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Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde der EinfluB von Ozon und Quarzstaub (DQ12) bzw.
atmosphérischen Schwebstaubextrakten (GEX) auf die Freisetzung der Entziindungs-
mediatoren Interleukin-6 (IL-6) und Interleukin-8 (IL-8) sowie auf die Expression des
interzelluldren Adhésionsmolekiils-1 (ICAM-1) anhand einer humanen Bronchialepithel-
zellinie (BEAS-2B) untersucht. Eine 90-miniitige Exposition der Zellen mit 0,15 ppm Ozon
bewirkte eine erhohte IL-6- und IL-8-Freisetzung sowie eine verstirkte ICAM-1-Expression.
Wihrend Inkubationen mit Schwebstaubextrakten (GEX) nur EinfluB auf die ICAM-1-
Expression der Zellen nahmen, bewirkte die Behandlung mit Quarzstaub eine zeit- und

dosisabhingige Bildung der untersuchten Entziindungsparameter.

Von weiterem Interesse war die Frage nach immunmodulierenden Wirkungen der Ozon-
exposition im Hinblick auf eine vorangegangene oder sich anschlieBende Stimulierung der
Zellen mit den Standardstimuli Lipopolysaccharid (LPS) und Zymosan sowie den Zytokinen
Tumor-Nekrose-Faktor-o. (TNF-o) und Interleukin-13 (IL-1pB). Es zeigte sich fiir alle Stimuli
ein immunsuppressiver Effekt des Ozons im Sinne einer verminderten Bildung der
Entziindungsparameter IL-6, IL-8 und ICAM-1.

AuBlerdem wurde der Einfluf} einer kombinierten Exposition der Zellen mit Ozon und Quarz-
staub bzw. Ozon und Schwebstaubextrakten liberpriift. Ozonbehandelte BEAS-2B reagierten
auf eine nachfolgende Aktivierung mit Quarzstaub eher mit einer verminderten Bildung der
untersuchten Entziindungsmarker verglichen mit luftbehandelten Kontrollen. Dagegen
konnten fiir Expositionen mit Schwebstaubextrakten keine derartigen Effekte beobachtet

werden.

In einem weiteren Teil der Arbeit wurde ein Kokultursystem aus Bronchialepithelzellen
(BEAS-2B) und Endothelzellen (ECV304) entwickelt, in dem eine Gasexposition der Epithel-
zellen und somit die Untersuchung inhalationstoxikologischer Fragestellungen unter Bertick-

sichtigung der Wechselwirkungen zwischen Epithelzellen und Endothelzellen moglich war.

AnschlieBend erfolgte die Uberpriifung der Anwendbarkeit des Systems anhand der schon fiir
BEAS-2B durchgefiihrten Versuche. Eine Ozonbegasung des Systems fiir 90 min mit
0,15 ppm fiihrte zu einer erhdhten Freisetzung der Entziindungsmediatoren IL-6 und IL-8.
Dabei tiberstieg die Menge an freigesetztem Zytokin in der Kokultur die Summe der von den
einzeln kultivierten, sonst aber gleich behandelten Zellarten freigesetzten Zytokinmengen.
AuBerdem zeigten ECV304, die mit BEAS-2B kokultiviert worden waren, eine hohere
ICAM-1-Expression als die entsprechenden einzeln kultivierten Zellen. Dies wies auf

Wechselwirkungen zwischen den beiden Zelltypen hin.




Bei einer kombinierten Exposition des Kokultursystems mit Ozon und Quarzstaub bzw. Ozon
und Schwebstaubextrakten bewirkte die Ozonbehandlung wiederum einen Trend zu einer
verminderten Bildung der Entziindungsmarker, was im Sinne einer immunsuppressiven

Eigenschaft des Ozons gedeutet wurde.

In einem letzten Abschnitt wurden die genotoxischen Eigenschaften von Ozon anhand der
Bildung von Schwesterchromatidaustauschen bei BEAS-2B iiberpriift. Bei den vorliegenden
Expositionsbedingungen konnte eine geringfiigige Erhthung der Chromatidaustauschrate

nach Ozonexposition gefunden werden.

Insgesamt ist zu bemerken, daB die in dieser Arbeit verwendeten niedrigen Ozon-
konzentrationen nur selten zu signifikanten Effekten fiihrten. Die Bedeutung dieser Arbeit
konnte somit lediglich in dem Aufzeigen von Trends beziiglich des Verhaltens der Zellen

liegen.




Abstract

In the present work the influence of ozone, quartz dust (DQ12) and global extracts of
atmospheric dust (GEX) on the release of the inflammatory mediators interleukin-6 (IL-6) and
interleukin-8 (IL-8) as well as the expression of the intercellular adhesion molecule-1
(ICAM-1) was investigated by use of a human bronchial epithelial cell line (BEAS-2B).
Exposure of the cells with 0.15 ppm ozone for 90 minutes resulted in an elevated IL-6- and
IL-8-release and an increased expression of ICAM-1. On the other hand, incubations with
extracts of atmospheric dust (GEX) only affected the ICAM-1-expression of the cells. The
treatment with quartz dust, however, induced a time- and dose-dependent formation of the

investigated markers of inflammation.

Further investigations dealt with possible immunmodulating effects of ozone determined after
a preceding or a subsequent stimulation of the cells with the standard stimuli
lipopolysaccharide (LPS) and zymosan or the cytokines tumor-necrosis-factor-o and
interleukin-13. For all those stimuli an immunsuppressive effect of ozone, manifested in
decreased amounts of IL-6, TL-8 and ICAM-1, could be demonstrated.

Additionally, the influence of a combined exposure of cells with ozone and quartz dust or
ozone and GEX has been investigated. Ozone-treated BEAS-2B cells showed a diminished
formation of all investigated markers of inflammation, when treated subsequently with quartz
dust, compared with the air-treated control cells. Concerning successive incubations with
GEX these effects could not be observed.

In the second part of this work a coculture-system of bronchial epithelial cells (BEAS-2B)
and endothelial cells (ECV304) has been established. The new culture-system offers the
possibility by gas exposure of the epithelial cells to answer questions within the field of
inhalation toxicology with respect to possible interactions between different cell types, e.g.

epithelial and endothelial cells.

The practicability of the new culture-system was examined applying the experimental design
of the former monoculture-system BEAS-2B to the coculture-system. Ozone exposure of the
coculture-system with 0.15 ppm for 90 minutes resulted in an elevated release of the
mediators IL-6 and IL-8. The amounts released by the cells within the coculture-system
exceeded the sum of the amounts produced by each of the cell types when exposed separately.
Furthermore ECV304 which had been cocultured with BEAS-2B showed a higher expression
of ICAM-1 compared with the isolated cultured cells. This could be a hint for interactions

between the two cell types.




In experiments with a combined exposure of the coculture-system with ozone and quartz dust
or ozone and GEX the ozone-treatment also led to a decreased formation of the inflammatory

mediators which could be interpreted as an immunsuppresive effect of ozone.

In the last part of this work the genotoxic effect of ozone on BEAS-2B has been investigated
by examining the formation of sister chromatid exchanges. Underlying the present exposure
conditions only a small elevation of the sister chromatiid exchange rate could be found afier

treatment with ozone.

Generally it should be mentioned that the ozone concentrations used in this work rarely led to
significant effects. Thus this work only documents trends concerning the reaction of cells
after low-level ozone exposure: quiescent cells were stimulated to enhanced production of
inflammatory mediators, and in preactivated cells this production was moderately reduced,

indicating an immunsuppressive effect.
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Einleitung : 1

1. Einleitung

Der Mensch atmet tédglich ca. 15 000 Liter Luft ein. Unter korperlicher Belastung kann sich
das aufgenommene Luftvolumen auf bis zu 40 000 Liter erhthen. Vor diesem Hintergrund
wird deutlich, daf der Qualitit der eingeatmeten Luft eine besondere Bedeutung zukommen
muf}, konnen doch in der Atemluft enthaltene Schadstoffe, wie toxische Gase oder Partikel,
die Gesundheit des Menschen negativ beeinflussen. So stellt die Inhalation einen wichtigen
Weg dar, iiber den die verschiedensten Schadstoffe in den Korper gelangen konnen. Dabei ist
zu beachten, daBl die eingeatmeten Noxen nicht nur temporir auf das Zielorgan Lunge wirken,
sondern unter Umstéinden jahrelang im Ko6rper verbleiben konnen. Dies gilt in besonderem
MafBe fiir partikelformige Luftverunreinigungen. So ist es Aufgabe der inhalations-
toxikologischen Forschung, epidemiologische Befunde, Dosis-Wirkungs-Beziehungen und
Daten zu modglichen Wirkmechanismen zusammenzutragen, die eine objektive Risiko-
abschitzung ermoglichen und letztlich auch als Grundlage legislativer Mafinahmen zur Luft-

reinhaltung seitens der Umweltpolitik dienen kénnen.

Einen der meistdiskutierten Umweltschadstoffe unserer Zeit stellt zweifelsohne das Ozon dar.
Gerade durch die in den Sommermonaten von den Medien verbreiteten Ozonwarnungen wird
die Aufmerksamkeit der Bevélkerung vermehrt auf die wachsende Gefahr zunehmender
Ozonbelastungen gelenkt. Neben den direkten gesundheitlichen Auswirkungen auf den
Menschen stehen die Wirkungen von Ozon im Zusammenhang mit dem Waldsterben oder
dem sogenannten Treibhauseffekt schon seit langem im Blickpunkt der Offentlichkeit. Einen
weiteren Risikofaktor in der Atemluft stellen die partikelférmigen Schadstoffe dar.
Epidemiologische Studien dokumentieren eine Korrelation zwischen der Morbiditit und
Mortalitét der Menschen und dem Anteil kleiner Partikel in der Luft. Besonders bekannt
wurde in diesem Zusammenhang die von Dockery et al. (1993) verdffentlichte ,,Six-cities-

study*.

In der vorliegenden Arbeit sollte ein Beitrag zum besseren Verstindnis der Wirkungen dieser
Luftschadstoffe geleistet werden. Dabei standen vor allem mdgliche entziindungsfordernde
Effekte im Mittelpunkt. Jedoch wurden auch Fragestellungen zur Beurteilung der
Genotoxizitit, d.h. der Schiddigung des Erbgutes, bearbeitet.

Ozon entsteht in der Stratosphire durch die photolytische Spaltung von Sauerstoffmolekiilen

zu atomarem Sauerstoff (1), welcher mit molekularem Sauerstoff zu Ozon weiterreagiert (2).

0, —M<22m 5 0+0 (1)
0240 —— O3 (2)
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Dieser Vorgang spielt sich hauptsichlich in einer Héhe von 20-30 km ab und ist essentiell fiir
die Aufrechterhaltung der Ozonschicht, die das Leben auf der Erde vor der schadlichen
UV-Strahlung schiitzt (Ma und Guicherit, 1997). Anders verhilt es sich mit der Ozonbildung
in bodennahen Schichten der Troposphire, die fast ausschlieflich anthropogen ist. Hier reicht
die Strahlungsintensitét des Lichtes nicht aus, um Sauerstoffmolekiile zu atomarem Sauerstoff
zu spalten. Stattdessen wird der fiir die Ozonbildung nétige atomare Sauerstoff aus der
Photolyse von Stickstoffdioxid (NO,) geliefert (3).

NO, —=dm . NO+0O (3)

Die bedeutendsten Emittenten fiir Stickoxide stellen der Kraftfahrzeugverkehr, Kraftwerke
sowie andere Benutzer fossiler Brennstoffe dar. Neben NO, spielen jedoch noch bestimmte
organische Verbindungen, sogenannte VOCs (volatile organic carbons), wie Olefine und
Aromaten, eine wesentliche Rolle bei der Ozonentstehung (Finlayson-Pitts und Pitts, 1997).
Diese bilden Radikale mit stark oxidierenden Eigenschaften, welche die Oxidation des von
den Stickstoffquellen primér emittierten Stickstoffmonoxids (NO) zu dem fiir die Ozon-
bildung erforderlichen NO, erheblich beschleunigen. Das Anlaufen der photochemischen
Reaktion am Morgen benétigt eine gewisse Zeit, was sich daraus erklédrt, da schon

entstandenes Ozon nach der Gleichung (4)
03+ NO —— 02+ NO: 4)

durch NO inaktiviert wird. Deshalb findet man in verkehrsreichen Ballungsgebieten in den
frithen Morgenstunden, wéhrend der sogenannten ,,Rush hour®, ein Minimum der Ozon-
konzentrationen. Die Spitzenkonzentrationen der drei Schadstoffe NO, NO, und Ozon treten
im Verlauf der Vormittagsstunden reaktionsbedingt nacheinander auf: In den friithen Morgen-
stunden dominiert das frisch emittierte Stickstoffmonoxid, woraus mit zeitlicher Verzogerung
das Oxidationsprodukt NO, entsteht. Erst nach Erreichen des NO,-Maximums steigen die
Ozonkonzentrationen an und erreichen um die Mittagszeit Hochstwerte, die tiber mehrere
Stunden erhalten bleiben kdnnen. Wie bereits erwihnt, benotigt die fiir die Ozonbildung
wichtige Vorlduferreaktion des NO, zu NO und atomarem Sauerstoff UV-Strahlung. Daraus
ergibt sich, dal die Ozonentstehung stark von der Lichtintensitét und damit von der Sonnen-
einstrahlung abhéngt. Entsprechend findet man nennenswert erh6hte Ozonkonzentrationen

hauptséchlich in den Sommermonaten.

Betrachtet man die regionale Verteilung der Ozonkonzentrationen, so erstaunt zunéchst, daf3
es gar nicht die Ballungsgebiete sind, in denen die hochsten Werte gemessen werden. Dort
findet man hingegen hohe Konzentrationen der Vorlduferverbindungen wie NO. Da aber, wie
oben dargelegt, erst nach einiger Verzogerung daraus NO, und damit letztendlich Ozon

entstehen kann und die Luft stidndig in Bewegung ist, konzentrieren sich die héchsten Ozon-
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werte auf die Randgebiete der Ballungszentren. Des weiteren nehmen, auf Deutschland
bezogen, die Immissionskonzentrationen von Norden nach Stiden hin zu. So koénnen am
nordlichen und siidlichen Alpenrand, wo sich die mit Oxidantien beladenen Luftmassen
stauen, zum Teil aulergewohnlich hohe Ozonkonzentrationen entstehen. Vergleichbares gilt
fiir Talkessel oder breite FluBebenen. Erhoéhte Ozonwerte finden sich aber auch in
sogenannten Reinluftgebieten bei stabilen Inversionswetterlagen. Dabei werden die
oxidantienhaltigen Luftmassen in geringer Hohe iiber Hunderte von Kilometern transportiert,
ohne dabei beziiglich ihres Oxidantiengehaltes verdiinnt zu werden. Erst einmal in den Rein-
luftgebieten angekommen, halten sich die erhohten Ozonwerte relativ lange stabil, da dort die
Konzentrationen ozonzerstérender Vorlduferverbindungen wie NO oder ungesiittigter Kohlen-

wasserstoffe sehr gering sind.

Schwellenwerte der Ozonkonzentrationen sind in der ,,EU-Richtlinie iiber Luftverschmutzung
durch Ozon“ festgelegt. Danach soll bei Stundenmittelwerten ab 180 |Jg/m3 (0,09 ppm) eine
Information der Bevélkerung, bei Werten ab 360 pg/m® (0,18 ppm) eine Warnung der
Bevolkerung erfolgen. Ende Juli 1995 trat in Deutschland das Sommersmog-Gesetz in Kraft,
wonach ab Ozonkonzentrationen von 240 pg/m® (0,12 ppm) nur noch Autos mit geregeltem
3-Wege-Katalysator fahren diirfen. Im August 1997 kletterten die Ozonwerte in Deutschland
bei intensiver Sonneneinstrahlung und schwachen Luftbewegungen vielerorts auf Werte tiber
200 pg/m’. Spitzenkonzentrationen konnten mit 243 pg/m® im Hochschwarzwald gemessen
werden. Dort lag mit einem Monatsdurchschnitt von 157 pg/m3 auch die hochste Dauer-
belastung vor (Deutsches Arzteblatt, 1997). Derart hohe Konzentrationen von iiber 240 pg/m’
werden in Deutschland jedoch selten gemessen. Die wohl hochsten Ozonbelastungen weltweit
sind in Mexico City zu finden. Die Plateaulage der von Bergen umrahmten Stadt ermoglicht
das lange Verweilen der von den iiber 15 Millionen Einwohnern produzierten Schadstoffe. So
wurden im Jahre 1986 und 1992 an 71% bzw. 98% der Tage Ozonwerte gemessen, die den
fiir Mexiko geltenden 1h-Richtwert von 0,11 ppm {iberschritten. Am 16. Mérz 1992 wurden
Spitzenwerte von bis zu 0,48 ppm Ozon erreicht (Blake und Rowland, 1995).

Die gesundheitlichen Auswirkungen von Ozon sind in seiner Eigenschaft als Reizgas
begriindet. Wegen seiner geringen Wasserloslichkeit wird Ozon in viel geringerem MaBle als
andere Schadgase wie NO, oder SO, in den oberen Atemwegen zuriickgehalten. Dies
bedeutet, da es vermehrt in die Lungenperipherie, also bis zu den terminalen Bronchiolen
und Alveolen, vordringen und dort seine schidliche Wirkung entfalten kann. Diese umfafit
neben lokalen Irritationen hauptséchlich die Induktion von Entziindungsreaktionen. Zielzellen

sind dabei Alveolarmakrophagen sowie die Epithelzellen der Lunge.

Lange Zeit wurde das Epithel nur als physikalische Barriere betrachtet, die das darunter-
liegende Gewebe vor dem Eindringen schiddlicher Noxen schiitzt. Wenngleich dies eine

wichtige Aufgabe dieser Zellen darstellt, wird man ihnen, wenn man sie auf diese Funktion
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reduziert, in ihren vielfiltigen Moglichkeiten nicht gerecht. In der letzten Zeit hiuften sich
Hinweise darauf, dal Epithelzellen immunkompetente Zellen darstellen, die nicht nur ihr
eigenes Wachstum und Differenzierungsvorginge regulieren konnen, sondern auf
schidigende Ereignisse, Infektionen oder von anderen Zelliypen freigesetzte Mediatoren
selbst mit der Sekretion von Transmittern wie Zytokinen oder Eicosanoiden reagieren und
somit Signale an andere Zellen weitergeben kénnen (Devalia und Davies, 1993; Simon und
Paine III, 1995; Stadnyk, 1994; Thompson et al., 1995). Damit sind Epithelzellen direkt am
Immungeschehen beteiligt.

In dieser Arbeit sollte die Beteiligung des Lungenepithels an der Entstehung einer ozon-
induzierten Entziindungsreaktion untersucht werden. Dazu wurden Zellen einer humanen
Bronchialepithelzellinie (BEAS-2B) mit Ozon exponiert und die Auswirkungen dieser
Exposition auf die Bildung der Entziindungsparameter Interleukin-6 (IL-6), Interleukin-8
(IL-8) sowie des interzelluldiren Adhédsionsmolekiils-1 (ICAM-1) beobachtet. Mit einer
Ozonkonzentration von 0,15 ppm wurden Expositionsbedingungen gewihlt, wie sie

tatsdchlich wihrend Sommersmogperioden in unseren Breiten auftreten konnen.

Da Ozon als entziindungsforderndes Agens Einflufl auf das Immunsystem ausiibt, bestand die
Moglichkeit, dal auch die normalen immunologischen Reaktionen des Organismus auf
Stimulierungsreize mit immunologisch wirksamen Agenzien wie Zytokinen oder Bakterien-
bestandteilen von dem Schadgas nicht unbeeinflufit bleiben. Deshalb war eine weitere
Aufgabenstellung dieser Arbeit die Ermittlung der Auswirkungen von Ozon auf die normale
Immunantwort stimulierter Zellen. Als Zellsystem wurden wiederum die Bronchialepithel-
zellen BEAS-2B herangezogen. Untersucht wurden immunmodulierende Effekte von Ozon
auf Aktivierungen mit Lipopolysaccharid (LPS), einem Zellwandbestandteil gramnegativer
Bakterien, Zymosan, einem Standardstimulus, der aus der Zellwand von Saccharomyces
cerevisiae, der Béckerhefe, gewonnen wird, sowie den Zytokinen Tumor-Nekrose-Faktor-o
(TNF-o) und Interleukin-1B (IL-1B), die typische Makrophagenprodukte darstellen, und

somit, von diesen sezerniert, auf das Epithel gelangen koénnen.

Neben gasformigen Schadstoffen, wie Ozon, NO, oder SO,, enthélt die Atemluft partikulire
Verunreinigungen, deren schiddliches Potential auf den Respirationstrakt in den letzten Jahren
immer mehr publik wurde. Dabei wird den Feinstduben mit einem Partikel-
durchmesser < 10 um (PMjg) bzw. < 2,5 um (PM;s) besondere Bedeutung zugemessen, da
diese als lungengingig gelten. Grobere Partikel dagegen werden entweder gar nicht
eingeatmet oder, falls sie in den oberen Atemtrakt gelangen, durch die Selbstreinigungs-
mechanismen der Lunge zumindest teilweise wieder ausgeschieden, weshalb ihre
toxikologische Bedeutung eher als gering einzustufen ist. Den groften Anteil an den Staub-
emissionen in Baden-Wiirttemberg haben der Verkehr, der Hausbrand, die Industrie und die

Offentlichen Kraftwerke. Ein nicht zu unterschitzender Anteil stammt jedoch auch aus
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natiirlichen Emissionsquellen, wie z. B. lokalen Bodenerosionen und Ferntransporten aus den
ariden Gebieten Siid- und Osteuropas (LfU, 1996). Immerhin konnten die Staubemissionen in
Baden-Wiirttemberg, nicht zuletzt durch technische Vorschriften, in den letzten zwanzig
Jahren deutlich reduziert werden. Je nach Korngroe verhalten sich die Stdube in der Luft
unterschiedlich: Grobe Stiube werden mit der Luft nur iiber kurze Strecken transportiert und
setzen sich rasch ab. Dagegen legen feinere Stiube grofiere Strecken zuriick. Die feinsten
Stdube mit einem Durchmesser < 5 pm sedimentieren kaum oder nur sehr langsam und
konnen somit als Schwebstaub mehrere Tage in der Atmosphére verweilen, iiber grofie
Entfernungen transportiert und durch Transmissionsvorginge modifiziert werden (Seemayer,
1989). Dabei lagern sich gasférmige und anorganische Stoffe an die Aeorosole an, wobei
letztere eine Tridgerfunktion iibernehmen (Nettesheim et al., 1981). Auf diese Art und Weise
kann eine Vielzahl von schiddlichen Adsorbaten in den Bronchial- und Alveolarraum
gelangen. Da immer klarer wurde, daB an der Partikelwirkung mindestens zwei Komponenten
beteiligt sind, ndmlich zum einen die Wirkung, die auf der Physik, also der Partikelform,
-grofle und -oberfliche beruht, und zum anderen die, die durch adsorbierte chemische
Substanzen hervorgerufen wird, wurden im Rahmen dieser Arbeit sowohl reine Stdube in
Form von Quarzstaub (DQ12) als auch Extrakte gesammelter Luftstaubproben (GEX) auf ihr
entziindungsforderndes Potential bei Bronchialepithelzellen (BEAS-2B) untersucht. Dabei
dienten als Entziindungsparameter wiederum die Zytokine Interleukin-6 (IL-6) und
Interleukin-8 (IL-8) sowie das interzelluldre Adhésionsmolekiil-1 (ICAM—'l).

Wie bereits oben erwiihnt, hat man es bei der Atemluft mit einem Gemisch der vielféltigsten
gasformigen, partikuldren sowie auf den Partikeln adsorbierten chemischen Komponenten zu
tun. Da es wahrscheinlich ist, daB diese Komponenten sich auch gegenseitig in ihrer Wirkung
beeinflussen, sind Untersuchungen zur Kombinationswirkung dieser Substanzen von
besonderer Bedeutung. In dieser Arbeit sollten deshalb Versuche an menschlichen Bronchial-
epithelzellen durchgefiihrt werden, bei denen die Zellen nacheinander mit Ozon und Stiuben
bzw. Staubextrakten exponiert wurden. Ziel war es, zu ermitteln, ob sich die beiden
Komponenten in ihrer Wirkung auf die zu untersuchenden Entziindungsparameter
Interleukin-6, Interleukin-8 und ICAM-1 gegenseitig verstirkten, abschwichten oder aber

unbeeinfluf3t lieBen.

Betrachtet man die Symptomatik ozoninduzierter Beschwerden beim Menschen wie
Verschlechterung der Lungenfunktionsparameter, Atemnot oder Brustenge sowie ernsthafter
Erkrankungen wie Pneumonien, Fibrosen oder Odeme, so wird deutlich, daB derartige
Phénomene nicht nur auf eine Beeintrichtigung der Epithelzellschicht zuriickzufiithren sein
konnen, liegen diesen Erscheinungen doch unter anderem Auswirkungen auf die Blutgefife
und die Muskulatur zugrunde. Deshalb war die Frage von Interesse, wie die anfingliche
Schidigung des Epithels derart Kreise ziehen kann, dal letztendlich ein ganzes Gewebe

davon betroffen ist. Eine wichtige Moglichkeit fiir die Zellen, miteinander zu kommunizieren,
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stellen 16sliche Transmitter wie Zytokine und Eicosanoide dar. Somit wire es denkbar, daf
Bronchialepithelzellen die Information einer erfolgten Schiddigung iiber die Freisetzung von
Mediatoren an darunterliegende Zelltypen weitergeben, welche dann ihrerseits Stoffe
sezernieren, die wieder andere Zellen beeinflussen, so daB sich letztlich ein ganzes Gewebe
derart umorganisiert, dal sich die oben genannten klinischen Symptome ausbilden. Von
besonderer Bedeutung sind dabei mogliche Wechselwirkungen zwischen Epithelzellen und
Endothelzellen, die, gerade im Alveolarbereich wegen des dort stattfindenden Gas-

austausches, nur durch einen minimalen Abstand voneinander getrennt sind.

Ein wichtiger Teil dieser Arbeit beinhaltete die Entwicklung eines Kokultursystems aus
Bronchialepithelzellen (BEAS-2B) und Endothelzellen, anhand dessen die vermuteten
Wechselwirkungen zwischen Epithel- und Endothelzellen untersucht werden sollten. Da
pulmonale Endothelzellen nicht zur Verfiigung standen, sollten menschliche Nabelschnur-
endothelzellen (ECV304) als Modell fiir das Lungenendothel dienen.

Der nichste Schritt bestand darin, die Anwendbarkeit des Systems fiir inhalations-
toxikologische Fragestellungen zu iiberpriifen. Dazu wurden die Experimente, die bereits fiir
die einzeln kultivierten Bronchialepithelzellen durchgefiihrt worden waren, auch auf das
Kokultursystem iibertragen. Diese beinhalteten die Luft- bzw. Ozonbegasung des Systems,
die Priifung auf immunmodulierende Eigenschaften von Ozon, eine Exposition mit Stduben
bzw. Staubextrakten sowie Untersuchungen zur Kombinationswirkung von Ozon und Stiduben
oder Staubextrakten. Als Entziindungsparameter dienten wiederum die Zytokine IL-6 und
IL-8. Die Bestimmung des interzelluliren Adhésionsmolekiils-1 (ICAM-1) konnte bei
BEAS-2B und ECV304 getrennt erfolgen.

Im Jahre 1996 sorgte eine amerikanische Studie fiir Aufsehen, in der anhand von Langzeit-
versuchen an Miusen eine kanzerogene Wirkung von Ozon nachgewiesen wurde (Herbert et
al., 1996). Zwar erlauben derartige Ergebnisse keine Riickschliisse auf eine potentielle
Gefidhrdung des Menschen, die Unsicherheit in der Bevolkerung aber blieb. Um auch diesem
Aspekt der Ozonwirkung gerecht zu werden, sollten in einem letzten Teil dieser Arbeit
Priifungen zur Genotoxizitit von Ozon an Bronchialepithelzellen durchgefiihrt werden.
Biologischer Endpunkt war dabei die als sehr empfindlich geltende Bestimmung von

Schwesterchromatidaustauschen.
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Zusammenfassend konnen die Ziele der vorliegenden Arbeit wie folgt formuliert

werden:

1. Untersuchungen zur ozoninduzierten Bildung von Entziindungsparametern bei

humanen Bronchialepithelzellen.

2. Priifung auf immunmodulierende Eigenschaften von Ozon bezliglich der Bildung von
Entziindungsmarkern bei zymosan-, LPS-, IL-1B- bzw. TNF-o.-stimulierten Bronchial-

epithelzellen.

3. Uberpriifung der gebildeten Entziindungsparameter bei Bronchialepithelzellen nach

Exposition mit Stduben bzw. Staubextrakten.

4. Untersuchung der Kombinationswirkung von Ozon und Stiuben bzw. Staubextrakten

auf die Bildung von Entziindungsmarkern bei Bronchialepithelzellen.

5. Entwicklung eines Kokultursystems aus Bronchialepithelzellen und Endothelzellen

zur Untersuchung von Wechselwirkungen der beiden Zelltypen.

6. Uberpriifung der Anwendbarkeit des Systems fiir inhalationstoxikologische Frage-
stellungen: Exposition mit Ozon und Stiduben bzw. Staubextrakten.

7. Untersuchungen zur Genotoxizitdt von Ozon.
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2, Material und Methoden

2.1 Zellmaterial und Zellkultur

2.1.1  Puffer und Losungen

HBS (HEPES buffered saline)

HBSS
(Hank’s balanced salt solution)

PBS (phosphate buffered saline)

Physiologische Kochsalzlosung

4,76 g HEPES (Sigma)

7,07 g Natriumchlorid

0,20 g Kaliumchlorid

1,70 g Glucose

1,29 g Natriumdihydrogenphosphat - 2 H,O
Aqua bidest. ad 1,0 Liter

pH 7,4

0,185 g Calciumchlorid - 2 H,O

0,098 g Magnesiumsulfat anhydr.

0,4 g Kaliumchlorid

0,06 g Kaliumhydrogenphosphat anhydr.

8,0 g Natriumchlorid

0,048 g Natriumdihydrogenphosphat anhydr.
1,0 g D-Glucose

0,35 g Natriumhydrogencarbonat

Aqua bidest. ad 1,0 Liter

pH 7,4

Dulbecco’s Phosphatgepufferte Kochsalzlosung (Life
Technologies)

1,0 g Calciumchlorid anhydr.

2,0 g Kaliumchlorid

2,0 g Kaliumdihydrogenphosphat

1,0 g Magnesiumchlorid - 6 H,O

80,0 g Natriumchlorid

21,6 g Natriumdihydrogenphosphat - 7 H,O

Aqua bidest. ad 1,0 Liter

Vor Gebrauch wurde die Losung 1:10 mit Aqua bidest.
verdiinnt und pH 7,4 eingestellt.

9,0 g Natriumchlorid
Aqua bidest. ad 1,0 Liter
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Sorensen-Puffer 4,539 g Kaliumdihydrogenphosphat
5,938 g Natriumhydrogenphosphat - 2 H,O
Aqua bidest. ad 1,0 Liter
pH 6,8

Trypanblaulosung 0,5% Trypanblau (Sigma) in physiologischer Kochsalz-

16sung

2.1.2  Bronchialepithelzellen: BEAS-2B

BEAS-2B sind Zellen einer humanen Bronchialepithelzellinie. Sie wurden aus gesundem
Bronchialepithel gewonnen und durch SV40-Transformation immortalisiert (Reddel et al.,
1988). Dabei behielten sie wichtige epitheliale Charakteristika wie die typische Zell-
morphologie des Epithels (Ke et al., 1988), Zytokeratinexpression (Hornberg, 1996) und eine
polare Freisetzung von Eicosanoiden (Noah et al., 1991) bei. Die Zellen wurden
freundlicherweise von Frau Dr. D. Lang (Pneumologisches Forschungslabor, Krankenhaus
GroBhansdorf) unter Genehmigung von Herrn Dr.C. Harris (Laboratory of Human
Carcinogenesis, National Cancer Institute, Bethesda, Maryland, USA) zur Verfiigung gestellt.
Abb. 1 zeigt einen Monolayer Himatoxyllin-Eosin-gefdrbter BEAS-2B.

Abb. 1: Himatoxyllin-Eosin-gefirbie BEAS-2B.
BEAS-2B wurden in Chamber Slides ausgesit. Nach Erreichen der Konfluenz erfolgte die Fixierung
der Zellen in Bouin’scher Losung sowie eine Himatoxyllin-Eosin-Farbung. Die Zellen wurden unter
dem Lichtmikroskop bei einer 312,5-fachen VergroBerung fotografiert.
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2.1.2.1 Losungen und Medien fiir die Kultur der BEAS-2B-Zellen

KGM

(keratinocyte growth medium)

PET-Losung

SBIT-Losung
(soy bean trypsin inhibitor)

KBM (keratinocyte basal medium), das eine Modifikation
von MCDB 153-Medium darstellt, supplementiert mit
Epidermal Growth Factor (0,1 ng/ml)

Insulin (5 pg/ml)

Hydrocortison (0,5 pg/ml)

Bovine Pituitary Extract (0,4%)

Gentamicin (50 pg/ml)

Amphotericin-B (50 ng/ml).

Die Angaben in Klammern stellen die Endkonzentrationen
im Medium dar.

Bezug: Cell Systems, Remagen

Polyvinylpyrrolidon (10 mg/ml)

EGTA (40 pg/ml)

Trypsin (200 pg/ml)

Kaliumchlorid (200 pg/ml)

Glucose (1,7 mg/ml)

HEPES (4,8 mg/ml)

Natriumchlorid (7,0 mg/ml)

Phenolrot (1,0 pg/ml)

Die Zusammensetzung der PET-Losung gewihrleistete ein
schonendes Abldsen der Zellen von den Kulturflaschen.
Insbesondere PVP iibte einen besonderen Schutz auf die
Zellmembran wihrend der Dissoziation aus.

Bezug: Biological Research Faculty & Facility,

Jjamsville (USA)

10 mg Trypsin-Inhibitor (Sigma)
50 ml HBS

2.1.2.2 Kultar der BEAS-2B-Zellen

BEAS-2B bildeten in Zellkulturflaschen aus Plastik (Greiner) einen Monolayer aus. Die
Zellen wurden einmal pro Woche passagiert. Dazu wurde das Medium abgesaugt, der Zell-
rasen einmal mit 2 ml PET-Losung gespiilt und anschlieend, mit 2 ml PET-Losung bedeckt,
fiir ca. 15 min bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Eine optimale Einwirkungszeit der trypsin-
haltigen Losung wurde durch Beobachten des Ablosevorgangs der Zellen im Mikroskop
gewihrleistet. Mit der Zugabe von 0,4 ml SBIT-Losung wurde die Trypsinwirkung
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aufgehoben. Nach Aufnahme, mehrfachem Resuspendieren und Uberfiihren der Zellen in ein
50 ml Zentrifugenr6hrchen (Greiner) wurden am Flaschenboden noch anhaftende Zellen mit
etwas KGM-Medium abgespiilt und mit der Suspension vereinigt. Es folgte eine
Zentrifugation bei 250 ¢ und 4°C fiir 10 min (Rotixa / RP, Fa. Hettich, Tuttlingen). Die
Fliissigkeit iiber den Zellen wurde verworfen und das Pellet in 5bis 10ml KGM
resuspendiert. Ein Aliquot der Zellsuspension wurde im Verhiltnis 1:1 mit Trypanblaulosung
verdiinnt und zur Bestimmung der Zellzahl und der Vitalitit (siehe 2.7.1.1) in der Neubauer-
Kammer benutzt. 20 ml einer Zellsuspension, die zuvor auf 2 - 10* Zellen je Milliliter
Medium eingestellt worden war, wurden in eine neue Zellkulturflasche mit 75 cm?
Wachstumsfliche gegeben und dienten damit der Weiterkultivierung der Zellen.

Fiir Stimulierungsversuche (siehe 2.2.1) wurden BEAS-2B in 6-Well-Kulturplatten (Greiner)
ausgesit. Dabei wurden in jede Vertiefung 2 - 10° Zellen, suspendiert in 2,5 ml KGM,
pipettiert. Nach 3 Tagen Inkubation bei 37°C und 5% CO, hatten die Zellen einen dichten
Monolayer ausgebildet und konnten fiir Versuche verwendet werden.

Fiir Begasungsexperimente (siehe 2.2.2) erfolgte die Aussaat von 2 - 10° Zellen, suspendiert
in 1,5 ml KGM, in spezielle Membraneinsitze (Transwell®-COL, Costar), die ihrerseits in
6-Well-Kulturplatten saBen. Durch diese Zweiteilung des Kultursystems ergaben sich zwei
Kompartimente, eines unterhalb der Membran (basolaterales Kompartiment) und eines ober-
halb der Membran (apikales Kompartiment), auf der die Zellen kultiviert wurden (siche
Abb. 3). In das basolaterale Kompartiment wurden 2,5 ml KGM gegeben. Derart kultivierte
Zellen erreichten nach 5 Tagen Inkubation bei 37°C und 5% CO, Konfluenz und konnten zu
Begasungsversuchen herangezogen werden.

Fiir die Priifung auf Schwesterchromatidaustausche nach Begasung (siehe 2.8) wurden die
Zellen wie fiir Begasungsexperimente ausgesit. Der Versuchsbeginn erfolgte jedoch bereits
nach 3 Tagen Kultivierung bei 37°C und 5% CO,.

Zur Bestimmung der Expression des interzelluliren Adhésionsmolekiils-1 (ICAM-1) auf
stimulierten BEAS-2B mittels zellstindigem ELISA wurden die Zellen in 96-Well-
Mikrotiterplatten (Primaria®, Falcon) kultiviert. Mit der Aussaat von 200 ul einer Zell-
suspension der Konzentration 2,5 - 10° Zellen/ml in jedes Well waren die Zellen am niichsten
Tag konfluent und konnten stimuliert werden (siehe 2.2.1).

Stimulierungsversuche mit nicht-opsoniertem Zymosan, Schwebstaubextrakten (GEX) und
Makrophageniiberstinden wurden ebenfalls in Mikrotiterplatten durchgefiihrt (siehe 2.2.1).
Die Aussaat der Zellen fiir immunhistochemische Anti-ICAM-1-Firbungen (siehe 2.6.3),
Himatoxyllin-Eosin-Fiarbungen (siehe 2.7.1.2) sowie fiir die morphologische Untersuchung
quarzstaub-beladener Zellen (sieche 2.7.1.3) wurde in Chamber Slides (Lab-Tek®, Nunc) vor-
genommen. Die Zellsuspension wurde hierfiir auf eine Konzentration von 1 - 10° Zellen/ml
eingestellt. Wurden 2 ml dieser Suspension in jede Kammer pipettiert, waren die Zellen am
dritten Tag nach Aussaat konfluent.

Fiir Versuche wurden ausschlie8lich Zellen der Passagezahlen 115 bis 145 verwendet.
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2.1.3 Endothelzellen; ECV304

ECV304 ist eine Zellinie humanen Ursprungs. Es handelt sich dabei um spontan
transformierte Endothelzellen aus der Umbilikalvene eines neugeborenen japanischen
Midchens. Wegen ihrer leichten Handhabbarkeit und der starken Ausprigung endothelialer
Merkmale (Takahashi et al., 1990) werden ECV304 neben den entsprechenden Primirzellen
(HUVEC) hiufig fiir Fragestellungen cingesetzt, in denen das Endothel im allgemeinen,
unabhiéngig von dessen Herkunft, untersucht werden soll. In der vorliegenden Arbeit dienten
ECV304 als Modell fiir das pulmonale Endothel. Die Zellen wurden von der European
Collection of Animal Cell Cultures (ECACC, UK) bezogen und mit einer Passagezahl von
137 geliefert. Fiir Experimente wurden Zellen der Passagezahlen 140 bis 165 verwendet.
Abb 2 zeigt einen Monolayer Hamatoxyllin-Eosin-gefarbter ECV304.

Abb. 2: Himatoxyllin-Eosin-gefirbte ECV304.
ECV304 wurden in Chamber Slides ausgesét. Nach Erreichen der Konfluenz erfolgte die Fixierung
der Zellen in Bouin’scher Losung sowie eine Himatoxyllin-Eosin-Férbung. Die Zellen wurden unter
dem Lichtmikroskop bei einer 312,5-fachen Vergréflerung fotografiert.

2.1.3.1 Losungen, Medien und Puffer fiir die Kultur der ECV304-Zellen

Medium 199 Bezug: Life Technologies
Zugesetzt wurden
10% FCS (Myoclone Super Plus®, Life Technologies) aus
einer Charge mit besonders niedrigem Endotoxingehalt,
das vor Gebrauch hitzeinaktiviert wurde, und
2 mM Glutamin (Life Technologies).
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Trypsinlosung 4,4 g Natriumcitrat
10,0 g Kaliumchlorid
2,5 g Trypsin (Nordwald, Hamburg)
1 ml 1%ige Phenolrotlosung (Fluka)
Aqua bidest. ad 1,0 Liter
pH 7,6

2.1.3.2 Kultur der ECV304-Zellen

Die ECV304-Zellen wurden in Plastikflaschen mit einer Wachstumsfliche von 75 cm’

(Greiner) kultiviert und wuchsen darin als Monolayer. Einmal pro Woche erfolgte eine

o
AQeaTd

Passage: Die Zellen wurden mit ! ml einer 0,25%igen Trypsinlosung gespiilt und
anschlieBend, mit 1,5 ml Trypsinldsung bedeckt, fiir 2-3 min bei 37°C und 5% CO, inkubiert.
Die Ablosung der Zellen wurde unter dem Lichtmikroskop beobachtet. Die Zellsuspension
wurde in 10 ml vorgelegten Mediums pipettiert, wobei die Trypsinwirkung durch das im
Medium enthaltene Serum aufgehoben wurde. Nach Zentrifugation der Zellen bei 250 g und
4°C fiir 10 min (Rotixa / RP, Fa. Hettich, Tuttlingen) wurde die Fliissigkeit oberhalb des
Pellets abgenommen und verworfen. Die Zellen wurden in ca. 5 ml Medium aufgenommen
und resuspendiert. Ein Aliquot der Suspension wurde zu gleichen Teilen mit Trypanblau-
16sung gemischt und die Zellzahl pro Milliliter sowie die Vitalitdt der Zellen (siehe 2.7.1.1)
mit Hilfe der Auszihlung in einer Neubauer-Kammer bestimmt. Zur Weiterkultivierung der
Zellen wurden 20 ml einer Suspension, die zuvor auf 1,5 - 10* Zellen je Milliliter Medium
eingestellt worden war, in eine Zellkulturflasche pipettiert und die Zellen bei 37°C und
5% CO, inkubiert.

Fiir Kokulturversuche (siehe 2.3) wurden die Zellen in 6-Well-Kulturplatten (Primaria®,
Falcon) in einer Konzentration von 5-10*Zellen/Well in jeweils 2,5ml Medium 199
ausgesidt. Dabei erreichten ECV304 nach 5 Tagen Inkubation bei 37°C und 5% CO,
Konfluenz und konnten zum Versuch verwendet werden.

Zur Aufnahme von Wachstumskurven (sieche 2.4) sowie fiir die Durchfiihrung
morphologischer Untersuchungen der ECV304 in verschiedenen Medien mittels Licht-
mikroskopie (siehe 2.7.1.4) wurden die Zellen in 6-Well-Makroplatten (Primaria®, Falcon) in
einer Konzentration von 3 - 10* Zellen je Well in jeweils 2 ml Medium 199 ausgesiit.

Die Darstellung der Endothelzellen im Rasterelektronenmikroskop (siehe 2.7.2.3) erfolgte
nach Aussaat auf Polyestermembranen (Transwell®-CLEAR, Costar): In das apikale
Kompartiment wurden jeweils 3 - 10* Zellen, suspendiert in 2 ml Medium 199, und in das
basolaterale Kompartiment 2,5 ml Medium gegeben.

Himatoxyllin-Eosin-Firbungen (siehe 2.7.1.2) wurden in Chamber Slides (LabTek®, Nunc)
durchgefiihrt. Dazu wurden die Zellen in einer Konzentration von 5 - 10* Zellen je Kammer in

einem Milliliter Medium 199 ausgesiit.
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2.2 Versuche mit BEAS-2B

2.2.1  Stimulierungsversuche

2.2.1.1 Verwendete Reagenzien fiir die Stimulierungsversuche

TNF-o

IL-1B

Zymosan

i

Opsoniertes Zymosan

Quarzstaub (DQ12)

Humaner rekombinanter Tumor-Nekrose-Faktor-o, der
aus  Saccharomyces cerevisiae  gewonnen  wurde

(Boehringer Mannheim)

Humanes rekombinantes Interleukin-1B, aus Escherichia

coli gewonnen (Sigma)

Lipopolysaccharid von Salmonella abortus equi (Sigma)
Zymosan A, aus Saccharomyces cerevisiae gewonnen

(Sigma)

Opsoniertes Zymosan wurde wie folgt hergestellt: 1g
Zymosan A aus Saccharomyces cerevisiae (Sigma) wurde
in ca, 100 ml physiologischer Kochsalzlosung suspendiert
und im Wasserbad 1h unter Riihren gekocht. Nach einer
15-miniitigen Zentrifugation bei 2000 g, einem Wasch-
schritt mit physiologischer Kochsalzlésung und erneuter
Zentrifugation wurde das Sediment in 20 ml Kochsalz-
16sung aufgenommen. Nun erfolgte die -eigentliche
Opsonierung, indem ein Teil der Zymosansuspension mit
drei Teilen FCS 20 min bei 37°C unter gelegentlichem
Umriihren inkubiert wurde. Einem Zentrifugations- und
einem Waschschritt folgte nach erneuter Zentrifugation
die Aufnahme des Sediments in 100 ml physiologischer
Kochsalzlosung, woraus sich eine Suspension der
Konzentration 10 mg/ml ergab, die aliquotiert bei -20°C

gelagert wurde.

Dorentruper Quarzkristallmehl der Mahlung Nr. 12
(Robock, 1973) mit einer Korngrofie < 5 pm (Steinkohlen-
bergbauverein Essen), das freundlicherweise von Herrn
Prof. Dr. N. H. Seemayer (Med. Institut fiir Umwelt-
hygiene an der Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf)

zur Verfligung gestellt wurde.
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Schwebstaubextrakte (GEX) Globale Schwebstaubextrakte der Probenummern 65-68
(siehe 2.2.1.3), die ebenfalls freundlicherweise von Herrn
Prof. Dr. N. H. Seemayer (Med. Institut fiir Umwelt-
hygiene an der Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf)

zur Verfiigung gestellt wurden.

