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Einleitung

Die Lunge ist unser groéf3tes Or-
gan, das mit der Umwelt in stan-
digem Kontakt steht. Der Luftaus-
tausch von 10.000 bis 20.000 Li-
tern pro Tag findet Uber eine
Flache von etwa 100 m? statt. Da
mit der lebensnotwendigen Luft
auch Verunreinigungen wie Xe-
nobiotika* und Mikroorganismen
in die Lunge gelangen, miussen
Abwehrmechanismen daflr sor-
gen, dass eingeatmete Stoffe kei-
nen Schaden anrichten kdnnen.
In dieser Hinsicht ist der Atem-
trakt nicht nur als physikalische
Barriere anzusehen, er spielt
auch eine wichtige Rolle bei der
unspezifischen und spezifischen
Immunabwehr und der Entgiftung
von Xenobiotika. Trotz dieser
VorsichtsmaflRnahmen ist unsere
Lunge zunehmend verletzbarer
geworden, wie Lungenexperten
auf dem 4. Deutschen Lungentag
am 15. September 2001 mit dem
Schwerpunktthema ,Umwelt und
Lunge* berichten [1]. Fur Atem-
wegserkrankungen wie Asthma,
chronische Bronchitis, Lungen-
entziindung und Lungenkrebs
wird in Deutschland bis zum Jahr
2010 eine Zunahme um 25% pro-
gnostiziert. Sie belasten Deutsch-
lands Volkswirtschaft schon heu-
te mit jahrlichen Kosten von ca.
37 Milliarden DM fur direkte (Me-
dikamente, Krankenhausaufent-
halte) sowie indirekte Ausgaben
(Arbeitsunfahigkeit, Umschulun-
gen). Es besteht daher grolRes In-
teresse an der Aufklarung der Ur-
sachen fur diese Entwicklung.

Wahrend die nattrlichen Umwelt-
faktoren wie z.B. Pollenflug oder

die genetische Veranlagung fur
bestimmte Lungenkrankheiten
(z.B. Mukoviszidose) nur wenig
beeinflussbar sind, kann man bei
den anthropogen verursachten
Schadstoffen regulierend eingrei-
fen. Bekannt sind Schimmelpilze,
Tabakrauch oder Staube am Ar-
beitsplatz fur die Innenraumbela-
stung, sowie Emissionen aus der
Verbrennung fossiler Brennstoffe
in Verkehr und Industrie fur die
AuRBenraumbelastung. In der epi-
demiologischen Literatur findet
man zahlreiche Verdffentlichun-
gen zum Einfluss der klassischen
Luftschadstoffe SO,, NO,, CO,
Ozon und Schwebstaub auf die
Gesundheit der allgemeinen Be-
volkerung, die Ubereinstimmend
zu dem Ergebnis kommen, dass
Schwebstaub die stérkste Korre-
lation mit der Erkrankungshaufig-
keit (Morbiditat) und der Todes-
fallrate (Mortalitat) zeigt, wahrend
die Korrelation bei den Gasen
deutlich geringer ist [2, 3]. Die be-
obachteten Wirkungen traten je-
doch nicht bei gesunden Men-
schen auf, sondern bei Personen,
die entweder durch ihre geneti-
schen Veranlagung oder eine be-
stehende Erkrankung der Atem-
wege oder des Herz-Kreislauf-
Systems besonders empfindlich
waren.

Bisher konnte noch keine epide-
miologische Studie bestimmte
chemische Bestandteile als po-
tentiell verursachendes Agens der
Staube identifizieren, jedoch gibt
es deutliche Hinweise, dass die
sehr kleinen Partikel im Schweb-
staub gesundheitsschadlicher als
die groReren Partikel sind [4]. Aus
diesem Grund wird an den Mess-
stationen zur Uberwachung der

Luftqualitat neben dem Gesamt-
staub (TSP, total suspended mat-
ter) auch PM,, (particulate matter
< 10 um, lungengangiger Staub)
gemessen. Zu Forschungszwe-
cken werden auch die Fraktionen
PM, s (alveolengangiger Staub)
sowie PM,; (ultrafeine Partikel,
UFP) bestimmt.

