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Literaturdiskussion

1 Einleitung

,Die Leute wurden von den Strallen krank hereingebracht und sie starben an der
schrecklichen Luftverschmutzung" [1]. ,Es waren einfach zu viele betroffen. Viele
schafften es nicht mehr ins Krankenhaus hinein und starben drauf3en" [2]. Diese Zitate
des Arztes Robert Waller, der im Jahre 1952 die Katastrophe des ,Great Smog“ in
London miterlebt hat, verdeutlichen, welche Auswirkungen ein Héchstmal® an akuter
Luftverschmutzung haben kann. Damals verloren innerhalb von 5 Tagen alleine in
London ca. 12.000 Menschen ihr Leben [3]. Solche Extreme sind glucklicherweise
selten, jedoch rangiert die Luftverschmutzung laut der Global Burden of Disease-
Studie von 2021 weltweit auf Platz 1 der Ursachen fur krankheitsbelastete oder
verlorene Lebensjahre (,disability-adjusted life years® (DALYSs)) [4] und ist jahrlich flr
ca. 7-8,3 Millionen vorzeitige Todesfalle verantwortlich [5,6]. Dabei erhalt Feinstaub in
der Luft eine entscheidende Bedeutung fur die Luftverschmutzung [7]. Anhand der
Partikelgréfe lasst sich Feinstaub, oder auch englisch ,Particulate matter (PM) in drei
Klassen unterteilen: PM, schlief3t alle Partikel zu einem Durchmesser von 10 um ein,
PM 5 bis zu 2,5 pym und PMy 1 umfasst alle Teilchen mit einem Durchmesser bis zu
100nm [8]. Aktuelle Richtlinien und Bestimmungen fur die Schwellenwerte von
Feinstaub in der Luft richten sich nach den gemessenen Konzentrationen von PMg
und PM 5 [9][10], da aktuell in Messstationen diese Werte erhoben werden und grol3e
epidemiologische Studien auf ihnen basieren. Es konnte jedoch bereits gezeigt
werden, dass besonders PMp 1 durch seinen geringen Durchmesser die Luft-Blut-
Schranke der Alveolen passieren und in den Blutkreislauf gelangen kann [11]. Somit
kbnnen neben der Lunge auch weitere Organe von Feinstaub und seinen
Auswirkungen betroffen sein, was beispielsweise kardiovaskulare Erkrankungen,
Diabetes oder auch Demenz begunstigt [12]. In vorherigen Studien konnten Daiber et
al. und Kuntic et al. bereits ablaufende pathophysiologische Mechanismen nach
Feinstaubexposition und Effekte von Mikropartikeln und Nanopartikeln auf das
kardiovaskulare System [13—-17] und neurodegenerative Erkrankungen [15-18]

nachweisen, sowie die Krankheitslast in Deutschland durch PM; 5 ermitteln [19].

Ziel dieser Arbeit ist es nun zu untersuchen, ob die Luft-Blut-Schranke der Alveolen
unterschiedlich gut von den einzelnen Fraktionen der Mikro- und Nanopartikel
uberwunden werden kann und ob ein Unterschied in der Pathogenitat der verschieden

grofRen Partikel zu erkennen ist. Hierzu wird die Lunge, als auch weitere Organe auf
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das Vorhandensein der fluoreszierenden oder magnetischen Partikel untersucht, die
Gewebe werden auf oxidativen Stress hin analysiert und es werden funktionelle, sowie
molekulare Parameter herangezogen, die auf einen Unterschied in pulmonaler und
kardiovaskularer Schadigung durch die verschiedenen Partikelgréfien hinweisen

konnen.

2 Literaturdiskussion

2.1 Oxidativer Stress

Oxidativer Stress ist die Bezeichnung flr einen Zustand des Stoffwechsels, in dem die
Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und/oder reaktiven
Stickstoffspezies (RNS) die Leistungsfahigkeit der zellularen antioxidativen
Mechanismen fur deren Inaktivierung dbersteigt [20]. Das so entstandene
Ungleichgewicht zugunsten der oxidativen Mechanismen kann zur Oxidation und
somit zu Schaden und Funktionsverlust von Nukleinsauren, Lipiden und Proteinen
fuhren [21]. Diese Schadigungen koénnen akkumulieren und zu einer Vielzahl
systemischer und neurodegenerativer Erkrankungen wie Alzheimer und Parkinson,
sowie kardiovaskularen Erkrankungen wie Atherosklerose und Hypertonie, oder auch
metabolischen Erkrankungen wie Diabetes Mellitus und sogar Krebs flihren [22—-24].
Zu den bedeutungsvollen ROS zahlen das Hydroxylradikal (‘OH), das
Superoxidradikal (O,"), sowie Wasserstoffperoxid (H,O;). Bei den RNS sind
Stickstoffdioxid (‘NO;) und vor allem Stickstoffmonoxid (‘NO) zu nennen. Jedoch sind
diese RONS nicht nur ein unerwtinschtes Nebenprodukt, beispielsweise des aeroben
Stoffwechsels der mitochondrialen Atmungskette, der Xanthinoxidase [25], oder
gelangen Uber exogene Zufuhr wie durch Feinstaub in den Organismus, sondern
werden von Zellen gezielt produziert, um diverse Funktionen zu erflllen. Die
membranstandige NADPH-Oxidase (NOX) in Endothel und neutrophilen Granulozyten
beispielsweise katalysiert die Reduktion von O, zum Superoxidradikal O,". In
Granulozyten wird das Radikal zur Abwehr von Bakterien und Viren eingesetzt,
wahrend es am Endothel eher Schaden verursacht und als Antagonist des "NO wirkt
[26,27]. Die endotheliale NO-Synthase (eNOS) katalysiert die Abspaltung des "NO von
Arginin, um nachfolgend durch Aktivierung der zytosolischen Guanylatzyklase eine

Vasodilatation zu bewirken [28]. Ebenfalls die Modulation der Aktivitat der
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Cyclooxygenasen 1 und 2 (COX-1 und COX-2) und damit die Produktion von
Prostaglandinen wird durch redox-regulierte Proteine gesteuert [29]. Als Schutz vor
diesen hochreaktiven Molekilen besitzt der Organismus diverse Mechanismen. Die
Superoxiddismutasen, wie die mitochondriale Mangan-SOD (Mn-SOD) und die
zytolosische Kupfer/Zink-SOD (Cu,Zn-SOD) katalysieren zunachst die Reaktion, in
der Superoxid-Anionen zu Wasserstoffperoxid umgewandelt werden [30].
AnschlieRend konnen Glutathion-Peroxidasen und Katalasen das H>O, zu H,O
reduzieren. Weitere Mechanismen inkludieren die Vitamine C und E, Carotinoide und
Flavonoide [31]. Werden diese Mechanismen ausgereizt und die zugehorigen

Systeme in ihre oxidierte Form verschoben, spricht man von oxidativem Stress.

2.1.1 NADPH-Oxidasen

Die NADPH-Oxidasen (NOX) sind membrangebundene Enzymkomplexe, die durch
Generierung von O," oder H,O, vorwiegend immunologische Funktionen erfillen, wie
die Abwehr von Bakterien, Parasiten und Viren. Sie lassen sich in phagozytare und
nicht-phagozytare Formen unterscheiden. Ebenso gibt es einige Isoformen (NOX1,
NOX2, NOX3, NOX4, NOX5, DUOX1, DUOX2), deren Aufbau sich unterscheidet. Fur
vaskulare Erkrankungen von besonderer Bedeutung sind die Unterformen NOX1 und
NOX2 [32]. Die NOX1 wird von vaskularem Endothel, glatter Muskulatur und
Kardiomyozyten exprimiert, wahrend sich NOX2 auf dem Endothel, als auch auf
Leukozyten findet [33]. Der Aufbau von NOX1 und NOX2 wird in Abb. 2.1 dargestellt.

A B

¢ e ‘L?, .. ™ ‘Q,: 05k
l§ I
) )

NOXA1
B7r

Abb. 2.1 — Aufbau der NADPH-Oxidasen NOX1 (A) und NOX2 (B). Abgebildet sind die beiden Isoformen des Enzyms mit ihren
Untereinheiten. — Abbildung modifiziert aus [34].

Die Relevanz der NOX2 und ihrer Funktion wird deutlich, wenn die Folgen ihres
Ausfalls betrachtet werden. In diesem Fall kommt es zur Chronischen Granulomatose

(CGD), einer Erkrankung beruhend auf einem Gendefekt, die mit gehauften Infekten,
3
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Granulombildung und oft letalem Verlauf einhergeht [35]. Die NOX2 wird auch als
gp91Phox bezeichnet, was im engeren Sinne eine ihrer Untereinheiten beschreibt. Im
inaktivierten Zustand befinden sich die gp91P"**, sowie die p22P"°* Untereinheiten, die
den katalytischen Kern des Enzyms reprasentieren, in der Zellmembran gebunden.
Gemeinsam werden sie auch als Flavo-Hamprotein-Komplex (Cytochrom b558)
bezeichnet. Die regulatorischen Untereinheiten p40P™X p47rhox pG7Phox sowie die
Rac (Rho-GTPase) befinden sich dissoziiert im Zytosol. Aktivierend wirken externe
Stimuli, wie beispielsweise Toxine oder PAMPS (Pathogen-assoziierte Muster), zu
denen Bestandteile aus bakteriellen Membranen (Lipopolysaccharide = LPS) gehoren.
Aulerdem Entzindungsmediatoren wie der Tumornekrosefaktor Alpha (TNF-a), IL-
18 oder die Protein-Kinase C (PKC). Diese bewirken eine Phosphorylierung und
Konformationsanderung von p47°". Dies bildet nun mit p40P"* und p67P"°* einen
Komplex, der zur Membran der Zelle wandert und mit den dort membranstandigen
Bestandteilen des Enzymkomplexes interagiert, was seine enzymatische Aktivitat
bewirkt. Rac wirkt stabilisierend auf den Komplex. In ihrer aktivierten Form ist die
NADPH-Oxidase nun dazu in der Lage, Elektronen von NADPH auf molekularen
Sauerstoff zu Ubertragen, was zur Bildung von Superoxid (O,™) fuhrt (Abb. 2.2) [36].
Diese Reaktion in grof3er Zahl wird auch als ,oxidativer Burst® bezeichnet, wie er in

phagozytierenden Zellen wie Neutrophilen oder Makrophagen beobachtet wird.

A B

Cytosol i chdle GTP ( Rac

p67phox

Abb. 2.2 — Aktivierung der NADPH-Oxidase NOX2. Abbildung A zeigt die inaktive Form des Enzyms mit membranstandigen

Anteilen, sowie den freien zytosolischen Untereinheiten. Abbildung B zeigt die aktive Form des Enzyms mit den gekoppelten

GDP [ Rac

NADP* + H' + &~ NADPH

Untereinheiten, sowie der superoxidbildenden Reaktion. Abbildung modifiziert aus [36].
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Das gebildete O, kann nun einerseits der zellularen Abwehr dienen, indem es meist
zu H,O, weiter prozessiert wird, andererseits ist es als ROS auch in der Lage,
korpereigene zellulare Strukturen zu schadigen, oder mit ‘NO zu Peroxynitrit zu
reagieren. Folgen kénnen endotheliale Dysfunktion (Kapitel 2.3) mit Beglinstigung

einer Hypertonie und/oder Atherosklerose sein [37,38].

2.2 Funktionen des Endothels

Bereits 1865 wurde der Begriff des ,Endothels® von dem Anatomen Wilhelm His
gepragt. Annahernd 100 Jahre lang wurde die mono-zellulare Schicht in Blut- und
LymphgefalRen lediglich als eine schitzende Diffusionsbarriere zwischen Blut bzw.
Lymphe und GefalRmatrix betrachtet [39]. Tatsachlich jedoch ist das Endothel eine
Zellschicht mit hoher Stoffwechselaktivitat und erfillt eine Vielzahl wichtiger Aufgaben.
Dazu zahlen die Blutgerinnung, die Regulation des Gefaltonus, die Angiogenese,
Thermoregulation, sowie die Adhasion und Transmigration von Zellen aus dem Gefa

heraus. Ebenfalls an inflammatorischen Prozessen ist das Endothel beteiligt [40].

Der Mechanismus der Vasokonstriktion und Vasodilatation umfasst eine Vielzahl von
konstringierenden und dilatierenden Mediatoren. Zu den Vasokonstriktoren zahlen
beispielsweise Noradrenalin, Endothelin-1 und Angiotensin I, Noradrenalin oder auch
Dehnungskrafte, die auf die Endothelzelle wirken. Als wichtigster Vasodilatator ist ‘“NO

zu nennen, aber auch Prostazyklin und die natriuretischen Peptide.

2.2.1 Vasokonstriktion

Die Vasokonstriktion der glatten Muskulatur wird im Folgenden am Beispiel von
Noradrenalin erlautert: Nach Bindung von Noradrenalin an den Adrenorezeptor wird
Uber G-Proteine die Phospholipase C (PLC) aktiviert. Diese spaltet
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) in Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) und
1,2-Diacylglycerol (DAG). Das DAG aktiviert nun die Proteinkinase C, wahrend IP3 zu
einer Calciumfreisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum in das Zytosol fuhrt.
Nun wird Uber die Bildung eines Calcium-Calmodulin-Komplexes die Myosin-leichte-
Ketten-Kinase (MLKK) aktiviert und Uber die Aktivierung der Proteinkinase C (PKC)
die Myosin-leichte-Ketten-Phosphatase (MLKP) gehemmt. Somit kann die MLKK die
leichten Ketten des Myosinfilaments phosphorylieren und der Muskel kontrahiert [41]
(Abb. 2.3).
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Kontraktion glatter Muskulatur am Beispiel von Noradrenalin

Noradrenalin.\
o
al-
T—3
@@ p“:l\ ] Aktivierung der =

Adrenorezeptor

Proteinkinase C l
b
O Hemmung der
Myosin-leichte- -
2+ Ketten- MLKP
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L ™
ey > W Ak
Q S —— skt
Aktivierung der Muskulatur
S Myosin-leichte-
= Ketten-Kinase

Abb.2.3 — Kontraktion glatter Muskulatur durch Noradrenalin. Diese Abbildung wurde mit BioRender nach [41] erstellt.

2.2.2 Vasodilatation

Zur Vasodilatation kommt es durch eine Desensitisierung der Filamente und durch

eine Verringerung der intrazelluldren Ca?*-Konzentration.

Essentiell fur die Senkung der Ca?*-Konzentration ist die Bildung von
Stickstoffmonoxid (‘NO). ‘NO ist eines der kleinsten endogen gebildeten bioaktiven
Molekule (neben den anderen Gasotransmittern CO und H,S) und wird von der
endothelialen ‘NO-Synthase (eNOS) aus L-Arginin abgespalten (Abb. 2.4)

Extrazellularraum

Zytosol

B Endotheliale NO-Synthase
Co0 NH (eNOS)

=
NH, —CH —CH,— CH,—CH,—NH—C—NH, ‘N=0

L- Arginin Stickstoffmonoxid >
(No)

ﬁ
+
NHs;—CH—CH,—CH,—CH,—NH—C—NH,

Citrullin

Abb.2.4 — Die endotheliale NO-Synthase (eNOS) spaltet ‘NO von L-Arginin ab. Hierbei entsteht Citrullin. Diese Abbildung wurde

mit BioRender erstellt.
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Das in Endothelzellen gebildete ‘NO diffundiert in die glatten Muskelzellen und
stimuliert dort die l6sliche Guanylatzyklase (sGC) zur Bildung von zyklischem
Guanosinmonophosphat (cGMP) aus GTP. cGMP seinerseits aktiviert die cGMP-
abhangige Proteinkinase | (cGKI). Diese Kinase nimmt nun Uber mehrere
Mechanismen Einfluss auf die zytosolische Calciumkonzentration. cGKI inhibiert die
Uber IP3 gedffneten Calciumkanale des sarkoplasmatischen Retikulums, wodurch der
Ca?*-Einstrom unterbrochen wird. Zudem o6ffnet sie Kaliumkanale in der Zellmembran,
die Uber eine Hyperpolarisation zum VerschlieRen von Calciumkanadlen in der
Zellmembran flhren, was ebenfalls eine Senkung der intrazellularen Ca?*-
Konzentration zur Folge hat. Das einstromende K* aktiviert auflerdem die
Calciumpumpen des sarkoplasmatischen Retikulums, wodurch zytosolisches Ca?*
wieder aufgenommen wird. Durch die Senkung des Ca?*-Spiegels wird die
Phosphorylierung der leichten Ketten des Myosinfilaments verringert und somit die
Kontraktilitat der Sarkomere verringert, was eine Vasodilatation zur Folge hat [42].
Durch den -NO-cGMP-Signalweg wird ebenfalls die Myosin-leichte-Ketten-
Phosphatase (MLCP/MLKP) aktiviert, die als Gegenspieler zur Myosin-leichte-Ketten-
Kinase (MLCK/MLKK) fungiert [43].

