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Verzeichnis der verwendeten Abkirzungen

ACE
ACh
ALP
BALF
CF
CFSE
cGMP
CGRP
COPD
COX-2
CPC
DEP
DMPS
DMSO
dp/dtmax
DTPA
EGTA
eNOS
fMLP
GSH
HBS
HBSS
HR
iINOS
IP3
IPL
Ir-UFP
LPS
LVDP
MEPE
MLCK
MPO
NO
PAR-1
pGC
Phe

Angiotensin converting enzyme

Azetylcholin

Alkalische Phosphatase

bronchoalveolare Lavageflissigkeit

Koronarfluss (Coronary flow)

carboxyfluorescein diacetatsuccinimydyl ester (fluoreszierender Farbstoff)
zyklisches Guanosin-3‘,5-monophosphat

calcitonin gene—related peptide

chronisch-obstruktive Lungenerkrankungen

Zyklooxygenase-2

condensation particle counter (Kondensationspartikelzahler)
Dieselru3partikel

differential mobility particle sizer

Dimethylsulfoxid

maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit

Diethylene triamine pentaacetic acid (Diathylentriaminpentaazetylséure)
Ethylene glycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N’,N*-tetraacetic acid
endotheliale Stickstoffoxid-Synthase
Formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanin

Gutathion

Hepes Buffered saline

Hank's balanced salt solution (Hank-Lésung)

Herzfrequenz (heart rate)

induzierbare Stickoxid-Synthase

Inositol-1,4,5-Triphosphat

isoliert perfundierte Rattenlunge

ultrafeine Iridium-Partikel

Lipopolysaccharid

linksventrikular entwickelter Druck

MotorradruRpartikelextrakt

Proteinkinase (Myosin Light Chain Kinase)

Myeloperoxidase

Stickstoffmonoxid

Proteinase activated receptor-1

membranstandige Guanylatzyklase (particular guanylate cyclase)
Phenylephrin



PM
PMA

PMN
ROFA
ROS

sGC
SH-Ratten
SNAP
SNP
¥mTc-DTPA
TSP

TXA;

UFP
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particulate matter (= Partikel)

Phorbolmyristatazetat

polymorphkernige neutrophile Leukozyten
Flugasche (residual oil fly ash)

reaktive Sauerstoffspezies

I6sliche Guanylatzyklase (soluble guanylate cyclase)
spontan hypertensive Ratten
S-Nitroso-N-Acetylpenicillamin

Nitroprussid-Natrium

¥mTechnetium-markiertes DTPA

atmosharischer Feinstaub (total suspended particles)
Thromboxan-A2

ultrafeine Partikel
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1. Einleitung

1.1 Wirkung von Luftverunreinigungen auf die Gesundheit

Zahlreiche epidemiologische Studien haben gefunden, dass Luftverunreinigungen bei
Personen mit respiratorischen Erkrankungen zu einem Anstieg der Morbiditat und Mortalitat
fuhrt [Ubersicht: Pope et al. 2004]. Lokale Luftverunreinigung war bei Anwohnern mit Asthma
und anderen Erkrankungen der Atemwege oder des Herz-Kreislaufsystems mit gesund-
heitlichen Beeintrachtigungen verbunden. Zudem vermutet man, dass Partikel (PM) bei der
Entstehung von Lungenkrebs eine Rolle spielen [Abbey et al. 1999; Pope et al. 2002]. Kinder
scheinen besonders empfindlich zu sein; als gesundheitliche Effekte bei Kindern wurden
Notarztbesuche, verpasste Schultage und Bronchitis beobachtet [Ubersicht: Brunekreef &
Holgate, 2002]. Epidemiologische Studien haben durchgehend einen Zusammenhang der
genannten adversen Effekte bei empfindlichen Teilen der Bevdlkerung mit leichten Anstiegen
der PM-Konzentrationen gefunden. Mit einer kurzen zeitlichen Verzégerung von ein bis zwei
Tagen wurden nach einem Anstieg der Partikelbelastung folgende Effekte beobachtet:
(1) ein Ansteigen der allgemeinen Mortalitat, (2) signifikante Zunahme von Asthmaanfallen
und des Gebrauchs von Medikamenten gegen Asthma, (3) Anstieg von Todesfallen bei
COPD-Patienten, (4) Verschlimmerung von chronisch obstruktiven Atemwegserkrankungen
(COPD), (5) Anstieg von Todesfallen und stationaren Aufnahmen bei Patienten mit
Herzkreislauferkrankungen. Die mit einem Anstieg der PM-Konzentrationen verbundenen
kardiovaskularen Effekte sind gut dokumentiert: Panel-Studien haben Zusammenhange
zwischen erhohten Partikelkonzentrationen und Herzinfarkt, erhdhter Herzfrequenz sowie
erniedrigter Herzfrequenz-Variabilitat gefunden. In Kammerexperimenten mit freiwilligen
Probanden, die gegenlber konzentrierten Aulenluftstduben exponiert wurden, wurden mit
steigender Belastung vermehrte Lungenentzindung und veranderte Durchmesser der
Oberarmarterie beobachtet [Brook et al. 2002].

Tabelle 1.1: Geschatzte Wirkungen eines Anstiegs der jahrlichen PM,s-Konzentration auf
das adjustierte relative Mortalitatsrisiko (RR) bei bestimmten Erkrankungen (Quelle: [Pope
2002])

Todesursache

1979-1983

1999-2000

Durchschnitt

Alle Ursachen

1.04 (1.01-1.08)

1.06 (1.02-1.10)

1.06 (1.02-1.11)

Herz-Kreislauferkrank.

1.06 (1.02-1.10)

1.08 (1.02-1.14)

1.09 (1.03-1.16)

Lungenkrebs

1.08 (1.01-1.16)

1.13 (1.04-1.22)

1.14 (1.04-1.23)

Alle anderen Ursachen 1.01 (0.97-1.05) 1.01 (0.97-1.06) 1.01 (0.95-1.06)

1.2 Kardiovaskulare PM-Wirkungen

Erkrankungen des Herzens und des Blutgefalisystems sind sowohl in Europa als auch in
den Vereinigten Staaten von Amerika die Haupttodesursache. Erkrankungen der Blutgefalle
sind die wichtigste Ursache vorzeitiger Invaliditat und Todesfalle. Herzinfarkte und Schlag-
anfalle sind offensichtliche Folgen geschadigter Arterien und gesteigerter Blutgerinnung. Die
epidemiologische Forschung hat sich mit etlichen moglichen Folgen und Endpunkten
kardiovaskularer Erkrankungen beschéaftigt. Dazu gehdren die Mortalitdt an allen Todes-
ursachen und Endpunkte, die fir kardiovaskulare Mortalitdt und Morbiditat spezifisch sind,
einschliellich akute Todesfalle nach Krankenhausentlassung, akuter Herzinfarkt,
Schlaganfall, kongestive Herzinsuffizienz, peripher arteriosklerotische Gefallerkrankungen,
angeborene Herzerkrankungen und Kardiomyopathie. In den USA leiden etwa 11,2 Millionen
Menschen an ischdmischen Herzerkrankungen und 1,5 Millionen erleiden jedes Jahr einen
akuten Herzinfarkt. Es wird geschatzt, dass ein Drittel der Bevolkerung irgendeine Form von
Bluthochdruck hat, und die Ursache ist in 90 bis 95 % der Falle unbekannt.
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Das erhdhte Risiko fur die genannten kardiovaskularen Ereignisse als Folge erhdhter PM-
Konzentrationen wird nun mehr und mehr durch epidemiologische und Panel-Studien belegt
[z.B. Peters et al. 2004]. Zu den aus neueren Studien bekannten kardiovaskularen Effekten
gehdren Stérung der Aktivitdt des autonomen Nervensystems [Pope 1999], arterielle
Vasokonstriktion [Brook 2002, Nurkiewicz et al. 2004] und Relaxation [Bagate et al. 2004],
Herzrhythmusstérungen bei Patienten mit Defibrillatoren [Peters 2000], Ereignisse wie
Herzinfarkt [Peters et al. 2001, 2004], die eine stationare Behandlung erforderlich machten,
sowie Verschlimmerung von ST-Segment-Veranderungen in experimentellen Herzinfarkt-
Modellen [Godleski 2000].

Tabelle 1.2: Ubersicht Uber kardiovaskulare Wirkungen von PM beim Menschen

beobachteter Effekt Studienbedingungen Quelle

Vasokonstriktion In vivo Messung des Durch- Urch et al. 2004
messers der Oberarmarterie

(PMys + Og), 25 freiwillige Brook et al. 2002
Probanden

Blutdruck Wirkung von Umweltstauben auf | Ibald-Mulli et al. 2004
Herzfrequenz und Blutdruck bei
Patienten aus drei Stadten

Herzfrequenz-Variabilitat Konzentrierte grobe Umwelt- Gong et al. 2004
partikel (Ganzkérperexposition),

Asthmatiker und gesunde Chan et al. 2004
freiwillige Probanden Ghio & Huang 2004

Devlin et al. 2003

Herzrhythmusstérungen AufBenluftverunreinigungen; Vedal et al 2004
Patienten mit implantierbaren .
Defibrillatoren Rich et al 2004

Herzinfarkt Exposition gegentiber Verkehr Peters et al. 2004 , 2001
und Auslésung von Herzinfarkt

Arteriosklerose Langzeitexposition gegentber Kinzli et al. 2005
Umweltfeinstauben (PM bis 2,5
Hm)

Bei den meisten chronischen Herzerkrankungen ist der Herzmuskel schlecht durchblutet.
Ursachen sind arteriosklerotische Plaques in den Herzgefallen und die Akkumulation von
Blutplattchen, Leukozyten und anderen Ablagerungen, die den Blutstrom zum Herzmuskel
blockieren. Es wird postuliert, dass Substanzen in Partikeln, wie polyzyklische aromatische
Kohlenwasserstoffe (PAH) zum Entstehen von Herzerkrankungen beitragen, indem sie die
endotheliale Barriere im Gefalisystem schadigen, Leukozyten und Blutplattchen aktivieren
und die Bildung arteriosklerotische Plaques auslésen und eine Entzindungsreaktion
stimulieren [Curfs et al. 2004]. Die Kinetik und Absorption von PAH nach Inhalation von
Partikeln oder nach Aufnahme von PAH Uber die Nahrung kann jedoch total unterschiedlich
sein, und daher bendtigt man zur Risikoabschatzung weitere Untersuchungen. Ein anderer
wohlbekannter Risikofaktor fur kardiovaskuldre Erkrankungen ist der Bluthochdruck. Obwohl
in verschiedenen experimentellen Modellen gezeigt werden konnte, dass Partikel die akute
Gefalkontraktion [Batalha et al. 2002; Brook et al. 2002; Nurkiewicz et al. 2004] und
GefalRerweiterung [Bagate et al. 2004] beeinflussen, ist immer noch unbekannt, ob dies auch
einen Einfluss auf den Blutdruck insgesamt hat [Wichers et al. 2004] und wie das bei spater
auftretenden kardiovaskularen Ereignissen eine Rolle spielt.
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Eine systemische Entzindung wird ebenfalls als Motor oder Katalysator vieler adverser
kardiovaskularer Effekte angesehen. Es gibt Hinweise, dass Partikelexposition bei Menschen
zu systemischer Entziindung fuhren kann; das zeigt sich zum Beispiel durch erhdhte Werte
fur C-reaktives Protein, Blutleukozyten und -plattchen, Fibrinogen und verstarkte
Plasmaviskositat [Seaton et al. 1995, Peters et al. 1997, Ghio & Devlin 2001]. Eine
systemische Entzlindung ist ebenfalls im Hinblick auf die Arteriosklerose relevant, die dem
akuten Herzsyndrom zugrunde liegt, welches die Hauptursache kardiovaskularer Morbiditat
und Mortalitat ist. Arteriosklerotische Plaques sind die Folge eines entzindlichen Prozesses,
der durch einen endothelialen Schaden ausgelést wird und bei dem systemische
Entzindungsmarker produziert werden, die Risikofaktoren fiir myokardiale und cerebrale
Infarkte sind [Libby 2002]. Wiederholte Exposition gegeniber Partikeln kann durch
zunehmende systemische Entziindung die vaskulare Entziindung verschlimmern und die
Ausbildung oder das Zerbrechen arteriosklerotischer Plaques férdern. Daher vermutet man,
dass Entziindungen in der Lunge sowohl die lokalen pulmonalen als auch die systemischen
kardiovaskularen Effekte von Partikeln erklaren kénnen [Donaldson et al. 2003]. Dieses
Konzept ist in Abbildung 1.1. dargestellt.

Neben Partikeln wurden auch Kohlenmonoxid, Ozon, NO, und SO, mit einem Ansteigen der
Rate an Krankenhauseinweisungen und Mortalitat infolge von Herzkreislauferkrankungen in
Zusammenhang gebracht [Pope 2004, Pope 2002; Samet 2000]. Es wurde eine Korrelation
zwischen der Luftverunreinigung durch Schwebstaub und SO, und einem Anstieg des
Blutdrucks beobachtet, und dies konnte mit einer Verdnderung der kardiovaskularen
autonomen Kontrolle in Beziehung gesetzt werden [Ibald-Mulli et al. 2001]. Es wurde gezeigt,
dass Kohlenmonoxid beim Menschen zu einer Verschlimmerung kardiovaskularer
Erkrankungen fuhrt. Die Untersuchungen, in denen eine Verringerung des Durchmessers der
Oberarmarterie beim Menschen nach Exposition gegeniiber CAPS (153 ug/m3) gemessen
wurden, erfolgten in Anwesenheit von Ozon (120 ppb). Daher kann ein Zusammenwirken
oder ein direkter Einfluss von Ozon nicht ausgeschlossen werden [Brook et al. 2002].

Asthma/ COPD Herz-Kreislauf-Erkrankung

Basisentziindung in der Lunge empfindliche Lunge

+«—Partikel ——

Verschlimmerung der Lungenentziindung
Lungenentziindung

Wirkungen auf
arteriosklerotische
Plaques

Wirkungen auf die
Gerinnungskaskade

Verschimmerung der
Erkrankung, Todesfalle

Thrombosen

Krankenhauseinweisungen, Todesfélle

Abb. 1.1 Schematische Darstellung der Entziindung als Schliisselereignis bei der Wirkung von
inhalierten Partikeln auf Atemwege und Herzkreislaufsystem. Nach Donaldson et al. [2003]
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1.3 Mechanismen der kardiovaskularen Wirkungen von Partikeln

Wie im vorausgehenden Kapitel dargestellt, vermutet man heute, dass die Entziindung einer
der Mechanismen ist, die pulmonale und systemische Wirkungen von inhalierten Partikeln
miteinander verbinden. Dieses Konzept ist biologisch plausibel. Neuere Studien haben
jedoch den Schluss nahe gelegt, dass auch alternative parallele Wege eine Rolle spielen
kénnen. Diese Mechanismen werden in den folgenden Absatzen kurz dargestellt, wobei
zwischen direktem und indirektem Weg unterschieden wird. Die Entzindung gehort, wie in
Abbildung 1.1 dargestellt ist, zum indirekten Weg.

1.3.1  Der indirekte Weg

Mégliche indirekte Wirkungen von PM kdnnen auf dem Weg Uber pulmonalen oxidativen
Stress und Entzindung auftreten (siehe Abb. 1.1). Dies kénnte in der Folge zu einer
systemischen Entzindung flihren, die Blutgerinnungssignalwege aktivieren [Nemmar et al.
2003, Ghio & Devlin 2001], die meisten vaskularen Funktionen beeintrachtigen [Bagate et al.
2004; Nurkiewicz et al. 2004] und die Arteriosklerose verstarken kann [Suwa et al. 2002].
Toxikologische Untersuchungen haben gezeigt, dass oxidativer Stress ein zentraler
Mechanismus ist, der fir die inflammatorischen Effekte von PM, die zu Lungenreaktionen
fuhren, verantwortlich sein kann [Oberddrster et al. 2005, Donaldson et al. 2003].
Andererseits ist bekannt, dass Entziindungen die Belastung mit reaktiven Sauerstoffspezies
in der Lunge verstarken und dadurch persistenten oxidativen Stress verursachen. Partikel
enthalten verschiedene Komponenten, die oxidativen Stress auslésen kdnnen, wenn die
Partikel auf der Lungenoberfliche abgelagert werden. Dazu gehéren Ubergangsmetalle,
Nanopartikel, organische Verbindungen und Endotoxin. Seaton et al. [1995] haben die
Vermutung gedullert, dass Feinstaubbelastungen der Luft alveolare Entzindungen auslésen
kénnen, was zur Freisetzung moglicherweise schadlicher Zytokine, zu verstarkter
Blutgerinnung und systemischer Entziindung flihren kann, die wiederum bestehende
kardiovaskulare Probleme verschlimmern kann. Spatere Untersuchungen an Menschen, die
gegenlber Dieselrul3partikeln exponiert wurden [Salvi et al. 1999] oder denen PM;s
bronchial instilliert wurde [Ghio et al. 2001; Schaumann et al. 2004] zeigten eine deutliche
Entziindungsreaktion in der Lunge der gesunden Probanden. Sowohl beim Menschen als
auch in Untersuchungen am Versuchstier wurden als Reaktion auf eine Partikelexposition
eine verstarkte Migration unreifer polymorphkerniger Granulozyten (PMN) aus dem
Knochenmark in das Blut sowie eine Erhdhung der Blutzytokine beobachtet [Suwa et al.
2002, van Eeden et al. 2001].

Ein alternativer Mechanismus fir indirekte Partikelwirkungen besteht in der Aufnahme
ultrafeiner Partikel durch das Riechepithel, das im oberen Nasalraum gelegen ist. Diese
dinne epitheliale Schicht bietet eine Abklrzung fiir Partikel, um aus dem Nasenraum in das
Gehirn einzudringen. Die Existenz dieses Weges konnte von Oberddrster et al. [2004]
nachgewiesen werden, indem die Autoren '*C-Isotope in ultrafeinen RuRpartikeln und
ultrafeine Gold- und MnO.-Partikel [Oberdérster et al. 2004, ATS Abstract] benutzten.
Diffusionsprozesse beherrschen die Deposition ultrafeiner inhalierter Partikel im Atemtrakt.
Pathologische Untersuchungen von Calderon-Garciduenenas et al. an Versuchstieren [2002]
und an Menschen [2004], die in hochbelasteten Regionen lebten, sprechen dafiir, dass eine
betrachtliche Menge dieser ultrafeiner Partikel ins Gehirn eindringt. Des Weiteren weisen
diese und andere Studien [Campbell et al. 2004] darauf hin, dass translozierte Nanopartikel
zu einer verstarkten Expression inflammatorischer Mediatoren, wie COX-2 [Calderon-
Garciduenas et al. 2004] sowie zu erhéhten Konzentration von IL-1 und TNF-a im Gehirn
[Campbell et al. 2005] oder zu einer Abnahme dopaminerger Neuronen flhren. Es ist noch
zu klaren, ob und wie diese Geschehnisse im Zentralnervensystem periphere und
systemische Funktionen beeinflussen kénnen.
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1.3.2 Direkte Wege kardiovaskulérer Partikelwirkungen

Bei den biologischen Mechanismen, Uber die Luftverunreinigungen mit Herzerkrankungen
verbunden sind, kdénnen auch direkte Wirkungen von Luftverunreinigungen auf das
Herzkreislaufsystem, auf Lungenrezeptoren und das Blut und/oder indirekte Effekte wie
pulmonaler oxidativer Stress und Entziindungsreaktionen eine Rolle spielen. Theoretisch
konnen direkte Effekte auftreten, wenn Partikel oder Wirkstoffe durch das Lungenepithel in
dem Blutkreislauf eintreten und das Herz oder das Gefal3system erreichen. Dies kdnnte zum
Beispiel bei der ultrafeinen Partikelfraktion und/oder I6slichen Bestandteilen von Partikeln der
Fall sein. Des Weiteren konnten Partikel oder deren Bestandteile pulmonale Rezeptoren
aktivieren, die eine direkte Verbindung zur autonomen Innervation des Herzens haben
[Ubersicht: Widdicombe 2003]. Dieses Phanomen wurde fiir andere Luftverunreinigungen
wie SO, beschrieben [Tunnicliffe et al. 2001]. Das autonome Nervensystem kann auch
Veranderungen der Blutviskositat, der Herzfrequenz und der Herzfrequenzvariabilitat
verstarken und so die Wahrscheinlichkeit von Herztod erhéhen [Nolan 2005]. Bisher wurden
jedoch nur wenige Beweise daflir gefunden, dass Partikel solche Wege wirklich benutzen.
Andererseits haben in vitro Studien gezeigt, dass Partikel oder Partikelbestandteile, wie zum
Beispiel Metalle und PAH, die autonome Regulation in Praparaten wie Aortenringen,
Mesentrialadern [Bagate et al. 2004] und isolierten Herzmuskeln [Sakakibara et al. 1994]
beeinflussen. Diese direkten Wirkungen von Luftverunreinigungen liefern eine theoretische
Erklarung fir das Auftreten von raschen kardiovaskularen Antworten, wie eine gesteigerte
Rate von Herzinfarkten nach einer mehrstindigen Teilnahme am Stral3enverkehr [Peters et
al. 2004]. Die Wahrscheinlichkeit, dass dieser Effekt wirklich auftritt, hangt jedoch von einer
Translokation von Partikeln und deren Bestandteilen in den Blutkreislauf ab.

Wie bereits dargelegt, kann die ultrafeine Partikelfraktion die epitheliale Barriere
durchschreiten und in das Lungen-Interstitium gelangen. Partikel unterliegen im Interstitium
nicht der Clearance, und so wachst die Dosis an [Ferin et al. 1992; Nikula 1997, Borm &
Kreyling 2004]. Im Interstitium kénnen Nanopartikel Zellen aktivieren, die zu Entziindungen
im Interstitium fuhren. Die Partikel im Interstitium sind dem Blut sehr nahe, und es konnte
experimentell nachgewiesen werden, dass Nanopartikel ins Blut gelangen kénnen. Es
konnte gezeigt werden, dass Dieselru3partikel, Technetium-markierte Ru3partikel [Nemmar
2002], ultrafeine Iridiumpartikel [Kreyling et al. 2002], nanokolloidale Albuminpartikel
[Nemmar et al. 2004] und radioaktiv markierte Latexnanopartikel [Brooking et al. 2001] nach
Inhalation in den Blutstrom gelangen kénnen. Wenn sich dies auch fir Nanopartikel aus der
Umwelt bestatigen lasst, dann kdénnen wir postulieren, dass Nanopartikel im Blut mit
Endothelzellen und Blutgerinnungsproteinen interagieren und so die Thrombogenese
verstarken konnen. Zusatzlich konnten sie direkt auf das Endothel, das die
arteriosklerotischen Plaques Uberlagert, einwirken und sogar in diese Plaques eindringen.
Dies kdnnte zu einer Aktivierung von Zellen in den Plaques fuhren und das Wachstum und
das Zerbrechen der Plaques fordern und so zum akuten koronaren Syndrom beitragen. Der
Mechanismus, Uber den Nanopartikel ihren Weg durch die Zellmembran finden
(transzelluldrer Transport), ist noch unbekannt, aber aufgrund ihrer PartikelgroRe ist es
moglich, dass sie nicht den normalen Weg der Endozytose benutzen. Andererseits kdnnen
Aggregate primarer Partikel leicht Durchmesser (> 200 nm) erreichen, die fiir die Endozytose
zuganglich sind. Neben der Endozytose kommen als mdgliche Aufnahmewege auch
Caveolae oder Clathrin-beschichtete Vertiefungen, Pinozytose oder adh&sive Interferenz
infrage [Gumbleton, 2001].

