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2. Einleitung

2.1 Umweltverschmutzung

Umweltverschmutzung beschreibt die Belastung des naturlichen Lebensraumes mit
Abfallen und Schadstoffen. Dartber hinaus wird jedoch auch die Einwirkung von Larm
und Licht auf die Umgebung als Umweltverschmutzung bewertet (Walker, 1964). Die
Geschichte der Umweltverschmutzung oder Belastung der Umwelt ist eng mit der
Entwicklung der menschlichen Zivilisation verbunden. Mit der Organisation mensch-
lichen Zusammenlebens und der Entwicklung der Zivilisation veranderten sich das
Ausmald und die Ausbreitung der Umweltbelastung von einer regionalen bis hin zur
globalen Umweltverschmutzung. Hierbei bedeutende Entwicklungsschritte waren die
Nutzung des Feuers, die Weiterentwicklung der Landwirtschaft mit der Anlage von
Monokulturen, der Stadtebau und die Industrialisierung (Gassner et al., 1995; Bertollini
et al.,, 1996). Erstmalige Erwahnung fand die Umweltverschmutzung im Rahmen der
beginnenden Industrialisierung in der ersten Halfte des 18. Jahrhunderts. Daruber
hinaus traten im 20. Jahrhundert zusatzlich globale Umweltprobleme wie die
Erderwarmung und die Schadigung der Ozonschicht auf. In der Bundesrepublik
Deutschland gewann die Belastung der Umwelt durch Abfalle und Schadstoffe, die in
besonderem Malie durch die zunehmende Industrialisierung entstanden, mit der
offensichtlich werdenden Waldschadigung in den siebziger Jahren des vergangenen
Jahrhunderts zunehmend an gesellschaftlichem und politischem Interesse. Allgemein
kann Umweltbelastung nach dem Ort der Belastung in Bodenverschmutzung,

Gewasserverschmutzung und Luftverschmutzung unterteilt werden.

2.2.1 Luft

Luft ist die allgemeine Bezeichnung fur das in der Erdatmosphare enthaltene
Gasgemisch, dessen chemische Zusammensetzung kontinuierlichen ortlichen und
zeitlichen Veranderungen unterliegt. Zum uberwiegenden Teil besteht Luft aus den
beiden Gasen Stickstoff (N, 78,08 Vol %) und Sauerstoff (O2, 20,95 Vol %). Dartber
hinaus enthaltene Bestandteile sind Kohlenstoffdioxid (CO,, 0,04 Vol %), Edelgase
(0,93 Vol %) und Wasserstoff (H). Weiterhin ist die Luft zu unterschiedlichen Teilen,
in Erdnahe zunehmend, mit Wasser (H2O) gesattigt. Der Mensch atmet taglich ca. 30
m® Luft und dessen Reinheit ist eine Grundvoraussetzung fiir die Gesundheit des
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Menschen und seiner Umgebung inklusive der Tier- und Pflanzenwelt. In dicht
besiedelten Gebieten, sogenannten Ballungszentren, kommt es zu einer
zunehmenden Verunreinigung der Luft, welche als Luftverschmutzung bezeichnet
wird. Die bedeutendsten Verursacher dieser Verunreinigung der Umgebungsluft sind
Industrie, Haushalt, Landwirtschaft und Verkehr (Gassner und Spuhler, 1995;
Bertollini et al., 1996). Luftverschmutzung ist ein bedeutender Risikofaktor fur die
Entstehung zahlreicher Erkrankungen. Nach aktuellen Schatzungen der ,World
Health Organisation® (WHQO) waren im Jahr 2012 bis zu 7 Millionen Todesfalle auf die
Folgeschaden verunreinigter Luft zuruckzufuhren. Im Vergleich zu vorangegangenen
Schatzungen der WHO hat sich die Anzahl der durch Luftverschmutzung verursach-
ten Todesfalle in den vergangenen Jahren verdoppelt und stellt demnach das grofRte
umweltbedingte Gesundheitsrisiko dar. Nach Angaben der WHO konnte eine
Reduktion der Luftverschmutzung und Verbesserung der Luftqualitat dazu beitragen,
den vorzeitigen Tod von Millionen Menschen zu verhindern (WHO, 2014b, Ezzati et
al., 2003, 2015, 2014).

2.2.2 Luftverunreinigung

Die Luft unterliegt in ihrer Zusammensetzung zahlreichen Einflissen. Eine Verander-
ung ihrer natirlichen Zusammensetzung wird als Luftverunreinigung oder Luftver-
schmutzung bezeichnet. Verunreinigungen oder Verschmutzungen werden durch eine
Vielzahl unterschiedlicher Substanzen inklusive Ozon, Kohlenstoffmonoxid (CO),
Sulfondioxid (SO.), Stickoxiden (NOx), Flussigkeiten und Feststoffe verursacht. Die
Feststoffe oder auch Partikel werden ihrem Durchmesser entsprechend eingeteilt.
Partikel bestehen aus einer festen und einer flussigen Komponente und leiten sich von
Abgasen, Strallenstaub, Waldbranden, Windstirmen, Vulkanausbrichen, Landwirt-
schaft und Salzwasserspruhnebel her. Grolke, Oberflache und chemische Zusam-
mensetzung bestimmt das von den Partikeln ausgehende Gesundheitsrisiko. Luft-
verschmutzung beinhaltet sowohl Feststoffe als auch Gase. Partikel und Gase stellen
ein Gesundheitsrisiko dar. Uberwaltigende epidemiologische Daten belegen die
Bedeutung der Feststoffe fur die Entstehung einer Vielzahl unterschiedlicher
Erkrankungen (Johannson et al., 2015, Araujo et al., 2008). Das alleinige Vorkommen
von Feststoffen ist marginal, da Gase und gasartige Verbindungen wie Aldehyde und
polyzyklische Kohlenwasserstoffe standig wechseln und mit Feststoffen interagieren.
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Viele dieser Bestandteile aus der Flussig-Gasphase binden an der Oberflache von
Feststoffen und diese an weitere Feststoffe. In vorangegangenen Untersuchungen
konnte anhand von Rontgen-Fluoreszenzanalysen eine sehr hohe Konzentration von
Metallen in der Luft des in der vorliegenden Arbeit verwendeten ,Ohio Air Pollution
Exposure System for Interrogation of Systemic Effects” (OASIS-1) Systems nach-
gewiesen werden (Sun et al., 2005). Die Ergebnisse belegten Uberproportional hohe
Eisen- und Zinkkonzentrationen in der Umgebungsluft. Die gemessenen Werte lagen
jedoch im Bereich der in anderen westlichen Industrieregionen regelhaft vorkom-

menden Konzentrationen.

2.2.3 Staub

Staub ist der Sammelbegriff aller festen in der Luft befindlichen organischen und
anorganischen schwebenden Partikel. Aufgrund der gesundheitlichen Bedeutung der
PartikelgroRRe erfolgt eine entsprechende Unterteilung des Staubs in Grobstaub (>10
pum), Feinstaub (0,1-10 ym) und Ultrafeinstaub (<0,1 um) (Cassee et al., 2013).
Grobstaub mit einem Durchmesser von Uber 10 ym wird im Respirationstrakt gefiltert
und gelangt somit nicht in die Lunge. Im Gegensatz zum Grobstaub gelangt Feinstaub
mit einer PartikelgrolRe zwischen 2,5 und 10 ym zwar bis tief in die Lunge, ist jedoch
nicht ,alveolengangig®, und kann somit nicht durch die Alveolarmembran in das Blut
aufgenommen werden. Feinstaub mit einer PartikelgroRe von <2,5 pm st
alveolengangig und kann daher in das Blut gelangen und mit dem Blutstrom im Korper
verteilt werden. Aus diesem Grund ist der Anteil von Feinstaub mit einem Durch-
messer <2,5 ym von entscheidender Bedeutung fur die Pathogenese einer Vielzahl
unterschiedlicher Erkrankungen (Kim et al., 2015).

2.3 Herz-Kreislauf-Erkrankungen

Herz-Kreislauf-Erkrankungen sind von enormer soziookonomischer Relevanz und
stellen laut Veroffentlichungen des Statistischen Bundesamtes die haufigste Todes-
ursache in der Bundesrepublik Deutschland dar (Bohm, 2009). Im Jahr 2008 war nach
Angaben der Weltgesundheitsorganisation (WHQO) der Tod von 17 Millionen Menschen
auf eine Herz-Kreislauf-Erkrankung zurtckzufuhren. Dies entsprach etwa 30 % aller

Todesfalle weltweit. Schatzungen zufolge soll diese Zahl bis zum Jahr 2030 auf 25
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Millionen Todesfalle ansteigen. Obwohl besonders Menschen in westlichen
Industrienationen von Herz-Kreislauf-assoziierten Erkrankungen betroffen sind, treten
uber 80 % der weltweiten Todesfalle in Entwicklungslandern auf (WHO, 2006, WHO,
2010). Fur Herz-Kreislauf-Erkrankungen besteht keine einheitliche Definition, jedoch
zeichnen sich alle diesem Formenkreis zugerechneten Erkrankungen durch einen
chronischen teilweise Uber Jahrzehnte andauernden progressiven Verlauf aus, der

sich auf dem Boden von Risikofaktoren entwickelt.

Zu den kardiovaskularen Erkrankungen zahlen laut dem ICD-System im weitesten

Sinne folgende Erkrankungen:

Akutes rheumatisches Fieber

J Chronisch rheumatische Herzkrankheit

. Hypertonie

. Ischamische Herzkrankheit

. Pulmonale Herzkrankheiten und Krankheiten des Lungenkreislaufes
. Zerebrovaskulare Krankheiten

Krankheiten der Arterien, Arteriolen und Kapillaren

Krankheiten der Venen und Lymphgefalie

Von den oben erwahnten Pathologien stellt die Hypertonie den wichtigsten Risikofaktor
bezlglich der Entstehung zum Tode fuhrender Erkrankungen dar. Im Jahre 2002 war
eine Hypertonie fur etwa ein Viertel aller Todesfalle in der westlichen Welt
mitverantwortlich. Mit einer Pravalenz von 55 % ist die Inzidenz der Hypertonie in
Deutschland doppelt so hoch wie in anderen westlichen Industrienationen (Prugger et
al., 2006).

Eine zur Verdeutlichung der Relevanz von Herz-Kreislauf-Erkrankungen heran-
gezogene Untersuchung ist die sogenannte ,Framingham-Studie®. Hierbei handelt es
sich um eine Langsschnittuntersuchung der Bevolkerung des Ortes Framingham in
Massachusetts, in der die Pravalenz von Herz-Kreislauf-Erkrankungen uber mehrere
Jahrzehnte hinweg erfasst und Risikofaktoren beleuchtet wurden. Vier Flnftel der in

der Studie untersuchten Patienten, bei denen eine linksventrikulare (LV) Hypertrophie
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diagnostiziert wurde, waren innerhalb eines Beobachtungszeitraumes von 14 Jahre
verstorben (Kannel et al., 1969).

Eine Herzmuskelhypertrophie ist definiert als Zunahme der Muskelmasse bei gleich-
bleibender Anzahl von Kardiomyozyten. Sie entwickelt sich meist auf dem Boden einer
Hypertonie und beschreibt die gemeinsame Endstrecke einer Vielzahl unterschied-
licher Herzerkrankungen. Bei physiologischen kardialen Beanspruchungen, bedingt
durch Wachstum, Schwangerschaft oder sportliche Belastung, kann es zur Ausbildung
einer physiologischen Herzmuskelhypertrophie kommen.

Im Gegensatz zur physiologischen Belastung bedingten Hypertrophie entsteht eine
pathologische Hypertrophie durch Klappenvitien, neurohumorale Uberbeanspruchung
und dadurch bedingter Volumenbelastung oder durch eine Veranderung in der
Zusammensetzung kardialer kontraktiler Proteine (Berenji et al., 2005).

Bei starker physiologischer Beanspruchung entsteht eine physiologische Hypertrophie,
im Rahmen derer das Herzgewicht bis auf 500 g ansteigen kann (Kasikcioglu, 2011).
Wahrend sich eine physiologische Hypertrophie auf dem Boden einer intermittierenden
kardialen Beanspruchung entwickelt, besteht bei der Pathogenese einer patho-
logischen Hypertrophie eine kontinuierliche Belastung des Herzens. Bedingt durch die
kontinuierliche kardiale Belastung kann das Herzgewicht auf bis zu 1000 g ansteigen.
Dieser Anstieg des Herzgewichtes entsteht im Rahmen einer kontinuierlichen und
pathologischen Belastung durch kardiale Umbauprozesse. Diese, als kardiales
Remodeling bezeichneten Prozesse, beinhalten einen Umbau des Bindegewebes mit
Kollagendeposition, welche eine interstitielle Fibrose zur Folge haben. Kardiales
Remodeling und interstitielle Kollagendeposition und Fibrose sind morphologische
Veranderungen, welche die gemeinsame Endstrecke einer Vielzahl unterschiedlicher
Herzerkrankungen darstellen (Mariani et al., 2006).

2.3.1 Herzinsuffizienz

Klinisch manifestiert sich eine Herzinsuffizienz durch Leistungsminderung, Dyspnoe
und eine Flussigkeitsretention mit Odembildung, aufgrund einer kardialen Funktions-
einschrankung. Basierend auf dem Bereich der Funktionseinschrankung kann
zwischen einer Linksherzinsuffizienz, einer Rechtsherzinsuffizienz und einer Global-
herzinsuffizienz unterschieden werden. Daruber hinaus kann anhand der Zeitdauer der

Entstehung zwischen einer chronischen Herzinsuffizienz oder einer durch ein
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plotzliches Ereignis, wie z. B. Herzinfarkt, Lungenembolie oder Herzrhythmus-
storungen akut auftretenden Herzinsuffizienz unterschieden werden. Eine der fur den
Grad der Funktionseinschrankung gangigsten Kilassifikationen der Herzinsuffizienz ist
die der New York Heart Association (NYHA). Die Zuordnung in unterschiedliche
Stadien richtet sich hierbei alleinig nach dem Grad der klinischen Symptome und der

daraus fur den Patienten resultierenden Belastungseinschrankung.

