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Referat:

Der Assoziation von Umweltfaktoren und Lebensbedingungen mit der Privalenz von allergi-
schen Erkrankungen wurde in den vergangenen Jahren zunehmend Bedeutung beigemessen. Im
Rahmen der LISA-Studie (,.Einfluss von Lebensbedingungen und Verhaltensweisen auf die
Entwicklung von Immunsystem und Allergie im Ost-West-Vergleich®) wurden verschiedene
Einflussfaktoren als Ursache fiir die unterschiedliche Allergieprivalenz bei genetisch identischen
Populationen in Ost- und Westdeutschland gefunden. Neben Bildungsindex, Besuch einer
Kinderkrippe, Infektionen im 3. Lebenshalbjahr, etc. zeigte auch die Exposition gegeniiber
fliichtigen organischen Verbindungen (VOC) eine deutliche Erhohung des Allergierisikos bei
Neugeborenen und Kleinkindern.

Um die Relevanz dieser epidemiologischen Daten im Bezug auf die VOC zu verifizieren, wurde
im Rahmen der vorliegenden Arbeit eine experimentelle Versuchsanordnung konzipiert, die es
erlaubt, den direkten Effekt ausgewihlter fliichtiger Organika auf die Zytokinproduktion mono-
nukleiirer Zellen (PBMC) anonymer Spender zu beobachten.

Mit Ausnahme von Naphthalin lieferten die direkten Effekte der VOC auf PBMC keine Anhalts-
punkte fir eine Erhohung des Risikos fiir allergische Erkrankungen. Im Fall von Naphthalin
zeigte sich in einem Bereich zwischen 25 und 2500 ng/ml eine deutliche Erhéhung des Typ-2-
Zytokins IL-4 bei gleichzeitiger Nichtbeeinflussung des Typ-1-Zytokins IFN-y. Dies spricht fiir
eine durch Naphthalin verursachte Dysbalance der Thl-/Th2-Regulation zugunsten Th2 und
demzufolge fiir erhohtes Allergierisiko (Typ-I-Allergie). Des weiteren zeigten sich bei den
iibrigen getesteten VOC inflammatorische Effekte, wie sie auch in tierexperimentelle Studien,

Kammerexposition und klinischen Fallberichten beobachtet wurden.
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1. Einleitung

Allergien gehtren mit zu den hiufigsten Erkrankungen in Industrielindern, ihr Anteil in
Deutschland betrigt ca. 30% (18% der Schulanfinger, (Krimer et al., 1999)). Zudem sind
allergische Erkrankungen von enormer gesundheitspolitischer Relevanz, da sie zu erheblichen
EinbuBen der Aktivitit der Betroffenen, wie z.B. Schulausfall oder Arbeitsunfihigkeit,
fihren. Das Erkennen von Ursachen allergischer Erkrankungen und die Entwicklung von
Priventivstrategien ist demzufolge ein wichtiger Schritt, um teure Langzeittherapickosten und

eventuelle stationéire Behandlungen auf ein finanzierbares Minimum zu senken.

1.1. Pathophysiologische Mechanismen der Allergie

Der Begriff Allergie ist definiert als eine Hypersensitivititsreaktion, die durch
immunologische Mechanismen ausgeltst wurde. Die allergische Reaktion findet dabei nach
wiederholtem Kontakt mit kérperfremden und per se nicht schiidlichen Substanzen statt und
kann antikdrper- oder zellvermittelt ablaufen. Dem Entstehungsmechanismus liegt ein
multifaktorielles Geschehen zugrunde, das auf komplexen Interaktionen zwischen genetischen

Faktoren, und Faktoren aus Umwelt und Lebensweise basiert.

Der Anteil genetischer Priidisposition in diesem Entstehungsmechanismus wird auf 35%-70%
geschitzt (Tarig et al., 1999:Nieminen et al., 1991). Dies ldsst sich am Beispiel der Privalenz
von Asthma verdeutlichen. Die Hiufigkeit, mit der Asthma bei Kindern auftritt, wenn der
Vater oder die Mutter oder beide an Asthma leiden, wurde bereits in mehreren Publikationen
(Janson et al., 2001) diskutiert. Das Risiko fiir ein Kind erhéht sich, wenn ein Elternteil
Asthmatiker ist, um den Faktor 3,2 bzw. 2,9 bei miitterlicher bzw. viiterlicher Vorbelastung
und steigt weiter (Odds Ratio 7,0), wenn beide Elternteile betroffen sind. Die familiire
Pridisposition muss also als ein wichtiger Co-Faktor bei der Entstehung von Asthma

angesehen werden.

Die Privalenz von Asthma und anderen allergischen Erkrankungen wurde im Rahmen
diverser Studien im Laufe der vergangenen Jahrzehnte aus verschiedenen Blickwinkeln

beleuchtet. Mit Hilfe der ECRHS-Studie (European Community Respiratory Health Survey)
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ist es deutlich geworden, dass die geographische Verteilung der Privalenz von Asthma sehr
stark mit den jeweiligen Lebensbedingungen assoziiert ist (von Mutius et al., 1994). Zu den
Einflussfaktoren, dic aus verschiedenen Lebensweisen resultieren, zidhlen unter anderem die
Familiengrofie, die Form der Betreuung im Siuglings- und Kleinkindalter, das Stillen,
Tierkontakte, der sozioSkonomischer Status und sowie Unterschiede im Lebensstil in Ost-

und Westdeutschland.

Die Anzahl der Geschwister und die eigene Position in der Rangfolge der Geschwister haben
einen starken Einfluss auf die Prdvalenz von allergischer Rhinitis und atopischem Ekzem
(Strachan, 1989). Das invers proportional zur FamiliengroBe auftretende Risiko fiir
allergische Erkrankungen kann nach Ansicht des Autors auf reduzierte Infektionsraten
zuriickgehen, die ihrerseits einen protektiven Effekt gegen Heuschnupfen haben konnten.
Diese . Hygiene-Hypothese™ wird untermauert durch den schiitzenden Effekt von
Atemwegsinfektionen bei Sduglingen und Kleinkindern bis zum 25. Lebensmonat, die infolge
hiiufiger Atemwegsinfektionen eine niedrigere Rate an atopischer Dermatitis aufzeigten. Die
Infektionen, die vor dem 6. Lebensmonat auftraten, hatten anteilig einen viel stiirkeren,
schiitzenden Einfluss (Kilpi, 2002), als die spiiter aufgetretenen. Nicht nur Kinder mit dlteren
Geschwistern, sondern auch Kinder aus Mehrlingsgeburten scheinen einem protektiven
Einfluss gegeniiber Asthma, atopischem Ekzem und Heuschnupfen zu unterliegen (McKeever
et al., 2001), allerdings wird bei einem Alter unter 2 Jahren das Asthmarisiko durch iltere
Geschwister erhoht.

Ein #hnlicher Einfluss wie in groBen Familien wurde bei Kindern, die in Tagesstdtten betreut
wurden, beobachtet (Svanes et al., 2002). Die inverse Assoziation zwischen Allergierisiko
und Besuch einer Kindertagesstitte wurde in dieser Studie allerdings nur bei Kindern mit
familizirer Priadisposition nachgewiesen. Gleichzeitig trat bei diesen Kindern eine erhdhte Rate
an Asthmasymptomen auf. Es wurde mittels Prick- Test gezeigt, dass der Besuch einer
Kinderkrippe einen protektiven Effekt gegeniiber Atopien ausiibt. Kinder, die eine
Kinderkrippe vor dem dritten Lebensjahr besuchten, hatten ein reduziertes Atopierisiko (Haby
et al., 2000).

Das Stillen von Siuglingen wird im Zusammenhang mit der Privalenz allergischer
Erkrankungen kontrovers diskutiert. Einerseits wird der Einfluss von Stillen auf die
Entwicklung einer atopischen Dermatitis als protektiv beschrieben, insbesondere, wenn schon

positive Untersuchungsbefunde vorliegen (Kerkhof et al., 2003). Andererseits wird Stillen im



Rahmen der angeborenen Atopie als beitragender Risikofaktor zur Entwicklung eines
positiven Hauttests und Asthma (Sears et al., 2002) genannt.

Der Einfluss lindlicher Umgebung wurde bei Kindern, die auf Bauernhofen aufwuchsen,
untersucht, und ein reduziertes Risiko fiir Asthma und Heuschnupfen (Von Ehrenstein et al.,
2000) festgestellt. Dabei konnte eine enge Assoziation zwischen regelmiBigem Kontakt mit
Tieren und dem erniedrigten Atopierisiko aufgezeigt werden (Riedler et al., 2001). Die
zunchmende Verstddterung hat eine andere Studie (MONICA/KORA) zum Anlass
genommen, die Privalenz allergischer Erkrankungen auf Bauernhéten, in Dérfern, Vorstidten
und in Stadtwohnungen miteinander zu vergleichen. Es wurde festgestellt, dass in lindlichen
Gegenden ein  signifikant niedrigeres Risiko fiir allergische Rhinitis, atopische
Sensibilisierung und Sensibilisierung gegen Pollen vorliegt (Filipiak et al., 2001). Der
regelmiBige Aufenthalt von Kleinkindern bis zum 5. Lebensjahr in Tierstillen ist dabei mit
den niedrigsten Inzidenzen an Asthma, atopischer Sensibilisierung und Heuschnupfen
assoziiert (Riedler, Braun-Fahrlander, Eder, Schreuer, Waser, Maisch, Carr, Schierl, Nowak.
and von Mutius, 2001).

Auch im Umgang mit Haustieren wurde ein protektiver Effekt gegeniiber der Ausbildung
allergischer Erkrankungen beobachtet. Dies wird vor allem auf eine erhohte Exposition
gegeniiber Endotoxin zuriickgefiihrt. Die Endotoxinkonzentration im Hausstaub steigt
signifikant an, wenn ein Hund, eine Katze oder Schaben im Haus leben. Fiir andere Tiere,
welche sich im Wohnraum von Menschen aufhalten, ergab sich dagegen keine statistisch
signifikante Assoziation (Heinrich et al., 2001). Die Exposition mit Endotoxinen wiederum
korreliert stark mit dem invers auftretenden Risiko fiir Allergien (Braun-Fahrlander et al.,
2002). Dabei wurde eine Dosis-Wirkungsbeziehung festgestellt.

Als  weiterer  Einflussfaktor der unterschiedlichen Lebenseinfliisse muss  der
soziodkonomische Status genannt werden. Im Zusammenhang mit der Privalenz von Asthma
konnte aufgezeigt werden, dass die Schwere der Erkrankung im Kindesalter positiv mit der
Zugehorigkeit der Familie zur soziodkonomischen Klasse korreliert (Mielck et al., 1996). Ein
hoher soziodkonomischer Status bedeutet also eine mildere Ausprigungsform eines
vorhandenen Asthma. Bei Untersuchung der vermuteten Einzelfaktoren wurden weitere
EinflussgroBen wie Rauchen der Mutter wihrend des ersten Lebensjahres des Kindes,
Verkehrsbelastung sowie ein niedriger Bildungsstatus der Eltern bestimmt. Jeder Faktor fiir
sich genommen ging mit einer Erhohung der Asthmarisikos einher, allerdings erwiesen sich
nur Rauchen der Mutter, Verkehrsbelastung im Umfeld des Kindes und eine familiire

Pridisposition als signifikant assoziiert mit der Schwere des Asthmas. Die Frage, ob



Unterschiede in der Behandlung die Ursache fiir die vorgefundene Diskrepanz sind, wurde
vom Autor nur als Anregung fiir weitergehende Studien aufgegriffen.

Die deutliche Zunahme der Privalenz von Allergie im Allgemeinen und Asthma im
Speziellen iiber die vergangenen Jahrzehnte hat dazu gefiihrt, dass die Aufmerksamkeit
verstirkt auf Umweltfaktoren und ihren Einfluss bei der allergischen Sensibilisierung
gerichtet wurde. Angefangen von Schadstoffexpositionen im fetalen Entwicklungsstadium
iiber Kontakte zu Allergenen im Siuglingsalter bis zu Kontakt mit Schadstoffen am
Arbeitsplatz/  zu  Hause ergibt sich ein breites Spektrum an  potentiellen
Schidigungseinfliissen. In vielen Bereichen lisst sich eine Allergisierung oder der Kontakt
mit dem entsprechenden Allergen vermeiden, solange es sich beispielsweise um Kontakt-,
Nahrungsmittel- oder Medikamentenallergien handelt. Demgegeniiber stehen andere
Einflussfaktoren, denen man sich  schwerer entziehen kann. Dazu  gehdren

Luftkontaminationen.

1.2. Bedeutung der Innenraumluft

Ein groBer Anteil der Schadstoffe, mit denen wir tiglich konfrontiert werden, wird iiber die
Atemluft aufgenommen. Der Mensch nimmt tiber den Tag hinweg ca. 10m?* Atemluft zu sich,
unter Belastung kann das Atemzugvolumen zeitweise bis auf das 6fache gesteigert werden,
das Tagesvolumen auf etwa 20m3. Uber ein Jahr gesehen konnen somit Schadstoffe aus
mindestens 3.600m? Luft in der Lunge und je nach Lgslichkeitsverhiltnissen im menschlichen
Organismus akkumulieren. Dies ist einer der Griinde, warum auch Schadstoffe, die in sehr
ceringer Konzentration in der AuBen- bzw. Innenraumluft vorhanden sind, schidliche
Einfliisse auf die Gesundheit haben konnen. Der Innenraumluft hat dariiber hinaus eine
stirkere Relevanz, da sich Kinder im Durchschnitt mehr als 85% des Tages in Innenrdumen
aufhalten (Herbarth et al., 2000a). Zudem tragen verbesserte IsoliermaBnahmen im Hausbau
7u einer héheren Konzentration schidlicher Substanzen in Innenrdumen bei (Herbarth et al.,
2000b), wie am Beispiel der Konzentrationsunterschiede fliichtiger organischer Verbindungen

(VOCQ) in der Innen- und AuBenluft deutlich wird (siehe Abb. 1).
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Abb. I: Vergleich der Konzentrationsunterschiede der VOC-Konzentrationen Innen versus

Aulen (aus Herbarth et al., 2000)

1.3. Einfluss der Innenraumluft

Die Qualitit der Innenraumluft wird durch die physikalischen, chemischen und biologischen

Komponenten charakterisiert,

1.3.1. Physikalische Eigenschaften der Innenraumluft

Hier werden die Raumtemperatur und die Luftfeuchtigkeit eingeordnet. Dabei spielt
besonders die Luftfeuchtigkeit eine Rolle, wie sich z.B. aus Studien mit Angestellten in
Laboratorien zeigte, die aus arbeitstechnischen Griinden bei einer Luftfeuchtigkeit von 2,5%
RH (relative humidity) arbeiten. Es traten hierbei vermehrt Hautsymptome auf, auch eine
erhohte Rate an atopischer Dermatitis wurde beobachtet (Sato et al., 2003). Eine erhohte
Luftfeuchtigkeit dagegen kann auch Ursache fiir ein vermehrtes Auftreten von Asthma sein
(Norback et al., 2000). Als Ursache wird das vermehrte Auftreten von Hausstaubmilben und
Pilzsporen diskutiert, da sowohl Hausstaubmilben als auch Schimmelpilze sich bei erhshter
Luftfeuchtigkeit verstirkt vermehren. Wie aus diesem Beispiel ersichtlich wird, besteht
demnach ein enger Zusammenhang zwischen physikalischen Eigenschaften der Innenraumluft

und ihren biologischen Bestandteilen.



1.3.2. Biologische Bestandteile der Innenraumluft

Unter biologischen Bestandteilen werden jene Komponenten zusammengefasst, die in hoherer
Konzentration in Haushalten vorkommen konnen und biologischen Ursprungs sind. Darunter
fallen vor allem Katzen- und andere Tierhaare bzw. Hautschuppen, Hausstaubmilben bzw.
~Exkremente, Pilzsporen, Bakterien, Viren und Pollen.

Die Exposition gegeniiber Katzenallergenen im Hausstaub oder direktem Kontakt mit Katzen
in den ersten Lebensjahren verursacht eine der Dosis- Wirkungsbeziehung folgenden
Sensibilisierung gegeniiber Katzenallergenen (Lindfors et al., 1999). Wird dabei die
Familienanamnese beriicksichtigt, ergibt sich jedoch nur fiir Kinder, deren Miitter an Asthma
leiden, ein erhohtes Risiko. Bei Kindern ohne Asthma in der Familienanamnese ergab sich
dagegen eine Reduzierung des Sensibilisierungsrisikos.

Im Zusammenhang mit Katzenallergenen wurde bei ehemaligen Besitzern ein erhohtes
Sensibilisierungsrisiko festgestellt (Roost et al., 1999). Hohe Konzentrationen an
Mikroorganismen und Hausstaubmilben wurden vermehrt in Haushalten von Personen mit
asthmatischen Symptomen gefunden (Bjornsson et al., 1995). Bei der Sensibilisierung von
Kleinkindern in den ersten drei Lebensjahren durch Hausstaubmilben wurde ebenfalls eine
Dosis- Wirkungsbeziehung zwischen Allergenkonzentration und Allergichidufigkeit gezeigt.
Geordnet nach Familienanamnese fiir Atopie ergab sich dabei ein um bis zu 33faches
Sensibilisierungsrisiko fiir Kindern mit genetischer Pradisposition (Wahn et al., 1997). Anders
formuliert lag bei diesen Kindern die gemessene Sensibilisierungsdosis im Mittel bei 1:33
gegeniiber Kindern ohne genetische Pridisposition. Epidemiologische Studien haben dariiber
hinaus gezeigt, dass hohe Konzentrationen von Hausstaubmilben stark mit der Privalenz von
Asthma assoziiert sind (Platts-Mills et al., 1997:Brunekreef et al., 1989). Auch fir
Schimmelpilzbelastung im Innenraum konnte ein Zusammenhang mit allergischen
Erkrankungen gezeigt werden (Schafer et al., 1999:Muller et al., 2002). Bei Schimmelpilzen
wird diskutiert, dass diese nicht nur selbst Allergene sind, sondern mdglicherweise auch
adjuvante Effekte verursachen. Dadurch besteht ein erhohtes Risiko fiir allergene
Sensibilisierung nicht nur gegen Schimmelpilze, sondern auch gegen beispielsweise
Pollenallergene. Die Ursache dazu ist noch nicht geklirt. Es wird aber vermutet, dass von
Schimmelpilzen produzierte Sekundirmetabolite wie Mykotoxine und MVOC dabei eine

Rolle spielen konnen (Wichmann et al., 2002;Wichmann et al., 2003;Lehmann et al., 2003).



