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ZUSAMMENFASSUNG

Ozon verursacht als wichtiger Luftschadstoff pathologische Veränderungen des 

Respirationssystems sowie Einschränkungen der Lungenfunktion. Seine Toxizität 

beruht dabei auf seiner hohen Oxidationskraft mit Auslösung eines „oxidativen 

Stresses“. Dieser besteht auch unabhängig von Ozon bei Entzündungsreaktionen und 

wird als wichtige pathogene Komponente bei der Entstehung verschiedener 

Lungenerkrankungen wie beispielsweise dem Asthma bronchiale und der COPD 

postuliert.

Heat Schock Proteine (HSPs) werden nach Exposition mit Stress-Faktoren wie 

beispielsweise Hyperthermie, Inflammation und oxidativem Stress gebildet und 

können daher als Parameter für zellulären Stress angesehen werden. Ambroxol wird als 

mukolytisches Medikament bei Atemwegserkrankungen eingesetzt. Diesem Wirkstoff 

werden u.a. auch antioxidative Eigenschaften zugeschrieben.

Ziel dieser Arbeit ist es, die ozonvermittelte Stressantwort (HSP 32, -60, -70 und HSC 

70) in der Lunge sowie eine eventuelle Protektion durch zusätzliche Ambroxolgabe zu 

untersuchen. Dazu wurden Sprague Dawley Ratten Ozon in unterschiedlicher 

Konzentration und Dauer (8h mit 1,5 bzw. 3ppm oder 12h bzw. 24h mit 0,6ppm) mit 

und ohne Ambroxolgabe ausgesetzt und anschließend die HSP Protein- und m-RNA-

Expression im Gesamtlungengewebe mittels Western Blot und PCR bestimmt. 

Die zeit- und konzentrationsabhängige Zunahme der HSP 32-Expression nach 

Ozonexposition (360%-989,3%) wurde durch eine zusätzliche Ambroxolgabe 

gehemmt (119,8%). Unter Ozonexposition war vermehrt HSP 70 m-RNA (163,4%-

249,8%) bei allerdings stark verminderter HSP 70 Konzentration (10,7%-53,7%)

nachweisbar. Bei zusätzlich verabreichtem Ambroxol war der Proteinabfall weniger 

stark ausgeprägt (46,5%-69%). Die Proteinkonzentrationen von HSC 70 und HSP 60 

stellen sich insbesondere bei den kürzeren Expositionszeiten (8 und 12h) vermindert 

dar (9,3%-55,3% bzw. 40,2%-76,3%). Unter zusätzlicher Ambroxolgabe war die 

Ozon-bedingte Verminderung des HSC 70 geringer ausgeprägt (61,3%), bei HSP 60 

war kein eindeutiger Effekt auf die Proteinexpression nachweisbar. Eine alleinige 



Ambroxolgabe bewirkte eine Hemmung von HSP 70 und HSP 60, HSP 32 war nach 

Ambroxolapplikation vermehrt nachweisbar, während HSC 70 kaum durch Ambroxol 

beeinflusst wurde.

Die Ergebnisse zeigen unterschiedliche Auswirkungen der Ozonexposition auf die 

verschiedenen HSPs. Ozon bewirkte eine erhöhte HSP 32 Expression, zudem war eine

verstärkte Induktion der HSP 70 mRNA durch Ozon zu beobachten. HSC 70 und 

HSP 60 hingegen waren nach Ozon vermindert nachweisbar. Möglicherweise zeigt 

diese Hemmung eine Prioritätensetzung zugunsten anderer HSPs auf. Ambroxol 

verminderte die Ozonbedingte HSP 32 Stressantwort. Diese Beobachtung 

unterstreicht das Postulat von Ambroxol als eine potente antioxidative Substanz mit 

möglicher protektiver Wirkung auf das Lungengewebe. 
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ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS

O
3

Ozon 

ROS Oxidative Sauerstoffmetabolite (reactive oxygen species)

COPD Chronisch-obstruktive Lungenerkrankung

HSP Hitze-Schock-Proteine

HSC konstitutive Form des HSP 70

ppm parts per million

h Planksche Konstante
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NO Stickoxid

H
2
O

2
Wasserstoffperoxid

LLF Lung-lining-fluid

TNF Tumornekrosefaktor

BAL Bronchoalveoläre Lavage

IL Interleukin

GSH Gluthation

SOD Superoxiddismutase

FEV
1

forciertes expiratorisches Volumen in der 1. Sekunde

ARDS Akutes Lungenversagen des Erwachsenen 

IRDS Akutes Lungenversagen des Kindes

GLN Glutamin

HO Hämoxigenase 

HSF Hitzeschock-Faktor
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HNE Hydroxynoneal

TEMED Tetramethylethylenediamine

SDS Natriumdodecylsulfat

BSA Rinderalbumin

AK Antikörper

APS Ammoniumpersulfat

PCR Polymerasenkettenreaktion

GAPDH Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase

m-RNA messenger-RNA

RT Raumtemperatur
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1 Einleitung

Durch die Atemluft ist die Lunge ununterbrochen einer Vielzahl von Luftschadstoffen 

ausgesetzt. Ein wichtiger Vertreter, Ozon (O
3
), wird unter der Einwirkung von 

Sonnenlicht aus Stickoxiden gebildet (Falbe 1998). Stickoxide entstehen vor allem bei 

der Verbrennung in Kfz- und Industriemotoren. Aus diesem Grund lassen sich 

insbesondere an Tagen mit intensiver Sonneneinstrahlung und starker Abgasemission 

hohe Ozonkonzentrationen nachweisen. Die Toxizität des Ozons beruht auf seiner 

hohen Oxidationskraft mit der daraus folgenden Bildung oxidativer 

Sauerstoffmetabolite (reactive oxygen species (ROS)). Die dadurch ausgelöste 

Oxidation von Proteinen, Enzymen und Nukleinsäuren (Mustafa 1990) führt zur 

Schädigung verschiedener Organe. Durch den direkten Kontakt mit dem toxischen 

Gas wird die Lunge besonders stark beeinflusst. So sind beispielsweise nach akuter 

Ozonexposition Atemwegsentzündungen und Einschränkungen der Lungenfunktion 

nachweisbar (Bromberg und Koren 1995). Bei chronischer Exposition kommt es 

darüber hinaus zu einem fibrotischen Umbau des Lungengewebes (Stockstill et al. 

1995).

Oxidative Sauerstoffmetabolite (ROS) entstehen im Körper auch ohne Ozon-Einfluss.

Bei Infektionen und Entzündungen werden durch Aktivierung inflammatorischer 

Zellen in hohem Maße ROS freigesetzt (Halliwell et al. 1991), (Sies 1991). Aufgrund 

ihres hohen reaktiven Potentials erfüllen sie dabei eine wichtige Funktion in der 

bakteriellen Abwehr (Halliwell und Cross 1994). Bei einem ROS-Überschuss kommt 

es allerdings auch zur Schädigung körpereigenen Gewebes (Choi und Alam 1996). 

Zum Schutz gegen Oxidantien (sowohl exogener als auch endogener Art) ist die Lunge 

daher mit einem hoch entwickelten System aus Antioxidantien ausgestattet. Unter 

physiologischen Bedingungen herrscht zwischen Oxidantien und Antioxidantien ein 

Gleichgewicht, welches eine essentielle Voraussetzung für die normale Funktion der

Lunge darstellt (Gillissen und Nowak 1998). Werden allerdings die antioxidativen 

Schutzmechanismen der Lunge überfordert, tritt ein so genannter oxidativer Stress auf. 

Typische Auslöser sind die anhaltende Stimulation von Entzündungszellen, ein 

Defekt des körpereigenen Antioxidationssystems oder hohe Luftverschmutzung durch 

Oxidantien (z.B. Ozon) (Winsel 1992). 
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Oxidativer Stress spielt wahrscheinlich eine wichtige Rolle in der Pathogenese 

verschiedener Lungenerkrankungen, insbesondere bei mehreren entzündlichen 

Lungenerkrankungen wie dem Asthma bronchiale, der chronisch-obstruktiven 

Lungenerkrankung (COPD) und der Lungenfibrose (Horvarth et al. 2001), (Repine et 

al. 1997). Die therapeutische Applikation körpereigener Antioxidantien hat sich 

allerdings angesichts einer ungünstigen Molekularmasse und Halbwertszeit als 

pharmakologisch ungünstig erwiesen (Gillissen und Nowak 1998). Auf der Suche nach 

einer geeigneten antioxidativen Substanz wurde u.a. Ambroxol (Mucosolvan®) 

untersucht. Dieses Medikament besitzt mukolytische, sekretolytische und Surfactant-

stimulierende Eigenschaften und findet daher seit mehr als einem Jahrzehnt 

Anwendung bei der Behandlung akuter und chronischer Atemwegserkrankungen

(Gillissen et al. 1997), (Winsel 1992). Zusätzlich inhibiert Ambroxol die von 

Entzündungszellen freigesetzten radikalen Sauerstoffsmetabolite (ROS) (Winsel 1992), 

(Gillissen et al. 1997) und wirkt somit als Radikalfänger (Felix et al. 1996). Zudem

hemmt Ambroxol die Peroxygenierung von Membranlipiden - die 

Lipidperoxygenierung (Zimmermann und Weber 1991) - die einen wichtigen 

Mechanismus der Toxizität des Ozons darstellt (Pryor und Church 1991).  

In der vorliegenden Studie wurde bei Ozon exponierten Ratten die Auswirkung von 

oxidativem Stress auf die Lunge untersucht. Zudem sollte der Frage nachgegangen 

werden, ob Ambroxol eine protektive Funktion auf die Ozon-bedingte 

Lungenschädigung ausübt. Dazu wurde die Expression der Hitze-Schock-Proteine 

(HSPs) unter differierenden Bedingungen untersucht. 

Bei den HSPs handelt es sich um eine Gruppe von Proteinen, die die Zelle bei 

Stresseinwirkung produziert. Daher kann ihre Expression als Parameter für einen 

zellulären Stress angesehen werden (Hamilton et al. 1998).

Konkret konzentriert sich die vorliegende Arbeit auf zwei Fragen:

1) Welche Auswirkungen hat eine Ozonexposition auf die Expression der Hitze-

Schock-Proteine in der Lunge?
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2) Inwiefern moduliert Ambroxol die durch Ozon ausgelöste HSP-Expression? 

Lässt sich daraus eventuell eine protektive Wirkung des Ambroxols herleiten?  

Hierzu wurden Ratten einer künstlichen Ozonatmosphäre (mit unterschiedlichen 

Konzentrationen und Expositionszeiten) oder Normalluft ausgesetzt. Einige Tiere 

wurden parallel mit Ambroxol behandelt. Anschließend wurde die HSP-Expression 

sowohl auf Translationsebene (Proteine im Western Blot) als auch auf 

Transkriptionsebene (m-RNA in der PCR) gemessen. Zur Untersuchung des 

Ambroxol-Einflusses wurde die HSP-Expression der mit Ambroxol behandelten 

Rattenlungen bestimmt und mit den Ergebnissen der alleinigen Ozonexposition 

verglichen (s. Kap.3).
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2 Stand der Forschung 

2.1 Ozon

2.1.1 Grundlagen

Ozon (O
3
) - ein blassblaues, äußerst giftiges Gas - ist ab einer Konzentration von 

0.01ppm (parts per million) durch seinen typisch stechenden Geruch wahrnehmbar. 

Dieser verhalf der Substanz 1839 durch C.F. Schönbein zu seinem Namen (ózein (gr.) 

= duften, stinken, riechen). Ozon entsteht sowohl in der Stratosphäre (20km über der 

Erdoberfläche) als auch in der bodennahen Troposphäre (0-10km). In der 

Stratosphäre spaltet energiereiche UV-Strahlung Sauerstoffmoleküle (O
2
) zu 

Sauerstoff-Radikalen (O·), welche dann mit einem weiteren Sauerstoffmolekül zu 

Ozon (O
3
) reagieren (Falbe 1998).

O
2
 + hf   = O· + O·

O
2
 + O· = O

3

(h = Planksche Konstante, f = Frequenz ) (Falbe 1998)

Aufgrund seiner hohen Reaktionsfreudigkeit zerfällt das Ozon sofort wieder in ein 

Sauerstoffmolekül und ein Sauerstoffradikal. Ozonbildung und -zerfall stehen somit in 

einem empfindlichen Gleichgewicht. Die auf diesem Wege gebildete Ozonschicht 

absorbiert einen großen Teil der UV-Strahlung und schützt die Erde vor deren 

Toxizität (McKnight 1993). 

Das bodennahe Ozon der Troposphäre stellt hingegen einen gravierenden 

Luftschadstoff dar. Hiervon stammt nur ein geringer Anteil aus der darüber liegenden

Stratosphäre; der Hauptteil entsteht in der Troposphäre durch photochemische 

Reaktion. In Bodennähe ist die UV-Strahlung nicht mehr stark genug, um Sauerstoff 

zu spalten. Stattdessen reagieren die Sauerstoffmoleküle mit Stickoxiden (NO
X
) zu 

Ozon:

NO
2
 + hf = NO· + O·

O
2
 + O· = O

3 
(Falbe 1998)
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Stickoxide entstehen bei der Verbrennung fossiler Brennstoffe (z.B. in Kfz-Motoren 

und Industrieanlagen). Demnach können besonders hohe Ozonkonzentrationen bei 

der Kombination von intensiver Sonneneinstrahlung mit starker Abgasemission 

beobachtet werden. Dieses Phänomen ist auch als Sommersmog bzw. Los Angeles-

Smog bekannt. Hierbei wird der von der WHO festgelegte Richtwert (8h-

Durchschnittswert: 0,06ppm (120µg/m³) (WHO 2000)) häufig überschritten. 

Beispielsweise wurden in Europa an heißen Sommertagen Ozonkonzentrationen von 

über 0,2ppm gemessen (Sandström 1995). Die höchste Ozonbelastung findet während 

der Zeitspanne von Frühling bis Herbst statt. Dabei steigt die Ozonkonzentration 

typischerweise am späten Morgen – einige Stunden nach dem morgendlichen 

Berufsverkehr – an, erreicht am späten Nachmittag ihren Höchstwert und sinkt zum 

Abend wieder ab (Uysal und Schapira 2003).   

2.1.2  Ozon-Toxizität

Die Toxizität des Ozons beruht auf seiner stark oxidativen Wirkung. Dabei erfolgt die 

Schädigung über zwei Mechanismen: Zum einen werden biologische Moleküle durch 

die direkte Reaktion mit Ozon verändert, zum anderen induziert Ozon die Bildung 

radikaler Sauerstoffmetabolite (z.B. Sauerstoffradikale (O
2
·), Hydroxylradikale (OH·) 

und Wasserstoffperoxyd (H
2
O

2
) (Halliwell und Cross 1994)), die das umliegende 

Gewebe durch weitere Oxidation schädigen können. Die Lunge ist aufgrund ihrer 

großen Oberfläche (80-100m²) und dem direktem Kontakt zu schadstoffhaltiger Luft 

das am stärksten durch Ozon beeinflusste Organ. Ozon gelangt aufgrund seiner 

schlechten Wasserlöslichkeit in hoher Konzentration in die Lungenperipherie (Putman 

1996). Dort kommt es zuerst mit dem so genannten lung-lining-fluid (LLF) in 

Kontakt. Diese Schicht kleidet die Atemwege aus und besteht aus einer wässrigen 

sowie einer muzinösen Phase. Sie ist in den oberen Atemwegen sehr dick (1-10µm) 

und reich an Antioxidantien. Letztere reagieren mit Ozon und verhindern somit seine 

Passage durch das LLF. Auf diese Weise werden die Lungenepithelzellen vor der 

direkten toxischen Ozon-Wirkung geschützt. In der Peripherie ist das LLF jedoch 

wesentlich dünner (0,2-0,5µm in den distalen Bronchiolen) und enthält weniger 
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Antioxidantien. Daher kommt es dort verstärkt zu einer direkten Epithelschädigung

(Putman 1996), (Mudway und Kelly 2000).

Ist das LLF zu dünn oder abweichend zusammengesetzt, das antioxidative System 

nicht ausreichend oder die Ozonkonzentration zu groß, schädigt Ozon die Lunge auf 

folgende Weise:

1) Aufgrund seines hohen Redoxpotentials kommt es zur direkten Schädigung von 

Enzymen, Nukleinsäuren und Proteinen (insbesondere der Aminosäuren Cystein, 

Methionin und Tryptophan) (Mustafa 1990).

2) Eine indirekte Schädigung erfolgt durch die Bildung radikaler 

Sauerstoffmetabolite (ROS): Ozon zerfällt in wässriger Lösung (z.B. in der 

wässrigen Phase des LLFs) u.a. zu Hydroxylradikalen (HO·), Wasserstoffperoxyd 

(H
2
O

2
) und Sauerstoffradikalen (O·). Diese schädigen das Gewebe dann durch 

weitere Oxidation (Mustafa 1990).

3) Durch Peroxygenierung ungesättigter Fettsäuren (sog. Lipidperoxygenierung) des 

LLF sowie der Zellmembrane entstehen Wasserstoffperoxid und Aldehyde. Diese 

toxischen Substanzen können die Alveolar-Kapillar-Barriere durchdringen und so 

an weiter entfernten Strukturen Schäden hervorrufen (Pryor und Church 1991).

Zudem führt die Peroxygenierung zu einer Beeinträchtigung der Zellmembrane, 

die sich in einer erhöhten Permeabilität der Membrane und folglich einer 

verminderten Barrierefunktion zeigt (Mustafa 1990).