Tab. 1: Einteilung der Herzinsuffizienz nach Kilassifikation der New York Heart
Association (NYHA) 1994.

NYHA Stadium | Herzschwache bei leichter Alltagsbelastung, keine unan-
gemessene Erschopfung, Atemnot oder Herzrhythmus-

storungen.

NYHA Stadium Il Gewohnliche korperliche Alltagsbelastung wie Treppen-
steigen fuhren zu Dyspnoe oder Herzrhythmusstorungen

NYHA Stadium I Eine geringe korperliche Belastung verursacht eine starke
korperliche Erschopfung, Atemnot oder Herzrhythmus-

storungen

NYHA Stadium IV Klinische Zeichen der Herzinsuffizienz bereits in Ruhe,

ohne korperliche Beanspruchung

Eine Einteilung basierend auf der Symptomatik die der Patient zeigt hat jedoch zur
Folge, dass in der NYHA-Klassifikation unter einer asymptomatischen Herzinsuf-
fizienz (NYHA 1) auch jene Patienten eingeordnet werden, die erst unter
medikamentoser Therapie wieder symptomfrei werden.

Aktuell existiert kein allgemeingultiges pathophysiologisches Modell, das eine
chronische Herzinsuffizienz ausreichend beschreibt. Bekannt sind allerdings einige
pathophysiologische Mechanismen, die Teil des komplexen Entstehungsmecha-
nismus des Syndroms der ,chronischen Herzinsuffizienz“ sind und damit die
Grundlage unterschiedlicher Interventionsansatze bilden (Braunwald, 2013, Catalucci
et al., 2008).

Allgemein entsteht eine chronische Herzinsuffizienz durch eine kardiale Druck- bzw.
Volumenbelastung oder den Verlust von funktionsfahigem Herzmuskelgewebe und
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dadurch bedingten myokardialen Schadigung. Die daraus bedingte Verminderung
der linksventrikularen Funktion aktiviert Gegenregulationsmechanismen, die zwar
kurzfristig das Herzminutenvolumen verbessern, jedoch langfristig zur weiteren
myokardialen Zellschadigung und einer Progression der Herzinsuffizienz flhren
(Catalucci, Latronico, 2008).

Die aktuellen Therapiekonzepte zielen daher auf die Pravention der schadlichen
Folgen und die Linderung der Symptome einer verminderten linksventrikularen
Leistungsfahigkeit ab.

Zu den bisher bekannten Gegenregulationsmechanismen gehort z. B. die Aktivierung
des sympathoadrenergen Systems und des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems
(RAAS). Pharmakologische Therapieansatze bestehen daher aus ACE (Angiotensin
Converting Enzyme)-Hemmern, Beta-Rezeptorenblockern und Aldosteron-Anta-
gonisten (Konstantinou et al., 2013, Hoppe et al., 2005).

2.4 Luftverschmutzung und Herz-Kreislauf-Erkrankungen

Die gesundheitsschadigenden Auswirkungen von Staub gewinnen weltweit zuneh-
mend an politischem Interesse (2006). Die pulmonalen Konsequenzen einer
Staubbelastung wie eine chronische Inflammation, Bronchitis, oder die Entwicklung
chronisch obstruktive Atemwegserkrankungen (COPD) sind ausreichend beschrieben
(Yoda et al., 2014, Cai et al., 2014). Weiterhin belegen epidemiologische Daten einen
Zusammenhang zwischen Staubbelastung und der Exazerbation einer vorbeste-
henden kardiovaskularen Erkrankung (Verrier et al., 2002, Atkinson et al., 2014).
Ebenfalls ist eine Exposition mit erhdohten Staubkonzentrationen ursachlich fur die
Entstehung kardiovaskularer Erkrankungen bei nicht vorerkrankten Personen (Miller et
al., 2007). Auf diesen epidemiologischen Beobachtungen basierend konnten klinische
und experimentelle Studien einen Zusammenhang zwischen sowohl kurzzeitiger als
auch langzeitiger Belastung mit unterschiedlichen Stauben und kardiovaskularer
Morbiditat und Mortalitat nachweisen (Brook et al., 2004, Brook et al., 2010, Peters et
al., 2001).

Der Zusammenhang zwischen Luftverschmutzung und der Entstehung unterschied-
licher Lungenerkrankungen ist ausgiebig belegt (Johannson, Balmes, 2015, Gordon et
al., 2014, Guarnieri et al., 2014). Die hierfur verantwortlichen Mechanismen konnten
bereits umfangreich beschrieben werden. Obwohl neuere epidemiologische Unter-
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suchungen eine Korrelation zwischen Luftverschmutzung und dem Auftreten kardio-
vaskularer Erkrankungen belegen, konnten die hierfur verantwortlichen Mechanismen

nicht abschlieRend nachgewiesen werden.

2.4.1 Bedeutung von PM; 5 und PMy, fiir Herz-Kreislauf-Erkrankungen

In den vergangenen 20 Jahren haben epidemiologische Studien den Zusammenhang
zwischen unterschiedlichen Staubgrofen und der Entstehung kardiovaskularer
Erkrankungen untersucht (Lu et al., 2015). In diesen Studien wurde zwischen den
kurzzeitigen und langzeitigen Auswirkungen von Luftverschmutzung im Bezug auf die
Entstehung kardiovaskularer Erkrankungen unterschieden. Hier konnte nachgewiesen
werden, dass Feinstaub mit einer Grof3e unter 2,5 um (PMz5) eine grolRere Korrelation
mit dem Auftreten kardiovaskularer Erkrankungen zeigt als Staub mit einer
PartikelgrofRe von 10 ym (PM1o). Daruber hinaus stehen groRere Partikel jedoch im
Zusammenhang mit der Exazerbation von Lungenerkrankungen wie Asthma. Nach
Angaben der WHO war Luftverschmutzung 2012 fur den Tod von insgesamt etwa 7
Millionen Menschen mitverantwortlich. Diese 7 Millionen Todesfalle lassen sich
unterteilen in 3,7 Millionen Todesfalle, die auf den Einfluss von Luftverschmutzung
auRerhalb von Gebauden zurtuckzufuhren waren und 4,3 Millionen Todesfélle, die
infolge von verschmutzter Innenraumluft zustande kamen. Die 3,7 Millionen Todesfalle
verursacht durch die Auswirkungen verschmutzter Luft aul3erhalb von Gebauden sind
damit fur 6,7 % aller weltweiten Todesfalle verantwortlich (2015, WHO, 2014a, Kuehn,
2014).

Eine Verunreinigung der Umgebungsluft kann jedoch nicht als unmittelbare
Todesursache angesehen werden. Unmittelbare Todesursache bei den in diese WHO
Statistik eingeflossenen Daten waren sogenannte ,Volkskrankheiten®, wie z. B.
ischamische Herzerkrankungen, Schlaganfalle, chronische Atemwegserkrankungen
und bosartige Neubildungen. Diese erwahnten Erkrankungen zahlen jedoch auch
unabhangig von einer Belastung mit verunreinigter Luft weltweit zu den am haufigsten
zum Tode fuhrenden Erkrankungen. Daruber hinaus konnte bislang nicht der
Nachweis erbracht werden, dass einzelne Personen an den unmittelbaren Folgen von
Luftverschmutzung verstorben sind, vielmehr wurde in diesen Untersuchungen
lediglich die Haufigkeit bestimmter Todesursachen in das Verhaltnis zu den
gemessenen Schadstoffkonzentrationen gesetzt. Von den 3,7 Millionen durch
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Aulenluftverschmutzung verursachten Todesfalle waren 6 % auf ein Lungenkarzinom,
11 % auf eine chronisch obstruktive Lungenerkrankung, 3 % auf eine respiratorische
Infektion, 40 % auf Apoplexie und 40 % auf Herz-Kreislauf-Erkrankungen zurickzu-
fihren (Kuehn, 2014, WHO, 2014a).

Basierend auf in Ballungszentren gewonnenen epidemiologischen Daten konnte ein
mittelbarer Zusammenhang zwischen PM; s Exposition und kardiovaskularer Morbiditat
und Mortalitat nachgewiesen werden. Epidemiologische Daten, die zwischen 1974 und
1990 in 6 amerikanischen Stadten erhoben wurden, konnten nachweisen, dass das mit
einer PMy 5 Exposition assoziierte kardiovaskulare Todesrisiko sich alle 10pg/m3 erhoht
(Laden et al., 2006). Weitere epidemiologische Untersuchungen belegen einen
Zusammenhang zwischen Luftverschmutzung und der Entstehung kardiovaskularer
Erkrankungen. Fur eine kurzzeitige Exposition mit einer erhohten Schwebeteilchen-
konzentration konnten Auswirkungen auf die Herz- und Kreislauffunktion nach-
gewiesen werden. Neuere Untersuchungen belegen jedoch, dass eine Feinstaub
Langzeitbelastung zu einem starkeren Anstieg des kardiovaskularen Risikos im
Vergleich zur kurzzeitigen Belastung fuhrt (Brook, Rajagopalan, 2010).

2.4.2 PM;5 und Herz-Kreislauf-Erkrankungen

Zahlreiche epidemiologische Untersuchungen belegen einen Zusammenhang
zwischen Feinstaub (PMys) Exposition und der Entstehung kardiovaskularer
Erkrankungen. In einer Studie, bei der 500.000 Erwachsene Uber einen 16 jahrigen
Beobachtungszeitraum nachverfolgt wurden, konnte nachgewiesen werden, dass bei
einem Anstieg der PMy5 Konzentration um 10,5 ug/m® die Risiken der Entwicklung
einer koronaren Herzkrankheit, Herzinsuffizienz, Herzrhythmusstérungen und eines
Herz- Kreislaufstillstands um 8-18 % ansteigen (Pope et al., 2015). Bei kardiovaskular
vorerkrankten Personen erhoht eine akute PM,s Belastung das Risiko fur das
Auftreten von Herzinfarkten, Schlaganfallen, Herzrhythmusstorungen und Herzinsuffi-
zienz innerhalb von Stunden bis Tagen (Pope et al., 2006, Peters, Dockery, 2001).
Neuere Untersuchungen belegen jedoch, dass eine PM; 5 Langzeitbelastung Uber eine
Dauer von mehreren Monaten und Jahren das Risiko fur die Entstehung
kardiovaskularer Erkrankungen zu einem grof3eren Ausmal® erhoht als kurzzeitige

Belastungen (Brook, Rajagopalan, 2010). Daruber hinaus konnten bei einer Langzeit-
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belastung auch schadliche Auswirkungen unabhangig von bereits existierenden
Erkrankungen nachgewiesen werden (Brook, Rajagopalan, 2010).

Ein akuter, kurzzeitiger Anstieg der PM, s Konzentration um 10 pg/m? filhrt zu einem
Anstieg der kardiovaskular bedingten Mortalitat um 1 %, wahrend eine Langzeitexpo-
sition mit chronisch erhohten Konzentrationen von 10 pg/m3 zu einem mehr als
10%igen Anstieg fuhrt. Diese Beobachtungen untermauern die Hypothese, dass eine
Akkumulation der PM; 5 Exposition Uber eine langere Zeitspanne starkere Auswirkun-
gen auf das eventuelle Risiko der Entwicklung kardiovaskularer Erkrankungen hat, als
eine kurzzeitige Belastung.

2.4.3 Chronische Feinstaubbelastung

Epidemiologische Daten belegen die Bedeutung einer Feinstaubexposition als
Risikofaktor fur die Entwicklung von Herz-Kreislauf-Erkrankungen (Brook, 2007).
Neuere Untersuchungen lassen vermuten, dass eine Feinstaub Langzeitbelastung
einen groReren Risikofaktor darstellt als kurzzeitige Belastungen (Brook, Rajagopalan,
2010). Eine kumulative Exposition hat das potentielle Risiko nicht nur der akuten
Verschlechterung einer bereits vorbestehenden kardiovaskularen Erkrankung, sondern
auch fundamentale Auswirkungen fur die Entwicklung kardiovaskularer Erkrankungen
in bisher nicht vorgeschadigten Organismen. Luftverschmutzung wirkt auf den
Organismus wahrend des gesamten Lebens ein. Von besonderer Bedeutung ist eine
chronische Exposition Uber einen bedeutenden Zeitraum der gesamten Lebensdauer.
Eine Vielzahl experimenteller Studien hat die Auswirkungen einer PM, 5 Belastung im
Bezug auf die Beeinflussung einer Anfalligkeit und Progression von Atherosklerose,
Inflammation und Bluthochdruck untersucht (Sun et al., 2005; Araujo et al., 2008;
Kunzli et al., 2010). Obwohl diese Untersuchungen als chronische Exposition
angesehen werden, betragen die in diesen Studien verwendeten Expositionsdauern
zwischen zehn und zwolf Wochen. Die Auswirkung einer chronischen Feinstaub-
belastung, die Uber einen bedeutenden Anteil der gesamten Lebenszeit auf einen

Organismus einwirkt, wurde bisher nicht untersucht.
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2.5 Zielsetzung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der kardialen Langzeiteffekte
einer chronischen Feinstaubexposition Uber etwa die Halfte der Lebenszeit einer
Maus. Wir untersuchten, ob eine chronische Feinstaubbelastung in Abwesenheit
zusatzlicher Risikofaktoren und ohne vorbestehende kardiovaskulare Erkrankungen
nachweisbare kardiale Auswirkungen hat. Daruber hinaus sollte untersucht werden, ob
die durch chronische Feinstaubbelastung verursachten Veranderungen der kardialen
Funktion und Struktur vergleichbar sind mit den durch andere bekannte, protrahiert auf
das Herz einwirkenden Risikofaktoren wie Hypertonie oder Diabetes mellitus verur-
sachten pathologischen Veranderungen.
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3. Material und Methoden

