrate wurde Uber den Einbau von BrdU bestimmt (B). WeiBe Saulen reprasentieren die
unbehandelten Kontrollen, graue Saulen die mit ufCB belasteten Proben

* signifikant unterschiedlich zur jeweiligen Losungsmittel-Kontrolle, T signifikant verringert im Vergleich
zur ufCB-behandelten Probe, p < 0,05

Tyrphostin AG 1478 verringerte die Partikel-induzierte Apoptose signifikant bis auf
das Kontrollniveau (Abb. 15A). Die L&sungsmittelkontrolle wurde nicht durch AG
1478 verandert. In Abbildung 15B ist gezeigt, dass auch die Proliferation durch den
Inhibitor signifikant reduziert wurde. Dieses Ergebnis stimmt mit Untersuchungen von
Tamaoki (2004) Uberein, der eine Beteiligung des EGF-R an der ufCB-induzierten
Proliferation in menschlichen Bronchial-Epithelzellen nachweisen konnte.

Die Inhibitionsversuche mit Tyrphostin AG 1478 konnten zeigen, dass die
Phosphorylierung des EGF-R einen notwendigen Schritt in der Partikel-induzierten
Signaltransduktion in RLE-Zellen, sowohl fir die Apoptose als auch fir die
Proliferation, darstellt.
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3.4.2 Beteiligung von B+-Integrin

Integrine sind Transmembran-Rezeptoren mit denen die Zelle an die Extrazellulare
Matrix (EZM) bindet. Mittels Inhibitionsstudien konnte gezeigt werden, dass Integrine
an der Regulation der Apoptose (Wary et al., 1996; Reginato et al., 2003) und
Proliferation (Mizejewski, 1999; Schwartz & Assoian, 2001; Hapke et al., 2003)
beteiligt sind. Nun sollte die Beteiligung der Integrine an den Signalwegen der
Partikel-induzierten Endpunkte Apoptose und Proliferation untersucht werden.
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Abbildung 16: Beteiligung der Integrine an der ufCB-induzierten Apoptose bzw. Proliferation
RLE-6TN-Zellen wurden fir 1 h mit 2,5 pg/ml anti-CD29, 1 bzw. 10 uM RGDS oder 10 pM GRADSP
(Kontrollpeptid) vorbehandelt und dann fur 8 (Apoptose) bzw. 24 h (Proliferation) mit 10 pg/cm2 ufCB
belastet. Als MaB fur Apoptose wurde die Caspase-3-Aktivitat bestimmt, die Proliferationsrate wurde
Uber den Einbau von BrdU gemessen. WeiBe S&ulen reprasentieren die unbehandelten Kontrollen,
graue Saulen die mit ufCB belasteten Proben

* signifikant unterschiedlich zur jeweiligen Losungsmittel-Kontrolle, T signifikant verringert im Vergleich
zur ufCB-behandelten Probe, p < 0,05
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RLE-Zellen wurden fir 1 h mit einem B1-Integrin-inaktivierenden-Antikérper (anti-
CD29), RGDS oder einem Kontrollpeptid vorbehandelt und anschlieBend fir 8 bzw.
24 h mit 10 ug/cm? ufCB belastet. Die Apoptoserate wurde Uber die Caspase-3-
Aktivitat, die Proliferation Gber den Einbau von BrdU gemessen.

Die fur verschiedene Noxen und Zellsysteme anerkannten Integrin-Inhibitoren (Ben-
Ze'ev, 1997; Eliceiri, 2001) zeigten keine Effekte auf die Partikel-induzierte Apoptose
(Abb. 16A). Die Caspase-3-Aktivitat war trotz der Vorbehandlung mit den Inhibitoren
im Vergleich zur Lésungsmittelkontrolle weiterhin signifikant erhdht. Im Gegensatz
zur Apoptose bewirkten beide Inhibitoren eine signifikante Abnahme der Partikel-
induzierten Proliferation (Abb. 16B), die fur RGDS dosisabhangig war. Das
Kontrollpeptid zeigte keinen Einfluss.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass die von ultrafeinen CB-Partikeln induzierte
Proliferation Uber die Signalwege des EGF-R und B1-Integrine vermittelt wird. Die
Partikel-induzierte Apoptose hingegen zeigt lediglich eine Abhangigkeit von der
Aktivierung des EGF-R.

3.5 Signalwege in der Zelle

Die Wachstumsfaktorrezeptor- bzw. Integrin-vermittelte Apoptose und Proliferation
kann in der Zelle Uber verschiedene Signalwege aktiviert werden (Schwartz &
Assoian, 2001). Es ist bekannt, dass die Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K), Protein-
Kinase B (PKB) und die Mitogen-aktivierten-Protein-Kinasen (MAPK) Erk1/2 sowie
Jnk1/2 (c-Jun-N-terminale Kinase) durch die Stimulation mit Partikeln phosphoryliert
werden (Timblin et al., 1998; Berken et al., 2003; Tamaoki et al, 2004). Um die
Beteiligung dieser Kinasen bei der Partikel-induzierten Apoptose zu untersuchen,
wurden RLE-Zellen mit spezifischen pharmakologischen Inhibitoren vorbehandelt.
Folgende Inhibitoren wurden verwendet: Wortmannin und Ly 294002 fir die PI3K,
SH-5 fir PKB, den Mek1/2 Inhibitor PD 98059, der fir die spezifische Blockade von
Erk1/2 akzeptiert ist (Alessi et al, 1995) und ein Jnk-Inhibitor-Peptid sowie
SP 600125 zur Untersuchung von Jnk1/2. Als MaRB fir die Apoptoserate wurde die
Caspase-3-Aktivitat nach 8 h Belastung mit 10 pg/cm? ufCB bestimmt.



ERGEBNISSE 48

Apoptose
A g oo
E 8 * * * * * *
< 6!
PI3K >
Q.
8 21
(@]
2o
g - + - - - - DMSO
- - 1 10 - - Wortmannin [nM]
- - - 0,01 1 Ly=294002 [uM]
B T g-
; * * * *
< 6
PKB >
S 41
©
o
8 21
O
(0]
2 0 ‘ ‘ ‘
3 - + - - HO
- - 0,01 1 SH-5 [uM]
C T
Erk1/2 < 6
@
3 4
o
§ 2
20 ‘ ‘ ‘
g - + - = DMSO
- - 0,1 5 PD 98059 [uM]
D 4
*
Jnk1/2 3]

T
2,
0 t t
0,1 1

Abbildung 17: Einfluss verschiedener Inhibitoren der Signalkaskade auf die Partikel-induzierte

L-Jnk-Inhibitor 1 [uM]

relative Caspase-3-Aktivitat

Apoptose

Die Zellen wurden fur 1 h mit folgenden Inhibitoren vorbehandelt: Wortmannin, Ly 294002, SH-5,
PD 98059 und L-Jnk-Inhibitor 1. Nach der 8-stiindigen Belastung mit 10 pg/cm® ufCB wurde die
Apoptoserate mittels der Caspase-3-Aktivitdt bestimmt. Die Partikel-belasteten Proben sind als graue,
die entsprechenden Kontrollen als weie Saulen dargestellt.

* signifikant unterschiedlich zur jeweiligen Lésungsmittel-Kontrolle, 1 signifikant verringert im Vergleich
zur ufCB-behandelten Probe, p < 0,05
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Abbildung 18: Einfluss verschiedener Inhibitoren der Signalkaskade auf die Partikel-induzierte
Proliferation

Die Zellen wurden fiir 1 h mit folgenden Inhibitoren vorbehandelt: Wortmannin, Ly 294002, SH-5,
PD 98059 und L-Jnk-Inhibitor 1. Nach der 24 h Belastung mit 10 ug/cm2 ufCB wurde die Proliferation
Uber den Einbau von BrdU in die neu synthetisierte DNS bestimmt. Die Partikel-belasteten Proben
sind als graue, die entsprechenden Kontrollen als weiBe S&ulen dargestellt.

* signifikant unterschiedlich zur jeweiligen Lésungsmittel-Kontrolle, T signifikant verringert im Vergleich
zur ufCB-behandelten Probe, p < 0,05
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Die Inhibition von PI3K, PKB und Erk1/2 flhrte nicht zu einer signifikanten Abnahme
der Caspase-Aktivitat (Abb. 17A-C). Wie in Abbildung 17D zu sehen ist, reduzierte im
Gegensatz dazu die Vorbehandlung der Zellen mit einem Jnk-blockierenden Peptid
(L-dnk-Inhibitor 1, 1 uM) die Caspase-3-Aktivitat signifikant (50%). Demzufolge sind
die MAP-Kinasen Jnk1/2 offensichtlich an der ufCB-induzierten Apoptose beteiligt,
PI3K, PKB und Erk1/2 aber nicht.

