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1 Einleitung

Wahrend sich die meisten Forschungsarbeiten auf klassische Risikofaktoren wie
arterielle Hypertonie, Diabetes oder Rauchen konzentrierten, deuten neuere
Erkenntnisse darauf hin, dass Umweltfaktoren wie Verkehrslarm von Flugzeugen und
StralRen zur Entwicklung einer chronischen nicht Ubertragbaren Krankheit wie Herz-
Kreislauf- und neurodegenerative Erkrankungen beitragen koénnen (1-4). Herz-
Kreislauf-Erkrankungen sind die erste Todesursache in Europe aber auch weltweit.
Eine Vielzahl von epidemiologischen Studien und Meta-Analysen haben gezeigt,
dass die Belastung mit Verkehrslarm das Risiko fur kardiovaskuldre Erkrankungen
wie koronare Herzkrankheit, Herzinfarkt, Schlaganfall und Bluthochdruck signifikant
steigern kann (5-8). Weitere translationale Studien bestatigten die negativen
Auswirkungen des Fluglarms auf die Endothelfunktion, vaskularen oxidativen Stress,
den Blutdruck sowie auf das Gehirn (9; 10).

Larm, definiert sich als unerwlnschter Schall, ist ein Umweltrisikofaktor und
unspezifischer Stressfaktor, dessen Auswirkungen auf die Gesundheit bislang
vernachlassigt wurden. Zwar neigen Menschen dazu, sich an Larmbelastung zu
gewodhnen (z.B. durch die Resilienz), jedoch unterscheidet sich der Grad der
Gewdhnung fur jeden Einzelnen und diese Gewdhnung ist selten vollstandig. Sowonhl
die Stressforschung im Allgemeinen als auch die Larmbelastungsforschung haben
gezeigt, dass die Gewdhnung an Larmbelastung bis zu einem gewissen Grad zu
einer Verringerung akuter Stresseffekte fuhrt, auch wenn die Stresssituation
unverandert bleibt. Diese Art von Anpassungsverhalten kann jedoch langfristig mit
gesundheitlichen Schaden verbunden sein. Andere Studien haben auch gezeigt,
dass sich keine Gewodhnung gegenutber den Larm-bedingten negativen kardialen und

kognitiven Auswirkungen entwickelte (11; 12).

Wird die Larmbelastung chronisch und werden bestimmte Werte Uberschritten, so
kann dies negative gesundheitliche Auswirkungen wie Schlaf-/
Kommunikationsstérungen und psychische Stérungen verursachen (13; 14). Larm
kann auch Lern- und Gedachtnisstérungen bei Kindern verursachen (9). Besonders
im Schlaf reichen schon geringe Verkehrsgerausche aus, um das sympathische
Nervensystem und das endokrine System zu erregen, was letztendlich zu einer

Stressreaktion mit erhdhten Konzentrationen von Stresshormonen im Blut fuhrt (15-
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18). Diese Stressreaktion kann dann zu Kardiovaskularen Risikofaktoren wie
erhdhter Blutviskositat, Blutzuckerwerte und Blutfettwerte sowie Aktivierung der
Blutgerinnung fihren (19-21). Eine veroffentlichte Studie berichtete aulRerdem Uber
einen linearen Zusammenhang zwischen der Exposition gegenlber Verkehrslarm
und der Haufigkeit ischamischer Herzerkrankungen (siehe Abbildung 1). Es wurde
gefunden, dass die Menschen, die in einer Region mit erhdhtem Verkehrslarm
wohnen, ein erhdhtes Risiko fur Kardiovaskulare Krankheiten wie Bluthochdruck

haben als die die in Gebieten mit geringer Larmbelastung leben (10; 22).

In dieser Studie wurde untersucht, ob die kardiovaskularen und zerebralen
Nebenwirkungen einer langfristigen niedrigdosierten Fluglarmbelastung mit der Zeit
zunehmen oder ob es Hinweise auf eine Anpassung (Resilienz) oder sogar
Toleranzentwickelung gibt. Daruber hinaus wurde zum ersten Mal getestet, ob die

Tiere unter der niedrigschwelligen Fluglarmexposition einen Horverlust entwickeln.

Noise exposure (sound level)

Direct pathway ) Indirect pathway )
Sleep Disturbance of activities, sleep, communication
disturbance Cognitive and emotional response Annoyance

Stress responses
Activation of autonomic and endocrine systems
Autonomic nervous system Endocrine system
(sympathetic nerve) (pituitary gland, adrenal gland)

Chronic stress generates risk factors

Blood pressure Blood lipids Blood viscosity
Cardiac output Blood glucose Blood clotting factors

Cardiovascular diseases

Arterial Ischemic
hypertension heart disease

Abbildung 1: Schema der Umgebungslarm-Effekte auf das Kardiovaskuladre
System.

Hearing loss

Abbildung aus (1), Schema nach Babisch (8)



2 Literaturdiskussion

2.1 Oxidativer Stress

Vermehrte Produktion von reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies (RONS)
und/oder verminderte Produktion von Stickstoffmonoxid in den GefalRen erklart
allgemein den Pathomechanismus des Oxidativen Stresses und die endotheliale
Dysfunktion, die durch vielfaltige kardiovaskulare Risikofaktoren verursacht werden
konnen (23). Oxidativer Stress wird auch als eine Storung des Gleichgewichts
zwischen der Produktion von Pro-Oxidantien (reaktive Sauerstoff- und
Stickstoffspezies) und Antioxidantien (z.B. Vitamin C und E oder Schutzenzyme wie
Superoxiddismutasen) definiert (24-26). Dieses Ungleichgewicht kann durch
gesteigerte Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies, verminderte Bildung oder
verminderte Aktivitat der Antioxidantien und ihre Schutzmechanismen verursacht
werden (27). Die meisten Oxidantien werden auch reaktive Sauerstoffspezies
(reactive oxygen species (ROS)) genannt. Dieser Begriff umfasst nicht nur freie
Radikale, sondern auch die nicht-Radikale wie Wasserstofperoxid, die vom
Sauerstoff herstammen und sie werden in allen aeroben Organismen durch
verschiedene zellulare Mechanismen wie z.B. die mitochondriale Atmungskette
hauptsachlich in den Mitochondrien gebildet. Die NADPH-Oxidasen und
Xanthinoxidase, aber auch die Entkopplung der endothelialen NO-Synthase, kdnnen
auch zur Bildung von Superoxidradikalen fluhren (28-30). Zu den biologisch
wichtigsten ROS, die im Zusammenhang mit oxidativen Stress in unserem Korper
produziert werden  koénnen, zahlen das  Superoxidanionradikal, das
Wasserstoffperoxid und das Hydroxylradikal (siehe Abbildung 2) (31; 32). Superoxid
hat die wichtigste Bedeutung im Kreislaufsystem, da dieses Radikal mit
Stickstoffmonoxid reagieren und so hemmen kann (siehe Kapital 2.2.3). Zu den
antioxidativen Substanzen gehdren Enzyme und nicht-enzymatische Antioxidantien
wie zum Beispiel: Superoxiddismutase, die Gluthationperoxidase, die Katalase,
Glutathion, Vitamin E und C. Die Hauptfunktion dieser Substanzen ist es, die Zelle

vor der Akkumulation von ROS zu schutzen (33-35).

Zu hohe ROS Konzentrationen sind pathogen und durch ihre Zelltoxische Wirkung
bekannt. Sie erhdhen die Apoptoserate der Zellen innerhalb des Organismus und

verursachen zahlreiche Mutationen im Genom oder Chromosomenaberrationen,
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indem sie durch oxidative Schadigung und Reaktion mit Nukleinsauren die Einzel-
und Doppelstrange der DNA schadigen und brechen, Onkogene aktivieren und
Tumorsuppressorgene hemmen und somit spielen ROS eine wichtige Rolle bei der
Entstehung vieler Tumorkrankheiten (36-38). ROS haben auRerdem eine hohe
Reaktivitdt und so kdnnen sie mit allen molekularen Bestandteilen der Zellen
reagieren. Durch diese Eigenschaft kdnnen ROS die Membranlipide peroxidieren und
schadigen, was zur Zerstorung der Zellmembrane und somit zur zellularen
Dysfunktion fuhrt (33; 39; 40). Auch Oxidationen an den DNA-Basen unter Bildung
mutagener Lasionen wie 8-Oxo-dG bzw. Generierung von DNA-Strangbrtichen sowie
oxidative Schaden und Inaktivierung zahlreicher Enzyme wurden unter Einwirkung
von ROS und RNS beobachtet (26; 41).

Fe2
@ Y Catalase
Fes3+

0, > * '—>H202—>HO+02

-l-e/v 2 w

SOD 2GSH < | GSH-Px

®
NO GSSG

H,O
ONOO"

Abbildung 2: reaktive Sauerstoffspezies (ROS)

Die Abbildung zeigt die wichtigsten freien Sauerstoffradikale und/oder reaktive Sauerstoffspezies
(ROS) (Superoxidradikal (0O2*), Stickstoffmonoxid-Radikal (*NO), Wasserstoffperoxid (H202) und
Hydroxyl-Radikal (*OH)), die in unserem Korper durch den oxidativen Stress produziert werden
kénnen und eine wichtige Rolle in der kardiovaskuldren Pathophysiologie spielen. Das wichtigste
Radikal im Kreislaufsystem ist das Superoxidradikal, weil dieses Radikal mit Stickstoffmonoxid schnell

reagieren kann und es zu Peroxynitrit (ONOO") umwandeln kann. Stickstoffmonoxid-Radikale und
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Peroxynitrit werden auch als reaktive Stickstoffspezies (RNS) bezeichnet. Superoxid kann durch
Superoxiddismutase (SOD) zu H202 umgewandelt werden. Weiterhin wird H202 durch Katalase oder
Glutathionperoxidase (GSH-Px) zu H20 konvertiert oder im Rahmen der Fenton Reaktion zu *OH nach

Reaktion mit Fe?*.

Abbildung und Text aus (31; 42)

2.1.1 NADPH Oxidasen

NADPH-Oxidasen (NOXs) umfassen eine Familie von Proteinen, deren
Hauptfunktion die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies ist, namlich Superoxidanion
und Wasserstoffperoxid (43-45). Vier Mitglieder der (Nox)-Enzymfamilie sind wichtige
Quellen fur reaktive Sauerstoffspezies (ROS) besonders im Gefalisystem: die
Superoxid-erzeugenden Enzyme Nox1, Nox2, Nox5 und das Wasserstoffperoxid-
erzeugende Enzym Nox4, das u.a. durch die endotheliale Dysfunktion die
Atherosklerose beschleunigt (46) (siehe Abbildung 3). Die Expression und Aktivitat
dieser Enzyme und ihrer regulatorischen Untereinheiten wie p47phox, Noxa1, Noxo1
und p67phox, werden durch verschiedene Signalfaktoren wie Stress, Hormone,
vasoaktive Substanzen und Zytokine gesteuert. Aulerdem wird die NADPH-Oxidase
Aktivitat durch Angiotensin Il, AGE/RAGE und LPS erhdht (47-50).

Mehrere Nox-Subtypen befinden sich gleichzeitig in verschiedenen subzellularen
Kompartimenten besonders in Endothelzellen der Blutgefalke (51). Es wurde
gefunden, dass sich die Isoform Nox1 in allen Schichten der Gefaldwand befindet
und bei ihrer Aktivierung zum oxidativen Stress und somit zur Atherosklerose fuhrt
(52; 53). Die Multikomponenten-Phagozytenoxidase (Phox) oder auch (Nox2)
befindet sich in neutrophilen Granulozyten und Makrophagen und umfasst die
katalytische Untereinheit gp91phox in der Membran (mit der Strukturuntereinheit
p22phox) sowie die regulatorischen zytosolischen Untereinheiten p47phox, p67phox,
p40phox und Rac1 (54).

Diese Nox-Isoformen produzieren Superoxid, welches rasch in Wasserstoffperoxid
umgewandelt wird. Deshalb kann ein leichtes Ungleichgewicht in der
Aktivitatsregulierung zu einer pathophysiologischen Zunahme der Superoxid-Bildung
fuhren. Die ldentitat und der Ort dieser reaktiven Sauerstoffspezies und der Enzyme,
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die sie abbauen, bestimmen ihre nachgeschalteten Signalwege. Trotz der
schadlichen Wirkung groBRer ROS Konzentrationen sind Nox-Enzyme an einer
Vielzahl von zellularen Funktionen beteiligt wie Zelldifferenzierung, Fibrose,
Wachstum, Proliferation, Apoptose, Zytoskelettregulation, Zellmigration und
Kontraktion (55-59). Sie spielen auRerdem eine wichtige Rolle in der Entstehung
vieler Herz-Kreislauf-Erkrankungen wie Hypertonie, Atherosklerose, Diabetes,

Herzhypertrophie, Herzversagen und ischamische Herzkrankheiten (55-59).
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Abbildung 3: Die NADPH-Oxidase Enzymfamilie im kardiovaskuldren System

Abbildung aus (55)

2.1.2 Entkopplung der endothelialen NO-Synthase (eNOS)

Die endotheliale Stickstoffmonoxid Synthase (eNOS) ist ein Flavoprotein, welches

Ham(Eisen)-haltig ist (60), eine zentrale Kalzium-Bindungsstelle und zwei Typen von
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Domanen (Reduktase und Oxygenase) enthalt (61; 62). Eine funktionsfahige eNOS
katalysiert die Synthese von Stickstoffmonoxid durch die Oxidation von L-Arginin zu
L-Zitrullin und Stickstoffmonoxid (63). Wahrend dieser Reaktion flieBen die
Elektronen von NADPH Uber Coenzyme wie Flavinmononukleotid (FMN) und
Flavinadenindinukleotid (FAD) zum Ham-(Eisen)-Zentrum in der eNOS.
Tetrahydrobiopterin (BH4) ist auch als weiteres Coenzym sehr wichtig fur die NO-
Synthese (64). Da Tetrahydrobiopterin (BH4) den Zerfall des Zwischenproduktes
(Eisensauerstoffkomplex) verhindern kann und unterdrickt BH4 die Bildung von
Superoxidradikalen wahrend der NO-Biosynthese (63; 65-67). (siehe Kapital 2.2.2)

Im Falle von oxidativem Stress werden die Elektronen jedoch auf molekularen
Sauerstoff und nicht mehr auf L-Arginin Ubertragen, was man als Entkopplung der
eNOS bezeichnet (68), das hei’t, es wird durch eNOS Superoxid anstelle des
Stickstoffmonoxids produziert (69). Daher wird die eNOS als Peroxynitritsynthase
oder als (januskopfiges Enzym) bezeichnet (70; 71). Die wichtigsten Mechanismen,
die zur eNOS-Entkopplung fihren kénnen, sind z.B. oxidativer Abbau des Cofaktors
BH4 (72) und Zerstérung des Zink-Schwefel-Komplexes der eNOS (73; 74). Mehr
Mechanismen fur die eNOS-Entkopplung sind in der unten eingefligten Abbildung 4

zu sehen.
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S-glutathionylation of Cys689/008% " Phosphorylation by PYK-2 at Tyr657 |
(Chen et al., Nature 2010) Loot et al., J. Exp. Med. 2009)
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Abbildung 4: Redox Schalter und Struktur der humanen eNOS

Struktur der humanen eNOS mit der Eisen-Porphyrin-Gruppe (blau), dem Substrat L-Arginin (grtin),
dem P450-bildenden axialen Eisen-Thiolat-Liganden aus einem Cysteinrest (gelb), dem Cofaktor
Tetrahydrobiopterin ((BH4) (violett)), den Zink-Thiolat-Komplex bildenden Cysteinen (rot) und dem
Zinkion (braun). Die Kastchen reprasentieren die "Redox-Schalter" der eNOS, wie S-
Glutathionylierung, PKC- und Proteintyrosinkinase-2 (PYK-2) -abhangige Phosphorylierung, oxidativer
BHs-Abbau, Zerstérung des Zink-Schwefel-Clusters sowie einer Verschiebung des Gleichgewichts
zwischen Synthese und Abbau von asymmetrischem Dimethylarginin (ADMA = potenter eNOS
Inhibitor), die alle zur Dysregulation der enzymatischen Aktivitdt der eNOS beitragen. GSH,
Glutathion; GSSG, Glutathiondisulfid.

Abbildung und Text aus (30)

2.1.3 Mitochondriale Atmungskette

Ein GroRteil der Energie, die in Abbaureaktionen der Kohlenhydrate, Proteine und
Fette entsteht, wird meistens intrazellular in Form von NAD(P)H+H* und FADH,
gespeichert. In Mitochondrien werden energiereiche Reaktionsprodukte wie NADPH
und ATP generiert wofur NADH und FADH: verwendet wird. Mitochondrien sind
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rohrenformige Zellorganellen, die von einer Doppelmembran umgeben sind. Im
Rahmen der Atmungskette besteht die wichtigste Aufgabe der Mitochondrien darin,
Energie in Form von ATP fur die Zellen herzustellen. In der inneren Membran der
Mitochondrien befinden sich die Komplexe der Atmungskette (siehe Abbildung 5).
Durch den Elektronenfluss zwischen diesen Komplexen werden Protonen durch die
innere  Membran der Mitochondrien gepumpt (30). Dadurch entsteht ein
Protonengradient entlang der Membran, was fur die Aktivierung der ATP-Synthese
aus ADP und Phosphat durch die ATP-Synthase essentiell ist (75; 76).

Der Elektronenfluss wird durch sogenannte Reduktionsaquivalente NADH und
FADH, gewahrleistet. Bei einem Elektronenuberschuss oder einer gestorten
Atmungskette werden die Elektronen auf molekularen Sauerstoff Ubertragen, was
dann zur Bildung von Superoxidradikalen fuhren kann (77). Physiologisch werden die
anfallenden Radikale durch die antioxidativ-wirkende-Substanzen wie die
mitochondriale Superoxiddismutase (Mn-SOD oder SOD2), Vitamin E, Glutathion
und Coenzym Q eliminiert (78; 79). Werden die anfallende Superoxidradikale nicht
vollstandig abgefangen, kommt es zu mitochondrialem oxidativen Stress (80).
Entsprechend werden unter oxidativen Stress Bedingungen ROS nicht nur durch die
NADPH-Oxidasen oder eine entkoppelte eNOS (81), sondern auch durch die
mitochondriale Atmungskette vermehrt gebildet (82-85). Neben oxidativem Stress,
kann z.B. die genetische Stérung eines Komplexes der Atmungskette zur vermehrten
Bildung von ROS flhren (86).