GTN, PETN ~ ISMN, ISDN
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]j - hvper--l

polarization

myosin head
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Abb. 2.5 — Mechanismus der Relaxation glatter Muskulatur, beschrieben in Abschnitt 2.2.2. Abbildung aus [42].
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2.3 Endotheliale Dysfunktion

Ein intaktes Endothel ist fur die bereits genannten Funktionen wie die Regulation des
Gefaltonus, Blutgerinnung, Angiogenese, Thermoregulation und immunologische
Aufgaben unerlasslich [40]. Schaden am Endothel und/oder Beeintrachtigungen seiner
Stoffwechselwege bringen das empfindliche Gleichgewicht durcheinander und es
erfolgt eine Verschiebung hin zu proliferativen, proinflammatorischen und
prothrombotischen Prozessen, die in Atherosklerose, Plaquebildung und verminderter
Fahigkeit zur Relaxation der Gefalle resultieren. Daraus folgend ergeben sich
systemische Erkrankungen wie Hypertonie, Koronare Herzerkrankungen, Diabetes

und Nierenversagen [44—47].

Ursachlich besonders relevant fiur ein Voranschreiten dieser Prozesse ist die
Beeintrachtigung des Metabolismus von ‘NO und seinem bildenden Enzym, der
endothelialen ‘NO-Synthase (eNOS). Wie bereits besprochen, wirkt ‘NO als
bedeutsamer Vasodilatator, zusatzlich hat es jedoch auch wichtige
antiinflammatorische und antioxidative Eigenschaften [48]. Neben der Regulation von
Makrophagen beeinflusst -NO die Aktivitdt und die Proliferation von T-Lymphozyten,
neutrophilen Lymphozyten und weiteren Immunzellen. Dabei fuhren hohe
Konzentrationen von "NO zu einer Apoptose dieser Zellen und zu einer verminderten
Moglichkeit der Adhasion und Transmigration, was eine Uuberschieliende
Immunantwort verhindert [49]. Fehlt "NO, so flihren erhéhte Level an T-Lymphozyten
und die von ihnen produzierten Zytokine zu Inflammation und Zellschadigung [50].
Ebenfalls regulierend wirkt ‘"NO bei der Aggregation von Thrombozyten und der

Proliferation von glatten Muskelzellen der Gefalke [51].

2.3.1 Endotheliale ‘NO-Synthase und oxidativer Stress

Wichtigste Quelle fur 'NO und eine homdostatische Endothelfunktion ist die
endotheliale ‘NO-Synthase (eNOS). Dieses Enzym besteht aus einem Homodimer
und kommt in 3 Isoformen (nNOS, iINOS, eNOS) im Organismus vor. Es katalysiert
nach der Bindung von L-Arginin Uber mehrere Schritte und mittels Cofaktoren wie
NADPH und Tetrahydrobiopterin (BH4) dessen Oxidation in Gegenwart von
molekularem Sauerstoff, wobei Citrullin und ‘NO entstehen [52]. Dieser Prozess wird
in Abb. 2.6 verdeutlicht.
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Reductase Domains
NADP*

NADP* = . : + H
+H
NADPH \ NADPH

Homodimer Oxygenase Domains

Abb. 2.6 — Schema der Struktur und physiologische Funktion des Homodimers eNOS. — Abbildung aus [51]

Die einzelnen Untereinheiten bestehen jeweils aus einer Reduktase- und einer
Oxygenasedomane. Die Reduktasedomanen Ubertragen Elektronen von NADPH auf
Flavinadenindinukleotid (FAD), weiter zu Flavimononukleotid (FMN) und leiten sie zur
Oxygenasedomane weiter. Calmodulin (caM) wirkt dabei als struktureller Faktor, der
die autoinhibitorische Gruppe der eNOS neutralisiert. Molekularer Sauerstoff wird in
der Hdm-Gruppe als Empfanger der Elektronen genutzt. Folgend wird der Sauerstoff
reduziert und reagiert mit L-Arginin, wodurch zunachst Nw-Hydroxy-L-Arginin entsteht.
In einem weiteren Schritt wird ‘NO abgespalten und es verbleibt L-Citrullin.
Tetrahydrobiopterin (HB,) ist neben Ham als wichtiger Cofaktor fir die Kopplung der
Monomere zustandig und direkt an den Elektronentransferprozessen im aktiven

Zentrum beteiligt.

Die eNOS ist ein Enzym, das besonders empfindlich auf oxidativen Stress reagiert.
Oxidative Prozesse und Substanzen, wie beispielsweise Sauerstoffradikale,
beeintrachtigen vor allem den Cofaktor BH,, der fur die Dimerisierung der einzelnen
eNOS-Monomere unerlasslich ist. Konnen sich diese Monomere nicht koppeln, so
spricht man von einer Entkopplung der eNOS. Folgend endet die Ubertragung der
Elektronen beim molekularen Sauerstoff anstatt beim L-Arginin, wodurch das Oy~
gebildet wird (Abb. 2.7). O, selbst hat nun die Moéglichkeit weiteres BH; zu BH, zu
oxidieren und damit weitere eNOS an der strukturell optimalen Dimerisierung zu

hindern. Neben diesem Mechanismus kann Oy~ auch direkt mit ‘'NO zu Peroxynitrit
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(ONOO") reagieren, oder Zellen Schadigen. Peroxynitrit selbst ist ebenfalls ein
hochreaktives Molekldl und kann mit G-Protein-abhangigen und Tyrosinkinase-
abhangigen Signalwegen durch Nitrierung und Oxidierung interferieren [53]. So
entsteht ein sich selbst verstarkender Kreislauf, der zu einer Verminderung des ‘NO

und einer Erhéhung von oxidativem Stress fuhrt [54].

HQOCaNADPH?FAD FMN

BH Sty
Oxygenase Domain NO < Fe 2Arg
In0, LNO n

%, BH

FMN o | 5 FAD |y NADPH—COOH

Coupled NOS

—NADPH FAD FMN
| Uncoupled NOS | FO%C T
02'- Fe 02

 |pNADPH COOH

Abb. 2.7 — Schema des Elektronenflusses von gekoppelter und entkoppelter eNOS. Bei der gekoppelten eNOS erfolgt der
Elektronenfluss regelrecht und filhrt zur Bildung von ‘NO. Ist die eNOS entkoppelt, endet die Elektroneniibertragung beim

Sauerstoff, wodurch das Superoxidradikal O, gebildet wird. Schema aus [54].

2.4 Feinstaub

2.4.1 Ursprung und Zusammensetzung von Feinstaub

Zunachst Iasst sich Feinstaub (PM) anhand seiner PartikelgroRRe einteilen. Bis zu einer
GrofRe von 10 pm im Durchmesser spricht man von ,PM,“, bis 2,5 ym von ,PM, 5“ und
Partikel mit einer GroBe von lediglich 0,1 um oder kleiner werden als
.PMo 1“ bezeichnet [8].

Anders als die Einteilung nach der GroRe der Partikel, ist die chemische
Charakterisierung von Feinstaub nicht so leicht, da er keine homogene Substanz an
sich darstellt, sondern ein Gemisch aus Feststoffen, Flussigkeiten und Gasen ist, die
sich in der Luft fein verteilt haben [55][56]. Ein Grund fiur die Heterogenitat des
Feinstaubs ist dessen Ursprung. Neben von Menschen geschaffenen Quellen wie
Autos, Flugzeugen, Fabriken, Tabakrauch, Heizungen, gedingten Feldern oder

Verbrennungsanlagen (Heizungen in Haushalten) finden sich ebenfalls
10
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Feinstaubquellen naturlichen Ursprungs, wie beispielsweise geloste Partikel von
Boden (Staube aus Sand und Erde), Waldbrande, tierische Ausscheidungen oder

auch Vulkanausbruche [57].

Quellen von Feinstaub

Abb. 2.8 — Uberblick tiber haufige Quellen von Feinstaub. Diese Grafik wurde mit BioRender.com erstellt.

Somit ist die Zusammensetzung stark von der Umgebung und der in ihr vorhandenen
Feinstaubquellen abhangig. Dabei gibt es deutliche Unterschiede zwischen Stadt und
Land, aber auch innerstadtisch sind Unterschiede zu verzeichnen. Selbst die
Jahreszeit, sowie aktuelle Wetterlagen beeinflussen seine Konzentration und
Zusammensetzung [58,59]. Die aktuell bedeutsamste Quelle von Feinstaub ist die
Nutzung fossiler Brennstoffe. Hierbei wird zunachst direkt Feinstaub freigesetzt,
zusatzlich werden durch die Verbrennung gasformige Bestandteile frei, die ihrerseits
mit anderen Stoffen reagieren kénnen und zusatzlich sekundare Aerosole erzeugen
[60]. Auf molekularer Ebene lasst sich feststellen, dass beispielsweise PM; 5 zu 30%-
50% aus wasserloslichen anorganischen lonen wie Natrium (Na*), Kalium (K*), Nitrat
(NOjz’), Calcium (Ca?*), Magnesium (Mg?*), Chlor (CI’), Fluor (F?) und Brom (Br)
besteht. Ebenfalls finden sich Sulfat (SO4%) und Ammonium (NH4*) in ambienten
Feinstauben [61]. Weitere Bestandteile sind Schwefeldioxid (SO,), Stickstoffdioxid
(NO,), Kohlenstoffmonoxid (CO), Arsen (As), die Schwermetalle wie Cadmium (Cd),
Blei (Pb) und Nickel (Ni), sowie redox-aktive Ubergangsmetalle wie Eisen (Fe) und
Kupfer (Cu), die vor allem zur Bildung von "OH Radikalen (durch die Fenton Reaktion)

nach Aufnahme in den Organismus beitragen. Polyzyklische aromatische
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Kohlenwasserstoffe (PAK) und Ozon (Os) finden sich ebenfalls. Diese Stoffe sind
besonders aus gesundheitlicher Perspektive bedeutsam. Ebenfalls relevant fur
Feinstaub und seine biologisch-chemischen Eigenschaften ist seine Veranderung
Uber die Zeit, die auch als Alterung, englisch = ,aging“, bezeichnet wird. Dieser Begriff
beschreibt die chemischen Modifikationen, die Feinstaub mit der Zeit in der
Atmosphare oder generell in der Umwelt durchlauft und dadurch auch seine
Eigenschaften verandert. Beispielsweise wurde beobachtet, dass mit der Zeit durch
die Reaktion mit reaktiven Gasen wie Stickstoffdioxid oder Ozon auf der Oberflache
der Partikel reaktive Kohlenwasserstoffverbindungen entstehen, was wiederum die
chemischen Eigenschaften und Gesundheitsauswirkungen des Feinstaubs verandert
[55]. Auch hochenergetische UV-Strahlung in den héheren Schichten der Atmosphare
kénnen die Oberflachenmolekile der Partikel verandern und ihre Reaktivitat und damit
gesundheitsschadliche Wirkung erhohen. Die Beladung der Partikel mit Pyrogenen
aus Pilzen oder bakteriellen Endotoxinen wahrend ihres Aufenthalts in der Umwelt

erhdhen ebenfalls die biologische Toxizitat der Partikel [62].

Die Art und Zusammensetzung des Feinstaubs, dem wir gegenuber exponiert sind,
hangt zwar stark von lokalen Quellen ab, jedoch wurde fur PM, 5 bereits gezeigt, dass
sich dieser innerhalb weniger Tage uber eine Distanz von 2.000 km ausbreiten kann.
Somit kdnnen lokale Quellen auch einen deutlich weitreichenderen Einfluss auf die
Feinstaubbelastung haben [63]. Regelmalig werden Schwermetall-belastete Partikel

aus Sudostasien an der US-amerikanischen Westkuste gemessen.

2.4.2 Gesetzliche Regulierungen

Bereits seit den 1980er Jahren werden in der EU Richtlinien flr eine Verbesserung
der Luftqualitat erarbeitet und deren Umsetzung Uberwacht [64]. In Deutschland wird
daflr durch Messstationen flachendeckend die Belastung durch Feinstaubpartikel
erfasst. Bis zum Jahr 2008 wurde dies durch Messungen von PM, seitdem zusatzlich
auch durch die Erfassung von PMy 5 realisiert. Im Trend ist hierbei zu erkennen, dass
sich die mittlere Konzentration von PMy, seitdem bereits deutlich verringert hat
(Abb.2.9) [65].

12
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Trend der PM10-)ahresmittelwerte
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Abb.2.9 — Trend der Jahresmittelwerte von PM;, in Deutschland von 1995-2023, gemessen in ug/m3. Es werden Messungen im
landlichen Raum (gruin), stadtischen Hintergrund (orange) und verkehrsnahe Messungsdaten (blau) unterschieden. Die Grafik

wurde der Website des Umweltbundesamtes entnommen [65].

Neben den Feinstaubpartikeln PM4o und PM, 5 werden weiterhin die Schadstoffe Blei
(Pb), Kohlenstoffmonoxid (CO), Benzol als Stammverbindung aromatischer
Kohlenwasserstoffe (CgHg), Ozon (O3), Arsen (As), Cadmium (Cd) und Nickel (Ni)
gemessen.

Die Standards der EU und die Richtlinien der WHO zeigten dabei bislang eine
deutliche Diskrepanz der Schwellenwerte. Demnach war nach EU-Richtlinien die
stadtische Bevdlkerung in 2022 zu 9% einer Uberexposition von PM,, ausgesetzt,
wahrend es laut den Richtlinien der WHO 83% der Menschen waren. Bei PM, 5 fallt
der Unterschied noch drastischer aus. Laut EU-Standards waren hier <1% der
Menschen Uberexponiert, die WHO spricht dagegen von 96% (Abb. 2.10) [66]. Dies
liegt vor allem an den unterschiedlichen Grenzwerten, die nachfolgend erlautert

werden.
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EU standards WHO guidelines
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Abb. 2.10 - Belastung liber EU-Grenzwerten: Die stadtische Bevolkerung der EU ist an mehr als 35 Tagen im Jahr PM2,5-
Konzentrationen von Uber 25 pg/m® pro Jahr und PM10-Konzentrationen von Uber 50 ug/m® pro Tag ausgesetzt.
Belastung tiber den WHO-Richtlinien: Die stadtische Bevolkerung der EU ist jahrlichen PM2,5-Konzentrationen tiber 5 ug/m? und

jahrlichen PM10-Konzentrationen (iber 15 pg/m? ausgesetzt. Abbildung entnommen aus [66].

Erklarbar sind diese deutlichen Unterschiede dadurch, dass die WHO mit ihren
Richtlinien keine rechtlich verbindlichen Gesetze verabschiedet, sondern vielmehr
Empfehlungen ausspricht, die einen hohen Standard darstellen, an dem sich die
Nationen mit ihren Gesetzten orientieren sollten. Das eine Reduktion der
Feinstaubwerte deutliche Auswirkungen auf die Gesundheit und Lebenserwartung
hat, wurde bereits in einer amerikanischen Studie gezeigt, nach der eine Senkung der
PM, s-Werte um 10 ug/m? eine Verlangerung der Lebenserwartung um durchschnittlich
0,35 Jahre bewirkt [67].

Um dieser Diskrepanz entgegenzuwirken wurden am 10.12.2024 neue EU-Richtlinien
festgelegt, die eine schrittweise Verbesserung der Luftqualitat bis 2030 als Ziel haben.
Hierbei wurden die erlaubten Grenzwerte von PM4g, PM> 5, NO,, SO,, O3, CO, Benzol,
Benzo(a)pyren, Arsen, Cadmium, Nickel und Blei angepasst. Fur den dabei besonders
relevanten Wert PM, 5 werden beispielsweise die erlaubten jahrlichen Grenzwerte von
aktuell 25 yg/m?® im Mittel pro Jahr auf 10 pg/m? gesenkt und damit mehr als halbiert,
fir PM1o wurden die Grenzwerte von aktuell 40 pg/m?®im Mittel pro Jahr auf 20 pg/m3
gesenkt. Zudem soll sichergestellt werden, dass, im Falle einer Verletzung der
Luftqualitatsvorschriften, Geschadigte einen Anspruch auf Entschadigung haben
(,polluter liability“) [68]. Interessant ist, dass bislang nur Richtwerte fir PMo und PM; 5
festgelegt wurden. PMp 4 wurde bislang in gesetzlichen Regulierungen nicht
bertcksichtigt, was zum grofdten Teil an mangelnden Standards seiner Messung liegt,
obwohl es bereits zahlreiche Hinweise auf seine besonders hohe Toxizitat gibt
[8,11,69].
14
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2.4.3 Einfluss von Feinstaub auf die Gesundheit

Der schadigende Einfluss von Feinstaub auf die Gesundheit ist bereits lange bekannt.
Wahrend jedoch aus den 80-er Jahren jahrlich noch unter 10 neue Publikationen auf
Pubmed zu finden sind, so ist deren Zahl stetig steigend und seit den 2020-er Jahren
sind es uber 1.000 wissenschaftliche Artikel pro Jahr zum Suchbegriff ,particulate
matter impact on health®. Diese Arbeit beschaftigt sich mit der Untersuchung der
Gewebe von Lunge, Herz und Kortex auf Feinstaubpartikel (Nano- und Mikrometer
Durchmesser) und seine Auswirkungen auf die Gesundheit, weshalb neben

epidemiologischen Daten ein Fokus auf Erkrankungen dieser Organe gelegt wird.

