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Meinem Ehemann.

Life does not put things in front of you that you are unable to handle.

(unknown)
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Kapitel1: Einleitung

Kapitel 1: Einleitung

1.1 Inhalierbare Partikel und ihre Bedeutung in der Pathogenese von
Lungenerkrankungen

Nach dem Inkrafttreten der EU-Richtlinie fir Feinstaubbelastungen riicken Partikel
inhalierbarer GroRe immer mehr in das Bewusstsein der Offentlichkeit. Zahlreiche
epidemiologische Studien konnten einen Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Herz-
Lungenkrankheiten und der Exposition zu inhalierbaren Umweltpartikel zeigen (Kappos et al.
2004; Braga et al. 2000, Zanobetti et al. 2000). Umweltpartikel oder PM (Particulate Matter)
sind eine komplexe Mischung aus organischen Komponenten, Metallen, Erde oder Staub,
Sauren und Allergenen, die z.B. durch Verbrennung fossiler Brennstoffe, Bauarbeiten und
bei industriellen Prozesse wie in der Stahlindustrie oder im Bergbau entstehen. Sie bestehen
daher aus Fraktionen mit sehr unterschiedlichen chemischen und physikalischen
Eigenschaften zu denen unter anderem auch die in dieser Studie eingesetzten

schwerldslichen Partikelfraktionen (PSP’s, poorly soluble particulates) gehéren.

1.1.1 Partikelinduzierte pneumonale Gesundheitsrisiken

Durch die Disposition der Partikeln in die Lunge kdnnen zahlreiche akute und chronische
Atemwegserkrankungen hervorgerufen werden. Weit verbreitet ist das Auftreten fibrotischer
Lungenerkrankungen wie z.B. Pneumokoniose oder Silikose, die nach der Inhalation von
Kohlen- oder Silikatstauben auftreten konnen (Castranova 2000). Ein Zusammenhang
zwischen einem erhéhten Risiko fir COPD (Chronic Obstructive Pulmonary Disease) und
Pneumonia Infektionen konnte fir die Exposition zu der PM;o-Fraktion gezeigt werden
(Schwarz 1994). Eine weitere epidemiologische Studie ergab eine Verbindung zwischen der
Partikelbelastung und der Lungenkrebsrate (Pope et al. 2002).

Mechanistisch ist das karzinogene Potential, welches von der Partikelexposition ausgeht,
noch nicht vollstandig geklart. Es wird jedoch ein Wirkungsmechanismus uber die Bildung
reaktiver Sauerstoffspezies (ROS, reaktive oxygener Spezies) und der Partikel induzierten
Entziindung unter Beteiligung von Makrophagen diskutiert (Abb. 1.1.1.1). Eine in vitro
Exposition von RLE Zellen (imortalisierte alveolaren Epithelzellen der Rattenlunge) zu
Umweltpartikeln konnte eine Verbindung zwischen der Generierung von Hydroxylradikalen
sowie der Bildung von 8-OHdG (8-Hydroxydeoxyguanine) zeigen (Knaapen et al. 2000). In
vivo flhrt eine Exposition von Mausen zu DEP’s (Diesel Exhaust Particles) zur Ausbildung
von Lungentumoren, die mit dem Auftreten von 8-OHdG korreliert und in Zusammenhang mit
der Generierung von ROS steht (Sagai et al. 2000). Die DNA-Modifikation (8-OHdG) wird als
Indikator ~ fir  oxidative =~ DNA-Schadigungen  angesehen, die  Veradnderungen
krebsinduzierender Gene verursacht (Floyd 1990, Kasai und Nishimura 1991). Als

verantwortlich fir die karzinogene Wirkung der PM’s oder der DEP’s werden die darin
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enthaltenen chemischen Komponenten (z.B. PAH, Polyaromatische Hydrokarbone) mit
bekanntem krebserregende Potential postuliert. Jedoch ist die Maoglichkeit nicht
auszuschlieBen, dass die Partikel selbst Krebs verursachen kénnen (Harrison et al. 2004).
Dies zeigen auch verschiedene Studien mit TiO, (Titandioxid) und CB (Carbon Black), die
keine PAH’s enthalten und dennoch die Bildung von Lungentumoren in Ratten férdern
(Gallagher et al. 1994, Nikula et al. 1995). Eine weitere Tierstudie in Ratten konnte einen
Zusammenhang zwischen der Entzindung und der Tumorgenerierung flir verschiedene
Kohlenstaube, DQ12 Quarz und feinem TiO, darstellen. Dabei ist die Art des eingesetzten
Partikels entscheidend fiir die Pathogenitat. Wahrend nach der Exposition zu Quarz und
ultra-feinem TiO, eine hohe Tumorrate ermittelt werden konnte, zeigte die Belastung der
Tiere mit Kohlengrubenstaub und feinem TiO, eine etwa um die Halfte verringerte
Tumorbildung (Borm et al. 2000).

oo Partikelexposition Abb. 1.1.1.1: Mbglicher
0 0
karzinogener Wirkungs-
Makrophagen + Typ-lI-Epithelzellen Mechanismus der
reaktive Partikel an dem unter
-—
Sauerstoffspemes — BNA-Addukte anderem die Bildung
reaktiver Sauerstoff-
+ Spezies (ROS, reaktive
Mutationen Sauerstoff (oxygen)
Zytokine,
Chemokine, Spezies) beteiligt sein
Wachstumsfaktoren ar . DNA-RE eratur .
Rekrutierung Initiation A P kénnte. Dabei ist eine
inflamatorischer LS

Zellen
(Makrophagen,
Neutrophile,

Lymphozyten)

Beeinflussung durch

Makrophagen und der
Promotion @ @ initiierte Zelle

ﬁj Partikel induzierten
Entziind ung Entziindung bei der
ZZeIIIIscI}:afdigltx_ng Progression Entwicklung von Krebs
eliprolirteration
P nicht auszuschlieRen.

FIBROSEN < - Krebs

In  weiteren Studien unter Verwendung von Quarzpartikeln mit verschiedenen
Oberflachenmodifikationen (PVNO, Polyvinylpyridine-N-Oxid; AL, Aluminiumlactat) konnten
Zusammenhange zwischen der Oberflacheneigenschaft des Quarzes und der ROS
Generierung sowie der DNA-Schadigung gezeigt werden (Knaapen et al. 2002, Schins et al.
2002). Die Partikeleigenschaften (z.B. die Oberflachenstruktur, Gréfie) scheinen somit einen
entscheidenden Einfluss auf das, mit der Exposition zu den Partikeln verbundenem
Gesundheitsrisiko, wie dem Tumorrisiko, zu haben.

Da in dieser Studie hauptsachlich DQ12 (Dérentruper Quarz), ein feiner Quarzpartikel,
eingesetzt wird, soll in den folgenden Abschnitten besonders auf die pathogene Bedeutung

inhalierbarer, kristalliner Silikatpartikel eingegangen werden.
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1.1.2 Quarzstdube und Silikose

Vor allem aus der Arbeitsmedizin sind die gesundheitlichen Risiken, die von Silikat- und
Kohlenstdube ausgehen bekannt. Sie werden als die Ausléser von fibrotischen
Lungenkrankheiten wie Pneumokoniose oder Silikose beschrieben, die mit der Entwicklung
von Krebs in Verbindung gebracht werden. Die bei Bergarbeitern auftretende, mit der
Inhalation von Kohlenstaub in Verbindung gebrachte Pneumokoniose wird je nach Fortschritt
der Krankheit in einfache und komplizierte Pneumokoniose unterteilt. Die Akkumulation des
Kohlenstaubs in der Lunge fihrt zur Ausbildung kleiner Knétchen (Granulomen), die
besonders in Bifukationen der Bronchien zu finden sind. Sie bestehen aus Kohlenstaub
geflllten Makrophagen und kollagenen Fasern. Durch eine anhaltende Partikelbelastung
wachsen diese an und bewirken im Endstadium (komplizierte Pneumokoniose) eine
Verstopfung und irreversible Schadigung der Lunge (Castranova 2000). Kohlenstaub kann
jedoch immer auch Silikate enthalten, sodass die Effekte auf beide Komponenten
zurlckgefuhrt werden mussen. Eine Studie an Bergleuten konnte einen direkten
Zusammenhang zwischen der Quarzkonzentration im Kohlenstaub und dem Auftreten einer
pulmonalen Entzindung, dem maoglichen Initiator der Silikose, aufzeigen (Kuempel et al.
2003). Eine arbeitsplatzbedingte Quarzexposition, wie sie z.B. im Berg- oder Tunnelbau
sowie bei GuBputzern oder Sandstrahlern aber auch bei Arbeitern in feinkeramischen
Betrieben und Dentallaboren auftritt, kann Uber eine chronische Entziindung bis zur Silikose
fuhren (Merkblatt zur Berufsmedizin vom Institut fur Arbeitsmedizin, Nr. 4101).

Silikose, wird durch die Inhalation und Ablagerung von Silikaten oder silikathaltigen Stauben,
wie Kohlenpartikel, in der Lunge verursacht. Je nach klinischem und pathologischem
Krankheitsbild unterscheidet man zwischen einfacher (nodularer) und akuter Silikose, sowie
progressiver und diffuser interstitieller Fibrose. Wahrend bei der einfachen (nodularen)
Silikose einzelne, kleine, harte Knétchen von bis zu 1cm GréfRe - mikroskopisch aufzulésen
als, um eine zentrale Kollagenregion angeordnete Aggregate aus Partikel beladenen
Makrophagen- auftreten, sind die Knétchen bei der progressiven Fibrose grofier als 1cm. Bei
dieser weiter fortgeschrittenen Pneumokoniose werden das Lungenparenchym sowie die
Bronchiolen und BlutgefaRe angegriffen. Die sich nach einer Exposition zu hohen
Silikatkonzentrationen entwickelnde akute Silikose zeichnet sich durch Lungentédeme und
eine interstitielle Entzindung aus. Des Weiteren sammelt sich in den Alveolen ein
proteinreicher Surfactant an (Rimal et al. 2005). Silikatinduzierte Fibrosen entwickelt sich
Uber 2 Phasen, wie in verschiedenen Tierstudien gezeigt werden konnte. In der ersten
Phase ist eine Entziindungsreaktion zu verfolgen. Durch den quarzinduzierten Einstrom von
alveolaren Makrophagen (AM) in die Lunge und deren Aktivierung wird die Ausschittung von
inflammatorischen Zytokinen erhdht und die Aktivitdt sowohl des humoralen als auch des

zelluldren Immunsystem hoch reguliert. Des Weiteren werden durch Makrophagen
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Silikatpartikel aus der Lunge in andere lymphatische Gewebe, wie den Lymphknoten oder
der Milz transportiert. Fibrotische Veranderungen in der Lunge treten in diesem Stadium
jedoch noch nicht auf. In der zweiten Phase regelt sich der Aktivierungsstatus des adaptiven
Immunsystems wieder auf ein normales Niveau ein, wahrend es zur Ausbildung einer
massiven Entziindungsreaktion, unter dem Einstrom von Neutrophilen und Lymphozyten,
kommt. In diesem Stadium treten massive Zellschadigungen - LDH- und Protein-
Konzentration in BAL-Flissigkeit steigt- auf und Lungengranulome bilden sich aus. Es
kommt zur Ausbildung der Fibrose (Castranova et al. 2000, Langley et al. 2004, Porter et al.
2004, Albrecht et al. 2004).
Die genauen molekularen Mechanismen, die zur Entwicklung einer Silikose flihren, sind
noch nicht vollig geklart. Es wird jedoch ein Mechanismus Uber die Aktivierung des
angeborenen und adaptiven Immunsystems sowie der Bildung von ROS unter der
Aktivierung des Transkriptionsfaktor Nuklear Faktor-kB (NF-kB) diskutiert. Die inhalierten
Silikatpartikel werden dabei von Makrophagen, den Initiatoren des Immunsystems erkannt
und aufgenommen. Die nun aktivierten Makrophagen setzen Zytokine wie z.B. Tumor
Nekrose Faktor-a (TNF-a) frei, die wiederum die Aktivierung von Fibroblasten und
dendritischen Zellen induzieren. So wird das adaptive Immunsystem aktiviert und die
Fibroblastenproliferation sowie die Kollagensynthese stimuliert. Durch eine wechselseitige
Einwirkung des angeborenen und des adaptiven Immunsystems kommt es zur Ausbildung
der Fibrose (Pernis 2005). Bei der Progression der Silikose scheint jedoch, neben der
induzierenden Wirkung auf die Ausschittung inflammatorischer Mediatoren, auch die
Zelltoxizitdt des Quarzes entscheidend beteiligt zu sein. Die verstarkte Aufnahme des
Silikats kann zum Absterben der Makrophagen fiihren, wodurch dieses wieder freigesetzt
wird. Wieder freigesetzte Quarzpartikel sowie die Zelltrimmer der abgestorbenen
Makrophagen kdnnen erneut von nachfolgenden Makrophagen aufgenommen werden, was
zur erneuten Makrophagenaktivierung fiihrt (Rimal 2005). Eine weitere Welle
entziindungsfordernder Prozesse wird eingeleitet, sodass ein sich wiederholender Kreislauf
in Gang gesetzt wird, der die Wirkung des inhalierten Silikats verstarkt. Die pathogene
Wirkung von Quarz wird also durch eine komplexe Verschachtelung verschiedener
biologischer, partikelinduzierter Prozesse hervorgerufen:
1. Direkte Toxizitat der Quarzpartikel auf Lungenzellen, wie Makrophagen aber auch
Lungenepithelzellen, die zur durch Zerstérung des Lungengewebe fuhrt.
2. Die Bildung von ROS durch die Partikel selbst oder partikelinduziert durch AM oder
polymorphkernige Neutrophile (PMN), welche Lipidoxidationen und
Proteinnitrosationen hervorrufen kénnen, die zur Schadigung des Lungegewebes

fuhren.
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3. Aktivierung von AM, die pro-inflammatorische Chemokine und Zytokine freisetzten,
wodurch inflammatorische Zellen (Makrophagen, PMN) aus der Blutbahn in die
Lunge rekrutiert und aktiviert werden. Dadurch wird ein Circulus vitiosus angeregt,
der die Endziindung immer mehr antreibt.

4. Zusatzliche stimuliert die Sekretion von Wachstumsfaktoren durch AM und alveolare
Epithelzellen z.B. die Fibroblastenproliferation und die Kollagensynthese, wodurch es
zur Ausbildung einer Fibrose kommt (Castranova et al. 2000).

Die Silikoseprogression ist also ein komplexer Prozess bei dem, wie auch bei anderen
partikelinduzierten Lungenerkrankungen, die Wechselwirkung der Partikel mit AM eine
zentrale Rolle zu spielen scheint. Daher soll in dieser Studie die Interaktion zwischen AM

und PSP’s verschiedener GroRRe untersucht werden.

1.1.3 Mechanismus der partikelinduzierte Entziindungsreaktionen

Wie in Kapitel 1.1.2 beschrieben, spielen AM in der Initiation und Progression der Silikose
eine entscheidende Rolle, wobei die Entwicklung einer chronischen Entzindung von
wesentlicher Bedeutung ist. Doch auch allgemein ist fir die gesundheitsschadlichen Risiken
der Partikelexposition die Ausbildung einer akuten Entziindung, deren Progression zu einem
chronischen Krankheitsbild flhren kann, beschrieben, woran AM als Quelle der
inflammatorischen Mediatoren beteiligt sind. Dabei spielt besonders die Generierung von
ROS sowie die Bildung und Ausschittung von pro-inflammatorischen Proteinen (Zytokine,
Chemokinen und Wachstumsfaktoren) eine entscheidende Rolle.

Eine partikelinduzierte ROS Bildung wurde flir viele Partikel unterschiedlichen Typs in AM
und anderen Zelltypen gezeigt (Goldsmith 1997, Imrich et al. 1999, Knaapen et al. 2002). Da
in dieser Studie jedoch hauptsachlich auf die Untersuchung der Pathogenitat von
Quarzpartikeln eingegangen wird, soll im Folgenden besonders auf die Quarz induzierten
inflammatorischen Reaktionen eingegangen werden. Die Generierung von ROS kann direkt
durch die Wechselwirkung des Quarzes mit dem wassrigen Umgebungsmilieu der Lunge
oder indirekt Uber die Aktivierung von Phagozyten wie Makrophagen erfolgen (Ding et al.
2002). In der Natur kommen Silikate, die hautsachlich aus Siliziumdioxid (SiO,) bestehen, als
amorphe (I6sliche) oder als kristalline (schwerlésliche) Minerale in 7 bekannten Formen vor.
Quarz stellt dabei eine dieser kristallinen Formen dar (Ross et al. 1993). Quarze zeichnen
sich durch ihre hochreaktive Oberflache aus Silizium- und Siliziumoxidradikalen aus, welche
in wassrigen Medien zu Hydroxylradikalen (OH™) reagieren. Frisch gebrochener Quarz hat
dabei eine Halbwertszeit von 20h. Das Redoxpotential der Quarzoberflache nimmt also mit
der Zeit ab, wodurch er sein Potential in AM oxidativen Stress zu induzieren verliert. Dabei
nimmt gleichzeitig die Zelltoxizitdt des Quarzes ab (Vallyathan et al. 1988). Die
inflammatorische Wirkung und der toxische Charakter der Quarzpartikel stehen im

Zusammenhang mit dem hohen Redoxpotential der Mineraloberflache, wie andere Studien
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mit PVNO- und/oder AL-Oberflachenmodifikationen, die die reaktiven Oberflache abdecken,
bestatigen (Duffin et al. 2001, Albrecht et al. 2004). Jedoch scheint diese keine hinreichende
Erklarung fur die Pathogenitat der Quarzpartikel zu sein, wie ein Tierversuch mit frisch
gebrochenem im Vergleich zu gealtertem Quarz zeigt. So induzieren frisch gebrochene
Quarzpartikel im Vergleich zu gealterten zwar eine verstarkte ROS Bildung durch AM, doch
konnten keine Unterschiede in der inflammatorischen Wirkung zwischen beiden
Altersfraktionen beobachtet werden (Porter et al. 2002). Des Weiteren zeigte eine
Untersuchung von 3 unterschiedlichen Quarzpartikeln (DQ12 und zwei weitere
Arbeitsplatzquarzpartikeln) ebenfalls keinen Zusammenhang zwischen dem Potential der
Hydroxylradikalbildung und der inflammatorischen Wirkung (Clouter et al. 2001). In einem
anderen Untersuchungsansatz mit Radikalfangern konnte wiederum gezeigt werden, dass
die ROS Bildung im direkten Zusammenhang mit der TNF-a-Produktion steht. Radikalfanger
senken die ROS Freisetzung durch Makrophagen, wodurch die TNF-a-Bildung vermindert
und die inflammatorische Wirkung des Quarzes reduziert wird (Gossart et al. 1996).

TNF-a ist sowohl bei der Entwicklung der Silikose als auch bei der Ausbildung von
Entzindungen ein Schlisselzytokin. In verschiedenen Studien konnte ein direktes Verhaltnis
zwischen der TNF-a-Produktion und der Progression der Entziindung gezeigte werden
(Driscoll et al. 1997, Barbarin et al. 2005). Dabei ist TNF-a nicht nur fur die Aktivierung des
Immunsystems, sondern auch fir die Kollagendisposition wahrend der Fibroseausbildung
entscheidend (Piguet et al. 1990). Quarz induziert jedoch auch die Bildung und Freisetzung
anderer Entziindungsmediatoren. So konnte, in einer umfassenden Studie der Expression
immunregulatorischer Gene an AM, 4h nach einer Quarzbelastung in vivo wie in vitro die
Hochregulierung von IL-6, MCP-1 (Monocyte Chemotractant Protein-1) und MIP-2
(Macrophage Inflammatory Protein-2) demonstriert werden. Bei der in vitro Belastung war
zusatzlich die Expression von IL-1, IL-10, iNOS (induzierende Nitric Oxid Synthetase) und
GM-CSF (Granulocyte / Macrophage Colony Stimulating Factor) zu beobachten. Eine
Cokultivierung mit Typ-II-Epithelzellen hatte keine Veranderung des Expressionsmuster zur
Folge (Rao et al. 2004). Ebenso wird in RAW 264.7 Makrophagen durch eine
Quarzbelastung eine dosisabhangige Freisetzung von TNF-a und IL-6 unter
Quarzpartikelaufnahme induziert (Balduzzi et al. 2004). Einen ahnlichen dosisabhangigen
Effekt auf die Transkription und Translation des Zytokins (TNF-a) zeigt auch eine 4h in vitro
Belastung primarer Makrophagen mit ultra-feinem CB. Dabei ist die TNF-a Expression und
Freisetzung sowohl vom Ca?*-Spiegel als auch vom Oxidationsstatus der Zelle abhangig.
Des Weiteren werden durch die CB Belastung die Transkriptionsfaktoren NF-kB und AP-1
(Transkriptionsfaktor Aktivator Protein-1) aktiviert (Brown et al. 2004). Daraus ergibt sich eine
Abhangigkeit der quarzinduzierten TNF-a Bildung von der Aktivierung des NF-kB

(Rojanasaku et al. 1999). Die Quarz-induzierte NF-kB-Aktivierung konnte auch in situ an
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Luziferase Reporter Mausen gezeigt werden. Die Exposition zu Quarz erhoht die
Immunoreaktivitdt des NF-kB-Luziferaseproteins in Makrophagen sowie bronchialen
Epithelzellen, wohingegen eine TiO, Exposition keinen Effekt zeigt. Parallel dazu wurde im
Lungenhomogenat eine verstarkte Transkription der TNF-a-, MIP-2-, MCP-1-, Interferon-y-,
sowie der Interleukine IL-6- und IL2-mRNA nachgewiesen (Hubbard et al. 2002). Die Quarz
induzierte Signaltransduktionskaskade unter der Aktivierung von NF-kB und AP-1 wiederum
ist von der ROS Bildung abhangig (Kang et al. 2000, Gwinn 2006).

Der nukleare Transkriptionsfaktor NF-kB wird mit vielen Krankheiten, wie Atheriosklerosis,
Typ-II-Diabetis, Asthma und Krebs in Verbindung gebracht. Bei der Ausbildung von
Entziindungen ist NF-kB ein Schlisselfaktor, da durch dieses Protein die Expression vieler
inflammatorischer Gene kontrolliert wird (Baldwin 2001, Tak und Firestein 2001, Ben-Neriah
und Schmitz 2004). Eine Aktivierung kann dabei Uber verschiedene Wege erfolgen. So
kénnen z.B. TNF-a selbst, Gber den TNF-Rezeptor (TNFR), oder bakterielle Produkte, Gber
den Toll-like-Rezeptor (TLR), als aktivierender Stimulus wirken (Ben-Neriah und Schmitz
2004). Bei der ROS abhangigen, quarzinduzierten NF-kB-Aktivierung sind
Phosphorylierungen verschiedener Protein-Tyrosin-Kinasen (PTK), wie im speziellen der
PI3-Kinase (PI3K), nétig. Bei der Aktivierung dissoziiert der meist als Heterodimer aus einer
p50 und p65 bestehende NF-kB von der phosphorylierten inhibitorische Einheit IkB-a. Das
verbliebene p65-p50 Dimer kann die Kernmembran passieren und sich an die DNA-
Promotoregionen der NF-kB kontrollierten, inflammatorischen Gene anlagern. Dadurch wird
die Transkription dieser ermdéglicht, welche dann in der Translation in die entsprechenden
inflammatorischen Proteine umgesetzt werden. Die im Zytosol verbliebene dissoziierte
inhibitorische Einheit IkB-a wird nach Ubiquitinierung proteasomal abgebaut (Castranova
2004, Abb. 1.1.3.1).
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Abb. 1.1.3.1: NF-kB Aktivierung (verdandert nach Castranova 2004).
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Die Partikelexposition von Makrophagen fihrt jedoch auch zu anderen Effekten, die sich auf
die Induktion der Entziindungsreaktion auswirken kénnen. So wirkt sich z.B. eine
Partikelbelastung auf die Phagozytosekapazitdt von Makrophagen aus. In einer
umfassenden Untersuchung der Aufnahme von Latexbeads (@ = 2um) in J774.2
Makrophagen wurde gezeigt, dass sowohl eine Vorbelastung mit feinem oder ultrafeinem
TiO, wie auch mit CB die Anzahl der Zellen, die Latexbeads aufgenommen haben,
dosisabhangig herabsetzt. Dabei hat die Aufnahme von CB oder TiO.-Partikel eine
inhibitorische Wirkung auf eine nachfolgende Latexbeadphagozytose. Die Vorinkubation mit
ultra-feinem CB flihrte sogar zu einer volligen Unterdriickung der Phagozytose, sodass
weder CB-Partikel noch Latexbeads aufgenommen wurden (Renwick et al. 2001). Eine
andere Studie konnte zeigen, dass in primaren alveolaren Makrophagen (AM), sowohl die
Anzahl von gebundenen wie aufgenommenen Fluorescein markierten Silikatpartikeln, durch
eine vorherige Belastung und Aufnahme von aggregierten ultra-feinen CB Partikeln
herabgesetzt wird (Lundborg et al. 1999). Auch die Pre-Exposition mit PMqo fuhrt zu einer
Verminderung der Phagozytoserate, was fur die Aufnahme von inerten Melamin-Partikeln
gezeigt wurde (Monn et al. 2002). Die in vitro Belastung humaner primarer Makrophagen mit
groben (coarse, 2,5-10pym) sowie feinen (0,1-2,5um) PM-Fraktionen Uber 18h setzt die
anschlielende Phagozytosekapazitat sowohl fur unopsonierte als auch fur opsonierte
Zymosanpartikel herab. Des Weiteren konnte in dieser Studie eine verminderte Komplement-
Rezeptor (CD11b) Expression nach der Exposition der primaren Makrophagen zu beiden
Fraktionen festgestellt werden. Im Gegensatz dazu flihrte eine Belastung mit einer ultra-
feinen Fraktion weder zu einer signifikanten Reduktion der CD11b Expression noch zu einer
Verminderung der Zymosanpartikelphagozytose (Becker und Soukup 2003). Des Weiteren
wird durch die Exposition zu Umweltpartikel, wie PM,,, zusatzlich zur Senkung der
Phagozytoserate von Saccharomyces Cerevisiae, die durch die Hefen induzierte ROS
Generierung herabgesetzt (Becker und Soukup 1998). Auch die Belastung mit Quarz senkt
die Phagozytosekapazitat. Die in vivo Exposition von Affen zu DQ12 (26 Monate,
5Tage/Woche, 8h/Tag mit 5mg/m®) vermindert die in vitro Phagozytose fluoreszierender
Polystyrenmikrospharen in primaren AM 20 Monate nach der Exposition (Hildemann et al.
1992). Neben dem Einfluss auf die Phagozytosekapazitat zeigt eine Partikelbelastung noch
weitere Effekte, die mit der Herabsetzung der Makrophagenfunktion der Lunge einhergehen.
So vermindert z.B. die Exposition zu DEP sowohl die Lipopolysaccharide (LPS)- als auch die
Bakterien-induzierte Bildung von ROS sowie von Zytokinen, wie TNF-a (Siegel et al. 2004).
Partikel haben somit ein immunmodulatorisches Potential, welches die Immunabwehr

besonders durch Makrophagen herabsetzt.
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AM sind malgeblich an der Eliminierung von Pathogenen aus der Lunge, sowie an der
Immuninitiation und der Immunregulation beteiligt, wodurch sie unter anderem die
Entziindungsreaktion modulieren. Dies sind auch die entscheidenden Kriterien in der
Entwicklung partikelinduzierter Lungenerkrankungen. Insbesondere die Partikelaufnahme
sowie der Partikel induzierte pro-inflammatorische Stimulus durch die AM scheinen bei der
Progression der Silikose und anderer Lungenerkrankungen wie COPD, Asthma oder
Lungenkrebs wichtig zu sein. Die molekularen Mechanismen welche die partikelverursachte
Entziindung stimulieren und der Bezug zur Partikelaufnahme durch AM ist, besonders flr
ultra-feine Partikel, noch weitgehend unbekannt. Daher soll in dieser Studie der
Partikelaufnahmemechanismus und die daraus resultierende Reaktion der AM untersucht

werden.

1.1.4 Die PartikelgroRe, ein entscheidender Faktor

Inhalierbare Partikel werden anhand ihrer GréRe (aerodynamischer Durchmesser, J)
klassifiziert, welche in direktem Verhéaltnis zu ihren  Ausbreitungs- und
Eliminierungsmoglichkeiten  im  menschlichen  Koérper und ihrem  potentiellen
Gesundheitsrisiko stehen. Grobe Partikel (coarse, @ > 5um, z.B. PMyg) kénnen nur in den
oberen Respirationstrakt (Nasen- und Rachenraum) gelangen und durch Ausatmen,
Verschlucken oder mucocilliarer Clearance eliminiert werden. Die respirablen Partikel (J <
5um) werden des Weiteren in eine feine (d = 0,1-2,5um, z.B. PM;5) und eine ultra-feine (J <
0,1um) Partikelfraktion eingeteilt. Sie kénnen in den mittleren oder tiefen Teil des
respiratorischen Systems bis in die Alveolen vordringen. Jedoch ist auch die
Verteilungsmoglichkeit dieser Partikelfraktion im tieferen Respirationstrakt weiter von der
GroRe abhangig. So erreichen ultra-feine Partikel mit einem @& von 0,001um nicht die
Alveolen und auch nur 10% kénnen in den tieferen Bronchialtrakt vordringen. Etwas grél3ere
ultra-feine Partikel (@ von 0,005um) dagegen kdnnen sich nach Inhalation gleichmaRig in
den 3 Bereichen des Respirationstrakts ausbreiten. Die grof3te Transposition (~ 50%) in die
Alveolen erfahren ultra-feine Partikel mit einem @ von 0,020um. Da ein chemischer Abbau
der schwerloslichen PSP’s nicht mdglich ist, akkumulieren sie in der Lunge oder kdnnen, von
Makrophagen aufgenommen, z.B. in die Lymphknoten abtransportiert werden. Ultra-feine
Partikel kdnnen zudem das Epithel oder die alveolaren Blutkapillaren passieren und ins
Interstitum oder in die Blutzirkulation gelangen. Im Interstitum kann eine
Partikelakkumulation interstitielle Entziindungen (wie Pneumokoniose) hervorrufen. Die in
die Blutbahn gelangten Partikel kénnen sich im gesamten Korper verteilen und z.B. Herz
oder Leber erreichen. Ultra-feine (UFP’s, Ultra-Fine Particles) oder Nanopartikel (NSP’s,
NanoSizedParticles), wie sie heute infolge der Entwicklung der Nanotechnologie bezeichnet
werden, kénnen des Weiteren z.B. Uber den olfaktorischen Nerv ins Gehirn gelangen (Ferin
et al 1992, Tao et al. 2003, Oberdorster et al. 2005, Abb. 1.1.4.1). Doch wird die
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Translokalisierung von ultra-feinen Partikeln von der Lunge in die Blutbahn durch neuere
Studien in Frage gestellt. So konnte in einem in vitro Modell an der pulmonalen
Epithelzelllinie Calu-3 gezeigt werden, dass weder Carboxyl- noch Amin-modifizierte Partikel
eine Translokalisierung erfahren (Geys et al. 2005). Die Exposition von Ratten und Mausen
zu ultra-feinen CB zeigt eine starke Retention der Partikel in der Lunge (Elder et al. 2005).
Des Weiteren erbrachte eine humane Studie, dass 6h nach Inhalation Technetium-99m
markierte CB-Nanopartikel noch zu 95% in der Lunge zu finden sind (Mills et al. 2005).
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Abb. 1.1.4.1: Ausbreitungs- und Eliminierungsméglichkeiten von Partikeln verschiedener GroBenfraktionen im
menschlichen Korper (verdndert aus Oberdorster et al. 2005).

1.1.5 Partikel der Studie

Entscheidend fir den pathogenen Charakter eines Partikels sind neben der GréRe, die
chemische Komposition und die chemischen und physikalischen Eigenschaften (wie der
Oberflachencharakter). Expositionen zu verschiedenen Partikeln zeigen aufgrund
unterschiedlicher Reaktivitdten, Eigenschaften und Wirkungsmechanismen variable Effekte.
Daher wurden in dieser Studie PSP’s verschiedener Grofle sowie unterschiedlicher
chemischer und physikalischer Eigenschaften eingesetzt. Hauptsachlich verwendet wurde
DQ12 (Dérentruper Quarz), ein schwerléslicher feiner Quarzpartikeln mit einem mittleren &
von 0,96um. Des Weiteren erfolgten einige Untersuchungen mit CB (Carbon Black,
elementarer Kohlenstoff fein, 260n, @ = 0,260um; ultra-fein, printex90, @ = 0,014um) und
TiO, (Titandioxid, fein, Amatase, @ = 0,260um; ultra-fein, P25, & = 0,025um), sowie mit
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technisch hergestellten zylinderformigen SWNT’s (Single Walled Nano Tubes @ = 0,001um;
Léange = 0,1um, Abb. 1.1.5.1).

Gr6RBenverteilung der Partikel

Ultrafine Partikel Feine Partikel Coarse Partikel
< > -
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- 53 : 2. : -
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D@12, B = 0,96um

TiQ, fein, & = 0,260m

CB fein, 260n, $=0,260um

TiQ, ultra-fein, @ = 0,026um

CB ultra-fein, @ = 0014pum

SWNT, © = 0,0014m

Abb. 1.1.5.1: GroRenverteilung der in dieser Studie verwendeten Partikel zur Untersuchung der
Partikelaufnahmemechanismen an Makrophagen.
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1.2 Abwehrmechanismen in der Lunge

Der Respirationstrakt ist dem standigen Angriff inhalierter Partikel und Mikroorganismen
ausgesetzt und weist daher ein breites Spektrum an Abwehrmechanismen auf. Die erste
Abwehr erfolgt im oberen Respirationstrakt durch Niesen, Husten und mucocilliar Clearance.
Dringen die Partikel tiefer in die Lunge, in die Bronchien oder Alveolen, vor mussen andere
Mechanismen greifen. An diesen Lokalitdten sind Phagozyten entscheidend fir die
Immunabwehr und die Lungen-Clearance. Fir die Phagozytose in der Lunge sind vor allem
polmorphkernige Leukozyten und alveolare Makrophagen (AM) zustandig. Doch auch
interstitielle Makrophagen (IM) und pulmonale intravaskulare Makrophagen (PIM) sowie
dendritische Zellen unterstitzen die Immunabwehr in der Lunge. Die pulmonalen
Makrophagen unterscheiden sich dabei in Ursprung und der Lokalisation in der Lunge, sowie
in den von ihnen expremierten Rezeptoren, ihrer antimikrobiellen Aktivitdt und in den von
ihnen produzierten Zytokinen (Verhoef 1991, Lohman -Matthes et al. 1994, Nicod 1999).

1.2.1 Makrophagen des Respirationstrakts

Makrophagen sind ubiquitar verteilte, mononukleare Phagozyten und kdnnen als die
Wachter in der ersten Verteidigungsreihe der koérpereigenen Immunabwehr angesehen
werden. Dabei spielen sie sowohl in der akuten als auch in der chronischen Entziindung eine
Schlisselrolle. Zum einen sind sie fir die Aufnahme und den Abbau von Fremdpartikeln, wie
z.B. Bakterien, verantwortlich und regeln andererseits durch die Reaktion auf und die
Sekretion von entziindungsférdernden Mediatoren die Immunantwort. Alle Makrophagen
haben einen gemeinsamen Ursprung im Knochenmark, wo sie sich aus pluripontenten
Stammzellen entwickeln. Im Knochenmark reifen sie zu Monoblasten heran, die dann, in
noch nicht vollstéandig differenziertem Zustand, als Monozyten das Rickenmark verlassen
und in den Blutkreislauf gelangen. Uber den Blutstrom erreichen diese Vorlauferzellen die
verschiedenen Gewebe. Dort differenzieren sie, gesteuert vom Umfeld, zum entsprechenden
gewebespezifischen Makrophagentyp. In nahezu allen Geweben und Organen sind
Makrophagen zu finden, deren Aufgaben auf die Lokalisierung spezialisiert sind (Fujiwara
und Kobayashi 2005, Ma et al. 2003, Abb. 1.2.1.1).

Riickenmark Gewebe

I [ 0

Makrophage

Pluripoténte

Monoblast
Stammzelle

Abb. 1.2.1.1: Makrophagenentwicklung aus pluripontenten Stammzellen im Knochenmark,
die dort zu Monoblasten heranreifen das Riickenmark verlassen und als Monozyten iiber

den Blutstrom in die verschiedenen Gewebe gelangen, wo sie zu gewebespezifischen

Makrophagen differenzieren (verdandert nach Fujiwara und Kobayashi 2005).
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In der Lunge sind neben den alveolaren Makrophagen (AM) auch interstitielle Makrophagen
(IM) und pulmonale intravaskulare Makrophagen (PIM) anzutreffen. PIM sind Phagozyten in
den pulmonalen Arterien, die am pulmonalen Kapilarendothelium heften und dort fir die
Aufnahme von Partikeln zustandig sind (Brain et al. 1999). IM sind im Interstitium zu finden,
wahrend AM in den Alveolen residieren. AM werden als bis zum Endstadium differenzierte
Blutmonozyten angesehen. Dagegen gelten IM haufig als Vorlaufer der vollstandig
differenzierten AM (Bowden und Adamson 1972, 1980, Oud Albas et al. 1983). IM haben
jedoch, wie AM, die Fahigkeit zur Phagozytose und zur Sekretion verschiedener Mediatoren
wie PDGF (platelet-derived growth factor), TNF-a, IL-1und IL-6 (Chandler et al 1986, Brody
et al. 1992, Franke-Ullmann et al 1996, Zetterberg et al 1998).

1.2.2 Alveolare Makrophagen

Alveolare Makrophagen (AM) sind der dominante Zelltyp, der in den Alveolen der Lunge zu
finden ist. Als erste Abwehrlinie gegen inhalierte Pathogene an der Grenze zwischen
alveolarem Raum und Blutstrom haben sie eine duale Funktion. Zum einen haben sie die
Aufgabe die Lunge von infektiosen, toxischen oder allergenen Mikroorganismen oder
Partikeln zu befreien, welche die mechanischen Barrieren des Respirationstrakts passiert
haben. Die Eliminierung kann dabei extrazellular in den Alveolen durch Sekretion
antimikrobieller Stoffe (wie Sauerstoffmetaboliten, Lysozymen oder Proteasen) oder
intrazellular GUber Phagozytose und die Abtétung der Mikroben im Phagolysosom erfolgen.
Zum anderen regulieren sie durch die Synthese und Sekretion anti- und pro-
infammatorischer Mediatoren die zelluldre alveolare Immunabwehr und koppeln die
angeborene unspezifische mit der adaptiven antigen-spezifischen Immunitat. Die
Freisetzung von Zytokinen, wie TNF-a, IL-1 und IL-6, oder Chemokinen, wie IL-8, flhrt z.B.
zur Initiation der Entzindungsantwort, wobei einerseits weitere Makrophagen aktiviert und
andererseits Lymphozyten, Neutrophile sowie zusatzliche Makrophagen aus der Blutbahn in
die Alveolen rekrutiert und aktiviert werden. Andere von AM produzierte Zytokine, wie z.B.
TGF-B oder IL-10 dagegen wirken anti-inflammatorisch und fuhren zur Auflosung der
Entzindung. Die Sekretion von Wachstumsfaktoren, wie z.B. FGF, reguliert z.B. die
Replikation und Migration von Fibroblasten. Das ebenfalls von AM sekretierte Zytokin IL-12
spielt einerseits in der zellularen Immunantwort eine wichtige Rolle und verbindet zum
anderen das unspezifische angeborene (zellulare) mit dem adaptiven antigenspezifischen
(humoralen) Immunsystem (Fels und Cohn 1986, Keane und Strieter 2002, Rubins 2003,
Fujiwara und Kobayashi 2005, Abb. 1.2.2.1).

Makrophagen und die von ihnen synthetisierten und freigesetzten Stoffe sind also
malfigeblich an der Regulierung, der durch inhalierte Pathogene ausgelosten Infektionen,
beteiligt. Eine Uberproduktion der Entziindungsmediatoren kann zu chronischen

Entziindungen flihren. Resultat kénnen dann Gewebeschadigungen und Fibrosen sein
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(Keane und Strieter 2002, Fujiwara und Kobayashi 2005). Die von AM gesteuerten Effekte
stehen also in einer sensitiven Balance zwischen Lungen Clearance auf der einen Seite und
der Entwicklung chronischer Entziindungen und Fibrose auf der anderen Seite (Abb.
1.2.2.2).

Initiation und Regulation der Immunabwehr durch AM:

Inhalierte infektidse, toxische, allergene Partikel
Mikroorganismen, lisliche und partikulére Stoffe

Phagozytose

Sekretion von antibakteriellen ‘ ‘
Wirkstoffen (Sauerstoffmetaboliten, Mzakro pnage

Proteasen.. )
Sekretion von ‘
Zytokinen,

Chemokinen,
Lungenepithel

Wachstumsfaktoren

Alveole

Adaptives Inmunsystem

— Neutrophile/
Lymphozyten/
Blut- . Makrophagen

kapillaren  —— —
— I

Abb. 1.2.2.1: Duale Funktion der alveolaren Makrophagen (AM) in den Alveolen der Lunge. Zum einen haben sie die
Aufgabe der Lungen-Clearance (Befreiung von infektiosen, toxischen oder allergenen Mikroorganismen oder
Partikeln durch Phagozytose oder Sekretion antimikrobieller Stoffe) und zum anderen regulieren sie durch die

Synthese und Sekretion von anti- und pro-inflammatorischen Mediatoren die zelluldre alveolare adaptive antigen-

spezifische Immunabwehr (verdndert nach Fujiwara und Kobayashi 2005).

Lungen-CIearance chronischeEntzliindungl

Fibrose

Makrophagen

Abb. 1.2.2.2: Die AM bilden eine sensitive Balance zwischen der Lungen-Clearance einerseits und der Entwicklung

chronischer Entziindungen und Fibrose auf der anderen Seite.
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1.3 Mechanismen der Partikelaufnahme

Eine Hauptaufgabe alveolarer Makrophagen nach Exposition zu Umweltpartikeln besteht in
der Entfernung von Partikeln aus der Lunge. Die Aufnahme inhalierbarer Partikel durch
Makrophagen ist vielschichtig untersucht worden. So konnte in RAW 264.7 Makrophagen
eine zeitabhdngige DQ12 Aufnahme, die sich durch die Modifikation der DQ12
Partikeloberflache mit PVNO erhdhte, gezeigt werden (Hohr et al. 2002). Die Gruppe um
Kobzik konnte eine dosisabhangige Aufnahme fur ROFA (residual oil fly ash, Flugasche) in
primaren Hamster AM nachweisen (Goldsmith et al. 1997). Eine altere, umfassendere Studie
der gleichen Gruppe erbrachte eine dosisabhangige TiO,-Aufnahme, die in Hamster AM im
Vergleich zu monozytischen Zelllinien wie MM6 (MonoMac6) oder Epithelzellen (Mys)
besonders ausgepragt war und sich durch den Entzug von Calcium vermindern lie® (Stringer
et al. 1995). Trotz zahlreicher weiterer Studien, die sich mit den Wechselwirkungen zwischen
Umweltpartikeln und AM und der daraus folgenden Partikelaufnahme beschaftigen, wurden
die tatsachlichen molekularen Mechanismen der Partikelaufnahme bislang noch nicht

gezeigt.

1.3.1 Grundlegende zellulare Mechanismen der Stoffaufnahme

Grundsatzlich sind 3 verschiedene zellulare Aufnahmemechanismen, abhangig von der
aufzunehmenden Substanz, beschrieben. Man unterscheidet zwischen der Pinozytose, der
rezeptorvermittelten Endozytose und der erstmals von Illya Mechnikov 1893 beschriebenen
klassischen Phagozytose. Die Pinozytose beschreibt die Aufnahme von Flissigkeiten und
geldésten Substanzen durch die Ausbildung von Membraneinstilpungen in die Zelle. Das so
entstandene Vesikel wird als Pinosom bezeichnet. Der Begriff Endozytose bezeichnet den
vesikularen Verkehr von kleinen Molekilen wie Nahrstoffen, Pathogenen, Antigenen,
Wachstumsfaktoren oder Rezeptoren durch die Plasmamembran. Auch bei der
rezeptorvermittelten Endozytose erfolgt die Internalisierung durch Einstilpungen der
Zellemembran, wobei zwischen der Clathrin-vermittelten (klassischen) und der Clathrin-
unabhangigen Endozytose unterschieden wird. Die klassische Endozytose lauft Gber die
Rekrutierung des zytoplasmastandigen Clathrins zur Zellmembran ab. Dort entstehen
Clathrin-ausgekleidete Vesikel (clathrin coated pits), die sich zum Endosom entwickeln. Bei
der Clathrin-unabhangigen Endosomenausbildung wird eine Aufnahme Uber Lipidrafts und
Caveolin favorisiert (Le Roy und Wrana 2005). Wahrend Pinozytose und rezeptorvermittelte
Endozytose Clathrin abhangige Prozessen sind, ist die klassische Phagozytose Aktin
vermittelt und meist unabhangig von Clathrin. Bei der Aktin-abhdngigen Aufnahme werden
Partikeln mit einer Gréle > 0,5um aktiv durch die Ausbildung von Pseudopodien
umschlossen und in die Zelle gezogen (Aderem und Underhill 1999, Abb. 1.3.1.1). Auf den

ersten Blick weisen Phagozytose und Endozytose einige Gemeinsamkeiten auf. So bilden
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sich in beiden Prozessen Vesikel durch Membraneinstllpungen aus, die verschiedene
Entwicklungsstadien durchlaufen und schlieBlich in der Bildung eines Phagolysosoms bzw.
Lysosoms enden (Tjelle et al. 2000). Auch konnte eine Beteiligung des Aktins in der
rezeptorvermittelten Endozytose in MDCK-Zellen gezeigt werden (Apodaca 2001).
Jedoch unterscheidet sich die Phagozytose in Dynamik und Komplexitat stark von der
Endozytose und ist im Allgemeinen durch 3 Faktoren von anderen Aufnahmeprozessen zu
unterscheiden: 1. Durch die klassische Phagozytose werden Partikel mit einer
Durchschnittlichen Grofie von > 0,5um aufgenommen.
2. Die Phagozytose wird durch eine Wechselwirkung zwischen einem
spezialisierten Zelloberflachenrezeptor und einem spezifischen
Ligandenmotiv eingeleitet
3. Das Aktinzytoskelett ist die treibende Kraft in diesem Prozess.
(Kwiatkowsaka und Sobota 1999)

Mogliche Aufnahmemechanismen fiir inhalierbare Partikel :

Pinozytose Rezeptor-vermittelte Klassische Phagozytose
Endozytose
- Aufnahme von: - Aufnahme Kleiner Makromolek(ile - Aufnahme © groBer’ Parikel [>0.51im]
+FliiRigkeiten (z.B. Toxine, Hormone, durch SPEZ'?I'S'P'”E Zellen
« geldsten Stoffen Wachstumsfaktoren) (Mechnikov 1893)

Makropinosomen ’
(<150nm) Endosom Phagosom

k >250nm Y
'

Aktin abhangig

Abb. 1.3.1.1: Mégliche Aufnahmemechanismen fiir inhalierbare Partikel (nach Aderem and Underhill 1999, Bilder:

Copyright© Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings; Garland Publishing 1998).

1.3.2 Die Phagozytose

Evolutionar gesehen diente die Phagozytose zunachst, wie auch heute noch in Eukaryonten
z.B. in Amodben, der Nahrungsaufnahme. Dieser Prozess ist auch grundlegend fir die
Endosymbiontentheorie, bei der sich durch die phagozytotische Aufnahme von
Mikroorganismen Zellorganellen gebildet haben sollen. In hdheren Organismen ist die
klassische Phagozytose essentiell fur das Immunsystem werden Uber diesen Mechanismus

Pathogene aufgenommen und vernichtet (Silverstein 1995).
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Dabei kann dieser Prozess durch professionelle Phagozyten (Makrophagen und Neutrophile)
mit einer hohen Aufnahmeeffizienz erfolgen. Ebenso ist ein solcher Vorgang flr
paraprofessionelle Phagozyten, wie beispielsweise retinale Epithelzellen (Retionolaufnahme,
Rabinovitch 1995) oder Endothelzellen in der Leber (Phagozytose apoptotischer Zellen, Dini
et al. 2002), die allerdings eine geringere Phagozytosekapazitat aufweisen, gezeigt worden.
Die Phagozytose erfolgt jedoch immer nach einem Grundprinzip:

Durch die Wechselwirkung von spezialisierten Zelloberflachenrezeptoren (,pattern-
recognition receptors) mit einem spezifischen Erkennungsmotiv (,pathogen-assoziated
molekular pattern®) wird die Phagozytose initiiert, wobei zwischen koérperfremd und -eigen
unterschieden werden kann (Janeway 1992). Es folgt eine Aktinumstrukturierung die zur

Aufnahme und zur Ausbildung des Phagosoms flihrt, welches dann heranreifen kann.

1.3.3 Molekulare Mechanismen der Phagozytose

Je nach Erkennungsmuster wird zunachst zwischen opsoninabhangiger und -unabhangiger
Phagozytose unterschieden. Des Weiteren wird die Phagozytose unter dem Aspekt des
beteiligten Phagozytoserezeptors und dem damit verbundenen Erkennungsmotiv unterteilt.
Verschiedene Rezeptoren erkennen unterschiedliche spezifische Strukturen auf der
Oberflache des aufzunehmenden Partikels, woraus sich eine erste Einteilung der
Rezeptoren in 2 Gruppen (opsonin-abhangig und opsonin-unabhangig) ergibt. Wahrend bei
der opsonin-unabhangigen Phagozytose Oberflachenstrukturen des aufzunehmenden
Partikels (wie z.B. Lipoteichonsaure oder a-Mannan der Bakterienzellwand) von spezifischen
Rezeptoren erkannt werden, erfolgt bei der opsonin-abhangigen Phagozytose eine vorherige
Markierung durch koérpereigene Substanzen (Immunglobuline (lg) oder Komplemente (Cx)).
In Abhangigkeit von der Art, der durch die Rezeptoren erkannten Oberflachenstrukturen (z.B.
Zucker, Proteine), erfolgt eine weitere Einteilung der Phagozytose durch verschiedene
Rezeptortypen (Fc-Rezeptor (FcR), Komplement-Rezeptor (CR), Mannose-Rezeptor (MR),
Scavenger-Rezeptor (ScR)). Die durch die verschiedenen Rezeptoren vermittelte
Phagozytose, unterscheidet zum einen auf molekularer Ebene, in den an der
Signaltransduktionskaskade der Phagozytose beteiligten Mediatoren. Des Weiteren treten,
durch die Vermittlung der Phagozytose Uber verschiedene Rezeptoren, morphologische
Unterschiede bei der Partikelbindung oder Partikelaufnahme auf. Auch die Rezeptor-
induzierte Immunantwort (Bildung verschiedener pro- oder anti-inflammatorischer
Mediatoren) variiert bei der Phagozytose (ber verschiedene Rezeptoren (Aderem und
Underhill 1999). So erfolgt die Phagozytose IgG-opsonierter Partikel in peritonealen
Monozyten durch den FcR Uber einen Zippering Mechanismus, bei dem sich Pseudopodien
ausbilden, welche die aufzunehmenden Partikel umflieRen. Im Gegensatz dazu bilden sich
bei der Aufnahme Komplement opsonierter Partikel durch den CR nur sehr kleine

Pseudopodien aus. Der Partikel scheint in die Zelle einzusinken, so dass die Morphologie

-17 -



Kapitel 1: Einleitung

des Prozesses als ein ,sink into the cell“ oder einfacher ,Sinking Mechanismus® bezeichnet
werden kann (Silverstein 1995, Allen und Aderem 1996). Fur die Phagozytose von
Legionella pneumophilia ist eine Morphologie Uber einen ,Coiling® Mechanismus
beschrieben. Bei dieser morphologisch sehr extensiven Phagozytose wird der Parasit Uber
die Komplementkomponente C3 an der Monozytenoberflache gebunden, worauf das
gebundene Pathogen die Bildung eines spiralférmigen Pseudopods induziert (Horwitz 1984).
Neben den morphologischen Variationen treten, wie schon erwahnt, auch Unterschiede in
der Immunantwort auf. Wahrend z.B. die FcR vermittelte Phagozytose als auch die
Aufnahme Uber den MR eine pro-inflammatorische Reaktion induzieren, fihrt die Aufnahme
von pathogenen Uber den CR zu einer nicht-inflammatorischen Antwort. Die Phagozytose
von apoptotischen Zellen (z.B. durch ScR) hat eine anti-inflammatorische Wirkung (Aderem
und Underhill, 1999, Tabelle 1.3.3.1).

Die Phagozytose flihrt zum einen zur Aufnahme und Abbau von Pathogenen, apoptotischen
Zellen und Zelltriummern, zum anderen ist sie aber auch an der Induktion von
Entwicklungsprozesse, Gewebeumformungen, Immunantwort und Entzindungsreaktion
beteiligt, was zu einem sehr komplexen Netzwerk von Vorgangen fuhrt. Diese Komplexitat
der Phagozytose wird des Weiteren durch die Mannigfaltigkeit, der moglichen beteiligten
Rezeptoren und deren Vernetzung untereinander, sowie die Verschiedenheit der
molekularen Signaltransduktionsprozesse, die den vielfaltigen Funktionen zugrunde liegen,
zusatzlich verstarkt (Abb. 1.3.3.1).

. X
Opsonine N
p Q\f"“

Kom -

Pleme Antigen

Reaem"@r? ‘ Prasentation

Membran

Verkehr Migration/
Prateinkinase C, Pl 3-Kinase, Bewegung

Phospholipase C,
Zell- Rho-GTPasen ... Phagosom
teilung / \ Entwicklung
Apoptose !
Aktin
Pathogen Umstrukturierung
Zerstirung
Entziindung
Zytokin/Chemokin
Bildung

Abb. 1.3.3.1: Komplexitit der Phagozytose (verdndert nach Underhill und Ozinsky, 2002).
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Phagozytose-Rezeptor

(pattern recognition receptor)

Fc-Rezeptoren:
FcaRI (CD 89)
FceRII
FcyRI (CD 64)
FcyRII (CD 32)
FcyRII (CD 64)

Erkennungsmotiv

(pathogen-assoziated

molecular pattern)

IgA opsonierte Partikel
IgE opsonierte Partikel
IgG opsonierte Partikel
IgG opsonierte Partikel
IgG opsonierte Partikel

Morphologie/
Signaltransduktion/

Immunantwort

- extensive Ausbildung von Pseudopodien

(Zippering Mechanismus)/

- liber die Aktivierung von ITAM, Src-K,
Syk, PI3-Kinase, Rac und Cdc42 unter
Membran- und Aktinzytoskelett-
Umstrukturierung/

- pro-inflammatorisch: ROS Generierung,
NF-kB-Aktivierung (TNF-a, ....)

Komplement Rezeptoren (CR):
CR1 (CD35)
CR3 (amB2, CD11b/CD18, Mac1)
CR4 (axB2, CD11¢/CD18, gp150/95)

C1q, C4b, C3b-opsonierte Partikel
iC3b-opsonierte Partikel
iC3b-opsonierte Partikel

- nur geringe Ausbildung von
Pseudopodien (Sinking Mechanismus)/

- durch LPS, TNF-a, PMA.... erfolgt liber
PKC/Rap1 die Aktivierung des CR3, und die
Phagozytoseinduktion iiber Rho, ROK und
Arp2/3 Aktinzytoskelett-

Umstrukturierung /

unter

- nicht-inflammatorisch!

Integrine
ayBs (CD 51/CD61)
B+ (CD 49e/CD29)

Fibronectin/Vitronectin opsonierte
Partikel

Lectine:
Makrophagen-Mannose-Rezeptor
(MR, CD206)
Dectin-1

Dec-205, PLA:R, Endo180

a-Mannan
(Bakterien, Pilze, Einzeller)

B-Glucans (Mikroorganismen)

- liber die Aktivierung von PKC, Rho, Rac
und Cdc42 unter Aktinrkrutierung /

- pro-inflammatorisch: ROS Generierung,
NF-kB-Aktivierung (TNF-q, ....)

Scavenger-Rezeptoren (ScR):
ScR-AI/ScR-AIl

MARCO
ScR-BI
CD36

AcLDL, OxLDL, Poly und OligoG,
Fucoidan, Gram (+)-Bakterien
AcLDL, Bakterien
AcLDL, OxLDL, Phospholipide
AcLDL, OxLDL, Phospholipide,

Kollagen, apoptotische Zellen

Tabelle 1.3.3.1: Zusammenfassung der Phagozytose-Rezeptoren, ihrer Liganden, sowie der Mechanismen und
Signaltransduktionskaskade der Phagozytose und der induzierten Immunantwort (nach Underhill und Ozinsky
2002, Tjelle et al. 2000, Greenberg und Grinstein 2002, Pearson 1996).
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1.3.3.1 Die FcR mediierte Phagozytose

Die Familie der Fc-Rezeptoren (FcR) erkennt den Fc-Teil der Immunglobuline (Ig) und gehdrt
zur Ig Rezeptor Superfamilie. Sie wird Uber die Art des Ig’s, welches von ihnen erkannt wird,
in FcaR (IgA), FcyR (IgG) und FceR (IgE) unterteilt. Von diesen Rezeptoren, die von vielen
Zelltypen des Immunsystems expremiert werden, haben jedoch nur FcaR und FcyR die
Fahigkeit zur Phagozytose (Sdnchez-Mejorada und Rosales 1998, Ravetch und Bolland
2001, Garcia-Garcia und Rosales 2002). Die Klasse der FcaR wird von Neutrophilen,
Monozyten und Makrophagen expremiert (Monteiro und Van De Winkel 2003). Die
Hauptklasse der Ig-Rezeptoren bilden jedoch die FcyR, die ihrerseits wieder in verschiedene
Gruppen unterteilt sind. Aufgrund von Strukturen und Méglichkeiten zur Signalweiterleitung
unterscheidet man zwischen drei, wieder aus verschiedenen Isoformen bestehenden
Gruppen. Alle drei Isoformen (A, B, C) des FcyRII (CD32, 40kD) weisen zu monomeren
IgG’s eine relativ geringe, jedoch gegenuber komplexen IgG’s eine hohe Affinitat auf. Diese
aus einer einzelnen Proteinkette bestehenden Transmembranrezeptoren, besitzen neben
der transmembranen-, eine extrazellularen Ligandenbindungs-, sowie eine zytoplasmatische
Domane. Die zytosolstandige Proteinuntereinheit des von Phagozyten und naturlichen
Killerzellen expremierten FcyRIIA, tragt ein ITAM-Signalmotiv (Immunglobulin-Tyrosin
Activation-Motif), durch dessen Phosphorylierung das Phagozytosesignal induziert werden
kann. Im Gegensatz dazu besitzt der inhibitorische FcyRIIB, von dem 2 Spliceformen (B1
und B2) existieren, kein ITAM-Muster. Dieser, hauptsachlich von B- und T-Lymphozyten
expremierte Rezeptor, trAgt nicht zur Phagozytose bei. Seine Aufgabe besteht in der
negativen Regulation der Phagozytose (Aderem und Underhill 1999, Ravetch und Bolland
2001, Garcia-Garcia und Rosales 2002). Auch die beiden anderen FcyR-Klassen, FecyRI und
FcyRIIIA, besitzen kein aktivierendes ITAM-Muster. Expression und Signalweiterleitung
dieser Rezeptoren werden Uber die Interaktion mit dimeren y- und &-Untereinheiten (kleine
ITAM tragende, transmembrane Proteine) geregelt (Abb. 1.3.3.1.1, Aderem und Underhill
1999, Sautes-Fridman et al. 2003). Bei dem von Monozyten und Makrophagen expremierten
FcyRI (CD64, 70kDa) handelt es sich um einen zu monomeren IgG’s hoch affinen Rezeptor,
der ebenfalls von drei verschiedenen Genen in den entsprechenden Isoformen A, B und C
codiert wird (Aderem und Underhill 1999, Garcia-Garcia und Rosales 2002). Die beiden
Isoformen des FcyRIIT (CD16, 50-80kD), FcyRIIIA, der von Monozyten und Makrophagen
expremiert werden, und der FcyRIIIB, der nur in Neutrophilen vorkommt, unterscheiden sich
wesentlich. Wahrend der FcyRIIIA wie alle anderen FcyR eine transmembrane und ein
zytoplasmatischen Domane aufweist, besitzt der FcyRIIIB keines von beidem. Dieser
Rezeptor ist Uber eine Glycophosphatidylinositolkette in der Plasmamembran verankert.
Durch eine Ligandeninteraktion mit diesem Rezeptor kann eine Kalziumsignalingkaskade

und Aktinpolymerisierung eingeleitet werden (Ravetch und Bolland 2001, Garcia-Garcia und
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Rosales 2002). Zusammenfassend lasst sich Uber die Funktion der Gruppe der FcyR sagen,
dass sowohl FcyRI, FcyRIIA als auch FcyRIIIA die Moglichkeit haben, die Phagozytose zu
induzieren, wohingegen der inhibitorische FcyRIIB der Phagozytoseregulation dient. Die
Aufgabe des FcyRIIIB in der Phagozytose dagegen, ist noch weitgehend unbekannt

(Garcia-Garcia und Rosales 2002).

FcyRI FcyRIIA FcyRIIB FcyRIIIA FcyRIIIB

TAYTYY -

Abb. 1.3.3.1.1: Klassen der FcyR. Die Expression und Signalweiterleitung des FcyRI, der kein eigenes
aktivierendes ITAM-Muster (Immunglobulin-Tyrosin Activation-Motif) besitzt, wird iliber die Interaktion mit einer
dimeren ITAM-Muster tragenden y-Untereinheiten reguliert. FcyRII weist ein eigenes ITAM-Signalmotive auf,
welches seine Expression und Signalweiterleitung reguliert, wohingegen der inhibitorische FcyRIIB eine ITIM-
Einheit (Immunglobulin-Tyrosin-Inhibition-Motif) tragt. Auch FcyRIIIA und B weisen kein eigenes ITAM-
Signalmotiv auf. Expression und Signalweiterleitung des FcyRIIIA wird iiber die Interaktion mit einer ITAM-Muster
tragenden &-Untereinheiten reguliert. FcyRIIIB besitzt zudem keine transmembrane Doméne und muss liber eine
Glycphosphatidylinositolkette in der Plasmamembran verankert werden (verédndert nach Sautes-Fridman et al.
2003).

Der initiierende Schritt der FcyR induzierten Phagozytose und der damit verbundenen
Signaltransduktionskaskade ist die extrazellulare Wechselwirkung zwischen dem IgG
opsonierten Liganden und dem Rezeptor. Dabei kommt es zur Rezeptor-Clusterung und
Phosphorylierung der ITAM-Domane. Rezeptor Ligation und ITAM-Phosphorylierung
scheinen dabei von Rezeptor assoziierten Src-Kinasen, wie Hck, Fgr, Fyn und Lyn
unterstitzt zu sein (Greenberg 1995, Fitzer-Attas et al. 2000, Suzuki et al. 2000, Cox et al.
2001). Bei der Src-Kinase Familie handelt es sich um eine Gruppe von Nicht-Rezeptor-
Tyrosinkinasen gleicher Struktur. Sie sind N-terminal GUber eine meritylierte oder palmitylierte
Ankergruppe mit der Plasmamembran verknipft. C-terminal besitzen sie eine SH2-Domane
(Src-homologe Gruppe 2), gefolgt von einer kurzen, Tyrosin tragenden Region. Im inaktiven
Zustand ist dieses Tyrosin phosphoryliert und bildet mit der SH2-Domane eine
intramolekulare Schleife. Bei der Aktivierung wird das Tyrosin dephosporyliert, wodurch tber
eine Konformationsanderung die katalytische Domane der Src-Kinase freigegeben wird. Es

wird angenommen, dass Src-Kinasen, die durch die Ligandenbindung initiierte Phagozytose
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antreiben, indem sie durch die Abgabe des inaktivierenden Phosphats an das ITAM zur
Phosphorylierung und Aktivierung des FcyR beitragen. Die Src-Kinasen selbst werden durch
diese Dephosphorylierung aktiviert und kénnen Uber die SH2-Domane an den Rezeptor
ankoppeln (Bolen 1991, Hunter et al. 1993, Strzelecka et al. 1997, Cooper und Howell 2003,
Signal Transduction S. 294/295, 2003). Die Phosphorylierung des ITAM bewirkt wiederum
die Rekrutierung weiterer Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinasen, der Syk/ZAP70-Kinasen. Die
zytosolstandige Kinase Syk besitzt zwei SH2-Domanen, Uber die sie mit dem ITAM-Muster
des FcyR in Wechselwirkung treten kann. Die Aktivierung dieser Kinase, Uber die
Phosphorylierung ihrer Tyrosinreste, wird als fur die FcyR essentiell beschrieben (Cox et al.
2001). Sie scheint den aktivierten Rezeptor raumlich mit weiteren zytosolischen Mediatoren
der Phagozytose zu koppeln.