1.4 Studienhypothese

Obwohl die Partikeltranslokation ein direkter Mechanismus fir die systemische Wirkung der
(ultrafeinen) Partikelfraktion ist, muss man bericksichtigen, dass die parazellulare
Translokation von der Permeabilitdt verschiedener Lungenbarrieren abhangig ist. Diese kann
wiederum in hohem Male von den Partikeleigenschaften abhangen wie auch von
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Prozessen, wie oxidativer Stress und Entziindung, welche die Permeabilitat verstarken oder
verschlechtern kénnen. Dieses Konzept ist in Abbildung 1.2 dargestellt und wird im restlichen
Teil dieses Abschnitts ausflhrlich behandelt mit speziellem Schwerpunkt auf der
Permeabilitat der zwei Hauptbarrieren fur die Partikeltranslokation, d.h. das Lungenepithel
und das vaskulare Endothel.

Partikelinhalation

/ und -deposition \

Freisetzung vasoaktiver 4—‘ oxidativer Stress 4 ‘ 4—‘ Entziindung
Mediatoren

\ Lungenpermeabilitit

Partikeltranslokation
(ultrafeine Partikel)

Abb. 1.2: Schematische Darstellung partikel-induzierter Prozesse in der Lunge wie oxidativer Stress,
Entziindung und Freisetzung vasoaktiver Substanzen (z.B. Histamin), die auf die epitheliale und
endotheliale Permeabilitat einwirken kénnen. Es wird vermutet, dass die Permeabilitat bei der
Translokation ultrafeiner Partikel eine entscheidende Rolle spielt.

1.4.1. Lungenpermeabilitit als entscheidender Faktor bei der Partikeltranslokation

Die Lungenpermeabilitdt kann von verschiedenen Perspektiven aus und mit verschiedenen
Methoden bestimmt werden. Zu den konventionellen Methoden zur Bestimmung der
Lungenpermeabilitat gehdren die Translokation von kleinen und schweren Substanzen mit
radioaktiver Markierung (DTPA, "*C), konventionellen Farbstoffen, die Transmigration von
Neutrophilen und die Migration von Nanopartikeln aus dem Blutstrom [Heckel et al. 2004].
Spezifischere Messungen der Permeabilitdt der Lungenkapillaren sind durch zeitweisen
Verschluss in Lungenperfusionsmodellen mdglich [Hamoir et al. 2003; Uhlig & Wollin 1994].
Da der Mechanismus der Partikeltranslokation bis heute ungeklart ist, ist eine objektive
Auswahl der verfugbaren Methoden nicht moglich. Jede Partikel, die die pulmonale Barriere
Uberschreitet, muss den respiratiorischen Schleim, die mukozilidare Clearance, das
Alveolarepithel, die Basalmembran, pulmonale Verteidigungsenzyme, interstitielle
Leukozyten und Makrophagen und endlich das Endothel passieren. Wir gingen in unseren
Untersuchungen davon aus, dass zwei Hauptbarrieren (d.h. das Lungenepithel und die
vaskulare Endothelschicht) das Ausmall der Partikeltranslokation in die Lunge bestimmen.
Diese Barrieren konnen durch zwei verschiedene Mechanismen, einschlie3lich
transzellularer und parazellularer Transport, Uberwunden werden. Wie in Abb. 1.2
dargestellt, kbnnen durch Partikelinhalation und —deposition oxidativer Stress, Entziindung
und eine mogliche lokale Freisetzung vasoaktiver Mediatoren induziert werden, und diese
Prozesse kdnnen wiederum indirekt die Translokation der ultrafeinen Fraktion beeinflussen.
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1.4.2 Epitheliale Auskleidung und Lungenpermeabilitat

Das Lungenepithel steht im direkten Kontakt mit der Umwelt, dadurch ist die der Luft
ausgesetzte Epitheloberflache der Lunge empfindlich fir die Wirkung von oxidativem Stress
[MacNee 2001]. Ultrafeine Partikel sind in der Lage, tief in den Atemtrakt einzudringen, und
infolge ihrer im Vergleich zu grofen Partikeln groRen Oberflaiche verursachen sie eine
starkere Entziindungsreaktion in der Lunge [Oberdorster et al. 2005]. Eine chronische
Exposition gegentiber verschiedene Typen mineralischer Staube kdénnte zu Entziindungs-
reaktionen in der Lunge flihren. Partikel kénnten Alveolarmakrophagen aktivieren und
Leukozyten primen, was zu einer verstarkten Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies fuhren
kann. Partikeln kdnnten auch selbst Radikale enthalten. Diese reaktiven Sauerstoffspezies
kénnen Gewebeschaden verursachen. Bei chronischen Rauchern tritt eine erhohte
epitheliale Permeabilitdt mit Veranderungen der Antioxidantien in den Atemwegen wie zum
Beispiel Glutathion auf. Diese oxidative Belastung der Lunge wird weiter durch die
Freisetzung aktivierter neutrophiler Zellen und Makrophagen in den Alveolarraum verstarkt
[MacNee 2001].

1.4.3 Endothelschicht und Lungenpermeabilitat

Ein Drittel der endothelialen Zellen des Kdrpers befinden sich im Gefallsystem der Lunge;
sie erhalten so den gesamten Blutstrom des Herzens und stellen deshalb ein Zielorgan dar.
Der maximale Durchmesser der Tight Junctions zwischen alveolaren Typ-I-Zellen betragt
0,6 nm, aber endotheliale Junctions erlauben das Passieren gréRerer Molekille zwischen
4 und 6 nm [Agu et al 2001]. Es wird vermutet, dass Surfactant bei der Partikeltranslokation
eine wesentliche Rolle spielt [Geiser et al. 2003]. Partikel, die bis in die Alveolen gelangen,
werden zum grolien Teil entweder durch Proteasen abgebaut oder durch Alveolar-
makrophagen entfernt. Die Makrophagen der Lunge setzen auch Peroxidasen,
Entzindungsmediatoren und immunmodulierende Mediatoren sowie andere Moleklle als
Teil der koérpereigenen Abwehr frei. Ultrafeine Partikel kdnnen jedoch in der das Epithel
auskleidenden Flissigkeit dispergieren, so dass die Lunge eine Dosis einzelner Partikel
erhalt [Donaldson et al. 2001]. AuBer in Gefdllen von Organen, wie der Leber, der
Nebennierenrinde und des Knochenmarks, wo das Endothel ziemlich grof3e Poren aufweist,
stellt das Endothel eine selektive Barriere zwischen Blut und Gewebe dar. Man vermutet,
dass Entzindungsmediatoren zu einem Undichtwerden der GefélRe fuhren oder Licken
zwischen den Endothelzellen verursachen, was dazu fihrt, dass Stoffe aus dem Blut oder
Plasmaproteine das Epithel Uberwinden kdnnen. Diese Steigerung der endothelialen
Permeabilitédt kann es Elementen aus dem Blut erleichtern, an Stellen zu gelangen, an denen
sie schadigen konnen. Die Aktivierung endothelialer Zellen durch Thrombin spielt eine
wichtige Rolle bei der Pathogenese von GefalRschaden und Gewebeentziindungen. Eine
Zunahme von Thrombin verursacht erhdhte Gefalipermeabilitdt und Wassergehalt in der
Lunge [Lum et al. 1994]. Man vermutet, dass Thrombin diese Wirkung durch Aktivierung von
an G-Protein gebundenes PAR-1 (Proteinase-activated-receptor-1) in der Endothelzell-
oberflache bewirkt. Die Steigerung des intrazellularen Ca'*-Signalling spielt beim
Mechanismus der gesteigerten Endothelpermeabilitdt nach Aktivierung von PAR-1 die
kritische Rolle [Sandoval et al 2001]. Die Zunahme von Thrombin bei der Permeabilitat
konnte durch Blockierung des Ca**-Influx in Endothelzellen verhindert werden. Ein anderer
Entziindungsmediator ist TNFa; seine Wirkungen konnten klar bei Entziindung und Sepsis
nachgewiesen werden, bei denen die Endothelzellen das Hauptzielorgan dieses Zytokins
sind [Holmes et al, 2003]. Eine Zunahme der ROS-Produktion in Endothelzellen kann
wichtige endotheliale Funktionen wie den Stickoxid- und COX-Weg stéren [Kojda et al.
1999].
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2. Ziele des Forschungsvorhabens

Primares Ziel dieses Forschungsvorhabens war es zu untersuchen, ob sich die in
epidemiologischen Studien beobachteten kardiovaskuldren Effekte von Umweltstauben mit
einer Verlagerung (Translokation) ultrafeiner Partikel erklaren lassen. Zu diesem Zweck
wurde die Translokation radioaktiv markierter Modell-Nanopartikel (***Ir-Aerosol, 18 nm) an
der isoliert perfundierten Rattenlunge untersucht. Zusatzlich wurden im Tiermodell
Aulenluftstaube verabreicht, um die Wirkungen auf kardiovaskulare Funktionen mittels
Perfusion des Herzens nach Langendorff zu untersuchen. Das zweite Ziel des Projektes war
es, die Rolle der Lungenpermeabilitdt bei der Partikeltranslokation und den Einfluss von
Entzindungen in der Lunge auf diese Prozesse zu klaren. Hierzu wurde ebenfalls das
Modell der isoliert perfundierten Lunge mit Behandlungen zur Modifizierung der Permeabilitat
(Histamin) und/oder der Entziindungsreaktion (PMN) eingesetzt. Fir die Untersuchungen
wurden sowohl Modellpartikel ('*’Ir-aersol, 18 nm) als auch Umweltstdube (EHC-93)
verwandt. Den Untersuchungen liegt die in Abb. 2.1 dargestellte Hypothese zugrunde, dass
Partikel durch das Lungenepithel translozieren und kardiovaskulare Funktionen direkt
beeintrachtigen kénnen. Andererseits ist es mdglich, dass Partikel auch Entzindungen
auslésen kdénnen und auf diesem Wege die Lungenpermeabilitdt sowohl fur Partikel als auch
fir vasoaktive Mediatoren beeinflussen.

Partikeldeposition \

Lungenpermeabilitat+ PMN-
/ Einstrom
Partikel- Freisetzung vasoaktiver Expression von
translokation Mediatoren Mediatoren

l

Systemische Effekte
(Herz, Gefale)

Abb. 2.1: Schematische Darstellung der Mechanismen, von denen angenommen wird, dass sie bei
partikelinduzierten systemischen Wirkungen eine Rolle spielen. Das Schema zeigt, dass Partikel
durch das Lungenepithel translozieren und kardiovaskulare Funktionen direkt beeinflussen kénnen.
Andererseits kdnnen Partikel Entziindungen auslésen, was die Permeabilitat der Lunge sowohl fir
Partikel als auch fiir vasoaktive Mediatoren verandert.
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3. Material und Methoden

3.1 Partikelinstillation and -translokation in der isoliert perfundierten Rattenlunge

Das Modell der isoliert perfundierten Rattenlunge (IPL) ist ein gut etabliertes experimentelles
Modell, das in der Vergangenheit u.a. zur Untersuchung von hamodynamischen Parametern
[Fisher 1985], der hypoxischen Vasokonstriktion [Emery et al. 2003, Chlopicki et al. 2002],
der Wirkung von Histamin oder von Arachidonsauremetaboliten [Russell et al. 1994] sowie
von Umweltschadstoffen [Bond & Mauderly, 1984] eingesetzt wurde. Bei der Untersuchung
des Metabolismus der Lunge und der Wirkung exogener Stoffe bietet das Modell viele
Vorteile gegenuber anderen Methoden: Die IPL ist weniger kompliziert als Ganztierversuche,
gleichzeitig bleiben Funktionsfahigkeit und Struktur des Organs weitgehend erhalten. Anders
als beim intakten Tier ist es in Perfusionsexperimenten moglich, Parameter wie
Perfusionsgeschwindigkeit, Atemzugvolumen und Beatmungsdruck zu regulieren und durch
Uberwachung von Parametern wie Resistance, Compliance, Blutgasen und Odembildung die
Lungenreaktion auf exogene Reize unmittelbar zu erfassen [Uhlig, 1998]. Im Hinblick auf
Entziindungsreaktionen ist es beim Einsatz der IPL von besonderem Vorteil, dass es durch
Verwendung eines zellfreies Perfusates mdglich ist, die Entzindung zu kontrollieren und
Verfalschungen durch die Aufnahme von Partikeln in Leukozyten oder andere Zellen zu
vermeiden. Die Perfusion an der ILP kann sowohl druck- als auch flusskonstant erfolgen,
wobei Letzteres eher der Situation in vivo entspricht. Zudem kdnnen zwei unterschiedliche
Arten der Beatmung eingesetzt werden, d.h. die IPL kann sowohl mit Uberdruck als auch mit
Unterdruck beatmet werden. Die Unterdruckventilation wird als vorteilhafter angesehen, da
sie den in vivo vorliegenden Bedingungen ahnlicher ist und es dabei zu weniger
Odembildung und besserer Herzleistung kommt als bei der Uberdruckventilation.
Andererseits hat die IPL auch ihre Grenzen, da das Modell nur fir kurze Zeit einsetzbar ist,
denn die Lungenmechanik verschlechtert sich nach einiger Zeit. Eine weitere Einschrankung
liegt darin, dass die IPL weder Uber Neuroregulation noch tUber Lymphdrainage verfiigt, was
die Lungenfunktion beeintrachtigen kann. Wir betrachteten die IPL als geeignetes Modell fur
unsere Versuche zur Partikeltranslokation, da die IPL in der Literatur bereits zur
Abschatzung der Aufnahme aerosolformiger Arzneimittel [Niven & Byron 1988, Niven et al.
1990] und der Absorption synthetischer Polypeptide [Niven et al. 1990] diente. In diesen
Studien ging es um eine systemische Medikation mit Makromolekiilen.

3.1.1 Versuchstiere und Préparation der Rattenlunge

Wir verwendeten gesunde, mannliche Wistar-Kyoto-Ratten im Alter von 17 Wochen. Die
Isolation der Lungen erfolgte nach der Methode von Uhlig [1998]. Das genaue Vorgehen und
die Versuchsanordnung wurden von uns kirzlich beschrieben [Meiring el al. 2005]. Vor
Operationsbeginn wurden die Tiere durch intraperitoneale Injektion von Ketamin (50 mg/kg
Kérpergewicht) narkotisiert. Heparin (500 1U) wurde in die Schwanzvene injiziert, um eine
intraoperative Blutgerinnung zu verhindern. AnschlieRend erfolgten die Darstellung der
Trachea, eine Tracheotomie und die Einbindung eines Katheters. Nach transabdominaler
Eréffnung des Diaphragmas wurde die Lunge umgehend Uber den Trachealkatheter
ventiliert. Nach einer tiefen intraperitonealen Anasthesie mit Ketamin (100 mg/100g
Kdrpergewicht) und Xylazin (0,5 mg/100g Kdrpergewicht) wurden die Tiere durch Offnung
der Bauchaorta entblutet. Nach der Thorakotomie wurde ein Katheter durch eine Inzision in
der rechten Herzkammer in den Truncus pulmonalis platziert. Der Katheter wurde fixiert und
die Lunge sofort mit kalter PBS-Losung (Phosphat-gepufferte Salzlosung) perfundiert.
Anschliellend wurde, die linke Herzkammer vollstandig abgetrennt und der linke Vorhof breit
inzidiert. Zum Anschluss der Lunge an den Kreislauf der IPL wurden sowohl der Truncus
pulmonalis als auch das linke Atrium kanduliert und noch in situ mit dem Perfusionsmedium
perfundiert. Anschlieffiend wurden Lunge und Trachea en bloc prapariert, in die kinstliche
Thoraxkammer eingebracht und die eigentliche Perfusion gestartet.
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3.1.2. Beschreibung des Perfusionssystems

Fir die Perfusionsversuche wurden Perfusiongerat (IPL-4401) und Software der Firma FMI
GmbH, Oberbach, genutzt. Zusatzlich wurde von der GSF — Forschungszentrum fur Umwelt
und Gesundheit eine Unterdruckkammer gebaut. Der Versuchsaufbau ist in Abb. 3.1
dargestellt. Die Software ermoglichte die konstante Aufzeichnung des pulmonalen
Blutdrucks. Das Medium-Reservoir, die Ventilationskammer und die Perfusionswege wurden
durch ein rezirkulierendes Wasserbad bei einer konstanten Temperatur von 37 °C gehalten.
Das Perfusionsmedium wurde aufgrund seines umfangreichen Gebrauchs bei der Perfusion
isolierter Organe ausgewahlt. Es bestand aus einem modifizierten Krebs-Ringer-
Bicarbonatpuffer (der pH-Wert betrug 7,4) folgender Zusammensetzung: NaCl 118 mM; KCI
5,9 mM; CaCl; 2,5 mM; MgSO, 1,2 mM; NaH,PO, 1,2 mM; NaHCO; 24,9 mM; Glukose 11,1
mM und wurde im Verhaltnis 1:1 mit Haemacell-Lésung (Hoechst Marion Roussel) gemischt.

Sample
CPC DMPS
Effluent Afflyent|
¥
|
=
i Kr-85
4—— Lung Meutral-
lizer
182 /—‘-‘-\‘a\\ 10y
Ventilator
v Spark generator
dcuum
pump and
Control Ar

Abb. 3.1: Aufbau des in der Studie eingesetzten experimentellen Lungenperfusionssystems. Die
ultrafeinen mit '*Ir radioaktiv markierten Iridium-Partikel (Ir-UFP) wurden in einem Funken-Generator
(Spark generator) hergestellt. Am Ausgang des Funken-Generators wurde das Aerosol durch eine
radioaktive ®°Kr-Quelle quasi neutralisiert. Das Aerosol wurde mit Stickstoff und Sauerstoff verdiinnt
und so eingestellt, dass ein Sauerstoffgehalt von 20% und eine relative Luftfeuchte von 50-60%
erreicht wurden. Die GroRenverteilung und Anzahl der Partikel wurde mittels DMPS (differential
mobility particle sizer) bzw. CPC (condensation particle counter) Uberwacht. Die Radioaktivitat des
Aerosols wurde kontinuierlich gemessen. Die Lungen wurden mit einer Perfusionsrate von 5 ml/min
und einem Schlagvolumen von 10 ml perfundiert. Die Beatmungsfrequenz wurde bei 65 Atemziigen
pro Minute gehalten.

Der Puffer wurde vorgewarmt und mit 95% O, und 5% CO, begast, wobei die Strémungsrate

niedrig genug war, um groRere Schaumbildung im Medium zu vermeiden. Bevor das durch
das System flielende Medium die Lungen erreichte, wurden eventuell gebildete Blasen
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abgefangen; der pH-Wert wurde wahrend des gesamten Experiments aufgezeichnet. Die
Beatmungsfrequenz wurde konstant bei 65 Atemziigen pro Minute gehalten. Der maximale
Unterdruck in der Kammer lag bei -1.5 kPa. Es wurden Atemzugvolumen von 3 bis 4 ml
erreicht. Alle vier Minuten wurden die Lungen durch Anwendung eines Unterdrucks von
-2.5 kPa in der Kammer geweitet. Die optimalen Perfusionseinstellungen lagen bei einer
Perfusionsrate von 5ml/min und einem pH-Wert des Mediums von 7,4 vor. Der
Perfusionsdruck war nicht konstant, wurde aber zwischen 10 und 14 kPa gehalten.

In einem zweiten Schritt wurde ein Rezirkulierungsmodus gewahlt, um ein physiologischeres
Modell fir oxidativen Stress (zirkulierende PMN) zu verwenden. Als neues Perfusions-
medium wurde ein filtrierter modifizierter Krebs-Ringer-Bicarbonatpuffer folgender
Zusammensetzung eingesetzt: NaCl 118 mM; KCI 4,7 mM; CaCl, 2,5 mM; MgSO, 1,2 mM,;
KH?PO, 1,2 mM; NaHCO; 13 mM; 0,1 % Glukose, 0,3 % HEPES und 2 % Albumin (Serva,
Heidelberg). Der pH-Wert wurde auf 7,4 eingestellt. Der Puffer wurde vorgewarmt und mit
95% O, und 5% CO, begast, wobei die Strdmungsrate niedrig genug war, um groéfRere
Schaumbildung im Medium zu vermeiden. Bevor das durch das System flieRende Medium
die Lungen erreichte, wurden eventuell gebildete Blasen abgefangen; der pH-Wert wurde
wahrend des gesamten Experiments aufgezeichnet. Nach einer Einstellungsphase von
15 Minuten wurde mit PMN (1*10° Zellen /ml) angereichertes Perfusat eingesetzt.

3.1.3.. Partikelherstellung und Exposition

Aerosole ultrafeiner mit %?Ir radioaktiv markierter Iridium-Partikel (Ir-UFP) wurden in einem
Funken-Generator (Spark generator) hergestellt. Die GroRenverteilung und Anzahl der
Partikel wurde mittels DMPS (DMPS 3070, TSA instruments) bzw. CPC (CPC 3022A, TSI
Instruments) Uberwacht. Die angestrebte GroRenverteilung der Ir-UFP lag bei einem
mittleren Durchmesser von 17 bis 20 nm (geometrische Standardabweichung 1,6) bei einer
Partikelkonzentration von 10" cm™. Bei einem Atemzugvolumen von 3-4 cm?® und einer
Atemfrequenz von 65/min lagen die geschatzte Partikeldosis unter diesen Bedingungen bei
180 ug/m?® und die deponierte Dosis bei ca. 3 pg/Stunde.

3.1.4. Ermittlung der "?Ir-UFP-Translokation

Die Radioaktivitat wurde sowohl in den Perfusatproben als auch in den Herz-Lungen-
Praparaten mit einem Gamma-Spektrometer bestimmt. Bei jenen Proben, die auf *™Tc-
DTPA-Permeabilitat untersucht wurden (siehe 3.1.6), erfolgte die Bestimmung der 'Ir-
Aktivitat nachdem die *™Tc-Aktivitat abgeklungen war. Die Messungen der Aktivitdt beider
Isotope wurden im Hinblick auf Abfall und Hintergrundwerte der Radioaktivitat korrigiert. Die
'92|_Aktivitat in den Perfusatproben wurde als Bruchteil der insgesamt im Perfusat und im
Herz-Lungen-Block gefundenen Aktivitat angegeben.

