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1 Zusammenfassung

1.1 Regulative Mechanismen intrazellularer Antioxidantien in Staubexponierten
humanen bronchoepithelialen Zellen in vitro und in vivo

A. Gillissen**, S. Loseke”, M. Jaworska™, D. Wickenburg”, A. Fisseler-Eckhoff®, G. Schultze-Werninghaus®

* Universitétsklinik der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitit, Medizinische Klinik und Poliklinik, Innere
Medizin, Bonn; ** Berufsgenossenschaftliche Kliniken Bergmannsheil - Universitatsklinik der Ruhr-Universitat,
# Medizinische Klinik und Poliklinik, Abt. fir Pneumologie, Allergologie und Schlafmedizin, ® Institut fiir
Pathologie, Bochum

Einleitung: Neben der Katalase und dem Glutathionsystem werden die Superoxid-
Dismutasen (SOD), bestehend aus der im Zytosol lokalisierten Kupfer-/Zink-Superoxid-
Dismutase (Cu*/Zn?** SOD) und der mitochondrialen Mangan-Superoxid-Dismutase
(MnSOD), als die wichtigsten antioxidativ wirkenden Enzyme in S&ugetierzellen angesehen.
Antioxidantien schitzen die wegen ihrer Barriere- und Stoffwechselfunktion wichtigen

bronchoepithelialen Zellen auch vor Staub-induzierten reaktiven Sauerstoffmetaboliten.

Aufgabenstellung: Quantifizierung antioxidativer Protektionsmechanismen nach Staubex-

position in bronchoepithelialen Zellen mit Betonung auf der genetisch regulierten SOD.

Studiendesign/Methodik: Das Forschungsvorhaben gliedert sich in zwei Abschnitte:

a) Im in vitro Teil wurden nach Exposition einer humanen bronchoepithelialen Zellinie
(BEAS 2B) mit verschiedenen Stduben (UICC [Union Internationale Contre le
Cancer]-Krokydolith [KR], Steinwolle [SW] und Quarz [Si]; Konzentrationsbereich:
2-50 pg/cm?, Inkubationszeit: 24 h) folgende Quantifizierungen durchgefiihrt: MnSOD
mRNA, Cu®*/Zzn** SOD mRNA (jeweils mittels Northern-Analysen), intrazellulare
SOD-Aktivitaten (kinetische Assays), und SOD-Enzymkonzentrationen (ELISA:
enzyme linked immunosorbent assay).

b) Um die Frage zu beantworten, ob sich die in vitro gewonnenen Ergebnisse auf die in
vivo Situation Ubertragen lassen, wurden Probanden (n=61: stattgehabte Asbest- [n=8]
bzw. Quarzmischstaub-Exposition [n=8]; nicht-staubexponierte Probanden: Raucher
[n=19], Nichtraucher [n=26]) rekrutiert, bronchoskopiert und biopsiert. In den

Bronchialschleimhautbiopsien wurden bestimmt: MnSOD mRNA (semiquantitative

1



RT-PCR), SOD-Aktivitaten (s.0.), SOD-Enzymkonzentrationen (s.0.), morphologische
Lokalisation der MNnSOD (mRNA: In-situ-Hybridisierung; Enzym: immunhistochemi-

sche Analysen).

Ergebnisse/Diskussion:

ad a)

ad b)

Die initial sehr niedrigen MnSOD mRNA-Werte ruhender nicht-exponierter BEAS
2B-Zellen stiegen schon bei geringer KR-Exposition (>2 pg/cm?) signifikant (p<0,01)
an und fielen bei hoheren KR-Konzentrationen (>10-50 pg/cm?) wieder ab. Im
Gegensatz dazu veranderte sich die schon initial in nicht-exponierten Zellen erhohte
Cu?*/Zn** SOD mRNA durch eine KR-Exposition (>2 pg/cm?) nicht. Bei den o.g.
hoheren KR-Konzentrationen zeigte sich, wie bei der MnSOD mRNA, ein abfallendes
Reaktionsmuster. Diese Reduktion ist die Folge eines beginnenden zytotoxischen KR-
Effekts (siehe PUG-Bericht 1996, PUG LUVA 95 006). Der MnSOD mRNA-Anstieg
bei den mit SW und Si exponierten Zellen war dhnlich. Ab Si-Konzentrationen von
>25 pg/cm? sank die MnSOD mRNA. Im Gegensatz dazu trat eine SW-bedingte
MnSOD und Cu*/Zn** SOD mRNA-Reduktion nicht auf. Damit hatten alle Stiube
eine MnSOD mRNA induzierende Wirkung, die jedoch bei KR und Si durch die
zunehmende Staub-induzierte Zytotoxizitat abnahm: KR>Si>SW. Wahrend bei KR die
SOD-AKktivitat und die MnSOD-Enzymkonzentrationen anstiegen (KR 3 pg/cm?, 96 h
Inkubation), verhielten sich die entsprechenden Werte nach Si und SW uneinheitlich.

Die in vitro erhobenen Ergebnisse lassen sich nicht auf die in vivo Situation
Ubertragen, da sich beziglich der MNSOD mRNA, der SOD-Aktivitéats- und der SOD-
Enzymbestimmungen zwischen den Staub- und nicht-staubexponierten Probanden
keine signifikanten Unterschiede errechneten. Eine jahrzehntelange
Zigarettenrauchexposition erwies sich dagegen als starker MNnSOD mRNA-Induktor:
Anstieg um das 4,3-fache gegeniiber Nichtrauchern (p<0,001). In der In-situ-
Hybridisierung und Immunhistochemie zeigte sich eine vorzugsweise in den
bronchoepithelialen Zellen lokalisierte MnSOD Expression. Eine SOD-Aktivitats-
oder SOD-Enzymerhéhung lieR sich bei den Rauchern nicht nachweisen. Diese im
Vergleich zu den erhdohten MnSOD mRNA-Werten bestehende Diskrepanz wurde als

erhdhter Enzymumsatz bei kompensatorisch erhéhten mMRNA-Spiegeln gewertet.



Zusammenfassung: Alle getesteten Staube (KR, Si, SW) zeigten in vitro einen prooxidativen
Effekt (MnSOD-Induktion). KR, bei hoheren Konzentrationen auch Si (nicht aber SW)
wirkten zytotoxisch. In vivo scheinen die durch eine Staubexposition verursachten
prooxidativen Effekte im Gegensatz zu dem Zigarettenrauch-bedingten EinfluR nur eine unter-
geordnete Rolle zu spielen. Zigarettenrauch ist nach unseren in vivo erhobenen Ergebnissen

somit der starkste Induktor einer zelleigenen antioxidativen Abwehrreaktion.



1.2 Expression of intracellular antioxidants in dust exposed human
bronchoepithelial cells in vitro and in vivo

A. Gillissen**, S. Loseke”, M. Jaworska™, D. Wickenburg”, A. Fisseler-Eckhoff®, G. Schultze-Werninghaus®
* University Hospital of Bonn, Dept. of Internal Medicine, Div. of Pneumology, Germany; ** University Hospital
Bergmannsheil, * Dept. of Internal Medicine, Div. of Pneumology, Allergology and Sleep Medicine, * Institute of
Pathology, Bochum, Germany

Introduction: Besides catalase and the glutathione system particularly the genetically
regulated superoxide dismutases (SOD) consisting of the cytosol located copper/zinc SOD
(Cu*/Zn** SOD) and the mitochondrial manganese SOD (MnSOD) are considered as the
major antioxidative defense enzymes in mammalian cells. In human lung bronchoepithelial
cells function as a biological barrier between the environment and the lung interstitium. Thus,
it is essential that these cells protect themselves also from reactive oxygen metabolites

eventually derived from inhaled dust particles.

Task of this study: Quantification of antioxidative protection mechanisms in dust exposed

bronchoepithelial cells particularly in regard to endogenous SOD expression.

Study design and methods: This study consists of two complementary parts:

a) For the in vitro part BEAS 2B cells, a human non-malignant bronchoepithelial cell line,
were exposed to increasing concentrations (2-50 pg/cm?) of various dusts: UICC (Union
Internationale Contre le Cancer)-crocidolite (CR), silica (Si) and rockwool (RW).
MnSOD mRNA, Cu?*/Zn** SOD mRNA (both Northern Blot analysis), SOD-activities
(kinetic assays), and SOD-enzymes (ELISA = enzyme linked immuno sorbent assay)
were quantified.

b)  Furthermore, to evaluate if these in vitro data may or may not represent the in vivo
situation, n=61 patients and heathy volunteers (asbestos exposed workers n=8, coal
mining workers n=8, non-dust exposed volunteers: smoker n=19, non-smoker n=26)
were recruited and, among clinical evaluations, bronchoscopies were performed and
bronchial biopsies were taken. In these biopsies we performed the following
evaluations: semi-quantification of MnSOD mRNA content (semiquantitative RT-PCR),
quantification of SOD-activities (s.a.) and SOD-enzymes (s.a.). For morphological
categorization, we additionally performed in situ hybridization as well as

immunhistochemical analysis.



Results and discussion:

ad a) The initially low MnSOD mRNA levels of non-exposed BEAS 2B cells increased
significantly (p<0,01) after CR exposure already at low fiber concentrations (>2
ng/cm?). At higher concentrations (>10-50pg/cm?®) MnSOD mRNA levels attenuated. In
contrast, initially elevated Cu®*/Zn** SOD mRNA levels in resting cells remained
unchanged after dust exposure. However, at high CR concentrations they were, like the
MnSOD mRNA levels, decreased. mMRNA reduction pattern at high CR concentrations
coincides with increasing cytotoxicity (see PUG-report 1996, PUG LUVA 95 006)
indicating a toxic effect. MnSOD mRNA increase was also seen in Si and RW exposed
cells. Reduction of these levels occurred after Si exposure using >25 pg/cm? but not
after RW incubation. Thus, Si and RW have a significant prooxidative effect. In contrast
to CR, their cytotoxic potency is lower (CR>Si>RW). While SOD activity and MnSOD
enzyme levels increased after CR exposure, Si and RW induced inconsistent results.

ad b) From our results we conclude that the data obtained in vitro under controlled conditions
may not be transferable to the in vivo situation because significant differences in
MnSOD mRNA, SOD activity and SOD enzyme levels between asbestos, coal mining
workers and non-smoking individuals were not seen. Most interestingly, cigarette smoke
seems to be by far the strongest MNnSOD mRNA inductor. MnSOD mRNA levels in
bronchoepithelial cells in smokers were 4,3-times higher than in non-smokers
(p<0,001). In situ hybridization and immunohistochemistry demonstrated MnSOD
expression mainly in bronchoepithelial cells supporting the hypothesis of the importance
of their barrier function in the bronchial tree. In contrast to MNnSOD mRNA elevations,
activity and enzyme levels were comparable within all groups, thus lacking higher levels
in the smoker group. This potential discrepancy may indicate a high SOD enzyme

turnover with concurrent compensatory elevation of mRNA levels.

Summary: All dusts as tested (CR, Si, RW) were demonstrated to have prooxidative effects
on bronchoepithelial cells by inducing cellular antioxidative defense (SOD). CR, at higher
concentrations also Si, but not RW, increased cytotoxicity. In vivo however, after dust
exposure SOD expression remained small in comparison to SOD expression after cigarette
smoke inhalation. Thus, according to our results cigarette smoke is by far the most potent

inductor of antioxidative defense in bronchoepithelial cell.



2 Einleitung

Inhalierte Stdube kdnnen in den Atemwegen und in der Lunge nicht nur akute und chronische
inflammatorische Prozesse auslésen, sondern auch maligne Erkrankungen induzieren. In
Abhangigkeit von der Faserart, der kumulativen Exposition, der Expositionsdauer und anderer
mitbestimmender Faktoren (z.B. gleichzeitiges Zigarettenrauchen) fiihren insbesondere
Asbestfasern nach einer u.U. jahrzehntelangen Latenzzeit zu Lungenfibrosen (Asbestosen),
Lungenkarzinomen oder Pleuramesotheliomen (3;17). Die Zunahme Asbest-induzierter
Lungenerkrankungen hat seit den 60er Jahren nicht nur eine klinische, sondern auch eine
sozio-okonomische Bedeutung erlangt, da diese als Berufskrankheiten zunehmend
Entschédigungen zur Folgen haben (39;63;116). Die Grinde fur die pathogene Wirkung von
Asbestfasern sind vielfaltig. Sie hangt z.B. ab von der Fasergeometrie, der Faserchemie und
insbesondere bei Krokydolith von der sehr hohen Materialbestandigkeit und Bioverfligbarkeit
(siehe Ubersichten (14;63)). Auf zellularer Ebene scheint insbesondere bei Krokydolith der
durch die Eisenionen an der Faseroberflache vermittelte prooxidative Effekt bedeutsam zu
sein. Eisenionen wirken bei Sauerstoffradikal-produzierenden Reaktionen als Katalysatoren.
Die als Oxidantien bezeichneten reaktiven Sauerstoffmetabolite entstehen in vivo 1) durch
anorganische Reaktionen, 2) werden durch aktivierte Entziindungszellen (z.B. durch
Asbestfasern aktivierte Alveolarmakrophagen, besonders bei der s.g. frustranen Phagozytose)
gebildet, oder werden 3) von externen Quellen (z.B. durch die Inhalation von Zigarettenrauch,
Ozon, hohe FIO,-Konzentrationen bei Beatmungspatienten u.v.a.m.) inhalativ in die Lunge
hineingetragen. Reaktive Sauerstoffmetabolite sind aus mehreren Griinden zellpathogen: Sie
kénnen DNA-Strangbriche induzieren, Onkogene aktivieren bzw. Tumorsuppressorgene
inhibieren, Enzyme wund Proteine inaktivieren oder flhren zur Lipidperoxidation
(19;20;90;153). Basierend auf diesen Erkenntnissen stellten wir die Hypothese auf, daR die
Klinisch beobachtbaren, z.B. durch Asbestfasern und quarzhaltige Stiube verursachten
intrathorakalen Erkrankungen auch durch die faservermittelte Oxidantienfreisetzung bei
gleichzeitigem inaddquaten Schutz durch das korpereigene Antioxidantiensystem
hervorgerufen werden konnten (14;36;51;145). Dieser Aspekt wurde von uns sowohl in in
vitro als auch in in vivo durchgefuhrten Untersuchungen an einer bronchoepithelialen Zellinie
bzw. an mittels Bronchoskopie gewonnenen Bronchialschleimhautbiopsien untersucht. Vor

der Spezifizierung der Fragestellung und der Beschreibung der methodischen Schritte soll an



dieser Stelle zunachst eine Ubersicht Gber den beschriebenen Themenkomplex gegeben

werden.

2.1 Staubinduzierte Erkrankungen

Erkrankungskategorien

Verursachendes Agens

Irritationen des oberen Respirationstraktes

Reizende Gase und Losungsmittel

Berufsasthma
Sensibilisierung mit niedrig-, und
hochmolekularen Substanzen
Unspezifische Ausloser und RADS
Chronische Bronchitis (COPD)

Isozyanate, Anhydride, Holzstaub, bzw.
Tierallergene, Latex

Reizgase

Stein- (misch-) Staube

Akute Inhalationsschaden
Toxische Pneumonitis
Metalldampffieber

Reizgase, Metalle
Metalloxide: Zink, Kupfer

Kunststoffe

Verbrennungsprodukte

Bakterien, Pilze, Tierproteine
Tuberkulose, Viren, Bakterien

Asbest, Silikate, Kohle, Beryllium, Cobalt

Polymerdampffieber
Rauchinhalationen/Inhalationstraumen
Exogen-allergische Alveolitis
Infektionserkrankungen
Pneumokoniosen
Maligne Erkrankungen

Sinunasale Tumoren Holzstaube
Lungentumoren Asbest, Radon
Pleuramesotheliome Asbest

Tabelle 1: Durch berufliche Expositionen ausgeldste pulmonale Erkrankungen. RADS =
reactive airway dysfunction syndrom. COPD = chronisch-obstruktive Atemwegs-
erkrankung (chronic obstructive pulmonary disease), modifiziert nach (140).

Die Lunge hat durch ihre Aufgabe als Gasaustauschorgan (uber ihre sehr grole
Austauschflache, den hohen Blutflu? und die diinnen Diffusionsmembranen der Alveolen
einen intensiven Kontakt mit der "aerogenen” Umwelt. Es sind eine Fille von inhalativen
lungenpathogenen Substanzen beschrieben worden, z.B. mineralische Stdube (Asbest, Quarz),
organische Materialien, mikrobiologische Organismen, Metalle (Beryllium, Nickel, Kobald,
Aluminium) oder anorganische Gase (Karbonmonoxid, Chlor, Stick- und andere Oxide), die
zu den unterschiedlichsten pulmonalen Erkrankungen fihren koénnen (Tab. 1). Die
Expositionen treten oft in Zusammenhang mit der beruflichen Téatigkeit auf, weswegen viele
dieser Substanzen auch aus berufsgenossenschaftlicher Sicht relevant sind (140).
Gewisse klinisch relevante Besonderheiten stehen in einem urséchlichen Zusammenhang mit
der Entwicklung berufsbedingter pulmonaler Erkrankungen (140):
a) Nur wenige beruflich inhalierte Stoffe verursachen fir sich alleine genommen bestimmte
fiir den jeweiligen Stoff charakterische Lungenverédnderungen. Oft 1&Rt sich eine pulmonale

Erkrankung nur schwer allein auf auf ein berufliches Agens zurtickfuhren. Oft handelt es
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sich um Mischbilder (z.B. die Entwicklung einer chronisch-obstruktiven Bronchitis bei
einem rauchenden Bergmann).

b) Lungen- und Atemwegserkrankungen sind oft multifaktoriell verursacht, so daf® beruflich
inhalierte Stoffe mit anderen Faktoren interagieren und es erst dadurch zu pulmonalen
Problemen oder der Entwicklung maligner Erkrankungen kommt (z.B. entwickeln
rauchende Asbestexponierte eher Lungenkarzinome als Nichtraucher der gleichen
beruflichen Expositionsgruppe).

c) Die am Arbeitsplatz inhalierte Substanz kann mehr als nur eine klinisch fal3bare
Erkrankung auslésen. So verursacht z.B. Cobalt zum einen interstitielle Lungen-
erkrankungen, andererseits aber auch eine Atemwegsobstruktion, gleiches gilt
grundséatzlich auch fir die Quarzmischstaub-Exposition.

d) Die Expositionsdosis ist ein fur den Erkrankungsbeginn und fir die Erkrankungsschwere in
aller Regel bestimmender Faktor, da die Héhe und die Dauer der Exposition bis auf wenige
Ausnahmen (z.B. korreliert die Inzidenz des Pleuramesothelioms nicht mit der Asbest-
Expositionsdauer) mit der Erkrankungsschwere korreliert.

e) Der Zeitfaktor kann eine Ursachenbeziehung zwischen der stattgehabten Exposition und
der vorhandenen Erkrankung erschweren andererseits aber auch erleichtern. Bei akuten
Erkrankungen, wie z.B. der toxischen Pneumonitis, ist die Ursachenbeziehung zu dem
auslésenden Agens oft leicht. Dies trifft auch bei wiederholten Krankheitsschiiben zu, die
im ursachlichen Zusammenhang mit der Arbeitszeit oder der jeweiligen Téatigkeit stehen
(z.B. Béckerasthma). Diagnostisch schwierig wird es aber, wenn eine lange Latenzperiode
zwischen der Tétigkeit und dem Ausbruch der Erkrankung besteht, oder wenn der Patient
schon eine langere Zeit gar nicht mehr exponiert ist (z.B. Asbest-assoziierte
Erkrankungen).

f) Individuelle Faktoren kénnen die Entwicklung von pulmonalen Erkrankungen begiinstigen
oder verhindern, wobei sich im Einzelfall das bestehende Risikoprofil oft nicht
quantifizieren oder nur sehr grob abschatzen l&Rt. So kdnnen immunmodulierende
Prozesse, wie sie nach einer chronischen Berylliumexposition beschrieben wurden,
perpetuieren, obwohl die vorgeschriebenen MAK (maximale Arbeitsplatz-Exposition) —
Werte eingehalten wurden. Eine andere Unsicherheit besteht in der individuell
unterschiedlichen Reaktion bestimmter Schutzgene (z.B. Antioxidantien) auf bestimmte
Reizstoffe. Beides, sowohl eine (berschieBende Reaktion (z.B. bei allergischen

Reaktionen) aber auch eine zu schwache Reaktion kann die individuelle Empfanglichkeit



auf bestimmte Stoffe erheblich beeinflussen. Ob antioxidative Mechanismen (bzw. ein
Mangel) an Antioxidantien in diesem Zusammenhang von Bedeutung sind, ist derzeit nicht

bekannt.

