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Zusammenfassung 

Zusammenfassung 

 

Die Exposition mit ultrafeinen Partikeln wird in epidemiologischen Studien mit einer erhöh-

ten Sterblichkeit in der Bevölkerung in Verbindung gebracht. Die Eigenschaften der Partikel 

und die zugrundeliegenden Mechanismen, die zu diesen Beeinträchtigungen führen, sind noch 

weitgehend unbekannt. 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung eines realitätsnahen humanen Zellkul-

turmodells der Luft/Blut-Schranke. Dazu wurde die Wirkung von ultrafeinen Modellpartikeln 

(Hämatit-, Silicasol- und Quarz-Partikel) auf die Bronchialepithelzelllinie BEAS-2B, die 

Alveolarepithelzelllinie A549, die Endothelzelllinie ECV304 und die Makrophagenzelllinien 

THP-1 und Mono Mac 6 untersucht, um geeignete Zelllinien zu finden. 

Mit dem Transmissionselektronenmikroskop konnte die Aufnahme und der basolateral 

gerichtete Transport von Partikeln in A549-Alveolarepithelzellen dokumentiert werden. 

Die Ergebnisse aus umfangreichen Zytotoxizitätsstudien unterstützen die Hypothese, nach der 

die Wirkung von Partikeln mit abnehmender Größe zunimmt. Jedoch determiniert die chemi-

sche Zusammensetzung den grundsätzlichen toxischen Effekt der Partikel, deren Wirkung 

durch eine Dosis-Wirkungs-Beziehung beschrieben werden konnte. Jede Zelllinie zeigte eine 

charakteristische Wirkungsempfindlichkeit. Nach Exposition mit Partikeln setzten die Zellen 

in für die jeweilige Zelllinie charakteristischer Weise die Entzündungsmediatoren Interleu-

kin-6 und Interleukin-8 frei. In Kokulturen von A549-Alveolarepithelzellen mit THP-1- oder 

Mono Mac 6-Makrophagen zeigte sich eine um das vielfache gesteigerte Freisetzung der 

Interleukine. Diese Ergebnisse zeigen die Bedeutung der Interaktion zwischen den verschie-

denen Zelllinien bei den Entzündungsreaktionen nach Exposition mit Partikeln an der 

Luft/Blut-Schranke. Erste Untersuchungen an der Triple-Zellkultur unterstützen diese Befun-

de. Zudem wurden in elektronenmikroskopischen Aufnahmen erste Hinweise auf eine Trans-

lokation von Partikeln durch die Zellschichten gefunden. 

Die gelungene Entwicklung eines Zellkulturmodells im Rahmen dieser Arbeit ermöglicht in 

zukünftigen Studien, die Zell/Zell-Interaktionen an der Luft/Blut-Schranke unter Einbezie-

hung der Rolle der Endothelzellen zu untersuchen.  
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Abstract 

Abstract 

 

Toxicological studies of ultrafine particles: Development and application of 

a close-to-reality in vitro lung model 
 

Exposure to ambient ultrafine particulate matter has been associated with increased mortality 

in the public. The particle parameters triggering the underlying mechanisms are still largely 

unknown. The aim of the present study was the development of a close-to-reality human cell 

culture model of the air/blood barrier. Therefore, different human cell lines were evaluated 

regarding their response after exposure to fine and ultrafine model particles (hematite, sili-

casol and quartz particles). The cell lines under study were the bronchial epithelial cells 

BEAS-2B, the alveolar epithelial cells A549, the endothelial cells ECV304 and the macro-

phage-like cells THP-1 and Mono Mac 6. 

The uptake of hematite particles into A549 alveolar epithelial cells and the basolateral di-

rected transport could be documented by use of light microscopy and transmission electron 

microscopy. The results from extensive cytotoxicity studies support the hypothesis, that de-

creasing diameters of the used particles increase the intensity of the cytotoxic effects. How-

ever, the chemical composition determines the fundamental toxic impact of the particles. Each 

cell line showed a characteristic sensitivity to particle exposure in a dose-dependent manner.  

After exposure to particles, the cells released the inflammatory mediators Interleukin-6 and 

Interleukin-8 in dependence of the cell line. The co-cultures of alveolar epithelial cells (A549) 

and macrophage-like cells (differentiated THP-1 or Mono Mac 6) showed an increased sensi-

tivity to particles concerning the cytokine release in comparison to the mono-cultures of each 

cell line. These results point out the significance of the interactions between the different cell 

types for inflammatory responses after exposure to particles at the air/blood barrier. 

First studies using the triple-cell culture system support these findings. Furthermore, trans-

mission electron micrographs of the triple-cell culture system indicate translocation of hema-

tite particles through the cell layers. The successful development of a cell culture model in the 

context of this work enables examinations of the cell/cell interactions at the air/blood barrier 

under inclusion of the role of endothelial cells in future studies. 
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Abkürzungsverzeichnis 

1 ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 

 

A549 Humane Alveolarepithelzelllinie 

BEAS-2B Humane Bronchialepithelzelllinie 

BSA Rinderserumalbumin (bovine serum albumin) 

CO2 Kohlendioxid 

DIC Differentieller Interferenzkontrast 

DMEM Zellkulturmedium (Dulbeccos Modified Eagles Medium) 

DMSO Dimethylsulfonid 

DNA Desoxyribonukleinsäure 

DQ12 Dörentruper Quarzkristallmehl der Mahlung 12 

ECV304 Humane Nabelschnurendothelzelllinie 

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 

EGTA Ethylenglycol-bis(2-aminiethlether)-N,N,N‘,N‘-tetraessigsäure 

ELISA Enzymgekoppelter Immunadsorptionstest (enzyme linked immuno sorbent assay) 

EVOM Ohm-Voltmeter (electonical volt ohm meter) 

FACS Fluoreszenzaktivierter Zellsorter 

FCS Fötales Kälberserum (fetal calf serum) 

FITC Fluoresceinisothiocyanat 

GM-CSF Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor 

HBSS Gepufferte Salzlösung (Hank’s balanced salz solution) 

IL-6 Interleukin-6 

IL-8 Interleukin-8 

KGM Keratinozyten Kulturmedium (keratinocyte growth medium) 
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M199 Zellkulturmedium (Medium 199) 

MIP-1/2 Makrophagen-inflammatorisches Protein 1/2 

MTT 3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-Diphenyl Tetrazolium Bromid 

NAD Nicotinamidadenindinucleotid 

NADH Nicotinamidadenindinucleotid-Phosphat 

PBS Phosphat-gepufferte Salzlösung (phosphate buffered saline) 

PET Polyvinylpyrrolidon- und EGTA-haltige Lösung 

PM Partikel (particulate matter) 

REM Rasterelektronenmikroskop 

RPMI Zellkulturmedium (entwickelt im Roswell Park Memorial Insitute, USA) 

SBIT Trypsin Inhibitor (soy bean trypsin inhibitor) 

SEM standard error of the mean 

SEM Standardfehler (standard error of the mean) 

SiO2 Silizumdioxid 

TEER Elektrischer Transmembranwiderstand (trans epithelial electical resistence) 

TEM Transmissionelektronenmikroskop 

THP-1 Humane Makrophagenzelllinie 

TNF-α Tumor Nekrosis Faktor 

TPA 12-Tetradecanoylphorbol-13-Acetat 

TSP Gesamtschwebstaub (total suspended particles) 
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2 EINLEITUNG 

Der Mensch hat heute die Bedeutung einer sauberen Umwelt für seine Lebensqualität erkannt. 

Saubere Luft ist für Pflanzen, Tiere und Menschen ebenso lebenswichtig wie Wasser und 

Nahrung. Der Anblick rauchender Schornsteine, die gasförmige Luftschadstoffe und große 

Mengen an Schwebstaub in unsere Atmosphäre entlassen, gehört in den Industrieländern 

weitgehend der Vergangenheit an. Die lufthygienischen Verhältnisse und damit die Qualität 

unserer Atemluft haben sich in den letzten Jahren merklich verbessert (Umweltbundesamt, 

2003b). Trotzdem wurden seit Mitte der 80er Jahre vermehrt epidemiologische Studien über 

gesundheitliche Beeinträchtigungen durch Luftschadstoffe veröffentlicht (Dockery et al., 

1989; Korn et al., 1987; Utell et al., 1988; Ware et al., 1986). Diese Studien belegen Auswir-

kungen von Luftschadstoffen, auch bei Konzentrationen weit unterhalb der Grenzwerte, und 

führen diese zum Großteil auf die inhalierbare Fraktion des Schwebstaubs zurück (Brunekreef 

et al., 1995; Dockery et al., 1993; Dockery & Pope, III, 1994; Pope, III et al., 1991; Seaton et 

al., 1995). 

Die Inhalation ist ein wichtiger Aufnahmeweg für die verschiedensten Umweltschadstoffe. 

Zudem können gerade schwer lösliche partikelförmige Luftverunreinigungen über Jahre hin-

weg im Körper verbleiben und ihre Wirkung entfalten. Die Aufklärung von Dosis-

Wirkungsbeziehungen und Wirkmechanismen durch inhalationstoxikologische Studien soll 

zu einem besseren Verständnis der Problematik verhelfen und damit als Grundlage für Maß-

nahmen zur Reinhaltung der Luft dienen. 

2.1 Partikel in unserer Atemluft – Herkunft und Verteilung 

Unter Schwebstaub versteht man in der Gasphase suspendierte Partikel mit einem Durchmes-

ser zwischen 1 nm und 100 µm. Natürliche Quellen für Schwebstaub sind die Seesalzkerne 

aus den Ozeanen und Mineralteilchen aus Vulkanausbrüchen oder Bodenerosionen. Zusätz-

lich gibt es auch biogene Partikel wie Sporen, Pollen, Viren, Bakterien und Pilze. Der weitaus 

besorgniserregendere Anteil stammt jedoch aus anthropogenen Quellen wie Rußpartikel aus 

organischen und anorganischen Komponenten, und schwermetallhaltige Partikel aus indus-

triellen Abgasen. Grundsätzlich ist jeglicher Verbrennungsprozess als Emissionsquelle für 
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Partikel zu verstehen, vom großindustriellen Kraftwerk über den Straßenverkehr bis hin zum 

einfachen Grillfeuer (Peters et al., 1998). 

Der Gesamtschwebstaub oder TSP („total supended particles“) kann nach der Größe der 

Partikel in verschiedene Fraktionen unterteilt werden. Schwebstaub aus Partikeln mit einem 

aerodynamischen Durchmesser kleiner als 10 µm wird als inhalierbaren Schwebstaub oder 

PM10 (particulate matter < 10 µm) bezeichnet, bei einem aerodynamischen Durchmesser 

kleiner als 2,5 µm spricht man von lungengängigem Staub oder PM2,5 (particulate matter < 

2,5 µm) (Peters et al., 1998). Eine Übersicht über den Größenbereich und die Einteilung von 

Schwebstaub in ultrafein (< 0,1 µm), fein (< 2,5 µm) und grob ist in Abb. 2.1 gegeben.  

fein

0,0001

Partikelgröße (µm)

0,001 0,01 0,1 1 10 100

Viren Bakterien

Flugasche

ultrafeinGasmoleküle

sichtbares Licht

grob

menschliches
 HaarH2  O2 CO2

Zigarettenrauch

 

Abb. 2.1: Übersicht über die Größendimensionen von Partikelfraktionen 

Partikel werden aufgrund ihrer Größe in die Fraktionen ultrafein („ultrafine“, < 0,1 µm), fein („fine“, < 2,5 µm) 

und grob („coarse“, > 2,5 µm) eingeteilt. Da die Wellenlänge von sichtbarem Licht größer ist als der Durchmes-

ser von ultrafeinen Partikeln, sind diese mit dem Lichtmikroskop nicht sichtbar. Viren und Bakterien sind Bei-

spiele für biogene, Zigarettenrauch und Flugasche für anthropogene lungengängige Partikel. 

Gröbere Partikel werden im oberen Bereich der Atemwege abgeschieden und durch die 

Selbstreinigungsmechanismen der Lunge weitgehend wieder aus der Lunge entfernt (Heyder, 

1982a; Heyder, 1982b). Moderne Filtertechniken haben den Anteil an gröberen Partikeln und 

damit den Massenausstoß an Schwebstaub in den letzen Jahrzehnten drastisch reduziert. Je-

doch gibt die Messung der Massenkonzentration keine Angabe über die Anzahl und die Lun-

gengängigkeit der freigesetzten Staubpartikel an (Osunsanya et al., 2001). Partikel mit einem 

Durchmesser kleiner als 1 µm bilden stabile Aerosole, die mit dem Wind über große Entfer-
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nungen getragen werden. Dagegen setzen sich Partikel mit einem Durchmesser über 2,5 µm 

durch Regen und Sedimentation innerhalb von Stunden ab, so dass sich für PM10, PM2,5 und 

ultrafeine Partikel unterschiedliche Verteilungen in unserer Atemluft ergeben (Wiedensohler 

et al., 2002). Zudem dringen feine Partikel durch kleinste Öffnungen in Gebäude ein, folglich 

bieten Innenräume keinen Schutz vor der Inhalation dieser Partikel (Brauer et al., 1999; Kou-

trakis et al., 1991). Die Europäische Union hat auf diese Daten reagiert und neue Immissions-

Standardwerte beschlossen. Ab dem 1. Januar 2005 darf ein 24 Stundenmittelwert von 

50 µg/m3 PM10 nicht öfter als 35mal im Jahr überschritten werden, der Jahresmittelwert darf 

den Wert von 40 µg/m3 PM10 nicht übersteigen. In einer zweiten Stufe ab dem 1. Januar 2010 

soll der 24 Stundenmittelwert von 50 µg/m3 PM10 nicht öfter als 7mal im Jahr erreicht wer-

den, während ein Jahresmittelwert von unter 20 µg/m3 PM10 angestrebt wird 

(Umweltbundesamt, 2003a). Die moderne Messtechnik ermöglicht jedoch schon heute eine 

differenziertere Betrachtungsweise von partikelförmigen Luftverunreinigungen, so dass die 

Überwachung und gesetzliche Regulation in Zukunft grundlegend überdacht werden sollte 

(Ibald-Mulli et al., 2002). 

2.2 Gesundheitliche Beeinträchtigungen durch ultrafeine Partikel 

Die in den epidemiologischen Studien beobachteten gesundheitlichen Beeinträchtigungen 

lassen sich in eine lokale Wirkung auf die Lunge und in systemische Wirkungen auf das kar-

diovaskuläre System unterteilen (Donaldson & MacNee, 2001). Hohe Konzentrationen von 

Partikeln in der Atemluft wirken sich speziell auf Menschen mit einer Vorschädigung des 

respiratorischen Systems aus wie chronische Bronchitis oder Asthma. So verschlechtert sich 

die Gesundheit von asthma-erkrankten Kindern durch erhöhte Partikelkonzentrationen in der 

Atemluft (Hoek et al., 1998; Roemer et al., 1993; Schwartz et al., 1994). Insgesamt kann eine 

gesteigerte Einlieferungsrate von schweren Asthmafällen in den Notaufnahmen der Kranken-

häuser festgestellt werden (Pope, III, 1991; Schwartz et al., 1993). Steigende Konzentrationen 

von feinen und ultrafeinen Partikeln in der Atemluft erhöhen das Risiko für einen myocardia-

len Infarkt (Atkinson et al., 1999; Dockery, 2001; Peters et al., 2001). Dabei wird ein Einfluss 

auf die autonome Regulation bzw. Variabilität der Herzschlagfrequenz beobachtet, der vor 

allem bei älteren und vorgeschädigten Menschen zum Herzinfarkt führen kann (Dockery, 

2001; Gold et al., 2000; Liao et al., 1999; Pope, III et al., 1999). Die zellulären und molekula-

ren Mechanismen, die den beschriebenen gesundheitlichen Auswirkungen von Partikelexposi-

tionen zugrunde liegen, sind weitgehend unbekannt. Jedoch legen epidemiologische Untersu-
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chungen nahe, dass speziell die ultrafeinen Partikel in der Atemluft der Auslöser für die beo-

bachteten gesundheitlichen Beeinträchtigungen sind (Peters et al., 1997; Wichmann et al., 

2000). Die Ergebnisse dieser Untersuchungen werden von toxikologischen Daten unterstützt. 

Ultrafeine Partikel von geringer Toxizität und geringer Löslichkeit in Form von Kohlenstoff 

bewirken nach Instillation in Rattenlungen eine stärkere Entzündungsreaktion als vergleichba-

re feine Partikel, wobei sekundäre toxische Mechanismen wie die Freisetzung von Über-

gangsmetallen oder die Beladung mit Endotoxinen kaum eine Rolle spielen (Brown et al., 

2000). Die unterschiedliche Wirkung von chemisch ungiftigen feinen und ultrafeinen Parti-

keln lässt sich am einfachsten erklären, indem die Belastung der Lunge in Einheiten der Ge-

samtoberfläche der Partikel („total particle surface area“) ausgedrückt wird (Tran et al., 

2000). Diese Ausdrucksweise spiegelt das extreme Verhältnis von Oberfläche zu Volumen 

von ultrafeinen Stäuben wieder, das der Wirkung der ultrafeinen Partikeln zugrunde liegt 

(Oberdörster, 2001). Untersuchungen zur Selbstreinigungsfähigkeit von Rattenlungen zeigen, 

dass ab einem Schwellenwert von ungefähr 200 bis 300 cm2 Gesamtoberfläche der Partikel 

eine Überlastung der Lunge festzustellen ist, ab der sich die beobachtete Entzündungsreaktion 

sprunghaft erhöht (Cullen et al., 2000). Es ist anzunehmen, dass ultrafeine Partikel ein inter-

zelluläres Signalnetzwerk aktivieren, das Entzündungsreaktionen und oxidativen Stress aus-

löst (Tao & Kobzik, 2002; Voelkel et al., 2003). Zudem kommt es zu den beschriebenen 

kardiovaskulären Symptomen durch bisher ungeklärte Mechanismen (Donaldson et al., 2001). 

2.3 Auswirkungen von ultrafeinen Partikeln auf den Organismus 

Grundsätzlich können die Partikel ihre gesundheitsschädlichen Wirkungen nur auf zwei ver-

schiedene Art und Weisen auslösen. Zum einen könnten sie direkt auf die betroffenen Organe 

wirken, zum anderen ihre Wirkung indirekt durch die Ausschüttung von Mediatoren aus den 

betroffenen Zellen auslösen. Gelangen lungengängige Partikel bis in den Alveolarraum, tref-

fen sie dort auf einen dünnen Flüssigkeitsfilm („surfactant“), der die Alveolen auskleidet. 

Wasserlösliche Partikel können hier in Lösung gehen. Die unlöslichen Partikel werden nor-

malerweise von den Alveolarmakrophagen phagozytiert. Bei einer Überforderung dieser 

ersten Abwehr kommt es zu einer lokalen Entzündungsreaktion (Seaton et al., 1995). 

 Direkte Partikelwirkung durch Translokation 

Bei der lokalen Wirkung von Partikeln auf die Lunge ist ein direkter Wirkungsmechanismus 

naheliegend, jedoch die extrapulmonale Wirkung auf das kardiovaskuläre System schwer 
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nachzuvollziehen. Voraussetzung für die direkte Wirkung der Partikel auf andere Zielorgane 

als die Lunge ist ein Transport über die Luft/Blut-Schranke hinweg. Dabei müssten die Parti-

kel einen Weg durch die Epithelzellen der Alveolen und die Endothelzellen der Kapillargefä-

ße hindurch oder an ihnen vorbei nehmen. Neueste Untersuchungen zeigen, dass dieser Wir-

kungsweg durchaus in Betracht zu ziehen ist. Ultrafeine Teflon-Partikel mit einem Durchmes-

ser von 20 nm werden nach Inhalation schnell durch das Lungenepithel von Ratten und Mäu-

sen transportiert (Oberdörster et al., 2000). Mittlerweile konnte auch nach Instillation von 

ultrafeinen Albumin-Nanokoloid-Partikeln (kleiner 80 nm) deren Translokation von der Lun-

ge in die Blutbahn von Hamstern gezeigt werden (Nemmar et al., 2001). Zudem wurde nach 

Inhalation von radioaktiv markierten ultrafeinen Karbon-Partikeln der Übergang in die Blut-

bahn beim Menschen nachgewiesen (Nemmar et al., 2002a). Eine ebenfalls mit radioaktiv 

markierten ultrafeinen Karbon-Partikeln durchgeführte Inhalationsstudie mit Ratten fand 

einen signifikanten Anteil der inhalierten Partikel in der Leber, jedoch nicht in anderen Orga-

nen, deponiert (Oberdörster et al., 2002). Diese Ergebnisse konnten von anderen Arbeitsgrup-

pen bislang noch nicht bestätigt werden. Eine Untersuchung von Ratten nach Inhalation von 

radioaktiv markierten ultrafeinen Iridium-Partikeln ergab, dass der größte Teil der Partikel 

über den Gastrointestinaltrakt ausgeschieden wird. Nur ein sehr kleiner Anteil von weniger 

als 1 % der Partikel ging in den Kreislauf über und konnte in der Leber und der Milz nachge-

wiesen werden (Kreyling et al., 2002). Die Frage, ob ultrafeine Partikel tatsächlich über die 

Luft/Blut-Schranke hinweg in den Organismus transportiert werden, ist sicherlich noch nicht 

abschließend beantwortet. Über das weitere Schicksal dieser Partikel ist noch wenig bekannt. 

Bislang wurden noch keine Ergebnisse von zellulären Studien oder transmissions-

elektronenmikopische Aufnahmen veröffentlicht, die eine Translokation von ultrafeinen Par-

tikeln durch Zellschichten hindurch belegen würden. 

 Indirekte Partikelwirkung durch Mediator-Ausschüttung 

Die Inhalation von feinen und ultrafeinen Partikeln löst eine lokale Entzündungsreaktion in 

der Lunge aus. Alveolarmakrophagen und Lungenepithelzellen sind dabei einem direkten 

Kontakt zu den Partikeln ausgesetzt. Vor allem die Alveolarmakrophagen erkennen und pha-

gozytieren die Fremdkörper und reagieren mit der Freisetzung von Mediatoren. Untersuchun-

gen an Meerschweinchen zeigten, dass eine Partikelexposition zu einer erhöhten Freisetzung 

von Tumor Nekrosis Faktor-α (TNF-α) führt (Chen et al., 1992). Auch bei Alveolar-

makrophagen aus der Ratte und dem Menschen konnte eine erhöhte Freisetzung von TNF-α, 

Interleukin (IL)-1β, IL-6, „macrophage inflammatory protein“ (MIP)-1α, „granulocyte mac-
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rophage colony stimulating factor“ (GM-CSF) und reaktiven Sauerstoffformen nachgewiesen 

werden (Becker et al., 1996; van Eeden et al., 2001). Epithelzellen können ebenfalls Mediato-

ren freisetzen. Sie spielen eine aktivere Rolle im Ablauf von Entzündungsreaktionen als lange 

Zeit vermutet wurde (Devalia & Davies, 1993). Lungenepithelzellen können Zytokine wie 

IL-1, IL-6, IL-8, „monocyte chemotactic protein“ (MCP)-1, GM-CSF und TNF-α ausschütten 

(Mills et al., 1999). Eine Behandlung von primären Lungenzellen mit urbanen Stäuben führt 

zu einer erhöhten Freisetzung von IL-1β, IL-8 und GM-CSF. Diese Zytokine verstärken den 

lokalen Entzündungseffekt in den Atemwegen und könnten so auch für systemische Wirkun-

gen verantwortlich sein (Fujii et al., 2001). Die andauernde Belastung der Lunge mit Partikeln 

kann zu einer chronischen Entzündung führen. Die Ausschüttung von reaktiven Sauerstoff-

formen und Entzündungsmediatoren führt zur Schädigung der Zellmembranen, Ansammlung 

von Gewebsflüssigkeit (Ödemen) und zur Proliferation der Bindegewebszellen (Fibrose). Auf 

lange Sicht können diese Abläufe zur Entstehung von Krebs beitragen (Churg & Brauer, 

2000; Driscoll et al., 1997; Oberdörster, 1995; Timblin et al., 2002). Mit wachsendem Ver-

ständnis des Geschehens bei Entzündungsreaktionen wird die Komplexität dieser Abläufe 

offenbar. Es werden dabei von allen beteiligten Zellen eine Vielzahl von Entzündungsmedia-

toren freigesetzt, so dass dem interzellulären Zusammenspiel eine wichtige Rolle zukommt 

(Simon & Paine, III, 1995). 

Die Deposition von Partikeln in der Lunge induziert eine systemische Entzündungsreaktion, 

die Entzündungszellen im Knochenmark aktiviert und mobilisiert sowie zur Ausschüttung 

von Akut-Phase Proteinen aus der Leber wie „C-reactive protein“ (CRP) führt (Terashima et 

al., 1997; van Eeden et al., 2001). Dies könnte zu den beschriebenen systemischen Wirkun-

gen auf das kardiovaskuläre System führen. Der tatsächliche Wirkungsmechanismus der 

Beeinträchtigungen der Variabilität der Herzfrequenz bleibt aber ungeklärt. Eine andauernde 

Exposition mit verunreinigter Luft führt zu einem Anstieg der Viskosität des Blutes und des 

Gehalts an Fibrinogen und CRP im Blut (Donaldson et al., 2001). Lungenepithelzellen sind in 

der Lage, Fibrinogen zu synthetisieren und zu sezernieren (Haidaris, 1997). Durch die Stimu-

lation mit IL-6, wie es bei der Stimulation durch Partikel freigesetzt wird, kommt es zu einem 

erhöhten Ausstoss von Fibrinogen durch die Epithelzellen, so dass die Exposition mit Parti-

keln letztlich zu einem erhöhten Fibrinogengehalt im Blut führt (Anderson et al., 2002). Diese 

Überlegungen lassen die Endothelzellen der Lungengefäße außer acht. Dabei sind Endothel-

zellen an der Regulation des Blutdrucks beteiligt und eine Schädigung in der Lunge durch 

direkte oder indirekte Partikelwirkung führt zu einer Erhöhung des Endothelin (ET)-1 Spie-

gels während die Aktivität des „angiotensin cleaving enzyme“ (ACE) verringert wird  (Ulrich 
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et al., 2002). Dies könnte ebenfalls zu den oben beschriebenen Beeinträchtigungen der Regu-

lation der Herzfrequenz führen. 

Ein entscheidender Faktor bei all diesen Vorgängen ist offensichtlich die Kommunikation 

zwischen verschiedenen Zelltypen und Geweben. In Abb. 2.2 sind die Zusammenhänge der 

direkten und indirekten Partikelwirkung auszugsweise dargestellt. 

Alveolus BlutbahnInterstitiumHusten, epithelialer Transport
(Stunden)

Lösung
(Monate)

Deposition
(Jahre)

Aktivierung von
Macrophagen

Interleukin 6
Interleukin 8

Deposition
 in Organen

(Leber, Herz?)

Zell-Proliferation

Membran-Schädigung,
Ödeme, Fibrose,

Chronische Entzündung

Reparatur,
Krebs?

ROS
Entzündung

TNFα

 

Abb. 2.2 Schematische Darstellung der Partikelwirkung an der Luft/Blut-Schranke 

Mögliche Wirkungen von Partikeln in den Alveolen. Zum einen können Partikel direkt in die Blutbahn übertre-

ten, zum anderen löst die Exposition mit Partikeln eine Entzündungsreaktion aus, die den ganzen Körper betref-

fen kann. Eine ausführliche Beschreibung ist im Abschnitt 2.3 zu finden. 

2.4 Modellsysteme - In vitro Kokulturen  

Bei den Forschungen über die Auswirkungen von Schwebstäuben steht die Gesundheit des 

Menschen im Mittelpunkt. Epidemiologische Erhebungen und klinische Untersuchungsreihen 

sind deshalb von besonderer Bedeutung. Die Aufklärung der Wirkungsmechanismen ist auf 

diese Weise aber nicht möglich. Für den Zugriff auf zellulärer und molekularer Ebene ist die 

Verwendung von Modellsystemen wie Zellkulturen und Tiermodelle unumgänglich. Die 
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Verwendung humaner Primärzellen hat den Nachteil, dass jeder Patient eine individuelle 

Krankengeschichte und unterschiedliche genetische Prädispositionen hat. Die erhaltenen 

Ergebnisse unterliegen oft großen Schwankungen und sind schlecht vergleichbar. Zudem ist 

die Verfügbarkeit von humanen Primärzellen oft eingeschränkt. 

Die Verwendung von Zelllinien hingegen bietet ein reproduzierbares, einfaches Modell bei 

kontrollierten Expositionsbedingungen. Eine Standardisierung ermöglicht eine gute Ver-

gleichbarkeit der Ergebnisse und ermöglicht umfangreiche Serienuntersuchungen mit dem 

Zugriff auf zahlreiche molekulare und zelluläre Parameter. Zellkulturmodelle entsprechen 

jedoch nur in einer Annährung der physiologischen Realität in einem komplexen Organismus, 

so dass mit Artefakten bei den Ergebnissen zu rechnen ist. In vitro Studien an Zellkulturen 

können wertvolle Hinweise auf die Wirkungsmechanismen von Partikeln geben, jedoch kon-

zentrierten sich die meisten Arbeiten auf einen Zelltyp. Dies vernachlässigt aber das interzel-

luläre Zusammenspiel der verschiedenen Zelltypen in der Lunge, das höchstwahrscheinlich 

die biologische Antwort auf eine Belastung mit Fremdstoffen koordiniert. 

Bislang existieren im Zusammenhang mit Untersuchungen über die Wirkung von Partikeln 

nur sehr wenige Arbeiten über Kokulturen. Zur Untersuchung der Wirkung von Ozon und 

Quarz-Partikeln wurde im Hause des ITG ein Zellkulturmodell aus der bronchialen Epithel-

zelllinie BEAS-2B und der Endothelzelllinie ECV304 entwickelt. Die Zellen standen über das 

Medium in Kontakt. Die Kokultur der Zellen setzte nach Exposition mehr IL-6 und IL-8 frei 

als die Summe der Einzelzellkulturen, so dass ein synergistischer Effekt abzuleiten war 

(Mögel et al., 1998). Auf den Ergebnissen dieser Arbeiten wurde für die vorliegende Arbeit 

aufgebaut. Seit Beginn des Projektes wurden weitere Untersuchungen über die Wirkung von 

Partikeln mit Kokulturen veröffentlicht. Die Exposition einer Kokultur aus BEAS-2B-Zellen 

und primären Monozyten aus dem Blut mit Rußpartikeln belegte eine Steigerung der IL-6 und 

IL-8 Produktion gegenüber der Monokultur von BEAS-2B-Zellen (Drumm et al., 2000). Eine 

weitere Studie belegt die Wirkung von eingeatmeten Asbestfasern auf Kokulturen. In diesem 

Falle konnte gezeigt werden, dass sich die Konzentration von IL-6 und IL-8 in Kokulturen 

von BEAS-2B-Zellen mit einer Zelllinie von Lungenfibroblasten namens WISTAR-38 nach 

Exposition mit Asbestfasern synergistisch im Vergleich zu den Einzelzellkulturen erhöht 

(Lang et al., 2001). Die Kokultur von Lungenepithelzellen der Ratte mit primären Alveolar-

makrophagen zeigte ebenfalls eine synergistische Erhöhung der Freisetzung der Zytokine 

TNF-α und MIP-2, ein Zytokin mit der analogen Funktion wie humanes IL-8 in der Ratte 

(Tao & Kobzik, 2002). 
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2.5 Zielsetzung der Arbeit 

Um einen tieferen Einblick in die Wirkungsweise von ultrafeinen Partikeln zu erhalten, sollte 

im Rahmen der vorliegenden Arbeit ein humanes Zellkulturmodell entwickelt werden. Um 

das Zusammenspiel der verschiedenen Zelltypen zu ermöglichen, wurde der Einsatz von 

einem Kokultursystem geplant, das über die bisher verwendeten Systeme hinausgehend, den 

realen Verhältnissen an der Luft/Blut-Schranke nahe kommen sollte. Dabei sollte bewusst auf 

den Einsatz von Primärzellen verzichtet werden, um die Handhabung zu vereinfachen und 

durch Standardisierung eine Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu ermöglichen. Das Kokul-

tursystem sollte es gestatten, die Aufnahme der ultrafeinen Partikel in die Zellen und das 

weitere Schicksal mit licht- und elektronenmikroskopischen Methoden zu verfolgen. Zudem 

sollte die Ausschüttung von Mediatoren der interzellulären Kommunikation untersucht und 

molekularbiologische Methoden angewendet werden können. 