3.1.5. Versuchsablauf

Nach einer 15min(tigen Stabilisierungsphase, in der die isolierten Lungen bereits beatmet
und perfundiert wurden, begann das Experiment mit der Inhalation eines frisch hergestellten
[Kreyling et al. 2002] Aerosols ultrafeiner, radioaktiv markierter Iridiumpartikel ('*?Ir-UFP). Die
intratracheale Instillation von *™Tc-DTPA oder andere Instillationen starteten ebenfalls zu
diesem Zeitpunkt Das Perfusat wurde kontinuierlich gesammelt, und die Probenahme
erfolgte in 15-Minuten-Intervallen. Folgende Behandlungen wurden untersucht:
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Gruppe 1: Kontroligruppe, nur Inhalation von '%Ir-UFP-Aerosol iber 120 Minuten;
Gruppe 2: Instillation von 50-100 pL **"Tc-DTPA, 500 pl H,O, als Bolus (0.5 mM), Inhalation
von "™2|r-UFP-Aerosol (iber 120 Minuten;

Gruppe 3: Instillation von 50-100 pL **"Tc-DTPA, kontinuierliche Perfusion von Histamin in
einer Konzentration von 10 pM (iber 2 Stunden, Inhalation von "*?Ir-UFP-Aerosol (iber 120
Minuten;

Gruppe 4: Instillation von 50-100 pL **™Tc-DTPA und 500u! Histamin (Bolus) Instillation in
einer Konzentration von 10 mM, Inhalation von '*?Ir-UFP-Aerosol (iber 120 Minuten;

Gruppe 5: Instillation of 50-100 pL **™Tc-DTPA.

Fir jede Gruppe wurden 3-4 Tiere eingesetzt. Der Versuchsablauf ist in Abb. 3.2 dargestellt.

Groupi : Control group. "*Ir-UFP

Group 2 : HzOs bolus + "Ir-UFP + **Tc-DTFA group.

Group 3 : Hile"n ne perfusad + "Ir-UFP + M'_D-iTFA group

TN (T,

Group 4 : Histgmine bolus + ““Ir-UFP + *"Te-DTPA group

J |
| |

Group 5 : "™TcDTPA l

0 &0 135
[ 1 stabilization :ueriu:udl. Histamine Bolus l ®n o DTPA
instillation

mmmp  iricium Inhalation ﬂ H,0.Bolus e Histamine media

Abb. 3.2

Versuchsablauf der Experimente mit isoliert perfundierten Rattenlungen: Alle Perfusionen erfolgten bei
Unterdruckventilation. Nach einer 15minutigen Stabilisierungsphase, in der die isolierten Lungen
bereits beatmet und perfundiert wurden, begann das Experiment mit der Inhalation eines frisch
hergestellten '%|r-UFP-Aerosols. Die intratracheale Instillation von of *"Tc-DTPA oder andere
Instillationen starteten ebenfalls zu diesem Zeitpunkt Das Perfusat wurde kontinuierlich gesammelt,
und die Probenahme erfolgte in 15 Minuten-Intervallen. Folgende Behandlungen wurden untersucht:
Gruppe 1: Kontrollgruppe, nur 92| L UFP-Inhalation tiber 120 min; Gruppe 2: Instillation von 50-100 uL
9™ Te-DTPA, 500 ul H,0, Bolus (0,5 mM), "*?Ir-UFP-Inhalation (iber 120 min; Gruppe 3: Instillation von
50-100 pL *™Tc-DTPA, kontinuierliche Perfusion mit Histamin (10 uM) iiber 2 Stunden, 92| UFP-
Inhalation Gber 120 min; Gruppe 4: Instillation vom 50-100 L M Te-DTPA und Instillation von 500ul
Histamin als Bolus in einer Konzentration von 10 mM, "®2Ir-UFP-Inhalation tiber 120 min; Gruppe 5:
Instillation von 50-100 pL *™Tc-DTPA. Fir jede Gruppe wurden drei bis vier Tiere eingesetzt.
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3.1.6. Bestimmung der Lungenpermeabilitat

¥MTechnetium-markiertes DTPA (*"Tc-DTPA; DRN 4362 TechneScan-DTPA, Malinckrodt
Medical BV, NL) wurde zur Bestimmung der Lungenpermeabilitdt eingesetzt. Das
gefriergetrocknete DTPA-Pulver wurde in 10 ml steriler Kochsalzlésung mit %" Tc-Aktivitat
geldst, die aus einem ®™Tc-Generator eluiert wurde. Die Lésungen wurden 15 Minuten bei
Raumtemperatur stehen gelassen und dann intratracheal instilliert. Das instillierte Volumen
betrug 50-100 pL bei einer DTPA-Konzentration von120-250 ug und einer ®™Tc-Activitat von
5-10 MBq. Die Permeabilitat fir " Tc-DTPA wurde durch Messung der Aktivitat im Herz-
Lungen-Block und in den Perfusatproben bestimmt. Die **"Tc-Radioaktivitat wurde ebenfalls
mit einem Gamma-Spektrometer bestimmt. Da die *™Tc-Activitit mindestens eine
GroéRenordnung héher gewahlt wurde als die "*?Ir-Deposition in den Lungen, war die von '#Ir
ausgehende Strahlungsinterferenz zu vernachlassigen.

3.1.7. Préparation der PMN

Humane polymorphkernige Leukozyten (PMN) wurden frisch aus dem vendsen Blut
freiwilliger Probanden isoliert (S-Monovette, 1,6 mg EDTA/ml Blut, Sarstedt). Die
Vorbereitung der PMN beinhaltete die Sedimentation, Lymphoprep (Nycomed)
Dichtezentrifugation bei 1500 rpm und osmotische Lyse der Leukozyten in einem Puffer
(155 yM NH,4CI, 10 mM KHCO3; and 1 uM EDTA). Alle Lésungen wurden bei 4°C aufbewahrt,
um eine vorzeitige Aktivierung der PMN wahrend der Isolierung zu vermeiden. Die PMN
wurden zweimal gewaschen und in Hanks-Ldésung (Hank's balanced salt solution, HBSS)
suspendiert. Die Lebensfahigkeit der Zellen wurde mittels Trypan-Blau-Ausschlusstest
bestimmt; die PMN-Praparationen waren zu 96 % lebensfahig. Die PMN wurden mit dem
fluoreszierenden Farbstoff CFSE markiert, indem sie 15 Minuten lang in HBSS mit einem
CFSE-Gehalt von 1uM inkubiert wurden. Anhaftender Farbstoff und nicht lebensfahige Zellen
wurden mittels Waschung und Zentrifugation entfernt. Alle Bestimmungen fanden vor der
Perfusion statt.

3.1.8. Lucigenin-verstirkte Chemilumineszenz in PMN

Unbehandelte oder mit CFSE markierte PMN wurden mit Phorbolmyristatazetat (PMA) oder
Formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanin  (fMLP) angeregt und die Freisetzung von
Superoxidradikalen mittels Lucigenin-verstarkter Chemilumineszenz gemessen. Die PMN
wurden wie oben (Abschnitt 3.1.6) beschrieben isoliert und in einer Konzentration von 2 x 10°
Zellen/ml in Hanks-L6sung suspendiert. Zu 10 000 ul der PMN-Suspension wurden 100 ul
Lucigenin (5x 10™M) zugefiigt. PMA (100 ng/ml) diente als Positivkontrolle. Die Lucigenin-
verstarkte Chemilumineszenz wurde Uber 40 Minuten bei 37°C im Luminometer
(Multi.Bioluminat, Berthold) gemessen. Alle stimulierenden Substanzen und die
entsprechenden Kontrollen wurden parallel getestet und die Experimente 4mal wiederholt.

3.1.9. Chemotaxis von PMN

PMN wurden wie unter 3.1.6 beschrieben aus Vollblut isoliert. Die Chemotaxis sowie die
unspezifische Wanderung der Zellen wurden in einer 96-Well-Boyden-Mikrochemotaxis-
kammer (Neuroprobe Inc., Bethesda, MD, USA) vor der Perfusion bestimmt. Wir benutzten
Polycarbonatfilter mit einem Porendurchmesser von 3 um. In unteren Teil der Platten gaben
wir HBSS, fMLP (10®, 20 und 30® M) oder IL-8 (10°, 107" und 10" g/ml). Die mit PBS
vorbehandelten oder mit CFSE angefarbten PMN wurden in Teil der Platten der Kammer
gegeben. Jede Behandlung wurde dreimal getestet. Die Kammer wurde 30 Minuten bei 37°C
und 5% CO, inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Kammer gedffnet, der Filter entfernt
und getrocknet und die Neutrophilen fixiert und gefarbt. Diejenigen PMN, die auf den Filter
sallen und in das Filter eingewandert waren (Adhasion und Migration) wurden mit einem
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Mikroplattenleser (Labsystems—MultiSkan Ascent) bei einer Absorption von 550 nm
gemessen. Die Ergebnisse wurden als durchschnittliche Absorptionswerte angegeben, von
denen die Hintergrundabsorptionswerte der Filter allein abgezogen worden waren.

3.1.10. Gewebepréparation und Mikroskopie

Sofort nach Beendigung der Lungenperfusion wurden die mit radioaktiven Partikeln
behandelten Lungen bei Raumtemperatur und einem Luftdruck von 3,5 kPa getrocknet;
anschlielend erfolgte die Bestimmung der Partikelverteilung. Fir histopathologische
Untersuchungen wurden nur Lungen verwendet, die mit nicht-radioaktiven Iridiumpartikeln
behandelt worden waren. Nach dem Experiment wurden zur Fixierung des Praparates die
Trachea und die Pulmonalvene mit 2,5 % Glutaraldehyd in 0,1 M Phosphatpuffer (pH 7,2,
340 mOsm) perfundiert. AnschlieBend wurde die ganze Lunge fur 2 Stunden bei
Raumtemperatur in die gleiche Fixierungslosung getaucht. Von jedem Tier wurden zwei
Scheiben der rechten und linken caudalen Lungenlappen in Parafin eingebettet und davon
wurden 5 pm dicke Schnitte mit Hematoxylin and Eosin gefarbt. Kleine Mengen des linken
Lungenlappens einer Untergruppe von 7 Tieren wurden in Epon® eingebettet, und
Semidiinnschnitte (1 um) wurden mit Toluidinblau gefarbt.

3.1.11. Biochemische Analyse der Perfusatproben

Die Perfusatproben wurden vor der Bestimmung der Mediatoren Angiotensin converting
enzyme (ACE), Alkalische Phosphatase (ALP) und Myeloperoxidase (MPQO) bei —20°C
gelagert. ACE wurde nach der Methode von Maguire und Price [1985] gemessen (ACE-
Stadard von Buhlmann Labaratories AG, CH). Die Bestimmung der ACE-Aktivitat erfolgte
durch photometrische Messung der Hydrolyse von N-[3-(2-furyl)acryloyl]-L-Phenyl-alanyl-
Glycyl-Gylycin (FAPGG) bei 37°C mittels eines Spektrophotometers (Beckmann DU 640).
Zur Bestimmung der Alkalischen Phosphatase wurde ein Kit der Firma Merck (Cat no.
104019990314) verwendet; die Messungen erfolgten bei 25°C mit einem Beckman DU 640
Spektrophotometer. Die Proteinbestimmung erfolgte mit dem BCA-Assay (BCA =
Bicinchoninsaure) [Smith et al 1985]. Die Aktivitat der Myeloperoxidase (MPO) — ein Marker
der Neutrophilenaktivierung — wurde nach der Methode von Klebanoff et al. [1984] wie in
frGheren Arbeiten beschrieben [Knaapen et al. 2002a] bestimmt: Dazu wurden 200 ul der
Probe zu 800 pl der frisch zubereiteten MPO-Testlésung (19,2 ul Guaiakol; 10,76 ml H,0;
1,2 ml von 0,1M Natriumphosphatpuffer und 40 ul von 0,1 yM H,0O;) gegeben. Die Bildung
von Tetraguajokol wurde Uber 5 Minuten spektrophotometrisch (Beckmann DU 640) bei 470
nm gemessen, und die Veranderung der optischen Dichte pro Minute vom Ausgangswert
berechnet. Die MPO-Aktivitat wurde in mU/ml angegeben.

3.2 Untersuchungen am isolierten Herzen nach Langendorff

3.2.1. Allgemeine Beschreibung

Das isoliert perfundierte Herz nach Langendorff ist ein geeignetes Modell, um die direkten
und indirekten Wirkungen von Umweltstauben auf das Herz zu untersuchen. Das isolierte
Herz kleiner Sauger ist ein sehr gut reproduzierbares Praparat, das schnell und in grof3er
Zahl untersucht werden kann [ Vork et al. 1993]. Das Praparat ist relativ billig und erméglicht
es, ein Dbreites Spektrum biochemischer, physiologischer, morphologischer und
pharmakologischer Parameter zu kontrollieren oder zu messen. Zu den Vorteilen des isoliert
perfundierten Herz-Modells gehort es, dass die Messungen in Abwesenheit stérender
Einflisse anderer Organe, des Blutkreislaufs oder zirkulierender neurohormonaler Faktoren
erfolgen kénnen [Schunkert et al. 1995]. Ein weiterer Vorteil des Praparates ist, dass die
Experimente auch bei Ereignissen fortgeflihrt werden kénnen, die normalerweise das
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Uberleben im in vivo Experiment gefahrden, wie z.B. bei einem durch Infarkt ausgeldsten
Verlust der Pumpfunktion [Schwartz et al. 1993], Herzstillstand [Ejike et al. 2004] oder
Arrhythmien [Valentin et al. 2004]. Das isolierte Herz lasst sich Uber mehrere Stunden
funktionsfahig erhalten; das Praparat verschlechtert sich aber mit der Zeit. Das Rattenherz
ist am besten charakterisiert und wird fir komplexere Perfusionspraparate am haufigsten
eingesetzt. Es ist gut handhabbar und seine GréRRe erlaubt intraventrikulare Aufzeichnungen.
Allerdings beschrankt die kurze Dauer des Aktionspotentials seine Eignung fur
Untersuchungen von Arrhythmien erzeugenden oder verhindernden Substanzen. Beim Herz-
Praparat nach Langendorff wird die Aorta Uber eine Kanile mit einem Reservoir verbunden,
das die mit Sauerstoff angereicherte Perfusionsflissigkeit enthalt. Die Perfusionsflissigkeit
wird retrograd, d.h. entgegen der physiologischen Flussrichtung des Blutes, die Aorta
abwarts entweder bei konstanter Durchflussgeschwindigkeit, z.B. Uber eine Infusionspumpe,
oder konstantem hydrostatischem Druck (Ublicherweise im Bereich von 60 bis 100 mmHg)
eingeleitet. Sobald das Herz mit der Kanule verbunden und die Perfusion eingeleitet ist,
beginnt die Kontraktion des Herzmuskels und der regulare Herzrhythmus. Nach einer
Stabilisierungsphase von etwa 10 Minuten kénnen die Messungen am Praparat erfolgen.
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gas distributor
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pressure transducer
transducer /1'
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Abb. 3.3
Versuchsaufbau des isolierten Herzmodells nach Langendorff

3.2.2. Versuchstiere, Prdparation und experimentelles Protokoll

Wir verwendeten spontan hypertensive mannliche Ratten (SHR/NHsd) im Alter von 11 bis 12
Wochen mit einem Gewicht von 250-350 g aus der Zuchtanstalt von Harlan (Indianapolis,
Indiana, USA). Die Tiere wurden in Macrolonkafigen bei konstanter Raumtemperatur mit
einem 12-stiindigen Tag/Nacht-Rhythmus gehalten und hatten freien Zugang zu Trinkwasser
und Futter (SSP-Tox Standardfutter, Hope Farms, Woerden, NL). Die Instillation der Partikel
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(EHC-93, 10 mg/kg Korpergewicht in einer Konzentration von 5 mg/ml), von LPS (350
Endotoxineinheiten pro Tier, 0,5 ml) oder Kochsalzlésung (2ml/kg Korpergewicht) erfolgte
Uber eine in die Trachea eingebrachte Kanule. Zuvor waren die Tiere kurz durch Inhalation
von 4% Halothan betaubt worden.

Vier Stunden nach den jeweiligen Instillationen wurden die Tiere durch i.p. Injektion (1 ml/kg
Korpergewicht) einer Mischung von Ketamin (100 mg/ml) und Rompun (20 mg/ml) im
Verhaltnis 10:4 anasthesiert. Vorversuche hatten gezeigt, dass diese Anasthesierung keinen
Einfluss auf die Herzfunktionen hat. Nach Offnung des Thorax wurde durch eine Kaniile kalte
(4 °C) Krebs-Ringer-Losung in die Aorta injiziert. Das Herz wurde schnell entnommen und
sofort fur die retrograde Perfusion nach Langendorff mit auf 37°C angewarmter, mit
Carbogen (95% O, / 5% CO,) begaster modifizierter Krebs-Ringer-Lésung (NaCl 118 mM;
KCI 5,9 mM; CaCl, 2,5 mM; MgSO, 1,2 mM; NaH,PO,4 1,2 mM; NaHCO; 24,9 mM; Glukose
11,1 mM; pH = 7,4) durchstromt.

3.3.3. Wirkungsparameter und Pathologie

Durch einen im linken Ventrikel gelegenen mit destilliertem Wasser gefiillten Latexballon, der
Uber einen Katheter mit einem Druckmesssystem (SPECTRAMED TNF-R Becton-Dickinson)
gekoppelt war, wurde der linksventrikulare Druck (LVDP) gemessen. Die Aufzeichnung des
LVDP und der Herzfrequenz (HR) erfolgte mit einem Graphtec Linear Recorder Mark 8, Type
WR 3500 (Hugo Sacks Electronic), der mit einem Differenzierungsverstarker (DC Bridge
amplifier DBA 660, Hugo Sachs Electronic) und einem Herzfrequenzmodul (HRM 669 Hugo
Sachs Electronic) ausgestattet war. Die maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit (dP/dtmax)
wurde anhand der aufgezeichneten Parameter berechnet. Der ventrikulare diastolische
Druck wurde auf 5 bis 10 mmHg eingestellt. Der Koronarfluss wurde durch Messung des
Volumens der das koronare System verlassenden Perfusatflissigkeit ermittelt und betrug
zwischen 8 und 10 ml/min.

Zur Untersuchung der Wirkung einer Ischamie wurde wie folgt vorgegangen: Zunachst
wurden allen Herzen 30 Minuten lang ins Gleichgewicht gebracht. Durch Verschluss der
Koronararterie wurde eine 35minultige ischamische Phase ausgel6st. Darauf folgte bei allen
Gruppen eine Reperfusion ber 120 Minuten. Andere Experimente am isolierten Herzen
wurden ohne vorherige Ischamie an Herzen von mit Kochsalzlésung vorbehandelten SH-
Ratten durchgefuhrt. In diesen Versuchen wurden die wasserlosliche Partikelfraktion oder
ZnS0O, als Hauptmetall in unseren Partikelproben durch Kurzzeitinfusion getestet. Vor
Infusion der Testlésungen gab es eine vergleichbare Periode zur Gleichgewichtseinstellung.
Mit Haematoxylin-Eosin (5 pm) gefarbte Schnitte wurden fluoreszenzmikroskopisch
(Olympus BX40, WIB-Filter) ausgewertet, um ischamische und normale Regionen des
Herzens anhand ihres Autofluoreszenzmusters zu identifizieren [Osornio & Ossa 1983]. Dem
Auswertenden war nicht bekannt, welchen Versuchsbedingungen die Ratten unterzogen
worden waren. Ischamische Regionen wurden in der linken und rechten Herzkammer mit
entsprechender subendocardialer, subepicardialer oder transmuraler Lage gefunden. Die
Ausdehnung der ischamischen Areale wurde als Prozentsatz des betreffenden
histologischen Schnittes angegeben und wie folgt eingestuft: 0 = keine Ischamie; + = < 5%; +
=6 —20%; ++ =21 — 35%; +++ = 36 -50%; ++++ = > 50%.

3.3 Pharmakologische Untersuchungen an isolierten Aortenringen

3.3.1. Versuchstiere

Wir verwendeten mannliche Wistar-Kyoto-Ratten (WKY) und spontan hypertensive Ratten
(SHR) im Alter von 13 bis 15 Wochen aus der Zuchtanstalt von Harlan Charles River
(Deutschland). Die Tiere wurden in Macrolonkafigen bei konstanter Raumtemperatur mit
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einem 12-stundigen Tag/Nacht-Rhythmus gehalten und hatten freien Zugang zu Trinkwasser
und Futter (SSP-Tox Standardfutter, Hope Farms, Woerden, NL). Die Anasthesierung der
Tiere erfolgte durch i.p. Injektion (1 ml/kg Koérpergewicht) einer Mischung von Ketamin (100
mg/ml) und Rompun (20 mg/ml) im Verhaltnis 10:4.

3.3.2. Préparation der Gefal3e

Die Brustaorta wurde schnell entfernt und in kalte, modifizierte Krebs-Ringer-Lésung (NaCl
118 mM; KCI 5,9 mM; CaCl, 2,5 mM; MgSQO, 1,2 mM; NaH,PO, 1,2 mM; NaHCO; 24,9 mM;
Glukose 11,1 mM; pH = 7,4) gegeben. Nachdem die Aorta von Fett und Bindegewebe befreit
worden war, wurde sie in 2-3 mm lange Stlicke geschnitten. Dabei wurde besonders darauf
geachtet, das Endothel nicht zu beschadigen. Fir Versuche, in denen das Endothel der
Aortenringe entfernt wurde, wurden die Aortenringe umgewendet und leicht an einem
Papiertaschentuch gerieben. Die Aortenringe wurden zwischen zwei Haken in einem
Organbad (10 ml) ausgebreitet, das mit 37°C warmem mit Carbogen (95% O, / 5% CO,)
begastem modifiziertem Krebs-Puffer geflllt war, und mit einer Ruhespannung von 1,5 g
vorgespannt; Veradnderungen der Kontraktionskraft wurden mittels eines isometrischen
Kraftaufnehmers (Harvard Apparatus, Inc. Holliston, Ma., USA) aufgezeichnet, der mit einem
Computer verbunden war. Vor dem Start der Experimente ruhte das Praparat etwa 60
Minuten lang, wobei die Krebs-Ldsung viermal gewechselt wurde. Danach wurden die Ringe
mit KCI (80 mM) fir 2 Minuten angeregt und anschlieffend dreimal im Abstand von 5, 10 und
15 Minuten gewaschen. Nach der dritten Waschung wurde die Ruhespannung wieder
eingestellt. Die KCI-Behandlung und Waschung wurden wiederholt.

3.3.3. Evaluation der geféRerweiternden Wirkung

Kumulierte Dosis-Wirkungskurven mit Staubsuspensionen (EHC-93), partikelfreiem Filtrat
(10 pg/ml bis100 pg/ml), CuSQO,4 oder ZnSO,4 (10 — 100 uM) wurden nach Prakontraktion mit
Phenylephrin (0,2 uM) bestimmt.