Im Folgenden wurde auch die Beteiligung der beschriebenen Kinasen an der ufCB-
induzierten Proliferation untersucht. Beide verwendeten PI3K-Inhibitoren reduzierten
den BrdU-Einbau in die DNS dosisabhangig (Abb. 18A). Dabei resultierte die
Vorbehandlung mit Wortmannin in einer signifikant verminderten Proliferation. Auch
der Gebrauch des PKB-Inhibitors SH-5 reduzierte die ufCB-induzierte DNS-
Neusynthese (Abb. 18B). Allerdings fuhrte nur die héhere Dosierung (1 uM) zu einer
signifikanten Abnahme (80%). Durch Vorbehandlung mit dem flir die spezifische
Blockade von Erk1/2 akzeptierten Mek1/2 Inhibitor PD 98059 (5 uM) wurde die
Proliferation auch signifikant um 60% reduziert (Abb. 18C). Demzufolge haben die
PI3K, PKB und die MAP-Kinasen Erk1/2 einen Einfluss auf die Partikel-induzierte
Proliferation. Dieses Ergebnis stimmt mit Studien von Tamaoki und Mitarbeitern
(2004) Uberein, die eine Beteiligung der MAPK Erk1/2 an der ufCB-induzierten
Proliferation untersucht haben. Beide verwendeten Jnk1/2-Inhibitoren besaBen
keinen Einfluss auf die Partikel-induzierte Proliferation (Abb. 18D).

Mit Hilfe dieser Inhibitionsexperimente konnte gezeigt werden, dass die ufCB-
induzierte Apoptose Uber Jnk1/2 vermittelt wird, wahrend die ufCB-induzierte
Proliferation Uber PISK, PKB und Erk1/2 reguliert wird. Zusatzlich zu diesen
Experimenten wurde eine Aktivierung von Erk1/2 und Jnk1/2 mittels Western-Blot-
Analyse auf der Ebene der Phosphorylierung nachgewiesen (3.6.3).

3.6 Reaktive Sauerstoff Spezies (ROS) als Mediatoren der Partikel-spezifischen
Signaltransduktion

Viele Partikeltypen sind in der Lage, ROS zu generieren. Diese kénnen Signalwege
induzieren, die zu Apoptose bzw. Proliferation fihren (Timblin et al., 2002). Die
Beteiligung von ROS an den Partikel-induzierten Endpunkten wurde mit

verschiedenen Versuchsansatzen untersucht.
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3.6.1 Einfluss von Partikeln auf den Oxidations-/Antioxidationsstatus der Zelle

Zellen wurden far 18 h mit 20 mM N-Acetyl-Cystein (NAC) vorbehandelt. Das Thiol
NAC stimuliert die zellulare Glutathionproduktion, kann aber auch direkt als Radikal-
Fanger wirken (Sadowska et al, 2006). Nach der anschlieBenden einstlindigen
Belastung mit 10 pg/cm? ufCB wurden die Zellen mit Hilfe des in 2.6 beschriebenen
Tests auf das Verhéltnis von GSH/GSSG in der Zelle untersucht. Die Abnahme der
reduzierten Form von Glutathion (GSH), einem intrazellularen Antioxidanz (Meister &
Anderson, 1983), gilt als Indikator fir die Entstehung von ROS (Halliwell &
Gutteridge, 1984; MacNee et al., 1997).
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Abbildung 19: Einfluss von ufCB auf den Oxidationsstatus von Glutathion
RLE-Zellen wurden fir 18 h mit 20 mM NAC vorbehandelt und anschlieBend fir 1 h mit 10 ug/cm2
ufCB belastet. Die Messung beruht auf der enzymatischen Reduktion von GSSG.

* signifikant unterschiedlich zur jeweiligen Lésungsmittel-Kontrolle, p < 0,05

Die einstindige Belastung der Zellen mit ufCB resultierte in einem um 20%
verringerten GSH-Pool (Abb. 19). Durch die Anwesenheit von NAC konnte die
Oxidation von GSH zu GSSG verhindert werden. Diese Untersuchungen stimmen mit
Ergebnissen von Stone (1998) in A549-Zellen (humane Lungenkarzinom-Zellen)
Uberein. Eine Belastung mit ufCB flhrt demzufolge zur Veranderung des
Oxidationsstatus der Zellen (Wilson et al., 2002).
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3.6.2 Einfluss von ROS auf die Apoptose bzw. die Proliferation

Nachdem gezeigt werden konnte, dass ROS durch ufCB generiert werden, sollte
geklart werden, ob sie auch einen Einfluss auf die Apoptose bzw. Proliferation
haben. Hierzu wurden RLE-Zellen mit NAC (18 h) oder Diphenyleneiodonium (DPI;
1 h) vorbehandelt. Nach der Belastung mit 10 pug/cm? ufCB wurde die Caspase-3-
Aktivitat (8 h) bzw. der BrdU-Einbau in die DNS (24 h) untersucht. Wie schon in 3.6.1
beschrieben, ist NAC eine Vorstufe von reduziertem Glutathion. DPI ist ein NADPH-
Oxidase-Inhibitor und besitzt keinen Einfluss auf Glutathion.
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Abbildung 20: Einfluss von NAC (A) bzw. DPI (B) auf die ufCB-induzierte Apoptose

RLE-Zellen wurden fir 18 h mit 20 mM NAC bzw. fir 1 h mit DPI (0,2 und 2 mM) vorbehandelt und
anschlieBend fiir 8 h mit 10 pg/cm?® ufCB belastet. Die relative, durch ufCB-induzierte Caspase-3-
Aktivitat (graue Saulen) wurden im Vergleich zu den PBS-behandelten Kontrollen bestimmt (weiB3e
Saulen).

* signifikant unterschiedlich zur jeweiligen Lésungsmittel-Kontrolle, t signifikant verringert im Vergleich
zur ufCB-behandelten Probe, p < 0,05
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Wie bereits bei Untersuchungen mit Silica oder DEP gezeigt wurde (Sarih et al.,
1993; Baulig et al., 2003), reduzierte NAC die ufCB-induzierte Apoptose signifikant
(Abb. 20A). Zusatzlich wurde durch die NAC-Vorbehandlung die Caspase-Aktivitat
der Kontrolle vermindert, was darauf schlieBen lasst, dass ROS auch an der nicht
Partikel-vermittelten Apoptose beteiligt sind. Eine signifikante Abnahme der
Caspase-3-Aktivitat wurde auch nach der Vorbehandlung mit DPIl beobachtet
(Abb. 20B). Die Aktivitat wurde bei einer DPI-Konzentration von 2 mM um 45%, bei
0,2 mM immer noch um 25% gehemmt. Diese Ergebnisse fiihren zu dem Hinweis,
dass ROS die Apoptose in RLE-Zellen induzieren und eine Belastung mit ufCB zur
Freisetzung von ROS lber die NADPH-Oxidase fuhrt.
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Abbildung 21: Einfluss von NAC (A) bzw. DPI (B) auf die ufCB-induzierte Proliferation
RLE-Zellen wurden fir 18 h mit 20 mM NAC bzw. fir 1 h mit DPI (2 und 0,2 mM) vorbehandelt und
anschlieBend fiir 24 h mit 10 ug/cm® ufCB belastet. Die ufCB-induzierte DNS-Neusynthese (graue
Séulen) wurde im Vergleich zu den PBS-behandelten Kontrollen (wei3e Saulen) bestimmt.

* signifikant unterschiedlich zur jeweiligen Lésungsmittel-Kontrolle, t signifikant verringert im Vergleich
zur ufCB-behandelten Probe, p < 0,05
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ROS sind als Signalmolekile an der Induktion der Proliferation in verschiedenen
Zelltypen beteiligt (Chess et al., 2005). Es zeigte sich, dass ROS auch fur die ufCB-
induzierte Proliferation in RLE-Zellen verantwortlich waren (Abb. 21). Neben NAC (A)
fihrte auch DPI (B) zur signifikanten Abnahme der DNS-Neusynthese. Der BrdU-
Einbau konnte durch die Prainkubation mit 20 mM NAC komplett, durch 2 mM DPI

um 80% reduziert werden.