2.4.3.1 Auswirkungen von Feinstaub aus globaler Perspektive

Die Abkurzung ,DALY* steht fur ,Disability-adjusted life years® und ist ein Werkzeug,
um verlorene Lebensjahre zu messen. Dabei zahlen die verlorenen Jahre durch
vorzeitigen Tod, als auch verlorene Jahre durch Krankheitsbelastung mit schweren
Einschrankungen oder Behinderung bis zum Tod oder der Genesung [70] . DALYs
werden oft verwendet, um den Einfluss von Krankheiten oder Risikofaktoren zu

ermitteln.

In der Global Burden of Disease-Studie von 2021 wurden die haufigsten Risikofaktoren
ermittelt, die zu DALY's beitragen und deren Entwicklung beobachtet. Fasst man die
Feinstaubbelastung der Umwelt und der Innenraume zusammen, so zeigt sich, dass
im Jahr 2000 der Feinstaub mit einem Beitrag von 10,6% auf Platz 1 der Ursachen flr
DALYs steht. Im Jahr 2021 hat sich sein Beitrag zwar um 2,6% auf 8% verringert,
jedoch belegt er immer noch Platz 1 der Ursachen fur verlorene Lebensjahre durch
Krankheit, Behinderung oder Tod (Abb. 2.11) [4].

Leading risks 2000 Percentage of Leading risks 2021 95% Ul for Percentageof  Percentage change Percentage change
total DALYs, Ranking total DALYs, in number of in age-standardised
2000 2021 DALYs, rate of DALYs,
2000-2021 2000-2021
| 1 Particulate matter pollution 10-6 (8 "= to 12 2 1 Particulate matter Bollutlon (1to2) |80 (6-7t09-4) -17-2(-25-9to-62) | -419(-472t0-35 6)]
2 Child growth failure 93(64to111) 2 High systolic bloed pressure (1to2) 7-8(6-4109-2) 343(26-7t042-3) -24.3(-28-4t0-20.0)
[ 3 Low birthweight and short gestation [89(83t096) H\ . [ 35moking (3106)  |[57(47t068) | 108(3210199) |-34-8(-39210-297)
4 High systolic blood pressure 6:3(52to7.4) : "~ 4 Low birthweight and short gestation (3t 6) H 5:6(4-8t06:3) ‘ -32.4 (-41-2t0-22.3) { -33:0 (-41.6 t0-22.8)
| 5 Smoking 56{47t065) 5 High fasting plasma glucose (3to06) 54(48106-0) 88-2(805t096-4) 79(33t012:9)
6 Unsafe water source 40(23t052) 6 High body-mass index (3t010) 45(19t06-8) 965(871t01058) | 157(99t0217)

7 Unsafe sanitation 33(271t039) | 7 High LDL cholesterol (7to10) 30(19t04-2) 27:0(20-8t033-6) 26-1(-29-6t0-224)
8 High fasting plasma glucose 31(2-8t035) 8 Kidney dysfunction (6to10) 30(26t03-4) 495(427t057.0) | -12-4(-16-5t0-7.9)
9 High LDL cholesterol 26{1-6t036) {9 Child growth failure (6to14) |[26(14t035) |[-698(775t0-624)|-715(788t0-644)

[10 Unsafe sex 2-6(211032) | 10 High alcohol use 7to11)  |[25@21t031) | 124(2610209) |[-258(320t0-204)

Environmental and occupational risks
[ Behavioural risks
Metabolic risks

Abb. 2.11 — Entwicklung der haufigsten Ursachen fiir DALY liber alle Altersgruppen von 2000-2021. Die anrechenbare Belastung
durch Feinstaub ist hier rot umrandet. Abbildung entnommen und bearbeitet von [4].
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Diese Zahlen geben zwar einen guten Anhaltspunkt fir die Gesamtlast der
Luftverschmutzung, spiegeln jedoch keine raumlichen Unterschiede aus globaler
Perspektive wider. Dabei zeigen sich hier deutliche regionale Unterschiede und der
Einfluss von 6konomischen Ungleichgewichten zwischen einzelnen Staaten. So tragt
die Luftverschmutzung in Westeuropa und im amerikanischen Raum zu zwischen
<670 bis <1546 DALYS pro 100.000 Einwohnern bei, im zentralafrikanischen und
sudasiatischen Raum fuhrt sie jedoch zu einem Verlust von bis zu > 6332 gesunden
Lebensjahren pro 100.000 Einwohnern. (Abb. 2.12) [4].

D Air pollution, 2021

Risk-attributable DALY rate (per 100000)
I <670 [ 2410 to <2980
Bl 67010<1086 [ 2980to <3591
[ 1086 to <1546 [ 3591to <4566

11546 to <1914 I 4566 to <6332
[CJ1914t0 <2410 M 26332

Eastern
Caribbean and central America Persian Gulf Balkan Peninsula Southeast Asia West Africa Mediterranean

.

Northern Europe

Abb. 2.12 — Abbildung uber die weltweiten DALY, die auf Luftverschmutzung zuriickzufiihren sind. Hierbei zeigen sich regional

deutliche Unterschiede. Abbildung modifiziert aus [4].

2.4.3.2 Organspezifische Auswirkungen von Feinstaub

Die Haupteintrittspforten flr Feinstaub in den Organismus sind Mund und Nase. Hier
wird der Feinstaub mit der Luft eingeatmet und gelangt durch den Rachen Uber die
Trachea schliel3lich in die Lunge. Auf diesem Weg werden die meisten Partikel mit
einer GroRe >10 um bereits vor Erreichen der Bronchiolen durch Flimmerharchen und
Schleim aufgehalten, gebunden und durch Husten oder Niesen ausgestol3en. Kleinere
Partikel mit einer Grélze zwischen PM,q bis PM, 5 gelangen bis in die Bronchien und
PM, s gelangt bis in die Alveolen [71]. Die allerkleinsten Partikel, die einen Teil der
Fraktion PMy 4 darstellen, besitzen sogar die Fahigkeit, die Luft-Blut-Schranke zu

Uberwinden und Schaden an weiteren Organen zu verursachen.
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2.4.3.2.1 Auswirkungen auf das pulmonale System

Wie einleitend bereits beschrieben, haben Partikel der Grofde bis 2,5um die Fahigkeit,
bis in die Alveolen vorzudringen. Dort lagern sie sich zunachst ab und kénnen die
Wande der Alveolen reizen und damit deren Funktion beeintrachtigen [72]. Die Partikel
erhdhen hauptsachlich durch direkte und indirekte Generierung von ROS und den
Shift von Alveolarmakrophagen zu einem inflammatorischen Typ die alveolare
Freisetzung von Interleukinen (IL-13, IL-6, IL-8, IL-18), sowie TNFa und NF-kB
[73—76]. Dieser Transkriptionsfaktor reguliert ebenfalls die Immunantwort nach oben
[77,78]. Diese Entzindungsreaktion kann chronifizieren und zur Entwicklung von
Asthma, sowie COPD beitragen [79,80]. Zudem fuhrt Inflammation zu einem Umbau
des alveolaren Gewebes, was als Remodeling oder Fibrosierung bezeichnet wird [81].
Hierbei werden die Pneumozyten durch Bindegewebe und Kollagenfasern ersetzt, die
nicht suffizient am Gasaustausch teilnehmen kdnnen. Messbar ist eine Einschrankung
der Lungenfunktion durch eine Verminderung des Tiffeneau-Index (FEV4/FVC), der
sich in einer Studie an 20 jungen und gesunden Erwachsenen bereits eine Stunde
nach Exposition gegenuber PM,s als vermindert darstellte. Eine Erhdhung des
systemischen Entzindungsmarkers CRP wurde hier ebenfalls gemessen [82]. Diese
Messungen passen zu den Beobachtungen, dass alveolare Makrophagen eine sehr
hohe Potenz in der Bildung von inflammatorischen Mediatoren aufweisen, die nicht
nur lokal, sondern auch systemisch messbar sind [83]. Zudem wird eine pulmonale
Neuinfektion durch PM,s beglnstigt, als auch bereits bestehende pulmonale
Erkrankungen wie COPD verstarkt [84,85]. Ebenfalls die Entwicklung von
Lungenkrebs durch Feinstaub in der Umwelt wurde bereits beschrieben. Die Global
Burden of Disease-Studie spricht von 19% aller Falle von Lungenkrebs, die aufgrund
von Luftverschmutzung entstehen [86]. In einer Metaanalyse von 18 Studien wurde
ein Zusammenhang von PM, 5 aus der Luft und der Entwicklung von Lungenkrebs
festgestellt (relatives Risiko: 1.09 (95% CI: 1.04, 1.14)). Auch fur groRere Partikel der
Klasse PMg, die meist nicht bis in die Alveolen vordringen wurde ein erhdhtes, sogar
ahnliches Krebsrisiko ermittelt (relatives Risiko: 1.08 (95% CI: 1.00, 1.17)) [87].
Ursachlich fur die Entwicklung von Krebs kdnnen feinstaubinduzierte epigenetische
Veranderungen sein [88], oder die direkte kanzerogene Wirkung von Stoffen, die dem
Feinstaub aufgelagert sind. Besonders sind hier die polyzyklischen aromatischen

Kohlenwasserstoffe und Schwermetalle zu nennen [89].
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2.4.3.2.2 Auswirkungen auf das kardiovaskulare System

Die schadigenden Mechanismen des Feinstaubes und reaktiver Gase aus der Luft
werden als Ubersicht in Abb. 2.13 dargestellt. Hierbei wird dem oxidativen Stress, wie
er in Abschnitt 2.1 beschrieben wird, eine pathophysiologisch vordergrindige
Bedeutung zugesprochen. Er generiert ROS, sorgt fur die Entkopplung der eNOS und
reagiert direkt mit "NO, wodurch weiterer oxidativer Stress generiert wird und die
Relaxationsfahigkeit der Gefale abnimmt (siehe Abschnitt 2.3). Zudem werden
proinflammatorische und prothrombotische Prozesse gefordert [90]. ROS oxidieren
zudem Enzyme, die normalerweise Funktionen in der Atmungskette der Mitochondrien
haben. Durch deren Funktionsverlust wird somit die Funktion der mitochondrialen

Atmungskette beeintrachtigt und die zellulare ATP-Gewinnung vermindert [91].
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Abb.2.13 — Schematische Darstellung der pathophysiologischen Mechanismen und Auswirkungen von Feinstaub und reaktiven Gasen auf
Lunge, Gehirn und das kardiovaskulare System — Abbildung aus [92].
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Die Folgen der geschadigten Endothelfunktion begunstigen die Entstehung von Herz-
Kreislauf-Erkrankungen wie Arteriosklerose, Hypertonie und Koronare Herzkrankheit.
Folgen kénnen ischamische Schlaganfalle, das Akute Koronarsyndrom, Arrhythmien
und Herzinsuffizienz sein. Auch die Entstehung von Diabetes mellitus 1l wird geférdert
[93]. Epidemiologische Daten untermauern diese Kausalitaten. Analysen der Daten
von 53 Millionen Amerikanern im Medicare-Programm zeigten fur PM, 5 pro Erhhung
um 10 pg/m? im Jahresdurchschnitt eine gesteigerte kardiovaskulare Mortalitat von
8,8% (RR =1,088; Cl = 1.078, 1.098) und Mortalitat aus respiratorischer Ursache von
5,6% (RR = 1.056; Cl = 1.038, 1.074) [94]. Auch fir den akuten Einfluss von PM; 5
gibt es Daten aus dieser Studie. Daflr wurden die taglichen Schwankungen der
PM,s-Werte mit den Krankenhausaufenthalten wegen kardiovaskularer Ursache
verglichen. Hier zeigte sich fiir einen Anstieg von PM, 5 um 10 pg/m?® ein statistisch
signifikanter Anstieg der Krankenhausaufenthalte um 0,63% (95% PI: 0.38, 0.88) [95].
Das ELAPSE Project beschaftigt sich mit der europaischen Morbiditat und Mortalitat
durch Feinstaubexposition in niedrigem Konzentrationsbereich. Hier wurde fur
325.000 Menschen eine PM,s-assoziierte HR von 1.135 (CI = 1.095, 1.176) fur
kardiovaskulare Erkrankungen ermittelt. Die HR fur ischamische Herzerkrankungen
betrug 1.111 (Cl = 1.056, 1.169) und fur cerebrovaskulare Erkrankungen wurde eine
HR von 1.128 (Cl = 1.048, 1.214) festgestellt [96]. Eine weitere europaische
Kohortenstudie, ESCAPE, beschaftigt sich mit den langfristigen Auswirkungen der
Luftverschmutzung. Hier konnte in einer 14-jahrigen Nachverfolgung von 370.000
Teilnehmern festgestellt werden, dass ein Zusammenhang zwischen einem Anstieg
von PM,s um 10 pg/m3 und der Gesamtmortalitat besteht (HR = 1.14 (Cl = 1.04,
1.26)) [97].

2.4.3.2.3 Auswirkungen auf das zentrale Nervensystem und Hirnstrukturen Die
Fraktion der Nanopartikel im Feinstaub ist nicht nur in der Lage, die Luft-Blut-
Schranke der Alveolen zu Uberwinden und so in den Blutkreislauf zu gelangen,
sondern vermag es ebenso die Bluthirnschranke zu durchdringen und ihre Funktion
zu beeintrachtigen [98,99]. Neben dem humoralen Weg ins Gehirn wurde ebenfalls
beschrieben, dass Feinstaub durch mukosale Ablagerung in der Nase entlang des N.

olfactorius bis in den Bulbus olfactorius wandert und sich vor dort in den Cortex,
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Hippocampus, das Cerebellum und den Hirnstamm verteilt [100]. Die Wege des

Feinstaubs sind schematisch in Abb. 2.14 dargestellt.
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Abb. 2.14 — Wege des Feinstaubs in das Gehirn. Neben der humoralen Aufnahme uber die Bluthirnschranke wird ebenfalls eine
Migration der Partikel entlang olfaktorischer Neurone in den Bulbus olfactorius und weiter in das Hirn dargestellt. Abbildung

modifiziert aus [101].

Ein Kennzeichen neurodegenerativer Erkrankungen ist die Bildung und Ablagerung
von Proteinkomplexen im Gehirn [102]. Inflammation verstarkt die Bildung dieser
Proteinkomplexe und ist somit oft an neurodegenerativen Prozessen beteiligt
[103,104]. Ebenfalls wurde bereits in vielen Studien gezeigt, dass oxidativer Stress
und Prozesse der Inflammation eng miteinander verknupft sind [90,105]. Tritt
Feinstaub Uber die Blut-Hirn-Schranke in das Gehirn Uber, aktiviert er das neuronale
Immunsystem, wodurch groRe Mengen an ROS gebildet werden, die oxidativen Stress
verursachen und neuronale Inflammation férdern. Die Nanopartikel kbnnen zudem an
andere Strukturen wie Neurotransmitter oder metabolische Abfallprodukte binden und
so deren Loslichkeit und weitere Prozessierung verandern, was in Ablagerungen
dieser Komplexe resultiert [106]. Die Fibrillisierung und Ablagerung von a-Synuclein
ist ein pathophysiologisches Merkmal der Parkinsonerkrankung. Epidemiologische
Studien haben bereits einen Zusammenhang zwischen der Exposition von PM; 5 und
dem Auftreten, sowie der Verschlechterung der Parkinsonerkrankung gezeigt
[107,108]. Im Zellmodell konnte PM, 5 als ein AuslOser dieser Prozesse identifiziert
werden [109]. Ein Hauptausléser flr Morbus Alzheimer ist die Ablagerung von Beta-
Amyloid (AR) im Gehirn. In einer Querschnittsstudie von 18.000 durchschnittlich 76-
jahrigen Erwachsenen wurde ein Amyloid-PET durchgefuhrt, um Hinweise auf die

Akkumulation von neuronalem AR zu erhalten. Die Daten zeigten eine Korrelation
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zwischen der Hohe der jahrlichen PM, 5-Exposition und der Menge and abgelagertem
AR [110]. Eine amerikanische Langzeitstudie wertete die Daten von 10 Millionen
Patienten aus und ergab, dass ein signifikanter Zusammenhang zwischen der
Exposition gegentiber PM, s und dem Auftreten verschiedener neurodegenerativer
Erkrankungen besteht. Fur die Erhohung der jahrlichen durchschnittlichen PMj s-
Konzentration um 1-ug/m? ergab sich fiir das Neuauftreten von Demenz eine HR von
1.08 (95% CI: 1.05, 1.11), fur Alzheimer eine HR von 1.15 (95% CI: 1.11, 1.19) und fur
Parkinson von 1.08 (95% CI: 1.04, 1.12) [111]. Eine weitere amerikanische
Kohortenstudie zeigte fiir die Erhéhung der jahrlichen PM, 5-Konzentration um 5 pg/m?®
fur das Neuauftreten von Alzheimer eine HR von 1.13 (Cl: 1.12-1.14) und fur Parkinson
von ebenfalls 1.13 (Cl:1.12-1.14) [112].

