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Zusammenfassung

Das pulmonale Surfactant bedeckt die Alveolen der Lunge wo es die Oberflachenspannung
reduziert und so einen Alveolenkollaps verhindert. Des Weiteren sind spezifische Surfactant
Proteine (SP), wie beispielsweise SP-D, wichtige Bestandteile des angeborenen
Immunsystems. Werden Feinstaubpartikel inhaliert, kbnnen sie die Alveolen erreichen und
dort direkt auf das pulmonale Surfactant treffen. In der hier vorliegenden Arbeit wurden die

Konsequenzen einer Interaktion zwischen Surfactant und Feinstaubpartikeln untersucht.

Hierbei wurde zunachst der Einfluss von SP-D auf die Aufnahme von Allergenpartikeln in
Lungenepithelzellen sowie in Zellen eines Triple-Zellkultur-Modells, bestehend aus
Epithelzellen, Makrophagen und Dendritischen Zellen, mittels Durchflusszytometrie und
konfokaler Mikroskopie nachgewiesen. Die Ausschuttung inflammatorischer Mediatoren
wurde mittels Enzyme Linked Immunosorbent Assay sowie mittels Bead-basierender

Multiplex-Messungen untersucht.

Weiterhin wurde analysiert, ob Titandioxid (TiO,)-Nanopartikel die biophysikalische Funktion
des Surfactants beeinflussen. Die Oberflachenspannung des Surfactants wurde hierzu direkt
nach Partikelzugabe und nach surface area cycling im Pulsierenden-Blasen-Surfactometer
gemessen. Zuséatzlich wurde mittels Transmissionselekironenmikroskopie der Einfluss auf
die Surfactant-Ultrastruktur visualisiert.

Inkubation mit SP-D erhéhte den Anteil ex vivo-gewonnener humaner Epithelzellen, welche
an der Bindung und Aufnahme der Allergenpartikel beteiligt waren. Dies flhrte zu einer
erhdéhten Ausschittung des proinflammatorischen Zytokins Interleukin-8. Die Anzahl der
Allergenpartikel je einzelne Zelle blieb dabei konstant. Im Triple-Zellkultur-Modell sorgte SP-
D fur eine erhdhte Anzahl an Makrophagen und Epithelzellen, welche an der Aufnahme der
Allergenpartikel beteiligt waren. Zusatzlich wurde tendenziell die Anzahl der Allergenpartikel
je Makrophage und Dendritische Zelle reduziert. SP-D fuhrte hierbei zu einer reduzierten
Ausschittung des proinflammatorischen Zytokins Interleukin-8.

TiOo-Nanopartikel induzierten eine Surfactant-Dysfunktion. Diese Dysfunktion wurde durch
surface area cycling verstarkt. Zusatzlich fihrten TiO,-Nanopartikel zu ultrastrukturellen
Veranderungen des Surfactants. Lammelarkérperchen wurden deformiert aufgefunden.
Unilamellare Vesikel wurden vermehrt gebildet.

Die gezeigten Interaktionen von Feinstaubpartikeln und Surfactantkomponenten kénnten
daher eine wichtige Rolle in der Pathophysiologie pulmonaler Erkrankungen spielen.




Abstract

Pulmonary surfactant covers the alveoli and reduces surface tension at the air liquid
interface, thus maintaining lung function and preventing alveolar collapse. Furthermore,
specific surfactant proteins (SP) like SP-D are part of the innate immune system. After
inhalation of various particles, they can reach the alveoli where they come into direct contact
with the surfactant layer. In the present work the consequences upon interaction between
surfactant and single particles are described.

The influence of SP-D on allergen particle uptake by primary epithelial cells in a monoculture
as well as epithelial cells, macrophages, and dendritic cells within a triple cell culture model,
was investigated by flow cytometry and confocal microscopy. The secretion of inflammatory
mediators was measured by Enzyme Linked Immunosorbent Assay as well as Multiplex
Assay.

In addition, titanium dioxide (TiO,) nanoparticles were incubated with a natural surfactant
preparation. Surface tension was measured with a pulsating bubble surfactometer following
particle addition and surface tension was evaluated after surface area cycling. The effects of
TiO, nanoparticles on surfactant ultrastructure were visualized by a transmission electron

microscope.

Incubation with SP-D led to an increase in the percentage of primary human epithelial cells
which participated in particle attachment and increased secretion of the proinflammatory
cytokine interleukin-8 by these cells. The number of allergen particles per cell stayed
constant. In the triple cell culture model, SP-D led to an increased percentage of
macrophages and epithelial cells, which participated in particle uptake. Interestingly, SP-D
treatment also resulted in a trend towards decreased particle uptake per individual
macrophage and dendritic cell. In addition, SP-D led to decreased secretion of interleukin-8.

Addition of TiO, nanoparticles to surfactant induced a biophysical surfactant dysfunction.
This dysfunction was more pronounced after surface area cycling. In addition, ultrastructural
changes of surfactant were visualized. Lamellar bodies were deformed and unilamellar

vesicles were produced.

The observed interactions of various particles and surfactant components could therefore
play an important role in the pathophysiology of airway disease.




Schlagworte: Pulmonales Surfactant, Nanopartikel, Allergenpartikel

Key Words: Pulmonary Surfactant, Nanoparticle, Allergen Particle




Inhaltsverzeichnis

1 EINLEITUNG
1.1 Zielsetzung dieser Arbeit
2 THEORETISCHE GRUNDLAGEN
2.1 Feinstaub
2.1.1 Nanopartikel
2.1.2 Allergenpartikel
2.2 Allergisches Asthma bronchiale
2.2.1 Allergenpartikelaufnahme durch Dendritische Zellen
2.2.2 Sensibilisierung
2.2.3 Effektorphase
2.3 Lungensurfactant
2.3.1 Interaktionen zwischen Surfactant und Partikeln
3 MATERIAL UND METHODEN
3.1 Zellkulturen
3.1.1 A549
3.1.2 Normale Humane Bronchiale Epithelzellen (NHBE)
3.1.3 Humane Primére Bronchiale Epithelzellen (HPBEC)
3.1.4 lIsolation von Monozyten aus humanem Blut
3.1.5 Generierung eines Triple-Zellkultur-Modells
3.1.6 Langzeitkonservierung von Zellen
3.1.7 Das Auftauen langzeitkonservierter Zellen
3.2 Verwendete Partikel sowie Surfactant Proteine
3.2.1 Isolation der Subpollen-Partikel (SPP)
3.2.2 Fluoreszenzmarkierung der Subpollen-Partikel
3.2.3 Industriell synthetisierte Partikel
3.2.4 Surfactant Proteine
3.3 Messung der Partikelaufnahme mittels Durchflusszytometrie
3.4 Untersuchungen mittels konfokaler Mikroskopie
3.4.1 Aufnahme von SPP in Epithelzell-Monokulturen
3.4.2 Aufnahme von SPP in Zellen eines Triple-Zellkultur-Modells
3.4.3 Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Vi

o b D N =

12
13
13
14
16

21
21
22
23
24
26
30
33
34
34
35
36
37
38
38
40
41
42
43



3.4.4 Bead-basierende Messung von Zytokinen
3.4.5 Messung der biophysikalischen Surfactantfunktion
3.4.6 Surface area cycling

3.5 Transmissionselektronenmikroskopie
3.5.1 Elektronenmikroskopie der Surfactant-Ultrastruktur
3.5.2 Reprasentative Bilder der Partikel

3.6 Statistische Auswertungen

4 ERGEBNISSE

4.1 Einfluss von Surfactant Protein D auf die Allergenpartikelaufnahme in
Epithelzell-Monokulturen

4.1.1  Normale Humane Bronchiale Epithelzellen
4.1.2 Humane Priméare Bronchiale Epithelzellen
4.1.3 A549-Zellen

4.2 Vergleich der Epithelzell-Monokulturen

4.3 Einfluss von Surfactant Protein D auf die Allergenpartikelaufnahme in Zellen
eines Triple-Zellkultur-Modells

4.3.1 Messung verschiedener Zytokine

4.4 Interaktionen zwischen Nanopartikeln und Surfactant
4.4.1 Reprasentative Bilder der Partikel
4.4.2 Einfluss von Partikeln auf die Surfactant-Funktion
4.4.3 Einfluss von Partikeln wahrend surface area cycling
4.4.4 Effekte von Partikeln auf die Surfactant-Ultrastruktur

5 DISKUSSION

44
44
46
47
47
48
48

49

49
50
59
61
65

66
70
73
74
76
78
80

82

5.1 Der Einfluss von SP-D auf die Allergenpartikel-Aufnahme in Zellen der Lunge 82

5.2 Die Interaktion von TiO,-Nanopartikeln mit pulmonalem Surfactant
5.3 Schlussfolgerung
5.4 Ausblick

6 ANHANG

A1. LITERATURVERZEICHNIS
A2. ABKURZUNGSVERZEICHNIS
A3. ABBILDUNGSVERZEICHNIS
A4. TABELLENVERZEICHNIS
A5. VEROFFENTLICHUNGEN

92
96
97

99
99
114
117
119
120

Vi




A6. DANKSAGUNG 123
A7. LEBENSLAUF 125

Vi




1 Einleitung

1 Einleitung

"Durch die Feinstaubbelastung der Luft verkirzt sich die durchschnittliche Lebenserwartung
in der Européaischen Union um 8,6 und in Deutschland sogar um 10,2 Monate."
(Presseerklarung der Weltgesundheitsorganisation vom 14. April 2005)

Da Feinstaub ein Risiko fur unsere Gesundheit darstellt, werden Anstrengungen
unternommen, die Feinstaubbelastung in unserer Umwelt mdglichst gering zu halten.
Deshalb sind in Europa Grenzwerte definiert, nach denen seit Anfang 2005 eine tagliche
Konzentration von 50 pg Feinstaub / m® Luft unterschritten werden soll. Dieser Grenzwert
darf an nicht mehr als 35 Tagen Uberschritten werden.

Die Realitét sieht jedoch anders aus. In Stuttgart wurde beispielsweise im Jahre 2006 der
Grenzwert an 135 Tagen Uberschritten. In Miinchen konnte 96-mal eine Uberschreitung
gemessen werden. In Hannover wurde im Jahre 2006 54-mal eine Uberschreitung detektiert.
Im Maximum konnten Feinstaubkonzentrationen von etwa 200 ug/m?® Luft gemessen

werden.

Laut eines Berichts der Weltgesundheitsorganisation steigt das Risiko, an einer
Atemwegserkrankung zu sterben, pro 10 pg/ m® Feinstaub in der Umgebungsluft um 1,3
Prozent. Das Risiko, an einer Erkrankung des Herz-Kreislauf-Systems zu sterben, steigt
hierbei um 0,9 Prozent. Bezogen auf die gemessene Héchstkonzentration von 200 pg / m°
bedeutet dies einen Anstieg der Todesrisiken um 26 % (Atemwegserkrankung)
beziehungsweise 18 % (Herz-Kreislauf-Erkrankung).

Die Haupt-Einganspforte fir Feinstaubpartikel in unseren Kérper stellen die Atemwege dar.
Nach der Inhalation kdnnen diese Partikel die Alveolen erreichen, wo sie eine maximale
Deposition aufweisen (7). Sie kénnen nun direkt mit den Lungenstrukturen interagieren oder
in den Blutkreislauf gelangen, von wo sie weitere Organe wie Leber oder Niere erreichen
kénnen (2). Auch ein Ubertritt ins Gehirn konnte bereits detektiert werden (3).

Obwohl angenommen wird, dass Faktoren wie beispielsweise oxidativer Stress eine wichtige
Komponente in der Beziehung zwischen Feinstaub und Atemwegserkrankungen darstellen
(4), sind die genauen und vollstdndigen Zusammenhange zwischen Feinstaub und
Atemwegserkrankungen noch unbekannt. Um diese Zusammenhange zu verstehen, ist
deshalb ist eine verstarkte Forschung, welche die direkten Interaktionen der
Feinstaubpartikel mit den Lungenstrukturen in den Fokus stellt, notwendig. Nur wenn
detailiert bekannt ist, mit welchen Lungenstrukturen ein Partikel nach Inhalation interagiert
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1 Einleitung

und welche Konsequenzen diese Interaktionen fir den menschlichen Korper haben, kénnen

bessere MaBnahmen ergriffen werden, um den Menschen vor Feinstaub zu schitzen.

1.1 Zielsetzung dieser Arbeit

Direkt nach ihrer Inhalation kdnnen Feinstaubpartikel die terminalen Atemwege, welche
vollstandig von einer diinnen Schicht des pulmonalen Surfactants bedeckt werden, erreichen
(1,5). Surfactant stellt somit den initialen Kontakt des Kérpers mit inhalierten Partikeln dar.
Zuséatzlich ist bekannt, dass verschiedene Komponenten des Surfactants mit inhalierten
Partikeln interagieren kdénnen (6). Die genauen Auswirkungen dieser Interaktionen sind
jedoch bisher nicht vollstandig geklart. Sie kdnnten das weitere Verhalten der Partikel
bestimmen und gesundheitschadigende Effekte der Partikel modulieren.

In dieser Arbeit werden deshalb Feinstaub-Partikel mit Surfactant sowie einzelnen
Komponenten des Surfactants inkubiert und die Relevanz einer eventuellen Interaktion
untersucht. Hierbei wird nicht mit einem Feinstaub-Gemisch, sondern mit speziellen
Feinstaub-Partikeln, gearbeitet. So soll eine spezifische Aussage getroffen werden, welche
Partikeleigenschaften fir einen eventuellen Effekt verantwortlich sind. Zum einen sind dies
industriell synthetisierte Titandioxid (TiO,)-Nanopartikel, welche in nanotechnologischen
Prozessen hergestellt werden. Zusétzlich wird mit natlrlichen pflanzlichen Allergenpartikeln

gearbeitet.
Zwei Ansatzpunkte werden in dieser Arbeit untersucht:

1) Der Einfluss von Surfactant Protein D auf die Aufnahme von Allergenpartikeln in

Lungenzellen

Surfactant Protein D (SP-D) ist ein Bestandteil des Surfactants und spielt hauptsachlich in
der angeborenen Immunabwehr eine Rolle (6). In der hier vorliegenden Arbeit wird der
Einfluss von SP-D auf die Aufnahme von Allergenpartikeln in humane priméare Epithelzellen
der Lunge, kultiviert in einer Monokultur, sowie auf die Aufnahme in Zellen eines Triple-
Zellkultur-Modells, bestehend aus Epithelzellen (EC), Makrophagen (MO) und Dendritischen
Zellen (DC), untersucht. Weiterhin wird die Konsequenz einer eventuellen Modulation der
Aufnahme durch Messung verschiedener Entziindungsmediatoren untersucht.
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1 Einleitung

2) Der Einfluss von Titandioxid-Nanopartikeln auf die biophysikalische Surfactant-Funktion

Surfactant reduziert die Oberflachenspannung an der Luft-Flissigkeits-Grenzschicht in den
Alveolen und verhindert so einen Alveolenkollaps (5). Um den Einfluss von Nanopartikeln auf
die biophysikalische Funktion des Surfactants zu untersuchen, werden TiO.-Nanopartikel mit
einer natlrlichen Surfactant-Praparation inkubiert und unmittelbar im Anschluss die
biophysikalische Funktion des Surfactants gemessen. Zusétzlich wird der Effekt der
Anwesenheit von Titandioxid-Nanopartikeln wéahrend surface area cycling auf die
biophysikalische Surfactant-Funktion spezifiziert. Der Einfluss auf die Ultrastruktur des
Surfactants wird visualisiert. Um abschétzen zu kdnnen, welche Partikeleigenschaften fur
auftretende Effekte verantwortlich sind, wird in bestimmten Experimenten mit mikroskaligen

und nanoskaligen Vergleichs-Partikeln gearbeitet.

Durch die Untersuchung des Einflusses von Feinstaub-Partikeln auf die biophysikalische
Funktion des Surfactants und durch die Untersuchung des Einflusses eines spezifischen
Surfactant Proteins auf die Feinstaub-Partikel sowie die Reaktionen der Zielzellen, erfolgt
eine Abschéatzung, ob die Interaktion von Surfactant mit Feinstaubpartikeln eine Auswirkung
auf den pathophysiologischen Zustand in der Lunge haben kann.
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2 Theoretische Grundlagen

2 Theoretische Grundlagen

2.1 Feinstaub

In unserer Atemluft befinden sich Millionen von verschiedenen Partikeln, welche zu jeder Zeit
und an jedem Ort mit unserem Korper in Kontakt kommen. Dieses Gemisch aus festen und
flissigen Partikeln wird Schwebstaub genannt. Schwebstaub wird nach GrdéBe unterteilt.
Hierbei werden nach allgemeingultigen Definitionen Partikel eines Durchmessers von mehr
als 10 um (Grobstaub) und Partikel eines Durchmessers von kleiner als 10 um (Feinstaub -
auf Englisch Particulate Matter10 (PMj,)) unterschieden. Zur genaueren Klassifikation
werden weitere PM;o-Subgruppen definiert: PM, 5 (Partikel eines Durchmessers < 2,5 um)
und PM,; (Partikel eines Durchmessers < 0,1 um). PMy; werden auch ultrafeine Partikel
oder Nanopartikel (NP) genannt. Die Unterteilung von Schwebstaub in verschiedene
GroBenfraktionen ist sinnvoll. Zum einen befinden sich Partikel eines Durchmessers von
Uber 10 um meist nur kurz in der Luft, da sie nur sehr kurz (wenige Stunden bis Sekunden)
in der Schwebe gehalten werden kdnnen. Partikel, welche kleiner als 10 um sind, schweben
hingegen mehrere Tage oder gar Wochen. Die Wahrscheinlichkeit ist dementsprechend
gréBer, dass ein Feinstaub-Partikel - im Gegensatz zu einem Grobstaub-Partikel -
eingeatmet wird. Ein weiterer wichtiger Unterschied zwischen Grobstaub und Feinstaub ist
die Lungengéngigkeit der Partikel. Nachdem ein Grobstaub-Partikel eingeatmet wurde,
lagert es sich hauptsachlich in den oberen Atemwegen ab. Feinstaub-Partikel hingegen
kdénnen bis in die Alveolen vordringen (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Lungengangigkeiten inhalierbarer Partikel (nach Oberdorster et al., 2005).
Auf der rechten Seite der Abbildung sind die GrdBen-abhangigen Partikel-Depositions-Raten in den

verschiedenen Lungenkompartimenten, welche den farbigen Bereichen auf der linken Seite entsprechen, zu
erkennen.

Die tagliche Exposition mit Feinstaub ist im Hinblick auf die menschliche Gesundheit,
insbesondere in luftverschmutzten Gebieten, besorgniserregend. Dies liegt daran, dass
Feinstaub mit verschiedenen Atemwegserkrankungen wie Asthma, Chronisch Obstruktiver
Lungenerkrankung oder Mukoviszidose sowie mit einer erhéhten Mortalitat assoziiert wird (7-
12). Diese gesundheitlichen Auswirkungen von Feinstaub werden in den letzten Jahren auch
verstarkt in der Bevolkerung diskutiert. Eine starke Berichterstattung elektronischer Medien
sowie Printmedien hat zu einer Sensibilisierung der Blrger gegeniber dem Thema

Feinstaub geflhrt. Ein Beispiel hierfir ist die Ausgabe 14/2005 des Magazins DER SPIEGEL
(Abbildung 2).
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2 Theoretische Grundlagen

IIER SPIEGEL

Fahrverbot, Rufifilter, City-Maut

Abbildung 2: Titelblatt des ,Spiegel“ 14/2005

Die Quellen fur Feinstaub sind duBerst vielfaltig. Da Feinstaubpartikel unter anderem durch
nattrliche Prozesse wie Feuer, Vulkanausbriiche oder Pollenflige gebildet werden,
existieren sie seit Jahrhunderten auf unserer Erde. Jingere Quellen flr Feinstaub sind
anthropogene Quellen. Beispiele hierfir sind Auto- und Industrieabgase.

Die genaue Komposition und Konzentration von Feinstaub in unserer unmittelbaren
Umgebung héngt von verschiedenen Faktoren ab. So ist es beispielsweise entscheidend, an
welchem Ort wir uns befinden (Land, Stadtrand, HauptverkehrsstraBe, Industriegebiet,
geschlossene Raume). Aber auch die Tageszeit und besondere temporare Ereignisse
spielen eine gewichtige Rolle. So war beispielsweise in Hannover zum Jahreswechsel
2008 / 2009 ein Anstieg von 70 ug auf etwa 125 pg Feinstaubpartikel pro m® Luft zu messen,
wie die Hannoversche Allgemeine Zeitung am 02.01.2009 vermeldete.

Da der Begriff Feinstaub ein hochkomplexes Gemisch aus verschiedenen Partikeln definiert,
sind nicht alle Partikel in gleichem MaBe gesundheitsschadlich.

Im Folgenden werden exemplarisch zwei Partikel-Gruppen beschrieben. Detailiert wird auf
die Urspringe, die Eigenschaften sowie die besonderen Risiken, welche von diesen
Partikeln ausgehen, eingegangen.

2.1.1 Nanopartikel

Nanopartikel (NP) existieren schon seit Jahrhunderten in unserer Atmosphére und werden
von verschiedenen Quellen freigesetzt. Natirliche Urspriinge sind beispielsweise
Waldbrande, Vulkanausbriiche oder auch Staubverwehungen. Vom Menschen gesteuerte
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Prozesse sorgen zusatzlich fir die Produktion von NP. Beispiele hierfir sind
Schweissarbeiten (13), Kochen (74), Rauchen (15) oder Autoabgase (76;77). So haben
Pirjola und Kollegen in einer Studie gezeigt, dass ein groBer Anteil der Partikel, welche an
einer StraBe gemessen werden, kleiner als 50 nm sind (18).

Neben Prozessen, bei denen NP als Abfallprodukte auftreten, gibt es auch Nanopartikel, die
gezielt industriell produziert werden. Die Herstellung dieser NP beinhaltet einen Teilbereich
eines neuen Industriezweiges - der Nanotechnologie.

Als Nanotechnologie werden verschiedene Technologiebereiche definiert. Diese Bereiche
haben gemeinsam, dass sie Partikel eines Durchmessers von unter 100 nm in physikalisch
und chemisch definierten Eigenschaften produzieren oder verarbeiten. Im Vergleich mit
mikroskaligem Material kommen so neue oder erweiterte physikalische, biologische oder
chemische Eigenschaften zum Vorschein. Dies kann durch zwei Sachverhalte erklart

werden:

1) Nanopartikel haben, eine sehr viel gréBere Partikel-Oberflache pro Masseneinheit als
Mikropartikel. Diese groBe Oberflache sorgt unter bestimmten Voraussetzungen fir eine
hohe Reaktivitat.

2) Im Gegensatz zu Mikropartikeln bestimmen nicht nur physikalische, sondern auch
guantenmechanische Gesetze die Eigenschaften von Nanopartikeln.

Mit Hilfe der Nanotechnologie sollen véllig neue Entwicklungen sowie eine Verbesserung
bestehender Anwendungen in Bereichen der Elektronik, des Maschinenbaus, der
Informationstechnologie und der biomedizinischen Diagnostik entstehen (79). Viele Produkte
mit nanotechnologischem Einfluss haben schon seit einigen Jahren Einzug in industrielle
Verarbeitungen und unser alltdgliches Leben gefunden. So werden beispielsweise
Titandioxid-Nanopartikel oder Zinkoxid-Nanopartikel in Sonnencremes eingesetzt, wo sie
dem UV-Schutz dienen. Silber-Nanopartikel in Textilien wirken antimikrobiell. Auf Grund
dieser antimikrobiellen Wirkung werden Silber-NP sogar in Waschmaschinen (z.B.: Silver
Nano Health System® Samsung) eingesetzt. Diese Entwicklung wird von Okotoxikologen
kritisch begleitet, da Silber-Nanopartikel, die von Waschmaschinen freigesetzt werden und in
das Abwasser gelangen, sich in Klaranlagen anreichern kénnten. Dies kdénnte zum
Absterben der fir den Klarprozess essentiellen Bakterien flhren. In der pharmazeutischen
Industrie werden TiO.-Nanopartikel als Farbpigmente eingesetzt. Kohlenstoff-Nanopartikel
werden aufgrund ihrer Leitfahigkeit als Bestandteile von Kunstoffen eingesetzt. Es gibt
Bestrebungen, Medikamente in nanoskalige bioabbaubare Lipid-Nanopartikel zu verpacken,
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2 Theoretische Grundlagen

um sie so besser inhalativ verabreichen zu kénnen (20). Mit Hilfe von wasserldslichen
nanogroBen Polymeren (Polyglykolsaure, Dextran, Polyethylenglykol) kbnnen Medikamente
in bisher unerreichbare Kdrperregionen, wie beispielsweise das Gehirn, gelangen (21,;22).
Mittels Hyperthermie sollen Krebszellen spezifisch durch magnetische Nanopartikel zerstért
werden (23). Auf diesem Gebiet wurden bereits praklinische Studien erfolgreich
durchgefihrt. Klinische Studien sind im Gange.

Neben den neuen, viel versprechenden Mdglichkeiten, welche sich durch die
Nanotechnologie ergeben, werden allerdings auch neue Gefahren fiir die menschliche
Gesundheit geschaffen. Wahrend des Produktionsprozesses, des Transports oder der
Anwendung der Partikel kénnen sie in die Umwelt entlassen werden. Da industriell
synthetisierte Nanopartikel oftmals vollig neue Partikel mit bisher unbekannten
Eigenschaften darstellen, kénnen noch keine oder nur auBerst grobe Abschatzungen tber
ihr toxisches Potential gemacht werden. So besteht die Gefahr, dass Nanopartikel in Tonnen
ihren Weg in die verarbeitende Industrie finden, bevor ihr riskantes Potential erkannt wird.
Es wird teilweise beflrchtet, dass sich Nanopartikel als das "neue Asbest" herausstellen
kénnten. Asbest wurde bis zum Jahre 1979 in verschiedenen Industriebereichen eingesetzt.
Erst nach jahrelangem Gebrauch wurden die gesundheitsschadlichen Wirkungen des
Asbests (Asbestose, Lungenkrebs) erkannt, was zu einem schrittweise eingefiihrten Verbot
von Asbest geflihrt hat. Seit dem Jahre 2005 existiert ein EU-weites Verbot. Im Falle von
Kohlenstoff-Nanoréhren, einem  der vielversprechendsten und oft genutzten
Nanomaterialien, gibt es inzwischen erste Anzeichen, dass sie toxikologisch ahnlich wie
Asbest wirken kénnen (24).

NP kommen in der Umwelt normalerweise nicht als einzelne nanogroBe Partikel vor,
sondern treten als Aggregate auf. Da die Deposition in der Lunge von der GréBe des
inhalierten Partikels abh&angt (Abbildung 1), kann sie durch Aggregation der Partikel
verandert werden. Auch die Aufnahme von Partikeln in verschiedene Zellen ist von der
GréBe der Partikel abhangig (25). Eine Aggregation kann deshalb auch Clearance-
Mechanismen in der Lunge beeinflussen. Ein Aggregat vieler Nanopartikel verhalt sich
jedoch nicht wie ein einzelner Mikropartikel, welcher der GréBe des Aggregats entspricht.
NP-Aggregate beinhalten die Toxizitat der einzelnen nanogroBen Partikel (26). Die Autoren
erklaren dies mit der groBen Oberflache der nanogroBen Partikel, welche in einem Aggregat
erhalten bleibt (im Vergleich zu einem einzelnen Partikel mit gleicher GréBe). Da Partikel
Uber ihre Oberflache mit der direkten Umwelt interagieren kénnen, kann diese groBe
Oberflache eines Partikel-Aggregats zu héheren toxischen Auswirkungen flihren.
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2.1.2  Allergenpartikel

In disponierten Individuen kann ein Kontakt mit Allergenen zu einer Sensibilisierung und
darauf folgend zu einer chronischen Entziindung in verschiedenen Organen wie den
Atemwegen oder der Haut flhren. Diese ist typischerweise durch die Produktion von
allergenspezifischem Immunglobulin E (IgE) gekennzeichnet. Allergene, welche von
mindestens 50 % der sensibilisierten Patienten erkannt werden, werden Majorallergene
genannt. Allergene, welche nicht fir die groBe Masse der Allergiker, jedoch fur einzelne

Individuen relevant sind, werden Minorallergene genannt.

Eine Vielzahl der Allergene sind Proteine oder Glykoproteine mit einem Molekulargewicht
von 5 bis 60 kD (27) und weisen biochemische Aktivitdten auf. Durch diese kénnen sie
zellulare und nicht-zellulédre Bestandteile der Lunge modulieren (28). Beispiele hierfir sind
hydrolytische Enzyme wie Proteasen, Carbohydrasen oder Ribonucleasen. Weiterhin
kommen inhibitorische Aktivitdten sowie Homologien zu Transport- und Regulatorproteinen

Vor.

Einzelne Allergene (beispielsweise Lol p 1) werden durch die ersten drei Buchstaben ihres
Genus (beispielsweise Lolium) sowie einem oder zwei Buchstaben ihrer Species
(beispielsweise perenne) beschrieben. Darauf folgt eine Ziffer, welche entweder die
Reihenfolge, in der das Allergen isoliert wurde, die klinische Relevanz des Allergens oder
beides definiert.

Im Falle einer Sequenz-Gleichheit kann bei Allergenen von verschiedenen Spezies oder bei
phylogenetisch verwandten Genera die gleiche Ziffer benutzt werden. Diese Allergene
werden in Gruppen angeordnet. Beispiele hierfir sind die Milben-Allergene Der p 1 von
Dermatophagoides pteronyssinus und Der f 1 von Dermatophagoides farinae. Beide
Allergene sind Mitglieder der Gruppe 1 der Milben-Allergene.

