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Zusammenfassung 1

Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden die Auswirkungeon Phthalaten auf das
Lungengewebe und die Lungenfunktion von BALB/c -udén untersucht. Es wurden
der Weichmacher Di(2-ethylhexyl) Phthalat (DEHR)r th der Medizin am haufigsten
verwendet wird, sowie dessen erster Metabolit M2reibiylhexyl) Phthalat (MEHP)

untersucht.

Nach der Exposition der Mause gegeniber den bétimalaten kam es im Vergleich
zur Kontrollgruppe (PBS) im Provokationstest mit tetholin zur Auslésung einer
konzentrationsabhangigen signifikanten (DEHP, p ,81D bzw. hochsignifikanten
(MEHP, p <0,001) Atemwegshyperreagibilitat.

Im Serum der Phthalat exponierten Mause konnteVargleich zur Kontrollgruppe
keine signifikanten Konzentrationsunterschiede Gi&samt-IgE, IgM, IgG1 oder IgA
nachgewiesen werden. In der bronchoalveolaren leayBéL) der DEHP und MEHP
exponierten Mause konnte eine im Vergleich zur Kalgruppe (PBS) signifikant
erhohte Konzentration des Neurotrophins Nerve Grokactor (NGF) nachgewiesen
werden. Sowohl in der BAL als auch in den histadaben Untersuchungen der Lunge
zeigte sich eine deutliche konzentrationsabhangigeahme der Makrophagenzahl.
Dies zeigte sich insbesondere bei den MEHP expanieMausen. In den
histologischen Untersuchungen der Lungenprapaeagen sich eine Verbreiterung der
Basalmembran und eine Hyperplasie der Becherzell@a. immunhistochemische
Farbung zeigte in den Lungenpraparaten sowohl deHM als auch der MEHP
exponierten Mausen im Gegensatz zur Kontrollgrugipe deutliche Anwesenheit von
NGF im Bereich der Schleimhaut des Bronchiolus sowi interstitiellen Gewebe. In
den Endothelien der Lungenarterien der exponiekiénse konnte im Gegensatz zur

Kontrollgruppe eine vermehrte Expression von V-CAlthgewiesen werden.

Anhand der beschriebenen Ergebnisse lasst sich utemn dass es nach
Phthalatexposition zu einer vermehrten Expression V-CAM in Endothelien der
Lungenarterien mit nachfolgender Einwanderung vbenitiegend Makrophagen ins
Interstitium kommt. Als Folge der erhdohten NGF-Keniration kann es zu einer
allergischen Entziindung, bronchialen Hyperrealiviund Atemwegsobstruktion

kommen.

Weitere Untersuchungen sind jedoch notwendig (Pebobncept), um die Pathogenese

vollstandig erklaren zu kénnen.
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1. Einleitung

1.1 Eigenschaft und Verwendung von Phthalaten

Mit Phthalaten, als Weichmacher eingesetzt in Rolghlorid (PVC) und anderen

Kunststoffen, kommen wir taglich in Berihrung. Sied zu einem wesentlichen, meist
unbemerkten Bestandteil unseres taglichen Lebensorgden. Der Kontakt im

alltaglichen Leben kommt auf vielfaltige Weise zumte, Gber den Gebrauch von
Lacken, Farben, Kosmetika, Verpackungen fir Lebétsin Bodenbelage,

pharmazeutische Produkte und Kinderspielzeuge. Alissem Grund ist die

Erforschung der Wirkung von Phthalaten auf den migichen Korper von grof3er
wissenschatftlicher und gesellschaftlicher Bedeutung

Phthalate werden Kunststoffen, denen elastischenSahaften verliehen werden sollen,
in mehr oder weniger hoher Konzentration (bis z9op&ugesetzt. Sie sollen die
betreffenden Materialien strapazierfahiger, flegiblund einfacher zu handhaben
machen. Sie wirken dabei als so genannte aul3erehWacher, da sie mit dem
Kunststoff keine chemische Bindung eingehen. Auidruler fehlenden chemischen
Bindung konnen die Phthalate jedoch wieder reldéicht aus dem Kunststoff

herausgel6st werden bzw. allméhlich heraus migriere

Vor allen Dingen Uber den Einsatz des gebrauchkchkKunststoffs in der Medizin, das
PVC, kommen Patienten in Kontakt mit den Weichmath80% der Phthalate werden
als Weichmacher eingesetzt. Insbesondere ist hieth{phexylphthalat (DEHP) als

meist genutzter Weichmacher zu nennen. Es werdeB0c@00 Tonnen PVC pro Jahr
im medizinischen Sektor verbraucht. Seine vieljéiti Eigenschaften wie zum Beispiel
die Mdglichkeit der Sterilisierbarkeit mit allen gigen Methoden machen ihn in der

Medizin nahezu unersatzlich.

In  Produkten wie Blutbeuteln, Infusionsbeuteln, IiBabeuteln, Urinbeuteln,
Kathetern, PVC-Schlauchsystemen fur verschiederiStesatzgebiete und vielen
anderen PVC-haltigen Verbrauchsmaterialien der Eedkommen Phthalate vor.
Gerade im Bereich der Dialyse sowie der Intensid-dar Transfusionmedizin besteht

darum eine besonders hohe Exposition der Patigi@geniber den Phthalaten.

Phthalate kommen aber auch in vielen anderen Bemeizum Einsatz. Sie dienen als
Tragersubstanzen fur Duftstoffe in  Parfums, Deodisra und anderen

Korperpflegemitteln. Sie sind Komponenten in Naggken und Haarsprays. Dartber
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hinaus werden sie auch als Formulierungsmittel iestiZidanwendungen, als
industrielle Losemittel und Schmierstoffe und alsldAive in der Textilindustrie
verwendet. Tabelle 1 bietet einen Uberblick tUber gebrauchlichsten Phthalate und

ihre Anwendungen.

Tabelle 1: Verwendung wichtiger Phthalatsduredieste

Phthalat Anwendungen

DMP Korperpflegemittel, Parfums, Deodorants, Plemeutische Produkte

DEP Korperpflegemittel, Parfums, Deodorants, Phasuische Produkte

BBzP PVC (z.B. Transformatoren, Bodenbeldge, Rolnel Kabel, Teppichbdden,
Wandbelage), Dichtmassen, (Lebensmittel)-Verpackong Kunstleder
Lebensmitteltransportbander

DBP Pharmazeutische Produkte (time-release Mediktane magensaft-resistente

Verkapselungen), PVC, Zellulose-Kunststoffe, Disgmren, Lacke/Farben (auch
Nagellacke), Klebstoffe (v.a. Polyvinyl-Acetate), chaumverhiter und
Benetzungsmittel in der Textilindustrie, Kérpergienittel, Parfums, Deodorants,
(Lebensmittel)-Verpackungen

DEHP PVC (z.B. Bodenbeldage, Rohre und Kabel, Tdygiiden, Wandbelage
Schuhsohlen, Vinyl-Handschuhe, KFZ-Bauteile), Dispmen, Lacke/Farben,
Emulgatoren, Verpackungen

DnOP PVC-Produkte (wie DEHP)

DiNP PVC (z.B. Bodenbeldge, Rohre und Kabel, Tdgmiden, Wandbelage,
Schuhsohlen, KFZ-Bauteile), Dispersionen, LackdiBar Emulgatoren)
(Lebensmittel)Verpackungen

DiDP PVC (z.B. Bodenbeldge, Rohre und Kabel, Tedmmiden, Wandbelage),
Dispersionen, Lacke/Farben, Emulgatoren, (Lebensinferpackungen

DMP :Dimethylphthalat

DEP :Diethylphthalat

BBzP :Butylbenzylphthalat

DBP :Dibutylphthalat (Di-n-butylphthalat und Bie-butylphthalat)
DEHP :Di(2-ethylhexyl)phthalat

DnOP :Di-n-octylphthalat

DINP :Di-iso-nonylphthalat

DiDP :Di-iso-decylphthalat

Aufgrund der Tatsache, dass auch Kinderspielzeugige hAnteile an Phthalaten
enthielten, wurden von der Kommision der Europ&@scBemeinschaften verschiedene
Verordnungen zur Verwendung von Phthalaten veraédeh Bereits 1999 wurden die
meisten Phthalate in bestimmten Spielzeugen und ydtkeln verboten
(1999/815/EG). 2004 folgten das Verbot in kosméesc Mitteln sowie die
eingeschrankte Verwendung in anderen Konsumentdokten wie Farben und
Klebstoffen (2004/93/EG). Nach Richtlinie 2005/8@&/Edurfen Spielzeug und
Babyartikel, die DEHP, DBP oder BBP in Konzentrago von mehr als 0,1 Masse-%

des weichmacherhaltigen Materials enthalten, nich¥erkehr gebracht werden. In
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PVC-Produkten wie Bodenbeldgen, Rohren und Kaldedppichboden, Wandbelagen,
Schuhsohlen, Vinyl-Handschuhen und KFZ-Bauteilenrdee Phthalate weiterhin
groRvolumig eingesetzt. Ebenso wird DEHP weiterimn Medizinprodukten als

Weichmacher eingesetzt. In Arzneimitteln bleibt D&® Hilfsstoff zulassig.

DBP und DEHP werden von der EU auf Grundlage derrharmdenen
tierexperimentellen Studien in Kategorie 2 “forgpitungsgefahrdend” eingestuft
(2003/36/EG; 76/769/EWG). Als Stoff und in Zubeweigen missen sie als "R 61:
Kann das Kind im Mutterleib schadigen” und "R 62ank mdglicherweise die
Fortpflanzungsfahigkeit beeintrachtigen” deklarigerden. Sie werden jedoch nach der
International Agency for Research on Cancer (IABS)nicht cancerogen deklariert.

1.2 DEHP-Diethylhexylphthalat

In Westeuropa machten 1998 die Phthalate ca. 90%Veechmacherproduktion aus.
Der Anteil von DEHP lag bei knapp 50 %, was einsodlite Produktion von ca. 450

000 Tonnen pro Jahr ausmacht.

Dies hangt vor allen Dingen damit zusammen, dassi®Eit 2-Ethylhexanol als
Alkohol mittlerer Lange die meisten technischen ametlizinischen Anforderungen gut
erfillt und zudem kostengunstig produziert werdemnrk So kommt auch in

medizintechnischen Produkten hauptsachlich DEHFAmwendung.

Hierbei stellt sich die Verwendung in Infusionsgysen als Problem heraus. Uber den
Kontakt der Infusionssysteme u.a. mit lipidhaltigeh6sungen und Blut
(Erythrozytenkonzentrate) kommt es zu einer Extoakvon DEHP. Dadurch tritt eine
Kontamination der Patienten auf, was insbesonderBereich der Intensivmedizin, bei
Dialysepatienten und vor allen Dingen bei Frihgeben ein gro3es Problem darstellt.
Loff et al [22] konnten nachweisen, dass es beiwdadung von lipidhaltigen
Emulsionen zu einer vermehrten Aufnahme von DEHB dam Infusionssystem
kommt. In einer weiteren Studie konnte gezeigt werd dass es durch
Infusionssysteme, die wahrend einer Operation lkzénwerden, zu einer erhdhten

DEHP-Konzentration des Patienten kommt [4].