Die endothelabhangige Gefalerweiterung wurde mit Carbachol (10 yM) nach der Dosis-
Wirkungskurve fur EHC untersucht, um die Funktionsfahigkeit des Endothels zu Uberprifen.
Alle Experimente fanden in Gegenwart von Diclofenac (100 pM) statt, dem unspezifischen
Cyclooxygenase-Inhibitor, um eine Beteiligung von Prostaglandin an der Reaktion auf die
Partikelexposition zu vermeiden. Eine Beteiligung rezeptor-abhangiger Wege wurde durch
Anwendung von Capsaizepin (100 pM), einem unspezifischen Capsaicinrezeptor-
Antagonisten, sowie Pyrilamin (10 pM) und Cimetidin (10 uyM), den Antagonisten von
Histamin-H1- bzw. -H2-Rezeptoren, untersucht. Die Rolle von NO-cGMP wurde durch
Verwendung von NS2028 (10 uM), einen spezifischen Inhibitor der I6slichen
Guanylatzyklase untersucht, und die Beteiligung von Zytochrom-P450-Epoxigenase mit 17-
ODYA (10 uM), einem unspezifischen Inhibitor dieses Enzyms. Die Rolle von
Hyperpolarisationsfaktoren wurde durch Verwendung einer depolarisierenden Lésung von
KCI (40 pM) getestet, um eine Vorkontraktion der Aortenringe zu induzieren. Die jeweiligen
Antagonisten und Inhibitoren wurden 15 Minuten vor der durch EHC-93 und I6sliche Metalle
induzierten Relaxation dem Bad zugefligt. Die gefalierweiternde Wirkung wurde beim
Maximum der Dosis-Wirkungsbeziehung ausgewertet. Die Ergebnisse werden als
prozentuelle Aufhebung der durch Phenylephrin oder KCI induzierten Prakontraktion
angegeben.

3.3.4. Bestimmung der Iéslichen Guanylatzyklase

Menschliche |6sliche Guanylatzyklase wurde aus plattchenreichem Blutplasma gewonnen
[Kojda & Noack 1993; Weber et al. 2001]. Die spezifische Aktivitat der I6slichen
Guanylatzyklase wurde aufgrund der durch das Enzym katalysierten Bildung von

21



BWB 20018-Abschlussbericht

[a-**P]cGMP aus [a-**P]GTP bestimmt [Schultz und Béhme 1984]. Dazu wurde l8sliche
Guanylatzyklase aus der Diethylaminofraktion (20-40 pg Protein) mit 100 ul Triethanolamin-
Puffer (50 mM, pH 7,4, 37°C) folgender Zusammensetzung gegeben: 5 nM [o-**P]GTP
(0,4 pCi), 100 pM GTP, 1 mM cGMP, 1 mM 3-Isobutylmethylxanthin, 1 mM MgCl; und 1 mM
DTT in Gegenwart von 500 uM S-Nitroso-N-Acetylpenicillamin (SNAP) oder Vehikelkontrolle
(0,25% DMSO). Um Dosis-Wirkungskurven fir SNAP und PM zu erstellen, enthielten die
Proben unterschiedliche Konzentrationen dieser Stoffe bzw. DMSO, die bei den Ergebnissen
angegeben werden.

3.4 Untersuchungen an Zellkulturen

3.4.1. Calciumimaging in Cardiomyocyten

Herzmuskelzellen (H9c2-Zellen von European cell collection) wurden in befeuchteter Luft
(5% CO,) bei 37°C in modifiziertem Dulbecco-Medium kultiviert, das mit 10% fetalem
Rinderserum, 2 mM Glutamin, 100 U/ml Penicillin, 100 mg/ml Streptomycin und 1 mM
Pyruvat erganzt wurde. Fur die Imaging-Experimente wurden die Zellen auf mit Poly-D-Lysin
beschichtete Objekttrager gegeben. Die Zellen wurden 3 bis 5 Tage wachsen gelassen flr
die Untersuchungen an Myoblasten (subkonfluente Kulturen). Vor der Beladung mit
fluoreszierenden Farbstoffen wurden die Zellen 30 Minuten lang mit Medium (2%
Rinderserumalbumin/ extrazellulares Medium) inkubiert, das aus 121 mM NaCl, 5 mM
NaHCO; ,10 mM Na-HEPES, 4,7 mM KCI, 1,2 mM KH; POy, 1,2 mM MgSO,, 2 mM CacCl,,
10 mM Glukose und 2% Rinderserumalbumin (pH 7,4; 37°C) bestand [Pacher et al. 2000,
2001; Szalai et al. 2000]. Zur Fluoreszenzmessung des intrazelluldren Kalziums wurden die
auf den Objekttragern gewachsenen Zellen zweimal mit HBS gewaschen und 30 Minuten bei
37°C in HBS (pH 7,3) inkubiert, das 1 pM des Fluorenszenzfarbstoffs Fura-2-
Acetomethylester enthielt. Anschlie®end wurden die Zellen zweimal mit 4 ml HBS
gewaschen, auf ein Inversionsmikroskop (Zeiss Axiovert) gebracht und weitere 5 Minuten
gewaschen, um den Uberschissigen Farbstoff zu entfernen. Mittels digitaler Imaging-
Fluoreszenzmikroskopie (Photon Technology International, New Jersey, USA) wurde die
Fluoreszenz von 6 bis 8 Zellen gleichzeitig aufgezeichnet wie von Bickmeyer et al. [1998]
beschrieben. Die Experimente mit Zn**-Lésungen oder der I6slichen Partikelfraktion wurden
jeweils mit 7 bis 12 verschiedenen Zellen durchgefiihrt; pro Experiment wurden insgesamt
35-100 Zellen betrachtet.

Um zu prifen, ob die I6slichen Partikelbestandteile einen direkten Effekt auf den Herzmuskel
haben konnen, untersuchten wir die Kalziumaufnahme der isolierten Herzmuskelzellen nach
Stimulation mit 50 yM KCI (rezeptorunabhangig) bzw. mit 100 uyM ATP (rezeptorabhangig).
Die Loésungen wurden in zwei Perioden getestet, die durch ein 30minutiges Intervall getrennt
waren, in dem partikelfreies Filtrat (1-50-100 ug/ml Endkonzentration) oder ZnSQO, (50 uM)
eingesetzt wurden, um die Fahigkeit der Herzmuskelzellen zur Modifizierung des
Kalziumeinstroms zu Uberprifen. Die Wirkung der l6slichen Partikelbestandteile auf den
intrazellularen Kalziumeinstrom wurde mit Thapsigargine (1 uM) bestimmt und der Effekt auf
den extrazelluldren Kalziumeinstrom mit dem Kalziumkanal-Antagonisten Dihydropyridin
Bayk 8344 (1-5-10 pM).
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4. Ergebnisse

4.1 Translokation von Nanopartikeln in der bei Unterdruck beatmeten isoliert
perfundierten Lunge

4.1.1. Partikelverteilung und -deposition

In der ersten Versuchsreihe wurde die Verteilung der ultrafeinen Iridium-Partikel ("*Ir -UFP)
anhand der Radioaktivitat in der Lunge gemessen. Eine Beeintrachtigung der Lungenleistung
konnte aufgrund der steigenden Aufblashdufigkeit zur Erhaltung des Atemvolumens
beobachtet werden, liel® sich aus Strahlensicherheitsgriinden bei der Unterdruckbeliftung
jedoch nicht quantifizieren. In einem Experiment, bei dem die gleiche Ausriistung unter
Uberdruck eingesetzt wurde, veranderten sich das Atemvolumen und der Atemdruck Uber
die zwei Stunden Dauer der Perfusion nicht. Die Partikelgrofienverteilung im inhalierten
Aerosol war gut reproduzierbar, und der mittlere Durchmesser (count median diameter,
CMD) der Teilchen betrug 16 — 18 nm (Abb. 4.1). Die geometrische Standardabweichung
betrug 1,6. Die Partikeldeposition in den isoliert-perfundierten Lungen wurde mit derjenigen
bei parallel dem gleichen Aerosol exponierten Versuchstieren verglichen und zeigte eine
ahnliche homogene Verteilung mit etwas geringerer Deposition (diese Daten sind nicht
dargestellt).
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Abb. 4.1: Die durchschnittliche Partikelgroenverteilung in einem typischen Perfusionsexperiment
Uber die gesamte Expositionszeit von 120 Minuten zeigt einen mittleren Durchmesser (count median
diameter, CMD) von 16,9 nm (GSD = 1,6. Aerosolkonzentration 4,45x10° cm™, SD 0,13x10% cm™).

4 .1.2. Translokation ultrafeiner Partikel nach modifizierter Permeabilitat

In einer umfangreichen Reihe von Perfusionen zeigte sich bei Kontrolllungen keine
Translokation von ?Ir-UFP; die Varianz zwischen den verschiedenen Perfusionen liegt unter
5 % (Abb. 4.2). Mit verschiedenen Behandlungen wurde dann untersucht, welche Rolle die
epitheliale und die endotheliale Permeabilitat bei der Partikeltranslokation spielen. Zunachst
wurde durch Hyperbldhung das Atemvolumen pro Minute verdoppelt; dies fuhrte jedoch nicht
zu einer verstarkten Translokation der Nanopartikel (Daten sind nicht dargestellt). Eine
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initiale Bolusinjektion von H,0O, in die Trachea der IPL zum Erreichen einer Endkonzentration
von 0,5 mM flhrte 60 Minuten nach der Inhalation des radioaktiven Aerosols zum Beginn
einer Partikeltranslokation. Zwischen der Kontroll- und der H,O»-Gruppe wurde 90, 105 und
120 Minuten nach Beginn der Inhalation ein signifikanter (P<0,05, Mann-Whitney U-Test)
Unterschied in der partikelbedingten Radioaktivitat im Perfusat festgestellt (Abb. 4.2). Zu
Zeitpunkten unterhalb von 60 Minuten waren die Unterschiede zwischen den unbehandelten
Lungen nur von grenzwertiger Signifikanz (P < 0,1; Mann Whitney-Test). Die Varianz
zwischen den Perfusionen bei der H,O,-Gruppe war wesentlich hoher als bei der
Kontrollgruppe. Es zeigte sich jedoch bei den Experimenten mit den mit H,O, vorbehandelten
Lungen ein ahnlicher Trend in allen Perfusionen. Erhéhte Radioaktivitat im Perfusat wurde
nur jenseits der Perfusionszeit von 60 Minuten gefunden. Eine vergleichbare Translokation
bzgl. des Zeitprofils wurde bei Lungen in Anwesenheit von 1 yM Histamin in der vaskularen
Perfusionsflissigkeit beobachtet (Abb. 4.2). Unter diesen Versuchsbedingungen lie} sich
jedoch nur nach 120 Minuten Perfusionszeit ein statistisch signifikanter Unterschied zu den
Kontrolllungen feststellen. Andererseits wurde bei den Lungen, die durch Injektion eines
Histaminbolus behandelt wurden, keine durch "?Ir-UFP bedingte Radioaktivitat im Perfusat
nachgewiesen.
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Experimenten dar und geben nur einen
Trend an.
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Interessanterweise ist die Kinetik der Translokation von DTPA (Abb. 4.2) und ultrafeinen
Iridiumpartikeln sehr unterschiedlich. Wahrend die Iridiumpartikel erst nach 60 Minuten
Inhalationsdauer im Perfusat ansteigen, lasst sich DTPA innerhalb weniger Minuten nach der
intratrachealen Instillation im Perfusat messen. Andererseits lasst sich die Wirkung von H,0,
und Gefalhistamin auf die Partikeltranslokation auch in der DTPA-Clearance nachweisen
(Abb. 4.2). Wenn auch nicht signifikant, verursachten beide Behandlungen nach einer
Stunde eine tendenziell hdéhere Translokationsrate von DTPA, was auch fir die
Translokation von "®Ir-UFP beobachtet wurde. Die Injektion eines Histaminbolus mit einer
Endkonzentration im Lumen von 0,5 mM verursachte eine betrachtliche Verlangsamung der
DTPA-Permeabilitit (Abb. 4.2) und zeigte keine Wirkung auf die Translokation von '*?Ir-UFP.
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4.1.3. Biomarker epithelialer und endothelialer Schadigung

Als Marker einer Schadigung von Typ-lI-Zellen wurde die alkalische Phosphatase (ALP) in
Kontroll- und vorbehandelten Lungen gemessen. Im Perfusat der Kontrolllungen und der mit
H,O, vorbehandelten Lungen lieR sich nach Exposition gegeniiber ultrafeinen '%?IR-Partikeln
kein signifikanter Unterschied in der ALP-Aktivitat (15 — 135 Minuten) feststellen (Abb. 4.3).
In den mit Gefallhistamin perfundierten ILP wurde nach 15 und 30 Minuten eine signifikant
niedrigere ALP-Aktivitit gemessen als nur nach Inhalation von "®AIr-UFP. Zu allen spéateren
Messzeitpunkten zeigte sich kein Unterschied zu den Kontrolllungen (Abb. 4.3.). Auch die
Gruppe, die Histamin als Bolus erhalten hatte, zeigte keinen Unterschied zur Kontrollgruppe.
Zur Abschatzung des endothelialen Schadens wurde Angiotensin Converting Enzyme (ACE)
im Lungenperfusat gemessen (Abb. 4.3). Zwischen der Kontrollgruppe und den Gruppen,
denen H,0,, Histamin im Perfusat oder Histamin als Bolus in die Trachea appliziert wurde,
wurden keine signifikanten Unterschiede der ACE-Aktivitat gefunden (ANOVA, post-hoc
Tukey und Mann Whitney-Test). Um zu Uberprifen, ob die Wirkung von H,O, durch die
Freisetzung von Histamin vermittelt wurde, haben wir die Histaminkonzentration im Perfusat
der mit H,O, behandelten Lungen gemessen, konnten jedoch keinen Unterschied zu den
Perfusaten der Kontrollen feststellen. Auch die totale Proteinmenge als Maly fur die
Lungenpermeabilitdt war bei den unterschiedlich behandelten Gruppen vergleichbar.
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4.1.4. Lungenmorphologie

Die Ergebnisse der histopathologischen Analysen sind in Tabelle 4.1 zusammengefasst und
in Abbildung 4.4 dargestellt. Insgesamt finden sich betrachtliche Schadigungen am Ende der
Perfusionsexperimente, es gibt jedoch keine Unterschiede zwischen den verschiedenen
Behandlungen. Bei allen Gruppen wurden subepitheliale Rundzellinfiltration und interstitielle
Dilatation mit moderater bis schwerer Odembildung beobachtet. Gelegentlich wurden
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aleveolare Dilatation, alveolare Entzindung und Flussigkeit im Alveolarlumen gefunden. Das
Verfahren der in vitro Perfusion kénnte die Ursache fir die perivaskulare und peribronchiale
Dilation in allen Lungen sein. H,O, kénnte direkt fir die epithelialen Schaden in den

proximalen Bronchien der mit H,O, instillierten Gruppen verantwortlich sein.

Tabelle 4.1: Morphologische Auswertung der Rattenlungen nach 2-stiindiger Perfusion und
Inhalation von Ir-UFP. Die Lungenschnitte wurden mit HE oder Toluidinblau gefarbt. Zu den
untersuchten Lungenregionen gehdrten der Bronchialbereich, die Blutgefalie und der Alveolarraum.

Behandlung

Bronchialbereich

Blutgefale

Alveolarraum

Kontrolle

Subepitheliale
Rundzellinfiltration,
interstitielle Erweiterung

interstitielle Erweiterung

peripher geringe
alveolare Erweiterung

Wasserstoffperoxid

Abschuppung der
Epithelschicht, teilweise
Zerstoérung der
subepithelialen Struktur

moderate bis schwere
interstitielle Erweiterung

Histamin im Perfusat

Subepitheliale
Rundzellinfiltration,
interstitielle Erweiterung

moderate bis schwere
interstitielle Erweiterung

peripher alveolare
Erweiterung

Histamin (Bolus)

Subepitheliale
Rundzellinfiltration,
interstitielle Erweiterung

moderate bis schwere
interstitielle Erweiterung

herdartige alveolare
Erweiterung,
6dematdse Flissigkeit
im Alveolarlumen

LB =Ny rvetresnert

Ir- X Ppreteaient
sepumrediction

TP = Histanne (perfisate)
cacknn +mfiliation

-

i H
T T

b= T Pqwefreanent
Trondis redction

Abb. 4.4

Beispiele fur histopathologische Lasi-
onen in Lungen nach zweistlindiger
Perfusion und Inhalation von nicht
radioaktiven Iridiumpartikeln: Kontroll-
lunge (A); Lunge, die mit einem H,0,-
Bolus im Lumen vorbehandelt wurde (B,
D) und eine Septum- und Bronchus-
Reduktion zeigt; mit Histamin
perfundierte Lunge (C), die Odem-
bildung und Infiltration aufweist.
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4.2 Einfluss von oxidativem Stress durch Gabe von PMN

Die oben genannten Ergebnisse weisen darauf hin, dass eine Modifikation der epithelialen
und endothelialen Permeabilitdt eine gute Methode ist, um die Translokation ultrafeiner
Partikel zu verstarken. Daher wurde ein physiologischeres Modell entwickelt, in dem die
Lungen durch im Perfusat zirkulierende Neutrophile oxidativem Stress ausgesetzt wurden.
Nach einer Stabilisationszeit von 15 Minuten wurden die Lungen verschiedenen
experimentellen Bedingungen ausgesetzt. Die Experimente bestanden aus den folgenden
Gruppen:

Kontrollgruppe mit Instillation von destilliertem Wasser nach 15 Minuten,
¢ Histaminperfusat mit intratrachealer Instillation von radioaktiv markierten Iridiumpartikeln,
o Normale intratracheale Instillation radioaktiver Iridiumpartikel,

e PMN-angereichertes Medium mit intratrachealer Instillation von radioaktiv markierten
Iridiumpartikeln,

¢ PMN-angereichertes Medium mit fMLP (Neutrophilen-Aktivator) und Instillation von
radioaktiv markierten Iridiumpartikeln,

e Histamin- und PMN-angereichertes Perfusat mit Instillation von radioaktiv markierten
Iridiumpartikeln.

Auler bei den Kontrollen wurden die radioaktiven Iridiumpartikel nach 15 Minuten instilliert.
Zur Bestimmung der Mediatorfreisetzung wurde das Perfusat alle 15 Minuten gesammelt, die
Startkonzentration an PMN im Medium bestand aus 1x10° Zellen/ml.

4. 2. 1 Einfluss der Anférbung auf die PMN-Funktion

Die Einflisse von Aufbewahrungszeit und Temperatur auf die Funktion der Neutrophilen
wurde anhand von zwei vitalen Funktionen der Zellen bestimmt, d.h. der Produktion
oxidativer Sauerstoffspezies (ROS) und der Migration. Zur Bestimmung der optimalen CFSE-
Konzentration wurden zunachst PMN-Suspensionen von verschiedenen Personen mit
steigenden CFSE-Konzentrationen (0-1 yM) inkubiert. Sowoh| die spontane als auch die
PMA-induzierte ROS-Produktion wurde bis zu 1 yM CFSE leicht beeintrachtigt (Abb. 4.5),
wahrend die Fluoreszenz nicht anstieg. Weitere Experimente wurden deshalb mit PMN
durchgefiihrt, die mit 0,1 yM CFSE vorbehandelt wurden. Die ROS-Produktion in
Suspensionen isolierter neutrophiler Zellen wurde nach Vorbehandlung der PMN mit CFSE
und Lagerung bei entweder 4°C oder 37°C bestimmt. Die bei 37°C gelagerten Neutrophilen
zeigten im Vergleich zu den bei niedrigerer Temperatur gelagerten Zellen eine hoéhere
spontane und PMA-induzierte ROS-Produktion. Andererseits zeigten PMN bei Lagerung
Uber zwei Stunden bei 37°C einen schnellen Abbau von Funktionen im Vergleich zu den bei
4°C gelagerten Zellen, und zwar sank bei Lagerung bei 37°C Uber zwei Stunden die
spontane ROS-Produktion um 50 % und die PMA-stimulierte ROS-Produktion um mehr als
70 %. Das Experiment ermoglicht es, die Neutrophilenfunktion wahrend einer zweistlindigen
Perfusion der isoliert perfundierten Lungen bei 37°C abzuschatzen. Die bei 4°C gelagerten
PMN zeigten keinen signifikanten Abfall der ROS-Produktion; daher wurden die PMN-
Suspensionen mit Eis gekuhlt, bevor sie in die IPL injiziert wurden. Beim Vergleich des
Migrationsverhaltens markierter PMN gegenliber unmarkierten PMN zeigten die
unbehandelten PMN mit verschiedenen Aktivatoren eine Migration, aber die erwartete Dosis-
Wirkungsbeziehung mit fMLP und IL-8 zeigte einen inversen Verlauf, was auf einen
maximalen Effekt bei niedrigen Konzentrationen hinweist. Die unmarkierten PMN zeigten mit
IL-8 und fMLP eine ahnliche Reaktion.
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Abb. 4.5: Wirkung der Vorbehandlung mit CFSE auf die Funktion von Neutrophilen, gemessen
anhand der spontanen und PMA-induzierten ROS-Produktion.

4.2.2. PMN-Funktion im isoliert-perfundierten Lungensystem

Um den Aktivierungszustand der PMN nach Injektion in das Lungenperfusionssystem zu
Uberprifen, haben wir den Proteingehalt und die Aktivitat der Myeloperoxidase (MPO) im
Perfusat gemessen. Kontrollexperimente (keine Partikelinhalation) zeigten keine feststellbare
MPO-Aktivitat von endogenen PMN in der Rattenlunge. Nach Injektion von PMN in das
Perfusat (bis 10° Zellen/ml) wurde eine standige Zunahme von MPO beobachtet. Die MPO-
Aktivitat stieg nach der Perfusion mit PMN. Die Neutrophilen blieben fir den Rest des
Experimentes aktiv. In weiteren Experimenten wurde untersucht, ob die PMN voll aktiviert
waren. Die MPO-Aktivitat wurde auch genutzt, um die Aktivierung von PMN wahrend der
Partikelinstillation in der isoliert perfundierten Lunge zu messen. Die Iridium/PMN/fMLP-
Gruppe zeigte eine hdhere MPO-Freisetzung im Vergleich zu anderen Gruppen. Als Maf fir
endotheliale Schaden haben wird das Angiotensin Converting Enzyme (ACE) in den
Perfusionsproben bestimmt. Es wurde kein Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen
festgestellt. Dasselbe traf fir die alkalische Phosphatase zu, die ein Marker flr einen
epithelialen Schaden ist. Die Proteinfreisetzung war in allen Gruppen ahnlich.

4.2.3. Translokation ultrafeiner Partikel

Um zu untersuchen, ob ultrafeine Iridiumpartikel die epitheliale/endotheliale Barriere der
Lunge durchschreiten kdnnen, wurden die Partikel 15 Minuten nach Stabilisierung der IPL
instilliert. Die Translokation wurde durch Bestimmung der Radioaktivitat in den
Perfusatproben zu verschiedenen Zeitintervallen ermittelt. In keiner der behandelten
Gruppen, die mit PMN, fMLP und Histamin behandelten Gruppen eingeschlossen, wurde
Radioaktivitat im Perfusat gefunden. Um zu Uberprifen, ob die Partikel nach Translokation
reabsorbiert werden kénnen, wurden eine Dosis '®Ir-UFP ins Perfusat injiziert, jedoch fast
vollstdndig wiedergefunden. Es wurden verschiedene Experimente durchgefuhrt, um die
Rolle der epithelialen und endothelialen Integritat sowie eines Einstroms von Neutrophilen
auf die Partikeltranslokation zu bestimmen. Die Abb. 4.6 zeigt die Radioaktivitat in den
Lungen und im Perfusat. Eine besondere Versuchsreihe wurde durchgefiihrt um
festzustellen, ob die Lunge 'Ir-UFP aus dem Blutkreislauf aufgenommen hat. Der Grund
daflr war, dass in diesen Experimenten das Medium rezirkulierte, und wir wollten
ausschlielen, dass translozierte Partikel in der Lunge nach Rezirkulation festgehalten
werden kdnnen. Es liel® sich jedoch keine Absorption von Iridiumpartikeln in der Lunge
nachweisen.
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Abb. 4.6: Radioaktivitat gepoolter Perfusatproben (Bq/ml) nach intratrachealer Inhalation von '#Ir-

UFP bei gleichzeitiger Perfusion mit Histamin (Positivkontrolle) und Kombinationen von PMN mit oder
ohne Aktivierung mit fMLP. Die Daten zeigen gegeniiber der Behandlung mit 92 |r-UFP allein keine
verstarkte Partikeltranslokation.