2.4.3.3 Unterschiede zwischen PM; 5 und PM

In dieser Arbeit wurden die Versuchstiere entweder PM, 5 oder PMy ; ausgesetzt, um
einen mdglichen Unterschied in deren raumlicher Verteilung und/oder Toxizitat zu
untersuchen. Auffallig ist, dass sich die meisten Studien, vor allem epidemiologische
Untersuchungen, bislang auf PM4o und besonders auf PM; 5 fokussieren. Nanopartikel
wie PMy 4 als einzelne Fraktion an sich ist bislang deutlich unterreprasentiert. Dabei
ist natlrlich wichtig zu erinnern, dass PMg 1 einen Teil von PM; 5 darstellt und die dort
ermittelten Risiken und Folgen der Feinstaubexposition auch der Fraktion PMpy 4
zuzusprechen sind. Begrundet liegt dies darin, dass PMy 4 zwar technisch gemessen
werden kann, es jedoch noch keine internationalen Standards gibt [113].
Normalerweise wird Feinstaub nach der Gréfe im Durchmesser gefiltert und in ug/m?®
die Masse ermittelt. Diese Art der Messung bestimmt somit das Gewicht, wozu
Nanopartikel im Vergleich zu ihrer Anzahl nur einen kleinen Beitrag leisten. Dabei ist
bei gleicher Masse ihre Anzahl 15.625-mal groRRer. Die Oberflache ist 25-mal grofer

und bietet somit mehr Flache fur die Anlagerung toxischer Substanzen (Abb. 2.15).
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Abb. 2.15 — Vergleich von PM,5 (Fine) und PMy 4 (Ultrafine). Bei gleicher Masse ist die Anzahl der PM,; 15.625-mal gréRer, die

gesamte Oberflache 25-mal gréRer als die von PM, s — Grafik modifiziert aus [8].

PMy. s hat zudem im Gegensatz zu PM, 5 die Fahigkeit, die Luft-Blut-Schranke zu
uberwinden und uber das Blut und Makrophagen weitere Organe direkt zu erreichen,
sogar die Blut-Hirn-Schranke zu uberwinden und dort schadigende Effekte zu
induzieren [8,11,12,98]. Mikropartikel entfalten ihr schadigendes Potential eher in der
Lunge und I6sen hier eine systemische Inflammation aus [82]. Eine Studie aus Mexiko-
Stadt konnte in Hirnproben von Hunden vor allem kleine Partikel der Grolien 16—-36 nm
nachweisen [114]. Eine Tierstudie mit Ratten zeigte beispielsweise, dass kleinere
Partikel sich eher in Organen wie Herz, Leber, Niere und Lunge ablagern und dort
toxischere Effekte aufweisen, als Partikel > 1um [115]. Ein Vergleich der Zytotoxizitat
von PMpys und PMys zeigte fur PMy; bereits bei geringerer Konzentration eine
Veranderung im mitochondrialen Metabolismus und DNA-Schadigung [116]. Eine
deutsche Studie erhob Daten Uber den Zusammenhang von Partikelzahl,
Massenkonzentration und die Sterblichkeit durch kardio-pulmonale Ursachen. Es
konnte gezeigt werden, dass eine erhohte Zahl an PMg4 mit einer erhohten
kardiovaskularen Sterblichkeit einherging (RR=1.031, 95% CI: 1.003-1.060). Fur PM, 5
wurde dies nicht statistisch signifikant nachgewiesen. Gezeigt wurde hier unter
anderem auch, dass die Effekte durch PMg 4 nicht unmittelbar, sondern zeitlich versetzt
auftreten [117]. Eine chinesische Studie stellte fir PMg ¢ fest, dass diese umso mehr
zu erhohter kardiovaskularer Mortalitat beitragen, je kleiner sie sind. Zu Mortalitat aus
pulmonaler Ursache wurde fur PMg 1 kein Zusammenhang festgestellt [118]. Eine

danische Studie konnte fur PMg 4 eine positive Korrelation mit kardiovaskularer
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Mortalitat nachweisen, wahrend kein Zusammenhang zwischen PMy; und

respiratorischer Mortalitat zu erkennen war (Abb. 2.16) [119].
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Abb.2.16 — Korrelation der Konzentration von PMy; in der Luft mit kardiovaskularer und respiratorischer Mortalitét. Die
Konzentration von PM, ; wird als blaue Linie horizontal dargestellt, wahrend die Ereignisse senkrecht als rot (kardial, oben) oder

blau (respiratorisch, unten) illustriert werden. Darstellung modifiziert aus [119].

In einer bislang einzigartigen niederlandischen Kohortenstudie wurden Uber 1 Jahr
Konzentrationen von PMg 1 in der Luft gemessen und mit den raumlich korrelierenden
Messwerten von PM,5 beziglich des Auftretens kardiovaskularer Erkrankungen
verglichen. Es zeigte sich, dass eine Erhohung der Menge an PMg s um 10.000/cm3 zu
einem gehauften Auftreten von kardiovaskularen Erkrankungen fuhrte (HR 1.18 (95%
Cl: 1.03, 1.34)), wahrend bei einer Erhéhung der Konzentration von PM, 5 um 5 pg/m?3
kein Anstieg zu verzeichnen war [120]. Dieses anrechenbare Risiko flir PMg 1 wurde in
Kuntic et al. mit globalen Expositionsdaten verknupf. Bei Annahme ihrer Reprasentanz
fur die EU-Bevolkerung sind demnach jahrlich ca. 419.000 kardiovaskulare
Erkrankung der Exposition gegentber der Fraktion der PMgy; im Feinstaub
zuzuschreiben [121]. Allerdings sind nicht alle Ergebnisse eindeutig. Eine deutsche
Studie verglich die taglichen Partikelkonzentrationen in drei Stadten unter anderem
mit den neuen Krankenhausaufenthalten aus kardialen und respiratorischen
Ursachen. Hier konnte fir die Erhéhung der Konzentration von PMg ¢ in der Luft ein
zeitlich  verzogerter Anstieg von Atemwegserkrankungen, allerdings nur
andeutungsweise ein Anstieg kardialer Krankenhausaufenthalte ermittelt werden.
Dagegen zeigte der Anstieg von PM, 5 die deutlichste Korrelation mit neu auftretenden

kardiorespiratorischen Ereignissen [122].
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2.4.3.3.1 Weitere Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit

Neben den in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnissen der Organuntersuchungen,
wurden Ringe der Aorten der gleichen Versuchstiere auf vaskulare
Funktionseinschrankungen hin untersucht. Die hier verwendeten synthetischen Mikro-
und Nanopartikel (SPM) werden in ihrer Zusammensetzung in Abschnitt 3.1
beschrieben. Der systolische Blutdruck der Versuchstiere zeigte sich nach der
Exposition gegenlber fluoreszierenden und magnetischen Nano-SPM erhdht
(Abbildung 2.17 A, C), wohingegen nach der Exposition gegenuber fluoreszierenden
und magnetischen Mikro-SPM keine Veranderung messbar war. Die
endothelabhangige Gefalirelaxation durch ACh-Titration zeigte eine
Rechtsverschiebung nach der Exposition gegenuber fluoreszierenden Nano-SPM,
aber nicht nach der Exposition gegenlber fluoreszierenden Mikro-SPM (Abbildung
2.17 B). Die endothelunabhangige Gefalirelaxation mittels Nitroglycerin wurde durch
die Exposition gegenuber fluoreszierenden SPM nicht verandert. Die Exposition
gegenuber magnetischen Nano- und Mikro-SPM verursachte tendenziell eine
Rechtsverschiebung in der endothelabhangigen Relaxationsskurve, es zeigte sich
jedoch kein klares Muster (Abbildung 2.17 D). Die Exposition gegenuber magnetischen
SPM hatte auch keinen Einfluss auf die endothelunabhangige Gefalirelaxation als
Reaktion auf Nitroglycerin. Bei den molekularen Biomarkern stellte sich fir die
magnetischen Nano-SPM, Endothelin-1 (ET-1), ein vorwiegend vasokonstriktiv
wirkendes Peptidhormon, welches bei oxidativem Stress vermehrt gebildet wird [123],
als erhoht dar. Die endotheliale ‘NO-Synthase (eNOS) prasentierte sich bei den
magnetischen Nanopartikeln im Trend vermindert (Abb. 2.17 E,F) [121].
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Abb. 2.17 - Auswirkungen von synthetischen Feinstaubpartikeln (SPM) unterschiedlicher GrofRe auf die GefaRfunktion. Die Daten
sind als Mittelwert £ SEM von Aortenringen von n = 4-9 Mausen pro Gruppe (B, D) dargestellt, oder die Anzahl der Mause wird
durch Jitter-Plots fir andere Parameter (n = 4—11 Méause pro Gruppe) dargestellt. P-Werte firr einzelne Vergleiche werden
angezeigt, was auf statistische Signifikanz hinweist, oder es werden Sternchen verwendet: * (p<0,05), ** (p<0,01) durch Einweg-
ANOVA mit Tukey-Mehrfachvergleichsanalyse fiir A, C, E und F und durch Zweiweg-ANOVA mit Tukey-Mehrfachvergleichstest
fiir B und D Abbildung aus [121].

Ebenfalls von Versuchstieren dieser Arbeit, die fluoreszierenden Partikeln ausgesetzt
waren, wurden Schnitte der Lunge mit einem Fluoreszenzbildgebungsgerat
untersucht. Dabei zeigte sich, dass die Proben der Versuchstiere, die Mikropartikeln
gegenuber exponiert waren, einen deutlichen Anstieg in der Fluoreszenz
prasentierten, wahrend die Fluoreszenz in der Nano-Gruppe nur wenig gegenuber der
Kontrollgruppe erhdéht war. Dies deutet auf eine Transmigration der Nanopartikel durch
die Luft-Blut-Schranke in den systemischen Kreislauf hin, wahrend die grol3eren
Mikropartikel in der Lunge akkumulieren (Abb.2.18) [121].
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Abbildung 2.18 - Verteilung von Partikeln unterschiedlicher Gré3e nach Inhalation. Die Lungen von Tieren, die fluoreszierenden
Nano- und Mikro-SPM ausgesetzt waren, wurden einer Fluoreszenzbildgebung unterzogen (B), und die mittlere Pixelintensitéat
wurde aufgezeichnet (A). Die Daten werden als Mittelwert £+ SEM von n = 3-7 Tieren pro Gruppe dargestellt. Die P-Werte fur
einzelne Vergleiche zeigen die statistische Signifikanz an, die durch eine einfache Varianzanalyse mit Tukey-
Mehrfachvergleichsanalyse erzielt wurde Abbildung aus [121].

3 Materialien

3.1 Feinstaubpartikel

3.1.1 Mikropartikel
Fluoreszierende Partikel:

Micro-SPM (FP-2065-2, Nile Blue, 2.16 uym, aus Polysterol), Spherotec (Lake Forest,
IL, US)

Magentische Partikel:

Micro-SPM (PM4.5, in magnetischem Polysterol eingekapselt, 4.13 um), Kisker
Biotech GmbH (Steinfurt, Germany)

3.1.2 Nanopartikel
Fluoreszierende Partikel:

Nano-SPM (FP-0256-2, Nile Red, 0.25 uym, aus Polystyrol), Spherotec (Lake Forest,
IL, US)
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Magnetische Partikel:

Nano-SPM (PMSI-H-.25-5, supermagnetisch, in Siliziumdioxid eingekapselt, 0.25 um),
Kisker Biotech GmbH (Steinfurt, Germany)
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Abbildung 3.1 - Reprasentative GroRenverteilung der verwendeten SPM, dargestellt als Massenverteilung. Die

Originaldiagramme wurden vom NanoSpectroPan-Partikel-Detektor erzeugt.

3.2 Chemikalien und Reagenzien

Bezeichnung Firma, Sitz Produktnummer
Acrylamid Bio-Rad, Feldkirchen 1610146
Aprotinin Sigma-Aldrich, Hamburg A6279
Ammonium persulfat (APS) Sigma, Hamburg A3678
Bromphenolblau Sigma, Hamburg B8026
Bovines Serumalbumin (BSA) Serva, Heidelberg 11945.03
CaCl, Honeywell, Seelze 10043-52-4
D-Glukose Sigma-Aldrich, Hamburg G8270
Dihydroethidium 95% (DHE) Sigma, Hamburg 37291
Dimethylsulfoxid (DMSO) Honeywell, Seelze 34943
Ethylendiamintetraessigsaure Sigma, Hamburg EO884
(EDTA)
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Ethylenglycol-
bis(aminoethylether)-N,N,N’,N’-
Tetraessigsaure (EGTA)

Ethanol

Glycerin

Glycin

Isopropanol

KoHPO,

KCI

Leupeptin

Methanol 99,8%

MgSO4

Milchpulver

Na2HP04

Na3VO4

NaCl

NaH2P04

NaHC03

Na-Hepes

Pepstatin A

Phosphatase Inhibitor Cocktail
Pierce ECL Western Blotting
Substrate

Protease Inhibitor Cocktail
Phenylmethansulfonyl-fluorid
(PMFS)

Roti®-Quant

Saccharose

Sodium dodecyl sulfate (SDS)
Super Signal West Dura Substrat
3-Mercaptoethanol
N,N,N,N-Tetramethylethylen-
diamin (TEMED)

Tissue-Tek® O.C.T. Compound
Tris ultra pure

Tris-Base

Tris-HCL

Triton X-100

Tween-20

Sigma-Aldrich, Hamburg

Sigma, Hamburg
AppliChem, Darmstadt
Carl Roth, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
Carl Roth, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Hamburg
Sigma-Aldrich, Hamburg
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Hamburg
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Hamburg
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Hamburg
Sigma-Aldrich, Hamburg
Thermo Scientific

Sigma-Aldrich, Hamburg
Sigma, Hamburg

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Hamburg
Merck, Darmstadt
ThermoFisher, USA
Sigma-Aldrich, Hamburg
Sigma-Aldrich, Hamburg

Sakura Finetek, USA
AppliChem
Sigma-Aldrich, Hamburg
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Hamburg
SERVA, Heidelberg

324626

32205
131339.1211
3790.2
A3465
16788-57-1
7447-40-7
L0649
322415
7487-88-9
T145.2
131679
450243
7647-14-5
S5011
6885.1
75277-39-3
P5318
P2850
32106

P8340
P7626

K015.1
57-50-1
822050
34076
M6250
T9281

4583
A1086,1000
252859
9090.1
X100
pP2287

Tabelle 3.1 — Verwendete Chemikalien und Reagenzien mit entsprechendem Hersteller und Produktnummer
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3.3 Puffer und Losungen

3.2.1 Krebs-Hepes-Puffer (KH-Puffer)

3.2.2 Inhibitorenpuffer

NaCl 99,01 mM 5,782 g/L | Aprotinin 100 pL
KCI 4,69 mM 0,350 g/L Pepstatin 40 uL
CaCl, 2,5mM 0,366 g/L Leupeptin 10 L
MgSO4 1,2mM 0,296 g/L | auf 10 mL mit Krebs-Hepes-Puffer

NaHCO; 25 mM 2,100 g/L

KoHPO,4 1,03 mM 0,140 g/L

Na-Hepes 20 mM 5,206 g/L

D-Glukose 11,1 mM 2,000 g/L

3.2.3 Homogenisierungs-Puffer 3.2.4 Homogenisierungs-Losung

Tris-HCL 20mM 0,121 g/50 mL | Triton X-100 100uL
Saccharose 250 mM 4,280 g/50 mL | Protease Inhibitor Cocktail (P8340) 100