Wie in Abbildung 1 dargestellt, wird DEHP im erst8ohritt durch Lipasen zu MEHP
und 2-Ethylhexanol hydrolysiert. Bei oraler Aufnalnkommt es bereits intestinal zu
einer Hydrolyse mit anschlieRender Resorption vaaHR®R und 2-Ethylhexanol. Die

Metabolite werden artenspezifisch zu einer Vielzaldn weiteren sekundéren
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Metaboliten abgebaut. MEHP wird durch Cytochrom (Rdbhangige Enzyme weiter
oxidiert. 2-Ethylhexanol wird Uber den entspreclteandldehyd zu 2-Ethylhexansaure
oxidiert. Es folgen verschiedefie, v und w-1 - Oxidationsprodukte, wobei 4- und 2-
Heptanon als Endprodukte dgr Oxidation gefunden wurden [47]. Walin et al [48]
konnten in Gewebe von Verstorbenen in allen Orgab&HP in verschiedenen
Konzentrationen nachweisen. MEHP konnte aufgrundesem Vergleich zu DEHP

hoheren Polaritat nicht im Fettgewebe nachgewiegerden [§. 2-Ethylhexanséure

wurde insbesondere in Leber und Niere gefunden [27]

CH

2

DEHP O—CH;—CH——CH;—CH;—CH;—CH,
O—CH;—CH—CH;—CH;—CH;—CH,

|
0] H,
/ L‘a \
MEHP 2-Ethyl-Hexanol

OH w-1 w w w-1
O—CH;—CH—CH;—CH;—CH;—CH, *+ CH3—CH2—CH2—CH2—TH—CH2—OH

o} THZ THZ

CH, CH,
Phthalsaure 2-Ethyl-Hexanol
(0]
OH
oH + CH3—CH2—CH2—CH2—TH—CH2 OH
o) THz
CH

3

Abbildung 1: Primédre DEHP-Metabolite durch Hydrolyse
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1.3 Toxikologische Effekte

Da die Exposition gegenuber Phthalaten durch Pieddks taglichen Bedarfs und
Vorkommen in der Umwelt vielfaltig ist, haben derekuswirkungen auf den
menschlichen Korper eine grofRe arbeits- und umveslimmische Bedeutung. Es liegt
bei den Phthalaten allerdings nur ein geringes Biaflkuter Toxizitat vor, welches
zudem mit zunehmendem Molekulargewicht der Verbmgdweiter abnimmt. Es ist

jedoch von einer Belastung der gesamten Bevolkeausgugehen.

Diese Belastung konnten Wallin et al [48] berei®/4 zeigen, indem sie Gewebe
Verstorbener untersuchten. Hierbei zeigte sich, dsfdvohl Patienten, die
Bluttransfusionen erhalten hatten, als auch soltieekeine Transfusionen erhalten

hatten, eine DEHP-Kontamination aufwiesen.

Im medizinischen Bereich kommt es in den verschisthn Situationen zur
Kontamination der Patienten Uber einen Kontakt PUC-Produkten. Ein Risiko
besteht u. a. bei Infusionen mit verschiedenen hgen, Transfusion von Blut und
Blutbestandteilen, sowie insbesondere in der Intemedizin durch maschinelle
Beatmung, Herz-Lungen-Maschine, Dialyse und erdgesalvie parenterale Ernahrung.
Eine erhdhte Kontaktzeit und Temperatur sowie Liplogp der verwendeten Lésungen
und starke mechanische Inanspruchnahme der PVQtBefitren zu einer verstarkten

Emigration der Weichmacher aus dem verwendetenridate

Ein grof3es Problem in der Verwendung von Weichmachesteht darin, dass diese
keine chemische Verbindung zu der Grundsubstangeben und so relativ einfach
wieder aus dem Kunststoff austreten konnen. Aufgjides geringen Dampfdruckes von
DEHP wird die Belastung in der Atemluft als eheedrig eingestuft, jedoch gilt dies
nicht fir Bereiche der DEHP-Produktion und -Veraib®y, bzw. in Raumen mit

entsprechend hoher Konzentration an DEHP-haltigedukten.

Durch Nahrungsmittel wird jedoch der Hauptteil dBelastung der allgemeinen
Bevolkerung mit DEHP verursacht. Hier spielen zuimee die Anreicherung in der
Umwelt, die Nahrungsmittelproduktion und der Austaus Verpackungsfolien der

Lebensmittel eine Rolle.

Die Emission in die Umwelt entsteht bei der Produkt des Gebrauchs und der
Entsorgung von DEHP und DEHP enthaltenden Produkdech der Emission in die
Luft wird nur ein geringer Anteil des stabilen DEIRotooxidiert. Der Hauptteil findet

sich in Bdden und, trotz der geringen Wasserlokéithin Gewassern wieder. Und hier
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kommt es aufgrund von kaum stattfindender Hydrolysesiner langen Halbwertszeit

von Uber 100 Jahren.

Die Aufnahme von Weichmachern kann dber die Ateneyedie Haut, den

Verdauungstrakt und direkt intravends erfolgen. Bedern kommt es zudem durch so
genanntes ~"mouthing™ (in den Mund nehmen von statoffgegenstéanden) zur
Kontamination. Frih- und Neugeborene sind zudenemeimesonders hohen Risiko
durch Exposition mit DEHP ausgesetzt. Bei lhnerultest aufgrund des niedrigen
Kdrpergewichtes bei gleicher absoluter Belastung eieutlich h6here Belastung pro kg
Kdrpergewicht. Es scheint eine herabgesetzte Mésarung von DEHP zu bestehen
[50].

1.3.1 Toxische Effekte auf F6tus und Embryo

Da sie die Plazentaschranke tberwinden konnen wilkEHP und seine Metabolite
teratogen und fetotoxisch auf Fotus und Embryo .[3ierbei kann es zu einer
Verhinderung der Implantation kommen. Zudem kénS8eontanaborte, histologische
Veranderungen an Leber, Niere und Hoden, Gewicht&dahe von Niere und Hoden,
Malformation von Skelett, Herz und Niere, Neurahagfekte, Hydrocephalus und
Absterben des Foten auftreten [26, 36]. Hierbedvdie toxische Wirkung durch die
Metabolite von DEHP verursacht [31, 44], die im pg&r der Mutter entstehen und tber

die Plazenta zum Féten gelangen [44].

1.3.2 Toxische Effekte auf Hoden und Ovarien

Insbesondere mannliche Fortpflanzungsorgane zesitbénvahrend der Entwicklung in
der fetalen und neonatalen Phase bei niedrigeneRogjen sehr empfindlich. In den
Hoden kommt es zu einer Atrophie, Abnahme von Zatd Qualitat der Spermien,
Abnahme des Zinkgehaltes sowie zu einem gehauftétrieden von Tumoren [25, 36,
38, 39, 51]. Hier scheint in erster Linie MEHP vdwmortlich zu sein und zu einer
Stoérung der Sertoli-Zellen zu fuhren. Es kommt meeVerringerung der Proliferation

und der Interaktion mit den Gonozyten [33].

In den weiblichen Reproduktionsorganen kommt es emer Verlangerung der
Zyklusdauer, unterdriickter oder verspateter Owatati Verkleinerung der
praovulatorischen Follikel, unterdriickter oder vemerter Estradiolproduktion,
Gewichtsabnahme von Ovarien und Uterus sowie Abeatien Fertilitat [2, 3, 5, 34].

Desweiteren tritt konzentrationsabhangig von MEHRnee Inhibition der
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Progesteronproduktion auf [45]. Es kommt zudemiwigen Sertoli-Zellen des Hodens
zu einem Stimulationsverlust von cAMP, welches filie normale Zellfunktion
essentiell ist [45, 46]. Genau wie in den Hodertlreet sich auch in den Ovarien
MEHP als verantwortliches Agens ab [11, 45, 46].

1.3.3 Toxische Effekte auf Nieren

An Rattennieren zeigte sich unter DEHP-Belastunge esignifikant erniedrigte
Nierenfunktion mit erhéhten Creatininwerten. Zudkam es zu Bildung von Zysten
[9]. Die beschriebenen Effekte traten bei eineri®a@aif, die unter den Werten liegt,
denen Patienten bei Hamodialyse ausgesetzt sinchderen Dosen kam es zu einer
fokal tubularen Degeneration, Atrophie und regetneza tubularer Hyperplasie [49].
Weiterhin wurde von Rock et al [32] eine signifikarSenkung der Herzfrequenz und

des Blutdruckes unter MEHP-Belastung beschrieben.

1.3.4 Toxische Effekte auf die Lunge

Veranderungen in der Lunge wurden bisher relatitesaintersucht. Es wurden durch

DEHP verursachte Entziindungen, Odeme und Blutubgschrieben.

Roth et al [33] beschrieben LungenverdnderungenFb@ngeborenen, die durch die
Verwendung von DEHP-haltigen Schlauchsystemen saoint waren. Es bildete sich
eine Hyalinmenbranerkrankung, die sich erst nachst@#wsch der PVC-
Schlauchsysteme gegen Ethylen/Vinylacetat-Schiystlime wieder besserte. In der
Lunge eines der Frihgeborenen, das kurz nach dburGeerstarb, konnte DEHP
nachgewiesen werden. Klimisch et al [20] behaedeltRatten mit einer
Inhalationsdosis von 230 mg/kg Korpergewicht/Tagierbki zeigte sich eine
Gewichtszunahme der Lunge mit Verdickung der Alaesgpten und eine erhdhte

Proliferation von Schaumzellen.

In einer Arbeit von Oie et al [24] wird beschriebatass durch das Abbauprodukt
MEHP ein erhohtes Risiko einer Entziindung der Ategwvbesteht und hierdurch
Asthma bronchiale ausgeldst werden konnte. Im Rahdimeser Arbeit wird die These
aufgestellt, dass die Entzindung durch MEHP ausgeliid, indem es Prostaglandine

und Thromboxane imitiert.

Gourlay et al [15] konnten zeigen, dass es zu eiBetziindungsreaktion mit
Ausbildung des Integrin CD 11b kam, nachdem Blut BEEHP-haltigem PVC in
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Kontakt gekommen war. Ein Ansteigen der Immunglof@xdpression zeigte sich auch
bei Larsen et al [21]. Diese hatten BALB/c Mé&use& subcutan-Injektionen von

Phthalaten behandelt. Hierbei kam es dann vor dllelgen bei MEHP zu einem

Anstieg von Gesamt-IgE und IgG1. Zudem konnten Haret al [16] zeigen, dal} es,
bedingt durch eine Inhalation von Phthalaten, bé&udén zu einer Entziindung der
Atemwege kommt. Diese basiert auf einem durch Ig@dmittelten Mechanismus,

wobei MEHP eine T(H)2-ahnliche Rolle spielt.

1.3.5 Toxische Effekte auf die Leber

Da in der Leber der grofldte Teil der Metabolisierumyl Akkumulation stattfindet,
kommt es hier zu einer Vielzahl von Veranderungke,die Struktur und die Funktion
dieses Organs beeintrachtigen. Hierbei sind diedMdgrungen unabhangig von der
Applikationsform der Metaboliten beschrieben. Dagidal [10] konnten fir Ratten und
Mause einen DEHP-Wert in der Nahrung fur nicht-emagene Effekten in der Leber

bestimmen. Dieser Wert lag bei 500 ppm.

Es wurde eine GréfRenzunahme der Leber beschrieBgndie nach Ende der
Applikation reversibel war [35]. Weiterhin kam ess ziner Verminderung der
Leberfunktion, zu einer Veranderung der Enzyme eowau histologischen
Veranderungen bis hin zu Zellnekrosen [18, 19]. efndkam es, als eine der
Hauptwirkungen von DEHP, zu einer Peroxisomenpemdiion bzw. einer Induktion
peroxisomaler Enzyme [12, 20]. Diese fuhrte zu riSéeigerung der hepatischen
peroximalen 3-Oxidation von Fettsduren und zur Hypphie der Leber sowie Bildung

von hepatocellularen Carcinomen.

Dieser Effekt von DEHP konnte in einer 1982 puleliten U.S. National Toxicology
Programm Studie nachgewiesen werden. Hierbei wenge durch DEHP verursachte
hohere Inzidenz von hepatocellularen Carcinomerobbm Ratten als auch in Mausen
beiderlei Geschlechts nachgewiesen. In einer vomidDat al [10] durchgefihrten
Studie zeigte sich, dass die meisten durch DEHRohgerufenen Leberveranderungen
reversibel sind. Zudem stellte er fest, dal} digderzz von Lebertumoren in einer
Gruppe von Mausen, bei denen die Gabe von DEHP maohr gewissen Zeit
eingestellt wurde, geringer ist als in der Grupge, einer zweijahrigen Exposition

gegenuber DEHP ausgesetzt waren.
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1.4 Allergische Erkrankungen

Als allergische Erkrankungen werden Immunreaktioaeih normalerweise harmlose
Antigene bezeichnet. Antigene stellen die Gesamdikr Molekile dar, die zu einer
zellularen oder humoralen Abwehrreaktion des K& p@hren. Kommt es zu einer
Antigenexposition, kann eine allergische Uberentfalkeitsreaktion vom Typ 1 nach

Coombs und Gell auftreten, wie sie beim Asthma tinéale zu finden ist.