4.3 Entzindung und systemische Effekte einer intratrachealen Gabe von Endotoxin
oder von Staubproben (EHC93) bei spontan hypertensiven Ratten (SHR)

4.3.1 Entziindungsreaktion in der Lunge bei SHR

Als Biomarker fir eine Entziindungsreaktion in der Lunge diente die Neutrophilenzahl in der
bronchoalveolaren Lavageflissigkeit (BALF). Bei spontan hypertensiven Ratten (SHR) fuhrte
bereits die Instillation von Kochsalzlésung zu einem Einstrom von PMN (5% PMN nach
4 Stunden; 15% PMN nach 24 Stunden). In Vorstudien hatten wir festgestellt, dass SHR-
Ratten hoéhere PMN-Spiegel aufwiesen als Kontrollratten (WKY). Sowohl die Instillation von
Partikeln (EHC-93, 10 mg/kg Korpergewicht) als auch von LPS (350 EU/Tier) verursachte
einen verstarkten PMN-Einstrom, der den durch Instillation von Kochsalzlésung erzielten
Effekt deutlich Gberschritt und nach 24 Stunden am starksten ausgepragt war. In beiden
Fallen wurde der maximale PMN-Prozentsatz von 75% (EHC-93) bzw. 55% (LPS) 24
Stunden nach der Instillation erreicht (Abb. 4.7). Nach 48 Stunden nahmen die Zellzahlen
und der PMN-Prozentsatz wieder ab. Die hier eingesetzten Partikel enthalten wenig
wasserldsliches LPS (3,6 EU/mg), was mit der eingesetzten Dosis von 9 EU/Tier bei 10
mg/kg Ubereinstimmt. Nichtsdestotrotz waren die Wirkungen ausgepragter als wenn reines
LPS mit einer Dosis von 350 EU/Tier verwendet wurde. Wir vermuten daher, dass der
Partikeleffekt nicht auf der Wirkung von LPS beruht.

4.3.2 Rezeptor-abhdngige Gefdllerweiterung durch Azetylcholin

In Aortenringen induzierte Azetylcholin (ACh) eine dosisabhangige Gefalerweiterung (Abb.
4.8). Diese Reaktion begann bei einer Konzentration von 1 nM, erreichte bei 30 nM ein
Maximum und wurde bei hdheren Konzentrationen untbersichtlich, wenn die
gefallverengende Komponente die Relaxation teilweise verhinderte. Die Vasokonstriktion
wird mit der Aktivierung von muskarinergen Rezeptoren der glatten GefaBmuskulatur erklart,
was sich durch Einsatz von Aortenringen ohne Endothel bestatigen lie3, die nur den
gefalRverengenden Effekt von Azetylcholin bei wesentlichen niedrigeren Konzentrationen
zeigten. Die Exposition von SHR-Ratten gegeniber Partikeln und LPS fiihrte zu einem
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Abb. 4.7: Durch Partikel und Endotoxin induzierte Entziindung in der Rattenlunge. Vier und 24
Stunden nach der Partikel-Instillation wurden die rechte Lunge gewaschen und Zytospins fur die
Analyse der Zelldifferenzierung vorbereitet. Die Sdulen geben die Mittelwerte und den Standardfehler
des Mittelwertes von 5 Tieren pro Gruppe an. Die statistische Analyse erfolgte durch Ein- oder Zwei-
Wege-Varianzanalyse (ANOVA), gefolgt von einem Student—-Newmann—Keuls-Test fur multiple
Vergleiche. *P < 0,05 vs. Kontrolle; ##P < 0,01, 4 vs. 24 Std. fir jede Behandlung.
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Standardfehler des Mittelwertes von 5 Einzel-
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signifikanten Anstieg der ACh-induzierten GefalRerweiterung im Vergleich mit Kochsalz-
behandelten Kontrolltieren (Abb. 4.8). Der deutlichste Effekt wurde vier Stunden nach der
Partikelinstillation beobachtet. Partikel und LPS schwachten auch die durch Azetylcholin
verursachte Vasokonstriktion in Aortenringen ab. 24 Stunden nach der Instillation war die
ACh-induzierte GefalRerweiterung niedriger als 4 Stunden nach der Instillation (EC50 PM =
5,6 F 0,2 und Emax PM = 50%). Dies wurde fur alle Gruppen einschliel3lich der Kontrollen
beobachtet (Abb. 4.8). Anders als 4 Stunden nach der Instillation konnte LPS nach 24
Stunden keine Steigerung der ACh-induzierten Relaxation bewirken. Zu diesem Zeitpunkt
induzierte LPS nur noch geringfugige Veranderungen in der zweiten Phase der ACh-
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induzierten Reaktion, was sich durch die Wirkung von LPS auf die durch Phenylephrin
induzierte Gefallverengung bestatigen liel3.

Eine rezeptorunabhangige GefalRerweiterung wurde durch Nitroprussid-Natrium (SNP)
ausgelost. SNP induzierte bei Kochsalz-instillierten Ratten eine konzentrationsabhangige
Gefalerweiterung mit einer EC50 von 95,7 nM. Die Reaktion auf SNP war vier Stunden nach
der Instillation von Partikeln deutlich gesteigert PM (EC50 = 71,9 F 0,5 vs. 95,7 nM bei
Kontrollen; Emax = 90,3% vs. 83,7% bei Kontrollen) (Abb. 4.9). 24 Stunden nach der
Instillation lie® sich im Vergleich zu den mit Kochsalz behandelten Kontrollen kein
Unterschied in der Gefalterweiterung feststellen. Durch Instillation von LPS wurde die SNP-
induzierte Vasorelaxation weder nach 4 Stunden noch nach 24 Stunden verandert.
Interessanterweise war der Unterschied in der Reaktion zwischen der Vasorelaxation zu
verschiedenen Zeitpunkten nach PM-Instillation bei den Aortenringen nach Entfernung des
Endothels nicht langer feststellbar (Abb. 4.9C).

b

= Abb. 4.9:
0 Konzentrationsabhangige Relaxation der Aorta von
SHR-Ratten durch den NO-Donor SNP. Kumulative
SNP-Konzentrationen (1 nM - 10 yM, n=5) wurden zu
501 den Aortenringen hinzugefigt, die zuvor mit
75 Phenylephrin (10 AM) vorkontrahiert worden waren.
Vier Stunden (A) bzw. 24 Stunden (B) vor der
W & & o & 5 4 Autopsie waren den Ratten PM (EHC-93,
Log SNP (M) 10 mg/kg Koérpergewicht), LPS (350 EU/Tier) oder
—0-conel  —+—LPS ——EHC-23 Kochsalzlésung (0,5 ml) instilliert worden. Das in Bild
o C dargestellte Experiment wurde mit Aortenringen
ohne Endothel durchgefiihrt. Die Reaktionen sind als
Prozentsatz der Umkehrung der durch Phenylephrin
induzierten Vorkontraktion dargestellt. Die Ergeb-
#0- nisse sind als Mittelwerte und Standardfehler des
'__—g Mittelwertes von 5 Einzelexperimenten pro Mess-
punkt angegeben. Die statistische Analyse erfolgte
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O ponliel  —a— LBS  —ae EHO-O3 Student—Newmann—Keuls-Test far multiple
Vergleiche. (A) ***P < 0,001, PM vs. Kontrolle;
(C) **P < 0,001, 4 vs. 24 Std. fir jede Kontrolle;
‘] **P < 0,01, 4 vs. 24 Std. fir LPS.
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4.3.3 Durch Phenylephrin ausgelbste Rezeptor-abhéngige Vasokonstriktion

Die durch Phenylephrin induzierte Gefallverengung war konzentrationsabhangig. Anders als
bei der Relaxation konnte kein signifikanter Effekt von LPS oder PM in den vier Stunden
nach der Instillation beobachtet werden, und zwar weder in Abwesenheit noch in Gegenwart
von Endothel (die Daten werden nicht gezeigt). Nach 24 Stunden zeigte die LPS-behandelte
Gruppe eine Rechtsverlagerung der Kurve, was einen signifikanten Anstieg der EC50 im
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Vergleich zur Kontrollgruppe (EC50 = 65,0 vs. 43,3 nM fur die Kontrolle) bedeutet, aber auch
im Vergleich mit der PM-behandelten Gruppe mit und ohne Endothel.

4.3.3 KCl-induzierte rezeptorunabhédngige Vasokonstriktion

Die hohe KCI-Konzentration (80 mM) fuhrte zu einer starken Vasokonstriktion der
Aortenringe, wobei sich die exponierten Gruppen vier Stunden nach der Instillation nicht
signifikant voneinander unterschieden. Nach 24 Stunden war die rezeptorunabhangige
Kontraktion bei der mit LPS behandelten Gruppe vermindert. Diese Abnahme der
Kontraktion wurde signifikant (p < 0,01), wenn das Endothel entfernt worden war. Die
systemische Kontraktion durch die |8slichen Metalle Kupfer, Zink und Vanadium wurde bei
mit Kochsalzlésung und Feinstaub (EHC-93) behandelten Tieren untersucht. Bei den mit
Kochsalz behandelten Tieren unterschieden sich die Metallkonzentration im Blut vor und
nach der Instillation der drei untersuchten Metalle nicht signifikant voneinander. Dagegen
waren bei den mit EHC-93 behandelten Ratten die Zink- und Vanadiumkonzentrationen im
Blut nach einer und vier Stunden nach der Instillation signifikant erhéht und erreichten
24 Stunden nach der Instillation wieder normale Konzentrationen (Abb. 4.10). Die
Kupferkonzentration im Blut war ebenfalls nach einer und vier Stunden erhoéht, allerdings war
die Differenz im Vergleich zu den Konzentrationen vor der Instillation nicht statistisch
signifikant.
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4.3.5 Durch PM und Modellpartikel induzierte GefaBerweiterung

Kumulative Konzentrationen (10 — 100 uyg/ml) von PM und Modellpartikeln (Carbon black),
die mit Vanadium (CB-V) bzw. Eisen (CB-Fe) beschichtet waren, induzierten eine
dosisabhangige GefalRerweiterung in der Rattenaorta (Abb. 4.11). Diese Reaktion begann
bei der niedrigsten Konzentration (10 ug/ml) und hatte bei der hochsten Konzentration
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(100 pg/ml) den Maximaleffekt noch nicht erreicht. Die CB-V-induzierte Relaxation war
durchweg hoher als die PM- und CB-Fe-induzierte, jedoch waren die Unterschiede unter den
verschiedenen Partikeln nicht signifikant. Die nichtlineare Regressionsanalyse zeigte fur alle
getesteten Partikel die gleiche effektive Konzentration (EC-50 = 50 pg/ml).

% of relaxation

'EI:.:: /] L I L]
i 25 5l =] 100 125

Particles (pg/mil)
——ECH93 —=—CB-Fe ——CB-V

Abb. 4.11. Konzentrationsabhangige Relaxation der Rattenaorta durch EHC-93 und Modellpartikel.
Kumulative Konzentrationen von EHC-93 und von mit Vanadium (CB-V) bzw. Eisen (CB-Fe)
beschichteten Modellpartikeln, wurden zu Aortenringen gegeben, die zuvor mit Phenylephrin (0,2 uM)
kontrahiert worden waren. Die Ergebnisse werden als Prozentsatz der Reversion der durch
Phenylefrin induzierten Kontraktion angegeben. Die Unterschiede zwischen den Gruppen waren nicht
signifikant.

4.4 Herzleistung bei PM-behandelten SH-Ratten nach ischamischer Schadigung

4.4.1 Wirkung der Vorbehandlung auf Basis-Parameter des isoliert-perfundierten Herzens

In Tabelle 4.2 ist die Ausgangsleistung der Herzen von spontan hypertensiven (SH) Ratten
nach Exposition gegentber PM oder LPS im Vergleich zu Kochsalzlésung dargestellt. Nach
Partikelexposition wurde ein leichter Anstieg des Konorarflusses und der Herzfrequenz (HR)
festgestellt. Dagegen wurde vier Stunden nach der Instillation eine signifikanter Abfall des
linksventrikular entwickelten Druckes (LVDP) beobachtet. Auch LPS fluhrte zu einer
Abnahme des LVDP, die jedoch nicht statistisch signifikant war. Nach 120 Minuten
Perfusionsdauer wurden keine pathologischen Abnormitaten in den Herzen gefunden.

Tabelle 4.2 : Physiologische Basisparameter isoliert perfundierter Herzen vier Stunden nach der
Instillation vor der ischamschen Periode

Koronarfluss (ml/min) Herzfrequenz (bpm ) LVDP (mmHg)
4 Std. n
Kochsalz 5 9,8+1,6 246 £ 15,4 1156 +7,9
PM S 10,8 £ 2,1 260+ 30,0 78,3+ 10,9*
LPS o 10,6 £1,5 274,6 + 20,0 97,8+7,9

Die Ergebnisse werden als Mittelwerte (+ SEM) von jeweils flinf einzelnen Experimenten angegeben.
Die statistische Analyse erfolgte durch Einweg-Varianzanalyse (ANOVA) gefolgt von einem Student-
Newmann-Keuls-Test fur multiple Vergleiche. * p< 0,05 vs. Kochsalzkontrolle.
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4.4.2 Wirkung von Vorbehandlung und Mangeldurchblutung auf die Herzfunktion

Isolierte Herzen von SH-Ratten wurden 35 Minuten lang durch arteriellen Verschluss einer
Ischamie unterzogen. AnschlieRend wurde der Verschluss wieder aufgehoben und die
normale retrograde Perfusion fir 120 Minuten wieder aufgenommen. Wahrend der
Perfusionszeit wurden physiologische Parameter aufgezeichnet. Es wurde ein signifikanter
Unterschied in der Erholung des linksventrikular entwickelten Drucks (LVDP) zwischen den
mit Kochsalz behandelten und den gegentiber PM oder LPS exponierten Ratten beobachtet
(Abb. 4.12). Nach einem anfanglichen Abfall um 50% des Ausgangswertes und
Wiederherstellung auf 90% des Ausgangswertes innerhalb von 60 Minuten nach Aufhebung
des Gefaldverschlusses blieb der LVDP fiir den Rest der Perfusionszeit mehr oder weniger
konstant. Nach Exposition gegenliber PM und LPS zeigte das isolierte Herz im Vergleich mit
den mit Kochsalz behandelten Tieren eine deutlich reduzierte Fahigkeit, nach Aufhebung des
Gefalverschlusses wieder die Ausgangswerte zu erreichen (Abb. 4.12). In beiden Fallen
sank der LVDP auf 50 mmHg nach dem Gefal3verschluss und blieb bis zum Ende der
Perfusionsperiode auf dieser Hohe. Kein signifikanter Effekt des Gefaliverschlusses oder der
Exposition gegeniber PM und LPS zeigte sich fir die Herzfrequenz; sie blieb Uber alle
Zeitpunkte und Behandlungen unverandert (Tab. 4.3). Eine vdllig unterschiedliche Wirkung
wurde fir den Koronarfluss beobachtet: Nach Auflésung des GefalRverschlusses kehrte der
Koronarfluss wieder zu den Ausgangswerten zurtick, nachdem sowohl in Kochsalz- als auch
in LPS-behandelten Ratten eine graduelle Verminderung des Koronarflusses wahrend der
Perfusionsperiode beobachtet wurde. Andererseits zeigten die Herzen der PM-behandelten
SH-Ratten eine komplette Wiederherstellung des Koronarflusses und Uberhaupt keine
allmahliche Abnahme (Tab. 4.3).

190+ —o— Control
170 s PM

150- —— LPS

130+
1104
90+
70
50+

30 T | T T
0 30 60 90 120 150 180

Time (min)

LVDP in mmHg

Abb. 4.12. Linksventrikular entwickelter Druck (LVDP) in isolierten Rattenherzen vier Stunden nach
Vorbehandlung mit Kochsalzlésung (Kontrolle), Partikeln (PM) oder Lipopolysaccharid (LPS), gefolgt
durch die GefaRverschluss- und Reperfusionsperiode. Die Ergebnisse werden als Mittelwerte (+ SEM)
von jeweils flinf einzelnen Experimenten pro Messpunkt angegeben. Die statistische Analyse erfolgte
durch Einweg-Varianzanalyse (ANOVA) mit wiederholten Messungen, gefolgt von einem Student-
Newmann-Keuls-Test fur multiple Vergleiche.

34



BWB 20018-Abschlussbericht

4.4.3. Histopathologische Untersuchungen

Am Ende der Perfusionen wurde in etlichen Herzen eine histopathologische Bewertung
ischamischer Schaden durchgefuhrt. Hinsichtlich des mittleren Schweregradindex (0 = keine
Ischémie; 1 < 5%; 2 = 6-20%; 3 = 21-35%; 4 = 36-50%; 5 = 50%) wurde zwischen den mit
Kochsalz behandelten (SI= 2,33 £ 1,89) und den PM-exponierten (Sl = 2,33 + 1,53) oder den
mit LPS (SI = 1,75 + 1,06) behandelten SH-Ratten kein Unterschied gefunden. Der
ischamische Schaden war im linken Ventrikel am ausgepragtesten, insbesondere in der
freien Wand starker als im Septum, aber es gab keinen Unterschied zwischen den
unterschiedlichen Expositionen (Abb. 4.13).

Abb. 4.13: Histologisches Erscheinungsbild des Rattenmyokards von Kontrollen (A und B) und nach
Gefalverschluss (C). Normale Histologie mittels Hamatoxilin-Eosin(H&E)-Farbung (A) ergab unter
UV-Licht eine griine Autofluoreszenz (B), wahrend friihe ischamische Schaden durch Fluoreszenz-
Lichtmikroskopie durch eine typische gelbliche Autofluoreszenz (C) identifiziert wurden. Ischamische
Kontraktionsbanden waren ein bekanntes Charakteristikum. Zwischen den Kontrolltieren und den
behandelten Tieren zeigten sich keine Unterschiede in den ischamischen Veranderungen. (H&E,
400x).

4.4.4. Einfluss der Perfusion mit Zinksulfat auf die Herzleistung

Um zu priufen, ob I6sliche Metalle in der Lage sind, Wirkungen auf die Herzleistungen
auszuldsen, wie sie in vivo nach Behandlung mit PM beobachtet wurden, wurde Zinksulfat
(10 M ZnS0O,) durch die Perfusionslésung mit 0,1 ml/Minute in die Herzen perfundiert, um
innerhalb von 10 Minuten eine Endkonzentration von 10 pM zu erreichen (Abb. 4.14).
Danach wurde dem System eine Zn"'-freie Losung zugefigt, um Zn™ wieder aus der
Perfusionskammer zu entfernen. Die Infusion von Zn*" fiihrte zu einer raschen Abnahme des
linksventrikular entwickelten Drucks (LVDP) und der Herzfrequenz (Abb. 4.14 A, B). Die aus
den vorausgehenden Parametern berechnete maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit
(dP/dtnax) war ebenfalls signifikant vermindert. Die Beeintrachtigung der Herzfunktion,
gemessen anhand des LVDP und der Herzfrequenz, begann sofort nach der Infusion von
Zn™ und blieb wahrend der gesamten Perfusionszeit unverandert, selbst wenn keine
Zinkionen mehr im Perfusat vorhanden waren (Abb. 4.14 A).
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4.4.5 Wirkung von PM-Filtraten auf die Ca*™ -Aufnahme in Herzmuskelzellen

Um zu prifen, ob die Effekte der Vorbehandlung auf die Herzfunktion auf einer direkten
Wirkung der I6slichen Staubkomponenten auf den Herzmuskel beruhen, wie es fur die Aorta
beobachtet wurde [Bagate et al. 2004 a,b], untersuchten wir die Kalziumaufnahme in
isolierten Cardiomyozten. Die isolierten Herzmuskelzellen wurden mit dem Farbstoff Fura-2
beladen, und die Kalziumaufnahme wurde nach Stimulation mit KCI (rezeptorunabhangig)
oder mit ATP (rezeptorabhangig) untersucht. Die Behandlung mit KCI (50 uM) fiihrte zu einer
Depolarisation der Zellmembran, was einen Anstieg der intrazellularen Kalziumkonzentration
vor allem durch Einstrom aus dem Extrazellularraum zur Folge hatte. Die Héhe des
Kalziumeinstroms war gleich, wenn die Stimulation nach 30 Minuten wiederholt wurde (Abb.
4.15 A). ATP (100 uM) induzierte ebenfalls einen Anstieg des intrazellularen Kalziums Uber
die Aktivierung seines Rezeptors. Der Kalziumeinstrom war auch bei der Wiederholung der
Stimulation nach 30 Minuten gleich (Abb. 4.15 B). Die Zugabe von PM-Filtrat in
Konzentrationen zwischen 1 und 100 pg/ml nach dem ersten Stimulus fihrte zu einem
Anstieg der Ausgangswerte des intrazellularen Kalziumspiegels. Nefidepin (2 pM), ein
Kalziumkanalantagonist, inhibierte den Ausgangswert des Kalziumeinstroms, der durch PM
(100 pg/ml) ausgelést wurde (Abb. 4.16) ebenso wie den durch KCI ausgelésten. Als
Positivkontrolle in diesem Experiment benutzten wir den Kalziumkanalagonisten BayK
(5 uM), und wir fanden, dass Nefidepin (2 pM) auch die durch BayK induzierte
Kalziumaufnahme in Kardiomyozyten inhibierte.
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4.4.6 Wirkung von PM-Filtrat auf den intrazellulédren Kalziumeinstrom in Herzmuskelzellen

Bei Applikation nach dem ersten Stimulus reduzierten sowohl Partikelfiltrat als auch
Zinkionen (Zn **) den Kalziumeinstrom auf den zweiten Stimulus entweder durch ATP oder
KCI (Abb. 4.17). Tatsachlich wurde der Kalziumeinstrom auf eine zweite Stimulation mit KCI
oder ATP durch Zn ™ in einer Konzentration von 50 uM vollstandig unterdrickt (p < 0,01)
(Abb. 4.17 A). Partikelfiltrat bewirkte einen Abfall des Kalziumeinstroms durch KCI und ATP.
Dieser Effekt wurde bei einer Partikelfiltrat-Konzentration von 100 uM signifikant (p < 0,05 fur
ATP und p < 0,01 fur KCI) (Abb. 4.17 B; C).
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4.4.7. Welche Ca-Quellen werden durch PM-Filtrat beeinflusst?