Zur Umsetzung muss der Aufbau der Luft/Blut-Schranke in der Lunge genauer betrachtet 

werden. Die Wände der Alveolen sind sehr dünn, um den Gasaustausch durch Diffusion zu 

ermöglichen. Alveolen haben einen Durchmesser von ungefähr 250 µm, die Wandstärke 

zwischen der Gasphase und der Blutbahn beträgt nur 1 µm. Die Luft/Blut-Schranke besteht 

aus einer Lage Epithelzellen auf der Luftseite und einer Lage Endothelzellen auf der Blutsei-

te. Dazwischen befindet sich die Basalmembran aus extrazellulärer Matrix. Auf den Epithel-

zellen sitzen die Alveolarmakrophagen. Ein schematischer Überblich dieser Verhältnisse ist 

in Abb. 2.3 dargestellt. 
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Abb. 2.3: Schematische Darstellung der Luft/Blut-Schranke 

Der obere Bereich stellt den luftgefüllten Alveolarraum, der untere Bereich die Blutbahn dar. Dazwischen ist 

eine Lage Epithelzellen, eine Basalmembran aus extrazellulären Matrixproteinen und eine Lage Endothelzellen. 

Es gibt Epithelzellen vom Typ 1, die in erster Linie den Alveolarraum auskleiden, und vom Typ 2, die zur 

Sekretion von Surfactant und als Stammzellen für die Typ 1 Zellen dienen. 

 

 

Zusammenfassend können die Ziele der vorliegenden Arbeit wie folgt formuliert werden: 

 

1. Auswahl geeigneter humaner Zelllinien zur Etablierung eines realitätsnahen Lungenmo-

dells. 

2. Vergleichende Untersuchung der zytotoxischen Wirkung der verwendeten Partikel auf die 

verwendeten Zelllinien. 

3. Untersuchung der partikelinduzierten Freisetzung von IL-6 und IL-8 von Kokulturen im 

Vergleich zu Monokulturen. 

4. Etablierung eines realitätsnahen Lungenmodells. 

5. Transmissionselektronenmikroskopische Untersuchung der Aufnahme von Partikeln in 

die Zellen. 
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3 MATERIAL UND METHODEN 

3.1 Chemikalien und Lösungen 

 Allgemeine Chemikalien 

Annexin-V-FITC BD PharMingen, Heidelberg 

Dimthylsulfoxid (DMSO) Serva, Heidelberg 

Eisessig Merck, Darmstadt 

Ethanol Roth, Karlsruhe 

Ethanol Roth, Karlsruhe 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Serva, Heidelberg 

Etoposid Sigma, Deisenhofen 

Glutaraldhyd (25 %) Roth, Karlsruhe 

Humanes TNF-α Roche, Mannheim 

Isopropanol Roth, Karlsruhe 

Methanol Roth, Karlsruhe 

Natriumdodecylsulfat (SDS) Roth, Karlsruhe 

Propidiumiodid Sigma, Deisenhofen 

Rinderserumalbumin (BSA) Sigma, Deisenhofen 

TPA (12-Tetradecanoylphorbol-13-Acetat)  Sigma, Deisenhofen 

Triton X-100  Roth, Karlsruhe 

Tween-20 Sigma, Deisenhofen 

Trypanblau Serva, Heidelberg 

 

Lösungsmittel, Säuren und Salze wurden, wenn nicht anders erwähnt, von den Firmen Merck, 

Roth oder Sigma bezogen. 
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 Allgemeine Puffer und Lösungen 

PBS, ohne Ca2+, Mg2+  

(phosphate buffered saline) 

138,00

2,67

8,10

1,47

mM NaCl  

mM KCl 

mM Na2HPO4 * 7 H2O 

mM KH2PO4 

pH 7,4 

 

HBSS 

(Hank´s balanced salt solution) 

 

138,00

5,33

0,30

0,44

1,26

0,50

0,41

4,00

mM NaCl 

mM KCl 

mM Na2HPO4

m M KH2PO4

mM CaCl2

mM MgCl2 * 6 H2O 

mM MgSO4 * 7 H2O  

mM NaHCO3 

pH 7,4 

 

HBS 

(HEPES buffered saline) 

280,00 

10,00 

1.50 

12,00

50,00

mM NaCl, 

mM KCl 

mM Na2HPO4 * 7 H2O 

mM Dextrose 

mM HEPES 

pH 7,4 

 

Physiologische Kochsalzlösung 9,0

1

g Natriumchlorid 

 l Aqua bidest. 

 

EDTA-Lösung 5,00 mM EDTA in PBS 

Trypsin/EDTA-Lösung 4,4

10

2,5

1

g Natriumcitrat 

Kaliumchlorid 

g Trypsin (Nordwald, Hamburg) 

ml 1 %ige Phenolrotlösung 

ad 1 l 5 mM EDTA-Lösung, pH 7,6 
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PET-Lösung 10

40

200

200

1,7

4,8

7,0

1

 mg/ml Polyvinylpyrrolidon 

µg/ml EGTA 

µg/ml Trypsin 

µg/ml Kaliumchlorid 

mg/ml Glucose 

mg/ml HEPES 

mg/ml Natriumchlorid 

µg/ml Phenolrot 

SBIT-Lösung 10

50

mg Trypsin-Inhibitor 

ml HBS 

 Laborgeräte 

Mikroskope Axiovert 100, Zeiss, Oberkochen 

Eclipse TS100, Nikon, Japan 

 

Plattenlesegerät Microplate Reader, Versamax, Molecular Devices, USA 

 

Zentrifugen Digifuge GL, Heraeus, Fellbach 

Tischzentrifuge 5415C, Eppendorf, Hamburg 

 

Zellzählgerät Coulter Counter, Becton Dickinson, Heidelberg 

CASY 1 Cell Counter Model TT, Schärfe System, Reutlingen 

 

Wasserbad GFL 1083, Gesellschaft für Labortechnik, Burgwedel 

 

Ultraschallgerät Sonifier 250, Branson, USA 

 

Sterilbank HERAsafe, Heraeus, Fellbach 

 

Brutschrank CB 210, WTB Binder 

 

Dampfsterilisator Vapoklav 500, H & P Labortechnik, München 
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FACS-Gerät BD LSR, Becton Dickinson, Heidelberg 

 

3.2 Zellkulturen und in vitro Assays 

Soweit nicht anders erwähnt, stammten alle Zellkulturgefäße von der Firma Greiner, Fricken-

hausen. Die Grundmedien sowie alle Medienzusätze und Antibiotika wurden von Life Tech-

nologies, Karlsruhe, bezogen. Alle verwendeten Kulturmedien wurden steril filtriert (Bottle 

Top Filter, 0,22 µM Porenweite, Millipore, Bedford, USA). Die Zellen wurden bei 37 °C und 

5 % CO2-Atmosphäre im Brutschrank (CB 210, WTB Binder) inkubiert. 

 Medienzusätze: 

• fötales Kälberserum (FCS) 

• 2 mM L-Glutamin 

• Penicillin (100 U/ml) , Streptomycin (100 µg/ml) 

• OPI-Medienzusatz (enthält Oxalessigsäure, Natriumpyruvat und Insulin, Sigma) 

 sonstige Materialien: 

Bottle Top Filter, 0,22 µM Porenweite (Millipore) 

Zellkulturflaschen Cellstar 250 ml (Greiner) 

96-Well-Platten, Nuncleon (Nalgen, Nunc International) 

96-Well-Platten, Nuncleon surface (Nalgen, Nunc International) 

Transwell-Platten und Einsätze (Corning Costar) 

3.2.1 A549Zellen 
Bei der A549-Zelllinie (ATCC-No. CCL-185) handelt es sich um humane Alveoarepithelzel-

len vom Typ 2, die 1972 aus dem Lungenkarzinom eines 58-jährigen männlichen Westeuro-

päers entnommen wurden. (Giard et al., 1973; Lieber et al., 1976). 

A549-Zellen bilden in Zellkultur einen Zellrasen (Monolayer) aus. Die Zellen wurden einmal 

pro Woche passagiert. Dazu wurde das Medium abgesaugt, der Zellrasen einmal mit 2 ml 

Trypsin-EDTA-Lösung gespült und anschließend für ca. 5 Min. mit 2 ml Trypsin-EDTA-

Lösung bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Die Einwirkungszeit wurde durch mikroskopische 

Kontrolle des Ablösevorgangs optimiert. Die Trypsinwirkung wurde durch Zugabe von Zell-

kulturmedium gestoppt. 
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Zusammensetzung des Zellkulturmediums: 

DMEM 500,0 ml 

Fötales Kälberserum 56,0 ml 

L-Glutamin 200mM 7,5 ml 

Penicillin-/Streptomycin-Lösung 2,5 ml 

3.2.2 BEAS-2B Zellen 
Die BEAS-2B-Zelllinie wurde aus gesunden humanen Bronchialepithelzellen gewonnen und durch SV40-

Transformation immortalisiert (Reddel et al., 1988). Die Zellen behielten dabei weitgehend ihre epithelialen 

Eigenschaften wie die typische Morphologie eines Epithels (Ke et al., 1988), Zytokeratinexpression (Hornberg 

et al., 1996) und eine polare Freisetzung von Eicosanoiden (Noah et al., 1991) bei. 

BEAS-2B Zellen bilden in Zellkultur einen Zellrasen (Monolayer) aus. Die Zellen wurden einmal pro Woche 

passagiert. Dazu wurde das Medium abgesaugt, der Zellrasen einmal mit 2 ml PET-Lösung gespült und an-

schließend für ca. 15 Min. mit 2 ml PET-Lösung bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Die Einwirkungszeit wurde 

durch mikroskopische Kontrolle des Ablösevorgangs optimiert. Die Trypsinwirkung wurde durch Zugabe von 

0,4 ml SBIT-Lösung gestoppt.  

Zusammensetzung des KGM (keratinocyte growth medium) Zellkulturmediums: 

KBM (keratinocyte basal medium) 500,0 ml 

EGF (epidermal growth factor) 0,1 ng/ml 

Insulin 5 µg/ml 

Hydrocortison 0,5 µg/ml 

Bovine Pituitary Extract 0,4 % 

Gentamicin 50 µg/ml 

Amphotericin-B 50 ng/ml 

Bezug: Cell Systems, Remagen  

3.2.3 ECV304 Zellen 
ECV304 ist eine Zelllinie humanen Ursprungs. Die Zelllinie wurde von der European Collec-

tion of Animal Cell Cultures (ECACC, UK) bezogen. Es handelt sich um spontan transfor-

mierte Endothelzellen aus der Umbelikalvene eines neugeborenen japanischen Mädchens 

(Takahashi et al., 1990). Wegen ihrer einfachen Kultivierung und der starken Ausprägung 

endothelialer Merkmale werden ECV304-Zellen häufig für Fragestellungen eingesetzt, in 
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denen das Endothel im allgemeinen, unabhängig von der Herkunft, untersucht werden soll. In 

der vorliegenden Arbeit dienten ECV304-Zellen als Modell für das pulmonale Endothel. 

ECV304-Zellen bilden in Zellkultur einen Zellrasen (Monolayer) aus. Die Zellen wurden 

einmal pro Woche passagiert. Dazu wurde das Medium abgesaugt, der Zellrasen einmal mit 

2 ml Trypsin-EDTA-Lösung gespült und anschließend für ca. 5 Min. mit 2 ml Trypsin-

EDTA-Lösung bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Die Einwirkungszeit wurde durch mikro-

skopische Kontrolle des Ablösevorgangs optimiert. Die Trypsinwirkung wurde durch Zugabe 

von Zellkulturmedium gestoppt. 

Zusammensetzung des Zellkulturmediums: 

M199-Medium  500,0 ml 

Fötales Kälberserum  56,0 ml 

L-Glutamin 200mM 7,5 ml 

OPI 100mM 5,0 ml 

Penicillin-/Strepromycin-Lösung 2,5 ml 

3.2.4 Mono Mac 6 Zellen 
Die makrophagen-ähnlichen promyeloischen Mono Mac 6 Zellen (No. ACC 124) stammen 

aus der Deutschen Sammlung für Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) in 

Braunschweig. Sie wurden ursprünglich aus einem 64 Jahre alten Patienten mit monoblasti-

scher Leukämie isoliert (Ziegler-Heitbrock & Riethmuller, 1984). Die Mono Mac 6 Zellen 

teilen sich permanent weiter, besitzen eine Generationszeit von etwa 40 Stunden und wachsen 

in Suspension. Sie werden zweimal in der Woche passagiert und mit einer Zelldichte von 

etwa 5 x 106 Zellen in 20 ml Kulturmedium ausgesät. 

Zusammensetzung des Zellkulturmediums: 

RPMI 1640 500,0 ml 

Fötales Kälberserum 56,0 ml 

L-Glutamin 200mM 7,5 ml 

OPI 100mM 5,0 ml 

Penicillin-/Strepromycin-Lösung 2,5 ml 
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3.2.5 THP-1 Zellen 
Die promyolischen THP-1 Zellen stammen aus der American Type Culture Collection 

(ATCC-No. TIB-202) und wurden ursprünglich aus einem 1 Jahr alten Jungen mit akuter 

monocytischer Leukämie isoliert (Tsuchiya et al., 1980). Die Zellen wachsen in Suspension 

und bilden lockere Anhäufungen. Fast keine Zellen hefteten sich an der Oberfläche der Zell-

kulturflaschen an. Mittels Behandlung mit 8 nM 12-Tetradecanoylphorbol-13-Acetat (TPA) 

können die THP-1 Zellen in reife Zellen mit Funktionen von Makrophagen differenziert wer-

den (Tsuchiya et al., 1982). Für die Versuche wurden die adhärenten Zellen mit 

5 mM EDTA-Lösung von den Kulturflaschen abgelöst. 

 

Zusammensetzung des Zellkulturmediums: 

RPMI 1640 500,0 ml 

Fötales Kälberserum 56,0 ml 

L-Glutamin 200mM 7,5 ml 

Penicillin-/Strepromycin-Lösung (104 U/ml) 2,5 ml 

3.2.6 Differenzierung von THP-1 Zellen 
Die Zugabe von TPA regt die Zellen an, sich zu Makrophagen zu differenzieren. Für nahezu 

alle Versuche mit diesen Zellen wurden sie in ihrer differenzierten Form verwendet. Dazu 

wurden die THP-1-Zellen abzentrifugiert und mit einer Zelldichte von 1x106 Zellen/ml in 

Kulturmedium mit 8 nM TPA aufgenommen. Die Zellen wurden 24, 48 und 72 Stunden zur 

Ausdifferenzierung im Brutschrank bei 37°C und 5% CO2-Atmosphäre angeregt. 

3.2.7 Langzeitkonservierung von Zellen 
Die Langzeit- oder Kryokonservierung wird sowohl als schützende Maßnahme vor Verlust 

der Zelllinie bei Kontamination angewendet als auch zur Aufbewahrung von Zellen, die nicht 

permanent in Gebrauch sind. Die Lagerung in flüssigem Stickstoff bei –196°C bewahrt die 

Zellen vor genetischer Variabilität. Ziel der Lagerung ist demnach, die Stoffwechselaktivität 

und die Zellvermehrung vollständig, aber reversibel, zum Erliegen zu bringen. Werden Zellen 

nur für kurze Zeit gelagert, kann dies bei –80°C geschehen. 

Die Problematik beim Einfrieren besteht darin, die Eiskristallbildung und die daraus resultie-

rende irreversible Schädigung der Zellen zu verhindern. 
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Substanzen wie Glycerin oder Dimethylsulfoxid (DMSO) wirken der Eiskristallbildung weit-

gehend entgegen, jedoch ist ihr prozentualer Anteil je nach Zelllinie unterschiedlich. Eine 

höhere Überlebensrate wurde auch durch den Einsatz erhöhter Serumkonzentrationen im 

Einfriermedium festgestellt. Die Vitalität aufgetauter Zelllinien hängt weiter vom Abkühlpro-

zess selbst ab. Eine Abkühlgeschwindigkeit von 1°C pro Minute bis zu einer Temperatur von 

–50°C gilt als optimal und geht mit einer reduzierten Bildung von Eiskristallen einher. Da-

nach sollten die Zellen möglichst schnell in flüssigen Stickstoff überführt und eingelagert 

werden. 

Die zum Einfrieren gewünschte Anzahl an Zellen wurde bei 1500 rpm für 5 Minuten abzentri-

fugiert. Etwa 1 x 107 der Zellen pro ml wurden dann auf Eis in vorgekühltes Zellkulturmedi-

um pipettiert. Dazu wurde nochmal das gleiche Volumen Einfriermedium (bestehend aus 

80 % FCS und 20 % DMSO) gegeben. Vor dem Verschließen wurden die Kryoröhrchen kurz 

abgeflammt, um jede Kontamination auszuschließen. Anschließend wurden sie in einer mit 

Isopropanol gefüllten Styroporbox für maximal 45 Minuten bei –20°C abgekühlt und danach 

über Nacht bei –80°C in dieser Box eingefroren. Am nächsten Morgen wurden die Kryoröhr-

chen in flüssigen Stickstoff überführt und der Probenzugang in das vorgesehene Protokollheft 

übertragen. 

 

3.2.8 Auftauen von Zellen 
Da das Auftauen so schnell wie möglich vonstatten gehen sollte, wurden die Kryoröhrchen 

mit der Zellsuspension direkt vom flüssigen Stickstoff in ein Wasserbad mit einer Temperatur 

von 37°C gestellt und Materialien wie Zellkulturflaschen unter der Sterilbank bereitgestellt. 

Sobald die Zellsuspension aufgetaut war, wurde sie in eine Zellkulturflasche mit 20 ml vorin-

kubiertem Zellkulturmedium überführt. Nach dem ersten Mediumwechsel wurden die Zellen 

für einige Tage im Brutschrank bei 37°C und einer fünfprozentigen CO2-Atmosphäre ruhen 

gelassen und dann passagiert, damit die von den Zellen gebildeten Wachstumsstoffe weiter-

gegeben werden konnten. 
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3.2.9 Verwendete Partikel 
Für die vorliegende Arbeit wurden die in Tab. 3.1 aufgezählten Patikel eingesetzt. 

Tab. 3.1: Eingesetzte Modellpartikel 

Partikelsorte Einsatzgründe 

Hämatit (Fe2O3)  ∅ ~ 70 nm (ultrafein), gilt als untoxisch, durch die rote Färbung im Lichtmikroskop nach 

Aggregation sichtbar, sehr gut im Transmissionselektronenmikroskop zu erkennen. 

Quarz (DQ12, SiO2 

kristallin) 

∅ < 2 µm (fein), gilt als sehr toxisch durch radikale Oberflächengruppen, Auslöser der 

Silikose 

Silicasol (SiO2, 

amorph) 

∅ ~ 100 / 60 / 40 nm (ultrafein), nicht toxisch, durch unterschiedliche Durchmesser lässt 

sich der Parameter Partikelgröße in der Wirkung bestimmen 

 

Alle eingesetzten Partikel wurden am Institut für Technische Chemie, Forschungszentrum 

Karlsruhe, hergestellt. Die Hämatit-Partikel (α-Fe2O3) und die amorphen Silikat-Partikel 

(SiO2, Silicasol) wurden wie in der Literatur beschrieben synthetisiert (Matijevic & Scheiner, 

1978; Stöber et al., 1968). Die erhaltenen Suspensionen schwerlöslicher Partikel einer defi-

nierten Größe wurden gegen Reinstwasser dialysiert, um Spuren löslicher Chemikalien zu 

entfernen. Die Endotoxin-Konentrationen wurden im Limulus Amoebocyt-Assay nach Fir-

menprotokoll durchgeführt und waren unter der Nachweisgrenze. Die Analyse der Größenver-

teilung der Partikel wurde mit einem „sedimentation field-flow fractionation fystem” (Mo-

del S-101, FFFractionation) gekoppelt mit einem „multiangle light scattering detector“ 

(Dawn Dsp, Wyatt Technology Corporation) durchgeführt. Die gemessene Partikelgröße war 

50 - 90 nm (mean 70 nm) für die Hämatit-Partikel und 80 - 110 nm (mean 100 nm) für die 

Silicasol S-100-Partikel. Die Größe der kleineren Silicasol-Fraktionen S-60 und S-40 wurde 

mit einem Photonen Korrelations-Spektroskop (PCS) mit einem durchschnittlichen Durch-

messer von 60 nm und 40 nm bestimmt. Die Analyse der synthetisierten Partikel im Raster-

elektronenmikroskop bestätigte die einheitliche Form und Größe der verschiedenen Partikel-

Fraktionen (Abb. 3.1). 

Die kristallinen Quarz-Partikel (DQ12, Partikelgröße < 5 µm) wurden freundlicherweise von 

Prof. Dr. N. H. Seemayer, Düsseldorf, zur Verfügung gestellt und sollten als gut charakteri-

sierte Positivkontrolle eingesetzt werden. Es handelt sich dabei um Dörentruper Quarzkris-

tallmehl der Mahlung Nr. 12 (Robock, 1973). Alle Partikelsuspensionen wurden direkt vor 

dem Einsatz in den Zellkulturen präpariert und mit einem Sonifier (Sonifer 250, Branson, 

USA) behandelt. 
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Abb. 3.1: Rasterelektronenmikroskopische (REM) Aufnahme von eingesetzten Modellpartikeln 

REM-Aufnahmen von A) Hämatit-Partikeln (Fe2O3)mit einem durchschnittlichen aerodynamischen Durchmes-

ser von 70 nm und B) amorphen Silicasol-Partikeln (SiO2) mit einem durchschnittlichen Aerodynamischen 

Durchmesser von 60 nm. Aufnahmen von B. Neufang (Hauptabteilung Verfahrenstechnik – Heiße Zellen, 

Forschungszentrum, Karlsruhe) 

3.2.10 Kokultur aus A549-Zellen und THP-1- und Mono Mac 6-Zellen 
Für die Kokultur von A549-Zellen und den Makrophagenzellinien THP-1-und Mono Mac 6 

wurden 20000 A549-Zellen in 96-Well-Platten ausgesät. Direkt im Anschluß wurden entwe-

der 2000 THP-1-Zellen, die zuvor für 2 Tage mit 8 nM TPA zu Makrophagen differenziert 

wurden (siehe 3.2.6), oder 2000 Mono Mac 6-Zellen gegeben. Das Verhältnis zwischen Epi-

thelzellen und Makrophagen betrug also 10:1 (Abb. 4.29). In einigen Fällen, z.B. für die 

Rasterelektronenmikroskopie (Abb. 4.31) wurde ein geringeres Verhältnis von 50:1 auge-

wählt. Nach 24 Stunden Inkubationszeit bei 37 °C und 5 % CO2 im Brutschrank konnten die 

Zellen zu Partikelexpositionen eingesetzt werden. 

3.2.11 Triple Zellkultur  
Zur Umsetzung des Kokultursystems sollte ein Transwell®-Membransystem in einer „Multi-

well“-Platte eingesetzt werden. Wie in Abb. 3.2 dargestellt, trennt ein Einsatz das System in 

ein oberes und ein unteres Kompartiment auf. Die Poren in der Membran mit einem Durch-

messer von 0,4 µm sind die einzige Verbindung zwischen den Kompartimenten. Die Poren 

sind groß genug, um Partikel, nicht aber Zellen, einen Übergang zwischen den Kompartimen-

ten zu ermöglichen. Die Membran sollte von unten mit Endothelzellen und von oben mit 

Epithelzellen besiedelt werden. Zudem sollten Makrophagen auf die Epithelzellen aufge-
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bracht werden. Das ganze Kokultursystem gleicht der Luft/Blut-Schranke in den Alveolen 

und eignet sich sowohl für submerse als auch für direkte Aerosol-Expositionen. 

Aerosol oder
Suspension

Aerosol oder
Suspension

Poröse
Membran
(400 nm)

Poröse
Membran
(400 nm)

EpithelzellenEpithelzellen

MakrophagenMakrophagen

EndothelzellenEndothelzellen

Multiwell-PlatteMultiwell-Platte  

Abb. 3.2: Schematische Darstellung des Transwell®-Systems für Triple-Zellkulturen 

Das System besteht aus einem Einsatz mit einer porösen Membran, die zwei Kompartimente unterteilt. Im 

oberen wird die Membran mit Epithelzellen und Makrophagen, im unteren Kompartiment mit Endothelzellen 

besiedelt. 

 Durchführung 

Die folgende Beschreibung gilt für die Verwendung von 6-Well-Platten (Firma Corning, 

Costar, Wiesbaden). Die Oberseite der Transwell®-Membranen wurden mit einer Lösung aus 

aus 20 µg/ml „calf skin“ Kollagen und 50 µg/ml humanes Fibronectin (Roche, Mannheim) in 

PBS für 60 Minuten beschichtet. Anschließend erfolgte die Montage des Ringsystems. Die 

verwendeten Teflonringe wurden zuvor autoklaviert und die Abdichtung am Transwell®-

Einsatz erfolgte mit mehreren Lagen autoklaviertem handelsüblichem Teflon-Dichtungsband. 

Nun konnte die Unterseite der Transwell®-Membran ebenfalls für 60 Minuten mit Beschich-

tungslösung behandelt werden. 

Anschließend wurden 5 x 105 A549-Zellen in 1,5 ml Kulturmedium in das obere Komparti-

ment gegeben und für 3 Stunden im Brutschrank inkubiert (Abb. 4.38 A). Ab diesem Zeit-

punkt wurden Erschütterungen des Transwells® soweit wie nur möglich vermieden. Danach 

wurde das Medium aus dem oberen Kompartiment durch äußerst behutsames Abkippen ent-

fernt und das Transwell umgedreht. Nun konnten 5 x 104 ECV304-Zellen auf die Unterseite 

der Membran ausgesät werden (Abb. 4.38 B). Dieser Vorgang mußte zügig durchgeführt 

werden, um das Austrocknen der A549-Zellen zu vermeiden, die nun durch die Membran 

hindurch von dem ECV304-Medium versorgt wurden. Die Zellen wurden für weitere 
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3 Stunden im Brutschrank inkubiert. Währenddessen wurden 2,5 ml ECV304-Medium in 6-

Well-Platten vorgelegt und im Brutschrank vorinkubiert. Nach Ablauf der 3 Stunden wurde 

das Medium im vorsichtig durch Abkippen entfernt und die Ringe behutsam entfernt. Die 

Transwell®-Einsätze wurden in die Well-Platte eingesetzt und 1,5 ml A549-Medium sehr 

behutsam in das obere Well pipettiert. 

Die Zellen wurden vor der ersten lichtmikroskopischen Kontrolle für mindestens 16 Stunden 

soweit wie möglich ohne Erschütterung im Brutschrank inkubiert. Der Besatz der Epithelzel-

len mit Mono Mac 6-Zellen war nach 24 Stunden, die Behandlungen mit Partikeln ungefähr 

nach 48 Stunden möglich. 

3.2.12 Exposition der Zellen 
Für die Versuche wurden die Zellen mit Suspensionen unterschiedlicher Konzentration und 

für unterschiedlich lange Zeiträume mit den Modellpartikeln inkubiert (siehe 3.2.9). Alle 

Suspensionen wurden zu Beginn der Exposition frisch in den verwendeten Konzentrationen 

10, 50, 100 und 200 µg/ml hergestellt. Von den Hämatit- und Silicasol-Partikeln standen 

Stammlösungen zur Verfügung, während die Stammlösung der Quarz-Partikeln (DQ12) für 

jedes Experiment eingewogen wurde. Die Stammlösungen wurden mit Zellkulturmedium auf 

die gewünschten Konzentrationen verdünnt und vor dem Einsatz mit einem Ultraschallgerät 

(Sonifier, Branson, USA) behandelt. Dazu wurde die Mikrospitze aus Titan in eine Suspensi-

on von 5 bis 10 ml mindestens 10 mm tief eingetaucht und die Suspension in der Standardein-

stellung (cont.; Power = MS72/D; Cycle = 50 %) mit 10 Pulsen von je 1 – 2 Sekunden Dauer 

beschallt. 

3.2.13 Unterscheidung von Apoptose und Nekrose durch Anne-
xin-V-FITC/Propidiumjodid Assay 

 Prinzip 

Gesunde, vitale Zellen halten stets eine Phospholipid-Assymetrie in ihrer Plasmamembran 

aufrecht. Wird diese Assymetrie gestört, kommt es zur Externalisierung des zytoplasmastän-

digen Membranlipids Phosphatidylserin, das Kennzeichen apoptotischer Zellen. Phosphati-

dylserin an der Außenmembran ist ein wichtiges Signal bei der Zielerkennung und Eliminie-

rung apoptotischer Zellen durch Makrophagen im Organismus darzustellen (Kagan et al., 

2000). 
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Die Umverteilung des spezifischen Lipids wird genutzt, um in der FACS-Analyse apoptoti-

sche Zellen spezifisch anzufärben und kenntlich zu machen. Die Färbung wird mit Annexin-

V-FITC, einem FITC-gekoppelten Protein, ausgeführt. Dieses Protein bindet spezifisch an 

Phosphatidylserin. Die Anregung mit Licht bei 485 nm lässt das gebundene FITC grün fluo-

reszieren. Annexin-V-FITC kann die Zellmembran intakter Zellen nicht passieren und bindet 

somit spezifisch auf der Außenseite apoptotischer Zellen. Nekrotische Zellen verlieren im 

Verlauf ihres Sterbevorgangs die Integrität der Plasmamembran. Diese wird löchrig und somit 

ist es Annexin-V-FITC möglich an die Innenmembran nekrotischer Zellen an Phosphatidylse-

rin zu binden. Daher muss für eine Unterscheidung zwischen Apoptose und Nekrose noch 

zusätzlich mit Propidiumjodid gegengefärbt werden. Bei Propidiumjodid (PI) handelt es sich 

um einen Farbstoff, der spezifisch an die DNA bindet, aber aufgrund seiner Größe und Polari-

tät nicht durch intakte Membranen wandern kann. Propidiumjodid ist es also nur möglich an 

DNA zu binden, wenn die Plasmamembran der Zellen durch nekrotische Vorgänge perforiert 

wurde. 

Vitale Zellen können weder durch Annexin-V-FITC noch durch Propidiumjodid angefärbt 

werden, da die Plasmamembran intakt ist und Phosphatidylserin auf der zytosolischen Seite 

der Zellmembran liegt. Die FACS-Analyse der behandelten Proben erfolgt mit Hilfe des 

Durchflusszytometers. Die Zellen können nach ihrer Behandlung mit PI und Annexin auf-

grund ihrer unterschiedlichen Färbung in vier Quadranten eingeteilt werden. Sie können somit 

in ungefärbt (vitale Zellen), Annexin (Apoptosen), PI sowie in PI+Annexin (Nekrosen), un-

terschieden werden. Jeder Punkt des Datenblatts repräsentiert eine Zelle. Für jede Probenana-

lyse werden 10.000 Zellen gezählt. Die Ergebnisse der Dot-Plot-Analysen können in einer 

Quadranten-Statistik abgelesen werden. In dieser Statistik sind die gezählten Ereignisse, 

sowie die prozentuale Verteilung der Zellen aufgeführt. Die PI- und doppeltgefärbten Zellen 

sind unter den Nekrosen zusammengefasst, und wurden daher als ein Wert dargestellt. 