1.3.3. Chemische Bestandteile der Innenraumluft

Die Belastung der Innenraumluft mit Schadstoffen erfolgt aus vielen unterschiedlichen
Quellen. Die Nebenprodukte aus Verbrennungen wie CO, NO, und SO, sind eher typische
Vertreter der Aufienluft- Schadstoffe. Sie gelangen zwar durch Penetration in Innenriiume und
konnen auch infolge der Benutzung von Gasherd, Holz- und Kohleofen und #hnlichem in
Gebiuden entstehen, verursachen jedoch mehr eine Verschlechterung eines bestehenden
Asthmas als die Entstehung einer allergenen Erkrankung selbst (Nicolai. 2002). Tabakrauch
ist als Mixtur aus vielen bekannten und weit mehr unbekannten Schadstoffen beziiglich des
Wirkungsspektrums seit langem bekannt als Ursache fiir Bronchitis, Emphyseme und
Lungentumoren (Hems, 1969;Lee, 1986), dariiber hinaus ist er ein wesentlicher Risikofaktor
bei der Entstehung von kardiovaskuliren Erkrankungen (Makomaski Illing and Kaiserman.
2004). Die Belastung durch Passivrauchen und der schidigende Einfluss auf die Atemwege
und Lungenfunktion Neugeborener bei pri- und postnataler Exposition sind ebenfalls
weitgehend bekannt (Fauroux, 2003). In einer prospektiven Kohortenstudie an unter
cinjihrigen Kindern konnte Rauchen als Risikofaktor fiir die Entwicklung von Wheezing
bestimmt werden (Diez et al., 2003).

Eine sehr groBe Gruppe an Innenraumschadstoffen ist die der fliichtigen organischen
Verbindungen (VOC). Zu ihnen ziihlen Verbindungen der Stoffgruppen Alkane/ Alkene,
Aromaten, Terpene, Halogenkohlenwasserstoffe, Ester, Aldehvde und Ketone. Sie finden
hdufig Verwendung in bauchemischen Produkten wie Anstrichstoffen, Klebstoffen oder
Dichtungsmassen. Auch Einrichtungsgegenstinde, Reinigungs- und Pflegemitiel sowie
Tabakrauch konnen Emissionsquellen sein.

Aus der Exposition mit VOCs konnen, je nach Konzentration und Belastungsdauer, vielfiltige
Gesundheitsstérungen resultieren. Irritationen der Augen, Nase und Atemwege, wie sie beim
.»Sick-Building-Syndrom™ auftreten, stehen in engem Zusammenhang mit erhohten
Innenraumkonzentrationen an VOCs (Pappas et al., 2000), wie bei einer Expositionsstudie mit
25 und 50mg/m? einer durchschnittlichen VOC-Mischung an 19 bis 44jihrigen Probanden
beobachtet wurde. Weitere Konsequenzen konnen Asthma (Wieslander et al., 1997),
Kopfschmerzen und Miidigkeit (Pitten et al., 2000) und Hautirritationen (Wieslander et al.,
1994) sein.

Im Rahmen einer Kohortenstudie an Allergierisikokindern (LARS -Leipzig Allergy Risk
Children Study) wurde der Einfluss von VOC-Expositionen auf die Entwicklung atopischer

Erkrankungen im frilhen Kindesalter untersucht. Dabei wurden bei 3jihrigen Kindern



Korrelationen zwischen erhéhten VOC- Konzentrationen und aufgetretenen Nahrungsmittel-
sensibilisierungen festgestellt, insbesondere gegeniiber Eiwei- und Kuhmilchallergenen. Das
Sensibilisierungsrisiko war nach VOC- Exposition 5 bis 1 Imal hoher, als bei nichtexponierten
Kindern. Dagegen konnte eine Sensibilisierung gegeniiber Innenraum- bzw. AulBenluft-
allergenen nicht mit der Exposition gegeniiber VOCs assoziiert werden. Aus der Reihe der
gemessenen VOCs wurde maBgeblich fiir die Gruppe der Alkane (Hexan, Nonan, Dekan) und
die Gruppe der Aromaten (Toluol, m, p, o-Xylol, Chlorbenzol und 4-/ 3-/ 2-Ethyltoluol) eine
signifikante Assoziation mit der Sensibilisierung gegeniiber Eiweill und Milch beobachtet.
Neben dem Zusammenhang zwischen erhéhten VOC-Konzentrationen und allergischer Sen-
sibilisierung wurden auch Verinderungen in der Immunreaktivitit, insbesondere T-Zell-
Funktion, in Abhingigkeit von der VOC-Exposition, beobachtet. Es wurde ein erniedrigter
Anteil an CD3+/ CD8+ T-Zellen im peripheren Blut von Kindern gemessen, die erhdhten
Konzentrationen an Alkanen, Naphthalin und Chlorbenzol ausgesetzt waren. Chlorbenzol
zeigte dariiber hinaus, ebenso wie Benzol und Ethylbenzol, eine starke Korrelation zu
erhohten Anteilen IL-4 produzierender CD3+ T- Zellen im Blut (Lehmann et al., 2001). Des
weiteren konnten Diez et al. 1999 einen signifikanten Zusammenhang zwischen Styrol-
exposition und aufgetretenen Atemwegsinfektionen in der 7. Lebenswoche aufzeigen. Das
Verlegen eines neuen FuBbodenbelages wurde in dieser Studie als Hauptursache fiir Konzen-
trationen von Styrol iiber 2ug/m? ermittelt, der Median dieser Substanz lag bei 0,6pg/m?
(Lehmann, Rehwagen. Diez, Seiffart, Rolle-Kampczyk, Richter M., Wetzig, Borte, and
Herbarth, 2001).

In epidemiologischen Studien kinnen Risikofaktoren fir Erkrankungen aufgedeckt, jedoch
keine ursiichlichen Zusammenhiinge beschrieben werden. Insbesondere fiir VOCs besteht das
Problem, dass reale Expositionen immer auf ein Gemisch aus verschiedenen Verbindungen
zuriickgehen, deren potentielle Effekte nur schwer zu trennen sind. Weiterfithrende experi-
mentelle Studien sollen deshalb kliren helfen, welche der in Innenrdumen vorkommenden
fliichtigen Verbindungen tatsiichlich kausal mit einem Anstieg des Allergierisikos in Zusam-
menhang zu bringen sind. Die Auswahl der aromatischen Verbindungen unter den VOCs als
zu untersuchende Verbindungen erfolgte aufgrund verschiedener Faktoren. Einerseits
deuteten sowohl hohe Innenraumkonzentrationsanteile in der Gesamtsumme der VOCs als
auch signifikante Assoziationen mit aufgetretenen Nahrungsmittelallergien auf einen rele-
vanten Einfluss auf das menschliche Immunsystem hin. Zum anderen musste die Auswahl der
zu testenden Substanzen aufgrund des hohen experimentellen Aufwandes auf eine Gruppe der

VOCs beschriankt werden.



14. VOCs

1.4.1. Naphthalin

N Naphthalin ist eine weile Substanz mit fest kristallinem Aggregatzustand bei
- | RT. Der Geruch ist typisch (,,Mottenkugeln*) und wird ab einem
Schwellenwert von 0.45mg/m? bis 1,50mg/m?® (Rippen-Handbuch 10/97)
wahrgenommen. Mit einem Schmelzpunkt bei 80,2°C und einem Siedepunkt bei 217,9°C
gehort es zu den schwerer fliichtigen VOCs. Bekannte Emissionsquellen von Naphthalin sind
Verbrennungsvorgiinge unter Beteiligung von Ol oder Kohle und Tabakrauch. Als
Mottenschutzmittel ist Naphthalin nicht mehr gebriuchlich. Die Exposition am Arbeitsplatz
findet vor allem beim Umgang mit Teer und Holzschutzmitteln, beim Gerben oder in
Firbereien statt (ATSDR: Agency for Toxic Substances and Disease Registry, 2003).
Die toxische Wirkung wird in Kurzzeit- und Langzeit- Effekte unterteilt. Bei hochdosierter
Exposition infolge Ingestion wund Hautkontakt wurden hidmolytische Aniimie,
Nierenschiidigung und bei Kleinkindern Gehirnschiiden beschrieben. Als Begleitsymptome
traten allgemeine Beschwerden wie Kopfschmerzen, Ubelkeit und Erbrechen bis zu schweren
Symptomen wie Andmie, Krimpfen und Koma auf (ATSDR: Agency for Toxic Substances
and Disease Registry, 2003). Bei chronischer Exposition wurden als Hauptsymptome
Kataraktbildung und Retinadegeneration beschrieben.
Die  Beurteilung  der  Kanzerogenitiit muss  infolge  mangelnder  valider
humanepidemiologischer Studien auf der Basis von Tierexperimenten erfolgen. Im Rahmen
einer 2jdhrigen Inhalationstudie mit Ratten konnte ein eindeutiger Nachweis der
Kanzerogenitdt erbracht werden. Dabei traten dosisabhiingig erhéhte Inzidenzen Adenome
des pulmonalen Epithels und Neuroblastome am Riechepithel auf (NTP: National Toxicology
Program, 2000).
Von der allergenen Wirkung von Naphthalin wird in einigen Fallbeschreibungen berichtet.
Dabei wurde ein Patient aus 598 im Rahmen von Dermatosen begutachteten Patienten mit
einer positiven Reaktion im Epikutantest auf Naphthalin beschrieben (Klaschka, 1994). Aus
der LARS- Studie konnte bei 3jdhrigen Kindern in Assoziation mit einer hohen Naphthalin-
Konzentration eine Reduzierung der IFN-y produzierenden CD8 T- Zellen im Blut gemessen
werden (Lehmann et al., 2001), ebenso eine Erhohung der IL-4 Konzentration im

Nabelschnurblut im Rahmen der LISA Studie (Lehmann et al., 2002).
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1.4.2. Chlorbenzol, Styrol, Toluol und Xylol

Die toxische Wirkung dieser vier Verbindungen ist aufgrund der chemischen Verwandtheit
sehr ihnlich. Das akute toxische Wirkungsspektrum reicht bei Inhalation bzw. Ingestion von
Dyspnoe, gastrointestinalen Beschwerden und Zyanose bis zu Bewusstlosigkeit, Myospasmus
und Tremor (ATSDR, 1990). Bei chronischer Exposition am Menschen wurden ZNS-
Verinderungen wie Hypiisthesie, Hyperisthesie, Zyanose und Myospasmen beobachtet.
auBerdem eine beeintriichtigte Lungenfunktion, Brustschmerzen, Schleimhautreizungen und
Kopfschmerzen. Tierexperimentell wurde weiter eine Schiidigung der Niere, Leber und des

ZNS bei Inhalationsstudien festgestellt.

(5]

! Chlorbenzol (Syn.: Monochlorbenzol, Chlorobenzene) ist unter
X Standardumweltbedingungen  (P=1013,25mbar;  T=25°C) eine farblose,
| leichtfliichtige Fliissigkeit. Der Geruch wird als mandelartig beschrieben, die

¥ Geruchsschwelle liegt bei 0,9mg/m3. Der Schmelzpunkt liegt bei —45.2°C, der
Siedepunkt bei 132°C (Rippen G.. 2004a). Es wird iiberwiegend als Losungsmittel bei der
Herstellung von Kunstharzen, Farbstoffen, Pestiziden und Parfums verwendet, weitere
Verwendung findet es als Entfetter und als chemisches Zwischenprodukt bei der Herstellung
von Nitrobenzol-Verbindungen (ATSDR, 1990). Im Versuch mit Ratten wurde kein
cindeutiger Nachweis fiir die Kanzerogenitiit von Chlorbenzol bei Ingestion erbracht (NTP,
1985). Aus der LARS- Studie wurde ein Zusammenhang zwischen hohen
Chlorbenzolkonzentrationen in der Innenraumluft und der Sensibilisierung gegeniiber

Kuhmilchallergenen sowie verringerter INF-y bzw. erhohter IL-4 Produktion peripherer T-

Zellen festgestellt (Lehmann et al., 2001).

HCJ/CHQ Styrol (Syn: Ethenylbenzol, Vinylbenzol, Phenylethen, Phenylethylen) ist unter
Standardumweltbedingungen (P=1013,25mbar; T=25°C) eine farblose, fliissige
Substanz mit einem siiBlichen gummiartigen Geruch. Die Wahrnehmungsgrenze
liegt bei 0,43mg/m3, der Schmelzpunkt liegt bei ~31°C und der Siedepunkt bei
145,1°C (Rippen G., 2004c). Es wird hauptsichlich zur Herstellung von

Polystyrol, Harzen und weiter als Zwischenprodukt bei der Copolymerproduktion verwendet.

Die Hauptemissionsquellen fir Styrol sind Baumaterialien (v.a. Klebestotfe),

Verbrauchsgiiter (Verpackungsmaterial, Spielzeug, Haushaltswaren) und Tabakrauch. Die

Konzentration in der Innenraumluft betriigt zwischen 1 und 9ug/m® (ATSDR, 1992). Aus
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mehreren epidemiologischen Studien lassen sich Hinweise darauf finden, dass es eine
Assoziation zwischen Styrol- Exposition und erhthtem Leukiimie- bzw. Lymphomrisiko gibt
(ATSDR, 1992; Wong, 1990; Huggett et al., 1996), allerdings ist der Nachweis nicht
eindeutig aufgrund multipler Chemikalienexposition und liickenhaften Informationen zu
Konzentration und Dauer der Exposition. Die Einstufung der Kanzerogenitit ist daher
unterschiedlich (NTP: No; [ARC Yes (2B); OSHA: No). In Hinblick auf
immunmodulatorische ~ Effekte  wurden  bei  Arbeitern, die  unterschiedlichen
Styrolkonzentrationen ausgesetzt waren, die o-, B- und y-Globulin- Konzentration bestimmt,
ohne jedoch eine Dosis- Wirkungsbeziehung festzustellen (Chmielewski et al., 1977). Eine
Fallbeschreibung nennt Styrol als mdgliche Hauptursache fiir berufsbedingtes Asthma und
Rhinitis mit noch ungeklidrtem Entstehungsmechanismus ((Moscato et al., 1988). Weiter
wurde in der LARS- Studie ein Zusammenhang zwischen Atemwegserkrankungen bei

Kindern und hohen Styrolkonzentrationen gefunden (Diez et al., 1998).

T Toluol (Syn: Methylbenzol) ist eine farblose, fliissige Substanz mit einem siifen,

scharfen Geruch (EPA, 1999), welcher ab einer Konzentration von 7.6-8mg/m3

wahmehmbar ist (Rippen G., 2004d). Der Schmelzpunkt liegt bei -95°C, der

Siedepunkt bei 110,6°C. Es wird Benzin zur Oktanerhhung beigefiigt und zur
Benzol- bzw. zur Losungsmittelproduktion verwendet. Die Konzentrationsunterschiede
zwischen Innenraumluft, stidtischer und landlicher AuBenluft (31,5pg; 10,8ug und 1.3ug pro
m?) zeigen, dass die hochsten Konzentrationen in der Innenraumluft auftreten, insbesondere
nach der Verwendung von Produkten wie Wandfarbe, Farb-Verdiinnungen, Klebestoffen,
Reinigungsmitteln, Lacken und infolge Tabakrauch. Die absichtliche Inhalation von Farben
und Klebern durch Siichtige kann zu hohen Expositionsdosen an Toluol und damit verbunden
zum Tod fiihren (Anderson et al., 1986). Eine Kanzerogenitit konnte bisher nicht in Studien
nachgewiesen werden (ATSDR, 2000). Eine Abhingigkeit zwischen IgG, IgA und IgM-
Serumspiegeln konnte bei einer Studie an Arbeitern einer Druckerei mit Expositionsdosen
zwischen 104-1.170 ppm (392-4411mg/m3) iiber einen Zeitraum von 13 Jahren im Vergleich
zu den Biiroangestellten des gleichen Unternehmens nicht festgestellt werden (Pelclova et al.,
1990). Jedoch war der IgE- Spiegel im Blut Druckereiangestellter bei Expositionsdosen
zwischen 97-232 mg/m? im Vergleich zur Kontrollgruppe Nichtexponierter signifikant erhéht.
Es lieB sich dabei eine Dosis- Wirkungsbeziehung zwischen der kumulativen Toluol-

Exposition und dem IgE- Spiegel beobachten (Stengel et al., 1998). Die Lymphozytenfraktion
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im Blut Angestellter in Schuhfabriken. Druckereien und in der Produktion von Audiogeriten
wurde nach einer Durchschnittsexposition von 155mg/m3 fir Frauen und 173mg/m? fiir
Miinner und 82 Monaten signifikant erniedrigt gemessen. Dieser Befund verweist auf ein
moglicherweise von Toluol ausgehendes erhthtes Sensibilisierungsrisiko. Er wird gestiitzt
durch die Daten aus der LARS- Studie, in der bei 3jidhrigen Kindern ein Zusammenhang
zwischen erhihter Toluolkonzentration im Innenraum und allergischer Sensibilisierung

gegeniiber Nahrungsmitteln beobachtet worden war (Lehmann et al., 2001).

N m-Xylol (Syn: 1,3-Dimethylbenzol, 1,3-Xylol) zeichnet sich ebenfalls

i durch seine Eigenschaften als farblose, fliissige Substanz mit siifflichem
S Geruch aus Gummi (Rippen G., 2004b) aus. Der Schmelzpunkt liegt bei
-47.8°C und der Siedepunkt bei 139,1°C. Emissionsquellen sind

\\‘v’f;f/ oH;  Industrieverbrennungsanlagen, Verbrennungsmotoren und Farben bzw.
Lacke, die Xylole (0-, m- und m-Xylol) als Losungsmittel beinhalten. Die
Innenraumkonzentrationen fiir m- und p-Xylol liegen im Bereich zwischen 0,010 und 0,047
mg/m? (ATSDR, 1995). Alle drei Verbindungen (m-, o-, p-) Xylol wurden laut EPA im
Hinblick auf ihre Kanzerogenitit als nicht Kklassifizierbar eingestuft. Im Bezug auf
immunologische Effekte sind nur eingeschriinkt Daten aus Studien verfiigbar. Aus
humanepidemiologischen Studien wird von einer erniedrigte Lymphozytenkonzentration bei
Arbeitern, die mit Xylol exponiert waren, berichtet (Moszczynsky and Lisiewicz, 1984),
allerdings konnten infolge gleichzeitiger Exposition gegeniiber anderen Chemikalien keine
validen Schliisse beziiglich der vermuteten Korrelation getroffen werden. Aus
tierexperimentellen Studien konnten ebenfalls keine weiteren Erkenntnisse beztiglich
moglicher immunmodulierender Effekte gewonnen werden (Selgrade et al., 1993). Im
Rahmen der LARS- Studie konnte eine starke Korrelation zwischen dem Auftreten von

Allergien gegen Milchprodukte und dem Auftreten von m- und p-Xylol beobachtet werden.