Der entscheidende Schritt in der FcyR-Phagozytose ist die Ausbildung von Pseudopodien,
welche die zu phagozytierenden Partikel umschlieRen, wodurch es zur Aufnahme unter
Ausbildung des Phagosoms kommt. Dieser Vorgang Bedarf sowohl einer Umstrukturierung
des Aktinzytoskeletts als auch der Plasmamembran. Als fur die Umstrukturierung der
Plasmamembran verantwortlicher Mediator wird die PI3-Kinase (PI3-K, Phosphatidylinositol
(PI)3-Kinase) diskutiert. Eine Inhibition dieser Kinase fuhrt zur Unterdrickung der
Phagozytose, wobei aber weder Partikelbindung noch Aktinumstrukturierung beeinflusst
werden (Araki et al. 1996, Cox et al. 1999, Aderem 2003). Die PI3-K besteht aus einer
regulatorischen (p85) und einer katalytischen (p110B) Untereinheit. Im Prozess der
Membranumstrukturierung wird die PI3-K aktiviert, indem Uber die aktivierte Syk-Kinase die
regulatorische p85-Untereinheit phosphoryliert wird. Durch diesen Schritt wird die
katalytische p110B Untereinheit aktiviert und kann so in der Rezeptor umgebenden Membran
die Umformung von PI-4,5-biphosphat [PI(4,5)P,)] zu PI-3,4,5-triphosphat [PI(3,4,5)P3)]
katalysieren. Dieses Phospholipid ist entscheidend fiir die Rekrutierung unterschiedlicher
Signalproteine (z.B. Akt/PKB) und erhoht des Weiteren die Aktivitdt der GEF’s (Guanin
Exchange Factors, z.B. Tiam, Vav1 und ARF), welche die Aktivitat der kleinen GTPasen
regulieren (Underhill und Ozinisky 2002, Swanson und Hoppe 2004). Die PI3-K ist als ein
Schllsselprotein an der Signaltransduktion vieler Rezeptor-Tyrosin-Kinasen und G-Proteine
beteiligt, die Wachstum und Bewegung der Zelle beeinflussen. Durch die PI3-K vom TyplIII
wird zudem die Phosphorylierung des Pl zu PI-3-Phosphat [PI(3)P)] katalysiert. Dieses
Phospholipid unterstitzt die Entwicklung des Phagosoms und kdénnte auch an der
Aktivierung der NADPH-Oxidase und somit am oxidativen Burst beteiligt sein (Vieira et al.
2001, Gillooly et al. 2001, Kanai et al. 2001). Im phagozytotischen Prozess von IgG-
opsonierten  Partikeln  scheint die PI3-K  jedoch  hauptsachlich  fur die

Membranumstrukturierung verantwortlich zu sein, so wird durch die Inhibition der Kinase die
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Membranausbreitung um den, sowie der Membranschlul3 hinter dem aufzunehmenden
Partikel unterbunden (Cox et al.1999).

An der Aktinrekrutierung bei der FcyR vermittelten Phagozytose sind die kleinen GTPasen
Cdc42 und Rac mafgeblich beteiligt. Dabei erfolgt die Aktivierung der GTPasen entweder
Uber eine direkte oder Uber eine indirekte Aktivierung der GEF’s durch die Kinase Syk (Cox
und Greenberg 2001). Die in den Prozess der Phagozytose involvierten RhoGTP-bindenden
Proteine (GTP bindende Proteine der Ras Familie) regulieren in der eukaryotischen Zelle
viele essentielle Signalwege und kontrollieren wichtige Zellfunktionen. Die Mitglieder dieser
Proteinfamilie, zu der unter anderem Ras, Rho, Rac, Cdc42, Rab und Arb gehéren, sind in
Prozessen wie Proliferation und Differenzierung, Migration, Ausbildung der Zellform und
Wachstum involviert. Sie sind aber auch (ber die Phagozytose und die Regulierung der
NADPH-Oxidase Aktivitat an der Abwehr von Pathogenen beteiligt. Die GTPasen kénnen
zellular als inaktive GDP-gebundene Form vorliegen, die in einem Kreislauf durch den
GDP/GTP-Austausch in die aktive GTP-gebundene Form Ubergeht. Reguliert wird dieser
Zirkel durch GEF’s (Guaninnucleotid Exchange Factors) und GAP’s (GTPase activating
proteins). GEF’s, welche die GDP-Dissoziation und die GTP-Bindung induzieren,
unterstitzen die Bildung der aktiven Form. GAP’s dagegen haben, indem sie die intrinsische
GTPase Aktivitat stimulieren, den gegenteiligen deaktivierenden Effekt (siehe Abb. 1.3.3.1.2,
Chimini und Chavrier 2000, Bar-Sagi und Hall 2000, Signal Transduction S. 71-101, 2003).

Qp'::ﬂ:"i ._,> \ Abb.1.3.3.1.2: Schematische Darstellung
/ ~ des GTPasen Zyklus. Die inaktive GDP-

_‘{;-HH g gebundene Form geht unterstiitzt von

‘-—% — GEF’s (Guanin Nucleotid Exchange

Factors) durch den GDP/GTP-Austausch

" ’, in die aktive GTP gebundene Form iiber.

Durch GAP’s (GTPase activating

v proteins) welche die intrinsische
GTPase Aktivitat stimulieren, erfolgt die
e

‘t // mﬁ‘ENEIﬁMD\\ Riickfilhrung in die GDP gebundene
\L Form (nach Bar-Sagi und Hall 2000).

Exchange Factor

Uber GTPasen, in der durch die Kinase Syk aktivierten GTP-gebundenen Form, kann dann

die fUr die Phagozytose nétige Umstrukturierung der Aktin-Filamente kontrolliert werden. Bei
der FcyR vermittelten Phagozytose, die auch als Typl Phagozytose beschrieben wird, erfolgt
dies unter der Einwirkung der GTPasen Cdc42 und Rac. In einer zeitaufgeltsten
mikroskopischen Studie konnte die Rekrutierung der aktivierten GTPasen Cdc42, Rac1 und
Rac2 in distinkten Mustern gezeigt werden. Wahrend sich Cdc42+GTP an der Kante der sich
ausbildenden Pseudopodien konzentriert, zeigen sich Anreicherungen von Rac1+GTP in den

aktin-reichen Regionen der phagozytotischen Ausstllpung. Zudem erscheinen
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Konzentrationserhéhungen von Rac1*GTP und Rac2+GTP in aktin-armen Region der
Ausstllpung (Hoppe et al. 2004). Die Aktivierung von Rac wird dabei Uber Vav, einem GEF
dessen Aktivitat vermutlich Uber Phosphatinositollipide kontrolliert wird, reguliert (Patel et al.
2002). Die Kopplung des Phagozytosesignals an die Aktin-Filamente erfolgt dann Uber
weitere Effektoren, wie WASP oder Arp2/3, sowie durch Zytoskelettproteine, wie Cofilin,
Vinculin und Paxilin, welche die Umstrukturierung des Aktinzytoskeletts vermitteln (Aderem
und Underhill 1999, Greenberg 2001). Aus der Kombination von Membranumstrukturierung
und Zytoskelettrekrutierung wird so die Ausbildung des Phagosoms eingeleitet. Vereinfacht
lasst sich die FcyR mediierte Phagozytose wie folgt zusammenfassen:

Durch die Liganden/Rezeptor-Wechselwirkung wird die Phagozytose initiiert, indem Src-
Kinase unterstitzt die Phosphorylierung des FcyR-ITAM-Musters und die Clusterung von
Rezeptoren katalysiert wird. Im nachsten Schritt wird die Kinase Syk durch eine Interaktion
mit der ITAM-Domane phosphoryliert, welche die Aktivierung sowohl der PI13-K als auch der
GTPasen Rac und Cdc42 reguliert. Durch die aktivierte PI3-K wird die fur den
phagozytotischen Prozess ndtige Membranumstrukturierung induziert. Durch Aktivierung der
GTPasen Rac und Cdc42 erfolgt Uber weitere Effektoren, die Rekrutierung der Aktin-
Filamente. Durch die Membran- und Aktinumstrukturierung kommt es dann zur Formation
des Phagosoms (siehe Abb. 1.3.3.1.3).

L IgG opsonierter Ligand ]

=7 ]

FcyR

Membran
Ruffling

Phagozytose

Actin
Rekrutierung

\

v

> | Entziindung

N NF-«xB
- L Aktivierung

Abb. 1.3.3.1.3: Vereinfachte schematische Darstellung der Signaltransduktionskette wahrend der FcyR-

J

mediierten Phagozytose (vereinfacht nach Kwiatkowska und Sobota 1999).
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Die Rezeptoraktivierung in der FcRy vermittelten Phagozytose bewirkt gleichzeitig die
Induktion einer pro-inflammatorischen Signalkette, sowie die Bildung von antimikrobiellen
Substanzen. Dadurch wird zum einen die Vernichtung des phagozytierten Pathogens
ermdglicht und zum anderen das Immunsystem angeregt und auf eine mégliche Invasion
von weiteren Pathogenen vorbereitet. Eine induzierte Reaktion ist die Bildung von ROS,
welche einerseits die phagosomale Lyse des Pathogens bewirkt andererseits aber auch, wie
in Kapitel 1.1.3 beschrieben, zur Aktivierung des NF-kB-Weges flihren kann. Dadurch erfolgt
z.B. die Synthese von TNF-a, welches eine pro-inflammatorische Immunantwort hervorruft.

Die Bildung von ROS, durch die Reaktion von Sauerstoff mit dem zellularen NADPH (2 O, +
NADPH — 2 O, + NADP* + H"), kann entweder durch einen mit der mitochondrialen oder
der plasmatischen Membran verankerten NADPH-Enzym-Komplex katalysiert werden
(Barbior 1999, Dyke et al. 2003). Der NADPH-Oxidase-Komplex besteht aus verschiedenen
Proteinkomponenten, zu denen unter anderem auch die GTPase Rac gehért. Im nicht
aktivierten Zustand sind die Bestandteile dieses Komplexes teilweise membrangebunden
(ein Heterodimer aus gp91°"* (Nox Oxidase) und g22°") oder liegen geldst im Zytosol
(Rac*GDP, g47P" g40P"* g67°"°) vor. Wahrend der FcyR mediierten Phagozytose kommt
es zu einer Zusammenlagerung dieses Komplexes unter der Phosphorylierung der gp40°"*,
Die Aktivierung des Komplexes durch diesen Phosphorylierungsschritt kann durch zahlreiche
Kinasen, wie z.B. der PI3-K oder der Protein-Kinase-C (PKC) katalysiert werden. Gleichzeitig
wird auch Rac durch den GEF induzierten GDP/GTP-Austausch aktiviert und zum Komplex
transloziert. An dem so gebildeten Komplex erfolgt dann die Superoxidbildung durch die
Reduktion des extrazellularen Sauerstoffs, bei der NADPH als Elektronen-Donor dient (Abb.

1.3.3.1.4, Barbior 1999, Foreman und Torres 2002, Park 2003, Sumimoto et al. 2004).
o, 0,
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Abb. 1.3.3.1.4: Schematische Darstellung der Aktivierung der NADPH-Oxidase bei

der FcyR-mediierten Phagozytose (vereinfacht nach Sumimoto et al. 2004).

Die Formation von ROS ist eine wichtige Makrophagenfunktion. ROS dient dabei zum einen
als sekundarer Vermittler (second messanger), der z.B. an der Aktivierung von

Transkriptionsfaktoren beteiligt ist (siehe Kapitel 1.1.3). Zum anderen haben Superoxid (O;")
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und Wasserstoffperoxid (H,O,) eine antimikrobielle Funktion. Der respiratorische Burst, wie
dieser Prozess der Superoxid (O2) und Wasserstoffperoxid (H,O,) Produktion auch genannt
wird, ermdglicht zudem die extrazellulare als auch intrazellulare (im Phagolysosom) Abtdtung

und Lyse von Mikroben (lles und Forman 2002).

1.3.3.2 Die CR (Komplementrezeptor) mediierte Phagozytose

Durch die Komplement-Rezeptoren (CR) werden Partikel, die von Komponenten des Serums
opsoniert wurden, erkannt und aufgenommen. Die CR werden in drei Klassen unterteilt. Der
von Erythrozyten, Phagozyten und Lymphozyten expremierte CR1 (CD35) besteht aus einer
transmembranen Proteinkette mit einer groRen extrazellularen Erkennungsdoméane und
einem kurzen intrazellularen Ende. CR1 kann zwar C1q, C4b und C3b opsonierte Partikel
erkennen und binden, ist jedoch allein nicht in der Lage, ihre Phagozytose einzuleiten. Im
Gegensatz zum Monomeren CR1 sind die, zur Integrin Familie gehdrenden Rezeptoren,
CR3 (CD11b/CD18, Mac1) und CR4 (CD11c/CD18, gp150/95) Heterodimere bestehend aus
a- und B-Ketten verschiedener Formationen (auf2, CR3; axB., CR4; siehe Abb. 1.3.3.2.1,
Klickstein et al. 1997, Ghiran et al. 2000, Dip und Anderson 2000). CR4 und CR3 erkennen
und phagozytieren mit inaktiven Komplement Komponenten (iC3b) opsonierte Partikel und
werden von Neutrophilen und Monozyten expremiert. Die Expression beider Klassen ist
jedoch nur sehr gering, wird aber bei der Differenzierung der Monozyten zu Makrophagen
verstarkt (Takizawa et al. 1996, Ofek et al. 1995). Im Gegensatz zur Aufnahme des IgG-
opsonierten Liganden, durch den konstitutiv aktivierten FcR, bedarf die Phagozytose von
Komplement-opsonierten Liganden einer zusatzlichen Aktivierung, z.B. Gber die Stimulation
mit PMA (Phorbol-12-Myristol-13-acetat) oder TNF-a. PMA und TNF-a induzieren dabei die
Aktivierung der PKC, welche dann die Phagozytose initiiert (Aderem und Underhill 1999).
Dabei ist die Aktivitat der PKC essentiell fur die Phagozytose, nicht aber fur die Bindung von
iC3b-opsonierten Partikeln (May and Machesky 2000). Ebenfalls im Kontrast zur FcR-
Phagozytose steht die Morphologie der Aufnahme Uber den CR, die
elektronenmikroskopisch und immunohistochemisch untersucht wurde. Beide Prozesse
bedlrfen zwar einer umfassenden Aktinrekrutierung, doch erweist sich die CR-Phagozytose
als eine eher passive Aufnahme. Es werden nur kleine Pseudopodien ausgebildet und der
Partikel scheint eher in die Zelle einzusinken als von ihr umschlossen zu werden. Des
Weiteren existieren nur wenige lose Kontaktpunkte zwischen der Membran und dem
Komplement opsonierten Liganden, in denen eine Konzentrierung von F-Aktin sowie der
Zytoskelettproteine Paxilin, Vinculin und a-Actinin zu finden ist (Allen und Aderem 1996). Im
Folgenden konnte gezeigt werden, dass die CR vermittelte Phagozytose unabhangig von
Syk oder den GTPasen Rac und Cdc42 ablauft, jedoch Arp2/3, RhoA und PKC beteiligt sind
(Caron und Hall 1998, May et al. 2000). Die Beteiligung der GTPasen an der

Signaltransduktionskaskade der CR-induzierten Phagozytose wurde von Niedergang und
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Chavier (2005) zusammengefasst. Demnach wird die Aktivierung des CR Uber die GTPase
Rap1 (inside-out signaling) kontrolliert. Nach der Aktivierung des CR erfolgt eine
Signalweiterleitung zur GTPase RhoA, die Uber ROK (Rho-Kinase) und Arp2/3 die
Rekrutierung des Aktinzytoskeletts reguliert. Zusammenfassend lasst sich ein moéglicher
Mechanismus der CR3 vermittelte Phagozytose von iC3b-opsonierten Partikeln wie folgt
beschreiben:

Zunachst erfolgt die Aktivierung des Rezeptors durch z.B. pro-inflammatorische Zytokine,
wie TNF-a, Uber PKC. Dabei wird vermutlich der CR3 Uber eine Serinphosphorylierung der
B-Untereinheit aktiviert, was zu einer CR-Konformationsanderung fuhrt, die die Clusterung
des Rezeptors bewirkt, wodurch die Bindung des aufzunehmenden Partikels ermdglicht wird.
Damit ist die Signaltransduktionskaskade der Phagozytose induziert (May and Machesky
2000). Es konnte jedoch auch eine Aktivierung des CR3 Uber die GTPase Rap1 nach
Stimulation mit LPS oder PMA gezeigt werden, welche die Phagozytose eingeleitet (Caron et
al. 2000). Die Aufnahme des gebundenen Partikels erfolgt dann durch die Aktivierung der
GTPase RhoA, was als Typll Phagozytose bezeichnet wird. Dadurch wird sowohl die
Serin/Threonin-Kinase ROCK als auch Arp2/3 aktiviert, welche dann (ber
Zytoskelettproteine wie Vinculin oder Paxilin, welche zur Internalisierung flhrende
Aktinumstrukturierung bewirken (Abb. 1.3.3.2.1, Greenberg 2001)

[ IC3b-opsonierter Ligand ] TNF-0, LPS, PMA...
CR3

Zytosol Rap1
. .<: = | oder
Rezeptoraktivierung/ PKC
Konformationsanderung/
Clusterung des Rezeptor/
Partikelbindungy
Actin Ph
. agozytose
Rekrutierung g yt

Abb. 1.3.3.2.1: Vereinfachte schematische Darstellung der Signaltransduktionskette wahrend der CR mediierten

Phagozytose (vereinfacht und verandert nach Greenberg 2001).

Im Gegensatz zu der FcyR-vermittelten Aufnahme resultiert aus der Phagozytose Uber den
CR keine bzw. nur eine geringfiigige pro-inflammatorische Antwort (Aderem und Underhill
1999).
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1.3.3.3 Andere an der Phagozytose beteiligte Integrine

Zur Familie der Integrine gehdren unter anderem der CR3 und CR4, aber auch andere
heterodimere Integrine wie asB; oder oyBs; (siehe Abb. 1.3.3.3.1). Diese, als
Adhasionsmolekule bekannten und von Makrophagen, Mikroglia, dendritischen Zellen sowie
retinalen Epithelzellen expremierten Rezeptoren vermitteln vor allem die Phagozytose
apoptotischer Zellen. So konnte gezeigt werden, dass der Vitronektin-Rezeptor (VnR) a3
an der Phagozytose von apoptotischen Neutrophilen und Lymphozyten beteiligt ist (Savill et
al. 1990). Dabei wird eine Wechselwirkung des VnR mit dem CD36 (Scavenger-Rezeptor der
Klasse B) diskutiert, welche die Bindung der apoptotischen Zelle Gber das molekulare

Briickenprotein Thombospondin vermittelt (Ren et al. 1995).

CR1 | iC3b-opsonierter Partikel | [ Cipe e 10 Al J
L 1e00F — — < > < >
iC3b iC3bi C R4 iC3bi |:||C_3|,E|

CR3 a a
., |32 ., Bz ay Bz ay [’52 SB(I: B1 VES Bs

Vitronektin Rezeptoren (VnR)

Abb. 1.3.3.3.1: Schematische Darstellung von Komplement- (CR) und Vitronektin- (VnR) Rezeptoren (verandert

nach Molecular Mechanisms of Phagocytosis, Rosales 2005).

1.3.3.4 Die Mannose-Rezeptor mediierte Phagozytose

Mannose-Rezeptoren (MR) gehoéren zur C-Typ Lectin Unterfamilie und sind in der Lage
korpereigene und korperfremde (z.B. Oberflachenkohlenhydrate von Mikroorganismen)
Kohlenhydrate zu erkennen. Sie vermitteln z.B. die Erkennung und Aufnahme von
Zymosanpartikel aus der Zellwand von Hefen (Saccharomyces cerevisiae), die aus a-
Mannan, Mannoproteinen und B-Glucan bestehen. Die Bindung und Aufnahme sind z.B.
durch a-Mannan, Mannoside oder B-Glucan kompetetiv zu inhibieren (Sung et al. 1983,
Noorman et al. 1997, Janusz et al. 1986). Zu der Familie der C-Typ Lectine gehort unter
anderem der Makrophagen Mannose-Rezeptor (MR, CD206), der von Makrophagen und
dendritischen Zellen expremiert wird. Er erkennt und bindet Mannoseoligosaccharide (wie a-
Mannan), welche auf der Oberflache zahlreicher Bakterien, Pilze und Einzeller zu finden sind
und vermittelt die Phagozytose dieser. Der transmembrane Rezeptor besitzt eine
extrazellulare N-terminale Domane mit 8 C-Typ Lectin-Kohlenhydrat-Erkennungseinheiten
(Carbonhydrat recognition domains, CRD), gefolgt von Fibronektin Typ Il Wiederholungen,
die mit einer Cystein-reichen Region beendet wird. Intrazellular folgt der transmembranen
Doméane eine kurze C-terminale zytosolische Domane (Stahl et al. 1998, Innate Immunity

2006). Dectin-1, ein weiteres Mitglied der Lectinfamilie, erkennt B-Glucan, und wird daher
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auch als B-Glucan-Rezeptor bezeichnet. B-Glucanpolysaccharide sind in der mikrobiellen
Zellwand vorzufinden, deren Erkennung und Phagozytose von diesem Rezeptor vermittelt
wird. Dectin-1 wird von Makrophagen expremiert und besteht aus einer kurzen
extrazellularen Domane mit einer CRD-Einheit, einer transmembranen Untereinheit und
einem kurzen zytoplasmatischen Schwanz mit einer moglichen ITAM-Domane. Beide
Makrophagenrezeptoren, MR und Dectin-1, koordinieren die Aufnahme von Zymosan durch
Makrophagen (Underhill und Ozinsky 2002, Innate Immunity 2006). Des Weiteren gehéren
der Phospholipase A2 Rezeptor (PLA2R), DEC-205 und Endo180 zur Familie der C-Typ
Lectine. Diese Rezeptoren scheinen aber keine phagozytotische Funktion zu besitzen (East
und Isacke 2002, Abb. 1.3.3.4.1).

MR " PLA,R Endo180
) DEC-205 Nl NS
> o
< ~
Dectin-1
S
S\s

C

C

H
Carhonhydraht recognition domains, Fibronektin Typ Il Wiederholungen S\s Cystein reichen Region
CRD S\s (5-5 = Disulfitbriicken)

Abb. 1.3.3.4.1: Schematische Darstellung der Mannose Rezeptoren der C-Typ Lectin Unterfamilie (verandert nach
Stahl und Ezekowitz 1998, Underhill und Ozinsky 2002).

Uber den molekularen Mechanismus der MR vermittelten Phagozytose ist noch wenig
bekannt, doch konnte fiir die Aufnahme von Zymosan Partikeln gezeigt werden, dass
Proteine wie z.B. F-Aktin und PKC zum sich ausbildenden Phagosom rekrutiert werden
(Allen und Aderem 1996). Des Weiteren sind, in humanen AM, sowohl die GTPasen Cdc42,
Rac1 als auch Rho an der MR vermittelten Phagozytose von Pneumocystis Pneumonia
beteiligt (Zhang et al. 2005).

Wie durch die FcR vermittelte Phagozytose wird auch durch die Interaktion von Liganden mit
dem MR ein pro-inflammatorisches Signal eingeleitet, welches in der Bildung von ROS und
pro-inflammatorischen Zytokinen resultiert. So konnte durch die Inkubation mit dem MR-
Liganden Mannan in humanen Monozyten die Bildung von ROS und TNF sowie in humanen
Makrophagen die Bildung dieses pro-inflammatorischen Proteins induziert werden (Mytar et
al. 2004). Ebenso konnte eine MR-vermittelte Aktivierung des NF-kB durch Pneumocystis

pneumonia gezeigt werden (Zhang et al. 2004).
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Die phagozytotischen Signale des FcR und des MR sind also pro-inflammatorisch,

wohingegen das CR-Phagozytosesignal keine Entziindungsantwort induziert.

1.3.3.5 Die Scavenger-Rezeptor-vermittelte Phagozytose

Auch die Familie der strukturell sehr unterschiedlichen Scavenger-Rezeptoren (ScR), die
viele verschiedene Liganden (modifizierte Lipoproteine, Polyribonukleotide,
Lipopolysaccharide, siehe Tabelle 1.3.3.1) spezifisch erkennen, nimmt an der Phagozytose
von Mikroorganismen teil. Allerdings scheinen fur deren Bindung und der daraus folgenden
Aufnahme Corezeptoren nétig zu sein (Pearson 1996, Underhill und Ozinsky 2002). Die
transmembranen Rezeptoren dieser Familie werden in 2 Gruppen, ScR-A und ScR-B
eingeteilt, die wieder verschiedene Typen beinhalten. Zur Unterfamilie ScR-A gehoéren die
hauptsachlich von Monozyten und peritonealen sowie Gewebemakrophagen expremierten
Rezeptoren ScR-AI, ScR-AIl, sowie der von peritonealen Makrophagen und Makrophagen
in der Milz und in den Lymphknoten expremierte MARCO (Makrophagen Rezeptor mit
K(C)ollagener Struktur). Diese homotrimeren, transmembranen Glykoproteine besitzen
extrazellular eine a-helikale coil-coiled Region, gefolgt von einer kollagenen Struktur, die der
Ligandenbindung dient. Intrazellular folgt der transmembranen Domane eine relativ kurze
zytoplasmatische Region. ScR-Al und MARCO weisen zudem eine C-terminale
extrazellulare Cystein-reiche Region (SRCR, Scavenger-Rezeptor Cystein reiche Doméane)
auf. Zur zweiten Klasse der ScR-B gehdéren ScR-BII und CD36, die von Zellen in Geweben
expremiert werden, die am Lipidmetabolismus oder an der Immunabwehr beteiligt sind. Dazu
gehdren neben Monozyten und Makrophagen auch B-Lymphozyten, kapillare Endothelzellen
und Adiopozyten. Die monomeren Rezeptoren besitzen eine sehr kurze zytosolische C-
terminale Domane (CD36>10AS, ScR-BII 45 AS), die reich an Prolin, Glycin und Cystein ist.
Der transmembranen Region folgt eine grof3e extrazellulare Domane, die N-terminal viele N-
Glykosylierungsseiten aufweist (Abb. 1.3.3.5.1, Pearson 1996).

MARCO Abb.1.3.3.5.1:
ScR-Al e Schematische Darstellung
oC ScR-AIL der Scavenger-Rezeptoren
C
& (ScR, verandert nach
CD36 ScR-BI Pearson 1996).
©
©8 @ ®
g ©
®
. © N @
® ©

NNN HNN NNN c

Cystein reiche Region (€) N-Glykosilierungs Seiten
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ScR regulieren Uber ihre LDL (Low Density Lipoproteine)-bindenden Eigenschaften den
Lipidmetabolismus. Neben der Bindungsaffinitat zu OxLDL (oxidiert) und AcLDL (acetyliert,
Krieger 2001) sind sie aber auch an der Bindung und Phagozytose von apoptotischen Zellen
(Platt et al. 1996, Brown et al. 2000), Bakterien oder unopsonierten Partikeln (Dunne et al.
1994, Thomas et al. 2000, Arredouani et al. 2005) beteiligt. Dabei kénnen sie verschiedene
biologische Funktionen beeinflussen. In Makrophagen spielt z.B. der ScR-A, durch
Wechselwirkung mit Zellen des Immunsystems und der Aufnahme von Mikroorganismen,
eine Rolle in der Immunreaktion. Des Weiteren erfolgen durch diesen Rezeptor die
Phagozytose apoptotischer Zellen und die Endozytose modifizierter Lipoproteine. ScR-A
beeinflusst die Eliminierung toxischer, mikrobieller Produkte ebenso, wie die Adhasion von
Makrophagen (Platt und Gordon 2001, Abb. 1.3.3.5.2).

Abb. 1.3.3.5.2: Schematische
O Darstellung der Funktionen

des Scavenger-Rezeptors ScR-

A (verdndert nach Platt und
2 Phagozy‘tose von
Wechselwirkung mit ScR-A Mikroorganismen Gordon 2001).
Zellen des Immunsystems
S a A
-

[ 3

. CC Phagozytose

Endozytose von modifizierten apoptotischer Zellen

Lipoproteinen und Liganden

o

*e
°
Adhesion der Entfernung von toxischen mikrobiellen
Makrophagen Produkten wie Endotoxinen

Uber die Bindungseigenschaften des ScR wurden viele Untersuchungen durchgefiihrt, doch
ist noch nicht geklart, ob er allein in der Lage ist die Phagozytose einzuleiten und selbstandig
die nétige Aktivierung des Aktinzytoskelett zu bewirken (Ernst 1998, Underhill und Ozinsky
2002). Die Ligandenbindung bewirkt jedoch die Induktion der Freisetzung von ROS und TNF,
sowohl durch den ScR-A (Liganden: Fucoidan, Polyguanoside (polyG), modifiziertes LDL)
als auch den ScR-B (Liganden: Phophatidylserin, natives und modifiziertes LDL) in
Monozyten (Mytar et al. 2004).
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1.3.3.6 Pro- und anti-inflammatorische Antwort auf die Phagozytose

Wie und welche Zytokine und Chemokine als Folge der Ligandenbindung und/oder der
Phagozytose gebildet und freigesetzt werden, ist vom Phagozytose-Rezeptor, den Liganden
und dem phagozytierenden Zelltyp abhangig. Bei der Aktivierung der Gentranskription
kénnen z.B. Toll-like-Rezeptoren (TLR) mitwirken. Dieser Rezeptortyp kann sowohl bei der
Erkennung und Phagozytose als auch bei der Induktion der Immunantwort eine Rolle
spielen. Ein Beispiel fir die Beteiligung von TLR an der pro-inflammatorischen Immunantwort
ist die Phagozytose von Zymosan durch Makrophagen Uber den MR oder Dectin-1. Die
Aufnahme selbst wird dabei allein durch das Lektin kontrolliert und ist vom TLR unabhangig.
Die Zymosanphagozytose induzierte NF-kB-Aktivierung und die daraus folgende Bildung des
pro-inflammatorischen Zytokines TNF-a dagegen, ist von der Wechselwirkung von TLR2 und
TLR6 abhangig. Im Gegensatz dazu kann die pro-inflammatorische Immunantwort, infolge
der FcR vermittelte Phagozytose, sowohl vom Rezeptor selbst, z.B. liber eine Signalkaskade
Uber die ITAM-Domane oder Uber TLR induziert werden. Besonders bei
Multiligandenrezeptoren, wie den ScR, wird die Bedeutung des Liganden auf die
resultierende Immunantwort deutlich. Wahrend die Bindung und Phagozytose von
Mikroorganismen durch ScR in einem pro-inflammatorischen Signal endet, resultiert die
Interaktion dieser Rezeptoren mit apoptotischen Zellen in einer anti-inflammatorische
Antwort (Underhill und Ozinsky 2002, Stuart und Ekzekowitz 2005).

Der Prozess der Phagozytose endet mit der Bildung des Phagosoms aus dem sich das
Phagolysosom entwickelt. Das Phagosom ist eine wichtige Zellorganelle, welche an der
Induktion des adaptiven als auch des angeborenen Immunsystems beteiligt ist (Abb.
1.3.3.6.1, Stuart und Ekzekowitz 2005).

Phagolysosom

ADAPTIV ANGEBOREN
‘ Antigen Degradierung ‘ ‘ Abtétung des Pathogen ‘
‘ Antigen Prozessierung ‘ ‘ Pathogen Prozessierung ‘
‘ Antigen Prasentation (MHC) ‘ | Pathogen Prasentation (TLR) ‘

Abb. 1.3.3.6.1: Das Phagosom und die Inmunantwort (verandert nach Stuart und Ezekowitz 2005).
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1.4 Zielsetzung

Das zentrale Ziel dieser Arbeit ist die Klarung der Aufnahmemechanismen
verschiedener Partikel (DQ12, CB fein und ultrafein, TiO2 fein und ultrafein, SWNT's)
in alveolaren Makrophagen und die Untersuchung der daraus folgenden
Konsequenzen auf die Endziindungsantwort, unter besonderer Beriicksichtigung von

DQ12-Partikeln. Daraus ergeben sich folgende spezifische Fragen:

(1) Entspricht die Partikelaufnahme einer klassischen Aktin-vermittelten

Phagozytose?

(i) Wenn Quarzpartikel phagozytiert werden, welcher der klassischen
Phagozytose-Rezeptoren ist dann an der Erkennung und Aufnahme dieser
beteiligt?

Resultierend aus diesen Untersuchungen soll abschlieBend geklart die Frage werden:

(iii) Welche Bedeutung hat der Aufnahmemechanismus auf die

Entzindungswirkung von Quarz?

Nach der Etablierung von Methoden zur Bestimmung der Zelltoxizitdt sowie der
Partikelaufnahme und der Evaluierung eines Zellsystems (siehe Kapitel 3.1) wurden die
molekularen Mechanismen der Partikelaufnahme untersucht.

Fur die Partikelaufnahme kommen verschiedene Mechanismen (wie z.B. klassische
Phagozytose oder rezeptorvermittelte Endozytose), die von verschiedenen Proteinen
reguliert werden, in Frage. Die Untersuchung, ob es sich bei der Partikelaufnahme um
klassische Phagozytose unter Einbeziehung des Aktinzellskeletts handelt, sollte mit Hilfe des
Aktininhibitors Cytochalasin-D durchflusszytometrisch sowie immunohistochemisch (siehe
Kapitel 3.2) untersucht werden.

Im nachsten Schritt wurde der/die mogliche/n beteiligte/n Rezeptor/en ermittelt. Dazu wurden
zunachst Inhibitoren der klassischen Phagozytoserezeptoren (Komplement-Rezeptor, Fc-
Rezeptor, Scavenger-Rezeptor und Mannose-Rezeptor) eingesetzt. Die durch die Inhibition
der verschiedenen Rezeptoren verdnderte Partikelaufnahme wurde ebenfalls
durchflusszytometrisch untersucht. Des Weiteren wurde eine Rezeptor-Immunohistochemie
zur Untersuchung der Rezeptorverteilung wahrend der Quarzaufnahme eingesetzt. Der/die
ermittelte/n flr die Partikelaufnahme verantwortliche/n Rezeptor/en wurde anschlieend
durch eine nahere Untersuchung des phagozytotischen Signaltransduktionsweges
spezifiziert. Dazu wurden Analysen des Aktivierungsstatus verschiedener an der
Phagozytose beteiligter Kinasen und GTPasen durch den Einsatz von Western-Blots und
Pulldown-Assays durchgefihrt. Eine weitere Spezifizierung des Rezeptors erfolgte Uber die

Inhibition verschiedener beteiligter Signalmediatoren der Phagozytose Uber eine erneute
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durchflusszytometrischen  Ermittlung der  Partikelaufnahme  sowie durch eine
immunohistochemische Untersuchung (siehe Kapitel 3.3).

Im Anschluss daran wurde die Auswirkung der Partikelaufnahme sowie die Relevanz der
daran beteiligten Mediatoren auf die Entziindungsreaktion untersucht. Dies erfolgte durch
eine Analyse der Bildung von Reaktiven Sauerstoff Spezies mittels Messungen der
Chemilumineszenz von Lucigenin, der durchflusszytometrischen Bestimmung der
Fluoreszenz von Dihydrorhodamin und der spektroskopischen Untersuchung Uber
Elektronen-Spin-Resonanz unter Verwendung einer Spintrap-Technik mit DMPO als
Spintrap. Weiter wurde die Aktivierung des Nuclearen-Transskriptionsfaktors-(NF)-kB Weges
und die Tumor-Necrosis-Factor-a-(TNF-a)-Freisetzung durch Western Blot,

Immunohistochemie und mittels ELISA-Techniken untersucht (siehe Kapitel 3.4).
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Kapitel 2: Materialien und Methoden

2.1. Materialien

2.1.1 Zelllinien und Tiere

NR8383 [AgC11x3A; NR8383, 1] ATCC (American Type Culture Collection), USA
Die alveolare Ratten-Makrophagenzelllinie NR8383 wurde nahezu fir alle Experimente
verwendet. Es handelt sich um eine Mischkultur aus adherenten und suspendierten Zellen
die aus Rattus Norvegicus (Sprang-Dawley) isoliert wurden. Die Zellen wurden bis zur
Kultivierung in einer Mischung aus 95% Zellkulturmedium/5%DMSO bei -80°C in Stickstoff
gelagert.

A549 [A-549] ATCC (American Type Culture Collection), USA
Mit der humanen Zelllinie A549 erfolgten Etablierungsexperimente zum MTT-Assay. Die
Zelllinie stammt aus einem Bronchialepithelkarzinom der Lunge eines mannlichen Kaukasen.
Die Zellen wurden bis zur Kultivierung in einer Mischung aus 95%
Zellkulturmedium/5%DMSO bei -80°C in Stickstoff gelagert.

Primarere Zellen: Alveolare Makrophagen (AM) und Interstitielle Makrophagen (IM) wurden
durch Broncho-Alveolar-Lavage (BAL) und Trypsinisierung der Lunge von 8 Wochen alten
weiblichen Ratten mit einem mittleren Kérpergewicht von 260g isoliert.

Wistar Ratten Janvier, Le Genet St. Isle, F

2.1.2 Partikel

DQ12, Dérentruper Quarz (Batch 6), @ 0,96um, gesammelt 1972 bei Robock, NRW, D
CB, Carbon Black fein, 260n, @ 0,260um

CB, Carbon Black ultra-fein, printex 90, @ 0,014um

TiO,, Titandioxid fein, Amatase, @ 0,260 uym

TiO,, Titandioxid ultra-fein, P25, & 0,025um

SWNT, Single Walled Nanotubes in Medium (30ug/ml), Rice-University, Houston, USA

2.1.3 Chemikalienliste

- 30% Acrylamidmischung Roth, Karlsruhe, D

- Aktivkohle Merck, Darmstadt, D

- Ammoniumpersulfat (APS) Merck, Darmstadt, D

- Bicinchonnische-Saure Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
- BSA (Bovine Serum Albumin) Roche, Penzberg, D

- Colour-Marker (Wide Range, Low Range) Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
- DHR123 (Dihydrorhodamin 123) Molecular Probes, Leiden, NL

- 2,4-Dinitrophenylhydrazin Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
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- DMEM (Dulbeccos modifiziertes Medium) Gibco Invitrogen, Grand Island, USA
- DMPO (5,5-Dimethtyl-1-pyrroline N-oxid) Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
- DMSO (Dimethyl Sulfoxid) Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
- DNAse Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
- EDTA (Ethylendiamin-N,N,N’,N’-tetraessigsaure) Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
- Eisessig Roth, Karlsruhe, D

- Ethanol Roth, Karlsruhe, D

- FCS (Fetal Calf Serum) Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
- Glutamin Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
- Giemsaldsung Merck, Darmstadt, D

- Glycin Roth, Karlsruhe, D

- Glycerin Merck, Darmstadt, D

- HEPES Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

(4-(2-Hydroxyyethyl)piperazine-1-ethansulfonsaure)
- HBSS (MQ/Ca, *I., "I Hanks Buffered Saline Solution)  Gibco Invitrogen, Grand Island, USA

- Immuno-Fluore Mounting Medium MP Biomedicals, Aurora, Ohio, USA

- KCl Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

- Kaihn’s modifiziertes Medium Gibco Invitrogen, Grand Island, USA
(F12-K Nutrient Mixture)

- Kupfer(ll)Sulfatpentahydrat Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

- H,O, Sigma-Aldrich Saint Louis, USA

- Lucigenin Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

- May-Griinwald-Lésung Merck, Darmstadt, D

- Methanol Roth, Karlsruhe, D

- B-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

- MgCl, Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

- MTT (Methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium Bromid) Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

- NaCl Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

- B-NADH Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

- NaN; Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

- Na-Pentobarbital (Narcoren®) WDT, Garbsen, D

- NaOH Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

- Natriumpyruvat Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

- PBS (Phosphate Buffered Saline) Gibco Invitrogen, Grand Island, USA

- Penicillin Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

- Percoll Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
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- PFA (Paraformaldehyd)

- Ponceau S

- Complete Proteasen-Inhibitor-Cocktail
- Pyronin Y

- Streptomycin

- SDS (Natriumdodecylsulfat)

- TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin)
- Tris, HCI (Tris(hydroxymethyl-)aminomethan)

- TritonX-100
- Trypan-Blau
- Trypsin

Inhibitoren:

- Cyt-D (Cytochalasin-D)

- Poly-I (Polyinosinic Saure)

- Fucoidan

- Anti-CD32 (FcylIIR)

- M-a-D-MP (Methyl-a-D-mannopyranoside)
- Mannan

- Anti-CD11b/c (CR)

- Suramin

- Genistein

- Lovastatin

- NSC23766

Antikdrper (Western-Blot):

- anti-Rac1

- anti-Cdc42

- anti-Rho

- anti-Phospho-Lyn (Tyr507)

- anti-Lyn

- anti-Phospho-Syk (Tyr323)

- anti-Phospho-Syk (Tyr525/526)

- anti-Phospho-Zap(Tyr319)/Syk (Tyr352)
- anti-Syk

- anti-p-Pi3-Kinase (Tyr508)

- anti-Phospho-CD32 (FcyRIIb, Tyr292)

- anti-lkBa
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Merck, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
Roche, Penzberg, D
Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
Serva, Heidelberg, D

Merck, Darmstadt, D

Roth, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
Biochrom, Berlin, D
Sigma-Aldrich, Saint Louis, US

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

BD Pharmigen™, Lincoln Park, USA
Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

BD Pharmigen™, Lincoln Park, USA
Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
Calbiochem, San Diego, USA
Calbiochem, San Diego, USA

Pierce, Rockford, USA

BD Pharmigen™, Lincoln Park, USA
BD Pharmigen™, Lincoln Park, USA
NEB, Cell Signaling, Beverly, USA
NEB, Cell Signaling, Beverly, USA
NEB, Cell Signaling, Beverly, USA
NEB, Cell Signaling, Beverly, USA
NEB, Cell Signaling, Beverly, USA
NEB, Cell Signaling, Beverly, USA
Santa Cruz Biotechnologies , USA
NEB, Cell Signaling, Beverly, USA
Santa Cruz Biotechnolegies, USA
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- anti-B-Tubulin
- anti-Maus/Kanninchen-HRP IgG

Antikorper (Immunohistochemie):
- Alexa Fluor®488Phalloidin

- anti-CD32 (FcylIR)

- anti-CD11b/c (CR)

- anti-CD206 (MR)

- anti-Rac1

- anti-NFkB (p65)

- MFP488 Anti-Kaninchen 1gG (H+L)

Benutzte Kit’s:
- MTS-Assay: CellTiter 96° AQueous
One Solution Cell Proliferation Assay
- ECL Plus Western Blot Detektionsreagenz
- EZ-Detect™Activation Kit fir Rac1, Cdc42 und Rho
- TNF-a ELISA

2.1.4 Gerate
- Brutschranke

- ElektronenSpinResosnanz (ESR) Spektroskop

- ELISA-Reader, Multiscan Ascent
- Fluor™-§ Multiimage
- FACSCalibur Flow Cytometer

- Kihlschranke

- MicroLumat Plus, Microplate Luminometer LBO6V
- Mini-Trans, Westernblot/Elektrophoreseaparatur
- Mikroskop BX60

- Pipetten

- Sterilisierungsofen
- Sterilbank, Zellkultur
- Thermomixer

- Photometer
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Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

Molecular Probes, Leiden, NL

BD Pharmigen™, Lincoln Park, USA
BD Pharmigen™, Lincoln Park, USA
Serotec, Oxford, UK

BD Pharmigen™, Lincoln Park, USA
Santa Cruz Biotechnolegies, USA

Molecular Probes, Leiden, NL

Promega, Mannheim, D
Amersham, Little Chalfont, UK
Pierce, Rockford, USA
R&DSystems, Wiesbaden, D

Heraeus, Hanau, D
MiniScopeMS100, Magnettech
GmbH, Berlin, D

Labsystem, Wiesbaden, D
BioRad, Herkules, USA

BD Bioscience Immunocytometry
Systems San Jose, USA

Heraeus, Hanau, D

EG&GBerthold, BadWildbad, D
BioRad, Herkules, USA

Olympus, Hamburg, D

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, D
Gilson, Bad Camberg, D

Memmert, Schwabach, D

Microflow, Konigswinter, D
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, D
Beckmann Coulter GMbH, Krefeld, D
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- Vertikalschuttler, beheizbar
- Waagen
- Wasserbadsonikator, Sonorex TK 52

-Zentrifuge

- Zytospinzentrifuge

2.1.5 Genutzte Software
- Quantity One

- Winpez/winglow

- BD Cell Quest 3.3., BD Cell Quest Pro

- ESR-Software
- Origin® 6.1G

- Window-XP, MS Office 2003

-Adope Photoshop, Elements 3.0, Adobe Premiere

- SPSS (Version 10)

2.1.6 Verbrauchsmaterialien
- Zytospin-Ojektrager

- Deckglaschen

- 96well-Mikrotiter-Platte,

24well- 10mm-,60mm, 35mm Kulturplatten

- Kulturflaschen

- Lumi-Nunc-Platten, 96well, weiltes Polysterol

- Falconreaktionsgefass

- Zellschaber

- Eppendorfreaktionsgefalle
- 0,20um Filteraufsatz

- Kantle

- Nitrocellulosemembran, Potran (0,2mm, 0,45mm)
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Biometra, Géttingen, D

Sartorius, Géttingen, D

Schaltech, Mérfelden-Wallorf, D
Beckmann Coulter GMbH, Krefeld, D
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, D

ThermoShandon, Dreieich, D

BioRad, Herkules, USA

Microsoft, Unterschleilheim, D

BD Bioscience Immunocytometry
Systems San Jose, USA

Microsoft, Unterschleil3heim, D
Origin Lab Cooperation, Northamton;
USA

Microsoft, UnterschleilRheim, D
Adope Systems, USA

Microsoft, Unterschleil3heim, D

ThermoShandon, Dreieich, D
Menzel, D

Nunc, Naperville, USA

Greiner, Solingen, D

Nunc, Naperville, USA

Nunc, Naperville, USA

Biochrom AG Seromed®

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, D
BD Pharmigen™, Lincoln Park, USA
BD Pharmigen™, Lincoln Park, USA
Schleicher & Schiill, Dassel, D
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2.1.7 Lésungen

Lysepuffer-A (B) 10mM HEPES
10mM KCI
1,5mM MgCl,
(0,1% Nonidet P40)
pH 7,9

Lysispuffer-C 20mM HEPES
0,45mM NacCl
1mM EDTA
pH 7,9

TBS(T) 25mM Tris, HCI, pH7,5
150mM NaCl
(0,1% v/v Tween)

Laemlie-Puffer (4x) 250mM Tris, HCI, pH7,6
8% (w/v) SDS
40% (w/v) Glycerin
0,04% (w/v) Pyronin Y
70uM R-Mercaptoethanol

Elektrophoresepuffer 25mM Tris, HCI, pH 8,3
0,2M Glycin
0,15% (w/v) SDS

Transferpuffer 25mM Tris, HCI
0,2 M Glycin
20%(v/v)Methanol
Ponceaus-Rotlésung 0,1% (w/v) Ponceau S

5% (v/v) Eisessig

Strippingpuffer 2% (w/v) SDS
100mM R-Mercaptoethanol
63mM Tris, HCI, pH 6,8
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkulturmethoden

2.2.1.1 Kultivierung der NR8383 Makrophagen und der A549 Epithelzellen

Die Kultivierung der alveolaren Ratten-Makrophagenzelllinie NR8383 erfolgte in Kaihn's
modifiziertem Medium (F12-K Nutrient Mixture) unter Zusatz von 15% FCS, 1%
Penicillin/Streptomycin sowie 1% Glutamin bei 37°C, 5% CO,. Die Umsetzung (1:4) der
Flaschenkultur in der Stammkulturhaltung erfolgte alle 7 Tage. Dazu wurden die adherenten
Zellen der Suspensionskultur vom KulturgefaBboden losgeschlagen und durch auf- und
abpipetieren gelést. Nach der Zentrifugation (5min, 900g, RT) wurde das Zellpellet in
frischem Medium aufgenommen und zur weiteren Kulturhaltung genutzt. Zusatzlich erfolgte
einmal wochentlich ein Wechsel des Kulturmediums unter Abnahme des Mediums und
Zentrifugation (5min, 900g, RT).

Die adherenten A549 Zellen wurden in Dulbeccos modifiziertem Medium (DMEM), versetzt
mit 10% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin und 1% Glutamin, bei 37°C unter 5% CO, als
Flaschenkultur gehalten. Die wochentliche Umsetzung (1:10) erforderte die Trypsinisierung
(5min, 37°C, 5% CO,) des mit PBS gewaschenen Zellenrasens. Danach wurden die Zellen in
Medium aufgenommen und entsprechend verdiinnt ausgesat. Zweimal wochentlich wurde

zusatzlich das Medium gewechselt.

2.2.1.2 Isolierung primarere Zellen

In der Regel wurden die primaren alveolare Makrophagen (AM) sowie der primaren
Interstitiellen Makrophagen (IM) von 8 Wochen alten weiblichen Wistar-Ratten mit einem
mittleren Korpergewicht von 260g isoliert. AusschlieBlich zur Untersuchung des
Alterseinflusses auf das Aufnahmeverhalten erfolgte der Einsatz jlingerer Ratten mit einem
mittleren Kérpergewicht von 207g.

Die Totung der Tiere erfolgte unter tiefer Anasthesie (50mg/kg Korpergewicht Nacoren, inter
peritoneal) durch Entbluten Uber die Aorta abdominalis. Die praparierten, perfundierten
Lungen wurden dann zunéchst fur die Broncho-Alveolar-Lavage (BAL, 5x mit je 5ml PBS)
gespllt. Die AM konnten dann durch Zentrifugation (10min, 800g, 4°C) der BAL-FlUssigkeit
abgetrennt und nach zweifachem Waschen mit PBS und der Resuspendierung in
Kulturmedium bis zur Z&hlung und experimentellen Aussaat (Kapitel 2.2.1.3) auf Eis gelagert
werden.

Die lIsolierung der primaren IM erfolgte nach der Lavage Uber die Trysinierung des
Lungengewebes nach einer von Richards et al. (1987) beschriebenen Methode mit leichten
Modifikationen (Knaapen et al. 2002). Die lavagierten Lungen wurden dazu zunachst tber

einem 37°C Wasserbad 30min trypsiniert, indem Uber eine mit der Trachea verbundene
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Kanile nach und nach, unter Nutzung des gravitationsbedingten Einstroms, 100ml Trypsin-
Lésung (2,5mg/ml) pro Lunge eingefiihrt wurden. Die weitere Aufarbeitung der Lungen
erfolgte unter sterilen Bedingungen. Zunachst wurde dafir das Lungengewebe durch
kontinuierliches Zerschneiden Uber einen Zeitraum von 5min zerkleinert (1-2mm Stilicke),
wobei nach etwa der Halfte der Zeit die Zugabe von 1ml eiskaltem FCS erfolgte. Das mit
einer Lésung aus 5ml FSC und 500ul DNAse (4mg/ml) versetzte und mit PBS (Mg?*/Ca?",
*I,) auf 20ml aufgefiilite Lungenhomogenat wurde dann nach einer Inkubation
(5min/RT/unter Umschwenken), zunachst durch eine Gaze und abschliefend, nach
erneutem Aufflllen auf 20ml und wiederholtem durchmischen, durch einen 30um Neylonfilter
filtriert. Dadurch konnten gréRere Partikel entfernt werden und man erhielt nach der Zugabe
von 20ml PBS (Mg?/Ca?, */.) eine Suspension, die auf einen Percollgradienten aufgetragen
werden konnte. Der Percollgradient ermdglicht die Abtrennung der im Lungenhomogenat
befindlichen Zellen von anderen Lungenkomponenten, wie z.B. dem die Alveolen
auskleidenden Surfactant, durch eine Zentrifugation im Dichtegradienten. Die Generierung
des Percollgradienten erfolgte durch Uberschichten von 10ml einer schweren (4ml 10x PBS
(*/+)/10ml H,O/26ml Percoll) mit 10 ml einer leichten (4ml 10x PBS (*/.)/25,2ml H,0/10,8ml
Percoll) Phase. Nach der Zentrifugation (20min, 800g, 10°C) konnte dann eine, die
verschiedenen Lungenzellen enthaltende Ldsung, aus der zwischen der Surfactant- und der

Percoll-Phase liegenden Interphase isoliert werden (Abb. 2.2.1.2.1).
Isolierung primirer Lungenmakrophagen

Isolierung von — Alveolaren Makrophagen (AM) durch eine Broncho-Alveclar-Lavage (BAL)

— Interstitiellen Makrophagen (IM) durch Verdauung des Lungengewebes

¢ BAL

y

- Splilen der Lunge mit PBS
—
J L -Zenfrifugation der
m LavagefliiBigkeit

Verdauung der Lunge ‘

Adherenz der IM,
Ry Fibroblasten,
- Zentri- Neutrophilen,
fugation
Lungen- Surfactant
Homo- WP 3 . -
P Zellmischung aus; N @ \
IM, Fibroblasten, Ny,
Neutrophilen, Typ-II-
Epithelzellen
Red cells

Abb.2.2.1.2.1: Durchfithrungsschema der Isolierung primérer alveolarer und interstitieller Lungenmakrophagen
(AM und IM). (Abb. Ref. 1: Aufnahmen aus Gallery of the Hubble Space Telescope, Dennis Kunkel's Microscopic
World; Abb. Ref. 2: Andrew Hunt et al., Environmental Health Perspectives, Volume 111, Number 9, July 2003).
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Nach Abtrennung der Zellen enthaltenden Interphase wurden die in dieser enthaltenen
Zellen durch Zentrifugation (5min, 800g, 4°C) abgetrennt, mit PBS gewaschen und in DNase
(4mg/ml) enthaltendem DMEM resuspendiert. Es folgte eine 60min Inkubation in 10cm
Kulturschalen (Brutschrank, 37°C, 5%CO,), welche die Auftrennung verschiedener
Zellentypen aufgrund ihres Adherenzverhaltens ermoglichte. Dabei heften IM, sowie
ebenfalls enthaltene Neutrophile und Fibroblasten relativ schnell auf dem
Kulturschalenboden an, wohingegen Typ-II-Epithelzellen nur sehr langsam adherieren.
Somit konnten, nach der Inkubation, die noch suspendierten Typ-II-Epithelzellen durch
Abnehmen des Uberstandes abgetrennt werden. Aus der adherenten, auf dem
Kulturschalenboden verbliebenen Zellfraktion erfolgte dann die Gewinnung der IM, indem die
Zellen mittels eines Zellschabers vom Plattenboden geldst wurden. Die anschlielend 2fach
gewaschenen (kaltes PBS; Zentrifugation, 5min, 800g, 4°C) Zellen wurde in Kulturmedium
(Kaihn’s modifiziertem Medium) resuspendiert und bis zur Aussaat (Kapitel 2.2.1.3) auf Eis
aufbewahrt. Vor der Aussaat wurde an beiden primaren Makrophagenpopulationen (AM und
IM) eine Trypan-Blau-Farbung (Kapitel 2.2.2.3) zur Lebend-Tot-Diskriminierung durchgefuhrt.
Aus der daraus bestimmten Anzahl der lebenden Zellen im Verhaltnis zur Gesamtzellzahl
konnte dann zum einen das Volumen der auszusaenden Zellldsung, der die Lebendzellzahl
zugrunde gelegt wurde, sowie die Gesamtzellzahl der pro Ratte isolierten Makrophagen (pro
Ratte etwa 5x10° lebende AM, bzw. 1,6x10° lebende IM) bestimmt werden. Die Auswertung
einer ebenfalls durchgefiihrten May-Grinwald-Giemsa-Farbung (siehe Kapitel 2.2.5.2) ergab
eine Reinheit von 99,8% fir AM bzw. 89% flr IM.

2.2.1.3 Aussaat der NR8383- und A549-Zellen sowie primarer AM und IM

Zur Aussaat wurde die NR8383 Suspensionskultur zentrifugiert (5min, 900g, RT) und in
frischem Medium resuspendiert. Eine Lésung aus A549 Zellen konnte durch Trypsinierung
(5min, 37°C, 5% CO,) erhaltenen werden. An den so gewonnene Zellldsung wurde zunachst
die Zellzahl (Zahlkammer nach Neubauer) bestimmt. Dazu wurden je 4x16 Kleinquadrate
ausgezahlt die die Zellzahl pro ml Losung ergab aus der das fiir die Aussaat einzusetzende
Volumen berechnet werden konnte. AnschlieRend erfolgte die Aussaat der Zellen (Zelllinien
wie primare Zellen) nach Tabelle 2.2.1.3.1 in den, dem Experiment angepassten,

Kulturschalen und Mediumsvolumina.

Experiment: Verwendetes Oberfliche Losungsvolumen Zellzahl
KulturgefaB: [cm?] : [ml]: X10°
Vitalitats-Assays (MTT, MTS, LDH) 96 well Platte 0,32 0,1 0,354
TNF-a-ELISA, Durchflusszytometrie, ESR, 24 well Platte 2 0,69 2,2

Lucigenin

Durchflusszytometrie, Inmunohistochemie 35mm Schalen 8,7 3,0 9,57
Western-Blot 60mm Schalen 21 7,24 23,1
Western-Blot, Pulldown-Assays 10mm Schalen 58 20,0 63,8

Tab. 2.2.1.3.1: Zusammenstellung der fiir die in den verschiedenen Experimenten eingesetzten KulturgefiaBen,

Kulturschalenoberflichen, Kulturlésungsvolumina und Gesamtzellzahlen.
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Bei den Makrophagenmischkulturen aus adherenten und suspendierten Zellen (NR8383 und
primare AM und IM) war, um gleich bleibende Bedingungen bei der Partikelbelastung in den
verschiedenen Experimenten zu gewahrleisten, besonders darauf zu achten, dass die
Relationen von Kulturldsung zu Kulturschalenoberflache zu Zellzahl konstant blieb. Daher
wurden alle Experimente konstant mit 1,1x10° Zellen/cm? bzw. 3,2x10° Zellen/ml ausgefiihrt.

Alle ausgesaten Zellen der Zelllinien wurden vor der Belastung zunachst Gber 3 Tage in
Kultur gehalten. Die primaren Zellen erfuhren nur eine Kultivierung Gber Nacht. Zum einen
sollte dies den Isolationsstress eliminieren, zum anderen den zu grofien Verlust von Zellen
durch Absterben bei langeren Kultivierungszeiten verhindern. Vorversuche konnten jedoch
zeigen, dass die primaren Zellen auch langer in Kultur gehalten werden kénnen, ohne
groBere Einbussen in der Zellvitalitdt zu erfahren. Die Ergebnisse des MTT-Assays zeigen
keine Zellvitalitdtsbeeinflussung bei einer Kulturhaltung von bis zu 3 Tagen bei den AM wie
bei den IM in Vergleich mit der NR8383 Zelllinie (Abb.2.2.1.3.1).

Abb. 2.2.1.3.1: Vitalitat (Mittelwert + SEM n=3, in 8
Ansitzen) primarer Makrophagen (IM, AM) im
Vergleich zu NR8383 Zellen nach 1, 2 und 3 Tagen
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2.2.1.4 Partikelaufbereitung, Partikelbelastung und Inhibition der Zellen

Die Belastung der Zellen mit den unterschiedlichen Partikeln erfolgte durch die Inkubation
der Zellen in den Kulturschalen mit den verschiedenen Partikelldsungen. Die Partikel (DQ12;
CB, fein und ultra-fein; TiO,, fein und ultra-fein) wurden dazu in kleinen Aliquots von 2-20mg
(je nach Experiment) eingewogen und Uber 16h bei 220°C gebacken, um zusatzlich zur
Keimfreiheit mogliche Verunreinigungen durch Endotoxine zu eliminieren.

Aus den Partikelaliguots wurden unmittelbar vor der Belastung die jeweiligen
Partikelldsungen frisch angesetzt, indem sie in Medium bzw. zur Bestimmung der ROS-
Generierung in HBSS (*/.) mit einer Konzentration von 5mg/ml suspendiert wurden. Die
Herstellung der Suspension erfolgte durch eine 5min Beschallung im Wasserbadsonikator
(100ml Wasser, 60Watt, 35Hz). Anschlielend wurden die Partikelldsungen direkt zur
Belastung der Zellen eingesetzt, wobei durch vortexen in regelmafligen Abstanden ein
absetzen der Partikel verhindert wurde. Die Belastung erfolgte dann, mit Ausnahme fiir die

Vitalitats-Assays (MTT-, MTS-, LDH-Assay) sowie dem Lucigenin-Assay, durch den Zusatz
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der dem jeweiligen Reaktionsgefall/-volumen entsprechenden Mengen der Partikellésung
mit einer Konzentration von 5mg/ml (Tab. 2.2.1.4.1). Da auch hier auf die Volumenkonstanz

geachtet wurde, erfolgte ein Volumensausgleich mit Medium oder HBSS(*/.).

Experiment: Verwendetes Partikel- Volumen Volumen
KulturgefaR: Konzentration zugesetzte zugefiigtes
[ug/cm?] Partikellosung Medium
[pi]: [ul]:
TNF-a-ELISA, Durchflusszytometrie, ESR 24 well Platte 0 - 16
10 4 12
20 8 8
40 16 -
Immunohistochemie, Trypan-Blau-Farbung 35mm Schalen 0 - 139,2
10 17,4 1211
20 34,8 104,4
40 69,6 69,6
80 139,2 -
Western-Blot (IkBa) 60mm Schalen 0 - 168
10 42 126
40 168 -
Western-Blot, Pulldown-Assays 100mm Schalen 0 - 464
10 116 348
40 464 -

Tab. 2.2.1.4.1: Konzentrationen und Volumen der in den verschiedenen experimentellen Anséatzen eingesetzten

Partikelldsungen und zum Volumensausgleich zugesetzten Medium bzw. HBSS ('/.).

Die Partikelbelastung der Vitalitats-Assays und des Lucigenin-Assays erfolgte mit einer
angesetzten Verdiinnungsreihe der Partikel-Suspension. Fir jede Belastung wurden je 40ul
Medium (Kontrolle) bzw. HBSS (*/., Lucigenin) oder frisch praparierte Partikelsuspensionen
mit Konzentrationen von 0,08mg/ml (10pg/cm?); 0,16mg/ml (20 pg/cm?); 0,32mg/ml (40
ug/cm?); 0,64mg/ml (80 ug/cm?) zugefiigt.

Die Partikelexposition der Zellen erfolgte dann durch die Inkubation tGber die entsprechenden
Belastungszeiten im Brutschrank (37°C, 5%CO.,).

Die Inhibitionen des Aktinzytoskeletts, der Rezeptoren sowie der Kinasen und GTPasen
erfolgten durch eine Vorinkubation (37°C, 5%CO;) der Zellen mit den entsprechenden
Inhibitorkonzentrationen Uber 30min (bzw. 24h im Fall des Rac1-Inhibitors NSC23766).
Danach wurde die Partikelbelastung wie beschrieben durchgefuhrt. Die eingesetzten
Inhibitoren, Inhibitorkonzentrationen und -funktionen sind in Tabelle 2.2.1.4.2
zusammengefasst. Fur die kombinatorische Inhibition wurden die Zellen mit 3 bzw. 4

verschiedenen Inhibitoren gleichzeitig vorinkubiert.
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Inhibitoren: eingesetzte Inhibitorkonzentration: Inhibition des:
Cyt-D (Stock: 2mg/ml / DMSO) 1,5ug/ml Zytoskelettes
Poly-l (Stock: 5mg/ml / H,0) 10ug/ml Scavenger-Rezeptors
Fucoidan (Stock: 1mg/ml / H,0)" 7Tug/ml Scavenger-Rezeptors
FcyR-Antikorper (CD32) 1:200 Fcy-Rezeptors
M-a-D-MP (Stock: 10mg/mli / H;0) 200pg/ml Mannose-Rezeptors
Mannan (Stock: 10mg/ml / H,0)" Tug/ml Mannose-Rezeptors
CR-Antikérper ' 1:200 Komplement-Rezeptors
Suramin (Stock: 10mg/ml / H,0) ? 10ug/ml P2-Purinrezeptors
Genistein(Stock: 5mg/ml / H,0)® 10, 50 pg/ml Tyrosinkinasen
Lovastatin(Stock: 25mg/ml / DMSO) ** 5, 10, 20, 40, 80uM GTPasen
NSC23766(Stock: 5mg/ml / H,0) ° 50, 100pM Rac1 (GTPasen)
3er Kombination der Inhibitoren FcyR-Antikorper (1:200) + CR-
Antikorper (1:200) + M-a-D-MP
(200pg/ml)
4 er Kombination der Inhibitoren FcyR-Antikorper (1:200) + CR-

Antikorper (1:200) + M-a-D-MP
(200pg/ml) + Poly-l (10pg/ml)

Tab. 2.2.1.4.2: Inhibitoren und derren Konzentrationen (' O'Brien et al 2003, ’Chootip et al. 2002, ®Loike et al 2004, *

Monick et al. 2003 °Gao et al.2004, "Massol et al. 1998, ®Choi et al. 2003).
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2.2.2 Bestimmung der Partikelzelltoxizitat

2.2.2.1 MTT-Assay

Der MTT-Assay ist eine kalorimetrische, quantitative Messmethode zur Bestimmung der
Zellvitalitat in Kultur. Er beruht auf der Umsetzung des gelben, wasserl6slichen
Tetrazoliumsalzes zu violetten, wasserunldslichen Formazan Kristallen (Abb. 2.2.2.1.1). Das
mitochondriale Reduktionsprodukt kann dann, gelést in organischen L&sungsmitteln

(DMSO), spektroskopisch quantifiziert werden (Mosman 1983).