3.1 Versuchstiere

In der vorliegenden Arbeit wurden mannliche Mause der Zuchtlinie C57BL/6 ver-
wendet. Die von Harlan erworbenen Versuchstiere wurden im Alter von 8 Wochen fur
die Zeitdauer von 9 Monaten einer Umgebungsluft angereichert mit Partikeln der
Grole 2,5 ym (PMy5) ausgesetzt. Wahrend des gesamten Versuchszeitraumes waren
die Mause in einem vollklimatisierten Container der Ohio State University in Columbus,
Ohio untergebracht. Eine Anreicherung von PM,s aus der Umgebungsluft erfolgte
mittels eines Schwebstoff-Konzentrations-Anreicherungssystems ,,Ohio Air Pollution
Exposure System for Interrogation of Systemic Effects” (OASIS-1), welches fur
Langzeitstudien modifiziert wurde. Die Tiere wurden unter pathogenfreien
Bedingungen bei einer Raumtemperatur von 20-22 °C, einer relativen Luftfeuchtigkeit
von 50 % und einem 12 Stunden Tag-Nacht-Zyklus entsprechend der aktuell gultigen
FELASA-Richtlinien und Universitats interner Standards gehalten. Futter und Wasser
standen ad libitum zur Verfugung. Ein Tierversuchsantrag wurde gestellt und durch die
ortlichen Behorden (Institutional Animal Care and use Committee (IACUC) der Ohio
State University, Columbus, Ohio) genehmigt. Die mittleren wochentlichen
Partikelkonzentrationen der gefilterten Luft (FL) und der mit Feinstaub (PMys)
angereicherten Luft wurden bestimmt und sind der Tabelle 2 zu entnehmen. Basierend
auf den wochentlich gemessenen Feinstaubwerten resultiert eine mittlere tagliche
Konzentration vom Partikeln mit einem Durchmesser von weniger als 2,5 ym in der
Umgebungsluft von 10,6 pg/m> wahrend des Versuchszeitraumes. Die mittlere tagliche
PM, 5 Konzentration in der Versuchskammer war mit 85,3 pg/m® etwa 7,8 fach héher
als in der Umgebungsluft. Die Luft, der die Kontrolltiere wahrend des Versuches
ausgesetzt waren, wurde mittels eines hocheffizienten Partikelfilters (Pall Life
Sciences, East Hills, New York), welcher in den Lufteinlass des Containers eingesetzt
war, um alle Partikel aus der Luft zu filtern, von Feinstaub befreit (FL). Da die Mause
wahrend des neunmonatigen Experimentes jeweils fur sechs Stunden pro Tag, sechs
Tage pro Woche der jeweiligen PM25s oder Filter Luft (FL) Umgebung ausgesetzt
wurden resultiert hieraus mit 15,2+0,91 pg/m3 eine mittlere PM, 5 Konzentration nah
am jahrlichen Durchschnitt fiir Nordamerika von 15 ug/m? (Johnson et al., 2005).
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Tab. 2: Wochentliche Feinstaubkonzentrationen der FL und PM,s exponierten
Mause wahrend des neunmonatigen Versuchszeitraumes.

Zeit FL PMzs
(Wochen) | (ng/m°) (Hg/m®)
1 13,71 95,22
2 7,30 56,00
3 6,18 41,96
4 4,27 32,25
5 11,20 113,65
6 11,09 123,27
7 7,71 16,90
8 10,54 56,55
9 9,73 54,73
10 8,95 83,20
11 14,03 129,20
12 14,06 72,50
13 10,97 72,13
14 6,32 42,69
15 14,12 126,85
16 6,84 48,44
17 18,74 150,45
18 15,94 134,13
19 12,01 140,22
20 10,39 89,52
21 11,14 112,17
22 10,77 82,49
23 12,62 107,00
24 5,54 67,94
25 10,77 82,49
26 12,62 128,79
27 5,54 27,00
28 6,06 39,41
29 9,18 39,41
30 8,46 42,93
31 10,31 62,97
32 10,28 60,20
33 8,46 72,19
34 9,67 66,49
35 16,34 138,60
36 2,63 20,37
37 20,38 266,37
38 9,79 86,86
39 18,91 142,12
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3.2 Herzfunktion
3.2.1 Blutdruck

Nach neunmonatiger Exposition mit PM2 s oder gefilterter Luft (FL), beginnend im Alter
von 8 Wochen, wurden der systolische, diastolische und mittlere arterielle Blutdruck
mittels eines nicht invasiven Schwanz Manschetten Manometers (Visitech IITC model
129 System, Visitech Systems, Apex, North Carolina) gemessen. Zur Reduktion
stressbedingter Auswirkungen auf die Kreislauffunktion wahrend der Messungen,
erfolgte zunachst eine Gewohnung der Mause an das Untersuchungsverfahren. Hierzu
durchliefen die Tiere an funf aufeinanderfolgenden Tagen das Prozedere ohne
Erfassung von Daten. Zur weiteren Minimierung der verfahrensassoziierten Blutdruck-
effekte wurden von den ersten durchgefuhrten Messungen 10 Messungen verworfen.
Im Anschluss erfolgten 10 weitere Messungen. Die hierbei gewonnenen Werte wurden
gemittelt und die Mittelwerte analysiert. Systolischer, diastolischer und mittlerer
arterieller Blutdruck wurden an drei aufeinanderfolgenden Tagen gemessen. Fur jedes
Tier wurden die gewonnenen Werte der einzelnen Tage gemittelt und als

durchschnittlicher Wert bestimmt.

3.2.2 In Vivo Herzfunktion

Die kardiale Funktion der Versuchstiere wurde nach neunmonatiger Exposition mit
PM, s oder FL echokardiographisch erfasst. Mittels eines VisualSonics Vevo 2100 mit
einem 40 MHz transducer (Visualsonics, Toronto, Ontario) wurde ein Herzultraschall
durchgefuhrt. Hierfur wurden die Mause zunachst in eine Narkosekammer gegeben
und mittels 2 % Isoflurane (2-chloro-2-(difluoromethoxy)-1,1,1-trifluoro-ethane) in 100
% Sauerstoff narkotisiert. Nach Einsetzen der Narkose wurden die Tiere auf eine
gewarmte Arbeitsplatte Uberfuhrt. Die Aufrechterhaltung der Narkose erfolgte mit 1,0
% lsoflurane in 100 % O,, welches Uber eine Nasenmaske appliziert wurde.

Um potentielle kardiodepressive Auswirkungen einer zu tiefen Narkose zu verhindern,
erfolgte die kontinuierliche Ableitung eines EKG zur Sicherstellung einer
ausreichenden Herzfrequenz und eine entsprechende Anpassung der Isoflurane-
konzentration bei zu tiefer oder nicht ausreichend tiefer Narkose. Zur EKG Ableitung
wurden die Extremitaten vorsichtig an mit Gel (Signa Gel, Parker Labs, Fairfield, New

Jersey) Dbeschichteten  Elektroden  befestigt. Alle  echokardiographischen
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Untersuchungen wurden bei einer Herzfrequenz von Uber 500 Schlagen pro Minute
durchgefuhrt. Statistische Auswertungen zeigten keinen signifikanten Unterschied der
Herzfrequenz zwischen den PMy5s und FL exponierten Mausen. Eine kontinuierliche
Temperaturmessung erfolgte durch ein rektal eingefihrtes Thermometer. Anhand der
gemessenen Korperkerntemperatur erfolgte die automatische Temperaturanpassung
der Arbeitsplatte, so dass eine konstante Korperkerntemperatur von 37 °C wahrend
der Messungen aufrecht erhalten wurde. Zur Verbesserung der Bildqualitat wurde vor
den Ultraschalluntersuchungen das Fell der Mause mittels Nair Enthaarungscreme
(Church & Dwight Co., Princeton, New Jersey) vom Thorax entfernt.

Anschlieflend wurde vorgewarmtes Ultraschallgel (Aquasonic, Parker Labs, Fairfield,
New Jersey) auf den Brustkorb gegeben und ein 15 MHz Ultraschallkopf, optimiert fur
Nagetiere, in parasternaler Orientierung zur Erfassung der kurzen Herzachse platziert.
Der linke Ventrikel wurde im M-Mode Verfahren dargestellt und die Herzaktion fur die
Dauer von acht Sekunden aufgezeichnet. Die linksventrikularen endsystolischen und
enddiastolischen Dimensionen (LVESd und LVEDd), sowie der Durchmesser der
linksventrikularen Hinterwand wahrend der Systole, als auch wahrend der Diastole
(LVHWs und LVHWd) wurden gemessen. Zur Analyse wurden jeweils aus jeder
Aufzeichnung funf Herzaktionen und drei Messungen pro Tier gemittelt. Die
Datenerfassung erfolgte anhand der von der ,American Society for Echocardiography*
empfohlenen ,leading-edge” Technik (Quinones et al., 2002). Erfassung und
Auswertung der Daten erfolgte durch einen zur Gruppenzugehorigkeit verblindeten
Untersucher. Aus den gemessenen Parametern LVESd und LVEDd wurden die
linksventrikulare Verkurzung (fractional shortening, FS) mittels der Gleichung
%FS=((LVEDd-LVESd) / LVEDd*100) berechnet.

Anschlielfend wurde der Schallkopf in eine subkostale Position bewegt. Hierdurch
konnte die Trikuspidalklappe im Vierkammerblick dargestellt werden. Nach Aufsuchen
des Vierkammerblicks wurde der Doppler in die Klappenebene gebracht und im
Bereich der Mitralklappe platziert. Mittels Pulsdoppler wurde der Fluss Uber der
Mitralklappe dargestellt und die beiden FluRspitzen E und A, welche die passive (E)
und aktive (A) Fullung des linken Ventrikels reprasentieren, erfasst. Zur Bestimmung
der linksventrikularen diastolischen Funktion wurde das E/A Verhaltnis berechnet.

Der koronare Blutfluss und die koronare Flussreserve wurden nach der Methode von
Hartley et al. ermittelt (Hartley et al., 2007). Hierzu wurde vom Vierkammerblick aus, in

gleichbleibendem Winkel wie zur Bestimmung des linksventrikularen atrioventrikularen
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Flusses, der Ultraschallkopf etwas naher zur Thoraxoberflache bewegt. Unter
Farbdoppler Erfassung erfolgte das Aufsuchen der linken Koronararterie (LCA).
Aufgrund der dilatatorischen Wirkung von Isoflurane auf die Koronargefal3e und zur
Vergleichbarkeit der zu erfassenden Daten wurde nach Darstellung der LCA die
Isofluranekonzentration auf 1,0 % eingestellt. Zur Einstellung eines stabilen Konzentra-
tionsgleichgewichtes wurden diese Einstellungen fur eine Dauer von funf Minuten
belassen bevor weitere Messungen erfolgten. Anschliefend wurde der Messbereich
der Probe auf 0,5 mm eingestellt, auf dem Abgang der LCA platziert und der Basiswert
des koronaren Blutflusses gemessen. Drei voneinander unabhangige Messungen
wurden erfasst und der errechnete Mittelwert als Wert der entsprechenden Maus
bestimmt.

Anschlielend erfolgte die Bestimmung des koronaren Blutflusses bei maximaler
Dilatation. Hierzu wurde zunachst eine Schwanzvene punktiert, Uber die den Mausen
140 ug/kg/min Adenosin intravends (i.v.) kontinuierlich appliziert wurde. Die maximale
Hyperamie wurde nach ca. einer Minute erreicht. Drei Messungen des koronaren
Blutflusses wurden bei maximaler Hyperamie erfasst, analysiert und der Mittelwert
bestimmt. Die koronare Blutfluss Reserve (CBFR) wurde mittels folgender Gleichung
von Wilkstrom und Mitarbeitern errechnet (Wikstrom et al., 2008):

CBFR =CBFhyperemia’ CBF paseiine-

Die Erhebung und Auswertungen aller echokardiographischen Daten erfolgte durch

einen zur Gruppenzugehdrigkeit verblindeten Untersucher.

3.2.3 Kardiomyozytare Kontraktilitat in vitro

Die Isolation linksventrikularer Kardiomyozyten wurde nach einer von Norby et al.
(Norby et al.,, 2002) beschriebenen und von Wold et al. (Wold et al., 2007)
modifizierten, enzymatischen Methode durchgefuhrt. Vor der Organentnahme erfolgte
zur Hemmung der Blutgerinnung die Applikation von 2500 IE/100 g Korpergewicht
Heparin i.p.. Im Anschluss an eine funfminltige Inkubationszeit wurde das
Versuchstier mittels einer Pentobarbital Uberdosierung (50 mg/kg) getotet. Nach
Ausbleiben einer Reaktion auf einen Schmerzreiz erfolgte mittels eines V-formigen

Schnitts in Hohe des Manubrium sterni bis kurz unterhalb des Rippenbogens eine
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mediane Laparotomie. AnschlieRend wurden die Rippen beidseits in der Axillarlinie
und der Thorax in Hohe des Manubrium sterni durchtrennt. Daraufhin konnte der
knocherne Thorax abgenommen werden. Nachfolgend wurden das Herz und die
grolen Gefalle identifiziert und zlgig entnommen. Das Praparat wurde in eine
eisgekiihlte Ca** freie Tyrodeldsung Uberfiihrt. In der Tyrodeldsung wurden das
Perikard und Bindegewebsreste vom Herzen abprapariert und die Aorta identifiziert.
Nach Entfernung von Perikard und Bindegewebsresten erfolgte die Kanulierung der
Aorta und Fixierung der Kanule mittels eines Mersilenefadens. Daraufhin wurde das
Herz mittels einer Pumpe unter einem konstanten Perfusionsdruck mit einer Flussrate
von 4ml/min, einer Temperatur von 37 °C und O begasten Ldsungen retrograd
perfundiert. Zunachst erfolgte eine Perfusion mit einem Standard Krebs Perfusions
Puffer (Tabelle 3) fur die Dauer von funf Minuten.

Tab. 3: Krebs Perfusionspuffer. Nach Entnahme des Herzens erfolgte die
Kanulierung der Aorta und eine retrograde Perfusion des Herzens mit einer Flussrate
von 4 ml/min fur eine Dauer von 5 Minuten bei 37 °C.