1.5. Allergieregulation des Immunsystems

Die spezifischen Reaktionen des Immunsystems auf korperfremde Antigene basieren auf
einem komplex ineinandergreifenden Regulierungsmechanismus. Dabei greifen Funktionen
unterschiedlicher Zellpopulationen wie B- und T-Zellen, Antigen-prisentierender und

adhirenter Zellen ineinander und fiihren zu einer dem Immunreiz angepassten Immunantwort.
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In den vergangenen Jahren hat sich gezeigt, dass die Differenzierung von T-Lymphozyten des
Helfertyps mit den Oberflichenmolekiilen CD4+ und CD8+ aufgrund unterschiedlicher
Zytokinsekretion die Einteilung in zwei funktionell unterschiedliche Subgruppen, Thl- und
Th2-Zellen, erlaubt (Sad and Mosmann, 1995:Croft et al., 1999). Th2-Zellen produzieren
iberwiegend IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 und IL-13, wihrend Thl-Zellen insbesondere Interferon-
Gamma (IFN-y), TNF-o¢ und IL-2 produzieren (Mosmann et al., 1986). Die Sekretion von
[L-4 durch Th2-Zellen spielt dabei eine besondere Rolle bei der Induktion der IgE-Synthese
durch aktivierte B-Zellen, welche in engem Zusammenhang mit allergischen Reaktionen steht
(Abbas et al., 1996). lhre Kontrahenten, die Th1-Zellen, inhibieren mittels [FNy-Sekretion die
[L-4- induzierte IgE-Synthese und wirken dadurch entscheidend am Regulationsmechanismus
der IgE-Synthese mit (Haas and Schlaak. 1994). Um zu entscheiden, ob infolge einer
Schadstoffexposition eine Dysbalance zwischen den Thl- und Th2- Zellen entstand, wurden
im vorliegenden Versuchsaufbau die Konzentrationen von [L-4, [FN-y, IL-2 und TNF-& nach
24stiindiger Inkubation einer festgelegten Zellzahl mit einer der besprochenen fliichtigen

organischen Verbindungen gemessen.

1.6. Zielstellung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die genannten fliichtige aromatische Verbindungen
Naphthalin, Toluol. Styrol, m-Xylol und Chlorbenzol, fiir die aufgrund von Daten aus
epidemiologischen Studien der Verdacht bestand, dass sie zur Entstehung von allergischen
Manifestationen beitragen, in einem experimentellen Modell niiher zu charakterisieren. Dabei
sollte gepriift werden, ob von den zu untersuchenden VOC adjuvante Effekte auf das
Immunsystem. insbesondere die T- Zell- Funktion ausgehen. Konkret sollte gepriift werden,
ob Naphthalin, Toluol, Styrol, m-Xylol und Chlorbenzol die T- Zellreaktivitiit in Richtung
einer gesteigerten Th2- Reaktivitit verschieben, so dass von diesen Verbindungen ein

erhohtes Allergierisiko ausgeht,



2. Material und Methoden

2.1. Materialien und Geriite

2.1.1 Chemikalien, Losungen und Puffer
2.1.1.1. Chemikalien allgemein

B-Mercaptoethanol

Acrylamid (30%) (37.5:1)

Azetonitril

Depc-Wasser

DMSO (Dimethylsulfoxid) p.a. >99%
DMF (N.N’-Dimethylformamid)
dNTP-Mix

Ethanol

Ficoll-Paque PLUS;

FKS (Fotales Kiilberserum)
H,.SO,4

MTT (=3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-
2,5-Diphenyltetrazoliumbromid)
SDS (Sodiumdodecylsulfat)

Tiirks Losung

Tween® 20

2.1.1.2.

Merck, Darmstadt

Life Technologies, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

peqlab Biotechnologic GmbH, Erlangen
Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Merck, Darmstadt

Amersham Pharmacia Biotech AB,
Uppsala, Schweden

Biochrom AG, Berlin

Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Merck Darmstadt

Merck-Schuchardt, Hohenbrunn

Untersuchte Chemikalien

Alle verwendeten fliichtigen organischen Verbingungen (VOCs), die auf immunmodulatori-

sche Effekte hin untersucht wurden, sind nachfolgend aufgefiihrt:

Chlorbenzol
Naphthalen
Styrol
Toluol

m-Xylol

>99% GC, Merck
>99% GC, Merck
>99% GC, Aldrich
>99% GC, Merck
>99% GC, Fluka



2.1.1.3. Losungen, Puffer und Zellkulturreagenzien

Zellkulturreagenzien

RPMI 1640 Biochrom AG
N-Acetyl- L-Alanyl- L- Glutamin Biochrom AG
BME- Amino Acids ohne Glutamin Biochrom AG

CO»- Independent Medium

ohne L- Glutamin Gibco

Puffer fiir ELISA
PBS/T

PBS Dulbecco (Ca®*, Mg™ -frei.pH 7.4)  Biochrom AG, Berlin

0,1% Tween®"20 Merck-Schuchardt, Hohenbrunn

Assaypuffer

PBS Dulbecco (Ca®*, Mg -frei,pH 7.4)  Biochrom AG, Berlin

5% FKS Biochrom AG, Berlin
2.1.2. Immunreagenzien und Proteine
2.1.2.1. Immunreagenzien fiir die ELISA-Systeme

ELISA-Sets OptEIA™, Becton Dickinson Biosciences, Heidelberg

human IL-2 OptEIA-Set (Cat.No.26271 E)
human INF-y OptEIA-Set (Cat.No.26131 E)
human IL-4 OptEIA-Set (Ca.No.26291 E)
human TNF-a OptEIA-Set (Ca.No.26371 E)

TMB Substrate Reagent Set Becton Dickinson, Heidelberg



2.1.2.2, Immunreagenzien fiir die Zellstimulation

ahCD3 anti-human CD3: Klon OKT3 (Natu Tec GmbH, Frankfurt)

ahCD28 anti-human CD28, Klon: CD28.2, Isotyp IgGlk (Beckmann Coulter GmbH,
Krefeld)
2.1.3.1. Verbrauchsmaterial

384 weil Immuno- Platten, MaxiSorp: 464718, Nunc GmbH, Wiesbaden

96 Zellkulturplatten, Flachboden PS., TPP

Glasflaschen, 500 ml mit 600 ml Innenvolumen; 107-462, Dr. [lona Schubert
Laborfachhandel, Espenhain

PP-Masterblock, | ml - 96wel 1; 780201, Greiner Bio-one GmbH, Frickenhau.:scn
Sterile PS Test Tubes 14ml; TPP, Schweiz

2.1.3.2. Geriite

Sterilbank HERASAFE HSPC 18; Kendro Laboraty Products GmbH, Hanau
Inverses Mikroskop Axiovert 25; Carl Zeiss Jena GmbH, Jena

Unitherm 190, Wassermantel-C02 -Brutschrank; Uni Equip Leipzig
Unitherm Schiittelwasserbad WA-25; UniEquip Laborgeriitebau, Martinsried
Mikrotiterplattenschiittler TITTRAMAX 101; Heidolph Instruments, Schwabach
Pipettierautomat Biomek 2000: Beckman Coulter, Unterschleissheim
Taumel-Rollenmischer; Rettberg Laborgerite Glasapparatebau, Gottingen
ELISA-Washer Columbus; Tecan, Crailsheim

Photometer Spectra Image; Tecan, Crailsheim

Zentrifuge ROTIXA 50RS; Hettich Zentrifugen, Tuttlingen

Tischzentrifuge MIKRO 22R; Hettich Zentrifugen, Tuttlingen

Zentrifuge ROTINA 46R; Hettich Zentrifugen, Tuttlingen

Mikrozentrifuge; Labnet, USA

Lightcycler PCR System; Roche Diagnostik, Mannheim



2.1.3.3. Software

Die ELISA- Systeme wurden unter Verwendung des Programms EasyWin Kinetics 32
(EasyWin-Software, Tecan, Crailsheim) gemessen. Realtime PCR Messungen sowie
Datenauswertung erfolgte mit der Software LightCycler 3.5.3 (LightCycler-Software, Roche,
Mannheim). Die Statistische Datenerhebung erfolgte mit dem Programm STATISTICA 5.5
(StatSoft, Inc., USA). Zur graphischen Darstellung der erhobenen Werte wurde Excel 97 (fiir
Windows NT, Microsoft Corporation) verwendet. Die Anfertigung der Dissertationsarbeit

erfolgte mit Word 97 (fiir Windows NT, Microsoft Corporation, USA).

2.2. Methoden

2:2.1. Priparation mononukleiirer Zellen (PBMC)

Die Priiparation der peripheren Spenderblutzellen erfolgte in der Sterilbank. Der Buffy-Coat
(50ml) wurde mit 50ml steriler PBS verdiinnt. In vier sterile 50ml Zentrifugenréhrchen wurde
jeweils 12,5ml Ficoll Paque vorgelegt und mit jeweils 25ml verdiinntem Buffy-Coat
vorsichtig iiberschichtet. AnschlieBend erfolgte eine Zentrifugation bei 1750 U/min und
Raumtemperatur (RT) fiir 20 Minuten. Der resultierende Leukozytenring wurde in ein
weiteres 50ml Zentrifugenrohrchen steril abpipettiert und zweimal mit 50ml PBS gewaschen
(Zentrifugation bei 1250 U/min, 10 min und RT), der Uberstand wurde dabei verworfen.
Nachfolgend wurde eine Zellkernzidhlung mit Tiirks Losung in einer Neubauer-Zihlkammer
durchgefiihrt, worauf ein letzter Waschschritt folgte. Die Zelldichte wurde auf 1 x 10’

PBMC/ml eingestellt.

2.2.2, Durchfiihrung der Zellkultur

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Als Medium wurde
COz-unabhiingiges Medium ohne L-Glutamin verwendet, welchem 1% BME-Aminosiiuren

ohne Glutamin, 1% N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin und 10% Fetales Kilberserum (FKS)
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zugesetzt wurde. Die aus dem Buffy-Coat priiparierten PBMC wurden mit dem
Kulturmedium zu einer homogenen Suspension vermischt und auf eine Dichte von 2 x 10%/ml

eingestellt. Die Aufteilung auf die Zellkulturrhrchen erfolgte nach folgendem Schema:

Chlorbenzol, Toluol, Styrol, Xylol

aphthalin

450ul Medium + aCD3/28 500ul Medium + aCD3/28
500u1 Zellsuspension 500ul Zellsuspension
2x 10° PBMC 2 x 10" PBMC

50ul Naphthalin der jeweiligen

Konzentration

Iml Zellsuspension, stimuliert mit je 100ng/ml aCD3/ aCD28
Zellzahl 1 x 10° PBMC / ml

Schema |: Herstellung der Zellkulturansitze fiir die verschiedenen VOC-Experimente

Zuerst erfolgte die Vorlage der stimulierenden Antikorper in 450ul bzw. 500ul Zellkultur-
medium mit 222,22ng/ml bzw. 200ng/ml aCD3/ aCD28. Nach einer kurzen Erwidrmungs-
phase im Brutschrank wurden 500ul PBMC Zellsuspension (2x10%ml) zugegeben. Beim
Versuchsansatz von Naphthalin wurden im Anschluss daran noch je 50ul der unter Abschnitt
2.2.3.1. aufgefithrten Verdiinnungen zugegeben. In allen Zellkulturansiitzen wurde die Kon-
zentration somit auf 1 x 10° PBMC/ml und je 100ng/ml stimulierende Antikérper aCD3 und
aCD28 eingestellt.

Die in vifro Kultur wurde in einem Begasungsbrutschrank bei 37°C, 5% CO» und

wassergesittigter Atmosphire iiber einen Zeitraum von 24h durchgefiihrt.
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2.23. Durchfiihrung der Immunmodulationsversuche

Die Messungen erfolgten in Triplikatreihen. Alle getesteten Verbindungen sind fliichtige
Verbindungen, die unter Zellkulturbedingungen (37°C) sehr schnell in die Gasphase
iibertreten. Um eine Kontamination des CO»-Brutschrankes mit Chemikalien zu vermeiden
und gleichzeitig zu garantieren, dass die applizierte Chemikalienkonzentration tatsichlich in
der Zellkultur verbleibt, erfolgte die Zellkultur in geschlossenen Systemen. Dafiir wurden die
Zellkulturrshrchen in 500ml Glasflaschen eingestellt und nach Applikation der Chemikalien
fest verschlossen (siehe Abbildung 2). Die Verwendung von 14ml Zellkulturrshrchen mit
speziellen Kappen ermoglichte dabei einen Gasaustausch aus der Flasche in die
Zellkulturrdhrchen, so dass sich in diesen eine gleichmiBige Atmosphdre der zu
untersuchenden Verbindung bilden konnte. Zwischen Gasphase und Zellkulturmedium stellte
sich ein Diffusionsgleichgewicht ein. Durch die Verwendung von CO.- unabhingigem
Zellkulturmedium wurde gewiihrleistet, dass auch in der verschlossenen Flasche optimale
Zellkulturbedingungen vorhanden waren.

Die Versuchsreihe fiir Naphthalin erfolgte mittels der Applikation der in Dimethylsulfoxid
(DMSO) seriell verdiinnten Verbindung direkt in die Zellkulturréhrchen. Bei allen anderen

VOCs wurden serielle Verdiinnungsreihen mit Methanol hergestellt und die Chemikalien iiber

die Gasphase appliziert.
Gasphase Direkt mit
Losungsvermittler
Zugabe in die Flasche Zugabe in die Réhrchen
Naphthalin + LV

Chlorbenzol, / 1 \
Toluol,

Styrol,

Xylol

Inkubation im Brutschrank bei 37 °C, wassergesittigter Atmosphire und 5% CO,

Abb. 2:  Darstellung der unterschiedlichen Applikationsweisen je nach VOC
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2.2.3.1. Vorbereitung und Applikation der Proben

Die chemische Struktur der fliichtigen organischen Verbindungen erlaubte aufgrund ihres
hydrophoben Charakters keine direkte Applikation der einzelnen Substanzen in eine
Zellsuspension. Es wurde daher nach einer Mdglichkeit gesucht, die Zellen in der wiissrigen

Losung in Kontakt mit den schwer 16slichen und leicht fliichtigen Verbindungen zu bringen.

Naphthalin

Bei Naphthalin gelang die Applikation mittels Losung in Dimethylsulfoxid (DMSO), da sich
die Substanz langsamer verfliichtigt als die restlichen. Die Verdiinnungsreihe wurde erst
unmittelbar vor der Applikation erstellt. Zur Herstellung der hochsten Konzentration wurde
eine Losung von 5mg Naphthalin pro 1ml DMSO angefertigt. Von dieser Losung wurden
dann 100pl in 900u1 Zellkulturmedium iiberfiihrt, griindlich resuspensiert mittels Schiittler
(Vortex Genie 2, Scientific Industries) und aus dieser Losung wiederum 100ul in 900ul
Zellkulturmedium {iberfiihrt. Zur Herstellung der nichst-niedrigeren Konzentration erfolgte
zuniichst eine parallele Verdiinnungsreihe in DMSO. Dabei wurde aus der urspriinglichen
Konzentration eine serielle 1:10 Verdiinnungsreihe mit DMSO hergestellt. AnschlieBend
wurden in einem weiteren Schritt jeweils 10ul aus den einzelnen Verdiinnungsstufen in

DMSO in 990ul Zellkulturmedium iiberfithrt und sorgfiltig suspensiert.

Tabelle 3.1: Herstellung der Naphthalin- Verdiinnungsreihe

Ansatz 1. Verdiinnung 2. Verdiinnung appl. Endkonzentration
Menge in der Zellkultur
Naphthalin DMSO

P4 1ml DMSO 50ul 5%
P3 100p! aus P4 +900ul ZKM 50ul 0.5%
P2 100p! aus P2 +900u1 ZKM 50ul 0.05%
1 Ausgangslésung

SmgNaphthalen/ ml DMSO 50pul 250pg 5%
2 100p1 aus 1 +900ul ZKM 50ul 258 0.5%
3 1001 aus 2 +900u1 ZKM 5001 2.5ug 0.05%
4 100ul aus 1 +900ul DMSO  (=4a) 10ul +990pl ZKM | 50ul 250ng 0,05%
5 100u1 aus 4a +900pul DMSO  (=5a) 10ul +990pl ZKM | 50ul 25ng 0,05%
6 100u1 aus 5a +900ul DMSO  (=6a) 10ul +990u1 ZKM | 50ul 2.5ng 0.05%
7 100p1 aus 6a +900ul DMSO  (=7a) 10p1 +990ul ZKM | 50ul 250pg 0,05%
8 100ul aus 7a +900ul DMSO  (=8a) 10ul +990ul ZKM | 50ul 25pg 0.05%
9 100u1 aus 8a +900ul DMSO  (=9a) 10ul +990ul ZKM | 50ul 2.5pg 0.05%
10 100u] aus 9a +900ul DMSO (=10a) 10ul +990ul ZKM | 50ul 250fg 0,05%
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Jeweils 50ul dieser Naphthalin- Verdiinnung wurde in die Zellkulturréhrchen appliziert, so
dass eine DMSO Konzentration von 5% in der hichsten, 0,5% in der folgenden und 0,05% in
den Konzentrationen 3 bis 10 vorlag. Wie aus der Tabelle zu entnehmen ist, wurde die
DMSO- Konzentration der Kontrollen angepasst. P4 wurde somit als Kontrolle fiir 1, P3 als

Kontrolle fiir 2 verwendet, und P2 fiir die Konzentrationen 3-10.

