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Die vorliegende Arbeit beschreibt die Etablierung einer Primérzellkultur normaler humaner
Bronchialepithelzellen. Erst die Entwicklung einer Explantationskultur erfillte, im Gegensatz
zu digestiven Selektionsversuchen, die Anforderungen an qualitative und quantitative Eigen
schaften einer priméren, reproduktiven Kultur epithelialer Zellen bronchialen Ursprungs.
Diese Zellkultur fungiert als Modell der epithelialen Auskleidung des Bronchialbaumes, da
die metabolischen Potenzen des Bronchiaepithels der Lunge neben dem Hauptstoffwechsel-
organ Leber zunehmend in das Blickfeld des Interesses riicken, da die Lunge ein Organ
grof3er medizinischer, individual hygienischer und gesundheitspolitischer Bedeutung ist.

Im Rahmen der Charakterisierung der Zellkultur wurde die bronchoepitheliale Originaritéat der
ausgewachsenen Zellen befundet. Bei der elektronenmikroskopischen Visualisierung des Aus-
wuchses konnten filamentére Strukturen des Zytokeratins, eines Bausteins der epitheliaen
Zytoskelettarchitektur, sowie fur Epithelien typische Mikrovilli nachgewiesen werden. Da die
Primérkultur monophasisch und serumfrei betrieben wurde, war eine Zilienexpression nicht
zu erwarten und nicht vorhanden. Eine immunhistochemische Detektion des Zytokeratins
belegte ebenfalls den bronchoepithelialen Charakter unserer Kultur normaler humaner
Bronchialepithelzellen. So konnten die Formationen von Zytokeratin und Zytokeratin 8/18 im
Zytosol der kultivierten Zellen demonstriert werden. Eine Gegenprobe mit Vimentin, einem
Marker fur Zytoskelettstrukturen von Zellen mesenchymalen Ursprungs, zeigte lediglich
punktuelle Verunreinigungen, die eine Renheit der Kultur normaer humaner
Bronchialepithelzellen >95% belegt und die Interpretation von Daten fir die
Bronchialepithelzellen gewéhrleistet. Bel der Untersuchung der Proteinexpression im
Westernblot konnte fur die kultivierten Zellen fur Zytokeratin 18 eine interindividuelle
Streuung und fir Zytokeratin 19 ein konstitutives Auftreten beobachtet werden.

Im Rahmen der Detektion fremdstoffmetabolisierender Enzyme konnte fur das CYP2E1-
Protein eine Niederregulierung in der Kultur verzeichnet werden. Die Expression der mRNA
des CYP2E1 und weiterer CY P-1soformen verwies auf interindividuelle Unterschiede. Durch
Ethanolinduktion konnte eine CY P2E1-Stabilisierung erreicht werden. Dies wurde im Chlor-
zoxazonassay durch den CY P2E1-spezifischen Umsatz von CLX zu 6-OH-CLX demonstriert.
Der Nachwels einer direkten Dosis-Wirkungs-Beziehung in Abhangigkeit von der Einwirkzeit
eines Komplexen Stoffgemisches an Bronchialepithelzellen veranschaulichte im Cometassay

die Eignung unseres Modells zur Untersuchung gentoxischer Fragestellungen.

Stock, Thomas: Kultur normaler humaner Bronchia epithelzellen und ihre toxikologische An-
wendungsprufung.
Halle, Univ., Med. Fak., Diss., 80 Seiten, 2002
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1 Einleitung

Zu der augenscheinlich vordergriindigen respiratorischen Funktion des bronchopulmonalen
Systems geraten die metabolischen Potenzen der Lunge neben dem Hauptstoffwechselorgan
Leber zunehmend in das Blickfeld des Interesses. Es wird vermutet, da3 die Leber neben ga-
strointestinal auch bronchopulmonal aufgenommene Fremdstoffe und Gifte in pra- oder akut-
reaktive Metabolite konvertiert und diese hdmatogen die Lunge und deren Zellpopulationen
erreichen. Fir dieses Modell ist zu beachten, dal} diese Metaboliten verschiedene membra-
nose Schranken und zahlreiche Abwehrsysteme passieren miissen, ehe sie mit den Zielstruk-
turen in der Zelle interagieren konnen, was, den hochreaktiven Charakter dieser Metabolite
bedenkend, eher unwahrscheinlich ist. Diese Gifte werden lediglich in geringeren Konzen-
trationen bronchopulmonal inkorporiert. Wenn man im Gegensatz dazu davon ausgeht, dal3
diese reaktiven Metaboliten in den bronchopulmonalen Zellen selbst generiert werden, so
miifiten lediglich intrazelluldire Kompartimente iiberwunden werden, um mit Zielstrukturen
wie DNA oder Proteinen zu interagieren [111]. Zweifellos werden die meisten bronchopul-
monalen Gifte und Karzinogene inhalativ aufgenommen. So werden bronchopulmoepitheliale
Zellen weitaus hoheren Konzentrationen von Fremdstoffen ausgesetzt als Leberzellen. Es ist
zu erwarten, da3 das bronchopulmonale Epithel selbst einen bedeutenden Beitrag zum lokalen
Fremdstoffmetabolismus leistet. Dafiir spricht auch, daBl viele inhalativ aufgenommene
Fremdstoffe einen lipophilen Charakter haben, exemplarisch seien hier die PAH angefiihrt,
und somit lokal eine lange Verweildauer und hohe Konzentration erzielen. Diese Wirkstoffe
werden daher als Eintrittspfortenagenzien bezeichnet /22, 40]. Arbeiten an isoliert perfundier-
ten Organen von Leber und Lunge bei Ratten zeigen fiir die Lunge beim Organvergleich in
Bezug auf die Organmasse und die metabolisch aktiven Zellformen sogar eine hdheren Sub-
stratumsatz und damit ein hoheres karzinogenes Risiko als fiir die Leber [34,35,118,119].

Fremdstoffmetabolisierende Enzyme wie CYP2E1 katalysieren die metabolische Aktivierung
von inhalativ aufgenommenen Karzinogenen wie Nitrosaminen, Benzol und niedermoleku-
laren halogenierten Kohlenwasserstoffen, die durch Tabakrauch und zivilisationsbedingt in
die Atmosphire eingebracht werden //38/. Auch aus diesem Grunde ist das bronchopulmo-
nale System unverdndert von grof8er medizinischer, individualhygienischer und gesundheits-
politischer Bedeutung. Laut Gesundheitsberichterstattung des Bundes aus dem Jahre 2001 ist
das Bronchialkarzinom das héufigste Malignom des Mannes. Die Letalitét hat sich im letzten
Jahrzehnt auf hohem Niveau gehalten. Im Laufe der letzten Jahrzehnte hat auch die Inzidenz
bei Frauen dramatisch zugenommen. Im wesentlichen ist der Anstieg der Inzidenz bei Frauen

verantwortlich fiir die Progression der Letalitdt des Bronchialkarzinoms in Deutschland. Als



der wichtigste Risikofaktor gilt hierfiir das Rauchen. Klinische Studien bestétigen das wie-
derholt. Es wird vermutet, da3 90 % der Bronchialkarzinomerkrankungen des Mannes und 60
% der Erkrankungsfille der Frau auf das Rauchen zuriickzufiihren sind. Dabei ist das Risiko,

ein Bronchialkarzinom zu entwickeln, unabhingig von der Art des Tabakkonsums /726].
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Abb.1: Dieses Diagramm zeigt die geschlechtsspezifische Letalitdt an Karzinomerkrankungen des At-
mungssystems in Deutschland von 1990 bis 1999 [126].

Verschiedene Studien zeigen fiir Raucherinnen ein hdheres Bronchialkarzinomrisiko als fiir
Raucher. Raucherinnen haben in ihrem nichttumordsen Lungengewebe einen signifikant ho-
heren Anteil an aromatischen DNA-Addukten als Raucher. Gleichzeitig zeigen Raucherinnen
in ihrem nichttumordsen Lungengewebe einen signifikant hoheren Anteil an CYPIAImRNA
als Raucher. Moglicherweise konnen Geschlechtsunterschiede in der Anzahl der DNA-Ad-
dukte durch die unterschiedliche CYP1AImRNA-Expression erklart werden /86].

Untersuchungen konnten eindrucksvoll zeigen, dal} interspezifische Unterschiede im Fremd-
stoffmetabolismus existieren. Hervorzuheben ist hier vor allem die differente Expression der
Enzyme der CYP2D-Familie. Wihrend nur ein aktives humanes CYP2D6 bekannt ist, besit-
zen Ratten fiinf bis sechs CYP2D. Diesem abweichenden Verteilungsmuster in der Enzym-
aktivitit wird bei der Testung von Medikamenten Rechnung getragen. Bei entsprechender
Fragestellung werden daher statt Ratten z.B. Beagle verwendet, da deren Enzymausstattung

fiir CYP2D der menschlichen Situation eher gerecht wird, als die der Ratten /91].

1.1 Anatomisch-physiologische Aspekte des Bronchialbaumes

Das Atmungssystem umfalit die Nase, einschlieBlich Nasennebenhdhlen, Pharynx, Larynx,

die Trachea, die der Lappen- und Segmentstruktur der Lunge folgenden gleichnamigen Bron-



chien, die sich weiter in Bronchien und Bronchioli verzweigen und die endlich die Alveolen
beschicken, wo der Gasaustausch stattfindet. In den prdalveoldren Strukturen erfolgt das An-
feuchten, Reinigen, Erwdrmen und Verteilen der Atemluft. Im Rahmen dieser Arbeit waren
die Abschnitte des Luftweges, die am Stammbronchus beginnend sich iiber die Lappenbron-
chien erstrecken, in den Segmentbronchien fortsetzen und im Bronchusbereich enden, von
Interesse.
Die Stamm- und Lappenbronchien haben noch einen &hnlichen Aufbau wie die Trachea. Sie
besitzen gemischte Driisen, sogenannte Glandulae bronchiales. In der Lamina propria formiert
sich die glatte Muskulatur zu einer geschlossenen Schicht. Die hufeisenféormigen Hyalinknor-
pelspangen werden in den kleineren Bronchien allmihlich durch einzelne, kleinere und diin-
nere Plittchen aus elastischem Knorpel abgeldst. Dabei bleibt die zirkuldre Muskelschicht in
unverminderter Stirke bestehen. Das mehrreihige respiratorische Epithel, das seinen Namen
von den sich auf mehrere Reihen projizierenden Nuklei der Einzelzellen, die alle Kontakt zur
Basallamina haben, geht jedoch allmihlich in einschichtiges Flimmerepithel mit zahlreichen
Becherzellen tiber [41].
Acht verschiedene Zellarten des Bronchialepithels werden histologisch unterschieden. Diese
differieren nicht nur in der Ultrastruktur sondern auch in ihrer Funktion und in ihrer Sensibili-
tdt gegentiber inhalativ aufgenommenen Fremdstoffen. Folgende Zellarten werden beschrie-
ben: zilientragende Flimmerepithelzellen, Basalzellen, Mukogranulomzellen, neuroendokrine
Zellen, Biirstenzellen und sekretorische Zellarten wie die mukdse Becherzellen, Clarazellen
und serdse Zellen. Auflerdem ist eine Vielzahl von Mischtypen bekannt.
Zilientragende Flimmerepithelzellen: sind an der Basalmembran angeheftet und erstrek-
ken sich in das Bronchiallumen. Der apikale Zellpol ist reichlich mit Mitochondrien ver-
sorgt, und die apikale Oberflaiche wird von einem Zilienrasen, in den einige lange Mikro-
villi eingesprengt sind, bedeckt. Der Grofteil des Zytoplasma ist im Vergleich zu anderen
Zellen elektronenklarer. Es werden 10° Zilien cm™ im Bronchialepithel gezihlt. Eine Zilie
ist 5 bis 10 um lang und mift im Durchmesser 0,2 pm. Die Zilienbewegung besteht aus
einem raschen Schlag, wobei an der Zilienspitze Geschwindigkeiten bis zu 2,5 mms™ er-
reicht werden. Wéhrend des Vorwiértsschlages ist die Zilie aufgerichtet, so da} sie ein
groBeres Umgebungsvolumen durchliuft als bei dem langsamen, riickfiihrenden Abroll-
vorgang. Es treten Schlagfrequenzen um die 30 Hz auf. Es kommt so ein Fliissigkeits-
strom in Schlagrichtung zustande, der Fremdkoérper nach proximal transportiert.
Basalzellen: kleine, abgeflachte Zellen, mit einem schmalen Zytoplasmasaum, die fest mit

der Basalmembran verwachsen sind und nicht das Bronchiallumen erreichen. Das Zyto-



plasma ist reichlich mit Intermedidrfilamenten gefiillt. Eine groe Zahl an Desmosomen
verbindet diese Zellen mit den benachbarten Epithelzellen. Die teilungsfahigen Basalzel-
len werden funktionell auch als Stratum generativum angesehen. Sie liefern Intermediér-
zellen nach, die sich weiter zu Flimmerepithelzellen differenzieren konnen und somit fiir
den Ersatz abgesto3ener Flimmerepithelzellen sorgen.
Die sekretorische Zellarten sind zu verschiedenen Anteilen iiber den Tracheobronchialbaum
verteilt. Diese Zellen kommen als sezernierende Zellen in Betracht, da ihr Zytoplasma {iber
eine Vielzahl sphéarischer, membranverpackter Einschliisse, die als sekretorische Granulome
identifiziert wurden, verfiigt.
Mukose Becherzellen: sind angefiillt mit vielen Granulomen unterschiedlicher Elektro-
nendichte. Der Nukleus ist im basalen Teil der Zelle zusammengeprefit und die Zellorga-
nellen sind zwischen den Granulomen im Zytoplasma verstreut.
Clarazellen: der Nukleus, umgeben von rauhem endoplasmatischen Retikulum, ist im
basalen Teil der Zelle gelegen. Das glatte endoplasmatische Retikulum fiillt mehrheitlich
den apikalen Teil der Zelle aus. Mitochondrien und kleine elektronendichte Granulome
sind zwischen das glatte endoplasmatische Retikulum im Bereich der Zellspitze einge-
streut. Die Clarazellen sind die, moglicherweise sogar die hauptsichlichen, Zielzellen fiir
die metabolische Aktivierung von Xenobiotika durch das CYP-Monooxygenasesystem in
der Lunge.
Serdse Zellen: der Nukleus ist im basalen Teil der Zelle gelegen. Die Zelle ist hauptséch-
lich von rauhem endoplasmatische Retikulum, einem prominenten Golgiapparat und elek-

tronendichten Granulomen ausgefiillt /39,105].

1.2 Das Cytochrom-P450-System

Garfinkel und unabhédngig davon Klingenberg waren 1958 die Entdecker eines CO-bindenden
Pigmentes aus Lebermikrosomen der Ratte, welches bei A = 450nm ein Absorptionsmaximum
aufweist /37,58/. Omura und Sato zeigten 1964, dal} es sich bei diesem Pigment um ein
Hamoprotein der Cytochrom-b-Typenreihe handelt, nachdem diese bereits 1962 nach dem
Absorptionsmaximum bei A = 450nm den Begriff Cytochrom P450 einfiihrten [97].

Funktionell handelt es sich um eine Monooxygenase, weil ein Atom eines Sauerstoffmolekiils
in das Substrat RH eingefiigt wird, wogegen das zweite Atom zu Wasser reduziert wird. Da-

her auch die Bezeichnung als mischfunktionelle Oxygenasen:

RH + O, + NAD(P)H + H" — ROH + H,0 + NAD(P)".



Korperfremde inkorporierte Substanzen werden auch Xenobiotika genannt. CYP spielen eine
bedeutende Rolle im Metabolismus dieser Xenobiotika. Dieser Metabolismus verlduft in zwei

Phasen:

1. Funktionalisierungsphase: aliphatische und aromatische Hydroxilierung, Epoxidierung, N-
und S-Oxidation, N- und O-Desalkylierung, Desaminierung, Entschwefelung und oxida-
tive Dehalogenierung sind Grundtypen der CYP-katalysierten Reaktionen,

2. Konjugation verschiedener funktioneller Gruppen durch entsprechende Enzyme (Trans-

ferasen).

Alle CYP enthalten am N-Terminus eine nicht abspaltbare, hydrophobe Sequenz, mit der sie
in der Membran verankert sind. Sonst ist das Enzym auf der zytoplasmatischen Seite des
endoplasmatischen Retikulums exponiert. Der Bereich, an dem die Himgruppe iiber Cystein
gebunden ist, ist hochkonserviert. Die Enzyme stehen in der Membran in Kontakt mit der
NADPH-Cytochrom-P-450-Reduktase, die ebenfalls zur Zytoplasmaseite exponiert ist. Sie
setzen ganz allgemein hydrophobe Substrate um, wobei die Reaktionsprodukte hdufig Sub-
strate fiir die ebenfalls in den Membranen vorkommenden UDP-Glucuronyltransferasen sind.
Einige CYP befinden sich an den Mitochondrienmembranen /62].

CYP sind entsprechend ihrer Sequenzhomologie in Familien und Subfamilien aufgeteilt. Be-
steht eine Ubereinstimmung iiber 40% in der Aminosiuresequenz, erfolgt die Einteilung in
eine Familie. Uber 55% Homologie in der Aminosiuresequenz fiihrt zur Einordnung in eine
Subfamilie. Uber 1200 Sequenzen der CYP sind bekannt.

Beim Menschen sind gegenwirtig 17 Familien des Cytochrome P450 Gens und 42 Subfami-
lien bezeichnet. Davon sind 55 sequenzierte CYP-Gene und 29 Pseudogene, Gene die ein in-
suffizientes Protein kodieren, beschrieben.

Die Nomenklatur der humanen CYP ist folgendermaBen festgelegt: CYP kodiert fiir Cyto-
chrom P450, die erste Zahl bezeichnet die Familie, der folgende GrofSbuchstabe die Subfami-
lie des Enzyms und die letzte Zahl kennzeichnet das Einzelenzym. Wird das Gen beschrieben,

kennzeichnet ein eventuell anhéngiges ,,P* als Pseudogen /91].

1.2.1 Die Cytochrom-P450-Expression der Lunge

Im Vergleich zu dem Hauptstoffwechselorgan Leber bietet die Lunge nur einen Bruchteil der
Enzymausstattung. McManus et al. zeigten, dall nur geringe Mengen CYP und entsprechende

Aktivititen in humanen Lungenproben nachweisbar waren /81/. Prough et al. demonstrierte



sehr geringe Mengen im Umfang von ungefihr 10 pmol CYP je mg Protein in humanen Lun-
genmikrosomen /708]. Spatere Messungen korrigierten den CYP-Gehalt in humanen Lungen-
mikrosomen um eine Zehnerpotenz nach unten. Wheeler und Guenthner konnten nur 1 pmol
je mg Protein feststellen /740].

Mutationen der CYP-Gene oder Defekte der Enzyme sind urséchlich fiir verschiedene Er-
krankungen des Menschen, wie z.B. die Entstehung eines priméren kongenitalen Glaukoms
bei einem CYP1BI1-Defekt. Die Induktion der Enzyme kann einen Risikofaktor fiir die Kar-

zinogenese sein, da Prokarzinogene zu Karzinogenen aktiviert werden konnen /91].

1.2.2 Die Cytochrome P450 2E1, 2B7, 2F1 und 4B1 in der Lunge

CYP-Isoform CYP2E1 CYP2B7 CYP2F1 CYP4B1
Locus ID 1571 1556 1572 1580
Position 10q24.3-qter 19q13.2 19q13.1-q13.2 1p34-p12

Tab.1: Zusammenstellung der in dieser Arbeit untersuchten CYP mit ihrer jeweiligen Genlokusidenti-
fikationsnummer (-ID) und der entsprechenden Position auf dem Chromosom /91].

Die CYP2-Familie ist die grofite CYP-Familie des Menschen. Etwa ein Drittel der CYP ge-
horen zur CYP2-Familie. Viele dieser Proteine hydroxylieren Steroide, wobei diese CYP2-
Proteine geschlechtsspezifisch exprimiert werden.

Einige Enzyme der CYP2-Familie metabolisieren Xenobiotika. Sie haben phylogenetisch die
Funktion, den Umsatz von Giftstoffen, die der Organismus mit der Nahrung aufnimmt, zu be-
schleunigen /73].

AuBer der Substratoxygenierung wird fiir CYP2EI unter Sauerstoffmangel beschrieben, redu-
zierende Dehalogenierungen durchzufiihren, die zu zytotoxischen Reaktionsprodukten fiihren
konnen /23,42]. CYP2EI bevorzugt niedermolekulare Substrate unabhingig von ihrer Struk-
tur oder Polaritdt /72]. CYP2E] ist ein konstitutives und induzierbares Enzym /95,121]. Eine
ungewohnliche Charakteristik des CYP2E]1 ist dessen hervorgehobene high-spin Konfigura-
tion, welche die Bildung von ROS nach der Induktion des Enzymes ermdglicht /7/01]. Des-
halb ist CYP2EL1 in der Lage, in Abwesenheit eines Substrates O, zu aktivieren und in den
katalytischen Kreislauf einzuschleusen, wobei ein oder zwei Elektronen transferiert werden
konnen. Abhédngig von den konkreten Bedingungen entstehen verschiedene ROS, die zytoto-
xisch und mutagen agieren kénnen. So kann die Induktion des CYP2E1 einmal zur Zytotoxi-
zitdit oder Karzinogenitdt beim Versagen der verschiedenen Abwehrmechanismen fiihren
[60].

CYP2E1-katalysierte Metabolite konnen zytotoxisch wirken oder DNA-Schiden verursachen.

Als endogene Substrate dienen Fettsduren und Ketonkdrper. CYP2EI ist bereits einige Stun-



den nach der Geburt transkriptionell aktiviert. Xenobiotika wirken doppelt, in dem sie die
translatorische Effizienz erhéhen und die Degradation des Proteins inhibieren. CYP2E1-
mRNA- und Enzymgehalt werden als Antwort auf pathophysiologische Bedingungen veréin-
dert, die durch Hormone, wie Insulin, Glukagon, Wachstumshormone und Leptin und durch
Wachstumsfaktoren, wie den epidermalen und hepatozytidren Wachstumsfaktor gesteuert wer-
den. Daher liegt die Vermutung nahe, dal CYP2EI unter fester homdoostatischer Kontrolle
liegt [94].

CYP2EI1 ist vermehrt induziert bei Ketondmie, bei Diabetikern, beim Fasten, bei fettreicher
Erndhrung, bei Adipositas oder nach Hypophysektomie /73].

Fir CYP2E1 sind sehr viele Substrate bekannt, die es metabolisieren kann. In Tab.2 sind

einige Repréisentanten aufgefiihrt.

Stoff Substrat Induktor Karzinogen

Ethanol +

Methanol +

n-Propanol

Ethanal

Azeton

Diehylether

Benzol

]+ +]+

Styrol

Tetrachlormethan

Trichlormethan

Dichlormethan

++[+H ]+

Vinylchlorid

Isoniazid

+

Paracetamol

[+ [+ H ]+ +]+

Chlorzoxazon

Dimethylsulfoxid +

Dimethylnitrosamin |+ +

Diethylnitrosamin + +

Tab.2: Zusammenfassung der wesentlichen Substrate und Induktoren des CYP2E1. CYP2EI-vermit-
telte karzinogene Wirkungstoffe sind ebenfalls aufgefiihrt /73].

Ein kompetitiver spezifischer Inhibitor des CYP2E]1 ist Disulfiram und unspezifische Inhibi-
toren sind Diallylsulfid und Diallylsulfonepoxid /33,73].

Es wird fiir CYP2E1 eine Verbindung zur Entstehung von mit dem Rauchen assoziierten
nasopharyngealen Karzinomen in Betracht gezogen /73].

Das CYP2E1-Gen umfaf3it 11413 Basenpaare. Es beinhaltet 9 Exons. Es werden z.Zt. minde-
stens 13 Allele des CYP2E1 beschrieben. Das CYP2E1-Protein ist 46 kD schwer /135].

28 Patienten wurden auf ihre CYP2E1-Expression durch eine immunhistochemische Féarbung

im Tumor- und gesunden Bronchialgewebe untersucht. Seromukose Driisen zeigten in 19 und




das bronchiale Gewebe in 18 Féllen eine CYP2E1-Expression. In Bronchialkarzinomen von
13 Patienten lieBen sich CYP2E1-Expressionen nachweisen. 11 von diesen Patienten zeigten
auch im Normalgewebe CYP2EI1. Es bestand kein statistisch signifikanter Unterschied in der
CYP2E1-Expression im Vergleich zwischen den pathohistologischen Diagnosen Adeno- und
Plattenepithelkarzinom. Es bestand kein statistisch signifikanter Unterschied in der CYP2E1-
Expression im Vergleich zwischen Tumor- und gesunden Bronchialgewebe /57].

Material von Bronchiallavagen und -biopsien von Nichtrauchern wurde auf das Vorhanden-
sein von CYPmRNA untersucht. Bei der RT/PCR dieses frisch gewonnenen Zellmaterials
waren CYP1A1, CYPIBI1, CYP2B7, CYP2E1, CYP2F1 und CYP4B1 nachweisbar /142].
Den Metabolismus von Benzol auf die in dieser Arbeit untersuchten CYP haben Powley und
Carlson in Mikrosomenpréiparationen von Leber und Lunge bei Mensch, Ratte und Maus
untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dal CYP2B und moéglicherweise auch CYP2F nur
eine marginale Rolle spielen, wogegen CYP2E1 den Hauptumfang des Benzols biotrans-
formiert /107].

CYP2B6- und CYP2B7mRNA wurde in der humanen Lunge bereits nachgewiesen [43].

Bei der Detektion von CYP2B7mRNA in der Bronchiallavage und in Zellinien konnte keine
Korrelation zu Rauchgewohnheiten der Probanden festgestellt werden [743].

CYP2F1 ist das einzige Enzym, daf3 aus der CYP2F-Subfamilie beim Menschen exprimiert
wird. CYP2F1 aktiviert den Lungenschadstoff 3-Methylindol. Andere katalytische Funk-
tionen des Enzymes sind noch weitgehend unverstanden //34].