Beim Asthma bronchiale handelt es sich um einergbcbe, entziindliche Erkrankung
der Atemwege mit dauerhaft bestehender Uberempdimidiit. Bei entsprechend
veranlagten Personen fihrt die Entzindung zu amwfalser Luftnot infolge einer
Obstruktion der Atemwege. Verursacht wir diese reée Obstruktion durch eine
vermehrte Sekretion von Schleim, einem SpasmusBdanchialmuskulatur und der
Bildung von Schleimhautédemen in den Bronchien.etndpielen die Entzindung der
Atemwege und das ““Airway Remodeling™ [17] einell® bei der Pathogenese. Es
kommt zu einer Hyperreagibilitat der Atemwege, adsioer Uberempfindlichkeit, fir
die es verschiedene Ausléser gibt. Finf ProzentEdeachsenen und sieben bis zehn
Prozent der Kinder leiden an Asthma bronchialedém letzten Jahrzehnten ist es
insbesondere in den Industriestaaten zu einem énsbin Inzidenz und Pravalenz des

Asthma bronchiale gekommen.

Bereits in der Kindheit zeigen sich erste Anzeiclearer Disposition zu allergischen
Erkrankungen, die sich durch Symptome mit positividauttest auf Allergene und
erhohte gesamt- und allergenspezifische Serumwié@rteGesamt-IgE zeigen [14].
Asthma bronchiale beginnt in der Regel schon imde€galter und ist die haufigste
chronische Erkrankung dieses Lebensabschnitts.J&no gibt es in Deutschland ca.

5000 asthmabedingte Todesfalle. Frauen erkrankefigled an Asthma als Méanner.

Grundsatzlich lasst sich das allergische (extrai@$ Asthma vom nicht-allergischen
Asthma (intrinsischen) unterscheiden. In der Reged Mischformen beider Varianten
zu beobachten, wobei das allergische Asthma beddfm haufiger ist, im Alter
hingegen die nicht-allergische Form vermehrt atftrhusiéser des Asthmas im

Kindesalter ist Uberwiegend der Zigarettenrauathenelterlichen Wohnung.

Beim allergiebedingten Asthma kommt es bei entdpeder genetischer Veranlagung
zur Atopie durch Kontakt mit bestimmten Allergenenur Bildung von
Immunglobulinen, die zusammen mit Zytokinen diesfixsthma typischen Reaktionen

hervorrufen. Weiterhin kann es neben dieser S&@aktron vom Typ | nach Einatmen
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des Allergens, noch nach 6 bis 12 Stunden zu &pétreaktion kommen; diese wird
Uber 1gG vermittelt. Oft treten beide Reaktionem. #&sthma kann sich auch auf dem
Boden eines vorher bestehenden Heuschnupfens &atwicHierbei kommt es zu

einem Etagenwechsel, indem die allergisch entz¢imdiirkrankung auf die unteren
Atemwege Ubergreift. Dieses ist bei fast einem téiatieser Patienten innerhalb von 10
Jahren zu beobachten.

Eine genetische Komponente kann ebenfalls bei dstéhung von Asthma zu Grunde
liegen. Bei Kindern von Eltern, die beide an aliecgem Asthma leiden, besteht ein
Erkrankungsrisiko von 60-80 %. Hierbei spielt instvedere das Chromosom 5 eine
Rolle. Auf diesem sind u.a. der T-Helfer-Zelltyd h2)-Zytokin-Gencluster sowie die
Gene fur IL-12p40, IL-3, IL-4, IL-5, IL-9 und IL-1Bkalisiert.

Beim nicht-allergiebedingten Asthma sind mehrersl@ende Reize zu nennen: zum
einen Atemwegsinfektionen, Medikamentenunvertrégliten (Analgetika,
Betablocker), besondere korperliche Anstrengungwikung von giftigen (toxischen)
oder irritierenden Stoffen (Lésungsmittel), sowistyésophagealer Reflux. Die Rolle

von Phthalaten in diesem Zusammenhang ist zuraeft feil der Forschung.

Das allergische Asthma bronchiale ist im Wesengiichgepragt durch reversible
Bronchokonstriktion, Atemnot, Entzindung der Atergeeund das “"Airway
Remodeling””. Es kommt zu einer Atemwegsobstruktarch Verlegung des Lumens
infolge eines Schleimhautddems, einer Hyperkriniel @ines Bronchospasmus. Die
Bereitschaft der kleinen und mittleren Atemwegef bastimmte Reize mit einer
Konstriktion der glatten  Muskulatur zu reagieren, irdw auch als
Atemwegshyperreagibilitat (AHR) bezeichnet. Mit fdil von invasiven
(transpulmonaler  Widerstand) und nicht-invasiven thdden (Head-out-
Plethysmographie) kann dieser zentrale Effekt désrgéschen Asthma bronchiale
nachgewiesen werden. Beim Remodeling kommt es xnerefFibrose grofer
Lungenanteile, einer Verdickung der Basalmembraned einer Hypertrophie der
glatten Muskulatur. Es tritt eine erhohte Depositicon Typ-lll-Kollagen um die

Atemwege und eine Transformation von Fibroblastelyofibroblasten auf.

Es lassen sich bei Asthmapatienten eine erhdhtalAnmon aktivierten Eosinophilen
mit assoziierter Freisetzung von Entzindungsmediatwie dem Major Basic Protein

und dem Eosinophil Cationic Protein nachweisen beiee von Eosinophilen stammen
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[13, 28]. Sowohl die Eosinophilie als auch die Hypagibilitdt und eine gesteigerte
Fibrose werden durch die Ausschuttung von Th2-Zwk gesteuert.

Die Entziindung, insbesondere die Gesamt-IgE-vegitt@tSofortreaktion, ist neben der
AHR ein entscheidender Faktor bei der Entstehung dethma bronchiale.
Insbesondere den Eosinophilen fallt hier eine bestele Rolle zu, da sie mal3geblich
zur Zerstorung des Atemwegsepithels beitragen Gl Rpermeabilitat erhdhen und
auf die glatten Mukelzellen kontraktil wirken. Siebewirken so eine
Atemwegsobstruktion durch ein Schleimhautédem unig dngstellung des

Atemwegslumens.

Es zeigte sich, dass die Gesamt-IgE-Antikérperpktdn der B-Zellen durch von T-
Helferzellen stammende Interleukine kontrolliertdviEs konnte die Existenz von zwei
verschiedenen Arten von CD4+T-Helferzellen nachgeem werden, die sich bei
Aktivierung aus naiven T-Helferzellen entwickelirken. Diese unterscheiden sich
durch die von lhnen produzierten Zytokinprofile [23]. TH1-Zellen produzieren
proinflammatorische Zytokine, wie Interferon-gamméaymphotoxin-alpha oder
Tumornekrosefaktor-beta sowie IL-2. Im Vergleicterhu produzieren TH2-Zellen
eine Gruppe verschiedener Zytokine, wie etwa ILE45, IL-6, IL-9 und IL-13, die
zusammen die humorale Immunreaktion steuern. Hiegpbielt die Isotypenanderung
nach Gesamt-IgE und IgG1l eine Rolle, sowie die malk®d Immunitat durch die
Induktion von Mastzellen- und Eosinophilenwachstuimd die Produktion
differenzierender Faktoren. Es gibt jedoch auchokiye, die von beiden Gruppen
exprimiert werden, wie IL-3, Granulozyten-MakropkagKolonie stimulierende Faktor
(GM-CSF) und TNF-alpha.

1.5 Ziel der vorliegenden Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit soll untersucht werdenino®ausmodell die Exposition mit
Phthalaten zu einer bronchialen Hyperreagibilitdihrf und Zeichen einer

Entziindungsreaktion nachgewiesen werden kdnnen.

Hierbei werden im Mausmodell die Auswirkungen vohtHalaten auf die Lunge
untersucht. Da es sich bei DEHP um den am haufigggewendeten Weichmacher
handelt und MEHP das erste Abbauprodukt ist, wioh sliese Arbeit speziell mit

diesen beiden Stoffen befassen.
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Es werden zunéchst die Verdnderungen der Lungetidunknd des Lungengewebes
untersucht. Hierbei werden verschiedene histolbgisaVMiethoden angewendet.

Desweiteren wird analysiert, welche Veranderundes Immunsystems auftreten.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien

1. OVA-L6sung (Grad V 1%ig in PBS)

. PBS-Puffer (Dublecco’s Phosphate Buffered Saline

. MEHP (Phthalic Acid Mono-2-ethylhexyl Ester)
. DEHP (Phthalic Acid Di-2-ethylhexyl Ester)

. Kompressor (Pari-Master)

. Nebulisator (Pari-Boy)

2
3
4
5. Plexiglaskasten 22 x 23 x 14 cm
6
7
8

. Head-out-Body-Pletysmograph

9. Acetyl{3-Methylcholin (Metacholin)

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.
27.

28.

Warmeinkubator GTR 199

Skalpell (Disposable Scalpell No. 10)
1,5 ml Reaktionsgefalde

Sterilium

Pipette

Zentrifuge (Rotina 48 RS)
96er-well-ELISA-Platten (Maxisorp)
Mehrkanalpipette (Finnpipette)
Pipettenspitzen (Fintip)

Ansaugwanne (10 Tip-Tubs)

1,3 ml Reaktionsgefald

Schittler (IKA-Schttler MTS4)
Mehrkanalwasher (Nunc-Imuno Wash 12)
Photometer (Tecan-Photometer Sunrise)
Photometersoftware (Magellan 2)
Streptavidinperoxidase (1 mg/ml)
Farbsubstrat (BM Blue POD Substrate)
Block-Puffer: - PBS (Dublecco’s, ph 7)

- BSA (Albumin Bovine 3%ig in PBS)
Waschpuffer: - PBS (Instamed PBS Dublecco)
- Tween (0,1 %ig in PBS)

Sigma, D

PAA Labatories, AU

TEUrope

TCuBpe
Spezialanfertigung

Pari-Werke, D
Pari-Werke, D

Fraunhoferinstifut f

Toxikologie und
experimentelle
Medizin, D ITEM

Sigma, D
Greisinger, D
Featber,
Eppendorf, D

Braun, D
Eppendorf, D

Hettich Zentrifugén,
Nunc, DK
Labsystems, FIN
Labsystems, FIN
Eppendorf, D
Greiner Bio-One, D
IKA-Werke, D
Nunc, DK
Tecan, AU
Tecan, AU
Sigma, D
Roche, D
PAA Lahtries,AU
Sigma, D
Bowe, D
Merck, D
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29.
30.
31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.
38.
39.
40.
41.
42.
43.
44.
45.
46.
47.
48.
49.
50.
51.
52.
53.
4.

Schwefelsaure (2 M)
Natriumhydrogencarbonat (0,1 M)
IgE: - 1. AK: Anti-Maus-Gesamt-IgE (PC284)

Standard: Monoklonales Maus Gesamt-IgE (03231

- 2. AK: Anti-Maus-Gesamt-IgE-Biotin (02132 D
IgG1: - 1. AK: Anti-Maus-1gG1 (A85-3)
Standard: Monoklonales Maus IgG1

- 2. AK: Anti-Maus-lgG1-Biotin (A 85-1)

IgA: - 1. AK: Anti-Maus-IgA (C 10-3)

Standard: Monoklonales Maus IgA (M 18-254)
- 2. AK: Anti-Maus-IgA-Biotin (C 10-1)

IgM: - 1. AK: Anti-Maus-IgM (11/41)

Standard: Monoklonares Maus IgM (G 155-228)
- 2. AK: Anti-Maus-IgM-Biotin (R 6-60.2)

IL 4: - 1. AK: Anti-Maus-IL 4 (18031 D)

- 2. AK: Anti-Maus-IL 4-Biotin (18042 D)

IL 5: - 1. AK: Anti-Maus-IL 5 (18051 D)

- 2. AK: Anti-Maus-IL 5 (18062 D)
Praparierbesteck

1 ml Spritzen (BD Plastipak)

Kanulen (Microlance 3 0,45x13)

1,5 ml Reaktionsgefalde

Casy Cell Counter+Analyser System Modell TT
Casy cup

Casy ton

Casy clean

Zytozentrifuge

Probenkammer

Zytoclip

Objekttrager (76x26 mm Mattrand)
Farbelésungen (Diff-Quick)

Mikroskop (BH2)

Mikrotom (ACCU-Cut SRM 200 Rotationsmikrotom)

Streckwasserbad
3% Gesamt-IgE Formaldehydlésung
Praparatebehaltnisse (20 ml)