Die Superoxidbildung in der Atmungskette geschieht vor allem an den Komplexen I
und III (siehe Abbildung 5) (87; 88). Komplex I ist der grolte Komplex der
Atmungskette und besteht aus einer NADH-Dehydrogenase und dem Cofaktor FMN.
Die Elektronen und Protonen werden hier von NADH+H" auf Coenzym Q (Ubichinon)
Ubertragen, wobei Protonen durch die Membran der Mitochondrien gepumpt werden.
Komplex II Ubertragt Elektronen auch auf Coenzym Q zum Transfer auf Komplex 111
und oxidiert dabei Succinat zu Fumurat im Rahmen des Zitratzyklus (89). Im
Komplex IIT werden die Elektronen auf Cytochrom c Gbertragen, dabei wird Ubichinol
wieder zu Ubichinon oxidiert und Protonen durch die Membran gepumpt. Komplex IV
ist die letzte Station der Atmungskette, enthalt die Cytochrom-Oxidase und Ubertragt
die Elektronen auf molekularen Sauerstoff, wobei der Sauerstoff zu Wasser reduziert

wird und Protonen durch die Membran pumpt. Anschlielend wird durch den
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entstandenen Protonengradient die ATP-Synthase (Komplex V) aktiviert, die die fur
die Zellle wichtige Energie in Form von ATP bildet (90-93).
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Abbildung 5: Mitochondriale Atmungskette (oberer Teil) und Superoxidbildung
(unterer Teil)

Abbildung aus (88; 91)



2.1.4 Xanthinoxidoreduktase (XOR)

Die Xanthinoxidoreduktase (XOR) kommt im Organismus in zwei verschiedenen
Formen vor: die Dehydrogenaseform (Typ D) und Oxidaseform (Typ O) (94). Im
Rahmen des Purinstoffwechsels werden Xanthin und Hypoxanthin durch die XOR zu
Harnsaure abgebaut (95; 96). Hierbei werden die Elektronen im Typ D, der
Xanthindehydrogenase (XDH), auf NAD* Ubertragen. Wahrend im Typ O,
Xanthinoxidase (XO), die Elektronen ausschlieRlich auf molekularen Sauerstoff
Ubertragen werden, was dann zur Bildung von Superoxid und Wasserstoffperoxid
fuhrt (97; 98). Daher zahlt die Xanthinoxidoreduktase (XOR) neben den NADPH-
Oxidasen zu den Hauptquellen des Superoxids im vaskularen oxidativen Stress (99-
101). Wie in Abbildung 6 gezeigt, kann die XDH in die XO Form Uberfuhrt werden,
indem es ROS-abhangig zu einer Oxidation von Thiolgruppen in Cystein 535 und
992 kommt (30). Gleichzeitig werden unter oxidativen Stress Bedingungen
Proteaseinhibitoren gehemmt wodurch es zu einer Aktivierung der proteolytischen
Aktivitat kommt, wodurch es zu einer Protease-vermittelten Abspaltung einer
Doméne nahe des aktiven Zentrums der XDH kommt, was ebenfalls die Uberfiihrung
in die XO Form begunstigt (30). Viele Studien haben gezeigt, dass die Inhibition von
Xanthinoxidase durch Allopurinol zur Verbesserung der endothelialen Dysfunktion
besonders bei Diabetikern und Rauchern fuhren kann, entweder durch Verminderung
der Superoxidbildung oder durch Stimulierung des NO-stimulierten Blutflusses (102-
104).
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Abbildung 6: Xanthinoxidoreduktase

Reversible Umwandlung: ROS und reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies (RONS) aus anderen
Quellen induzieren die Disulfidbildung zwischen den Cysteinresten 535 und 992, was zu einer
Konformationsanderung der Proteinstruktur mit veranderter Affinitat fir den Cofaktor NAD* fiihrt. Die
Elektronen werden von dem Flavin-Cofaktor FADH2 nun auf molekularen Sauerstoff transportiert.
Irreversible Umwandlung: Erhéhte proteolytische Aktivitat (ROS und RONS kénnen dazu beitragen)
fuhrt zur Spaltung und Konformationsanderung der Proteinstruktur mit veranderter Affinitat fir den
Cofaktor NAD". Dies beginstigt ebenfalls den Elektronentransfer auf molekularen Sauerstoff. FeS:
Eisen-Schwefel-Cluster, Mo0O2S: Molybdooxy-Thio-Komplex, RSSR: Disulfidbriicke, XDH:
Xanthindehydrogenase, XO: Xanthinoxidase.

Abbildung und Text aus (30)
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2.2 Endotheliale Dysfunktion

2.2.1 Das Endothel und seine Funktion

Die Wand der Blutgefal3e ist von auf3en nach innen aus drei wichtigen Zellschichten
aufgebaut: Tunica Adventitia, Tunica Media und Tunica Intima. Die Tunica Intima ist
von einem sogenannten Endothel ausgekleidet. Das Endothel ist eine zum
GefalBlumen hingerichtete einlagige Zellschicht, die aus spindelformigen, flachen
Endothelzellen mit ihrer zugehoérigen Basalmembran besteht (105). In den letzten
Jahrzehnten hat die Forschung ein au3ergewdhnliches Spektrum an Funktionen des
Endothels gezeigt, sodass es als eigenstandiges Organ aufgefasst werden konnte
(106; 107). Das Endothel hat eine sehr wichtige Funktion, indem es eine Barriere und
Austauschflache zwischen dem interstitiellen Raum des GefalRes und dem Blut im
Gefalllumen bildet (33; 108). Es vermittelt auch viele wichtige Regulationsvorgange
wie zum Beispiel: Steuerung der Blutgerinnung und des GefalRwachstums sowie
Regulation des Gefalltonus und damit des Blutdrucks durch Produktion von
vasoaktiven Substanzen wie Stickstoffmonoxid und andere wichtige Mediatoren wie
z.B. Prostazyklin oder z.B. Endothelin-1 (109). Hier kann man zwischen zwei Formen
von vasoaktiven Substanzen, die den Gefal3tonus regulieren, unterscheiden: die

Vasokonstriktoren und die Vasodilatatoren (siehe Abbildung 7).

Die Vasokonstriktoren wie Noradrenalin, Adrenalin, Angiotensin-Il, Endothelin-1 und
Vasopressin (ADH) vermitteln eine Vasokonstriktion in den Glatten Muskelzellen der
BlutgefalRe, indem diese an spezifischen Rezeptoren binden und die Myosin
Leichtkettenkinase (MLKK) aktivieren. Diese Rezeptoren sind G-Protein gekoppelt
und aktivieren die Phospholipase C (PLC). Die PLC bildet aus
Phosphatidylinositol(bis)phosphat (PIP2) einen sogenannten second messenger
Inositoltriphosphat (IP3), was wiederum die Calciumkanale des endoplasmatischen
Retikulums (ER) aktiviert. Nun wird Calcium vermehrt aus dem ER in das Zytosol
freigesetzt. Dieser Ausstrom erhoht den Calciumspiegel im Zytosol der Zelle und
dadurch wird die MLKK aktiviert, was zur Erhdhung der Kontraktilitdt der Aktin-
Myosin-Filamente fuhrt (2).

Zu den Vasodilatatoren gehdren viele Mediatoren wie zum Beispiel: Dopamin und
Prostaglandine. Durch die Bindung dieser Substanzen an G-Protein gekoppelte

Rezeptoren wird die Adenylatzyklase aktiviert und damit ATP in cAMP umgewandelt,
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was zur Aktivierung der Proteinkinase A (PKA) fuhrt. Nun phosphoryliert die PKA die
MLKK und damit wird die MLKK inaktiviert. Durch diese Phosphorylierung kommt es
dann zur Verringerung der Kontraktilitat der Aktin-Myosin-Filamente (110)(2).

| Vasodiatation | [ vasokonstriktion |
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Phosphorylierung
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Abbildung 7: Vorgédnge bei der Vasodilatation und der Vasokonstriktion

Abbildung aus (111)

2.2.2 Stickstoffmonoxid (NO)

Stickstoffmonoxid ist eine kurzlebige, endogen gebildete, vasoaktive Substanz, die
nach der Entdeckung der vasodilatierenden Eigenschaften durch FURCHGOTT und
Mitarbeiter als ,Endothelium-derived-relaxing-factor” (EDRF) bezeichnet wurde und
erst spater als NO durch MURAD und IGNARRO identifiziert wurde (70; 112). Die
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Biosynthese von Stickstoffmonoxid im gesunden GefaRendothel wird aus L-Arginin
durch das Enzym endotheliale NO-Synthase (eNOS) vermittelt (113; 114). Wenn
dieses Enzym aktiviert wird, wird durch Elektronentransfer, der durch Calmodulin
(CAM) gesteuert wird (115), vom Cofaktor NADPH auf das zentrale Ham-Eisen in der
eNOS, ein aktivierter Oxy-Fe Komplex gebildet. Das intermediar gebildete Eisen (IV)
oxidiert das Substrat L-Arginin zu Hydroxy-L-Arginin, das dann in einem zweiten
Schritt zu Citrullin oxidiert wird, wodurch (NO) entsteht (siehe Abbildung 8). Die
eNOS ist auBerdem stark Kalzium-reguliert, da das Kalzium-bindende Calmodulin far

die Regulierung des Elektronentransfers von wichtiger Bedeutung ist (65; 116).

L-Arg
| | Fe® NADPH/H*
L-Cit
* NO
HO0

1/2 NADP* 1/2 NADPH/H'

0

2

Abbildung 8: Stickstoffmonoxid (NO) Biosynthese
Abbildung aus (65)

Stickstoffmonoxid gehort zu den wichtigsten Vasodilatatoren im Gefal3system, indem
es den cGMP-Signalweg aktiviert (117). Stickstoffmonoxid bewirkt Uber die I6sliche
Guanylatzyklase eine Steigerung von cGMP (118). Dies fuhrt dann zur Aktivierung
der Proteinkinase G (PKG, cGMP-abhangige Kinase). PKG phosphoryliert den IP3-
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Rezeptor und das IRAG, was zu einer Hemmung der Freisetzung von Calcium aus
dem ER fuhrt. So wird der Calciumspiegel im Zytosol vermindert und damit die
Kontraktilitat der Aktin-Myosin-Filamente verringert und die Vasodilatation eingeleitet
(119)(2). Abbildung 9 zeigt ein Experiment der Moncada Gruppe, anhand dessen
bereits frih gezeigt werden konnte, dass Superoxid ein direkter Antagonist von
EDRF (Stickstoffmonoxid) ist (120), indem das potente Oxidanz Peroxynitrit gebildet
wird und so zu weiteren oxidativen Schaden fuhrt (z.B. in Proteinen die Oxidation von
Methionin und Nitrierung von Tyrosin) (41). Das Experiment von Moncada bewies
auch zweifelsfrei, dass EDRF identisch mit Stickstoffmonoxid ist, indem
Stickstoffmonoxid aus stimulierten kultivierten Endothelzellen in ein Organbad mit
einem denudierten Gefalring transferiert wurde und diesen Gefaldring ohne Endothel
(wurde mechanisch entfernt) zur Vasodilatation brachte (120). Durch diese klare
raumliche Trennung von EDRF und dem Zielgefall konnten die chemischen

Eigenschaften von EDRF eindeutig denen von Stickstoffmonoxid zugeordnet werden.
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Abbildung 9: Uberblick zur hemmenden Wirkung von Superoxid auf EDRF bzw.
Stickstoffmonoxid (NO)

Superoxid hemmt die Wirkung von Stickstoffmonoxid, das friher als EDRF bekannt war. Die
gefalerweiternde Wirkung von EDRF wurde durch Zugabe von Superoxiddismutase (SOD) zum
Puffer auf den Zellen erhéht, was den Abbau von EDRF durch Superoxid nahegelegt hat. Superoxid
und NO reagieren zu Peroxynitrit (siehe Kapital 2.2.3). Ohne diese Reaktion wird Superoxid durch
SOD zu Wasserstoffperoxid (H202) umgewandelt, das wiederrum durch Katalase (Cat) oder

Glutathion-Peroxidasen (GPx) inaktiviert wird.

Abbildung (modifiziert durch Daiber) und Text aus (41)
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Stickstoffmonoxid spielt aulerdem eine wichtige Rolle bei der Hamostase und
Angiogenese (121), indem es die Thrombozytenaggregation, Expression von
Adhasionsmolektlen und die Adhasion von Leukozyten an die Oberflache der
Endothelzellen hemmt (122). Dadurch schutzt Stickstoffmonoxid das Gefald vor der
Entstehung der Arteriosklerose und hat auch eine antithrombotische Wirkung (70;
123; 124).

2.2.3 Endotheliale Dysfunktion

Endotheliale Dysfunktion definiert sich als ein frihes Risikozeichen fur Erkrankungen
des Herz-Kreislauf-Systems (125; 126). Es tritt bei vielen entzindlichen
Erkrankungen auf und erhoht das Risiko fur kardiovaskulare Mortalitat (34).
Endotheliale Dysfunktion bedeutet auch, die Unfahigkeit des Endothels eine
ausreichende Menge an Stickstoffmonoxid zur Verfigung zu stellen (verminderten
Stickstoffmonoxid-Bioverfugbarkeit) und sie wird auch als gestdrte Vasodilatation
definiert (127). Es umfasst damit alle krankhaften Ereignisse, die zu einem unter
anderem Ungleichgewicht innerhalb vieler Regulationsbereiche wie Homoostase und
Angiogenese fuhren kénnen. So wird die endotheliale Dysfunktion auch als Vorstufe
oder erste Manifestation der Atherosklerose beschrieben, indem die endotheliale
Dysfunktion durch mehrere Storpunkte ausgezeichnet wird, wie Stérung der Bildung
von vasodilatativen Substanzen, verminderte Regenerationsfahigkeit der
Endothelzellen (126; 128-130). Die Ursachen hierzu sind vielfaltig, eine wichtige
Ursache ist der oxidative Stress (70). Durch den oxidativen Stress wird das
Stickstoffmonoxid zu Peroxynitrit umgewandelt (siehe Abbildung 10). Dies erfolgt
durch die Reaktion zwischen den Superoxidradikalen und Stickstoffmonoxid (131-
134). Inaktivierung von Stickstoffmonoxid durch die freien Sauerstoffradikale,
verminderte  Stickstoffmonoxid-Produktion  durch  die Entkopplung der
Stickstoffmonoxid-Synthase oder Wirkungsabschwachung aufgrund der oxidativen
Schadigung der loslichen Guanylatzyklase kdnnen eine eingeschrankte

endothelabhangige Vasodilatation verursachen (134; 135). Die verminderte
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Stickstoffmonoxid-Bioverfugbarkeit beglnstigt aber auch die Entstehung und
Progression der Atherosklerose sowie thrombotische Ereignisse und Infiltration von

Immunzellen in die Gefallwand (134).

Peroxynitrit, das aus der Reaktion zwischen Stickstoffmonoxid und
Superoxidradikale gebildet wurde, kann zur Entkopplung der eNOS fuhren, indem es
den Kofaktor Tetrahydrobiopterin (BH4) (siehe Abbildung 10) (136) und den Zink-
Thiolatkomplex oxidiert und dadurch dessen Aktivitat und Bioverflgbarkeit reduziert
(137; 138). Peroxynitrit hemmt zusatzlich die Prostazyklinsynthese durch Tyrosin-
Nitrierung in der Prostazyklinsynthase (139; 140). AuRerdem hat Peroxynitrit eine
wichtige Bedeutung, wegen seiner Beteiligung an der Entstehung kardiovaskularer

und neurodegenerativer Krankheiten (141-144).
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Abbildung 10: Endotheldysfunktion und oxidativer Stress
Abbildung verandert nach (23)
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2.3 Arteriosklerose

Arteriosklerose ist ein multifaktorieller, chronisch entziundlicher Prozess (145), was
Infolge einer Endothelldsion bzw. einer endothelialen Dysfunktion, oxidativem Stress
oder einer Entzindung zustande kommt. Endothelzellen, Monozyten und die glatten
Muskelzellen der Intima in der Arterienwand sind die Hauptbestandteile bei der
Entwicklung dieser Krankheit (146). Im Rahmen vieler epidemiologischer Studien
konnten eine ganze Reihe von Risikofaktoren fur die Arteriosklerose wie arterielle
Hypertonie (147), Diabetes mellitus (148), Hyperlipidamie (149; 150), ungesunde
Erndhrung, Bewegungsmangel (151), psychosoziale Faktoren, obstruktive
Schlafapnoe, Adipositas sowie das Rauchen nachgewiesen werden (152-154).
AuRerdem zeigt eine grole Anzahl von Studien, dass die chronische Belastung mit
Verkehrslarm das Risiko fur Hypercholesterinamie und Entstehung einer
Arteriosklerose erhdhen kann (155). Durch diese kardiovaskularen Risikofaktoren
werden vaskulare ROS-Quellen wie NADPH-Oxidase, Xanthinoxidase und
entkoppelte eNOS aktiviert, die alle zu einer endothelialen Dysfunktion und zum
Fortschreiten der Arteriosklerose beitragen (35). Beim oxidativen Stress wird LDL
vermehrt oxidiert, wird dann von den aus Monozyten entstandenen Makrophagen
aufgenommen und letztendlich im Subendothelialraum in der Arterienwand
eingelagert (156). Dieser Vorgang |6st eine Entziindungsreaktion aus, die anfanglich
zur Entwicklung der Fettstreifen und sogenannten Schaumzellen fuhrt (157). Im
weiteren Verlauf kommt es zur Entwicklung von komplexen arteriosklerotischen
Lasionen oder sogenannte Plaques, wodurch die mechanische Eigenschaften der
Arterienwand so verandert werden, dass die Intima nicht mehr in der Lage ist, ihre
wichtige vasodilatatorische Funktion auszuiben (158),(146). Durch die chronische
Oxidation der Lipoproteine kommt es zur Aktivierung der Gerinnung und zur
Ausschittung von Adhasionsmolekuilen, Zytokinen und Wachstumsfaktoren (VCAM-
1, E-Selectin, MCP-1, Interleukine und TNF-alpha), was zu einer vermehrten
Einwanderung der Leukozyten in die Intima flhrt (siehe Abbildung 11) (159).
Dadurch entsteht eine sogenannte atheromatdse Plaque. Man kann bei dieser
Plague zwei Formen unterscheiden: ein stabiler Plaque mit dicker Deckplatte und
schmalem Lipidkern oder ein instabiler Plaque der durch einen grof3en Lipidkern und
eine dunne faserige Kappe gekennzeichnet ist, die wenige glatte Muskelzellen und

viele Makrophagen enthalt (160). Die instabile Form der Plaques ist gefahrlicher, da
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das Risiko dass die Kappe reif3t hoher ist. Dies passiert dann entweder wegen einer

Schwachstelle in der Plaque selbst oder durch einen aulderen mechanischen Reiz.