4) Ozon löst im Lungengewebe (u.a. über den Arachnoidonsäure-Zyklus) 

Entzündungsreaktionen mit Aktivierung und Einwanderung inflammatorischer 

Zellen aus (Bhalla 1999), (Mudway und Kelly 2000). Im aktivierten Zustand 

produzieren vor allem Granulozyten und Makrophagen ROS und proteolytische 

Enzyme (Bhalla 1999). Darüber hinaus werden bei der Entzündungsreaktion 

Mediatoren wie Interleukine und Tumornekrosefaktoren (TNF) freigesetzt. Diese 

induzieren ebenfalls die ROS-Bildung und können damit den oxidativen Stress 

noch weiter verstärken (Gillissen und Nowak 1998). 
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5) Aufgrund einer Ozon-bedingten Schädigung der epithelialen 

Verbindungsstrukturen (sog. tight junctions) wird die Schrankenfunktion der 

Lungenepithelzellen beeinträchtigt. Auf diese Weise verliert die Lunge einen 

wichtigen Schutzmechanismus gegen das Eindringen exogener Partikel in das 

Interstitium (Bhalla 1999).

6) Ozon beeinflusst zudem das Surfactant System in der Lunge: Surfactant stellt ein 

komplexes Gemisch aus u.a. Phospholipiden und den surfactantspezifischen 

Proteinen SP-A, SP-B, SP-C und SP-D dar. Es kleidet als Bestandteil des LLF die 

unteren Atemwege aus, vermindert dort die Oberflächenspannung und verhindert 

so das Kollabieren der Alveolen während der Expiration (Clements und Tierney 

1965), (King 1982). Ozonexposition bewirkt eine Strukturveränderung der

Surfactant Subtypen (Putman et al. 1995), (Putman et al. 1997) sowie eine 

Erhöhung der Oberflächenspannung (Nachtman et al. 1986), (Müller et al. 1998).

Als ein weiterer pathogener Mechanismus in der Ozonbedingten Toxizität wird die 

Oxidierung des Stickstoffoxids (NO) diskutiert. Die dadurch entstehenden reaktiven 

Metabolite könnten zur Entzündungsreaktion in der Lunge beitragen. Bei mit Ozon 

behandelten Meerschweinchen wurde neben der Entwicklung einer 

Bronchokonstriktion auch eine erhöhte Konzentration NO in der bronchoalveolären 

Lavage (BAL) festgestellt (Toward und Broadley 2002). Die Vorbehandlung mit NO 

Synthase Inhibitor hingegen verhinderte die Ozonbedingte Hyperreaktivität der 

Atemwege sowie den Anstieg der neutrophilen Granulozyten in der BAL (Inoue et al. 

2000). Zudem zeigten Mäuse, denen die induzierbare Form der NO Synthase (iNOS) 

fehlte, keine Ozoninduzierten Entzündungsreaktionen (Fakhrzadeh et al. 2002). 

Die toxische Wirkung des Ozons ist nicht auf bestimmte Zellen oder Regionen der 

Lunge beschränkt. Allerdings findet die stärkste Ozonschädigung in den distalen 

Anteilen statt, insbesondere in den terminalen Bronchiolen, den bronchio-alveolären 

Übergängen und den proximalen Alveolargängen. Besonders anfällig sind Typ-1 

Pneumozyten, zilientragende Epithelzellen und Alveolarmakrophagen: So wurden 

nach akuter Ozonexposition Nekrosen der Typ-1 Pneumozyten und Ziliarepithelien 
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sowie ein Zilienverlust beobachtet (Mudway und Kelly 2000). Des Weiteren reduzierte 

Ozon die Anzahl der Alveolarmakrophagen (Bhalla 1999). 

Die durch Ozon verursachte Entzündungsreaktion des Lungengewebes induziert die 

Einwanderung neutrophiler Granulozyten. Dieser Anstieg wurde sowohl in der 

Biopsie (Aris et al. 1993) als auch in der bronchoalveolären Lavage (BAL) (Schelegle et 

al. 1991) nachgewiesen. O
3
 erhöht ebenfalls die Anzahl der Mastzellen (Blomberg, 

Mudway et al. 1999), die eine entscheidende Quelle für pro-inflammatorische Zytokine 

wie TNF, IL-1, IL-3 und IL-6 darstellen. Da diese wiederum die Einwanderung der 

Granulozyten induzieren, könnten die Mastzellen eine wichtige Rolle in der 

Granulozyten-Rekrutierung nach Ozonexposition spielen (Mudway und Kelly 2000). 

2.1.3 Antioxidative Schutzmechanismen

Zum Schutz gegen oxidative Schädigung ist die Lunge mit einem hochentwickelten 

antioxidativen Schutzsystem ausgestattet. Dieses besteht in eukaryontischen Zellen 

sowohl aus nicht-enzymatischen als auch aus enzymatischen Komponenten. Zu der 

erstgenannten Gruppe gehören Gluthation (GSH), Vitamine, Bilirubin, Albumin und 

Ceruloplasmin. Die enzymatischen Antioxidantien beinhalten die Familie der 

Superoxiddismutase (SODs), die Katalase sowie die Gluthationperoxidase (Choi und 

Alam 1996). Die wichtigsten antioxidativen Funktionen üben der GSH-Redoxzyklus, 

die Katalase sowie die SODs aus: Durch Oxidation von GSH wird mit Hilfe der 

Gluthationperoxidase Wasserstoffperoxyd zu Sauerstoff und Wasser umgewandelt

(Gillissen und Nowak 1998). Die Katalase übt ebenfalls eine H
2
O

2
-neutralisierende 

Funktion aus, während die SODs Superoxidradikale (O
2
·) eliminieren (Choi und Alam 

1996). Unter physiologischen Umständen herrscht ein empfindliches Gleichgewicht 

zwischen Oxidantien und Antioxidantien. Ist dieses zugunsten der Oxidantien 

verschoben, kommt es zum so genannten oxidativen Stress mit folgender 

Gewebeschädigung (siehe 2.1.2) (Halliwell und Cross 1994).
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2.1.4 Auswirkung einer Ozonexposition

Hohe Ozonkonzentrationen (4-10ppm) wirken sich durch Ausbildung eines schweren 

Lungenödems oftmals letal aus (Mustafa 1990). 1-2ppm Ozon verursachen irreversible 

Lungenschäden, niedrigere Ozonkonzentrationen hingegen eine noch reversible 

Zellschädigung mit Entzündung und passagerer Einschränkung der Lungenfunktion

(Putman 1996). Beispielsweise wiesen Kinder, die in einem amerikanischen 

Sommercamp Ozonkonzentrationen von über 0,12ppm Ozon ausgesetzt waren, eine 

erniedrigte Einsekundenkapazität (forciertes expiratorisches Volumen in der 1. 

Sekunde (FEV
1
)) auf. Diese Einschränkung hielt bis zu drei Tage nach Exposition an

(Berry et al. 1991). Kinder haben ein im Verhältnis zu ihrem Körpergewicht größeres 

Atemvolumen als Erwachsene und sind deshalb besonders bei intensiver Bewegung 

(Spielen im Freien) und daraus resultierendem höherem Atemvolumen stärker durch 

Ozon gefährdet. Allerdings wurde auch bei Erwachsenen unter ähnlich erhöhten 

Ozonwerten und körperlicher Betätigung – wie z.B. beim Joggen (Spektor et al. 1988)

oder Rennradfahren (Avol et al. 1984) - eine FEV
1
-Reduktion festgestellt. Sogar bei 

Konzentrationen nahe der von der WHO empfohlenen Richtlinie (s.o.) findet eine 

Lungenschädigung statt. Beispielsweise zeigten Delvin et al., dass bereits eine 

Exposition von 0,08ppm Ozon für 6,6h zu einer deutlichen Entzündungsreaktion in 

der Lunge führte (Devlin et al. 1991). 

Eine chronische Ozonexposition führt darüber hinaus zu einem Gewebeumbau in der 

Lunge. Bei Ratten, die 20 Monate 0,5 bzw. 1ppm Ozon ausgesetzt waren, ließ sich eine 

Fibrosierung der Alveolarwände sowie eine bronchioläre Metaplasie der 

Alveolargänge, d.h. ein Ersatz der alveolären Typ-1 und Typ-2 Pneumozyten durch 

bronchioläre Epithelzellen, beobachten (Stockstill et al. 1995), (Plopper et al. 1994). 

Des Weiteren findet in chronisch exponierten Lungen eine Proliferation der Typ-2 

Pneumozyten statt (Chang et al. 1992). 

2.1.5 Ozon-Toleranz

Bei wiederholter täglicher Exposition tritt eine partielle Toleranz gegenüber O
3
 auf. 

Diese äußert sich in einer Verminderung der ozonbedingten Symptome bzw. Befunde
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(Folinsbee et al. 1980). So stellte sich bei ozonexponierten Probanden am vierten Tag 

eine Normalisierung der durch Ozon verminderten Lungenfunktionsparameter ein. 

Diese Toleranz hielt für 4-7 Tage nach Beendigung der Exposition an, d.h. nach dieser 

Zeitspanne traten bei den Probanden wieder Ozon-typische Reaktionen auf (Horvath

et al. 1981). Auch die zelluläre Entzündungsreaktion unterliegt einer gewissen 

Adaptation: Nach viertägiger Exposition mit 0,2ppm Ozon nahm beispielsweise die 

Anzahl der Ozon-induzierten neutrophilen Granulozyten und Interleukine wieder ab

(Christian et al. 1998). Dieser Toleranzerwerb kommt möglicherweise durch Ersatz der 

Alveolarepithelien durch die gegenüber Ozon resistenteren Bronchialepithelzellen 

(siehe 2.1.4) zustande (Plopper et al. 1994). Des Weiteren könnten die nach 

chronischer Ozonexposition erhöhten Konzentrationen der antioxidativen Enzyme 

GSH (Duan et al. 1996) und die der SOD-Familie (Weller et al. 1997) für die 

Adaptation verantwortlich sein.

2.1.6 Ozon und pulmonale Erkrankungen

An Tagen mit starker Luftverschmutzung (u.a. durch Ozon) werden 

überdurchschnittlich viele Krankenhauseinweisungen durch respiratorische 

Beschwerden beobachtet (Thurston et al. 1992). Zudem belegen epidemiologische 

Studien einen positiven Zusammenhang zwischen dem O
3
-Luftgehalt und dem 

Auftreten von Asthma bronchiale (Abbey et al. 1991) bzw. dem Risiko asthmatischer 

Exazerbationen (Whittemore and Korn 1980). Ozon führt bei Asthmatikern zu einer 

Erhöhung der neutrophilen und eosinophilen Granulozyten (Peden et al. 1997) sowie 

zu einer verstärkten Sensitivität gegenüber inhalierten Allergenen. Somit führt nach 

Ozonexposition bereits eine deutlich geringere Allergenmenge zu einer signifikanten 

FEV
1
-Reduktion (Jorres et al. 1996). Mehrere Studien beschreiben ein vermehrtes 

Auftreten von Exazerbationen der chronischen obstruktive Lungenerkrankung 

(chronic obstructive pulmonary disease (COPD)) an Tagen mit hohen O
3
-Luftgehalt

(Anderson et al. 1997), (Delfino et al. 1994), (Dockery et al. 1993). Bisher gibt es keine 

Arbeiten, die eine Neuentstehung von Asthma bronchiale oder COPD durch 

Ozonexposition belegen, vielmehr werden Exazerbationen diese Erkrankungen durch 

Ozon ausgelöst oder verstärkt (Uysal und Schapira 2003).
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2.2 Ambroxol

Ambroxol [trans-4-(2)amino-3,5dibromobenzylaminocyclohexanhydrochlorid] findet 

bei zahlreichen Atemwegserkrankungen eine breite therapeutische Anwendung. Diese 

ist zum einen durch sein großes Wirkungsspektrum, zum anderen durch sein günstiges 

pharmakodynamisches Verhalten bedingt (Winsel 1992). Ambroxol besitzt eine große 

Affinität zum Lungengewebe und erreicht deshalb dort bereits bei relativ geringen 

Dosierungen hohe Konzentrationen (Winsel 1992). Nach Ambroxol-Applikation kann 

beispielsweise eine 20fach höhere Konzentrationen im Lungengewebe als im Serum 

nachgewiesen werden (Mezzetti et al. 1990). 

2.2.1 Mukolytische und Surfactantstimulierende Eigenschaften

Ambroxol wird als mukolytisches Medikament bei der Behandlung von 

Atemwegserkrankungen eingesetzt, die mit pathologischen Veränderungen von 

Sekretbildung und -transport einhergehen (Winsel 1992), wie beispielsweise die 

chronische Bronchitis (Ericcson et al. 1987), (Cegla 1988), (Olivieri et al. 1987). Durch 

Induktion eines dünnflüssigen, serösen Sekrets normalisiert Ambroxol die 

Schleimbeschaffenheit und erleichtert so dessen Expektoration (Germouty und Jirou-

Najou 1987). In den zilientragenden Abschnitten fördert es darüber hinaus die 

mukoziliäre Clearance durch Aktivierung des respiratorischen Flimmerepithels (Weiss

et al. 1981). 

Ambroxol verstärkt die Synthese von Surfactant-Phospholipiden in der Lunge (Cerutti 

und Kapanci 1979), (von Wichert et al. 1977). Auch die Surfactant-spezifischen 

Proteine (SP) sind vermehrt nach Ambroxolgabe im Gesamtlungengewebe 

nachgewiesen worden. Dabei scheint die vermehrte SP-Expression nach Ambroxol 

zellspezifisch aufzutreten: In isolierten Typ-2-Pneumozyten war vermehrt SP-C 

Protein und mRNA nachweisbar,  während Clarazellen für die vermehrte Synthese von 

SP-B verantwortlich sein könnten (Seifart et al. 2005). Die Surfactant-stimulierende 

Eigenschaft des Ambroxols wird zur Prophylaxe und Therapie des neonatalen 

Atemnotsyndroms (IRDS) und des dabei auftretenden Surfactantmangels genutzt

(Wauer et al. 1989), (Laoag-Fernandez et al. 2000). 
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2.2.2 Anti-inflammatorische Eigenschaften

Ambroxol hemmt die chemotaktische Ansammlung von Entzündungszellen sowie die 

Freisetzung entzündungsfördernder Mediatoren (Gillissen und Nowak 1998). So 

produziert eine mit Ambroxol versetzte humane Monozytenkultur nach 

Endotoxinstimulation weniger IL-1 und Tumornekrosefaktoren (TNF) (Bianchi et al. 

1990). Zudem kommt es zu einer Hemmung der pro-inflammatorischen 

Phospholipase A durch Ambroxol (Gillissen und Nowak 1998). 

2.2.3 Antioxidative Eigenschaften

Neben den o.g. Funktionen wurden im letzten Jahrzehnt vermehrt antioxidative 

Eigenschaften des Ambroxols beobachtet. Diese zeigen sich sowohl in einer 

verminderten Freisetzung als auch in einer verstärkten Eliminierung radikaler 

Sauerstoffmetabolite. Beispielweise verringert Ambroxol die ROS-Freisetzung aus 

Alveolarmakrophagen (Winsel 1992) sowie aus poly- und mononukleären 

Entzündungszellen (Gillissen et al. 1997). Ambroxol wirkt als Radikalfänger, indem es 

ROS abfängt und eliminiert (Felix et al. 1996), (Nowak et al. 1994), (Hong et al. 2003). 

Zudem bewirkte die Behandlung mit Ambroxol eine verminderte Beeinträchtigung der 

-Antiproteinase nach oxidativem Stress (Lee et al. 2002).

Ambroxol hemmt in vitro die Peroxygenierung von Membranlipiden (Zimmermann 

und Weber 1991). Diese sog. Lipidperoxygenierung – ein wichtiger Mechanismus in 

der Toxizität des Ozons (s.o.) – wird auch in vivo durch Ambroxol beeinflusst. 

Beispielweise bewirkt Ambroxol eine Verminderung der Lipidperoxygenierungs-

Reaktionsprodukte (Nowak et al. 1993), (Nowak et al. 1994). Zudem weisen 

Erythrozyten von Frühgeborenen, deren Mütter in der Schwangerschaft mit Ambroxol 

behandelt wurden, weniger Lipidperoxydations-Produkte sowie eine verstärkte 

antioxidative Abwehr auf (Novak et al. 1989). 

2.2.4 Weitere Eigenschaften

Die protektive und therapeutische Wirkung des Ambroxols wurde vielfach 

nachgewiesen: Bei am Oberbauch operierten Patienten bewirkten präoperative i.v.-

Injektionen von 1g Ambroxol/d ein deutlich vermindertes Auftreten postoperativer 
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Atelektasen (Mezzetti et al. 1990). Auch der durch das Zytostatikum Bleomycin 

verursachte Untergang von Lungenepithelzellen und die Einschränkung der 

Lungenfunktion werden mittels Ambroxol abgeschwächt (Hong et al. 2003), (Moseley

et al. 1984). Ambroxol senkt zudem die Inzidenz des akuten Lungenversagens bei 

Erwachsenen (adult respiratory distress syndrom (ARDS)) (Romanini et al. 1986) und 

bei Kindern (infant respiratory distress syndrom (IRDS)) (Laoag-Fernandez et al. 

2000). Bei Asthmatikern wird durch Ambroxol die bronchiale Hyperreaktivität 

verringert (Melillo und Cocco 1986). Dieser Effekt wurde auch in einem Tiermodell 

beobachtet, in welchem Ambroxol bei Hunden die Ozon-verursachte Hyperreaktivität 

der Atemwege verminderte (Chitano et al. 1989). Beim Menschen kam es unter 

Behandlung mit Ambroxol zu einer Verbesserung der Lungenfunktionsparameter, 

Senkung des Antibiotikaverbrauchs, Reduktion der Exazerbationen sowie einer 

Linderung subjektiver Beschwerden (Winsel 1992), (Ericsson et al. 1987), (Olivieri et 

al. 1987). 