EGTA
EDTA

3mM 0,057 g/50 mL
20 mM 0,292 g/50 mL

ML

Phosphatase Inhibitor Cocktail (P2850) 100
ML

PMFS (0.1M) 50 yL
auf 10 mL mit Homogenisierungspuffer

3.2.5 Lammli-Puffer (3x)

3.2.6 SDS-Laufpuffer

Tris-HCL pH 6,8 1880 yL | Tris-base 25 mM 3,03
SDS 20% (in ddH,0) 3000puL | g
Glycerin 3000 uL | Glycin 192 mM 14,4
Bromphenolblau 1% 300pL | g
ddH,0 320 uL SDS 3,5mM 1
3-Mercaptoethanol 1500 uL | g

auf 1 L mit ddH»0
3.2.7 SDS-Trenngel-Puffer 3.2.8 SDS-Sammelgel-Puffer
Tris-HCL 1,5M T r i s - H C L
pH: 8,8 0,5M

pH: 6,8
3.2.9 Transfer-Puffer / Blotting-Puffer | 3.2.10 Stripping-Puffer
Tris-base 25 mM 3,03 | SDS 2
g g
Glycin 192 mM 14,4 | Tris ultra pure 0,605¢g
g 3-Mercaptoethanol 699 L
Methanol 250 mL auf 100 mL mit ddH,0
auf 1L ddH»0
3.2.11 Waschpuffer TBS-T 3.2.12 Waschpuffer PBS-T
Tris-base 2,42 | NaCL 8,765
g g
NaCL 8 | Na;HPO4 2,850
g g
Tween-20 1mL NaH,PO,4 0,550
auf 1L ddH»0, pH = 7,6 g

Tween-20 1mL

29




Literaturdiskussion

3.2.13 BSA-Blockmedien 3% und 5%

3.2.14 MILK-Blockmedien 3% und 5%

BSA 3 g/ 5 | Milchpulver 3g/5

g g

auf 100 mL TBS-T / PBS-T auf 100 mL TBS-T / PBS-T

Tabelle 3.2 — Verwendete Puffer und Lésungen mit Mengenangaben der einzelnen Bestandteile
3.4 Verbrauchsmaterialien
Bezeichnung Firma, Sitz Produktnummer

Zellkulturschalchen Greiner Bio-One, 632181
Frickenhausen

Safe-Lock Tubes Reaktionsgefalle 0.5mL | Eppendorf, 0030121023
Hamburg

Safe-Lock Tubes Reaktionsgefalle 1.5mL | Eppendorf, 0030120086
Hamburg

Safe-Lock Tubes Reaktionsgefalle 2.0mL | Eppendorf, 0030120094
Hamburg

Gel Blotting Papier BG 002 Whatman, Dassel 9057077

Injektionskanule Gr.18 Braun, Melsungen 4657683

Mini-Trans-Blot Filterpapier BIORAD, Munchen | 1703932EDU

Nitrocellulose Blotting Membran GE Healthcare GE10600002

Objekttrager SuperFrost® VWR International, | HECH42408060
Darmstadt

Pipettenspitzen 200uL gelb SARSTEDT, 70.3030.020
Numbrecht

Pipettenspitzen 1000uL blau SARSTEDT, 70.3050.020
Numbrecht

Pipettenspitzen epT.I.P.S® 0.1-10uL Eppendorf, 0030000811
Hamburg

Pipettenspitzen epT.I.P.S® 2-200uL Eppendorf, 0030000889
Hamburg

Pipettenspitzen epT.|.P.S® 50-1000uL | Eppendorf, 0030000927
Hamburg

Pipettenspitzen + Filter 1-20uL STARLAB, S1120-1810
Ahrendsburg

Pipettenspitzen + Filter 200uL STARLAB, S1120-8810
Ahrendsburg

Pipettenspitzen + Filter 100-1000uL STARLAB, S1126-7810
Ahrendsburg

96-Well Mikroplatten, flacher Boden Thermo Fisher 243656

CELLSTAR® Zentrifugenrohrchen 15mL | Greiner Bio-One, 188271
Frickenhausen

CELLSTAR® Zentrifugenrohrchen 50mL | Greiner Bio-One, 227261
Frickenhausen

Tabelle 3.3 Verwendete Verbrauchsmaterialien mit entsprechendem Hersteller und Produktnummer
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3.5 Technische Hilfsmittel und Gerate

Bezeichnung

Firma, Sitz

Blotting — Mini Trans-Blot® Cell

BioRad, Miinchen

Chemilux Imager

Intas, Gottingen

Cryostat CM3050 S

Leica Biosystems, Nuf3loch

Elektrophorese - Mini ProteanTM System 3 Cell

BioRad, Miinchen

Expositionssystem mit Partikeldetektor

TSE Systems, Hochtaunuskreis

Fluoreszenzmikroskop Axiovert 40CFL

Zeiss, Oberkochen

Heizrihrer MR 3001

Heidolph, Schwabach

Kihlzentrifuge Mikro22R Typ 1110

Hettic, Tuttlingen

Pipette Eppendorf Research 0,1-2,5 yL

Eppendorf, Hamburg

Pipette Eppendorf Research 0,5-10 uL

Eppendorf, Hamburg

Pipette Eppendorf Research 2-20 yL

Eppendorf, Hamburg

Pipette Eppendorf Research 10-100 uL

Eppendorf, Hamburg

Pipette Eppendorf Research 20-200 uL

Eppendorf, Hamburg

Pipette Eppendorf Research 100-1000 uL

Eppendorf, Hamburg

Pipette Eppendorf Research plus 8-Kanal 30-
300 pL

Eppendorf, Hamburg

Plate reader MRXII

Dynex Technologies, Berlin

Power Pack Basic

BioRad, Miinchen

Praparierbesteck

Carl Roth, Karlsruhe

Thermomixer Comfort

Eppendorf, Hamburg

Vortex-Genie 2 G560, 120V

Scientific Industries, New York

Western Blot Imager, CHEMICAM HR 16

Intas, Gottingen

TissueLyser QIAGEN

Retsch, Haan

Tabelle 3.4 — Verwendete technische Hilfsmittel und Gerate mit entsprechenden Herstellerangaben

3.6 Software

Bezeichnung des Programms

Firma, Sitz

Adobe Photoshop CS2

Adobe Systems GmbH, Minchen

Axiovision Rel 4.3

Zeiss, Oberkochen

BioRender (lllustrationen)

BioRender, Kanada

Gel-Pro Analyzer 6.0

Media Cybernetics, Bethesda, MD

Image ProPlus 7.0

Media Cybernetics, Rockville, MD

ImageJ

Wayne Rasband (NIH), Public Domain

GraphPad Prism 8

GraphPad Software, California

Microsoft Office Professional Plus 2021

Microsoft, Washington USA

Revelation 4.25

Dynex Technologies, Chantilly, VA

Tabelle 3.5 — Verwendete Software mit entsprechenden Herstellerangaben
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3.7 Antikorper

3.7.1 Primare Antikorper

Bezeichnung Firma Produktnummer
monoclonal anti-gp91phox (NOX2) BD Bioscience #611415
(mouse, 1:500 in 5% BSA/TBS)

polyclonal NOX1 Abcam #ab131088
(rabbit, 1:500 in 3% BSA/TBS)

monoclonal anti-CD68 Abcam #31630
(mouse, 1:1000 in 5% BSA/PBS)

monoclonal anti-p67phox BD Bioscience #610913
(rabbit, 1:500 in 3% BSA/TBS)

polyclonal pMARCKS (Ser152/156) Cell Signaling #2741
(rabbit, 1:1000 in 5% BSA/TBS)

monoclonal PKCa1 BD Bioscience #610107
(mouse, 1:5000 in 3% BSA/PBS)

polyclonal anti-p47phox (NCF-1) Assay Biotech #A1161
(rabbit, 1:1000 in 3% milk/PBS)

polyclonal anti-MCP-1 BIORAD #AAM43
(rabbit, 0.4 ug/mL in 3% BSA/PBS)

monoclonal anti-HO-1 Cell Signaling #43966
(rabbit, 1:1000 in 3% BSA/PBS)

monoclonal e-NOS BD Bioscience #610297 M
(mouse, 1:1000 in 3% BSA/TBS)

monoclonal anti-DHFR Abnova #H00001719-M01
(mouse, 1:1000 in 5% milk/PBS)

monoclonal ET-1 SantaCruz #sc-517436
(mouse 1:1000 in 3% BSA/TBS)

monoclonal a-actinin Sigma-Aldrich #A5044
(mouse, 1:2500 in 3% BSA/TBS)

monoclonal B-actin Sigma-Aldrich #A5060
(rabbit, 1:2500 in 3% BSA/TBS)

Tabelle 3.6 — Verwendete Priméare Antikorper mit entsprechender Verdiinnung, Hersteller und Produktnummer

3.7.2 Sekundare Antikorper

Bezeichnung Firma Produkthummer
anti-rabbit-1gG VectorLabs #P1-1000
anti-mouse-lgG VectorLabs #P1-2000

Tabelle 3.7 — Verwendete Sekundare Antikorper mit entsprechender Verdiinnung, Hersteller und Produktnummer
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4 Methoden

4.1 Versuchstiere und Durchfihrung

Alle Versuchstiere wurden gemaf den Bestimmungen des Leitfadens fur die Pflege
und Verwendung von Labortieren des ,National Research Council (US) Committee for
the update of the guide for the care and use for laboratory animals” [124] behandelt.
Zudem wurden die geplanten Experimente durch die Ethikkommission der Johannes-
Gutenberg Universitat Mainz, als auch vom Landesuntersuchungsamt Rheinland-
Pfalz (Koblenz, Deutschland; Zulassungsnummer: 23 177-07/G 20-1-055) gepruft und
freigegeben. Die Mause im Alter von 8-12 Wochen wurden in ventilierten Kafigen
gehalten, hatten uneingeschrankten Zugang zu Nahrung und Wasser und wurden
einem 12-stundigen Licht- Dunkelheitszyklus ausgesetzt. Die mannlichen C57BL/6-
Mause wurden entweder gegenuber synthetischen fluoreszierenden oder
magnetischen Partikeln (synthetic particulate matter “SPM”) in jeweils 2 verschiedenen
Grolen exponiert (siehe Abb. 3.1). Hierbei betrug der mittlere Durchmesser der
fluoreszierenden Mikropartikel 2,1um, bei den magnetischen Mikropartikeln 4,1um.
Die Nanopartikel wiesen einen mittleren Durchmesser von 250nm auf. Die mittlere
Konzentration wahrend der Exposition lag bei 230 + 46 ug/m?3. Weitere Mause wurden
nur Frischluft ausgesetzt und dienten als Kontrollgruppe. Die Exposition wurde an 3
aufeinander folgenden Tagen fur jeweils 6 Stunden durchgefuhrt. Dabei wurden die
Partikel in Wasser gelost und Uber einen Kollisionszerstauber in die
Expositionskammern eingeleitet. Am Tag nach dem 3. Expositionszyklus wurden die
Tiere mit einer Kombinationsanasthesie aus Xylazin und Ketamin narkotisiert, das
Abdomen mittels Praparationsschere eroffnet und das Diaphragma inzidiert. Folgend
konnte Blut aus den Ventrikeln des noch schlagenden Herzens entnommen werden,
sowie das Herz selbst proximal an den Gefalken abgetrennt und in 4°C kalten KH-
Puffer Gberflihrt werden. Ebenfalls wurden die Nieren, Lungen, das Pankreas, die
Aorta, die Leber, Milz, Gro3hirn und Urin gewonnen. Im weiteren Verlauf wurden die
Organe in flussigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C fur weitere

Untersuchungen gelagert.
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4.2 Western-Blot

Das Western-Blotting ist eine Methode zur Identifikation und zum semi-quantitativen
Nachweis von spezifischen Proteinen aus Proteingemischen [125], deren einzelne

Schritte im Folgenden beschrieben werden.

4.2.1 Extraktion der Proteine aus Gewebe

Die gewonnenen Organe wurden unter Zusatz von flissigem Stickstoff zu einem
Pulver gemorsert und mit einer Homogenisierungslésung im Volumenverhaltnis von
1:1 in ein Eppendorfgefall Uberfihrt. In den folgenden 60 Minuten wurden die Proben
auf Eis gelagert und mehrfach mittels Vortex durchmischt, sodass das zugesetzte
Detergens Triton-X (1%) die Zellmembranen lysieren und somit die Proteine
herauslosen konnte. Beigesetzte Protease- und Phosphataseinhibitoren verhinderten
wahrenddessen einen Abbau sowie Dephosphorylierung der Proteine durch
freiwerdende zelleigene Enzyme. Nach einer abschlieBenden 10-mindtigen
Zentrifugation bei 4 °C und 10.000x g wurde der Uberstand abpipettiert und als

Proteinhomogenat in ein neues Eppendorfgefall tberfuhrt.

4.2.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die Proteinkonzentrationsbestimmung des Homogenats wurde photometrisch nach
Bradford durchgefuhrt [126]. Hierbei werden die Eigenschaften des Farbstoffs
,Coomassie Brilliant Blue-G250“ genutzt. Dieser liegt zunachst in seiner freien,
kationischen, Form vor und weist ein Absorptionsmaximum bei 465nm auf, wodurch
er rot erscheint. Durch die Komplexbildung mit Seitenketten von Proteinen wird der
Farbstoff allerdings in seiner anionischen Form stabilisiert und es findet eine
Verschiebung des Absorptionsspektrums statt, welches sein neues Maximum bei
595nm erhdlt und den Farbstoff blau erscheinen lasst. Zudem ist der
Extinktionskoeffizient ebenfalls deutlich héher und Iasst somit eine hochempfindliche
Messung gegenuber des freien Farbreagenz zu [127]. Um aus den gemessenen
Extinktionswerten Proteinkonzentrationen ableiten zu kdnnen, wurden 6 bekannte
Konzentrationen (1, 5, 10, 20, 30, 50 yg/ml) von Rinderserumalbumin erstellt und eine
Eichgerade ermittelt. Die unbekannten Proben wurden in jeweils 2 Eppendorfgefalie

1:200 mit destilliertem Wasser verdunnt und anschlieRend aus jedem Gefal} jeweils
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2x 80pL auf eine 96-well Platte pipettiert, um eine 4-fach Bestimmung der jeweiligen
Probe zu ermdglichen. Als Leerwert wurde die entsprechende Menge Aqua bidest.
verwendet, sowie die zuvor hergestellten BSA-Konzentrationen als Referenzen.
Anschlieend wurde als Bradford-Reagenz 200ul 1:5 verdlinntes Roti-Quant
zugegeben und in einem MRX |I-Photometer die Extinktionswerte gemessen. Mittels
des Programms Revelation wurde die Auswertung vorgenommen. Abschlieend
wurde der Mittelwert der 4-fach Bestimmung errechnet und als Konzentration der

jeweiligen Probe festgelegt.

4.2.3 Protein-Gelelektrophorese /| SDS-PAGE

Durch die SDS-PAGE (sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis)
lassen sich Proteingemische auftrennen [128]. Hierbei bewirkt das SDS eine
einheitlich negative Ladung der Proteine, sodass diese unter Spannung in Richtung
des Pluspols wandern. Das verwendete Polyacrylamid-Gel weist eine Porung auf, die
je nach Konzentration variiert, die Bewegung der Proteine im elektrischen Feld bremst

und somit zu einer Auftrennung anhand der Molekulargréfe fuhrt [129].

Nach der Konzentrationsbestimmung der Proteingemische, wie in 4.2.2 beschrieben,
wurden diese im Verhaltnis von 2:1 mit 3-fachem Lammli-Puffer versetzt und bei 95°C
fur 5 Minuten erhitzt. Die Temperatur fihrte zu einer Denaturierung der Proteine, das
enthaltene 3-Mercaptoethanol zur Spaltung der Disulfidbriicken und das SDS zu einer
einheitlichen Ladung. Folgend wurde bei den Proben eine Konzentration von 1ug/pl
eingestellt. Die Gelelektrophorese wurde mit einem Mini-PROTEAN 3 System der
Firma BIORAD durchgeflhrt. Zunachst wurden die Trenngele wie in Tab. 4.1
beschrieben angefertigt. Dabei wurden die Trenngele bis zu ihrer Polymerisation (20
Minuten bei Raumtemperatur) mit Isopropanol tberschichtet, um eine glatte Kante zu
erhalten. Nach der Entfernung des Isopropanol wurde das Sammelgel auf das
Trenngel gegossen, die Probenkamme (1,5mm) eingesetzt und ebenfalls bis zur
Polymerisation gewartet. AnschlieRend konnten die Gele in den Elektrophorese-Tank
eingesetzt und der auf 4°C gekihlte SDS-Laufpuffer eingeflllt werden. Es wurde eine
Spannung von 60V angelegt und zur Equillibrierung zunachst eine Leer-Vorlaufzeit
von 10 Minuten gegeben. Dann wurden die Slots mit den Proben, sowie mit einem
Marker flr das Molekulargewicht (Benchmark-Ladder) und einem prestained-Maker

(Dual Color, sichtbar im Gel) beladen. Dieser erlaubte die visuelle Kontrolle des
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Fortschreitens der Elektrophorese. Nach dem Beladen wurde zunachst eine Spannung
von 60V angelegt, bis die Proben ins Trenngel eingetreten waren, bevor die Spannung
fir ca. 172-2 Stunden auf 120V erhdht wurde, bis die gewlnschte Auftrennung der

Proteine im Trenngel erreicht wurde.