Makiophageniibersiénde Die Uberstinde DQ12-stimulierter menschlicher Makro-
phagen (sieche 2.2.1.4) wurden freundlicherweise von
Herrn Dipl. Biol. H. Olbriick (Med. Institut fiir Umwelt-
hygiene an der Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf)

zur Verfiigung gestellt.

2.2.1.2 Durchfithrung der Stimulierungsversuche

Fiir Stimulierungsversuche wurden konfluent gewachsene, in 6-Well-Makroplatten (Greiner)
kultivierte BEAS-2B verwendet (siehe 2.1.2.2). Das liber den Zellen befindliche Medium
wurde abgesaugt und durch 2,5 ml Stimulierungsmedium bzw. Kontrollmedium ersetzt.
AnschlieBend erfolgte eine Inkubation der Zellen bei 37°C und 5% CO,. Es wurde sowohl die
Zeit- als auch die Dosisabhingigkeit eines bestimmten Effektes tiberpriift. Wihrend bei der
Uberpriifung der Zeitabhingigkeit eine fixe Konzentration des Stimulus eingesetzt und der
Effekt nach unterschiedlichen Inkubationszeiten untersucht wurde, wurde bei den Versuchen
zur Dosisabhingigkeit die Stimulierungsdauer vorgegeben und der Einflul verschiedener
Konzentrationen des Stimulus auf eine bestimmte Wirkung betrachtet. Fiir Untersuchungen zu
Kombinationswirkungen von Ozon und verschiedenen Stimuli (siehe 2.2.3 und 2.3.3) wurde
stets nur eine Konzentration des Stimulus und eine Stimulierungsdauer von 24h eingesetzt.
Die Stimulierungszeiten und -konzentrationen sind fiir die entsprechenden Stimuli in Tab. 1

dargestellt.
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Tab.1: Fiir Stimulierungsversuche verwendete Stimuli und eingesetzte Konzentrationen bzw.

Inkubationszeiten,
Untersuchung der Zeitabhingigkeit | Untersuchung der Dosisabhingigkeit Eifggg:;ﬁﬁlogm—
Ozon / Stimuli
Konzentration | Inkubationszeiten | Konzentrationen Inkubationszeit | Konzentration
TNF-¢. | 1000 pg/ml 2h, 4h, 24h, 48h 100, 200, 500, 1000, | 24h 1000 pg/ml
2000 pg/ml
IL-18 1000 pg/ml
LPS 10 pg/ml
Zymosan | 1000 pg/ml 2h, 4h, 24h, 48h 100, 200, 500, 1000, | 24h 1000 pg/ml
2000 pg/ml
DQ12 1000 pg/ml 2h, 4h, 24h, 48h 100, 200, 500, 1000, | 24h 1000 pg/ml
2000 pg/ml

Die Stimulierungsmedien wurden durch Verdiinnung mit Medium aus entsprechenden héher
konzentrierten Stammldsungen hergestellt. Stammlosungen partikuldrer Stimuli wie DQI12
wurden nach der Herstellung mit Ultraschall behandelt (Sonopuls GM 70, Fa.Bandelin,
Berlin), um moglicherweise vorhandene Keime zu zerstéren und eine Feinverteilung der
Partikel zu gewihrleisten. Dabei wurde eine Mikrospitze aus Titan in eine Suspension von
5 bis 10 Millilitern mindestens 10 mm tief eingetaucht und die Suspension in der Standard-
einstellung (cont.; Power = MS72/D; Cycle = 50%) mit 10 Pulsen von je 1-2 Sekunden Dauer
beschallt. Wihrend die Stammlésungen von TNFo, IL1B, LPS und Zymosan bei -20°C
aliquotiert gelagert werden konnten, wurden die Stammlosungen partikuldrer Stimuli wie
DQ12 vor Gebrauch jeweils frisch angesetzt. Tab. 2 zeigt die Losungsmittel und Stamm-

konzentrationen der verschiedenen Stimuli.

Tab.2: Stammlésungen der Stimuli und ihre Lésungsmittel.

Losungsmitte] Konz. der Stammlgsung
TNF-o PBS mit 0,1% BSA 10 pg/ml
1L-18 PBS mit 0,1% BSA 10 pg/ml
LPS 0,9% NaCl-Lsg. 0,1 mg/ml
Zymosan 0,9% NaCl-Lsg. 10 mg/ml
DQI12 KGM-Medium 10 mg/ml

Nach Ablauf der vorgesehenen Inkubationszeit wurde das Medium iiber den Zellen gut
durchgemischt, abgenommen und bis zur Zytokinbestimmung (siehe 2.5) portioniert bei
-20°C gelagert. Die am Plattenboden anhaftenden Zellen wurden zur durchfluzytometrischen
Bestimmung des interzelluldren Adhisionsmolekiils-1 ICAM-1) wie unter 2.6.1 beschrieben
weiterbehandelt.

Fiir Stimulierungsversuche mit anschliefender Messung von ICAM-1 im zellstindigen
ELISA wurden die Zellen in 96-Well-Mikrotiterplatten (siehe 2.1.2.2) 24h mit je 200 pl
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Kontroll- bzw. Stimulierungsmedium pro Well bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Dabei wurde
fiir jeden Stimulus jeweils eine aus acht Vertiefungen bestehende senkrechte Reihe belegt.
Nach Inkubationsende wurde der zellstindige ICAM-1-ELISA wie unter 2.6.2.3 beschrieben
durchgefiihrt.

Stimulierungsversuche mit nicht-opsoniertem Zymosan, Schwebstaubextrakten (GEX) und
Makrophageniiberstinden wurden ebenfalls in Mikrotiterplatten durchgefiihrt (siche 2.1.2.2).
Die Stimulierung erfolgte mit je 200 pl Kontroll- bzw. Stimulierungsmedium pro Well bei
37°C und 5% CO, fiir 24h. Nach Inkubationsende wurden die Uberstinde abgenommen und
bei -20°C bis zur Zytokinbestimmung (siehe 2.5) tiefgefroren. AnschlieBend erfolgte die
Durchfiihrung des zellstéindigen ICAM-1-ELISA wie unter 2.6.2.3 beschrieben.

Die Stimulierungsmedien fiir Versuche mit Schwebstaubextrakten wurden wie folgt
1:2 bis 1:32 in Dimethylsulfoxid (DMSO, Fluka) erstellt. Diese Losungen wurden nun jeweils
wiederum 1:100 mit KGM-Medium verdiinnt. Somit war in allen Stimulierungsmedien eine
konstante DMSO-Konzentration, die 1% nicht iiberschritt, gewéhrleistet. Der unstimulierten
Kontrolle wurde ebenfalls der entsprechende Anteil DMSO zugesetzt. Alle Gesamtextrakte
wurden zur Vermeidung photochemischer Abbauprozesse im Dunkeln aufbewahrt und unter
Ausschluf} von direktem Licht gehandhabt. Die Angaben der Schwebstaubkonzentrationen im
Ergebnisteil beziehen sich jeweils auf das entsprechende Luftsammelvolumen der Proben
(siehe 2.2.1.3) und wurden in der Einheit Kubikmeter Luft je Milliliter Medium gemacht.
Stimulierungsmedien unterschiedlicher Konzentrationen fiir die Stimulierung mit
Makrophageniiberstinden (siehe 2.2.1.4) wurden durch Zupipettieren von 20, 40, 60, 80, 100,
200, 400, 600 bzw. 800 pul der Stammlosung auf ein Gesamtvolumen von 1 ml KGM-Medium

hergestellt: Zuniichst wurde eine Verdiinnungsreihe der Stammldsung mit Verdiinnungen von

hergestellt.

2.2.1.3 Gewinnung der Schwebstaubextrakte

Die verwendeten Schwebstaubextrakte wurden aus atmosphérischen Feinstaubproben
gewonnen, die simultan in zwei Stidten des Rhein-Ruhr-Gebietes, Diisseldorf und Duisburg,
zu verschiedenen Jahreszeiten gesammelt worden waren. Die Sammlung erfolgte mit Hilfe
eines High Volume Samplers (HVS 150, Fa. Strohlein Instruments, Kaarst) auf Glasfaser-
filtern. Die Filter wurden mit Dichlormethan oder Methanol im Soxhlet-Apparat extrahiert
und die Extrakte quantitativ in Dimethylsulfoxid (DMSO) iiberfiihrt. Die Proben wurden als
Gesamtextrakte (GEX) bezeichnet und mit fortlaufenden Nummern versehen. Zur niheren
Charakterisierung wurden die Proben fluorimetrisch auf ihren Benzo[a]pyren-Gehalt unter-
sucht (Dehnen et al, 1977, Tomingas et al., 1977; Tomingas und Voltmer, 1978).
Benzo[a]pyren diente dabei als Leitsubstanz der polyzyklischen aromatischen Kohlenwasser-
stoffe (PAH). Fir Dosisangaben in den Zellkulturversuchen wurden, wie bereits oben

erwidhnt, die extrahierten Substanzen des Schwebstaubes auf die Sammelluftvolumina
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bezogen und in Kubikmeter Luft per Milliliter Medium angegeben. Eine Ubersicht iiber die
verwendeten Schwebstaubextrakte, ihre Herkunft, Benzo[a]pyren-Konzentrationen und das

zugehorige Luftsammelvolumen ist in Tab. 3 gegeben.

Tab.3: Verwendete Schwebstaubextrakte und jhre Herkunft, Sammelluftvolumina bzw.
Benzo[a]pyren-Gehalte,

GEX65 GEX66 GEX67 GEX68
Sammelort Duisburg Diisseldorf Duisburg Diisseldorf
Sammelzeitraum Okt.-Dez. Okt.-Dez. Jan.-Mirz Jan.-Mirz

1990 1990 1991 1991

Gesammeltes Luftvolumen [m”] 33 067 32555 33775 491378
Benzo[alpyren-Gehalt [ng/m> Luft] 5,41 2,77 6,73 3,13
Luft [m*}/m] DMSO in der Stammlésung 1570 1627 1 604 2344
Benzo[alpyren [ugl/ml DMSO in der Stamm- 8,49 4,51 10,79 7,33
16sung

2.2.1.4 Gewinnung der Uberstiinde DQ12-stimulierter menschlicher Makrophagen

Monozyten wurden iiber einen Dichtegradienten aus dem menschlichen peripheren Blut
gewonnen und zu Makrophagen ausdifferenziert. Die Isolierung und Ausdifferenzierung der
Zellen kann genauer nachgelesen werden unter Seemayer und Braumann (1988). Nach
12 Tagen in Kultur wurden die Makrophagen mit Quarzstaub DQ12 in einer Konzentration
von 30 pg/ml in serumfreiem RPMI 1640 beimpft. 24h nach Inkubation wurde der Uberstand

abgenommen und fiir Stimulierungsversuche verwendet.

2.2.2 Begasungsexperimente

2.2.2.1 Exposition der Zellen

Bei der Durchfiihrung von Begasungsexperimenten mit Zellen muf} folgende Schwierigkeit
bedacht werden: Einerseits muf3 das Gas in direkten Kontakt mit den Zellen treten konnen,
d.h. die Zelloberfliche sollte weitestgehend trocken sein. Besonders Ozon mit seiner hohen
Reaktionsfdhigkeit und geringen Wasserldslichkeit wiirde bei Vorhandensein eines Fliissig-
keitsfilms auf den Zellen hochstwahrscheinlich die Zelloberfliche gar nicht erreichen.
Andererseits muf fiir die Zelle wihrend der Gasexposition eine gewisse Befeuchtung
gewihrleistet sein, damit sie ihren normalen Stoffwechsel aufrechterhalten kann.

Eine Losung dieses Problems bietet die Kultivierung der Zellen in Membransystemen. Die
Zellen wurden in speziellen Membraneinsitzen (Transwell®-COL, Costar) kultiviert (siche
2.1.2.2), die ihrerseits wieder in 6-Well-Kulturplatten gesetzt werden konnten (Abb. 3). Die
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Membran teilte die Vertiefung der Kulturplatte in ein apikales Kompartiment (oberhalb der

Zellen) und ein basolaterales Kompartiment (unterhalb der Zellen).

Deckel

| | Basolaterales Kompartiment
Transwell

Apikales Kompartiment

=

Gial Ve Sita] o 1
N =y
‘ Teflonmembran 1 mm
6-Well-Makroplatte

Abb.3: Schematische Darstellung der fiir die Begasungsexperimente verwendeten Transwell®-
Membransysteme,
Erlduterungen siehe Text.

Wihrend der Kultivierung der Zellen befand sich in beiden Kompartimenten KGM-Medium.
Waren die Zellen auf den Membranen konfluent gewachsen, konnten sie fiir Begasungs-
versuche genutzt werden: Die Medien ober- und unterhalb der Membran wurden abgesaugt,
beide Seiten der Membran jeweils mit 1 ml HBSS gewaschen, und lediglich in das untere,
basolaterale Kompartiment erfolgte die Zugabe von 1,6 ml HBSS. Somit wurden die Zellen
von unten durch die Teflonmembran mit Fliissigkeit versorgt, wihrend die Zelloberfliche
weitestgehend trocken blieb und mit dem Gas in Wechselwirkung treten konnte. HBSS wurde
statt KGM-Medium verwendet, um mogliche Interaktionen zwischen Mediumbestandteilen
und Ozon und eine Bildung von Intermedidrprodukten ausschlieBen zu konnen. Mit Hilfe
kleiner Pldttchen aus Glas, die als Abstandhalter eingesetzt wurden, wurde der Deckel der
Kulturplatte lose aufgesetzt und ,,schwebte” gewissermafien iiber der Platte, so daf
ungehindert Gas iiber die Zellen stromen konnte, eine Kontamination aber vermieden wurde.
Derart vorbereitete Kulturplatten wurden dann in die Expositionskammern (siehe 2.2.2.2)
gestellt. Die Begasung erfolgte mit Luft bzw. 0,15 ppm Ozon fiir 90 min. Nach der Begasung
wurde die Fliissigkeit im basolateralen Kompartiment abgenommen und verworfen. In beide
Kompartimente wurden nun jeweils 1,5 ml KGM pipettiert und die Zellen bei 37°C und
5% CO, inkubiert. Nach Ende der entsprechenden Inkubationszeiten von 1h, 4h bzw. 24h
wurden die Fliissigkeiten des apikalen und basolateralen Kompartiments abgenommen,
vereinigt und aliquotiert bei -20°C bis zur Durchfiihrung der Zytokinbestimmung (siehe 2.5)

gelagert. Die auf der Membran anhaftenden Zellen wurden zur durchfluzytometrischen
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Bestimmung des interzelluliren Adhésionsmolekiils-1 (ICAM-1) wie unter 2.6.1 beschrieben

weiterverwendet.

2.2.2.2 Aufbau des Expositionssystems

Die Expositionskammern, in welche die Zellen zur Begasung eingebracht wurden, waren in
Anlehnung an ein Modell von Voisin et al. (1977) speziell angefertigt worden (Fa. Maton,
Lille, Frankreich) und werden deshalb als Voisin-Kammern bezeichnet. Entsprechend der
parallelen Begasung mit Luft und Ozon wurden zwei dieser Kammern mit identischem
Aufbau benotigt. Die Kammer selbst bestand wiederum aus einer Auflenkammer und einer in
diese einsenkbaren Innenkammer. Die Auflenkammer war mit Wasser gefiillt, welches auf
37°C beheizt werden konnte, und diente somit lediglich der Temperierung der Innenkammer,
in welcher die eigentliche Gasexposition stattfand. Ein Lochblecheinsatz in der Innenkammer
diente als Standflidche fiir die eingebrachten Zellkulturplatten. Der Zwischenraum zwischen
Boden der Innenkammer und Lochblecheinsatz wurde mit Wasser befiillt, womit eine
ausreichend hohe Luftfeuchtigkeit fiir die Zellkultur wihrend der Exposition gewihrleistet
blieb. Die Ein- und Austrittsstutzen fiir das Gas befanden sich an der Oberseite der Innen-
kammer jeweils an den schmalen Seiten des rechteckig aufgebauten Systems. Nach
Einstrobmen durch den Eintrittsstutzen gelangte das Gas durch ein Lochblech in den
eigentlichen Expositionsraum, iiberstromte die darin befindlichen Zellen und gelangte auf der
gegeniiberliegenden Seite durch ein weiteres Lochblech und den Austrittsstutzen iiber einen
Schlauch in die Auf3enluft. Nach oben war die Innenkammer durch einen fest anschraubbaren
Deckel mit Gummidichtung abgeschlossen. Dieser wurde zur Beschickung der Kammer
geoffnet und vor Beginn der Exposition fest verschlossen. Dies war von entscheidender
Bedeutung, da die gesamte Innenkammer wihrend der Exposition in das Wasserbad der
AuBenkammer abgesenkt und dort fixiert wurde. Der Deckel der Ozonkammer besaf} in Gas-
fluBrichtung im Abstand von jeweils 9 cm vier luftdicht verschliebare Austrittsstellen, an
denen Gas aus der Innenkammer abgenommen und von Zeit zu Zeit auf die Ozon-
konzentration tiberpriift werden konnte. Samtliche Teile der Kammer sowie Schlduche, die
mit Ozon in Beriihrung kamen, waren aus ozonresistentem Material wie Teflon gefertigt. In
Abb. 4 ist eine schematische Darstellung der AuBen- und Innenkammer gegeben.
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Abb. 4: Schematische Darstellung der Expositionsaufien und -innenkammer.
Erlduterungen siehe Text.

Ozon wurde von einem Ozongenerator (Ozomat®-COM, Fa.Anseros, Tiibingen) durch
Spannungsentladung aus synthetischer Luft mit 5% CO, bereitgestellt. Die Ozonerzeugung
erfolgte dabei in einer Hochspannungsgasentladungsrohre durch kurze Hochspannungspulse.
Dem Ozongenerator war ein Analysator (Ozomat®-MP, Fa. Anseros, Tiibingen)
angeschlossen, welcher die gelieferte Ozonkonzentration laufend bestimmte und auf einem
Display anzeigte. Das MeBprinzip des Analysators beruhte auf der Absorption von UV-
Strahlung durch Ozon: Zwei Kiivetten wurden von UV-Licht durchstrahlt. Wihrend die
Referenzkiivette die UV-Strahlung unabgeschwicht durchliel, absorbierte das Ozon in der
MeBkiivette einen von seiner Konzentration abhidngigen Anteil der UV-Strahlung. Nach dem
Lambert-Beer-Gesetz wurde aus dem Verhiltnis der Intensititen in der MeBkiivette und der
Referenzkiivette die Ozonkonzentration errechnet. Mit Hilfe eines Reglers wurde iiber einen
,,feed-back“~-Mechanismus eine konstante Ozonkonzentration gewéhrleistet.

Der Eintrittsstutzen der Luftexpositionskammer war durch ein Schlauchsystem {iber einen
Druckminderer und einen DurchfluBmesser mit einer Gasflasche, die synthetische Luft mit
5% CO, enthielt, verbunden. Der DurchfluBmesser an der Entnahmestelle senkte den
schwankenden Vordruck des Leitungssystems auf 1 bar. Fiir die Beschickung der Ozon-
expositionskammer mit Gas mufite die synthetische Luft vor Eintritt in die Kammer erst iiber
den Ozongenerator mit nachgeschaltetem Ozonanalysator gefiihrt werden, um iiber einen
zweiten DurchfluBmesser, der einen konstanten GasfluB von 0,5 I/min gewihrleistete,
schlieilich in die Expositionskammer zu gelangen. Die Ozonkonzentration des einstromenden
Gases konnte durch kontinuierliche Anzeige auf dem Display des Analysators wihrend des
Versuches verfolgt werden. In Abb. 5 ist der Aufbau der gesamten Anlage zur Luft- bzw.

Ozonexposition schematisch dargestellt.
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Abb. 5: Aufbau der Gasanlage zur Luft- bzw. Ozonexposition der Zellen.

Erlduterungen siehe Text.

In regelmiBigen Abstinden wurde auch die Konzentration innerhalb der Kammer mit Hilfe
von Ozonteststreifen (Fa. Anseros, Tiibingen) iiberpriift bzw. ein zweiter Ozonanalysator
(0341 M, Fa.Environnement, Poissy, Frankreich), der freundlicherweise von Herrn
J. Weppner (IMK, FZK) zur Verfiigung gestellt wurde, an die Offnungen im Deckel der
Ozoninnenkammer oder an den Gasaustrittsstutzen angeschlossen. Das Prinzip der
Teststreifen beruhte auf der ozonvermittelten Oxidation eines Kaliumiodidpapiers zu Iod und
der damit einhergehenden Violettverfirbung des Papiers. Eine Farbskala ermoglichte die
ungefihre Zuordnung zu einem bestimmten Konzentrationsbereich und bestitigte damit das

tatsdchliche Vorhandensein von Ozon in der Kammer.

2.2.3  Versuche zur Kombinationswirkung von Ozon und verschiedenen Stimuli

Bei den Experimenten zur Kombinationswirkung von Ozon und verschiedenen Stimuli muf}
unterschieden werden zwischen Versuchen, in denen die Stimulierung vor einer sich
anschliefenden Begasung und solchen, bei denen die Stimulierung nach vorangegangener

Begasung erfolgte.

2.2.3.1 Stimulierung der Zellen mit anschlieBender Begasung

Fiir diese Versuche wurden in Membraneinsitze ausgesite, konfluent gewachsene BEAS-2B
(siehe 2.1.2.2) eingesetzt. Das Medium ober- und unterhalb der Membran wurde abgesaugt
und durch jeweils 1,5ml Stimulierungsmedium bzw. Kontrollmedium ersetzt. Die
Stimulierungsmedien wurden wie unter 2.2.1.2 beschrieben hergestellt. Erfolgte eine
Stimulierung mit partikuldren Stimuli wie DQ12 oder Zymosan, wurde das Stimulierungs-
medium lediglich im apikalen Kompartiment zugesetzt, wihrend das basolaterale
Kompartiment KGM erhielt.
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Die Inkubation mit den Stimuli erfolgte iiber 24h bei 37°C und 5% CO,. Danach wurde das
Medium im apikalen und basolateralen Kompartiment abgesaugt und weiter wie unter 2.2.2.1
verfahren.

2.2.3.2 Begasung der Zellen mit anschlieBender Stimulierung

Fiir derartige Experimente wurden die Zellen wie unter 2.2.2.1 beschrieben behandelt. Nach
der Begasung wurden die Zellen statt in KGM-Medium mit dem entsprechenden
Stimulierungsmedium bzw. Kontrollmedium (siehe 2.2.1) fiir 24h inkubiert. Erfolgte eine
Stimulierung mit partikuldren Stimuli wie DQ12 oder Zymosan, wurde das Stimulierungs-
medium lediglich im apikalen Kompartiment zuogesetzt, wihrend das basolaterale

Kompartiment KGM erhielt.

2.3 Kokulturversuche

2.3.1 Begasungsexperimente

Fiir Kokulturexperimente mufiten BEAS-2B und ECV304 jeweils so ausgesit werden, daf sie
am gleichen Tag konfluent gewachsen waren. BEAS-2B wurden in Membraneinsitzen
(Transwell®-COL, Costar) kultiviert (siehe 2.1.2.2), wihrend die Endothelzellen in 6-Well-
Makroplatten (Primaria®, Falcon) wuchsen (siehe 2.1.3.2). Unmittelbar vor der Gasexposition
wurde das Medium iiber den Endothelzellen abgesaugt, der Zellrasen mit 1 ml HBSS
gewaschen und mit genau 1,6 ml HBSS bedeckt. Die Epithelzellen wurden nach Absaugen
des Mediums mit je 1 ml HBSS auf der Oberseite sowie auf der Unterseite der Membran
gewaschen. Anschliefend wurden die Membraneinsitze mit den BEAS-2B in die
Vertiefungen der 6-Well-Platte, auf deren Boden sich die ECV304-Zellen befanden, gesetzt.
Wie unter 2.2.2.1 bereits beschrieben, wurden nun mit Hilfe der Abstandhalter aus Glas die
Deckel der Kulturplatten lose aufgesetzt und die Zellen zur Exposition in die Begasungs-
kammern (siehe 2.2.2.2) gegeben. Es erfolgte eine 90-miniitige Exposition mit Luft bzw.
0,15 ppm Ozon. AnschlieBend wurde die Fliissigkeit im basolateralen Kompartiment
abgesaugt und durch jeweils 1,5ml KGM-Medium im apikalen sowie im basolateralen
Kompartiment ersetzt. Die Zellen inkubierten bei 37°C und 5% CO,. Fiir einige Kokultur-
experimente wurden parallel folgende Kontrollen durchgefiihrt: BEAS-2B-Zellen wurden wie
oben beschrieben behandelt, dann jedoch nicht mit den Endothelzellen zusammengesetzt,
sondern in 6-Well-Platten, in denen sich lediglich 1,6 ml HBSS befanden, eingebracht. Der
entsprechende Kontrollansatz fiir die ECV304-Zellen bestand aus 6-Well-Platten mit darin
kultivierten ECV304, die mit 1,6 ml HBSS und einem Membraneinsatz, auf dem sich jedoch
keine Epithelzellen befanden, bedeckt wurden. Nach den entsprechenden Inkubationszeiten
von 1h, 4h bzw. 24h wurden die Fliissigkeiten des apikalen und basolateralen Kompartiments

abgenommen, vereinigt und bis zur Zytokinbestimmung (siehe 2.5) bei -20°C tiefgefroren
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gelagert. Die auf der Membran befindlichen BEAS-2B bzw. die am Plattenboden anhaftenden
ECV304 wurden gemidfl 2.6.1 zur durchflufzytometrischen Analyse des interzelluldren
Adhisionsmolekiils-1 (ICAM-1) weiterverarbeitet. Eine Ubersicht iiber Aufbau und Zeit-
ablauf der Kokulturexperimente ist in Abb. 6 gegeben.

BEAS-2B ECV304
Lﬁ‘ Aussaat der
Zellen
KGM M 199
5 Tage;
Zellen sind
konfluent

Zusammensetzen der

Parallel: beiden Zelltypen Parallel:
lv _ ‘I HBSS, 1,6 mi

BEAS-2B ECV304

Ozon-Exposition:
0,15 ppm; 90 min

Absaugen des HBSS-Puffers;
Bedecken der Zellen mit 1,5 ml KGM
apikal / basolateral

Inkubation:;
37°C; 1h, 4h, 24h

Uberstande Zellen
=g |-G /IL-8 == |CAM-1

Abb. 6;: Aufbau und zeitlicher Ablauf der Kokulturexperimente,
Erlduterungen siehe Text.

2.3.2  Kokulturversuche unter Verwendung von Antikorpern

Derartige Versuche wurden wie unter 2.3.1 beschrieben durchgefiihrt. Jedoch wurde den
1,6 ml HBSS, die fiir die Zeit der Exposition in das basolaterale Kompartiment gegeben
wurden, ein Antikorper gegen IL-6 bzw. IL-8 in der Konzentration 5 pul/ml zugesetzt. Die
24-stlindige Inkubation nach der Begasung erfolgte in KGM-Medium, das ebenfalls mit den
Antikorpern in einer Konzentration von 5 pl/ml versetzt worden war. Eingesetzt wurden die
biotinylierten Antikorper, die im ELISA als Detektorantikdrper verwendet wurden (siehe
2.5.2).
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2.3.3  Versuche zur Kombinationswirkung von Ozon und verschiedenen Stimuli im
Kokultursystem

2.3.3.1 Stimulierung der Zellen mit anschlieBender Begasung

Bei Untersuchungen zur Kombinationswirkung von Ozon und verschiedenen Stimuli im
Kokultursystem mufl beachtet werden, dal eine gezielte Stimulierung der BEAS-2B mit
16slichen Stimuli wie TNF-o. oder Schwebstaubextrakten gar nicht méglich ist, da diese durch
das Membransystem diffundieren und so auch die Endothelzellen erreichen wiirden. Somit
konnten Effekte im Kokultursystem nicht mehr als Folge einer Kommunikation der beiden
Zelltypen interpretiert werden, sondern wiirden schlichtweg auf der direkten Stimulierung der
Endothelzellen durch den zugegebenen Stimulus beruhen. Dieses Problem wurde, zumindest
teilweise, durch getrennte Vorstimulierung der Zellen umgangen: Im Falle der Schwebstiube
wurden BEAS-2B 24h vor der Begasung stimuliert: Das Medium ober- und unterhalb der
Membran wurde abgenommen und durch jweils 1,5 ml Stimulierungs- bzw. Kontrollmedium
(siche 2.2.1.2) ersetzt. Die Zellen inkubierten 24h bei 37°C und 5% CO,. Vor der Begasung
wurde das Stimulierungsmedium abgenommen, die Membran gewaschen und weiter wie
unter 2.3.1 verfahren. Fiir Vorstimulierungsversuche mit TNF-o¢ wurden auch ECV304 in
Medium 199 fiir 24h mit TNF-o. vorbehandelt. Das Zusammensetzen der Kokultur vor der
Begasung ermdglichte dann verschiedene Kombinationen, ndmlich Kokultursysteme, in

denen beide Zelltypen unstimuliert, vorstimuliert, bzw. nur einer der beiden vorstimuliert war.

2.3.3.2 Begasung der Zellen mit anschlieBender Stimulierung

Kokulturversuche zur Kombinationswirkung von Ozon und verschiedenen Stimuli in dieser
Reihenfolge konnten nur mit partikuldren Stimuli wie Quarzstaub (DQ12) und Zymosan, die
das Membransystem nicht durchdringen konnten, durchgefiihrt werden. Die Versuche
erfolgten wie unter 2.3.1 beschrieben. Nach der Exposition wurde den Zellen statt KGM-
Medium das entsprechende Stimulierungsmedium (siehe 2.2.1.2) bzw. Kontrollmedium
zugesetzt. Die Stimulierungen erfolgten lediglich im apikalen Kompartiment, wihrend in das
basolaterale Kompartiment KGM pipettiert wurde. Es folgte eine Inkubation bei 37°C und
5% CO,. Nach 24h Inkubationszeit wurden die Fliissigkeiten ober- und unterhalb der
Membran abgenommen, vereinigt und bis zur Durchfithrung der Zytokinbestimmung (siehe
2.5) bei -20°C tiefgefroren. Die auf der Membran bzw. dem Kulturplattenboden anhaftenden
Zellen wurden nach 2.6.1 zur durchfluBzytometrischen Analyse des interzelluliren
Adhisionsmolekiils-1 (ICAM-1) vorbereitet.
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2.4 Aufnahme von Wachstumskurven mit ECV304

Wachstumskurven mit ECV304 wurden nach zwei verschiedenen Zeitschemata durchgefiihrt:

a) Nach Aussaat in Medium 199 (siehe 2.1.3.2) wurden die Zellen vier Tage in 6-Well-
Makroplatten (Primaria®, Falcon) bei 37°C und 5% CO, kultiviert. Am vierten Tag wurde
bei einem Teil der Zellen die Zellzahl und Vitalitidt bestimmt (siehe unten). AuBerdem
erfolgte ein Mediumwechsel, wobei ein Teil der Zellen wiederum je 2 ml Medium 199
erhielt, ein anderer 2 ml einer Mischung aus Medium 199 und KGM-Medium zu gleichen
Teilen, ein dritter Teil der Zellen wurde mit je 2 ml KGM und ein vierter schlieBlich mit
2 ml PBS versetzt. Es erfolgte eine Inkubation der Zellen iiber weitere drei Tage, wobei an
jedem Tag eine Bestimmung der Zellzahl und der Vitalitit fiir jeden der vier
unterschiedlich behandelten Ansitze durchgefiihrt wurde: Nach Absaugen des Uberstandes
und Zugeben von 0,5 ml Trypsinlosung in jedes Well wurden die Zellen fiir 2-3 min bei
37°C und 5% CO, inkubiert. AnschlieBend wurde der Ablosevorgang unter dem
Mikroskop beobachtet, wobei genau darauf geachtet wurde, daB sich alle Zellen von der
Oberflidche gelost hatten. Erst dann wurde die Zellsuspension abgenommen und in 5 ml
vorgelegten Mediums aufgenommen. Nach zweimaligem Spiilen der Kulturplatte mit
jeweils 1 ml Medium 199 wurden die Zellen bei 250 g und 4°C fiir 5 min zentrifugiert und
nach Absaugen des Uberstandes in 1ml Medium 199 aufgenommen. Aus dieser
Suspension erfolgte nun die Bestimmung der Vitalitét und der Zellzahl nach 2.7.1.1.

b) Bereits 24h nach Aussaat der Zellen in Medium 199 (sieche 2.1.3.2) wurde ein Medium-
wechsel wie unter a) vorgenommen, wobei die Zellen jeweils entweder 2 ml Medium 199,
eine Mischung von Medium 199 und KGM im Verhéltnis 1:1, KGM-Medium oder PBS
erhielten. Die Zellen inkubierten fiir weitere vier Tage bei 37°C und 5% CO,. Am fiinften
Tag, gerechnet ausgehend vom Zeitpunkt der Aussaat, wurde bei einer Hilfte der
kultivierten Zellen ein weiterer Mediumwechsel vorgenommen, bei dem lediglich das
jeweilige Inkubationsmedium erneuert wurde, wihrend die andere Hilfte der Zellen
weiterhin in dem alten Medium kultiviert wurde. Nun erfolgte eine neuerliche Inkubation
der Zellen iiber weitere vier Tage. Vom zweiten Tag an, also einen Tag nach dem ersten
Mediumwechsel, wurden tiglich Bestimmungen der Vitalitit und der Zellzahl fiir jeden der
vier unterschiedlichen Ansitze durchgefiihrt, wobei ab dem fiinften Tag auBerdem unter-
schieden werden muBte zwischen Zellen, die einen zusitzlichen Mediumwechsel erhalten
hatten und denen, die iiber den gesamten Zeitraum von acht Tagen im selben Medium
kultiviert worden waren. Das Vorbereiten der Zellen fiir die Zellzdhlung nach 2.7.1.1

geschah wie unter a) bereits beschrieben.
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2.5 Untersuchungen zur Zytokinfreisetzung mittels ELISA

2.5.1 Allgemeines Prinzip

Bei den durchgefiihrten Tests handelte es sich um sogenannte Sandwich-ELISAs, die nach
folgendem allgemeinen Prinzip funktionieren: Mikrotiterplatten werden mit einem
spezifischen Antigen gegen den zu untersuchenden Parameter beschichtet. Nach Absittigen
unspezifischer Bindungsstellen mit einer serumalbuminhaltigen Losung wird die Probe
hinzugefiigt und das gebundene Antigen anschlieBend durch Zugabe eines biotinylierten
Antikorpers, der wiederum spezifisch fiir das gebundenen Antigen ist und als Detektor-
antikOrper bezeichnet wird, nachgewiesen. Nach Zupipettieren von peroxidase-gekoppeltem
Streptavidin, das an das biotinylierte Ende des Detektorantikdrpers hochaffin bindet, wird nun
mit Tetramethylbenzidin oder einem #hnlichen Substrat ein Farbstoff gebildet, dessen
Absorption bei einer bestimmten Wellenldnge photometrisch gemessen werden kann und
nach dem Lambert-Beer-Gesetz direkt mit der Konzentration des zu bestimmenden
Parameters korreliert. Durch Auftragen von Standards mit bekannter Zytokinkonzentration

kann die Konzentration des zu bestimmenden Zytokins in der Probe errechnet werden.

2.5.2 Verwendete Materialien und Reagenzien

ELISA-Platten MaxiSorp® C96 (Nunc) mit Qualititszertifikat fiir eine
homogene IgG-Adsorption

Tris-Puffer Aqua bidest. mit
20 mM Trizma Base (Sigma)
150 mM Natriumchlorid
pH 7,3

Waschpuffer PBS (pH 7,4) mit 0,05% Tween 20 (Boehringer
Mannheim)

Phosphat-Citrat-Puffer 25,7 ml einer 0,2M Losung von Natriumdihydrogen-
phosphat (Merck)
24,3 ml einer 0,1 M Losung von Zitronensdure (Merck)
50 ml Aqua bidest.
pHS

Blockierungslosung PBS (pH 7,4) mit
1,5% BSA (Sigma)
5% Sucrose (Sigma)
0,05% Natriumazid (Merck)
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Beschichtungsantikrper Monoklonaler Anti-human-IL-6- bzw. IL-8-Antikorper
(R&D Systems) in einer Konzentration von 500 pg/ml,
gelost in sterilem PBS. Die Antikdrper wurden von einem
Maushybridom aus Miusen, die mit gereinigtem humanen
rekombinanten IL-6 bzw. IL-8 aus Escherichia coli

immunisiert worden waren, produziert.

Detektorantikorper Biotinylierter Anti-human-IL-6- bzw. IL-8-Antikorper in
einer Konzentration von 50 pg/ml, gelost in Tris-Puffer
mit 0,1% BSA. Die Antikorper stammten aus Ziegen, die
mit gereinigtem humanen rekombinanten IL-6 bzw. IL-8
aus Escherichia coli immunisiert worden waren, und

wurden anschliefend biotinyliert.

Standards Humanes rekombinantes 1L-6 (R&D Systems) bzw. IL-8
(Boehringer Mannheim) aus Escherichia coli in einer
Stammkonzentration von 10 pg/ml, gelost in PBS mit
0,1% BSA. Mit KGM-Medium wurden folgende
Verdiinnungen hergestellt:
IL-6: 300, 100, 50, 25, 12,5, 6,25 und 3,125 pg/ml
IL-8: 2000, 1000, 500, 250, 125, 62,5 und 31,25 pg/ml

Streptavidin-HRP-Losung Meerrettich-peroxidase-gekoppeltes Streptavidin (Sigma)
in einer Konzentration von 125 ng/ml, geldst in PBS

Substratlosung Eine Tetramethylbenzidindihydrochlorid-Tablette
(Sigma), gelost in 10 ml Phosphat-Citrat-Puffer.
Unmittelbar vor Gebrauch wurden 2 pl einer 30%igen

Hydrogenperoxidlosung (Merck) zugegeben.

Stoplosung 2 M Schwefelsédure

2.5.3 Durchfiihrung des Interleukin-6- bzw. Interleukin-8-ELISA

In eine 96-Well-ELISA-Platte wurden in jede Vertiefung 100 ul des Beschichtungs-
antikdrpers pipettiert. Die Platte wurde abgedeckt und tiber Nacht bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieBend wurde die Platte dreimal mit jeweils 360 pul Waschpuffer je Well
sorgfiltig gewaschen. Nun erfolgte der Blockierungsschritt, bei dem 300 pl des Blockierungs-
puffers in jede Vertiefung gegeben wurden. Es schlof sich eine Inkubationszeit von 2h bei

Raumtemperatur an. Nach einem weiteren Waschvorgang wie oben konnten nun 100 pl der
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Proben bzw. Standards auf die Platte gegeben werden. Die Proben waren vorher auf Raum-
temperatur gebracht und eventuell verdiinnt worden, um zu gewihrleisten, daf} die
gemessenen Absorptionen innerhalb des linearen Standardbereichs lagen. Zusitzlich zu den
Proben und Standards wurde KGM-Medium als Leerwert aufgetragen, der spéter von allen
gemessenen Werten abgezogen wurde. Nach einer Inkubationszeit von 2h bei Raum-
temperatur und einem erneuten Waschschritt wurde nun ein Volumen von 100 pl des
Detektorantikorpers in jede Vertiefung pipettiert und eine weitere zweistiindige Inkubations-
zeit angeschlossen. Danach wurde die Platte wieder gewaschen und jedes Well mit 100 pl der
Streptavidin-Peroxidase-Losung versetzt. Nach nur 20 min Einwirkungszeit und einem letzten
Waschschritt wurden 100 pl der Substratlosung in jede Vertiefung gegeben. Uber die
néchsten 20-30 min wurde die Farbentwicklung beobachtet und zum Zeitpunkt optimaler
Firbung die Reaktion mit der Zugabe von je 50 jil Stoplosung abgebrochen. Innerhalb der
nichsten 20 min erfolgte nun die photometrische Messung der Absorption mit einem ELISA-
Reader (Thermo max® microplate reader, Molecular Devices) bei einer Wellenlinge von
450 nm und einer Referenzwellenldnge von 550 nm. Mit Hilfe eines speziellen Auswerte-
programms (SOFTmax®, Molecular Devices) wurde eine Standardkurve mittels 4-Parameter-
Analyse erstellt. Darauf bezogen konnten die entsprechenden Zytokinkonzentrationen in den

Proben errechnet werden.

2.54  Durchfiihrung des TNF-o- und IL-13-ELISA

Die Bestimmung der Zytokine TNF-o. und IL-1 aus Zellkulturiiberstinden erfolgte mit
kommerziell erhiltlichen ELISA-Kits von R&D Systems (TNF-a) bzw. Endogen (IL-18). Die

Tests wurden entsprechend der Gebrauchsanweisung des Herstellers durchgefiihrt.

2.6 Untersuchungen zur ICAM-1-Expression
2.6.1 Durchflufizytometrische Bestimmung von ICAM-1

2.6.1.1 Allgemeines Prinzip

Durchfluzytometer sind opto-elektronische MeBsysteme, die optische Signale
unterschiedlicher Qualitdt wie Lichtstreuung und Fluoreszenzsignale detektieren. Ein Durch-
fluBzytometer besteht im wesentlichen aus drei Elementen: Einer Lichtquelle, der Durchfluf3-
zelle und einem opto-elektronischen Detektionssystem. Als Lichtquelle werden heute haupt-
sdchlich kleine, luftgekiihlte Laser verwendet, frither waren auch Quecksilber- oder Xenon-
dampflampen gebrduchlich. Die Durchflufizelle stellt die eigentliche Analysenkiivette des
Flulzytometers dar. In ihr werden einzelne Zellen, die zuvor aus einem ProbenrShrchen
angesaugt werden, von Fliissigkeit umspiilt, perlschnurartig hintereinander aufgereiht und
nacheinander durch den Laserstrahl gefiihrt. Im opto-elektronischen Detektionssystem
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schlieBlich werden die Fluoreszenz- und Streulichtwerte jeder einzelnen Zelle, die die Durch-
fluBzelle passiert, quantifiziert. Das System besteht aus einer Reihe von optischen Filtern, die
Licht unterschiedlicher Wellenldnge voneinander trennen, und den Detektoren, sogenannten
Photomultiplier Tubes (PMTs). Die PMTs wandeln Licht in elektrische Impulse um, die, noch
einmal elektronisch nachverstérkt, digitalisiert und an den Rechner weitergeleitet werden.
Dabei korreliert die Hohe des erzeugten Impulses mit der Stidrke des Lichtsignals. Durch
spezifische Anfiarbung von Zellen mit einem gegen einen bestimmten Oberflichenmarker
gerichteten fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Antikorper kann so iiber die Messung der
Fluoreszenzintensitit auf die Stirke der Expression dieses Oberflichenmarkers auf Einzel-

zellebene geschlossen werden.

2.6.1.2 Verwendete Reagenzien

PBS azid PBS mit 1% Natriumazid (Merck)
Antikorper fiir die FITC-konjugierter Anti-Maus-IgG1-Antikorper (Coulter-
Isotypkontrolle Immunotech) in einer Konzentration von 50 pg/ml in PBS

mit 0,2% BSA und 0,1% Natriumazid. Der Antikorper
wurde aus Hybridomzellen der Maus, die mit einem nicht-
biologischen Hapten immunisiert worden waren, gewonnen
und anschlieBend mit Fluoresceinisothiocyanat (FITC)

gekoppelt.

Anti-ICAM-1-AntikGrper FITC-konjugierter Anti-human-ICAM-1-Antik6rper
(Coulter-Immunotech) in einer Konzentration von
100 pg/ml in PBS mit 0,2% BSA und 0,1% Natriumazid.
Dieser Antikorper wurde von Hybridomzellen der Maus
nach Immunisierung mit Zellen der K562-Zellinie, die eine
hohe ICAM-1-Expression aufweisen, produziert und
anschlieBend mit  Fluoresceinisothiocyanat  (FITC)

gekoppelt.

2.6.1.3 Anti-ICAM-1-Férbeprozedur

Um die Zellen einer durchfluBzytometrischen Bestimmung zugénglich zu machen, mufiten sie
zundchst von der Membran oder der Kulturplatte abgeldst und in Suspension gebracht
werden. Wihrend die Endothelzellen ohne Trypsineinwirkung einfach mit 1 ml PBS azid von
der Platte abgespiilt und in ein Eppendorf-Gefdf iiberfithrt werden konnten, wurden die
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BEAS-2B-Zellen in den 6-Well-Kulturplatten bzw. bei Begasungsversuchen auf den
Membraneinsitzen mit 1 ml PET-Lésung (siehe 2.1.2.1) bedeckt und bei 37°C und 5% CO,
inkubiert. Nach ca. 10 min Einwirkungszeit lieBen sich die Zellen gut ablosen. Nach
Resuspendierung wurden sie zur Aufhebung der Trypsinwirkung in ein Eppendorf-Gefifl mit
100 pl vorgelegter SBIT-Losung (siehe 2.1.2.1) gegeben. Die sich anschlieBenden Schritte
waren nun fiir beide Zellarten gleich und wurden ausnahmslos bei 4°C durchgefiihrt. Des
weiteren wurde ausschlieBlich PBS mit einem Anteil von 1% Natriumazid verwendet, da Azid
die Internalisierung von Oberflichenmolekiilen durch die Zelle hemmt. Die Zellen wurden in
einer Eppendorf-Zentrifuge (5417 R) 5 min bei 1200 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet in 1 ml PBS azid resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation und
Abnahme des Uberstandes wurden die Zellen in 100 ul PBS azid aufgenommen. Nun wurde
jede Probe in zwei Probensuspensionen von je 50 jil geteilt. Die eine Hilfte wurde mit 5 pl
des Antikorpers fiir die Isotypkontrolle, die andere Hilfte mit 5 pl des Anti-ICAM-1-
Antikorpers versetzt. AnschlieBend erfolgte eine 30-miniitige Inkubation der Zellen bei 4°C
im Dunkeln. Danach wurden die Proben jeweils mit 1 ml PBS azid versetzt und zentrifugiert.
Nach Verwerfen des Uberstandes erfolgte die erneute Aufnahme der Zellen in 750 ul
PBS azid und die Uberfiihrung in die ProbenrShrchen fiir die durchfluBzytometrische
Bestimmung (Sarstedt). An dieser Stelle wurde stets durch Abnahme eines Aliquots der
Zellsuspension, Trypanblaufirbung und Auszdhlung in der Neubauer-Kammer die Vitalitit
iiberpriift (siche 2.7.1.1), um einen hohen Anteil toter Zellen, sei es durch die vorangegangene
Stimulierung oder die Fiarbeprozedur, auszuschliefen.

