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Zusammenfassung

Kurzfristige Erhohung der Konzentration partikelformiger Verunreinigungen der AufBenluft
geht mit einer Zunahme von Erkrankungen der oberen und unteren Atemwege einher. Im
Rahmen der zwei Forschungsprojekte wurde untersucht, ob Stdube bei Kurzzeitexposition
eine Entziindungsreaktion der humanen Nasenschleimhaut ausldsen.

Zwei Probandenkollektive wurden untersucht. Das erste Kollektiv umfasste 32 freiwillige
gesunde Probanden, die in vier Sitzungen einer jeweils dreistiindigen nasalen Exposition mit
niedrig-toxischem Kalziumkarbonat-Staub in Konzentrationen von 0 pg/m’ (Kontrollmes-
sung), 150 pg/m’, 500 pg/m’® und 1000 pg/m’ unterzogen wurden. Das zweite Kollektiv um-
fasste 30 freiwillige gesunde Probanden, die in drei Sitzungen einer jeweils dreistiindigen
nasalen Exposition mit dem Urbanstaub SRM 1649a in Konzentrationen von 0 pg/m’ (Kon-
trolle), 150 pg/m’ und 500 pg/m’ unterzogen wurden. DreiBig Minuten, 8 und 24 Stunden
nach Expositionsende wurde den Probanden Nasensekret entnommen und die Konzentration
von IL-1p, IL-6, IL-8, TNFa, ENA-78, MIP-1a, MCP-1 und Substanz P bestimmt. Gleichzei-
tig gewonnene nasale Zytologien wurden immunzytochemisch gegen CD45, CD68 und Mye-
loperoxidase gefarbt. Zusdtzlich wurden nasale Symptomscores mit visuellen Analogskalen
erfasst. Ausgewertet wurde die relative Verdnderung der gemessenen Parameter nach Staub-
exposition im Vergleich zur Kontrollexposition.

Die Expositionen mit niedrig-toxischen Kalziumkarbonatstaub in Konzentrationen von bis zu
1000 pg/m’ fiihrten zu keiner relevanten Entziindungsreaktion der Nasenschleimhaut wéhrend
die Exposition mit Urbanstaub in einer Konzentration von 500 pg/m’ einen Anstieg der unter-
suchten Zytokine induzierte. 24 h nach Exposition lagen die Nasensekretkonzentrationen von
IL-18 um 72.3 % tiber den Werten der Kontrollexposition (0 - 150.2 %, p = 0.004), von IL-6
um 42.2 % (-28 - 161.9 %, p = 0,01) und fiir IL-8 um 19.7 % (-20.3 - 60.5 %, p = 0.03, Medi-
an, in Klammern 95 % Vertrauensintervall). Diese Zytokine gelten hinsichtlich einer nasalen
Entziindungsreaktion als besonders relevant. Die untersuchten Entziindungszellen zeigten
keine signifikante Verdnderung in Abhingigkeit von der Urbanstaubexposition.

Die Ergebnisse sprechen dafiir, dass Urbanstdube auch nach kurzfristiger Exposition bei ge-
sunden Probanden eine subklinische Entziindungsreaktion der oberen Atemwege auslosen
konnen. Entscheidend hierfiir ist nicht nur die Massekonzentration des Staubes und dessen

PartikelgrofBen, sondern auch dessen toxikologisches Profil.
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Low-toxicity- and urban dust effects on inflammatory cell and cytokine release of hu-
man upper airway mucosa

H. Riechelmann, T. Deutschle

Summary

Short term increase of ambient air particle concentration is associated with a raise of upper
and lower respiratory system diseases. In two research projects, the inflammatory response of
human nasal mucosa following short term exposure to a low-toxicity and an urban dust were
evaluated.

In the first project, 32 healthy volunteers underwent a three-hour nasal exposure to a low-
toxicity calcium carbonate dust in concentrations of 0 pg/m® (control), 150, 500 and 1000
ng/m’. In the second project, 30 healthy volunteers were exposed for three hours to the urban
dust SRM 1649a in concentrations of 0 pg/m’ (control), 150 and 500 pg/m’. Thirty minutes,
8h and 24h after exposure, nasal secretions were obtained and the concentration of IL-18,
IL-6, IL-8, TNFa, ENA-78, MIP-1a, MCP-1 and substance P were assessed. Nasal cytologies
were examined for CD45", CD68" and MPO" cells. Additionally visual analog scales for na-
sal symptom scores were obtained. For these parameters, the ratio following dust exposure
and control exposure was calculated and evaluated non-parametrically.

Exposure to the low-toxicity dust in concentrations of up to 1000 pg/m’ did not induce a rele-
vant inflammatory response of human nasal mucosa, whereas urban dust in a concentration of
500 pg/m’ resulted in an increase of proinflammatory cytokines in nasal secretions. Twenty-
four hours after exposure, IL-18 had increased 72.3% when compared with the control (0 -
150,2 %, p = 0,004), IL-6 42.2 % (-28 - 161,9 %, p=0.01) and IL-8 19.7 % (-20.3 - 60,5 %, p
= 0,03, median, in brackets 95% confidence interval). No relevant changes of nasal inflamma-
tory cells or nasal symptom scores were observed.

The consistent increase of these characteristic nasal proinflammatory mediators strongly sug-
gest a nasal inflammatory response following short term urban dust exposure. Moreover,
these data suggest that toxic effects of environmental particulates do also depend on the toxic-

ity of their components, rather than solely on mass concentration and particle size.
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Einleitung