Die Ursachen fir die schadlichen
Wirkungen der besonders kleinen
Partikel liegen einerseits in der
groRenabhangigen Eindringtiefe
in die Atemwege, andererseits
sind viele biologische Effekte um
so starker, je groRer die Anzahl
und die Oberflache der Partikel
sind. Bei gleicher Massenkon-
zentration haben kleinere Partikel
eine groRere Anzahl und eine
groBere Oberflache. An einer
gréReren Oberflache kdnnen sich
z.B. mehr Substanzen anlagern,
die sonst nicht bis in die Alveolen
vordringen kdnnten. Die Hypo-
these der ultrafeinen Partikel wird
auch durch Inhalationsexperi-
mente an Versuchstieren und
durch in vitro Tests mit Zellkultu-
ren unterstitzt, wobei die Wirkun-
gen synthetischer Modellpartikel
verschiedener GroRRenklassen
untersucht wurden [5, 6, 7].

Der anthropogen verursachte An-
teil in Umweltstduben wird im we-
sentlichen durch Emissionen aus
der Industrie und aus dem Verkehr
verursacht. Die Forschungsarbei-
ten konzentrieren sich auf Aeroso-
le, die bei der Verbrennung von
Kohle, Ol und Dieselkraftstoff ent-
stehen, wobei neben der Hypothe-
se der ultrafeinen Partikel auch die
Wirkungen der Metalle (Eisen,
Nickel, Zink) und der organischen
Verbindungen (z.B. polyaromati-

*) Die mit * gekennzeichneten Begriffe werden im Glossar erlautert.
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sche Kohlenwasserstoffe) unter-
sucht werden. Auch Partikelbe-
standteile biologischen Ursprungs
kdnnten eine Ursache der beob-
achteten Gesundheitseffekte sein,
wie z.B. Endotoxine*, deren Rolle
bei arbeitsplatzbedingten Erkran-
kungen z.B. in Schweine- und Ge-
flugelzuchtanlagen, Millsortieran-
lagen oder Getreidemiuhlen gut
untersucht ist. All diese Substan-
zen und physikalischen Parame-
ter kdnnen synergistisch wirken.

Forschungsbedarf besteht nun
darin, diejenigen Komponenten
der Staube zu identifizieren, die
fur das Gesundheitsrisiko rele-
vant sind, damit man mit gezielten
Malnahmen entgegenwirken
kann. Ein besseres Verstandnis
der zugrundeliegenden biologi-

schen Mechanismen wiirde es er-
moglichen, Erkrankungen besser
zu erkennen und zu behandeln.

Auswahl eines

biologischen
Testsystems

Da die Auswirkungen auf den
Menschen im Mittelpunkt der um-
weltmedizinischen  Forschung
stehen, sind klinische Untersu-
chungsreihen und die Untersu-
chung von humanen Primarzellen
von besonderer Bedeutung. Es
gibt jedoch auch grof3e Nachteile.
Jeder Patient hat eine individuelle
Vorgeschichte und eine individu-
elle genetische Pradisposition.
Die erhaltenen Ergebnisse unter-
liegen oft groRen Schwankungen
und sind schlecht vergleichbar.
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Endothelzellen

R e
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Membran
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Abb. 1: Transwell ®-Membransystem zur Herstellung eines Kokultursystems.
Der Einsatz trennt das System durch die Membran in ein unteres und oberes
Kompartiment auf, die nur durch die Poren in der Membran (@ = 400 nm) ver-
bunden sind. Die Poren sind grof3 genug, um Partikel, nicht aber Zellen einen
Ubergang zwischen den Kompartimenten zu erméglichen. Die Membran
wird von unten mit humanen Endothelzellen und von oben mit humanen
Epithelzellen besiedelt. Zudem werden humane Makrophagen auf den
Epithelzellen ausgebracht. Das ganze Kokultursystem gleicht der Luft/Blut
Schranke in den Lungenblaschen und eignet sich sowohl fir submerse Ex-
positionen als auch fur direkte Aerosol-Expositionen.

Zudem ist die Verfugbarkeit von
humanen Primarzellen oft einge-
schrankt. Ahnliches gilt auch fiir
Tierversuche.

