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Zusammenfassung

Die Wirkung einer dreistiindigen Exposition mit Innenraumstdauben auf die
Nasenschleimhaut von 16 Hausstaubmilbenallergikern und 16 Normalprobanden wurde
untersucht und mit einer Kontrollexposition mit Reinluft verglichen. Bei der Halfte der
Probanden wurde der Innenraumstaub mit Di(2-ethylhexyl)phthalat (DEHP) dotiert. Aus
einer Nasenschleimhautbiopsie wurde die RNA extrahiert und expositionsbezogene
Veranderungen der Gentranskription untersucht. Zusétzlich wurden im Nasensekret
unterschiedliche Zytokine und Zellaktivierungsmarker gemessen.

Auf Transkriptionsebene wurden in erster Linie Gene fur Bindung und Transport von
Metallen, fir den Metabolismus reaktiver Sauerstoffspezies sowie immunrelevante Gene
aufreguliert. Gene fir DNA-Reparatur oder Zellzyklusregulation wurden nur sporadisch
differentiell transkribiert. Auf Proteinebene war die Innenraumstaubexposition mit einer
signifikanten Erhohung der Zytokine IL-1B, IL-6, IL-8 und G-CSF sowie des
Zellaktivierungsmarkers Elastase assoziiert (p<0.05). Allergiker zeigten unabhéngig von
der Exposition signifikant hohere Werte von IL-5, IL-13 und nasalem IgE (p<0.001) und
reagierten bei diesen Zytokinen auf Innenraumstaubexposition empfindlicher als Nicht-
Allergiker (p<0.05). Bei Phthalat-dotiertem Staub war die Zunahme proinflammatorischer
Zytokine im Nasensekret entweder geringer als bei Normalstaub oder es kam sogar zu
einer Abnahme dieser Zytokine.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass die Nasenschleimhaut auf eine realitdtsnahe
Innenraum-Staubexposition mit der Aufregulierung unterschiedlicher Abwehrsysteme
reagiert. Hierbei stehen neben der Aktivierung der Immunantwort die Neutralisation und
der Metabolismus toxischer Staubinhaltsstoffe im Vordergrund. DEHP scheint die nach
nasaler Staubinhalation in der humanen Nasenschleimhaut ablaufende Immunantwort

abzuschwachen.
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Summary

Sixteen healthy individuals and 16 persons suffering from house dust mite allergy were
exposed to 300ug/m® indoor dust versus filtered air as a control for 3h in a nose only
exposure setting. Half of the participants received dust with an average German household
di(2-ethylhexyl)phthalate (DEHP) concentration (0,41 mg/g) and the other half dust with a
DEHP concentration of 2,09 mg/g, reflecting concentrations observed in phthalate
contaminated households. Following exposure, nasal mucosa biopsies were obtained for
gene expression analysis of 1051 genes employing long oligonucleotide microarrays.
Moreover, several cytokines and cell activation markers were measured in nasal secretions
obtained following exposure.

Following indoor dust exposure, genes involved in metal transport and binding, and genes
involved in the neutralization of reactive oxygen species were upregulated. Moreover,
immune response genes were activated. DNA-repair genes and genes involved in cell cycle
control were sporadically altered. On the protein level, indoor exposure resulted in a
significant increase of IL-1, IL-6, IL-8 and G-CSF in addition to increased elastase levels
(p<0.05). Irrespective of dust exposures, participants with house dust mite allergy had
higher IL-5, IL13 and nasal IgE levels than non-allergic participants (p<0.001). Moreover,
these biomarkers responded stronger to indoor dust exposure in allergic participants. The
effects of indoor dust with average and high phthalate concentrations differed markedly.
DEHP significantly attenuated the nasal biomarker response to indoor dust.