Staub ist eine disperse Verteilung fester Stoffe mit KorngroBen unter 200 um ( 1995). Luftge-
tragene Staube haben eine Korngréfe unter 100 um und zéhlen neben Rauchen und Nebeln zu
den Aerosolen. Staubkonzentrationen werden in Masse/Volumen angegeben, typischerweise
in pg/m’. Weil Staubpartikel unterschiedliche Formen und Rauhigkeiten besitzen, die das
Sedimentationsverhalten und das Abscheideverhalten in Impaktoren beeinflussen, werden die
PartikelgroBen in &quivalente Kugeldurchmesser umgerechnet. Dieser aerodynamische
Durchmesser entspricht dem Durchmesser einer Kugel mit der Einheitsdichte 1g/cm® und der
gleichen Sedimentationsgeschwindigkeit wie das betrachtete Staubpartikel. Vom aerodynami-
schen Durchmesser hidngt ab, in welchem Atemwegskompartiment der Staub vorwiegend ab-
geschieden wird (Abbildung 1). Der Massenmedian des aerodynamischen Durchmessers
(Mass Median Aerodynamic Diameter, MMAD) eines Staubes ist derjenige acrodynamische
Durchmesser, der von 50% der betrachteten Staubmasse iiberschritten bzw. unterschritten
wird. Als pm;o werden Staubpartikel bezeichnet, deren aerodynamischer Durchmesser kleiner
oder gleich 10 pm ist. Pmyo ist thoraxgidngig und deswegen fiir lungentoxikologische Unter-
suchungen relevant, wihrend die extrathorakale Fraktion fiir toxikologische Untersuchungen

der oberen Atemwege von vorrangigem Interesse ist.
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Abbildung 1: Staubabscheidekurven in unterschiedlichen Atemwegskompartimenten in
Abhingigkeit vom aerodynamischen Durchmesser der Staubpartikel (Deutsche For-
schungsgemeinschaft 1996).
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Neben Staubkonzentration und Partikelgrofle bestimmt die chemische Zusammensetzung die
Gesundheitswirkungen von Stduben. Niedrig-toxische Stiube enthalten chemische Verbin-
dungen, die im menschlichen Organismus auch in deutlich hoheren Konzentrationen als unter
den aktuellen Expositionsbedingungen keine wesentliche Schidigung verursachen. Als nied-
rig-toxische Stdube werden u.a. Titandioxid, Bariumsulfat, Kalziumkarbonat oder native Stir-
ke ((CsH10Os)n) experimentell verwendet. Der Begriff nicht-toxisch, ungiftig oder inert ist fiir
diese Staube unzutreffend, da sie durchaus Verdnderungen im Organismus ausldsen kdnnen.
Zum Beispiel wird Titanoxid von Alveolarmakrophagen phagozytiert. Dies fiihrt zu einer
Aktivierung von Sauerstoffradikalen, die ihrerseits Gewebeschiden verursachen koénnen.
Umweltstidube sind komplexe partikelformige Luftverunreinigungen aus der realen Umwelt,
die z.B. bei Verbrennungsprozessen, infolge Aufwirbelungen vom Boden, durch Kondensati-
on gasformiger Luftbestandteile oder bei mechanischem Abrieb unterschiedlicher Materialien
entstehen. Urbanstiube sind Umweltstéube, die in stidtischen Agglomerationszonen gesam-
melt wurden. Verbrennungsriickstiinde sind Bestandteil von Umweltstduben und Stiuben
am Arbeitsplatz mit besonderen toxikologischen Eigenschaften. Sie enthalten unter anderem
Polyaromate und Nitroaromate. Flugstaub ist ein Verbrennungsprodukt vornehmlich aus
Steinkohlefeuerungen (hoher Quarz- und Aluminiumhydroxidanteil) und Heizdlfeuerungen.
Es kann durch Filter aus dem Abgas als Flugasche (engl. fly ash, oil fly ash, fuel fly ash ) ab-
geschieden werden. Dieselabgase entstammen dem Kraftfahrzeugverkehr oder stationiren
Anlagen und zeichnen sich durch einen hohen Anteil an Polyaromaten und Nitroaromaten
aus. Bioorganische Stiube entstammen organischem Material, das seine Herkunft biologi-
schen Prozessen verdankt. Die sehr inhomogene Substanzgruppe umfasst z.B. Nutztierstdube,
Labortierstdube, Futtermittel- und Getreidestdube, Nahrungsmittelstdube, Holzstdube sowie
milben- und pilzhaltige Staube, z.B. aus der Abfallwirtschaft. Sie enthalten unter anderem
Endotoxine und Glukane. Sie wirken proinflammatorisch, toxisch-irritativ und allergisierend.
Auch Umweltstdube aus der AuBenluft und insbesondere Innenraumstiube enthalten bioorga-
nische Verunreinigungen (Pollen, Sporen, Milbenkot), die mit Gesundheitsstérungen in Ver-

bindung gebracht werden.

Partikelformige Luftverunreinigungen beeintrichtigen die menschliche Gesundheit. Die
WHO geht global von 460.000 zusétzlichen Todesfdllen pro Jahr durch Schwebstidube aus
(Schwela 1996). Im Vordergrund epidemiologischer Untersuchungen stehen die Wirkungen

partikelformiger Luftverunreinigungen auf die unteren Atemwege. Dabei zeigte sich ein be-
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sonders deutlicher Zusammenhang zwischen Erkrankungen der unteren Atemwege und der
Staubfraktion pm;¢ (Donaldson et al. 2000). Beispielhaft fiir pm;o-Wirkungen auf die unteren
Atemwege sind die Ergebnisse der in der Schweiz durchgefiihrten SAPALDIA- und
SCARPOL- Untersuchungen, die in Tabelle 1 zusammengefasst dargestellt sind (Braun-
Fahrlander et al. 1997; Zemp et al. 1999).

Tabelle 1: Auswirkungen von Verdnderungen der Feinstaubkonzentration (pm;,) in der AuBlenluft (Schweiz).
Ergebnisse der SAPALDIA- und SCARPOL- Studien (Braun-Fahrlander et al. 1997; Zemp et al. 1999).

Zunahme in %

Kurzfristige Verschlechterung der Luftqualitit um 10 pg/m’ pm,,

Tégliche Sterblichkeit wegen Atemwegserkrankungen / Asthma 3-4
Krankenhausaufnahmen wegen Atemwegserkrankungen / Asthma 1,5-2
Notfallkonsultationen wegen Asthma 2
Asthmaanfille 5
Arbeitsunfahigkeiten wegen Atemwegserkrankungen 10

Langfristige Verschlechterung der Luftqualitit um 10 pg/m’® pmy,

Sterblichkeit insgesamt 3-8
Chronische Bronchitis bei Erwachsenen 25
Husten und Auswurf bei Erwachsenen 13
Akute Bronchitis im letzten Jahr bei Kindern 35
Atemwegsbeschwerden bei Kindern 54

Neben Erkrankungen der Atemwege stehen Staubbelastungen auch in Zusammenhang mit
Herz-Kreislauferkrankungen. In einer Kohortenstudie stieg das Risiko, binnen 16 Jahren an
Herz- Kreislauferkrankungen zu sterben, um bis zu acht Prozent je 10 pg/m’ pms s (Pope et al.
2002). Dariiber hinaus erhohen zahlreiche partikelféormige Luftverunreinigungen das Krebsri-

siko (Calderon-Garciduenas et al. 1997; Van den Oever 1996; Zeise et al. 1999).