Die atherosklerotische Plaque kann zur Gefal3stenose oder sogar Verschlissen
fuhren. Dadurch verliert die Gefaldwand ihre Elastizitdt. Die Verengung oder der
Verschluss des Gefalles fuhrt dazu, dass zum Beispiel die Herzmuskelzellen mit Blut
und dadurch mit weniger Sauerstoff versorgt werden. Die Komplikationen der
Arteriosklerose sind die haufigsten Todesursachen in westlichen Gesellschaften(158;
161). Es konnen als Folge viele verschiedene Komplikationen auftreten wie z.B.
KHK, Angina Pectoris, Myokardinfarkt, Apoplex oder pAVK (160; 162; 163).
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Abbildung 11: Entstehung der Arteriosklerose

Die Abbildung zeigt die Einzelschritte der Entstehung vom arteriosklerotischen Plaque. (a) zeigt eine
normale Gefalkwand. (b) stellt den Start der Arteriosklerose dar und zwar die Adhasion der
Leukozyten an der Endothelzellschicht und ihre Einwanderung in die Intima Zellschicht. (c) glatte
Muskelzellen, Kollagen und die apoptotischen Makrophagen und Endothelzellen bilden alle
zusammen sogenannte Schaumzellen. (d) hier wird eine Komplikation gezeigt, Ruptur eines Plaques,
was zur Bildung eines Thrombus flhren kann.

Abbildung aus (164)
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2.4 Larm, KHK und GefaBRdysfunktion

Es gibt einen stetigen Trend flr eine wachsende Bedeutung weg von Ubertragbaren
Infektionskrankheiten hin zu nichtibertragbaren Alters- und Lebensstilkrankheiten, zu
denen Herz-Kreislauf-Erkrankungen aller Art gehoéren. Entsprechend wird auch der
Bedeutung der Umweltfaktoren zunehmend mehr Aufmerksamkeit geschenkt und
infolgedessen wurde Verkehrslarm als Risikofaktor fur kardiometabolische
Erkrankungen in Betracht gezogen (10; 165; 166). Die Larmforschung konzentrierte
sich bisher auf die auditiven Auswirkungen der Larmbelastung, wie bei direkten
Cochlea-Schaden im Rahmen des Gehorverlusts (1). Es gibt jedoch Hinweise darauf,
dass die Larmbelastung durch Verkehrsbedingte Quellen, insbesondere die
nachtliche Larmbelastung (14), einen Risikofaktor fur Bluthochdruck, ischamische
Erkrankungen, Diabetes und Atherosklerose darstellen kdnnte (20). Nach Angaben
der europaischen Umweltagentur verursacht die Larmbelastung geschatzt ca. 12.000
vorzeitige Todesfalle und 48.000 neue Falle ischamischer Herzerkrankung in Europa
(Europaische Umweltagentur, 2020). Die Agentur gibt auch an, dass wahrscheinlich
bis zu 22 Millionen Menschen unter chronisch hoher Larmbelastigung und 6 Millionen
unter chronischen Schlafstérungen leiden, zwei Faktoren, die mit Larmbelastung in
Verbindung Stehen und Herz-Kreslauf-Erkrankungen potenziell verschlimmern
konnten (Europaische Umweltagentur, 2020). Aus diesem Grund ist die Verlagerung
der Larmforschung in Richtung der kardiovaskularen Auswirkungen von Larm sehr
zeitgemal, da jeder Faktor, der potenziell eine dieser Krankheiten modulieren
konnte, ein enormes Potenzial fur die Auswirkung auf die globale Krankheitslast hat.
In den letzten zehn Jahren wurden zunehmend bevdlkerungsbezogene Studien zu
den  Auswirkungen von Larm  verdffentlicht, die 2018 von  der
Weltgesundheitsorganisation (WHO) beurteilt und bewertet wurden. Dieses
Expertengremium bewertete die Beweise flur einen Zusammenhang zwischen
StralRenverkehrslarm und ischamischer Herzkrankheit als hochwertig, wahrend
Assoziationen zwischen Larm und anderen Herz-Kreislauf-Erkrankungen von
niedrigerem Standard waren (167), was einen Bedarf an Studien mit besserer

Qualitat und standardisierter Forschung auf diesem Gebiet aufzeigt.

Einen Uberblick tber einige wegweisende Studien und Initiativen zu den durch
Verkehrslarm verursachten gesundheitlichen Auswirkungen gibt die Abbildung 12

(168). Der erste epidemiologische Beweis, dass Verkehrslarmbelastung und
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ischamische Herzerkrankung im Zusammenhang stehen kam 1988 aus einer
Kohortenstudie. Diese Studie fand keine signifikanten Assoziationen mit
ischamischer Herzkrankheit, aber Assoziationen zwischen systolischem Blutdruck,
Ostradiol, Gesamtcholesterin, Plasmaviskositat, Antithrombin Ill, Cortisol und
Blutplattchenzahl mit Verkehrslarmbelastung bei 2.512 Mannern im Alter von 45 bis
59 Jahren (169). Dieselben Autoren publizierten jedoch spater einen Bericht Uber
einen geringfligigen Anstieg des ischamischen Risikos im Zusammenhang mit Larm
(170).

Nach diesen Berichten, die 1988 und 1993 verdoffentlicht wurden, schien es eine
lange Lucke in der qualitativ hochwertigen Forschung zu den kardiovaskularen

Auswirkungen von Larm zu geben.

From the 1960s: many studies of the acute effects of noise (at high sound pressure levels inhumans)
Noise research often had military or agricultural aims
1

From the 1990s: many safety occupational studies in humans
1910: Koch, “one day 1
mankind will have to fight the
burden of noise as relentless
as the pest and cholera™

2017:

® Caiet al. (HUNT and lifelines cohorts), noise and air
2011: Serensen et al,, first cohort study pollution change CAD risk biomarkers

on road noise and incident stroke * Fuks et al. (ESCAPE study), air pollution and noise
1970: Kryter, monograph are associated with increased incidence of
onnon-auditory effects 2000: Spreng, central nervous hypertension

of noise in humans system activation by noise

1967: Levi, noise induces the
release of stress hormones

2014:
1995: WHO, noise impairs ¢ Babisch, meta-analysis of traffic
communication, rest and 2005: Stansfeld et al. noise effects on CAD 2019: Héritier et al.,
sleep, leading to annoyance (RANCH studly), * Babisch et al., additive effects effects of both noise and
and reduced wellbeing and traffic noise impairs of traffic noise and air pollution air pollution on Ml-related
quality of life cognition inchildren on hypertension risk mortality

W 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020

1964: Jansen and 1988: Babisch et al., first 2008: Haralabidis et al. 2015: Vienneau et al.,
Klensch, perception of cohort study on traffic (HYENA study), aircraft significant contribution of
loud noise and its noise exposure and noise effects on blood traffic noise to morbidity
cardiovascular effects ischaemic heart disease pressure
differ among 2018:
individuals 1999: Kirschbaum 2002: Babisch, noise * WHO Environmental Noise Guidelines for the
and Hellhammer, use | | stress reaction scheme European Region (Kempen and Foraster, -
1968: Jansen, effects of noise of salivary cortisol as cardiovascular and metabolic interpretation)
on cardiovascular health an indicator of stress ¢ Kréller-Schon et al, aircraft noise during sleep
phase changes the cardiovascular and
cerebral phenotype in mice
2013:
* Sgrensen et al., first study on road noise and 2020:
diabetes mellitus * Eze et al. (SAPALDIA study), noise and air pollution
* Schmidt et al.,, night-time aircraft noise effects exposure induce DNA methylation changes in blood cells
on FMD and sleep in healthy individuals ¢ Osbome et al,, identification of the link between
* ENNAH, research on noise effects on health amygdalar activation, coronary inflammation and CAD risk

Abbildung 12: Zeitverlauf der Forschung zu gesundheitsschadlichen
Auswirkungen von Larm

Historischer Uberblick tiber die Forschung zu den gesundheitsschadlichen Auswirkungen von Larm,
wobei wichtig Konzepte, Studien und Berichte hervorgehoben werden mit besonderer Fokus auf
Verkehrslarm. Die Auswahl der Studien basiert auf der persdnlichen Meinung der Autoren in der
Larmforschung. CAD: coronary artery disease, ENNAH: European Network on Noise and Health,

FMD: flow-mediated Dilatation, MI: Myocardial Infarkcion
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Abbildung aus (168)

Die nachste Kohortenstudie fand 2009 statt und stellte fest, dass die
Verkehrsintensitat mit kardiovaskularer Sterblichkeit assoziert war und das hochste
relative Risiko flr ischamische Herzerkrankungen bestand, begleitet von
zerebrovaskularer und Herzinsuffizienz Sterblichkeit (171). Wahrend dieser Bericht
den friher veroffentlichten Studien etwas wiedersprechen mag, kdnnte die lange
Verzogerung zwischen den Studien ein Grund fur diese Diskrepanz sein: verbesserte
Methoden, groRere Studie (120.852 Probanden uber zwei Jahre) und Einbeziehung
der Umweltverschmutzung haben mdglicherweise die Sensitivitat der Analyse erhoht.

Nach diesem Bericht aus 2009 beschleunigte sich die Forschung im Larmbereich.

Eine Studie mit 4,6 Millionen Menschen und verschiedenen Kategorien von
Larmpegeln zeigte, dass die Sterblichkeit durch einen Herzinfarkt mit Hohe und
Dauer der Belastung mit Fluglarm steigt. Dieser Zusammenhang blieb auch nach
Adjustierung fur Luftverschmutzung (PM10-Werte) bestehen (172). Eine andere
Kohortenstudie, die eine Schatzung des StralRenverkehrslarms basierend auf der
Wohnadresse verwendete, fand ein erhdhtes Risiko fur Schlaganfalle (IRR von 1,14)
pro 10dB Zunahme des Strallenverkehrslarms. Das Alter schien in dieser Studie ein
wichtiger Faktor zu sein, mit signifikanten Korrelationen zwischen Larm und
Schlaganfall bei Patienten Uber 64,5 Jahre aber nicht bei den jungeren Probanden
(173). Die Korrelation der Schlaganfallinzidenz wurde auch in einer weitern Studie in
London berichtet, die zeigte, dass das Risiko tagsuber und nachts unterschiedlich
sein kann, wobei der nachtliche Larm die starkeren Gesundheitseffekte bewirkte
(174). Stoffwechseleffekte von Larm wurden in einer prospektiven Kohortenstudie
berichtet, was darauf hindeutet, dass ein Zusammenhang zwischen Larmbelastung
und Diabetes und Taillenumfang bestehen kdnnte (175). Eine Zusammenfassung der
Ergebnisse zu negativen Auswirkungen von Larm auf ischamische

Herzerkrankungen ist in (Abbildung 13) dargestellt.

Bluthochdruck wurde in mehreren Studien mit Larmbelastung in Verbindung
gebracht, obwohl die Weltgesundheitsorganisation die Qualitat dieser Evidenz
aufgrund der Hetrogenitdt der Methoden sowie der Abhangigkeit von

Selbstauskunften (mittels Fragebdgen) als sehr niedrig einstuft (167). Dieser Bericht
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bewertete 40 Studien, die sich mit dem Zusammenhang zwischen Bluthochdruck als
kardiovaskularer Risikofaktor und der Larmbelastung beschaftigt haben. Fur Fluglarm
wurden Studien zur Pravalenz und Inzidenz mit einem relativen Risiko von 1,05
(0,95-1,17) pro 10 dB bei 60.121 Teilnehmern bzw. 1,00 (0,77-1,30) bei 4.721
Teilnehmern als von niedriger Qualitat bewertet. Insgesamt umfassten die Studien
154.398 Personen und zeigten ein relatives Risiko von 1,05 (95%-KI: 1,02-1,08) fur
den Zusammenhang zwischen StralRenverkehrslarm und der Pravalenz von
Bluthochdruck sowie 0,97 (0,90-1,05) fur die Inzidenz von Bluthochdruck bei 32.635
Personen. Diese Evidenz ist gering, aber im Allgemeinen zeigte sich Uber alle
Studien ein positiver Zusammenhang trotz der mangelnden Ubereinstimmung
zwischen den einzelnen Studien (167). Eine Zusammenfassung der Ergebnisse zu
negativen Auswirkungen von Larm auf Bluthochdruck ist in (Abbildung 13)

dargestellt.

Road-CHD

115 1

110 1

Estimate of the relative risk

1.05 -

1.00 -
48-52 53-57 58-62 63-67 68-72 73-78

Noise indicator Lden (dB(A))

Abbildung 13: Zusammenfassung der Ergebnisse zu den Auswirkungen vom
Larm auf ischamische Herzerkrankungen und Bluthochdruck

Air: Fluglarm, Road: StralRenverkehrslarm, Hyp.: Hypertension, CHD: ischamische Herzkrankheit.

Abbildung aus (10)
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Eine kurze Zusammenfassung der Studien zu den Auswirkungen von Larm auf
Bluthochdruck findet sich in Abbildung 14. Diese Studien deuten auf eine eher
schwache Beziehung zwischen Bluthochdruck und Larm hin. Wahrend die Beweise
fur einen Zusammenhang zwischen Bluthochdruck und Larm schwach bleiben, ist es
wichtig zu beachten, dass es Schwachen im Studiendesign gibt: Daten nur auf die
Verschreibungen von Bluthochdruckmedikamenten zu beziehen, koénnte das
tatsachliche Ausmal} der Larm-induzierten Bluthochdruckfalle stark unterschatzen,
da zum einen nicht alle Larm-geschadigten Probanden mit Bluthochdruck direkt beim
Arzt vorstellig werden und zum anderen einige der Studien wiederum auf der
Selbstauskunft der Probanden mittels Fragebdgen beruhen. Bluthochdruck ist jedoch
ein Risikofaktor fur ischamische Herzkrankheiten, die schon als qualitativ
hochwertige Evidenz fur einen Zusammenhang mit Larm eingestuft wurden. Dartber
hinaus ist Bluthochdruck stark mit Stress und Schlafstérungen assoziert, die wichtige
Faktoren fur die kardiovaskuldre Gesundheit darstellen. Aus diesen Grunden ist die
Arbeit dieser Dissertation besonders notwendig, um die Mechanismen zu
beschreiben, durch die Larm Bluthochdruck verursachen kann, durch eine
Steigerung der Stressreaktionen und Stérung des Schlafes, was zu endothelialer

Dysfunktion, Entzindung und oxidativem Stress fuhrt.

Noise Studies on Hypertension in Humans since 2018
Authors Year | Type Odds Ratio/
Hazard Ratio
1 Dimakopoulou et 2017 Cohort OR 1.18 (95% ClI 0.92-1.52) per 10dB(A)
al.(Dimakopoulou, Greece n=71 LAeq
2017)
2 Pyko et al. (Pyko, 2018) | 2018 | Cohort HR 0.93 (95% Cl 0.86—-1.01)
Sweden n=1386
3 Zeeb et al. (Zeeb, 2017) | 2017 Case-control OR 1.00 (95% CI 0.99-1.01)
| Germany n=137,577
4 Carey et al. (Carey, 2018 Cohort HR 1.01 (95% Cl 0.94-1.08) for 55—-60dB(A)
2016) UK n=17,785 and 0.99 (95% Cl 0.88-1.05) for >60dB(A)
Lnight (reference <55dB(A))
5 Fuks et al. 2017 Cohort RR 1.03 (0.99-1.07) for self-reported
(Fuks, 2017) (mixed European) n=6,206 hypertension, RR 0.99 (0.94-1.04) for measured
self reported, n=3,549 measured hypertension
6 Thacher et al. (Thacher, | 2020 Cohort HR 1.00 (95% Cl 0.98-1.02)
2020) Denmark n=21,241

Abbildung 14: Zusammenfassung der Studien zu den Auswirkungen von Larm
auf Bluthochdruck

Die Evidenz fir einen Zusammenhang zwischen Verkehrslarm und Bluthochdruck wurde vom WHO-

Expertengremium bislang mit niedriger Qualitat bewertet.

Abbildung aus (176)
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Mit unseren laufenden Studien zu larminduzierten gesundheitsschadlichen
Auswirkungen bei Mausen haben wir gezeigt, dass oxidativer Stress ein zentraler
Pathomechanismus in der Reaktion auf Larmbelastung ist, was auch durch die
genetische Deletion von Nox2 unterstutzt wird, wodurch schadliche Larmwirkungen
vollstandig verhindert werden kénnen (9). Wir haben auch additive Effekte von Larm
auf oxidativen Stress in einem Mausmodell der Angiotensin ll-getriggerter arterieller
Hypertonie belegen konnen, wobei dieses Bluthochdruckmodell fur seine

ausgepragte Aktivierung der Nox2-Isoform bekannt ist (177).

Unser Labor hat auch den molekularen Beweis erbracht, dass die phagozytische
Nox2 in Lysozym M (LysM)-positiven Entzindungszellen fur die negativen
kardiovaskularen Wirkungen von Larm verantwortlich ist, da die genetische Ablation
dieser LysM-positiven Zellen (durch Diphtherie-Toxin-Behandlung von Mausen mit
transgener LysM-spezifischer Diphtherie-Toxin-Rezeptor-Expression) den
larminduzierten oxidativen Stress, Entzindung, endotheliale Dysfunktion und
Blutdruckanstieg verhindern konnte (178). Ein Pro-oxidativer Phanotyp wurde auch
durch RNA-Sequenzierungsdaten entdeckt, der auf eine Herunterregulierung von
Genen hindeutet, die antioxidative Abwehrproteine wie Superoxiddismutase 1 und
Glutathionperoxidase 1 sowie antioxidative Transkriptionsfaktoren wie Forkhead-Box-
Proteine O (FOXO) kodieren (10).