2.3 Hitzeschock-Proteine (HSP)

2.3.1 Grundlagen

Die Hitzeschockforschung begann 1962, als F. Ritossa nach Temperaturerhöhung eine 

bis dahin noch nicht beschriebene Auftreibung in einem Drosophila-Chromosom als 

Zeichen der vermehrten Transkription dort lokalisierter Gene beobachtete (Ritossa 

1962). Diese Gene codieren eine kleine Gruppe von Proteinen, die nach 

Temperaturanstieg um 5-10°C über Körpertemperatur vermehrt exprimiert und daher 

Hitzeschock-Proteine (HSPs) genannt werden (Lindquist und Craig 1988). Die nach 

ihrem Molekulargewicht klassifizierten HSPs lassen sich in nahezu allen Organismen 

nachweisen - angefangen bei den Prokaryonten bis hin zu den komplexen humanen 

Eukaryonten. Abgesehen von der Temperaturerhöhung ist ihre Expression durch eine 

Vielzahl weiterer Stressfaktoren auslösbar, z.B. durch Entzündungen, oxidativen 

Stress, Ischämie, Schwermetalle, Glucosemangel, Glutamin und Infektionen (Santoro 

2000), (DeMaio 1999), (Wischmeyer 2002). Eine vermehrte HSP-Expression findet 

bereits wenige Minuten nach der Stresseinwirkung statt. Die HSPs erreichen ihre 
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höchste Konzentration nach ca. 12 Stunden und können bis zu 192 Stunden nach dem 

Stress-Stimulus vermehrt nachgewiesen werden (Sartori und Scherrer 2003). 

Zunächst hielt man die Expression der HSPs nur für ein Zeichen einer akuten 

Zellschädigung. Später stellte sich jedoch heraus, dass sie zusätzlich einen der 

umfassendsten Schutzmechanismen darstellen. So sind Zellen, bei denen durch Hitze-

Schock vermehrt HSPs produziert werden, resistenter gegenüber nachfolgendem und 

sonst letal wirkendem Stress (Jäättela 1999). Dieses als Stress-Toleranz bezeichnete 

Phänomen zeigt sich beispielsweise bei Zellen, die durch direkten Gentransfer 

übermäßig viel HSP (in diesem Fall das HSP 70) exprimieren und daraufhin eine 

erhöhte Resistenz gegenüber Hyperthermie aufweisen (Li et al. 1991). Darüber hinaus 

sind Zellen, in denen die HSP 70-Konzentration mittels eines Antikörpers gesenkt 

wird, verstärkt anfällig gegenüber Hyperthermie (Riabowol et al. 1988). Die HSPs 

bewirken eine Toleranzentwicklung gegenüber einer Vielzahl weiterer Stress-Faktoren, 

wie z.B. Tumornekrosefaktoren (Kusher et al. 1990), Stickstoffoxid (NO) (Bellmann et 

al. 1996), (Hirvonen et al. 1996), UV-Strahlung (Simon et al. 1995), Endotoxine (Xu et 

al. 1996), (Ribeiro et al. 1994), (Otterbein, et al. 1995), Transplantationskomplikationen

(Perdrizet et al. 1993), (Perdrizet et al. 1994) sowie Ischämie (Marber et al. 1995).

2.3.2 HSP-Einteilung 

Die Stress Proteine lassen sich aufgrund ihres Molekulargewichts in sechs Gruppen 

bzw. Familien einteilen: die großen HSPs von 100-110kDa, die HSP 90 -, HSP 70-, 

HSP 60- und HSP 40 Familie sowie die Familie der „kleinen HSPs“ (Jäättela 1999). Im 

Folgenden werden die in dieser Arbeit relevanten Stress Proteine beschrieben:

a) HSP 32

HSP 32 war schon lange vor Entdeckung der Stress-Proteine unter dem Namen 

Hämoxigenase-1 (HO-1) bekannt (Wong und Wispe 1997). Die HO katalysiert den 

ersten und limitierenden Schritt im Hämabbau zu Biliverdin, welches dann zu Bilirubin 

reduziert wird (Choi und Alam 1996). Die Hämoxigenase existiert in den drei 

Isoformen HO-1, HO-2 und HO-3. Während HO-1 stark induzierbar ist, werden 

HO-2 und HO-3 konstitutiv (d.h. unter physiologischen Bedingungen) exprimiert
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(Otterbein et al. 1999). Die HO-1- (bzw. HSP 32-) Expression wird neben dem 

Hauptsubstrat Häm auch durch Wasserstoffperoxid, UV-Strahlung, Hyperoxie und 

Natriumarsenit induziert, die allesamt Auslöser oxidativen Stresses darstellen (Choi 

und Alam 1996). Die HSP 32 Expression gilt als Schutzfunktion gegenüber oxidativer 

Schädigung (Lee et al. 1996). Diese protektive Wirkung konnte u.a. gegenüber 

Hyperoxie-bedingen Lungenschäden in vitro (Lee et al. 1996) und in vivo (Otterbein et 

al. 1995)  nachgewiesen werden. 

Es wird postuliert, dass der HSP 32 bedingte Schutz u.a. durch Produkte des 

Hämabbaus wie Bilirubin und Ferritin zustande kommt. Dabei stellt Bilirubin ein 

direktes Antioxidanz dar. Ferritin hingegen wirkt als indirektes Antioxidanz, indem es 

freies Eisen (notwendig zur Bildung oxidativ wirkender Radikale) bindet (Wong und 

Wispe 1997). Auch der Hämabbau selbst scheint zur Schutzfunktion gegenüber 

oxidativer Schädigung beizutragen. So wurde nachgewiesen, daß freies Häm einen 

potenten Katalysator der Lipidperoxidation – ein wichtiger Mechanismus in der 

Ozontoxizität - darstellt (McCormic et al. 2003).

b) HSP 70 und HSC 70

Die HSP 70 Familie ist die am ausführlichsten untersuchte HSP-Gruppe (Wong und 

Wispe 1997). Von den vier Mitgliedern dieser Familie werden folgend die für diese 

Arbeit relevanten Proteine HSP 70 und HSC 70 (auch HSP 72 und HSP 73 genannt) 

besprochen. Während HSC 70 als konstitutive Form nach Stresssituationen nicht oder 

nur sehr geringfügig produziert wird, stellt das HSP 70 (HSP 72) die durch Stress 

induzierbare Form dar. Beide Stress-Proteine sind im Zytosol und im Zellkern 

lokalisiert und agieren dort als molekulare Chaperone (DeMaio 1999). Diese 

Chaperone (chaperone (engl.) = Anstandsdame) spielen eine wichtige Rolle bei der 

Aufrechterhaltung der Zellfunktionen. Sie assistieren bei der Faltung neu entstehender 

Proteine, der Bildung von Multiproteinkomplexen sowie beim Transport von 

Proteinen durch die Zellmembran (Jäättela 1999). Bei der Einwirkung von Stress (z.B. 

in Form von Hitze) fallen vermehrt denaturierte Polypeptide an. Diese können durch

HSP 70 in ihre ursprüngliche Form zurückgeführt werden. Dadurch wird die 

Anhäufung dieser Abfallprodukte und ein eventuell daraus folgender Zelluntergang 

verhindert (Wong und Wispe 1997). Die durch Hitze inaktivierte RNA-Polymerase 
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wird beispielsweise mit Hilfe von HSP 70 wieder aktiviert und kann somit ihre 

essentielle Funktion weiter ausüben (Skowyra et al. 1990).

Mehrere Fakten weisen auf eine hohe Bedeutsamkeit des HSP 70 Proteins für den 

Zellschutz nach zellulärem Stress hin: Zum einen ist die HSP 70 Struktur während der 

Evolution weitestgehend erhalten geblieben und kann daher in ähnlicher Form in 

nahezu allen Lebewesen nachgewiesen werden (Santoro 2000). Zum anderen ist die 

RNA-Polymerase funktionsbereit am Anfang des HSP 70 Gens lokalisiert. Die 

Transkription des HSP 70 Protein kann also im Falle einer Zellschädigung ohne 

Verzögerung beginnen (Fernandes et al. 1994). Zudem besitzt das HSP 70 Gen keine 

Introns. Da somit keine Zeit für aufwendiges Splicing verschwendet wird, liegt das 

HSP 70 Protein schneller funktionsbereit vor (DeMaio 1999).

Denaturierte Proteine stellen den eigentlichen Auslöser der HSP 70 Stressantwort dar. 

Dabei erscheinen hydrophobe Anteile, die normalerweise im Inneren des 

Proteinmoleküls verborgen sind, auf der Moleküloberfläche (Morishima 2005). Unter 

physiologischen Bedingungen ist HSP 70 an einen Transkriptionsfaktor - den 

Hitzeschock-Faktor (HSF) – gebunden (siehe Abb. 2.1). In dieser Bindung liegt HSF 

als inaktives Monomer vor (Wong und Wispe 1997). Häufen sich allerdings infolge 

zellulären Stresses vermehrt denaturierte Proteine an, löst sich HSP 70 aus diesem 

Komplex, um seine Funktion bei der Faltung denaturierter Polypeptide auszuüben. 

Der freigewordene HSF kann nun ein aktives Trimer bilden und so die Transkription 

des HSP 70 Gens initiieren (Santoro 2000). Sobald genügend HSP 70 vorhanden ist, 

um HSF wieder in den inaktivierten Zustand zu versetzen, kommt die Transkription 

zum Erliegen (Wong und Wispe 1997). HSP 70 hat demnach nicht nur eine 

zytoprotektive, sondern auch eine regulatorische Funktion. Diese These wird durch 

eine Studie von Ananthan et al. gestützt, in welcher eine Injektion von denaturierten 

Proteinen in Froschoozyten eine vermehrte HSP 70 Expression bewirkte (Ananthan et 

al. 1986). 
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Stress

Denaturierte Proteine

HSP 70
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HSP 70 Transkription
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denaturierten Proteine

Wiederherstellung des

HSP 70/HSF-Gleichgewichts

Abbildung 2-1: Auslösung einer HSP 70-Antwort durch vermehrtes Auftreten 

denaturierter Proteine mit nachfolgender Aktivierung des heat shock factors (HSF) 

und Initiierung der Transkription. Mod. nach  Wong et al. (Wong and Wispe 1997). 

HSP 70 scheint zudem eine entscheidende Rolle bei der Apoptose zu spielen. Die 

Apoptose stellt den kontrollierten Mechanismus des Zelltods dar, der insbesondere 

über eine Familie von Cystinproteasen – den Caspasen – reguliert wird (Degterev 

2003), (Morishima 2005). Da die Caspasen als inaktive Vorstufen gebildet werden, ist 

zunächst deren Aktivierung notwendig. Mehrere Studien zeigten, dass HSP 70 die 

Aktivierung der Caspase-9 inhibiert (Beere et al. 2000), (Saleh et al. 2000), (Li et al. 

2000) und gaben Anlass zu der Hypothese, dass HSP 70 die Apoptose durch 

Interaktion mit Caspase regulieren könnte (Morishima 2005), (Mayer und Bukan 2005), 

(Villar und Mendez-Alvarez 2003). Tatsächlich vermindert eine Vorbehandlung mit 

Hyperthermie die Apoptoserate (Wang et al. 1999). Zudem wurde die Inhibition der 

Apoptose durch die vermehrte Expression von HSP 70 mehrfach nachgewiesen

(Wang et al. 1999), (Gabai et al. 1998), (Jäättela et al. 1998).
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c) HSP 60

HSP 60 (auch Chaperonin genannt) ist in den Mitochondrien sowohl prokaryotischer 

als auch eukaryotischer Zellen lokalisiert (Soltys und Gupta 1996). Wie auch die HSP 

70 Familie übt es eine Funktion als molekulares Chaperon aus. In Mitochondrien 

eukaryotischer Zellen bildet HSP 60 mit HSP 10 einen Komplex in Form eines 

„Doppel-Doughnuts“, bindet direkt an ungefaltete Proteine und katalysiert 

anschließend deren Faltung und/oder die Bildung von Proteinkomplexen (Minowada 

und Welch 1995), (Voos und Rottgers 2002), (Di Felice et al. 2005). 

HSP 60 scheint – wie auch HSP 70 – eine Rolle in dem Mechanismus der Apoptose, 

zu spielen. So führte eine verstärkte HSP 60-Expression in Herzmuskelzellen zu einem 

geringeren Ausmaß der Hypoxie-bedingten Apoptose (Lin et al. 2001). Zudem wurde 

in Zellen mit verminderter HSP 60-Expression eine verstärkte Apoptoserate 

beobachtet (Kirchhoff et al. 2002), (Gupta und Knowlton 2005). Allerdings sind auch 

pro-apoptotische Eigenschaften des HSP 60 beschrieben: Beispielsweise zeigten

Samali et al. auf, dass HSP 60 die Aktivierung der Caspase-3 (einem Schritt in der 

Apoptosekaskade) beschleunigte (Samali et al. 1999). Somit könnte HSP 60 sowohl 

pro- als auch anti-apoptotische Funktionen erfüllen, möglicherweise abhängig von der 

Zellart und/oder dem auslösenden Faktor für die Apoptose (Gupta und Knowlton 

2005).

Bakterielles HSP 60 hingegen scheint im humanen Gewebe immunologische 

Reaktionen hervorzurufen. Diese werden mit Infektionen, Autoimmun- und Prionen-

Erkrankungen sowie mit idiopatischen, multifaktoriellen Krankheiten wie Arthritis 

oder Atherosklerose in Zusammenhang gebracht (Ranford und Henderson 2002). 

2.3.3 HSP in der Lunge

Eine gesteigerte HSP-Expression nach zellulärem Stress wurde in verschiedenen 

Zellen der Lunge nachgewiesen, beispielsweise in Bronchialepithelzellen (Wong et al. 

1997), Alveolarmakrophagen, Trachealepithelzellen (Cohen et al. 1991) sowie 

Endothelzellen pulmonaler Arterien (Rinaldo et al. 1990). Bonay et al. stellten mittels 

immunhistochemischer Färbemethoden in situ die HSP-Verteilung der Lunge dar. 
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Während HSP 70 in Alveolarmakrophagen und Epithelzellen proximaler Bronchiolen 

(terminale Bronchiolen) stark exprimiert wurde, war im Epithel distalerer Bronchiolen 

(respiratorische Bronchiolen) größtenteils keine HSP 70 Expression nachweisbar. 

Auch in Typ 1- und Typ 2 Pneumozyten konnte keine HSP 70 Expression festgestellt 

werden (Bonay et al. 1994). In der Zell-Linie A549, die ursprünglich aus humanem 

Adenokarzinomgewebe der Lunge stammt und in Studien repräsentativ für distale 

pulmonale Epithelzellen verwendetet wird ist hingegen eine HSP 70-Expression 

beobachtet worden. Allerdings handelte es sich dabei um rekombinante Zellen, in 

denen durch ein Plasmid HSP 70 cDNA in die Zellen eingeschleust wurde (Wong et 

al. 1998). Brandes et al beobachteten in Typ 2 Pneumozyten von Hasen eine durch die 

Zellisolation verursachte Expression von Proteinen. Diese ähnelten in der 

Halbwertszeit sowie dem molekularen Gewicht einigen Stressproteinen. Zudem

konnten diese Proteine auch durch vorherige Hyperthermie induziert werden. Daher 

vermuteten Brandes et al., dass es sich hierbei um eine Stress-Antwort handeln könnte, 

allerdings konnte ein genauer HSP-Typ nicht klassifiziert werden (Brandes und 

Finkelstein 1989).

Die HSP-Expression der Lunge wird durch unterschiedliche Stress-Faktoren ausgelöst. 

Beispielweise bewirkt Hyperthermie bei kultivierten Alveolarmakrophagen, 

Bronchialepithel-, und Endothelzellen (in vitro) eine gesteigerte HSP 70 Expression

(Cohen et al. 1991), (Rinaldo et al. 1990). Natriumarsenit-Gabe löst ebenfalls eine 

vermehrte HSP 70 Bildung aus (in Bronchialepithelzellen und pulmonalen 

Endothelzellen) (Cohen et al. 1991), (Wong et al. 1996). Einige Stressfaktoren, die in 

anderen Organen HSP induzieren, verursachen in bestimmten Lungenkompatimenten

keine HSP-Erhöhung. Beispielsweise bewirken Endotoxine im Darm- und

Herzgewebe sowie in Fibroblasten eine verstärkte HSP 70-Expression, in pulmonalen 

Endothelzellen ist jedoch keine Endotoxin-induzierte HSP 70 Erhöhung feststellbar. 

Auch Oxidantien wie H
2
O

2
 oder Ozon lösen bei Trachealepithelzellen und 

Alveolarmakrophagen keine vermehrte HSP 70 Expression aus (Cohen et al. 1991). 

Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass sich die HSP Induktoren der Lunge von 

denen anderer Organe unterscheiden. Zudem scheint die HSP Antwort der Lunge von 

den einzelnen Stressfaktoren abhängig zu sein (Wong und Wispe 1997).
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Bei einigen Lungenerkrankungen sind Veränderungen der HSP-Expression zu 

beobachten. So ist in Alveolarmakrophagen sowie Bronchialepithelzellen von 

Asthmatikern im Vergleich zu gesunden Kontrollen eine vermehrte HSP 70 Bildung 

nachweisbar. Diese korreliert sowohl mit dem Ausmaß der Erkrankung als auch mit 

der Menge eosinophiler Leukozyten in der BAL (Vignola et al. 1995). Auch bei ARDS-

Patienten zeigt sich in Alveolarmakrophagen eine verstärkte HSP 70-Expression

(Kindas-Mügge et al. 1996). 

2.3.4 Stress-Toleranz der Lunge

Verschiedene Zellen der Lunge, in denen durch bestimmte Faktoren eine HSP 

Antwort induziert worden ist, sind resistenter gegenüber nachfolgendem Stress. 

Beispielweise sind pulmonale Endothelzellen, die durch Hitze und Natriumarsenit

vermehrt HSP 70 exprimieren, weniger anfällig gegenüber Endotoxin-verursachter 

Apoptose (Wong et al. 1996). Stress-Proteine bewirken auch einen Schutz gegenüber 

oxidativ-wirkenden Substanzen. So weisen Lungenendothelzellen und 

Alveolarmakrophagen nach HSP 70 Induktion (durch Hitze) eine verstärke Resistenz 

gegenüber H
2
O

2
 auf (Wang et al. 1996). Des Weiteren zeigen HSP 32-

überexprimierende Lungenepithelzellen eine geringere Anfälligkeit gegenüber 

Hyperoxie (Lee et al. 1996).