Die Kenntnisse iiber den Zusammenhang partikelformiger Luftverunreinigungen und Erkran-
kungen der oberen Atemwege sind weniger umfassend (Abbey et al. 1995; Calderon-
Garciduenas et al. 1998; Keles et al. 1999; Keles und Ilicali 1998; Pope et al. 1995; Riechel-
mann 2000a; Riechelmann 2000b; von-Mutius et al. 1995). Dabei gehoren Erkrankungen von
Nase und Nasennebenhdhlen zu den héufigsten Gesundheitsstorungen in westlichen Indust-
rienationen. Nach einer amerikanischen Erhebung leiden ca. 15% der Befragten an chroni-
schen Nasen- und Nasennebenhdhlenbeschwerden (Benson und Marano 1998). Die epidemio-
logische Datenlage zu Erkrankungen der oberen Atemwege in Deutschland ist weniger ein-

deutig. Die Diagnose 'akute oder chronische Sinusitis’, einfache Infekte der oberen Atemwege
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sind damit nicht erfasst, wurde nach Angaben der IMS Health, Frankfurt von Juli 2000 bis
Juni 2001 in der BRD 9,1 Millionen mal gestellt (Bachert et al. 2003). Erkrankungen der obe-
ren Atemwege beeintridchtigen die Lebensqualitit nachhaltig und verursachen hohe direkte
und indirekte Gesundheitskosten (Benson und Marano 1998; Craig et al. 1998; Durr et al.
2001; Leynaert et al. 2000; Radenne et al. 1999). Aullerdem sind chronisch entziindliche Er-
krankungen der oberen Atemwege ein wesentlicher Risikofaktor fiir die Entwicklung sekun-
dérer Erkrankungen. So haben Patienten mit chronisch entziindlichen Erkrankungen der obe-
ren Atemwege ein relatives Risiko von 11-17, ein Asthma bronchiale zu entwickeln (Leynaert
et al. 1999).

In einer kiirzlich veroffentlichten Untersuchung korrelierte die Zahl der Hausarztbesuche we-
gen Krankheiten der oberen Atemwege in London mit der Konzentration von Urbanstaub in
der AuBenluft (Hajat et al. 2002). Ahnlich war in Finnland die Hiufigkeit von Erkrankungen
der oberen Atemwegen bei Kindern in Gebieten mit hoher Schadstoffbelastung der Auflenluft
hoher als in Reinluftgebieten. Der Unterschied war in erster Linie auf partikuldre Luftverun-
reinigungen zuriickzufiihren (Jaakkola et al. 1991). In einer Untersuchung in Alaska stieg die
Zahl der Arztbesuche wegen Erkrankungen der oberen Atemwege um 3-6% je 10 pg/m’ pmyo
(Gordian et al. 1996). Ahnliche Zahlen ergaben sich fiir Santiago de Chile (Ostro et al. 1999).
Doch auch niedrig-toxische Stidube konnen mit Erkrankungen der oberen Atemwege einher-
gehen. Nach Sandstiirmen, die im Stidosten des Bundesstaats Washington im Oktober 1991
zu Schwebstaubkonzentrationen bis 1000 pg/m’ pmy, fithrten, war die Inzidenz akuter Sinusi-
tiden um 4,5% je 100 pg/m’ erhoht (Hefflin et al. 1994). Stiube in Innenrdumen sind eben-
falls mit nasalen Symptomen und einer Erh6hung proinflammatorischer Biomarker im Nasen-

sekret assoziiert (Lonnkvist et al. 1999; Walinder et al. 1999; Walinder et al. 2001).

Epidemiologische Untersuchungen konnen lediglich eine Assoziation zwischen unterschiedli-
chen Faktoren wie zum Beispiel Luftschadstoffen und Erkrankungen der Atemwege beschrei-
ben. Um eine Kausalbeziechung herzuleiten, miissen weitere Voraussetzungen erfiillt sein
(Bradford-Hill 1966). So konnen unter anderem Daten aus in-vitro-Studien, tierexperimentel-
len Studien und Humanexpositionsuntersuchungen die Annahme einer Kausalbeziehung zwi-
schen der Belastung durch staubformige Luftverunreinigungen und Gesundheitsstérungen

stiitzen.
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In-vitro Untersuchungen

In-vitro Untersuchungen zu Wirkungen von Stauben auf die Atemwege wurden liberwiegend
an Atemwegsepithelien durchgefiihrt. Primire Funktion von Atemwegsepithelien ist es, eine
mechanische Barriere zwischen Organismus und inhalativen Noxen zu bilden (Riechelmann
1997). Untersuchungen der letzen Jahre zeigten, dass Atemwegsepithelien auch Immunfunk-
tionen wahrnehmen kénnen (Cunningham und Mahon 2001). In Kultur genommene Zellen
aus humanem Nasenmuschelgewebe sezernieren schon konstitutiv IL-18, IL-6 und IL-8
(Kenney et al. 1994). Interessanterweise sind primire humane nasale Epithelzellen auch zur

Phagozytose fahig (Boland et al. 1999).