Altogether, the results of this study show that human nasal mucosa responds to indoor dust
exposure with the upregulation of several defense systems. Particularly, an activation of
metal binding, oxygen radical detoxification and immune activation was found. An
attenuated immune response occurs after exposure of the human nasal mucosa after

exposure with dusts containing DEHP.
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1 Einleitung

Innenraumstdube wurden als wesentlicher Tréager inhalativer Toxizitat identifiziert (Butte
& Heinzow 2002). Neben Konzentration und PartikelgroRe bestimmen Staubinhaltsstoffe
die Toxizitdt von Staduben (Riechelmann 2004). In Innenraumstduben sind mikrobielle
Kontaminanten (Bischof et al. 2002), Metalle (Sunderman, Jr. 2001) und organische
chemische Verbindungen (Delfino 2002) wesentliche Toxizitatsfaktoren. In der
Norddeutsche Leukamie- und Lymphomstudie wurden Hausstdube gesammelt, von denen
manche erhebliche Phthalat-Beimengungen aufwiesen. Kirzlich wurde ein positiver
Zusammenhang zwischen der Phthalat-Belastung in Innenraumstéuben und der Entstehung
von Asthma bronchiale beschrieben (Bornehag et al. 2004). In vitro zeigten Phthalate eine
verstarkte IgE-Antwort CD4*-Zellen (Lee et al. 2004).

In dem beschriebenen Projekt sollten die Wirkungen von Innenraumstauben in
umweltrelevanten Konzentrationen auf die menschliche Nasenschleimhaut untersucht
werden. Um besondere Wirkungen einer hohen Phthalatkonzentration zu erfassen, wurde
die Halfte des untersuchten Kollektivs einem Phthalat-dotierten Staub exponiert. Da bei
Allergikern eine erhOhte Vulnerabilitdt gegen Umweltschadstoffe beschrieben ist
(Behrendt et al. 1999), wurden zur Halfte Hausstaubmilbenallergiker rekrutiert.
Expositionshezogene Effekte sollten breitgefachert auf Transkriptionsebene mit einem
Oligonukleotid-Chip fur ca. 1000 Gene erfasst werden (Shoemaker et al. 2001), speziell
proinflammatorische Effekte zusatzlich durch Immunobead-Assay auf Proteinebene
(Camilla et al. 2001).



2 Material und Methoden

Beim eingesetzten Innenraumstaub handelt es sich um Hausstaub aus norddeutschen
Haushalten. Ein Teil der Hausstaubprobe behielt ihren urspriinglichen Di(2-
ethylhexyl)phthalat (DEHP)-Gehalt von 0,41 mg/g, ein anderer Teil wurde mit 2,09 mg/g
DEHP dotiert. Die Aerosolherstellung erfolgte mit einem modifizierten Aerosolgenerator
(Small-Scale Powder Disperser, Modell 3433, TSI GmbH, Aachen). Als Probanden
wurden Studenten der Universitdt Ulm geworben. Sie wurden klinisch und allergologisch
auf  Ubereinstimmung mit den Ein- und  Ausschlusskriterien  untersucht
(s. Zwischenbericht) und als Nicht-Allergiker oder Hausstaubmilbenallergiker klassifiziert.
Jeder Proband wurde einmal tber 3h nasal mit 300 pg/m® Staub exponiert und einmal mit
gefilterter Luft (0 ug/m®) als Kontrolle, wobei Allergiker und Nicht-Allergiker den 2
Staubarten und den 2 Expositionsreihenfolgen zufallig zugeordnet wurden (Abbildung 1).
Zwischen der ersten und zweiten Exposition eines Probanden vergingen mindestens sieben
Tage. Drei Stunden nach Ende der Exposition wurde den Probanden Nasensekret und eine
Nasenschleimhautbiopsie entnommen. Zusétzlich wurde den Probanden nochmals 24

Stunden nach Ende der Exposition Nasensekret entnommen.
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Abbildung 1: Expositionsschema im Projekt BWW 22010