W} gelben Tetrazolium Salzes (MTT,

(mitochondrialer

Metabolismus) [3(4,5Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Dimethyl-
CH
’ T/ tetrazolium-Bromid]) zum violetten Formazan
Br
Produkt (verdndert aus Produktkatalog
\CH3

Boehringer Mannheim, Cell Proliferation Kit |

NADH NAD* @
Abb. 2.2.2.1.1: Mitochondriale Reduktion des
N —H _—
O« =
N

MTT
[3(4,5Dimethylthiazol-2-y()-
2,5-Diphenyltetrazolium-Bromid]

gelbes Tetrazolium Salz MTT)

violettes Formazan Produkt

Die Ausfihrung des MTT-Assays erfolgte an NR8383 Zellen sowie A549 Zellen
(Etablierungsversuch) nach der Belastung mit unterschiedlichen Partikeln und
Partikelkonzentrationen (Tab. 2.2.2.1.1, Aussaat und Belastung siehe Kapitel 2.2.1.3/4) nach
4 bzw. 24h an jeweils 8 Ansatzen in 3 unabhangigen Versuchen, falls nicht anders
beschrieben. Als Partikelkontrollen dienten zusatzliche in gleicher Anzahl mit 100 pl Medium
geflllte Kulturschalen, die im weiteren Versuch wie die Zellansatze behandelt wurden. Zur
Bestimmung der Inhibitorentoxizitdt wurden die Zellen vor der Partikelbelastung mit den

Inhibitoren, wie in Kapitel 2.2.1.4 beschrieben, vorinkubiert.

Partikel: Koome Tab22211:.  MTT-
[uglcm?] : Assay, Partikelarten
DQ12 / CB (fein) / CB (ultra-fein) / TiO, (fein) / TiO, (ultra-fein) 0 und Konzentrationen
DQ12 / CB (fein) / CB (ultra-fein) / TiO, (fein) / TiO, (ultra-fein) 10 der Belastungen.
DQ12 20
DQ12 40
DQ12/ CB (fein) / CB (ultra-fein) / TiO; (fein) / TiO; (ultra-fein) 80

Die SWNT-Belastung musste auf eine andere Weise erfolgen, da eine 30ug/ml SWNT-
Lésung in Medium von der RICE-Universitat zur Verfigung gestellt wurde, mit der eine
moglichst hohe Belastungskonzentration erreicht werden sollte. Die Aussaat der Zellen
erfolgte daher durch eine direkte Resuspendierung der entsprechenden Zellzahl in
entsprechenden SWNT-Verdinnungen (7,5; 15 und 30ug/ml in Medium). Von diesen
Zelllésungen wurden dann 100yl je 96-well-Ansatz eingesetzt, um die Zellen 1, 2, 4, 8 und
16h zu belastet.

Nach den Belastungen wurden den Ansatzen je 10ul einer 5ug/ml MTT-Lésung (0,33ug/ml
MTT-Endkonzentration in 150ul Losung) zugefligt und zur reduktiven MTT Umsetzung 4h
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inkubiert (37°C, 5%CO,). Das Ldésen der gebildeten Formazankristalle erfolgte dann durch
den Zusatz von 150ul DMSO (1:1 Verhaltnis von Lésungsvolumen : Reaktionsvolumen) und
einer Inkubation tber 1h bei 37°C und 5% CO,. Abschliellend wurden die optischen Dichten
bei 540 und 620nm im ELISA-Reader bestimmt. Aus der Differenz der optischen Dichten

(ODs40nm-ODs20nm) konnte dann die Vitalitat nach Renwick et al. (2000) wie folgt bestimmt
werden:

(1) {ODs40nm-620nm (Zellen in Medium mit MTT)} - {ODs40nm-620nm (Medium mit MTT)}
= OD X (Absorption des umgesetzten MTT der unbelasteten Zellen)
= 100% Vitalitat
(2) {ODs40nm-620nm (Partikel belastete Zellen in Medium mit MTT)}
— {ODs40nm-620nm (Medium mit Partikeln mit MTT)}
= OD Y (Absorption des umgesetzten MTT der belasteten Zellen)

(3) Y *100% / X = % tuale Veranderung der Vitalitat durch die Partikelbelastung

Aus Gleichung (1) ergibt sich die OD, die beim Umsatz des MTT’s in einer unbelasteten
Zelle (Kontrolle) erzielt wird. Diese entspricht einer Vitalitat von 100%. In Gleichung (2) wird
dann die OD Y, die durch den Umsatz des MTT's in der belasteten Zelle erreicht wird,
berechnet. Diese ist proportional zu der durch die Partikelbelastung veranderten Vitalitat.
Aus der OD Y lasst dann Uber die Gleichung (3) die prozentuale Veranderung der Vitalitat in
Relation zur Kontrolle berechnen. Die Partikelkontrollen (Partikel + Medium, ohne Zellen)
sind noétig, da die Partikel im gleichen Wellenlangenbereich des geldsten Formazan
absorbieren (Abb. 2.2.2.1.2). Sowohl DQ12, TiO; (fein und ultra-fein) als auch CB (fein und
ultra-fein) zeigen eine Absorption bei der MTT-Melwellenlange von 540nm (rot) und 620nm
(blau). Der Einfluss der Partikelabsorption auf die optische Dichte im Messbereich des MTT-

Assays muss also berlcksichtigt werden um eine Fehlinterpretation der Ergebnisse zu

Spektrum der DQ12-Lasung: Spektrum der TIO-Lésung (fein) Spektrum der CB-Lasung (fein)
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Abb. 2.2.2.1.2: Absorptionsspektren der Partikelldsungen (80ug/cm?) in Medium von DQ12, TiO; (fein, ultra-
fein) und CB (fein, ultra-fein) im sichtbaren Spektralbereich.
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vermeiden. Zu diesem Zweck wird die Absorption der Partikel anhand der Partikel-Medium-
Kontrollen ({ODs40nm-ODg20nm (Medium mit Partikel und MTT)}) ermittelt. Aus der Differenz der
Test-Absorption ({ODs40nm-ODs20nm (partikelbelastete Makrophagen in Medium mit MTT)})
und der Partikelabsorption kann dann die Vitalitat der belasteten Zellen berechnet werden
ohne von der Partikelabsorption beeinflusst zu sein.

Die Experimente zur Etablierung des MTT-Assays nach Dias et al. (1999) erfolgten an
unbelasteten Zellen. Nach der Wachstumsperiode von 3 Tagen wurde den Ansatzen je 40l
Medium und 10ul verschiedenen konzentrierter MTT-Lésungen (2,5, 5 und 10ug/ml; mit
MTT-Endkonzentration von 0,16, 0,33 und 0,66ug/ml in 150yl Lésung) zugegeben. Nach
einer Inkubation von 4h (37°C, 5%CO;) und der DMSO-Zugabe (150ul) gefolgt von einer
weiteren 1h Inkubation (37°C, 5% CO,) erfolgte die Messung der optischen Dichten bei 540
und 620nm nach 0,5, 1, 2, und 16h im ELISA-Reader. Dadurch lie} sich die Veranderung
der Absorption durch das gebildete Formazan Uber die Zeit verfolgen. Die Differenzen der
optischen Dichten (ODs40nm-ODg20nm) Wurden dann flr die verschiedenen DMSO-
Inkubationszeiten gegen die MTT-LOsungskonzentration aufgetragen und Uber einen
Student-t-Test statistisch ausgewertet.

Fir das Zellgradienten-Experiment wurden 2, 3, 4 und 5x10° Zellen pro Kulturschale
ausgesat und wie bereits beschrieben nach 3 Kulturtagen ohne Partikelbelastung mit 40pl
Medium, 10yl MTT-L6sung (5pg/ml) und 150yl DMSO weiterbehandelt. Einer
anschlielenden Erfassung der Messwerte im ELISA-Reader folgte die Auswertung bei der
aus der Auftragung der Absorptionen gegen die Zellzahl der lineare Regressionskoeffizient

ermittelt wurde.

2.2.2.2 MTS-Assay

Als nachstes wurde die Vitalitat durch einen MTS-Assay untersucht. Dieser Assay beruht auf
demselben Prinzip wie der MTT-Assay. Eine Tetrazoliumkomponenete (MTS) wird durch
Reduktion in ein Formazan Produkt umgesetzt (Abb. 2.2.2.2.1). Allerdings ist bei dieser
Variante auch das Formazanprodukt wasserléslich, sodass das Endprodukt nicht in einem
weiteren Schritt in einem organischen Solvent geldst werden muss. Vorteil des MTS-Assays

ist also seine Konzeption als Vitalitatstest in einem Lésungsansatz.

Abb. 2.2.2.2.1: Reduktion des gelben

gcHbooon SO;  NapH NaD*  OCH,COOH - Tetrazolium Salzes (MTS,
3 SOz
N O/ U O § O [3(4,5Dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
Y
[
P‘ Reduktion 7 N Carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfo-
M= @ S {mitechondrialer \H . .
I\\( CHy  metabolismus) N=N H S CHs phenyl)-2H-tetrazolium]) zum violetten
NI \< / Formazan Produkt (verédndert aus
MTS CHs N
[3-(4,5-Dimethylthiazal- 2-yl)-5- CHa Produktkatalog Promega Madison,
(3-Carhoxymethoxyphenyl)-2- Formazan Produkt

CellTiter 96° AQuesous One Solution

Cell Proliferation Assay).

(4-Sulfaphenyl)- 2H-Tetrazolium
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Der MTS-Assay wurde mit dem Promega kit: CellTiter 96® AQueouis One Solution Cell
Proliferation Assay durchgefiihrt. Jeder der 3 unabhangigen Experimente erfolgte mit 8
Ansatzen unter Verwendung von Partikelkontrollen, wie in Kapitel 2.2.2.1 beschrieben. an
NR8383 Zellen. Nach Aussaat (siehe Kapitel 2.2.1.3) und Partikelbelastung (siehe Kapitel
2.2.1.4) Uber 4 und 24h wurde den Proben je 20ul CellTiter 96° AQueous One Solution
Reagenzes zugesetzt und Uber 4h (37°C, 5%CO;) zur Reduktion des MTS inkubiert.
Abschlielend konnte durch die Messung der optischen Dichte bei 540nm im ELISA-Reader,
die Vitalitat berechnet werden (siehe Kapitel 2.2.2.1).

2.2.2.3 Trypanblaufarbung

Die Trypanblaufarbung ist ein Toxizitatstest, der auf der Inklusion eines Farbstoffs beruht.
Trypanblau, ein nicht-zellmembranpermeabler Farbstoff, kann die Zytoplasmamembran nur
durchdringen, wenn sie durch die toxische Wirkung einer Substanz geschadigt wurde. Die
geschadigten Zellen kdnnen dann unter dem Mikroskop anhand ihrer Blaufarbung
ausgezahlt werden, woraus sich dann im Verhaltnis zur Gesamtzellzahl die Vitalitat
berechnen I3sst.

Die Trypanblaufarbung erfolgte an NR8383 Zellen, die in 35mm Schalen (siehe Kapitel
2.2.1.3/4) ausgesat und mit unterschiedlichen Partikeln bei verschiedenen Konzentrationen
(Tab. 2.2.1.4.1) belastet wurden. Die Praparation der Zellen erfolgte nach der Belastung (4
und 24h) indem die adherenten Zellen mittels eines Zellschabers vom Kulturschalenboden
geldst und mit der suspendierten Zellfraktion zentrifugiert (800g bei 4°C 10min) wurden. Die
2fach mit eiskaltem PBS gewaschenen Zellen wurden dann in einer Verdinnung von 1:20 in
die Trypanblaufarbung eingesetzt. Dazu wurden jeweils 10l der Zelllésungen mit 100ul PBS
und 90pl Trypanblau versetzt und auf eine Zahlkammer nach Neugebauer aufgetragen. Die
Zellfarbung konnte dann durch die Auszahlung von je 4x16 Kleinquadrate der Zahlkammer
unter Bertlicksichtigung von gefarbten, toten und ungefarbten, lebenden Zellen am Mikroskop
(10 x 20fache VergrofRerung) ausgewertet werden. Aus der Anzahl der ausgezahlten
lebenden und der Gesamtzellzahl erfolgte die Berechnung der Vitalitdt unter

Berlcksichtigung eines Verdunnungsfaktors von 20 wie folgt:

(4) {Anzahl der ungefarbte Zellen (Kontrolle) / Gesamtzellzahl (Kontrolle)}*20
= X Anteil lebender Zellen in der Kontrolle = 100% Vitalitat
(5) {Anzahl der ungefarbte Zellen (staubbelastet) / Gesamtzellzahl (staubbelastet)}*20

=Y Anteil lebender Zellen nach der Staubbelastung

(6) Y *100% / X = % tuale Veranderung der Vitalitat durch die Staubbelastung
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2.2.2.4 LDH-Assay

AbschlieBend wurde der LDH-Assay, der wie die Trypanblaufarbung auf der Zerstérung der
Zellmembran beruht, zur Untersuchung der Zelltoxizitdt eingesetzt. Im Gegensatz zur
genutzten Farbstoffinklusion wird im LDH-Assay die Freisetzung des Enzyms Lactat-
Dehydrogenase (LDH) durch die zerstérte (leckende) Zellmembran gemessen. LDH, ein
zytosolisches Protein, fir welches die Plasmamembran der intakten Zelle nicht permeable ist
kann nach Schadigung dieser die Membran passieren. Die Menge des in die extrazellulare
Flissigkeit entwichenen Enzyms ist proportional zur durch eine Substanz verursachten
Zellschadigung und steht somit im direkten Verhaltnis zu ihrer Zelltoxizitat (Rae 1975).

Die Untersuchung der LDH-Freisetzung erfolgte an NR8383 Zellen, die wie im MTT-Assay
beschrieben (siehe Kapitel 2.2.1.3 und 2.2.1.4) ausgesat und belastetet wurden. Als
Positivkontrolle diente zusatzlich die Inkubation mit 200uM H,0O, (4 und 24h, bei 37°C ,5%
CO,). Jeder Versuch wurde mit 8 Ansatzen in 3 unabhangigen Experimenten ausgefihrt. Der
LDH-Assay wurde an den gekuhlten Uberstande (8°C), um weitere Reaktionen zu
unterbinden unmittelbar oder nach 1Tag durchgefuhrt. Daflr wurde zunadchst zur Erstellung
einer Standardkurve eine 1Tmg/ml B-NADH-LAsung in Natriumpyruvat (0,75mM in aquagest)

frisch angesetzt und nach dem Schema in Tabelle 2.2.2.4.1 verdinnt.
R-NADH / Pyruvat  aquages (M) LDH-Aktivitat(U/ml)

500 50 0

400 150 280

300 250 640

200 350 1040 Tab. 2.2.2.4.1: Pipetierschema der Standards zur
100 450 1530

50 500 2000 Auswertung des LDH-Assays.

Fir eine Dreifachbestimmung der Standardkurve wurden auf eine 96 well Kulturplatte je 20ul
Medium pipetiert. Die Bestimmung des LDH-Gehalts der Proben erfolgte durch die zellfreie
Auftragung von jeweils 20ul des Probenliberstandes auf dieselbe Mikrotiterplatte.
AnschlieRend wurde die Platte, nachdem die Wells mit dem Medium mit jeweils 50ul der
Standardlosungen, die der Proben mit je 50ul Natriumpyruvatlésung (0,75mM in aquagest)
versetzt waren, nach dem Durchmischen auf dem ELISA-Reader fiir 30 min bei 37°C dunkel
inkubiert. Nach der enzymatischen Umsetzung (Pyruvat + NADH — Lactat(+) +NAD(+))
durch die Lactat Dehydrogenase erfolgte die Zugabe von 50ul einer 24-
Dinitrophenylhydrazin-Losung (0,2mg/ml in 1N HCI) in jedes Well. Nach erneuter Inkubation
(RT, dunkel, 20min) konnte durch Zugabe von 50yl NaOH (4N) beim Durchmischen auf dem
ELISA-Reader und durch eine weitere Dunkelinkubation (RT, 5min) eine Farbentwicklung
erzielt werden, die durch die Messung der Absorption bei 540nm mittels des ELISA-Reader
quantifiziert wurde. Die gemessenen optischen Dichten dienten nun der Berechung der LDH-
Konzentration in den Uberstanden, welche proportional zur Vitalitdt sind. Dazu wurde

zunachst aus den gemittelten Absorptionen der Standards die Standardkurve aufgetragen.
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Anhand der, durch eine lineare Regression gewonnenen Parameter der Geradengleichung:
Vn=A+B*x, (A = Ordinatenschnittpunkt, B = Steigung der Geraden) konnte durch einsetzen
der optischen Dichten der Proben (y,) die LDH-Freisetzung (x,) nach Gleichung (7)
berechnet werden. Die Ergebnisse wurden anschlieRend auf die Kontrolle normiert

(Gleichung 8) und gegen die Konzentration aufgetragen.

(7) Xn = yn-A/B = LDH-Freisetzung in U/ml

(8) Xn *100%/ XKontrolle= % LDH

2.2.2.5 Statistische Analysen
Die Ergebnisse aller Vitalitdtsuntersuchungen sowie der Etablierungsexperimente wurden

mit dem Student-t-Test unter Verwendung des Programms Origin auf Signifikanz untersucht.
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2.2.3 Durchflusszytometrische Bestimmung der Partikelaufnahme

2.2.3.1 Messtechnik

Bei der Durchflusszytometrie werden die Charakteristika von Zellen oder anderen Partikeln
untersucht, indem sie das Durchflusszytometer in einem Flissigkeitsstrom passieren.

Ein Durchflusszytometer besteht aus einer Flusskammer, einer optischen Bank und einer
Analyse-Einheit (Abb.2.2.3.1.1). Zellen in Suspension werden durch die Passage der Trager-
oder Scheideflissigkeit vereinzelt. Dabei flielt die Probenflissigkeit als laminarer Strom
durch einen zentralen Kern, der sich nicht mit der Scheidefliissigkeit durchmischt. Die Zellen
werden hydrodynamisch fokussiert. Die vereinzelten Zellen passieren dann nacheinander die

optische Bank bestehend aus einem bzw. zwei Laserstrahlen.

Flusskammer

St
Flad i
Cata Prgressing Fluorsszenz
) Sample i Arehas rpi&_g::i-r,
optische ; . PE form)
Bank ' 2 LS din

FEL 488 .,

Analyse-
Einheit

Tréager- Laminarer
Fliissigkelt
(PBS)

Quarz Kiivette

[ Laser Strahl (488nm) |

Rl 75w

. Abb.2.2.3.1.1: Schematischer Aufbau eines Durchflusszytometers (links)
T sowie der Flusskammer und der optischen Bank (rechts). verdndert aus
J % Practical Flow Cytometry Howard M. Shapiro (S. 159, 167) und Flow
Cytometry, First Principles Alice Longobardi Givan (S. 23, 25).

Bei dem fir die Untersuchungen der Partikelaufnahme sowie zur Analyse der ROS
Generierung verwendete Durchflusszytometer handelt es sich um ein BD FACSCalibur Flow
Cytometer. Sein optisches System besteht aus zwei Lasern. Einem Argonlaser der Licht mit
einer Wellenlange von 488nm erzeugt, und einem seitlich zugeschalteten roten Diodenlaser,
der Licht einer Wellenlange von 635nm ausstrahlt. Das Licht des Argonlasers wird von den
Zellen ohne Veranderung der Wellenlange in vorwarts und seitwarts Richtung gestreut (Abb.
2.2.3.1.2).

Das Vorwartsstreulicht (Forward Light Scatter Angle, FSC), auch als Volumen oder
Grolensignal bezeichnet, ist das Licht, welches in Richtung der Lichtquelle gestreut wird. Es
wird von einem Photodetektor gemessen und steht in Relation zur Gréf3e und zum Volumen
der Zelle. Weiterhin ist es abhangig vom Refraktionsindex der Zelle. Das Seitwartsstreulicht
(Side (90°) Light Scatter Angle, SSC) wird von einem der im rechten Winkel zur Lichtquelle
des einfallenden Lichts stehenden Photomultiplier des Durchflusszytometers gemessen.
Detektiert wird das Licht, welches von der Zelloberflache seitlich gestreut wird. Je irregularer
oder granularer eine Zelle oder Partikel ist, desto héher ist die Intensitat des unter einem
Winkel von 90° gestreuten Lichts. Der SSC ist abhangig von der Oberflachenbeschaffenheit,

der internen Struktur sowie der GrofRe und Form der Zelle oder des Partikels. Er wird auch
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als Granularitats- oder orthogonales Licht-Streu-Signal bezeichnet (Alice Longobardi Givan
S.27-29).

Vorwdrtsstreulicht Seitwértsstreulicht
(Forward Light Scatter Angle, FSC) {Side (90°) Light Scatter Angle, SSC)
= Zellgroke = Zellgranularitit
(beeinflusst durch die Form tind
Laser optische Homogenitét der Zélle)

488nm Laser
. 'y o —_—:—-:"':—_-_-# i 488nm
";Qf’ (1] —— whyg
v —_— ‘JOD
& v 4
Forward scatter (FSC)
Photodiode {488nm)

Side scatter
Photomultiplier

Abb.2.2.3.1.2: Schematische Darstellung des Vorwarts- und Seitwérts- Streulichts. verandert aus Flow

Cytometry, First Principles Alice Longobardi Givan (S. 23, 25).

Wahrend die Streulichtintensitaten, die durch den FSC-Detektor und SSC-Photomultiplier
gemessen werden, von den physiologischen Charakteristika der Zelle abhangen, liegen im
BD FACSCalibur 4 weitere Photomultiplier vor, die das Fluoreszenzlicht einer Farbung,
welches von der Zelle emittiert wird, detektieren. Diese Fluoreszenzdetektoren (FL1, FL2,
FL3) stehen ebenfalls im rechten Winkel zum einfallenden Licht des Argonlasers. Mit ihnen
kénnen Emissionen von 500-530nm (FL1, z.B. FITC, GFP, DHR), 543-627nm (FL2, z.B.
Phytoerythrin) und > 650nm (FL3, z.B. Propidium Jodid) gemessen werden. Der
Photomultiplier FL4 detektiert Emissionen in einem Wellenlangenbereich von 645-676 (z.B.
Cy5), die durch den Diodenlaser angeregt werden. Mit diesem Durchflsszytometer-Typ
kénnen also bis zu 6 Parameter (FSC, SSC, FL1-4) gleichzeitig gemessen werden. Wahrend
die gemessene Fluoreszenzintensitat logarithmisch verstarkt wird, werden FSC- und SSC-
Signal meist linear verstarkt. Die FSC-Photodiode hat 5 Verstarkungsstufen, die je nach
ZellgroRe verwendet werden (E00, EO1, E02, EQ3 flr Zelldurchmesser von 5-10um] und E-1
[Zelldurchmesser: 15-30um]). Alle anderen Detektoren kénnen auf Verstarkungen zwischen
150 und 1000 Volt eingeregelt werden. Alle im Folgenden verwendeten Detektorparameter

sind in Tabelle 2.2.3.1.1 zusammengefasst.

Detektor: Voltage: AmpGain: Mode: Tabelle 2.2.3.1.1: Detektorparameter
FSC E00 1,00 Linear Einstellungen zur Messung der
SsC 350 1,00 Linear Partikelaufnah d DHR-FI

FL1 (DHR) 480 1,00 Logarithmisch artikelaufnahme un “rluoreszenz.

Zur Bestimmung der Partikelaufnahme wurde der FSC und SSC als Mal der Gréflke und
Granularitat ungefiltert aufgenommen (Kapitel 2.2.6.1.2). Die Ermittlung der ROS

Generierung erforderte die zusatzliche ungefilterte Detektion des FL1Heights als Mal der
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DHR-Fluoreszenz. Analysiert wurden dabei jeweils 10.000 Zellen. Evaluierungsversuche mit

einer héheren Zellzahl zeigten keinen Einfluss dieser auf die Ergebnisse.

2.2.3.2 Praktische Durchfiihrung

Die Untersuchung der Partikelaufnahme erfolgte jeweils in 3 Ansatzen durch mindestens 3
unabhangige Experimente. Dazu wurden die Zellen, wie in den Kapiteln 2.2.1.3/4
beschrieben ausgesat und Uber 1, 2, 4 oder 24h belastet. Die Inhibitionsstudien (Kapitel
2.2.1.4) wurden bei Belastungszeiten von 1h bzw. 4h ausgefuhrt. Nach der Belastung
wurden die adherenten Zellen der verschiedenen Ansatze auf Eis mittels eines Zellschabers
von den Kulturschalen gelést und mit der suspendierten Zellfraktion in
Falconreaktionsgefasse Uberfuhrt. Die Zellen der Suspensionen wurden dann durch
Zentrifugation (800g, 4°C, 10min) und 2fachem Waschen mit je 1ml eiskalten
HBSS(Mg*/Ca* /) fir die durchflusszytometrische Messung prapariert. Das abschlieRend
in 400ul HBSS (7/.) aufgenommene und resupendierte Zellpellet wurde dann bis zur
durchflusszytometrischen Messung unter den bereits beschriebenen Parametern auf Eis

maximal Uber 2h gelagert.

2.2.3.3 Datenanalyse

Die Datenerfassung und Analyse erfolgte mit der Software BD Cell Quest 3.3. Alle
Abbildungen wurden mit der Software BD Cell Quest Pro erstellt. Die aufgenommenen Daten
wurden als bivariantes (Dotplot) oder als univariantes Histogramm dargestellt. Des Weiteren
wurde die  Moglichkeit zur  Darstellung  verschiedener Proben in  einem
Uberlagerungsdiagramm (Overlay) genutzt. Dabei kdénnen die Kanale der Parameter
entweder auf einer linearen Skala mit 1024 Kanadlen (meist fir SSC und FSC) oder
logarithmisch mit Dekaden von 0-10.000 abgebildet werden. Im Dotplot (korrelierte
Zweiparameterdarstellung) werden zwei gemessene Parameter gegeneinander aufgetragen.
Am Schnittpunkt der beiden Mess-Signale erscheint ein Punkt. Werden z.B. FSC und SSC
zur Erstellung eines Dotplots aufgetragen, erscheinen Zellen mit ahnlichen morphologischen
Eigenschaften (ahnlicher Granularitat und GroRe) als Wolke (Abb. 2.2.3.3.1), die im
bivarianten Histogramm des FSC gegen den SSC von unbelasteten NR8383 Zellen zu
beobachten ist. Werden die Zellen mit Partikeln belastet, verandert sich die Granularitat der
Zellen, die einen oder mehrere Partikel aufgenommen haben. Sie erscheinen bei einem
hoheren SSC-Signal (Stringer et al 1995, Palacenda et al 2000). Die Dichte der sich
vergroRernden Zellwolke nimmt ab. Im vorderen Bereich des Dotplots erscheinen nach der
Belastung mit Partikeln neben Zelltrimmern auch nicht aufgenommene Partikel. Zelltrimmer
wie auch freie Partikel wurden durch elektronisches Filtern (Gaten) von der Auswertung
ausgeschlossen. Das elektronische Gate (R1) erfasst dann nur noch die SSC-Signale der

Zellen, die in einem gefilterten univarianten SSC-Histogramm aufgetragen werden. Das
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univariante Histogramm (gated) gibt die Verteilung eines gemessenen Parameters (hier der
Zellgranularitat) wieder. Auf der Abszisse kénnen die Kanale als lineare Skala mit 1024
Kanalen oder logarithmisch mit Dekaden von 0-10.000 abgebildet werden. Auf der Ordinate
ist das Mess-Signal, auf der Abszisse die Anzahl der Mess-Signale aufgetragen. Das
univariante Histogramm gibt also eine Verteilung, hier der Granularitat in der Zellpopulation,
wieder. Im Vergleich ist zu erkennen, dass sich die Granularitatsverteilung der Zellen durch
die Belastung verandert. Die Verteilung wird breiter und das Maximum verschiebt sich zu
hoheren Werten. Aus diesen Histogrammen wurde der Median des SSC fir die
verschiedenen Partikelbelastungen ermittelt, der als Ma® zur Bestimmung der

Partikelaufnahme eingesetzt wurde.

Bivariantes-SSC-FSC-Histogramme (Dotplot):
o — e Abb. 2.2.3.3.1: Charakteristische
g é durchflusszytometrische bivariante SSC-FSC-
o Bg Histogramme (oben) und univariante SSC-
§% R1 5,!;% R1 Histogramme (unten) unbelasteter (links) und
5 s 58 mit 40mg/cm? iiber 4h belasteter Zellen (rechts),
& g \ die zur Ermittlung der Partikelaufnahme
zﬂwmw/cb/mF 00 z“]..?fomé e o eingesetzt wurden. Auf der Abszisse des
Zeller AR Hattgonommene Partike e Salon nad Dotplots ist der Forward Scatter Angle (FSC)
Univariantes SSC-Hist 1
nganan i il g Da2:aumahme und auf der Ordinate der Side Scatter Angle
" Kontrolle |40mglentDQ12; 4h
g ol (SSC) abgebildet. Im univarianten Histogramm
i ist als Abszisse die lineare Skala der 1024 SSC-
8 g8
g £" Kanéle und als Ordinate das Messsignal des
8 f “8 SSC's aufgetragen.
o AT, -—-—---—-—-—| o LA sl bt |
o 200 400 00 BOO 1000 o 200 400 600 BOO 1000

Side Scatter Side Scatier

Zur Quantifizierung des zur Aufnahme proportionalen SSC-Signals wurde der Median des
SSC der verschiedenen Partikelbelastungen bestimmt. Gegenuliber dem Mittelwert bietet er
den Vorteil, dass er nicht so anfallig fir Abweichungen zu sehr groRen und/oder kleinen
Messwerten ist. Der aus den Einzelwerten des Medians berechnete Mittelwert wurde
anschliefend auf den Wert der Kontrolle normiert (Kontrolle = 100%) und gegen die
Partikelbelastung und/oder die Belastungszeit aufgetragen. Die statistische Datenanalyse
erfolgte mit der Software SPSS (Version 10) Uber eine Varianzanalyse unter Verwendung
eines Konfidenzintervals von 95%. Da die ZellgroRe einen starken Einfluss auf die
Eigenschaften der Makrophagen (Haugen et al. 1999) hat und zudem in Vorversuchen
gezeigt werden konnte, dass die Grélke wie auch die Granularitdt der Makrophagen von
Versuchstag zu Versuchstag, selbst unter genauer Beibehaltung der Versuchsbedingungen,
stark variiert, wurde der FSC (als Maly fur die GroéRe) als Kovariante mit in die

Signifikanzanalyse einbezogen.
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Abb. 2.2.3.3.2 zeigt die Ergebnisse von Messungen des FSC bzw. SSC an zwei
verschiedenen Versuchstagen in einem Overlay. In den univarianten FSC- und SSC-
Histogrammen ist an der Verschiebung der Maxima der GroRen- (links) als auch der
Granularitats- (rechts) Verteilung die hohe Variabilitdt dieser Parameter an verschiedenen

Versuchstagen zu verfolgen.

N GroRenverteilung . Granularitatsverteilung
Abb. 2.2.3.3.2: Das univariante FSC

(Forward Scatter Angle) -Histogramm
(links) und das univariante SSC (Side

Scatter Angle) -Histogramme (rechts)
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2.2.4 Proteinbiochemische Arbeitsmethoden

2.2.4.1 Zelllyse

Die Zellen zur Untersuchung der GTPasen- und Kinasen-Aktivitdt wurden in 100mm-
Kulturschalen, die der IkBa-Degradierung in 60mm-Kulturschalen wie in Kapitel 2.2.1.3 und
2.2.1.4 beschrieben ausgesat und belastet. Nach der Praparation erforderte die Verwendung
der Zelllysate fiir die verschiedenen experimentellen Ansatze eine entsprechende Lyse der
Zellen.

Die Untersuchung der GTPase- und Kinasen-Aktivitat erfolgte an denselben Lysaten. Fir die
Lyse wurde der dem EZ-Detect™Activation Kit beigefiigte Lyse-/Bindungs-/Waschpuffer
verwendet. Nach der DQ12-Belastung (5, 10, 15 oder 60min) wurden die Zellen auf Eis mit
einem Zellschaber aus den KulturgefalRen gelést und 2fach mit je 10ml eiskaltem TBS
gewaschen. Die Lyse erfolgte durch die Resuspension des aus der abschlieRenden
Zentrifugation (800g, 4°C, 10min) erhaltenen Zellpellets in 800ul Lysis-Puffer, versetzt mit
Proteaseinhibitor (1Tablette/12ml Lysis-Puffer), in einer 5min Inkubation auf Eis. Nach der
Lyse konnten die Proteinlysate durch Zentrifugation (16.000g, 15min, 4°C) isoliert werden.
Die Uberstande wurden in neue EppendorfreaktionsgefaRe tberfiihrt und unmittelbar nach
der Proteinbestimmung flir die Prazipitation eingesetzt. Das Ubrige Lysat wurde, fir die
Kinase- und die Total-GTPase Untersuchungen, auf fliissigem Stickstoff eingefroren und bei
-80°C gelagert.

Die Untersuchung der Degradierung des zytosolstandigen IkBa erfolgte an Lysaten einer
subzellularen Proteinextraktion. Dafur wurden die Zellen nach einer 60min DQ12-Belastung
auf Eis durch einen Zellschaber aus den Kulturgefalen geléste und zunachst mit PBS (2fach
mit je 5ml / Zentrifugation mit 800g, 4°C, 10min) gewaschen. Die Lyse des zytosolischen
Zellkompartiments erfolgte am gewonnenen Zellpellet durch die Resuspendierung in 300yl
Lysispuffer-A, versetzt mit Proteaseinhibitor (1 Tablette/10ml Lysispuffer-A), einer 15min
Inkubation auf Eis, gefolgt von der Zugabe von 37,5ul Lysispuffer-B (10ml Lysispuffer-B mit 1
Proteaseinhibitortablette), wodurch die Nukleusstruktur unzerstort blieb. Das zytosolische
Lysat konnte dann nach vorsichtigem mischen durch umschwenken in einer nachfolgenden
Zentrifugation (3200g, 4°C, 10min) isoliert werden. Das verbliebene Pellet wurde nach
Abnahme des Uberstands mit 75ul Lysispuffer-C (1 Proteaseinhibitortablette/10ml
Lysispuffer-C) versetzt und vor dem Zentrifugieren (13.000g, 4°C, 10min) im Eisbad unter
rotieren 15min inkubiert. Dadurch konnte die Kernmembran lysiert und das nukleare Lysat
aus dem Uberstand gewonnen werden. Nach der Bestimmung der Proteinkonzentration
wurde die Lysate auf flissigem Stickstoff eingefroren und bis zum Einsatz im Western Blot
bei -80°C gelagert.
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2.2.4.2 Proteinbestimmung mit Bicinchonnischer-Saure

Um einen gleichmaligen Proteineinsatz im anschliellenden Western Blot oder Pulldown-
Assay zu gewahrleisten, mussten zunachst die Proteinkonzentrationen der Lysate bestimmt
werden. Die Bestimmung der Lysatproteinkonzentration erfolgte anhand einer BSA-
Standardkurve (1; 0,5; 0,25; 0,125; 0,0625 und 0,03125mg/ml). Dabei wurde eine BSA-
Stocklésung (2mg/ml) mit dem entsprechenden Lysispuffer verdiinnt und je 10ul dieser
Standardlésungen flr eine 3fach Bestimmung sowie je 10ul der 1:10 verdiinnten Proben flr
eine Doppelbestimmung auf eine 96well-Mikrotiter-Platte aufgetragen. Nach der Zugabe von
je 200ul einer Mischung aus Kupfer(ll)Sulfatpentahydrat und Bicinchonnischer-Saure im
Verhaltnis 1:50 folgte eine Inkubation Gber 30min bei 37°C. Die Proteinkonzentration konnte
dann aus den im ELISA-Reader gemessenen optischen Dichten bei 540nm Uber die

Standardkurve ermittelt werden.

2.2.4.3 Pulldown-Assay (Affinitatsprazipitation aktivierter GTPasen Rac1, Cdc42, Rho)
Die Praziptation wurde mit dem EZ-Detect™Activation Kit fir Rac1, Cdc42 und Rho
durchgefiihrt. Eine Positivkontrolle stellten Lysatproben dar, deren GTPasen extrazellular mit
GTPyS umgesetzt worden waren. Der extrazellulare Umsatz erfolgte an 500ul unbelastetem
Lysat unter Zusatz von 10ul 0,5M EDTA (pH 8,0) und 5ul 10mM GTPyS und einer 15min
Inkubation bei 30°C. Die Umsetzung der inaktiven GDP gebundenen GTPase-Form zur
aktivierten GTP gebundenen Form Uber den Austausch von GDP durch GTP wurde durch
die Zugabe von 32ul einer 1M MgCl-Lésung gestoppt. Von den Reaktionsprodukten
konnten dann jeweils 200pl in die Prazipitationen der Positivkontrollen der verschiedenen
GTPasen (Rac1, Rho und Cdc42) eingesetzt werden. Die Prazipitation der aktivierten
GTPasen in den Lysaten der Kontrollen und der belasteten Zellen (15, 60min; 10, 40ug/cm?
DQ12) erfolgte jeweils an einer 500ug Protein entsprechenden Lysatmenge.

Je Probenansatz wurde fiir die Prazipitation eine SwellGel®-immobilisierter-Glutathion-Disc in
das Sammelgefall des Zentrifugenrohrchens vorgelegt und mit 20ug GST-human Pak1PBD
(Rac1 und Cdc42) bzw. 400ug GST-Rhotekin-RBD (Rho) versetzt. Unmittelbar darauf
erfolgte die Auftragung des 500ug entsprechenden Lysatvolumens, welches mit den anderen
Prazipitationkomponenten durch Vortexen gut durchmischt wurde. Die Bindung der
Komponenten erforderte dann eine Inkubation der Prazipitationsgemische Uber 1h bei 4°C
(Kihlraum)  unter leichtem  Schwenken auf einem  Vertikalschuttler. Die
Prazipitationsprodukte (die GTP gebundenen GTPasen) konnten dann nach mehreren
Zentrifugations- (7200g, 30s, 4°C) und Waschschritten (4fach mit je 400ul Lyse-/Bindungs-
/Waschpuffer) durch das Erhitzen (95°C, Thermoblock) des Swellgels mit 50ul Probenpuffer
(SDS-Bromphenolblauprobenpuffer, 2,5ul Mercaptoethanol) gewonnen und in der SDS Page

eingesetzt werden.
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2.2.4.4 SDS-Page (Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese)

Fur die Gelelektrophorese wurden 25ul des denaturierten Prazipitats nach dem Pulldown-
Assay (Rac1-GTP, Cdc42:GTP, Rho*GTP) bzw. Proteinlysatvolumina entsprechend einer
Proteinmenge von jeweils 20ug (IkBa, Lyn, Phospho-FcR, Total-Rac1, Total-Cdc42, Total-
Rho) oder 40ug (Syk und Phospho-PI3K) eingesetzt. Die Denaturierung der 1:4 mit Laemlie-
Puffer (4x, 70uM Mercaptoethanol) versetzten und mit entsprechendem Lysispuffer
aufgeflillten Proteinaliquots erfolgte durch Erhitzen Uber 5min bei 95°C im Heizblock.
AnschlieBend wurden die Proben fir die elektrophoretische Auftrennung auf ein 12%tiges
Acrylamidgel aufgetragen.

Die Praparation des Gels bestehend aus Stopf-, Trenn- und Sammelgel, deren
Zusammensetzung Tabelle 2.2.4.4.1 zu entnehmen ist, erfolgte im GieRRstand der
Elektrophorese-Aparatur unter Verwendung von 1,5mm-Spacer und Kdmmen fir 12 oder 18
Taschen. Fur die Gelpréparation wurde zunachst ein Stopfgel (500pl Trenngel / 3pul TEMED)
zum Abdichten des unteren Scheibenzwischenraums und nach dessen Erstarren ein
Trenngel gegossen und mit H,O zur Verhinderung des Austrocknen des Gels Uberschichtet.
Nachdem das Trenngel polymerisiert (45min, RT) war konnte, nach vollstandigem Entfernen
des Wassers, das Sammelgel gegossen werden. Dieses wurde zur Bildung der Taschen flr
den Probenauftrag mit einem Kamm versehen. Nach dem Polymerisieren (15min) konnte der
Kamm entfernt und das Gel in die Elektrophoresekammer eingebaut werden. Ein direktes
Beflllen der Apparatur mit dem Elektrophoreselaufpuffer verhinderte auch hier das
Austrocknen des Gels. Danach wurden die Proben sowie der Marker (6ul, 1:1 mit Laemlie-
Puffer versetzt; Wide Range bzw. fir die GTPasen Low Range Colour-Marker,
Bandenverteilung siehe Tabelle 2.2.4.4.2) aufgetragen. Durch die Beflllung der dul3eren
Taschen des Gels mit jeweils 6ul Lamlie-Puffer konnte ein gleichmaRiger und gerader

Geldurchlauf erzielt werden.

12% Trenngel Sammelgel Tab. 22441  SDS-Gel-
30% A IHz'od o g’im: :,;I)m: Zuasmmensetzung.
o Acrylamidmischung ,0m ,0m .
M ben fiir 2 Gele.
1,5M Tris (pH 8,8) 3,8ml - engenanganen Tr 2 e
1M Tris (pH 6,8) - 0,75ml
10% SDS 0,15ml 0,06ml
10 % Ammoniumpersulfat 0,15ml 0,06ml
TEMED 0,006ml 0,006ml
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Protein Natives Farbe Wide Low
Molekulargewicht [kD] Range Range
Myosin, Muskel, Kaninchen 205 Blau X
BR-Galactosidase, E. coli 116 Tiirkis X
Albumin, Serum, Rind 66 Pink X
Ovalbumin, Ei, Huhn 45 Gelb X X
Cabonylanhydrase, Erythrozyten, Rind 29 Orange X X
Trypsininhibitor, Soja 20 Griin X X
A-Lactalbumin, Milch, Rind 14,2 Rot X X
Aprotinin, Milch, Rind 6,5 Blau X X

Tab. 2.2.4.4.2: Bandenverteilung der wide und low range Proteinmarker.

Danach erfolgte die diskontinuierliche Gelelektrophorese zunachst bei einer konstanten
Spannung von 100 Volt. Nachdem die Laufmittelfront der Proben die Grenze zum Trenngel
erreicht hatte, wurde die Spannung auf 150 Volt erhéht. Hatten die Proben das Gel
vollstéandig durchlaufen wurde die Elektrophorese beendet und die enthommenen Gele zur

Vorbereitung auf den Western Blot in Transferpuffer (15min, RT) inkubiert.

2.2.4.5 Western Blot Transfer

Nach Aquelibrierung an den Transferpuffer wurde das Elektrophorese-Gel auf einer ebenfalls
vorinkubierten Nitrocellulosemembran fixiert, indem es zwischen 2 Lagen Filterpapier und 2
Schwammen in das Sandwich der Western Blot Apparatur eingebaut wurde. Der Transfer
erfolgte dann in dem mit Transferpuffer vollstdndig geflliten Tank der Apparatur unter
Kihlung Uber 1h bei einer konstanten Spannung von 100 Volt. Dabei wurden die Proteine
der GTPasen-Auftrennung auf eine 0,2mm Nitrocellulosemembran alle anderen

Proteinauftrennungen auf eine 0,45mm Nitrocellulosemembran transferiert.

2.2.4.5 Aufarbeitung und Detektion der Western Blots

Die Uberpriifung des Proteintransfers erfolgte iiber eine Ponceausfarbung. Dazu wurde die
der Apparatur entnommenen Membran in Ponceaus-Rotlésung Uberfihrt und das
Proteinbandenmuster durch die Entfarbung mit TBS visualisiert. Mit dem Erscheinen eines
gleichmaBigen Bandenmusters konnte dann ein erfolgreich durchgefiihrter Transfer bestatigt
werden. Nach vollstdndiger Entfarbung mit TBS erfolgte die Blockierung unspezifischer
Bindungsstellen je nach Antikérper mit einer 5% Magermilch-, 3%- oder 5% BSA-Ldsung
oder einer Lésung aus 1% Magermilch und 1% BSA in TBST durch eine 1-2h Inkubation bei
RT (Tab. 2.2.4.5.1). Danach wurde die Membran 3mal Smin mit TBST gewaschen und uber
Nacht bei 4°C auf dem Vertikalschittler mit der entsprechenden verdiinnten
Primarantikorperldsung (Tab. 2.2.4.5.1) in Folie eingeschweil3t inkubiert.

Nach der Inkubation wurde der Uberschussige Primarantikbrper durch 5maliges Waschen
der Membranen Uber 5min mit TBST entfernt. Entsprechend der Herkunft des
Erstantikdrpers erfolgte eine 1h Inkubation bei RT mit dem Horse Radish Peroxidase

gekoppelten Zweitantikbrper (anti-Maus/Kaninchen-HRP  IgG). Dabei wurde der
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Sekundarantikérper in einer 5% Magermilchlésung 1:5000 verdinnt. Nachdem der
Antikorperiberschufd in 3 anschlieBenden Waschschritten (5min, TBST) entfernt worden
war, konnten die Proteinbanden der Membranen durch Chemilumineszenz detektiert werden.
Die Chemilumineszenz-Detektion erfolgte am Fluor-S-Max (BD) mit dem ECL Plus Western
Blot Detektionsreagenz. Dazu wurden die Membranen in einer 40: 1 Mischung aus Lésung A
(Acridiniumester) und B (Peroxid) eingelegt und darin 5min inkubiert. Der Acridiumester wird
dabei enzymatisch durch die Uber den Zweitantikdrper am Zielprotein gebundene HRP-
Aktivitdt in Gegenwart von Peroxiden umgesetzt, wodurch ein elektronisch angeregtes
Produkt entsteht, welches bei der Relaxation Licht einer Wellenlange von 430nm emittiert.
Diese Emission kann im Fluor-S-Max detektiert werden. Die Emission der Membranen wurde
mit der Software Quantity One (Fluor-S-Max, Blotting, Chemilumineszenz, Ultra Sensitiv) bei
-35°C mit einem 50mm Objektiv (Blende 1,4) bei Expositionszeiten von 60-600s je nach
Versuchansatz (Tab. 2.2.4.5.2) erfasst.

Antikorper: Blockier- Blockier- Antikorper- Antikorper- Spezies
I16sung zeit verdiinnung inkubationslésung
Rac1, Pierce 3% BSA 1h 1:1000 3% BSA /1% NaN; Maus
Cdc42, BD 3% BSA 1h 1:250 3% BSA /1% NaN; Maus
Rho, BD 3% BSA 2h 1:250 3% BSA /1% NaN; Maus
Phospho-Lyn 5% Magermilch 1h 1:1000 5% Magermilch Kaninchen
(Tyr507), NEB
Lyn, NEB 5% Magermilch 1h 1:1000 5% Magermilch Kaninchen
Phospho-Syk 5% BSA 1h 1:1000 5% BSA Kaninchen
(Tyr323), NEB
Phospho-Syk 5% BSA 1h 1:1000 5% BSA Kaninchen
(Tyr525/526), NEB
Phospho- 5% BSA 1h 1:1000 5% BSA Kaninchen
Zap(Tyr319)/Syk
(Tyr352), NEB
Syk, NEB 5% BSA 1h 1:1000 5% BSA Kaninchen
p-Pi3-Kinase 1% BSA/ 1h 1:200 1% BSA/ Kaninchen
(Tyr508), Santa Cruz 1% Magermilch 1% Magermilch
Phospho-CD32 5% Magermilch 1h 1:1000 5% Magermilch Kaninchen
(FcyRllb, Tyr292),
NEB
IkBa, Santa Cruz 5% Magermilch 1h 1:1000 5% Magermilch Kaninchen
Tubulin, Sigma 5% Magermilch 1h 1:5000 5% Magermilch Maus

Tab. 2.2.4.5.1: Zusammenfassung der Blockierungslosungen, Blockierzeiten, Antikorperverdiinnungen, -l6sungen

und Spezies der verschiedenen eingesetzten Antikorper.

Detektion von: Exposition:
Rac1 (aktiviert), Cdc42 (aktiviert), Rho (aktiviert), Phospho-Syk (Tyr323), Phospho-Syk 600s
(Tyr525/526), Phospho-Zap(Tyr319)/Syk (Tyr352)
Total-Rac1, Total-Cdc42, Total-Rho, Phospho-Lyn (Tyr507), Lyn, Syk, p-Pi3-Kinase 300s
(Tyr508), Phospho-CD32 (FcyRllb, Tyr292)
IkBa 180s
Tubulin 120s

Tab. 2.2.4.5.2: Expositionszeiten der Detektion der Emission der verschiedenen Antikorper.
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Nach der Detektion wurden die Membranen entweder bei 4°C gelagert oder in einer
Detektion mit einem weiteren Antikdrper eingesetzt.

Fur die Detektion von B-Tubulin als Ladekontrolle wurden die Membranen 3mal 5min mit
TBST gewaschen und dann wie oben beschrieben erneut blockiert, mit Erst- und
Zweitantikorpern inkubiert und detektiert. Wurden andere Ladekontrollen eingesetzt, wie im
Fall des Phospho-Lyn (Tyr507) Western Blots, bei dem das Zielprotein selbst in der
unphosphorylierten Form als Ladekontrolle diente, oder gab es eine Kreuzreaktionen
zwischen dem Antikérper des Zielproteins und der Ladekontrolle, wie bei der IkBa Detektion,
wurde ein Strippungsschritt eingeschoben. Beim Stripping werden die an der Membran
gebundenen Antikorper “abgezogen’. Dies erfolgt durch eine Inkubation der Membran (ber
30min bei 50°C mit Strippingpuffer. Nach erneutem Waschen (3mal 5min TBST) konnten die

Membranen dann wie beschrieben fiir eine weitere Detektion aufgearbeitet werden.

2.2.4.6 Auswertung und statistische Analyse der Western Blots

Die aus der Floureszenzmessung hervorgehenden Detektionen wurden zunachst fir die
Auswertung mit der Software Quantity One invertiert. Die resultierenden Bandenintensitaten
konnten dann mit derselben Software densitometrisch ermittelt werden. Die so bestimmten
optischen Dichten der Banden des Zielproteins wurden dann auf die Werte der optischen

Dichten der Banden der Ladekontrolle bezogen und auf die jeweiligen Kontrollen normiert:

[OD (Zielprotein)/ OD (Ladekontrolle)]geiastungx / [OD (Zielprotein)/ OD (Ladekontrolle)]kontrolie
= ODnormiert
mit OD (Ladekontrolle)= OD (Tubulin) oder im Fall der Src-Kinase Lyn OD (Total-Lyn)

Daraus ergab sich die OD,omiert, die gegen die Partikelbelastung aufgetragen wurde. Die
statistische Analyse erfolgt mit der Software SPSS (Version 10) Uber eine deskriptive

Statistik mit dem LSD-Test unter Verwendung der Rohdaten.
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2.2.5 Mikroskopische und Immunohistochemische Methoden

2.2.5.1 Zytospinpraparation

Fur alle mikroskopischen Verfahren mit Ausnahme der zeitaufgelésten Mikroskopie, mussten
Zytospinpraparationen verwendet werden, da nur so die Zellen der Suspensionskultur
vollstandig untersucht werden konnten. Bei der Zytospinpraparation wurden die
aufgereinigten Zellen der Mischkultur auf den Objekttrager zentrifugiert. Die Verwendung von
Kulturobjekttragern, auf denen die Zellen wahrend der Kultivierung wachsen, war nicht
maoglich, da dies zum Verlust der nicht adherenten Zellen flihren wiirde. Auch eine Induktion
der Adherenz der Makrophagen durch die Verwendung von Oberflachenbeschichtungen (wie
Polyornithin) musste vermieden werden, da die Adherenz bei Makrophagen einen
entscheidenden Einfluss auf die Zellfunktion hat. Die Praparation von Zytospins erfolgte bei
primaren Zellen unmittelbar nach der Isolation zur Bestimmung der Reinheit, sowie bei
NR8383 Zellen als auch bei primdren Makrophagen, nach verschiedenen
Partikelbelastungen zur Darstellung und Auszahlung (DQ12) der Partikelaufnahme, sowie fiir
die Aktin-, Rezeptor-, Rac1- und NFkB-Immunohistochemie.

Die NR8383 Zellen, die zur Praparation von Zytospins eingesetzt werden sollten, wurden wie
in 2.2.1.3 beschrieben ausgesat und belastet (15min, 1h, 4h oder 24h). Danach erfolgte die
Aufreinigung der Zellen auf Eis, indem sie zunachst mit einem Zellschaber aus den
Kulturgefalien geldst und 2fach mit je 2ml eiskalten PBS gewaschen wurden. Nach einer
abschlielienden Zentrifugation (800g, 4°C, 10min) und der Resuspendierung der Zellpellets
in 1ml 3% BSA/PBS-Lésung (4°C) konnte dann die Anzahl der isolierten Zellen mit Hilfe
einer Zahlkammer nach Neubauer bestimmt werden. Fir die Zytospinpraparation wurde ein
1x10° Zellen entsprechendes Zellldsungsvolumen eingesetzt und mit 3% BSA/PBS auf 340l
aufgefillt. Die Zellen konnten dann mit der Shandon-Zytospinzentrifuge auf die
Zytospintrager Ubertragen werden, indem die Zelllésung in den auf den Objektrager
aufgesetzten Tunnel geflllt und 5min bei 300rpm zentrifugiert wurde. Die daraus erhaltenen
Zytospinpraparationen wurden bei RT luftgetrocknet und bei der Immunohistochemie sofort

aufgearbeitet oder bis zum weiteren Einsatz bei 4°C gelagert.

2.2.5.2 May-Griinwald-Giemsa-Farbung

Fir die May-Grinwald-Giemsa-Farbung wurden die Zellen der Zytospinpraparationen
zundchst mit der May-Grinwald-Losung Uberschichtet und 3 min bei RT inkubiert.
Uberschiissiger Farbstoff wurde dann durch griindliches Abspiilen und einer 3min Inkubation
mit HoOgest €ntfernt. AnschlieRend wurde mit einer frisch angesetzten Verdinnung (1:20 mit
H,Og4est) €iner Giemsaldsung 15min gefarbt. Es folgten ein erneutes griindliches Abspulen mit

H>Ogest Und die Trocknung. Nach der Reinigung der Objekttrager mit Ethanol wurden die
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Farbungen mit Euklitt (30ul) eingedeckt und zur Untersuchung der Reinheit der isolierten
primaren Makrophagen bzw. zur mikroskopischen Analyse der Partikelaufnahme eingesetzt.
Die Auswertung der Reinheit erfolgte an 200 Zellen der AM bzw. IM Population. Dabei wurde
zwischen polymorphkernigen Neutrophilen (PMN), Lymphozyten, Monozyten und
Erythrozyten differenziert. Aus der Menge der ausgezahlten Makrophagen in Relation zur
Anzahl der gezahlten Zellen (£ (Makrophagen) / £ (Zellen)x100%) ergab sich dann die
Reinheit in %.

Mit den Zytospinpraparationen, der mit den verschiedenen Partikeln belasteten Zellen konnte
die Partikelaufnahme visualisiert werden. Dazu wurden mikroskopische Aufnahmen der
Zellen im Phasen-Kontrast und im Fall der DQ12 Belastung auch unter Fluoreszenz
(Anregungswellenlange: 555nm) mit einer 1000fachen Vergroflerung erstellt. An den
Zytospinpraparationen der DQ12 belasteten Zellen erfolgte zusatzlich die Quantifizierung der
Partikelaufnahme zur Etablierung der durchflusszytometrischen Methode. Dazu wurden die
Phagozytose-positiven Zellen von insgesamt 100 Zellen je Zytospin ausgezahlt. Aus der
Anzahl der ausgezahlten Phagozytose-positiven Makrophagen und der
Makrophagengesamtzellzahl (£ (Phagozytose positive Makrophagen) / £ (Gesamtzellzahl,
100)x100%) konnte dann der prozentuale Anteil der Phagozytose positiven Zellen berechnet
werden und statistisch mit der Software SPSS (Version 10) Uber eine deskriptive Statistik mit

dem Turkey-Test analysiert.

2.2.5.3 Immunohistochemie

Die Immunohistochemie wurde ausschliefdlich an frisch praparierten Zytospins DQ12
belasteter Zellen durchgefihrt. Die jeweiligen Praparationsschritte (Fixierung der Zellen auf
dem Zytospintrdger, Permeabilisierung der Zellen, und die Blockierung unspezifischer
Bindungsstellen) erfolgten durch Auftragung eines entsprechenden Losungstropfens auf das
Zellfeld der Zytospinpraparationen. Nach der Fixierung (4%PFA/PBS pH 7,4, 10min, RT), der
Permeabilisierung (0,1% TritonX-100, 3min, RT) und der Blockierung (1%BSA/PBS, 15min,
RT), unterbrochen von Waschschritten (jeweils 4mal mit PBS, 4°C) folgte die Inkubation mit
dem Primarantikérper (4°C, Uber Nacht). Um das Austrocknen der Zellen verhindert, wurde
auf jedes  Zellfeld der  Zytospinpraparationen 20yl  der  entsprechenden
Primarantikdrperverdinnung gegeben (Tab. 2.2.5.3.1) und mit einem Deckglaschen
abgedeckt. Die Inkubation erfolgte dann in einer Feuchtkammer. Nach der Inkubation
wurden zunachst die Deckglaschen mit PBS (4°C) abgespiilt. Die so freigelegten Zellen auf

den Objekttragern wurden dann 4fach mit PBS (4°C) gewaschen.
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Antikorper: Antikorper- Spezies
Verdiinnung
Alexa Fluor®488Phalloidin (Stock: 6,6uM) 1:20 -
FeylIR, BD 1:10 Maus
CR, BD 1:10 Maus
MR, Serotec 1:10 Maus
Rac1, BD 1:10 Maus
NFkB 1:250 Maus

Tab. 2.2.5.3.1: Zusammenfassung der Antikérperverdiinnung und Spezies der

verschiedenen eingesetzten Antikorper.

Da der fir die Aktinfarbung verwendete Alexa Fluor®488Phalloidin-Fluoreszenzfarbstoff
gekoppelt vorlag, musste keine Sekundarantikdrperinkubation erfolgen. Die Praparate
konnten direkt, wie unten beschrieben eingedeckt werden. Fir alle anderen Farbungen
wurde die Inkubation mit der Sekundarantikdrperverdinnung (MFP488 Goat Anti-Rabbit IgG,
1:200) technisch genauso, wie zuvor fur den Primarantikdrper beschrieben durchgefihrt. Die
Inkubation erfolgte hier allerdings bei RT Gber 1h in der Feuchtkammer. Eine Fluoreszenz-
Farbung oder eine Doppelfarbung mit einem durch 555nm angeregten, im roten
Wellenlangenbereich fluoreszierenden, Sekundarantikérper war aufgrund der DQ12
Autofluoreszenz nicht mdglich. Nach der letzten Inkubation wurden wieder Deckglaschen
und Lésungen durch griindliches Spilen mit PBS entfernt. Die Zellfelder mussten nach dem
Abtropfen der Objekttrager zligig ohne Austrocknung eingedeckt (ca. 30ul, Immuno-Fluore
Mounting Medium) werden. Die Verwendung des Mounting Medium hat im Gegensatz zu
Euklitt den Vorteil, dass es in der anschlieBenden fluoreszenzmikroskopischen
Untersuchung die Praparate vor dem Photobleichen schiitzt. Die mikroskopische Aufnahme
erfolgte unter Nutzung von Phasen-Kontrast und Fluoreszenz bei einer 1000x VergréRerung
mit dem OlympusBX60 Mikroskop.

Im Fall der NFkB-Immunohistochemie wurde des Weiteren eine Kernfarbung zur
Visualisierung der Zellkerne durchgefihrt. Dafir wurden die Zellen nach der
Sekundarantikorperbehandlung 3fach mit PBS gewaschen und anschlieliend mit 20ul DAPI-
Losung (1pg/ml/PBS) 5min bei 37°C inkubiert. Nach 3 weiteren Waschschritten erfolgte das

Eindecken wie schon beschrieben.

2.2.5.4 Zeitaufgeloste Mikroskopie

Nach der Wachstumsphase von 3 Tagen wurden die NR8383 Zellen fiir die zeitaufgeloste
Mikroskopie unmittelbar vor der mikroskopischen Untersuchung belastet. Dazu wurden 40pl
einer 0,32mg/ml Quarzlésung (Belastung von 40ug/cm?) in die 96-well-Kulturplatten
gegeben. Wahrend der Beobachtung befanden sich die Zellen in einer, dem Mikroskop
angeschlossenen Inkubationskammer (37°C CO,). Die Aufnahmen der zeitaufgeltsten

Mikroskopie wurden an der Heinrich-Heine-Universitat Dulsseldorf in der Abteilung fir
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Dermatologie und Strahlenonkologie von Herrn Erich Blnnemann aufgenommen. Die
Aufnahmen erfolgten bei einer 400 x VergroRerung dber 30min mit einer
Aufnahmegeschwindigkeit von 6 Bildern/min. Fur die zeitaufgeloste Darstellung wurden
reprasentative Ausschnitt dieser Aufnahmereihe ausgewahlt und mit der Software Adobe

Premiere bearbeitet.

2.2.5.5 SWNT Brightfield- und Nahinfrarot-Mikroskopie

Auch fur die an der RICE Universitat Houston durchgefuhrt Mikroskopie im Nahinfrarot
Bereich sowie fur die Aktinfarbung nach SWNT-Belastung mussten Zytospinpraparationen
erstellt werden. Dazu wurden 1,1x10° NR8383 Zellen/cm? in 345ul Medium in 24well-
Kulturschalen ausgesat. Nach 3tagigem Wachstum erfolgte die Belastung durch Zugabe von
345ul der 30ug/ml SWNT-Lésung (15ug/ml Belastung) bzw. durch die Zugabe von 86,25l
der 30pg/mL SWNT-L6sung und 258,75ul Medium (3,75ug/ml Belastung). Nach der 1h
Belastung wurden die Zytospins wie oben beschrieben prapariert und fiir die Aktinfarbung
eingesetzt oder fixiert (4% PFA, RT, 10min) auf Eis zur Messung verschickt. Fir die
Praparation der Zytospins flir die Nahinfrarot-Spektroskopie mussten allerdings
Quarzobjekttrager verwendet werden, da diese im Gegensatz zu Glasobjekttragern im
nahinfraroten Wellenlangenbereich keine Autofluoreszenz zeigen und somit nicht mit der
Messung interferieren.

Bei der Nahinfrarot-Spektroskopie/Mikroskopie zur Bestimmung der Aufnahme von SWNT'’s
durch die NR8383 handelt es sich wieder um eine Einzelzellbetrachtung die von Tonya
Leeuw an der RICE Universitat in Houston, USA durchgefiihrt wurde. Zur Quantifizierung der
Aufnahme wurden Brightfield- und Nahinfrarot-Aufnahmen von je 25 Zellen der Kontrolle, der
3,75ug/ml sowie der 15ug/ml SWNT-belasteten Zellen analysiert. Die Aufnahme im
Brightfield  ermdglichte  die  Bestimmung der Zellausmessungen. Aus den
Einzelzellfluoreszenzaufnahmen, die nach der Anregung durch einen Laser mit 660nm in
einem Wellenlangenbereich von 1125-1600nm aufgenommen wurden, konnten dann aus
den daraus gewonnenen Nahinfrarot-Spektren die Fluoreszenzintensitaten ermittelt werden
(Cherukuri et al. 2004). Fur die Auswertung wurden die Einzelfluoreszenzintesitaten gemittelt

und gegen die SWNT-Belastungskonzentration aufgetragen.
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2.2.6 Messung der ROS Generierung

Zur Messung der ROS-Generierung wurden drei unterschiedliche Methoden, welche die
Analyse der Radikalbildung in verschiedenen Kompartimenten ermdglichte, eingesetzt. Die
ESR-Spektroskopie mit DMPO als Spintrap (Radikalfalle) wurde dazu genutzt, die durch
Makrophagen freigesetzten oder von der Partikeloberflache im Puffer generierten Radikale,
extrazellular zu bestimmen. Mit der durchflusszytometrischen Methode dagegen konnte
durch die Einzelzellbetrachtung die intrazellular gebildete Menge ROS Uber die Oxidation
von DHR123 zu Rhodamin analysiert werden. Zusatzlich bot die Durchflusszytometrie in
einer Mehrparameterstudie die Moglichkeit zur simultanen Untersuchung von
Partikelaufnahme und ROS Generierung. Mit Hilfe des Lucigenin-Assay wurde durch die
Messung der Chemilumineszenz die Gesamt-ROS-Generation (intra- und extrazellular)
gemessen. Alle Messungen erfolgten dabei in HBSS(*/,) um einen Sensitivitatsverlust des

Assays durch die Radikal absorbierenden Eigenschaften des Mediums zu vermeiden.