Auch nach Exposition gegeniiber nicht-biologischen Luftverunreinigungen setzen Atemwegs-
epithelien eine Vielzahl von Signalmolekiilen frei, die die Immunantwort beeinflussen (Cal-
deron-Garciduenas et al. 1998; Mills et al. 1999). Ubereinstimmend zeigte sich in annéhernd
allen gesichteten Untersuchungen, dass respiratorische Epithelien auf Exposition mit partikel-
formigen Luftverunreinigungen IL-6 und IL-8 freisetzen. Wihrend Stiube mit toxischen In-
haltsstoffen eine IL-8 Freisetzung direkt bewirken konnen, erhdhten niedrig-toxische Stidube
die IL-8 Freisetzung von Atemwegsepithelien nicht (Stringer und Kobzik 1998). Anscheinend
setzen aber ortsstindige Makrophagen nach Exposition gegeniiber niedrig-toxischen Stduben
Faktoren frei, die eine IL-8 Sekretion durch respiratorische Epithelien induzieren (Jimenez et

al. 2002; Tao und Kobzik 2002).

Partikelformige Verbrennungsriickstinde erhohten die Freisetzung von IL-8 aus BEAS-2B-
Zellen (Diabate et al. 2002; Stringer und Kobzik 1998). Weitere in-vitro Befunde weisen dar-
auf hin, dass epitheliale Rattenlungenzellen auf die Stimulation mit Flugasche reaktive Sauer-
stoffspezies bilden. Es kommt jedoch nicht zu einem signifikanten Anstieg von Stickstoffmo-
noxid (NO) (Voelkel et al. 2003). Expositionen mit Dieselrulpartikeln fiihrten bei BEAS-2B-
Zellen und bei primdren humanen nasalen Epithelzellen zur Sekretion von IL-6 und IL-8
(Steerenberg et al. 1998). Dieselrue induzierten die Freisetzung unterschiedlicher Biomole-
kiile wie IL-8, GM-CSF, sICAM-1 und RANTES auch aus Bronchialepithelien, wobei Epi-
thel von chronischen Bronchitikern hohere Freisetzungsraten zeigten als Epithelzellen von
gesunden Probanden. Bei beiden Gruppen bewirkten Dieselrufle eine Reduktion der Ziliarta-

tigkeit (Bayram et al. 1998; Boland et al. 1999; Bonvallot et al. 2001).

10
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Hausstaub induzierte in A549-Lungenzellen dosisabhéngig die Sekretion von IL-6 und IL-8
(Saraf et al. 1999). Staub mit hohen Konzentrationen organischer Inhaltsstoffe fiihrt ebenfalls
zu erhohter Zytokinfreisetzung aus Atemwegsepithelien. Endotoxine und 1,3 B-D-Glukan,
bekannte biologische Luftverunreinigungen (Peltola et al. 2001), induzieren die Freisetzung
von IL-6, IL-8 und RANTES und geringfiigig von MCP aus kultivierten Atemwegsepithelien
(Abbildung 2). Park und Mitarbeiter beobachteten die dosisabhéngige Freisetzung von IL-8
durch BEAS-2B-Zellen nach Stimulation mit Getreidestaub (Park et al. 1999). Staub aus
Schweinestéllen erhoht die Freisetzung zahlreicher Zytokine aus Atemwegsepithelien und

Makrophagen (Wang et al. 1999).
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Abbildung 2: Dosisabhingige Zunahme der MCP, RANTES, IL-6 und IL-8 Freisetzung von
Atemwegsepithelien nach Stimulation mit LPS und 1,3 3-D-Glukan (Polzehl et al. 2003).

Zusammenfassend ergeben sich demnach in vitro deutliche Hinweise darauf, dass nasale Epi-
thelien auf partikelformige Luftverunreinigungen mit der Freisetzung proinflammatorischer
Zytokine reagieren. Dass diese Zytokine auch pathophysiologisch relevant sind, kann man
daraus ersehen, dass sie bei viral oder bakteriell induzierten Erkrankungen der oberen Atem-
wegschleimhaut regelhaft erhoht sind (Calderon-Garciduenas et al. 1998; Noah et al. 1995c;
Noah et al. 1995b; Ohkubo et al. 1998; Suzuki et al. 1996; Varga et al. 1999; Zhu et al. 1997).
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Bei Personen mit vorbestehenden nasalen Erkrankungen ist die zelluldre Zusammensetzung
der Nasenschleimhaut verdndert. Es finden sich wesentlich héufiger modulatorische Zellen
und Effektorzellen des Immunsystems, deren Zytokinfreisetzungsprofil sich wesentlich von
dem epithelialer Zellen unterscheidet (Bradding et al. 1993). Dieser besondere Umstand bleibt

bei Untersuchungen an isolierten Epithelien im Regelfall unberticksichtigt.

Tierexperimentelle Untersuchungen

Grundsatzlich konnen die Ergebnisse tierexperimenteller Untersuchungen nur mit Vorbehalt
auf die Situation beim Menschen iibertragen werden (Brain 1988; Kalberlah et al. 1999). Ein
wesentlicher Vorteil tierexperimenteller Untersuchungen besteht in der Moglichkeit, Lang-
zeiteffekte auch stark toxischer Umweltschadstoffe unter kontrollierten Bedingungen zu un-

tersuchen.

Bei Ratten konnen niedrig-toxische Partikel entziindliche Verdnderungen der Lungen auslo-
sen, wahrscheinlich durch die Phagozytosetitigkeit von Alveolarmakrophagen sowie durch
Uberlastung weiterer Clearance- Mechanismen (Oberdorster 1995). Die Auswirkungen nied-
rig-toxischer Partikel ("particulates (insoluble) not otherwise classified" (PNOC) gemil
ACGIH) auf die Atemwege von Ratten zeigten, dass Titandioxid und Bariumsulfat unter-
schiedliche auf die Clearance- Raten und die Translokation der Partikel in ortsstindige
Lymphknoten wirkten. Titandioxid induzierte eine deutlich ausgeprigtere neutrophile Ent-
ziindungsreaktion in der BAL als Bariumsulfat. Die Autoren fiihren diese Verdnderungen auf
unterschiedliche PartikelgroBenverteilungen und Oberflichencharakteristika zuriick. (Cullen
et al. 2000; Donaldson 2000; Driscoll et al. 1990; Tran et al. 2000; Warheit et al. 1997). Dar-
iber hinaus fiihrt die Langzeit- Exposition gegeniiber Titanoxid zu einer erhohten Tumorrate
und geht mit der Bildung pulmonaler Keratinzysten einher (Warheit et al. 1996). Inwiefern
niedrig-toxische Stdaube eine nasale Entziindungsreaktion auslosen konnen, ist tierexperimen-

tell nicht untersucht.