Stoff Menge
NaCl 113 mmol
KCI 4,7 mmol
KH2PO4 0,6 mmol
NayHPO4 0,6 mmol
MgSO4 1,2 mmol
NaHCO; 12 mmol
KHCO; 10 mmol
HEPES 10 mmol
Taurin 30 mmol
Phenol rot 0,032 mmol
pH 7,4

Anschlie®end wurde das Herz fir die Dauer von funf Minuten mit einer
hochkaliumhaltigen Losung (12.5 pM) und im weiteren fur die Dauer von sechs bis

zehn Minuten mittels einer mit 0,4 mg/ml trypsinhaltigen Kaliumlosung perfundiert. Die
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Auswaschung des Trypsins erfolgte durch die Perfusion mittels einer
hochkaliumhaltigen Losung fur zwei bis drei Minuten. AnschlieRend erfolgte die
Perfusion mittels einer 0,375 mg/ml kollagenasehaltigen und hochkaliumhaltigen
Lésung fur die Dauer von zehn bis funfzehn Minuten.

Im Anschluss an die Perfusion wurde das Herz von der Langendorff Apparatur
abgenommen und in eine mit Praparationslosung (50ml Krebs Losung in 10 % fetalem
Kalbs Serum und 12.5 pMol CaCly) gefullte Petrischale Uberfuhrt. In der
Praparationslosung wurden die verbliebenen Gefalle inklusive Bindegewebe, sowie
der rechte Ventrikel und die Vorhofe vom linken Ventrikel abprapariert.

Der isolierte linke Ventrikel wurde mechanisch mittels einer sterilen Klinge in
Praparationstyrode zerkleinert. Durch zweiminltiges auf- und abpipettieren wurden
Kardiomyozyten aus den mechanisch zerkleinerten Ventrikelsticken herausgelost. Zur
Entfernung groRerer Stucke wurde die Zellsuspension durch eine Nylon-Gaze
(Maschenweite: 100 ym) gefiltert. AnschlieRend wurde die Zellsuspension in einer
aufsteigenden Kalziumionenkonzentration (150 pl 10 mmol CaCly, 300 yL 10 mmol
CaCly, 90 pL 100 mmol CaClz und 150 pl 100 mmol CaCly) fur eine Dauer von jeweils
4 Minuten inkubiert.

Zur weiteren Aufreinigung und zur Entfernung grober Gewebereste wurde die
Zellsuspension fiir die Dauer von 1,5 Minuten bei 500 rpm zentrifugiert, der Uberstand
abpipettiert und das Pellet in einem minimal essential Medium (MEM) bestehend aus
Hanks’ Salz und L-glutamine (GIBCO/Invitrogen, Carlsbad, California), 5 % fetales
Kalbsserum (FCS, Hyclone, GE Healthcare Life Sciences, Piscataway, New Jersey),
10 mmol 2,3-butanedione monoxime (BDM, Sigma St.Louis, Missouri), 100 U/ml
Penizillin (Sigma, St.Louis, Missouri), 1.8 mmol CaCl, und 2 mmol L-Glutamin
(GIBCO/Invitrogen, Carlsbad, Caliornia) resuspendiert. Anschlielend wurde die
Zellsuspension in eine mit Laminin beschichtete Kammer gegeben und bis zur
Durchfuhrung der Kontraktilititsmessungen fur die Dauer von einer Stunde bei 37 °C
inkubiert und mit O, begast. Nach der Inkubationszeit wurde das Medium vor den
Kontraktilitatsmessungen durch neues minimal Essential Medium ersetzt. Fur die
anschlieBenden elektrophysiologischen Messungen wurden lediglich Isolationen
verwendet, die eine Ausbeute an stabchenformigen Myozyten von mehr als 60 %

aufwiesen.
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3.3 Histologische Untersuchungen

Zur Gewinnung der histologischen Praparate erfolgte nach neunmonatiger PM; 5 oder
FL Exposition die Totung der Versuchstiere mittels Pentobarbitaliberdosierung (50
mg/kg). Nach Ausbleiben einer Schmerzreaktion wurde wie oben beschrieben eine
mediane Laparotomie durchgefuhrt. AnschlieRend wurden die Rippen beidseits in der
Axillarlinie und der Thorax in Hohe des Manubrium sterni durchtrennt. Daraufhin
konnte der Thorax abgenommen und das Herz freiprapariert werden. AnschlielRend
wurde der linke Vorhof punktiert und mit einer 8 °C gekuhlten kardioplegen Losung
(Tabelle 4) fur die Dauer von zehn Minuten mit einem Druck von 25 cmH,O per-
fundiert. Im Anschluss wurde das Herz entnommen und in eine 8 °C gekuhlte
kardioplege Losung (Tabelle 4) uberfuhrt. Hier wurden das Perikard und Binde-
gewebsreste vom Herzen abprapariert und Blutreste ausgewaschen. Anschlie3end
wurde das Herz fur zwolf bis funfzehn Stunden in 3,7%igem Zink-Formalin (z-fix,
Anatech, LTD, BattleCreek, Michigan) fixiert und bis zur Paraffineinbettung in
75%igem Ethanol gelagert.

Tab. 4: Zusammensetzung der kardioplegen Losung. Nach neunmonatiger PM; 5
oder FL Exposition erfolgte die Kanulierung des linken Vorhofes und eine
zehnminutige Perfusion des Herzens mit der kardioplegen Losung bei einem Druck
von 25 cmH,0 zur Auswaschung von Blutresten.

Stoff Menge Hersteller

NaCl 44 EM Science, Gibbstown, NJ
NaHCO3 19 Sigma, St.Louis, MO
Glukose 49 Sigma, St.Louis, MO
2,3-Butandion Monoxim 100 pl Sigma, St.Louis, MO
Ethylenglykol Tetraessigsaure | 1,7 mi Sigma, St.Louis, MO
Nifedipin 50 pl Sigma, St.Louis, MO
Heparin 10000 IE | APP, Los Angeles, CA

KCL 3,739 EMD Darmstadt Germany

in 11 NaCl-Losung (Baxter, Deerfield, Illioni)
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3.3.1 Paraffineinbettung und Gewebeschnitte

Die fixierten Mauseherzen wurden in aufsteigenden Alkoholkonzentrationen von 70
% bis 100 % in mehreren Schritten dehydriert und anschlieRend mit Paraffin infiltriert
und eingebettet. Bis zur Weiterverarbeitung und Anfertigung der Gewebeschnitte
wurden die eingebetteten Praparate in einem Kuhlschrank bei 4 °C gelagert. In der
Folge wurden die Herzen mit einem Mikrotom axial von der Herzbasis bis zur
Herzspitze geschnitten. Die 5 ym dicken Praparate wurden auf Objekttrager aufge-
zogen und fur eine Dauer von 16 h in einem Trockenschrank bei 42 °C getrocknet.
Die Papillarebene wurde aufgesucht und fur alle folgenden Versuche Schnitte aus

diesem Bereich verwendet.

3.3.2 Hamatoxylin-Eosin Farbung

Die HE Farbung der axial geschnittenen Herzpraparate erfolgte in mehreren
Schritten nach einer Methode von Carson et al. (Carson et al., 1996):

1. 3x dreiminutige Deparaffinierung der Praparate in Dimethylbenzol Losung
(Xylol) (VWR Int., West Chester, Pennsylvania)

2. Rehydrieren der Praparate mittels absteigender Konzentrationen
Ethanols. (3x 100 %, 3x 95 %, 2x 75 %). Diese Arbeitsschritte wurden
jeweils 15 fach wiederholt. Im Anschluss erfolgte die Reinigung in
deionisiertem Wasser.

3. Farben in Harris Hamatoxylin (Tabelle 5, Sigma-Aldrich, St. Louis,

Missouri) fur zwei Minuten
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Tab. 5: Zusammensetzung des Hamatoxylins

Stoff Menge Hersteller
Natriumjodat (NaJO3) 0,04 g VWR Int., Randor, PA
Eisenhamatoxili nach Weigert | 0,2 g Sigma, St.Louis, MO
Natriumjodat (NaJO3) 0,04 g VWR Int., Randor, PA
Chloralhydrat (C,H3Cl302) 10g VWR Int., Randor, PA
Zitronensaure (CgHgO7) 0,2g VWR Int., Randor, PA
Kalialaun (KAI(SO4), * 12H20) | 10 g VWR Int., Randor, PA

In 200ml Aqua dest. und darin 2 ml Hamalaunlésung nach Mayer
(VWR Int., Randor, Pennsilvania).

4. Eosin-Gegenfarbung und Dehydrieren der Praparate:

15x 95 % Ethanol (EtOH; je 2x)
1x Salzsaure-EtOH Gemisch (1 % HCI in 70 % EtOH; EMD Millipore,

Bellerica, Massachusetts)

15x di-H,O

15x 0,25 % Ammoniumhydroxid (NH4OH; Fisher, Waltham,
Massachusetts)

15x di-H,O

15x Eosin (EMD Millipore, Bellerica, Massachusetts)

15x 95 % EtOH (2x)

15x 100 % EtOH (3x)

15x Dimethylbenzol Losung (3x; Xylene, EMD Millipore, Bellerica,

Massachusetts),

Aufkleben eines Deckglases (Micro Cover glas, VWR Scientific, West
Chester, Pennsylvania) mit Klebstoff auf Dimethylbenzolbasis (Cytoseal
XYL, Richard Allen Scientific, Kalmazoo, Michigan)

Trocknen fur die Dauer von zwei Stunden.
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3.3.3 Quantitative Auswertung der nuklearen und zytoplasmatischen Flachen

Die quantitative Bestimmung der nuklearen und zytoplasmatischen Anteile erfolgte
anhand der H&E gefarbten Praparate. Die quantitative Auswertung wurde in jeweils
zehn Bereichen in vier aufeinanderfolgenden Schnitten durchgefuhrt. Hierfir wurden
die Praparate unter dem Mikroskop (Zeiss Axioscope mit Spot | Digitalkamera, Jena,
Deutschland) unter gleichen optischen Einstellungen abgelichtet und die Bilder mit
Hilfe des Bildverarbeitungsprogramms gespeichert. Der nukleare und zytoplasma-
tische Bereich wurde quantifiziert und als Verhaltnis nuklear zu zytoplasmatisch
(um/um) angegeben. Alle Auswertungen erfolgten durch einen im Bezug auf die
Gruppenzugehdrigkeit verblindeten Untersucher.

3.3.4 Sirius Rot Kollagenfarbung

Die Sirius Rot Farbung erfolgte nach einem Protokoll von Junqueira (Junqueira et al.,
1978). Zur Herstellung 0,1%ige Sirius Rot Losung wurde 0,1 g “direct red 80" (Aldrich
Chemical Company, Wisconsin) auf 100 ml 100%iger Pikrinsaure (Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri) verdunnt und fur die Dauer von funf bis zehn Minuten einwirken
gelassen. Durch die Reaktion mit Sirius Rot wird Kollagen rot, das restliche Gewebe
gelb angefarbt. Unter polarisiertem Licht lassen sich die unterschiedlichen Kollagene
farblich voneinander unterscheiden. Kollagen | emmitiert hierbei Licht im roten
Frequenzbereich, Kollagen Ill im gelben (Junqueira, Cossermelli, 1978).
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Die Farbung der Praparate erfolgte nach folgendem Protokoll:

1. 3x dreiminutige Deparaffinisierung der Praparate in Dimethylbenzol
Losung (Xylol) (VWR Int., West Chester, Pennsylvania)

2. Rehydrieren der Praparate mittels absteigender Konzentrationen Ethanols
(3x 100 %, 3x 95 %, 2x 75 %). Diese Arbeitsschritte wurden jeweils 15
fach wiederholt. Im Anschluss erfolgte die Reinigung in deionisiertem
Wasser.

3.  Sirius Rot Farbung fur zehn Minuten,

Dehydrieren der Praparate:
e 15x di-H2O
* 15x 70 % EtOH
* 15x 95 % EtOH (2x)
* 15x 100 % EtOH (3x)
* 15x Dimethylbenzol L6sung (3x),
5. Deckglasbeschichtung und Trocknung (siehe 3.3.1) der Praparate

3.3.5 Quantitative Auswertung der Kollagenfarbung

Anhand der planimetrischen Quantifikation der Sirius-rot gefarbten Flache wurde der
myokardiale  Kollagengehalt erfasst. Die quantitative Bestimmung des
Kollagengehaltes erfolgte in jeweils zehn Bereichen in vier aufeinanderfolgenden
Schnitten. Hierfir wurden die Praparate unter dem Mikroskop (Zeiss Axioscope mit
Spot | Digitalkamera, Jena, Deutschland) unter gleichen optischen Einstellungen
abgelichtet und die Bilder mit Hilfe des Bildverarbeitungsprogramms gespeichert. Die
rot gefarbte Flache wurde unter Verwendung von Image Software (Image Pro Plus
4.0; Media Cybernetics, Silver Spring, Maryland) automatisch bestimmt.

3.4 Western Blot
3.4.1 Einleitung

Der ,Western Blot* ist eine molekularbiologische Technik zur Identifizierung und
Quantifizierung spezifischer Proteine aus einem Proteingemisch. Zur Identifizierung

der Proteine erfolgt zunachst die Homogenisierung des zu untersuchenden Gewebes.
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Nach Homogenisierung erfolgt die Isolation der Proteine. AnschlielRend werden die
Proteine bedingt durch ihre Grofle und elekirische Ladung gelelektrophoretisch
aufgetrennt. Anschliel3end erfolgt der Transfer aus dem Gel auf eine Membran, auf der
sie durch spezifische Antikorper nachgewiesen werden konnen. Durch die Inkubation
mittels einer Luminolreagenz kann das zu bestimmende Protein auf einem Rontgenfilm
visualisiert werden. AnschlieRend erfolgt die quantitative densitometrische Bestim-

mung der Proteinbanden mittels eines Auswertungsprogrammes.