3.6.3 MAP-Kinase-Signalwege

Wie schon unter 3.5 beschrieben, sind die MAP-Kinasen an der ufCB-induzierten
Apoptose (Jnk1/2) bzw. Proliferation (Erk1/2) beteiligt. Im Folgenden sollte
untersucht werden, ob durch ufCB generierte ROS diese Kinasen aktivieren kénnen.
Dazu wurden RLE-Zellen wie unter 3.6.1 beschrieben behandelt, zu verschiedenen
Zeitpunkten Proteinextrakte flr die Western-Blot-Analyse hergestellt und die
Phosphorylierung der MAPK Jnk1/2 und Erk1/2 mittels phosphospezifischer
Antikdrper untersucht. Es ist bekannt, das Partikel-induzierte ROS zu einer friihen
Aktivierung der MAP-Kinasen fuhren kénnen (Tamaoki et al., 2004). Deswegen
wurden zusétzlich zu den Zeitpunkten, an denen die maximale Apoptose bzw.
Proliferation beobachtet wurde, auch frihe Zeitpunkte zwischen 2 und 15 min
untersucht.

Nach der Belastung mit ufCB war eine zeitabhangige Phosphorylierung von Jnk1/2
und Erk1/2 zu beobachten (Abb. 22). Beide Kinasen wurden bereits friih nach 15 min
(Jnk1/2) bzw. 2 min (Erk1/2) in den Partikel-belasteten Proben starker aktiviert als in
den entsprechenden PBS-behandelten Kontrollen. Die Jun-Kinasen Jnk1/2 wurden
auch nach 4, 8 und 24 h Belastung starker als die Kontrolle phosphoryliert, wobei die
maximale Aktivierung nach 4 h gemessen wurde. Eine Vorbehandlung der Zellen mit
NAC flhrte nach 4, 8 und 24 h zu einer reduzierten Phosphorylierung.

Im Gegensatz zu den Jun-Kinasen waren die MAP-Kinasen Erk1/2 zu jedem der
untersuchten Zeitpunkte starker als die Kontrolle phosphoryliert, die maximale
Aktivierung wurde aber erst nach 8 h beobachtet. Eine Vorbehandlung mit NAC
fihrte immer zu einer geringeren Phosphorylierung im Vergleich zu ufCB. NAC

reduzierte die Phosphorylierung bei den frithen Werten (2, 8 und 15 min Belastung)
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bis auf den Kontrollwert. Bei den spateren Zeitpunkten (4, 8 und 24 h) war keine
100-prozentige Reduktion der Phosphorylierung zu sehen.
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Abbildung 22: Effekt von NAC auf die ufCB-induzierte Phosphorylierung der MAP-Kinasen
Jnk1/2 und Erk1/2

RLE-Zellen wurden nach der Vorbehandlung mit 20 mM NAC fir 2, 8 und 15 min bzw. 4, 8 und 24 h
mit 10 pg/cm2 ufCB belastet und anschlieBend die Aktivierung der MAPK mit phosphospezifischen
Antikdrpern im Western-Blot Uberprift. Als Ladekontrolle wurden Antikérper gegen total-Erk1/2 bzw.

total-dnk1/2 verwendet

3.6.4 Die Rolle von Kalzium als Mediator der ufCB-induzierten Apoptose

Es gibt Hinweise, dass die Zunahme der intrazellularen Kalziumkonzentration in
verschiedenen Zellen Apoptose auslést (Lang et al.,, 2005). UfCB kann, durch eine
Interaktion mit in der Zellmembran lokalisierten Kalziumkanalen, einen Anstieg der
intrazelluldren Ca?*-Konzentration verursachen. Dieser Partikel-induzierte Kalzium-
Einstrom in die Zelle ist ROS-vermittelt (Stone et al., 1998; Brown et al., 2001;
Wilson et al., 2002). Kalzium ist auf der anderen Seite aber auch an der ROS-
Entstehung Uber die Nicotinamid-Adenindinucleotid-Phosphat (NADPH)-Oxidase
beteiligt (Raddassi et al.,, 1994). Aus diesem Grund sollte die Rolle von Kalzium bei
der ufCB-induzierten Apoptose in RLE-Zellen untersucht werden. Die Zellen wurden
1 h mit Verapamil, einem Ca®*-Kanal-Blocker, vorbehandelt und anschlieBend fiir 8 h
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mit 10 pg/cm? ufCB belastet. Die Apoptoserate wurde mit Hilfe des Caspase-3-
Aktivitats-Tests bestimmt.
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Abbildung 23: Wirkung des Ca®*-Kanal Blockers Verapamil auf die ufCB-induzierte Apoptose
Die Zellen wurden fir 1 h mit 10 bzw. 100 pM Verapamil vorbehandelt. Nach 8-stiindiger Belastung
mit 10 pg/cm?® ufCB (graue Balken) wurde die Caspase-3-Aktivitat bestimmt.

*

signifikant unterschiedlich zur jeweiligen Ldsungsmittel-Kontrolle (weiBe Balken), T signifikant

verringert im Vergleich zur ufCB-behandelten Probe, p < 0,05

Die Partikel-induzierte Apoptose wurde durch die Vorbehandlung mit 100 pM
Verapamil im Vergleich zur Kontrolle signifikant um 65% reduziert (Abb. 23).
Demzufolge ist Kalzium an der Partikel-induzierten Apoptose in RLE-Zellen beteiligt.

Zusammenfassend weisen die Ergebnisse aus den Abbildungen 19 bis 23 auf eine
Beteiligung von ROS an den Partikel-induzierten Signalwegen zur Apoptose bzw.
Proliferation hin. NAC verhinderte die Oxidation von Glutathion (GSH). AuBerdem
reduzierte es die Phosphorylierung der MAP-Kinasen Erk1/2 und Jnk1/2 und
verringerte die Partikel-induzierte Apoptose bzw. Proliferation signifikant. Der
NADPH-Oxidase-Inhibitor DPI unterstreicht die Beteiligung von ROS. Er flhrte zur
signifikanten Reduktion beider Endpunkte.
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3.7 Uber welche Signalwege wird die Partikel-induzierte Apoptose vermittelt?

Der Signalweg, tber den die Partikel-induzierte Apoptose vermittelt ist, wird in der
Literatur kontrovers diskutiert. Tierexperimentelle Studien von Piguet und
Mitarbeitern (1993) sowie Borges und Mitarbeitern (2001) mit Silica weisen auf eine
Todes-Rezeptor-vermittelte-Apoptose (Fas) unter Beteiligung von Caspase-8 hin.
Studien von Thibodeau und Mitarbeitern (2004) lassen dagegen auf eine
mitochondrial-gesteuerte Apoptose und die Ausschittung von Cytochrom-c (Cyt-c)
schlieBBen.

Um Hinweise auf die Signalwege der ufCB-induzierten Apoptose (vgl. Abb. 6-9) zu
erhalten, wurden zu verschiedenen Zeitpunkten Proteinextrakte flr die Western-Blot-
Analyse prapariert. Eine Beteiligung von Cyt-c, Caspase-3, Caspase-8 und Caspase-
9 an der ufP-induzierten Apoptose wurde mit spezifischen Antikérpern und

Inhibitorversuchen untersucht.

5 15 30 60 Zeit[min] 5 15 30 60
18KDA => % i s e CylC o o

36 kDa —> " emm e ess GAPDH NS A

- - - - ufCB + + + +

Abbildung 24: Ausschiittung von Cytochrom-c ins Zytoplasma der Zelle
RLE-Zellen wurden fir 5, 15, 30 und 60 min mit 10 pg/c:m2 ufCB belastet und anschlieBend die Aus-

schittung von Cytochrom-c im Western-Blot tiberprift. Als Ladekontrolle wurde GAPDH verwendet.

Die Belastung mit ufCB flihrte zu einer zeitabhdngigen Ausschittung von Cyt-c ins
Zytoplasma (Abb. 24). Bereits nach 5 min war ein Anstieg der Cyt-c-Ausschuttung im
Vergleich zur Kontrolle zu beobachten, der Uber den untersuchten Zeitraum noch
weiter zunahm.