Merck, D
Merck, D
TBeding Site, UK
Pharmingen, D
Pharmingen, D
PharmingeD
Pharming@en,
Phaingen, D
Pharmingeb
amhingen, D
Pharmgen, D
Pharminge)
Pharmingen, D
Pharingen, D
Pharngen, D
Phaingen, D
Pharngen, D
Pharmingdb,

Beckton Dickinsén,
Beckton Dickinsb
Eppendorf, D
Bt System, D
Scharfe System, D
Scharfe System, D
Scharfe System, D
Shandon, D
Shandon, D
Shandon, D
Menzel GlaBer,
Dade-Behring, D
Olympus, D
aksira, USA
Sakura, USA
Merck, D
Zinsser Analiaik,
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55. Objekttrager (76x26 mm, Mattrand) Menzel-GlaBer
56. Objekttrager Super Frost Plus (75x25x1 mm) Medaser, D
57. Hamatoxylin Il nach Gill Merck, D

58. Eosin 1% Merck, D

59. Ethanol absolut Riedel- de Haen, D
60. Neo-Mount Vogel, D

61. Neo-Clear Vogel, D

62. Entellan neu Vogel, D

63. Eindeckglaschen (24x50) Menzel-Glaser, D
62. Periodsaure 0,5% wassrig Merck, D

63. Schiffs Reagenz Merck, D

64. Hamatoxylin 11l nach Gill Merck, D

65. PBS Dulbecco
66. Ethanol absolut
67. NGF (M20)

68. DAPI
69. ProLong Antifade Kit
70. VCAM-1 (C-19)

71. Levamisol-Solution

72. Avidin Biotin Blocking Kit
73. Anti-Goat IgG

74. DAKO LSAB 2 System
75. DAKO Nuklear Fast Red

76. BALB/c-Mause

Biochrom AG,D
Riedel-de Haen, D

SantaCruz
Biotechnology, USA

AppliChem, D
MolecularProbes,USA

SantaCruz
Biotechnology, USA

Vector Laboratories,
Inc., USA

Vector Laboratories,
Inc., USA

Vector Laboratories,
Inc., USA

DAKO Cytomation,
USA

DAKO Cytomation,
USA

Harlan Winkelmann,
Borche, D
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2.2 Versuchsaufbau

Bei den Versuchstieren handelte es sich um weblégB Wochen alte BALB/c-Mause,
die zu je vier Tieren unter keimarmen Bedingungeeinzeln bellfteten Kéfigsystemen

bei konstanter Raumtemperatur von 20 °C gehaltedevu

Die Tiere wurden Uber einen Zeitraum von 40 Tagemarnzigmal, dass heil3t jeden
zweiten Tag, einem ihrer Gruppe zugeordneten Aérnssgesetzt (Challenge). Hierzu
wurden die Tiere einer Versuchsgruppe 20 Minuteainen luftdicht abgeschlossenen
Plexiglaskasten gesetzt. In diesen wurden Ubemehldebulisator jeweils 5 ml des
entsprechenden Aerosols eingebracht. Die Kontighige wurde mit PBS behandelt.
Hierbei handelt es sich um eine phosphatgepufteatelosung, die nach der Inhalation
keine Auswirkung auf die Zellen hat, da sie isasohi und nicht zelltoxisch ist. Die
Referenzgruppe wurde mit OVA benebelt. Dies istAlpkirzung fir Ovalbumin und
ist das mengenmaldig haufigste Protein im Eiweil3 Vogeleiern. Dal3 es bei der
Behandlung mit OVA zu einer Atemwegshyperreagiiilikommt, hatten unter
anderem Reuter et al [30] gezeigt. Die Versuchgmgnopvurden der ihnen zugeordneten

Konzentration des entsprechenden Weichmachers seigge

Zunachst wurde die Lungenfunktion mittels Head-Batly-Pletysmographen
gemessen. AnschlieRend wurde den Mausen Blut emtieomum aus dem Serum
Immunglobuline zu bestimmen. Nach dem Téten dereTezfolgte die Praparation mit
der Organentnahme. An den Lungen wurde eine brahobolare Lavage (BAL)

vorgenommen. In der BAL-Flussigkeit wurden dannZiden gezéahlt und differenziert

und Neurotrophine bestimmit.

Abschlie3end erfolgte die Anfertigung der Lungemarate, die mit verschiedenen
histologischen Methoden aufbereitet wurden.

2.2 Einteilung von Versuchsgruppen

Den zwei Versuchsreihen mit MEHP und DEHP wurdemejis 40 Tiere zugeordnet.
Je Versuchsreihe wurden eine Kontrollgruppe (PB®) eine Referenzgruppe (OVA)
mit jeweils vier Tieren gebildet und vier Gruppent e acht Tieren, die einer
aufsteigenden Weichmacherkonzentration zugeordregerw Die Tiere wurden im
Rahmen des Versuchs einem Aerosol des entspreagheéechmachers ausgesetzt.

Das Aerosol bestand aus einer PBS-LAsung, venmsétzteigenden Konzentrationen an



2. Material und Methoden 18

Weichmachern (250-2000 mg/L). Die folgende Tabelkigt eine Ubersicht des

zeitlichen Ablaufs des Versuchs.

Tabelle 2: Challenge Zeitplan

Tag Datum Wochentag| Tatigkeit

1 19.01.2004 | Mo Challenge

2 20.01.2004 | Di

3 21.01.2004 Mi Challenge

4 22.01.2004 | Do

5 23.01.2004 Fr Challenge

6 24.01.2004 | Sa

7 25.01.2004 | So Challenge

8 26.01.2004 | Mo

9 27.01.2004 Di Challenge

10 28.01.2004 Mi

11 29.01.2004 Do Challenge

12 30.01.2004 Fr

13 31.01.2004 Sa Challenge

14 01.02.2004 | So

15 02.02.2004 Mo Challenge

16 03.02.2004 Di

17 04.02.2004 Mi Challenge

18 05.02.2004 Do

19 06.02.2004 Fr Challenge

20 07.02.2004 | Sa

21 08.02.2004 | So Challenge

22 09.02.2004 Mo

23 10.02.2004 Di Challenge

24 11.02.2004 Mi

25 12.02.2004 Do Challenge

26 13.02.2004 Fr

27 14.02.2004 Sa Challenge

28 15.02.2004 | So

29 16.02.2004 Mo Challenge

30 17.02.2004 Di

31 18.02.2004 Mi Challenge

32 19.02.2004 Do

33 20.02.2004 Fr Challenge

34 21.02.2004 | Sa

35 22.02.2004 | So Challenge
23.02.2004 | Mo Challenge
24.02.2004 Di Challenge AHR
25.02.2004 | Mi BE, BAL, Histo
Gruppe 1 n=4 PBS Challenge
Gruppe 2 n=4 OVA Challenge
Gruppe 3 n=8 DEHP/MEHP Challenge 250 mg/L
Gruppe 4 n=8 DEHP/MEHP Challenge 500 mg/L
Gruppe 5 n=8 DEHP/MEHP Challenge1000 mg/L
Gruppe 6 n=8 DEHP/MEHP Challenge 2000 mg/L
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2.3 Auslosung einer Atemwegsreaktion durch Expdsbn gegentber eines
Aerosols

Es wurde versucht, eine lokale allergenspezifiséh@zindungsreaktion in den
Atemwegen hervorzurufen und eine bronchiale Hypeitelitat zu induzieren. Hierzu

wurden die Tiere innerhalb von 40 Tagen zwanzigihalr jeweils zwanzig Minuten in

einem luftdicht abgeschlossenen Plexiglaskasten dageordneten Aerosol (5ml)
ausgesetzt, das Uber einen Nebulisator eingebraohde. Die Tiere der Kontroll-

Gruppe wurden mit PBS behandelt, wohingegen diedeldn der Referenz-Gruppe mit
OVA benebelt wurden.

2.4 Messung der Lungenfunktion mittels Head-Out-Bdy-Pletysmographen

Mit Hilfe des Head-Out-Body-Pletysmographen ist p®glich, physiologische
Lungenparameter kontinuierlich zu messen. Weiteldsst sich eine Aussage Uber das
Ausmald der Atemwegshyperreagibilitat, der zuvorssaisierten Mause machen.

Gemessen wurden jeweils die nachfolgend aufgefiilfittgameter.

Protokoll

Als Parameter wurden bestimmt:
- Atemfrequenz (BPM)
- Atemzugvolumen (VT)
- Atemminutenvolumen (AMV)
- Inspirations-(TI) sowie Exspirationszeit (TE)
- mittlerer exspiratorischer Atemfluss (EF-50) 8al} fur die Obstruktion der
Atemwege
- mittlerer inspiratorischer Atemfluss (IF-50)
- maximaler exspiratorischer Atemfluss
- maximaler inspiratorischer Atemfluss
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Der head-out body-Plethysmograph

Einzelner head-out Expositions-Kammer mit
body-Plethysmograph vier Plethysmographen
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Abbildung 2: Aufbau der Messkammer zur Bestimmung @r Atemwegsreaktion unter
Metacholinprovokation

Die MelRapparatur bestand aus einer glasernen Hixpssiammer, an der seitlich vier
Pletysmographen sal3en, in denen die Messung erfdidger eine Einlasséffnung der
Expositionskammer konnten Aerosole verabreicht eereine Saugpumpe sorgte fur
einen kontinuierlichen Luftstrom. Die Pletysmographin denen die Méause salden,
waren luftdicht verschlossen, so dass es, bedingthddie Thoraxbewegungen der
Mause, zu Volumenschwankungen kam. Diese wurdenn veinem
Pneumotachographen registriert und in elektriscigngfe umgeformt, die nach
Verstarkung durch eine Digital-Analog-Wandlerkairtedigitale Signale umgewandelt
und mit einem PC ausgelesen wurden. Die Auswertumd) Berechnung erfolgt mit

Notocord hem 3.5 in Verbindung mit Microsoft Excel.

24 Stunden nach der letzten Challenge erfolgtéMdissung. Hierzu wurden die Mause
in die Pletysmographen gesetzt und anschlie3end Wiartezeit von 15 Minuten

eingehalten, so dass sich die Mause beruhigenmadhtmung normalisieren konnten.

Es folgte eine 15-minitige Baseline-Messung, missigtervallen von je 14 Sekunden,
zu der alle im Anschlul? gewonnen Daten relativ iez®y gesetzt wurden. Die
Messdaten wurden als 100 % gesetzt. Begonnen vmitdeBS als Kontrolle, danach

folgte eine Exposition mit einer aufsteigenden Kaemtrationsreihe des
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B-Sympathikomimetikums Metacholin (MCh), wobei digpgsitionsdauer jeweils 70
Sekunden betrug.

- nach 15 Minuten Baseline-Messung

-15°10™ PBS

-1950™ 1. MCh-Konzentration (25 mg/ml)
-24°30 2. MCh-Konzentration (50 mg/ml)
-29°10" 3. MCh-Konzentration (75 mg/ml)
-3350" 4. MCh-Konzentration (100 mg/ml)
-38°20" 5. MCh-Konzentration (125 mg/ml)
-4310 6. MCh-Konzentration (150 mg/ml)
-46°40 Ende der Messung

MCh dient in der interneuronalen und der neuromiiskn Synapse der
Aktionspotentialibertragung. Es ist ein Derivat 8issirotransmitters Acetylcholin und
wurde in aerosoler Form in die Expositionskammegebracht. Nachdem die Mause
das Aerosol eingeatmet haben, bindet es an dieinelhgén Rezeptoren der
neuromuskularen Synapsen und gibt so ein SignaMuskelkontraktion. Da es nur
eingeatmet wird, wirkt es lediglich auf die Atemwsewuskulatur. Die Aerosol-
Exspirationsintervalle waren so bemessen, dass &esinen Akkumulationseffekten in
der murinen Lunge fihren konnte. Die so ausgel8stnchoobstruktion verursacht
einen Anstieg des Atemwegswiderstandes, gegen igelals atmen mul3. Dies flhrt
zu einer verlangsamten Ausatmungsgeschwindigkell @o einem verringerten
mittleren exspiratorischen Atemflu@ (EF-50). BeiefBn besteht eine erhohte
Reagibilitat auf unspezifische Reize, z.B. MCh, wesine allergische Entziindung in
der Lunge vorliegt. Diese Tiere reagieren mit eib8foigen Reduktion des EF-50

schon bei deutlich niedrigeren MCh-Konzentrationen.