Die Verwendung von Zellkulturen
bietet hingegen ein einfaches
Modell und einfache Handha-
bung bei kontrollierten Expositi-
onsbedingungen. Eine Standardi-
sierung ermdglicht eine gute Ver-
gleichbarkeit von Ergebnissen.
Die Versuchsaufbereitung gestal-
tet sich effizient und ermdoglicht
umfangreiche  Serienuntersu-
chungen bei Zugriff auf sehr viele
Parameter, da sich der Zugriff auf
zellularer Ebene durch moleku-
larbiologische Methoden ver-
gleichsweise einfach verwirkli-
chen laR3t. Auch lichtmikroskopi-
sche und elektronenmikroskopi-
sche Methoden sind moglich. Je-
doch darf man die Grenzen sol-
cher Zellkulturmodelle nicht aus
den Augen verlieren. Man arbei-
tet in einem artifiziellen System
und mufd deshalb auch mit Arte-
fakten bei den Ergebnissen rech-
nen. Zellkulturmodelle entspre-
chen nur in einer Anndherung der
physiologischen Realitdt. Des-
halb ist die Ruckkehr vom verein-
fachten System zum komplexen
System zur Uberprifung der Er-
gebnisse notwendig.

Um die Wirkung von Partikeln zu
untersuchen, werden Zellen aus
der Lunge eingesetzt; entweder
nur ein Zelltyp oder mehrere Zell-
typen in einer Kokultur. Letzteres
soll die Situation in der Lunge rea-
litdtsnah simulieren. Das in Abb. 1
gezeigte System berucksichtigt
die wichtigsten Zelltypen, die in
jedem der etwa 300 Millionen
Lungenblédschen an der Aus-
tauschflache von Sauerstoff und
Kohlendioxid zwischen dem Blut




und der Atmosphare beteiligt sind.
Da dieser Austausch durch Diffu-
sion stattfindet, sind die Wéande
der Alveolen sehr dinn. Die
Wandstéarke der Alveolen betragt
ungefahr 0,001 mm, ihr Durch-
messer ungefahr 0,25 mm. Sie
bestehen aus einer Lage Epithel-
zellen* auf der Luftseite und einer
Lage Endothelzellen* auf der Blut-
seite, dazwischen befindet sich
die Basalmembran aus extrazel-
lularer Matrix. Auf den Epithelzel-
len sitzen Makrophagen (Fress-
zellen) flr die Immunabwehr.

Auswahl relevanter
biologischer Endpunkte

Partikel, die kleiner als 2 um sind,
kdnnen bis in den Alveolarbereich
vordringen und sich auf der
groBen Lungenoberflache, die
mit einem dinnen Flussigkeits-
film (Surfactant) bedeckt ist, abla-
gern (Abb. 2). Wasserlgsliche
Verbindungen l6sen sich auf und
unlésliche Partikel werden von
den Alveolarmakrophagen er-
kannt und phagozytiert. Bei ho-
hen Partikelkonzentrationen ist

diese erste Abwehrlinie jedoch
Uberfordert. Dann kénnen Parti-
kel auch von den Epithelzellen,
welche die Lungenblaschen aus-
kleiden, aufgenommen werden.
Uber das weitere Schicksal die-
ser Partikel ist noch nichts be-
kannt. Der Kérper wehrt sich ge-
gen die potentielle Gefahrdung
von auf3en mit einer lokalen Ent-
zundungsreaktion. Dabei reagie-
ren vor allem die Makrophagen
mit der Bildung reaktiver Sauer-
stoffspezies, um Mikroorganis-
men abzutéten, sowie mit der Bil-
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Abb. 2: Akute Wirkungen von Partikeln in Lungenzellen, die zu einer lokalen Entziindung fiihren.
Nach Aufnahme in die Zelle 16sen Partikel eine Signaltransduktion durch Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies sowie Aktivierung von Proteinkinasen aus. In der Folge werden Transkriptions-
faktoren aktiviert, die in den Zellkern wandern, um an die DNA zu binden und die Ablesung be-
stimmter Gene zu induzieren. Die daraufhin gebildete mMRNA wandert ins Zytoplasma, wo die ent-
sprechenden Proteine synthetisiert werden z.B. die Zytokine IL-6 und IL-8. Zytokine induzieren die
Bildung spezieller Adh&sionsproteine an der Oberflache der Blutgefal3zellen, die es den Leukozyten
des Blutes erlauben, hier anzudocken, um anschlielBend an den Ort der Gefahrdung einzuwandern.
IL-8 wirkt dabei chemotaktisch, es weist den Leukozyten den Weg entlang eines Konzentrations-

gradienten.