Die Messung erfolgte an einem PAS-II DurchfluBzytometer (Partec, Miinster). Gemessen

wurde die Intensitit der Griinfluoreszenz bei einer Wellenldnge von 500-560 nm.

2.6.1.4 Auswertung der durchfluffzytometrischen Messung

Bei einer einparametrigen Messung der Griinfluoreszenz erhielt man zunéchst ein einfaches
Diagramm, in dem die Fluoreszenzintensitit gegen die Zahl der Ereignisse dargestellt war.
Ein Beispiel ist in Abb. 7 gegeben. Um nun aber tatsdchlich Aussagen treffen zu kdnnen iiber
die GroBe der Fluoreszenzintensitit, die ja mit der Expression des zu messenden Oberflichen-
markers korreliert, mufite zuvor der Anteil der Griinfluoreszenz abgezogen werden, der durch
die Eigenfluoreszenz der Zellen oder durch eine unspezifische Bindung des Antikorpers
hervorgerufen wurde. Diese Grofie erhielt man durch Messung der entsprechenden
Isotypkontrolle, also der Probe, die mit einem unspezifischen FITC-konjugierten Antik&rper
gegen Maus-IgG1 gefirbt worden war. Eine solche Messung ist in Abb. 7a gezeigt. Den
Anteil der Griinfluoreszenz, der tatsichlich durch spezifische Bindung des FITC-konjugierten
Anti-ICAM-1-Antikorpers an die Zelle hervorgerufen wurde, konnte man nun durch
Subtraktion der beiden Kurven erhalten. Eine einfachere Variante war das Setzen von

sogenannten Markern. Durch Definieren eines Markers M1 im Diagramm der Isotyp-
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kontrollenmessung (Abb. 7a) und Kopieren dieses Markers in das Diagramm der Proben-
messung (Abb. 7b) erhielt man den Intensitétsbereich, in dem sich ausschlieBlich ICAM-1-
positive Zellen befanden. Der prozentuale Anteil dieser ICAM-1-positiven Zellen, bezogen
auf die Zahl der Gesamtereignisse, wurde in Prozent angegeben und, wenn nicht ausdriicklich
anders vermerkt, als MeBgrofle verwendet. Nun war aber zu beachten, da mit diesem Wert
keine Aussage iliber die Stirke der Expression auf der einzelnen Zelle gemacht werden
konnte. Erfat wurden alle ICAM-1-positiven Zellen, unabhingig davon, ob sie eine starke
Intensitdt zeigten, sich also weit rechts auf der Ordinate befanden, oder nur geringfiigig
stirker als die unspezifische Isotypkontrolle fluoreszierten, also ganz links auf der Ordinate
lagen. Eine Bewertung der Stirke der ICAM-1-Expression, bezogen auf die einzelne Zelle,
konnte durch Angabe der Lage des Peaks, definiert iiber das Geometrische Mittel, gemacht
werden. Je weiter rechts sich der Pcak auf der Ordinate befand, desto mehr ICAM-1-Molekiile
waren im Mittel pro Zelle exprimiert. Im allgemeinen korrelierten die beiden Mef3parameter
miteinander: Zeigten sich insgesamt mehr ICAM-1-positive Zellen, so war auch der Peak
nach rechts verschoben, exprimierte also auch die einzelne Zelle im Mittel mehr ICAM-1-
Molekiile. Im Ausnahmefall konnte jedoch eine starke Rechtsverschiebung des Peaks
beobachtet werden, ohne dafl der prozentuale Anteile der ICAM-1-positiven Zellen ebenfalls
zunahm. Ein solches Beispiel ist in Abb. 7 unter Angabe der entsprechenden prozentualen
Anteile ICAM-1-positiver Zellen und des Geometrischen Mittels des Peaks gezeigt. ECV304-
Zellen wurden mit steigenden Konzentrationen an TNF-q¢, stimuliert. Nach 24h Stimulierungs-
dauer wurden die Anti-ICAM-1-Férbungen durchgefiihrt und die Proben durchfluf3-
zytometrisch vermessen. Betrachtete man als MeBgroBe lediglich den Anteil ICAM-1-
positiver Zellen, so lieBe sich kaum ein stimulatorischer Effekt feststellen, wihrend sich das
Geometrische Mittel des Peaks mit ansteigenden TNF-o.-Konzentrationen deutlich nach
rechts verschob (Abb. 7b-e). In diesem Versuch wurde durch die Stimulierung also weniger
die Zahl der ICAM-1-exprimierenden Zellen erhdht als vielmehr die Stidrke der Expression
pro Zelle. In solchen Fillen wurde im Ergebnisteil als MeBparameter das Geometrische Mittel
angegeben und gesondert darauf hingewiesen. Auch bei Stimulierungsversuchen mit kleinen
Partikeln, wie z.B. DQ12, war es bisweilen notig, auf die Angabe des Geometrischen Mittels
statt des prozentualen Anteils ICAM-1-positiver Zellen zuriickzugreifen, da noch vorhandene
Partikel in der Probe bei der Messung vom Gerit als Ereignisse mit aufgenommen wurden
und somit jeder Auswertungsparameter, der sich prozentual auf die Gesamtheit der Ereignisse
bezieht, zu starken Verfilschungen des Ergebnisses gefiihrt hitte. Dieses Problem konnte

durch Angabe des Geometrischen Mittels elegant umgangen werden.
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¢) TNF-ai: 250 pg/ml
ICAM-1-pos. Zellen: 41,46%
Geometrisches Mittel: 571,35

d) TNF-o: 500 pg/ml
ICAM-1-pos. Zellen: 46,13%
Geometrisches Mittel: 678,27

e) TNF-0:: 1000 pg/ml
ICAM-1-pos. Zellen: 45,99%
Geometrisches Mittel: 769,25

Abb. 7: TNF-o-stimulierte ECV304 als Beispiel fiir eine durchfluBzytometrische ICAM-1-Messung,
Die Achscnbeschriftung wurde von dem Mefgerit automatisch vorgenommen. Auf der Ordinate ist
die Intensitdt der Griinfluoreszenz, als Parameter 1 bezeichnet, logarithmisch aufgetragen. Die
Abszisse zeigt die Zahl der aufgenommenen Zellen. Der Marker M1 bezeichnet den Bereich ICAM-1-

positiver Zellen. Nihere Erléuterungen siehe Text.
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2.6.2  Messung der ICAM-1-Expression im ELISA

2.6.2.1 Allgemeines Prinzip

Die Messung der ICAM-1-Expression im zellstindigen ELISA erfolgte nach dem gleichen
Prinzip, wie unter 2.5.1 bereits fiir die Zytokinbestimmung beschrieben. Wihrend bei dem
Zytokin-ELISA der erste AntikOrper als Beschichtungsantikérper an die ELISA-Platte
gebunden wurde, erfolgte die Bindung des Antikorpers hierbei spezifisch an dem zu
bestimmenden Oberflichenmarker auf den zuvor fixierten Zellen. In diesem Test wurde als
Detektorantikorper bereits ein peroxidase-gekoppeltes Antigen verwendet, so dafl der Umweg
liber die Streptavidin-Peroxidase, wie sie bei einem biotinylierten Detektorantikérper notig

war, umgangen werden konnte.

2.6.2.2 Verwendete Reagenzien

Blockierungslosung 2% BSA in Aqua bidest.

Erster Antikorper Anti-human-ICAM-1-Antikérper (Boehringer Mannheim)
in einer Konzentration von 50 pg/ml. Eingesetzt wurde die
1:1000-Verdiinnung des Antikorpers mit PBS/0,1% BSA.

Zweiter Antikorper Meerrettich-peroxidase-gekoppelter ~ Antikdrper  gegen
Maus-IgG1, der aus immunisierten Ziegen gewonnen
wurde (Sigma), mit einem Gesamtproteingehalt von
0,5mg/ml in 0,0l MPBS mit 1% BSA und 0,1%
Thimerosal. Eingesetzt wurde die 1:1000-Verdiinnung des
AntikSrpers mit PBS/0,1% BSA.

Antikorper fiir die Anti-Maus-IgG1-Antikérper  (Coulter-Immunotech) in
Isotypkontrolle einer Konzentration von 50 pg/ml in PBS mit 0,2% BSA
und 0,1% Natriumazid. Der Antikorper wurde aus
Hybridomzellen der Maus, die mit einem nicht-
biologischen Hapten immunisiert worden waren,
gewonnen. Eingesetzt wurde die 1:1000-Verdiinnung des

Antikorpers mit PBS/0,1% BSA.

Substratlosung ABTS®-Losung (Boehringer Mannheim)
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2.6.2.3 Durchfiihrung des zellstindigen ICAM-1-ELISA

Die Durchfiihrung des ELISA war fiir ECV304 und BEAS-2B vo6llig identisch. Der Medium-
iberstand wurde abgesaugt und verworfen, und die in 96-Well-Mikrotiterplatten kultivierten
Zellen wurden dreimal mit je 360 ul PBS/Well gewaschen. Anschliefend wurden in jede
Vertiefung 100 pl eiskalter 70%iger Ethanol gegeben und die Zellen 30 min bei -20°C fixiert.
Nach einem weiteren Waschschritt wie oben beschrieben wurde die Platte mit 100 pl
Blockierungslosung pro Vertiefung versetzt und fiir 60 min bei 37°C inkubiert. Nach der
Inkubation wurden die Zellen wiederum gewaschen. Wihrend eine Hilfte der Platte nun mit
100 pl des ersten Antikorpers in jede Vertiefung versetzt wurde, wurden auf die andere Hilfte
jeweils 100 pl des Antikorpers fiir die Isotypkontrolle gegeben. Im Anschluf} an eine weitere
60-miniitige Inkubation bei 37°C und einen erneuten Waschschritt wurden auf die Zellen nun
100 pl des zweiten Antikorpers pipettiert. Nach 60 min Inkubation bei 37°C wurde ein letztes
Mal gewaschen. Nun erfolgte die Zugabe von je 150 ul der ABTS®-Farblosung pro Well und
eine Inkubation von 30-60 min bei Raumtemperatur. Gemessen wurde im ELISA-Reader
(Thermo max® microplate reader, Molecular Devices) bei 405 nm, wobei die Werte der
Isotypkontrolle von denen der mit dem Anti-ICAM-1-Antikérper behandelten Zellen

abgezogen wurden.

2.6.3 Immunhistochemische Anti-ICAM-1-Firbung

2.6.3.1 Verwendete Reagenzien

PBS azid PBS mit 0,1% Natriumazid
Blockierungslosung 2% BSA in Aqua bidest.
Erster AntikOrper Anti-human-ICAM-1-Antikorper (Boehringer Mannheim)

in einer Konzentration von 50 pg/ml. Eingesetzt wurde die
1:1000-Verdiinnung des Antikorpers mit PBS/0,1% BSA.

Zweiter Antikorper Meerretich-peroxidase-gekoppelter ~ Antikorper  gegen
Maus-IgGl, der aus immunisierten Ziegen gewonnen
wurde (Sigma), mit einem Gesamtproteingehalt von
0,5mg/ml in O0IMPBS mit 1%BSA und
0,1% Thimerosal.  Eingesetzt wurde die 1:1000-
Verdiinnung des Antikdrpers mit PBS/0,1% BSA.
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Antikorper fiir die Anti-Maus-IgG1-Antikérper  (Coulter-Immunotech) in

Isotypkontrolle einer Konzentration von 50 pg/ml in PBS mit 0,2% BSA
und 0,1% Natriumazid. Der Antikdrper wurde aus
Hybridomzellen der Maus, die mit einem nicht-
biologischen = Hapten immunisiert worden waren,
gewonnen. Eingesetzt wurde die 1:1000-Verdiinnung des
Antikorpers mit PBS/0,1% BSA.

DAB-Chromogenlésung 5 Tropfen Diaminobenzidin-Chromogen-Konzentrat
(Coulter-Immunotech)
2 Tropfen 3%ige Hydrogenperoxididsung
5 ml PBS.

2.6.3.2 Durchfiihrung der immunhistochemischen Anti-ICAM-1-Fiarbung

In Chamber Slides (Lab-Tek®, Nunc) ausgesite konfluente BEAS-2B (siche 2.1.2.2) wurden
fiir 24h mit 1 ml Stimulierungs- bzw. Kontrollmedium (siehe 2.2.1.2) pro Kammer bei 37°C
und 5% CO, inkubiert. AnschlieBend wurden die Uberstinde abgesaugt, die Zellen dreimal
mit je 2 ml PBS azid gewaschen und fiir 30 min mit je 2 ml eiskaltem 70%igen Ethanol bei
-20°C fixiert. Nach Abnehmen des Fixativs und einem erneuten Waschschritt wie oben
wurden die Zellen jeweils mit einem Milliliter Blockierungslosung versetzt und 60 min bei
37°C und 5% CO, inkubiert. Im Anschlul an einen weiteren Waschschritt wurde je ein
Ansatz mit 1 ml des ersten AntikOrpers bzw. mit dem Antikorper fiir die Isotypkontrolle fiir
2h bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Danach wurden die Zellen erneut gewaschen und weitere
2h mit der zweiten Antikorperlosung inkubiert. Nach einem letzten Waschschritt erfolgte die
Zugabe von je 2ml der DAB-Chromogenlésung in jeden Ansatz. Uber die folgenden
20-40 min wurde die Farbentwicklung beobachtet. War eine optimale Firbung erreicht,
wurden die Préparate unter flieBendem Wasser gewaschen, bei Raumluft getrocknet und mit
Eukitt® (Kindler, Freiburg) eingedeckelt. Die Zellen wurden bei 50- und 125-facher
Vergroflerung im Mikroskop betrachtet (Aristoplan, Leitz) und mit Hilfe eines automatischen
Kamerasystems (Orthomat E, Leitz) fotografiert.

2.7 Morphologische und biochemische Untersuchungen
2.7.1  Lichtmikroskopie

2.7.1.1 Bestimmung der Vitalitit und der Zellzahl

Die Bestimmung der Zellzahl aus einer Zellsuspension wurde mit Hilfe einer Neubauer-

Kammer durchgefiihrt. Zur parallelen Bestimmung der Vitalitdt der Zellen wurde die




38 Material und Methoden

Trypanblau-AusschluBmethode nach Hanks und Wallace (1958) angewendet. Sie beruht auf
der Tatsache, dafl Trypanblau die Zellmembranen intakter Zellen nicht durchdringen kann,
wohl aber die toter Zellen, so dafl diese eine tiefblaue Firbung annehmen. Ein Aliquot der in
Suspension vorliegenden Zellen wurde im Verhdltnis 1:1 mit Trypanblaulosung (siehe
2.1.2.1) gemischt und in die Neubauer-Kammer eingebracht. Gegebenenfalls mufite die
Suspension zuvor noch in geeigneter Weise verdiinnt werden. Die Netzteilung der Kammer
bestand aus neun groBen Quadraten mit einer Fliche von jeweils 1 mm?, Dies ergab bei einer
Tiefe von 0,1 mm ein Volumen von 0,1 pl. Nach Auszidhlen der lebenden und der toten Zellen
in mindestens 4 Quadraten bei 100-facher Vergroferung unter dem Mikroskop (Leitz
Diaplan) und Bilden des Mittelwertes konnte die Zellzahl pro Milliliter durch Multiplikation
des Mittelwertes mit 2 - 10* errechnet werden. War die Suspension vor Einbringen in die
Neubauer-Kammer verdiinnt worden, so muflte der Verdiinnungsfaktor in der Berechnung
entsprechend beriicksichtigt werden. Die Vitalitit der Zellen ergab sich schlieBlich nach der
Formel
Zahl der lebenden Zellen

Vitalitét [%] = x 100%.
Gesamtzahl der Zellen

2.7.1.2 Himatoxyllin-Eosin-Firbung

Die Himatoxyllin-Eosin-Firbung wurde in Chamber Slides (Lab-Tek®, Nunc) durchgefiihrt.
Konfluente BEAS-2B (siehe 2.1.2.2) bzw. ECV304 (siehe 2.1.3.2) wurden in Bouin’scher
Losung (15 Teile gesittigte Pikrinsdurelosung (Merck), 5 Teile Formalin, 1 Teil Eisessig) fiir
ca. 2h fixiert. AnschlieBend erfolgte die Himatoxyllin-Firbung der Zellen mit Accustain®
(Sigma) fiir 7-10 min. Dann wurden die Priparate mit Aqua bidest. gespiilt, 15 min unter
flieBendem Leitungswasser gebldut und wiederum mit Aqua bidest. gespiilt. Daran schlof}
sich fiir 1-2min die Eosin-Gegenfiarbung in einer 1%igen wéfirigen Losung von Eosin
(Sigma) mit einem Tropfen Eisessig auf 100 ml an. Nach Differenzieren in Wasser wurden
die Prdparate in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwissert, in Xylol getaucht und mit
Eukitt® (Kindler, Freiburg) eingedeckelt. Die Zellen wurden bei 312-facher Vergrofierung im
Mikroskop betrachtet (Aristoplan, Leitz) und mit Hilfe eines automatischen Kamerasystems
(Orthomat E, Leitz) fotografiert.

In Chamber Slides (Lab-Tek®, Nunc) ausgesite, konfluente BEAS-2B (siehe 2.1.2.2) wurden
mit 1 ml Stimulierungsmedium (siehe 2.2.1.2) pro Kammer bei 37°C und 5% CO, inkubiert.
AnschlieBend wurden die Uberstinde abgesaugt, die Zellen dreimal mit je 2ml PBS

gewaschen und in Bouin’scher Losung fixiert (siehe 2.7.1.2). Die Betrachtung und
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fotografische Dokumentation der Zellen erfolgte mit und ohne Verwendung eines
Polarisationsfilters im Lichtmikroskop (Dialux 20 EB, Leitz) bei 1000-facher Vergrofierung

unter OL.

2.7.1.4 Morphologie der ECV304 in verschiedenen Medien

Fir die lichtmikroskopischen Untersuchungen zur Morphologie der ECV304 in
verschiedenen Medien wurde nach Aussaat der Zellen (siehe 2.1.3.2) nach den gleichen Zeit-
schemata wie bei der Durchfiihrung der Wachstumskurven (siehe 2.4) verfahren. Anstelle der
Bestimmung von Vitalitdt und Zellzahl wurde zu den verschiedenen Zeitpunkten die
Morphologie der Zellen in einem Inversmikroskop (Leitz Fluovert) beobachtet und bei einer
125-fachen VergroBerung fotografisch dokumentiert. Hierfiir dicnte eine Fotoausriistung der
Firma Wild (Photoautomat MPS 45, Kamera MPS 51 S).

2.7.2  Rasterelektronenmikroskopie

2.7.2.1 Allgemeines Prinzip

Die Rasterelektronenmikroskopie stellt eine Sonderform der Elektronenmikroskopie dar.
Dabei wird das darzustellende Objekt zeilenweise durch einen feinen Elektronenstrahl
abgetastet. Die Intensitit der riickgestreuten Elektronen oder der vom Priiparat aufgenommene
Elektronenstrom steuert die Helligkeit eines Fernsehmonitors, dessen Elektronenstrahl
synchron zum Elektronenstrahl im Rasterelektronenmikroskop abgelenkt wird, so da sich
eine Punkt-zu-Punkt-Zuordnung zwischen Objekt und Bild ergibt. Wegen des geringen
Offnungswinkels des Elektronenstrahls im Rasterelektronenmikroskop haben die Bilder grofie
Tiefenschirfe. Die Methode eignet sich deshalb besonders zur dreidimensionalen Darstellung

von Oberflichenstrukturen, wobei die Bilder durch ihre Plastizitit bestechen,

2.7.2.2 Verwendete Reagenzien

0,2 M Cacodylatpuffer 21,4 g Natriumcacodylat - 3 H,O (Serva)
Aqua bidest. ad 500 ml
pH 7,0

25% Glutaraldehyd Serva, durch Aktivkohle filtriert

4%ige Osmiumtetroxidlosung 1,0 g Osmiumtetroxid (Roth)
Aqua bidest. ad 25 ml
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Puffer A 10 ml 0,2 M Cacodylatpuffer
4 ml 25% Glutaraldehyd (Roth)
6 ml Aqua bidest.
Puffer B 10 ml 0,2 M Cacodylatpuffer
10 ml Aqua bidest.
7% Sucrose
Puffer C 10 ml 0,2 M Cacodylatpuffer
10 ml 4%ige Osmiumtetroxidlésung
Hexamethyldisilazan Sigma

2.7.2.3 Morphologie der ECV304 in verschiedenen Medien

Die Zellen wurden wie unter 2.1.3.2 beschrieben in Medium 199 in Membraneinsitze mit

Polyestermembranen (Transwell®-CLEAR, Costar) ausgesit. Mediumwechsel erfolgten in

Anlehnung an die Zeitschemata fiir die Wachstumskurven (siehe 2.4):
a) Vier Tage nach Aussaat wurde das Medium ober- und unterhalb der Membran abgesaugt

b)

und bei einem Teil der Zellen durch frisches Medium 199, jeweils 2 ml im apikalen und
2,5 ml im basolateralen Kompartiment, ersetzt. Ein weiterer Teil der Zellen erhielt eine
Mischung aus Medium 199 und KGM im Verhiltnis 1:1, wihrend ein dritter Teil mit
KGM-Medium versetzt wurde. Nun erfolgte eine Inkubation der Zellen bei 37°C und
5% CO, fiir weitere drei Tage, wobei an jedem Tag aus jedem der drei unterschiedlich
behandelten Ansitzen eine Membran fiir die Rasterelektronenmikroskopie fixiert wurde
(siehe unten).

Nach Aussaat der Zellen wurden diese 24h in Medium 199 kultiviert. Danach erfolgte wie
unter a) ein Mediumwechsel: Ein Drittel der Zellen erhielt wiederum Medium 199, 2 ml
im apikalen und 2,5 ml im basolateralen Kompartiment. Die beiden anderen Drittel
wurden entsprechend mit einer Mischung aus gleichen Teilen Medium 199 und KGM
bzw. mit KGM versetzt. Die Zellen wurden weitere vier Tage bei 37°C und 5% CO,
inkubiert und am fiinften Tag nach der Aussaat fiir die Rasterelektronenmikroskopie

fixiert.

Die Membran wurde aus den Einsdizen mit einem Skalpell herausgeschnitten. Nun erfolgte

die Fixierung und Préparation der Zellen fiir die Rasterelektronenmikroskopie: Die Membran

wurde dreimal mit 2 ml PBS gewaschen und auf Eis nacheinander jeweils 30 min mit
Puffer A, B und C behandelt. Anschliefend wurden die Zellen mit Aqua bidest. gewaschen
und iiber eine aufsteigende Alkoholreihe von 35, 70, 85, 95 und schlieBlich 100% mit jeweils

5 min Einwirkungszeit entwissert. Zum SchluB erfolgte eine 5-miniitige Uberschichtung der
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Zellen mit Hexamethyldisilazan. Die Membranen wurden kurz an der Luft getrocknet und bis
zur Goldbedampfung im Exsikkator aufbewahrt. Die rasterelektronischen Aufnahmen wurden
von Herrn H. Thiele (Europiisches Institut fiir Transurane, Karlsruhe) an einem Philips
SEM 515 angefertigt.

2.8 Untersuchung von Schwesterchromatidaustauschen

2.8.1 Metaphasenpriparation der BEAS-2B

BEAS-2B wurden wie unter 2.1.2.2 beschrieben in Transwell®-Membransystemen ausgesit.
Am dritten Tag nach der Aussaat erfolgte eine 90-miniitige Exposition mit Luft bzw.
0,15 ppm Ozon (siehe 2.2.2.1). Nach der Begasung wurde wie gewohnt die Fliissigkeit im
basolateralen Kompartiment abgenommen und verworfen. Die Zellen wurden mit je 1,5 ml
KGM-Medium ober- und unterhalb der Membran versetzt und fiir 24h inkubiert. Nach Ablauf
der Inkubationszeit erfolgte ein Mediumwechsel, bei dem im apikalen wie im basolateralen
Kompartiment je 1,5 ml KGM-Medium mit Bromdesoxyuridin (BrdU, Calbiochem) in einer
Endkonzentration von 15 pg/ml zugesetzt wurden. Es schlof sich eine weitere Inkubation der
Zellen bei 37°C und 5% CO, fiir 72h an. Die Inkubationszeit von 72h wurde gewihlt, um
einen moglichst hohen Anteil an Metaphasen zu erhalten, die bereits zwei Zellzyklen durch-
laufen hatten. Wihrend der letzten drei Stunden vor Kulturende wurde den Zellen zur
Akkumulierung von Metaphasen Colcemid (Sigma) in einer Endkonzentration von 0,2 pg/ml
zugesetzt. Dann wurden die Uberstiinde abgesaugt und die Zellen unter Einwirkung von 1 ml
PET-Losung (siehe 2.1.2.1) von den Membranen abtrypsiniert und in vorgelegte 100 pl
SBIT-Losung (2.1.2.1) pipettiert. Es folgte ein Zentrifugationsschritt bei 1000 rpm fiir
15 min. Danach begann die eigentliche Chromosomenpriparation nach Speit (1987). Die
Uberstinde iiber den Pellets wurden abgesaugt, die Zellen mit 3,5ml einer auf 37°C
vorgewdrmten 0,075 M Kaliumchloridlosung aufgewirbelt und 10 min im Brutschrank bei
37°C und 5% CO, hypotonisch behandelt. Im Anschluf} daran wurde die Zellsuspension
erneut fiir 15 min zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und das Sediment mit einer frisch
angesetzten, eiskalten Methanol-Eisessig-Mischung im Verhiltnis 3:1 fixiert. Nach einem
weiteren Zentrifugationsschritt wurde erneut Fixierlosung zugegeben. Dieser Waschvorgang
wurde noch zweimal wiederholt, bevor das gereinigte Zellsediment in 200 pl eiskaltem
Fixativ aufgenommen und die Suspension zur Anfertigung der mikroskopischen Préparate auf
Objekttriger aufgetropft wurde. Die Objekttriger waren zuvor 1h freistehend in eine mit
einem Ether-Alkohol-Gemisch im Verhiltnis 1:1 gefiillte Kiivette eingestellt, im Anschlufl
daran mindestens 1h unter flieBendem Leitungswasser gespiilt und letztlich in kaltem Aqua
bidest. bis zum Auftropfen der Zellen aufbewahrt worden. Nach einer Trocknungszeit der
Objekttriger von 1 bis 2 Tagen bei Raumluft erfolgte die Differentialfirbung der Préparate

wie im folgenden beschrieben.
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2.8.2 Differentialfirbung der Chromatiden

Fir die Differentialfirbung der Chromatiden wurde eine modifizierte Fluoreszenz-plus-
Giemsa-Methode (FPG-Methode) nach Goto et al. (1978) angewendet, die bei Wolff et al.
(1984) und Speit (1989) nachgelesen werden kann. Ein bis zwei Tage alte Metaphasen-
priparate wurden 20 min mit dem Fluoreszenzfarbstoff Bisbenzimid H 33258 (Riedel de
Haén) in einer mit Aluminiumfolie umhiillten Kiivette behandelt. Der Farbstoff war in Aqua
bidest. in einer Endkonzentration von 5 pg/ml gelost. Nach der Fluoreszenzfirbung wurden
die Pridparate mit Aqua bidest. gespiilt, mit einigen Tropfen Sorensen-Puffer iiberschichtet,
einem Deckglas bedeckt und fiir 5 min auf einer auf 45°C vorgeheizte Wirmeplatte mit zwei
Schwarzlichtlampen (Philips TL, 20W/08, F20T12 BLB) bei einer Wellenléinge von 360 nm
und einem Abstand der Lampen zum Préparat von 2 cm bestrahlt. Nach dem Abspiilen der
Deckgldser mit Aqua bidest. wurden die Priparate direkt mit einer frisch hergestellten 5%igen
Giemsa-Losung (Stammlosung: Merck) in Sorensen-Puffer fiir 5 min gefdrbt, mit drei
Portionen Aqua bidest. gesplilt, 24h luftgetrocknet und, mit Xylol befeuchtet, schlieBlich in
Eukitt® (Kindler, Freiburg) eingedeckelt.

2.8.3  Auszihlung der Schwesterchromatidaustausche

Pro Probe wurden 30 gut gespreitete Metaphasen analysiert. Diese muften sich in der zweiten
Teilung befinden und die artspezifische Zentromerenzahl aufweisen. Die Auswertung erfolgte
im Lichtmikroskop (Dialux 20 EB, Leitz) bei 1250-facher Vergroferung, wobei jeder Farb-
wechsel von einer Chromatide auf die andere als Schwesterchromatidaustausch (SCE)
gewertet wurde. SCEs am Chromatidenende wurden nur gezihlt, wenn gegeniiber dem
dunklen Segment am Ende der hellen Chromatide auch tatséchlich ein helles Segment am
Ende der dunklen Chromatide zu erkennen war. Farbwechsel im Zentromerenbereich wurden
nur dann gezihlt, wenn ein "Twist“, das heiBt eine Uberschlagung der Chromosomenarme im

Zentromerenbereich, auszuschlieBen war.

29 Statistik

Bei allen in den Abbildungen dargestellten Mefdaten handelt es sich um arithmetische Mittel-
werte. Die Anzahl der Versuche und die entsprechenden Stichprobenzahlen konnen den
Abbildungslegenden entnommen werden. Fehlerbalken geben den Standardfehler wieder,
welcher der Standardabweichung, dividiert durch die Wurzel der Stichprobenzahl, entspricht.
Die statistische Signifikanzanalyse des Unterschiedes zweier Mittelwerte wurde mit Hilfe des
t-Tests nach Student durchgefiihrt. Ein statistisch signifikanter Unterschied wurde dann

angenommen, wenn p < 0,05 war.,
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3. Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Zellen mit Luft, Ozon, Quarzstaub und Staubextrakten
sowie mit den Stimuli Tumor-Nekrose-Faktor-o, Interleukin-1f, Lipopolysaccharid und
Zymosan behandelt. Fiir séimtliche dieser durchgefiihrten Inkubationen wurde die Vitalitét der
Zellen bestimmt. Dabei zeigte keiner der verwendeten Stimuli bei den eingesetzten
Konzentrationen und Inkubationszeiten einen EinfluB} auf die Zellvitalitit. Diese lag stets bei
Werten > 98%.

3.1 Wirkungen von Luftschadstoffen (Ozon, Stidube) auf die Bildung von
Entziindungsparametern bei Bronchialepithelzellen (BEAS-2B)

Gegenstand des ersten Teils der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der Freisetzung
von Entziindungsmediatoren durch Bronchialepithelzellen (BEAS-2B) nach Exposition mit
Luftschadstoffen. Schwerpunktmifig wurde dabei die Wirkung von Ozon, aber auch die von
Stduben und Staubextrakten, untersucht. Reprisentativ fiir eine Vielzahl freigesetzter
Entziindungsmarker wurde die Interleukin-6- (IL-6-) und Interleukin-8- (IL-8-) Freisetzung
der Zellen sowie die Expression des interzelluliren Adhédsionsmolekiils-1 (ICAM-1)
gemessen. Des weiteren wurde die Frage nach immunmodulierenden Eigenschaften des
Ozons sowie die nach Kombinationswirkungen zwischen Stiduben bzw. Staubextrakten und

Ozon bearbeitet.

3.1.1 Beeinflussung der Bildung von Entziindungsparametern bei BEAS-2B durch
Ozon

Fiir Begasungsexperimente mit Ozon wurde stets eine Konzentration des Schadgases von
0,15 ppm eingesetzt. Dies entspricht durchaus umweltrelevanten Konzentrationen. Die

Expositionszeit betrug 90 min.

IL-6-Sekretion

In Abb. 8 ist die IL-6-Freisetzung bei BEAS-2B 1h, 4h und 24h nach 90-miniitiger Begasung
mit Luft bzw 0,15 ppm Ozon dargestellt. Ozonbegaste Zellen sezernierten erh6hte Mengen an
IL-6 verglichen mit luftbegasten Kontrollzellen. Das Maximum der IL-6-Freisetzung war 24h

nach Begasung bereits iiberschritten.
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Abb. 8:
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IL-6-Freisetzung bei luft- bzw. ozonbegasten BEAS-2B.

Die Zellen wurden auf kollagenbeschichteten Filtermembranen kultiviert und 90 min mit Luft bzw.
0,15 ppm Ozon begast. Direkt nach der Exposition wurden je 1,5 ml Medium in das apikale und das
basolaterale Kompartiment gegeben. Es folgte eine Inkubation bei 37°C und 5% CO,. 1h, 4h und 24h
nach der Bxposition wurden die Uberstinde abgenommen und mit ELISA auf IL-6 untersucht.
Dargestellt sind Mittelwerte aus 3 Experimenten (n=6). Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler

des Mittels an (+ SEM).

IL-8-Sekretion

Die ozoninduzierte Erhhung der IL-8-Freisetzung bei BEAS-2B ist in Abb. 9 gezeigt. Dieser
Ozoneffekt war 1h und 4h nach 90-miniitiger Begasung mit Luft bzw. 0,15 ppm Ozon
statistisch signifikant. Anders als bei der Interleukin-6-Freisetzung (siehe Abb. 8) stiegen die

IL-8-Mengen 24h nach Begasung weiter an.

Abb. 9:
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IL-8-Freisetzung bei luft- bzw. ozonbegasten BEAS-2B,
Die Zellen wurden auf kollagenbeschichteten Filtermembranen kultiviert und 90 min mit Luft bzw.

0,15 ppm Ozon begast. Direkt nach der Exposition wurden je 1,5 ml Medium in das apikale und das
basolaterale Kompartiment gegeben. Es folgte eine Inkubation bei 37°C und 5% CO,. 1h, 4h und 24h
nach der Exposition wurden die Uberstinde abgenommen und mit ELISA auf IL-8 untersucht. Die
Fehlerbalken zeigen den Standardfehler (+ SEM) der Mittelwerte aus 2 Experimenten (n=4). Sterne
bezeichnen Werte, die sich signifikant von denen luftexponierter Zellen unterscheiden (p < 0,05).
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ICAM-1-Expression

Wie in Abb. 10 dargestellt, fiihrte die 90-miniitige Exposition von BEAS-2B mit Luft bzw.
0,15 ppm Ozon nach 24h Inkubation zu einem statistisch signifikanten Anstieg der ICAM-1-

Expression verglichen mit der Expression auf luftexponierten Kontrollzellen.

50
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Abb. 10: ICAM-1-Expression auf luft- bzw. ozonbegasten BEAS-2B.

Die Zellen wurden auf kollagenbeschichteten Filtermembranen kultiviert und 90 min mit Luft bzw.
0,15 ppm Ozon begast. Direkt nach der Exposition wurden je 1,5 ml Medium in das apikale und das
basolaterale Kompartiment gegeben. Es folgte eine Inkubation bei 37°C und 5% CO;. 24h nach der
Exposition wurden die Zellen von den Membranen unter Trypsineinwirkung abgeldst und durchfluf3-
zytometrisch auf ihre ICAM-1-Expression untersucht. Dargestellt sind die Mittelwerte aus
3 Experimenten (n=7). Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittels an (X SEM). Sterne
bezeichnen Werte, die sich signifikant von denen luftexponierter Zellen unterscheiden (p < 0,05).

Es kann festgestellt werden, daB eine 90-miniitige Exposition der Bronchialepithelzellen mit
0,15ppm Ozon eine verstirkte Bildung der Entziindungsparameter Interleukin-6,
Interleukin-8 und ICAM-1, verglichen mit luftexponierten Zellen, bewirkt.

3.1.2  Beeinflussung der Immunantwort von BEAS-2B auf verschiedene Stimuli durch
Ozon

Um mogliche immunmodulierende Eigenschaften von Ozon auf Bronchialepithelzellen fest-
stellen zu konnen, wurde zunéchst die dosis- und zeitabhéngige Bildung der Entziindungs-
paraméter IL-6, IL-8 und ICAM-1 als Antwort auf Stimulierungen mit Zytokinen wie
Interleukin-1f (IL-1f) und Tumor-Nekrose-Faktor-o. (TNF-at) sowie mit Standardstimuli wie
Zymosan und Lipopolysaccharid (LPS) iberpriift. TNF-o0 und IL-1f waren in diesem
Zusammenhang von besonderer Bedeutung, da sie typische Makrophagenprodukte darstellen,
die im Falle eines beginnenden Entziindungsgeschehens in der Lunge von diesen freigesetzt
werden, und somit zum Bronchialepithel gelangen konnen. Dagegen stellen Zymosan, ein

Zellwandbestandteil von Saccharomyces cerevisiae, und LPS, das eine Zellwandkomponente
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gramnegativer Bakterien ist, Standardstimuli dar, die wegen ihrer hohen Antigenitit hiufig

eingesetzt werden.

3.1.2.1 Stimulierung mit TNF-o

TNF-o. wurde, wie bereits oben erwidhnt, als Stimulus ausgewdhlt, da er, von Alveolar-
makrophagen ausgeschiittet, eine wichtige Rolle fiir dés Epithel der Atemwege spielt.
Letzteres gilt besonders auch im Zusammenhang mit Ozon. So zeigte Mosbach (1994)
signifikant erhohte TNF-a-Werte bei ozonexponierten Rinderalveolarmakrophagen. Doch
gehen viele andere immunologisch wirksame Ereignisse in der Lunge ebenfalls mit erh6hten
TNF-o-Freisetzungen einher, was dessen herausragende Rolle im Immunsystem unterstreicht.
Somit gewinnt auch die Frage an Interesse, inwieweit durch Ozon die immunologische
Wirkung des Tumor-Nekrose-Faktors-o. auf Bronchialepithelzellen verstirkt oder

abgeschwécht werden kann.

Stimulierung mit TNF-o ohne Begasung

Zunichst wurden Stimulierungsversuche mit TNF-o ohne die Begasung der Zellen mit Luft
oder Ozon durchgefiihrt, um die Zeit- und Dosisabhingigkeit des TNF-q-Effektes auf die
Sekretion der Zytokine IL-6 und IL-8 sowie die ICAM-1-Expression bei BEAS-2B zu

tiberpriifen.

a) IL-6-Sekretion

Abb. 11 zeigt die Freisetzung des proinflammatorischen Zytokins IL-6 nach 24-stiindiger
Inkubation von BEAS-2B mit steigenden Konzentrationen an TNF-o. Dabei war eine
deutliche Dosis-Wirkungs-Beziehung zu beobachten. Stimulierungen mit Konzentrationen
von 1000 pg/ml und 2000 pg/ml fiihrten zu IL-6-Freisetzungen, die sich statistisch signifikant

von denen der unstimulierten Kontrollzellen unterschieden.




Ergebnisse

47

Abb. 11:
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Dosisabhiingige Freisetzung von IL-6 bei BEAS-2B nach 24-stiindiger Stimulierung mit TNF-o.,
Die Zellen wurden in 6-Well-Platten kultiviert bis sich ein konfluenter Monolayer gebildet hatte.
Danach wurde das Kulturmedium tiber den Zellen durch 2,5 ml Kontroll- bzw. Stimulierungsmedium
mit steigenden Konzentrationen an TNF-a ersetzt. Nach 24h Inkubation bei 37°C und 5% CO,
erfolgte die Abnahme der Uberstéinde und deren IL-6-Analyse mit ELISA. Gezeigt sind die Mittel-
werte aus 3 Versuchen (n=6) mit den jeweiligen Standardfehlern des Mittels (3 SEM). Sterne
bezeichnen Werte, die sich signifikant von denen der unstimulierten Kontrolle unterscheiden

(p < 0,05).

12 ist der Zeitverlauf der TNF-o-induzierten IL-6-Freisetzung bei BEAS-2B

dargestellt. Die Zellen wurden fiir 2h, 4h, 24h und 48h mit 1000 pg/ml TNF-o inkubiert.

Unstimu

lierte Kontrollzellen zeigten iiber die Zeit gleichbleibend niedrige IL-6-

Konzentrationen. Zu allen Zeitpunkten wiesen TNF-o-aktivierte Zellen signifikant erhchte

IL-6-Werte auf verglichen mit denen der zugehorigen Kontrollen. Dabei schien ein Maximum

der 1L-6
nach 2-s

-Sekretion nach 24h Stimulierung erreicht zu sein. Interessanterweise waren bereits
tiindiger Inkubation mit TNF-ot 69% der maximalen IL-6-Freisetzung zum Zeitpunkt

24h erreicht.
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Zeitabhiingige Freisetzung von IL-6 bei BEAS-2B nach Stimulierung mit 1000 pg/ml TNF-o.

Konfluente Monolayer in 6-Well-Kulturplatten wurden fiir 2h, 4h, 24h und 48h mit 2,5 m! Kontroll-
bzw. Stimulierungsmedium bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Die zu den entsprechenden Zeitpunkten
abgenommenen Uberstinde wurden mit ELISA auf IL-6 untersucht. Dargestellt sind die Mittelwerte
aus 2 Experimenten (n=6). Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittels (+ SEM) an.
Sterne bezeichnen Werte, die sich signifikant von denen zugehériger Kontrollen unterscheiden

(p < 0,05).
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b) IL-8-Sekretion

Die konzentrationsabhiingige Interleukin-8-Sekretion bei TNF-o.-stimulierten BEAS-2B ist in
Abb. 13 zu sehen. Genauso wie die TNF-o-induzierte IL-6-Freisetzung (siehe Abb. 11) folgte
die IL-8-Sekretion einer strengen Dosis-Wirkungs-Beziehung. Bereits die geringste
eingesetzte TNF-oi-Konzentration von 100 pg/ml fithrte zu signifikant erhohten IL-8-Frei-

setzungen verglichen mit den Werten der unstimulierten Kontrolle.
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Abb. 13: Dosisabhiingige Freisetzung von IL-8 bei BEAS-2B nach 24-stiindiger Stimulierung mit TNF-c.
Die Zellen wurden in 6-Well-Platten kultiviert bis sich ein konfluenter Monolayer gebildet hatte.
Danach wurde das Kulturmedium tiber den Zellen durch 2,5 ml Kontroll- bzw. Stimulierungsmedium
mit steigenden Konzentrationen an TNF-o ersetzt. Nach 24h Inkubation bei 37°C und 5% CO,
erfolgte die Abnahme der Uberstinde und deren Untersuchung auf IL-8 mit BLISA. Gezeigt sind die
Mittelwerte aus 3 Versuchen (n=6) mit den jeweiligen Standardfehlern des Mittels (= SEM). Sterne
bezeichnen Werte, die sich signifikant von denen der unstimulierten Kontrolle unterscheiden

(p < 0,05).

Wird der zeitliche Verlauf der TNF-o—induzierten IL-8-Freisetzung betrachtet, der in Abb. 14
gezeigt ist, so stellt man zu allen gemessenen Zeitpunkten eine signifikante Erhohung der
IL-8-Sekretion bei stimulierten Zellen, verglichen mit unstimulierten Kontrollzellen, fest. Ein
Maximum der IL-8-Freisetzung schien nach 24h Stimulierung erreicht. Verglichen mit der
IL-6-Freisetzung (siche Abb. 12) erfolgte der Anstieg der IL.-8-Mengen langsamer. Zum Zeit-
punkt 2h waren erst 26% der maximalen Konzentration zum Zeitpunkt 24h erreicht.




Ergebnisse 49

70
Kontrolle|

60 - BATNF —o ! * -

ol l I
E a0
()]
&
-]
é 30

20 -

10

04

2h 4h 24h 48h

Abb. 14: Zeitabhiingige Freisetzung von IL-8 bei BEAS-2B nach Stimulierung mit 1000 pg/mlTNF-o.
Konfluente Monolayer in 6-Well-Kulturplatten wurden fiir 2h, 4h, 24h und 48h mit 2,5 ml Kontroll-
bzw. Stimulierungsmedium bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Die zu den entsprechenden Zeitpunkten
abgenommenen Uberstinde wurden mit ELISA auf IL-8 untersucht, Dargestellt sind die Mittelwerte
aus 2 Experimenten (n=6). Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittels (+ SEM) an.
Sterne bezeichnen Werte, die sich signifikant von denen zugehoriger Kontrollen unterscheiden
(p < 0,05).

c) ICAM-1-Expression

Wie in Abb. 15 dargestellt, fiihrte die Stimulierung von BEAS-2B mit TNF-o. zu einer
Induktion der ICAM-1-Expression. Fiir TNF-o-Konzentrationen von 200 pg/ml und
2000 pg/ml war eine statistisch signifikante Erhéhung der ICAM-1-Expression, verglichen
mit der Kontrolle, feststellbar. Jedoch konnte, anders als bei den Freisetzungen der Zytokine
IL-6 und IL-8, keine eindeutige Dosisabhiingigkeit gezeigt werden. Bemerkenswert war auch
die verhiltnismdfig hohe ICAM-1-Expression von 26% bereits in der unstimulierten

Kontrolle.
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Abb. 15: Dosisabhiingige ICAM-1-Expression auf BEAS-2B nach 24-stiindiger Stimulierung mit
steigenden Konzentrationen an TNF-¢.
Die Zellen wurden in 6-Well-Makroplatten bis zur Konfluenz kultiviert. Danach wurde das Medium
iiber den Zellen durch 2,5 ml Kontroll- bzw. Stimulierungsmedium ersetzt. Nach 24h Inkubation bei
37°C und 5% CO, erfolgte das Ablosen der Zellen unter Trypsinwirkung und deren durchfluf3-
zytometrische Untersuchung auf ICAM-1. Die Séulen représentieren Mittelwerte aus 2 Experimenten
(n=4) mit den entsprechenden Standardfehlern (+ SEM). Sterne bezeichnen Werte, die sich signifikant
von denen der unstimulierten Kontrolle unterscheiden (p < 0,05).
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Abb. 16 demonstriert die ICAM-1-Expression auf TNF-o—behandelten BEAS-2B nach 2h,
4h, 24h und 48h Stimulierungsdauer. Zu jedem dieser Zeitpunkte war im Vergleich zur
unbehandelten  Kontrolle eine  signifikant erhohte = ICAM-1-Expression  auf
TNF-o—stimulierten BEAS-2B zu beobachten. Gleichzeitig zeigten die unstimulierten Zellen
aber eine nicht unbetrichtliche konstitutive ICAM-1-Expression von 29% im Durchschnitt.

Eine maximale ICAM-1-Expression wurde nach 4h Stimulierung erreicht.
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Abb. 16: Zeitabhiingige ICAM-1-Expression auf BEAS-2B nach Stimulierung mit 1000 pg/ml TNF-o.
Konfluente Monolayer in 6-Well-Kulturplatten wurden fiir 2h, 4h, 24h und 48h mit 2,5 ml Kontroll-
bzw. Stimulierungsmedium bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Zu den entsprechenden Zeitpunkten
wurden die Zellen unter Trypsineinwirkung von den Platten abgelst und durchfluBzytometrisch auf
ihre ICAM-1-Expression untersucht. Dargestellt sind die Mittelwerte aus 2 Experimenten (n=6). Die
Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittels ( SEM) an. Sterne bezeichnen Werte, die sich
signifikant von denen der zugehdrigen Kontrollen unterscheiden (p < 0,05).