2.2.6.1 Messung der extrazellularen ROS-Bildung durch ESR-Spektroskopie

2.2.6.1.1 Messtechnik

Die Elektronen-Spin-Resosnanz (ESR) Spektroskopie wird zur Untersuchung von
paramagnetischen Substanzen (Molekile mit ungepaarten Magnetspin) eingesetzt und
daher auch als Elektron-Paramagnetische-Resonanz (EPR) Spektroskopie bezeichnet. Bei
der ESR-Spektroskopie wird die Absorption von Mikrowellenstrahlung durch ungepaarte
Elektronen im magnetischen Feld ausgenutzt.

Elektronen besitzen, durch ihren Spin (Eigendrehimpuls) ein magnetisches Moment
(Me- = -g & B ¢ S, mit g ~ = Landéscher g-Faktor, 3 = Bohrsches Magneton = e*h/2me
[h=Plancksche Konstante, m=Masse und e=Ladung des Elektrons], S = Eigendrehimpuls
(Spin) des Elektrons). Wird das Elektron in ein dulleres Magnetfeld H gebracht, tritt es mit
diesem in Wechselwirkung und hat dann die potentielle Energie Epot = -y *H. Das Elektron
kann sich dabei nur parallel (Ms = -/2) oder antiparallel zum Magnetfeld (Ms = '2) ausrichten

(Zeeman-Aufspaltung) und somit in zwei

Ms = +15 Energieniveaus existieren (Abb. 2.2.6.1.1.1).
R Der Ubergang zwischen den beiden
E,’ AE=hev=-g+ReH Energieniveaus kann durch
“ | elektromagnetische Wellen mit E= AE = h
Me = V = -g B « H induziert werden. Diese
Magnetfeld H Absorption und Emission wird im ESR-

Abb. 2.26.1.1.1: Elektronenspinniveaus  im

Spektrometer gemessen (Walter Hoppe

Magnetfeld aus Walte Hope 185).

S.185). Da jedoch nicht nur ein freies

Elektron betrachtet wird treten weitere Wechselwirkungen auf. Es kommt zur Aufspaltung
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des ESR-Spektrums. Bei einem atomgebundenen ungepaarten Elektron tritt eine weitere
magnetische Wechselwirkung mit dem vom inneren Kernspin generierten Magnetfeld auf. Es
kommt durch die Wechselwirkung mit dem benachbarten Kern zur Hyperfeinaufspaltung
(Walter Hoppe S.185). Diese Aufspaltung in 4 Signale ist im Spektrum des DMPO-
Methylradikals zu beobachten (Abb. 2.2.6.1.1.2).

Zur Messung der DQ12 induzierten ROS-Generierung wurde die Spin-Trap-Technik
eingesetzt. Dabei werden die DQ12 induzierten kurzlebigen Radikale mit einer Spintrap in
eine stabilere Radikalform umgesetzt. Als Radikalfanger wurde hier das als
nichtmembranpermeable geltende DMPO genutzt, welches mit den gebildeten kurzlebigen
Radikalen im Zelliberstand zu einem sekundaren, langlebigen DMPO-Methylprodukt
reagiert. Die Menge des gebildeten Adduktes ist proportional zur Intensitat der
aufgezeichneten ESR-Signale, sodass aus den gemessenen ESR-Spektren, anhand der
Auswertung der Intensitat der 4 ESR-Signale die ROS-Generierung quantifiziert werden
konnte (Abb. 2.2.6.1.1.2).

H,0,
*‘OH
DMPO DMPO-OH
Me ."'.l \.\ H ' '-Il
\ . - Me / \.O
P + *OH e e ,."TUH
Me N Me N7 4
o 0O
5,5-Dimethyl-1-
pyiroline N-oxide
Abb. 2.2.6.1.1.2: Umsetzung des Radikalfingers DMPO mit Hydroxylradikalen zum Methylradikalprodukt
(links). ESR-Spektrum des DMPO-Hydroxylprodukts aufgenommen mit dem MiniScopeMS100 ESR-
Spektrometer (60s, 6,9mT, 9,4 GHz, Feld 338mT, iibernommen und verandert von der Magentech-Homepage).

Ein ESR-Spektrometer bestent im wesentlichen aus 3 Bauteilen, einem
Mikrowellengenerator, zur Erzeugung der nétigen Anregungsenergie (Mikrowellenstrahlung),
dem Magnetfeldgenerator der das Magnetfeld erzeugt und einem Detektorsystem welches
die Absorption/Emission aufnimmt.

Beim verwendeten MiniScope ESR-Spektrometer wird das zur Aufspaltung nétige aullere
Magnetfeld durch einen Elektromagneten erzeugt. Die Energie (Mikrowellenstrahlung) fir
den elektronischen Ubergang des Elektrons wird mit einem Gunn Oszillator generiert und
Uber eine Mikrowellenbriicke zum Probenraum geleitet. Die Energieabsorption wird durch

einen Empfanger der Mikrowellenbriicke aufgenommen und detektiert.
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ﬂ Mikrowellenbricke

Oszillatorlti W d

]| Empfanger —= Detektor
Modulationsgenerator

| Magnet
| Abb. 2.2.6.1.1.4: Schematischer
[ ‘ J ) Aufbau des MiniScopeMS100 ESR-
\] | Spektrometer  (ibernommen  und
Bl verandert von der Magentech-
H Homepage).

2.2.6.1.2 Praktische Durchfuhrung

Von dem, bei der ESR-Spektroskopie zur Bestimmung der extrazellularen ROS-
Generierung, verwendete Radikalfanger (DMPO) musste zunachst eine Losung aufgereinigt
werden. Durch die Verwendung steriler Reaktionsgefasse oder mit HCl und Wasser in AAS-
Qualitat gespllter Glasware bei der Herstellung der DMPO-L6sung wurde sichergestellt,
dass keine Metallverunreinigungen auftraten. Die gelieferte, aufgetaute DMPO-L6sung (19)
wurde zunachst in 1ml Wasser (AAS-Qualitdt) aufgenommen, in ein steriles
Falconreaktionsgefald dberfuhrt und mit Wasser auf 7,5ml aufgefullt. Nach dem Zufigen von
225mg (30mg/mL) Aktivkohle folgte eine Inkubation bei 35°C (ber 20min unter
kontinuierlichen Schwenken. Danach wurde die Suspension zentrifugiert (2250g, 10min, RT)
und der so gewonnene Uberstand in ein neues FalconreaktionsgefaR (iberfiihrt. Es folgte,
nach erneuter Zugabe einer dem DMPO-Lésungsvolumen proportionalen Menge Aktivkohle
(30mg/ml), eine weitere Inkubation und Zentrifugation wie zuvor beschrieben. Abschlieend
wurde der resultierende Uberstand durch Filtrierung (0,20um Filteraufsatz) gereinigt. Die
Bestimmung der DMPO-Konzentration erfolgte dann durch die Messung der Absorption der
1:10.000 verdinnten DMPO-L6sung bei 234nm Uber die Formel: ¢(DMPQO) = (Absorption bei
234nm) / E (DMPO) x 10.000, mit ¢ = Konzentration, E = DMPO-Extinktionskoeffizient =
77001mol™. Durch die Zugabe von Wasser (AAS Qualitit) wurde eine 1M DMPO-Lésung
hergestellt, aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

Fir die Messung erfolgte zunachst an den in Medium herangezogenen NR8383 Zellen
(Kapitel 2.2.1.3) der Austausch des Kulturmediums mit HBSS (Mg?*/Ca®", */.) indem die nicht
adherente  Zellfraktion im Medium abgenommen und zur Zentrifugation in
Falcoreaktionsgefasse Uberfuhrt wurde. Der in der Kulturschale verbliebene Zellrasen wurde
dann mit je 1ml auf 37°C vorgewarmtem HBSS(*/.) gewaschen und um ein Austrocknen der
Zellen zu verhindern mit 400ul HBSS(*/,) Uberschichtet. Nach Zufiigen der Waschlésung

wurde die Zellsuspension bei 900g zentrifugiert. Das erhaltenen Zellpellets aus nicht
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adherenten Zellen wurde in 290ul HBSS(*/.) resuspendiert und wieder mit der adherenten
Fraktion in den Kulturschalen vereint. Die Regenerierung vom Stress des Waschprozesses
erfolgte durch die Inkubation der Zellen Uber 30min (37°C unter 5% CO,).

Fir die Untersuchung der Rolle des Aktinzytoskeletts in der ROS-Generierung erfolgte eine
anschlieflende Aktininhibition (siehe Kapitel 2.2.1.4). Fir die Quarzbelastung wurden direkt
oder nach der Zytoskelettinhibition die frisch praparierte Partikelldsung (5mg/ml) in HBSS(*/.)
bzw. der FcR-Antikérper (1:200) unter simultaner Zufigung von DMPO (0,11M) zugesetzt.
Dabei wurden die verschiedenen Proben mit einer Zeitverschiebung von 5min belastet, um
spater die notige Messzeit zu gewahrleisten.

Die Bestimmung der Radikalgenerierung erfolgte nach 1h bzw. 3h Partikelbelastung (37°C,
5% CO;) an 50ul im 5min Takt abgenommenen Zelliberstand bei RT mittels ESR-
Spektroskopie. Dabei wurde das in der folgenden Tabelle (Tab. 2.2.6.1.2.1)

zusammengefasste Instrumenten-Setup verwendet.

Mikrowellenfrequenz: 9,39 GHz
Magnetische Feldstarke: 3360G
Sweep Bereichsbreite 100G

Tab. 2.2.6.1.2.1: Einstellungen des ESR-Spektrometer zur

Messung der ROS-Generierung.

Scanzeit 30s
Anzahl der Scans 3
Modulationsamplitude 1,8G

Receiver gain 1000

Die der Radikalbildung proportionale Erhéhung der Signalintensitaten konnte durch die
Analyse der erhaltenen Spektren mittels der Instrumentensoftware bestimmt werden. Aus
den gemessenen Einzelintensitaten der 4 DMPO-Signale bei magnetischen Feldstarken von
1,5x107, 2,1x107, 2,65 x10" und 3,25x10" GauR wurde dann die mittlere ESR-Signal-
Intensitat berechnet. Abschlielliend wurden die Mittelwerte aus mindestens 3 unabhangigen
Experimenten berechnet und gegen die Partikelbelastung aufgetragen werden. Die
statistische Analyse erfolgt mit Hilfe der Software SPSS (Version 10) Uber eine deskriptive

Statistik mit dem LSD-Test unter Verwendung der mittleren ESR-Signal-Intensitat.

2.2.6.2 Durchflusszytometrische Messung der intrazellularen ROS Generierung
2.2.6.2.1 Messtechnik

Die in 2.2.3.1 beschriebene durchflusszytometrische Methode wurde nun zur Bestimmung
der ROS-Generierung unter Verwendung von Dihydrorhodamin 123 (DHR123) eingesetzt.
Dabei wird das passiv in die Zelle diffundierende, nicht fluoreszierende DHR123 in das bei
530nm emittierende Rhodamin umgesetzt (Abb. 2.2.6.2.1.1). Diese Umsetzung erfolgt
hauptsachlich durch das gebildete H,O,. Die sich durch das gebildete Rhodamin
entwickelnde Fluoreszenz ist somit proportional zur ROS-Generierung und kann durch die
durchflusszytometrische Messung des FL1Heights (Fluoreszenzmessung bei 530nm)

quantifiziert werden.
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Dihydrorhodamine 123 Rhodamine 123
Benzoic acid, 2-(3 6-diamino-8H-xanthene-9-yl}- Xanthylium, 3 6-diamino-8-(2-
methylester methoxycarbonyl] phenyl, chloride

Oxidation
H202

catalyzed by peroxidass,
cytochrome ¢ or Fe2*

Abb. 2.2.6.2.1.1: Oxidative Umsetzung des Dihydrorhodamins 123 (DHR123) zum

fluoreszierenden Rhodamin 123. Erstellt nach Molekular Probes Produktkatalog.

Die Radikalbildung wurde durch die Messung des FL1Heights, parallel zur Messung des
Vowarts(FSC)- und Seitwarts(SSC)-Streulichts verfolgt. Die Durchflusszytometrie bietet also
die Moglichkeit, simultan zur Partikelaufnahme die ROS Bildung zu messen (Imrich und
Kobzik 1997, Imrich et al. 1999).

2.2.6.2.2 Praktische Durchfuhrung

Fur die simultane Messung der ROS-Generierung und der Partikelaufnahme wurde den
Zellen zunachst das Medium entzogen und durch HBSS(*/,) ersetzt (Kapitel 2.2.6.1.2). Nach
der Regenerierung (37°C, 5% CO,, 30min) erfolgte zunachst eine 30min Vorinkubation
(37°C, 5% CO;) mit DHR123 (4pM). Darauf folgte dann die Aktininhibition (siehe Kapitel
2.2.1.4), die direkte Quarzbelastung (1h, 10 pg/cm?, 40ug/cm?) oder die Zugabe des FcR-
Antikorper (1h, 1:200). Danach wurden die Zellen auf Eis mittels eines Zellschaber aus den
Kulturschalen  gelést, mit HBSS(/, 1ml, 4°C) gewaschen und bis zur
durchflusszytometrischen Messung in 400ul HBSS(/.) resuspendiert auf Eis gelagert. Die
Messung des FL1-Height(DHR), der Erhéhung der Fluoreszenzintensitat bei 530nm, sowie
des SSC und FSC erfolgte unter den in Tabelle 2.2.3.1.1 zusammengefassten

Detektorparametern an 10.000 Zellen.

2.2.6.2.3 Datenanalyse

Die Datenerfassung und Analyse erfolgte mit der Software BD Cell Quest 3.3. Dabei wurde
die DQ12-Aufnahme wie in 2.2.3.3 beschrieben an den bivarianten SSC-FSC-Histogrammen
und univarianten SSC-Histogrammen tber die Verschiebung des Median SSC bestimmt. Die
DQ12 induzierte ROS Generierung wurde durch die Analyse der elektronisch auf Zellen
gefilterten bivarianten SSC-FL1-Height(DHR)-Histogrammen (gatet) und univarianten FL1-
Height(DHR)-Histogrammen Uber die Verschiebung des Median FL1Heights ermittelt. Dabei
entspricht der Median FL1Heights der Fluoreszenzintensitatsverteilung innerhalb der
Zellpopulation. Dazu wurde das Gate aus den bivarianten SSC-FSC-Histogrammen auf die
Auftragung der gemessenen FL1-Height(DHR)-Daten angewendet und in den bivarianten
SSC-FL1-Height(DHR) und univarianten FL1-Height(DHR)-Histogrammen umgesetzt. Die so
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erstellten bi- und univarianten Histogramme (gated) der gemessenen Fluoreszenz (FL1-
Height(DHR)) sind in Abb. 2.2.6.2.3.1 exemplarisch fir eine Kontrolle (oben) und fur eine
40ug/cm? Belastung mit DQ12 (unten) abgebildet.

g';%rﬁ'f::ight(DHR)_ E'E'ﬁ:zgﬁfmm_ Abb. 226231 Charakteristische
DQ12: Histogramm Histogramm durchflusszytometrische, elektronisch
0pgicm2 g g gefilterte bivariante-SSC-FL1Height(DHR)-
é s Histogramme (links) und univariante
= ; FL1Height(DHR)-Histogramme (rechts)
%‘% E; - unbelasteter (oben) und mit 40mg/cm’
%§ o # A belasteter Zellen (1h, unten) zur Ermittlung
g N MW«M{, 1‘*‘&&% der ROS-Generierung. Auf der Abszisse des
Fo 10IJL1-He1lgnl R Soo “%‘U.He‘-ugi _DHIF[|33 “104 Dotplots ist der FL1Height(DHR) der
Fluoreszenzsignale und auf der Ordinate der
40pgfcm2 g g Side Scatter Angle (SSC) abgebildet.
2 8 Im univarianten Histogramm ist auf der
%; Eé Abszisse die logarithmische Skala der DHR
; s E £ Fluoreszenz und auf der Ordinate die Anzahl
® é . der Messsignale aufgetragen.
. i ,wmzf\ Rt
10 10I;‘L1AHe1ig:l _DHILIOB ot S _-T(E:;_H;,gﬁt DH}?G ot

In den Dotplots sind auf der Abszisse logarithmisch die Signale der Fluoreszenz (FL1-
Height(DHR)) in Kanalen mit Dekaden von 0-10.000 abgebildet. Die Ordinate zeigt das SSC-
Signal. Durch die Belastung andert sich die Granularitats- und Fluoreszenzsignalverteilung
der Zellen. In den bivarianten SSC-FL1Height(DHR)-Histogramme der Kontrolle und der
40ug/cm?® Belastung ist die Partikelaufnahme sowie die ROS-Generierung an der
Verbreiterung und Ausdinnung der Zellwolke zu beobachten. Die univarianten FL1-
Height(DHR) Histogramme (gated) zeigen auf der Abszisse die Kanale der gemessenen
Fluoreszenz (FL1-Height(DHR)) in logarithmisch mit Dekaden von 0-10.000 und auf der
Ordinate die Anzahl der gemessenen Signale (Zellen). Infolge der DQ12-Belastung erhéht
sich die Fluoreszenzsignalverteilung. Aus diesen Histogrammen wurde der Median FLA1-
Height(DHR), als MaR fiir die Ros-Generierung, fur die verschiedenen Partikelbelastungen
von mindestens 3 unabhangigen Experimenten mit jeweils 3 Ansatzen bestimmt.

Die berechneten Mittelwerte konnten dann gegen die verschiedenen Belastungen
aufgetragen und statistisch mit der Software SPSS (Version 10) Uiber eine Varianzanalyse

(95% Konfidenzinterval, mit der GroRe (FSC) als Kovariante) ausgewertet werden.
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2.2.6.3 Messung der ROS Generierung durch den Lucigenin-Assay

2.2.6.3.1 Messtechnik

Der Lucigenin-Assay basiert auf der Messung der Chemilumineszenz. Chemilumineszenz ist
die Emission elektromagnetischer Wellen (meist im visuellen oder nah-infraroten Bereich) die
bei einer chemischen Reaktion frei wird. Dabei wird ein Substrat durch die Reaktion mit
Oxidantien unter moglicher Einwirkung von Cofaktoren oder Katalysatoren in ein elektronisch
angeregtes Produkt umgewandelt. Dieses fallt unter Emission von Photonen in den
Grundzustand zurlck. Die Intensitat dieser als Chemilumineszenz bezeichneten Emission ist
dabei unter anderem proportional zur Konzentration des gebildeten, angeregten Molekuls
und ist somit ein Mal® flr die Umsatzrate der Reaktion (Garcia-Campana et al 2001). Im
Lucigenin-Assay ist Lucigenin das Substrat, welches hauptsachlich mit Superoxidanionen
(O.7) zu einem Dioxetanintermediat reagiert, das im weiteren Reaktionsverlauf zu N-
methylacridon zerfallt (Abb. 2.2.6.3.1.1). Bei der Relaxation des entstehenden, angeregten
N-methylacridon wird Licht der Wellenlange von 470nm im blauen Wellenlangenbereich
emittiert. Die Emissionsintensitat ist dabei der Umsatzrate der Reaktion proportional, welche
in direkter Abhangigkeit zu dem von den Makrophagen in Mitochondrien oder durch die
NADPH-Oxidase gebildeten O, steht. Sie ist also ein direktes Mal} fir die ROS-
Generierung (Dyke et al 2003).

CH, G, CH,
Oxidation e ‘ ,}’pﬁ.\]/-N.\ 5
— 0 - U =L L
?? o u o
CH, Mitochondrien N-Methylacridone N-Methylacridone s h Vv

Lucigenin NADFH-Oxidase  pjoxetan-Intermediat im angecegtan Zustand

(470nm)

Abb. 2.2.6.3.1.1: Chemilumineszenzreaktion des Lucigenins zum Luminol (nach Dyke et al. 2003 und Garcia-

Campana et al. 2001).

Die freigesetzte Strahlung wird im Luminometer gemessen (Abb. 2.2.6.3.1.2). Dieses besteht
aus einem Probenraum mit Probenhalter, einer Reaktionszelle, dem Detektor und einem
Signal-Prozessorsystem, welches die Aufnahme, Darstellung und Analyse der Messdaten
ermoglicht. Der beheizbare Probenhalter schottet das Reaktionsgemisch in der
Reaktionszelle von externem Licht ab und bietet zudem die Moglichkeit, diese auf eine
optimale Reaktionstemperatur (hier 37°C) zu beheizen. Die Reaktionskammer, Lumi-Nunc-
Platten im 96well Format aus weillem Polysterol, vermindert zusatzlich von auf3en
einfallendes Licht und zeigen zudem nur eine geringe Autofluoreszenz und -lumineszenz bei
maximaler Reflektion. lhre direkte Platzierung vor dem Detektor verhindert die Interferenzen

mit externem Licht und erhoht die Messeffizienz. Der Detektor ist in der Lage die
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Lichtintensitat tGber einen weiten Magnitudenbereich und Uber eine langere Zeitspanne zu
erfassen. Die = Chemilumineszenzreaktion  wird durch das Mischen der
Reaktionskomponenten gestartet. Die dabei entstehende Emission kann danach in einem
kurzen Lichtblitz oder kontinuierlich Uber eine langere Zeitspanne abgegeben werden. Daher
erfordert jede Anwendung eine Optimierung der Messzeit auf das untersuchte System. Fir
den hier eingesetzten Lucigenin-Assay ergab sich aus Vorversuchen zur Messung der
DQ12-induzierten ROS-Generierung in NR8383 Zellen eine optimale Messzeit von 1h.

Danach ist keine Lichtemission Uber dem Rauschniveau mehr zu verfolgen (Abb. 3.4.1.1.3).

2.2.6.3.2 Praktische Durchfuhrung

Der Lucigenin-Assay zur Bestimmung der ROS-Generierung wurde im 96-well-Ansatz
durchgefiihrt. Dazu wurden die Zellen nach 3tagigem Wachstum mit einem Zellschaber aus
den KulturgefaRen gelést und 2fach mit je 1ml auf 37°C vorgewarmten HBSS('/.)
gewaschen. Abschlielend erfolgte nach der Resuspendierung der Zellen in 690um
HBSS(*/,) die erneute Zellaussaat, indem je 100ul der Zelllosung fir die folgende
Lumineszenzmessung auf 96 well LumiNunc Platten in je 8 Ansatzen pro Belastung
aufgetragen wurden. Die Zellen, sowie alle bendtigten Lésungen (dunkel gelagerte
Lucigenin-Lésung (5x10™M), Partikelldsungen) wurden bis zur Messung bei einer
Temperatur von 37°C gehalten. Die Zugabe von 40ul des HBSS('/., Kontrolle) bzw. der
jeweiligen Partikellosungen sowie 10uL der Lucigenin-Losung erfolgte unmittelbar vor der
Lumineszenzmessung am Luminometer. Wahrend der Lumineszenzaufnahme wurden uber
1h Daten von 22 Lumineszenzmessungen in Abstanden von 3min bei 37°C erfasst aus
denen die induzierte ROS Generation flr die verschiedenen DQ12-Dosen, vereinfacht als
der Mittelwert der zu den verschiedenen Zeitpunkten gemessenen Lumineszenzen,

berechnet wurde.

2.2.6.3.3 Datenanalyse

Die Datenerfassung der Chemilumineszenzmessung erfolgte mit der Software
winpez/winglow. Die Gesamtlumineszenz, die dem Reaktionsumsatz proportional ist, ergibt
sich aus der Auftragung der zu einem Messzeitpunkt aufgenommenen Chemilumineszenzen
als die Flache unter der Kurve. Dies lasst sich vereinfachen zur Summe, der zu den
verschiedenen Messzeitpunkten aufgenommenen Fluoreszenzen (Fluorezenz-,), dividiert
durch die Anzahl der Zeitpunkte der Messungen (ny,
Gesamtchemilumineszenz=Lumineszenzintensitat=:Fluorezenz,/n;). Die sich daraus
ergebende Lumineszenzintesitat ist der gebildeten ROS-Menge proportional. Diese wurde
auf die Kontrolle (= 100%) normiert und als % der Kontrolle gegen die Partikelbelastung
aufgetragen. Die statistische Analyse erfolgt mit der Software SPSS (Version 10) Uber eine

deskriptive Statistik mit dem LSD-Test unter Verwendung der Rohdaten.
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2.2.7 TNF-a-ELISA

Der TNF-a ELISA-Assay erfolgte an Zelliberstanden nach Belastungen Uber 4, 8 und 24h
unter oder ohne Inhibition (wie in Kapitel 2.1.4 beschrieben), unter Verwendung des TNF-a
Kit's von R&D Systems. Der Sandwich Enzym-Immuno-Assay beruht auf Bindung des TNF-a
des Uberstands an den auf der Mikrotiterplatte fixierten spezifischen Antikdrpern. Des
Weiteren erfolgt eine Kopplung mit einem Horseradish Peroxidase gebundenen TNF-a-
Antikdrper, der (ber die enzymatische Umsetzung mit Wasserstoffperoxid und
Tetramethalbezidine zu einem blauen Produkt fiihrt. Dieses verfarbt sich durch den Zusatz
von Salzsaure gelb. Aus der bei 540nm gemessenen Farbungsintensitat lasst sich dann Uber
eine Standardreihe die TNF-a-Konzentration im Uberstand bestimmen. Dazu wurden
zunachst die Zellen nach der Belastung auf Eis von den Kulturschalen gelést und die
Uberstdnde von der gewonnen Zellsuspension durch Zentrifugation (800g, 4°C, 10min)
abgetrennt. Die isolierten Uberstande wurden bis zur Verwendung bei -80°C gelagert. Zur
Ausfuhrung des Assays musste dann zunachst die dem Kit beigefugte Kontrolle mit 1ml
H;Ogest rekonstituiert und das TNF-a-Konjugat (0,5ml/11ml Konjugatverdiinnungsmittel /
Platte) sowie der Waschpuffer (25ml Waschpufferkonzentrat / 625ml H,;O4est / Platte)
verdinnt werden. Das Ansetzen der Standardreihe erfolgte nach Ldsen (5min RT, leichtes
Schutteln) des beigefiigten TNF-a-Standard in 2ml Kalibrierungslésung, RD5-17, woraus
sich eine Stockldésung mit einer Konzentration von 800pg/ml ergibt. Von der Stocklésung
wurde dann eine Verdinnungsreihe (1:1, Stocklésung : Kalibrationslésung, RD5-17) mit 400,
200, 100, 50, 25, 12,5 pg/ml angesetzt. Das Mischen der Substratlésungen (1:1 Losung A,
Wasserstoffperoxid : Lé6sung B, Tetramethylbenzidin) erfolgte 15min vor ihrer Benutzung. Im
Assay selbst wurden dann unverdiinnte Uberstéanden eingesetzt, denen zunéchst je 50ul des
Losungsmittels RD1-41 in die wells der 96well Mikrotiterplatte pipetiert wurden. Danach
erfolgte die Auftragung von je 50yl der Standards, Kontrolle (TNF-a-Lésung) und
Uberstanden und eine Inkubation der abgedeckten Platte (iber 2h bei RT. Danach wurden
die Reaktionslésungen durch 5maliges Waschen (400ul) entfernt und mit 100ul des TNF-a-
Konjugats aufgefiillt. Nach einer weiteren Inkubation bei RT Uber 2h wurde erneut wie
beschrieben gewaschen und 100ul der frisch angesetzte Substratlosung zugesetzt. Die
enzymatische Umsetzung erfolgte in einer 30min Inkubation bei RT unter LichtausschluR.
Nach Zugabe der Stopploésung konnte die optische Dicht bei 450nm im ELISA-Reader
gemessen werden. Die Berechnung der TNF-a-Konzentration im Uberstand erfolgte dann
aus den gemessenen optischen Dichten Uber die Standardkurve. Die berechneten
Absolutwerte wurden auf die Kontrollen normiert und als TNF-a-Freisetzung gegen die
Partikelkonzentration aufgetragen. Die statistische Analyse erfolgt mit der Software SPSS
(Version 10) Uber eine deskriptive Statistik mit dem Turkey-Test unter Verwendung der
Rohdaten.
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Kapitel: 3 Ergebnisse

3.1 Etablierung der Methoden zur Bestimmung der Zelltoxizitdit und der

Partikelaufnahme

3.1.1 Partikeltoxizitat

Zelltoxische Eigenschaften sind fiir viele Partikel in vivo und in vitro untersucht. Dabei
bestimmen sowohl der Partikeltyp als auch die Dosis die Toxizitat (Warshawsky et al 1994,
Hart et al 1998, Xu et al 2002). Da der Mechanismus der Partikelnaufnahme an vitalen
Zellen, ohne Beeinflussung der Aufnahme durch zelltoxische Partikeleffekte, untersucht
werden sollte, war zunachst ein umfassendes Toleranzdesign der verschiedenen Partikel
erforderlich. Um die Zelltoxizitdt einer Substanz zu untersuchen, koénnen verschiedene
methodische Ansatze wie z.B. die Trypanblaufarbung (Farbstoffaufnahme infolge einer
Zellmembranschadigung), die Messung der LDH-Abgabe (Freisetzung von Enzymen durch
die geschadigte Membran) oder der MTT-Assay (Untersuchungen der Beeinflussung des

Zellmetabolismus) genutzt werden.

3.1.1.1 Evaluierung eines MTT-Assays zur Untersuchung der Partikeltoxizitat in
Suspensionszellkulturen

Zunachst sollte die Zellvitalitdt der NR8383 Zellen mittels eines MTT-Assay ermittelt werden.
Der klassische bereits etablierte MTT-Assay flir adherente Zellkulturen, konnte jedoch bei
der Untersuchung der NR8383 Makrophagenzelllinie nicht angewendet werden, da es sich
um eine Mischkultur aus anheftenden und suspendierten Zellen handelt. Bei der
Durchfihrung des standardisierten MTT-Assay kame es, durch das Verwerfen von
Uberstanden, zu einem Verlust der suspendierten Zellen. Die Bestimmung der Vitalitat wiirde
sich somit auf die adherenten Zellen beschranken. Die Untersuchung der vollstandigen
Mischkultur, die in der folgenden Studie eingesetzt werden sollte, erforderte daher die
Etablierung eines MTT-Assays, der ein vollstdndiges Bild der Vitalitat der Zellen in Kultur
liefert. Dazu musste der standardisierte MTT-Assay so modifiziert werden, dass er ohne
Zellverluste durchgefihrt werden konnte. Partikelbelastung, MTT-Reduktion und Lésen der
gebildeten Formazankristalle muissen dafur in einem Ldsungsansatz ablaufen, wobei
mogliche Interferenzen der einzelnen Substanzen zu Fehlinterpretation der Messergebnisse
fuhren kénnten (Dias et al 1999).

Die Standardisierung des MTT-Assays zur Vitalitatsbestimmung in Suspensionskulturen
erforderte die Optimierung der Reaktionsbedingungen. Da das Medium bei der Messung
nicht entfernt wird, kénnen Mediumskomponenten die Messung der optischen Dichte bei

540nm und 620nm beeinflussen. Es kann zu Interferenzen mit den gemessenen
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Absorptionen des reduzierten Formazan-Produkts kommen, die die Assaysensitivitat
herabsetzen. Um diese Effekte zu minimieren musste zunachst eine optimale MTT-
Konzentration bei einer idealen DMSO-Inkubationszeit (zeitliche Stabilitdt des Formazans in
Medium) ermittelt werden. Dazu wurden die optischen Dichten des Formazan-
Reduktionsprodukts in einer Zelllésung bei verschiedenen MTT-Konzentrationen (2,5ug/ml,
S5ug/ml und 10pg/ml) und DMSO-Inkubationszeiten (30min, 1h, 2h und 16h) mit der

Absorption des unreduzierten Tetrazoliumsalzes in Medium verglichen (Abb. 3.1.1.1.1).
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Abb. 3.1.1.1.1: Optische Dichten (Mittelwerte der Differenz (ODssnm — ODe2nm) * SEM, n=4) des geldsten
Formazanreduktionsproduktes in einer Zelllésung im Vergleich zum unreduzierten Tetrazoliumsalzes in Medium
bei verschiedenen MTT-Konzentrationen (2,5ug/ml, 5pg/ml und 10ug/ml) und DMSO-Inkubationszeiten (30min, 1h,
2h und 16h).

Der Abstand zwischen der Absorption des Tetrazoliumsalzes in Medium und der Absorption
der geldsten Formazankristalle vergroRert sich bei allen DMSO-Inkubationszeiten durch die
Erhéhung der MTT-Konzentration von 2,5ug/ml auf 5ug/ml und 10ug/ml. Die Erhdhung der
MTT-Konzentration auf 10ug/ml scheint sich jedoch nicht proportional auszuwirken. Eine
Konzentration von 5ug/ml sollte somit optimal fir die Auftrennung der Absorptionen sein.
Des Weiteren verringert sich mit langer werdender DMSO-Inkubationszeit der Abstand
zwischen der Absorption des Tetrazoliumsalzes in Medium und des Formazans. Die

Stabilitdt des Formazan-Produkts nimmt innerhalb von 16h ab. Eine geringere DMSO-
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Inkubationszeit ist also von Vorteil. In der statistischen Analyse konnte bei allen MTT-
Konzentrationen und DMSO-Inkubationszeiten keine signifikanten Interferenzen zwischen
der Absorption des unreduzierten Tetrazoliumsalzes in Medium und der gemessenen
optischen Dichte des gelésten Formazan-Produkts in Medium festgestellt werden. Es ergibt
sich jedoch eine maximale Unterscheidung bei einer MTT-Konzentration von 5ug/ml nach

einer DMSO-Inkubationszeit von 1h, sodass diese Versuchsparameter fur den MTT-Assays

eingesetzt wurden (Tab. 3.1.1.1.1).

DMSO-Inkubations- MTT-L6sungskonzentration Tab. 3.1.1.1.1: Ergebnisse der
Signifikanzanalyse  (Student-t-tests,
0,5 25 1’55)(10_: Signifikanz = p, n=4) der Interferenz
g:: 150 Z:;ii:gm zwischen der Absorption des
1 2,5 4,49x10°" unreduzierten Tetrazoliumsalzes und
des gelosten Formazan-Produkts in
1 10 2,67x10'15 Medium nach 30min, 1, 2 und 16h
2 2,5 1,61x10™ DMSO-Inkubation bei MTT-
2 15:) :’22’(:31: Konzentrationen von 2,5, 5 und
,08x
16 2,5 1,55x10° 10ngiml.
16 5 1,86x10™°
16 10 6,74x10™

Im nachsten Etablierungsschritt des MTT-Assays wurde die Proportionalitdt der
mitochondrialen Aktivitat (proportional zur Zellanzahl) und der gemessenen optischen Dichte
des reduzierten Formazan-Produkts durch die Bestimmung der Vitalitdt in einem
Zellgradienten Uberprift (Abb. 3.1.1.1.2).

200
Abb. 3.1.1.1.2: Linearere Anstieg

180 - (linearer Regressionskoeffizient (R) =
0,99) der im MTT-Assay gemessenen
Vitalitdt (Mittelwert £+ SEM, n=1, in 8

Ansitzen) im Zellgradienten.
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140 -
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100 -
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Die aus der optischen Dichte berechnete Vitalitdt steigt linear mit steigender
Zellkonzentration. Aus einer linearen Regression ergibt sich ein Regressionskoeffizient (R)
von 0,99. Die im MTT-Assay gemessenen optischen Dichten, die zur Bestimmung der

Vitalitdt eingesetzt wurden, sind demnach proportional zur Zellzahl welche dem
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mitochondrialen MTT-Umsatz entspricht. Dadurch konnte die Funktionalitdt des neu
etablierten MTT-Assays demonstriert werden.

In einem abschlieRenden Schritt wurde der neu etablierte MTT-Assay an A549 Zellen, deren
Toxizitatsprofil aus dem standarisierten MTT-Assay bekannt ist (Cakmak et al. 2004), im
Vergleich zu NR8383 Zellen nach Belastungen tUber 4h mit verschiedenen DQ12-Dosen (10,
20, 40, 80pg/cm?) Uberpriift (Abb. 3.1.1.1.3).

140 A AS549 Abb. 3.1.1.1.3: Vitalitit (Mittelwert =
1 i = NR8383
120 4 A SEM; n=3) adherenter A549 Zellen im
[ ' i T Vergleich zur NR8383-Suspensions-
- . 4
o 10072 o . " kultur nach einer Belastung iiber 4h mit
§ 804 4 10, 20, 40 und 80pglcm® DQ12,
-S ] gemessen mit dem neu etablierten MTT-
'5 60 s
' Assay.
o
S~ 404
20
0 T T T T T T T
0 20 40 60 80

DQ12 [ug/cm’]

Die ermittelten Vitalitdten, welche gegen die Partikelkonzentrationen auftragen wurden,
zeigen bei DQ12-Dosen von 10, 20 und 40 pg/cm? keine Beeinflussung der Vitalitat in
NR8383 Zellen. Erst bei einer Quarz-Konzentration von 80ug/cm? sinkt die Vitalitat merklich
ab. In A549 Zellen erhéht die Belastung mit DQ12-Dosen von 10 ug/cm? und 20ug/cm? die
Vitalitat, die von 40pg/cm? Quarz nicht beeinflusst wird. Dagegen senkt eine Dosis von
80ug/cm? DQ12 auch die Vitalitdt von A549 Zellen geringfiigig. Dieses mit dem neu
etablierten MTT-Assay gemessene Toxizitatsmuster von DQ12 in A549 Zellen entspricht in
etwa dem, welches bereits in dem flir adherente Zellen standardisierten MTT-Assay an A549
Zellen gemessen werden konnte (Cakmak et al. 2004).

Beide Ergebnisse, die Messung der Vitalitit im Zellgradienten als auch die Ubereinstimmung
des Vitalitdtsmusters im standardisierten und neu etablierten MTT-Assay in A549 Zellen,
zeigten, dass der MTT-Assay fur Suspensionszellkulturen zur Bestimmung der Toxizitat

verschiedener Partikel in NR8383 Zellen einsetzbar ist.
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3.1.1.2 Vergleich verschiedener zelltoxikologischer Messmethoden zur Bestimmung
der DQ12 Zelltoxizitat in NR8383 Zellen

Zur Untersuchung der Sensitivitat des neu etablierten MTT-Assays erfolgte ein Vergleich von
verschiedenen toxikologischen Messmethoden zur Bestimmung der Zelltoxizitat an NR8383
Zellen nach Belastung tUber 4h und 24h mit steigenden DQ12 Konzentrationen (10, 20, 40
und 80ug/cm?).

Die Bestimmung der DQ12 Zelltoxizitdt mit dem neu etablierten MTT-Assay ergab fur beide
Belastungszeiten bis zu einer Konzentration von 40ug/cm? keine Vitalitatsbeeinflussung in
den NR8383 Zellen. Erst bei einer Quarzdosis von 80ug/cm? zeigten sich nach beiden
Belastungszeiten signifikante zelltoxische Wirkungen (Abb. 3.1.1.2.1).

4h DQ12-Belastung 24h DQ12-Belastung
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Abb. 3.1.1.2.1: Mit dem neu etablierten MTT-Assay gemessene Vitalitat (Mittelwert + SEM; n=3; * =
p<0,05; Student-t-Test) der NR8383 Zellen nach einer Belastung liber 4h und 24h mit 10, 20, 40 und
80pg/cm® DQ12.

Als nachstes wurde die Vitalitdt durch einen MTS-Assay untersucht. MTT- und MTS-Assay
beruhen zwar auf demselben Prinzip (mitochondriale Reduktion des Tetrazoliumsalzes zu
einem Formazan-Produkt), unterscheiden sich allerdings in der Loslichkeit des gebildeten
Formazankristalle. Der Vorteil des MTS-Assays liegt in der Wasserldslichkeit des Formazan-
Produkts, wodurch er als Vitalitatstest in einem Losungsansatz konzipiert ist.

Auch der MTS-Assay ergab, dass die Vitalitat der NR8383 Zellen nach beiden
Belastungszeiten (4, 24h) durch Quarzdosen von bis zu 40ug/cm? unbeeinflusst bleibt,
dagegen aber bei 80ug/cm? signifikant reduziert wird (Abb. 3.1.1.2.2). Dieses Resultat
entspricht der durch den MTT-Assay ermittelten DQ12 Zelltoxizitat.
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4h DQ12-Belastung 24h DQ12-Belastung
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Abb. 3.1.1.2.2: Mit dem MTS-Assay gemessene Vitalitat (Mittelwert £+ SEM; n=3; * = p<0,05, **= p<0,01;

Student-t-test) von NR8383 Zellen nach einer Belastung iiber 4h und 24h mit 10, 20, 40 und 80ug/cm’ DQ12.

Nun wurde die Auszahlung einer Trypanblaufarbung, die auf der Farbstoffinklusion infolge
geschadigter Zellmembranen beruht, genutzt um die Vitalitit DQ12 belasteter Zellen zu
untersuchen. Die aus der Anzahl geschadigter NR8383 Zellen zur Gesamtzellzahl
berechnete Zelltoxizitat zeigt bis zu einer DQ12 Konzentrationen von 40ug/cm? keine
Vitalitatsbeeinflussung infolge der 4 oder 24h Belastung. Eine Quarz-Dosis von 80ug/cm?

dagegen zeigt auch bei diesem Zelltoxizitatstest nach beiden Belastungszeiten eine
zelltoxische Wirkung (Abb. 3.1.1.2.3).
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Abb. 3.1.1.2.3: Mittels Trypanblaufarbung bestimmte Vitalitat (Mittelwert + SEM, n=3) von NR8383 Zellen
nach einer Belastung iiber 4h und 24h mit 10, 20, 40 und 80ug/cm’ DQ12.

Durch die Trypanblaufarbung konnte eine ahnliche DQ12 induzierte Zelltoxizitat ermitteltet
werden, wie durch die metabolistischen Messmethoden (MTT, MTS) und auch der
abschlielend durchgefiihrte LDH-Assay, der wie die Trypanblaufarbung auf einer
Schadigung der Zellmembran beruht, zeigte ahnliche Zelltoxizitatsresultate.

Im Gegensatz zur genutzten Farbstoffinklusion wird im LDH-Assay die Freisetzung des

zytosolischen, nicht zellmembranpermeablen Enzyms Lactat-Dehydrogenase (LDH) durch
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die geschadigte (leckende) Zellmembran gemessen. Dabei wurden die Ergebnisse der
Messung als Enzymfreisetzung in % der Kontrolle dargestellt. Die Belastung mit H,O, diente
zusatzlich als Positivkontrolle (Abb. 3.1.1.2.4).
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Abb. 3.1.1.2.4: LDH-Freisetzung dargestellt als % der Kontrolle (Mittelwert £ SEM; n=3; * = p<0,05; Student-t-test)
nach Quarz (10, 20, 40 und 80pg/cm? DQ12)- oder H,0, (200uM)-Belastung von NR8383 Zellen iiber 4h und 24h.

Bis zu einer DQ12 Konzentration von 40ug/cm? zeigt sich keine zur Kontrolle erhdhte LDH-
Freisetzung. Erst ab einer Quarzdosis von 80ug/cm? ist eine erhdhte Abgabe feststellbar, die
jedoch erst nach einer Belastungszeit von 24h Signifikanz zeigt. Ein Freisetzungsniveau wie
bei der Inkubation mit H,O, (200uM) wird jedoch nicht erreicht.

Die Ergebnisse aller Zelltoxizitatstests stimmen Uberein. Dabei zeigen DQ12
Konzentrationen bis zu 40ug/cm? keinen Einfluss auf die Vitalitat der NR8383 Zellen. Erst bei
einer Quarzdosis von 80ug/cm? tritt ein zelltoxischer Effekt auf. Die folgenden Experimente
kénnen also mit Quarzdosen von bis zu 40ug/cm? ohne zelltoxische Effekte durchgefiihrt
werden. Resultierend aus dem Vergleich der verschiedenen Zelltoxizitatstests erweist sich
die Verwendung des MTT-Assay als die sinnvollste Variante. Dieser Assay ist zum einen
objektiver und weniger zeitaufwendig als die Trypanblaufarbung und weist zum anderen,
verglichen mit dem LDH-Assay eine hohere Sensitivitat auf. Auch der MTS-Assay ware
aufgrund seiner hohen Sensitivitat eine probate Messmethode. Der MTT-Assay ist jedoch bei
ahnlicher Sensitivitdt weitaus kostenglinstiger und unabhangiger, da im Gegensatz zum

MTS-Assay kein industrielles Kit verwendet wird.
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3.1.1.3 Bestimmung der Zelltoxizitit verschiedener Partikel (CB, TiO, (fein, ultrafein)
und SWNT’s)

Nachdem die Zelltoxizitat von DQ12, unter der Etablierung der geeigneten Analysemethode,
bestimmt worden ist, sollten nun die zelltoxischen Eigenschaften der weiteren in dieser
Studie eingesetzten Partikel (CB und TiO; (fein und ultra-fein)) an NR8383 Zellen untersucht
werden. Zunachst wurde daflir Gber den MTT-Assay die Vitalitat der Makrophagen bei

Partikelkonzentrationen von 10ug/cm? und 80ug/cm? Uber 4 und 24h ermittelt (Abb.

3.1.1.3.1).
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Abb. 3.1.1.3.1: Vitalitat (Mittelwert * SEM; n=3; * = p<0,05, ** = p<0,01; Student-t-test) von NR8383 Zellen nach einer
4h und 24h Belastung mit feinem und ultra-feinem CB und TiO, (10 und 80ug/cm? bestimmt iiber den MTT-
Assays.

Bei einer Belastungskonzentration von 10ug/cm? ist bei keiner Partikelart oder
Belastungszeit eine zelltoxische Wirkung zu beobachten. Im Fall der TiO, (fein)-Belastung
erhoht sich die Vitalitat bei dieser Dosis sogar signifikant. Die Belastung mit feinem CB flihrt
auch bei dem Einsatz der hdheren Partikelkonzentration (80ug/cm?) zu keiner signifikanten
Verringerung der Vitalitat, wohingegen ultra-feines CB nach 4h wie auch nach 24h eine
signifikante zelltoxische Wirkung aufweist. Die Belastungen mit feinem und ultra-feinem TiO,
zeigten in hohen Dosen von 80upg/cm? zu beiden Belastungszeitpunkten toxische
Eigenschaften.
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Da die optischen Eigenschaften der Partikel, die bei den Analysewellenlangen (540 und
620nm) des MTT-Assays absorbieren (Abb. 2.2.3.1.1 Absorptionsspektren der Partikel), die
Resultate der Vitalitditsmessung beeinflusst haben kdnnten, wurde zusatzlich zum MTT-
Assay eine Trypanblaufarbung zur Abschatzung der Zelltoxizitat durchgefiihrt (Abb.
3.1.1.3.2).
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Abb. 3.1.1.3.2: Durch eine Trypanblaufarbung bestimmte Vitalitat (Mittelwert + SEM; n=3) von NR8383 Zellen nach

einer Belastung iiber 4h und 24h mit feinem und ultra-feinem CB sowie TiO; (10 und 80ug/cm?).

Fir alle Partikel ist bei einer Konzentration von 10ug/cm? nach beiden Belastungszeiten
keine Einschrankung der Vitalitat zu beobachten. Bei hdherer Konzentration (80ug/cm?) zeigt
die Belastung mit feinem CB keine Auswirkungen auf die Vitalitat, wohingegen ultra-feines
CB diese zu beiden Belastungszeitpunkten absenkt. Feines als auch ultra-feines TiO,
senken die Zellvitalitdt nach 4h und 24h Belastung bei hohen Partikeldosen (80ug/cm?). Die
Ergebnisse der Trypanblaufarbung zeigen vergleichbare zelltoxische Effekte der
verschiedenen Partikelbelastungen auf die NR8383 Zellen wie der MTT-Assay, weshalb eine
Beeinflussung der Vitalitaitsmessung durch die Interferenz der Partikelabsorption mit der

MTT-Absorption endglltig ausgeschlossen werden kann.
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Resultierend aus beiden Zelltoxizitatstests ergeben sich keine zelltoxischen Eigenschaften
fur feine CB-Partikel bei beiden Dosen und Belastungszeiten. Exposition zu hoheren
Konzentrationen von ultra-feinem CB dagegen haben Auswirkungen auf die Vitalitat der
Zellen. TiO, zeigt bei einer Dosis von 10ug/cm? sowohl als feine wie auch als ultra-feine
Fraktion keine Zelltoxizitdt. Belastungen mit der hoheren Dosis flihren jedoch zur
Verringerung der Zellvitalitat bei beiden Partikelgroen. Die zelltoxische Wirkung des TiO, ist
jedoch geringer als die des ultra-feinen CB. Es resultiert also folgende Toxizitatsreihenfolge:
CB (ultra-fein) > >TiO; (ultra-fein) >TiO, (fein) > CB (fein).

Abschlielend wurde der Effekt der SWNT-Belastung auf die Vitalitat der NR8383 Zellen mit
Hilfe des MTT-Assay untersucht (Abb. 3.1.1.3.3).
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Abb. 3.1.1.3.3: Die mit dem MTT-Assay gemessene Vitalitit (Mittelwert £ SEM; n=3, * = p<0,05; Student-t-test) von
NR8383 Zellen nach einer Belastung iiber 2, 4, 8 und 16h mit 7,5, 15 und 30ug/ml SWNT.

Nach Belastungszeiten von 2, 4 und 8h haben alle eingesetzten SWNT-Konzentrationen
(7,5; 15 und 30ug/ml) keinen Einfluss auf die Zellvitalitat. Erst nach einer Belastungszeit von
16h zeigt sich durch die Belastung mit SWNT-Dosen von 15 und 30ug/ml eine signifikante

zelltoxische Wirkung.
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3.1.2 Messung der Partikelaufnahme

Zur Bestimmung der Partikelaufnahme kdnnen verschiedene Methoden angewandt werden,
wie z.B. die Licht- oder Elektronenmikroskopie mit der partikelpositive Zellen oder die
Partikel pro Zelle ausgezahlt werden konnen. Diese Methoden sind jedoch sehr
zeitaufwendig. Daher musste, zur Ermdglichung einer umfassenden
Partikelaufnahmeuntersuchung, der Zeitaufwand minimiert werden. Dies konnte durch die
Etablierung einer durchflusszytometrischen Methode, die zunachst zur Untersuchung der
Aufnahme fluoreszierender Latex Beads in Makrophagen beschrieben wurde, erreicht
werden. Durch die lineare Abhangigkeit der im Durchflusszytometer gemessenen
Fluoreszenzintensitat ist eine schnelle und genaue Aufnahmerate fluoreszierender
Latexpartikel zu bestimmen (Parod et al. 1983). Diese Methode wurde spater von Stringer et
al. (1995) aufgegriffen und fir die Quantifizierung der Aufnahme von Umweltpartikeln
modifiziert. Die Autoren konnten zeigen, dass der durchflusszytometrisch gemessene
Anstieg des ,right angle light scatter* (RAS) proportional zur Aufnahme von a-Quarz-, TiO,-
oder Dieselpartikeln ist. Diese im Vergleich zur Auszahlung weniger prazise -es kann weder
unterschieden werden wie viele Partikel pro Zelle aufgenommen wurden noch kann
zwischen aufgenommen oder oberflaichegebundenen Partikel differenziert werden- aber

dafur schnelle Methode sollte nun zur Abschatzung der Partikelaufnahme genutzt werden.

3.1.2.1 Evaluierung der durchflusszytometrischen Messmethode zur Bestimmung der
Partikelaufnahme in NR8383 Zellen

Zur Etablierung der Methode wurde zunachst die Dosis- und Zeitabhangigkeit der
Quarzaufnahme in NR8383 Zellen durchflusszytometrisch, wie in Kapitel 2.2.3 beschrieben,
untersucht. Abb. 3.1.2.1.1 zeigt die Veranderung des seitlichen Streuwinkels (Side-Scatter-
Angle, SSC) von NR8383 Zellen nach einer 1h Belastung mit steigenden
Quarzkonzentrationen (10, 20, 40ug/cm?). Die dosisabhéngig steigende Partikelaufnahme ist
in den bivarianten SSC-FSC-Histogrammen (Abb. 3.1.2.1.1, obere Reihe) an der Zunahme
der Signale (Zellen) mit héherer Granularitat (SSC) zu verfolgen. Wahrend unbelastete
Zellen im unteren Quadranten der bivarianten SSC-FSC-Histogramme erscheinen, steigt die
Anzahl der Zellen im oberen Quadranten mit steigenden Quarzkonzentrationen. Zelltriummer
sowie nicht aufgenommene Partikel, die in der vorderen Haélfte der Histogramme erscheinen,
wurden durch elektronisches Filtern (gaten) von der Auswertung ausgeschlossen. In den
univarianten SSC-Histogrammen (gated, Abb. 3.1.2.1.1, untere Reihe) verschiebt sich die
Granularitatsverteilung infolge der Partikelaufnahme zu héheren Werten. Das Maximum der
Verteilung der Zellgranularitat der Kontrolle wird mit steigender DQ12-Dosis breiter und
verschiebt sich zu hdéheren Werten des SSC. Aus den univarianten SSC-Histogrammen
(gated) wurde der Median des SSC als Mal fiur die Partikelaufnahme ermittelt. Der zur

Partikelaufnahme proportionale Median des SSC, dargestellt in % der Kontrolle, erhéht sich
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mit steigender DQ12-Dosis (10, 20 und 40ug/cm?) sowie mit steigender Belastungszeit (1, 2,
4 und 24h, Abb. 3.1.2.1.2).

. 2 2 2
DQ12: Ouglcm 10pg/cm 20pg/cm? 40pg/cm
bivariante FSC-SSC- £ g g g
Histogramme: 8 g g g
5 B B B
i¢ 'k il g® oo 38 |
E E | £ RE |
%o 0 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
Forward Scatter Forward Scatter Forward Scatter Forward Scatter
univariante SSC- & g g g
Histogramme: 8 8 8 8
2® 2 ¥ e ¥ 2 ¥
& S g 3 8 Sg
2 | 2 2 2
| | [
o —t o A - o A . o 0 o B o
o 20 40 K0 80 1000 0 W0 o &0 0 1000 0 0 40 w0 w0 100 Sie Seatar

Abb. 3.1.2.1.1: Repréasentative bivariante SSC/FSC(side-scatter-/ forward-scatter-angle)-Histogramme
und univariante SSC-Histogramme (gated,) zur Untersuchung der Verdnderung des seitlichen
Streuwinkels (Side-Scatter-Angle, SSC) als MaR der Partikelaufnahme, von unbelasteten NR8383 Zellen
(Kontrolle, Opg/cm?) und Makrophagen, die iiber 1h fiihrt mit steigenden DQ12-Konzentration (10-, 20-
und 40ug/cm?) belastet wurden.
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Abb. 3.1.2.1.2: Dosis- und zeitabhdngige Erhohung des Median des SSC (Side-Scatter-Angle,
Mittelwert in % der Kontrolle (= 100%) + SEM; n=4; * * = p<0,05, ** * = p<0,01, *** * = p<0,001; * =

Dosisabhingigkeit, * = Zeitabhangigkeit; Varianzanalyse, 95% Konfidenzintervall) durch die
Belastung mit Quarz (10-, 20- und 40pglcm2; 1, 2, 4 und 24h) als MaR der Partikelaufnahme.
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Die Erh6hung der Granularitat zeigt eine dosis- und zeitabhdngige Partikelaufnahme. Weiter
lassen die Ergebnisse der Messung erkennen, dass die Partikelaufnahme eine frihe,
schnelle und sensitive Reaktion der Makrophagen auf die Partikelexposition ist. Signifikante
Granularitdtserhéhungen lassen sich bereits innerhalb einer einstindigen Belastung mit
Quarzdosen von 20 und 40 pg/cm? beobachten. Belastungen mit der niedrigsten DQ12-
Konzentration (10ug/cm?) zeigen nach 4h eine signifikante Partikelaufnahme. Die Aufnahme
scheint allerdings unter den experimentellen Bedingungen keine Sattigung zu erreichen.

Im Anschluss wurde nun die Genauigkeit der im Durchflusszytometer als Anstieg der
Granularitat gemessenen Partikelaufnahme durch eine mikroskopische Methode Uberpriift.
Dies erfolgte durch die Auszahlung der Partikelaufnahme an MGG gefarbten
Zytospinpraparationen von NR8383 Zellen nach einer 4h Belastung mit steigender
Quarzkonzentration (10, 20, 40 pg/cm?). In Abb. 3.1.2.1.3 sind fluoreszenzmikroskopische
Aufnahmen (oberen Reihe) sowie Aufnahmen im Phasenkontrast (untere Reihe) von

Ausschnitten dieser Zytospinpraparationen abgebildet.
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Abb. 3.1.2.1.3: Reprasentative (n=3, VergroBerung: x 1000) Fluoreszenz-(Anregungswellenldnge: 555nm,
obere Reihe, mit: A = Kontrolle, B = 10ug/cm?, C = 20ug/cm?, D = 40ug/cm?) und Phasen-Kontrast-(untere
Reihe, E = Kontrolle, F = 10ug/cm?, G = 20ug/cm?, H = 40ug/cm?) Aufnahmen MGG (May-Griinwald-Giemsa)
gefarbter Zytospinpréparationen. Die NR8383 Zellen wurden nach einer 4h Belastung mit steigender

Quarzkonzentration (10, 20 und 40 pglcmz) gefarbt.

In den Fluoreszenzaufnahmen (obere Reihe, von links nach rechts, mit: A = Kontrolle, B =
10pg/cm?, C = 20ug/cm?, D = 40ug/cm?) steigt, verursacht durch die mit einer Wellenldnge
von 555nm angeregte DQ12-Eigenfluoreszenz, die Fluoreszenzintensitat mit steigender
Quarzdosis in Folge der Partikelaufnahme. Die untere Reihe zeigt die gleichen
mikroskopischen Ausschnitte im Phasen-Kontrast. Die Partikelaufnahme (Phagozytose
positive Zellen) wurde anhand solcher Aufnahmen fir eine steigende DQ12-Konzentration
(mit E = Kontrolle, F = 10pg/cm?, G = 20ug/cm?, H = 40ug/cm?) nach einer 4h Belastung fiir
je 100 Zellen pro Zytospin ausgezahlt und in % der Phagozytose positive Zellen dargestellt
(Abb. 3.1.2.1.4).
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80
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Auch diese Methode zeigte eine Dosisabhangigkeit der Partikelaufnahme, die bei einer
Belastungskonzentration von 40ug/cm? Signifikanz erreicht. Diese mikroskopischen
Ergebnisse korrelieren mit den Resultaten der durchflusszytometrischen Messung,
unterscheiden sich allerdings in der Hoéhe der Messergebnisse (Tab.3.1.2.1.1), was auf die

unterschiedlichen Messmethoden zurlickzufihren ist.

DQ12 10ug/cm’ 20 pug/lcm’® 40 uglcm®
Messmethode: durchfluss- mikros- durchfluss- mikros- durchfluss- mikros-
zytometrisch kopisch zytometrisch kopisch zytometrisch kopisch
%Partikelaufnahme 49,77 38,12 99,54 59,31 221,05 69,60
10,74 18,13 116,55 17,82 +11,08 2,16

Tab.3.1.2.1.1: Vergleich der durchflusszytometrisch (Erh6hung des Median SSC zur Kontrolle) und mikroskopisch

(Auszdhlung der Phagozytose positiven Zellen) bestimmten Messwerte der Partikelaufnahme (in Prozent der

Kontrolle = 100%) nach einer 4h Belastung mit DQ12-Dosen von 10, 20 und 40 pglcmz.

Bei der Durchflusszytometrie wird die Verschiebung des Median SSC als Maly der
Partikelaufnahme genutzt. Ohne zwischen ihnen exakt differenzieren zu kénnen, verschiebt
sich das SSC-Signal von Zellen, die mehrere Partikel aufgenommen haben, im Gegensatz
zu Zellen mit nur einem aufgenommenen Partikel, zu héheren SSC-Signalen. Es wird die
Aufnahme mehrerer Partikel mit einbezogen, welches sich durch eine starkere Verschiebung
des Median SSC auf das Endergebnisse auswirkt. Die mikroskopische Methode, wie sie in
dieser Studie angewandt wurde, berlicksichtigt dagegen nur die Anzahl der Zellen die
Partikel aufgenommen haben, ohne Einbeziehung der Anzahl aufgenommener Partikel pro
Zelle. Dies erklart die hoheren Werte bei der durchflusszytometrischen Messung. Die
Ergebnisse zeigen jedoch eine Proportionalitdt, wodurch die Durchflusszytometrie als
effizient durchzufihrende Methode fiir die Bestimmung der Partikelaufnahme eingesetzt
werden kann. Ein besonderer Vorteil ist, dass sie einen hohen Probendurchsatz, sowie die

Untersuchung einer grof3en Zellzahl pro Probenansatz auf Einzelzellniveau ermdéglicht.
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3.1.2.2 Evaluierung des Zellsystems zur Untersuchung der Partikelaufnahme
(Vergleichbarkeit der Zelllinie NR8383 mit primaren Makrophagen)

Fir eine realistische Untersuchung der Aufnahmemechanismen wirden sich am besten
primare alveolare Makrophagen eignen. Problematisch an primare Zellen ist jedoch, dass sie
sich nur sehr aufwendig in geringen Zahlen gewinnen lassen und eine hohe Variabilitat durch
interindividuelle Unterschiede des Spendertiers aufweisen. Zelllinien dagegen bieten den
Vorteil, dass unter geringem Zeitaufwand eine hohe Biomasse mit geringer Varianz erzeugt
werden kann. Allerdings koénnen sie, aufgrund zur Kultivierung nétiger Modifikationen (z.B.
Immortalisierung), einen unterschiedlichen Phanotyp als ihre Herkunftszelle aufweisen.
Daher sollte nun die Einsetzbarkeit der alveolaren Makrophagenzelllinie NR8383 als in vitro
Modell zur Untersuchung des Mechanismus der Partikelaufnahme analysiert werden. Dies
erfolgte durch den Vergleich der durchflusszytometrisch gemessenen Partikelaufnahme in
der Zelllinie mit der Aufnahmerate in primaren alveolaren und interstitiellen Makrophagen

nach einer 4h DQ12 Belastung (10, 20 und 40ug/cm?, Abb. 3.1.2.2.1).
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Abb. 3.1.2.2.1: Reprasentative univariante SSC(Side-Scatter-Angle)-Uberlagerungs-Histogramme (gated)
unbelasteter (Opglcmz, Kontrolle) sowie mit verschiedenen Quarzdosen (10, 20 und 40pglcm2, 4h) belasteter NR8383
Zellen, primérer alveolarer Makrophagen (AM) und interstitieller Makrophagen (IM).
Eine dhnliche dosisabhdngige Erhéhung des Median SSC (Mittelwert in % der Kontrolle (£ 100%) * SEM; n=3, * =
p<0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,001; Varianzanalyse, 95% Konfidenzintervall) ist in allen 3 Zelltypen (NR8383, primére
AM und IM) mit steigender DQ12-Dosis (10-, 20- und 40pglcm2, 4h) zu beobachten.
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In den univarianten SSC-Uberlagerungs-Histogrammen (gated, Overlays) der verschiedenen
Zelltypen (NR8383 Zellen, alveolaren und interstitiellen Makrophagen) verschiebt sich nach
einer 4h Quarzbelastung (10, 20 und 40ug/cm?) das Maximum der Granularitatsverteilung im
Vergleich zur Kontrolle zu einem héheren SSC-Signal. Es ergibt sich ein dosisabhangiger
Anstieg der Granularitat, der sich bei allen Zelltypen und Quarzdosen signifikant von den
Kontrollen unterscheidet. Signifikante Unterschiede in der Partikelaufnahme zwischen den
Zelltypen treten nicht auf. Die interstitiellen Makrophagen scheinen jedoch weniger Partikel
aufzunehmen. Um auszuschlieen, dass die verringerte Aufnahme der interstitiellen
Makrophagen Folge eines Grélenunterschiedes ist, wurden sowohl mikroskopische als auch

durchflusszytometrische Untersuchungen der GréRen durchgefiihrt (Abb. 3.1.2.2.2).