Eine nicht-zielgerichtete = Plasmaproteomanalyse deutete auf einen pro-
inflammatorischen Phanotyp bei larmexponierten Mausen hin, der mit einer pro-
oxidativen Verschiebung des Verhaltnisses von ungesattigten zu gesattigten
Fettsauren, einer verstarkten Wechselwirkung von Leukozyten mit dem Endothel und
einer mikrovaskularen Dysfunktion assoziert war, die alle durch eine genetische
Deletion von Nox2 korrigiert werden konnten (179). Das direkte Abfangen von
Stickstoffmonoxid durch die Reaktion mit Superoxid stellt ebenfalls einen
Redoxschalter dar und unterstitzt eine antagonistische Wirkung von Superoxid auf
die Stickstoffmonoxid Signalgebung. Endotheliale Dysfunktion nach Larmbelastung
wurde bei gesunden Probanden (Abbildung 15) (18) und bei Patienten mit koronarer
Herzkrankheit (180) dokumentiert, wobei die Verbesserung der Endthelfunktion durch
die Gabe von Vitamin C in der Larmgruppe auf eine zentrale Rolle reaktiver

Sauerstoffspezies durch Larm hindeutete.
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Abbildung 15: Auswirkung von Fluglarm auf die Endothelfunktion und
Stresshormonspiegel bei gesunden Probanden

Die Endothelfunktion wurde mittels Fluss-abhangiger Dilatation (FMD) gemessen. Die Verabreichung
von Vitmain C war mit einer verbesserten Endothelfunktion assoziert, was auf eine Rolle von
oxidativem Stress durch Fluglarm hindeutet. Wiederholte Beschallung flhrte zu einer dramatischen
Verschlechterung der FMD (priming Effekt). Die Sympathikusaktivierung wurde anhand der Adrenalin-
Spiegel gemessen.

Abbildung aus (18)
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3 Material und Methoden
3.1 Material

3.1.1 Allgemeine Laborgerate und Verbrauchsmaterialien

Adhesive OP-Abdecktuch

Applied Biosystems Fast Real-Time
PCR System

Axiocam MRm

Aqua ad iniectabilia Braun

BioRad Power Pac Basic

BioRad Glasscheiben

Blotting-Anlage

Centro chemiluminescence plate reader
ChemiLux Imager CsX-1400 M

Cryostat Leica

Durchlichtmikroskop MZ 5400
DUROGRIP Nadelhalter
DUROGRIP Fadenschere
Eppendorf-Reaktionsgefalle
Falcon 50 ml

Falcon 15 ml

Federscheren Vannas-Stil
Feinwaage ARJ 120-4M
Feinwaage LE225D

Feinwaage KB800-2

Filter 10 kDa + 30 kDa
Fluoreszenzmikroskop 40CFL
Heizplatte HL1220

Heizrihrer MR 3001

Hitachi Sorvall Discovery Ultrazentrifuge

Molnicke Health Care, Schweden

Applied Biosystems, Darmstadt

Zeiss, Gottingen

B.Braun, Melsungen

BioRAD Laboratories, Minchen
BioRAD Laboratories, Minchen
BioRAD Laboratories, Minchen
Berthold Technologies

Intas, Gottingen

Leica Microsystems Nussloch GmbH,
Nussloch

Kriss, Hamburg

Stoss Medika, Wiesbaden

Stoss Medika, Wiesbaden

Eppendorf AG, Hamburg

Greiner GmbH

Greiner GmbH

Fine Science Tools GmbH, Heidelberg
Kern GmbH, Balingen

Sartorius, Gottingengemeiner
Laborgebrauch

Kern GmbH, Balingen

Millipore, Billierica, MA, USA

Zeiss, Gottingen

Leica Microsystems Nussloch GmbH,
Nussloch

Heidolph

Thermo Scientific GmbH, Langenselbold
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Homogenisator RW16 Basic
Inversmikroskop Axiovert 40C
Isometrische Transducer
Isometrische Transducer
Kaltlichtquelle KL 1500 LCD
Kamera: Axiocam MRm
Kahlplatte Leica EG 1150C
Laborrihrwerk RW 16 basic
Microplate reader MRX 2
Mikroskopkamera Colourview Il
Mikropraparierschere + Pinzette
Mikropinzette

Minifold 96-Well System
MiniShaker M52

Mini Protean Il

Mini Spin Plus Zentrifuge

Mini Trans-Blot® System
Multipipetten

Nadeldose

Nitrozellulose Blotting Membran Protran

Objekttrager

Organbad
Organbad
Paraffinspender Leica EG1120

PCR-Gerat StepOnePlusTM

Pipetten: Pipetman

Pipette Eppendorf 0,1 — 2,5 ul
Pipette Eppendorf 0,5 — 10 pl
Pipette Eppendorf 10 — 100 pl
Pipette Eppendorf 100 — 1000 pl
Pipetten: steril, 10 ml

IKA Werk Laboratory Equipment

Carl Zeiss GmbH, Géttingen

Kent, Torringtin, CO, USA

Radnoti, Monrovia, CA, USA

Schott AG, Mainz

Zeiss, Gottingen

Leica Microsystems GmbH, Nussloch
KA-Werke GmbH & CO. KG, Staufen
Magellan Biosciences

Olympus Corporation, Tokio, Japan
Fine Science Tools

Stoss Medika, Wiesbaden

Whatman GmbH, Dassel

Laboratory Equipment
BioRADLaboratories, Minchen
Eppendorf AG, Hamburg

BioRAD Laboratories, Minchen
Becton Dickinson, Franklin Lakes
Stoss Medika, Wiesbaden
AmershamlLife sciences

Paul Marienfeld GmbH & Co, Lauda-
konigshofen

Kent, Torringtin, CO, USA

Radnoti, Monrovia, CA, USA

Leica Microsystems Nussloch GmbH,
Nussloch

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Gilson

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Greiner Bio-One International GmbH
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TipOne, Starlabgroup
Sarstedt AG & CO, D-51588 Numbrecht
Sarstedt AG & CO, D-51588 Numbrecht

Pipettenspitzen weil3, 20 pyL
Pipettenspitzen gelb, 200 uL
Pipettenspitzen blau, 1000 uL

Quanti-Tect Probe RT-PCR Kit
RuhrerMR 1000

Spritze 2 ml

Spritze 5 ml

Spritze 10 ml

Test Tube

Thermomixer comfort MTP 5355
Thermo Scientific 96-well Platte
Tissue Lyser

Transferpipette 200 pl

Vortex Genie 2 G560E
Wasserstrahlpumpe
Zellcounter KX-21N

3.1.2 Chemikalien

2-Mercaptoethanol

2-Propanol

ABC-Reagenz

Acetylcholinchlorid

Acrylamid/Bis Lésung 40% 29:1 (3,3%
C)

Albumin Fraktion V (BSA)

Aprotinin

APS (Ammoniumpersulfat)

Bench Mark Protein Ladder

Qiagen, Hilden

Heidolph

B.Braun AG Melsungen, Melsungen
B.Braun AG Melsungen, Melsungen
B.Braun AG Melsungen, Melsungen
Thermostat TCR 100 Roth
Eppendorf AG, Hamburg

Thermo Fisher Scientific, Danemark
Qiagen

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim
Scientific Industries, NY, USA

VWR International GmbH, Darmstadt

Sysmex Corporation, Japan

Sigma-Aldrich, Hamburg
AppliChem, Darmstadt

Vector Lab., Burlingame, CA, USA
Sigma-Aldrich, Hamburg

BioRad Laboratories GmbH, Miinchen

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Hamburg
Sigma-Aldrich, Hamburg

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
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Bench Mark TM Pre-Stained Protein
Ladder

Bradford-Reagenz

Braunol® (Providon-lod)
Bromphenolblau

Calciumchlorid (CaCly)

cDNA Reverse Transcription Kit
DAB-Reagenz

Dihydroethidium (DHE)
Di-Kaliumhydrogenphosphat (Ko:HPO4)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Ethanol 70% und 100%
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Ethylenglykol-bis (aminoethylether)-
N,N,N’,N’-Tetraacetat (EGTA)
Glycin

Glyzerin

HCI

Heparin-Natrium 2500

Hepes (N-(2-Hydroxyethyl) piperazin-N’-

(2-ethansulfonsaure) heminatriumsalz)
Isofluran

Kaliumchlorid (KCI)

L-012 (Luminol Analog)

Leupeptin-HCI

Magnesiumsulfat (MgSOa)
Methanol

Milchpulver
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

Natriumchlorid (NaCl)

Natrium-Fluorid

Natrium-Hepes (Na-Hepes)

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

BioRad Laboratories GmbH, Mianchen
B.Braun Melsungen AG, Melsungen
AppliChem GmbH, Darmstadt

Fluka & Riedel, Seelze

Applied Biosystems, Darmstadt
Vector Lab., Burlingame, CA, USA
Fluka & Riedel, Seelze

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Fluka & Riedel, Seelze

VWR International GmbH, Darmstadt
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Hamburg

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
AppliChem GmbH, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Ratiopharm GmbH, Ulm
Sigma-Aldrich, Hamburg

Abbott, Wiesbaden

AppliChem GmbH, Darmstadt

Wako Chemical Industries (Osaka,
Japan)

Sigma-Aldrich, Hamburg

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

VWR International GmbH, Darmstadt
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Hamburg

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Hamburg
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
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Natriumhydroxid (NaOH)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)
Natrium-Vanadate

Nitrolingual (Nitroglyzerin, GTN)
Pepstatin
Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF)
Phosphatase Inhibitor Cocktail 1
Phosphate buffered saline (PBS)
Pierce ECL Western Blotting Substrate
Precision Plus ProteinTM Dual Color
Standards

Protease Inhibitor Cocktail

Ponceau S Lésung

Roti®-Quant fur 16sliche Proteine
(Bradford)

Saccharose

Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)
TagMan© Gen Expression Assay
Tissue Tek®

Tris(Tris(hydroxymethyl)aminomethan) -

base

Tris(Tris(hydroxymethyl)aminomethan) -

Hydrochlorid
Triton X-100

Tween-20

Merck KGaA, Darmstadt
AppliChem GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Hamburg
G.Pohl-Boskamp, Hohenlockstedt
Sigma-Aldrich, Hamburg
Sigma-Aldrich, Hamburg
Sigma-Aldrich, Hamburg
Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Perbio Science, Erembodegem, Belgien

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Sigma-Aldrich, Hamburg
Sigma-Aldrich, Hamburg
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Hamburg

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Applied Biosystems, Darmstadt
Sakura, Staufen, Deutschland

Sigma-Aldrich, Hamburg

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Fluka & Riedel, Seelze
Sigma-Aldrich, Steinheim
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3.1.3 Antikorper und Primer

Antikorper Verdiunnung | Verwendung | Bestell-Nr. Firma
3-Nitrotyrosin 1:1000 DotBlot, IHC | 05-233 Upstate,
Biotechnology,
MA, USA
Beta-Aktin 1:250 WesternBlot | A-5060 Sigma Aldrich,
Hamburg,
Deutschland
ET-1 1:200 WesternBlot, | Sc517436 SantaCruz
IHC Biotechnology,
USA
MDA 1:1000 DotBlot 442730 Calbiochem,
Darmstadt,
Deutschland
Nox2 1:500 WesternBlot | 611415 BD Biosciences,
USA
Nox2 1:200 IHC LS-B12365 LSBio, Seattle,
WA, USA
Anti-Maus IgG 1:10 000 WestrnBlot, | PI-2000 Vector Lab.,

(GAM-POX)

Dotblot

Burlingame, CA,
USA

Anti-Kaninchen | 1:10 000
IgG (GAR-POX)

WesternBlot, | PI-1000
DotBlot

Vector Lab.,
Burlingame, CA,
USA

TaqMan Primersets fiir quantitative real-time PCR

Gen Symbol Name Primer-ID
nNOS Neuronal nitric oxide synthase | Mm 01208059 _m1
VCAM-1 Vascular cell adhesion MmO00449197_m1

molecule 1
FOXO-3 Forkhead box protein O3 Mm 01185722 _m1
Tbp TATA box binding protein MmO00446973 _m1
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3.1.4 Puffer und Losungen

Homogenisierungspuffer (Hg-Puffer):

20 mM Tris-HCL
250 mM Saccharose
20 mM EDTA

3 mM EGTA

pH 7,4

Homogenisierungslosung (Hg-Losunq):

100 pl Protease Inhibitor Cocktail

10 pl Phosphatase Inhibitor Cocktail

50 pl PMSF (0,1 M in Methanol)

100 pl Triton X-100

50 pl Natrium-Vanadat (0,1 M in Wasser)
100 pl Natrium-Fluorid (0,5 M in Methanol)
auf 10 ml Hg-Puffer

Laufpuffer der Elektrophorese (SDS-PAGE):

25 mM Tris-base
192 mM Glycin
3,5mM SDS

pH nicht adjustiert

Transferpuffer der SDS-PAGE:

25 mM Tris-base

192 mM Glycin
Auf 800 ml dest. Wasser + 200 ml Methanol

41



Sammelgel-Puffer der SDS-PAGE:

0,5 M Tris-HCL
pH 6,8

Trenngel-Puffer der SDS-PAGE:

1,5 M Tris-HCL
pH 6,8

Ammoniumpersulfat (APS):

10 g APS
Auf 100 ml dest. Wasser

Organbad-Puffer (auf 37 Grad erwarmen):

118,3 mM Natriumchlorid (NaCl)

4,69 mM Kaliumchlorid (KCI)

2,5 mM Calciumchlorid (CaClz)

1,2 mM Magnesiumsulfat (MgSQOa4)

25,0 mM Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)
1,03 mM Di-Kaliumhydrogenphosphat (Ko2HPO4)
11,1 mM Glukose

pH 7,4

Inhibitoren-Puffer:

100 pl Aprotinin (1,2 mg/ml)
40 pl Pepstatin (2,5 mg/ml)
10 pl Leupeptin (5 mg/mil)

auf 10 ml Krebs-Hepes-Puffer
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PCR Ansatz gRT-PCR:

12,5 ul 2xQuantiTect Probe RT-PCR Master Mix
8,5 ul RNase-free H.O

1,25 yl Primer

2,5 yl Template RNA

Krebs-Hepes-Puffer (KH-Puffer):

99,01 mM Natriumchlorid (NaCl)

4,69 mM Kaliumchlorid (KCI)

2,5 mM Calciumchlorid (CaClz)

25 mM Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)
1,2 mM Magnesiumsulfat (MgSQOa4)

1,03 mM Di-Kaliumhydrogenphosphat (KoHPO4)
11,1 mM D-Glukose

20 mM Na-Hepes

pH 7,4

3x Laemmli-Puffer:

1880ul Tris-HCI (1M, pH 6,8)
20% SDS

17% Glyzerin

1% Bromphenolblau

5% 2-Mercaptoethanol
320ul dest. Wasser

Sammelgel 4%:

3,2 ml H20 bidest.
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0,5 M Tris-HCI (pH 6,6)
1 ml Acrylamid (40 %)
50 pl SDS (10 %)

50 pl APS (10 %)

5 yul TEMED

Trenngel 10%:

4,8 ml H20 bidest.

2,5ml 1,5M Tris-HCI (pH 8,8)
2,5 ml Acrylamid (40 %)

100 pl SDS (10 %)

100 pl APS (10 %)

10 yl TEMED

Strippingpuffer:

24,76 mM Tris-HCI

34,62 mM SDS

700 pl 2-Mercaptoethanol
200 ml H20 bidest

Waschpuffer Phosphate buffered saline (PBS):

1,5 M NaCl
200 mM NazHPO4
40 mM NaH2PO4

Waschpuffer PBS/T:

Waschlésung PBS
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1% (v/v) Tween-20

Waschpuffer Tris bufferd saline (TBS):

200 mM Tris base
1,4 M NaCl
pH 7,6

Waschpuffer TBS/T:

Waschlésung TBS

1% (v/v) Tween-20

3.1.5 Software-Programme

Adobe Photoshop CS2, Version 9.0
Adobe Acrobat Reader DC
Axiovision 4.3

ChromPass 1.8.6.1

Endnote X9

Excel

Fast Real Time System

Gel-Pro Analyzer™ Version 6.0
GraphPad Prism 7

iCycler iQ™

Adobe Systems GmbH, Munchen
Adobe Systems, CA, USA

Carl Zeiss GmbH, Aalen

Jasco, GroRumstadt

Thomson Reuters, NY, USA

Microsoft, USA

Applied Biosystems, Darmstadt

Media Cybernetics, Bethesda, MD, USA
GraphPad Software Inc, La Jolla, CA,
USA

Multi- Color qRT- PCR Detection
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Lab Chart

Organbad, Chart 5

Revelation 4.25

SigmaStat Statistical for Windows
Version 3.5

Software ABI7900HT

System

ADInstruments, Sydney, Australien
ADInstuments GmbH, Spechbach
ilf bioserve, Langenau

Systat Software GmbH, Erkrath

Qiagen
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3.2 Methoden
3.2.1 Tiermodell und Behandlung

Alle Tiere wurden in Ubereinstimmung mit den Leitlinien fir den experimentellen
Umgang, die Pflege und Verwendung von Labortieren behandelt. Diese
Behandlungen wurden von der Ethikkommission der Universitatsmedizin der
Johannes-Gutenberg-Universitat Mainz genehmigt und vom
Landesuntersuchungsamt Rheinland-Pfalz Landesuntersuchungsamt Rheinland-
Pfalz (Koblenz, Deutschland; Genehmigungsnummer: 23 177-07/G 15-1-094)

bewilligt und zugelassen.