Cyt-c bildet zusammen mit ATP, Apaf-1 und der Procaspase-9 das Apoptosom,
welches die Aktivierung von Caspase-9 induziert. Die Aktivierung von Caspase-9
kann deshalb als Marker fir den intrinsischen Weg der Apoptose betrachtet werden.
Um zu UOberpriifen, ob ultrafeine Partikel auch Caspase-9 aktivieren, wurden RLE-



ERGEBNISSE 58

Zellen fir 2, 4 und 6 h mit 10 pg/cm? ufCB belastet. In Abbildung 25 ist eine
reprasentative Western-Blot-Analyse fir Caspase-9 dargestellt. Die Procaspase ist
als kraftige Bande bei 51 kDa zu erkennen. Die beiden aktiven Spaltprodukte haben
eine GrdBe von 40 bzw. 38 kDa.

2 4 6 2 4 6 Zeit[h

Caspase-9 <51 kDa

40 kDa
38 kDa

GAPDH e csss ams amn o ww <— 36 kDa

- - - + + 4+ ufCBb

Abbildung 25: Nachweis der zeitabhéngigen Aktivierung von Caspase-9 mittels Western-Blot-
Analyse

RLE-Zellen wurden fir 2, 4 und 6 h mit 10 pug/cm? ufCB belastet. Die 51 kDa Bande entspricht der
ungespaltenen Procaspase, die beiden 40 bzw. 38 kDa Banden reprasentieren die aktive Caspase-9.
Als Ladekontrolle wurde GAPDH verwendet.

Caspase-9 wurde durch die Belastung mit ufCB zeitabhangig aktiviert (Abb. 25).
Bereits nach 2 h waren die charakteristischen Spaltprodukte zu beobachten. Dieses
Signal nahm bis zum Ende des Versuchs nach 6 h weiter zu.

Die Caspase-9-vermittelte Aktivierung von Caspase-3 stellt den nachsten Schritt in
der Caspase-Kaskade dar. Eine 8-stiindige Belastung mit 10 pg/cm? ufCB fiihrte, wie
schon in Abbildung 7 gezeigt, zu einem signifikanten Anstieg der Caspase-3-
Aktivitat. In einem weiteren Versuch wurde auch die Zeitabhangigkeit der Caspase-3-
Aktivierung untersucht. Dazu wurden RLE-Zellen fiir 4, 6 und 8 h mit 10 ug/cm? ufCB
belastet.

Die zeitabhangige Spaltung von Caspase-3 korrelierte mit der Ausschittung von
Cyt-c und der Caspase-9-Spaltung. Bereits 4 h nach der Belastung war das aktive,
19 kDa groBe Fragment detektierbar (Abb. 26). Die Bandenintensitat nahm bis zur

Belastung von 8 h weiter zu.
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Abbildung 26: Nachweis der zeitabhangigen Aktivierung von Caspase-3 mittels Western-Blot-
Analyse

RLE-Zellen wurden fir 4, 6 und 8 h mit 10 ug/cm2 ufCB belastet. Die 35 kDa Bande entspricht der
ungespaltenen Procaspase, die 19 kDa Bande reprasentiert die aktive Caspase-3. Als Ladekontrolle
wurde GAPDH verwendet

Die Ergebnisse aus den Abbildungen 24 bis 26 weisen auf eine mitochondrial-
gesteuerte Apoptose hin. Da aber auch die Rezeptor-vermittelte Apoptose zur
Aktivierung von Caspase-3 fuhrt, ist es méglich, dass die Partikel-induzierte Apopto-
se zusatzlich Uber Todes-Rezeptoren vermittelt wird. Um zu Uberprifen, ob die
Apop-tose in RLE-Zellen auch Uber Fas vermittelt werden kann und ob ufP diesen
Weg induzieren kdénnen, wurden die Zellen far 8 h mit 100 ng/ml Fas-Ligand
behandelt. Zuséatzlich wurde die Beteiligung der Caspase-8 mit Hilfe eines Inhibitors

Uberpruft.

Caspase-3 <-35kDa

<19 kDa

GAPDH s ans Al < 36 kDa

- + + - - - = + quB
- - + + - - = - DMSO
- - - - 4+ - 4+ 4 Caspase-8-Inhibitor

- - - - - + + - Fas-Ligand

Abbildung 27: Nachweis der Fas-vermittelten Apoptose mittels Western-Blot-Analyse
RLE-Zellen wurden flir 8 h mit 10 pug/cm? ufCB belastet. Eine weitere Probe wurde zur Induktion der
Apoptose mit 100 ng/ml Fas-Ligand behandelt. Einige Proben wurden zusatzlich fir 1 h mit 50 uM

Caspase-8-Inhibitor vorbehandelt. Als Ladekontrolle wurde GAPDH verwendet.
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In Abbildung 27 ist eine reprasentative Western-Blot-Analyse von Caspase-3
dargestellt. Die Behandlung mit Fas-Ligand fUhrte zur Aktivierung von Caspase-3
(Spur 6). Eine Prainkubation mit dem Caspase-8-Inhibitor blockierte die Fas-Ligand-
induzierte Apoptose vollstandig (Spur 7). Die ufCB-induzierte Apoptose wurde durch
die Inhibitorbehandlung nicht reduziert (Spur 8).

Das Ergebnis aus Abbildung 27 weist darauf hin, dass die Apoptose in RLE-Zellen
Uber den Todes-Rezeptor Fas unter Beteiligung von Caspase-8 induziert werden
kann. Caspase-8 ist aber nicht an der Partikel-induzierten Apoptose beteiligt.
Zusammenfassend weisen die Ergebnisse aus den Abbildungen 24 bis 27 auf eine

Uberwiegend mitochondrial gesteuerte ufCB-induzierte Apoptose hin.
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4 DISKUSSION

Ultrafeine Partikel (ufP) sind eine der relevantesten Schadstoffbelastungen in der
AuBenluft, die sowohl fir akute als auch chronische gesundheitliche Wirkungen
verantwortlich sind (Peters et al., 1997; Heinrich et al., 2002). Aus epidemiologischen
Langzeitstudien ergibt sich ein statistischer Zusammenhang zwischen dauerhafter
Partikelbelastung der AuBenluft und der Gesamtmortalitdt, der kardiopulmonalen
Mortalitdt und der Krebsmortalitdt. Besonders deutlich werden die Effekte bei
Menschen mit vorbestehenden Erkrankungen des respiratorischen und
kardiovaskularen Systems beobachtet (Dockery et al, 1993; Pope et al, 1995;
Abbey et al, 1999; Pope et al., 2003). Es konnte gezeigt werden, dass die
Mortalitatsrate durch eine Zunahme der Feinstaubkonzentration um 10 pg/m® Luft um
bis zu 8% erhdht wird (Samet et al, 2000; Pope et al, 2002). Viele der
durchgefiihrten Studien wurden mit Gemischen aus verschiedenen Partikeltypen
durchgefihrt. Daher ist bisher nicht eindeutig nachgewiesen, welche
Partikelkomponenten bzw. welche Partikeltypen flir die Tumor-induzierenden
Eigenschaften verantwortlich sind (Knaapen et al., 2004). In diesem Zusammenhang
wird von verschiedenen Arbeitsgruppen postuliert, dass nicht der Partikelkern,
sondern verschiedene ,gebundene” Substanzen wie Transitionsmetalle oder PAH’s
fur diese Effekte verantwortlich sind (Marano et al., 2002; Li et al., 2003; Nel et al.,
2006). Fur eine Risikoabschatzung ist es deshalb umso wichtiger, Studien mit
einzelnen Partikeltypen durchzufihren, um Rickschlisse auf umweltrelevante
Partikelgemische machen zu kénnen und Strategien der molekularen Pravention zu
entwickeln. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Kohlenstoffpartikel unterschiedlicher
GroéBe sowie amorphe Silica-Partikel untersucht. Die Kohlenstoffpartikel eignen sich
fur diese Untersuchungen, da sie reprasentative Umweltpartikel aus
Verbrennungsprozessen darstellen, die frei von Transitionsmetallen oder PAH’s sind
(MacNee & Donaldson, 2003).
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4.1 Partikel-induzierte Apoptose und Proliferation

Das in gesundem Gewebe vorhandene Gleichgewicht zwischen Apoptose und
Proliferation ist bei verschiedenen Erkrankungen zu Gunsten eines der beiden
Endpunkte verschoben. Partikel-assoziierte Krankheiten wie die chronische
obstruktive Erkrankung der Lunge (COPD) oder Asthma gehen mit einer stéarkeren
Apoptoserate einher (Anderson et al., 1990; MacNee, 2005). Uberwiegt jedoch die
Proliferation Gber die Apoptose, kommt es zur Entwicklung von Fibrosen und
Neoplasien (Oberddrster, 1997). In diesem Kontext ist aber nicht klar, ob die
Proliferation nur eine Kompensation der Apoptose darstellt, oder ob es sich hierbei
um zwei voneinander unabhangige Prozesse handelt.