dung von Proteinen und Lipiden,
die als chemische Botenstoffe
(Mediatoren) fur andere Zellty-
pen wirken (Abb. 3). Die Protein-
Botenstoffe, auch Zytokine* ge-
nannt, dienen der Kommunikati-
on zwischen den aktivierten Ma-
krophagen am Ort der Geféahr-
dung und den Leukozyten (weil3e
Blutzellen), die normalerweise
nur im Blut oder in Depots (Milz,
Lymphknoten,  Knochenmark)
vorkommen, bei Bedarf jedoch an
den Entziindungsherd rekrutiert
werden. Auch die Zellen des Ge-
webes (in der Lunge Epithelzel-

len, Fibroblasten* und Endothel-
zellen) reagieren auf die von den
Makrophagen freigesetzten Zyto-
kine und setzen ihrerseits Wirk-
stoffe frei, die mithelfen, dass
Leukozyten in den Ort der Ge-
fahrdung einwandern, um dann in
einer konzertierten Aktion die Kei-
me zu téten und zu beseitigen
und deren Ausbreitung ins Sy-
stem vorzubeugen. Bei diesem
Vernichtungsprozess wird auch
gesundes Gewebe zerstort. Die
Feinregulation des Netzwerks
von Zytokinen sorgt jedoch daftr,
dass die entziindete Stelle wieder
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Abb. 3: LPS oder bestimmte Bakterien regen Makrophagen zur Produktion
und Freisetzung von Vermittlermolekilen in Form von Proteinen (Tumor-Ne-
krose-Faktor-alpha, Interleukin-1, -6, -8, induzierbare NO-Synthase), reakti-
ven Sauerstoffspezies (Sauerstoffanionradikal, Wasserstoffperoxid, Hy-

droxyradikal, Stickstoffmonoxid) und Lipiden (Prostaglandin E

,, Thrombo-

xan A ,, Plattchen-aktivierender Faktor) an. Diese sogenannten Mediatoren
sind sehr empfindlich aufeinander abgestimmt und kénnen verschiedene
vorteilhafte oder schadliche Effekte auslosen. Die freigesetzten Stoffe wir-

ken teilweise auf die Makrophagen zuriick. TNF-
, hemmt sie (gruner Pfeil).

Mediatoren (roter Pfeil) und PGE

a erhoht die Produktion von

abheilt. Wenn dieser Prozess
durch Uber- oder Unterregulation
der verschiedenen Mediatoren
gestort ist, kann noch mehr ge-
sundes Gewebe zerstort werden,
fahrt also zur Verschlimmerung
einer Erkrankung. Einige Media-
toren gelangen in den Blutkreis-
lauf und wirken systemisch* auf
andere Organe. In der Folge
kann es zu Fieber und Gerinsel-
bildung im Blut kommen, was die
Effekte erhdhter Partikelkonzen-
trationen auf das Herz-Kreislauf-
system bei epidemiologischen
Studien erklart [8], ohne jedoch
den Wirkungsmechanismus bis
ins Detall zu kennen.

In der Zellkultur kann die Reakti-
on von Makrophagen auf bakteri-
elle Erreger durch Zugabe von Li-
popolysaccharid* (LPS oder
Endotoxin) simuliert werden
(Abb. 3). LPS, bestehend aus ei-
nem Lipid- und einem Kohlenhy-
dratanteil, kommt in der auf3eren
Membran bestimmter Bakterien
vor und wird bei der Zellteilung
und beim Absterben der Bakteri-
en freigesetzt. Makrophagen tra-
gen auf ihrer Oberflache einen
Rezeptor fur LPS, nach dessen
Aktivierung Prozesse in Gang ge-
setzt werden, die zu einer Ent-
ziindung fuhren kdénnen. Da der
Kontakt der verschiedenen Zellty-
pen untereinander sowie die ge-
genseitige Beeinflussung von
enormer Wichtigkeit bei einer
Entzindungsreaktion sind, ist es
sinnvoll, auch in der Zellkultur mit
verschiedenen Zelltypen zu ar-
beiten.