A B

.,

Abb. 3.1.2.2.2: Repriasentative
Phasen-Kontrast Aufnahmen (obere
Reihe, original Vergroferung: x
1000, n=3) MGG (May-Giemsa-
Griinwald) gefarbter  Zytospin-

e -~ TR priparationen von NR8383 Zellen
FSC-Uberlagerungs-Histogramm (A) und priméren alveolaren (AM, B)
g und interstitiellen (M, C)

2 NR8383 —r Makrophagen.
Repréasentatives univariantes FSC-
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Forward Scatter Median (FSC) priméaren AM und IM.

Die mikroskopischen Aufnahmen (Abb. 3.1.2.2.2, oben) zeigen, dass zwischen der Zelllinie
(A) und den primaren alveolaren (B) und interstitiellen Makrophagen (C) ein
Grélenunterschied vorliegt, der sich in der durchflusszytometrischen Untersuchung des FSC
bestatigt. Im FSC-Uberlagerungsdiagramm liegt das Maximum des FSC der priméaren
Makrophagen bei geringeren Werten als das der NR8383 Zelllinie. Aus der Auswertung des
Median (FSC) ergibt sich ein signifikanter GroRenunterschied von 40% zwischen Zelllinie
und beiden primaren Makrophagentypen. Die geringere Partikelaufnahme der interstitiellen
Makrophagen koénnte auf einen GroRRenunterschied, wie von Zetterberg et al. 1998
beschrieben, beruhen. Allerdings kann diese Erklarung nicht hinreichend sein, da auch die
alveolaren Makrophagen eine geringere Grofle als die Zelllinie bei jedoch gleichem
Aufnahmeverhalten aufweisen. Der Vergleich der DQ12-Aufnahme in NR8383 Zellen zu
primaren alveolaren Makrophagen hat jedoch gezeigt, dass sich die Zelllinie als in vitro

Modell zur Untersuchung der Partikelaufnahme eignet.
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Eine weitere Untersuchung primarer alveolarer Makrophagen beschaftigt sich mit dem
Einfluss des Alters, der zur lIsolierung der Makrophagen verwendeten Tiere, auf die
Aufnahmeeigenschaften. Dazu wurde die Partikelaufnahme an alveolaren Makrophagen von
jungen Ratten (geringeres Gewicht) nach 1, 2 und 4h Belastung mit aufsteigenden
Quarzdosen (10, 20 und 40 pg/cm?) durchflusszytometrisch analysiert (Abb. 3.1.2.2.3). In
Tabelle 3.1.2.2.1 sind die Angaben Uber das Gewicht der Tiere, die Anzahl der isolierten
Makrophagen pro Tier und pro Gramm sowie die Reinheit der isolierten AM
zusammengefasst. Fur diesen Studienansatz wurden Tiere mit einem 20% geringerem
Korpergewicht (207g) als in den anderen Versuchen (260g) eingesetzt. Zunachst auffallig ist,
dass trotz des geringeren Korpergewichts die 3-fache Menge Makrophagen bei nahezu

gleicher Reinheit aus den Lungen der jingeren Ratten isoliert werden konnte.

mittleres isolierte Makrophagen isolierte Makrophagen Reinheit

Koérpergewicht pro Ratte pro g Ratte %
[g]
207 16x10 s 99,0
260 5,13x10° 1,9x10° 99,9

Tab. 3.1.2.2.1: Zusammenfassung der Daten (Gewicht der Tiere, Anzahl der
isolierten Makrophagen pro Tier sowie pro Gramm; der Reinheit der isolierten

Zellen)der jiingeren (6 Tiere) und alteren(14 Tiere) Ratten.

[ |[E31n Abb. 3.1.2.2.3: Dosis (10, 20 und
I} 600 : i: 40pg/cm?)- und zeitabhingige (1, 2
E 500 - und 4h)-Quarzaufnahme in
g alveolaren Makrophagen isoliert
f 400 von jungen Tieren ermittelt durch
2 den Median SSC (Side-Scatter-
ﬁ 300 4 Angle, Mittelwert in % der Kontrolle
Q (2 100%) £ SEM; n=1 in 3 Ansitzen
g 200 mit alveolaren Makrophagen isoliert
% von 6 Tieren).
B 100+
= ]
0 o :
20 40
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Nach DQ12-Belastung lasst sich auch hier eine dosis-, wie auch zeitabhangige
Partikelaufnahme verfolgen, die aber im Vergleich zur 4h Belastung der alteren Tiere (siehe
Abb. 3.1.2.2.1) etwa doppelt so hoch ist. Dies weist auf eine erhdhte Aufnahmekapazitat des

Makrophagensystems in jungeren Tieren hin.
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3.1.2.3 Messungen der Partikelaufnahme unterschiedlicher Partikel

DQ12, CB und TiO, weisen unterschiedliche physikalische und chemische Eigenschaften,
sowie unterschiedliche Grofken (fein und ultra-fein) auf. Die Auswirkungen dieser
unterschiedlichen Partikelcharakteristika auf die Partikelaufnahme, wurden durch die
Belastung von NR8383 Zellen {iber 4 und 24h mit Dosen von 10 oder 80ug/cm? untersucht
(Abb. 3.1.2.3.1). In den univarianten SSC-Overlays (gated) der 4h-Belastung ist, wie beim
DQ12, eine Verschiebung der Maxima der Granularitatsverteilungen zu héheren SSC-
Signalen mit steigender Partikeldosis zu verfolgen, die sich jedoch im Ausmal von Partikel
zu Partikel unterscheidet. Der ermittelte Median SSC zeigt einen dosis- und zeitabhangigen
Anstieg der Granularitat, der bei allen Partikeltypen (ausgeschlossen ultra-feines CB), sowie
jeder Belastungszeit und —dosis signifikant ist. Die Erhéhung des SSC-Signals zur Kontrolle
ist jedoch fiur die verschiedenen Partikel unterschiedlich stark ausgepragt. Die Belastung mit
feinem CB bewirkt eine ahnliche Erhohung des Median SSC wie DQ12 (Abb. 3.1.2.1.2),
wohingegen die mit ultra-feinem CB nur zu einer sehr geringen Verschiebung des Median
SSC fuhrt. Bei der Belastung mit TiO, Partikeln beider Groen steigt das SSC-Signal so
stark an, dass nach langer (24h) und hoher (80ug/cm?) Belastung die Grenzen des
Messbereichs des Durchflusszytometers erreicht werden. Deshalb und auf Grund der
zelltoxischen Wirkung der hohen Dosis, wurde in der folgenden mechanistischen
Untersuchung der TiO,- und CB-Aufnahme nur eine Dosis von 10upg/cm? bei einer
Belastungszeit von 4h untersucht. Der Mechanismus der DQ12-Aufnahme dagegen wurde
unter Nutzung der geringen (10pg/cm?) und der hdchsten nichttoxischen Dosis (40ug/cm?)
analysiert, um mogliche dosisabhangige Unterschiede zu untersuchen (Xiao et al 2003).

Die fur die verschiedenen Partikelbelastungen ermittelten, unterschiedlich stark
ausgepragten Erhdhungen des SSC-Signals kénnen jedoch nicht zum direkten Vergleich der
aufgenommenen Partikelmenge herangezogen werden. Der SSC ist abhangig von der
Komplexitat der Zelle (Oberflachenstruktur, Granularitat, GroRe und Form; siehe Kapitel
2.2.5.1), die von den unterschiedlichen Partikeln, infolge ihrer verschiedenen physikalischen
und chemischen Eigenschaften, anders beeinflusst werden kann. Die Erhéhung des SSC-
Signals ist demnach zwar bei gleichem Partikeltyp steigender Konzentration ein Maf3 fur eine
dosisabhangige Aufnahme, kann aber nicht zum direkten quantitativen Vergleich der
aufgenommenen Menge verschiedener Partikel eingesetzt werden.

Mikroskopische = Beobachtungen  der  Partikelaufnahme  (Abb. 3.1.2.3.2) an
Zytospinpraparationen zeigen allerdings in NR8383 Zellen nach der Belastung mit CB (fein
und ultra-fein), TiO, (fein und ultra-fein) und DQ12 Uber 4 und 24h bei einer Dosis von
10pg/cm? zur Durchflusszytometrie vergleichbare Ergebnisse. Wahrend DQ12 (B, 4h; H,
24h) und feines CB (E, 4h; K, 24h) in ahnlichem Maf von den Zellen aufgenommen werden,

ist ultra-feines CB nach 4h (F) in nahezu keiner und nach 24h (L) in nur wenigen Zellen zu
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finden. TiO, beider GroRen dagegen wird nach beiden Belastungszeiten (4h, C, fein, D, ultra-
fein; 24h, |, fein; J, ultra-fein) so stark aufgenommen, dass die gesamten Zellvolumina von
Partikeln ausgefillt zu sein scheinen. Die Kombination der durchflusszytometrischen
Messergebnisse mit den Ergebnissen der Mikroskopie zeigen eine unterschiedliche
Aufnahmekapazitat verschiedener Partikel in NR8383 Zellen, mit: CB (ultra-fein) << CB
(fein) = DQ12<<TiO; (fein) = TiO, (ultra-fein).

2
CB freln) CB (fein) Abb. 3.1.23.1: Reprasentative
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Abb. 3.1.2.3.2: Repréasentative
mikroskopische = Phasen-Kontrast-

Aufnahmen (n=3, originale
VergroRerung: x 1000) MGG (May-
Giemsa-Griinwald) gefarbter

Zytospinpraparationen unbelasteter
(Kontrolle A, G) und belasteter
NR8383 Zellen (Dosis: 10ug/cm?
Belastungszeit: 4 (linke Spalte) und
24h (rechte Spalte) mit
unterschiedlichen Partikeln: DQ12
[B, H]; feines [C, I]; wie ultra-feines
[D, J] Titandioxid (TiO,); feines [E, K]
wie ultra-feines [F, L] Carbon-Black
(CB)).
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3.1.2.4 Messungen der Aufnahme von SWNT’s

Die Aufnahme von SWNT’s kann nicht mit herkémmlichen Methoden untersucht werden.
Infolge ihrer geringen GrolRenausdehnung -1pym Lange, bei nur 1nm durchschnittlichen
Durchmesser- und ihres schwachen Kontrastes sind sie z.B. nicht elektronenmikroskopisch
aufzulésen (Cherukuri et al. 2004). Die SWNT-Aufnahme ist ebenfalls nicht
durchflusszytometrisch zu erfassen, wie Vorversuche mit NR8383 Zellen zeigen konnten.
Eine 24h Exposition der Makrophagen zu verschiedenen SWNT-Konzentrationen hatte
keinerlei Einfluss auf den Median SSC. SWNT's emittieren jedoch nach Anregung mit Licht
einer Wellenlange von 660nm durch kovalent gebundene Fluorophore im nahinfraroten (NIR,
1125-1600nm) Wellenlangenbereich. Diese Eigenschaft konnte genutzt werden, um in einer
Einzelzellanalyse die SWNT-Aufnahme durch die Messung der Fluoreszenz an
Zytospinpraparationen von NR8383 Zellen nach der Belastung mit SWNT'’s (1h; 3,75 und 15
pg/ml) zu untersuchen. Eine lichtmikroskopische Untersuchung (Brightfield) lieferte zunachst
Informationen Uber Lage und Ausbreitung der anschlieBend im NIR analysierten Zellen
(Abb.3.1.2.4.2, links). Im NIR wurden dann, die von zellular aufgenommenen SWNT'’s
erzeugten, hellen Spots zur Quantifizierung der SWNT Inkorporation genutzt, indem
abschlieBend ein Infrarotspektren erstellt wurde. Aus diesen konnte die
Fluoreszenzintensitaten als Mal} fUr die Partikelaufnahme ermitteltet werden. Die Mittelwerte
der von je 25 Zellen gemessenen Fluoreszenzintensitaten sind in Abb. 3.1.2.4.1, rechts
zusammengefasst. Die mittlere Fluoreszenzintensitat von 120 Einheiten der Kontrolle erhdht
sich nach 1h Belastung bei verschiedenen SWNT-Konzentrationen (3,75 und 15 pg/ml) auf
Fluoreszenzintensitaten von 6000-7000 Einheiten. Die Ergebnisse zeigen, dass eine SWNT-
Aufnahme stattgefunden hat, wobei jedoch keine Dosisabhangigkeit zu beobachten ist.

SWNT-Konzentration: 3,5pug/ml
BErightfield-image NIR-Image

SWNT-Konzentration: 15ug/ml
Brightfield-Image NIR-Image

8000 -

T000

6000

5000 o

4000 -

3000 <

2000 o

Intensitat/Pixel

1000 o

0 3,75 15
SWNT-Konzentration [ug/ml]

Abb. 3.1.2.4,1: Reprasentative Brightfield- und Infrarot-Aufnahmen SWNT belasteter NR8383 Zellen (links, 1h,
3,5ug/ml, oben; 15ug/ml, unten). Emittierte Fluoreszenz (Intensititen/Pixel, Mittelwert * SEM, von je 25 Zellen,
rechts) unbelasteter und SWNT-belasteter NR8383. Die Aufnahmen sowie die Messergebnisse wurden von Tonya

Leeuw unter Leitung von Prof. Bruce Weisman an der RICE-University, Houston, TX, USA zur Verfiigung gestellt.
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3.2 Rolle des Aktinzytoskeletts bei der Partikelaufnahme in Makrophagen

Fir die Partikelaufnahme durch Makrophagen konnen verschiedene Mechanismen
(klassische Phagozytose, rezeptorvermittelte Endozytose, Kapitel 1.3) verantwortlich sein.
Dabei wird der Mechanismus z.B. von der GréRe bestimmt. Die Grofke von DQ12 (J =
0,96um) legt einen Aufnahmemechanismus Uber klassische Phagozytose (Aufnahme von
Partikeln mit einem @& > 0,5um) nahe. Fir die anderen Partikel ist ein solcher
Aufnahmemechanismus, aufgrund der geringeren Grofen der feinen (CB(fein)-@ = 0,260um,
TiO,(fein)-@ =0,260um), vor allem aber auch der ultrafeinen (CB(ultra-fein)-&@ = 0,014um),
TiOy(ultra-fein)-@ = 0,025um) Partikel eher nicht zu erwarten.

Die Aufnahmemechanismen lassen sich dynamisch unterscheiden. Wahrend die
rezeptorvermittelte Endozytose eher ein passiver Prozess ist, bei dem die
membrangebundenen Substanzen durch Membranumstilpung in die Zelle aufgenommen
werden, handelt es sich bei der klassischen Phagozytose um einen aktiven Prozess. Unter
Ausbildung von Pseudopodien werden Partikel gebunden, umschlungen und aufgenommen.
Einen ersten Hinweis auf einen solchen dynamischen Prozess bei der Quarzaufnahme

ergaben Aufnahmen einer zeitaufgeldsten Mikroskopiestudie (Abb. 3.2.1).

Abb. Abb. 3.2.1: Sequenzausschnitt aus
einer zeitaufgelosten mikroskopischen
Studie der DQ12-Aufnahme in NR8383
Zellen nach Belastung mit einer
Quarzkonzentration von 40pglcm2. Die
Aufnahmen stammen aus einer 30min
Zeitsequenz, welche bei einer 40 fachen
VergroBerung mit 6 Bildern/min erstellt
wurde. (Erstellt in Zusammenarbeit mit
Herrn Erich Bilinemann, Abteilung
Dermatologie der Universitatsklinik
Diisseldorf).

In den Ausschnitten ist die Aufnahme von DQ12 (40ug/cm?) iiber einen Zeitraum von 4min
zu verfolgen. Die NR8383 Zelle bildet innerhalb der ersten 20s Pseudopodien zum DQ12-
Partikel aus, umschlingt diesen und nimmt ihn innerhalb der ndchsten 2min auf.

Die Hypothese der Partikelphagozytose soll im Folgenden an den verschiedenen Partikeln
durch die Inhibition des Aktinzytoskeletts mittels Cyt-D sowohl durchflusszytometrisch als

auch immunohistochemisch untersucht werden.
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3.2.1 Durchflusszytometrische Analyse der Partikelaufnahme nach Aktininhibition

Das zur Untersuchung der Aktinbeteiligung an der Partikelaufnahme eingesetzte Cyt-D, ein
zellpermeables Pilztoxin, inhibiert die Poly- und Depolymerisierung des Aktinzytoskeletts,
indem es an das barbed-(Plus)-Ende der Aktin-Filamente bindet (Abb. 3.2.2). Dadurch wird

die, fur die Phagozytose nétige Rekrutierung des Aktinzytoskeletts, verhindert.

Abb. 3.2.2: Schematische Darstellung der

\=/ inhibitorischen Wirkung von Cytochalasin-D (Cyt-D)
BmedtggEml i’ eyt-D pointed (minus) Ende auf das Aktinzytoskelett. (verindert aus Heppler
O
o 2000).

08 Ok / ....
Song?

Actin-Filament

Die zunachst an der DQ12-Aufnahme untersuchte Beteiligung des Aktinzytoskeletts erfolgte
unter nicht toxischen Bedingungen (Abb. 3.2.1.1). Die Ergebnisse des MTT-Assays zeigen,
dass weder die zusatzliche Inkubation mit Cyt-D (1,5pg/ml, 30min Vorinkubation) oder dem
Cyt-D-Ldsungsmittel DMSO (0,75%, 30min Vorinkubation) noch die anschlieRende DQ12-
Belastung (1h oder 4h; 10, 40ug/cm?) einen Einfluss auf die Vitalitdt der NR8383 Zellen

haben.
1h Belastung 4h Belastung
140
v v L ]
1004 = i i 120
80 - - 100 & i i
s 8
L = 80
= 60 8
S S w0
> 40 °
J =
3"“ 40 -
204 & -DMSO/-Cyt-D 204 8 -DMSO/-Cyt-D
v + DMSO/-Cyt-D v +DMSOJ-Cyt-D
A+ DMSO/+Cyt-D A +DMSO/+Cyt-D
0, T v T ¥ T ¥ T ¥ T 02 T T T T v T T T
DQ12 [pglem’]: 0 10 20 30 40 DQ12[pglem’]): g 10 20 30 40

Abb. 3.2.1.1: Mittels MTT-Assays bestimmte Vitalitat (Mittelwert + SEM, n=3, student-t-test) von NR8383 Zellen
nach einer DQ12-Belastung (10 und 40pg/cm?) iiber 1h und 4h ohne und unter Vorinkubation mit dem
Aktininhibitor (1,5ug/ml Cyt-D, 30min) oder dem Inhibitorlésungsmittel (0,75% DMSO, 30min).

Die durchflusszytometrische Untersuchung der Quarzaufnahme erfolgte, wie zuvor
beschrieben (Kapitel 2.2.3.3). durch die Messung des Median SSC. Die bivarianten SSC-
FSC- und univarianten SSC-Histogramme (gated, Abb. 3.2.1.2) zeigen die
Granularitatsverteilung der NR8383 Zellen ohne (links) und unter Aktininhibition (1,5pg/ml
Cyt-D, 30min Vorinkubation, rechts) gefolgt von einer 1h DQ12-Belastung (10 und
40ug/cm?). In  den Histogrammen nicht inhibierter Zellen, ist mit steigender
Quarzkonzentrationen die DQ12-Aufnahme anhand der Zunahme der Anzahl von Zellen

héherer Granularitat (SSC) zu verfolgen. Die Histogramme der Messung nach Aktininhibition
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zeigen diese Veranderungen nicht. Die Anzahl der Signale im oberen Quadranten der
bivarianten SSC-FSC-Histogramme erhéht sich nur geringfligig und auch in den univarianten
SSC-Histogrammen ist nur eine geringe Veranderung der Granularitatsverteilung zu
beobachten. Das Maximum der Zellgranularitatsverteilung verbreitert sich mit steigender
DQ12-Dosis nur geringflgig und eine Verschiebung zu héheren Werten kann nahezu gar
nicht beobachtet werden, was einer verminderten Partikelaufnahme infolge der
Aktininhibition zuzuschreiben ist.

DQ12: +Cyt-D - . Lo

Ougrer % g % z Abb. 3.2.1.2: Reprasentative bivariante
] : %g é SSC/FSC-(side-scatter- / forward-
%é ;; g% 3 scatter-angle)-Histogramme und
§ i f j univarianten SSC-(side-scatter-angle)-
L. FeCHsist 0 QU sschah B o e = Histogramme (gated) unbelasteter und

10Hg/em® § : E o 1h DQ12-belasteter (10, 40ug/cm?)
£ e NR8383 Zellen ohne (links) und unter
Y T e o] Aktininhibition mit Cyt-D (rechts).

40ugfcm’ g § £ g

1000 o . 1000 0 1000 0 1000
Fi-Height SECHeight FSC-Height S5CHeight

Der aus den univarianten SSC-Histogrammen (gated) fir die Verdnderung der
Granularitatsverteilungen durch die DQ12-Aufnahme ermittelte Median SSC ist in Abb.

3.2.1.3 fiir eine 1h (links)- sowie 4h (rechts)-Belastung (10 und 40ug/cm?) zusammengefasst.

1h Belastung 4h Belastung
250 - [
[ -DMSO/-CytD 250 [ -DMSOI-CytD
'E' +DMS0O/-CytD "? N +DMSOQ/-CytD
=° +DMSO/M+CytD = +DMSO+CytD
£ 2004 g 204
g f =
N N
= 150 [
QO 150 -
35 3
= £
Q 100 J
9 g 100
17 7]
(= =
3 i @
5 50 5 504
@ [}
= =
0- : 0-
DQ12 [pglcm’]: 10 40 DQ12 [pglem’):

Abb. 3.2.1.3: Erhéhung des Median des SSC (Side-Scatter-Angle, Mittelwert als % der Kontrolle (£ 100%) * SEM,
n=3, * £ p<0,05, ***= p<0,001; Varianzanalyse, 95% Konfidenzintervall) durch die Belastung mit DQ12 (10,
40pg/cm?) iiber 1 oder 4h ohne sowie nach Vorinkubation (30min) mit Cyt-D (1,5ug/ml) oder DMSO (0,75%).

Die Aktininhibition flihrte nach beiden Belastungszeiten, sowohl bei der geringen als auch bei
der hohen DQ12 Dosis, zu einer signifikanten Verminderung des Median SSC, respektive zu
einer Unterdrickung der Partikelaufnahme. Die DQ12-Aufnahme wird dabei durch Cyt-D so
stark herabgesetzt, dass z.B. nach Belastung mit der hohen Dosis zu beiden Zeitpunkten

eine Reduktion um den Faktor 4 erreicht wird. Eine vollstandige Inhibition konnte jedoch
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nicht erzielt werden. Mit Ausnahme der 1h Belastung mit geringer Dosis, ist nach der
Aktininhibition noch eine Erhdohung des SSC-Signals um etwa 20% relativ zur Kontrolle zu
beobachten. Hierbei kdnnte es sich um Partikel handeln, die an der Zelloberflache anheften
aber nicht aufgenommen wurden, da Cyt-D nur die Aktin-vermittelte Aufnahme nicht aber die
Partikelbindung an der Zelloberflache inhibiert. Durchflusszytometrisch kann zwischen
diesen nicht differenziert werden, sodass zelloberflachengebundene und aufgenommene
Partikel zur gleichen Erhéhung des Median SSC fiihren (Stringer et al 1996). DMSO, das
Cyt-D-Losungsmittel, beeinflusst -ausgenommen bei der 1h Belastung mit der hohen Dosis-
die Partikelaufnahme nicht. Nur nach der Inkubation mit DMSO, gefolgt von der DQ12-
Belastung (40pg/cm?), wird die nach 1h gemessene Partikelaufnahme ebenfalls, wenn auch
in geringerem Ausmald als durch Cyt-D, signifikant gesenkt.

Im Weiteren sollte nun untersucht werden, ob auch die Aufnahme anderer Partikel (CB und
TiO,, fein und ultra-fein) wie die DQ12 Aufnahme Aktin-vermittelt erfolgt. Die Vorinkubation
der NR8383 Zellen mit Cyt-D (1,5ug/ml, 30min) fuhrte - mit Ausnahme von ultra-feinem CB,
bei dem bereits keine signifikante Aufnahme gezeigt werden konnte- nach einer 4h
Belastung mit einer Partikeldosis von 10ug/cm? zu einer signifikant Inhibition der Aufnahme
aller Partikel (Abb. 3.2.1.4).
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° |3 +Cyt-DI+DMSO | o
b et
= £ 110
c 180 o
S ¥
f i 108-
g 1604 ©
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&= 3 106 -
Q140 7]
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© 120 =
S 3 102 -
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TiO; (fein) TiO; (ultra-fein)
— 8001 I -Cyt-DI-DMSO T 4507 [ -Cyt-DI-DMSO
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Abb. 3.2.1.4: Erhéhung des Median des SSC (Side-Scatter-Angle, Mittelwert in % der Kontrolle (= 100%) * SEM; n=3;
* = p<0,05, ** = p<0,01, ***= p<0,001; Varianzanalyse, 95% Konfidenzintervall) nach Belastung (10|.|g/cm2, 4h) mit
feinem sowie ultra-feinem Carbon Black (CB)- und TiO,-Partikeln ohne oder nach Vorinkubation mit Cyt-D (1,5ug/ml,
30min) oder DMSO (0,75%, 30min).
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Die Aktininhibition fuhrte bei der Belastung mit feinen CB-Partikeln sowie mit feinen und
ultra-feinen TiO,-Partikeln zu einer Verminderung des auf die Kontrolle normierten Median
SSC um einen Faktor 10. Eine vollstandige Inhibition konnte jedoch auch bei der Aufnahme
dieser Partikel nicht erreicht werden, da sich auch nach Aktininhibition das SSC-Signal durch
potentielle zelloberflachengebundene Partikel bei CB (fein) um etwa 10%, bei TiO, (fein) um
etwa 40% und bei TiO, (ultra-fein) um etwa 25% relativ zur Kontrolle erhéhte. DMSO
beeinflusst die Partikelaufnahme nur im Falle der Belastung mit feinem TiO, signifikant.

Die Hemmung der Aktinkomponente des Zytoskeletts bewirkte die Reduktion der, durch die
Aufnahme von DQ12, CB (fein), TiO, (fein) und TiO, (ultra-fein) verursachten,
durchflusszytometrisch gemessene Granularitdtserhdhung auf den vermutlich von
zelloberflachengebundenen Partikeln verursachten Anstieg. Somit sollte der Aufnahme

dieser Partikel ein klassischer Phagozytosemechanismus zugrunde liegen.

3.2.2 Immunohistochemische Untersuchung des Aktinzytoskeletts wahrend der
Partikelaufnahme

Die Spezifizierung der Zytoskelettbeteiligung erfolgte am Beispiel DQ12 durch eine
immunohistochemische  Untersuchung der  Aktinumstrukturierung  wahrend  der
Partikelaufnahme. Aus Vorversuchen ergab sich fir die Immunohistochemie mit 488-
Phalloidin, ein aktinbindendes Pilzgift, aus der Belastung von NR8383 Zellen mit einer
Quarzdosis von 10ug/cm? Giber 7,5 wie 15, 30 und 60min eine ideale Expositionszeit von
15min. Zu diesem Belastungszeitpunkt konnten die starksten Aktinskelettumstrukturierungen
verfolgt werden (Abb. 3.2.2.1). Eine erste auffallige Veranderung liel3 sich in der Erhéhung
der Fluoreszenzintensitat verfolgen, die sowohl nach der Partikelbelastung (G) als auch nach
Aktininhibition mit Cyt-D (1,5ug/ml, 30min, F, H) zu beobachten ist und bereits von Brown et
al. 2005 fur die Aufnahme von PM,, beschriecben wurde. Dies ist zum einen durch die
Aktinrekrutierung zur Partikelbindungsstelle sowie durch die Clusterung der Aktin-Filamente
infolge der Cyt-D Wirkung zu erklaren. In beiden Prozessen wird die Dichte des Aktins an
verschiedenen Stellen in der Zelle erhoht, was zur Verstarkung des Fluoreszenzsignals fuhrt.
Des Weiteren lasst sich die Rekrutierung des Aktinzytoskeletts wahrend der Phagozytose
verfolgen. Die abgebildeten Zellen der Kontrolle (A, E) zeigen eine gleichmalige Verteilung
der Fluoreszenz Uber die gesamte Zelle, was auf eine relativ gleichmaRig aufgebaute F-
Aktinstruktur innerhalb der Zelle zurtickzufiihren ist. Durch die Belastung mit DQ12 (C, G)
wird die Phagozytose eingeleitet, indem das Aktinzytoskelett zu den Partikelbindungsstellen
rekrutiert wird. Ebenso ist die Kondensation des F-Aktins in den die Partikel umflieRenden
Pseudopodien zu beobachten. Dagegen zeigen die Fluoreszenzaufnahmen nach Cyt-D
Inkubation (B, F, D, H) traubenférmige Zusammenschlisse des F-Aktins. Die Rekrutierung

des Zytoskeletts oder eine Aufnahme von DQ12-Partikeln nach der Belastung (D, H) sind
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nicht mehr zu verfolgen. Die Abbildung DMSO behandelter Zellen (a, b) zeigen, dass das
Cyt-D-Lésungsmittel DMSO alleine keinen Einfluss auf die Aktinstruktur hat. Die

Immunohistochemie konnte somit eine klassische Phagozytose als den fir die Aufnahme

von DQ12-Partikeln verantwortlichen Mechanismus bestatigen.

Abb. 3.2.2.1: Représentative Abbildungen (n=4, original VergroBerung: x 1000) mikroskopischer Phasen-Kontrast
(obere Reihe)- und Fluoreszenz (488nm, untere Reihe)-Aufnahmen 488-Phalloidin gefarbter Zytospinpraparationen
unbelasteter (A, E, B, F, a, b) und 15min mit 10pg/cm2 DQ12 belasteter (C, D, G, H) NR8383 Zellen ohne (A, E, C, G)
sowie nach Cyt-D (1,5ug/ml, 30min Vorinkubation; B, F, D, H) oder DMSO (0,75%, 30min Vorinkubation; a, b)

Inkubation.

SWNT's sind infolge ihrer optischen Eigenschaften nicht mikroskopisch aufzulésen (siehe
auch Abb. 3.2.2.2, C Phasen-Kontrast-Aufnahme SWNT belasteter NR8383 Zellen). Somit
ist die Rekrutierung des Zytoskeletts zu den Partikelbindungsstellen, mangels eines
Bezugspunkts (gebundener Partikel), mikroskopisch nicht zu verfolgen. Allerdings ist die
Erhdhung der Fluoreszenzintensitat, infolge einer Veranderung der Aktindichte zu
beobachten (Abb. 3.2.2.2). Im Vergleich zur Kontrolle (A, B) zeigen die Abbildungen der
Fluoreszenzaufnahmen 488-Phaloidin gefarbter Zytospinpraparationen nach der Belastung
mit SWNT's (1h, 15ug/ml, C, D) eine Erhdhung der Fluoreszenzintensitat. Dies kdnnte auf
eine, fur die SWNT-Aufnahme bendtigte Aktinrekrutierung zuzufihren sein, was einen ersten

Hinweis auf einen Aktin-vermittelten Aufnahmemechanismus darstellt.

Abb. 3.2.2.2: Abbildungen mikroskopischer Phasen-
Kontrast (links)- und Fluoreszenz (488nm, rechts)-
Aufnahmen (original VergroBerung: x 400) 488-Phalloidin
gefarbter Zytospinpraparationen unbelasteter (A, B) und
SWNT-belasteter (1h, 15ug/ml; C, D) NR8383 Zellen.

- 103 -



Kapitel: 3 Ergebnisse

3.3 Die Rolle des FcyRII bei der Phagozytose von Partikeln in Makrophagen

Bei der Aufnahme von DQ12 handelt es sich um einen klassischen Phagozytoseprozess
Uber die Rekrutierung des Aktinzytoskeletts. Dieser Prozess kann von verschiedensten
klassischen Phagozytoserezeptoren wie CR, FcyRIIl, ScR oder MR mediiert sein (Aderem
und Underhill 1999). Im Folgenden soll exemplarisch fur die DQ12-Phagocytose der oder die
beteiligte/n Rezeptor/en spezifiziert werden. Dies erfolgte zundchst durchflusszytometrisch

unter Einsatz spezifischer Rezeptorinhibitoren und tiber eine Immunohistochemie.

3.3.1 Durchflusszytometrische Analyse der Partikelaufnahme nach Inhibition
verschiedener klassischer Phagozytose-Rezeptoren

Zur Inhibierung der verschiedenen Phagozytoserezeptoren wurde entweder der spezifische
Antikérper (blockierender Antikdrper flir CR, FcyRII) oder, falls dieser nicht verfiigbar war,
ein entsprechender Agonist (ScR: Poly-I oder Fucoidan, MR: Mannan oder m-a-D-MP)
eingesetzt. Durchflusszytometrische Vorversuche zeigten, dass sich nach der 4h Belastung,
verursacht durch die Instabilitdt der Inhibitoren (O'Brien et al 2003), die DQ12 Aufnahme
nicht signifikant reduzieren lie}, sodass im Gegensatz zur Aktininhibition nur die Inhibition
nach 1h Belastung untersucht werden konnte. Dabei erfolgte die Inhibierung aller
Rezeptoren zur Untersuchung ihrer potentiellen Beteiligung an der Partikelaufnahme unter
nicht zelltoxischen Bedingungen (Abb. 3.3.1.1). Ein MTT-Assay zeigte, dass alle Inhibitoren -
mit Ausnahme von Mannan, welches einen leichten zelltoxischen Effekte aufwies- sowie die
darauf folgenden DQ12 Belastungen (1h, 10 und 40ug/cm?) keine signifikante Auswirkung
auf die Vitalitat der NR8383 Zellen hatten.

120__ . Abb. 3.3.1.1: Vitalitat (Mittelwert * SEM;
1004 ; ! 'Y n=3, student-t-test) von NR8383 Zellen
1 & 1 nach einer Belastung iiber 1h mit 10 und
5§ o ! ! 40pglcm® DQ12  unter Inhibition
= I e verschiedener Phagozytoserezeptoren
g 60 (ScR: Poly-l 0,01ug/ul oder Fucoidan
2 404 . ohne Inhibition 7ug/ml; FcyRII und CR: 1:200 verdiinnter
. :i:::"::dm Antikérper (Ab); MR:m-a-D-MP 0,2ug/pl
204 ¢ ::’f’;'w oder Mannan 7ug/ml) ermittelt durch

4 » + Mannan i

5 'T  CRAD , T . T einen MTT-Assay.
DQ12 [uglem’]: 0 10 20 30 40

Die durchflusszytometrische Untersuchung der Quarzaufnahme durch NR8383 Zellen
erfolgte wie zuvor durch die Messung des Median SSC unter Analyse von bivarianten SSC-
FSC-Histogrammen und univarianten SSC-Histogrammen (gated). Reprasentative

univariante Histogramme der SSC-Verteilungen von Zellen, ohne und nach Inhibition
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verschiedener Phagozytoserezeptoren, gefolgt von einer 1h DQ12 Belastung (10, 40ug/cm?),
sind in Abb. 3.3.1.2 zusammengefasst. In den univarianten SSC-Histogrammen nicht
inhibierter Zellen (erste Spalte, links) kann nach der 1h Belastung die Quarzaufnahme
anhand der Zunahme der Anzahl von Zellen héherer Granularitat (SSC) mit steigenden
Quarzkonzentrationen (10 und 40ug/cm?), wie zuvor beschrieben, verfolgt werden. Die
univarianten SSC-Histogramme rechts davon, zeigen die Veranderungen der Verteilung des
SSC-Signals bei den unterschiedlichen DQ12-Dosen unter Inhibition der verschiedenen
Phagozytoserezeptoren (ScR mit Poly-I oder Fucoidan, FcyRII mit FcyRII-Antikdrper, MR
mit m-a-D-MP oder Mannan und CR mit CR3-Antikérper). So sind nach Inhibierung des ScR
mit Poly-l oder Fucoidan, infolge der Belastung mit steigenden DQ12-Konzentrationen,
gleiche Veranderungen der SSC-Maxima wie bei den nicht inhibierten Zellen zu verfolgen.
Die Verbreiterung und Verschiebung der Granularitdtsverteilung deutet auf eine
unverminderte Partikelaufnahme hin. Nach der Inhibition des FcyRII dagegen verandert sich
die Granularitatsverteilung der Zellen nur geringflgig. Im Vergleich zu den unbelasteten
Zellen Iasst sich nach der 10ug/cm? Belastung nahezu keine und durch die Belastung mit
40ug/cm? nur eine leichte Verbreiterung und Verschiebung der SSC-Verteilungsmaxima
feststellen, was auf eine reduzierte Partikelaufnahme hindeutet. Die nach der Inhibition des
MR oder CR mit Mannan, M-a-D-MP oder dem CR-Antikérper aufgenommenen SSC-
Histogramme deuten ebenfalls auf eine Reduktion der Partikelaufnahme hin. Die
Verteilungen der SSC-Signale nach der DQ12-Belastung zeigen, im Vergleich zu den nicht
inhibierten Zellen, eine geringere Verschiebung zu héheren Werten.

Die Auswertung der durchflusszytometrischen Messungen, welche in Abb. 3.3.1.3 (oben) als
Median des SSC in % der Kontrolle dargestellt sind, wie auch das Ergebnisse der
Varianzanalyse, dargestellt als Inhibition des Median SSC (Abb. 3.3.1.3, unten), welche die
Inhibition am besten darstellt, allerdings keine Betrachtung der Phagozytoserate zulasst,
geben das genaue Inhibitionsmuster wieder. So fuhrt die Inhibition des ScR mittels Poly-I
oder Fucoidan bei der Belastung mit beiden DQ12 Konzentrationen zu keiner Verringerung
des Median SSC. Die Phagozytose der Quarzpartikel konnte durch die Inhibition dieses
Rezeptors nicht blockiert werden. Gegenteilig zeigt sich sogar, bei der héheren DQ12
Belastung nach Inhibition des ScR mit Poly-l eine signifikante Erhéhung der
Phagozytosekapazitat. Am erfolgreichsten konnte die Partikelaufnahme durch die Inhibition
des FcyRII mit dem Antikérper reduziert werden. Die Inhibition fihrte nach einer Belastung
mit beiden Quarzkonzentrationen zu einer signifikanten Herabsetzung des Median SSC auf
ein vergleichbares Niveau wie bei der Aktininhibition. Eine vollstandige Inhibition konnte
jedoch wieder nicht erreicht werden, sodass anzunehmen ist, dass immer noch Partikel von
den Zellen unter einer moglichen Beteiligung anderer Phagozytoserezeptoren aufgenommen

oder zumindest an der Zelloberflache gebunden werden.
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Abb. 3.3.1.3;: Messung des Median SSC nach der Belastung von NR8383 Zellen mit DQ12 (1h; 10ug/cm’ oben;
40pg/cm2 unten) ohne und unter Inhibition des ScR (Poly-l, 0,01ug/pl; Fucoidan, 7ug/ml), FcyIIR, CR3 (1:200

verdiinnter FcyIIR- oder CR3-Antikorper) sowie des MR (M-a-D-MP, 0,2ug/pl; 7ug/ml Mannan). Erhéhung des
Median des SSC (Side-Scatter-Angle, Mittelwert in % der Kontrolle (= 100%) * SEM; n=3; * = p<0,05, ***= p<0,001
signifikante Reduktion; ™ = p<0,01 signifikante Erhéhung, oben). Inhibition des Median des SSC (Side-Scatter-

Angle, Mittelwert * Ober-/Untergrenze einer Varianzanalyse bei einem Konfidenzintervall von 95%, n=3, unten).

Die Quarzaufnahme scheint ebenfalls, wenn auch in geringem Mal Uber andere Rezeptoren
ablaufen zu kénnen, da auch die Inhibition des MR sowie des CR zu einer Verringerung des
ermittelten Median SSC flhrte. So konnte die Partikelaufnahme bei der hohen DQ12
Belastung durch die Inhibition des CR signifikant reduziert werden. Die Inhibition des MR
durch Mannan oder m-a-D-MP fuhrte sowohl bei der Belastung mit der geringen als auch mit
der hohen DQ12-Dosis zu einer signifikanten Verringerung der Partikelaufnahme.

Der FcyRII, dessen Inhibition die Partikelphagozytose am erfolgreichsten reduzieren konnte
scheint hauptsachlich fur die DQ12 Aufnahme verantwortlich zu sein. Allerdings kann auch
die Beteiligung anderer Rezeptoren nicht ausgeschlossen werden, sodass sich aus der
Inhibitionsstudie folgende Inhibitoreffizienz ergibt: Poly-l (ScR), Fucoidan (ScR) = Kontrolle
< m-a-D-MP (MR), Mannan (MR) = CR-Antikorper (CR) << FcyRII-Antikorper (FcR)

Durch die Inhibition eines einzelnen Rezeptors konnte keine vollstdndige Hemmung der
DQ12-Phagocytose erzielt werden. Doch auch die Inkubation mit Kombinationen

verschiedener Inhibitoren konnte die Phagozytose nicht vollstandig reduzieren (Abb. 3.3.1.4).
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Abb. 3.3.1.4: Messung des Median SSC an NR8383 Zellen ohne und unter Inkubation mit zwei

Inhibitorenkombinationen (dreier Kombination aus: 1:200 verdiinntem FcR- und CR-Antikérper sowie m-a-D-MP

(0,2pg/ul); vierer Kombination aus: 1:200 verdiinntem FcR- und CR-Antikorper, m-a-D-MP (0,2ug/pl) sowie Poly-I
(0,01pg/pl) nach der DQ12-Belastung (1h; 10 und 40pglcm2). Erhéhung des Median des SSC (Side-Scatter-Angle,
Mittelwert in % der Kontrolle (£ 100%) * SEM; n=3; **= p<0,01 signifikante Reduktion, links). Inhibition des Median
des SSC (Side-Scatter-Angle, Mittelwert + Ober-/Untergrenze einer Varianzanalyse bei einem Konfidenzintervall von
95%, n=3, rechts).

Beide Inhibitorkombinationen (eine aus dem FcyRII-, CR-Antikdérper sowie m-a-D-MP und
eine weitere, die zusatzlich Poly-I enthielt) konnten die DQ12-Phagozytose bei der Belastung
mit der hohen Dosis signifikant reduzieren. Dabei stellte sich nach der Inhibition mit der
dreier Kombination (FcyRII-, CR- Antikdrper und m-a-D-MP) eine gleichwertige Inhibition,
wie sie auch durch die Hemmung des FcyRII oder des Zytoskeletts erzielt werden konnte,
ein. Die im Gegensatz zur Aktininhibition erwartete, vollstdndige Unterbindung des Anstiegs
des Median SSC konnte jedoch auch durch die kombinatorische Inhibition nicht erreicht
werden. Die Zugabe von Poly-I bei der Inhibition mit der vierer Kombination (FcyRII-, CR-
Antikérper, m-a-D-MP und Poly-1) scheint dagegen den Median SSC wieder zu erhdhen.

In einer Weiteren durchflusszytometrischen Inhibitorstudie wurde der Einfluss eines nicht
Phagozytoserezeptors auf die DQ12-Aufnahme untersucht. Dabei wurden die beiden, von
NR8383 Zellen expremierten P,-Purinrezeptoren, P2Y (G-Protein-gekoppelt) und P2X (ATP
regulierter lonenkanal), die mit der Regulierung der Phagozytose in Verbindung gebracht
werden, durch den P»-Purinrezeptorargonist Suramin blockiert (Di Virgillio et al 2001, Bowler
et al 2003). Dabei wurde die inhibitorische Wirkung des Suramins bei einer 1h DQ12-
Belastung beider Dosen (10, 40 pg/cm?) unter nicht zelltoxischen Bedingungen (MTT-Assay,
Abb. 3.3.1.5) untersucht.
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100 § Abb. 3.3.1.5: MTT-Assay zur Bestimmung
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Die zur durchflusszytometrischen Untersuchung der Quarzaufnahme (1h DQ12; 10,
40pg/cm?) ohne (links) und nach Inhibition der P,-Purinrezeptoren mit Suramin (rechts)
erstellten univarianten SSC-Histogrammen (gated) sind in Abb. 3.3.1.6 zusammengefasst.
Die univarianten SSC-Histogramme der nicht inhibierten Zellen zeigen die bereits bekannte
Quarzaufnahme bedingte Verschiebung der Granularitatsverteilung (SSC). In den
univarianten SSC-Histogrammen rechts davon, ist die verminderte Verbreiterung und
Verschiebung der Granularititsmaxima, nach der Belastung mit DQ12 beider Dosen, als
Folge der Inhibition durch Suramin zu beobachten. Die Inhibition des P.-Purinrezeptors

scheint die Phagozytosekapazitat zu verringert.
DQ12:

+ Suramin

, 8 Abb. 3.3.1.6: Représentative

Onglem* 9 univariante SSC-(side-scatter-

f § : angle)-Histogramme (gated)

A A unbelasteter und DQ12 (1h; 10,

\“m . N“w—— ~- 40pg/cm?) belasteter NR8383 Zellen

10pglem?® * ohne (links) und nach der Inhibition
¢ mit Suramin (10ug/ml, rechts).

40pg/em’ ¢

E T b
- ,'f.\“\'r-ww-......h..._.__ L h"“-’«w\_...__
o L L ] o0 a0 ; w0 KO 100

Die Inhibition filhrte bei der Belastung mit der hohen Quarzdosis (40pug/cm?) zu einer
signifikanten Herabsetzung des Median SSC, wie die Ergebnisse der Messungen, die als
Median des SSC in % der Kontrolle dargestellt sind (Abb. 3.3.1.7), zeigen. Die Starke der
Inhibition durch Suramin ist zwar, im Vergleich zu der durch den FcyRII-Antikérper bewirkten
DQ12-Phagozytosesenkung geringer, hat jedoch bei der niedrigen DQ12 Dosis eine ahnliche
und bei der hohen sogar eine starkere inhibitorische Wirkung als die Inhibitoren des MR oder
CR.
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Da die inhibitorische Wirkung des Suramin bereits in neutrophilen Granulozyten fur die
Aufnahme 1gG opsonierter Hefepartikel gezeigt werden konnte (Zalavary et al. 1996), ist der
Effekt auf die Phagozytoserate ebenfalls ein Indiz fir einen DQ12-Aufnahmemechanismus

Uber eine 1gG abhangige FcyRII-Phagozytose.

3.3.2 Immunohistochemische Untersuchung moglicher an der Partikelaufnahme
beteiligter Phagozytose-Rezeptoren

Die Phagozytose der Quarzpartikel scheint also nicht nur von einem Rezeptor mediiert zu
sein. Aus der Inhibitionsstudie ergibt sich, dass der FcyRII zwar herausragend verantwortlich
ist, jedoch eine Beteiligung des MR sowie des CR nicht ausgeschlossen werden kann. Zur
Eingrenzung der an der Quarzphagozytose beteiligten Rezeptoren (FcyRII, MR und CR)
wurde nun die Immunohistochemie genutzt. In diesem Ansatz sollte die Beteiligung der
verschiedenen Rezeptoren an der DQ12 Phagozytose fluoreszenzmikroskopisch visualisiert
werden.

Eine FcyRII Immunohistochemie an Zytospinpraparationen von NR8383 Zellen (15min mit
10pg/cm?) demonstrierte die aktive Beteiligung dieses Rezeptors am Phagozytoseprozess
von DQ12 Partikeln (Abb. 3.3.2.1). Die abgebildeten Zellen der Kontrolle (A, C) zeigen in den
Fluoreszenzaufnahmen eine relativ gleichmaRige Verteilung des Rezeptors Uber die
gesamte Zelle. Die Rekrutierung des FcyRIT wahrend der Phagozytose ist in der Mikroskopie
nach der Belastung mit 10pg/cm? DQ12 (B, D) zu verfolgen. Die abgebildeten Zellen zeigen
eine deutliche Kondensation des FcyRII (B, grauer Pfeil) an der Partikelbindungsstelle (A,
gruner Pfeil) wobei der FcyRII das gebildete Phagosom auskleidet. Farbungen des CR (Abb.
3.3.2.2) oder MR (Abb. 3.3.2.3) zeigen eine solche Rezeptorrekrutierung nicht. In der
Immunohistochemie des CR weisen die Zellen der Kontrolle (A, C), wie die belasteten Zellen
(10pug/cm? DQ12; B, D) eine ahnliche Fluoreszenzverteilung auf. Es zeigen sich keine
Veranderungen in der Rezeptorlokalisierung. Ebenso ist in den Fluoreszenzaufnahmen der
Kontrolle (A, C), wie in den belasteten Zellen (10pg/cm2 DQ12; B, D) der MR Farbung eine
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gleichmaRig verteilte Intensitat Uber die gesamte Zelle zu beobachten. Auch hier bewirkt die
Partikelbelastung keine sichtbare Rezeptoranreicherung an den Orten der Partikelaufnahme.
Die immunohistochemischen Resultate bestatigten somit die durchflusszytometrischen

Ergebnisse einer hauptsachlichen FcyRII vermittelten Quarzphagozytose.

Abb. 3.3.2.1: Reprasentative Abbildungen (n=3, original
VergroBerung: x 1000) Fluoreszenz (488nm, links)- und
Phasen-Kontrast (rechts) mikroskopischer Aufnahmen
einer FcyRIO-Immunohistochemie an
Zytospinpraparationen unbelasteter (A, C) und belasteter
(B, D; 15min, 10uglcm2 DQ12) NR8383 Zellen.

Abb. 3.3.2.2: Reprasentative Abbildungen (n=3,
original VergroBerung: x 1000) Fluoreszenz
(488nm, links)- und Phasen-Kontrast (rechts)
mikroskopischer Aufnahmen einer CR-
Immunohistochemie an Zytospinpraparationen
unbelasteter (A, C) und belasteter (B , D; 15min,

10ug/cm? DQ12) NR8383 Zellen.

Abb. 3.3.2.3: Reprasentative Abbildungen (n=3,
original VergroBerung: x 1000) Fluoreszenz
(488nm, links)- und Phasen-Kontrast (rechts)
mikroskopischer Aufnahmen einer MR-
Immunohistochemie an Zytospinpraparationen
unbelasteter (A, C) und belasteter (B , D; 15min,

10ug/cm? DQ12) NR8383 Zellen.
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3.3.3 Untersuchung der Quarzphagozytose induzierten Signaltransduktionskaskade

Die Daten der Durchflusszytometrie wie auch die Ergebnisse der Immunohistochemie
weisen auf einen Phagozytosemechanismus unter der Beteiligung des FcyRII hin. Die
Phagozytose der verschiedenen Rezeptoren unterscheidet sich durch die an der
Signaltransduktionskaskade der Phagozytose beteiligten Proteinen (siehe Kapitel 1.3). Dies
sollte nun genutzt werden um den fur die Quarzphagozytose verantwortlichen Rezeptor Gber
die Untersuchung der Partikelaufnahme vermittelnden intrazellularen Signaltransduktion zu

spezifizieren.

3.3.3.1 Untersuchung des GTPasen-Aktivierungsstatus

Einen ersten Anhaltspunkt lieferte die Untersuchung des Aktivierungsstatus der maoglichen
beteiligten GTPasen Rac, Cdc42 und Rho. Der Phagozytose durch die verschiedenen
Rezeptoren liegt, wie schon in Kapitel 1.3 beschrieben, ein unterschiedliches GTPase-
Aktivierungsmuster zugrunde. In der FcR vermittelten Phagozytose werden Rac und Cdc42
aktiviert, wohingegen bei einer Aufnahme (ber den CR nur eine Rho Aktivierung stattfindet
(Greenberg 1999). Ein MR vermittelter Aufnahmeprozess bedarf hingegen der Aktivierung
aller drei genannten GTPasen (Zang et al 2005). Der die DQ12 Aufnahme mediierende
Phagozytose-Rezeptor sollte sich demnach anhand der aktivierten GTPasen spezifizieren
lassen.

Dazu wurden in Pulldown-Assays die aktivierte, GTP gebundene Form der GTPasen Rac1,
Cdc42 und Rho, aus Zelllysaten unbelasteter und DQ12 belasteter NR8383 Zellen (15,
60min; 10, 40ug/cm?) geféllt, in einer Elektrophorese aufgetrennt und mittels Western Blots
mit dem entsprechenden pan-Antikérper detektiert. Aus einer densitometrischen Auswertung
konnte dann der Aktivierungszustand ermittelt werden (Abb. 3.3.3.1.1).

In den Abbildungen der reprasentativen Blots der Pulldown-Assays ist die
quarzdosisabhangige Aktivierung der GTPasen Rac1*GTP und Cdc42:GTP nach 15min in
einem sich verstarkenden Bandensignal bei einem Molekulargewicht von ca. 21kD (ermittelt
anhand der Markerbande bei 20kD) zu verfolgen. Die Banden der Proteinfallung der 60min
DQ12 Belastung dagegen, zeigen keine Veranderung. Im Rho*GTP-Blot ist weder nach
15min noch nach 60min eine Veranderung der Bandenintensitat als Folge einer DQ12
belastungsbedingten Aktivierung zu beobachten. Zur Uberpriifung der Assayfunktionalitat
wurde eine Positivkontrolle aus GTPyS vorbehandelten Lysat eingesetzt. Des Weiteren
erfolgte in einem zusatzlichen Blot eine Kontrolle der eingesetzten Proteinmengen sowie der
GTPase Expression. Dabei wurden die Gesamtlysate elektrophoretisch aufgetrennt und
nach dem Blot mit den Antikérpern gegen Rac1, Cdc42 oder Rho detektiert (untere
Blotabbildung; Rac1-, Cdc42-, Rho-Total). Erganzende B-Tubulin-Detektionen, dienten als

Ladekontrolle (nicht abgebildet). Durch die detektierten gleichmafigen Bandenintensitaten
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konnte gezeigt werden, dass die Untersuchungen des GTPase-Aktivierungszustandes unter

dem Einsatz gleicher Proteinmengen ohne Expressionsunterschiede erfolgten.

Rac1-GTP-Pulldown-Assay
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Abb. 3.3.3.1.1: Reprasentative Western Blots (links, Detektion: Rac1, Cdc42 und Rho Erstantikérper/anti-
Maus Zweitantikorper, Markerbande: 20 kD) der Auftrennung der aktivierten GTPasen (Rac1GTP, Cdc42-GTP
und Rho*GTP), sowie der totalen GTPasen von Proteinlysaten unbelasteter und DQ12 belasteter (15, 60min;
10 und 40ug/cm?) Zellen. Nach Fillung der GTP gebundenen Formen (Rac1, Cdc42 mit GST-Pak1-PBD;
Rho*GTP mit GST-Rhotekin-RBP) erfolgte die gelelektrophoretisch Auftrennung (12% SDS-Gel) der
Prazipitate sowie des Gesamtlysats. Die in der densitometrischen Auswertung ermittelten optischen Dichten

(rechts, normiert auf die Kontrolle; Mittelwerte + SEM; n=3; * = p<0,05; ** = p<0,01) quantifizieren den

Aktivierungszustand von Rac, Cdc42 und Rho.
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Die Quantifizierung des DQ12 induzierten GTPase-Aktivierungsmusters erfolgte tUber die
densitometrische Auswertung der optischen Dichten, die auf die Kontrolle normiert wurden
(ODrormiert, Abb. 3.3.3.1.1, rechts). Die Belastung mit DQ12 Uber 15min flihrt zu einer
dosisabhangigen, bei 40ug/cm? signifikanten, Zunahme der intrazellular vorliegenden aktiven
Form der GTPase Rac1 (Rac1*GTP). Auch die Menge des in den Makrophagen
vorliegenden Cdc42+GTP erhoht sich mit steigender Quarzdosis nach einer 15min Belastung
dosisabhangig. Ein signifikanter Anstieg wird auch hier bei einer Quarzkonzentration von
40pg/cm? erreicht. Im Kontrast dazu ist nach einer Belastungszeit von 60min mit gleichen
Quarzdosen keine Aktivierung beider GTPasen mehr nachzuweisen. Bei der GTPase Rho
war weder nach einer DQ12 Belastung iiber 15min noch {iber 60min (10 und 40pg/cm?) eine
Zunahme der Menge Rho*GTP zu beobachten. Die Ergebnisse der Pulldown-Assays — die
quarzdosisabhangige Aktivierung der GTPasen Rac und Cdc42 nach 15min und das Fehlen
einer Rho-Aktivierung bestatigt somit die FCR vermittelte Phagozytose, der das gezeigte

GTPase Aktivierungsmuster zugeschrieben wird.

3.3.3.2 Untersuchung der FcR-Signaltransduktionskaskade

Die bisherigen Resultate der Untersuchung des DQ12 Aufnahmemechanismus ergaben eine
hohe Wahrscheinlichkeit fur eine FcyRII vermittelte Phagozytose, die durch Pulldown-
Assays bestatigt wurde. Zur Unterstitzung der bisher gesammelten Hinweise erfolgte nun
eine  detaillierte  Untersuchung der in Kapitel 1.3 beschriebenen FcR-
Signaltransduktionskaskade. Dazu wurde, dem FcR-Signalweg abwarts folgend, die
Aktivierung der Kinasen Lyn, Syk und PI3K, sowie abschlieBend die Phosphorylierung des
inhibitorischen FcyRII B-ITIM-Motivs, durch Western Blot Analysen untersucht.

Im ersten Schritt der FcR-Phagozytosesignalkaskade wird die Src-Kinase Lyn aktiviert. Die
Aktivierung dieser Nicht-Rezeptor-Tyrosin-Kinase, die malfigeblich an der Phosphorylierung
und Polymerisierung des Rezeptors beteiligt ist, geschient nach der Ligandenbindung,
wodurch die Phagozytose eingeleitet wird (Greenberg et al. 1996). Lyn weist verschiedene
Tyrosinreste auf, deren unterschiedliche Phosphorylierung die Aktivierung oder
Deaktivierung bewirkt. In dieser Studie wird der Phosphorylierungsstatus des Tyrosins in
Position 509 (Lyn-Tyr509) untersucht, bei dessen Phosphorylierung die Kinase inaktiv ist.
Die Dephosphorylierung an dieser Position flihrt zur Aktivierung der Lyn-Kinase, was
quarzinduziert an Zelllysaten der Kontrolle und DQ12 belasteter Zellen (5, 10, 15 und 60min
mit 10 als auch 40ug/cm?) in einer elektrophoretischen Auftrennung gezeigt werden soll. In
der Western Blot Detektion mit dem spezifischen Phospho-Lyn(Tyr509)-Antikrper, sowie
einem pan-Lyn-Antikdrper (Ladekontrolle) erfolgte dann die densitometrische Analyse des
Phosphosphorylierungsstatus des Lyn-Tyr509 (Abb. 3.3.3.2.1).
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Abb. 3.3.3.2.1: Représentative Western Blots (oben, Detektion: phosphospezifischer Lyn(Tyr509) (Phospho-Lyn
Tyr509)- bzw. pan-Lyn(Total-Lyn, Ladekontrolle)-Erstantikorper/anti-Kaninchen Zweitantikérper, Markerbande
bei 45 kD) und densitometrische Auswertung der optischen Dichten (unten, auf die Ladekontrollen bezogener
Mittelwerte normiert auf die Kontrolle + SEM; n=5; ** = p<0,01) einer elektrophoretischen Auftrennungen (12%

SDS-Gel) von Lysaten der Kontrolle und belasteter NR8383 Zellen (5, 10, 15, 60min; 10 und 40ug/cm? DQ12).

In den reprasentativen Blots ist eine Verringerung der Bandenintensitat bei 56kD - der
Phospho-Lyn(Tyr509)-Bande- mit steigender Quarzdosis innerhalb der verschiedenen
Belastungszeiten zu verfolgen. Zur Relativierung der aufgetragenen Proteinmenge wurde
das Bandensignal der entsprechenden Total-Lyn-Detektion (Ladekontrolle) mit demselben
Molekulargewicht genutzt. Die Ergebnisse der densitometrischen Auswertung zeigen eine
signifikante Lyn-Dephosphorylierung nach einer 5min DQ12-Belastung mit 40ug/cm?.
Insgesamt wird der Phosphorylierungsgrad der Lyn-Kinase durch die Belastung mit
steigender DQ12 Konzentration verringert, sodass Lyn zu allen Belastungszeiten
dosisabhangig aktiviert wird. Allerdings sinkt das Ausmaf der Dephosphorylierung mit der
Lange der Belastung, woraus sich folgendes zeitliches Lyn-Aktivierungsmuster ergibt: 5min >
10 min = 15 min > 60 min.

In weiteren elektrophoretischen Auftrennungen der Lysate der 15 und 60min DQ12
Belastung (10, 40ug/cm?) sollte nun, der FcR-Phagozytosesignalkette folgend, die DQ12-
induzierte Aktivierung der Nicht-Rezeptor-Tyrosin-Kinase (Syk/Zap-70-Kinase) analysiert
werden. Beide, Syk wie auch Zap-70, werden mit der zur Aktinrekrutierung flihrenden
Signalweiterleitung unterhalb des FcR-Rezeptors in Verbindung gebracht (Greenberg et al.

1996), sodass ihre Aktivierung entscheidend fiir die Phagozytose ist.
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Zunachst erfolgte der Nachweis der Expression der Syk-Kinase in NR8383 Zellen, die
anhand der Blotdetektion mit einem pan-Syk-Antikorper (Total-Syk) und einem R-Tubulin-
Antikorper (Ladekontrolle) nach der elektrophoretischen Auftrennung nachgewiesen wurde
(Abb. 3.3.3.2.2).
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Abb. 3.3.3.2.2: Repriasentativer Western Blot (links, pan-Syk (Total-Syk) bzw. B-Tubulin Erstantikérper
(Ladekontrolle)/anti-Kaninchen bzw. anti-Maus Zweitantikérper, Markerbanden bei 66kD bzw. bei 45 kD) und
densitometrische Auswertung der optischen Dichte (links, auf die Ladekontrolle bezogener Mittelwerte
normiert auf die Kontrolle * SEM; n=3) der elektrophoretischen Auftrennung von Lysaten der Kontrolle und
belasteter NR8383 Zelle (15, 60min, 10 und 40ug/cm® DQ12).

Die Western Blot Abbildung zeigt gleichmallige Banden bei 72 kD, deren Intensitat von der
DQ12 Belastung unbeeinflusst bleibt. Die Ergebnisse der densitometrischen Auswertung
dieser Banden relativ zur [3-Tubulin-Bandenintensitat zeigen nach Normierung auf die
Kontrolle ebenfalls eine von der DQ12-Belastung unbeeinflusste Syk-Expression.

Im Folgenden sollte nun die quarzbedingte Aktivierung der Kinase anhand des
Phosphorylierungsstatus analysiert werden. Die Syk-Kinase, die mit der ITAM-Domane von
Immunorezeptoren in Wechselwirkung treten kann, koppelt das Rezeptorsignal mit der
intrazellularen Signalkette und weist daher verschiedene funktionelle Tyrosinreste auf. Die
Analyse der Phosphorylierung der Tyrosine in den Positionen 323, 525/526 wie auch des
Zap(Tyr319)/Syk(Tyr352)-Restes erfolgte unter Verwendung spezifischer Antikdrper.

Eine Phosphorylierung des negativ, regulatorischen Syk-Tyrosins-323 konnte weder in den
Kontrollen, noch DQ12 belastungsbedingt in den Lysaten der NR8383 Zellen nachgewiesen
werden (Abb. 3.3.3.2.3).
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Dagegen zeigte sich eine Phosphorylierung der Tyrosine an Position 525 und 526 der Syk-
Kinase (Abb. 3.3.3.2.4), wie auch des Zap-70(Tyr319)/Syk(Tyr352)-Restes (Abb. 3.3.3.2.5).
Durch die Western Blot Analyse wurde zunachst die DQ12 induzierte Phosphorylierung des
Syk-Tyrosinreste in Position 525 und 526, die sich in der aktiven Schleife der Kinase
befinden und essentiell fir die Syk-Funktion sind (Zhang et al. 2000), mit einem spezifischen
Syk(Tyr525/526)-Antikorper untersucht (Abb. 3.3.3.2.4).
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Abb. 3.3.3.2.4: Reprasentativer Western Blot (links, Detektion: Phospho-Syk(Tyr525/526) bzw. B-Tubulin
Erstantikorper/anti-Kaninchen bzw. Maus Zweitantikorper; Markerbanden bei 66kD bzw. bei 45) und
densitometrische Auswertung der optischen Dichte (rechts, auf die Ladekontrollen relativierter Mittelwerte
normiert auf die Kontrolle * SEM, n=3) der elektrophoretischen Auftrennungen von Lysaten der Kontrolle
und belasteter Zellen (15, 60min; 10 und 40ug/cm?® DQ12).