Umweltstiube (360 pg/m’) induzierten tierexperimentell eine Blutneutrophilie und bei Tieren

mit experimentell induzierter pulmonaler Hypertonie eine Erhohung der Proteinfraktion der
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BAL als Ausdruck einer Entziindungsreaktion. Aulerdem kam es als Ausdruck einer Stress-
reaktion zu erhdhter Pulsfrequenz wéhrend der Staubexposition im Vergleich zur Kontrollex-
position (Gordon et al. 1998). Urbane Feinstaube (MMAD 0,18 um) fiihrten in Konzentratio-
nen zwischen 200 pg/m’ und 600 pg/m’ iiber drei Tage bei Ratten zu einer Erhhung von
Neutrophilen und Lymphozyten in der BAL, vergesellschaftet mit Verdnderungen unter-
schiedlicher atemphysiologischer Parameter. Auflerdem wurde eine Verengung pulmonaler
Blutgefife beobachtet, die auf eine Beeinflussung der perivaskuldren Muskulatur zuriickge-
fiihrt wurde (Batalha et al. 2002; Clarke et al. 1999; Saldiva et al. 2002). Eine erhohte Infekti-
onsrate bei Influenzavirus-Inokulation beobachteten Hahon und Mitarbeiter bei Ratten nach
Exposition gegeniiber Kohlestauben und Dieselabgasen (Hahon et al. 1985). Dieselruf3e fiihr-
ten bei Meerschweinchen zu nasaler Hyperreagibilitit, Eosinophilie und erhohter Antigenab-
sorption (Hiruma et al. 1999). Urbane Luftverunreinigungen fiihrten zu strukturellen Verande-
rungen der Nasenschleimhaut bei Ratten. Es zeigte sich eine Becherzellhyperplasie, eine Ver-
anderung des sezernierten Mukus sowie Zilienschdden (Lemos et al. 1994; Saldiva et al.

1992).

Siliziumdioxid (2 mg/m’ fiir 5 Monate) fiihrte bei Ratten zu einer Erhohung der Immunreak-
tivitdt fiir SP und der Préprotachykinin-mRNA-Expression im Ganglion trigeminale, was von
den Autoren als Ausdruck einer Aktivierung sensibler Bahnen im Rahmen einer neurogen
mitverursachten Entziindung interpretiert wurde (Hunter et al. 1998). Ebenfalls nach Silizi-
umdioxid-Exposition bei Ratten wurde eine Lymphozytose der BAL ohne Erhdhung des Al-
veolarmakrophagenanteils beobachtet. Aullerdem zeigten sich interstitielle Lungenverénde-
rungen (Oghiso et al. 1986). Die Exposition mit Siliziumdioxid fiihrte zu einer erhhten An-

falligkeit gegeniiber Influenzavirus-Infektionen (Zarkower et al. 1979).

Fiir Staube mit organischen Inhaltsstoffen wurden tierexperimentell zahlreiche proinflamma-
torische Effekte beobachtet. So fiihrte die Exposition gegeniiber baumwollhaltigen Stduben
(33 mg/m’ Baumwollstaub) bei Meerschweinchen zu einer akuten Entziindungsreaktion der
Atemwege mit erhohter Atemfrequenz, Husten und Bronchokonstriktion. Die Autoren vermu-
ten, dass der Endotoxingehalt baumwollhaltiger Stdube fiir diese Effekte sowie fiir die erh6h-
ten TNFa-Werte in der BAL verantwortlich ist. (Ryan und Karol 1991). Die proinflammtori-
sche Wirkungen von Endotoxinen wurden in weiteren tierexperimentellen Untersuchungen

bestdtigt (Urbain et al. 1999), unter anderem wurde nach Exposition von Mausen gegeniiber
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Maisstduben eine erhohte Genexpression fiir TNFa, IL-1a, und MIP-2a beobachtet, die mit
einer Neutrophilie der BAL vergesellschaftet war (Wohlford-Lenane et al. 1999; Yuen et al.
1996). Ein vor allem veterindrmedizinisches Problem ist die atrophische Rhinitis des Haus-

schweins durch Ammoniak und organische Staube in Stillen (Hamilton et al. 1999).

Humanexpositionsuntersuchungen

Humanexpositionsuntersuchungen haben den Vorteil der Realititsndhe. Die Unsicherheiten
eines Interspezies-Vergleichs oder gar der Extrapolation von in-vitro Untersuchungen auf die
reale Expositionssituation entfallen. Ein weiterer wesentlicher Vorteil ist, dass besonders ge-
fahrdete Personengruppen untersucht werden konnen, die auf Schadstoffexposition mogli-
cherweise sensibler reagieren als Gesunde mittleren Lebensalters (van der Zee et al. 2000). Im
Regelfall handelt es sich hierbei um Personen hoheren Lebensalters oder um Personen mit
vorbestehenden Atemwegserkrankungen oder Immunstérungen. Kinder, ebenfalls eine be-
sonders gefdhrdete Gruppe, kommen fiir Expositionsuntersuchungen im Regelfall nicht in
Frage, da sie nicht eigenverantwortlich in solche Untersuchungen einwilligen kénnen. Aus
ethischen Griinden darf die Toxizitét der Exposition die reale Exposition im Alltags- und Be-
rufsleben nicht wesentlich iibersteigen. Aus praktischen Griinden ist die Expositionszeit meist
auf einige Stunden beschrinkt, es handelt sich somit um Akutexpositionsuntersuchungen.
Wihrend schon fiir subakute (14-tdgige) Exposition Zeitextrapolationen auf subchronische
(90 Tage) und chronische (2 Jahre) Expositionssituationen iiblich sind (Kalberlah et al. 1999),
ist dies fiir akute Expositionen nicht moglich. Umweltmedizinische Aussagen sind demzufol-
ge auch nur fiir tatsdchliche Akutexpositionen sinnvoll.