In unserer Umwelt kommen normalerweise keine einzelnen Allergene vor. Meist sind sie
Bestandteile einer Mischung von verschiedenen (Glyko)Proteinen inmitten eines partikuléren
Tragers. Je nach Beschaffenheit dieses Allergenpartikels kann es in luftgetragener Form
vorkommen und wird deshalb auch Aeroallergen genannt.

Lufgetragene Allergenpartikel entstammen beispielsweise Pflanzen, Pilzen, Insekten oder
Séugetieren. Die GréBe dieser Partikel variiert von wenigen hundert Nanometern bis hin zu
dber 50 pm.
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2.1.21 Allergenpartikel von Pflanzen

Die groBte Gruppe pflanzlicher Allergenpartikel sind Pollen. Die genaue qualitative und
quantitative Zusammensetzung pflanzlicher Allergenpartikel in unserer Umgebungsluft wird
hauptséachlich durch den genauen Aufenthaltsort sowie die aktuelle Jahreszeit bestimmt. Die
haufigsten pflanzlichen Quellen von Pollen sind Graser, Baume und Zierpflanzen. Pollen
haben eine GréBe von etwa 15-40 um. Sie kdnnen deshalb nach Inhalation nicht die tieferen
Atemwege erreichen und lagern sich in der nasalen und pharyngealen Region ab, wo sie mit
nicht-zellularen und zellularen Komponenten interagieren kénnen (29;30). Neben Pollen
kommen auch kleine, allergen-beladene Partikel in unserer Umwelt vor. Diese haben eine
ungefahre GréBe zwischen 0,5 um und 2,5 um und werden Pollen-Starke-Granula oder
Subpollen-Partikel (SPP) genannt. SPP werden von ganzen Pollen z.B. nach Kontakt mit
Wasser oder hoher Luftfeuchtigkeit freigesetzt (37-33). Diese Freisetzung wird mit einer
Verstarkung von Asthma-Symptomen wahrend Gewittern assoziiert (33). Aufgrund ihrer
GroéBe kébnnen SPP die bronchialen und alveolaren Regionen der Lunge erreichen, wo sie
mit ihrer Umgebung interagieren. Zuséatzlich zu Pollen und SPP kdnnen auch kleine
Pflanzenbruchstiicke oder nicht-pflanzliche Feinstaubpartikel, welche mit pflanzlichen
Allergenen beladen sind, nach ihrer Inhalation als pflanzliche Allergenpartikel wirken (34).

Einzelne Allergene, die assoziiert in einem pflanzlichen Allergenpartikel zu finden sind,
werden in verschiedene Gruppen aufgeteilt. Beispiele flr klinisch wichtige Allergene sind die
Allergene der Gruppen 1 (beispielsweise Lol p 1) und 5 (beisielsweise Lol p 5). Graser-
Allergene der Gruppe 1 haben ein Molekulargewicht von ca. 30 kD und weisen eine
biochemische Aktivitdt eines Beta-Expansins auf. Allergene der Gruppe 5 haben ein
Molekulargewicht von ca. 29-31 kD und weisen eine biochemische Funktion von
Ribonukleasen auf.

2.1.2.2 Allergenpartikel von Pilzen

Sporen von Pilzen sind weit verbreitete Allergenpartikel und wurden sogar auf der
Raumstation Mir, welche die Erde 1986 bis 2001 umkreiste, gefunden (35). Sie weisen
groBe Unterschiede bezuglich ihrer GréBe auf und deponieren deshalb nach Inhalation
sowohl in den oberen als auch in den unteren Atemwegen (36). Die Retention und
Deposition von Pilzsporen eines aerodynamischen Durchmessers von 3,1 um wurde von
Geiser und Kollegen nach Inhalation durch Goldhamster untersucht. Der GroBteil dieser
Sporen wurde in den Alveolen gefunden. Allerdings wurde in dieser Studie die
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nasopharyngeale Region Uber eine intratracheale Kanlle Uberbrickt. In dieser Region
lagern sich normalerweise sehr viele Partikel ab (37).

Zusétzlich zu Pilzsporen kdnnen auch Fragmente von Pilzen, welche von der intrazellularen

oder extrazellularen Struktur stammen, als Allergenpartikel auftreten (38).

Klinisch relevante Allergene, welche auf Pilzpartikeln gefunden werden, sind beispielsweise
Alt a 1 (von Alternaria alternata) mit einem Molekulargewicht von 14 kD und bisher
unbekannter biochemischen Funktion sowie Pen ch 13 (von Penicillium chrysogenum), eine
Serinprotease mit einem Molekulargewicht von 34 kD.

2123 Allergenpartikel von Milben und Kakerlaken

Die wichtigsten von Milben und Kakerlaken freigesetzte Allergenpartikel bestehen aus ihrem
Kot (39,;40).

Sehr viele Allergene von Milben und Kakerlaken spielen eine Rolle in deren
Verdauungsprozessen. Beispiele hierfir sind die Allergene Der p 1, Der f 1, und Eur m 1
(von Euroglyphus maynei) der Gruppe 1, welches Cysteinproteasen sind, oder Allergene der
Gruppe 3 (beispielweise Der p 3), welches Trypsine sind.

21.24 Allergenpartikel von Saugetieren

Die meisten Allergenpartikel von S&ugetieren bestehen aus Teilen von Hautschuppen, Urin,
Speichel, Haaren oder Federn. Dies ist abhangig von der jeweiligen Spezies. Die klinisch
relevanten Tierarten in Bezug auf Allergenpartikel sind Katzen und Hunde, wohingegen
andere Spezies (z.B. Hase, Maus und Ratte) nur geringfugig fir Allergenpartikel
verantwortlich sind (47). Mit Ausnahme der Katzen-Allergene gehdren die Majorallergene der
Saugetiere zu der Lipocalin-Familie (42). Diese spielt eine maBgebliche Rolle bei Bindung
und Transport von kleinen hydrophoben Molekilen. Beispiele fur Allergene der Lipocalin-
Familie sind Equ ¢ 1 (von Equus caballus), Bos d 2 (von Bos domesticus), Can f 1 (von
Canis familiaris), Mus m 1 (von Mus musculus) und Rat n 1 (von Rattus norvegicus).
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2.2 Allergisches Asthma bronchiale

Asthma bronchiale ist eine chronische entziindliche Reaktion der Atemwege. Ein typisches
Symptom kann eine zeitweise Verengung der Atemwege und daraus resultierend akute
Luftnot sein. Da bisher noch keine Méglichkeit existiert, Asthma bronchiale zu heilen, ist es
erforderlich, die einzelnen Phasen und Zusammenhange dieser Krankheit zu verstehen. Nur

so kann zukinftig ein Heilmittel entwickelt werden.

2.2.1 Allergenpartikelaufnahme durch Dendritische Zellen

Im Verlauf einer allergischen Entziindung spielen die Dendritischen Zellen (DC) eine
essentielle Rolle. Sie kdnnen verschiedene Allergenpartikel aufnehmen, verarbeiten und
spezielle Peptide auf ihrer Oberflache prasentieren. Dies sind wichtige und initiale Schritte
bei der Entwicklung von Asthma bronchiale.

DC der intrapulmonalen Atemwege sitzen in einem unreifen Zustand direkt unter der
epithelialen Basalmembran (43). Um in Kontakt mit Allergenpartikeln zu kommen, missen
sie deshalb die epitheliale Barriere der Tight Junctions Uberwinden. Dass DC hierzu
prinzipiell in der Lage sind, konnte schon fir intestinale DC ausflhrlich gezeigt werden.
Diese senden Fortsdtze durch die Tight Junctions hindurch (44,45). Die Integritat der
epithelialen Barriere wird hierdurch nicht beeintrachtigt. Dieses schnorchelartige Verhalten
wurde auch fir Lungen-DC beschrieben (46). Zusatzlich konnte dieses Phdnomen auch in
einem in vitro-System, bestehend aus Epithelzellen (EC), Makrophagen (MO) und DC,
gezeigt werden (47). In diesem in vitro-System migrierten die DC auch als komplette Zellen
auf die luminale Seite.

Die Aufnahme von Allergenen wird durch bestimmte Eigenschaften der Allergene erleichtert.
Die Protease-Aktivitat vieler Allergene schneidet Tight Junction-Proteine (48,49) und
erleichtert somit das Sammeln von Antigenen durch die DC. Bei Patienten mit allergischer
Rhinitis konnte so beispielsweise gezeigt werden, dass DC auf die luminale Seite des
Epithels migrieren kdénnen. Voraussetzung war hierfir eine Schadigung der epithelialen
Barriere (50). Diese Migration wurde auch in einem in vitro-Modell aufgezeigt (47).
Zuséatzlich beschrieben die Autoren, dass MO Polystyren-Partikel phagozytierten und
anschlieBend Fortsatze in Richtung der DC ausbildeten. Eventuell haben die Makrophagen
eine Interaktion mit DC gesucht, um anschlieBend Antigene zu Ubergeben, was eine weitere
Md&glichkeit der Antigen-Aufnahme durch DC darstellen wirde.

Seite 12



2 Theoretische Grundlagen

2.2.2 Sensibilisierung

Als Sensibilisierung wird ein Vorgang bezeichnet, bei dem ein Organismus nach Erstkontakt

zu einem harmlosen Antigen eine spezifische Immunantwort aufbaut.

Nach Aufnahme von Antigenen reifen die DC aus und wandern zu den lokalen
Lymphknoten, wo sie die aufgenommenen und prozessierten Antigene auf ihrer Oberflache
den T-Zellen présentieren. Hierdurch werden die fir dieses Allergen spezifischen T-Zellen
aktiviert und proliferieren. Nach Proliferation der Antigen-spezifischen T-Zellen wandern
diese Zellen in die Lunge ein. Im Falle von Allergen-spezifischen Reaktionen sind dies
hauptsachlich T-Helfer-Zellen vom Typ 2 (Th2-Zellen). Aktivierte Th2-Zellen produzieren
eine Vielzahl von Mediatoren wie beispielsweise die Zytokine Interleukin (IL)-4, IL-5 und IL-
13. Eine entscheidende Rolle spielt hierbei das IL-4. Durch die Freisetzung von IL-4 kommt
es bei Antikérper-produzierenden B-Lymphoyten zu einem sogenannten ,Isotypen-Switch® in
Richtung Immunglobulin E (IgE). Dieses Allergen-spezifische IgE bindet daraufhin an den
Fce-Rezeptor auf Mastzellen. Fc-Rezeptoren sind Membranrezeptoren flr verschiedene
Immunglobulin-Isotypen. Die Bindung von IgE an den Fce-Rezeptor stellt den letzten Schritt

der Sensibilisierung eines Individuums dar.

2.2.3 Effektorphase

In sensibilisierten Individuen fihrt ein erneuter Allergenkontakt durch Bindung und
Kreuzvernetzung von IgE zu einer Aktivierung und Degranulierung der Mastzellen. Daraufhin
werden verschiedene Mediatoren wie Histamin und Heparin freigesetzt, welche far
verschiedene klinische Symptome verantwortlich sind. Beispiele hierfir sind Odeme der
bronchialen Mukosa oder eine Konstriktion der Atemwegsmuskulatur. Weiterhin kommt es
zu einer verstarkten Produktion von Mukus und einer massiven Einwanderung von
Entziindungszellen in die Lunge (57). Einige Stunden nach dem erfolgten Zweitkontakt mit
dem Allergen kommt es zu einer Einwanderung von eosinophilen Granulozyten in die Lunge.
Diese wird durch Chemokine, wie beispielsweise Eotaxin, gesteuert (52). Eosinophile
Granulozyten degranulieren und schitten verschiedene Mediatoren wie das eosinophile
kationische Protein oder eosinophile Peroxidase aus, welche wiederum auf die Mastzellen
einwirken. Dies flhrt zu einer verstarkten Ausschittung von Histamin. Eine Degranulation
der eosinophilen Granulozyten hat eine Schadigung des umliegenden Gewebes zur Folge
(53).
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2.3 Lungensurfactant

Nachdem Partikel in der Lunge deponiert wurden, kénnen sie mit ihrer Umgebung
interagieren. Meist kommt der erste Kontakt deponierter Partikel mit dem epithelialen
Flussigkeitsfilm der Lunge zustande, welcher in den peripheren Atemwegen, den
respiratorischen Bronchien und in den Alveolen hauptséchlich aus einer wassrigen
Hypophase, die mit einer diinnen Schicht von pulmonalem Surfactant (Surface Active Agent)
bedeckt ist, besteht. Surfactant ist somit die erste Barriere in der Lunge, mit der inhalierte
Partikel in Kontakt kommen. Die Interaktion mit Surfactant ist entscheidend fir das weitere
Schicksal des Partikels. Das pulmonale Surfactant besteht hauptséachlich aus
Phospholipiden (~ 90 %) und den vier spezifischen Surfactant Proteinen (SP)-A, -B, -C und -
D. SP-B (~8 kD) und SP-C (~4 kD) stellen kleine hydrophobe Proteine dar. Die
Hauptfunktion dieser zwei Proteine ist es, gemeinsam mit den Phospholipiden die
Oberflachenspannung wahrend der Atmung zu reduzieren. Hierdurch wird ein Kollaps der
Alveolen verhindert. SP-A (~ 28-36 kD) und SP-D (~ 43 kD) stellen im Vergleich mit SP-B
und SP-C relativ groBe, hydrophile Proteine dar. SP-A befindet sich teilweise, SP-D befindet
sich komplett in der wassrigen Hypophase. Beide Proteine gehdéren zur Familie der
Kollektine (Kollagen-enthaltende Lektine) und sind hauptsachlich ein Bestandteil der
angeborenen Immunabwehr. SP-A und SP-D, werden aus Monomeren gebildet (Abbildung

3). Diese bestehen aus vier Regionen:

1. Cystein-reiche Region an der Seite des N-Terminus

2. Kollagen-&hnliche Doméane

3. Alpha-helikale Hals-Region

4. Kohlenhydrat Erkennungs-Domaéne (carbohydrate-recognition domain, CRD).

SP-A und SP-D kdénnen Utber die CRD Calcium-abhangig an verschiedene Pathogene, wie
Bakterien und Viren binden (54-56), wodurch die korpereigene Immunabwehr moduliert wird.
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N-Terminale Kollagen-shnliche Kohlenhydrat
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Abbildung 3: Quartarstruktur der Surfactant Proteine A und D

Die Quartarstruktur von SP-A ist ein Octadecamer, welches ein typisches Blumenstrauf3-
Muster darstellt. Die Quartarstruktur von SP-D hingegen ist ein Dodecamer, welches die
Form eines Kreuzes hat. Die Trimere kénnen sich weiterhin zu sehr groBen SP-D-
Multimeren ( > 1 MDa) zusammenlagern (57).

Die einzelnen Schritte des Surfactant-Metabolismus sind in Abbildung 4 zu erkennen.
Phospholipide werden in Form von Lamellarkérperchen in Typ IlI-Pneumozyten durch den
Golgi Apparat sowie das Endoplasmatische Reticulum gebildet. Die Lamellarkérperchen
verlassen daraufhin die Typ II-Pneumozyten und gelangen in die wassrige Phase des
alveolaren Lumens. Dort gehen sie in einem nahtlosen Ubergang in tubuldres Myelin Gber.
Aus dem tubuldren Myelin werden anschlieBend Phospholipide rekrutiert, die an der Luft-
FlUssigkeits-Grenzschicht einen oberflachenaktiven Film bilden. Wahrend des Ausatmens
wird die Oberflache an der Luft-Flissgkeits-Grenzschicht in den Alveolen minimiert und
Phospholipide werden aus der Luft-Flissigkeits-Grenzschicht herausgedrickt. In der
wassrigen Phase bilden sie nun unilamellare Vesikel, die in den Alveolarmakrophagen
katabolisiert sowie in den Typ II-Pneumozyten ebenfalls katabolisiert oder auch
wiederverwendet werden (58). Mittels Ultrazentrifugation kénnen die verschiedenen
Surfactant-Subfraktionen voneinander getrennt werden. Die oberflachenaktiven Lamellar-
Kérperchen sowie das oberflachenaktive tubuldre Myelin werden pelletiert, wohingegen die
inaktiven unilamellaren Vesikel im Uberstand verbleiben. Deshalb werden die
Lamellarkérperchen und das tubuldre Myelin zusammen als groBe Aggregate (large
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aggregates, LA) und die unilamellaren Vesikel als kleine Aggregate (small Aggregates, SA)

bezeichnet.
Luft
\ Wassrige
. . Phase
I___amellar Tibilares ﬁ Unilamellarer Vesikel
Korperchen Myelin
Kleines
Aggregat

Multivesikularer
Korper

ar-
Korperchen

/ |
(E )

Typ lI-Pneumozyt

Alveolar

Makrophage

Abbildung 4: Surfactant-Metabolismus (nach Ikegami, 2005)

2.3.1 Interaktionen zwischen Surfactant und Partikeln

Nach der Inhalation erreichen Partikel, abhangig von ihrer GrdBe, die tieferen Atemwege
(Abbildung 1) und kommen dort mit Surfactant in Kontakt. Die genaue Menge der
deponierten Partikel ist neben der GrdBe auch von der elektrischen Ladung der Partikel
abhéangig. In einer Studie von 1998 wurde gezeigt, dass die Deponierung von elektrisch
geladenen 500 nm groBen Partikel gréBer ist, als die von ungeladenen Partikeln der
gleichen GrdBe (59). Eine Erklarung fir dieses Phanomen ist, dass elektrisch geladene
Partikel mit dem elektrischen Feld, welches von Surfactant ausgeht, interagieren (60). Ob
dieses Phanomen auch fur gréBere Mikropartikel oder kleinere Nanopartikel relevant ist, ist
noch unbekannt. Nach Deponierung auf dem Surfactant-Film werden Partikel in die wassrige
Hypophase weitergeleitet. Das AusmaB dieser Translokation hangt von der
Oberflachenspannung des Surfactants ab (67-63). Eine Translokation von Partikeln in die
Hypophase fuhrt zu einem direkten Kontakt mit Makrophagen, was zu einer Erhéhung der
Aufnahme durch diese Zellen fiihren kdnnte. Allerdings werden Partikel durch die
Translokation in die Hypophase auch mit Epithelzellen und Dendritischen Zellen in Kontakt
gebracht.
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2.3.1.1 Interaktionen zwischen Surfactant und Allergenpartikeln

Direkte Interaktionen von Komponenten des Surfactants mit Allergenpartikeln wurden
beispielsweise zwischen SP-A, SP-D und einem Extrakt, welcher aus Milben
(Dermatophagoides pteronyssinus) hergestellt wurde, gezeigt. Diese Bindung war
Kohlenhydrat-spezifisch und abhangig von Calcium, was die Annahme zuldsst, dass die
Proteine Uber ihre CRD auf dem Allergen befindliche Kohlenhydrate gebunden haben (64).
Auch die Bindung von SP-A an ganze Pollen konnte gezeigt werden (65). Zusétzlich ist
bekannt, dass SP-D an Subpollen-Partikel von Phleum pratense und Dactylis glomerata
binden kann. Diese Bindung fiihrte zu einer Aggregation der Subpollen-Partikel sowie zu
einer erhdhten Phagozytose durch alveoldre Makrophagen (66). Dies kdnnte ein Indiz dafir
sein, dass SP-D die Clearance von Allergenpartikeln modulieren kann. Weiterhin ist
bekannt, dass SP-A und SP-D die Bindung von Aspergillus-Allergenen an allergen-
spezifisches IgE, isoliert von Aspergillosis-Patienten, verhinden kann (67). SP-D, aber nicht
SP-A, reduziert die Freisetzung von Beta-Hexosaminidase aus passiv sensibilisierten
Mastzellen nach Stimulation mit Allergen (68). Zuséatzlich ist SP-D in der Lage, die Allergen-
induzierte NO-Produktion durch Makrophagen zu inhibieren (69).

Neben der Beeinflussung von Allergenpartikeln durch Surfactant-Komponenten kénnen
Allergenpartikel das Surfactant auch direkt beeinflussen. Beispielsweise fuhrte die Bindung
der Milbenallergene Der p 1 und Der f 1 an SP-D und SP-A zu einer Degradation beider
Proteine. Diese Degradation wurde durch eine Cysteinprotease vermittelt und konnte durch
die Abwesenheit von Calcium verstarkt werden. (70)

Des Weiteren sind Allergene in der Lage, eine Erhéhung der Oberflachenspannung in der
Lunge zu induzieren. Dies konnte urspringlich mit dem Modell-Allergen Ovalbumin (ova)
gezeigt werden (71). Aller Wahrscheinlichkeit nach wurden diese Effekte indirekt durch
einen quantitativen Anstieg von Proteinen in der bronchoalveolaren Lavage-Flussigkeit
(BALF) induziert. Diese Ergebnisse konnten auch auf den Menschen Ubertragen werden
(72). In dieser humanen Studie wurde eine Surfactant-Dysfunktion nach Allergen-
Provokation in der BALF von Patienten mit mildem allergischem Asthma gefunden. In der
BALF der gesunden Kontrollgruppe konnte nach Provokation keine Beeintréachtigung des
Surfactants gefunden werden. Neben dieser indirekt ausgelésten Dysfunktion beschreiben
Haczku und Kollegen eine weitere Theorie (73). Nach dieser Theorie kénnte die Allergen-
induzierte Surfactant-Dysfunktion Konsequenz eines Abfalls der SP-B Konzentration sein.
Eventuell wurde dieser Abfall durch IL-4 gesteuert.
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Schmiedl und Kollegen fanden in ova-sensibilisierten Ratten eine Veranderung in der
Ultrastruktur von intra-alveoldrem Surfactant (74). In dieser Studie konnte ein signifikanter
Anstieg der inaktiven unilamellaren Vesikel verzeichnet werden. Auch eine Veranderung der
Phospholipid-Zusammensetzung konnte detektiert werden. So fanden Hite et al. eine
Depletion von Phosphatidylglycerol in den groBen aktiven Surfactant-Aggregaten (75). Diese
Depletion wurde fir die Asthma-assoziierte Surfactant-Dysfunktion verantwortlich gemacht.

Zusétzlich zu den oben beschriebenen Interaktionen zwischen Allergenpartikeln und
Surfactant existieren noch weitere indirekte Interaktionen. Eine durch inhalierte
Allergenpartikel induzierte Atemwegs-Entziindung kann zu einer Veranderung der Surfactant
Protein-Konzentrationen in der Lunge fihren (76-80). Es wird weiterhin spekuliert, dass
Surfactant direkt an der Entwicklung allergischer Reaktionen beteiligt ist. So konnte
beispielsweise die Lungenfunktion von Meerschweinchen verbessert werden, sofern sie ein
natlrliches Surfactant-Préparat vor der Allergen-Instillation bekommen hatten (87). Des
Weiteren sind auch SP-D und SP-A in der Lage die Allergen-induzierte Entziindung der
Lunge zu vermindern. Dies wurde fUr die Allergene von Aspergillus fumigatus (80,82-85), der
Hausstaubmilbe (86-88) sowie das Modell-Allergen Ovalbumin (89,;90) gezeigt.

2.3.1.2 Interaktionen zwischen Surfactant und Nanopartikeln

Aufgrund ihres geringen Durchmessers von < 100 nm weisen inhalierte Nanopartikel eine
hohe Depositionsrate im alveolaren Bereich von bis zu 50 % auf. Durch den daraus
resultierenden ersten Kontakt mit der Schicht des pulmonalen Surfactants kann es zu
verschiedenen Interaktionen und Konsequenzen kommen. So wurde flir verschiedene
Nanopartikel schon eine Bindung von Surfactant-Komponenten gezeigt. Beisielsweisel
kénnen Phospholipide, wie beispielsweise Palmitoyl-oleoyl-phosphatidylglycerol (POPG), an
Gold-NP binden. Da diese Bindung etwa einer 4 nm dicken Schicht entspricht, wird davon
ausgegangen, dass POPG als Bilayer an die Gold-NP bindet (97-93). Eine Bilayer-
Adsorption wurde auch schon an Silika-NP beobachtet (94). Eine Zugabe von SP-B zu der
POPG/Gold-NP Mischung fihrte zu einer Aggregation der NP. Es bildeten sich lange
kettenartige Aggregate. Diese kettenartige Stuktur konnte nicht durch Zugabe von
Dipalmitoylphosphatidylcholin (DPPC) anstelle des POPG erreicht werden (97). Weitere NP,
welche Phospholipide anlagern kénnen, sind Kohlenstoff-NP. Hier konnte priméar die
Anlagerung von DPPC entdeckt werden (95). Diese DPPC-Anlagerung flhrte zu einer
Aggregation der Kohlenstoff-NP. Kendall und Kollegen konnten zeigen, dass
Lungenspulflissigkeit die Chemie sowie die Anziehungskrafte auf der Oberflache von PM, 5
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verandern kann. Dies flUhrte zu einer erhdéhten Aggregation der Partikel (96). Von den
Surfactant-Komponenten, welche aus BALF gewonnen wurden, adsorbierte primar DPPC an
die Oberflache der Partikel (97).

Obwohl Phospholipide an NP binden kdnnen, werden sie nach einiger Zeit wieder abgebaut.
Intra- und extrazellulare Phospholipasen trennen Phospholipide von der Oberflache der
Partikel ab (98;99). Diese Abtrennung erfolgt nicht homogen. Es wurde beispielsweise
gezeigt, dass Quarz-Partikel schneller als Kaolin (Aluminiumsilikat)-Partikel adsorbierte
Phospholipide verlieren. Die Autoren spekulierten, dass unterschiedliche funktionelle
Gruppen auf der Oberflache der Partikel verantwortlich sind (700). Die Phospholipase-
Aktivitat wies allgemeim eine schnelle erste Rate der Abtrennung auf, welche von einer
langsameren, von den jeweiligen Partikeln abh&ngigen, Rate gefolgt wurde. Dies hangt
wahrscheinlich mit der Bilayer-Adsorption der Phospholipide am Partikel zusammen. Eine
andere Studie, welche mit Quarz- und Kaolin-Partikeln durchgefuhrt wurde, zeigte nach
Aufnahme der Partikel von Makrophagen hingegen eine einheitliche und monoexponentiale
Rate der Phospholipid-Abtrennung (707). Die molekularen Interaktionen zwischen DPPC
und Quarz sowie Kaolin wurden von Murray und Kollegen untersucht. Sie entdeckten, dass
die molekulare Beweglichkeit der Cholin-Region der auf Quarz-adsorbierten DPPC-
Molekilen eingeschrankt war. Die Cholin Gruppen der auf Kaolin-adsorbierten DPPC-
Molekile zeigten sich hingegen mobiler (702). Diese unterschiedliche molekulare
Orientierung von DPPC, abhangig vom jeweiligen Partikel, kénnte flr gezeigte Unterschiede
in der lysosomalen Aktivitdt sowie der Abtrennung der adsorbierten Phospholipide
verantwortlich sein. Weiterhin wird spekuliert, dass verschiedene, sich auf Partikel
befindliche Oberflachengruppen, unterschiedliche Bindungsenergien mit Phospholipiden
eingehen (103).

Da Phospholipide oberflachenaktiv sind, kdnnten sie in der Lage sein, bestehende Partikel-
Aggregate aufzubrechen. Diese Theorie konnte jedoch durch eine Berechnung der
verschiedenen bendtigten Energien widerlegt werden (7104).

Neben den oben beschrieben Phospholipiden kénnen auch Surfactant Proteine an NP
binden. So wurde beispielsweise gezeigt, dass SP-D an ultrafeine Kohlenstoff-Partikel
bindet. In dieser Studie wurde auch beschrieben, dass die Bindung wahrscheinlich
unabhangig von der Oberflachenchemie ist (95). Es wurde weiterhin gezeigt, dass SP-A und
SP-D an Kohlenstoff-Nanoréhren binden kénnen (705). Diese Bindung geschah jedoch nicht
direkt an das Rohmaterial der Nanordhren, sondern mit funktionellen Gruppen, welche
wéahrend der Nanordhren-Synthese versehentlich produziert wurden. Eine industriell gewollte
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Funktionalisierung von Nanordhren kénnte somit auch die Bindung von Surfactant Proteinen

induzieren.