Gele fiir die Proteinanalytik

Trenngele Sammelgel

10% 12% 4%

1x 2x Ix 2x 1x
H20 bidest. [ml] 4.8 9,6 4,3 8,6 3,2 6,4
Trenn-Puffer [ml] 2,5 5 2,5 5 1] 0
(1,5M Tris pH 8,8)
Sammel-Puffer [ml] 0 0 0 0 i 2,4
{0,5M Tris pH 6,6)
Acrylamide/Bis [mil] 2.5 5 3 6 0,5 1
(40% BioRad)
10% SDS [l] 100 200 100 200 50 100
10% APS [pl] 100 200 100 200 50 100
TEMED [pl] 10 20 10 20 5 10
Endvolumen [ml] 10 20 10 20 5 10

Tabelle 4.1 - Zusammensetzung der Gele fur die Elektrophorese mit entsprechenden Mengenangaben der einzelnen

Komponenten

4.2.4 Blotting

Der Blot ist ein elektrophoretischer Transfer von Proteinen auf eine Membran aus
Nitrozellulose. Dabei wird senkrecht zu den Polyacrylamidgelen ein elektrisches Feld
angelegt, welches zur Lésung der Proteine aus dem Gel dient. Aufgrund hydrophober
Wechselwirkungen mit der Membran aus Nitrozellulose, bleiben diese dann daran
haften. Somit wird das Auftrennungsmuster der SDS-PAGE auf die

Nitrozellulosemembran Ubertragen [130].

Der Transfer wurde mittels Mini Trans-Blot® Cell von BIORAD durchgeflihrt. Bereits
kurz vor Ende der SDS-PAGE wurden die hierfur benotigten Schwamme,
Filterpapiere und die Nitrozellulosemembran in -20°C kalten Transferpuffer gelegt.
Das Polyacrylamidgel mit den nun aufgetrennten Proteinproben wurde wie in
Abbildung 4.1 in das ,Blotting-Sandwich” eingebaut. Dieser Vorgang fand ganzlich
unter der Oberflache des Transferpuffers statt, um den Einschluss von Luftblasen zu

verhindern. Anschlielend wurde das Sandwich in die Halterung eingesetzt, mit der
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Membran in Richtung der Anode ausgerichtet und der Transfertank mit
Transferpuffer, sowie einem Kuhlpack beftllt. Die gesamte Vorrichtung dann in einen

Klhlschrank gestellt und fur 4 Stunden eine Stromstarke von 250mA angelegt.

s . Cassette clamp

Fiber pad

filter paper
cassette

Membrane

Gel

filter paper

cassette (black

Fiber pad
colored

Abbildung 4.1 — Aufbau der Blotting-Kassette fiir die SDS-PAGE

4.2.5 PonceauS-Farbung

Nach Beendigung des Blots wurde die Kassette aus der Anlage entfernt und die
Nitrozellulosemembran entnommen. Der erfolgreiche Transfer der Proteine wurde
mittels Ponceaurotfarbung (10 Minuten bei Raumtemperatur) Uberpruft. Dabei bindet
der Farbstoff reversibel an die positiv geladenen Aminogruppen der Proteine [131].
Anhand der Banden mit Markerproteinen, die bei der SDS-PAGE ebenfalls in eine
Gelspur gegeben wurden, konnte nun die Membran auf3erhalb der Probenbanden
nach kDA-Grof3en markiert und in passende Streifen geschnitten werden, sodass die

Proben zur gleichen Zeit auf mehrere Antikorper getestet werden konnten (Abb. 4.2).
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Abb. 4.2 - Beispiel fir eine Membranfarbung mit Ponceau$S — Hierbei werden die 11 Lanes der Proben beidseits von einem Marker
in 10k-DA Schritten eingefasst. Links wurde zudem ein Prestained-Marker aufgetragen. Die griine Bande markiert die Hohe von
ca 52 kDA.

4.2.6 Immunologischer Nachweis von Proteinen auf Membranen

Proteine oder Proteinmodifikationen lassen sich Uber passende Antikorper
nachweisen. Diese Primarantikorper binden an Epitope, die fir das gesuchte Protein
kennzeichnend sind [132]. In einem weiteren Schritt werden gegen die
Primarantikdrper speziesspezifische Sekundarantikdrper zugegeben, die mit einer
Peroxidase gekoppelt sind. Somit kann durch die Spaltung von Wasserstoffperoxid

eine Chemilumineszenz bewirkt werden, die detektiert und quantifiziert werden kann.

Dazu wurde nach dem Entfarben der Membranstreifen mit Waschpuffer die freien
Bindungsstellen der Nitrozellulose durch Inkubation mit einem BSA- bzw. Milchpulver-
Blockmedium blockiert (1h bei Raumtemperatur), um unspezifische Bindungen des
Primarantikérpers an noch proteinfreie Membranabschnitte zu verhindern.
AnschlieRend wurden die Primarantikdrper entsprechend der Verdinnung in Tab. 3.6
zugegeben und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Am Folgetag wurden durch 3x Waschen
von jeweils 10 Minuten mit entsprechendem Waschpuffer (berschissige und
ungebundene Primarantikdrper entfernt. Folgend wurde der mit Peroxidase beladene
Sekundarantikorper, welcher sich spezifisch gegen den Primarantikorper richtet,
zugegeben und fur 120 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubation
wurden die Membranen erneut 3x fur jeweils 10 Minuten mit Puffer gewaschen und
auf eine Glasplatte gelegt. Durch Zugabe der ECL-LOsung, die als Substrat fur die
Peroxidase diente, konnte die nun entstehende Chemilumineszenz in einer
Dunkelkammer mit gekoppelter Kamera (ChemiLux Imager) detektiert und
aufgezeichnet werden. Die Bilder konnten dann densiometrisch mit dem Programm

Gel-Pro Analyzer ausgewertet werden. Die erhaltenen Werte wurden gegenuiber a-
38



Literaturdiskussion

actinin bzw. 3-actin bezuglich Ladung und Transfer der Proteine normalisiert. Da die
Bilder mit unterschiedlichen Belichtungszeiten aufgenommen wurden, konnten Uber-

oder Unterbelichtungen in der Densiometrie ausgegrenzt werden.

4.2.7 Strippen — Entfernen der Antikorper von der Membran

Da die Membranstreifen zu einem Zeitpunkt nur mit jeweils einem Antikorper inkubiert
werden kdnnen, jedoch manche Zielproteine eine ahnliche Molekilmasse aufweisen,
mussen die Komplexe aus Primar- und Sekundarantikdrper entfernt werden. Dieser
Vorgang lasst sich durch einen Puffer mit SDS, R-Mercaptoethanol und Tris ultra pure

realisieren und wird auch als ,Stripping” bezeichnet [133].

Dabei werden die Membranstreifen mit dem Strippingpuffer in ein Behaltnis gegeben
und bei 55°C fir 45 Minuten erwarmt. AnschlieRend wurden die gelésten Komplexe in
mehreren Waschschritten (3x 15 Minuten) mit entsprechendem Waschpuffer entfernt

und die Proteine auf den Membranen konnten erneut untersucht werden.

4.3 Detektion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) in Geweben

Der Nachweis von ROS in Geweben ist mittels Fluoreszenz mdglich. Hierbei wird
Dihydroethidium (DHE) entweder spezifisch durch Superoxid (‘O;7) zu 2-
hydroxyethidium (2-OH-E*) oder unspezifisch durch andere ROS zu Ethidium (E)
oxidiert. Beide Produkte fligen sich in die nukledre DNA ein und lassen sich mit
Wellenlangen um 500-530nm energetisch anregen, wodurch sie Licht um 600nm
aussenden [134] (Abb. 4.3). Mittels Fluoreszenzmikroskop lasst sich diese Emission
erfassen und kann anschlie®end in den erhaltenen Bildern quantitativ Uber eine

Densiometrie ausgewertet werden.
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2-hydroxyethidium (2-OH-E*) / Red fluorescence
2-OH-Mito-E+ Excitation: 500-530nm
Emission: 600nm

Ethidium (E*) / Mito-E*

Abbildung 4.3 - Oxidation von DHE mittels Superoxid und anderen Oxidantien, verandert nach [135]

Dazu wurden nach der Entnahme der Organe, diese zur Konservierung in Tissue-
Tek® O.C.T. Compound eingeschlossen und eingefroren. Mittels Cryostat CM3050 S
konnten die Proben bei -25°C in 8 pm dicke Scheiben geschnitten und auf
SuperFrost® Objekttrager Uberfuhrt werden. AnschlieRend wurden die Objekttrager
bei -80°C gelagert, oder auf Eis transportiert und direkt weiterverwendet. Bei 37°C
wurden die Proben fir 30 Minuten in PBS-Puffer mit 1{uM DHE und 0,5% DMSO
inkubiert. Der Uberschuss der Losung wurde vorsichtig entfernt und die Probe mit
einem an den Randern eingefetteten Deckglas fixiert. AnschlieRend wurde der
Objekttrager zum Stoppen der Reaktion erneut kurz auf Eis gelegt (5 Minuten). Nun
konnten die Gewebeproben bei Dunkelheit unter einem Fluoreszenzmikroskop
untersucht werden, indem die Probe in Ganze angeschaut und dann reprasentative

Bilder aus homogen fluoreszierenden Bereichen aufgenommen wurden.
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4.4 Statistische Methoden

Alle statistischen Analysen wurden in Prism Version 9, fur Windows, durchgefuhrt. Die
Ergebnisse werden als Mittelwerte * Standardfehler (SEM) dargestellt. Die
Varianzanalyse wurde durch One-way ANOVA mit anschlielendem Tukey’s post-hoc
Test durchgefuhrt. In der One-way ANOVA wurden zunachst die Streuung der Daten
innerhalb jeder Gruppe und die Streuung zwischen den Gruppen ermittelt. In Tukey’s
post-hoc Test wurden dann die Gruppen paarweise miteinander verglichen, um
Unterschiede festzustellen. Der numerische Wert des p-Wertes wird direkt dargestellt.
Gemal} der Definition wurden nur p-Werte <0,05 als statistisch signifikant bezeichnet.
Die Anzahl der biologischen Proben kann variieren, da nicht alle Tiere in allen

Versuchen verwendet wurden.
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5 Ergebnisse

5.1 Nachweis Reaktiver Sauerstoffspezies (ROS)

Wie in 4.3 beschrieben, wurden Gewebeproben von Lunge, Cortex und Aorta mittels
fluoreszenzmikroskopischer Detektion von oxidiertem Dihydroethidium auf das
Vorhandensein reaktiver Sauerstoffspezies und damit auf oxidativen Stress hin

untersucht.

Hierbei zeigte sich in den mit fluoreszierenden nano-SPM ausgesetzten
Gewebeproben von Cortex und Aorta ein signifikanter Anstieg der Fluoreszenz durch
oxidiertes DHE, die Proben der fluoreszierenden mikro-SPM zeigten hier keinen
signifikanten Anstieg von Fluoreszenz gegenuber der Kontrollgruppe. Diese
Ergebnisse stltzen die Annahme der Transmigration der Nanopartikel in den Kreislauf
und ihre Ablagerung in Organen, wahrend die groReren Mikropartikel in der Lunge
zuruckgehalten werden (Abb. 5.1 A, B). Die Proben des Lungengewebes der
fluoreszierenden Partikel lieRen durch starke Akkumulation der Partikel und die damit

verbundene ubermaliige Fluoreszenz keine Auswertung zu.
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Abb. 5.1 — Quantitative fluoreszenzmikroskopische Darstellung von ROS mittels DHE in Aorta (A) und Cortex (B) von
Versuchstieren, die gegeniber synthetischen fluoreszierenden Partikeln exponiert waren. Griine Bereiche in A stellen zeigen
eine Autofluoreszenz der Basallamina der Aorta. Die Daten aus der Densiometrie der roten Fluoreszenz werden links als
Mittelwert + SEM dargestellt, und die Anzahl der Mause wird durch Jitter-Diagramme angezeigt (n = 3 — 4 Mause pro Gruppe).
P-Werte fir einzelne Vergleiche werden iber den Graphen angezeigt und Werte < 0.05 zeigen einen statistisch signifikanten
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Die untersuchten Gewebeproben von Aorta und Cortex aus den mit magnetischen
nano-SPM exponierten Mausen zeigten ebenfalls einen Anstieg der durch oxidiertes
DHE-vermittelten Fluoreszenz gegenuber der Kontrollgruppe, wohingegen die
magnetischen mikro-SPM in diesen Geweben keine signifikant erhohte Fluoreszenz
aufwiesen (Abb. 5.2 A, B), was zu den Ergebnissen der fluoreszierenden Partikel (Abb.
5.1) passt. Das Lungengewebe hingegen zeigte sowohl bei den magnetischen nano-
als auch bei den mikro-SPM eine statistisch signifikant erhéhte Fluoreszenz und damit
ein erhohtes Vorkommen von ROS (Abb. 5.2 C).
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Abb. 5.2 - Quantitative fluoreszenzmikroskopische Darstellung von ROS mittels DHE in Aorta (A), Cortex (B) und Lunge (C) von
Versuchstieren, die synthetischen magnetischen Partikeln gegentiber exponiert waren. Griine Bereiche in A zeigen hierbei die
Autofluoreszenz der Basallamina der Aorta, die mit Pfeilen markierten Strukturen in C zeigen quer geschnittene Bronchiolen. Die
Daten werden als Mittelwert + SEM dargestellt, und die Anzahl der Mause wird durch Jitter-Diagramme angezeigt (n = 3 — 4
Mause pro Gruppe). P-Werte fiir einzelne Vergleiche werden Uber den Graphen angezeigt und Werte < 0.05 zeigen einen
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5.2 Nachweis von Proteinen in Lungengewebe

Das Lungengewebe der Versuchstiere wurde, wie in 4.2 beschrieben, mittels der
Westernblot-Methode auf molekulare Marker fur oxidativen Stress und Inflammation
hin untersucht. Dabei zeigte sich fur die NADPH-Oxidase Untereinheiten NOX1 und
NOX2 eine signifikant erhdhte Expression bei den mikro-SPM, jedoch nicht bei der
Gruppe der nano-SPM (Abb. 5.3A, 5.3B). Dies lasst auf eine Erhéhung der zellularen
Abwehr durch Retention der Mikropartikel schlieBen. Fur die regulatorische
Untereinheit von NOX2, p67phox, konnte in der mikro- als auch in der nano-SPM-
Expositionsgruppe nur eine tendenzielle Erhéhung gemessen werden (Abb. 5.3.C).
Die Proteinkinase C alpha 1 (PKCa1) férdert die Aktivierung des NADPH-Oxidase-
Komplexes und ihre Erhéhung konnte in der Gruppe der mikro-SPM gemessen
werden, was ebenfalls zu einer Erhdhung der zellularen Abwehr des Lungengewebes
gegenuber der Mikropartikel passt (Abb. 5.3.E). Jedoch zeigte das phosphorylierte
myristoylierte Alanin-reiche C-Kinase-Substrat (P-MARCKS), ein Marker fir die
PKCa1-Aktivitat, keine Erhdhung (Abb. 5.3.D). CD68, ein Marker fur die Aktivitat von
Makrophagen und Monozyten, zeigte sich in der Gruppe der mikro-SPM gegenlber
den nano-SPM signifikant erhdht, was auf lokale Inflammation und Immunreaktion
hindeutet (Abb. 5.3.F)
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Abbildung 5.3 - Auswirkungen magnetischer Mikro- und Nanopartikel auf die pulmonale Proteinexpression. Die Western-Blot-
Analyse der pulmonalen NADPH-Oxidase-Untereinheiten NOX1 (A), NOX2 (B) und p67phox (C), des phosphorylierten
myristoylierten Alanin-reichen C-Kinase-Substrats (P-MARCKS) (D), der Proteinkinase C alpha (PKCa1l) (E) und des
Differenzierungsclusters 68 (CD68) (F) wird fiir die Mause gezeigt, die den magnetischen Feinstaubpartikeln ausgesetzt waren.
Unter den Graphen werden reprasentativ Beispiele von endsprechenden Membranabschnitten wahrend der Analyse der
Proteinbanden abgebildet. Die Daten werden als Mittelwert + SEM dargestellt und die Anzahl der Mause wird durch Jitter-Plots
angezeigt (n = 4-8 Mause pro Gruppe). P-Werte fir einzelne Vergleiche werden tber den Graphen angezeigt und Werte < 0.05
zeigen einen statistisch signifikanten Unterschied.
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5.3 Nachweis von Proteinen in Herzgewebe