Material 

3.2.14 Bestimmung der CD14-Rezeptor-Expression 

 Prinzip 

Die Zellen wurden zur Bestimmung der CD14-Expression mit einem spezifischen Antikörper 

gegen CD14 gefärbt und dann mittels Durchflusszytometrie der Prozentsatz der CD14-

positiven Zellen bestimmt.  
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 Material 

Zur Durchführung der CD14-Färbung wurden folgende Materialien benötigt: 

• 0,25 % EDTA-Lösung 

• FACS-Waschpuffer PBS (ohne Ca, Mg) 

0,1 % Natriumazid 

 

• FACS-Färbepuffer PBS (ohne Ca, Mg) 

0,1 % Natriumazid 

2 % FCS 

 

• anti-human CD14 monokonaler Antikörper, MY4-FITC (Coulter, PN 6602511) 

• mouse IgG2b-FITC Isotypkontrolle (Coulter, PN 6603034) 

• LSR-FACS, Durchflusszytometer (488 nm Argon Laser), Becton Dickinson, Heidelberg 

• 12 x 75 mm Einmal-Probenröhrchen (Falcon, Becton Dickinson #352052) 

 

Durchführung 

Von den Mono Mac 6 Zellen, differenzierten und undifferenzierten THP-1 Zellen und den 

humanen Monozyten wurden jeweils 1,5 x 106 Zellen abgenommen und für 5 Minuten bei 

250 g abzentrifugiert (Ball, 2002). Die Zellen wurden mit je 2 ml eiskaltem Waschpuffer 

gewaschen (5 Minuten, 250 g, 4°C) und anschließend in 300 µl Färbepuffer aufgenommen. 

 

Es wurden jeweils drei Ansätze pro Zelllinie vorbereitet: 

• ungefärbte Zellen 

• anti-CD14 gefärbte Zellen 

• Istotyp gefärbte Zellen 

Für jeden dieser drei Ansätze wurden 100 µl der Zellsuspension in Färbepuffer in FACS-

Röhrchen verteilt. Zu den Ansätzen wurden dann 20 µl des entsprechenden Antikörpers gege-

ben, zu den ungefärbten Zellen wurden 20 µl Wasser gegeben. Die Zellen wurden nun 30 

Minuten bei 4°C im Dunkeln inkubiert, anschließend zweimal mit je 2 ml eiskaltem Wasch-

puffer gewaschen (5 Minuten, 250 g, 4°C) und dann in je 900 µl eiskaltem PBS aufgenom-

men. 
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Zur Justierung der Messung am Durchflusszytometer wird eine ungefärbte Probe verwendet. 

Das FITC wird auf Kanal FL-1 (Fluoreszenzfilter-1: 520 nm) registriert. Dazu wird ein 

Histogramm log [FL-1] gegen die Anzahl der Zellen erstellt. Mit Hilfe der ungefärbten Probe 

werden die Marker gesetzt, wobei Marker 1 (M1) die CD14-negativen und Marker 2 (M2) die 

CD14-positiven Zellen erfasst.  

3.2.15 Zytotoxizitätstest - Laktatdehydrogenase (LDH)-Assay 
Die Messungen zur Freisetzung der zytoplasmatischen Laktatdehydrogenase (LDH) in den 

Zellüberstand wurde mit einem kommerziell erhältlichen Test durchgeführt (Roche, Mann-

heim). 

 Prinzip 

Das intrazelluläre Enzym Laktatdehydrogenase wird beim Zelltod aus den Zellen freigesetzt. 

Ein Anstieg der LDH-Aktivität im Inkubationsüberstand ist streng mit der Zunahme der toten 

Zellen während der Inkubation verknüpft. Die Bestimmung der enzymatischen Aktivität der 

LDH ist daher ein Möglichkeit, den zytotoxischen Effekt von Partikeln in vitro abzuschätzen. 

Dem Test liegt das in Abb. 3.3 dargestellte Reaktionsprinzip zu Grunde: 

Laktat Pyruvat

Tetrazolium
(gelb)

Formazan
(rot)

LDH

NAD NADH + H+

H

H

H

H
Cl Cl

Katalysator

 

Abb. 3.3: Funktionprinzip des LDH-Zytotoxizitätstests 

Die Umwandlung von Laktat zu Pyruvat durch LDH bewirkt eine Reduktion von NAD zu NADH/H+, dass 

wiederum Tetrazoliumsalz quantitativ zu Formazan reduziert. 
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Im ersten Schritt wird Laktat durch die LDH-Aktivität zu Pyruvat umgewandelt. Bei diesem 

Schritt wird NAD+ zu NADH/H+ reduziert. Im zweiten Schritt überträgt der enthaltene Kata-

lysator (Diaphorase) das H/H+ vom NADH/H+ zu dem Tetrazoliumsalz, das zu Formazan 

reduziert wird. Die Anzahl toter Zellen ist direkt proportional zur Menge an Formazan, das im 

Photometer bei 490 nm gemessen werden kann. 

 Material 

• Farbstofflösung mit Iodotetrazoliumchlorid 

und Natriumlaktat  

Bestandteil des „LDH Cytotoxicity detection 

kit“, Roche, Mannheim 

 

• Diaphorase/NADH-Lösung Bestandteil des „LDH Cytotoxicity detection 

kit“, Roche, Mannheim 

 

• Absorptions-Reader (VersaMax, Molecular Devices) 

• 96-Well-Platten, Nuncleon (Nalgen, Nunc International) 

 Durchführung 

Der Test erfolgte in 96-Well-Platten. Jeweils vier Vertiefungen einer Platte dienten als Null-

wert und wurden nicht mit Zellen beladen, in die zu testenden Vertiefungen wurden jeweils 

20000 Zellen ausgesät. Die THP-1-Zellen wurden bereits 48 Stunden vor der Versuchsdurch-

führung in den 96-Well-Platten mit 8 nM TPA differenziert. Als Positivkontrolle wurde 

1 % Triton-X100-Lösung zur vollständigen Lyse der Zellen verwendet. 

Für den LDH-Test wurden 100 µl des Überstandes über den Zellen abgenommen und in eine 

neue 96-Well-Platte pipettiert. Anschließend wurden 100 µl der LDH-Testlösung aus 10 ml 

NADH-Lösung und 0,4 ml Pyruvat-Lösung in jede Vertiefung, einschließlich derer für den 

Nullwert zugegeben. Nach 30 Minuten Inkubation im Dunkeln wurde die Reaktion durch 

Zugabe von 50 µl 1 N HCl abgestoppt. 

Die Messung erfolgte im Absorptions-Reader bei 490 nm und der Referenzwellenlänge von 

690 nm. Zur Auswertung wurde der prozentuale Anteil toter Zellen relativ zur Positivkontrol-

le mit 1 % Triton-X100-Lösung nach folgender Formel berechnet:  

 

Fehler! × 100 
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3.2.16 Vitalitätstest - MTT-Assay 

Prinzip 

Der MTT-Test ist eine Methode zur Bestimmung der Stoffwechselaktivität kultivierter Zellen. 

MTT ist die Abkürzung für das gelbe Tetrazoliumsalz 3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-

diphenyl-Tetrazoliumbromid. Es wird von den lebenden Zellen aufgenommen und von den 

Mitochondrien mit NADH in einer durch succinat-abhängige Dehydrogenasen-katalysierten 

Reaktion zum unlöslichen blauen Formazan reduziert. 

 

NADH  +  MTT                NADH; Dehydrogenase                        Formazan   +   NAD+

Diese Reaktion ist irreversibel. Formazan bildet sich in Form kleiner Nadeln in der Zelle. 

Dieses wird mit SDS gelöst und die Absorption der Lösung bei 550 nm im Mikroplattenrea-

der gemessen. Die Höhe der Absorption ist dabei proportional zur mitochondrialen Stoff-

wechselaktivität der Zellen (Denizot & Lang, 1986; Mosmann, 1983). 

 

Abb. 3.4: Umwandlung von MTT zu Formazan 

Die Abbildung zeigt die chemische Struktur des gelben Tetrazoliumsalz 3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-

diphenyl-Tetrazoliumbromid und die Umwandlung zu Formazan durch succinat-abhängige Dehydrogenasen. 

 Material 

• MTT-Stammlösung MTT in Zellmedium, 5 mg/ml 

 

• 20% SDS-Lösung: 20 %SDS in 0,02 M Salzsäure (HCl) 
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• Absorptions-Reader (VersaMax, Molecular Devices) 

• 96-Well-Platten, Nuncleon surface (Nalgen, Nunc International) 

Stunden vor der Versuchsdurch-

 in jede Vertiefung 60 µl SDS-Lösung zugegeben und über Nacht 

azan war von den Zellen gebildet 

worden, d.h. desto niedriger war die Vitalität. 

t - Sytox® Green Assay 

lenlänge von 488 nm, die Messung der Fluoreszenz bei 490 nm. 

lar Probes, Leiden) 

g) 

• 96-Well-Platten, Nuncleon surface (Nalgen, Nunc International) 

 Durchführung 

Der Test erfolgte in 96-Well-Platten. Jeweils vier Vertiefungen einer Platte dienten als Null-

wert und wurden nicht mit Zellen beladen, in die zu testenden Vertiefungen wurden jeweils 

20000 Zellen ausgesät. Die THP-1-Zellen wurden bereits 48 

führung in den 96-Well-Platten mit 8 nM TPA differenziert. 

Für den MTT-Test wurde zuerst das Medium über den Zellen entfernt, dann in jede Vertie-

fung, einschließlich derer für den Nullwert, 200 µl Kulturmedium und 20 µl MTT-

Stammlösung zugegeben. Nach zwei Stunden Inkubation im Brutschrank wurden die Forma-

zan-Kristalle lysiert, indem

inkubiert wurde.  

Am nächsten Morgen wurde die Platte leicht geschüttelt, um das Formazan zu lösen und nach 

etwa 10 Minuten im Absorptions-Reader bei 550 nm gegen Medium gemessen. Je niedriger 

hierbei die gemessene Absorption war, desto weniger Form

3.2.17 Zytotoxizitätstes

 Prinzip 

SYTOX® Green färbt mit hoher Affinität Nukleinsäuren an und dringt schnell durch löchrige 

Zellmembranen toter Zellen, ist aber nicht in der Lage die intakte Zellmembran von lebenden 

Zellen zu durchdringen. Die Fluoreszenz steigt dabei streng proportional zum Anteil toter 

Zellen in der Kultur. Der Farbstoff bleibt lange Zeit stabil im Zellkulturmedium und ermög-

licht somit die Verfolgung der Zytotoxizität über die Zeit in der lebenden Kultur. Die Anre-

gung erfolgte bei einer Wel

 Material 

• SYTOX® Green nucleic acid stain 5 mM Lösung in DMSO (Molecu

• Automatisierter Fluoreszenzreader (MWG-Biotech AG, Ebersber
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 Durchführung 

In 96-Well-Platten wurden je 20000 Zellen pro Well ausgesät. Nach 24 Stunden Wachstum 

bis zu Konfluenz der A549- und ECV304-Zellen wurden die Zellen mit Partikeln behandelt. 

Die THP-1-Zellen wurden vor der Behandlung für 48 Stunden mit 8 nM TPA zu Makropha-

gen differenziert. Für die Bestimmung der Zytotoxizität wurde das Zellkulturmedium mit 

Sytox® Green versetzt. Dabei wurde eine Endkonzentation von 100 nM eingestellt. Die Mes-

sung erfolgte nach 4, 6, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32 und 48 Stunden nach Zugabe der Partikel zu 

den Zellen. 

3.2.18 Trypanblau 

 Prinzip: 

Trypanblau färbt tote Zellen blau an, so dass der Anteil toter Zellen unter dem Mikroskop 

bestimmt werden kann (Hanks & Wallace, 1958). Die Methode beruht darauf, dass Try-

panblau die Zellmembran intakter Zellen nicht durchdringen kann, wohl aber durch die löch-

rige Membran von toten Zellen, so dass diese eine tiefblaue Färbung annehmen. 

 Material 

• Trypanblau-Lösung 0,5 % Trypanblau (Sigma) in physiologischer Kochsalzlösung 

 

 Durchführung 

Ein Aliquot der Zellen wurde im Verhältnis 1:1 mit Trypanblaulösung gemischt und in eine 

Neubauer-Zählkammer gebracht. Gegebenenfalls musste die Suspension in geeigneter Weise 

verdünnt werden. Die Netzeinteilung der Kammer bestand aus 9 großen Quadraten mit einer 

Fläche von jeweils 1 mm2. Dies ergab bei einer Tiefe von 0,1 mm ein Volumen von 0,1 µl. 

Nach Auszählen der lebenden und der toten Zellen in mindestens 4 Quadranten bei 100facher 

Vergrößerung unter dem Mikroskop konnte nach Bildung des Mittelwertes der prozentuale 

Anteil toter Zellen nach folgender Formel berechnet werden. 

 

Vitalität [%] = Fehler!× 100 
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3.2.19 Untersuchung der Zytokinfreisetzung mittels ELISA 

 Prinzip 

Mittels dem „enzyme linked immuno sorbent assay“ (ELISA) kann die Konzentration von 

Zytokinen in einer Probe bestimmt werden. Es handelte sich dabei um einen sogenannten 

Sandwich-ELISA. Zur Durchführung werden 96-Well-Platten mit einem spezifischen Anti-

körper für das zu untersuchende Zytokin beschichtet. Ungesättigte Bindungsstellen werden 

mit einer serumalbuminhaltigen Lösung abgesättigt. Danach wird die zu untersuchende Probe 

hinzugefügt. Anschließend wird ein für das Antigen spezifischer biotinylierter Antikörper 

zugegeben. An das biotinylierte Ende des Antikörpers kann nun peroxidase-gekoppeltes 

Streptavidin mit hoher Affinität binden. Nun wird Tetramethylbenzidin oder ein ähnliches 

Substrat zugegeben, das durch die Peroxidase zu einem Farbstoff umgewandelt wird. Die 

Absorption dieses Farbstoffs kann bei einer spezifischen Wellenlänge photometrisch be-

stimmt werden. Die Zytokinkonzentrationen können dann mit Hilfe von Standardproben des 

jeweiligen Zytokins in bekannter Konzentration ermittelt werden. 

 

3.2.20 IL-6-ELISA 
 

Material

• ELISA-Platten (MaxiSorp® C96, Nunc)  

 

• Waschpuffer PBS + 0,05 % Tween (Roche, Mannheim) 

 

• Phosphat-Citrat-Puffer (pH 5) 25,7 ml di-Natriumhydrogenphosphat-Lösung  

(0,2 M); (Merck) 

24,3 ml Zitronensäure-Lösung (0,1 M); (Merck) 

50 ml Aqua bidest 

 

• Blockierungspuffer 1 % BSA in PBS 
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• Bindungspuffer für Beschichtungs- 

Antikörper 

Na2HPO4 * 2 H2O [0,1 M] 

mit Na2HPO4 * H2O [0,1 M] auf pH 7 einstellen; 

Monoklonalen Anti-human-IL-6-Antikörper darin 

aufnehmen (Pharmingen), Konzentration 1 µg/ml 

 

• Detektorantikörper Biotinylierter Anti-human-IL6-Antikörper , 

Konz. 50 µg/ml (Pharmingen), gelöst in Blockie-

rungspuffer + 0,05% Tween 

 

• Standards Humanes rekombinantes IL-6, Konzentration 

100 ng/ml,  

Verdünnungen: 4000, 2000, 1000, 500, 250, 125, 

62,5, 31,5 und 15,6 pg/ml 

 

• Streptavidin-HRP-Lösung Meerettich-peroxidase-gekoppeltes Streptavidin 

(Sigma), Konzentration 125 ng/ml, gelöst in PBS

 

• Substratlösung Tetramethylbenzidindihydrochlorid-Tablette 

(Sigma), gelöst in 10 ml Phosphat-Citrat-Puffer 

Zugabe von 2 µl 30 %ige Wasserstoffperoxidlös-

ung (Merck) unmittelbar vor Gebrauch 

 

• Stoplösung 2 mM Schwefelsäure 

 

 Durchführung des Interleukin-6-ELISA 

In eine 96-Well ELISA-Platte wurden pro Vertiefung jeweils 100 µl Beschichtungsantikörper 

pipettiert. Die Platte wurde über Nacht bei 4°C abgedeckt inkubiert. Anschließend wurde die 

Platte ausgeschlagen, jeweils 300 µl des Blockierungspuffers in jede Vertiefung gegeben und 

zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde die Platte 3x 

mit je 400 µl Waschpuffer im ELISA-Washer gewaschen. Nun wurden jeweils 100 µl der 

Standards und der Proben in die Vertiefungen der Platte aufgetragen. Nach einer Inkubations-

zeit von zwei Stunden abgedeckt bei Raumtemperatur und einem erneuten 4fachen Wasch-

schritt wurde in jede Vertiefung der Platte 100 µl des Detektorantikörpers pipettiert und er-
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neut zwei Stunden abgedeckt inkubiert. Anschließend wurde die Platte nochmals 4x gewa-

schen, bevor in jede Vertiefung 100 µl Streptavidin-Peroxidase-Lösung gegeben wurde. Nach 

weiteren 30 Minuten Inkubation und einem weiteren fünfmaligen Waschvorgang wurden je 

100 µl Substratlösung in die Vertiefungen gebracht. Die Farbentwicklung wurde beobachtet 

und bei einem Zeitpunkt optimaler Färbung, nach etwa 30 Minuten, die Reaktion durch Zu-

gabe von jeweils 50 µl Stoplösung abgebrochen. Nun erfolgte die Messung der Absorption 

am ELISA-Reader bei einer Wellenlänge von 450 nm und einer Referenzwellenlänge von 

550 nm. Mittels einer Auswertungssoftware (SOFTmax, Molecular Devices) wurde eine 

Standardkurve erstellt, mit deren Hilfe dann die entsprechenden Zytokinkonzentrationen in 

den Proben errechnet werden konnten. 

3.2.21 IL-8-ELISA 

 Material 

• ELISA-Platten (MaxiSorp® C96, Nunc) 

• Waschpuffer PBS + 0,05 % Tween (Roche, Mannheim) 

• Phosphat-Citrat-Puffer (pH 5) 25,7 ml di-Natriumhydrogenphosphat-Lösung (0,2 M); 

(Merck) 

24,3 ml Zitronensäure-Lösung (0,1 M); (Merck) 

50 ml Aqua bidest, 

 

• Bindungspuffer für    

Beschichtungsantikörper 

Na2HPO4 * 2 H2O [0,1 M] 

Mit Na2HPO4 * H2O [0,1 M] auf pH 7 einstellen 

Monoklonalen Anti-human-IL-8-Antikörper (hIL-8, 

OptEIATM, Pharmingen) darin aufnehmen, Konzentra-

tion 1 µg/ml 

 

• Verdünnungspuffer 1 % BSA in PBS 
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• Detektorantikörper 

 

Biotinylierter Anti-human-IL8-Antikörper (hIL-8, 

OptEIATM, Pharmingen), Konzentration 50 µg/ml, 

gelöst in Blockierungspuffer + 0,05% Tween 

 

 

• Standards Humanes rekombinantes IL-8, Konzentration 

920 pg/ml 

Verdünnungen: 920; 460; 230; 115; 57,5; 28,8; 14,4; 

7,2 und 3,6 pg/ml 

• Streptavidin-HRP-Lösung Meerettich-Peroxidase-gekoppeltes Streptavidin  

(aus hIL-8 OptEIATM-KIT, Pharmingen) 

Konzentration 125 ng/ml, gelöst in PBS 

 

• Substratlösung Tetramethylbenzidindihydrochlorid-Tablette (Sigma) 

gelöst in 10 ml Phosphat-Citrat-Puffer; 

Zugabe von 2 µl 30 %iger Wasserstoffperoxidlösung  

(Merck) unmittelbar vor Gebrauch 

 

• Stoplösung 2 mM Schwefelsäure 

 Durchführung des Interleukin-8-ELISA 

In eine 96-Well ELISA-Platte wurden pro Vertiefung jeweils 100 µl Beschichtungsantikörper 

pipettiert. Die Platte wurde über Nacht bei 4°C abgedeckt inkubiert. Anschließend wurde die 

Platte dreimal im ELISA-Washer mit je 400 µl Waschpuffer je Well gewaschen. Danach 

wurden jeweils 200 µl des Verdünnungspuffers in jede Vertiefung gegeben und zwei Stunden 

bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde die Platte 3x mit je 400 µl 

Waschpuffer im ELISA-Washer gewaschen. Nun wurden jeweils 100 µl der Standards und 

der Proben in die Vertiefungen der Platte aufgetragen. Nach einer Inkubationszeit von 

zwei Stunden abgedeckt bei Raumtemperatur und einem erneuten 5fachen Waschschritt wur-

de in jede Vertiefung der Platte 100 µl des Detektorantikörpers pipettiert und eine Stunde 

abgedeckt inkubiert. Anschließend wurde die Platte nochmals 3x gewaschen, bevor in jede 

Vertiefung 100 µl Streptavidin-Peroxidase-Lösung gegeben wurde. Nach weiteren 

30 Minuten Inkubation und einem weiteren 7maligen Waschvorgang mit je 30 Sekunden 

Einwirkzeit pro Well wurden je 100 µl Substratlösung in die Vertiefungen gebracht. Die 
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Farbentwicklung wurde beobachtet und bei einem Zeitpunkt optimaler Färbung, nach etwa 

10 Minuten, die Reaktion durch Zugabe von jeweils 50 µl Stoplösung abgebrochen. Nun 

erfolgte die Messung der Absorption am ELISA-Reader bei einer Wellenlänge von 450 nm 

und einer Referenzwellenlänge von 550 nm. Mittels einer Auswertungssoftware (SOFTmax, 

Molecular Devices) wurde eine Standardkurve erstellt, mit deren Hilfe dann die entsprechen-

den Zytokinkonzentrationen in den Proben errechnet werden konnten. 

3.2.22 Transiente Transfektion 

 Prinzip 

Das Prinzip der sogenannten Liposomen Methode zur transiente Transfektion von Fremd-

DNA, in diesem Fall ein für ein fluoreszierendes Protein codierender Expressionvektor, in 

Zellen höherer Eukaryonten ist die Bindung von negativ geladenen Nukleinsäuren an synthe-

tisch hergestellte, positiv geladene Phospholipidvesikel definierter Größe. Dieser so entstan-

dene DNA/Liposomen-Komplex wird auf die Zellen gebracht und fusioniert mit der Zell-

membran. Der Inhalt des DNA/Liposomen-Komplexes gelangt durch Endozytose in das Zell-

innere. Dort wird das von dem Expressionsvektor codierte Protein hergestellt. Bei der tran-

sienten Expression verliert die Zelle die Fremd-DNA im Laufe der Zellteilungen.  

In dem Versuch wurden zwei unterschiedlich fluoreszierende Proteine, humanes β-Aktin 

gekoppelt mit „green fluorescent protein“ (GFP) für die A549- und die Palmitoylierungsdo-

mäne von humanem Neuromodelin als Membranmarker (MEM) gekoppelt mit „cyan fluores-

cent protein“ (CFP) für die ECV304-Zellen, verwendet. Dadurch konnten die Zelllinien im 

Fluoreszenzmikroskop durch ihre unterschiedliche Anfärbung unterschieden werden. 

 Material 

• Lipofectamine® Invitrogen, Karlsruhe 

 

• Plus Reagent® Invitrogen, Karlsruhe 

 

• Living Colors®-MEM-Vector, #Cat 6918-1 Clontech, Heidelberg 

 

• Living Colors®-Actin-Vector, #Cat 6116-1 Clontech, Heidelberg 
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 Durchführung 

Die transiente Transfektion wurde mit den „Lipofectamine plus“®-Tranfektions-Kit (Invitro-

gene, Karlsruhe) nach den Angaben des Herstellers durchgeführt. 

Zur Transfektion wurden in ein Eppendorfgefäß 1 µg Plasmid-DNA in 100 µl serumfreiem 

DMEM-Medium verdünnt. In einem Polystyrolröhrchen wurden 10 µl Lipofectamine® und 

2 µl Plus-Reagent mit 90 µl Medium gemischt. Anschließend wurde die DNA-Lösung zu der 

Lösung im Polystyrolröhrchen getropft, gemischt, und für 45 Minuten bei Raumtemperatur 

inkubiert. 

In der Zwischenzeit wurden die Zellen in einer Konzentration von 1 x 106 pro Ansatz bei 

1000  g abzentrifugiert, in 0,8 ml pro Ansatz serumfreiem DMEM-Medium aufgenommen 

und in eine 6-Well-Gewebekulturplatte ausgesät. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die 

Transfektionsmischung zu den Zellen getropft. Nach zwei Stunden wurde noch 1 ml komplet-

tes Medium (mit 10 % FCS) dazugegeben, die Zellen wiederum abzentrifugiert und in Kul-

turmedium aufgenommen. Direkt im Anschluß wurden die Zellen für den Ansatz des Triple-

Zellkulturmodell eingesetzt. 

3.3 Elektronenmikroskopie 

3.3.1 Transmissionselektronenmikroskopie 

 Prinzip 

Bei der Transmissionselektronenmikroskopie wird das Präparat mit Elektronen durchstrahlt. 

Transmissionselektronenmikroskope sind vom Prinzip her den Lichtmikroskopen sehr ähn-

lich. An Stelle der Glühbirne zur Beleuchtung des Objektträgers benutzt man eine Elektro-

nenquelle. Zur Abbildung verwendet man Magnetspulen, die Elektronenstrahlen ähnlich 

bündeln, wie das Glaslinsen mit Lichtstrahlen tun. Das stark vergrößerte Bild erscheint dann 

auf einem Leuchtschirm und kann zusätzlich mit einer Photoplatte oder einer Kamera aufge-

nommen werden. Mit derartigen Transmissionselektronenmikroskopen können heute Abstän-

de von unter 0,2 nm (= 1 fünfmillionstel Millimeter) sichtbar gemacht werden. Diese Größe 

entspricht ungefähr dem Durchmesser eines einzelnen Atoms. Daher kann mit Hilfe der Elek-

tronenmikroskopie der atomare Aufbau von Kristallen abgebildet werden. 
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 Material 

Die speziell für die Elektronenmikroskopie benötigten Substanzen und Lösungen wurden von 

der Firma Serva, Heidelberg, bezogen. 

 

• 0,2 M Cacodylatpuffer 21,4 g Natriumcacodylat · 3 H2O 

Aqua bidest. ad 500 ml 

pH 7,0 

 

• Fixierungspuffer 0,4 ml 25 % Glutaraldehyd (Roth, Karlsruhe) 

5 ml Aqua bidest. 

4,6 ml 0,2 M Cacodylatpuffer 

 

• Sucrosepuffer 10 ml 0,2 M Cacodylatpuffer 

10 ml Aqua bidest. 

7 % Sucrose 

 

• Veronalpuffer 2,94 g Veronal 

1,94 g Natriumacetat · H2O 

H2O ad 100 ml 

 

• Osmiumtetroxid-Veronalpuffer 

(nach Pallade) 

1 ml Veronalpuffer 

1 ml 0,1 M HCl 

4 %ige OsO4-Lösung 

 

• Uranylacetat 2 % Uranylacetat in Aqua bidest. 

 

• Bleicitrat-Lösung 1,33 g Bleinitrat (Pb(NO3)2, Merck) 

1,76 g Natriumcitrat · 2H2O 

1 ml 1 N NaOH 
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• SPURR-Einbettungsharz 10,0g 3,4 Epoxycyclohexylmethyl- 

34-epoxycyclohexylcarboxylat (ERL 4206) 

6,0g DER 736 

26,0g Nonenylsuccinic anhydride (NSA) 

0,2g Dimethylaminoethanol (DMAE) 

 

• Uranylacetat, wässrige Lösung 2 % Uranylacetat in Aqua bidest. 

 

• Uranylacetat in Methanol 2 % Uranylacetat in Methanol 

 

• Sörensenpuffer, Lösung A 9,08 g Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) 

Aqua bidest. ad 1000 ml 

 

• Sörensenpuffer, Lösung B 11,88 g Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat 

(Na2HPO4 · 2H2O) 

Aqua bidest. ad 1000 ml 
 

• Sörensenpuffer pH 7 61,2 ml Sörensen-Lösung B 

Sörensen-Lösung A ad 100 ml 
 

• Ultramikrotom LKB 2088 Ultrotome®V (Bromma) 
 

• Elektronenmikroskop Zeiss EM109T (Oberkochen) 

• Kupfergrids 75 Mesh Plano, Wetzlar 

 

 Durchführung 

Die Präparation der Zellen für das Transmissionselektronenmikroskop (TEM) erfolgte nach 

einem Protokoll von Cornell (Cornell, 1969). Die Zellen wurden wie beschrieben in Trans-

well®-Kultursystemen ausgesät (Siehe 3.2.10 und 3.2.11). Zur Fixierung wurden die Zellen 

über Nacht auf Eis mit 1 %iger vorgekühlter Glutaraldehydlösung behandelt. Anschließend 

wurden die Membranen ausgeschnitten und in Sucrosepuffer gewaschen. Danach wurde zur 

Nachfixierung und Kontrastierung für 2 Stunden mit Osmiumtetroxid-Lösung auf Eis inku-

biert. Nach dem Absaugen schloß sich eine Nachfixierung mit 2 % wässriges Uranylacetat für 

eine Stunde auf Eis an. Nach der Entfernung des Uranylacetats erfolgte die Entwässerung mit 
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einer aufsteigenden Ethanolreihe von 50 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 %, 100 % und noch einmal 

100 % Ethanolanteil in Wasser. Anschließend erfolgte die erste Einbettungsstufe mit einer 

Mischung von 1:1 Ethanol und Einbettungsharz. Als Einbettungsharz wurde SPURR verwen-

det (Okada et al., 1980). Nach 20 Minuten folgten 3 SPURR-Inkubationen der Membranen in 

Flachformen im Exsikkator: Zuerst über Nacht bei Raumtemperatur, anschließend für weitere 

24 Stunden bei Raumtemperatur und für eine Stunde bei 60 °C. Zur Polymerisation wurden 

die eingebetteten Membrane für drei Tage bei 60 °C gelagert. 

Von den Blöckchen wurden mit dem Ultramikrotom Ultradünnschnitte mit einer Dicke von 

70 bis 100 nm angefertigt und auf mit Formvar-beschichtete 75 Mesh Kupfergrids aufge-

bracht. Bei einigen Schnitten erfolgte eine Nachkontrastierung mit Uranylacetat in Methanol 

für 1 Minute und Bleicitrat für 5 Minuten. Die Aufnahmen erfolgten am Zeiss EM109T-

Elektronenmikroskop. 

3.3.2 Rasterelektronenmikroskopie 

 Prinzip 

Die Rasterelektronenmikroskopie stellt eine Sonderform der der Elektronenmikroskopie dar. 

Dabei wird das darzustellende Objekt zeilenweise durch einen feinen Elektronenstrahl abge-

tastet. Die Intensität der rückgestreuten Elektronen oder der vom Präparat aufgenommene 

Elektronenstrahl steuert die Helligkeit eines Bildschirms, dessen Elektronenstrahl synchron 

zum Elektrodenstrahl im Rasterelektronenmikroskop abgelenkt wird. Es entsteht eine Punkt-

zu-Punkt-Zuordnung zwischen Objekt und Bild. Wegen des geringen Öffnungswinkels des 

Elektronenstrahls im Rasterelektronenmikroskop haben die Bilder große Tiefenschärfe. Die 

Methode eignet sich deshalb besonders zur dreidimensionalen plastischen Darstellung von 

Oberflächenstrukturen. 

 Material 

• 0,2 M Cacodylatpuffer 21,4 g Natriumcacodylat · 3 H2O (Serva, Heidelberg) 

Aqua bidest. ad 500 ml 

pH 7,0 

 

• Fixierungspuffer 10 ml 0,2 M Cacodylatpuffer 

4 ml 25 % Glutaraldehyd (Roth, Karlsruhe) 
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• Sucrosepuffer 10 ml 0,2 M Cacodylatpuffer 

10 ml Aqua bidest. 