2.1.1 Asbestassoziierte Erkrankungen

Asbest ist ein natlrlicherweise vorkommendes silikatisches Mineral. Es gelangte in
Deutschland im wesentlichen in seinen beiden Modifikationen Chrysotil (WeiRasbest) und
Krokydolith (Blauasbest) mit Anteilen von 90-95% respektive 5-10% zum industriellen
Einsatz. Wegen seiner speziellen Werkstoffeigenschaften wie Hitzebestandigkeit, Scher- und
Bruchfestigkeit wurde es in zahlreichen Bereichen industriell verwendet. Seit 1993 besteht

gemal der Gefahrstoffverordnung ein generelles Asbestverbot in Deutschland (139).

Asbest hat beim Menschen sowohl im Bereich des Lungenparenchyms und der Pleura
fibrogene als auch kanzerogene Wirkungen, die sich in Form von Lungenfibrosen
(Asbestosen), Pleuraverdnderungen (Plaques) und Tumoren im Bereich der Lunge und der
Pleura manifestieren kénnen (15;128;148). Seltener sind das Perikard und das Peritoneum
betroffen. Bei Asbest-verursachten Erkrankungen handelt es sich um keine obligat
auftretenden Gesundheitsstérungen, sondern um ein fakultatives Krankheitsgeschehen, wobei
die Intensitdt und die Dauer der Exposition bei zusatzlich bestehender individueller
Disposition maligebliche Faktoren fur den klinisch fallbaren Krankheitsverlauf darstellen (9).
Fur die fibrogene Wirkung ist eine durchschnittliche Latenzzeit von 15-20 Jahren

anzunehmen (137).

Das Plattenepithel- und das Adenokarzinom sind die haufigsten nach einer Asbestexposition
beobachtbaren histologischen Lungenkrebsformen (16;17). Das Risiko fiir einen Exponierten,
einen Lungentumor zu entwickeln, steigt mit hoherer und langerer Asbeststaub-Exposition
sowie mit der Intensitat eines Zigarettenabusus (Summationseffekt) (144). Im Gegensatz zum
Lungenkarzinom scheint bei der Entwicklung Asbest-bedingter maligener Pleura-
(Pleuramesotheliom) bzw. Peritonealerkrankungen keine Beziehung zur Expositionsdauer und
zum Zigarettenkonsum zu bestehen. Mit dem Entstehen eines Mesothelioms sind 20-25 Jahre
zurlckliegende, aber oft relativ  kurzandauernde  Expositionen  mit  hohen

Asbestfaserkonzentrationen von 1-2 Jahren verbunden (143).



2.1.2 Quarzstaub-assoziierte Erkrankungen

Inhalierter kristalliner Quarzsand bzw. die Kieselsdure (SiO,) oder deren entsprechenden
Anteile in Mischstduben verursachen beim Menschen die Silikose. Zu den wichtigsten
Belastungsquellen der SiO,-haltigen Stdube gehdren, Steinmetzbetriebe, Schleifereien,
Eisenhitten, Gesteinsmuhlen und Steinbriiche (bes. Granit). Haufig tritt die Silikose
dosisabhangig nach einer jahrelangen bis jahrzehntelangen Exposition auf. Bei sehr hohen
Expositionen, wie sie bei Sandstrahlern in geschlossenen Raumen beschrieben wurden,
kdnnen sich akute Silikosen schon nach wenigen Monaten entwickeln, die sogar trotz eines
Expositionsstopps weiter fortschreiten kénnen. Nach einer langfristigen, relativ geringen
Belastung erscheinen nach ca. 15-20 Jahren als klassische radiologische Befunde Kleine,
rundliche Verschattungen, u.U. Lymphknotenverkalkungen (ca. 20%), eine retikuldre
Zeichnungsvermehrung und unregelméaBige Verdichtungen (Schwielen). Funktionell leiden
die Patienten an einer Atemwegsobstruktion, bei entsprechendem interstitiellen
Einschrankungen auch an einer restriktiven Lungenerkrankung, wobei aber das Ausmaf der
radiologischen Verdnderungen nicht mit den Funktionsausféllen korrelieren muB. An
typischen Komplikationen treten bei diesen Patienten vermehrt spezifische Infektionen auf
(Silikotuberkulosen) (77).

Im Gegensatz zu der reinen Silikose entwickeln sich nur bei vergleichsweise wenigen
Bergleuten eine als Anthrasilikose bezeichnete Pneumokoniose. Der Grund liegt wohl
wesentlich in der anderen Staubzusammensetzung, denn Kohlestaub selbst ist weit weniger
lungenpathogen als Silikat. Aber auch hier ist der allerdings wesentlich geringere SiO,-Anteil
(<10%) im Kohlestaub das pathogenetisch auslosende Agens. Als weiterer
Erkrankungsmechanismus wird eine durch die exzessiven Staubmengen bedingte
Einschrankung des naturlichen bronchialen Reinigungsmechanismus diskutiert. Eine durch
quarzhaltige Stdube bedingte Induktion maligner, pulmonaler Erkrankungen ist nicht
zweifelsfrei geklart, obwohl SiO, auch DNA-Schéden hervorrufen kann (77;157;184).

2.1.3 Pulmonale Erkrankungen durch kinstliche Mineralfasern

Entsprechend ihrer Materialeigenschaften zahlt man zu den kinstlichen Mineralfasern (man
made mineral fibers =MMMF) Produkte der petrochemischen Industrie, die naturlichen
Fasern Sisal, Seide und Wolle, und die aus Schlacken hergestellten Fasern (s.u.). In der
Literatur werden Uberwiegend die aus amorphen Silikaten mit einer kristallinen Struktur

hergestellten als kinstliche Mineralfasern unter dem Begriff der MMMF zusammengefafit
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(65). Die Einteilung dieser MMMF ist im Vergleich zum Asbest wesentlich heterogener
(siehe Ubersicht: (63)). Die MMMF werden entweder aus Schmelzschlacken (z.B. Kalkstein,
Granit, Schiefer) oder aus Eisen- und Stahlschlacken (aber auch aus anderen Metallen wie
Chrom, Blei, Kupfer etc.) hergestellt. Die heute verwendeten MMMF sind zusétzlich mit
Bindemitteln (Phenol-Formaldehyde) und zusétzlich zur Reduktion der Staubentwicklung mit

mineralischen oder pflanzlichen Olen bzw. Wachsen behandelt (65).

Die MMMF sind im Gegensatz zu den naturlichen Fasern (insbesondere Asbestfasern) weit
weniger intensiv untersucht worden. Ein Grund hierfliir war das Fehlen eines ,,typischen” oder
gar spezifischen MMMF-induzierten Krankheitsbildes in den Lungen oder der Pleura
(116;126;162). In tierexperimentellen Studien gibt es nach Verabreichung von hohen Dosen
kinstlicher Mineralfasern durchaus Reaktionsmuster, die den Befunden auf natdrliche
Mineralfasern dhnlich sind. Die Beurteilung der klinischen Relevanz dieser
tierexperimentellen Befunde wird allerdings durch die bisher z.T. sehr hohe applizierte
Fasermenge und die Applikationsart erschwert (10;11;123;163). In den groflen Kohorten-
Studien lieRBen sich bislang beim Menschen auch nach langjéhriger Arbeitsplatz-bezogener
Exposition gegeniber MMMF eine klare und allgemein akzeptierte Ursachen-
Wirkungsbeziehung nicht ermitteln (41;155;162). Es fehlt immer noch der epidemiologisch-
wissenschaftlich  abgesicherte  Beweis, daB@ MMMF &hnlich wie nach einer
Asbestfaserexposition fibrogene und/oder kanzerogene Erkrankungen in der Lunge ausldsen,
weswegen in der derzeitigen Diskussion zwei wesentliche Standpunkte vertreten werden: Die
Beflrworter einer kanzerogenen Wirkung von MMMF weisen darauf hin, daR a) in den
grollen Kohortenstudien die Lungenkarzinom-bedingten Sterberaten &hnlich seien wie nach
Asbestexposition, dal b) eine erhdhte Mortalitat bei Arbeitern in MMMF-verarbeitenden bzw.
herstellenden Betrieben nur durch das Bronchialkarzinom bedingt sei, und daR c) eine
Beziehung bestiinde zwischen der erhdhten Inzidenz von Lungenkarzinomen und dem
Fasergehalt der Luft. Gegner der Hypothese einer pro-kanzerogenen Wirkung von MMMFs
fuihren folgende Argumente an: a) Ein Anstieg der Lungenkarzinomhaufigkeit mit
zunehmenden Arbeitsjahren konnte nicht gefunden werden. Eine signifikant gegentiber einem
nicht-exponierten Kollektiv erhdht gefundene Mortalitdt fand sich lediglich im ersten
Arbeitsjahr, c) die Haufigkeit pulmonaler Malignome betrifft nur Arbeiter der frihen
Produktionsphase. Friher waren jedoch die MMMF nicht frei von kanzerogenen

Zusatzstoffen. So waren z.B. Beimengungen von Asbest, Arsen oder polyzyklischen aroma-
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tischen Hydrocarbonverbindungen héufig, so dall auch

haufigkeit verantwortlich hétten sein konnen. d) In

A)

diese Stoffe fur die Malignom-
den Zigarettenrauch-korrigierten
Kontrollstudien lie sich eine
signifikante ~ Steigerung  des
Krebsrisikos nach  MMMF-
Exposition nicht mehr
nachweisen. Insgesamt scheint
nach diesen Argumenten ein
Zusammenhang von der erhéhten
Malignitéatsinzidenz nur mit den
verschiedenen Beimengungen der
fruihen  Produktionsphase  zu
bestehen. Dieser
epidemiologische Aspekt ist aber
nicht Gegenstand der hier
vorgestellten auf zellbiologischen
Verfahren beruhenden
Untersuchungen, zumal eine z.Zt.
noch laufende und noch nicht
abgeschlossene  grolRe  euro-
paische Studie aus epidemiolo-

gischer Sicht eine Klarung in

dieser Frage bringen soll (11;34;38;41;42;42;55;63;65;85;113;122;127;132;134;155;162).

2.2 Zellulare Mechanismen Staub-induzierter Lungenerkrankungen

Um die Pathogenese von Pneumokoniosen (und auch von Staub-induzierten kanzerogenen

Prozessen) auf zellbiologischer Ebene zu analysieren und verstehen zu kdnnen, bedarf es

Abbildung 1: A) Makrophagen die mittels BAL bei
einem Bergmann aus der Lunge herausgespult wurden.
Es zeigen sich im Zytoplasma die typischen
Kohleeinlagerungen. B) Makrophage mit einem
Asbestkorperchen eines Asbest-exponierten Proban-

Aan

Detailkenntnisse der sie verur-
sachenden inflammatorischen
Prozesse und der gleichzeitig be-
stehenden zelleigenen protektiv

wirkenden Verteidigungsmecha-

nismen. Erst ein Ungleichgewicht zu Gunsten der bei einer Entziindungsreaktion ablaufenden

zellschadigenden Mechanismen ermdéglicht das Entstehen pathologischer Veréanderungen (16).

12



Das Prinzip einer Staub-vermittelten pulmonalen Entziindungsreaktion beruht initial auf einer
Aktivierung inflammatorischer Zellen (Bronchiallumen und Lungenparenchym), die dann eine
Fulle von Entziindungsmediatoren (Proteasen, Sauerstoffradikale, Zytokine u.a.m.) freisetzen,
wodurch unter der Voraussetzung eines unzureichenden, zelleigenen, antiinflammatorischen
Schutzes oder inadaquater Reparaturmechanismen Schaden in der Lungenarchitektur
resultieren (145). Zu den bedeutsamsten Entzlindungszellen werden insbesondere die
alveolaren Makrophagen und die Granulozyten (neutrophile Granulozyten) gerechnet
(16;152;160). Eine solche chronische Entziindungsreaktion, mit den dabei beginnenden
parenchymalen Umbauvorgéangen, ist durch eine Akkumulation mesenchymaler Zellen, die
ihrerseits z.B. Wachstumsfaktoren freisetzen (z.B. platelet-derived growth factor, Fibronektin,
insuline-like growth factor, transforming growth factor B, Prostaglandine, epidermal growth
factor-receptor protein u.a.m.) charakterisiert (83;100;130). Diese Faktoren fiihren zu einer
Steigerung der Kollagensynthese bei gleichzeitiger Hemmung der Kollagenase. Am Ende
dieser Reaktion stehen dann die irreversiblen Lungenparenchymveranderungen, wie das

Lungenemphysem und die Lungenfibrose (14;32;160).

Die Annahme, dal? bei der Initiierung des oben beschriebenen Szenarios mononukledre Zellen
und hier besonders alveoldare Makrophagen eine Schlisselrolle spielen, basiert sowohl auf,
tierexperimentellen Studien, als auch auf Beobachtungen an entsprechend exponierten
Menschen (160). Alveolare Makrophagen nehmen inhalierte Partikel auf, um diese zu
inaktivieren, abzubauen und schlielich zu eliminieren. In der Differentialzytologie aus der
bronchoalveolédren Lavage (BAL) entsprechend belasteter Patienten lassen sich nicht nur ein
erhdhter Makrophagenanteil (53) sondern in alveoldren Makrophagen (Abb. 1A) auch
intrazelluldare Einschlisse von Kohlestduben bzw. phagozytierte Asbestkorperchen
lichtmikroskopisch nachweisen (Abb. 1B). Diese Makrophagen sind, mefbar an einer
gesteigerten Oxidantienfreisetzung, wesentlich aktiver als die von Nicht-Exponierten
(14;60;82;145). An Meerschweinchen durchgefuhrte Untersuchungen belegen, da3 die durch
Asbestfasern aktivierten alveoldren Makrophagen zudem chemotaktische Faktoren freisetzen,
die neutrophile Granulozyten anlocken (neutrophil chemotactic factor) (152). Alveolare
Makrophagen werden durch eine Staubexposition zur Sauerstoffradikalbildung angeregt. Die
Zellen von Asbest-, Quarz-, oder auch Kohlemischstaub-Exponierten produzieren im
Vergleich  zu nicht-staubexponierten Zellen zwei- bis dreimal mehr reaktive

Sauerstoffmetabolite einschlielich der als Ausgangsstoff fir weit toxischere Radikale
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wichtigen Superoxidanionen und des Wasserstoffperoxids (48;144). Auch Zigarettenraucher
haben eine gesteigerte Anzahl aktivierter alveolarer Makrophagen, so daR bezuglich des
zelluldren Reaktionsmusters bei einer kombinierten Exposition (Staubinhalation bei
Zigarettenrauchern) ein additiver proinflammatorischer Effekt anzunehmen ist (26;86;129).
Der Nachweis einer unter den oben geschilderten Bedingungen erhohten Sauer-
stoffradikalfreisetzung ist aus pathogenetischer Sicht bedeutungsvoll, da diese nicht-
inhibierten Radikale zelltoxisch sind und daher die oben beschriebenen Lungenschéden
hervorrufen oder intrapulmonale Entziindungsprozesse wesentlich mitbeeinflussen kdnnen
(70;171).

2.3 Oxidantien als Verursacher Staub-bedingter pulmonaler Erkrankungen
Bezliglich der Einteilung von reaktiven Sauerstoffmetaboliten, deren Charakterisierung und
Bedeutung bei pulmonalen Entziindungsprozessen, wie dem ARDS (adult respiratory distress
syndrome), der idiopathischen Lungenfibrose (IPF), der Zystischen Fibrose (Mukoviszidose),
Asbest-assoziierter Erkrankungen oder der chronisch-obstruktiven Lungenerkrankung
(COPD), wird auf die zahlreichen Originalarbeiten und Ubersichten in der Literatur sowie auf
unser  vorangegangenes  Forschungsprojekt (PUG L 93 006)  verwiesen
(21;37;52;56;67;76;103;133;147).

2.4 Antioxidative Schutzmechanismen

In gesunden Sdugetierzellen besteht ein Gleichgewicht zwischen Oxidantien und antioxidativ
wirkenden Substanzen, zu denen Enzyme (z.B. Superoxid-Dismutase [SOD], Katalase, das
Glutathionredoxsystem) und nicht enzymatische Antioxidantien (z.B. Glutathion [GSH],
Vitamin A, C und E, Methionin, Albumin, Harnstoff, Bilirubin u.a.m.) gezéhlt werden. Die
Gegenspieler dieser  Antioxidantien sind das Superoxidanion (O;) und das
Wasserstoffperoxid (H»0,), die Ausgangssauerstoffmetabolite darstellen, aus denen dann
entweder spontan oder Uber enzymatische Reaktionen wesentlich zelltoxischere

Sauerstoffradikale, wie z.B. das Hydroxylradikal (OH"), entstehen kdnnen.

2.4.1 Die Bedeutung von Oxidantien in biologischen Prozessen

Die Erstbeschreibung von SOD 1969 durch McCord und Fridovich hatte direkt zu der
Hypothese gefuhrt, dall a) O, das Schlisselradikal zur Sauerstofftoxizitat von Zellen darstellt,
aus dem die anderen biologisch vorkommenden Oxidantien entstehen, und b) dall SOD als

antioxidatives Schlisselenzym anzusehen ist (112). Diese Hypothese ist zwar seither
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modifiziert worden, behielt aber bis zum heutigen Tag, in Zusammenhang mit den H,O,-

bildenden bzw. abbauenden Systemen (Glutathionredoxzyklus und Katalase) ihre Giltigkeit.