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass beide ultrafeinen
Partikel, ufCB und amorphes Silica, Dosis-abhangig sowohl die Apoptose (Abb. 6 bis
9) als auch die Proliferation (Abb. 10 bis 12) in kultivierten Lungen-Epithelzellen
auslésen. Der Effekt zeigt dabei einen signifikanten Zusammenhang zur
PartikelgrdBe, denn beide Endpunkte werden von den ,gréberen” Partikeln (CB) nicht
induziert. Vergleichbare Ergebnisse mit unterschiedlich groBen Kohlenstoffpartikeln
wurden auch mit primaren humanen Bronchial-Epithelzellen erzielt (Tamaoki et al.,
2004). Entscheidend ist also nicht die Partikelanzahl oder Masse, sondern die
PartikelgréBe und die damit verbundene relative Partikeloberflache. Der Befund
deckt sich mit Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen, die zeigten, dass sich Partikel-
induzierte Effekte besser Uber die Partikeloberflache als tber die Masse beschreiben
lassen (Driscoll, 1996; Oberdérster, 2000; Donaldson et al., 2001a; Oberdérster et
al., 2005).

Das Oberflachen-Dosis-Konzept ist wahrscheinlich nur eine erste Annaherung flr
verschiedene Partikel-induzierte Effekte. Auch die chemische Zusammensetzung der
Partikeltypen ist mitentscheidend fir das AusmaB der Reaktion. Es herrscht eine
kontroverse Diskussion dartber, ob z.B. bei DEP der Partikelkern oder die auf ihm
befindlichen Substanzen wie PAH’s und Ubergangsmetalle fir die Effekte
verantwortlich sind. So katalysieren Eisenionen an der Oberflache von Asbestfasern
die Bildung von hochreaktiven Hydroxylradikalen (Fenton-Reaktion), die sowohl die
Apoptose als auch die Proliferation induzieren (Shukla et al.,, 2001; Shukla et al.,
2003b). Auch Extrakte von DEP flahrten zu einer gesteigerten Apoptoserate in

alveolaren Makrophagen und in der humanen Bronchial-Epithelzelllinie BEAS-2B
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(Zhao et al., 2001; Li et al., 2003). Im Gegensatz dazu konnten Don Porto Carero
und Mitarbeiter (2001) zeigen, dass Russpartikel, nicht aber ihre Extrakte, DNS-
Strangbriiche in A549 und THP-1-Zellen (humane myelo-monozytare Zellen)
induzieren. Da die in dieser Studie untersuchten Kohlenstoffpartikel Printex® 90 und
Huber 990 frei von Kontaminationen sind, der ultrafeine Partikel aber sowohl
Apoptose als auch Proliferation induziert, bestatigen die Ergebnisse die Ansicht,
dass der Partikelkern einen wesentlichen Beitrag zur Induktion beider Endpunkie
liefert. AuBerdem ist der Partikelkern auch in der Lage, ROS zu generieren (Wilson
et al., 2002), die zur Induktion beider Endpunkte beitragen (siehe auch 4.5).

Einen weiteren Beleg fir die Bedeutung der chemischen Zusammensetzung der
Partikel liefert die Tatsache, dass schwerldsliche, ultrafeine Kohlenstoffpartikel einen
starkeren Einfluss auf die Apoptose haben (Abb. 9), wahrend weniger bestandige,
amorphe Silicapartikel eine héhere Proliferationsrate zur Folge haben (Abb. 12).

In vivo muss man noch bedenken, dass sich ultrafeine Partikel aufgrund ihrer
unterschiedlichen Oberflachenbeschaffenheit bzw. Oberflachenladung ungleich in
der Lunge verteilen bzw. verweilen (Borm et al., 2004). Unlésliche ufP werden nur
langsam oder gar nicht aus der Lunge entfernt, weil ihre geringe GrdBe ein Erkennen
durch die Makrophagen erschwert. Eine verminderte Phagozytose erlaubt die
langere Interaktion der Partikel mit dem Epithelgewebe. Diese Stimulation kann zur
Ausschittung von Zytokinen fiihren, die wiederum oxidativen Stress und eine
neutrophile Entziindung induzieren (Kim et al. 2005).

4.2 Die Partikel-induzierte Proliferation, ein Feedbackmechanismus der
Apoptose?

Epithel-Gewebe reagieren auf eine Schadigung des Gewebeverbands haufig mit
kompensatorischem Wachstum. Eine solche kompensatorische Proliferation kénnte
auch nach einer Schadigung durch verschiedene Partikeltypen erfolgen (Fisher &
Simnett, 1973; Cagle & Thurlbeck, 1988; Sakamaki et al, 2002). So wird die
Induktion der Proliferation in Ratten-Pleura-Mesothel-Zellen nach der Belastung mit
Asbest als kompensatorischer Effekt einer vorher verlaufenen Apoptose beschrieben
(Goldberg et al., 1997; Buder-Hoffmann et al., 2001; Shukla et al., 2003a). Flr ufP ist

bisher nicht bekannt, ob die Proliferation eine Kompensation des apoptotischen
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Zelltodes ist oder ob es sich dabei um zwei voneinander unabhangig regulierte
Prozesse handelt.

Wie gezeigt werden konnte, kénnen ufP sowohl die Apoptose als auch die
Proliferation in Rattenlungen-Epithelzellen auslésen (vgl. Abb. 6 bis 12). Dabei
besitzt die Partikel-induzierte Apoptose ihr Maximum 8 h nach der Belastung,
wahrend eine Zunahme der Proliferation erst nach 24 h zu messen war. Dieser
Zeitverlauf unterstitzt die von Timblin und Mitarbeitern (2002) postulierte Hypothese,
dass die ufP-induzierte Proliferation nur die Kompensation der Apoptose ist. lhre
Aussage basiert auf der Beobachtung, dass eine Belastung mit PM.s sowohl die
Apoptose als auch die Proliferation in einer Maus-Lungen-Epithelzelllinie (C-10
Zellen) induziert. Jedoch konnten sie mit Hilfe eines Ribonuklease-Protection-Assays
lediglich zeigen, dass eine Belastung mit ufP Expressionsanderungen von Genen
wie jun, fos, FAS und Caspase-8 verursacht, die mit proliferativen bzw.
apoptotischen Signalwegen assoziiert sind. Ihre Hypothese beruht demnach nur auf
RNS-Daten und konnte bisher nicht auf Proteinebene bestatigt werden.

Dass es sich bei der ufP-induzierten Proliferation nicht um die Kompensation der
Apoptose handelt, 1&sst sich durch zwei Befunde der vorliegenden Arbeit belegen:
Erstens zeigen die Versuche zur Apoptose (Abb. 9) und Proliferation (Abb. 12), dass
ultrafeines Carbon Black (ufCB) eine starkere Apoptose induziert, Silica aber eine
starkere Proliferation. Zweitens blieb die ufCB-induzierte Proliferation in Gegenwart
des Caspase-3-Inhibitors unverandert.