7 % Sucrose 

 

• Sörensenpuffer, Lösung A 9,08 g Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4, Serva, Hei-

delberg) 

Aqua bidest. ad 1000 ml 

 

• Sörensenpuffer, Lösung B 11,88 g Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat 

(Na2HPO4 · 2H2O, Serva, Heidelberg)   

Aqua bidest. ad 1000 ml 
 

• Sörensenpuffer pH 7 61,2 ml Sörensen-Lösung B 

Sörensen-Lösung A ad 100 ml 

 

Die Membranen wurden mit Fixierungspuffer überschichtet und über Nacht auf Eis bei 4 °C 

inkubuert. Anschließend wurden die Membranen mit einem Skalpell aus den Einsätzen he-

rausgeschnitten und zweimal auf Eis mit 2 ml Sucrosepuffer gewaschen. Zur Lagerung und 

zum Transport wurden die Membranen vorsichtig in Eppendorfgefäße mit kaltem Sörensen-

puffer überführt. 

Die weitere Verarbeitung, wie das Entwässern, das Auftragen auf die Grids und das Bedamp-

fen mit Gold wurde freundlicherweise von Herrn H. Thiele im Labor für Elektronenmikro-

skopie am Institut für Transurane (ITU, Forschungszentrum Karlsruhe) durchgeführt. Die 

Aufnahmen wurden ebenfalls an diesem Institut mit einem PhilipsXL40 Rasterelektronenmik-

roskop erstellt. 
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4 ERGEBNISSE 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zunächst unterschiedliche Zelllinien ausgewählt und auf 

ihre Eignung zur Verwendung in Kokultursystemen überprüft. Dazu gehörte die Untersu-

chung der individuellen Sensitivität dieser Zelllinien für die eingesetzten Modellpartikel 

durch Zytotoxizitätsstudien. Zudem musste die Freisetzung von IL-6 und IL-8 in den Einzel-

zellkulturen charakterisiert werden, da nur im Vergleich von Kokulturen mit Einzelzellkultu-

ren Rückschlüsse auf die Rolle der verschiedenen Zelltypen gezogen werden können. Auf-

grund dieser notwendigen Vorarbeiten wurde zunächst mit Untersuchungen an Einzelzellkul-

turen begonnen. 

4.1 Untersuchungen an Einzelzellkulturen 

Als Epithelzelllinien wurden die humane Bronchialepithelzelllinie BEAS-2B und die humane 

Alveorlarepithelzelllinie A549 getestet. BEAS-2B-Zellen wurden bereits erfolgreich in Ko-

kulturen mit ECV304-Zellen eingesetzt (Mögel et al., 1998). Aufgrund dieser Vorarbeiten 

sollten die ECV304-Zellen auch in diesem Modell als humane Endothelzelllinie verwendet 

werden. Als Zelllinie für humane Makrophagen erschien der Einsatz von THP-1- und Mo-

no Mac 6-Zellen geeignet. 

4.1.1 A549 Langzeitkultur 
Aufgrund eines Diskussionsbeitrages von Prof. Dr. Borlak, Fraunhofer Institut für Inhalati-

onstoxikologie (ITA), Hannover, bestand Grund zu der Annahme, dass es bei A549-Zellen 

nach Erreichen einer konfluenten Zelldichte zum Absterben durch Apoptose kommt. Um die 

Relevanz für die geplanten Versuche zu überprüfen wurden 1 x 106 A549-Zellen in Petrischa-

len ausgesät. Bereits nach 24 Stunden zeigte eine lichtmikroskopische Kontrolle eine kon-

fluente Zellschicht (Abb. 4.5). An fünf aufeinanderfolgenden Tagen wurden jeweils die Zel-

len eines Petrischälchens durch Trypsinieren geerntet und die Anteile apoptotischer, nekroti-

scher und vitaler Zellen durch Anfärbung mit Propidiumjodid und Annexin-V-FITC im 

Durchflusszytometer bestimmt. 

In vitalen Zellen sind die Phospholipide in der Zellmembran asymetrisch verteilt. Ein Merk-

mal apoptotischer Zellen ist die Externalisierung des zytoplasmaständigen Membranlipids 

Phosphatidylserin, das Makrophagen als Erkennungssignal zur Eliminierung solcher Zellen 
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dient (Kagan et al., 2000). Annexin-V-FITC ist ein FITC-gekoppeltes Protein, das spezifisch 

an Phosphatidylserin und somit an die Außenseite von apoptotischen Zellen bindet. Bei 

nekrotischen Zellen verliert die Zellmembran ihre Integrität, so dass Annexin an zytoplas-

maständiges Phosphatidylserin binden kann. Zur Unterscheidung zwischen apoptotischen und 

nekrotischen Zellen muss zusätzlich mit Propidiumjodid gegengefärbt werden. Propidiumjo-

did interkaliert mit DNA, kann aber nicht durch intakte Zellmembranen wandern und markiert 

somit nur die nekrotischen Zellen. Vitale Zellen können aufgrund ihrer intakten Zellmembran 

weder durch Annexin-V-FITC noch durch Propidiumjodid angefärbt werden. Die behandelten 

Proben wurden anschließend mit einen Durchflusszytometer analysiert. 

Die ausgezählten Zellen wurden aufgrund ihrer Färbung in die Gruppen vital (ungefärbt), 

apoptotisch (Annexin-V-FITC-gefärbt) und nekrotisch (Propidiumjodid und doppelt gefärbt) 

unterteilt. Die Analyse der Daten erfolgte mit Hilfe einer Quadranten-Statistik eines soge-

nannten Dot-Blots. Jeder Punkt dieses Dot-Blots repräsentiert eine Zelle, seine Position im 

Koordinatensystem den Grad seiner Fluoreszenzfärbung. Die prozentualen Zellzahlen konn-

ten aus der Verteilung in den Quadranten ermittelt werden, wie in Abb. 4.1 beispielhaft für 

alle folgenden durchflusszytometrischen Analysen gezeigt. Zur übersichtlicheren Darstellung 

wurden alle ermittelten Ergebnisse in Balkendiagrammen dargestellt. 

 

Abb. 4.1: Beispieldatenblätter einer durchflusszytometrischen Analyse 

Zum besseren Verständnis der Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analysen sind hier typische Datenblätter 

(Dot-Blots) von A549-Zellen dargestellt. Von links nach rechts ist eine unbehandelte Negativkontrolle, eine mit 

50 µg/ml S-100 Partikeln behandelte Probe und eine Positivkontrolle (200 µM Etoposid) abgebildet. Eine detail-

lierte Erläuterung zur Auswertung dieser Daten ist im vorangehenden Text nachzulesen. 
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Wie in Abb. 4.2 zu erkennen, erhöhte sich der Anteil apoptotischer Zellen in einer konfluen-

ten Kultur von A549-Zellen innerhalb eines Zeitraumes von 96 Stunden nicht um mehr als 

0,1 %. Erst nach 120 Stunden stiegt die Anzahl apoptotischer Zellen um nur 1,45 % an. Somit 

sollte die von Herrn Prof. Dr. Borlak beschriebene auto-apoptotische Eigenschaft von A549-

Zellen bei Konfluenz keinen Einfluss auf die folgenden Versuchsergebnisse haben. 
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Abb. 4.2: Induktion von Apoptose in konfluenter Langzeitkultur 

Konfluente A549-Zellen wurden über einen Zeitraum von fünf Tagen auf Apoptose überprüft. Erst am vierten 

Tag war ein leichter Anstieg  von nekrotischen und apoptotischen Zellen zu erkennen. (n = 2) 

4.1.2 Differenzierung der Makrophagenzelllinien THP-1 und Mono Mac 6 
Makrophagenzelllinien verlieren, andere Zelllinien acu, einen Teil ihrer Eigenschaften in 

Kultur. Um den Differenzierungszustand der THP-1- und Mono Mac 6-Zellen zu Makropha-

gen zu dokumentieren, wurden diese Zellen auf die Expression des Rezeptors CD14, ein 

Markerprotein für Makrophagen und Monozyten, untersucht. Als Positivkontrolle dienten 

primäre humane Monozyten. Während die THP-1-Zellen durch eine Behandlung mit TPA 

gezielt zu Makrophagen differenziert werden können, differenziert ein Anteil von ungefähr 

20 % der Mono Mac 6-Zellen kontinuierlich zu Makrophagen (Tsuchiya et al., 1982; Ziegler-

Heitbrock et al., 1994). Für den Versuch wurden THP-1 Zellen mit 8 nM TPA inkubiert. Zur 

Messung wurden von den Mono Mac 6-Zellen, differenzierten und undifferenzierten THP-1 
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Zellen und den humanen Monozyten jeweils 1,5 x 106 Zellen abgenommen, mit 

CD14-Antikörper (anti-human CD14 monokonaler Antikörper, MY4-FITC, Coulter, PN 

6602511) behandelt und im Durchflusszytometer gemessen. 

Im Versuch exprimierten 19 % der Mono Mac 6-Zellen und 82 % der primären Monozyten 

den CD14-Rezeptor auf ihrer Zelloberfläche. Von den undifferenzierten THP-1-Zellen expri-

mierten etwa 1 % den Rezeptor. Nach 24 Stunden Inkubation mit 8 nM TPA konnte der 

CD14-Rezeptor bei 4 % aller THP-1-Zellen nachgewiesen werden, nach 48 Stunden stieg die 

Anzahl der CD14-exprimierenden Zellen auf 23 % an und nach 72 Stunden Inkubation trugen 

68 % der Zellen den Rezeptor auf ihrer Oberfläche (Abb. 4.3). 
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Abb. 4.3: Expression von CD14 von Mono Mac 6 und THP-1 Zellen 

Frisch isolierte primäre humane Monozyten wurden für drei Stunden in Petrischalen im Brutschrank inkubiert. 

THP-1 Zellen wurden für 24, 48 und 72 Stunden mit 8 nM TPA behandelt. Anschließend wurden alle Zellen mit 

einem FITC gekoppelten Antikörper gegen CD14 markiert und im Durchflusszytometer die CD14-markierten 

Zellen gezählt (Mittelwerte aus zwei unabhängigen Versuchen). 

Das Ergebnis belegte die Differenzierung von THP-1-Zellen mit TPA zu Makrophagen und 

ihre Eignung als Makrophagen-Zelllinie für Kokultursysteme. Jedoch ist der Anteil von 

CD14-tragenden Zellen mit 19  % bei den Mono Mac 6-Zellen ohne jede Maßnahme zur 

Differenzierung ebenfalls recht hoch. Die Möglichkeit, diese Zellen ohne Differenzierung 
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direkt in Kokultursystemen zu verwenden ist gerade in komplizierten Mehrfachzellkulturen 

ein verfahrenstechnischer Vorteil. 

4.1.3 Aufnahme von Hämatit-Partikeln in Zellen 
Eine grundsätzliche Frage zur Wirkung von unlöslichen Partikeln auf Zellen stellt sich bei der 

Aufnahme von Partikeln in die Zelle. Während Makrophagen in der Lage sind, Partikel zu 

phagozytieren, ist dies für Epithel- und Endothelzellen nicht eindeutig geklärt. 

Die THP-1-Zellen wurden in Chamberslides ausgesät und mit 8 nM TPA über 48 Stunden zu 

Makrophagen differenziert. Nach Zugabe von Hämatit-Partikeln (200 µg/ml) zeigten die 

THP-1-Zellen im Lichtmikroskop sofort eine deutliche Phagozytose-Aktivität. Einzelne Hä-

matit-Partikel haben einen durchschnittlichen aerodynamischen Durchmesser von ungefähr 

70 nm und waren deshalb im Lichtmikroskop nicht sichtbar. Jedoch waren Agglomerate der 

Hämatit-Partikel nach Aufnahme in die Zellen durch ihre rote Färbung zu erkennen. Nach 

16 Stunden Inkubation mit 200 µg/ml Hämatit waren die THP-1 Zellen mit aufgenommenen 

Partikeln angefüllt (Abb. 4.4). 

 

Abb. 4.4: Differenzierte THP-1-Zellen nach 16 Stunden Exposition mit Hämatit-Partikeln 

THP-1-Zellen wurden für 48 Stunden mit 8 nM TPA differenziert und mit 200 µg/ml Hämatit-Partikeln für 

16 Stunden inkubiert. A) Am Beginn der Inkubation waren vereinzelt Hämatit-Agglomerate im Medium zu 

erkennen, einzelne Partikel sind im Lichtmikroskop nicht sichtbar. B) Nach 16 Stunden sind die Partikel von den 

THP-1-Zellen aufgenommen worden (630fache Vergrößerung, differentieller Interferenzkontrast (DIC)). 

Die Aufnahme von in Zellkulturmedium resuspendierten Hämatit-Partikel durch A549-Zellen 

konnte sowohl im Lichtmikroskop als auch im Transmissionselektronenmikroskop (TEM) 

dokumentiert werden. Für die lichtmikroskopischen Untersuchungen wurden A549- und 
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ECV304-Zellen in Chamberslides ausgesät und nach Erreichen einer konfluenten Zellschicht 

(Abb. 4.5 A) für 24 Stunden mit Hämatit-Partikeln inkubiert. Anschließend wurden die Zellen 

gründlich mit PBS gespült, um nicht von den Zellen aufgenommene Partikel zu entfernen. 

Hämatit-Partikel sind nur als Agglomerate im Lichtmikroskop zu erkennen. Einzelne Partikel 

können aufgrund ihrer geringen Größe nicht wahrgenommen werden. Die Hämatit-

Agglomerate waren im Lichtmikroskop durch ihre rote Färbung eindeutig zu identifizieren. In 

den mit Partikeln behandelten A549-Zellen fanden sich diese Agglomerate in erster Linie um 

den Zellkern herum (Abb. 4.5 B). Bei ECV304-Zellen zeigte die gleiche Behandlung ein 

etwas anderes Bild. Es fanden sich insgesamt weniger Hämatit-Partikel in den Zellen, die im 

Zentrum der Zelle lokalisiert waren (Abb. 4.5 C). 

  

Abb. 4.5: A549-und ECV304-Zellen nach 24 Stunden Inkubation mit Hämatit-Partikel 

Lichtmikroskopische Bilder von A549- und ECV304-Zellen A) unbehandelte A549-Zellen B) A549-Zellen nach 

24 Stunden Exposition mit Hämatit-Partikel (100 µg/ml) und anschließendem Waschen mit PBS. Hämatit-

Agglomerate sind um den Zellkern sichtbar. C) ECV304-Zellen nach identischer Behandlung wie die A549-

Zellen. Die Partikel sind im Zentrum der Zelle nahe des Zellkerns zu erkennen. (630fache Vergrößerung, DIC). 

Mit dem Transmissionselektronenmikroskop waren Hämatit-Partikel sehr gut und eindeutig 

zu identifizieren. In den Vergrößerungsstufen bis 30000fach waren sie als runde, sehr dunkle, 

punktförmige Bereiche in den Aufnahmen zu erkennen (Abb. 4.6 A). Erst bei höheren Auflö-

sungen ab 85000facher Vergrößerung offenbarte sich der kristalline Charakter der Hämatit-

partikel als eckige, rhombusförmige Strukturen (Abb. 4.6 B). Präparate, die nicht mit Häma-

titpartikeln behandelt wurden, zeigten diese dunklen, punktförmigen Stellen nicht, so dass es 

sich bei diesen Stellen zweifelsfrei nicht um Artefakte oder andere Zelleinschlüsse handeln 

konnte. 

Im Zytosol von A549-Zellen waren Hämatitpartikel als Agglomerate, aber auch als einzelne 

Partikel zu finden. Diese einzelnen Hämatit-Partikel waren mit dem Lichtmikroskop nicht zu 
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erkennen. Zudem ermöglichte das Transmissionselektronenmikroskop die Bestimmung, ob 

die Hämatitpartikel an der Zelloberfläche hafteten oder in die Zellen aufgenommen wurden. 

Ferner konnten Hinweise über den Verbleib der Partikel innerhalb der Zellen gesammelt 

werden. 

 

Abb. 4.6: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme von Hämatitpartikeln 

Die Aufnahmen zeigen Hämatit-Partikel im Transmissionselektronenmikroskop (TEM). A) Bei 20000-facher 

Vergrößerung erscheinen die Partikel als elektronendichte runde Punkte. B) Bei stärkerer Vergrößerung 

(85000-fach) ist der kristalline Charakter der Partikel zu erkennen. 

Um die Aufnahme von Hämatit-Partikeln in die Zelle zu untersuchen wurden A549-Zellen 

auf Transwell®-Membranen ausgesät und mit Hämatit-Partikeln in einer Konzentration von 

50 µg/ml inkubiert. Die anschließende Fixierung der Zellen erfolgte 3, 6 und 16 Stunden nach 

der Inkubation. Diese Zeitpunkte wurden nach den Erfahrungen mit dem Lichtmikroskop 

gewählt. Damit sollten unterschiedliche Stadien bei der Aufnahme von Hämatit-Partikeln in 

die Zellen erkennbar werden. Alle Abbildungen repräsentieren die Beobachtungen aus mehre-

ren Schnitten. 

Von den A549-Zellen wurden Querschnitte angefertigt. Die flache, spindelförmige Kontur 

mit dem Zellkern an der dicksten Stelle in der Mitte der Zelle war dabei deutlich zu erkennen. 

Je nach Grad der Kontrastierung lassen sich Zellorganellen und Membranstrukturen identifi-

zieren. Nach 3 Stunden sind Partikel auf der Zelloberfläche angelagert oder knapp unter die 

Zelloberfläche aufgenommen. Zudem waren einzelne Partikel bis an die basolaterale Memb-

ran der Zelle transportiert worden (Abb. 4.7 A und B). Einige Partikel waren im Zytoplasma 

zu finden. Eine höhere Vergrößerung zeigte aber keine Membranstrukturen um die Partikel, 

wie es bei einer Phagozytose zu erwarten wäre (Abb. 4.7 B). 
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Abb. 4.7: Aufnahme von Hämatitpartikel in A-549-Zellen (TEM) 

A549-Zellen wurden für 3 und 6 Stunden mit 50 µg/ml inkubiert und anschließend fixiert. A) – D) Nach 

3 Stunden Inkubation mit Hämatitpartikeln E) – F) Nach 6 Stunden Inkubation mit Hämatitpartikeln. D) ist eine 

Detailaufnahme von C), F) eine Detailaufnahme aus E). Die Partikel wurden in die Zellen aufgenommen und 

Richtung basolateraler Membran transportiert. Es sind Zellfortsätze zu erkennen, die sich den Partikeln entgegen 

zu strecken scheinen. (A, D, F: 20000-, D, F: digitale Ausschnittsvergrößerung, B: 30000-, C, E: 12000-fach) 
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Bei einigen Zellen waren Zellfortsätzen in unmittelbarer Nähe der Hämatitpartikeln zu beo-

bachten (Abb. 4.7 C – D). In Abb. 4.7 C so ein Zellfortsatz zu erkennen. Bei höherer Vergrö-

ßerung wird der Kontakt zu den Partikeln sichtbar (Abb. 4.7 D). Nach 6 Stunden Inkubation 

waren deutlich mehr Partikel im Bereich der basolateralen Membran lokalisiert (Abb. 4.7 E). 

Auch hier waren Partikel an der Oberfläche angelagert und Zellfortsätze in unmittelbarer 

Nähe der Partikel lokalisiert (Abb. 4.7 F). 

Nach einer Inkubationszeit von 16 Stunden waren in den Zellen deutlich mehr Hämatit-

Partikel zu erkennen. Wie in Abb. 4.8 ersichtlich, bildeten die Partikel Agglomerate innerhalb 

der Zellen, die den Agglomeraten aus den lichtmikroskopischen Aufnahmen entsprechen 

(Abb. 4.5 B). Die Partikel waren in erster Linie direkt unterhalb der oberen Zellmembran oder 

in unmittelbarer Nähe der basolateralen Membran zu finden (Abb. 4.8). 

 

0,6 µm

 

Abb. 4.8: Hämatit-Partikel in einer A549-Zelle (TEM-Aufnahme) 

A549-Zelle nach 16 Stunden Inkubation mit Hämatitpartikeln (12000fach). Um den Kern der Zelle sind Agglo-

merate im Zytoplasma zu finden, teils direkt unter der oberen Zellmembran, teils in der Nähe der basolateralen 

Membran.  

Der Aufnahmemechanismus der Hämatit-Partikel in die A549-Zellen war anhand der trans-

missionselektronenmikroskopischen Aufnahmen nicht eindeutig zu klassifizieren. In den 

TEM-Bildern in Abb. 4.9 sind die Strukturen der Zelle wie Mitochondrien, endoplasmatisches 

Reticulum, Polysomen, Golgi-Strukturen und in Abb. 4.9 D ein Ausschnitt des Zellkerns zu 

erkennen. Im Anfangsstadium des Aufnahmeprozesses konnten häufig Ausstülpungen der 

Epithelzellen zu den Partikeln auf der Zelloberfläche hin beobachtet werden, die Partikel 

befinden sich jedoch noch außerhalb der Zelle (Abb. 4.9 A).  
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Abb. 4.9: Schicksal von Hämatit-Partikeln innerhalb von A549-Zellen (TEM) 

A549-Zellen wurden für 3 Stunden (A)) und 6 Stunden (B) – D)) mit Hämatit-Partikeln inkubiert. In A) sind die 

Partikel noch außerhalb der Zelle zu erkennen. In B), C) und D) sind die Partikel in die Zelle aufgenommen 

worden. Um die Zellen herum sind zelluläre Strukturen zu erkennen (A: 20000fache, D, C, D 30000fache Ver-

größerung) 

 

Nach der Aufnahme der Partikel in die Zelle waren keine eindeutigen Membranstrukturen um 

die Partikel herum zu erkennen, die auf eine Phagozytose der Partikel, bei der über Einschnü-

rung der äußeren Zellmembran Vesikel ins Innere aufgenommen werden, schließen lassen 

könnten. Während die Hämatit-Partikel in Abb. 4.7 B anscheinend frei im Zytoplasma vorla-

gen, war in Abb. 4.9 B jedoch eine lysosomale Struktur um das Partikel-Agglomerat zu beo-

bachten. In Abb. 4.9 C waren die Partikel unterhalb einer Art Laminarkörperchen lokalisiert. 
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Um die zu einem Agglomerat zusammengeballten Hämatit-Partikeln war eine schwer zu 

definierende Struktur zu erkennen. Eine sehr ähnliche Struktur war ebenfalls um die Hämatit-

Partikel herum in Abb. 4.9 D zuerkennen. Zudem konnten in Abb. 4.9 D Partikel an der baso-

lateralen Membran der Zelle identifiziert werden. 

Um die Struktur um die Hämatit-Partikel in der Zelle genauer zu untersuchen, wurden TEM-

Aufnahmen in stärkerer Vergrößerung aufgenommen. Eine Aufnahme in 85000facher Ver-

größerung der Hämatit-Partikel innerhalb einer A549-Zelle ist in Abb. 4.10 gezeigt. 

0,09 µm

 

Abb. 4.10: Struktur um Hämatit-Partikeln in einer A549-Zelle bei 85000facher Vergrößerung (Detailver-

größerung aus Abb. 4.9 D) 

Zur Aufklärung der Struktur um in A549-Zellen aufgenommene Hämatit-Partikel herum wurden transmissions-

elektronenmikroskopische Aufnahmen bei starker Vergrößerung angefertigt. Bei den Strukturen könnte es sich 

um Membranstrukturen handeln (85000fache Vergrößerung). 

Nach Aufnahme der Hämatit-Partikel in die Zelle war ein zur basolateralen Membran gerich-

teter Transport festzustellen. Nach einer Inkubationsdauer von 16 Stunden war ein beträchtli-

cher Anteil der Partikel im unteren Bereich der Zelle lokalisiert. Dabei konnte ein Teil der 
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Partikel innerhalb der Zelle an der basolateralen Membran, ein anderer Teil unterhalb der 

Membran außerhalb der Zelle gefunden werden (Abb. 4.11). 

 

0,4 µm0,4 µm

 

Abb. 4.11: Transport von Hämatit-Partikel durch A549-Zellen hindurch 

TEM-Aufnahmen von A549-Zellen nach 16 Stunden Inkubation mit 100 µg/ml Hämatit-Partikeln. Die von den 

A549-Zellen aufgenommenen Partikel wurden durch die Zellen hindurch auf die Unterseite transportiert. 

(20000fache Vergrößerung) 

 

4.1.4 Zytotoxizität verschiedener Modellpartikel – Laktatdehydrogenase-Assay 
(LDH) 

Die Laktatdehydrogenase ist ein intrazelluläres Enzym, das beim Zelltod aus den Zellen frei-

gesetzt wird, wenn die Zellen die Integrität ihrer Zellmembran verlieren. Die Messung der 

LDH-Aktivität von Inkubationsüberständen ist daher zur Abschätzung der Zytotoxizität von 

Agenzien anwendbar. 

Dazu wurden 20000 BEAS-2B-, A549-, ECV304- und Mono Mac 6-Zellen pro Well in 

96-Well-Platten ausgesät. Nach 24 Stunden waren die Zellen zu einer konfluenten Zellschicht 

gewachsen. Die THP-1 Zellen wurden ebenfalls in einer Dichte von 20000 Zellen pro Well 

ausgesät, jedoch über 2 Tage mit 8 nM TPA zu Makrophagen differenziert. Die LDH-

Aktivität im Überstand über den Zellen wurde nach 24 Stunden Inkubation mit Konzentratio-

nen von 10, 50, 100 und 200 µg/ml der Modellpartikeln gemessen.  
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Die BEAS-2B-Zellen zeigten keine hohe Empfindlichkeit für Hämatitpartikel, deren toxische 

Wirkung den Anteil toter Zellen auf lediglich 10 % der Zellen ansteigen ließ. Der Effekt 

schien sich auch durch eine Steigerung der Partikelkonzentration von 100 auf 200 µg/ml nicht 

zu verstärken. Die Behandlung mit den toxischen Quarz-Partikeln dagegen zeigte eine Dosis-

Wirkungs-Beziehung, die in ihrer Intensität mit der anderen getesteten Epithelzelllinie, den 

A549-Zellen vergleichbar war. Auffallend ist die hohe Empfindlichkeit gegenüber den Silica-

sol-Partikeln S-60 und S-40. Diese Partikel erhöhten den Anteil toter Zellen in der Konzentra-

tion von 200 µg/ml auf 96,5 % bzw. 87 % der Zellen, während geringere Konzentrationen von 

10 und 50 µg/ml in ihrer Wirkung durchaus mit der Wirkung der toxischen Quarz-Partikel zu 

vergleichen waren (Abb. 4.12). 
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Abb. 4.12: LDH-Aktivität im Überstand von BEAS-2B-Zellen nach Exposition mit verschiedenen Parti-

keln für 24 Stunden  

BEAS-2B-Zellen wurden mit Hämatit, Quarz und Silicasol-Partikeln in den Konzentrationen 10, 50, 100 und 

200 µg/ml behandelt. Das Ergebnis zeigt die LDH-Aktivität im Überstand der Zellen 24 Stunden nach Behand-

lungsbeginn (Mittelwerte ± SEM, n = 4). 
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Die A549-Zellen zeigten eine mit den BEAS-2B-Zellen vergleichbare Empfindlichkeit für 

Hämatit- und Quarz-Partikel. In den niedrigeren Konzentrationen von 10 und 50 µg/ml dieser 

Partikel waren die A549-Zellen jedoch unempfindlicher. Die toxische Wirkung der Silicasol-

Partikel fiel dagegen im Vergleich deutlich niedriger aus. Die ultrafeinen S-60 Partikel wirk-

ten zytotoxischer als die größeren S-100 Partikel und die kleineren S-40 Partikel. Bei allen 

verwendeten Partikeln war eine klare Dosis-Wirkungs-Beziehung zu erkennen (Abb. 4.13). 
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Abb. 4.13: LDH-Aktivität im Überstand von A549-Zellen nach 24 Stunden Exposition mit verschiedenen 

Partikeln 

A549-Zellen wurden mit Hämatit, Quarz und Silicasol-Partikeln in den Konzentrationen 10, 50, 100 und 

200 µg/ml inkubiert. Das Ergebnis zeigt die LDH-Aktivität im Überstand der Zellen 24 Stunden nach Behand-

lungsbeginn (Mittelwerte ± SEM, n = 7). 

 

Die Ergebnisse der Behandlung von ECV304-Endothelzellen mit den Modellpartikeln über-

raschten durch die hohe Sensitivität gegenüber allen verwendeten Partikeln. Besonders die 

Hämatitpartikel zeigten schon bei geringen Konzentrationen von 10 und 50 µg/ml eine zyto-
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toxische Wirkung und erhöhten den Anteil toter Zellen in den höheren Konzentrationen auf 

bis zu 40 % der Zellen, vergleichbar mit der Wirkung der toxischen Quarz-Partikel auf die 

Epithelzelllinien. Quarz-Partikel in der Konzentration von 200 µg/ml führten zu einem 

70 %igen Vitalitätsverlust. Auch für die ultrafeinen Partikel S-60 und S-40 war eine hohe 

Sensitivität zu beobachten (Abb. 4.14). 
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Abb. 4.14: LDH-Aktivität im Überstand von ECV304-Zellen nach 24 Stunden Exposition mit verschiede-

nen Partikeln 

ECV304-Zellen wurden mit Hämatit, Quarz und Silicasol-Partikeln in den Konzentrationen 10, 50, 100 und 

200 µg/ml inkubiert. Das Ergebnis zeigt die LDH-Aktivität im Überstand der Zellen 24 Stunden nach Behand-

lungsbeginn (Mittelwerte ± SEM, n = 4). 

 

Die zu Makrophagen differenzierten THP-1-Zellen reagierten sehr empfindlich auf Partikel-

behandlung. Die als ungiftig geltenden Hämatit-Partikel erhöhten den Anteil toter Zellen in 

höheren Konzentrationen von 100 und 200 µg/ml auf 30 und 50 %. Insbesondere Quarz-

Partikel sind für THP-1-Zellen besonders toxisch. Bereits eine Konzentration von 50 µg/ml 
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wirkte bei ungefähr einem Drittel der Zellen tödlich. Konzentrationen von 100 und 200 µg/ml 

erhöhen den Anteil toter Zellen auf bis zu 80 % der THP-1-Zellen. Eine Behandlung mit S-

100 Partikeln zeigte nur eine geringe Wirkung und keine Dosis-Wirkungs-Beziehung. Dage-

gen zeigte eine Behandlung mit S-60 und S-40 Partikeln eine deutliche Dosis-Abhängigkeit 

(Abb. 4.15). 
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Abb. 4.15: LDH-Aktivität im Überstand von THP-1-Zellen nach 24 Stunden Exposition mit verschiedenen 

Partikeln 

THP-1-Zellen wurden mit Hämatit, Quarz und Silicasol-Partikeln in den Konzentrationen 10, 50, 100 und 

200 µg/ml inkubiert. Das Ergebnis zeigt die LDH-Aktivität im Überstand der Zellen 24 Stunden nach Behand-

lungsbeginn an  (Mittelwerte ± SEM, n = 4). 

 

Im Gegensatz dazu reagierten Mono Mac 6 Zellen auf eine Behandlung mit ultrafeinen Parti-

keln nicht empfindlich. Die Sensitivität gegenüber den toxischen Quarz-Partikeln war die 

geringste im Vergleich zu allen anderen getesteten Zelllinien und war sogar in den höchsten 
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Konzentrationen bemerkenswert schwach. Dagegen zeigten die ultrafeinen Partikel wie Hä-

matit-, S-60- und S40-Partikel deutliche zytotoxische Wirkungen (Abb. 4.16). 
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Abb. 4.16: LDH-Aktivität im Überstand von Mono Mac 6-Zellen nach 24 Stunden Exposition mit ver-

schiedenen Partikeln 

Mono Mac 6-Zellen wurden mit Hämatit, Quarz und Silicasol-Partikeln in den Konzentrationen 10, 50, 100 und 

200 µg/ml inkubiert. Das Ergebnis zeigt die LDH-Aktivität im Überstand der Zellen 24 Stunden nach Behand-

lungsbeginn (Mittelwerte ± SEM, n = 4). 