Eine Interaktion von Surfactant und NP kann funktionelle Folgen fir den Organismus haben.
So konnten Stérungen in der biophysikalischen Surfactant-Funktion beobachtet werden. In
einer Studie von Bakshi et al. konnte beispielsweise erkannt werden, dass Gold-
Nanopartikel die biophysikalische Surfactant-Funktion eines semisynthetischen Surfactants,
bestehend aus DPPC, POPG und SP-B (70:30:1 Gewichtsprozent) inhibieren kann. In den
Versuchen dieser Studie inhibierten Gold-Nanopartikel (2 pg/ml) die Adsorption pulmonalen
Surfactants an der Luft-FlUssigkeits-Grenzschicht. Weiterhin induzierten Gold-NP eine
Dysfunktion wahrend der Kompression des Surfactant-Films und inhibierten die Ausweitung
des Surfactant-Films wahrend der OberflachenvergréBerung (97). Der Mechanismus dieser
Inhibition wurde nicht naher untersucht. Die Autoren vermuteten, dass die Gold-Nanopartikel
mit Phospholipiden ummantelt wurden, dass diese ummantelten NP an der Luft-Flissigkeits-
Grenzschicht adsorbierten und somit die freien Phospholipide daran hinderten, selbst an der
Luft-Flissigkeits-Grenzschicht zu adsorbieren. Diese These wird durch eine Studie von Ma
und Weber unterstitzt. Demnach erhéhten Kaolin, Flugasche, Aluminium-Partikel und
Zinkoxid-Partikel die Oberflaichenspannung von Lungenspllflissigkeit aus Ratten sowie
DPPC. Nach dem Gebrauch der gleichen Massenkonzentrationen induzierten die Partikel
den grdBten Anstieg in der Oberflachenspannung, welche die héchste Oberflache aufwiesen
(706). Auch hier spekulierten die Autoren wieder, dass eine Adsorption von Phospholipiden
an Partikel zu einer Konkurrenz mit freien Phospholipiden um den Platz an der Luft-
Flussigkeits-Grenzschicht fuhrt.
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3 Material und Methoden

3.1 Zellkulturen

Zellkultur bezeichnet das Kultivieren von Zellen eukaryotischer Lebewesen. Hierbei wird
hauptsachlich zwischen der Kultivierung von Zelllinien und der Kultivierung von Primérzellen,
welche direkt aus einem lebenden Organismus gewonnen werden, unterschieden. Wahrend
Zelllinien immortal sind und deshalb oft Gber Monate kultiviert werden kdnnen, ist die in vitro-
Lebensdauer primarer Zellen begrenzter. Zellkulturen werden in speziellen, auf den
jeweiligen Zelltyp angepassten, Nahrmedien kultiviert, welche die ndtigen Aminosduren,
Salze und Vitamine flir ein optimales Wachstum der Zellen bereitstellen. Fir die
Zellkulturexperimente in dieser Arbeit wurden die adhéarente Zelllinie A549, kommerziell
erworbene adhéarente primare bronchiale Lungenepithelzellen (Normale Primare Humane
Epithelzellen; NHBE) sowie adhédrente primdre bronchiale Lungenepithelzellen (Humane
Priméare Bronchiale Epithelzellen; HPBEC), welche von gesundern Spendern mittels
Bronchialbirste gewonnen wurden (Kapitel 3.1.3), genutzt. Die Kultivierung der Zellen
erfolgte in einem Brutschrank bei 37 °C unter einer 5% CO,-Atmosphéare. Fir die
Weiterpassage der Zellen wurde zunachst der Zellrasen mit einfach konzentrierter
Phosphat-gepufferten Salzlésung (PBS) oder einer mit HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-
piperazinyl)-ethansulfonsdure) gepufferten Lésung gewaschen. Zur Ablésung von der
Zellkulturplatte wurden die Zellen anschlieBend mit der Peptidase Trypsin unter Zusatz von
Ethylendiamin-tetraacetat (EDTA) inkubiert. Trypsin ist ein Verdauungsenzym des
Dinndarms und spaltet Peptidbindungen. EDTA ist ein Chelator und geht Komplexe mit
Kationen (beispielsweise Ca™) ein. Da Ca** die Zellen in der Kultur stabilisiert, wird durch
Zugabe von EDTA zu der Trypsinlésung das Ablésen der Zellen beschleunigt. Der Ablés-
Vorgang erfolgte stets im Brutschrank bei 37 °C sowie 5% CO, und wurde nach 3 -6
Minuten durch Zugabe des Zellkulturmediums (inklusive fetalem Kélberserum) oder einer
speziellen kommerziell erhaltlichen Lésung beendet. Verbleibende Reste des
Trypsin / EDTA Gemischs in der Zellsuspension wurden nach Zentrifugation (5 min; 300 g)
durch Verwerfen des Uberstandes und anschlieBender Zugabe von frischem
Zellkulturmedium entfernt. Zellzahlen wurden mit dem CASY 1 Cell Counter (Innovatis,
Reutlingen) bestimmt. Hierfir wurden die Zellen, je nach geschatzter Zellzahl, in einem
Verhéltnis 1:100 oder 1:1.000 in Casyton (Innovatis, Reutlingen) verdiinnt. Da der CASY 1
Cell Counter eine GroBenverteilung der gemessenen Zellen anzeigt, kann so zusatzlich die
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Qualitét der Zellen sowie das Vorhandensein einer eventuellen bakteriellen Verunreinigung

Uberprtft werden.

Im Folgenden wird die Kultur der verschiedenen, in dieser Arbeit verwendeten, Zellen

beschrieben.

3.1.1 A549

Material

A549

RPMI1640

Fetales Kéalberserum
Penicillin / Streptomycin
50 ml-Réhrchen

25 ml / 10 ml-Einwegpipetten
T75-Zellkulturflaschen
Sterilbank

Zentrifuge

Brutschrank
Wasserbad

Pipetten
Pipettenspitzen

ATCC, Rockville, MD, U.S.A.

Gibco, Karlsruhe, Deutschland

Gibco, Karlsruhe, Deutschland

Gibco, Karlsruhe, Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg Deutschland
Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland
Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland
Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland
Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland
Labsystem, Vantaa, Finnland

Biozym, Hess. Oldendorf, Germany

Die Zelllinie A549 wurde im Jahr 1972 aus dem Lungenkarzinom eines 58-jahrigen
mannlichen Patienten isoliert (707). Die Zellen weisen viele Merkmale von Typ II-
Pneumozyten auf, wachsen adhérent und bilden ein Monolayer mit einer Verdopplungszeit
von etwa 30 Stunden. Die konfluenten Zellen wurden zweimal pro Woche passagiert. Hierbei
wurden 10 % der konfluenten Zellen in eine neue T75-Zellkulturflasche (Wachstumsflache
75 cm?) zuzliglich 20 ml Kulturmedium berfithrt. Fiir die Kultur dieser Zellen wurde das
Medium RPMI1640 (urspringlich hergestellt am Roswell Park Memorial Institute) verwendet.
Das Medium wurde mit der essentiellen Aminosdure L-Glutamin angereichert. Weiterhin
wurden 1%  Antibiotika (Penicillin / Streptomycin)  zur  Vermeidung bakterieller
Kontaminationen sowie 5 % fetales Kalberserum (Fetal Calf Serum, FCS) (Tabelle 1)
zugesetzt. FCS wird nach der Schlachtung keimarm aus dem Blut von Rinderféten
gewonnen. Flr Experimente, die in dieser Arbeit beschrieben sind, wurden A549-Zellen der
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Passagen 5-80 genutzt. 1 Million Zellen wurden in wells einer 24-well-Platte in 1 ml Medium
Uberfihrt. Nach 24-stindiger Inkubation wurden die Experimente durchgefihrt.

Tabelle 1: Zusammensetzung des Kulturmediums zur Kultivierung der Zelllinie A549

Kulturmedium fiir A549-Zellen
RPMI1640
5% FCS

1 % Penicilin / Streptomycin

3.1.2 Normale Humane Bronchiale Epithelzellen (NHBE)

Material
Normale Humane Bronchiale Epithelzellen Lonza, Basel, Schweiz

Bronchial Epithelial Basal Medium Lonza, Basel, Schweiz

Supplementary Single Quots Lonza, Basel, Schweiz

Trypsin/ EDTA Lonza, Basel, Schweiz

HEPES Waschlésung Lonza, Basel, Schweiz

Trypsin Neutralizing Solution Lonza, Basel, Schweiz

50 ml Réhrchen BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
T25-Zellkulturflaschen BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
25 ml/ 10 ml-Einwegpipetten Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland
Wasserbad Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland
Zentrifuge Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland
Brutschrank Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland
Sterilbank Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland
Pipetten Labsystem, Vantaa, Finnland
Pipettenspitzen Biozym, Hess. Oldendorf, Deutschland

Normale Humane Bronchiale Epithelzellen (NHBE) wurden direkt aus humanen
nichtrauchenden Spendern gewonnen. Dies ist wichtig, da regelmaBiges Rauchen zu einer
krankhaften Veranderung des Lungenepithels fuhrt. Die exakte Vorgehensweise bei der
Gewinnung der Zellen fallt unter das Firmengeheimnis von Lonza und ist deshalb nicht
bekannt. Die Zellen wurden in einer Kryoampulle auf Trockeneis geliefert (500.000 Zellen
befanden sich in 1 ml Einfriermedium). Sie wurden entweder unmittelbar nach Erhalt
aufgetaut und kultiviert oder fir wenige Wochen in der Gasphase, welche sich Uber
flissigem Stickstoff befindet, gelagert. Nach dem Auftauen wurden die Zellen in T25-
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Zellkulturflaschen (Wachstumsflache 25 cm?) tberfiihrt (3.500 Zellen/cm?). Nach Erreichen
von 80 % Konfluenz wurden die Zellen abgeldst und in 24-well-Platten Uberfihrt (3.500
Zellen/cm®). Sobald eine vollstdndige Konfluenz erreicht war, wurden die Experimente
durchgefihrt.

Als Kulturmedium wurde ein von Lonza geliefertes Basalmedium inklusive verschiedener
Zusétze (Single Quots) genutzt (Tabelle 2).

Tabelle 2: Zusammensetzung des Kulturmediums der NHBE

Kulturmedium fiir Normale Humane Bronchiale Epithelzellen (NHBE)
Bronchial Epithelial Basal Medium (BEBM)
0,4 % Rinder-Hypophysenextrakt

0,1 % Rekombinantes Humanes Insulin

0,1 % Rekombinanter Humaner Epidermaler Wachstumsfaktor

0,1 % Gentamicinsulfat / Amphotericin B

0,1 % Transferrin

0,1 % Epinephrin
0,1 % Hydrokortison

0,1 % Retinolsaure
0,1 % Trijodthyronin

3.1.3 Humane Priméare Bronchiale Epithelzellen (HPBEC)

Material

Airway Epithelial Cell Growth Medium PromoCell, Heidelberg, Deutschland
Supplement Mix PromoCell, Heidelberg, Deutschland
Penicilin / Streptomycin / Amphotericin B PromoCell, Heidelberg, Deutschland
NaCl-Lésung B. Braun, Melsungen, Deutschland
Dispase Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland
Schiittler Edmund Bahler, Hechingen, Deutschland
Zentrifuge Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland
Sterilbank Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland
25 ml/ 10 ml-Einwegpipetten Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland

50 ml-Réhrchen BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
6-well-Platte BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Bronchoskop BF-P160 Olympus Optical, Hamburg, Deutschland
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5 mm Olympus Cytology Brush Olympus Optical, Hamburg, Deutschland
Pipetten Labsystem, Vantaa, Finnland
Pipettenspitzen Biozym, Hess. Oldendorf, Germany

HPBEC sind theoretisch mit den kommerziell erworbenen NHBE identisch. Da jedoch die
genaue Gewinnungs-Prozedur sowie die Auswirkungen des Einfrierens der NHBE nicht
bekannt sind, wurden bronchiale Epithelzellen von gesunden menschlichen Spendern
(Humane Primére Bronchiale Epithelzellen; HPBEC) in der Abteilung fir Klinische
Atemwegsforschung des Fraunhofer ITEM gewonnen. AnschlieBend wurden ausgewahlte,
Experimente, welche schon mit NHBE durchgeflhrt wurden, zusatzlich mit HPBEC
durchgefiihrt. Somit konnten zwei Fragen beantwortet werden:

1) Kénnen Humane Priméare Bronchiale Epithelellen, welche von von gesunden Spendern

mittels Bronchialblrste gewonnen werden, kultiviert werden?

2) Koénnen die experimentellen Ergebnisse, welche mit den NHBE gewonnen wurden, mit
den HPBEC validiert werden?

HPBEC wurden von gesunden und nichtrauchenden Spendern gewonnen. Hierbei wurde ein
fiberoptisches Bronchoskop verwendet, durch welches sterile 5 mm-Nylon-Birsten in die
Atemwege geschoben wurden. AnschlieBend wurde die Mukosa der Bronchien der 4. und 5.
Generation mehrmals geburstet. Die Zellen, welche auf der Birste hingen, wurden
anschlieBend mit 30 ml steriler 0,9 Natriumchlorid (NaCl)-Lésung in ein 50 ml-Réhrchen
gespult und anschlieBend gevortext. Nun wurden die Zellen fiir eine Stunde mit 4,8 U/ml
Dispase Il auf einem Schittler bei 4 °C inkubiert. Nach Pelletierung (250 g, 10 min, 4 °C)
wurden die Zellen in 2 ml Kulturmedium (Tabelle 3) aufgenommen. Die Zellen wurden nun in
6-well-Platten (3 ml Medium pro well) Gberfihrt. Nach Erreichen von 80 % Konfluenz wurden
die Zellen in 24-well Platten Gberfihrt. In konfluentem Zustand wurden die Experimente
durchgefahrt.

Die HPBEC wurden in einem speziellen Grundmedium zuzlglich verschiedener Zuséatze
(Supplement Mix) kultiviert (Tabelle 3).

Alle Probanden wurden ausfuhrlich Uber die Vorgehensweise aufgeklart und gaben ihr
schriftliches Einverstédndnis. Die Studie wurde von der Ethikkommission der Medizinischen
Hochschule Hannover freigegeben.
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Tabelle 3: Zusammensetzung des Kulturmediums von HPBEC

Kulturmedium fiir Humane Primére Bronchiale Epithelzellen (HPBEC)

Airway Epithelial Cell Growth Medium (AECG)

0,4 % Rinder-Hypophysenextrakt

0,1 % Rekombinantes Humanes Insulin

0,1 % Rekombinanter Humaner Epidermaler Wachstumsfaktor

0,1 % Gentamicinsulfat / Amphotericin B

0,1 % Transferrin

0,1 % Epinephrin

0,1 % Hydrokortison

0,1 % Retinolsaure

0,1 % Trijodthyronin

3.1.4 Isolation von Monozyten aus humanem Blut

Material

Buffy Coat Blutspendedienst Bern, Schweiz
Humanes Blut Fraunhofer ITEM, Hannover, Deutschland
Ficoll Paque GE Healthcare, Miinchen, Deutschland

Phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS) Lonza, Basel, Schweiz

50 ml-Réhrchen BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Zentrifuge Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland
Sterilbank Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland
25 ml/ 10 ml-Einwegpipetten Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland

Teile dieser Experimente wurden wahrend eines Forschungsaufenthaltes am Institut for

Anatom

ie der Universitat Bern, Schweiz durchgefihrt.

Monozyten sind im Blut zirkulierende Vorlauferzellen von Makrophagen und Dendritischen

Zellen. Um in vitro aus Monozyten Makrophagen und Dendritische Zellen zu generieren,

wurden

Monozyten aus humanen Buffy Coats und aus humanem Blut

mittels

Dichtegradientenzentrifugation isoliert. Buffy Coat ist eine aus dem Blut gewonnene

Fraktion, welche mit Leukozyten und Thrombozyten angereichert ist. Monozyten machen

etwa 3-8 Prozent der Leukozyten-Population aus. Bei Probanden der Blut-Spende wurde

darauf geachtet, dass eine Allergie gegen Graser vorherrschte.
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25 ml Blut oder Buffy Coat wurden in ein 50 ml-Réhrchen gegeben und im Verhaltnis 1:1 mit
PBS verdiunnt. Fir eine optimale Durchmischung wurde das Rd&hrchen vorsichtig
geschwenkt. 20 ml-Portionen dieses Gemischs wurden in unbenutzte 50 ml-Réhrchen
gegeben. Nun wurden 12 ml eiskaltes Ficoll Paque unter das Blut gefillt. Hierbei musste
sehr vorsichtig vorgegangen werden, um Verwirbelungen im Blut zu unterbinden. Das Ficoll
Paque durfte sich nicht mit dem Blut vermischen. Es folgte eine 20-minltige Zentrifugation
Minuten (520 g, 4 °C) bei geringster Beschleunigung und Bremskraft. Durch die niedrige
Viskositat, die entsprechende Dichte und die osmotischen Eigenschaften des Ficoll Paques
fuhrte diese Zentrifugation zur differenzierten Migration der verschiedenen im Blut oder Buffy
Coat enthaltenen Zellen und somit zur Ausbildung von verschiedenen Schichten mit
verschiedenen Zelltypen. Mononukleare Zellen, zu welchen Monozyten gehéren, haben eine
geringere Dichte als Ficoll Paque und bilden daher eine Interphase direkt auf dem Ficoll
Paque, wahrend die Erythrozyten und Granulozyten aufgrund ihrer héheren Dichte absinken
(Abbildung 5).

——— Plasma

Mononukleare
Zellen

—— Ficoll Paque

Erythrozyten &
Granulozyten

Abbildung 5: Zellseparation von mononukledren Zellen aus Blut oder Buffy Coat nach
Dichtegradientenzentrifugation.

Nach dem Abnehmen und Verwerfen des Plasmas wurden die mononuklearen Zellen
vollstdndig abgesaugt und in unbenutzte 50 ml Réhrchen Gberflhrt. Sie wurden
anschlieBend fir die Generierung von Makrophagen und Dendritischen Zellen oder zur
Isolation von CD4-positiven T-Zellen, einer Subpopulation von T-Helferzellen, benutzt.

Alle Probanden der Blutspende im Fraunhofer ITEM wurden ausfuhrlich Gber die
Vorgehensweise aufgeklart und gaben ihr schriftliches Einverstandnis. Die Studie wurde von
der Ethikkommission der Medizinischen Hochschule Hannover freigegeben.
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3.1.41 Generierung von Makrophagen und Dendritischen Zellen
Material
PBS Lonza, Basel, Schweiz

RPMI1640

Humanes Serum
Penicillin / Streptomycin
Interleukin (IL)-4

Granulocyte macrophage -
colony stimulating factor (GM-CSF)

50 ml Réhrchen
25 ml/ 15 ml-Einwegpipetten

Gibco, Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Gibco, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland
R&D Systems, Oxon, GroBbritannien

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland

Zentrifuge Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland
6-well Platte BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Brutschrank Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland
Sterilbank Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland
Zellschaber Neo Lab, Heidelberg, Deutschland
Pipetten Labsystem, Vantaa, Finnland

Pipettenspitzen Biozym, Hess. Oldendorf, Deutschland

Die mittels Ficoll Paque gewonnenen mononuklearen Zellen wurden im Verhaltnis 1:3 mit
PBS verdinnt und anschlieBend fir 10 Minuten (270 g, 4 °C, mittlere Beschleunigung,
mittlere Bremskraft) zentrifugiert. Das Pellet wurde nun in 24 ml Kulturmedium (Tabelle 4;
Plastikadharenz Monozyten) aufgenommen. AnschlieBend wurden jeweils 4 ml dieser
Zellsuspension in eine Vertiefung einer 6-well-Platte gegeben. Diese Platte wurde fir 2 h im
Brutschrank (37 °C, 5 % CO.,) inkubiert. Nach dieser Zeit wurde das Medium gewechselt.
Hierdurch wurden die nicht adh&renten Zellen verworfen und die Monozyten durch
Plastikadharenz angereichert. Das nun zugesetzte Medium wurde je nach zu generierendem
Zelltyp variiert (Tabelle 4; Makrophagen oder Dendritische Zellen). Die 6-well-Platte wurde
anschlieBend fir 1 Woche im Brutschrank platziert. Darauf folgend wurden die Zellen
abgeschabt und in ein gemeinsames (sortiert nach Zelltyp) 50 ml R6hrchen gegeben und fir
das Ansetzen des Triple-Zellkultur-Modells verwendet.
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Tabelle 4: Kulturmedien fir Monozyten, Makrophagen und Dendritische Zellen

Plastikadharenz Monozyten | Makrophagen Dendritische Zellen

RPMI1640 RPMI1640 RPMI1640

10 % humanes Serum 5 % humanes Serum 5 % humanes Serum

1 % Penicilin / Streptomycin 1 % Penicilin / Streptomycin | 1 % Penicilin / Streptomycin
50 ng/ml GM-CSF
1000 1U/ml IL4

3.1.4.2 Isolation von CD4-positiven T-Zellen

Material

CD4+ T Cell Isolation Kit [l human Miltenyi, Bergisch Gladbach, Deutschland

PBS Lonza, Basel, Schweiz

EDTA Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland

Humanes-Serum-Albumin Octapharma, Langenfeld, Deutschland

50 ml-Réhrchen BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

25 ml/ 15 ml-Einwegpipetten Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland

Pipetten Labsystem, Vantaa, Finnland

Pipettenspitzen Biozym, Hess. Oldendorf, Germany

Der cluster of differentiation (CD) 4 ist ein Glykoprotein, welches an der Oberflache
bestimmter Immunzellen vorkommt. CD4-positive T-Zellen (Helferzellen) spielen eine
wichtige Rolle in der Immunabwehr. Sie erkennen Antigene, welche an den Major
Histocompatibility Compex (MHC) Il antigenprésentierender Zellen gebunden sind.

Fur die Versuche in dieser Arbeit wurden CD4-positive T-Zellen mit einem kommerziell
erhéaltlichen Kit isoliert. Die Isolierung basierte auf dem Prinzip einer "Negativ-Isolierung".
Dies bedeutet, dass alle Zellen, welche nicht CD4-positive T-Zellen waren, mit magnetischen
Kugeln markiert und mittels eines Magneten entfernt wurden (Abbildung 6). So wurden
beispielsweise Zellen durch eine Bindung an CD8 oder CD14 entfernt. CD8 und CD14 sind
nicht auf CD4-positiven T-Zellen vorhanden. CD4-positive Zellen blieben weitestgehend

unangetastet und unmarkiert, was fur eine weitere experimentelle Verarbeitung optimal ist.

Die Isolierung fand detailiert nach der mitgelieferten Anleitung des ,CD4+ T Cell Isolation Kit
[l human® statt. Nach erfolgter Isolierung wurden die CD4-positiven T-Zellen fir eine Woche
bei -80 °C gelagert.
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A)

Magnetische Zellsuspension

Biotin [~ Anti

Biotin

CD4-negative Zelle

B)

CD4-
negative
T-Zellen

Unmarkierte

CD4-positive T-Zellen

Abbildung 6: Schema des Prinzips der negativen Isolierung von CD4-positiven T-Zellen.
A) Kopplung einer magnetischen Kugel an CD4-negative Zellen. B) CD-4 negative Zellen bleiben an einem
Magneten héangen. Nur unmarkierte CD-4 positive T-Zellen kénnen die Magneten passieren und werden

gesammelt.

3.1.5  Generierung eines Triple-Zellkultur-Modells

Material

RPMI1640

Humanes Serum
Penicillin / Streptomycin
Zellschaber

Petrischale

25 ml/ 15 ml-Einwegpipetten
Pasteurpipetten
Zentrifuge

6-well-Platte
Transwell-Insert

Zellschaber

Gibco, Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Gibco, Karlsruhe, Deutschland

Neo Lab, Heidelberg, Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland
BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Neo Lab, Heidelberg, Deutschland
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Brutschrank Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland
Sterilbank Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland
Pipetten Labsystem, Vantaa, Finnland
Pipettenspitzen Biozym, Hess. Oldendorf, Deutschland

Das Triple-Zellkultur-Modell, welches erstmals 2005 beschreiben wurde (708), bietet eine
optimale Mdéglichkeit in vitro die Aufnahme von Partikeln zu untersuchen. Im Gegensatz zu
Monokulturen eines bestimmten Zelltyps spielen in diesem Modell auch die fir die in vivo-
Situation wichtigen Zell-Zell-Interaktionen eine Rolle. Das hier angewandte Triple-Zellkultur-
Modell besteht aus Epithelzellen (Zellinie A549), Makrophagen und Dendritischen Zellen
(beide generiert aus humanen primaren Blut-Monozyten).

A549-Zellen (1 x 106) wurden auf eine Membran eines Transwell-Inserts (Wachstumsflache
4,2 cm2; 3 um Porengr6Be, PET Membran) ausgesat. Das Transwell-Insert befand sich in
einer 6-well-Platte. In die obere Kammer wurden 2 ml Kulturmedium und in die untere
Kammer 3 ml Kulturmedium (Tabelle 1) gegeben. Die Zellen wurden anschlieBend eine
Woche im Brutschrank (37 °C; 5 % CO2) kultiviert. Darauf folgend wurden Makrophagen
und Dendritische Zellen auf bzw. unter die Membran gegeben (Abbildung 7). Hierbei wurde
zuerst das Transwell-Insert aus der 6-well-Platte herausgenommen. Die Rickseite der
Membran wurde mittels eines Zellschabers von Epithelzellen, welche durch die Membran
hindurch gewachsen waren, befreit. Nun wurde die Rickseite der Membran mit reinem
RPMI1640-Medium gewaschen. Das Transwell-Insert wurde gedreht und mit der Rlckseite
nach oben in eine Petrischale gestellt. Die Dendritischen Zellen wurden nun in 300 pl
Medium (Tabelle 4; Makrophagen) auf die Rickseite der Membran gegeben (Abbildung 7).
Es bildete sich ein kleiner Medium-Hugel auf der Membran. Die Petrischale wurde nun
geschlossen und in den Brutschrank (37 °C; 5% CO2) gestellt. Hier musste auBerst
vorsichtig und erschitterungsfrei gearbeitet werden. Erschitterungen der Petrischale
wirden das Medium an der Seite des Transwell-Inserts hinablaufen lassen. Ein hoher
Verlust von darin enthaltenen DC ware die Folge. Zusétzlich kdénnte die Membran
austrocknen was zum Absterben der A549-Zellen fUhren wirde. Nach 1,5-stlindiger
Inkubation wurde das Medium abgesaugt und die Membran einmal mit reinem RPMI1640-
Medium gewaschen. AnschlieBend wurde das Transwell-Insert in eine unbenutzte 6-well-
Platte platziert. In der unteren Kammer befanden sich 3 ml Medium. In der oberen Kammer
befand sich 1 ml Medium (Tabelle 4; Makrophagen) zuzlglich Makrophagen. Diese 6-well-
Platte wurde nun fir 2 Stunden in den Brutschrank gestellt. AnschlieBend wurde das
Medium verworfen und frisches Medium zugegeben (3 ml unten, 2 ml oben). Die Platte

Seite 31



3 Material und Methoden

wurde Uber Nacht zurlick in den Brutschrank gestellt und am darauf folgenden Morgen fur
die Versuche eingesetzt.

Anmerkungen zur Zellzahl: Fir die Versuche zur Quantifizierung der Partikel-Aufnahme
wurden die Triple-Zellkultur-Modelle mit insgesamt 300 pl Medium (Dendritische Zellen) und
1 ml Medium (Makrophagen) angesetzt (aus dem gesamten Pool der generierten Zellen).
Eine genaue Quantifizierung der aufgetragenen Zellzahl wurde nicht durchgefiihrt. Die
Zellzahl war im Mittelwert: 411,4 + 77,4 Dendritische Zellen pro mm? und 230,6 + 45,4
Makrophagen pro mm? der Membran (47). Um die Schwankungen in der Anzahl der Zellen
zu minimieren wurde fir die folgenden Experimente (Messung von Zytokinen und
Chemokinen) das Triple-Zellkultur-Modell optimiert und standardisiert. In den 300 pl Medium,
die auf der Unterseite der Membran aufgetragen wurden, befanden sich nun 175.000 DC.
100.000 MO befanden sich in 1 ml Medium, welches auf die Oberseite der Membran
aufgetragen wurde. Diese entsprechen den Zellzahl-Mittelwerten, welche wahrend des
ersten Teils der Experimente (Quantifizierung der SPP-Aufnahme) auf das Triple-Zellkultur-
Modell aufgetragen wurden.

Dendritische Zellen
Epithelzellen \ ‘ Makrophagen

\ \ o\

.

— - J___'::‘____L -

Abbildung 7: Ansetzen des Triple-Zellkultur-Modells.

Nach dem Kultuvieren der Epithelzellen (linkes Bild), wurde die Membran gedreht und die Dendritischen Zellen
wurden auf der Unterseite der Membran kultiviert (mittleres Bild). Die Makrophagen wurden anschlieBend auf
den Epithzelzellen kultiviert (rechtes Bild).
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3.1.6 Langzeitkonservierung von Zellen

Material

Jeweiliges Zellkulturmedium siehe Kapitel zu jeweiligem Zelltyp
Dimethylsulfoxid (DMSOQO) Gibco, Karlsruhe, Deutschland
Einfrierbox Stratagene, La Jolla, USA

Kryoampullen Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sterilbank Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland
Pipetten Labsystem, Vantaa, Finnland
Pipettenspitzen Biozym, Hess. Oldendorf, Deutschland

Das Einfrieren von Zellen ermdglicht es, Zellen junger Passagen an spateren Zeitpunkten
zur Verfligung zu haben. Dies ist wichtig, da Zellen in hohen Passagen ihre Eigenschaften
verandern kdénnen. Zudem verhindert das Einfrieren einen Verlust einer ganzen Zelllinie,
beispielsweise auf Grund von Kontaminationen. Da beim Einfrieren von Zellen Eiskristalle
entstehen kénnen, was zu einer Schadigung der Zelle fihrt, wurde dem Einfriermedium
10 % Dimethylsulfoxid (DMSQO) zugesetzt. Dies verhinderte die Eiskristall-Bildung. Des
Weiteren wurde die Einfrier-Temperatur langsam reduziert. Zur Optimierung des
Einfrierprozesses wurde eine spezielle Einfrierbox eingesetzt. Es wurde eine Zellzahl von 1
Million Zellen pro 1 ml Einfriermedium eingestellt. Als Einfriermedium wurde das jeweilige
Kulturmedium unter Zugabe von 10 % DMSO verwendet. Eine Ausnahme waren die CD4-
positiven T-Zellen, welche in FCS und zugegebenen 10 % DMSO eingefroren wurden. Das
Einfriermedium wurde auf 4 °C vorgekuhlt. Die Zellen wurden in Einfriermedium suspendiert
und in Kryoampullen gegeben. Diese Kryoampullen wurden in die auf 4 °C vorgekihlte
Einfrierbox gegeben. Die Einfrierbox wurde im Anschluss bei -80 °C fir 24 Stunden gelagert.
Daraufhin wurden die Kryoampullen entnommen und direkt in der Gasphase flissigen
Stickstoffs gelagert. Mithilfe dieser Kryokonservierung in der Gasphase flissigen Stickstoffs
kommen Stoffwechsel-Aktivitaten vollstandig zum Erliegen. Auch genetische Veranderungen
innerhalb der Zellen werden so verhindert. Dieser Vorgang der Kryokonservierung ist
reversibel, so dass durch das Auftauen jederzeit wieder Zellen junger Passagen zur
Verfligung stehen.