2.1 Gentranskriptionsanalyse

2.1.1 Spotting

Es wurden 1051 unterschiedliche 70mer cDNA-Oligonukleotide (Operon Biotechnologies
GmbH, Kd&ln) mit dem OmniGrid 100™ (Genemachines, San Carlos, CA, USA) mit PT
3000 Nadeln (Point Technologies, Boulder, CO, USA) auf aminosilanisierte Mikroarray
Objekttrager (Ultra Gaps Il, Corning B.V., Amsterdam, Holland) in jeweils 4 Spot-
Replikaten aufgebracht (IZKF, Universitdt Ulm). Als Spiking-Kontrollen dienten 10
exogene Oligonukleotide von Arabidopsis- und Sinhorhizobium-Genen. Hierzu passende
synthetische RNA-Oligonukleotide wurden von der Fa. PURIMEX, Staufenberg, im
Auftrag mit einem ABI 394 Synthesizer ™ (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
hergestellt und nach Deprotektion Uber PAGE aufgereinigt. Als Negativkontrollen dienten
350 Spots mit Spotting-Buffer (3xSSC Buffer entspr. 0,3 M Na-Citrat und 3 M NaCl mit
1,5 M Betain, Sigma, Deisenhofen, Germany) und 10 randomized negative controls (RNC,
Operon Biotechnologies GmbH, Koéln) mit beim Menschen nicht vorkommenden
Oligonukleotidsequenzen. Nach dem Spotten wurden die Arrays 15 min bei 80°C inkubiert
und anschliefend mit dem UV-Stratalinker 2400™ (Stratagene, La Jolla, CA, USA) bei
120mJ/cm? vernetzt. Die Spottingqualitat wurde mit Cy3 und Cy5 gekoppelten Random-
Nonameren (random 9mere™, Operon Biotechnologies GmbH, Kaéln) Gberpruft.

2.1.2 RNA-Extraktion und Hybridisdierung

Aus den bei -80°C gelagerten Biopsien wurde die Gesamt-RNA mit dem RNeasy™ Mini
Kit (Operon Biotechnologies GmbH, Kdln) gemaR den Angaben des Herstellers extrahiert.
Jeweils 5 ng RNA wurden 2,5 pl Spiking-RNA zugesetzt, so dass sich Spiking-RNA-
Konzentrationen von 0, 200, 1000 und 10 000 fg je Probe ergaben. Mit dem 3DNA Array
350 Kit™ (Genisphere, Hatfield, PA, USA) wurde die mRNA der Proben in cDNA trans-
kribiert, wobei die Proben nach Reinluft-Exposition mit dem Grinlicht emittierenden
Fluorochrom Cy3™ und die Proben nach Staubexposition mit dem Rotlicht emittierenden
Fluorochrom Cy5™ markiert wurden. Die cDNA wurde anschlieBend mit Millipore
Microcon YM-30 Centrifugal Filter Devices™ (Millipore, Billerica, MA, USA)
aufgereinigt und dann auf den mit BSA fir 1h vorinkubierten Objekttrdgern iber Nacht bei
57°C inkubiert. Anschlielend wurde die ungebundene cDNA abgewaschen und das 3DNA
Bindungs-Reagenz fiir 3h bei 59°C aufinkubiert.



2.1.3 Auslesen der Microarrays und Datenauswertung

Der Objekttrager wurde mit einem Dual-Laser Microarray Scanner (GenePix 4000 B,
Axon Instruments, Foster City, CA, USA) ausgelesen und als TIF-Datei gespeichert. Die
automatische Spot-Erkennung und Cy3/Cy5-Intensitatsbestimmung erfolgte mit dem
Programm Gene Pix pro 4.1™ (Axon Instruments, Foster City, CA, USA). Die Daten
wurden weiter mit dem Programm Systat 10.2 (Systat Software GmbH, Erkrath)
ausgewertet. Spots mit einer Background-Intensitat oberhalb der 99. Perzentile wurden
geldscht. Dann wurde von der Cy3- bzw. Cy5-Intensitat der je vier Spot-Replikate eines
Gens der Median gebildet, dual logarithmiert und der Cy3/Cy5-Intensitatsquotient (Ratio)
gebildet. Nach Lowess- und Blocknormalisierung (Quackenbush 2002) wurde der
Interquartilbereich der Kontrollen bestimmt. Gene, deren Cy3-Intensitat 3 Interquartile
oberhalb des oberen Quartils der Kontrollen lagen, wurden als basal exprimiert
angenommen. Gene, deren Ratio-Werte 3 Interquartile oberhalb des oberen Quartils oder
unterhalb des unteren Quartils der Kontrollen lagen, wurden als differenziell transkribiert
angenommen (Tukey 1977). Die Intensitatswerte der Gene auf den Arrays der Probanden
einer  Expositionsgruppe  wurden mittels des Intraklassen-Koeffizienten  auf
Ubereinstimmung gepriift und durch Medianbildung zusammengefasst. Es werden die
Genbezeichnungen des Gene Nomenclature Committee der Human Genome Organisation