Mannliche C57BL/6J-Mause wurden von Janvier gekauft und zwei Wochen vor den
Behandlungen in unserem Tierstall zur Akklimatisierung gehalten. Die Tiere erhielten
in vier Gruppen eine Fluglarmexposition mit einer mittleren Lautstarke von 72 dB(A)
(maximal 85 dB(A)) fur 4, 7, 14 oder 28 Tagen (1; 9; 10). Eine funfte Gruppe
fungierte als Kontroll-Gruppe, die mit keinem Larm behandelt wurde. Die Tiere
wurden zu den entsprechenden Zeitpunkten in die Larmexpositionskammer gesetzt,
so dass alle Gruppen gleichzeitig am selben Tag getdtet und untersucht werden
konnten. Um den Effekt zu Uberprifen, wurden einige Mause mit dem Angiotensin-
Coverting-Enzym (ACE)-Inhibitor Captopril (50 mg/kg/Tag) im Trinkwasser 3 Tage
vor der Larmexposition fur 7 Tage behandelt (8 Mause ohne Larm, 6 Larm, 9
Larm+Captopril). Nach der angegebenen Dauer der Larmbelastung wurden die Tiere
unter Isofluran-Narkose durch Durchtrennung des Zwerchfells und Entfernung des
Herzens, der Aorta und anderer Organe getdtet. Die Beschallungen als auch
Toétungen wurden unter Aufsicht und in Zusammenarbeit mit den
naturwissenschaftlichen Doktorandinnen (Frau Katie Frenis) und Postdoktorandinnen

(Dr. Swenja Kroller-Schon, Frau Dr. Miroslava Kvandova) durchgefuhrt.

3.2.2 Auditory brainstem response (ABR)-Audiometrie

Die Bewertung der Horschwellen wurde vor und nach Larmexposition mittels

klickabhangiger auditory brainstem response (ABR) Audiometrie durchgefuhrt (181-
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183). Diese Untersuchungen wurden in Kooperation mit den Kollegen aus der HNO
Klinik in Mainz durchgefuhrt (Dr. Ernst, Dr. Eckrich, Prof. Strieth). Die Horprafung
wurde in einer Schallschutzkammer (IAC 400-a, Industrieakustik-Gesellschaft,
Niederkrichten, Deutschland) durchgefuhrt. Ein speziell angefertigter Lautsprecher
sowie ein Kalibriermikrofon wurden ca. 2,5 cm von der Ohrmuschel entfernt platziert,
wahrend das kontralaterale Ohr mit weichem Ohrenschmalz (Ohropax, Werheim,
Deutschland) verschlossen wurde. ABRs wurden unter Verwendung eines
mafgeschneiderten Setups mit einer Multifunktions-l1/O-Karte (National Instruments
Corp., Austin, TX, USA) abgeleitet, die mit AudiologyLab 3.8 (Otoconsult, Frankfurt
am Main, Deutschland) ausgestattet war. Die Horschwellen durch Registrierung von
ABRs wurden unter Verwendung von Klicks (100 ys Dauer) in Schritten von 3 dBs
(128 Wiederholungen pro Schritt) bestimmt. Der Bandpassfilter wurde zwischen 200
Hz und 5000 Hz eingestellt.

3.2.3 Nicht-invasive Blutdruckmessung (Tail-Cuff-Methode)

Die Blutdruck-Messungen wurden an den wachen Mausen mithilfe der Tail-Cuff-
Methode an den Tagen 0, 4, 7, 14 und 28 nach der Larmexposition (CODA 2, Kent
Scientific, Torrington, USA) nicht-invasiv durchgefihrt. Vor der Grundlinienmessung
am Tag 0 wurden die Tiere dreimal fur Blutdruckmessungen trainiert, um
Stressreaktionen zu verhindern und madglichst eine genaue Messung durchfuhren zu
kénnen. Die Tiere traten freiwillig in die Fixierrohrchen (Kunststoffrohre) ein, dann auf
eine vorgewarmte Platte (32 °C) gelegt und 20 Minuten zum Akklimatisieren liegen
gelassen. Jede Messsitzung umfasste 15 aufeinanderfolgende Blutdruckmessungen,
von denen die ersten 5 als Akklimatisierungszyklen verworfen wurden. Datenpunkte
reprasentieren dabei den Mittelwert von zehn Messungen pro Tier am gegebenen
Behandlungstag. Mithilfe einer oszillatorischen Technik und mittels einer
Blutdruckmanschette am Schwanz der Maus konnten die Blutdruckwerte mit
zugehdriger Software (CODA Data Acquisition Software) erfasst werden. Der
Blutdruck wurde danach graphisch ermittelt (184). Die Blutdruckmessungen wurden
unter Aufsicht und in Zusammenarbeit mit den naturwissenschaftlichen
Doktorandinnen (Frau Katie Frenis und Frau Maria Teresa Bayo Jimenez)
durchgefuhrt.
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3.2.4 Organentnahme und Aortenpraparation

Die Mause wurden vor der Totung durch die Inhalation von Isofluran tief narkotisiert.
Das Abdomen und der Thorax wurden mithilfe einer Praparationsschere eroéffnet.
Nach der Kompletten Eréffnung des Brustkorbs (Schneiden der Rippen und des
Brustbeins, Eroffnen des Perikardes) wurde mit einer Injektionsnadel 200 ul
verdunntes Heparin in das noch schlagende Herz (in den linken Ventrikel) injiziert,
um die Postmorale Blutgerinnung zu vermeiden. Dadurch konnte so viel Blut wie
mdglich komplikationslos enthommen werden. Das Blut wurde in eisgekihlte Serum-
Gel-Monovetten und in Zitrat-monovetten zur Messung der NADPH-Oxidase-Aktivitat
und spatere Experimente aufgeteilt. Als nachstes wurde das Herz von den grolen
herznahen Gefallen (Aorta ascendens, truncus pulmonalis und vena cava superior)
abgesetzt und in ein eisgekuhltes Probengefald mit Krebs-Hepes-puffer (KH-Puffer)
eingetaucht. Es erfolgte dann die Absetzung der Aorten an den grof3en Abgéangen
mit den Nieren und den anderen Bauchorganen. Die Aortenentnahme wurde sehr
sorgfaltig und ohne Zugkrafte, Dehnungen oder Verletzungen durchgefuhrt und in
eisgekuhltes Probengefall mit Krebs-Hepes-puffer eingebracht. Die Tétung und
Organentnahme wurde unter Aufsicht und in Zusammenarbeit mit den
naturwissenschaftlichen Doktorandinnen (Frau Katie Frenis und Frau Maria Teresa
Bayo Jimenez) und Postdoktorandinnen (Dr. Swenja Krdller-Schén, Frau Dr.

Miroslava Kvandova) durchgefuhrt.

Unter dem Lichtmikroskop und in einer Petrischale wurde die in Krebs-Hepes-puffer
eisgekuhlt gelagerte Aorta mithilfe einer chirurgischen Pinzette und einer
Federschere von Fettgewebe und perivaskularen Bindegewebe freiprapariert. Die
Aorten wurden hier auch mit grof3er Sorgfaltigkeit und ohne jegliche mechanische
Stérung oder Verletzung prapariert, um das einschichtige Endothel der Aorta
vollstandig zu erhalten. AnschlieRend erfolgte die Abtrennung von jeweils 4 mm
langen Ringen. Ein Teil der Aortenringe wurde direkt im Organbad verwendet und
der Rest wurde bei -80 °C gelagert, um dann verschiedene Untersuchungen
durchzufihren z.B. Dot Blot und Western Blot. Fur die Herstellung von Cryo-
Schnitten wurden Teile der Aorten in ein Spezialharz (TissueTek) eingebettet und bei
-80 °C gelagert.
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3.2.5 GefaBfunktionsuntersuchung mittels Isometrischer

Tonusstudien (Organbad)

Die Organbadmethode ist eine isometrische Spannungsmessung an einem
Aortenring unter festgelegten Bedingungen. Da sich die Reaktion des Endothels auf
verschiedene endogene und exogene Reize in Abhangigkeit von seiner Exposition
gegenuber oxidativem Stress andert, kénnen in Organkammern durchgefuhrte
Messungen einen Uberblick Uber Endothelfunktion und die Relaxationsfahigkeit der
Gefalle bei Tieren geben. Alle Schritte wurden wie von meiner Arbeitsgruppe friher
publiziert durchgefiihrt (185; 186). Daflr wurden die freipraparierten, 4 mm langen
Aortenringe zwischen zwei Drahtdreiecke aus Edelstahl montiert. Dabei ist ein
Dreieck mit einem Kraftwandler (Transducer) verbunden und das andere mit einem
feststehenden Haken als Gegenhalt. Das ganze Gebilde befindet sich dann stabil
und freihangend in einem doppelwandigen Glasgefal® (siehe Abbildung 16, unteres
Panel). Die Anlage wurde von einem auf 37°C temperierten Wasserbad
durchflossen. Der auf 37°C vortemperierte Krebs-Hepes-Puffer wurde eingefullt (je
Gefall 25 ml, d.h. bis auf Hohe der inneren Doppelwandung) und mit Carbogen (95%
02 + 5% CO2) begast. So wurde eine physiologische Umgebung wie in einem

lebenden Organismus gewahrleistet.

Danach wurde manuell eine Vorspannung (ohne das Gefallgewebe zu dehnen) am
Aortenring vorgenommen, um fur den Start der Messung eine festgelegte Nulllinie
(Basallinie) zu haben. Die Spannung wurde schrittweise alle 7 min von 0,2 g, 0,4 g,
0,6 g, uber 0,8 g, auf 1,1 g erhdht. Zunachst beginnt der Funktionstest der Aorten mit
Kaliumchlorid (KCI). Es wurde zunachst 1ml KCI (2 mM) gegeben, um zu sehen, ob
es eine Kontraktion gibt. Durch die Steigerung der KCI-Konzentrationen (5, 10, 20,
40, 80 mM) wurde eine Dosis-Wirkungskurve erstellt. Nach Wiederholung des
Vorgangs wurde das KCI ausgewaschen. Die Signale der Kontraktion oder der
isometrischen Spannungen wurden durch den Transducer aufgenommen und auf
den Computer Ubertragen. Die erhaltenen Messungen wurden elektronisch
verarbeitet und graphisch dargestellt. Nun, um die Endothel-abhangige und
Endothel-unabhangige Vasodilatation der Aorta untersuchen zu kdnnen, wurden die
Aortenringe durch vasoaktive Substanzen vorkontrahiert. Die Vorkontraktion der

Aortenringe wurde mit Prostaglandin F2a (finale Konzentration von 3 pM) auf ca.
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80% des maximalen KCI-Tonus eingestellt. Die Gefalfunktionsmessungen wurden in

Zusammenarbeit mit unserem technischen Personal (Herr Schreiner und Frau

Rosenberger) durchgefuhrt.

Thrombozyten Q
N\ ¥
-

cGMP-abhéngi ‘e Kinase (cGK-l)

Ca 2+

Rela;ta tion KOHSMWOH

Abbildung 16: Die Wirkung von Acetylcholin und Stickstoffmonoxid auf das
Endothel und auf den glatten GefaBRmuskel

Physiologisch bewirkt Acetylcholin eine Vasodilatation auf das Endothel und eine Vasokonstriktion auf
den glatten GefaBmuskel. Mit einem intakten Endothel wirkt Acetylcholin vasodilatierend auf das
Gefall, indem es die Stichstoffmonoxid-Produktion erhéht. Das geht durch die Aktivierung von
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endothelialen Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS). Bei der Endotheldysfunktion herrscht die
Vasokonstriktion vom glatten GefaBmuskel auf das gesamte Gefals. Unteres Panel: Anordnung des

isolierten GefalRsegments in einem Organbad flir isometrische Tonusmessungen.

Abbildung verandert nach (187)

Die Untersuchung der endothelabhangigen Vasodilatation selbst erfolgt durch

aufsteigende Mengen an Acetylcholin-Gaben (Acetylcholin-Test). Die finale
Konzentration hier wurde von 10-° Giber 1085, 108, 10”5, 107, 10%5, 10 auf 10°>° M
erhoht. Das gesunde Gefal® wird durch ACh dilatiert, indem ACh die endotheliale
NO-Synthase (eNOS) aktiviert und damit eine NO-Freisetzung aus den
Endothelzellen erzeugt. Bei einem krankhaften Endothel wirkt ACh auf das gesamte
Gefal® Uber die muskarinergen ACh-Rezeptoren in glatten Muskelzellen
kontrahierend, weil die beschadigten Endothelzellen nicht mehr in der Lage sind,

genug Stickstoffmonoxid freizusetzen.

Die Untersuchung der endothelunabhangigen Vasodilatation wurde analog zu der

Untersuchung der Endothelabhangigen Vasodilatation durchgefuhrt. Hier wurde als
Endothelunabhangiger Vasodilatator Nitroglycerin (GTN) statt Acetylcholin eingesetzt
und durch die Steigerung der Konzentration (finale Konzentration 30 yM) lie} sich

eine Dosiswirkungskurve fur den endothelunabhangigen Stimulus erstellen.

3.2.6 Detektion von reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies
(ROS, RNS)

3.2.6.1 Oxidativer Burst im Vollblut

Hier soll nur die Methode kurz erldutert werden, da die Daten nicht Teil meiner
Dissertationsarbeit sind. Die Ergebnisse werden dann in der Diskussion vorgestellt

und im Kontext der anderen Daten diskutiert.

Das Vorhandensein von reaktiven Sauerstoff- und Stickstoff-Spezies (Superoxid und
Peroxynitrit) im Vollblut wurde Uber den Chemilumineszenz-Farbstoff L-012

gemessen (41; 188). L-012 ist ein Luminol-Analog (8-Amino-5-Chloro-7-
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Phenylpyrido[3,4-d]pyridazin-1,4-(2H,3H)Dion), das aufgrund seiner Fahigkeit,
verschiedene freie Radikale nachzuweisen, fur die Detektion des oxidativen Stresses
eingesetzt wurde (siehe Abbildung 17) (189; 190). Durch die Reaktionen zwischen
diesen Farbstoffen und den Superoxidradikalen kommt es zur Lichtemission, was
durch einen Platereader registriert werden kann. Nachdem das frische Vollblut in
Citrat-Monovetten von Eppendorf Uberfuhrt wurde, wurde es in einem Verhaltnis von
1:50 mit PBS und Ca?'/Mg?* versetzt, um eine physiologische Umgebung fir die
Blutzellen zu gewahrleisten. Diese Losung wurde dann mit dem Farbstoff L-012 (100
uM) verstarkt (191). Der oxidative Burst, also die Aktivierung der NADPH-Oxidase im
Vollblut, wurde durch zwei Stimuli ausgelost, einmal durch den Proteinkinase C-
Aktivator PDBu (Phorbol 12,13-Dibutyrat, 10 uM), der durch Hyperphosphorylierung
von p47phox zur NADPH-Oxidase Aktivierung fuhrt und einmal durch den
Pilzmembranbestandteil Zymosan A (50 ug/ml) (Sigma-Aldrich, Hamburg) der die
Aktivierung der NADPH-Oxidase durch den Toll-like Rezeptor bewirkt. Das Signal
wurde dann alle 5 min Uber 50 min (das Maximum war bei 20 min fur Phorbolester
und 50 min fur Zymosan A) durch einen Chemilumineszenz-Platereader gemessen
(192). Die oxidativen Burst Messungen wurden von Frau Sanela Kalinovic

durchgefuhrt und in ihrer kumulativen Dissertation verwendet.

L-012
radical
0.
012 9 Loz :
L-012 — —» —>» light

radical T hydroperoxide

\—/4 SOD

H,0,/HRP

Abbildung 17: Reaktion zwischen L-012 und ROS
Abbildung aus (193)
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3.2.6.2 DHE-Fluoreszenz in Aorta

Dihydroethidium (DHE) ist ein Fluoreszenz-Farbstoff, der fir den Nachweis von
Superoxidradikalen und anderen reaktiven Sauerstoffspezies in verschiedenen
Gewebearten verwendet wird (194). DHE ist in der Lage, jede Schicht der
GefalRwand zu durchdringen und wird beim Vorhandensein von Superoxidanionen
spezifisch zu 2-Hydroxyethidium (2-HE) oxidiert (195). Die Aorta wurde in kleine
Ringe mit einer Lange von 3-4 mm geschnitten, in das Spezialharz Tissue-Tek
eingebettet und mithilfe von flissigem Stickstoff langsam eingefroren. Bei ca. -25°C
wurden mit einem Cryostaten (Leica Biosystems, Nussloch, Deutschland) 6-8 um
dicke Schnitte von den eingefrorenen Aorten-Blocken angefertigt und auf einen
Objekttrager Uberfuhrt. Bis zur weiteren Verarbeitung wurden die Objekttrager auf Eis
oder bei -80°C gelagert. Die Farbung der Cryoschnitte wurde wie folgt durchgefihrt:
Der Objekttrager wurde mit DHE-Losung (1uM DHE in PBS) bei 37°C unter
Lichtausschluss fur 30 min auf einem Heizblock inkubiert. Danach wurde die Lésung
entfernt und ein Deckglas auf dem Objekttrager aufgelegt. Mithilfe eines
Fluoreszenzmikroskops (Axiovert 40 CFL von Zeiss) konnten die Bilder von den
Aortenringen aufgenommen werden und die rote Fluoreszenz der DHE
Oxidationsprodukte  zeigten dabei die Ortliche Bildung der reaktiven
Sauerstoffspezies an (Exitation: 510-520 nm, Emmision: 580-610 nm). Diese Bilder
wurden dann mittels (Image ProPlus 7.0 Software (Media Cybernetics, Rockuville,

MD)) densitometrisch ausgewertet.

3.2.7 Western Blot

Durch die Western Blot Methode werden die Proteine der GroRe nach aufgetrennt
und detektiert. Die Bestimmung erfolgt durch eine Reaktion zwischen Antigen,
antigenspezifischem primarem Antikorper und enzymgekoppeltem sekundaren
Antikdrper (200). Alle Schritte wurden wie von meiner Arbeitsgruppe friher publiziert
durchgefihrt (186; 201; 202).