Die CYP4-Familie metabolisiert korpereigene Substrate. Die CYP4 sind in den Arachidon-,
Leukotrien- und Fettsdurestoffwechsel integriert. Ein im Tiermodell beschriebener Einflufl
eines Peroxisomenproliferationsrezeptors auf die Regulation der CYP4-Familie konnte bis-
lang fiir den Menschen nicht nachgewiesen werden. Das CYP4B1 wurde in der humanen
Lunge und in der Plazenta des Menschen detektiert /27]. Das CYP4B1-Gen umfalit = 2x10*
Basenpaare [46].

1.3  Das Cometassay

Der Mensch ist meist berufs- und umweltbedingt gegeniiber Stoffgemischen und nicht
gegeniiber Einzelsubstanzen exponiert. In vielen alltdglichen Bereichen, wie dem Arbeitsum-
feld, dem Haushalt oder auch in der Freizeit, ist der Mensch derartigen Expositionen ausge-
setzt.

Deponieausgasungen, Dieselabgase und wie bereits angefiihrt der Zigarettenrauch sind

Beispiele fiir Stoffgemische, deren exakte Zusammensetzung teilweise noch ungeklart ist.



Aus der Arbeit des Verbundprojektes ,,Gesundheitliche Risiken durch Plasmaétzprozesse in
der Halbleiterindustrie” wurde ein KSG iibernommen, das als Abprodukt bei Plasmaétzpro-
zessen in der Halbleiterindustrie entstand /9/. Das Projekt umfalite zwei Teilgebiete, in denen
die Abprodukte chemoanalytisch sowie gen- und toxikologisch untersucht wurden. Das aus-
gewidhlte Gemisch, welches sich aus einer Vielzahl von halogenierten Kohlenwasserstoffen
zusammensetzt, soll beispielhaft fiir &hnliche komplexe Stoffgemische stehen /10].
Abprodukte gelangen kaum in die Umwelt, da moderne Plasmaédtzanlagen geschlossene
Systeme sind. Allerdings bediirfen auch diese Systeme regelmiBiger Wartungsarbeiten und
sind von Havariesituationen nicht ausgeschlossen. Hier liegen die potentiellen gesundheit-
lichen Gefahren fiir den Menschen, da die angegebenen Expositionsrisiken vor allem eine
inhalative Inkorporation dieses KSG nach sich ziehen /8,117].

Bei den analytisch erfaliten organischen Verbindungen dieses KSG handelt es sich um hoch-
oder perchlorierte, teilweise stickstoffhaltige Kohlenwasserstoffe. Es waren aliphatische
offenkettige und zyklische, gesittigte und ungesdttigte, aromatische und heterozyklische Ver-
bindungen, haufig mit stickstofthaltigen funktionellen Gruppen, nachweisbar. Als organische
Leitsubstanzen wurden Pentachlorpropionitril und Hexachlorbenzol beschrieben. Weiterhin
wurden in hoheren Konzentrationen Chloroform, Trichloracrylnitril, Dichlormethoxytriazin,
Hexachlormethylpyrazin, Octachlorcyclopentan sowie 60 weitere chlorierte Verbindungen
dargestellt /9].

Nur wenige Verbindungen des KSG sind toxikologisch gut charakterisiert, zur Mehrzahl der
Verbindungen liegen keine Angaben vor. Die bisher untersuchten halogenierten Kohlenwas-
serstoffe wurden als Einzelkomponenten untersucht. Daten zu komplexen Stoffgemischen
stehen bislang kaum zur Verfiigung /9,10].

Fiir halogenierte Kohlenwasserstoffe sind u. a. Leberschidigungen, Nervenschiddigungen so-
wie kanzerogene und mutagenen Wirkungen als akute und chronische Verldufe bekannt. In
verschiedenen Verdffentlichungen wurde dokumentiert, da3 die Vielstoffgemische aus Plas-
maétzprozessen iiber ein schwaches bis mittleres allgemeintoxisches und iiber ein erhebliches
gentoxisches und embryotoxisches Potential verfiigten /7,9,11,117].

Im Tierexperiment wurden toxikologische Untersuchungen der Targetorgane Leber, Herz,
Lunge, Niere und Magen durchgefiihrt. In gentoxikologischen Experimenten wurden an Eu-
karyoten Schwester-Chromatid-Austausche, Chromosomenaberrationen und die Mikrokern-
raten in polychromatischen Erythrozyten der Ratte untersucht und der Fliigelmosaiktest an
Drosophila durchgefiihrt. Die Genmutationsraten bei Prokaryoten wurden im AMES-Test
erfallt /7,9,10]. Aus den vorliegenden chemoanalytischen Daten sind diese Wirkungen der



Gemische nicht ohne weiteres erkldrbar. Die Wirkschwellen fiir toxische Effekte der Ver-
bindungen mit bekannter Wirkung liegen z. T. erheblich oberhalb der analytisch nachge-
wiesenen Werte.

Bei der Exposition gegeniiber Stoffgemischen treten hidufig Kombinationswirkungen auf. Die
Vielzahl der im Gemisch nachgewiesenen Komponenten und die chemoanalytische Zusam-
mensetzung lassen Interaktionen beim vorliegenden Gemisch mit groBer Sicherheit erwarten.
Dabei sind folgenden Moglichkeiten denkbar: die einzelnen Verbindungen beeinflussen sich
in keiner Weise, d. h., sie wirken unabhéngig voneinander, sie wirken antagonistisch oder sie
wirken synergistisch /87].

1984 wurde von Ostling und Johanson zum ersten Mal die Methode der Einzelzellgelelektro-
phorese publiziert /98]. Wegen seiner Sensitivitit, seiner Einfachheit in der Durchfiihrung,
der Unabhédngigkeit von Zellzyklen und der Eignung von allen kultivierbaren Zellsystemen
findet der Test hidufig Anwendung /96,106,114]. Vorteilhaft ist die Mdglichkeit, Effekte an
Einzelzellen beobachten zu kénnen und dadurch relativ wenig Zellmaterial zu bendtigen.

Das in dieser Arbeit verwendete alkalische Cometassay dient zum Nachweis von Chromo-
someneinzelstrangbriichen, zu einem geringen Prozentsatz auch von Chromosomendoppel-
strangbriichen und stellt einen Indikatortest fiir die Gentoxizitét dar.

In eukaryotischen Zellen liegt die DNA supercoiled im Zellkern vor. Das Supercoiling wird
durch Einzelstrangbriiche in der DNA aufgelost, die eine Entspannung der DNA induzieren.
Da es im alkalischen Milieu zur Aufspaltung der komplementiren Basenpaarung kommt,
konnen sich die DNA-Fragmente im elektrischen Feld bewegen und die Einzelstrangbriiche
werden detektierbar.

Nach Zellyse, Relaxationszeit und Elektrophorese wird die DNA durch Anfarbung mittels
eines spezifischen Fluoreszenzfarbstoffes, z. B. Ethidiumbromid, im Fluoreszenzmikroskop in
Form eines Kometen sichtbar /87].

1997 beschrieb Yendle Faktoren, die EinfluB auf die Lénge der Kometenschweife nehmen
konnen und die die Ergebnisse bei falsch gewéhlten Methodenansétzen beeinflussen bzw.

verfalschen konnen. Hinweise wurden vor allem zur Relaxationszeit der DNA gegeben [148].

1.4  Zielstellung

Es bestand die Aufgabe, eine Kultur von NHBEC zu etablieren. In Bezug auf die Fremdstoft-
metabolisierung stellt die Lunge ein potentielles Filterorgan fiir inhalativ aufgenommene und
systemisch anfallende Fremdstoffe dar. Um Aussagen fiir den humanen Organismus zu erhal-

ten, wurden tierexperimentelle Daten sowie an humanen immortalisierte Zellinien oder an hu-
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manen Nativgeweben gewonnene Ergebnisse interpretiert. Daten fiir humane Primérkulturen
sind in der Literatur selten. Fiir diese Arbeit muflte daher ein geeignetes Modellsystem eta-
bliert werden. Neben der Erstellung einer Kultur von NHBEC muflte der bronchoepitheliale
Charakter dieser Kultur demonstriert werden.

Ein weiteres Ziel war die Untersuchung von fremdstoffmetabolisierenden Enzymen am Bei-
spiel der mRNA- und Proteinexpression des CYP2El und der mRNA-Expression der
CYP2B7, 2F1 und 4B1. Hier interessierte die Nativexpression und vor allem die Expression
fremdstoffmetabolisierender Enzyme im Kulturverlauf normaler humaner Bronchialepithel-
zellen. Die Aktivitit des CYP2E1 sollte im Rahmen eines Funktionsassays nachgewiesen
werden, bei dem der CYP2E1-spezifische Umsatz von CLX in 6-OH-CLX ausgenutzt wird.
AulBlerdem war eine Aussage dariiber zu treffen, wie sich NHBEC in spezifischen Versuchs-
anordnungen am Beispiel des Cometassays bewéhren, die umwelttoxikologische Fragestel-

lungen betreffen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Reagenzien und Chemikalien

1. Reagenzien fiir die Organpraparation und Zellkultur

L 15 (Seromed), MCDB 153 (Seromed), DMEM (Gibco), RPMI 1640 (Gibco), epith-o-ser®
(CC-Pro), BSA (Sigma), FKS (CC-Pro), Humanserum (Sigma), Penicillin/Streptomycin (Ser-
va), Gentamycin (Seromed), Amphotericin B (Sigma), L-Glutamin (Sigma), Insulin (Sigma),
Rinderhypophysenextrakt (Sigma), Hydrokortison (Sigma), T3 (Sigma), EGF (Sigma), Reti-
nolsdure (Sigma), Transferrin (Sigma), Epinephrin (Sigma), Phosphoethanolamin-Losung
(Seromed), Ethanolamin-Losung (Seromed), Isopropanol (Merck), PBS Dulbecco (Seromed),
Trypsin 0,25% (Sigma), Trypsininhibitor II S (Sigma), Elastase (Sigma), DNAse (Sigma),
Percoll (Pharmacia), Collagen R (Sigma), Fibronektin (Sigma)

2. Reagenzien fiir die Westernblot- und RT/PCR-Analytik

Polyacrylamid (Bio-Rad), SDS (Boéhringer Mannheim), TEMED (Sigma), APS (Sigma),
PVDF-Membran (Millipore), Whatmanpapier 3MM (Whatman), Coomassi-Farbung (Serva),
Tween 20 (Sigma), Glycin (Roth), Rainbow-Marker (Amersham), Trizol® (Gibco), NEEO
(Roth)

3. Reagenzien fiir den CLX-Assay

K,HPO,4 x 3 H,O (Merck), KH,PO4 (Merck), MgCl, x 6 H,O (Merck), Pac (Aldrich), Glu-
cose-6-phosphat (Bohringer Mannheim), Glucose-6-phosphatdehydrogenase (Bohringer
Mannheim), CLX (Aldrich), 6-OH-CLX (Ultrafine), NADP" (Sigma), BSA (Sigma)

4. Reagenzien fiir die Gentoxizitdtsuntersuchungen

NMP- (Serva), LMP-Agarose (SeaPlaque® FMC BioProducts), CaCl, (anhydr.) (Sigma),
Na,HPO,4 (Jenapharm), KH,PO4 (Merck), KCl (Merck), MgCl, (Merck), MgCl, x 6 H,O
(Aldrich Chemical Co.Ltd.), MgSO, x 7 H,O (Sigma), NaCl (Roth), NADP (Serva), Na-
EDTA (Aldrich Chemical Co.Ltd.), NaOH (Chemapol), Na,PO,4 x 2 H,O (Merck), Na,PO4 x
7 H,O (Merck), Na-Sarconisat (Merck-Schuchardt), Tris (Paesel+Lorei GmbH), Triton X-100
(Sigma), Trypanblau (Seromed), Ethidiumbromid (Sigma), DMSO (Serva), Erdnuf361 (Uni-
versitdtsapotheke), Ethanol (Merck), Methanol (Merck), Glucose (Serva), Glucose-6-Phos-
phat (Serva), L-Glutamin (Sigma)
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2.1.2 Antikorper, Antigene und Primer

1.

Antikorper

Antihuman Zytokeratin, Quelle: Maus, Klon: MNF116, Hersteller: DAKO

Antihuman Zytokeratin 8/18, Quelle: Maus, Klon: 5D3, Hersteller: Novocastra
Antivimentin, Quelle: Maus, Klon: V9, Hersteller: DAKO

Biotinylated Anti-Mouse Sekundérantikorper H+L, Quelle: Pferd, Hersteller: Vector
Antihuman CYP 2E1-Antikorper, Polyklonaler Antikorper, keine Kreuzreaktivitit zu
anderen CYP-Isoformen, Immunogen: Ratten-CYP 2EI, Quelle: Ziege, Hersteller:
Daiichi Pure Chemicals Co., Lieferant: Gentest Co.

CK18 Monoklonaler Antikdrper IgG;, Quelle: Maus, Lieferant: Santa Cruz Biotechnology
Inc.

CK19 Monoklonaler Antikorper IgGi, Quelle: Maus, Lieferant: Santa Cruz Biotechnology
Inc.

Anti-Ziege-Sekundérantikorper, HRP-konjugiert, zur Verfligung gestellt durch Dr. Dieter
Runge

Anti-Maus-Sekundarantikdrper, HRP-konjugiert, zur Verfiigung gestellt durch Dr. Dieter
Runge

Antigene der Positivkontrollen

Humanhepatozyten HH 660, 1.d ( = erster Kulturtag), 8.d ( = achter Kulturtag), CK- und
CYP2El-positiv, Alter: 2 a, Geschlecht: mannlich, Todesursache: Tod durch Ertrinken,
zur Verfiigung gestellt durch Dr. Dieter Runge

Human CYP2E1-Mikrosomen, Lieferant: Gentest Co.

. Primer

CYP2B7 oberer 5’GGA ACT TCG GAA ATC CAA GG 3’
unterer 5'CCA TGT GGA GCA GGT AGG TG 3’
CYP2E1 oberer 5'CCT TCC TCC TGC TGG TGT CC 3’
unterer 5’GCC GGA TGT CCT TCC AGG TA 3’
CYP2F1 oberer 5'GGG GAA GAG AAG CAT TGA GG 3’
unterer 5'GCC TGG TGG TCG TGG ACG CT 37
CYP4B1 oberer 5S'TTC TCC TCC TTG GGC CTG TGG 3’
unterer 5’AGC AGG CCT CTC CCA ATC CAC 3’
B-Actin  oberer 5"ACG GCT CCG GCA TGT GCA AG 3’
unterer 5" TGA CGA TGC CGT GCT GCA TG 3’
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2.1.3 Gerite und Verbrauchsmaterialien

Priparierbesteck (Aesculap), 4-0 Prolene (Ethicon), ReaktionsgefaBle (Eppendorf), Zentrifu-
genrohrchen (Greiner), Kulturschalen (Nunc), Lab-Tek II chamber slide system (Nunc), Ein-
malkunststoffpipetten (Greiner), Sterilfilter (Sartorius), 60um und 250um Nylonnetze (Kran-
nich), Kiihlschrank (Nunc), Parafilm (Roth), Fuchs-Rosenthal-Zdahlkammer (Assistent), Ob-
jekttrager: speziell rauh geschliffen (Menzel), Pipettus (Witteg), Dewargefdll (Roth), Kiihl-
tasche mit Kiihlakkumulatoren (Roth), Mikrowelle (Deawoo), Schlauchpumpe (Schiitt), Mag-
netriihrer (Schiitt), Warmebad mit rotierendem Boden (Schiitt), Ultrathurrax: T25 (Janka &
Kunkel), Sicherheitswerkbank: Hera Safe, Lamin Air HB 2448 (Heraeus), Taumelscheiben:
Rocky 3D (Frobel-Labortechnik), Heidolph Polymax 1040 (Schmitt), Brutschrank: Function
Line (Heraeus), Biocenter 2001, Inkubator OV5 (Biometra), Transferkammer T22 tankblot
(Biometra), Zentrifugen: CS-15R (Beckman), Biofuge fresco, Biofuge 13, Megafuge 1.0R
(Heraeus), Elektrophoresekammer: Horizontal-Midi-Gel Molecular-Bio-Products (Biotech-
Fischer), Netzteile: Biometra, Phero-STAB 0652 Biotech-Fischer, Dunkelkammersystem
(raytest), RT-PCR Mastercycler Gradient (Eppendorf), Stereolichtmikroskop (Zeiss), Axio-
skop 20 mit Auflichtfluoreszenz(Zeiss), Filmkassette (Kodak), Hyperfilm ECL (Amersham),
Entwickler (Kodak), Fixierer (Kodak), ECL-Kit (Amersham), Folie Saran (Dow), Photometer
Microplate Reader Benchmark (Bio-Rad), Spektrophotometer mit Software UV-WinLab,
Lambda 14 (Perkin Elmer), Spektrophotometer DU 7500 (Beckman), Branson B 15 cell dis-
ruptor (Branson), HPLC 1100er Serie (Hewlett-Packard), ENVI-18 endcapped Séulen (Supel-
co), Hypersil ODS Vorsédule (Knauer), Hypersil ODS C18 Sédule (Hewlett-Packard), 1040A
HPLC Diodenreihendetektor (Hewlett-Packard), Nitrozellulosestreifen (Bio-Rad), beheizbare
Umwilzpumpe (Schiitt), Silikonschlduche mit Verbindern (Schiitt), Warmetauscher (Univer-

sitdtsglasbldser), Doppelmantelgefall (Universitétsglasbliser)

2.1.4 Medien zur Kultur normaler humaner Bronchialepithelzellen

1. Zellinienmedium

Als Basismedium diente DMEM. Es wurden 580mgl" L-Glutamin und 3,7gl™" Natriumbikar-
bonat ergénzt, durch Begasung mit CO, der pH auf 7,4 justiert, das Medium sterilfiltriert und
bei 4°C gelagert. Zum Gebrauch wurden 10% (v/v) FKS und 1% (v/v) Pen/Strep zugefiigt.

2. Humanes All-Medium
Als Basismedium diente DMEM. Es wurden 2mM L-Glutamin, 2,5ugml”’ Amphotericin B
und 10pgml™” Gentamycin erginzt, durch Begasung mit CO, der pH auf 7.4 justiert, das
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Medium sterilfiltriert und bei 4°C gelagert. Zum Gebrauch wurden 10% Humanserum und

1% Pen/Strep zugefiigt.

3.

NHBECM

Als Basismedium diente MCDB 153 /16]. Hier handelt es sich um ein kommerziell erhélt-

liches Medium, dall den empfohlenen Aminosédure- und Salzkonzentrationen des LHC-9 &h-

nelt. Zur Erzeugung des NHBECM war vorbereitend die Herstellung der Stammldsungen

notwendiger Ingredienzien unter der Sterilbank erforderlich:

Insulin-Stammlésung: 30 mg Insulin wurden in 15 ml 4 mM HCI gelést, die aliquotierte
Stammlosung wurde bei 4°C gelagert.

Hydrokortison-Stammlésung: 72 mg Hydrokortison wurden in 20 ml 95 %-igem Ethanol
gelost, die aliquotierte Stammlosung wurde bei 4°C gelagert.

EGF-Stammlosung: 100 pug EGF wurden in 2 ml BSA und 18 ml HBS gelost, die
aliquotierte Stammldsung wurde bei -20°C gelagert.

Transferrin-Stammldsung: 50 mg Humantransferrin wurden in 1 ml BSA und 9 ml HBS
gelost, anschlieBend sterilfiltriert, die aliquotierte Stammldsung wurde bei -20°C gelagert.
Epinephrin-Stammldsung: 10 mg Epinephrin wurden in 10 ml einer 10 mM HCI-Losung
gelost, die aliquotierte Stammlosung wurde bei -70°C gelagert.
Retinolsdure-Stammldsung: 20 mg Retinolsdure wurden in 20 mlI DMSO gelost, die ali-
quotierte Stammldsung wurde bei -70°C in Aluminiumfolienwickel gelagert.
T3-Stammlosung: 13 mg T; wurden in 20 ml 50 %-igem n-Propanol geldst, die ali-

quotierte Stammldsung wurde bei -20°C gelagert.

Zu 500 ml MCDB 153 werden folgende Substanzen in der folgenden Reihenfolge zugesetzt

und mit Hilfe eines Magnetriihrers gemischt:

1.

A S

439,761 mg L-Glutamin

2. 1,25 ml Insulin-Stammldsung

3. 0,1 ml Hydrokortison-Stammldsung
4.
5
6

0,5 ml EGF-Stammlosung

. 1 ml Transferrin-Stammldésung

. 1,25 pl Phosphoethanolamin-Ldsung: Die Lagerung der handelsiiblichen Losung erfolgte

bei 4°C.
1,25 ul Ethanolamin-Lésung: Die Lagerung der handelsiiblichen Losung erfolgte bei 4°C.
0,25 ml Epinephrin-Stammldsung

0,05 ml Retinolséure-Stammldsung
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10. 5 ul T3-Stammldsung

11. 25 mg Gentamycin

12. 22,5 mg Rinderhypophysenextrakt

Die Einstellung des Mediums auf einen pH = 7,4 erfolgte durch Begasung mit CO,. Nach

einer Sterilfiltration portionierte man das Medium in sterilen 250 oder 500 ml-Flaschen.

4. Beschichtungsmedium fiir die Kulturschalen

Das Beschichtungsmedium wurde auf Basis des L 15-Mediums hergestellt /77/. 100 ml L15-
Medium wurden 1 mg Fibronektin, 3 mg Collagen R und 1 mg BSA zugesetzt. Dann steril-
filtrierte man das Medium. Es konnte nun bei 4°C gelagert werden, oder es wurde gleich zur
Beschichtung der Kulturschalen verwendet. Die Kulturschalen wurden unter der Sterilbank
mit 0,2 mlem™ Beschichtungsmedium gefiillt. Es folgte eine Inkubation im Brutschrank fiir
24h bei 37°C, 5 % CO; und 95 % r.H. Danach wurde das iiberschiissige Beschichtungsme-
dium abgesaugt, und der den Kulturschalenboden bedeckende Feuchtigkeitsfilm bekam Ge-
legenheit anzutrocknen. Jetzt konnten die Kulturschalen beschickt oder in Aluminiumfolie
verpackt bei 4°C gelagert werden. Die Kulturschalen waren in dieser Form sechs Wochen

lagerbar.

2.2 Methoden
2.2.1 Gewinnung des humanen Bronchialgewebes

Das Gewebe zur Anlage einer Kultur von NHBEC gewann man aus Resektaten von Patienten,
die sich auf Grund eines Bronchialkarzinomes, pulmonaler Metastasen eines extrabroncho-
pulmonalen Primédrkarzinomes oder einer inflammatorischen Genese einer Lob- oder Pneum-
ektomie unterziechen muf3ten.

Nach der Absetzung der Lunge oder des Lungenlappens durch den Operateur wurde das
Resektat im Operationssaal auf ein Abdecktuch gebettet und der zentrale Bronchialbaum mit
Hilfe eines entsprechenden Operationsbesteckes, welches die Instrumentierende anreichte,
préapariert. Es wurde ein hinreichender Abschnitt des Bronchus distal des Absetzungsrandes
und proximal des Tumors entnommen. Die Praparation erfolgte unter sterilen Kautelen.

Die Lunge oder der Lungenlappen sowie der Absetzungsrand wurden der weiteren patho-
histologischen Diagnostik zugefiihrt.

Der entnommene Bronchus wurde in eiskaltem PBS dreimal gewaschen. Zur Nativdiagnostik
frostete man einen Teil des Materials in fliissigem Stickstoff ein, welcher in einem Dewarge-

faf mitgefiihrt wurde. Der andere Teil wurde in eiskaltes L 15- Medium getaucht. Der Trans-
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port des Bronchus in das Institut erfolgte in einer Kiihltasche, die mit tiefgekiihlten Kiihl-

akkumulatoren bestiickt war.

2.2.2 Priparation des Brochialbaumes und Kultivierung der Zellen

Unter einer Sicherheitswerkbank erfolgte die weitere Aufarbeitung. Die Skelettierung des
Bronchus wurde mit einem Préparierbesteck komplettiert, wobei sorgfiltig die Stromareste
entfernt wurden.

Alle Praparationstechniken wurden unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt.

1. Modifizierte Methode nach Dobbs et al. /30/:

Zuerst fragmentierte man den gewonnenen Bronchus in 5-10 mm? groBe Stiicke und wusch
diese in eiskaltem PBS. PBS wurde als gebrauchsfertiges Salzgemisch bezogen, entsprechend
aufgelost, autoklaviert und portioniert. Um interzelluldre und epithelolamindre Verbindungen
zu trennen, wurden die Fragmente flir 30 min in 15 ml Trypsinlosung, die gebrauchsfertig be-
zogen wurde, bei 37°C in einem Warmebad mit rotierendem Boden inkubiert. 15 ml Trypsin-
inhibitor wurden zur Beendigung der enzymatischen Epithelzelladhésiolyse appliziert. 500
mg Trypsininhibitor wurden in 100 ml DMEM gelGst, sterilfiltriert, aliquotiert und bei -20°C
gelagert. AnschlieBend erfolgte unter Stereolichtmikroskopie eine weitere mechanische De-
stromierung. Zur interzelluldiren Adhésiolyse inkubierte man das Gewebe in 20 ml

DNAse250-Losung 10 min im Schiittelwérmebad.

DNAse250-Losung DNAse50-Losung

75 % (v/v) PBS 20 % (v/v) DNAse250-Losung
0,025 % (w/v) DNAse 60 % (v/v) PBS

25 % (v/v) FKS 20 % (v/v) FKS

10 LE. Pen/Strep 10 LE. Pen/Strep

Zum weiteren mechanischen Aufschlufl passagierte man durch zwei Netze von 250 und 60
um Porengrofle, wobei die Gewebefragmente mit einer Pipette gegen das Netz gerieben
wurden. Wihrend der Netzpassage wurde mit DMEM gespiilt und die resultierende Zell-
suspension fiir 8§ min bei 140xg zentrifugiert. Das Pellet resuspendierte man in 10 ml DMEM.
Zur Selektion der NHBEC wurde die Zellsuspension iiber einen Percollgradienten mit 250xg

iiber 30 min ungebremst zentrifugiert.