Far die Induktion der Proliferation ist die Apoptose also nicht erforderlich. Einen
zusatzlichen Hinweis liefert der Versuch, in dem Zellen mit dem Apoptose-
induzierenden Agens Staurosporin behandelt wurden. Auch unter diesen
Bedingungen ist die Proliferationsrate nicht erhéht (Abb. 13). Es kann jedoch nicht
ausgeschlossen werden, dass die Proliferation aufgrund der Hemmung von Kinasen
durch Staurosporin beeinflusst wird. Jedoch stellt die Spezifitdt der Caspase-3-
Inhibition einen ausreichenden Beweis flr eine Apoptose-unabhangige ufP-induzierte
Proliferation dar.
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4.3 Rolle des EGF-Rezeptors und der Integrinrezeptoren bei der ufP-induzierten
Apoptose und Proliferation

Die Induktion der Apoptose und das Fortschreiten des Zellzyklus kdnnen durch
extrazellulare Reize stimuliert werden. Der EGF-R gehért zu den Rezeptoren, deren
Signalwege an der Apoptose beteiligt sind bzw. den Ubergang von der G1 in die S-
Phase des Zellzyklus vermitteln. Die Bindung eines Liganden fihrt zur
Rezeptordimerisierung und anschlieBender Phosphorylierung der zytoplasmatischen
Rezeptordoménen. Auf diese Weise wird das Signal, nicht aber der
Informationstrager selbst, in die Zelle weitergeleitet. Wang und Bonner (2000)
konnten zeigen, dass eine frlihe EGF-R-Phosphorylierung auch Liganden-
unabhangig durch oxidativen Stress vermittelt wird. ROS dringen direkt in die Zelle
ein und aktivieren die intrazellulare Doméane des EGF-R. In diesem Zusammenhang
werden Protein-Tyrosinphosphatasen, die mit der Kinase-Doméne des EGF-R
assoziiert sind, inhibiert (Bonner, 2002).

Prazipitationsversuche zur Untersuchung des Phosphorylierungsstatus des EGF-R
nach Behandlung mit ufCB weisen auf eine zwei-phasige Aktivierung hin (Abb. 14).
Dies legt nahe, dass zwei unterschiedliche Stimuli fir die Rezeptor-Aktivierung
verantwortlich sind. Verschiedene Substanzen, die in der Lage sind, ROS zu
generieren, kbénnen den EGF-R Uber den von Wang und Bonner (2000)
beschriebenen Mechanismus aktivieren. Bereits 1999 zeigten Zanella und
Mitarbeiter, dass auch Asbestfasern die Phosphorylierung des EGF-R mittels ROS
induzieren. Es ist daher mdglich, dass ufCB-generierte ROS fiir die friihe Aktivierung
des Rezeptors verantwortlich sind.

Der EGF-R kann auch Uber einen alternativen, autokrinen Weg aktiviert werden.
Dong und Wiley (2000) konnten zeigen, dass die humane Epithelzelllinie HB2 nach
Belastung mit dem Calmodulin Antagonisten Calmidazol EGF-R-Liganden wie
Amphiregulin, Betacellulin, Epiregulin, den Heparin-bindenden EGF-ahnlichen
Wachstumsfaktor (HB-EGF) oder TGF-a freisetzt, die zu einer erneuten Aktivierung
des Rezeptors fiihren. Diese Ausschittung léslicher EGF-R-Liganden st
moglicherweise flr die zweite, anhaltende Aktivierung des EGF-R 2 h nach der
Belastung mit ufCB verantwortlich (Abb. 14). Versuche mit humanen Bronchial-
Epithelzellen, die durch eine Belastung mir PM, 5, DEP oder ufCB zur Ausschittung
von Amphiregulin und HB-EGF stimuliert werden, unterstreichen diese Hypothese
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(Blanchet et al., 2004; Tamaoki et al., 2004). Beide Studien diskutieren diese
Ergebnisse als autokrine Schleife, die eine dauerhafte Aktivierung EGF-R-
abhéangiger Signalwege vermittelt und durch Partikel-induzierte ROS verursacht wird.
Die autokrine Produktion von TGF-a wird auch in Mesotheliomen, Asbest-induzierten
Tumoren der Bauchhbhle, beobachtet (Mossman & Grinert, 2002). AuBerdem ist die
Hochregulation von Amphiregulin bzw. TGF-a und damit die Beteiligung des EGF-R
auch als Schllsselereignis bei der Proliferation von Lungen-Epithelzellen
beschrieben (Knaapen et al., 2004).

Eine Aktivierung des EGF-R ist flr die Endpunkte Apoptose und Proliferation von
entscheidender Bedeutung. Wie die Daten zeigen, ist der EGF-R sowohl an der ufP-
induzierten Apoptose als auch der Proliferation beteiligt, denn eine Vorbehandlung
der Zellen mit dem EGF-R-spezifischen Inhibitor Tyrphostin AG1478 reduzierte die
ufCB-induzierte Apoptose und Proliferation signifikant (Abb. 15). Ergebnisse anderer
Arbeitsgruppen unterstreichen die Bedeutung des EGF-R fur die Partikel-induzierten
Endpunkte. So konnte eine Beteiligung des Rezeptors sowohl fir die Asbest-
induzierte Apoptose (Zanella et al., 1999) als auch die Asbest- (Faux et al., 2001)
bzw. ufCB-induzierte Proliferation nachgewiesen werden. In diesem Zusammenhang
ist ebenfalls eine Transaktivierung des EGF-R diskutiert, die wiederum nach erneuter
Aktivierung der Erk-Kaskade zur Proliferation humaner Lungenzellen fihrt (Tamaoki
et al., 2004).

Neben dem EGF-Rezeptor sind auch Integrine an der Signal-Weiterleitung zur
Induktion von Proliferation und Apoptose beteiligt. Integrinrezeptoren stellen das
Bindeglied zwischen der EZM und dem Zytoskelett der Zelle dar. Obwohl beide
Rezeptorfamilien Signale unanhangig voneinander weiterleiten, fihrt haufig erst die
Wechselwirkung zwischen den Rezeptoren zur Entscheidung, welcher Signalweg
aktiviert wird (Eliceiri, 2001).

Die Aktivierung der EGF-R- und der Integrin-Signalkaskade entscheiden Uber das
Schicksal der Zelle. Dabei stellt sich die Frage, welcher Signalweg dominant ist. Wie
hier erstmals gezeigt werden konnte, hemmt die Blockade des Integrin-Signalweges
durch die Inkubation der Zellen mit den Integrin-spezifischen Inhibitoren RGDS oder
anti-CD29 die ufCB-induzierte Proliferation, wahrend die Apoptose-induzierende
Signalkaskade unbeeinflusst bleibt (Abb. 16). Dieser Befund deutet auf eine
Regulation der Endpunkte Apoptose und Proliferation auf Ebene der Integrine hin.
Wird das Signal sowohl vom EGF-R als auch von den Integrinen Ubertragen, so geht
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die belastete Zelle in die S-Phase des Zell-Zyklus Uber und proliferiert. Bleibt das
Integrin-Signal aus, so findet eine EGF-R-abhangige Apoptose statt.

Mit Hilfe von Co-Immunprazipitationsexperimenten und Immunfluoreszenzversuchen
konnte bereits gezeigt werden, dass Integrine und der EGF-R gemeinsam in Clustern
vorliegen. In diesen Komplexen kdnnen Integrine auch die Aktivierung des EGF-R
induzieren (Moro et al., 1998). AuBBerdem ist diese Integrin-vermittelte Aktivierung
des EGF-R haufig notwendig fir eine EGF-R-induzierte Proliferation (Eliceiri, 2001;
Bill et al., 2004).

Um die Hypothese zu bestatigen, dass das ufCB-induzierte Integrin-Signal
entscheidend fiir die Proliferation ist, muss untersucht werden, ob ufCB auch die
Bildung gemeinsamer Integrin-EGF-R-Cluster induziert. In einem weiteren Schritt
kénnte mittels Inhibitionsstudien mit RGDS und anti-CD29 (berprtift werden, ob der
EGF-R auch Integrin-unabhéngig phosphoryliert wird.