In diesem Beitrag sollen die Er-
gebnisse von in vitro Studien mit
Flugstaub aus einer Hausmull-
verbrennungsanlage und mit syn-
thetischen Modellpartikeln vorge-




stellt werden, die potentielle Be-
standteile der Flugasche sein
kénnen. Im Allgemeinen werden
fur Toxizitatsstudien Zellkulturen
submers in flissigen Kulturmedi-
en mit den zu untersuchenden
Substanzen behandelt. Die Dosis
der Substanzen bezieht sich da-
bei auf ihre Konzentration im Me-
dium. Zur Untersuchung von Par-
tikeln ist dieser Versuchsansatz
jedoch nur bedingt geeignet, da
die physiko-chemischen Eigen-
schaften der Partikel und die Zell-
oberflachen in der flissigen Pha-
se andere Eigenschaften als in
der Gasphase aufweisen. Ein
realititsnahes Modell fur die in vi-
vo Situation ist die Exposition von
Zellen an der Gas/Flussigkeits-
schicht, die allerdings technisch
sehr aufwendig ist und daher nur

selten eingesetzt wird. Es muss
ein definiertes Aerosol erzeugt
werden, das in einer geeigneten
Weise Uber Testzellen geleitet
wird, und die Zellkulturen missen
durch geeignete Tragersysteme
Uber den Testzeitraum funktionell
lebensféhig erhalten werden.
Hier wurden die Zellen auf eine
pordse  Membran ausgesat
(Abb.1), die es den Zellen er-
laubt, sich wahrend der Luftexpo-
sition durch die Poren mit Flis-
sigkeit und Nahrstoffen zu versor-
gen. Bei dieser Methode ist die
Erarbeitung von Dosis-Wirkungs-
Beziehungen meist schwierig, da
die quantitative Bestimmung der
Ablagerung von Partikeln aus der
Gasphase auf die Zellen nur be-
rechnet oder geschatzt werden
kann.

System zur Exposition

von Zellen an der Luft

Als Beispiel fir potentielle Um-
weltpartikel wurde Flugstaub aus
einer industriellen Hausmdllver-
brennungsanlage ausgewahlt,
der aus feinen und ultrafeinen
Partikeln besteht. Diese Fluga-
sche wird mit einem Birstendo-
sierer resuspendiert und in die
mit gefilterter Frischluft durch-
stromte Aerosol-Laboranlage AE-
OLA dosiert (Abb. 4) [9]. Bei ei-
nem Volumenstrom von 500
Nm?3/h kénnen Massenkonzentra-
tionen von 1 - 100 mg/Nm? einge-
stellt werden. Durch weitere
Verdinnung mit Luft kann
bis auf Umweltkonzentrationen
1 - 10 pg/Nm? verdunnt werden.
Das Aerosol wird mit 5% CO, zur
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Abb. 4: Versuchsaufbau zur Dispersion von Flugasche und Herstellung verschiedener Verdin-
nungen zur in vitro Exposition von kultivierten Lungenzellen an der Aerosol-Laboranlage AEOLA.




Aufrechterhaltung eines physiolo-
gischen pH-Wertes im Zellkul-
turmedium angereichert, be-
feuchtet und auf 37°C temperiert,
bevor es in die Expositionskam-
mer mit den Zellen eingeleitet
wird. Die Konzentration und
GroRenverteilung des verdiinn-
ten Aerosols wird vor und nach
der Expositionskammer durch ei-
nen Differentiellen Mobilitatsana-
lysator (DMA) bestimmt. Dabei
werden die elektrostatisch aufge-
ladenen Partikel aufgrund ihrer
ladungsabhéngigen Beweglich-
keit im elektrischen Feld nach
GrolRenklassen fraktioniert, deren
jeweilige Anzahl mit einem opti-
schen Messverfahren im Kon-
densationskernzéahler (CPC,
Condensation Particle Counter)
ermittelt wird. Aus der Differenz
der Partikelkonzentrationen vor
und nach der Kammer kann der
Anteil der deponierten Partikel in
der Kammer und damit die Dosis
fur die exponierten Zellen abge-
schatzt werden. Die Partikel-

groRBenverteilung der verwende-
ten Flugasche ist in [10] darge-
stellt.