4.1.5 Einfluss verschiedener Partikel auf die Vitalität - MTT-Assay 
Beim MTT-Assay handelt es sich um einen kolorimetrischen Test, der auf einer Reduktion 

des gelben Tetrazoliumsalzes 3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-Diphenyl Tetrazolium Bromid 

(MTT) zu lila Formazankristallen durch mitochandriale Dehydrogenasen beruht. Die Absorp-

tion des entstandenen Formazans wird spektrophotometrisch bei einer Wellenlänge von 

550 nm bestimmt. Die Aktivität der Dehydrogenasen ist ein Maß für eine vorhandene mito-

chondriale Aktivität und dient zur Bestimmung der Vitalität der Zellen (Mosmann, 1983). 

Für die Versuche wurden die Zellen aus den LDH-Experimenten verwendet (Siehe 4.1.4). 

Während der Überstand über den Zellen zur Bestimmung der LDH-Aktivität verwendet wer-

den konnte, wurden die Zellen mit MTT-Medium überschichtet. Nach zwei Stunden Inkuba-
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tion im Brutschrank wurde 20 % SDS in 0,02 M Salzsäure zugegeben und über Nacht inku-

biert. Die Messung erfolgte bei einer Wellenlänge von 550 nm mit einem Absorptions-Reader 

(VersaMax, Molecular Devices). Der MTT-Assay kann aufgrund ihrer Färbung nicht nach 

Inkubation der Zellen mit Hämatit-Partikeln durchgeführt werden. Die Anwesenheit von 

Hämatit führte zu sehr hohen Absorptionen bei der für Formazan wichtigen Wellenlänge von 

550 nm.. Der MTT-Test bestätigte die mit dem LDH-Assay gemessenen Resultate. BEAS-

2B-Zellen reagierten sensitiv auf die ultrafeinen Partikel S-60 und S-40. Die Vitalität fiel 

schon bei einer Konzentration von 10 µg/ml auf einen Anteil von 85 % der Kontrolle ab. 

Dabei zeigte eine Konzentrationserhöhung bei den S-60-Partikeln eine stärkere Abnahme der 

Vitalität als bei den S-40-Partikeln. In der höchsten verwendeten Konzentration von 200 

µg/ml sank die Vitalität bei S-40-Partikeln auf unter 15 %, bei S-60-Partikeln sogar auf unter 

5 %. Die Wirkungen von Quarz und S-100-Partikeln waren miteinander vergleichbar. Bei 

einer Konzentration von 50 µg/ml verringerte sich die Vitalität auf ungefähr 90 %, bei der 

höchsten Konzentration von 200 µg/ml auf 80 % der Kontrolle (Abb. 4.17). 
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Abb. 4.17: Mitochondriale Aktivität von BEAS-2B-Zellen nach 24 Stunden Exposition mit Modellparti-

keln (MTT-Test) 

BEAS-2B-Zellen wurden mit Quarz und Silicasol-Partikeln in den Konzentrationen 10, 50, 100 und 200 µg/ml 

inkubiert. Das Ergebnis zeigt die mitochondriale Aktivität der Zellen 24 Stunden nach Behandlungsbeginn 

(Mittelwerte ± SEM, n = 5) 
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Im Gegensatz zu den BEAS-2B- (Abb. 4.17) und den ECV304-Zellen (Abb. 4.19) verringerte 

sich die Vitalität der A549-Zellen nach Behandlung mit Partikeln nicht um mehr als 25 %. 

Bemerkenswert war die Erhöhung der mitochondrialen Aktivität nach der Inkubation mit den 

ultrafeinen Partikeln S-60 und S-40 in den Konzentrationen von 10 und 50 µg/ml. In der 

höchsten Konzentration von 200 µg/ml zeigte die Behandlung eine Verringerung auf 80 % 

der Kontrolle (Abb. 4.18). 
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Abb. 4.18: Mitochondriale Aktivität von A549-Zellen nach 24 Stunden Exposition mit verschiedenen 

Partikeln (MTT-Test) 

A549-Zellen wurden mit Quarz und Silicasol-Partikeln in den Konzentrationen 10, 50, 100 und 200 µg/ml 

inkubiert. Das Ergebnis zeigt die mitochondriale Aktivität der Zellen 24 Stunden nach Behandlungsbeginn 

(Mittelwerte ± SEM, n = 8) 

Die Vitalitätsmessung bei ECV304-Zellen nach einer Behandlung mit Partikeln ergab eine 

höhere Empfindlichkeit im Vergleich zu allen anderen Zelllinien. Auch hier fiel ähnlich wie 

bei den A549-Zellen eine leichte Erhöhung der mitochondrialen Aktivität nach Inkubation mit 

10 µg/ml Quarz-Partikeln auf. Nach Behandlung mit den ultrafeinen Partikeln war ein deutli-

cher Effekt nachzuweisen. In Konzentrationen von 100 und 200 µg/ml der S-60 Partikel wur-
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de die Vitalität auf 59 % und 24 %, bei der Verwendung von S-40 auf 67 % und 18 % verrin-

gert (Abb. 4.19). 

Die MTT-Messungen mit den Makrophagenzelllinien THP-1 und Mono Mac 6 ergaben auch 

nach mehrfacher Wiederholung keine konsistenten Ergebnisse. 
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Abb. 4.19: Mitochondriale Aktivität von ECV304-Zellen nach 24 Stunden Exposition mit verschiedenen 

Partikeln (MTT-Test) 

ECV304-Zellen wurden mit Quarz und Silicasol-Partikeln in den Konzentrationen 10, 50, 100 und 200 µg/ml 

inkubiert. Das Ergebnis zeigt die mitochondriale Aktivität der Zellen 24 Stunden nach der Behandlungsbeginn 

an (Mittelwerte ± SEM, n = 7) 

4.1.6 Zeitverlauf der Zytotoxizität von Modellpartikeln - Sytox Green®-Assay 
Der Farbstoff Sytox Green® (Molecular Probes, Leiden) fluoresziert nach Interkalierung mit 

DNA bei einer Anregung mit Licht von einer Wellenlänge von 485 nm. Die Fluoreszenzin-

tensität wird bei 530 nm Wellenlänge quantifiziert. Die Bestimmung des zeitlichen Verlaufs 

der zytotoxischen Wirkung von Modellpartikeln mit Sytox Green® erfolgte nach einem ähnli-

chen Funktionsprinzip wie es beim LDH-Assay als Zytotoxizitätstest genutzt wurde. Wenn 

die Zellen die Integrität ihrer Zellmembran verlieren, kann der Farbstoff in die Zellen eindrin-
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gen und die Zellen beginnen zu fluoreszieren. Die Messung der Fluoreszenz der Zellen ist 

daher ein Maß für die Zytotoxizität von Agenzien. Ein Vorteil gegenüber dem LDH-Assay 

war die Möglichkeit der kontinuierlichen Messung der selben Zellen über die Zeit. Dies ist 

möglich, da Sytox Green® über mehrere Tage hinweg auch unter Brutschrankbedingungen 

stabil bleibt. Auf diese Weise konnten genaue Zeitverlaufskurven der zytotoxischen Wirkung 

gemessen werden. 

Dazu wurden 20000 A549- und ECV304-Zellen pro Well in 96-Well-Platten ausgesät, die 

über Nacht zu einer konfluenten Zellschicht wuchsen. Die THP-1 Zellen wurden ebenfalls in 

einer Dichte von 20000 Zellen pro Well ausgesät, jedoch über 2 Tage mit 8 nM TPA zu 

Makrophagen differenziert. Zu Beginn des Experiments wurden die Zellen mit den entspre-

chenden Partikelkonzentrationen und 100 nM Sytox® Green versetzt. Die Messung der Fluo-

reszenz erfolgte über einen Zeitraum von 48-Stunden nach Zugabe der Partikel zu den Zellen. 

Wie beim MTT-Assay konnten die Hämatit-Partikel aufgrund ihrer intensiven roten Färbung 

nicht in diesem Versuch eingesetzt werden. Das emittierte Licht mit einer Wellenlänge von 

530 nm wird von den Hämatit-Partikeln absorbiert und führt zur Verfälschung von Messwer-

ten. Je höher die Konzentration der Hämatit-Partikel während der Inkubation, desto niedriger 

liegen zumeist die Messwerte. Wie schon beim MTT-Assay wurden Quarz und Silicasol-

Partikel eingesetzt. 

Die A549-Zellen zeigten bei der Behandlung mit Quarz-Partikeln einen linearen Anstieg des 

Anteils an toten Zellen über der Zeit. Dieser Anstieg ist direkt von der Konzentration abhän-

gig. Bei der höchsten Konzentration von 200 µg/ml wird nach einer Inkubationszeit von 

48 Stunden die Höchstmarke toter Zellen erreicht. Die Kurve gibt eine fast lineare Dosis-

Wirkungsbeziehung wieder (Abb. 4.20, Quarz). Die Silicasol-Partikel wirken in diesem Ver-

such weit weniger toxisch. In diesem Zusammenhang ist unbedingt die unterschiedliche Ska-

lierung der Y-Achse in den Abbildungen zu beachten, die zwar eine erschwerte Vergleichbar-

keit der Wirkungen auf den ersten Blick, dafür aber eine differenziertere Betrachtung der 

Wirkung der unterschiedlichen Partikel erlaubt (Abb. 4.20, Abb. 4.21 und Abb. 4.22). Die 

Kontrolle steigt im Laufe der 48 Stunden leicht von 2 % auf 4 % tote Zellen an. Die S-100- 

und S-40-Partikel scheinen für die A549-Zellen in diesem Experiment untoxisch zu sein. Nur 

in der höchsten Konzentration von 200 µg/ml steigt der Anteil toter Zellen auf 8 %. Der 

Höchstwert der Y-Achse beträgt 12 % im Vergleich zur 10fach höheren Skalierung der 

Y-Achse bei den Quarz-Partikeln (Abb. 4.20, S-100, S-40). Dagegen zeigten die S-60-Partikel 

in der Konzentration von 200 µg/ml eine stärkere Wirkung, während die Konzentrationen 

50 und 100 µg/ml in diesem Assay keine toxischen Effekte erkennen lassen. Zwischen 
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100 und 200 µg/ml liegt demnach ein Schwellenwert zur toxischen Wirkung (Abb. 4.20, 

S-60). 
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Abb. 4.20: Zeitverlauf der zytotoxischen Wirkung auf A549-Zellen nach Exposition mit verschiedenen 

Partikeln (Sytox® Green Assay) 

A549-Zellen wurden für 48 Stunden mit Quarz- und Silicasol-Partikeln inkubiert und die Zytotoxizität zu ver-

schiedenen Zeitpunkten bestimmt. Während die Quarz-Partikel sehr toxisch wirkten, blieben S-100- und S-40- 

Partikel im subtoxischen Konzentrationsbereich. Bei den S-60-Partikeln wird bei einer Konzentration über 

100 µg/ml ein Schwellenwert zur Toxizität überschritten. Die unterschiedliche Skalierung der Y-Achse ist zu 

beachten. (Mittelwerte ± SEM, n = 4) 
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Die Wirkung der Quarz-Partikel auf die ECV304-Zellen zeigte, ähnlich wie bei den A549-

Zellen, eine lineare Dosis-Wirkungs-Beziehung. In der höchsten Konzentration von 

200 µg/ml war nach 48 Stunden ein Anteil von 80 % der Zellen abgetötet (Abb. 4.21, Quarz). 
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Abb. 4.21: Zeitverlauf der zytotoxischen Wirkung auf ECV304-Zellen nach Exposition mit verschiedenen 

Partikeln (Sytox® Green Assay) 

ECV304-Zellen wurden für 48 Stunden mit Quarz- und Silicasol-Partikeln inkubiert und die Zytotoxizität zu 

verschiedenen Zeitpunkten bestimmt. Quarz-Partikel wirkten toxisch, dagegen bleiben S-100 und S-40 Partikel 

im subtoxischen Konzentrationsbereich. Bei den S-60 Partikeln wird bei einer Konzentration über 100 µg/ml ein 

Schwellenwert zur Toxizität überschritten. Man beachte die unterschiedliche Skalierung der Y-Achse. (Mittel-

werte ± SEM, n = 4) 
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Wiederum konnte mit den S-100- und S-40-Partikeln nur eine geringere Zytotoxizität festge-

stellt werden. Auffallend ist die Zunahme des Anteils toter Zellen nach 32 Stunden Inkubati-

onszeit (Abb. 4.21, S-100, S-40). 

Auffallend war zudem die hohe zytotoxische Wirkung von S-60-Partikeln in der höchsten 

Konzentration von 200 µg/ml auf die ECV304-Zellen, während die niedrigeren Konzentratio-

nen ein mit den S-100- und S-40-Partikeln vergleichbares Ergebnis lieferten. Wiederum ähn-

lich wie bei den A549-Zellen, schien zwischen den Konzentrationen 100 und 200 µg/ml ein 

Wirkungsschwellenwert zu existieren (Abb. 4.21, S-60). 

THP-1-Zellen, die über 2 Tage hinweg mit 8 nM TPA zu Makrophagen differenziert wurden, 

zeigten eine andere Reaktion auf die Partikelbehandlung, als die adärenten Zelllinien A549 

und ECV304. Der Anteil toter Zellen in der Negativkontrolle war mit ungefähr 25 % weit 

höher. Zudem waren die Schwankungen in den Messwerten deutlich ausgeprägter, wie aus 

den Standardfehlern in den Grafiken zu erkennen ist (Abb. 4.22). Dennoch war eine Dosis-

Wirkungs-Beziehung der zytotoxischen Wirkung bei den Quarz-Partikeln zu erkennen. Dabei 

wirkten die Partikel schneller als bei den anderen Zelllinien. Bei einer Konzentration von 

200 µg/ml sind bereits noch 24 Stunden alle Zellen abgetötet (Abb. 4.22, Quarz). 

Die Behandlung mit Silicasol-Partikeln zeigte dagegen keinen zytotoxischen Effekt auf die 

THP-1-Zellen. Bei den S-60- und S-40-Partikeln war lediglich in der höchsten Konzentration  

nach 32 Stunden Einwirkdauer ein Anstieg des Anteils toter Zellen zu vermerken. 
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Abb. 4.22: Zeitverlauf der zytotoxischen Wirkung auf THP-1-Zellen nach Exposition mit verschiedenen 

Partikeln (Sytox® Green Assay) 

Mit 8 nM TPA über 2 Tage zu Makrophagen differenzierte THP-1-Zellen wurden für 48 Stunden mit Quarz- und 

Silicasol-Partikeln inkubiert und die zytotoxischen Wirkungen zu verschiedenen Zeitpunkten bestimmt. Der 

Anteil von 25 % toter Zellen in der Kontrolle war im Vergleich zu den anderen Zelllinien sehr hoch. Die Quarz-

Partikel wirkten sehr toxisch. Der Anteil toter Zellen nach Behandlung mit S-100-, S-60- und S-40-Partikel 

dagegen war erst nach 32 Stunden höher als in der Kontrolle. Man beachte die unterschiedliche Skalierung der 

Y-Achse (Mittelwerte ± SEM, n = 4). 

4.1.7 Apoptose  
Für die weiteren Kokulturversuche wurden die A549-Zellen als Epithelzelllinie ausgewählt. 

Die vorangegangenen Versuche hatten gezeigt, dass A549-Zellen für Langzeitkulturen gut 
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geignete, unempfindliche und leicht zu handhabende Zellen sind, während die 

BEAS-2B-Zellen eine höhere Empfindlichkeit gegenüber der Behandlung mit Partikeln und 

eine schwierigere Handhabung aufwiesen. 

Nachdem bereits gezeigt wurde, dass Partikel in Zellen aufgenommen wurden und einen 

massiven zytotoxischen Effekt auf die Zellen bewirken können, sollte überprüft werden, 

inwieweit dieser Effekt auf einem apoptotischen oder nekrotischen Mechanismus beruht. 

Dazu wurden A549-Zellen für 24 Stunden mit Hämatit-, Quarz- und Silicasol-Partikeln in den 

Konzentrationen 50 und 200 µg/ml behandelt. Danach wurden die Zellen durch Trypsinieren 

geerntet und mit Annexin-V-FITC und Propidiumjodid gefärbt. Die Auswertung erfolgte wie 

schon auf Seite 42 und in Abb. 4.1 beschrieben. 

Der Anzahl an toten Zellen glich dem schon in den vorangegangenen Zytotoxizitätstests 

ermittelten Werten (siehe Seite 53). Der Anteil apoptotischer Zellen war dabei gering. Selbst 

bei einer Inkubation mit 200 µg/ml Quarz-Partikel, die über 40 % der Zellen abtötete, war der 

Anteil der apoptotischen Zellen nicht größer als 4 %. Die ultrafeinen Hämatit- und Silicasol-

Partikel lösten ebenfalls keine Apoptose aus, während die Inkubation mit 200 µM Etoposid 

bei 25 % der Zellen zur Apoptose führte. 

 

Abb. 4.23: Partikel-induzierte Apoptose bei A549-Zellen 

A549-Zellen wurden mit Hämatit-, Quarz- und Silicasol-Partikeln behandelt und der Anteil apoptotischer Zellen 

nach Annexin-V-FITC-Färbung im Durchflusszytometer bestimmt. Die Apoptose konnte nicht durch eine 

Behandlung mit Partikeln induziert werden (Mittelwerte aus zwei unabhängigen Experimenten). 
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4.1.8 Freisetzung von Interleukin 6 und Interleukin 8 durch Partikeleinwirkung 
Sowohl Makrophagen als auch Epithelzellen bilden und sezernieren nach Exposition mit 

Partikeln eine Vielzahl von Entzündungsmediatoren. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die 

Freisetzung der Interleukine IL-6 und IL-8 der Zellen nach Inkubation mit Partikeln be-

stimmt. 

Dazu wurden 20000 Zellen pro Well in 96-Well-Platten ausgesät. Nach 24 Stunden konnte im 

Lichtmikroskop eine konfluenten Zellschicht beobachtet werden. Die THP-1-Zellen wurden 

für 48 Stunden mit 8 nM TPA zu Makrophagen differenziert. Zur Ermittlung der partikel-

induzierten Interleukinfreisetzung wurden die Zellen für 24 Stunden mit den Modellpartikeln 

in verschiedenen Konzentrationen inkubiert. Als Positivkontrolle wurde TNF-α in einer Kon-

zentration von 2 ng/ml eingesetzt. Anschließend wurde die Zytokin-Freisetzung im Überstand 

über den Zellen mittels ELISA bestimmt.Die Behandlung mit 2 ng/ml TNF-α führte bei allen 

Zellen zu einer signifikant erhöhten Freisetzung von IL-6 und IL-8 im Vergleich zur unbe-

handelten Kontrolle.  

Bei den BEAS-2B-Zellen konnte durch die Behandlung mit Hämatit-Partikeln keine Interleu-

kin-Freisetzung induziert werden. Dagegen löste die Behandlung mit Quarz- und den kleine-

ren S-60- und S-40-Partikeln einen deutlichen konzentrationsabhängigen Anstieg des Inter-

leukin-Spiegels im Medium aus. Die gemessenen IL-6-Konzentrationen nach Behandlung mit  
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Abb. 4.24: Freisetzung von IL-6 und IL-8 aus BEAS-2B-Zellen nach 24 Stunden Exposition mit verschie-

denen Partikeln 

BEAS-2B-Zellen wurden für 24 Stunden mit unterschiedlichen im Medium resuspendierten Partikeln (Hämatit, 

Quarz, Silicasol) inkubiert. Als Positivkontrolle wurde 2 ng/ml TNF-α verwendet (Mittelwerte ± SEM, n = 3, 

* P < 0,05 beim Student t-test). 
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200 µg/ml Quarz-, S-60- und S-40-Partikeln liegen im Bereich von 150 pg/ml und fallen im 

Vergleich höher aus als die IL-8-Werte. Hier werden bei der Inkubation mit 200 µg/ml Quarz-

Partikel lediglich 100 pg/ml, mit den ultrafeinen S-60 und S-40-Partikeln 60 und 50 pg/ml 

sezerniert. Im Vergleich zu den anderen Zelllinien setzen BEAS-2B-Zellen wenig IL-6 und 

IL-8 frei. Mit allen verwendeten Partikeln, bis auf die Hämatit-Partikel, war eine Konzentrati-

onsabhängigkeit bei der Interleukinfreisetzung zu erkennen (Abb. 4.24.).  

Die Inkubation von A549-Zellen mit den Suspensionen der Modellpartikel löste keine starke 

IL-6-Freisetzung ins Medium aus. Während die Behandlung mit 2 ng/ml TNF-α zu einer 

Freisetzung von 506 pg/ml führte, zeigten ultrafeinen Hämatit-, S-100-, S-60- und S-40-

Partikeln nur eine geringe Wirkung. Bei den S-40-Partikeln war keine konzentrationsabhän-

gige Steigerung der IL-6-Produktion zu erkennen. Lediglich bei der Behandlung mit Quarz-

Partikeln konnte eine signifikante Steigerung der IL-6-Ausschüttung von 174 pg/ml festge-

stellt werden (Abb. 4.25, links). 

Im Gegensatz dazu führte die Stimulation mit Partikeln zu beinahe dramatischen Freisetz-

ungen von IL-8. Die Behandlung mit 2 ng/ml TNF-α führte zur Produktion von 510 pg/ml 

IL-8, die Behandlung mit 100 und 200 µg/ml Quarz übertraf diese Wirkung bei weitem mit 

Werten von 1063 und 1600 pg/ml IL-8 im Medium. Insgesamt zeigten die meisten Messun 
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Abb. 4.25: Freisetzung von IL-6 und IL-8 aus A549-Zellen nach 24 Stunden Exposition mit verschiedenen 

Partikeln  

A549-Zellen wurden für 24 Stunden mit unterschiedlichen im Medium resuspendierten Partikeln (Hämatit, 

Quarz, Silicasol) inkubiert. Als Positivkontrolle wurde 2 ng/ml TNF-α verwendet (Mittelwerte ± SEM, n = 5, 

* P < 0,05 beim Student t-test). 
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gen eine signifikante Erhöhung der IL-8-Freisetzung im Vergleich zur Kontrolle. Nach Be-

handlung mit den größeren Quarz- und S-100-Partikeln konnten dabei die höchsten IL-8-

Konzentrationen nachgewiesen werden (Abb. 4.25 rechts). 

Bei den ECV304-Zellen führte die Inkubation mit den Partikeln zu einer verstärkten Aus-

schüttung von IL-6. Die Inkubation mit 2 ng/ml TNF-α setzte 767 pg/ml IL-6 frei. Die Be-

handlung mit den ultrafeinen S-60-Partikeln in den Konzentrationen 100 und 200 µg/ml und 

S-40-Partikeln in der Konzentration von 200 µg/ml erhöhte die IL-6-Freisetzung signifikant 

im Vergleich zur Kontrolle. Quarz-Partikel in der Konzentration von 200 µg/ml führten zur 

Sekretion der höchsten IL-6-Ausschüttung von 372 pg/ml (Abb. 4.26, rechts). 

Die Freisetzung von IL-8 fiel vergleichsweise geringer aus als die IL-6-Produktion. Die Be-

handlung mit TNF-α führte zu einer Konzentration von 326 pg/ml IL-8 im Medium. Nur 

Quarz- und S-60-Partikel in der Konzentration von 200 µg/ml stimulierten die Zellen zu einer 

gegenüber der Kontrolle signifikant erhöhten Produktion von 166 bzw. 112 µg/ml IL-8 

(Abb. 4.26, rechts). Alle Partikelbehandlungen der ECV304-Zellen führten zu konzentrati-

onsabhängigen Interleukinfreisetzungen. 
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Abb. 4.26: Freisetzung von IL-6 und IL-8 aus ECV304-Zellen nach 24 Stunden Exposition mit verschie-

denen Partikeln 

ECV304-Zellen wurden für 24 Stunden mit unterschiedlichen im Medium resuspendierten Partikeln (Hämatit, 

Quarz, Silicasol) inkubiert. Als Positivkontrolle wurde 2 ng/ml TNF-α verwendet (Mittelwerte ± SEM, n = 4, 

* P < 0,05 beim Student t-test). 
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Die THP-1-Zellen wurden vor der Stimulation mit den Partikelsuspensionen mit 8 nM TPA 

über 48 Stunden zu Makrophagen differenziert. Die anschließende Behandlung mit TNF-α 

führte zur Produktion von 188 pg/ml IL-6, im Vergleich zu den anderen Zelllinien die ge-

ringste IL-6-Ausschüttung. Die Inkubation mit den Partikeln führte nicht zu im Vergleich zur 

Kontrolle signifikanten Erhöhungen der IL-6 Freisetzung. Jedoch konnte durch die Behand-

lung mit Quarz-Partikeln eine konzentrationsabhängige Steigerung der Freisetzung bis auf 

113 pg/ml IL-6 bei 200 µg/ml in das Medium beobachtet werden (Abb. 4.27, links). 

Der IL-8-Messwert der Kontrolle lag mit 90 pg/ml höher als die Kontrollen der Epithel- und 

Endothelzellen. Durch die Behandlung mit TNF-α wurden 785 pg/ml IL-8 ausgeschüttet. Die 

IL-8-Messwerte konnten durch die Inkubation mit Partikeln nicht signifikant im Vergleich zur 

Kontrolle erhöht werden, doch zeigte sich eine leichte konzentrationsabhängige Steigerung 

der IL-8-Ausschüttung bei allen eingesetzten Partikeln (Abb. 4.27, rechts). 
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Abb. 4.27: Freisetzung von IL-6 und IL-8 aus differenzierten THP-1-Zellen nach 24 Stunden Exposition 

mit verschiedenen Partikeln 

THP-1-Zellen wurden für 48 Stunden mit 8 nM TPA zu Makrophagen differenziert und anschließend für 

24 Stunden mit unterschiedlichen im Medium resuspendierten Partikeln (Hämatit, Quarz, Silicasol) inkubiert. 

Als Positivkontrolle wurde 2 ng/ml TNF-α verwendet (Mittelwerte ± SEM, n = 4, * P < 0,05 beim Student 

t-test). 

Die Behandlung von den Mono Mac 6-Zellen mit 2 ng/ml TNF-α führte zur Sekretion von 

1127 pg/ml IL-6. Bei der Inkubation mit Partikelsuspensionen konnte kein signifikanter Un-

terschied zur Kontrolle festgestellt werden. Allein die S-60 und in geringerem Maße auch die 
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S-40-Partikel bewirkten eine konzentrationsabhängige IL-6-Freisetzung. Die Mono Mac 6-

Zellen zeigten von allen Zelllinien die geringste IL-Freisetzung als Reaktion auf die Behand-

lung mit Partikeln (Abb. 4.28, links). 

Die Mono Mac 6-Zellen sezernierten in der Kontrolle, ähnlich wie die THP-1-Zellen eine im 

Vergleich zu den Epithel- und Endothelzellen relativ hohe Konzentration an IL-8. Bei allen 

Partikelsuspensionen war eine konzentrationsabhängige Freisetzung von IL-8 zu erkennen, 

wobei Quarz-Partikel die stärkste Wirkung zeigten. Im Vergleich zur Kontrolle unterschied 

sich kein partikelinduziertes Messergebnis signifikant von der Kontrolle (Abb. 4.28, rechts). 
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Abb. 4.28: Freisetzung von IL-6 und IL-8 aus Mono Mac 6-Zellen nach 24 Stunden Exposition mit ver-

schiedenen Partikeln 

Mono Mac 6-Zellen wurden für 24 Stunden mit unterschiedlichen im Zellkultur resuspendierten Partikeln (Hä-

matit, Quarz, Silicasol) inkubiert. Als Positivkontrolle wurde 2 ng/ml TNF-α verwendet (Mittelwerte ± SEM, 

n = 3, * P < 0,05 beim Student t-test). 
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4.2 Kokulturen – Epithelzellen und Makrophagen 

Nach der eingehenden Untersuchung der einzelnen Zelllinien wurden die Versuche auf Ko-

kulturen aus den A549-Epithelzellen und den Makrophagenzelllinien THP-1 und Mo-

no Mac 6 ausgeweitet. 

4.2.1 Lichtmikroskopische Dokumentation von Kokulturen 
Für die Kokultur von A549-Zellen mit den Makrophagen wurden zunächst 20000 A549-

Zellen in 96-Well-Platten ausgesät. Auf diese A549-Zellen wurden Makrophagen im Verhält-

nis 1: 10 gegeben. In Abb. 4.29 sind lichtmikroskopische Aufnahmen von Kokulturen darge-

stellt.  

 

Abb. 4.29: Lichtmikroskopische Bilder von Kokulturen vor und nach Partikelstimulation 

A549-Epithelzellen wurden mit THP-1- und Mono Mac 6-Zellen im Verhältnis 10:1 besetzt, für 24 Stunden mit 

Partikeln behandelt. A) Kokultur von A549- mit THP-1-Zellen. B - F) Kokulturen von A549- mit Mono Mac 6-

Zellen. A) und B) unbehandelte Kontrollen C) mit Hämatit- D) Quarz- E) S-100- F) S-60-Partikeln in einer 

Konzentration von 100 µg/ml behandelt (200fache Vergrößerung, Hoffmann-Modulations Relief Kontrast). 

In den Aufnahmen ist deutlich die konfluente Zellschicht der A549-Epithelzellen zu erken-

nen, während die Makrophagen auf den Epithelzellen angesiedelt sind (Abb. 4.29 A – B). 

Nach Behandlung mit Hämatit-Partikeln sind Agglomerate als rötliche Flecken zu erkennen 

(Abb. 4.29 C). Die Quarz-Partikel sind als dunkle Agglomerate sehr unterschiedlicher Größe 
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zumeist in Assoziation zu den Makrophagen sichtbar (Abb. 4.29 D). Nach Behandlung mit 

Silicasol-Partikeln erscheinen die Makrophagen deutlich kontrastreicher bzw. granulierter 

(Abb. 4.29 E und F). Die Überstände der hier gezeigten Kokulturen wurden zur Bestimmung 

der Freisetzung von IL-6 und IL-8 verwendet (Abb. 4.33). 

4.2.2 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen an Kokultursystemen 
Um den Kontakt der Makrophagen in den bereits unter dem Lichtmikroskop beobachteten 

Kokulturen genauer zu untersuchen, wurden A549- und Mono Mac 6-Zellen im Verhältnis 

1:50 auf Transwell®-Membranen ausgesät. Ein Teil der Proben wurde mit 50 und 100 µg/ml 

Hämatit-Partikeln behandelt und 6 Stunden bis zur Fixierung damit inkubiert. 

In den Kontrollen war deutlich die konfluente Zellschicht der A549-Zellen zu erkennen. Die 

Mono Mac 6-Zellen siedelten einzeln auf den A549-Zellen und hielten sich dort mit Pseudo-

podien auf der Oberfläche der A549-Zellschicht fest (Abb. 4.30 A). Im Vergleich zur Kon-

trolle waren die verwendeten Hämatit-Partikel in den behandelten Proben sehr gut auf den 

Zelloberflächen zu erkennen (Abb. 4.30 B). 

10 µm 10 µm

 

Abb. 4.30: REM-Aufnahmen von A549- und Mono Mac 6-Zellen in Kokultur 

Mono Mac 6-Zellen wurden im Verhältnis 1:50 auf A549-Zellen ausgesät und nach Behandlung mit Hämatit-

Partikeln nach 12 Stunden für die REM-Aufnahmen fixiert. Die Mono Mac 6-Zellen sind auf der Schicht aus 

A549-Zellen zu erkennen. A) unbehandelte Kontrolle, B) Behandlung mit 100 µg/ml Hämatit-Partikel. 

Die Mono Mac 6-Zellen zeigten die morphologischen Merkmale von Makrophagen, jedoch 

war bei einem Teil keine aktive Phagozytose von Hämatit-Partikeln zu erkennen 
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(Abb. 4.31 A). Bei anderen Mono Mac 6-Zellen dagegen konnte eine rege Phagozytose-

Tätigkeit festgestellt werden. Dabei waren am Zellsoma und an den Pseudopodien entlang 

Hämatit-Partikel lokalisiert (Abb. 4.31 B). 

10 µm10 µm

 

Abb. 4.31: REM-Aufnahme von Mono Mac 6 Makrophagen nach Hämatit-Exposition 

Mono Mac 6-Zellen A) mit morphologischen Merkmalen von Makrophagen, aber ohne erkennbare Phagozytose-

Aktivität B) bei der Phagozytose von Hämatit-Partikeln. 