4.4 Partikel-induzierte Signalwege, die Apoptose und Proliferation regulieren

Der EGF-R und die Integrine sind Ausgangspunkt verschiedener intrazellularer
Signalwege, Uber die sowohl die Apoptose als auch die Proliferation reguliert
werden. Die kontrdre Funktion ein und desselben Rezeptors (EGF-R), dessen
Aktivierung zu den beiden unterschiedlichen Endpunkten Apoptose und Proliferation
fuhrt, wirft die Frage nach der Regulation dieser Prozesse auf Ebene der Signalwege
auf. Die Bedeutung der MAP-Kinasen Jnk1/2 und Erk1/2, die beide durch ufP
aktiviert werden (siehe 4.5), ist kontrovers diskutiert. Obwohl der Signalweg Uber
Jnk1/2 von einer Reihe verschiedener Stimuli aktiviert wird, ist seine Rolle in der
Apoptose unklar, da die Kinase neutral, pro- oder anti-apoptotisch wirken kann
(Davis, 2000). Allerdings fuhrt die Partikel-induzierte Jnk-Aktivierung in den meisten
Fallen zur Apoptose (Silbajoris et al.,, 2000; Kim et al., 2006). Im Gegensatz dazu
wird dem Erk-Signalweg eine proliferative Bedeutung beigemessen (Fang &
Richardson, 2005). Durch den Einsatz verschiedener Inhibitoren als experimentelles
Werkzeug kann gezeigt werden, dass der Weg Uber Erk1/2 abhangig von EGF-R
und Integrinen spezifisch fir die ufCB-induzierte Proliferation ist. Im Gegensatz dazu
vermittelt Jnk1/2 EGF-R-abhangig, aber unabhangig von den Integrinen, die
Apoptose (Abb. 17 und 18). Die Ergebnisse lassen auf eine Selektivitdt der MAP-
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Kinasen fir die Induktion der Endpunkte durch ufCB schlieBen. Diese Erkenntnis
deckt sich mit vorhergehenden Studien an primaren humanen Bronchialepithelzellen,
in denen die ufCB-induzierte ERK-Aktivierung ebenfalls zur Proliferation flhrt
(Tamaoki et al., 2004). Des Weiteren wird diese Aussage durch die Arbeiten von Li
(2002), Zhang (2004) bzw. Kim und Mitarbeitern (2006) zur Partikel-induzierten
Apoptose gestitzt, die allerdings mit Metall-beladenen Partikeln, DEP oder DEP-

Extrakten durchgefiihrt wurden.

4.5 ROS als initiales Ereignis fiir Apoptose und Proliferation

Man geht heute davon aus, dass ein Ungleichgewicht zwischen Oxidantien und
Antioxidantien wesentlich zur Entwicklung Partikel-verursachter pulmonaler
Erkrankungen beitragt (Donaldson et al., 2005). UfP sind in der Lage, freie Radikale
zu bilden und auf diese Weise oxidativen Stress zu induzieren. Verschiedene
Arbeiten favorisieren die Hypothese, dass ROS (ber reaktive Gruppen auf der
Partikeloberflache, Transitionsmetalle oder die Metabolisierung organischer
Verbindungen gebildet werden (Fubini, 1997; Baulig et al., 2003; Knaapen et al.,
2004). Die vorliegenden Versuche zeigen jedoch, dass auch ultrafeine
Kohlenstoffpartikel, die frei von diesen Substanzen sind, ROS generieren kénnen.
Nach der Belastung mit ufCB wurde eine signifikante Abnahme von GSH (Abb. 19),
d.h., eine Akkumulation von Glutathiondisulfid detektiert. Dies lasst auf einen
indirekten Mechanismus schlieBen, der auf Erschépfung der zellularen Glutathion-
Vorrate beruht. Durch Hinzufligen des Thiols N-Acetyl-Cystein (NAC), einer
Substanz die die zellulare Glutathionproduktion stimuliert, wurde die Partikel-
induzierte ROS-Generation reduziert.

Das chemische Prinzip der ROS-Generation durch reine Kohlenstoffpartikel ist bisher
unbekannt, jedoch wird die Vermutung, dass die GréBe und damit die reaktive
Oberflache der Partikel dafiir verantwortlich sind, durch Experimente mit Partikeln
unterschiedlicher GrdBe gestitzt (Zielinski et al, 1999; Wilson et al, 2002;
Donaldson et al., 2005).

Untersuchungen mit Partikel-belasteten Zellen in  der Anwesenheit von
Radikalfangern zeigen, dass Partikel, die Transitionsmetalle enthalten oder eine
reaktive Oberflache besitzen, auch in der Lage sind, Apoptose bzw. Proliferation
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mittels ROS zu induzieren. Wie in Abbildung 19 gezeigt werden konnte, ist auch
ufCB in der Lage, ROS zu generieren. Daher ist es nahe liegend, dass ROS
ebenfalls an den ufCB-induzierten Endpunkten beteiligt sind. Einen Beleg fir diese
Tatsache liefern die Messungen von Apoptose und Proliferation in Anwesenheit von
ufCB und NAC (Abb. 20a und 21a).

Oxidativer Stress kann sowohl vom Partikel direkt (primar generierte ROS) als auch
von den mit den Partikeln interagierenden Zellen (sekundar generierte ROS)
induziert werden (Albrecht et al., 2004; Knaapen et al., 2004). Sekundare ROS
kénnen u.a. in der Atmungskette der Mitochondrien entstehen, indem ufP in die
Mitochondrien eindringen und die Funktion der NADPH-Oxidase stéren (Li et al.,
2003; Oberdorster et al., 2005). Der Umstand, dass der NADPH-Oxidase-Inhibitor
DPI die Partikel-induzierte Apoptose bzw. die Proliferation partiell inhibiert (Abb. 20b
und 21b), beweist, dass auch mitochondrial-generierte ROS Verursacher der
Partikel-induzierten Apoptose bzw. Proliferation sind.

Partikel-generierte ROS aktivieren auch MAP-Kinase-Signalwege (Fubini, 1997; Xiao
et al., 2003). Es konnte gezeigt werden, dass Jnk an der ufCB-induzierten Apoptose
und Erk an der Proliferation beteiligt ist (vgl. 4.4). Eine Vorbehandlung mit NAC
beweist, dass auch die ufCB-induzierte Aktivierung der MAP-Kinasen ROS-abhangig
ist (Abb. 22). Allerdings scheint die frihe JNK-Aktivierung (2 bis 15 min) nicht ROS-
abhéangig zu sein, da NAC die Phosphorylierung hier nicht reduziert.
Interessanterweise kann oxidativer Stress auch das Offnen von Kalziumkanalen
stimulieren, was einen Anstieg der intrazellularen Kalziumkonzentration zur Folge hat
(Ermak & Davies, 2002). Dieser Anstieg kann in alveolaren Makrophagen der Ratte
durch ufCB ausgeldst werden (Stone et al., 2000; Brown et al., 2002). Jedoch ist
Kalzium auch an der Entstehung von ROS Uber die NADPH-Oxidase beteiligt
(Raddassi et al.,, 1994). McConkey und Orrenius (1997) konnten zeigen, dass die
Apoptose durch einen Anstieg des intrazellularen Kalziumspiegels ausgel6st werden
kann. Die ufCB-induzierte Apoptose kann ebenfalls durch einen Anstieg der
Kalziumkonzentration erreicht werden, denn eine Vorbehandlung mit dem
Kalziumkanal-Inhibitor Verapamil reduziert die Apoptoserate signifikant (Abb. 23).
AuBerdem kdnnen entsprechende Signalwege durch Kalzium aktiviert werden, die zu
den Endpunkten Apoptose und Proliferation fUhren. Dabei kann Kalzium den
intrinsischen Weg der Apoptose aktivieren (Green & Reed, 1998). Aufgrund dieser
Ergebnisse wird Kalzium eine entscheidende Rolle bei der Induktion von MAP-
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Kinase-Signalwegen und den Endpunkten Apoptose und Proliferation zugeschrieben
(Adams et al., 2001; Brown et al., 2004; Barlow et al., 2005).

4.6 Mechanismus der Partikel-induzierten Apoptose

Der Mechanismus, Uber den die Partikel-induzierte Apoptose vermittelt ist, wird in der
Literatur kontrovers diskutiert. Verschiedene Arbeitsgruppen postulieren den
extrinsischen Weg unter der Beteiligung von Todes-Rezeptoren. Andere Studien
zeigen, dass der intrinsische Weg an der Partikel-induzierten Apoptose beteiligt ist
(Piguet et al., 1993; Borges et al., 2001; Thibodeau et al., 2004).

UfP sind in der Lage, mit Mitochondrien zu interagieren und so sekundare ROS zu
generieren (Li et al.,, 2003; Oberddrster et al., 2005). Die Versuche mit DPI (Abb.
20b) zeigen deutlich, dass mitochondrial generierte ROS an der Apoptose beteiligt
sind. Eine Wechselwirkung der ufP mit den Mitochondrien kdnnte zur Freisetzung
von Cyt-c fUhren. Die Untersuchung der Aktivierung spezifischer Caspasen des
mitochondrialen und des Liganden-abhangigen Apoptoseweges bestatigen diese
Hypothese. Wie hier erstmals gezeigt werden konnte, flhrt die Belastung der RLE-
Zellen mit ufCB zur Freisetzung von Cyt-c und resultiert in der Aktivierung der
Caspasen 9 und 3.