Um den Wirkungsmechanismus von PM hinsichtlich der Kalziumaufnahme aus dem
Extrazellularraum oder des Blockierens der intrazellularen Ca-Freisetzung zu klaren, haben
wir Kalziumimaging-Experimente mit dem Dihydropyridin-Agonisten BayK 8344 oder mit
Thapsigargin als intrazellularem Kalzium-ATPase-Blocker durchgeflihrt. Zwei Minuten vor
der Reizung der Zellen mit Thapsigargin, was normalerweise zu einer explosionsartigen
Freisetzung von intrazellularem Kalzium fuhrt, wurde das Medium durch ein kalziumfreies
Medium ersetzt, das mit 1 pM EGTA supplementiert wurde, um den Einstrom von
extrazellularem Kalzium zu verhindern. BayK (5 yM) induzierte einen Kalziumeinstrom in die
Herzmuskelzellen, der durch PM-Filtrat in Konzentrationen von 1 bzw. 50 pg/ml inhibiert
wurde (p < 0,05 bzw. p < 0,01, Abb. 4.18 links). Dagegen konnte PM-Filtrat (100 pug/ml) den
Kalziumeinstrom aus den intrazellularen Speichern, der durch Thapsigargin (2 uM) ausgeldst
wurde, nicht verhindern (Abb. 4.18 rechts). Das zeigt, dass Kalziumkanale durch
Komponenten im PM-Filtrat beeintrachtigt werden und der Einstrom aus dem Extra-
zellularraum verhindert wird.
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Abb. 4.18. Wirkung von PM (1-50-100 pg/ml) auf den durch Bayk 8344 (5 uM, rechts) und
Thapsigargin (2 pM, links) induzierten Kalziumeinstrom in Herzmuskelzellen. Die Ergebnisse werden
als Mittelwerte (£ SEM) von 5-9 Einzelexperimenten pro Messpunkt angegeben. Die statistische
Analyse erfolgte durch Einweg-Varianzanalyse (ANOVA) mit wiederholten Messungen, gefolgt von
einem Student-Newmann-Keuls-Test fiir multiple Vergleiche oder mittels paired student test. * p<0,05,
** p<0,01 versus Kontrolle.

Tabelle 4.3: Wirkung der Instillation von Partikeln (PM) und LPS auf physiologische
Parameter (A: Koronarfluss, B: Herzfrequenz, C: LVDP) wahrend der Reperfusion des
isoliert perfundierten Herzens

A Koronarfluss (ml/mim)

4 Std. n 5min 60 min 120 min
Kochsalz 5 79+1,0 5,8+0,9 48+0,6
PM 5 10,2 + 2,1 99+25 11,2+ 3,7*
LPS S 77+15 56+0,7 45+0,9

B Herzfrequenz (bpm )

4 Std. n 5 min 60 min 120 min
Kochsalz 5 298 + 34,3 304 +£ 25,0 242 + 18,5
PM 5 273+ 14,0 274 + 20,6 273+ 31,9
LPS S 250,6+27,2 248+326 242+10,7
C LVDP (mmHg)

4 Std. n 5min 60 min 120 min
Kochsalz 5 103,2+11,0 75,6+10,3 72+9,0
PM 5 63,3 + 25* 57,7 £ 20* 45 +13,1*
LPS 5 73,8+6,6* 532+81* 39,4+6,7*

Die Ergebnisse werden als Mittelwerte (+ SEM) von jeweils flinf einzelnen Experimenten pro
Messpunkt angegeben. Die statistische Analyse erfolgte durch Zweiwege-Varianzanalyse (ANOVA)
mit wiederholten Messungen, gefolgt von einem Student-Newmann-Keuls-Test fir multiple Vergleiche.
* p<0.05 vs. Kochsalz.
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5. Diskussion

Eine Exposition gegenlber Stauben in der Umwelt wurde in epidemiologischen Studien mit
gesundheitsschadlichen Wirkungen in Zusammenhang gebracht [Pope et al. 2002]. Diese
Studien schatzten, dass ein Anstieg von PM,5 um 10 pg/m3 zu einem Anstieg der Mortalitat
um 1,4 % flhrt, wahrend respiratorische Erkrankungen wie Bronchitis oder die
Verschlimmerung von Asthma um 4 % ansteigen [WHO 1999]. Es gibt verschiedene
Hypothesen, aber es ist noch kein klarer biologischer Mechanismus oder Weg erkennbar,
der die gesundheitlichen Wirkungen, die in epidemiologischen Studien beobachtet wurden,
erklaren kann. Verschiedene toxikologische und epidemiologische Befunde weisen darauf
hin, dass die feine (PM,5) und ultrafeine (PMy ) Partikelfraktion flr diese gesundheits-
schadlichen Effekte verantwortlich ist; es gibt jedoch hieriiber noch keine Einigung
[Oberdérster et al. 1994; Wichmann et al. 2000]. Die aktuelle Meinung ist, dass mehr als eine
Komponente zu den gesundheitlichen Effekten atmospharischer Staube fiihrt [Donaldson et
al. 2003; Dreher 2000].

In dieser Studie haben wir uns auf eine spezifische Partikelkomponente konzentriert, und
zwar die ultrafeine Partikelfraktion, sowie auf einen spezifischen Wirkungsmechanismus
dieser Partikel, d.h. die pulmonale Translokation. Die Bedeutung von Nanopartikeln fur
pulmonale inflammatorische Wirkungen wurde weitgehend nachgewiesen (Ubersicht in:
[Oberdorster 2001; Donaldson 2003]); es wurden jedoch kaum Studien durchgefihrt, um ihre
potentielle Rolle im Hinblick auf kardiovaskulare Effekte zu klaren. In jenen Studien wurde
der Hinweis gewonnen, dass die Translokation von Nanopartikeln in den Blutkreislauf ein
Mechanismus ist, der die Herzfunktion, die GefalRkontraktion [Bagate et al. 2004; Nurkiewicz
2004], die Blutgerinnung [Nemmar 2003] oder die Destabilisierung von Plaques [Suwa et al.
2002; Kinzli et al. 2005] direkt beeinflussen kann. Sowohl die Mechanismen der
Translokation als auch die Partikeleigenschaften missen jedoch noch geklart werden. Daher
haben wir uns daran gemacht, die pulmonale Translokation von Nanopartikeln als ein
Mechanismus, der die kardiovaskularen Wirkungen von Partikeln erkldren koénnte, zu
untersuchen. Das Ziel dieser Studie war es also, die Bedeutung der Partikeltranslokation und
die Relevanz der Lungenentziindung oder der Lungenpermeabilitat in diesem Prozess zu
klaren. In den ersten beiden Teilen (4.1 und 4.2) beschreiben wir das Ergebnis von
Untersuchungen, die mit Modellnanopartikeln an der isoliert perfundierten Lunge (IPL) unter
verschiedenen experimentellen Ansatzen durchgefiihrt wurden. Wahrend im ersten Teil (4.1)
die Exposition via Inhalation von Nanopartikeln bei Unterdruck-Ventilation der IPL erfolgte,
setzten wir im zweiten Teil (4.2) die intratracheale Instillation bei Uberdruck-Ventilation ein. In
beiden Ansatzen wurden die gleichen Modellpartikel ('*“Ir-Aersol, 18 nm) verwandt, mit
experimentellen Ansatzen zur Modifizierung der endothelialen Permeabilitat (Histamin), der
epithelialen Permeabilitat (Wasserstoffperoxid) und der Entzindung (PMN im Perfusat).
AnschlieRend untersuchten wir (in den Teilen 4.3 und 4.4) die Wirkung von Umweltpartikeln
(EHC-93) auf kardiovaskulare Funktionen und verglichen sie mit der Wirkung von Endotoxin,
das als Referenz diente, um nur eine Entziindungsreaktion zu induzieren. Sowohl die
Partikel als auch LPS wurden in vivo instilliert, und die Herzleistung wurde zu verschiedenen
Zeitpunkten nach der Instillation ex vivo nach Auslésung eines ischamischen Insults, der
einen Herzinfarkt in vivo nachahmen sollte, gemessen. Zusatzliche Untersuchungen von
Biomarkern im Plasma und an isolierten Herzmuskelzellen wurden durchgefihrt, um die
Rolle von Ubergangsmetallen bei den beobachteten Effekten zu klaren.

5.1 Translokationsuntersuchungen an isoliert perfundierten Rattenlungen

Der Zweck dieser Untersuchungen war es, die Rolle der epithelialen und endothelialen
Barriere bei der Translokation von Nanopartikeln durch die Lunge in den systemischen
Blutkreislauf zu untersuchen. Wir haben dazu die isoliert perfundierte Lunge unter zwei
verschiedenen Bedingungen eingesetzt. Zunachst bellfteten wir die IPL unter Unterdruck,
danach unter Uberdruck; in beiden Fallen erfolgte dies in Kombination mit Behandlungen ex
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vivo zur Modifizierung der Lungenpermeabilitadt. Die Translokation der Iridiumpartikel wurde
anhand der Radioaktivitat der Partikel selbst, nicht durch eine angeheftete radioaktive
Markierung bestimmt.

5.1.1. Unterdruckventilation

In den bei Unterdruck ventilierten isoliert perfundierte Lungen wurde keine Translokation der
ultrafeinen Iridiumpartikel ("**Ir-UFP, 17 bis 20 nm) festgestellt. Wurden die Lungen jedoch in
situ mit Histamin auf der endothelialen Seite (1 uM) oder mit H,O, (0,5 nM) im Alveolarlumen
vorbehandelt, dann fanden sich nach einer Zeit von 60 Minuten geringe Mengen
Radioaktivitat im einmal durchgelaufenen Perfusat. Obwohl die Kinetiken der Translokation
von DTPA und von Partikeln unterschiedlich waren, verursachten die in situ Behandlungen
mit Histamin und H,O, in beiden Fallen gleich laufende Wirkungen bei Abwesenheit einer
biochemischen Evidenz fiir epitheliale und endotheliale Schaden. Durch H,O, wollten wir
einen oxidativen Stress induzieren, der auch durch Partikelinhalation in der Lunge sowohl
durch direkte Radikalbildung durch Partikelbestandteile als auch indirekt durch Rekrutierung
von Entzindungszellen entsteht. Oxidativer Stress gilt als zentraler hypothetischer
Mechanismus flr die schadigenden Wirkungen von Partikeln, einschlieBlich ultrafeinen
Partikeln [Donaldson et al. 2003]. In Versuchen mit normalen freiwilligen Probanden haben
wir bereits gezeigt, dass die oxidative Kapazitat von intratracheal instillierten PM die
auftretende bronchiale Entziindungsreaktion vorhersagen kann [Schaumann et al. 2004].
Bereits vorher hatten Rahman et al. [2001] nachgewiesen, dass oxidativer Stress und GSH-
Depletion die Lungenpermeabilitdt verdndern kann, wodurch groReren Partikeln die Passage
durch das Lungenepithel in das Interstitium ermdéglicht wird. Dieses Konzept wird durch
unsere Experimente unterstitzt, in denen wir eine hohe Konzentration von H,0,
(5 mM) als Bolusinjektion in die Lunge einsetzten, um eine Endkonzentration von 0,5 mM zu
erzielen [Meiring et al 2005]. In der Tat konnte gezeigt werden, dass die die Lunge
auskleidende Flissigkeit von COPD-Patienten bis zu 5 yM H,0O, enthalt [De Benedetto et al.
2000]. Obwohl dieses Modell selbstverstandlich nicht alle Bedingungen einer
Entzindungsreaktion erfullt, sind ahnliche Modelle in anderen ex vivo Untersuchungen der
Permeabilitat eingesetzt worden [Habib & Clements 1995; Hulsmann et al. 1996]. An isoliert-
perfundierten Rattenlungen wurde gezeigt, dass eine niedrige Konzentration von H,O, (0,25
mM) im Perfusat die kapillare Permeabilitdt in Abwesenheit von Lipidperoxidation erhéht
[Habib & Clements 1995]. Eine kurzzeitige Behandlung des Epithels menschlicher
Atemwege mit H,O, (100 mM) flhrte zu einem sechsfachen Anstieg der Translokation von
"MIn-DTPA, was mit einer Offnung von parazellularen Wegen erklart wurde [Hulsmann et al.
1996]. In unserer Studie gehen wir davon aus, dass eine endglltige luminare Konzentration
von 0,5 mM H,0, erreicht wurde, und wir fanden sowohl eine erhdhte Translokation von '%?Ir-
UFP als auch eine tendenziell erhdhte Translokation von *™Tc-DTPA mit einer Verzdgerung
von etwa 60 Minuten. Es lieR sich jedoch kein zeitlicher Zusammenhang zwischen beiden
Markern der Translokation erkennen, was die Vermutung nahe legt, dass sie auf
unterschiedlichen Wegen ablaufen.

Weitere Einzelheiten Uber die Translokationsroute von '*?Ir-UFP in der Lunge liefern die
Untersuchungen, in denen Histamin sowohl Uber das Lumen als auch durch das
MikrogefalRsystem verabreicht wurde. Die Ergebnisse zeigen, dass Histamin im Perfusat in
sehr niedrigen Konzentrationen (1 uM) sowohl eine gesteigerte Translokation von Partikeln
als auch mit einer Verzdgerung von ca. 60 Minuten ein Eindringen von **Tc-DTPA in die
Lunge bewirkte (Abb. 4.3). Andererseits fiihrte die Gabe von Histamin als Bolus in das
Lumen (0,5 mM) nicht zu einer verstérkten Translokation von '®?Ir-UFP und sogar zu einem
geringfiigig verminderten Eindringen von %Tc-DTPA. Histamin ist ein sehr potenter
vasoaktiver und bronchialer Mediator, von dem gezeigt wurde, dass es sowohl an lokalen als
auch systemischen Effekten von Dieselruf3partikeln beteiligt ist [Nemmar er al. 2003].
Erstens ist Histamin nach Mastzelldegranulation der Hauptmediator der bronchialen
Konstriktion, die bei allergischen Reaktionen der Atemwege beobachtet wird [Nadel &
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Barnes 1984]. Diese Konstriktion erklart wahrscheinlich die in unseren Experimenten
beobachtete Verminderung der Clearance von **Tc-DTPA nach Injektion eines Histamin-
bolus in die Trachea. Der andere Versuchsansatz, in dem vaskulares Histamin eingesetzt
wurde, ist relevant, da gezeigt wurde, dass Histamin nach Partikelinstillation in der isoliert
perfundierten Kaninchenlunge ex vivo [Nemmar et al. 1999] sowie bei Hamstern in vivo
[Nemmar et al. 2003] und in gesunden freiwilligen Probanden [Salvi et al. 1999] ansteigt. Wir
vermuten, dass Histamin in niedrigen Konzentrationen (10° M) in unserem System die
endotheliale Permeabilitat erhdht und eine Zunahme des interzelluldren Transports von "*Ir-
UFP im Interstitium durch das Endothel ins Perfusat ermdéglicht. Ein ahnlicher Effekt von
vaskuldrem Histamin (10* M) wurde kiirzlich bei isoliert perfundierten Kaninchenlungen
beobachtet [Nemmar et al. 2005]. In dieser Studie translozierten Latexpartikel (24 — 190 nm)
aus dem Gefallraum in das Lumen, was durch nachfolgende bronchoalevolare Lavage
festgestellt wurde. Das Ausmal} der reversen Translokation lag bei 2,5 % der verabreichten
Dosis innerhalb der zweistlindigen Perfusion. Unter normalen physiologischen Bedingungen
wurde in der Kaninchenlunge keine Translokation von Latexpartikeln unterschiedlicher
Grolle (24-190 nm) und Oberflachenchemie (Carboxylat versus Amin) und Ladung
beobachtet. Auch in unseren Untersuchungen translozierten 18 nm groRRe Iridiumpartikel
nicht durch die Rattenlungenbarriere, obwohl die eingesetzte Unterdruckventilation
betrachtliche Schaden im Lungengewebe verursachte.

Zusammengenommen sprechen diese Ergebnisse daflir, dass die Translokation ultrafeiner
Partikel in der Lunge auf verschiedenen Wegen erfolgt. Unter den verschiedenen
Aufnahmewegen kénnen wir zwischen Transzytose und para(inter)zellularem Transport
unterscheiden. Geys et al [2006] legten dar, dass radioaktiv markierte Tracer wie *"Tc-
DTPA die epitheliale Barriere durch interzelluldre Junctions passieren. Da die Kinetik der
Translokation von DTPA und "Ir-UFP in unbehandelten Lungen so unterschiedlich ist,
vermuten wir, dass '®Ir-UFP {iber eine andere Route transportiert werden. Tatsachlich
konnten ultrafeine Partikel andere Wege der Transzytose wie clathrinbeschichtete
Vertiefungen, Pinozytose und als Caveolae bezeichnete unbeschichtete Vertiefungen
nutzen. Aus den Untersuchungen von Gumbleton [2001] kann man schlieBen, dass die
Caveolae der wahrscheinlichste Aufnahmeweg fiir die in unserer Studie eingesetzten '*Ir-
UFP (18 nm) sind.

Die Alveolarepithelzellen, die 95% der Lungenoberflache ausmachen, haben eine Zelldicke
von 400 nm und etwa 600.000 bis 900.000 Caveolae, die 50 bis 60 nm weit sind. Eine so
hohe Anzahl mdglicher Transporteinheiten Iasst uns vermuten, dass Nanopartikel, die kleiner
als 60 nm sind, rasch aufgenommen werden und durch die epitheliale Zellschicht
transportiert werden kénnen. Kirzlich zeigten Kato et al. [2003], dass Lezithin-beschichtete
Polystryol-Latexkligelchen (240 nm) sowohl in Alveolarepithelzellen vom Typ | und Typ Il als
auch in das Kapillarlumen aufgenommen werden. Es wurde vermutet, dass sich diese
Latexklgelchen via Transzytose aus den Alveolarepithelzellen in das Kapillarlumen
bewegen. Kapp et al. [2004] fanden intrazellulare Cluster von Titandioxidpartikeln (TiO,, 29
nm), die nadelscharfe Partikel oder abgerundete Partikel bildeten. Dies kann die relativ
geringe und unterschiedliche Translokation erklaren, die in anderen friiheren in vivo Studien
beobachtet wurde (Ubersicht: [Oberdérster et al. 2005]). Wir haben daher Histamin
eingesetzt, um die transepitheliale Passage zu modifizieren bzw. zu erleichtern und fanden
tatsachlich, dass sich dadurch die Translokation von "*?Ir-UFP in das Perfusat verstarkte. Wir
kénnen jedoch nicht zwischen Transzytose und parazellularem Transport ins Endothel
unterscheiden. Wir vermuten, dass die lange Verzégerung (60 Minuten) vor Beginn der
Passage durch die Tatsache verursacht ist, dass zunachst durch epitheliale Passage der
"“2I-_UFP in der Lunge eine interstitielle Beladung aufgebaut werden muss. Die in unseren
Untersuchungen eingesetzten Methoden und die Untersuchung von Nemmar et al. [2005]
erlauben es nicht abzuschatzen, ob die Translokation durch primare Partikel oder Aggregate
erfolgte.
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Durch die in unserer Studie eingesetzte Inhalation wurde sichergestellt, dass einzelne
ultrafeine Partikel in der Alveolarregion deponiert wurden und nahezu keine Agglomeration
auf dem Epithel wegen der Alveolaroberflache und der Anzahl der deponierten Partikel
erfolgte. Bei der vaskularen Injektion werden jedoch Aggregate gebildet, wenn dieser
Prozess nicht durch Oberflachenmodifikation verhindert wird. Es ist daher méglich, dass die
von Nemmar et al. [2005] beobachtete Translokation auf einer Aggregatbildung oder einer
Erleichterung durch Phagozytosezellen beruht, dies ist jedoch in unserer Studie nicht der
Fall. In dieser Hinsicht haben die Untersuchungen von Heckel et al. [2004] gezeigt, dass
4 nm groRe Goldpartikel wirklich Membranen passieren und das Lumen als Einzelpartikel
erreichen. Der Unterschied zwischen 4 und 20 nm grof3en Partikeln kann jedoch riesig sein,
da 4 nm grofRe Goldpartikel nicht vom retikuloendothelialen System erkannt werden.

Unsere Ergebnisse mdgen wegen einer Anzahl von Faktoren, die mit dem Design und der
Durchfihrung unserer Experimente verbunden sind, kritisiert werden. Zuerst muss
berlcksichtigt werden, dass isolierte und perfundierte Lungen keine physiologischen
Bedingungen darstellen, weil zum Beispiel der Lymphfluss verandert, die bronchiale
Perfusion unterdriickt und die autonome Innervation unterbrochen sind und keine Blutzellen
(einschlieRlich Entzindungszellen) im Perfusat vorkommen. Die kinstliche Perfusion der
isolierten Lungen unter Unterdruck ahnelt jedoch respiratorischen Bedingungen, und die
Dauer des Experimentes wurde auf maximal zwei Stunden beschrankt, um einen
Ubermafigen Abfall der Funktion des Organs zu vermeiden. Wenn man das berlcksichtigt,
ist der Mangel an begleitenden physiologischen Messungen bei der Unterdruckventilation
das Hauptmanko unserer Daten. Der offensichtliche Grund dafir ist, dass angesichts des
Gebrauchs radioaktiver "*?Ir-UFP aus Strahlungssicherheitsgriinden keine Einbeziehung von
Messgeraten zugelassen wurde, da sie zu einem offenen System und zur Emission
radioaktiver Partikel hatten flihren konnen. Wir haben versucht, diesen Mangel an Know-how
durch Messung biochemischer Schadensindices im Perfusat und durch Durchflihrung
histologischer Untersuchungen der Lungen nach dem Experiment zu kompensieren. Es
konnte keine ausgepragte Lungenschadigung bei Kontrollbedingungen oder nach in situ
Behandlung der Hauptlungenbarrieren beobachtet werden. Die Freisetzung von ALP und
ACE als Biomarker der epithelialen und endothelialen Integritat war wahrend der Perfusion
nicht erhdht und stimmt mit der geringen Translokation "?Ir-UFP nach der einstiindigen
Verzégerung uberein. Obwohl die mikroskopische Analyse in Lungenbereichen eine
Abschuppung der epithelialen Schicht bei den in situ mit H,O, behandelten Lungen zeigte,
unterschieden sich die ALP-Spiegel im Perfusat nicht von denen der Kontrollgruppen. Die
experimentellen Bedingungen beeintrachtigten auch die Integritat der endothelialen Schicht
nicht, da sich die ACE-Konzentration im Perfusat wahrend der Perfusion nicht veranderte.
Am Ende des Experimentes wurden jedoch in den meisten Lungen Odeme mikroskopisch
als interstitielle Erweiterung beobachtet. Die Odembildung beruht auf einer mangelnden
Ausgewogenheit zwischen transvaskularer Flissigkeitsfiltration und Clearance. Auch ein
Ubermal an Flussigkeit verursacht eine Uberhydratation des Interstitiums, was von einer
Anreicherung von Odemfliissigkeit im lockeren Bindegewebe begleitet ist. Man koénnte
einwenden, dass Odeme die Translokation von '?Ir-UFP aus dem Lumen (ber das
Interstitium durch das Endothel beeinflussen koénnten. In der Tat zeigte eine neuere Studie,
in der kolloidale Goldpartikel (4 nm) intravends in Kaninchen injiziert wurden, dass ein
geringer, aber signifikanter Prozentsatz (7%) der ultrafeinen Partikel von endothelialen und
epithelialen Zellen der Lunge aufgenommen wurde [Heckel et al. 2004]. Nach Infusion von
LPS, was ein mildes Lungendédem verursachte, war der transendotheliale Transport auf das
Sfache verstarkt, wahrend eine signifikante Menge der Goldpartikeln im Interstitium (14 %)
akkumulierte und sogar die Alveolen (11 %) erreichte. Obwohl dies eine mogliche
Beeinflussung durch die Odeme in unserer Studie nahe legt, sollte man sich dariiber im
Klaren sein, dass in der oben genannten Studie das Odem bereits zu Beginn vorlag und die
Translokation in eine andere Richtung erfolgte. Trotzdem halten wir einen Einfluss des
Odems auf die Partikeltranslokation in unserer Studie fiir unwahrscheinlich, da keine '®Ir-
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UFP-Translokation bei der Kontrollgruppe und nach Verabreichung eines Histaminbolus bis
zu zwei Stunden nach Beginn der Inhalation beobachtet wurde.