Das Herzgewebe der Versuchstiere wurde ebenfalls, wie in 4.2 beschrieben, mittels
der Westernblot-Methode auf molekulare Marker fur oxidativen Stress und
Inflammation hin untersucht. Die Exposition der Tiere gegenuber mikro-SPM zeigte
fur die meisten gemessenen Marker keine signifikante Veranderung gegenuber der
Kontrollgruppe, wahrend die nano-SPM deutliche Effekte erzielten. Die NADPH-
Oxidase-Untereinheit NOX2, sowie ihre phosphorylierte regulatorische Untereinheit
p47Phox (NCF-1) zeigten eine signifikante Zunahme bei den nano-SPM, was auf eine
Aktivierung des ROS-generierenden Komplexes hindeutet (Abb. 5.4 A, B). Passend
dazu zeigte sich das phosphorylierte myristoylierte Alanin-reiche C-Kinase-Substrat
(P-MARCKS) ebenfalls in dieser Gruppe erhdht, was auf Kinaseaktivitat schlieRen
lasst (Abb. 5.4 D). Das monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1), ein
regulierendes Chemokin fur die Migration und Infiltration von Monozyten und
Makrophagen, stellte sich in der Gruppe der nano-SPM ebenfalls erhdht dar (Abb. 5.4
C). Durch oxidativen Stress wird die zellulare Expression der Hamoxygenase-1 (HO-
1) zur zellularen Abwehr erhéht, was sich hier sowohl in der Gruppe der nano-SPM,
als auch bei den mikro-SPM messen lie® (Abb. 5.4 E). Bei der Expression der
Dihydrofolatreduktase (DHFR) lie3 sich bei keiner der beiden Gruppen eine
signifikante Anderung messen (Abb. 5.4 F)
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Abbildung 5.4 Auswirkungen magnetischer Mikro- und Nanopartikel auf die Expression von Herzproteinen. Die Western-Blot-
Analyse der pulmonalen NADPH-Oxidase-Untereinheiten NOX2 (A) und phosphoryliertes p47phox (NCF-1) (B), Monozyten-
Chemoattraktionsprotein-1 (MCP-1) (C), phosphoryliertes myristoyliertes Alanin-reiches C-Kinasesubstrat (P-MARCKS) (D),
Hamoxygenase-1 (HO-1) (E) und Dihydrofolatreduktase (DHFR) (F) wird fur die Mause gezeigt, die den magnetischen
Feinstaubpartikeln ausgesetzt waren. Unter den Graphen werden reprasentativ Beispiele von endsprechenden
Membranabschnitten wahrend der Analyse der Proteinbanden abgebildet. Die Daten werden als Mittelwert + SEM dargestellt,
und die Anzahl der Mause wird durch Jitter-Plots angezeigt (n = 4—8 Mause pro Gruppe). P-Werte fiir einzelne Vergleiche werden

Uber den Graphen angezeigt und Werte < 0.05 zeigen einen statistisch signifikanten Unterschied.
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5.4 Vaskulare Funktions- und Inflammationsmarker

Mittels Western-Blot wurde, wie in 4.2 beschrieben, eine quantitative Bestimmung des
Endothelin-1 (ET-1) und der endothelialen "NO-Synthase (eNOS) in Aortengewebe
von Mausen durchgefuhrt, die mikro- und nano-SPM gegenlber exponiert waren.
Hierbei liel3 sich bei Proben der nano-SPM eine statistisch signifikante Erhdhung des
ET-1 gegenlber der Kontrollgruppe ermitteln (Abb. 5.5 A). ET-1 als vasokonstriktiv
wirkendes Molekll wird bei oxidativem Stress hochreguliert [123], was mit den
erhohten Werten an ROS vereinbar ist, die ebenfalls in dieser Gruppe gemessen
wurden (siehe 4.1). Eine Verringerung von eNOS und damit eine mdgliche
Erniedrigung von vasodilatativ wirkendem "NO ist hier als Trend zu verzeichnen (Abb.
5.5 B).
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Abbildung. 5.5 - Die Western-Blot-Quantifizierungen fir Endothelin-1 (ET-1) (A) und die endotheliale-NO-Synthase (eNOS) (B).
Expression in der Aorta von Mausen, die magnetischen synthetischen Partikeln ausgesetzt wurden, sind zusammen mit den
reprasentativen Blots dargestellt. Unter den Graphen werden reprasentativ Beispiele von endsprechenden Membranabschnitten
wahrend der Analyse der Proteinbanden abgebildet. Die Daten werden als Mittelwert + SEM dargestellt, und die Anzahl der
Mause wird durch Jitter-Diagramme angezeigt (n = 4 — 11 Mause pro Gruppe). P-Werte fiir einzelne Vergleiche werden tiber den

Graphen angezeigt und Werte < 0.05 zeigen einen statistisch signifikanten Unterschied.
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6 Diskussion

Die gesundheitsschadigende Wirkung des Feinstaubs in der Luft ist bereits lange
bekannt und es wurden zahlreiche Studien zu den relevanten pathophysiologischen
Mechanismen durchgefuhrt. Dabei stellte sich vor allem heraus, dass die kleineren
Partikel PM,5s eine gesundheitsschadlichere Wirkung erzielen, als die groReren
Partikel PMyo. Noch groRere Partikel werden in der Regel von Cilien und Schleim
abgefangen, bevor sie in tiefere Bereiche der Lunge vordringen kénnen. Bislang relativ
vernachlassigt wurden die kleinsten Partikel, PMy, die zwar ebenfalls in PMys
enthalten sind, aber als einzelne Fraktion noch wenig erforscht wurden. Selbst in den
aktuellen nationalen und internationalen Richtlinien fur Luftqualitat werden
Nanopartikel noch nicht berticksichtigt. Dies liegt einerseits an fehlenden Standards in
der Erfassung von PMg4, andererseits aber auch an der geringen Zahl von
Kohortenstudien zu dieser PartikelgroRe, die Aufschluss Uber ihre
gesundheitsschadigenden Langzeitfolgen geben kdénnten. Dabei zeigen einige, vor
allem praklinische, Studien bereits, dass gerade die kleinsten Partikel eine enorme
Pathogenitat besitzen. Ziel dieser Arbeit war es, die Nanopartikel PMg 1 vergleichend
mit PM2s ohne Nanopartikel zu betrachten, um mogliche Unterschiede in der
Verteilung im Organismus festzustellen, sowie anhand biologischer Marker die

Pathogenitat der einzelnen Fraktionen vergleichend zu betrachten.

6.1 Pulmonale Inflammationsmarker

Durch Inhalation gelangt Feinstaub ublicherweise Uber Mund und Nase in den
Organismus. Auf dem Weg zur Lunge werden die meisten Partikel mit einer GroRe
von > 10 uym bereits von Schleim und Flimmerharchen aufgehalten, wahrend die
kleineren Partikel von PMy bis >PM, 5 bis in die Bronchiolen gelangen und Partikel
<PMj, 5 die Alveolen erreichen [71]. Oxidativer Stress (Kapitel 2.1) spielt eine grolRe
Rolle, wenn man Feinstaub und seine pathophysiologischen Folgen betrachtet. Er
beschreibt eine Imbalance zugunsten der oxidativen Mechanismen, was bedeutet,
dass ROS und RNS =zellulare Strukturen oxidieren und schadigen konnen, was
wiederum zu einer Vielzahl systemischer und neurodegenerativer Erkrankungen
fuhren kann. Einerseits kdnnen ROS bereits auf den Feinstaubpartikeln selbst
vorkommen [55], andererseits fuhren die Partikel als Fremdkorper zur Aktivierung des

Immunsystems, was die Bildung von ROS als zellularen Abwehrmechanismus zur
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Folge hat. Beteiligt daran sind vor allem die membranstandigen NADPH-Oxidasen
(Kapitel 2.1.1), die Superoxid (O.-), oder Wasserstoffperoxid (H>O2) generieren.
Besonders relevant sind hier vor allem die O, bildenden Isoformen NOX1 und NOX2.
NOX1 findet sich auf dem Endothel, glatter Muskulatur und Kardiomyozyten, wahrend
NOX2 auf dem Endothel und auf Leukozyten zu finden ist [32,33]. In unseren
Untersuchungen der Proteinexpression in Lungengewebe von Mausen, die
magnetischen Partikeln gegenuber exponiert waren, wurden diese Oxidasen und ihre
regulatorischen Untereinheiten quantitativ gemessen. Es konnte festgestellt werden,
dass die NADPH-Oxidase Untereinheiten NOX1 und NOX2 in der Gruppe der
Mikropartikel eine signifikant erhdhte Expression zeigten. Die Gruppe der Nanopartikel
zeigte diese nicht (Kapitel 5.2, Abb. 5.3A, B). Diese Beobachtungen lassen auf eine
Erhéhung der zellularen Abwehr durch die Mikropartikel schliel3en, die Nanopartikel
riefen hier keine signifikante Immunreaktion hervor. Die Proteinkinase C alpha 1
(PKCa1) fordert die Bildung des NADPH-Oxidase-Komplexes und ihre Erhéhung
konnte ebenfalls in der Gruppe der Mikropartikel gemessen werden, was zu einer
Erhohung der zellularen Abwehr des Lungengewebes gegenuber der Mikropartikel
passt (Kapitel 5.2, Abb. 5.3E). p67phox, eine regulatorische Untereinheit von NOX2,
zeigte sich in keiner der beiden Gruppen erhodht, ebenso wie P-MARCKS, ein Marker
fur PKCa1-Aktivitat (Kapitel 5.2 Abb. 5.3C, E). Ebenso konnte fur die Gruppe der
Mikropartikel PM, 5 eine deutliche Erhéhung von CD68, einem Marker flr die Aktivitat
von Makrophagen, gemessen werden. Diese Beobachtungen werden durch viele
Studien bestatigt, die in vitro und in vivo feststellen, dass durch Feinstaubexposition
eine Aktivierung und ein Shift der Alveolarmakrophagen zu einem inflammatorischen
Typ erfolgt, der mit einer Freisetzung von entzindungsférdernden Interleukinen (IL-
13, IL-6, IL-8, IL-18), sowie TNFa und NF-kB einhergeht [73-76,136]. Fir die
Nanopartikel konnten wir eine Erhohung im Trend, aber nicht statistisch signifikant

beobachten.

Das Lungengewebe der magnetischen und fluoreszierenden Partikel wurde ebenfalls
mittels Fluoreszenzmikroskopie (Kapitel 4.3) auf durch ROS oxidiertes DHE hin
untersucht. Dabei liel3 das Lungengewebe der fluoreszierenden Partikel wegen zu
starker Fluoreszenz keine Auswertung zu. Bei den magnetischen Partikeln zeigte sich
sowohl bei den Mikropartikeln, als auch bei den Nanopartikeln eine erhohte
Fluoreszenz, was auf ein erhéhtes Vorkommen von ROS schlieRen lasst (Kapitel 5.1,
Abb. 5.2C).
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Diese Ergebnisse deuten in der Zusammenschau auf eine kurzere Verweildauer der
Nanopartikel gegenuber den Mikropartikeln in der Lunge hin, sodass zwar ROS
gebildet werden, aber keine deutliche lokale Immunreaktion mit einer Erhohung der
Inflammationsparameter stattfindet. Dies kann durch deren Transmigration durch die
Luft-Blut-Schranke in den Organismus erklart werden. Diese Eigenschaft der
Nanopartikel ist bereits beobachtet worden [8,11,12,69] und wird bei den folgenden
Ergebnissen der Studie immer wieder deutlich. Die hohe pulmonale Pathogenitat von
Mikropartikeln mit lokaler Inflammation wird ebenfalls anhand der erhoéhten
Inflammationsmarker deutlich und ist bereits bekanntermal3en fur Fibrosierung des
Lungengewebes, sowie die Entwicklung und Verstarkung von Asthma und COPD,

sowie pulmonale Krebserkrankungen mit verantwortlich [72,79-81,84—-87,89].

6.2 Vaskulare und kardiale Funktions- und Inflammationsmarker

Feinstaub wirkt sich schadigend auf das kardiovaskulare System aus, indem er
oxidativen Stress auslost, Inflammation verursacht und zu einer endothelialen
Dysfunktion fuhrt. Das Endothel spielt hierbei eine wichtige Rolle, da es nicht nur als
Diffusionsbarriere dient, sondern maf3geblich an der Blutgerinnung, der Regulation
des Gefaldtonus, der Angiogenese, Thermoregulation, sowie an der Adhasion und
Transmigration von Immunzellen aus dem Gefal heraus beteiligt ist [40]. Flr einen
physiologischen Ablauf der endothelialen Prozesse ist besonders das Molekil ‘NO
relevant, welches von der endothelialen ‘NO-Synthase, eNOS, gebildet wird. ‘NO ist
malfdgeblich an der Vasodilatation beteiligt (Kapitel 2.2.2) und wirkt regulierend in der
Immunantwort, sowie bei der Thrombozytenaggregation [49-51]. Kann das Endothel
seine Funktionen nicht mehr erfillen, kommt es zu proliferativen, prothrombotischen
und proinflammatorischen Prozessen, die in Atherosklerose, Plaquebildung und
verminderter Fahigkeit zur Relaxation der Gefalde resultieren. Daraus folgend ergeben
sich wiederum systemische Erkrankungen wie Hypertonie, Koronare
Herzerkrankungen, Diabetes und Nierenversagen [44—47]. Oxidativer Stress (Kapitel
2.1), wie er von Feinstaub ausgelost wird, tragt mafigeblich zu einer Reduktion von
‘NO bei. ROS koénnen direkt mit ‘"NO zu Peroxynitrit reagieren, oder zu einer
Entkopplung der eNOS fuhren, wodurch weitere ROS anstatt ‘NO gebildet werden,

was den Kreislauf weiter verstarkt. (Kapitel 2.3.1).
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Die meisten epidemiologischen Studien, die sich mit den Auswirkungen von Feinstaub
auf das kardiovaskulare System beschaftigen, untersuchen die Auswirkungen von
PM, 5. Hier wird eindeutig herausgestellt, dass eine Erhohung der PM, s-Werte kurz-
und langfristig zu einer signifikanten Steigerung von Krankenhauseinweisungen aus
kardialen Ursachen und zu gesteigerter kardiovaskularer Mortalitat fuhrt [94-97]. Ob
dabei die Nanopartikel hauptsachlich schadigend wirken, oder doch die gréleren
Mikropartikel, bleibt unklar.

In unseren Untersuchungen wurden die Aorten der Versuchstiere mittels
Fluoreszenzmikroskopie (Kapitel 4.3) auf durch ROS oxidiertes DHE hin untersucht.
Es prasentierte sich sowohl bei den fluoreszierenden, als auch den magnetischen
Nanopartikeln eine statistisch signifikant erhdohte Fluoreszenz gegenltber der
Kontrollgruppe, wahrend die Mikropartikel eine Erhdhung im Trend zeigten (Kapitel
5.1, Abb. 5.1A, 5.2A). Ebenfalls wurde die aortale Proteinexpression in der Gruppe
der magnetischen Partikel gemessen. Hier zeigte sich fur die Nanopartikel eine
signifikant erhdhte Expression des vasokonstriktiv wirkenden ET-1, bei den
Mikropartikeln war diese nur im Trend messbar. Die eNOS dagegen stellte sich bei
den Nanopartikeln im Trend vermindert dar, was auf eine mogliche Entkopplung und
damit verminderte Werte fur ‘NO schlie3en Iasst (Kapitel 5.4, Abb. 5.5 B, A).

Betrachtet man die hier gemessenen unterschiedlichen Ergebnisse der Mikro- und
Nanopartikel fir die Untersuchungen der Aorten, so wird ein signifikant deutlicherer
Einfluss der Nanopartikel auf oxidativen Stress und die Proteinexpression deutlich,
was mit starkeren negativen Effekten der Nanopartikel auf das GefaRsystem
einhergeht. Neben den oben beschriebenen Untersuchungen wurden Ringe der
Aorten der gleichen Versuchstiere auf vaskulare Funktionseinschrankungen
untersucht. Messbar war bei sowohl den fluoreszierenden, als auch den magnetischen
Nanopartikeln eine signifikante Erh6hung des Blutdrucks, der bei Mikropartikeln nicht
signifikant erhoht war. Funktionseinschrankungen in der endothelabhangigen
Relaxation durch Acetylcholin zeigten sich signifikant bei den fluoreszierenden
Nanopartikeln, wahrend die  Mikropartikel diese nicht zeigten. Die
endothelunabhangige Relaxation zeigte sich dagegen unverandert, was im Vergleich
auf eine Endothelschadigung durch fluoreszierende Nanopartikel hindeutet (Kapitel
2.4.3.3.1, Abb. 2.17).
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Um den Einfluss der Partikel auf das kardiovaskulare System noch besser beurteilen
zu koénnen, wurde das Herzgewebe der Versuchstiere auf Veranderung der
Proteinexpression durch oxidativen Stress und Inflammation untersucht. Hier zeigte
sich deutlich der Effekt der Nanopartikel, wahrend die Mikropartikel wenig Einfluss auf
die Proteinexpression zeigten. Die Nanopartikel zeigten eine deutlich gesteigerte
Expression der ROS-generierenden Komplexe in Form von NOX2 und der
regulatorischen Untereinheit p47°P"°% sowie P-MARCKS, was auf gesteigerte
Kinaseaktivitat schlieen lasst (Kapitel 5.3, Abb. 5.4 A, B, D). Zusammen mit der
signifikanten Erhohung von MCP-1, einem regulierenden Chemokin fur die Migration
und Infiltration von Monozyten und Makrophagen, weist dies auf eine deutlich
gesteigerte Immunaktivitdt und Inflammation hin (Kapitel 5.3, Abb. 5.4C). In der
Gruppe der Mikropartikel zeigte sich flr keinen der genannten Parameter eine
Erhohung. Jedoch konnte sowohl bei den Nano- als auch bei den Mikropartikeln eine
gesteigerte Expression der HO-1, einem Marker der zellularen Abwehr, gemessen
werden (Kapitel 5.3, Abb. 5.4E).