Zellen, die nur fir eine Woche gelagert wurden, verblieben bei -80 °C und wurden nicht in
die Gasphase flussigen Stockstoffs umgelagert.
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3.1.7 Das Auftauen langzeitkonservierter Zellen

Material

Jeweiliges Zellkulturmedium siehe Kapitel zu jeweiligem Zelltyp

50 ml-Réhrchen BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
25 ml / 15 ml-Einwegpipetten Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Zentrifuge Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland
Brutschrank Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland
Sterilbank Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland
Wasserbad Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland
Pipetten Labsystem, Vantaa, Finnland
Pipettenspitzen Biozym, Hess. Oldendorf, Deutschland

Langzeitkonservierte Zellen befinden sich in der Gasphase flissigen Stickstoffs. Im
Gegensatz zum Einfrieren sollte das Auftauen von Zellen sehr schnell erfolgen. Das
benétigte Kulturmedium muss bereits auf 37 °C vorgewarmt sein und wurde kurz vor dem
Auftauen der Zellen in einem GefaB bereitgestellt. Die Kryoampulle wurde nun umgehend
nach der Entnahme aus der Gasphase des flissigen Stickstoffs in ein 37 °C warmes
Wasserbad Uberfuhrt. Der Transport vom flissigen Stickstoff bis zum Wasserbad sollte auf
Eis erfolgen. Umgehend nach Verschwinden des letzten Eiskristalls werden die Zellen in das
bereits vorgelegte Kulturmedium Uberfihrt. Um das zellschadigende DMSO aus der Kultur
zu waschen, wurden die Zellen pelletiert (5 min; 300 g). AnschlieBend wurde der Uberstand
verworfen, das Pellet in frischem Zellkulturmedium aufgenommen und in eine
Zellkulturflasche Gberfuhrt. Die Zellen wurden bei 37 °C und einer 5 % CO,-Atmosphéare
kultiviert. Da die Zellen beim Prozess des Auftauens erheblichem Stress ausgesetzt sind,
wurden sie frihestens nach 14 Tagen Kultur far Experimente verwendet. Eine Ausnahme
waren die CD4-positiven T-Zellen, welche noch am gleichen Tag fir die Experimente

eingesetzt wurden.

3.2 Verwendete Partikel sowie Surfactant Proteine

Fur die Experimente, welche in dieser Arbeit beschrieben sind, wurden Subpollen-Partikel
(SPP) von Phleum pratense sowie kommerziell erworbene industriell synthetisierte Partikel

verwendet.
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3.2.1 Isolation der Subpollen-Partikel (SPP)

Material

Pollen von Phleum pratense Allergon, Angelholm, Schweden
Natriumhydrogencarbonat (NaHCos3) Molecular Probes, Eugene, USA

PBS Lonza, Basel, Schweiz

50 ml-Réhrchen BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
25 ml / 10 ml-Einwegpipetten Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Zentrifuge Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland
Sterilbank Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland
Vortexer Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland
5 um-Filter VWR International, Hannover, Deutschland
Pipetten Labsystem, Vantaa, Finnland
Pipettenspitzen Biozym, Hess. Oldendorf, Deutschland

Subpollen-Partikel wurden aus Graserpollen des Wiesenlieschgrases (Phleum pratense)
mittels osmotischem Schock isoliert. Etwa 300 mg Pollen wurden hierfir in ein 50 ml-Gefai
gegeben, welches mit 40 ml deionisiertem und autoklaviertem Wasser aufgefillt wurde.
AnschlieBend wurde das GefaB kraftig geschittelt und fir 3 Minuten gevortext. Das
Gemisch wurde zentrifugiert (4 min, 50 g, ohne Bremskraft) und die SPP, welche sich im
Uberstand befanden, wurden mittels einer Filtration (PorengréBe 5 um) von (ibrigen ganzen
Pollen sowie Pollenfragmenten getrennt. AnschlieBend wurden die SPP pelletiert (10 min,
2.500 g, ohne Bremskraft). Um eine hohe Reinheit an SPP zu erhalten, wurden die SPP in
20 ml deionisiertem und autoklaviertem Wasser aufgenommen und nochmals filtriert
(PorengréBe 5 um). Nach einer erneuten Zentrifugation (10 min, 2.500 g, ohne Bremskraft)
wurden die SPP entweder in Natriumhydrogencarbonat (fir eine anschlieBende Farbung)
oder in PBS (fur den direkten Einsatz im Experiment) aufgenommen. Die Reinheit der
Isolation sowie die genaue Anzahl der SPP wurde in einer Neubauer-Zahlkammer ermittelt.
Die Partikel wurden bei 4 °C gelagert und innerhalb von 2 Wochen fir die Experimente

verwendet.
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3.2.2 Fluoreszenzmarkierung der Subpollen-Partikel

Material

SPP Phleum pratense
ALEXA488
Natriumhydrogencarbonat
PBS

50 ml Réhrchen

25 ml/ 15 ml-Einwegpipetten
Zentrifuge

Sterilbank

Rotator

Pipetten

Pipettenspitzen

siehe Kapitel 3.2.1

Molecular Probes, Eugene, OR, USA
Molecular Probes, Eugene, OR, USA
Lonza, Basel, Schweiz

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland
Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland
Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland
Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland
Labsystem, Vantaa, Finnland

Biozym, Hess. Oldendorf, Deutschland

Direkt nach der Isolation der SPP wurden die Partikel mit dem Fluoreszenzfarbstoff
ALEXA488 markiert. Hierfir wurde ein Farbstoff genutzt, welcher an Proteine bindet. Da
SPP verschiedene Proteine im gesamten partikularen Trager enthalten, wurde das SPP
durchgehend fluoreszent. Fur die Markierung mit dem Fluoreszenzfarbstoff wurde eine
Partikelzahl zwischen 1 x 10° - 4 x 10° SPP in 1 ml NaHCOj; (0,1 M) eingesetzt. Der Magnet,
welcher sich in dem Farbstoff-Réhrchen befand, wurde entfernt und die SPP in das
Rdhrchen hinein gegeben. AnschlieBend wurde das Roéhrchen lichtundurchlassig verpackt
und bei 0,43 Hz flir eine Stunde mittels eines Rotators gedreht. Nach dieser Stunde wurden
die Partikel in 12 ml PBS aufgenommen, pelletiert (12 min, 2500 g; ohne Bremskraft) und in
1 ml PBS resuspendiert. Unter Fluoreszenzlicht wurde die Farbung kontrolliert sowie die
SPP in einer Neubauer-Zéhlkammer gezahlt. Die SPP wurden nun in ein Eppendorf-Gefal
gegeben und im Dunkeln bei 4 °C gelagert. Innerhalb von zwei Wochen wurden sie flr die
Experimente genutzt.
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3.2.3 Industriell synthetisierte Partikel

Material

TiOo-Nanopartikel Alfa Aesar, Karlsruhe, Deutschland
TiO,-Mikropartikel Alfal Aesar, Karlsruhe, Deutschland
Polystyren-Nanopartikel Micromod, Rostock, Deutschland
Polystyren-Mikropartikel Micromod, Rostock, Deutschland
Quarz-Mikropartikel Quarzwerke, Frechen, Deutschland

TiO,-Partikel in 2 verschiedenen GrdBen wurden als Pulver gekauft. Polystyren-Partikel in 2
verschiedenen GréBen wurden als Suspension in destilliertem Wasser gekauft. Sikron SF
800 Quarz-Staub wurde als Pulver gekauft. Die Partikel wurden in deionisiertem und
autoklaviertem Wasser in Konzentrationen von 10 mg/ml, 25 mg/ml oder 50 mg/ml bei 4°C
im Dunkeln aufbewahrt. Vor jedem Gebrauch wurden die Partikel mit Ultraschall behandelt,
was zu einer Aufbrechung der Partikelaggregate fuhrte. Die Partikeldurchmesser sind den
Angaben der Hersteller entnommen (Tabelle 5), wurden jedoch mittels
Transmissionselektronenmikroskopie Uberprift. In  Einzelféllen wurden die von den
Herstellern angegebenen Durchmesser der Partikel Uber- bzw. unterschritten. Der
Uberwiegende GroBteil der Partikel lag jedoch im angegebenen GréBenbereich. Die
Oberflachen der TiO,-Partikel und der Quarz-Partikel wurden vom Hersteller mit der BET-
Methode (entwickelt von Stephen Brunnauer, Paul Hugh Emmett und Edward Teller)
ermittelt. Die Oberflachen der polystyrenen Partikel wurden anhand der Oberflachen der

einzelnen Partikel, welche eine exakte Kugelform aufweisen, berechnet.

Tabelle 5: Charakteristika der verwendeten industriell synthetisierten Partikel

PartikelgroBe [nm] Oberflache [m°/g] | Kristallstruktur
TiO-NP 5 210 Anatas
TiO,-MP 900-1600 (d50%:1220) 4,2 Rutil
Polystyren-MP 50 114 | e
Polystyren-NP 1000 57 | e
Quarz-MP 100-16000 (d50%: 2000) | 6 Alpha-Quarz
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3.24 Surfactant Proteine

Ein rekombinantes Fragment des humanen SP-D (rfhSP-D) wurde uns freundlicherweise
von Altana Pharma (Konstanz, Deutschland) Uberlassen. Es besteht aus der trimeren Hals-
Region sowie der Kohlenhydrat-Erkennungs-Doméane.

Rekombinantes Ratten Surfactant Protein D (SP-D) wurde in CHO-Zellen wie von Dong et
al. beschrieben hergestellt (109).

3.3 Messung der Partikelaufnahme mittels
Durchflusszytometrie

Material

SPP Phleum pratense
RPMI1640

PBS

Trypsin / EDTA
Paraformaldehyd (4 %)
Penicilin / Streptomycin
TO-PRO-3 lodid

50 ml-Réhrchen

25 ml/ 15 ml-Einwegpipetten
Zentrifuge

Sterilbank
Polypropylen-Réhrchen
Polystyren-Partikel (1 um)
Brutschrank
Duchflusszytometer
Pipetten

Pipettenspitzen

siehe Kapitel 3.2.1 und 3.2.2

Gibco, Karlsruhe, Deutschland

Lonza, Basel, Schweiz

Gibco, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland
Gibco, Karlsruhe, Deutschland

Molecular Probes, Eugene, USA

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland
Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland
Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland
Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Molecular Probes, Eugene, USA

Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland
Beckmann Coulter, Krefeld, Deutschland
Labsystem, Vantaa, Finnland

Biozym, Hess. Oldendorf, Deutschland

Das Prinzip der Durchflusszytometrie beruht auf der Emission von optischen Signalen,
welche von einer Zelle ausgehen, sobald sie Laserstrahl passiert. Hierfir werden einzelne
Zellen der jeweiligen Probe durch eine Kapillare angesaugt. Wurde die Zelle zuvor mittels

eines Fluoreszenzfarbstoffs markiert, so kann diese Fluoreszenz nun gemessen werden.
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Epithelzellen wurden in 24-well-Platten bis zur Konfluenz inkubiert. Am Morgen des
Versuchstages wurde 1 ml frisches Medium auf die Zellen gegeben. In dem Medium waren
SPP sowie Proteine enthalten. Als Vergleichspartikel wurden fluoreszente Polystyren-
Partikel (Durchmesser 1 um) verwendet. Die Zellen wurden fiir 8 Stunden im Brutschrank
(37 °C; 5% CO,) inkubiert. Um alle freien SPP zu verwerfen, wurden die Zellen
anschlieBend zweimal mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden nun mit Trypsin / EDTA (200
pl) Gber 3-6 Minuten im Brutschrank (37 °C, 5% CO,) abgeldst und in Polypropylen-
Réhrchen Gberflhrt. AnschlieBend wurden die Zellen pelletiert (5 min, 300 g) und im
Dunkeln mit 1 ml Paraformaldehyd (4 %) far 30 Minuten fixiert. Hierdurch wurden die
Proteine der Zellen miteinander vernetzt. Die Zellen wurden nun erneut pelletiert und in PBS
zuzlglich TO-PRO-3 lodid (1:500) aufgenommen. Dies flhrte zu einer Farbung der
Desoxyribonukleinsaure und somit des Zellkerns. Nach 30 Minuten wurden die Zellen
pelletiert (5 min, 300 g) und in 400 ul PBS aufgenommen. Diese Zellsuspension wurde
anschlieBend fir die Messung im Durchflusszytometer genutzt.

Trotz der vielen Waschschritte waren noch immer freie SPP in der Zellsuspension enthalten.
Da das Durchflusszytometer nicht ohne weiteres erkennen kann, ob eine Zelle oder ein
freies SPP(-Aggregat) im Fokus liegt, wurden die Zellen mittels des Kernfarbstoffs vorsortiert
(Abbildung 8). Durch die Fokussierung auf die TO-PRO 3-positiven Events (Abbildung 8)
konnte sichergestellt werden, dass nur Zellen und keine freien SPP untersucht wurden.
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Abbildung 8: Gating-Strategie der Auswertung der epithelialen SPP-Aufnahme und -Adhasion.

Auf der linken Seite ist das Gating auf die TO-PRO-3-(Kernfarbstoff) positiven Events zu erkennen. Auf der
rechten Seite wurden ausschlieBlich Zellen (TO-PRO-3 positiven Events) in den Fokus genommen. Hier wurden
anschlieBend die SPP-positiven Zellen quantifiziert. In der oberen Probe wurden keine SPP zugefiigt. Das
Gating-Fenster umfasst deshalb den ALEXA488-(SPP Farbstoff) positiven Bereich rechts der Zellen. In der
unteren Probe wurden SPP zugefiigt und der ALEXA488 positive Bereich der Kontrolle beibehalten.

Die Anzahl der SPP-positiven Zellen (Zellen, die fir ALEXA488 positive waren) konnte nun
abgelesen werden. Zusatzlich konnte lber die mean fluorescence intensity (MFI) der SPP-
positiven Zellen eine relative Aussage darlber getroffen werden, wie viele SPP pro Zelle

aufgenommen oder assoziiert waren.

3.4 Untersuchungen mittels konfokaler Mikroskopie

Ein Durchflusszytometer kann nicht unterscheiden, ob eine SPP-positive Zelle das
fluoreszierende Partikel aufgenommen hat oder ob das Partikel an der Zellmembran
gebunden ist. Durch das Erstellen 3-dimensionaler Bilder mittels konfokaler Mikroskopie ist

dies mdglich.
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Fir die Experimente, die in dieser Arbeit durchgefiihrt wurden, wurde ein Zeiss LSM 510
Meta mit einem inversen Zeiss Mikroskop (Axiovert 200M, Lasers: HeNe 633nm, HeNe

543nm, and Ar 488nm) verwendet.

3.4.1 Aufnahme von SPP in Epithelzell-Monokulturen

Material

Paraformaldehyd Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland
TO-PRO-3 lodid Molecular Probes, Eugene, USA
Rhodamin phalloidin Molecular Probes, Eugene, USA
8-well-chamberslides Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland
IMARIS Bitplane, Zirich, Schweiz

Brutschrank Thermo Scientifc, Dreieich, Deutschland
PBS Gibco, Karlsruhe, Deutschland
Konfokales Mikroskop Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland
Pipetten Labsystem, Vantaa, Finnland
Pipettenspitzen Biozym, Hess. Oldendorf, Deutschland

Epithelzellen wurden in 8-well-chamberslides ausgeséat und bis zum Erreichen der Konfluenz
inkubiert. AnschlieBend wurden fluoreszierende Partikel sowie SP-D in 400 ul frischem
Medium zugegeben. Die Zellen wurden fur 8 Stunden im Brutschrank (37 °C; 5 % COy)
inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen, um alle freien
Partikel zu verwerfen. Mittels 500 ul Paraformaldehyd (4 %) wurden die Zellen in den
Chamberslides Uber 30 Minuten im Dunkeln fixiert. AnschlieBend wurde der Kern mittels TO-
PRO-3 lodid (1:500) sowie das Zytoskelett durch Rhodamin phalloidin, gekoppelt mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Tetramethylrhodamin (1:100), gefarbt. Mindestens 10 dreidimensionale
Bilder wurden von jeder Probe erstellt. Ungeféhr 30 Zellen wurden pro Bild aufgenommen
und einzeln auf gebundene oder aufgenommene Partikel analysiert. Repréasentative Bilder
wurden mit der Software IMARIS visualisiert.
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3.4.2 Aufnahme von SPP in Zellen eines Triple-Zellkultur-Modells

Material

RPMI1640
8-well-chamberslides
Paraformaldehyd
TO-PRO-3 lodid
Rhodamin phalloidin
IMARIS

Brutschrank

Skalpell

PBS

Glycin

Triton-X-100

Petrischale

CD14 (Maus anti-human)
CD86 (Maus anti-human)
Cyanine 5 (Ziege anti-Maus)
Rhodamine phalloidin
Objekttrager

Mowiol

Pipetten

Pipettenspitzen
Konfokales Mikroskop
Software Diacount
Software IMARIS

Gibco, Karlsruhe, Deutschland

Thermo Scientifiic, Dreieich, Deutschland
Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland
Molecular Probes, Eugene, USA
Molecular Probes, Eugene, USA
Bitplane, Zirich, Schweiz

Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Gibco, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland
Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland
BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
VWR International AG, Luzern Schweiz
Molecular Probes, Eugene, OR, USA
Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland
VWR, Darmstadt, Deutschland
Labsystem, Vantaa, Finnland

Biozym, Hess. Oldendorf, Deutschland
Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland
Semasopht, Lausanne, Schweiz
Bitplane, Zirich, Schweiz

Am Tag des Experiments wurde frisches Medium in den oberen Teil (1 ml) sowie den
unteren Teil (3 ml) des Transwell-Inserts gegeben. Im Medium der oberen Kammer waren
fluoreszierende SPP sowie SP-D vorhanden. Die Zellkulturen wurden anschlieBend fir 8
Stunden im Brutschrank (37 °C; 5% CO,) inkubiert. Nach der Inkubation wurden die
Membranen der Transwell-Inserts oben und unten zweimal mit PBS gewaschen.
AnschlieBend wurden die Zellen oberhalb und unterhalo der Membran mittels
Paraformaldehyd (3 %) Uber 15 Minuten im Dunkeln fixiert. Nach weiteren 2 Waschgéangen
wurden die Zellen 5 Minuten mit 0,1 M Glycin inkubiert. Es folgten erneut 2 Waschgange.
Nun wurden die Zellen mit Triton-X-100 (0,2 % in PBS) Uber 15 Minuten permeabilisiert. Die
Membranen wurden anschlieBend ausgeschnitten und halbiert. In einer Petrischale, in
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welcher sich feuchte Tucher befanden, wurden die Zellen nun mit den Antikérpern fr jeweils
60 Minuten inkubiert. Die Antikérper wurden in PBS wie folgend verdiinnt: Maus anti-human
CD14 1:20, Maus anti-human CD86 1:20, Ziege anti-Maus Cyanine 5 1:50 und Rhodamine
phalloidin 1:500. Nach den Farbungen wurden die Membranen zweimal in PBS gewaschen.
AnschlieBend wurden die Membranen in PBS:Glycerol (2:1) zuzlglich 170 mg/mL Mowiol
auf Objekttrager eingebettet.

Die auf Objekttrager eingebetteten Triple-Zellkultur-Modelle wurden mit einem konfokalen
Mikroskop untersucht. Die Proben wurden in jedem Experiment an zuféllig ausgewahlten
Stellen gescannt. Fir die Partikel-Quantifizierungen wurden die Rohdaten und die Software
Diacount verwendet. Repréasentative 3D-Rekonstruktionen der Bilder wurden mit der
Software IMARIS® erstellt.

3.4.3 Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Material

IL-8 Duoset R&D, Wiesbaden, Deutschland
Schwefelsaure (H.SO,) Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
TMB One (Enzym-Substrat) Biotrend, KéIn, Deutschland

Fetales Kéalberserum Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Bovines Serum-Albumin Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sucrose Merck, Darmstadt, Deutschland
PBS-Tween Tabletten Medicago, Uppsala, Schweden
Microwell-Platten Maxisorp NUNC, Wiesbaden, Deutschland

ELISA reader Dynatech, Deisendorf, Deutschland
Pipetten Labsystem, Vantaa, Finnland
Pipettenspitzen Biozym, Hess. Oldendorf, Deutschland

Mittels eines ELISAs kénnen Proteine im Zellkulturiberstand gemessen werden. In dieser
Arbeit wurde IL-8 mittels ELISA gemessen. Die Durchfihrung fand exakt nach, von der
Firma geliefertem, Protokoll statt. Das Detektionslimit war der unterste Standard-Wert. Das
Quantifizierungslimit war der unterste Standard-Wert, der bei einer Doppel-Bestimmung
einen Variations-Koeffizient unter 0,2 aufwies und dessen Wert mindestens fianfmal hdher

als der Leerwert war.
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3.4.4 Bead-basierende Messung von Zytokinen

Material

Bead-array kit Millipore, Schwalbach, Deutschland
Bioplex 200 System Biorad, Mlnchen, Deutschland

Pipette Labsystem, Vantaa, Finnland
Pipettenspitzen Biozym, Hess. Oldendorf, Deutschland

Die bead-basierende Messung von Zytokinen und Chemokinen wurde mit einem Bioplex 200
System durchgeflhrt. Sie erlaubt es im Zellkulturliberstand viele verschiedene Proteine zur
gleichen Zeit zu bestimmen. Dies stellt einen erheblichen Vorteil gegentiber einem ELISA
dar, mit welchem nur ein Protein zur gleichen Zeit bestimmt werden kann. Alle in dieser
Arbeit gemessenen Zytokine und Chemokine, mit Ausnahme von IL-8, wurden mittels Bead-
basierender Messung bestimmt. Das Detektionslimit war der unterste Standard-Wert. Das
Quantifizierungslimit war der unterste Standard-Wert, der bei einer Doppel-Bestimmung
einen Variations-Koeffizient unter 0,2 aufwies und dessen Wert mindestens funfmal héher

als der Leerwert war.

3.45 Messung der biophysikalischen Surfactantfunktion

Material

Verschiedene Partikel siehe Kapitel 3.2.3
Ringer-Lactat-Lésung B. Braun, Melsungen, Deutschland
Curosurf® Asche Chiesi, Hamburg, Deutschland
Pulsierendes Blasen Surfactometer Electronetics, Amherst, USA
Probenkammer Electronetics, Amherst, USA

Pipetten Labsystem, Vantaa, Finnland
Pipettenspitzen Biozym, Hess. Oldendorf, Deutschland

Die Messung der biophysikalischen Surfactantfunktion wurde mit dem Pulsierenden-Blasen-
Surfactometer durchgefiihrt. Die Messdaten wurden digitalisiert und mittels eines
Computerprogramms dargestellt. Das Pulsierende-Blasen-Surfactometer wurde 1977 von
Goran Enhorning erstmalig beschrieben (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Schematischer Aufbau des Pulsierenden-Blasen-Surfactometers

Eine mit surfactanthaltiger L6sung geflllite Probenkammer steht lber eine Kapillare mit der
Raumluft in Kontakt. Uber diese Kapillare wird Luft angezogen. Eine Luftblase wird am Ende
der Kapillare in der Surfactant-Lésung erstellt. Durch ein Okular wird diese auf einen
bestimmten Radius (r) eingestellt. Da neben dem Radius auch der Blasendruck bekannt ist
(wird vom Pulsierenden-Blasen-Surfactometer gemessen) kann nun auf der Grundlage des
Gesetzes von Laplace (AP= 2y/r) die an der Grenzflache zwischen surfactanthaltiger Lésung
und Luftblase bestehende Oberflachenspannung (y; [mMN/m]) errechnet werden. Da der
Blasendruck durchgehend gemessen wird, kann die Berechnung an jedem Zeitpunkt
stattfinden. Zur Optimierung der Resultate muss, Uber das im Gerat integrierte Mikroskop,
eine kontinuierliche Beobachtung der Luftblase (simulierte Alveole) erfolgen. Gegebenenfalls
muss der Radius der Luftblase manuell nachjustiert werden.

In den Versuchen, welche dieser Arbeit zu Grunde liegen, wurde Curosurf®, eine nattirliche
Surfactant-Préparation, welche aus Schweinelungen gewonnen wird, eingesetzt. Die
Curosurf®-Original-Fraktion wurde mit Ringer-Lactat-Lésung auf eine Phospholipid-
Konzentration von 1,5 mg/ml eingestellt. Dieser Gebrauchslésung wurden Partikel [50 —
500 pg/ml] zugesetzt. Nach kurzer Inkubationszeit wurde die Oberflachenspannung dieser
Lésung im Pulsierenden-Blasen-Surfactometer gemessen.

40 pl der Surfactant / Partikel Mischung wurden in die Probenkammer gefillt und in dem
Surfactometer platziert. Es wurde eine Luftblase gebildet und anschlieBend 2 Minuten
gewartet, sodass die Surfactant-Lésung die Temperatur des Wasserbades (37 °C)
annehmen konnte. Im Anschluss wurde die Messung gestartet. Die Luftblase wurde
eingezogen und neu erstellt. Nach einer statischen Phase von 10 Sekunden begann der
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Pulsations-Prozess der Blase (20 Zyklen pro Minute). Nach 330 Sekunden wurde die
Messung gestoppt. Es wurden 2 Parameter fir die Auswertung dieser Versuche genutzt. Die
Adsorptionsoberflachenspannung (yass) wurde nach 10 Sekunden im noch statischen
Blasenzustand gemessen. Der 2. Parameter war die minimale Oberflachenspannung (Ymin),
welche die Oberflaichenspannung bei minimaler Blasengr6Be wahrend des
Pulsationsprozesses der Blase darstellt. Alle Messungen wurden in zweifacher Bestimmung
durchgefiihrt. Die Mittelwerte wurden fur die Auswertung genutzt. Am Beginn eines jeden
Messtages wurde das Surfactometer Kkalibriert. Mit bekannten Referenz-Substanzen
(Wasser, Methanol sowie ein 1:1 Wasser/ Methanol-Gemisch) wurde taglich die
Funktionalitét Gberpruft.

3.4.6 Surface area cycling

Material

Verschiedene Partikel Beschrieben in Kapitel 3.2.3

Curosurf® Asche Chiesi, Hamburg, Deutschland
Rotator Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland
Warmeschrank Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland
12 x 75 mm Plastik-Réhrchen BD, Heidelberg, Deutschland

Surface area cycling simuliert in vitro die in vivo-Umwandlung der oberflachenaktiven
Surfactant-Subtypen (tubulares Myelin, Lamellarkérper) in groBteils inaktive Subtypen
(unilamellare Vesikel). Flr eine genauere Beschreibung siehe Kapitel 2.3. Ziel der Versuche
war es, den Einfluss von industriell synthetisierten Partikeln wahrend des
Umwandlungsprozesses zu erkunden. Zu diesem Zweck wurden Surfactant/ Partikel
Mischungen mit Partikelkonzentrationen von 50-500 pg/ml (Phospholipidkonzentration 1,5
mg/ml) hergestellt und in 12 x 75 mm Plastik-Réhrchen gefillt. Die Surfactant-Mischungen
wurden anschlieBend 8 h mit 0,43 Hz im Dunkeln bei 37 °C gedreht. Hierdurch wechselte die
Oberflache zweimal pro Drehung von 1,1cm® zu 9cm?® AnschlieBend wurde die
Oberflachenspannung  der  Surfactant-Partikel-Mischung  im  Pulsierenden-Blasen-

Surfactometer gemessen.
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3.5 Transmissionselektronenmikroskopie

Schnelle Elektronen weisen eine sehr viel kleinere Wellenlange auf als sichtbares Licht.
Deshalb kann mit einem Elektronenmikroskop eine deutlich héhere Auflésung (bis etwa 0,1
nm) als mit einem konventionellen Lichtmikroskop (Auflésung etwa 1 um) erreicht werden.
Die zu untersuchende Probe wird hierbei von Elektronen durchdrungen. Magnetspulen
kénnen anschlieBend die Elektronenstrahlen biindeln und das stark vergréBerte Bild auf

einen Leuchtschirm projizieren.

3.5.1 Elektronenmikroskopie der Surfactant-Ultrastruktur

Material

Glutaraldehyd Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland
Paraformaldehyd Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland
HEPES Merck, Darmstadt, Deutschland

PBS Lonza, Basel, Schweiz

Osmiumtetroxid Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland
Uranylacetat Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland
Aceton Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland
Epon Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland
Ultramikrotom Leica, Wien, Osterreich

Philips cm12 TEM Philips Electron Optics, Zirich, Schweiz

Elektronenmikroskopische Bilder der Surfactant Ultrastruktur wurden in Kooperation mit Dr.
Christian Mahlfeld, Institut fir Anatomie, Universitat Bern, Schweiz und Prof. Dr. Andreas
Schmied|, Abteilung fir funktionelle und angewandte Anatomie, Medizinische Hochschule

Hannover, Deutschland angefertigt.

500 pl der Surfactant Mischung wurden mit 500 ul des Fixans (1,5 % Gilutaraldehyd und
1,5 % Paraformaldehyd in 0,15 M Hepes-Puffer) gemischt. Die Proben wurden fur 1 Stunde
bei Raumtemperatur sowie mindestens 24 h bei 4 °C gelagert und. AnschlieBend wurden die
Proben bei 10.000 g (20 min) zentrifugiert und der Uberstand wurde verworfen. Das Pellet
wurde mehrmals gewaschen und anschlieBend in Osmiumtetroxid und halb-gesattigtem
wassrigem Uranylacetat postfixiert. AnschlieBend folgten mehrere Dehydrierungsschritte mit
Aceton in ansteigenden Konzentrationen. Darauf Folgend wurden die Proben bei 60 °C in
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Epon eingebettet. Mittels eines Ultramikrotoms wurden 50 nm-Schnitte angefertigt. Die
Bildaufnahme erfolgte mit einem Philips cm12 Transmissionselektronenmikroskop.