Die zytoprotektive Wirkung der Stress-Proteine ist auch in vivo zu beobachten. Ratten, 

bei denen durch Temperaturerhöhung vermehrt HSP 70 exprimiert wird, zeigen eine 

geringere Mortalität bei Phospholipase A- (Villar et al. 1993) und Endotoxin-

induzierter Lungenschädigung (Villar et al. 1994), (Koh et al. 1999). Dabei bewirkte die 

HSP-Stressantwort auch dann einen protektiven Effekt, wenn sie erst nach der 

Endotoxingabe durch Temperaturerhöhung induziert wurde (Ribeiro et al. 1996). Die 

durch Ischämie und Reperfusion verursachte Beeinträchtigung der Lunge kann mittels 

vorheriger HSP 70 Induktion begrenzt werden (McCormic et al. 2003), (Javadpour et 

al. 1998). Die protektive Wirkung des HSP 32 (Hämoxigenase-1) in der Lunge wurde 

ebenfalls nachgewiesen: So bewirkte eine verstärkte HSP 32-Expression bei Ratten 

eine verminderte Anfälligkeit gegenüber Endotoxin (Otterbein et al. 1995) sowie ein 
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vermindertes Auftreten von Apoptose in der Lunge durch Hyperoxie (Otterbein et al. 

1999), (Ryter und Choi 2005). 

Nach LoCicero et al. üben die Hitzeschock-Proteine zudem eine regulierende 

Funktion in der Endotoxin-bedingten Entzündungskaskade aus. Diese These stützt 

sich auf die Beobachtung, dass eine vorherige HSP 70-Induktion (durch 

Natriumarsenit) eine deutliche Verminderung des Endotoxin-verursachten IL-1-

Anstieges in Rattenlungen bewirkt (LoCicero et al. 1999). Eine vermehrte HSP 32-

-1 in 

Makrophagen (Otterbein et al. 2000). Der anti-inflammatorische Effekt durch 

vorherige Stressinduktion konnte auch bei einem Model für ventilationsbedingte 

Lungenschädigungen gezeigt werden. Dabei verursachten hohe Beatmungsvolumina 

bei zuvor mit Hyperthermie behandelten Lungen einen geringeren Plasmaanstieg von 

-1 (Ribeiro et al. 2001), (Villar und Mendez-Alvarez 2003).

2.3.5 HSP in der Lunge nach Ozonexposition

Ozon ist als oxidative Substanz ein potenter Auslöser einer Stress-Antwort. Im 

Lungengewebe differieren die bisherigen Untersuchungsergebnisse jedoch zwischen in 

vivo- und in vitro Exposition: Cohen et al. konnten beispielsweise nach einstündiger in 

vitro Exposition von Trachealepithelzellen und Alveolarmakrophagen 

(Meerschweinchen) mit 0.05 bzw. 0.2ppm Ozon keine Erhöhung des HSP 70 und 

HSC 70 nachweisen (Cohen et al. 1991). Auch bei den Expositionen einer humanen 

Bronchialepithelzelllinie (0.1 und 1ppm Ozon) (Sun et al. 1994) bzw. 

tracheobronchialer Epithelzellen von Affen (1ppm Ozon für 90 Minuten) (Wu et al. 

1999) war keine vermehrte HSP 70 Expression feststellbar. 

Bei in vivo-Exposition hingegen werden verstärkte HSP-Expressionen beobachtet. So 

erfassten Takahashi et al. nach bis zu 7tägiger Ozonexposition (0,4ppm) eine 

Erhöhung von HSP 32 m-RNA im Ratten-Gesamtlungengewebe (Takahashi et al. 

1997). Diese war ab Tag 3 der Exposition signifikant und stieg bis zum Tag 7 

kontinuierlich an. Cosma et al. hingegen stellten in vivo nach 6stündiger Exposition 

von 0.5 bzw. 1ppm Ozon keine Erhöhung der HSP 32 m-RNA in Rattenlungen fest
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(Cosma et al. 1992). Das unterschiedliche Ergebnis im Vergleich zu Takahashi et al. 

könnte durch eine erst nach längerer Ozonexposition (3 Tage vs. 6 Stunden) 

einsetzenden HSP 32 m-RNA Erhöhung erklärt werden (Takahashi et al. 1997). 

Bezüglich der HSP 70 Expression nach in vivo Ozonexposition sind gegensätzliche 

Ergebnisse beschrieben worden: Bei Wirth et al. bewirkte 1 bzw. 2ppm O
3
 (über 5 

Stunden) in Mäuselungen keine HSP 70 Erhöhung (Wirth et al. 2002). Eine Studie von 

Su et al. hingegen zeigte eine signifikant verstärkte HSP 70 Expression nach 6stündiger

Exposition von Meerschweinchen mit 0,4 bzw. 0,66ppm Ozon. Diese war sowohl in 

der bronchoalveolären Lavage (BAL) als auch im zuvor lavagierten 

Gesamtlungengewebe zu beobachten (Su und Gordon 1997). In der BAL erreichte 

HSP 70 seinen Maximalwert 24h nach Exposition und fiel nach weiteren 24h wieder 

nahezu auf den Normalwert ab. Im Gesamtlungengewebe war HSP 70 auch noch 72h 

nach Ozonexposition signifikant erhöht. Die konstitutive Form HSC 70 zeigte im 

gleichen Versuch keine Veränderung gegenüber den Kontrollen (Su und Gordon 

1997). 

Für die unterschiedliche HSP-Expression in vivo und in vitro sind folgende 

Erklärungen denkbar: Da die HSP-Expression in vitro anscheinend nicht durch Ozon 

beeinflusst wird (s.o.), könnte es sich bei dem HSP-Anstieg in vivo um einen 

indirekten Mechanismus handeln (Su und Gordon 1997). In vivo entstehen durch 

Reaktion des Ozons mit dem die Atemwege auskleidenden LLF – und daraus 

resultierender Peroxygenierung ungesättigter Fettsäuren (Lipidperoxygenierung) –

toxische Sekundärprodukte (z.B. Wasserstoffperoxid und Aldehyde) (Pryor und 

Church 1991). Diese könnten den eigentlichen Auslöser für die HSP-Expression in 

vivo darstellen (Hamilton et al. 1998). Eines der gebildeten Aldehyde ist das 4-

Hydroxynoneal (HNE). Die auf zellulärer Ebene toxische Substanz wurde in der 

Lunge nach Ozonexposition nachgewiesen (Hamilton et al. 1996), (Kirichenko et al. 

1996). Hamilton et al. exponierten in vitro Alveolarmakrophagen mit HNE und 

stellten daraufhin einen Anstieg von HSP 70, HSP 32 und HSP 65 fest (Hamilton et al. 

1998), (Hamilton et al. 1996). Diese Beobachtungen stützten die Vermutung, dass die 

Zellschädigung und HSP-Expression nach Ozonexposition u.a. durch 
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Lipidperoxidation mit nachfolgender Aldehydbildung (wie z.B. HNE) zustande 

kommt (Hamilton et al. 1998). 

Die Auswirkung chronischer Ozonexposition auf die HSP-Expression wurde von 

Wong et al. untersucht. Sie setzten Ratten über einen Zeitraum von 40 Wochen 

diskontinuierlich 0.15ppm Ozon aus und stellten daraufhin einen vermehrten Gehalt 

von HSP 70 im Gesamtlungengewebe fest (Wong et al. 1996). Wie bereits in Kap. 

2.1.5 beschrieben, stellt sich bei wiederholter Ozonexposition eine Toleranz gegenüber 

der toxischen Ozonwirkung ein. Interessanterweise wurde auch eine verminderte HSP-

Expression durch Ozon beobachtet: Wu et al. setzten Affen 1 bzw. 90 Tage für je 8h 

Ozon (0,98ppm) aus und untersuchten durch immunhistochemische Anfärbung die 

Verteilung der Stress-Proteine. Die Lungen der Tiere mit kurzer Ozonexposition (1d) 

zeigten im Vergleich zu den Kontrollen eine verminderte HSP 70-Anfärbung. Nach 

längerer Ozonexposition (90d) war diese Verminderung der HSP 70-Dichte noch 

stärker ausgeprägt. Ähnliche Beobachtungen erfolgten bei HSC 70 und HSP 60 (Wu et 

al. 1999). Wu et al. erklärten den Gegensatz zu der O
3
-bedingten HSP-Erhöhung der 

oben genannten Studien damit, dass evtl. andere Zellen als die Lungenepithelien für 

den HSP-Anstieg durch Ozonexposition verantwortlich seien. So könnten z.B. 

Entzündungszellen maßgeblich zu einer verstärkten HSP-Expression beitragen, die 

möglicherweise bei der Lungenpräparation und -fixation herausgewaschen wurden und 

somit durch Wu et al nicht anfärbar waren (Wu et al. 1999).
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3 Material und Methoden

3.1 Ozonexposition

3.1.1 Versuchsaufbau

Als Versuchstiere wurden männliche Sprague-Dawley-Ratten (Charles River Wiga 

GmbH, Salzfeld, Deutschland) mit einem Gewicht von ca. 200g verwendet. Jeweils 

sechs Ratten wurden einer artifiziellen Ozonatmosphäre mit folgenden 

Konzentrationen und Expositionszeiten ausgesetzt:

• 8 Stunden mit 1,5ppm Ozon (8h 1,5ppm)

• 8 Stunden mit 3ppm Ozon (8h 3ppm)

• 12 Stunden mit 0,6ppm Ozon (12h 0,6ppm)

• 24 Stunden mit 0,6ppm Ozon (24h 0,6ppm)

Parallel dazu wurden sechs weitere Ratten je Gruppe zusätzlich mit Ambroxol 

behandelt (Mukosolvan, 75mg/kg Körpergewicht, intraperitoneal). Die Ambroxol-

Applikation fand bei allen Gruppen 12h vor sowie bei Beginn der Ozonexposition und 

bei der 24h-Gruppe zusätzlich 12h nach Expositionsbeginn statt. Des Weiteren wurde 

sechs Ratten pro Gruppe Ambroxol appliziert, die anstelle von Ozon für die gleiche 

Zeitspanne Normalluft ausgesetzt waren. Als Kontrollen wurden sechs 

raumluftexponierte Ratten verwendet. Somit entstanden folgende Gruppen:

Ozon Ozon + Ambroxol Ambroxol

8h 1,5ppm 8h 1,5ppm + A.

8h

8h 3ppm 8h 3ppm + A.

8h A.

12h 12h 0,6ppm 12h 0,6ppm + A. 12h A.

24h 24h 0,6ppm 24h 0,6ppm + A. 24h A.
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3.1.2 Aufbau der Expositionsanlage

Zur Herstellung der ozonhaltigen Atmosphären wurde ein Ozongenerator (Hersteller 

siehe Liste in Kap. 6.1) verwendet und die erwünschte Konzentration durch 

Verdünnung mit Pressluft hergestellt. Diese Gasgemische wurden mit einem Flow von 

15l/min in PVC-Expositionskammern mit 72l Inhalt eingeleitet und mittels eines 

Ventilators innerhalb der Kammern verwirbelt. Durch selektive photometrische 

Ozonmessung konnte der Ist-Wert überprüft und bei Bedarf auf den Sollwert 

korrigiert werden. In den Expositionskammern herrschten eine konstante Temperatur 

von 22°C sowie eine Luftfeuchtigkeit von 50-60%. Innerhalb der Expositionsphasen 

erhielten die Tiere Futter und Wasser ad libitum. Die Tierexperimente wurden gemäß 

der Helsinki Konventionen (Helsinki convention for the use and care of animals)  

durchgeführt.

O

Z

O

N

Pressluft

Flowmeter

Einlass

Messöffnungen

Auslass

Expositionskammer

Ventilator

Abbildung 3-1: Aufbau der Expositionsanlage (mod. nach Schäfer(Schäfer 1990))
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3.1.3 Operation und Lungen-Präparation

Im Anschluss an die Exposition wurden die Ratten durch intraperitoneale Injektion 

von Phenobarbital-Natrium (0,09mg/kg Körpergewicht) narkotisiert. Um einer 

intravasalen Gerinnung vorzubeugen erhielten die Tiere in einer simultanen Injektion 

Heparin-Natrium. Nach Fixierung der narkotisierten Tiere auf einem Operationsbrett 

mittels Gummibänder wurde das Abdomen und anschließend die abdominale Aorta 

eröffnet. Daraufhin erfolgte die Intubation der Trachea mittels einer Trachealkanüle. 

Durch Inzision des Zwerchfells kollabierte die Lunge, die anschließend durch mediane 

Thorakotomie dargestellt und über die Trachealkanüle ventiliert wurde (dreimal mit je 

7ml Raumluft). Anschließend wurde der linke Ventrikel eröffnet und ein 

Kunststoffkatheter in den Truncus pulmonalis eingeführt. Über diesen erfolgte die 

Perfusion der Lunge mit temperierter isotoner Kochsalzlösung (37°C, pH 7, 

hydrostatischer Druck von 20cm Wassersäule). Dabei konnte das Perfusat durch 

Eröffnung des linken Atriums entweichen. Gleichzeitig wurde die Lunge fünfmal mit 

je 5ml Luft hyperventiliert. Auf diesem Weg erhielt man ein eine nahezu blutleere 

Lunge. Diese wurde zusammen mit dem Herzen entnommen und mit Kochsalzlösung 

achtmal bis zur totalen Lungenkapazität (ca. 8ml) lavagiert. Nach Entfernung des 

umliegenden Gewebes wurden die Lungen in Eppendorf-Cups portioniert, in 

flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. 

3.2 Gewebeaufarbeitung und Isolierung

3.2.1 Protein-Isolierung

Die gefrorenen Lungenstücke wurden gewogen und mit Hilfe von autoklavierten und 

in flüssigem Stickstoff gefrorenen Mörsern und Pestillen zu einem feinen Mehl 

verarbeitet. Anschließend erfolgte die Lösung des Pulvers in 54% Harnstoffpuffer

(500µg Gewebe/1,5ml Harnstoffpuffer). Das gelöste Gewebe wurde daraufhin mittels

einer Kanüle zu einer homogenen Flüssigkeit geschert, in Eppendorf-Cups verteilt, 

abzentrifugiert (3min bei 8000U/min) um den Zellwandschrott zu entfernen und der 

Überstand bei -20°C aufbewahrt. Die Bestimmung des Proteingehalts jeder Probe 

erfolgte mit dem BCA Protein Assay Kit (für Hersteller siehe Tabelle in Kap. 6.2)

nach der dort angegebenen Methode. Dabei wurde für jede Probe eine 
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Doppelbestimmung durchgeführt. Die Proben, die später in dem gleichen 

Elektrophorese-Gel laufen sollten, wurden auch gemeinsam in einer 

Proteinbestimmung gemessen.

3.2.2 RNA-Isolierung

Die RNA-Isolierung erfolgte durch Phenol-Chloroform-Extraktion unter Verwendung 

des Trizol-Reagenz. Die Arbeitsschritte entsprachen dabei den Vorgaben des 

Herstellerprotokolls. Anschließend wurden 1µl RNA-Probe auf 1ml A. dest. verdünnt 

und RNA-Gehalt und Reinheit mittels photometrischer Bestimmung (UV Licht mit 

260 und 280nm) bestimmt. Die RNA-Konzentration der einzelnen Proben (in µg/µl) 

ergab sich dann aus der optischen Dichte multipliziert mit dem Verdünnungsfaktor. 

Bei der Handhabung von RNA wurde möglichst RNAse-frei gearbeitet. Zusätzlich zu 

den üblichen labortechnischen Maßnahmen (Arbeiten stets unter Verwendung von 

Handschuhen, autoklavierten Puffern und sterilem Wasser) wurden RNAse-freie 

Eppendorf-Cups verwendet, Kunststoffe 1h in10% H
2
O

2
 gereinigt und Glasgeschirr 

zur Minimierung der RNAse-Aktivität hitzesterilisiert (15h bei 275°C).

3.2.3 c-DNA-Synthese

Da die in der PCR verwendete Polymerase nur DNA vervielfältigt (siehe Kap.3.4), 

musste zunächst die RNA in DNA umgeschrieben werden. In der c-DNA-Synthese 

wurden dazu unter Eiskühlung 2µg isolierte RNA mit 2µl Oligo dT versetzt, mit A. 

dest. auf 11µl aufgefüllt und 10min bei 70°C denaturiert. Danach wurden die Proben 

sofort wieder auf Eis gestellt und pro Probe folgende Substanzen beigefügt:

A. dest. 14,5µl

Nukleotid-Mix (dNTP-Mix, je 10mM) 2µl

5xRT-Puffer 8µl

DTT (0,1M) 4µl

Reverse Transkriptase (200U/µl) 0,5µl
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Dieser Versuchsansatz inkubierte 70min bei 37°C und denaturierte anschließend 

10min bei 94°C. Die so entstandene c-DNA wurde durch eine Kontroll-PCR mit 

GAPDH-Primern überprüft (siehe Kap.3.4) und bei -20°C aufbewahrt.  

3.3 Western Blot 

3.3.1 Grundlagen 

Der Western- bzw. Immunoblot ist eine häufig angewendete Methode zum selektiven 

Nachweis von Proteinen. Er wird in vier Schritte unterteilt (Masseyeff 1993):

• Gelelektrophorese zur Auftrennung des Proteingemisches

• Proteintransfer vom Gel auf eine Membran

• Blocken nichtspezifischer Bindungsstellen

• Detektion der transferierten Proteine

Das in der Gelelektrophorese verwendete Gel entsteht durch die Polymerisation von 

Polyacrylamid, bei welcher Ammoniumpersulfat als Auslöser und TEMED 

(Tetramethylethylenediamine) als Katalysator fungieren. Durch Änderung der 

Acrylamidkonzentration des Gels kann dessen Porengröße variiert werden. Das in 

dieser Arbeit angewandte Verfahren liefert aufgrund eines Sprunges der 

Acrylamidkonzentration besonders scharfe Banden. Im oberen Gel, dem sog. 

Sammelgel, werden die Proteine bei niedriger Acrylamidkonzentration zu einer 

schmalen Bande konzentriert. Anschließend erfolgt im unteren Trenngel bei höherer 

Acrylamidkonzentration die Protein-Auftrennung. Die Wanderung eines Proteins im 

elektrischen Feld hängt sowohl von der Ladung als auch von der Molekularmasse ab. 