In dem Versuch wurde die Konzentration von MCh ¢ettj die eine 50%ige
Reduktion des bei Ruheatmung herrschenden EF-S0rsamht. Kam es zu einem
Absinken des EF-50-Wertes unter 50% der Baselingiiiif Mel3perioden in Folge
oder waren in den folgenden 15 Mel3perioden nachaigem Absinken unter 50% der
Baseline weitere funf unter 50%, wurde das Tier des Wertung genommen. Nun
wurde mittels Microsoft Excel diejenige Konzentoatian Metacholin im Aerosol
bestimmt, bei der der Median der EF-50-Werte ub@ der Baseline der jeweiligen

Maus gefallen war.
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2.5 Blutentnahme bei Mausen und Gewinnung von Sem

Die Gewinnung von Blutproben diente der Bestimmuog Immunglobulinen aus dem

durch Zentrifugation gewonnenen Serum.
Protokoll

Die Mause wurden fur zehn Minuten bei 60 °C in dekubator gesetzt, um eine
ausreichende Fullung der Venen zu gewdahrleisteahdiam der Schwanz mit Sterilium
desinfiziert war, wurde die untere Schwanzveneaeitigj und das Blut in einem 1,5 ml
Eppendorfcup gesammelt. Danach wurden die Gefa8ehdem das Blut ca. eine
Stunde geronnen war, bei 4000 rpm fur 20 MinuteénR@imtemperatur zentrifugiert.
Die Uberstande wurden mit der Pipette abgenommerinnl,5 ml Eppendorfcup

Uberfuhrt und bei -80 °C eingefroren.

2.6 ELISA zum Nachweis von Immunglobulinen und Nerotrophinen

Mittels der ELISA-Technik gelingt ein spezifischeguantitativer Nachweis von
bestimmten Immunglobulinen (Ig). Es wurde die Karteation von Gesamt-IgE, -IgM,

-IgG1 und -IgA sowie des Neurotrophins Nerve Growéctor (NGF) untersucht.
Protokoll

Die 96-well-Mikrotiterplatten wurden mit je 50 pléN des jeweiligen priméaren
Antikérpers (1. AK) beschichtet, der gegen dasmnechende zu untersuchende Ig
gerichtet war. Uber Nacht wurde bei 4 °C inkubidlach dreimaligem Spiilen mit dem
Waschpuffer, um lberschissige AK zu entfernen, lgido eine Sattigung der
unspezifischen Bindungsstellen mit 150 ul/well Bloaffer bei Raumtemperatur (RT)
fur drei Stunden auf einem Schuttler. Nach erneutiteimaligen Waschen wurden
sowohl die Standards, die als Referenzwert dierted das Ig in bekannter
Konzentration enthalten, als auch die verdinntexbétr zu je 50 ul/well aufgetragen
und fur vier Stunden bei RT auf dem Schuttler inktb Nach erneutem
Waschvorgang, der das uberschiissige Probenmagetfarnte, wurden 50 pl/well des
biotinierten sekundaren Antikérpers (2. AK) aufgegen, der spezifisch an das vom
1. AK gebundene Ig band, und zwei Stunden bei RiTdaun Schuttler inkubiert.
Danach wurde erneut gewaschen, um den Uberschiiskigek zu entfernen. Von der
1:1000 verdiinnten Streptavidinperoxidase wurdemquB@ell aufgetragen und bei RT

im Dunkeln 30 Minuten inkubiert. Nach anschlie3ende=hnmaligen Waschen wurden



2. Material und Methoden 23

je 100 pl/well POD-Farbsubstrat aufgetragen. In dimauf folgenden Inkubation im
Dunkeln setzte die an das Biotin gebundene Strajtgeroxidase das Pod-
Farbsubstrat in einen blauen Farbstoff um. Hievimai die Intensitat abhangig von der
zu bestimmenden Ig-Konzentration. Die Inkubationrdeuzu dem Zeitpunkt mit 2
molarer Schwefelsaure gestoppt, wenn der letzted&td farblich vom mitgefihrten
Leerwert (nur Waschpuffer) zu unterscheiden warerlb®i kam es zu einem
Farbumschlag von blau nach gelb. AnschlieBend wdreeExtinktion photometrisch
gemessen (Mel3filter 450 nm, Referenzfilter 690 mmj anhand der Standardkurven

die Konzentration der Ig mit dem Photometerprograkhagellan 2 berechnet.

2.7 Praparation und broncho-alveoléare Lavage (BAlL

Die BAL diente der Gewinnung von intrapulmonalen ll&® und
Entzindungsmediatoren, um Aussagen Uber eine atewtwhandene Entzindung der

Lunge machen zu kénnen.
Protokoll

Die Totung der Tiere erfolgte durch zervikale Diglbon. Danach wurden die Tiere
gewogen und anschlieend prépariert. Leber und Mizden herausprapariert, die
Leber wurde gewogen und dann mit der Milz bei -&) éingefroren. Nach der

Freilegung der Lunge wurde eine Kanule in die Teackingebracht, tber die die Lunge
mit 1 ml PBS gesplilt wurde. Die Spiilflissigkeidliman in ein 1,5 ml Eppendorfcup

laufen, welches zur weiteren Analyse auf Eis getagarde.

2.8 Bestimmung der Zellzahl in der BAL

Mit dem Casy Cell Counter wurde die Zellzahl in @&L-Spulflissigkeit mittels der

elektrischen Widerstandsmessung bestimmt.
Protokoll

In ein Casy cup, das mit 10 ml Casy ton gefullt,waurden 50 pl BAL-Spulflissigkeit
gegeben. Nach Spilung des Cell Counter mit reinemsyGon und Platzierung der
Probe auf dem Probensockel, erfolgte die Messung eldkonzentration in der BAL-

Spulflussigkeit. Die Bearbeitung der Daten erfolgii¢ Windows Excel.
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2.9 Differenzierung der Zellen aus der BAL

Mit der Zytozentrifuge erfolgte die Aufbereitungrdéellen aus der BAL, so dass sie

mit Hilfe des Mikroskops differenziert werden koent
Protokoll

Die Probenkammern wurden mit je 50 pl der BAL-Hgksit und 150 pl PBS gefullt
und mit einem Filterpapier und einem Objekttrageeinen Zytoklip-Zentrifugeneinsatz
geklemmt. Nach der nun folgenden ZentrifugationrBo#inuten bei 700 rpm wurden
die Praparate 30 Minuten an der Luft getrocknet andchlieend mit Diff-Quick
gefarbt. Unter dem Mikroskop erfolgte anschlie3eel Zelldifferenzierung mit 400-

facher VergréRRerung.

2.10 Anfertigung der Lungenpraparate

Um die morphologischen Verdnderungen, die bei eletizindung der Atemwege
auftreten, untersuchen zu kénnen, wurden histatbgisPraparate angefertigt. Diese
wurden unter dem Lichtmikroskop beurteilt, indere &intziindungsreaktion sowohl in
der Bronchuswand als auch in der Wand des begiteiiefalRes untersucht wurde
und die beteiligten Entzindungszellen identifizigarden.

Protokoll

Nach der BAL wurden die Lungen in 3%iger Formald#tigung fixiert und danach in
Paraffin eingebettet. AnschlieRend wurden mit denkrdlom 3 pm Dinnschnitte
angefertigt, in das Streckwasserbad gelegt und adartden jeweiligen Objekttrager
gebracht. Bei der PAS- und HE-Farbung wurden diente auf Mattrand-Objekttrager
gebracht, bei der VCAM- und NGF-Farbung auf SuperstPlus Objekttrager. Die
Praparate wurden tber Nacht getrocknet.

2.10.1 HE (Hamatoxylin-Eosin) -Farbung der Lungepraparate
Protokoll

Die Objekttrager wurden zum Entparaffinieren 15 dden in Neo-Clear getaucht, dann
zweimal fir je eine Minute in 100 % Ethanol unda@m=Rend fir jeweils eine Minute
in 90%-, 80%- und 70%igen Ethanol. Die Objekttragerden mit Aqua dest. gespult
und daraufhin 10 Minuten in Hamatoxylin Il nach I@jéfarbt. Anschlie3end wurde 10

Minuten mit warmem Leitungswasser und mit Aqua degspilt. Nach der nun
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folgenden Farbung mit Eosin tber finf Minuten, wauwieder mit Aqua dest. gespuilt.
Danach kamen die Objekttrager jeweils eine Minute 70%-, 80%-, 90%- und
100%igen Ethanol und dann fur 15 Minuten in Neoa€lébschlieRend wurden sie mit

Neo-Mount und den Eindeckglaschen eingedeckt.

2.10.2 PAS ( Periodic-Acid-Schiff) -Farbung der ungenpraparate

Protokoll

Die Praparate wurden zweimal fur je eine Minutd @9% Ethanol, dann in 80%- und
70%igem Ethanol entparaffiniert, wonach sie 15 Nwnmuin Neo-Clear rehydratisiert
wurden. Nach Spulen mit Aqua dest. kamen sie fumhukén in Periodsaure und
wurden mit Leitungswasser und Aqua dest. wieder agelven. Nachdem sie 15
Minuten in Schiffs Reagenz gestanden hatten, wugiemach erneuter Spulung mit
Leitungswasser und Aqua dest. zwei Minuten mit Hamgdin Il nach Gill gefarbt.

Nach Spilung mit Leitungswasser kamen sie fiur jee éMinute in 70%-, 80- und
90%igen Ethanol, anschlie3end in Neo-Clear. Abe@leind konnten sie mit Neo-Mount

und den Eindeckglaschen eingedeckt werden.

2.10.3 Nerve growth factor (NGF) -Farbung der Luigenpréparate

NFG gehort zur Gruppe der Neurotrophine. Es koim&nem Tiermodel [29] gezeigt
werden, dal3 NGF eine wichtige Rolle in der Entstghdes allergischen Asthmas
spielt. Produziert und freigesetzt wird NGF durcterschiedene Zellen des
Immunsystems [6], z.B. Th2-Helferzellen, Eosinophilakrophagen und Mastzellen.
Es fihrt zu einer allergischen Entzindung, brorehiaHyperreaktivitdt und

Atemwegsobstruktion.
Protokoll

Die Praparate wurden zuerst entparaffiniert. Hianauden sie in Xylol und dann in

eine absteigende Alkoholreihe getaucht. Anschlid3garden sie mit PBS gewaschen
und mit einem Fettstift eingekreist, damit die dmigBend hinzugegebenen
Fllssigkeiten Uber dem Préparat blieben. In einestere Schritt wurden die Préparate
mit 1% BSA und 3% Donkeyserum, in PBS geldst, bkddaiese Losung wurde nach
60 Minuten wieder abgekippt. Im Anschlul3 daran weurkr primére Antikdrper

aufgebracht. Es erfolgte eine Inkubation mit denil&mpern Gber Nacht. Am nachsten

Tag wurde flr drei mal funf Minuten mit PBS gewasthDer weitere Ablauf erfolgte
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im Dunkeln. Hierbei wurde zunachst mit dem sekuedaAntikorper Uber zwel

Stunden inkubiert. Danach wurde erneut mit PBSIfar mal finf Minuten gewaschen
und DAPI fur 30 Minuten aufgetragen. Im Anschlufblgte eine erneute Waschung fir
drei mal funf Minuten mit PBS. Nach dem Trocknenraan die Praparate mit dem

ProLong Antifade Kit eingedeckt.