Chlorbenzol, Styrol, Toluol und Xylol

Die Applikation der iibrigen VOCs lief keine direkte Applikation in die Zellsuspension zu, da
sich selbst unter Zuhilfenahme von DMSO keine homogene Lisung erzielen lieBl und sich die
zugegebenen Verbindungen nach Applikation sofort wieder aus der Zellsuspension
verflichtigten.

Hohe Konzentrationen der Verbindungen wurden direkt appliziert, ab einem Volumen kleiner
Sul erfolgte eine Verdiinnung in Methanol zur besseren Applizierbarkeit und zur
Verringerung der Schwankungen infolge Abdampfung. Die Konzentrationsreihe wurde
erstellt, indem 500pl bzw. 150p1 der Testsubstanz in Methanol seriell verdiinnt wurden. Nach
Applikation der jeweiligen Dosis wurden die Flaschen, welche die entsprechenden Zellkultur-
Triplikate der Spender enthielten, dicht verschlossen und fiir 24 Stunden in den Brutschrank
cestellt.

Dabei wurden fiir die jeweiligen VOCs folgende Konzentrationen appliziert:

Tabelle 3.2: Exposition der Zellkulturen mit Chlorbenzol, Styrol, Toluol und m-Xylol. Angegeben
sind die applizierten Volumina und die jeweilige Konzentration in der Gasphase. Die
Konzentrationsberechnungen basieren auf der Annahme, dass sich die applizierten
Chemikalien in 600cm? Flaschenvolumen verfliichtigen.

Chlorbenzol Styrol Toluol m-Xylol Methanol

[mg/m?3 Luft] [mg/m3 Luft] [mg/m? Luft] [mg/m? Luft] [mg/m?3 Luft]

P2 13115,00
500,00 ul|  918330,00 754916.67 725000.00 716666,67
150,00 pl|  275499,00 226475.00 217500,00 215000,00
50,00 pl 91833.00 75491,67 72500.00 71666.67
15,00 pl 27549,90 22647,50 21750,00 21500,00
5,00 ul 9183,30 7549,17 7250,00 7166.67

1,50 ul 275499 2264.,75 2175.00 2150,00 1114775

0,50 ul 918.33 754,92 725,00 716,67 12459,25

0,15 pl 275,50 226,48 217,50 215,00 12918,28

0,05 pl 91,83 75,49 72,50 71,67 13049,43
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Die Entnahme der Kulturiiberstinde nach 24 Stunden im Brutschrank erfolgte bei allen VOCs
gleich. Die 14ml Kulturrhrehen wurden aus der Flasche entnommen und bei 1250 U/min und
RT 10min zentrifugiert. Anschliefend erfolgte die Entnahme der zellfreien Kulturiiberstinde.
Es wurden pro Rohrchen 750ul entnommen und in 96er Masterblock Platten iiberfiihrt, die
bis zur ELISA- Analyse bei -20°C gelagert wurden. Die verbleibenden Zellen wurden
entweder im MTT (3- [4,5-Dimethylthiazol-2-yl] -2,5-diphenyl-tetrazoliumbromid) —Assay

einem Vitalititstest unterzogen oder zur Priparation von mRNA weiterverarbeitet.

2.2.3.2. Durchfiihrung und Messung der ELISA- Systeme

2.2.3.2.1. Prinzip der Methode

Das Grundprinzip der zur Messung der Zytokinkonzentration in den Kulturiiberstinden
verwendeten ELISAs (enzyme linked immunosorbent assay) ist ein indirekter Sandwich-
ELISA. Die Durchfiihrung der ELISA erfolgte unter Verwendung von OptE[ATM-ELISA-Kits
(Becton Dickinson Biosciences) fiir IFN-y, IL-4, IL-2 und TNF-a. Es wurden 384er Nunc
MaxiSorp“-Immunoplatten verwendet.

Die Beschichtung der Kavititen beginnt mit den als Fangantikdrper fungierenden
monoklonalen Antikérpern, die an die Kavitiitenwand binden. Es folgen ein Waschschritt und
die Blockung noch verbleibender freier Bindungsstellen mit Protein aus FKS. Nach dem
niichsten Waschschritt werden die Proben aus den Kulturiiberstinden aufgetragen. Zur
genauen Bestimmung der Konzentration in diesen Proben wird parallel eine Reihe
standardisierter Zytokinlésungen mit bekannten Konzentrationen aufgetragen, aus welcher
spiter die Eichkurve erstellt wird. Nach zweistiindiger Inkubationszeit, in der die Bindung der
gesuchten Zytokine an die vorgelegten Antikorper erfolgte, wird die Platte einem weiteren
Waschschritt unterzogen. Es folgt die Zugabe und Bindung eines zweiten, als Detektions-
antikorper fungierenden biotinylierten Antikorpers, der gleichzeitig die Bindung eines
Avidin-markierten POD-Kunjugates ermdglicht. In einem letzten Waschschritt wird nicht an
den Antikorper-Zytokin-Antikorperkomplex gebundenes Enzym entfernt und die Enzym-
Substrat-Reaktion mit Zugabe von TMB gestartet. Diese Reaktion ist durch eine Farb-
verinderung proportional zur Menge gebundener Zytokin-Komplexe gekennzeichnet. Das
Abstoppen der Reaktion erfolgt nach 30 bis 60 Minuten, je nach Zytokin, mit der Zugabe von

IM Schwefelsidure. Unverziiglich danach findet die photometrische Messung im ELISA-
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Reader statt. Aus den mitgefithrten Standardkonzentrationen wird eine Kalibrationskurve
interpoliert, die die Umrechnung der gemessenen Extinktionen der Proben in Menge

Zytokingehalt gestattet.

Beschichtungs- Antikérper iiber Nacht

3 x Waschen

Blocken (Assay-Puffer) 1 Stunde

3 x Waschen

Standard- Probenauftragung 2 Stunden

5 x Waschen

Biotinylierter Detektionsantikérper 1 Stunde

7 x Waschen

Substrat

H>SOy4

Schema 2: Durchfiihrung der ELISAs unter Verwendung von OptEIA™ -Kits

2.23.2.2. Beschichtung der ELISA- Platten

Die Beschichtungsantikdrper wurden in steriler PBS auf die entsprechende optimale
Beschichtungskonzentration mit steriler PBS verdiinnt (IFN-y 1:1000, TNF-a 1:500, IL-2
1:500 und IL-4 1:250). Die Platten wurden mit 50pul der verdiinnten Beschichtungs-
Antikérper pro Kavitit befiillt und tiber Nacht in einer feuchten Kammer bei 4°C inkubiert.
Um nicht an die Kavitdtenwand gebundene Beschichtungsantikérper zu entfernen, wurden die
Platten mit dem ELISA-Platten-Washer Columbus (Tecan, Crailsheim) drei aufeinander-
folgenden Waschschritten unterzogen (150 ul PBS/Tween / Kavitiit). Anschliefend wurden
die Platten auf Zellstoff ausgeschlagen, um mdogliche Waschpufferreste zu entfernen.
Eventuell freie Proteinbindungsstellen wurden im Anschluss daran mit 100ul PBS/ 10% FKS
(Assay Puffer) / Kavitdt fiir 1 Stunde in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur

geblockt.



2.2.3.2.3. Erstellung und Auftragung der Standard-Verdiinnungsreihe

Wihrend der Inkubationszeit erfolgt die Erstellung einer Standardverdiinnungsreihe. Dabei
wurden die im OptEIA-Kit enthaltenen Zytokinstandards bekannter Konzentration in Assay-
Puffer seriell 1:2 verdiinnt. Es wurde eine zwdlfstufige geometrische Verdiinnungsreihe
erstellt, die den zu erwartenden Konzentrationsbereich der zu messenden Zytokine in den
Kulturiiberstinden einschloss. Die Auftragung der Standardkonzentrationen erfolgte in

Duplikaten.

2.2.3.24. Auftragung der Kulturiiberstinde

Nach Ablauf der vorgegebenen Zeit zum Blocken der freien Proteinbindungsstellen folgten
weitere  Waschschritte (3 x 150 ul PBS/T  /Kavitit). Zur Vermeidung von
Trocknungsartefakten wurde nach dem letzten Waschschritt Assay-Puffer in unterschiedlicher
Menge je nach Zytokin vorgelegt. Bei der Standardauftragung wurden 60ul Assay-Puffer
vorgelegt, bei IL-4-Probe 10ul, bei IL-2-Probe, IFN-y-Probe und TNF-o-Probe 25ul.

Bei der Auftragung der Standards wurden 50ul der erstellten Verdiinnungsreihe auf die
vorgelegte Menge Assay-Puffer gegeben, beim Pipettieren der Kulturiiberstinde wurden
100ul fiir den IL-4-ELISA und 50ul fir den Nachweis von IL-2, IFN-y und TNF-o
aufgetragen. Nach einer Inkubation von 2 Stunden in einer feuchten Kammer bei RT folgten

erneut Waschschritte (5 x 150 pl PBS/T /Kavitiit).

2.2.3.2.5. Herstellung und Auftragung der biotinylierten Detektions-
Antikorper

Die biotinylierten Antikorper und das Avidin-POD-Konjugat wurden in Assay-Puffer
verdiinnt (IFN-y 1:1000, TNF-o. 1:500, IL-2 1:500 und IL-4 1:250), zusammengegeben, 15
min inkubiert und mit je 50 ul in die Kavititen verteilt. Nach einer einstiindigen Inkubation
in der feuchten Kammer bei RT folgten wiederum Waschschritte (7 x 150 pl PBS/T /

Kavitit).



2.2.3.2.6. Anwendung der Substratpuffer im ELISA

Das Substrat (TMB Reagent A und B) wurde auf Raumtemperatur erwiirmt, kurz vor
Applikation wurden die Losungen A und B zusammengefiihrt. Im direkten Anschluf an den
letzten Waschschritt wurden je 50ul Substrat/ Kavitit aufgetragen und im Dunkeln bei RT
inkubiert. Nach erfolgtem Substratumsatz wurde die Reaktion durch Zugabe von 50 ul 1 M

H>SO, / Kavitit abgestoppt.

2.2.3.2.7. Messung und Auswertung der ELISA-Systeme

Die Messung der optischen Dichte erfolgte am ELISA-Reader (Photometer Spectra Image,
Tecan) bei einer Wellenlinge von 450nm und einer Referenzwellenlinge von 620nm. Die
Konzentration der jeweiligen Zytokine konnte aus den interpolierten Eichkurven der
aufgetragenen Standardkonzentrationen ermittelt werden. Die Auswertung der MeBergebnisse
wurde mittels EasyWin Kinetics 32 (EasyWin-Software, Tecan, Crailsheim) durchgefiihrt, die

resultierende Konzentration in Excel 97 (Microsoft Deutschland, UnterschleiBheim)

berechnet.
2.2.3.3. MTT-Test
2:.2.3.3.1. Prinzip der Methode

Der MTT-Test (Mosmann, 1983) ist ein kolorimetrischer Test und beruht auf der Reduktion
des gelben Tetrazoliumsalzes 3- [4,5-Dimethylthiazol-2-yl] -2,5-diphenyl-tetrazoliumbromid
mit NADH zu blauen Formazankristallen durch eine katalytische Reaktion iiber zellulire
Dehydrogenasen. Succinatdehydrogenasen sind nur in lebenden Zellen aktiv. Dies bedeutet,

die Umwandlung von MTT kann als Ma8 fiir die Vitalitit der Zellen dienen.

2.2.33.2. Durchfiihrung des MTT-Tests

Nach 24 Stunden Inkubation erfolgte die Entnahme der zellfreien Kulturiiberstinde. Zu den

verbleibenden 250ul Zellkultur wurden jeweils 25ul der MTT- Stammldsung (5mg MTT /ml



PBS) hinzugegeben. Im Anschluss daran erfolgte eine vierstiindige Inkubationszeit bei 37°C
im Brutschrank.

Nach dieser Zeit wurden 100 pl Stop-Losung (10% Sodiumdodecylsulfat (SDS) in 50%
Dimethylformamid) hinzugegeben, die Ansiitze geschiittelt und zur weiteren Aufldsung der
Farbkristalle bei 37°C und wassergesittigter Atmosphiire iiber Nacht stehengelassen. 300 pl
wurden je 14ml Réhrchen entnommen und in eine 96er Mikrotiterplatte iiberfithrt. Die
optische Dichte wurde am ELISA- Reader bei einer Wellenldnge von 570 nm (Spectra Image)
gemessen. Es wurden Mittelwerte aus den Triplikatansétzen berechnet und auf die jeweils
mitgefithrte  Kontrolle bezogen. Die Ergebnisse wurden in Prozent dargestellt (%

Vitalitit/Proliferation = Mittelwert OD Schadstoff / Mittelwert OD Kontrolle x 100).

2.2.34. Nachweis der m-RNA Expression von Zytokinen mittels real-Time PCR

Im Anschluf an die 24stiindige Inkubation mit den zu untersuchenden Substanzen (wie unter
Abschnitt 2.2.3.1. beschriecben) und nach Abnahme der Kulturiiberstinde erfolgte die

Priiparation von mRNA aus den verbleibenden Zellen. Dafiir wurden die Triplikate gepoolt.

2.2.34.1. mRNA-Priparation

Zur Priparation wurde der EZN.A.® Total RNA Kit (PegLab Biotechnologie GmbH,
Erlangen) verwendet. Der Kit enthilt alle dafiir bendtigten Puffer und Materialien mit
Ausnahme von DEPC-Wasser, Ethanol und B-Mercaptoethanol. Zur Isolation der RNA wurde
nach dem E.Z.N.A.® Total RNA Isolierungsprotokoll fiir eukaryotische Zellen und Gewebe
verfahren.

Zu den gepoolten Zellen wurden jeweils 200ul TRK-Lysepuffer gegeben und das so
gewonnene Lysat in ein RNAse-freies 1,5ml Zentrifugenrohrchen tiberfiihrt. Dieses Zelllysat
wurde mit einem identischen Volumen 70% Ethanol versetzt und durch Vortexen sorgfiltig
gemischt. Anschliefend wurde die Probe auf eine HiBind®-Zentrifugensiule geladen und fiir
15 sec bei 10000 x g zentrifugiert. Der Siulendurchfluss wurde verworfen. Im Anschluf3
daran folgte der erste Waschschritt, indem auf die Sdule 750 ul RNA-Waschpuffer I pipettiert
und nochmals fiir 15 sec bei 10000 x g zentrifugiert wurde. Der Durchfluss wurde wieder
verworfen. Daraufhin erfolgte ein zweimaliges Waschen der Siule mit 500 pl RNA-

Waschpuffer II bei einer Zentrifugation fiir 15 sec und 10000 x g. Das Trocknen der Sdule
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erfolgte durch einminiitiges Zentrifugieren bei maximaler Geschwindigkeit. Danach wurde
die Zentrifugensiule auf ein RNAse-freies 1,5 ml Eppendorf-Tube gegeben und mit 50 ul
sterilem DEPC-Wasser durch eine einminiitige Zentrifugation bei 10000 x g eluiert.

Das RNA- Eluat wurde fiir einen Tag bei —=32°C gelagert und unmittelbar nach dem Auftauen

in komplementiire DNA (¢cDNA, complementary DNA) umgeschrieben.

2.2.34.2. cDNA-Synthese

Die Transkription in cDNA wurde mittels AMV Reverse Transkriptase (Promega, Mannheim)
entsprechend der Herstellerbeschreibung bei 42°C und 60 min mit einem dNTP Set und oligo-
dT (57-pd(T)j2.15-3") als Primer (beide von Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)
durchgefiihrt. ~ Alle Schritte der Transkription wurden auf Eis durchgefiihrt. Die
Zusammensetzung des ¢cDNA-Mixes zur Umschreibung der RNA in ¢DNA zeigt folgende

Tabelle (Angaben pro RNA-Probe):

Tabelle 3.3: Zusammensetzung des cDNA- Mixes

Stammldsung Endkonzentration
5 x Puffer 4 ul
dNTP’s 2l (2mM) (0.2mM)
oligo-dT 0,2pul (19.6 Ulul) (0,2 U/ul)
DEPC-Wasser 3.3 ul
AMV-RT 0,5ul (10 U/ul) (0,25U/ul)

Es wurden jeweils 10ul des cDNA-Mixes in ein RNAse-freies Eppendorf-Tube vorgelegt und
mit 10ul RNA gemischt. Nach einer Inkubationszeit von 1 Stunde bei 42°C wurde die
erhaltene cDNA bis zur weiteren Verwendung bei —32°C gelagert und der noch verbleibende

Rest RNA bei —78°C kryokonserviert.



2.2.3.4.3. Real-Time PCR
2.2.34.3.1. Prinzip der Methode

Es handelt sich um ein molekulargenetisches Verfahren, bei dem selektiv bestimmte
Abschnitte einer vorgelegten DNA amplifiziert werden. Das Grundprinzip besteht in der
Wiederholung von drei aufeinanderfolgenden Schritten: Denaturierung der DNA mittels
hoher Temperaturen (95°C), Anlagerung von synthetischen Oligonukleotiden (Primer) und
Neusynthese der von zwei Primern eingerahmten DNA-Sequenz. Die spezifische Auswahl der
Primer gestattet die individuelle Auswahl der gesuchten DNA-Sequenz. Jede Wiederholung
verdoppelt die Menge neusynthetisierter DNA-Abschnitte, so dass nach den angewendeten 40
Zyklen 2" Einzelsequenzen der nachzuweisenden DNA-Sequenz vorliegen. Zur
Quantifizierung wird ein externer Standard (GenExpress, Berlin) verwendet, der parallel in
logarithmischer Verdiinnung angewendet den zu erwartenden Bereich an Proben-DNA

abdeckt.

2.2.3.4.2. Vorbereitung der PCR

Die Real-Time PCR wurde entsprechend den Herstellerangaben zum LightCycler FastStart
DNA Master SYBR Green I Reagenz Kit (Roche Diagnostik, Mannheim) fiir GAPDH, IFN-y
und IL-4 durchgefiihrt. Die unterschiedlichen Volumina der einzelnen Reagenzien fiir die

jeweiligen PCR-Ansitze sind in der folgenden Tabelle angegeben.

Tab. 3.4: Angabe der Reagenzien fiir die verschiedenen PCR-Ansiitze.