3.4.2 Proteinisolation fiir Western Blot

Alle die Proteinisolation beinhaltenden Schritte wurden auf Eis bzw. bei -4 °C
durchgefuhrt. Weiterhin wurden ausschliellich gekuhlte Reagenzien verwendet. Zu
Beginn des Versuchs wurde ein HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-
ethansulfonsaure)-Puffer, bestehend aus 50 mmol NaCl, 1 mmol MgCl,, 2 mmol EGTA
(Ethylen Glykol Tetraensaure), 0,1 % TritonX-100, 0,1 % Natriumdesoxychlorsaure,
10 mmol Natriumpyrophosphat, 10 mmol Natriumfluorid, 1 mmol Natrium ortho-
vanadat, 0,5 mM phenylmethanesulfonyl fluoride, pH 7,4, hergestellt. Diesem Puffer
wurden im Anschluss die Proteinaseinhibitoren 1 mmol PMSF (Phenylmethyl-
sulfonylfluorid), 10 pug/ml Antipain, 10 ug/ml Leupeptin und 0,023 TIU/ml Aprotinin
hinzugegeben. Die bei -80 °C konservierten Mauseherzen wurden in ein mit 500 pl
Pufferlosung gefulltes Plastikrohrchen Uberfuhrt. Zusatzlich wurde eine Metallkugel in
das Gefald gegeben. Die Proben wurden anschliel3end fur die Dauer von einer Minute
bei einer Frequenz von 30.000 mittels eines TissueLyser Il (Quiagen, Valencia,
California) homogenisiert. AnschlieRend wurde das Homogenat in 2 ml Plastikréhrchen
(Eppendorf, Hamburg, Deutschland) uberfuhrt und fur die Dauer von zehn Minuten bei
4 °C und 12.000 rpm zentrifugiert (5424 Zentrifuge, Eppendorf, Hauppauge, New
York). Der Uberstand enthielt die aus den Herzen isolierten Proteine und wurde in
neue 2 ml Plastikrohrchen pipettiert. Anschlieend wurde die Proteinkonzentration der
einzelnen Proben mittels eines FlexStation 3 Multi-Mode Microplate Reader

(Molecular Devices, Sunnyvale, California) gemessen.
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3.4.3 Durchfuhrung des Western Blots

Der Western Blot gliedert sich in vier Abschnitte:

a) Bestimmung der Proteinkonzentrationen und Probenherstellung
b) Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)
c) Transfer der Proteine auf Nitrozellulosemembranen

d) Detektion der Proteine mit Antikdrpern

a) Die Proteinkonzentrationen wurden mittels eines Pierce BCA-Assay ermittelt (Life
Technologies, Carlsbad, California). Dieser Assay kombiniert die Biuret-Reaktion
(Reduktion von Cu®** zu Cu' durch Protein unter alkalischem pH) mit der Bindung von
BCA und Cu' zu einem stabilen, photometrisch messbaren Komplex. Das Pierce Kit
enthalt zwei Losungen, Losung A (BCA) und Losung B (4 % CuSO4 x 5 H20), die zur
Herstellung eines Reaktionsgemisches im Verhaltnis 50:1 verwendet wurden. Zur
Durchfuhrung der Bestimmung der Proteinkonzentration der Proben wurden diese
sowie die vom Handler vorgegebenen Standardkonzentrationen aus Rinderserum-
albumin, auf Eis langsam aufgetaut und ein Nullwert bestehend aus RIPA-Puffer
vorbereitet. In Mikrotiterplatten wurden zu je 1 ml Reaktionsldsung jeweils 2 pl der zu
messenden Probe hinzugeflugt. Hierbei wurden aus jeder Probe zwei Ansatze
hergestellt und spater die Proteinkonzentration anhand der Mittelwerte bestimmt. Nach
30 minutiger Inkubation der Probenansatze bei 37 °C erfolgte die Messung mit einem
Photometer FlexStation 3 Multi-Mode Microplate Reader (Molecular Devices,
Sunnyvale, California) bei einem Absorptionsmaximum von 562 nm gegen den ver-
wendeten RIPA-Puffer als Leerwert. Anhand der Eich- und Standardkurve aus dem
Rinderserumalbumin bekannter Konzentrationen von [1.5, 1.0, 0.75, 0.5, 0.375, 0.25
und 0.125] konnten die Proteinkonzentrationen der zu testenden Proben bestimmt
werden. Mit Hilfe des Lambert-Beerschen Gesetzes [E=¢*c*d] (E=Extinktion, e=molarer
Extinktionskoeffizient [M™'cm™], c=Stoffkonzentration [M], d=durchstrahlte Schichtdicke
[cm]) wurden aus der Extinktion unter der Berucksichtigung des Verdunnungsfaktors
die Proteinkonzentrationen errechnet.

Zur weiteren Verarbeitung wurden aus den einzelnen Proben Losungen mit gleicher
Konzentration hergestellt. Mittels der vorher bestimmten Proteinkonzentrationen wurde
die ausgerechnete Menge des Herzlysates jeweils mit HEPES Puffer auf 20 pl

verdunnt. Die fertig hergestellten Proben mit den Proteinaseinhibitoren 1 mmol PMSF
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(Phenylmethylsulfonylfluorid), 10 pg/ml Antipain, 10 pg/ml Leupeptin und 0,023 TIU/ml
Aprotinin wurden hinzugegeben, gemischt und funf Minuten auf 95 °C erhitzt.

b) Die Auftrennung der Proteingemische erfolgte mittels Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE). Bei diesem Verfahren wird nach dem
Protokoll von Laemmli (Tabelle 6) ein aus einem Sammel- und einem Trenngel
bestehendes diskontinuierliches Gelsystem hergestellt (Laemmli, 1970). Im
Sammelgel fokussieren die Proteine in einer schmalen Bande. AnschlieRend erfolgt im
Trenngel die Auftrennung der Proteine gemaly ihrem Molekulargewicht. In der
vorliegenden Arbeit wurden je nach ProteingrolRe 7,5%ige oder 10%ige Gele
verwendet. Fur die vertikale Elektrophorese der Proteine wurde das Mini-Protean®-
System (Bio-Rad, Munchen, Deutschland) verwendet. Der Aufbau und die Ausstattung
der Gelapparatur erfolgten nach Herstellerangaben. Die Proben-Puffer-Gemische,
sowie ein als GroRenstandard dienender Marker (Bio-Rad Kaleidoscope Prestained
Standards, Bio-Rad, Munchen, Deutschland), wurden mit Western Blot Spitzen in die
Geltaschen des Sammelgels pipettiert. Die Elektrophorese erfolgte bei konstanter
Spannung von 135V fur 1,5 Stunden in der mit Laufpuffer (Tabelle 7) gefullten Blot
Apparatur. Die Molekulargewichte wurden anhand des Vergleiches der Laufstrecke der

Proteine zu der eines Molekulargewichts-Standards ermittelt.

Tab. 6: Zusammensetzung von Sammel- und Trenngel zur Auftrennung von
Proteingemischen durch Elektrophorese nach Grofde und Ladung.

Sammelgel 5 % | Trenngel 7,5 % | Trenngel 10 %
Aqua bidest. 5,7 ml 9,7 ml 8,1 ml
0,5M TRIS pH 6,8 2,5 ml
1,5M TRIS pH 8,8 5,0 mi 5,0 mi
10 % SDS 100 pl 200 pl 200 pl
Acrylamid/Bis 1,7 ml 5,0 mi 6,6 mi
10 % APS

50 pl 1 I 1 I
(Ammoniumpersulfat) Ou 00w 00w
TEMED |10l 10 pl 10 pl
(Tetramethylethylendiamin)
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Tab. 7: Zusammensetzung des Laufpuffers fur die SDS-PAGE

1 | Laufpuffer (5-fach konzentriert)

Trisbase 15¢g
Glycin 729
SDS (sodium dodecyl sulfate) | 5g

c) Anschlielend erfolgte die Elution der durch Gelelektrophorese aufgetrennten
Proteine aus dem Gel Uber ein senkrecht zum Gel angelegtes elektrisches Feld
(Towbin et al., 1979) und der Transfer auf eine Nitrozellulosemembran (Hybond C
Membran, Amersham, United Kingdom). Nach Aquilibrierung der Nitrozellulose-
membran fur zehn Minuten in Transferpuffer (Tabelle 8) wurde der Sandwich-Blot
zusammengesetzt. Hierbei wurde auf die Vermeidung von Luftblasen geachtet. Hier
wurden das Gel und die darauf liegende Nitrozellulosemembran zwischen ,Whatman®
Filterpapieren und zwei Schwammekissen in ein entsprechendes Blotmodul eingesetzt,
wobei darauf geachtet wurde, dass sich die Membran zur Anode und das Gel zur
Kathode gerichtet befand. Der Transfer erfolgte bei Raumtemperatur mit einer
konstanten Stromstarke von 100 mA fur ber Dauer von achtzehn Stunden.

d) Um den Erfolg des Proteintransfers und die GleichmaRigkeit der aufgetragenen
Proteinmengen zu uberprifen, wurde im Anschluss an den Blot die
Nitrozellulosemembran mit Ponceau-Rot-L6sung (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri)
angefarbt. Hierzu wurden die Membranen fur 2 Minuten in eine Ponceau-Rot-Losung
eingetaucht und im Anschluss in destilliertem H,O entfarbt, bis die Proteinbanden
deutlich zum Vorschein kamen. Zusatzlich wurde die Lage der nunmehr sichtbaren
Molekulargewichtsmarker mit einem Bleistift markiert. Im Anschluss wurde die
Membran fur 1,5 Stunden bei Raumtemperatur in Blockierlosung (Tabelle 9) auf einem
Schuttler (Boekel, Feasterville, Pennsylvania) inkubiert. Die in der Blockierldsung
enthaltene Milch fuhrte zur Blockierung der freien Bindungsstellen der Membran, so
dass eine Bindung der Antikorper wahrend der anschlieBenden Reaktion aus-
schliellich am Epitop ihres spezifischen Antigens erfolgen konnte. Eine einstindige
Inkubation der Membran mit dem jeweiligen unmarkierten, spezifischen Erstantikorper,
welcher gegen die Struktur des jeweils zu detektierenden Proteins gerichtet war
erfolgte bei Raumtemperatur auf einem Schuttler (Boekel, Feasterville, Pennsylvania).
In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Erstantikdrper verwendet: SERCAZ2a
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ATPase (Biomol, SA-209, Plymouth Meeting, Pennsylvania), a-MHC (Genway, 20-
272-191956, San Diego, California), p-MHC (Santa Cruz, sc71575, Santa Cruz,
California), collagen | (Abcam, ab292, Cambridge, Massachusetts) und collagen Il
(EMD Millipore, 234189, Billerica, Massachusetts). Die Membranen wurden mit dem
jeweiligen Antikorper fur die Dauer von achtzehn Stunden Uber Nacht bei einer
Temperatur von -4 °C inkubiert. Im Anschluss wurde der Antikdrperiberschuss mit
Waschlosung | ausgewaschen (1 x funf Minuten, 1 x zehn Minuten und 1 x
funfzehn Minuten). Die Erstantikorper, die nach Inkubation an die auf der Nitrozellu-
losemembran immobilisierten Antigene gebunden waren, wurden in einem zweiten
Schritt durch einen Spezies-spezifischen Zweitantikdrper, an den das Enzym
Peroxidase kovalent gekoppelt war, erkannt. Durch Inkubation mit Luminolreagenz in
spateren Schritten konnte dieses Enzym und somit der gesamte Immunkomplex bzw.
das zu untersuchende Protein visualisiert werden. Als Zweitantikdrper wurde hier, je
nach Erstantikorper entweder der Peroxidase-gekoppelte polyklonale Ziege-Anti-Hase-
Antikorper (Sigma-Aldrich, Munchen, Deutschland), oder der monoklonale Anti-Maus-
Antikorper (Oncogene Science, Cambridge, Massachusetts) benutzt, der jeweils
vorher 1:10000 mit Waschlosung | verdunnt worden war. Es folgte die Inkubation der
Membranen mit dem entsprechenden Zweitantikorper fur die Dauer von einer Stunde
bei Raumtemperatur. Danach wurde der ungebundene Antikorper durch ein erneutes
grundliches Waschen wieder entfernt (1 x funf Minuten, 1 x zehn Minuten und 1 x
funfzehn Minuten). Die Membran wurde anschlieRend mit Kimwipes (Sigma-Aldrich,
St. Louis, Missouri) vorsichtig getrocknet und fur eine Minute mit 5 ml ECL (Enhanced
Chemiluminescense)-Luminolreagenz (ECL Western Blotting Detection je 2,5 ml
Enhancer und Developer; GE Healthcare, United Kingdom) bedeckt in einer flachen
Schale geschuttelt. Diese sehr sensitive Reagenz zeigt bei der katalytischen Umsetz-
ung durch die Peroxidase eine Chemolumineszenz, mit der Rontgenfilme belichtet
werden konnen. Nach der einminutigen Einwirkzeit wurde die Membran erneut sorg-
faltig mittels Kimwipes (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri) getrocknet und zwischen
zwei transparenten Plastikfolien in eine Filmkassette (Fisher Biotech Autoradiography
Cassette, Fisher Scientific, Hampton, New Hampshire) gelegt. AnschlieRend wurde in
der Dunkelkammer ein Réntgenfilm (Fuji Medical X-Ray Film®, Tokio, Japan) auf der
Membran platziert. Das bei der nun durch die Peroxidase katalysierten Oxidation von
Luminol emittierte Licht schwarzt den der Membran aufliegenden RoOntgenfilm
korrespondierend zur Starke und Lage der Proteinbande. Um das bestmogliche
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Verhaltnis von Sensitivitat und Auflosung/Hintergrund zu erreichen, wurden Filme mit
unterschiedlichen Zeiten (5, 15, 30, 60 Sekunden) belichtet. Diese wurden im
Anschluss an die jeweilige Expositionszeit in einem Rontgenapparat entwickelt. Die
densiometrische Quantifizierung der markierten Proteinbanden erfolgte unter Verwen-
dung eines Auswertungsprogrammes (Molecular Dynamics, Sunnydale, California).