Nachdem die Aorten von dem umgebenden Fett- und Bindegewebe freiprapariert

wurden, wurden sie auf flussigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.
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Die tiefgefrorenen Aorten wurden mithilfe eines Modrsers homogenisiert. Der Morser
ist mit flissigem Stickstoff vorgekuhlt und mit Ethanol gereinigt. Es erfolgte dann die
Gabe des Homogenisierungspuffers (Hg-Puffer) zu den Proben im Volumen-
Verhaltnis 1:1. Der Abbau der Proteine durch korpereigene Enzyme konnte durch
eine einstundige Inkubation der Proben mit einem Inhibitoren-Mix aus Protease- und
Phosphatase-Inhibitoren im Hg-Puffer, wie im Kapitel 3.1.4 beschrieben, verhindert
werden. Hg-Puffer dient zur Auflésung der Zellmembran. AnschlieRend wurden die
Proben auf Eis bei 4°C fur eine Stunde inkubiert. Nach mehrmaligem Vortexen
wurden die Proben bei 10,000 g fiir 10 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand
wurde in neue Probengefale Uberfihrt und auf Eis gelagert, der Rest wurde

verworfen.

Nun erfolgte die Proteinbestimmung nach Bradford.

Der Bradford-Assay ist eine photometrische Methode zur quantitativen Bestimmung
von Proteinen bis zu Konzentrationen im Bereich mg/mL oder g/I. Die Proben wurden
fur die Messung mit destilliertem Wasser 1:200 (Aorten) bis 1:1000 (Herz, Hirn)
verdunnt. Der Farbstoff, Coomasie brilliant blue-G250 (Roti-Quant, Carl Roth,
Karlsruhe, Deutschland), der erstmals von Marion Bradford in 1976 zur Bestimmung
der Proteinkonzentrationen beschrieben wurde, bildet in saurer Losung mit
kationischen und unpolaren Seitenketten von Proteinen Komplexe. Bei dieser
Komplexbildung von Coomassie brilliant blue an Proteine verschiebt sich das
Absorptionsmaximum des Farbstoffes. Die ungebundene (kationische) Form hat im
Absorptionsspektrum ein Maximum bei 465 nm und daher rot. Durch die
Komplexbildung wird der Farbstoff in seiner blauen (anionischen) Form stabilisiert
und das Absorptionsmaximum verschiebt sich auf 595 nm (203; 204). Der
dazwischen gelegene Bereich ist als neutral und grin ausgezeichnet und das
Absorptionsmaximum in diesem Bereich ist 650 nm. Da der Extinktionskoeffizient des
Komplexes aulderdem sehr viel hoher als der des freien Farbstoffes ist, kann die
Zunahme der Absorption bei 595 nm durch die Komplexbildung mit hoher
Empfindlichkeit gegen das freie Farbreagenz photometrisch gemessen werden und
ist daher ein Mal fur die Proteinkonzentration der Lésung. Das Mal} der Farbreaktion
ist allerdings vom Protein abhangig, deshalb ist zur Konzentrationsbestimmung eines

bestimmten Proteins eine Kalibrierung notwendig. Soll die Konzentration eines
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Proteingemisches bestimmt werden, wird z.B. BSA (Bovine Serum Albumin) als
Standardprotein genutzt. Die BSA-Standards wurden in funf verschiedene
Konzentrationen 1, 5, 10, 20, 30 ng/ul. erstellt. Es wurden von den vorverdinnten
Proben und den Standards jeweils 80 pl vierfach in eine 96-well-Platte aufgetragen
und dann 200 pl des verdinnten Farbstoffs (Roti-Quant) zugegeben. Dieser Farbstoff
wird als Bradford Reagenz verwendet und mit destilliertem Wasser im Volumen-
Verhaltnis 1:5 verdinnt eingesetzt. Die photometrische Messung der
Proteinkonzentrationen der Proben und Standards wurde durch ein Platereader bei

595 nm ausgelesen und mit Hilfe des Programms Revelation ausgewertet.

Der nachste Schritt ist die gelelektrophoretische Auftrennung der Proteine. Das
erfolgte Uber eine SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE). Die dafur

bendtigten Trenngele (10%, siehe 3.1.4) wurden in der Lange von 5 cm angefertigt

und mit Isopropanol Uberschichtet. Nach ca. 30 min und erfolgter Polymerisation
wurde das Isopropanol entfernt und die Oberkante der Trenngele kurz mit Wasser
gewaschen. Anschlielend wurde mit Sammelgel (4%, siehe 3.1.4) Uberschichtet und

dann die Taschenbreiten von 2-5 mm mit Hilfe eines Kammes eingebaut.

Zur Denaturierung der Proteine wurden die Proben im Volumen-Verhaltnis 2:1 mit
dreifach-Lammli Puffer versetzet und bei 95°C fir 10 min inkubiert. Anschlieend
wurden die Proben auf eine Proteinkonzentration von 1ug/pl mit einfach Lammli
Puffer eingestellt und bei 95°C fur 5 min inkubiert. Das Lammli Puffer enthalt -
Mercaptoethanol, was der Zerstérung der Quartarstruktur der Proteine durch
Reduktion dient (205; 206). Danach wurden die Proteinproben mit Proteinstandards
(Protein ladder) auf die Gele aufgetragen. Die Proteinstandards dienten dazu, die
gewulnschte Proteinauftrennung sichtbar zu machen. Anschlieend erfolgte die
Elektrophorese mit 50 Volt fur ca. 15 min bis die Proteinproben das Trenngel erreicht
haben. Danach wurde der Strom auf 200 Volt fur 1,5-2 Stunden erhdht. Somit

konnten die Proteine nach ihrer Grof3e separiert werden.

Nun folgte der Transfer der Proteine auf eine Nitrozellulose-membran (Schleicher
und Schuell, Dassel, Deutschland). Dazu wurden die Membran, Schwamme und
Filterpapiere in Transferpuffer eingetaucht, und wie folgt in eine Transferkassete
(BioRad Mini-Trans Blot) eingesetzt: Schwamm, Filterpapier, Membran, Gel,
Filterpapier, Schwamm. Die Anlage wurde in eine Transferkammer auf Eis bei

konstanter Stromstarke von 250 mA fur 2,5 Stunden eingesetzt. Nach
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abgeschlossenem Transfer wurde eine Ponceau-Farbung durchgefuhrt, um die
Proteine auf die Membran sichtbar zu machen. Anhand des
Molekulargewichtsstandards wurden aus der Membran entsprechend der kDa-Grolie
der zu untersuchenden Antigene Streifen geschnitten. Das Ziel der Western Blot-
Methode war es, verschiedene Proteine durch verschiedene Antikorper

immunologisch auf Membranen nachzuweisen.

Nach Entfernung des Ponceau-Farbstoffes durch kurzes waschen mit Waschpuffer
(TBS-T oder PBS-T) wurden proteinfreie Bereiche der Membranstreifen mit einem
Blockmedium, wie z.B 3%BSA oder 5%Milchpulver in Waschpuffer fur eine Stunde
abgesattigt. Danach wurden die in dem entsprechenden Blockmedium geldsten
primaren Antikdrper Uber Nacht im Kihlschrank bei 4°C inkubiert. Am nachsten Tag
wurden die Membranstreifen mit Waschpuffer mehrmals gewaschen. Anschliel3end
erfolgte die Inkubation der Membranstreifen fir zwei Stunden mit den
entsprechenden peroxidase konjugierten, sekundaren Antikdrpern. Danach wurden
die Streifen erneut mit demselben Waschpuffer viermal gewaschen. Nach einer
einminutigen Inkubation mit ECL-Reagenz (Luminol/ Peroxid) (Thermo Fischer,
Millipore, 1:750), wurden die Streifen mit Klarsichtfolie bedeckt, das
Chemilumineszenzsignal durch einen Chemilumineszenz-Detektor (CsX-1400 M,
Intas) dokumentiert und mit Hilfe der GelProAnalyzer Software densitometrisch

ausgewertet.

3.2.8 Dot Blot

Bei der Dot Blot-Methode handelt es sich um eine vereinfachte Auflage der Western
Blot-Methode. Genauso wie bei der Western Blot-Methode, aber ohne dass eine
Auftrennung nach Ladung oder GrofRe durchgefuhrt wurde, und ohne Lammli-Puffer,
wurden die Proben vorbereitet und die Proteinkonzentrationsbestimmung nach
Bradford durchgefuhrt. Mithilfe eines Dot Blot-Systems (Schleicher und Schuell,
Dassel, Deutschland) wurden die Proben auf eine Nitrozellulose-Membran
aufgetragen. Das Dot Blot-System besteht aus einer 96-Well-Platte, einer Filter-
Auflageplatte, einer Metallspannleiste um das ganze System zusammenzuhalten

sowie einer Vakuumkammer, die dann an einer Wasserstrahlpumpe angeschlossen
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das erforderliche Durchsaugen der Proben erzeugt. Die Membran wurde einmal vor
und zweimal nach dem Auftragen der Proben mit PBS gewaschen, um die Proben
komplett durch die Membran durchsetzen zu lassen. Anschlielend wurde die Anlage
auseinandergelegt und die Membran zur Fixierung der aufgesaugten Proteine bei
60°C fur eine Stunde getrocknet. Nach dem Trocknen und Blocken proteinfreier
Bindungsstellen, wurden die Membranen mit primaren Antikdrpern gegen
Malondialdehyd (MDA)-positive Proteine, (Lipidperoxidation) und 3-Nitrotyrosin (3-
NT)-positive Proteine inkubiert. Als nachstes erfolgte die Inkubation mit Peroxidase-
gekoppelten Sekundarantikérpern. Die Durchflhrung der weiteren Schritte und die
densitometrische Auswertung entsprach genau der Western Blot-Methode. Alle
Schritte wurden wie von meiner Arbeitsgruppe fruher publiziert durchgefuhrt (10; 207;
208).

3.2.9 Quantitative Real-Time-Polymerase-Kettenreaktion (qrt-PCR)

Die grt-PCR spielt sehr groRe Rolle bei vielen Untersuchungen wie z.B. Erkennung
von Erbkrankheiten, Bestimmung der Viruslast und Quantifizierung von
Genexpressionen (192). Das Prinzip der qrt-PCR beruht auf dem Prinzip der
herkdbmmlichen Polymerase-Kettenreaktion (siehe Abbildung 18) und liegt in der
Amplifizierung und Quantifizierung von Nukleinsauren. In der grt-PCR wird die
Quantifizierung in Echtzeit (Real Time) durchgeflhrt, das hei3t wahrend oder am
Ende eines PCR-Zyklus. Der erste Schritt des PCR-Zyklus ist die thermische
Denaturierung des DNA-Doppelstranges bei einer Temperatur von 95 °C, wodurch
die DNA-Doppelstrange in Einzelstrange aufgetrennt werden und dann als Vorlage
fur die grt-PCR dienen. An jedem Einzelstrang erfolgt als nachstes die Anlagerung
von Primern (oligonukleotide), die als Startpunkte fur die spatere DNA-Polymerase
dienen. AnschlielRend erfolgt die Polymerisierung durch DNA-Polymerase. Als
Ergebnis jedes Zyklus erhalt man zwei neue DNA-Doppelstrange, die wiederum als

Vorlagen fUr einen neuen Zyklus dienen.

Die Fluoreszenzmessung der neugebildeten DNA-Strange wird durch spezielle

Gensonden (TagMan®©-Sonde) durchgefuhrt. Die TagMan©-Sonde ist ein DNA-

Sequenz und enthalt zwei Farbstoffe; an einem Ende einen Reporter (R) und am

anderen Ende einen Quencher (Q) (siehe Abbildung 19). Am Anfang des PCR-
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Zyklus wird das Signal des Reporters durch den Quencher, und somit das
Fluoreszenzsignal, gehemmt. Erst wahrend der Polymerisierungsphase werden die
Sonden durch die DNA-Polymerase abgebaut und somit Reporter und Quencher
getrennt. Nun steigt das Fluoreszenzsignal des Reporters an und kann detektiert

werden. Das Signal wird starker, je mehr DNA Produkte gebildet werden (209; 210).

Gesamt-mRNA aus dem Hirngewebe wurde mithilfe der Guanidinium-Thiocyanat-
Phenol-Methode isoliert (211). 125ng der Gesamt-RNA wurden fur die qrt-PCR-
Analyse mit dem QuantiTect Probe RT-PCR Kit (Qiagen) verwendet (212). Primer-
Proben (von Biosystems, Foster City, CA) wurden verwendet, um die mRNA-
Expressionsmuster von nNOS, VCAM-1 und FOXO-3 zu analysieren. Alle Proben
wurden auf das TATA-box-Bindungsprotein als interne Kontrolle normalisiert. Die
Expression des Zielgenes in jeder Probe wurde als Prozentsatz des Wildtyps
generiert. Die RT-PCR Messungen wurden in Zusammenarbeit mit unserem

technischen Personal (Frau Rosenberger) durchgefuhrt.

DIE POLYMERASE-KETTENREAKTION
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Abbildung 18: Die Polymerase-Kettenreaktion

Annealing: Primeranlagerung, Elongation: Verlangerung durch DNA-Polymerase

Abbildung aus (210)
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a) Hydrolisierungssonde (TaqMan™)

\R

Primer : f Primer L = f
—>

Abbildung 19: Fluoreszenzmessung bei qrt-PCR

R: Reporter, Q: Quencher
Abbildung aus (210)

3.2.10 Immunhistochemie

Durch die Immunhistochemie werden Gewebe mit an Antikdrper-gekoppelten
Farbstoffen bzw. durch Farbstoffreaktionen untersucht. Der Ablauf soll hier kurz
beschrieben werden: Die enthommenen Aorten wurden zunachst zur Fixierung in
Paraformaldehyd (4%) UberfUhrt und anschlieBend in Paraffin eingebettet. Mit Hilfe
eines Mikrotoms (Leica) wurden von den Aorten Schnitte in einer Dicke von ca. 5 um
abgetrennt, auf Objekttrager Uberfuhrt und anschlielRend entparaffiniert. Um die
Antigenbindungsstellen zu demaskieren, erfolgte eine Behandlung der angefertigten
Schnitte mit einem Dampfgarer bei pH 9. Nach dem Waschen mit PBS wurden die
Schnitte mit dem primaren Antikorper (3-Nitrotyrosin (3-NT) (1:200, Merck-Millipore,
Darmstadt, Deutschland) gefarbt (213). Die Farbungen wurden mit spezifischen
Antikérpern gegen ET-1 (10) und NOX-2 (214) durchgefuhrt. AnschlieRend wurden
die sekundaren Antikorper (anti-mouse: Vector Lab., Burlingame, CA; anti-rabbit:
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) laut den Standardanweisungen des
Herstellers eingesetzt. Fur den immunhistochemischen Nachweis wurden die

Reagenzien ABC (Vector Laboratories) und DAB (Peroxidase Substrat Kit, Vector)
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als Substrate verwendet. Die Quantifizierung wurde mithilfe der Software Image
ProPlus 7.0 (Media Cybernetics, Rockville, MD) durchgefuhrt. Die IHC Messungen
wurden in Zusammenarbeit mit unserem technischen Personal (Frau Karpi und Frau
Glas) durchgeflhrt.

3.2.11 Statistische Auswertung

Die Ergebnisse werden als Mittelwert mit Standardfehler des Mittelwerts (x SEM)
angegeben. Fir die Audiometrie wurde ein zweiseitiger gepaarter t-Test verwendet.
FUr DHE-Farbung, Blutdruckmessung, Western Blot und Dot Blot Analysen,
Immunhistochemie und rt-PCR-mRNA-Messungen wurde eine OneWay-ANOVA
Analyse mit Korrektur fir multiple Zusammenhange nach Tukey verwendet. Fur die
isometrischen Spannungsstudien und die Blutdruckmessungen im Zeitverlauf wurde
eine TwoWay-ANOVA Analyse mit Tukey-Korrektur verwendet. Alle Auswertungen
erfolgten in Prism fur Windows, Version 9.01, GraphPad Software Inc. Das Testen
auf gleiche Varianz und Normalverteilung wurde mit derselben Software

durchgefuhrt. p-Werte < 0,05 wurden als statistisch signifikant bewertet.
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4 Ergebnisse

4.1 Fluglarm erhoht den Blutdruck und die Erhohung bleibt auch
bei chronischer Beschallung erhalten

Wahrend der gesamten Expositionsdauer wurden wdchentlich Blutdruckmessungen
bei allen Tieren durchgefuhrt. Vor der Larmbelastung betrug der mittlere systolische
Blutdruck 124 mmHg. Die Messungen ergaben bei der zweiten Messung zu jedem
Zeitpunkt eine deutliche Blutdruckerhdhung unter Larmbelastung. Diese wurde bei
allen larmexponierten Gruppen beobachtet und war nach 28 Tage Larmbelastung am
hochsten. Die systolischen Dricke stiegen in der Larmgruppe auf maximal 178
mmHg und im Mittel auf 153 mmHg, was auf eine massive, aber variable
hypertensive Reaktion unter Larmexposition hindeutet (Abbildung 20). Wichtig ist
dabei zu erwahnen, dass die Therapie mit dem ACE-Hemmer Captopril den Larm-
bedingten Blutdruckanstieg nach 4 Tagen Larmexposition verhindern konnte
(Abbildung 20D).
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Abbildung 20: Auswirkung von kurz- und langfristigem Fluglarm auf den
Blutdruck

Der Blutdruck wurde Uber die gesamte Expositionsdauer wdchentlich (bzw. bei kurzzeitiger
Beschallung nach 4 Tagen) gemessen. Erhohte Werte waren in jeder Gruppe im Anschluss der
initialen Larmexposition sowohl bei systolischem, diastolischem und mittlerem Blutdruck deutlich
erkennbar (A, B, C). (D) Die Therapie mit dem ACE-Hemmer Captopril verhinderte den Larm-
bedingten Blutdruckanstieg nach 2 und 4 Tagen. Die Abbildung zeigt Ergebnisse als Mittelwerte +
SEM. Statistische Analyse mit TwoWay-ANOVA mit Tukeys Korrektur fir multiple Zusammenhange.
Punkte stellen den Mittelwert der Gruppe dar aus n=6-9 unabhangigen Messungen in verschiedenen
Mausen. (A-C) P < 0,05: * vs. 0d, # vs. 4d, $ vs. 7d, § vs. 14d und + vs. 28d; (D) P < 0,05: * vs. 0d, +
vs. Larmgruppe.
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4.2 Auswirkung von akutem und chronischem Fluglarm auf die
Endothelfunktion und vaskularen oxidativen Stress

4.2.1 Untersuchung der Endothelfunktion mittels isometrischer
Tonusstudien (Organbad)

Im Organbad wurde die Endothelfunktion an den schon isolierten 4mm langen
Aortenringen untersucht. Die isometrischen Spannungsmessungen ergaben in allen
Larm-Gruppen eine deutliche Verminderung der endothelabhdngigen Relaxation um
ca. 15% (Abbildung 21A), wahrend im Verlauf der Larmexposition keine wesentliche
Anderung der endothelunabhéngigen Relaxation festgestellt werden konnte
(Abbildung 21B).
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Abbildung 21: Auswirkung von kurz- und langfristigem Fluglarm auf die
endotheliale und glattmuskulare Funktion

Durch die Relaxation mit Acetylcholin I&sst sich die endothelabhangige Vasodilatation testen, die bei
allen zeitlichen Behandlungen mit Larmbelastung verschlechtert war. Der Schweregrad dieser
Verschlechterung schien bei allen Tiergruppen nach Larmbelastung gleich zu sein (A). Die

endothelunabhangige Relaxation wurde durch die isometrische Spannungsmessung und Relaxation
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auf Nitroglycerin (GTN) untersucht. Diese blieb im Verlauf der Expositionsdauer bei allen Tiergruppen
ohne deutliche Verschlechterung durch Larm (B). Die Abbildung zeigt Ergebnisse als Mittelwerte +
SEM. n=16-20. Statistische Analyse mit TwoWay-ANOVA mit Tukey-Korrektur. P < 0,05: * vs. 0d, #
vs. 4d, $ vs. 7d, § vs. 14d und + vs. 28d.