Percoll (pH="7,4)  hohe Dichte niedrige Dichte
61,28 % (v/v) Percoll 25,9 % (v/v) Percoll
9,44 % (v/v) PBS 9,52 % (v/v) PBS
4,72 % (v/v) FKS 4,76 % (v/v) FKS
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Die in der Grenzschicht angereicherten Zellen wurden erneut zur interzelluldren Adhésiolyse
in 3 ml DNAse50 und 5 ml DMEM 5 min inkubiert. Wieder wurde fiir 8 min bei 140xg zen-
trifugiert. Die Zellen wurden im Zellinienmedium aufgenommen, ausplattiert und bei 37°C, 5

% CO, und 95 % r.H. in einem Brutschrank kultiviert.

2. Modifizierte Methode nach Robinson et al. /713]:
Elastaseperifusionslosung
430 L.E. Elastase vom Schweinepankreas in 100 ml PBS

Der Bronchialbaum wurde zuerst mit einem lumenentsprechenden Schlauchverbinder kanii-
liert. Eine Dichtepriifung mit PBS schlof} sich an. Eventuell vorhandene Leckagen wurden mit
einer 4-0 Prolenenaht abgedichtet. Der kaniilierte Bronchus wurde im Inneren eines Glastrich-
ter befestigt und dieser Trichter mit der Spitze nach oben auf das mit der Elastaseperifusions-
16sung gefiillte Doppelwandgefd3 gestiilpt, so daB die Verdunstungs- und Wérmeverluste re-
duziert werden konnten. Das Doppelwandgefal wurde durch eine beheizbare Wasserpumpe
auf 37°C erwérmt. Die Elastaseperifusionslosung wurde durch einen Silikonschlauch, der das
Doppelwandgefal3 iiber die Trichterspitze verlieB, m.H. einer Rollerpumpe abgesaugt. Die
Losung wurde iiber einen im Gegenstromprinzip betriebenen Wiarmetauscher, der ebenfalls
durch die beheizbare Wasserpumpe erwérmt wurde, iiber ein kurzes Schlauchstiick dem kanii-
lierten Bronchus zugefiihrt. Nach der Bronchuspassage floB die Elastaseperifusionslésung zu-
riick in das Doppelwandgefil3, und ging erneut in den Kreislauf. Die Perifusion dauerte 20
min. Die Betriebstemperatur von 37°C wurde regelmiBig kontrolliert. Im Anschlufl wurde der
Bronchus fragmentiert. Es folgten zwei Netzpassagen mit 250 und 60 pm Porengrofle, wobei
die Gewebefragmente mit einer Pipette gegen das Netz gerieben wurden. Wéhrend der Netz-
passage wurde mit DMEM gespiilt und die resultierende Zellsuspension 8 min bei 200xg
zentrifugiert. Das Pellet resuspendierte man in 10 ml DMEM. Zur Selektion der NHBEC
wurde die Zellsuspension iiber einen Percollgradienten 20 min bei 200xg ungebremst zentri-
fugiert. Es fand der gleiche Percollgradient wie bei der modifizierten Préparationsmethode
nach Dobbs et al. Anwendung /30/. Die in der Grenzschicht angereicherten Zellen wurden
zur interzelluldren Adhésiolyse in 3 ml DNAse50 und 5 ml DMEM 5 min inkubiert. Wieder
wurde fiir 8 min bei 200xg zentrifugiert. Die Zellen wurden in Humanem All-Medium aufge-

nommen, ausplattiert und bei 37°C, 5 % CO, und 95 % r.H. in einem Brutschrank kultiviert.

3. Modifizierte Methode nach Lechner et LaVeck [68]:
Zuerst erfolgte die Fragmentierung der Bronchuswand in 5-10 mm? groBe Stiicke. Die epi-

theliale Schicht der Fragmente des proximalen Bronchialbaumabschnittes wurde von ihrer
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Unterlage gelost. Bei distalen Bronchialbaumabschnitten, wo eine mechanische De-
stromierung technisch nicht gelang, wurde die Bronchuswandarchitektur belassen. Erneut
wurde dreimal in PBS gewaschen. Jetzt wurden sechs bis acht Epithelstiicke in einer 60 mm-
@-Kulturschale, die mit einer Haftmatrix beschichtet war, ausgelegt, mit dem Deckel ver-
schlossen und einer fiinfminiitigen Adhésionsphase ausgesetzt. Es wurden 4 ml NHBECM
zugesetzt. Die Auswachskultur lagerte bei 37°C, 5 % CO, und 95 % r.H. in einem Brut-
schrank. Medienwechsel erfolgte bedarfsgerecht in zwei- bis dreitdgigem Rhythmus.

Die Kultur stand nun zu Versuchszwecken bereit oder konnte, wenn kein vitales Zellmaterial
notwendig war, eingefroren werden. Zum Zwecke des Einfrierens wurden die Kulturschalen
mit Aluminiumfolie ummantelt, mit einem Folienschreiber gekennzeichnet und in ein bereit-
gestelltes Dewargefdl3, das mit fliissigem Stickstoff gefiillt war, getaucht. Die Lagerung er-
folgte bei -80°C.

Zum Splitten von subkonfluenten Monolayern wurde unter der Sicherheitswerkbank die
Kulturschale mit 1,5 ml Trypsinlosung, die auf 37°C erwidrmt wurde, fiir 5 min inkubiert. Die
Digestion wurde durch Zugabe von 4,5 ml kalten PBS gestoppt. Die Zellsuspension wurde 10
min bei 125xg zentrifugiert, das Pellet in NHBECM resuspendiert und die Zellen in be-

schichteten Kulturschalen ausplattiert.

2.2.3 Elektronenmikroskopische und immunhistochemische Untersuchungen der kulti-
vierten Zellen

1. Elektronenmikroskopische Untersuchung der NHBEC

Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden von Herrn Prof. Dr. Holzhausen im
Institut fiir Pathologie der Univ. vorgenommen. Zur elektronenmikroskopischen Diagnostik
lieBen wir die Zellen in gekammerten Objektragern auswachsen. Diese wurden vorher nach
dem gleichen Regime wie die Kulturschalen beschichtet. Die Bronchialepithelstiicke wurden
nach dem Erreichen der Subkonfluenz von den Objekttragern entfernt. Die Objekttrager

wurden Herrn Prof. Dr. Holzhausen zur Auswertung iibergeben.

2. Immunhistochemische Untersuchungen der NHBEC

Die immunhistochemischen Untersuchungen wurden von Herrn Dr. Bahn im Institut fiir
Pathologie der Univ. geleistet. Zur immunhistochemischen Diagnostik lieBen wir die Zellen
in gekammerten Objektrdgern auswachsen. Diese wurden vorher nach dem gleichen Regime
wie die Kulturschalen beschichtet. Die Bronchialepithelstiicke wurden nach dem Erreichen
der Subkonfluenz von den Objekttrigern entfernt. Die Zellkultur wurde mit PBS gewaschen

und in 70%-igem Ethanol flir Smin fixiert. Erneut wurde mit PBS gewaschen und mit den
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primiren Antikdrpern Antihumanzytokeratin, Antizytokeratin 8/18 und Antivimentin fiir 50
min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dreimaliger Spiilung mit PBS wurde fiir 30 min der
sekunddre Antikorper zugefiigt. Fiir weitere 30 min wurde der Avitin-Biotin-Complex in-
kubiert. Die Visualisierung erfolgte durch Zugabe von H,O,/ AEC unter Sichtkontrolle.

Daran schlof} sich bedarfsgeméf eine Kerngegenfarbung mit Himatoxylin an.

2.2.4 Die Proteinanalytik

1. Proteinassay fiir Gesamtzelllysate mit dem BCA-Assay

IPP-Puffer: Zum aktuellen Gebrauch wurde je 100 ml IPP-Puffer ein
Proteaseinhibitorgemisch zugegeben:
1 %-iges Triton X-100 1 mg Aprotinin
150 mM NacCl 1 mg Antipain
10 mM EDTA 1 mg Leupeptin 4 uM Phenanthrolin
I mM EGTA 1 mg Pepstatin 4 uM PMSF
1 mg E64 und 4 uM Natriumvanadat.

Nativgewebe mufite im Ultrathurrax unter IPP-Pufferschutz zerkleinert, suspendiert und in
Reaktionsgefdle liberfiihrt werden. Tiefgefrorene Zellkulturen wurden unter IPP-Puffer auf
Eis aufgetaut, abgeschabt und in Reaktionsgefdle iiberfiihrt. Bei 4°C wurden die Probenge-
fae 20 min bei 13000 Umin™ zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Reaktionsge-
faB} pipettiert. Das Pellet war bei geplanter Weiterverwendung bei -80°C einzufrieren. Der
Uberstand wurde mit 0,9 %iger NaCl-Lésung 1:10 verdiinnt. Die Originalproben wurden auf
Eis gelagert. Die Proteinkonzentration der Proben wurde gegen eine Standard-BSA-Ver-
diinnungsreihe auf einer 96er-Platte nach der Zugabe von 200 pl Assayfarblosung, bestehend
aus Cu(II)SO4 1:50 in BCA gelost, wobei der Farbstoff 15 min bei 37°C inkubieren mulfte,
photometrisch bei einer Wellenldnge von 595 nm doppelbestimmt. Nach den Mef3daten wurde

eine Eichkurve der Proteinkonzentration erstellt.

2. Proteinauftrennung durch SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
Unter Verwendung des Vertikalelektrophoresesystems wurden die Proteine in SDS-Polyacryl-
amidgelen in Anlehnung an die Methode von Laemmli elektrophoretisch aufgetrennt /63].
Herstellung von SDS-Polyacrylamidminigelen
Die SDS-Polyacrylamidminigele unterteilen sich in Sammel- (7 % Acrylamid) und Trenngel
(10 % Acrylamid). Das Trenngel wurde folgendermallen hergestellt:
10 %-iges Trenngel: 10 ml Acrylamid (29,2:0,8)

7,5 ml 1,5 M Trispuffer pH = 8,8
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12,035 ml HyOgest
Fiir 10min wurde im Wasserstrahlvakuum entgast. Durch die Zugabe der folgenden
Komponenten wurde die Polymerisation eingeleitet:
300 pl 10 %-ig SDS
15 ul TEMED
150 pl 10 %-ig APS.
Jetzt konnte das Gel gegossen werden. Um eine gleichméfige Polymerisation und eine exakte
Grenzschicht zu erzielen, wurde das Trenngel mit Wasser iiberschichtet. Nach 1h wurde das
Wasser abgesaugt und ein zehnzéhniger Kamm eingesetzt, der als Platzhalter fiir die Proben-
auftragungstaschen fungierte. Das Sammelgel wurde folgendermaRen hergestellt:
7 %-1ges Sammelgel: 2,33 ml Acrylamid (29,2:0,8)
2,5 ml 0,5 M Trispuffer pH = 6,8
5,015 ml HyOgest
Fiir 10 min wurde im Wasserstrahlvakuum entgast. Durch die Zugabe der folgenden
Komponenten wurde die Polymerisation eingeleitet:
100 pl 10 %-ig SDS
5 ul TEMED
50 pul 10 %-ig APS.
Das Trenn- wurde mit dem Sammelgel {iberschichtet. Es hartete 1h aus. Der Kamm wurde
aus den Taschen des Sammelgels entfernt und gegebenenfalls waren die Taschen zu spiilen

und abzusaugen.

3. Probenvorbereitung
Unter Einsatz einer Probenmasse von 30 pg wurde zu einem Volumen ad 25 pl 2xProben-
puffer aufgefiillt.
2xProbenpuffer fiir SDS-Gele

100 mM Tris 200 mM DTT 0,2 %-ig Bromphenolblau

4 %-1g SDS 20 %-ig Glyzerin
Gleichzeitig wurde der Rainbow-Marker als Molekulargewichtsstandard vorbereitet.
Die Denaturierung der Probe erfolgte bei 95°C fiir 5 min.
Das SDS-Polyacrylamidgel wurde in die Vertikalgelelektrophoresekammer {iberfiihrt. Die
Taschen wurden auf ihre Integritdt gepriift, mit Elektrophoresepuffer aufgefiillt und mit den
Proben versehen.

Elektrophoresepuffer:25,6 mM Tris 191,8 mM Glycin 0,1 % (w/v) SDS
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Fiir 35-45 min. wurde an das Gel bei Beachtung der Polaritét eine Spannung von 200 V ange-

legt. AnschlieBend wurde das Sammelgel entfernt und das Trenngel markiert.

4. Gelelektrophorese

Gelelektrophoretisch separierte Proteine sind im Gel immunologischen Analysen schwer
zugédnglich. Daher wurden die Proteine und deren Trennkonfiguration mittels NaBtransfers
aus dem Gel auf eine PVDF-Membranen kopiert und immobilisiert. Nach Inkubation der auf
der Membran prisentierten Proteine mit primdren mono- oder polyklonalen Antikdrpern
wurden die resultierenden Immunkomplexe mittels eines sekundéren peroxidasekonjugierten

Antikorpers unter Verwendung des ECL-Systems visualisiert.

5. Nabftransfer

Der NaBtransfer wurde anderen Transfermethoden vorgezogen. Eine PVDF-Membran wurde
entsprechend des Formates des Trenngels zurechtgeschnitten. Fiir 15 s mufite die Membran in
absolutem Methanol aktiviert werden, um dann fiir 2 min in destilliertem Wasser geschwenkt
und fiir 10 min in Transferpuffer dquilibriert zu werden.

Transferpuffer: 50 mM Tris 95 mM Glycin 0,005 % (w/v) SDS

Fiir den Transfer des Proteins aus dem Gel in die Membran wurde die Kassette sandwichartig
beschickt. Folgende Schichtung war, mit der schwarzen Seite beginnend, einzuhalten: ge-
trinkter Schwamm, getrinktes Whatmanpapier, Gel, PVDF-Membran, getrinktes Whatman-
papier, getrankter Schwamm. Luftblasen waren bei jeder neuen Lage auszuwalzen.

Unter Beachtung der Polung wurde die Kassette in die Transferkammer eingesetzt. Die Kam-
mer wurde mit Transferpuffer aufgefiillt. Nun wurde fiir 60min eine Spannung von 100V an-
gelegt. Der Transferpuffer wurde dabei mit Hilfe eines Magnetriihrers umgewélzt. Nach Be-
endigung des Transfers war der Kassetteninhalt zu trennen. Die Membran wurde in destil-
liertem Wasser gewaschen. Das Gel wurde auf vollstdndigen und gleichméBigen Transfer mit
Hilfe der Coomassie-Farbung tiberpriift. Das Gel wurde fiir 5 min in Coomassie-Blau gefarbt

und mittels Entfarber differenziert.

Coomassie-Férbelosung Coomassie-Entfiarbung
500 mg Coomassie 100 ml HyOgest
100 ml HyOgest &80 ml Methanol
100 ml Methanol 20 ml Essigsdure

20 ml Essigsdure

Die Féarbelosung wurde vor Gebrauch filtriert.
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6. Immunchemischer Nachweis von CK und CYP2E1

Waschpuffer: 20 mM TrisHCI (pH =7,5) 150 mM NaCl 0,1 % Tween 20

1 %-iger Milchpulver-Waschpuffer-Losung: 1 g Milchpulver je 100 ml Waschpuffer

5 %-iger Milchpulver-Waschpuffer-Losung: 5 g Milchpulver je 100 ml Waschpuffer
Detektion des CK

Die unspezifischen Proteinbindungsstellen wurden mit 5 %-iger Milchpulver-Waschpuffer-
Losung iiber Nacht bei 4°C blockiert. Jetzt wurde die Membran 2h mit dem priméiren Anti-
korper gegen CK in 5 %-iger Milchpulver-Waschpuffer-Losung bei Zimmertemperatur in
einer Verdiinnung 1:1000 inkubiert. AnschlieBend erfolgte eine dreimalige Waschung mit 1
%-iger Milchpulver-Waschpuffer-Losung. Jetzt war die Membran 1h mit dem sekundéren
Antikorper in 1 %-iger Milchpulver-Waschpuffer-Losung bei Zimmertemperatur in einer
Verdiinnung 1:2500 zu inkubieren. Erneut muflte viermal mit Waschpuffer-Losung ge-

waschen werden. In der Waschlosung wurde die Membran in die Dunkelkammer iiberfiihrt.

Detektion des CYP2EI
Fiir mindestens 1h wurde die Membran in 5 %-iger Milchpulver-PBS-Losung gelagert, um
unspezifische Proteinbindungsstellen zu blockieren. Der primédre Antikorper wurde 1h bei
Raumtemperatur in 5 %-iger Milchpulver-PBS-Ldsung in einer Verdiinnung von 1:500 inku-
biert. Jetzt wurde die Membran dreimal Smin mit 0,1%igem Tween 20 in PBS gewaschen, um
iiberschiissige Antikdrper zu entfernen. Nun muflte der sekundire peroxidasekonjugierte Anti-
korper 1h bei Raumtemperatur in 0,5%-iger Milchpulver-PBS-Losung in einer Verdiinnung
von 1:5000 inkubieren. Es schloB sich eine Waschung fiir dreimal Smin mit 0,1%-igemTween

20 in PBS an. In der Waschlosung wurde die Membran in die Dunkelkammer iiberfiihrt.

7. Photographische Auswertung der Membranen in der Dunkelkammer

Eine ausreichende Menge an dem Peroxidasesubstrat Luminol und dem Cosubstrat H,O,, die
die Substratlosungen A und B des ECL-Systems beinhalten, wurde in 1:1 Anteilen gemischt
und die Membranen 1min inkubiert. Auf einer gereinigten Glasscheibe legte man die Mem-
branen mit der Proteinseite nach oben, saugte das iiberschiissige ECL ab und deckte mit einer
zugeschnittenen Folie die Membran ab. Lufteinschliissen wurden ausgestrichen. Die Mem-
bran wurde in eine Fotokassette verbracht und ein entsprechender Filmstreifen auf der Mem-
bran positioniert. Die Belichtungszeit, die anfianglich 1min betrug, wurde nach dem Entwik-
keln und Fixieren optimiert, in dem man ein ideales Verhiltnis von Belichtungs- und Ent-

wicklungszeit suchte.
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8. Abspaltung der Antikdrper

Spaltlésung: Lagerung bei 4°C 0,2 M Glycin 0,005 %-iges Tween 20

Die Membran, bei der eine Aufspaltung der Proteinbindung vorgesehen war, wurde zweimal
fiir 1h in 100 ml Spaltlésung bei 80°C schaukelnd inkubiert, wobei nach der ersten Stunde ein

Wechsel der Spaltlosung vorgesehen war.

2.2.5 Die mRNA-Analytik

1. RNA-Isolation mit Trizol

Die gesamtzellulire RNA wurde nach einer modifizierten Methode von Chomczynski und
Sacchi mittels Phenol-Chloroform-Extraktion unter Verwendung der Trizol-Reagenz isoliert
[18]. Falls nicht anders angegeben wurden die einzelnen Isolierungsschritte bei Raum-
temperatur durchgefiihrt. Es wurden ausschlieBlich RNAse-freie Losungen verwendet.

Zum Lysieren der Zellen benetzte man die Zellkulturschale mit 1ml Trizol je 10 cm® Kultur-
flache. Gewebeteile wurden unter Trizolschutz im Ultrathurrax zerkleinert.

Die Losung war mit einer Pipette mehrmals aufzuziehen, um die DNA-Kernproteine zu losen.
Die Dissoziation von Nukleinsdure-Protein-Komplexen erfolgte bei flinfminiitiger Inkubation
bei Raumtemperatur. Die Losung wurde mit 200 pl Chloroform pro eingesetztem 1 ml Trizol
versetzt und 15 s manuell geschiittelt. Wieder erfolgte eine Inkubation fiir 3 min bei Raum-
temperatur. Jetzt wurde die Probe bei 4°C, 12000xg und 15 min zentrifugiert. Die obere, wal3-
rige, RNA-enthaltende Phase wurde vorsichtig abgenommen und in ein neues Probengefal3
tiberfiihrt. Der phenolische Unterstand, in dem sich die DNA und das Protein angereichert
hatten, wurde fiir die Aufarbeitung dieser Fraktionen bei -20°C gelagert. Zur RNA-Féllung
wurde 500 pl Isopropanol pro eingesetztem 1 ml Trizol hinzugegeben und fiir 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Ein gelartiges Pellet wurde nach der Zentrifugation bei 4°C,
12000xg und 15 min, gewonnen. Der Uberstand wurde vorsichtig dekantiert. 1 ml 75 %-iges
Ethanol pro eingesetztem 1 ml Trizol wurde zur Herauslosung kontaminierender Salze hinzu-
gegeben und manuell geschiittelt. Nun wurde erneut bei 4°C, 7500xg und 10 min zentrifu-
giert. Das entstandene Pellet wurde kurz luftgetrocknet. Eine vollstindige Trocknung war
nicht empfehlenswert, da sich sonst die Resuspensionsfahigkeit verschlechterte. Das Pellet
wurde unter mehrmaligem Aufziehen mit der Pipette in 40 ul DEP-Wasser gelost. Die Probe
wurde fiir 10 min bei 60°C inkubiert, um einzelstringige RNA zu gewinnen. 5 pl der Probe
wurden zur photometrischen Messung bei 260 und 280 nm 995 pl Wasser zugefiigt. Die
Proben wurden bis zur weiteren Verarbeitung in fliissigem Stichstoff gefrostet und bei -80°C

gelagert.
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2. mRNA-Quantifizierung

Die quantitative Bestimmung der RNA erfolgte photometrisch bei einer Wellenldnge von 260
nm in einer Kiivette mit 1 cm Schichtdicke. Aus der gemessenen Absorption bei 260 nm ist
die Konzentration (Absorption = 1 entspricht einer RNA-Konzentration = 40 pgml™) der ge-
16sten RNA unter Beriicksichtigung der eingesetzten Verdiinnung zu ermitteln.

Der Quotient der gemessenen Absorption bei 260 nm (Nukleinsdure) und bei 280 nm (Prote-
ine) diente als Mal3 der Reinheit der Pridparation. Liegt im Idealfall reine RNA, vor ist der

Quotient 260/280 = 2.

3. RT/PCR
2 ng RNA der Probe wurden mit DEP-Wasser ad 4 ul aufgefiillt. Der Probenrest wurde bei
-20°C kurz gelagert oder bei -80°C erneut tiefgefroren. Nun erfolgte die DNAse Behandlung
der Losung: 1 ug RNA je eingesetztem pg RNA wurden in 1 pl RNA-freiem DNAse 10x
Reaktionspuffer geldst und ad 10 pl DEP-Wasser aufgefiillt. Fiir 30 min war die Losung bei
37°C zu inkubieren. 1 pul DNAse-Stopplosung wurde zur Reaktionsbeendigung hinzugefiigt.
Fiir 10 min erfolgte bei 65°C die DNAse-Inaktivierung.
Zur cDNA-Synthese wurde 1 pl Primerhexamer zugegeben und die Probe fiir 5 min bei 70°C
inkubiert und dann auf Eis gelagert.
Mastermix 1 je Probe: M-MLYV 5xReaktionspuffer 5 pul

dNTP 1,25 pul

rRNasin® RNAinhibitor 0,625 pl

M-MLV RT 1 pl

DEP-Wasser ad 13 pl
12 pl der Probe wurden mit 13 pl Mastermix gemischt und 1 min bei 37°C inkubiert und
weitere 5 min bei 95°C inkubiert. An dieser Stelle war eine Unterbrechung des Versuchs
moglich, wobei eine Zwischenlagerung bei 4°C erfolgen sollte.
Mastermix 2 je Probe: Puffer 5 pul

Mg 3 ul

dNTP 1 pl

Tag-Polymerase 0,23 ul

Primer 2,5 ul

DEP-Wasser ad 45 pl
5 pl der Probe je Versuchsansatz wurden in ein neues Reaktionsgefdf tiberfiihrt und mit 45 pl

Mastermix 2 versetzt und 5 min bei 95°C inkubiert.
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Regime fiir CYP:
Deckel mit 100°C

Initialdenaturierung t = 2min, & = 94°C

Denaturierung t = 30 s, 9 = 94°C )
Annealing t = 1 min, 9 = 58°C r 36 Zyklen
Extension t = 1 min, 9 = 72°C )

Halten bei 4°C

Regime fiir B-Aktin:
Deckel mit 100°C

Initialdenaturierung t = 2min, & = 94°C

Denaturierung t = 30 s, O = 94°C )
Annealing t = 1 min, 9 = 55°C r26 Zyklen
Extension t = 1 min, 9 = 72°C )

Halten bei 4°C

Die Proben wurden bei 4°C gelagert.

4. Elektrophorese der RT/PCR-Produkte
Bei dem Probenauftrag auf Parafilm wurden 12 pl Probe in vorgelegtem 3 pl Blaulaufpuffer
gemischt. Dann wurde ein 2 %-iges Agarosegel hergestellt. 0,8 g Agarose wurden in 40 ml
IXxTBE Puffer in einem mit perforierter Haushaltsfolie verschlossenen Erlenmeyerkolben in
der Mikrowelle auf mittlerer Starke fiir 2 min aufgelost. Zwischenzeitlich wurde das Erhitzen
unterbrochen, um die Losung zwecks Uberkochschutz zu schwenken.
S5xTBE-Puffer pH = 8: 54,45 g Tris 25ml 0,5 M EDTA

27,5 g Borsédure H>040t ad 11
Die Agaroselosung wurde auf 40°C abgekiihlt. Dann erfolgte der luftblasenfreie Guf3 in den
mit Kdmmen bestiickten Geltrager. Das Gel mufite 30 min aushérten, nachdem der Geltriager
bereits in der Elektrophoresekammer plaziert wurde. Dann wurden die Wénde entfernt. Das 2
%-1ge Agarosegel wurde mit TBE-Puffer iiberschichtet. Nun wurden die Kdmme entfernt. 14
ul der Proben wurden in die Geltaschen aufgetragen und bei einer Gleichspannung von 50 V
bei Beachtung der Polung fiir 90 min in der Elektrophorese aufgetrennt. Die Anférbung in
1:10* Ethidiumbromid-TBE-Puffer erfolgte je Gel fiir 15 min. Eine ausreichende mindestens
fiinfzehnminiitige Entfarbung in 1xXTBE Puffer war fiir die Kontrastanhebung notwendig.
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Die Fluoreszenz des in die cDNA interkalierenden Ethidiumbromids ermoglichte unter UV-
Licht eine Visualisierung der cDNA-Banden in unserer Dunkelkammer. Die Auswertung

wurde am Rechner durchgefiihrt.