Tab. 8: Zusammensetzung des Western Blot Transferpuffers

1 | Transferpuffer

Trisbase | 3,028 g
Glycin 14,419 g
Methanol | 200 ml

Tab. 9: Zusammensetzung der Western Blot Blockier- und Waschlosungen

1 1 Blockierlosung

11 Waschlosung |

1 1 Waschlosung Il

1 x PBS 1.000 mi 1.000 mi 1.000 mi
Milchpulver (5 %) | 50 g 1049 1049
Tween 20 (0,1 %) | 1.000 pl 1.000 pl 3.000 pl

3.5 Polymerase Kettenreaktion

Die Analyse der im Rahmen einer kardialen Hypertrophie und Fibrose involvierten
Gene erfolgte mittels der Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-
PCR). Eine PCR ermdglicht die exponentielle Vervielfaltigung definierter DNA-
Sequenzen. Die aus dem Gewebe isolierte RNA muss also zunachst mit Hilfe von
RNA abhangigen DNA Polymerasen in DNA umgeschrieben werden. Diese cDNA
kann nun mittels einer herkdmmlichen Taqg- Polymerase amplifiziert werden. Bei der
Polymerase Kettenreaktion handelt es sich um eine in den achtziger Jahren des
vergangenen Jahrhunderts etablierte Technik zur DNA-Analytik. Hierbei wird der
jeweils zu untersuchende Genabschnitt exponentiell amplifiziert und quantifiziert. Zur
Amplifikation werden nach Auftrennung des Doppelstranges durch Erhitzen die beiden
markiert. Weiterhin werden einem

Einzelstrange mittels spezifischer Primer
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Reaktionsgemisch das hitzestabile Enzym Polymerase und ausreichend
Nukleinsauren fur die entsprechende Amplifikation zugefuhrt. Vom jeweils spezifischen
Primer ausgehend katalysiert die Polymerase die Replikation der Sequenz. Nach
Abkuhlung des Reaktionsgemischs erfolgt nach erneuter Erhitzung und Trennung des
DNA Doppelstranges eine weitere Amplifikation, so dass es bei jedem Zyklus zu einer
2"-fachen Vermehrung der initial vorliegenden DNA Menge kommt. Die Durchfiihrung

der beschriebenen PCR Versuche erfolgte unter Mitarbeit von Herrn Dr. Matthew Gorr.

3.5.1 RNA Isolation

Zur Isolaltion der fur die RT-PCR bendtigten RNA wurden die nach Entnahme
gefrorenen Herzen in TRIzol (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) Uberfihrt und
homogenisiert. Bei TRIzol handelt es sich um ein gebrauchsfertiges einphasiges
Reagenz, bestehend aus Phenol und Guanidinisothiocyanat, welches wahrend der
Homogenisierung von Gewebe die Integritat der RNA erhalt und gleichzeitig
Zellbestandteile lysiert. Nach der Homogenisierung erfolgte die Isolation der kardialen
MmRNA mittels eines RNeasy mini Kit (Qiagen, Valencia, California) nach

Herstelleranweisungen.

3.5.2 RNA-Konzentrationsmessung

Die Bestimmung der aus einer Probe isolierten RNA Menge erfolgte mittels
Spektralphotometeranalyse NanoDrop (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
Massachusetts). Hierbei handelt es sich um ein Verfahren, mit dem man mittels
spezifischer Absorption des zu bestimmenden Moleklls dessen Konzentration
bestimmen kann. Ausgehend von der hierbei bestimmten RNA Konzentration
konnten die Proben so verdunnt werden, dass identische RNA-Mengen fur die

weiteren Schritte verwendet wurden.

3.5.2 cDNA Synthese

Die Synthese der fur die PCR bendotigten cDNA erfolgte nach RNA-Isolation und
Konzentrationsbestimmung mittels eines Maxima first-strand cDNA Synthese Kit fur
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RT-gPCR (Thermo Scientific Inc., Waltham, Massachusetts).

Hierbei wurden zuerst jeweils 25 pyl der gewonnenen RNA mit 25 yl Mastermix in
einem 0,2 ml PCR Tube (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) vermischt.
AnschlieRend erfolgte die reverse Transkription in einem Thermal Cycler (Biometra
UNO-Thermoblock, Biomedizinische Analytik GmbH, Gottingen, Deutschland).

3.5.3 Quantitative Reverse Transcriptase-Polymerase-Kettenreation

Eine quantitative RT-PCR erfolgte mittels eines Maxima SYBR Green/ROX gPCR
Master Mix (Thermo Scientific Fermentas, Glen Burnie, Maryland) entsprechend der
Herstellerangaben und einem Mastercycler epgradient Realplex real-time PCR
System (Eppendorf, Hamburg, Deutschland). Eine PCR wurde mittel RT2 SYBR
Green qPCR Mastermix mit ROX und RT2 miRNA gPCR assay primer Sets (SA
Biosciences, Frederick, Maryland) durchgefuhrt.

3.6 Statistik

Alle Daten wurden als Mittelwert (MW) und Standardabweichung (SD) dargestellt.
Die Unterschiede zwischen den Gruppen wurden mittels zweiseitigem Student’s t-test
analysiert. Ein Unterschied von P<0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.
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4. Ergebnisse

41 Feinstaubexposition verursacht einen Anstieg des Herzgewichtes

Zur Erfassung der kardialen Auswirkungen einer Feinstaub Langzeitbelastung wurden
nach neun Monaten die Herz- und Korpergewichte der mit PM,s oder FL exponierten
Mause ermittelt. Am Ende des Untersuchungszeitraumes waren die Korpergewichte
der PMys exponierten Mause nicht signifikant verandert im Vergleich zu FL
exponierten Kontrolltieren (Tabelle 10). Im Gegensatz dazu flhrte eine neunmonatige
Feinstaubbelastung zu einem Anstieg des Herzgewichtes. Post mortem Untersuchun-
gen belegten einen signifikanten Anstieg, sowohl des absoluten Herzgewichtes (8,8
%), als auch des zum Korpergewicht normalisierten Herzgewichtes bei PM;s
exponierten Mausen im Vergleich zu FL exponierten Kontrolltieren (Tabelle 10).

Tab. 10: Herz und Korpergewichte elf Monate alter C57/BL6 Mause nach
neunmonatiger Exposition mit Feinstaub (PM_5) oder gefilterter Luft (FL).

FL PMys P n
Kérpergewicht (g) 30,6 (+0,3) |29,7 (+0,4) |0,103 | FL=10; PM=9
Herzgewicht (mg) 124,0 (+2,4) | 138, (3,7) | 0,014 | FL=5; PM=5
Herz-/Kérpergewicht 4,16 (+0,16) | 4,54 (+0,11) | 0,037 | FL=5; PM=4
(mg/g)

4.2 Auswirkungen von Feinstaubbelastung auf Herz- und Kreislauffunktion

Eine neunmonatige Feinstaubbelastung hatte Auswirkungen auf Herzfrequenz und
Blutdruck. Blutdruckmessungen zeigten erhohte systolische, diastolische, und mittlere
arterielle Blutdruckwerte, sowie eine erhohte Herzfrequenz bei PMjs exponierten
Mausen im Vergleich zu FL behandelten Kontrolltieren. Im Gegensatz dazu war der
Pulsdruck bei den PM,s exponierten Tieren signifikant erniedrigt im Vergleich zu
Kontrolltieren (Tabelle 11). Die Echokardiographischen Daten wurden von einem, im
Bezug auf die Gruppenzugehdrigkeit verblindeten Mitglied der Arbeitsgruppe von
Professor Wold erfasst. Die Auswertung der Daten erfolgte durch die Autorin (Christina
Velten).
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Tab 11: Herzfrequenz, systolischer, diastolischer und mittlerer arterieller Blutdruck,
sowie Pulsdruck elf Monate alter C57/BL6 Mause nach neunmonatiger Exposition mit
Feinstaub (PM25) oder gefilterter Luft (FL).

FL PMzs P n
Herzfrequenz 352,5 (+4,4) |379,4(6,3) | 0,008 FL=10; PM=9
(min)
Systolischer 103,6 (+1,4) 112,2 (+1,9) 0,0015 FL=10; PM=9
Blutdruck (mmHgQ)
Diastolischer 76,17 (+0,5) |86,9 (+1,8) | <0,0001 | FL=10; PM=9
Blutdruck (mmHgQ)

Mittlerer  arterieller | g 6 (+0,6) | 96,3 (+1,4) | <0,0001 | FL=10; PM=9
Blutdruck (mmHgQ)

Pulsdruck 29,9 (+1,5) 24,1 (1,3) <0,01 FL=10; PM=9
(mmHg)

4.3 Auswirkungen von Feinstaubbelastung auf die linksventrikulare Struktur

und Funktion

Feinstaubbelastung fuhrte zu strukturellen und funktionellen Veranderungen des linken
Ventrikels. Echokardiographische Untersuchungen zeigten einen Umbau des linken
Ventrikels, gekennzeichnet durch einen Anstieg sowohl der linksventrikularen
endsystolischen Dimension (LVESd) als auch der linksventrikularen enddiastolischen
Dimension (LVEDd) bei PM,s behandelten Mause im Vergleich zu FL behandelten
Kontrolltieren nach neunmonatiger Exposition. Der Durchmesser der linksventrikularen
Hinterwand war wahrend der Systole (LVHWS) bei mit PMys exponierten Mausen
reduziert im Vergleich zu FL behandelten Kontrolltieren. Im Gegensatz dazu
unterschied sich der diastolische Durchmesser der linksventrikularen Hinterwand
(LVHWA) nicht zwischen den Gruppen (Tabelle 12).

Diese Veranderungen waren vergesellschaftet mit einer verminderten systolischen
Funktion, belegt durch eine reduzierte Verkurzungsfraktion (fractional shortening, FS)
bei den PM25 exponierten Mausen im Vergleich zu FL behandelten Kontrolltieren.
Weiterhin kam es zu einer Veranderung des Blutflusses Uber der Mitralklappe. Im
Pulse-Wave Doppler (PW-Doppler) konnte eine Erniedrigung des Verhaltnisses
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zwischen fruher und spater linksventrikularer Fullung (mitral E/A ratio) bei PMys
exponierten Mausen im Vergleich zur FL behandelten Kontrolltieren gemessen werden
(Tabelle 12).

Tab. 12: Echokardiographische Untersuchungen elf Monate alter Mause nach
neunmonatiger Feinstaubexposition. Linksventrikulare endsystolische Dimension
(LVESd), linksventrikulare enddiastolische Dimension (LVEDd), linksventrikulare
Hinterwand in Diastole (LVHWAd), linksventrikulare Hinterwand in Systole (LVHWS),
Verkurzungsfraktion (FS) und das Verhaltnis des fruh- und spatdiastolischen
Blutflusses Uber der Mitralklappe (Mitral E/A ratio) in Feinstaub (PM,s) oder gefilterter
Luft (FL) exponierten Mausen.

FL PMys P n
LVESd, mm | 2,56 (+0,10) | 2,85 (+0,1) 0,038 FL=10; PM=9
LVEDd mm 4,25 (+0,10) | 3,95 (+0,068) | 0,0319 FL=10; PM=9
LVHWd mm | 0,73 (+0,01) | 0,69 (+0,03) | 0,2494 FL=10; PM=9
LVHWs mm | 1,28 (+0,02) | 1,00 (+0,04) | <0,0001 FL=10; PM=9
FS % 39,83 (+1,37) | 27,92 (+1,30) | <0,0001 FL=10; PM=9
Mitral E/A ratio | 1,95 (+0,05) | 1,52 (+0,07) | <0,0001 FL=9; PM=8

4.4 Feinstaubbelastung beeinflusst die kontraktile Reserve

Eine chronische systolische Dysfunktion fuhrt haufig Uber eine Desensibilisierung
adrenerger R-Rezeptoren zu einer reduzierten Sensitivitat gegenlber Katecholaminen.
Nach neunmonatiger Feinstaubbelastung untersuchten wir die kardiale Antwort auf
eine B-adrenerge Stimulation und erfassten die kontraktile Reserve zur Bestimmung
der Leistungsfahigkeit des Herzens. PM25s und FL exponierte Mause reagierten auf
eine Applikation von Dobutamin (3,65 pg/kg) mit einem signifikanten Anstieg der
Herzfrequenz im Vergleich zu Ruhewerten. Ein Unterschied zwischen beiden Gruppen
war nicht zu erfassen. Echokardiographische Untersuchungen zeigten eine reduzierte
linksventrikulare Verkurzungsfraktion nach R-adrenerger Stimulation bei den PMys
exponierten Mausen im Vergleich zu FL Kontrolltieren (Abbildung 1).
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Abb. 1: Echokardiographische Untersuchungen elf Monate alter Mause nach
neunmonatiger Feinstaubexposition. Herzfrequenz (HF) und linksventrikulare
Verkurzungsfraktion (FS) nach R-adrenerger Stimulation mittels Dobutamin. Daten
wurden analysiert mittels Student ¢ test und als MW+SD dargestellt. p<0,05 wurde als
statistisch signifikant angesehen. n=9-10

4.5 Feinstaubbelastung hat keinen Einfluss auf den koronaren Blutfluss

Kardiale Hypertrophie und linksventrikulares Remodeling sind haufig mit
Veranderungen des koronaren Blutflusses und der koronaren Reserve vergesell-
schaftet. Zur Erfassung der Auswirkungen einer Feinstaub Langzeitbelastung wurde
nach neunmonatiger Exposition mittels PW-Doppler der koronare Blutfluss gemessen.
Der koronare Blutfluss unterschied sich nicht zwischen PM,s und FL behandelten
Mausen. Daruber hinaus erfassten wir die koronare Reserve nach koronarer Dilatation
mittels Adenosin (150 pg/kg/min). PM2s und FL exponierte Mause reagierten auf die
Adenosin induzierte koronare Vasodilatation mit einem Anstieg der koronaren
Durchblutung. Ein Unterschied zwischen beiden Gruppen war nicht zu erfassen
(Abbildung 2).
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Abb. 2: Koronarer Blutfluss (A) und koronare Blutflussreserve (B) nach Adenosin
induzierter koronarer Dilatation. n=9-10 Mausen nach neunmonatiger PM,s oder FL
Exposition. Daten wurden analysiert mittels Student ¢ test und als MW+SD dargestellt.
p<0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.