3.5.2 Reprasentative Bilder der Partikel

Material
Formvar beschichtete 75 Mesh Kupfergrids Plano, Wetzlar. Deutschland
109T Transmissionselektronenmikroskop Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Bilder der verwendeten Partikel wurden in Kooperation mit Dr. Karin Pulskamp, Institut fir
Toxikologie und Genetik, Forschungszentrum Karlsruhe GmbH, Deutschland angefertigt.

Die Partikel wurden auf mit Formvar beschichtete 75 Mesh Kupfergrids aufgetropft.
AnschlieBend wurden die Proben bei Raumtemperatur getrocknet. Die Analyse erfolgte
mittels eines Zeiss 109T Transmissionselektronenmikroskop.

3.6 Statistische Auswertungen

Mittelwerte + SD wurden angegeben. Die statistische Analyse wurde mit GraphPad Prism®,
Version 4.03, durchgefihrt.

Im Falle einer vermuteten monotonen Dosis-Wirkungs-Beziehung wurden die Mittelwerte
paarweise mit der jeweiligen Kontroll-Gruppe vergleichen. Deshalb konnte das Prinzip von
sogenannten "closed test procedures" in Verbindung mit hierachisch angeordneten
Hypothesen verwendet werden (7170-112). Dementsprechend wurden die Hypothesen Dosis-
abhéngig angeordnet. Mit der hdchsten Dosis wurde der Vergleich begonnen und das
Signifikanz-Level wurde auf a = 0,05 gesetzt. Die Vergleichs-Prozedur wurde beim ersten
nicht-signifikanten Resultat gestoppt. Daraus folgt, dass alle Werte p < 0,05, die nach dem
ersten nicht-signifikanten Vergleich getestet werden, als nicht signifikant deklariert werden.

Wurden keine monotonen Dosis-Wirkungs-Beziehungen vermutet, wurden die Mittelwerte
paarweise mittels t-test und anschlieBender Bonferroni-Korrektur auf Signifikanzen getestet.
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4 Ergebnisse

Die Ergebnisse dieser Arbeit beschreiben die Interaktionen zwischen Feinstaub-Partikeln
und pulmonalem Surfactant. Des Weiteren werden pathophysiologiscche Konsequenzen
dieser Interaktionen beschrieben. Durch die Wahl verschiedener Partikel, verschiedener
Surfactant-Komponenten sowie verschiedener in vitro-Systeme wird im Folgenden auf drei

unterschiedliche Blécke eingegangen:

1. Die Interaktion zwischen Surfactant Protein D und Allergenpartikeln sowie die
Konsequenz dieser Interaktion auf die Aufnahme der Partikel in Epithelzell-
Monokulturen. Der Einfluss auf die Ausschittung proinflammatorischer
Mediatoren wird ebenfalls beschrieben.

2. Die Interaktion zwischen Surfactant Protein D und Allergenpartikeln sowie die
Konsequenz dieser Interaktion auf die Aufnahme der Partikel in Zellen eines
Triple-Zellkultur-Modells, bestehend aus Makrophagen, Epithelzellen und
Dendritschen Zellen. Der Einfluss auf die Ausschittnug proinflammatorischer
Mediatoren wird ebenfalls dargestellt.

3. Die Interaktion zwischen industriell synthetisierten TiO,-Nanopartikeln und einer
natlirlichen  Surfactantpraparation (Curosurf®). Die Auswirkungen dieser
Interaktion auf die biophysikalische Surfactant-Funktion sowie auf die Surfactant-
Ultrastruktur werden beschrieben.

4.1 Einfluss von Surfactant Protein D auf die
Allergenpartikelaufnahme in Epithelzell-Monokulturen

In diesem Kapitel wird die Aufnahme und Assoziation von Subpollen-Partikeln (SPP) in
beziehungsweise an Epithelzellen der Lunge, kultiviert in einer Monokultur, beschrieben. Des
Weiteren wird auf die Modulation dieser Aufnahme durch Surfactant Protein D (SP-D)
eingegangen. Inerte Polystyren-Partikel (PP; Durchmesser 1 um) dienen als Vergleichs-
Partikel. Zusatzlich wird die Ausschuttung verschiedener proinflammatorischer Mediatoren
beschrieben.
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Mit drei verschiedenen Epithelzell-Monokulturen wurde wahrend dieser Versuche gearbeitet:

1. Menschliche primére bronchiale Epithelzellen, welche kommerziell erworben
wurden (Normale Humane Bronchiale Epithelzellen; NHBE). Mit diesen Zellen
wurde der GroBteil der Experimente durchgefihrt.

2. Humane Primare Bronchiale Epithelzellen (HPBEC), welche von gesunden
Probanden mittels Blrstenabstrich gewonnen wurden. Mit diesen Zellen wurden
ausgewahlte Experimente, welche mit den NHBE durchgeflhrt wurden,
wiederholt. Eine partielle Validierung der Ergebnisse sollte so erfolgen.

3. Ab549-Zellen. In diesen Versuchen sollte Uberprift werden, ob die Zelllinie A549
ein geeignetes Zellsystem fir diese Versuche ist.

41.1 Normale Humane Bronchiale Epithelzellen

Wie in Abbildung 10 zu erkennen ist, sind NHBE grundsétzlich in der Lage SPP aufnehmen.

Abbildung 10: Reprasentatives Bild eines, von Normalen Humanen Bronchialen Epithelzellen (NHBE)
internalisierten, Subpollen-Partikels (SPP).

Das Bild wurde mit einem konfokalen Mikroskop erstellt und zeigt 3 verschiedenen Schnittebenen durch eine
NHBE-Monokultur, welche mit SPP inkubiert wurde. Die weiBen Linien zeigen die Schnittflachen in der Ebene 1.
Die Querschnitte sind in den Ebenen 2 und 3 zu erkennen. Ein aufgenommenes SPP liegt in der Mitte des
Fadenkreuzes. Grin: ALEXA488 (SPP); Rot: Rhodamin phalloidin (F-Aktin Zytoskelett); Blau: Topro-3-lodid
(Zellkerne)
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Eine Quantifizierung mittels eines Durchflusszytometers ergab, dass die Anzahl der
positiven Zellen (Epithelzellen, welche mindestens 1 Partikel aufgenommen oder gebunden
hatten) einer Dosis-Wirkungsbeziehung folgte (Abbildung 11A). Nach Verdopplung der
Partikelkonzentration von 5x10° SPP/cm?® auf 10x10°® SPP/cm? stieg die Anzahl der SPP-
positiven Zellen von 8,7 + 4,5 % auf 13,4 =+ 6,0 % (p < 0,05). Eine weitere Verdopplung der
Partikelkonzentration flihrte zu einer signifikanten Erhéhung auf 20,7 + 8,3 % positive Zellen.
Auch die Anzahl der PP-positiven Zellen stieg mit steigender Partikelkonzentration. Eine 8 h
Inkubation mit 5x10° PP/cm? fihrte zu 33,9 + 9,9 % positiven Zellen. Eine Erhéhung der
Partikelkonzentration auf 10x10° PP/cm® und 20x10° PP/cm’ fiihrte zu signifikanten
Erhéhungen der Anzahl der positiven Zellen. Werte von 44,5 = 8,6 % und 57,6 £ 14,2 %
wurden erreicht. Nach Inkubationen mit gleichen Partikeldosen waren also mehr NHBE PP-
positiv als SPP-positiv (p < 0,05; Abbildung 11A). Die durchschnittliche mean fluorescence
intensity (MFI), welche ein Parameter flir die relative Anzahl der Partikel pro einzelne Zelle
ist, blieb mit steigender Partikelkonzentration fir beide Partikelsorten statistisch unverandert
(Abbildung 11B). Dies lasst darauf schlieBen, dass die Anzahl der durchschnittlich

aufgenommenen und gebundenen Partikel je einzelne Zelle nicht signifikant veréndert

wurde.
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Abbildung 11: Quantifizierung der Aufnahme und Adhésion von Partikeln in und an Normale Humane Bronchiale
Epithelzellen (NHBE).

A) Anzahl der Subpollen-Partikel (SPP)-und Polystyren-Partikel (PP)-positiven Zellen, gemessen im
Durchflusszytometer. B) Mean Fluorescence Intensity (MFI) der SPP- und PP- positiven Zellen. Angezeigt sind
Mittelwerte aus mindestens 4 Experimenten + SD. * p<0.05 gegen den eigenen Kontrollwert (5x10°
Partikel/cmz). # p < 0,05 gegen den Wert der gleichen Partikelkonzentration der SPP-positiven Zellen.

Eine gleichzeitige Inkubation von SPP mit SP-D (SP-D) fuhrt zu einer signifikanten Erhéhung
der positiven NHBE. Reprasentative Bilder sind in Abbildung 12 dargestellt. Es ist zu
erkennen, dass bei gleichzeitiger Zugabe von 10 pg/ml SP-D mehr SPP aufgenommen bzw.
gebunden wurden (Abbildung 12A und B) als bei einer Inkubation ohne SP-D (Abbildung

12C und D).
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Abbildung 12: Reprasentative Darstellung des Effekts von Surfactant Protein D (SP-D) auf die Aufnahme und
Adhésion von Subpollen-Partikeln (SPP) in beziehungsweise an Normale Humane Bronchiale Epithelzellen
(NHBE).

A) Aufsicht auf die NHBE nach Inkubation mit 5x10° SPP/cm®. B) Durchsicht durch die NHBE nach Inkubation
mit 5x10° SPP/cm?. C) Aufsicht auf die NHBE nach Inkubation mit 5x10° SPP/cm® + 10 pg/ml SP-D. D)
Durchsicht durch die NHBE nach Inkubation mit 5x10° SPP/cm? + 10 pg/ml SP-D. Griin: ALEXA488 (SPP); Rot:
Rhodamin phalloidin (F-Aktin Zytoskelett); Blau: Topro-3-lodid (Zellkerne).

Eine anschlieBende detaillierte Quantifizierung ergab, dass nach gleichzeitiger Inkubation
mit 10 pg/ml SP-D sowie 5x10° SPP/cm? ein signifikanter Anstieg im Vergleich zu einer
Inkubation ohne SP-D von 8,6 + 4,6 % auf 14,6 £ 7,2 % positiven NHBE vorlag (Abbildung
13A). Die MFI positiver Zellen blieb erneut unbeeinflusst (Abbildung 13C). Die Anzahl der
Epithelzellen, welche PP aufgenommen oder gebunden hatten, sowie die MFI der PP-

positiven Zellen wurde durch SP-D [1-10 pg/ml] nicht beeinflusst (Abbildung 13B und D).
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Abbildung 13: Quantifizierung des Einflusses von Surfactant Protein D (SP-D) auf die Aufnahme und Adhasion
von Partikeln in beziehungsweise an Normale Humane Bronchiale Epithelzellen (NHBE).

A) Einfluss von SP-D auf die Anzahl der Subpollen-Partikel (SPP)-positiven Zellen, gemessen im
Durchflusszytometer. B) Einfluss von SP-D auf die Anzahl der Polystyren-Partikel (PP)-positiven Zellen. C)
Einfluss von SP-D auf die mean fluorescence intensity (MFI) SPP-positiver Zellen. D) Einfluss von SP-D auf die
MFI PP-positiver Zellen. Angezeigt sind Mittelwerte aus mindestens 3 Experimenten £ SD. * p < 0.05.

Da durch eine Analyse mittels Durchflusszytometrie nicht unterschieden werden kann, ob
eine positive Zelle SPP aufgenommen oder gebunden hat, wurden Bilder mit einem
konfokalen Mikroskop erstellt. Jede einzelne Zelle wurde auf intrazellulare und gebundene
SPP untersucht (Abbildung 14). Nach 8-stiindiger Inkubation mit 5x10° SPP/cm?® wurden 6,8
+ 7,0 % NHBE gefunden, welche mindestens 1 SPP internalisiert hatten. Diese Zellen
konnten zusatzlich auch SPP gebunden haben. Weitere 5,8 = 6,6 % hatten SPP
ausschlieBlich gebunden und keine SPP internalisiert. Nach Koinkubation mit 1 pg/ml SP-D
blieb die Zahl der Zellen, welche mindestens ein SPP internalisiert hatten, konstant. Jedoch
stieg die Zahl der NHBE, die SPP ausschlieBlich gebunden hatten, auf 12,3 + 9,9 % an
(p=0,05). Dieser Werte wurde durch Koinkubation mit 10 ug/ml SP-D auf 24,2 £ 12,0 %
gesteigert (p=0,07). Auch bei dieser SP-D Konzentration bleib die Anzahl der Zellen, welche
mindestens 1 SPP internalisiert hatten, konstant.
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Abbildung 14: Differenzierung zwischen Normalen Humanen Bronchialen Epithelzellen (NHBE), die Subpollen-
Partikel aufgenommen oder ausschlieBlich gebunden hatten.

NHBE, welche mindestens 1 SPP aufgenommen hatten wurden als"aufgenommen" bezeichnet. Diese Zellen
konnten zusatzlich SPP gebunden haben. NHBE, welche SPP ausschlieBlich gebunden hatten, wurden als
"gebunden" bezeichnet. Mindestens 10 Bilder mit je 30 Zellen wurden mittels eines konfokalen Mikroskops
erstellt. Jede einzelne Zelle wurde auf intrazellulare SPP untersucht. Gezeigt sind Mittelwerte £ SD. p-Werte
wurden gegen die jeweilige Kontrolle berechnet.

Neben der Inkubation mit dem vollstandigen SP-D, fihrte auch die Inkubation mit einem
rekombinanten Fragement des humanen SP-D (rfhSP-D) zu einer Erhéhung der Anzahl der
positiven NHBE (Abbildung 15A). Ein Anstieg von 8,7 + 4,5 % auf 13,4 £ 4,9 % (p < 0.05)
konnte jedoch erst ab einer hohen Konzentration von 30 ug/ml rfhSP-D beobachtet werden.
Im Gegensatz zu einer Inkubation mit SP-D, fUhrte eine Inkubation mit 30 ug/ml rfhSP-D
auch zu einer Erhéhung der NHBE, welche PP aufgenommen oder gebunden hatten
(Abbildung 15B). Ein signifikanter Anstieg von 33,9 + 9,9 % auf 55,5 + 16,8 % wurde
verzeichnet. Die MFI positiver Zellen blieb fir beide Partikelsorten nach gleichzeitigen

Inkubationen mit rfhSP-D [1-30 pg/ml] unverandert (Abbildung 15C und D).
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Abbildung 15: Quantifizierung des Einflusses eines rekombinanten Fragements des humanen Surfactant Protein

D (rfhSP-D) auf die Aufnahme und Adhésion von Partikeln in beziehungsweise an Normale Humane Bronchiale
Epithelzellen (NHBE).

A) Einfluss von rfhSP-D auf die Anzahl der Subpollen-Partikel (SPP)-positiven Zellen, gemessen im
Durchflusszytometer. B) Einfluss von rfhSP-D auf die Anzahl der Polystyren-Partikel (PP)-positiven Zellen. C)
Einfluss von rfhSP-D auf die mean fluorescence intensity (MFIl) der SPP-positiven Zellen. D) Einfluss auf von

rfhSP-D auf die MFI PP-positiver Zellen. Angezeigt sind Mittelwerte aus mindestens 4 Experimenten + SD.
*p <0.05.

Der Effekt von rfhSP-D konnte nur in einer sehr hohen Konzentration von 30 ug/ml
beobachtet werden. Um zu Uberprifen, ob dies ein spezifischer oder ein unspezifischer
Protein-Effekt ist, wurden die NHBE mit der gleichen Dosis an SPP oder PP plus zuséatzlich

Humanem-Serum-Albumin (HSA) [1-30 pg/ml] inkubiert. HSA wurde hier als Modell fir ein
weiteres Protein gewahlt.

Weder fir die Anzahl der SPP- und PP-positiven Zellen noch fir die mean fluorescence
intensity der SPP- und PP- positiven Zellen konnte nach Inkubation mit HSA ein Anstieg
detektiert werden (Graphen nicht dargestellt).

Seite 55



4 Ergebnisse

4111 Messung verschiedener Zytokine

Um ein mdgliches inflammatorisches Potential der Partikelaufnahme zu erkennen, wurden
verschiedene proinflammatorische Mediatoren im Zellkulturiberstand der NHBE an zwei
verschiedenen Zeitpunkten gemessen: direkt nach der 8-stlindigen Inkubation mit Partikeln
und SP-D sowie nach weiteren 72 h Inkubation. Hierbei wurde nach 8 h das Kulturmedium
Uber den Epithelzellen gewechselt und somit die sich im Zellkulturmedium befindlichen freien
Partikel und Proteine verworfen. So sollte zum einen die direkte kurzfristige Produktion der
Zytokine bzw. Chemokine gemessen werden. Weiterhin konnte so eine langfristige
Konsequenz dieser 8-stindigen Aufnahme betrachtet werden.

Interleukin (IL)-8 wurde von den Epithelzellen in hohem MaBe ausgeschittet. Nach 8-
stiindiger Inkubation mit 5x10° SPP/cm? stieg der ausgeschiittete IL-8-Grundwert von 55,5 +
25,4 pg/ml auf 329,4 * 100,4 pg/ml (Abbildung 16A). Dieser Wert konnte nach
Vervierfachung der SPP-Dosis weiter auf 395,0 + 105,7 pg/ml gesteigert werden (p < 0.05).
Eine zusatzliche Inkubation mit SP-D flihrte zu einer weiteren signifikanten Erh6hung des IL-
8-Wertes. Inkubation mit 5x10° SPP + 10 pg/ml SP-D erhéhte den IL-8 Wert auf 397,1 +
88,5 (p < 0,05). Nach weiteren 72 h Inkubation mit frischem Zellkultur-Medium war dieser
erhéhende Effekt durch SP-D jedoch nicht mehr zu detektieren (Abbildung 16B). Es war
jedoch noch immer eine signifikant héhere Ausschittung von IL-8 nach Inkubation mit
20x10° SPP/cm® im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle messbar. Werte von 342,9 +
98,4 pg/ml (Kontrolle) und 700,4 + 150,4 pg/ml (20x10° SPP/cm?) wurden erkannt. Auch
Polystyren-Partikel fihrten zu einer erhéhten Ausschittung von IL-8 durch NHBE. Diese
Werte waren jedoch bei gleicher Partikelkonzentration geringer als die durch SPP induzierte
Ausschiittung. Eine 8-stiindige Inkubation mit 20x10° PP/cm?® erhéhte die Ausschiittung von
IL-8 im Vergleich zu der unbehandelten Kontrolle von 85,9 + 9,1 pg/ml auf 203,2 %
38,7 pg/ml (Abbildung 16C). Diese Erhéhung hatte auch nach 72 Stunden bestand. Der
Kontrollwert von 209,3 £ 24,0 wurde signifikant auf 638,3 £ 50,7 erhéht (Abbildung 16D).
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Abbildung 16: Messung von Interleukin-8 nach Inkubation von Normalen Humanen Primaren Bronchialen

Epithelzellen (NHBE) mit Partikeln.

A) 8-stlindige Inkubation mit Subpollen-Partikeln (SPP) und Surfactant Protein D (SP-D). B) Weitere 72 h
Inkubation mit frischem Medium. C) 8-stiindige Inkubation mit Polystyren-Partikeln (PP) und SP-D. D) Weitere 72
h Inkubation mit frischem Medium. Angezeigt sind Mittelwerte aus mindestens 3 Experimenten + SD; * p < 0.05
gegen die Kontrolle (KO; Zellen ohne Zusétze).

Neben IL-8 wurde auch der Einfluss von SPP und PP auf die Ausschittung von Eotaxin,
MCP-1, IL-1-alpha, RANTES und GM-CSF gemessen. Dies sind proinflammatorische
Zytokine und Chemokine. Eine Inkubation mit SPP flhrte durchweg zu sehr geringer
Ausschittung dieser Mediatoren nach 8 h und weiteren 72 h (Tabelle 6). Die

ausgeschiitteten Mengen lagen durchweg unter dem Quantifizierungslimit.
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Tabelle 6: Messungen von verschiedenen Zytokinen und Chemokinen im Uberstand von Normalen Humanen
Bronchialen Epithelzellen.

8 h Inkubation mit Subpollen-Partikeln
. . s | 5x10°SPP/cm” | 5x10° SPP/cm®
Kontrolle >x10 9 10x10 ) 20x10 ) + 1 pg/ml + 10 pg/mi
SPP/cm SPP/cm SPP/cm
SP-D SP-D
EOTAXIN b.qg.l. b.q.l. b.q.l. b.q.l. b.q.l. b.qg.l.
MCP-1 b.q.l. b.q.l. b.q.l. b.q.l. b.q.l. b.q.l.
IL-1-alpha 7,114 7,313,2 5,6+2,0 7,1+1,6 7,612,0 11,2410,3
RANTES b.q.l. b.q.l. b.q.l. b.q.l. b.q.l. b.q.l.
GM-CSF b.q.l. b.q.l. b.q.l. b.q.l. b.q.l. b.qg.l.
Weitere 72 h Inkubation mit frischem Medium
. . s | 5x10°SPP/cm® | 5 x10° SPP/cm’
Kontrolle >x10 ) 10x10 ) 20x10 ) + 1 pg/ml + 10 pg/ml
SPP/cm SPP/cm SPP/cm
SP-D SP-D
EOTAXIN b.q.l. b.q.l. b.q.l. b.q.l. b.q.l. b.q.l.
MCP-1 b.q.l. b.q.l. b.q.l. b.q.l. b.q.l. b.q.l.
IL-1-alpha | 38,2+12,8 | 17,316,2 13,746,2 13,8+4,5 14,4+7.0 13,7+£14,6
RANTES b.qg.l. b.qg.l. b.q.l. b.qg.l. b.q.l. b.q.l.
GM-CSF b.q.l. b.q.l. b.q.l. 16,1+10,5 b.q.l. 16,6+7,3

Zeitpunkt der Messung war nach 8-stiindiger Inkubation mit Subpollen-Partikeln (SPP) und Surfactant Protein D
(SP-D) sowie nach weiteren 72 h Inkubation mit frischem Medium. bgl: below quantification limit (jedoch oberhalb
des Detektionslimits). nd: not detected (unterhalb des Detektionslimits). Das Detektionslimit lag jeweils 3.2 pg/ml;
Das Quantifizierungslimit war jeweils: EOTAXIN 400 pg/ml; MCP-1 16 pg/ml; IL-1-alpha 3,2 pg/ml; RANTES
16 pg/ml; GM-CSF 16 pg/ml.

Eine Inkubation mit PP flhrte, im Gegensatz zu einer Inkubation mit SPP, zu Uberhaupt
keiner messbaren Ausschlttung von Eotaxin, MCP-1, IL-1-alpha, RANTES und GM-CSF

(Tabelle 7).
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Tabelle 7: Messungen von verschiedenen Zytokinen und Chemokinen im Uberstand von Normalen Humanen

Bronchialen Epithelzellen.

8 h Inkubation mit Polystyren-Partikeln
. . s | 5x10°PP/cm® | 5x10°PP/cm’
Kontrolle >x10 ) 10x102 20x102 + 1 pug/ml + 10 pg/mli
PP/cm PP/cm PP/cm

SP-D SP-D

EOTAXIN n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
MCP-1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
IL-1-alpha n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
RANTES n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
GM-CSF n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

Weitere 72 h Inkubation mit frischem Medium
. . s | 5x10°PP/cm® | 5x10° PP/cm’
Kontrolle >x10 ) 1OX102 2OX102 + 1 pg/ml + 10 pg/ml
PP/cm PP/cm PP/cm

SP-D SP-D
EOTAXIN n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
MCP-1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
IL-1-alpha n.d. b.q.l. n.d. b.q.l. n.d. b.q.l.
RANTES n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
GM-CSF n.d. n.d. n.d. b.q.l. b.q.l. n.d.

Die Messung erfolgte nach 8-stiindiger Inkubation mit Polystyren-Partikeln (PP) und Surfactant Protein-D (SP-D)
sowie nach weiteren 72 h Inkubation mit frischem Medium. b.q.l: below quantification limit (jedoch oberhalb des
Detektionslimits). n.d: not detected (unterhalb des Detektionslimits); Das Detektionslimit war jeweils 3,2 pg/ml;
Das Quantifizierungslimit war jeweils: EOTAXIN 400 pg/ml; MCP-1 16 pg/ml; IL-1-alpha 3,2 pg/ml; RANTES
16 pg/ml; GM-CSF 16 pg/ml.

4.1.2 Humane Primare Bronchiale Epithelzellen

Um die Qualitat der Ergebnisse, welche mit den kommerziell erworbenen Normalen
Humanen Primaren Epithelzellen gewonnen wurden, zu Uberprifen, wurden ausgewahlte
Experimente mit Humanen Priméren Bronchialen Epithelzellen (HPBEC), welche mittels
Birstenabstrich von gesunden Probanden gewonnen wurden, wiederholt. So konnte eine

partielle Validierung durchgeftihrt werden.

Auch HPBEC sind grundsatzlich in der Lage SPP aufzunehmen (Abbildung 17).
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Abbildung 17: 3D-Rekonstruktion eines reprasentativen Bildes, welches die SPP-Aufnahme in Humane Priméare
Bronchiale Epithelzellen (HPBEC) zeigt.

Das Bild wurde mit einem konfokalen Mikroskop aufgenommen und mit der Software IMARIS® ausgewertet.
Gelb: ALEXA488 (SPP); Rot: Rhodamin phalloidin (F-Aktin Zytoskelett); Blau: Topro-3-lodid (Zellkerne).

Die Anzahl der positiven Zellen folgte, analog zu den NHBE, auch bei den HPBEC einer
Dosis-Wirkungs-Beziehung. Eine 8-stiindige Inkubation mit 5 Millionen SPP/cm? fiihrte zu
8,4 + 4,9 % positiven Zellen (Abbildung 18A). Eine Verdopplung der Partikelkonzentration
steigerte diesen Wert auf 11,2 £ 8,6 %. Eine weitere Verdopplung flihrte zu 16,1 + 13,0 %
positiven Zellen (p=0,08). Eine Koinkubation mit SP-D steigerte tendenziell die Anzahl der
positiven HPBEC (Abbildung 18B). 1 ug/ml steigerte den Grundwert von 7,8 + 5,1 % auf
12,3 £ 6,8 % (p=0,06). 10 pg/ml SP-D fuhrten zu einer weiteren Erhéhung auf 16,6 £ 12,9 %
(p=0.09). Wie auch bei den kommerziell erworbenen priméren Epithelzellen, erhdhte sich die
MFI einzelner positiver Zellen nicht mit steigender Partikelkonzentration (Abbildung 18C).
Eine signifikante Erhéhung der MFI konnte jedoch nach Zugabe von SP-D detektiert werden
(Abbildung 18D). Eine Steigerung von 37,9 + 17,8 auf 50,0 + 22,2 konnte so nach Inkubation
mit 10 ug/ml SP-D erreicht werden (p < 0,05).
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Abbildung 18: Quantifizierung der Aufnahme und Adhé&sion von Subpollen-Partikeln (SPP) in beziehungsweise
an Humane Primére Bronchiale Epithelzellen (HPBEC).

A) Anzahl positiver HPBEC nach 8-stiindiger Inkubation mit verschiedenen SPP-Konzentrationen. B) Einfluss
von Surfactant Protein D (SP-D) auf die Anzahl positiver HPBEC. C) Einfluss verschiedener SPP-
Konzentrationen auf die mean fluorescence intensity (MFI) positiver Zellen. D) Einfluss von SP-D auf die MFI

positiver Zellen. Angezeigt sind Mittelwerte aus mindestens 5 Experimenten + SD. * p < 0.05 gegen die Kontrolle
(5x10° SPP/cm?).

41.3 A549-Zellen

Im Gegensatz zu primaren Epithelzellen bieten A549-Zellen mehrere Vorteile: sie sind
kostengunstiger und lassen sich aufgrund ihrer Immortalisierung leichter und langer
kultivieren. Allerdings ist auch gerade diese Immortalisierung ein entscheidender Nachteil.
So ist die Zelllinie A549 eine Krebs-Zelllinie und keine gesunde Lungen-Epithelzelle mehr.
Deshalb muss fur jeden Versuchsansatz von neuem kritisch durchdacht und Uberpruft

werden, ob A549-Zellen geeignet sind die jeweilige Fragestellung zu bearbeiten.

Prinzipiell sind A549-Zellen in der Lage, SPP aufzunehmen. Dies konnte durch konfokale
Mikroskopie gezeigt werden (Abbildung 19).
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Abbildung 19: 3D-Rekonstruktion eines reprasentativen Bildes, welches die SPP-Aufnahme in A549-Zellen zeigt.
Das Bild wurde mit einem konfokalen Mikroskop aufgenommen und mit der Software IMARIS® ausgewertet.
Gelb: ALEXA488 (SPP); Rot: Rhodamin phalloidin (F-Aktin Zytoskelett); Blau: Topro-3-lodid (Zellkerne).