Der eingeschrinkte Dosis- und Zeitrahmen bei Humanexpositionsuntersuchungen macht es
erforderlich, expositionsbezogene Verdnderungen mit mdglichst sensitiven Methoden zu er-
fassen und progressiv zu interpretieren. Es ist nicht zu erwarten, dass Akutexpositionen mit
potentiellen Schadstoffen in umweltrelevanten Konzentrationen zu gravierenden Verdanderun-
gen physiologischer Parameter filhren. Man darf darauf vertrauen, dass der Gesetzgeber in
diesem Fall schon in friiheren Jahren addquate MaBBnahmen zur Expositionsbegrenzung ergrif-
fen hitte. Es geht also darum, subtile Verdnderungen relevanter Messparameter zu erfassen.
Auch hinsichtlich der eingesetzten Stoffkonzentrationen hat der Akutcharakter von Human-
expositionsuntersuchungen Bedeutung. Es macht wenig Sinn, sich an Jahresmittelwerten von

Schadstoffkonzentrationen zu orientieren. Vielmehr orientiert man sich an Spitzenbelastungen
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in besonderen Belastungsgebieten, in der Regel industriellen oder urbanen Agglomerations-
zonen.

Die Ergebnisse von Humanexpositionsuntersuchungen kdnnen unter diesen Gesichtspunkten
dazu beigetragen, tolerable Spitzenbelastungswerte zu definieren. Dariiber hinaus sind sie
geeignet, pathophysiologische Mechanismen der Schadstoffwirkung zu beschreiben. Human-
expositionsuntersuchungen erlauben auch, die Zeit- und Konzentrationsabhédngigkeit der
Schadstoffwirkungen zu beobachten und Toxizititsvergleiche unterschiedlicher Schadstoffe

anzustellen.

Niedrig-toxische Stdube (Plastikpartikel mit Kohlestaub in Konzentrationen von 2-—
25 mg/m’>, MMAD 2-12 um) fiihrten in einer Humanexpositionsuntersuchung iiber 5h zu
nasalen Missempfindungen und einer Abnahme des FEV. Die nasale mukoziliare Clearance

oder der nasale Atemwegswiderstand verdnderten sich dabei nicht (Andersen et al. 1979).

Verbrennungsriickstinde (Flugasche 250 pg/m’, MMAD 0,5 um) mit und ohne gleichzeitige
Exposition gegeniiber schwefliger Saure fiihrten zu entziindlichen Verdnderungen der Atem-
wegsschleimhaut (Anderson et al. 1992) und zu erhohter bronchialer Reagibilitdt bei Asthma-
tikern (Anderson et al. 1992). Eine Beeinflussung des mukoziliaren Transportsystems durch
Kohlestaube wiesen Untersuchungen von Camner und Mitarbeitern nach (Camner et al.
1973). Heizolasche fiihrte bei Heizkesselarbeitern zu einer Neutrophilie in der nasalen Lava-
gefliissigkeit (Hauser et al. 1995). Nach Exposition mit Dieselrul wurde eine gesteigerte na-
sale IgE- Produktion beobachtet (Diaz-Sanchez et al. 1994). Es wurde dariiber hinaus beo-
bachtet, dass sowohl gesunde Probanden als auch Beifuss- Allergiker auf nasale Dieselruf3-
exposition mit einer gesteigerten IgE- Synthese reagierten (Nel et al. 1998). Dieselru3e indu-

zierten zudem eine nasale Hyperreagibilitit (Kobayashi und Ito 1995)

Umweltstidube flihrten bei gesunden freiwilligen Probanden ca. 18h nach der Exposition in
einer Konzentration von 300 pg/m’ zu einer Neutrophilie in der BAL sowie zu einer Erhé-
hung des Blutfibrinogens (Ghio et al. 2000). Uber Verinderungen der Nasenschleimhaut nach

experimenteller Exposition gegeniiber Umweltstduben liegen bisher keine Erkenntnisse vor.

Staube mit biologischen Inhaltsstoffen sind wegen ihrer arbeitsmedizinischen Bedeutung gut

untersucht. Getreidestaube fiihrten bei 15 Probanden zu einer erhohten IL-183 und IL-8 Frei-
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setzung aus bronchialen Epithelien, wihrend Bronchialepithelien in dieser Untersuchung kei-
ne Verdnderungen von IL-6 und TNFa zeigten. Die Zellen der BAL, tiberwiegend Alveolar-
makrophagen, exprimierten dhnliche IL-8-mRNA Mengen wie Bronchialepithelien, aber die
IL-1 mRNA- Expression lag bei Alveolarmakrophagen 11 mal hoher (Becker et al. 1999). Die
Autoren folgerten, dass sich die immunologische Antwort auf biologische Stdube in Bron-
chien und Alveolen unterscheidet. Dies ist vor allem durch die unterschiedliche zelluldre Zu-
sammensetzung der Gewebe bedingt. Ein fiir die toxischen Wirkungen biologischer Stiube
wesentlicher Inhaltsstoff ist LPS. In mehreren Untersuchungen induzierten biologische Stidube
sehr dhnliche Verdnderungen wie analog konzentriertes LPS (Jagielo et al. 1996; Keman et al.
1998). Neben LPS fiihrt 1,3 3-D-Glukan aus der Zellwand von Pilzen zu nasaler IL-6 Freiset-
zung, wobei LPS potenter war als Glukan (Sigsgaard et al. 2000)

Beschiftigte in der Abfallwirtschaft (Stalder und Verkoyen 1994) und in landwirtschaftlichen
Betrieben (Nowak 1997) sind hohen biologischen Schwebstaubbelastungen ausgesetzt. Nach
dreistiindigem Aufenthalt freiwilliger Probanden im Kaéfigbereich einer Hithnerfarm (Staub-
belastung: 4000 pg/m’, Endotoxinbelastung: 100 ng/m’) wurden akut entziindliche Verinde-
rungen der Nasenschleimhaut und eine erhohte bronchiale Reagibilitdt beobachtet (Clapp et
al. 1993; Larsson et al. 1999). Eine konzentrationsabhingige Zunahme von IL-6 in der nasa-
len Lavage zeigte sich nach Exposition gegeniiber Staub in Sdgewerken (Dahlqvist et al.
1996). Holzstdube fiihrten in einer Untersuchung auBlerdem zu nasaler Obstruktion (Schluns-

sen et al. 2002).