Eine DQ12-dosisabhangige Phosphorylierung des Syk-Tyrosinrestes an Position 525/526
l&sst sich in der Abbildung des Western-Blots, durch das sich bei 72kD verstarkende
Bandensignal verfolgen. Die densitometrische Auswertung dieser Bande, die auf die
Tubulinbande (Ladekontrolle) relativiert und auf die Kontrolle normiert wurde, zeigt nach
beiden Inkubationszeiten (15 und 60min) eine, sich mit steigender Quarzkonzentration (10
und 4Opg/cm2) verstarkende, optische Dichte (ODnomiert). Die Syk Kinase wird DQ12
dosisabhangige aktiviert, allerdings scheint diese mit der Erhéhung der Belastungszeit von
15 auf 60 min, wie schon bei der Lyn-Kinase zu verfolgen war, abzunehmen.

Wahrend sich eine starkere, quarzbedingte Phosphorylierung des Syk-Kinase
Tyrosin(525/526)-Restes zu einem frihen Belastungszeitpunkt (15min) verfolgen lieR3,
erscheint eine DQ12 dosisabhangige Phosphorylierung des Zap(Tyr319)/Syk(Tyr352)-
Restes erst nach der langen Belastungszeit von 60min (Abb. 3.3.3.2.5). Eine Verstarkung
der Bandenintensitat infolge der Phosphorylierung relativ zur Bandenintensitat der
Ladekontrolle (R-Tubulin) lasst sich in der reprasentativen Abbildung des Western Blots nach
einer Belastungszeit von 60min verfolgen. Auch die Ergebnisse der densitometrischen
Auswertung, der auf B-Tubulin relativierten, auf die Kontrolle normierten optischen Dichten,
zeigen eine spate DQ12 induzierte Aktivierung. Die detektierte Signalintensitat steigt nur

nach einer Inkubationszeit von 60min mit steigender Quarzkonzentration (10 und 40ug/cm?)

-117 -



Kapitel: 3 Ergebnisse

an, sodass nach der 60min Belastung mit der hohen DQ12 Konzentration (40ug/cm?) eine
signifikante Verstarkung der Phosphorylierung des Tyrosinrestes Zap(Tyr319)/Syk(Tyr352)

zu beobachten ist.
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Abb. 3.3.3.2.5: Reprasentativer Western Blot (links, Detektion: Phospho-Zap(Tyr319)/Syk(Tyr352) bzw. (-
Tubulin Erstantikérper/anti-Kaninchen bzw. -Maus Zweitantikorper; Markerbanden bei 66kD bzw. bei 45) und
densitometrischen Auswertung der optischen Dichte (rechts, auf die Ladekontrollen bezogener Mittelwerte
normiert auf die Kontrolle £+ SEM; n=3; * = p<0,05) der elektrophoretischen Auftrennung (12% SDS-Gel) von
Lysaten der Kontrolle und belasteter Zelle (15, 60min; 10 und 40ug/cm’ DQ12).

Bisher konnte eine quarzinduzierte Aktivierung der Lyn-Kinase in Form der
Dephosphorylierung des Tyrosinrestes 509, sowie der Syk-Kinase mit der Phosphorylierung
der Tyrosine in Position 525/526 als auch des Tyrosinrestes Zap(Tyr319)/Syk(Tyr352)
gezeigt werden. Wahrend die Kinasen Lyn und Syk im phagozytotischen Prozess uber die
GTPasen die Aktinrekrutierung vermitteln, ist die im folgenden untersuchte PI3-Kinase unter
anderem an der  Regulation der  Membranverschiebung wahrend der
Pseudopodienverlangerung beteiligt (Cox et al 1999). Im Folgenden soll die
Phosphorylierung der kleineren, regulatorischen p85 Untereinheit der PI3K, die aus einer
110kD- sowie einer 85kD-Untereinheit besteht, untersucht werden.

Die Untersuchung der DQ12 induzierten Aktivierung der PI3K erfolgte durch die
elektrophoretische Auftrennung von Lysaten der Kontrollen sowie 5, 10, 15 und 60 min DQ12
belasteter Zellen (10, 40ug/cm?). Fir die Analyse wurden die Western Blots zundchst mit
einem phosphospezifischen p85-PI3K- gefolgt vom B-Tubulin-Antikérper (Ladekontrolle)
detektiert. Die reprasentative Western Blot Abbildung als auch die Ergebnisse der
densitometrischen Auswertung zeigen eine DQ12 induzierte Phosphorylierung der Bande bei
85kD nach 10 min (Abb. 3.3.3.2.6).

Die Ergebnisse der densitometrischen Auswertung zeigen die Veranderung des
Phosphorylierungsgrades der PI3K nach Quarzbelastung. Nach Belastungszeiten von 5, 15
oder 60min lasst sich keine DQ12-dosisabhangige Aktivierung der PI3K feststellen. Eine

dosisabhangige Phosphorylierung ist nur am Anstieg der auf p-Tubulin relativierten, auf die
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Kontrolle normierten optischen Dichten nach einer Belastungszeit von 10min zu beobachten,

die bei einer Dosis von 40ug/cm? signifikant ist.
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Abb. 3.3.3.2.6: Reprasentativer Western Blot (oben, Detektion: phosphospezifischer-p85PI3K bzw. B-Tubulin
(Ladekontrolle) Erstantikorper/anti-Kaninchen bzw. -Maus Zweitantikorper, Markerbanden bei 116kD bzw. bei 45)
und densitometrischen Auswertung der optischen Dichte (auf die Ladekontrollen bezogener Mittelwerte normiert
auf die Kontrolle * SEM; n=4; * = p<0,05) der elektrophoretischen Auftrennungen von Lysaten der Kontrolle und
belasteter Zelle (5, 10, 15, 60min; 10 und 40pglcm2 DQ12).

Die Intensitat der quarzinduzierten Phosphorylierungen der Kinasen, sowie die Aktivierung
der GTPasen lielRen Uber eine Belastungszeit von 60min nach oder waren sogar nicht mehr
nachweisbar. Ob dieses Aktivierungsmuster von einer verminderten Phagozytoseaktivitat
verursacht wird, die auf eine Inhibition des Rezeptors zurickzufihren ist, sollte nun in einem
letzten Schritt der Analyse der Phagozytosesignaltransduktion untersucht werden. Dabei
wurde der Phosphorylierungsstatus des inhibierenden  FcyRII B-Motivs  (ITIM,
immunoreceptor tyrosinbased inhibitory motif) untersucht, welches in Makrophagen die
Phagozytose negativ regulieren kann (Hunter et al. 1998).

Die Untersuchung der ITIM(Tyr292)-Phosphorylierung erfolgte durch die elektrophoretische
Auftrennung von Lysaten der Kontrollen sowie uber 5, 10, 15 und 60min DQ12 belasteter
Zellen (10, 40pg/cm?). Die Detektion des Phosphorylierungsstatus erfolgte am Western Blot
mit Hilfe eines phosphospezifischen-FcyRII B und des B-Tubulin-Antikdrpers (Ladekontrolle).
In Abb. 3.3.3.2.7 sind ein reprasentativer Western Blot, sowie die graphische Darstellung der
densitometrischen Auswertung zusammengefasst. Belastungen tber 5, 10 und 15min zeigen
keinen Effekt auf die Starke der Phosphorylierung. Eine DQ12 induzierte Intensitatserhéhung

der Bande bei 40kD liel3 sich erst nach einer Belastungszeit von 60min verfolgen, die auch
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anhand der zu R-Tubulin relativierten, auf die Kontrolle normierten Werte der optischen
Dichte zu verfolgen ist. Nur eine Belastung Uber 60min flhrt zu einer dosisabhangigen

Phosphorylierung des ITIM-Motivs, die bei einer Dosis von 40ug/cm? Signifikanz erreicht.
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Abb. 3.3.3.2.7: Reprasentativer Western Blot (oben, Detektion: phosphopspezifischer-FcyRIIb(Tyr292) bzw.
B-Tubulin(Ladekontrolle) Erstantikorper/anti-Kaninchen bzw. -Maus Zweitantikorper, Markerbanden bei
45kD) und densitometrische Auswertung der optischen Dichte (unten, auf die Ladekontrollen bezogener
Mittelwerte normiert auf die Kontrolle * SEM; n=6; ** = p<0,01) der elektrophoretischen Auftrennungen

(12% SDS-Gel) von Lysaten un- und belasteter NR8383 Zellen (5, 10, 15, 60min; 10 und 40pg/cm® DQ12).

In der proteinbiochemischen Untersuchung der Aktivitat der GTPasen und Kinasen liel3 sich
die in Kapitel 1.3 beschriebene FcR-Signaltransduktionskette fir die DQ12-Phagozytose
nachvollziehen. Es konnte gezeigt werden, dass wahrend der Quarzphagozytose die
GTPasen Rac1 und Cdc42, sowie die Kinasen Lyn, Syk und PI3K aktiviert werden, wodurch
der FcyRII als fUr die Aufnahme verantwortlicher Rezeptor spezifiziert wurde. Des Weiteren
hat sich herausgestellt, dass wahrend der 1h Belastung die FcR-Signalkette durch Quarz
innerhalb der ersten 15min aktiviert wird und dann im weiteren Verlauf wieder abebbt, was

durch die Aktivierung des inhibitorischen Rezeptormotiv hervorgerufen sein konnte.
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3.3.4 Durchflusszytometrische Analyse der Quarzaufnahme nach Inhibition
verschiedener Mediatoren der FcR-Phagozytose-Signaltransduktionskaskade

Die Hypothese der FcyRII vermittelte Quarzphagozytose wurde einer weiteren Prifung
unterzogen. Dabei sollte die aktive Beteiligung sowohl der Tyrosin-Kinasen, als auch der
GTPasen, unter besonderer Berticksichtigung von Rac1, an der Partikelaufnahme untersucht
werden. Fur diese durchflusszytometrische Analyse der DQ12 Aufnahme kamen spezifische

Inhibitoren einzelner Mediatoren des Phagozytosesignalweges zum Einsatz.

3.3.4.1 Durchflusszytometrische Analyse des Einflusses der Tyrosin-Kinasen-Aktivitat
auf die Quarzaufnahme

Zunachst sollte der Einfluss der Tyrosin-Kinasen-Aktivitat auf die DQ12 Phagozytose durch
den Einsatz von Genistein untersucht werden. Das Isoflavon Genistein inhibiert spezifisch
die Tyrosinphosphorylierungen der Tyrosin-Kinasen, deren Aktivitat flir die FCcR vermittelte
Phagozytose essentiell ist (Akiyama et al 1987, Greenberg 1993). Die Inhibition erfolgte
durch die Inkubation der NR8383 Zellen vor- und wahrend der DQ12-Belastung (1h, 10 und
40pg/cm?) mit 2 verschiedenen Genistein-Konzentrationen (10 und 50pg/ml), worauf die
Partikelaufnahme, wie zuvor beschrieben durchflusszytometrisch untersucht wurde. Aus der
Auswertung des gemessenen Median SSC ergab sich fir beide Quarzkonzentrationen eine
durch Genistein dosisabhangig reduzierte Partikelaufnahme, die bei der hohen Quarzdosis
und Genistein-Konzentration signifikant war (Abb. 3.3.4.1). Dabei fiihrte die Inkubation mit
Genistein-Konzentrationen von 50ug/ml bei beiden DQ12-Belastungsdosen zu einer
Verminderung des Median SSC, respektive der Aufnahme, auf das Niveau der Aktin- oder
FcyRII-Inhibition.
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Abb. 3.3.4.1: Erhéhung des Median des SSC (Side-Scatter-Angle, Mittelwert in % der Kontrolle (£ 100%) *
SEM; n=3; **= p<0,01 signifikante Reduktion gegen die Kontrolle; Varianzanalyse, 95% Konfidenzintervall)
durch die Belastung mit Quarz iiber 1h mit Dosen von 10 (rechts) und 40ug/cm? (links) unter Inkubation mit
dem Tyrosin-Kinasen-Inhibitor Genistein (10, 50ug/ml).
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3.3.4.1 Durchflusszytometrische Analyse des Einflusses der GTPase Aktivitiat auf die
Quarzaufnahme

Als nachstes sollte die Auswirkung der Inhibition der GTPasen-Aktivierung auf die
Quarzphagozytose untersucht werden. Dabei wurde als erstes der Effekt von Lovastatin auf
die Quarzaufnahme in den Makrophagen untersucht. Das auch fir seine anti-
inflammatorische Wirkung bekannte Statin verhindert tber die Hemmung der Cholesterin-
Biosynthese die Prenylierung der GTPasen (Abb. 3.3.4.2). Dabei inhibiert es die 3-Hydroxy-
3-Methylglutaryl-Coenzym A (HMG-CoA) Reduktase, wodurch die Umwandlung von HMG-
CoA zu Mevalonat und die Bildung der Isoprenyllipide Farnesylpyrophosphat (Farnesyl PP)
und Geranylgeranylpyrophosphat (Geranylgeranyl PP) unterbunden wird. Diese sekundaren
Proteinmodifikationen sind entscheidend fur die Aktivierung der fur die FcR-vermittelten

Phagozytose essentiellen GTPasen (Loike et al 2004, Monick et al 2003).
Acetyl-CoA + Acetoacetyl-Col

l

HMG-Cod,

-Hydrowy-3-methylglutary-
CoA-Reduktase Jl— LOVASTATIN

Mevalonat

Isopentenyl PP

Squalen Geranylgerany! PP
Chol * tori FameSyl e NSC23766 _ Wechselwirkung mit
olesterin * Protein. |  GEF-Bindungstasche
Protein- gerarmyl- von Ract
farnesylierung geramylieruny

{z.B. der GTPasen {z.B. der GTPasen
Ras, RhoB, E, rap2) BhoAa, B; Rac,
Cdc42, rab, rap)

Abb. 3.3.4.2: GTPase-Inhibition durch Lovastatin und NSC23766. (erstellt nach Monick et al
2003; Gao et al 2004).

Die Inhibition erfolgte durch die Inkubation der Makrophagen vor und wahrend der 1h DQ12-
Belastung (10, 40ug/cm?) mit Lovastatin steigender Konzentration (5, 10, 20, 40 und 80uM).
Ein MTT-Assay zeigte, dass bei den eingesetzten Inhibitorkonzentrationen fur beide
Quarzdosen keine signifikanten zelltoxischen Effekte auftraten (Abb. 3.3.4.3). Die
Untersuchung der Partikelaufnahme erfolgte auch hier durchflusszytometrisch, durch die
Analyse der Median SSC-Diagramme (Abb. 3.3.4.4)
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Abb. 3.3.4.3: Im MTT-Assay gemessene Vitalitat (Mittelwert * SEM; n=3; student-t-test) von NR8383 Zellen
nach einer Belastung iiber 1Th mit 10 und 40|.|g/cm2 DQ12 unter Vorinkubation mit Lovastatin steigender
Konzentrationen (5, 10, 20, 50, 80uM).
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Abb. 3.3.4.4: Erhohung des Median des SSC (Side-Scatter-Angle, Mittelwert in % der Kontrolle (£ 100%) *
SEM; n=4; ***= p<0,001 signifikante Reduktion gegen die Kontrolle) durch die 1h Belastung mit 10 (rechts)

und 40ug/cm? (links) DQ12 unter Inkubation mit Lovastatin steigender Konzentration (5, 10, 20, 40, 80uM).

In den Auftragungen des normierten Median SSC gegen die Lovastatin-Konzentration ist fur
beide Quarzkonzentrationen (10ug/cm?, links; 40ug/cm?, rechts) eine von der Lovastatin-
Konzentration abhangige Inhibition der Phagozytose zu verfolgen, die bei beiden
Quarzdosen etwa das Niveau der Aktin- oder FcyRII-Inhibition erreichte. Die Inhibition der
GTPase-Aktivitat fiihrte bei der 10pg/cm? DQ12-Belastung zu einer, jedoch nicht
signifikanten, Reduktion des Median SSC um 15% (80uM Lovastatin). Bei der hohen
Quarzdosis konnte die Aufnahme durch die Inkubation mit Lovastatin dosisabhangig (um
15%, 5uM - 60%, 80uM), mit einer signifikanten Verminderung des Median SSC ab einer
Lovastatin Konzentration von 10uM gesenkt werden. Das Lovastatin-Losungsmittel DMSO

zeigte keinen signifikanten Effekt auf das Mess-Signal.
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In einer weiteren inhibitorischen Aufnahmeuntersuchung wurde der Inhibitor NSC23766
eingesetzt, der im Gegensatz zu Lovastatin, spezifisch nur Rac1 inhibiert. Diese chemische
Substanz zeigt weder auf Rho noch auf Cdc42 einen inhibitorischen Effekt, da NSC23766
spezifische an die GEF(Guanine nucleotide exchange factor)-bindende Proteintasche der
Rac1-GTPase bindet. Rac1-GEF’s sind unter anderem Trio und Tiam1, die den GTP/GDP-
Austausch an der GTPase katalysieren und diesen dadurch aktivieren. Durch die spezifische
Bindung von NSC23766 an die Rac1-GEF-Bindungstasche wird die Aktivierung der GTPase
Rac1, die ein wichtiger Mediator in der FcR-vermittelten Phagozytose ist, unterbunden (Gao
et al 2004).

Die durchflusszytometrische Analyse der Rac1 Inhibition erfolgte nach 24h Vorinkubation mit
50 und 100uM NSC23766 an 1h DQ12-belasteten (10, links; 40ug/cm? rechts) NR8383
Zellen durch die Bestimmung des Median SSC (Abb. 3.3.4.5).
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Abb. 3.3.4.5: Erhohung des Median des SSC (Side-Scatter-Angle, Mittelwert in % der Kontrolle (£ 100%) *
SEM; n=3; *= p<0,05, ***= p<0,001 signifikante Reduktion gegen die Kontrolle; Varianzanalyse, 95%
Konfidenzintervall) nach der 1h Belastung mit DQ12 Dosen von 10 (rechts) und 40ug/cm? (links) unter
Inkubation mit dem Rac1 spezifischen Inhibitor NSC23766 (50 und 100uM).

Wahrend die DQ12-Phagozytose unter Verwendung einer Inhibitorkonzentration von 50uM
nicht signifikant reduziert werden konnte, flihrte die Erhéhung der NSC23766-Konzentration
auf 100puM zu einer signifikanten Reduktion der Partikelaufnahme, wodurch die aktive
Beteiligung von Rac1 an der Quarzaufnahme gezeigt werden konnte. Allerdings wurde mit
NSC23766 unter den experimentellen Bedingungen keine Inhibition in der Starke der Aktin-
oder FcyRII-Inhibition erzielt.

Es konnte gezeigt werden, dass die Quarzphagozytose zum einen von der Tyrosin-Kinasen-
Aktivitat und zum anderen von der GTPase-Aktivierbarkeit, im speziellen Fall des NSC23766
von der Aktivierbarkeit der GTPase Rac1, abhangig ist. Diese Ergebnisse bestatigen weiter

die Beteiligung des FcyRII an der Quarzphagozytose.
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3.3.5 Immunohistochemische Untersuchung der GTPase Rac1 wahrend der
Partikelaufnahme

AbschlieRend wurde die aktive Beteiligung der GTPase Rac1 an der Phagozytose von
DQ12-Partikeln immunohistochemisch untersucht. Die Rac1 Immunohistochemie wurde an
Zytospinpraparationen von NR8383 Zellen nach einer DQ12 Belastung von 15min (10 und
40pg/cm?) mit einem spezifischen Rac1-Erstantikdrper und dem 488-Floureszenz-
Zweitantikorper durchgefihrt. In den Abbildungen der mikroskopischen Phasen-Kontrast-
und  Fluoreszenzaufnahmen ist die aktive Beteiligung der GTPase am
Quarzphagozytoseprozess anhand der Clusterung der GTPase um die Partikel zu verfolgen
(Abb. 3.3.5.1). Wahrend die abgebildeten Zellen der Kontrolle (A, D) eine relativ
gleichmaBige Rac1-Verteilung innerhalb der Zelle zeigen, ist nach der Belastung mit einer
DQ12 Dosis von 10ug/cm? (B, E) und 40ug/cm? (C, F) eine Kondensation der GTPase an

den Partikel (siehe B, C; Phasen-Kontrast) enthaltenden Phagosomen zu verfolgen.

Abb. 3.3.5.1: Reprasentative (n=3, original VergroRerung: x 1000) Abbildungen mikroskopischer
Phasen-Kontrast (obere Reihe)- und Fluoreszenz (488nm, untere Reihe)-Aufnahmen einer Rac1-
Immunohistochemie an Zytospinpraparationen unbelasteter (A, D) und 15min mit einer
Quarzkonzentration 10pg/cm? (B, E) und 40pg/cm?’ (D, F) belasteter NR8383 Zellen.

Somit konnte die aktive Beteiligung der GTPase Rac1 durch drei unabhangige Methoden
(durchflusszytometrischen Messung der Partikelaufnahme unter Rac1-Inhibition mit

NSC23766, Rac1 Pulldown-Assays, Rac1 Immunohistochemie) bestatigt werden.
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3.4 Die Bedeutung der Partikelaufnahme fiir die Entziindungsreaktion

Zum Abschluss sollte untersucht werden, welche Rolle die Partikelaufnahme und die daran
beteiligten Mediatoren, in der Entzindungsreaktion der Makrophagen auf die DQ12-
Exposition spielen. Dies wurde exemplarisch durch die Untersuchung der DQ12 induzierten
NF-kB-Aktivierung, der ROS-Generierung und der TNF-a-Freisetzung unter besonderer

Berticksichtigung des Aktinzellskeletts und des FcyRII analysiert.

3.4.1 Die DQ12 induzierte Entziindungsantwort in NR8383 Zellen

Makrophagen sind Uber die Generierung von ROS, der Aktivierung von NF-kB sowie durch
die Bildung und Freisetzung entziindungsférdernder Chemokine und Zytokine (wie z.B. TNF-
a) malgeblich an der Entwicklung der Quarz induzierten Entzindungen beteiligt (Castranova
2004, siehe Kapitel 1.1.3). Dieser Mechanismus des in vivo zur Entziindung flhrenden
Prozesses sollte zunachst durch die Belastung mit DQ12 in NR8383 Zellen nachgewiesen

werden.

3.4.1.1 Die DQ12 induzierte ROS-Generierung

Die als Initiation der Entzindung angesehene DQ12-Partikel induzierte ROS-Generierung
wurde als erstes untersucht. Dabei kamen mit der ESR-Spektroskopie, unter Verwendung
von DMPO als Spintrap (Radikalfalle), der durchflusszytometrischen Messung der
Rhodamin-Fluoreszenz und der Bestimmung der Chemilumineszenz in einem Lucigenin-
Assay drei unterschiedliche Methoden, zum Einsatz.

Mittels der ESR-Spektroskopie konnte, nach der 1h Belastung von NR8383 Zellen in
HBSS(*/.) mit DQ12 (10, 40ug/cm?), durch die Verwendung des nichtmembranpermeablen
DMPO, die Radikalgenerierung im Zelliberstand (extrazellular) quantifiziert werden (Abb.
3.4.1.1.1). Die exemplarischen ESR-Spektren (links) zeigen, im Vergleich zur Kontrolle, eine
deutliche Verstarkung der Signalintensitaten bei den Magnetischen Feldstérke von 1,5x107,
2,1x107, 2,65x10” und 3,25x10” GauR, infolge der DQ12-Belastung (1h; 10, 40 ug/cm?). Die
Ergebnisse der Auswertung der mittleren ESR-Signal-Intensitdt aus der Analyse dieser
Spektren (rechts) zeigt eine DQ12-dosisabhangige Erhéhung der mittleren ESR-Signal-
Intensitat, die bei 40ug/cm? signifikant ist.

Die durchflusszytometrische ROS-Messung erfolgte an 1h mit DQ12 (10, 40ug/cm?) in
HBSS('/.) belasteten NR8383 Zellen, durch die Messung der Fluoreszenz (530nm) von
Rhodamin. Dieses wird durch die Radikalgenerierung in der Zelle, als Oxidationsprodukt des
nicht fluoreszierenden, zellpermeablen DHR123 gebildet und ist somit ein Mal fir die
intrazellulare ROS Generierung (Abb. 3.4.1.1.2). Die Messung der Rhodamin-Fluoreszenz

wurde dabei unter gleichzeitiger Detektion des SSC durchgefiihrt.
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Abb. 3.4.1.1.1: Reprasentative ESR-Spektren (rechts, 4 Signale des DMPO-Methylradikalprodukts) sowie
Darstellung der mittlere ESR-Signal-Intensitdt (links, Mittelwert £ SEM; n=4; *= p<0,05) der Kontrolle und
DQ12-belasteter NR8383 Zellen (1h; 10, 40ug/cm?).

In den exemplarischen bivarianten FSC-/SSC- und univarianten SSC(gated)-Histogrammen
(linke Doppelreihe) ist die Partikelaufnahme durch die Veranderung der SSC-Verteilung im
Vergleich zwischen Kontrolle und der 1h DQ12-Belastung (40 pg/cm?) zu verfolgen. In den
reprasentativen bivarianten SSC-/FL1-Height(DHR-Fluoreszenz)- und univarianten FL1-
Height(DHR-Fluoreszenz, gated)-Histogrammen der Kontrolle, sowie der 40 pg/cm? DQ12-
Belastung (rechte Doppelreihe) ist die ROS Generierung durch die Verschiebung des
Fluoreszenzsignals zu beobachten. Das bivariante Histogramm der Kontrolle lasst durch das
Auftreten einer relativ dichten Zellwolke eine homogene Granularitats- und
Fluoreszenzverteilung der Zellpopulation erkennen, die sich infolge der belastungsbedingten
(DQ12, 1h, 40 pg/cm?) Granularitéts- wie Fluoreszenzerhdhung ausdiinnt. Die Verteilung der
Messsignale wird durch die Partikelphagozytose und die quarzinduzierte ROS Generierung
inhomogener. Im Vergleich zeigen die, auf einen Messparameter (DHR-Fluoreszenz)
beschrankten univarianten FL1-Height(DHR)-Histogramme der Kontrolle und der 40pg/cm?
Belastung die Verschiebung und Verbreiterung des Maximum der Fluoreszenzintensitat
durch die DQ12 Exposition.

Der aus den Histogrammen ermittelte Median FL1-Height(DHR, Abb. 3.4.1.1.2, unten links)
erhéht sich in Abhangigkeit zur Quarzdosis (DQ12, 1h, 40 pg/cm?), sodass sich bei der
hohen Dosis eine signifikante intrazellulare ROS Generierung ermitteln lieR. Der
durchflusszytometrisch bestimmte DHR-Umsatz, der als Positivkontrolle eingesetzten
Inkubation der NR8383 Zellen mit H,O, (1h, 200uM), zeigt eine sehr hohe, weit Gber der des
Quarzes liegende, signifikante Induktion der intrazellularen ROS Produktion (Abb. 3.4.1.1.2,

unten rechts).
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Abb. 3.4.1.1.2: Reprasentative bivariante FSC/SSC(Forward/Side-Scatter-Angle)- und SSC/FL1-Height
(Side-/Fluoreszenz1, DHR)- sowie univariante SSC- und FL1-Height-Histogramme (oben) der Kontrolle und
der 40 pg/cm’ DQ12-Belastung (1h). Abbildung der ermittelten Erhdhung des Median FL1Heights
(Mittelwert * SEM; n=3; *= p<0,05, ***= p<0,001) fiir eine 1h Belastung von NR8383 Zellen mit DQ12 (unten
rechts; 10, 40 pglcmz) oder H,0; (1h, 200puM; unten links; Positivkontrolle).

Die Messergebnisse der Bestimmung der Gesamt(intra- +extrazellular)-ROS-Bildung, durch
die Umsetzung des Lucigenins mit gebildeten Radikalen (O,”) zu dem, im blauen
Wellenlangebereich emittierenden Luminol, sind in Abb. 3.4.1.1.3 dargestellt. Die
reprasentative Abbildung, der am Luminometer Uber 1h simultan zur Quarzbelastung (0, 10,
40ug/cm?, in HBSS(*/.)) an NR8383 Zellen zu den verschiedenen Messzeitpunkten
aufgenommenen Einzelwerte, zeigen den kurvenformigen Verlauf der Luminolemisssion, mit
bei ca. 1000s auftretenden Maxima (links). Infolge der Quarzbelastung kommt es zu einer
dosisabhangigen Verschiebung des Kurvenverlaufs zu héheren Emissionswerten. Die aus
der Mittelung der Einzelwerte bestimmte Lumineszenz in % der Kontrolle (rechts) zeigt die

bei 40ug/cm? signifikante DQ12 induzierten ROS Generierung.
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Abb. 3.4.1.1.3: Reprasentative Einzelmesswerte der zu den verschiedenen Zeitpunkten aufgenommenen
Chemilumineszenz (20Messungen/1h, alle 3min; links) und die daraus ermittelte Lumineszenz in % der

Kontrolle (Mittelwert * SEM; n=3; *= p<0,05; rechts) zur Bestimmung der Radikalgenerierung in Proben der

Kontrolle (Opug/cm?) sowie nach DQ12-Belastung (10 und 40ug/cm?, 1h).

Durch alle drei Methoden konnte die DQ12-dosisabhangige ROS Generierung beobachtet
werden. Die geringste Sensitivitdt scheint dabei jedoch die Lumineszenzmethode
aufzuweisen. Konnte durch die ESR-Spektroskopie und Durchflusszytometrie eine, wenn
auch nicht signifikante, ROS-Generierung nach einer 10ug/cm?® Belastung gemessen
werden, zeigt sich im Luminol-Assay bei dieser Quarzkonzentration keine Erhdhung der
Lumineszenz im Vergleich zur Kontrolle. Sie wurde daher fur die folgenden Studien der

ROS-Generierung nicht mehr einbezogen.

3.4.1.2 Die DQ12 induzierte Aktivierung des NF-kB-Signalweges

Die in Kapitel 3.4.1.1 in NR8383 Zellen nachgewiesene quarzinduzierte, dosisabhangige
ROS Generierung ist im Zusammenhang mit der Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-
KB beschrieben. Dabei wird der zytosolstdndige NF-kB durch die Phosphorylierung und
Dissoziation der inhibitorischen Untereinheit IkB-a aktiviert, sodass das p50/p65-Dimer in
den Zellkern translokalisiert wird, wahrend IkB-a proteasomal degradiert wird (Kapitel 1.1.3,
Castranova 2004). Die Quarzinduzierbarkeit dieses Prozesses in NR8383 Zellen sollte nun
Uber zwei Methoden untersucht werden.

Der erste, immunohistochemische Ansatz gab einen ersten Hinweis auf die Aktivierung des
NF-kB. In den Abbildungen von Zytospinpraparationen der Doppelfarbung der NF-kB-p65-
Unterheit und DAPI, zeigen die Zellen nach DQ12-Belastung (1h, 10 und 40pg/cm?) eine
Verschiebung des Transkriptionsfaktors vom Zytosol in den Nukleus (Abb. 3.4.1.2.1). Die
mikroskopischen Fluoreszenzaufnahmen der NF-kB-p65-Farbungen (links) lassen, durch die
Verlagerung der Fluoreszenzintensitat von der Kontrolle (A) Uber die Belastung der Zellen
mit 10pg/cm? (B) bzw. 40ug/cm? (C) diese Translokalisierung vom Zytosol in den Nukleus
erkennen. Dabei zeigt die Belastung mit der geringen Quarzdosis im Vergleich zur Kontrolle

fast keine, die mit der hohen Dosis dagegen eine klare Verlagerung Fluoreszenzintensitat in
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den Nukleus. Die Kernausmalle sind anhand der Aufnahmen der DAPI-Farbungen zu
erkennen (rechts; D, Kontrolle; E, 10ug/cm?; F, 40ug/cm?; 1h DQ12).

-

Abb. 3.4.1.2.1: Abbildung mikroskopischer Fluoreszenzaufnahmen (original Vergroferung: x

1000) einer NFkB-p65(488nm, links)- / DAPI(rechts)-Doppelfarbung von Zytospinpraparationen
unbelasteter (A, D) und 1h mit einer Quarzkonzentration von 10ug/cm?® (B, E) und 40ug/cm’ (C, F)
belasteter NR8383 Zellen.

Die Farbung gibt jedoch nur einen ersten subjektiven Eindruck. Zur objektiveren Analyse der
NF-kB Aktivierung wurde in einer Western-Blot-Analyse die Degradierung der inhibitorischen
Untereinheit IkB-a untersucht. Dabei erfolgte nach der elektrophoretischen Auftrennung
zytosolischer Zelllysate DQ12-belasteter (1h, 10 und 40ug/cm?) NR8383-Zellen die Detektion
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der Degradierung der inhibitorischen Untereinheit IkB-a durch einen spezifischen Antikdrper
(Abb. 3.4.1.2.2).
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Abb. 3.4.1.2.2: Reprasentativer Western Blot (links; Detektion: IkBa-spezifischen- bzw. Tubulin-
Erstantikorper/anti-Kaninchen bzw. -Maus Zweitantikorper, Markerbanden bei 29kD bzw. 45kD) und
Abbildung densitometrische Auswertung der optischen Dichten relativ zur Ladekontrolle (rechts;
Mittelwerte normiert auf die Kontrolle * SEM; n=4; ** = p<0,01, *** = p<0,001) der elektrophoretischen
Auftrennung (12% SDS-Gel) zytosolischer Lysate un- und belasteter (1h; 10, 40ug/cm? DQ12) NR8383

Zellen zur Untersuchung der IkBa-Degradierung.

In der reprasentativen Western Blot Abbildung (links) lasst die sich abschwachende IkB-a-
Bandeintensitat bei 35kD, unter gleich bleibender Bandenintensitat der Ladekontrolle (-
Tubulin, 50kD), die Degradierung des Proteins im Zytosol erkennen. Die Darstellung der
densitometrischen Quantifizierung (rechts), bei der die ermittelten optischen Dichten der IkB-
a-Banden auf die des -Tubulins relativiert und auf die Kontrolle normiert wurden, zeigt eine
dosisabhangige, bei beiden Quarzdosen signifikante Reduktion des Signals. Somit konnte
die DQ12 induzierte Aktivierung des NF-kB Uber den Abbau des zytosolstandigen IkB-a

gezeigt werden.

3.4.1.3 Die DQ12 induzierte Freisetzung von TNF-a

Nun wurde exemplarisch, flr die Freisetzung und Bildung pro-infammatorischer Zytokine, die
durch die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB erfolgen sollte, die TNF-a
Konzentration im Zelliiberstand an DQ12 (10 und 40ug/cm?) belasteten NR8383 Zellen nach
4, 8, 16 und 24h untersucht (Abb.3.4.1.3.1). Die durch einen ELISA-Assay bestimmten, auf
die Kontrollen normierten TNF-a-Konzentrationen in den Zelliberstanden zeigen eine sowohl
dosis- als auch zeitabhangige TNF-a-Freisetzung nach 16 und 24h. Nach geringeren
Belastungszeiten (4, 8h) war keine signifikante TNF-a-Freisetzung nachzuweisen. Dagegen
erhéht sich die TNF-a-Konzentration im Uberstand nach einer 16h Belastung mit 40ug/cm?,
sowie mit 10 und 40pg/cm?® nach 24h Exposition, signifikant. DQ12 induziert also wie

erwartet eine dosisabhangige TNF-a-Freisetzung.
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Abb.4.1.1.3.1: Dosisabhéngige TNF-a-
Freisetzung durch NR8383 Zellen
nach Belastung mit DQ12 (10 und
40pglcm2) tiber 4, 8, 16 und 24h in den
** Zelluiberstand.
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In diesem Kapitel konnte gezeigt werden, dass DQ12 die ROS Generierung, sowie die
Aktivierung des NF-kB, und die TNF-a-Freisetzung in NR8383 Zellen induziert. Diese drei
verschiedenen pro-inflammatorischen Reaktionen der Makrophagenzelllinie auf die
Quarzbelastung scheinen, wie in Kapitel 1.1.3 beschrieben, mechanistisch miteinander
gekoppelt zu sein. Die ROS-Generierung bewirkt demnach die NF-kB-Aktivierung, was zur
Bildung von TNF-a fiihrt. Es stellt sich jedoch nun die Frage, welche Rolle die DQ12-
Aufnahme selbst und die an der Phagozytose der DQ12-Partikel beteiligten Mediatoren (z.B.
Aktin und FcyRII) in diesem Mechanismus spielen. Die Zusammenhange zwischen der
Partikelaufnahme und der pro-inflammatorischen Reaktion auf die Partikelexposition soll im
Folgenden an der Untersuchung der Aktin- und FcyRII-Abhangigkeit der ROS Bildung sowie

der TNF-a-Freisetzung aufgeklart werden.
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3.4.2 Rolle des Aktinzytoskeletts in der pro-inflammatorischen Reaktion auf
DQ12 in NR8383 Zellen

In Kapitel 3.2 wurde in der inhibitorischen Aufnahmestudie mit Cyt-D gezeigt, dass die
Quarzaufnahme von der Aktinkomponente des Zytoskeletts abhangig ist. Nun sollte in einer
weiteren Untersuchung mit Cyt-D, der Einful3 der Partikelaufnahme bzw. des Aktins auf die
DQ12 induzierte pro-inflammatorische Reaktion durch die Analyse der ROS Generierung,

sowie der TNF-a-Freisetzung ermittelt werden.

3.4.2.1 Die Rolle des Aktins in der DQ12 induzierten ROS Generierung

Um eine Aussage uber die Abhangigkeit der DQ12 induzierten ROS Generierung von der
Aktin Komponente des Zytoskeletts machen zu kénnen, wurde diese nach der Inhibition mit
Cyt-D ESR-spektroskopisch, sowie durchflusszytometrisch untersucht.

Die ESR-spektroskopische Analyse der extrazellularen ROS Bildung erfolgte, unter
Verwendung von DMPO an NR8383 Zellen in HBSS(*/.) ohne oder nach Vorinkubation mit
Cyt-D (1,5 pug/ml, 30min) oder DMSO (0,75%, 30min) gefolgt von der DQ12 Belastung (1, 3h;
10 und 40ug/cm?). In den reprasentativen ESR-Spektren der Ansétze ohne Inhibition (Abb.
3.4.2.1.1, links) ist zunachst wieder die DQ12 dosisabhangige Verstarkung der Signale bei
magnetischen Feldstarken von 1,5x10”, 2,1x10’, 2,65 x10" und 3,25x10’ GauR zu
beobachten. Die Inkubation mit dem Cyt-D-Lésungsmittel DMSO (Abb. 3.4.2.1.1, mitte),
scheint keinen Einfluss auf die Intensitat der ausgebildeten Signale zu haben, wohingegen
die Aktininhibition, durch die Inkubation mit Cyt-D, die Ausbildung von Signalen nahezu
unterbindet (Abb. 3.4.2.1.1, rechts).

|,nms 0/-Cyt-D lonms 0/-Cyt-D +DMSO/+Cyt-D

-u-"“"'“\"/‘-.l*‘»u\.ﬂ"ﬁw\wﬂ?.w Mﬂufa" fofia ‘ . . Kontrolle

WW‘WWNWMKODWHQ

T T T T T T
1x10” 2x10” ax10’ 4x10’ 120" 2x10 Ixt’ 4x10’ 1xto’ 2x10’ axin’ Axin’

tische F G 1 M. tische F G

Abb. 3.4.2.1.1: Reprasentative ESR-Spektren aufgenommen nach einer 1h DQ12 Belastung mit steigender Dosis
(0, 10, 40ug/cm®) ohne und unter Inkubation mit DMSO (0,75%, Cyt-D Solvenz) oder Cyt-D (1,5ug/ml).

Die aus den, jeweils nach einer 1h und 3h Messung, ermittelten mittleren ESR-
Signalintensitaten zeigen die DQ12-dosisabhdnge ROS Bildung sowohl durch die nicht als
auch durch die DMSO vorbehandelten Zellen. Nach der Belastung tber 1h wie 3h bei der
hohen Quarz-Dosis (40ug/cm?) im Vergleich zu der entsprechenden Kontrolle (nicht oder
DMSO vorbehandelte Zellen ohne Quarzbelastung) zeigt diese Signifikanz (Abb. 3.4.2.1.2).

Dennoch scheint die Vorinkubation mit DMSO eine leichte, wenn auch nicht signifikante
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Absenkung der ROS-Generierung im Vergleich zur nicht vorbehandelten Zelle, besonders
nach der Quarzbelastungszeit von 1h, zu bewirken, was den Radikalscavenger
Eigenschaften des L&sungsmittels zuzuschreiben sein kénnte. Im Gegensatz dazu wird
durch die Aktininhibition die quarzinduzierte ROS-Bildung vollstandig (auf Kontroliniveau)
unterdriickt. Weder nach der 1h, noch nach 3h Belastung mit bei beiden Quarzdosen zeigen
sich signifikante Unterschiede zur entsprechenden Kontrolle (mit Cyt-D vorbehandelte Zellen
ohne DQ12 Belastung). Ein weiterer statistischer Vergleich zwischen der Belastung mit und
ohne Aktininhibition konnte eine signifikante Inhibition der ROS Bildung zeigen. Die
quarzinduzierte extrazellulare ROS-Bildung ist demnach von der Partikelaufnahme oder von

der Funktionalitat des Aktinzytoskelett abhangig.

1600
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Bei der durchflusszytometrische Methode, die den Vorteil einer Mehrparameterstudie bietet,
wurde simultan zur intrazellularen ROS-Generierung tUber die Rhodamin-Fluoreszenz, die
Partikelaufnahme durch den SSC untersucht. Dies ermoéglicht zum einen beide Parameter

miteinander in Verbindung zu bringen und andererseits das Partikelaufnahmeverhalten unter
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den zur Messung der ROS Generierung eingeflhrten experimentellen Bedingungen zu
Uberprifen. Die Messung der ROS-Bildung erforderte den Wechsel der
Belastungsumgebung, da Mediumskomponenten als Radikalfanger wirken kbénnen, die die
Assay-Sensitivitat senken. Die Partikelbelastung und -aufnahme erfolgte daher in HBSS(*/.)
anstelle von Medium, was zur Veranderung der Quarzphagozytoserate fuhren kdnnte. Doch
wie sich aus der Untersuchung der Partikelaufnahme (Belastung mit DQ12; 1h; 10,
40pg/cm?; ohne und mit Cyt-D- bzw. DMSO-Inkubation) an NR8383 Zellen in Medium oder
HBSS(*/,) mit und ohne DHR-Zugabe ergibt, wurde weder die DQ12 Aufnahme noch die
Inhibition durch den Austausch des Mediums mit HBSS('/.) oder die Zugabe von DHR
signifikant beeinflusst (Abb. 3.4.2.1.3).

HBSS (+/+) Medium

200 -
180 .

160 "
140 -
120 T

100

80 —

60 —

40 -

20 -

0
DQ12[ngcm2]: 0 10 40 01040 01040 0 1040 01040 0 1040 0 10 40 01040 010 40
DMSO: - - - - - - + +++ ++ +F++F F+ - - - +++ +++

CytD: - - - - - - T N T T T R T g e
DHR: - --+++ = -«# +4 oottt 4+ =n = oo- +++

Median SSC-Height [% der Kontrolle]

Abb. 3.4.2.1.3: Ermittelter Median SSC (Mittelwert in % der Kontrolle (= 100%) * SEM; n=3; * = p<0,01, ¥ =
p<0,001 signifikante Inhibition der DQ12 Aufnahme) einer durchflusszytometrischen Messung an NR8383 Zellen
nach Quarzbelastung (1h; 10, 40ug/cm?) ohne und unter DMSO (0,75%) bzw. Cyt-D (1,5mg/ml) Vorbehandlung in
Medium oder HBSS'/, mit und ohne DHR Zugabe.

Die Durchflusszytometrische Analyse der ROS Generierung Uber die Messung des Median
FL1Height (DHR-Fluoreszenz) an NR8383 Zellen in HBSS(*/.) nach DQ12-Belastung (1h;
10, 40pg/cm?) ohne und mit Cyt-D- bzw. DMSO-Vorbehandlung (Abb. 3.4.2.1.4), wurde
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somit unter gleichen Aufnahmebedingungen wie zuvor in Medium durchgefiihrt (siehe Abb.
3.2.1.3).

@ 240 - «
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N 220
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§ 180 ] [ ] SEM; n=4; *= p<0,05 signifikante
T ol il T Induktion und * = p<0,05, * = p<0,01,
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Q ] .
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Die durch die Auswertung des detektierten Median FL1-Height(DHR), als Mal} fir das
intrazellular durch die Generierung von ROS umgesetzte DHR123, ermittelte DQ12-
dosisabhange Erhohung der Fluoreszenz ohne Aktininhibition oder DMSO-Vorbehandlung
zeigt bei einer Quarzkonzentration von 40ug/cm? Signifikanz. Eine zusatzliche DMSO-
Inkubation fiihrt, wie schon bei der ESR-Messung, zu einen nicht signifikanten
Radikalscavenger Effekt. Des Weiteren bewirkt auch hier die Aktininhibition eine vollstandige
Unterdriickung der quarzinduzierten ROS-Bildung. Dabei wurde bei beiden Dosen
gegenlber der nichtinhibierten Zelle eine signifikante Inhibition erreicht. Die Quarz induzierte
intrazellulare ROS-Generierung ist demnach von der Partikelaufnahme selbst abhangig oder
ist ein Aktin-mediierter Prozess.

Dies kommt besonders im Korrelationsdiagramm (Abb. 3.4.2.1.5), das durch die Moglichkeit
der durchflusszytometrischen Mehrparameteruntersuchung uber die gleichzeitige Messung
des Median FL1-Height(DHR) und des Median SSC erstellt werden konnte, zur Geltung. In
diesem wurden die Mittelwerte des Median FL1-Height(DHR) gegen die des Median SSC fur
die verschiedenen Belastungskonzentrationen (10ug/cm? hell, 40upg/cm? dunkel) ohne
Inhibition (Quadrat), nach DMSO-Vorbehandlung (Kreis) oder unter Aktininhibition (Dreieck)
aufgetragen und (Uber eine lineare Regression analysiert. Der ermittelte
Regressionskoeffizient von 0,985 fiir die geringe (10pg/cm?) und 0,996 fiir die hohe
(40ug/cm?) Quarzdosis zeigt die gute Korrelation zwischen Partikelaufnahme und ROS-

Generierung.
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Abb. 3.4.2.1.5: Korrelation zwischen der Partikelaufnahme (Median SSC, Mittelwert £+ SEM; n=4) und der ROS-
Generierung (Median FL1Height, Mittelwert £ SEM; n=4) nach einer 1h Belastung mit 10 (hell) und 40 (dunkel)
pg/cm? mit DQ12 ohne (Quadrate) und nach Vorbehandlung mit DMSO (Kreise) oder Cyt-D (Dreiecke). Eine
lineare Regression ergab einen Regressionskoeffizienten von 0,985 fiir die geringe (10pglcm2) und von 0,996 fiir

die hohe (40pg/cm?) Quarzdosis.

3.4.2.2 Die Rolle des Aktins in der DQ12 induzierten Freisetzung von TNF-a

Da die Aktin-regulierte oder partikelaufnahmeabhangige ROS-Generierung an der TNF-a-
Freisetzung und —Bildung beteiligt sein sollte, wurde nun die Freisetzung dieses pro-
inflammatorischen Zytokines in Abhangigkeit zur Funktionalitdt des Aktinzytoskeletts
untersucht. Dabei erfolgte die Untersuchung der TNF-a-Freisetzung mittels eines ELISA-
Assays an Zelliberstanden von NR8383 Zellen nach einer 24h Belastung mit DQ12 (10, 20
und 40pg/cm?) unter nicht toxischen Bedingungen (MTT-Assay, Abb. 3.4.2.2.1, rechts). Nach
der Belastung der NR8383 Zellen ohne und unter DMSO Vorinkubation ergab sich eine
dosisabhangige, bei DQ12-Dosen von 20 und 40ug/cm? signifikante, Erhéhung von TNF-a in
den Zelliberstanden (Abb. 3.4.2.2.1, links). Das Cyt-D-Losungsmittel DMSO hat somit
keinen Einfluss auf die zellulare Zytokinabgabe. Die DQ12 induziert TNF-a-Freisetzung
konnte dagegen durch die Inhibition des Zytoskeletts bei Quarzdosen von 20 und 40ug/cm?
signifikant auf das Kontrollniveau gesenkt werden. Damit sollte die TNF-a-Freisetzung
entweder von der Funktionalitat des Aktinzytoskeletts, von der Partikelaufnahme oder ROS-

Generierung abhangig sein.
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Abb.4.1.1.3.1: Mittels ELISA-Assays untersuchte dosisabhdngige TNF-a-Freisetzung (links, auf die Kontrolle (= 1)
normierter Mittelwerte £+ SEM; n=3; *= p<0,05, ** = p<0,01 signifikante Induktion und *z p<0,05, o= p<0,01
signifikante Inhibition der TNF-a-Freisetzung) durch NR8383 Zellen nach Belastung mit DQ12 (24h; 10, 20,
40pglcm2) ohne und nach Vorbehandlung mit DMSO (0,75%) oder Cyt-D (1,5ug/ml). In einem MTT-Assay (rechts,
Vitalitat in % der Kontrolle; Mittelwert * SEM; n=3)ergab sich weder durch die DQ12 (10 und 40pg/cm?)-Belastung
noch durch die Inhibition innerhalb der 24h Inkubation eine signifikante zelltoxische Wirkung.
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3.4.3 Rolle des FcyRII in der partikelinduzierten Entzindungsreaktion in
NR8383 Zellen

In Kapitel 3.3 konnte der Einfluss des FcyRII auf die Quarzphagozytose gezeigt werden. Um
nun die Rolle des FcyRII in der DQ12 induzierten Entzlindungsreaktion zu analysieren sollte
untersucht werden, ob durch den spezifischen FcyRII-Antikérper dieselbe ROS Generierung

und TNF-a-Freisetzung induziert wird wie durch die Belastung mit Quarzpartikeln.

3.4.3.1 Die Rolle des FcyRII in der DQ12 induzierten ROS Generierung

Der Vergleich der Induktion der ROS-Generierung durch die Inkubation mit dem FcyRII-
Antikérper (1h; 1:200 verdiinnt) oder den Quarzpartikeln (1h; 10, 40ug/cm?) erfolgte wieder
mittels ESR-Spektroskopie und Durchflusszytometrie.

In den reprasentativen ESR-Spektren, welche zur Quantifizierung der extrazellularen ROS-
Generierung durch die Messung der DMPO-Methylradikalbildung an NR8383 Zellen genutzt
wurde, sind wieder Signale bei den magnetischen Feldstarken von 1,5x107, 2,1x10’, 2,65
x107 und 3,25x10” GauR zu beobachten. Die Intensitdt erhoht sich zum einen nach der
Quarzbelastung dosisabhangig und zum anderen durch die Inkubation mit dem FcyRII-
Antikorper (Abb. 3.4.3.1.1).

A A A . FcR-Ab Abb. 3.4.3.1.1: Reprisentative ESR-

T Spektren der Messung des DMPO-

Methylradikalprodukts nach der
Belastung von NR8383 Zellen uiber 1h
mit DQ12 (10, 40pg/cm?®) oder dem
FcR-Ab.

%WMMMOHIFOHE

1x10° 2x10°7 3x10° 4107

Magnetische Feldstérke [Gauss]

Die Auswertung der Spektren zeigte eine DQ12-dosisabhangige Erhéhung der mittleren
ESR-Signal-Intensitat, die bei der hohen Dosis (40ug/cm?) eine dhnliche Starke aufweisen
wie die FcyRII-Antikérper induzierte Radikalbildung (Abb. 3.4.3.1.2). Somit wird sowohl
durch Quarz als auch durch den FcyRII-Antikdrper eine extrazellulare Bildung von ROS in
ahnlicher Starke induziert.

Die durch die Messung der Rhodamin-Fluoreszenz durchflusszytometrisch untersuchte
intrazellulare ROS-Generierung zeigt ein ahnliches Ergebnis (Abb. 3.4.3.1.2). Durch die
Inkubation von NR8383 Zellen mit DQ12 oder dem FcyRII-Antikérper ist eine Verschiebung
des Median FL1Height, der aus den bivarianten SSC-FL1- und univarianten FL1-
Histogrammen bestimmt wurde, zu héheren Fluoreszenzintensitaten zu beobachten. Die so

bestimmte intrazellulare Bildung von ROS ist DQ12-dosisabhangig und nach Belastung mit
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der hohen Quarzdosis (40pg/cm?) von etwa gleicher Stérke wie die FcyRII-Antikdrper
induzierte. Quarz und FcyRII-Ab induzieren zeitgleich eine intrazellulare ROS-Generierung

von gleicher Starke.
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3.4.3.2 Die Rolle des FcyRII in der DQ12 induzierten TNF-a-Freisetzung

Nach dem Vergleich zwischen der FcyR-Antikérper und Quarz induzierten ROS-
Generierung, die mit der Freisetzung und Bildung von TNF-a in Verbindung gebracht wird,
sollte nun der Effekt der spezifischen FcyR-Aktivierung durch den Antikorper im Vergleich zu

der durch Quarz auf die Freisetzung des Zytokins untersucht werden.
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Die durch einen ELISA-Assay ermittelten TNF-a-Konzentrationen in den Uberstanden DQ12
(4h; 10,40ug/cm?) oder FcyR-Antikdrper (4h; 1:200 verdiinnt) inkubierter NR8383 Zellen,
zeigt sowohl eine quarzdosisabhangige, als auch FcyR-Antikdrper verursachte Zytokin-
Freisetzung (Abb. 3.4.3.2.1). Zu diesem Belastungszeitpunkt ist allerdings nur die auf die
Kontrolle normierte FcyR-Antikorper induzierte TNF-a-Abgabe signifikant gegen die Kontrolle
erhoht. Die Antikérper induzierte zellulare Zytokinabgabe scheint somit schneller zu erfolgen
als die durch DQ12. Es konnte also mdglich sein, dass die quarzinduzierte TNF-a-
Freisetzung Uber den FcyR ablauft. Die Zeitverzogerung koénnte darauf begriindet sein, dass
die Partikel zunachst opsoniert werden missen, wahrend der Antikérper direkt mit dem

Rezeptor interagieren kann.

£ ] * Abb.4.1.1.3.1: Dosisabhingige (DQ12 10,
§ 1.4+ ) 40ug/cm?) und FcR-Ab induzierte TNF-a-
- 1‘2__ —_— Freisetzung (ELISA-Assay, normierter

Mittelwerte * SEM; n=3; ** = p<0,01
signifikante Induktion) durch Inkubation

081 von NR8383 Zellen iiber 4h.

0,6
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Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die quarzinduzierte ROS-Generierung und
TNF-a-Freisetzung abhangig von der Partikelaufnahme oder Aktin-vermittelt in ahnlichem

Ausmal} wie die FcyR-Antikorper verursachte Immunantwort ablauft.

- 141 -



Kapitel: 3 Ergebnisse

- 142 -



Kapitel 4: Diskussion

Kapitel 4: Diskussion

4.1 Biologische Relevanz der Modellpartikel (DQ12, CB, TiO2, SWNT’s) und der
Partikeldosis

4.1.1 Modellpartikel-Relvanz

In dieser Studie wurden sowohl die schwerldslichen Modellpartikel (PSP, poorly soluble
particulates) CB fine (& 0,26um), CB ultra-fein (printex90, @ 0,014um), TiO, fine (& 0,26um)
und TiO, ultra-fein (& 0,025um) geringer Toxizitat, wie auch das schwerlésliche DQ12 (&
0,96um) hoher Toxizitat sowie technologisch hergestellte SWNT's (@ 0,001, Lange 1um)
verwendet. Diese Modellpartikel, wie auch die SWNT'’s zeichnen sich dadurch aus, dass sie
innerhalb einer Population, im Gegensatz zu den z.B. durch Kollektoren gesammelten
Umweltstauben (PM4, PM,5), homogene chemische und physikalische Eigenschaften (z.B.
eine Komponente, gleichmaRige GroRenverteilung) aufweisen und in zahlreichen
Untersuchungen bereits genau charakterisiert wurden.

Bei den gesammelten Umweltpartikeln (,realen Partikeln, z.B. PM,s5, PM,;) dagegen,
handelt es sich um komplexe Mischungen, aus vielen verschiedenen I8slichen und
unléslichen Komponenten unterschiedlicher GroRe und Zusammensetzung, welche die
unterschiedlichsten Effekte auf biologische Systeme haben kénnen. So enthalten, die bei
mechanischen Prozessen anfallenden PM,o-Fraktionen (grobe, coarse & = 2,5-10um) im
Wesentlichen biologische Materialien wie Bakterien und Krustenmaterial (Erde, Meersalz).
Die meist in Verbrennungsprozessen entstehenden feinen PM, s (& = 0,1-2,5um) und ultra-
feinen PM (J < 0,1um) bestehen dagegen im grundlegend aus einem Kern aus elementarem
Kohlenstoff, der mit Metallen, Nitraten, Sulfaten und organischen Kohlenwasserstoffen
ummantelt ist (Tao et al. 2003, Nel 2005). Allen drei GroRenfraktionen werden Effekte, auf
die Erhéhung der Risiken von Herz/Kreislauf- und Lungenerkrankungen zugeschrieben.
Welche Fraktion jedoch die entscheidende ist, wird kontrovers diskutiert (Churg et al. 2000,
Pope et al. 2002, Tao et al. 2003, Kappos et al. 2004). Einige Untersuchungen schatzen das
von den PM,s ausgehende Gesundheitsrisiko hoéher ein, andere beschreiben die PM;o-
Fraktion als die gefahrlichere (Schwartz et al. 1996, Ostro et al. 1999, Pope et al. 2002). In
weiteren Studien wird den ultra-feinen Partikelfraktionen ein hohes gesundheitsschadliches
Potential zugeordnet (Wichmann et al. 2000, Oberdérster 2001). Eine an Hunden
durchgeflhrte Inhalationsstudie mit CAP’s (Concentrated Ambient Particles, 0,1-2,5um, in
speziellen Partikelkollektoren gesammelt) brachte eine Veranderung des Zellprofils im Blut,
wie auch im respiratorischen Trakt der Versuchstiere hervor (Clarke et al. 2000). Zwei
humane Inhalationstudien dagegen zeigten nach einer CAP’s- oder PM, s-Exposition nur die

Induktion einer milden Entzindung im tieferen respiratorischen System, ohne
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immunmodulatorische Auswirkungen in Blut oder Lunge (Ghio et al. 2000, Harder et al.
2001). Ex vivo (BAL-AM, Ratten) fuhrte die Belastung mit groben PM-Fraktionen (2,5-10um)
zu einer starkeren Freisetzung inflammatorischer Zytokine als die mit einer feinen (IL-6 und
TNF-a, Hetland et al. 2005). Des Weiteren konnte in vivo mit groben und feinen PM-
Fraktionen gezeigt werden, dass die Instillierung von groben im Gegensatz zu der mit feinen
zu einer Entziindungsreaktion in der Lunge flihrt (Schins et al. 2004). Die Ermittlung der
umweltmedizinischen Relevanz der verschiedenen GrofRenfraktionen wird zudem erschwert,
da ihre Zusammensetzung und somit ihr pathogener Charakter mit geographischen,
klimatischen und saisonalen Gegebenheiten, unter denen sie gesammelt wurden, variiert
(Bonner et al. 1998, Frampton et al. 1999, Becker et al. 2005). Diese exemplarische Auswahl
komplizierter und teilweise kontroverser Ergebnisse, zeigt die Problematiken, die sich aus
der Untersuchung komplexer Umweltpartikel ergeben. Eine mechanistische Untersuchung
der molekularen Vorgange, die der pathologischen Wirkung der Umweltpartikel zugrunde
liegen, wird durch diese Komplexitdt und Variabilitdt der ,realen Partikelfraktionen
erschwert. Im Gegensatz dazu weisen die in dieser Studie eingesetzten Modellpartikel eine
konsistente, homogene Zusammensetzung auf. Damit eigenen sie sich besser flr eine
grundlegende mechanistische Untersuchung, deren Ergebnisse auch dazu dienen kdnnen
Wirkungsweisen der ,realer” Umweltpartikel zu klaren.

Ein weiterer Vorteil der Modellpartikel ist, dass sie als Fraktionen mit einer bestimmten
Grolienverteilung gleicher physikalisch-chemischer Eigenschaften kommerziell erhaltlich
sind. Dabei sind sie in groReren Mengen erwerbbar und meist mit gleichen Eigenschaften
nachlieferbar.

Zudem bieten Modellpartikel den Vorteil, dass in Folge zahlreicher bereits mit ihnen
durchgefiihrter Untersuchungen, ein breites Wissen Uber ihre physikalisch-chemischen,
toxikologischen und biologischen Parameter existiert. Fir die meisten Partikel liegen Daten
von grundlegenden Eigenschaften, wie z.B. die GroRenverteilung, Oberflichenabmessung
und Komposition vor, auf die zurlickgegriffen werden kann und/oder die
Vergleichsmdglichkeiten bieten. So sind z.B. Oberflachenabmessung, Komposition und
Zelltoxizitat verschiedener Quarzmodellpartikel, die zu Vergleichszwecke eingesetzt werden
kénnen, eingehend untersucht worden (Fenoglio und Fubini 2000, Clouter et al. 2001). Fir
die hier verwendeten DQ12-Partikel wurde Dbereits die  Groflenverteilung
elektronenmikroskopisch ermittelt. Durch zahlreiche in vitro wie auch in vivo Studien existiert
zudem ein groBer Datensatz Uber die biologischen und toxikologischen Eigenschaften (z.B.
Entziindungsférdernde Wirkung oder Karzinogenitat) dieser Quarzpartikel (Borm et al. 2000,
Knaapen et al. 2002, Albrecht et al. 2004, Albrecht et al. 2005). Dieser Datenkatalog bietet

einerseits eine Vergleichsmdglichkeit und andererseits kann durch die Arbeit mit diesem
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Partikel ein Beitrag zur Vervollstandigung des Bildes Uber den pathogenen Charakter dieses
geleistet werden.

Der der Einsatz von Modellpartikeln ist weit verbreitet und wissenschaftlich anerkannt. So
wurden Quarz-, CB-, und TiO,-Modellpartikel bereits von vielen Arbeitsgruppen verwendet,
um die pathogene Wirkung von Partikeln grundlegend zu untersuchen. Unter anderem
haben z.B. Driscoll und Mitarbeiter mit Modellpartikeln wie kristallinem SiO, und TiO, die
pulmonalen Effekte dieser beiden Partikel in vivo an Ratten vergleichend untersucht (Driscoll
et al. 1990 a, b). Eine andere Studie hebt unter Verwendung verschiedener Modellpartikel
die unterschiedliche Stimulation des Immunsystems durch fibrogene Quarzpartikel im
Vergleich zu nicht-fibrogenen TiO,-Partikeln hervor (Oghiso und Kubota 1987). Weitere
Studien nutzen Modellpartikel, um den Einfluss der GroRen, z.B. durch den Einsatz von CB
und/oder TiO, verschiedener Oberflachenabmessungen (Renwick et al. 2004, Stroeger et al.
2006), unterschiedlicher Oberflachenmodifikationen, z.B. lber die Untersuchung von TiO,
oder SiO, mit verschiedenen Oberflachenummantelungen (Wahrheit et al. 2005, Albrecht et
al. 2005) oder von Umweltmodulatoren wie z.B. Ozon oder Endotoxinen (Elder et al. 2000)
auf den pathogenen Charakter einer partikuldren Substanz zu untersuchen. Eine weitere
Anwendung finden Modellpartikel in Vergleichsstudien, die sich mit der Expositionsmethode
wie Inhalation oder Instillation (Wahrheit et al. 2005), oder der Interspeziesvarianz auf
pulmonale Effekte in Ratten, Mdusen oder Hamstern (Bermudez et al. 2004) beschéftigen.
Auch werden Modellpartikel dazu genutzt, um die pathogenen Auswirkungen der Exposition
mit der, ,realer® Partikel zu vergleichen. So wurden z.B. CB-Partikel (& = 100nm, 99%
Kohlenstoff), DEP (Diesel Exhaust Partikeln, @ = 400nm, 85% Kohlenstoff) und UAM (Urban
Ambient Particulate Matter, @ = 2um, 15% Kohlenstoff) in einer vergleichenden Studie
untersucht (Don Porto Carera et al. 2001). In einer anderen Studie wurde die
partikelinduzierte Immunantwort durch die Exposition mit Umweltpartikeln im Vergleich zu a-
Quarz als pathogene Positivkontrolle und TiO, als inerte Negativkontrolle untersucht (Stringer
und Kobzik 1998). Von groRer Bedeutung ist ebenso der Einsatz von Modellpartikeln zur
Untersuchung von molekularen Mechanismen, wie z.B. der Partikel induzierten
Signalkaskade, die zur NF-kB-Aktivierung (Hubbard et al. 2002, Albrecht et al. 2004),
Apoptose (lyer et al. 1996, Thibodeau et al. 2003) oder Proliferation (Albrecht et al. 2002,
Tamaoki et al. 2004) fuhrt. Des Weiteren haben Modellpartikel seit langem einen grofRen
Stellenwert in der mechanistischen Untersuchung der Partikelaufnahme an Makrophagen
und anderen Zelltypen gewonnen (Kolb-Bachhoven 1992, Kobzik 1995, Camner 2002,
Geiser 2005).