Nach 8-stlindiger Inkubation der A549-Zellen mit SPP und PP in ansteigenden Dosen
konnte bezlglich der Anzahl der positiven Zellen eine Dosis-Wirkungsbeziehung beobachtet
werden (Abbildung 20A). Inkubation mit 5 Milionen SPP/cm? fihrte zu 154 + 12,3 %
positiven Zellen. Eine Verdopplung dieser Dosis erhdhte die Anzahl der positiven Zellen
signifikant auf 26.9 + 21.6 %. Eine weitere Verdopplung der SPP-Menge flihrte zu einer
Steigerung auf 38,0 + 26,3 % positive Zellen (p < 0,05). Auch fir PP konnte eine Dosis-
Wirkungs-Beziehung bezlglich Partikelaufnahme und Partikeladhasion beobachtet werden
(p < 0,05). Inkubation mit 5, 10 und 20 Millionen PP/cm? flihrte zu 27,5 + 17,9 %, 38,7 +
21,7 % sowie 55,7 = 23,2 % positiven A549-Zellen. Die MFI positiver Zellen zeigte eine
leichte Steigerung mit steigender PP-Dosis (p < 0,05; Abbildung 20B). Fir die SPP konnte
diese Steigerung der MFI nicht beobachtet werden (Abbildung 20B).
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Abbildung 20: Quantifizierung der Aufnahme und Adhasion von Partikeln in beziehungsweise an A549-Zellen.

A) Anzahl der Subpollen-Partikel (SPP)-und Polystyren-Partikel (PP)-positiven Zellen, gemessen im
Durchflusszytometer. B) Mean fluorescence intensity (MFI) der SPP- und PP-positiven Zellen. Angezeigt sind
Mittelwerte aus mindestens 4 Experimenten + SD. * p < 0.05 gegen den Grundwert (5x10° Partikel/cm?)

Im Gegensatz zu NHBE hatte SP-D [1-10 pg/ml] keinen Einfluss auf die SPP-Aufnahme und
Adhasion in beziehungsweise an A549-Zellen (Abbildung 21). Weder die Anzahl der
positiven A549-Zellen noch die MFI einzelner positiver Zellen wurde fir SPP sowie PP durch
SP-D moduliert.
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Abbildung 21: Quantifizierung des Einflusses von Surfactant Protein D (SP-D) auf die Aufnahme und Adhasion
von Partikeln in beziehungsweise an A549-Zellen.

A) Einfluss von SP-D auf die Anzahl der Subpollen-Partikel (SPP)-positiven Zellen, gemessen im
Durchflusszytometer. B) Einfluss von SP-D auf die Anzahl der Polystyren-Partikel (PP)-positiven Zellen. C)
Einfluss von SP-D auf die mean fluorescence intensity (MFI) der SPP-positiven Zellen. D) Einfluss von SP-D auf
die MFI PP-positiver Zellen. Angezeigt sind Mittelwerte aus mindestens 3 Experimenten = SD. * p < 0,05 gegen
die Kontrolle.

Auch eine Betrachtung des Einflusses des rekombinanten Fragments von humanem SP-D
(rfhSP-D) zeigte, dass sich A549-Zellen anders als NHBE verhalten. Inkubation mit rfhSP-D
[1-30 pg/ml] fuhrt zu keiner statistisch nachweisbaren Veranderung der Anzahl der SPP-
oder PP-positiven Zellen (Abbildung 22A und B). Auch die MFI positiver Zellen zeigte sich
unverandert (Abbildung 22C und D).
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Abbildung 22: Quantifizierung des Einflusses eines humanen rekombinanten Fragements des Surfactant Protein
D (rfhSP-D) auf die Aufnahme und Adhésion von Partikeln in beziehungsweise an A549-Zellen.

A) Einfluss von rfhSP-D auf die Anzahl der Subpollen-Partikel (SPP)-positiven Zellen, gemessen im
Durchflusszytometer. B) Einfluss von rfhSP-D auf die Anzahl der Polystyren-Partikel (PP)-positiven Zellen. C)
Einfluss von rfhSP-D auf die MFI SPP-positiver Zellen. D) Einfluss von rthSP-D auf die MFI PP-positiver Zellen.
Angezeigt sind Mittelwerte aus mindestens 4 Experimenten £ SD. * p < 0.05 gegen die Kontrolle.

4.2 Vergleich der Epithelzell-Monokulturen

Um einen direkten Vergleich der Epithelzellen, kultiviert in Monokulturen, durchflihren zu
kénnen, werden in Tabelle 8 wichtige Parameter nebeneinander dargestellt. Hierbei wird die
Anzahl der positiven NHBE, HPBEC sowie A549 nach 8-stiindiger Inkubation mit 5x10°
SPP/cm?, 10x10° SPP/cm? 20x10° SPP/cm?® sowie nach 8-stiindiger Inkubation mit 5x10°
SPP/cm?® + SP-D [1 -10 ug/ml] dargestellt.

Bei jedem verwendeten Zelltyp ist eine Dosis-Wirkungs-Beziehung fur die Anzahl der Zellen,
welche an der Aufnahme und Adhasion der SPP beteiligt waren (positive Zellen) nach
Inkubationen mit steigenden SPP-Konzentrationen zu erkennen. Im Falle der NHBE und
A549 sind diese Steigerungen signifikant. SP-D [10 pg/ml] sorgte flr einen signikanten
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Anstieg positiver NHBE sowie fir einen tendenziellen Anstieg positiver HPBEC. Die Anzahl
SPP-positiver A549-Zellen wurde durch SP-D nicht beeinflusst.

Tabelle 8: Direkter Vergleich zwischen Monokulturen von NHBE, HPBEC sowie A549

NHBE p HPBEC p A549 p

5x10° SPP (KO) | 8,7 +45 8,4 4,9 15,4 £12,3
10x10° SPP 13,4 +£6,0 * 11,2+8,6 | ns. 26.9£21.6 *
20x10° SPP 20,7 £ 8,3 * 16,1 £13,0 | ns. 38,0 + 26,3 *

5x10° SPP + 10,3+6,6 | n.s. 12,3+£6,8 | n.s. 14,6 £5,2 n.s.
1 pg/ml SP-D
5x10° SPP + 14,6 £7,2 * 16,6 £ 12,9 | n.s. 15,8 £ 4,6 n.s.
10 pg/ml SP-D

Dargestellt ist die Anzahl der an der Aufnahme beteiligten Normalen Humanen Bronchialen Epithelzellen
(NHBE), Humanen Primaren Bronchialen Epithelzellen (HPBEC) und A549-Zellen nach 8-stiindiger Inkubation
mit Subpollen-Partikel (SPP) sowie Surfactant Protein D (SP-D). * p < 0,05 gegen die jeweilige Kontrolle (5x10°
SPP). n.s.: p > 0,05 gegen die Kontrolle.

4.3 Einfluss von Surfactant Protein D auf die
Allergenpartikelaufnahme in Zellen eines Triple-Zellkultur-
Modells

Epithelzellen in einer Monokultur weisen zwar untereinander Zell-Zell-Kontakte auf, die in
einer in vivo-Situation wichtigen Kontakte zu anderen Zelltypen fehlen hingegen véllig. Um
diese in vivo-Situation besser abbilden zu kénnen, wurde die SPP-Aufnahme sowie der
Einfluss von SP-D auf diese Aufnahme nach 8-stlindiger Inkubation in Zellen eines Triple-
Zellkultur-Modells untersucht. Da die Aufnahme nicht mit einem Duchflusszytometer,
sondern ausschlieBlich mittels eines konfokalen Mikroskops untersucht wurde, konnte in
diesen Versuchen eindeutig gezeigt werden, welche Zellen SPP aufgenommen hatten. Eine
Adhasion der Partikel fand hier keine Berucksichtigung. Des Weiteren wurde durch eine
spezielle Software (Diacount® eine absolute Quantifizierung der Partikelaufnahme
durchgeflihrt. Mit dieser Software konnten die augenommenen SPP einzeln gezahlt werden.

Jeder der im Triple-Zellkultur-Modell-verwendeten Zelltypen war in der Lage Subpollen-
Partikel aufzunehmen. Dies konnte fur Makrophagen (Abbildung 23A), Epithelzellen
(Abbildung 23B) und Dendritische Zellen (Abbildung 23C) gezeigt werden.
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Abbildung 23: Repréasentative Bilder internalisierter Subpollen-Partikel (SPP).

Die Bilder wurden mit einem konfokalen Mikroskop erstellt und zeigen jeweils 3 verschiedenen Schnittebenen
durch einen Makrophagen (A), eine Epithelzelle (B) sowie eine Dendritische Zelle (C). Die weiBen Linien zeigen
die Schnittflichen in der Ebene 1. Die Querschnitte sind in den Ebenen 2 und 3 zu erkennen. Ein
aufgenommenes SPP liegt jeweils in der Mitte des Fadenkreuzes. Grin: ALEXA488 (SPP); Rot: Rhodamin
phalloidin (F-Aktin Zytoskelett); Blau: CD14 (A) sowie CD86 (C).

Nach Inkubation mit insgesamt 10 Millionen SPP (Wachstumsflache der Zellen 4,2 cm2),
hatten 43,0 £ 24,1 % der Makrophagen, 2,9 + 0,8 % der Epithelzellen sowie 47,9 + 31,9 %
der Dendritischen Zellen mindestens 1 SPP aufgenommen (Abbildung 24). Nach
Koinkubation mit SP-D [1-10 pg/ml] konnten diese Werte signifikant erhéht werden. 75,4 +
10,0 % der Makrophagen sowie 18,7 = 10,0 % der Epithelzellen waren nach zuséatzlicher

Inkubation mit 10 pg/ml SP-D positiv und hatten mindestens 1 SPP aufgenommen.
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Abbildung 24: Anzahl der Zellen in einem Triple-Zellkultur-Modell, welche mindestens 1 Subpollen-Partikel (SPP)

aufgenommen haben.

Angezeigt sind Mittelwerte aus mindestens 6 Experimenten + SD. * p < 0.05.

Diese Anderung der Anzahl der aufnehmenden Zellen kann mittels reprasentativen Bildern

visualisiert werden (Abbildung 25).
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Abbildung 25: Représentative Bilder uber den Einfluss von Surfactant Protein D (SP-D) auf die Aufnahme von
Subpollen-Partikeln (SPP).

Die Bilder wurden mit einem konfokalen Mikroskop erstellt. Die 3-dimensionale Rekonstruktion der Bilder erfolgte
mit der Software IMARIS®. Links ist eine Aufsicht auf das Triple-Zellkultur-Modell zu erkennen. Rechts wurden
die Zellgrenzen ausgeblendet und es sind nur noch die SPP zu erkennen, welche sich in Zellen des Modells
befinden. A) Inkubation mit 10 Millionen SPP Uber 8 Stunden. Ein groBes SPP-Aggregat befindet sich im
Makrophagen (MO) B) Inkubation mit 10 Millionen SPP + 10 pg/ml SP-D. SPP befinden sich verteilt in den
Zellen. Grun: ALEXA488 (SPP); Rot: Rhodamin phalloidin (F-Aktin Zytoskelett); Blau: CD14

Anders verhalt sich eine Quantifizierung der Anzahl der aufgenommenen SPP pro positiver
Zelle. Hatte ein positiver Makrophage nach Inkubation mit 10 Millionen SPP durchschnittlich
21,5 + 17,5 SPP aufgenommen, verringerte sich dieser Wert tendenziell nach Inkubation mit
SP-D auf 15,5 = 11,7 [1 ug/ml] und 10,7+ 9,5 [10 pg/ml]. Auch die Dendritischen Zellen
nahmen tendenziell weniger SPP auf. Aus anfénglich 31,2 £ 40,7 aufgenommenen SPP je
positiver DC wurden nach Inkubation mit 1 ug/ml SP-D 19,9 + 28,7 sowie 10,1 + 6,4
aufgenommene SPP nach Inkubation mit 10 pg/ml SP-D. Die Anzahl der aufgenommenen
SPP je positiver Epithelzelle blieb nach Inkubation mit SP-D [1-10 pg/ml] nahezu

unverandert.
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Abbildung 26: Quantifizierung der Anzahl aufgenommener Subpollen-Partikel (SPP) je einzelner positiver Zelle.
Angezeigt sind Mittelwerte aus mindestens 6 Experimenten £ SD. * p < 0.05. SP-D: Surfactant Protein D

4.3.1 Messung verschiedener Zytokine

Die Zellen im Triple-Zellkultur-Modell wurden 8 Stunden mit den SPP sowie SP-D inkubiert.
AnschlieBend wurden samtliche freien SPP sowie das freie SP-D abgewaschen, die
Membran ausgeschnitten und mit der Unterseite nach oben in eine neue well-Platte
gegeben. Die Dendritischen Zellen zeigten nun nach oben. Autologe T-Zellen wurden nun in
2 ml Medium zugegeben. Nach 72-stindiger Inkubation wurden die Zellkulturiiberstande
entnommen und verschiedene proinflammatorische Zytokine und Chemokine wurden

gemessen.

Eine Inkubation mit 10 Milionen SPP flhrte zur erhdhten Ausschlttung verschiedener
Zytokine. So wurde unter anderen IL-1-alpha nach Inkubation mit 10 Millionen SPP verstarkt
ausgeschiittet. Eine signifikante Erh6hung von 108,2 + 66,0 pg/ml auf 170,6 + 121,7 pg/ml
konnte verzeichnet werden. Zugaben von SP-D veranderten diese Ausschittung nicht. Auch
eine Erhéhung von G-CSF konnte gemessen werden. 10 Millionen SPP erhéhten die
Ausschittung von 1853 + 1303 pg/ml auf 2823 + 1870 pg/ml (p=0,07). Eine Koinkubation
mit SP-D [1-10 pg/ml] fOhrte hier zu einem leichten, jedoch nicht signifikanten Abfall in der
G-CSF Konzentration im Medium. Auch TNF-alpha wurde nach Inkubation mit 10 Millionen
SPP erhéht vorgefunden. Der Kontrollwert von 150,9 + 129,7 pg/ml wurde auf 339,4 *
355,4 pg/ml erhéht (p=0,05). Auch hier war eine leichte, jedoch nicht signifikante Modulation
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in Richtung einer verminderten Ausschittung durch SP-D zu detektieren. Mip-1beta konnte
nach Inkubation mit 10 Millionen SPP gesteigert gemessen werden. Der Grundwert von
1211 = 298,7 pg/ml wurde auf 1408 + 406,2 pg/ml erhéht (p < 0,05). Dieser Wert wurde
nicht durch SP-D moduliert. Zu einer Verdopplung der Ausschiittung kam es nach Inkubation
mit 10 Millionen SPP im Falle von IL-6 Der Grundwert von 1119 + 887,6 pg/ml wurde auf
2327 +
Verminderung der Ausschiittung von IL-6 durch SP-D.

1732 pg/ml gesteigert (p < 0.05). Hier kam es wieder zu einem Trend einer

Tabelle 9: Messung verschiedener Zytokine im Uberstand des Triple-Zellkultur-Modells.

72 Stunden Inkubation

. 10x10° SPP + | 10x10° SPP +
Kontrolle 10x10° SPP 10 pg/ml SP-D
1 pg/ml SP-D | 10 pg/ml SP-D
IL-1-alpha | 108,2+66,0 |170,6+121,7* | 1496 +101,2 | 192,7+172,3 102,0 £ 72,5
G-CSF 1853 £ 1303 | 2823 + 1870 2665 + 1700 2534 + 1585 2596 + 1586
TNF-alpha | 150,9 + 129,7 | 339,4 + 355,4 250,2 +307,1 | 268,8 +310,0 235,3 £ 363,8
MIP-1beta | 1211 £298,7 | 1408 + 406,2 * 1297 + 660,5 1448 £+ 518,8 1224 + 505,2
IL-6 1119 +887,6 | 2327 +1732* 1717 £ 854,3 1812 + 1166 1051 + 429,1

Die Zellen wurden fir 8 Stunden mit Subpollen-Partikeln (SPP) und Surfactant Protein-D (SP-D) inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen nach Zugabe von autologen CD4-positiven T-Zellen weitere 72 h mit frischen
Medium inkubiert. Angezeigt sind Mittelwerte [pg/ml] aus mindestens 8 Experimenten + SD. *p < 0.05 gegen die
Kontrolle (Zellen ohne Partikel und Proteine). Das Detektionslimit war jeweils 3,2 pg/ml; Das Quantifizierungslimit
war jeweils: IL-1-alpha 80 pg/ml; G-CSF 80 pg/ml; TNF alpha 80 pg/ml; Mip 1 beta 80 pg/ml; IL-6 16 pg/ml

Eine Inkubation mit SPP flhrte zu einer hohen Ausschittung von IL-8. Bereits nach 8
Stunden wurde der hohe Grundwert von 25,5 + 13,3 ng/ml auf 42,4 + 32,7 ng/ml durch
Inkubation mit 10 Millionen SPP erhéht (p=0,09).
Koinkubation mit SP-D moduliert werden. 10 ug/ml SP-D flhrten zu einer signifikanten

Dieser Wert konnte durch eine

Verringerung auf 28,5 + 16,6 ng/ml. Dies hatte auch nach 72 Stunden noch Bestand. Eine
Koinkubation mit 10 pg/ml SP-D verringerte den IL-8 Wert von 103,3 + 54,3 ng/ml signifikant
auf 50,5 + 23,4 ng/ml.
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Abbildung 27: Messung von Interleukin (IL)-8 im Uberstand des Triple-Zellkultur-Modells.

A) Nach 8 Stunden Inkubation mit Subpollen-Partikeln (SPP) und Surfactant Protein D (SP-D). B) Nach diesen 8
h wurde das Kulturmedium gewechselt, CD4-positive T-Zellen zugegeben und weitere 72 h inkubiert. Angezeigt
sind Mittelwerte aus mindestens 5 Experimenten + SD. *p < 0.05 gegen die Kontrolle (Zellen ohne Partikel und
Proteine); # p < 0,05. Das Detektionslimit war bei 3,2 pg/ml; Das Quantifizierunglimit lag bei 64 pg/ml.

Eine Messung von IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL12p70, IL-13 und IFN-gamma ergab &uBerst
geringe oder nicht detektierbare Werte (Tabelle 10). Alleine IP-10 konnte teilweise in hohem
MaBe gemessen werden. Eine erhéhte Ausschittung deutete sich nach Inkubation mit 10
Millionen SPP an. Auch ist tendenziell einer Verringerung dieses Wertes durch Koinkubation
mit SP-D [1-10 ug/ml] zu erkennen. Allerdings waren die IP-10 Werte, abhangig vom
jeweiligen Spender der Zellen, sehr variabel, weshalb keine klare Aussage getroffen werden

konnte.
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Tabelle 10: Messungen von verschiedenen Zytokinen im Uberstand des Triple-Zellkultur-Modells zuziiglich CD4-
positiver T-Zellen.

72 Stunden Inkubation

Kontrolle 10x10° SPP 10x10° PP + 10x10° SPP + 10 pg/ml
1 pg/ml SP-D 10 pg/ml SP-D SP-D
IL-2 b.q.l. b.q.l. b.q.l. b.q.l. b.q.l
IL-4 b.q.l. b.q.l. b.q.l. b.q.l. b.q.l
IL-5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
IL-10 b.q.l. 28,6 + 36,2 24,1 +£35,3 17,5+17,3 23,8 £44.3
IL-12p70 n.d. b.q.l. b.q.l. b.q.l. n.d.
IL-13 b.q.l. b.q.l. b.q.l. b.q.l. b.q.l
IFN-gamma b.q.l. 95,0 £ 207,7 b.q.l. b.q.l. b.q.l
IP-10 476,8 £ 742,0 | 774,1 £796,1 b.qg.l. 676,6 £ 737,2 620,0 £ 608,5

Zeitpunkt der Messung war 72 h nachdem CD4-positive T-Zellen in frischem Medium zugegeben wurden. Zuvor
wurden die Zellen 8 Stunden mit Subpollen-Partikeln (SPP) und Surfactant Protein D (SP-D) inkubiert. Angezeigt
sind Mittelwerte aus mindestens 5 Experimenten + SD. b.q.l: below quantification limit (jedoch oberhalb des
Detektionslimits); n.d.: not detectable (unterhalb des Detektionslimits) Das Detektionslimit war jeweils bei bei
3,2 pg/ml; Das Quantifizierungslimit lag jeweils bei: IL-2 16 pg/ml; IL-4 80 pg/ml; IL-5 3.2 pg/ml; IL-10 16 pg/ml;
IL12p70 80 pg/ml; IL-13 16 pg/ml; IFN-gamma 80 pg/ml; IP-10 400 pg/ml

4.4 Interaktionen zwischen Nanopartikeln und Surfactant

Im ersten Teil dieses Ergebnis-Blockes werden reprasentative Bilder der verwendeten
industriell synthetisierten TiO,-Nanopartikel sowie der verwendeten Vergleichs-Partikel
dargestellt. Mit diesen sollten die Partikel-Charakteristika (GrdéBe und Form), welche von
den Produzenten der Partikel bereitgestellt wurden (Tabelle 5), Uberprift werden. Im
Anschluss daran werden die Effekte von TiO.-Nanoprtikeln auf die biophysikalische
Surfactant-Funktion sowie auf die biophysikalische Surfactant-Funktion nach surface area
cycling beschrieben. Um einen Hinweis zu erhalten, von welcher Partikeleigenschaft
eventuell auftretende Effekte abh&ngen, wurden vergleichsweise TiO,-MP sowie Polystyren-
NP, Polystyren-MP und Quarz-MP untersucht.
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4.4.1 Reprasentative Bilder der Partikel

Die Partikel befanden sich weitestgehend in den von den Herstellern angegebenen
GréBenbereichen (Abbildung 28). Vereinzelt wichen Partikel davon ab. Diese Abweichungen
waren jedoch in der Minderheit und wurden vernachlassigt. Wie vom Hersteller angegeben,
lagen die TiO,-NP, sowie die polystyrenen NP und MP in einer einheitlichen GréBe vor. Die
TiO,-MP und Quarz-MP hingegen lagen in einer GrdBenverteilung vor. Auch hier waren
vereinzelt Nanopartikel zu finden. Aufgrund ihrer durchschnittlichen GréBe, welche gréBer 1
um ist, wurden sie jedoch als Mikropartikel definiert.

Alle Partikelsorten lagerten sich groBteils zu Aggregaten zusammen. Einzelne freie
Nanopartikel wurden jedoch auch gefunden.
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500 nm 1 pum

Abbildung 28: Repréasentative Bilder der verwendeten industriell synthetisierten Partikel.
Bilder wurden mit einem Transmissionselektronenmikroskop erstellt. A) TiOz-Nanopartikel; B) TiO2-Mikropartikel;
C) Polystyren-Nanopartikel; D) Polystyren-Mikropartikel; E) Quarz-Mikropartikel
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4.4.2 Einfluss von Partikeln auf die Surfactant-Funktion

Um zu untersuchen, ob industriell synthetisierte TiO,-NP einen Einfluss auf die
biophysikalische Funktion des pulmonalen Surfactants haben, wurden TiO,-NP [50-500
pg/mi] mit einer natlrlichen Surfactant-Préparation (Curosurf®) inkubiert. Unmittelbar im
Anschluss wurde die biophysikalische Surfactant-Funktion im Pulsierenden-Blasen-

Surfactometer gemessen.

Surfactant alleine wies eine Adsorptionsoberflachenspannung (yass) von ~28 mN/m auf.
Dieser Wert wurde durch Zugabe von 50-100 pg/ml TiO,-NP nicht beeinflusst
(Abbildung 29A). Eine Addition von 200 pg/ml und 500 pg/ml TiO,-NP fihrte jedoch zu einer
statistisch signifikanten Erhéhung der Oberflachenspannung auf 30,8 + 6,1 mN/m und 32,5
+ 8,3 mN/m (Abbildung 29A). Eine Zugabe von TiO,-MP [50-500 pg/ml] hingegen
beeinflusste die Surfactant-Funktion nicht (Abbildung 29b). Wie y.4s SO wurde auch die
minimale Oberflachenspannung (ymin) durch TiO.-NP signifikant erhéht. Eine leichte aber
signifikante Steigerung konnte von < 5 mN/m, was aktives Surfactant darstellt, auf 8,2 +
4,5 mN/m nach Inkubation mit 500 pug/ml festgestellt werden (Abbildung 29C). TiO,-MP [50-
500 pg/ml] zeigten erneut keine Auswirkung auf die Oberflachenspannung (Abbildung 29D).
Um eine direkte Vergleichbarkeit der Partikel nicht nur durch die Massenkonzentration,
sondern auch bezliglich der eingesetzten Oberflache (m?/g) zu erreichen, wurde zusatzlich
eine sehr hohe Konzentration von TiO,-MP eingesetzt. Diese lag in dem GréBenbereich,
welcher bei TiOo-NP eine Surfactant-Dysfunktion induziert hatte. Ein Zusatz von ~ 10 mg/ml
fihrte zu einer Erhdhung der Oberflachenspannung auf 15,9 + 3,1 mN/m (n=6, p < 0.05;
nicht graphisch dargestellt).
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Abbildung 29: Oberflachenspannung von Surfactant nach Inkubation mit TiO-Partikeln.

Werte wurden mit einem Pulsierenden-Blasen-Surfactometer ermittelt. A) Adsorptionsoberflachenspannung
(Yags) nach Inkubation mit TiO2-Nanopartikeln (NP) wahrend eines statischen Blasenzustandes. B) Einfluss von
TiO2 -Mikropartikeln (MP) auf yads. C) Einfluss von TiO»-NP of die Oberflachenspannung wahrend der Pulsation

bei minimaler BlasengrdBe (Ymin). D) ymin Nach Inkubation mit TiO-MP. Gezeigt sind Mittelwerte aus mindestens
4 Experimenten = SD. * p < 0,05 zur 0 ug/ml Kontrolle.

Ahnliche Auswirkungen zeigten sich auch bei den Referenz-Partikeln. Eine signifikante
Erhdéhung der Adsorptionsoberflachenspannung konnte durch 200 pg/ml und 500 pg/ml der
polystyrenen Nanopartikel induziert werden. Die minimale Oberflaichenspannung wurde
durch eine 500 pg/ml Partikelkonzentration signifikant erhéht (Tabelle 11). Die Referenz-
Mikropartikel (Polystyren und Quarz) beeinflussten die biophysikalische Surfactant-Funktion
nicht (Tabelle 11). Erneut wurden zur Vergleichbarkeit der Oberflachen-Effekte eine hohen
Dosis von MP (~10 mg/ml Quarz) getestet. Hier wurde eine Erhéhung der ymi, auf 15,5 +
4,0 mN/m (n=5, p < 0,05; nicht graphisch dargestellt) erreicht. Weiterhin wurden komerziell
erworbene Gold-NP  (Durchmesser 5 nm; Zitrat-Gruppen auf der Oberflache) in
ausgewahlten Konzentrationen zu Vergleichszwecken getestet (n=4). 200 ug/ml erhdhten

die minimale Oberflachenspannung auf 7,7 + 5,7 mN/m. 500 pg/ml fihrten zu 13,2 + 10,7
mN/m (nicht graphisch dargestellt).
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Tabelle 11: Oberflachenspannung von Surfactant nach Zugabe verschiedener Partikel.

Yaas [MN/m]
Polystyren-NP Polystyren-MP Quarz-MP
0 pg/mi 28,8 £5,4 28,9+6,5 259+4,6
50 pg/mi 279 +5,1 28,3+5,3 25,0 £4,7
100 pg/ml 30,2+7)9 28,6 £ 5,7 25,0+£5,9
200 pg/ml 32,4 +7,6" 30,175 26,3 £ 8,7
500 pg/ml 33,3 +£8,3" 28,3 £5,7 25,2+4,3
Ymin [MN/m]
Polystyren-NP Polystyren-MP Quarz-MP
0 pg/ml 3,8+3,3 2,4+3,0 49+14
50 pg/ml 48+35 2,2+2,1 41+27
100 pg/ml 38+34 2,8+4,3 46+23
200 pg/ml 4,7 +3,9 3,1%32 41+28
500 pg/ml 6,4 +4,3" 3,0+3,8 5,0+ 2,1

Die Messungen wurden mit einem Pulsierenden-Blasen-Surfactometer direkt nach Partikel-Zugabe durchgefiihrt.
Die Adsorptionsoberflachenspannung yadss wurde in einem statischen Blasenzustand gemessen. ymin wurde
wéhrend der Pulsation bei minimaler BlasengréBe bestimmt. Die Mittelwerte aus mindestens 4 Experimenten +
SD wurden dargestellt.* p < 0,05 gegen die jeweilige 0 pg/ml Kontrolle. NP: Nanopartikel; MP: Mikropartikel

44.3 Einfluss von Partikeln wahrend surface area cycling

Surface area cycling ist ein dynamischer Prozess, welcher zur Konversion der
oberflachenaktiven Surfactant-Lamellarkérperchen sowie des tubuldren Myelins in groBteils
inaktive unilamellare Vesikel fihrt. Dieser Prozess, der in vivo wahrend der Atmung in den

Alveolen geschieht, kann so in vitro simuliert werden.

Surace area cycling von reinem Surfactant flihrte zu einer Erhéhung der
Adsorptionsoberflachenspannung von ~28 auf ~45 mN/m (Abbildung 30). Eine Anwesenheit
von 200 pg/ml oder 500 pg/ml TiO,-NP wahrend des Dreh-Prozesses fiihrte zu einer
weiteren Erhéhung der Adsorptionsoberflachenspannung (p < 0,05) auf 53,3 = 3,2 mN/m
und 63,6 £ 1,0 mMN/m (Abbildung 30A). Eine Inkubation des Surfactants mit TiO,-MP bis zu
einer Konzentration von 500 pg/ml  fuhrte zu keiner Beeinflussung dieser
Oberflachenspannung (Abbildung 30B). Der Einfluss von TiO,-NP auf die minimale
Oberflachenspannung war beachtlich. 100 pg/ml erhéhten die Oberflachenspannung von 1,1
+ 0,2 mN/m signifikant auf 8,2 £ 6,3 mN/m (Abbildung 30C). Eine weitere Erhéhung der
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Partikel-Dosis induzierte eine starke Surfactant Dysfunktion mit y,,-Werten von 18,3 +
3,4 mN/m (200 pg/ml) und 21,1 £ 0,7 mN/m (500 pg/ml). TiO,-MP flhrten zu einer leichten,
aber nicht signifikanten Erhéhung der minimalen Oberflachenspannung (Abbildung 30D).
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Abbildung 30: Oberflachenspannung nach surface area cycling in Anwesenheit von TiO»-Partikeln.