2.10.4 Vascular Cell Adhesion Molecule (V-CAM) -Faoung der Lungenpraparate

Bei dem Vascular cell adhesion molecule (V-CAM) dhelbh es sich um ein
Adhasionsmolekul, dass vom Endothel kleiner undigraGefalle exprimiert wird. Es
wird durch Stimulierung von Cytokinen gebildet uswigt Uber eine Adhé&sion fir eine
Einwanderung von Monozyten, Lymphozyten, Basophilend Eosinophilen in das

umliegende Gewebe.
Protokoll

Die Praparate wurden zunachst in Xylol und daneiner absteigenden Alkoholreihe
entparaffiniert. AnschlieRend wurden sie mit PBSvagchen und mit einem Fettstift
eingekreist, damit die nun hinzugegebenen Flusgggkéber dem Préparat blieben. Fur
zehn Minuten wurde Levamisol hinzugegeben und Wigiznal zehn Minuten mit PBS
gewaschen. AnschlieBend wurde fir eine Stunde ir5 Rjglostes Rabbitserum
aufgetragen. Nachdem diese Lésung abgekippt woxaenwurde zwei Mal fur jeweils
15 Minuten Avidin aufgebracht und erneut mit PBSvgschen. Anschlielend wurde
fur 15 Minuten Biotin aufgetragen. Im Anschlul égte wieder eine Spulung mit PBS.
Uber Nacht wurde der Priméarantikorper (V-CAM) bet@ aufgebracht. Am nachsten
Tag erfolgte zunachst eine erneute Waschung mitf@B&ei mal zehn Minuten, dann
wurde der biotinisierte Anti -Goat-Antikorper fi@ 3linuten aufgetragen. Nachdem fur
drei mal zehn Minuten mit PBS gewaschen worden wargde fir jeweils 30 Minuten
das LSAB 2 System aufgetragen. Zwischen den Sehritind abschliel3end wurde
jeweils fur drei mal zehn Minuten mit PBS gewaschgachdem fur finf Minuten mit
Leitungswasser gespilt worden war, wurde fir zehnuMn Fast Red aufgetragen.
Abschlieend wurden die Praparate kurz gewassed wn eine aufsteigende

Alkoholreihe und Xylol eingebracht.
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2.11 Statistische Auswertung

Im Ergebnisteil werden die ermittelten Daten zuséareskriptiv dargestellt. Hierbei
werden die Daten als Mittelwert und Standardabweighgezeigt. Die statistischen
Berechnungen wurden auf einem PC mit dem SoftwaetpMicrosoft Excel fur
Windows XP Version 2002 sowie dem Statistikprogra@maphPad Prism Version
04.1 durchgefuhrt.
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3. Ergebnisse
3.1 Einfluss der Phthalate auf die Lungenfunktion

3.1.1 DEHP-Gruppe

In der durchgefiihrten Versuchsreihe wurde der &flon DEHP bzw. MEHP auf die
Lungenfunktion der Mause untersucht. Die Mause waneeinem genau festgesetzten
Plan mit den Phthalaten behandelt worden. Hierzudeujede Versuchsgruppe
zwanzigmal Uber jeweils zwanzig Minuten den Weichhasin ausgesetzt. Die Mause
befanden sich in einem luftdicht abgeschlossenemidglaskasten, in den Uber einen
Nebulisator 5 ml des entsprechenden Aerosols eraghb wurden. Anschlie3end
wurde mit Hilfe der Head-out-Pletysmographie das sWall der

Atemwegshyperreagibilitdt (AHR) der Mause untersuch

Die Messung der DEHP-Gruppe zeigte dabei die in ildbbg 3 dargestellten

Ergebnisse:
AHR der DEHP-Versuchsreihe
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0,00 ‘ ‘
PBS OVA (4) DEHP DEHP DEHP DEHP
(n=4) 250 (8) 500 (8) 1000 (8) 2000 (8)
Versuchsgruppen (n=Anzahl der Versuchstiere)

Abbildung 3: Lungenfunktion der DEHP (Diethylhexylphthalat)-, OVA (Ovalbumin)-Gruppe im
Vergleich zu der Kontroll-Gruppe PBS (Phosphate Buered Saline) im Provokationstest mit MCh

(Metacholin). Dargestellt sind Mittelwerte £+ SEM, (p<0,05 *, p<0,01 **, p<0,001 ***).
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In der PBS-Kontrollgruppe kam es zu einem Absindes EF-50 Wertes um 50% bei
einer durchschnittichen Metacholin (MCh)-Konzetiba von 98 = 16 mg/ml
(MW<SEM). In der OVA-Gruppe kam es bereits bei eifkCh-Konzentration 63 + 12
mg/ml (MW+SEM) zu einem 50%igen Absinken des EFVS@rtes. In den Gruppen
der Mause, die vorher dem vernebelten WeichmaclgifDausgesetzt waren, zeigten
sich mit steigender Konzentration des Weichmachensner geringere MCh-
Konzentrationen, die zu einer 50%igen Reduktion lbeisRuheatmung herrschenden
EF-50 fihrten. Dabei kam es in der Gruppe mit 25§ ®EHP bei einer MCh-
Konzentration von 66 = 6 mg/ml (MW+SEM) (p<0,05) einem Absinken des EF-50
Wertes um 50%, wahrend dies in der 500 DEHP-Grupg®on bei einer MCh-
Konzentration von 56 £ 5 mg/ml (MW+SEM) (p<0,05)rdeall war. In den beiden
anderen Gruppen mit 1000 bzw. 2000 mg/l| DEHP zesgth schon bei einer MCh-
Konzentration von 49 = 7 (p<0,05) bzw. 39 + 10 mg(MW+SEM) (p<0,01) ein
Absinken des EF-50 Wertes um 50%.

Zusammenfassend lasst sich hierbei feststellers, essunter dem Einflul3 von DEHP
bei einer Provokation wie in diesem Fall mit Metlaln zu einer Auslésung einer
signifikanten Atemwegshyperreagibilitdtt gekommeh Biese Reaktion war umso
ausgepragter, je héher vorher die Konzentration®&hP gewesen war.
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3.1.2 MEHP-Gruppe

Die gleiche Messung wie fur die DEHP-Gruppe wurdehafir die MEHP-Gruppe

durchgefuhrt, in der sich folgende Ergebnisse eeigt

AHR der MEHP-Versuchsreihe
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Versuchsgruppen (n=Anzahl der Versuchstiere)

Abbildung 4: Lungenfunktion der MEHP (Diethylhexylp hthalat)-, OVA (Ovalbumin)-Gruppe im
Vergleich zu der Kontroll-Gruppe PBS (Phosphate Buered Saline) im Provokationstest mit MCh
(Metacholin). Dargestellt sind Mittelwerte + SEM, (p<0,05 *, p<0,01 **, p<0,001 ***).

Wie in Abbildung 4 veranschaulicht zeigte sich, defl bei den Tieren der PBS-
Kontrollgruppe erst bei einer MCh-Konzentration vbi4 + 8 mg/ml (MW+SEM) zu
einem Absinken des EF-50 Wertes um 50% kam, wolgegelies in der OVA-Gruppe
schon bei einer MCh-Konzentration von 88 + 18 mg(MW+SEM) der Fall war. In
den mit MEHP behandelten Gruppen zeigte sich ebgnfalass die MCh-
Konzentrationen, die ein Absinken der EF-50 Werta 60% verursachten, mit
steigender MEHP-Konzentration immer geringer wurdender 250 MEHP-Gruppe
trat dies bei 80 + 12 mg/ml (MW+SEM) auf, wahrendsdin der 500 MEHP-Gruppe
bereits bei 56 + 10 mg/ml (MW+SEM) (p<0,01) der|Rabr. Gleiches zeigte sich bei
den beiden anderen Gruppen. Bei der 1000 MEHP-Grtnap ein Absinken des EF-50
Wertes um 50% bei einer MCh-Konzentration von 427 tmg/ml (MW+SEM)
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(p<0,001) auf, in der 2000 MEHP-Gruppe konnte dgehon bei einer MCh-
Konzentration von 40 + 7 mg/ml (MW=SEM) (p<0,00Bdbachtet werden.

In der MEHP-Gruppe zeigte sich ein vergleichbarféekE wie in der DEHP-Gruppe. Es
lie3 sich ebenfalls feststellen, dass der Effekt Aeemwegshyperreagibilitat umso
grolRer ausfiel, je héher die Dosis an MEHP war, aeit die M&use vorher behandelt

worden waren.

3.2 Untersuchungen der Zellen in der broncho-ah@aren Lavage (BAL)

Um eine Aussage daruber zu treffen, ob es in deageuwéahrend der Behandlung mit
den Weichmachern zu einer Entzindungsreaktion gelem war, wurde eine
bronchoalveolare Lavage durchgefiihrt. Zunéachst evimdeinem Ausstrich unter dem
Mikroskop der Zelltyp bestimmt. Hierbei zeigte sicla3 sowohl in den Praparaten der
DEHP-Gruppe als auch der MEHP-Gruppe fast ausfittdie Makrophagen (>98%)
vorkamen. In der Kontroll-Gruppe konnten neben vlegend Makrophagen (95,3%)
noch vereinzelt Lymphozyten (4,3%) und Eosinophi(e4%) gefunden werden.

Anschlie3end wurde die Zellzahl bestimmt, wie irbAdung 5 zu sehen.

Absolute Zellzahl der DEHP-Versuchsreihe
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Abbildung 5: Zellzahl in der BAL der DEHP (Diethylh exylphthalat)-, OVA (Ovalbumin)-Gruppe
im Vergleich zu der Kontroll-Gruppe PBS (Phosphate Buffered Saline). Dargestellt sind
Mittelwerte + SEM, (p<0,05*, p<0,01**, p<0,001***),
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Bei der DEHP-Versuchsgruppe zeigten sich in der-RBf&trollgruppe und der OVA-
Referenzgruppe annéhernd gleiche Zellzahlen vorhdahnittlich 305000 + 11873
bzw. 300000 + 33292 Zellen /ml (MW+SEM). Bei deit REHP behandelten Tieren
konnten in der 250 Gruppe 298750 + 30052 Zellen (M\WV+SEM) gezahlt werden,
wahrend es in der 500 Gruppe 231429 + 15028 Zélier(MW+SEM) waren. In der
1000 DEHP-Gruppe lagen 343750 + 33217 Zellen /mWABEM) und in der 2000
DEHP-Gruppe 345714 + 27590 Zellen /ml (MW+SEM) vor.

Bei den MEHP-Gruppen zeigten sich folgende Ergedenis

Absolute Zellzahl der MEHP-Versuchsreihe
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Abbildung 6: Zellzahl in der BAL der MEHP (Diethylh exylphthalat)-, OVA (Ovalbumin)-Gruppe
im Vergleich zu der Kontroll-Gruppe PBS (Phosphate Buffered Saline). Dargestellt sind
Mittelwerte + SEM, (p<0,05*, p<0,01**, p<0,001***),

Wie in Abbildung 6 dargestellt, zeigt sich in delEMP-Versuchsgruppe in der PBS-
Kontrollgruppe eine Zellzahl von 243333 + 9913 £el/ml (MW+SEM) und bei der
OVA-Referenzgruppe eine Zellzahl von 232500 * 2286B8en/ml (MW+SEM). In der
250 MEHP-Gruppe kommt es zu einem Anstieg der Zblen auf 287500 + 10771
Zellen /ml (MW£SEM), bei der 500 MEHP-Gruppe zuam Aufstieg auf 1094286 +
19622 Zellen /ml (MW+SEM) (p<0,001). Auch in derQDDOMEHP-Gruppe zeigt sich
eine Erh6hung der Zellzahlen auf 1252500 + 6310k#Zéml (MW+SEM) (p<0,01).
In der letzten Gruppe mit 2000 mg/l MEHP konnteeefiellzahl von 1458750 + 73783
Zellen /Iml (MWzSEM) (p<0,01) bestimmt werden.
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Es zeigt sich hier, im Gegensatz zur DEHP-Gruppe klarere Korrelation zwischen
der Hohe der Phthalat-Konzentration und der ZellZale Zellzahl war umso hdher, je

héher die Konzentration mit MEHP war.

3.3 Nachweis von Immunglobulinen aus dem Mausseanu

Um eine Immunreaktion der Mause auf die Phthalatthnuweisen, wurde das Serum

der Mause mittels ELISA auf die Ausschuttung vomiamglobulinen untersucht.

3.3.1 Gesamt-lgE-Konzentration bei DEHP

Die Ergebnisse der Messungen der Gesamt-lgE-Koratemten in der DEHP-Gruppe
sind in Abbildung 7 dargestellt:

IgE-Konzentration bei DEHP
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Abbildung 7: Entwicklung der Gesamt-IgE-Konzentration in der DEHP (Diethylhexylphthalat)-,
OVA (Ovalbumin)-Gruppe im Vergleich zu der Kontroll -Gruppe PBS (Phosphate Buffered Saline).
Dargestellt sind Mittelwerte + SEM, (p<0,05*, p<0,@**, p<0,001***).