2.2.6 Das Chlorzoxazonassay

1. Induktion des NHBE

Das Ziel der Untersuchung war der Nachweis der Funktionalitit und der Stabilisierbarkeit
oder Induzierbarkeit des CYP2E1 im NHBE. Als Induktor benutzten wir Ethanol. Zu diesem
Zwecke wurden die bei der Préparation gewonnenen bronchoepithelialen Fragmente einem
Stimulus von 40mM Ethanol ausgesetzt. Das Ethanol wurde dem Medium zugegeben.
Medienwechsel wurde téglich durchgefiihrt. Dabei wurde jeweils ein Kulturansatz in fliis-
sigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert. Je nach Ergiebigkeit des Ansatzes wurde
die Induktion iiber vier bis fiinf Tage durchgefiihrt. Das Chlorzoxazonassay wurde im BgVV
durch Frau Dr. Bernauer durchgefiihrt. Daher wurden die Proben auf Trockeneis gelagert,

isoliert verpackt und versandt.

2. Probenvorbereitung

Die Proben erreichten ihr Ziel jeweils in tiefgefrorenem Zustand. Dann wurden die Proben in
eine vorgekiihlte Porzellanschale iiberfiihrt, mit fliissigem Stickstoff iibergossen und mit
einem ebenfalls vorgekiihltem Pistill zundchst zerhackt und dann, unter weiterer bedarfsge-
rechter Stickstoffzugabe zerrieben. Die Teilchen wurden mit einem Spatel in graduierte, spitz
zulaufende 10 ml-Glasrohrchen iiberfiihrt, mit 200-500 ul gekiihltem, 0,1 M Tris-HCI-Puffer,
pH = 7,4 (gelagert bei 4°C) versetzt und unter Wasser-Eis-Kiihlung mit bis zu 20 Impulsen
bei 20 kHz homogenisiert. Die Anwendung von Trispuffer ergab im Gegensatz zum Phos-
phatpuffer eine Aktivitdtserhohung. Dann wurde iiber Gaze abfiltriert und nochmals mit
wenig Puffer nachgespiilt. Das so erhaltene Homogenat wurde gesplittet, ein Aliquot wurde
fiir die Proteinbestimmung nach Bradford verwendet.

Zuerst werden die Proben 1:10 mit 0,9 %-iger NaCl-Losung verdiinnt. Die Originalproben
wurden auf Eis gelagert. Die Proteinkonzentration der Proben wurde gegen eine Standard-
BSA-Verdiinnungsreihe auf einer 96-Platte nach der Zugabe von 200 pl Bradford-Reagenz,
welche flinf Minuten inkubieren muflte, photometrisch bei einer Wellenldnge von 595 nm
doppelbestimmt. Nach den Mef3daten wurde eine Eichkurve der Proteinkonzentration erstellt.
Der andere Teil wurde fiir die HPLC-Bestimmung eingesetzt. Der Nachweis der CYP2EI-
Aktivitdt beruht auf dem CYP2E1-spezifischen Umsatz von CLX in 6-OH-CLX. Fiir diese
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Untersuchung wurde eine modifizierte Methode nach Peter et al. angewendet, die eine hohe

Sensitivitdt fiir die Ermittlung geringer Hydroxylaseaktivititen des Enzyms zeigt /13,103].

3. Das CLX-Assay
60 mM KOH: 340 mg wurden in 100 ml H,Opjges; gelost.
30 mM CLX-Stammlosung: 47,1 mg CLX wurden in 10 ml 60 mM KOH gelost. Die La-
gerung erfolgte in 0,5 ml Portionen in Schraubvials bei -20°C.
100 mM Phosphatpuffer:
1. 1 M K,HPOy4-Losung (alkalisch): 57,058 g wurden in 100 ml H;Opiges gelost. Die
Losung wurde bei 4°C gelagert.
2. 1 M KH;,PO4-Losung (sauer): 13,609 g wurden in 100 ml H;Opjgest gelost. Die Losung
wurde bei 4°C gelagert.
Aus der 1 M K,;HPO4-Losung und der 1 M KH,PO4-Losung waren téglich frische 0,1 M
Losungen herzustellen:
25 ml 1 MK;HPO4-Lésung wurden zu 250ml mit HOpiges aufgefiillt.
5 ml 1 M KH,PO4-Losung wurden zu 50ml mit HyOpigese aufgefiillt.
Die alkalische K,;HPO4-Losung wurde in einem Becherglas vorgelegt und mit der
sauren KH,PO4-Losung wurde auf pH = 7,4 titriert.
1 M MgCl,-Losung:
0,203 g MgCl, x 6 H,O wurden in 1 ml HyOpigest gelost. Die Losung wurde bei 4°C
gelagert.
Regenerierendes System:
60,8 mg Glucose-6-phosphat und 10 mg NADP wurden eingewogen, und es wurden 800 ul
0,1 M Phosphatpuffer, 100 ul 1 M MgCl,-Losung und 80 pl Glucose-6-Phosphatdehydro-
genase zupipettiert und die Losung gut gemischt.
43 %-ige H3PO4 (W/w): 30 ml 85 %-ige H3PO4 wurden in 50 ml HyOpigest gelost.
0,1 M Trispuffer, pH = 7,4 wurde bei 4°C gelagert.
PAc als interner Standard cpac=150pgml” wurde in [3:17 (v/v)] Acetonitril/Wasser geldst.
In Schliffreagenzgldsern wurden folgende Losungen zugegeben:
0,96-4,67 mg Protein in entsprechenden Volumina, optimal 10 pl, werden durch Zugabe
des 0,1 M Trispuffers auf ein Volumen von 940 ul eingestellt. Jetzt wurden 10 pul CLX-
Stammlosung in KOH zupipettiert. Das Gemisch wurde geschiittelt und 3 min bei 37°C
vorinkubiert.

Die Reaktion startete nach der Zugabe von 50 pul des regenerierenden Systems.
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20 min wurde bei 37°C im Wasserbad unter leichtem Schiitteln inkubiert. Das Probenvo-

lumen betragt 1 ml.

Nach weiteren 20 min wurde die Reaktion durch die Zugabe von 50 pl 43 %-iger H;PO4

gestoppt.

Jetzt wurden die Proben auf Eis gestellt und 5 ul PAc zupipettiert und gemischt.
Eine Negativkontrolle ohne CLX wurde je Probe mitgefiihrt.
300 nmol CLX wurden in 60 mM KOH bei 37°C mit 0,96 — 4.67 mg Protein aus den aufgear-
beiteten Proben inkubiert. Ebenfalls zugegeben wurde ein NADPH-erzeugendes System be-
stehend aus Glukose-6-phosphat, NADP" und Glukose-6-phoshatdehydrogenase in 0,1 M
Trispuffer bei pH = 7,4 zu einem Endvolumen von 1ml. Nach 20min wurde die Reaktion
durch die Zugabe von 50 pl 43 %-iger (w/w) H3PO,4 gestoppt. 4,18 nmol PAc wurden als
interner Standard hinzugegeben und die Gemische wurden durch die SPE mit Hilfe von
ENVI-18 endcapped Sdulen aufgereinigt.
Vorschrift fiir SPE:

Losungen:

1. Acetonitril fiir HPLC

2. H,Opigest taglich frisch

3. 3:17 (v/v) Acetonitril/Wasser

4. 0,1 M KH;PO4-Losung: 13,609 g wurden in 100 ml H;Opigest gelost. Dann wurde 1:10

verdiinnt und mit verdiinnter H;PO4 auf pH = 2,5 eingestellt.

Das Gerdt wurde mit Séulen und Zentrifugenglisern bestiickt. Danach erfolgte die Kon-

ditionierung der Sdulen mit: 2x1 ml Acetonitril, 2x1 ml HyOpjgest, 2x1 ml 0,1 M KH,POs-

Losung.

Jetzt erfolgte der Probenauftrag, wobei 1 ml Probe langsam gegebenenfalls druck- oder

vakuumunterstiitzt durchlief.

Nun wurden die Sdulen mit 3x100 pl 0,1 M KH,PO4-Losung und 2x250 pl HyOpigest ge-

waschen und mit N; oder Vakuum getrocknet.
Zur Elution werden die Zentrifugengldser entfernt und Gefdlle zum Auffangen des Eluates
eingesetzt. Mit 3x200 ul Acetonitril wurde langsam eventuell mit Zwischenstopp eluiert. Ab-
schlieBend wurde das Eluat 10-15min eingedampft. Der Riickstand wurde in 100 pl 3:17 (v/v)
Acetonitril/Wasser aufgenommen, 1 min gemischt und 10 min im Ultraschallbad homo-
genisiert. Dann wurden die Proben in HPLC-MeBgefaf3e iiberfiihrt.
Nach der Elution mit Acetonitril und der Evaporation des Losungsmittels wurden die Riick-

stinde in 100 pul [3:17 (v/v)] Acetonitril/Wasser aufgelost und in einem HPLC der 1100er
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Serie unter Verwendung einer 2,1 x 120 mm Hypersil ODS C18 Séule, welche mit einer 2x30

mm Hypersil ODS Vorsdule versehen war, analysiert. Fiir die Elution wurden isokratische

Bedingungen [3:17 (v/v)] Acetonitril/0,5 %-iger H3PO4 bei einer FluBgeschwindigkeit von

0,25 mlmin™ eingehalten. Die Effluenten wurden bei 297 nm unter Verwendung eines 1040A

HPLC Detektionssystems, eines Diodenreihendetektors, gemessen. Die Formation des 6-OH-

CLX wurde im Vergleich zu einer Standardkurve, die aus kduflich erworbenem 6-OH-CLX

dargestellt wurde, quantifiziert und zur Bestimmung der CYP2EI1-Hydroxylaseaktivitit

verrechnet. Jede Probe wurde doppelbestimmt.

2.2.7 Das Cometassay

1. Das KSG

Bezeichnung der Verbindung

Gehalt in 2,5g Gemisch [mg]

Tetrachlorethen 0,022
Dichloracrylnitril 0,047
Trichloracrylnitril 3,0
Pentachlorethan 0,015
Hexachlorethan 0,215
Pentachlorpropionitril 14,5
Trichlortriazin 1,075
Pentachlormethacrylonitril 0,115
Hexachlorbutadien 1,3 0,1
Hexachlorpropen 0,042
Dichlormethoxytriazin 0,65
Pentachlorallylnitril 0,217
t-Pentachlorcrotonitril 0,25
Dichlorhydroxytriazin 0,045
Tetrachlorpyrazin 0,825
Hexachlorcyclopentadien 0,01
Dichlortriazin-2-amin 0,207
Heptachlorbutyronitril 0,004
Pentachlorpyridin 2,225
Pentachlorbenzol 0,024
o-Tetrachlorcyanopyridin 0,002
m-Tetrachlorcyanopyridin 0,017
Octachlorpropan 0,525
Octachlorcyclopenten 1,075
o-Heptachlorpicolin 1,075
m-Heptachlorpicolin 2,225
Hexachlorbenzol 3,25

Tab.3: Auszug aus der Zusammensetzung des KSG /9/

Das KSG wurde in einer Konzentration von Imgml” in 0,5%-iger DMSO-Losung suspen-

diert. In Vorversuchen zeigte sich die 0,5%ige DMSO-L&sung als optimale Suspensionskon-
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zentration. Diese Konzentration wirkte nicht zytotoxisch auf die NHBEC. Diese Suspension

wurde als Stammldsung vor jedem Experiment frisch angesetzt /87].

2. Vitalfarbung mittels Trypanblau

Der Farbstoff Trypanblau kann intakte Membranen lebender Zellen nicht iiberwinden. Da-
gegen erreicht Trypanblau das Zytosol toter Zellen, deren Zellmembran nicht mehr intakt ist.
Da Trypanblau ein saurer Farbstoff ist, dessen hochste Aufnahmefahigkeit bei einem pH von
7,5 besteht, bindet er sich als Anion leicht an Proteine /74].

Nach dem Absaugen des Mediums wurden die Zellen 5 min trypsiniert und in PBS ge-
waschen. Die Zellkonzentration betrug ca. 10° Zellen ml™'. 50 ul Zellsuspension wurden mit
50 ul 0,25 %-iger steriler angewédrmter Trypanblaulosung versetzt. Das Gemisch wurde 3 min
bei 37°C inkubiert.

Die mikroskopische Auswertung erfolgte sofort in einer Fuchs-Rosenthal-Zdhlkammer. Alle
ungefirbten Zellen und alle Zellen, welche iiber eine leichte bis tiefblaue Farbung verfiigten,
wurden gezidhlt. Etwa 400 Zellen wurden fiir jeden Testkonzentration ausgewertet und der

prozentuale Anteil membrangeschédigter Zellen ermittelt /87].

3. Cometassay

Beschichtung der Objektriger

NMP-Agarose 1 % in H,O LMP-Agarose 0,5 % in PBS
NMP-Agarose 0,6 % in PBS
Lysierungslosung:  pH =10 Endlysierungslosung:
10 mM Trispuffer durch Zusatz von
2,5 mM NaCl 1 % Triton X-100
100 mM Na-EDTA 10 % DMSO
1 % Na-Sarconisat zur Lysierungslosung
Elektrophoresepuffer:pH = 13 Neutralisationspuffer: pH=17,5
1 mM Na-EDTA 0,4 mM Trispuffer
300 mM NaOH
Férbung:

20 pg/ml Ethidiumbromid
Die NHBEC wurden vor der Behandlung 5 min trypsiniert, um sie von der Plastikoberfldche
der Kulturschale zu l8sen, abzentrifugiert, gezahlt und 40000 Zellen in einem Reaktionsgefal3

fiir eine bestimmte Zeit mit der Testkonzentration, die dem Kulturmedium zugesetzt wurde,

behandelt.
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Speziell aufgerauhte Objekttriger wurden mit 1 ml 1% NMP Agarose beschichtet. Dieser
Uberzug wurde nach kurzer Antrocknung wieder abgeschabt und der Objekttriiger mit einer
Grundschicht von 300 pl 0,6 % NMP-Agarose erneut iiberschichtet, mit einem Deckglas be-
legt und diese und die folgende Agaroseschichten wurden iiber einer eisgekiihlten und
feuchtigkeitsisolierten Glasscheibe zum Erstarren gebracht.

Nach der Entfernung des Deckglases wurde die Grund- mit der Zellschicht belegt. Dazu
wurden die behandelte NHBEC in 85 pl 0,5 % LMP-Agarose resuspendiert und auf den vor-
beschichteten Objekttrigern aufgebracht, mit je einem Deckglas abgedeckt und 10 min iiber
Eis gelagert. Mit einer abschliefenden Deckschicht aus 85 pul 0,5% LMP-Agarose wurde die
Zellschicht geschiitzt. Die Objekttrager wurden wiederum 10 min {iber Eis gelagert. Nach der
Entfernung des Deckglases inkubierten die Objektrager fiir 1h in der Lysierungsldsung bei
4°C. Die Lyse dient der Freilegung der DNA aus dem Kern. Die Endlysierungslésung wurde
synchron der Lyse zugefiigt. Danach wurden die Objekttrager in die Elektrophoresekammer
tiberfiihrt und 1h im stark basischen Elektrophoresepuffer vorinkubiert. Der stark basische
Elektrophoresepuffer bewirkt eine Relaxation der DNA. Der lichtgeschiitzte Elektrophorese-
lauf erfolgte 30min bei 25V und 300 mA. Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die
Objekttrager mit Neutralisationspuffer bei Raumtemperatur abgespiilt. Die Objekttrager
wurden in Neutralisationspuffer iiber Nacht im Kiihlschrank gelagert. Mit 60 ul Ethidium-
bromidlosung erfolgte die Farbung /80].

Als Positivkontrolle wurde mit H,O; in der Konzentration von 300 uM inkubiert /725].

Zum Ausschlufl weitere Schiddigungen oder Photoreparatur der DNA durch Lichtenergie er-
folgte die Durchfiihrung des Cometassay weitestgehend im Dunkeln oder bei Rotlicht /725].
Die mikroskopische Auswertung erfolgte sofort nach der Fiarbung mit einem Auflicht-
fluoreszenzmikroskop, Filtersatz Nr.15 (Anregungswellenlinge 510 nm/ Emission 595 nm).
Die Kometenschweiflinge wurde mit Hilfe eines Okularmikrometers gemessen [/30/. Es
wurden je 50 Kometen pro Objektrager ausgewertet [47].

In der Literatur werden hdufig digitale Auswertungssysteme beschrieben, die den DNA-Ge-
halt der Kometenldnge, das sogenannte Tailmoment messen. Zum Zeitpunkt der Durchfiihr-
ung der Tests standen derartige digitale Auswertungssysteme noch nicht zur Verfiigung /31].
Die Langenmessung der Kometen ist aber vollig ausreichend und zweckméBig, um Aussagen
iiber das Ausmaf3 an DNA-Schiden zu treffen und Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen er-

fassen zu koénnen /130].
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4. Der S9-Mix — ein externes Metabolisierungssystem

Nicht alle gentoxischen Substanzen wirken direkt gentoxisch. Viele Stoffe wirken indirekt.
Sie werden erst durch ihre Metabolisierung gentoxisch.

Da die meisten in-vitro-Kulturen nicht iiber die erforderliche Enzymausstattung verfiigen, die
fiir die Metabolisierung im intakten Sdugerorganismus vorhanden ist, muf} bei der in-vitro-
Testung ein externes Metabolisierungssystem eingesetzt werden.

Eine dem Sdugerorganismus anndhernd vergleichbare Stoffwechselsituation wird durch Zu-
gabe eines externen Metabolisierungssystems im in-vitro-System geschaffen. Die Leber wird
als das geeignetste Organ fiir die Gewinnung eines externen Metabolisierungssystems ange-
sehen /38]. In der Leber, dem Hauptstoffwechselorgan fiir exogene und endogene Substrate,
werden CYP besonders stark exprimiert. Die Rolle dieser Enzyme fiir die Ent- und Giftung ist
bereits eingehend besprochen worden. Durch Oxidation metabolisieren sie lipophile Fremd-
stoffe zu hydrophilen Produkten, die, nach einer Phase-II-Reaktion, vom Korper ausge-
schieden werden konnen /26].

Durch die Zugabe von Induktoren, z. B. Aroclor, kann eine Expression von verschiedenen
CYP ausgelost werden. Dies findet Anwendung bei der Herstellung der sogenannten S9-
Fraktion aus Rattenleber zur Praparation des S9-Mixes. Der S9-Mix zeichnet sich durch einen

hohen Gehalt an CYP aus.

Arocloraufbereitung
Durch ein Gemisch aus polychlorierten Biphenylen, welches in der Literatur als Aroclor 1254
bezeichnet wird, erfolgte die enzymatische Leberaktivierung. Aroclor ist der gebréuchlichste
Induktor /21]. Zur Herstellung des Homogenates konnen auch andere Organe, z. B. die
Lunge, verwendet werden. Es gibt keine Hinweise auf ein bevorzugtes Aktivierungssystem,
da das KSG zahlreiche halogenierte Kohlenwasserstoffe ohne bislang bekannte gentoxische
Wirkung enthilt. Da fiir Aroclor die meisten Daten zur Verfiigung standen, wurde dieser

Induktor gewahlt.

Leberaktivierung und Herstellung der S9-Fraktion
Vor der Applikation wurde Aroclor in einer Konzentration von 200 mgml™ in ErdnuBél ge-
16st /21]. Einer mannlichen Wistarratte mit einem Mindestgewicht von 250 g wurden flinf
Tage vor Versuchsbeginn 500 mgkg™ Aroclor 1254 i.p. injiziert. Am Versuchstag wurde die
Ratte durch eine 50 mgkg' Pentobarbitalinjektion i.p. narkotisiert und unter sterilen
Bedingungen sofort laparotomiert. Nach dem Ausbluten wurde die Leber exstirpiert und bei

4°C aufbewahrt. Die Leber wurde anschlieBend gewogen, zerschnitten und je g Leber mit 3
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ml 0,15 M steriler KCI versetzt. Nach der Homogenisierung wurde das Gemisch in sterilen
Plastikzentrifugenréhrchen 10 min bei 4°C mit 6000xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde in

sterile Kryorohrchen verteilt und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

Herstellung des S9-Mix
Losungen zur Herstellung des S9-Mix:
Phosphatstammlosung
A: 4,804 ¢ KH,PO4 ad 100 ml HyOgest.
B: 6,286 g Na,HPO,4 x 2 H,O ad 100 ml HyOgegt.
Es wurden 19,6 ml von Losung A und 80,4 ml von Losung B gemischt, auf einen pH-
Wert von 7,4 eingestellt und die Phosphatstammldsung autoklaviert.
Magnesiumchlorid
406,51 mg MgCl, x 6 H,O ad 50 ml HyOget.
Kaliumchlorid
615 mg KCl ad 50 ml HyOgeg.
Beide Losungen wurden durch Mikrofiltration sterilisiert.
NADP
726 mg NADP ad 20 ml HyOgest.
Glucose-6-phosphat
304 mg Glucose-6-phosphat ad 20 ml HyO gest.
Die Sterilisation beider Losungen erfolgte durch Mikrofiltration. Die Losungen wurden in
sterile Rohrchen pipettiert und bei -30°C eingefroren.
Vor Testbeginn wurde aus der S9-Fraktion der S9-Mix hergestellt und dazu das NADP, das
Glucose-6-Phosphat und die S9-Fraktion auf Eis aufgetaut.
Anteile am S9-Mix in der Reihenfolge der Zugabe:

1. Phosphatstammldsung 30 %
2. KCl 20 %
3. MgCl, 20 %
4. S9-Fraktion 10 %
5. NADP 10 %
6. Glucose-6-phosphat 10 %

Um Auskristallisierungsprozesse einzelner Komponenten zu verhindern, muflte diese Reihen-

folge eingehalten werden.
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Der Einsatz des S9-Mix
Der Versuchsablauf des Cometassays wurde nicht wesentlich beeinflufit. Der Zellsuspension
wurde S9-Mix in einer Konzentration von 10 % zugesetzt. Die Behandlungsdauer darf 3h

nicht liberschreiten, da S9-Mix bei ldngerer Einwirkung zytotoxisch wirken kann /77,132].

2.2.8 Statistik

Angegeben werden der arithmetische Mittelwert und die Standardabweichung. Zur Veri-
fizierung signifikanter Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen wird der t-Test nach
Student angewendet. Dieser geht von der Nullhypothese aus, die unterstellt, da3 keine Unter-
schiede zwischen der Priif- und Kontrollgruppe vorliegen bzw. nur durch Zufall bedingt sind.
Signifikante Unterschiede zwischen den Stichproben liegen vor, wenn diese Hypothese bei
einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05 widerlegt werden konnte. Sie werden im

folgenden mit * gekennzeichnet.
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3 Ergebnisse
3.1 Die Kultur normaler humaner Bronchialepithelzellen
3.1.1 Ubersicht der gewonnenen Resektate

Von 35 Patienten, die sich ab Juni 1997 bis Juni 1999 einem thoraxchirurgischen Eingriff in
der Klinik fiir Herz- und Thoraxchirurgie der Univ. unterzogen haben, konnte Gewebe fiir die
Etablierung einer Kultur NHBEC an unserem Institut fiir Umwelttoxikologie der Univ. ge-
wonnen werden. Die Angaben zu den Patienten sind der Tab. 4 zu entnehmen. Der Gewebe-
gewinn erfolgte immer aus dem Resektat, das nach den Gesichtspunkten der Tumorchirurgie
entfernt wurde. Es wurde den Patienten fiir diese Versuche niemals Gewebe entnommen. Die
laufende Patientennummer wurde immer zur Bezeichnung der Kultur bzw. der Probe weiter-

gefiihrt. Eine zweite Zahl nach der ID kennzeichnet die Explantationsgeneration.

3.1.2 Die selektive Gewinnung und Kultivierung normaler humaner Bronchialepithel-
zellen

Da im Querschnitt des préiparierten Bronchus verschiedene Zellpopulationen aus unterschied-

lichen Keimblittern zur Organbildung beitragen, bestand die Aufgabe, die Zellen des

Bronchialepithels selektiv zu isolieren oder zu gewinnen.

1. Modifizierte Methode nach Dobbs et al. /30/:

Die Versuche, Bronchusfragmente einer Digestion mittels einer Trypsinlésung auszusetzen,
hatten das Ziel, ein Gemisch aus bronchialen Epithelzellen und weiteren Zellen anderer Popu-
lationen zu gewinnen. In der angeschlossenen Zentrifugation war die Selektion der bron-
chialen Fraktion des Gemisches geplant. Im Ergebnis der Kultivierung der so gewonnenen
Zellen mufite festgestellt werden, dall die Ausbeute an Zellen sehr klein war und daf3 lediglich
vereinzelte Fibroblasten lichtmikroskopisch darstellbar waren. Bronchiale Epithelzellen
waren nicht detektierbar. Bei den in Tab. 4 mit einem * gekennzeichneten ersten drei Pripara-
tionen handelte es sich um Aufarbeitungen, die nach der modifizierten digestiven Methode

nach Dobbs et al. angefertigt wurden.