In Abb. 17 ist eine immunhistochemische ICAM-1-Firbung auf TNF-o-aktivierten BEAS-2B
und den zugehdrigen Kontrollzellen gezeigt. In der unstimulierten Kontrolle war deutlich, daf3
ICAM-1, erkennbar an der Bildung von braunem DAB-Prizipitat, nicht gleichméBig iiber den
gesamten Monolayer verteilt vorlag, sondern einzelne Gruppierungen von Zellen Areale
stiarkerer ICAM-1-Expression formten (Abb. 17a,b). Nach 24h Stimulierung mit 1000 pg/ml
TNF-a war die ICAM-1-Expression auf den Zellen deutlich erhoht. Dies zeigte sich neben
einer insgesamt stirkeren Braunfirbung des Priparates in einer hheren Dichte und Gréfe der
oben erwihnten Foci stiarkerer I[CAM-1-Expression (Abb. 17¢,d).
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a)

Abb, 17: ICAM-1-Expression auf TNF-o-stimulierten BEAS-2B.
BEAS-2B wurden in Chamber Slides ausgesit und nach Erreichen der Konfluenz mit 1000 pg/ml
TNF-o. fiir 24h stimuliert. AnschlieBend erfolgte die Fixierung der Zellen und eine immunhisto-
chemische ICAM-1-Firbung. In Abb. 17a und b sind jeweils die unstimulierten Kontrollzellen
gezeigt, aufgenommen bei einer 50- bzw. 125-fachen Vergrofierung. Abb. 17c¢ und d stellen die
TNF-o-stimulierten Zellen bei den entsprechenden Vergroflerungen dar.

Begasung mit Luft bzw. Ozon und anschlieflende Stimulierung mit TNF-«

Den folgenden Versuchen lag die Fragestellung zugrunde, inwieweit eine vorangegangene
Exposition des Bronchialtraktes mit Ozon eine verdnderte Immunreaktion auf immunologisch
wirksame Agenzien wie TNF-0, bedingen kann. Zu diesem Zweck wurden BEAS-2B
zunéchst 90 min mit Luft bzw. 0,15 ppm Ozon begast. Die folgende 24-stiindige Inkubation
geschah dann in Gegenwart von Kontrollmedium bzw. TNF-¢-haltigem Medium. Im
Anschluf an die Inkubation wurden IL-6 und IL-8 im Uberstand sowie die ICAM-1-

Expression auf den Zellen bestimmt.
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a) IL-6-Sekretion

Abb. 18 zeigt die IL-6-Sekretion bei BEAS-2B, die 90 min mit Luft bzw. 0,15 ppm Ozon
begast und anschliefend fiir 24h mit 1000 pg/ml TNF-¢; stimuliert worden waren. TNF-o-
aktivierte Zellen reagierten mit erhohten IL-6-Freisetzungen verglichen mit unstimulierten
Kontrollzellen. Diese Unterschiede waren sowohl bei luft- als auch bei ozonbegasten Zellen
statistisch signifikani. Die Ozonbegasung fiihrte bei unstimulierten Kontrolizellen zu einer
verstirkten IL-6-Freisetzung verglichen mit der luftexponierter Zellen. Wurde jedoch
zusitzlich mit TNF-o behandelt, so konnte keine ozonvermittelte Erhhung der IL-6-Frei-
setzung mehr beobachtet werden. Vielmehr schien nach vorangegangener Ozonbehandlung
die Fahigkeit der Zellen, auf den Stimulus TNF-o mit einer verstidrkten IL-6-Sekretion zu

reagieren, geringfiigig abgeschwicht.
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Abb. 18: IL-6-Freisetzung bei luft- bzw. ozonbegasten BEAS-2B nach 24-stiindiger Stimulierung mit
1000 pg/m! TNF-c.
Die Zellen wurden auf kollagenbeschichteten Filtermembranen kultiviert und 90 min mit Luft bzw.
0,15 ppm Ozon begast. Direkt nach der Exposition wurden je 1,5 ml Medium bzw. Stimulierungs-
medium in das apikale und das basolaterale Kompartiment gegeben. Es folgte eine Inkubation bei
37°C und 5% CO,. 24h nach der Exposition wurden die Uberstinde abgenommen und mit ELISA auf
IL-6 untersucht. Dargestellt sind die Mittelwerte aus 6 Versuchen (n=12). Die Fehlerbalken zeigen
den Standardfehler des Mittels an (+ SEM). Sterne bezeichnen Werte, die sich signifikant von denen
der entsprechenden Kontrollen unterscheiden (p < 0,05).
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b) IL-8-Sekretion

Beziiglich der IL-8-Sekretion nach Begasung der BEAS-2B mit Luft bzw. 0,15 ppm Ozon
und anschlieBender 24-stiindiger Aktivierang mit 1000 pg/ml TNF-o¢ konnten #hnliche
Effekte wie bei IL-6 gefunden werden. Wie in Abb. 19 dargestellt, bewirkte die TNF-o-
Stimulierung bei luft- wie ozonvorbehandelten Zellen signifikant erhohte IL-8-Freisetzungen
verglichen mit denen unstimulierter Kontrolizellen. Die Ozonbegasung resultierte in einer
verstirkten IL-8-Freisetzung der unstimulierten Zellen verglichen mit den entsprechenden
luftbegasten Zellen. Beziiglich der TNF-o-induzierten IL-8-Erhthung reagierten ozonbegaste
Zellen dagegen deutlich schwiicher als Iuftbegaste Zellen.
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Abb, 19: IL-8-Freisetzung bei luft- bzw. ozonbegasten BEAS-2B nach 24-stiindiger Stimulierung mit
1000 pg/ml TNF-c.
Die Zellen wurden auf kollagenbeschichteten Filtermembranen kultiviert und 90 min mit Luft bzw.
0,15 ppm Ozon begast. Direkt nach der Exposition wurden je 1,5 ml Medium bzw. Stimulierungs-
medium in das apikale und das basolaterale Kompartiment gegeben. Es folgte eine Inkubation bei
37°C und 5% CO,. 24h nach der Exposition wurden die Uberstinde abgenommen und mit ELISA auf
IL-8 untersucht. Dargestellt sind die Mittelwerte aus 6 Versuchen (n=12). Die Fehlerbalken zeigen
den Standardfehler des Mittels an (+ SEM), Sterne bezeichnen Werte, die sich signifikant von denen
der entsprechenden Kontrollen unterscheiden (p < 0,05).
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c) ICAM-1-Expression

Wie in Abb. 20 gezeigt, reagierten BEAS-2B nach einer 90-miniitigen Exposition mit
0,15 ppm Ozon und anschlieBender 24-stiindiger Inkubation mit einer erhShten ICAM-1-
Expression verglichen mit luftbegasten Kontrollzellen. Wurde nach der Begasung zusitzlich
mit TNF-o behandelt, exprimierten sowohl luft- als auch ozonbegaste Zellen verstirkt
ICAM-1 verglichen mit den unstimulierten Kontrollen. Zwar zeigten ozonbehandelie Zellen
nach TNF-o-Stimulierung nach wie vor eine hohere ICAM-1-Expression als die
luftbehandelten stimulierten Zellen, jedoch war die TNF-o-induzierte Erhohung der ICAM-1-

Expression nach Ozonvorbehandlung schwécher ausgeprégt.
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Abb. 20: ICAM-1-Expression auf luft- bzw. ozonbegasten BEAS-2B nach 24-stiindiger Stimulierung mit
1000 pg/ml TNF-o.
Die Zellen wurden auf kollagenbeschichteten Filtermembranen kultiviert und 90 min mit Luft bzw.
0,15 ppm Ozon begast. Direkt nach der Exposition wurden je 1,5 ml Medium bzw. Stimulierungs-
medium in das apikale und das basolaterale Kompartiment gegeben. Es folgte eine Inkubation bei
37°C und 5% CO,. 24h nach der Exposition wurden die Zellen unter Trypsineinwirkung von den
Membranen abgeltst und durchflufzytometrisch auf ihre ICAM-1-Expression untersucht. Dargestellt
sind die Mittelwerte aus 6 Versuchen (n=12). Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittels
an (£ SEM). Sterne bezeichnen Werte, die sich signifikant von denen der entsprechenden Kontrollen
unterscheiden (p < 0,05).

Stimulierung mit TNF- und anschlief3ende Begasung mit Luft bzw. Ozon

Im folgenden sollte nun auch die umgekehrte Reihenfolge einer moglichen Exposition unter-
sucht werden, nidmlich die Frage, inwieweit eine immunmodulierende Wirkung des Ozons
nach vorangegangener Aktivierung der Zellen mit TNF-o besteht. Dazu wurden die Zellen
mit TNF-o. 24h vorstimuliert. Nach Entfernen des Stimulierungsmediums wurden sie
gewaschen und einer 90-miniitigen Begasung mit Luft bzw. 0,15 ppm Ozon unterzogen. Es
folgte eine weitere 24-stiindige Inkubationszeit, nach deren Ablauf die IL-6- und IL-8-
Konzentrationen im Uberstand und die ICAM-1-Expression auf den Zellen untersucht

wurden.
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a) IL-6-Sekretion

Eine 24-stiindige Vorstimulierung der BEAS-2B mit 1000 pg/ml TNF-q. resultierte bei luft-
wie ozonbegasten Zellen in signifikant erhdhten IL-6-Freisetzungen verglichen mit denen
unstimulierter Kontrollzellen. Des weiteren bewirkte die Ozonexposition bei unstimulierten
Zellen eine erhohte IL-6-Sekretion verglichen mit luftbegasten unstimulierten Zellen.
Dagegen zeigten bei den TNF-o-voraktivierten Zellen die ozonbegasien geringere IL-6-
Freisetzungen als die luftbegasten Zellen, was im Sinne einer abgeschwichten Immunantwort
auf den Stimulus TNF-o durch die anschlieBend erfolgte Ozonbehandlung gedeutet werden
konnte (Abb. 21).
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Abb. 21: IL-6-Freisetzung bei TNF-ca-vorbehandelten und im Anschluff mit Luft bzw. 0,15 ppm Ozon

begasten BEAS-2B.
Die Zellen wurden auf kollagenbeschichteten Filtermembranen kultiviert und 24h mit Kontroll-

medium bzw. TNF-o-haltigem Stimulierungsmedium (1000 pg/ml) inkubiert. Danach wurden die
Zellen gewaschen und 90 min mit Luft bzw. 0,15 ppm Ozon begast. Direkt nach der Exposition
wurden je 1,5 ml Medium in das apikale und das basolaterale Kompartiment gegeben. Es folgte eine
Inkubation bei 37°C und 5% CO,. 24h nach der Exposition wurden die Uberstinde iiber den Zellen
abgenommen und mit ELISA auf IL-6 untersucht. Dargestellt sind die Mittelwerte aus 3 Versuchen
(n=7). Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittels an (+ SEM). Sterne bezeichnen Werte,
die sich signifikant von denen der entsprechenden Kontrollen unterscheiden (p < 0,05).
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b) IL-8-Sekretion

Die IL-8-Freisetzung bei TNF-a-vorbehandelten BEAS-2B nach anschlieBender Luft- bzw.
Ozonbegasung und 24h Inkubation ist in Abb. 22 dargestellt. Die Ozonbegasung fiihrte bei
unstimulierten Zellen zu einer Erhohung der IL-8-Freisetzung verglichen mit der Freisetzung
luftbegaster Kontrollen. Wihrend die TNF-o-Vorstimulierung bei anschlieBender Luft-
begasung der Zellen zu erhohien IL-8-Sekretionen fiihrte, war die IL-8-Freiseizung nach
TNF-o-Stimulierung und anschlieBender Ozonbehandlung nicht nur niedriger als die der
unstimulierten ozonbehandelten Zellen, sondern auch niedriger als die der luftbegasten

Kontrollzellen.
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Abb. 22: IL-8-Freisetzung bei TNF-o-vorbehandelten und im Anschluff mit Luft bzw. 0,15 ppm Ozon
begasten BEAS-2B,
Die Zellen wurden auf kollagenbeschichteten Filtermembranen kultiviert und 24h mit Kontroll-
medium bzw. TNF-o-haltigem Stimulierungsmedium (1000 pg/ml) inkubiert. Danach wurden die
Zellen gewaschen und 90 min mit Luft bzw. 0,15 ppm Ozon begast. Direkt nach der Exposition
wurden je 1,5 ml Medium in das apikale und das basolaterale Kompartiment gegeben. Es folgte eine
Inkubation bei 37°C und 5% CO,. 24h nach der Exposition wurden die Uberstinde iiber den Zellen
abgenommen und mit ELISA auf IL-8 untersucht. Dargestellt sind die Mittelwerte aus 3 Versuchen
(n=7). Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittels an (X SEM).

c) ICAM-1-Expression

Abb. 23 zeigt die ICAM-1-Expression auf BEAS-2B, die vor der Begasung mit Luft bzw.
0,15ppm Ozon und anschlieBender 24-stiindiger Inkubation mit 1000 pg/ml TNF-o
vorstimuliert worden waren. Hierbei konnten weder Effekte der TNF-o-Voraktivierung noch
der Ozonbegasung beobachtet werden. Allenfalls war eine Tendenz zu einer abgeschwichten
ICAM-1-Expression auf TNF-a-vorbehandelten BEAS-2B nach Ozonbegasung, verglichen

mit der Expression auf den entsprechenden luftbegasten Zellen, zu erahnen.
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Abb. 23: ICAM-1-Expression auf TNF-o-vorbehandelten und im Anschluf mit Luft bzw. 0,15 ppm Ozon
begasten BEAS-2B.
Die Zellen wurden auf kollagenbeschichteten Filtermembranen kultiviert und 24h mit Kontroll-
mediom bzw. TNF-o-haltigem Stimulierungsmedium (1000 pg/ml) inkubiert. Danach wurden die
Zellen gewaschen und 90 min mit Luft bzw. 0,15 ppm Ozon begast. Direkt nach der Exposition
wurden je 1,5 ml Medium in das apikale und das basolaterale Kompartiment gegeben. Es folgte eine
Inkubation bei 37°C und 5% CO,. 24h nach der Exposition wurden die Zellen unter Trypsin-
einwirkung von den Membranen geldst und durchfluflzytometrisch auf ihre ICAM-1-Expression
untersucht, Dargestellt sind die Mittelwerte aus 3 Versuchen (n=7). Die Fehlerbalken zeigen den
Standardfehler des Mittels an (+ SEM).

Die Stimulierungsversuche mit TNF-a betreffend kann zusammenfassend gesagt werden, dafl
eine Stimulierung mit dem Zytokin zeit- und dosisabhiingig zu einer vermehrten Bildung der
Entziindungsmarker Interleukin-6, Interleukin-8 und ICAM-1 bei BEAS-2B fiihrte.

Eine Ozonexposition der Zellen bewirkte, unabhidngig davon, ob sie vor oder nach der
TNF-o-Aktivierung erfolgte, eine verminderte Bildung der untersuchten Parameter auf den
Stimulus TNF-q.

3.1.2.2 Stimulierung mit Zymosan

Opsoniertes Zymosan stellt eigentlich einen Phagozytose-Stimulus dar und wird daher
vorwiegend zur Aktivierung phagozytierender Zellen wie Makrophagen -eingesetzt.
Uberraschenderweise induzierte es jedoch auch bei BEAS-2B eine verstirkte Superoxid-
anionen-Bildung (Hofer, 1996). Die Opsonierung des Zymosans bewirkt zudem eine hohe

Antigenitét und 148t daher eine Verwendung als Standardstimulus geeignet erscheinen.

Effekt von Zymosan ohne Begasung

Vor der Durchfiihrung von Experimenten zur Kombinationswirkung von Zymosan und Luft
bzw. Ozon wurde zunéchst der Einflu} einer Zymosanbehandlung allein auf die Bildung der
zu untersuchenden Entziindungsparameter ermittelt. Dabei wurde sowohl die Dosis-
abhingigkeit als auch die Zeitabhingigkeit der Effekte tiberpriift.
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a) IL-6-Sekretion

Abb. 24 zeigt die Freisetzung von IL-6 bei BEAS-2B nach 24h Inkubation mit verschiedenen
Zymosankonzentrationen. Stimulierungen mit Zymosan in den Konzentrationen 1000 pg/ml
und 2000 pg/ml fiihrten zu einer statistisch signifikanten Erh6hung der IL-6-Freisetzung

verglichen mit der unstimulierter Kontrollzellen.
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Abb. 24; Dosisabhéingige Freisetzung von IL-6 bei BEAS-2B nach 24-stiindiger Stimulierung mit
Zymosan.
Die Zellen wurden in 6-Well-Platten kultiviert bis sich ein konfluenter Monolayer gebildet hatte.
Danach wurde das Kulturmedium tiber den Zellen durch 2,5 ml Kontroll- bzw. Stimulierungsmedium
mit steigenden Konzentrationen an Zymosan ersetzt. Nach 24h Inkubation bei 37°C und 5% CO,
erfolgte die Abnahme der Uberstéinde und deren Untersuchung auf IL-6 mit ELISA. Gezeigt sind die
Mittelwerte aus 2 Versuchen (n=4) mit den jeweiligen Standardfehlern des Mittels (+ SEM). Sterne
bezeichnen Werte, die sich signifikant von denen der unstimulierten Kontrolle unterscheiden
(r <0,05).

Bei Betrachtung des zeitlichen Verlaufs der zymosaninduzierten IL-6-Freisetzung, der in
Abb. 25 fiir eine konstante Zymosankonzentration von 1000 pg/ml dargestellt ist, erkennt
man eine deutliche Abhidngigkeit der IL-6-Sekretion von der Zeit. Bei gleichbleibend
niedrigen IL-6-Werten in den unstimulierten Kontrollzellen stiegen die Werte bei den
zymosanaktivierten Zellen mit zunehmender Inkubationsdauer an, wobei zwischen 24h und
48h wieder eine leichte Abnahme erfolgte. Zu jedem gemessenen Zeitpunkt unterschieden
sich die IL-6-Freisetzungen der stimulierten Zellen von denen der unstimulierten Zellen
statistisch signifikant. Der Anstieg der IL-6-Freisetzung bei den zymosanbehandelten Zellen
erfolgte rasch: Zum Zeitpunkt 2h waren bereits 51%, zum Zeitpunkt 4h 88% der maximalen
IL-6-Freisetzung zum Zeitpunkt 24h erreicht.
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Zeitabhiingige Freisetzung von IL-6 bei BEAS-2B nach Stimulierung mit 1000 pg/ml Zymosan,
Konfluente Monolayer in 6-Well-Kulturplatten wurden fiir 2h, 4h, 24h und 48h mit 2,5 ml Kontroll-
bzw. Stimulierungsmedium bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Die zu den entsprechenden Zeitpunkten
abgenommenen Uberstidnde wurden mit ELISA auf IL-6 untersucht. Dargestellt sind die Mittelwerte
aus 2 Experimenten (n=6). Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittels (= SEM) an.
Sterne bezeichnen Werte, die sich signifikant von denen zugehdriger Kontrollen unterscheiden

(p < 0,05).

b) IL-8-Freisetzung

Wie in Abb. 26 dargestellt, folgte die Interleukin-8-Freisetzung nach 24h Stimulierung mit
steigenden Konzentrationen an Zymosan einer Dosis-Wirkungs-Beziehung. Im Gegensatz zur
zymosaninduzierten IL-6-Freisetzung (siehe Abb. 24) geniigten hierbei schon Zymosan-
konzentrationen von 200 pg/ml fiir einen statistisch signifikanten Anstieg der IL-8-

Freisetzung.

Abb. 26:
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Dosisabhiingige Freisetzung von IL-8 bei BEAS-2B nach 24-stiindiger Stimulierung mit
Zymosan.

Die Zellen wurden in 6-Well-Platten kultiviert bis sich ein konfluenter Monolayer gebildet hatte.
Danach wurde das Kulturmedium iiber den Zellen durch 2,5 ml Kontroll- bzw. Stimulierungsmedium
mit steigenden Konzentrationen an Zymosan ersetzt. Nach 24h Inkubation bei 37°C und 5% CO,
erfolgte die Abnahme der Uberstinde und deren Untersuchung auf IL-8 mit ELISA. Gezeigt sind die
Mittelwerte aus 2 Versuchen (n=4) mit den jeweiligen Standardfehlern des Mittels (= SEM). Sterne
bezeichnen Werte, die sich signifikant von denen der unstimulierten Kontrolle unterscheiden

( < 0,05).
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Der zeitliche Verlauf der zymosaninduzierten IL-8-Freisetzung bei BEAS-2B ist fiir eine
Zymosankonzentration von 1000 pg/ml in Abb. 27 dargestellt. Zu jedem der gemessenen
Zeitpunkte war die IL-8-Freisetzung bei den zymosanstimulierten Zellen, verglichen mit
unstimulierten Kontrollzellen, erhtht. Nach 24h und 48h Stimulierung waren diese
Erhohungen statistisch signifikant. Verglichen mit der zymosaninduzierten IL-6-Freisetzung
(siche Abb. 25) erfolgte der Anstieg hier langsamer. Nach 2h bzw. 4h Inkubation waren erst
13% bzw. 23% der maximalen IL-8-Konzentration zum Zeitpunkt 24h erreicht.
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Abb. 27: Zeitabhéngige Freisetzung von IL-8 bei BEAS-2B nach Stimulierung mit 1000 pg/ml Zymosan.
Konfluente Monolayer in 6-Well-Kulturplatten wurden fiir 2h, 4h, 24h und 48h mit 2,5 ml Kontroll-
bzw. Stimulierungsmedium bei 37°C und 5% CO, inkubiert, Die zu den entsprechenden Zeitpunkten
abgenommenen Uberstinde wurden mit ELISA auf IL-8 untersucht. Dargestellt sind die Mittelwerte
aus 4 Experimenten (n=8). Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittels (+ SEM) an.
Sterne bezeichnen Werte, die sich signifikant von denen zugehériger Kontrollen unterscheiden
(p < 0,05).
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c) ICAM-1-Expression

Abb. 28 zeigt die ICAM-1-Expression auf BEAS-2B nach 24h Stimulierung mit steigenden
Konzentrationen an Zymosan. Zwar liefl sich mit zunehmenden Zymosankonzentrationen ein
Trend zu erh6hten ICAM-1-Expressionen beobachten, jedoch unterschieden sich diese nicht

statistisch signifikant von denen unstimulierter Zellen.
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Abb. 28: Dosisabhiingige ICAM-1-Expression auf BEAS-2B nach 24-stiindiger Stimulierung mit
steigenden Konzentrationen an Zymosan,
Die Zellen wurden in 6-Well-Makroplatten bis zur Konfluenz kultiviert. Danach wurde das Medium
iiber den Zellen durch 2,5 ml Kontroll- bzw. Stimulierungsmedium ersetzt. Nach 24h Inkubation bei
37°C und 5% CO, wurden die Zellen unter Trypsineinwirkung von den Kulturplatten abgeldst und
durchfluzytometrisch auf thre ICAM-1-Expression untersucht. Die Séulen reprisentieren Mittelwerte
aus 2 Experimenten (n=4) mit den entsprechenden Standardfehlern (X SEM).

Wurden BEAS-2B-Zellen mit einer Zymosankonzentration von 1000 pg/ml und Inkubations-
zeiten von 2h, 4h, 24h und 48h behandelt, so konnte man zu jedem dieser Zeitpunkte eine
statistisch signifikante Erhohung der ICAM-1-Expression auf den stimulierten Zellen,
verglichen mit der Expression auf unstimulierten Kontrollzellen, feststellen (Abb. 29).
Zwischen 2h und 4h Inkubationsdauer erfolgte insgesamt eine Erhohung der ICAM-1-
Expression, die sowohl stimulierte als auch unstimulierte Zellen betraf. Nach 24h und 48h
Inkubationszeit war keine weitere Erhohung, aber auch keine Abnahme der ICAM-1-
Expression zu beobachten. Bemerkenswert war die insgesamt verhdltnismidBig hohe
konstitutive ICAM-1-Expression von 21% im Durchschnitt auf den unstimulierten Zelien.
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Abb. 29: Zeitabhiingige ICAM-1-Expression auf BEAS-2B nach Stimulierung mit 1000 pg/ml Zymosan.
Konfluente Monolayer in 6-Well-Kulturplatten wurden fiir 2h, 4h, 24h und 48h mit 2,5 ml Kontroll-
bzw. Stimulierungsmedium bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Zu den entsprechenden Zeitpunkten
wurden die Zellen unter Trypsineinwirkung von den Platten abgeldst und durchfluBzytometrisch auf
ihre ICAM-1-Expression untersucht. Dargestellt sind die Mittelwerte aus 2 Experimenten (n=6). Die
Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittels (X SEM) an. Sterne bezeichnen Werte, die sich
signifikant von denen der zugehorigen Kontrollen unterscheiden (p < 0,05).

Begasung mit Luft bzw. Ozon und anschliefiende Behandlung mit Zymosan

Mit folgenden Experimenten sollten nun, wie bereits fiir Stimulierungen mit TNF-o
geschehen, immunmodulierende Eigenschaften des Ozons bei einer Exposition vor der
Aktivierung der Zellen mit 1000 pg/ml Zymosan iiberpriift werden.
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a) IL-6-Sekretion

In Abb. 30 ist die IL-6-Freisetzung bei BEAS-2B, die 90 min mit Luft bzw. 0,15 ppm Ozon
begast und anschlieBend fiir 24h mit 1000 pg/ml Zymosan aktiviert worden waren,
dargestellt. Ozon- wie auch luftbegaste zymosanaktivierte Zellen zeigten signifikant erhohte
IL-6-Freisetzungen verglichen mit denen unstimulierter Zellen. Des weiteren sezernierten
ozonbegaste unstimulierte Zellen grofiere Mengen an IL-6 als die entsprechenden lufi-
exponierten Zellen. Vergleicht man die IL-6-Werte bei den luft- bzw. ozonvorbehandelten
zymosanstimulierten Zellen, so erkennt man eine Verminderung der Zytokinfreisetzung bei

den Zellen, die zuvor mit Ozon begast worden waren.
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Abb. 30: IL-6-Freisetzung bei luft- bzw. ozonbegasten BEAS-2B nach 24-stiindiger Stimulierung mit
1000 pg/ml Zymosan.
Die Zellen wurden auf kollagenbeschichteten Filtermembranen kultiviert und 90 min mit Luft bzw.
0,15 ppm Ozon begast. Direkt nach der Exposition wurden je 1,5 ml Medium in das apikale und das
basolaterale bzw. 1,5 ml Stimulierungsmedium in das apikale und 1,5 ml Medium in das basolaterale
Kompartiment gegeben. Es folgte eine Inkubation bei 37°C und 5% CO,. 24h nach der Exposition
wurden die Uberstéinde abgenommen und mit ELISA auf IL-6 untersucht. Dargestelit sind die Mittel-
werte aus 8 Versuchen (n=16). Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittels an (+ SEM).
Sterne bezeichnen Werte, die sich signifikant von denen der entsprechenden Kontrollen unterscheiden

(p < 0,05).
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b) IL-8-Freisetzung

Betrachtet man die IL-8-Sekretion bei BEAS-2B, die 90 min mit Luft bzw. 0,15 ppm Ozon
begast und anschlieBend 24h mit 1000 pg/ml Zymosan inkubiert worden waren, so erkennt
man signifikante Erh6hungen der Zytokinfreisetzung bei zymosanstimulierten verglichen mit
unstimulierten Zellen. Dies galt sowohl fiir luft- als auch fiir ozonvorbehandelte Zellen. Mit
Ozon vorbehandelie und anschliefend zymosanakiivierte Zellen setzien jedoch verminderie
IL-8-Mengen frei, werden diese mit luftexponierten zymosanstimulierten Zellen verglichen
(Abb. 31).
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Abb. 31: IL-8-Freisetzung bei luft- bzw. ozonbegasten BEAS-2B nach 24-stiindiger Stimulierung mit
1000 pg/ml Zymosan.

Die Zellen wurden auf kollagenbeschichteten Filtermembranen kultiviert und 90 min mit Luft bzw.
0,15 ppm Ozon begast. Direkt nach der Exposition wurden je 1,5 ml Medium in das apikale und das
basolaterale bzw. 1,5 ml Stimulierungsmedium in das apikale und 1,5 ml Medium in das basolaterale
Kompartiment gegeben. Es folgte eine Inkubation bei 37°C und 5% CO,. 24h nach der Exposition
wurden die Uberstinde abgenommen und mit ELISA auf IL-8 untersucht. Dargestellt sind die Mittel-
werte aus 8 Versuchen (n=16). Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittels an (= SEM).
Sterne bezeichnen Werte, die sich signifikant von denen der entsprechenden Kontrollen unterscheiden
(p <0,05).
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c) ICAM-1-Expression

Die ICAM-1-Expression auf BEAS-2B nach 90 min Begasung mit Luft bzw. 0,15 ppm Ozon
und anschlieBender 24-stiindiger Stimulierung mit 1000 pg/ml Zymosan ist in Abb. 32
dargestellt. Luft- wie ozonbegaste Zellen zeigten nach Zymosanaktivierung signifikant
erhohte ICAM-1-Expressionen verglichen mit denen unstimulierter begaster Zellen. Ozon-
begaste unstimulierte Zellen exprimierten verstirkt ICAM-1 verglichen mit der Expression
auf den entsprechenden luftbegasten Zellen. Dagegen war die ICAM-1-Expression nach
Stimulierung mit Zymosan bei den ozonbegasten Zellen geringfiigig vermindert gegeniiber

derjenigen auf luftbegasten zymosanbehandelten Zellen.
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Abb., 32: ICAM-1-Expression auf luft- bzw. ozonbegasten BEAS-2B nach 24-stiindiger Stimulierung mit
1000 pg/ml Zymosan,

Die Zellen wurden auf kollagenbeschichteten Filtermembranen kultiviert und 90 min mit Luft bzw.
0,15 ppm Ozon begast. Direkt nach der Exposition wurden je 1,5 ml Medium in das apikale und das
basolaterale bzw. 1,5 ml Stimulierungsmedium in das apikale und 1,5 m! Medium in das basolaterale
Kompartiment gegeben. Es folgte eine Inkubation bei 37°C und 5% CO,. 24h nach der Exposition
wurden die Zellen unter Trypsineinwirkung von den Membranen abgel6st und durchfluzytometrisch
auf ihre ICAM-1-Expression untersucht. Dargestellt sind die Mittelwerte aus 8 Versuchen (n=16). Die
Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittels an (= SEM). Sterne bezeichnen Werte, die sich
signifikant von denen der entsprechenden Kontrollen unterscheiden (p < 0,05).




66 Ergebnisse

Stimulierung mit Zymosan und anschlieflende Begasung mit Luft bzw. Ozon

Anhand weiterer Experimente wurde untersucht, ob die Reihenfolge, in der die beiden
Behandlungen mit Zymosan und mit Luft bzw. Ozon durchgefiihrt werden, einen Einfluf} auf
das Ergebnis hat. Dazu wurden die Zellen vor der Gasexposition 24h mit Zymosan

vorstimuliert.

a) IL-6-Freisetzung

Nach Voraktivierung der Zellen mit 1000 pg/ml Zymosan, anschlieBender 90-miniitiger Luft-
bzw. Ozonbegasung und 24h Inkubation war eine deutliche Erh6hung der IL-6-Freisetzung
bei zymosanstimulierten verglichen mit unstimulierten Zellen zu erkennen. Dies galt sowohl
fiir luft- als auch fiir ozonbegaste Zellen. Bei letzteren war dieser Effekt statistisch signifikant.
Allerdings bewirkte die Ozonbehandlung eine abgeschwichte Reaktion auf den Stimulus
Zymosan verglichen mit Zellen, die nach der Stimulierung luftexponiert worden waren.
Dagegen fiihrte die Ozonbehandlung der Kontrollzellen, verglichen mit den luftexponierten
Kontrollen, zu einer Erh6hung der IL-6-Sekretion (Abb. 33).
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Abb. 33: IL-6-Freisetzung bei zymosanvorbehandelten und im Anschluff mit Luft bzw. 0,15 ppm Ozon
begasten BEAS-2B.
Die Zellen wurden auf kollagenbeschichteten Filtermembranen kultiviert und 24h mit Kontroll-
medium bzw. zymosanhaltigem Stimulierungsmedium (1000 pg/ml) inkubiert. Danach wurden die
Zellen gewaschen und 90 min mit Luft bzw. 0,15 ppm Ozon begast. Direkt nach der Exposition
wurden je 1,5 ml Medium in das apikale und das basolaterale Kompartiment gegeben. Es folgte eine
Inkubation bei 37°C und 5% CO,. 24h nach der Exposition wurden die Uberstinde iiber den Zellen
abgenommen und mit ELISA auf IL-6 untersucht. Dargestellt sind die Mittelwerte aus 3 Versuchen
(n=7). Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittels an (+ SEM). Sterne bezeichnen Werte,
die sich signifikant von denen der entsprechenden Kontrollen unterscheiden (p < 0,05).
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b) IL-8-Freisetzung

In Abb. 34 ist die IL-8-Freisetzung bei zymosanvorstimulierten luft- bzw. ozonbegasten
BEAS-2B dargestellt. Wiederum war eine ozoninduzierte IL-8-Freisetzung bei unstimulierten
Kontrollzellen feststellbar. Des weiteren fiihrte die Voraktivierung mit Zymosan bei den luft-
behandelten Zellen zu deutlich erhohten IL-8-Konzentrationen, was durch eine

Ozonbehandlung nach der Stimulierung fast vollig unterdriickt wurde.
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Abb. 34: IL-8-Freisetzung bei zymosanvorbehandelten und im Anschlu mit Luft bzw. 0,15 ppm Ozon
begasten BEAS-2B.
Die Zellen wurden auf kollagenbeschichteten Filtermembranen kultiviert und 24h mit Kontroll-
medium bzw. zymosanhaltigem Stimulierungsmedium (1000 pg/ml) inkubiert. Danach wurden die
Zellen gewaschen und 90 min mit Luft bzw. 0,15 ppm Ozon begast. Direkt nach der Exposition
wurden je 1,5 ml Medium in das apikale und das basolaterale Kompartiment gegeben. Es folgte eine
Inkubation bei 37°C und 5% CO,. 24h nach der Exposition wurden die Uberstinde iiber den Zellen
abgenommen und mit ELISA auf IL-8 untersucht, Dargestellt sind die Mittelwerte aus 3 Versuchen
(n=7). Die Fehlerbalken zeigen den Standardfebler des Mittels an (= SEM).
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¢) ICAM-1-Expression

Abb. 35 zeigt die ICAM-1-Expression auf BEAS-2B, die nach einer 24-stiindigen
Vorbehandlung mit 1000 pug/ml Zymosan fiir 90 min mit Luft bzw. 0,15 ppm Ozon begast
und anschlieBend 24h inkubiert worden waren. Es zeigten sich keine deutlichen Effekte
beziiglich der ICAM-1-Expression. Allenfalls kann von einer Tendenz zu einer erniedrigten
ICAM-1-Expression bei zymosanaktivierten Zellen gesprochen werden, wenn diese im

AnschluB} an die Stimulierung mit Ozon behandelt worden waren.
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Abb. 35: ICAM-1-Expression auf zymosanvorbehandelten und im Anschluf mit Luft bzw. 0,15 ppm
Ozon begasten BEAS-2B.
Die Zellen wurden auf kollagenbeschichteten Filtermembranen kultiviert und 24h mit Kontroll-
medium bzw. zymosanhaltigem Stimulierungsmedium (1000 pg/ml) inkubiert. Danach wurden die
Zellen gewaschen und 90 min mit Luft bzw. 0,15 ppm Ozon begast. Direkt nach der Exposition
wurden je 1,5 ml Medium in das apikale und das basolaterale Kompartiment gegeben. Es folgte eine
Inkubation bei 37°C und 5% CO,. 24h nach der Exposition wurden die Zellen unter Trypsin-
einwirkung von den Membranen geldst und durchfluzytometrisch auf ihre ICAM-1-Expression
untersucht. Dargestellt sind die Mittelwerte aus 3 Versuchen (n=7). Die Fehlerbalken zeigen den
Standardfehler des Mittels an (+ SEM).

Stimulierung mit nicht-opsoniertem Zymosan

Um zu kldren, ob die stimulatorische Wirkung des Zymosans auf die IL-6- und IL-8-
Freisetzung sowie auf die ICAM-1-Expression von BEAS-2B auf der Opsonierung beruhte
und somit letztendlich nur ein Serum-Effekt war, wurden entsprechende Kontrollversuche mit
nicht-opsoniertem Zymosan durchgefiihrt.

Es konnte gezeigt werden, daf sowohl die Zytokinfreisetzung als auch die ICAM-1-
Expression bei BEAS-2B dosisabhiingig durch nicht-opsoniertes Zymosan induziert wird
(Abb. 36 bis Abb. 38). Dies bedeutet, daB} es sich bei der zymosaninduzierten Bildung von
Entziindungsparametern um einen echten Partikeleffekt handelte, unabhingig von der

Adsorption von Substanzen auf der Partikeloberfléche.
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Abb, 36: Dosisabhiingige IL-6-Freisetzung bei BEAS-2B nach Stimulierung mit nicht-opsoniertem

Zymosan.

Die Zellen wurden in 96-Well-Platten ausgeséit und nach Erreichen der Konfluenz mit ansteigenden
Konzentrationen an nicht-opsoniertem Zymosan fiir 24h stimuliert. AnschlieBend wurden die Uber-
stinde abgenommen und mit ELISA auf IL-6 untersucht. Dargestellt sind Werte aus 2 Versuchen
(n=7) mit den jeweiligen Fehlerbalken (X SEM). Sterne bezeichnen Werte, die sich signifikant von

denen der unstimulierten Kontrolle unterscheiden (p < 0,05).
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Abb. 37: Dosisabhiingige IL-8-Freisetzung bei BEAS-2B nach Stimulierung mit nicht-opsoniertem

Zymosan.

Die Zelien wurden in 96-Well-Platten ausgesit und nach Erreichen der Konfluenz mit ansteigenden
Konzentrationen an nicht-opsoniertem Zymosan fiir 24h stimuliert. AnschlieBend wurden die Uber-
stinde abgenommen und mit ELISA auf IL-8 untersucht. Dargestellt sind Werte aus 2 Versuchen

(n=7) mit den jeweiligen Fehlerbalken (+ SEM). Sterne bezeichnen Werte, die sich signifikant von
denen der unstimulierten Kontrolle unterscheiden (p < 0,05).
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Abb. 38: ICAM-1-Expression auf BEAS-2B nach 24-stiindiger Stimulierung mit nicht-opsoniertem
Zymosan.
Dic Zellen wurden in 96-Well-Platten ausgesit und nach Erreichen der Konfluenz mit ansteigenden
Konzentration an nicht-opsoniertem Zymosan fiir 24h inkubiert. AnschlieBend erfolgte die
Durchfithrung des zellstindigen ICAM-1-ELISA. Dabei korreliert die auf der Abszisse aufgetragene
optische Dichte bei 405 nm mit der Stirke der ICAM-1-Expression auf den Zellen. Dargestellt sind
die Werte aus 2 Versuchen (n=7) mit den jeweiligen Fehlerbalken (+ SEM). Sterne bezeichnen Werte,
die sich signifikant von denen der unstimulierten Kontrolle unterscheiden (p < 0,05).

In den Stimulierungsversuchen mit Zymosan konnte eine zeit- und dosisabhingige Bildung
von Interleukin-6, Interleukin-8 und ICAM-1 bei BEAS-2B gezeigt werden. Diese war
unabhiingig von der Opsonierung des Zymosans.

Eine Ozonbehandlung der Zellen vor bzw. nach der Zymosanaktivierung bewirkte bei diesen
eine Abschwichung der Immunantwort auf den Stimulus im Sinne einer verminderten

Bildung der oben genannten Entziindungsparameter.

3.1.2.3 Stimulierung mit LPS

Neben TNF-0, und Zymosan wurde LPS als Stimulus eingesetzt. Seine Lipidkomponente, das
Lipid A, bewirkt eine Aktivierung immunkompetenter Zellen, die bis zum septischen Schock
und Multiorganversagen fiihren kann (Rietschel et al., 1982; Tracey und Cerami, 1989;
Tschaikowsky und Georgieff, 1990). Stimulierungsversuche mit LPS als Bestandteil gram-
negativer Bakterien lassen wichtige Schliisse auf die Reaktion von Zellen bei bakterieller

Exposition zu.

Begasung mit Luft bzw. Ozon und anschlieflende Stimulierung mit LPS

Von besonderem Interesse war die Fragestellung nach méglichen Interaktionen zwischen LPS
und Ozon, kann doch eine LPS-Stimulierung als Simulierung einer bakteriellen Exposition
betrachtet werden und somit im Zusammenhang mit einer kombinierten Ozonbegasung

wichtige Hinweise fiir ein mogliches Zusammenspiel von Umweltbelastung und Infekt-
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anfilligkeit liefern. Im folgenden wurden BEAS-2B fiir 90 min mit Luft bzw. 0,15 ppm Ozon
vorbehandelt und im Anschluf 24h mit LPS-haltigem Medium inkubiert. Am Ende der
Inkubationszeit stand die Bestimmung der Zytokinfreisetzung sowie der ICAM-1-Expression

der Zellen.

a) [L-6-Sekretion

In Abb. 39 ist die IL-6-Freisetzung luft- bzw. ozonbegaster BEAS-2B nach anschlieender
24-stiindiger Aktivierung mit LPS gezeigt. Zwar fiihrte eine Inkubation der Zellen mit LPS
bei luft- wie ozonbehandelten Zellen zu einer ErhGhung der IL-6-Freisetzung, die fiir letztere
statistisch signifikant war, jedoch konnten keine eindeutigen Unterschiede zwischen luft- und
ozonexponierten BEAS-2B festgestellt werden. Allenfalls zeigte sich ein Trend in Richtung
einer verminderten IL-6-Sekretion der Zellen auf den Stimulus LPS nach vorangegangener

Ozonbehandlung.
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Abb. 39: IL-6-Freisetzung bei luft- bzw. ozonbegasten BEAS-2B nach 24-stiindiger Stimulierung mit
10 pg/ml LPS.

Die Zellen wurden auf kollagenbeschichteten Filtermembranen kultiviert und 90 min mit Luft bzw.
0,15 ppm Ozon begast. Direkt nach der Exposition wurden je 1,5 ml Medium bzw. Stimulierungs-
medium in das apikale und das basolaterale Kompartiment gegeben. Es folgte eine Inkubation bei
37°C und 5% CO,. 24h nach der Exposition wurden die Uberstinde abgenommen und mit ELISA auf
IL-6 untersucht, Dargestellt sind die Mittelwerte aus 4 Versuchen (n=8). Die Fehlerbalken zeigen den
Standardfehler des Mittels an ( SEM). Sterne bezeichnen Werte, die sich signifikant von denen der

entsprechenden Kontrollen unterscheiden (p < 0,05).
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b) IL-8-Sekretion

Ahnliche Verhiltnisse waren beziiglich der Interleukin-8-Sekretion festzustellen, die in
Abb. 40 dargestellt ist: Ozonexponierte unstimulierte Zellen sezernierten hohere Mengen 11.-8
als die luftbegasten Kontrollen. Unabhiingig von einer vorangegangenen Luft- bzw. Ozon-
begasung fiihrte die Stimulierung mit LPS zu einer statistisch signifikanten Erh6hung der
IL-8-Freisetzung. Jedoch waren die Unterschiede zwischen den Freiseizungen unstimulierter

und LPS-aktivierter Zellen bei der Ozongruppe geringer als bei den luftbehandelten Zellen.
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Abb. 40: IL-8-Freisetzung bei luft- bzw. ozonbegasten BEAS-2B nach 24-stiindiger Stimulierung mit
10 pg/ml LPS,
Die Zellen wurden auf kollagenbeschichteten Filtermembranen kultiviert und 90 min mit Luft bzw.
0,15 ppm Ozon begast. Direkt nach der Exposition wurden je 1,5 ml Medium bzw. Stimulierungs-
medium in das apikale und das basolaterale Kompartiment gegeben. Es folgte eine Inkubation bei
37°C und 5% CO,. 24h nach der Exposition wurden die Uberstinde abgenommen und mit ELISA auf
IL-8 untersucht. Dargestellt sind die Mittelwerte aus 5 Versuchen (n=10). Die Fehlerbalken zeigen
den Standardfehler des Mittels an (z SEM). Sterne bezeichnen Werte, die sich signifikant von denen
der entsprechenden Kontrollen unterscheiden (p < 0,05).
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c) ICAM-1-Sekretion

Eine 90-miniitige Exposition der BEAS-2B mit 0,15 ppm Ozon bewirkte eine Steigerung der
ICAM-1-Expression verglichen mit der Expression auf den entsprechenden luftbehandelten
Kontrollzellen. Wurden die Zellen im Anschluf an die Begasung noch zusitzlich mit LPS
stimuliert, reagierten luft- wie ozonbehandelte Zellen mit einer geringfiigigen Erhthung der
Expression, wobei diese bei ozonvorbehandelten Zellen schwicher ausgeprigt war als bei den
luftbehandelten Zellen (Abb. 41).
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Abb. 41: ICAM-1-Expression auf luft- bzw. ozonbegasten BEAS-2B nach 24-stiindiger Stimulierung mit
10 pg/ml LPS,

Die Zellen wurden auf kollagenbeschichteten Filtermembranen kultiviert und 90 min mit Luft bzw.
0,15 ppm Ozon begast. Direkt nach der Exposition wurden je 1,5 ml Medium bzw. Stimulierungs-
medium in das apikale und das basolaterale Kompartiment gegeben. Es folgte eine Inkubation bei
37°C und 5% CO,. 24h nach der Exposition wurden die Zellen unter Trypsineinwirkung von den
Membranen abgeldst und durchflulzytometrisch auf jhre ICAM-1-Expression untersucht. Dargestellt
sind die Mittelwerte aus 5 Versuchen (n=10). Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittels
an (+ SEM).
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Stimulierung mit LPS und anschliefiende Begasung mit Luft bzw. Ozon

Analog wurde die umgekehrte Reihenfolge der Expositionen, ndmlich eine Vorstimulierung

mit LPS mit anschlieBender Luft- bzw. Ozonbegasung, untersucht.

a) IL-6-Sekretion

Versuche mit vorangegangener LPS-Stimulierung und anschlieBender Luft- bzw. Ozon-
begasung zeigten ein anderes Ergebnis beziiglich der IL-6-Freisetzung: Die LPS-induzierte
IL-6-Erhohung konnte nicht mehr gesehen werden. Ozonexponierte Zellen synthetisierten
nach vorangegangener LPS-Aktivierung eventuell sogar geringere Mengen IL-6 als die

zugehdrigen unstimulierten Kontrollen (Abb. 42).
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Abb. 42: 1L.-6-Freisetzung bei LPS-vorstimulierten und im Anschluff mit Luft bzw. 0,15 ppm Ozon
begasten BEAS-2B.
Die Zellen wurden auf kollagenbeschichteten Filtermembranen kultiviert und 24h mit Kontroll-
medium bzw. LPS-haltigem Stimulierungsmedium (10 pg/ml) inkubiert. Danach wurden die Zellen
gewaschen und 90 min mit Luft bzw. 0,15 ppm Ozon begast. Direkt nach der Exposition wurden je
1,5 ml Medium in das apikale und das basolaterale Kompartiment gegeben. Es folgte eine Inkubation
bei 37°C und 5% CO,. 24h nach der Exposition wurden die Uberstinde abgenommen und mit ELISA
auf IL-6 untersucht. Dargestellt sind die Mittelwerte aus 2 Versuchen (n=5). Die Fehlerbalken zeigen
den Standardfehler des Mittels an (= SEM).
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b) IL-8-Sekretion

Die Stimulierung der BEAS-2B mit LPS bewirkte, unabhiingig von einer sich anschlieBenden
Begasung, eine Erhchung der IL-8-Freisetzung verglichen mit unstimulierten Kontrollen.
Diese schien jedoch nach vorangegangener Ozonbehandlung etwas schwicher ausgeprigt als

nach Luftexposition der Zellen (Abb. 43).
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Abb. 43: IL-8-Freisetzung bei LPS-vorstimulierten und im Anschluf mit Luft bzw. 0,15 ppm Ozon
begasten BEAS-2B.
Die Zellen wurden auf kollagenbeschichteten Filtermembranen kultiviert und 24h mit Kontroll-
medium bzw. LPS-haltigem Stimulierungsmedium (10 pg/ml) inkubiert. Danach wurden die Zellen
gewaschen und 90 min mit Luft bzw. 0,15 ppm Ozon begast. Direkt nach der Exposition wurden je
1,5 ml Medium in das apikale und das basolaterale Kompartiment gegeben. Es folgte eine Inkubation
bei 37°C und 5% CO,. 24h nach der Exposition wurden die Uberstéinde abgenommen und mit ELISA
auf IL-8 untersucht. Dargestellt sind die Mittelwerte aus 2 Versuchen (n=5). Die Fehlerbalken zeigen

den Standardfehler des Mittels an (£ SEM).
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c) ICAM-1-Expression

Wie schon bei der Durchfithrung der Stimulierungen in umgekehrter Reihenfolge deutlich
(siehe Abb. 41), fiihrte auch eine vorangegangene Aktivierung mit LPS zu einer gering-
fiigigen Erhohung der ICAM-1-Expression auf BEAS-2B (Abb. 44). Diese war bei Zellen, die
anschlieBend mit Ozon behandelt worden waren, nicht mehr so deutlich ausgeprigt wie bei

den entsprechenden lufibegasten Zellen.
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Abb. 44: ICAM-1-Expression auf LPS-vorstimulierten und im Anschluff mit Luft bzw. 0,15 ppm Ozon
begasten BEAS-2B.
Die Zellen wurden auf kollagenbeschichteten Filtermembranen kultiviert und 24h mit Kontroll-
medium bzw. LPS-haltigem Stimulierungsmedium (10 pg/ml) inkubiert. Danach wurden die Zellen
gewaschen und 90 min mit Luft bzw. 0,15 ppm Ozon begast. Direkt nach der Exposition wurden je
1,5 ml Medium in das apikale und das basolaterale Kompartiment gegeben. Es folgte eine Inkubation
bei 37°C und 5% CO,. 24h nach der Exposition wurden die Zellen unter Trypsineinwirkung von den
Membranen geldst und durchflulzytometrisch auf ihre ICAM-1-Expression untersucht. Dargestellt
sind die Mittelwerte aus 2 Versuchen (n=5).