4.6 Langzeit Feinstaubbelastung verursacht eine kardiomyozytare Dysfunktion

in vitro

Zur Bestimmung der Auswirkungen einer Langzeit Feinstaubbelastung auf die
kardiomyozytare Kontraktilitat fuhrten wir Kontraktilitatsuntersuchungen an isolierten
einzelnen Kardiomyozyten durch (Abbildung 3A). Nach neunmonatiger PM;s
Belastung wiesen isolierte Kardiomyozyten eine signifikant reduzierte maximale
Verkurzungsamplitude im Vergleich zu aus FL exponierten Kontrolltieren isolierten
Kardiomyozyten auf (Abbildung 3B). Einhergehend mit dieser Reduktion der in vitro
Kontraktilitdt imponierte sowohl ein Anstieg der Verkirzungsdauer bis 90 % der
Maximalverkurzung, als auch der Relaxationsdauer bis 90 % Maximalrelaxation in
PM,s belasteten Tieren im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abbildungen 3C und D).
Diese Ergebnisse weisen auf eine offensichtliche in vitro Dysfunktion auf myozytarer

Ebene hin und bestatigen die oben beschriebenen in vivo Ergebnisse.
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Abb. 3: In vitro Kontraktilitdtsmessungen isolierter Kardiomyozyten aus elf Monate
alten Mausen nach neunmonatiger PM,s oder FL Exposition. A: representative
Kontraktion einer isolierten Kardiomyozyte aus PMys oder FL exponierten Mausen.
Statistische Analysen der Verkurzungsamplitude (B), Verkurzungsdauer (C) und
Relaxationsdauer (D). n=20-30 Kardiomyozyten isoliert aus 3-4 Mausen nach
neunmonatiger PM,s oder FL Exposition. Daten wurden analysiert mittels Student t
test und als MW+SD dargestellt. p<0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.

4.7 Feinstaubbelastung fuhrt zur Reduktion kardialer SERCA-2a

Proteinexpression

Eine Herzinsuffizienz ist haufig mit Veranderungen von Kalziumkonzentrationen,
bedingt durch eine veranderte Expression von Kalziumtransportproteinen, verbunden.
Zur Erfassung der Bedeutung einer neunmonatigen Feinstaubbelastung fur die
Expression von Kalziumtransportproteinen isolierten wir Proteine aus den Herzen elf

Monate alter Mause nach neunmonatiger PM, s oder FL Exposition. PM2 5 exponierte
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Mause =zeigten eine signifikante  Reduktion der kardialen SERCA-2a
Proteinkonzentrationen im Vergleich zu FL exponierten Kontrolltieren (Abbildung4).
Diese Ergebnisse sind hinweisend auf eine reduzierte Wiederaufnahme von Kalzium
nach Kontraktion in das Sarkoplasmatische Retikulum.
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Abb. 4: Quantifikation kardiale SERCA-2a Proteinexpression elf Monate alter Mause,
sowie reprasentativer Westernblot nach neunmonatiger PM. s oder FL Exposition. Die
statistische Auswertung erfolgte mittels Student t-Test, n=5-6, p<0,05.

4.8 Langzeit Feinstaubbelastung beeinflusst das Verhaltnis von Zellkern zu
Zytoplasma in Kardiomyozyten

Kardiale Funktionseinschrankungen sind haufig vergesellschaftet mit einer
Hypertrophie des Herzmuskels. Hierbei verandern sich die Zellkerne der
Kardiomyozyten, wodurch es zu einer Veranderung des Verhaltnisses von Nukleus zu
Zytoplasma kommt. Zur Erfassung der kardialen Auswirkungen einer Langzeitbelas-
tung mit Feinstaub farbten wir die Herzen von Mausen nach neunmonatiger PM2 5 oder
FL Exposition mit Hamatoxylin und Eosin zur Erfassung der Kern- und Plasmaflachen
(Abbildung 5A). Planimiterische Untersuchungen zur Analysen der Kern-
Plasmarelation zeigten eine 20,9 % Reduktion des Verhaltnisses von Kern zu
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Zytoplasma bei PMys exponierten Mausen im Vergleich zu FL behandelten
Kontrolltieren (Abbildung 5B). Die histologischen Praparate wurden durch Mitarbeiter
der Arbeitsgruppe von Professor Wold mit Haematoxylin und Eosin (Abbildung 5A)
sowie Sirius-rot (Abbildung 7A) gefarbt. Die Vorbereitung der Organe zur
Histologischen Aufarbeitung und die Auswertung der gefarbten Schnitte erfolgte durch
die Autorin (Frau Christina Velten).
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Abb. 5: Haematoxylin und Eosin gefarbte histologische Praparate von elf Monate alten
Mausen nach neunmonatiger PM2 5 oder FL Exposition. A: representative histologische
Praparate PM,s oder FL exponierten Mausen. B: Quantifikation des Nucles
Zytoplasma Verhaltnisses. Die Daten wurden mittels Student t-Test analysiert, n=5-6,
p<0,05.

4.9 Langzeit Feinstaubbelastung fiihrt zu einem Anstieg der mRNA Expression

kardialer Hypertrophiemarker

In experimentellen Modellen kardialer Hypertrophie wird haufig ein Anstieg des atrialen
natriuretischen Peptids (ANP) oder a-Tubulin beobachtet. Zur Erfassung der
Auswirkungen einer Feinpartikel Langzeitbelastung auf die Expression kardialer
Hypertrophiemarker wurde bei Mausen nach neunmonatiger PM, s oder FL Exposition
die mRNA Expression von ANP und a-Tubulin mittels rqPCR gemessen. PM;5
exponierte Mause zeigten im Vergleich zu FL behandelten Kontrolltieren einen Anstieg
der ANP mRNA Expression (Abbildung 6A). Im Gegensatz dazu zeigte die a-Tubulin
MRNA Expression zwischen PM,s und FL exponierten Mausen keinen Unterschied
(Abbildung 6B).
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Abb. 6: Kardiale ANP (A) und a-Tubulin (B) mRNA Expression elf Monate alter Mause
nach neunmonatiger PM,s oder FL Exposition. Die statistische Analyse der Daten
erfolgte mittels Student t-Test, n=5-6, p<0,05.

4.10 Langzeit PM; s Belastung ist verbunden mit kardialer Kollagendeposition

Kardiale Hypertrophie ist haufig vergesellschaftet mit einem Umbau des Myokards und
Kollagendeposition. Zur Erfassung der myokardialen Auswirkungen einer neun-
monatigen Feinstaubbelastung farbten wir in Paraffin eingebettete histologische
Schnitte auf Hohe der Papillarebene zum Nachweis einer Kollagendeposition mittels
Sirius rot (Abbildung 7A). Die kardiale Kollagendeposition wurde anhand der
Picrosirius rot gefarbten Flache quantifiziert. Die Picrosirius rot gefarbte Flache in
PM,s belasteten Mausen war signifikant erhoht (166 %) im Vergleich zu FL
exponierten Tieren (Abbildung 7B).
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Abb. 7: Kardiale Kollagendeposition elf Monate alter Mause nach neunmonatiger
PM, s oder FL Exposition. A: Representative histologsche Sirius-rot gefarbte Schnitte.
B: Quantitative Analysen der Sirius-rot gefarbten Flache. Die statistische Auswertung
erfolgte mittels Student t-Test, n=5-6, p<0,05.
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4.11 Feinstaubbelastung verursacht einen Anstieg kardialer Kollagenexpression

Eine Kollagendeposition basiert haufig auf einer transienten Transkription fibrotischer
Gene und anschlielender Kollagenexpression. Zur Beschreibung der Bedeutung einer
neunmonatigen Feinstaubbelastung fur die Expression fibrotischer Gene und
Kollagenexpression isolierten wir mRNA und Proteine aus den Herzen elf Monate alter
Mause nach neunmonatiger PM2 5 oder FL Exposition. PM; 5 exponierte Mause zeigten
einen Anstieg der kardialen TGF-B und Kollagen | mRNA Expression, sowie einen
Anstieg der Kollagen | Proteinexpression im Vergleich zu FL behandelten Kontroll-
tieren. Die Osteopontin und Kollagen Il mRNA Transkription, sowie Kollagen Il
Proteinexpression PM25 exponierter Mause waren nicht verandert im Vergleich zu FL
behandelten Kontrolltieren (Abbildung 8).
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Abb. 8: Kardiale TGF-3 (A), Osteopontin (B), Kollagen | (C), Kollagen IIl (D) mRNA
Transkription, sowie Reprasentative Western Blots und Quantifikation der Kollagen |
(E) und Kollagen lIl (F) Proteinexpression elf Monate alter Mause nach neunmonatiger
PM, s oder FL Exposition. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Student t-Test,
n=5-6, p<0,05.
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5. Diskussion

Eine grol3e Anzahl epidemiologischer Untersuchungen belegt die gesundheitsschad-
lichen Auswirkungen von Luftverschmutzung auf den Menschen. Im Besonderen ist
die Bedeutung verunreinigter Umgebungsluft im Bezug auf die Entstehung von Herz-
Kreislauf-Erkrankungen sowohl durch epidemiologische Daten wie auch durch
experimentelle Untersuchungen belegt und allgemein anerkannt (Vos et al., 2015).
Luftverschmutzung entsteht duch eine Vielzahl unterschiedlicher Substanzen. Von den
Luftverschmutzung verursachenden Stoffen wird dem Staub eine zentrale Rolle bei der
Entstehung von Herz-Kreislauf-Erkrankungen zugesprochen. Staub wird nach der
GrolRe seiner Partikel in groben, feinen und ultrafeinen Staub eingeteilt. Die Bedeutung
der unterschiedlichen Partikelgroflen fur die Entstehung kardiovaskularer Erkran-
kungen ist nicht abschlieRend geklart. Dartuber hinaus ist die Bedeutung der Zeitdauer
einer Staubexposition auf den Menschen im Bezug auf die Entstehung und
Verschlimmerung vorbestehender kardiovaskularer Erkrankungen nicht ausfuhrlich
beschrieben.

Das Ziel der hier vorgestellten Untersuchungen war es, die kardialen Auswirkungen
einer Langzeitbelastung mit Feinstaub zu beschreiben und die flr eine sich
entwicklende kardiale Dysfunktion verantwortlichen Mechanismen naher zu

charakterisieren.

5.1 Bedeutung von Feinstaub fur die kardiale Morbiditat und Mortalitat

Zahlreiche wissenschaftliche Studien aus Nordamerika und Europa konnten den
Nachweis der gesundheitsschadlichen Auswirkungen einer verunreinigten
Umgebungsluft auf den Menschen erbringen (Brook, Rajagopalan, 2010, Forouzanfar
et al., 2015, Heroux et al., 2015). In diesem Zusammenhang wird der Belastung der
Umgebungsluft durch Staub eine entscheidende Rolle zugesprochen (Forouzanfar,
Alexander, 2015, Heroux, Anderson, 2015). Von den in der Umgebungsluft
befindlichen Staubklassen scheinen die Feinstaube die starksten negativen
Auswirkungen auf die menschliche Gesundheit zu haben. Darlber hinaus belegen
aktuelle epidemiologische Untersuchungen einen Zusammenhang erhOhter
Feinstaubkonzentrationen mit kardiovaskularen Erkrankungen und kardiovaskularer
Mortalitat (2015).
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Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Feinstaubkonzentrationen liegen unter den
Belastungsgrenzen, denen Menschen in vielen Teilen der Welt ausgesetzt sind (2015).
Besonders in lateinamerikanischen, chinesischen und indischen Ballungszentren
konnen die taglichen und jahrlichen PMz s auf durchschnittliche Werte von 100 bis zu
150 pm/m® Luft ansteigen und liegen damit um das 10 bis 15 fache Uber den fir
Nordamerika und Europa ublichen Konzentrationen (Li et al., 2006, Hao et al., 2005,
Liu et al., 2004). PM25 Konzentrationen in diesen Grof3enordungen, wie sie in dicht
besiedelten Regionen in Entwicklungslandern erreicht werden, konnen in der
westlichen Welt nur unter experimentellen Bedingungen simuliert werden. Aufgrund
der in der vorliegenden Arbeit verwendeten PM,s Konzentrationen liefern die hier
gewonnenen Ergebnisse zusatzliche Informationen zum Verstandnis funktioneller
Variabeln mit atiologischer, pathogenetischer und prognostischer Bedeutung. Das
ubiquitéare Vorkommen von Luftverschmutzung bedingt dieses als einen bedeutenden
Risikofaktor fur die gesamte Bevolkerung. Daher haben aus einer soziookonomischen
Betrachtungsweise selbst ein Anstieg um geringe Mengen bedeutende Auswirkungen
(Nawrot et al., 2011). Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Feinstaub-
konzentrationen lagen mit einem Durchschnitt von 85,3 um/m? 7,8 fach iiber den in der
Umgebungsluft gemessenen Werten (2015). Die Konzentrationen mit denen die
Mause wahrend des Versuchszeitraumes exponiert waren liegen demnach Uber den
fur Nordamerika und Europa gewohnlichen Werten, sind jedoch deutlich geringer als
die in dicht besiedelten Regionen von Schwellenlandern regelhaft gemessenen
Konzentrationen. Darlber hinaus waren die Tiere in der hier vorliegenden Arbeit
lediglich fur eine Dauer von sechs Stunden pro Tag und sechs Tagen pro Woche der
verwendeten Feinstaubkonzentration ausgesetzt, so dass die auf die Lebenszeit
gemittelten Werte deutlich unter der in der Studie verwendeten Konzentrationen liegt
und sich demnach deutlich naher an der in westlichen Industrienationen vorkom-
menden Belastung befindet. Die hier prasentierten Daten lassen jedoch nur vermuten,
welche Auswirkungen eine Feinstaubbelastung, die doppelt so hoch ist und Uber die
gesamte Tageszeit herrscht, im Bezug auf die kardiale Mortalitadt und Morbiditat hat.
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5.2 Akute und Langzeitbelastung mit Feinstaub

Zahlreiche in vitro, tierexperimentelle und epidemiologische Untersuchungen zeigen
die gesundheitsschadlichen  Auswirkungen von Feinstaub auf.  Aktuelle
epidemiologische Untersuchungen belegen darlber hinaus, dass die in der Umwelt
westlicher  Industrienationen  regelhaft vorkommenden  Staubkonzentrationen
Auswirkungen sowohl auf die Entstehung kardiovaskularer Erkrnakungen, als auch auf
eine Exazerbation vorbestehender kardiovaskularer Erkrankungen haben (Chen et al.,
2008, Brook, Rajagopalan, 2010, Mittleman, 2007). Unterschieden wird zwischen einer
kurzzeitigen Feinstaubbelastung uUber eine Zeitdauer von wenigen Tagen und einer
langandauernden chronischen Belastung dber Monate und Jahre. Wahrend
kurzzeitige hohe Belastungen haufig in unmittelbarer Nahe zum Ort der Emission
auftreten ist der Organismus einer Langzeitbelastung ubiquitar ausgesetzt.