Um eine nahezu ladungsunabhängige Auftrennung eines Proteingemisches zu erhalten, 

wird die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) angewandt: Durch die 

Verwendung von SDS (Natriumdodecylsulfat) werden die Proteine von einer stark 

negativen Ladung umgeben. So entstehen Partikel mit relativ konstantem Verhältnis 

von Ladung zur Masse, deren Wanderung im Gel nun nicht mehr von der 
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Eigenladung sondern nur noch von der Molekulargröße und -form abhängig ist. Nach 

Beendigung der Gelelektrophorese kann die im Gel zurückgelegte Strecke mit der 

eines Markers verglichen und so die Molmasse der einzelnen Proteine bestimmt 

werden (Pühler und Regitz 2000). Um eine haltbare Kopie des SDS-Gels zu erhalten, 

werden die Proteine auf eine Nitrocellulosemembran transferiert. Bei dem in dieser 

Arbeit verwendeten Semi-Dry-Verfahren werden dabei das Gel und die Membran 

zwischen feuchte Filterblätter eingebettet und zwischen zwei Graphitplatten gelegt. 

Die Übertragung erfolgt dann mittels einer an den Graphitplatten angelegten 

Spannung (Masseyeff 1993). Zur Vermeidung von unspezifischen Bindungen bei der 

Detektion werden die noch freien Stellen auf der Membran mit Rinderalbumin (BSA) 

geblockt. Die Detektion der transferierten Proteine erfolgt dann mit Hilfe 

korrespondierender Antikörper (AK). Dabei kommen zunächst der Erstantikörper (in 

diesem Fall HSP-AK) und anschließend der gegen den Erstantikörper gerichtete 

Zweitantikörper (Anti-HSP-Ak) zur Anwendung. Der Zweitantikörper ist mit 

alkalischer Phosphatase konjugiert. Durch die Zugabe von Phosphat-Substrat erfolgt 

ein Farbumschlag und  die Bande wird sichtbar (s. Abb. 3-2).

SDS-PageProbe

Kontrollfärbung mit

Comassieblau um Übertrag

zu verifizieren 

+

-

-

Elektrotransfer

PVDF-Membran

Detektion

Blocken

Erstantikörper

Zweitantikörper

u. Substrat

Proteinbanden

+

Abbildung 3-2: Schematische Darstellung des Western Blots
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In der vorliegenden Arbeit wurden auf einem Gel jeweils zwei Proben der Gruppen 

der 1)alleinigen Ozonexposition, 2)Ozonexposition mit Ambroxol und 3)alleinigen 

Ambroxolgabe untersucht. Dieser Aufbau wurde jeweils dreimal wiederholt, sodass 

alle sechs Proben einer Gruppe verwendet wurden.

3.3.2 Durchführung

a) Gelzubereitung

Zuerst erfolgte die Herstellung des Trenngels. Dazu wurden folgende Lösungen auf 

Eis zusammenpipettiert, das Gel vertikal zwischen eine Glas- und Aluminiumplatte 

gegossen und zwecks Luftabschluss mit Isopropanol überschichtet.

Zusammensetzung eines Trenngels:

Solution 1 (Rotiphorese 30® (30% Acrylamid, 0,8% Bis-Acrylamid)) 2,25ml

Solution 2 (1,5M Tris-Base, 8mM EDTA, 0,4%SDS, pH 8,8) 1,4ml

A. dest. 1,95ml

Ammoniumpersulfat (APS) 10% 37,5µl

TEMED 3,75µl

Nach 30minütiger Polymerisation wurde das Isopropanol abgegossen, das kurz zuvor 

angesetzte Sammelgel auf das Trenngel aufgetragen und für weitere 30 Minuten zur 

Polymerisation stehengelassen. Die Probentaschen entstanden dabei durch Einbringen 

eines Kunststoffkamms in das noch flüssige Gel.

Zusammensetzung eines Sammelgels:

Solution 1 0,6ml

Solution 3 (0,5M Tris-HCl, 8mM EDTA, 0,4%SDS, pH 6,8) 1,0ml

Aqua dest. 1,7ml

APS 10% 25µl

TEMED 5µ
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b) Probenvorbereitung und Gelelektrophorese

Zunächst wurden 10µg Proteinprobe mit A. dest auf 5µl aufgefüllt und mit 5µl 

Dissoziationspuffer (30mM Tris-HCl (pH 7,4), 15%Glycerin, 10% 2-Mercaptoethanol, 

3%SDS, 0,04% Bromphenolblau) versetzt. Diese Ansätze wurden 3min bei 95°C 

denaturiert und anschließend in das in eine Elektrophoresekammer eingespannte und 

mit Laufpuffer (1,5%Glycerin, 0,5%Tris-Base, 0,15%SDS, pH 8,6) aufgefüllte Gel 

pipettiert. Als Marker kamen 5µl des Rainbow-Markers zur Anwendung. Anschließend 

lief das Gel 30min bei 25mA und weitere 30min bei 50mA.

c) Proteintransfer

Vorbereitend wurden die Graphitplatten mit A. dest. eingeweicht und Membran und 

Filterpapiere auf Größe des Gels zurechtgeschnitten. Anschließend wurden sechs 

Filterpapiere mit Blotpuffer A (50mM Borsäure (pH9), 20%Methanol) und weitere 

sechs mit Blotpuffer B (50mM Borsäure, 5%Methanol) angefeuchtet. Die kurz in 

Methanol eingetauchte Membran inkubierte 15min in Blottpuffer A. Dann wurde der 

Blot luftblasenfrei aufgebaut:

Blotaufbau:

Kathode ( - )

Filterpapiere (Blotpuffer B)

Gel (nur Trenngel)

Membran

Filterpapiere (Blotpuffer A)

Anode ( + )

Der Elektrotransfer erfolgte bei einer Stromstärke von 0,8mA/cm² über 2 Stunden. 

Danach wurde die Membran entnommen und zwecks Blockierung unspezifischer 

Bindungen über Nacht bei 4°C in 5%BSA (in TBS-Puffer (10mM Tris-Base, 0,15M 

NaCl)) inkubiert. Zur Überprüfung eines gleichmäßigen Proteinauftrags wurde das Gel 
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10min in Coomassie-Blau-Lösung (1g Coomassie-Blue, 400ml Methanol, 100ml 

Eisessig, 500ml A.dest.) gefärbt und über Nacht in Entfärberlösung (30%Methanol, 

10%Eisessigsäure) entfärbt.

d) Detektion

Zunächst wurden die Erstantikörper (anti-HSP) in 3% BSA (in TBS) verdünnt (HSP 

60 1:2000, HSP 32 1:1000, HSP 70 1:20.000 und HSC 70 1:1000). Die mit TBS 

gewaschene Membran inkubierte eine Stunde in der Antikörperlösung und wurde 

anschließend 5 x 5min in Waschpuffer (0,005%BSA (in TBS), 0,05%Tween20) 

gewaschen. Daraufhin erfolgte die einstündige Inkubation mit dem Zweitantikörper 

(anti-Rabbit (HSP 32) bzw. anti-Mouse (HSP 60, HSP 70 und HSC 70), 1:500 

verdünnt in 3%BSA) und erneutes Waschen mit dem Waschpuffer. Anschließend 

wurde eine Tablette BCIP/NBT (Bromochloroindolylphosphat/Nitro blue 

tetrazolium) in 10ml A. dest. gelöst und auf die Membran gegeben. Nach 

Sichtbarwerden der Banden (1-5minütige Inkubation) wurde die Membran mit A. dest. 

abgespült, getrocknet und anschließend ausgewertet. 

e) Auswertung und Statistik

Die Auswertung der Membrane erfolgte durch das Bioprofil Bio-1D 

Computerprogramm (V97.03, Vilber Lourmat, Frankreich). Dazu wurden die 

Membrane eingescannt und mittels der Software die Bandendichte bestimmt. Um die 

Blots miteinander vergleichen zu können, wurde die durchschnittliche Bandendichte 

der Kontrollen gleich 100% und die Werte der anderen Gruppen dazu in Bezug 

gesetzt. Die Durchführung der statistischen Kalkulationen erfolgte mit Hilfe des 

SigmaStat Programms für Windows (Version 1,0 (Jandel Cooperation, San Rafael, CA, 

USA)), die Berechnung der Signifikanz unter Verwendung des t-tests. Dabei befanden 

sich die Signifikanzgrenzen für einfach signifikante Ergebnisse bei p<0,05 und für 

hochsignifikante Resultate bei p<0,01. 
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3.4 PCR

3.4.1 Grundlagen

Das 1984 von dem Nobelpreisträger K. Mullis entwickelte Verfahren der 

Polymerasekettenreaktion (PCR) hat die Molekulargenetik revolutioniert. Sie basiert 

auf einer selektiven Vervielfältigung spezifischer DNA-Sequenzen und bietet somit die 

Möglichkeit, auch kleinste DNA-Mengen und seltene Gene untersuchen zu können

(Newton und Graham 1994). Hierzu werden die DNA-Doppelstränge durch Erhitzen 

in Einzelstränge gespalten und die gesuchte DNA mittels einer kurzen Startsequenz 

aus Oligonukleotiden eingerahmt. Diese so genannten Primer werden dann von der 

DNA-Polymerase zu einem komplementären DNA-Strang vervollständigt. Erneutes 

Erhitzen trennt den Doppelstrang wieder in den ursprünglichen und den neu 

entstandenen Strang auf. Diese stehen dann für weitere Runden der Primer-

Hybridisierung und DNA-Synthese zur Verfügung. So entstehen als Endergebnis einer 

PCR maximal 2
n

 (n = Anzahl der Zyklen) doppelsträngige DNA-Moleküle, die Kopien 

der gewünschten DNA-Sequenz darstellen.

DNA

Hitze

Hitze

Primer

Polymerasekettenreaktion (PCR)

DNA

Hitze

Hitze

Primer

Polymerasekettenreaktion (PCR)

Abbildung 3-3
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3.4.2 Kompetitive PCR

Um in einer PCR die gleiche Menge Gesamt-DNA je Ansatz einsetzten zu können, 

muss zunächst die DNA-Konzentration jeder Probe bestimmt werden. Dieses 

geschieht durch Bestimmung einer sog. Abgleich-DNA in der kompetitiven PCR. Die 

Abgleich-DNA darf nicht durch äußere Faktoren (wie z.B. Ozon) beeinflussbar sein 

und wird daher bei allen Proben gleich stark exprimiert. In der vorliegenden Arbeit 

fand hierfür Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) Verwendung, da 

für dieses Gen bisher keine transkriptionelle Steuerung nachgewiesen wurde. 

Zusätzlich wird dem PCR-Ansatz eine DNA mit bekannter Konzentration 

(Kompetitor bzw. interner Standard) in einer absteigenden Konzentrationsreihe (1:1, 

1:2, 1:4 und 1:8) hinzugefügt. Da sowohl die Abgleich-DNA als auch der Kompetitor 

mit demselben Primerpaar amplifiziert werden, entsteht eine Konkurrenz. Nach 

Auftrennung der DNA im Polyacrylamidgel sind deshalb bei absteigenden Intensitäten 

der Kompetitor-Banden (durch Einsatz der verschiedenen Konzentrationen) 

aufsteigende Intensitäten der Abgleich-DNA-Banden (GAPDH) zu beobachten (s. 

Abb.3-4). Mittels eines Computerprogramms (BIOS-Software) kann hieraus der DNA-

Gehalt jeder Probe bestimmt werden, um anschließend alle Proben auf dieselbe 

Konzentration (in diesem Fall abgeglichen auf GAPDH) verdünnen zu können.

Verhältn is der G APD -H-D N A : Standard-D N A = 1:1

R everse

Transkription

Zugabe von

PC R -Standards

G enanalyse

R N A

C -D N A

PC R

G APD -H

Standard

Abbildung 3-4: Prinzip der kompetitiven PCR, mod. nach Newton et al. (Newton and 

Graham 1994)



Material und Methoden

39

3.4.3 Durchführung 

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von Ozon und/oder Ambroxol auf die HSP-

Expression untersucht. Hierzu wurden die Proben (aus RNA umgeschriebene c-DNA 

(s. Kap.3.2.3) zunächst mittels der kompetitiven PCR auf GAPDH abgeglichen, in der 

PCR amplifiziert und die verschiedenen Expositionsgruppen miteinander verglichen. 

a) Kompetitive PCR

Folgende Substanzen wurden auf Eis zusammenpipettiert:

Zusammensetzung einer kompetitiven PCR:

A. dest 37µl

c-DNA (Probe) 2µl

GAPDH-Primer 3’ 1µl

GAPDH-Primer 5’ 1µl

Kompetitor (je nach Ansatz 1:1, 1:2, 1:4 oder 1:8 verdünnt) 2µl 

Nukleotid-Mix 1µl

PCR-Puffer 5µl

dTaq-Polymerase 1µl

Die kompetitive PCR erfolgte daraufhin mit folgenden Konfigurationen:

•Heißstart, 1min 62°C, 1min 72°C, 1min 94°C, 22 Zyklen

Im Anschluss wurde die c-DNA in einem Polyacrylamidgel 45min bei 120mA 

aufgetrennt, das Gel im Ethidiumbromidbad gefärbt und anschließend eingescannt. 

Mittels der BIOS Computersoftware wurden die Bandenintensitäten in Zahlenwerte 

umgeschrieben und diese in eine lineare Regression eingesetzt. Die variable 

Komponente war dabei die Konzentration der c-DNA, die in Verhältnis zur nicht-

variablen Konzentration des Kompetitors gesetzt wurde. Die Schnittstelle der Geraden 

mit der x-Achse (0-Ebene) ergab dann den Prozentrang, welcher der c-DNA-



Material und Methoden

40

Konzentration entsprach. Auf diesem Wege wurde für jede c-DNA-Probe die 

Konzentration bestimmt und durch Verdünnung alle Proben auf den gleichen 

Prozentrang eingestellt.

b) Kontroll-PCR/HSP-PCR

Um zu kontrollieren, ob tatsächlich jede Probe die gleiche Menge an mit GAPDH 

abgeglichener c-DNA enthält, wurde eine GAPDH-PCR durchgeführt. Eventuelle 

Unterschiede der Bandendicke wurden durch Verdünnung der Proben so lange 

korrigiert, bis alle Banden die gleiche Intensität aufwiesen. Anschließend erfolge die 

Durchführung der eigentlichen HSP-PCR. Dazu wurden folgende Substanzen auf Eis 

zusammengegeben:

Zusammensetzung einer GAPDH- bzw. HSP-PCR:

A. dest 28µl

abgeglichene c-DNA-Probe 2µl

3’Primer (je nach PCR HSP 32, HSP 60, HSP 70, HSC 70 oder GAPDH) 1µl

5’Primer (je nach PCR HSP 32, HSP 60, HSP 70, HSC 70 oder GAPDH) 1µl 

Nukleotid-Mix (bei HSP 70 1:3 verdünnt, sonst 1:1) 1µl

PCR-Puffer 5µl

Taq-Polymerase 0,25µl

Die PCRs wurden anschließend unter folgenden Konditionen durchgeführt:

•HSP 32, -60 u. GAPDH: Heißstart, 1min 62°C, 1min 72°C, 1min 94°C, 22 Zyklen

•HSP 70: Heißstart, 1min 53°C, 1min 72°C, 1min 94°C, 28 Zyklen

•HSC 70: Heißstart, 1min 57°C, 1min 72°C, 1min 94°C, 28 Zyklen
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Die PCR-Produkte wurden in einem Polyacrylamidgel aufgetrennt. Dazu wurden je 

Gelansatz neben 4 Kontrollproben zwei Gruppen mit je 5 Proben untersucht. Dabei 

wurde ein Gel mit den Proben von 1)alleiniger Ozonexposition und 2)Ozon mit 

Ambroxol sowie ein zweites Gel mit 1)Ozon mit Ambroxol und 2)alleinige 

Ambroxolbehandlung beladen. Anschließend wurden die Bandenintensitäten mit Hilfe 

der BIOS Software densitometrisch bestimmt und die Ergebnisse der verschiedenen 

Expositionsgruppen  in Bezug zu denen der Kontrollproben (100%) gesetzt (siehe 

auch Auswertung vom Western-Blot (Kap. 3.3.2)).
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4 Ergebnisse

In Kap.4.1 kommen die Auswirkungen verschiedener Ozonkonzentrationen und -

zeiten auf die HSP Expression zur Darstellung. Das nachfolgende Kap. 4.2 beschreibt 

die Auswirkungen von alleiniger Ambroxolgabe (ohne Ozonexposition) auf die HSP-

Expression. Anschließend wird in Kap. 4.3 der Effekt des Ambroxols auf die Ozon-

induzierte HSP-Expression aufgezeigt. Die Abbildung 4-1 zeigt eine vereinfachte 

Übersicht der Ergebnisse. Die detaillierten Übersichtstabellen mit allen Mittelwerten, 

Standardabweichungen und Signifikanzen sowie die Original Blots befinden sich im 

Anhang.

Abbildung 4-1
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4.1 HSP nach Ozonexposition 

In diesem Kapitel werden die Auswirkungen der verschiedenen Ozonkonzentrationen 

und Expositionszeiten auf die HSP-Expression beschrieben. Hierbei sind die 

Signifikanzen im Vergleich zu den Kontrollen (nichtexponierte Tiere) mit p
K

gekennzeichnet und in den Grafiken mit * (signifikant: 0,05 > p
K
 > 0,01) sowie mit ** 

(hochsignifikant: p
K
 < 0,01) dargestellt.

4.1.1 HSP 32 

a) Western Blot

Auf Proteinebene zeigte sich nach Ozonexposition eine hochsignifikant verstärkte 

HSP 32-Expression, die sowohl zeit- als auch konzentrationsabhängig war. So stieg 

HSP 32 im Vergleich zu den Kontrollen von 8h bis 24h kontinuierlich an (8h 3ppm: 

436,5% p
K
<0,0001, 12h 0,6ppm: 683% p

K
=0,0003, 24h 0,6ppm: 989,3% p

K
=0,0001). 