Die LPS-Stimulierung der BEAS-2B bewirkte eine Erhohung der Interleukin-6- und
Interleukin-8-Sekretion der Zellen. Wurden die Zellen vor oder nach der Stimulierung mit
Ozon exponiert, war die LPS-induzierte Wirkung auf die Zytokinfreisetzungen weniger stark

ausgepragt im Vergleich zu derjenigen bei luftexponierten Zellen.
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3.1.2.4 Stimulierung mit IL-13

IL-1B wurde als Stimulus gewihlt, da es, wie auch TNF-¢, zu den sogenannten ,,friihen‘
Zytokinen gehort und somit eine Schliisselstellung bei einer sich entwickelnden Entziindung

einnimmt. Es wird ebenfalls von Alveolarmakrophagen gebildet.

Begasung mit Luft bzw. Ozon und anschliefende Stimulierung mit IL-1[3

Mit Hilfe der folgenden Experimente sollte der Frage nachgegangen werden, ob eine
90-miniitige Exposition der Bronchialepithelzellen mit 0,15 ppm Ozon die immunologische
Reaktion der Zellen auf den Stimulus IL-1B beeinfluft.

a) IL-6-Sekretion

Eine Stimulierung von BEAS-2B mit IL-1J fiihrte, unabhiingig von einer vorangegangenen
Luft- oder Ozonbehandlung, zu einer Erh6hung der IL-6-Sekretion. Unterschiede zwischen
luft- und ozonbehandelten Zellen konnten nicht festgestellt werden (Abb. 45).
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Abb. 45; IL-6-Freisetzung bei luft- bzw. ozonbegasten BEAS-2B nach 24-stiindiger Stimulierung mit
1000 pg/ml IL-1f.
Die Zellen wurden auf kollagenbeschichteten Filtermembranen kultiviert und 90 min mit Luft bzw.
0,15 ppm Ozon begast. Direkt nach der Exposition wurden je 1,5 ml Medium bzw. Stimulierungs-
medium in das apikale und das basolaterale Kompartiment gegeben. Es folgte eine Inkubation bei
37°C und 5% CO,. 24h nach der Exposition wurden die Uberstéinde abgenommen und mit ELISA auf
IL-6 untersucht, Dargestellt sind die Mittelwerte aus 4 Versuchen (n=8).
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b) IL-8-Sekretion

Die Ozonbegasung der BEAS-2B fiihrte, verglichen mit luftexponierten Zellen, zu einer
Erhohung der IL-8-Sekretion. Des weiteren bewirkte die zusidtzliche Stimulierung der Zellen
mit IL-1B nach Luft- wie Ozonbegasung eine ErhShung der IL-8-Freisetzung, welche fiir
luftbegaste Zellen statistisch signifikant war. Die IL-1B-induzierte IL-8-Erhéhung war bei
ozonvorbehandelien Zellen zwar vorhanden, aber, verglichen mit der lufibegasier Zellen,
abgeschwiicht. So sezernierten ozonvorbehandelte IL-1B-stimulierte BEAS-2B geringere
Mengen an IL-8 als die entsprechenden luftbehandelten Zellen. Dieser Unterschied war
statistisch signifikant (Abb. 46).
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Abb. 46: IL-8-Freisetzung bei luft- bzw. ozonbegasten BEAS-2B nach 24-stiindiger Stimulierung mit
1000 pg/ml IL-1p.
Die Zellen wurden auf kollagenbeschichteten Filtermembranen kultiviert und 90 min mit Luft bzw.
0,15 ppm Ozon begast. Direkt nach der Exposition wurden je 1,5 ml Medium bzw. Stimulierungs-
medium in das apikale und das basolaterale Kompartiment gegeben. Es folgte eine Inkubation bei
37°C und 5% CO,. 24h nach der Exposition wurden die Uberstinde abgenommen und mit ELISA auf
IL.-8 untersucht. Dargestellt sind die Mittelwerte aus 4 Versuchen (n=8).
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c) ICAM-1-Expression

Beziiglich der ICAM-1-Expression nach Luft- bzw. Ozonbegasung und anschliefender
Stimulierung mit IL-1B konnten keine deutlichen Effekte gezeigt werden (Abb. 47).

Allerdings war eine Tendenz zu dhnlichen Verhéltnissen wie bei der IL-8-Freisetzung (siehe
Abb. 46) zu erahnen, némlich eine Abschwichung des IL-1B-induzierten Effektes bei ozon-
vorbehandelten Zellen.
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Abb. 47: ICAM-1-Expression auf luft- bzw. ozonbegasten BEAS-2B nach 24-stiindiger Stimulierung mit
1000 pg/ml IL-1p.
Die Zellen wurden auf kollagenbeschichteten Filtermembranen kultiviert und 90 min mit Luft bzw.
0,15 ppm Ozon begast. Direkt nach der Exposition wurden je 1,5 ml Medium bzw. Stimulierungs-
medium in das apikale und das basolaterale Kompartiment gegeben. Es folgte eine Inkubation bei
37°C und 5% CO,. 24h nach der Exposition wurden die Zellen unter Trypsineinwirkung von den
Membranen abgeldst und durchflulzytometrisch auf ihre ICAM-1-Expression untersucht. Dargestellt
sind die Mittelwerte aus 4 Versuchen (n=8).

Stimulierung mit IL-1[ und anschlieffende Begasung mit Luft bzw. Ozon

Ob die Reihenfolge der Expositionen einen Einflufl auf die Effekte hat, wurde in Versuchen
mit 24-stiindiger IL-1B-Vorstimulierung und sich anschlieBender Luft- bzw. Ozonbegasung

tiberpriift.

a) IL-8-Sekretion

In Abb. 48 ist die IL-8-Sekretion bei IL-1B-vorbehandelten BEAS-2B nach anschlieBender
Luft- bzw. Ozonbegasung und 24-stiindiger Inkubation gezeigt. Interessanterweise konnte
hier der stimulatorische Effekt von IL-1p auf die IL-8-Freisetzung nicht mehr gezeigt werden.
IL-1f bewirkte sogar eine Verminderung der IL-8-Freisetzung verglichen mit unstimulierten
Kontrollzellen. Diese Verminderung war bei BEAS-2B, die anschliefend mit Ozon behandelt

worden waren, statistisch signifikant.
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Abb. 48: IL-8-Freisetzung bei IL-13-vorbehandelten und im AnschluB mit Luft bzw. 0,15 ppm Ozon
begasten BEAS-2B.
Die Zellen wurden auf kollagenbeschichteten Filtermembranen kultiviert und 24h mit Kontroll-
medium bzw. IL-1B-haltigem Stimulierungsmedium (1000 pg/ml) inkubiert. Danach wurden die
Zellen gewaschen und 90 min mit Luft bzw. 0,15 ppm Ozon begast. Direkt nach der Exposition
wurden je 1,5 ml Medium in das apikale und das basolaterale Kompartiment gegeben. Es folgte eine
Inkubation bei 37°C und 5% CO,. 24h nach der Exposition wurden die Ubersténde abgenommen und
mit ELISA auf IL-8 untersucht. Dargestellt sind die Mittelwerte aus einem Versuch (n=2). Die
Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittels an ( SEM).

b) ICAM-1-Expression

Eine Ozonbegasung der unstimulierten Zellen fiihrte zu einer Erhdhung der ICAM-1-
Expression verglichen mit luftexponierten Zellen. Durch eine Vorbehandlung mit IL-1f3
konnte die ICAM-1-Expression, unabhingig von der Begasung, deutlich gesteigert werden,
wobei diese IL-1B-induzierte Zunahme der ICAM-1-Expression bei Zellen, die anschlieBend

mit Ozon behandelt worden waren, schwicher ausfiel (Abb. 49).
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Abb. 49: ICAM-1-Expression auf IL-13-vorbehandelten und im Anschluff mit Luft bzw. 0,15 ppm Ozon
begasten BEAS-2B.
Die Zellen wurden auf kollagenbeschichteten Filtermembranen kultiviert und 24h mit Kontroll-
medium bzw. IL-1B-haltigem Stimulierungsmedium (1000 pg/ml) inkubiert. Danach wurden die
Zellen gewaschen und 90 min mit Luft bzw. 0,15 ppm Ozon begast. Direkt nach der Exposition
wurden je 1,5 ml Medium in das apikale und das basolaterale Kompartiment gegeben. Es folgte eine
Inkubation bei 37°C und 5% CO,. 24h nach der Exposition wurden die Zellen unter Trypsin-
einwirkung von den Membranen geldst und durchfluBzytometrisch auf ihre ICAM-1-Expression
untersucht, Dargestellt sind die Mittelwerte aus einem Versuch (n=2).
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IL-1B-stimulierte BEAS-2B zeigten, abgesehen von der IL-8-Freisetzung nach IL-1pB-
Vorstimulierung und anschlieender Begasung, eine erhohte Bildung der Entziindungsmarker
Interleukin-6, Interleukin-8 und ICAM-1. Eine Ozonexposition vor oder nach der IL-1j-
Stimulierung supprimierte die IL-1B-induzierte Bildung der Entziindungsparameter

verglichen mit den entsprechenden luftbegasten Kontrollen.

3.1.3 EinfluB von Stiuben und Staubextrakten

Neben gasformigen Schadstoffen enthilt unsere Atemluft auch partikuldre Verunreinigungen,
deren EinfluB auf die Bildung von Entziindungsparametern bei Bronchialepithelzellen
(BEAS-2B) im folgenden untersucht wurde. Dabei wurde berticksichtigt, daB eine mégliche
Wirkung dieser Partikel sowohl auf rein physikalischen Effekten durch die Partikelform und
-oberfldche als auch auf chemischen Interaktionen von adsorbierten Substanzen beruhen
konnte. Deshalb kamen sowohl Quarzstaub (DQ12) als Inertstaub sowie Schwebstaubextrakte
(GEX) bei den Experimenten zur Anwendung. Des weiteren wurden in Versuchen mit Uber-
stinden DQ12-exponierter Makrophagen auch mittelbare Wirkungen des Staubes auf

Bronchialepithelzellen untersucht.

3.1.3.1 Beeinflussung der Bildung von Entziindungsparametern bei BEAS-2B durch
Quarzstaub (DQ12)

Der hier verwendete Quarzstaub (DQ12) stellte Inertstaub dar, das heifit, er bestand
ausschlieBlich aus Silikat (Robock, 1973) und eignete sich daher ausgezeichnet fiir die Unter-
suchung von reinen Partikeleffekten auf Zellen. Ein Beitrag mdglicher adsorbierter
chemischer Substanzen auf der Partikeloberfldche zu den beobachteten Effekten konnte damit
sicher ausgeschlossen werden. DQ12 heftete sich nach 24-stiindiger Inkubation derart stark an
die Zelloberfldche an, daB die Partikel auch unter extremer mechanischer Einwirkung nicht
mehr von den Zellen abgespiilt werden konnten. Abb. 50 und Abb. 51 zeigen mit DQ12
beladene BEAS-2B bei Betrachtung im Durchlicht bzw. polarisierten Licht, welches von den
Quarzpartikeln aufgrund ihres hohen Brechungsindex stérker reflektiert wird.
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Abb. 50: BEAS-2B nach 24-stiindiger Inkubation mit 1000 pg/ml DQ12.
Die Zellen wurden in Chamber Slides ausgesit und nach Erreichen der Konfluenz fiir 24h mit DQ12
stimuliert. Nach Fixierung mit Bouin’scher Lisung wurden die Zellen im Lichtmikroskop bei einer
1000-fachen VergroBerung unter Ol betrachtet und fotografiert.

Abb. 51: BEAS-2B nach 24-stiindiger Inkubation mit 1000 pg/ml DQ12 bei Betrachtung in polarisiertem
Licht,
Die Zellen wurden in Chamber Slides ausgesiit und nach Erreichen der Konfluenz fiir 24h mit DQ12
stimuliert. Nach Fixierung mit Bouin’scher Losung wurden die Zellen unter Verwendung eines
Polarisationsfilters im Lichtmikroskop bei einer 1000-fachen Vergroferung unter Ol betrachtet und
fotografiert.
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IL-6-Sekretion

Abb. 52 zeigt die Dosis-Wirkungskurve von DQ12 auf BEAS-2B beziiglich der IL-6-
Freisetzung. Bereits die geringste eingesetzte Quarzstaubkonzentration von 100 pg/ml fiihrte
zu einer signifikanten Erhohung der IL-6-Sekretion verglichen mit unbehandelten Kontroll-
zellen. Bei Vergleich der Absolutwerte der freigesetzten IL-6-Mengen mit denen bei TNF-o-
oder zymosanstimulierten BEAS-2B (siehe Abb. 11 und Abb. 24), wird ersichtlich, dafl DQ12

die Zellen zu einer weitaus hoheren IL-6-Sekretion zu stimulieren vermochte.
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Abb, 52: Dosisabhingige Freisetzung von IL-6 bei BEAS-2B nach 24-stiindiger Stimulierung mit DQ12,
Die Zellen wurden in 6-Well-Platten kultiviert bis sich ein konfluenter Monolayer gebildet hatte.
Danach wurde das Kulturmedium iiber den Zellen durch 2,5 ml Kontroll- bzw. Stimulierungsmedium
mit steigenden Konzentrationen an DQ12 ersetzt. Nach 24h Inkubation bei 37°C und 5% CO, erfolgte
die Abnahme der Uberstinde und deren Untersuchung auf IL-6 mit ELISA. Gezeigt sind die Mittel-
werte aus einem Versuch (n=2) mit den jeweiligen Standardfehlern des Mittels (= SEM). Sterne
bezeichnen Werte, die sich signifikant von denen der unstimulierten Kontrolle unterscheiden

(p < 0,05).

Die Zeitabhingigkeit der DQ12-induzierten IL-6-Freisetzung bei BEAS-2B ist in Abb. 53 fiir
eine DQ12-Konzentration von 1000 pg/ml und Inkubationszeiten von 2h, 4h, 24h und 48h
dargestellt. Bei nahezu gleichbleibend niedrigen IL-6-Werten bei den unstimulierten
Kontrollen stiegen die IL-6-Freisetzungen bei den aktivierten Zellen mit zunehmender
Inkubationszeit an. Der stirkste Anstieg erfolgte im Zeitraum zwischen 4h und 24h
Inkubation. Zu allen gemessenen Zeitpunkten unterschieden sich die Werte der stimulierten

Proben statistisch signifikant von denen der unstimulierten Kontrollen.
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Abb. 53: Zeitabhiingige Freisetzung von IL-6 bei BEAS-2B nach Stimulierung mit 1000 pg/ml DQ12.

Konfluente Monolayer in 6-Well-Kulturplatten wurden fiir 2h, 4h, 24h und 48h mit 2,5 ml Kontroll-
bzw. Stimulierungsmedium bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Die zu den entsprechenden Zeitpunkten
abgenommenen Uberstinde wurden mit ELISA auf IL-6 untersucht. Dargestellt sind die Mittelwerte
aus einem Experiment (n=3). Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittels (+ SEM) an.
Sterne bezeichnen Werte, die sich signifikant von denen zugehoriger Kontrollen unterscheiden

( < 0,05).

IL-8-Sekretion

Auch beziiglich der IL-8-Freisetzung zeigte Quarzstaub bei BEAS-2B einen deutlichen dosis-
abhiingigen Effekt (Abb. 54). Insgesamt waren die hohen sezernierten Zytokinmengen,
verglichen mit denen TNF-o- oder zymosanstimulierter BEAS-2B (siehe Abb. 13 und

Abb. 26), auffillig.

1200 e

1000

800 -

600

1L-8 [pg/ml]

400

200

*

Kontrolle 50 100 200 500 1000
DQ12 [ug/ml]

ol

Abb. 54: Dosisabhiingige Freisetzung von IL-8 bei BEAS-2B nach 24-stiindiger Stimulierung mit DQ12.

Die Zellen wurden in 6-Well-Platten kultiviert bis sich ein konfluenter Monolayer gebildet hatte.
Danach wurde das Kulturmedium iiber den Zellen durch 2,5 ml Kontroll- bzw. Stimulierungsmedium
mit steigenden Konzentrationen an DQ12 ersetzt. Nach 24h Inkubation bei 37°C und 5% CO, wurden
die Uberstinde abgenommen und mit ELISA auf IL-8 untersucht. Gezeigt sind die Mittelwerte aus
1-2 Versuchen (n=2-5) mit den jeweiligen Standardfehlern des Mittels (+ SEM). Sterne bezeichnen
Werte, die sich signifikant von denen der unstimulierten Kontrolle unterscheiden (p < 0,05).
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Abb. 55 zeigt den zeitlichen Verlauf der DQ-12-induzierten IL-8-Freisetzung bei einer Quarz-
staubkonzentration von 1000 pg/ml. Wihrend die unstimulierten Kontrollzellen iiber die Zeit
hinweg gleichbleibend niedrige Mengen IL-8 sezernierten, erfolgte ein starker Anstieg der
IL-8-Sekretion bei DQ12-exponierten BEAS-2B.
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Abb. 55: Zeitabhiingige Freiseizung von IL-8 bei BEAS-2B nach Stimulierung mit 1000 pg/ml DQ12.
Konfluente Monolayer in 6-Well-Kulturplatten wurden fiir 2h, 4h, 24h und 48h mit 2,5 ml Kontroll-
bzw. Stimulierungsmedium bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Die zu den entsprechenden Zeitpunkten
abgenommenen Uberstinde wurden mit ELISA auf IL-8 untersucht. Dargestellt sind die Mittelwerte
aus einem Experiment (n=3). Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittels (£ SEM) an.
Sterne bezeichnen Werte, die sich signifikant von denen zugehoriger Kontrollen unterscheiden
(p <0,05).




86 Ergebnisse

ICAM-1-Expression

Die ICAM-1-Expression auf BEAS-2B-Zellen nach 24h Stimulierung mit unterschiedlichen
Konzentrationen an DQ12 ist in Abb. 56 gezeigt. Dabei konnte lediglich eine Tendenz zu
einer erhohten ICAM-1-Expression auf DQ12-behandelten BEAS-2B, verglichen mit der
Expression auf unstimulierten Kontrollen, festgestellt werden. Man beachte, dal in Abb. 56
als MaS8 fiir die ICAM-1-Expression das Geometrische Mittel aufgeiragen ist (siehe 2.6.1.4).
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Abb. 56: Dosisabhiingige ICAM-1-Expression auf BEAS-2B nach 24-stiindiger Stimulierung mit

steigenden Konzentrationen an DQ12,
Die Zellen wurden in 6-Well-Makroplatten bis zur Konfluenz kultiviert. Danach wurde das Medium

iiber den Zellen durch 2,5 ml Kontroll- bzw. Stimulierungsmedium ersetzt. Nach 24h Inkubation bei
37°C und 5% CO, wurden die Zellen unter Trypsineinwirkung von den Kulturplatten abgeldst und
durchfluzytometrisch auf ihre ICAM-1-Expression untersucht. Die Sdulen reprisentieren Mittelwerte
aus 1-2 Experimenten (n=2-5) mit den entsprechenden Standardfehlern (+ SEM).

In Abb. 57 ist der Zeitverlauf der DQ12-induzierten ICAM-1-Expression auf BEAS-2B zu
sehen. Als Mal fiir die ICAM-1-Expression ist wiederum das Geometrische Mittel
aufgetragen (siehe 2.6.1.4), Nach 4h und 24h Stimulierung mit 1000 pg/ml DQ12 war eine
statistisch signifikante Erh6hung der ICAM-1-Expression, verglichen mit der Expression auf
unstimulierten Kontrollen, festzustellen. Mit zunehmenden Inkubationszeiten zeigten jedoch

auch die Kontrollzellen ansteigende ICAM-1-Expressionen.
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Abb. 57: Zeitabhiingige ICAM-1-Expression auf BEAS-2B nach Stimulierung mit 1000 pg/ml DQ12.
Konfluente Monolayer in 6-Well-Kulturplatten wurden fiir 2h, 4h, 24h und 48h mit 2,5 ml Kontroll-
bzw. Stimulierungsmedium bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Zu den entsprechenden Zeitpunkten
wurden die Zellen unter Trypsineinwirkung von den Platten abgeltst und durchflulzytometrisch auf
ihre ICAM-1-Expression untersucht, Dargestellt sind die Mittelwerte aus einem Experiment (n=3).
Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittels (= SEM) an. Sterne bezeichnen Werte, die
sich signifikant von denen der zugehérigen Kontrollen unterscheiden (p < 0,05).

DQ12-stimulierte BEAS-2B zeigten eine zeit- und dosisabhéngige verstirkte Interleukin-6-

und Interleukin-8-Freisetzung sowie eine erhohte ICAM-1-Expression.

3.1.3.2 Beeinflussung der Bildung von Entziindungsparametern bei BEAS-2B durch
Stimulierung mit Uberstinden DQ12-exponierter Makrophagen

Eine entziindungsférdernde Wirkung von Stiuben auf das menschliche Bronchialepithel
konnte neben einer unmittelbaren Einwirkung der Partikel auf die Zellen auch indirekt {iber
exponierte Alveolarmakrophagen ausgeiibt werden. Aus diesem Grunde wurden BEAS-2B
mit Uberstinden DQ12-exponierter Makrophagen versetzt und beziiglich der Bildung von
Entziindungsparametern untersucht. Da die Makrophageniiberstinde selbst jedoch bereits
betrichtliche Mengen an IL-6 und IL-8 enthielten, wurde lediglich die ICAM-1-Expression
bei BEAS-2B nach Stimulierung mit den Uberstinden bestimmt.

ICAM-1-Expression

Abb. 58 veranschaulicht die ICAM-1-Expression auf BEAS-2B nach 24h Behandlung mit
Uberstinden DQ12-stimulierter Makrophagen. Bis zu Konzentrationen von 200 ul Uberstand
je Milliliter Medium war noch keine Dosis-Wirkungs-Beziehung zu erkennen, wohingegen
bei hoheren Konzentrationen eine deutliche Stimulierung der ICAM-1-Expression durch die

Uberstinde festgestellt werden konnte.
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Abb, 58: ICAM-1-Expression auf BEAS-2B nach 24h Stimulierung mit abnehmenden Verdiinnungen von
Uberstinden DQ12-exponierter Makrophagen.
Die Zellen wurden in 96-Well-Platten ausgesit und nach Erreichen der Konfluenz mit 200 pl von
Verdiinnungen des Makrophageniiberstandes fiir 24h inkubiert. Anschlieflend erfolgte die
Durchfiihrung des zellstindigen ICAM-1-ELISA. Dabei korreliert die auf der Abszisse aufgetragene
optische Dichte bei 405 nm mit der Stirke der ICAM-1-Expression auf den Zellen. Dargestellt sind
die Werte aus einem Versuch (n=8) mit den jeweiligen Fehlerbalken (+ SEM). Sterne bezeichnen
Werte, die sich signifikant von denen der unstimulierten Kontrolle unterscheiden (p < 0,05).

Eine Stimulierung von BEAS-2B mit Uberstinden DQ12-stimulierter menschlicher Makro-
phagen bewirkte eine dosisabhingige Zunahme der ICAM-1-Bildung.

3.1.3.3 Beeinflussung der Bildung von Entziindungsparametern bei BEAS-2B durch
Schwebstaubextrakte

Um Aussagen iiber mogliche entziindungsférdernde Wirkungen von Schwebstaubextrakten
auf Bronchialepithelzellen zu gewinnen, wurden BEAS-2B mit abnehmenden Verdiinnungen
der Schwebstaubextraktproben GEX65, GEX66, GEX67 und GEX68 fiir 24h inkubiert.
AnschlieBend erfolgte die Abnahme der Uberstinde, in denen jeweils die IL-6- und IL-8-
Konzentrationen bestimmt wurden. Die ICAM-1-Expression wurde mittels zellstindigem
ELISA ermittelt. DurchfluBzytometrische Messungen konnten nicht durchgefiihrt werden, da
Schwebstaubproben Substanzen mit chromophoren Gruppen enthalten, welche schnell in die

Zelle eindringen und eine fluoreszenzanalytische Messung wie die der FACS-Analyse storen.

IL-6- und IL-8-Sekretion

Es konnte kein EinfluB einer 24-stiindigen Behandlung der BEAS-2B-Zellen mit den
Schwebstaubproben GEX65, GEX66, GEX67 bzw. GEX68 auf die IL-6- und IL-8-Sekretion

festgestellt werden.
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ICAM-1-Expression

Abb. 59 bis Abb. 62 zeigen die ICAM-1-Expression auf BEAS-2B nach 24-stiindiger
Stimulierung mit den Schwebstaubextrakten GEX65, GEX66, GEX67 und GEX68, gemessen
im zellstindigen ICAM-1-ELISA. GEX65 fiihrte bei allen eingesetzten Verdiinnungen zu
einer signifikanten Erhohung der ICAM-1-Expression verglichen mit unstimulierten
Kontrollzellen (Abb. 59). Dabei war kein stetiger Ansiieg der ICAM-1-Expression mit
zunehmenden GEX65-Konzentrationen sichtbar. Vielmehr erreichten die Zellen bereits bei
GEX65-Verdiinnungen von 1:32, dies entspricht einem Sammelluftvolumen von nur 0,49 m’
Luft je Milliliter Medium, eine #hnlich hohe ICAM-1-Expression wie bei der 1:4-
Verdiinnung, die einem Luftvolumen von 3,93 m® je Milliliter entspricht. In vergleichbarem
MaBe gilt diese Feststellung auch fiir die ICAM-1-Expression der GEX67-behandelten Zellen,
wobei hier lediglich die 1:4- und die 1:2-Verdiinnung (entspricht Sammelluftvolumina von
4,01 m® bzw. 8,02 m’ je Milliliter Medium) zu signifikant erhhten Werten fithrten (Abb. 61).
Dagegen zeigten Stimulierungen mit Schwebstéduben aus Diisseldorf, GEX66 und GEX68, bei
einer vergleichbaren optischen Dichte bei 405 nm eine deutlichere Dosis-Wirkungs-
Beziehung beziiglich der ICAM-1-Expression. Behandlungen mit der 1:2- bzw. der 1:2- und
der 1:4-Verdiinnung bewirkten eine signifikante Zunahme der ICAM-1-Expression (Abb. 60
und Abb. 62).
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Abb. 59: ICAM-1-Expression auf BEAS-2B nach 24-stiindiger Stimulierung mit GEX65,
Die Zellen wurden in 96-Well-Platten ausgesét und nach Erreichen der Konfluenz mit Verdiinnungen
des Schwebstaubextraktes fiir 24h inkubiert. Anschlieflend erfolgte die Durchfiihrung des zell-
stindigen ICAM-1-ELISA. Dabei korreliert die auf der Abszisse aufgetragene optische Dichte bei
405 nm mit der Stirke der ICAM-1-Expression auf den Zellen. Dargestellt sind die Werte aus
2 Versuchen (n=8) mit den jeweiligen Fehlerbalken (x SEM). Sterne bezeichnen Werte, die sich
signifikant von denen der unstimulierten Kontrolle unterscheiden (p < 0,05).
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Abb. 60: ICAM-1-Expression auf BEAS-2B nach 24-stiindiger Stimulierung mit GEX66.
Die Zellen wurden in 96-Well-Platten ausgesét und nach Erreichen der Konfluenz mit Verdiinnungen
des Schwebstaubextraktes fiir 24h inkubiert. Anschlieffend erfolgte die Durchfilhrung des zell-
stindigen ICAM-1-ELISA. Dabei korreliert die auf der Abszisse aufgetragene optische Dichte bei
405 nm mit der Stdrke der ICAM-1-Expression auf den Zellen. Dargestellt sind die Werte aus
2 Versuchen (n=8) mit den jeweiligen Fehlerbalken (x SEM). Sterne bezeichnen Werte, die sich
signifikant von denen der unstimulierten Kontrolle unterscheiden (p < 0,05).
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Abb. 61: ICAM-1-Expression auf BEAS-2B nach 24-stiindiger Stimulierung mit GEX67.

Die Zellen wurden in 96-Well-Platten ausgesiit und nach Erreichen der Konfluenz mit Verdiinnungen
des Schwebstaubextraktes fiir 24h inkubiert. Anschlielend erfolgte die Durchfilhrung des zell-
stindigen ICAM-1-ELISA. Dabei korreliert die auf der Abszisse aufgetragene optische Dichte bei
405 nm mit der Stirke der ICAM-1-Expression auf den Zellen. Dargestellt sind die Werte aus
2 Versuchen (n=8) mit den jeweiligen Fehlerbalken (+ SEM). Sterne bezeichnen Werte, die sich
signifikant von denen der unstimulierten Kontrolle unterscheiden (p < 0,05).
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Abb. 62: ICAM-1-Expression auf BEAS-2B nach 24-stiindiger Stimulierung mit GEX68.

Die Zellen wurden in 96-Well-Platten ausgesit und nach Erreichen der Konfluenz mit Verdiinnungen
des Schwebstaubextraktes fiir 24h inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Durchfilhrung des zell-
stindigen ICAM-1-ELISA. Dabei korreliert die auf der Abszisse aufgetragene optische Dichte bei
405 nm mit der Stirke der ICAM-1-Expression auf den Zellen. Dargestellt sind die Werte aus
2 Versuchen (n=8) mit den jeweiligen Fehlerbalken (+ SEM). Sterne bezeichnen Werte, die sich
signifikant von denen der unstimulierten Kontrolle unterscheiden (p < 0,05).

Wihrend durch die Schwebstaubextrakte GEX65, GEX66, GEX67 und GEX68 keine
Induktion der Interleukin-6- und Interleukin-8-Freisetzung bei BEAS-2B beobachtet werden
konnte, fiihrten diese doch zu einer dosisabhingigen Erhéhung der ICAM-1-Expression auf
den Zellen.

3.1.4 Untersuchungen zur Kombinationswirkung von Stiuben bzw. Staubextrakten
und Ozon

Wie bereits oben erwihnt, treten gasformige und partikuldre Verunreinigungen in der Atem-
luft niemals getrennt voneinander auf, sondern stets in einem komplexen Gemisch
verschiedenster Komponenten. Umso wichtiger ist es, die Wirkungen dieser Komponenten
nicht nur einzeln zu untersuchen, sondern den sehr wahrscheinlich vielfdltigen Wechsel-
wirkungen Rechnung zu tragen. Deshalb wurden im Rahmen dieser Arbeit auch
Kombinationseffekte von Ozon und Stduben bzw. Staubextrakten auf die Zytokinfreisetzung
und die ICAM-1-Expression von Bronchialepithelzellen (BEAS-2B) beriicksichtigt.

3.14.1 Kombinationswirkung Quarzstaub (DQ12) und Ozon

In den folgenden Experimenten sollte gepriift werden, inwieweit Effekte partikuldrer Luft-
verunreinigungen wie DQI12 auf Bronchialepithelzellen durch Ozon moduliert werden
konnen. Dazu wurden BEAS-2B 90 min mit Luft bzw. 0,15 ppm Ozon exponiert und
anschliefend fiir 24h mit Kontrollmedium bzw. quarzstaubhaltigem Stimulierungsmedium
inkubiert. Danach erfolgte die Abnahme der Uberstinde, aus denen die Zytokine IL-6 und
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IL-8 bestimmt wurden sowie das Abtrypsinieren der Zellen mit anschlieBender durchfluf3-

zytometrischer Bestimmung der ICAM-1-Expression.

IL-6-Sekretion

Eine 24-stiindige Aktivierung mit DQ12 in einer Konzentration von 1000 pg/ml fiihrte bei
luft- wie ozonbegasten BEAS-2B zu einer signifikanten Erhdhung der IL-6-Sekretion
verglichen mit den entsprechenden unstimulierten Kontrollzellen. Nach vorangegangener
Ozonbehandlung reagierten die stimulierten Zellen allerdings- mit einer abgeschwichten
Antwort auf den Stimulus DQ12. Dieser Unterschied war statistisch signifikant (Abb. 63).
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Abb. 63: IL-6-Freisetzung bei luft- bzw. ozonbegasten BEAS-2B nach 24-stiindiger Inkubation mit
1000 pg/ml DQ12.

Die Zellen wurden auf kollagenbeschichteten Filtermembranen kultiviert und 90 min mit Luft bzw.
0,15 ppm Ozon begast. Direkt nach der Exposition wurden je 1,5 ml Medium in das apikale und das
basolaterale bzw. 1,5 ml Stimulierungsmedium in das apikale und 1,5 ml Medium in das basolaterale
Kompartiment gegeben. Es folgte eine Inkubation bei 37°C und 5% CO,. 24h nach der Exposition
wurden die Uberstinde abgenommen und mit ELISA auf IL-6 untersucht. Dargestellt sind die Mittel-
werte aus 3 Versuchen (n=6). Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittels an ( SEM),
Sterne bezeichnen Werte, die sich signifikant von denen der entsprechenden Kontrollen unterscheiden
(p <0,05).

IL-8-Sekretion

Beziiglich der IL-8-Freisetzung fiihrte die Ozonexposition der Zellen zu erhShten Werten
verglichen mit denen luftbegaster Kontrollzellen. Eine zusitzliche DQI12-Stimulierung
bewirkte bei luft- wie ozonexponierten Zellen eine signifikante ErhShung der IL-8-
Freisetzung. Die Differenz zwischen den Zytokinmengen stimulierter und unstimulierter

Proben war bei den ozonbehandelten Zellen etwas geringer (Abb. 64).
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Abb. 64: IL-8-Freisetzung bei luft- bzw. ozonbegasten BEAS-2B nach 24-stiindiger Inkubation mit
1000 pg/ml DQ12,
Die Zellen wurden auf kollagenbeschichteten Filtermembranen kultiviert und 90 min mit Luft bzw.
0,15 ppm Ozon begast. Direkt nach der Exposition wurden je 1,5 ml Medium in das apikale und das
basolaterale bzw. 1,5 ml Stimulierungsmedium in das apikale und 1,5 ml Medium in das basolaterale
Kompartiment gegeben. Es folgte eine Inkubation bei 37°C und 5% CO,. 24h nach der Exposition
wurden die Uberstinde abgenommen und mit ELISA auf IL-8 untersucht. Dargestellt sind die Mittel-
werte aus 3 Versuchen (n=6). Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittels an (+ SEM).
Sterne bezeichnen Werte, die sich signifikant von denen der entsprechenden XKontrollen unterscheiden
(p < 0,05).

ICAM-1-Expression

Die ICAM-1-Expression betreffend konnten, nach vorangegangener Begasung, keine
DQ12-induzierten Effekte auf BEAS-2B-Zellen festgestellt werden (Abb. 65).
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Abb. 65: ICAM-1-Expression auf luft- bzw. ozonbegasten BEAS-2B nach 24-stiindiger Stimulierung mit
1000 pg/ml DQ12.

Die Zellen wurden auf kollagenbeschichteten Filtermembranen kultiviert und 90 min mit Luft bzw,
0,15 ppm Ozon begast. Direkt nach der Exposition wurden je 1,5 ml Medium in das apikale und das
basolaterale bzw. 1,5 ml Stimulierungsmedium in das apikale und 1,5 ml Medium in das basolaterale
Kompartiment gegeben. Es folgte eine Inkubation bei 37°C und 5% CO,. 24h nach der Exposition
wurden die Zellen unter Trypsineinwirkung von den Membranen abgeldst und durchflulzytometrisch
auf ihre ICAM-1-Expression untersucht. Dargestellt sind die Mittelwerte aus 3 Versuchen (n=6). Die
Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittels an (+ SEM).
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Wurden BEAS-2B mit Ozon begast und anschlieBend mit DQ12 stimuliert, so fiihrte die
Ozonbegasung zu einer Abschwichung der DQI2-induzierten Freisetzung der Zytokine
Interleukin-6 und Interleukin-8 verglichen mit derjenigen luftexponierter und stimulierter

Kontrollen.

3.1.4.2 Kombinationswirkung Schwebstaubextrakte und Ozon

Bei den folgenden Experimenten wurden BEAS-2B 90 min mit Luft bzw. 0,15 ppm Ozon
exponiert und anschlieBend fiir 24h mit dem Schwebstaubextrakt GEX68 in einer 1:2-
Verdiinnung inkubiert. Diese Verdiinnung entspricht einem Sammelluftvolumen von
11,72 m’ je Milliliter Stimulierungsmedium. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die
Uberstéinde abgenommen und auf IL-6 bzw. IL-8 untersucht. Mit diesen Versuchen sollte
gepriift werden, inwieweit schwebstaubinduzierte Effekte auf Bronchialepithelzellen durch

Ozon moduliert werden konnen.

IL-6-Sekretion

Eine 24-stlindige Stimulierung von BEAS-2B mit einer 1:2-Verdiinnung von GEX68, welche
einem Luftvolumen von 11,72 m® je Milliliter Stimulierungsmedium entspricht, hatte keine
nennenswerten Auswirkungen auf die IL-6-Freisetzung der Zellen (Abb. 66). Es konnten auch

keine Unterschiede zwischen luft- und ozonbehandelten Zellen nachgewiesen werden.
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Abb. 66: IL-6-Freisetzung bei luft- bzw. ozonbegasten BEAS-2B nach 24h Inkubation mit GEX68 in der
Verdiinnung 1:2,
Die Zellen wurden auf kollagenbeschichteten Filtermembranen kultiviert und 90 min mit Luft bzw.
0,15 ppm Ozon begast. Direkt nach der Exposition wurden je 1,5 ml Medium bzw. Stimulierungs-
medium in das apikale und das basolaterale Kompartiment gegeben. Es folgte eine Inkubation bei
37°C und 5% CO,. 24h nach der Exposition wurden die Uberstinde abgenommen und mit ELISA auf
IL-6 untersucht. Dargestellt sind die Mittelwerte aus 2 Versuchen (n=5). Die Fehlerbalken zeigen den
Standardfehler des Mittels an (£ SEM).
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IL-8-Sekretion

BEAS-2B, die nach Luft- bzw. Ozonbehandlung fiir 24h mit GEX68 stimuliert worden
waren, zeigten stark erniedrigte IL-8-Freisetzungen verglichen mit unstimulierten Kontroll-
zellen (Abb. 67). Dies war nach vorangegangener Luft- sowie nach Ozonbegasung gleicher-
mafen ausgeprigt. Dennoch setzten ozonvorbehandelte Zellen nach zusétzlicher Stimulierung
mit GEX68 hohere IL-8-Mengen frei als nach vorangegangener Luftbegasung. Dieser
Unterschied war 24h nach Stimulierung statistisch signifikant.
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Abb. 67: IL-8-Freisetzung bei luft- bzw. ozonbegasten BEAS-2B nach 24h Inkubation mit GEX68 in der
Verdiinnung 1:2.
Die Zellen wurden auf kollagenbeschichteten Filtermembranen kultiviert und 90 min mit Luft bzw.
0,15 ppm Ozon begast. Direkt nach der Exposition wurden je 1,5 m! Medium bzw. Stimulierungs-
medium in das apikale und das basolaterale Kompartiment gegeben. Es folgte eine Inkubation bei
37°C und 5% CO,. 24h nach der Exposition wurden die Uberstinde abgenommen und mit ELISA auf
IL-8 untersucht. Dargestellt sind die Mittelwerte aus 2 Versuchen (n=5). Die Fehlerbalken zeigen den
Standardfehler des Mittels an (= SEM). Sterne bezeichnen Werte, die sich signifikant von denen der
entsprechenden Kontrollen unterscheiden.

ICAM-1

DurchfluBzytometrische Bestimmungen der ICAM-1-Expression auf schwebstaubstimulierten
begasten BEAS-2B waren aus den oben erwihnten Griinden der hohen Eigenfluoreszenz der

Schwebstaubextrakte nicht méglich.

r Begasung mit Luft bzw. Ozon hatte
g der Zellen. Die Interleukin-8-Sekretion
betreffend bewirkte die GEX68-Stimulierung dagegen eine deutliche Verminderung bei luft-

Eine Behandlung der BEAS-2B mit GEX68 nach de
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3.2 Entwicklung eines Kokultursystems aus Bronchialepithelzellen (BEAS-2B) und

Endothelzellen (ECV304)

Eine wichtige Aufgabenstellung dieser Arbeit war die Entwicklung eines geeigneten
Kokulturmodelles aus Bronchialepithelzellen (BEAS-2B) und Endothelzellen (ECV304),
anhand dessen inhalationstoxikologische Fragestellungen unter Beriicksichtigung der
Beteiligung des Endothels angemessen untersucht werden kénnen. Grundlage des Systems
war die Verwendung von Transwell®-Membransystemen, bei denen die Epithelzellen auf der
Membran und die Endothelzellen auf dem Boden der Kulturplatte kultiviert werden konnten
(sieche Abb. 6).