4.2.3 Apoptoseinduktion durch den Zell/Zell-Kontakt von THP-1- und A549-
Zellen 

 Aus der Literatur war bekannt, dass THP-1-Zellen den FAS-Liganden konstitutiv auf der 

Oberfläche exprimieren. Dadurch kann in Zellen, die FAS-Rezeptoren auf der Zelloberfläche 

tragen, durch Kontakt mit den THP-1-Zellen der programmierte Zelltod ausgelöst werden 

(Bremner et al., 1999). Um zu prüfen, ob die THP-1-Zellen in A549-Zellen Apoptose auslö-

sen, wurde die Anzahl apoptotischer Zellen in Kokulturen von A549- und THP-1-Zellen 

bestimmt. Dazu wurden 1 x 106 A549- und 1 x 105 THP-1-Zellen (Verhältnis von 10:1) in 

6-Well-Platten ausgesät und über 72 Stunden inkubiert. Dabei war 8 nM TPA im Zellmedium 

enthalten, so dass sich die THP-1-Zellen zu Makrophagen differenzierten. Die Detektion 

apoptotischer Zellen erfolgte wie auf Seite 42 beschrieben durch Färbung der Zellen mit 

Annexin-V-FITC und Propidiumiodid. Die Auswertung wurde mit Hilfe eines Durchflusszy-

tometers durchgeführt. Die erste Messung folgte unmittelbar im Anschluss an den Experi-

mentansatz und ist als Negativkontrolle dargestellt. Weitere Messungen erfolgten im Abstand 
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von 24 Stunden. Die Ergebnisse sind die Mittelwerte von zwei unabhängig voneinander 

durchgeführten Versuchen. 

In der Negativkontrolle wurde nur ein geringer Anteil von 1,7 % an apoptotischen Zellen 

gemessen. Nach 24 Stunden stieg dieser Anteil auf 2 % und nach 48 Stunden auf 2,1 % an. 

Nach 72 Stunden wurde ebenfalls ein Anteil von 2.1 % apoptotischer Zellen gemessen 

(Abb. 4.32). Demnach konnten die THP-1-Zellen im genannten Zeitraum keine Apoptose in 

den A549-Zellen auslösen. Die THP-1-Zellen wurden im weiteren als geeignet für Experi-

mente in Kokulturen angesehen. 
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Abb. 4.32: Apoptose Induktion durch direkten Zell/Zell Kontakt von A549- und THP-1-Zellen 

A549- und THP-1-Zellen wurden im Verhältnis 10:1 ausgesät. Der Anteil apoptotischer Zellen wurde mit Hilfe 

eines Durchflusszytometers im Abstand von 24 Stunden ermittelt. Es konnte keine erhöhte Apoptoserate durch 

Kokultur der Zelllinien nachgewiesen werden (Mittelwerte zweier unabhängiger Experimente). 

4.2.4 Freisetzung von IL-6 und IL-8 in Kokulturen 
Die Behandlung von A549-Zellen mit feinen und ultrafeinen Partikeln verursacht wie schon 

in Abb. 4.25 gezeigt eine dosisabhängige Freisetzung der Zytokine IL-6 und IL-8. Dabei 

wirkten Hämatit-Partikel am geringsten während Quarz-Partikel die stärkste Wirkung auslös-

ten (Abb. 4.33, links). 
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Die Kokultur der Epithelzellen (A549) zusammen mit den Makrophagen (Mono Mac 6, 

THP-1) in einem Verhältnis von 10:1 zeigte einen klaren Anstieg der Sensitivität für die 

partikelinduzierte Zytokinfreisetzung. Zusammen mit Mono Mac 6-Zellen ließen die A549-

Zellen im Vergleich mit der Einzelzellkultur eine nahezu 10fach erhöhte IL-6 Freisetzung und 

eine deutlich gesteigerte Empfindlichkeit für die ultrafeinen S-60-Partikel erkennen. Zudem 

wurde die Freisetzung von IL-8 um ein vielfaches verstärkt (Abb. 4.33, Mitte). In den Kokul-

turen der A549- mit THP-1-Zellen wurden die gleichen Effekte, jedoch noch einmal in stärke-

rem Umfang beobachtet (Abb. 4.33, rechts). 
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Abb. 4.33: Freisetzung von IL-6 und IL-8 in Einzelzellkultur von A549-Zellen und in Kokultur mit 

THP-1- und Mono Mac 6-Zellen nach 24 Stunden  

Die IL-6 und IL-8-Freisetzung wurde nach 24 Stunden Partikelexposition (Hämatit, Quarz, Silicasol) durch 

ELISA bestimmt. Als Positivkontrolle wurden die Zellen mit 2 ng/ml humanem TNF-α stimuliert. Kokulturen 

zeigten eine höhere Empfindlichkeit als Einzelzellkulturen. (Mittelwerte ± SEM, n ≥ 5, * < 0,05 beim Student 

t-test). 
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Die IL-6 und IL–8-Freisetzung von den Einzelzellkulturen der Zelllinien Mono Mac 6 und 

THP-1 wurden in Abb. 4.28 und Abb. 4.27 gezeigt. Ein einzeln durchgeführter Versuch mit 

diesen Zellen, jedoch mit einer um den Faktor 10 und 100 verminderte Zellzahl zeigte kaum 

nachweisbare IL-6 und IL-8-Freisetzungen. 
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4.3 Entwicklung eines Kokultursystems aus Epithelzellen (A549), Endothelzel-
len (ECV304) und Makrophagen (Mono Mac 6) 

Eine wichtige Aufgabenstellung dieser Arbeit war die Entwicklung eines Kokulturmodells 

aus Epithelzellen, Endothelzellen und Makrophagen. Dieses Kokultursystem sollte etabliert 

werden, um inhalationstoxikologische Fragestellungen unter Berücksichtigung des interzellu-

lären Signalnetzes angemessen untersuchen zu können und zudem die Anwendung des 

Transmissionselektronenmikroskops ermöglichen. Eine Besonderheit sollte dabei die Mög-

lichkeit von direkten Zell/Zell-Kontakten der Epithelzellen mit den Endothelzellen sein. 

Grundlage des Systems war die Verwendung von Transwell®-Membransystemen, bei denen 

die Epithelzellen auf der Oberseite und die Endothelzellen auf der Unterseite der Membran 

kultiviert werden sollten. Die Makrophagen sollten auf den Epithelzellen ausgesät werden. 

Die Stimulation mit Partikeln ist sowohl als Suspension als auch durch direkte Aerosolbega-

sung möglich (Abb. 4.34). Die Umsetzung dieses Konzeptes unterlag zahlreichen technischen 

Schwierigkeiten. 

Aerosol oder
Suspension

Aerosol oder
Suspension

Poröse
Membran
(400 nm)

Poröse
Membran
(400 nm)

EpithelzellenEpithelzellen

MakrophagenMakrophagen

EndothelzellenEndothelzellen

Multiwell-PlatteMultiwell-Platte
 

Abb. 4.34: Transwell®-Membransystem zur Herstellung eines realitätsnahen in vitro Lungenmodells 

Das System besteht aus einem Einsatz mit einer porösen Membran, die zwei Kompartimente unterteilt. Im 

oberen wird die Membran mit Epithelzellen und Makrophagen, im unteren Kompartiment mit Endothelzellen 

besiedelt. Die Kommunikation der Zellen kann über die Poren erfolgen. 
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4.3.1 Kultivierung der A549- und ECV304-Zellen in Fremdmedium 
Die Epithel- und Endothelzellen mussten bei den Kokulturversuchen mit dem Zellkulturme-

dium der jeweils anderen Zelllinie in Kontakt kommen. Deshalb musste geprüft werden, 

inwieweit diese Umstellung des Kulturmediums zu Veränderungen in der Wachstumsrate und 

der Vitalität der Zellen führen würde. Deshalb wurde das Wachstum von A549- und ECV304-

Zellen im eigenen Medium mit dem Wachstum im Medium der anderen Zelllinie verglichen. 

Dazu wurden 1 x 105 Zellen in Petri-Schalen ausgesät und die Zellzahl über 96 Stunden hin-

weg alle 24 Stunden bestimmt (Coulter Counter). 

Während dieser Zeitspanne ergaben sich keine besonderen Unterschiede zwischen dem A549-

Medium („dulbeccos modified eagles medium“, DMEM) und dem Medium der ECV304-

Zellen (M199). Tatsächlich wuchsen die A549-Zellen bei Kultivierung in M199-Medium 

sogar geringfügig schneller als in DMEM (Abb. 4.35). 
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Abb. 4.35: Wachstumskurven von A549-Zellen in DMEM- und M199-Zellkulturmedium 

A549-Zellen wurden in „dulbeccos modified eagles medium“ (DMEM) und M199-Medium über 96 Stunden 

kultiviert. Die Wachstumskurve zeigt sowohl ein sehr gutes Wachstum von den A549-Zellen in DMEM als auch 

in M199-Medium (Mittelwerte ± SEM, n = 3). 
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In einem weiteren Versuch wurde das Wachstumsverhalten von ECV304-Zellen im DMEM-

Medium der A549-Zellen überprüft. Die Zellen zeigten auch in DMEM ein zufriedenstellen-

des Wachstum, erreichten aber nicht die gleiche Zellzahl wie in M199-Medium (Abb. 4.36). 

Zeit [h]

0 20 40 60 80 100

Ze
llz

ah
l /

 W
el

l [
M

io
.]

0

1e+5

2e+5

3e+5

4e+5

5e+5

ECV304 in M199 
ECV304 in DMEM

Aussaat
 

Abb. 4.36: Wachstumskurven von ECV304-Zellen in M199- und DMEM-Zellkulturmedium 

ECV304-Zellen wurden in „dulbeccos modified eagles medium“ (DMEM) und M199-Medium über 96 Stunden 

kultiviert. Die Wachstumskurve zeigt ein besseres Wachstum der ECV304-Zellen in M199 als in DMEM (Mit-

telwerte ± SEM, n = 3). 

Zusätzlich zu den Wachstumskurven wurde überprüft, ob die Kultivierung in Fremdmedium 

bei den A549- oder ECV304-Zellen den Anteil toter Zellen in der Kultur erhöht. Dazu wurde 

aus den oben beschriebenen Ansätzen nach 24 und 48 Stunden eine Trypanblau-Färbung 

vorgenommen und der Anteil toter Zellen mit Hilfe einer Neubauer-Zählkammer unter dem 

Mikroskop bestimmt. 

Bei den A549-Zellen war der Anteil an toten Zellen bei Verwendung von M199-Medium 

sowohl nach 24 als auch nach 48 Stunden sogar geringer als bei Kultivierung in DMEM-

Medium. Dagegen war die Anzahl toter ECV304-Zellen bei Verwendung von DMEM-

Medium statt M199-Medium leicht erhöht (Abb. 4.37). 
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Die Kultivierung von A549- und ECV304-Zellen stellte also weder in DMEM- noch in 

M199-Medium ein Hindernis für eine Kokultur dar. Das M199-Medium der ECV304-Zellen 

schien für beide Zelllinien am besten geeignet zu sein. 

 

Abb. 4.37: Überlebensraten von auf A549- und ECV304-Zellen in DMEM- und M199-Zellkulturmedium  

A549- und ECV304-Zellen wurden in „dulbeccos modified eagles medium“ und M199-Medium kultiviert und 

nach 24 und 48 Stunden mit Trypanblau angefärbt und der Anteil toter Zellen mit einer Neubauer Zählkammer 

unter dem Mikroskop bestimmt. Das Ergebnis zeigt eine verbesserte Vitalität bei Kultivierung der Zellen in 

M199-Medium (Mittelwerte ± SEM, n = 5). 

4.3.2 Beschichtung der Transwell®-Membranen mit extrazellulären Matrixpro-
teinen – Anheftung der Zellen auf Ober- und Unterseite 

Für das Modellsystem wurden Transwell®-Polyester-Membranen der Firma Corning Costar, 

(Wiesbaden) mit einer Porenweite von 0,4 µm verwendet. Die Besiedelung der ECV304-

Zellen auf die Unterseite der Membran erforderte, dass die Zellen entgegen der Schwerkraft 

angeheftet werden müssten. Die einzige Möglichkeit, dies zu bewerkstelligen, bestand darin, 

zuerst die eine und dann die andere Zelllinie anzuheften. Um auch die Unterseite der Mem-

bran mit Lösungen und Zellsuspensionen überschichten zu können, wurde ein spezielles 
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Ringsystem entwickelt und angefertigt. Das System wird durch Aufstecken und Abdichtung 

mit Teflonband an den Transwell®-Membraneinsätzen befestigt. Als Material wurde Teflon 

ausgewählt. Das Ringsystem steht sowohl für 6-Well- als auch für 12-Well-Platten zur Verfü-

gung. Zur Anwendung musste festgestellt werden, wie lange die A549- und ECV304-Zellen 

zur Anheftung an die Membran benötigen. In den ersten Versuchen mit unbeschichteten 

Membranen fielen die Zellen nach 90 Minuten Anheftungsdauer kurze Zeit nach dem Umdre-

hen der Membran wieder ab und wuchsen auf dem Boden der Transwell-Platte. Dies konnte 

durch die Verwendung von Beschichtungen der Membran verhindert werden. Als effektivste 

Mischung erwies sich eine Beschichtung mit einer Lösung aus 20 µg/ml „calf skin“ Kollagen 

und 50 µg/ml humanes Fibronectin in PBS. Die Beschichtung wurde auf beiden Seiten der 

Membran durch 60 Minuten Inkubation der Membran bei 37°C in der Beschichtungslösung 

aufgebracht. Anschließend wurde überschüssige Beschichtungslösung abgesaugt. Wie aus 

Tab. 4.1 hervor geht, heften sich die Zellen bereits nach 40 Minuten stabil an die Membran 

an. 

 

Tab. 4.1: Anheftung von Zellen auf Transwell®-Polyester Membranen nach Beschichtung mit einer Mi-

schung aus Kollagen und Fibronectin. 

Anheftungszeit Anheftung dauerhaft adhärent 

10 Min. - - 

20 Min. - - 

30 Min. + - 

40 Min. + + 

50 Min. + + 

60 Min. + + 

 

Die A549-Zellen unterscheiden sich in der Anheftungsdauer nicht von den ECV304-Zellen. 

Beim weiteren Wachstum bleiben die Zellen an die Membran angeheftet. Auf diese Weise ist 

also ein Bewuchs mit ECV304-Zellen auf der Unterseite bis zur Konfluenz möglich. 

 

4.3.3 Anheftung der Zellen gegen interzelluläre Abstoßungseffekte 
Aufgrund von interzellulären Abstoßungseffekten zwischen A549- Zellen und ECV304-

Zellen, konnten diese nicht beliebig miteinander kultiviert werden. Nach Besiedelung der 

Unterseite der Transwell®-Membran wachsen die A549-Zellen nicht mehr auf der Oberseite 
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an, sondern kugelten sich ab und blieben in Suspension. Dieser Effekt ließ sich durch die 

Beschichtung der Transwell®-Membran mit Kollagen und Fibronektin abmildern, aber nicht 

verhindern. Umgekehrt zeigten die ECV304-Zellen ein solches Verhalten nicht in diesem 

Ausmaß, so dass sich die folgende Vorgehensweise, zuerst die A549-Zellen und anschließend 

die ECV304-Zellen, bei Kokultur-Start bewährte. Zudem stellte sich die Anzahl der einge-

setzten Zellen als wichtiger Faktor heraus.  

Zur Herstellung des Triple-Zellkultursystems wurde folgendermaßen vorgegangen: Zuerst 

wurde die Transwell®-Membran mit Kollagen und Fibronektin beschichtet. Anschließend 

erfolgte die Montage des Ringsystems, wobei die Abdichtung mit autoklaviertem Teflonband 

erfolgte. Danach erfolgte zuerst die Anheftung der A549-Zellen. Hierzu wurden 

5 x 105 A549-Zellen im oberen Kompartiment ausgesät und für 3 Stunden im Brutschrank 

inkubiert (Abb. 4.38 A). Das Medium in den Transwell®-Einsätzen über den Zellen wurde 

vorsichtig abgekippt und 1,5 ml Zellmedium mit 5 x 104 ECV304-Zellen auf die Unterseite 

der Membran gegeben. Die Versorgung der bereits angehefteten A549-Zellen erfolgte nun 

durch die Poren in der Membran hindurch mit dem Medium der ECV304-Zellen. Wiederum 

erfolgte eine Inkubation von 3 Stunden abgedeckt im Brutschrank (Abb. 4.38 B). Anschlie-

ßend wurde das Medium wieder vorsichtig abgekippt und der Ring demontiert. Der Trans-

well®-Einsatz wurde umgehend in 6-Well-Platten mit 2,5 ml vorgelegtem Medium eingelegt 

und das obere Kompartiment vorsichtig mit 1,5 ml Medium aufgefüllt (Abb. 4.38 C). Bei 

allen Schritten wurden Erschütterungen nach Möglichkeit vermieden und die Zeiten ohne 

Medium so kurz wie möglich gehalten, um die Austrocknung der Zellen zu vermeiden. Die 

Zellen wurden vor der ersten lichtmikroskopischen Kontrolle für mindestens 16 Stunden ohne 

Erschütterung im Brutschrank inkubiert. Der Besatz der Epithelzellen mit Mono Mac 6-Zellen 

war nach 24 Stunden, die Behandlungen mit Partikeln nach ca. 48 Stunden möglich. 

A B C
 

Abb. 4.38: Anheftung von A549- und ECV304-Zellen auf Ober- und Unterseite der Transwell®-Membran 

Zur Erstellung des Triple-Zellkulturmodells wurden zuerst 5 x 105 A549-Zellen im oberen Kompartiment ausge-

sät (A) und für 3 Stunden inkubiert. Anschließend wurden 5 x 104 ECV304-Zellen auf der Membranunterseite 

ausgebracht (B). Nach weiteren 3 Stunden im Brutschrank konnten die Transwell®-Einsätze in die Well-Platten 

eingesetzt werden (C). 
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4.3.4 Transiente Transfektion 
Im Lichtmikroskop konnte die obere und untere Zellschicht kaum unterschieden werden. 

Deshalb wurden die A549-Zellen mit einem Expressionsvektor für „green fluorescent prote-

in“ (GFP)-markiertem Aktin und die ECV304-Zellen mit einem Expressionsvektor für „cyan 

fluorescent protein“ (CFP)-markiertem MEM transient transfiziert. Bei den Vektoren handelte 

es sich um komerziell erhältliche Markervektoren (Living Colors®, Clontech, Heidelberg). 

Die unterschiedlichen Fluoreszenzen machten es möglich, zwischen A549-Zellen und 

ECV304-Zellen zu unterscheiden. 

Dazu wurden A549- und ECV304-Zellen unmittelbar vor dem Einsatz im Triple-

Zellkultursystem mit Hilfe von Lipofektamin mit dem entsprechenden Expressionsvektor 

transfiziert. Nach Fertigstellung des Modells konnten im Fluoreszenzmikroskop sowohl 

A549-Zellen (Abb. 4.39 A) wie auch ECV304-Zellen (Abb. 4.39 B) identifiziert werden. Die 

Anheftung beider Zelllinien für ein Triple-Zellkultursystem war also erfolgreich. 

 

Abb. 4.39: Transiente Transfektion von A549- und ECV304-Zellen zum Nachweis der Zellkulturschich-

tung 

A549- und EVC304-Zellen wurden mit Hilfe von Lipofektin mit einem Aktin-GFP-, bzw. einem MEM-CYP-

Expressionsvektor tranfiziert. A) A549-Zelle, B) ECV304-Zellen, C) Overlay der Fluoreszenzbilder mit einem 

Hellfeld-Bild. Schwache Fluoreszenzen gehen bei der Overlay-Erstellung verloren. Die Aufnahme belegt dass 

beide Zelltypen an der Transwell®-Membran hafteten (Ölimmersion, 630 x Vergrößerung). 

4.3.5 Messung des transepithelialen elektrischen Widerstandes (TEER) 
Die Messung des transepithelialen elektrischen Widerstandes, im folgenden mit TEER abge-

kürzt, diente zur Feststellung, wie dicht die Zellen die Transwell®-Membran bewachsen hat-

ten. Dabei wurde der elektrische Widerstand mit Hilfe einer speziellen Messelektrode zwi-

schen dem oberen und dem unteren Kompartiment des Transwell®-Membransystems gemes-
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sen. Je konfluenter die Zellen die Membran bewuchsen, desto dichter wurden die Poren der 

Membran verschlossen, desto höher wurde der gemessene Widerstand. 

Der elektrische Widerstand zwischen oberem und unterem Kompartiment der einzelnen Wells 

wurde während des Ansatzes des Triple-Zellkultursystems einzeln zu verschiedenen Zeit-

punkten mit einem EVOM-TEER-Messgerät (WPI Instruments, Berlin) bestimmt. Die Mes-

sungen wurden auf einem 37 °C-Tisch unter sterilen Bedingungen durchgeführt. In Tab. 4.2 

sind typische TEER-Messwerte aufgeführt. 

Tab. 4.2 TEER-Messwerte verschiedener Medien 

Teer-Messwerte  

Wasser 13500 Ohm 

70 % Isopropylalkohol 1048 Ohm 

A549-Zellkulturmedium 40 Ohm 

A549-Zellkuturmedium + 

Transwell-Membran 

104 Ohm 

 

Die erste TEER-Messung wurde 10 Stunden nach dem Ansatz des Triple-Zellkultursystems 

vorgenommen. Jedes Well wurde einzeln vermessen und mit einer Kontrolle ohne Zellen 

verglichen. Die Ergebnisse sind als Kurvenschar in Abb. 4.40 dargestellt. Nach den ersten 

10 Stunden konnte ein Anstieg des TEER-Wertes beobachtet werden. Zwischen 10 und 

16 Stunden blieben die TEER-Werte mehr oder weniger unverändert, um zwischen 16 und 

20 Stunden nach dem Ansatz wiederum einen starken Anstieg zu zeigen. Danach stiegen die 

TEER-Messwerte in fast allen Wells leicht bis zum Ende der Messung an. Insgesamt ähnelt 

das Bild des Verlaufs aller Kurven der Form einer Sättigungskurve (Abb. 4.40). 
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Abb. 4.40: Kurvenschar von 12 TEER-Messungen in verschiedenen Wells von Triple-Zellkulturen 

Die Messung des transepithelialen Widerstands (TEER) mit einem EVOM-Messgerät wurde zur Dokumentation 

des konfluenten Wachstums der Zellen im Triple-Zellkultursystem genutzt. Die Abbildung zeigt eine Kurven-

schar von 12 verschiedenen Kulturansätzen und eine Kontrolle ohne Zellen. Der ansteigende Widerstand belegt 

das immer dichtere Verschließen der Poren in den Transwell®-Membranen durch die Zellen. 

4.3.6  Elektronenmikroskopische Dokumentation des Triple-Zellkultursystems 
Nachdem mit Hilfe der transienten Transfektion (siehe 4.3.4 oben) der Nachweis eines Triple-

Zellkultursystem erbracht war, sollte zusätzlich durch TEM-Aufnahmen der Aufbau belegt 

werden. Dazu wurde das Triple-Zellkultursystem, wie beschrieben, angelegt (siehe 4.3 oben) 

und für die Elektronenmikroskopie fixiert. 

Es zeigte sich, dass die Zellen in der Realität tatsächlich, wie in Abb. 4.34 vorgestellt, auf 

bzw. unter die Transwell®-Membranen festwuchsen. Auf der Oberseite der Transwell®-

Membran waren die A549-Epithelzellen angesiedelt, während die ECV304-Endothelzellen 

entgegen der Schwerkraft auf der Unterseite der Membran angeheftet waren 

(Abb. 4.41 A, C und D). Auf den Epithelzellen konnten vereinzelte Makrophagen 

(Mono Mac 6-Zellen) beobachtet werden (Abb. 4.41 A und B). 
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Nach Behandlung mit Hämatit-Partikeln waren diese deutlich auf der Oberseite der A549-

Zellen zu erkennen (Abb. 4.7 und Abb. 4.8). Dagegen war die Unterseite mit den ECV304-

Zellen frei von Hämatit-Partikeln (Abb. 4.41 D). 

 

Abb. 4.41: TEM-Bilder eines Triple-Zellkultursystems 

Das Triple-Zellkultursystem wurde, wie im Text beschrieben, zusammengesetzt, ein Teil der Wells mit 

100 µg/ml Hämatit-Partikeln behandelt und für die Elektronenmikroskopie fixiert. A) zeigt die Struktur des 

Systems mit A549-Zellen auf der Oberseite und ECV304-Zellen auf der Unterseite der Transwell®-Membran. 

Auf den A549-Zellen waren vereinzelte Mono Mac 6-Makrophagen wie auch in B) zu erkennen. In C) ist eben-

falls die Struktur des Kultursystems ohne Partikel und in D) nach Behandlung mit Hämatit-Partikeln zu erken-

nen. Die teilweise zu beobachtende „Riffelung“ der Schnitte (C) ist technisch durch die hohe Schnittfestigkeit 

der Polyestermembranen bedingt (A und C: 1100fache Vergrößerung, B:4400fache und D: 3000fache Vergröß-

erung). 
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Neben der Demonstration, dass ultrafeine Partikel nicht nur von Makrophagen, sondern auch 

von Epithel- und Endothelzellen in Einzelzellkultur aufgenommen werden können, war das 

Kokultursystem auch dazu bestimmt, einen möglichen (postulierten) Transport der Partikel 

zwischen den Zelltypen in der Kokultur nachzuweisen. Dazu müssten Hämatit-Partikel in den 

ECV304-Zellen im TEM sichtbar sein. Dieser Fall konnte nur sehr selten dokumentiert wer-

den. In Abb. 4.42 A ist ein Agglomerat von Hämatit-Partikeln auf der Oberseite der A549-

Zelle (oben) zu erkennen, aber auch einzelne Hämatit-Partikel in der ECV304-Zelle auf der 

Unterseite. In Abb. 4.42 B ist eine ECV304-Zelle abgebildet, bei der eindeutig vereinzelte 

Hämatit-Partikel im Inneren zu erkennen waren. 

2,5 µm 0,6 µm

 

Abb. 4.42: Hämatit-Partikel in ECV304-Zellen auf der Unterseite der Membran 

Im Triple-Zellkultursystem konnten nach 16 Stunden Stimulation mit 100 µg/ml Hämatit-Partikeln nur selten ein 

Übergang der Partikel in die ECV304-Zellen festgestellt werden. A) zeigt Partikel sowohl in der A549-Zelle auf 

der Oberseite als auch vereinzelte Partikel in der ECV304-Zelle auf der Unterseite der Transwell®-Membran. B) 

zeigt ebenfalls eine ECV304-Zelle auf der Unterseite der Membran mit vereinzelten Hämatit-Partikeln im In-

neren (A: 3000fache, B: 12000fache Vergrößerung). 

Ein Transport von Partikeln von der Ober- zur Unterseite kann nur durch die Poren stattfin-

den. Abb. 4.43 A zeigt eine A549-Zelle, die einen Zellfortsatz in eine Membranpore ausge-

streckt hat. In Abb. 4.43 B ist die Aufnahme einer Pore unmittelbar über einer ECV304-Zelle 

gezeigt. Der Pfeil weist auf Hämatit-Partikel in unmittelbarer Nähe der Pore hin. 
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1,7 µm 0,6 µm

 

Abb. 4.43: Zell-Zell-Kontakt durch die Poren der Transwell®-Membran 

TEM-Aufnahmen von A) einer A549-Zelle, die einen Zellfortsatz in eine Pore der Transwell®-Membran streckt 

und B) einer ECV304-Zelle unmittelbar unterhalb einer Pore. Direkt neben der Pore sind Hämatit-Partikel zu 

erkennen (A: 4400fache Vergrößerung, B: 12000fache Vergrößerung). 

4.3.7 Freisetzung von Interleukin-6 und Interleukin-8 im Triple-
Zellkultursystem 

Nach der Dokumentation des Triple-Zellkultursystem sollte die IL-6- und IL-8-Freisetzung 

bei der Interaktion von allen drei eingesetzten Zelllinien untersucht werden. Dazu wurden 

Triple-Zellkulturen angesetzt und mit 100 µg/ml Hämatit-, S-100- und S-60-Partikeln behan-

delt. Als Kontrolle dienten Kulturen ohne Partikelbehandlung. Nach einer Inkubationszeit von 

16 Stunden wurden die Überstände abgenommen und die Interleukinkonzentrationen mittels 

ELISA bestimmt. Das Triple-Zellkultursystem konnte nicht im gleichen Umfang wie Einzel-

zellkulturen oder Kokulturen aus Epithelzellen und Makrophagen hergestellt werden. Deshalb 

wurden im Vergleich zu den anderen Versuchen nur wenige Einzelexperimente durchgeführt. 

Aus diesem Grunde konnte nur die Wirkung von 3 verschiedenen Partikeln untersucht wer-

den. Zudem ermöglichten die wenigen Messungen keine statistische Analyse der Daten. 

Die freigesetzte IL-6-Konzentration war im Vergleich zu den Ergebnissen aus den Einzelzell- 

und Kokulturen hoch (siehe 4.1.8. und 4.2.4). Dabei führte die Behandlung mit S-60-Partikeln 

zu den höchsten IL-6- und IL-8-Konzentrationen. Zur besseren Vergleichbarkeit wurde die 

Konzentration in die Gesamtmenge von freigesetztem IL-6 und IL-8 umgerechnet, da im 

oberen, mit A549- und Mono Mac 6-Zellen besetzen, und unteren, mit ECV304-Zellen beset-

zem Kompartiment unterschiedliche Volumina an Zellkulturmedium eingesetzt wurden. Die 
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gemessene IL-6-Abgabe nach S-60-Partikelstimulation lag bei mehr als 4000 pg im oberen 

und fast 10000 pg im unteren Kompartiment. Nach Behandlung mit S-60-Partikeln wurden 

über 1500 pg IL-8 im oberen und 1610 pg IL-8 im unteren Kompartiment freigesetzt. Bemer-

kenswert war die generelle Unterscheidung zwischen der Freisetzung in das obere und das 

untere Kompartiment. Im oberen Kompartiment war nach Behandlung mit allen eingesetzten 

Partikeln deutlich weniger IL-6 nachzuweisen als im unteren Kompartiment. Im Gegensatz 

dazu war die IL-8 Abgabe im oberen Kompartiment in ungefähr der gleichen Größenordnung 

nachzuweisen wie im unteren Kompartiment (Abb. 4.44). 

Partikelsorte

IL
-6

-F
re

is
et

zu
ng

 [p
g]

IL
-8

-F
re

is
et

zu
ng

 [p
g]

unteres Kompartiment

oberes Kompartiment oberes Kompartiment

unteres Kompartiment
10000

8000

6000

4000

2000

0

2000

4000

1500

1000

500

0

500

1000

1500

Kontrolle KontrolleHämatit HämatitS-100 S-100S-60 S-60

 

Abb. 4.44: Freisetzung von IL-6 und IL-8 im Triple-Zellkulturmodell 

Das Triple-Zellkultursystem wurde mit 100 µg/ml Hämatit-, S-100- und S-60-Partikeln behandelt. Nach 

16 Stunden Inkubationszeit wurden Überstände aus dem oberen, besetzt mit A549- und Mono Mac 6-Zellen, und 

unteren, mit ECV304-Zellen besetzten, Kompartiment getrennt zur Bestimmung der Interleukinfreisetzung 

mittels ELISA abgenommen. Die Freisetzung von IL-6 war im unteren Kompartiment immer höher als im 

oberen, während die Freisetzung von IL-8 im oberen immer höher war als im unteren Kompartiment (Mittelwer-

te, n = 2). 
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5 DISKUSSION 

Feine und ultrafeine Partikel in unserer Atemluft entstammen vorwiegend aus Verbrennungs-

prozessen und damit überwiegend aus anthropogenen Quellen (Peters et al., 1998). Epidemio-

logische Studien belegen, dass die Inhalation dieser Partikel zu einem Anstieg der Sterblich-

keitsrate und der Erkrankungshäufigkeit aufgrund von Atemwegs- und Herz-Kreislauf-

Komplikationen führt. Bereits in den 30iger Jahren wurden alarmierende Berichte über akute 

Auswirkungen von Luftverschmutzung im belgischen Maastal veröffentlicht (Friket, 1936). 