Des Weiteren bewirkte die höhere O
3
-Konzentration von 8h 3ppm eine stärkere HSP 

32-Expression als 8h 1,5ppm Ozon (8h 3ppm: 436,5% vs. 8h 1,5ppm: 360% 

p
K
<0,0001) (s. Abb. 4-2).
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b) PCR

In der PCR zeigte die HSP 32 m-RNA (umgeschrieben in c-DNA, s. Kap. 3.2.3) nach 

8 und 12stündiger Ozonexposition einen hochsignifikanten Anstieg (s. Abb. 4-3).

Dieser war bei kurzer Exposition am stärksten ausgeprägt (8h 1,5ppm: 626,4% 

p
K
<0,0001, 8h 3ppm: 536,2% p

K
<0,0001), fiel bei steigender Expositionsdauer ab (12h 

0,6ppm: 267,2% p
K
<0,0001) und erreichte nach 24h 0,6ppm nahezu das 

Kontrollniveau (24h 0,6ppm: 121%).
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4.1.2 HSP 70

a) Western Blot

HSP 70 zeigte bei 8- und 12stündiger Ozonexposition eine im Vergleich zu den 

Kontrollen hochsignifikante Verminderung der Protein-Expression (8h 1,5ppm: 

40,7% p
K
=0,0029, 8h 3ppm: 10,7% p

K
<0,0001, 12h 0,6ppm: 53,7%, p

K
<0,0001) (s. 

Abb. 4-4). Dabei resultierte bei der höheren Ozonkonzentration von 8h 3ppm ein 

stärkerer Abfall als bei der niedrigeren (8h 3ppm: 10,7% vs. 8h 1,5ppm: 40,7%). Bei 

24h 0,6ppm ergab sich gegenüber der Kontrollgruppe keine signifikante Veränderung 

(83%).
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b) PCR

Auf m-RNA-Ebene löste die 8- und 12stündige Ozonexposition eine hochsignifikante 

Zunahme der Expression aus (s. Abb. 4-5). Diese war bei 8h am stärksten ausgeprägt 

(8h 1,5ppm: 249,8% p
K
=0,0084, 8h 3ppm: 247,8% p

K
=0,0006) und nahm bei 

zunehmender Expositionsdauer ab (12h 0,6ppm: 163,44% p
K
=0,0027). Bei 

24stündiger Exposition befand sich die Expression nahe den Kontrollwerten (24h 

0,6pp: 106,1%).
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4.1.3 HSC 70

a) Western Blot

Nach 8- und 12stündiger Ozonexposition verminderte sich die HSC 70 

Proteinexpression in Relation zu den Kontrollen hochsignifikant, wobei dieser Abfall 

am stärksten bei 8h 3ppm ausgeprägt war (8h 3ppm: 9,3% p
K
<0,0001, 8h 1,5ppm: 

61,7% p
K
<0,0001, 12h 0,6ppm: 55,3% p

K
=0,0034) (s. Abb. 4-6). Bei 24h 0,6ppm 

ergab sich gegenüber den Kontrollen keine Veränderung (24h 0,6ppm: 97%).
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b) PCR

Die HSC 70 m-RNA-Exposition nahm bei längerer Ozon-Expositionsdauer ab: 

Während bei 8h 1,5ppm die HSC 70-m-RNA signifikant erhöht war (135,8%, 

p
K
=0,0489), lag die Expression bei 8h 3ppm (110,7%) und 12h 0,6ppm (95,6%) im 

Kontrollniveau und fiel bei 24h 0,6ppm hochsignifikant unter dieses ab (34,7% 

p
K
=0,0002) (s. Abb. 4-7). 
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4.1.4  HSP 60

a) Western Blot

Im Vergleich zu den Kontrollen bewirkte Ozon bei allen Expositionszeiten und 

Konzentrationen eine hochsignifikante Verminderung des HSP 60 Proteins (8h 

1,5ppm: 66,3% p
K
=0,0094, 12h 0,6ppm: 76,3% p

K
=0,0003, 24h 0,6ppm: 77% 

p
K
=0,0038) (s. Abb. 4-8). Dabei war diese am stärksten bei 8h 3ppm ausgeprägt (8h 

3ppm: 40,2% p
K
=0,0012).
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b) PCR

Die Ozonexposition mit 8h 1,5ppm, 12h 0,6ppm und 24h 0,6ppm löste einen 

signifikanten bis hochsignifikanten Abfall der HSP 60 m-RNA aus (8h 1,5ppm: 79,3% 

p
K
=0,0028, 12h 0,6ppm: 88,9% p

K
=0,0220, 24h 0,6ppm: 56,3% p

K
=0,0061) (s. Abb. 

4-9). 8h 3ppm O
3
 bewirkte hingegen keine signifikante Veränderung gegenüber den 

Kontrollen (108,1%).
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4.2 Auswirkung alleiniger Ambroxol-Applikation

4.2.1 HSP 32

Die alleinige Gabe von Ambroxol hatte nur bei der 12hA und 24hA Gruppe eine 

signifikante Auswirkung auf die HSP 32 Protein-Expression (gemessen im Western 

Blot): Während HSP 32 nach 8h Ambroxol im Vergleich zu den Kontrollen keinen 

signifikanten Unterschied zeigte (8h A: 131,7%), ergab sich nach 12h und 24h 

Ambroxol ein hochsignifikanter Anstieg (208,5% p
K
=0,0054 und 155,5% p

K
=0,0021) 

(s. Abb.4-10). Bei der in der PCR untersuchten m-RNA bewirkte Ambroxol in keiner 

der Gruppen eine signifikante Veränderung (8h A: 145,1%, 12h A: 88,9%, 24h A: 

118,8%) (s. Abb.4-10). 
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4.2.2 HSP 70  

Das HSP 70 Protein zeigte nach Ambroxol-Applikation nur in der 12h A Gruppe eine 

signifikante Verminderung (77,3% p
K
=0,0119). Bei den anderen Gruppen wurde die 

Expression durch Ambroxol nicht beeinflusst (8hA: 82,3%, 24hA: 85%) (s. Abb.4-11). 

Während Ambroxol bei der 24h A Gruppe keine signifikante Veränderung der HSP 70 

m-RNA bewirkte (124,9%), war die Expression in der PCR bei 8hA und 12hA 

gegenüber den Kontrollen signifikant erniedrigt (8hA: 65,9% p
K
=0,0017, 12hA: 66,1% 

p
K
=0,0188) (s. Abb.4-11).
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4.2.3 HSC 70  

Ambroxol übte bei keiner der Gruppen einen deutlichen Einfluss auf das HSC 70 

Protein (Western Blot) aus (8hA: 100%, 12hA: 95%, 24hA: 96,7%). Bis auf eine 

Ausnahme – einer signifikanten Verminderung bei 24hA auf 67,5% (p
K
=0,0303) – ließ 

sich auch bei der m-RNA-Expression (gemessen in der PCR) keine Veränderung 

durch Ambroxol feststellen (8hA: 84,2%, 12hA: 103,9%) (s. Abb.4-12).
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4.2.4 HSP 60

Auf Protein-Ebene fand nur bei der 24h A Gruppe eine durch Ambroxol bedingte 

Veränderung der Expression statt (69,2% p
K
<0,0001). Bei den anderen Gruppen blieb 

sie im Vergleich zu den Kontrollen unverändert (8hA: 92,6%, 12hA: 89,1%). Die HSP 

60 m-RNA zeigte bei den einzelnen Gruppen unterschiedliche Ergebnisse: Während 

sich in bei 8hA ein signifikanter Anstieg zeigte (137,2% p
K
=0,0266) war die 

Expression bei 12hA hochsignifikant vermindert (75,9% p
K
=0,0015) (s. Abb.4-13).
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4.3 HSP nach Ozonexposition und Ambroxol

In Kap. 4.3 wird der Effekt des Ambroxols auf die Ozon-induzierte HSP-Expression 

aufgezeigt. Die dazu berechneten Signifikanzen von alleiniger Ozonexposition im 

Vergleich zu Ozon + Ambroxol werden p
A
 benannt und in den Grafiken mittels + 

(signifikant: 0,05 > p
A
 > 0,01) sowie mit ++ (hochsignifikant: p

A
 < 0,01) markiert.

4.3.1 HSP 32 

a) Western Blot

Im Vergleich zur alleinigen Ozonexposition trat bei der Gruppe 8h 3ppm+Ambroxol 

eine signifikante Hemmung des Ozon-bedingten HSP 32-Anstieges auf (Signifikanz 

von 8h 3ppm zu 8h 3ppm+A: p
A
<0,0001, in Abb. 4-14 mit ++ markiert): So 

verminderte sich der Ozon-bedingte HSP 32-Proteinanstieg bei 8h 3ppm von 436,5% 

(s.o.) auf 119,8% (8h 3ppm+A p
K
=0,0226). Bei den anderen Gruppen wies Ambroxol 

keinen eindeutigen modulierenden Effekt auf. Die Protein-Expression blieb trotz 

Ambroxolgabe signifikant (8h 1,5ppm+A: 339,5% p
K
=0,0233) bis hochsignifikant 

(12h 0,6ppm+A: 545,25% p
K
=0,0024, 24h 0,6ppm+A: 830,5% p

K
=0,0003) über dem 

Kontrollniveau (s. Abb.4-14).
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b) PCR

Auch mit zusätzlicher Ambroxolgabe befanden sich die Gruppen 8h 1,5ppm+A und 

8h 3ppm+A hochsignifikant über dem Kontrollniveau (445,9% p
K
<0,0001 und 

672,2% p
K
<0,0001). Ambroxol bewirkte bei 8h 1,5ppm+A im Vergleich zur alleinigen 

Ozonexposition eine signifikante Verminderung (von 626,4% auf 445,9%, p
A
=0,0291), 

bei 8h 3ppm+A allerdings eine signifikante Erhöhung (von 536,2% auf 672,2%, 

p
A
=0,0194) der HSP 32 m-RNA. Bei 12h 0,6ppm+A und 24h 0,6ppm+A ergaben sich 

unter Einfluss von Ambroxol keine signifikanten Veränderungen (von 267,2 auf 

236,1% (12h), und von 121,2% auf 93,5% (24h)) (s. Abb. 4-15).
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4.3.2 HSP 70

a) Western Blot

Bei 8h 3ppm+A und 12h 0,6ppm+A erhöhte die zusätzliche Ambroxolgabe (im 

Vergleich zur alleinigen O
3
-Exposition) das HSP 70 Protein (8h 3ppm+A: 10,7% auf 

46,5% p
K
=0,0006 p

A
=0,0037 und 12h 0,6ppm: von 53,3% auf 69% p

K
=0,0036 

p
A
=0,0348). Dennoch befand sich die Expression noch hochsignifikant unterhalb des 

Kontrollniveaus. Bei den anderen Gruppen bewirkte Ambroxol keine signifikante 

Veränderung (8h 1,5ppm+A: 57,7% p
K
=0,0085, 24h 0,6ppm+A 79,7% p

K
=0,0304) (s. 

Abb. 4-16).
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b) PCR

Ambroxol bewirkte nur bei 8h 3ppm+A eine deutliche Modifikation der HSP 70 m-

RNA. Im Vergleich zur alleinigen Ozonexposition verstärkte es dessen Expression 

hochsignifikant von 247,8% (8h 3ppm, s.o.) auf 360% (8h 3ppm+A, p
K
<0,0001 

p
A
=0,0014). Bei allen anderen Gruppen übte Ambroxol keine signifikante Modulation 

aus (8h 1,5ppm+A: 241,1% p
K
=0,0163, 12h 0,6ppm+A: 197,6% p

K
=0,0020, 24h 

0,6ppm+A: 116,8%) (s. Abb. 4-17).
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4.3.3 HSC 70

a) Western Blot

Eine signifikante Änderung der HSC 70 Protein-Expression durch Ambroxol war nur 

bei 8h 3ppm zu beobachten. Diese geschah in Form einer hochsignifikanten 

Hemmung des O
3
-induzierten HSC 70 Abfalls. Während die HSC 70-Expression nach 

8h 3ppm bis auf 9,3% abfiel (s.o.), verminderte sie sich bei zusätzlicher Ambroxolgabe 

nur auf 61,3% (p
K
=0,0005, p

A
=0,0002) (s. Abb.4-18). Bei den anderen Gruppen war 

kein signifikanter Ambroxol-Effekt festzustellen. Die Expressionen nach 8h 

1,5ppm+A und 12h 0,6ppm+A blieben im Vergleich zu den Kontrollen signifikant 

bzw. hochsignifikant erniedrigt (8h 1,5ppm+A: 63,4% p
K
=0,0174, 12h 0,6ppm+A: 

60% p
K
=0,0011). Die HSC 70 Protein-Expression der 24h 0,6ppm+A Gruppe befand 

sich auch mit Ambroxol im Bereich der Kontrollen (24h 0,6ppm+A: 95%). 
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b) PCR

Eine Modulation der Expression bei zusätzlich verabreichtem Ambroxol fand nur bei 

8h 3ppm+A statt. Hier erhöhte Ambroxol die HSC 70 m-RNA signifikant von 

110,7% auf 128,4% p
K
=0,0013, p

A
=0,0280). Bei allen anderen Gruppen wurde keine 

Expressionsveränderung gegenüber Ozon allein bewirkt (8h 1,5ppm+A: 135,9% 

p
K
=0,0422, 12h 0,6ppm+A: 72,7% p

K
=0,0432, 24h 0,6ppm+A: 26,1% p<0,0001) (s. 

Abb. 4-19).
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4.3.4 HSP 60

a) Western Blot

Zusätzlich verabreichtes Ambroxol übte bei keiner Gruppe einen modulierenden 

Effekt auf die Ozon-induzierte HSP 60 Protein-Expression aus. Demnach traten bei 

8h 1,5ppm+A (39,3% p
K
=0,0058), 8h 3ppm+A (75,9%), 12h 0,6ppm+A (68,5% 

p
K
=0,0048) sowie 24h 0,6ppm+A (72,2% p

K
=0,0098) keine signifikanten 

Unterschiede gegenüber alleiniger  O
3
-Exposition auf (s. Abb.4-20). 
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b) PCR

Die zusätzliche Gabe von Ambroxol übte nur bei Ozonexposition mit 8h 3ppm und 

24h 0,6ppm eine signifikante Wirkung aus, indem es die HSP 60 m-RNA Expression 

von 108,1% auf 88% (8h 3ppm+A, p
A
=0,0334) sowie von 56,3% auf 40,5% (24h 

0,6ppm+A, p
K
<0,0001 p

A
 =0,0434) verminderte. (s. Abb. 4-21). Bei den anderen 

Gruppen war keine signifikante Modulation durch Ambroxol nachweisbar (8h 

1,5ppm+A: 88,8%, 12h 0,6ppm+A: 86,6%).
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5 Diskussion

5.1 Auswirkungen von Ozon auf die HSP-Expression

5.1.1 HSP 32

In der vorliegenden Arbeit verursachte die Ozon-Exposition von Ratten einen 

deutlichen HSP 32-Anstieg im Lungengewebe. Diese Beobachtung steht im Einklang 

mit mehreren Studien, die ebenfalls eine HSP 32-Induktion durch oxidativ wirkende 

Substanzen feststellten. Ozon stellte dabei neben Wasserstoffperoxid, Hyperoxie und 

UV-Strahlung (Choi und Alam 1996), (Lee et al. 1996) einen typischen Auslöser der 

HSP 32-Antwort dar (Hamilton et al. 1998). Die Beobachtung, dass das HSP 32 

Protein bei 8h 3ppm Ozon stärker als bei 8h 1,5ppm exprimiert wurde, weist auf eine 

Konzentrationsabhängigkeit hin. Zudem spricht die verstärkte Proteinexpression bei 

zunehmender Expositionsdauer (360% bei 8h bis zu 989% bei 24h) für eine 

Zeitabhängigkeit. Diese Theorie wird durch eine Studie von Takahashi und Mitarbeiter 

erhärtet, in der bei 1 bis 7tägiger Exposition von Ratten mit 0,4ppm Ozon ein 

kontinuierlicher Anstieg der HSP 32 m-RNA beobachtet wurde. Dieser war ab dem 3. 

Tag signifikant ausgeprägt und verstärkte sich weiter bis zum 7. Tag der Exposition. 

Takahashi et al. postulierten daher, dass es sich bei der HSP 32 Expression nicht um 

eine akute Stressreaktion, sondern eher um eine länger anhaltende Stressantwort 

handelt (Takahashi et al. 1997). 

In der vorliegenden Studie wurde zudem ein HSP 32 m-RNA Anstieg festgestellt. Hier 

war die HSP 32 m-RNA-Erhöhung schon bei kürzerer Exposition als bei Takahashi et 

al. zu beobachten. Dieser Unterschied ist möglicherweise durch die Verwendung 

höherer Ozonkonzentrationen (0,6, 1,5 und 3ppm vs. 0,4ppm bei Takahashi et al.) 

verursacht, die bereits bei kürzerer Expositionsdauer einen HSP-Anstieg verursachen

könnten. Bei Takahashi et al. wurden Expositionszeiten von 8 und 12 Stunden nicht 

untersucht, sodass nicht auszuschließen ist, dass auch dort ein HSP 32 m-RNA 
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Anstieg stattgefunden hat. Takahashi er al. lassen bei ihrer Interpretation zudem außer 

Acht, daß eine verzögerte mRNA-Regulation nach sofortigem Protein-Anstieg 

möglich sein könnte.