GAPDH | IL-4 IFN-y

DEPC-Wasser 11,6 ul | 108 ul | 12,4l

MgCls (25 mM) 2,4 ul 32ul | L6ul
Primer (10 pM) sense 1 ul 1 ul 1 ul
antisense 1 ul 1 ul 1 ul
LightCycler-DNA Master SYBR Green [ 2 ul 2ul 2u
cDNA-Probe 2 ul 2ul 2 ul

Endvolumen 20 ul 20 ul 20 pl

Die Molarititen von Magnesiumchlorid betrugen fiir GAPDH 4 mM, fiir IL-4 5 mM und fiir

[FN-y 3 mM. 18 ul des PCR-Ansatzes wurden in die LighrCycler-Kapillaren pipettiert.



Es wurden folgende Primer verwendet:

GAPDH sense: 5-GTCAGTGGTGGACCT-3"
antisense: 5-AGGGGAGATTCAGTGTGGTG-3"
IL-4 sense: 5-AGAAGACTCTGTGCACCGATTGA-3’
antisense: 5-CTCTCATGATCGTCTTTAGCCTTT-3"
[FN-y sense: 5-TTCAGCTCTGCATCGTTTTG-3"
antisense: 5-TCAGCCATCACTTGGATGAG-3"
2.234.3. Durchfithrung der PCR

Alle PCR-Ansitze wurden mit 40 Zyklen durchgefithrt und mit einem zehnminiitigem
Denaturierungsschritt bei 95°C gestartet. Der Nachweis der einzelnen Zytokin-mRNA (bzw.
cDNA) wurde mit individuellen Amplifikationsprotokollen gefiihrt, die nachfolgend

aufgefiihrt sind.

Tab. 3.5: Amplifikationsprotokolle

GAPDH IL-4 IFN-y

Denaturierungsphase 95°C,0s |95°C, s 95°C,0s

Hybridisierungsphase [64°C,5s |64°C, 10 s mit einer um 0,5°C pro Zyklus |64°C, 5 s
erniedrigte Annealingtemperatur bis zum
Erreichen der Endannealingtemperatur von

58°C bei Zyklus 17

Synthesephase 72°C, 17s |72°C, 16s 72°C, 16 5

Die Spezifitit der PCR wurde im Anschluf an die Amplifikation durch die schrittweise
Denaturierung der DNA in einem Bereich von 58°C bis 95°C und die damit erhaltene
typische Schmelzkurve kontrolliert. Die Ergebnisse wurden mit einem aus der Analyse des
Housekeeping-Gens GAPDH stammenden Faktor korrigiert und als Prozent der
Zytokinexpression bezogen auf die Kontrolle dargestellt (% Zytokinexpression = Anzahl der

Kopien der Toxin belastete Probe/Anzahl der Kopien der Kontrolle x 100).




2.24. Statistische Auswertung

Mit statistischen Methoden wurde gepriift, ob vorhandene Unterschiede in den Messwerlen
zufillig oder als nicht zufillig anzusehen sind. Dabei wurde der Grenzwert fir die
Entscheidung, wo die zufallsbedingten Unterschiede aufhéren, bei 5% (p < 0,05) festgelegt.
Die Unterschiede zwischen den Gruppen wurden mit Hilfe des nicht parametrischen Mann-
Withney U-Tests fiir nicht normal verteilte Proben ermittelt. Die Berechnung erfolgte mit dem

Programm STATISTICA 5.5 (StatSoft, Inc., USA).

3. Ergebnisse
3.1. In vitro Modell zur Bestimmung immunmodulatorischer
Effekte

Die Anwendung des unter 2.2.3. erlduterten Verfahrens gestattete es, immunmodulierende
Effekte der zu untersuchenden Verbindungen auf die PBMC zu untersuchen. Effekte auf die
Zellvitalitit wurden mittels MTT- Test untersucht, die konzentrationsabhiingige Auswirkung
auf die funktionelle Aktivitit von peripheren Lymphozyten wurde iiber die Messung der
Zytokinproduktion mittels ELISA erfasst.

Um immunstimulatorische bzw. immuninhibitorische Effekte der zu testenden fliichtigen
Organika nachweisen zu konnen, erfolgte eine suboptimale Stimulation der PBMC mit
jeweils 100ng/ml anti-human (ah)CD3- bzw. ahCD28- Antikorper. Diese Methode der
Zellstimulation erlaubt die Erfassung sowohl inhibitorischer als auch stimulatorischer Effekte
der zu testenden Substanzen. Im folgenden Abschnitt wird der Einfluss der eingesetzten
ahCD3/ ahCD28- Stimulation auf die Zellvitalitit/ Zellproliferation und die

Zytokinproduktion der Lymphozyten dargestellt.



3.1.1. Zellproliferation nach ahCD3/ ahCD28- Stimulation

Die Stimulation der humanen PBMC erfolgte mit jeweils 100ng/ml ahCD3 (Klon UCTH-1)
und ahCD28 (Klon CD28.2) iiber 24 Stunden. Bei jedem experimentellen Ansatz wurden zur
Kontrolle ein Triplikat unstimulierter Zellen (N) und ein Triplikat stimulierter Zellen (P1)
mitgefiihrt. Tabelle 3.1 zeigt den Effekt der Stimulation mit ahCD3/ ahCD28- Antikorper auf
die Vitalitit von PBMC.

Tabelle 3.1: Median und 1. bzw. 3. Quantil der relativierten MTT- Ergebnisse nach 24h in
vitro- Kultur, bezogen auf unstimulierte PBMC als Ausgangswert (=100%).
Zusammengefasste Ergebnisse von 10 Spendern.

Stimulation Median 25%-Quantil 75% -Quantil
ohne Stimulation (N) [100,00% 100,00% 100,00%
mit CD3/CD28 (P1) 109,53% 83.99% 123,18%

Die eingesetzte immunologische Stimulation bewirkt keine signifikante Stimulation der

Zellproliferation withrend der 24-stiindigen Kultivierung,

3.1.2 Zytokinproduktion nach ahCD3/ ahCD28- Stimulation

Die getesteten Spender zeigten in der Reaktion auf die eingesetzte Immunstimulation
markante Unterschiede, wodurch sich Variationen in der Zytokin- Konzentration in den
Kulturiiberstinden der verschiedenen Spender ergaben. Tabelle 3.2 zeigt die gemessenen
Zytokinkonzentrationen jeweils bezogen auf die unstimulierten Kontrollen (N), welche auf

100% gesetzt wurden.
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Tab. 3.2: Mediane und Quantilsabstiinde der Konzentrationen an IL-4, IL-2, IFN-y und
TNF-0, in den zellfreien Kulturiiberstinden nach 24h Kultivierung mit und
ohne Stimulation durch ahCD3/ ahCD28. Zusammengefasste Ergebnisse von
10 Spendern.

Stimulation absolute relative
Zytokinproduktion Zytokinproduktion
Median in [pg/ml] Median in [%]
(25%/ 75% Quantil) (25%/ 75% Quantil)

IL-4

Unstimuliert (N) 3.9 (1,176.4) 100,0

Stimuliert mit ahCD3/ahCD28 (P1) 30.7 (15,0/ 41,3) 796.2  (388.5/1070,7)

IL-2

Unstimuliert (N) 148.4 (32,7/999,9) 100,0

Stimuliert mit ahCD3/ahCD28 (P1) 5304  (227.7/1099.0) 357.3 (153,4/ 740.5)

IFN-y

Unstimuliert (N) 25,1 (6.8/ 103,6) 100,0

Stimuliert mit ahCD3/ahCD28 (P1) 210,8 (124.6/ 469,2) 8387  (495.7/ 1866.6)

TNF-a

Unstimuliert (N) 38.1 (23.9/ 239.8) 100.0

Stimuliert mit ahCD3/ahCD28 (P1) 1302,6  (831,7/1683.5) | 3414.7  (2180,2/4413,1)

Erkennbar ist. dass die Stimulation der PBMC zu unterschiedlich starker Sekretion der

Zytokine fiihrt.

Um die zu testenden fliichtigen Organika in die Zellkultur zu bringen, musste eine
Losungsvermittlung iiber DMSO bzw. eine Verdiinnung in Methanol erfolgen. Im Folgenden
wird der Einfluss dieser Losungsmittel auf Zellvitalitit und Zytokinproduktion dargestellt, um

gegebenenfalls durch Losungsvermittlung entstehende Modulationen ausschlieBen zu kdnnen.



3.1.3. Einfluss der verwendeten Loésungsmittel DMSO und Methanol auf
die Proliferation/ Vitalitit

Die Effekte der verwendeten Losungsmittel auf die Zellvitalitiit werden in der nachfolgenden

Tabelle 3.3 gezeigt:

Tab. 3.3: Einfluss der verwendeten Losungsmittel auf die Zellproliferation/ Vitalitit,
gemessen im MTT- Test. Zusammengefasste Ergebnisse von 7 Spendern.

PBMC mit Median 25%-Quantil 75% Quantil
ahCD3/ahCD28 100,0% 100,0% 100,0%
166,7¢/m?* Methanol 97.9% 94.,8% 98,7%
0,05% DMSO 98,1% 85,2% 111.6%
0,5% DMSO 96,6% 84,1% 109.3%
5% DMSO 76,1% 69.5% 86,3%

Anhand dieser Tabelle wird erkennbar, dass sich die Effekte der DMSO- Konzentrationen im
Bereich von 0,05% und 0,5% ebenso wie die Anwesenheit von 166,7g/m? Methanol nicht
signifikant (p=0,749) auf die Vitalitit der Zellen auswirken. Eine Konzentration von 5%
DMSO in der Zellkultur fiihrt bereits zu tendenziell toxischen Effekten (ca. 24% Hemmung
der Vitalitit, p= 0,083274).

3.14. Einfluss der verwendeten Losungsmittel DMSO und Methanol auf
Zytokinproduktion

Der Einfluss der angewandten Losungsmittelkonzentrationen auf die Zytokinproduktion
variiert je nach Zytokin. Die [L-4- Produktion wird durch 5% DMSO in der Kultur auf 9.43%
(p= 0,004) des Ausgangswertes supprimiert, die IL-2 Produktion auf 2,00% (p= 0,012) und
die TNF-o.- Produktion auf 1,98% (p= 0,005). Die TNF-¢t- Produktion zeigt zusitzlich schon
bei einer 0,5% DMSO Konzentration eine signifikante Hemmung der Sekretion auf 20,57%
(p= 0,018). Die IFN-y-Produktion zeigt ebenfalls eine Senkung bei 5% DMSO in der Kultur
auf 27,16% mit einem Signifikanzniveau von p=0,001. Im Vergleich dazu trigt dic Hemmung

der Proliferation/ Vitalitit, wie aus der oben aufgefiihrten Tabelle erkennbar wird, zwar
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teilweise

zur Senkung der Zytokin-Produktion bei, erklirt jedoch nicht die signifikanten

Abweichungen vom Ausgangswert.

Tab. 3.4:

Konzentrationen an I[L-4, IL-2, IFN-y und TNF-o¢ in den zellfreien
Kulturiiberstinden von 7 Spendern nach 24h Kultivierung. Dargestellt sind die
relativen Ergebnisse nach Bezug auf die l6sungsmittelfreien
Stimulationskontrollen.  Signifikant erniedrigte Werte wurden mit einem
Rautezeichen (#) gekennzeichnet.

Zytokin Median 25%-Quantil 75% Quantil
IL-4
ahCD3/ ahCD28 100.00% 24.,16% 125,30%
166,7g/m3 Methanol 97,03% 86,54% 113,94%
0.05% DMSO 95,13% 73,64% 98,34%
0.5% DMSO 74,81% 53.80% 87,69%
5% DMSO 9.43% © 3.93% 31.16%
IL-2
ahCD3/ ahCD28 100,00% 68,97% 230,48%
166,7g/m3 Methanol 103.88% 70,72% 132.80%
0,05% DMSO 120,02% 83,70% 151,02%
0,5% DMSO 94,45% 78,25% 116,78%
5% DMSO 2.00% * 0.76% 20,47%
IFN-y
ahCD3/ ahCD28 100,00% 57.25% 205,30%
166,7g/m3 Methanol 107,30% 102.11% 124,85%
0,05% DMSO 97.70% 81,60% 106,37%
0.5% DMSO 108,47% 98,72% 128,04%
5% DMSO 27,16% " 5,92% 37.65%
TNF-o
ahCD3/ ahCD28 100,00% 50,65% 117,72%
166,7g/m3 Methanol 108,29% 80,62% 111.86%
0,05% DMSO 92,85% 77,83% 95,49%
0.5% DMSO 20,57% 18,99% 39.07%
5% DMSO 1,98% " 0,84% 3,67%
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3.2. Effekte von VOCs auf Vitalitiit und funktionelle Aktivitit von
PBMC

Die gemessenen Effekte der getesteten fliichtigen aromatischen Verbindungen auf die PBMC
werden in den nachstehenden Abschnitten aufgelistet. Es wird dabei fiir jede Verbindung
zunichst ihre Auswirkung auf die Zellproliferation dargestellt, im Anschluss daran folgt die

Darstellung von VOC-Effekten auf die Zytokinproduktion.

3.2.1. Chlorbenzol

3.2.1.1. Einfluss von Chlorbenzol auf Vitalitit der Zellen

Die Auswirkung der iiber die Gasphase in die Zellkultur eingebrachten Konzentrationen von

Chlorbenzol auf die Vitalitdt der PBMC ist in der folgenden Grafik dargestellt.

MTT Chlorbenzol
120%

# # # i # # #

100%

80% +——

60%

40%
ID 10 23,13g/m?

ID20 497,82g/m®

20%

0% : : : !
| 0,01 0,1 1 10 100 1000 [g/mﬂ]\

Abb. 3.1: Beeinflussung der Zellproliferation durch steigende Konzentration an Chlor-
benzol. Gezeigt werden Median und 1. bzw. 3. Quantil fiir acht Probanden,
jeweils bezogen auf die individuellen Kontrollen. Signifikant erniedrigte Zellvi-
talitit wurde durch ein Rautezeichen (#) gekennzeichnet.
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Anhand des Kurvenverlaufes wird erkennbar, dass die Zellvitalitit mit steigender
Chlorbenzol-Konzentration langsam abnimmt und bei der hochsten Konzentration von
918g/m?* auf einen mittleren Wert von 70% gesenkt wird. Signifikante toxische Effekte

wurden ab einer Konzentration von 0,920g/m? beobachtet.

3.2.1.2. Einfluss von Chlorbenzol auf die Zytokinproduktion

Die Inkubation mit Chlorbenzol fiihrte zu einer Hemmung der Sekretion von IL-4, IL-2, IFN-
v und TNF-ct. In den héchsten drei Konzentrationen (91,8-918,3g/m3) wurde eine signifikante
Hemmung der Zytokinsekretion bei allen vier gemessenen Zytokinen beobachtet. Fiir IL-4
und IL-2 wurden nach Exposition gegeniiber niedrigen Konzentrationen an Chlorbenzol keine
Abweichungen von den Kontrollwerten gesehen. Die IFN-y-Sekretion dagegen zeigte in den
drei niedrigsten Konzentrationen leicht erhohte Messwerte. Fiinf von acht Spendern zeigten in
Bezug auf die TNF-o-Sekretion im Konzentrationsbereich zwischen 0,92 und 2,75g/m3
stimulatorische Effekte. Bezogen auf alle getesteten Probanden war dieser Stimulationseffekt
jedoch nicht signifikant.

Im Vergleich zur im MTT- Assay gemessenen Zellvitalitdt zeigte sich bei allen vier Zytoki-

nen eine stirkere Hemmung der Zytokinsekretion in den hchsten getesteten Konzentrationen.
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Abb. 3.2:

Einfluss einer 24stiindigen Chlorben-
zolexposition auf die Produktion von
IL-4, TL-2, TFN-y und TNF-o..
Signifikant (=Abweichung  von
1009%) erhohte Werte wurden mit
einem Stern (=) signifikant
erniedriegte mit einem Rautezeichen
(#) gekennzeichnet. Dargestellt sind
Mediane sowie 25%-75% Quantil der
zusammengefassten Ergebnisse von
acht Soendern.
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3.2.2. Styrol

3.2.2.1. Einfluss von Styrol auf die Vitalitit der Zellen

Die Auswirkung der iiber die Gasphase in die Zellkultur eingebrachten Konzentrationen von

Styrol auf die Vitalitdt der PBMC ist in der folgenden Grafik dargestellt.

Styrol MTT

120,00%
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i
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0,00% T .
0,01 0,10 1,00 10,00 100,00 1000,00 [g/m?]

Abb. 3.3: Beeinflussung der Zellvitalitét durch Styrol. Gezeigt werden Median und 25% bzw.
75% Quantil fiir vier Probanden, jeweils bezogen auf die individuellen Kontrollen.
Signifikant erniedriegte Zellvitalitit wurden mit einem Rautezeichen (#)
gekennzeichnet.

Die Messwerte zeigen eine leichte, jedoch signifikante Hemmung der Zellvitalitit ab einer
Konzentration von 22,64g Styrol/m3. Auffillig ist ein Ausbleiben der Zunahme der Toxizitét
ab der genannten Styrol- Konzentration. Die stirkste Hemmung der Zellvitalitit liegt bei 9,1%

und wurde bei der Probe mit der hdchsten Styrol- Konzentration (754,92g/m?) gemessen.
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Abb. 3.4:

Einfluss einer 24stiindigen
Styrolexposition auf die Produktion
von IL-4, IL-2, IFN-y und TNF-c..
Signifikant (=Abweichung von
100%) erhohte Werte wurden mit
einem Stern (*), signifikant ernied-
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gekennzeichnet. Dargestellt sind
Mediane sowie 25%-75% Quantil
der zusammengefassten Ergebnisse
von fiinf Spendern.
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3.2.2.2. Einfluss von Styrol auf die Zytokinproduktion

Die Inkubation mit Styrol fiihrte zu einer Hemmung der Sekretionen von IL-2, IL-4 und IFN-
v. Fir IL-2 und IFN-y wurden erst in den Konzentrationen 226,5g/m* bzw. 755g/m?
signifikante Abweichungen von den Kontrollen beobachtet. Die Sekretion von IL-4 wurde
schon ab einer Konzentration von 75,5g/m? Styrol signifikant inhibiert. Die TNFa- Sekretion
war tendenziell ebenfalls nach Exposition gegeniiber 226,5 bzw.755g/m? Styrol vermindert.
Wegen starker individueller Schwankungen konnten fiir TNF-o wiederum keine signifikanten
inhibitorischen Effekte dargestellt werden. Dagegen lief sich im Bereich von 7,55g/m? eine
Stimulation der Sekretion beobachten (p=0,009).