Die Expositionskammer nach
dem Prinzip von Voisin [11] be-
steht aus einer luftdicht ver-
schraubten Kammer (13 1), die
vollstandig in ein 37°C warmes
Wasserbad eingetaucht wird. In
die temperierte Kammer werden
zuvor die Zellkulturschalen auf ei-
ne Lochplatte gestellt. Das unter
der Lochplatte befindliche Was-
ser dient zur Erzeugung einer ho-
hen Luftfeuchtigkeit, um ein Aus-
trocknen der Zellen zu verhin-
dern. Die Exposition beginnt,
wenn mit einer Pumpe Aerosol
bzw. Luft/5% CO, in einer bau-
gleichen Kontrollkammer, ange-
saugt wird. Die Testatmosphére
durchstromt dann die Kammer
horizontal, und ein Ventilator an
der Einstrdomungsoéffnung sorgt
fur eine gleichméRige Durchmi-
schung des Aerosols. Die bisher
durchgefiihrten Tests haben ge-
zeigt, dass die Exposition von

Zellen an der Gasphase Uber
mehrere Stunden ohne Verande-
rungen der Vitalitat und der Zell-
funktionen maoglich ist. Nach der
Exposition mit zunachst niedrigen
Aerosolkonzentrationen und kur-
zen Expositionszeiten war ledig-
lich bei den Makrophagen
(NR8383) eine leichte Erhéhung
der metabolischen Aktivitat im
Vergleich zu den Kontrollzellen
messbar [12].

Ergebnisse aus der
Submerskultur

In vitro Tests mit synthetisch her-
gestellten feinen und ultrafeinen
Partikeln aus Eisen-IlI-Oxid so-
wie Siliziumdioxid in verschiede-
nen GroRRenklassen unterstitzten
die Hypothese, dass bei Partikeln
gleicher chemischer Zusammen-
setzung die ultrafeinen Partikel
toxischer sind als groRere
(Abb. 5). Allerdings scheint auch
die chemische Zusammenset-
zung eine Rolle zu spielen, da die

Zytoxizitit [%]

= 10 pg/ml
= 50 pg/ml

Hamatit Quarz S380 $S100 S60  S40

Abb. 5: Links: Darstellung von ultrafeinen Silicasol-Partikeln, mittlerer Durchmesser 60 nm im Ra-
ster-Elektronenmikroskop (B. Neufang, HVT-HZ). Rechts: Messung der Zytotoxizitat* von Hamatit

(a-Fe,05, ~ 70 nm) und Silicasol (amorphes SiO

2, 380, 100, 60 und 40 nm) (beide synthetisch herge-

stellt von W. Ferstl, ITC-WGT) sowie Quarzstaub (< 5 um) in Maus-Makrophagen (RAW234.7). Die
kleineren Silicasolpartikel sind toxischer als die gro3en. Hamatit im gleichen Gré3enbereich ist da-

gegen praktisch untoxisch.




Hamatitpartikel in der gleicher
GroRRenordnung wie das ultrafei-
ne Silicasol praktisch untoxisch
waren [7]. Nicht nur die professio-
nellen Fresszellen wie die Makro-
phagen nehmen Partikel in das
Zellinnere auf, sondern auch
Epithelzellen besitzen die Fahig-
keit, ultrafeine Partikel durch En-
dozytose aufzunehmen, wie in
Abb. 6 zu sehen ist. Die ultrafei-
nen Hamatitpartikel werden im
Lichtmikroskop erst dann sicht-
bar, wenn mehrere Partikel in den
Lysosomen* kompaktiert werden.

Bei subtoxischen Konzentratio-
nen von Flugaschepartikeln
konnten biologische Wirkungen
lediglich in solchen Makrophagen
beobachtet werden, die gleichzei-
tig mit LPS stimuliert wurden
(Abb. 7). Die Freisetzung der pro-
inflammatorischen Zytokine TNF-
a und MIP-2 war deutlich erhoht,
was im Organismus einer Ver-
starkung der Entziindungsreakti-
on entsprechen wirde. Gleichzei-
tig wurde die Bildung des NO-Ra-
dikals unterdrickt, d.h. die Ab-
wehr gegen Bakterien ware da-
durch beeintrachtigt. Beide Effek-
te wirden im Organismus zu ei-
ner Verschlimmerung einer bak-
teriellen Erkrankung fuhren [12].