Fragestellung

In den zwei geforderten Projekten sollten Wirkungen von Stduben auf die oberen Atemwege

untersucht werden. Dabei ging es um folgende Fragen:

1) Induzieren niedrig-toxische Staube eine subklinische nasale Entziindungsreaktion?

2) Induzieren niedrig-toxische Stdube eine Verdnderung der subjektiven nasalen Befind-
lichkeit?

3) Induzieren Urbanstdube eine subklinische nasale Entziindungsreaktion?

4) Induzieren Urbanstdube eine Verdnderung der subjektiven nasalen Befindlichkeit?
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5) Sind moégliche Effekte eher von der Konzentration der Stdube oder von deren chemi-
schen Zusammensetzung abhingig?
6) Lassen sich Kenntnisse zur Zeit- und Konzentrationskinetik einer nasalen Entziin-

dungsantwort auf die Staubexpositionen gewinnen.

Dabei sollten bestimmte Rahmenbedingungen eingehalten werden. So sollten die Expositi-
onskonzentrationen realen Umweltbelastungen in Baden-Wiirttemberg entsprechen, die Un-
tersuchungen sollten an gesunden freiwilligen Probanden durchgefiihrt werden und 3 Stunden
dauern. Es war ein explorativer Studiencharakter mit wiederholten Messungen an den glei-
chen Probanden nach Exposition gegeniiber unterschiedlichen Staubkonzentrationen vorgese-
hen. Die Frage nach einer subklinischen Entziindungsreaktion sollte durch Bestimmung der
Konzentration proinflammatorischer Zytokine und des Fiarbeindex typischer Entziindungszel-
len im Nasensekret 30 min, 8 h und 24 h nach Expositionsende operationalisiert werden. Die

subjektive nasale Befindlichkeit sollte anhand visueller Analogskalen erfasst werden.

Die Ergebnisse sind relevant fiir die umweltmedizinische Bewertung kurzfristiger Spitzenbe-
lastungen mit niedrig-toxischen Stiduben und partikelfdrmigen Staubbelastungen in stddti-
schen Agglomerationszonen. Sie dienen damit auch als Beitrag zur Grenzwertdiskussion fiir
diese Luftverunreinigungen. Dariiber hinaus konnen relevante Daten zur aktuellen Frage ge-
wonnen werden, ob ein lediglich die Konzentration beriicksichtigender Grenzwert die um-
weltmedizinische Bedeutung partikelformiger Luftverunreinigungen ausreichend charakteri-
siert. Moglicherweise sollte, wie in der Arbeitsmedizin, eine Gruppe von Indikatorsubstanzen
in Umweltstduben identifiziert werden, die deren Gefiahrdungspotential differenziert beurtei-

len 1ésst.

17



Riechelmann

Material und Methoden

Es handelte sich um zwei Teilprojekte mit unterschiedlichen Probandenkollektiven. Im Teil-
projekt I wurden die Effekte einer 3-stiindigen Exposition mit niedrig-toxischem Kalziumkar-
bonatstaub in den Konzentrationen 0 (Kontrolle), 150, 500 und 1000 pg/m’ untersucht. Im
Teilprojekt II wurden die Effekte einer 3-stiindigen Exposition mit dem Urbanstaub SRM
1649a in den Konzentrationen 0 (Kontrolle), 150 und 500 pg/m’ untersucht. Die urspriinglich
geplante Exposition mit 1000 pg/m’ wurde auf Empfehlung der Gutachter nicht durchgefiihrt.

Probandenkollektive

Das erste Kollektiv umfasste 32 Probanden und wurde vom 10. Januar 1999 bis 30. Juni 2000
rekrutiert. Neunzehn Probanden waren ménnlich, 13 weiblich, das Alter lag zwischen 20 und
30 Jahren. Das zweite Kollektiv umfasste 30 freiwillige Probanden (11 ménnlich, 19 weib-
lich) im Alter von 22 bis 32 Jahren, die vom 15. Dezember 2000 bis 10 Juli 2001 rekrutiert

wurden.

Es handelte sich um Studenten der Universitdt Ulm, die sich auf einen Aushang im Horsaal
freiwillig meldeten. Fiir die Teilnahme wurde eine addquate Aufwandsentschidigung gezahlt.
Die Probanden unterzogen sich einer Eingangsuntersuchungen durch einen Arzt der Universi-
tatsklinik und Hochschulambulanz fiir Hals-, Nasen-, Ohrenheilkunde Ulm. Im Rahmen die-
ser Untersuchung wurde eine vordere und hintere Rhinoskopie, ein Hauttest gegen gingige
Inhalationsallergene und bei klinischem Verdacht eine Ultraschalluntersuchung der Na-
senebenhdhlen zum Ausschluss einer Sinusitis durchgefiihrt. Im Rahmen diese Untersuchung

wurde die Einhaltung der Einschluss- und Ausschlusskriterien (Tabelle 2) gepriift.

Fiir beide Teilprojekte wurde eine Stellungnahme der Ethikkommission der Universitit Ulm
eingeholt (Nr. 137/96 und Nr. 200/2000). Die Probanden wurden schriftlich und miindlich
eingehend tiber den Versuch und mdégliche Risiken informiert und gaben ihr schriftliches Ein-

verstandnis.
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Einschlusskriterien Ausschlusskriterien

Alter zwischen 18 und 60 Jahren Schwangerschaft oder Stillzeit

klinisch relevante Nasenscheidewandverkrimmung
oder Nasenmuschelhyperplasie

Nasentropfenmissbrauch

Nichtrauchen akute oder chronische Erkrankungen von Nase und
Nasennebenhdhlen

Einverstdndnis bei vollstdndiger Informa- Zustand nach Nasennebenhohlenoperation

tion

Zusage, an allen Untersuchungsterminen akute oder chronische Erkrankungen der unteren A-

zu erscheinen temwege, hyperreagibles Bronchialsystem, Lungen-
emphysem

Unterzeichnen der Probandeninformati- Allergie gegen Inhalationsallergene

on/Einwilligungserkldrung.