Im Gegensatz zu den gemessenen Effekten auf die Zellvitalitdit wurde in den hochsten

getesteten Konzentrationen die Sekretion von IL-2, IL-4 und IFN-y deutlich stirker gehemmt.

3.2.3. Toluol

3.2.3.1. Einfluss von Toluol auf Vitalitiit der Zellen

Die Auswirkung der iiber die Gasphase in die Zellkultur eingebrachten Konzentrationen von

Toluol auf die Vitalitit der PBMC ist in der Grafik auf der folgenden Seite dargestellt.

Ausgehend von nicht-signifikanten Schwankungen um den Kontrollwert zeigt sich bei der
Inkubation der PBMC mit Toluol erst bei der hichsten Konzentration von 725g/m3 eine

signifikante Hemmung der Zellvitalitit auf 68% (p=0,008).
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Abb. 3.5: Beeinflussung der Zellvitalitit durch Toluol. Gezeigt werden Median und 1. bzw. 3.
Quantil fir finf Probanden, jeweils bezogen auf die individuellen Kontrollen.
Signifikant erniedrigte Zellvitalitit wurde durch ein Rautezeichen (#)
gekennzeichnet.

3.2.3.2. Einfluss von Toluol auf die Zytokinproduktion

Die Inkubation mit Toluol fiihrte in den hohen Konzentrationsbereichen zu einer Hemmung
der Sekretionen von 1L-2, IL-4 und IFN-y. Im Fall von IL-4 und IFN-y wurde bereits ab einer
Konzentration von 72,5g/m?® eine signifikante Hemmung beobachtet. In den niedrigeren
Konzentrationsbereichen wurden keine Effekte auf die IL-4-, IL-2- und IFN-y- Sekretion
beobachtet. Die TNF-o- Sekretion zeigte eine deutliche Erhdhung ab einer Konzentration von
7.25g/m3, im Gegensatz zu den anderen gemessenen Zytokinen lieB selbst die hochste
Konzentration keine toxischen Effekte auf die Sekretion von TNF-a erkennen. Im Vergleich
zur Zellvitalitit zeigte sich, dass selbst die im MTT- Assay gemessene erniedrigte Zellzahl bei
725g/m® Toluol nicht zu einem Riickgang der Sekretion an TNF- fiihrte. Bei den iibrigen
Zytokinen setzte eine Supprimierung der Sekretion schon unterhalb der Konzentration von

100g/m?3 ein.
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Abb. 3.6:

Einfluss einer 24stiindigen Toluol-
exposition auf die Produktion von IL-
4, IL-2, IFN-y und TNF-a.

Signifikant ~ (=Abweichung  von
100%) erhohte Werte wurden mit
einem  Stern (*), signifikant
erniedriegte mit einem Rautezeichen
(#) gekennzeichnet. Dargestellt sind
Mediane sowie 25%-75% Quantil der
zusammengefassten Ergebnisse von
fiinf Spendern.



3.24. Xylol

3.24.1. Einfluss von Xylol auf Vitalitiit der Zellen

Die Auswirkung der iiber Gasphase in die Zellkultur gebrachten Konzentrationen von Xylol

auf die in- vitro- Proliferation/ Vitalitidt der PBMC ist in der folgenden Grafik dargestellt.
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Abb. 3.7: Beeinflussung der Zellproliferation durch steigende Konzentration an Xylol.
Gezeigt werden Median und 25% bzw. 75% Quantil fiir fiinf Probanden, jeweils
bezogen auf die individuellen Kontrollen.

Die Xylol- Exposition hatte keinen Einfluss auf die Zellvitalitt.
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Abb. 3.8:

Einfluss einer 24stiindigen Xylol-
exposition auf die Produktion von IL.
4, IL-2, IFN-y und TNF-cL.
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3.2.4.2. Einfluss von Xylol auf die Zytokinproduktion

Die Effekte von Xylol auf die verschiedenen Zytokine waren unterschiedlich.

Die IL-4- Sekretion wurde erst ab einer Konzentration von 215g/m?® Xylol gehemmt
(p=0,0045). Die hdchste eingesetzte Xylol- Konzentration (716,7g/m3) fiithrte zu einer
Hemmung der IL-4- Produktion auf 54%. Auch bei IL-2 lieB sich eine signifikante Hemmung
der Sekretion (p=0,0045) erst im hohen Konzentrationsbereich (716,7g/m?) messen.

Im Gegensatz dazu war die IFN-y- Sekretion bei 21,5g/m? signifikant erhcht (p=0,0045). Bei
der héchsten Xylol- Konzentrationsstufe lieB sich eine tendenzielle Erniedrigung der IFN-y-
Produktion (p=0,088) erkennen.

Auch die TNF-0- Produktion war nach Exposition gegeniiber Xylol stimuliert. Bedingt durch
starke Schwankungen unter den einzelnen Spendern lief sich im Bereich zwischen 0,717g/m?
und 71,7g/m3 eine tendenzielle Erhthung (p=0,088) der Sekretion erkennen, eine signifikante
Erhthung (p=0,0045) der Sekretion wurde allerdings erst ab einer Konzentration von 215g/m?3

gefunden.

3.2.5.  Naphthalin

3.2.5.1. Einfluss von Naphthalin auf Vitalitit der Zellen

Die Auswirkung der in die Zellkultur eingebrachten verschiedenen Konzentrationen von
Naphthalin auf die Zellproliferation wurde im MTT- Test nach 24h Inkubation untersucht. In
der folgenden Abbildung wurde die Zellvitalitit der PBMC bezogen auf die jeweiligen
Kontrollen graphisch dargestellt.

Der Einfluss der Naphthalin- Exposition bleibt bis auf die hichste Konzentration ohne
Auswirkung auf die Zellvitalitit. 250pug/ml Naphthalin in der Kultur fiihrte zu einer
deutlichen Hemmung (ca.70%) der Vitalitiit der Zellen (p=0,0017).
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Abb. 3.9: Beeinflussung der Zellproliferation durch Naphthalin. Gezeigt werden die Mediane
und 25% bzw. 75% Quantil fiir sechs Probanden, jeweils bezogen auf die
individuellen Kontrollen. Signifikante Abweichungen vom jeweiligen Kontrollwert
wurden mit einem Rautezeichen (#) fiir Hemmung gekennzeichnet.

3.2.5.2. Einfluss von Naphthalin auf die Zytokinproduktion

Die Inkubation mit Naphthalin fiihrte zu einer Hemmung der Sekretionen von IL-4, IL-2 und
TNF-¢ in der hiichsten getesteten Konzentration (250000ng/ml). Die Produktion von IL-4
und IL-2 war auch bei einer Konzentration von 25000ng/ml noch gehemmt. Die IL-4-
Sekretion wurde wie die TNF-o- Sekretion durch die Naphthalin- Konzentrationen zwischen

25ng/ml und 2500ng/ml signifikant stimuliert.
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Abb. 3.10:

Einfluss einer 24stiindigen Naphtha-
lenexposition auf die Produktion von
IL-4, IL-2, IFN~y und TNF-a.
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3.2.5.3. PCR- Messergebnisse der Naphthalinversuchsansitze

Da im Fall von Naphthalin im Konzentrationsbereich zwischen 25 und 2500ng/ml schwache,
aber dennoch bei allen Spenden reproduzierbare Stimulationen von IL-4 bzw. TNF-o
auftraten, wurden weitere Versuchsansiitze durchgefiihrt, um diese Ergebnisse in Form der
Zytokinexpression auf mRNA- Ebene zu verifizieren.

Fiir diese Experimente erfolgte nach der 24stiindigen Inkubation mit Naphthalin eine
Abnahme der Kulturiiberstinde zur ELISA- Messung, aus den verbleibenden Zellen wurde
mRNA pripariert. Mittels real time PCR (Lightcycler) wurde unter Verwendung externer
Standards eine quantitative PCR durchgefiihrt. Die Abbildungen 3.11 und 3.12 zeigen die
ELISA- Messungen im Kulturiiberstand fiir IL-4 und IFN-y am Beispiel eines Spenders. Fiir
IL-4 wurde eine deutliche Stimulation der Expression unter Naphthalin- Einfluss beobachtet,

wihrend IFN-y kaum beeinflusst wurde.

300% )
' Naphthalin
250% — . IL-4
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| 50% ==
OOI/O T T T T T
1 10 100 1000 10000 100000 1000000  [ng/ml]
Abb.3.11: Einfluss von Naphthalin- auf die Produktion von IL-4.
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Abb.3.12: Einfluss von Naphthalin- auf die Produktion von IFN-y
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Im folgenden Abschnitt sind die Originaldaten der durchgefiihrten PCR dargestellt. Das Prinzip der
real time PCR am Light-Cyclers besteht darin, dass sich im Gegensatz zur konventionellen PCR
bereits wihrend der Anbindungsphase der Primer und der Amplifikationsphase durch die
Polymerase der Fluoreszensfarbstoff SYBR Green an die DNA bindet. Durch Messen der
Fluoreszenz nach jedem PCR- Zyklus 148t sich die zunehmende Menge amplifizierter DNA
bestimmen. Verlagert sich die Kurve nach links, bedeutet dies eine groBere Zahl an DNA- Kopien,
eine Verschiebung nach rechts eine niedrigere Zahl. Eine Quantifizierung der cDNA-Menge in der
Probe ist durch Mitfiihrung von Standards mit bekannter cDNA-Menge moglich. Die quantitative
Analyse der Regulation der mRNA- Expression erfordert eine liber die Untersuchung eines

Housekeeping Gens (GAPDH) durchgefiihrte Adjustierung der Probe auf die Gesamt-DNA-Menge.
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Abb. 3.13: PCR- Messergebnisse fiir vier Verdiinnungsstufen und die jeweiligen Kontrollen,
dargestellt fir GAPDH, IL-4 und IFN-y.
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Da fiir die Konzentrationsstufe 25ug/ml eine andere Kontrolle (P3) benétigt wurde als fiir die
Konzentrationen 2,5ug - 25ng/ml (P2), wurden die Messergebnisse fiir P3 bzw. 25ug/ml in
Abbildung 3.13 A - C dargestellt, fir P2 und die restlichen Konzentrationsstufen in
Abbildung 3.13 D- F.

Wie die Abb. 3.13 A, B und C zeigen, war bei einer Naphthalin- Konzentration von 25ug/ml
bei identischer GAPDH-Menge die Expression von IL-4 erhght und von IFN-y verringert. In
den Naphthalin- Konzentrationen 25ng/ml bis 2,5ug/ml waren mit steigender Naphthalin-
Konzentration geringere GAPDH-Expressionen zu beobachten (Abb.3.13 D). Bei leicht
erhohter Expression von IL-4 (Abb. 3.13 E) im Vergleich zur Kontrolle bedeutet dies, dass in
den Naphthalin- exponierten Proben eine erhohte IL-4- mRNA/cDNA-Menge vorlag. Fiir
IEN-y (Abb. 3.13 F) wurde eine im Vergleich zur Kontrolle leicht verringerte Expression in
Abhiingigkeit von der Naphthalin-Exposition gesehen.

Abb. 3.14 zeigt die fir GAPDH adjustierten Ergebnisse der IL-4- und IFN-y- Expression. Fir
die Adjustierung wurde in der GAPDH ein Faktor ermittelt, der die Expression (=cDNA-
Menge in der Probe) im Vergleich zum Kontrollansatz (P2/P3) darstellt.

Zur Adjustierung wurden die resultierenden Konzentrationen fiir IL-4- bzw. IFN-y-
mRNA/cDNA mit dem jeweiligen GAPDH- Faktor multipliziert. Es ist deutlich erkennbar,
dass mit steigender Naphthalin-Konzentration die IL-4-mRNA/cDNA- Expression ansteigt,
wihrend die Expression von IFN-y weniger beeinflusst wird. Fiir IFN-G wurde eine leichte

Stimulation bei 2,5ug/ml Naphthalin und eine Hemmung bei 25ug/ml beobachtet.

Naphthalin PCR- Messergebnisse
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IL-4 @ IFNjg‘

Abb. 3.14: Einfluss von Naphthalin auf die Zytokin-mRNA-Expression peripherer
mononukleirer Zellen (PBMC) nach Inkubation iiber 24 Stunden.
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Der Quotient aus der Expression von IL-4-mRNA/ Expression von IFN-y-mRNA steigt mit
Erhéhung der Naphthalin-Konzentration in der Probe kontinuierlich an. Dies bedeutet eine

Verschiebung der IL-4/ IFN-y- Expression zugunsten von IL-4 (Tab. 3.5)

Tabelle 3.5.:  Quotient der ermittelten Prozentangaben der mRNA- Expression von IL-4/
[FN-y.
Konzentration 25ng/ml 250ng/ml 2.5ug/ml 25pug/ml

Verhiiltnis IL-4/ IFN-y 1,53 2,42 2,99 5,79
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4. Diskussion

Aufbauend auf Ergebnissen epidemiologischer Studien wie der LARS- Studie (Leipziger
Allergie- Risikokinder Studie) wurden in dieser Arbeit einige aromatische Verbindungen aus
der Gruppe der fliichtigen organischen Verbindungen auf ihre potentielle Allergie- fordernde
Wirkung untersucht. Da toxische Effekte dieser Organika schon in vielen Tierversuchen und
Fallberichten dokumentiert worden waren (ATSDR, 1990), wurden fiir das in dieser Arbeit
verwendete In vitro- Modell Konzentrationsbereiche ausgewihlt, in denen sowohl toxische
Effekte als auch sub- und nichttoxische Effekte zu erwarten waren. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit sollte geklirt werden, ob fliichtige Organika, wie innerhalb der LARS-
Studie beobachtet, tatsiichlich T- Zell- Reaktivitit in Richtung Th2 verschieben bzw.
inflammatorische Reaktionen auslésen konnen. Im Einzelnen wurden die Verbindungen

Chlorbenzol, Styrol, Toluol, Xylol und Naphthalin untersucht.

4.1.1. In vitro Modell zur Untersuchung immunmodulierender

Effekte von VOC

Beim Aufbau einer Versuchsanordnung, in der PBMC gegeniiber fliichtigen organischen
Verbindungen exponiert werden, mussten einige experimentelle  Besonderheiten
beriicksichtigt werden. Zuniichst musste eine Moglichkeit der Losungsvermittlung gefunden
werden, die es erlaubte, die Spenderlymphozyten mit den VOCs in Kontakt zu bringen.
Aufgrund der Unterschiede in Loslichkeit und Fliichtigkeit wurde Naphthalin DMSO-
vermittelt appliziert, wihrend die iibrigen VOCs in der ersten Versuchsreihe in Methanol
verdiinnt zu den Zellen gegeben wurden (Daten hier nicht dargestellt). Eine im Rahmen einer
Diplomarbeit  durchgefithrten Messung der Loslichkeit  verschiedener VOCs in
Zellkulturmedium mittels Headspace-Kapillargaschromatographie ergab jedoch, dass bei
direkter Applikation der VOC in das Kulturmedium nur sehr geringe Konzentrationen in der
Zellkultur verbleiben, da die VOC sofort aus der Zellkultur verdampfen. Abbildung 4.1 A
zeigt am Beispiel von Toluol die im Zellkulturmedium eingestellte Konzentration nach
losungsvermittelter Applikation. Von der direkt zugegebenen Menge an Toluol (0.5ul
Toluol/ml DMSO =0,025ul Toluol/ml Zellkulturmedium) verbleibt nur ein geringer Anteil im
Medium (ca. 10% nach 24h). Nach Applikation iiber die Gasphase (Abb.4.1 B) sinkt die
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Abb. 4.1: Vergleich der Konzentrationen von Toluol bei direkter Applikation (A) und bei
Applikation iiber die Gasphase (B), aus Diplomarbeit von Jana Miihlenberg 2002

Konzentration auch, jedoch ist der Konzentrationsabfall weniger steil und endet nach 24h bei
60% der maximal erreichten Konzentration. Vorteile der Applikation iiber die Gasphase
waren somit eine konstantere Konzentration iiber den Messzeitraum, weniger Kontrollen zu
den einzelnen Messreihen und die Applikation ohne Losungsmittel in hohen Konzentrationen
und somit 16sungsmittelfreie Effekte in diesen Bereichen. In Konsequenz wurden die weiteren
Versuchsreihen mit den Verbindungen Chlorbenzol, Styrol, Toluol und Xylol mit dem in
Abschnitt 2.2.3. beschriebenen experimentellen System durchgetiihrt.

Ein weiteres Problem betraf alle untersuchten Organika. Die 24stiindige Inkubation im
Brutschrank und die hohe Fliichtigkeit der Testsubstanzen machte es erforderlich, in einem in
sich geschlossenen System zu arbeiten. Nur so konnte ein Absinken der gewiihlten
Konzentration und eine Kontamination anderer Zellkulturen verhindert werden. Gleichzeitig
wurde damit jedoch auch eine CO,- Versorgung unterbunden, welche fiir eine physiologische
Zellreaktion erforderlich ist. Daher wurde anstelle des sonst iiblichen Zellkulturmediums

RPMI 1640 ein CO,- unabhiingiges Zellkulturmedium verwendet.

4.1.2. Einfluss der verwendeten Lésungsmittel

Die Zellvitalitat hat sich unter den eingesetzten Konzentrationen der Losungsmittel Methanol
und DMSO nicht signifikant verindert. Allein in der hochsten Konzentration von DMSO
(5%) konnte eine geringe Toxizitit beobachtet werden. Im Gegensatz zur Zellvitalitit wurde

die Zytokinproduktion durch 5% DMSO im Zellkulturmedium deutlich stirker beeinflusst.
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Aufgrund dieser Beobachtung sind die Chemikalieneffekte bei 5% DMSO nicht sicher
darstellbar, Ergebnisse miissen daher in dieser Konzentrationsstufe vorsichtig interpretiert
werden. Im Gegensatz dazu zeigen Messungen bei niedrigeren Lésungsmittelkonzentrationen,
dass signifikant gemessene Abweichungen vom Kontrollwert nach Applikation der jeweiligen

VOCs auch tatsichlich auf diese Verbindungen zuriickzufiihren sind.