Im Gegensatz zu der Studie von Takahashi et al., in der die HSP 32-mRNA-

Expression nach 1 bis 7tägiger Exposition kontinuierlich anstieg (s.o.), war in der 

vorliegenden Arbeit zunächst eine hochsignifikante Induktion zu beobachten (267%), 

die im weiterem zeitlichen Verlauf wieder rückläufig war (121% nach 24h). In beiden 

Studien wurden unterschiedliche Expositionszeiträume (in der vorliegenden Arbeit 8-

24h vs. 24h bis 7d bei Takahashi et al.) und Ozonkonzentrationen (0,6, 1,5 und 3ppm 

vs. 0,4ppm bei Takahashi et al.) untersucht, von daher lassen sich die Ergebnisse nicht 

vollständig miteinander vergleichen. Unter Berücksichtigung der Resultate beider 

Studien kann postuliert werden, dass die HSP 32-mRNA nach Ozonexposition zuerst

kurzfristig ansteigt, um bei weiterer Exposition wieder abzufallen. Wie sich die 

Unterschiede hinsichtlich der mRNA Expression erklären und ob ggf. in der 

vorliegenden Versuchsanordnung eine erneute mRNA Induktion bei längerer 

Exposition zu beobachten gewesen wäre, kann an Hand der vorliegenden Daten nicht 

beantwortet werden. Die Daten der vorliegenden Studie sprechen allerdings für einen

negativen Feed-back Mechanismus: Die bei kurzer Exposition (8h) stark erhöhte HSP 

32 mRNA fiel bei längerer Expositionsdauer (12-24h) bis auf das Kontrollniveau ab, 

während das HSP 32 Protein mit zunehmender Expositionsdauer kontinuierlich 

anstieg. Der negative Feed-back Mechanismus würde somit erfordern, dass bei einem 

Mangel an HSP 32 (z.B. im Falle eines oxidativen Stresses) oder großem Proteinbedarf 

eine Induktion der HSP 32 mRNA erfolgt. Diese wäre wiederum rückläufig, wenn 

wieder ausreichend HSP 32 Protein vorhanden ist.
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Im Gegensatz zu den oben genannten Beobachtungen stellten Cosma und Mitarbeiter

bei Ratten, die 6h 0,5ppm bzw. 1ppm Ozon ausgesetzt waren, keine Veränderung der 

HSP 32 mRNA Expression im nicht-lavagiertem Gesamtlungengewebe fest (Cosma et 

al. 1992). Allerdings verwendeten sie bei (im Vergleich zur vorliegenden Arbeit) 

ähnlichen Expositionszeiten deutlich geringere Ozonkonzentrationen (0,5/1ppm für 

6h vs. 1,5/3ppm für 8h). In der vorliegenden Arbeit wurde die Exposition zudem 

wesentlich  länger durchgeführt (0,6ppm für 12/24h). Möglicherweise ist zur HSP 32-

Induktion eine Ozonexposition von längerer Dauer und/oder eine höherer Ozon-

Konzentration als 6h 0,5ppm bzw. 1ppm erforderlich.

5.1.2 HSP 70

Die in dieser Arbeit beobachtete HSP 70 m-RNA-Expression (gemessen in der PCR) 

war stark von der Ozon-Expositionsdauer abhängig. Während kürzere Expositionen (8 

und 12h) einen hochsignifikanten Anstieg der HSP 70 m-RNA bewirkten, war nach 

längerer Exposition (24h) kein signifikanter Unterschied zu den Kontrollen 

feststellbar. Unsere Beobachtungen sind vereinbar mit der Hypothese von DeMaio, 

nach der es sich bei der HSP 70 Expression um eine schnell verfügbare und 

kurzfristige Stressantwort handelt (DeMaio 1999). Das HSP 70-Protein nach 

Ozonexposition war hingegen in der vorliegenden Studie im Vergleich zu den 

Kontrollen deutlich vermindert, wobei der stärkste Abfall bei den kürzeren 

Expositionen (8 und 12h) stattfand. In anderen Studien wurde indessen eine 

ozonbedingte HSP 70-Erhöhung beschrieben (Su und Gordon 1997), (Hamilton et al. 

1996), (Hamilton et al. 1998). So lösten kurzeitige Ozonexpositionen eine HSP 70 

Erhöhung sowohl in lavagiertem Gesamtlungengewebe und der BAL des 

Meerschweinchens (6h 0,6ppm) (Su and Gordon 1997) als auch in humanen 
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Alveolarmakrophagen (1h 0,25 u. 0,4ppm) (Hamilton et al. 1998), (Hamilton et al. 

1996) aus. Zudem bewirkte eine chronische Ozonexposition (in vivo, diskontinuierlich 

mit 0,15ppm über 40 Wochen) eine gegenüber den Kontrollen verstärkte HSP 70 

Expression in Ratten-Gesamtlungen (Wong et al. 1996). Die genannten Studien 

untersuchten allerdings andere Spezies sowie unterschiedliche Ozonkonzentrationen 

und Expositionszeiten. Daher lassen sich diese Ergebnisse nicht vollständig 

miteinander vergleichen. Wu et al. beobachteten bei der in vivo Exposition von Affen 

(0,98ppm Ozon für 1d) kongruent zu den vorliegenden Ergebnissen einen Abfall 

dieses Stressproteins: Mittels immunohistochemischer Färbung mit spezifischen 

monoklonalen Antikörpern wiesen sie nach eintägiger Exposition eine deutliche 

Verminderung des HSP 70 nach (Wu et al. 1999). Für diesen – auch in der 

vorliegenden Arbeit beobachteten - HSP 70 Abfall nach Ozonexposition, gibt es 

verschiedene Erklärungen: 

1) HSP 70 übt wichtige Funktionen bei der Aufrechterhaltung der Zellfunktion in 

Stresssituationen aus. So führt es beispielsweise denaturierte Polypeptide in ihre 

ursprüngliche Form zurück und vermindert so deren Anhäufung in der Zelle 

(Wong und Wispe 1997). Die - besonders bei kürzeren Expositionszeiten von 8 

und 12h - vermehrte HSP 70 mRNA weist auf eine erhöhte Transkription des 

HSP 70 Gens und damit auf eine verstärkte Bildung des HSP 70 Proteins hin. 

Allerdings zeigte sich eine signifikante Verminderung des HSP 70-Proteins. 

Vermutlich kommt es unter zellulärem Stress zu einem vermehrten Verbrauch 

von HSP 70, das daher in den vorliegenden Untersuchungen nur noch 

vermindert nachweisbar war. 

2) In seiner Funktion als molekulares Chaperon bindet das HSP 70 Protein an 

entstehende sowie beschädigte Proteine (Wong und Wispe 1997). Eventuell
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kann dieser HSP-Protein-Komplex nicht durch die in dieser Arbeit 

verwendeten Detektions-Antikörper gebunden und somit ein HSP 70-Anstieg 

nicht mehr nachgewiesen werden.

3) Es ist denkbar, dass die verstärkte HSP 70 Protein-Expression größtenteils in 

den inflammatorischen Zellen (vorwiegend Alveolarmakrophagen) stattfindet, 

die bei der Ozon-induzierten Entzündungsreaktion vermehrt in das Lumen der 

Alveolen und Bronchiolen einwandern. Da diese durch das gründliche 

Lavagieren der Lungen teilweise entfernt worden sind, wäre hierdurch der 

fehlende HSP 70 Anstieg (im Gegensatz zu anderen Studien (s.o.)) erklärbar

(Wu et al. 1999).

5.1.3 HSC 70

In der vorliegenden Studie zeigte das HSC 70 Protein nach Ozonexposition einen zeit-

und konzentrationsabhängigen Expressionsabfall. Dieser war nach 8 und 12h 

hochsignifikant ausgeprägt und normalisierte sich nach 24stündiger Exposition wieder. 

Zudem fiel die HSC 70-Expression bei höherer Ozonkonzentration stärker ab (9,3% 

bei 8h 3ppm vs. 61,7% bei 8h 1,5ppm). Für den ozonbedingten HSC 70-Abfall ist 

folgende Erklärung möglich: Das HSC 70 stellt die konstitutive Form der HSP 70 

Familie dar und wird fast ausschließlich unter physiologischen Bedingungen exprimiert

(Wong und Wispe 1997). In einer Stress-Situation findet allerdings in der Zelle eine 

Prioritätensetzung der Genexpression statt, d.h. die Transkription der Stress-

induzierbaren Gene wird gesteigert und im Gegenzug die der anderen Gene gedrosselt

(Wong und Wispe 1997), (Wischmeyer 2002). Möglicherweise wird bei Ozoneinfluss 

auch die Transkription des HSC 70 Gens zugunsten der Produktion 
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stressinduzierbarer HSPs (z.B. HSP 70) gehemmt. 

Ein ozonbedingter HSC 70-Abfall wurde auch von Wu et al. festgestellt. Sie zeigten 

bei ozonexponierten Affenlungen (0,98ppm Ozon für 8h an 1 bzw. 90 d) eine deutlich 

verminderte immunhistochemische Anfärbung des HSC 70 Proteins (Wu et al. 1999). 

Diese Beobachtungen stehen allerdings im Gegensatz zu den Erkenntnissen von Su et 

al., die nach Ozon-Exposition in vivo (6h mit 0.4 bzw. 0,66ppm beim 

Meerschweinchen) keine Abweichung des HSC 70 Proteins im Gesamtlungengewebe 

oder in der BAL beobachteten (Su und Gordon 1997). Allerdings wurden in dieser 

Studie andere Spezies, eine kürzere Expositionszeit (6h vs. 8, 12 und 24h) und eine 

zum Teil geringere Ozonkonzentration (0,66ppm vs. 0,6, 1,5 und 3ppm) untersucht. 

Möglicherweise sind zur Hemmung der HSC 70-Expression längere Expositionszeiten 

und/oder höhere Ozonkonzentrationen vonnöten. Eine weitere Erklärung könnte in 

einer höheren Stressresistenz von Meerschweinchen gegenüber Ratten liegen.

5.1.4 HSP 60 

Das HSP 60 Protein zeigte bei allen Konzentrationen und Expositionszeiten einen 

hochsignifikanten Abfall. Dieser wies eine gewisse Konzentrationsabhängigkeit auf, da 

die 8stündiger Exposition mit 3ppm Ozon das HSP 60-Protein noch stärker 

verminderte als 8h mit 1,5ppm (40,2% vs. 66,3%). Auch die HSP 60 mRNA war bis 

auf eine Ausnahme (keine Veränderung bei 8h 3ppm) bei allen Gruppen signifikant bis 

hochsignifikant vermindert. Wu et al. stellten bei Ozon-Exposition in vivo (0,98ppm) 

ebenfalls eine Verminderung des HSP 60 Proteins fest. Diese war bei längerer 

Exposition (90d) stärker ausgeprägt als bei der kürzeren (1d) (Wu et al. 1999). Die HSP 

60 Familie übt eine wichtige Funktion als molekulares Chaperon aus, indem es die 

Faltung neu entstehender Proteine katalysiert und bei der Bildung von 

Proteinkomplexen assistiert (Minowada et al. 1995) Eine mögliche Ursache des 
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verminderten HSP 60 Nachweises könnte (wie auch bei HSP 70) in einer verminderten 

Detektion durch Komplexbildung oder durch einen Verbrauch (s. Kap. 5.1.2) des HSP 

60 in einer Stressreaktion liegen. Sowohl die Studie von Wu et al. als auch die 

vorliegende Arbeit zeigten nach Ozon-Expositionen eine verminderte HSP 60-

Expression. In der vorliegenden Arbeit wurde zudem eine verminderte HSP 60 

mRNA-Expression beobachtet. Die Kombination aus vermindertem Protein und 

verringerter mRNA spricht für eine ozonbedingte Hemmung der Transkription bzw. 

der HSP 60 Proteinsynthese. Somit scheint HSP 60 in der ozoninduzierten 

Stressantwort eine untergeordnete Rolle zu spielen. Eine relevante Induktion von HSP 

60 durch oxidativen Stress wurde bislang nicht beschrieben. Möglicherweise erklärt 

sich der HSP 60 Abfall durch Prioritätensetzung, in der die HSP 60-Proteinsynthese 

zugunsten der Stressantwort anderer HSPs  (z. B. HSP 32) gedrosselt wird.

5.2 Auswirkung von Ambroxol auf die Ozon-induzierte HSP-Expression

Bisher liegen in der Literatur keine Erkenntnisse über den Einfluss von Ambroxol auf 

die HSP-Expression vor. In der vorliegenden Studie hatte Ambroxol eine deutliche 

Auswirkung auf die ozoninduzierte HSP-Expression der 8h 3ppm+A-Gruppe. In den 

anderen Gruppen (8h 1,5ppm+A, 12h 0,6ppm+A und 24h 0,6ppm+A) war hingegen 

nur wenig Modulation durch Ambroxol feststellbar. Diese selektive Ambroxolwirkung 

ist anscheinend auf die hohe Ozonkonzentration (3ppm) zurückzuführen, da sich bei 

der 8stündigen Exposition mit 1,5ppm zumeist keine Veränderungen durch Ambroxol 

zeigten. 
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5.2.1 HSP 32

Die Ambroxolgabe verminderte in der 8h 3ppm+A-Gruppe die durch Ozon 

verursachte HSP 32-Antwort und bewirkte somit eine Annäherung der 

Proteinexpression an das Kontrollniveau. Da die HSP-Expression als Parameter für 

einen stattgefundenen zellulären Stress angesehen werden kann (Hamilton und Li

1998), legt die ambroxolbedingte Hemmung der HSP 32-Expression eine protektive

Funktion dieser Substanz nahe. Da Ambroxol bekannte antioxidative Eigenschaften 

besitzt (Winsel 1992), könnte der direkte Stress der Zellen gemindert und so die 

notwendige HSP 32-Expression reduziert werden. Einzuwenden wäre allerdings, daß 

eine vermehrte HSP-Produktion zu einer sekundär erhöhten Stress-Toleranz und 

somit zu einer verstärkten Zytoprotektion gegenüber einer Vielzahl von Stress-

Faktoren führt. Die verminderte HSP 32 Expression unter Ambroxol könnte so 

sekundär die Stresstoleranz reduzieren. Diese Möglichkeit ist weitestgehend 

theoretisch und es ist eher anzunehmen, dass Ambroxol eine primäre Reduktion des 

zellulären oxidativen Stresses bewirkt und so die Zellen primär schützt.

Bei 8h 1,5ppm+Ambroxol wurde eine signifikante Verminderung der HSP 32 mRNA 

nachgewiesen. Die somit verringerte Transkriptionsaktivität des HSP 32-Stressproteins 

weist auf die mögliche protektive Bedeutung des Ambroxols hin (s. o.). Allerdings 

stehen diese Beobachtungen im Gegensatz zu den Ergebnissen der 8h 3ppm+A -

Gruppe, die in der PCR eine signifikante Erhöhung der HSP 32 mRNA zeigte. Dafür 

ist folgende Erklärung denkbar: Möglicherweise stellt Ambroxol bei Exposition mit

einer höheren Ozondosis (3ppm) doch einen Expressionsreiz für HSP 32 dar (zu 

sehen in der vermehrten m-RNA-Bildung und folglich gesteigerten Transkription). 

Das sich dieser nicht in der Proteinkonzentration niederschlägt, könnte durch die 

zeitliche Latenz bedingt sein, in der die HSP 32 mRNA im Rahmen der Translation in 

das HSP 32 Protein umgewandelt wird.
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Die protektive und therapeutische Wirkung des Ambroxols wurde in der Literatur 

vielfach beschrieben. Beispiele hierfür sind die Prophylaxe des akuten 

Lungenversagens (ARDS und IRDS) und postoperativer Atelektasen (Romanini et al. 

1986), (Mezzetti et al. 1990) sowie die Behandlung chronisch-entzündlicher 

Lungenerkrankungen wie dem Asthma bronchiale und der COPD (Winsel 1992), 

(Ericsson et al. 1987), (Olivieri et al. 1987) (s. auch Kap.2.2.4). Ambroxol wirkt sowohl 

antioxidativ, indem es die ROS-Freisetzung hemmt und als Radikalfänger fungiert 

(Gillissen et al. 1997), (Felix et al. 1996) als auch antiinflammatorisch durch Hemmung 

entzündungsfördernder Mediatoren wie IL-1, TNF und Phospholipase A (Gillissen 

und Nowak 1998), (Bianchi et al. 1990) (s. auch Kap. 2.2.2 und 2.2.3). Da Ozon neben 

oxidativen Stress auch eine akute Entzündungsreaktion auslöst, könnten beide

Mechanismen von Bedeutung sein. Die Beobachtung, dass HSP 32 - typischerweise 

induzierbar durch oxidativen Stress - von allen untersuchten HSPs am stärksten durch 

Ambroxol beeinflusst wird, spricht für die antioxidative Wirkung. Inwieweit auch 

mögliche antiinflammatorische Eigenschaften eine Rolle spielen, kann anhand der 

vorliegenden Daten nicht beurteilt werden. 

5.2.2 HSP 70

Das zusätzlich zur Ozonexposition applizierte Ambroxol verursachte bei der 8h 

3ppm+A Gruppe eine deutliche Erhöhung sowohl des HSP 70-Proteins als auch der

mRNA. Auch bei 12h 0,6ppm+Ambroxol wurde eine im Vergleich zur alleinigen 

Ozonexposition erhöhte HSP 70 Protein-Expression beobachtet. HSP 70 faltet bei der 

Einwirkung von Stress die vermehrt anfallenden denaturierten Polypeptide in ihre 

ursprüngliche Form zurück und spielt so eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung 

der Zellfunktion. Die HSP 70 Induktion in Stresssituationen wäre folglich ein weiterer 



Diskussion

72

Mechanismus, der (neben der mukolytischen, anti-inflammatorischen und anti-

oxidativen Funktion) die protektiven Auswirkungen des Ambroxols (s. Kap. 2.2.4) 

erklären würde.

5.2.3 HSC 70

Ähnlich der HSP 70-Ergebnisse wurde auch bei HSC 70 eine verstärkte Expression 

durch zusätzliche Ambroxolgabe beobachtet. Diese war bei der 8h 3ppm+A Gruppe 

sowohl auf Protein- als auch auf mRNA-Ebene signifikant ausgeprägt. HSC 70 wird 

als die konstitutive Form der HSP 70 Familie fast ausschließlich unter physiologischen 

Bedingungen exprimiert. Bei zellulärem Stress wird seine Expression im Rahmen einer 

Prioritätensetzung zugunsten der Synthese der stressinduzierten HSPs gehemmt. 