In der Kontrollgruppe mit PBS zeigte sich eine Kemization von 324 + 16 ng/mi
(MW+SEM), wahrend es in der Referenzgruppe mit O&Ae Konzentration von 282
+ 86 ng/ml (MW=SEM) nachgewiesen werden konntel. & DEHP-Gruppen 250,
500, 1000, 2000 zeigten sich Konzentrationen va® 8B0, 323 + 36, 306 = 30 bzw.
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315 = 25 ng/ml (MW£SEM). Signifikante Konzentrat&amterschiede konnten nicht

registriert werden.

3.3.2 Gesamt-lgE-Konzentration bei MEHP

Die Messungen der Gesamt-IgE-Konzentrationen inMEEHP-Gruppe zeigten die in
Abbildung 8 dargestellten Ergebnisse:
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Abbildung 8: Entwicklung der Gesamt-IgE-Konzentration in der MEHP (Diethylhexylphthalat)-,
OVA (Ovalbumin)-Gruppe im Vergleich zu der Kontroll -Gruppe PBS (Phosphate Buffered Saline).
Dargestellt sind Mittelwerte + SEM, (p<0,05*, p<0,@**, p<0,001***).

Es zeigte sich in der PBS-Kontrollgruppe eine Gedgi-Konzentration von 210 + 43
ng/ml (MW=SEM). Die Messung in der OVA-Gruppe zeigtine Konzentration von
243 = 16 ng/ml (MW£SEM). In der 250 MEHP-Gruppegtei sich eine Gesamt-IgE-
Konzentration von 209 + 22 ng/ml (MW+SEM), wahrandler 500 MEHP-Gruppe nur
eine Konzentration von 166 = 23 ng/ml (MWzSEM) wagl Eine Gesamt-IgE-
Konzentration von 182 + 16 ng/ml (MW+SEM) konnte der 1000 MEHP-Gruppe
nachgewiesen werden. In der 2000 MEHP-Gruppe lag<dnzentration bei 208 + 24
ng/ml (MW=SEM).
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3.3.3  Konzentration der Immunglobuline IgM, IgG1 nd IgA bei DEHP und
MEHP

Sowohl bei DEHP als auch bei MEHP zeigten sich &eiignifikanten Veranderungen
bei IgM, IgG1 und IgA.

3.4 Nachweis von NGF aus der BAL

Um weitere mogliche Komponenten bei der Entstehwng phthalatinduziertem
Asthma bronchiale herauszufinden, wurde in der BRGF (Nerve growth factor)
bestimmt. NGF gehdrt zur Gruppe der Neurotrophimel gpielt im Rahmen der

Pathogenese von Asthma bronchiale eine wichtigieRol

3.4.1 NGF-Konzentration bei DEHP

In der DEHP-Gruppe zeigten sich die folgenden Engssie:

NGF-Konzentration bei DEHP
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Abbildung 9: NGF-Konzentration in der DEHP (Diethylhexylphthalat)-, OVA (Ovalbumin)-
Gruppe im Vergleich zu der Kontroll-Gruppe PBS (Phasphate Buffered Saline). Dargestellt sind
Mittelwerte + SEM, (p<0,05*, p<0,01**, p<0,001***),

Hierbei konnte wie in Abbildung 9 dargestellt inrd@BS-Kontrollgruppe eine NGF-
Konzentration von 416 + 45 pg/ml (MW+SEM) nachgeseie werden, wohingegen in
der Referenzgruppe mit OVA eine Konzentration vd® 5+ 74 pg/ml (MW+SEM)
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vorlag. Bei ansteigenden Konzentrationen besteme @icht signifikante Zunahme.
Lediglich in der 2000 DEHP-Gruppe zeigte sich egnsikanter (p< 0,05) Anstieg der
NGF-Konzentration 787 + 90 pg/ml (MW+SEM).

3.4.2 NGF-Konzentration bei MEHP

In den Messungen innerhalb der MEHP-Gruppe auf Mfg&ben sich die in Abbildung

10 zusammengefassten Werte:
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Abbildung 10: NGF-Konzentration in der MEHP (Diethylhexylphthalat)-, OVA (Ovalbumin)-
Gruppe im Vergleich zu der Kontroll-Gruppe PBS (Phasphate Buffered Saline). Dargestellt sind
Mittelwerte £ SEM, (p<0,05*, p<0,01**, p<0,001***).

Bei der ELISA-Untersuchung der BAL-FlUssigkeit Zeigich in der PBS-Gruppe eine
NGF-Konzentration von 341 = 83 pg/ml (MW+SEM). IrerdOVA-Referenzgruppe
zeigte sich eine Konzentration von 574 = 111 pg(MW+SEM). Bei ansteigenden
Konzentrationen nicht signifikante Zunahme. Demgéder zeigte sich in der 2000
MEHP-Gruppe ein Anstieg auf 1305 + 275 pg/ml (MWABHp< 0,05).
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3.5 Farbung der Lungenpraparate

Um zu Uberprufen, ob es im Lungengewebe unter demfluB der Phthalate zu
strukturellen Veranderungen gekommen war, wurdeschéedene histologische und

immunhistologische Untersuchungen vorgenommen.

3.5.1 HE-Farbung der Lungenpraparate

Zur Untersuchung der strukturellen Veranderunges dengenparenchyms wurden

zunéachst HE (Hamatoxylin-Eosin)-Farbungen der Lapgé&parate vorgenommen.

Abbildung 11: Bronchiolus terminalis, PBS-Gruppe (HE-Farbung, 20-fache Vergrdf3erung)

Hier zeigte sich in der PBS-Kontrollgruppe ein sghies Bild (s. Abbildung 11) eines
ungeschadigten Lungengewebes. In der Aufnahme &ggtklassischer Wandaufbau
ohne sichtbare Veranderungen vor.



3. Ergebnisse 38

T

e
iy

| 5

"

Abbildung 13: Bronchiolus terminalis, 2000 DEHP-Grype (HE-Farbung, 20-fache Vergrélierung)
Im Gegensatz zur Kontrollgruppe zeigte sich in HéiFarbungen der DEHP-Gruppe

eine Verbreiterung der Basalmembran, sowie eineekptpsie der Becherzellen und
eine erhdhte Makrophagenzahl (s. Abb 12, 13). Zukienmte eine Zunahme der glatten
Muskulatur im Bereich der Bronchiolen registriegngden.

Da es auch in den MEHP-Gruppen zu den beschrieb¥eginderungen gekommen
war, erfolgt hier lediglich eine bildliche Darstatig der DEHP-Gruppe.
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3.5.2 V-CAM Féarbung der Lungenpraparate

Um  Veranderungen auf molekularer Ebene zu unteesych wurden
immunhistochemische Farbungen vorgenommen, dieuflabzielten, V-CAM im
Bereich des Endothels nachzuweisen.
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Abbildung 16: Lungenarterie, 2000 DEHP-Gruppe (V-CAM-Farbung, 40-fache VergrolRerung)

In den V-CAM-Farbungen der Lungenpraparate zeigte &1 den DEHP-Gruppen im
Bereich des Endothels der Lungenarterie eine adetlblaue Anfarbung (s. Abb 15,
16). Gleiche Anfarbungsmuster zeigten sich in d&H®-Gruppe. Dahingegen blieb in
den Farbungen der PBS-Kontrollgruppe eine Farbwsgkhdothel der Lungenarterien
aus, wie in Abbildung 14 zu sehen ist. Es ist damoszugehen, dass sich hier in der
DEHP-Gruppe verstarkt V-CAM gebildet hat.

Da sich in den Aufnahmen der MEHP-Gruppe die gkickrgebnisse zeigten, wurde
auf eine Darstellung verzichtet.

3.5.3 NGF-Farbung der Lungenpraparate

Die immunhistochemische Farbung zeigte in den kapgaparaten sowohl bei DEHP-
und MEHP-Exposition im Gegensatz zur Kontrollgruppee deutliche Anwesenheit
von NGF im Bereich der Schleimhaut des Bronchislomwie im interstitiellen Gewebe
(s. Abb 17 und 18).
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R el = T T e

Abbildung 17: Ausschnitt Lungengewebe, DEHP 2000 @F-Farbung gelb, Zellkerne blau; 40-
fache VergrofRerung)

Abbildung 18: Bronchiolus, 2000 DEHP-Gruppe (NGF-F&bung, Zellkerne blau; 40-fache
VergréRerung)
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4. Diskussion

In nahezu jeder Situation des alltaglichen Lebemarken Menschen mit Phthalaten in
Beruhrung. So findet sich insbesondere DEHP imalleichen PVC-haltigen Artikeln.
Aber auch Kosmetika, Verpackungen, Farben undili@xtenthalten Phthalate. In
Bezug auf den medizinischen Sektor spielt geradeEdesatz von PVC eine wichtige
Rolle, da Patienten aller Fachrichtungen haufig digsem Material in Kontakt
kommen. Insbesondere uber den Gebrauch von Infslséstecken und

Beatmungsschlauchen kann es zu einer KontaminatioRhthalaten kommen.

Zunachst wurden die entsprechenden Gruppen von BALBlausen steigenden
Aerosol-Konzentrationen von DEHP und MEHP ausgésede Tiere wurden
insgesamt zwanzigmal fur jeweils zwanzig Minutermdiarer Gruppe zugeordneten
Weichmacher ausgesetzt. Dann wurde mittels der ldaa€letysmographie die
Atemwegsreaktion der Mause nach Provokation mit aeleblin gemessen. Zudem
wurde den Mausen Blut enthommen zur Analyse von ungfobulinen. Weiterhin
wurde eine bronchoalveolare Lavage der Tiere dwftingt, um intrapulmonale Zellen
zu gewinnen. Die so gewonnenen Zellen wurden gezéid anschlieBend unter dem
Mikroskop identifiziert. Mit dem Serum und der BAtléissigkeit wurden verschiedene
ELISA-Untersuchungen durchgefuhrt, um Veranderungerer Konzentration von
Immunglobulinen zu messen (Gesamt-IgE, -IgG1, -lgiA und NGF). Die Lungen
der Tiere wurden zunachst nach verschiedenen diggschen Methoden gefarbt und
anschlieBend mikroskopisch analysiert. Hierbei warHE- und PAS-Farbungen sowie
immunhistochemische Farbungen auf VCAM und NGF esitet.

4.1 Einfluss der Phthalate auf die Lungenfunktion

Es sollte untersucht werden, ob durch die vorangggr@e Belastung mit Phthalaten
unterschiedliche Auspragungen einer Atemwegshyagiioéditat hervorgerufen werden
und ob dabei Abhéangigkeiten von der Phthalat-Kotraion bestehen. In dem
Versuchsaufbau wurde mit Hilfe der Head-out-Pletygraphie die Lungenfunktion der
Mause nach Phthalatexposition gemessen. Im RahereMe&ssung wurden die Mause
steigenden  Konzentrationen von Metacholin ausggsetzm so eine

Atemwegshyperreagibilitdit auszulosen. Die Lungektion wurde anhand des
mittleren exspiratorischen Atemflusses (EF-50) tmlty der das Mal3 fur die

Obstruktion der Atemwege darstellt.
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Es zeigte sich in der DEHP-Gruppe, dass bei densBtgudie vorher hdheren
Konzentrationen von Phthalaten ausgesetzt wardmgnsbei geringeren Metacholin
(MCh)-Konzentrationen ein signifikantes Absinkers d&--50 Wertes um 50% auftrat.
So kam es in der 2000-DEHP-Gruppe schon bei eiretadholin-Konzentration von 39
+ 10 mg/ml (MWzSEM) (p<0,01) zu einem Absinken deB-50 Wertes um 50%
wohingegen dies in der 250-Gruppe erst bei einethMGnzentration von 66 = 6
mg/ml (MW+SEM) (p<0,05) der Fall war. Demgegentlzeigte sich in der PBS-
Kontroll-Gruppe ein Absinken des EF-50 Wertes unto5e@rst bei einer MCh-
Konzentration von 98 = 16 mg/ml (MW=SEM) und in d@WA-Gruppe bereits bei
einer MCh-Konzentration von 63 £ 12 mg/ml (MW+SEM)

In der MEHP-Gruppe zeigte sich eine vergleichbamenieklung. Auch hier kam es in
der PBS-Kontroll-Gruppe erst bei einer MCh-Konzatitn von 114 + 8 mg/ml

(MW+SEM) zu einem 50%igen Absinken des EF-50 Weritesler OVA-Gruppe bei

einem Wert von 88 £+ 18 mg/ml (MW+SEM). Dahingegearwlies in der 250-Kontroll-

Gruppe bei 80 £ 12 mg/ml (MWSEM) und in der 200&NP-Gruppe schon bei 40 £
7 mg/ml (MW+SEM) (p<0,001) der Fall.