2. Modifizierte Methode nach Robinson et al. [713]:

Die Versuche, einen Bronchialbaumabschnitt einer Digestion mittels Perifusion einer Elasta-
selosung zu unterziehen, hatten das Ziel, selektiv eine Populationen bronchialer Epithelzellen
zu gewinnen. Durch den angeschlossenen mechanischen Aufschlufl und die Netzpassagen

sollten die separierten differenzierten Bronchialepithelzellen eines Bronchialbaumabschnittes
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ID| G| Geb.-dat. Diagnose Lokalisation Therapie| Prap.-tag| ML
*1] w| 01.01.41 Adeno-CA rechts zentral Pneumonektomie| 16.06.97| neg
*2| m| 26.11.33 Adeno-CA rechter Unter-La| Unterlappenresektion| 25.06.97| neg
*3] m| 05.03.39 anaplastisches CA linker Ober-La Pneumonektomie| 04.07.97| neg
*4| m| 22.09.36 Adeno-CA| rechter Ober-, Mittel-La|  obere Bilobektomie| 05.08.97| neg
*5|m| 13.02.35 kleinzelliges CA links zentral Pneumonektomie| 10.09.97| neg
*6| m| 03.10.31|bronchiolo-alveoldres CA linker Ober-La| Oberlappenresektion| 16.09.97| neg
*7]1 m| 29.12.26 Metastase linker Ober-La| atypische Resektion| 27.11.97| neg
*8|m| 11.12.44 Adeno-CA links zentral Pneumonektomie| 03.12.97| neg
*9] m| 07.06.35 Adeno-CA linker Unter-La| Unterlappenresektion| 10.12.97| neg
*10=0| m| 22.01.40 Hamartochondrom Lingula Lingularesektion| 07.01.98
1| m| 02.06.26 kleinzelliges CA linker Ober-La Pneumonektomie| 16.01.98| pos
2| wf 24.11.34 Metastase rechter Mittel-La| Mittellappenresektion| 19.02.98| pos
3| w| 21.09.37 Bronchiektasien linker Unter-La| Unterlappenresektion| 26.02.98 pos
4| m| 25.05.25 Plattenepithel-CA rechter Ober-La| Oberlappenresektion| 05.03.98( pos
5| m| 04.04.52 Plattenepithel-CA linker Unter-La| Unterlappenresektion| 06.03.98 pos
6| m| 01.04.38 Plattenepithel-CA links zentral Pneumonektomie| 13.05.98| pos
7| m| 05.01.28 Plattenepithel-CA linker Ober-La| Oberlappenresektion| 18.05.98| pos
8| m| 28.01.47 Plattenepithel-CA rechter Ober-La| Oberlappenresektion| 22.05.98| pos
9l m| 17.09.30 anaplastisches CA rechter Ober-La[ Oberlappenresektion| 02.06.98 pos
10{ m| 19.09.38 Adeno-CA linker Unter-La| Unterlappenresektion| 06.06.98 pos
11| m| 23.06.24 Plattenepithel-CA rechter Unter-La| untere Bilobektomie| 26.06.98 pos
12| m| 22.08.35 anaplastisches CA rechter Mittel-La| Mittellappenresektion| 07.09.98| pos
13| m| 23.08.47 Adeno-CA rechter Ober-La| Oberlappenresektion| 09.09.98( pos
14 m| 26.09.34 Plattenepithel-CA linker Ober-La| Oberlappenresektion| 28.09.98| pos
15( m| 22.04.42 Adeno-CA links zentral Pneumonektomie| 05.11.98| pos
16{ m| 10.10.28 Adeno-CA rechter Ober-La| Oberlappenresektion| 13.11.98( pos
17| m| 15.12.37 Plattenepithel-CA rechter Ober-La Pneumonektomie| 30.11.98| pos
18| m| 07.02.21 Plattenepithel-CA linker Unter-La| Unterlappenresektion| 03.12.98( pos
191 m| 06.09.30 Adeno-CA rechter Ober-La| Oberlappenresektion| 09.02.99 pos
20 m| 27.12.34 Plattenepithel-CA rechter Unter-La| untere Bilobektomie| 10.02.99 pos
21| m| 03.01.33 Adeno-CA linker Unter-La| Unterlappenresektion| 24.03.99( pos
22| m| 16.07.32 Plattenepithel-CA rechter Unter-La| untere Bilobektomie| 16.04.99( pos
23 m| 04.06.41 Plattenepithel-CA rechter Ober-La Pneumonektomie| 29.04.99| pos
24 m| 18.10.28 Plattenepithel-CA linker Unter-La| Unterlappenresektion| 27.05.99( pos
25(m| 16.10.36 Adeno-CA rechter Ober-La Pneumonektomie| 24.06.99| pos

Tab.4: Darstellung der positiven (pos) oder negativen (neg) Kulturverldufe bei der Gewinnung von
Monolayern (ML) von NHBEC. Die aufgelisteten Daten der Patienten (ID), wie das mannliche (m)
oder weibliche (w) Geschlecht (G), das Geburtsdatum (Geb.-dat.), die Diagnose mit histologischer
Klassifizierung des Karzinoms (CA), die Lokalisation der Erkrankung mit Angabe des betroffenen
Lungenlappens (La) und die am OP-Tag = Préparationstag (Prip.-tag) durchgefiihrte Therapie, dienen
bedarfsgemal der Klarung retrospektiver Fragestellungen.

zur Verfiigung stehen. Im Ergebnis der Kultivierung der so gewonnenen Zellen muflte festge-
stellt werden, daf3 die Ausbeute an Zellen sehr klein war und dal} lediglich vereinzelte Fibro-
blasten lichtmikroskopisch darstellbar waren. Bronchiale Epithelzellen waren nicht detektier-

bar. Bei den in der Tab. 4 mit einem * gekennzeichneten Préparationen Nr. *4 bis *9 handelte
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es sich um Aufarbeitungen, die nach der modifizierten digestiven Methode nach Robinson et

al. angefertigt wurden.

3. Modifizierte Methode nach Lechner et LaVeck [68]:

Nach dieser Methode konnten selektiv durch die Wahl der Kulturbedingungen NHBEC in
Monolayerdimension reproduziert werden. Nach zwei bis drei Wochen Auswachszeit stand
ein subkonfluenter Monolayer zur Verfligung. Jetzt konnten die Fragmente zur erneuten Aus-
saat in frische Kulturschalen iiberfiihrt werden. Es waren individuelle Schwankungen in der
Auswachsgeschwindigkeit bei gleichen Kulturbedingungen zu verzeichnen. Bei den in der
Tab. 4 aufgefiihrten Praparationen Nr.1 bis 25 handelte es sich um Aufarbeitungen, die nach
der modifizierten Methode nach Lechner et LaVeck angefertigt wurden.

Die Abbildungen 2, 3 und 4 zeigen mikroskopische Aufnahmen der Kultur NHBEC.

Die in der Tab. 4 mit *10 bezeichnete Probe stellt einen Sonderfall dar. Es handelte sich um
einen Patienten, der, mit einem Rundherd unklarer Dignitdt in der Lingula pulmonis sinistri,
sich einer diagnostischen Thorakotomie unterzog. Als diagnostisch-therapeutische MaB-
nahme wurde eine Lingularesektion durchgefiihrt. Da es sich bei der Schnellschnittdiagnose
um einen benignen Tumor, ein Hamartochondrom, handelte, konnte auf eine Lappenresektion
verzichtet werden. Da bei diesem Resektat keine Bronchusanteile vorhanden waren, wurde in

Absprache mit dem Operateur vom Lingularesektat eine Pulmonalgewebeprobe pripariert.
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Abb.4: Phasenkontrastmikroskopie, Bei alten Kulturen um die vierte Explantationsgeneration konnte
eine zunehmende Erschopfung der Fragmente mit einer auftretenden Fibroblastenkontamination be-
obachtet werden. Links oben: NHBEC, rechts unten: Fibroblasten; 25 x

3.1.3 Charakterisierung der Kultur normaler humaner Bronchialepithelzellen

Elektronenmikroskopisch konnte in Abb. 5 gezeigt werden, daf es sich bei den kultivierten
Zellen um differenzierte Zellen epithelialen Charakters handelte. Von den Bronchialepithel-
zellen wurden in der Kultur Zytokeratinfilamente exprimiert, die sich in charakteristischer
Weise im Zytosol darstellten. Desweiteren boten die Bronchialepithelzellen ein typisches Er-
kennungsmerkmal epithelialer Zellen: es wurden Mikrovilli von der Zellmembran ausge-
stiilpt. In den Zellmembranausstiilpungen waren keine tubuldren Filamente nachweisbar. Eine
zilidre Differenzierung war zu diesem Zeitpunkt negativ.

Mit Hilfe immunhistochemischer Arbeitstechniken konnte der bronchoepitheliale Charakter
der Kultur der NHBEC nachgewiesen werden. Die Abb. 6 illustriert dieses Ergebnis. Durch
die Detektion von Markern epithelialer Filamentstrukturen des Zytoskelettes, in dieser Arbeit
Zytokeratin und das spezifische CK8/18, konnte bei flichenhaft, positivem Ergebnis fiir diese
Marker der bronchoepitheliale Charakter der Zellkultur gezeigt werden. Um eine Verunreini-

gung der Kultur NHBEC mit Zellen mesenchymalen Ursprunges auszuschlieen, wurde ein
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Marker fiir mesenchymale, Intermediarfilamentstrukturen des Zytoskelettes: das Vimentin ge-
wiahlt. Die Gegenreaktion mit Antivimentin zeigte lediglich punktuelle Verunreinigung mit

Zellen mesenchymalen Ursprungs.

ol

Abb.5: Elel{t;onemi‘ oskbpie KNAI’-I'BEC, linkes Bild membrandse Ausstiilpungen in Form von Mikro-
villi (M) 30000 x, rechtes Bild Zytokeratinfilamente (Z) 20000 x
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Abb.6: Immunhistochemische Detektion von Zytokeratin (linkes Bild), CK8/18 (Mitte) und Vimentin
(rechtes Bild), fiir Zytokeratin und CK8/18 konnte eine flichenhaft positive Reaktion (rotbraune zyto-
solische Farbung) gezeigt werden, fiir Vimentin konnten nur punktuelle Reaktionen gefunden werden;
25x

CK18 und CK19 waren m.H. der Westernblotanalytik detektierbar. Abb.7 dokumentiert, daf3
CK18 durch variables Auftreten imponiert. Fiir CK19 konnte eine konstitutive Proteinex-

pression festgestellt werden, wie es Abb.§ zeigt.
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Abb.7: Westernblotanalytik des CK 18 bei NHBEC und NHBE, Positivkontrolle HH660 1.d und 8.d

- —— G omay @RS QP . 0909020*

1.d 8.d 9.2. 6.2. 10.1. 4.3. 19 11 25
HH660
Abb.8: Westernblotanalytik des CK19 bei NHBEC und NHBE, Positivkontrolle HH660 1.d und 8.d

ID| 11| 19| 25| 43. 6.2, 9.2 10.1.
CKI18 n n n p n p p

CKI9f p| p p p p P P

Tab.5: Auswertung und Zusammenfassung der Westernblotanalytik von CK 18 und CK19 bei NHBEC
und NHBE, positive (p) und negative (n) Signale wurden erfafit. Proben-ID s. 3.1.1

3.2  Die Expression der Cytochrom-P450-Isoformen in der Kultur normaler humaner
Bronchialepithelzellen

3.2.1 Die Cytochrom-P4502E1-Proteinexpression

Fiir CYP2E1 konnte im frischen NHBE immer ein Signal erzielt werden. Auch fiir einen peri-
pheren Lungenabschnitt 18L war das Enzym detektierbar. Im Gegensatz dazu war die
CYP2E1-Proteinexpression im Kulturverlauf bis auf die positive Ausnahme 4.3. immer

negativ.

1d 8.d 92. 6.2 10.1. 43. 19 11
HH660

Abb.9: Westernblotanalytik des CYP2E1, NHBEC und NHBE, Positivkontrolle HH660 1.d und 8.d

S A = ] Se @
1.d 6.2. 6.3. 7.2. 12 13 25
HH660

Abb.10: Westernblotanalytik des CYP2E1, NHBEC und NHBE, Positivkontrolle HH660 1.d
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Abb.11: Westernblotanalytik des CYP2E1 fiir NHBEC, Positivkontrolle HH660 1.d und 8.d
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10.1.
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Abb.12: Westernblotanalytik des CYP2E1 fiir NHBEC und NHBE, mikrosomale CYP2EI-positive
Kontrolle (MPK), 18.L war eine Probe des peripheren Lungengewebes

ID| 11} 12{ 13} 15| 19| 25| 18L

CYP2El} 'p| p p P P P P
ID| 43.| 6.1.| 62| 63| 7.1 9.1 9.2, 9.3./10.1.| 16.2.| 17.1.| 18.1.
CYP2EI p n n n n n n n n n n n

Tab.6: Auswertung und Zusammenfassung der Westernblotanalytik von CYP2E]1, die obere Tabelle
beinhaltet die Ergebnisse fiir frisches NHBE mit der peripheren Probe 18L, die untere Tabelle nimmt
die Ergebnisse der Kultur auf. Positive (p) und negative (n) Signale wurden erfaft. Proben-ID s. 3.1.1

3.2.2 Die mRNA-Expression der Cytochrom-P450-Isoformen 2E1, 2B7, 2F1 und 4B1

Im Rahmen der RT/PCR konnte fiir CYP2EImRNA ein konstitutives Auftreten bis auf die
Peripherieprobe 0 festgestellt werden. CYP2B7mRNA war in allen Proben detektierbar.
CYP2FImRNA war nur in der Peripherieprobe 0 nachzuweisen. CYP4BImRNA wurde in

keiner Probe exprimiert.

Abb.13: RT-PCR CYP2B7 von NHBEC und NHBE ~ 4.3. 2.3. 7.2. 9.2. 125 0
Abb.14:RT-PCR CYP2E] von NHBEC und NHBE ~ 43. 2.3. 7.2. 9.2. 11 25 0
Abb.15: RT-PCR CYP2F1 von NHBEC und NHBE 43, 23. 72. 92. 1 25 0
Abb.16: RT-PCR CYP4B1 von NHBEC und NHBE ~ 4.3. 2.3. 72. 9.2. 11 25 0
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Abb.17:RT-PCR B-Actin von NHBEC und NHBE 43. 23. 72. 9.2. 11 25
O 11| 25|23.{43.7.2.]9.2.
CYP2B7| p| p| p| P P P P
CYP2El| n p| p| p| p p
CYP2F1| p| n| n n| n n| n
CYP4Bl| n| n nf n nf nf n

Tab.7: Auswertung und Zusammenfassung der RT/PCR der CYP-Isomere von NHBEC und NHBE.

Positive (p) und negative (n) Signale wurden erfaft. Proben-ID s. 3.1.1

3.2.3 CYP2E1-Aktivititen im Chlorzoxazonassay

Das NHBE von drei Proben 21, 22 und 23 wurde mit 40mM Ethanol iiber vier Tage bei tig-
lichem Medienwechsel inkubiert. Bei Probe 24 (Kontrolle) wurde der tigliche Medien-
wechsel ohne Ethanolzusatz durchgefiihrt. Im BgVV wurde die Aktivititsmessung durchge-
fithrt. In der Kontrolle ist eine Verdopplung des CYP2EI-spezifischen CLX-Umsatzes zu
verzeichnen. Nachdem fiir die Proben 22 und 23 anfinglich keine Aktivitit zu verzeichnen
war, konnten nach 96h wieder Aktivititswerte festgestellt werden. Probe 21 zeigte im Vier-
tagesverlauf eine stetige Steigerung des CLX-Umsatzes. Durch Einwirkung von 40mM

Ethanol konnte hier die hochste Vervielfdltigung der CYP2E1-Aktivitdt nach 96h um den

Faktor 4,65 im Vergleich zum Frischgewebe notiert werden.

ID| 21(+40mM E)| 22(+40mM E)| 23(+40mM E)| 24(-40mM E)
t[h]{a[pmol/minmg]|a[pmol/minmg]|a[pmol/minmg]|a[pmol/minmg]
0 1,1 n.m. n.m. 0,6
24 1,81|n.d. n.d. n.d.
48 2,19|n.d. n.d. n.d.
72 3,17|n.d. n.d. n.d.
96 5,12 1,21 0,5 1,3

Tab.8: CYP2E1-Aktivitdtswerte der Proben mit (+40mM E) und ohne=Kontrolle (-40mM E) 40mM
Ethanolgabe in Abhédngigkeit von der Einwirkzeit im CLX-Assay. Nicht mebare (n.m.) Betrige und

aus verfahrenstechnischen Griinden nicht durchgefiihrte (n.d.) Messungen wurden gekennzeichnet.

Proben-ID s. 3.1.1
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33 Normale humane Bronchialepithelzellen in Gentoxizititsuntersuchungen
3.3.1 Der Vitalititstest mittels Trypanblaufirbung

Der Anteil der nicht membrangeschédigten, also vitalen Zellen wurde prozentual den einzel-
nen Testkonzentrationen nach 24h Inkubation gegeniibergestellt. Die Zytotoxizitéit stieg mit
zunehmender Testkonzentration an. Diese Kontrolle wurde durchgefiihrt, um eine Uberlage-
rung von Zytotoxizititseffekten auf die Gentoxizitdtsuntersuchungen auszuschlieBen. Exem-
plarisch wurde in Abb.19 die ldngste Einwirkzeit des KSG dargestellt, weil hier die potentiell

hochstmogliche zytotoxische Schadigung zu erwarten war.

100
30
<
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Abb.18: Die Vitalitidtswerte nach 24h Inkubation der NHBEC sind der Negativkontrolle (NK), der
Vehikelkontrolle (VK) und den Testkonzentrationen des KSG zugeordnet. Vital sind jene Zellen, die
keine Membranschiddigung davontrugen.

3.3.2 Normale humane Bronchialepithelzellen im Cometassay

Im Cometassay, in den Abbildungen 19 und 20 sind Beispiele fiir die Visualisierung von
Kometen dargestellt, konnte fiir NHBEC eine Zunahme der Kometenschweifldnge in Ab-
hingigkeit von der Testkonzentration und der Einwirkzeit des KSG festgestellt werden.
Dieser Sachverhalt wurde je Versuchsansatz, mit Ausnahme fiir den 24h-Versuch, in zwei
Diagrammen in den Abb. 21 bis 26 veranschaulicht. Zum einen wurde die Verteilung der
Anzahl der Kometenschweifldngen der Testkonzentration zugeordnet. Zum anderen wurden
die Mittelwerte der Kometenschweiflingen mit der Standardabweichung den
Testkonzentrationen des jeweiligen Versuchsansatzes beigefiigt. Fiir den 24h-Versuch wurde
nur diese Form der Darstellung gewidhlt. Die Zunahme der Kometenschweifldnge fiir die je-
weilige Testkonzentration war im Vergleich zur Negativkontrolle signifikant fiir jede Behand-

lungsdauer bereits ab der kleinsten Testkonzentration. Bei den Versuchen zur externen Meta-
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bolisierung konnte fiir die Proben, die mit und ohne S9-Mix inkubiert wurden, innerhalb einer

Testkonzentration kein signifikanter Unterschied gemessen werden.

Abb.19: NHBEC im Cometassay nach 2h Behandlungszeit. Linkes Bild: ohne Zusatz des KSG:
Negativkontrolle. Rechtes Bild: mit Zusatz des Losungsvermittlers DMSO ohne Zusatz des KSG:
Vehikelkontrolle. 40x

Abb.20: NHBEC im Cometassay nach 2h Behandlungszeit. Linkes Bild: mit Zusatz des KSG in einer
Konzentration von 0,02 mgml'l.Rechtes Bild: mit Zusatz des KSG in einer Konzentration von 0,16
mgml™”. 40x

Kometenschweiflange [um]
S = N W kA N 0 O
1

N
& Q@% D Q@'

Konzentration [mgml~ 1]

Abb.21: Korrelation zwischen mittlerer Kometenschweifldnge und Negativ- (NK) und Vehikel- (VK)
Kontrolle und Testkonzentration des KSG nach 24h Behandlungsdauer bei NHBEC; *: p < 0,05;
Student-t-Test; Mittelwert + SD
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Abb.22: Verteilung der Kometenschweifldngen in Abhéngigkeit von der Testkonzentration des KSG
nach 1h Behandlungsdauer bei NHBEC, mitgefiihrt wurde eine Kontrolle fiir den Losungsvermittler
DMSO (Vehikelkontrolle) sowie eine Verfahrenskontrolle mit H,O, (Positivkontrolle)

Kometenschweiflange [um]

FEF PSS E
Konzentration [mgml~ 1 ]
Abb.23: Korrelation zwischen mittlerer Kometenschweiflainge und Negativ- (NK), Vehikel- (VK),
Positivkontrolle (PK) und Testkonzentration des KSG nach 1h Behandlungsdauer bei NHBEC; *: p <
0,05; Student-t-Test; Mittelwert + SD
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Abb.24: Verteilung der Kometenschweiflingen in Abhingigkeit von der Testkonzentration des KSG
nach 2h Behandlungsdauer bei NHBEC, mitgefiihrt wurde eine Kontrolle fiir den Losungsvermittler
DMSO (Vehikelkontrolle)
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Abb.25: Korrelation zwischen mittlerer Kometenschweiflinge und Negativ- (NK), Vehikel- (VK), S9-
Mix- (S9) Kontrolle und Testkonzentration des KSG ohne und mit Zusatz des S9-Mix nach 2h
Behandlungsdauer bei NHBEC -Mittelwertvergleich-; *: p <0,05; Student-t-Test; Mittelwert + SD
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Abb.26: Verteilung der Kometenschweifldngen in Abhéngigkeit von der Testkonzentration des KSG
unter Zusatz des S9-Mixes nach 2h Behandlungsdauer bei NHBEC, mitgefiihrt wurde eine Kontrolle
fiir den Losungsvermittler DMSO (Vehikelkontrolle) sowie eine Kontrolle fiir den S9-Mix (S9)
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4 Diskussion
4.1 Die Kultur normaler humaner Bronchialepithelzellen
4.1.1 Die Materialgewinnung

Mit der Etablierung der Kultur NHBEC an unserem Institut ist es gelungen, ein in-vitro-
Modell des humanen Bronchialepithels zu installieren. Es ist von Vorteil, da} Resektions-
material direkt im OP-Saal gewonnen werden konnte. Dadurch beschriankte sich die Ischamie
und Kiihlzeit lediglich auf den Transport in das Institut. Die Anwendung des Transport-
mediums L15 trigt wesentlich zum Schutz des Gewebes vor einer irreversiblen Schidigung
bei. Lechner et al. standen nur postmortales Sektionsmaterial zur Verfiigung [65,66/. Der
Nachteil postmortaler Resektate besteht in der stattgefundenen anoxischen Belastung. Dabei
wurde beispielsweise die Degradation von Membranphospholipiden beschrieben, was eine ir-

reversible Zellschiddigung begriindet /2§].

4.1.2 Serumfreiheit als Selektionskriterium

Durch die Schaffung spezifischer Kulturbedingungen, wie die Anwendung serumfreier
Medien oder die Beschichtung der Kulturschalenoberfliche mit adhdrenzoptimierenden Kom-
ponenten, ist die selektive Aussaat der NHBEC erzielbar. Nachdem anfinglich ein serum-
freies Medium in Anlehnung an das LHC-9-Medium, das NHBECM selbst hergestellt wurde,
gingen wir spiter zu einem kommerziell erhdltlichen Medium, dem epith-o-ser® {iiber. Laut
Hersteller handelt es sich beim epith-o-ser® ebenfalls um ein Medium, das sich an der LHC-
9-Rezeptur orientiert.

Vor allem die Kultivierung im serumfreien Milieu ist der entscheidende Proliferationsvorteil
fiir die NHBEC. In einem dosisabhéngigen Verhéltnis reduziert die Zugabe von Human- oder
Rinderserum die Auswachsrate von NHBEC. Robinson et al. quantifizierten die Kontami-
nation durch andere Zellarten, v.a. Fibroblasten auf 10-20 % bei der Nutzung eines Kultur-
mediums auf DMEM-Basis unter Zusatz von 10 % humanem Serums //73]. Im Gegensatz
dazu wachsen Bronchialkarzinomzellinien unter serumfreien Bedingungen wenig oder gar
nicht. Eher erhoht sich die Auswachsrate der Bronchialkarzinomzellinien mit der Zunahme
der Serumkonzentration im Medium /69].

Ein unerwiinschter Nebeneffekt des Serumzusatzes ist die Forderung der Plattenepithelmeta-
plasie bet NHBEC [67]. Als metaplasicauslosend wurden dabei Thrombozytenlysate be-
schrieben. Bei Zugabe eines kommerziell erhdltlichen Thrombozytenwachstumstaktors war

eine Unterdriickung des Zellwachstums ohne Metaplasieinduktion nachweisbar. Im Gegen-
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satz dazu war die Wachstumsrate bei humanen Fibroblasten erhdht und bei Bronchialkarzi-
nomzellinien nach Zugabe des Thrombozytenwachstumsfaktors unbeeinflufit. Es wird ange-
nommen, dal die erhohte Empfindlichkeit auf Metaplasieinduktoren mit der Karzinogenese
vergesellschaftet sein konnte, da in vitro ein zunehmender Metaplasierungsgrad mit dem
Karzinomrisiko korreliert /69].

TGF-B im Serum ist fiir die Plattenepithelmetaplasic der NHBEC verantwortlich. NHBEC
haben einen hochaffinen Rezeptor fiir TGF-B. Folgende ProzeBgrofen der Plattenepithelmeta-
plasie wurden beeinflufit: Erhdhung der Membranvernetzungen, Erhdhung der extrazelluldren
Aktivitdt des Plasminogenaktivators, irreversible Hemmung der DNA-Synthese, Abnahme
der Wachstumsrate, VergroBerung der Zelloberflache. Anti-TGF-B-IgG verhindert sowohl die
Inhibition der DNA-Synthese als auch die Plattenepithelmetaplasie, die durch TGF- oder
Serum induziert wurde. Daher ist TGF-B der hauptsichliche Metaplasiefaktor im Serum fiir
NHBEC. TGF- hemmt die DNA-Synthese nicht von Bronchialkarzinomzellinien, obwohl
diese eine vergleichbare Anzahl an Rezeptoren mit entsprechender Affinitét fiir diesen Faktor
besitzen. Epinephrin antagonisiert die TGF-B-vermittelte Inhibition der DNA-Synthese und
auch die Plattenepithelmetaplasie in NHBEC. Epinephrin erhéht den cAMP-Level in
NHBEC, TGF-f beeinflufit den cAMP-Level nicht, weder in Anwesenheit noch beim Fehlen
von Epinephrin. Epinephrin und TGF-B scheinen, auf verschiedenen Wegen das Wachstum
und die Differenzierung der NHBEC zu kontrollieren /79].