Möglicherweise hebt Ambroxol diese Hemmung auf und gewährleistet so auch in 

Stresssituationen eine vermehrte Bildung des Chaperons HSC 70.

5.2.4 HSP 60

Im Gegensatz zu HSP 70 und HSC 70, bei denen Ambroxol eine verstärkte mRNA-

Expression bewirkte, wies die HSP 60-mRNA in den Gruppen 8h 3ppm+A und 24h 

0,6ppm+A eine signifikante Expressions-Verminderung auf. Diese wirkte sich 

allerdings nicht auf die Proteinexpression aus. Möglicherweise tritt bei HSP 60 eine 

kompensatorische Hemmung der Transkription auf, die durch die Ambroxol-bedingte 

Stimulation anderer Stressproteine (z.B. die der HSP 70 Familie (s. Kap. 5.2.2 und 

5.2.3)) bedingt sein könnte. Allerdings scheint die Transkriptionsminderug nicht sehr 

gravierend zu sein, da sie sich nicht in einer verminderten Proteinexpression 

widerspiegelt. 
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5.3 Wirkung alleiniger Ambroxolgabe auf HSP-Expression

Eine alleinige Ambroxolgabe bewirkte bei Ratten, die nach der Applikation 12 bzw. 24 

Stunden Raumluft ausgesetzt waren (12h A und 24h A) einen hochsignifikanten HSP 

32-Anstieg. Bei der 8h A-Gruppe hingegen war keine signifikante Veränderung 

gegenüber den Kontrollen feststellbar. Möglicherweise liegt ein HSP 32-stimulierender 

Effekt des Ambroxols vor, der anscheinend erst nach längerer Wirkungsdauer beginnt 

(12-24h). Andererseits kann an Hand der vorliegenden Daten nicht ausgeschlossen 

werden, daß Ambroxol in der vorliegenden Dosierung einen toxischen Effekt hat, der 

zu einem zellulären Stress mit HSP 32-Anstieg führt. Ein weiteres Erklärungsmodell 

stützt sich auf die Tatsache, dass sowohl HSP 32 als auch Ambroxol antioxidative 

Eigenschaften besitzen. Möglicherweise kann Ambroxol einige der antioxidativen 

Funktionen des HSP 32 im Zellhaushalt übernehmen, so dass weniger HSP 32 

verbraucht und es somit vermehrt nachweisbar wäre. Dafür spricht auch, dass in der 

PCR keine Erhöhung der mRNA beobachtet wurde und somit eine erhöhte 

Transkription nicht nachweisbar ist.

Bei HSP 70 bewirkte eine alleinige Ambroxolapplikation in der 12h A-Gruppe eine 

signifikante Verminderung des Proteins sowie der mRNA. In der 8h A-Gruppe war 

die HSP 70 mRNA ebenfalls signifikant reduziert. Möglicherweise tritt unter 

stressfreien Bedingungen eine HSP 70 Hemmung unter Ambroxol auf, während es in 

einer Stresssituation (z.B. durch Ozon) mit zusätzlicher Ambroxolgabe zu einer HSP 

70 Expression kommt (s. Kap. 5.2.2).

Die Ambroxolgabe hatte auf Proteinebene keine modulierende Wirkung auf HSC 70. 

Allerdings zeigte sich bei der 24h A-Gruppe eine Verminderung der HSC 70 mRNA. 

Möglicherweise tritt nach längerer Wirkungsdauer (24h) eine Hemmung der 

Transkription auf, die sich auf Proteinebene aber erst später bemerkbar macht. Bei

HSP 60 zeigte sich in der 12h A-Gruppe eine Verminderung auf mRNA- und in der 

24h A-Gruppe auf Proteinebene. Auch hier sprechen die Ergebnisse für eine 

ambroxolbedingte Hemmung nach längerer Wirkdauer, wobei sich der Effekt auf das 

HSP 60 Protein anscheinend erst mit einer Latenz auswirkt. 
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Insgesamt weisen die vorliegenden Ergebnisse auf einen sehr unterschiedlichen 

Einfluss von einer Ambroxolgabe auf die verschiedenen Stressproteine hin, sodass 

keine einheitliche Aussage über die Ambroxolwirkung auf die HSP-Expression 

möglich ist. Ambroxol scheint die Expression von HSP 70 und HSP 60 zu hemmen, 

wobei dieses bei HSP 70 nach kürzerer (8 und 12h), bei HSP 60 hingegen erst nach 

längerer Wirkdauer (12 und 24h) zu beobachten ist. Auffällig ist, dass HSC 70 als 

konstitutives Stressprotein am wenigsten durch Ambroxolgabe beeinflusst wird. HSP 

32 war hingegen nach Ambroxolgabe vermehrt nachweisbar. Dies ist am ehesten 

dadurch erklärbar, dass Ambroxol als anitoxidative Substanz eventuell Funktionen des 

ebenfalls antioxidativ wirkenden HSP 32 übernimmt, daher weniger HSP 32 

verbraucht wird und es somit vermehrt  nachweisbar wäre. Um die Ambroxolwirkung 

auf die HSP-Expression noch weiter zu klären, sind weitere Studien mit anderen 

Expositionszeiten und verschiedenen Ambroxolkonzentrationen notwendig.
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6.2 Geräte

Gerät Firma Stadt Land

Ozongenerator Dr. HänslerGmbH Iffezheim Deutschland

Photometer Astexs Sorbios Berlin Deutschland

Microlance 3 Kanülen (0,45mm) Becton Dickinson Drogheda Irland

Gene Quant 2 RNA/DNA Calculator Pharmacia Biotech Cambridge England

Eppendorf Biopur Cups, RNase frei Eppendorf Hamburg Deutschland

Mighty Small 2 Elektrophoresekammer Hoefer Scientific Instruments San Franzisco USA

Multiphor 2 Graphitplatten Amersham Pharmacia Biotech Uppsala Schweden

Immobilon-P Transfer Membranes Millipore Co. Bedford USA

Electrode Paper Novablot Amersham Pharmacia Biotech Uppsala Schweden

Easy Cast Electrophoresis System B2 Owle Scientific Woburn USA

Cell-Tork SCA Hygiene Paper Stockholm Schweden

Gel-Blotting-Papier Schleicher + Schuell Dassel Deutschland

Nylon Membrane pos. Geladen Roche Diagnostics GmbH Mannheim Deutschland

UV-Stratalinker 1800 Stratagene La Jolla USA

Hybridisierungsofen (?) Heraeus Instruments Düsseldorf Deutschland

Einmal-Filterhalter 0,45µm Schleicher + Schuell Dassel Deutschland

Hyperfilm MP Amersham Pharmacia Biotech Uppsala Schweden

6.3 Chemikalien und Reagenzien

Chemikalie oder Reagenz Firma Stadt Land

Ambroxol (Mucosolvan®) Boehringer Ingelheim Ingelheim Deutschland

Phenobarbital-Natrium (Narcoren®) Merial GmbH Halbergmos Deutschland

Harnstoffpuffer 54% BioRad, Hercules Californien USA

BCA Protein Assay Kit Pierce Rockford USA

Trizol®-Reagent Gibco BRL Karlsruhe Deutschland

Aqua ad iniectabilia Braun Braun Melsungen Deutschland

Oligo (dT) (12-18) Primer Live Technologies Paisley England

dNTP-Mix,  10mM Fermentas Burlington Kanada

5*RT-Puffer Gibco BRL Karlsruhe Deutschland

0,1M DTT Invitrogen Carlsbad USA

Reverse Transkriptase (200U/µl) Gibco BRL Karlsruhe Deutschland
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Rotiphorese 30 Carl Roth GmbH Karlsruhe Deutschland

TEMED Sigma St. Louis USA

Ammoniumpersulfat (APS) Serva Heidelberg Deutschland

TRIS (Trisbase) Carl Roth GmbH Karlsruhe Deutschland

EDTA Sigma St. Louis USA

SDS Böhringer Mannheim Indianapolis USA

Tris-hydrochlorid Böhringer Mannheim Indianapolis USA

Glycerin, wasserfrei Merck Darmstadt Deutschland

Bromphenolblau-Na-Salz Serva Heidelberg Deutschland

2-Mecaptoethanol Sigma St. Louis USA

MultiMark Multi Colored Standard Invitrogen Carlsbad Carlsbad USA

Borsäure Riedel-de Haen Seelze Deutschland

Methanol Riedel-de Haen Seelze Deutschland

BSA (Albumin bovine, Fraktion 5) Serva Heidelberg Deutschland

NaCl (Natriumchlorid) Merck Darmstadt Deutschland

Essigsäure (min.99,8%) Riedel-de Haen Seelze Deutschland

Antikörper Western

Maus-Immunoglobuline DAKO Glostrup Dänemark

Kaninchen-Immunoglobuline DAKO Glostrup Dänemark

BCIP/NBT Alkaline Phosphatase 

Substrate SIGMA St. Louis USA

PCR-Puffer (10*) Böhringer Mannheim Indianapolis USA

PCR-Nukleotidmix 10mM Böhringer Mannheim Indianapolis USA

GAPDH-Primer 3'

GAPDH-Primer 5'

Taq DNA Polymerase (5U/µl) Roche Mannheim Deutschland

Ethidium Bromide Solution Live Technologies Paisley England

PCR-Primer HSP Ratte sense/antisense MWG-Biotech GmbH Ebersberg Deutschland

Agarose Live Technologies Paisley England

MOPS Böhringer Mannheim Indianapolis USA

Natriumacetat Merck Darmstadt Deutschland

Formaldehyd min.37% Merck Darmstadt Deutschland

Wasserstoffperoxid 30% Merck Darmstadt Deutschland

Bromphenol Blau Sigma St. Louis USA

Formamid Merck Darmstadt Deutschland
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SSC-Puffer (20*) Roche Diagnostics GmbH Mannheim Deutschland

Blocking-Reagenz Böhringer Mannheim Indianapolis USA

N-Laurylsarcosin Sigma St. Louis USA

Maleinsäure Sigma St. Louis USA

Natriumhydroxid (NaOH) Merck Darmstadt Deutschland

Anti-Digoxigenin-AP Böhringer Mannheim Indianapolis USA

Tween 20 Sigma St. Louis USA

Magnesiumchlorid-hexahydrat Baker B.V. Deventer Holland

CDP-Star Tropix Bedford USA



Anhang

96

6.4 Übersichtstabellen

a) Ergebnisse mit Standardabweichungen und Signifikanzen (p entspricht p
K
, d.h. der 

Signifikanz der HSP Expression nach Ozon in Bezug auf die Kontrollen)
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b) Auswirkung von Ambroxol (p entspricht p
A
, d.h. der Signifikanz der HSP 

Expression nach Ozon in Bezug auf alleinige Ozonexposition)
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6.5 Ausgewählte Original Blots

6.5.1 Western Blot

a) HSP 32

8h 1,5pp m + A8h 1,5pp m8h A8h 3ppm + A8h 3ppmK ontrollen 8h 1,5pp m + A8h 1,5pp m8h A8h 3ppm + A8h 3ppmK ontrollen

24h  A24h  0 ,6+ A24h  0 ,6p pm12h  A12h  0 ,6+ A12h  0 ,6p pmK ontro lle n 24h  A24h  0 ,6+ A24h  0 ,6p pm12h  A12h  0 ,6+ A12h  0 ,6p pmK ontro lle n

b) HSP 70

8h 1,5ppm+A8h 1,5ppm8h A8h 3ppm+A8h 3ppmKontrollen 8h 1,5ppm+A8h 1,5ppm8h A8h 3ppm+A8h 3ppmKontrollen

c) HSC 70

8 h  1 ,5 p p m + A8 h  1 ,5 p p m8 h  A8 h  3 p p m + A8 h  3 p p mK o n tr o lle n 8 h  1 ,5 p p m + A8 h  1 ,5 p p m8 h  A8 h  3 p p m + A8 h  3 p p mK o n tr o lle n

d) HSP 60

8 h  1 ,5 p p m + A8 h  1 ,5 p p m8 h  A8 h  3 p p m + A8 h  3 p p mK o n tr o lle n 8 h  1 ,5 p p m + A8 h  1 ,5 p p m8 h  A8 h  3 p p m + A8 h  3 p p mK o n tr o lle n
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6.5.2 PCR

a) HSP 32

8 h  1 ,5 p p m  +  A8 h  1 ,5 p p mK o n tr o lle n 8 h  1 ,5 p p m  +  A8 h  1 ,5 p p mK o n tr o lle n

M

8h A8h 1,5pp m  +  AK ontrollen 8h A8h 1,5pp m  +  AK ontrollen

M

8 h  3 p p m8 h  3 p p m + AK o n tr o lle n 8 h  3 p p m8 h  3 p p m + AK o n tr o lle n

M

8 h  A8 h  3 p p m  +  AK o n tr o lle n 8 h  A8 h  3 p p m  +  AK o n tr o lle n

M

b) HSP 70

8 h  1 ,5 p p m  +  A8 h  1 ,5 p p mK o n tr o lle n 8 h  1 ,5 p p m  +  A8 h  1 ,5 p p mK o n tr o lle n

M

8 h  A8 h  1 ,5 p p m  +  AK o n tr o lle n 8 h  A8 h  1 ,5 p p m  +  AK o n tr o lle n

M



Anhang

100

8 h  3 p p m  +  A8 h  3 p p mK o n tr o lle n 8 h  3 p p m  +  A8 h  3 p p mK o n tr o lle n

M

8 h  A8 h  3 p p m  +  AK o n tr o lle n 8 h  A8 h  3 p p m  +  AK o n tr o lle n

M

24h 0 ,6p pm  +  A24h 0 ,6p pmK ontrollen 24h 0 ,6p pm  +  A24h 0 ,6p pmK ontrollen

M

2 4 h  A2 4 h  0 ,6 p p m  +  AK o n tr o lle n 2 4 h  A2 4 h  0 ,6 p p m  +  AK o n tr o lle n

M

c) HSC 70

8h 1,5ppm + A8h 1,5ppmKontrollen 8h 1,5ppm + A8h 1,5ppmKontrollen

M

8 h  3 p p m  +  A8 h  3 p p mK o n tr o lle n 8 h  3 p p m  +  A8 h  3 p p mK o n tr o lle n

M

2 4  0 ,6 p p m  +  A2 4 h  0 ,6 p p mK o n tr o lle n 2 4  0 ,6 p p m  +  A2 4 h  0 ,6 p p mK o n tr o lle n

M
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2 4 h  A2 4 h  0 ,6 p p m  +  AK o n tr o lle n 2 4 h  A2 4 h  0 ,6 p p m  +  AK o n tr o lle n

M

d) HSP 60

8 h  1 ,5 p p m  +  A8 h  1 ,5 p p mK o n tr o lle n 8 h  1 ,5 p p m  +  A8 h  1 ,5 p p mK o n tr o lle n

M

8 h  A8 h  1 ,5 p p m  +  AK o n tr o lle n 8 h  A8 h  1 ,5 p p m  +  AK o n tr o lle n

M

2 4 h  0 ,6 p p m  +  A2 4 h  0 ,6 p p mK o n tr o lle n 2 4 h  0 ,6 p p m  +  A2 4 h  0 ,6 p p mK o n tr o lle n

M

2 4 h  A2 4 h  0 ,6 p p m  +  AK o n tr o lle n 2 4 h  A2 4 h  0 ,6 p p m  +  AK o n tr o lle n

M



Anhang

102

6.6 Tabellarischer Lebenslauf 

Mariam Ilse Sachse (geb. Mirtsch)

Milchstrasse 17

26123 Oldenburg

Persönliche Angaben: 

Geburtsdatum: 22. März 1977

Geburtsort: Hamburg

Eltern: Dr. Schokufeh Mirtsch, geb. Saboorian, Chemikerin

Prof. Dr. Mirtsch, Hochschullehrer für Physik 

Schulabschluss: Allgemeine Hochschulreife am 30.05.1996 in Berlin

Studium: 

Sept. 1996 Aufnahme des Studiums der Humanmedizin an der 

Medizinischen Universität zu Lübeck

15.09.1998 Ärztliche Vorprüfung 

31.08.1999 Erster Abschnitt der Ärztliche Prüfung

Sept. 1999 Wechsel zur Phillips-Universität Marburg

April 2001 Beginn der Dissertation in der Klinik für Innere Medizin an 

der Phillips-Universität Marburg: „Stressantwort in Ozon-

induzierten Lungenschäden und deren Modulation durch 

Ambroxol“

25.03.2002 Zweiter Abschnitt der Ärztlichen Prüfung

Aug. 02 – Aug. 03 Praktisches Jahr am Nobel´s Hospital, Isle of Man, GB 

(Innere Medizin); Kantonsspital Münsterlingen, Schweiz 

(Chirurgie); Städtische Kliniken Oldenburg (Dermatologie)

27.10.2003 Dritter Abschnitt der Ärztlichen Prüfung (Gesamtnote 1,9)

Tätigkeiten als Assistenzärztin: 

Feb. 04 – Jan. 05 Ev. Waldkrankenhaus Spandau, Berlin (Innere Medizin)

Feb. 05 – Aug. 05 Noble´s Hospital, Isle of Man, GB (Innere Medizin)

seit Okt. 2005 Ev. Krankenhaus Oldenburg (Innere Medizin)
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Meine akademischen Lehrer waren die Damen und Herren 
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Arnold; Aumüller; Barth; Baum; Beato; Bertalanaffy, Bien; Bolm; Cetin; Christiansen; 

Czubayko; Daut; Feuser; Fruhstorfer; Gemsa; Geus; Gotzen; Gressner; Griss; Gröne; 

Grzeschnik; Habermehl; Happle; Hasilik; Hellinger; Hesse; Hofmann; Joseph; Kern; 

Kleine; Klenk; Klose; Koch; Koolmann; Kretschmer; Krieg; Kroll; Kuhn; Lang; 

Lange; Lennartz; Maisch; Moll; Moosdorf, Mueller; Oertel; Rehder; Remschmidt; 

Röhm; Rothmund; Schachtschabel; Schäfer; Schüffel; Schulz; Schulze; Scharz; Seifart; 
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Werner; Westermann; Wilhelm

in Lübeck:
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