Somit werden in unseren Untersuchungen grof3e Unterschiede zwischen Nano- und
Mikropartikeln deutlich, die auf eine signifikant starkere Auspragung von oxidativem
Stress und einer deutlich erhéhten Immunantwort gegenuber den Mikropartikeln
hinweisen. Erklart wird dies durch die bereits in Kapitel 6.1 genannte Transmigration
der Nanopartikel in den systemischen Kreislauf, wahrend die Mikropartikel in der
Lunge verbleiben und dort Gber die Induktion einer systemischen Inflammation ihre

schadigenden Eigenschaften auf das kardiovaskulare System ausuben.

Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit Studien, die Nano- und Mikropartikel
verglichen. Hier wurde gezeigt, dass Nanopartikel umso mehr zu kardiovaskularer
Mortalitat beitragen, desto kleiner sie sind. Auferdem konnte im Gegensatz zu den
Nanopartikeln fur Mikropartikel dort keine erhohte kardiovaskulare Mortalitat
nachgewiesen werden. Dafur zeigten die Mikropartikel einen Anstieg der

respiratorischen Mortalitat, den die Nanopartikel nicht zeigten [117-119].
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6.3 Hirnorganische Auswirkungen

Neben der Fahigkeit die Luft-Blut-Schranke der Alveolen zu passieren, kénnen
Nanopartikel ebenfalls die Blut-Hirn-Schranke Uberwinden und ihre Funktion
beeintrachtigen, oder durch Migration entlang des N. olfactorius bis in das Gehirn
vordringen. Dabei besteht die Annahme, dass lediglich die Nanopartikel in der Lage
sind, die Blut-Hirn-Schranke zu Uberwinden [98—100]. Vor allem kleine Nanopartikel
konnten hier bereits in tierischen Hirnproben identifiziert werden [114]. Im Gehirn
angelangt induzieren die Feinstaubpartikel immunologische Reaktionen, die mit
oxidativem Stress und Inflammation einhergehen, wodurch es zu Ablagerungen von
Proteinen kommt, was ein Merkmal der neurodegenerativen Erkrankungen ist
[90,102-105]. Dennoch betrachten die meisten Studien, die sich mit den
Auswirkungen von Feinstaub auf neurodegenerative Erkrankungen befassen, lediglich
die Fraktion PM,s, die aber naturlich auch die Partikel der GroRe PMg4 in sich
beinhaltet. Epidemiologische Studien haben bereits einen Zusammenhang zwischen
der Exposition von PM,s und dem Auftreten, sowie der Verschlechterung der
Parkinsonerkrankung gezeigt [107,108]. Im Zellmodell konnte PM, 5 als ein Ausloser
dieser Prozesse identifiziert werden, die zur Ablagerung von a-Synuclein fuhren [109].
Ein Hauptausloser fur Morbus Alzheimer ist die Ablagerung von Beta-Amyloid (AR) im
Gehirn. Daten einer Querschnittsstudie zeigten eine Korrelation zwischen der Héhe
der jahrlichen PM, s-Exposition und der Menge and abgelagertem AR [110].Ebenfalls
epidemiologisch bestatigt wurde fur einen Anstieg der PM;s-Konzentration das

haufigere Auftreten von Demenz und Alzheimer [111,112].

In unseren Untersuchungen wurde mittels Fluoreszenzmikroskopie (Kapitel 4.3)
Gewebe des Kortex der Versuchstiere auf durch ROS oxidiertes DHE hin untersucht.
Dabei wurde fur beide Gruppen der Nanopartikel eine signifikante Erhohung der
Fluoreszenz gemessen, die sich in der Gruppe der Mikropartikel nicht zeigte (Kapitel
5.1 Abb. 5.1C, 5.2B). Diese Beobachtungen stehen im Einklang mit der Annahme,
dass lediglich die Nanopartikel die Blut-Hirn-Schranke tberwinden kénnen und dort

zu oxidativem Stress und einer Immunantwort fiihren.
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6.4 Relevanz fiir die Exposition der Bevolkerung mit UFP

Bezuglich der epidemiologischen Auswirkungen von UFP gibt es bislang nur sehr
wenige Daten, die einen Rickschluss auf gesundheitliche Folgen zulassen. In einer
niederlandischen Kohortenstudie wurden tber 1 Jahr Konzentrationen von PMg 4 und
PM. 5 in der Luft gemessen und im raumlichen Zusammenhang bzgl. dem Auftreten
kardiovaskularer Erkrankungen verglichen. Hier ergab sich fir UFP eine Hazard Ratio
von 1.18 (95% CI: 1.03, 1.34), wahrend eine Erhdhung der Konzentration von PM; 5
keinen signifikanten Anstieg der kardiovaskularen Erkrankungen zeigte [120]. Um die
Relevanz der Exposition der Bevdlkerung gegenuber UFP zu betrachten, wurde die
ermittelte Hazard Ratio dieser Studie von Kuntic et al. mit einem Expositionsmodell
gegenuber Luftschadstoffen verknlpft. Die globalen UFP-Expositionsdaten wurden
herunterskaliert und mit der Hazard Ratio der niederlandischen Studie verknupft.
Hierbei wurde angenommen, dass die in den Niederlanden gewonnenen Ergebnisse
reprasentativ fur Europa sind. Die Analysen deuten darauf hin, dass das Auftreten von
kardiovaskularen Erkrankungen aufgrund von UFP-Exposition vor allem eine Folge
der Luftverschmutzung in stadtischen Zentren ist. Fur die 27 Lander der Europaischen
Union konnte den UFP bei einer Gesamtbevolkerung von 446 Millionen eine
zurechenbare Inzidenz von 419 (95% CI. 78-712) Tausend pro Jahr zuschreiben.
Dabei verzeichnet Deutschland mit 82 (95% CI: 15-142) Tausend Toten die hdchste
Anzahl der UFP zurechenbaren Todesfalle, wahrend Italien mit 67 (95% CI: 13-115)
und Frankreich mit 42 (95% CI: 7-71) Tausend Toten auf Platz 2 u 3 landen. Diese
Zahlen andern sich, sobald die Inzidenz mit der Einwohnerdichte korreliert wird. Pro
100.000 Einwohner gerechnet belegt hier Griechenland mit 171 (95% CI. 37-256)
jahrlichen Todesfallen durch UFP Platz 1, Ungarn mit 165 (95% CI1:34-253) Platz 2
und Bulgarien verzeichnet mit 159 (95% CI: 30-267) Todesfallen die dritth6chste
Anzahl. Die geringste Zahl der zurechenbaren Todesfalle verzeichnen Irland mit 33
(95% CI: 7-53) und Finnland mit 43 (95% CI: 8-74) pro 100.000 Einwohner. Nimmt
man in Ermangelung weiterer epidemiologischer Studien an, dass die hier genannte
niederlandische Studie und ihre Hazard Ratio weltweit reprasentativ sind, so ergibt
sich eine jahrliche globale Inzidenz fur kardiovaskulare Erkrankungen von 5,6 (95%
Cl: 1,1-9,3) Millionen, die auf die Exposition gegentber UFP zurtckzuflihren sind
(Abb.6.1). Bei einer Gesamtinzidenz von 47,1 (95% Ul: 40,9-53,9) Millionen jahrlichen
CVD, wird der Exposition gegenuber UFP hier ein Anteil von 11%-22% der

Gesamtinzidenz zugerechnet [121].
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Abbildung 6.1 — Inzidenz der jahrlichen kardiovaskularen Erkrankungen (CVD), die UFP zugeschrieben werden. Die Einheiten
sind die Anzahl der Falle pro Flache von 10kmx10km. Die Ergebnisse legen nahe, dass die Exposition gegentber UFP und die

Auswirkungen von CVD vor allem in stadtischen Gebieten auftreten.

6.5 Schlussfolgerungen und Ausblick

Die Ergebnisse der Studie verdeutlichen, dass Mikro- und Nanopartikel erhebliche
Auswirkungen auf oxidativen Stress und inflammatorische Prozesse in den
Versuchstieren haben, was auf potenziell gravierende Folgen fur die menschliche
Gesundheit hindeutet. Des Weiteren scheint eine Differenzierung zwischen Mikro- und
Nanopartikeln von groRer Wichtigkeit zu sein, wenn Uber die gesundheitlichen
Auswirkungen von Feinstaub gesprochen und geforscht wird. Wahrend Mikropartikel
in der Lunge akkumulieren und vor allem dort fur lokale Inflammation sorgen, die sich
jedoch von dort ausgehend auch systemisch manifestieren kann, besitzen
Nanopartikel die Fahigkeit, die Luft-Blut-Schranke zu Uberwinden und so in den
systemischen Kreislauf zu gelangen. Auf diesem Weg erreichen sie die Blutgefalie
und beeinflussen noch deutlicher, als die gréReren Mikropartikel, auch weitere Organe,
wie das Herz und das Gehirn. Somit wird bei der Betrachtung von Erkrankungen der

Lunge und Atemwege vermehrt ein Blick auf Mikropartikel, bei Herz-Kreislauf-
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Erkrankungen und weiteren Organmanifestationen eher der Blick auf Nanopartikel
gerichtet sein. Erste klinische und eher regionale epidemiologische Studien bestatigen
diese Zusammenhange bereits und verdeutlichen die Notwendigkeit einer
standardisierten und flachendeckenden Messung von Nanopartikeln in unserer
Umwelt. Somit kdnnten weitere und weitreichendere epidemiologische Erkenntnisse
gewonnen werden und die Wichtigkeit einer Uberarbeitung der Luftqualitatsstandards

bezlglich der Nanopartikel noch deutlicher hervorheben.

6.6 Einschrankungen der Studie

Die Nano-SPM in dieser Studie hatten einen mittleren Durchmesser von 200nm-
250nm. Somit kdénnen sie per Definition nicht als PMg 1 bezeichnet werden, obwohl die
in Abb. 3.1 dargestellte Mengenverteilung zeigt, dass viele Partikel der Grolde PMg 4
enthalten waren. Zudem wurde in einer Ubersichtsarbeit ein Bereich bis zu 200um
festgestellt, in dem Partikel die Alveolarregion erreichen und in den Blutkreislauf
transmigrieren konnen [137]. Die Wahl eines chemisch inerten Materials beruhte vor
allem auf dem Ziel dieser Arbeit, GrolReneffekte zu betrachten und diese nicht durch
zusatzliche chemische Effekte zu Uberlagern. Wahrend der Studie stellten wir mehrere
Einschrankungen in Bezug auf Studien zur Feinstaubbelastung im Allgemeinen und
das aktuelle Expositionsprotokoll im Besonderen fest. Eine der groten Hirden bei
der Bewertung der Auswirkungen von Feinstaub unterschiedlicher GroRe ist die
Konzentration und GroRenverteilung. Da die meisten Feinstaubpartikel nicht einheitlich
grol® sind, sondern einer bestimmten Verteilung (z. B. GauR) folgen, ist es ziemlich
schwierig, eine prazise Expositionskonzentration (Massenstrom in ug/m® oder
Partikelstrom in N/m3) zu erreichen. Die Schwierigkeit ergibt sich daraus, dass grofere
Partikel eine unverhaltnismalig grolere Masse als kleine Partikel tragen und die
Massenkonzentration die Ubliche Methode zur Definition der Feinstaubkonzentration
ist, wodurch sie stark von den gréReren Partikeln abhangt (Massenverteilung siehe
Abbildung 3.1). Bei der Anzahlverteilung ist es genau umgekehrt, da kleinere Partikel
bei gleicher Gesamtmasse haufiger vorkommen. Daher ist es schwierig, allein auf der
Grundlage des durchschnittlichen Durchmessers Rulckschliusse auf die
gesundheitlichen Auswirkungen von Feinstaub zu ziehen, insbesondere angesichts
der unterschiedlichen Eindringtiefe und Organverteilung. Wir fihrten das Fehlen einer

Anhaufung von fluoreszierendem Nanopartikel-Feinstaub in der Lunge exponierter
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Mause auf deren Transmigration in den Blutkreislauf zurlick. Da in der vorliegenden
Studie jedoch keine ausgeatmeten Partikel gemessen wurden, konnte das Fehlen
eines ausgepragten Fluoreszenzsignals in der Lunge auf die h6here Ausatmungsrate
von Nanopartikeln zurlickzufiihren sein. Die ausgepragteren Auswirkungen von SPM
in NanogrolRe im Vergleich zu Mikropartikeln auf Funktionsparameter, z. B.
Blutdruckanstieg, und Parameter fur oxidativen Stress und Entzindungsmarker in
entfernten Organen wie Aorta, Herz und Gehirn deuten jedoch auf eine effizientere
Transmigration von Nanopartikeln durch die Lunge hin. Wahrend eine Endotoxin-
Kontamination der synthetischen Partikel durch den Hersteller ausgeschlossen wurde,
konnte die unterschiedliche Ummantelung aus Polysterol und Siliziumdioxid einen
Einfluss auf die Messungen gehabt haben. Es ist ebenfalls nicht auszuschlieen, dass
eine relevante Anzahl an Nano-SPM Uber orale Aufnahme durch Fellpflege in den
Blutkreislauf gelangt ist, da wir fur die Exposition ein Ganzkdorper-Expositionssystem
verwendet haben (dies wiurde immer noch nicht die fehlende Fluoreszenz in der Lunge
bei Exposition mit Nano-SPM erklaren). Durch orale Aufnahme kdnnten die Partikel in
den Darm gelangt sein, dessen Epithel eine hohere Durchlassigkeit bietet, als das
Lungenepithel. SchlieBlich konnte fir manche Parameter die Anzahl der Versuchstiere

(n=3-4) zu einer verminderten Aussagekraft fuhren.
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7 Zusammenfassung

Die schadlichen Auswirkungen von Feinstaub auf die Gesundheit sind bereits lange
bekannt und seit den 80-er Jahren werden in der EU kontinuierlich Richtlinien fur eine
Verbesserung der Luftqualitat erarbeitet und Uberwacht. Dies geschah auf der Basis
von epidemiologischen Studien, die zunachst die Einflisse von PM;y untersuchten,
dann jedoch erkannt wurde, dass von kleineren Partikel PM,5 noch schadlichere
Wirkungen ausgehen kdénnten. Somit werden aktuell Messungen der
Feinstaubbelastung und grolRe epidemiologische Studien in Bezug zu PMys
durchgefuhrt. Durch einige praklinische Studien und wenige epidemiologische
Erkenntnisse erhartet sich jedoch der Verdacht, dass die schadlichsten systemischen
Auswirkungen durch die kleinsten Partikel, PMy 1 ausgeldst werden, die durch die Luft-
Blut-Schranke in den Kreislauf gelangen und so auch weitere Organe erreichen
konnen. In dieser Arbeit werden Mikropartikel der GroRen 2.16um und 4.13uym mit
Nanopartikeln der Gréfke 0.25um im Hinblick auf ihre raumliche Verteilung nach der
Inhalation im Mausmodell untersucht und molekulare Funktions- und
Inflammationsmarker betrachtet, die Aufschluss auf die schadlichen Auswirkungen
der unterschiedlich groRen Partikel liefern kdnnen. Die Ergebnisse zeigen, dass
Mikropartikel vorwiegen in der Lunge akkumulieren und dort zu einer lokalen
Aktivierung des Immunsystems mit Entziindungsreaktion flihren, die sich jedoch auch
systemisch ausbreiten kann. Nanopartikel dagegen verweilen kirzer in der Lunge und
zeigen dort eine weitaus geringere Immunaktivierung und Inflammation. Jedoch
Uberwinden sie die Luft-Blut-Schranke und gelangen Uber den Kreislauf zu weiteren
Organen, wie beispielsweise Herz und sogar in das Gehirn, wo sie zu Inflammation
und Funktionseinschrankungen fuhren konnen. Somit verdeutlicht diese Arbeit, dass
bei der Betrachtung von gesundheitlichen Folgen der Feinstaubbelastung eine weitere
Differenzierung zwischen PM, 5 und PMy 1 erfolgen sollte. Sie zeigt die Notwendigkeit
auf, eine standardisierte, flachendeckende Messung von PMy 4 zu etablieren und so
grolRere epidemiologische Studien zu ermoglichen, die weiteren Aufschluss Uber den

Einfluss von Nanopartikeln auf die Gesundheit liefern.
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