Die minimale Translokation der '2Ir-UFP im isolierten Lungenperfusionssystem stimmt mit
unseren fruheren Befunden in vivo Uberein [Kreyling et al. 2002], in denen Ratten die
gleichen Partikel in ahnlicher Dosis inhalierten. Andere Studien berichten jedoch sehr
verschiedene Mengen und Kinetiken der Translokation. Nemmar et al. [2002] untersuchten
die Partikeltranslokation nach intratrachealer Instillation ultrafeiner Partikeln bei Hamstern in
vivo und beobachteten eine rasche Translokation (3% innerhalb von 5 Minuten) von 80 nm
grofien Albuminpartikeln, die mit %Tc beschichtet waren, aber nach 15 Minuten wurde keine
Translokation beobachtet. Andererseits konnte dieselbe Gruppe keine Translokation von
Latexpartikeln (24-190 nm) in isoliert perfundierten Kaninchenlungen unter Uberdruck-
ventilation feststellen [Nemmar et al. 2005]. Die Oberflachenchemie beeinflusste diesen
Prozess nicht. In einem ahnlichen Versuchsansatz, in dem fluoreszierende Latexkugelchen
und Uberdruckventilation eingesetzt wurden, fanden wir keine Partikeltranslokation. Dagegen
beobachteten Brooking et al. [2001] bei Ratten wahrend der nasalen Inhalation von
Latexpartikeln (50 -250 nm) einen kontinuierlichen Anstieg der Translokation mit der Zeit bis
zu 180 Minuten. Letztere Studie hob die Bedeutung der PartikelgréRe hervor, da die
kleinsten ultrafeinen Partikel hdhere Aufnahmeraten aufwiesen als die grélReren Partikel.
Zudem zeigte sie, dass die Partikeloberflachenchemie ein wichtiges Charakteristikum ist
[Brooking et al. 2001].

5.1.2. Uberdruckventilation mit isolierten PMN in der Lungenperfusatfliissigkeit

Der nachste Schritt im Laufe dieses Projektes war es, ein physiologischeres Modell mit
Einstrom von PMN in der isoliert perfundierten Lunge aufzubauen, um zu untersuchen, ob
der PMN-Einstrom die Translokation von '®Ir-UFP erleichtert. Eine besondere Heraus-
forderung war es zu prifen, ob die Translokationsrate durch die entziindliche Aktivierung von
Neutrophilen im Perfusionsmedium gegenlber der in unserer vorausgehenden Studie
angewandten intratrachealen Gabe von H,O, (Abschnitt 4.1) [Meiring et al. 2005] gesteigert
werden kann. Die mit CFSE markierten PMN waren ein gutes Werkzeug, um das Modell zu
etablieren, das es ermoglicht die PMN im Lungengewebe und die Aktivierung durch Marker
wie MPO im Perfusat sichtbar zu machen. Ahnlich wie in unserer vorausgehenden Studie
wurde keine Translokation von ' Ir-UFP (18 nm) in normalen isoliert perfundierten Lungen
beobachtet. Auch in den mit Histamin auf der Endothelseite (1 ym) oder H,O, (0,5 nM)
vorbehandelten Lungen wurde keine Translokation festgestellt. Dieser Befund steht im
Widerspruch zu unseren vorausgehenden Experimenten (Abschnitt 4.1) in der bei
Unterdruck ventilierten Lunge, in denen wir eine signifikante Translokation von
Iridiumpartikeln nach Vorbehandlung mit Histamin und H,O, fanden. Wir halten dieses Modell
jedoch flr geeignet, weitere entziindliche Reaktionen, die durch PMN vermittelt werden, in
der Lunge zu untersuchen. Wir etablierten daher ein Modell zur Untersuchung von
Entziindungen an der isoliert perfundierten Lunge.

Isolierte menschliche PMN wurden in Studien an der isoliert perfundierten Lunge eingesetzt,
um die Wirkung von Schaden durch Ischdmie/Reperfusion in der Lunge zu untersuchen [Lu
et al. 1997] sowie zur Untersuchung der Akkumulation von Neutrophilen und der
Odembildung [Guidot et al. 1996]. Das Modell hat ein groRes Potential und kann eine Menge
Informationen Uber die Wechselwirkung von PMN mit der Lunge liefern. Von Anfang an war
es wichtig festzustellen, ob die PMN dauerhaft markiert oder unmarkiert sind. Die Ergebnisse
zeigten, dass die PMN flr die Dauer des Experimentes stabil und lebensfahig sind, wenn sie
vorher auf Eis gehalten werden. Die Markierung der PMN erlaubte es uns, die Zellen,
nachdem sie sich in der Lunge festgesetzt hatten, sichtbar zu machen. Ein weiterer Grund
fur die Markierung war die Quantifizierung; dies erwies sich jedoch als schwierig, da die PMN
Uber die ganze Lunge verteilt wurden, und man hatte viele Schnitte auswerten miissen, um
die Anzahl der Neutrophilen genau zu bestimmen. Zudem verursachte die Lungenstruktur
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eine betrachtliche Autofluoreszenz. Eine mdglicherweise unspezifische Festsetzung von
Neutrophilen wie das Anheften von Neutrophilen am Schlauchmaterial wurde abgeschatzt,
indem das Medium durch das Schlauchmaterial Uber die gleiche Zeit lief wie im Experiment.
Dabei wurde keine Anheftung der Zellen beobachtet. Durch Messung der Aktivitat von MPO
konnten wir abschatzen, ob PMN in der Lunge unter Kontrollbedingungen aktiviert wurden.
Hierbei zeigte sich jedoch keine bestimmbare MPO. Die Aktivierung von MPO hatte keine
Auswirkung auf die ACE-Freisetzung. Es wurde vermutet, dass die Aktivierung von
neutrophilen Zellen infolge der Freisetzung von H,O, in der Lunge zu einem endothelialen
Schaden fihren wirde. Wir konnten jedoch kein H,O, im Perfusat messen und nahmen
daher an, dass auch kein endothelialer Schaden vorlag. Die meisten Lungen in der PMN-
Gruppe wiesen kein erkennbares Odem auf.

Die isolierten Lungen wurden verschiedenen ex vivo Behandlungen mit entweder H,O,,
Histamin, isolierten menschlichen Neutrophilen in Abwesenheit oder Anwesenheit von fMLP
unterzogen. Unser Ziel war es, mit diesen unterschiedlichen Behandlungen gewisse
physiologische Zustande nachzuahmen, die adverse Effekte infolge von Partikelinhalation
begleiten. Durch Anwendung von H,O, wollten wir oxidativen Stress induzieren, der auch bei
Partikelinhalation in der Lunge sowohl durch direkte Radikalbildung durch Partikel-
bestandteile als auch indirekt durch Rekrutierung von Entzindungszellen verursacht wird
[Ubersicht: Knappen et al. 2004]. Oxidativer Stress gilt als der bevorzugte zentrale
hypothetische Mechanismus der adversen Wirkungen von Partikeln, einschlieBlich ultrafeiner
Partikel [Donaldson et al. 2003]. Friher nahmen Donaldson et al. [2001] an, dass oxidativer
Stress und Glutathion-Depletion die Lungenpermeabilitat beeinflussen kénnen, sodass
grolkere Partikel Uber das Lungenepithel in das Interstitium passieren konnen. Dieses
Konzept wird durch unsere friheren Experimente im selben System, in dem eine hohe
Konzentration von H,O, (5 mM) als Bolus in die Lunge injiziert wurde, um eine
Endkonzentration von 0,5 mM zu erzielen [Meiring et al. 2005] bestatigt. In diesem Modell
diente die Rekrutierung und Aktivierung neutrophiler Zellen als physiologische Quelle von
ROS und inflammatorischen Mediatoren. Die Rekrutierung neutrophiler Zellen ist durch drei
Schritte charakterisiert, und zwar das Anhaften, die Passage in das Gewebe und die
Migration [Sibille & Marchandise 1993; Strieter et al 1993]. Man vermutet auch, dass
Entzindungsmediatoren in den Gefallen durchlassige Stellen oder Licken zwischen
endothelialen Zellen verursachen, was zu einem Ubergang von Blutelementen oder
Plasmaproteinen durch das Endothel fihrt. Uberraschenderweise fiihrten in unserer
Untersuchung jedoch sogar aktivierte PMN im Perfusat nicht zu einer Erleichterung der
Partikeltranslokation. Dieser Befund ist ein weiterer in der ganzen Reihe widersprichlicher
toxikologischer Daten, die es dariber gibt, dass Partikel aus der Lunge in den Blutkreislauf
[Nemmar et al. 2001, Kreyling et al. 2002, Oberdérster et al. 2004] und auch vom Blut in das
Lungenlumen [Heckel et al. 2004] translozieren. In allen diesen Untersuchungen wurden
in vivo Modelle eingesetzt. In den meisten Fallen war die Translokation gering, was daflr
sprechen konnte, dass eine Partikeltranslokation durch eine Reihe von Barrieren in der
Lunge verhindert wird. Nach Deposition im pulmonalen System kommen die Partikel mit
Surfactant und Makrophagen in Berihrung und missen die epitheliale Barriere, das
Interstitium und die Endothelschicht durchqueren, um die Blutkapillaren zu erreichen.

Gegenuber den in Abschnitt 4.1 beschriebenen friheren Untersuchungen an der IPL haben
wir verschiedene Bedingungen verandert: Erstens wahlten wir einen oxidativen Stress, der
mehr den Bedingungen in der Realitdt entspricht und nutzten dazu den Einstrom aktivierter
neutrophiler Zellen in die Lunge. Zweitens wurde die IPL unter Uberdruck beatmet anstatt bei
Unterdruck. Der Hauptgrund fiir diese Anderung war, die Bildung von Odemen zu
minimieren, was bei der Uberdruckventilation ein sehr groBes Problem ist. Ein paar
Hyperventilierungsrunden wurden durchgefiihrt, um den Kollaps der Kapillaren zu
verhindern. Eine weitere Variable war das Medium, wofur wir Krebs-Henseleit-Puffer, erganzt
mit Hepes und Albumin, einsetzten. Dass die Neutrophilen aktiviert sind, konnten wir anhand
der Freisetzung von MPO und ROS sowie reger Chemotaxis (in vitro) nachweisen. In dieser
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Studie wurden ®Ir-UFP aus einer frisch zubereiteten Suspension des Aerosols, das in
Wasser eingeleitet wurde, instilliert. Auch wenn die Instillation eine &ahnliche Dosis
verwendet, ist die Dosis-Rate wesentlich héher, was gewdhnlich zu einem rascheren
Einstrom inflammatorischer Zellen fiihrt. Dennoch fiihrte die Instillation von 80 pg "°Ir-UFP
nicht zu einer verstarkten Aktivierung von PMN oder zur Translokation wie zuvor beobachtet.
Die Adhasion und Aktivierung der PMN hatte keine Translokation von '?Ir-UFP zur Folge wie
zuvor bei Injektion eines H,O.-Bolus (Abschnitt 4.1). Andererseits zeigten die in dieser
Studie eingesetzten Positiv-Kontrollen (1 pM Histamin im Perfusat) ebenfalls keine
Translokation von '®Ir-UFP. Das spricht dafiir, dass der Wechsel zur Uberdruckventilation
die Hauptursache firr die inkongruenten Ergebnisse ist. Die Instillation der Partikel kénnte
auch dazu beigetragen haben, dass wir dieses Mal keine Translokation beobachteten.
Ultrafeine Partikel konnten in der Suspension Konglomerate bilden und so die Translokation
von '"®Ir-UFP in den systemischen Blutkreislauf verhindert werden. In unserer vorigen Studie
erfolgte die Exposition als Inhalation Uber zwei Stunden, was die Translokation erleichtert
haben kénnte, da die Dosis Uber die Zeit weit geringer ist, als bei der Instillation. Es sind
eindeutig mehr Arbeiten erforderlich, um diese Fragen zu klaren. Obwohl unsere Befunde
keine quantitativen Schlussfolgerungen Uber den genauen Mechanismus und die Bedeutung
der systemischen Translokation ultrafeiner Partikel fur die schadlichen Partikelwirkungen
erlauben, kdnnen wir bestatigen, dass ultrafeine Partikel von der Lunge in den Blutkreislauf
translozieren kénnen, wenn man die isoliert perfundierte Rattenlunge einsetzt. Die
Permeabilitdt der Lungenbarriere fir ultrafeine Partikel scheint sowohl auf epithelialer als
auch auf endothelialer Ebene kontrolliert zu werden, und Bedingungen, die diese
Barrierenfunktion beeintrachtigen, wie zum Beispiel eine Entziindung, koénnen die
Translokation von Partikeln beeinflussen. Die Bedingungen, unter denen dies auftritt,
entsprechen den Bedingungen, die bei erkrankten, empfindlichen Personen, einschliefilich
Asthmatikern und COPD-Patienten, vorliegen.

5.2 Entzindung und systemische Effekte der intratrachealen Verabreichung von
Endotoxin oder Staubproben (EHC-93)

In Anbetracht des geringen Ausmalies der Translokation in der IPL wurde entschieden,
kardiovaskulare Mechanismen in einem in vivo Modell zu untersuchen und dadurch zu
versuchen, systemische Wirkungen sowohl mit der Entzindung (als die Lungenpermeabilitat
bestimmender Faktor) als auch mit der Partikelzusammensetzung in Beziehung zu setzen.
Zweck dieser Substudie war es, die Mechanismen der Schadigung vaskularer Funktionen
durch Partikel- oder LPS-Instillation in spontan hypertensiven (SH) Ratten aufzuklaren. Der
Einsatz der SH-Ratten ist dadurch begriindet, dass man der Ansicht ist, dass Personen mit
Hypertonie und kardiovaskularen Erkrankungen ein hoéheres Risiko fir die Wirkung von
Umweltstduben sowie Tabakrauchexposition aufweisen [Sugiyama et al. 1998; Wilkes &
Evans 1999]. SH-Ratten sind durch einen hyperaktiven Sympathikus und eine verminderte
Expression der endothelialen Stickstoffoxid-Synthase (eNOS) in der Aorta charakterisiert
[Safar et al. 2001]. Zudem vermutet man, dass eine Partikelexposition eine systemische
thrombogene Reaktion hervorruft, die bei der Ratte von Entzindungen in der Lunge und
oxidativem Stress begleitet sind. Es konnte gezeigt werden, dass diese Reaktionen in SH-
Ratten bedeutender sind als in Wildtyp-Wistar-Kyoto-Ratten (WKY) [Kodavanti et al. 2000].
Daher werden SH-Ratten als nitzliches Modell zur Untersuchung kardiovaskularer
Erkrankungen angesehen. Unsere Ergebnisse zeigen, dass PM und LPS einen
voribergehenden Effekt auf die Gefallerweiterung der Rattenaorta haben, der nach zwei
Stunden maximal ist. Diese Wirkung fallt zeitlich mit dem Blutkonzentrationsprofil von
Ubergangsmetallen zusammen, die den Gefaltonus beeinflussen. Andererseits erreicht die
Lungenentziindung nach 24 Stunden ihr Maximum und fallt zeitlich mit einer Beein-
trachtigung der Vasorelaxation zusammen.

Diese Studie erganzt unsere frihere Beobachtung [Bagate et al. 2004; Knaapen et al. 2001],
dass Umweltpartikel einen direkten Einfluss auf den Gefaltonus in vitro austiben. Unsere
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Untersuchung zeigt, dass sowohl PM als auch LPS einen akuten voribergehenden Effekt
auf die rezeptorabhangige Vasorelaxation in der Rattenaorta haben. Beide Behandlungen
schwachten auch die durch Azetylcholin ausgeléste Vasokontraktion in den von der
Eptihelschicht befreiten Aortenringen ab, was nahe legt, dass der Effekt von Partikeln direkt
auf das Muskelgewebe einwirkt. Eine durch Partikel ausgeldste Vasorelaxation wurde schon
in mehreren Studien demonstriert [Cheng & Kang 1999; Kang & Cheng 1997]. Unsere
frGheren in vitro Untersuchungen haben gezeigt, dass PM eine Erschlaffung sowohl in
Leitungs- als auch in Widerstandsgefalien auslost [Bagate et al. 2004; Knaapen et al. 2001].
In der vorliegenden Studie war PM wahrend der Experimente im Bad nicht vorhanden. Daher
wird vermutet, dass die durch Partikel oder translozierte Partikelkomponenten induzierten
Effekte auf der Freisetzung von aktiven Mediatoren aus der Lunge beruhen. Diese Effekte
mussen persistent sein, wenn man die extensive Wasch- und Stabilisierungsperiode der in
vitro Praparationen in Betracht zieht.

Obwohl wir keine Rezeptorantagonisten einsetzten, um den PM-Effekt zu blockieren,
kénnten unsere Ergebnisse durch drei Hypothesen erklart werden: Erstens kénnten Partikel
reizerzeugende Rezeptoren wie Capsaicin, Substanz P und CGRP-Rezeptoren aktivieren
[Veronesi et al. 1999, 2000] oder Capsaicin-sensitive sensorische Nerven stimulieren, die im
kardiovaskularen System weitverbreitet sind. Beide Wege filhren zu einem Anstieg der
intrazelluldren Ca*"-Konzentration und stimulieren eNOS in endothelialen Zellen, welches
wiederum NO freisetzt, das die Capsaicin-Wirkung vermitteln kénnte [Vass et al. 1996]. Die
Aktivierung des Capsaicin-Rezeptors kann auch durch Offnung von langsamen nicht
inaktivierenden Kaliumkanalen der glatten GefalBmuskulatur eine Relaxation induzieren
[Yeon et al. 2001]. Zweitens konnte gezeigt werden, dass Motorradrul3partikelextrakt (MEPE)
die Produktion von Inositol-1,4,5-Triphosphat (IP3) in glatten GefaBmuskeln verhindert
[Cheng & Kang 1999]. Dieses kann als ein sekundarer Botenstoff wirken, der die Kalzium-
freisetzung aus internen Speichern durch IP3-Rezeptoren auslost und die Kontraktion glatter
GefalRmuskeln induziert. Ein Teil der zunehmenden Erschlaffung durch PM kann durch
diesen inhibitorischen Effekt erklart werden. Drittens sind LPS und PM in der Lage,
Entziindungen auszulésen und verschiedene Mediatoren hochzuregulieren, wie die
induzierbare Stickoxid-Synthase (iNOS) in der Lunge und im vaskuldren Gewebe [Kodavanti
et al. 2002a; Moreau et al. 2002]. Selbst wenn die Lungenentziindung in unserer Studie erst
24 Stunden nach der Partikelinstillation maximal war, vermuten wir, dass vier Stunden nach
der Instillation die frihe Phase der Entziindung mit Freisetzung und Aufregulation
verschiedener Mediatoren der Vasorelaxation und vaskuldren Permeabilitdt (Kinine,
Histamin, Prostaglandin E, Zytokine, iNOS) bereits ablauft [ Schorderet et al. 1992]. Da das
Experiment ex vivo erfolgte, kann die gesteigerte Relaxation durch die aufregulierten
Mediatoren (iINOS) oder in den Interzellularraum freigesetzte Mediatoren (Prostaglandin E)
erklart werden. Da NO der hauptsachliche intrazellulare Botenstoff der durch Azetylcholin
induzierten Erschlaffung der Aorta ist, kann die Aufregulation von iNOS durch PM die
Azetylcholin-Antwort potenzieren. Da unser Tiermodell hypertensiv ist, legt dies eine
zugrunde liegende Entziindung nahe, die durch PM und LPS schnell Uberaktiviert werden
kann.

Dass durch die Vorbehandlung mit PM sowohl die rezeptorabhdngige als auch die
rezeptorunabhangige Vasorelaxation zunahm, weist auf die Beteiligung eines gemeinsamen
Mechanismus in beiden Systemen hin, und zwar die NO/cGMP-Signalkaskade. Da jedoch
nur die Vorbehandlung mit PM (und nicht mit LPS) in der Lage war, die SNP-induzierte
Relaxation zu verandern, legt dies einen anderen Mechanismus nahe als Uber endotheliales
NO. Da die eingesetzten Partikel kaum wasserlosliches LPS (9 EU/Tier) enthalten [Schins et
al. 2004] und die Wirkungen ausgepragter sind als wenn LPS (350 EU/Tier) eingesetzt wird,
vermuten wir, dass die Wirkung von PM nicht durch LPS vermittelt wird. Der niedrige PAH-
Gehalt des Staubes EHC-93 (Gesamt-PAH: 13,3 Ag/g) und der Gebrauch von Wasser als
Lésungsmittel sprechen zudem nicht daflir, dass PAH in unseren Befunden eine Rolle
spielen. Andererseits enthalten PM Ubergangsmetalle wie Vanadium, Kupfer, Zink und
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Eisen, von denen bekannt ist, dass sie rasch ins Blut Gbertreten und dort vier Stunden nach
der Instillation von Flugaschepartikeln (ROFA) héhere Konzentrationen erreichen und die
Herzfunktion beeinflussen [Dreher et al. 1997; Watkinson et al. 2001]. Bei einer Staubdosis
(EHC-93) von 10 mg/kg Korpergewicht bei Ratten schatzen wir die Eisenkonzentration im
Plasma auf 0,7 puM, ausgehend von einem Eisengehalt von 15 mg/g Partikel bei 1%
Wasserloslichkeit [Vincent et al. 1997]. Andere Elemente wie Kupfer und Vanadium
erreichten vier Stunden nach der Instillation Plasmaspiegel von 70 bzw. 62 ug/l. Unsere in
vitro Experimente zeigten, dass sowohl PM als auch zwei kinstliche Partikel, die mit
I6slichen Vanadium(V)- und Eisen(ll)-Salzen beschichtet waren, bei Endkonzentrationen
zwischen 4-20 uM Fe?" bzw. 10-40 pyM V°* ebenfalls eine Relaxation der Aortenringe
induzierten. Bereits friher konnten wir zeigen, dass die I8slichen Staubkomponenten in
Aortenringen eine Erschlaffung auslésten, aber die Eisenchelat bildende Substanz
Desferoxamin hatte keinen Einfluss auf diese Relaxation [Knaapen et al. 2001]. Unsere
aktuellen Daten weisen darauf hin, dass andere I6sliche Metalle wie Vanadium und Zink bei
diesem Effekt eine Rolle spielen kdnnten, da sie mit Desferoxamin keine Chelate bilden. In
dieser Studie haben wir uns auf Zink und Kupfer konzentriert, da von ihnen berichtet wird,
dass sie eine wichtige Rolle bei den negativen Partikelwirkungen spielen [Kodavanti et al.
2002b]. Tatsachlich zeigt die Reaktion zum Zeitpunkt vier Stunden einen Zusammenhang mit
der Kinetik l6slicher Metalle. Es ist bekannt, dass Zink und Kupfer eine Relaxation
induzieren, indem sie spannungsabhangige Kandle in der glatten Gefallmuskulatur
inhibieren [Ma & Li 1989; Yang et al. 2001]. Von Kupfersulfat wurde berichtet, dass es eine
NO-abhangige Erschlaffung in der Rattenaorta bewirkt [MacKenzie et al. 1999]. Die
Zunahme der Relaxation kann auch durch andere Metalle wie Magnesium induziert werden,
das in den meisten wie auch in den von uns eingesetzten Partikeln reichlich vorhanden ist.
Es wurde berichtet, dass Magnesium eine endothelabhdngige Gefallerweiterung von
BlutgefaRen und eine Blutdrucksenkung bewirkt [Yang et al. 2000]. Tatsachlich bendtigen
sowohl die membranstandige Guanylatzyklase (pGC) als auch die |8sliche Isoform der
Guanylatzyklase (sGC) divalente Kationen als Substratkofaktoren und allosterische
Modulatoren, um eine maximale katalytische Aktivitdt auszutiben [Waldman & Murad, 1987].
Wenn Magnesium und Mangan als kationische Substratkofaktoren eingesetzt werden,
weisen sGC und pGC fundamentale katalytische Aktivitaten auf, die vollstandig sensitiv fur
Liganden sind [Lucas et al. 2000]. Zusammen genommen ermdglichen es uns diese Daten
zu verstehen, wie l6sliche Metalle bei der zunehmenden Gefalierschlaffung eine Rolle
spielen kénnten.