TGF-B ist ein 25000 Dalton disulfidbriickenverbundenes Dimer, dal sowohl im physio-
logischen als auch im neoplastischen Gewebe vorkommt. Unter einem Prozent Serum erfolgt
bereits die Wachstumsinhibition. TGF-3 konnte eine Rolle bei der Defektheilung von NHBE-

Lasionen spielen. TGF-3 und Serum fordern das Tumorwachstum /78/.

4.1.3 Die Mediensupplementierung

Ausschlaggebende fiir die Effizienz des Auswuchses der NHBEC ist die chemische Definiert-
heit des Mediums. Das kommerziell erhédltliche MCDB153 entspricht in seinem Gehalt und
den jeweiligen Konzentrationen an mineralischen Bestandteilen den Anforderungen des LHC-
9-Mediums fiir ein optimales Grundmedium. So ist z.B. die Kalziumkonzentration des
Mediums beibehalten worden. Eine 100 bis 10° pM Kalziumkonzentration ist zwar fiir eine
hohe Auswuchsdichte bestens geeignet, aber auf der anderen Seite darf eine 150 uM Kal-
ziumkonzentration nicht tiberschritten werden, da sonst indirekt, wahrscheinlich iiber einen

bisher unbekannten endogenen Faktor, eine Plattenepithelmetaplasie induziert wird /68].
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Essentiell fiir eine gleichbleibend hohe Zellvermehrungsrate ist die Supplementierung mit ent-
sprechenden Faktoren, wie Insulin, EGF, Hydrokortison, Phospho- und Ethanolamin. Fiir die
Beschleunigung des Zellauswuchses ist die Zugabe von Rinderhypophysenextrakt, Epineph-
rin, T3 und Retinolsdure entscheidend /64/. Lechner und LaVeck entdeckten komplexe Inter-
aktionen der Supplemente. So ist das Rinderhypophysenextrakt inaktiv wenn kein EGF vor-
handen ist. T3 ist nicht wachstumsstimulierend, wenn nicht sowohl das Rinderhypophysenex-
trakt als auch EGF im Medium anwesend sind. Eine Erhéhung des cAMP-Gehaltes ist eben-
falls mit einer Wachstumsstimulation verbunden. Wobei durch die Zugabe des cAMP-
Steigerers Epinephrin allein kein Wachstumseffekt zu verzeichnen ist. Auch hier stimuliert
erst die Kombination mit EGF und Rinderhypophysenextrakt den Auswuchs /66].

Es wurde auch der EinfluB anderer Zellkultursupplemente und von luftgetragenen Fremd-
stoffen erforscht. So antagonisiert das Choleratoxin die inhibitorische Wirkung des Serums
auf den Auswuchs von NHBEC. NiSO4 senkt den Auswuchs und fordert die Plattenepithel-
metaplasie. Asbestfasern bewirken einen Abfall in der Auswuchsrate und konzentrationsab-
hiangig eine Zytotoxizitit, wobei die NHBEC 10-15-fach sensibler reagieren als die Fibro-
blasten des gleichen Spenders. Eine Phagozytose der Asbestfasern wurde beobachtet. Bereits
eine einmalige Zugabe von Asbestfasern induzierte eine fokale Hyperplasie mit epidermaler
Metaplasie und Zellatypien. Gastrin-Releasing-Faktor und Choriongonadotropin férdern das
Wachstum von NHBEC. AuBlerdem konnte gezeigt werden, dall Tetradecanoylphorbolacetat,
ein exogener metaplastischer Faktor, von Epinephrin antagonisiert wird /78/.

Fiir die Inhibition der Proliferation und Organisation von humanen Bronchialepithelzellen in
der Kultur konnte fiir Asbestfasern eine Konzentrationsabhiangigkeit festgestellt werden /59/.

Neben Asbestfasern behindern auch exogene Noxen wie Kondensate des Zigarettenrauches
dosisabhingig die Entwicklung einer NHBEC-Kultur. Aulerdem wurden Verdnderungen in
Richtung Plattenepithelmetaplasie beobachtet. NHBEC-Kulturen reagierten vergleichsweise
sensitiver als analog behandelte Tumorzellinien /83/.

Saladino et al. untersuchten den Effekt von Peroxiden und Aldehyden auf das Wachstum und
die Differenzierung von NHBEC. Die Einfliisse von Formaldehyd, Acetaldehyd, Benzoylper-
oxid und H,O; auf die Wachstumsrate, Induktion der Plattenepithelmetaplasie, DNA-Sché-
digung, Nukleinsduresynthese und weitere Stoffwechselvorginge wurden untersucht. Kein
Agens war mitogen. Eine Halbierung der Wachstumsrate von NHBEC konnte nach 6h-Expo-
sition mit folgenden Konzentrationen der entsprechenden Agenzien demonstriert werden:
0,065 mM Benzoylperoxid, 0,21 mM Formaldehyd, 1,2 mM H,0,, 30 mM Acetaldehyd. Die

Benzoylperoxidexpression begriindet eine Halbierung der Zelldimension, wogegen die Acet-
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aldehydexpression eine ZellgroBenverdreifachung verursacht. Alle Agentien verursachen eine
Erhohung der Formation von Membranvernetzungen, eine Unterdriickung der RNA-Synthese
in groBBerem Umfang als die der DNA-Synthese. H,O, und Benzoylperoxid bedingen DNA-
Einzelstrangbriiche, wihrend Benzoylperoxid zusitzlich DNA-Protein-cross-links verursacht
[116].

Siegfried und Nesnow kamen zu dhnlichen Ergebnissen wie Lechner und LaVeck. Wenn kein
EGF, Insulin und Hydrokortison dem Medium zugesetzt wurde, erfolgte kein Auswuchs.
Wenn nur ein oder zwei dieser Komponenten fehlen, reduziert sich die Effizienz des Me-
diums um 50 bis 60 %. 0,1 %-iges Rinderhypothalamusextrakt verbesserte die Auswuchsrate
[123].

Es konnten aber auch eine antagonistische Wirkungen der Mediensupplemente beispiels-
weise auf die Enzymexpression festgestellt werden. So stimuliert Hydrokortison die Phenol-
sulfotransferaseexpression in Rinderbronchialepithelzellen in der Kultur. Retinolsdure hemmt
diesen ProzeB3 [12].

In Rattenhepatozyten konnte gezeigt werden, dal nach Verringerung der Insulinkonzentration
im Medium eine erhohte xenobiotikavermittelte CYP2E1-Expression aber eine geringere
Expressionen der Subfamilien CYP2B, CYP3A und CYP4A induziert wurden [144].

Fiir die Kultur von NHBEC in einem chemisch definierten Medium konnte in der Literatur

iibereinstimmend Diploidie ohne karyotypische Abnormitéten festgestellt werden /36,123].

4.1.4 Die Adhirenzoptimierung

Mit Fibronektin und Kollagen beschichtete Kulturschalen erhdhen die Auswachsgeschwindig-
keit im Vergleich zu reinen Plastikoberflichen. Das Gewebe heftet sich nach drei bis vier
Tagen an der Beschichtung an und nach sieben bis zehn Tagen beginnt der Auswuchs /723].
Die beste Adhdrenz bei Kulturschalenbeschichtungen zeigte Kollagen, gefolgt von Fibronek-
tin, dann mit schlechterer Kulturentwicklung stehen am Ende Plastik und Laminin. Kollagen
und Fibronektin sind physiologisch vorkommende Strukturproteine des bronchopulmonalen
Interstitiums und der Basalmembranen, denen auch eine entscheidende Rolle bei der Reepi-
thelialisierung entsprechender Gewebsldsionen zugesprochen wird /700].

All-Zellen konnen direkt an Fibronektin oder Laminin oder durch die Expression kollagen-
bindender Enzyme an eine entsprechende Matrix wéhrend der Primédrkultur binden. Fibro-
nektinhaltige Beschichtungen fordern die Anheftung und Ausbreitung von All-Zellen bei
Verlust von Differenzierung. Dabei ist eine spezifische Anheftungsdomine des Fibronektin-

molekiils bekannt. In der Primérzellkultur wurde beobachtet, da3 AIl-Zellen auf einer Kultur-
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schalenplastikoberflache eine biologisch aktive, fibronektinreiche, komplexe, extrazellulédre
Matrix erzeugen. Fibronektin stimuliert deutlich die Zytokeratinexpression und hat damit Ein-
fluBl auf die Auspragung eines Zytoskelettes in der Kultur. AIl-Zellen exprimieren ebenfalls
Kollagen [110].

Shoji et al. zeigten ebenfalls fiir NHBEC, daB3 diese eine Substanz synthetisieren und sie in
Kultur sezernieren, die auf Lungenfibroblasten eine chemotaktische Wirkung ausiibt. Diese
Substanz wurde als Fibronektin indentifiziert. Der physiologische Sinn dieser Sekretion wird
in der Steuerung der Interaktion der lumenauskleidenden Bronchialepithelzellen und der
basalauskleidenden Fibroblastenfraktion gesehen //22].

Es ist anzunehmen, da3 NHBEC mit ihrer Beschichtungsunterlage auch mechanisch wechsel-
wirken konnen. In der Cokultur von NHBEC und Fibroblasten verstairken NHBEC den von
Fibroblasten bekannten Kontraktionseffekt auf Kollagen-I-Gele [82]. Auch allein sind
NHBEC in der Lage, Kollagen-I-Gele zu kontrahieren. Es wird vermutet, dal NHBEC im

Rahmen von Reparaturvorgédngen eine Remodellierungsfunktion der Bronchien besitzen /75/.

4.1.5 Der Vergleich der Kultivierungsmethoden

Die reichhaltigen Erfahrungen zur Gewinnung spezifischer Zellpopulationen aus dem Klein-
tier, exemplarisch seien hier die Darstellung von Ratten-All-Zellen oder Rattenhepatozyten
aufgefiihrt, die an unserem Institut etabliert sind, fithrten konsequenterweise zu dem Versuch,
durch einen enzymatischen Aufschlul3 der epithelialen Auskleidung des humanen Bronchial-
baumes NHBEC zu selektieren. Die digestive Gewinnung differenzierter NHBEC war nicht
erfolgreich. Der wesentliche Grund fiir dieses Ergebnis ist in den morphologischen Gegeben-
heiten des Bronchialbaumes zu sehen. Es ist zu beriicksichtigen, daB3 sowohl die Methode
nach Dobbs et al. als auch die Methode nach Robinson et al. auf die Gewinnung pulmonaler
epithelialer Zellen ausgelegt war. Es handelte sich also um ein Zielgewebe, das morpho-
logisch deutlich Unterschiede aufwies. Dobbs et al. und Robinson et al. gewannen enzyma-
tisch eine pulmonale Zellpopulation, die sich flach auf einer Bindegewebsschicht ausstreckt
[30,113]. Es muBten nur relativ oberflichlich interzellulire Konnektionen aufgespalten
werden. Im Gegensatz dazu finden wir im proximalen Bronchialbaum ein mehrreihiges, im
Vergleich zur pulmonalen Peripherie sehr hohes Epithel, das enzymatisch schwer aufzu-
schlieBen ist. Es ist wahrscheinlich, dafl eher eine Digestion der Zellen als der interzelluldren
Verbindungen stattfindet. Der Nachteil von Zellkulturen, die durch enzymatische Disag-

gregation gewonnen wurden, ist, dal im Gegensatz zu Explantkulturen nur Zellen zur Ver-
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fiigung stehen, die der Enzymdigestion widerstanden und sich auch noch anhefteten. Dieser
unphysiologische Selektionsdruck entféllt im Explantmodell /28].

Verschiedene Autoren berichteten, daf3 in der Explantkultur von NHBEC der Auswuchs durch
Basalzellen generiert wird. Dabei handelt es sich um Stammzellen mit hoher Redupli-
kationsrate und Pluripotenz im Bronchialepithel /750]. Siegfried et al. untersuchten die re-
sezierten Stiicke des NHBE und stellten fest, da3 in der Explantkultur auf den Resektaten das
differenzierte Bronchialepithel mit Ausnahme der Baselzellen im Verlaufe einiger Tage unter-
geht. Die Monolayer sind somit Teilungsprodukte der Basalzellen, vergleichbar der ,,Wund-
heilung® /124]. Basalzellen sind die Progenitoren der NHBEC und in dieser Funktion mog-
licherweise Angriffspunkt fiir eine neoplastische Transformation /5/. Die Stammzellfunktion
der Basalzellen in der Trachea und den Bronchien wird in den Bronchiolen den Clarazellen

zugeschrieben [/54,92].

4.1.6 Die dargebotenen Charakteristika der kultivierten Zellen

Transmissionselektronenmikroskopische = Untersuchungen bewiesen den epithelialen
Charakter der Kultur NHBEC durch den Nachweis von Mikrovilli, Tightjunctions und Des-
mosomen, da sich diese Charakteristika auch bei entsprechenden physiologischen bioptischen
Materialien nachweisen lassen /28/. Eine Expression von Tightjunctions und Desmosomen ist
an eine hohe Zelldichte gebunden. Ein Fehlen dieser Auspriagung ist durch die Subkonfluenz
erklarbar /115].

Eine phinotypische Differenzierung der NHBEC zum Zilienbesatz konnte elektronenmikro-
skopisch nicht nachgewiesen werden. Die wesentliche Ursache fiir das Fehlen eines Zilienbe-
satzes unter serumfreier Kultivierung scheint in den monophasischen Kulturbedingungen be-
griindet. Verschiedene Arbeitsgruppen machten die Erfahrung, dall die getauchte, also mono-
phasische Kultur der NHBEC mit einem Verlust ihres Zilienbesatzes einhergeht. Die sich
entwickelnden Monolayer verlieren total und irreversibel interspezifisch ihren Zilienbesatz
[2,45,53,70,85,136,147,149]. Die Ziliogenese wurde im Tierversuch in vivo bei Retransplan-
tationsversuchen und in vitro in biphasischen Kammern, also bei der Kultivierung der
Tracheobronchialzellen in einer Luft- Medium-Grenzschicht, bei Hamster- und Meerschwein-
trachealepithelzellen beobachtet [741].

De Jong et al. kultivierten bioptisch gewonnenes humanes Bronchialepithel. In den getauch-
ten Kulturen wurden lediglich zarte Mikrovilli exprimiert. Auch durch die Variation der Zell-
dichte war keine Zilienexpression induzierbar. Elektronenmikroskopisch waren nur rudimen-

tdre Zilien zu sehen. In den monophasischen Kulturen waren Prozentriolen, Basalkorperchen

54



oder funktionsfahige Zilien nicht nachweisbar. Im Gegensatz dazu entwickelten die NHBEC
unter biphasischen Bedingungen nach 21 Tagen eine physiologische ultrastrukturelle Zilien-
architektur. Nach 21 Tagen wurde die Kulturoberfliche an der Luft-Medium-Grenzschicht
schleimig. Dies wurde dahingehend interpretiert, dal zehn Prozent der elektronenmikrosko-
pisch nichtzilientragenden Zellen zu Becherzellen differenzierten. Durch biphasische Verhalt-
nisse konnte der Zilienverlust in getauchten Kulturen iiberwunden werden. Es differenzierte
sich ein mucozilidres Epithel. Die fiir die Ziliogenese wichtige Vitamin A-Supplementierung
tritt zugunsten der biphasischen Kulturbedingungen in den Hintergrund. Auch ohne Vitamin
A-Zusatz erfolgte eine mucozilidre Differenzierung bei der Kultivierung von NHBEC in einer
Luft-Medium-Grenzschicht //46]. Auch die Beschichtung der Kulturschalen, also die Simu-
lation einer Basalmembran, der getauchten Zellen, somit die Definierung des basalen Poles,
bewirkte keine Zilienexprimierung. Moglicherweise fungiert unter biphasischen Bedingungen
ein Substratgradient ebenfalls als Differenzierungsfaktor. Die Luftexposition scheint der we-
sentliche Faktor der hohen morphologischen Ubereinstimmung des Modells mit der in-vivo-
Situation zu sein. Ein wesentlicher Kritikpunkt des Modells ist aber die fetale in-vivo-Zilioge-
nese. Hier erfolgt die Auspridgung reifer Zilien in einem monophasischen fliissigen System.
Es scheint doch ein bisher unbekannter biochemischer Zilieninduktionsfaktor zu existieren
[24].

Gray et al. subkultivierten serumfrei kommerziell erhédltliche NHBEC in einer Luft-Medium-
Grenzschicht. Es wurde der Einflul von EGF und Retinolsdure auf die Sekretionsleistung von
NHBEC untersucht. 25ngml™ EGF, die fiinffache von uns eingesetzte Konzentration, wirkt
sich ungiinstig auf das Wachstum, die Morphologie und die Muzinproduktion aus. Retinol-
sdure war fiir die mukozilidre Differenzierung essentiell. Ohne Retinolsdure wurde das Epi-
thel squamds metaplastisch und die Muzinsekretion verringerte sich drastisch. Im Gegensatz
dazu ist die Lysozymproduktion im retinolsdurearmen Medium erhdht. In der zweiten bis
dritten Passage stehen mukds und zilidr differenzierte NHBEC mit physiologischer Morphe
zur Verfiigung. Ab der dritten Passage nimmt der Differenzierungsgrad wieder ab /44].

Eine Ziliogenese ist moglicherweise durch den Serumeinsatz induzierbar. Dies geht natiirlich
auf Kosten der Reinheit der Kultur, da eine Fibroblastenkontamination zwangslaufig ist. Die
Arbeitsgruppe Kitamura et al. nutzte Resektionsmaterial von Lungenpatienten. Es wurde peri-
pheres Bronchialgewebe, bereits aus der bronchioldren Region kultiviert. Es wurde die Dif-
ferenzierung in zilientragende und sekretorische Zellen als Abhdngigkeit von Serumzusitzen
im Kulturmedium postuliert. Optimal sei ein einprozentiger FKS-Zusatz. Nach zehn bis 14

Tagen wurde ein Auswuchs um die Explantstiicke beobachtet. Unter serumfreien Beding-

55



ungen verlief der Auswuchs spérlicher. Bei drei und fiinf Prozent FKS war eine deutliche
Fibroblastenkontamination zu verzeichnen. Auch bei einem Prozent FKS war eine Fibro-
blastenverunreinigung nachweisbar. Unter serumfreien Kulturbedingungen wurde der Fibro-
blastenauswuchs vollstindig gehemmt. Es wurde fiir ein Prozent FKS ein Optimum im Ver-
héltnis von reichhaltigem NHBEC-Auswuchs und tolerabler Fibroblastenkontamination ge-
sehen. Nach 28 Tagen wurde ein Maximum in Bezug auf die Zellzahl bestimmt. Nach 28
Tagen wurde auch unter einem Prozent FKS fast immer ein Zilienbesatz festgestellt. Auch
eine sekretorische Differenzierung wurde ermittelt. Ebenso waren Mikrovilli bei Zilien- und
Sekretionszellen nachweisbar. Unter serumfreien Bedingungen wurde keine mukozilidre Dif-
ferenzierung beobachtet. Das Serumsupplement bewirkte keine Unterschiede bei der letzt-
lichen Gesamtzellzahl. Nach dem Entfernen des Explantates wurde die Zellreplikation durch
Serumzusatz nicht beeinflult. Lechner zeigte, daB3 der Serumzusatz eine Plattenepithelmeta-
plasie hervorruft. Unterschiede in der Medienzusammensetzung und in der Lokalisation der
Explantate wurden fiir diese Diskrepanz verantwortlich gemacht /56/.

Die Arbeitsgruppe um Stoner kultivierte Patientenresektate unter Nutzung hitzeinaktivierten
Serums und Zusatz weiterer Hilfsstoffe. Eine Zilienaktivitit konnte liber sechs Monate
beobachtet werden. Es wurde festgestellt, dal Zilienbewegungen von der Anwesenheit des
Explantates abhéngig waren: 24 Stunden nach Entfernung des Explantates versiegte die
Zilienschlagaktivitdt. Haufig wurde lediglich eine Zilienschlagaktivitit am Epithel des Ex-
plantates aber nicht an den ausgewachsenen Zellen beobachtet. Die Zilienexpression im
Auswuchs war ungleichmifBig. Die Ziliendichte in Explantatnihe war grofer als in der
Peripherie. Analog dazu waren die Zilienbewegungen von Zellen in Explantatnihe kriftiger
als jene der mehr peripher gelegenen Zellen. Mit zunehmenden Alter der Kultur nahm die
Zilienmotilitit ab [127].

Falls ein zilidrer Phanotyp fiir experimentelle Fragestellungen notwendig ist, wie es bei der
vorliegenden Arbeit nicht der Fall war, ergibt sich in der Ubersicht der Verdffentlichungen
zur Ziliogenese von NHBEC die Notwendigkeit zur Anwendung einer Methode, bei der eine
Luft-Medium-Grenzschicht realisiert wurde, da die Ziliengenerierung durch den Serumeinsatz
immer mit einer Fibroblastenkontamination erkauft wird. Mittlerweile gibt es Systeme, die
eine aerogene Applikation von Fremdstoffen an einer Luft-Medium-Grenzschicht realisieren
[4].

Die Originaritdt der NHBEC muflte nachgewiesen werden. Uns stellte sich die Frage, ob es

sich bei der Kultur unserer Zellpopulation tatsédchlich um bronchoepitheliale Zellen handelte.
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Wenn ja, war zu kldren, ob groBfldchige Verunreinigungen mit anderen Zelltypen die Inter-
pretation von experimentellen Daten in Bezug auf NHBEC erschweren oder nicht zulassen.
Die Literatur zeigt einige Moglichkeiten des Nachweises des epithelialen Charakters NHBEC
auf.

Die Arbeitsgruppen um Stoner et al. und Siegfried et al. demonstrierten an NHBEC ver-
schiedene epitheliale Charakteristika. NHBEC exprimieren Keratin, Intermediérfilamente,
Desmosomen und A- und B-Blutgruppenantige, die sich immunhistochemisch nachweisen
lieBen [123,127]. Dabei ist der immunhistochemische Nachweis des Zytokeratins zur Dar-
stellung des epithelialen Charakters bronchialer Zellen sensitiver als konventionelle Anfir-
bungen wie die May-Grunwald-Giemsa-Farbung /32/. Vor allem der Zytokeratinnachweis
eignet sich zu einer Abgrenzung von der Fibroblastenfraktion /36/.

So konnte gezeigt werden, dall bei bronchoskopisch gewonnenen kultivierten Resektaten des
NHBE die Zytokeratinexpression sich in der Kultur nicht hinsichtlich der Kulturbedingungen
und der in-vivo-Situation unterschied. Fiir die Detektion der Zytokeratinexpression spricht
auch, dal} diese unabhingig von mono- oder biphasischen Kulturbedingungen ist /25/. Der
epitheliale Marker CK18 ist in einfachen Epithelien nachweisbar, z.B. im respiratorischen
aber nicht im Plattenepithel /772].

CK 8, CK 18 und CK 19 sind spezifische Komponenten des Zytoskelettes der Epithelien, wie
auch des Bronchialepithels /29,50,102,131]. Diese epithelialen Marker konnen auch zum
Nachweis von Neoplasmen epithelialen Ursprungs dienen, da diese haufig auch Zytokeratin
exprimieren [/29]. Bereits in der sechsten Schwangerschaftswoche ist die Zytokeratinex-
pression in der fetalen Lunge immunhistochemisch nachweisbar. Dabei werden sie an den
Zellmembranen gefunden. Mit zunehmender Differenzierung des alveoldren Epithels ver-
andert sich die Zytokeratinexpression in den verschiedenen Kompartimenten der Lunge.
Beispielsweise entwickeln die Mesothelzellen ein dhnliches Zytokeratinmuster wie die
Bronchialepithelzellen. Wéhrend der Lungenorganogenese gleicht sich das Zytokeratin-
spektrum allméhlich dem Expressionsmuster der Erwachsenen an /74].

Fiir die jeweiligen epithelialen Typen gibt es spezifische Zytokeratinmuster. Fiir stratifizierte
Plattenepithelien kann die Expression von CK1-6 und CK9-17 erwartet werden. Im Gegensatz
dazu ist fiir Sdulenepithelien wie das respiratorische Epithel die Expression von CK7, CK8
und CK18-20 typisch /84/. Nakajima et al. konnten CK19 in Bronchialepithelzellen immer
detektieren /88]. Iyonaga et al. konnten auch in hyperplastischen All-Zellen eine Expression
von CK7, CK8 und CK19 finden /51]. Stosiek et al. demonstrierten flir nasales respira-

torisches Epithel, welches plattenepithelial metaplasierte, einen Umschwung der Zyto-
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keratinexpression auf immunhistochemischem und gelelektrophoretischem Wege. Bereits im
zweiten Metaplasieschritt, dem stratifizierten Sdulenepithel, wurden CK7, CKS8, CK18 und
CK19 rarefiziert. Es wurde weiter postuliert, da3 die Plattenepithelmetaplasie im Grunde eine
Metaplasie der Stammzellen, also Zellen, denen ein bimodales Entwicklungsprogramm inne-
wohnt, darstellt. Bereits ein gradueller Verlust der respiratorischen Epitheldifferenzierung
geht mit einem Verlust von CK7, CK8 und CK18 bei gleichzeitigem Erscheinen plattenepi-
theltypischer CK1, CK10 und CK13 einher. Die basalzelltypische CK19-Expression ist vom
Metaplasieproze3 unbeeinflult //28/. Barth et al. fanden fiir die Plattenepithelmetaplasie
einen Verlust der CK7-Expression, was im physiologischen oder hyperplastischen respira-
torischen Epithel nicht beobachtet wurde /6/. Schwerer et al. demonstrierten bei der Aufarbei-
tung sinonasaler Papillome im gesunden respiratorischen Sdulenepithel eine unauffillige
typische CK7-, CK8-, CK18- und CK19-Expression. Plattenepithelial metaplastisches tumor-
freies Gewebe war fiir CK7, CK8, CK18 und CK19 negativ [120].

Neben der elektronenmikroskopischen Untersuchung der NHBEC wurde die Zytokeratinex-
pression der Zellen durch zwei weitere Verfahren, die immunhistologische Darstellung und
den Nachweis im Westernblot gezeigt.