Eine Vielzahl epidemiologischer Untersuchungen belegt die kardiovaskularen
Auswirkungen einer kurzzeitigen Feinstaubexposition (Brook, Rajagopalan, 2010). In
diesem Bezug wurde in Untersuchungen an alteren Menschen eine reduzierte
Anpassung der Herzfrequenz auf Belastungssituationen beschrieben. Daruber hinaus
konnte ein Anstieg der Haufigkeit von Krankenhauseinweisungen aufgrund von
Hypertonie, Herzrhythmusstorungen, sowie eine Zunahme der Inzidenz des akuten
Koronarsyndroms nachgewiesen werden. Weiterhin steigt die Inzidenz der
kardiovaskularen Mortalitat nach einer erhohten Feinstaubbelastung nachweisbar an
(Peters, Dockery, 2001, Pope, Muhlestein, 2006, Miller, Siscovick, 2007, Morris et al.,
1995). Als hierfur mogliche Ursachen werden Entzindungsreaktionen, nervale
Mechanismen und die direkten Auswirkung von uUber die Lunge in die Blutbahn
aufgenommenen Partikeln verantwortlich gemacht (Brook, Rajagopalan, 2010, Peters,
2009, Peters et al., 1997). Zusatzlich kann die Herzleistung sekundar, aufgrund einer
respiratorischen Verschlechterung, beeintrachtigt werden.

Aufgrund des hohen materiellen und zeitlichen Aufwandes existieren derzeit nur
wenige Studien, die die Auswirkungen einer Langzeitbelastung mit Feinstaub
untersuchen. In Kohorten und Fall Kontroll Studien konnte bei einem Anstieg der
langjahrigen Feinstaubexposition eine Zunahme der allgemeinen Sterblichkeit
nachgewiesen werden (Pope, 2007). Da die Exposition mit allgegenwartigem
Feinstaub jedoch wahrend der gesamten Lebensspanne auftritt und viele Individuen in
industrialisierten Nationen erheblichen Konzentrationen ausgesetzt sind, ist die
Durchfuhrung von Langzeituntersuchungen von groRer Bedeutung. Basierend auf
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diesem Konzept einer integrierenden Exposition untermauern epidemiologische Daten
die Theorie, dass eine langandauernde, chronische Exposition das Risiko fur die
Entstehung kardiovaskularer Erkrankungen erhoht (Brook, Rajagopalan, 2010). Diese
Theorie wird von der ,Women's Health Study“, welche eine Exposition Uber einen
langeren Zeitraum von einigen Jahren untersucht, untermauert (Miller, Siscovick,
2007). In der hier vorliegenden Arbeit konnten eine kardiale Dysfunktion und
pathophysiologische Adaptationsmechanismen, die auf eine myokardiale Dysfunktion
hinweisen, nach einer neunmonatigen Exposition mit umweltrelevanten PM;s
Konzentrationen, was einer bedeutenden Lebensspanne der Maus entspricht,

nachgewiesen werden.

5.3 Kardiale Auswirkungen einer neunmonatigen Feinstaubbelastung

In der vorliegenden Arbeit konnte nach einer Langzeitbelastung mit umweltrelevanten
PM, s Konzentrationen Uber eine bedeutende Lebensspanne der Maus von neun
Monaten eine kardiale Dysfunktion in vitro und in vivo, sowie pathophysiologischen
Adaptationsmechanismen nachgewiesen werden. Auf molekularer Ebene reprasen-
tieren die beschriebenen Veranderungen eine kardiale Hypertrophie, einen Austausch
der Zusammensetzung kardialer kontraktiler Proteine, eine Expression profibrotischer
Gene und eine Reduktion der fur die Wiederaufnahme von Kalzium in das
sarkoplasmatische Retikulum nach stattgefundener Kontraktion verantwortlichen
Proteine, hinweisend auf eine beginnende Herzinsuffizienz.

Blutdruckmessungen zeigten nach neunmonatiger Exposition mit Feinstaub einen
erhOhten systolischen, diastolischen und mittleren arteriellen Blutdruck. Diese
beschriebenen Blutdruckveranderungen sind hinweisend auf eine beginnende
Herzinsuffizienz. Typisch treten diese Veranderungen bei einer linksventrikularen
Hypertrophie mit diastolischer Dysfunktion auf, welche wenn sie nicht behandelt wird in
eine systolische Dysfunktion mit einem Verlust der kontraktilen Reserve ubergehen
kann. Daruber hinaus konnten wir den Nachweis einer kombinierten systolischen und
diastolischen Dysfunktion, sowie fibrotische Veranderungen des linken Ventrikels und
gesteigerter Genexpression der hauptstrukturellen Kollagene des Myokards nach-
weisen. Diese Veranderungen sind im Zusammenhang mit einer kardialen Hyper-

trophie als induzierende Stimuli beschrieben (Ying et al., 2009).
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Die echokardiographisch gewonnenen Ergebnisse einer eingeschrankten kardialen
Funktion und beginnender Herzinsuffizienz konnten in in vitro Untersuchungen an
isolierten linksventrikularen Kardiomyozyten mit einer abnormen kontraktilen Funktion
und Relaxation auf zellularer Ebene bestatigt werden.

Auf molekularer Ebene kommt es bei einer beginnenden Herzinsuffizienz zu charak-
teristischen Veranderungen mit Austausch der Konzentrationen kontraktiler Proteine.
In der vorliegenden Arbeit zeigte das linksventrikulare Myokard einen abnormen
Anstieg der B-myosin heavy chain (3-MHC) Proteinkonzentration nach neunmonatiger
PM, s Exposition. Entwicklungsbedingt und durch hormonelle Faktoren wird die a- und
B-MHC Expression eng reguliert (Allen et al., 2001). Im Rahmen pathologischer
Veranderungen, wie Herzinsuffizienz und linksventrikularer Hypertrophie, ist ein
Wechsel der dominanten a-MHC zugunsten der 3-MHC isoform nachgewiesen (Nadal-
Ginard et al., 1989). Weiterhin ist im Rahmen eines experimentellen Herzversagens
bei erwachsenen Mausen ein Wechsel von der im gesunden Myokard dominierenden
a-MHC zugunsten der 3-MHC Isoform beschrieben (Harada et al., 1999). Darlber
hinaus wird ein Anstieg der B-MHC Expression als ein fruher Marker einer
beginnenden kardialen Hypertrophie angesehen. Obwohl die B-MHC Isoform im
erwachsenen humanen Myokard exprimiert wird, konnen kleine Konzentrations-
anstiege die Kontraktilitat auf zellularer Ebene signifikant beeinflussen (Stelzer et al.,
2007). Im Vergleich zu o-MHC weist die B-MHC Isoform eine geringere
Adenosintriphosphat Aktivitat und langsamere Kontraktionsgeschwindigkeit auf. Im
Gegensatz dazu zeigt die B-MHC Isoform eine groRere Energieeffizienz im Bezug auf
die entwickelte Kraft (Krenz et al., 2004). Aufgrund dieser Beobachtungen lassen ein
Wechsel der im adulten Herz dominierenden a-MHC zur B-MHC Isoform eine Adaption
mit grof3erer Effizienz zur besseren Energieausnutzung vermuten. Alternativ konnte
die hier beschriebene Veranderung jedoch auch hinweisend fur eine Progression der
Schadigung sein. Daher konnte eine B-MHC induzierte Dysfunktion die energetisch
gunstigeren Verhaltnisse und eine mogliche klinischen Verbesserungen Uberwiegen.
Daruber hinaus ist Ubereinstimmend mit der in der vorliegenden Arbeit nachgewie-
senen SERCA-2a Konzentrationsveranderung unabhangig von der Atiologie eine
reduzierte SERCA-2a Expression oder Aktivitat bei allen Formen der Herzinsuffizienz

beschrieben (Hasenfuss et al., 1994, Meyer et al., 1995).
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5.4 Schlussfolgerung und Ausblick

Bisherige tierexperiementelle Studien konnten die Effekte einer kurzzeitigen PMg3s
Exposition auf das Myokard nachweisen. Bedingt durch eine Feinstaubexposition kam
es zur myokardialen Generation von  Sauerstoffradikalen,  spontanen
Herzrhythmusstorungen, Veranderungen des myokardialen Blutflusses und Veran-
derungen des koronaren Gefallwiderstandes im Rahmen myokardialer Ischamien
(Cozzi et al., 2006, Wellenius et al., 2004, Gurgueira et al., 2002, Bartoli et al., 2009).
Daruber hinaus konnte nachgewiesen werden, dass eine akute PM2 5 Exposition einen
Blutdruckanstieg verursacht (Brook et al., 2009). Weiterhin konnte eine
Feinstaubexposition Uber eine Dauer von mehreren Wochen zu einer Sensitivierung
vasokonstriktiver Substanzen, vermutlich Uber eine Reduktion von NO und einem
Anstieg Kalzium sensitivierender Signaltransduktionswege inklusive Rho/ROCK,
fuhren (Sun et al.,, 2008, Ying, Yue, 2009). Durch die Blockade des Rho/ROCK
Signalweges kann die Entwicklung des durch Feinstaubexposition bedingten
Blutdruckanstiegs in der Anwesenheit von Angiotensin Il verhindert und eine sich
entwickelnde kardiale Hypertrophie mit Kollagendeposition reduziert werden (Ying,
Yue, 2009).

Die hier prasentierten Ergebnisse belegen, dass eine chronische Feinstaubbelastung
uUber eine Dbetrachtliche Lebensspanne bei Mausen ungunstige kardiale
Veranderungen und einen myokardialen Umbau verursacht. Wir konnten zeigen, dass
eine neunmonatige PM, s Exposition kardiale Veranderungen verursacht, die in einem
Phéanotyp resultieren, der vielfache Ubereinstimmungen mit einer beginnenden Herz-
insuffizienz aufweist.

Diese Ergebnisse lassen darauf schliessen, dass eine Langzeitbelastung mit
Feinstaub Uber eine bedeutende Lebensspanne als ein unabhangiger Risikofaktor fur
die Entstehung einer Herzinsuffizienz angesehen werden kann. In weiteren
experimentellen Studien mussen Dosis- Wirkungskurven ermittelt werden, um
Grenzwerte fur Feinstaubkonzentrationen festzulegen. Daruber hinaus mussen
Feinstaubkonzentrationen ermittelt werden, die keine schadlichen Auswirkungen auf
das Herz und seine Funktion haben und keinen kardialen Umbau verursachen.
Weiterhin mussen ebenfalls die Auswirkungen einer Langzeitbelastung mit Feinstaub
auf andere Organsysteme untersucht und hier ebenfalls Grenzwerte ermittelt werden.

Ebenfalls missen weitere Mechanismen untersucht und beschrieben werden, Uber die
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eine Feinstaubbelastung zur Kollagendeposition und kardialer Fibrose hinaus zu
kardialen Schadigungen fuhren kann. Weiterhin ist der in der vorliegenden Arbeit
gezeigte Phanotyp einer beginnenden Herzinsuffizienz potentiell anfallig fur weitere
kardiale Insulte. Da die Auswirkungen einer akuten Feinstaubbelastung auf einen
kardial vorgeschadigten Organismus ausreichend belegt sind, sollte ebenfalls
experimentell untersucht werden, in wieweit eine Feinstaubbelastung in Kombination
mit weiteren Risikofaktoren zur Verschlimmerung von Herz- Kreislauferkraknungen

fuhren kann.
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6. Zusammenfassung

Die schadlichen Auswirkungen von verunreinigter Luft sind allgemein akzeptiert,
jedoch kann Luftverschmutzung nicht als direkte Todesursache angesehen werden.
Aktuelle epidemiologische Untersuchungen belegen die Bedeutung erhohter
Feinstaubkonzentrationen nicht nur fur die Progression, sondern auch fur die
Entstehung kardialer Erkrankungen. Fur Ballungszentren konnte ein Zusammenhang
zwischen erhohter PM,s Exposition und kardiovaskularer Morbiditat und Mortalitat
nachgewiesen werden. Wahrend in den meisten tierexperimentellen Untersuchungen
ein Zusammenhang zwischen kurzzeitiger PM2s Exposition und kardialer Morbiditat
nachgewiesen werden konnte, beschreibt die hier vorliegende Arbeit eine myokardiale
Dysfunktion nach einer Langzeit PM,s Exposition, die Uber eine bedeutende
Lebensspanne der Maus durchgefuhrt wurde, ohne vorherige Pradisposition. Nach
neunmonatiger PMys Exposition konnten wir eine kardiale Dysfunktion, sowie
pathophysiologische kardiomyozytare Veranderungen nachweisen. Auf molekularer
Ebene konnten wir eine veranderte Expression kontraktiler Proteine nach
neunmonatiger PM, s Exposition nachweisen. Diese veranderte Expression kontraktiler
Proteine sind pathognomonisch fur eine kardiale Hypertrophie und sind bei einer
Vielzahl unterschiedlicher kardialer Erkrankungen bei Menschen und Tieren
nachzuweisen, die pathophysiologische Veranderungen im Sinne einer kardialen
Hypertrophie induzieren. Daruber hinaus konnten wir eine vermehrte Expression pro-
fibrotischer Gene, sowie einen kardialen Bindegewebsumbau im Sinne einer kardialen
Fibrose, nachweisen. Weiterhin kam es zu einer reduzierten Kalziumwiederaufnahme
nach myozytarer Kontraktion. Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen
Mechanismen sind ubereinstimmend und fur eine beginnende Herzinsuffizienz
wegweisend.

Zusammenfassend konnten wir in der hier vorliegenden Arbeit den Nachweis
erbringen, dass eine chronische Exposition mit physiologisch relevanten PM;s
Konzentrationen Uber eine bedeutende Lebenszeitspanne kardiale Veranderungen im
Sinne einer beginnenden Herzinsuffizienz verursacht. Diese Ergebnisse belegen die
Bedeutung fur Luftverschmutzung als einen unabhangigen Risikofaktor fur die
Entwicklung kardiovaskularer Erkrankungen.
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