(HUGO-Kirzel) benutzt (http://www.gene.ucl.ac.uk/nomenclature/).

2.2 Proteinbestimmungen im Nasensekret

2.2.1 Zellaktivierungsmarker und Gesamt-lIgE im Nasensekret

Eosinophiles kationisches Protein (ECP), Tryptase (TRY) und Gesamt-IgE im Nasensekret
(nlgE) wurden mit einem Fluoreszenz-Immunoassay (UniCAP 100 Diagnostic System,
Pharmacia, Freiburg) nach Angaben des Herstellers bestimmt. Fir ECP und Tryptase
wurden die Sekretproben 1:5 verdunnt, nlgg wurde in unverdinnten Proben gemessen.
Humane Neutrophilen-Elastase (ELA) wurde mit einem quantitativen ELISA (Bender

MedSystems, Wien) bestimmt. Die Sekretproben wurden hierzu 1:100 verdnnt.

2.2.2 Zytokinbestimmungen im Nasensekret

Die Zytokinkonzentrationen wurden in 1:10 verdiinnten Nasensekretproben mit dem Bio-
Plex™ Suspension Array System (Bio-Rad Laboratories, Miinchen) bestimmt. Es wurden
die Zytokine Interleukin (IL)-1R, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12(p70), IL-



13, IL-17, Tumor Nekrosefaktor-oo (TNF-a), Interferon-y (IFN-y), Granulozyten-
Makrophagen Kolonie stimulierender Faktor (GM-CSF), Granulozyten Kolonie
stimulierender Faktor (G-CSF), Monozyten-chemoattraktives Protein-1 (MCP-1), und
Makrophagen inflammatorisches Protein-1 (MIP-1R) mit dem Multiplex Cytokine Assay
flr 17 Zytokine (Bio-Rad Laboratories, Minchen) geméald Herstellerangaben bestimmt. Die
Daten wurden mit der Bio-Plex Manager™ Software 3.0 (Bio-Rad Laboratories, Miinchen)
ausgewertet. Die Detektionsgrenze liegt bei wunter 0.5pg/ml. Die Biomarker-
Konzentrationen im Nasensekret wurden dekadisch log-transformiert und deskriptiv durch
Mittelwert und Standardabweichung beschrieben. Fir die konfirmatorische Auswertung
wurden die Ergebnisse der Biomarker-Bestimmungen im  Nasensekret einer
Hauptkomponentenanalyse mit VVarimax-Rotation unterzogen und Faktoren extrahiert, die
im Wesentlichen den Kriterien von Guadagnoli und Velicer (Bortz 1999) genigten.
Aufgeschlisselt nach dem Zeitpunkt der Entnahme 3h bzw. 24h nach Expositionsende
wurden die Faktorwerte einer Varianzanalyse mit einem Wiederholungsfaktor
(Kontrollexposition versus Staubexposition) und den Gruppierungsfaktoren Allergie
(ja/nein),  Staubart  (Normalstaub  versus  Phthalat-dotierter ~ Staub)  und
Expositionsreihenfolge (,,erst-Kontrolle-dann-Staub* versus ,,erst-Staub-dann-Kontrolle®)

unterzogen.



3 Ergebnisse

3.1 Studienpopulation

An der Untersuchung nahmen 12 Frauen und 20 Méanner mit einem mittleren Alter von
24+3 Jahren teil. Davon waren 16 Teilnehmer nach Anamnese, Hauttest,
serumspezifischen IgE und konjunktivalem Provokationstest Hausstaubmilbenallergiker.
Die Zuordnung zu den einzelnen Expositionsgruppen erfolgte gemal Randomisierungsplan
des Instituts fir Biomathematik des Universitatsklinikums Ulm. Zwischen der 1. und der 2.
Untersuchung eines Probanden vergingen durchschnittlich 30£17 Tage, das kirzeste
Intervall betrug 13 Tage.