2.4.1.1 Entstehung des Superoxidanions

O, wird vorzugsweise in den Mitochondrien (ca. 80% der gesamten produzierten
Sauerstoffradikale) aus Sauerstoff (O,) produziert. Zusétzliche extra-mitochondriale
Entstehungsquellen sind selten, gibt es aber z.B. in myokardialen Zellen. O,” wird von
verschiedenen Enzymsystemen, durch autooxidative Reaktionen und/oder im Rahmen nicht-
enzymatischer Elektronentransferreaktionen, indem molekularer Sauerstoff produziert wird,
gebildet. Diverse biologisch wichtige Molekile oxidieren im Rahmen einer autooxidativen
Reaktion, wobei O, als Produkt entsteht: Glyceraldehyd, die reduzierte Form von Riboflavin
und seine Abkémmlinge FMN und FAD, Adrenalin, Tetrahydropteridine und thiolhaltige
Verbindungen. Im Rahmen enzymatischer Reaktionen sind folgende O;-produzierenden
Enzyme beschrieben worden: NADPH-Oxidase (vorzugsweise in neutrophilen Granulozyten),
Xanthin-Dehydrogenase-Oxidase  (vorzugsweise in  Endothelzellen im intestinalen
Organbereich; auch bedeutungsvoll bei ischdmischen Reaktionen), Peroxidasen (Pflanzen und
Bakterien), Indolamin-Dioxygenase (Enymaktivitét steigt in der Lunge nach viralen Infekten
an), Tryptophan-Dioxygenase (in der Leber), Galaktoseoxidase (in Pilzen), und
Aldehydoxidasen (in der Leber) (6;12;68;180). Am Ende dieser (mitochondrialen)
Elektronentransportkette steht die Bildung von Wasser (H,0). Einige Enzyme, wie z.B. die
Glykolatoxidase, reduziert O, direkt zu H,O,. Das Produkt der meisten intrazelluldren
Enzymsysteme ist jedoch O, das dann in intra- und extrazellularen Fllssigkeiten geldst

vorkommt (37).

Warum ist gerade das O, fur die Sauerstoffradikalbildung nach einer Staubexposition von so
grolRer Bedeutung ? Die intrazellularen Konzentrationen von H,O, und O, befinden sich in
gesunden S&ugetierzellen in einem konstanten Gleichgewicht, wobei O, Uberwiegt: H,0,:0,

= 1:10°. Beide sind

O, +Fe** 0, +Fe* (1a) | relativ
O, + [2Fe*" -2Fe® -4S] + 2H*  H,0, +Fe*" + [3Fe** -4S]  (1b) | reaktionstrage (O
Fe** + H,0, Fe* +OH +OH (2) | sogar noch mehr als

Tabelle 2: Redoxreaktion zur Bildung des Hydroxylradikals (OH). H;0).  Die  Re-
Die Reaktion (2) wird auch als Fenton-Reaktion bezeichnet aktionskonstante
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von O, wird mit KI2*10° M s angegeben (180). Durch ihre relative Reaktionstragheit und
der langen Lebenszeit konnen das geladene O, via Passage durch Anionenkandle in der
Zellmembran und auch ungeladene H,0O, via einfacher Diffusion Zellmembranen passieren.
Im Gegensatz dazu sind OH" und die unterchlorige Sdure (HOCI) so reaktiv, dal} sie sehr
kurzlebig sind und schon am Enstehungsort mit dem bestmdglichen Oxidationspartner
reagieren. Beide, O,  und H,0,, sind durch verschiedene Redoxreaktionen Ausgangsprodukte
zur Bildung wesentlich reaktiver und toxischerer Radikale, weswegen ihre Inhibition
biologisch unverzichtbar ist. Besonders in der durch verschiedene Metalle (insbesondere
Kupfer bzw. Eisen) vermittelten Katalyse entstehen hochtoxische Sauerstoffverbindung wie
z.B. das OH" (Tab. 2). Wie oben schon erwéhnt, ist das OH" wesentlich reaktionsfreudiger
(Reaktionskonstante K[10’-10"° M™ s?) und damit auch zellschadigender. Das Konzept
dieser auf O, basierenden Fenton-Reaktion erfordert als Substrat auRerdem noch H;O,. Oy
reduziert das dreiwertige Eisen (Reaktion 1a), welches in der Fenton-Reaktion (Reaktion 2)
aus H,O, die Hydroxylradikalbildung katalysiert. In vivo hat sich gezeigt, da O, auch
Metallverbindungen (4Fe —4S) oxidiert und durch diese Reaktion nicht nur H,O,, sondern
auch zweiwertiges Eisen fur die Fenton-Reaktion zur Verfugung stellt werden (12). Diese
chemischen Reaktionen sind gerade flr die Asbestfaser-vermittelten Oxidantienfreisetzung
von Bedeutung, da Asbest zwei- und dreiwertige Eisenionen auf der Faseroberflache besitzt.
Die Elimination des O, (und auch des H,0,) mittels spezifischer Antioxidantien (SOD) spielt
in Zellen mit einem aeroben Stoffwechsel zur Vermeidung einer OH" -Entstehung (und
weiterer Sauerstoffradikale) eine wichtige biologische Rolle. Somit werden in vivo auf
zweierlei Weise reaktive Sauerstoffmetabolite freigesetzt, a) durch aktivierte Phagozyten und

deren Oxidantien-produzierende Systeme und b) durch chemische Reaktionen.

2.4.1.2 Oxidantien-vermittelte Zellschaden

Nicht adéaquat inhibierte reaktive Sauerstoffmetabolite sind unabhangig von ihrem
Entstehungsort zellschadigend. Biomembranen und subzelluldare Organellen sind durch die
dort vorhandenen mehrfach ungesattigten Fettsduren der Membranphospholipiden gegentber
oxidativen Prozessen besonders empfindlich. Oxidantien reagieren dabei mit Fettsdauren und
generieren lipidfreie Radikale (z.B. HO,, OH" , HOCI, Fe-Sauerstoffkomplexe), die weiter
zum Peroxyradikal (ROO") reagieren konnen (37;80). Dieser als Lipidperoxidation
beschriebene Vorgang kann zu einer volligen Zerstérung von Zellmembranen fihren, die
nicht nur ganze Zellverbdnde und Zellen, sondern auch Membranen von Zellorganellen

betreffen kann. Im Rahmen der Lipidperoxidation entstehen Aldehyde, die eine weitere
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Verschlimmerung der zelluldren Situation hervorrufen kénnen. So vermégen ndmlich die in
der Lipidperoxidation gebildeten Malonaldenyde Amingruppen miteinander zu verbinden,
wodurch die Molekulstruktur von Proteinen, Enzymen, RNA, DNA und Phospholipiden

geschadigt werden.

Sauerstoffradikale konnen auch Proteine inaktivieren, wobei die Empfindlichkeit der
einzelnen Aminosauren auf Oxidantien sehr unterschiedlich ist. Zystein, Zystin, Histidin,
Methionin, Tryptophan und Tyrosin sind dabei besonders leicht angreifbar. Allerdings fihrt
die Oxidation von Aminoséuren nicht notwendigerweise zu einer Inaktivierung des befallenen
Proteins oder des Enzyms. Erst die Oxidation einer wichtigen Bindungsstelle, z.B. des
Methionins beim a;-Antitrypsin, fihrt zu einem Funktionsverlust. Gleiches gilt z.B. auch flr

die Ca**-ATPase, die Glutaminsynthetase und andere Enzyme (180).

Seit langem weil} man, daR ionisierende Strahlung in Geweben Uber die Freisetzung von
Oxidantien (z.B. OH’) zu Schéaden des Erbgutes fuhrt. Oxidantien kdnnen DNA-Schaden
(insbesondere DNA-Strangbriiche) induzieren. Uber die dann initiierten Reparatur-
mechnismen wird der Zellzyklus bis zum erfolgreichen AbschluR im weiteren Fortgang
unterbrochen. Bei irreparablen Schaden wird aulRerdem ein Signal in Richtung programmierter
Zelltod  (Apoptose) induziert. Im  Zentrum  dieses komplexen  Zell-/DNA-
Reparaturmechanismus steht nach der heutigen Kenntnis das Phosphorprotein p>3, das selbst
ein Potential zur Apoptoseinduktion besitzt. p>* kann aber durch Oxidantien gehemmt werden
und so pro-Onkogene stimulieren. c-fos- und c-jun-Gene werden durch reaktive
Sauerstoffmetabolite vermehrt aktiviert (90;98). Da c-fos- und c-jun Transkriptionsfaktoren
(AP-1, ERG-1, NF-kB) regulieren, beeinflussen auf diese Weise oxidative VVorgange bei der
Entzindungsreaktion bzw. fur die Tumorentstehung bedeutsame Regulationsmechanismen
(Zellproliferation und —differenzierung) (121;136;169). Die fir die DNA-Reparatur
verantwortlichen Mechanismen sind somit fehleranfallig und es besteht die Gefahr von
Basensubstitutionen oder Fehlpaarungen mit dem Resultat von Punktmutationen. Werden von
diesen Mutationen Gene mit Beteiligung an positiv oder negativ regulierenden Mechanismen
der Zellproliferation betroffen, so besteht die Gefahr einer Tumorinitiierung (63). Die
Oxidantien-vermittelten mutagenen Schaden spielen bei den durch Asbest verursachten
Tumoren eine ursachliche Rolle, da die Asbestfaser-vermittelte Freisetzung von

Sauerstoffradikalen diese mutagenen Mechanismen triggern kénnen (49;121;136).
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Reaktive Sauerstoffmetabolite sind aber durch ihre zelltoxische Wirkung nicht nur
unerwiinscht, sondern sie haben eine Fille von essentiellen biologischen Aufgaben zu
erfillen, die weit Uber die unspezifische Abwehr (z.B. von inhalierten Partikeln oder
Organismen) hinausgehen. So entstehen bei der Reaktion von OCL™ mit Aminen N-
Chloramine, die in vielen biologischen Prozessen von Bedeutung sind (Bildung von N-
Chlortaurin aus Taurin bei der Aktivierung von neutrophilen Granulozyen). Weitere wichtige
durch Oxidantien getriggerte Reaktionen sind z.B.: Aktivierung der zelluldaren Bildung von
Zytokinen und Eicosanoiden, z.B. Leukotrien B4 (LTBg), Interleukin 8 (IL-8),
Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a), Aktivierung von Adhésionsmolekilen (z.B. ICAM-1),
uber die Arachidonsaureepoxid-Bildung wird die Freisetzung von Peptidhormonen stimuliert,
Regulation von Transkriptionsvorgdngen im Zellkern, Initilerung einer gesteigerten
Antioxidantien-Bildung (insbesondere SOD) etc. (37;69).

2.4.2 Superoxid-Dismutase

Die Rolle der Antioxidantien in Sdugetierzellen ist schon mehrfach beschrieben worden, so
dal’ an dieser Stelle auf eine breite Darstellung verzichtet werden soll und auf die Literatur
verwiesen wird (1;18;22;51;52;56;75). Der protektive Effekt insbesondere einer
Uberexpression des MnSOD (Mangan-Superoxid-Dismutase) -Gens konnte in der
Vergangenheit ebenfalls dokumentiert werden. Eine solche Uberexpression reduziert Strahlen
(Radon) —induzierte neoplastische Transformationen, unterdriickt das Wachstum maligner
Zellen und steigert die Toleranz gegenuber toxischen Substanzen (z.B. Bleomycin, Asbest
u.a.m.) (35:179). Ein ahnlich gutes regulatives Ansprechen ist von der Cu®*/Zn** SOD
(Kupfer/Zink-Superoxid-Dismutase) bisher trotz einer Fulle von Expositionsversuchen (inkl.

verschiedenster Staube) nicht beschrieben worden (7;151).

Auf Grund der physiologischen Bedeutung einer SOD-katalysierten Reduktion des O,", um so
der Fenton-Rekation ihr Substrat (H,O,) zu entziehen und damit die Bildung des OH" zu
verhindern, und wegen der in der Literatur schon vorbeschriebenen Bedeutung speziell der
MnSOD im Rahmen der antioxidativen Abwehr in Staub-exponierten Zellen (Mesothelzellen,
Epithelzellen, Phagozyten) soll im Hinblick auf die Fragestellung dieses Forschungsvorhabens

die Charakteristika der SOD nachfolgend einleitend beschrieben werden.
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Die SOD (EC-SOD; Superoxid: Superoxid-Oxidoreductase, EC 1.15.1.1.) baut spezifisch O,
mit einer Reaktionskonstanten von 2*10° M s ab und war entwicklungsgeschichtlich die
Voraussetzung fur die Umstellung von anaeroben auf aerobe Lebensbedingungen (44). Das
Vorkommen der SOD ist ubiquitér, sie ist essentiell fir Zellen, die unter aeroben
Bedingungen leben und kommt obligat auch in einigen Anaerobiern vor. Die SOD wurde in
vielen Spezies (Pflanzen, Tiere) in unterschiedlichen Konzentrationen nachgewiesen und
findet sich beim Menschen ebenfalls in allen Zellen, wobei allerdings auch hier die SOD-
Konzentrationen je nach Organ schwanken. Hohe SOD-Konzentrationen finden sich in
Organen mit einem hohen Sauerstoffumsatz (z.B. Lunge, Herz, Leber, Niere) (88;108;125).
Die physiologisch-protektive Rolle von SOD konnte in zahlreichen Untersuchungen in vitro
und auch in vivo demonstriert werden. So lieRen sich mit SOD-Mutationen (z.B. SOD-knock
out M&use oder verénderte Zellkulturen) eine deutlich reduzierte Sauerstofftolleranz (z.B.
unter hohen Sauerstoffkonzentrationen von >90%) erzielen: Verkiirzung der Uberlebenszeit,
Steigerung pulmonaler Sauerstoff-toxischer Zellschaden. Insbesondere die MnSOD ist
genetisch reguliert und kann bei Bedarf, d.h. bei einem entsprechenden Reiz, vermehrt durch
die betroffene Zelle expremiert werden. Allerdings bendtigen insbesondere bronchoepitheliale
Zellen Zeit fur eine solche Enzymsynthesesteigerung. Erzurum et al. wiesen nach einer
Exposition von 14,8+0,2 h mit 100% O, uber eine Atemmaske bei gesunden Freiwilligen,
zwar eine Oq-induzierte Tracheobronchitis, aber keine Steigerung der SOD-mRNAs in mittels

Burstenzytologie gewonnenen Zellen des Bronchialepithels nach (43).

Die SOD-Enzyme werden entsprechend ihres zentralen Metallanteils in drei verschiedene
Gruppen eingeteilt, a) die Cu®*/zn** SOD, b) die MnSOD und c) die Eisen-SOD (FeSOD).
Der Metallanteil gibt auch einen Hinweis auf das vorzugsweise zellulare Vorkommen dieser
Enzyme: Die Cu**/Zn** SOD findet sich vorzugsweise im Zytosol eukaryonter Zellen und in
den Chloroplasten; die MnSOD wurde fast ausschlieBlich in Prokaryonten und in der Matrix
von Mitochondrien nachgewiesen. Zudem existiert eine extrazellulare Cu**/Zn** SOD-Form
die auf der Zelloberflache oder gel6st in biologischen Flissigkeiten nachgwiesen wurde. Eine
Fe-haltige SOD-Variante findet sich in Algen und bestimmten Pflanzenarten. MnSOD und
FeSOD besitzen eine hohe Strukturhomologie (Aminosduresequenz). Die SOD st ein
Glykoprotein mit einer Tetramerstruktur und einem Molekulargewicht von = 30 kDa. Die
Cu?*/zn** SOD, nicht jedoch die beiden anderen SODs, kann durch Zyanid (ab ca. 5*10°
mol/l) inhibiert werden (170). Dadurch lassen sich in Aktivitatsassays MnSOD und Cu®**/zn?*
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SOD gut voneinander unterscheiden (s.u. unter Material und Methoden). Cu?*/Zn®** SOD und
die FeSOD, nicht aber die MnSOD, konnen durch reaktive Sauerstoffmetabolite
(insbesondere  5*10°-10° mol/l H,0,) (iber die Oxidation der Histidin-Untereinheit
(Cu*/Zn** SOD) bzw. des Eisens mit Verlust der Tryptophanreste iiber eine OH" -Bildung im
Rahmen der Fenton-Reaktion (FeSOD), aber im Fall der Cu*/zn** SOD auch durch

Kupferchelatoren, wie z.B. dem Diethyldithiocarbamat inhibiert werden (74;81).

Das humane MnSOD-Gen ist ein single-copy Gen, das aus fiinf Exons besteht, die von vier
Introns unterbrochen werden. An den Ubergangsbereichen befinden sich die tblichen splice
junctions. Die Transkripitionsinitiierungs-Bereiche liegen in einer G- und C-reichen (78%)
promotor-Region, die aus einem Kluster von insgesamt sieben SP-1 und drei AP-2 consensus-
Sequenzen (mit einer TATA-Box und einer CAAT-Box) besteht (115). Die 3'-flanking Region
des MnSOD-Gens enthalt eine NF-kB consensus Sequenz. Die Existenz der SP-1, AP-2 und
der NF-kB-Bindungsstellen weist auf potentielle Regulatorelemente bei der Steuerung der
MnSOD-Genexpression hin (179).

Wie schon erwahnt, wird die MnSOD durch duRRere Einflisse reguliert. So steigert eine
oxidative Belastung (z.B. induziert durch Chemikalien [Fe**, Cu**, Paraquat, Catechol, t-
butyl-Hydroxid, Diethylmaleat, Selenit u.a.m.], enzymatische Reaktionen [z.B. Xanthin/Xan-
thinoxidase] oder ein erhohter Sauerstoffpartialdruck) die MnSOD- nicht jedoch die
Cu?*/Zn®* SOD-Genexpression. Ahnliche Ergebnisse resultierten auch aus den mit
Asbestfasern durchgefiihrten Expositionen aus der Mossman-Gruppe (120;167). Weitere
Mediatoren, die zu einer Steigerung der MnSOD-Genexpression bzw. einer Steigerung des
Enzyms oder der MnSOD-AKktivitat fuhren, sind z.B. diverse Zytokine (Interferon-gamma
[IFN-y], TNF-q, Interleukin-1 [IL-1]). Eine durch Zytokine (kombinierte Exposition von IFN-
y mit TNF-a) induzierte MnSOD-Genexpression kann je nach gewéhltem Zelltyp erheblich
sein. Harris et al beschrieben 1991 in humanen Nierenzellen (ACHN) mit diesen beiden
Zytokinen eine Steigerung der MnSOD-Genexpression um den Faktor 100 (71). Die
Exposition dieser und anderer Zellinien (A549 = humane Adenokarzinomzellinie; HS153 =
humane Fibroblasten) mit nur einem Zytokin (s.o.) fiihrte dagegen nur zu einer Steigerung um
ca. den Faktor 2-5 (71).
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Der protektive Effekt von SOD wurde bis vor wenigen Jahren sogar therapeutisch in der
lokalen Anwendung bei der Zystitis oder bei Arthritiden (intraartikuléare Injektionen) genutzt.
Aulerdem gibt es in der Literatur eine Fulle von Hinweisen mit SOD als anti-
inflammatorischem Therapieansatz (61;182). So publizierten z.B. Muizellar et al 1993 eine
Phase Il Studie in der SOD oder Polyethylenglycol-konjugierte SOD (PEG-SOD) insgesamt
104 Patienten ca. 4 h nach erlittenem schwerem Kopftrauma intravends appliziert wurde.
Wahrend in der Placebogruppe 44% in der darauffolgenden Wochen verstarben, waren es in
der PEG-SOD-Gruppe nur 20% (p<0,03) (124).
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3 Ziel der Studie

Nach Inhalation treffen Stdube in den Atemwegen auf zwei verschiedene Zellkompartimente,
die Phagozyten (insbesondere die alveoldren Makrophagen) und den bronchialen
Epithelverband. Da die bronchoepithelialen Zellen eine Barrierefunktion zwischen dem
Bronchiallumen und dem Lungeninterstitium haben, ist ihr Funktionserhalt entscheidend fur
den Schutz des Lungengewebes vor inhalierten Schadstoffen. Zu den epidemiologisch
besonders bedeutsamen Faktoren gehdren in erster Linie aktives Zigarettenrauchen. Weitere
wichtige Belastungsfaktoren sind Infektionen, immunologische/allergologische inflam-

matorische Prozesse arbeitsplatzbezogene Belastungen durch Staube.