4.2.2 ROS-Detektion in Aorten-Kryoschnitten mittels DHE-Farbung

In der Aorta zeigte die Farbung mit DHE eine deutliche Erhdhung der ROS-Bildung
zusammen mit zunehmender Dauer der Larmbelastung, wobei der starkste Anstieg
der ROS-Bildung nach 28 Tagen Larmbelastung beobachtet werden konnte
(Abbildung 22).
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Abbildung 22: Auswirkung von kurz- und langfristigem Fluglarm auf die ROS-
Bildung in der Aorta

Durch die Farbung mit DHE und mithilfe der Fluoreszenzmikroskopie konnte das ROS-Signal in den
Kryoschnitten der Aorta detektiert werden. Das Diagramm zeigt die quantitative densitometrische
Auswertung der ROS-Bildung in der Aorta. Darunter sind reprasentative DHE-Farbungen fir alle
Gruppen gezeigt. Die rote Fluoreszenz zeigt die ROS-Bildung und die griine Fluoreszenz zeigt die
Autofluoreszenz der Basallamina der Aorta. Dargestellt sind Ergebnisse als Mittelwerte £ SEM von 2-4
Farbungen pro Tier pro Gruppe. Statistische Analyse mit one-way ANOVA mit Tukey-Korrektur. P <
0,05: * vs. 0d.



4.2.3 Immunhistochemie der Aorta

In der Aorta zeigte die Farbung mittels Immunhistochemie einen deutlichen Trend flr
eine erhdohte Expression des Peptidhormons Endothelin-1 (ET-1) (Abbildung 23), ein
sehr potenter endogener Vasokonstriktor. AulRerdem zeigte sich nach langfristiger
Exposition gegenuber Fluglarm ein Trend fur erhdhte Expression der oxidativen
Stress Marker NOX-2 und 3-NT (Abbildung 23). Die NOX-2 ist eine wichtige Quelle

fur oxidativen Stress und 3-NT ein Marker fur das Vorhandensein von Peroxynitrit.
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Abbildung 23: Auswirkung von kurz- und langfristigem Fluglarm auf die aortale
Expression von Endothelin-1, NOX-2 und die Spiegel von 3-NT-positiven
Proteinen mittels Immunhistochemie

(A): reprasentative immunhistochemische Farbungen der Aorta gegen Endothelin-1 (ET-1), NOX-2
und 3-NT (20-fache VergréRRerung). (B): densitometrische Auswertung der immunhistochemischen
Farbung der Aorta fir ET-1, NOX-2 und 3-NT. Dargestellt sind Ergebnisse als Mittelwerte + SEM flr
n=5-8 Mause. Die statistische Analyse mit one-way ANOVA mit Tukey-Korrektur ergab keine

signifikanten Unterschiede.
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4.3 Auswirkung von akutem und chronischem Fluglarm auf den
kardialen oxidativen Stress

Kardiale Proteinexpressionen wurden durch Western Blot und Dot Blot Analyse
erfasst und zeigten nach einer langfristigen Exposition gegenuber Fluglarm einen
deutlichen Anstieg des Vasokonstriktors Endothelin-1 sowie der Marker fur oxidativen
Stress (NOX-2 und 3-NT) im Herzgewebe (Abbildung 24 A,B). AulRerdem ergab die
Untersuchung der Lipidperoxidation mittels Dot Blot Analyse eine allmahliche
Steigerung der MDA-positiven Proteine im Herzgewebe mit zunehmender Dauer der
Larmbelastung, was den anhaltenden Schaden des Larms bestatigt (Abbildung
24C,D).
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C Cardiac MDA
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Abbildung 24: Auswirkung von kurz- und langfristigem Fluglarm auf die
kardiale Proteinexpression fiir ET-1 und NOX-2 sowie die Spiegel von 3-NT und
MDA

(A): Proteinexpression der kardialen ET-1 und NOX-2 mittels Western Blot sowie Spiegel der kardialen
3-NT-positiven Proteine mittels Dot Blot. (B): reprasentative Aufnahmen der Original Blots, die fur die
densitometrische Quantifizierung verwendet wurden. (C): Die Lipidperoxidation wurde anhand der
MDA-positiven Proteine im Herzen untersucht und zeigte einen deutlichen Anstieg mit zunehmender
Dauer der Larmbelastung. (D): reprasentative Dot Blot-Bilder fur kardiale MDA-positive Proteine flir
alle Gruppen. Ergebnisse aus gemischten Herzproben, die 2-3 Tiere pro Probe (Datenpunkt)
darstellen. Statistische Analyse mit one-way ANOVA mit Tukey-Korrektur. P < 0,05: * vs. 0d, # vs. 4d.

69



4.4 Auswirkung von akutem und chronischem Fluglarm auf den
zerebralen oxidativen Stress und den neuroinflammatorischen
Phanotyp

Larm verursachte einen ziemlich linearen Anstieg der zerebralen ROS-Bildung im
Verlauf der 28-tdgigen Larmexposition (siehe Diskussion, Abbildung 30). Die
Genexpression der nNOS wurde durch Larm bis zum Tag 7 und 14 herunterreguliert,
jedoch normalisierte sich die Expression teilweise nach 28 Tagen der Larmbelastung
(Abbildung 25A). Im Gegensatz dazu zeigte die Genexpression von FOXO-3 eine
zunehmende Verminderung im Laufe der Expositionsdauer (Abbildung 25B), wobei
dies fir die Zelle einen geringeren antioxidativen Schutz und Stérung anderer
wichtiger Signalwege bedeutet, da der Transkriptionsfaktor FOXO-3 eine Vielzahl
protektiver biochemischer Signalwege reguliert. Die mRNA-Expression von VCAM-1
war ab Tag 4 der Larmexposition erhdht und blieb in allen Larm-Gruppen Uber die
gesamte Expositionsdauer gesteigert (Abbildung 25C), wobei dies einen pro-
inflammatorischen Phanotyp der Zelle reflektiert, da das Protein VCAM-1 die
Adhasion von Leukozyten fordert und die Entstehung sowie Progression der

Atherosklerose begunstigt.
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Abbildung 25: Auswirkung von kurz- und langfristigem Fluglarm auf das
Gehirn

(A): Die mRNA-Expression der nNOS zeigte unter Larm verminderte Spiegel im Vergleich zur Kontroll-
Gruppe. (B): Die Genexpression von FOXO-3 bewies eine deutliche Verminderung des antioxidativen
Transkriptionsfaktors durch Larm. (C): VCAM-1 war in allen La&rm-Gruppen erhéht. Ergebnisse fur (A,
B, C) aus gemischten Gewebeproben, die 2-3 Tiere pro Probe (Datenpunkt) darstellen. Statistische
Analyse mit one-way ANOVA mit Tukey-Korrektur. P < 0,05: * vs. 0d, $ vs. 7d, § vs. 14d und + vs.
28d.
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4.5 Auswirkung von langfristigem Fluglarm auf die Horschwelle

Um festzustellen, ob das Gehor der Mause durch die Larmbelastung beeintrachtigt
wurde, flhrten wir in Zusammenarbeit mit Kollegen aus der HNO Kilinik Klick-
abhangige ABR-Tests (auditory brainstem response) durch. Der ABR-Test misst die
Aktivitat im Gehirn beim Horen einer akustischen Stimulation bei verschiedenen
Schalldruckpegeln (Abbildung 26A). Der Test wurde sowohl vor als auch nach der
Larmexposition durchgeflhrt, um zu untersuchen, ob Larm eine Erhdhung der
Schwelle der evozierten Reaktion, sprich einen partiellen Hoérverlust verursachen
wurde. Die Werte der Basisschwelle waren in allen nicht beschallten Gruppen
nahezu konsistent und lagen bei 43,5 dB bei 0d, 42,6 dB bei 4d, 40,7 dB bei 7d, 43,9
dB bei 14d und 44,6 dB bei 28d (Abbildung 26B). In den larmexponierten Gruppen
gab es eine Verschiebung der Horschwelle von etwa 5 dB, die bereits nach 4 Tagen
Larmexposition sichtbar wurde. Diese Verschiebung verschlechterte sich wahrend
der immer langeren Larmbelastung nicht mallgeblich, sondern die absolute
Beeintrachtigung des Horvermodgens nahm im Verlauf der Larmbelastung eher ab
(Abbildung 26B). Die Schwellenanderungen betrugen 5,2 dB, 4,8 dB, 4,9 dB und 3,8
dB, was mdglicherweise auf eine Erholung dieser minimalen Hoérschwelle wahrend
des Expositionsverlaufs hindeutet. Obwohl in allen Larm-Gruppen eine signifikante
Verschlechterung der minimalen Horschwelle beobachtet wurde (auf ca. 50 dB), sind
die absoluten Anderungen so klein, dass sie in unserem Versuchsaufbau nicht zum
Tragen kommen, da wir mittlere Schalldruckpegel von 72 dB verwendet haben,

sprich weit Uber dieser minimalen Horschwelle.
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Abbildung 26: Larm-induzierte Veranderungen der Horschwelle

Mithilfe der ABR-Methode konnten die durch akuten bzw. chronischen Larm-induzierten Hérschaden
im Verlauf der Larmbelastung bewertet werden. Die ABR-Methode misst die Hirnstammreaktion auf
einen Horreiz bei einem sedierten Tier (A). Die Basishdrschwellen waren in allen nicht exponierten
Gruppen nahezu konsistent, mit einem signifikanten Anstieg unter Larm, der bereits nach 4 Tagen
Larmbelastung auftrat und im Verlauf einer langeren Larmexposition im Schweregrad eher
nachzulassen schien (B). Die Abbildung zeigt Ergebnisse als Mittelwerte + SEM. Statistische Analyse
mittels gepaartem zweiseitigem t-Test zwischen unbeschallten und beschallten Mausen fir die
jeweilige Beschallungsdauer. Punkte sind Messungen von jedem einzelnen Tier, n=4-8. P < 0,05: * vs.
jeweils nicht mit Larm behandelnde Gruppe zum gleichen Zeitpunkt. Diese Daten wurden in
Zusammenarbeit mit den Kollegen aus der HNO Kilinik erhoben (Dr. Ernst, Dr. Eckrich, Prof. Strieth).
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5 Diskussion

Mit unserer vorliegenden Studie haben wir die Exposition mit Fluglarm Uber einen
langfristigen Zeitraum von 4, 7, 14 und 28 Tage untersucht. Die Studie wurde
durchgefuhrt, um herauszufinden, ob die schon bekannten gesundheitlichen
Schaden durch Fluglarm nach 4 Tagen unter chronischer Larmbelastung bestehen
bleiben oder ob sich eine Anpassung oder Toleranz gegenuber den Larm-induzierten
Schaden entwickeln wirde. Nach unserem Kenntnisstand ist dies die erste Studie,
die die Auswirkungen von langfristiger Larmbelastung auf das Gehirn und das Herz-
Kreislauf-System in einem Mausmodell untersucht. Die Ergebnisse der vorliegenden
Studie zeigen deutlich, dass die langfristige Belastung mit Fluglarm manifeste
arterielle Hypertonie, endotheliale Dysfunktion, vaskularer oxidativer Stress,
Inflammation und verschiedene zerebrale Nebenwirkungen wie Erhdhung der ROS-
Bildung und verminderte Expression der nNOS und von FOXO-3 verursacht
(Abbildung 27). Es gab einen akuten Effekt auf den Blutdruck innerhalb der ersten 4
Tage der Larmexposition und einen weiteren Anstieg des Blutdruckes von mehr als
20 mmHg wahrend der weitern 28 Tage der Larmbelastung. Der Anstieg des
Blutdruckes war mit einer systemischen endothelialen Dysfunktion, einer
progressiven Abnahme der systemischen NO-Bioverfugbarkeit und einer Zunahme

der vaskularen ROS-Bildung verbunden.
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Abbildung 27: graphische Darstellung des Zeitverlaufs der Larm-induzierten
Schaden

Abbildung Gbernommen aus (215)
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5.1 Folgen der akuten und chronischen Larmbelastung auf
Endothelfunktion, Blutdruck und oxidativen Stress

Im gesunden Endothel der BlutgefaRe wird Stickstoffmonoxid (NO) aus L-Arginin
durch das Enzym endotheliale NO-Synthase (eNOS) gebildet. NO spielt eine
wichtige Rolle bei der Hamostase, der Hemmung der Thrombozytenaggregation und
besitzt positive antiinflammatorische Eigenschaften (123; 216). Wenn sich im
Endothel nicht genug Stickstoffmonoxid (NO) befindet, verliert das Endothel seine
wichtige Vasodilatationsfunktion. Die gestorte Vasodilatation des Endothels wird
auch als endotheliale Dysfunktion bezeichnet, was als frihes Korrelat bzw. ein friher
Risikomarker fur viele Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems betrachtet wird.
Endotheldysfunktion steht im engen Zusammenhang mit vielen Risikofaktoren fur die
Entstehung der Herz-Gefal3-Erkrankungen wie Atherosklerose, arterielle Hypertonie
und Hyperlipidamie (179; 217). In unserer aktuellen Studie wurde die
endothelabhangige Relaxation der Aorta im Organbad durch Acetylcholin (ACh)
induziert, die nach 4 Tagen Larmbelastung in allen Larmgruppen signifikant
beeintrachtigt war, aber sich im Verlauf der 28 Tage Expositionszeit nicht weiter
verschlechterte. Diese pathologische Veranderung der Endothel-abhdngigen
Relaxation steht im engen Zusammenhang mit oxidativem Stress, wo vermehrt
Superoxid-Radikale produziert wird. Diese Radikale sind in der Lage mit
Stickstoffmonoxid sehr schnell zu reagieren und damit zu inaktivieren. Dadurch
verliert das Endothel seine wichtige Vasodilatationseigenschaft, was dann zu einer
Endotheldysfunktion fhrt (218).

Durch die Reaktion zwischen Superoxidanionen und NO wird ein zusatzliches
Oxidanz und zwar Peroxynitrit gebildet. Peroxynitrit ist in der Lage sowohl
antioxidative Faktoren zu inaktivieren als auch zusatzliche Superoxidradikale zu
generieren, indem es die eNOS entkoppelt und andere ROS Quellen aktiviert. Unter
oxidativem Stress und durch die Oxidation des Cofaktors BH4 oder des Zink-Thiolat-
Clusters wird das Enzym eNOS entkoppelt, was dann zur Verminderung der NO-
Produktion fuhrt. Auf3erdem, durch diese Oxidationsreaktion werden die Elektronen
nicht mehr auf NADPH sondern auf molekularen Sauerstoff Ubertragen, wobei es zu
einer vermehrten Superoxid-Bildung kommt. Also durch oxidativen Stress wird durch
Entkoppelung der eNOS weniger NO produziert sowie vermehrt Superoxidradikale

gebildet und gleichzeitig wird NO durch die Reaktion mit Superoxid inaktiviert (219-
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221). Die eNOS kann auch durch eine S-Glutathionylierung in der Reduktase-
Domane entkoppelt werden oder durch Phosphorylierung bzw. ADMA inaktiviert
werden — alles redoxregulierte Prozesse, die unter oxidativem Stress vermehrt
ablaufen (30; 222).

Unser aktuelles Konzept 2zu den Fluglarm-induzierten kardiovaskularen
Nebenwirkungen beinhaltet, dass die endotheliale Dysfunktion, die bereits nach einer
Nacht Belastung mit Fluglarm festgestellt werden konnte, malfigeblich durch eine
Ausschittung von Stresshormonen und Vasokonstriktoren wie Noradrenalin,
Adrenalin und Corticosteron und durch die Aktivierung des Renin-Angiotensin-
Aldosteron-Systems (RAAS) und der Endothelin-1 Signaltransduktion ausgel6st wird
(9; 10). Die zentrale Rolle des RAAS bei den larminduzierten kardiovaskularen
Schaden wurde durch unsere Studie bestatigt, indem wir zeigten, dass der ACE-
Hemmer Captopril den larminduzierten Blutdruckanstieg verhindern konnte. Auch in
Patienten bzw. gesunden Probanden bewirkte Larm fir eine Nacht bereits eine
Verschlechterung der Endothelfunktion, die vor allem durch Schlafstérung und
Stressreaktionen hervorgerufen wurde (18; 180). Endotheldysfunktion beeinflusst
aullerdem die Prognose von Patienten mit Herz-Kreislauf-Erkrankungen wie

koronare Herzerkrankung oder periphere arterielle Verschlusskrankheit (187; 223).