Im Gegensatz dazu konnten Timblin und Mitarbeiter (2002) zeigen, dass PM, 5 den
extrinsischen Weg der Apoptose unter der Beteiligung von Fas aktiviert. Mit Hilfe von
Fas-Ligand kann dieser Weg auch in RLE-Zellen angeschaltet werden (Abb. 27),
denn Typ-Il Zellen des Lungenepithels exprimieren Fas auf ihrer Oberflache (Matute-
Bello et al, 2001). Theoretisch kdnnte auch eine extrazellulare ROS-Entstehung
durch Wechselwirkung der Partikeloberflache mit Membrankomponenten zur
Aktivierung des Fas-vermittelten Apoptoseweges fihren. Da eine Vorbehandlung der
Zellen mit dem Caspase-8-Inhibitor Z-IETD-FMK zwar die Fas-Ligand-induzierte,
nicht aber die Partikel-induzierte Caspase-3-Spaltung verhindert (Abb. 27), lasst dies
den Schluss zu, dass die ufCB-induzierte Apoptose jedoch ausschlieBlich Gber den
intrinsischen Weg ablauft.
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4.7 Die Einordnung dieser Arbeit

Mit der vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass ufP aufgrund ihrer
GroBe in der Lage sind, sowohl die Apoptose als auch die Proliferation zu induzieren.
Bislang wurde aus der Literatur nicht klar, dass ufP beide Endpunkte unabhangig
voneinander auslésen.

Die Befunde anderer Arbeitsgruppen zur Phosphorylierung des EGF-R und zur
Aktivierung verschiedener MAP-Kinase-Signalwege durch ufP konnten den beiden
Endpunkten, Apoptose und Proliferation, eindeutig zugewiesen werden. Es konnte
erstmals gezeigt werden, dass Integrine an der Vermittlung ufP-induzierter Effekte
beteiligt sind. Der Zusammenhang zwischen der ufP-abhangigen ROS-Freisetzung
und den Endpunkten Apoptose und Proliferation, sowie den spezifischen
Signalwegen, wurde aufgeklart.

Die vorliegende Arbeit liefert somit einen Beitrag zum Verstandnis der
Wechselwirkungen von ufP mit exponierten Zellen. UfP werden nicht nur in der
Lunge deponiert, sondern kénnen auch in andere Kdérperkompartimente vordringen
(Oberdorster et al., 2005). Es besteht nun die Mdglichkeit, die Ablaufe der ufP-
induzierten Apoptose und Proliferation auch in anderen Zellen zu untersuchen und

somit die Rolle der ufP an der Induktion verschiedener Erkrankungen zu erforschen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Feinstaub stellt eine der relevantesten Schadstoffbelastungen in der AuBenluft dar,
die sowohl fir akute wie auch chronische Erkrankungen verantwortlich ist. Aufgrund
dieser Problematik gibt es seit dem 1. Januar 2005 Richtlinien der europdischen
Union, nach denen Grenzwerte eingehalten werden missen. Aufgrund ihrer geringen
GroBe und den damit verbundenen Oberflacheneigenschaften wird den ultrafeinen
Partikeln (ufP) hohe Bedeutung beigemessen.

Zellen reagieren auf extrazellulare Stimuli mit der Aktivierung von Signalkaskaden,
die Einfluss auf Apoptose und Proliferation nehmen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
der Mechanismus der ufP-induzierten Endpunkte Apoptose und Proliferation in der
Rattenlungen-Epithelzelllinie RLE-6TN charakterisiert. Beide Endpunkte Apoptose
und Proliferation werden durch ufP verschiedener chemischer Zusammensetzung
induziert. Im Gegensatz zu ultrafeinen Kohlenstoffpartikeln (14 nm) induzieren feine
Partikel (260 nm) desselben Materials diese Endpunkte nicht. Die Induktion beider
Endpunkte ist demzufolge von der GréBe, der chemischen Zusammensetzung und
der Dosis abhangig. Die Signalwege, die von den Rezeptoren ausgehend zur
Auspragung von Apoptose oder Proliferation fuhren, wurden eindeutig identifiziert
und dem jeweiligen Endpunkt zugeordnet. Durch den Einsatz pharmakologischer
Inhibitoren wurde die Regulation der ufP-induzierten Endpunkte auf Ebene des EGF-
R und der Integrine festgestellt. Der EGF-R reguliert sowohl die Apoptose als auch
die Proliferation. Im Gegensatz dazu ist das Integrin-Signal spezifisch fir die
Proliferation. Auch die von den Rezeptoren aktivierten MAP-Kinasen Jnk1/2 und
Erk1/2 sind an der Regulation von Apoptose und Proliferation beteiligt. Dabei zeigte
sich, dass die ufP-induzierte Apoptose Jnk-abhéangig ist, die Proliferation hingegen
tber Erk reguliert wird. Beide ufP-induzierten Endpunkie sowie die spezifischen
MAP-Kinase-Signalwege konnten mit Hilfe des Radikalfangers N-Acetyl-Cystein und
dem NADPH-Oxidase-Inhibitor Diphenyleneiodonium inhibiert werden. Auch die
beiden Endpunkte Apoptose und Proliferation werden mit Hilfe dieser Substanzen
inhibiert, so dass man ROS als Ausléser der initialen Ereignisse betrachten kann.

Mit dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass in Lungen-Epithelzellen
sowohl Apoptose als auch Proliferation unabhangig voneinander Uber spezifische
Signalwege durch ultrafeine Partikel ausgeldst werden.
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Diphenyleneiodonium
2,2’-dinitro-5,5’-dithiodibenzoeséaure
Dithiothreitol
Enhanced-Chemo-Lumineszenz
Ethylendiamintetraessigsaure-Dinatriumsalz
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
Epidermaler Wachstumsfaktor
Epidermaler Wachstumsfaktor Rezeptor
Extrazellular regulierte Kinase
Extrazellulare Matrix

,fas associated death domain”

fokale Adhasionskinase

fotales Kalberserum

Gravitation
Glycerinaldehyd-3-Dehydrogenase
Growthfactor Receptor-Bound Protein 2
Glutathion-Reduktase

Glutathion

Glutathiondisulfid
Guanosin-Triphosphat

Stunde



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

90

HAC
HCI
HEPES
HRP
IAP
IFN-y
ILK
IP
JNK
kDa
kHz
LDH
M

m
MAPK
min

n
NAC
NADH
NADPH
NaF
NFkB
NP
PAGE
PAH’s
PARP
PCNA
PI3K
PM
POD
PBS
PKB
PVDF
RLE

Essigsaure

Salzsaure
4-(2-Hydroxyethyl)piperazin-1-ethansulfonsaure
Peroxidase

.inhibitor-of-apoptosis protein”
Interferon-y
Integrin-gebundene-Kinase
Immunpréazipitation
c-Jun-N-terminale Kinase
Kilodalton

Kilohertz

Laktat-Dehydrogenase

mikro

milli
Mitogen-aktivierte-Protein-Kinase
Minute

nano

N-Acetyl-Cystein
Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid
Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat
Natriumfluorid

nuklearer Transkriptionsfaktor Kappa B
Nanopartikel
Polyacrylamidgelelektrophorese
Polyaromatische Hydrocarbone
Poly-(ADP-ribose)-Polymerase
Lproliferating cell nuclear antigene”
Phosphoinositid-3-Kinase
Particulate Matter

Peroxidase

Phosphatgepufferte Salzlésung
Protein-Kinase B
Polyvinylidendifluorid
Ratten-Lungen-Epithel
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ROS
SDS
Smac/DIABLO

SOS
S-Phase
SSA
TBST
TdT
TEMED
TGF-B
TNB
TNF-a
Tris
TUNEL
ufCB
ufP

Vv

v/v

VP

w/v

reaktive Sauerstoffspezies
Natriumdodecylsulfat

»second mitochondria derived activator of caspase /
direct IAP-binding protein with low pl”
,son of sevenless”

Synthese-Phase

Sulfosalicylsaure

Tris-gepufferte Salzlésung mit Tween 20
terminale Deoxynukleotidyl-Transferase
N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin
Transformierender-Wachstums-Faktor-3
Thionitrobenzoat-Anion
Tumor-Nekrose-Faktor-a
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
transferase-mediated dUTP nick end labeling
ultrafeines Carbon Black

ultrafeine Partikel

Volt

Volumen/Volumen

Vinylpyridin

Gewicht/Volumen
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