3.2 Gentranskriptionsanalysen an Nasenschleimhautgewebe

Bisher sind 16 von 32 Arrays ausgewertet, wobei die Gruppierungsfaktoren ausgewogen
beriicksichtigt wurden. Von den 1051 untersuchten Genen zeigten 59 konsistent eine
differentielle Expression beim Vergleich Kontrollexposition gegen Innenraumstaub-
exposition. Davon waren 56 Gene aufreguliert und drei Gene (CD14, LTB4R, NUP62)
schwach herunterreguliert. Die Funktion der Genprodukte der aufregulierten Gene wurde
nach dem Kilassifikationssystem des Gene Ontology Consortium  (http:
Ilwww.geneontology.org) auf der molekularen Funktionsebene 4 kategorisiert (Abbildung
2).
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Abbildung 2: Prozentuale Verteilung der Molekilfunktion der Genprodukte der 56 durch Innenraumstaub-
exposition konsistent aufregulierten Gene



3.3 Proteinbestimmungen im Nasensekret

Die dekadischen Logarithmen der Proteinkonzentrationen im Nasensekret der 32
Probanden (Mittelwert + Standardabweichung) zu den insgesamt 4 Entnahmezeitpunkten
sind in Tabelle 1 aufgefihrt. Fur MIP-18 und MCP-1 wurden keine ausreichend

reproduzierbaren Werte erhalten.

Tabelle 1: Mittelwerte+Standardabweichung der dekadischen Logarithmen der Proteinkonzentrationen im
Nasensekret von 32 Probanden zu 4 Entnahmezeitpunkten. Die Zytokin- Konzentration (IL-18 bis G-CSF) ist
in pg/ml angegeben, die IgE- Konzentration in kU/I und die Konzentrationen der Zellaktivierungsmarker
(ELA-TRY) in ng/ml.

3h nach Expositionsende 24h nach Expositionsende
Kontrollexposition Staubexposition Kontrollexposition Staubexposition

IL-1R8 1.48+0.48 1.48+0.53 1.54+0.62 1.7+0.5
IL-2 1.38+0.45 1.46+0.45 1.51+0.41 1.4940.43
IL-4 1.96+0.21 2.04+0.21 2.04+0.22 2.06+0.26
IL-5 1.01+0.54 0.99+0.54 1.16+0.55 1.14+0.58
IL-6 2.75+0.25 2.71+0.34 2.94+0.43 3.09+0.41
IL-7 2.15+0.2 2.16x0.21 2.09+0.18 2.07+0.14
IL-8 3.25+0.23 3.26+0.27 3.21+0.36 3.27+0.25
IL-10 0.59+0.4 0.64+0.49 0.73+0.47 0.66+0.34
IL-12 1.33+0.42 1.4+0.5 1.48+0.42 1.4240.43
IL-13 1.18+0.41 1.24+0.53 1.37+0.53 1.3540.61
IL-17 0.93+0.45 1.03+0.32 0.93+0.32 0.89+0.54
IFN-y 2.1+0.24 2.19+0.33 2.21+0.34 2.27+0.42
TNF-a 1.39+0.29 1.49+0.37 1.54+0.41 1.66+0.45
GM-CSF 2.93+0.4 2.97+0.5 3+0.53 2.98+0.5
G-CSF 3.1+0.43 3.12+0.43 3.01+0.37 3.1+0.37
nige 1.05+0.55 1.11+0.6 1.1+0.53 1.15+0.55
ELA 2.51+0.4 2.55+0.39 2.76x0.27 2.87+0.11
ECP 1.72+0.62 1.88+0.67 - -
TRY 1.34+0.88 1.43+0.56 - -