3.2.1 Aufnahme von Wachstumskurven der ECV304 in verschiedenen Medien

Da die ECV304 nach konfluentem Wachstum fiir Kokulturversuche mit BEAS-2B in
KGM-Medium gehalten werden mufBten, sollte gepriift werden, inwieweit diese Medium-
umstellung zu Verdnderungen im Wachstum der ECV304 fiihrte. Der zeitliche Verlauf der
Wachstumskurven in Abb. 68 entspricht dem Zeitschema, wie es bei den Begasungsversuchen
in Kokultur vorlag: ECV304 wurden fiir Kokulturversuche maximal 24h in KGM-Medium
inkubiert. Wihrend dieser Zeitspanne ergaben sich keine bedeutenden Unterschiede im Zell-
wachstum bei Verwendung von Medium 199, KGM bzw. einer 1:1-Mischung der beiden
Medien, wohingegen Kultivierung in PBS zu einem starken Absinken der Zellzahl fiihrte.
Somit stellte KGM ein geeignetes Medium fiir die Kokultur dar, das sowohl BEAS-2B als
auch ECV304 fiir den entsprechenden Zeitraum von 24h zufriedenstellte.
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Abb. 68: Wachstumskurven von ECV304, die ab dem 4. Tag nach Aussaat in verschiedenen Medien bzw.
Puffer kultiviert worden waren.
ECV304 wurden in 6-Well-Kulturplatten 4 Tage in Medium 199 bei 37°C und 5% CO, kultiviert. Am
4. Tag nach Aussaat erfolgte eine Zellzahlbestimmung sowie ein Mediumwechsel, wobei die Zellen
entweder wiederum mit Medium 199 oder mit KGM, einer 1:1-Mischung aus KGM und Medium 199
bzw. mit PBS inkubiert wurden. Uber 3 weitere Tage hinweg erfolgte tiglich eine Bestimmung der
Zellzahl. Dargestellt sind Werte aus einem Versuch (n=2) mit den jeweiligen Fehlerbalken (+ SEM).
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In einem weiteren Versuch wurde nochmals das Wachstumsverhalten von ECV304 in
unterschiedlichen Medien bzw. Puffer iiberpriift. Diesmal wurden die Zellen bereits 24h nach
Aussaat mit den verschiedenen Medien inkubiert. Wihrend die Zellen in PBS innerhalb von
4 Tagen bereits abstarben, zeigten sie in KGM und Medium 199 bzw. Mischungen daraus
gutes Wachstum. Der steilste Anstieg der Wachstumskurve war unter Verwendung der
1:1-Mischung von KGM und Medium 199 mit zusétzlichem Mediumwechsel am 5. Tag zu
beobachten. Eine Kultivierung in KGM fiihrte zu vermindertem Zellwachstum gegeniiber der
in Medium 199. Dennoch waren die Unterschiede nicht sehr stark ausgeprigt. Ein
zusiitzlicher Mediumwechsel am 5. Tag bewirkte bei allen Inkubationsmedien ein verstirktes
Zellwachstum (Abb. 69).
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Abb. 69: Wachstumskurven von ECV304, die ab dem 1. Tag nach Aussaat mit unterschiedlichen Medien
bzw. Puffer kultiviert worden waren und EinfluB eines Mediumwechsels am 5, Tag,
ECV304 wurden in 6-Well-Kulturplatten in Medium 199 ausgesit und 24h bei 37°C und 5% CO,
inkubiert. Danach erfolgte ein Mediumwechsel, wobei die Zellen entweder wiederum mit
Medium 199 oder mit KGM, einer 1:1-Mischung aus KGM und Medium 199 bzw. mit PBS inkubiert
wurden, Bei einem Teil der Zellen wurde zusitzlich am 5. Tag nach Aussaat ein Mediumwechsel
durchgefiihrt, Insgesamt wurden die Zellen iiber einen Zeitraum von 9 Tagen nach der Aussaat
kultiviert, wobei tdglich Bestimmungen der Zellzahl fiir die verschiedenen Ansitze durchgefiihrt
wurden, Dargestellt sind die Werte aus einem Versuch (n=3) mit den jeweiligen Fehlerbalken
(£ SEM).
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3.2.2  Priifung auf morphologische Verinderungen der ECV304 in verschiedenen
Medien

Neben dem Wachstumsverhalten der Zellen liefert auch deren Morphologie wichtige
Hinweise auf geeignete oder ungeeignete Kulturbedingungen. Deshalb wurde diese bei
ECV304, die jeweils in verschiedenen Testmedien kultiviert worden waren, licht- und raster-

elektronenmikroskopisch iiberpriift.

Lichtmikroskopische Untersuchungen

In Abb. 70 bis Abb. 72 sind lichtmikroskopische Aufnahmen der ECV304 nach 4 Tagen
Kultivierung in Medium 199 (Abb. 70), in einer 1:1-Mischung aus Medium 199 und
KGM-Medium (Abb. 71) sowie in reinem KGM (Abb. 72) dargestellt. Unter allen Kultur-
bedingungen zeigten die Zellen gutes Wachstum und die Ausbildung eines dichten
Monolayers. Jedoch bewirkte der Anteil KGM-Medium in der Mischung eine
morphologische Verdnderung der Zellen in Richtung eines spindelformigeren Aussehens.
Noch deutlicher war dieser Effekt bei Kultivierung der Zellen in reinem KGM. Dieses
Phénomen beruht auf dem verminderten Serumgehalt des Mischungsmediums bzw. dem
volligen Fehlen von Serum in dem reinen KGM-Medium und wurde bereits in der vom

Hersteller gelieferten Beschreibung der Zellinie erwihnt.

Abb. 70: Lichtmikroskopische Aufnahme von ECV304 nach Kultivierung in Medium 199,
ECV304 wurden in 6-Well-Kulturplatten in Medium 199 ausgesit., 24h nach der Aussaat erfolgte ein
Mediumwechsel, wobei den Zellen frisches Medium 199 gegeben wurde. Nach weiteren 4 Tagen
Kultivierung wurden die Zellen im Lichtmikroskop bei einer 125-fachen VergrofBerung betrachtet und
fotografiert.
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Abb. 71: Lichtmikroskopische Aufnahme von ECV304 nach 4-tigiger Kultur in einer 1:1-Mischung aus
Medium 199 und KGM.
ECV304 wurden in 6-Well-Kulturplatten in Medium 199 ausgesit. 24h nach der Aussaat erfolgte ein
Mediumwechsel, wobei den Zellen eine Mischung aus Medium 199 und KGM zu gleichen Teilen
gegeben wurde, Nach weiteren 4 Tagen Kultivierung wurden die Zellen im Lichtmikroskop bei einer
125-fachen Vergrofierung betrachtet und fotografiert.

Abb. 72: Lichtmikroskopische Aufnahme von ECV304 nach 4-tigiger Kultur in KGM-Medium,
ECV304 wurden in 6-Well-Kulturplatten in Medium 199 ausgesit. 24h nach der Aussaat erfolgte ein

Mediumwechsel, wobei den Zellen KGM-Medium gegeben wurde. Nach weiteren 4 Tagen
Kultivierung wurden die Zellen im Lichtmikroskop bei einer 125-fachen Vergrofierung betrachtet und

fotografiert.
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Rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen

Die bereits unter dem Lichtmikroskop beobachteten Auswirkungen der unterschiedlichen
Kulturmedien auf die Morphologie der ECV304 zeigte sich auch bei Betrachtung der Zellen
im REM. Mit abnehmendem Serumgehalt des Mediums differenzierten sich die Zellen in
Richtung eines spindelformigeren Aussehens aus. Gleichzeitig nahm die Zahl der
abgerundeten Zellen zu (Abb. 73 bis Abb. 75).
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Abb. 73;: REM-Aufnahme von ECV304 nach Kultivierung in Medium 199.
BCV304 wurden in Transwell®-Membransystemen in Medium 199 ausgesit. 24h nach der Aussaat
erfolgte ein Mediumwechsel, wobei den Zellen frisches Medium 199 zugesetzt wurde. Nach weiteren
4 Tagen Kultivierung wurden die Zellen fixiert und fiir die Rasterelektronenmikroskopie pripariert.
Der angegebene Mefibalken entspricht einer Linge von 0,1 mm.
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Abb. 74: REM-Aufnahme von ECV304 nach 4-tiigiger Kultur in einer 1:1-Mischung aus Medium 199
und KGM.
ECV304 wurden in Transwell®>-Membransystemen in Medium 199 ausgesit. 24h nach der Aussaat
erfolgte ein Mediumwechsel, wobei den Zellen eine Mischung aus Medium 199 und KGM zu
gleichen Teilen zugesetzt wurde. Nach weiteren 4 Tagen Kultivierung wurden die Zellen fixiert und
fir die Rasterelektronenmikroskopie pripariert. Der angegebene Mef3balken entspricht einer Linge
von 0,1 mm.
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Abb. 75: REM-Aufnahme von ECV304 nach 4-tiigiger Kultur in KGM-Medium.
ECV304 wurden in Transwell®-Membransystemen in Medium 199 ausgesit. 24h nach der Aussaat
erfolgte ein Mediumwechsel, wobei den Zellen KGM-Medium zugesetzt wurde. Nach weiteren
4 Tagen Kultivierung wurden die Zellen fixiert und fiir die Rasterelektronenmikroskopie prépariert.
Der angegebene Mefbalken entspricht einer Linge von 0,1 mm.
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Abb. 76 bis Abb. 78 zeigen in Ausschnittsvergrolerungen die Oberfléiche einer Endothelzelle
nach 4-tdgiger Kultur in den drei getesteten Kulturmedien. Es war eine deutliche Verdnderung
der Oberfldchenstruktur mit abnehmendem Serumgehalt des Mediums zu beobachten.

Moglicherweise bewirkte dabei das verminderte Angebot von Wachstumsfaktoren eine

Vergroflerung der Zelloberfliche.
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Abb. 76: REM-Aufnahme einer Endothelzelle (ECV304) nach Kultivierung in Medium 199.
ECV304 wurden in Transwell®-Membransystemen in Medium 199 ausgesit. 24h nach der Aussaat
erfolgte ein Mediumwechsel, wobei den Zellen frisches Medium 199 zugesetzt wurde. Nach weiteren
4 Tagen Kultivierung wurden die Zellen fixiert und fiir die Rasterelektronenmikroskopie prépariert.
Dargestellt ist die Oberfldche einer Endothelzelle. Die Linge des MeBbalkens entspricht 10 um.
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Abb. 77: REM-Aufnahme einer Endothelzelle (ECV304) nach 4-tiigiger Kultur in einer 1:1-Mischung aus
Medium 199 und KGM.
ECV304 wurden in Transwell®-Membransystemen in Medium 199 ausgesit. 24h nach der Aussaat
erfolgte ein Mediumwechsel, wobei den Zellen eine Mischung aus Medium 199 und KGM zu
gleichen Teilen zugesetzt wurde. Nach weiteren 4 Tagen Kultivierung wurden die Zellen fixiert und
fiir die Rasterelektronenmikroskopie prépariert. Dargestellt ist die Oberfléche einer Endothelzelle. Die
Linge des Mefibalkens entspricht 10 pm.

Abb. 78: REM-Aufnahme einer Endothelzelle (ECV304) nach 4-tigiger Kultur in KGM-Medium,
ECV304 wurden in Transwell®-Membransystemen in Medium 199 ausgesit. 24h nach der Aussaat
erfolgte ein Mediumwechsel, wobei den Zellen KGM-Medium zugesetzt wurde. Nach weiteren
4 Tagen Kultivierung wurden die Zellen fixiert und fiir die Rasterelektronenmikroskopie prépariert.
Dargestellt ist die Oberfléiche einer Endothelzelle. Die Linge des MeBbalkens entspricht 10 pm.
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3.2.3  Versuche zur Diffusion von Transmittern durch das Membransystem

Eine weitere wichtige Problemstellung im Zusammenhang mit dem fiir die Kokultur
verwendeten Membransystem war die Frage, inwieweit von den BEAS-2B freigesetzte
Transmitter ungehindert durch die Membran durchdiffundieren konnten, stellte diese
Diffusion doch die Grundlage fiir eine Kommunikation zwischen den beiden Zelltypen des
Systems dar. Aus diesem Grunde wurden Versuche zur Diffusion von IL-6 und IL-8 durch
das Membransystem ohne Zellen durchgefiihrt.

Abb. 79 zeigt die Diffusion von IL-6 und IL-8 durch die Membran wihrend eines Zeitraums
von 24h. Zu Beginn des Versuchs befanden sich im apikalen Kompartiment 1,5 ml Medium
mit einer IL-6- bzw. IL-8-Konzentration von 1000 pg/ml. Dies entsprach in absoluten Zahlen
einer Zytokinmenge von 1500 pg. Im basolateralen Kompartiment befanden sich 1,5 ml
Medium. Wie in der Abbildung deutlich zu sehen, waren nach 24h Inkubation bei 37°C und
5% CO, betrichtliche Zytokinmengen durch die Membran hindurch in das basolaterale
Kompartiment diffundiert. Die hoheren Zytokinmengen im basolateralen Kompartiment
lassen sich mit Verschiebungen des Fliissigkeitsvolumens in den beiden Kompartimenten
erkliren. So fand man im Durchschnitt nach Ablauf der Inkubationszeit im apikalen

Kompartiment nur noch ca. 0,8 ml, im basolateralen dagegen 2,1 ml Fliissigkeit.
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Abb. 79: Diffusionsversuch: Absolute Mengen an IL-6 und IL-8 im apikalen und basolateralen
Kompartiment,

In Transwell-COL®-Membransystemen wurden 1,5 ml KGM in das basolaterale und 1,5 ml Medium
mit einer IL-6- bzw. IL-8-Konzentration von 1000 pg/ml in das apikale Kompartiment pipettiert. Nach
24h Inkubation bei 37°C und 5% CO, erfolgte die Abnahme der Uberstiinde nach Kompartimenten
getrennt. Gleichzeitig wurde das Fliissigkeitsvolumen in beiden Kompartimenten bestimmt. Die Uber-
stinde wurden mit ELISA auf IL-6 bzw. IL-8 untersucht und die erhaltenen Konzentrationen in die
Absolutmengen Zytokin im jeweiligen Kompartiment umgerechnet. Dargestellt sind Mittelwerte aus
einem Versuch (n=3) mit den jeweiligen Fehlerbalken (£ SEM).

Betrachtet man jedoch die Konzentrationsverhéltnisse, die in Abb. 80 dargestellt sind, so sieht
man, da} sich iiber die Zeit die Konzentrationen in beiden Kompartimenten aneinander

anglichen.
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Abb. 80: Diffusionsversuch: Konzentrationen an JL-6 und IL-8 im apikalen und basolateralen
Kompartiment,

In Transwell-COL®—Membransystemen wurden 1,5 ml KGM in das basolaterale und 1,5 ml Medium
mit einer IL-6- bzw. IL-8-Konzentration von 1000 pg/ml in das apikale Kompartiment pipettiert. Nach
24h Inkubation bei 37°C und 5% CO, erfolgte die Abnahme der Uberstinde nach Kompartimenten
getrennt. Die Uberstinde wurden mit ELISA auf IL-6 bzw. IL-8 untersucht. Dargestellt sind Mittel-
werte aus einem Versuch (n=3) mit den jeweiligen Fehlerbalken (: SEM).

Eine 24-stiindige Kultivierung der ECV304 in KGM-Medium im Rahmen der Kokultur-
versuche hatte keinen nennenswerten EinfluB auf das Wachstumsverhalten der Zellen.
Dagegen konnten gewisse morphologische Verdnderungen der Oberflichenstruktur im
Rasterelektronenmikroskop beobachtet werden. Durch das fiir die Kokultur eingesetzte
Transwell®-Membransystem konnten die Zytokine Interleukin-6 und Interleukin-8

ungehindert durchdiffundieren.

33 Wirkungen von Luftschadstoffen (Ozon, Stiube) auf die Bildung von
Entziindungsparametern bei einem Kokultursystem aus Bronchialepithelzellen
(BEAS-2B) und Endothelzellen (ECV304)

In einem dritten Teil dieser Arbeit sollte die Anwendbarkeit des entwickelten Kokultur-
systems fiir Untersuchungen zur Wirkung von Ozon iiberpriift werden. Dabei war neben den
Ergebnissen zur Ozonwirkung auf das System auch die Unterschiedlichkeit des Verhaltens
einzeln kultivierter und kokultivierter Zellen von Interesse. Endpunkte der Messungen waren
wiederum die Zytokine IL-6 und IL-8 sowie die ICAM-1-Expression auf BEAS-2B und
ECV304. Analog zu den Versuchen im ersten Teil wurden Versuche zu Kombinations-
wirkungen von Ozon mit Stimuli wie TNF-o und Zymosan bzw. Stiuben und Staubextrakten

im Kokultursystem durchgefiihrt.

3.3.1 Beeinflussung der Bildung von Entziindungsmediatoren durch Ozon

Begasungsversuche mit dem Kokultursystem sollten mogliche Wechselwirkungen zwischen

Bronchialepithelzellen und Endothelzellen und deren Bedeutung bei einer ozoninduzierten
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Entziindung aufdecken. Man beachte, da3 bei derartigen Begasungsversuchen lediglich die
Epithelzellen in Kontakt mit dem Gas kamen und somit Wirkungen auf das Endothel nur

indirekt, also iiber die Freisetzung von Transmittern, ausgelost werden konnten.

IL-6-Sekretion

Zunehmende Inkubationszeiten fiihrten im Kokultursystem zu ansteigenden IL-6-
Freisetzungen. Es zeigte sich eine statistisch signifikant erhohte IL-6-Freisetzung 24h nach
Ozonexposition verglichen mit derjenigen luftexponierter Zellen. Die Menge an freigesetztem
Zytokin in der Kokultur iiberstieg jedoch im luft- wie ozonexponierten System die blofe
Addition der freigesetzten Mengen der isoliert kultivierten, sonst aber gleich behandelten

Zellarten (Abb. 81).
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Abb. 81: IL-6-Freisetzung im luft- bzw. ozonbegasten Kokultursystem aus BEAS-2B und ECV304.
Die Zellen wurden entweder einzeln oder in Kokultur 90 min mit Luft bzw. 0,15 ppm Ozon begast.
Direkt nach der Exposition wurden je 1,5 ml Medium in das apikale und das basolaterale
Kompartiment gegeben. Es folgte eine Inkubation bei 37°C und 5% CO,. 1h, 4h und 24h nach der
Exposition wurden die Uberstinde abgenommen und mit ELISA auf IL-6 untersucht. Dargestellt sind
die Mittelwerte aus 2-5 Versuchen (n=3-10). Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittels
an (£ SEM). Sterne bezeichnen Werte, die sich signifikant von denen Iuftexponierter Zellen
unterscheiden (p < 0,05).
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IL-8-Sekretion

Die IL-8-Freisetzung im luft- bzw. ozonbegasten Kokultursystem entsprach im wesentlichen
der IL-6-Freisetzung. Insgesamt war iiber die Zeit hinweg ein Anstieg der Zytokinmengen zu
messen. Zum Zeitpunkt 24h nach Begasung war eine signifikant erhohte IL-8-Freisetzung im
ozonbegasten Kokultursystem, verglichen mit dem luftbegasten System, festzustellen. Die
Menge an freigesetztem Zytokin in der Kokultur iiberstieg bei weiiem die bloBe Addition der
Zytokinmengen, die von den einzeln kultivierten Zellarten produziert worden waren
(Abb. 82).
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Abb. 82: IL-8-Freisetzung im luft- bzw. ozonbegasten Kokultursystem aus BEAS-2B und ECV304,

Die Zellen wurden entweder einzeln oder in Kokultur 90 min mit Luft bzw. 0,15 ppm Ozon begast.
Direkt nach der Exposition wurden je 1,5ml Medium in das apikale und das basolaterale
Kompartiment gegeben. Es folgte eine Inkubation bei 37°C und 5% CO,. 1h, 4h und 24h nach der
Exposition wurden die Uberstéinde abgenommen und mit ELISA auf IL-8 untersucht. Dargestellt sind
die Mittelwerte aus 3-6 Versuchen (n=5-11). Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittels
an (= SEM). Sterne bezeichnen Werte, die sich signifikant von denen luftexponierter Zellen
unterscheiden (p < 0,05).
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ICAM-1-Expression auf ECV304

Beziiglich der ICAM-1-Expression auf ECV304 konnte eine Zunahme der Expression iiber
die Zeit hinweg beobachtet werden. Signifikante Unterschiede zwischen ECV304 aus dem
luftbegasten System und ECV304 aus dem ozonbegasten System wurden nicht beobachtet.
Dagegen zeigten Endothelzellen, die in Kokultur kultiviert worden waren, verglichen mit den
einzeln kultivierten Zellen, erhdhie ICAM-1-Expressionen. Zum Zeitpunki 24h war dieser
Unterschied im ozonbegasten System statistisch signifikant (Abb. 83).
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Abb. 83: Zeitabhiingige ICAM-1-Expression auf kokultivierten bzw. einzeln kultivierten ECV304 im luft-
und ozonbegasten System.
Die Zellen wurden entweder einzeln oder in Kokultur 90 min mit Luft bzw. 0,15 ppm Ozon begast.
Direkt nach der Exposition wurden je 1,5 ml Medium in das apikale und das basolaterale
Kompartiment gegeben. Es folgte eine Inkubation bei 37°C und 5% CO,. 1h, 4h und 24h nach der
Exposition wurden die ECV304 von den Kulturplatten abgeldst und durchfluizytometrisch auf ihre
ICAM-1-Expression untersucht. Dargestellt sind Werte aus 2 Versuchen (n=3). Die Fehlerbalken
zeigen den Standardfehler des Mittels an (= SEM). Sterne bezeichnen Werte, die sich signifikant von
denen luftexponierter Zellen unterscheiden (p < 0,05).

IL-1[- und TNF-o-Sekretion

Da in frilheren Experimenten mit ECV304 gezeigt werden konnte, dafl diese auf eine
Stimulierung mit TNF-o. dosisabhiingig mit erhdhten IL-6- und IL-8-Freisetzungen sowie
einer verstiarkten ICAM-1-Expression reagieren, lag die Frage nahe, ob TNF-o an der iiber-
schieBenden IL-6- und IL-8-Sekretion in der Kokultur und der gesteigerten ICAM-1-
Expression kokultivierter ECV304 beteiligt war, Gleiches giit fiir IL-1P, das ebenfalls in
Vorversuchen ECV304 zu einer verstdrkten Bildung der genannten Entziindungsparameter zu
stimulieren vermochte. Aus diesem Grunde wurden Uberstinde aus Kokulturversuchen auf
ihre Gehalte an TNF-o. und IL-1B untersucht. Dabei zeigte sich, daf keines der beiden
Zytokine im System nachweisbar vorhanden war und somit nicht fiir die erwihnten Kokultur-

effekte verantwortlich gemacht werden konnte.
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Versuche mit Antikérpern gegen Interleukin-6 bzw. Interleukin-8

Das parallele Vorhandensein der beiden Zytokine IL-6 und IL-8 sowie deren iiberschieBende
Freisetzung im Kokultursystem legten die Vermutung nahe, daB ein Zytokin die Freisetzung
des anderen stimulierte und so zu einem gegenseitigen ,,Hochschaukeln“ der Zytokin-
freisetzungen fiihrte. Eine andere Mdoglichkeit wire die, dafl einmal gebildetes IL-6 oder IL-8
seine eigene Synthese forderte und dadurch zu der iiberschiefenden Reaktion fiihrte.
Derartige Fragestellungen konnten unter Anwendung von Antikérpern gegen IL-6 bzw. IL-8

geklirt werden.

Abb. 84 zeigt die IL-6-Freisetzung im begasten Kokultursystem bei Anwesenheit eines
Antikoérpers gegen IL-6 bzw. IL-8. Wihrend der Antikorper gegen IL-6 bewirkte, dafl im
ELISA verminderte Mengen an IL-6 gemessen werden konnten, war die Interleukin-6-

Sekretion von der Anwesenheit des Antikorpers gegen IL-8 unbeeinflufit.
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Abb. 84: IL-6-Freisetzung im begasten Kokultursystem aus BEAS-2B und ECV304 unter Koinkubation

mit einem Antikérper gegen IL-6 bzw. IL-8.

Die Zellen wurden in Kokultur 90 min mit Luft bzw. 0,15 ppm Ozon begast. Direkt nach der
Exposition wurden je 1,5 ml Medium in das apikale und das basolaterale Kompartiment gegeben. Es
folgte eine 24-stlindige Inkubation bei 37°C und 5% CO,. Sowohl wihrend der Luft- bzw. Ozon-
begasung als auch wihrend der sich anschlieBenden Inkubation wurde ein Antikorper gegen IL-6 bzw.
IL-8 in einer Endkonzentration von 5 pl/ml mitinkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit erfolgte die
Abnahme der Uberstinde und deren Untersuchung auf IL-6 mit ELISA. Dargestellt sind die Werte aus
einem Versuch (n=2). Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittels an (+ SEM).

Entsprechende Beobachtungen ergaben sich, wenn wiéhrend des Versuchs ein Antikorper
gegen IL-8 zugesetzt wurde: Da der Antikorper auch in den abgenommenen Uberstinden
enthalten war, konnte im ELISA nur ein Teil der tatsdchlich freigesetzten Menge an IL-8
erfaflit werden. Dagegen blieb die IL-6-Freisetzung von der Antikorperinkubation unabhiingig
(Abb. 85).
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Abb. 85: IL-8-Freisetzung im begasten Kokultursystem aus BEAS-2B und ECV304 unter Koinkubation

mit einem Antikérper gegen IL-6 bzw. IL-8.

Die Zellen wurden in Kokultur 90 min mit Luft bzw. 0,15 ppm Ozon begast. Direkt nach der
Exposition wurden je 1,5 ml Medium in das apikale und das basolaterale Kompartiment gegeben. Es
folgte eine 24-stiindige Inkubation bei 37°C und 5% CO,. Sowohl wihrend der Luft- bzw. Ozon-
begasung als auch wihrend der sich anschliefenden Inkubation wurde ein Antikorper gegen IL-6 bzw.
IL-8 in einer Endkonzentration von 5 pl/ml mitinkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit erfolgte die
Abnahme der Uberstinde und deren Untersuchung auf IL-8 mit ELISA. Dargestellt sind die Werte aus
einem Versuch (n=2). Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittels an (X SEM).

Eine Ozonbegasung des Kokultursystems fiihrte nach 24h Inkubation zu erhdhten
Interleukin-6- und Interleukin-8-Freisetzungen verglichen mit den entsprechenden
Iuftbegasten Kontrollzellen. Dabei iiberstieg im luft- wie ozonbegasten System die Menge an
freigesetztem Zytokin in der Kokultur bei weitem die bloBe Addition der Zytokinmengen, die
von den einzeln kultivierten, sonst aber gleich behandelten Zellarten produziert worden
waren.

Kokultivierte ECV304 zeigten eine hohere ICAM-1-Expression als die entsprechenden
einzeln kultivierten Zellen.

Es konnte kein Interleukin-1 oder TNF-o im System nachgewiesen werden.

Die iiberschiefende IL-6- bzw. IL-8-Freisetzung im System beruhte nicht auf einem gegen-

seitigen ,,Hochschaukeln* der beiden Zytokine oder einer Eigenstimulierung der Zytokine.

3.3.2 Beeinflussung der Immunantwort auf verschiedene Stimuli durch Ozon

Wie bei den Versuchen mit einzeln kultivierten BEAS-2B im ersten Teil der Arbeit sollte eine
24-stiindige Vorstimulierung des Kokultursystems mit TNF-a vor der Luft- bzw. Ozon-
exposition Aufschlufl tiber immui g
Entsprechende Versuche wurden auch mit Zymosan nach vorangegangener Begasung durch-
gefiihrt.
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3.3.2.1 Stimulierung mit TNF-o
IL-6-Sekretion

Abb. 86 zeigt die IL-6-Freisetzung im begasten Kokultursystem, wobei vor der Luft- bzw.
Ozonbegasung entweder BEAS-2B, ECV304 oder beide Zelltypen fiir 24h mit 1000 pg/ml
TNF-o. vorinkubiert worden waren. Parallel wurden entsprechende Ansétze der einzeln
kultivierten Zellarten durchgefiihrt. Deutlich waren wiederum die hohen Zytokinfreisetzungen
im Kokultursystem verglichen mit denen der einzeln kultivierten, sonst aber gleich
behandelten Zellarten. Sowohl die Vorstimulierung der Epithelzellen als auch die der
Endothelzellen fiihrte im luft- wie ozonexponierten System zu signifikanten Erhéhungen der
IL-6-Sekretion gegeniiber den unstimulierten Kontrollen. Interessanterweise bewirkte die
Voraktivierung beider Zelltypen keine weitere Steigerung der IL-6-Freisetzung. Eine
Vorstimulierung mit TNF-¢, fiihrte auch bei isoliert kultivierten ECV304 zu einer erhShten
IL-6-Sekretion. Insgesamt konnten jedoch keine Unterschiede in den Zytokinfreisetzungen

zwischen luft- und ozonexponierten Zellen beobachtet werden.
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Abb. 86: IL-6-Freisetzung im TNF-o-vorstimulierten luft- bzw. ozonbegasten Kokultursystem aus
BEAS-2B und ECV304,
ECV304 und/oder BEAS-2B wurden mit 1000 pg/ml TNF-o fiir 24h vorinkubiert und entweder
einzeln oder in Kokultur 90 min mit Luft bzw. 0,15 ppm Ozon begast. Direkt nach der Exposition
wurden je 1,5 ml Medium in das apikale und das basolaterale Kompartiment gegeben. Es folgte eine
Inkubation bei 37°C und 5% CO,. 24h nach der Exposition wurden die Uberstinde abgenommen und
mit ELISA auf IL-6 untersucht. Dargestellt sind Werte aus 2 Versuchen (n=4). Die Fehlerbalken
zeigen den Standardfehler des Mittels an (= SEM).

IL-8-Sekretion

Entsprechende Daten sind fiir die IL-8-Sekretion in Abb. 87 gezeigt. Wihrend die
Vorstimulierung der Endothelzellen nur geringfiigige Erhohungen der IL-8-Freisetzung im
Kokultursystem bewirkte, wurden nach Vorbehandlung der BEAS-2B sowie beider Zelltypen
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im luft- wie ozonbegasten System signifikant erhohte IL-8-Werte, verglichen mit den Werten
im unstimulierten Kontrollsystem, festgestellt. Dabei schien die Vorstimulierung der
BEAS-2B bei anschlieBender Ozonbehandlung weniger effektiv beziiglich der Induktion zur
IL-8-Freisetzung verglichen mit derjenigen im luftbegasten System. Luft- wie ozonbegaste
isoliert kultivierte ECV304 synthetisierten nach Voraktivierung mit TNF-o signifikant
erhohte IL-8-Mengen. Auch die Vorbehandlung der einzeln kultivierten BEAS-2B mit TNF-o

resultierte in erhohten IL-8-Freisetzungen der Zellen.
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Abb. 87: IL-8-Freisetzung im TNF-co-vorstimulierten luft- bzw. ozonbegasten Kokultursystem aus

BEAS-2B und ECV304,

ECV304 und/oder BEAS-2B wurden mit 1000 pg/ml TNF-o. fiir 24h vorinkubiert und entweder
einzeln oder in Kokultur 90 min mit Luft bzw. 0,15 ppm Ozon begast. Direkt nach der Exposition
wurden je 1,5 ml Medium in das apikale und das basolaterale Kompartiment gegeben. Es folgte eine
Inkubation bei 37°C und 5% CO,. 24h nach der Exposition wurden die Uberstiinde abgenommen und
mit ELISA auf IL-8 untersucht, Dargestellt sind Werte aus 3 Versuchen (n=6). Die Fehlerbalken

zeigen den Standardfehler des Mittels an (& SEM).
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ICAM-1-Expression auf BEAS-2B

Beziiglich der ICAM-1-Expression auf BEAS-2B, die in Abb. 88 gezeigt ist, konnten keine
eindeutigen Effekte durch die Vorbehandlung mit TNF-o gefunden werden. Zwar war ein
Anstieg der ICAM-1-Expression im ozonbegasten System durch Voraktivierung der
BEAS-2B sowie Vorstimulierungen beider Zelltypen sichtbar. Dieser Effekt fehlte jedoch im
luftbegasten System vollig.

60

50

O Kokultur: BEAS-2B und i

i ECV304 unstimuliert

|E Kokultur: ECV304 1

| vorstimuliert |

B Kokultur: BEAS-2B |

i vorstimuliert

|88 Kokultur: BEAS-2B und
ECV304 vorstimuliert

FN
o

|

ICAM-1-pos. Zellen [%)]
o
o

10 -+

Luft Ozon

Abb. 88: ICAM-1-Expression auf BEAS-2B im TNF-a-vorstimulierten luft- bzw. ozonbegasten Kokultur-
system aus BEAS-2B und ECV304,
ECV304 und/oder BEAS-2B wurden mit 1000 pg/ml TNF-a fiir 24h vorinkubiert und in Kokultur
90 min mit Luft bzw. 0,15 ppm Ozon begast. Direkt nach der Exposition wurden je 1,5 ml Medium in
das apikale und das basolaterale Kompartiment gegeben. Es folgte eine Inkubation bei 37°C und
5% CO,. 24h nach der Exposition wurden dic BEAS-2B unter Trypsineinwirkung von den
Membranen abgeltst und durchflulzytometrisch auf jhre ICAM-1-Expression untersucht. Dargestellt
sind Werte aus 2 Versuchen (n=4). Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittels an

(+ SEM).

ICAM-1-Expression auf ECV304

Die ICAM-1-Expression auf kokultivierten ECV304 ist in Abb. 89 fiir das unstimulierte
Kokultursystem sowie fiir Ansitze, bei denen entweder die ECV304, BEAS-2B oder beide
Zelltypen mit TNF-o0 voraktiviert worden waren, dargestellt. Den deutlichsten Effekt im
Sinne einer erhohten ICAM-1-Expression auf den Zellen wurde durch Voraktivierung beider
Zelltypen erreicht. Interessanterweise geniigte die Vorstimulierung der BEAS-2B, um
ECV304 zu einer erhohten ICAM-1-Expression zu stimulieren. Dies muf} bedeuten, daf3 die
Epithelzellen nach Vorbehandlung mit TNF-« 16sliche Faktoren an das Endothel abgaben, die

auf diesen dann die ICAM-Expression induzierten.
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Abb. 89: ICAM-1-Expression auf ECV304 im TNF-o-~vorstimulierten luft- bzw. ozonbegasten Kokultur-
system aus BEAS-2B und ECV304,
ECV304 und/oder BEAS-2B wurden mit 1000 pg/ml TNF-o. fiir 24h vorinkubiert und in Kokultur
90 min mit Luft bzw. 0,15 ppm Ozon begast. Direkt nach der Exposition wurden je 1,5 ml Medium in
das apikale und das basolaterale Kompartiment gegeben. Es folgte eine Inkubation bei 37°C und
5% CO,. 24h nach der Exposition wurden die ECV304 von den Kulturplatten abgeltst und durchflu3-
zytometrisch auf ihre ICAM-1-Expression untersucht. Dargestellt sind Werte aus 2 Versuchen (n=4).
Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittels an ( SEM).

Beziiglich der Interleukin-6- und Interleukin-8-Freisetzung in der Kokultur zeigten Ansitze,
bei denen die BEAS-2B, ECV304 oder beide Zelltypen mit TNF-o. vorstimuliert worden
waren, erhohte Werte verglichen mit den unstimulierten Kontrollen. Obgleich dies fiir luft-
wie ozonbegaste Zellen galt, schien die Ozonbegasung den stimulatorischen Effekt der
TNF-o-Vorinkubation, zumindest auf die IL-8-Sekretion, geringfiigig abzuschwichen, was
im Sinne einer Immunsuppression gedeutet werden konnte.

Die ICAM-1-Expression auf BEAS-2B betreffend konnen keine eindeutigen Aussagen
gemacht werden. Dagegen wurde die ICAM-1-Expression auf ECV304 durch
Vorstimulierung der ECV304 bzw. beider Zelltypen deutlich gesteigert, wobei diese Effekte
im ozonbegasten System deutlicher waren. In letzterem fiihrte sogar die alleinige
Voraktivierung der BEAS-2B zu einer Erhohung der ICAM-1-Expression auf ECV304.
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3.3.2.2 Stimulierung mit Zymosan nach Luft- bzw. Ozonbegasung

Mit Hilfe folgender Experimente sollte der Einfluf von Ozon auf zymosanvermittelte
Reaktionen des Kokultursystems iiberpriift werden: Das System wurde 90 min mit 0,15 ppm
Ozon bzw. Luft begast. Anschliefend erfolgte eine 24-stiindige Stimulierung mit Zymosan im
apikalen Kompartiment. Die Uberstinde wurden auf IL-6 und IL-8 sowie die Zellen auf ihre

ICAM-1-Expression untersucht.
IL-6-Sekretion

Abb. 90 zeigt die Interleukin-6-Freisetzung im luft- bzw. ozonbegasten Kokultursystem nach
24-stiindiger Aktivierung mit 1000 pg/ml Zymosan im apikalen Kompartiment. Es konnten
weder zymosan- noch ozoninduzierte Effekte auf die IL-6-Freisetzung gefunden werden.
Wihrend BEAS-2B allein nach 24-stiindiger Zymosanstimulierung mit einer erhohten IL-6-
Sekretion reagierten (siehe Abb. 24), war dieser Effekt in der Kokultur nicht mehr sichtbar,
was durch eine Uberlagerung durch die insgesamt starke Zytokinfreisetzung im Kokultur-

system erklirt werden konnte.
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Abb. 90: IL-6-Freisetzung im luft- bzw. ozonbegasten Kokultursystem aus BEAS-2B und ECV304 nach
anschlieBender 24-stiindiger Stimulierung mit Zymosan (1000 pg/ml).
Die Zellen wurden in Kokultur 90 min mit Luft bzw. 0,15 ppm Ozon begast. Direkt nach der
Exposition wurden je 1,5 ml Medium in das apikale und das basolaterale bzw. 1,5 ml Stimulierungs-
medium in das apikale und 1,5 ml Medium in das basolaterale Kompartiment gegeben. Es folgte eine
Inkubation bei 37°C und 5% CO,. 24h nach der Exposition wurden die Uberstinde abgenommen und
mit ELISA auf IL-6 untersucht. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittels an (+ SEM).
Dargestellt sind Werte aus 3 Versuchen (n=6).

IL-8-Sekretion

Vergleichbares wie fiir die IL-6-Sekretion kann auch beziiglich der IL-8-Freisetzung, die in
Abb. 91 gezeigt ist, gesagt werden. Bei insgesamt sehr hohen Zytokinfreisetzungen waren
stimulatorische Effekte von Zymosan auf das System nicht feststellbar, obgleich BEAS-2B
allein nachgewiesenermaflen eine zymosaninduzierte IL-8-Freisetzung zeigen (siche
Abb. 26).
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Abb. 91: IL-8-Freisetzung im luft- bzw. ozonbegasten Kokultursystem aus BEAS-2B und ECV304 nach
anschlieBender 24-stiindiger Stimulierung mit Zymosan (1000 pg/ml).
Die Zellen wurden in Kokultur 90 min mit Luft bzw. 0,15 ppm Ozon begast. Direkt nach der
Exposition wurden je 1,5 ml Medium in das apikale und das basolaterale bzw. 1,5 ml Stimulierungs-
medium in das apikale und 1,5 mi Medium in das basolaterale Kompartiment gegeben. Es folgte eine
Inkubation bei 37°C und 5% CO,. 24h nach der Exposition wurden die Uberstéinde abgenommen und
mit ELISA auf IL-8 untersucht. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittels an (+ SEM).
Dargestellt sind Werte aus 3 Versuchen (n=6).

ICAM-1-Expression auf BEAS-2B

Abb. 92 zeigt die ICAM-1-Expression auf kokultivierten BEAS-2B nach Luft- bzw. Ozon-
begasung und anschlieBender Stimulierung mit Zymosan. Eine geringfiigige Erhohung der
ICAM-1-Expression im zymosanstimulierten System konnte allenfalls geahnt werden. Des
weiteren hatte die Vorbehandlung mit Luft bzw. Ozon keinen Einfluf} auf die Expression von
ICAM-1.
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Abb, 92: ICAM-1-Expression auf BEAS-2B im luft- bzw. ozonbegasten Kokultursystem aus BEAS-2B
und ECV304 nach anschlieBender 24-stiindiger Stimulierung mit Zymosan (1000 jig/ml).
Die Zellen wurden in Kokultur 90 min mit Luft bzw. 0,15 ppm Ozon begast. Direkt nach der
Exposition wurden je 1,5 ml Medium in das apikale und das basolaterale bzw. 1,5 ml Stimulierungs-
medium in das apikale und 1,5 ml Medium in das basolaterale Kompartiment gegeben. Es folgte eine
Inkubation bei 37°C und 5% CO,. 24h nach der Exposition wurden die Zellen von den Membranen
unter Trypsineinwirkung abgeldst und durchfluBzytometrisch auf ihre ICAM-1-Expression untersucht.
Dargestellt sind Werte aus 5 Versuchen (n=10). Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des
Mittels an (= SEM).




Ergebnisse : 117

ICAM-1-Expression auf ECV304

ErwartungsgemiB zeigten auch ECV304 keinen Effekt beziiglich ihrer ICAM-1-Expression
nach Begasung und Stimulierung des Systems mit Zymosan, da die Zellen gar nicht mit dem
Stimulus in Kontakt gekommen waren (Abb. 93).
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Abb. 93: ICAM-1-Expression auf ECV304 im luft- bzw. ozonbegasten Kokultursystem aus BEAS-2B und
ECV304 nach anschlieBender 24-stiindiger Stimulierung mit Zymeosan (1000 pg/ml).
Die Zellen wurden in Kokultur 90 min mit Luft bzw. 0,15 ppm Ozon begast. Direkt nach der
Exposition wurden je 1,5 ml Medium in das apikale und das basolaterale bzw. 1,5 ml Stimulierungs-
medium in das apikale und 1,5 ml Medium in das basolaterale Kompartiment gegeben. Es folgte eine
Inkubation bei 37°C und 5% CO,. 24h nach der Exposition wurden die Zellen von den Kulturplatten
abgeldst und durchfluzytometrisch auf ihre ICAM-1-Expression untersucht. Dargestellt sind Werte
aus 3 Versuchen (n=6). Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittels an (£ SEM).

In Versuchen zur Begasung des Kokultursystems mit Luft bzw. 0,15 ppm Ozon und
anschliefender Zymosanstimulierung im apikalen Kompartiment konnten weder Zymosan-
effekte noch Ozoneffekte beziiglich der Parameter Interleukin-6, Interleukin-8 und ICAM-1
festgestellt werden.

3.3.3 Untersuchungen zur Kombinationswirkung von Stiuben bzw. Staubextrakten
und Ozon

Ergénzend zu den Untersuchungen zur Kombinationswirkung von Stiduben bzw. Staub-
extrakten und Ozon an einzeln kultivierten Bronchialepithelzellen (siehe 3.1.4) wurden solche

nun auch in dem Kokultursystem durchgefiihrt.

3.3.3.1 Stimulierung mit Quarzstaub (DQ12) nach Luft- bzw. Ozonbegasung

Zur Untersuchung moéglicher Kombinationswirkungen von Ozon und Quarzstaub (DQ12) im
Kokultursystem wurde den Zellen nach 90-miniitiger Luft- bzw. Ozonbegasung Quarzstaub
im apikalen Kompartiment zugesetzt. Dies bedeutet, daB lediglich die Epithelzellen direkten
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Kontakt mit den Stiiuben hatten. Nach 24-stiindiger Inkubation wurden aus den Uberstéinden
die Zytokine IL-6 und IL-8 sowie auf den Zellen die ICAM-1-Expression bestimmt.

IL-6-Sekretion

Beziiglich der IL-6-Sekretion konnten keine Unterschiede zwischen luft- und ozonexponierten
Zellen festgestellt werden. Dagegen fiihrte bei beiden die Stimulierung mit DQ12 zu einer
signifikanten Zunahme der IL-6-Freisetzung (Abb. 94).
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Abb. 94: IL-6-Freisetzung im luft- bzw. ozonbegasten Kokultursystem aus BEAS-2B und ECV304 nach
anschlieBender 24-stiindiger Stimulierung mit DQ12 (1000 pg/ml).
Die Zellen wurden in Kokultur 90 min mit Luft bzw. 0,15 ppm Ozon begast. Direkt nach der
Exposition wurden je 1,5 ml Medium in das apikale und das basolaterale bzw. 1,5 ml Stimulierungs-
medium in das apikale und 1,5 ml Medium in das basolaterale Kompartiment gegeben. Es folgte eine
Inkubation bei 37°C und 5% CO,. 24h nach der Exposition wurden die Uberstinde abgenommen und
mit ELISA auf IL-6 untersucht. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittels an (= SEM).
Dargestellt sind Werte aus 3 Versuchen (n=6). Sterne bezeichnen Werte, die sich signifikant von
denen der entsprechenden Kontrollen unterscheiden.
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IL-8-Sekretion

Wie in Abb. 95 gezeigt, fiihrte eine Stimulierung mit DQ12 im apikalen Kompartiment des
Kokultursystems zu signifikant erhéhten IL-8-Freisetzungen verglichen mit den
unstimulierten Kontrollzellen. Dieser Effekt war bei luft- wie ozonbehandelten Zellen
sichtbar. Eine Ozonbegasung fiihrte bei unstimulierten Zellen zu einer leichten ErhShung der
IL-8-Sekretion gegeniiber der Sekretion luftbegaster Zellen. Dagegen schien die DQI2-
induzierte IL-8-Freisetzung nach vorangegangener Ozonbehandlung etwas abgeschwicht
gegeniiber derjenigen luftbehandelter Zellen
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Abb. 95: IL-8-Freisetzung im Iuft- bzw. ozonbegasten Kokultursystem aus BEAS-2B und ECV304 nach
anschlieBender 24-stiindiger Stimulierung mit DQ12 (1000 pg/ml).
Die Zellen wurden in Kokultur 90 min mit Luft bzw. 0,15 ppm Ozon begast. Direkt nach der
Exposition wurden je 1,5 ml Medium in das apikale und das basolaterale bzw. 1,5 ml Stimulierungs-
medium in das apikale und 1,5 ml Medium in das basolaterale Kompartiment gegeben. Es folgte eine
Inkubation bei 37°C und 5% CO,. 24h nach der Exposition wurden die Uberstinde abgenommen und
mit ELISA auf IL-8 untersucht. Dargestellt sind Werte aus 3 Versuchen (n=6). Die Fehlerbalken
zeigen den Standardfehler des Mittels an (x SEM). Sterne bezeichnen Werte, die sich signifikant von
denen unstimulierter Kontrollen unterscheiden (p < 0,05).

ICAM-1-Expression auf BEAS-2B

Abb. 96 zeigt die ICAM-1-Expression auf luft- bzw. ozonbegasten kokultivierten BEAS-2B,
die nach der Begasung mit DQ12 aktiviert worden waren. Die Stimulierung mit Quarzstaub
fithrte bei luft- wie ozonexponierten Zellen zu einer signifikanten Erhohung der ICAM-1-
Expression. Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen luft- und ozonbegasten
Zellsystemen gefunden werden. Allenfalls bewirkte die Vorexposition mit Ozon eine gering-
fiigige Abnahme der DQ12-induzierten ICAM-1-Expression.
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Abb. 96: ICAM-1-Expression auf BEAS-2B im luft- bzw. ozonbegasten Kokultursystem aus BEAS-2B
und ECV304 nach anschlieBender 24-stiindiger Stimulierung mit DQ12 (1000 pg/ml).
Die Zellen wurden in Kokultur 90 min mit Luft bzw. 0,15 ppm Ozon begast. Direkt nach der
Exposition wurden je 1,5 ml Medium in das apikale und das basolaterale bzw. 1,5 ml Stimulierungs-
medium in das apikale und 1,5 ml Medium in das basolaterale Kompartiment gegeben. Es folgte eine
Inkubation bei 37°C und 5% CQ,. 24h nach der Exposition wurden die Zellen von den Membranen
unter Trypsineinwirkung abgel6st und durchflulzytometrisch auf ihre ICAM-1-Expression untersucht.
Dargestellt sind Werte aus 2 Versuchen (n=4). Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des
Mittels an (+ SEM). Sterne bezeichnen Werte, die sich signifikant von denen unstimulierter
Kontrollen unterscheiden (p < 0,05).