Vor dem Hintergrund der unter eingehend erlauterten Bedeutung eines
ausgewogenen Oxidantien-/Antioxidantien-Gleichgewichts bei prooxidativen Belastungs-
situationen sollten in dieser Studie der EinfluR verschiedener Staube (Krokydolith, Steinwolle,
Quarz) auf die Superoxid-Dismutasen (MnSOD, Cu**/Zn®** SOD) in Epithelzellen in vitro und
in vivo untersucht werden. Die Studie gliedert sich daher in zwei Teile. Im ersten Teil wurden
bronchoepitheliale Zellen in vitro mit den zu untersuchenden Stduben exponiert, wéhrend im
zweiten Teil in vivo von Probanden (Raucher/Nichtraucher, Asbestmischstaub-
/Kohlemischstaub-Exponierte) Bronchialschleimhautbiopsien zur weiteren Evaluation der

Superoxid-Dismutasen gewonnen wurden.

Folgende Fragestellungen wurden dabei bearbeitet:
1) Beeinflussung der MnSOD und der Cu®*/Zn** SOD durch Staubexposition in broncho-
epithelialen Zellen:

a) Reagieren exponierte bronchoepithelialen Zellen mit einer Steigerung oder Senkung
der Superoxid-Dismutasen, wenn ja unter welchen Bedingungen (Frage nach der
Konzentrationsabhangigkeit) ?

b) Reagieren bronchoepitheliale Zellen mit ihrem antioxidativen Verteidigungs-
mechanismus (SOD) unterschiedlich auf die verschiedenen Stdube (Krokydolith,
Quarz, Steinwolle als Vertreter der kiinstlichen Mineralfasern) ?

c) Korreliert die Genexpression mit der Transkription und dem Genprodukt ?

d) Erklarungsmoglichkeiten eventueller Unterschiede in der Genexpression und dem

Transkriptionsprodukt ?
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2) Ubertragung der in vitro Ergebnisse auf die in vivo Situation:

a) Gibt es Unterschiede in der SOD-Expression in Biopsien der Bronchialschleimhaut
zwischen Nicht-Exponierten/Asbeststaub-/Quarzmischstaub-Exponierten, bzw. Rau-
chern und Nichtrauchern ?

b) Sind in vivo tatsachlich bronchoepitheliale Zellen die SOD-Produzenten, oder

vielmehr subepithelial gelegene Zellverbénde ?
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4 Material und Methoden

4.1 Materialien

Agarose SeaKemLE (Biozym, Hessisch-Oldendorf), Anti-huMnSOD [Schaf] Antikorper
(Calbiochem, Bad Soden), Aquatex (E. Merck, Darmstadt), Biotin konjugierter Anti-Schaf
IgG-Antikorper [Hase] (Biozol, Echingen). CSPD, SP6 RNA-Polymerase, Dig-RNA Labeling
Mix, positiv geladene Nylonmembran, Taqg DNA-Polymerase, T7 RNA-Polymerase, Anti-
Digoxigenin-AP-Fab Fragmente und die DNAse | (Boehringer, Mannheim). Foetales
Kélberserum FCS (ICN Biomedicals GmbH, Eschwege), KCN (E. Merck, Darmstadt) Mikro-
RNA Isolations-Kit  Purescript  (Biozym, Hessisch-Oldendorf), MnSOD-ELISA-Kit
(Immundiagnostics, Minchen). cDNA-Synthesekit SuperScript, Pen/Strep und RPMI 1640
(Gibco BRL, Eggenstein). DAB (3,3-Diaminobenzidine) SigmaFast/Fast Red/Naphtol,
Streptavidin-alkalische-Phosphatase, Superoxid-Dismutase, Xanthin und Xanthin-Oxidase

(Sigma, Deisenhofen)

4.2 Verwendete Staube

Fur die Expositionsversuche wurden standardisierte UICC-Krokydolith-Fasern (Union
Internationale Contre le Cancer; Fa. Mikrotechnik, Minchen) bzw. Steinwolle (115-4
experimental rockwool fiber, Deutsche Rockwool GmbH, Gladbeck; zur Verfligung gestellt
von Herrn Prof. Dr. K.-M. Muller, BG-Kliniken Bergmannsheil, Institut fur Pathologie,
Bochum) verwendet. Beide Fasern sind detailliert in friiheren Arbeiten charakterisiert worden
(56;142;172). Die beiden Fasern unterscheiden sich sowohl durch ihre Fasergeometrie als
auch durch ihre jeweilige chemische Zusammensetzung (Angaben als Mittelwerte):
Krokydolith (Lange: 2,6 um; Durchmesser: 0,2 pum), Steinwolle (L&nge: 25,6 um; Breite: 1,1
um) (28;142). Der Eisengehalt von Krokydolithfasern betragt 27% (Fe?*: 14%, Fe®* 13%), der
von Steinwollefasern 7,51% (Fe**) (142;172). AuRerdem verwendeten wir den Quarzstaub
Dorentrup 12 (ebenfalls zur Verfligung gestellt von Herrn Prof. Dr. K.-M. Miiller). Als
Kontrollpartikel wurden Latexkiigelchen (Polystyren) verwendet (Tabelle 3).

Da Latexkigelchen chemisch und biologisch inert sind, wurde hiermit ausgeschlossen, daf3
der Versuchsansatz an sich schon zu einem Effekt fuhrt. Alle fir die in vitro
Expositionsversuche verwendeten Stdube wurden vor Versuchsbeginn hitzesterilisiert und

dadurch eine mdogliche Endotoxinkontamination beseitigt (120° C, 30 min). Die
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Charakteristika der verwendeten Staube sind in [Tabelle 3| zusammengefalit. Im Limulus-
Amoebocyte-Assay (Sigma Chemie Deisenhofen) schlossen wir sowohl im Zellmedium, als

auch auf den Stauben eine Endotoxinbelastung aus.

Staubart Durchmesser Lange Spezifische Chemische-Zusam-
Oberflache mensetzung (%)
Krokydolith* |10 %: < 0,08 um |10 %: < 0,3 um 8,3m°/g | Nay(Fe*),(Fe**)sSigO.(OH)
50 %: < 0,11 um |50 %: < 0,9 um

2
90 %: < 0,18 pm |90 %: < 3,6 um Fe?t - 14
3%: <5,0um Fe3* - 13
Steinwolle” min : 0,21 um min; 3,16 pum 1,9 m2/g Si0,:53,1 ; Fe,05:7,51
max: 3,24 um max: 99,36 um AlLO;:58 ; CaO: 12,00
Mittel: 1,07 um | Mittel: 25,64 um MgO : 19,30 ; Na,O:0,54

K,O: 0,364 ; BaO: 0,012
TiO,: 0,73 ; ZrO, : 0,009
V205 10,017 ; P205 < 0,05
SrO: 0,037 ; MnO: 0,145
Zn0:0,01 ; NiO:0,04

CuO : 0,007 ; Li,0:0,005

SO;:0,13
Quarzstaub® | PartikelgréRe 85m%g |SiO,: 100
(Dérentrup 12) |58 %: < 10 um
34 %: <5 um
Latex- Durchmesser 5,9 m’/g Polystyren

partikel$ 0,094 = 0,013 pm
Tabelle 3: Charakteristik der verwendeten Stéube:

a) Krokydolith® entsprechend (172),

b) Steinwolle” entsprechend Manville Technical Center, Denver/USA und (142),
c) Quarzstaub® entsprechend (33;102:181)

d) Latexpartikel$ entsprechend Sigma Chemie, Deisenhofen

4.3 Verwendete Zellinie und Inkubationsbedingungen

Fur die in vitro Expositionsversuche mit den oben beschriebenen Stduben wurde die
bronchoepitheliale Zellinie BEAS 2B (American Type Culture Collection) verwendet. Es
handelt sich dabei um eine aus humanen bronchoepithelialen Zellen gewonnene und durch
SV40 Transformation immortalisierte Zellinie. Vergleichende Untersuchungen von Kinnula et
al. (1994) mit frisch gewonnenen Primarkulturen ergaben keinen Unterschied beziiglich des
antioxidativen Status gegentber der BEAS 2B Zellinie (99). Die Zellen wurden uns
freundlicher Weise von Herrn Dr. C. C. Harris (National Cancer Institute, National Institutes
of Health, Bethesda, MD/USA) zur Verfugung gestellt. In allen durchgefiihrten Versuchen
wurden die Zellen in RPMI 1640-Zellmedium (10% FCS, 200 IU/ml Penicillin-200 pg/ml
Streptomycin) bei 37°C, 100 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO, inkubiert.
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Fiir die in vitro durchgefiihrten Expositionsversuche zur Quantifizierung der Cu®*/zn* SOD-
und der MnSOD-Aktivitat, sowie des MnSOD-Enzyms mittels ELISA wurden die
Staubkonzentrationen so ausgewahlt, daf die unterschiedlichen spezifischen Oberflachen
ausgeglichen wurden. In diesen Versuchsansétzen bestand der gemeinsame Nenner also aus
der gleichen Oberflachenmenge. Somit ergaben sich (bezogen auf eine gemeinsame
Oberflaiche wvon 0,25 pglcm? pro cm? Wachstumsflache der Zellen) folgende
Staubkonzentrationen:

Krokydolith (3 pg/cm?), Steinwolle (12,97 pug/cm?) und Latexpartikel (4,23 pg/cm?).

Auch unter Verwendung hoherer Staubkonzentrationen blieb diese Normierung in der
genannten Weise erhalten. Folgende Konzentrationen wurden verwendet: 0; 0,5; 1; 2; 5; 10;
25; 50 pg/cm?® = 0; 0,6; 2,4; 6; 12; 30; 60 pg/ml).

4.4 Probandencharakterisierung

Folgende Probanden wurden fur die hier vorgestellten Untersuchungen rekrutiert:

1. Asbestbelastete Probanden (untersucht: n= 8):
a) Nachgewiesene Asbestbelastung, >10 Faserjahre oder ein anhéngiges
Berufskrankheitenverfahren (Asbest-assoziierte Erkrankungen), oder

b) Nachweis von Asbestkorperchen in den Alveolarmakrophagen oder in der

BAL.
2. Quarzmischstaub-exponierte Probanden (untersucht: n= 8):
a) Nachgewiesene  Untertage-Téatigkeit oder ein  anhdngiges  Berufs-
krankheitenverfahren  (Silikose oder CB-E = chronisch-obstruktive

Bronchitis/Emphysem bei Bergleuten), oder

b) Kohlestaubeinlagerungen in  den  Alveolarmakrophagen oder den
Bronchialschleimhautbiopsien (bzw. bronchoskopisch-makroskopischer
Nachweis), oder

C) nachgewiesene Silikose im Réntgen-Thoraxbild.

3. Nicht-staubexponierte Probanden (n=45):
a) Raucher (Nachweis von Rauchermakrophagen), untersucht: n= 19.
b) Nichtraucher (auch Ex-Raucher seit >1 Jahr, Abwesenheit von

Rauchermakrophagen), untersucht: n= 26.

Beziglich der Durchfiihrung der bronchoalveoldren Lavage (BAL), deren Auswertung, der

Quantifizierung von Asbestkérperchen in der BAL und der Gewinnung von
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Bronchialschleimhautbiopsien wird auf die als Standardverfahren angesehenen Verfahrens-

beschreibungen in der Literatur verwiesen (29;30;53).

4.5 SOD-Aktivitatsbestimmung
Eine SOD-Aktivitatseinheit (U/ml) wird als diejenige Menge SOD definiert, bei der 50 % der
Reduktionsrate des Ferricytochrom c inhibiert wird. Es wurden intrazelluldar sowohl die
Gesamt-SOD-, die MnSOD- als auch die Cu**/Zn** SOD-Aktivitat quantifiziert. Die Messung
der SOD-AKktivitat beruht auf der enzymatischen Herstellung von O, aus der Reaktion von
Xanthin mit Xanthin-Oxidase und der gleichzeitigen Detektion der O, vermittelten Reduktion
von Ferricytochrom c. O,” wurde in 1400 pl Natrium-Karbonatpuffer (5102 mol/l; Na,;EDTA
[10* mol/I]; pH 10), 50 pl Xanthin-Lésung (3*10™ mol/l) und 50 pl Ferricytochrom ¢ (10
mol/l), in dem unmittelbar vor Gebrauch Xanthin-Oxidase (34,8 pU/1,5 ml) hinzugegeben
wurde, mit einer konstanten Produktionsrate generiert. Die Kinetik der Reduktionsrate von
Ferricytochrom ¢ wurde vor Testbeginn mit der Menge hinzugegebener Xanthin-Oxidase
folgendermalien eingestellt (spektrophotometrische Messung bei 418 nm fir 1 min):
« Reduktionsrate (Anderung der Extinktion) ohne Inhibition durch SOD: Anm 0,02/min
 Reduktionsrate (Anderung der Extinktion) mit Inhibition durch SOD (25 pg/ml): Anm
0,002/min

Nach der Festlegung der benétigten Xanthin-Oxidase Menge wurde das Volumen des SOD
Standards (12,5 pg/ml Aqua dest.) so eingestellt, dal nach 1 min MeRdauer eine Rate von Anm
0,002 erreicht wurde.

Unter den so vordefinierten Bedingungen fiihrten wir die eigentliche Probenmessung als
Vierfach-Bestimmung durch. Als Probenmaterial verwendeten wir den Proteinrohextrakt des
Zellkulturmaterials (BEAS 2B-Zellen) oder des Biopsiematerials. Dazu wurden die Zellen
bzw. die Biopsien durch Ultraschall (50 s gepulst), in Reaktionspuffer lysiert und
anschlieRend bei 12000 x g, 4 °C, 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde als
Proteinextrakt verwendet. Zur selektiven Messung der MnSOD-Aktivitat wurde der Xanthin-
Losung KCN (Kaliumzyanid, 3*10* mol/l Endkonzentration im Analyseansatz) zugesetzt.
KCN hemmt, wie in der Einleitung dargelegt, in dieser Konzentration spezifisch die
Cu?*/Zn®* SOD-Aktivitat, wohingegen die Enzymaktivitat der MnSOD nicht beeintrachtigt
wird. Die zu messende Restaktivitat der Proben in dem KCN-haltigen Puffer ist daher auf die
MnSOD zuriickzufihren.
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Die Einheiten der SOD-Aktivitat wurden nach folgender Formel bestimmt.

1) errechnete Units = Reduktion ohne SOD -1
Reduktion mit SOD

2) U/ml = errechnete Units x 100 x Verdunnungsfaktor
ul Probe

4.6 Nachweis einer SOD-Inaktivierung

Zum Nachweis einer durch Krokydolith-induzierten oxidativen Inaktivierung des SOD-
Enzyms verwendeten wir folgende Versuchsanordnung: Wir inkubierten (24 h) unter
zellfreien Kulturbedingungen SOD (5 800 U/mg, Sigma Chemie, Deisenhofen) entweder ohne
Zusatz, mit H,0, (10 bis 1 mol/l), mit Krokydolith (50 pg/cm? = 60 pg/ml) oder mit
Krokydolith zusammen mit H,O, (10 mol/l). Die SOD-Aktivitat wurde mittels des oben
beschriebenen SOD-Aktivitatsassays (KCN-frei) quantifiziert.

4.7 Kompetitive RT-PCR

Aus den Biopsien der Bronchialschleimhaut wurde die Gesamt-RNA nach einer modifizierten
Methode von Chomczynski und Sacchi (1987) mit dem Isolations-Kit Purescript (Biozym,
Hessisch-Oldendorf) isoliert (24). Fir die Durchfihrung der RT-PCR mufite die zellulére
Gesamt-RNA in cDNA umgeschrieben (reverse Transkription) werden. Dazu wurde jeweils 1
pg DNase-behandelte Gesamt-RNA eingesetzt. Die cDNA-Synthese wurde durch Random
Priming mit dem cDNA-Synthesekit SuperScript (Gibco BRL, Eggenstein) nach Angaben des
Herstellers durchgefiihrt. Die so erhaltene cDNA wurde als Template fiir die PCR-Reaktion
eingesetzt. Mit einem genspezifischen Primerpaar wurde ein 260 bp grolRer Teil des MnSOD
kodierenden Bereichs amplifiziert. In der von uns verwendeten RT-PCR konkurrieren zwei
Nukleinsdurefragmente als Template um das gleiche Primerpaar. Ein Nukleinsdurefragment
fungierte als interner Standard, der in bekannter Menge dem PCR-Ansatz zugefugt wurde. Es
handelte sich dabei um ein 67 bp kiirzeres Fragment der MnSOD-cDNA. Beim Vergleich der
Bandenintensitaten, der in der gelelektrophoretischen Auftrennung nachweisbaren zwei PCR-
Produkte, liel? sich die Konzentration der Probe gegeniiber dem internen Standard ermitteln.
Als Negativkontrollen wurden von jeder Probandenprobe cDNA-Ansatze ohne Zugabe von
reverser Transkriptase hergestellt und parallel in der PCR analysiert. Dadurch konnte
ausgeschlossen werden, dafl die Amplifikate durch Kontamination mit genomischer DNA

entstanden sind. Die cDNA Ansatze aller Probanden wurden vor der RT-PCR mittels
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Amplifikation des housekeeping Gens B-Aktin durch PCR abgeglichen. Alle PCR-Anséatze

wurden in unabhéngigen Versuchen doppelt durchgefiihrt.