Die Immunhistologie wies nach, daB3 es sich bei unserer Kultur von NHBEC um einen Mono-
layer bronchoepithelialer Zellen handelte. Das konnte fiir die Zytokeratingesamtfraktion und
fiir CK 8/18 demonstriert werden. Die Untersuchung mesenchymaler Verunreinigung unserer
Kultur NHBEC durch die Gegenfarbung mit einem Marker, der ein charakteristisches Inter-
medidrfilament mesenchymaler Zellen, das Vimentin detektiert, zeigte lediglich eine punk-
tuelle Kontamination mit mesenchymalen Zellen. Diese minimale Kontamination ist <5% und
hat keinen Einflul} auf die Interpretation von Daten, die NHBEC zur Grundlage haben.

Im Zuge der weiteren Charakterisierung der Kultur NHBEC mubfite eine Besiedlung der Kul-
turschalen mit einer Zellart ausgeschlossen werden, die keinen bronchialepithelialen oder
fibroblastdsen Ursprung hat. Denkbar wiren Zellpopulationen aus dem Stiitzsystem des Bron-
chus, also glatte Muskelzellen. Auch die Kultivierung und Anreicherung von Zellen der
weillen Blutfraktion konnte erfolgen, da eine vollstindige Ausblutung des Bronchialpréipa-
rates technisch nicht praktikabel erscheint. In der Literatur sind derartige Subkulturen in der
Kultur von NHBEC bisher unter den gewéhlten Kulturbedingungen nicht beschrieben wor-
den. Devalia et al. untersuchten diesen Sachverhalt. Die Gegenfarbung zum Ausschluf} eines
anderen zytologischen Ursprungs, z.B. gegen charakteristische Strukturen von Fibroblasten,
Endothel-, Muskelzellen, Makrophagen und Lymphozyten blieb negativ /28/. Dies konnte

auch fir die Kultur NHBEC unseres Institutes demonstriert werden. Aus diesem Grunde
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wurden von Frau Dr. Taege im Institut fiir Pathologie unserer Universitdt entsprechende
spezifische Antigene dieser moglichen Kontamination der Kultur von NHBEC mit diesen
etwaigen ungewollt proliferierenden Zellpopulationen auf immunhistochemischem Wege
detektiert. Die Reaktionen waren negativ fiir Desmin (Antigen der glatten, Skelett- und Herz-
muskelzellen), SMA (Antigen der glatten Muskelzellen), LCA (T-Zellen- und leukozyten-
typisches Antigen) und wiederholt Vimentin. Fiir CD68, einem Antigen der Monozyten und
Makrophagen, wurden punktuelle Reaktionen detektiert. Es zeigte sich analog zur Detektion
nach Fibroblasten ebenfalls ein <5%-ige Kontamination mit Monozyten/Makrophagen bei der
immunhistochemischen Darstellung. Dabei ist bekannt, da3 NHBEC den GM-CSF (Granulo-
zyten/Makrophagen koloniestimulierender Faktor) sezernieren konnen /[I/. Die Kultur
NHBEC ist praktisch frei von glatten Muskelzellen, T-Zellen und Leukozyten. Es wurde ein
weiterer Beleg fiir den bronchoepithelialen Charakter der Kultur durch eine positive immun-
histochemische Reaktion auf CK7 gegeben.

In der Literatur gibt es keinen Hinweis auf die Expression neuraler und leukozytérer Antigene
in NHBEC /36].

Die Expression von CK18 und CK19 in bronchialem Frischgewebe und in der Kultur der
NHBEC haben wir im Westernblot analysiert. Fiir CK18 konnten wir im Frischgewebe kein
Signal erzielen. In je einer Erst-, Zweit- und Drittexplantkultur von NHBEC lieB sich CK18-
Protein nachweisen. Fiir die Zweitexplantkultur 6.2 war die Detektion nach CK18 negativ. Es
scheint fiir CK 18 ein interindividuelles Expressionsmuster zu geben.

Fiir CK19 war die Detektion sowohl im Frischgewebe als auch in der Erst-, Zweit- und Dritt-
explantkultur von NHBEC positiv. Fiir CK19 kann eine konstitutive Expression in NHBEC
angenommen werden.

Allerdings muflte empirisch eine zunehmende Erschopfung des Explantates bei zunehmender
Verunreinigung mit Fibroblasten um den vierten Auswuchs festgestellt werden. Dabei handelt
es sich um ein Phédnomen, daB3 auch von anderen Arbeitsgruppen festgestellt wurde /712].
Nakamura et al. vermuteten, dafl Brochialepithelzellen eine peribronchiale Fibroblastenproli-
feration triggern konnen. Unter serumfreien Bedingungen war keine Fibroblastenproliferation
zu verzeichnen. M.H. eines durch Rinderbronchialepithelzellen konditionierten Mediums war
eine konzentrationsabhdngige Stimulation humaner Fibroblasten moglich. Auch in der Cokul-
tur von Bronchialepithelzellen und Fibroblasten wurde eine Fibroblastenproliferation gefor-
dert. Der Gruppe gelang es leider nicht, eine bestimmte Substanz oder -gruppe fiir diese

Fibroblastenstimulation zu benennen. Sie postulieren, dafl bronchoepitheliale Zellen durch
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ihre Fibroblastenmodulation eine aktive Rolle bei Krankheitsbildern wie der chronischen

Bronchitis und der peribronchialen Fibrose spielen /90].

4.2  Die Auswertung der Cytochrom-P450-Expression der kultivierten Zellen

Inhalativ aufgenommene Xenobiotika stehen in Verdacht, inflammatorische und kanzerogene
Reaktionen zu verursachen. Kritische Schritte bei der Aktivierung pri- und kanzerogener
Stoffe ist die CYP-vermittelte Metabolisierung innerhalb der Zielgewebe. Die Fahigkeit, ver-
schiedener CYP-Isoformen, xenobiotische Kanzerogene zu metabolisieren, ist Gegenstand

intensiver Forschung.

4.2.1 Die Entwicklung der Cytochrom-P450-Expression auf der Ebene der Proteine
und mRNA

Eingedenk der relativen Schwierigkeit und Aufwendigkeit der primédren Kultur NHBEC
wurde in der Vergangenheit von verschiedenen Arbeitsgruppen ein Ersatzmodell fiir des
humane bronchopulmonale System gesucht, welches moglicherweise klinisch praktikabler
wire. Piipari et al. postulierten, daB m.H. bronchoskopisch gewonnener bronchoalveolérer
Makrophagen eine Aussage zum bronchopneumokarzinogenen Risikoprofil zu drei pro-
karzinogenkatalysierenden CYP, ndmlich CYP1A1, CYP1B1 und CYP3A, getroffen werden
kann. Sie detektierten das Vorhandensein von PAH-Metaboliten in humanen broncho-
alveoldren Makrophagen bei aktiven Rauchern. Damit war eine Erhdhung von PAH-DNA-
Addukten vergesellschaftet und eine Induktion der CYP3A-Subfamilie, wihrend CYP1A1
und CYPI1BI1 unauffillig blieben [104].

Die Arbeitsgruppe um Raunio detektierte m.H. der RT/PCR verschiedene CYP-Isoformen im
Lungengewebe, in bronchoalveoldrer Makrophagen und in Lymphozyten des peripheren
Blutes. Es ergaben sich interessante Verteilungsmuster. CYP1A2 war in keinem Gewebe
detektierbar. CYP1A1 war nur im Pool der aktiven Raucher im Lungengewebe detektierbar.
Im Gesamtlungengewebe waren CYP1A1l, CYP2B6/7, CYP2E1, CYP2F1, CYP3AS5 und
CYP4BI1 konstitutiv detektierbar. In den bronchoalveoldren Makrophagen waren CYP2B6/7,
CYP2C, CYP2EI1, CYP2F1, CYP3AS5 und CYP4B1 immer nachweisbar. CYP2B6, CYP2B7,
CYP2EIL, CYP2F1, CYP3AS und CYP4B1 konnten im Raucher-, Nicht- und Exraucherpool
in allen untersuchten Kompartimenten, ausgenommen von CYP2F1 in Lymphozyten, aller-
dings bei unterschiedlichen Verteilungsmustern nachgewiesen werden. Es wurden bei der
Expression von CYP2B6, CYP2B7, CYP2E1, CYP2F1 und CYP4BI1 einige Gemeinsam-
keiten zwischen peripherem Lungengewebe und bronchoalveoldren Makrophagen festgestellt.

CYP2EImRNA war die einzige Isoform, die in allen drei Kompartimenten detektierbar war.
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Vor allem klinisch bedeutsam ist das Resultat, dal das CYP-Verteilungsmuster in den Lym-
phozyten nicht mit der Situation in der Lunge korreliert und somit bislang keine Hoffnung
besteht, einen einfach zu gewinnenden Marker fiir das pulmonale Risiko zu finden [48,111].
Die gleiche Arbeitsgruppe untersuchte die A549 auf ithre CYPmRNA-Expression mit Hilfe
der RT/PCR. CYP1A1l, CYPIBI1, CYP2B6, CYP2C, CYP2EI, CYP3AS5 und CYP3A7 waren
und CYP1A2, CYP2A6, CYP2A7, CYP2A13, CYP2F1, CYP3A4 und CYP4B1 waren nicht
nachweisbar. Induktionsversuche ergaben mit Tetrachlordibenzodioxin fiir CYP1A1 eine 56-
fache und CYP1B1 2,5-fache mRNA-Erhohung. Dies zeigt, daB A549 ein Modell fiir
Induktionsversuche darstellt /49].

Mace et al. gewannen bronchiales und Lungengewebe von karzinomfreien Verstorbenen. Die
CYPmRNA-Expression wurde m.H. der RT/PCR untersucht. In den bronchialen Proben
waren immer CYP1A1l, CYP2CS8, CYP2CI18, in 85% CYP2A6 und CYP2B6, in 50%
CYP2EI, in 90% CYP3AS5 nachweisbar. Nicht gefunden wurden CYP1A2, CYP2D6 und
CYP3A4. In der anschlieBenden serumfreien Kultur wurden schwéchere Signale als in der
Nativprobe vorgefunden. Im peripheren Lungengewebe waren CYP1A1, CYP1A2, CYP2A6,
CYP2B6, CYP2C8, CYP2C18, CYP2EI, CYP3A4 und CYP3AS5 nachweisbar. Nicht gefun-
den wurde CYP2D6. Im Vergleich zur mRNA-Expression wurden die Proteine im peripheren
Lungengewebe fiir CYP1A1, CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6, CYP2EL, CYP3A4 und CYP3AS
untersucht, wobei nur die Suche nach CYP2A6 erfolglos war. Die Ergebnisse zeigen die
heterogene Verteilung der fremdstoffmetabolisierenden Enzyme im Bronchus und in der peri-
pheren Lunge und bestitigen die Indizien fiir die Rolle der Lunge als Aktivator und Meta-
bolisator fiir Prokarzinogene /76].

Immunhistochemische Farbung bestitigen die Ergebnisse von Mace in Bezug auf CYP3A.
Das humane Lungengewebe war positiv fiir CYP3AS in zilientragenden, mucdsen, Driisen-,
Sdulen-, kuboiden, Alveolartyp I/II-, Alveolarmakrophagen- und GefdB3epithelzellen und
positiv fiir CYP3A4 in Driisen-, Sdulen-, Alveolartyp Il-zellen und Alveolarmakrophagen.
CYP3AS ist die dominante Isoform der CYP3A-Subfamilie in der humanen Lunge /3].

Botto et al. konnten Unterschiede in der CYP2EI1-Expression im Bronchialkarzinom- und
tumorfreien Gewebe desselben Patienten demonstrieren. In den Tumorzellen wurde auf
Grund einer Hypomethylierung des CYP2E1-Genes eine Hypoexpression des CYP2E1-Gens
festgestellt, die sich sowohl im reduzierten mRNA- und Proteinniveau, als auch in einer ver-
minderten CYP2E1-Aktivitdt widerspiegelte, verglichen zum gesunden Gewebe des selben

Patienten /15].
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CYP2B7 und CYP 4B1 wurden mittels PCR in allen gesunden und in einem Grofteil des neo-
plastischen humanen Lungengewebes gefunden. Es konnte kein Zusammenhang mit der Ex-
pression der CYP und der pathohistologischen Diagnose gefunden werden. Im Neoplasma
wurden geringere mRNA-Level als im gesunden Gewebe gemessen. Expression der CYP und
Rauchgewohnheiten der Patienten korrelierten nicht //9].

Eine medizinische Bedeutung des humanen CYP2F1 besteht in der Bioaktivierung des Tabak-
rauchinhaltstoffes 3-Methylindol. Es wird ein Beitrag bei der Entstehung von Lungenédemen
und -emphysemen vermutet /[/09]/. Auch 4-Ipomeanol wird durch humanes CYP2F1 und
CYP4BI1 aktiviert. Das ist ein Lungentoxin, daf3 in von Schimmelpilzen befallenen SiiBkartof-
feln angereichert wird. Es bewirkt die Entstehung von Lungenddemen /20]/. Humanes
CYP2F1 bioaktiviert 7-Ethoxycumarin //37]. Es gibt Hinweise, dal CYP2F1 in die Toxifi-
zierung des Lungengiftes Skatol einbezogen ist [73].

Styrol wird vor allem durch CYP2F1, CYP2E1, CYP2B6, CYP 4B1 metabolisiert. Die Rate
des Styrolglykol, gemessen in Lungenmikrosomen, war bei Rauchern grofer als bei Nicht-
rauchern /89].

Die Hypoexpression verschiedener physiologischer Marker und Prozesse nach der Kul-
tivierung entsprechender Zellen ist ein hiufig beobachtetes Phinomen. Dabei handelt es sich
nicht nur um fremdstoffmetabolisierende Enzyme. In der Kultur bronchopulmonaler Zellen ist
beispielsweise der Verlust von amiloridsensitiven Na-Kandlen bekannt /617].

Willey et al. beobachteten eine Rarefizierung der CYP-Expression in der BEP2D-Zellinie, die
auf mangelnde Exposition gegeniiber Induktoren oder den Verlust von Differenzierungen in
der Kultur zuriickzufiihren war [142].

Mace et al. demonstrierten nach der Detektion verschiedener CYP-Isoformen in der an-
schlieBenden serumfreien Kultur schwéchere Signale, als in den Nativproben vorgefunden
wurden [76].

Siegfried et al. zeigten, dafl im Vergleich zu Organkulturen Monolayer von NHBEC eine ver-
minderte Benzo(a)pyrenmonooxygenaseaktivitit haben. Es wurde sogar eine weitere Abnah-
me der Enzymaktivitidt im Verlauf der Kultur festgestellt. Es findet kein extensiver Metabo-
lismus in NHBEC-Monolayern statt. Wenn der Induktionsreiz wihrend der Kultur nicht auf-
recht erhalten wird, werden die entsprechenden Enzyme nicht mehr exprimiert. Es konnte
kein signifikanter Unterschied in der Metabolisationsleistung in Bezug auf das Rauchverhal-
ten der Patienten festgestellt werden. Die Differenzen beim Umsatz des Benzo(a)pyren

wurden interindividuellen Unterschieden angelastet /724].
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Im Rahmen unserer Untersuchungen der CYP2EI-Proteinexpression konnen wir die verdf-
fentlichten Ergebnisse der Literatur bestitigen. Das CYP2EI1-Protein wurde konstitutiv in
allen Frischproben des Bronchialepithels detektiert. Bei der positiven Probe 18L handelte es
sich um eine Lungengewebspriparation, die in Absprache mit dem Operateur vom linken
Oberlappenresektat genommen wurde. Fiir die kultivierten Proben 6 und 9 mufite bereits ab
der ersten Explantationsgeneration 6.1 und 9.1 ein negatives Befund im Westernblot detek-
tiert werden. Dieses Ergebnis setzte sich in der zweiten und dritten Explantgeneration, also in
6.2 und 6.3 und analog in 9.2 und 9.3 fort. Die punktuellen Uberpriifungen von Erstexplanta-
tionen bei 7.1, 10.1, 17.1 und 18.1 zeigen auch hier einen negativen Befund fiir die CYP2EI-
Proteinexpression. Es stellte sich in der induktionsfreien, durch Basalzellproliferation gene-
rierten Kultur dar, daB3 das CYP2E1-Protein nicht mehr exprimiert wurde. Ein Befund storte
diese Interpretation. Fiir die dritte Explantgeneration 4.3 wurde im CYP2E1-Westernblot
zweifach ein positives Signal detektiert. Leider existierten zum Versuchszeitraum keine
weiteren Frisch- oder Kulturpriparate der Probe 4, so daB leider keine Referenzwerte gewon-
nen oder kausale Zusammenhénge fiir diese CYP2E1-Proteinexpression in der dritten Ex-
plantgeneration aufgezeigt werden konnten.

Fiir die CYP2EImRNA-Expression detektierten wir ein positives Signal in der RT/PCR fiir
alle frischen Proben. Die Probe 0, eine eingangs erwihnte Probe der Lingula, ist fiir
CYP2EImRNA negativ, ein im Gegensatz zur Literatur stehender Befund. Es konnte fiir je
zwei Zweit- und je zwei Drittexplantkulturen, darunter auch 4.3, ein positives
CYP2EImRNA-Signal gemessen werden. Dabei ist die Probe 9.2 lediglich schwach positiv.
In der Zusammenschau der zwei Proben, die zusammen einer RT/PCR- und Westernblotana-
lyse unterzogen wurden, zeigte sich ein widerspriichliches Bild. Wahrend fiir 9.2 ein positives
Signal der CYP2EImRNA- bei negativer CYP2E1-Proteinexpression festgestellt wurde, de-
tektierten wir fiir 4.3 ein positives Signal der mRNA- und der Proteinexpression. Unter Hin-
zunahme der RT/PCR-Ergebnisse scheint unter den gewéhlten Kulturbedingungen auch im
Kulturverlauf eine CYP2EImRNA-Expression fortzubestehen, der aber keine Translation in
die Proteinform folgt. In Bezug auf den Befund fiir 4.3, bei dem ein positives Signal der
mRNA- und der Proteinexpression auffiel, miissen wir von einer stattgefundenen Translation
ausgehen, liber deren Ursache nur spekuliert werden kann, da weder individuelle Besonder-
heiten noch wesentliche Auffilligkeiten wiahrend der Kultivierung festzustellen waren.

Fir CYP2B7mRNA konnten wir sowohl fiir das Frischgewebe, fiir die Lingula und fiir die
kultivierten Zellen eine konstitutive Expression verzeichnen, was sich mit den Literaturan-

gaben deckt.
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Fiir CYP4BImRNA konnten wir weder fiir das NHBE, fiir die Lingula oder fiir die kultivier-
ten Zellen eine Expression verzeichnen. Dieses Resultat steht im Gegensatz zu den Literatur-
angaben.

Fir CYP2FImRNA konnten wir lediglich fiir die Lingula, also einem Vertreter der pulmo-
nalen Peripherie aber nicht fiir das Frischgewebe und auch nicht fiir die kultivierten Zellen
eine Expression verzeichnen. Dieses Resultat ist mit den Literaturangaben ebenfalls nicht in
Deckung zu bringen.

CYP2E1-Induktoren wie Ethanol kénnen das CYP2E1 gegen Degradation stabilisieren. Die
Rolle des CYP2E1 bei der alkoholtoxischen Leberschadigung ist bekannt /93/. Im Rahmen
der Degradation finden Phosphorylierungen an einem Serinrest des Enzymes statt. CYP2E1-
Induktoren kénnen an diesen Serinrest binden und dadurch eine posttranslatorische Modifi-
kation mit dem damit verbundenen Funktionsverlust inhibieren /73].

Auch die Applikationsform des Induktors ist fiir die Proteinexpression entscheidend. Der Ver-
such, durch eine Inhalation des Induktors eine lokale CYP2E1-Expression in der Lunge zu
forcieren, vergleichbar dem Anstieg des Enzymes in der Leber, milang. Alkoholinhalationen
fiihrten bei Rattenlungen zwar zu einer absoluten Erhéhung des Enzymgehaltes aber erstaun-
licherweise nicht zu einer vergleichbar hohen, relativen CYP2E1-Induktion wie in der Leber
oder Niere [151].

In Rattenhepatozyten konnte gezeigt werden, dafl nach Induktion mit Ethanol, Azeton und
Pyrazin ein CYP2E1-Proteinanstieg auch ohne Erh6hung des mRNA-Levels erfolgen kann.
CYP2B zeigte nur nach Azeton- und Pyrazin-, aber nicht nach Ethanolgabe einen Proteinan-

stieg, der auch von einem entsprechenden mRNA-Anstieg begleitet war [745].

4.2.2 Der Einfluf3 des Cytochrom-P4502E1-Induktors Ethanol auf die Kultur

Eine in-vivo-Studie wurde in den USA durchgefiihrt, um die CYP2E1-Aktivitit bei oraler
Applikation von CLX bei kaukasischen und japanischen Probanden zu vergleichen. Bei
Japanern war die Plasmakonzentration hoher, die Clearence des 6-OH-CLX war verzogert,
somit die Eliminierung verlangsamt. Begleitend erfolgte eine in-vitro-Studie mit Lebermikro-
somenpriparaten aus diesen beiden Probandengruppen. Analog zeigte sich bei den Japanern
ein niedrigerer CYP2E1-Gehalt und eine geringere Aktivitét bei der Hydroxilierung des CLX.
Diese Ergebnisse wurden zur Erkldrung der geringeren Bronchialkarzinommorbiditit der
japanischen Bevolkerung herangezogen /55].

Auch fiir die Untersuchung der CYP2E1-Polymorphismen von Rsal (5'-Ende), Dral (Intron
6) und Taql (Intron 7) 148t sich der hepatischen Umsatz von CLX nutzen. So wurde bei 93

64



Kaukasiern in vitro kein Unterschied in der CYP2E1-Aktivitdt zwischen den Mutanten und
den Nichtmutanten festgestellt. Die interindividuellen Unterschiede wurden auf unterschied-
liche Induktion des Enzyms durch entsprechende Umwelteinfliisse und andere, als die
untersuchten genetische Einfliisse geschoben [77].

Diesen spezifischen CLX-Umsatz durch CYP2E1 nutzten wir zu Induktionsversuchen des
NHBE. Die Daten zeigten CYP2E1-Aktivitéten im einstelligen pmol-Bereich bezogen auf die
Masse des Gesamtproteins. Bei den Proben 22 und 23 waren in den Frischgeweben keine
Aktivitidten detektierbar. Die Aktivititsmessungen nach 24, 48 und 72h wurden aus ver-
fahrenstechnischen Griinden fiir die Proben 22, 23 und 24 nicht durchgefiihrt. Es hatte sich
gezeigt, dall die Probenvorbereitung bei Bronchialgewebe sehr viel schwieriger, zeitintensiver
und damit erheblich aufwendiger war als bei den Proben, die Frau Dr. Bernauer iiblicherweise
untersuchte.

Fiir die Zielstellung, die CYP2E1-Aktivitdt im Bronchialgewebe verschiedener Patienten zu
charakterisieren waren die Konditionen des CYP2EI-Assays jedoch vollkommen ausrei-
chend. Es konnte gezeigt werden, dal} die tdgliche, im Rahmen des Medienwechsels durchge-
fiihrte Inkubation mit 40mM Ethanol eine Stabilisierung der CYP2E1-Expression im NHBE
ermoglicht. Fiir die Proben 22 und 23 konnte bei anfénglicher Nichtdetektierbarkeit einer
CYP2E1-Aktivitdt im Frischgewebe nach 96h Inkubation eine Aktivitét festgestellt werden.
Fiir die unbehandelte Kontrollprobe 24 konnte eine Aktivititsverdopplung nach 96h im Ver-
gleich zum Frischgewebe gemessen werden. Fiir Probe 21 stellte sich eine kontinuierliche
Aktivitditszunahme nach Inkubation mit 40mM Ethanol an den téglichen MeBpunkten dar.
Diese Probe 21 zeigte nach 96h Inkubation das von uns gemessene Aktivitdtsmaximum des
CLX-Umsatzes durch CYP2E1 von 5,12 pmolmin'mg™”, was eine Aktivititsvervielfiltigung
im Vergleich zum Frischgewebe um den Faktor 4,6 bedeutet. Wie einleitend bereits erwéhnt
wurde existieren nur geringe Mengen CYP und entsprechende Aktivititen in humanen
Lungenproben. Diese Aussage bestitigte sich durch unsere Versuche. Wegen der sehr
geringen CYP2E1-Aktivitdten mdchten wir lediglich von einer Stabilisierung des CYP2EI in

dem kultivierten NHBE sprechen und nicht von einer Induktion.

4.3 Bewertung normaler humaner Bronchialepithelzellen in Gentoxizititsexperimen-
ten

Ein geringes bis mittleres allgemeintoxisches Potential der Stoffgemische ist aus den in-vivo-

Untersuchungen zur Charakterisierung der toxischen Wirkungen des KSG aus Plasmaétzpro-

zessen bekannt /8/. Wichtige Hinweise auf das gentoxische Potential der Stoffgemische

konnten durch gentoxikologischen Untersuchungen belegt werden. Die konzentrationsab-
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hingige Induktion verschiedener Genmutationen wurde im bakteriellen Ames-Test nachge-
wiesen [I11]. Auch die signifikant erhohten Raten an Chromosomenaberrationen und an
Schwester-Chromatid-Austauschen bei Ratten unterstreichen die aberrationsauslésende Po-
tenz nach subchronischer inhalativer Exposition von Versuchstieren mit verdiinnten Emis-
sionen aus den untersuchten Plasmaétzprozessen [7]. Die bisherige Datenlage beschriankte
sich auf Ganztierversuche und bakterielle Systeme. Es fehlten bislang Aussagen zu den Effek-
ten auf die DNA und der Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den Menschen. Es stellte sich
die Frage, ob die Kultur von NHBEC ein geeignetes, sensitives, in-vitro-Testsystem zur
Untersuchung von gentoxischen Schédden, die durch Einwirkung von KSG bei exponierten
Probanden entstehen konnten, wie es z.B. Wartungs- und Reinigungspersonal oder im
Havariefall potentiell exponierte Personen sind, darstellt.