ICAM-1-Expression auf ECV304

Beziiglich der ICAM-1-Expression auf ECV304 konnte gezeigt werden, dafl eine
Stimulierung mit DQ12 im apikalen Kompartiment des Kokultursystems zu einer Erh6hung
der Expression fiihrt. Dies war sowohl bei luft- wie ozonbegasten Zellen feststellbar und
insofern bemerkenswert, als die Endothelzellen gar nicht mit dem Stimulus DQ12 in Kontakt
kamen, da Quarzstaub nur im apikalen Kompartiment zugesetzt wurde. Dies muf} bedeuten,
daB ECV304 indirekt iiber einen loslichen Faktor, der von den BEAS-2B-Zellen auf den
Stimulus DQ12 hin freigesetzt wurde, zur Verstirkung der ICAM-1-Expression angeregt
wurden. Eine Vorstimulierung der Zellen mit Ozon bewirkte eine geringfiigige Abnahme der
DQ12-induzierten ICAM-1-Expression (Abb. 97).
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Abb. 97: 1CAM-1-Expression auf ECV304 im luft- bzw. ozonbegasten Kokultursystem aus BEAS-2B und
ECV304 nach anschlieBender 24-stiindiger Stimulierung mit DQ12 (1000 pg/ml).
Die Zellen wurden in Kokultur 90 min mit Luft bzw. 0,15 ppm Ozon begast. Direkt nach der
Exposition wurden je 1,5 ml Medium in das apikale und das basolaterale bzw. 1,5 ml Stimulierungs-
medium in das apikale und 1,5 ml Medium in das basolaterale Kompartiment gegeben. Es folgte eine
Inkubation bei 37°C und 5% CO,. 24h nach der Exposition wurden die Zellen von den Kulturplatten
abgelost und durchfluzytometrisch auf ihre ICAM-1-Expression untersucht. Dargestellt sind Werte
aus 2 Versuchen (n=4). Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittels an (+ SEM).

Eine Stimulierung mit DQ12 nach vorangegangener Luft- bzw. Ozonexposition des Kokultur-
systems fiihrte bei luft- wie ozonbehandelten Zellen zu einer erhohten Interleukin-6- und
Interleukin-8-Freisetzung sowie einer verstirkten ICAM-1-Expression auf BEAS-2B und
ECV304. Die Ozonbehandlung bewirkte eine geringe Abschwichung der DQ12-induzierten
Effekte auf die IL-8-Sekretion und die ICAM-1-Expression der Zellen.

3.3.3.2 Begasung mit Luft bzw. Ozon nach Vorstimulierung der BEAS-2B mit Schweb-
staubextrakten

In den folgenden Experimenten wurden BEAS-2B vor dem Zusammensetzen mit ECV304
zum Kokultursystem fiir 24h mit Schwebstaubextrakt stimuliert. Durch die anschlieBende
Begasung in Kokultur sollte gepriift werden, inwieweit Ozon die Reaktion der Zellen auf die

Schwebstaubaktivierung modulieren kann.

IL-6-Freisetzung

Abb. 98 zeigt die IL-6-Freisetzung im luft- bzw. ozonbegasten Kokultursystem nach
Vorstimulierung der BEAS-2B mit Schwebstaubextrakt Nr. 65 (GEX65) in einer
Verdiinnung, die einem Luftvolumen von 7,85m’ je Milliliter Stimulierungsmedium
entspricht. Die Ozonbegasung des Systems fiihrte zu einer erhohten IL-6-Freisetzung
verglichen mit der Sekretion der luftbegasten Kontrolle. Die Vorbehandlung der BEAS-2B
mit Schwebstaubextrakt bewirkte bei luft- wie ozonbegasten Zellen eine starke Zunahme der
IL-6-Freisetzung um den Faktor 4,5 bei luftbegasten bzw. den Faktor 2,9 bei ozonbegasten
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Zellen. Somit konnte eine geringfiigige Abschwichung des Schwebstaubeffektes auf die IL-6-
Freisetzung des Systems nach vorangegangener Ozonbehandlung festgestellt werden.
Interessant war auBlerdem die Tatsache, daB durch den Schwebstaubextrakt im Kokultur-
system eine verstirkte Zytokinsekretion induziert wurde, was bei einzeln kultivierten
BEAS-2B nicht beobachtet werden konnte (Abb. 66 und Abb. 67).
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Abb. 98: IL-6-Freisetzung im luft- bzw. ozonbegasten Kokultursystem nach vorangegangener
24-stiindiger Stimulierung der BEAS-2B mit GEX65.
BEAS-2B wurden vor Zusammensetzen in die Kokultur fiir 24h mit GEX65 in der Verdiinnung 1:2,
dies entspricht einem Sammelluftvolumen von 7,85 m> je Milliliter Medium, stimuliert. Nach
Zusammensetzen der Kokultur und 90 min Begasung mit Luft bzw. 0,15 ppm Ozon folgte eine
Inkubation bei 37°C und 5% CO,. 24h nach der Exposition wurden die Uberstinde abgenommen und
mit ELISA auf IL-6 untersucht. Dargestellt sind Werte aus 2 Versuchen (n=6). Die Fehlerbalken
zeigen den Standardfehler des Mittels an (+ SEM). Sterne bezeichnen Werte, die sich signifikant von
denen unstimulierter Kontrollen unterscheiden (p < 0,05).

Abb. 99 zeigt die IL-6-Freisetzung fiir entsprechende Experimente mit GEX66. Die
verwendete 1:2-Verdiinnung entsprach einem Sammelluftvolumen von 8,14 m’® je Milliliter
Stimulierungsmedium. Wihrend eine ozoninduzierte Erhohung der IL-6-Sekretion nicht
sichtbar war, konnten doch deutliche Effekte der Schwebstaubprobe auf die Zytokin-
freisetzung bei luft- wie ozonbegasten Zellen festgestellt werden. Des weiteren zeigte sich
eine statistisch signifikante Abnahme der schwebstaubinduzierten IL-6-Freisetzung nach

Ozonvorbehandlung verglichen mit der Freisetzung im luftbegasten System.
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Abb. 99: IL-6-Freisetzung im luft- bzw. ozonbegasten Kokultursystem nach vorangegangener
24-stiindiger Stimulierung der BEAS-2B mit GEX66.
BEAS-2B wurden vor Zusammensetzen in die Kokultur fiir 24h mit GEX66 in der Verdiinnung 1:2,
dies entspricht einem Sammelluftvolumen von 8,14 m® je Milliliter Medium, stimuliert. Nach
Zusammensetzen der Kokultur und 90 min Begasung mit Luft bzw. 0,15 ppm Ozon folgte eine
Inkubation bei 37°C und 5% CO,. 24h nach der Exposition wurden die Uberstiinde abgenommen und
mit ELISA auf IL-6 untersucht. Dargestellt sind Werte aus 2 Versuchen (n=6). Die Fehlerbalken
zeigen den Standardfehler des Mittels an (& SEM). Sterne bezeichnen Werte, die sich signifikant von
denen der entsprechenden Kontrolien unterscheiden (p < 0,05).

IL-8-Sekretion

Die Voraktivierung der BEAS-2B mit GEX65 fiihrte im luft- wie ozonbegasten Kokultur-
system zu einer signifikanten Erh6hung der IL-8-Freisetzung verglichen mit der Sekretion der
unstimulierten Kontrollzellen. Des weiteren sezernierten ozonbegaste unstimulierten Zellen
mehr IL-8 als die entsprechenden Iuftexponierten Zellen (Abb. 100).
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Abb. 100:IL-8-Freisetzung im luft- bzw. ozonbegasten Kokultursystem nach vorangegangener
24-stiindiger Stimulierung der BEAS-2B mit GEX65.
BEAS-2B wurden vor Zusammensetzen in die Kokultur fiir 24h mit GEX65 in der Verdiinnung 1:2,
dies entspricht einem Sammellufivolumen von 7,85 m? je Milliliter Medium, stimuliert. Nach
Zusammensetzen der Kokultur und 90 min Begasung mit Luft bzw. 0,15 ppm Ozon folgte eine
Inkubation bei 37°C und 5% CO,. 24h nach der Exposition wurden die Uberstinde abgenommen und
mit ELISA auf IL-8 untersucht. Dargestellt sind Werte aus 2 Versuchen (n=6). Die Fehlerbalken
zeigen den Standardfehler des Mittels an (X SEM). Sterne bezeichnen Werte, die sich signifikant von
denen unstimulierter Kontrollen unterscheiden (p < 0,05).
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Die entsprechenden Daten fiir GEX66 sind in Abb. 101 gezeigt. Die Vorstimulierung der
BEAS-2B mit GEX66 fiihrte im Kokultursystem bei luft- wie ozonbegasten Zellen zu einer
signifikanten Zunahme der IL-8-Sekretion. Allerdings war die schwebstaubinduzierte
Erh6hung der IL-8-Sekretion bei ozonbehandelten Zellen deutlich schwiicher ausgeprigt als
bei den entsprechenden luftbehandelten Zellen.
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Abb. 101:TL-8-Freisetzung im luft- bzw. ozonbegasten Kokultursystem nach vorangegangener
24-stiindiger Stimulierung der BEAS-2B mit GEX66.
BEAS-2B wurden vor Zusammensetzen in die Kokultur fiir 24h mit GEX66 in der Verdiinnung 1:2,
dies entspricht einem Sammelluftvolumen von 8,14 m je Milliliter Mediom, stimuliert. Nach
Zusammensetzen der Kokultur und 90 min Begasung mit Luft bzw. 0,15 ppm Ozon folgte eine
Inkubation bei 37°C und 5% CO,. 24h nach der Exposition wurden die Uberstinde abgenommen und
mit ELISA auf IL-8 untersucht. Dargestellt sind Werte aus 2 Versuchen (n=6). Die Fehlerbalken
zeigen den Standardfehler des Mittels an (+ SEM). Sterne bezeichnen Werte, die sich signifikant von
denen unstimulierter Kontrollen unterscheiden (p < 0,05).

ICAM-1-Expression auf ECV304

Abb. 102 zeigt die ICAM-1-Expression auf kokultivierten ECV304 nach Luft- bzw. Ozon-
begasung und Vorstimulierung der BEAS-2B mit GEX65.

Eine Vorbehandlung der BEAS-2B mit GEX65 fiihrte zu signifikant erh6hten ICAM-1-
Expressionen auf ECV304, was insofern interessant war, als die Endothelzellen selbst gar
nicht mit der Schwebstaubprobe in Kontakt kamen. Dies weist auf Mediatoren hin, die von
den BEAS-2B auf den Stimulus GEX65 verstirkt freigesetzt wurden und die Endothelzellen

zu einer vermehrten ICAM-1-Expression anregten.




Ergebnisse 125

60 T————
T Kontrolle

o
[=]

-
(=]

ICAM-1-pos. Zellen [%]
(5]
(=3

Luft Ozon

Abb. 102: ICAM-1-Expression auf ECV304 im luft- bzw. ozonbegasten Kokultursystem nach voran-
gegangener 24-stiindiger Stimulierung der BEAS-2B mit GEX65.
BEAS-2B wurden vor Zusammensetzen in die Kokultur fiir 24h mit GEX65 in der Verdiinnung 1:2,
dies entspricht einem Sammelluftvolumen von 7,85 m> je Milliliter Medium, stimuliert. Nach
Zusammensetzen der Kokultur und 90 min Begasung mit Luft bzw. 0,15 ppm Ozon folgte eine
Inkubation bei 37°C und 5% CO,. 24h nach der Exposition wurden die Endothelzellen von den
Kulturplatten abgelost und durchflulzytometrisch auf ihre ICAM-1-Expression untersucht. Dargestellt
sind Werte aus 2 Versuchen (n=6). Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittels an
(= SEM). Sterne bezeichnen Werte, die sich signifikant von denen unstimulierter Kontrollen
unterscheiden (p < 0,05).

In Abb. 103 sind die entsprechende Ergebnisse fiir Stimulierungen mit GEX66 dargestellt.
Eine Ozonbegasung des unstimulierten Systems fiihrte zu einer erhéhten ICAM-1-Expression
auf ECV304 verglichen mit der Expression auf luftbegasten Kontrollzellen. Die
Vorbehandlung der BEAS-2B mit GEX66 bewirkte eine Erhéhung der ICAM-1-Expression
auf ECV304. Dieser Effekt war bei luft- wie ozonbegasten Zellen feststellbar.
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Abb. 103: ICAM-1-Expression auf ECV304 im luft- bzw. ozonbegasten Kokultursystem nach voran-
gegangener 24-stiindiger Stimulierung der BEAS-2B mit GEX66.
BEAS-2B wurden vor Zusammensetzen in die Kokuitur fiir 24h mit GEX66 in der Verdiinnung 1:2,
dies entspricht einem Sammelluftvolumen von 8,14 m® je Milliliter Medium, stimuliert. Nach
Zusammensetzen der Kokultur und 90 min Begasung mit Luft bzw. 0,15 ppm Ozon folgte eine
Inkubation bei 37°C und 5% CO,. 24h nach der Exposition wurden die Endothelzellen von den
Kulturplatten abgeldst und durchflufzytometrisch auf ihre ICAM-1-Expression untersucht. Dargestellt
sind Werte aus 2 Versuchen (n=6). Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittels an
(= SEM).
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Eine Vorstimulierung der BEAS-2B mit den Schwebstaubextrakten Nr. 65 und 66 bewirkte
im Kokultursystem eine erhohte Freisetzung der Entziindungsmarker Interleukin-6 und
Interleukin-8 sowie eine verstirkte ICAM-1-Expression auf ECV304. Wihrend die Ozon-
behandlung des Systems beziiglich IL-6 und IL-8 eher zu einer Abschwéchung der schweb-
staubinduzierten Effekte fiihrte, blieb die ICAM-1-Expression der ECV304 davon

unbeeinfluft.

34 Untersuchungen zur Genotoxizitit

Der letzte Teil dieser Arbeit befafite sich mit mutagenen Wirkungen von Ozon auf BEAS-2B.
Als Endpunkt dieser Untersuchungen diente die Erfassung von Schwesterchromatid-

austauschen (SCE) nach Einwirkung des Schadgases.

Nach 90-miniitiger Begasung von BEAS-2B mit Luft bzw. 0,15 ppm Ozon zeigte sich eine
geringfiigige Zunahme der Schwesterchromatidaustauschrate bei den ozonbegasten Zellen,

die jedoch nicht statistisch signifikant war (Abb. 104).
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Abb. 104: Schwesterchromatidaustausche bei luft- bzw. ozonbegasten BEAS-2B,

Die Zellen wurden auf kollagenbeschichteten Filtermembranen kultiviert und 90 min mit Luft bzw.
0,15 ppm Ozon begast. Direkt nach der Exposition wurden je 1,5 ml Medium in das apikale und das
basolaterale Kompartiment gegeben. Es folgte eine 24-stiindige Inkubation bei 37°C und 5% CO,.
AnschlieBend wurden die Fliissigkeiten ober- und unterhalb der Membran durch je 1,5 ml BrdU-
haltiges Medium ersetzt. Die Zellen wurden weitere 72h inkubiert, wobei dem Medium 3h vor Ende
der Inkubationszeit Colcemid zugesetzt wurde. Nach Abtrypsinieren der Zellen erfolgte die
Metaphasenpriparation mit anschlieBender Differentialfarbung der Chromatiden. Dargestellt sind die
Mittelwerte aus 3 Versuchen.

Abb. 105 und Abb. 106 zeigen Metaphasen luft- bzw. ozonbehandelter BEAS-2B in der
Differentialfarbung. In beiden Aufnahmen konnen vereinzelt Schwesterchromatidaustausche
anhand der unterschiedlichen Chromatidenfirbung erkannt werden, wobei die ozon-

behandelten Zellen eventuell eine geringfiigig hohere Chromatidaustauschrate aufwiesen.
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Abb, 105: Metaphase von luftbegasten BEAS-2B in differentieller Darstellung der Schwesterchromatiden.

Die Zellen wurden auf kollagenbeschichteten Filtermembranen kultiviert und 90 min mit Luft begast.
Direkt nach der Exposition wurden je 1,5 m! Medium in das apikale und das basolaterale
Kompartiment gegeben. Es folgte eine 24-stiindige Inkubation bei 37°C und 5% CO,. Anschlieflend
wurden die Fliissigkeiten ober- und unterhalb der Membran durch je 1,5 ml BrdU-haltiges Medium
ersetzt, Die Zellen wurden weitere 72h inkubiert, wobei dem Medium 3h vor Ende der Inkubationszeit
Colcemid zugesetzt wurde. Nach Abtrypsinieren der Zellen erfolgte die Metaphasenpriparation mit
anschlieBender Differentialfarbung der Chromatiden. Die Metaphase wurde bei einer 1000-fachen
VergroéBerung betrachtet und fotografiert.

Abb. 106: Metaphase von ozonbegasten BEAS-2B in differentieller Darstellung der Schwester-
chromatiden.
Die Zellen wurden auf kollagenbeschichteten Filtermembranen kultiviert und 90 min mit 0,15 ppm
Ozon begast. Direkt nach der Exposition wurden je 1,5 ml Medium in das apikale und das basolaterale
Kompartiment gegeben. Es folgte eine 24-stiindige Inkubation bei 37°C und 5% CO,. Anschlielend
wurden die Fliissigkeiten ober- und unterhalb der Membran durch je 1,5 ml BrdU-haltiges Medium
ersetzt, Die Zellen wurden weitere 72h inkubiert, wobei dem Medium 3h vor Ende der Inkubationszeit
Colcemid zugesetzt wurde. Nach Abtrypsinieren der Zellen erfolgte die Metaphasenpriparation mit
anschlieBender Differentialfarbung der Chromatiden. Die Metaphase wurde bei einer 1000-fachen
Vergroflerung betrachtet und fotografiert.
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4. Diskussion

4.1 Ozon und Entziindung in der Lunge

Schon seit langem ist bekannt, dal Ozon den Gesundheitsstatus des Menschen beeinflufit.
Neben extrapulmonalen Effekten auf Blut (Foster et al., 1996), Sympathikus (Cottet-Emard et
al., 1997) und Nervensystem (Custodio-Ramirez und Paz, 1997; Gonzalez-Pifia und Paz,
1997; Paz, 1997) ist davon vorrangig der Respirationstrakt betroffen. Wihrend Sommer-
smogperioden mit erhShten Ozonwerten in der Atmosphére leiden Menschen unter
Kurzatmigkeit, Verschlechterung von Asthma (Kurata et al., 1976), Husten, verstirkter
Schleimproduktion, Brustschmerzen oder Brustenge, Symptome, die ihre Ursache in
klinischen Manifestationen wie verschlechterten Lungenfunktionsparametern (Bromberg und
Koren, 1995; Castiliejos er al., 1995), Lungentdem, bronchialer Hyperreagibilitit und
Entziindungsreaktionen haben. Studien von Kinney und Ozkaynak (1991 und 1992) lieferten
erste  Anhaltspunkte fiir einen Zusammenhang zwischen Sterblichkeit und Ozon-
konzentrationen in Los Angeles und New York. Sartor ef al. (1995 und 1997) beschrieben
eine positive Korrelation zwischen Ozon in der Atmosphire und der Sterblichkeit &lterer
Menschen im Sommer 1994 in Belgien. Kanadische Studien wiesen auf eine Koinzidenz von
erhthten Ozonkonzentrationen und Krankenhauskonsultationen aufgrund respiratorischer
Erkrankungen oder Asthma hin (Burnett et al., 1997a; Stieb et al., 1996). Jedoch ist noch
immer unklar, warum die Lunge auf Ozon in dieser Weise reagiert und welche Zellen der

Lunge hauptséchlich dafiir verantwortlich sind.

Mit Hilfe geeigneter Testsysteme wurden in den vergangenen Jahren Zellen oder Organismen
mit Ozon exponiert und vielfiltige Effekte, wie eine erhGhte Permeabilitit der Lunge (Foster
und Stetkiewicz, 1996; Piecyk et al., 1994; Schultheis und Bassett, 1994; Young und Bhalla,
1995), histopathologische Verinderungen (Alink et al., 1980; Alpert et al., 1990; Ito et al.,
1994; Rombout et al., 1991), eine Abnahme der Vitalitdt der Zellen (Devlin et al., 1997), die
Beeinflussung des Oxidantienstatus (Devlin et al., 1997; Kodavanti ef al., 1995; Mudway et
al., 1996; Weller et al., 1997), eine Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (Chen und Qu, 1997;
Kelly et al., 1995; Kudo et al., 1996; Pryor und Church, 1991; Stevens et al., 1995), die
Modifizierung von Surfactant-Proteinen (Putman et al., 1995 und 1997; Su und Gordon,
1996) sowie erhohte Kollagen-Gehalte in der Lunge (Last et al., 1984), um nur einige
wichtige zu nennen, beschrieben. In diesem Zusammenhang ist aulerdem die ozoninduzierte
Modifizierung der Zytokin- oder Eicosanoidfreisetzung von Zellen von besonderem Interesse,
stellen derartige Mediatoren doch ein Kommunikationsmedium dar, welches der betroffenen
Zelle ermoglicht, nach einer Schidigung diese Information weiterzureichen und dadurch
Verinderungen in einem grofleren Areal der Lunge zu bewirken. So konnte dann das
Entstehen klinischer Symptome, wie ein erhohter Atemwegswiderstand, chronische

Bronchitis oder Odeme, erkliirt werden.
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In zahlreichen Veroffentlichungen wurde iiber die ozoninduzierte Freisetzung loslicher
Mediatoren berichtet. Wihrend fiir derartige Studien frither gewohnlich sehr hohe und damit
unrealistische Ozonkonzentrationen verwendet wurden, beschrinken sich neuere
Untersuchungen auf umweltrelevante Konzentrationen des Schadgases. So beschrieben
Madden et al. (1991) eine erhohte Freisetzung diverser Arachidonsduremetaboliten wie
Hydroxysduren, Thromboxan B, (TXB,), Prostaglandin E, (PGE;), PGD,, Leukotrien B4
(LTB,4) und LTD4 nach 2-stiindiger Exposition von Rattenalveolarmakrophagen mit 1,0 ppm
Ozon. Eine entsprechende Ozonexposition menschlicher Alveolarmakrophagen bewirkte eine
erhohte Sekretion der Arachidonsiuremetaboliten PAF (Plittchen-aktivierender Faktor) und
PGE,; (Friedman et al., 1992). Vergleichbare Daten erhielten Schlesinger et al. (1990) bei
in vivo-Experimenten mit Kaninchen, denen nach 2-stiindiger Ozonexposition die Alveolar-
makrophagen zur Untersuchung entnommen wurden. Ozoninduzierte Freisetzungen von
Arachidonsiduremetaboliten wie 15-HETE sind auch fiir Epithelzellen des Respirationstraktes
beschrieben (Alpert und Walenga, 1995). Diesbeziiglich sind besonders die in dieser Arbeit
verwendeten BEAS-2B-Zellen sehr gut charakterisiert. So bewirkte deren einstiindige
Begasung mit 1,0 ppm Ozon unter anderem eine Bildung der Metaboliten TXB,, PGE,, LTC,,
LTDy, und LTE4 sowie eine starke Erhéhung der PAF-Sekretion (McKinnon et al., 1993;
Samet et al., 1992).

Neben den Arachidonsduremetaboliten spielen Zytokine eine entscheidende Rolle als 15sliche
Transmitter mit vielfdltigen Wirkungen. Sowohl Alveolarmakrophagen als auch Lungen-
epithelzellen konnen Zytokine synthetisieren, was sie letztendlich auch dazu beféhigt, unter-
einander zu kommunizieren. Arsalane et al. (1995) zeigten bei menschlichen Alveolar-
makrophagen nach einstiindiger Exposition mit 0,4 ppm Ozon erhohte Freisetzungen der
Zytokine 1L-6, IL-8, TNF-o sowie IL-1P. Eine Induktion der TNF-a-Sekretion konnte auch
bei Rinderalveolarmakrophagen nach 4h Exposition mit 1,0 ppm Ozon demonstriert werden
(Mosbach et al., 1996). In der bronchoalveolédren Fliissigkeit von ozonexponierten Probanden
wurden von Devlin et al. (1997) ebenfalls erhohte IL-6- und IL-8-Konzentrationen gefunden.
Epithelzellen setzen nach Ozonexposition ein dhnliches Spektrum von Zytokinen frei. So
sezernierten die Alveolarepithelzellen A549 nach 5-stiindiger Exposition mit 0,1 ppm Ozon
erhohte Mengen an IL-8 (Jaspers et al., 1997), die Bronchialepithelzellen BEAS-2B nach
einstiindiger Exposition mit Ozonkonzentrationen von 0,1 bis 1,0 ppm erhéhte Mengen an
IL-6 und IL-8 (Devlin ef al., 1994). Devalia et al. (1996) zeigten anhand von Experimenten
mit priméiren humanen Bronchialepithelzellen neben einer ozoninduzierten IL-6- und IL-8-
Freisetzung auch eine erhohte Sekretion des Tumor-Nekrose-Faktors-o0 und des
Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierenden =~ Faktors ~ (GM-CSF).  Zwischen
Arachidonséduremetaboliten und Zytokinen sind zahlreiche Interaktionen beschrieben, so daB
diese keine voneinander unabhingigen Netzwerke darstellen (Amandi-Burgermeister et al.,
1997; Gormand et al., 1996; Huang et al., 1997; Nettesheim und Bader, 1996; Newton et al.,
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1996; Peplow, 1996). Aus dieser bei weitem nicht vollstdndigen Aufzdhlung der Effekte von
Ozon auf das Sekretionsverhalten der Lungenepithelzellen wird deutlich, da diesen im

Rahmen der ozoninduzierten Entziindung eine wichtige Rolle zukommt (Leikauf et al., 1995).

In dieser Arbeit konnte an Zellen einer humanen Bronchialepithelzellinie (BEAS-2B) gezeigt
werden, dafl Bronchialepithelzellen nach nur 90 min Exposition mit 0,15 ppm Ozon zu einer
erhohten Sekretion der proinflammatorischen Zytokine IL-6 und IL-8, verglichen mit luft-
begasten Kontrollzellen, stimuliert werden (Abb. 8 und Abb. 9). Diese erhdhte Zytokin-
sekretion war bereits 1h nach der Exposition deutlich ausgeprigt. Wihrend das Maximum der
IL-6-Freisetzung 24h nach Begasung bereits iiberschritten war, konnten zu diesem Zeitpunkt

die héchsten IL-8-Konzentrationen gefunden werden.

Interleukin-6 und Interleukin-8 spielen sehr unterschiedliche, jedoch gleichermafen wichtige
Rollen bei der Entziindung. IL-6 ist ein pleiotropes Zytokin, dessen bekannteste Wirkungen
die Induktion der B-Zell-Differenzierung und der Immunglobulinproduktion (Van Damme et
al., 1987) sowie die Einleitung der Akut-Phase-Antwort sind (Heinrich et al., 1990). Es
stimuliert wie IL-1P die IL-2-abhingige T-Zell-Proliferation durch die Bildung von IL-2
sowie die Produktion von Akut-Phase-Proteinen in der Leber (Wong und Clark, 1988).
Dagegen wird aber auch eine antiinflammatorische Wirkungskomponente von iiber-
exprimiertem IL-6 durch inhibitorische Effekte auf die IL-1B- und TNF-o-Sekretion von
Zellen diskutiert (Denis, 1992; Mantovani, 1997; Ulich et al., 1991; van der Poll et al., 1997).
AuBerdem gibt es Hinweise darauf, da IL-6 auch eine Rolle bei der Induktion von
Chemokinen und damit der Leukozytenrekrutierung zukommt (Romano et al, 1997).
Interleukin-8, das auch zur Klasse der Chemokine gerechnet wird, zeichnet sich dagegen
hauptsiichlich durch seine chemoattraktiven Eigenschaften aus und ist somit neben den
Adhisionsmolekiilen, auf die spiter noch eingegangen werden soll, und chemoattraktiven
Metaboliten wie PAF (Shaw et al., 1981) oder LTB, (Ford-Hutchinson et al., 1980; Nohgawa
et al., 1997) sowie Komplement C5a (Fernandez et al., 1978; Foreman et al., 1996) haupt-
verantwortlich fiir die Einwanderung von Entziindungszellen in das umliegende Gewebe
(Carolan und Casale, 1996). Dieses Ereignis wird als Voraussetzung fiir die Verstirkung und
Ausweitung der Entziindung angesehen (Baggiolini, 1993; Baggiolini et al., 1994; Hébert und
Baker, 1993; Hoch et al., 1996). Liu et al. (1996) konnten an frisch isolierten menschlichen
Endothelzellen aus der Nabelschnur (HUVEC) sowie an H292-Zellen eindriicklich zeigen,
wie stark Interleukin-8 die Migration von Neutrophilen durch Monolayer dieser Zellen

fordert. Dabei wurde insbesondere das Endothel gut von den Neutrophilen durchwandert.

Erhohte IL-6- oder IL-8-Sekretionen konnten auch bei anderen respiratorischen Erkrankungen
wie der Sarkoidose (Takizawa et al., 1997), einer Infektion mit Influenza-Virus A (Adachi et
al., 1997, Khair et al., 1994 und 1996; Matsukura et al., 1996) bzw. Rhinoviren (Zhu et al.,
1996), Asthma und chronischer Bronchitis (Chanez et al., 1996; Nocker et al., 1996),
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zystischer Fibrose (Bédard et al., 1993) sowie dem Lungenemphysem (Kanazawa et al.,
1996) beobachtet werden. Allen zuletzt genannten pathologischen Zustédnden ist ein Krank-
heitsbild mit einer verstirkten Einwanderung von Neutrophilen oder Eosinophilen in das

Gewebe gemeinsam.

Des weiteren wurde in dieser Arbeit 24h nach 90-miniitiger Exposition mit 0,15 ppm Ozon
eine verstirkte Expression des interzelluldren Adhdsionsmolekiils-1 (ICAM-1) auf Bronchial-
epithelzellen (BEAS-2B) gefunden (Abb. 10). Letzteres ist fiir das Entstehen von
Entziindungsprozessen besonders wichtig, stellt doch ICAM-1 eine Bindungsstelle fiir
neutrophile Granulozyten dar, die sich iiber ihre Gegenrezeptoren, z.B. LFA-1 (CD11a/CD18)
oder Mac-1 (CD11b/CD18), somit verstirkt am Epithel anlagern und durch Freisetzung
lysosomaler Enzyme die Entziindung in Gang setzen konnen. Die Tatsache, daB Interleukin-8,
welches auf den Stimulus Ozon vermehrt gebildet wird, eine Zunahme der Mac-1-Expression
auf Neutrophilen induziert (Detmers et al., 1990) unterstreicht aulerdem den Zusammenhang
zwischen einer Ozonexposition und dem vermehrten Influx neutrophiler Granulozyten.
Bloemen et al. (1996) wiesen darauf hin, daB eine Stimulierung sowohl des Bronchialepithels
als auch der Neutrophilen fiir eine maximale Adhision nétig ist. Die Expression von ICAM-1
auf Epithelzellen spielt auch bei der Pathogenese von Asthma und Allergien eine wichtige
Rolle (Bloemen et al., 1997; Papi, 1997; Sato et al., 1997; Wegner et al., 1990), denn auch
der Influx von Eosinophilen wird, zumindest teilweise, iiber ICAM-1 gesteuert (Abdelaziz et
al., 1995).

Wiihrend zahlreiche Studien eine zytokininduzierte Erhohung der ICAM-1-Expression auf
Lungenepithelzellen belegen (Atsuta et al., 1997, Barton et al., 1995; Cunningham und Kirby,
1995; Kang et al., 1996; Look et al., 1992; Tosi et al., 1992), gibt es nur wenige Daten zu
einer entsprechenden ozoninduzierten Wirkung: Auf dem Lungenepithel von Miusen, die
zuvor 3 Stunden gegeniiber 2,0 ppm Ozon exponiert worden waren, wurde von Takahashi et
al. (1995) eine verstidrkte ICAM-1-Expression sowie ein damit einhergehender verstérkter
Influx von Neutrophilen beobachtet. Li et al. (1992) konnten die Anreicherung von
Neutrophilen und Eosinophilen in der Lavagefliissigkeit ozonexponierter Hunde durch
Behandlung mit einem gégen CD11b/CD18 gerichteten Antikorper verhindern. Dagegen
beschrieben Tosi et al. (1994) eine ozoninduzierte verstidrkte Adhésion von Neutrophilen auf
menschlichen Trachealepithelzellen, die zwar CD18-abhingig, jedoch ICAM-1-unabhiingig
war, was durch Versuche mit Antikdrpern gezeigt werden konnte. Letzteres mufl bedeuten,
daB wahrscheinlich noch andere Adhésionsmolekiile an der durch Ozon bewirkten erhéhten
Adhdsion von Neutrophilen beteiligt sind. Die verstirkte Expression eines anderen
Adhisionsmolekiils, des P-Selektins, in den Gefidfien konnte von Krishna et al. (1997) am
Menschen nach kurzzeitiger Ozonexposition gezeigt werden. Selektine bewirken ein
Abbremsen der Entziindungszellen im Blutstrom und schaffen damit die Voraussetzung fiir
eine sich anschliefende feste Bindung der Zellen an die CAMs der Gefidfle (Crockett-Torabi
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und Fantone, 1995; Rossiter et al., 1997; Whelan, 1996). Auch Makrophagen exprimieren
ICAM-1, welches einer Modulierung durch Ozon zuginglich ist (Bhalla, 1996).

Neben Entziindungszellen wie Neutrophilen, die iiber Gegenrezeptoren, sogenannte Integrine,
an ICAM-1 binden, nutzen auch die meisten Rhinoviren das durch Entziindungsmediatoren
aktivierte ICAM-1, um in Schleimhautepithelzellen einzudringen (Terajima et al., 1997).
Wahrscheinlich binden sie direkt an die Kopplungssielle fiir LFA-1 oder eine unmittelbar
benachbarte Region am Molekiil (Staunton et al., 1989). Viren benutzen aber nicht nur
ICAM-1 als Bindungsstelle, sondern induzieren gleichzeitig die Expression des Adhésions-
molekiils (Stark et al., 1996), womit ein erhShter Influx von Entziindungszellen einhergeht.
Huguenel et al. (1997) konnten Schimpansen vor einer Rhinovirusinfektion durch
Applikation des 16slichen interzelluldiren Adhésionsmolekiils-1 (sSICAM-1) schiitzen. Diese
Beobachtungen machen eine Beteiligung des Adhidsionsmolekiils bei der Entstehung von
Infektionen im Respirationstrakt wahrscheinlich und kénnten auch die haufig beschriebene
gesteigerte Infektanfilligkeit nach vorangegangener Ozonexposition zumindest teilweise

erkliren.

4.2 Immunmodulierende Eigenschaften von Ozon

Immer wieder wurde eine Beeinflussung der systemischen Immunitit von Organismen durch
Ozon diskutiert (Gilmour, 1995). Deshalb kommt Untersuchungen zur Beinflussung von
immunkompetenten Zellen durch das Schadgas eine besondere Bedeutung zu. Die erste
»Front“ der Immunabwehr in der Lunge wird von den Alveolarmakrophagen gebildet, welche
fremdartige Substanzen phagozytieren und dadurch teilweise eliminieren sowie durch die
Freisetzung sogenannter ,.frither Zytokine wie Interleukin-13 (IL-1B) und Tumor-Nekrose-
Faktor-o. (TNF-o) das Immungeschehen in Gang setzen. Deshalb konzentrieren sich Studien
zu immunmodulierenden Wirkungen von Ozon vorwiegend auf die Untersuchung der

Beeinflussung sekretorischer und phagozytotischer Eigenschaften von Alveolarmakrophagen.

Zahlreiche, zum Teil kontroverse Verdffentlichungen beschreiben Effekte einer Ozon-
exposition auf die Phagozytose und die Zytokinfreisetzung von Makrophagen. Eine
verminderte Phagozytoseleistung ozonbegaster Alveolarmakrophagen wurde von Wenzel und
Morgan (1983) sowie von Valentine (1985) beobachtet. Eine Ozonexposition mit 0,5 ppm
von Miusen, die nach der Begasung mit Aerosolen von Staphylococcus aureus provoziert
wurden, fiihrte bei bis zu drei Tagen Expositionsdauer zu einer verminderten Fihigkeit der
Zellen, diese Keime abzutéten. Erfolgte die Ozonexposition dagegen lidnger, so normalisierte
sich die bakterizide Kapazitit der Makrophagen wieder (Gilmour et al., 1991). Vergleichbare
Ergebnisse zeigte Jakab (1987) fiir Expositionen mit NO,. Auch Becker et al. (1991) fanden
nach einer 2-stiindigen Exposition menschlicher Alveolarmakrophagen mit 1,0 ppm Ozon

eine verringerte Phagozytoseleistung der Zellen. Weiterhin bewirkte die Ozonbegasung bei
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anschliefender 18-stiindiger Stimulierung der Zellen mit LPS eine Abschwichung der LPS-
induzierten Freisetzung der Zytokine TNF-o, IL-1f und IL-6. Dagegen konnte Mosbach
(1994) bei ozonbegasten Rinderalveolarmakrophagen keine verminderte Immunantwort auf
eine nachfolgende LPS-Aktivierung oder eine Provokation mit Latexbeads beziiglich der
TNF-o-Freisetzung feststellen. Ahnliche Effekte wie fiir Ozon wurden auch fiir eine
Exposition mit NO, beobachtet: So berichteten Erroi et al. (1996) iiber eine Abschwiichung
der endotoxinstimulierten Freisetzung von IL-6 und TNF-o bei NO,-exponierten Alveolar-
makrophagen. Die genannten Beispiele illustrieren die im Zusammenhang mit oxidativen
Luftschadstoffen h#ufig diskutierte verminderte Fremdstoffabwehr des Organismus (Van
Loveren et al., 1995).

Entsprechende Untersuchungen zu einer ozoninduzierten Modulierung der Immunantwort auf
Stimuli wie LPS, Zymosan oder Zytokine liegen fiir Lungenepithelzellen bis dato nicht vor.
Deshalb war ein Ziel dieser Arbeit, Einfliisse einer 90-miniitigen Exposition mit 0,15 ppm
Ozon vor bzw. nach einer Stimulierung mit Standardstimuli auf Bronchialepithelzellen
(BEAS-2B) zu untersuchen. Nachdem in Vorversuchen die Zeit- und Dosisabhéngigkeit der
Wirkung von TNF-o auf die zu untersuchenden Entziindungsparameter iiberpriift worden war
(Abb. 11 bis Abb. 16), zeigte sich, da die 90-miniitige Vorexposition von BEAS-2B mit
0,15 ppm Ozon sehr wohl EinfluB auf eine nachfolgende TNF-o-induzierte Zytokin-
freisetzung nahm: Mit Ozon vorbehandelte Zellen synthetisierten auf den Stimulus TNF-o hin
geringere Mengen an IL-6 und IL-8 verglichen mit Zellen, die vorher mit Luft behandelt
worden waren (Abb. 18 und Abb. 19). Ahnliche Effekte zeigten sich auch beziiglich der
Expression des interzellulidren Adhdsionsmolekiils-1, wobei hier die stimulierten und ozon-
begasten Zellen zwar immer noch mehr ICAM-1 exprimierten als die entsprechenden luft-
begasten Kontrollen, jedoch war der absolute Betrag der TNF-o-induzierten ICAM-1-
Expression nach vorangegangener Ozonbegasung vermindert (Abb. 20). Entsprechende
Versuche in umgekehrter Reihenfolge, also mit vorangehender 24-stiindiger
TNF-o—-Behandlung und sich anschliefender Luft- bzw. Ozonbegasung, zeigten ebenfalls
eine durch Ozon bewirkte Abschwichung des stimulusinduzierten Effektes auf die IL-6- und
IL-8-Freisetzung sowie auf die ICAM-1-Expression der Zellen (Abb. 21 bis Abb. 23).
Analoge Experimente unter Verwendung von IL-1B oder Zymosan als Stimuli fiihrten
qualitativ zu den gleichen Ergebnissen (Abb. 30 bis Abb. 35 bzw. Abb. 45 bis Abb. 49). Im
Zusammenhang mit letzterem war die Frage von Interesse, ob die beobachteten Effekte auf
den Partikeleigenschaften oder vielleicht nur auf der Serumopsonierung des Zymosans
beruhten. Daher wurden Stimulierungsversuche mit opsoniertem und nicht-opsoniertem
Zymosan durchgefiihrt, wobei sich zeigte, daB auch nicht-opsoniertes Zymosan die IL-6-,
IL-8- und ICAM-1-Bildung bei BEAS-2B induzieren konnte (Abb. 24 bis Abb. 29 bzw.
Abb. 36 bis Abb. 38). Dieser Befund sprach fiir eine Sensibilitdt der BEAS-2B fiir partikulére
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Stimuli, was letztendlich auch den Grund fiir weitere Versuche zur Partikelwirkung im
Rahmen dieser Arbeit darstellte.

Von besonderem Interesse im Zusammenhang mit den Untersuchungen zur immun-
modulierenden Wirkung von Ozon waren entsprechende Versuche mit LPS, da diese
Aussagen iiber Zusammenhinge zwischen einer Ozonbelastung und dem Auftreten
bakterieller Infekte ermdglichen konnten. Die LPS-Stimulierung bewirkte bei luft- wie ozon-
begasten Zellen eine Erhohung der IL-6- und IL-8-Freisetzung sowie der ICAM-1-
Expression. Letzteres deckt sich mit den Daten von Beck-Schimmer et al. (1997), die in der
Rattenlunge nach Instillation von LPS eine erhohte ICAM-1-Expression, die mit einem
verstirkten Neutrophileninflux einherging, fanden. Verglich man nun die Werte luft- bzw.
ozonexponierter Zellen, so konnten teilweise deutliche immunsuppressive Effekte des Ozons
auf die LPS-stimulierte IL-6- und IL-8-Freisetzung der Epithelzellen festgestellt werden,
wohingegen die ICAM-1-Expression hochstens einen Trend zu einer Verminderung nach
Ozonvorbehandlung aufwies (Abb. 39 bis Abb. 44).

Derartige Ergebnisse konnten eine mogliche Erkldrung fiir erhthte Anfilligkeiten gegeniiber
Infekten oder unspezifischen Reizen durch eine ozoninduzierte mangelnde Bereitschaft des

Immunsystems liefern (Steerenberg et al., 1996).

Ergidnzend zu den Untersuchungen zur immunmodulierenden Wirkung von Ozon bei
Bronchialepithelzellen wurden auch solche in einem Kokultursystem aus Bronchialepithel-
zellen (BEAS-2B) und Endothelzellen (ECV304) fiir Stimulierungen mit Zymosan und
TNF-o. durchgefiihrt. Erstaunlicherweise bewirkte eine Zymosanbehandlung im apikalen
Kompartiment des Kokultursystems weder bei vorhergehender Luft- noch bei Ozonbegasung
eine Induktion der untersuchten Entziindungsparameter IL-6, IL-8 und ICAM-1 (Abb. 90 bis
Abb. 93). Dieser Befund steht im Widerspruch zu den Ergebnissen, die bei den
entsprechenden Versuchen mit BEAS-2B allein erzielt wurden. Mogliche Griinde dafiir sind
vermutlich in der Natur des Kokultursystems zu suchen und werden daher unter Abschnitt 4.5
diskutiert. Versuche zur immunmodulierenden Wirkung von Ozon auf die TNF-o-stimulierte
Immunantwort im Kokultursystem wurden derart durchgefiihrt, dal entweder BEAS-2B,
ECV304 oder beide Zelltypen vor der Gasexposition mit TNF-ot vorinkubiert wurden. Es
zeigte sich, da3 eine TNF-o-Vorstimulierung der BEAS-2B-Zellen, der ECV304 sowie beider
Zelltypen zu erhohten IL-6-Freisetzungen im luft- wie ozonbegasten System fiihrten, wobei
keine Unterschiede zwischen luft- und ozonbegasten Zellen sichtbar waren (Abb. 86).
Dagegen bewirkte beziiglich der IL-8-Freisetzung nur die Vorbehandlung der BEAS-2B bzw.
beider Zelltypen einen Effekt. Dabei schien die Voraktivierung der BEAS-2B bei
anschlieBender Ozonbehandlung weniger effektiv beziiglich der Induktion zur IL-8-Sekretion
zu sein als bei anschlieBender Luftbegasung des Systems (Abb. 87). Fiir die ICAM-1-
Expression auf BEAS-2B konnten keine eindeutigen Wirkungen durch TNF-o. oder Ozon
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festgestellt werden, wihrend die ICAM-1-Expression auf den Endothelzellen durch
Vorstimulierungen mit TNF-o induziert werden konnte (Abb. 88 und Abb. 89). Bei Vergleich
der Expressionen luft- bzw. ozonbegaster Zellen kann festgestellt werden, dafl die Ozon-
behandlung eher eine Verstirkung des stimulatorischen Effektes von TNF-a bewirkte.

An dieser Stelle soll darauf hingewiesen werden, daB} in dieser Arbeit mit 0,15 ppm eine sehr
niedrige Ozonkonzentration eingesetzt wurde. Dies geschah in der Absicht, Daten zu erhalten,
die problemlos auf die herrschenden Umweltbedingungen in Deutschland iibertragen werden
konnten, da eine Extrapolation von Ergebnissen mit hohen Konzentrationen auf zu erwartende
Effekte bei geringen Konzentrationen stets problematisch ist. Jedoch liegen die Nachteile
dieses Konzeptes auf der Hand. So konnten, trotz der Durchfiihrung ausreichender Versuche,
bestimmte Effekte lediglich als Tendenzen beschrieben werden, da die statistische Signifikanz
fehlte. Des weiteren muB fiir Uberlegungen zur Relevanz der vorliegenden Ergebnisse auch
die fiir diese Arbeit gewihlte kurze Expositionszeit von nur 90 min beriicksichtigt werden, die
durch die zeitlich begrenzte Lebensfihigkeit der Zellen unter Expositionsbedingungen bedingt
war. Eine Bewertung im Sinne einer Risikoabschitzung fiir den Menschen sollte von
wesentlich lingeren und wiederholten Expositionen des Individuums ausgehen, wobei wahr-
scheinlich ist, da8 sich die hier gefundenen Effekte mit zunehmender Einwirkungszeit des

Schadgases verstirken.