4.8 Quantifizierung der SOD-mRNA durch Northern-Analysen

Die Durchfihrung der Northern-Blot-Analysen zur Quantifizierung der spezifischen MnSOD
oder Cu?*/Zn** SOD-mRNA folgte mit leichten Modifikationen der bei Southern (1975) und
Sambrook et al. (1989) beschriebenen Standardprotokolle (149;164). Dazu wurde 25 pg
Gesamt-RNA auf einem 1 % denaturierenden Agarosegel gelelektrophoretisch aufgetrennt.
Nach dem Kapillartransfer der RNA auf eine positiv geladene Nylonmembran (Boehringer
Mannheim) wurde die Membran mit den verschiedenen Sonden lber Nacht hybridisiert. Die
sich anschlieBenden Waschschritte zur Erzielung der notwendigen Stringenz wurden auf die
jeweilig verwendeten Sonden eingestellt. Zum Nachweis der MNSOD-mRNA wurde bei den
Hybridisierungen ein *P-markiertes 737 bp groRes Fragment der humanen MnSOD-cDNA als
Sonde verwendet. Zum spezifischen Nachweis der Cu*/Zn?* SOD-mRNA wurde ein nicht
radioaktives Verfahren eingesetzt. Dazu wurde mittels in vitro-Transkription eine
Digoxigenin markierte 600 bp groRe RNA-Sonde hergestellt. Als Template fur die in vitro-
Transkription diente das Plasmid pSP73, welches ein 600 bp groRes Insert der humanen
Cu?*/Zn** SOD-cDNA enthalt. Nach der Hybridisierung und den Waschschritten wurde
mittels eines Anti-Digoxigenin-Antikorpers an den die alkalische Phosphatase konjugiert ist
und dem Chemilumineszensubstrat CSPD die Signale visualisiert. Die Ergebnisse der
Hybridisierungen wurden direkt auf einem Rontgenfilm detektiert (Expositionszeit fiir
radioaktive Hybridisierung: 2-4 Tage; fir nicht-radioaktive Hybridisierungsmethode: 2-10
min). Zur Standardisierung wurden die Blots mit der Sonde fiir das housekeeping Gen
GAPDH (Glyceraldehyd-3-phosphat-dehydrogenase) rehybridisiert und die Ergebnisse als
Quotient GAPDH/SOD nach laserdensitometrischer Analyse (Densitometer Molecular

Dynamics, Sunnyvale/USA) der Hybridisierungssignale angegeben.

4.9 Nicht-radioaktive In-situ-Hybridisierung (NISH)

In der zur morphologischen Lokalisierung der MnSOD-mRNA durchgefuhrten NISH wurde
eine 737 bp grolRe, Digoxigenin-markierte MnSOD antisense CRNA-Sonde eingesetzt, welche
komplementér zur humanen MnSOD-mRNA ist. Als Negativkontrolle wurde ein Dunnschnitt
der gleichen Bronchialschleimhautbiopsie mit der sense MnSOD-cRNA-Sonde hybridisiert.
Die sense RNA-Sonde ist nicht komplementar zur zellularen MnSOD-mRNA, so dal} keine

Hybridisierungssignale auftraten. Beide Sonden (sense und antisense) wurden durch in vitro-
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Transkription in Gegenwart von Digoxigenin markiertem DIG-11-UTP (Boehringer
Mannheim) hergestellt. Nach der Entparaffinierung der Schnitte wurde die intrazellulare RNA
durch Proteinase-Behandlung demaskiert und unspezifische Bindungsstellen durch einen
Préhybridisierungsschritt (1h bei 37 °C) abgeblockt. Die Hybridisierung mit der antisense
bzw. sense MnSOD-cRNA-Sonde wurde Uber Nacht bei 37 °C in einer feuchten
Inkubationskammer durchgefiihrt. Unter stringenten Waschbedingungen bei 56 °C wurde
ungebundene bzw. unspezifisch hybridisierte Sonde entfernt. Die Visualisierung der Signale
erfolgte durch Zugabe eines mit einer alkalischen Phosphatase markierten Anti-Digoxigenin-
Antikorpers (Boehringer,Mannheim) und anschlielender Detektion des an die Sonde
gebundenen Antikorpers durch eine Farbelésung (Sigma Fast, Fast Red/Naphtol), die nach
Umsetzung durch die alkalische Phosphatase als roter wasserunléslicher Farbstoff
prazipitierte. Die Schnitte wurden dann nach 5-minutiger Inkubation in 0,9%iger NaCl-

Losung mit Meyer‘s Hamatoxilin gegengeféarbt und anschlieRend mit Aquatex eingedeckelt.

4.10 Immunhistochemischer Nachweis des MnSOD-Enzyms

Die entparaffinierten und rehydrierten Schnittprdparate wurden zur Demaskierung der
antigenen Domaénen fir 10 min in einer 0,05 %igen Trypsinlésung (pH 7,4) bei 37 °C
inkubiert. Nach Abséttigung unspezifischer Bindungsstellen mit 1,5 % Hasen-Normalserum
folgte mit dem 1. Antikorper (Schaf-anti-huMnSOD) Uber Nacht bei 4 °C ein weiterer
Inkubationsschritt. Nach Waschen in PBS (phosphate buffered saline) wurden die Schnitte bei
Raumtemperatur (30 min) mit einem Biotin konjugierten 2. Antikorper (Hase-Anti-Schaf 1gG)
inkubiert. Anschlieend wurde ein Streptavidin-Alkalische-Phosphatase Komplex fiir 30 min
auf die Schnitte gegeben. Die Visualisierung der zelluldren Signale erfolgte nach Zugabe einer
DAB-Farbelosung. Die Gegenfarbung der Schnittpréparate erfolgte mit Meyer*s Hamatoxilin.
Bei der Durchfiihrung der Negativkontrollen wurde der MnSOD-spezifische Antikdrper durch

Hasen-Normalserum bei der oben beschriebenen Versuchsdurchfiihrung ersetzt.

4.11 Quantifizierung des MnSOD-Enzyms in Zellysaten

Die Zellyse des in vivo gewonnenen Biopsiematerials erfolgte in 100 ul PBS und 100 pl
Reaktionspuffer (25 mM Na,COs;, 25 mM NaHCOs;, 0,1 mM EDTA, pH 10) mittels
Ultraschall (50 s gepulst). Nach Zentrifugation der Proben bei 12.000 x g fur 5 min wurde der
Uberstand als Proteinrohextrakt fiir die Quantifizierung des MnSOD-Gehaltes eingesetzt. Je
20 ul des Proteinrohextraktes wurden fiir eine Einzelmessung im MnSOD-ELISA verwendet

(Durchfiihrung nach Angaben des Herstellers s.0.). Die Quantifizierung der Intensitat der
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resultierenden Farbung wurde mit einem ELISA-Reader (Dynatech, MR5000, Denkendorf)
bei 492 nm durchgefiihrt. Die Enzymmengen errechneten sich dann anhand eines MnSOD-
Standards. Zum  AusschluB individuell unterschiedlicher Zellzahlen erfolgte die
Normalisierung dieser Ergebnisse durch den Bezug auf die Gesamtproteinkonzentration
(BioRad, Hercules/lUSA) des Zellysates. Alle Messungen wurden jeweils als

Doppelbestimmung durchgefuhrt.

4.12 Bestimmung des Gesamt-Proteins

Da eine exakte Bestimmung der Gesamtzellzahl in den von uns durchgefiihrten Versuchen
nicht moglich war, wurden alle gewonnenen Ergebnisse auf mg Gesamtprotein (gemessen im
Zellysat) bezogen. Dazu wurde eine nach Bradford (1976) modifizierte Methode verwendet.
Das Melprinzip beruht auf der spezifischen Reaktion von Proteinen mit der Farblésung
Coomassie Brilliant Blue G-259 (BioRad, Hercules/USA), spektrophotometrisch messbar bei

630 nm. Alle Probenmessungen erfolgten in Dreifachbestimmungen.

4.13 Statistik
Fur die statistische Sicherung von Unterschieden wurde der ANOVA-Test (Varianz-Test) fur
2 unabhangige Stichproben angewandt. Die Nullhypothese wurde bei Uberschreiten eines

Wahrscheinlichkeitsniveaus von 95% (=p<0,05) verworfen.
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5 Ergebnisse

5.1 Invitro Untersuchungen an Staub-exponierten BEAS 2B-Zellen

Zur Aufklarung der Regulationsmechanismen der zellularen MnSOD und Cu®*/Zn** SOD
Genexpression wurde unter definierten Versuchsbedingungen die Induktion der Cu?*/Zn®*
SOD und MnSOD auf der Transkriptionsebene (Northern-Blot, In-Situ-Hybridisierung) und
der Proteinebene (Quantifizierung der Proteinmenge mittels ELISA und der Enzymaktivitat)

durch Inkubation der Zellen mit den o0.g. Stauben untersucht.

5.1.1 Superoxiddismutasenaktivitat nach Exposition mit Fasern/Stauben

Die Ergebnisse der GesamtSOD und MnSOD-Aktivitaten sind in Abb. 2 dargestellt. Sowohl
bei dem Verlauf der Gesamt-SOD (Abb. 2A) als auch bei den MnSOD-Aktivitaten (Abb. 2B)
fallt auf, dal bei Inkubation mit Steinwolle bei allen verwendeten Konzentrationen die
Zunahme der Aktivitaten Uber die Zeit flacher verlauft als bei Krokydolith. AuRerdem zeigen
sich keine linearen Unterschiede in Abhangigkeit zur gewéhlten Faserkonzentration oder zur
Inkubationszeit. Obwohl einige MelRwerte sich zu den Ausgangswerten schwach signifikant
(p<0,05) unterscheiden, lassen sich Kinetiken (zeit-/konzentrationsabhéngig) nicht erkennen.
Im Gegensatz dazu liefl3 sich nach Krokydolithexposition ein stetiger, zeitabh&ngiger Anstieg
der Gesamt-SOD-Aktivitat beobachten (p<0,05). Allerdings finden sich auch hier die
hochsten SOD-Aktivitatsspiegel nicht bei der hochsten Faserkonzentration. Die MnSOD-
Aktivitatsspiegel fielen sogar bei hoheren Krokydolithexpositionen wieder ab (Abb. 2B

rechts).
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Abbildung 2:

A) Spektrophotometrische Quantifizierung der Gesamt-SOD-Aktivitat in BEAS 2B-Zellen nach
Inkubation (0, 4, 24, 48, 72, 96 h) mit Steinwolle (0, 0.43, 12.97, und 21.62 pg/cm?, linke Abb.)
bzw. Krokydolith (0, 0.1, 3 und 5 pg/cm?, rechte Abb.).

B) MnSOD-Aktivitaten (Steinwolleexposition links, Krokydolithexposition rechts). Die entsprechenden
Staubexpositionen sind auf die &quivalente Oberflache von Krokydolith bezogen (0; 0,008; 0,25;

0,42 cm?/cm? Wuchsflache).
Darstellung der Mittelwerte+Standardabweichung.
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5.1.2 Quantifizierung des MnSOD-Enzyms in exponierten BEAS 2B-Zellen
Die verwendeten Konzentrationen an Krokydolith (3 pg/cm?), Steinwolle (12,97 pg/cm?) und
Latexpartikel (4,23 pg/cm?) ergeben sich durch die Normalisierung der verschiedenen Staub-

spezifischen Oberflaichen (bezogen auf die einheitliche Oberflaiche von 0,25 cm?

- keine Staubexposition
|-~ 3ugfem? Krokydolith
<\ 4,23ug/cm? Latex
||/ 12.97ugfen? Steinwolle

*=p<0,05
(vs. unexponierte Zellen)

MnSOD-Konzentration (ng/mg Protein)
=
{9,
o

0 24 48 72 96
Inkubationszeit (h)

Abbildung 3: Quantifizierung der MnSOD-Proteinmengen (ELISA) in BEAS 2B
Zellysaten nach Inkubation mit Krokydolith, Steinwolle oder Latexpartikel. Inkubations-
zeit: 96 h. Gegenibergestellt sind die MnSOD-Konzentrationen (ng/mg Gesamtprotein)
der mit Krokydolith (3 pg/cm?), Steinwolle (12,97 pg/cm?®) oder Latexpartikel (4,32
ng/cm?) inkubierten Zellen. Die Staubkonzentrationen wurde auf eine Oberflache von 0,25
cm? Stauboberflache/cm? Wuchsfliache normiert.

Stauboberflache/cm? Wuchsflache.

Nach einer Inkubationszeit von 96 h zeigten sich lediglich nach der Krokydolith- und der

Steinwolleexposition signifikant (p<0,05) erhthte MnSOD-Enzymmengen (Abb. 3).

5.1.3 Quantifizierung der MnSOD-mRNA durch Northern-Analysen

Mittels Northern-Analysen konnte eine Staub-vermittelte Steigerung auf die Transkriptions-
rate der MnSOD-mRNA nachgewiesen werden. Die Ergebnisse sind in Abb. 4 dargestellt. In
allen durchgefiihrten MnSOD Northern-Analysen liegt die MnSOD-Genexpression in
unexponierten BEAS 2B-Zellen nahe der unteren Nachweisgrenze. Eine Exposition der Zellen
(iber 24 h mit Krokydolith, Quarz oder Steinwolle (jeweils 2pg/cm?) fiihrte zu einem
signifikanten Anstieg (p<0,01) der zelluldren MnSOD-Transkriptionsrate.

Diese Induktion weist auf einen starken transkriptionellen Regulationsmechanismus der
MnSOD-Genexpression hin, der durch Inkubation mit Krokydolith, Quarz und Steinwolle
aktivierbar ist. Bei Exposition der Zellen mit hdéheren Konzentrationen treten jedoch

Unterschiede im Verlauf der MnSOD-Transkriptionsraten bei den verschiedenen Stduben auf.
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Abbildung 4: Ergebnisse des radioaktiven Nachweis der MnSOD-mRNA. Verlauf der
MnSOD-Transkription nach 24 h Exposition der BEAS 2B-Zellen mit Steinwolle (a), Quarz
(b) oder Krokydolith (c). Die Quantifizierung der Signalstarken (4,0 kb MnSOD-Transkript
und 1,4 kb GAPDH-Transkript) wurde laserdensitometrisch durchgefuhrt. Bezliglich der
methodischen Details wird auf [Material und Methoden] (4.8) verwiesen. Die jeweils untere
Bildhalfte enthalt ein resprasentatives Beispiel der Hybridisierungssignale. Mittelwerte (4
Experimente/Expositionsschritt)+Standardabweichung.

Sowohl bei Quarz (50 pg/cm?) als auch bei Krokydolith (ab 10 pg/cm?) kommt es zu einem
Riickgang der MnSOD-Transkriptionsrate.

Dieser Rickgang des MnSOD-mRNA Gehaltes konnte dagegen nicht bei der Verwendung
von Steinwolle beobachtet werden, denn hier bleiben die entsprechenden Werte selbst bei 50

ng/cm? auf einem erhéhten Niveau stehen.
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5.2 Quantifizierung der Cu?*/Zn* SOD-mRNA durch Northern-Analysen

Zusétzlich zur MnSOD mRNA-Quantifizierung wurde in den entsprechend exponierten
Zellen die Cu*/zn* SOD-mRNA mittels Northern-Analysen quantifiziert. Als
Kontrollpartikel ~ wurden  Latexklgelchen verwendet. Die Abb. 5 zeigt die
Hybridisierungsergebnisse der mit verschiedenen Konzentrationen (0; 0,5; 1; 2; 5; 10; 25; 50
Hg/cm?) mit Krokydolith bzw. Latexkiigelchen exponierten BEAS 2B-Zellen. Fir die
Cu?*/Zn?* SOD lassen sich die beiden 0,9 kb und 0,7 kb groBen Transkripte nachweisen (43).
Dabei handelt es sich bei dem 0,9 kb groRen Transkript um ein Vorlaufertranskript, das durch
zellulare Prozessierungsmechanismen zur reifen 0,7 kb groRen Cu?*/Zn**SOD-mRNA
umgewandelt wird. Schon in unexponierten BEAS 2B-Zellen findet sich ein hoher Gehalt an

Cu?*/Zn?*SOD-mRNA. Dieser Expressionsstatus |43t sich durch eine Staubexposition (Abb.
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Abbildung 5: Ergebnisse des nicht-radioaktiven Nachweises der Cu**/Zn** SOD-
MRNA. 24 h Exposition der BEAS 2B-Zellen mit Krokydolith (a) oder
Latexkiigelchen (b). Die Quantifizierung der Signalstarken (0,7 kb Cu®*/zn**
SOD-Transkript und 1,4 kb GAPDH-Transkript) wurde laserdensitometrisch
durchgefihrt. Beziiglich der methodischen Details wird auf Material und
verwiesen. Die rechte Bildhélfte enthdlt ein reprasentatives
Beispiel. Mittelwerte (4 Experimente/Expositionsschritt)+Standardabweichung.
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5) nicht weiter steigern. Ganz im Gegenteil kommt es bei Verwendung hoher Dosen an
Krokydolith (25 und 50 pg/cm?) zu einer Abnahme der absoluten GAPDH und Cu®*/Zn?*
SOD-mRNA Menge, was moglicherweise auf die zytotoxische Eigenschaft von Krokydolith
zuriickzufiihren ist (54;110). Der Riickgang der Transkriptionsrate ist bei der Cu?*/Zn** SOD-
MRNA hoher als bei der GAPDH-mRNA, was zu einer Verschiebung der Relation
GAPDH/Cu?*/Zn** SOD und zu einem Absinken der Cu**/Zn?* SOD mRNA-Menge fiihrt.

Durch die Exposition mit Latexkiigelchen a8t sich eine Abnahme des Cu?*/Zn** SOD-mRNA
Gehaltes auch bei hohen Latexkonzentrationen (25, 50 pg/cm?) nicht erzielen. Diese
Beobachtung steht in guter Ubereinstimmung mit der geringen zytotoxischen Potenz dieser
Partikel. Die Ergebnisse zeigen, daB es sich bei der Cu®*/zn** SOD um ein konstitutiv
expremiertes Enzym handelt, welches auch in unexponierten Zellen als antioxidativer
Schutzmechanismus bereitgestellt wird, sich aber durch entsprechende Reize (z.B. durch die

Exposition mit Krokydolithfasern) nicht weiter induzieren laft.

5.2.1 Nachweis der MnSOD-mRNA in exponierten BEAS 2B-Zellen durch In-situ-
Hybridisierung

Bestdtigend zu den durchgefiihrten Northern-Analysen konnten auch in der In-situ-
Hybridisierung in unexponierten BEAS 2B-Zellen keine MnSOD-mRNA Signale detektiert
werden (Abb. 6A). Die mit Krokydolith exponierten Zellen (2 pg/cm? = 2,4 pg/ml, 24 h), die
als Negativkontrolle mit der sense-cRNA MnSOD-Sonde inkubiert wurden, waren
erwartungsgeman ebenfalls negativ (Abb. 6B). Als Positivkontrolle wurde eine Digoxigenin-
markierte R-Aktin antisense CRNA-Sonde verwendet, mit der auch bei unexponierten Zellen
ein hoch-positives Hybridisierungssignal beobachtet werden konnte (Abb. 6C). Somit
bestatigen die Positiv- (unexponierte Zellen und Hybridisierung mit der R-Aktin antisense
cRNA-Sonde) und Negativkontrollen (mit Krokydolith exponierte Zellen, MnSOD-sense
cRNA-Sonde) die Spezifitat der Ergebnisse (Abb. 6A-C). Nach einer 24-stiindigen Inkubation
der BEAS 2B-Zellen mit jeweils 2 pg/cm? Krokydolith (Abb. 6D), Quarz (Abb. 6E) oder
Steinwolle (Abb. 6F) liel? sich durch die Hybridisierung mit der MnSOD-antisense cRNA-
Sonde eine Steigerung der Transkription des MnSOD-Gens nachweisen. Somit flhrt die
Exposition mit jedem der getesteten drei Stduben zu einem zelluldren Stimulus mit einer
Steigerung der zellularen MnSOD-Expression. Die In-situ-Hybridisierungsexperimente

bestatigt somit auf qualitativer Weise die Ergebnisse der Northern-Analysen.
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Abbildung 6: Nicht-radioaktive In-situ-Hybridisierung an BEAS 2B-Zellen zum
Nachweis der MnSOD-mRNA nach Krokydolith, Steinwolle und Quarz Exposition (je
2ug/cm?® fir 24 h). A) keine Faserexposition, Hybridisierung mit MnSOD-antisense
Sonde (Negativkontrolle). B) Krokydolithexposition, Hybridisierung mit MnSOD-sense
Sonde (Negativkontrolle). C) Nachweis des housekeeping Gens B-Aktin in unexponierten
Zellen (Positivkontrolle). Hybridisierung mit MnSOD-antisense Sonde nach Krokydolith-
(D), Quarz- (E) und Steinwolleexposition (F).
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5.3 Invivo Untersuchungen der MnSOD-Expression an Bronchialschleimhaut-
biopsien
a)
kompetitive RT-PCR -l
cDMA von Geesami-RMNA aus Biopsien
Haucher
b)

a)

b)

Abbildung 7:Exemplarische Darstellung der Ergebnisse der kompetitiven RT-PCR mit
anschlieRender gelelektrophoretischer Auftrennung der PCR-Produkte.