3.4 Faktorenanalyse

Aus den Biomarkerwerten lieRen sich durch Hauptkomponentenanalyse mit Varimax-
Rotation 3 Faktoren mit einem Eigenwert von mehr als 1 extrahieren. Sie erklaren 63% der
Daten-Varianz. Die Faktorladungen (Tabelle 2) legen nahe, dass Faktor-A vor allem
lymphozytare Zytokine repréasentiert und Faktor-B fir Zytokine steht, die typischerweise
von Atemwegsepithelien und Makrophagen gebildet werden. Der Faktor-C l&dt auf

allergietypische Biomarker.
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Tabelle 2: Faktorladungen der gemessenen Analyte im Nasensekret auf die 3 Hauptkomponenten A-C

Faktor-A Faktor-B Faktor-C
IL-2 0.898 -0.102 0.021
IL-12 0.883 -0.153 0.148
GM-CSF 0.826 -0.092 -0.115
IFN-y 0.798 0.331 0.081
TNF-a 0.783 0.448 0.139
IL-4 0.755 0.275 -0.156
IL-13 0.749 0.169 0.451
IL-17 0.613 0.033 -0.229
IL-10 0.598 0.166 0.386
IL-18 0.07 0.829 -0.067
IL-6 0.239 0.818 0.061
ELA -0.012 0.726 0.094
IL-8 -0.082 0.697 -0.008
IL-5 0.236 0.093 0.818
nige -0.221 -0.033 0.686
G-CSF 0.037 0.46 -0.044

3.5 Auswirkungen der Staubexposition auf die Faktorwerte

3.5.1 Gesamtpopulation ohne Bericksichtigung des Allergiestatus und der Staubart
Bei den 32 Teilnehmern zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen
Kontrollexposition und Innenraum-Staubexposition (verbundene Stichprobe) beim Faktor
B zum Zeitpunkt 24h nach der Exposition. Der Faktorwert betrug im Mittel 24h nach der
Kontrollexposition 0.11+0.99 , nach der Staubexposition 0.57+0.89 (p=0.02). Hierbei
zeigte sich ein Interaktionseffekt mit der Expositionsreihenfolge (p<0.01), also war ein
Sequenzeffekt nicht auszuschlieBen. Sequenzeffekte konnen die Ergebnisse nicht
beeinflussen, wenn nur die 16 Probanden nach erstmaliger Kontrollexposition mit den 16
Probanden nach erstmaliger Staubexposition (unverbundene Stichprobe) verglichen
werden. Dieser Vergleich ergab fir den Faktor B einen Wert von 0.24 nach

Kontrollexposition und 0.73 nach Staubexposition (p<0.01, Abbildung 3).
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Abbildung 3: Wirkung einer Innenraum-Staubexposition auf die Werte des Faktor-B (s. Text),
aufgeschlisselt nach Expositionsreihenfolge. Die Werte nach Staubexposition liegen signifikant hoher als
nach Kontrollexposition (p<0.05). Wegen Interaktioneffekten mit der Expositionsreihenfolge sind zuséatzlich
nur die 16 Probanden dargestellt, bei denen entweder die Kontrollexposition oder die Staubexposition als
erstes durchgefiihrt worden war (p<0.01). Der Interaktionseffekt verschleiert eher das wahre Ausmal} der
Staubwirkung.

3.5.2  Auswirkung der Staubart

Die Wirkung des Phthalat-dotierten Staubes unterschied sich von der Wirkung des Staubes
mit durchschnittlichem Phthalatgehalt. Wahrend es bei den untersuchten drei Faktoren
nach Exposition gegenuber dem Staub mit durchschnittlicher Phthalatkonzentration zu
einer deutlichen Zunahme der Faktorwerte kam, fiel diese Zunahme beim Faktor-A nach
Exposition gegeniiber Phthalat-dotiertem Staub niedriger aus. Beim Faktor-B ergab sich im
Vergleich zur Normalstaubexposition eine geringfligige Abnahme (p=0.14) — also eine
Wirkungsumkehr — und beim Faktor-C ergab eine deutliche Abnahme (p=0.06) zum
Zeitpunkt 3h nach Expositionsende (Abbildung 4). Betrachtet man lediglich die Gruppe
der Hausstaubmilbenallergiker, ist die Umkehrung des Effektes der Staubexposition von
einer Zunahme der Faktorwerte bei Normalstaub in eine Abnahme bei Phthalat-dotiertem
Staub fur den Faktor-C hochsignifikant (p=0.003).
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Abbildung 4: Abhéngigkeit der Staubwirkung vom Phthalatgehalt des Staubes. Staub ohne Pththalat-
Dotierung (0.Phth.) fiihrt zu einer deutlichen Erhéhung der Faktorwerte A bis C (s. Text), wahrend der
Phthalat-dotierte Staub (m.Phth.) zu einer geringeren Zunahme bzw. sogar Abnahme der Faktorwerte flhrte.