Im Jahre 1952 kam es in London durch eine 5 Tage andauernde Inversionswetterlage mit 

Partikelkonzentrationen bis zu 1600 µg/m3 in der Atemluft. Die Luftverschmutzung verur-

sachte ungefähr 4000 zusätzliche Sterbefälle (Ministry of Health, 1954). Als Antwort auf 

diese Episode verabschiedete die Britische Regierung 1956 die ersten Vorschriften zur Rein-

haltung der Luft („Clean Air Act“). Die Analyse der Messdaten aus London von 1952 und 

einer weiteren Inversionswetterlage im Jahre 1972 zeigten, dass neben der Belastung mit 

Schwefeldioxid auch die Belastung mit Schwebstaub von entscheidender Bedeutung für die 

dramatische Erhöhung der Sterblichkeitsrate war (Ito et al., 1993; Ito & Thurston, 1989; 

Schwartz, 1994b; Thurston et al., 1989). Obwohl in den Industrieländern seit dieser Zeit 

immer wirksamere Maßnahmen zur Reinhaltung der Luft getroffen wurden, konnte in weitge-

henden epidemiologischen Studien die Beziehung zwischen der Konzentration lungengängi-

ger Partikel in der Atemluft und einer erhöhten Mortalität und Morbidität überzeugend aufge-

zeigt werden (Schwartz, 1994a). Solche Studien leisten einen wichtigen Beitrag zur Einschät-

zung von Gesundheitsrisiken für den Menschen, vermögen jedoch keine Aussage über die 

zugrunde liegenden Mechanismen beizutragen. Die pathophysiologischen Mechanismen, 

welche für die gesundheitlichen Beeinträchtigungen durch Partikel in der Atemluft verant-

wortlich sind, blieben bis heute weitgehend ungeklärt. Die Partikel könnten sowohl direkt 

durch Translokation oder indirekt über die Ausschüttung von Mediatoren wirken (Donaldson 

et al., 2002; Donaldson & MacNee, 2001; Oberdörster & Utell, 2002). Zur Aufklärung der 

Wirkungsmechanismen wurden bisher in erster Linie Studien an Tieren und Versuche an 

Einzelzellkulturen durchgeführt. 
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5.1 Kokultursystem – Adaption an die realen Bedingungen  

Um die Vorgänge in der Lunge nach Inhalation von Partikeln zu ergründen, muss ein 

geeignetes Testsystem gefunden werden. Zahlreiche Arbeiten im Bereich der 

Inhalationstoxikologie beruhen auf Tierversuchen. Dabei ist die Übertragbarkeit auf den 

Menschen jedoch schwierig. Insgesamt sind Tierversuche mit zahlreichen, nicht zuletzt auch 

ethischen Problemen behaftet. Der Organismus von Versuchstieren entspricht in seiner 

Komplexität durchaus dem des Menschen, was sich jedoch bei Untersuchungen von 

zellulären Wirkungsmechanismen als Nachteil erweisen kann. Die Messergebnisse 

unterliegen oft großen Schwankungen, die auf individuellen Unterschieden zwischen den 

Versuchstieren beruhen. Zudem ist die Tierhaltung mit hohen Kosten verbunden und der 

Zugriff auf zahlreiche zelluläre und molekulare Parameter schwierig. Hinzu kommt die 

Problematik, dass der Aufbau der Atemwege (Länge von Trachea und Bronchien) und der 

aufrechte Gang (Depositionswahrscheinlichkeit) den Menschen deutlich von den 

Versuchstieren unterscheidet. Im Gegensatz dazu bieten in vitro-Studien an Zelllinien zahlreiche Vorteile. Eine Standardi-

sierung des Testsystems ermöglicht eine hohe Reproduzierbarkeit der gewonnen Ergebnisse. 

Zudem ist der Zugriff auf ein breites Spektrum von Untersuchungsmethoden möglich. In der 

Vergangenheit wurden zahlreiche in vitro-Studien an Zellkulturen durchgeführt. Dabei be-

schränkten sich die meisten Studien auf die Verwendung von Einzellzellkulturen, beispiels-

weise von Makrophagen oder Epithelzellen. In der Realität bleibt der Effekt eines Schadstof-

fes aber nicht auf einen Zelltyp begrenzt. Die Freisetzung von Mediatoren, wie Zytokinen, 

zeigt, dass die Antwort des Organismus auf einer Kommunikation zwischen verschiedenen 

Zellen beruht, die dann in einer konzertierten Aktion, beispielsweise nach einer Exposition 

mit Partikeln, reagieren. Für inhalationstoxikologische Fragestellungen ist das Zusammen-

spiel der Zellen an der Luft/Blut-Schranke in den Alveolen von besonderem Interesse. Auf-

grund des Gasaustausches in der Lunge beträgt der Abstand zwischen der Gasphase und der 

Blutbahn nur 1 µm. In diesem Kontext ist die Aktivierung des Endothels durch die aufliegen-

den Epithelzellen von bisher wenig beachteter Bedeutung, bzw. in den bisher verwendeten 

in vitro-Systemen nicht nachweisbar gewesen.  

 

Die zentrale Aufgabenstellung der vorliegenden Arbeit war die Ausarbeitung eines möglichst 

realitätsnahen in vitro Lungenmodells. An das System wurden verschiedene wichtige Anfor-

derungen gestellt. Es sollte die Verhältnisse an der Luft/Blut-Schranke in den Alveolen nach-

bilden (Abb. 2.3). Dazu sollte eine Lage Epithelzellen und eine Lage Endothelzellen nur 
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durch eine dünne Membran getrennt gemeinsam kultiviert werden. Die verwendeten Memb-

ranen sollten den Übergang von Partikeln und Mediatoren sowie den Kontakt der Zellen 

durch die Membran hindurch ermöglichen. Allerdings sollte der Übergang von Zellen nicht 

möglich sein. Außerdem war es wünschenswert, eine durchsichtige Membran für die Beo-

bachtung im Lichtmikroskop einzusetzen, die sich zudem gut für die Herstellung von Ultra-

dünnschnitten für die Elektronenmikroskopie eignen sollte. Trotz dieser schwierigen Anfor-

derungen sollte die Handhabung des Zellkulturmodells so einfach wie möglich gehalten wer-

den, um eine standardisierte Anwendung im Laborbetrieb zu ermöglichen. 

Bisher wurden Kokultursysteme für in vitro Studien partikelinduzierter Effekte nur in gerin-

gem Maße genutzt. Erst in den letzten Jahren wurden dazu Ansätze veröffentlicht, bei denen 

zumeist primäre Zellen zum Einsatz kamen. So konnte der Einfluss von partikelstimulierten 

primären Alveolarmakrophagen auf die Mutationsrate von Alveorlarepithelzellen der Ratte 

gezeigt werden (Driscoll et al., 1997; Knaapen et al., 2002). Die Kokultur von Monozyten aus 

dem Blut mit BEAS-2B-Zellen führte nach der Exposition mit Ruß zu einer verstärkten Zyto-

kinfreisetzung (Drumm et al., 2000) Eine weitere Studie zeigte die verstärkte Freisetzung von 

TNF-α und MIP-2, dem analogen Zytokin der Ratte zum IL-8 des Menschen, aus einer Ko-

kultur aus Alveolarmakrophagen mit Epithelzellen aus der Ratte nach Stimulation mit ver-

schiedenen Partikeln (Tao & Kobzik, 2002) Die Interaktion von primären Alveolarmakropha-

gen und primären Bronchialepithelzellen (HBECs) in Kokulturen führte zu verstärkter Zyto-

kinfreisetzung nach Behandlung mit PM10 (Fujii et al., 2002). All diese Arbeiten beschränk-

ten sich auf die Interaktion von Makrophagen mit Lungenepithelzellen. Kokulturen aus mehr 

als diesen zwei Zelltypen wurden bislang nicht beschrieben. 

In anderen Forschungsbereichen wird ebenfalls an der Etablierung von Kokultursystemen 

geforscht. Für den Stofftransport über Gewebegrenzen hinweg wurde beispielsweise ein 

in vitro Modell der Blut/Hirn-Schranke aus zwei verschiedenen Zelltypen entwickelt (Fenart 

et al., 1999; Hurst & Fritz, 1996). Mit der Kokultur von retinalen Pigmentepithelzellen und 

choroidalen Endothelzellen konnte ein in vitro Modell zur Erforschung der Zell/Zell-

Kommunikation des Augenhintergrundes etabliert werden (Fan et al., 2002). Bei der Erfor-

schung von Melanomen werden häufig Kokulturen aus Fibroblasten oder Keratinozyten, 

beispielsweise mit Karzinoma-Zellen eingesetzt (Bartholomew et al., 2002; Fagot et al., 

2002; Hirobe et al., 2002; Lei et al., 2002; Okazaki et al., 2003; Phan et al., 2002). 

Als Grundlage für die Entwicklung des Triple-Kokultursystems wurde das bereits für eine 

Kokultur aus der humanen Bronchialepithelzelllinie BEAS-2B und der humanen Endothel-

zelllinie ECV304 erfolgreich angewendete Transwell®-Membransystem ausgewählt (Mögel, 
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1998; Mögel et al., 1998). Als geeignete Membranvariante fiel die Entscheidung auf Poly-

estermembranen mit einer Porenweite von 0,4 µm, welche die oben genannten Anforderungen 

erfüllten. Die Transwell®-Membran sollte im oberen Kompartiment mit Epithelzellen und 

Makrophagen besetzt werden. Eine besondere Herausforderung stellte die Anheftung von 

Endothelzellen auf der Unterseite der Membran dar (Abb. 4.34). 

Als Vorarbeit mussten Zelllinien für Epithelzellen, Endothelzellen und Makrophagen gefun-

den und auf ihre Eignung für das Kokultursystem geprüft werden. Dazu gehörte auch die 

Untersuchung der individuellen Empfindlichkeit der unterschiedlichen Zelllinien für die ein-

gesetzten Partikel. Da der Mensch im Zentrum der umweltmedizinischen Forschung steht, 

sollten bevorzugt humane Zelllinien zur Anwendung kommen. 

Als Endothelzellen lag die Verwendung der ECV304-Zelllinie nahe (Takahashi et al., 1990). 

Diese Zelllinie steht im Verdacht, unmittelbar nach ihrer Etablierung mit der Blasenkarzinom-

Zelllinie T24 kontaminiert worden zu sein, jedoch belegen neuere Arbeiten die endothelialen 

Merkmale und die Eignung dieser Zellen als Modell für Endothelzellen (Dirks et al., 1999; 

Suda et al., 2001).  

Die humane Bronchialepithelzellinie BEAS-2B wurde, wie bereits erwähnt schon in Kokultu-

ren mit ECV304-Zellen eingesetzt. Zudem war diese Zelllinie bereits etabliert, so dass eine 

Verwendung für das Kokulturmodell ebenfalls nahe lag. Für ein Modell der Luft/Blut-

Schranke wären jedoch Alveolarepithelzellen eine bessere Wahl als Bronchialepithelzellen. 

Zudem ergaben sich mit den BEAS-2B-Zellen weitere Probleme. Die Zellen heften sich nicht 

leicht an den Untergrund von Zellkulturgefäßen an, sondern benötigen dafür eine Beschich-

tung aus Kollagen, Fibronektin und BSA („bovine serum albumin“). Für das Ablösen wird 

ebenfalls eine spezielle Behandlung (PET-Lösung, SBIT-Lösung, siehe 3.2.2) benötigt. Die 

BEAS-2B-Zellen sind als einzige der verwendeten Zelllinien auf ein serumfreies Medium 

angewiesen, so dass die Kokultur mit den anderen Zelllinien einen zusätzlichen Problemfak-

tor beinhaltete. Bei den durchgeführten Kokulturen von BEAS-2B- mit ECV304-Zellen wur-

de den ECV304-Zellen das Serum entzogen, so dass die Kokultur nur über einen kurzen Zeit-

raum aufrecht erhalten werden kann (Mögel, 1998). Zudem agglomerieren Hämatit-Partikel 

sehr schnell in dem serumfreien Medium der BEAS-2B-Zellen. Diese Partikel waren für den 

Einsatz bei transmissionselektronenmikroskopischen Untersuchungen vorgesehen. 

Deshalb wurde die humane Alveorlarepithelzelllinie A549 für Kokultursysteme ausgewählt. 

Die A549-Zelllinie wurde im Rahmen dieser Dissertation im Labor neu etabliert. Im Gegen-

satz zum serumfreien Zellkulturmedium (KGM) für die BEAS-2B-Zellen ist im A549-

Medium ein Anteil von 10 % FCS enthalten. Die Zellkulturmedien aller anderen verwendeten 
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Zelllinien enthalten ebenfalls 10 % FCS. Dadurch erwies sich der Einsatz von A549-Zellen in 

Kokultursystemen wesentlich unproblematischer als der Einsatz von BEAS-2B-Zellen. Zu-

dem stellte die Verwendung von Alveolarepithelzellen statt Bronchialepithelzellen eine weite-

re Annährung an die Realität der Luft/Blut-Schranke dar. 

Es bestand die Befürchtung, dass A549-Zellen nach Erreichen einer konfluenten Zellschicht 

durch Apoptose absterben könnten. Diese Bedenken gründeten auf einer persönlichen Infor-

mation von Prof. Borlak, Institut für Toxikologie und experimentelle Medizin, Hannover. 

Deshalb wurde die Apoptose-Induktion während der Langzeitkultur von A549-Zellen unter-

sucht, jedoch ohne apoptotische Effekte nachweisen zu können. Tatsächlich erwiesen sich die 

A549-Zellen in Kultur auch über mehrere Tage als ein vitales Zellsystem, in dem nach 

120 Stunden Dauerkultur noch ungefähr 90 % aller Zellen lebten (Abb. 4.2). 

Die Auswahl einer geeigneten Makrophagenzelllinie war zusätzlich eine sehr wichtige Auf-

gabe. Bei der Erstellung des Kokulturmodells sollte bewusst auf die Verwendung von Primär-

zellen verzichtet werden, da der Zugriff auf Primärzellen zum einen nur beschränkt möglich 

ist und zum anderen die Reaktionen durch die unterschiedliche Krankengeschichte und gene-

tische Prädisposition der Patienten häufig zu schwer reproduzierbaren Versuchsergebnissen 

führt. Nach umfangreicher Recherche kamen allein die Zelllinien THP-1 und Mono Mac 6 in 

Betracht (Tsuchiya et al., 1980; Ziegler-Heitbrock et al., 1988). Die THP-1-Zellen können 

durch die Inkubation mit 8 nM TPA zu Makrophagen differenziert werden, während bei den 

Mono Mac 6-Zellen ein Anteil von ungefähr 22 % aller Zellen zu Makrophagen differenziert 

vorliegt (Tsuchiya et al., 1982; Ziegler-Heitbrock et al., 1994). Beide Zelllinien wurden auf 

ihre Eignung für Kokulturen überprüft. Dazu wurde die Präsentation des CD14-Rezeptors auf 

der Oberfläche der Zellen als Marker für Monozyten und Makrophagen mit primären Mono-

zyten verglichen. Die Untersuchung zeigte, dass etwa 19 % der Mono Mac 6-Zellen diesen 

Rezeptor auf ihrer Oberfläche exprimieren, während nach 48 Stunden Inkubation mit 8 nM 

TPA 23 % der THP-1-Zellen CD14 exprimieren (Abb. 4.3). Aus diesem Grund wurden die 

Versuche mit THP-1-Makrophagen stets mit 48 Stunden differenzierten Zellen durchgeführt. 

Weiterführende Untersuchungen der beiden Makrophagenzelllinien im Vergleich zu primären 

Monozyten zeigten grundsätzlich ähnliche Reaktionen nach Inkubation mit den Partikeln, 

jedoch waren die Antworten der primären humanen Monozyten durchweg ausgeprägter als 

die der beiden Zelllinien. Dies zeigt sich vor allem in der Interleukin-Produktion, die bei den 

primären Monozyten um den Faktor 1000 gegenüber den Zelllinien erhöht war. Auch zeigte 

sich eine geringere Phagozytoserate von E. coli und Latex-Partikeln durch die THP-1- und 

Mono Mac 6-Zellen im Vergleich zu primären Zellen (Ball, 2002). Jedoch sind beide Linien 
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grundsätzlich als Makrophagen für Kokulturen geeignet. Zudem beeinflusst der Zell/Zell-

Kontakt in der Kokultur die Differenzierung der Makrophagen zusätzlich. THP-1-Zellen 

nehmen in Kokultur mit den A549-Zellen charakteristische Merkmale von Alveolar-

makrophagen an. (Striz et al., 2001). 

Der Vorteil der THP-1-Zellen ist die definiertere Differenzierung mit Hilfe von 8 nM TPA im 

Zellmedium zu Makrophagen und die umfangreichere Dokumentation in der Literatur. Die 

Möglichkeit, die Mono Mac 6-Zellen ohne Differenzierung direkt in Kokultursystemen zu 

verwenden, war jedoch gerade in den angestrebten, komplizierten Mehrfachzellkulturen ein 

verfahrenstechnischer Vorteil. 

Von den THP-1-Zellen war bekannt, dass sie den FAS-Liganden konstitutiv auf der Oberflä-

che exprimieren und damit in der Lage sind, nach Kontakt Apoptose in anderen Zellen auszu-

lösen (Bremner et al., 1999). In Kolkulturen von A549- und THP-1-Zellen konnte jedoch über 

einen Zeitraum von 72 Stunden keinerlei Erhöhung der Apoptoserate festgestellt werden 

(Abb. 4.32). Der Versuch bestätigte wiederum die schon im Versuch mit der Langzeitkultur 

beobachtete Vitalität von A549-Zellkulturen. 

Aufgrund der deutlich unproblematischeren Eigenschaften wurden die Mono Mac 6-Zellen 

für den Einsatz im Triple-Zellkultursystem ausgewählt. Ohne besondere Behandlung zur 

Differenzierung kann mit einem Anteil von 20 % Makrophagen gerechnet werden und es sind 

bislang keine weiteren nachteiligen Eigenschaften wie die Induktion von Apoptose durch 

THP-1-Zellen beschrieben. 

Damit war die Auswahl der Zelllinien für das Triple-Zellkultursystem getroffen. Als Endo-

thelzelllinie wurden ECV304-, als Epithelzelllinie A549- und als Makrophagenzelllinie die 

Mono Mac 6-Zellen ausgewählt. Für den Einsatz in Kokultursystemen musste die Reaktion 

jeder Zelllinie auf die verschiedenen verwendeten Partikelsorten überprüft werden.  

Die Vorraussetzungen für einfache Kokultursysteme aus Epithelzellen und Makrophagen 

waren zu diesem Zeitpunkt schon gegeben (Abb. 4.29, Abb. 4.30 und Abb. 4.31). Die Ergeb-

nisse aus den Kokulturen von A549-Zellen und THP-1- oder Mono Mac 6-Zellen zeigten eine 

gesteigerte Sensitivität für die Behandlung mit Partikeln im Vergleich zu den Einzelzellkultu-

ren und werden im weiteren noch ausführlicher diskutiert (siehe 5.2). 

Für das Triple-Zellkultursystem mussten A549- und ECV304-Zellen für längere Zeit zusam-

men kultiviert werden. Um Einflüsse auf das Wachstum und die Vitalität der jeweiligen 

Fremdmedien auf die Zelllinien zu untersuchen, wurden Wachstumskurven von beiden Zellli-

nien im eigenen und im Fremdmedium aufgenommen. Dabei zeigten beide Zelllinien in dem 

M199-Medium der ECV304-Zellen das beste Wachstum. Insgesamt war die Auswirkung der 
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unterschiedlichen Zellkulturmedien auf die Wachstumsrate als gering einzustufen (Abb. 4.36 

und Abb. 4.37). Zusätzlich wurden die Zellen mit Trypanblau angefärbt, um einen Effekt des 

Fremdmediums auf die Vitalität der Zellen festzustellen. Jedoch konnte kein erhöhter Anteil 

an toten Zellen gefunden werden, wobei wiederum die höchste Vitalität beider Zelllinien im 

M199-Medium der ECV304-Zellen beobachtet wurde (Abb. 4.37). 

Um drei verschieden Zelltypen in einer gemeinsamen Kultur zu halten, mußten noch weitere, 

technische Probleme gelöst werden. Dazu gehörte die Anheftung der Zellen auf Ober- und 

Unterseite der Membran. Zellen wachsen nicht entgegen der Schwerkraft an einer Membran 

fest. Deshalb musste die Anheftung der Zellen nacheinander erfolgen. Um die Membran des 

Transwell®-Einsatzes auch umgedreht mit Flüssigkeiten überschichten zu können, wurde ein 

spezielles Ringsystem entwickelt. Das Ringsystem wird auf den Transwell®-Einsatz aufge-

steckt. Als Material wurde Teflon verwendet, so dass die Ringe optimal über die Einsätze 

gleiten können und zudem autoklavierbar sind. Die Dichtung zwischen Ring und Transwell®-

Einsatz erfolgte durch mehrere Lagen autoklaviertes Teflonband. Mehrere Versuchsreihen mit 

A549- und ECV304-Zellen zeigten, dass eine stabile Anheftung der Zellen auf der Membran 

einen relativ langen Zeitraum beansprucht. Nach 90 Minuten fielen die meisten Zellen nach 

dem Umwenden des Transwell®-Einsatzes ins untere Kompartiment herab. Ein Lösung für 

dieses Problem wurde durch die Beschichtung der Membran mit Proteinen der extrazellulären 

Matrix gefunden. Nach einer Beschichtung mit Kollagen und Fibronektin heften sich sowohl 

A549- als auch ECV304-Zellen nach 40 Minuten stabil an die Membran an (Tab. 4.1). 

Es lag nahe, zuerst die ECV304-Zellen auf der Unterseite der Membran anzuheften, danach 

den Transwell®-Einsatz in die Well-Platte einzusetzen und die A549-Zellen im oberen Kom-

partiment auszusäen. Leider führte diese Vorgehensweise zu Abstoßungsreaktionen zwischen 

den verschiedenen Zelltypen. Sobald die ECV304-Zellen die Membran besetzen, heften sich 

die A549-Zellen nicht mehr auf der Oberseite an, sondern kugeln sich ab und verbleiben im 

Medium in Suspension. Dieser Effekt beruht auf der in einem multizellulären Organismus 

lebenswichtigen Gewebespezifität von Zellen. Die Kontaktinhibition zweier Zelltypen in 

Kokulturen wurde schon in anderen Arbeiten belegt. So inhibierten transformierte A31-Zellen 

das Wachstum in Kokulturen mit anderen Zelltypen (Sakamoto et al., 1999). Dagegen verlie-

ren Krebszellen häufig die Kontaktinhibition und wachsen jenseits ihrer vorgegebenen Gewe-

begrenzen (Maciuleviciute et al., 1996). Dies ist letztendlich die Voraussetzung zur Bildung 

von Metastasen. Die Kokultur von Krebszellen zusammen mit Mesothelzellen wiederum 

hemmt das Wachstum der Krebszellen durch parakrine Interaktionen zwischen den Zelltypen 

(van der Wal et al., 1997). Es gibt deutliche Hinweise, das die Ausschüttung von Botenstoffen 
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aus Erythrozyten und Endothelzellen die Anheftung von Tumorzellen in Blutgefäßen verhin-

dert (van Rossen et al., 1999; van Rossen et al., 2001). Somit ist zu verstehen, warum die 

ECV304-Zellen als Endothel eine Anheftung der A549-Zellen unmöglich machen. Im Grunde 

ist diese Eigenschaft eine Bestätigung für die endothelialen Merkmale der ECV304-Zellen. 

Der Effekt der Kontaktinhibition konnte durch die Beschichtung der Membran abgemildert, 

aber nicht verhindert werden. Zur Lösung des Problems wurden die A549-Zellen zuerst und 

in deutlich größerer Anzahl auf der Membran angesiedelt, auch wenn sich der Ablauf dadurch 

komplizierte. Die ECV304-Zellen heften sich trotz der A549-Zellen auf der anderen Seite der 

beschichteten Membran an. Abschließend wurden Mono Mac 6-Zellen in das obere Kompar-

timent gegeben. Dabei war von Vorteil, dass die Mono Mac 6-Zellen auch ohne Differenzie-

rung in der Kokultur eingesetzt werden können, was die zeitliche Koordination der Zelllinien 

und des Versuchsablaufs im Vergleich zur Verwendung der THP-1-Zellen wesentlich erleich-

terte. 

Eine weitere Schwierigkeit bestand darin, eine Möglichkeit der Dokumentation zu finden, ob 

die Anheftung der Zellen tatsächlich gelungen war, da eine einfache lichtmikroskopische 

Kontrolle mit differentiellem Interferenzkontrast aufgrund der lichtstreuenden und licht-

depolarisierenden Polyestermembran nicht möglich war. Zur Lösung dieses Problems wurden 

die A549- und ECV304-Zellen mit fluoreszierenden Proteinen durch transiente Transfektion 

mit entsprechenden Expressionvektoren markiert. Die Durchführung gestaltete sich schwierig, 

da das Protokoll der transienten Transfektion in das Protokoll zur Erstellung des Triple-

Zellkulturmodells integriert werden musste. Mit dem Gelingen dieses Experimentes konnte 

dann allerdings erfolgreich nachgewiesen werden, dass die Membran tatsächlich von oben mit 

A549- und von unten mit ECV304-Zellen besiedelt war (Abb. 4.39). 

Die Messung des transepithelialen elektrischen Widerstandes (TEER) zwischen den Kompar-

timenten diente als Maß für die Geschlossenheit einer Zellschicht und kann ohne Nebenwir-

kung direkt in den eingesetzten Kulturgefäßen durchgeführt werden (Kraut et al., 1992; Mis-

hler et al., 1990). Je dichter die Zellschicht gewachsen ist, desto höher ist die elektrische 

Isolierung zwischen den Kompartimenten, was sich in einem steigenden TEER-Wert messen 

lässt. Die Messung in den Triple-Zellkulturen zeigte einen Anstieg des TEER Wertes im 

Vergleich zur Kontrolle ohne Zellen und lässt darauf schließen, dass die Zellschichten zwi-

schen 24 und 26 Stunden zur konfluenten Zellschicht ausgewachsen waren (Abb. 4.40). 

Ein überzeugender Nachweis für den Aufbau des Triple-Zellkultursystems konnte durch die 

transmissionselektronenmikroskopischen Aufnahmen erbracht werden. Die Schichtung der 
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Epithelzellen auf der Oberseite der Transwell®-Membran und der Endothelzellen auf der 

Unterseite ist eindeutig belegt und entspricht genau der gestellten Zielsetzung (Abb. 4.41). 

Das im Rahmen der vorliegenden Arbeit neu entwickelte Triple-Zellkultursystem als Modell 

der Luft/Blut-Schranke im Alveolus stellt eine Weiterentwicklung der bisher verfügbaren 

Kokultursysteme dar. Speziell für inhalationstoxikologische Fragestellungen bietet dieses 

System die Möglichkeit, die Rolle der Endothelzellen an den systemischen Gesundheitsbeein-

trächtigungen nach Inhalation von Partikeln mit einzubeziehen. Auch andere Anwendungen 

sind vorstellbar, wie beispielsweise der Transport von Pharmaka in partikulärer Form über die 

Luft/Blut-Schranke hinweg (Ehrhardt et al., 2002). 

5.2 Ultrafeine Partikel – Je kleiner der Partikel desto größer die Wirkung 

Bei der Auswahl der Partikel, die in den Experimenten verwendet werden sollten, fiel die 

Entscheidung auf Modellpartikel, da so die Charakterisierung des Zellmodells als auch ver-

schiedener Meßparameter, wie der Partikelgröße, möglich sein sollte. Reale Flugstäube ent-

halten ein Gemisch von Partikel unterschiedlichster Größe und chemischer Zusammensetzung 

(Diabate et al., 2002). Eine Auftrennung der Partikeleffekte nach verschiedenen Parametern 

wird dadurch erheblich erschwert, die Validität des Modells schlechter abschätzbar. Das 

besondere Augenmerk lag dabei auf der Fraktion der ultrafeinen Partikel mit einer Größe 

unter 100 nm. Deren gesundheitlichen Auswirkungen sind bisher kaum untersucht. In Erfurt 

wurde im Winter 1991/92 die Größenverteilung der Partikel über ein halbes Jahr hinweg 

parallel zu einer Kohortenstudie bestimmt. Bei erwachsenen Asthmatikern wurde dabei eine 

Beeinträchtigung der Lungenfunktion in Assoziation mit der Anzahl ultrafeiner Partikel als in 

Assoziation mit der Masse der feinen Partikel ermittelt. Die Häufigkeit von Atemwegs-

symptomen war weiterhin deutlich stärker mit der Anzahl der ultrafeinen Partikel als mit 

PM10 assoziiert (Penttinen et al., 2001; Peters et al., 1997). Dagegen konnten in einer finni-

schen Studie bei Kindern mit Asthma keine stärkeren Effekte von ultrafeinen Partikeln im 

Vergleich mit PM10 nachgewiesen werden (Pekkanen et al., 1997). Die Auswertung der von 

1992 bis 2000 in Erfurt gesammelten Daten lässt durchaus den Schluss zu, dass ultrafeine 

Partikel einen besonderen Anteil an den gesundheitlichen Beeinträchtigungen durch die Inha-

lation von Schwebstaub haben. Die Maßnahmen zur Luftreinhaltung führten zu einer deutli-

chen Abnahme der Massenkonzentration von Schwebstaub, gleichzeitig jedoch nahm die 

Anzahl ultrafeiner Partikel in der Atemluft zu. Die Reduktion der Massenkonzentration führte 

jedoch nicht zu einem Rückgang der Atemwegserkrankungen, während sogar eine Zunahme 
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der Häufigkeit von Allergien bei Schulkindern festzustellen war (Ebelt et al., 2001; Heinrich 

et al., 2002; Ibald-Mulli et al., 2002; Wichmann et al., 2000). 

Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass neben den chemischen Eigenschaften der Partikel 

die Anzahl bzw. die Oberfläche der Partikel für die beobachteten pathophysiologischen Pro-

zesse verantwortlich sein könnten (Oberdörster et al., 1992; Oberdörster et al., 1994; Seaton 

et al., 1995). In einfacheren Worten ausgedrückt: Je kleiner die Partikel, desto größer die 

gesundheitlichen Auswirkungen. Diese Hypothese wurde durch Tierversuche untermauert 

(Oberdörster et al., 1992). Dabei erregte eine Studie Aufsehen, bei der Ratten ultrafeinen 

Teflonpartikeln ausgesetzt waren. Die Exposition endete für alle Tiere nach vier Stunden mit 

einem akuten hämorrhagischen Lungenödem mit massivem Einstrom von Leukozyten und 

anschließendem Lungen und Herzversagen. Es wurde vermutet, dass diese Effekte auf toxi-

sche Komponenten zurückgeführt werden konnten, die auf der Partikeloberfläche assoziiert 

waren (Oberdörster et al., 1995). 