Die Oberflachenspannung wurde nach 8 stiindiger Rotation bei 0,43 Hz und 37 °C gemessen. A)
Adsorptionsoberflachenspannung (yadss) nach Inkubation mit TiOz-Nanopartikeln (NP). B) Einfluss von TiO»-
Mikropartikeln (MP) auf yags. C) Einfluss von TiO»>-NP auf die Oberflachenspannung wahrend der Pulsation bei
minimaler BlasengréBe (Ymin). D) ymin nach Inkubation mit TIO.-MP. Mittelwerte aus mindestens 4 Experimenten +

SD wurden dargestellt. * p < 0.05 gegen die rotierte 0 ug/ml Kontrolle (grauer Balken). KO / weiBer Balken:
Kontrolle welche iber 8 Stunden statisch im Brutschrank platziert wurde

Polystyren-NP [500 pg/mi] fihrten Zu einer leichten Erhéhung der

Adsorptionsoberflachenspannung nach surface area cycling von 45,4 + 2,8 mN/m auf 51,8 +
2,3mN/m (p<0.05) (Tabelle 12). Die untersuchten MP [50-500 pg/ml] zeigten keine
Auswirkungen auf y.g. Auch die minimale Oberflachenspannung wurde durch MP nicht
beeinflusst (Tabelle 12). Polystyren-NP hingegen induzierten eine starke Surfactant-

Dysfunktion bei minimaler BlasengrdoBe. Eine Inkubation mit 500 pg/ml der Polystyren-NP

wahrend des surface area cyclings fuhrte zu einem signifikanten Anstieg der

Oberflachenspannung auf 17,4 + 2,5 mN/m (Tabelle 12).
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Tabelle 12: Oberflachenspannung nach surface area cycling in Anwesenheit verschiedener Partikel

Yass [MN/m] nach surface area cycling

Polystyren-NP Polystyren-MP Quarz-MP
Kontrolle 2721472 274+54 28,1 +15
0 pg/ml 454 +2.8 46,4 + 2,7 43,7 +1,6
50 pg/ml 41,8 £6,1 437 +4.4 471 +1,9
100 pg/ml 46,8 £ 3,6 43,1£1,5 45,8 £5,6
200 pg/ml 457 +£5,8 453+ 4,6 454 + 6,2
500 pg/ml 51,8 +2,3* 42,7 + 3,4 48,4 +2.6

Ymin [MN/M] nach surface area cycling

Polystyren-NP Polystyren-MP Quarz-MP
Kontrolle 1,0+0,3 1,1+£04 1,2+£0,7
0 pg/ml 1,1+0,3 1,1+0,3 1,7+0,8
50 pg/ml 1,6 +0,8 1,1+£0,8 0,9+0,6
100 pg/ml 1,6+0,8 1,2+0,4 21+1,7
200 pg/ml 75+7,6 1,8+1,1 2,8+1,4
500 pg/ml 17,4 +2,5* 1,9+1,0 1,0+0,5

Die Oberflachenspannung wurde nach 8-stiindiger Rotation bei 0,43 Hz und 37 °C unter Anwesenheit von
verschiedenen Partikeln mit einem Pulsierenden-Blasen-Surfactometer gemessen Die
Adsorptionsoberflachenspannung yags wurde in einem statischen Blasenzustand gemessen. ymin Wwurde wéhrend
der Pulsation bei minimaler BlasengréBe bestimmt. Mittelwerte aus mindestens 4 Experimenten £ SD wurden
dargestellt. * p < 0.05 gegen den rotierten Kontroll-Wert [0 pg/ml]. Kontrolle: Kontrolle welche Uber 8 Stunden
statisch im Brutschrank platziert wurde

4.4.4 Effekte von Partikeln auf die Surfactant-Ultrastruktur

Curosurf®, was in dieser Studie eingesetzt wurde, bestand hauptsachlich aus Lamellar-
Kérper-ahnlichen (lamellar body like) Formen. Unilamellare Vesikel waren kaum vorhanden
(Abbildung 31A und B). Nach Zugabe von 100 pg/ml TiO,-NP zeigte sich, dass die lamellar-
body-like Formen verkleinert und deformiert wurden (Abbildung 31C). Kleine TiO,-NP
Aggregate akkumulierten zwischen einzelnen Lamellen (Abbildung 31D). Weiterhin wurde
ein Anstieg in der Menge der unilamellaren Vesikel detektiert. Eine Rotation des reinen
Surfactants fihrt zu eine Konversion der lamellar-body-like Formen hin zu unilamellaren
Vesikeln (Abbildung 31E). Die Anwesenheit von TiO,-NP [100 pg/ml] wahrend der Rotation
verandert diese Konversion nicht (Abbildung 31F). Interessanterweise konnten groBe TiO,-
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Aggregate nach der Rotation gefunden werden. Diese Aggregate waren gréBer als
diejenigen TiO,-Aggregate, die in den nicht-rotierten Proben gefunden wurden.

Abbildung 31: Représentative Bilder der Surfactant-Ultrastruktur.

Die Bilder wurden mit einem Transmissionselektronenmikroskop erstellt. A) und B) Unbehandeltes Surfactant. C)
und D) Surfactant nach Addition von 100 ug/ml TiO2-Nanopartikel (NP). Rote Kreise zeigen kleine TiO2>-NP
Aggregate. E) Kontroll-Surfactant nach 8-stiindiger Rotation bei 0,43 Hz und 37 °C. F) Surfactant nach 8-
stlindiger Rotation bei 0,43 Hz und 37 °C in der Anwesenheit von TiO2-NP [100 pg/ml]. Schwarze Pfeile zeigen
groBe TiO2-NP-Aggregate an. LBL: lamellar body like Formen. UV: unilamellare Vesikel
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Die vorliegende Arbeit hat die Interaktion von Surfactant mit Partikeln beziehungsweise den
Einfluss verschiedener Surfactantkomponenten auf Partikel untersucht. Wéahrend im ersten
Teil der Arbeit die Modulation der (Allergen-) Partikelaufnahme durch Surfactant Protein D in
unterschiedliche Zellen der Lunge in Mono- und Multizellkultur untersucht wurde, standen im
zweiten Teil der Arbeit biophysikalische Veradnderungen des Surfactant-Systems durch
Nanopartikel im Vordergrund.

5.1 Der Einfluss von SP-D auf die Allergenpartikel-
Aufnahme in Zellen der Lunge

In den oben beschriebenen Experimenten konnte erstmalig gezeigt werden, dass primére
humane bronchiale Epithelzellen, kultiviert in einer Monokultur, Subpollen-Partikel (SPP)
aufnehmen und binden. Des Weiteren wurde beobachtet, dass Surfactant Protein-D diese
Aufnahme und Adhasion moduliert. Diese Modulation flihrte zu einer erhéhten Ausschittung
des proinflammatorischen Chemokins Interleukin-8. Auch ein rekombinantes Fragment des
humanen SP-D (rfhSP-D), welches aus der trimeren Hals-Region sowie der trimeren
Kohlenhydrat-Erkennungs-Doméane aufgebaut ist, konnte die Anzahl der priméren
Epithelzellen, welche an der Aufnahme oder Adhésion der Partikel beteiligt waren, erhéhen.

Ein Teil der Experimente wurde mit kommerziell erworbenen primaren Lungen-Epithelzellen
(Normalen Humanen Bronchialen Epithelzellen; NHBE) durchgefiihrt. Diese Epithelzellen
wurden von menschlichen Spendern gewonnen und erlauben es daher mit Material, welches
direkt die in vivo-Situation abbilden soll, zu arbeiten. Diese Vorteile wurden schon fir
verschiedene Untersuchungen eingesetzt (113-115). Des Weiteren konnten die erhaltenen
Ergebnisse mit primdren bronchialen Epithelzellen (Humane Primére Bronchiale
Epithelzellen; HPBEC), gewonnen von gesunden Probanden mittels Bronchialburste, partiell
validiert werden. Diese Epithelzellen wurden unmittelbar nach der Gewinnungsprozedur
kultiviert. Ein Einfrieren und Auftauen der Zellen, wie es bei den NHBE durchgefihrt wurde,
fand nicht statt. Im Vergleich zu den NHBE wurden mit den HPBEC nahezu identische
Aufnahmemuster bezlglich der Dosis-Abhangigkeit und des SP-D-Effektes gefunden
(Tabelle 8). Zwar waren die Werte der HPBEC, im Gegensatz zu den NHBE, statistisch nicht
signifikant, jedoch kann dies mit der Anzahl der durchgefuhrten Experimente erklart werden.
In einer neuen Studie sollte eine héhere Anzahl von Epithelzell-spendenden Probanden
eingeplant werden. Einzig die MFI, welche die durchschnittliche SPP-Fluoreszenz je positive
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Zelle angibt, zeigte sich bei den HPBEC bezlglich des SP-D-Effekts leicht erhéht (p < 0,05).
Dies bedeutet, dass mehr fluoreszente Partikel mit einer einzelnen Zelle assoziert waren.
Diese leichte Erh6hung war bei den NHBE nicht zu detektieren.

Neben den Monokulturen mit primaren Epithelzellen wurde auch mit der Zelllinie A549
gearbeitet. Hier zeigte sich, dass A549-Zellen, wie auch NHBE und HPBEC, Dosis-abhangig
SPP aufnahmen und gebunden hatten (Tabelle 8). Eine Koinkubation mit SP-D war jedoch
nicht in der Lage die Aufnahme und Bindung zu modulieren.

Diese Ergebnisse deuten an, dass sowohl kommerziell erhaltliche primare Epithelzellen
(NHBE), als auch mittels Birstenabstrich gewonnene priméare Epithelzellen (HPBEC) fir
Monokultur-Experimente, welche die Wirkung von SP-D erforschen, genutzt werden kdnnen.
A549-Zellen, kultiviert in einer Monokultur, zeigen diesbeziglich ein anderes Verhalten und
sollten nicht vorbehaltlos eingesetzt werden.

Unterschiede in der Aufnahme und Adhésion von SPP und PP

Pulmonale Epithelzellen sind grundséatzlich in der Lage einzelne Allergene (116;117) und
auch partikulares Material (47,;118) aufzunehmen und zu binden. In den hier vorliegenden
Experimenten konnte die Aufnahme und Adhasion von SPP (Allergene in einem partikularen
Trager) und PP (Polystyren-Partikel; inertes Material) in und an NHBE gezeigt werden
(Abbildung 10). Bei gleicher Partikelkonzentration waren weniger NHBE an der Aufnahme
sowie Adhasion der SPP im Vergleich zu PP beteiligt (Abbildung 11).

Eine Adhésion, insbesondere aber auch die Aufnahme von Partikeln, hangt von
verschiedenen Faktoren ab. Ein wichtiger Parameter ist die PartikelgréBe (25;119;120).
Subpollen-Partikel, isoliert aus Phleum pratense, haben eine GrdéBe zwischen 320 nm und
2.97 um (unpublizierte Daten). Die verwendeten polystyrenen Partikel hingegen haben eine
exakt definierte Gr6Be von 1 um (Angaben des Herstellers).

Ein weiteres wichtiges Merkmal ist die Beschaffenheit der Partikeloberflache. Kato und
Mitarbeiter haben beispielsweise gezeigt, dass mit Lektinen beschichtete Polystyren-Partikel
(d =245 nm), von Epithelzellen der Lunge aufgenommen werden. Im gleichen Versuch
wurden allerdings unbeschichtete Polystyren-Partikel der gleichen GrdBe nicht internalisiert
(7217). In anderen Studien konnte jedoch die Aufnahme von unbeschichteten polystyrenen
Partikeln (d = 1 um) in Epithelzellen gezeigt werden (708;122). Dieser wichtige Einfluss von
Oberflachenbeschichtungen konnte auch schon fir Quarz-Partikel beobachtet werden. Die
quantitative Aufnahme in Epithelzellen hing bei gleicher GréBe stark von verschiedenen
Oberflachenbeschichtungen ab (7123).
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Subpollen-Partikel weisen auf ihrer Oberflache eine Vielzahl von Allergenen auf, welche in
ihren physiochemischen Eigenschaften und ihrer Struktur variieren (724). Sie unterscheiden
sich von den in dieser Studie verwendeten polystyrenen Partikeln demnach nicht nur durch
ihre GréBe, sondern auch durch ihre Oberflachenbeschaffenheit. Voraussichtlich sind dies
die zwei maBgeblichen Faktoren, welche flr die unterschiedlichen Mengen der Aufnahmen
und Adhésionen der SPP und PP verantwortlich sind.

Die durchschnittliche Partikel-Fluoreszenz (mean fluorescence intensity; MFI) einzelner
SPP- und PP-positiver Zellen konnte durch eine Erhéhung der Partikel-Dosis nicht signifikant
erhéht werden (Abbildung 11). Dieses deutet das Erreichen eines Plateaus an, welches
auch schon far die Aufnahme der aufgereinigten Allergene Phl p 1 und Phl p 6 beobachtet
wurde (116).

Leider konnte keine Aussage dartber getroffen werden, ob insgesamt eine gréBere Menge
an SPP oder PP in und an einzelnen Zellen vorhanden waren. Nur eine relative Aussage
bezogen auf eine einzelne Partikelsorte kann getroffen werden. Da die absolute Fluoreszenz
der reinen PP sehr viel héher als die der SPP war, kénnen die Fluoreszenstéarken an sich

nicht miteinander verglichen werden.

Durch die relative Aussage, dass sich eine konstante Partikel-Menge in oder an einzelnen
Zellen befand, sowie durch die Ergebnisse dass sich durch eine Erh6hung der Partikeldosis
sowie durch eine Zugabe von SP-D die Menge der aufnehmenden und bindenden Zellen
erhbhte, kann auf eine absolute Erhéhung der Aufnahme und Adhéasion von Partikeln in
beziehungsweise an Monokulturen der hier verwendeten NHBE geschlossen werden.

Der Einfluss von SP-D

In den Versuchen dieser Arbeit konnte SP-D die Anzahl der NHBE, welche an der Aufnahme
und Adhasion von SPP beteiligt waren, erhéhen (Abbildung 13). Die Anzahl der SPP pro
einzelne Zelle blieb jedoch konstant. Eine &hnliche Modulation durch SP-D wurde bereits fir
Bakterien und Dendritische Zellen gezeigt (725). Hansen et al. fanden in dieser Studie eine
erhéhte Anzahl von aufnehmenden Dendritischen Zellen. Die Anzahl der Bakterien, welche

von einzelnen Zellen aufgenommen wurden, blieb jedoch konstant.

Weiterhin konnte in den Versuchen der vorliegenden Doktorarbeit erstmalig der Einfluss von
SP-D auf die Allergenpartikelaufnahme in Zellen eines komplexen Triple-Zellkultur-Modells
gezeigt werden (Abbildung 26). SP-D fiihrte hier zu einer Erhéhung der an der Aufnahme
beteiligten Makrophagen und Epithelzellen. Eine Tendenz zu einer verminderten Partikelzahl
je einzelne Zelle konnte fur Makrophagen und Dendritische Zellen beobachtet werden.
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Bisher sind die Effekte von SP-D auf die Aufnahme partikularer Substanzen nur fur
Monokulturen von Makrophagen und Dendritische Zellen beschrieben. So ist bekannt, dass
SP-D an Pseudomonas aeruginosa bindet und die Phagozytose durch Alveolarmakrophagen
erhéht (54). Auch die Phagozytose von SPP durch Alveolarmakrophagen wurde durch SP-D
erhdht (66). Des Weiteren konnte eine SP-D-modulierte erhdhte Phagozytose von
apoptotischen neutrophilen Granulozyten sowie eosininophilen Granulozyten gezeigt werden
(126;127). Fir Dendritische Zellen konnte eine SP-D-modulierte erhéhte Aufnahme von
Bakterien gezeigt werden (128).

Fur die Modulation der Aufnahme und Adhésion durch SP-D kommen verschiedene
Rezeptoren, welche mit SP-D interagieren kénnen, in Frage. Von besonderer Bedeutung ist
hierbei der Calreticulin-CD91-Komplex. SP-D bindet Uber die Kollagen-ahnliche Doméne an
Calreticulin (129), welches wiederum mit CD91 interagiert (730;131). Dies fuhrt zu einer
erhéhten Phagozytose von Pathogenen, welche an die CRD des SP-D gebunden sind.
Obwohl dieser Rezeptorkomplex hauptsachlich fur professionelle Phagozyten wichtig ist,
wird Calreticulin von fast allen Zellen auf der Oberflache exprimiert und wurde auch schon
auf Lungen-Epithelzellen detektiert (129;132-134). Er kommt deshalb neben Makrophagen
und Dendritischen Zellen auch in Frage, die Erhéhung der Bindung und Aufnahme von SPP
an und in Lungenepithelzellen zu modulieren, wie es fir Monokulturen von NHBE, HPBEC
sowie A549-Zellen im Triple-Zellkultur-Modell beobachtet wurde.

Rekombinantes SP-D, was in den Versuchen dieser Arbeit eingesetzt wurde, liegt teilweise
als Dodekamer sowie hauptsachlich als hoéher organisiertes Multimer vor (unpublizierte
Daten). Dies bedeutet, dass die Kollagen-ahnliche Domane innerhalb des Proteins liegt und
somit nicht fir eine Bindung an den Calreticulin-CD91-Komplex zur Verfligung steht (57).
Hierflr muss das Protein in Trimere zerfallen. Dies kann durch eine direkte Bindung an ein
Pathogen erfolgen (57). Ob dies speziell durch eine Bindung an SPP geschieht, ist bisher
nicht bekannt. Eine andere Mdglichkeit fir ein Zerfallen von héher organisiertem SP-D in
Trimere ware die Einwirkung von Stickstoffmonoxid (NO). NO kann zu einer S-Nitrosylierung
der Cysteine am N-terminalen Ende des SP-D fuhren (57). Dies wiederum fuhrt zu einem
Zerfallen der Dodekamere sowie Multimere in Trimere. Da bekannt ist, dass
Stickstoffmonoxid von Lungenzellen nach Kontakt zu Partikeln produziert werden kann
(135;136), konnte dies ein mdglicher Mechanismus fur das Zerfallen von hoéher
organisiertem SP-D in Trimere sein. SP-D kénnte daraufhin Uber die Kohlenhydrat-
Erkennungs-Doméne an SPP und gleichzeitig mit der Kollagen-dhnlichen Doméne an
Calreticulin auf der Oberflache von Epithelzellen binden. Dies wirde primar die Bindung der
SPP an Epithelzellen erhéhen, was in den hier vorliegenden Experimenten mit NHBE
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beobachtet wurde (Abbildung 14). Allerdings sorgt der Calreticulin-CD91-Komplex auch fur
eine erhdhte Aufnahme von gebundenen Antigenen, was in den hier vorliegenden
Experimenten nach 8 Stunden nicht beobachtet wurde. Es ist allerdings denkbar, dass die

gebundenen SPP im Laufe weiterer Stunden aufgenommen werden.

Eine weitere Rezeptor-Kandidat, welche die Aufnahme von Pathogenen SP-D-abhéangig
modulieren kann, ist der Sirp-alpha Rezeptor, welcher hauptsachlich eine wichtige Rolle auf
Makrophagen und Dendritischen Zellen spielt (137,;138). Der Rezeptor ist jedoch auch auf
pulmonalen Epithelzellen vorhanden (139). An diesen Rezeptor kann SP-D bevorzugt Gber
die Kohlenhydrat-Erkennungs-Doméne binden. Der Kontakt mit Sirp-alpha flhrt allerdings
eher zu einer Supprimierung der Aufnahme von Pathogenen. In den Versuchen mit primaren
Epithelzellen, kultiviert in einer Monokultur, welche in der hier vorliegenden Arbeit
beschrieben werden, konnte eine Erhéhung der SPP-Bindung, nicht jedoch der Aufnahme
gezeigt werden (Abbildung 14). Eine Beteiligung dieses Rezeptors ist demnach madglich.
Eine gleichzeitige Bindung Uber die CRD an die SPP und den Rezeptor kénnte die Bindung
der Partikel an Epithelzellen erhdhen. Allerdings konnte kein Abfall der aufgenommenen
SPP je einzelner priméarer Epithelzelle beobachtet werden, was fiir eine Beteiligung von Sirp-
alpha typisch ware.

Dies macht jedoch eine Beteiligung des Sirp-alpha-Rezeptors im Triple-Zellkultur-Modell
wahrscheinlich. SP-D, was Uber die CRD an SPP gebunden ist, kénnte Uber freie CRD eine
Bindung an Sirp-alpha auf einzelnen Zellen suchen. Hierdurch wéare eine bessere Verteilung
der SPP an die verschiedenen Zellen mdglich. Durch die gleichzeitige Hemmung der
Aufnahme der SPP (139) kommt es zu einer geringeren Anzahl der SPP je positiver Zelle,
was in den Versuchen dieser Doktorarbeit fir Makrophagen und Dendritische Zellen
beobachtet wurde (Abbildung 26).

Ohne eine systematische Untersuchung der beteiligten Rezeptoren kann jedoch keine
definierte Aussage darlber getroffen werden, welche Rezeptoren fiir die Modulation der
Aufnahme und Adhasion durch SP-D verantwortlich sind. Es ist jedoch wahrscheinlich, dass
mehrere Rezeptoren gleichzeitig daran beteiligt sind.

Unterschiedliche Effekte von SP-D auf die Modulation von SPP und PP

Es ist bekannt, dass SP-D Uber die Kohlenhydrat-Erkennungs-Domane an SPP bindet (66).
Diese Bindung fUhrt zu einer Aggregation der SPP. Polystyren-Partikel haben keine
Kohlenhydrat-Strukturen auf ihrer Oberflache. Obwohl schon gezeigt wurde, dass SP-D
auch an bestimmte funktionellen Gruppen auf Partikel binden kann (705), ist es
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unwahrscheinlich, dass SP-D Uber ihre CRD spezifisch an Polystyren-Partikel bindet.
Funktionelle Gruppen sind laut Informationen des Herstellers nicht auf den PP zu finden. In
den Versuchen dieser Arbeit konnte auch keine Aggregation der PP nach Inkubation mit SP-
D beobachtet werden (Ergebnis nicht graphisch dargestellt). Da keine spezifische Bindung
von SP-D an die PP stattfand, wurde dementsprechend auch nicht die Aufnahme sowie
Adhasion der PP in oder an NHBE erhdht.

Der Einfluss von rfhSP-D

Die Aufnahme und Adhasion von SPP wie auch von PP konnte zusatzlich durch rfhSP-D in
sowie an primare Epithelzellen, kultiviert in einer Monokultur, erhéht werden. Dies steht im
Gegensatz zu Experimenten mit Makrophagen. Konzentrationen von 1-30 pg/ml an rfhSP-D
fihrten nicht zu einer erhdhten Aufnahme sowie Adhé&sion der SPP in Makrophagen (66). In
den Versuchen der hier vorliegenden Doktorarbeit wurde die Anzahl der positiven
Epithelzellen nur in einer sehr hohen Konzentration von 30 pg/ml rfhSP-D erhdht. Dies legt
die Vermutung nahe, dass ein unspezifischer Protein-Effekt aufgetreten ist. Deshalb wurden
identische Experimente mit einem weiteren Protein, Humanem-Serum-Albumin (HSA),
durchgefihrt (Ergebnisse nicht als Graph dargestellt). HSA war jedoch nicht in der Lage die
Anzahl der positiven Epithelzellen zu erhéhen, was auf einen spezifischen rfhSP-D-Effekt
schlieBen lasst.

Der Calreticulin-CD91-Komplex, welcher ein Kandidat fir die Vermittlung von SP-D-Effekten
ist, bendtigt einen Kontakt zu der Kollagen-ahnlichen Domane. Dies schliet ihn fir die
Effekte von rfhSP-D aus. rfhSP-D beinhaltet keine Kollagen-dhnliche Doméne. Eine
Erklarung fir die rfhSP-D-Effekte ware demnach eine Verunreinigung des rfhSP-D mit
dodekamerem oder multimerem SP-D. Dies kénnte auch erklaren, warum die Effekte erst
bei einer Konzentration von 30 pg/ml (in diesem Falle Gesamtprotein - der SP-D-Anteil wéare
geringer) auftraten. Da allerdings die rfhSP-D-Effekte sowohl bei SPP als auch bei PP
auftraten, kann der Effekt einer Verunreinigung ausgeschlossen werden. SP-D zeigte
keinerlei Auswirkungen auf die Modulation der PP-Aufnahme und Adhésion (Abbildung 13).
Demzufolge ist es wahrscheinlich, dass ein spezifischer rfhSP-D Effekt vorliegt. Dies macht
eine Beteiligung von Sirp-alpha méglich. Fir eine Interaktion mit diesem Rezeptor wird
hauptsachlich die CRD bendtigt. Dass der Effekt der SPP-Modulation erst bei einer sehr
hohen Konzentration auftrat, kann mit unterschiedlichen Bindungsspezifitditen bei
unterschiedlicher Faltung des Proteins erklart werden (7140;141). Der rfthSP-D-modulierende
Effekt bei den PP, welcher mit oligomerem SP-D nicht beobachtet werden konnte, kann
entweder auch mit unterschiedlichen Bindungsspezifitaiten der CRD erklart werden, oder
durch eine (unspezifische) Bindung von PP an die trimere Hals-Region.
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Aufnahme der Partikel in A549-Zellen

A549-Zellen, kultiviert in einer Monokultur, zeigten eine unterschiedliche Quantitat der
Aufnahme der Partikel im Vergleich zu priméren bronchialen Epithelzellen (Abbildung 20).
Weiterhin konnte, im Gegensatz zu Monokulturen priméarer bronchialer Epithelzellen, kein
Einfluss von SP-D [1-10 pg/ml] erkannt werden (Abbildung 21).

Diese Unterschiede kénnen im unterschiedlichen Ursprung der Zellen begriindet sein. Die
priméren Zellen wurden aus der bronchialen Region von Spendern gewonnen. A549-Zellen
entsprechen weitestgehend Typ [I-Pneumozyten. Eine eigenstédndige Produktion von SP-D
durch die A549-Zellen kann jedoch ausgeschlossen werden (742).

Im Gegensatz zu den Experimenten mit Monokulturen, konnte die Aufnahme von SPP in
A549-Zellen, eingebettet in weitere Zelltypen innerhalb eines Triple-Zellkultur-Modells, durch
SP-D moduliert werden (Abbildung 24). Dies kbénnte ein Hinweis darauf sein, dass A549-
Zellen den Kontakt mit anderen Zelltypen bendétigen, um ein dhnliches Verhaltensmuster wie

primare Lungenepithelzellen zu zeigen.

NHBE-Monokulturen: Ausschiittung von Chemokinen und Zytokinen

In den Versuchen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass IL-8 von priméaren Epithelzellen,
kultiviert in einer Monokultur, ausgeschittet wird (Abbildung 16). IL-8 ist ein
proinflammatorisches Chemokin, was zur Chemotaxis von Neutrophilen dient. Eine
Inkubation mit SPP und PP erhdhte diese Ausschittung (Abbildung 16). SP-D fiihrte zu
einer signifikanten Erhéhung der SPP-induzierten Ausschlttung von IL-8. Die PP-induzierte
Ausschuttung von IL-8 wurde durch SP-D nicht verandert. Dementsprechend ist also nicht
nur ein SP-D-Kontakt zur Epithelzelle, sondern auch zum jeweiligen Partikel notwendig. Hier
kdnnte wieder der Calreticulin-CD91-Komplex eine Rolle spielen. Eine Bindung von SP-D an
SPP kénnte zum Auftreten von SP-D Trimeren fUhren. Diese kdnnten Uber ihre Kollagen-
ahnliche Doméne an Calreticulin binden, was eine proinflamamtorische Antwort zur Folge
haben kann (139).

Neben der Produktion von IL-8 sind pulmonale Epithelzellen auch grundsatzlich in der Lage
weitere Zytokine und Chemokine nach Kontakt mit Allergenen und Partikeln auszuschutten.
Epithelzellen kénnen beispielsweise EOTAXIN ausschitten, nachdem sie mit Allergenen von
Hausstaubmilben in Kontakt kamen (743). Eine Ausschittung von EOTAXIN fihrt zur
Chemotaxis eosinophiler Granulozyten.
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Nach 8-stlindiger Inkubation mit SPP und PP konnten in den Versuchen dieser Arbeit keine
messbaren Werte von EOTAXIN, MCP-1 (fihrt zu Chemotaxis von Monozyten sowie
Dendritischen Zellen), IL-1-alpha (unterstitzt die Migration von Leukozyten), RANTES (fihrt
zur Chemotaxis von T-Zellen, eosinophilen Granulozyten und basphilen granulozyten) und
GM-CSF (stimuliert die Produktion von Monozyten sowie Granulozyten) detektiert werden
(Tabelle 6 und Tabelle 7). Eventuell ist eine 8-stlindige Inkubation mit den gewahlten
Partikelkonzentrationen ein zu geringer Stimulus, um fir eine Produktion bestimmter
Zytokine und Chemokine zu sorgen. Eine Erhéhung der Partikeldosis oder eine
Verlangerung der Inkubationszeit kénnte fir eine Sekretion sorgen und somit eine
Mdéglichkeit schaffen, den Effekt von SP-D auf diese Sekretion zu untersuchen.