In beiden Gruppen, sowohl bei DEHP als auch bei MEE€Igte sich eine signifikante
Abhangigkeit in der Ausprdgung der Atemwegshypegit@btat von der
vorangegangenen Exposition mit Phthalaten. Es eegjth auch ein direkter
Zusammenhang zwischen der HoOhe der Phthalat-Komsgemt und der
Atemwegsreaktion. Je grol3er die Konzentration wasto schneller kam es auch zu
einem 50%igen Absinken des EF-50 Wertes und dastgepragter waren auch die

Atemwegsreaktionen.

4.2 Untersuchung der BAL

Die BAL wurde zum einen auf darin vorhandene Zellemtersucht. Wie schon
beschrieben wurden hier fast ausschlie3lich Malkagph gefunden. Des Weiteren

wurde die Konzentration von Entziindungsmediatanester BAL gemessen.

Hierbei wurde das Augenmerk vornehmlich auf diedektion von NGF gelegt. In
einer ELISA-Untersuchung der BAL wurde die Menge WGF sowohl bei DEHP als
auch bei MEHP gemessen. Hierbei zeigte sich in 2800 DEHP-Gruppe eine
signifikant hohere NGF-Konzentration von 787 + @rpl (MWSEM) (p< 0,05) als in
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der PBS-Gruppe, 416 + 45 pg/ml (MW+SEM), sowie @&fA-Referenzgruppe, 510 +
74 pg/ml (MW£SEM).

Bei MEHP konnte ebenfalls eine signifikante Steigey der NGF-Produktion bei den
hoheren Konzentrationen gegeniber den Kontrollggnggemessen werden. Hier lag in
der 2000 MEHP-Gruppe eine ebenfalls signifikantdr@hNGF-Konzentration 1305 +

275 pg/ml (MW=SEM) (p< 0,05) vor, als in der OVA+@pe von 574 + 111 pg/mi

(MW+SEM) sowie der PBS-Gruppe 341 + 83 pg/ml (MWABE

In der Untersuchung der BAL auf NGF zeigte sich slowbei DEHP als auch bei
MEHP deutlich, dass es unter dem Einflul3 der Patbau einer signifikant vermehrten
Produktion des Nerve Growth Factor gekommen war.

4.3 Untersuchung des Serums

Das Serum der Mause wurde auf das Vorhandenseimwainglobulinen untersucht.
Speziell auf das Vorhandensein von Gesamt-IgE wdadeSerum geprift, da dies eine
wichtige Rolle im Rahmen der Pathogenese des atdrgn Asthmas spielt. Durch
einen ersten Kontakt mit einem bestimmten Allergemmt es zur Ausbildung von
spezifischen Gesamt-IgE-Antikbrpern durch Plasntezeldie gegen dieses spezielle
Allergen gerichtet sind. Bei einem Zweitkontakt rdiesem Allergen kommt es uber
eine Bindung an Gesamt-IgE und durch dessen Kopgplm Mastzellen zu einer
Ausschittung von Histamin. Dieses bewirkt unteremach eine Kontraktion der glatten
Muskulatur in den Bronchien und fuhrt so zu eineim fas Asthma bronchiale
typischen Bronchospasmus. Diese durch Gesamt-lghittelte Reaktion wird als

allergische Reaktion vom Soforttyp bezeichnet.

In den Elisa-Untersuchungen sowohl der DEHP- athaler MEHP-Gruppe liel3 sich
jedoch keine relevante Konzentrationsanderung ddmgnden PBS- und OVA-
Gruppen feststellen. Zum Teil lagen die Konzertragn sogar etwas unterhalb denen
der PBS- und OVA-Gruppen. Nur bei den hohen Komationen, 2000 DEHP bzw.
MEHP, lagen anndhernd gleiche Gesamt-IgE-Konzeéotrat wie in den PBS- und
OVA-Gruppen vor.

Anhand der hierbei erhobenen Daten, kann man ddmkeioen direkten Einflu3 der
Phthalate auf die Produktion von Gesamt-IgE erkenSewohl in der DEHP- als auch
in der MEHP-Gruppe kommt es zu keiner signifikangtaigerung der Produktion von

Gesamt-IgE.
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Auch bei den weiteren Immunglobulinen, IgM, 1gGldugA, zeigten sich sowohl bei
DEHP als auch bei MEHP, keine signifikanten Ver&odgen.

4.3 Strukturelle Verdnderungen der Lunge

Um die durch die Phthalate verursachten strukemeWferdnderungen in der Lunge zu
untersuchen, wurden die Organe mit unterschiedlichdethoden histologisch

aufgearbeitet. Zudem wurden die in der BAL gewondelfen gezahlt und identifiziert.

Die Untersuchung der BAL ergab, dass sowohl bei PEds auch bei MEHP fast
ausschliel3lich Makrophagen zu finden waren. Im @sg& zu den PBS- und OVA-
Gruppen, in denen sich ein eher ausgeglichenesndslér zeigte mit einer leichten
Uberzahl der Makrophagen. In der DEHP-Gruppe eesgith nur in den Gruppen mit
einer hohen DEHP-Konzentration eine hoéhere Zellzblin den PBS- und OVA-
Gruppen. Hier lag die Zellzahl bei 343750 + 332¥Wh345714 + 27590 Zellen /ml
(MW+SEM) in der 1000 bzw. 2000 DEHP-Gruppe, wahreamdler PBS- bzw OVA-
Gruppe, 305000 + 11873 bzw. 300000 = 33292 Zelieh(MW+SEM) gemessen
wurden. In der 250 und 500 DEHP-Gruppe lag einel ¥ah 298750 + 30052 bzw.
231429 + 15028 Zellen /ml (MWzSEM) vor. Eine Abhé&igit der
Phthalatkonzentration zur Anzahl der Zellen war meht so ausgepragt wie in der
MEHP-Gruppe. In dieser Gruppe zeigte sich deutfictlass es mit einem Anstieg der
MEHP-Konzentration, auch zu einem signifikanten #ets der Makrophagenanzahl in
der BAL kam. In der 250 MEHP-Gruppe kam es zu eit#igerung der Zellzahl,
287500 + 10771 Zellen /ml (MW+SEM), jedoch war diesst ab der 500 Gruppe
signifikant ausgepragter, 1094286 + 19622 Zelleh(MW+SEM) (p<0,001). Sowohl
in der 1000 MEHP-Gruppe, 1252500 + 63107 Zellen (MW+SEM) (p<0,01), als
auch in der 2000 MEHP-Gruppe, 1458750 + 73783 Aéelel (MWSEM) (p<0,01),
lagen gleichfalls signifikant hohere Zellzahl \ais in der PBS-, bzw. OVA-Gruppe,
243333 £ 9913, bzw. 232500 + 22909 Zellen/ml (MWKHE

In den histologischen Untersuchungen der Lunge gaumlinachst konventionelle HE-
Farbungen vorgenommen. Bei den hohen Konzentratisoeohl von DEHP als auch
von MEHP fiel besonders auf, dass die Makrophad@naalLungengewebe gegeniber
den Kontrollgruppen deutlich erhéht war. Dies begté damit auch die Ergebnisse der
BAL-Untersuchungen. Die Verbreiterung der Basalmemp sowie eine Hyperplasie
der Becherzellen und eine Zunahme der glatten Maskum Bereich der Bronchiolen

waren nur gering ausgepragt. In beiden Gruppen tkanédhnliche Verdnderungen
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festgestellt werden. Bei den hoheren Konzentratioinel insbesondere eine erhdhte
Makrophagenzahl auf.

Um zu untersuchen, welche Effekte auf immunhistoukeher Ebene auftraten,
wurden weitere Farbungen der Lungenschnitte vonmgemen. Zum einen wurde
untersucht, ob sich unter dem EinfluR der Phthalat@AM (vascular cell adhesion
molecule) gebildet hatte, und zum anderen wurdem ldingenschnitte auf das

Vorhandensein von NGF Uberprift.

Es zeigte sich in den Farbungen auf V-CAM, dassneBndothel, der die Bronchiolen
begleitenden Gefal3e, zur Expression dieses Adleismekils gekommen war. Hier
zeigte sich besonders bei den hohen Konzentratis@mohl bei DEHP als auch bei
MEHP, ein deutlicher Unterschied in der Auspragudegr V-CAM-Expression
gegenuber der PBS-Kontrollgruppe. Es lasst siah laikr ein Zusammenhang zwischen
dem Einflul3 der Phthtalate und der Expression d€AWI-Moleklls vermuten. Smith
[40] konnte zeigen, dass es durch V-CAM zu einemwEnderung von

Entziindungszellen aus den Blutgefal3en ins Intenstikommt.

In den Lungenpraparaten, die auf das Vorhandensan NGF untersucht worden
waren, zeigte sich im Interstitium und in der Sehlgaut des Bronchiulus die fur NGF-
typische deutlich gelbliche Anfarbung des Gewelesbesondere im Interstitium, in
den Bereichen in denen auch vermehrt Makrophagekoronen, war es zu einer

besonders ausgepragten Bildung von NGF gekommen.

Bonini et al [6] konnten nachweisen, dass der Negvewth factor (NGF) eine

besondere Bedeutung bei der Entwicklung von aBelgn Erkrankungen hat,
insbesondere bei Asthma bronchiale. Es konnte madlegen werden, dass die NGF-
Konzentration im Serum mit der Auspragung der gitethen Erkrankung korrelierte.
So konnten sie in einem Tiermodel nachweisen, dassiter dem Einflul? von NGF zu
einer Uberempfindlichkeit gegeniiber Histamin kamghimgegen durch Anti-NGF-

Gabe eine Abnahme der Atemwegsuberempfindlichkeitezzeichnen war.

Auch Quarcoo et al [29)iesen in einem Mausmodell den Einflu von NGF dbei

Entwicklung von Asthma bronchiale nach. Sie vetgit NGF-tg-Mause mit Wild-
Typ-Mausen. Die NGF-tg-Méause uberexprimierten NGF den Clara Zellen der
Atemwege. Es wurde an ihnen untersucht, ob es dliechbhere NGF-Konzentration,
zu einem Anstieg von Gesamt-lgE-vermittelten Atemsentziindungen kam. Die

Mause wurden zum einen intraperitoneal sowie Ubier Atemwege mit OVA
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sensibilisiert. Hier zeigten sich nach OVA-Expmsit zum einen erhdhte OVA-
spezifische Gesamt-IgE-Antikorper sowie eine vemgetnzahl an Eosinophilen in
den Atemwegen. In der vorliegenden Arbeit konnte Anstieg der Gesamt-IgE-
Konzentration nicht nachgewiesen werden. Zudem &mid der BAL sowohl in der
DEHP- als auch in der MEHP-Gruppe fast ausschiblakrophagen gefunden. Der
bei Quarcoo et al nachgewiesene Gesamt-IgE-Angiem evtl. mit der von lhnen
durchgefuhrten zuséatzlichen intraperitonealen ®diserung in Zusammenhang

stehen.

Anhand der beschriebenen Ergebnisse lasst sichutenmdass es, bedingt durch den
Einflud der Phthtalate, zun&chst zu einer Expressiwmn V-CAM auf den
Endothelzellen kam. Dieses filhrte als Adhasionskibleu einer Einwanderung von
verschiedenen Zellen ins Interstitium, die an deisiehung einer Entziindungsreaktion
beteiligt sind. In dieser Phase spielt nun das bdtepphin NGF eine entscheidende
Rolle. Es wird u.a. von Makrophagen, Th2-Helferelund Eosinophilen gebildet [7].
In den BAL-Untersuchungen und den Lungenfarbungemte, wie oben erwéhnt, eine
erhdohte Makrophagenzahl nachgewiesen werden, digdidisignifikant erhéhten NGF-
Konzentrationen verantwortlich sind. Als Folge @ehdhten NGF-Konzentration lasst
sich vermuten, dass es hierdurch bedingt zu elfergschen Entzindung, bronchialen

Hyperreaktivitdt und Atemwegsobstruktion kam.
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