3.5.3 Auswirkung des Allergiestatus

Im Vergleich zum nicht-allergischen Kollektiv flihrte eine Hausstaubmilbenallergie zu
keiner vermehrten Zunahme der Faktor-A Werte und einer geringfligig starkeren Zunahme
der Faktor-B Werte (p<0.05) nach Staubexposition. Erwartungsgemal’ unterschieden sich
Allergiker und Nicht-Allergiker hochsignifikant bei den Faktor-C Werten. Zum Zeitpunkt
3h nach Exposition lagen die Faktor-C Werte bei den Nicht-Allergikern bei —0.53+0.91
und bei den Allergikern 0.27+0.77 (p<0.001, Abbildung 5) und zum Zeitpunkt 24 h nach
Exposition bei —0.48+0.94 bzw. 0.79+0.8 (p<0.001). Es fallt auf, dass die Nicht-Allergiker
nach Staub-Exposition etwas geringere Faktor-C Werte aufwiesen und die Allergiker nur
geringfugig hohere Werte (p=0.15).

Es war ungewdhnlich, dass die Allergiker auf den Staub mit den darin enthaltenen
Allergenen nicht signifikant starker reagierten als die Nicht-Allergiker. Deswegen wurde
die Zunahme der Faktor-C Werte bei Allergikern und Nicht-Allergikern nochmals
lediglich fur Normalstaub ohne Phthalat-Dotierung verglichen. Hier ergab sich, dass die
Faktor-C Werte der Allergiker starker auf die Normalstaubexposition ansprachen als die
der Nicht-Allergiker (p=0.02). Die zu erwartende Zunahme der Faktor-C Werte durch die
Staubexposition bei den Allergikern war demnach durch die Wirkung des Phthalat-

dotierten Staubes verdeckt.
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Abbildung 5: Dargestellt sind die Faktor-C Werte (s. Text) von 16 Hausstaubmilbenallergikern und 16
Nicht-Allergikern 3h nach Exposition mit Innenraumstaub. Unabhédngig von der Staubexposition haben
Allergiker hohere Faktor-C Werte als nicht Allergiker (jeweils p<0.001).
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4 Diskussion

Im Projekt BWW 22010 wurde untersucht, wie sich eine 3-stlindige nasale Exposition mit
Innenraumstaub in einer umweltrelevanten Konzentration von 300 pg/m® im Vergleich zu
einer Reinluftexposition auf die humane Nasenschleimhaut in vivo auswirkt. Als
Surrogatmarker fur expositionsbezogene Verdnderungen dienten einerseits Unterschiede
der Transkriptionsrate von ca. 1000 Genen des Nasenschleimhautgewebes. Der RNA
Nachweis erfolgte hierbei durch Microarray-Untersuchungen mit langen Oligonukleotiden
(9). Als zweiter Indikator fiir expositionsbezogene Veranderungen wurden die
Konzentrationen von Zellaktivierungsmarkern (ECP, Tryptase und Elastase) und von 15
Zytokinen im Nasensekret gemessen. Im Mittelpunkt dieser Proteinbestimmungen stand
die Frage nach expositionsbezogenen proinflammatorischen Effekten. Es sollten tber die
reine Untersuchung der Expositionswirkung hinaus noch zwei weitere Aspekte untersucht
werden:  a) unterscheiden  sich  die  Effekte  Dbei  Nicht-Allergikern  und
Hausstaubmilbenallergikern und b) zeigt mit Di(2-ethylhexyl)phthalat dotierter Staub
charakteristische Wirkungen? Mdgliche Sequenzeffekte sollten zudem durch alternierende
Expositionsreihenfolgen kenntlich gemacht werden. Um bei der Vielzahl der untersuchten
Biomarker im Nasensekret eine konfirmatorische Analyse zu erleichtern, wurden sie
mittels Hauptkomponentenanalyse auf drei Faktoren reduziert. Die ermittelten Messwerte
sind plausibel und stehen in Einklang mit den Ergebnissen friherer Untersuchungen. Auch
die Faktorenextraktion lieferte im Vergleich zu friiheren Untersuchungen vollkommen