B-Aktin Amplifikation nach Abgleich
der ¢eDNA durch RT-FCR

."'iii.'lll.r_:lu.l.'l'l-.'_r_ il H:_IlI:L'I‘E.L

BEL bp —

Es entstehen aus der Proben-cDNA zwei PCR-Produkte, ein 260 bp groRes MnSOD-
Fragment, und das 193 bp groBe MnSOD-Fragment des internen Standards. Die
zugegebenen Mengen des internen Standards sind Uber den jeweiligen Spuren
angegeben. 0. RT = Negativkontrolle (keine Zugabe der reversen Transkriptase bei
der cDNA Herstellung).

Vergleich der Bandenintensitdten des PCR-Produktes (661 bp) des housekeeping
Gens R-Aktin nach Abgleich probenabhangiger Schwankungen. Vergleichend sind 4
Nichtraucher (Spuren 1-4) und 4 Raucher (Spuren 5-8) gegenlbergestellt.

39



Im zweiten Teil des Studienvorhabens wurde untersucht, ob sich die in vitro an Zellkulturen
erhobenen Befunde auf die in vivo Situation ibertragen lassen.

Die bronchoskopisch gewonnenen Bronchialschleimhautbiopsien wurden mittels semi-
quantitativer RT-PCR auf ihren Gehalt an MnSOD-mRNA untersucht, aufierdem wurden an
den Biopsien die SOD-Aktivitdt und die SOD-Enzymmenge quantifiziert. Zusatzlich wurde
an Dunnschnitten der Gewebe die morphologische Verteilung der MnSOD-mRNA und des
MnSOD-Proteins untersucht.

5.3.1 Quantifizierung der MnSOD-mRNA in Bronchialschleimhautbiopsien

In der hier verwendeten
semiquantitativen, kompetitiven
RT-PCR entstehen wahrend der

Gehalt an MnSOD-cDNA in fg/pg RNA

2500

PCR-Reaktion  zwei unter-
schiedlich grolRe PCR-Produkte:
a) ein 260 bp groRes MnSOD-
Fragment aus der Proben
(Biopsien)-cDNA, und b) ein
193 bp groes MnSOD-

2000 \

1500

\

1000

Nichtraucher aktive Raucher Fragment des in dieser PCR-

] Reaktion um das gleiche
Abbildung 8: MnSOD-cDNA Mengen (RT-PCR) aus

Bronchialschleimhautbiopsien von verschiedenen Proban- | Primerpaar konkurrierenden
den (Einzelwerte). Ein signifikanter —Unterschied | jnternen Standards. Je nach
errechnet sich nur nach der Unterscheidung von Rauchern o
und Nichtrauchern (wie dargestellt). Ein Unterschied | Mengenverhaltnis der MnSOD-
zwischen exponierten und nicht-exponierten Probanden | ¢DNA aus den Biopsien zur
ergab sich nicht. Raucher (Mittelwerte): 1120 fg MnSOD-
cDNA/Ug RNA vs. Nichtraucher: 260 fg MnSOD- | Menge  an  zugegebenem
CDNA/ug RNA (p<0,001) = StaneXponierte Standard ergaben sich

Probanden . -
unterschiedliche Intensitaten der

beiden Banden. Kommt es zu gleich starken Bandenintensitaten, l&3t sich anhand des in
bekannter Menge zugegebenen internen Standards die unbekannte Menge der MnSOD-cDNA
ermitteln. In Abb. 7a ist exemplarisch das Ergebnis zweier kompetitiver RT-PCRS
(Raucher/Nichtraucher) gegenubergestellt. Je groier die Konzentration des internen Standards
wird, desto mehr nimmt die Intensitdt der Proben-cDNA Bande ab (siehe Abb. 7a,
durchgefuhrt mit: 50 pul Gesamtvolumen, abgeglichene Mengen an cDNA, 45 Zyklen, 56 °C

Hybridisierungstemperatur, 25 pmol MnSOD-Primer).
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Die Abb. 8 zeigt die Einzelergebnisse von 20 untersuchten Probanden. Interessanterweise
lassen sich in dem Biopsiematerial der Probanden groRe Unterschiede des Gehalts an
MnSOD-mRNA nachweisen. Gruppiert man die Ergebnisse nach Rauchern und
Nichtrauchern, so zeigt sich in den Bronchialschleimhautbiopsien der Raucher ein signifikant
(p<0,001) erhohter MnSOD-cDNA Gehalt (Abb. 8). Im Mittel kann bei der Gruppe der
aktiven Raucher eine 4,3-fach hoéhere Menge an MnSOD-mRNA gegeniber den
Nichtrauchern in dem Gewebematerial nachgewiesen werden. Signifikante Unterschiede
zwischen der staubexponierten Gruppe und den Nichtrauchern ergaben sich nicht (Daten nicht
dargestellt). Somit war der bestimmende Faktor bei den MnSOD-mRNA-Mengen das

Rauchverhalten, nicht jedoch die Staubexposition.

5.3.2 Quantifizierung des MnSOD-Enzyms in vivo

Mittels ELISA wurde in den Bronchialschleimhautbiopsien das MnSOD-Enzym quantitativ
nachgewiesen. Die gemessenen Konzentrationen der einzelnen Probandengruppen sind in

Abb. 9 zusammengestellt. Bei den MnSOD-Proteinmessungen zeigten sich nur moderate

Gehalt an MnSOD-Protein in ng/mg Gesamtprotein

.

Raucher n= 11 Nichtraucher n= 22 Silikose n=7  Asbest exponiert n= 8

Abbildung 9: Quantitativer Nachweis des MnSOD-Enzyms in Bronchialschleim-
hautbiopsien. Tendenziell scheinen die Raucher eine etwas geringere MNnSOD-Menge in
den Biopsien zu enthalten. Jedoch sind die Ergebnisse zwischen den Gruppen nicht
signifikant verschieden. Darstellung der Mittelwerte+SEM.
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Unterschiede (keine Signifikanz, Angaben als Mittelwerte+Standardirrtumswahrscheinlichkeit
[SEM]). Ob die gezeigten Konzentrationsunterschiede einen Trend darstellen, kann an dieser
Stelle nicht beantwortet werden. Die erniedrigten Werte in der Rauchergruppe (bei
gleichzeitiger Steigerung der MnSOD-Transkriptionsrate) mag als ein Hinweis auf einen

erhdhten SOD-Enzymumsatz gelten kdnnen.

5.3.3 Messung der MnSOD-AKktivitat in Biopsien verschiedener Probandengruppen

Ergénzend zu den 0.g. Messungen erfolgte in den Bronchialschleimhautbiopsien die MnSOD-

MnSOD Aktivitat (U/mg Gesamtprotein)

0,2 |

0,18

0,15 |

0,1 |

0,05 |

Raucher n=5 Nichtraucher n= 13 Silikose n=8 Asbest exponiert n=5

Abbildung 10: Quantifizierung der MnSOD-Aktivitat in Bronchialschleimhautbiopsien.
Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen zeigen sich nicht, obwohl tendentiell die
Raucher und die Asbestexponierten die niedrigsten MnSOD-Aktivitatsspiegel aufwiesen.
Darstellung der Mittelwerte+SEM.

Aktivitatsbestimmung (Abb. 10).

Die Aktivitatswerte der einzelnen Gruppen decken sich mit den Ergebnissen der

Quantifizierung des nativen MnSOD-Proteins in dem Gewebematerial. Es zeigt sich eine

allerdings nicht signifikante Reduktion der MnSOD-AKktivitat bei der Gruppe der Raucher und

bei Asbest-exponierten Personen gegenuber der Nichtraucher. Dieser Trend kdénnte die

Hypothese eines vermehrten Enzymumsatzes (bei gesteigerter Transkriptionsrate) bestatigen.
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5.3.4 Hemmung der SOD Enzymaktivitat durch Krokydolith und/oder H,0,

In diesem zellfreien in vitro Ansatz wurde untersucht, ob die im Rahmen einer Fenton-
Reaktion freigesetzten reaktiven Sauerstoffmetabolite die SOD-Aktivitat senken kdnnen. Da
sich eine Diskrepanz zwischen der durch die Staubexposition bedingten Steigerung der
mMRNA-Antwort und der nur geringfligigen Steigerung der SOD-Aktivitatsspiegel gezeigt
hatte, sollte in diesem Versuchsansatz die Frage nach einem gesteigerten Oxidantien-
bedingten Enzymumsatz geklart werden. Die Ergebnisse sind in Abb. 11 dargestellt. Nach
einer 24-stiindigen Inkubation von SOD mit verschiedenen H,O,-Konzentrationen (10° - 1 M
H,0,) konnte die Schwelle festgelegt werden, bei der H,O, selbst keinen hemmenden EinfluR
auf die Enzymaktivitat mehr hat. Erst bei einer Konzentration von 10? M H,0, kommt es zu
einer signifikanten Abnahme der Aktivitdt des Proteins. Es wurde daher fir die
Inkubationsversuche mit Krokydolith und H,O, eine Konzentration von 10° M H,0, gewahlt.
Eine nur durch Krokydolith vermittelte Inhibition der SOD konnte durch den Kontrollansatz
(Krokydolith mit SOD) ausgeschlossen werden. AuRerdem verhielt sich die Enzymaktivitét
uber den Inkubationszeitraum von 24 h konstant. Nach einer Inkubation der SOD mit 60

ng/ml Krokydolith in Natriumcarbonat-Puffer mit 10° M H.,0; ist eine signifikante Abnahme
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Abbildung 11: Inhibierender Einfluf von Krokydolith (KR) und H,O, auf die SOD-
Enzymaktivitat. Beschreibung des Versuchsaufbaus unter Material und Methoden (4.6).
*=p<0,01; KR = Krokydolith, SOD-STD = Superoxid-Dismutase-Standard. Darstellung
als Mittelwerte (ein Datenpunkt= Summe von 4 Ansétzen)+Standardabweichung.

der Enzymaktivitat nach 24 h Inkubation zu beobachten.
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5.4 Morphologische Zuordnung der MnSOD-mRNA in Bronchialschleim-
hautbiopsien

Die histologisch nachweisbare Verteilung der MnSOD-mRNA-Transkripte in dem
Biopsiematerial soll klaren helfen, welche Zellen primdr in der Lage sind, sich vor einer
oxidativen Belastung zu schitzen (Bestatigung oder Verwerfen der Hypothese der
Barrierefunktion bronchoepithelialer Zellen). Die Abb. 12 stellt exemplarisch das Ergebnis
einer solchen Nicht-radioaktiven In-situ-Hybridisierung (NISH) an einer Bronchialschleim-
hautbiopsie eines Asbest-belasteten Probanden dar. Bei der In-situ-Hybridisierung mit der
MnSOD-antisense cRNA-Sonde (Abb. 12A und C) zeigte sich eine im epithelialen Bereich
(auch bei den proliferierenden Basalzellen des Epithels) gelegene Farbreaktion hier mit
Nachweis einer stark positiven Anfarbung des Zytoplasmas. Zusétzlich IaRt sich die MnSOD-
MRNA auch in einzelnen, im Bereich der Tunica propria gelegenen, fibroblastéaren und
histiozytaren Zellen nachweisen. Bei kleinerer VergroRerung (Abb. 12A) sind auch kapillare
BlutgefaRe erfal3t, deren Endothelzellen vereinzelt eine schwach positive Reaktion aufweisen.
Die durchgefuhrte Negativkontrolle (Abb. 12B) an einem zweiten Schnittpréparat der gleichen
Biopsie zeigt neben der durch die Gegenfarbung mit Hamatoxilin erzielten Kernfarbung keine
MnSOD-mRNA spezifische Rotfarbung.
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Abbildung 12: Nicht-radioaktive In-situ-Hybridisierung (NISH) an Dunnschnitten von
Bronchialschleimhautbiopsien eines Asbeststaub-Exponierten zur histologischen Lokalisation
der MnSOD-mRNA. In den apikalen Bereichen sind Epithelzellen erkennbar. A) Verwendung
der antisense-MnSOD cRNA Sonde (100 x). B ) Verwendung der MnSOD-sense cRNA-
Sonde als Negativkontrolle (100 x), nur die Kernfarbung (Gegenfarbung) ist erkennbar. Bei
C) lait sich eine starke MnSOD-Transkription in allen epithelialen Zellen (Verg. 630x) aber
auch in fibroblastéren und histiozytéren Zellen im Bereich der Tunica propria nachweisen.

5.4.1 Morphologische Zuordnung des MnSOD-Enzyms in Bronchialschleimhaut-
biopsien

Zusétzlich zu der morphologischen Verteilung der MnSOD-mRNA wurde das MnSOD-

Protein in den Schnittpréparaten auf zellulérer Ebene detektiert. Mittels Immunhistochemie

war es moglich das MnSOD-Protein in epithelialen Zellen nachzuweisen (Abb. 13).
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A) B)

Abbildung 13: Mikrofotogramme einer transbronchialen Biopsie eines Patienten mit Silikose
mit Immunhistochemischer Darstellun des MnSOD-Proteins mittels eines spezifischen
Antikdrpers (Anti-human MnSOD-Antikorper). A) Negativkontrolle (Praimmunsera statt
Anti-human MnSOD-Antikérper, 100x). In den verbreiterten Alveolarsepten Ablagerungen
von schwérzlichem Mischstaubpigment. Die durchgefiuhrten Negativkontrollen zeigen neben
der Kernfarbung keinerlei unspezifische Rotfarbung. B) Detailaufnahme (630 x) mit
Darstellung der Bronchialschleimhaut und angrenzender subepithelialer Basalmembranzone
sowie Stroma der Tunica propria. Positive zytoplasmatische Anfarbung der bronchialen
Epithelzellen sowie vereinzelter Stromazellen. Negative Reaktion der subepithelialen
Basalmembranzone.

Exemplarisch wird hier das Ergebnis einer Immunhistochemie aus einer transbronchialen

Biopsie eines Bergmanns dargestellt (Abb. 13).

6 Diskussion

6.1 Die Barrierefunktion bronchoepithelialer Zellen

Die Atemwege (Trachea mit Bronchialbaum) sind mit einer sie schitzenden
Epithelzellschicht ausgekleidet, wobei 95% der Oberflache von Typ Il Pneumozyten gebildet
werden (31). Dieser Zellverband hat aufgrund seiner pradisponierenden Lokalisation neben
den intraluminal befindlichen Entziindungszellen direkten Kontakt mit der Umwelt und ist
daher besonders inhalierten Organismen, Partikeln, irritativen oder toxischen Stoffen
ausgesetzt, die das in den Atemwegen bestehende physiologische Milieu grundlegend
verandern und schadigen konnen (31;96). Eine wichtige Aufgabe bronchoepithelialer Zellen
ist die Barrierefunktion zwischen der Atmosphdare und dem Lungengewebe, die die
Voraussetzung fir den Schutz und Erhalt des Lungeninterstitiums darstellt. Folgende
Eigenschaften zeichnen das Atemwegsepithel aus: a) bronchoepitheliale Zellen sind
wesentlich widerstandsfahiger gegenuber inhalierten Fremdstoffen als beispielsweise das

Alveolarendothel, b) Uber die Epithelzellen wird im UbermaR vorhandene bronchiale
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Flussigkeit, wie sie bei der dekompensierten Linksherzinsuffizienz oder beim ARDS (adult
respiratory distress syndrome) auftreten, wieder ruickresorbiert, ¢) das Lungenepithel ist in der
Lage schiitzende Proteine oder Proteinmischungen zu sezernieren, so setzen z.B.
Pneumozyten Typ Il die Surfactant-assoziierten Proteine SP-A und SP-B frei, d) sie
produzieren Mukus und transportieren uUber den Zilienmechanismus (mukoziliare Clearance)

Fremdstoffe ab u.v.a.m.

Als Effektorzellen konnen bronchoepitheliale Zellen auch auf primére und sekundare Stimuli
aktiv reagieren. Im Rahmen von Entzlindungsreaktionen sind sie in der Lage Eicosanoide,
Sauerstoffradikale, den Plattchen-aktivierenden-Faktor, Zytokine u.a.m. zu produzieren bzw.
freizusetzen (111). So besitzen Epithelzellen ein komplexes System, mit dem sie Uber
autokrine, parakrine, endokrine und/oder exokrine Mechanismen auf proinflammatorische
Reize reagieren bzw. untereinander, vermittelt durch tight-junctions kommunizieren kénnen
(2;96;99:111;141).

Inhalierte Fremdstoffe, wie z.B. Stiube, werden primar von alveoldren Makrophagen
aufgenommen, kdnnen sich aber auch direkt an die bronchoepithelialen Zellen anlagern, wie
wir in in vitro Untersuchungen mittels rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen
belegen konnten (56). Dadurch ist die bronchiale Epithelzelle zum einen den
proinflammatorischen Mediatoren der Makrophagen (TNF-a und anderen Zytokinen,
Proteasen, Sauerstoffradikalen) und zum anderen auch mechanischen und chemischen Reizen

der angelagerten Staube ausgesetzt.