In den Versuchen der vorliegenden Arbeit wurden primare Epithelzellen von humanen
Spendern untersucht. Die Ausschittung von Zytokinen und Chemokinen hangt vom
Gesundheitsstatus des jeweiligen Spenders ab. So ist beispielsweise bekannt, dass Zellen
von Spendern mit schwerem Asthma ein anderes Zytokinprofil aufweisen als Zellen aus
Spendern mit mildem Asthma (744). Da nicht bekannt ist, ob die Spender der Zellen eine
allergische Erkrankung aufwiesen, kénnte eine Selektion der Probanden nach bestimmten
Atemwegserkrankungen die Ausschittung von Zytokinen und Chemokinen erhdhen.

Triple-Zellkultur-Modell: Ausschiittung von Chemokinen und Zytokinen

Eine Inkubation mit 10 Millionen SPP Uber 8 Stunden flihrte durch die Zellen des Triple-
Zellkultur-Modells zu einer erhéhten Ausschittung verschiedener proinflammatorischen
Mediatoren. Es kam hierbei zu einer tendenziellen Erhéhung von G-CSF (stimuliert die
Produktion von Granulozyten), TNF-alpha (stimuliert Migration neutrophiler Granulozyten
sowie die Produktion weiterer proinflammatorischer Zytokine) und IL-8. Signifikant erhéht
wurden IL-1-alpha, Mipibeta (fhrt zur Chemotaxis CD4-positiver T-Zellen) sowie IL-6
(Lymphpzyten-stimulierender Faktor) Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit anderen
Studien, welche zeigen, dass Allergene zur Ausschittung von proinflammatorischen
Mediatoren aus Epithelzellen (145-147), Makrophagen (148;149) und Dendritischen Zellen
(150;151) fOhren.

SP-D reduzierte tendenziell die Ausschiuttung von G-CSF, TNF-alpha und IL-6 (Tabelle 9).
Eine signifikante Reduktion konnte fir IL-8 gezeigt werden. SP-D zeigt demnach im Triple-
Zellkultur-Modell  antiinflammatorische Effekte nach Koinkubation mit SPP. Ahnliche
antiinflammatorische Effekte konnten auch schon in verschiedenen Studien mit
Monokulturen verschiedener Zellen gezeigt werden. SP-D war beispielsweise in der Lage,
die Produktion von TNF-alpha durch Makrophagen oder Dendritischen Zellen zu verringern
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(152). Desweiteren konnte schon eine verminderte Ausschittung von Mip-2, TGF-beta und
MCP-1 von Makrophagen nach Koinkubation mit SP-D gezeigt werden (739). Diese
antiinflammatorische Wirkungen wurden ber den Sirp-alpha Rezeptor vermittelt.

Unter Betrachtung der SPP-Aufnahme im Triple-Zellkultur-Modell, welche auf eine
Beteiligung des Sirp-alpha-Rezeptors schlieBen I&sst, liegt es nahe, dass die
antiinflammatorische Wirkung auch in den hier durchgefihrten Versuchen durch den Sirp-
alpha-Rezeptor vermittelt wurde.

Warum im Triple-Zellkultur-Modell antiinflammatorische Effekte, in Epithelzell-Monokulturen
jedoch proinflammatorische Effekte durch SP-D induziert wurden, ist nicht bekannt und
bedarf noch weiterer Untersuchungen. Die Beteiligung unterschiedlicher Rezeptoren sowie
die direkte Beeinflussung durch Mediatoren, sekretiert von anderen Zellen, liegt Nahe.

In der hier vorliegenden Doktorarbeit wurden nicht nur Zytokine der Makrophagen,
Dendritischen Zellen sowie der Epithelzellen untersucht. Ein Augenmerk lag auch auf der
Auschittung von T-Zell-Zytokinen sowie von T-Zell-abhangigen Zytokinen. Diese
Untersuchung wurde durch eine Zugabe von CD4-positiven T-Zellen zum Triple-Zellkultur-
System ermdéglicht.

Obwohl die Makrophagen, Dendritischen Zellen sowie die T-Zellen aus Blut von
graserallergischen Spendern generiert wurden, konnten nach Inkubation mit Subpollen-
Partikel von Phleum pratense keine oder eine nur sehr geringe Ausschuttung von IL-2 (flhrt
zur Proliferation von T-Helferzellen), IL-4 (stimuliert B-Zell-Aktivierung sowie IgE-
Produktion), IL-5 (wirkt chemotaktisch auf eosinophile Granulozyten), IL-10 (hemmt
Makrophagen), IL-12p70 (stimuliert Differenzierung von T-Zellen), IL-13 (stimuliert die
Bildung und Differenzierung von B-Lymphozyten) und IFN-gamma (aktiviert Makrophagen)
detektiert werden (Tabelle 10). IP-10 (stimuliert Monozyten sowie die Migration von T-
Zellen), was nicht von T-Zellen ausgeschuttet wird, dessen Ausschlttung jedoch direkt von
IFN-gamma induziert wird, wurde Spender-abhangig vorgefunden. Hier deutete sich eine
erhdhte Produktion nach Inkubation mit SPP an, was eine proinflammatorische Wirkung
darstellt. Eine verminderte Produktion durch SP-D deutete sich an, war jedoch durch die
hohen Schwankungen der gemessenen Werte nicht zu verifizieren.

Far die sehr geringen oder nicht vorhandenen Ausschittungen der T-Zell-Mediatoren

kommen mehrere Erkldrungen in Betracht:
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1) Die T-Zellen wiesen eine zu geringe Vitalitat auf

Concancavalin A, ein T-Zell-Mitogen, war tber die gesamte Dauer von 72 h in der Lage, die
Ausschittung von Zytokinen durch T-Zellen zu induzieren (Ergebnisse nicht dargestellt).
Eine hohe Vitalitat der T-Zellen war dementsprechend gegeben.

2) Die Typ lI-Pneumozyten induzierten eine Toleranz

Typ IlI-Pneumozyten, welche sich in Form von A549-Zellen im System befanden sind in der
Lage eine Toleranz gegendber bestimmten Antigenen hervorzurufen (7153). Um zu
Uberprifen, ob die A549-Zellen auch im Triple-Zellkultur-Modell eine Toleranz gegenlber
den Phleum pratense-Allergenen induziert haben, wurden ausgewahlte Experimente ohne
eine Zugabe von A549-Zellen durgefihrt. In diesen Experimenten wurde nur mit
Dendritischen Zellen und Makrophagen gearbeitet. Allerdings konnten auch hier nur geringe
Ausschittungen an Interleukin-2, welche unterhalb des Quantifizierungs-Limits des ELISAs
lagen, gemessen werden (Daten nicht graphisch dargestellt). Eine A549-induzierte Toleranz

kann demnach ausgeschossen werden.
3) Die SPP stellten ein zu schwaches Antigen dar

Eventuell sind SPP in der eingesetzten Konzentration ein zu schwaches Antigen um eine
Reaktion der T-Zellen auszulésen. Um dies zu untersuchen, wurden in einzelnen
Experimenten die SPP durch einen hochkonzentrierten Extrakt, hergestellt aus den
Allergenen von Phleum Pratense, ersetzt. Dieser induzierte jedoch eine &hnlich geringe
Auschittung von IL-2, verglichen mit den Resultaten, welche mit SPP erzielt wurde (Daten

nicht graphisch dargestellt).
4) Die Konzentration der T-Zellen im Medium war zu gering

Dass zu wenige T-Zellen in zu viel Medium vorhanden waren, ist die naheliegendste
Erklarung fur die geringen Ausschittungen der T-Zell-Zytokine. Da die Rekrutierung der
Probanden der Blutspende groBteils im Herbst und Winter durchgefihrt wurde, war aller
Voraussicht nach die Anzahl der allergen-spezifischen T-Zellen, welche im Blut der Spender
zu finden waren, relativ gering (im Vergleich zur Anzahl wahrend der Blutezeit der Graser).
Bei einem Verhéltnis von 1,7 Millionen T-Zellen zu 170.000 Dendritischen Zellen gab es
deshalb relativ wenige allergen-spezifische T-Zell-DC Kontakte. Auch die groBe
Wachstumsflache der Membran, auf der die DC kultiviert wurden (4,2 cm?), flihrte zu
geringen T-Zell-DC-Kontakten. Wenige Proliferations-Cluster, die vom Ort der direkten DC-
T-Zell Interaktion ausgehen, waren vermutlich die Folge. Die sich daraus ergebende Menge
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an Zytokinen war demnach zu gering, als dass sie in dieser groBen Menge Kulturmedium

gemessen werden konnte.

5.2 Die Interaktion von TiO2,-Nanopartikeln mit
pulmonalem Surfactant

Die in dieser Arbeit beschriebenen Daten belegen, dass Nanopartikel, im Gegensatz zu
Mikropartikel, in den untersuchten Konzentrationen eine Dysfunktion des pulmonalen
Surfactants induzieren kénnen. TiO,-Nanopartikel sowie Polystyren-Nanopartikel induzierten
in hohen Konzentrationen eine biophysikalische Surfactant-Dysfunktion in vitro. Surface area
cycling verstarkte diese Dysfunktion. Die durch TiO, induzierten biophysikalischen
Veradnderungen des Surfactants wurden zudem von Veranderungen der Surfactant-
Ultrastruktur begleitet. Neben einer Deformation der aktiven Lamellarkérperchen konnte ein
vermehrtes Auftreten von weitestgehend inaktiven unilamellaren Vesikeln beobachtet

werden.

Die wahrscheinlichste Erklarung fur das Auftreten der Surfactant Dysfunktion ist eine direkte
Interaktion zwischen den Partikeln und Surfactant-Komponenten. So ist beispielsweise
bekannt, dass Phospholipide an Partikel (97;94;7142) und an TiO,-Strukturen (7154;155)
binden kénnen. Demzufolge kénnte die in dieser Arbeit eingesetzte Partikel-Oberflache (pro
Masseneinheit) das ausschlaggebende Merkmal sein, welches die biophysikalischen und
ultrastrukturellen Veranderungen hervorrief. Dies wird auch in den Ergebnissen der Kapitel
4.4.2 sowie 4.4.3 angedeutet. Diejenigen Partikel mit der gréBten Oberflache pro
Masseneinheit (TiO,-NP und Polystyren-NP) induzierten die starksten Veranderungen.
Mikropartikel mit einer vergleichsweise geringen Oberflache induzierten in den eingesetzten
Konzentrationen keine Surfactant-Dysfunktion. Um dies naher zu untersuchen, wurden in
einzelnen Experimenten ahnliche Partikeloberflachen durch den Einsatz von sehr hohen
Mikropartikel-Massenkonzentrationen eingesetzt. Eine Partikelkonzentration von etwa 10
mg/ml TiO,-MP und Quarz-MP induzierte eine starke Surfactant-Dysfunktion. Allerdings
waren die experimentellen Bedingungen in diesen Ansatzen limitiert. Mikropartikel in diesen
hohen Konzentrationen aggregierten innerhalb klrzester Zeit und sedimentierten in
Sekunden am Boden der Proben-Kapillare. Durch dieses Absinken wurde die Phospholipid-
Konzentration in der Probenflissigkeit reduziert, was einen direkten Vergleich der NP mit
den MP schwer méglich macht.

Bakshi und Mitarbeiter haben in einer Studie gezeigt, dass 2 pg/ml Gold-Nanopartikel eine
gravierende Surfactant-Dysfunktion induzieren kénnen (97). Im Gegensatz hierzu konnte
eine durch TiO,-NP induzierte Surfactant-Dysfunktion nur in sehr viel héheren Partikel-

Seite 92



5 Diskussion

Konzentrationen festgestellt werden (Abbildung 29). Des Weiteren war der Grad der TiO,-
NP-induzierten Surfactant-Dysfunktion sehr viel schwéacher als in der Studie von Bakshi et
al. Um diese Diskrepanz erklaren zu kénnen, mussen drei essentielle Unterschiede
zwischen den Versuchen betrachtet werden:

1) Die Messsysteme

Beide Messsysteme, das Pulsierende-Blasen-Surfactometer und das bei Bakshi verwendete
Captive Bubble Surfactometer (CPS) sind in der Lage, geringe Oberflachenspannungen
wiederzugeben (156). Das CPS tendiert sogar dazu, geringere Werte anzugeben (157).
Deshalb ist es unwahrscheinlich, dass die Verwendung der verschiedenen Messsysteme flr
die unterschiedlich starken Surfactant-Dysfunktionen verantwortlich sind.

2) Die Surfactant-Praparationen

In den hier vorliegenden Versuchen wurde Curosurf®, eine natiirliche Surfactant-Préaparation,
welche aus Schweine-Lungen gewonnen wird (758), eingesetzt. Bakshi benutzte eine semi-
synthetische Surfactant-Praparation, welche aus 2 verschiedenen Phospholipiden zuziglich
SP-B bestand. Beide Surfactant-Praparationen kénnen nachweislich eine ausgezeichnete
Oberflachenaktivitdt aufweisen und auch minimale Oberflachenspannungen unter
Kompression erreichen. Daher ist es unwahrscheinlich, dass die verschiedenen
Zusammensetzungen der beiden Surfactant-Praparationen vollstandig fir die
unterschiedlichen Effekte verantwortlich sind.

3) Die verwendeten Nanopartikel

Am Wahrscheinlichsten ist es, dass die materiellen Eigenschaften der Nanopartikel (GroBe,
Oberflache, Ladung), fur die unterschiedlichen Ergebnisse verantwortlich sind. Da die Gold-
Nanopartikel Zitrat-Gruppen auf ihrer Oberflache aufwiesen, wurde eine Partikel-
Aggregation weitestgehend verhindert (759). Die eingesetzten TiO,-NP aggregierten
hingegen in einem hohen MaBe. Obwohl die Oberflache der Gold-NP aus Bakshis Studie
nicht bekannt ist, ist es deshalb sehr wahrscheinlich, dass die Oberflache pro Masseneinheit
gréBer ist als bei den TiO,-NP. Dies kann eine Erklarung fir die sehr viel starkere
Surfactant-Dysfunktion nach Inkubation mit Gold-NP sein. Mehr Surfactant-Komponenten
adsorbierten an der gréBeren Oberflache der Gold-NP und waren deshalb nicht verfligbar,
um die Oberflachenspannung an der Luft-Flissigkeits-Grenzschicht zu reduzieren.

Zum direkten Vergleich der TiO,-NP und Bakshis Gold-NP (~15 nm) wurden in einzelnen
Experimenten kommerziell erhéltliche Zitrat-beschichtete Gold-NP (5 nm) eingesetzt. Diese
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Gold-NP induzierten, verglichen mit TiO,-NP, bei gleichen Massenkonzentrationen eine
starkere Surfactant-Dysfunktion. Allerdings war diese Dysfunktion schwacher, als die
Dysfunktion, die Bakshi in seiner Studie beobachtet hatte. Aller Wahrscheinlichkeit nach
kénnen diese Unterschiede auf die eingesetzte Oberflache je Masseneinheit Gold-NP sowie
auf die unterschiedlichen Surfactant Praparationen zurtickgeftihrt werden.

Die in vivo stattfindende Konversion von aktiven groBe Surfactant-Aggregaten (large
aggregates; LA) in weitestgehend inaktive kleine Surfactant-Aggregate (small aggregates;
SA) kann in vitro durch eine Methode namens surface area cycling (Kapitel 3.4.6) simuliert
werden (7160). Mit Hilfe dieser Methode wurde bereits der Einfluss verschiedener Stoffe wie
Mekonium, Serum-Proteine oder Surfactant-Proteine wahrend des Konversions-Prozesses
untersucht (767-164). In den hier beschriebenen Versuchen wurde der Einfluss von TiO,-NP
wahrend der Konversion untersucht. Es wurde ein Dosis-abhangiger Anstieg in der
Oberflachenspannung festgestellt (Abbildung 30). Dieser TiO,-NP-vermittelte Effekt war um
ein vielfaches héher, als die leichte Dysfunktion, welche ohne surface area cycling detektiert
wurde. Bilder, die mit Hilfe eines Transmissionselekironenmikroskops erstellt wurden,
zeigten, dass die Generierung der unilamellaren Vesikel unabhéangig von der Anwesenheit
der NP wahrend des surface area cyclings stattfand (Abbildung 31). Eine mdgliche
Erklarung fir den Abfall in der Oberflachenaktivitdt des Surfactants nach surface area
cycling in der Anwesenheit von TiO,-NP kann deshalb die Bindung von SP-B und der daraus
folgende Verlust von SP-B an der Luft-Flissigkeits-Grenzschicht sein. SP-B wird in vivo
durch eine Serin-aktive Carboxylesterase namens Konvertase gespalten (165-167). Da
Curosurf® mittels einer Chloroform-Extraktion prapariert wurde, enthalt es keine Konvertase
(168). Aller Voraussicht nach ist deshalb intaktes SP-B in Curosurf® auch nach surface area
cycling vorhanden. Eine Hypothese ist deshalb, dass freies SP-B durch Bindung an TiO,-NP
depletiert wird. Dies tragt zu einer gestérten Oberflachenaktivitét bei. Dass SP-B eine hohe
Affinitat aufweist, wahrend des surface area cyclings an Oberflachen zu binden, konnte
schon in einer vorherigen Studie gezeigt werden. In diesen Versuchen band SP-B an die
Wéande des Test-Réhrchens (769). Leider war es uns nicht moglich, mittels
Transmissionelektronenmikroskopie eine direkte Bindung von SP-B an die TiO,-NP zu
zeigen. Die Fixierung des Surfactants, welche fir die Immun-Elektronenmikroskopie von SP-
B notwendig ist, machte es unmdglich, ultradiinne Schnitte des Surfactants herzustellen.

In den beschriebenen Versuchen wurde gezeigt, dass TiO,-NP eine biophysikalische
Dysfunktion sowie ultrastrukturelle Veranderungen des Surfactants induzieren kénnen. Dies
waren jedoch ausschlieBlich in vitro-Experimente. Die Ergebnisse kdnnen somit nicht 1:1 auf
die in vivo-Situation Ubertragen werden. Des Weiteren traten die Effekte nur bei hohen
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Konzentrationen ab 100 pg/ml auf, welche zwar bei einem arbeitstechnischen Unfall inhaliert
werden kénnten, unter normalen Umstédnden aber nicht in vivo in der Lunge deponiert
werden. Unter der Annahme, dass die alveolare Oberflache etwa 100 m? betragt und unter
der Annahme, dass die durchschnittliche Starke des alveolaren Flissigkeitsfilms etwa 200
nm betragt (770), kann die Menge des alveolaren Flissigkeitsfilms mit etwa 20 ml berechnet
werden. In Ubereinstimmung mit dieser Rechnung wurde in einer anderen Studie die Menge
des gesamten epithelialen FlUssigkeitsfilms mit 6 ml/L totale Lungenkapazitat beschrieben
(171). Dies wirde 40 ml betragen. Unter der weiteren Annahme, dass eine Partikel-
Konzentration von 100 ug/mS, welche durchaus in gréBeren Stadten erreicht werden kann, in
der Umgebungsluft zu finden ist, und unter der Annahme, dass die alveoldre Depositionsrate
etwa 50 % betragt, wirde die Partikeldosis in den Alveolen nach 24 Stunden ungeféhr 360
Mg betragen. Dies entspricht etwa 10 pg/ml alveoldrem Flussigkeitsfilm. Diese
Partikelkonzentration liegt weit unter der Partikelkonzentration, welche in der hier
vorliegenden Arbeit eine Surfactant-Dysfunktion ausgelést hat. Weiterhin werden deponierte
Partikel aus der Lunge heraustransportiert, und Surfactant wird neu produziert. Dies
verandert das Partikel / Surfactant-Verhéltnis. Alles dies muss beachtet werden, sofern das
Risiko fur den Menschen abgeschéatzt werden soll.

Obwohl diese Berechnungen vermuten lassen, dass TiO.-NP keine direkte Gefahr fir
gesunde Individuen darstellen, muss der Einfluss von NP trotzdem beachtet werden.
Besonders der Einfluss auf kranke und vorgeschéadigte Personen sollte berlicksichtigt
werden. Hier kdnnten die Auswirkungen von TiO,-NP Bestandteil eines kumulativen Effekts
sein. Es konnte beispielsweise gezeigt werden, dass eine pulmonale Surfactant-Dysfunktion
fur ein Krankheitsbild verschiedener Atemwegserkrankungen wie Asthma (72) und
Mukoviszidose (172) typisch ist. Zusatzlich kann eine Surfactant-Dysfunktion nach einer
Lungentransplantation detektiert werden (773). Insbesondere das Einstrdbmen von Plasma-
Proteinen in das Atemwegs-Lumen ist hierflir bei Atemwegserkrankungen verantwortlich
(174;175). Dieser Umstand kann &uBerst wichtig fir inhalierte Nanopartikel sein. Es ist
bekannt, dass NP eine Atemwegsentzindung induzieren (176-178) oder verstarken
(179;180) kdnnen. Da eine Atemwegsentziindung von einem Protein-Einstrom in das
Atemwegs-Lumen begleitet wird, kann dies zu einer Surfactant-Dysfunktion flhren.
Weiterhin kénnen NP oxidativen Stress und Lipid-Peroxidation auslésen (7187-183).
Oxidativer Stress mit nachgeschalteter Lipid-Peroxidation kann einen Anstieg in der
Oberflachenspannung induzieren (184;185). Weiterhin kénnen von Motoren produzierte NP
mit Alkanen und Sulfaten verunreinigt sein (786). Da bekannt ist, dass Eicosan, ein
spezifisches n-Alkan, was ein Bestandteil von Dieselabgasen ist, die biophysikalische
Surfactant-Funktion negativ beeinflussen kann (787), kénnen so Verunreinigungen von
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Nanopartikeln eine Surfactant Dysfunktion auslésen. All diese Phanomene kénnen additiv zu
der in dieser Arbeit beschriebenen direkten Interaktion von NP und Surfactant auftreten.
Nanopartikel kdnnten deshalb in der Lage sein, in vivo Veranderungen des pulmonalen
Surfactants zu verstarken, was besonders flr atemwegskranke Personen problematisch

sein kann.

5.3 Schlussfolgerung

Komponenten des pulmonalen Surfactants kénnen mit inhalierten Partikeln, welche die
Alveolen erreichen, interagieren. Hierbei kann die biophysikalische Surfactant-Funktion
inhibiert werden. Weiterhin kann die Ultrastruktur des Surfactants verandert werden. Die
ausschlaggebenden Parameter sind hierbei vermutlich die Gr6Be sowie die Oberflache der
eingesetzten Partikel.

Des Weiteren kbnnen Komponenten des Surfactants nach der Interaktion mit Partikeln auch
deren Aufnahme in verschiedene Zellen modulieren. Eine inflammatorische Reaktion der

Zellen kann somit beeinflusst werden.

Viele verschiedene Krankheiten werden von einer Surfactant-Dysfunktion begleitet.
Weiterhin ist Interleukin-8 ein wichtiges Chemokin, was zur Chemotaxis von neutrophilen
Granulozyten fuhrt. Ein vermehrtes Auftreten von neutrophilen Granulozyten im alveolaren
Lumen ist eines der Hauptcharakteristika bestimmter Entziindungsreaktionen. Die
Interaktion von Surfactant(-Komponenten) mit inhalierten Feinstaub-Partikeln kann demnach
den pathophysiologischen Zustand der Lunge verandern.

Dies konnte ein vielversprechender Ansatz fur eine Medikamentenentwicklung sein. Ein
Medikament auf der Basis von Surfactant Protein D kdnnte den bei verschiedenen
Atemwegserkrankungen vorherschenden Entziindungsstatus der Lunge reduzieren.

Weiterhin kénnte eine nanotechnologische Funktionalisierung produzierter Nanopartikel fr
ein minimiertes gesundheitsschadigendes Risiko nach Inhalation sorgen. Hierfur muUsste
darauf geachtet werden, dass keine Surfactant-Komponenten an die Nanopartikel binden.
Eine Surfactant-Dysfunktion kénnte so verhindert werden.

Durch die Ergebnisse dieser Arbeit sollten bereits publizierte aber auch kinftige (in vitro-)
Experimente kritisch analysiert werden. In der Literatur werden oft Experimente beschrieben,
welche die Auswirkungen von Partikeln auf Zellkulturen beschreiben. Fehlen in den
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Versuchsansatzen Surfactant-Komponenten, kénnten falsch positive beziehungsweise
falsch negative Resultate das Ergebnis sein.

A549-Zellen sind eine unter Wissenschaftlern beliebte Zellline, da sie haufig verwendet und
dementsprechend gut charakterisiert sind. Allerdings zeigte sich in den Versuchen dieser
Arbeit, dass sie sich in einer Monokultur nicht wie primare Epithelzellen verhalten. Eine
Integration in ein komplexes Zellsystem flhrte jedoch zu einem geanderten Verhalten der
Zellen. Wahrend sie in einer Monokultur nicht durch SP-D moduliert wurden, reagierten sie
im Triple-Zellkultur-Modell auf Zugabe von SP-D. Dieses Verhalten war identisch mit dem
von primaren Zellen, welche in einer Monokultur kultiviert wurden. Dies kdnnte ein Hinweis
daflr sein, dass A549-Zellen eine Einbettung in andere Zellschichten bendtigen, um selbst

ein in vivo-ahnliches Verhalten zu zeigen.

5.4 Ausblick

Nanopartikel kénnen die biophysikalische Funktion des Surfactants inhibieren sowie dessen
Ultrastruktur verandern. Dies wurde in einem in vitro-System gezeigt. Um die in vivo-
Relevanz zu Uberprifen, sollten TiO,-NP vernebelt und Uber wenige Stunden von
Versuchstieren eingeatmet werden. AnschlieBend sollte Surfactant isoliert und die Funktion
des Surfactants im Pulsierenden-Blasen-Surfactometer Uberprift werden. Weiterhin sollten
die Lunge und das intraalveoldre  Surfactant fixiert werden, um eine
elektronenmikroskopische Untersuchung der Surfactant-Ultrastruktur zu ermdglichen.
Besonders sollte hierbei beachtet werden, dass wahrend der Inhalation der Partikel keine
EntzGindungsreaktion in der Lunge auftritt. Dies wirde zu einem Protein-Einstrom in die
Lunge fuhren, was selbst einen Effekt auf die Funktion des Surfactants austiben wiirde.

Des Weiteren sollten verschiedene Funktionalisierungen der Nanopartikel getestet werden.
Nanopartikel, welche nicht direkt an Surfactant-Komponenten binden, kénnten so eine
Surfactant-Dysfunktion verhindern. Dies macht einen Einsatz der Nanopartikel fir klinische
Studien (Medikamententransport, etc.) vielversprechender.

Auch bezulglich der Interaktionen von SP-D mit SPP gibt es weitere offene Fragestellungen.
Der genaue Mechanismus der Modulation der Aufnahme sowie der Zytokin-Ausschittung
stellt einen vielversprechenden Ansatz fir weitere Forschungen dar. Eine detailierte
Erkenntnis der involvierten Mechanismen der mdglichen antiinflammatorischen Wirkung

ware ein weiterer Schritt in Richtung eines (synthetischen) Medikamenten-Wirkstoffs.
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5 Diskussion

Das Triple-Zellkultur-Modell sollte optimiert werden. Eine gr6Bere Dichte an T-Zellen und
Dendritischen Zellen sollte eine Untersuchung allergen-spezifischer T-Zell-DC-Interaktionen

ermdglichen. So kénnte das Modell fiir weitere Fragestellungen eingesetzt werden.

Da sich gezeigt hat, dass eine Zellinie in diesem Modell ein in vivo-ahnliches
Verhaltensmuster aufweist, sollte versucht werden, dieses Modell komplett mit Zelllinien
aufzubauen. Eine bessere Standardisierung der Ergebnisse ware somit mdglich. Dieses
Modell, validiert am Modell mit primaren Zellen, ware vielversprechend und kdnnte kinftig

helfen, Tierversuche zu ersetzen.
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AECG Airway Epithelial Cell Growth Medium
BALF Bronchoalveolare Lavage-Flussigkeit
b.d.l. Below detection limit

BEBM Bronchial Epithelial Basal Medium
BET Brunnauer, Emmett, Teller

CD Cluster of differentiation

CRD Carbohydrate recognition domain
CPS Captive Bubble Surfactometer

DC Dendritische Zellen

DMSO Dimethylsulfoxid

DPPC Dipalmitoylphosphatidylcholin

EDTA Ethylendiamin-tetraacetat

ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay
FCS Fetales Kélberserum

GM-CSF Granulocyte macrophage colony stimulating factor
H.SO, Schwefelsdure

HSA Humanes-Serum-Albumin

HPBEC Humane Primare Bronchiale Epithelzellen
IgE Immunglobulin E

IL Interleukin

Kollektin Kollagen-enthaltendes Lektin
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LBL
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MO

MP

NaCl

NaHC03

n.d.

NHBE

NO

NP

ova

PBS

PM

POPG

PP

rfhSP-D

RPMI

SA

sd

SP

SPP

Surfactant

Large Aggregates
Lamellar-Body-Like Forms

Major Histocompatibility Compex
Makrophagen

Mikropartikel

Natriumchlorid
Natriumhydrogencarbonat

not detected

Normale Humane Primére Epithelzellen
Stickstoffmonoxid

Nanopartikel

Ovalbumin

Phosphat-gepufferte Waschlésung
Particulate Matter
Palmitoyl-oleoyl-phosphatidylglycerol
Polystyren-Partikel

Rekombinantes Fragment des humanen SP-D
Roswell Park Memorial Institute
Small Aggregates

Standard deviation

Surfactant Protein
Subpollen-Partikel

Surface Active Agent
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Th2-Zellen

TiO,

uv

Yads

Ymin

T-Helferzellen vom Typ 2
Titandioxid

Unilamellare Vesikel
Oberflachenspannung
Adsorptionsoberflachenspannung

Minimale Oberflachenspannung
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