Bei in vitro Versuchen mit Makro-
phagen und Epithelzellen aus der
Ratte ergaben sich deutliche Un-
terschiede zwischen Experimen-
ten mit jeweils nur einem Zelltyp
bzw. mit der Kokultur aus beiden
Zelltypen (Abb. 8). Flugascheex-
position allein induzierte keine
auffallende Freisetzung des Zyto-
kins MIP-2, welches funktionell
dem humanen IL-8 entspricht.
Dies gilt sowohl fiir die Epithelzel-
len (Alveolarepithelzellen Typ II,
RLE-6TN) als auch die Alveolar-

makrophagen (NR8383). Eine
verstarkte  MIP-2-Freisetzung

wird erst in der Kokultur beobach-
tet, wenn sie mit LPS kostimuliert
worden sind, und in diesem Fall
ist sie zudem abhé&ngig von der

Konzentration der eingesetzten
Flugasche. In den Kokultursyste-
men aus beiden Zelltypen ist die
Zytokin-Antwort deutlich starker
im Vergleich zu den Monokultur-
experimenten. Dabei handelt es

Abb. 6: Epithelzellen (humane Alveolarepithelzellen Typ Il, A549)
nach Endozytose von Hamatitpartikeln (& ~ 70 nm). Die Hamatit-
partikel sind erst nach Aggregation innerhalb der Zellen (rot) zu

erkennen. (630fache VergroRerung, Olimmersion, DIC.)
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= 50
E =
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TNF-o MIP-2 Nitrit TNF-o MIP-2 Nitrit

Abb. 7: In Alveolarmakrophagen der Ratte (NR8383) bewirkte die
untersuchte Flugasche bei subtoxischer Konzentration nur in
LPS-stimulierten Zellen eine Veranderung immunologischer Pa-
rameter. Die LPS-induzierte Freisetzung der Mediatoren TNF- «
und MIP-2 wurde durch Flugasche verstarkt und die Freisetzung

von NO, gemessen als Nitrit, wurde gehemmt.




1600 = LPS 0,1 pg/ml
| @LPS 0,1 pg/ml +
Flugasche 10 ug/ml
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= 10-
Epithelzellen Makrophagen  Kokultur
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Abb. 8: Vergleich der MIP-2-Freisetzung
bei Monokulturen aus Epithelzellen (RLE-

6TN, 1,5 E5 Zellen) bzw. Makrophagen
(NR8383, 1 E4 Zellen) und der Kokultur aus
beiden Zelltypen im Verhaltnis 15:1. Die
dargestellten Ergebnisse beziehen sich

auf eine Exposition mit LPS (0,1 pg/ml) so-

wie gleichzeitiger Stimulierung mit der

subtoxischen Flugasche-Konzentration

von 10 pg/ml.

sich nicht um einen einfachen ad-
ditiven, sondern einen synergisti-
schen Effekt, der auf die gegen-
seitige Beeinflussung der Zellen

durch Mediatoren zuriickzu-
fuhren ist (positive Ruckkopp-
lung).

Zusammenfassung und
Ausblick

Feine und ultrafeine Umweltstau-
be sind aufgrund von epidemiolo-
gischen Studien als Verursacher
einer erhdhten Morbiditat und
Mortalitat in der Bevdlkerung in
den Fokus wissenschaftlicher
Untersuchungen gelangt. Mit Hil-
fe von in vitro Tests wurde ge-
zeigt, dass ultrafeine syntheti-
sche Partikel stéarker zytotoxisch
wirken als groRere Partikel glei-
cher chemischer Zusammenset-
zung. Flugstaub aus einer Haus-
mdillverbrennungsanlage,  der
auch Partikel im Nanometer-Be-
reich enthdlt, bewirkt in Lipopoly-
saccharid-stimulierten Makropha-
gen eine verstarkte Freisetzung
pro-inflammatorischer Zytokine
sowie eine Inhibierung der Bil-
dung des NO-Radikals. In Kokul-
turen aus Makrophagen und Lun-
genepithelzellen wurde gezeigt,
dass diese mehr Zytokine freiset-
zen als die Summe der entspre-
chenden Einzelzellkulturen. Die
Ergebnisse unterstitzen die Hy-
pothese, dass erhdhte Schweb-
staubkonzentrationen bei beson-
ders empfindlichen Personen

(z.B. an einer chronischen Bron-
chitis oder Lungenentziindung er-
krankte) zu einer Verschlimme-
rung der bestehenden Erkran-
kung fuhren, indem das empfind-
liche Netz der Abwehrreaktionen
gestort wird. In den weiteren Ar-
beiten soll geprift werden, ob
tatséchlich der ultrafeine Anteil
der Flugasche fur die schéadlichen
Wirkungen verantwortlich ist,
oder ob auch andere Wirkpara-
meter wie z.B. Metalle eine Rolle
spielen. Durch gezielte MalRnah-
men in der Verbrennungs- und
Rauchgasreinigungstechnik mus-
sen diese Parameter dann ge-
mindert werden.
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