Im Ergebnis von Voruntersuchungen an unserem Institut wurden die Rahmenbedingungen fiir
die gentoxikologischen Experimente festgelegt. An Hand von an humanen Lymphozyten und
bronchopulmonalen Tumorzellinien gewonnenen Erkenntnissen wurden die Testkonzentra-
tionen und Behandlungszeiten fixiert /87/. Zwecks des Ausschlusses interferierender zyto-
toxischer Effekte wurden die Versuche von einem Vitalititstest, der Trypanblaufarbung,
begleitet. Dem Vitalitdtstest Trypanblaufarbung wurde zu Ungunsten des Letalitdtstest MTT-
Test der Vorzug gegeben, da durch Voruntersuchungen in unserem Institut festgestellt wurde,
daB3 eine Beeintrachtigung der Vitalitdt von Zellen durch die Trypanblaufarbung eher erfal3t
wurde als durch den MTT-Test. Moglicherweise ist dies durch den unterschiedlichen Mecha-
nismus der beiden Testsysteme erklarbar. Der Trypanblautest erfalit unspezifische Membran-
schadigungen und der MTT-Test spezifische Enzymschadigungen /87].

Das KSG ruft schon in geringen Konzentrationen signifikante Schiadigungen der DNA hervor,
wie in den Gentoxizititstests gezeigt werden konnte. Die Kontrolle des Losungsvermittlers
DMSO zeigte in keinem der Experimente einen signifikanten Unterschied zu der Kontrolle
der unbehandelten Zellen.

Um die Funktionalitit der Methodik des Cometassay zu demonstrieren, wurde im 1h-Inkuba-
tionsversuch ein Versuchsansatz mitgefiihrt, bei dem die NHBEC einem bekannten Verur-
sacher von DNA-Einzelstrangbriichen, dem H,0,, ausgesetzt wurden. Um zu zeigen, da3 mit
dem von uns durchgefiihrten Cometassay DNA-Strangbriiche erfat wurden, wurde eine
Positivkontrolle mit HyO, in einer 300 uM Konzentration durchgefiihrt. Erwartungsgemaf
l6ste das H,O, in der Kontrolluntersuchung DNA-Strangbriiche aus, die im Cometassay sicht-
bar waren. Die Richtigkeit unserer Methodik bestitigten uns die dabei ermittelten Werte, die

mit Daten aus der Literatur korrelierten /725/. SchlieBlich mufite ausgeschlossen werden, daf3
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der von uns eingesetzte S9-Mix auf die NHBEC innerhalb einer 2h-Inkubation selbst keinen
gentoxischen Einflul hat. Der Kontrollansatz des S9-Mix zeigte keinen signifikanten Unter-
schied zu der Kontrolle der unbehandelten Zellen. Diese S9-Mix-Kontrolle demonstrierte, daf3
die Verwendung des S9-Mix in der von uns ausgewihlten Konzentration und iiber den Be-
handlungszeitraum von 2h keine DNA-Strangbriiche auslost. Damit blieben wir unter der
kritischen Inkubationszeit von 3h, ab welcher fiir den S9-Mix in der Literatur autogene Gen-
toxizitédt beschrieben wurde [77,132].

Diese Kontrolltests wiesen nach, dal die DNA-Schadigungen auf die Wirkungen der Testsub-
stanzen zuriickzufiihren sind und nicht durch methodische Artefakte ausgeldst wurden.

Fiir die NHBEC konnte eine konzentrationsabhéngige Auslosung von DNA-Schiden durch
das KSG nachgewiesen werden. Bei allen durchgefiihrten Versuchen konnte eine direkte Ab-
hiangigkeit der Kometenschweifldinge von der Konzentration festgestellt werden. Es besteht
eine direkte Konzentrations-Wirkungs-Beziehung. Eine direkte Korrelation besteht ebenfalls
zwischen der Behandlungszeit und der gemessenen Kometenschweiflinge. Es lief3 sich fest-
stellen, daB3 sich mit zunehmender Testkonzentration und Behandlungsdauer die gentoxischen
Effekte erhohten. Einzelstrangbriiche als Ausdruck gentoxischer Schiddigung der DNA
nahmen signifikant zu. Bei der 24-stiindigen Behandlungszeit der NHBEC konnte gezeigt
werden, daB schon die Hilfte (0,005 mgml™) der sonst eingesetzten kleinsten Testkonzen-
tration zu einer signifikanten Erhohung der Schadigung der DNA fiihrte.

Bei hoheren Testkonzentrationen ab 0,04 mgml™ wurde die DNA der Zellen derart zerstort,
daf} die fluoreszenzmikroskopische Erfassung der Kometenschweife nicht mehr moglich war.
Die Verdopplung der Kometenschweifldngen nach 24h Behandlung im Vergleich zur zwei-
stiindigen Behandlung, ist ein Hinweis auf die Korrelation zwischen Behandlungsdauer und
Ausmal der gentoxischen Wirkung.

Es besteht kein signifikanter Unterschied in der gentoxischen Schiddigung zwischen den
Zellen die mit und ohne S9-Mix inkubiert wurden. Daher ist davon auszugehen, da3 das gen-
toxische Potential des KSG auch ohne Metabolisierung sehr hoch ist. Daraus ist zu schlie3en,
daB} das KSG einer zusdtzlichen enzymatischen Aktivierung nicht bedarf, sondern direkt gen-
toxisch wirkt. Dies war erwartungsgemil3, da sich schon in vorherigen Untersuchungen im
bakteriellen Ames-Test zeigte, dafl die Reversionsrate durch Zugabe von S9-Mix nicht beein-
fluBBt wurde /10].

Die Ergebnisse aus der Untersuchung der NHBEC weisen darauf hin, dal die Lunge als
Haupteintrittspforte des KSG und anderer inhalativ aufgenommener Schadstoffe in den

Organismus besonderen gentoxischen Schidigungen ausgesetzt ist.
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4.4 Schluf3folgerungen

Durch den Einsatz des NHBECM, eines serumfreien Mediums auf LHC-9-Basis, und eine
geeignete Beschichtung der Kulturschalen mit Fibronektin, Kollagen und BSA war es uns
gelungen, eine Kultur von NHBEC zu generieren. Aus den positiven Reaktionen auf ver-
schiedene Zytokeratinantikorper im Rahmen immunhistochemischer Untersuchungen und
Westerblotanalysen ist davon auszugehen, dafl uns eine Kultur an NHBEC mit bronchoepi-
thelialem Ursprung zur Verfiigung steht. Dies wurde durch licht- und elektronenmikro-
skopische Auswertung unterstrichen. Da CK19, welches in unseren Frischgeweben und
Kulturen konstitutiv nachweisbar war, ein basalzelltypisches Protein ist, unterstiitzen unsere
Daten die These, da3 die Kultur von NHBEC ein Produkt des Auswuchses aus Basalzellen
darstellt. Der Vergleich der Morphe unserer Kultur NHBEC mit den morphologischen Daten
aus der Literatur ist in vielen Punkten iibereinstimmend. Der Unterschied des Zilienbesatzes
von NHBEC wurde bei im Schrifttum beschriebenen Kulturen mit der Anwendung eines
serumhaltigen Mediums oder biphasischer Kulturverhéltnisse begriindet. Sollte unsere Kultur
von NHBEC in ziliophysiologische Untersuchungen angewendet werden oder bestiinde aus
anderen Griinden Bedarf an einem zilientragenden Phénotyp, so sollte die Kultur NHBEC in
einer Luft-Medium-Grenzschicht erwogen werden. Die Nutrition der Bronchialfragmente mit
einem serumhaltigen Medium, auch in kleinen Konzentrationen, fiihrt zu deutlichen Fibro-
blastenkontaminationen. Diese wiirden die Interpretation gewonnener Daten beeintrachtigen
oder unmoglich machen.

Fir CYP2E1 konnte auf transkriptorischer und translatorischer Ebene eine konstitutive
Expression im frischen NHBE festgestellt werden, wobei in den explantierten Zellen die
Proteindarstellung versiegt. Unsere Induktionsversuche mit 40 mM Ethanol demonstrierten
einen leichten Anstieg der CYP2E1-Aktivitidt und somit eine Stabilisierung der Expression
dieses Enzymes im frischen NHBE. Wegen des Erfolges dieser Experimente entschlossen wir
uns zur Fortsetzung dieses Versuchsansatzes durch Inkubation der NHBEC-Kulturen mit 4
mM Ethanol. Hierbei handelte es sich um ein- bis zwei Wochen alte Kulturen, die ent-
sprechend kultiviert wurden. Densitometrische Aufarbeitungen der molekularbiologisch
detektierten B-Aktin- und CYP2E1-mRNA zeigten fiir Probe 55.1 im Vergleich zur unbe-
handelten Kontrolle eine Zunahme um den Faktor 1,6 nach 2h, um 2,4 nach 4h, um 4,2 nach
6h, um 8,7 nach 12h und nach 24h eine Zunahme der CYP2E1-mRNA um den Faktor 20,3.
Dieses Beispiel dokumeniert die Induzierbarkeit des CYP2E]1 auf transkriptioneller Ebene. Im
Rahmen der Westernblotanalytik konnten &hnliche Ergebnisse erzielt werden. Wurde die

Kultur mit 4 mM Ethanol inkubiert, konnte CYP2E1-Protein in der Kultur stabilisiert werden.

68



Probe 28.1 zeigte bei der densitometrischen Aufarbeitung eine Verdnderung um den Faktor
0,9 nach 24h, um 2,0 nach 48h, um 1,1 nach 72h und eine Zunahme des CYP2E1-Proteins um
den Faktor 1,2 nach 96h im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Wegen der gering-
gradigen Verdanderungen sollte wieder von einer Stabilisierung der Expression des CYP2E1-
Proteins gesprochen werden /115].

In Humanlebermikrosomen wird durch CYP2E1 die Umwandlung von N-Nitroso-n-propyl-
amin, eines Nahrungsbestandteiles, in toxische und DNA-schddigende Metabolite katalysiert
[133]. Wird CYP2EI durch 1,2-trans-Dichlorethylen inhibiert, reduziert sich die Gentoxizitat
des Butadien bei Méusen, resultierend aus der verminderten Butadienoxydation /52/. Die
Zellinie A549, eine von humanen All abgeleitete transformierte Linie, exprimiert mRNA ver-
schiedener CYP einschlieBlich CYP2E1. A549 reagiert aulerdem auf Induktoren, wie Tetra-
chlordibenzo-p-dioxin, Dexametason und Phenobarbital. Diese Hinweise aus der Literatur
ermutigen zu weiteren Untersuchungen zum EinfluB3 von anderen Induktoren und Inhibitoren
auf unsere Kultur von NHBEC. Die Expression von CYP2EImRNA konnte in NHBEC ge-
zeigt werden. Es ist aber noch unklar, ob die interindividuellen Unterschiede in der CYP2EI-
Expression des humanen Bronchialepithels Einflu3 auf die Aktivitdt und somit auf das Risiko
des Organismus haben, einen xenobiotisch induzierten Gewebedefekt zu erleiden. Wenn man
sich vergegenwirtigt, da3 die Lebensdauer, in der notgedrungen sicher phinotypische Ver-
anderungen stattfinden, der NHBEC begrenzt ist, so stellt die Kultur der NHBEC ein bedeu-
tendes in-vitro-Modell des humanen Bronchialepithelbaumes dar, welches hilft, das Verstdand-
nis fiir interindividuelle Unterschiede in der Basisaktivitit, der Stabilitdt und Induzierbarkeit
des CYP2EI in vitro zu verbessern.

Im Gegensatz zu der schiddigenden Wirkung der CYP2E1-vermittelten Substratoxydation gibt
es Verdffentlichungen aus unserem Hause, die die protektive Wirkung des CYP2E1 beim Ab-
bau des Dichlormethans dokumentieren. Hierbei wird die Bildung gentoxischer Intermediate
verhindert /99/. Der Nachweis der Giiltigkeit fiir des Bronchialsystem am Modell der
NHBEC wire ein interessanter Versuchsansatz.

Im Tracheobronchialbaum der Ratte ist CYP2E1 auf verschiedenen Ebenen heterogen verteilt.
Nach kurzzeitiger Ozonexposition der Tiere konnte eine deutlich erhohte CYP2E1-Aktivitét
vor allem in den proximalen Abschnitten des Bronchialbaumes registriert werden. Das fiihrt
zu dem SchluB}, das es eine differente Aktivitdtsverteilung des CYP2E1 auf verschiedenen
Ebenen das Tracheobronchialbaumes gibt /739/. Im Rahmen unser Detektion von mRNA
m.H. der RT/PCR konnten wir ein positives Signal fiir CYP2F1 in der Lingula, also im peri-

pheren Pulmonalgewebe finden, wihrend in der Kultur NHBEC und im frischen Bronchial-
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epithel kein detektierbares Signal auftrat. Dieser Befund einer moglicherweise heterogenen
CYP2F1-Verteilung miifite fiir die RT/PCR wiederholt und m.H. der Westernblotanalytik
weiter untersucht werden. CYP4B1 war in unserer Kultur nicht detektabel. Der Nachweis von
CYP4BImRNA ist nicht gelungen. Im Gegensatz dazu war CYP2B7mRNA konstitutiv nach-
weisbar. Es wire von Interesse, ob die CYP2B7-Proteinexpression gleichsinnig zur CYP2E1-
Proteinexpression, also im Sinne einer Niederregulation, in der Kultur reagiert oder ob es bei
diesen Isoformen Unterschiede im Expressionsverhalten auf dieser Ebene gibt.

Humanes Tracheobronchialepithel exprimiert eine Vielzahl der CYP-Isoformen, wie
CYPI1AI, 1IB1 und der 3A-Subfamilie, vor allem nach Tabakrauchexposition. Es ist wahr-
scheinlich, dafl Faktoren, die die Aktivitit und Verteilung der CYP im Tracheobronchial-
system bedingen, Einfluf3 auf das Risiko haben, xenobiotisch ausgeloste Erkrankungen des
Atmungssystemes zu entwickeln [/71]. Zur weiteren Charakterisierung NHBEC wiére die
Detektion weiterer CYP-Isoformen wiinschenswert.

Die Untersuchungen im Cometassay ergaben fiir die NHBEC ein sensitives Modell zur Er-
fassung von DNA-Schéddigungen, die durch die Inkubation mit einem KSG hervorgerufen
wurden. Die Ergebnisse lassen v.a. im Vergleich mit den Resultaten des Verbundprojektes
»Gesundheitliche Risiken durch Plasmadtzprozesse in der Halbleiterindustrie* ein gesund-
heitliches Risiko fiir eine bronchoepitheliale gentoxische Schédigung an der Eintrittspforte
Lunge bei inhalativer Inkorporation vermuten. Die Benutzung von Atemschutzgerdten bei
Reinigungs- und Wartungsarbeiten oder Havariesituationen in den sensiblen Bereichen ist
unbedingt zu empfehlen. Weitere Untersuchungen sollten kldren, welche Komponenten dieses
Gemisches fiir die erzeugten Effekte ausschlaggebend waren und ob die Kombination der
kausalen Komponenten die Effekte der Einzelsubstanzen modulieren.

Der Einsatz des Modells der NHBEC zu weiteren Untersuchungen molekularbiologischer und
biochemischer Charakteristika oder zur Wirkung von Xenobiotika auf das Targetorgan
Bronchopulmonalsystem oder zu komplexen Fragestellungen der Umwelttoxikologie ist

vorgesehen.
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5 Zusammenfassung

Die metabolischen Potenzen des bronchopulmonalen Systems geraten neben dem Hauptstoff-
wechselorgan Leber zunehmend in das Blickfeld des Interesses. Bekanntermallen ist das
bronchopulmonale System von groBler medizinischer, individualhygienischer und gesund-
heitspolitischer Bedeutung. Es bestand die Aufgabe, an unserem Institut fiir Umwelttoxiko-
logie der Univ. ein Modell zu etablieren, das das wichtige epitheliale Kompartiment des
humanen Bronchialbaumes simuliert. Eine Primirkultur von NHBEC sollte eingefiihrt
werden. Der erste Ansatz einer digestiven, selektiven Gewinnung von NHBEC fiihrte nicht zu
dem gewliinschten Ergebnis. Erst die Versuche mit der Explantationskultur von NHBEC aus
Fragmenten der Bronchialwand erfiillten die Anforderungen an qualitative und quantitative
Eigenschaften einer reproduktiven Kultur bronchoepithelialen Ursprungs. Die nichtdigestive,
selektive Explantationskultur von NHBEC gelang unter Einsatz eines serumfreien Mediums.
Bei der lichtmikroskopischen Auswertung der Kultur stellte sich das fiir NHBEC zytognomo-
nische ,,Pflastersteinrelief dar. Die elektonenmikroskopische Visualisierung subkonfluenter
Monolayer zeigte Zytokeratinfilamente, die als Bestandteil epithelialer Zytoskelettarchitektur
im Zytosol vorliegen, sowie flir epitheliale Zellen typische Mikrovilli. Eine Zilienexpression
war unter monophasischen, serumfreien Kulturbedingungen nicht zu erwarten und nicht vor-
handen.

Die Zytokeratinexpression wurde neben der optischen Darstellung auf immunhistoche-
mischem Wege und durch die Westernblotanalytik detektiert. Im immunhistochemischen
Nachweis konnte eine flichenhafte positive Reaktion auf Zytokeratin und die CKS8/18-
Fraktion erzielt werden. Eine Gegenfarbung zum Nachweis von Vimentin, einem Marker fiir
Zellen mesenchymalen Ursprungs, zeigte lediglich punktuelle Kontaminationen mesen-
chymaler Zellen, so das wir von einer Reinheit >95% unserer Kultur NHBEC ausgehen
konnten. Spater durchgefiihrte Farbungen bestétigten unsere Resultate beziiglich der CK- und
Vimentinexpression und erginzten sie durch einen positiven Nachweis fiir CK7. Fiir CD68,
einem Antigen der Monozyten und Makrophagen, wurden punktuelle Reaktionen detektiert.
Es wurde der bronchoepitheliale Charakter unserer Kultur, die in hoher Reinheit >95% vor-
liegt, bestatigt.

Im Rahmen der Westernblotanalytik konnte fiir CK18 eine interindividuelle Streuung in der
Merkmalsauspriagung und fiir das basalzelltypische CK19 ein konstitutives Vorhandensein
ermittelt werden, wobei hier unsere Daten die These stiitzen, dal es sich bei den ausge-

wachsenen Zellen um Teilungsprodukte der Basalzellen handelt.
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Auf drei unabhingigen Wegen konnte der bronchoepitheliale Charakter unserer Kultur
NHBEC demonstriert werden.

Die Expression fremdstoffmetabolisierender Enzyme wurde fiir CYP2E1 auf den Ebenen der
mRNA- und Proteinexpression sowie die Funktionalitit des CYP2E1 im CLX-assay unter-
sucht. CYP2EImRNA wurde aufer in der Lingula konstitutiv im Bronchialgewebe nachge-
wiesen. Im Vergleich dazu wurde CYP2E1-Protein im frischen Bronchialgewebe und einmal
in der pulmonalen Peripherie immer nachgewiesen. In der Kultur war es im Verlauf, bis auf
eine Ausnahme, bereits ab dem ersten Auswuchs nicht mehr detektierbar. Es ist davon auszu-
gehen, dafl in der Kultur NHBEC die translatorische Umsetzung des CYP2EI in der Regel
herunterreguliert wird. Im CLX-Assay konnte eine Stabilisierung der CYP2E1-Expression
demonstriert werden.

Fiir die CYP2B7mRNA-Expression konnte im Frischgewebe und in der Kultur ein konstitu-
tives Vorhandensein festgestellt werden. CYP2FImRNA war lediglich peripher in der
Lingula nachzuweisen. CYP4BImRNA war weder im frischen Gewebe noch in der Kultur
detektierbar.

Zur Klarung umwelttoxikologischer Fragestellungen wurden die kultivierten NHBEC mit
einem KSG aus perhalogenierten Kohlenwasserstoffen inkubiert. Dabei konnte eine direkte
Dosis-Wirkungs-Beziehung in Abhéngigkeit von der Behandlungsdauer mit dem KSG bei
den inkubierten NHBEC im Cometassay festgestellt werden.

Die gentoxikologischen Untersuchungen im Cometassay zeigten fiir die NHBEC, daB3 diese

kultivierten Zellen ein sensitives Modell zur Erfassung von DNA-Schidigungen sein konnen.
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7

Thesen

. Das bronchopulmonale System des Menschen ist dauerhaft wegen seiner respiratorischen

Funktion inhalativ aufgenommenen Fremdstoffen ausgesetzt. Die Mdglichkeit besteht,
daB3 die Leber aspirierte Xenobiotika metabolisiert und diese himatogen die Lunge erneut
erreichen, um dort mit entsprechenden Zielstrukturen zu interagieren. Auf der anderen
Seite ist anzunehmen, dafiir sprechen auch die chemischen Eigenschaften vieler
potentieller Pro- und Kanzerogene, daBl das bronchopulmonale System selbst einen
Beitrag zur Metabolisierung inhalativ aufgenommener Fremdstoffe leistet.

Die im Tierexperiment oder an permanenten Zellinien gewonnenen Erkenntnisse lassen
sich nur bedingt auf den Menschen iibertragen. Daher wurde am Institut fiir Umwelttoxi-
kologie der Univ. eine primire Kultur NHBEC etabliert, um ein Modell zu installieren,
daBl die Sammlung und Interpretation von in-vitro-Daten an einem humanen System

zulaft.

. Bei der Kultur NHBEC war die Anwendung serumfreier Kulturbedingungen fiir den

selektiven Auswuchs von NHBEC wichtig. Serumfreie Medien bedingten die hohe
Reinheit der Kultur NHBEC >95%. Eine Beschichtung der Kulturschalen mit einem
Fibronektin-Kollagen-BSA-Gemisch forderte die Adhdrenz der Zellen an der Kultur-
schalenoberfléche.

Die lichtmikroskopische Darstellung des kultivierten Zellauswuchses zeigte das fiir
NHBEC typische ,,Pflastersteinrelief und belegte eine erfolgreiche Explantationskultur.
Die elektronenmikroskopische Visualisierung einzelner Zellen des Monolayers zeigte
Zytokeratinfilamente, einen Bestandteil der Zytoskelettarchitektur epithelialer Zellen, und
Mikrovilli, die ebenfalls von epithelialen Zellen exprimiert werden. Diese strukturellen
Daten belegen den epithelialen Charakter unserer Kultur NHBEC.

Ein Zilienbesatz unter unseren monophasischen Kulturbedingungen war nicht zu erwarten
und wurde nicht detektiert. Die Anwendung biphasischer Kulturbedingungen, also die
Installation einer Luft-Medium-Grenzschicht, sollte erwogen werden, falls ein zilien-
tragender Phénotyp fiir spezifische Untersuchungen erwiinscht wiére. Der Einsatz eines
serumhaltigen Mediums, dall eine Ziliogenese ebenfalls induziert, ist wegen der zu
erwartenden starken Fibroblastenkontamination, und der damit beschrénkten Interpretier-
barkeit der Daten, nicht empfehlenswert.

Es war immunhistochemisch nachzuweisen, dafl die Kultur NHBEC fldchenhaft Zyto-
keratin, CK8/18 und CK7 im Zytosol exprimiert. Dies kann als weiterer Beleg fiir den

bronchoepithelialen Charakter der Kultur gewertet werden.
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Immunhistochemisch waren lediglich punktuelle Verunreinigungen mit Zellen detektier-
bar, die positiv auf Vimentin, einen Marker fiir filamentdre Strukturen mesenchymaler
Zellen, und auf CD68, einem Antigen der Monozyten und Makrophagen, reagierten. Die
Reaktionen waren negativ fiir Desmin, einem Antigen der glatten, Skelett- und
Herzmuskelzellen, SMA, einem Antigen der glatten Muskelzellen und LCA, einem T-
Zellen- und leukozytentypisches Antigen. Es ist daher davon auszugehen, dafl die Kultur
NHBEC eine Kultur hoher Originaritdt und einer Reinheit >95% ist. Diese hohe Reinheit
der Kultur gewahrleistet die Interpretierbarkeit der Daten fiir die NHBEC.

Die Westernblotanalytik zeigte fiir CK18 interindividuelle Schwankungen. Fiir CK19
konnte ein konstitutives Auftreten in der Kultur und im frischen NHBE detektiert werden.
Dies ist ein weiterer Beleg fiir den bronchoepithelialen Charakter der Kultur NHBEC. Da
CK19 ein typisches Zytokeratin der Basalzellen darstellt, ist dessen konstitutives Auf-
treten in der Kultur ein Hinweis darauf, dafl es sich bei den explantierten Zellen um
Teilungsprodukte der Basalzellen handeln konnte.

Fiir CYP2EImRNA konnte sowohl im frischen NHBE, ausgenommen in der Lingula, als
auch in der Kultur NHBEC ein konstitutives Auftreten festgestellt werden. In der
Westernblotanalytik wurde im frischen bronchialen und einmal im pulmonalen Gewebe
aber bis auf eine Ausnahme nicht in der Kultur der NHBEC CYP2E1-Protein detektiert.
Dies spricht fiir ein hdufig in kultivierten Zellen beobachtetes Phdnomen, dal3 spezielle
Proteinexpressionen, in unserem Falle das CYP2E1 in der Kultur NHBEC, niederreguliert
werden.

Im CLX-Assay konnte bestétigt werden, dal3 durch Inkubation mit 40mM Ethanol, einem
Induktor des CYP2EI1, die CYP2EI1-Expression am Kulturbeginn in Fragmenten des
NHBE stabilisiert werden konnte.

In der RT/PCR konnte fiir die mRNA des CYP2B7, CYP2F1 und des CYP4BI1 ein
heterogenes Verteilungsmuster festgestellt werden. Die Detektion fiir CYP2B7 war immer
positiv. Im Gegensatz dazu war CYP4B1 nie prasent. CYP2FImRNA wurde lediglich in
der Lingula beobachtet.

Die NHBEC sind ein sensitives Modell, um in Experimenten Einsatz zu finden, die um-
welttoxikologische Fragestellungen betreffen. Im Cometassay konnte nach Inkubation
eines KSG auf die NHBEC eine direkte Dosis-Wirkungs-Beziehung in Abhdngigkeit zur

Einwirkungszeit festgestellt werden.
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