In der vorliegenden Arbeit sollte, neben der Entwicklung eines realitätsnahen in vitro Modells 

der Luft/Blut-Schranke, die oben genannte Hypothese überprüft werden. Die eingesetzten 

ultrafeinen Modellpartikel wurden am Institut für technische Chemie (ITC), Forschungszent-

rum Karlsruhe, hergestellt. Hämatit-Partikel (α-Fe2O3) und amorphe Silikat-Partikel (SiO2, 

Silicasol) gelten gemeinhin als ungiftig. Die Hämatit-Partikel haben den Vorteil, durch ihre 

rote Färbung nach Agglomeration in den Zellen sichtbar zu werden und sind auch im Trans-

missionselelektronenmikroskop sehr deutlich zu erkennen. Mit einem durchschnittlichen 

aerodynamischen Durchmesser von 70 nm wurden Hämatit-Partikel als ultrafeine Partikel 

klassifiziert. Die Silicasol-Partikel standen in unterschiedlicher Größe mit den Durchmessern 

100, 60 und 40 nm zur Verfügung, waren aber chemisch völlig identisch. Unterschiede in der 

Wirkung der eingesetzten Silicasol-Partikel auf Zellen können nur durch die Größe, demnach 

von der zur Verfügung stehenden Oberfläche erklärt werden. Zudem wurden kristalline 

Quarz-Partikel (DQ12) eingesetzt, die aufgrund ihrer mit radikalischen Gruppen besetzen 

Oberfläche, für ihre starke toxische Wirkung bekannt sind (Borm & Tran, 2002; Clouter et 

al., 2001; Donaldson & Borm, 1998; Driscoll et al., 1996; Polzer et al., 1994; Schimmelpfeng 

& Seidel, 1991; Wilczek et al., 1989). 

Die allgemeine zytotoxische Wirkung auf die eingesetzten Zellen wurde durch mehrere 

Methoden analysiert. Dazu wurden LDH-Assay und MTT-Assay sowie fluoreszenzbasierende 

Methoden, wie das Sytox®Green Assay angewendet. Dabei zeigte sich eine weitgehende 

Übereinstimmung der Ergebnisse aus den Versuchen mit den verschiedenen Methoden. Die 

verschiedenen Zelllinien zeigten eine sehr unterschiedliche und charakteristische 
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Empfindlichkeit für die eingesetzten Partikel. Die zytotoxische Wirkung der ultrafeinen 

Partikel lies eine strikte Dosis-Wirkungs-Beziehung erkennen. Partikel-induzierte Apoptose 

konnte bei den A549-Zellen mit Hilfe durchflusszytometrischer Analyse nach einer 

Annexin-V-FITC/Propidiumiodid-Färbung ausgeschlossen werden und spielt bei der Wirkung 

von Partikeln auf Epithelzellen höchstwahrscheinlich keine Rolle (Abb. 4.23). Die 

zytotoxische Wirkung beruht also auf einer nekrotischen Wirkung der Partikel auf die Zellen. 

Bei allen Zellen, außer den Mono Mac 6-Zellen, zeigt Quarz immer eine starke zytotoxische 

Wirkung. Somit scheint die chemische Beschaffenheit der Partikel auch grundsätzlich den 

toxischen Effekt eines Partikels auf die Zellen zu determinieren. Bei den ultrafeinen, aber 

chemisch ungiftigen Partikeln zeigten die kleinen S-60- und S-40-Partikel immer einen 

stärkeren Effekt als die größeren S-100-Partikel. 

Der Unterschied kann nur auf das Verhältnis von Oberfläche zu Volumen zurückgeführt 

werden. Nimmt man das Volumen eines S-100-Partikels, so passen rein rechnerisch 15,625 

S-40-Partikel hinein. Die Oberfläche dieser S-40-Partikel hat dabei die 2,5fache Größe der 

Oberfläche des S-100 Partikels  

Der Anteil toter Zellen war nach einer Behandlung mit den S-40-Partikeln nur bei den 

ECV304-Zellen deutlich höher einzustufen als nach der Behandlung mit S-60-Partikeln. 

Möglicherweise bilden die S-40-Partikel eine stabilere Suspension und setzen sich langsamer 

ab, so dass die tatsächliche Dosis, welche die Zellen innerhalb der Inkubationszeit erreicht 

geringer ausfällt als bei Verwendung von S-60-Partikeln. Zudem neigen besonders kleine 

Partikel ab einem bestimmten Durchmesser dazu, Agglomerate zu bilden (Beck-Speier et al., 

2001; Oberdörster et al., 1994). Bei allen untersuchten adhärenten Zelllinien, also BEAS-2B-, 

A549- und ECV304-Zellen ist die Abstufung der zytotoxischen Wirkung der untoxischen 

Partikeln mit dem Partikeldurchmesser korreliert. Die S-60-Partikel (60 nm) wirken 

zytotoxischer als Hämatit-Partikel (70 nm), dieser wiederum zeigten einen stärkeren 

toxischen Effekt als S-100-Partikel. Damit wird die aufgestellte Hypothese, je kleiner der 

Partikel, desto höher seine Wirkung, in diesen Systemen bestätigt. Es muss aber beachtet 

werden, dass immer die gleiche Partikelmasse eingesetzt wurde, also bei kleineren Partikeln 

deren Zahl und Oberfläche erheblich größer waren. 

Die Zelllinien reagierten sehr unterschiedlich auf die Behandlung mit den verschiedenen 

Partikeln. Die A549-Alevolarepithelzellen zeigten nur eine geringe Empfindlichkeit für die 

ultrafeinen Partikel. Dagegen reagierten BEAS-2B-Bronchialepithelzellen und ECV304-

Endothelzellen sehr empfindlich auf die Behandlung mit Partikeln. Die Sensitivität der 

Makrophagenzelllinien ist dagegen schlecht vergleichbar. THP-1-Zellen reagieren sehr 
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schnell und hochempfindlich auf Quarz- und Hämatit-Partikel, Mono Mac 6-Zellen lassen 

sich anhand der vorliegenden Versuchsergebnisse nicht einordnen. Über die Gründe für diese 

unterschiedlichen Reaktionen der Zelllinien auf die verwendeten Partikel lässt sich nur speku-

lieren. Möglicherweise gibt es einen Zusammenhang mit der Aufnahmefähigkeit der unter-

schiedlichen Zelltypen für Partikel unterschiedlicher Größe. Bei Makrophagen und in diesem 

Zusammenhang bei den THP-1-Zellen, ist die Fähigkeit zur Phagozytose beschrieben 

(Tsuchiya et al., 1980; Tsuchiya et al., 1982). Die Phagozytose von Hämatit-Partikeln konnte 

zudem unter dem Lichtmikroskop dokumentiert werden (Abb. 4.4). Die Quarz-Partikel sind 

deutlich größer als die Hämatit- und Silicasol-Partikel und werden wahrscheinlich ebenfalls 

schnell von den THP-1-Zellen phagozytiert. Über die Phagozytose der Silicasol-Partikel 

liegen jedoch keine Daten vor. Ein Vergleich der Phagozytose von Latex-Partikeln, E. coli-

Bakterien und ultrafeinen Titandioxid-Partikeln zeigte eine deutlich geringere Phagozytoseak-

tivität von Mono Mac 6-Zellen im Vergleich zu THP-1-Zellen (Ball, 2002). Die Empfindlich-

keit der Zellen gegenüber verschiedenen Partikeln scheint also mit deren Phagozytose durch 

die Zellen korreliert zu sein. Bei den Epithel- und Endothelzellen ist die Fähigkeit zur Auf-

nahme von Partikeln weitgehend ungeklärt. A549-Epithelzellen sind in der Lage, Hämatit- 

und andere Partikel an die Oberfläche zu binden und zu internalisieren (Stringer et al., 1996). 

Dies konnte im Rahmen dieser Arbeit bestätigt werden und wird im weiteren ausführlicher 

erörtet (siehe 5.3). Dabei bleibt der Aufnahmemechanismus jedoch noch ungeklärt. Über die 

BEAS-2B-Zellen, andere Bronchialepithelzellen sowie die ECV304- oder andere Endothel-

zellen liegen bislang keine Arbeiten vor. 

Bei der Analyse der Produktion und Freisetzung von Interleukinen sowie der Zell/Zell-

Interaktion in Kokulturen darf die zytotoxische Wirkung durch die Partikel-Behandlung nicht 

zu falschen Interpretationen der Messergebnisse führen. Für die Interaktionsexperimente 

sollte der subtoxische Konzentrationsbereich für die verschiedenen eingesetzen Partikel und 

die eingesetzen Zellen ermittelt werden. Nach Auswertung aller Ergebnisse aus den Zytotoxi-

zitätstests wurde eine Konzentration von 50 µg/ml bis maximal 100 µg/ml Partikelsuspension 

von den Hämatit- und Silicasol-Partikeln als eine Konzentration angesehen, die innerhalb von 

24 Stunden einerseits partikelinduzierte Wirkungen erkennen lässt, andererseits die Zellen 

nicht in der Vitalität beeinträchtigt. Bei allen gemessenen Partikeln in allen Konzentrationen 

folgte eine Zunahme von toten Zellen über der Zeit. Bei den Kurven für die Silicasol-Partikel 

(mit Ausnahme der S-60-Partikel in einer Konzentration von 200 µg/ml) ist dieser Anstieg 

erst nach 32 Sunden zu erkennen. Die Zellen wurden mit unlöslichen Partikeln behandelt. Im 

Organismus werden eingeatmete unlösliche Partikel über die Selbstreinigungsmechanismen 
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der Lunge abtransportiert (Oberdörster et al., 1980; Oberdörster et al., 1997; Svartengren et 

al., 2001). In der Zellkultur können diese Partikel nicht abtransportiert oder abgebaut werden, 

sondern verbleiben an ihrem Wirkungsort. Im Organismus würde ein Verbleiben in den Alve-

olen zu chronischen Symptomen führen (Brauer et al., 2001; Hesterberg et al., 1996; Roemer 

et al., 1993). 

 

Zytokine sind Protein-Mediatoren, die hauptsächlich von Zellen des Immunsystems gebildet 

werden. Die Rolle von Epithelzellen als Syntheseorte für Zytokine wurde lange unterschätzt, 

weil angenommen wurde, dass sie nur als passive Barriere zu betrachten sind. Heute ist be-

kannt, dass Epithelzellen auf Schädigungen, beispielsweise aus der Umwelt, auch mit der 

Freisetzung von Zytokinen reagieren (Stadnyk, 1994). Zytokine modulieren das Verhalten 

von Zellen in autokriner und/oder parakriner Weise und signalisieren ihnen, sich auf 

bestimmte physiologische Veränderungen einzustellen. Sie binden mit hoher Affinität an ihre 

Rezeptoren und sind daher nur in geringen Konzentrationen nötig. 

Zur Untersuchung der Entzündungsreaktionen wurde die Messung der Zytokine IL-6 und 

IL-8 ausgewählt. Als Positivkontrolle wurden die Zellen mit TNF-α behandelt. 

IL-6 und TNF-α gehören zu einer Gruppe von Zytokinen, die als proinflammatorisch oder als 

endogene Pyrogene (fieber-induzierende Substanzen) bezeichnet werden. Sie werden nach 

Aktivierung von immunkompetenten Zellen durch bestimmte Alarmsignale induziert und in 

die Blutbahn freigesetzt. Diese Alarmsignale können entweder körperfremde (exogene Pyro-

gene, wie beispielsweise bakterielle Endo- und Exotoxine, Viren, Medikamente) oder körper-

eigene Substanzen wie beispielsweise DNA, RNA oder Hitzeschockproteine aus geschädigten 

Zellen sein (Matzinger, 2002). IL-6 stimuliert das Knochenmark zur Produktion und Freiset-

zung von Leukozyten und Blutplättchen in den Blutkreislauf. Zudem wird die Leber durch 

IL-6 zur Produktion von Akut-Phase-Proteinen angeregt (Suwa et al., 2001; Suwa et al., 

2002; van Eeden et al., 2001). Diese Proteine erscheinen innerhalb weniger Stunden nach 

einer Partikelexposition im Blutkreislauf. Möglicherweise sind sie für multiple Effekte auf 

das kardiovaskuläre System verantwortlich, wie zum Beispiel die erhöhte Koagulationsfähig-

keit des Blutes (MacNee & Donaldson, 2000; Nemmar et al., 2002b). Bei den Akut-Phase-

Proteinen handelt es sich um löslichen Faktoren, wie Serum-Amyloid A, Fibrinogen, Kom-

plementfaktoren oder „C-reactive protein“. Die Wirkung dieser Proteine beinhaltet eine Stei-

gerung der Phagozytosefähigkeit von Makrophagen, die Aktivierung des Komplementsys-

tems, die Kontrolle des Gerinnungssystems und die Unterstützung von Wundheilungsprozes-
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sen. Die Akut-Phase-Antwort ist charakterisiert durch Erhöhung der Leukozytenzahl, Fieber 

und erhöhte Gefäßdurchlässigkeit (Wehmeier & Kliche, 1992). 

IL-8 gehört zu den Chemokinen. Das sind Mediatoren, die für die Aktivierung und Wande-

rung von weißen Blutzellen (Leukozyten) ins Gewebe notwendig sind. Sie induzieren die 

Leukozyten zur Bindung an Endothelzellen und zur Wanderung in die Richtung der höchsten 

Konzentration des Chemokins. Chemokine sind kleine Proteine, die aus ca. 60 - 70 Amino-

säuren bestehen (Molekulargewicht 8-12 kDa). IL-8 ist ein Chemokin, das neutrophile Granu-

lozyten anlockt und zu den betroffenen Geweben leitet. Granulozyten zählen, wie die Mono-

zyten, zu den Fresszellen und leiten sich aus den gleichen Stammzellen im Knochenmark ab. 

Ihre Aufgabe ist die Phagozytose von Kranheitserregern und Fremdkörpern. Die Exposition 

von Lungenepithelzellen mit Partikeln regt die IL-8-Ausschüttung an und aktiviert 

Makrophagen, die durch die Freisetzung von TNF-α die IL-8-Abgabe der Epithelzellen noch 

verstärken (Keman et al., 1997). 

Das als Positivkontrolle verwendete TNF-α, ursprünglich entdeckt als anti-Tumor-Faktor, 

wird vor allem von Monozyten und Makrophagen gebildet, die z.B. durch LPS, Protozoen, 

Lymphokine oder Phagozytose von Mikroorganismen aktiviert wurden. TNF-α mRNA wird 

auch in nicht-aktivierten Makrophagen gebildet, aber nicht zur Proteinsynthese benutzt. 

TNF-α wirkt autokrin auf Monozyten und Makrophagen und parakrin auf Granulozyten und 

zytotoxische Lymphozyten (T-Zellen) und steigert deren Phagozytosefähigkeit und Zytotoxi-

zität. TNF-α wirkt aber auch direkt auf Tumoren (Schädigung der Blutgefäße durch mangeln-

de Blut- und Sauerstoffversorgung, massive Blutungen) und zytotoxisch auf Tumorzellen, 

wahrscheinlich durch Bildung von Enzymen und freien Radikalen, die zum Zelltod führen. 

Bei chronischen Entzündungen und Tumorerkrankungen kann TNF-α zu Kachexie (allgemei-

ne Auszehrung, Verlust der Fettreserven, Schwund der Muskelmasse) führen. Der Grund ist, 

dass TNF-α die Lipoprotein-Lipase hemmt, die für die normale Fettspeicherung verantwort-

lich ist. Das führt zum Verbrauch der Proteinreserven und führt über die Induktion von IL-1 

zu einer Proteolyse des Muskels (Wehmeier & Kliche, 1992). 

 

Diese Zytokine spielen auch in den verwendeten Zellkulturen eine große Rolle und es konnte 

gezeigt werden, dass ultrafeine Partikel ihre Produktion und Freisetzung induzieren. Bei allen 

Zelltypen konnte eine Dosis-Wirkungs-Beziehung bei der IL-6 und IL-8-Ausschüttung beo-

bachtet werden. 
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Bemerkenswert ist die hohe Sekretion von IL-8 nach Stimulation der A549-Zellen. Die ge-

messenen Konzentrationen übertreffen die Freisetzung aus den BEAS-2B-Zellen fast um das 

10fache. Dabei ist die IL-8-Abgabe bei den größeren Quarz- und S-100-Partikeln höher als 

bei den kleineren Partikeln. Möglicherweise werden die kleineren Hämatit-, S-60- und S-40-

Partikel in die A549-Zellen aufgenommen, während die größeren Partikel die Aktivierung 

und Rekrutierung von Makrophagen über die Freisetzung von Chemokinen auslöst. Dagegen 

bleibt die IL-6-Ausschüttung eher gering, außer bei der Aktivierung durch TNF-α 

(Abb. 4.25). Die BEAS-2B-Zellen dagegen reagierten mit einer höheren Freisetzung von 

IL-6, insbesondere als Reaktion auf die Behandlung mit den kleinen S-60- und S-40-

Partikeln, während die IL-8-Freisetzung nur sehr gering ausfiel (Abb. 4.24). In vivo beruht die 

Selbstreinigung in den Bronchien und Bronchiolen in erster Linie auf einem beständigen 

Strom von Mucus in Richtung der Speiseröhre. Dabei spielen die Cilien der Bronchialepithel-

zellen eine wichtige Rolle. Größere Partikel werden so sehr schnell abtransportiert während 

die kleiner Partikel dort möglicherweise für längere Zeit zwischen den Cilien verbleiben und 

zu chronischen Entzündungsreaktionen führen könnten (Peters et al., 1998). Dieses Verhalten 

blieb in vitro ähnlich, die Zellen schütteten nur wenig IL-8 aus, um Makrophagen zu aktivie-

ren, zeigten jedoch eine Entzündungsreaktion auf die Behandlung mit den ultrafeinen Parti-

keln. 

Die Makrophagenzelllinien THP-1 und Mono Mac 6 zeigen fast eine identische IL-8 Freiset-

zung. Die IL-6-Ausschüttung befindet sich nach der Stimulation mit Partikeln ebenfalls auf 

einem vergleichbaren Niveau, jedoch setzen die Mono Mac 6-Zellen nach der Stimulation mit 

TNF-α sehr viel IL-6 frei (Abb. 4.27 und Abb. 4.26). Makrophagen nehmen Partikel durch 

Endozytose auf und geben dabei TNF-α in die Umgebung ab (Gu & Seidel, 1996; Muller et 

al., 1989; Schimmelpfeng & Seidel, 1991). Die Ausschüttung von TNF-α führt zu einer Art 

autokrinen Aktivierung der Makrophagen. In den Versuchen reagieren die Zellen jedoch nur 

in geringem Ausmaß auf die Behandlung mit den Partikeln (Abb. 4.27 und Abb. 4.28). 

In der Realität könnten Endothelzellen nur mit Partikeln in Berührung kommen, wenn diese 

an den Epithelzellen vorbei oder hindurch transportiert wird (Translokation). In diesem Fall 

sind auch die ECV304-Zellen in der Lage, IL-6 und IL-8 freizusetzen .  

Bei allen Zelllinien konnte eine starke Reaktion auf die Behandlung mit Quarz-Partikeln 

beobachtet werden. Dies ist bemerkenswert, denn die durchgeführten Zytotoxizitätsstudien 

zeigten, dass die Quarz-Partikel in hohen Konzentrationen zu einem großen Vitalitätsverlust 

führten (Schimmelpfeng & Seidel, 1991). 
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Die Interaktionen zwischen den Alveolarmakrophagen und den Alveolarepithelzellen könnte 

zur Verstärkung der Entzündungsreaktion nach Exposition mit Partikeln führen. In Kokultu-

ren von Alveolarmakrophagen und Epithelzellen aus der Ratte wurde eine Erhöhung der 

Ausschüttung von TNF-α und MIP-2 festgestellt, während Kokulturen von Epithelzellen mit 

Fibroblasten keine Steigerung der Zytokin-Produktion hervorriefen (Tao & Kobzik, 2002). 

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Kokulturen aus humanen Zellen reagierten gene-

rell mit einer erhöhten Empfindlichkeit auf die Behandlung mit Partikeln in Bezug auf IL-6- 

und IL-8-Freisetzung im Vergleich zu den untersuchten Einzelzellkulturen. Dies lässt auf eine 

wichtige Rolle der Zell/Zell Interaktionen bei Entzündungsreaktionen schliessen. Dabei han-

delt es sich nicht um einen additiven Effekt. Zum Beispiel setzen die A549-Zellen nach einer 

Behandlung mit 200 µg/ml S-60-Partikel 40 pg/ml IL-6 und 350 pg/ml IL-8, THP-1-Zellen 

bei gleicher Behandlung 22 pg/ml IL-6 und 168 pg/ml IL-8 frei. Ein rein additiver Effekt 

beider Zelllinien würde in der Kokultur Messwerte von ungefähr 60 pg/ml IL-6 und 

520 pg/ml IL-8 erwarten lassen. Tatsächlich wurden in der Kokultur aber 1440 pg/ml IL-6 

und 4945 pg/ml IL-8 nachgewiesen. Dabei wurde noch nicht einmal mit einberechnet, dass 

die Makrophagen in der Kokultur in einer im Verhältnis 1:10 geringeren Zelldichte eingesetzt 

wurden, die in Kontrollversuchen alleine zu keinen messbaren Interleukin-Ausschüttungen 

führten. Das bedeutet eine deutliche Erhöhung der Sensitivität der Kokulturen gegenüber den 

Einzelzellkulturen weit über den additiven Effekt hinaus, so dass viel mehr ein starkes syner-

gistisches Zusammenspiel der beiden Zelltypen zu postulieren ist. Dieses Verhalten der Ko-

kulturen im Vergleich zu den Einzelzellkulturen war sowohl unter Verwendung von THP-1- 

wie Mono Mac 6-Zellen zu beobachten (Abb. 4.33). Der synergistische Effekt ist vermutlich 

darauf zurückzuführen, dass die Makrophagen durch die Partikelstimulierung TNF-α freiset-

zen und über diesen Weg die Epithelzellen zur erhöhten Freisetzung von Interleukinen anre-

gen, wie durch die Positivkontrolle in den Versuchen belegt wird (Driscoll et al., 1995; Drost 

& MacNee, 2002; Jimenez et al., 2002; Jorna et al., 1994). 

In den Triple-Zellkulturen konnten bei weitem nicht so viele Werte zur Interleukin-

Freisetzung wie bei den Einzelzellkulturen und Kokulturen gemessen werden. Während die 

Einzel- und Kokulturversuche in 96-Well-Platten durchgeführt wurden, kamen bei der Triple-

Zellkultur in erster Linie 6- und 12-Well-Platten zum Einsatz, wobei der Aufwand bei der 

Triple-Zellkultur deutlich höher war, als für die anderen Kulturen. Zudem lag der Schwer-

punkt auf der Entwicklung und Dokumentation des Triple-Zellkultursystems. Deshalb wurden 

in erster Linie Hämatit-Partikel vor allem auch wegen der besseren Eignung für die Transmis-

sionselektronenmikroskopie eingesetzt. Somit ist noch nicht für alle Parameter eine statisti-
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sche Absicherung vorhanden. Trotz dieser Einschränkungen zeigen die bisher ermittelten 

Daten, dass auch in der Triple-Zellkultur ein synergistischer Effekt vorliegt. Im oberen und 

unteren Kompartiment werden unterschiedliche Volumina an Zellkulturmedium eingesetzt. 

Zum Vergleich zwischen der Freisetzung ins obere und untere Kompartiment wurden die 

gemessenen Konzentrationen als Gesamtmenge an Interleukin im Medium umgerechnet. 

Dabei zeigte sich, dass die ECV304-Zellen eine deutlich höhere Menge an IL-6 freisetzten als 

die A549-Zellen. Dagegen ist die Abgabe von IL-8 im oberen und unteren Kompartiment 

ungefähr gleich (Abb. 4.44). Die ECV304-Zellen schütteten auch in der Einzelzellkultur mehr 

IL-6 aus als die A549-Zellen. Wie oben ausgeführt, hat IL-6 eher eine systemische Wirkung 

über den Blutkreislauf, während IL-8 chemotaktische Wirkung auf die Granulozyten ausübt. 

Möglicherweise sind die Endothelzellen an der systemischen Wirkung von Partikeln in einem 

größeren Umfang beteiligt, als dies bisher angenommen werden konnte. Mit Hilfe des in der 

vorliegenden Arbeit entwickelten Triple-Zellkultursystems könnten neue Erkenntnisse über 

die Rolle der Endothelzellen und der indirekten, mediatorvermittelten Auswirkungen von 

Partikelexposition gewonnen werden. 

 

5.3 Aufnahme und intrazellulärer Transport von Partikeln 

Neben der indirekten Wirkung von Partikeln auf die Gesundheit des Menschen über die Frei-

setzung von Mediatoren, wird auch eine direkte Wirkung, durch die Translokation von Parti-

keln über die Luft/Blut-Schranke hinweg, diskutiert. 

Bislang konnte die Translokation von Partikeln nur in einigen wenigen Fällen gezeigt werden. 

Eine der ersten Veröffentlichungen zu diesem Thema belegte eine Translokation vom Alveo-

larraum in die Lymphknoten von Ratten, mit der Überlegung, dass der Transport von den 

Granulozyten als Carrier bewerkstelligt werden könnte (Lehnert et al., 1986). Bislang konnte 

keine weitere Arbeit diese Hypothese belegen. Einige Arbeitsgruppen haben seither erfolg-

reich die Translokation von Partikeln bei Ratte, Hamster und Mensch über die Luft/Blut-

Schranke hinweg und eine Deposition der Partikel in Leber und Milz nachgewiesen (Nemmar 

et al., 2001; Nemmar et al., 2002a; Oberdörster et al., 2000). In anderen Publikationen war 

dagegen keine nennenswerte Translokation von Partikeln über die Blut/luft-Schranke hinweg 

gezeigt worden, sondern eher eine Wanderung der Partikel über die Luftröhre in den Ma-

gen/Darmtrakt der Versuchstiere (Kreyling et al., 2002). Es könnte daher eher spekuliert 

werden, ob die Translokation von Partikeln über das Darmepithel und nicht über die 
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Luft/Blutschranke stattfindet. Jüngst konnte an isolierten Rattenlungen mit Polystyrolparti-

keln trotz umfangreicher Studien keine Translokation dieser Partikel detektiert werden (Borm 

et al., 2003). Die vorliegenden Daten über Translokationen von Partikeln über die Blut/Luft-

Schranke hinweg sind also begrenzt und stehen durchaus im Widerspruch zueinander. 

In der vorliegenden Arbeit wurde ein von den oben zitierten Arbeiten abweichender Ansatz 

zur Aufklärung der Translokation gewählt. Es sollte untersucht werden, ob ultrafeine Partikel 

im Zellkulturmodell von Alveolarepithelzellen aufgenommen und transportiert werden kön-

nen. Durch den Einsatz des im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Triple-Zellkulturmodells 

ergibt sich sogar die Möglichkeit, eine Translokation von Partikeln von Alveolarepithelzellen 

zu Endothelzellen zu analysieren. Die Aufnahme von ultrafeinen Partikeln durch Epithelzel-

len ist bislang nur wenig erforscht. Zu Beginn der Arbeit lag lediglich eine Publikation vor, 

die Aufnahme von Hämatit- und Titandioxid-Partikeln in A549-Zellen zeigte und zudem die 

Existenz eines Oberflächenrezeptors für diese Partikel postulierte (Stringer et al., 1996). 

Hämatit-Partikel haben den Vorteil, sowohl im Licht- als auch im Transmissionselektronen-

mikroskop deutlich sichtbar zu sein (Abb. 4.6). Grundsätzlich sind Partikel mit einem 

Durchmesser von 70 nm nicht im Lichtmikroskop sichtbar, jedoch werden die Partikel nach 

ihrer Aufnahme in den Zellen als Agglomerate oder in Organellen gesammelt, die sich durch 

eine kräftige Rotfärbung auszeichnen. Nach einer Inkubation mit Hämatit-Partikeln waren 

diese Agglomerate in den THP-1-, A549- und ECV304-Zellen deutlich zu erkennen. Somit 

sind neben den Makrophagen sowohl Alveolarepithelzellen als auch Endothelzellen grund-

sätzlich dazu befähigt, Partikel ins Innere aufzunehmen. Dabei waren die Hämatit-Partikel in 

den A549-Zellen zumeist in charakteristischer Weise als Ring um die Kernregion gelagert, 

während die Partikel bei den ECV304-Zellen zumeist zentral konzentriert vorlagen (Abb. 4.4 

und Abb. 4.5). 

Mit Hilfe der transmissionselektronenmikroskopischen Untersuchungen konnte die Aufnahme 

von den Hämatit-Partikeln in die A549-Zellen deutlicher dokumentiert werden (Abb. 4.7). 

Innerhalb von 16 Stunden waren zahlreiche Agglomerate in die Zellen aufgenommen und in 

Richtung der basolateralen Membran transportiert worden. In der Nähe von Partikeln auf der 

Zellmembran waren auffallend häufig Zellfortsätze in unmittelbarer Nähe der Partikel zu 

erkennen, die den Eindruck einer aktiven Aufnahme erweckte, wie es beispielsweise für 

THP-1-Zellen unter dem Lichtmikroskop gezeigt und auch dokumetiert werden konnte 

(Abb. 4.4). Die Verteilung nach der Aufnahme spiegelt dabei das Bild der lichtmikroskopi-

schen Aufnahmen wider (Abb. 4.8). Insgesamt ist mit zunehmender Inkubationsdauer die 

Tendenz zum Transport der Partikel in Richtung der basolateralen Membran zu beobachten 
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(Abb. 4.9 und Abb. 4.11). Dabei bleibt unklar, nach welchem Mechanismus die Aufnahme 

und der Transport erfolgt. Unter Endozytose versteht man die Aufnahme durch die Abschnü-

rung von Membranvesikeln in die Zelle. In mehr als 100 Aufnahmen gibt es jedoch keinen 

Hinweis auf das Abschnüren eines Membranvesikels mit Partikeln in das Zellinnere oder gar 

einen Hinweis für die Existenz einer rezeptorvermittelten Phagozytose. Möglicherweise liegt 

der Aufnahme der Partikel ein unspezifischer Mechanismus zugrunde. In den Zellen sind um 

die Partikel herum Strukturen zu erkennen, bei denen es sich um Membranen oder Organellen 

handeln könnte. Auch bei starker Vergrößerung konnte keine Aussage über die Art dieser 

Struktur um die Partikel herum getroffen werden (Abb. 4.10). Agglomerierte ultrafeine Parti-

kel in Epithelzellen wurden bereits in einer weiteren Arbeit als in lose oder fest gepackte 

Laminarkörperchen eingebettet beschrieben (Stearns et al., 2001). Diese Beobachtung konnte 

in der vorliegenden Arbeit bestätigt werden (Abb. 4.9 C). 

Es bleibt festzuhalten, dass Hämatit-Partikel von den A549-Zellen aufgenommen und in 

Richtung der basolateralen Membran transportiert werden. Auffallend waren die Zellfortsätze, 

die sich von den Zellen den Partikeln entgegenstreckten. 

Der Transport zu den Endothelzellen konnte im etablierten System nur durch die Poren der 

Kunststoffmembran erfolgen. In den Aufnahmen zeigte sich, dass die Zellen Fortsätze in 

diese Poren ausstrecken (Abb. 4.43 A). Bei primären Rinder-Alveolarmakrophagen konnte 

bereits ein ähnliches Verhalten beobachtet werden (Wilczek, 1991). Ob die Zellen dabei tat-

sächlich Zell/Zell-Kontakte zur Unterseite ausbilden konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht 

eindeutig geklärt werden. Jedoch wurden in einigen Präparaten Hämatit-Partikel in den 

ECV304-Zellen auf der Unterseite der Membran gefunden. Es war nicht zu erwarten, dass 

Hämatit-Partikel in großer Zahl durch die Membran transportiert werden würden. Da der 

Transport durch die Poren hindurch erfolgen mußte, sollten ECV-Zellen mit Partikeln auch 

mit Poren assoziert sein. Eine solche Konstellation konnte in Abb. 4.43 B dokumentiert wer-

den. Für eine Aussage, ob tatsächlich Partikel von den Zellen aus dem oberen in das untere 

Kompartiment transloziert werden, liegen allerdings noch nicht genügend Daten vor. 

Mit Hilfe des im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Triple-Zellkulturmodells der Luft/Blut-

Schranke ist die Erforschung der Translokation und der zugrunde liegenden Mechanismen in 

vitro möglich geworden. Ob die indirekte Wirkung von ultrafeinen Partikeln auf die Gesund-

heit des Menschen durch Translokation über die Blut/Luft-Schranke tatsächlich eine Rolle 

spielt, werden zukünftige Forschungsarbeiten zeigen müssen. 
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