6.2 In vitro Untersuchungen

Um den EinfluB von Stduben auf zelluldre Metabolite zu analysieren, verwendeten die
meisten Autoren entweder phagozytierende Zellen (humane Zellen, Zellen verschiedener
Tierspezies bzw. sekundare Zellkulturen), Hamster-Trachealepithelzellen (HTE= hamster
tracheal epithelial cells), humane Lungenfibroblasten (HAL= human adult lung fibroblasts),
aus Ratten gewonnene Tracheaorgankulturen, humane Endothelzellen, die aus
Umbilicalvenen isoliert wurden (HUVEC), maligne Zellinien (wie z.B. die A549-Zellinie, die
aus einem humanen Adenocarzinom isoliert wurde, die aber in ihren zellphysiologischen
Charakteristika Typ 1l Pneumozyten &hnlich ist) oder humane Pleuramesotheliomzellen
(HMC= human pleural mesothelial cells) (siehe Ubersicht: (27;136) sowie
(46;47;70;78;131;152;161)). Nur wenige Autoren verwendeten humane bronchoepitheliale
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Zellen nicht-malignen Ursprungs, um Expositionsexperimente mit nattrlichen Mineralfasern
durchzufuhren (95;97). An nicht-phagozytierenden in vitro kultivierten Zellen wurde der
EinfluB von Stauben auf das zelleigene SOD-System in der Vergangenheit fast ausschlief3lich
an HTE-, HMC- und HAL-Zellen analysiert, womit unsere an BEAS 2B-Zellen
durchgefuhrten Untersuchungen ein Novum darstellen. Grundsatzlich ist vor der Auswahl der
fiir solche Untersuchungen zu verwendenden Zellen zu beachten, dal nicht jede kommerziell

verfiigbare Zellinie auch SOD produziert bzw. dieses Enzym expremiert (109).

6.2.1 Verhalten der SOD-mRNA-Spiegel

Die in unseren Untersuchungen beobachtete Steigerung der MnSOD mRNA-Spiegel bestatigt
im wesentlichen von anderen Arbeitsgruppen gemachte Beobachtung. Janssen et al (1994)
inkubierten zwei verschiedene HMC-Zellkulturen (HMC 9017, HMC 9015) mit Krokydolith
(1,25; 2,5; 5 pug/cm?) bzw. einem O, -generierenden Enzymsystem (Xanthin/Xanthinoxidase)
und quantifizierten die MNnSOD mRNA-Expression (91). Die Autoren beobachteten sowohl
einen von der verwendeten Staubexpositionsmenge, als auch einen von der Expositionszeit
abhéngigen Anstieg der MnSOD mRNA-Konzentrationen, wobei jedoch das verwendete O, -
generierende Enzymsystem insgesamt hohere Werte als nach Asbestexposition erzielte. Der
maximale Anstieg mit Werten um ca. das Doppelte (p<0,05) lie sich nach 24 h und einer
Krokydolithkonzentration von 5 pg/cm? erzielen. Eine weitere Beobachtung zeigte, daR sich
selbst eng verwandte Zellkulturen in Bezug auf die MnSOD-Expression sehr unterschiedlich
verhalten kénnen. So wurden im Vergleich zu den HMC 9017 bei den HMC 9015 ca. doppelt
so hohe MnSOD mRNA-Konzentrationen gemessen (91). Untersuchungen an HAL-Zellen
erbrachte dagegen auch bei der héchsten gewahlten Faserkonzentration (5 pg/cm?) und der
langsten Expositionszeit (24 h) keinen signifikanten Anstieg der MnSOD mRNA-Spiegel. Die
Cu?*/Zn** SOD wurde in dieser Arbeit nicht bestimmt. Im Gegensatz dazu stiegen bei unseren
Experimenten in den verwendeten BEAS 2B-Zellen die initial sehr niedrigen MnSOD
mRNA-Konzentrationen schon nach 2 pg/cm?, noch mehr jedoch nach 5 pg/cm? signifikant
an (siehe Abb. 4). Wegen des im Gegensatz zu den HMC-Zellen unterschiedlichen
Induktionsverhaltens ist daher anzunehmen, dal es sich bei den in ihrem Auspragungsgrad
divergenten Ergebnissen hdéchstwahrscheinlich um einen zellspezifischen Effekt handelt,
wobei die BEAS 2B-Zellen mit sehr hohen SOD-Steigerungsraten auf einen exogenen

prooxidativen Stress zu reagieren vermégen (136).
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Der bei héchsten Staubkonzentrationen (25 und 50 pg/cm?®) von uns beobachtete mRNA-
Abfall (MnSOD und Cu?*/Zzn** SOD) wird wahrscheinlich durch eine Staub-induzierte
Steigerung der Zytotoxizitat verursacht. Auf diesen Zusammenhang deuten sowohl unsere
friiheren Ergebnisse als auch die in der Literatur publizierten Daten hin (54;56;120). Durch
die Faserexposition kommt es zu einer Abnahme der die Epithelzelle schitzenden
Antioxidantien (z.B. reduziertes Glutathion), der moglicherweise durch den Staub-
verursachten prooxidativen Effekt bedingt ist, wodurch Apoptose (hachgewiesen Uber die
Zunahmen von DNA-Strangbriichen, zellmorphologische  Verdnderungen, BAX-
Proteinquantifizierung) und Zelltod (nachgewiesen mittels Trypan Blau und zellularer LDH-
Freisetzung) die Folge sind. Flgt man ndmlich Antioxidantien hinzu (z.B. SOD, Katalase, N-
Acetylcystein) 1aBt sich diese Entwicklung aufhalten bzw. bremsen (54;59;118;120;131).
Ahnliche  Ergebnisse  konnten schon friiher an Rattenlungenfibroblasten  und
Alveolarmakrophagen (nach vorheriger Isolation aus der Rattenlunge) erhoben werden, wobei
mittels Katalase und Desferoxamin, nicht aber mit hitzeinaktivierter SOD oder Katalase bzw.
hitzeinaktiviertem Rinderalbumin, der Krokydolith-induzierte Zelltod verhindert oder
zumindest reduziert wurde (156). Die Prévention oder Minimierung Asbestfaser-induzierter
Lungenschaden durch Antioxidantien l&BRt sich auch gut im tierexperimentellen Modell
dokumentieren. So waren Mossman et al (1990) in der Lage, die Induktion einer
Lungenfibrose der mit Krokydolith inhalativ behandelten Ratten durch die Applikation von
Polyethylenglycol-konjugierter Katalase zu verhindern (119).

Die Cu*/Zn** SOD mRNA-Konzentrationen verhielten sich ganzlich anders als die der
MnSOD. Erstens lagen die Basiskonzentrationen der Cu?*/Zn** SOD wesentlich héher und
zweitens konnte eine weitere Steigerung durch die entsprechende Staubexposition nicht
induziert werden. Auch diese Beobachtung bestatigt die an anderen Zellinien (z.B. HTE)
gewonnenen Ergebnisse. Die Cu?*/Zn** SOD Expression lieB sich mit verschiedenen
Asbestfasern (Krokydolith, Chrysotil) oder mit H,O; in exponierten HTE-Zellen nicht weiter
steigern (159;175). Die Autoren interpretierten diese Ergebnisse als Indiz, bezogen auf die
beiden SOD-Enzyme, fur die zellcharakteristische und Zellzyklus-spezifische antioxidative
Abwehrreaktion. In Endothelzellen, die aus Rinderpulmonalarterien isoliert wurden, konnte
nach Endotoxingabe die MnSOD, nicht aber die Cu®*/Zn** SOD, Katalase und Glutathion-

Peroxidase gesteigert werden (158).
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Da die Cu?*/Zn** SOD auch in BEAS 2B-Zellen nicht weiter aktivierbar ist, nehmen wir
neben maglichen zellspezifischen Unterschieden an, dal} erstens das Zytosol moglicherweise
nur eine bestimmte Cu®*/Zn** SOD-Menge benétigt, da hier lediglich 10-20% der
intrazellular produzierten Oxidantien vorliegen, und dal} zweitens im Gegensatz dazu die in
den Mitochondrien lokalisierte MnSOD biologisch fiir das Uberleben der Zelle von
ubergeordneter Bedeutung zu sein scheint. Die physiologische Notwendigkeit einer
Bereitstellung ausreichender MnSOD-Mengen erklért sich aus dem in den Mitochondrien im
Gegensatz zum Zytosol sehr hohen oxidativen Stoffwechsel, wobei dort bis zu 80-90% der

zellul&ren Oxidantien produziert werden, die uninhibiert zelltoxisch waren (45;68;180).

Tierexperimentelle Untersuchungen weisen grundsétzlich in die gleiche Richtung. In den
Lungenextrakten Asbest-exponierter Ratten wurden im Gegensatz zu den nicht-exponierten
Tieren eine bis zu finffache Steigerung der MnSOD mRNA-, aber noch nicht einmal eine
Verdoppelung der Cu®*/Zn* SOD-Konzentrationen nachgewiesen (84:92). In den Lungen der
mit Quarz behandelten Tiere fehlte selbst diese nur geringe Cu**/Zn** SOD mRNA-Induktion
(92).

6.2.2 Verhalten der SOD-Aktivitats- und -Proteinkonzentrationen

Eine signifikante Steigerung der SOD-Aktivitdaten konnten wir in den mit Krokydolith
exponierten (Konzentrationen bis 5 pg/cm?) BEAS 2B-Zellen ab einer Inkubationsdauer von
>48 h nachweisen. Die hohen SOD mRNA-Spiegel zum 24 h —Zeitpunkt fihrten zeitlich
danach zur entsprechenden Enzymproduktion. Der Effekt nach Steinwolleexposition ist
wesentlich schwacher ausgepragt, wobei eine Kinetik (SOD-Enzymanstieg in Korrelation zur
Inkubationszeit und zur Staubkonzentration) nicht nachgewiesen wurde. Die spate MnSOD-
Enzymproduktion wurde auch in anderen in vitro Modellen gefunden. Mossman et al (1986)
wiesen in mit UICC-Krokydolith (1,8 pg/cm?) bzw. Chrysotil (0,36 pg/cm?) exponierten
HTE-Zellen erst nach 72 h eine SOD-Aktivitatssteigerung um ca. 25% und nach 96 h sogar
eine Steigerung um >100% (nur bei Chrysotil; bei Krokydolith um ca. 30%) des
Ausgangswertes nach (120).

Aus den mittels ELISA quantifizierten MnSOD-Enzymkonzentrationen konnte in unseren
Messungen eine signifikante Staub-bedingte Enzymsteigerung nicht errechnet werden. Auch
Janssen et al (1994) muften nach ihren an HAL-Zellen gewonnenen Ergebnissen (Western

Blot) eine durch Krokydolith steigerbare  MnSOD-Enzymmenge  ausschliel3en
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(Inkubationszeiten 24 h und 48 h) (91). Da in dieser Untersuchung jedoch die Exposition mit
O, (Inkubationszeit: 48 h) mit einer ca. funffachen Steigerung der MNnSOD-Menge resultierte,
ergeben sich die folgenden drei Erklarungsmoglichkeiten: a) Krokydolithfasern haben im
Vergleich zu dem gewahlten Xanthin/Xanthinoxidase-Enzymsystem einen schwacheren
prooxidativen Effekt, b) Krokydolithfasern wirken zytotoxisch, wie von uns schon friher
nachgewiesen wurde, weswegen der fehlende MnSOD-Enzymanstieg durch die beginnende
Zellschadigung erklart ware, c¢) es kommt zu einem MiRverhaltnis von Enzymproduktion und
Enzymverbrauch (siehe , d) es treten Transkriptions- und/oder Translationsfehler auf,
oder e) es liegen andere Stérungen vor (pH-Verschiebungen u.a.m.) (54;56). Diese

Gesichtspunkte werden weiter unten eingehend diskutiert.

In vivo, d.h. in tierexperimentellen Untersuchungen (Ratten), korrelierte allerdings die
Asbeststaub-bedingte (Krokydolithexposition: 7-10 mg/m®) Steigerung pulmonaler MnSOD
MRNA-Spiegel gut mit den entsprechenden Enzymaktivitaten (84;92). Dabei wurde nach
einer Expositionszeit von 6-9 Tagen eine Uber 2 Wochen bestehende Erhéhung der
entsprechenden Werte von 1,5-fachen (1. Tag) bis zum flnffachen (5. Tag) des
Ausgangswertes beobachtet. Ahnliche Ergebnisse erbrachte auch die Exposition mit
Quarzstaub (92). Die Zellen mit der hochsten SOD-Expression waren dabei die Typ Il
bronchoepithelialen Zellen (92;136).

6.2.3 Klarung der Differenz der verschiedenen SOD-mRNA- Aktivitats- und -

Proteinkinetiken (Enzymregulation)

Die nur méRige Induktion der SOD-Aktivitaten und das Fehlen einer signifikanten SOD-
Enzymsteigerung in den Staub-exponierten bronchoepithelialen Zellen veranlalite uns die
Hypothese eines moglicherweise vermehrten Oxidantien-getriggerten SOD-Enzymumsatzes
zu Uberprifen. Wie in Abschnitt diskutiert, bestatigen eine ganze Reihe von Hinweisen
den prooxidativen Effekt von Stduben (insbesondere  Asbestfasern).  Unsere
Versuchsanordnung, in der sich das SOD-Enzym (bzw. der SOD-Standard) durch
koinkubiertes Krokydolith schon bei niedrigeren H,O, —Konzentrationen inaktivieren lieR3,
weist auf die Bedeutung der Fenton-Reaktion hin. Offenbar wurden in diesem Versuchsansatz
unter der katalysierenden Vermittlung der auf der Faseroberflache befindlichen Fe**-lonen aus
H,O, Hydroxylradikale gebildet, die das SOD-Enzym zu inaktivieren vermdégen. Es ist daher
zu vermuten, dal die erhohten mRNA-Spiegel zwar zu einer Steigerung der SOD-
Enzymmenge flhrten, daR diese sich aber - bedingt durch die oxidative Inaktivierung und die
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begleitende Erhéhung des Enzymumsatzes - netto nicht bemerkbar macht. Schon seit Mitte
der 70'er Jahre weill man, dal} reaktive Sauerstoffmetabolite SOD inaktivieren konnen,
weswegen die Hypothese eines erhdhten Enzymumsatzes bei gleichzeitig erhohter

Enyzmproduktion durchaus plausibel erscheint (13;81).

Eine andere Moglichkeit fur diese Differenz ware das Auftreten von Transkriptions- und/oder
Translationsfehlern, die ein "Umschreiben” der genetischen Information in das aktive Enzym
unterbinden wirde. Die Enzymstruktur der durch interaktiv wirkende Dimere und deren
Verbindungen sehr stabilen SOD (Cu®*/zn** SOD) ist insgesamt kompliziert. Die SOD
besteht aus 8 antiparallelen 3-Ketten, die einen abgeflachten und asymmetrischen Zylinder
bilden. Schon ein durch Transkriptionsfehler hervorgerufener Austausch einzelner
Aminosduren innerhalb der SOD-Aminoséurenkette kann zu einer fehlerhaften rdumlichen

Strukturanderung und damit zur Funktionslosigkeit des Enzyms fuhren (170).

Wie unter P.4.2] erwihnt, enthalt das humane MnSOD-Gen mehrere Kopien von consensus
Sequenzen, die fur die Transkriptionsfaktoren AP-2, SP-1 (5'-flanking Region), und NF-kB
(Transkriptionsfaktor flr den nukleédren Faktor kappa B, lokalisiert auf der 3'-flanking Region)
kodieren. Dadurch konnen auch Entziindungsmediatoren, wie Zytokine (insbesondere IL-1,
TNF-a und IFN-y) in die Regulation der SOD-Transkription eingreifen (174). Ein solcher
Zusammenhang ist zwar nicht bei Staub-exponierten bronchoepithelialen Zellen, aber in
Bezug auf die Steigerbarkeit von MnSOD bei mediatorgetriggerten Entziindungsprozessen
beschrieben worden (71;71;104;151;173;178;183). So konnten Visner et al (1991) in den aus
Pulmonalarterien des Schweins isolierten und in vitro kultivierten Endothelzellen die MnSOD
MRNA-Menge durch Endotoxin, TNF-a und IL-18 steigern (177). Ob dieser Aspekt bei in
vitro durchgefiihrten Staubexpositionsuntersuchungen, die wie bei uns nur mit einer einzigen
Zellinie (ohne Kokulturen z.B. mit mediatorproduzierenden Phagozyten, bzw. ohne
zusatzlichen Mediatorgaben) durchgefihrt wurden, relevant ist, bleibt letztendlich unklar. Da
auch bronchoepitheliale Zellen in der Lage sind, geringe Mediatormengen zu produzieren
(TNF-a, IL-1 und IL-8) mufRten in diesen nur mit einer einzigen Zellinie durchgefihrten
Experimenten die bronchoepithelialen Zellen mit ihren eigenen Zytokinen die SOD-
Expression steuern kénnen, was nach derzeitigem Kenntnisstand spekulativ ist (114;146). Die
erwéhnte Versuchskombination Staub-exponierter Kokulturuntersuchungen ist bisher in der

Literatur auch noch nicht beschrieben worden und fand als Erklarungsansatz daher nur
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ansatzweise Beachtung (35;84;91;96). Mdglicherweise liegt hier aber der Schlissel zu der
Beobachtung, dafl im Tierexperiment die MnSOD mRNA-Spiegel mit den
Aktivitatskonzentrationen korrelieren, in den Zellkulturen, die nur mit einer einzigen Zellinie

durchgefuhrt wurden, jedoch nicht.

Ein weiterer Aspekt der SOD-Genregulation ist die Abhé&ngigkeit der SOD-Biosynthese vom
zelluldren Metallgehalt. So konnten Privalle und Fridovich (1992) an unter anaeroben
Bedingungen kultivierten Escherichia coli demonstrieren, dal} die Anreicherung des
Wachstumsmediums mit zweiwertigem Eisen (Fe?*) die zellulare Synthese der MnSOD
unterdriickt (135). Die Gabe von Mn*" dagegen forderte unter diesen Bedingungen die
bakterielle MnSOD-Bildung. Somit herrscht im intrazellularen Milieu ein die MnSOD-
Bildung regulierender Wettbewerb: anaerobe Bedingungen fordern die Eisenbindung an das
SOD-Molekil (und damit die Hemmung der MnSOD-Synthese), wahrend umgekehrt aerobe
Bedingungen die MnSOD-Bindung stimulieren. Die Autoren konstatierten somit insgesamt
zwei regulative Mechanismen der MnSOD-Synthese, a) die Transkription (wie oben
beschrieben), und b) die Abhédngigkeit von den jeweiligen Kulturbedingungen
(aerobe/anaerobe Bedingungen und Metallgehalt) (135). Ein &hnlicher Regelmechanismus
wurde auch bei der Cu?*/Zn®* SOD beschrieben. In diatetisch kupferdefizienten Ratten war in
bestimmten Organen (Leber, Herz und Gehirn) der Cu®*/zn** SOD-Gehalt signifikant
gegeniiber den normal erndhrten Ratten erniedrigt. Umgekehrt stieg bei niedrigen Cu?*/Zn®*
SOD-Werten die MnSOD-Spiegel konsekutiv an (101).