Der Einsatz von Modellpartikeln eignet sich also besonders fur mechanistische Studien, da
sie eine konsistente Groflen- und Komponentenverteilung aufweisen, deren Eigenschaften

bekannt sind. Dies ermdglicht eine Studie, die durch viele Untersuchungen mit dem gleichen
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Partikel (in groRen Mengen erhaltlich) zu umfassenden und reproduzierbaren Resultaten
fuhren kann. Auf der anderen Seite sind die Modellpartikel (feines und ultrafeines CB- und
TiO,- sowie Quarz-Partikel) allerdings auch nicht zufallig gewahlt, sondern besitzen, da sie
ebenso real in der Umwelt vorkommen, eine umweltmedizinische Relevanz. Sie sind unter
anderem Komponenten der Umweltstaube (PM), die durch Industrie, Landwirtschaft oder
natirliche Prozesse emittiert werden.

Die gesundheitlichen Risiken, die von kristallinen Silikatpartikeln ausgehen sind vor allem
aus der Arbeitsmedizin bekannt. Wie schon in Kapitel 1.1.2 eingehend beschrieben, konnte
ein Zusammenhang zwischen der chronischen Exposition von Arbeitern gegenuber
Quarzstauben, z.B. im Berg-, Stralken- oder Tunnelbau, und der Entwicklung von Silikose
oder Krebs festgestellt werden. Der karzinogene Charakter von kristallinen Silikaten wurde
von der IARC (International Agency for Research on Cancer) 1997, durch die Einstufung als
Klasse-I-Karzinogen, festgehalten (IARC Monographs on the evaluation of carcinogenic risks
to humans, 1997). Des Weiteren wurde 1996 durch die US Environmental Protection Agency
(EPA) auf die, von der Quarzexposition ausgehenden, umweltgesundheitlichen Risiken
hingewiesen. Von der Agentur wurden dabei die nichtarbeitsbedingten Risiken
bericksichtigt, die sich vor allem auf nichtkarzinogene Gesundheitsbeeintrachtigungen
beziehen (EPA, 1996). Silikate sind in der Natur in Gestein und Erde weit verbreitet und
werden natlrlich oder industriell (z.B. Landwirtschaft und Bergbau) in die Umwelt freigesetzt.
Dabei reichern sie sich auch in den Umweltstauben an. Messungen in den USA zeigten
Quarzkonzentrationen von 3 bis 8ug/m? in urbanen Gebieten (Davis et al. 1984). Eine Studie
in Rom ergab eine Quarzverteilung in den PM von 1,7-3,4%, was einer Konzentration von
0,6-1,5ug/m® entspricht (Puledda et al. 1999). Dies erscheint bei einer typischen
Umweltpartikelkonzentration von 10-45 pg/m? fiir PM;o und 10-30 ug/m? fiir PMy s (jahrliches
Mittel) bzw. von 50-200 pg/m?® fiir PM;o und 40-150 pg/m® fiir PM,s (maximaler taglichen
Mittelwert) von nur sehr geringer Bedeutung. Jedoch verbleiben Silikatstaube lange im
Kdrper, sodass sie sich anreichern und zu Langzeitigschadigungen flihren kénnen (Churg
und Brauer 2000, Brauer et al. 2001, Kappos et al. 2004).

Auch CB-Partikel wurden zunachst in der Arbeitsmedizin untersucht. Von der IARC wurden
sie 1996 als Klasse 2B Karzinogen (mogliches Humankarzinogen) eingestuft, da zwar
Hinweise flur krebserregende Eigenschaften aus Tierstudien vorlagen, diese jedoch nicht
ausreichend mit humanen Daten unterstitzt werden konnten (IARC 1996). Seit 2006 gilt fir
CB allerdings eine Einstufung als Klasse 3 Karzinogen (nicht als humanes Karzinogen
klassifizierbar, IARC 2006). In der feinen (PM,5s) wie auch in der ultra-feinen Fraktion der
Umweltpartikel machen CB-Partikel einen groRen Anteil aus. Sie entstehen z.B. bei
Verbrennungsprozessen fossiler Brennstoffe oder werden, wie Quarzpartikel, durch den

Bergbau freigesetzt. Zudem entstehen sie in der Reifenindustrie und werden bei der
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Herstellung und Benutzung von Druckertonern an die Umwelt abgegeben (DHFS,
Departement of Health & Family Service 2003).

Auch die vielfach als Negativkontrolle postulierten TiO,-Modellpartikel sind in der Umwelt zu
finden. So werden industriell erzeugte TiO,-Partikel, die bisher als nahezu inert und
gesundheitlich unbedenklich galten, in groRen Mengen z.B. als Farbpigmente und
Bindemittel genutzt. Doch zeigen gerade neuere Studien, dass auch diese Partikel ein
gesundheitliches Risikopotential bergen. So konnte z.B. in einer subchronischen
Inhalationsstudie mit ultra-feinem TiO, in Mausen und Ratten eine Entziindungsreaktion
sowie eine toxische Partikelwirkung gezeigt werden (Bermudez et al. 2004). Im Vergleich
zeigen dabei ultrafeine TiO,-Partikel eine starkere Entziindungsinduktion als feine TiO,-
Partikel (Renwick et al. 2004). TiO, ist daher seit neuestem von der IARC als mdgliches
Karzinogen (Klasse 2B Karzinogen, IARC 2006) eingestuft. Dies ist besonders
problematisch, da TiO.-Partikel aus der Kosmetik- (z.B. Sonnecreme, Lippenstift,
Babykdérperpuder), Lebensmittel- (z.B. Kaugummis), Farbstoff- und Pharmaindustrie nicht
mehr wegzudenken sind. Auch ein Groldteil von Implantaten besteht aus diesem Werkstoff.
Im Allgemeinen gewinnen gerade ultra-feine Partikel in neuerer Zeit in der toxikologischen
Forschung zunehmend an Beachtung, da sich fir sie im Zuge der Entwicklung der
Nanotechnologie immer breitere Anwendungsbereiche ergeben. Heute bereits haben sie z.B.
Verwendung in der Elektronik-, Sport- und Kosmetikindustrie gefunden und sollen zukunftig
auch in der Medizin flr Diagnose und Therapie (z.B. Drug delivery) eingesetzt werden (Nel
et al. 2006). Ebenso konnten, die ebenfalls in dieser Studie untersuchten, SWNT’s ihren
Einzug in die molekulare Biomedizin halten.

Die fur diese Studie gewahlten Modellpartikel zeigen in verschiedenen Perspektiven der
Partikelforschung eine Relevanz. Durch die Wahl von DQ12, feinem als auch ultra-feinem
TiO, und CB, sowie der SWNT's als Untersuchungsobjekt lassen sich relevante
mechanistische Untersuchungen durchfiihren, die zur Klarung von Fragen zum
Gesundheitsrisiko z.B. von Umwelt- oder Arbeitsplatzstauben fihren und des weiteren auch

den neu entstandenen nano-technologischen Bereich abdecken.

4.1.2 Partikeldosis-Relevanz

In Tier- und Humanstudien werden je nach Expositionsmethode und Versuchsobjekt haufig
Dosen im mg- (Instillierung) oder ug/m*-(Inhalation) Bereich eingesetzt (Tabelle 4.1.2.1).
Diese Belastungen sind weitaus geringer als die Partikeldosen (10 bis 80ug/cm? bzw.
30ug/ml in der SWNT), die in dieser Studie in vitro fir die Belastung, sowohl von primaren
alveolaren und interstitiellen Makrophagen als auch von NR8383 Zellen verwendet wurden.
Durch eine Arbeitsplatz bedingte Exposition kénnen solche Belastungsdosen zwar erreicht
werden, allerdings ist die Umweltbelastung zu den verschiedenen Partikeln (Quarz, CB),

unter Berlcksichtigung der Konzentrationen der verschiedenen Komponenten in den
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Umweltpartikeln (siehe Kapitel 4.1.1), weitaus niedriger als die hier eingesetzten
Partikeldosen. Die gewahlten Dosen sind aber zu tolerieren, da es sich um eine
mechanistische Studie handelt, in der signifikante Effekte nach relativ kurzen
Expositionszeiten erzielt werden sollen. In den Versuchen wurde die gewlinschte Signifikanz
meist mit der 40ug/cm? Dosis erzielt. Eine, wenn auch nicht signifikante Dosisabhéngigkeit,
konnte durch den zusatzliche Einsatz der geringen 10ug/cm? Dosis gezeigt werden. Die
gewahlten Dosen sind somit ausreichend um signifikante Resultate zu erzielen, liegen dabei
aber noch innerhalb oder sogar unterhalb des Konzentrationsbereichs, der in vielen anderen
in vitro Studien zum Einsatz kam (Tabelle 4.1.2.1). Zudem wurde nach der Ermittlung der
in einem nicht zelltoxischen
DQ12 und SWNT’s wurden

ausschliellich, die mit den anderen Stauben (CB, fein und ultra-fein; TiO,, fein und ultra-fein)

Zelltoxizitat (siehe Kapitel 3.1) darauf geachtet, dass

Dosenbereich gearbeitet wurde. Die Versuche mit
hauptsachlich im nicht zelltoxischen Bereich durchgeflhrt. Nur die Aufnahmeuntersuchung
an CB (fein und ultra-fein) und TiO, (fein und ultra-fein) erfolgte mit 80ug/cm? im toxischen
Bereich, da sich im Fall des ultra-feinen CB bei geringeren Konzentrationen keine
Partikelaufnahme verfolgen liel3. Des weiteren ist anzumerken, dass sich in der Lunge z.B.
nach Exposition zu Quarz oder anderen PSP’s so genannte Hot spot’s bilden, in denen es in
einem Gewebebereich durch Akkumulation der Partikel zu einer Anreicherung von hohen

Partikelkonzentrationen kommen kann.

Expositionsdosis Partikel Studien-Spezies Belast- Expositions- Referenz
ungszeit Methode
in vitro
10, 40;1g/cm2 DQ12; f und uf CB, Priméare AM und IM, Ratte 1, 2, 3, 4, | -
= 30, 116ug/ml TiO,,; SWNT’s NR8383 Makrophagen 24h
133ug/ml, 80ug/ml, Quarz (kristallin, Primdre AM, Human 24h - lyer et al
60ug/ml, amorph), TiO, 1996
125,45ug/ml CB, TiO,, fein und J774.2 Makrophagen 4, 8, 24, | - Renwick et
78ug/cm? ultra-fein 48h al. 2000
30,7pg/cmZ CB, fund uf Primdre Lungenepithelzellen, | 24, 48, | - Tamaoki et
Human 72h al. 2004
12,5; 50ug/cm2 a-Quarz alveolare Makrophagen Zelllinie | 6, 12, 24h - Thibodeau
(MH-S), Maus et al. 2003
in vivo
5-100mg/kg Si0,/TiO, Ratte - Instillierung Driscoll et
al. 1990
2mg/Tier DQ12 Ratte - Instillierung Albrecht et
al. 2004
5,20,50 ug/Tier CB, f und uf Maus - Instillierung Stoeger et
al. 2006
2-10mg/kg TiO, Ratte 4w Instillierung Wahrheit et
1130-1300mg/m® Inhalation al. 2005
0,5; 2.0; 10 mg/m3 TiO,, ultra-fein Maus, Ratte, Hamster 6h/5d/ Inhalation Bermudez et
13w al. 2003

Tab. 4.1.2.1: Eingesetzte Quarzkonzentrationsbereiche verschiedener in vivo und in vitro Studien.

- 148 -




Kapitel 4: Diskussion

4.2 Partikeltoxizitat. Toxikologische Betrachtung der Partikeleigenschaften.

Die zelltoxische Wirkung der untersuchten Partikel (CB, TiO, fein und ultrafein, Kapitel 3.1.1)
auf die NR8383 Makrophagenzelllinie zeigt, dass den ultra-feinen Partikelfraktionen im
Vergleich zu den feinen Partikeln des gleichen Typs eine starkere Zelltoxizitat zuzuordnen
ist. Diese hohe zelltoxische Wirkung der ultra-feinen (nano) Partikel (<100nm, 0,1um) wird
allgemein auf das groRRe Verhaltnis von Oberflachen zu Massen zurlckgefuhrt. Durch die
geringe GroRenausdehnung ist bei gleicher Masse die Anzahl der Partikel besonders hoch.
In Umweltpartikeln z.B. findet man in 10ug/m® Umweltstaub pro ml Luft 2.390.000 Partikel mit
einem Durchmesser von 0,02um, die eine Oberflache von 3000}.|m2 aufweisen. Der Partikel-
wie auch der Oberflachenanteil verringert sich dagegen drastisch, wenn Partikel einer GréRRe
von 0,5 oder 2um (auf 153 bzw. 2 Partikel/ml Luft; auf 120 bzw. 30 ym?ml Luft) betrachtet
werden. Besonders relevant wird das Verhaltnis von Grofte zu Oberflache, wenn Atome und
Molekile auf der Partikeloberflache betrachtet werden. Diese Oberflachenstrukturen (z.B.
Metallummantelungen, Elektronendonor- bzw. Elektronenakzeptorgruppen, hydrophile oder
hydrophobe Gruppen), die in Abb. 4.2.1 zusammengefasst sind, bestimmen den
physikalisch-chemischen Charakter der Partikel und beeinflussen deren Wirkung auf
biologische Systeme (oxidativer Stress, Partikelaufnahme). Das Verhaltnis der Atome oder
Molekile auf der Partikeloberflache steigt dabei mit sinkender PartikelgroRRe exponentiell an,
wodurch sich die Partikeleffekte verstarken (Oberdorster et al. 2005, Nel et al. 2006).

Elektronen-
DonorfAkzeptor-
Gruppen

Materialeigenschaften,
{z.B. diskontinuierliche
UV-Aktivierung von | Kristallflichen, Defekte),
Elektronen Lochpaaren | die aktive

{e’)-LP, die zu | Elektronenkonfigurationen
Bindungsbruch und | bilden, die zur
Radikalbildung fiihren. Radikalbildung flihren.

Wechselwirkungen mit | Metalle (z.B. Fe) oder
dem umgebenden | organischen Gruppen
Medium (z.B. Proteine, |(z.B. Quinone) an der
KérperfliiBigkeiten C(ber | Partikeloberflache, die
z.B. hydrophilen, | zur Radikalbildung
hydrophoben {Redoxzyklus,
Partikelcharakter). katalytische
Reaktionen) fiihren.

Inflammation,

H H Toxizitat,
Oxidativer _, - T

Stress Schiadigung

Partikeloberflachenum?
mantelungen, die die

Oberflachenstuktur des enton Reaktion‘ OH

Partikels verandern @ H,0,

Laslichkeit, Aufnahme, Verteilung
im Kérper, in Geweben und Zellen

Abb. 4.2.1: Oberflachenreaktivitats beeinflussende Parameter (z.B. Metallummantelungen,
Elektronendonor/Akzeptorgruppen oder Hydrophilie), die die Partikeleffekte (Oxidativer Stress, Partikelaufnahme)
auf biologische Systeme beeinflussen (verdndert aus Nel et al. 2006).

- 149 -



Kapitel 4: Diskussion

Die ultra-feinen Partikel weisen also durch die groRe Oberflache eine hdhere Zahl méglicher
reaktiver Gruppen auf als ihre groReren Aquivalente, wodurch sich die Effekte auf
biologische Systeme verstarken. Dies konnte hier anhand der Partikeltoxizitat (fein<ultra-
fein) gezeigt werden. Dabei fihrt die Untersuchung des Partikeleinflusses (Kapitel 3.1.1) auf
die Vitalitat der NR8383 Zellen jedoch zu einem Toxizitatsprofil (DQ12 = TiO, (fein) > CB
(fein)), welches von der grundsatzlichen toxikologischen Einstufung (DQ12 >TiO, (fein) < CB
(fein)) abweicht. Dies soll im Folgenden diskutiert werden.

Die Zelltoxizitat wird von der GroéRe, chemischen Komposition, Oberflachenstruktur,
Loslichkeit, Form und dem Aggregatszustand der Partikel beeinflusst, was sich unter
anderem in der unterschiedlichen Toxizitat der Partikel bemerkbar macht. Als verantwortlich
fur diese Varianz in der Toxizitdt werden dabei verschiedene Mechanismen postuliert.

So wurde beispielsweise in CHO-Zellen (Chinese Hamster Ovary Cells) gezeigt, dass TiO,
eine geringere Toxizitat aufweist als Quarz (Hart und Hesterberg 1998). Im Gegensatz dazu
zeigt TiO, in dieser Studie eine ahnliche (fein) oder sogar hohere Zelltoxizitat (ultra-fein) als
der Quarz, was mdoglicherweise an der héheren Aufnahmekapazitat der Makrophagen flr
TiO,-Partikel liegen kénnte. Die Untersuchung der Partikelaufnahme (Kapitel 3.1.2) zeigt,
dass TiO.-Partikel beider Grofenfraktionen in einem weitaus héheren Maly aufgenommen
werden als DQ12-Partikel. Die mikroskopischen Aufnahmen der 4 und 24h Belastung lassen
schon bei einer Dosis von 10ug/cm? erkennen, dass die TiO, belasteten Makrophagen véllig
mit Partikel ausgefullt sind, wohingegen in den Quarz belasteten NR8383 Zellen nur einzelne
Partikel zu finden sind. Diese Uberladung der Makrophagen mit TiO,-Partikeln kénnte die
Vitalfunktionen (z.B. Stoffwechsel, Atmungskette) herabsetzen und zu der beobachteten
Herabsetzung der Zellvitalitat fihren. Die DQ12-Belastung bewirkt keine solche Uberladung
der Makrophagen und die Zelltoxizitat wirde von anderen Faktoren bestimmt. Eine
Inhalationsstudie an Ratten konnte zeigen, dass die Exposition gegenuber hohen Dosen
TiO,, neben der Induktion einer pulmonaren Entzindung und der erhéhten
Lungenzellenproliferation auch zu einer verminderten Makrophagenfunktion fihrt, die mit
einer Reduktion der Partikel-Clearance einhergeht (Wahrheit et al. 1997). Mit der
Verminderung der Makrophagenfunktion zeigt sich in den Ratten eine pulmonale TiO,-
Toxizitat, die im Einklang mit der in Kapitel 3.1.2 gemessenen hohen Toxizitat der TiO,-
Partikel steht. Die hohe Toxizitdt der TiO,-Partikel koénnte demnach von einer
PartikelUberladung der Makrophagen hervorgerufen sein.

Gegen die Hypothese, dass eine Partikeliberladung der Makrophagen allein die hohe
Zelltoxizitat der TiO,-Partikel bewirkt, spricht allerdings eine dhnliche Aufnahmerate bei stark
unterschiedlicher Zelltoxizitat (ultra-fein >>> fein) von feinen und ultrafeinen TiO,-Partikel in
NR8383 Zellen. Der Aufnahmeeffekt dirfte also allein nicht ausreichen, um die

unterschiedliche Zelltoxizitat der feinen und ultrafeinen TiO,-Partikel zu erklaren. Eine
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Partikel induzierte Radikalbildung kénnte ein weiterer, an der zelltoxischen Wirkung des TiO,
beteiligter Effekt sein, der die hdhere Zelltoxizitat des ultrafeinen Partikels erklart. So konnte
in vivo an Ratten nach der Instillierung von ultra-feinem TiO, ein zelltoxischer Effekt in
Abhangigkeit vom oxidativen Stress gezeigt werden (Afaq et al. 1998). Wird zusatzlich zur
Aufnahme die ROS-Bildung berticksichtigt, kénnte, bedingt durch die verschiedenen Grofken
und der damit verbundenen grélieren reaktiven Oberflache der ultra-feinen Partikel, die TiOo-
induzierte Zelltoxizitat erklart werden. Demnach wirden ultra-feine TiO,-Partikel, infolge ihres
hoheren ROS-Bildungspotentials bei gleicher Aufnahmekapazitat, eine starkere zelltoxische
Wirkung haben als feine. Um jedoch die Ursachen der hohen Zelltoxizitat der beiden TiO,-
Partikelfraktionen genau bestimmen zu kdnnen, missten sich weitere Untersuchungen wie
z.B. der ROS Generierung anschlieRen.

Auch die Toxizitat (Zelltoxizitat wie auch Genotoxizitat) des Quarzes wird in AM auf die
reaktive Oberflachenstruktur und dem daraus resultierenden oxidativen Stress zurtickgefihrt
(Zhang et al. 2000). Dabei zeigt sich ein Quarz dosisabhangiger zelltoxischer Effekt, der
unter gleichzeitiger Freisetzung von TNF-a und IL-6, sowie der Senkung der
Phagozytoserate von Latex-Beads auftritt (Balduzzi et al. 2004). Infolge der Expositionen
gegenlber kristallinen Silikaten wird unter anderem, bedingt durch die reaktive Oberflache,
eine Reihe von Vorgangen angeregt, die zur zelltoxischen Wirkung fiihren kdnnten. Dabei
scheint wieder die Aufnahme der Partikel oder zumindest die Wechselwirkung mit
Oberflachenrezeptoren, die auch an der Aufnahme beteiligt sein kdnnten, ein entscheidender
Faktor zu sein. So wird die durch Quarz induzierte Apoptose tber die Inhibition des ScR, der
bisher als Vermittler der Partikelaufnahme postuliert wird (Kobzik 1995), vollstandig reduziert
(lyer et al. 1996). Eine andere Gruppe konnte jedoch zeigen, dass der ScR-Inhibitor Poly-I
den Quarz induzierten Abfall des ATP-Levels als Mal} fir Zelltoxizitat nicht beeinflusst.
Dagegen ist die starkere TiO, induzierte Senkung des ATP-Levels durch den Einsatz des
Inhibitors zu unterbinden. In der gleichen Studie konnte gezeigt werden, dass TiO,-Partikel
im Gegensatz zu SiO,-Partikeln zwar eine starkere Reduktion des ATP-Levels bewirken,
jedoch die Partikel induzierte LDH-Freisetzung nach der Belastung mit Quarzpartikeln hoher
ist. Dies weist auf einen unterschiedlichen Mechanismus der Zelltoxizitat der beiden Partikel
hin (Kim et al. 1999).

Im Fall der CB-Partikel scheint die Aufnahme die Zelltoxizitat nicht entscheidend zu
beeinflussen, da ultra-feines CB, welches in nur sehr geringem MalR durch NR8383 Zellen
aufgenommen wird, die hdchste Toxizitat aufweist. Feines CB wird dagegen in ahnlicher
Menge wie DQ12 aufgenommen, weist jedoch eine weitaus geringere Zelltoxizitat auf.
Allerdings wird auch bei CB-Partikeln, insbesondere der ultra-feinen Fraktion, die
Auswirkungen auf biologische Systeme meist dem Partikel induzierten oxidativen Stress

zugeschrieben (Donaldson et al. 2005). Damit kdnnte die hohe zelltoxische Wirkung des
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ultra-feinen CB, im Vergleich zum feinen, auf eine durch die groflere Oberflache bedingte
starkere ROS-Bildung zurlckgefiihrt werden. Ultra-feine CB-Partikel zeigen jedoch eine
hohere Zelltoxizitat als TiO.-Partikel der gleichen GroéRe, wohingegen feines CB eine
geringere zelltoxische Wirkung hat als feines TiO,. Ursache hierfir konnte der bereits
ausfuhrlich diskutierte Einfluss der Aufnahme auf die zelltoxische Wirkung der TiO,-Partikel
sein, der bei CB nicht auftritt.

SWNT’s haben erst in den letzten Jahren durch die Entwicklung der Nanotechnologie
Bedeutung erlangt. Langfristig sollen sie flir pharmazeutische oder diagnostische Zwecke in
der Medizin eingesetzt werden. Daher sind eine toxikologische Risikoeinschatzung sowie
das Erlangen eines mechanistischen Verstandnisses, der durch SWNT induzierten
biologischen Effekte von besonderer Relevanz. In vitro fuhrt die Exposition von Mausen zu
SWNT’s zu der Bildung von Lungengranulomen (Lam et al. 2003). Im Vergleich dazu sind
nach Exposition zu gleichen Dosen ultra-feinem CB oder feinem kristallinen Quarz keine
solchen pathogenen Erscheinungen zu beobachten. Auch die durch die Belastung mit Quarz
oder CB induzierte pulmonale Entzindung und Lungenschadigung ist geringer als die, die
durch SWNT Instillation in C57BAL/6 Mausen hervorgerufen wird (Shvedova et al. 2005).
Gleiches ist auch in Ratten zu beobachten. Im Gegensatz zu den als Positivkontrolle
eingesetzten Quarzpartikeln, deren Instillierung eine dosisabhangige Entziindung induziert,
ruft die Exposition zu SWNT’s eine dosisunabhangige Bildung von Granulomen hervor. Des
Weiteren zeigt die Quarzbelastung zu allen Zeitpunkten nach der Instillierung (24h, 1 Woche,
1 und 3 Monate) zelltoxische Effekte in der Lunge, die durch SWNT’s nur nach 24 h bei einer
Dosis von 5mg/kg Tier verursacht werden (Wahrheit et al. 2004). SWNT’s scheinen somit
einen vollig unterschiedlichen pathogenen Charakter aufzuweisen als die anderen
untersuchten Partikeln. Es ist jedoch anzumerken, dass bei diesen Studien kontrovers lber
die Dosisrelevanz der verwendeten Belastungskonzentrationen (1-5mg/kg) diskutiert wird.
Weiter ist unter Diskussion, ob die ermittelte pulmonale Toxizitdt der SWNT’s durch den
enthaltenen Metallanteil (z.B. Fe), der im Produktionsprozess entsteht, oder durch die
SWNT'’s selbst verursacht wird (Colvin 2003, Nel et al. 2006). Um eine, unter anderem fir
die Zelltoxizitadt verantwortliche ROS-Generierung durch den Eisenanteil auszuschlielRen,
wurde eine in vitro Studie mit eisenreichen und -armen SWNT’s durchgefiihrt. Obwohl die
eisenreichen SWNT’s in einer zellfreien Lésung ein hdheres Redoxpotential aufwiesen,
konnte nach einer Belastung von Raw264.7 Makrophagen mit beiden SWNT-
Aufreinigungsstufen intrazellular keine H,O,-Bildung nachgewiesen werden (Kagan et al.
2006). Das Eisen und das daraus resultierende héhere Redoxpotential scheinen also nicht
fur die Zelltoxizitat der SWNT’s verantwortlich zu sein. Eine weitere in vitro Studie ergab eine
zelltoxische SWNT-Wirkung in alveolaren Makrophagen nach einer 6h-Belastung mit Dosen

> 11,3ug/cm?. Im Vergleich waren sie somit toxischer als MWNT10’s (multi-wall nanotubes
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mit 10-20nm Durchmesser) oder Quarz (Jia et al. 2005). Die Untersuchung der Zelltoxizitat in
dieser Studie dahingegen, die mit vergleichbaren Dosen (7,5ug/ml = 2,6ug/cm?; 15ug/ml =
5,2ug/cm?; 30pg/ml = 10,4pg/cm?, Kapitel 3.1.1) durchgefiihrt wurde, konnte keine solche
Zelltoxizitat zeigen. Eine signifikante zelltoxische Wirkung, mit einer Vitalitdtsreduktion von
etwa 25% trat bei den beiden hdheren Dosen erst nach einer Belastungszeit von 16h auf.
Dies kénnte zum einen durch eine unterschiedliche SWNT-Aufbereitung, die entscheidend
fur die Eigenschaften der Nanotubes ist, oder zum anderen durch die Verwendung
vermeidlich sensitiverer primarer Zellen hervorgerufen sein. Jedoch erwies sich auch in
dieser Studie, die SWNT-Belastung im Vergleich zu einer Quarzbelastung ahnlicher Dosis
und Belastungszeit (DQ12, 24h, 10ug/cm?, Vitalititssenkung um 10%) als toxischer.

Die fir die Zelltoxizitat kritischen Wechselwirkungen zwischen Zelle und Partikel, die z.B. die
ROS-Generierung induziert und/oder zur Partikelaufnahme fihrt, unterscheidet sich
demnach von Partikel zu Partikel. Damit ist die unterschiedliche Zelltoxizitat auf einen
Partikel spezifischen Einfluss auf die Interaktion zwischen Partikel und Zelle zurtickzufiihren.
Die Variabilitat in den Effekten, die die Zelltoxizitat begriinden kénnen, wiederum unterstitzt
die Hypothese, dass die partikelinduzierte Zelltoxizitat auf unterschiedlichen Mechanismen
beruhen konnte. Zur Unterstitzung dieser Hypothese sollten jedoch weitere Untersuchungen
der Mechanismen der Zelltoxizitat durchgefuhrt werden, was allerdings nicht Ziel dieser
Studie sein sollte. Ziel der Untersuchung der Zelltoxizitat war hier lediglich, die Ermittlung der
nicht toxischen Partikeldosen und Belastungszeiten (fir DQ12: 10-40ug/cm?, bis zu 24h;
feines und ultra-feines CB als auch TiO,: 10 pg/cmz, bis zu 24h; SWNT’s: 30 pyg/ml, bis zu

8h) fur die folgenden Belastungen zur Studie der Aufnahmemechanismen.
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4.3 Die Partikelaufnahme unter Betrachtung der Heterogenitat

unterschiedlicher Makrophagenpopulationen und Partikeltypen.

Nachdem gezeigt wurde, dass die Partikelcharakteristiken die zelltoxischen Eigenschaften
bestimmen, wurde ihr Einfluss auf andere biologischen Funktionen, die sich aus der
Wechselwirkung von biologischen Systemen mit Partikeln ergeben untersucht.
Partikeloberflacheneigenschaften haben unter anderem Auswirkungen auf die die zellulare
Aufnahme -aber auch auf die Verteilung der Partikel in Zellen, Geweben und Korper-,
Proteinbindungen oder Proteinmodifikationen, welche Degradierungen, Denaturierungen und
Veranderungen von Enzymfunktionen bewirken und pathogene Auswirkungen (z.B. ROS-
Generierung, NF-kB-Aktivierung, DNA-Schadigung) haben kénnen. Im Anschluss an die
toxikologische Betrachtung der Partikeleigenschaften wurde die Aufnahme verschiedener

Partikel durch unterschiedliche Makrophagenpopulationen untersucht.

4.3.1 DQ12-Partikel-Aufnahme in primdaren AM und IM sowie in NR8383 Zellen.
Heterogenitét der unterschiedlichen Makrophagenpopulationen.

Nach erfolgreicher Etablierung der durchflusszytometrischen Analysemethode zur
Untersuchung der Partikelaufnahmerate (Kapitel 3.1.2.1), konnte in einem Vergleich der
Internalisierungsrate an primaren alveolaren Makrophagen mit NR8383 Zellen gezeigt
werden, dass die Zelllinie ein geeignetes in vitro Modell darstellt.

Aus der vergleichenden Studie der DQ12-Aufnahme in IM und AM, ergibt sich des Weiteren
eine Heterogenitat der unterschiedlichen Makrophagenpopulationen. Die Aufnahmerate von
DQ12 Partikeln scheint in IM geringer zu sein als in AM. Beide weisen dabei eine identische
Grolie auf, sodass der von Zetterberg et al. (1998) beschriebene Groflenunterschiede keine
hinreichende Erklarung fur dieses Resultat ist. Einen GroRenunterschied weist nur die
Zelllinie (NR8383) auf, die rund 40% grofer ist als die primaren Makrophagen. Somit konnte
der Unterschied in der Aufnahmerate zwischen den IM und den NR8383 Zellen zu erklaren
sein, wobei die geringere Partikelaufnahme durch die IM auf eine geringere
Wechselwirkungsmoglichkeit zwischen Partikel und Zelloberflache zurtckzufuhren ware.
Dies wirkt sich besonders auf die Belastung mit hohen Dosen aus, da bei diesen
Konzentrationen nicht das Zusammentreffen von Partikel und Zelle, sondern die Effizienz der
Wechselwirkungen die Reaktionsgeschwindigkeit bestimmt. Dies erklart aber nur einen
Unterschied in der Aufnahmerate zwischen NR8383 und IM, nicht aber den zwischen den
gleich grofen IM und AM. Die Unterschiede in der Aufnahmerate sollten demnach durch
weitere Parameter hervorgerufen werden. Ein Faktor kénnte eine geringere Differenzierung
der IM sein, da dieser Makrophagentyp haufig als Vorlaufer der alveolaren Makrophagen
angesehen wird (Bowden 1984). Ein anderer entscheidender Parameter fir das

unterschiedliche Aufnahmeverhalten kénnte eine andere Spezialisierung der beiden
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Makrophagenpopulationen, infolge ihrer gewebespezifischen Differenzierung in
verschiedenen Umgebungen und andere Aufgabenbereiche, sein. Ein Vergleich humaner
alveolarer und interstitieller Makrophagen konnte z.B. zeigen, dass sich AM und IM
morphologisch in der GroRRe (IM<AM) wie auch in der Heterogenitat (IM>AM) unterscheiden.
Dabei weisen jedoch viele IM ein AM ahnliches Erscheinungsbild auf. Funktionell liegen
signifikante Unterschiede in der phagozytotischen Aktivitdt (AM>IM) vor, bei der die AM
sowohl eine schnellere Bindungs- als auch Aufnahmefahigkeit zeigen (Fathi et al. 2001). Die
Phagozytose opsonierter, roter Schafsblutzellen, sowie die Abgabe von ROS erfolgt bei AM
in einem starkeren Mal} als bei IM (Prokhorova at al. 1994). Des Weiteren weisen murine |M
eine geringere Phagozytosekapazitdt zu Hefen (S. cerevisiae) auf und setzen nach der
Exposition gegenuber LPS weniger TNF-a und ROS frei als AM. Daflir ist die LPS induzierte
Bildung von IL-6 und IL-1 in IM starker als in AM (Franke-Ullmann et al. 1996). Diese
Ergebnisse implizieren eine unterschiedliche Funktionalitat der beiden
Makrophagenpopulationen, welche auf eine unterschiedliche gewebespezifische
Spezialisierung zurtckzufuhren sein konnte. So sind AM in den Alveolen der Lunge hohen
Konzentrationen an Sauerstoff und Umweltschadstoffen ausgesetzt. Sie missen direkt auf
kérperfremde Eindringlinge reagieren. Dies bedarf einer hohen Phagozytosekapazitat und
der Freisetzung von ersten unspezifischen Abwehrstoffen wie ROS oder Zytokinen (z.B.
TNF-a), die zur ersten Abwehr oder der Aktivierung des angeborenen Immunsystems dienen
(Kapitel 1.2.2). Im Gegensatz dazu stehen die im Interstitium lokalisierten IM im engen
Kontakt mit anderen Zellen. Neben der ersten Immunabwehr haben sie eine
immunregularorische Funktion, die sich in der Freisetzung gréRerer Mengen
immunregulatorischer Zytokine wie z.B. IL-6 und IL-2 bemerkbar macht (Brain 1992, lles und
Forman 2002).

Die Unterschiede in der DQ12-Aufnahme in AM und IM kdénnte also auf eine unterschiedliche
Funktionalitdat zurickzufihren zu sein. Diese Aussage sollte jedoch in weiteren
Untersuchungen der Immunfunktion (TNF-a-, ROS- Freisetzung und Bildung,

Membranoberflachenepitopen) der beiden Makrophagenpopulationen Uberprift werden.

4.3.2 DQ12-Parikel-Aufnahme in primaren alveolaren Makrophagen isoliert von Tieren
unterschiedlichen Alters. Heterogenitét des Alters.

In einem weiteren Nebenprojekt wurde der Einfluss des Alters der Tiere auf die
Phagozytosekapazitat der isolierten AM untersucht. Es zeigte sich, dass isolierte AM von
jungeren Tieren eine ungefahr zweimal hohere DQ12-Aufnahmerate zeigen als die alteren
Tiere. Weiter auffallig ist, dass von den jungeren Ratten mit einem um 20% geringeren
Korpergewicht (207g), die 3-fache Menge AM isoliert werden konnte als von den alteren

Ratten mit héherem Gewicht (260g). Eine Erklarung hierfir kénnte eine starkere
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Immunaktivitat der jungen Tiere sein, deren Immunsystem moglicherweise noch in der
Entwicklung ist.

Auch scheint das Alter eine entscheidende Rolle fur die Gesundheitsrisiken durch die
Partikelexposition zu spielen. An Ratten konnte eine Studie einen modulatorischen
Alterseffekt in der Entziindungsreaktion nach Inhalation ultra-feiner CB-Partikel zeigen (Elder
et al. 2000). Verschiedene epidemiologische Studien ergaben eine veranderte Sensitivitat
gegen Partikelexpositionen in verschiedenen Alterspopulationen (Schwartz J. 1994,
Calderon-Garciduenas et al. 2000, Trasande und Thurston 2005).

Die erhohte Aufnahmekapazitat der von jingeren Tieren isolierten AM kénnte auf eine
starkere Aktivitat des Immunsystems zurlickzufilhren zu sein. Doch Bedarf auch diese

Aussage einer genaueren Analyse.

4.3.3 Aufnahme von Partikeln mit unterschiedlichen physikalisch-chemischen
Parametern in NR8383 Zellen. Biologische Relevanz der Partikeleigenschaften.

Aus der Kombination der durchflusszytometrischen Messergebnisse mit den
mikroskopischen Aufnahmen (Kapitel 3.1.2.3) konnte in NR8383 Makrophagen eine
unterschiedliche Aufnahmekapazitat fir die verschiedenen Partikel gezeigt werden.
Resultierend aus dieser Untersuchung ergibt sich, dass verschiedene Partikel von
Makrophagen mit einer unterschiedlichen Kapazitat aufgenommen werden, wobei die Grélke
weniger ausschlaggebend zu sein scheint als die Partikelart.

Kontrovers zu diesem Ergebnis steht die Aussage von Oberddrster et al. (2005) Uber die
Aufnahme von Partikeln verschiedener Gréfe in vivo. Aus mittels BAL aus Ratten isolierten
AM konnte 24h nach der in vivo Exposition gegenuber Partikeln mit Gré3en von 15-20nm;
80nm; 0,5um; 3um und 10um, bis zu 80% der Partikel mit einer GréRe von 0,5-10um aber
nur 20% der Partikel im GrdéRenbereich von 15-80nm zurlick gewonnen werden. Bei der
Rickgewinnungsrate der Partikel aus dem Lungenepithel und Interstitium dagegen ergab
sich eine umgekehrte Rickgewinnung. So konnten 80% der Partikel mit einer GroR3e kleiner
als 80nm und nur 20% der Fraktionen grofer 0,5um aus dem Lungengewebe isoliert
werden. Demnach wirden AM ultra-feine Partikel nur geringflgig aufnehmen. Die in vivo an
AM ermittelten Aufnahmeraten entsprechen sowohl denen der ultra-feinen CB-Partikel, wie
auch der von feinem Quarz-, CB- und TiO,-Partikel in dieser Studie, stehen aber kontrovers
zur extrem hohen in vitro Aufnahme von ultra-feinen TiO,-Partikeln durch NR8383 Zellen.
Die Diskrepanz zwischen den Ergebnissen von Oberdorster et al. (2005) und der hier an
ultra-feinem TiO, durchgefiihrten Aufnahmestudie koénnte unter anderem durch den
Unterschied von in vivo und in vitro Untersuchungen erklart werden. In der Tierstudie
gelangen die Partikel nach der Instillierung in die Lunge. Grolie Partikel, die sich langsamer
bewegen, konnen von den AM leicht erkannt und aufgenommen werden. Kleinere und sich

schneller bewegende Partikel dagegen, werden von den AM nicht so schnell erfasst, sodass
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sie bis zum Lungengewebe vordringen kénnen. Hier kbnnen die ultra-feinen Partikel mit dem
Epithel in Wechselwirkung treten und vom Lungenepithel und Interstitium aufgenommen
werden, wodurch sie fur die Makrophagen nicht mehr zuganglich sind. Dies erklart das
beschriebene Ruckgewinnungsmuster in den BAL-Zellen und dem Lungengewebe. In vitro
dagegen konnen die ultra-feinen Partikel den NR8383 Zellen nicht ausweichen und werden
von ihnen aufgenommen. Dies erklart die Aufnahme der ultra-feinen TiO.-Partikel, ergibt nun
aber wiederum eine Kontroverse zur fast nicht stattfindenden in vitro Aufnahme der ultra-
feinen CB-Partikel.

In einer in vitro Untersuchung der Aufnahme fluoreszierender Latex-Beads mit einer GréRRe
von 1; 0,2 und 0,078um konnte in pulmonalen Makrophagen gezeigt werden, dass ein
Makrophagenanteil von 77% die ultra-feinen Partikel aufgenommen hat, wahrend die 0,2um
Partikel nur von 21% und die 1um Partikel von 56% der Makrophagen aufgenommen wurden
(Geiser et al. 2005). Diese Untersuchung unterstlitzt einerseits die Ergebnisse dieser Studie,
da das fir verschieden grol3e Latexbeads beschriebene Aufnahmeverhaltnis mit dem von
DQ12, feinem CB und ultra-feinem TiO, Uubereinstimmt. Andererseits ergeben sich
komplementare Ergebnisse zu den Partikelaufnahmeraten in NR8383 Zellen. So werden
ultra-feines CB und feines TiO, von NR8383 Makrophagen in einem weitaus tieferen bzw.
héheren Mald aufgenommen. In einer weiteren in vitro Studie konnte dagegen ein ahnliches
Aufnahmeverhaltnis, wie das hier fir feines TiO, und DQ12 beschriebene, gezeigt werden.
So nehmen primare AM (BAL) feine TiO,-Partikel (1-2um) in einem starkeren Mal} auf als
feinen a-Quarz (1-2um, Kobzik 1995). Die hohe Aufnahmerate des TiO, im Vergleich zum
DQ12 stimmt des Weiteren mit Befunden eines Tierversuchs Uberein, bei dem TiO, im
Vergleich zu SiO, eine hohere Clearance, die hauptsachlich Gber die Partikelaufnahme durch
Makrophagen erfolgt, zugeordnet werden konnte (Driscoll et al. 1991).

Die geringere Aufnahme der ultra-feinen CB-Partikel kénnte durch eine zellskeletttoxische
Wirkung des Partikels, die ahnlich wie die des Cyt-D zu einer Verminderung der
Phagozytosekapazitat fihrt, erklart werden. Zwei Studien konnten eine verminderte
Phagozytose von Latexbeads nach einer Exposition gegenuber feinen wie auch ultra-feinen
TiO, und CB in vitro und in vivo zeigen (Renwick et al. 2001, Renwick et al. 2004). Eine
weitere Untersuchung ergab ahnliche Effekte fiir eine Belastung von RAW 264.7 mit Quarz
(Balduzzi et al. 2004). Mittels Zellmagnetometrie konnte in einer Untersuchung der
Phagozytose spaherischer magnetischer Partikel (1,3um) in Makrophagen nach der
Behandlung mit Cyt-D, sowie mit ultra-feinen Partikeln eine &hnliche Zerstoérung der fur die
Phagozytose essentiellen Mikrofilamente sowie eine verzdgerte stochastische
Phagosomenbewegung gezeigt werden (Mdller et al. 2000, Mdller et al. 2002). Die geringe
Aufnahmekapazitat der NR8383 Makrophagen fir ultrafeine CB-Partikel kénnte auf eine

solche Zellskelettschadigung zurlckzufuhren sein. Dagegen spricht allerdings die hohe
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Aufnahmerate von ultra-feinem TiO,, da diesem Partikeltyp in J774A.1 Makrophagen eine
weitaus starkere Mikrofilament zerstérende Wirkung zugeordnet wird (Moéller et al. 2002). Da
jedoch die eingesetzten TiO,-Partikel, wie auch die verwendeten Zellen nicht identisch sind,
konnten in dieser Studie infolge anderer Wirkungsmechanismen verschiedene
Zellskeletttoxizitaten auftreten.

Eine weitere Erklarung fir die abweichende Aufnahmekapazitat konnte sein, dass die ultra-
feinen CB-Partikel aufgrund ihrer Struktur die Zellmembranen nicht so leicht passieren
konnen oder bedingt durch andere Oberflacheneigenschaften, eine schlechtere
Wechselwirkung zwischen Membranoberflache und Partikel stattfindet als bei ultra-feinem
TiO,. So scheint zumindest in vitro die Partikeloberflache fir die Aufnahmekapazitat eine
entscheidende Rolle zu spielen. Dies spiegelt sich nicht nur in der unterschiedlichen
Aufnahmekapazitat fur ultrafeines CB und TiO, wieder, sondern zeigt sich auch in
Unterschieden bei der TiO,- und SiO,-Aufnahme. Ein Einfluss der Partikeloberflachen auf die
Partikelaufnahme konnte in Untersuchungen mit Oberfachenmodifikationen gezeigt werden.
In A-549-Zellen, wie auch in NR8383 Makrophagen verandert ein Oberflachen-Coating mit
Aluminium-Lacktat oder PVYNO sowohl die Anzahl der phagozytotischen Zellen, wie auch die
aufgenommenen Partikel pro Zelle (Schins et al. 2002, Albrecht et al. subm.). Eine
Ummantelung von superparamagnetischen Nanopartikeln, die eine negativ geladene
Oberflache aufweisen, mit Albumin moduliert ebenfalls die Aufnahme in verschiedenen
Zelllinien (Wilhelm et al. 2003).

Die Untersuchung der Aufnahme ist jedoch nicht nur von pathologischer Bedeutung, sondern
auch relevant fir die zuvor beschriebene biomedizinische Verwendung der Nanopartikel. Die
Aufnahmemoglichkeiten der Nanopartikel, insbesondere der biotechnologisch erzeugten
Nanotubes, durch biologische Systeme ist ein entscheidender Faktor fir ihren Einsatz in
Diagnose und Therapie (z.B. Drug delivery). Gerade in den letzten Jahren wurden daher
mehrere Studien durchgefihrt, die sich mit der Oberflachenbeschaffenheit von Nanopartikeln
in Bezug auf die Aufnahme durch zellulare Systeme beschaftigen. Auch hier wurde mit
Oberflachenmodifikationen gearbeitete, allerdings um die SWNT’s fiir die Aufnahmestudie
detektierbar zu machen. So zeigen sich, z.B. in HL60 Zellen keine unterschiedlichen
Aufnahmeraten zwischen SWNT’s die mit Streptavidin oder BSA ummantelt wurden (Kam
und Dai 2005). Einen Unterschied zu ungecoateten SWNT's konnte diese Studie allerdings
nicht feststellen, da die Aufnahme von SWNT’s aufgrund ihrer optischen Eigenschaften
weder mikroskopisch noch durchflusszytometrisch nachgewiesen werden kann. Alternativ
bietet sich die NIR-spektroskopische Methode, die von Cherukuri et al. (2004) zur Messung
der SWNT-Aufnahme in Zellsystemen weiterentwickelt wurde, an. Die Resultate dieser
Messung (Kapitel 3.1.2.4) zeigen eine Aufnahme von SWNT’s durch NR8383-Zellen, die

allerdings nur eine leichte Tendenz zur Dosisabhangigkeit zeigt. Dies kénnte auf eine
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besonders schnelle Aufnahme der SWNT’s, die eine Saturierung verursachen kénnten,
zurlckzufuhren sein. Dabei  konnten Faktoren wie die Verflgbarkeit von
Oberflachenstrukturen (z.B. Zelloberflaichenproteine, -rezeptoren, -gruppen), die zur
Aufnahme bendtigt werden, entscheidend sein. Ein wichtiges Ergebnis ist jedoch, dass auch
die Aufnahme von biotechnologisch erzeugten SWNT’s in NR8383 Makrophagen stattfindet.
Die Aufnahmerate wird neben der GroRe auch von anderen Faktoren, wie den
Partikeloberflacheneigenschaften, beeinflussen. Dies koénnte ein Hinweis auf
unterschiedliche Aufnahmemechanismen (Phagozytose, Pinozytose, rezeptorvermittelte
Endozytose oder Diffusion) sein. Dabei spielen Wechselwirkungen zwischen dem Partikel
und den verschiedenen Aufnahme regulierenden Instanzen, wie Rezeptoren,
Membranlipiden der Zelloberflache und/oder Proteine des umgebenden Mediums eine Rolle.
Verschiedene oder unterschiedlich starke Interaktionen kdnnten somit die

partikelspezifischen Aufnahmeraten erklaren.

4.3.4 Aktinabhangigkeit der Aufnahme von Partikeln mit unterschiedlichen
physikalisch-chemischen Parametern.

Aus der Untersuchung der Inhibition der Partikelaufnahme mit Cyt-D, resultiert eine
Aktinabhangigkeit, als Hinweis auf einen klassischen Phagozytosemechanismus, sowohl bei
der Aufnahme von DQ12 als auch von feinem wie ultra-feinem TiO, und feinem CB. Damit
konnte fir die Aufnahme aller eingesetzten Partikel —mit Ausnahme von ultra-feinem CB-
eine Abhangigkeit von der Aktinpolymerisation gezeigt werden. In allen Fallen konnte die
durchflusszytometrisch gemessene Aufnahme jedoch nicht vollstandig inhibiert, sondern nur
auf ein Minimum von 5-25% (Abb. 3.2.1.3/4) reduziert werden. Dies ist auf die
Wirkungsweise des Cyt-D zurlckzufuhren. Cyt-D inhibiert die Aktinpolymerisation und
verhindert, die fir den phagozytotischen Prozess ndétige Aktin-Rekrutierung. Es kommt zu
der Verklusterung (Traubenbildung) des Zellskeletts (siehe Abb. 3.2.2.1 F und H) was
elektronenmikroskopisch untersucht und als typischer Effekt des Pilzgiftes beschrieben
(Schliwa 1982) wurde. Durch die Verklusterung des Zellskeletts wird jedoch nur die
Aufnahme von Partikeln, nicht aber ihre Anlagerung an der Zelloberfliche unterbunden
(Parod und Brain 1986). Durchfluf3zytometrisch flhrt eine Anlagerung der Partikel, wie schon
in Kapitel 3.2.1 beschrieben, zur gleichen Signalerhéhung wie eine Aufnahme (Stringer et al.
1996). Demnach sollte die verbleibende Erhdhung des Median SSC auf an der
Zelloberflache haftende Partikel zurtickzuflhren sein.

Alle 4 Partikeltypen (DQ12, feines und ultra-feines TiO,, feines CB) wirden demnach durch
einen klassischen Phagozytosemechanismus aufgenommen, obwohl ihre GroéRe nicht
unbedingt der fir diesen Mechanismus postulierten Grof3e von >5um entspricht. Konform zu
den durchfluBzytometrischen Ergebnissen der Aktininhibition konnte fiir die Aufnahme von

DQ12 auch in der Immunohistochemie die Beteiligung des Aktins im phagozytotischen
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Prozess anhand charakteristischer morphologischer Veranderungen des Zellskeletts gezeigt
werden (Abb. 3.2.2.1). In den Fluoreszenzaufnahmen der Phaloidin gefarbten Zytospin-
Preparationen lasst sich die Rekrutierung des F-Aktins anhand der Kondensation um und an
den Partikelbindungsstellen, wie auch in die sich bildenden Pseudopodien verfolgen. Die zu
beobachtenden morphologischen Umstrukturierungen des Zellskeletts in die sich bildenden
Pseudopodien, die den Partikel umschlieen, und die Bildung von Aktin-Foci durch welche
das Phagosom aufgebaut wird, wurden als charakteristisch fir den Aufnahmemechanismus
Uber klassische Phagozytose beschrieben (Allen und Aderem 1996; Kwiattkowska und
Sobota 1999). Diese F-Aktin Rekrutierung konnte bereits fir Pullulanummantelte,
superparamagnetische Eisenoxidnanopartikel gezeigt werden. Die
Zellskelettumstrukturierung hangt dabei vom Coating ab, da nach Belastung mit denselben,
allerdings nicht ummantelten Partikeln, keine solche zu finden war (Gupta und Gupta 2004).
Des weiteren konnte in der Aktin-lImmunohistochemie der DQ12- wie auch der SWNT-
Belastung (Abb. 3.2.2.1/2) eine Erhéhung der Fluoreszenzintensitat, wie bereits von Brown
et al. (2004) fur F-Aktin gefarbte J774 Makrophagen nach einer Belastung mit PMyg
beschrieben wurde, gezeigt werden. Diese Beobachtungen bestatigt zum einen, einen DQ12
Aufnahmemechanismus Uber klassische Phagozytose und liefert zum anderen einen ersten
Hinweis darauf, dass auch die SWNT-Aufnahme Uber eine klassische Phagozytose ablaufen
konnte. Bevor sich aber Uber den Aufnahmemechanismus der SWNT’s eine genauere
Aussage machen lasst, sollten noch weitere griindliche Untersuchung, wie z.B. die Inhibition
des F-Aktins durchgeflihrt werden.

Untersuchungen des Aufnahmemechanismus inhalierbarer Partikel durch Lungen-
makrophagen, -epithel- oder -endothelzellen werden schon seit Jahren durchgefiinrt. Der
tatsachliche Aufnahmeweg vor allem der ultra-feinen Partikel wird jedoch noch immer
diskutiert. Bereits 1996 wurde von Churg eine mdgliche Beteiligung des Zellskeletts an der
Partikelaufnahme durch Monolayer-Kulturen beschrieben. Dabei erfolgt die Aufnahme
grolkerer Partikel vermutlich Uber einen Phagozytosemechanismus, wahrend die
Internalisierung kleinerer Partikel eher einem Endozytosemechanismus uber Vesikel (coated
pits) zuzuschreiben ist. Churg fuhrt auch eine Abhangigkeit der Aufnahme von der ROS
Generierung an, da das Abfangen gebildeter Radikale zu einer Herabsetzung der
Partikelaufnahme fihrt. Dies entspricht im Ansatz den Beobachtungen, die sich aus der
Kombination der Ergebnisse aus den Kapiteln 3.2.1 und 3.4.2 flir Quarz ergeben. Die
Inhibition des Aktin-Zellskeletts durch Cyt-D bewirkt eine nahezu vollstandige Unterdriickung
sowohl der durchfluBzytometrisch gemessenen DQ12 Phagozytose, als auch der
intrazellular (Abb. 3.4.2.1.4) und extrazellular (Abb. 3.4.2.1.2) gemessenen ROS Bildung. Die
gute Korrelation, zwischen Aufnahme und ROS Generierung (Abb. 3.4.2.1.5), sowie die
gezeigte Aufnahmereduktion durch den Radikalfanger DMSO (Abb. 3.4.2.1.3) stimmen mit
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der Aussage Churgs uUberein. Jedoch ist auch ein Zusammenhang zwischen ROS
Generierung und Aufnahme von Partikeln in umgekehrter Abhangigkeit beschrieben. So
werden TiO,-Partikel mit einer weniger reaktiven Oberflache und somit geringeren Potential
zur Radikalbildung in einem weitaus starkeren Mall aufgenommen als kristalline
Quarzpartikel. Des Weiteren konnte an AM gezeigt werden, dass frisch sonifizierte a-
Quarzpartikel, der reaktiveren Oberflache zufolge, zwar einen weitaus héheren oxidativen
Burst verursachen als gelagerte Partikel desselben Typs, beide jedoch in gleicher Menge
aufgenommen werden (Kobzik 1995). Ahnliches war auch in dieser Studie zu beobachten.
Die Aufnahme von feinem und ultra-feinem TiO- ist besonders hoch, obwohl beiden Partikeln
eine geringe ROS-Generierungskapazitat, z.B. im Vergleich zum Quarz, zugeordnet wird.
Zudem wird nur die Aufnahme von feinem TiO, durch DMSO signifikant beeinflusst,
wohingegen der Radikalskavenger keine Auswirkung auf die Phagozytose von ultra-feinem
TiO, oder feinem CB hat (Abb. 3.2.1.4). Dies spricht eher gegen eine Abhangigkeit der
Aufnahme von der ROS-Bildung. Weiterhin spricht gegen die von Churg (1995)
vorgeschlagene Abhangigkeit der Aufnahme von der ROS-Bildung, dass nur nach einer
DQ12 Belastung (iber 1h mit einer Dosis von 40ug/cm? eine signifikante Herabsetzung der
DQ12-Aufnahme durch DMSO erfolgt (Abb. 3.2.1.3). Ein DMSO-Einfluss auf die Aufnahme
ist weder bei der Exposition gegeniiber geringeren Dosen (10ug/cm? Abb. 3.2.1.3, links),
noch nach lidngeren Belastungszeiten (4h, 10ug/cm? und 40ug/cm?, Abb. 3.2.1.3, links) zu
verfolgen. Der Radikal fangende Effekt von DMSO auf die ROS-Messung dahingegen ist bei
nahezu allen Belastungszeiten und -konzentrationen 2zu beobachten. Ware die
herabgesetzte ROS-Konzentration der entscheidende, die Aufnahme reduzierende Effekt,
sollte dieses bei allen Belastungen zu verfolgen sein. Demnach sollten andere DMSO-
Effekte, als ausschlielllich die bewirkte Reduktion der radikalen Spezies ausschlaggebend
fur die Aufnahme sein.

Ein solcher Effekt kdnnte eine DMSO-induzierte Veranderung der physikalisch-chemischen
Eigenschaften, wie z.B. des hydrophilen/hydrophoben Charakters der Partikeloberflache,
oder eine Veranderung der Zellmembranstruktur, wie z.B. der Membranfluiditat sein. Auf das
Lésungsmittel zuriickzufihrende Modifikationen der Partikel oder der Zelloberflache konnten
die Starke der Wechselwirkung zwischen Partikel und Zelle und somit die
Aufnahmekapazitat herabsetzen.

Die Herabsetzung der DQ12 Aufnahme (Abb. 3.2.1.3) kénnte also durch eine DMSO
verursachte Partikeloberflachen- oder Zellmembranmodifikation hervorgerufen sein. Diese
wulrde zur Senkung der Wechselwirkungsintensitat zwischen Partikel und Zelle und der
Aufnahmerate fUhren. Durch Interaktionen mit Komponenten des umgebenden Mediums
kdnnten diese Veranderungen nach 4h wieder aufgehoben sein, sodass das Lésungsmittel

keinen Effekt mehr auf die Phagozytose hat.
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Demnach erscheint die Partikelaufnahme als von der ROS-Generierung oder der
Anwesenheit reaktiver Sauerestoffspezies unabhangig. Die Ergebnisse dieser Studie legen
eher eine Abhangigkeit der ROS Bildung von der Aktinkomponente des Zellskeletts bei der
Formierung des NADPH-Oxidase-Komplexes nahe. Daraus ergibt sich ein von der
Signaltransduktionskaskade abhangiger Zusammenhang zwischen ROS-Bildung und
Partikelaufnahme, auf den spater eingegangen werden soll.

Die signifikante Inhibition der Aufnahme nahezu aller Partikeltypen durch Cyt-D, aus der sich
ein von der Grole unabhangiger Internalisierungsmechanismus Uber die Aktin vermittelte
Phagozytose ergibt, steht ebenfalls nicht im Einklang mit Churgs Aussagen, der fiir den
Aufnahmemechanismus kleinerer Partikel eher einen endozytotischen Mechanismus
postuliert. Dem Ergebnis aus Kapitel 3.2.1.4 stehen allerdings auch einige Untersuchungen
der Aufnahme von Partikeln verschiedener Grofde in Makrophagen entgegen. In AM wird in
vitro die Aufnahme feiner Latexbeads (1-0,2um) mit Cyt-D inhibiert, wahrend der Inhbitor der
Aktinpolymeriston keinen Effekt auf die Aufnahme von ultra-feinen Latex-Beads (< 0,2um)
zeigt. Dieses Ergebnis spricht dafur, dass die Aufnahme der ultra-feinen Modellpartikel nicht
Uber einen klassischen Phagozytose Mechanismus ablauft (Geiser et al. 2005). Die gré3eren
Latex-Beads dagegen werden, wie auch inhalierbare Mikrospheren (2-3um, Jones et al.
2002), phagozytiert. Auch Oberdorster et al. 2005 und Nel et al. 2006 beschreiben,
zusammenfassend fir die Aufnahme von ultra-feinen Partikel durch nicht-phagozytotische
Zellen, einen Carveolin oder Clathrin abhangigen, endozytotischen Mechanismus. Beide
zeigen jedoch auch auf, dass neben der PartikelgroRe die Partikeloberflacheneigenschaften
und mdgliche Modifikationen durch Wechselwirkungen mit dem umgebenden Medium (z.B.
mit Proteinen des Lungen-Surfactants) die Aufnahme beeinflussen kénnen.

Die Ergebnisse aus Kapitel 3.2.1 sprechen flir einen Aufnahmemechanismus aller
PartikelgroRenfraktionen Uber klassische Phagozytose. Dies konnte durch eine starkere
Abhangigkeit der Aufnahme von den Oberflacheneigenschaften als von GroéRRe der Partikel
erklart werden. Die Aufnahme konnte durch Wechselwirkung der Partikel mit Substanzen
des umgebenden Mediums beeinflusst sein. Ein solches Coating konnte zum einen
VergrélRerungs- oder zum anderen Markierungseffekte (Opsonierung) bewirken, die auch die
ultra-feinen Partikel den Rezeptoren der klassischen Phagozytose zuganglich machen
wlrden. Eine unterschiedliche Affinitdt der Partikel zu diesen Substanzen fihrt zu einer
verschieden schnellen oder starken Ummantelung durch diese. Dies wirde sich auf die
Starke der Aufnahme, wie auch auf die Aufnahmegeschwindigkeit auswirken, die auch in
den Ergebnissen aus Kapitel 3.1 wieder zu finden sind. Mégliche ummantelnde Substanzen,
welche die Partikel fir eine mdégliche Phagozytose markieren und somit die Aufnahme
erleichtern oder erschweren wurden, koénnten z.B. Immunglobuline, Komplement

(Opsonierung) oder Zucker und Lipide sein. Eine Wechselwirkung mit solchen Substanzen
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ist fir viele Partikel untersucht worden. So konnte eine Absorption von HDL wie auch LDL
auf verschiedene fibrogene und inerte Partikel gezeigt werden, wobei fibrogene
Mineralstaube (wie DQ12, Kaolin und Talk) eine hdhere Affinitat zu HDL zeigen (Bogatu und
Contage 2005). Eine andere Studie mit TiO, konnte zeigen, dass die Opsonierung der
Partikel mit Surfactant-Protein-A (SP-A) zur Erhéhung der Phagozytoserate fihrt (Stringer
und Kobzik 1996).

Des Weiteren ist auch die Aggregation ultra-feiner Partikel nicht auszuschlieRen. Dadurch
konnte die PartikelgroRe so moduliert werden, dass eine Aufnahme Uber die klassische
Phagozytose wahrscheinlich ist.

Mit Ausnahme von ultra-feinem CB, Uber dessen Aufnahme sich aus den
durchflusszytometrischen Messungen keine Aussagen machen liel3, konnte gezeigt werden,
dass alle Partikel unabhangig von der GrélRe Uber die klassische Phagozytose
aufgenommen werden. Die unterschiedliche Aufnahmekapazitat der verschiedenen Partikel
konnte auf eine Aufnahme U(Uber unterschiedliche Phagozytose-Rezeptoren, eine
unterschiedlich starke Wechselwirkung mit diesen oder von unterschiedlichen
Ummantelungen durch Komponenten des umgebenden Mediums hervorgerufen werden. Die
eindeutige Klarung des Aufnahmemechanismus bedarf jedoch weiterer Untersuchungen, wie
sie exemplarisch fur DQ12 durchgefuhrt wurde und im Folgenden diskutiert werden soll. Far
eine phagozytotische Aufnahme der SWNT’s spricht die Phaloidinfarbung als erstes Indiz,

wobei zuklnftige Untersuchungen jedoch erst Klarheit dartber liefern kdbnnen.
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4.4 Phagozytotischer Mechanismus der DQ12-Aufnahme.

Neben der GroRe der DQ12-Partikel von 0,96um (>0,5um) deutet auch die zeitaufgelOste
Mikroskopie (Abb. 3.2.1), in der ein sehr aktiver Aufnahmeprozess gezeigt werden konnte,
auf einen DQ12-Aufnahme Mechanismus Uber klassische Phagozytose hin. Zuséatzlich
konnte die Beteiligung des Aktinzellskeletts an der DQ12-Aufnahme durchflusszytometrisch,
wie auch immunohistochemisch, nachgewiesen werden.