4.2. Chlorbenzol

Als eines der am meisten eingesetzten chlorierten Benzole kommt Chlorbenzol hauptsichlich
bei der Herstellung von Herbiziden, Gerbstoffen und Kautschuk- Chemikalien zur
Anwendung (HSDB, 2003). In privaten Haushalten kommt es unter anderem als Entfetter,
Bindemittel, in Farben, Wachsen und Polituren zum Einsatz (NIOSH, 1993). Obwohl
Chlorbenzol seit vielen Jahren industriell verwendet wird, haben sich bisher nur wenige
epidemiologische Studien mit den Langzeit- Effekten der Exposition gegeniiber Chlorobenzol
befasst. Eine russische Studie (Rozenbaum, 1947) verweist auf multiple ZNS- Stdrungen im
Zusammenhang mit einer intermittierenden 2jihrigen Exposition (Konzentrationsbereich
nicht erfasst). ZNS-Stérungen wurden auch in weiteren Studien von TARKHOVA, 1965 und
Ogata et al., 1991 beschrieben. Ein Zusammenhang zwischen Chlorbenzol- Exposition und
der Entstehung allergischer Erkrankungen wurde bisher allein im Rahmen der LARS- Studie
(Lehmann et al., 2001) beschrieben.

In der vorliegenden Arbeit wurde Chlorbenzol in einem Konzentrationsbereich von 92mg/m?
bis 918g/m? getestet. Die Chlorbenzolkonzentration, die von Ogata et al 1991 eingesetzt
wurde, um fiinf freiwillige Probanden einmalig sieben Stunden lang zu exponieren, wurde
somit durch die vorliegende Arbeit abgedeckt. Dieser Konzentrationsbereich (276-
918mg/m?) scheint einen Schwellenbereich darzustellen, da auch in der vorliegenden Arbeit
im MTT- Assay bei Konzentrationen, welche dieses Intervall iiberstiegen, zytotoxische
Effekte beobachtet worden sind.

Chlorbenzol fiihrte in Konzentrationen groier 918mg/m3 zu einer Stimulation von TNF-a bei
fiinf von acht Spendern. Dies spricht fiir direkte Chlorbenzol- Effekte an PBMC. TNF-« ist
ein proinflammatorisches Zytokin, welches von Lymphozyten und Monozyten produziert
wird. Seine Induktion durch Chlorbenzol spricht dafiir, dass Chlorbenzol in hohen

Konzentrationen proinflammatorische Reaktionen auszulsen vermag. Dieser Befund konnte
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sowohl die wvon Ogata et al. beschriebenen Symptome wie Augenreizungen und
Halsschmerzen erkldren, als auch ein Hinweis fiir die Induktion inflammatorischer
Reaktionen in den Atemwegen nach Einatmen von Chlorbenzol sein. Im Vergleich der
Zellvitalitidt mit der Sekretion der vier gemessenen Zytokine wurde zudem deutlich, dass aus
der Beobachtung der Zellvitalitit allein keine Schlussfolgerungen auf Beeinflussung
spezieller Immunfunktionen gezogen werden kénnen. Wie in der vorliegenden Arbeit zu
sehen ist, wurde die Zytokinsekretion je nach Zytokin zwischen 1,32 und 3.,73mal stirker in
den Konzentrationen von 91,83 und 918,33 g/m3 Chlorbenzol gehemmt, als die im MTT-
Assay gemessene Vitalitit.

Aus den vorliegenden Messergebnissen lassen sich fiir Chlorbenzol keine Hinweise finden,
dass von dieser Verbindung ein Allergierisiko ausgeht. Moglich wiire, dass niedrigere
Konzentrationen zwischen 0,1-10ug/m3, wie in der LARS- Studie gemessen, zur allergischen
Sensibilisierung beitragen. Dieser Konzentrationsbereich wurde in der vorliegenden Arbeit
nicht abgedeckt. Allerdings wurden bei  weiterfilhrenden  Untersuchungen im
Umweltforschungszentrum im Rahmen eines durch die Deutsche Bundesstiftung Umwelt
geforderten Projektes auch fiir sehr niedrige Chlorbenzolkonzentrationen keine direkten
Effekte auf die funktionelle Aktivitit von T-Zellen beobachtet (persénliche Mitteilung,
Gundula Fischidder). Dies steht im Gegensatz zu dem in der LARS- Studie beobachteten
Chlorbenzol- Effekt. In der LARS-Studie wurde eine Hemmung von IFN-y bzw. eine
Stimulation von IL-4 produzierenden T-Zellen sowie ein erhohtes Risiko fiir allergische
Sensibilisierung durch Chlorbenzol gesehen. Maglicherweise iibt Chlorbenzol jedoch keine
direkten Effekte (auBer den beschriebenen Stimulationen proinflammatorischer Zytokine nach
Exposition gegeniiber hohen Konzentrationen) auf T-Lymphozyten aus. Es ist denkbar, dass
Zellen im Respirationstrakt (Lungenepithel, Alveolarmakrophagen), welche nach Inhalation
von Chlorbenzol primér mit Chlorbenzol in Kontakt kommen, funktionell beeinflusst werden
und Sekundireffekte auf T-Zellen ausldsen. Ahnliche Sekundireffekte wurden von
(Shreedhar et al., 1998) beschrieben. Die Autoren beschreiben eine UV- induzierte
systemische Immunsuppression als Folge einer Regulationskaskade mehrerer Mediatoren im
Tierexperiment (Maus). Moglicherweise kommen als initiale Zellen einer Regulationskaskade
bei inhalativer Exposition gegeniiber Chlorbenzol vor allem Epithelzellen der Atemwege in

Frage.



4.3. Styrol

Der Hauptaufnahmeweg, tiber den Styrol in den menschlichen Organismus gelangt, ist, wie
bei den anderen fliichtigen Verbindungen auch, die Inhalation. Die Styrolemissionsquellen
sind Baumaterialien (v.a. Klebestoffe), Plastikerzeugnisse und Tabakrauch. Das hochste
Expositionsrisiko tragen Arbeiter in der Plastikindustrie, insbesondere bei der Herstellung von
Polystyrol (ATSDR, 1992). In diesem Bereich wurden auch die meisten Expositionsstudien
am Menschen durchgefiihrt. Die nachfolgend genannten Studien haben hauptsichlich die
respiratorischen Auswirkungen nach Styrol- Exposition untersucht und dokumentiert. Allen
gemein ist eine von den Betroffenen beschriebene Reizung der Schleimhiute (Carpenter et al.,
1944:Stewart et al., 1968), insbesondere im Bereich der oberen Luftwege (Nase, Hals). Laut
Carpenter et al. traten bei 800ppm (= 3.4g/m3) Styrol bei zwei Minnern Reizungen im
Halsbereich, eine verstirkte nasale Sekretion und Reizungen der Augen auf. In der
vorliegenden Arbeit wurde eine Hemmung der Zellvitalitiit erst ab einer Konzentration von
22.65g/m® beobachtet. Dagegen zeigt die TNF-o- Sekretion bereits ab 7.55g/m* eine
signifikante Stimulation. Dies belegt einen direkten Effekt von Styrol auf PBMC. TNF-a ist,
wie bereits bei Chlorbenzol angesprochen, ein proinflammatorisches Zytokin, welches von
Lymphozyten und Monozyten produziert wird. TNF-a bewirkt im menschlichen Organismus
eine Reihe von unterschiedlichen Reaktionen. u.a. die Induktion von Akutphaseproteinen und
die Stimulation von Fibroblasten und Endothelzellen. Auch tierexperimentell wurden
inflammatorische Reaktionen nach Styrolexposition beschrieben. Dabei trat bei Ratten nach
21 Tagen Exposition (4h/d, 5d/Woche) gegeniiber 1000ppm (=4,26g/m?) Styrol nicht nur eine
erhohte Vaskularisierung, sondern auch eine verminderte ziliare Aktivitit der respiratorischen
Epithelzellen auf (Ohashi et al., 1986).

Bei hoheren Styrol- Konzentrationen (>72,5g/m?) findet eine relativ gleichférmige Hemmung
der IL-4-, IL-2- und IFN-y- Sekretion statt, TNF-o¢ wurde nur bei vier von fiinf Spendern
gehemmt (nicht signifikant). In diesem Konzentrationsbereich ist zu erwarten, dass die
toxischen Effekte das klinische Bild prigen. In humanepidemiologischen Studien wurden
keine so hohen Konzentrationsbereiche dokumentiert. In Tierexperimenten wurde eine LCsq
bei Ratten nach zweistiindiger Exposition gegeniiber 11,8g/m* und bei Miusen nach
vierstiindiger Exposition gegeniiber 21,8g/m* beschrieben (Shugaev, 1969). Eine 16- bzw.
30stiindige Exposition gegeniiber 5,5g/m* wurde von allen Ratten und Meerschweinchen

iiberlebt (Spencer et al., 1942). Wie aus den in der vorliegenden Arbeit gezeiglen
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Messergebnissen des MTT- Assay zur Styrol- Exposition deutlich wird, liegt der in vitro
beobachtete Schwellenwert von nicht- toxisch zu toxisch im gleichen Konzentrationsbereich,
wie auch tierexperimentell bestitigt, zwischen 7.55 und 22,65g/m?3. Das bedeutet, dass das in
vitro verwendete experimentelle Modell gut geeignet ist, toxische Effekte von fliichtigen
Chemikalien nachzuweisen und eventuell sogar Tierversuche ersetzen konnte.

Ahnlich wie bei Chlorbenzol wurden auch in den experimentellen Ansiitzen bei Styrol in der
vorliegenden Arbeit keine Anhaltspunkte fiir ein von dieser Verbindung ausgehendes
Allergierisiko gefunden. Niedrigere Konzentrationsbereiche zwischen 0,1 und 10pg/m3, wie
sie in der LARS- Studie gemessen wurden, wurden in dieser Arbeit nicht abgedeckt. Wie im
Fall von Chlorbenzol bereits erwihnt liegen jedoch auch fiir Styrol bereits weiterfiihrende
Untersuchungen bis zur niedrigsten Konzentration von 0,001ug/m?3 vor, wobei keine direkten
Effekte auf die Thl/ Th2- Regulation beobachtet wurden (personliche Mitteilung, Gundula
Fischiider). Auch in der LARS- Studie wurden keine signifikanten Assoziationen mit
Allergien im Kindesalter bzw. erhohten/ erniedrigten IFN-y/ IL-4- Blutwerten gefunden
(Lehmann et al., 2001), jedoch fand sich ein Zusammenhang zwischen Styrol und

Atemwegserkrankungen bei Kindern (Diez et al., 1999).

4.4, Toluol

Toluol wird vom menschlichen Organismus, wie die anderen getesteten Organika,
hauptsiichlich iiber Inhalation aufgenommen. Als Emissionsquellen kommen dabei
Tabakrauch, Benzin (Toluol als Zusatz zur Verbesserung der Oktanzahl) und Lésungsmittel
in Farben, Klebestoffen, Reinigungsmitteln und Lacken in Frage (ATSDR, 2000). Bei der
Exposition gegeniiber niedrigen Toluolkonzentrationen zwischen 7 und 20pg/m?3 wurde in der
LARS- Studie eine signifikante Assoziation mit nachfolgend aufgetretener Milchallergie
gefunden. Augenreizungen bei Personen, welche 0,38g/m3 {iber sechs bis acht Stunden
ausgesetzt waren, wurden von Baelum et al. 1985 beschrieben. Die respiratorischen Effekte
sind nicht eindeutig in der Literatur dokumentiert. Einerseits wurden nach Exposition
gegeniiber 7g/m? iiber zwei Stunden (Meulenbelt et al., 1990) bzw. gegeniiber 0,75g/m3 und
hoéher iiber einen Zeitraum von mehr als 18 Monate (Guzelian et al., 1988) keine subjektiven
Atembeschwerden angegeben. Andererseits berichten Baelum et al. 1985 bei Angestellten in
Druckereien nach sechseinhalb Stunden Exposition gegeniiber 0,38g/m? iiber Irritationen in

Nase und Hals. Ahnliche Beschwerden wurden bei Freiwilligen, die sich sieben Stunden lang
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einer Konzentration von 0.75g/m? aussetzten, beobachtet (Carpenter, Shaffer, Weil, and
Smyth, 1944). Die vorliegende Arbeit zeigt allein fiir TNF-o eine deutliche Stimulation durch
Toluol, welche jedoch erst ab einer Konzentration von 7,25g/m? signifikant ist. Dies spricht
fiir einen direkten Effekt von Toluol auf PBMC. Wie auch fiir die Verbindungen Chlorbenzol
und Styrol beobachtet, scheint Toluol daher in hohen Konzentrationen proinflammatorische
Reaktionen auszuldsen. Dieser Effekt mag individuell bereits in niedrigeren Konzentrationen
einsetzten, was die Unterschiede in den subjektiven Symptomen der Betroffenen nach
Exposition gegeniiber 0,38g/m* bzw. 0,75g/m* Toluol in den oben genannten Arbeiten
erkliiren wiirde. Stimulatorische Effekte auf die Sekretion von IFN-y bzw. IL-4 konnten in der
vorliegenden Arbeit nicht beobachtet werden. Weitere Messungen in niedrigeren
Konzentrationsbereichen bis zu Verdiinnungen von 0,001pg/m* Toluol fanden in der bereits
erwiihnten Untersuchung des durch die Deutsche Bundesstiftung Umwelt geforderten
Projektes ebenfalls keine Hinweise auf eine Verschiebung des Th1/Th2 Gleichgewichts in
Richtung Th2- Zytokine resp. IL-4 bei direkter Toluol- Exposition der PBMC iiber die
Gasphase. Allerdings fand sich auch in der LARS- Studie kein signifikanter Zusammenhang
zwischen Toluol- Exposition und IFN-y- bzw. IL-4- Produktion.

In der vorliegenden Arbeit wurden nur fiir die héchste verwendete Konzentration (725g/m?3)
zytotoxische Effekte im MTT- Assay beobachtet. In Fallberichten sind vereinzelte Todestille
genannt, welche die Exposition mit hohen Toluolkonzentrationen dokumentieren. Besonders
beim ,Lésungsmittelschniiffeln™ kam es wiederholt zu Todesfillen. (Paterson and
Sarvesvaran, 1983) beschrieben 1983 einen Teenager, der infolge Klebstoff- Schniiffeln starb.
In GroBbritannien wurde aus 42 in 52 Fillen bei Tod nach Ldsungsmittelmissbrauch im
toxikologischen Bericht Toluol erwihnt (Anderson et al., 1986:Paterson and Sarvesvaran,
1983). In Japan starb ein Mann an Herzstillstand, nachdem er ein Badezimmer mit einem
Anstrich versiegelt hatte, welcher 67% Toluol enthielt (Shibata et al., 1994). Es liegen keine
Konzentrationsangaben aus diesen Fallberichten vor. In Tierexperimenten wurde eine LC50
bei Ratten von 20g/m3 Toluol beobachtet (Svirbely et al., 1943). Aufgrund der neurologischen
Toxizitiit und der damit verbundenen Letalitdt von Toluol auf den Organismus ist daher davon
auszugehen, dass in hohen Konzentrationen (>21,75g/m?®) immunologische Dysregulationen

eine eher untergeordnete Rolle spielen.
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4.5. m-Xylol

Xylol kommt meist in Form eines Gemisches aus m-, p- und o-Xylol vor, davon sind anteilig
bis 65% m-Xylol und je 20% o- und p-Xylol. Xylol wird bei der Produktion von Ethylbenzol,
als Losungsmittel bei Farben und als Zusatz bei Benzin verwendet. Hauptemissionsquellen
sind daher industrielle Produktionsstitten, Verbrennungsmotoren und L&sungsmittel
(ATSDR, 1995). Hohe Konzentrationen in der Innenraumluft treten u.a. infolge der
Verwendung von Lacken, Farben, Rostschutz und nach Rauchen auf. Die kurzfristige Xylol-
Exposition wird in vielen Studien mit Irritationen im Nasen- und Halsbereich assoziiert
(Carpenter et al., 1975; Hake. 1981; Klaucke et al., 1982). Bei einer Konzentration von
0,868g/m> gemischter Xylole tiber drei bis fiinf Minuten wurde von Nelson et al. 1943
Schleimhautirritationen im Hals- und Nasenbereich beschrieben. Hastings et al. beschrieben
dagegen 1986 keine vermehrt auftretenden Symptome wie Schleimhautirritationen oder
Anderung der Atemfrequenz nach Exposition gegeniiber einer Xylol- Konzentration von
1,718g/m3. Die in der vorliegenden Arbeit gemessenen Effekte auf die Zytokinproduktion von
PBMC lassen fiir den betrachteten Konzentrationsbereich bis 215g/m?® keine Anhaltspunkte
fir eine inflammatorische Reaktion erkennen. Die hohen Schwankungen bei TNF-ou sind
moglicherweise durch individuelle Unterschiede zwischen den einzelnen Spendern bedingt.
Dabei ist es moglich, dass wie in den erwihnten Arbeiten gezeigt, sehr hohe Konzentrationen
noétig sind, um #hnliche Immunreaktionen zu provozieren. Eine deutliche Stimulation der
TNF-co- Sekretion tritt in der vorliegenden Arbeit erst ab einer Konzentration von 215g/m?
auf, eine Stimulation der IFN-y- Sekretion bei 71,67g/m3. Da sich in der vorliegenden Arbeit
selbst in hohen Konzentrationen keine Effekte auf die Zellvitalitidt beobachten lieBen, spricht
dies fiir einen direkten immunmodulatorischen Effekt von Xylol auf PBMC. Die TNF-o-
Stimulation belegt die beobachteten proinflammatorischen Effekte von Xylol, da TNF-a., wie
bereits bei den oben diskutierten Organika  angesprochen, fordernd  auf
Entziindungsreaktionen wirkt. Auch IFN-y ist an der Entziindungsreaktion beteiligt, da seine
Anwesenheit u.a. chemotaktische Reize fiir Monozyten, die Differenzierung von Th-1-Zellen
und eine erhohte Diapedese der an der Entziindung beteiligten Zellen bewirkt. Morley et al.
beschrieben 1970 die anhand einer Autopsie gefundenen Effekte einer Xylol- Exposition von
43,4¢g/m3, die bei einem Mann auftraten, welcher wihrend einem Anstrich dieser
Konzentration mehrere Stunden lang ausgesetzt war. Dabei wurde eine hochgradige
Lungenstauung mit fokal- intraalveoliren Einblutungen und pulmonalen Odemen

vorgefunden. Dies sind ebenfalls Anzeichen einer abgelaufenen Entziindungsreaktion. Auch
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tierexperimentell (Ratte, Maus, Meerschweinchen) wurden nach Exposition gegeniiber Xylol-
Konzentrationen von 6,36  bzw. 10,59g/m*® nach fiinf bzw. sechs Minuten
Entziindungsreaktionen wie [Irritationen der Atemwege, Lungenddeme und pulmonale
Einblutungen beobachtet (de Ceaurriz et al., 1981;Korsak et al., 1990).