6.2.4 Grunde fur die unterschiedlichen Staub-spezifischen Effekte

Staube konnen durch chemische auf der Stauboberflache ablaufende Prozesse reaktive
Sauerstoffmetabolite bilden. Wie unter P.4.1.1]schon erwdhnt kénnen auf der Oberflache von
Asbestfasern im Rahmen einer Redoxreaktion aus dem Superoxid-Anion (O,) und dem
Wasserstoffperoxid (H,O,) das toxische OH- entstehen. Diese Reaktion wird durch Metalle
(insbesondere durch Fe*) in der s.g. Fenton-Reaktion katalysiert. Dabei wird H,O, tiber Fe?*
als Katalysator in der Fenton-Reaktion zu den toxischeren Sauerstoffradikalen OH- und OH"
abgebaut (Tab. 2). Es besteht eine lineare Beziehung zwischen dem Eisengehalt (Fe?*) und
dem AusmaR der durch die Radikalbildung induzierten Lipidperoxidation, die in isolierten
Leber-Mitochondrien und Mikrosomen gemessen wurde (8;17;136). Nach einer
Vorbehandlung mit Desferoxamin, einem Eisen-Chelator, hatte die Eisen- oder Krokydolith-

Exposition einen deutlich geringeren zelltoxischen Effekt (54;120). Ebenso konnte die
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Krokydolith-verursachte Apoptoserate durch die Bindung oberflachlicher Eisenionen reduziert
werden (59). Ein weiteres Indiz fir den prooxidativen Effekt von Eisenionen zeigt die
Induzierbarkeit einer Lipidperoxidation durch Eisenoxide (z.B. Fe3O4) (118). Allerdings
weisen andere Befunde daraufhin, da neben den von den Fasern freigesetzten Eisenionen
auch andere Faktoren (s.u.) flr den beobachteten zytotoxischen Effekt verantwortlich zu
machen sind, da Fasern wie z.B. das Chrysotil, die kaum oder kein Eisen enthalten, trotzdem
eine zytotoxische Wirkung besitzen. Umgekehrt kdnnen bestimmte eisenhaltige Fasern
deutlich weniger pathogen wirken, ein fir die Beurteilung der Toxizitdt von MMMF wichtiger
Aspekt (56).

Ein weiterer biologisch bedeutsamer Faktor ist neben der Faserchemie das Faserlangen/-
breitenverhéltnis. Mossman und Landesman untersuchten schon 1983, ob diesbezuglich in
HTE-Zellen eine Beziehung zur Zytotoxizitat feststellbar ist (117). Die Autorinnen verglichen
(24 h Inkubation) dabei UICC-Krokydolith- mit Chrysotil-Asbest mit einer langen (>10 pum)
und kurzen (<1 um) Faserpraparation. Die Zytotoxizitat verhielt sich dabei wie folgt: lange
Chrysotil- > UICC-Krokydolith- >kurze Chrysotilfasern (117).

Hart et al. untersuchten in einem in vitro Modell an CHO-Zellen (chinesische Hamster-

ovarienzellen = chinese hamster ovary cells) die zytotoxische Wirkung von in ihrer

chemischen Zusammensetzung gleichen, jedoch in ihrer Fasergeometrie variierenden
klnstlichen und natirlichen Mineralfasern (Glas- und Mineralwollefasern, keramische Fasern,
Chrysotil- und Krokydolithfasern) (72). Die kinstlichen Mineralfasern - definiert als ECs
(Faserkonzentration/cm?, bei der die Zellproliferation um 50 % gegeniiber nicht-exponierten
Kontrollen reduziert ist) - waren im Vergleich zum Chrysotil bzw. Krokydolith um den Faktor
10-50 weniger zelltoxisch. Bei der vergleichenden Exposition der Zellen mit Fasern mit
jeweils gleicher ECsy Konzentration zeigte sich keine Abhdngigkeit zur Faserdicke
(untersuchtes Spektrum: 0,3 - 7 um), wohingegen mit zunehmender Faserléange (bis zu 20 um)
die Zytotoxizitat exponentiell zunahm. Bei der Ubertragung dieser Ergebnisse auf in vivo
Verhaltnisse beim Menschen muf} aber trotzdem auch der Faserdurchmesser Beriicksichtigung
finden. Durch einen dickeren Faserdurchmesser wird ndmlich der (Ab-) Transport aus den

Lungen verlangsamt, womit sich die Bioverfiigbarkeit der jeweiligen Fasern verlangert (63).
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Auch immunologische Prozesse scheinen eine wichtige Rolle zu spielen. So regten z.B. die
mit Immunglobulin G behandelten Chrysotil-Fasern Alveolarmakrophagen viel starker zur
Oxidantienproduktion und Zytokinfreisetzung an, als z.B. unbehandelte Fasern (35). Die
Oberflachenladung von Partikeln wurde auch als eine fiir eine faserinduzierte

proinflammatorische Wirkung bedeutsamer Faktor beschrieben (105).

Wir konnten zeigen, da Quarz die Zelle zur

MnSOD mRNA-Bildung anregt, was einen | 1. Si-O- + H,O — SiOH + OH

2. Si- O+ + OH" - SiOOH

3. SIOOH + H,0 - SiOH + H,0,
Silizium und Silizium-Oxid koénnen beide mit a) H,0, mit Fe*" in Fenton-Reaktion
b) H,O, + Si - SiOH + .OH

prooxidativen  Effekt voraussetzen wirde.

Wasser und Sauerstoffradikalen reagieren und
hochtoxische Sauerstoffmetabolite bilden (z.B. | Abbildung 14: Mdgliche Reaktions-
: o . schritte von Siliziumoxid mit Wasser zu
OH-, siehe Abb. 14) (176). SiO, ist z.B. in d .
SIene ) (176). S0 ist 2B, in der Hydroxylradikalen (OH ) und H;0,.

Lage, Lipide zu oxidieren bzw. eine | Reaktion von H,O, mit Fe?* in der

Fenton-Reaktion bzw. auch mit
CiliZziiim 211 _.NMH /2a_Lh)

Lipidperoxidation zu initiieren (176). Ghio et al.

(50) beschrieben, daR Fe** uber die Bindung an Silizium-Gruppen auf der Oberflache von
amorphem Silikat an einem Elektronenaustausch teilnehmen kann. Als Resultat steht das so
gebildete Fe®* fur die Fenton-Reaktion zur Verfiigung. Uber eine Silizium-Eisenverbindung
kann auch korpereigenes Eisen absorbiert werden (66). Versuche an Schafen zeigten, daf auf
der Partikeloberflache von Siliziumoxid befindliche Eisenionen mit Aluminiumsalzen entfernt
werden konnen. So konnten verschiedene inflammatorische Parameter in der BAL (Lactat-
Dehydrogenase, Glykosaminoglykane, Lecithin, Phosphatidylglyzerol) und die Entwicklung
einer histologisch nachweisbaren Silikose signifikant reduziert werden (40). Desweiteren
konnen mit Silikaten inkubierte alveoldre Makrophagen Mediatoren wie TNFa freisetzen und
damit sekundédr die Oxidantienproduktion von Entzindungszellen induzieren. Die
prooxidativen und damit pro-inflammatorischen Effekte erkldaren auch die durch

Siliziumoxide in Epithelzellen nachgewiesenen Befunde von DNA-Brichen (58;150).

Da viele kiinstliche Mineralfasern ebenfalls Silikate enthalten, wére hier ein ahnlicher pro-

oxidativer Mechanismus denkbar.
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6.2.5 Physikalische und chemische Unterschiede zwischen Krokydolith, Quarz und

Steinwolle

Der unterschiedliche Einflul3 der hier untersuchten Stdube auf die SOD-Expression (bei
gleichem experimentellen Modell) ist Ausdruck Staub-spezifischer Charakteristika:
chemische Zusammensetzung, Geometrie (L&ngen-Breiten-Verhaltnis), Oberflachenladung
und OberflachengrofRe (96;118). Hohe Staubkonzentrationen (insbesondere Krokydolith und
Quarz) fuhrten zu einer gesteigerten Zytotoxizitat und damit zu einem Abfall der SOD-Werte.
Da die als Kontrollsubstanz verwendeten Latexkiigelchen und auch die Steinwolle in hohen
Konzentrationen (bis 50 pg/cm?) nicht zu einem SOD mRNA-Abfall fihrten, ist, basierend
auf den oben aufgefiihrten maoglichen EinfluRgroRen, gegeniiber Krokydolith und Quarz von
einer geringeren bzw. fehlenden zellschadigenden und/oder prooxidativen Wirkung
auszugehen. Das bei Steinwolle geringe prooxidative Potential bestitigen auch andere an

zellfreien Systemen durchgefiihrten Studien (79).

Eine weit wichtigerer Aspekt ist die Frage, ob sich die in vitro beobachteten Phdnome auch

auf die in vivo Situation Ubertragen lassen.

6.3 In vivo Untersuchungen

Neben Stduben werden bronchiale Entziindungszellen von inhalierten Partikel organischen
oder anorganischen Ursprungs, Organismen, verschiedenen Gasen (inkl. hohen
Sauerstoffkonzentrationen, Ozon, Stickoxiden etc.) und im Rahmen von pulmonalen
Entziindungsprozessen aktiviert (20;51;63;76;87). Diese Zellaktivierung impliziert auch eine
erhdhte Oxidantienbelastung, vor der sich insbesondere bronchoepitheliale Zellen durch die
Bereitstellung von Antioxidantien schiitzen missen (20;23;51;76). Wir stellten uns auch die
Frage, ob die in vitro unter streng definierten Expositionsbedingungen gewonnenen
Ergebnisse auf die in vivo Situation bertragbar sind, bei der andere zusatzliche Expositionen
(insbesondere  Zigarettenrauch) pathophysiologisch  bedeutsam sein  konnen. Dazu
quantifizierten wir die MnSOD (mRNA-Spiegel, Aktivitdt, Enzymkonzentration) in der
mittels Biopsien gewonnenen Bronchialschleimhaut und flhrten auflerdem eine
Gewebelokalisation des Enzyms und der MnSOD mRNA durch. Auf die Quantifizierung der
Cu*/Zn** SOD wurde auf Grund der fehlenden Reaktion im in vitro Versuchsansatz und
wegen des vor diesem Hintergrund nicht gerechtfertigten hohen zusétzlichen Aufwands
verzichtet. Fir die Durchfihrung der in vivo Untersuchungen wurden Probanden mit

nachgewiesener Asbest- oder Quarzmischstaub-Exposition bzw. nicht Staub-exponierte
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Freiwillige rekrutiert. Eine weitere Gruppenunterscheidung bildete der Zigarettenkonsum, da

Zigarettenrauch ein stark prooxidatives Wirkungspotential besitzt (25;106;129;138).

An wesentlichen Ergebnissen fanden wir:

a) Ein Asbest- oder Quarzmischstaub-bedingter Anstieg der MnSOD mRNA-Konzentra-
tionen in den Bronchialschleimhautbiopsien mufte basierend auf unseren Ergebnissen
ausgeschlossen werden.

b) Eine hochsignifikante Beziehung einer MNnSOD mRNA-Erh6hung fand sich nur in der
Korrelation zum Zigarettenkonsum. Die Gruppe der Raucher hatte im Mittel gegen(ber den
Nichtrauchern eine erhohte MnSOD mRNA-Konzentration.

c) Erwartungsgemall wurde insbesondere in den als Barriere zur AufRenwelt fungierenden
bronchoepithelialen Zellen (siehe Abschnitt@ und weniger in dem subepithelial gelegenen
Gewebe MNnSOD mRNA und das MnSOD-Enzym nachgewiesen.

d) Ein signifikanter SOD-Enzym- und Aktivitatsanstieg fand sich im Gegensatz zu dem

MmRNA-Verhalten bei den Rauchern Uberraschenderweise nicht.

ad a)

Der fehlende Anstieg steht nur vordergrindig in einem gewissen Widerspruch zu den an
Tieren durchgefuhrten Untersuchungen, in denen namlich eine Staub-induzierbare pulmonale
MnSOD-Induktion durchaus nachgewiesen werden konnte (36;84;89;92). Verschiedene
Aspekte sind dabei zu beriicksichtigen: Im Tierversuch sind aufgrund der definierten
Bedingungen Storfaktoren ausgeschlossen, die dort applizierte Staubkonzentration ist hdher
und kirzer (Monate) als beim Menschen (jahr- oder jahrzehntelange Exposition), zudem
bezieht sich die Evaluation der Ergebnisse (Northern-Blot- und Western-Blot-Analysen)
meistens nicht auf das Bronchialepithel, sondern auf die bei diesen Tieren post mortem

explantierte und in toto analysierte Lunge.

Es gibt aber Hinweise in vivo, dall Asbest-exponierte Arbeiter einem erhéhten oxidativen
Stress ausgesetzt sind. Kamal et al (1992) konnten im Plasma von 97 Asbestarbeitern
gegenuber der gesunden und nicht exponierten Kontrollgruppe (n=42) eine Erh6hung der
SOD-Aktivitatsspiegel und der Malondialdehydkonzentrationen (MDA) nachweisen (94).

MDA gilt als Indikator einer erhdhten Lipidperoxidation. Eine Beziehung zum Ausmal} der
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Asbest-vermittelten Erkrankungen (Asbestose, Pleuraplaques) zu den SOD- und MDA-

Werten fanden die Autoren allerdings nicht.

Madglicherweise bilden St&ube in vivo einen geringeren Reiz, als es unter in vitro Bedingungen
(wie hier vorgestellt) mdglich ist. Diese Hypothese wird auch durch Untersuchungen in vitro
gestutzt. Gute zelluldre, die zelluldre antioxidative Antwort stimulierende Reize sind
Oxidantien selbst. Shull et al dokumentierten in tracheobronchialen Zellen nach H,O,—
Exposition (2,510 mol/l) eine dreifache Steigerung der Katalasen mRNA-Spiegel, weniger
deutlich auch eine MnSOD und Glutathionperoxidasen mRNA-Steigerung mit einem
Maximum nach 24 h (159). O, fiihrte dagegen in HAL-Zellen bis zu einer funffachen
MnSOD-Steigerung, die wesentlich starker als die nach Krokydolithexposition war. Auch in
HMC-Zellen konnte mit O, gegenlber Krokydolith eine stdrkere MnSOD-Induktion erzielt
werden (91).

ad b)

Die stark prooxidative Wirkung jahrzehntelanger Zigarettenrauchexposition ist seit langem
bekannt. Zigarettenrauch flhrt nicht nur zu einer Aktivierung von Alveolarmakrophagen und
Granulozyten, sondern induziert auch eine Steigerung der Glutathionsynthese
(4;5;62;64;82;107;138). Unsere mittels RT-PCR gewonnen Ergebnisse stehen in einem sehr
guten Zusammenhang mit diesen in der Literatur beschriebenen Erkenntnissen. Das
Bronchialepithel ist somit auch durch eine gesteigerte MnSOD-Expression in der Lage sich
vor a) den im Zigarettenrauch enthaltenen reaktiven Sauerstoffmetaboliten, aber b) auch vor
den sich im Bronchiallumen befindlichen aktivierten Entziindungszellen und sekundar von
ihnen freigesetzten Oxidantien zu schiitzen. Ahnliche Untersuchungen an der Lunge sonst
gesunder Raucher ist in der Literatur verstandlicherweise (hoher apparativer und personeller
Aufwand) sehr rar. Su et al publizierten 1997 eine Sammelkasuistik. An 4 Rauchern, die sich
eines pulmonal-chirurgischen Eingriffes unterziehen mufiten (Diagnosen: Abklarung und
Therapie eines intrapulmonalen Rundherdes), wurden im gesunden Lungengewebe die
extrazellulare SOD mittels In-situ-Hybridisierung, RT-PCR/Southern Blot-Analysen und
Immunhistochemie detektiert. Auch hier waren insbesondere die Alveolar-Typ II-Zellen und
bronchoepithelialen Zellen, nicht jedoch z.B. Alveolarmakrophagen SOD-positiv (168). Einen
Unterschied zwischen Rauchern und Nichtrauchern errechnete sich allerdings aus

methodischen Grinden (n=4) nicht. Erzurum et al (1993) untersuchten zwar nur Nichtraucher,
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exponierten diese aber 12-18 h mit 100% O, (nasale Applikation). Diese Arbeitsgruppe fand
keine Steigerung der MnSOD, Cu®**/Zn?* SOD und Katalase-Genexpression in den mittels
Bronchialbirstungen gewonnenen bronchoepithelialen Zellen (43). Die Autoren begriindeten
dieses Ergebnis mit der im Vergleich zu Zigarettenrauchern nur sehr kurzen Inkubationszeit
und der Unfahigkeit bronchoepithelialer Zellen, sich an die sauerstoffreiche Situation schnell
anpassen zu konnen, denn in tierexperimentellen Studien korrelierte die verbesserte O, —
Toleranz mit zunehmender Expression antioxidativer Enzyme gut (73). AuBerdem ist das
Lungengewebe von verschiedenen Species inkl. Primaten sehr wohl in der Lage, die
genannten antioxidativen Enzyme nach einer >24-stiindigen und fraktionierten O, —Exposition
heraufzuregulieren (73;93;166).

Welche Faktoren im Zigarettenrauch besonders prooxidativ wirken, bleibt spekulativ, da im
Zigarettenrauch tber 4000 Einzelsubstanzen enthalten sind (25). Es gibt aber Hinweise, dal}
im inhalierten Teer stark oxidierende Bestandteile, die auch DNA-Strangbriiche verursachen
kdnnen, enthalten sind (165). Andere Substanzen, wie z.B. das aus Stickstoffmonoxid und O,
gebildete (Reaktionskonstante: k=6,7 x 10%) extrem reaktive Peroxinitrit erhéhen ebenfalls die

Belastung der Lunge von Rauchern mit Sauerstoffradikalen (57;80;154).

adc)

Unsere an den Probanden mittels Immunhistochemie und In-situ-Hybridisierung gewonnenen
Ergebnisse stehen in einem sehr guten Einklang mit der Hypothese der auch im Hinblick auf
die antioxidative Abwehr wichtigen Barrierefunktion bronchoepithelialer Zellen. Damit
konnten wir die Ergebnisse andere Arbeitsgruppen bestétigen (siehe auch Ausflihrungen in
den Abschnitten p]und [p.3]ad b) (168).

ad d)

Die scheinbare Diskrepanz zwischen den bei Rauchern hohen MnSOD mRNA-, aber
gegenlber der nichtrauchenden Gruppe unverdnderten SOD-AKktivitats- und Enzymspiegeln
wurde schon eingehend diskutiert (siehe [6.2.3). Demnach miissen die gleichen Méglichkeiten

fir diese auch in vitro nachzuweisende Diskrepanz in Betracht gezogen werden.

6.4 Resumé

In dieser in vitro und in vivo durchgefiihrten Studie ergeben sich folgende Kernaussagen:
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Die getesteten Stdube 16sen in bronchoepithelialen Zellen eine unterschiedliche Antwort
auf die zelleigene antioxidative Enzymreaktion aus, wobei sich deren Wirkungsstarke wie
folgt staffelt: Krokydolith > Quarz > Steinwolle

Steinwolle ist von den getesteten Stauben als Vertreter der kunstlichen Mineralfasern am
wenigsten zytotoxisch (siehe insbesondere unseren PUG-Bericht 1996, PUG LUVA 95
006).

Die direkte Ubertragbarkeit der in vitro erhobenen Ergebnisse auf die Situation beim
Menschen wird durch die fehlenden Unterschiede zwischen Staub-exponierten Probanden
und Nichtrauchern relativiert.

Im Gegensatz zu einer Asbest- oder Quarzmischstaub-Exposition flihrt Zigarettenrauch zu
einer ausgepréagten antioxidativen Reaktion.

Die Barrierefunktion bronchoepithelialer Zellen wird auch in Hinblick auf die in der

Lunge wichtige antioxidative Abwehrfunktion bestatigt.
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