4.3 Stiube und Entziindung in der Lunge

Eine Vielzahl epidemiologischer Studien dokumentiert einen Zusammenhang zwischen hohen
Partikelbelastungen der Atemluft und einer erh6hten Morbiditét sowie Mortalitdt (EPA, 1996;
Moolgavkar und Luebeck, 1996). Dabei scheinen Partikel eines Durchmessers < 10 pm
(PMjo) eine besondere Rolle zu spielen, da diese tiefere Kompartimente der Lunge zu
erreichen vermogen und dort Schidden an alveoldren Makrophagen und dem Lungen-
parenchym verursachen konnen (Lippmann et al, 1980). Wihrend die PM¢-induzierte
Sterblichkeit vorwiegend dltere Menschen mit schon vorher bestehenden kardiopulmonalen
Erkrankungen betraf, duBlerte sich die Zunahme der Morbiditét in einer erhGhten Zahl der
Krankenhausaufnahmen von Patienten mit Asthma und Pneumonien (Delfino et al., 1997;
Pope IIT und Dockery, 1992; Schwartz, 1994; Schwartz und Dockery, 1992; Thurston et al.,
1992 und 1994; Tseng et al., 1992). Bei vielen dieser Studien erfolgte die Einschétzung der
Luftbelastung sowie die Charakterisierung der verunreinigten Luft lediglich unter Zugrunde-
legung ihres Gehaltes an PMyo. Jedoch zeigten andere Untersuchungen (Schwartz et al., 1996)
eine engere Korrelation zwischen der oben beschriebenen Mortalitdt und Morbiditét und dem
Luftgehalt an Partikeln eines aerodynamischen Durchmessers < 2,5 pm (PM;s), so daf} die
Hypothese aufgestellt wurde, daB der PM; s-Anteil der PM;-Fraktion die eigentliche Ursache
fiir die beobachteten Effekte darstellte (Seaton et al., 1995). Ein Defizit in vielen Studien
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bestand auch darin, daB3 die Chemie der Partikel, ndmlich die auf der Oberfldche adsorbierten
Substanzen, nicht in die Untersuchungen Eingang fanden. In neueren Verdffentlichungen
wurde versucht, all diese Einfliisse wie die absolute Partikelbelastung der Atemluft, die
Grofenverteilung unter besonderer Beriicksichtigung der PM, s (Peters et al., 1996) sowie die
Chemie der Partikel, moglicherweise auch noch unter Miteinbeziehung gasformiger Luft-
schadstoffe wie Ozon, NO,, SO, und CO, in die epidemiologischen Untersuchungen mit
einzubinden (Borja-Aburto et al., 1997; Braun-Fahrlander et al., 1997; Burnett et al., 1997b;
Delfino et al., 1997).

Die oben angefiihrten Probleme stellen sich dagegen nicht bei der Bearbeitung der Frage-
stellung mit Hilfe von in vitro-Experimenten. Hierbei konnen Expositionen mit Partikeln
definierter Grofe und Zusammensetzung durchgefiihrt werden. Bei Verwendung von
gesammelten Partikeln aus der Luft ist, nach Extraktion der Partikel mit geeigneten Losungs-
mitteln, sogar eine getrennte Untersuchung der reinen Partikelwirkung sowie des Einflusses
der chemischen Komponente méglich. Zudem konnen fast beliebig weitere EinfluBgrofien,
wie eine Ozonbelastung oder eine Endotoxinprovokation, in das System mit eingeschlossen

werden.

Derartige Experimente sind beispielsweise zum Einfluf einer Quarzstimulierung auf die
TNF-a-Sekretion von Rinderalveolarmakrophagen bei Mosbach (1994) beschrieben. Die
Exposition mit Quarzstaub fiihrte bei den Rinderalveolarmakrophagen zu einer erhdhten Frei-
setzung von TNF-o sowie eines nicht ndher charakterisierten chemotaktischen Faktors.
Gosset et al. (1991) berichteten von einer verstidrkten IL-6- und TNF-o-Sekretion bei quarz-
staub- bzw. grubenstaubexponierten Makrophagen, Yang et al. (1997) von einer IL-1- und
TNEF-o-Freisetzung bei Rattenalveolarmakrophagen, die mit Dieselabgaspartikeln inkubiert
worden waren, Dagegen konnten Griwatz und Seemayer (1995) bei menschlichen Makro-
phagen nur mit endotoxinhaltigen Grubenstéduben eine Erhéhung der TNF-q-Sekretion finden.
Interessant sind in diesem Zusammenhang auch die Arbeiten von Borm et al. (1988). Darin
wurde die spontane und die induzierte TNF-a-Produktion von Monozyten aus dem peripheren
Blut von Grubenarbeitern und Patienten mit Grubenstaub-Pneumokoniose untersucht. Dabei
filhrten Stimulierungen mit Grubenstaub bzw. Quarz zu dramatischen TNF-o-Freisetzungen.
Sehr umfangreiche Untersuchungen zur Sekretion von IL-6, TNF-ot und reaktiven Sauer-
stoffspezies nach Aktivierung von menschlichen Alveolarmakrophagen und Rattenalveolar-
makrophagen mit Latex, SiO,, Dieselabgaspartikeln sowie UAPs (urban environmental
particulates) aus verschiedenen Stddten wurden von Becker er al. (1996) durchgefiihrt.
Goldsmith et al. (1997) wiesen einen erhohten intrazelluldren oxidativen Stre3 in Makro-
phagen nach Exposition mit ROFA (residual oil fly ash) nach. Eine Bildung freier Radikale
konnte von Kadiiska et al. (1997) in partikelexponierten Rattenlungen gezeigt werden. Auch
Li et al. (1996) betonten die hohe Radikalbildungsaktivitit von PM in vitro und in vivo. In

neueren Studien wurde bei partikelstimulierten Makrophagen vermehrt {iber eine verstirkte
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Bildung des Transmitters NO berichtet (Blackford et al., 1997; Iguchi et al., 1996). Neben
einer erhohten Freisetzung von Entziindungsmarkern nach Staubexposition kann auch die
Phagozytoseleistung der Alveolarmakrophagen betroffen sein. So demonstrierten Hadnagy
und Seemayer (1994) eine Abnahme der phagozytotischen Aktivitit und Kapazitit
menschlicher Makrophagen nach Exposition mit Schwebstaubextrakten.

Aus den bisherigen Ausfiihrungen wird offensichtlich, dal die Mehrzahl der Experimente zur
Freisetzung entziindungsfordernder Mediatoren oder Sauerstoffspezies nach Partikel-
exposition an Alveolarmakrophagen durchgefiihrt wurde. Vor dem Hintergrund, da8 Makro-
phagen phagozytierende Zellen sind und Partikel stets einen Phagozytosereiz darstellen, wird
diese etwas einseitige Betrachtung verstdndlich. Jedoch sollte beachtet werden, dafl Partikel
geringen Durchmessers moglicherweise das Bronchialepithel erreichen, bevor sie von Makro-
phagen phagozytiert werden. Gerade der oben erwihnte Befund einer verringerten
Phagozytoseleistung von partikelexponierten Makrophagen macht dies sehr wahrscheinlich.
Driscoll et al. (1997a) hielten die TNF-o-Ausschiittung von Makrophagen zwar fiir den
wichtigsten initialen Schritt bei einer partikelinduzierten Entziindung, schlossen aber nicht
aus, dal beispielsweise Quarz auch direkt das Lungenepithel zur Freisetzung von
Chemokinen wie IL-8 aktivieren und damit einen zusitzlichen oder alternativen Weg der
Entziindungseinleitung beschreiten konnte. In einer anderen Verdffentlichung beschrieben
Driscoll et al. (1996) eine quarzstaubinduzierte Erhohung der mRNA fiir MIP-2, das
sogenannte Makrophagen-inflammatorische Protein, in Lungenepithelzellen. Auch
Finkelstein et al. (1997) berichteten iiber eine frithe Freisetzung der Zytokine IL-1, TNF-o
und IL-6 nach Inkubation von Lungenepithelzellen mit verschiedenen Partikeln und betonten
die Bedeutung des Epithels neben den Alveolarmakrophagen bei der partikelinduzierten
Entziindung. Simeonova et al. (1997) dokumentierten eine verstirkte IL-6-Freisetzung bei
asbestexponierten A549-Zellen. Li et al. (1997) fanden nach Instillation von PM;g in Ratten-
lungen einen verstirkten Influx von Entziindungszellen, eine Zunahme der Permeabilitéit des
Epithels sowie eine Abnahme des Antioxidans Glutathion, was sich mit den Daten von Dye et
al. (1997) deckt, die bei ROFA-stimulierten Rattentrachealepithelzellen ebenfalls verminderte
Mengen an Glutathion feststellten.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Zytokinfreisetzung und die ICAM-1-Expression bei
Bronchialepithelzellen (BEAS-2B) nach Stimulierung mit Quarzstaub (DQ12) sowie mit
Extrakten luftgetragener Stdube (GEX) untersucht. Beide Proben stammten aus dem Rhein-
Ruhr-Gebiet. Die  hauptsdchliche  Emissionsquelle fiir  Quarzstdube ist der
Steinkohlenbergbau, der sich in Deutschland fast ausschlieBlich auf das Ruhrgebiet
konzentriert. Die verwendeten Globalextrakte GEX65 und GEX67 wurden aus
Schwebstiduben, die im Winter und Frithjahr 1990/1991 in Duisburg gesammelt worden
waren, extrahiert, wihrend GEX66 und GEX68 Extrakte aus Schwebstiuben der Sammel-
stelle Diisseldorf, ebenfalls aus den Perioden Winter und Frithjahr 1990/1991, darstellen.
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Duisburg reprisentierte dabei eine hochindustrialisierte Region mit Eisen-, Kohle- und
Stahlindustrie sowie einem geh#iuften Vorkommen von Olraffinerien, wohingegen Diisseldorf

eine typisch groBstadtisch geprigte Region mit sehr hohem Verkehrsaufkommen vertrat.

Es zeigte sich fiir DQ12 eine deutliche Zeit- und Dosisabhingigkeit der Freisetzung von
Interleukin-6, Interleukin-8 und der Expression des interzelluldren Adhésionsmolekiils-1
(Abb. 52 bis Abb. 57). Diese Befunde stehen in Einklang mit Ergebnissen von Carter et al.
(1997), die eine erhohte Sekretion der Zytokine IL-6, IL-8 und TNF-o. nach Exposition
humaner Bronchialepithelzellen mit ROFA beschrieben, sowie mit Nario und Hubbard (1996
und 1997), die nach intratrachealer Instillation von Silica-Partikeln bei Médusen eine verstirkte
ICAM-1-Expression in der Lunge beobachteten. Ergédnzend wurden Inkubationsversuche mit
Uberstinden DQ12-stimulierter menschlicher Makrophagen durchgefiihrt. Diese bewirkten
bei BEAS-2B ebenfalls eine dosisabhidngige Zunahme der ICAM-1-Expression (Abb. 58),
was wiederum dem von Driscoll et al. (1997a) beschriebenen Entziindungsschema einer
initialen Reaktion der Makrophagen mit sich anschlieBenden sekundidren Auswirkungen auf
das Bronchialepithel entsprach. Die Versuche mit DQ12-aktivierten BEAS-2B zeigten jedoch,
daB auch einer unmittelbaren Antwort der Epithelzellen auf den Stimulus Quarzstaub eine
Bedeutung zukommt. Entsprechende Inkubationen von BEAS-2B mit Schwebstaubextrakten
(GEX65-68) hatten keinen FEinfluB auf die Zytokinfreisetzung, wohl aber einen
dosisabhingigen Effekt auf die ICAM-1-Expression der Zellen (Abb. 59 bis Abb. 62).

Diese Ergebnisse unterstreichen die Bedeutung des Bronchialepithels bei der Entstehung
partikelinduzierter Entziindungsvorgidnge. Insbesondere die Erh6hung von IL-8 und ICAM-1
konnte durch den damit verbundenen verstirkten Influx neutrophiler Granulozyten einen
entscheidenden Schritt in der Entziindungskaskade darstellen. Die Tatsache, daB auch
Schwebstaubextrakte ohne das zugehorige Vehikel zu einer ICAM-1-Induktion auf Bronchial-
epithelzellen befdhigt waren, macht deutlich, da Effekte partikulidrer Luftverunreinigungen
auf Zellen nicht ausschlieBlich auf physikalische Phénomene zuriickzufiihren sind.

4.4 Kombinationswirkungen verschiedener Umweltnoxen

Bei der Beurteilung moglicher schiddlicher Auswirkungen von Schadstoffen auf den
menschlichen Organismus muf} stets bedacht werden, da8 der Mensch niemals nur einer
Komponente allein ausgesetzt ist, sondern stets einem komplexen Gemisch verschiedenster
Umweltnoxen. Bei Betrachtung nur derjenigen Schadstoffe, die inhalativ, also iiber die
eingeatmete Luft, in den Organismus gelangen koOnnen, begegnet man gasformigen
Verbindungen wie Ozon, NO, und SO,, partikuldren Verunreinigungen verschiedenster
Genese sowie einer Vielzahl moglicher chemischer Substanzen, die der Partikeloberfliche

anhaften konnen. Daneben sind physikalische Parameter wie die Temperatur und die
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Feuchtigkeit der Luft sowie UV-Strahlung mogliche EinflugroBen. Diese Tatsache stellt den
Toxikologen vor nahezu uniiberwindliche Schwierigkeiten, wenn es um eine Risiko-
abschitzung gehen soll. Aus diesem Grunde werden vermehrt Untersuchungen zur
Kombinationswirkung verschiedener Schadstoffe gefordert (Farman et al., 1997; Last und
Pinkerton, 1997; Linn et al, 1997), kann die gleichzeitige Einwirkung zweier Stoffe
hinsichtlich einer bestimmten Wirkung doch zu einer Aufhebung, Abschwichung, Addition
oder gar Potenzierung der Effekte fiihren. Von besonderem Interesse sind dabei
Untersuchungen zur Kombinationswirkung solcher Komponenten, die, z.B. weil sie der
gleichen Emissionsquelle entstammen, gepaart auftreten. Ein Beispiel dafiir wire das
aneinander gekoppelte Vorhandensein von NO, und Ozon. Des weiteren sind erhohte Ozon-
konzentrationen und eine verstidrkte Emission von Partikeln in Gebieten starker Verkehrs-
dichte meist gemeinsam anzutreffen. Neuneste Verdffentlichungen diskutieren sogar die
Entstehung partikuldrer Verunreinigungen aus gasférmigen Komponenten in der Atmosphére
(Meng et al., 1997). Zur Erklirung von Kombinationseffekten zweier Substanzen sind
verschiedene Ansitze denkbar. Um bei dem Beispiel Ozon und Partikel zu bleiben, wiire es
moglich, dal Ozon zu einer Vorschidigung der Zellen fiihrt und somit deren normale
Reaktion auf eine Partikelexposition im Sinne einer Immunsuppression abschwicht oder aber
in einer additiven oder iiberadditiven Immunantwort verstirkt (Gerrity, 1995; Schlesinger,
1995). In diesem Zusammenhang ist von Interesse, daf3 Ozon, aber auch Partikel und NO,
sowie polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe, zu denen das Benzo[a]pyren gehort,
die mukozilidre Clearance der Bronchien beeinflult (Warheit et al., 1997). Im Falle des
Ozons geschieht dies unter anderem durch morphologische Verdnderungen der fiir die
Clearance wichtigen Becher- und Zilienzellen durch den Schadstoff (Mellick et al., 1977,
Schwartz et al., 1976). Erfolgt nach einer derartigen Vorschiddigung der Zellen eine
zusitzliche Exposition, z.B. mit Partikeln, konnen diese nicht mehr effektiv entfernt werden,
der Organismus wird empfindlicher fiir die Partikelwirkung bzw. die Wirkung assoziierter
chemischer Substanzen. So beschrieben Churg et al. (1996) eine erhohte Aufnahme
mineralischer Partikel wie Titandioxid und Asbest bei tracheobronchialen Epithelzellen, die

zuvor mit Ozon exponiert worden waren.

In der vorliegenden Arbeit wurden Kombinationswirkungen von Ozon und Quarzpartikeln
(DQ12) sowie Extrakten aus Schwebstaubproben (GEX) untersucht. Hinsichtlich einer
Kombinationswirkung zwischen Ozon und Quarzstaub konnte bei ozonvorbehandelten
menschlichen Bronchialepithelzellen (BEAS-2B) nach anschlieender Exposition mit Quarz-
staub eine abgeschwichte Interleukin-6-Freisetzung, verglichen mit der luftvorbehandelter
Zellen, gezeigt werden. Dies bedeutet, daf eine nur 90 min dauernde Begasung mit 0,15 ppm
Ozon bereits Auswirkungen auf die Immunreaktion bzw. die Reaktionsfihigkeit von Zellen
hatte, was sich in diesem Falle in einer Immunsuppression, also einer ,,schlechteren Abwehr*
auf die Noxe Quarzstaub, manifestierte (Abb. 63). Wihrend hinsichtlich der Interleukin-8-
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Sekretion noch ein gewisser immunsuppressiver Effekt der Ozonvorbehandlung erahnt
werden konnte, blieb die ICAM-1-Expression davon unbeeinflufit (Abb. 64 und Abb. 65).
Ahnliche Daten konnen bei Mosbach (1994) und Lind (1994) gefunden werden: Eine
Exposition mit Quarzstaub fiihrte bei Rinderalveolarmakrophagen zu einer erhohten TNF-o-
Freisetzung. Wurde dagegen nach der Quarzstaubphagozytose der Zellen 2h mit Ozon oder
mit NO, begast, konnte der quarzstaubinduzierte Effekt auf die TNF-o.-Sekretion der Zellen

nicht mehr beobachtet werden.

Entsprechende Ergebnisse konnten bei Versuchen zur kombinierten Wirkung von Ozon und
Schwebstaubextrakt (GEX68) bei BEAS-2B nicht erzielt werden. Es zeigten sich keine ozon-
induzierten Veridnderungen in der IL-6- bzw. IL-8-Sekretion der Zellen. Wihrend die
Exposition mit Schwebstaub keinen FEinfluB auf die IL-6-Freisetzung der Zellen nahm,
bewirkte sie beziiglich der IL-8-Sekretion eine deutliche Verminderung (Abb. 66 und

Abb. 67). Fiir dieses Phinomen konnte bisher keine Erkldrung gefunden werden.

Neben Versuchen zu Kombinationseffekten von Ozon und Quarzstaub bzw. Ozon und
Schwebstaubextrakten auf Bronchialepithelzellen wurden solche auch im Kokultursystem aus
Bronchialepithelzellen (BEAS-2B) und Endothelzellen (ECV304) durchgefiihrt. Eine nach
der Luft- bzw. Ozonexposition durchgefiihrte Stimulierung des Kokultursystems im apikalen
Kompartiment mit DQ12 bewirkte eine Erh6hung der Sekretion der Zytokine Interleukin-6,
Interleukin-8 sowie der ICAM-1-Expression auf BEAS-2B und ECV304. Im ozonbegasten
System konnte auf den Stimulus DQ12 auflerdem eine geringfiigig abgeschwichte Reaktion
beziiglich der IL-8-Freisetzung und der ICAM-1-Expression auf ECV304 beobachtet werden,
was fiir die IL-6-Sekretion und die ICAM-1-Expression auf BEAS-2B nicht gesehen werden
konnte (Abb. 94 bis Abb. 97). Diese Ergebnisse decken sich gut mit den Daten der

entsprechenden Untersuchungen an Bronchialepithelzellen allein

Eine Vorbehandlung der BEAS-2B mit den Schwebstaubextrakten GEX65 und GEX66 vor
der Begasung im Kokultursystem bewirkte eine verstidrkte IL-6- und IL-8-Freisetzung im
System sowie eine erhohte ICAM-1-Expression auf ECV304 (Abb. 98 bis Abb. 103). Dies
steht im Gegensatz zu den Ergebnissen der entsprechenden Versuche mit BEAS-2B allein, wo
keine schwebstaubinduzierten Effekte auf die IL-6- und IL-8-Freisetzung der Zellen gefunden
worden waren (Abb. 66 und Abb. 67). Die Ozonbegasung des Systems fiihrte bei GEX66-
stimulierten Zellen zu einer verminderten IL-6- und IL-8-Sekretion verglichen mit den
Freisetzungen im luftbehandelten System (Abb. 99 und Abb. 101). Dieser immunsuppressive
Effekt war weder fiir die ICAM-1-Expression auf den Endothelzellen noch fiir Stimulierungen
mit GEX65 zu sehen. Eine mogliche Erkldrung, warum GEX65 und GEX66 in diesem Falle
unterschiedlich reagierten, mufl in den verschiedenen Sammelstandorten und der damit

verbundenen unterschiedlichen qualitativen Beschaffenheit der Stidube gesucht werden.
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4.5 Geeignete Zellsysteme: Notwendigkeit von komplexeren Systemen

Am Anfang jeder Planung toxikologischer Experimente steht die Frage nach dem geeigneten
Testsystem. Zweifellos eine der besten Moglichkeiten zur Untersuchung von Schadstoff-
einfliissen auf Organismen stellt nach wie vor der Tierversuch dar. Jedoch ist dieser, nicht
zuletzt aus ethischen Griinden, mit zahlreichen Problemen behaftet, die insbesondere die
Ubertragbarkeit auf den Menschen betreffen. Epidemiologische Studien leisten einen
wichtigen Beitrag zur Einschédtzung von Gesundheitsrisiken bestimmter Schadstoffe auf den
Menschen, bleiben in ihrer Aussage aber eher deskriptiv und vermdgen somit wenig zu einer
Aufkldrung der den Schadstoffen zugrundeliegenden Mechanismen beizutragen. In vitro-
Studien bieten den Vorteil, im menschlichen System arbeiten zu kénnen. Des weiteren
konnen Zelltypen verschiedenster Herkunft je nach Schadstoff und durch diesen belastetem
Gewebe zu Untersuchungen herangezogen werden. So wurden in der Vergangenheit zahl-
reiche in vitro-Studien zur Toxizitdt von Luftschadstoffen durchgefiihrt. Jedoch beschréinkte
sich die Mehrzahl dieser Studien auf die Exposition von Lungenepithelzellen oder Alveolar-
makrophagen, die als Zielzellen eingeatmeter Schadstoffe im Respirationstrakt angesehen
werden. Derart gewonnene Ergebnisse liefern wichtige Hinweise auf Wirkungen, beispiels-
weise von Ozon, auf die exponierten Zellen und bilden die Grundlage weitergehender
Uberlegungen. Doch ebenso wie die Umweltexposition des Menschen niemals auf eine
einzelne Komponente beschrinkt ist, ist es auch wahrscheinlich, dal ein Effekt, der durch
Ozon im Alveolarmakrophagen oder der Lungenepithelzelle ausgelost wurde, nicht auf diese
Zellen begrenzt bleibt, sondern Auswirkungen auf das umliegende Gewebe mit seinen viel-
faltigen Zelltypen haben wird. Mit der Freisetzung von l16slichen Transmittern wie Zytokinen
oder Arachidonsduremetaboliten ist den Zellen die Méglichkeit zur Kommunikation innerhalb
des Gewebes gegeben, welche die Grundlage der Weiterleitung oder Verstirkung von
Effekten darstellen konnte. In diesem Zusammenhang ist die indirekte Aktivierung des
Endothels durch aufliegende Zelltypen von besonderem Interesse. Dies wird vor allem im
alveoldren Bereich anschaulich, wo, begriindet durch den dort stattfindenden Gasaustausch,
ein nur minimaler Abstand zwischen dem Alveolarepithel, das den Alveolarraum bedeckt,
und den Endothelzellen, die die kleinen BlutgefiBie auskleiden, besteht.

In dieser Arbeit wurde ein Kokultursystem aus Bronchialepithelzellen (BEAS-2B) und
Endothelzellen (ECV304) entwickelt, in dem eine Begasung der Epithelzellen sowie ein freier
Austausch von 16slichen Mediatoren und damit eine Kommunikation zwischen den Zellen
moglich war. Der Entwicklung zugrundegelegt wurde ein von Lang et al (1996)
beschriebenes Kokultursystem aus Bronchialepithelzellen und Lungenfibroblasten, das auf
der Verwendung von Transwell®-Membraneinsitzen beruht. Unter Beobachtung des Wachs-
tums und moglicher morphologischer Veridnderungen der Zellen wurde ein geeignetes
Medium gesucht, in dem beide Zelltypen zufriedengestellt werden konnten. Dabei erwies sich

das serumfreie KGM fiir geeignet und fiihrte, zumindest fiir die Dauer der Kokultivierung, die
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24h nie iiberschritt, zu keinen wesentlichen Verdnderungen in der Morphologie oder dem
Wachstumsverhalten der Zellen (Abb. 68 und Abb. 69). Wihrend beziiglich der im Kokultur-
system gefundenen Zytokine nicht gesagt werden konnte, von welcher der beiden Zellarten
sie sezerniert worden waren, konnte die Bestimmung der Expression des interzelluldren
Adhisionsmolekiils-1 (ICAM-1) fiir BEAS-2B wie ECV304 getrennt durchgefiihrt werden.
Es wurde tiberpriift, ob Wechselwirkungen zwischen den beiden Zelltypen bestehen und
inwieweit diesen eine Rolle bei der Entwicklung und Verstirkung einer luftschadstoff-

induzierten Entziindungsreaktion zukommt,

Dabei zeigte sich, daB die Kokultivierung von BEAS-2B mit ECV304 zu einer um ein
Vielfaches erhhten Freisetzung der Zytokine IL-6 und IL-8, unabhiingig von einer Luft- bzw.
Ozonbegasung oder einer Exposition mit sonstigen Stimuli, fiihrte. Diese hohe Sekretion
setzte sich keinesfalls nur additiv aus der Summe der freigesetzten Zytokinmengen der
einzeln kultivierten, sonst aber gleich behandelten Zellarten zusammen (Abb. 81 und
Abb. 82). Dies weist auf eine Kommunikation der beiden Zelltypen iiber 16sliche Mediatoren
hin. Im Bestreben, diese Mediatoren niher zu charakterisieren, wurden die Uberstinde neben
IL-6 und IL-8 auch auf ihren Gehalt an TNF-o und IL-1B untersucht. Die Vermutung, daB
gerade diese Zytokine fiir die genannten Effekte verantwortlich sein konnten, begriindete sich
darin, daf} beide in Vorversuchen eine erhShte IL-6- und IL-8-Sekretion und eine verstirkte
ICAM-1-Expression bei BEAS-2B sowie bei ECV304 induzieren konnten. Jedoch konnte
keines der beiden Zytokine in dem System nachgewiesen werden. Eine andere Moglichkeit
wire gewesen, daf} die beiden Zytokine IL-6 und IL-8 ihre eigene Freisetzung bzw. die des
anderen Zytokins stimulierten und dadurch zu der iiberschieBenden Antwort im Kokultur-
system fiihrten. Mit Kokulturversuchen unter Koinkubation mit Antikérpern gegen IL-6 oder
IL-8 konnte auch diese Erklidrungsmoglichkeit ausgeschlossen werden: Die Hemmung von
IL-6 durch einen Antikorper fiihrte nicht zur Unterdriickung der IL-8-Freisetzung und
umgekehrt (Abb. 84 und Abb. 85).

Des weiteren zeigten Endothelzellen, die iiber 24h mit Epithelzellen zusammen kultiviert
worden waren, eine hohere ICAM-1-Expression als Endothelzellen, die unter gleichen
Bedingungen, aber allein, gehalten worden waren (Abb. 83). Dies bedeutet, daB die
Bronchialepithelzellen, moglicherweise iiber die Ausschiittung eines Zytokins, das die
darunterliegende Endothelzelle erreichte, diese zu einer verstirkten ICAM-1-Expression
anregen konnten, was sich letztlich in einem Influx von Neutrophilen in das Gewebe und
einer nachfolgenden Entziindung auswirken konnte. Da Watson et al. (1996) iiber eine
Interleukin-6-induzierte ICAM-1-Expression auf humanen Nabelschnurendothelzellen
berichteten, lag die Vermutung nahe, daB} die verstirkte ICAM-1-Expression der ECV304 im
Kokultursystem eine Folge der ebenfalls erhohten IL-6-Mengen im System sein kdnnten. Dies
bestiitigte sich jedoch nicht, konnte auf ECV304 doch gar keine Induktion der ICAM-1-
Bildung durch IL-6 gefunden werden.
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Einen weiteren Hinweis auf das Zusammenwirken von Bronchialepithel und Endothel lieferte
die Tatsache, daB Endothelzellen, die mit DQ12-aktivierten BEAS-2B kokultiviert worden
waren, eine hohere ICAM-1-Expression zeigten als solche, die mit unstimulierten BEAS-2B
in Kokultur inkubiert worden waren, obgleich die Endothelzellen keinen Kontakt mit dem
Stimulus DQ12 hatten (Abb. 97). Somit synthetisierten die Bronchialepithelzellen unter dem
Einflul von DQ12 einen Faktor, der das Endothel wiederum zur ICAM-1-Expression anregte.
Vergleichbare Phéinomene konnten auch beziiglich einer TNF-o-Stimulierung gesehen
werden. So bewirkte die Vorbehandlung der BEAS-2B mit TNF-o0 bei mit diesen
kokultivierten ECV304 eine hohere ICAM-1-Expression verglichen mit der Expression auf
ECV304, die mit unstimulierten BEAS-2B kokultiviert worden waren (Abb. 89).

Neben der Moglichkeit zur Untersuchung der Wechselwirkungen zwischen den beiden Zell-
typen bestand ein weiterer Vorteil des Kokultursystems darin, dal Effekte teilweise deutlicher
zum Vorschein kamen als bei einzeln kultivierten Zellen, das System also empfindlicher war.
So fiihrte die Begasung der Bronchialepithelzellen in Kokultur mit Luft bzw. Ozon nach 24h
zu deutlich verstirkten IL-6- und IL-8-Freisetzungen im ozonexponierten, verglichen mit
denjenigen im luftexponierten System (Abb. 81 und Abb. 82), ein Effekt, der bei einzeln
kultivierten BEAS-2B wegen der insgesamt sehr geringen Zytokinfreisetzungen nicht so
eindeutig gesehen werden konnte (Abb. 8 und Abb. 9). Jedoch trat auch der umgekehrte Fall
ein, dal gerade durch die iiberschieBende Zytokinfreisetzung im Kokultursystem Effekte
verdeckt wurden, die bei einzeln kultivierten Bronchialepithelzellen deutlicher ausgeprigt
waren, so z.B. die zymosaninduzierte IL-6- bzw. IL-8-Sekretion (Abb. 90 und Abb. 91 bzw.
Abb. 30 und Abb. 31).

4.6 Zusammenhang Entziindung — Kanzerogenese

Ein Zusammenhang zwischen Entziindungsvorgéngen und neoplastischen Ereignissen wird in
der Medizin schon seit lingerer Zeit beobachtet. Dabei sind die Ubergiinge von einer
Entziindungsreaktion der Lunge iiber fibrotische Verdnderungen bis hin zu Neoplasien oft
flieBend (Saffiotti, 1996). Janssen et al. (1994) zeigten, daB} reaktive Sauerstoffspezies (ROS),
wie sie von Entziindungszellen wie Makrophagen und polymorphkernigen Leukozyten
(PMNs), aber auch von Epithelzellen, gebildet werden, eine entscheidende Rolle bei der
Aktivierung von Proto-Onkogenen durch kanzerogene Fasern spielen. Des weiteren vermégen
ROS iiber radikalische Mechanismen Kanzerogene in ihre Wirkform zu tiberfithren (Kehrer et
al., 1988). Somit konnten Partikel auch iiber inflammatorische Ereignisse und die damit
einhergehende Entstehung von ROS assoziierte Kanzerogene bioaktivieren. Borm et al.
(1997) dokumentierten eine verstirkte Benzo[a]pyren-induzierte Bildung von DNA-Addukten
bei Epithelzellen aus Rattenlungen, wenn diese mit Neutrophilen koinkubiert worden waren.
Wurden die Neutrophilen mit PMA aktiviert, so erhohte sich die Zahl der DNA-Addukte in
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den Lungenepithelzellen weiter. Driscoll et al. (1997b) zeigten eine vermehrte Mutationsrate
bei Alveolarepithelzellen von Ratten, die mit Entziindungszellen aus der Lavagefliissigkeit
partikelexponierter Ratten koinkubiert wurden. Bei diesen Uberlegungen sollte auch die
Bedeutung von IL-8 als starkes Chemoattraktans fiir Neutrophile bedacht werden, bedeutet
die Einwanderung von PMNs in das Gewebe doch wiederum eine verstidrkte Bildung von
ROS. Durch diesen Mechanismus konnten bei Entziindungsprozessen ausgeschiittete
Zytokine zu einer Kanzerogenese beitragen. Multifunktionelle Zytokine wie TNF-o, und
TGF- bewirken zudem eine Induktion von Zellwachstum und mitogener Aktivitit,
Ereignisse, die im Zusammenhang mit einer Kanzerogenese ebenfalls relevant sein diirften.
Auflerdem miissen durch Entziindungsgeschehnisse geschiddigte Zellen wieder neu gebildet
werden, was eine verstirkte Proliferation der Zellen erfordert. Proliferationsreize aber knnen
als kokanzerogen angesehen werden. So zeigten Dupuit ef al. (1995), daB sich regenerierende
Zellen des menschlichen respiratorischen Epithels bevorzugte Zielzellen eines rekombinanten

Adenovirus darstellen.

4.7 Partikel und Kanzerogenese

Im Zusammenhang mit der partikelinduzierten Kanzerogenese ist die Frage, ob die
Kanzerogenitit partikuldrer Luftverunreinigungen primér auf der Partikelstruktur per se oder
der Adsorption kanzerogener Verbiridungen auf der Oberfldche beruht, noch immer nicht
geklart. Vermutlich spielen beide Komponenten bzw. deren Zusammenwirken im Sinne eines
Synergismus eine entscheidende Rolle. Es existieren zahlreiche Studien, die genotoxische
bzw. kanzerogene Effekte von Staubextrakten beschreiben. So induzieren Extrakte
partikuldrer Automobilabgase (Lewtas, 1983; Lockard et al., 1982) sowie partikuldrer Luft-
schadstoffe (Hornberg et al., 1996 und 1997; Hornberg und Seemayer, 1995) dosisabhéngig
Schwesterchromatidaustausche in Sdugerzellen. Auch Chromosomenaberrationen wurden im
Zusammenhang mit Extrakten partikuldrer Luftschadstoffe beschrieben (Hadnagy et al.,
1986). Neben einer kanzerogenen Wirkung zeigen Feinstaubextrakte auch zytotoxische
Effekte, die sich in einer Verminderung der Zellproliferation und der DNA-Synthese, Zell-
zyklusstorungen und einer Abnahme der Koloniebildungsfihigkeit duBern (Behmer und
Seemayer, 1983; Giebel und Seemayer, 1984; Krampitz und Seemayer, 1979; Seemayer und
Krampitz, 1979). Auflerdem wurden aneugene Wirkungen an Lungenzellen des Chinesischen
Hamsters beschrieben (Hader ef al., 1996). Ungeachtet einer selbstindigen kanzerogenen
Wirkung stellen Partikel ein wichtiges Transportmedium dar, mittels dessen potentielle
Schadstoffe iiber die Atemluft in den Organismus des Menschen eintreten kénnen. Eventuell
konnte diese Transportfunktion der Partikel sogar noch weiter gefaBit werden, indem
angenommen wird, da} diese die Aufnahme kanzerogener Substanzen in die Zelle fordern.
Des weiteren wird die Rolle von Partikeln als Kofaktoren bei der Entstehung maligner

Erkrankungen im Atemwegssystem diskutiert. Dabei wird die Hypothese aufgestellt, dafl
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partikel-assoziierte Kanzerogene (PAC) zu Veridnderungen toxikokinetischer Parameter wie
der Deposition, Retention und Clearance von Substanzen filhren und somit deren
kanzerogenes Potential erh6hen. So wurde von Briiggen (1992) gezeigt, dal eine 5-stiindige
Inhalation eines Feinstaubextraktes bei Wistar-Ratten zu bemerkenswerten strukturellen
Verdnderungen der Trachealzilien fiihrte. Diese waren stark angeschwollen und damit in ihrer
Motilitdt und Funktionstiichtigkeit eingeschrinkt. Derart geschidigte Zellen wiren somit viel
empfindlicher gegeniiber partikuliren kanzerogenen FEinfliissen, da durch die
Beeintrichtigung des Reinigungssystems die Verweildauer der Partikel stark erhoht wird und
eine Akkumulierung der Schadstoffe erfolgen kann. Auch die Elutionsrate, ein Maf} dafiir,
wie leicht die adsorbierte Substanz von der Partikeloberfliche abdiffundiert, scheint von
entscheidender Bedeutung fiir das kanzerogene Potential luftgetragener Partikel zu sein.
Nettesheim et al. (1981) lieferten Hinweise auf letzteren Mechanismus mit einem Experiment,
in dem mit Benzo[a]pyren beschichtete Kohlenstoffpartikel verschiedener Grofie intratracheal
instilliert wurden. Bei identischer instillierter Benzo[a]pyren-Dosis hatten die groflen Partikel
nur geringe kanzerogene Aktivitit. Wihrend Partikel aller GroBen die Retention des
Kanzerogens erhohten, war die Dissoziationsrate bei den grofieren Partikeln dagegen geringer

als bei den kleinen.

In dieser Arbeit wurden reprédsentativ fiir die Vielzahl partikuldrer Luftverunreinigungen
Quarzstaub (DQ12) und Globalextrakte von atmosphérischen Schwebstiuben (GEX)
untersucht. Die genaue chemische Zusammensetzung der verwendeten Schwebstaubextrakte
war nicht bekannt, handelte es sich dabei doch schidtzungsweise um einige hundert
verschiedene Substanzen. Jedoch waren die Proben beziiglich ihres Benzo[a]pyren-Gehaltes
als Leitsubstanz fiir die polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffe (PAH)
charakterisiert (Tab. 3). Die kanzerogene Wirkung von Benzo[a]pyren auf die Atemwege ist
im Tierversuch nachgewiesen. Benzo[a]pyren steht auBerdem im Verdacht, auch beim
Menschen krebserregend zu wirken (Hammond et al., 1976). Van Agen et al. (1997) konnten
an BEAS-2B-Zellen fiir Benzo[a]pyren eine dosisabhingige Bildung von DNA-Addukten
zeigen. Die genotoxischen Wirkungen der Schwebstaubextrakte auf verschiedene Séduger-
zellen wurden von Hornberg und Seemayer (1994) anhand der Bestimmung der Schwester-
chromatidaustausche bereits ausfiihrlich untersucht. Dabei ergab ein Vergleich der linearen
Regréssionen, dal die Proben aus dem industrialisierten Stadtgebiet von Duisburg eine
groBere Aktivitit bezliglich der Induktion von Schwesterchromatidaustauschen aufwiesen als
die Proben aus der Innenstadt von Diisseldorf. Als mogliche Begriindung dafiir wurde das
Auftreten zusitzlicher Emissionen zahlreicher industrieller Quellen in Duisburg diskutiert.
Bereits geringe Mengen des Schadstoffes, die extrahierten Schwebstiuben aus weniger als
einem Kubikmeter Luft entsprachen, waren wirksam (Hornberg, 1996). Dagegen ist fiir
Quarzstaub (DQ12) eine kanzerogene bzw. genotoxische Wirkung nicht eindeutig belegt. In
einer deutschen Fall-Kontrollstudie mit quarzstaubexponierten Arbeitern konnten keine
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Hinweise auf eine Beziehung zwischen einer Quarzfeinstaubexposition und einem erhthten
Lungenkarzinomrisiko gefunden werden (Ulm et al., 1995). Zwar konnte von Olbriick et al.
(1997) ein proliferativer Effekt auf humane Lungenfibroblasten, Pneumozyten sowie
Tracheobronchialzellen durch Uberstinde DQI12-exponierter Makrophagen dokumentiert
werden, doch kann dieses Phianomen lediglich als kokanzerogene, epigenetische Wirkung
angesehen werden. Dagegen zeigten Nehls ef al. (1997) bei DQ12-exponierten Ratten neben
einer verstirkten Zellproliferation erhthte Mengen an 8-Oxoguanin in der DNA, was auf
kanzerogene Effekte hinweist. AuBerdem wurden von Saffiotti und Ahmed (1995) nach

Quarzinkubation neoplastische Transformationen in einer Mausembryozellinie beschrieben.

4.8 QOzon und Krebs

Die Frage nach einem Zusammenhang zwischen Ozon und der Entstehung von Lungenkrebs
wird heute sehr kontrovers diskutiert. Fiir eine kanzerogene Wirkung von Ozon konnte im
Tierversuch, trotz zahlreicher durchgefiihrter Studien, bisher kein eindeutiger Nachweis
erbracht werden. Dabei muf} aber beachtet werden, dafl die Mehrzahl der Untersuchungen zur
Wirkung von Ozon anhand von Kurzzeitexperimenten durchgefiihrt wurde, wihrend es sehr
wahrscheinlich ist, daB fiir eine Kanzerogenese lingere Expositionszeiten vonndten sind.
Bereits in sehr frithen Studien mit M#usen (Gardner, 1966; Kotin et al., 1958; Werthamer et
al., 1970) wurde eine Kanzerogenitit von Ozon diskutiert. Durch spitere Untersuchungen
konnten diese frilhen Daten fiir bestimmte Miusestimme teilweise bestitigt werden. So
zeigten Hassett et al. (1985) eine leichte Zunahme pulmonaler Adenome in A/J-Miusen nach
Ozonexposition mit so geringen Konzentrationen wie 0,31 ppm und 0,5 ppm. Weiterhin
berichteten Last et al. (1987) iiber eine verstirkte Bildung von Lungenneoplasien bei
A/J-Miusen, jedoch nicht bei Swiss-Webster-Méusen, nach einer Ozonexposition von
0,8 ppm iiber 18 Wochen. In anderen Spezies als der Maus konnten jedoch keine derartigen
Beobachtungen gemacht werden. So wurde nach 24 Monaten Ozonexposition keine erhéhte
Inzidenz von Lungenneoplasien in Fischer-344-Ratten gefunden (Boorman et al., 1994). Auch
eine simultane Exposition mit einem Kokanzerogen hatte weder béi Fischer-344-Ratten noch
bei syrischen Hamstern eine Auswirkung beziiglich der Bildung von Neoplasien (Boorman et
al., 1994; Witschi et al., 1993). Wiederum war es eine Studie mit M#usen, die im Jahre 1996
allgemeines Aufsehen erregte. Dabei handelte es sich um Untersuchungen zur Kanzerogenitit
von Ozon iiber einen Zeitraum von 24 Monaten bzw. 30 Monaten, was der Lebenszeit der
Tiere entsprach. Herbert et al. (1996) dokumentierten eine signifikante Zunahme der Inzidenz
von Adenomen und Karzinomen in den Alveolen und Bronchien von weiblichen Miusen, die
fiir 24 bzw. 30 Monate mit 1,0 ppm Ozon exponiert worden waren. Bei ménnlichen Miusen

waren entsprechende Effekte vorhanden, jedoch schwiécher ausgeprigt.
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Wenngleich gesicherte Daten, die eine kanzerogene Wirkung von Ozon belegen, fehlen, sei
doch auf mogliche kokanzerogene Eigenschaften von Ozon hingewiesen: Die hohe Reiz-
wirkung des Ozons mit der damit verbundenen Schidigung von Oberflichenzellen wie
Pneumozyten erfordert das Nachbilden der geschidigten Zellen und somit eine erhohte
Proliferation. Es ist aber bekannt, daB verstidrkte Proliferationsprozesse bei gleichzeitiger
Anwesenheit von primiren Kanzerogenen die Tumorbildung fordern konnen. Da solche
Kanzerogene ubiquitir in der Luft vorhanden sind, kann ein tumorférdernder Effekt von Ozon
nicht vollig ausgeschlossen werden. Des weiteren sei auf Abschnitt 4.6 verwiesen, in dem die
Zusammenhinge zwischen Entziindung und Krebsentstehung diskutiert wurden. Eine
entziindungsfordernde Wirkung von Ozon ist unbestritten, und gerade den unter Ozon-
einwirkung gebildeten reaktiven Sauerstoffspezies kommt bei Diskussionen zur

Kanzerogenese als Folge einer Entziindung eine Schliisselrolle zu.

Klar hingegen ist die Mutagenitit und Genotoxizitit von Ozon erwiesen. Hierbei sei auf eine
Ubersichtsarbeit von Victorin (1992) verwiesen. So konnte in mehreren Studien an Bakterien-
kulturen bereits bei sehr kurzen Expositionszeiten und niedrigen Ozonkonzentrationen wie
50 ppb eine erhohte Mutationsrate beobachtet werden (Hamelin und Chung, 1975). AuBerdem
traten nach Ozoneinwirkung Chromosomenanomalien in embryonalen Hiihnerfibroblasten
(Sachsenmaier et al., 1965) sowie Chromosomenbriiche in menschlichen Zellkulturen auf
(Fetner, 1962). Nach 31-stiindiger Ozonexposition von Ratten mit einer Konzentration von
1,0 ppm konnten DNA-Einzelstrangbriiche in Zellen der Lavagefliissigkeit gefunden werden
(Hanley et al., 1993). Da es sich bei letzteren hauptsichlich um Alveolarmakrophagen
handelte, 148t dies den Schluf zu, daB das Gas bis in die Alveolen der Lunge penetrieren und
dort seine genotoxische Wirkung entfalten kann. Ferng et al. (1997) berichteten iiber DNA-
Doppelstrangbriiche in Tracheobronchialzellen ozonexponierter Meerschweinchen. Lee et al.
(1997) fanden beim Menschen nach 2-stiindiger Exposition in Ruhe mit 0,4 ppm Ozon keine
erhthten Werte fiir DNA-Einzelstrangbriiche im Bronchialepithel bzw. in Zellen aus der
Lavagefliissigkeit. Dagegen fiihrte eine entsprechende Ozonexposition unter Anstrengung der
Probanden zu einer Zunahme der DNA-Einzelstrangbriiche in den Bronchialepithelzellen.
Kozumbo et al. (1996) zeigten, dal Ozonisierungsprodukte der Arachidonsiure in Bronchial-
epithelzellen DNA-Einzelstrangbriiche induzieren. Rithidech et al. (1990) beschrieben das
Auftreten von Chromatid-Deletionen in Zellen aus der Lavagefliissigkeit ozonexponierter
Ratten.

In der vorliegenden Arbeit sollten genotoxische Wirkungen einer Ozonexposition auf
Bronchialepithelzellen (BEAS-2B) anhand der sehr empfindlichen Methode der Bestimmung
von Schwesterchromatidaustauschen (SCEs) erfaflit werden. Positive Ergebnisse im SCE-Test
korrelieren gut mit entsprechenden mutagenen Ereignissen wie Genmutationen oder
Chromosomenaberrationen, weshalb der Test auch von der World Health Organization (1993)

als empfindlicher zytogenetischer Endpunkt zum Nachweis des genotoxischen Potentials
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verschiedener mutagener und kanzerogener Agenzien eingestuft wurde (Carrano et al., 1978).
Es zeigte sich, dal eine 90-miniitige Begasung der Zellen mit 0,15 ppm Ozon zu einer
geringfiigigen ErhShung der Schwesterchromatidaustauschrate fiihrte. Somit konnte auch
unter den in dieser Arbeit vorherrschenden Expositionsbedingungen eine genotoxische

Wirkung von Ozon nachgewiesen werden.
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