konsistente Ergebnisse.

Auf Transkriptionsebene bestimmte die Aufregulierung von Genen das Bild, die an
Bindung und Transport von Metallen beteiligt sind. AuRerdem wurden Gene aufreguliert,
die in den Metabolismus reaktiver Sauerstoffspezies involviert sind. Aufregulierung von
Genen im Zusammenhang mit Immunvorgéngen waren ebenfalls nachweisbar. Gene fir

DNA-Reparatur oder Zellzyklusregulation waren nur sporadisch differentiell transkribiert.

Auf Proteinebene war die Innenraumstaubexposition mit einer signifikanten Erhéhung der
Faktor-B Werte vergesellschaftet, die im Wesentlichen die Zytokine I1L-1R, IL-6, IL-8, G-
CSF und den Zellaktivierungsmarker Elastase reprasentieren. Dies entspricht den
Ergebnissen vorangegangener Untersuchungen mit Urbanstduben (Riechelmann et al.
2004). Erwartungsgemall zeigten Allergiker unabhangig von der Staubexposition
signifikant hohere Werte des Faktor-C, der auf IL-5, IL-13 und nasales IgE ladt, aber
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interessanterweise nicht auf IL-4. Allergiker sprachen auf Innenraum-Staubexposition
ohne Phthalat-Dotierung empfindlicher mit ihren Faktor-C Werten an als Nicht-Allergiker.
Ursache hierfir sind  wahrscheinlich die im Innenraum-Staub  enthaltenen
Hausstaubmilbenallergene (s. Zwischenbericht). Der Einfluss von DEHP auf die
Entstehung von Asthma und Allergien ist noch weitgehend unklar. Obwohl in
epidemiologischen Untersuchungen ein Zusammenhang zwischen hohen Phthalat-
konzentrationen im Innenraumstaub und gehauftem Auftreten von Asthma bronchiale
gezeigt werden konnte (Bornehag et al. 2004), sind die zugrunde liegenden kausalen
Mechanismen bisher wenig erforscht. Zwar lasst sich die Assoziation zwischen Asthma
bronchiale und Phthalatkonzentration im Innenraumstaub noch mit einer durch DEHP-
assoziierten Praferierung der Tyi-Antwort in der Lunge erklaren, doch scheint dieses
Erklarungsmuster flr die menschliche Nasenschleimhaut nicht geeignet. Die Ergebnisse
der vorliegenden Arbeit zeigen, dass Allergiker nach nasaler Exposition mit DEHP-
dotiertem Innenraumstaub mit einer geringeren Freisetzung der Biomarker Elastase, G-
CSF, IL-5 und IL-6 im nasalen respiratorischen Sekret reagierten als nach nasaler
Exposition mit normalem Innenraumstaub. Bei den Nicht-Allergikern trat dieser Effekt
nicht auf. Phthalate kdnnen allergene und adjuvante Wirkungen entfalten (Jaakkola et al.
1999; Oie, Hersoug, & Madsen 1997). In tierexperimentellen Arbeiten konnte gezeigt
werden, dass DEHP als verstarkender Faktor die Immunantwort in Richtung einer Ty;-
betonten Antwort steuert (Butala et al. 2004; Larsen et al. 2001). DEHP scheint die nach
nasaler Staubinhalation in der humanen Nasenschleimhaut ablaufende Immunantwort

abzuschwachen.
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