In niedrigen Konzentrationsbereichen wurde keine Anderung der Zytokinsekretion oder der
Zellvitalitit beobachtet. Daher konnten in dieser Arbeit keine Anhaltspunkte fiir ein von Xylol
ausgehendes Allergierisiko gefunden werden. Der bei Lehmann et al. 2001 im Rahmen der
LARS- Studie gemessene Konzentrationsbereich zwischen 4.21 und 11.4pg/m?, welcher mit
einer Nahrungsmittelallergie assoziiert war, wurde nicht in dieser Arbeit abgedeckt. Jedoch
liegen wie bereits im Fall von Chlorbenzol beschrieben, weiterfiihrende Untersuchungen bis
zu einem Konzentrationsbereich von 0,001pg/m? vor, in welchen ebenfalls keine direkten
Effekte auf die Thl-/ Th2 Regulation gefunden wurden (personliche Mitteilung, Gundula

Fischider).

4.6. Naphthalin

Der Aufnahmeweg von Naphthalin ist neben der Ingestion und dem Hautkontakt vor allem
die Inhalation. Emissionsquellen, welche zu hohen Innenraum-Konzentrationen fiihren, sind
vor allem Tabakrauch, Feuerstellen, wo Holz verbrannt wird, und Mottenkugeln (ATSDR,
2003). In Deutschland ist es in Mottenkugeln allerdings in den vergangenen Jahren wegen
seines Geruchs weitgehend durch andere Wirkstoffe ersetzt worden.

Die gemessenen Konzentrationen variierten je nach Lokalisation betrichtlich. Die
Innenraumkonzentration wurde von Chuang et al. 1991, Hung et al. 1992 und Wilson et al.
1989 in einem Bereich zwischen 0,860 bis 1600ug/m? angegeben. Die in der LARS- Studie
gemessene Naphthalin- Konzentration in Wohnungen betrug im Median 0,73pg/m?. Der
Konzentrationsbereich der vorliegenden Arbeit rangierte von 250fg/ml bis 250pg/ml, was
einem Konzentrationsbereich von 0,0025ug/m? bis 2,5g/m? entspricht. Damit wurden alle in
der Literatur genannten Konzentrationsbereiche abgedeckt.

Aus Fallberichten, welche die Folgen einer inhalativen Naphthalin-Exposition beschreiben,
sind keine genauen Konzentrationsangaben bekannt. Bei den angegebenen Beschwerden
handelte es sich um Irritationen der Atemwege, Kopfschmerzen, Ubelkeit, Verwirrung und
Nierenerkrankungen (Linick M., 1983). In Tierexperimenten (Maus) wurden bei mehr als

95% aller Miuse nach zweijihriger Naphthalin- Exposition gegeniiber 52,4 bzw. 157,2mg/m?
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Anzeichen chronischer Entziindung und Metaplasie des Nasenepithels beobachtet (ATSDR,
2003). Die in der vorliegenden Arbeit beobachtete Stimulation der TNF-a- Sekretion
zwischen 25 und 2500 ng/ml (entspricht 0,25 bis 25mg/m?) kénnte diese entziindlichen
Effekte von Naphthalin erklaren. TNF-a wurde bereits bei den vorher genannten VOC in
seiner Wirkung als proinflammatorisches Zytokin  beschrieben. Die gemessene
Konzentrationserhthung in dem genannten Bereich ist moglicherweise cher auf eine
Stimulation der Monozyten als auf eine Stimulation der Thl Zellen zuriickzufiihren, da
sowohl die IFN-y- als auch die IL-2- Sekretion unbeeinflusst bleibt.

Die IL-4- Sekretion zeigte ebenfalls im Bereich zwischen 25 und 2500 ng/ml eine
Stimulation. Bei IL-4 handelt es sich um das Leitzytokin der Th2- Zellen; unter seinem
Einfluss differenzieren sich T-Zellen zu Th2- Zellen. Seine Anwesenheit iibt verschiedene
Effekte auf seine Umgebung aus, wie z.B. Aktivierung ruhender B-Zellen, was bei diesen zu
Proliferation, gesteigerter mRNA-/ Proteinsynthese und vermehrter MHC II- Expression
fithrt. Weiter fiihrt sein Einfluss bei bereits proliferierenden B-Zellen zu einem Ig- Klassen-
Switch, worauf IgE produziert wird. Zusammen mit IL-3 kann es eine Mastzellproliferation
bewirken. Die IL-4- Effekte konnen alle, bis auf die vermehrte MHC II- Expression, durch
IFN-y, welches von Thl- Zellen synthetisiert wird, neutralisiert werden. Umgekehrt bewirkt
IL-4 eine Supprimierung der IFN-y- Produktion. Die in der vorliegenden Arbeit beobachtete
Stimulation der IL-4- Sekretion deutet also nicht nur auf einen direkten Effekt von Naphthalin
auf die PBMC an sich hin, sondern spricht im Zusammenhang mit der unbeeinflussten IFN-y-
Sekretion fiir eine durch Naphthalin verursachte Dysbalance der Thl-/Th2-Regulation
zugunsten Th2. Damit ist die Ausgangslage fiir ein erhohtes Allergierisiko (Typ-1- Allergie)
gegeben. Ubereinstimmend mit diesen Ergebnissen konnte im Rahmen der LISA-Studie
(Lifestyle-Immune System-Allergy) eine Erhthung der [L-4- Produktion beobachtet werden.
Neugeborene, deren Miitter withrend der Schwangerschaft Naphthalin- Konzentrationen mehr
als 1,7ug/m® ausgesetzt waren, hatten erhohte Anteile IL-4-produzierender T-Zellen im
Nabelschnurblut (Lehmann et al., 2002). Nachfolgend konnte bei LISA-Studien-Probanden
ein signifikanter Zusammenhang zwischen Naphthalin- Exposition wihrend der Schwanger-
schaft und Sensibilisierung gegen Nahrungsmittelallergene (OR 16,0) beobachtet werden
(Henker, 2004). Bei 3jidhrigen Kindern fiihrte zudem eine Naphthalin-Exposition héher als
5.8ug/m? zu einem erhéhten Risiko fiir die Sensibilisierung gegen Nahrungsmittelallergene.
Auch im Rahmen der LARS- Studie konnte ein Effekt von Naphthalin auf die Zytokin-
Produktion peripherer T-Lymphozyten nachgewiesen werden. Oberhalb eines gemessenen

Innenraum- Konzentrationsbereiches von 1,65ug/m* wurde eine Hemmung der IFN-y-
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produzierenden CD8+ T-Zellen beobachtet (Lehmann et al., 2001). Dies ist wahrscheinlich
auf eine Hemmung der Thl- Zellen durch Gegenregulation der Th2- Zellen zuriickzufiihren.
Eine Verringerung der IL-4- Sekretion wurde hier nicht nachgewiesen. Allerdings sind IL-4-
produzierende T-Zellen im peripheren Blut nur in auBerordentlich geringer Zahl vorhanden,
so dass sich Expositionseffekte in dieser Zellpopulation schwerer nachweisen lassen, als im
Fall von IFN-y-produzierender Th1-Zellen.

Die in der vorliegenden Arbeit beobachtete Stimulation der IL-4- Sekretion nach Naphthalin-
Exposition ist mit einem Maximum bei [14% als eher gering einzustufen. Jedoch kénnen
auch derartig schwache Verinderungen der IL-4- bzw. IFN-y-Produktion langfristig
Auswirkungen auf die IgE-Produktion haben, wie am Beispiel von Mykotoxin von
(Wichmann et al., 2003) gezeigt werden konnte. Dabei wurde nach Inkubation mit
Mykotoxinen zwischen 10 und 10*pg/ml eine leichte IL-4- Stimulation und eine leichte IFN-
v- Inhibition nach 24h Expositionszeit beobachtet. Bei einer weiteren Messung nach sieben
Tagen hatte sich die Differenz zwischen IL-4- und IFN-y- Sekretion vergréfert. Die Messung
der IgE- Konzentration im Uberstand nach 48h ergab eine deutliche Erh6hung in jenem
Konzentrationsbereich, welcher nach 24h nur leichte Differenzen zwischen der IL-4-und der
IFN-y- Sekretion gezeigt hatte.

Die im Gegensatz zu den anderen VOC gemessene direkte Stimulation der IL-4- Sekretion
durch Naphthalin lisst sich mdoglicherweise auf Strukturunterschiede zuriickfiihren.
Naphthalin ist mit zwei miteinander verkniipften Benzolringen der kleinste Vertreter der
polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffe (PAK). Auch fiir Pyren, einen weiteren
Vertreter der PAK, konnte ein direkter stimulierender Effekt auf die IL-4-mRNA-
Transkription beobachtet werden (Bommel et al., 2000). Beobachtet wurde eine Stimulierung
der basalen Transkription des IL-4- Promotors in Abhiingigkeit von der Pyren- Konzentration.
Es ist denkbar, dass auch im Fall von Naphthalin ein direkter Effekt auf DNA- Ebene

(Promotor- Induktion) zur beobachteten Stimulation der IL-4- Produktion fiihrte.

Mit Ausnahme von Naphthalin lieferten die direkten Effekte der VOC auf PBMC keine
Anhaltspunkte fiir eine Erhdhung des Risikos fiir allergische Erkrankungen. Wie bereits
angesprochen kann die Ursache dafiir in der Tatsache begriindet sein, dass die PBMC in der
Expositionskette nicht an erster Stelle stehen und somit moglicherweise nicht der ausldsende
Faktor jener Regulationskaskade sind, welche die in den genannten epidemiologischen
Studien wie LARS und LISA beobachteten allergischen Sensibilisierungen gegeniiber

Nahrungsmittel oder anderen Allergenen verursachen.
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Die in der Literatur (tierexperimentelle Studien, Kammerexposition, klinische Fallberichte)
beschriebenen inflammatorischen Effekte konnten in vitro in soweit nachvollzogen werden,
als die getesteten VOC-Konzentrationen an PBMC proinflammatorische Effekte auslésen
konnten. Es kann also eingeschitzt werden, dass das verwendete Modell geeignet ist zur
Untersuchung  immuntoxikologischer bzw. immunmodulierender Effekte fliichtiger

Chemikalien.
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Die Rate an Allergien hat in Deutschland wie auch in den meisten westlichen Lindern iiber
die vergangenen Jahrzehnte stetig zugenommen. Epidemiologische Studien haben im Rahmen
der Ursachensuche drei grof3e Gruppen an begiinstigenden Faktoren als Ursache ausgemacht:
Genetische Veranlagung, Umweltfaktoren und Lebensweise. Um den
Entstehungsmechanismus im Kontext mit Umweltfaktoren, insbesondere Schadstoffen der
Innenraumluft, niher zu durchleuchten, wurde im Rahmen der Leipziger-Allergie-
Risikokinder-Studie (LARS) die Innenraumkonzentration diverser chemischer Verbindungen
im Zusammenhang mit dem Auftreten allergischer Erkrankungen im friihen Kindesalter
korreliert. Dabei konnte fiir einige Schadstoffe eine signifikante Assoziation zu dem Auftreten
allergischer Sensibilisierungen nachgewiesen werden.

Ziel dieser Arbeit ist es, die isolierte Wirkung einzelner ausgesuchter chemischer
Verbindungen auf Zellen des Immunsystems zu untersuchen und die epidemiologischen

Daten aus oben genannter Studie zu verifizieren. Dabei ging es vor allem um die Frage, ob



65

infolge der Exposition mit fliichtigen organischen Verbindungen die Sekretion bestimmter
Zytokine, welche fiir die Balance zwischen Entziindungsreaktion- und allergischer Reaktion
mabBgeblich sind. gehemmt oder stimuliert wird. Untersucht wurden immunmodulierende
Effekte der fliichtigen Organika Toluol, Chlorbenzol, Styrol, Xylol und Naphthalin.
Um die Zielzellen, mononukleiire Zellen aus dem peripheren Blut, den gewiinschten
Konzentrationen an fliichtigen Verbindungen auszusetzen, wurde cin System entwickel,
welches erlaubt, die fliichtigen und schwer léslichen Chemikalien auf kontrollierte und
reproduzierbare  Art in das Zellkulturmedium iiberzufithren. Sechs einzelne
Zellkulturréhrchen wurden mit jeweils einer Millionen peripherer Blutzellen in einem
Milliliter Zellkulturmedium in eine Glastlasche mit einem Innenvolumen von 600ml gestellt.
Ein Verdiinnungsreihe der zu untersuchenden Organika wurde hergestellt. Eine der Anzahl
der einzelnen Konzentrationen entsprechende Menge an den oben genannten Flaschen wurden
anschlieBend mit einer der Konzentrationen beimpft, wobei darauf geachtet wurde, dass die
Chemikalien nicht direkt in das Zellkulturmedium appliziert wurden. AnschlieBend wurden
diese Flaschen verschlossen und fiir 24h in einem Brutschrank gestellt. Ausnahme stellt hier
die Exposition gegeniiber Naphthalin dar, da es sich mittels Lésungsmittel direkt in das
Medium applizieren lieB. Die weitere Hantierung erfolgte wie bei den iibrigen Chemikalien
auch in der Glasflasche. Die nach 24h abzentrifugierten Kulturiiberstinde wurden mittels
ELISA- Assay auf die Menge an sezernierten Zytokinen getestet.
Mit Ausnahme von Naphthalin konnte bei keiner der untersuchten Verbindungen ein Effekt
auf das Zytokinsekretionsprofil von T-Lymphozyten (Th1/Th2-Regulation) gefunden werden,
so dass bisher kein Hinweis fiir eine durch Toluol, Chlorbenzol, Styrol und Xylol verursachte
Erhthung des Risikos allergischer Erkrankungen vorliegt. Der im Rahmen dieser Arbeit
untersuchte Konzentrationsbereich der vier zuletzt genannten Chemikalien (71,67 -91,8%10"
g/m’ Luft) deckte zwar nicht jene Konzentrationen ab, welche in der LARS-Studie mit der
Entstehung von Sensibilisierungen gegen Nahrungsmittelallergene assoziiert waren, jedoch
liegen bereits weiterfiihrende Untersuchungen aus dem Umweltforschungszentrum in Leipzig
(Department Umweltimmunologie) vor, welche auch in den epidemiologisch fiir positiv
assoziiert gefundenen sehr geringen Konzentrationsbereichen (0,1 — 100 pg/m3 Luft) keine
direkten Effekte auf die T-Zell-Regulation fanden (personliche Mitteilung, Gundula
Fischider).
Im Gegensatz zu den fehlenden Effekten auf die Th1/Th2-Regulation fanden sich bei Toluol,
Chlorbenzol, Styrol und Xylol eindeutige Hinweise auf zytotoxische und vor allem

proinflammatorische  Effekte. In einem Konzentrationsbereich von 9],8*[0I bis
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71.7#10%ug/m" wurde die Produktion des Zytokins TNF-a stimuliert, withrend die Produktion
der Zytokine IL-4, IL-2 und IFN-y inhibiert wurde oder unbeeinflusst blieb. mit Ausnahme
der Stimulation der IFN-y-Produktion durch m-Xylol bei 21,5*1{)3}1;;/1113. Im Gegensatz zu
den teilweise grofen individuellen Unterschieden mit Abweichungen vom Ausgangswert von
iiber 200% in der Zytokinproduktion der einzelnen Spender fand sich bei der Messung der
Zellvitalitit eine maximale Hemmung auf 68% des Ausgangswertes. Hinweise auf
zytotoxische und proinflammatorische Effekte der genannten Chemikalien wurden bereits in
epidemiologischen Studien und Tierexperimenten gefunden.

Bei den experimentellen Ansitzen mit Naphthalin zeigte sich demgegeniiber unter den
untersuchten Zytokinen eine deutliche Dysbalance zugunsten des allergieférdernden Zytokins
Interleukin 4. In einem Konzentrationsbereich von 25ng/ml bis 2500ng/ml wurde unter dem
Einfluss von Naphthalin eine Stimulation der IL-4-Produktion bei gleichzeitig fehlendem
Einfluss auf die IFN-y-Produktion beobachtet. Eine Exposition gegeniiber Naphthalin konnte
demnach iiber eine Modulation der T-Zell-Reaktivitit in Richtung einer verstirkten Th2-
Reaklivitiit zu einer erhdhten Wahrscheinlichkeit allergischer Uberreaktionen fiihren.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass sich nach Exposition gegeniiber fliichtigen organischen
Verbindungen direkte Effekte auf die Zytokinsekretion peripherer Blutzellen messen lassen.
Proinflammatorische Effekte, wie in Publikationen beschrieben, konnten nachgewiesen
werden. Moglicherweise lassen sich deshalb mit der in dieser Arbeit beschriebenen in virro
Methode tierexperimentelle Studien zur Untersuchung immunmodulierender Wirkung
chemischer Verbindungen teilweise oder vollstindig ersetzen. Dass im Falle von Chlorbenzol.
Styrol, Toluol und Xylol die epidemiologischen Hinweise auf ein durch diese Verbindungen
verursachtes erhohtes Allergierisikos nicht bestitigt werden konnten, ist méglicherweise in
der Tatsache begriindet, dass die peripheren Blutzellen (Lymphozyten/Monozyten) in der
Expositionskette nicht an erster Stelle stehen und somit moéglicherweise nicht der ausldsende
Faktor jener Regulationskaskade sind, welche die beobachtete allergische Sensibilisierung
verursachten.

Naphthalin als einzige aromatische Verbindung mit zwei Benzolringen zeigt wahrscheinlich
aufgrund der strukturellen Differenz zu allen anderen getesteten Verbindungen differente
Effekte auf die Immunregulation. Nur fiir diese Verbindung wurde ein direkter stimulierender
Effekt auf die Sekretion des allergieférdernden IL-4 beobachtet. Damit liegt die Vermutung
nahe, dass cine Exposition gegeniiber Naphthalin zu einer Erhohung des Allergierisikos

beitragen kann.
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