Nun sollte der die Phagozytose vermittelnde Rezeptor am Beispiel von DQ12 spezifiziert
werden. Die klassische Phagozytose kann, wie in Kapitel 1.3.3 eingehend beschrieben, tber
ein breites Spektrum von Rezeptoren vermittelt werden. Eine erste Eingrenzung der
beteiligten Rezeptoren erfolgte anhand der durchflusszytometrischen Messung der
Aufnahme unter Inhibition verschiedener Rezeptoren. Zur Rezeptorblockierung wurden
spezifische Antikorper (FcyR und CR) oder, falls diese nicht kommerziell zur Verfiigung
standen, je zwei Agonisten (ScR, Poly-l und Fucoidan; MR, m-a-D-MP und Mannan), um
ungewollte Nebeneffekte auszuschlieRen, eingesetzt. Aus dieser Untersuchung ergab sich
ein Inhibitionsmuster, bei dem die Inhibition des FcyR eine herausragende Reduktion der
Phagozytose zeigte. Eine Beteiligung des ScR ist an der DQ12 Phagozytose
auszuschlie3en, da durch die Inhibition desselben keine Verminderung der Partikelaufnahme
bewirkt wurde. Gegenteilig erhohte sich sogar die Aufnahme bei der Inkubation mit Poly-I
nach der Belastung mit der hohen Quarzdosis. Dieser Effekt ist auch in der
kombinatorischen Inhibition zu verfolgen. Bei der Zugabe von Poly-I in den Inhibitorcocktail,
erhohte sich, die durch den Einsatz der Kombination der 3 Inhibitoren erzielte
Phagozytosereduktion leicht. Dies ist vermutlich auf unspezifische Nebeneffekte des
Inhibitors ~ zurtckzufiihren, da  Fucoidan keine signifikante  Steigerung  der
Phagozytosekapazitat zeigt. Ein Effekt, der zur hoheren Phagozytosekapazitat der
Makrophagen nach der Vorinkubation mit Poly-I fuhrt, kénnte z.B. ihre Aktivierung sein. Der
Einsatz des CR-Antikérper und der MR-Agonisten dagegen reduzierten die Phagozytose,
jedoch in einem weitaus geringeren Ausmalfd, als die Inhibition des FcyR. Sie kdnnten somit
auch einen Beitrag zur DQ12 Aufnahme leisten, allerdings scheint der FcyR der
entscheidende Rezeptor zu sein. Das zeigt sich vor allem darin, dass durch Inhibition des
FcyR eine gleichwertige Reduktion der Phagozytose wie mit Cyt-D und der kombinatorischen
Inhibition erzielt wird, welche einer maximal erreichbaren Inhibition zu entsprechen scheint.
Die verbliebene minimale Erhéhung des SSC konnte durch nicht aufgenommene Partikel,
die mit der Zelloberflache in Wechselwirkung treten, hervorgerufen sein. Eine
Wechselwirkung mit Rezeptoren ist bereits fur die Aktininhibition beschrieben (Stringer et al.
1996), doch kdnnten auch nach Inhibition der Rezeptoren noch Wechselwirkungen mit den

Nicht-Rezeptor-Komponenten der Membran, z.B. mit den Lipiden oder Proteinen, auftreten.
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Die Inhibition der Phagozytose durch Suramin ist ebenfalls ein mdglicher Hinweis auf eine
FcR-vermittelte Phagozytose, da bereits gezeigt werden konnte, dass eine Inhibition des
ATP-Rezeptors die Aufnahme IgG-opsonierter Hefenpartikel herabsetzt. Dabei wird
vermutlich die Phagozytose, wie auch die Generierung von ROS durch den FcR in
neutrophilen Granulozyten lber einen ATP-vermittelten Mechanismus unter der Beteiligung
des P2X Uber Platelets reguliert (Zalavary et al. 1996). Die purinergen Rezeptoren (P2Y und
P2X), deren Expression auch in NR8383 gezeigt werden konnte, regulieren ATP-abhangig
die intrazellulare Kalziumkonzentration Uber die Phospholipase-C (Bowler et al. 2003).
Kalzium wiederum scheint eine Rolle in der Phagozytose zu spielen, doch wird kontrovers
Uber die Notwendigkeit dieses Second-Messangers diskutiert. So wird die FcR-vermittelte
Phagozytose in humanen Neutrophilen sowohl als Ca®" abhangig, wie auch als unabhéngig
bezeichnet (Della Bianca et al. 1990, Kobayashi et al. 1995). Neuere Studien konnten
zeigen, dass die Aktivierung der Syk-Kinase wahrend der FcyR-vermittelten Phagozytose in
Makrophagen Ca®*-abhangig ist, wohingegen in dendritischen Zellen die Aktivierung der
Kinase Ca®"-unabhangig ablauft (Canetti et al. 2003, 2006). Ebenso wurde fiir die wéhrend
der FcyR-vermittelten Phagozytose stattfindende focale Exozytose (die Fusion einer neuen
Membran mit den sich bildenden Pseudopodien, um ihre Verfigbarkeit wahrend der
Extension zu gewahrleisten) eine Ca?-unabhangigkeit festgestellt (Di et al. 2003).
Andererseits kommt es wahrend der FcR-vermittelten Phagozytose zu einer Ca?-
Ausschiittung ins Zytoplasma (Lundqvist-Gustavsson et al. 2000), was auf eine Ca*
Funktion wahrend dieses Prozesses hinweist. Allerdings konnte eine Ca*-Ausschiittung
auch wahrend der Phagozytose durch andere Rezeptoren wie MR und CR beobachetet
werden (Kwiatkowaska und Sobota 1999), sodass die Beteiligung von Ca?" nicht als FcR-
spezifisch angesehen werden kann.

Die tragende Rolle des FcyR in der DQ12-Phagozytose konnte des Weiteren in der
immunohistochemischen Untersuchung der Rezeptorrekrutierung bestatigt werden. Wahrend
in der mikroskopischen Untersuchung der DQ12 Phagozytose keine Umstrukturierungen von
CR und MR zu Dbeobachten sind, zeigt die Anordnung des FcyR
phagozytosecharakteristische Veranderungen. Eine ringférmige Klusterung des Rezeptors
um das sich bildenden Phagosom ist zu beobachten (Abb. 3.3.2.1).

Aus den Ergebnissen der inhibitorischen, durchflusszytometrischen wie auch der
immunohistochemischen Untersuchungen der Phagozytose konnte die dominante Rolle des
FcyR im phagozytotischen Prozess von DQ12-Partikeln demonstriert werden.

Der FcyR scheint also verantwortlich fir die Aufnahme von DQ12-Partikeln durch NR8383-
Makrophagen zu sein. Um dieses Ergebnis abzusichern und um die Quarz induzierte
Signalkette, die letztlich zu der beschriebenen Entzindungsreaktion flhren sollte, zu

charakterisieren, wurde dieselbe sowohl durch proteinbiochemisch als auch durch den
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Einsatz von Inhibitoren eingehend untersucht. Zunachst konnte durch einen Pulldown-Assay
die Aktivierung der GTPasen Rac und Cdc42 gezeigt werden, wohingegen der
Aktivierungsstatus von Rho von der Quarzbelastung unbeeinflusst blieb (Abb. 3.3.3.1.1). Die
Aktivierung von Rac und Cdc42 ist typisch fir eine Phagozytose Uber den FcyR, die auch als
TypI-Phagozytose bezeichnet wird. Die durch den CR vermittelte Aufnahme von Partikeln
dagegen erfolgt nur unter Beteiligung von Rho, in einem als Typ-lI-Phagozytose
bezeichneten Internalisierungsprozess. Der MR vermittelte Aufnahmemechanismus bedarf
sogar der Aktivierung aller drei GTPasen (Abb. 4.4.2, Allen und Aderem 1996, Cox et al
1997, Massol et al. 1998, Caron und Hall 1998, Lee et al. 2000, Olazabal et al. 2002, Zhang
et al. 2005). Somit bestatigt das gezeigte Aktivierungsmuster den FcyR als den die DQ12-
Phagozytose mediierende Rezeptor und sowohl der CR als auch der MR kdnnen als

hauptsachlicher Mediator der DQ12 Phagozytose ausgeschlossen werden.

TYPI TYP II MR
Phagozytose Phagozytose
FcyR CR3

Zytosol

Phagozytose

Abb. 4.4.2: Beteiligung der GTPasen Rac, Cdc42 und Rho an der fiir den FcyR typischen TyplI-Phagozytose, der
fiir den CR beschrieben Typll Phagozytose und der Phagozytose iliber den MR (verdndert nach Allen und Aderem
1996, Cox et al 1997, Caron und Hall 1998, Massol et al. 1998, Lee et al. 2000, Olazabal et al. 2002, Zhang et al.
2005).

Weitere Bestatigungen flr eine Typ-I-Phagozytose konnten Uber den inhibitorischen Ansatz
und die Rac1 Immunohistochemie gefunden werden. Sowohl die Inhibition aller GTPasen
durch Lovastatin, wie auch die spezifische Rac1 Inhibition mit NSC23766 bewirkten eine
signifikante Reduktionen der DQ12-Phagozytoserate (Abb. 3.3.4.4 und 3.3.4.6). Die von
Hoppe und Swanson (2004) mit Hilfe von zeitaufgeloster Mikroskopie untersuchte
Rekrutierung von Rac1 zu den sich bildenden Phagosomen, ist in den
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen der Rac1-Immunohistochemie (Abb. 3.3.5.1) zu

verfolgen.
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Nachfolgend wurde auf dhnliche Weise wie bei den GTPasen die Beteiligung verschiedener
Kinasen an der DQ12-Phagozytose gezeigt. In Western Blot Analysen, wie auch durch die
Inhibition der Nicht-Rezeptortyrosine-Kinasen mit Genistein wurde die Induktion der fur den
FcyR beschriebenen Signaltransduktionskaskade DQ12-induziert nachvollzogen. Somit
wurde die Hypothese der DQ12-Aufnahme uber den FcyR bekréftigt. Die fur die FcyR-
vermittelte Phagozytose notwendige Phosphorylierung von Tyrosin-Kinasen, die durch
Genistein inhibiert wird (Greenberg et al. 1993), wurde im durchflusszytometrischen Ansatz
fur die DQ12-Phagozytose gezeigt (Abb. 3.3.4.1). Des Weiteren wurde im Western Blot mit
phosphospezifischen Antikérpern die Aktivierung der Src-Kinase Lyn, sowie der Nicht-
Rezeptor-Tyrosin-Kinasen Syk und PI13-K demonstriert (Abb. 3.3.3.2.1, 2 und 6). Anhand der
Untersuchungsergebnisse lasst sich die DQ12-induzierte Signaltransduktionskette in
NR8383 Zellen wie folgt beschreiben (siehe auch Abb. 4.4.2):

e Sy

FcyR
Zytosol
TAM Lyf'i;_ ITAM
S
5 o Membrane
Syk (P PI3K ([ P)
vk (E _ Ruffling
Phagozytose
Cdca2 Actin
Rac Rekrutierung

GTP

Abb. 4.4.2: DQ12 induzierte Signaltransduktionskette in NR8383-Zellen die fiir die FcyR-Phagozytose. nach dem
in der Literatur beschriebene (Greenberg S. 1999, Kwiatkowska et al 1999, Gu et al 2003).

Nach der Ligandenbindung, in diesem Fall DQ12, kommt es zur Rezeptoraggregation an der
Partikelbindungsstelle, wie in der FcyR-Immunohistochemie (Abb. 3.3.2.1) zu verfolgen war.
Danach wird unter anderem die Src-Kinase Lyn durch die Dephosphorylierung des Tyrosins
an Position 509 aktiviert (Abb. 3.3.3.2.1). Durch die Aktivierung der Src-Kinase Lyn sollte
dann durch Interaktion mit dem Rezeptor, unterstitzt von Lipiddrafts, die Phosphorylierung
der ITAM-Domane des FcyR katalysiert werden. Wie in der Literatur beschrieben folgt Giber
die Aktivierung verschiedener Src-Kinasen die Rekrutierung und Phosphorylierung der
zytosolstandigen Kinase Syk, was wiederum Quarzinduziert im Western-Blot gezeigt werden
konnte (Abb. 3.3.3.2.4). Diese wiederum leitet weitere Signale fir die Aufnahme des
gebundenen Partikels ein (Kiefer et al.1998, Fitzer-Attas et al. 2000, Kwiatkowska und
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Sobota 2001). Die wahrend der Aufnahme von DQ12-Partikeln durch die Phosphorylierung
des Tyrosins in Position 525/26 aktivierte (Abb. 3.3.3.2.4) Tyrosin-Kinase Syk ist wahrend
der FcyR vermittelten Phagozytose essentiell fir die Aktinrekrutierung (Cox et all. 1996).
Auch eine Phosphorylierung von Zap-70(Tyr319)/Syk(Tyr352) ist zu beobachten (Abb.
3.3.3.2.5). Allerdings tritt diese, im Gegensatz zur Aktivierung anderer Kinasen und
GTPasen, erst nach 60min auf. Die Phosphorylierung von Zap-70(Tyr 319)/Syk(Tyr352)
sollte somit weder fir die Partikelbindung noch fiir die Partikelinternalisation, die bereits
innerhalb der ersten 15min initialisiert wird, nétig zu sein. Ahnliches wurde bereits in Zap-70
transfizierten, monozytischen Zelllinien (U937 und THP-1) beobachtete, in denen wahrend
der FcyR-Aggregierung nur Syk, nicht aber Zap-70 aktiviert wird (Taylor et al. 1997). In
COS1-Zellen erhoht sich die FcyR-Phagozytosekapazitdt nach Transfektion mit Syk,
wohingegen eine Zap-70-Transfektion keinen Einfluss auf die Aufnahme von IgG sensitiven
roten Blutzellen zeigt (Hunter et al. 1999). Demnach spielt nur Syk eine entscheidende Rolle
in der FcyR-vermittelten Phagozytose. Zap-70 dagegen sollte nicht am Aufhahmeprozess
beteiligt sein. Obwohl Syk und Zap-70 derselben Familie von Nichtrezeptor-Tyrosin-Kinasen
angehoren, eine starke genetische Homologie aufweisen und uUber ihre SH2-Doméane an das
doppelt phosphorylierte ITAM-Motiv des FcR binden kénnen, scheinen beide eine sehr
unterschiedliche Funktion zu haben (Yagi et al.1994, Strzelecka et al. 1997), wobei die
Aufgabe von Zap-70 in der Signaltransduktion des FcyR noch nicht aufgeklart werden
konnte.

Neben Syk ist auch die Kinase PI3K, deren Aktivierung nach der 10min DQ12 Belastung
gezeigt werden konnte (Abb. 3.3.3.2.6), von essentieller Bedeutung in der FcyR-vermittelten
Phagozytose. PI3K  reguliert in der  FcyR-vermittelten Phagozytose  die
Membranumstrukturierung (Membran Ruffling), ist jedoch nicht an der Aktinumstrukturierung,
die zur Ausbildung von Pseudopodien flihrt, beteiligt. So wird die Phagozytose IgG
opsonierter Schafserythrozyten durch RAW Zellen mit Wortmanin oder LY294002, zwei
spezifischen PI3K Inhibitoren, zwar inhibiert, allerdings ohne die Aktinumstrukturierung zu
beeinflussen (Cox et al. 1999). Allerdings ist eine PI3K vermittelte Umstrukturierung des
corticalen Aktins wahrend der Phagozytose Uber den FcyR beschrieben. Dabei katalysiert
die aktivierte Syk-Kinase die Phosphorylierung der regulatorischen p85-Untereinheit der
PI3K, worauf die katalytische p110-Untereinheit der Kinase die Phosphorylierung von
Phosphoinostiden wie PIP; katalysiert. PI(3, 4, 5)P3; wiederum sorgt fur die Umstrukturierung
des corticalen Aktins, welches flr die Membranumstrukturierung (Membran Ruffling) nétig ist
(Strzelecka et al.1997, Gillooly et al. 2001). Wahrend der FcyR vermittelte Phagozytose ist
PI3K essentiell fir die Membranrekrutierung und die maximale Pseudopdienausbildung,
sowie den Schluss der Membran hinter dem aufzunehmenden Partikel (Greenberg 1999,
Fruman und Cantley 2002).
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Die DQ12-induzierte Aktivierung der FcyR Phagozytosesignalkaskade scheint allerdings
zeitabhangig zu sein. So zeigt der Aktivierungszustand der Src-Kinase Lyn bereits 5min nach
Partikelzugabe einen maximalen Anstieg. Danach sinkt die Aktivitdt mit der Zeit ab und ist
nach 60min nur noch minimal. Ein vergleichbares zeitabhangiges Aktivierungsmuster ist
auch bei den anderen Kinasen (Syk525/526 und PI3K, maximale Aktivierung nach 10min),
sowie bei den GTPasen (Rac1 und Cdc42), die nach 15min DQ12-Belastung aktiviert sind
und deren Aktivitdtsstatus nach 60min stark abgeschwacht ist, zu finden. Die beobachtete
Zeitabhangigkeit der Aktivierung der Kinasen Lyn und Syk, sowie der GTPasen Rac und
Cdc42 kénnte dem zeitlichen Ablauf der Phagozytose entsprechen. Wahrend der schnell
erfolgenden Partikelbindung, die unmittelbar nach Zugabe der Partikel stattfindet (5-15min
Belastung), kommt es zur Rezeptor-Clusterung und zur Aktivierung der Lyn-Kinase, die
schon nach 5min maximal ausgepragt ist. Danach sinkt der Aktivierungsstatus dieser Kinase
wahrend des Internalisierungsprozesses (10 bis 15min) und PI3K und Syk werden gefolgt
von den GTPasen aktiviert (10-15min), welche das Membran Ruffeling und die Aktin-
Umstrukturierung vermitteln. Eine ahnliche zeitabhangige Aktivierung zeigt sich auch bei der
Aufnahme von TiO,-Partikeln oder IgG ummantelten Latexbeads in der Makrophagenzelllinie
J774A.1. Nach Belastung dieser murinen Makrophagen mit TiO, erfolgt die Aktivierung der
Src-Kinase Lyn, sowie der PKC, deren Inhibition zur Inhibition der Partikelphagozytose fuhrt,
zu einem gleichartigen Aktivierungsmuster mit einem Maximum bei 2min, welche innerhalb
von 45min wieder auf das Grundniveau sinkt (Palmbos et al. 2002). Die Belastung mit IgG
opsonierten Latexbeads Uber 10min bei 4°C, die nur die Bindung der Partikel erlaubt, flhrt
zur Aktivierung von Lyn, wahrend Syk nicht stimuliert wird. Nach einer Temperaturerhéhung
auf 37°C, bei der auch die Internalisierung stattfinden kann, sinkt der Aktivierungszustand
der Src-Kinase Lyn innerhalb von 10min, wohingegen eine Aktivierung von Syk zu verfolgen
ist (Strzelecka et al. 2002). DQ12 induziert also ein zeitabhangiges Aktivierungsmuster. Da in
einem Zeitraum von 1h bis 24h weitere Partikel aufgenommen werden (Abb. 3.1.2.1.2) kann
nicht von einem Abbruch der Phagozytose, infolge einer Partikelabsattigung der Zellen
ausgegangen werden. Da Zellen und Partikel im standigen Kontakt stehen sollte die
Phagozytose kontinuierlich erfolgen. Infolge einer konstant stattfindenden DQ12-
Phagozytose sollte also auch innerhalb von 60min noch eine Signalinduktion hervorrufen
werden. Ein zeitliches Aktivierungsmuster dirfte nicht auftreten. Jedoch scheint eine
limitierende GrofRe die kontinuierliche Partikelaufnahme zu verhindern, sodass eine zyklische
Aktivierung der Phagozytosesignalkette zu verfolgen ist. Dies kdnnte durch die Verfugbarkeit
des Rezeptors hervorgerufen sein. Dieser wird wahrend der Phagozytose mit dem
Phagosom internalisiert und Uber einen Recyclingprozess wieder an die Zelloberflache
abgegeben. Wahrend dieses Prozesses ist er nicht mehr fur die Phagozytose verfigbar, was

zu einer verminderten Oberflachenexpression und zur zeitlichen Limitierung der
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Phagozytose fiuhren kdnnte. Ein anderer Effekt, der diese zeitliche Herabsetzung der
Phagozytosesignalstarke erklaren kénnte, ware die inhibitorische Wirkung der ITIM-Domane
des FcyRIIB. ITIM, das Immunrezeptor-Tyrosinebased-Inhibitory Motiv, reguliert durch
Wechselwirkung mit der aktivierenden Rezeptorendomane ITAM deren Aktivitat. Durch diese
negative Regulierung wird z.B. in Makrophagen die Aufnahme von IgG-Komplexen
herabgesetzt (Sautés-Fridman et al. 2003). Eine solche Inhibition konnte sich aus der
detektierten Phosphorylierung des Tyrosin an Position 292 der ITIM-Doméane des FcyRIIB
ergeben, die nach 60min auftritt und somit genau zu dem zeitlichen Ablauf der FcyR-
Signalkaskade passt (Abb. 3.3.3.2.7).

Zusammenfassend lasst sich an der Untersuchung der DQ12 induzierten
Signaltransduktionskette wahrend der Partikelaufnahme, die fir den FcyR beschriebene
Signaltranduktionskaskade verfolgen. DQ12 18st dabei in den ersten 15min die Aktivierung
der Nicht-Rezeptor-Kinasen Lyn, Syk, PI3K und der GTPasen Rac1 und Cdc42 aus. Dieses
phagozytotische Signal kénnte Uber die ITIM-Domane negativ reguliert werden oder von der

Verflgbarkeit des Rezeptors an der Zelloberflache beeinflusst sein.
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4.5 Pro-inflammatorische Antwort auf die DQ12-Exposition. Untersuchung der

DQ12 induzierten ROS-Generierung und TNF-a-Freisetzung.

In Kapitel 3.4 konnte in NR8383 Zellen gezeigt werden, dass die Quarz-Exposition der
Makrophagen zu einer dosisabhangigen ROS-Bildung (gesamt, Abb. 3.4.1.1.3; intrazellular,
Abb. 3.4.1.1.2; extrazellular, Abb. 3.4.1.1.1) und TNF-a-Freisetzung (Abb. 3.4.1.3.1) unter
der Aktivierung des NF-kB (Abb. 3.4.1.2.1, Abb. 3.4.1.2.2) fuhrt. Dies ist bereits vielfach fur
Quarz und andere Partikel gezeigt worden. So haben Imrich et al. (1999) bereits eine
umfassende Untersuchung sowohl der ROS-Generierung als auch der TNF-a- und MIP2-
Freisetzung in Hamster AM mit unterschiedlichsten Partikeln, unter anderem auch mit Quarz,
durchgefiihrt und mit dem Stimulus durch LPS oder PMA verglichen (Imrich et al. 1999).
Auch in vivo gibt es bereits zahlreiche Untersuchungen, die auf die Bildung von ROS
und/oder die Freisetzung von Zytokinen in Relation zu einer Lungenschadigung nach Quarz-
Inhalation oder -Instillierung eingehen (Albrecht et al. 2004, Porter 2004, Albrecht et al. 2005,
Porter et al. 2006). Eine besonders umfangreiche Studie der Quarz induzierten Bildung und
Freisetzung von verschiedensten inflammatorischen Mediatoren (wie Zytokinen,
Chemokinen und Wachstumsfaktoren) von Rao et al. (2004), konnte die Freisetzung und
Bildung von IL-6, MIP-2, MCP-I und TNF-a in AM zeigen. Auch der Zusammenhang
zwischen der quarzdosisabhangigen Bildung von ROS, NF-kB-Aktivierung und TNF-o-
Freisetzung wurde bereits in einem mechanistischen Schema zusammengefasst und
referiert (Castranova 2004). Erstmals wurde jedoch in der gegenwartigen Untersuchung die
Abhangigkeit der ROS-Bildung sowie der TNF-a-Freisetzung von einem intakten
Aktinzellskelett und/oder der Partikelaufnahme (Kapitel 3.4.2) gezeigt. So konnte mit Hilfe
der Durchflusszytometrie, die eine Mehrparameterstudie erméglichte, eine Korrelation (Abb.
3.4.2.1.5) zwischen der DQ12 Phagozytose und der ROS-Generierung dargestellt werden.
Der Zusammenhang zwischen Aufnahme und ROS-Bildung wurde auch in AM und
Monozyten gezeigt. So steigt die durchflusszytometrisch ber die Oxidation von DHR and
HE (Hydroethidine) gemessene intrazellulare ROS-Konzentration mit der Menge
aufgenommener Quarz-, ROFA- oder TiO,-Partikel (Imrich et al. 1999). Auch die, durch die
Exposition der Monozyten gegeniber Zirkonia- oder Aluminium-Partikeln, reduzierte Latex-
Bead-Phagozytose geht mit der Verminderung des oxidativen Bursts einher (Nkamgueu et
al. 1999). Allerdings wurden in allen diesen Studien keine inhibitorischen Untersuchungen,
wie hier mit Cyt-D, durchgefiihrt, die einen direkten Zusammenhang zwischen der ROS-
Generierung und der Aktinkomponente des Zellskeletts darstellten.

In Kapitel 4.3.4 wurde bereits die mogliche Modulation der Aufnahmekapazitat durch die
ROS-Generierung diskutiert. Es wurde darauf eingegangen, dass die gute Korrelation
zwischen Aufnahme und ROS-Generierung, sowie die synchrone Reduktion von
Partikelaufnahme und ROS-Bildung durch Cyt-D und DMSO, die Aussage einer von der
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Radikalbildung abhangigen Aufnahme zwar unterstutzt (Churg 1996), diese jedoch nicht
hinreichend sein kénne. Dies wurde durch die Beobachtungen von Kobzik (1995), dass
Partikel mit geringerem Radikalbildungpotential (TiO./kristalline Quarzpartikel, frisch
sonifizierte/gelagerte Quarzpartikel) in weitaus starkeren Mal aufgenommen werden,
unterstitzt.

Im Folgenden soll nun die Abhangigkeit der ROS Bildung von einem intakten Aktinzellskelett,
die ebenfalls mit der Korrelation in Einklang steht, diskutiert werden. Dabei wird besonders
auf eine mogliche Funktion des Aktins bei der Formierung des NADPH-Oxidase-Komplexes,
die fir die ROS-Bildung verantwortlich sein konnte (Kapitel 1.3.3.1, Abb. 1.3.3.1.4)
eingegangen. Eine Abhangigkeit zwischen der Freisetzung, wie auch der intrazellularen
ROS-Bildung von einem funktionsfahigen Aktinzellskelett wurde bereits in Neutrophilen
gezeigt. Die durch die Phagozytose von Komplement opsonierten Hefepartikeln induzierte
ROS-Freisetzung konnte durch die Inhibition des Aktinzellskeletts mit Cyt-B stark reduziert
werden (Granfeldt 2001). Auch in humanen Neutrophilen konnte dem Aktinzellskelett eine
mdgliche Rolle in der Bildung von ROS zugeordnet werden (Serrander et al. 1999).

Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit der beobachteten DQ12-induzierten intra- wie auch
extrazellularen ROS-Bildung, welche ebenfalls durch Cyt-D vdllig inhibiert wurde. Die
Hypothese einer Beteiligung des Zellskeletts an der ROS-Generierung wird auch durch die
Messung der FcyR-induzierten ROS-Bildung unterstitzt. Sowohl intra- wie auch extrazellular
wurde nach Inkubation der NR8383-Zellen mit dem spezifischen FcyR-Antikérper eine ROS-
Freisetzung nachgewiesen, die mit der Quarz induzierten vergleichbar war (Abb. 4.1.1.1.2).
Die Literatur beschreibt einen molekularen Mechanismus der ROS-Generierung, bei dem
Aktin aktiv an der Bildung beteiligt sein kénnte. Kurz zusammengefasst wird Uber
verschiedene Rezeptoren (CR3, FcylIR, FcyllIR) unter Phosphorylierung mehrerer Tyrosin-
Kinasen der NADPH-Oxidase-Komplex aktiviert, der die ROS-Bildung katalysiert. Aktin
kénnte im Komplexierungs- und Aktivierungprozess des NADPH-Oxidase-Komplexes
beteiligt sein (Babior 1999, Forman und Torres 2002, Park 2003, Sumimoto et al. 2004).
Dabei erflillen die GTPasen Rac1 und Cdc42 wichtige Aufgaben. So konnte eine duale
Funktion von Rac1 bei der Aktivierung des NADPH-Oxidase-Komplexes gezeigt werden. Die
GTPase ist an der Anbindung von p67°"* an die Membran, wie auch an der Induktion einer
aktivierenden p67°"* Konformationsanderung beteiligt (Patil et al. 2004, Sarfstein et al.
2004). Cdc42 ist in eine Aktin-Filament-Umstrukturierung involviert, die zur Aktivierung der
NADPH-Oxidase fuhrt (Qian et al. 2005). Weiterhin konnte eine Beteiligung von Syk, PKC®
und PI3K gezeigt werden, wobei PKC® wie auch PI3K an der Phosphorylierung und
Translokation der p47°"* beteiligt sind (Yamamori et al. 2004, Bey et al. 2004, Underhill et al.
2005). Fur die Quarz-induzierte ROS Generierung konnte eine PKC-Beteiligung sowie eine

Beeinflussung durch die PLC (PhospholipaseC) nachgewiesen werden (Lim et al. 1997).
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Eine hypothetische Signaltransduktionskaskade der Quarz induzierten ROS-Generierung ist
in Abb. 4.5.1 zusammenfasst. Aus der Kombination der Ergebnisse dieser Studie mit dem in
der Literatur beschriebenen molekularen Mechanismus der ROS-Bildung koénnte die Quarz-
induzierte ROS Generierung wie folgt ablaufen. Nach der Rezeptor-Liganden-Interaktion wird
eine Signalkette eingeleitet, die Uber die Aktivierung von Syk, PI3K, Rac1 und Cdc42 unter
der Beteiligung von Aktin zur Komplexierung und Aktivierung der NADPH-Oxidase flhrt.
Diese katalysiert dann die Generierung von ROS. Die Manifestierung dieser Hypothese
bedarf allerdings noch einiger Studien. So kénnte beispielsweise der dargestellte Signalweg
durch den Einsatz von Inhibitoren wie Wortmanin (PI3K) oder NSC23766 (Rac1) naher
untersucht werden. In dieser Studie konnte nur ein erster Hinweis darauf gefunden werden,

dass Aktin aktiv an diesem Prozess beteiligt sein kdnnte.
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Abb. 4.5.1: Mégliche DQ12-induzierte Signaltransduktion in NR8383-Zellen zur ROS Generierung.

Auch die Freisetzung von TNF-a wird durch die Inhibition des Aktinzellskeletts mit Cyt-D
vollstandig unterdriickt. Ebenso flhrt die Inkubation mit dem spezifischen FcyR-Antikérper zu
einer TNF-a-Freisetzung, die mit der DQ12-induzierten vergleichbar ist. Dies kdnnte auf eine
von Castranova (2004) referierte Abhangigkeit der Transkription der Zytokingene von der
ROS-Generierung hin deuten. Demnach induziert Quarz die Bildung von ROS, welche
gefolgt von Tyrosin-Kinasen Aktivierungen (z.B. PI3K) zur Aktivierung des NF-kB flhrt. NF-
kB wird in den Zellkern transloziert, wodurch die Transkription verschiedener
inflammatorischer Gene, unter anderem auch von TNF-q, ein geleitet wird (Castranova 2004,
siehe auch Abb. 1.2.3.1). Die ROS-Bildung allein scheint aber in AM nicht ausreichend flr
die Aktivierung der NF-kB induzierten Transkription zu sein. So fiihrt eine Belastung mit
ROFA (residual fly ash) in adherenten, humanen AM zur Bildung von ROS, doch erfolgt
weder eine Translokalisierung des NF-kB (p50/65, p50/50) noch eine Bildung von IL-8
(Mondal et al. 1999).
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Hier konnte die Beteiligung einer rezeptorvermittelten Signaltransduktionkaskade das
fehlende Glied in der ROS-Bildungskette sein. Demnach hatten die Phagozytosemediatoren
und die von ihnen ausgehende Signaltinduktion einen entscheidenden Einfluss auf die TNF-
a-Bildung und/oder Freisetzung. Unter dieser Betrachtung ware die Aufnahme selbst
entscheidend. Fir diese Hypothese spricht auch, dass die Beteiligung vieler hier
aufgefuhrter, wahrend der DQ12-Phagozytose aktivierter Signalmediatoren an der NF-kB-
Aktivierung nachgewiesen werden konnten. So sind z.B. Src-Kinasen an der Quarz-
induzierten NF-kB-Aktivierung beteiligt. Die Inhibition dieser hemmt die fur die Aktivierung
des NF-kB nétige Phosphorylierung von IkB-a und p65NF-kB (Kang et al. 2006). Die
Inhibition der wahrend der TiO,-Belastung in J774A.1 Zellen aktivierten Src-Kinase Lyn fiihrt
zur Unterdrickung der Phagozytose wie auch zur Hemmung der TNF-a-Freisetzung
(Palmbos et al. 2002). Dies spricht ebenfalls flr die Notwendigkeit der Partikelaufnahme flr
die TNF-a-Freisetzung. Auch Syk und PI3K wird eine Beteiligung an der Regulierung der
Zytokinproduktion zugesprochen (Berton et al. 2005, Chen et al. 2005, Crespo 2005). Die
FcyR-vermittelte inflammatorische Genexpression kann Gber Src und NF-kB oder Uber Syk,
Ras und ERK1/2 (Extrazellular Signal Regulierte Kinasen) induziert werden (Song et al.
2004). Die GTPasen Rac1 und Cdc42, die entscheidend fur die Umstrukturierung des
Aktinzellskeletts wahrend der FcyR-mediierten Phagozytose sind, scheinen dagegen nicht
an der NF-kB-abhangigen Genexpression beteiligt zu sein (Lee et al. 2000).

Eine weitere Erklarung fur die Inhibition der DQ12-induzierten TNF-a-Freisetzung durch Cyt-
D konnte eine Aktin-vermittelte Bildung von TNF-a sein. Des weitern kdnnte der Transport
aus der Zelle durch das Zellskelett koordiniert werden. Die Abhangigkeit der LPS-induzierten
TNF-a-Freisetzung und Bildung von einem intakten Aktinzellskelett konnte bereits in einer
Mischkultur aus suspendierten und adhernten primaren humanen Monozyten gezeigt
werden. LPS-induziert setzen die adherenten Monozyten eine weitaus hohere Menge TNF-a
frei als die nicht-adherenten. In der adherenten Monozyten-Fraktion wird, durch die Inhibition
der Aktinpolymerisation mittels Cyt-D, die LPS-induzierte TNF-a-Transkription, -Expression
und -Freisetzung sowie die Aktivierung von ERK1/2 vollstandig unterbunden. In der
Suspensionskultur der Monozyten dagegen ist die TNF-a-Freisetzung mit Cyt-D nicht zu
unterbinden (Rosengart et al. 2002). Demnach konnte Aktin ein vermittelnder Faktor in der
Signaltransduktionkaskade der TNF-a-Bildung sein. Umgekehrte beeinflusst TNF-a das
Aktinzellskelett. Dabei wird die Aktinpolymerisation Uber die TNF-a-induzierte Aktivierung
von Rac, Cdc42 und Rho gesteuert (Wojiac-Stothard et al. 1998). Dies spricht fir einen
moglichen Einfluss des Aktinzellskeletts auf die TNF-a-Freisetzung. Doch auch hier missen,
um eine eindeutige Aussage machen zu kdnnen, weitere Untersuchungen durchgefihrt
werden. Mittels RT-PCR koénnte z.B. eine tatsachliche Beteiligung von Aktin an der TNF-a-

Synthese oder die vermittelnde Rolle im TNF-a-Transport aus der Zelle analysiert werden.

- 174 -



Kapitel 4: Diskussion

Aus den Untersuchungen dieser Studie ergeben sich somit 3 mégliche Abhangigkeiten der
TNF- a-Freisetzung (Abb. 4.5.2):
1. Abhéangigkeit von ROS, dessen Bildung durch die Inhibition der Aktinpolymerisation
verhindert wird;
2. Abhangigkeit von der Aufnahme, wobei die DQ12-Phagozytose von einem
funktionstiichtigen Aktinzellskelett abhangig ist;
3. Direkte Aktinabhangigkeit, wobei Aktin selbst als intrazellularer Vermittler an der

TNF-a-Bildung oder am TNF-a-Transport aus der Zelle beteiligt sein konnte.
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Abb. 4.5.2: Mogliche Abhédngigkeit der DQ12 induzierten TNF-a-Freisetzung von:
1. ROS-Generierung == ; 3. Phagozytose - in NR8383-Zellen; 3.Actin— - - .

Aus der Untersuchung der pro-infamatorischen Antwort auf die DQ12-Belastung ergibt sich
ein hypothetischer Mechanismus der Entziindungsinduktion. Die Induktion der intra- wie
auch extrazellularen ROS-Bildung, sowie der TNF-a-Freisetzung wahrend DQ12-
Phagozytose konnte dabei unter Beteiligung des F-Aktin, des FcyRIl und der nachfolgend
aktivierten FcyR-Signalkette erfolgen. Dies sind erste Hinweise, die in einer spateren Studie

zur Klarung des Mechanismus der Endzindungsinduktion fuhren konnten.
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46 Ist die DQ12-Phagozytose FcyRII vermittelt? Eine abschlieBende
Diskussion der DQ12-Phagozytose.

Die durchflusszytometrische Untersuchung der Aufnahme unter Inhibition der Rezeptoren
sowie die Immunohistochemie brachten den FcyRII als den fiir die DQ12 Phagozytose in
NR8383 Zellen am starksten verantwortlichen Phagozytoserezeptor hervor. Des Weiteren
konnte der Rezeptor in der Analyse der Aktivierung der FcyR-Signaltransduktionskette und
durch zahlreiche Inhibitionen einzelner Komponenten dieser Signalkaskade spezifiziert
werden. Allerdings gibt es Hinweise aus der Literatur, dass auch ein anderer Rezeptor - der
ScR - fur die Aufnahme von Quarz, wie auch anderer Partikel verantwortlich sein kénnte. So
konnte Kobzik (1995) durch eine umfassende Untersuchung die Inhibition der Aufnahme
unterschiedlicher Partikel (fluoreszierende Latex-beads, a-Quarz, TiO,, FeO; mit einem
Durchmesser um 1um) durch verschiedene ScR-Linganden (Poly-l, Chondroitinsulfat
(Chond-S), Dextransulfat (Dex-S) und Dextran (Dex-T500)) in Hamster-AM zeigen. Die
Aufnahme von DEP konnte dagegen nicht inhibiert werden. Die gezeigte Inhibition der o-
Quarz-Aufnahme durch den ScR-Liganden Poly-I konnte ebenfalls in vitro in humanen AM,
sowie in vivo an Mausen durch simultane Instillierung von Inhibitor und Partikel demonstriert
werden (Kobzik 1995). Der Einsatz eines spezifischen Antikdrpers gegen den Makrophagen
Scavenger Rezeptor (MARCO) fihrte in COS-Zellen wie auch in Mause-AM zu einer
deutlichen Reduktion der TiO,-Aufnahme (Palecanda und Kobzik 2000). Des Weiteren
konnte an ScR Klasse A (I/ll) null Mausen, eine Beteiligung des ScR sowohl an der
Clearance wie auch an der Entzindungsreaktion und der Entwicklung der Fibrose nach
Quarzexposition beobachtet werden (Beamer und Holian 2005). AM von MARCO -/- Mausen
wiesen ebenfalls eine verminderte Aufnahmekapazitat von TiO, auf, und die exponierten
Mause zeigten eine verstarkte Entziindungsreaktion (Arredouani et al. 2004, 2006). Weitere
Untersuchungen der Rolle des ScR in der pathogenen Wirkung von Partikelexpositionen
demonstrierten eine Beteiligung des ScR an der Quarz-induzierten Zelltoxizitat und Apoptose
(Hamilton et al. 2000, Chao et al. 2001). Eine andere Gruppe konnte allerdings zeigen, dass
die Uber einen Abfall an ATP untersuchte TiOz-induzierte Zelltoxizitat Uber einen ScR
involvierenden Mechanismus abl3auft, wohingegen die Quarz-induzierte Zelltoxizitdt vom ScR
unabhangig ist (Kim et al. 1999). Somit scheint der ScR sowohl fir die Aufnahme von nicht
opsonierten Partikeln wie auch an der Regulierung der Immunantwort nach Partikelexpostion
beteiligt zu sein.

Eine Ursache fir die kontroversen Beobachtungen im Vergleich zu dieser Studie kdénnten
Opsonierungseffekte aufgrund unterschiedlicher experimenteller Bedingungen sein. Die
Untersuchungen dieser Studie wurden, mit Ausnahme der ROS-Generierung, in Vollmedium
durchgefiihrt, wohingegen bei den Aufnahmestudien der Gruppe um Kobzik in BSS+

(Balanced salt solution, +Ca?*) gearbeitet wurde. Zudem ist die Aufnahme iiber den ScR von
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ihnen als Phagozytose von unopsonierten Partikeln beschrieben (Kobzik 1995, Palecanda
und Kobzik 2000, Palecanda und Kobzik 2001, Arrendouani et al. 2005). Diese
unterschiedlichen Versuchsbedingungen kénnten die unterschiedlichen Ergebnisse erklaren.
Wahrend es bei Kobzik und Mitarbeiter zu keiner Opsonierung der Partikel gekommen sein
dirfte, konnten in der hier verwendeten Versuchsanordnung Opsonierungen durch die
zahlreichen Proteine, wie z.B. Immunglobuline (lg, im speziellen IgG), aus Medium und
Serum aufgetreten sein. Fir einen solchen Opsonierungseffekt spricht auch die
Beobachtung, dass Plasma-behandelte kristalline Quarzpartikel in geringem Masse an CR3b
(Opsoninierung fir die CR Erkennung) und im hohen Masse an IgG, IgA und IgM binden.
Des weiteren fiihrt eine Vorbehandlung pro-monozytischer Zellen (U937) mit Interferon-y
(INF-y) zu einer erhohten Expression von FcyRI wie auch CR3 und CR4, die zu einer
erhdhten Phagozytoserate von Plasma behandelten im Gegensatz zu nativen kristallinen
Quarzpartikeln fuhrt (Hetland et al. 2000). Dies erinnert an das Inhibitionsmuster in Abb.
3.3.1.4., und spricht fur die Aufnahme von Quarz Uber den FcyR und im geringeren Maf}
auch Uber den CR3 nach einer moglichen Opsonierung des DQ12 mit IgG oder CR3b.

Die Abhangigkeit der durch die Exposition gegentiber Latex Beads in AM induzierten TNF-a-
und MIP-2-Freisetzung sowie die ROS Generierung von Opsonierungseffekten (Kobzik et al.
1990, 1993) spricht ebenfalls fir eine Opsonierung der in dieser Studie eingesetzten Partikel.
Die in NR8383 Zellen durch die Belastung mit DQ12, wie auch durch den Einsatz des
FcyRII-Antikérper beobachtete TNF-a-Freisetzung und ROS-Generierung (Kapitel 3.4)
sprechen ebenfalls fir einen Opsonierung mit IgG. Die Freisetzung der inflammatorischen
Mediatoren konnte demnach auf einer spezifischen Rezeptor-Partikel-Wechselwirkung
beruhen, wie sie nach einer Opsonierung auftritt. Die Unterschiede in den Ergebnissen, der
fur die Partikel-Phagozytose verantwortlichen Rezeptoren kdnnte also auf unterschiedliche,
durch die Versuchsanordnung bedingte Opsonierungseffekte begriindet sein. Bei der
Messung der ROS-Produktion wurde in dieser Studie zwar auch in einer Pufferldsung
gearbeitet, doch wurden die Zellen in Medium herangezogen, sodass es in der
Wachstumsphase zu Anbindung von Opsoninen an die Zellen gekommen sein konnte, die
auch Uber den Waschvorgang stabil blieb. Unterstitzt wird diese Hypothese durch Hinweise
auf eine Beteiligung der Immunglobuline an der Reaktion auf Partikelbelastungen. DQ12
induziert in Balb/c-Mausen die Produktion von IgE- wie auch IgG-Antikérpern, die durch
PVNO, welches die Quarzentziindungsinduktion vermindert, verhindert werden kann
(Mancino et al. 1983). Eine Vorinkubation mit IgG erhdht die Bioreaktivitat von Quarz in AM,
die darauf mit einer erhdhten ROS-Generierung reagieren (Perkins et al. 1991). Fir eine
abschliefiende Konklusion misste aber auch dies noch uUberprift werden. Daflr kdnnte man
DQ12 mit Medium inkubieren und Bindungspartner proteinbiochemisch z.B. im Western-Blot

oder mit Hilfe von HPLC untersuchen.
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Auch die beobachtete Ca*-Abhangigkeit der TiO,-Aufnahme, im Gegensatz zur Ca*-
unabhéangigen Aufnahme von a-Quarz oder DEP (Kobzik 1995, Palecanda und Kobzik
2000), spricht flir unterschiedliche Aufnahmemechanismen der verschiedenen Partikel. So
kénnte die Aufnahme von TiO, Ca®*-abhangig (iber MARCO ablaufen, wohingegen Quarz
tiber den FcR Ca®*-unabhangig (beschrieben in Kapitel 4.4) aufgenommen wird. Die anderen
beschriebenen Effekte des ScR, z.B. auf Apoptose und Entzindung, kénnten auf
modulatorische oder unterstitzende Funktionen des ScR zurlckzufiihren sein. Da bisher
aber noch keine genauen Kenntnisse dariber vorliegen welche Maoglichkeiten der ScR zur
Signalweiterleitung hat, kann dariiber keine Aussage gemacht werden. Eine weitere
Beobachtung, die fir eine FcyR vermittelte Phagozytose spricht ist, dass durch die
Exposition gegenuber verschiedenen Partikeln unter anderem auch die FcR-vermittelte
Phagozytose herabgesetzt wird (Ohtsuka et al. 2000). Dies kdnnte als ein indirektes Indiz
dafur angesehen werden, dass die Partikelaufnahme Uber den FcR ablauft, der nach der
Partikelphagozytose fur die Aufnahme roter Blutzellen nicht mehr verfugbar ist.

Eine weitere Mdglichkeit fur die Kontroverse der Ergebnisse zwischen FcR und ScR kdnnten
die unterschiedlichen Zellsysteme oder Partikel sein. Die Untersuchung des DQ12-
Aufnahmemechanismus dieser Studie wurde an NR8383 Zellen durchgefiihrt, wohingegen
die meisten anderen Gruppen mit primdren AM gearbeitet haben. Der Mechanismus der
DQ12-Aufnahme Uber den FcyR muss also als Zell- und Partikel spezifisch angesehen
werden. Eine allgemein glltigere Aussage bedarf noch weiterer Untersuchungen mit
anderen Zelltypen und Partikeln, welche in Zukunft durchgefiihrt werden sollen. Ebenfalls
soll in weiteren Untersuchungen unter Verwendung von siRNA der Aufnahmemechanismus
und die Entziindungsinduktion iber den FcR durch einen knockdown in NR8383 manifestiert
werden. Einen noch besseren Einblick wirden Versuche mit FcR(-/-) Mausen liefern, die
ebenfalls geplant sind.

Biologische Relevanz des hier gezeigten Mechanismus der DQ12-Aufnahme ergibt sich
daraus, dass die hier kinstlich durch das Medium hervorgerufene DQ12 Opsonierung in der
Lunge durch Surfactantproteine und darin enthaltener Immunglobuline erfolgen kénnte. Das
Surfactant ist eine die Alveolen auskleidende Schicht, die zum einen dazu dient die
Oberflachenspannung an der Gas/FlUssigkeits-Interphase zu reduzieren um einen
Lungenkollaps zu verhindern, zum anderen aber auch eine wichtige Aufgabe in der Abwehr
gegen Pathogene erfillt. Dabei kdnnen Komponenten des Surfactants, wie Proteine oder
Phospholipide mit alveolaren Zellen, inhalierten Partikeln oder Mikroorganismen interagieren,
die zur Modifikation der pulmonalen Immunantwort fihren (Johansson et al. 1994, Pison et
al. 1994, McCormack und Whitsett 2002). Die Hauptkomponente des Surfactant ist SP-A
(pulmonary Srfactant Protein-A), welches sowohl die FcR- als auch die CR1-vermittelte

Phagozytosekapazitat erhdht (Tenner et al. 1989). Des Weiteren konnte die Beeinflussung
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der Phagozytose durch das Surfactant in NR8383 Zellen gezeigt werden. So inhibieren
Phospholipidkomponeten des Surfactants die Aufnahme von Mikrospheren (Jones et al.
2002). Des Weiteren konnte durch die Opsonierung von TiO, mit Sp-A oder IgG die
Aufnahme der Partikel durch AM merklich erhdht werden (Stringer und Kobzik 1996).
Abschlie3end lasst sich aus der exemplarischen Untersuchung mit DQ12-Partikeln folgende
in Abb. 4.6.1 zusammengefasste Hypothese der molekularen Mechanismen fir Aufnahme
und inflammatorische Antwort aufstellen:

Unter den experimentellen Bedingungen erfolgt die Aufnahme von DQ12 in NR8383
Makrophagen hauptsachlich ber einen FcR-abhangigen Mechanismus. Unterschiede zu
den Befunden anderer Studien lassen sich am wahrscheinlichsten durch
Opsonierungseffekte erklaren. Demnach wiirde zunadchst eine Opsonierung des DQ12 mit
Komponenten des Mediums stattfinden, vermutlich hauptsachlich mit 1gG, worauf es zur
spezifischen Rezeptor-Partikel-Erkennung, gefolgt von der FcyR vermittelten Phagozytose
unter der Aktivierung von Lyn, Syk, PI3K und den GTPasen Rac1 und Cdc42 kédme. Dieses
phagozytotische Signal wird vermutlich Uber die ITIM-Domane reguliert oder von der
Verflgbarkeit des Rezeptors an der Zelloberfliche beeinflusst. Es folgt die Induktion der
ROS-Generierung wie auch der Freisetzung von TNF-a, die von der F-Aktinkomponente des

Zellskeletts abhangig ist.
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Kapitel 5: Zusammenfassung und Ausblick

Durch den Einsatz der Modellpartikel DQ12, feinem und ultra-feinem TiO, wie CB, sowie der
technologisch hergestellten SWNT’s, die sich durch ihre konsistente Grofien- und
Komponentenverteilung auszeichnen, wurden in dieser Studie grundlegende und umwelt-
sowie arbeitsmedizinisch relevante Untersuchungen des Mechanismus der Partikelaufnahme
durchgefuhrt, die auch den neu entstandenen nano-technologischen Bereich abdecken.
Dabei erfolgten die meisten Untersuchungen der verschiedenen Partikel in einem nicht
zelltoxischen Dosenbereich (bis zu 40ug/cm?® bzw. 30ug/ml SWNT’s). Die in einer
umfassenden toxikologischen Untersuchung ermittelte zelltoxische Wirkung der
verschiedenen Partikel kdnnte von Partikel-spezifischen Interaktionen mit den Zellen, die
unter anderem auch die Induktion der ROS-Generierung und/oder die Partikelaufnahme
beeinflussen, hervorgerufen sein. Obwohl die verwendeten Partikelkonzentrationen im
Vergleich zu der tatsachlichen Umwelt- oder Arbeitsplatzbelastung sehr hoch erscheinen,
sind sie dennoch flir eine mechanistische Studie zu tolerieren. Sie liegt des Weiteren unter
der Konzentration vieler anderer in vitro Studien.

Nach erfolgreicher Etablierung der durchflusszytometrischen Analysemethode zur
Untersuchung der Partikelaufnahmerate, wurde in einem Vergleich der Internalisierungsrate
an primaren alveolaren Makrophagen mit NR8383 Zellen gezeigt, dass die Zelllinie ein
geeignetes in vitro Modell darstellt. Die dabei ermittelte unterschiedliche DQ12-
Aufnahmerate bei AM und IM kénnte auf eine unterschiedliche Funktionalitat als Folge einer
gewebespezifischen Differenzierung zurtckzufiihren zu sein. Weitere Untersuchungen, wie
z.B. der Immunfunktion (Zytokin-, Chemokin-, ROS-Freisetzung und -Bildung,
Membranoberflachenepitopen), der beiden Makrophagenpopulationen kdnnten zukinftig zur
Unterstlitzung dieser Aussage durchgeflihrt werden. Auch die Unterschiede in der
Aufnahmekapazitat zwischen AM alterer und jingerer Tiere, die auf den Entwicklungsstatus

des Immunsystems begriindet sein kdnnte, bedarf einer weiteren Studie.

Das zentrale Ziel dieser Arbeit war jedoch die Klarung der Mechanismen der
Partikelaufnahme in alveolaren Makrophagen und die Untersuchung der daraus

folgenden Konsequenzen auf die Endziindungsantwort.

Ein inhibitorischer Ansatz fihrte zunachst zu Klarung der ersten Frage:
) Ist die Partikelaufnahme eine klassische Aktin vermittelte Phagozytose?

Durchflusszytometrisch konnte durch Inhibition des Aktinzytoskellets mittels Cyt-D gezeigt
werden, dass sowohl die Partikelaufnahme von DQ12 sowie von CB (fein) und TiO; (fein und
ultrafein) in NR8383 Zellen einer klassische Aktin vermittelten Phagozytose entspricht. Eine

Aktin-Immunohistochmie, welche die Rekrutierung des F-Aktins in die sich ausbildenden
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Pseudopodien und Phagosomen sowie zu den Partikelbindungsstellen demonstrierte,
bestatigte dieses Ergebnis fur DQ12. Des Weiteren lieferte dieser Ansatz einen ersten
Hinweis, dass auch die Aufnahme der SWNT’s Aktin vermittelt sein konnte. Dies sollte aber
in einer naheren inhibitorischen Untersuchung der Aufnahme mittels NIR-Spektroskopie in
Kooperation mit der RICE Universitat spezifiziert werden.

Ein folgender Untersuchungsansatz fiihrte durch die durchflusszytometrische Untersuchung
der DQ12-Aufnahme nach der Inhibition der klassischen Phagozytoserezeptoren FcR, MR,
CR wie ScR und durch eine FcR-, MR-, CR-Immunohistochemie zur Klarung der zweiten

spezifischen Frage:

(i) Wenn DQ12 phagozytiert wird, welcher der klassischen Phagozytose-

Rezeptoren ist dann an der Erkennung und Aufnahme der Partikel beteiligt?

In diesem ersten Untersuchungsansatz konnte gezeigt werden, dass hauptsachlich der
FcyRII fur die DQ12-Phgozytose verantwortlich zu sein scheint. Allerdings kann auch eine
Beteiligung weiterer klassischer Phagozytoserezeptoren, wie dem MR und dem CR nicht
vollstdndig ausgeschlossen werden. Zur Spezifizierung des FcyRII als DQ12-Phagozytose
vermitteInder Rezeptor wurde die fiur diesen Rezeptor bekannte Signaltransduktionskette
untersucht. Zunachst wurde in der Untersuchung des Aktivierungsstatus der GTPasen
Cdc42, Rac und Rho mittels eines Pulldown-Assays gefolgt von Western Blot Analysen
demonstriert, dass die DQ12-Aufnahme einer Typll-Phagozytose unter der Aktivierung von
Cdc42 und Rac, ohne Beteiligung von Rho entspricht, welche typisch fir die Phagozytose
Uber den FcR ist. In weiteren Western Blot Ansatzen mit phosphospezifischen Antikérpern
konnte der, in der Literatur beschriebenen FcR-Signaltransduktionskaskade folgend, die
Aktivierung der Kinasen Lyn, Syk sowie PI3K DQ12-induziert gezeigt werden. Dabei wurde,
wie auch schon bei den GTPasen ein zeitabhangiges Aktivierungsmuster beobachtetet,
welches auf die Verfligbarkeit des Rezeptors oder ein inhibitorisches Signal zurlickzuflihren
sein kénnte. Eine Western Blot Analyse mit phosphospezifischen Antikbrpern gegen das
inhibitorische Motiv (ITIM) des FcyRIIB scheint die Aktivierung eines inhibitorischen
Prozesses zu bestatigen und die zyklisch auftretende DQ12 Phagozytose zu erklaren.

Eine durchflusszytometrische Untersuchung der FcR-Signalkette Uber die Inhibition
verschiedener Phagozytosemediatoren, wie den Phospho-Tyrosin-Kinasen sowie GTPasen
und spezifisch der GTPase Rac1, konnte in einer zweiten unabhangigen Methode die
FcyRII-vermittelte Phagozytose bestatigen.

Die Untersuchung des Aktivierungsmusters sowie die Reduktion der Aufnahme durch die
Inhibition Phagozytosemediatoren zeigen die Abhangigkeit der DQ12-Aufnahme von der
FcyRII-induzierten Signaltransduktionskaskade. Daraus ergibt sich eine FcyRII-vermittelte

DQ12-Phagozytose. Hierbei kdnnte zunachst eine Opsonierung der Quarzpartikel durch im
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Medium enthaltene IgG’s erfolgen, welche die DQ12-Partikel fur die Erkennung durch den
FcyRII markiert (opsoniert). Die Untersuchung ob DQ12 mit den Komponenten des Mediums
reagiert, kdbnnten das erfolgen von Opsonierungseffekten bestatigen. Des Weiteren sollen
zukinftige Untersuchungen der Aufnahme unter Verwendung von FcyRII spezifischer siRNA
in NR8383 Makrophagen und FcyRII-(/.)-Mausen in vitro und in vivo zur eindeutigen Klarung
des Aufnahmemechanismus fuhren. Ebenso sollen die Arbeiten mit den feinen und ultra-
feinen Partikeln sowie den SWNT'’s fortgefuhrt werden um auch hier einen vollstandigen
Aufnahmemechanismus darstellen zu kénnen.

Eine abschlielende Untersuchung befasste sich mit der letzten Frage:

(i)  Welche Bedeutung hat der Aufnahmemechanismus auf die

Entziindungswirkung von Partikeln?

In diesem letzten Teil der Arbeit wurde zunachst die gesamt, intra- und extrazellulare ROS-
Generierung mittels Chemilumineszenz (Lucigenin), Durchflusszytometrie (DHR) und der
ESR-Spektroskopie (DMPQO), sowie die Aktivierung des NF-kB Weges und die TNF-a-
Freisetzung immunohistochemisch, durch Western Blot Analysen und ELISA-Technik
exemplarisch als pro-inflammatorische Reaktion der NR8383 Makrophagen auf eine DQ12-
Belastung gezeigt. Der Einsatz der Aktinzytoskelettinhibitors Cyt-D konnte zudem eine
Abhangigkeit der ROS-Generierung von der Partikelaufnahme oder dem Zytoskelett
demonstrieren. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die TNF-a-Freisetzung von der
DQ12-Aufnahme, der ROS-Generierung oder der Funktionalitdt der Aktinkomponente des
Zellskeletts selbst abhangig ist. Auch hier sollen weitere Untersuchungen z.B. mit NADPH-
Oxidase Inhibitoren den genauen mechanistischen Prozess klaren. Eine letzte Untersuchung
konnte zeigen, dass der spezifische FcyRIIB-Antikbrper eine quantitativ ahnliche pro-
inflammatorische Reaktion (ROS-Generierung, TNF-a-Freisetzung) in NR8383-Zellen

hervorruft.

Aus dieser Studie geht ein FcyRII-vermittelter DQ12 Aufnahmemechanismus hervor. Dieses
Ergebnis kdnnte zuklnftig in der Medizin zum Einsatz kommen. Medizinisch angewandt, und
auch auf andere Partikel wie den Umweltstduben bezogen, kdnnten diese Resultate einen
Beitrag in der Therapie und Pravention von partikelinduzierten Lungenerkrankungen, wie
chronische Entzindung, Fibrosen, COPD und Krebs leisten. Die Ergebnisse der SWNT-
Aufnahme wie auch der Aufnahme der ultrafeinen Partikel bieten zudem einen ersten Ansatz
zur medizinischen Nutzung der Nanotechnologie. Die Anwendung dieser Technologie in der
medizinischen Diagnose und Therapie ist jedoch erst in den Anfangen und Bedarf noch
vieler genauerer toxikologischer und mechanistischer Untersuchungen wie dieser bevor sie

voll zum Einsatz kommen kann.
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Kurzfassung

Kurzfassung

Die gesundheitsschadlichen Risiken, die von der Feinstaubbelastung ausgehen, sind
allgemein anerkannt und nach in Kraft treten der EU-Regelung zur Feinstaubbelastung auch
in das Offentliche Interesse gelangt. Die Exposition gegenuber respirablen Partikeln wird mit
Krankheitsbildern wie Asthma, COPD (engl.: Chronic Obstructive Pulmonary Disease),
Fibrose und Krebs in Verbindung gebracht, und hierbei wird die Rolle der chronischen
Entzindung diskutiert.

Ziel dieser Studie war es, die Mechanismen und Konsequenzen der Partikelaufnahme durch
alveolare Makrophagen, die mit der Induktion einer chronischen Entzindung einhergeht, zu
untersuchen. Alveolare Makrophagen bilden die erste Verteidigungslinie gegen inhalierte
Pathogene und sind sowohl fiir die Clearance als auch fir die Induktion der
inflammatorischen Antwort verantwortlich. Daher sind sie flr die Untersuchung partikel-
induzierter Erkrankungen von besonderem Interesse. Verschiedene Modellpartikel, wie
DQ12 (Dorentrupper Quarz, & 0,96um), feinem (G 0,26um) und ultrafeinem (@ 0,025um)
Titandioxid, feinem (@ 0,26um) und ultrafeinem (@ 0,014um) Carbon Black sowie Single
Walled Carbon Nanotubes (Lange 1um, & 0,001um), die sowohl umweltmedizinische als
auch nanotechnologische Relevanz aufweisen, wurden fir die mechanistischen
Untersuchungen eingesetzt. Dabei stellte sich der Aufnahmeprozess als klassische
Phagozytose unter Beteiligung des Aktinzytoskeletts dar. Die klassischen Phagozytose-
Rezeptoren unterscheiden sich hinsichtlich des Aufnahmemechanismus sowie der
inflammatorischen Antwort. Untersuchungen an der Makrophagenzelllinie NR8383 unter
Verwendung von DQ12 wiesen hierbei auf die entscheidende Rolle des FcyRII hin. Dabei
I6st die DQ12-Phagozytose Uber diesen Rezeptor eine Signalkaskade unter der Aktivierung
der Kinasen Lyn, Syk und PI3K sowie der GTPasen Cdc42 und Rac, ohne Aktivierung von
Rho, aus. Bei der Entwicklung der durch die Exposition gegentber Quarz induzierten
Entziindung, gelten die Generierung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und die
Freisetzung von Zytokinen wie Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a) als Schllisselereignisse.
Die Untersuchungen zur Freisetzung dieser inflammatorischen Mediatoren ergaben deren
Abhangigkeit von der Partikelaufnahme selbst und/oder der Funktionalitdt der Aktin-
Zellskelettkomponente. Parallele Untersuchungen zeigten bei Bindung des spezifischen
FcyRII-Liganden eine zur DQ12 Induktion vergleichbare inflammatorische Antwort.
Resultierend aus diesen Ergebnissen konnten sich Moglichkeiten zur Pravention Partikel-
induzierter Erkrankungen einerseits und ein Einsatz von Partikeln in Diagnose und Therapie

andererseits ergeben.
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Zur Geschichte der Entdeckung der Phagozytose

Zur Geschichte der Entdeckung der Phagozytose

Das Phanomen der Phagozytose, welches in meiner Doktorarbeit eingehend untersucht
wurde, hat bereits eine lange Geschichte.

Elie Metchnikoff (1845-1916) gilt im Allgemeinen als der Entdecker der Phagozytose, und

seine Untersuchungen diesbezliglich fihrten zum Konzept der zellularen Immunitat.

Elektronenmikroskopische Untersuchung der Morphologie der DQ12-Phagozytose. Die einzelnen Schritte der
Partikel-Aufnahme durch die Makrophagenzelllinie NR8383 sind in den verschiedenen Abbildungen wie folgt zu
beobachten:

(A) Ausbildung von Pseudopodien durch die Makrophagen zu den DQ12-Partikeln.

(B) UmflieRBen des, und Membranschluss hinter dem aufzunehmenden Partikel.

(C) Aufgenommener, von einer Membran umgebener (Phagosom) Partikel.

(D) Makrophage mit aufgenommenen DQ12-Partikeln (weil3e Pfeile).

(Freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Doris Hohr).

Doch war Metchnikoff nicht der erste, der das Phanomen der zellularen Partikelaufnahme
beschrieben hat. Aus der Zeit vor ihm liegen zahlreiche Publikationen vor, in denen eine
solche bereits aufgezeichnet wurde. So existiert bereits ein Praparat von 1876, welches von
dem Kanadier William Osler hergestellt wurde, dass die Aufnahme von Kohlenstaubpartikeln
durch humane alveolare Zellen zeigt. Ebenso haben Slavjansky (1869) und Rupperts (1878)
die Aufnahme von Kohlenstaub (Kohlenstaubin) und Jns (1876) die von Silikat-Staub
(Kiesselstaubin) beschrieben (C.T. Ambrose 2006, ,The Osler slide, a demonstration of
Phagocytosis from 1876. Reports of Phagocytosis before Metchnikoff's 1880 paper.” Cellular

Immunology 240: 1-4).
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