Obwohl in vitro Studien zeigten, dass einige Metalle in Wasser nahe zu unldslich sind, bietet
die Lungenumgebung eine Reihe Chelat bildender Verbindungen einschlieRlich Zitrat, Laktat
und Proteine, von denen gezeigt werden konnte, dass sie die Extraktion verschiedener
Metalle aus Partikeln erleichtern [Smith und Aust 1997; van Maanen et al. 1999]. Zusammen
mit den oben erwdhnten Daten weist dies darauf hin, dass verschiedene Metalle rasch in das
Blut gelangen und vorubergehende Effekte durch Beeinflussung der sGC im Muskelgewebe
ausuben konnen. Der Beweis hierfur ist jedoch noch nicht erbracht, und dieser Mechanismus
muss weiter untersucht werden. Mehrere Studien haben eine Beeintrachtigung der durch
Azetylcholin ausgeldsten endothelabhangigen Erschlaffung der Brustaorta der Ratte nach
Vorbehandlung mit DieselruBpartikeln und Motorradru3partikelextrakt (MEPE) gezeigt
[Cheng & Kang 1999, lkeda et al. 1995]. Obwohl die experimentellen Bedingungen sich von
denen in unserer Studie unterschieden, beobachteten wir 24 Stunden nach der Instillation
ebenfalls eine signifikante Verminderung der endothelabhangigen und -unabhangigen
Relaxation im Vergleich zur Situation nach vier Stunden. Es ist bekannt, dass Partikel und
ihre loslichen Komponenten die Freisetzung verschiedener reaktiver Sauerstoff- und
Stickstoffverbindungen, die an Zellschaden beteiligt sind, induzieren [Knaapen et al. 2000;
2002]. Obwohl oxidativer Stress in der Frihphase der Entziindung stattfinden kann, wird
keine Beeintrachtigung der Relaxation beobachtet, vielleicht infolge von antioxidativer
Protektion. Eine Inkubation der Rattenaorta mit MEPE I6ste nur 18 Stunden danach eine
Steigerung der Vasokonstriktion durch ROS aus [Tzeng et al. 2003]. Wir vermuten, dass ein
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Redoxzyklus durch Chinone in den Extrakten zur Bildung von ROS beitragen kann und dass
dies die Myosin Light Chain Kinase (MLCK) aktivieren kann, die Kontraktion zu verstarken.

Es wurde gezeigt, dass eine kontinuierliche Bildung von Peroxynitrit die Aktivitat von sGC
senkt und die Vasorelaxation beeintrachtigt [Weber et al. 2001]. Die durch SNP ausgeltste
Verminderung der Relaxation verschwand nach Entfernung des Endothels in der
Partikelinstillationsgruppe. Das weist darauf hin, dass die Beeintrachtigung mit einem
Konstriktionsfaktor verbunden ist, der vom Endothel freigesetzt wird. Hierbei konnten
verschiedene Kandidatenmediatoren eine Rolle spielen. Erstens wurde beschrieben, dass
der Bradykinin B1-Rezeptor in verschiedenen glatten Muskelpraparationen als Reaktion auf
Schadigung, Entziindung, Zytokine und LPS hochreguliert wird [Marceau 1995, Marceau et
al. 1998]. Es ist wohlbekannt, dass diese Rezeptoraktivierung eine Vasokonstriktion induziert
[Bagate et al. 1999]. Da verschiedene Komponenten des Kallikrein-Kinin-Systems auf
GefalRebene vorkommen, vermuten wir, dass die Freisetzung von Kininen oder ihrer
Metaboliten und die Aktivierung aufregulierter B1-Rezeptoren die Vasorelaxation
abschwachen. Ein weiterer wohlbekannter, vom Endothel abgeleiteter Vasokonstriktions-
faktor, der an der systemischen Wirkung von PM beteiligt ist, ist Endothelin. Bei Tieren, die
gegeniber PM allein oder in Kombination mit Ozon exponiert wurden, wurde ein Anstieg des
Plasmaendothelins beobachtet [Bouthillier et al. 1998]. Es ist ebenfalls bekannt, dass PM in
pulmonalen Arterien eine Vasokonstriktion induziert [Batalha et al. 2002] sowie in
menschlichen Oberarmarterien [Brook et al. 2002] eine Gefalerschlaffung ausldst. Der dritte
Kandidatenmediator kdonnten von Zyklooxygenase-2 (COX-2) abgeleitete Produkte wie
Thromboxan-A2 (TXA;) sein. ROFA induziert die Expression von COX-2 in Epithelzellen der
menschlichen Atemwege [Samet et al. 2000]. Eine Steigerung der COX-2-Expression durch
die Lunge konnte zu systemischer Entzindung und nachfolgender Produktion von TXA,
fuhren, das die Vasorelaxation beeintrachtigen kann.

In Gegensatz zur GefaRerschlaffung beeinflusste PM die rezeptorabhangige und
rezeptorunabhangige Vasokonstriktion nicht. Friihere Experimente, in denen die Aorta in
vitro mit AulRenluftstaub (TSP) prainkubiert wurde, fihrten zu einer Rechtsverlagerung der
Dosis-Wirkungskurve der PHE-induzierten Vasokonstriktion [Knaapen et al. 2001]. Cheng
und Kang [1999] zeigten ebenfalls in vitro eine Inhibition der rezeptorabhangigen
Vasokonstriktion durch Motorradrupartikelextrakte. Dieser Unterschied kdnnte darauf
beruhen, dass Partikel oder ihre Komponenten in vitro eine direkte Relaxation induzieren,
was zu einem funktionellen Antagonismus und einer Rechtsverlagerung der Dosis-Wirkungs-
Kurve fahrt. Im vorliegenden Versuchsansatz wird die Aorta herausgeschnitten und in einer
partikelfreien Charge gegeniber Phenylephrin exponiert, um die normale Kontraktion
auszulésen. Eine gradlinige Interpretation unserer Befunde wiirde eine Vasorelaxation
voraussetzen, zumindest in der Frihphase nach der Partikelinstillation. Das steht im
Widerspruch zu den in vivo Studien, die eine Vasokonstriktion von Lungen- und
Oberarmarterien beobachten [Batalha et al. 2002, Brook et al. 2002].

Die Partikelwirkungen koénnten Uber direkte und indirekte Wege erfolgen und letzterer
Mechanismus konnte die Freisetzung von Konstriktionsfaktoren wie Endothelin aus der
Lunge in das Plasma nach Partikelexposition involvieren [Bouthillier et al. 1998]. Es ist auch
bekannt, dass PM eine Anderung der autonomen Kontrolle des kardiovaskuldren Systems
induzieren [Ibad-Mulli et al. 2001] und eine GefalRverengung verursachen kénnten, indem sie
auf das zentrale Nervensystem (ZNS) wirken. Kirzlich wurde vermutet, dass ultrafeine
Partikel aus dem oberen Respirationstrakt entlang der olfaktorischen Nerven bis in den
Riechkolben des Gehirns transportiert werden kénnen [Oberdoérster & Utell 2002]. Die
Deposition von Mangan enthaltenen Partikeln in diesem Teil des Gehirns nach nasaler
Administration ist mit Wirkungen in den Astrozyten verbunden [Henriksson & Tjalve 2000].
Ob solch eine Wirkung zu einem Anstieg der Freisetzung von Katecholaminen fihren kann,
muss noch untersucht werden, ein solcher Effekt auf die sympathische Innervation kdnnte
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jedoch fiur die in friheren Studien beobachtete Vasokonstriktion verantwortlich sein [Batalha
et al. 2002; Brook et al. 2002].

Letztendlich zeigen unsere Daten, dass die Instillation von PM und LPS einen
voribergehenden Effekt auf die Vasorelaxation der Rattenaorta hat, der nach vier Stunden
maximal ist. Diese Partikelwirkung fallt zeitlich nicht nur mit dem Blutkonzentrationsprofil der
Ubergangsmetalle, sondern auch mit der friihen Phase der Entziindung zusammen. Wie
unsere mit LPS erzielten Ergebnisse zeigen, hat die Entzindung einen Einfluss auf den
Gefaltonus. Andererseits erreicht die pulmonale Entziindung nach 24 Stunden ein Maximum
und fallt zeitlich mit der Beeintrachtigung der Gefalerschlaffung zusammen. Die vorliegen-
den Daten erlauben es nicht, zwischen den méglichen Mechanismen zu unterscheiden, sie
weisen jedoch darauf hin, dass sowohl direkte Effekte von Metallen als auch Entzindungen
eine Rolle spielen.

5.3 Herzleistung in PM-behandelten SH-Ratten nach ischamischer Schadigung

Zweck dieser Substudie war es, die Beeintrachtigung der Herzfunktion durch Umweltstaube
bei SH-Ratten zu untersuchen. Die in Abschnitt 4.4 beschriebenen Ergebnisse zeigen, dass
eine Vorbehandlung von SH-Ratten mit Umweltpartikeln und LPS die Fahigkeit des isolierten
Herzens, sich von einem durch Koronarverschluss ausgeldsten ischamischen Insult zu
erholen, beeintrachtigt, obwohl zum Ende des Experimentes kein Unterschied in der
pathologischen Schadigung beobachtet wurde. Die verminderte Erholung wurde zu einem
Zeitpunkt vier Stunden nach der Exposition beobachtet und scheint durch die I6slichen
Komponenten der Partikelpraparation verursacht zu sein. Zink (Zn*"), das wichtigste l6sliche
Metall in den eingesetzten Partikeln, bewirkte auch eine Depression des LVDP, der
Herzfrequenz und der maximalen Druckanstiegsgeschwindigkeit (dP/Dtn.x). Nach
zehnminutiger Infusion mit Zn™ war die Herzleistung dramatisch vermindert und erholte sich
nicht von der induzierten Depression. Aufgrund experimenteller Studien an Herzmuskelzellen
kommen wir zu dem Schluss, dass die Stérung der Herzfunktion durch PM durch einen
Einfluss der bioverfugbaren Metalle in den Partikeln auf die Kalziumhomoostase verursacht
wird.

Herzinfarkte gehen mit myokardialen ischamischen Schaden einher, wie in epidemio-
logischen Studien beobachtet wurde [Peters et al. 2004]. Eine Mangeldurchblutung des
Herzmuskels hat elektrische Instabilitat und letale Arrhythmien zur Folge [Ghuran & Camm
2001; Brugada 2001]. Die myokardiale Ischamie fiihrt auch zu einem Verlust der Integritat
der Zellmembran, was sowohl die Depolarisation und Repolarisation stort und zur kardialen
Instabilitat fuhrt, was im klinischen Szenario wiederum zum akuten Herztod flhren kann. Wir
vermuteten, dass eine Praexposition gegentber PM die Kapazitat des Herzens, sich von
einer Mangeldurchblutung zu erholen, beeintrachtigen kann, und setzten ein ex vivo
isoliertes Rattenherzmodell ein, um die Erholung der Herzen der zuvor prainstillierten SH-
Ratten nach einem Koronarverschluss zu untersuchen. In dieser Studie wurden SH-Ratten
eingesetzt, weil sie als Modell flir menschliche kardiovaskulare Erkrankungen gelten und
diese Subpopulation die Hauptrisikogruppe fir die Wirkung von Umweltstauben ist [Pope et
al. 2004]. SH-Ratten sind ein geeignetes Tiermodell zur Untersuchung systemischen
Bluthochdrucks und damit verbundenen Herzerkrankungen. Zudem wurde berichtet, dass die
kardialen Effekte von PM in SH-Ratten starker sind als in Wistar-Kyoto-Ratten [Kodavanti et
al. 2000, 2002a].

Anhand ihrer Hauptbestandteile konnen Partikel in verschiedene Fraktionen aufgeteilt
werden, zum Beispiel in die organische Fraktion (die polyzyklische aromatische Kohlen-
wasserstoffe enthalt), die anorganische Fraktion (enthalt Sulfat, Nitrat, Ammonium und
Metalle) und die biologische Fraktion, die Bakterienbestandteile enthalt [Dreher et al. 2000].
Es ist nicht geklart, welche dieser Partikelbestandteile an den in epidemiologischen Studien
beobachteten kardiovaskularen Effekten beteiligt sind. Die intratracheale Instillation
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verschiedener PM flhrte zu einem Einstrom von PMN in die Rattenlunge [Bagate et al.
2004a, Kodavanti et al. 2003], und diese Entzindung wurde mit den I8slichen
Ubergangsmetallen in Zusammenhang gebracht [Dreher et al. 1997; Kodavanti et al. 2002b].
Obwohl die I6slichen Metalle eine Hauptrolle zu spielen scheinen, erlauben die aktuellen
Untersuchungen es nicht, zwischen einem indirekten Effekt der Entziindung und einem
direkten Effekt bioverfligbarer Metalle oder translozierter Nanopartikel zu unterscheiden. Es
wurde berichtet, dass sowohl Partikel als auch LPS-Instillation zu einer Entziindung in der
Lunge fiihren (vergleiche Abb. 4.7, Abschnitt 4.3). Die Entziindung kdnnte eine Freisetzung
proinflammatorischer Mediatoren wie Endothelin durch die Lunge induzieren, das ins Blut
abgegeben werden und Stérungen der Herzfunktionen verursachen kann [Prasad et al.
1991]. Diese Erklarung ist wiederum unwahrscheinlich, da unsere friheren Arbeiten
(Abschnitt 4.3) gezeigt haben, dass die Lungenentziindung 24 Stunden nach der Instillation
ihr Maximum erreicht, also dann, wenn keine kardialen Effekte mehr zu erkennen sind.

Unsere friheren Untersuchungen im selben Tiermodell haben gezeigt, dass nach
intratrachealer Instillation von urbanen PM die Plasmakonzentrationen von |8slichen Metallen
vier Stunden nach der Instillation am hochsten waren (Abb. 4.10; Abschnitt 4.3).
Interessanterweise wurde die verminderte Erholung von der Mangeldurchblutung vier
Stunden, nicht jedoch 24 Stunden nach der Instillation beobachtet. Dieses Ergebnis weist
darauf hin, dass l0sliche Metalle an der Beeintrachtigung der Herzfunktion beteiligt sein
kénnten, und wirde mit den aktuellen epidemiologischen Befunden Ubereinstimmen, in
denen sich der starkste Zusammenhang zwischen dem Beginn eines Herzinfarktes und einer
Exposition gegenuber Verkehr ein bis zwei Stunden nach der Exposition zeigte [Peters et al.
2004]. Die Rolle der biologischen Partikelfraktionen kann jedoch nicht vernachlassigt
werden, da in mit LPS vorbehandelten Ratten ebenfalls eine Verminderung des LVDP
beobachtet wurde. Da jedoch die LPS-Konzentration in unserer PM-Praparation auf 4 EU/mg
[Schins et al. 2004] geschatzt wurde, war die LPS-Menge in den eingesetzten Partikeln
(EHC-93) wesentlich geringer als die 350 EU Endotoxin, die flr die Vorbehandlung der
Ratten in unserem Experiment verwendet wurden. Daher sehen wir die Rolle der
biologischen Fraktion als sehr gering an, selbst wenn sie an den Wirkungen mitbeteiligt sein
kénnte.

Die Rolle I18slicher Metalle, insbesondere Zink, bei den kardiovaskularen Effekten von PM hat
sich in mehreren Studien gezeigt [Kodavanti et al. 2002a,b; 2003; Bagate et al. 2004a,b]. Der
Mechanismus, durch den Partikel und ihre l6slichen Bestandteile eine Stérung der
Herzfunktion bewirken, ist jedoch nicht gut verstanden. Es ist bekannt, dass Kalzium eine
Schlisselrolle in der Herzkontraktion spielt, und daher untersuchten wir, ob die PM-Effekte
auf das Herz auf einer Stérung der Kalziumhomoostase beruhen. Einerseits ist noch unklar,
ob die Beeintrachtigung der Kalziumhomoostase mit der Stdérung intrazellularer Speicher
oder des extrazellularen Kalziumeintritts verbunden ist. Andererseits ist die Wirkung l6slicher
Metalle auf den rezeptorabhangigen Kalziumeinstrom auch nicht bewiesen. Letzteres wurde
anhand des ATP-induzierten Kalziumeinstroms untersucht, der durch in Kardiomyozyten
vorhandenen purinergen Rezeptoren vermittelt wird [Mubagwa & Flameng 2001]. Die
|6sliche Partikelfraktion und Zinksulfat inhibierten den Kalziumeinstrom, der durch ATP, aber
auch durch KCI ausgeldst wurde, von dem bekannt ist, dass es den Kalziumeinstrom durch
rezeptorunabhéngige Prozesse induziert, wie Depolarisation und Offnung von Kalzium-
kanalen. Unsere Ergebnisse belegen einen Effekt von Zn*™ sowie der I6slichen
Partikelfraktion und sprechen flir eine Wirkung der I6slichen Metalle auf Kalziumkanale und
ATP-Rezeptorkanale. Wir bestatigten friihere Beobachtungen, dass l6sliche Metalle den
Kalziumeintritt aus dem extrazelluldren Medium inhibieren, indem wir Thapsigargin, ein
Inhibitor der Kalzium-ATPase auf das endoplasmatische Retikulum, sowie Bayk 8443, ein
Dehydropyridinrezeptor-Agonist, einsetzten. Beide Substanzen induzierten einen Kalzium-
einstrom aus dem intrazellularen Speicher bzw. aus dem Extrazelluldrraum. Zn** und PM-
Filtrat konnten den intrazellularen Kalziumeinstrom, der durch Thapsigargin ausgel6st wurde,
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nicht inhibieren. Dagegen hoben sie den extrazelluldren Kalziumeinstrom, der durch den
Dehydropyridinagonisten BAYK 8443 ausgel6st wurde, vollstandig auf.

Insgesamt tragen diese Ergebnisse weiter zum Verstandnis bei, wie partikulare
Luftverunreinigungen zu einer erhdhten kardiovaskuldaren Morbiditdt und Mortalitdt von
Personen fiihren, die an bestehenden Herzerkrankungen leiden [Peters et al. 2004; Pope et
al. 2004]. Abgesehen von der Auslbung direkter Effekte auf das Herz, weisen unsere
Untersuchungen an diesem empfindlichen Tiermodell darauf hin, dass die Erholung von
einer myokardialen Ischamie nach einer vorherigen PM-Exposition vermindert ist. Obgleich
der genaue Mechanismus und die Natur der verantwortlichen Bestandteile noch weiter
untersucht werden mussen, sollten I6sliche Metalle in Partikeln im Hinblick auf ihre Wirkung
auf Kalziumkanale in isolierten Herzmuskelzellen weiter im Auge behalten werden.

6. Schlussfolgerung

Obwohl unsere Untersuchungen keine quantitativen Schlussfolgerungen tdber den genauen
Mechanismus und die Bedeutung der systemischen Translokation ultrafeiner Partikeln als
Mechanismus flir die adversen Wirkungen von PM erlauben, haben wir bestatigt, dass
ultrafeine Partikel aus der Lunge in den Blutkreislauf gelangen kdnnen. Die Permeabilitat der
Lungenbarriere fur ultrafeine Partikel scheint sowohl auf epithelialer als auch auf
endothelialer Ebene kontrolliert zu werden, und Bedingungen, die diese Barrierefunktion
stéren, wie zum Beispiel eine Entziindung, kénnen die Translokation von ultrafeinen
Partikeln beeinflussen. Die Voraussetzungen, unter denen dies auftritt, sind mit den
Bedingungen vergleichbar, die bei erkrankten, empfindlichen Personen, Asthmatiker und
COPD-Patienten eingeschlossen, vorliegen. Neben der Translokation von Nanopartikeln in
den Blutstrom muissen jedoch verschiedene andere Mechanismen bei der Verursachung
systemischer Effekte in Betracht gezogen werden. In der Tat zeigte in dieser Studie die
Vorbehandlung von normalen und SH-Ratten, dass sowohl Entziindungsmediatoren (die von
der Lunge freigesetzt werden) und I6sliche Partikelbestandteile (Metalle) in der Lage sind,
indirekt die kardiale und vaskuldre Funktion (ber verschiedene Mechanismen zu
beeinflussen. Die relative Bedeutung dieser Mechanismen hangt in starkem MalRe von den
proinflammatorischen Bedingungen der Person ab, welche sowohl die kardiovaskulare
Empfindlichkeit als auch die Lungenpermeabilitat bestimmen. Letztere ist ein wesentlicher
Punkt in der Translokation von ultrafeinen Partikeln (in dieser Studie) und wahrscheinlich
auch von Partikelbestandteilen wie Ubergangsmetalle. Diese Vorstellung ist im Schema
unten dargestellt:

Inhalation und
Deposition von PM
(inkl. UFP)

Entziindungsstatus

Y und Reaktion

Lungenpermeabilitat A/

g

Freisetzung vasoaktiver
Translokation of UFP Mediatoren

und/oder Komponenten

\ Systemische Effekte

(Herz und Gefalie)
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