Durch unsere vorliegenden Ergebnisse konnten wir neben dem anhaltenden Anstieg
der Blutdruck-Werte in allen Larmgruppen auch eine zunehmende ROS-Bildung in
der Aorta und im Herzgewebe wahrend der gesamten Expositionsdauer feststellen
(Abbildung 28C,D), die sich zumindest als Trend auch in der Aktivitdt der
phagozytaren NADPH Oxidase (NOX-2) in Leukozyten in Vollblut anhand eines
tendenziell gesteigerten oxidativen Bursts wiederspiegelte (Abbildung 28A,B). Der
vaskulare und zerebrale oxidative Stress wird hauptsachlich durch die phagozytare
NADPH-Oxidase und durch die Entkoppelung von eNOS und nNOS induziert, was
die Bildung des Endothelin-1 stimuliert - dadurch wird nicht nur die vaskulare und
zerebrale NO-Bioverfugbarkeit reduziert sondern gleichzeitig werden Mikrogefalie
und grolRe Leitungsgefalle kontrahiert, was zum Bluthochdruck fuhrt (9). Chronischer
Stress induziert die Freisetzung von verschiedenen Stresshormonen, die auf lange
Dauer fur den anhaltenden Anstieg des oxidativen Stresses durch die Aktivierung

von NOX-2 verantwortlich sein konnen.
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Abbildung 28: Auswirkung der kurz- und langfristigen Fluglarmbelastung auf
den oxidativen Burst im Vollblut sowie die vaskulare und kardiale ROS-Bildung

Die Stimulierung oxidativen Burst im Vollblut mit dem Phorbolester (PDBu) (A) oder mit dem
Pilzpyrogen (Zymosan A) (B) weist darauf hin, dass die Larmbelastung eine verstarkte ROS-Bildung
durch die NOX-2 in den Leukozyten induziert. Die Superoxidwerte (gemessen mit einer HPLC-
basierten Dihydroethidium Methode) zeigten einen zunehmenden Anstieg Uber die gesamte
Expositionsdauer sowohl in der Aorta (C) als auch im Herzen (D). Rechts neben den
Quantifizierungen (C, D) sind die reprasentativen Chromatogramme fir die HPLC-Messungen zu
sehen. Ergebnisse fur (A, B) sind Mittelwerte + SEM von 8 Wiederholungen vom gemischten Vollblut
von 2-3 Mausen und der angegebenen Anzahl (Datenpunkte) unabhangiger Proben pro Gruppe.
Ergebnisse fur (C, D) reprasentieren einzelne Tiere, n=12-14 (C), n=22-24 (D). Statistische Analyse
mit one-way ANOVA mit Tukey-Korrektur. P < 0,05: * vs. 0d, # vs. 4d. Ubernommen aus (215).

Das Fehlen einer weiteren Verschlechterung der Endothelfunktion im Verlauf der
Expositionsdauer kann darauf hindeuten, dass es einen Mechanismus gibt, der
verhindert, dass der nachgewiesene anhaltende Anstieg des oxidativen Stresses im
Gefaldsystem in eine weitere Verschlechterung der endothelialen Funktion

umgewandelt wird. Wir haben in einer vorherigen Studie bewiesen, dass der
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Transkriptionsfaktor Nrf2 ein wichtiges Abwehrsystem zur Verhinderung der Larm-
induzierten kardiovaskularen Nebenwirkungen darstellt (9; 224). Durch dieselbe
Studie konnten wir zeigen, dass durch die Larmbelastung das durch Nrf2-induzierte
Schutzenzym (Hamoxygenase-1) hochreguliert wird (224). Es ist wahrscheinlich,
dass ein zusatzlicher antioxidativer Mechanismus existiert, der eine akkumulierende
Verschlechterung durch einen Stressfaktor wie Larm verhindert. Wie in unserer
vorliegenden Studie gezeigt, war das Plasmanitrit am 14ten Tag nach der
Larmbelastung niedriger, wohingegen die NOX-2 in der Aorta und die kardialen 3-NT
Spiegel am 14ten Tag nach der Larmbelastung hoher waren, was ein Zeichen dafur
sein kann, dass dieser antioxidative Mechanismus (der Nrf2- bzw. HO-1-vermittelte
Schutz) ab diesem Zeitpunkt effektiv wird. Da Nrf2 dafur bekannt ist, die
Entzindungsreaktionen von Makrophagen hemmen zu kbénnen (225), kann es
wahrscheinlich sein, dass die Nrf2-vermittelte Transkription innerhalb dieses
Zeitraumes protektiv ist. Dieser protektive Mechanismus durch Nrf2 wurde auch in
anderen Studien unserer Gruppe als entscheidend fur das Ausmall der Larm-
induzierten Schaden nachgewiesen (214). Dies wirde auch mit den hier gezeigten
reduzierten oxidativen Burst-Aktivitaten im Vollblut Ubereinstimmen, die gezeigt
haben, dass die Larm-induzierte Aktivierung von Entzindungszellen zwischen 7 und
14 Tage nach der Larmexposition eine Art Maximum zeigte und danach eher
geringer wurde. Das gleiche prasentiert sich auch in der maximalen NOX-2-
Konzentration in der Aorta am Tag 7 der Larmexposition, was héchstwahrscheinlich
auf die infiltrierten Immunzellen zurlGck zu flhren ist und sich auch in den
abnehmenden Spiegeln der kardialen 3-NT-positiven Proteine ab Tag 7 der

Larmexposition wiederfindet.

Es bleibt aber die Frage zu beantworten, warum die ROS-Bildung in verschiedenen
Organen weiter ansteigt, obwohl die Aktivierung von Immunzellen wahrscheinlich
durch endogene antioxidative und entzindungshemmende Abwehrmechanismen wie
Nrf2/HO-1 verhindert wird. Daher konnte man davon ausgehen, dass die initiale
NOX-2-induzierte ROS-Bildung sekundare ROS-Quellen wie Mitochondrien und
Xanthin-oxidase Uber einen schon beschriebenen Redox-Cross-Talk aktiviert (30; 82;
92). Wahrend wir Hinweise auf eine Stimulierung der Mitochondrien-induzierten
ROS-Bildung ab dem 4. Tag der Larmbelastung haben (9), kann die Rolle der

Xanthinoxidase-induzierten ROS-Bildung aus der gunstigen Wirkung des
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Xanthinoxidase-Inhibitors Allopurinol auf Cochlea-Schaden und Hoérverlust nach

Larmbelastung angenommen werden (226; 227).

Die vorliegende Studie hat gezeigt, dass die kardiovaskularen und zerebralen
Nebenwirkungen nach einer Belastung mit langfristigem Fluglarm zeitabhangig
auftreten und dass die larminduzierten biochemischen Veranderungen einer
komplexen Kinetik folgen. In einer Studie konnte man bei der Uberwachung der
Immunfunktion nach 1, 7, 21 Tage Larmexposition eine zeitabhangige Modulation
der Immunsuppression und Immunaktivierung im Rattenmodell feststellen (228). Die
periphere Aktivitat der Phagozyten war nach 1 Tag Larmexposition vermindert,
wahrend der IgM-Spiegel im Blut erhéht war. Die Proliferation von Lymphozyten in
der Milz war nach 7 Tagen Larm unterdrickt und nach 21 Tagen erhoht, wahrend die
Aktivierung der Killerzellen nach 1 und 7 Tagen Larm erhdht war aber nach 21 Tagen

geringer wurde (228).

5.2 Akute und chronische Larmexposition und das Gehirn

Die vorliegenden Ergebnisse erganzen die schon bekannten Beweise, dass die
Belastung mit Verkehrslarm fur die Gehirnfunktion von wichtiger Bedeutung ist und
das Risiko fur die neurodegenerativen Erkrankungen wie kognitive Stérung oder
Demenz erhdhen kann (229-231). Es wurde schon gezeigt, dass die
kardiovaskularen Risikofaktoren und Erkrankungen stark mit einem erhdhten Risiko
fur eine kognitive Stérung oder Demenzerkrankung zusammenhangen (und auch
vice versa) (232; 233), was darauf hindeutet, dass die Larmbelastung indirekt durch
die Modulation der vaskuldren Neuropathologie zu diesen Erkrankungen fihren
kann, ist die Rolle der Larmbelastung als direkter Einflussfaktor nicht ausreichend
untersucht worden (231). Osborne et al. Konnten vor kurzem nachweisen, dass die
Larmbelastung mit dem Risiko fur die kardiovaskularen Erkrankungen uber einen
Mechanismus assoziiert ist, der mit einer erhdhten Stress-bedingten Amygdala-
Aktivitdat beginnt und anschlieBend eine erhdhte vaskulare Entzindung induziert
(siehe Abbildung 29) (234). Dieser neurobiologische Mechanismus, der Larm mit

kardiovaskularen Erkrankungen in Verbindung bringt, koénnte gezielt durch
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Medikamente unterdrickt werden, um das Risiko fur kardiovaskulére Erkrankungen

im Zusammenhang mit Larmbelastung zu reduzieren.
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Abbildung 29: Der Zusammenhang zwischen Larm, Amygdala-Aktivierung,
koronarer Atherosklerose und dem Risiko fiir schwerwiegende kardiovaskulare
Ereignisse

Die Larm-induzierte neuronale Aktivierung (Amygdala) und nachgeschaltete koronare Entziindung
wurde mittels '®F-Fluordeoxyglukose ('8F-FDG) PET/CT Scan nachgewiesen. Beide Larm-induzierten
Veranderungen korrelierten mit einer gesteigerten Inzidenz von schwerwiegenden kardiovaskularen
Ereignissen (MACE=major adverse cardiovascular events). Abbildung aus (234)

Eine Reihe von schon veroffentlichten Tierstudien, einschlielich unserer eigenen
frGheren Studien zeigten, dass die Fluglarmbelastung mit einem erhdhten zerebralen
oxidativen Stress verbunden ist (9), was einen wichtigen molekularen Weg darstellt.
Uber diesen Weg kénnen Umweltrisikofaktoren wie Luftverschmutzung (235) und
Larmbelastung (236) zu funktionellen und strukturellen Schaden des Gehirns flhren.
Unerwlnschte Redoxsignale von und durch die Immunzellen des Gehirns (Mikroglia),
die mit Mikroglia-Dysregulation verbunden sind, spielen eine wichtige Rolle bei der
Entstehung verschiedener neurologischer Krankheitsphanotypen, die zu neuronalen
Schaden und Amyloidablagerungen fuhren konnen (237; 238). Diese Redoxsignale

kénnen aullerdem durch die NOX-2-Aktivierung und Entkopplung der nNOS zu einer
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verminderten zerebralen NO-Bioverfugbarkeit fihren, was eine zerebrale
endotheliale Dysfunktion verursacht (239). In vielen Tierstudien wurde darauf
hingedeutet, dass die langfristige Larmexposition mit hoheren Schalldruckpegeln mit
einer anhaltenden Tau-Pathologie und einer beschleunigten Uberproduktion von
Beta-Amyloid assoziiert ist. Dies ist mit Veranderungen im Hippocampus und Kortex
verbunden (237; 238; 240-242).

Epidemiologische Daten aus der deutschen Heinz Nixdorf Studie deuten darauf hin,
dass die Belastung mit Verkehrslarm mit einem niedrigeren globalen kognitiven
Score und einer leichten kognitiven Beeintrachtigung assoziiert sein kann (243).
Diese Larmbedingte kognitiven Nebenwirkungen waren bei sowohl ehemaligen als
auch aktuellen Rauchern starker ausgepragt, was darauf hindeutet, dass Lifestyle-
Risikofaktoren wie Rauchen die negativen Auswirkungen des Verkehrslarms auf das
Gehirn verstarken koénnen (244). Es wurde auch nachgewiesen, dass der
Verkehrslarm mit einer beeintrachtigten kognitiven Funktion im Zusammenhang
steht, die auch nach Korrektur fur Luftverschmutzung erhalten blieb (245). Viele
Studien haben Nachweise erbracht, dass Verkehrslarm das Risiko fur Demenz und
kognitive Defizite erhdhen kann (230). Zuletzt untersuchte eine Studie aus
Danemark, an der fast 2 Millionen Menschen im Alter bis zu 60 Jahren teilgenommen
haben, den Zusammenhang zwischen langfristiger Exposition gegenuer
StralRenverkehr- und Eisenbahnlarm und dem Risiko fur die Entstehung einer
Demenzerkrankung (246). Diese Studie zeigte, dass sowohl Stral3enverkehrslarm als
auch Eisenbahnlarm das Risiko fur eine Demenzerkrankung erhoht. Auflerdem
zeigte die Studie, dass der Stralenverkehrslarm mit einem erhdhten Risiko fur

vaskulare Demenz verbunden ist (246).

Die Larminduzierte Storung der kognitiven Funktion und des Gedachtnisses wird
auch durch die vorliegenden Ergebnisse gut unterstitzt, die eine durch Larm
verminderte Expression der nNOS zeigten und damit den Verlust des wichtigen
Neurotransmitters Stickstoffmonoxid, der fur das Langzeitgedachtnis und die
kognitive Funktion von groRer Bedeutung ist (247). Wichtig zu wissen ist, dass an der
Entstehung der Alzheimer-Erkrankung mehrere pathophysiologischen Mechanisme
beteiligt sind, wobei auch oxidativer Stress eine wichtige Rolle im

pathophysiologischen Prozess zu spielen scheint (229).
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Durch eine erhdhte zerebrale ROS-Bildung und eine verminderte Konzentration des
antioxidativen Transkriptionsfaktors (FOXO-3) konnten wir in unserer aktuellen
Studie nachweisen, dass oxidativer Stress eine sehr wichtige Rolle bei der
Entstehung der larminduzierten neuronalen Komplikationen spielt. Obwohl es
widerspruchliche Ergebnisse bezuglich dem Zusammenhang zwischen der Belastung
mit Verkehrslarm und dem Risiko fiur die Entstehung neurodegenerativer
Erkrankungen vorliegen, gibt es aber einen klaren Pathomechanismus, der durch
unsere Ergebnisse bestatigt werden konnte: die Larmbelastung bewirkte einen
langanhaltenden Anstieg der zerebralen ROS-Bildung (siehe Abbildung 30) und eine
verminderte Genexpression des antioxidativen Transkriptionsfaktors (FOXO-3) Uber
die gesamte Dauer der Larmexposition. Dies kann wiederum die Stérung des
zirkadianen Rhythmus bewirken (wo FOXO-3 und Redoxregulation wichtige Rollen
spielen) (248), was modglicherweise mitverantwortlich fur die hier beobachteten

erhohten Blutdruck-Werte sein kann.
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Abbildung 30: Auswirkung von akutem und chronischem Fluglarm auf die
ROS-Bildung im Gehirn

Im Hirngewebe der Larm-Gruppen zeigte sich durch die mittels HPLC-Methode gemessenen DHE
Oxidationsprodukte ein progredienter Anstieg der Superoxidbildung mit langerer Larmexposition.
Rechts neben der Quantifizierung sind die reprasentativen Chromatogramme zu sehen. Daten sind als
Mittelwerte £+ SEM dargestellt. Ergebnisse stellen einzelne Tiere dar mit n=22-23 pro Gruppe.
Statistische Analyse mit one-way ANOVA mit Tukey-Korrektur. P < 0,05: * vs. 0d, # vs. 4d.

Ubernommen aus (215).
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5.3 Akute und chronische Larmexposition und die Horschwelle

Um die Frage zu beantworten, ob eine langere Fluglarmbelastung einen Horverlust
verursachen kann, haben wir zunachst untersucht, ob eine chronische Exposition mit
Fluglarm mit den gewahlten dB-Werten negative Auswirkungen auf das
Horvermogen unserer Versuchstiere hat. Dafur fihrten wir Klick-abhangige ABR-
Tests vor und nach der Larmexposition durch (siehe Kapital 4.5). Die Ergebnisse
zeigten einen nahezu sofortigen Anstieg der Horschwelle bzw. der Klickschwelle in
larmexponierten Mausen gegenlber unbeschallten Kontrollen, wobei dieser
Unterschied wahrend langeren Expositionsdauern wieder kleiner wurde. Dies
bedeutet, dass unser Larmexpositionsprotokoll einen kleinen (wenn auch
signifikanten) Einfluss auf das Horvermogen der Versuchstiere hat, aber die
Steigerung der Horschwelle von 42 auf 48 dB(A) liegt in unserem Modell noch weit

unter dem verwendeten mittleren Schalldruckpegel von 72 dB(A).
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6 Zusammenfassung

Die Ergebnisse unserer vorliegenden Studie zeigen deutliche larmbedingte
Auswirkungen auf das kardiovaskulare und zerebrale System wahrend der
Exposition mit Fluglarm far bis zu 4 Wochen. Wahrend die Konzentrationen der
Entzindungsmarker nach 7-14 Tagen ihr Maximum erreichen, steigt der oxidative
Stress weiter an, was auf eine Aktivierung verschiedener ROS-Quellen wie durch die
Mitochondrien und die Xanthinoxidase hindeutet. Daher kann die endotheliale
Dysfunktion und die beobachtete Erhdhung der Blutdruckwerte von verschiedenen
regulatorischen Komponente abhangen wie eine erhdhte Ausschittung der
Stresshormone in der Anfangsphase, Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-
Systems und eine erhdhte Endothelin-1-Expression wahrend der Spatphase. Die
anhaltenden neuronalen Veranderungen wie vermehrte zerebrale ROS-Bildung und
Inaktivierung von nNOS und FOXO-3 sind besonders nachteilig, da diese Prozesse
letztendlich zu einer Neurodegenration und kognitiven Stérung fuhren kdnnen. In
unseren friheren Studien konnten wir nachweisen, dass eine genetische NOX-2-
Defizienz und die pharmakologische FOXO-3-Aktivierung durch Bepridil die
nachteiligen Larmeffekte nahezu vollstdndig verhindern koénnen, wie im
zusammenfassenden Schema gezeigt (Abbildung 31).

Fazit ist, dass sich wahrend einer langfristigen Exposition mit Fluglarm bis zu 4
Wochen keine Anpassung oder Toleranz gegenluber der larmbedingten
kardiovaskularen und zerebralen Nebenwirkungen entwickelt und dies zeigt, dass
Larm als kardiovaskularer Risikofaktor auch weitere kardiometabolische

Erkrankungen induzieren kann — vor allem bei chronischer Exposition.
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Abbildung 31: Pathophysiologie der larminduzierten Herz-Kreislauf- und

Gehirnerkrankungen

Genetische NOX-2-Defizienz und pharmakologische FOXO-3-Aktivierung verhindern die nachteiligen

Larmeffekte und stellen demnach zentrale Stellen bei Larm-induzierten Stoffwechselwegen dar.

Abbildung aus (14)
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