Therapie mit oralen Steroiden oder nicht-steroidalen
Antiphlogistika in den letzten 6 Wochen

sonstige schwerwiegende Erkrankungen

Tabelle 2: Einschluss- und Ausschlusskriterien fiir die Teilnahme an den Expositionsuntersuchungen in Teilpro-
jekt Tund II

Staubexpositionen

Im Teilprojekt I wurde jeder Proband drei mal fiir je drei Stunden Kalziumkarbonat-Staub
nasal exponiert. Die applizierten Staubkonzentrationen betrugen 150 pg/m?, 500 pg/m’ und
1000 pg/m’. Eine vierte, ebenfalls dreistiindige Exposition mit 0 pg/m’ Staub (Reinluftfilter
gefilterte Luft) diente als Kontrollmessung. Die Probanden wurden randomisiert einer von
vier Expositionsreihenfolgen zugeordnet. Fiir Reihenfolgen der Expositionen wurde ein ba-
lanciertes Versuchsdesign gewéhlt (Tabelle 3). Vor und nach jeder Exposition wurde von den
Probanden die nasale Befindlichkeit anhand visueller Analogskalen erfasst. Dreiflig Minuten,
acht Stunden und 24 Stunden nach jeder Exposition wurden den Probanden mittels Schaum-
stoffsammlern Sekret und Zytologien aus der Nase entnommen. Zwischen den einzelnen Ex-
positionen eines Probanden wurde ein Zeitintervall von 1 Woche eingehalten, um Sequenzef-
fekte zu reduzieren. Die Versuche erfolgten einfach verschleiert, d. h. der Proband wusste

nicht, welche Staubkonzentration gerade verwendet wurde.
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1. Exposition

2. Exposition

3. Exposition

4. Exposition

Exp.-Reihenfolge 1 0 pg/m’ 150 pg/m’ 500 pg/m’ 1000 pg/m’
(n=8)

Exp.-Reihenfolge 2 150 pg/m’ 1000 pg/m’ 0 pg/m’ 500 pg/m’
(n=8)

Exp.-Reihenfolge 3 1000 pg/m’ 500 pg/m’ 150 ug/m’ 0 pg/m’
(n=8)

Exp.-Reihenfolge 4 500 pg/m’ 0 pg/m’ 1000 pg/m’ 150 pg/m’

(n=8)

Tabelle 3: Expositionsreihenfolge und Expositionskonzentrationen nasaler Kalziumkarbonatstaubexpositionen in
Teilprojekt I.

In Teilprojekt II wurde jeder Proband fiir je 3 Stunden dem Urbanstaub 1649a in Konzentrati-
onen von 150 und 500 pg/m’ exponiert. Eine weitere Exposition mit Reinluftfilter-Luft diente
als Kontrolle (0 pg/m’). Das weitere Vorgehen entsprach dem Teilprojekt 1. Fiir die Expositi-
onen wurde ein Versuchsplan mit Messwiederholungen gewéhlt, wobei 3 von 6 mdglichen
Expositionsreihenfolgen realisiert wurden (Tabelle 4). Zwischen den einzelnen Expositionen
wurde zur Vermeidung moglicher Sequenzeffekte ein Zeitintervall von mindestens einer Wo-
che eingehalten. Die Versuche erfolgten wiederum einfach verschleiert, d. h. der Proband

wusste nicht, welche Staubkonzentration gerade verwendet wurde.

1. Exposition 2. Exposition 3. Exposition

Expositionsreihenfolge 1

(n = 10) 0 pg/m3 500 pg/m3 150 pg/m3
Expositionsreihenfolge 2

(n = 10) 150 pg/m3 0 pg/m3 500 pg/m3
Expositionsreihenfolge 3 500 pg/m3 150 pg/m3 0 ug/m3

(n = 10)

Tabelle 4: Expositionsreihenfolge und Expositionskonzentrationen nasaler Urbanstaubexpositionen in Teilpro-
jekt IL.

Nasales Expostionssystem

Die Expositionen erfolgten iiber nasales ('nose only’) Expositionssystem (Abbildung 3) mit
einer dicht sitzenden Nasenmaske (Comfort classic, Respironics Deutschland, Herrsching).
Bei normaler Nasenatmung betrégt der Spitzenfluss wihrend der Einatmung ca. 30 l/min.

Dieser Flusswert muss in der Nasenmaske zur Verfiigung gestellt werden, um problemloses
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Einatmen ohne Sogkrifte im System zu ermdglichen. Bei geringerem Einatemstrom oder bei
Ausatmung wird iiberschiissige Luft liber ein leichtgdngiges Riickschlagventil der Maske ent-
sorgt. Der Volumenstrom in der Atemmaske wurde bei allen Versuchen auf 34 I/min einge-

stellt.

Um die benoétigten sehr niedrigen Staubkonzentrationen zu erreichen, musste zunichst ein
Priméraerosol hergestellt und nachverdiinnt werden. Hierzu wurde Druckluft nach Passage
durch einen Reinluftfilter (BB50T, Firma Pall GmbH, Dreieich) zunédchst durch einen Gas-
waschbehilter (251 Fassungsvermogen, Edelstahl, Sonderanfertigung der Abteilung Biomedi-
zintechnik des Universitatsklinikums Ulm) geleitet und auf 40% rel. Feuchte und 20°C ge-
bracht. Uber eine Ventil-Rohrweiche (QH-1/2, Festo AG, Esslingen) wurde der Luftstrom
geteilt. Ein Teil wurde mit konstantem Volumenfluss durch einen Staubgenerator geleitet.
Dort wurde der Luft der Teststaub mit konstantem Massestrom beigemengt (Priméiraerosol).
Es wurde also bei allen Versuchen zunichst unter konstantem hohem Volumenfluss ein kon-
stant konzentriertes Priméraerosol hergestellt. Der tiberwiegende Teil dieses Priméraerosols
wurde iiber eine Ventil-Rohrweiche (QH-1/2, Festo AG, Esslingen) in einen Abscheider ge-

leitet und als Uberschussanteil verworfen.

Ein variabler Nutzanteil des Primdraerosols wurde in einen Verdiinnungsluftstrom in unter-
schiedlichen Volumenstrom- Relationen eingeleitet, um das Sekunddraerosol mit den ge-
wiinschten Staubkonzentrationen herzustellen. Der Volumenfluss des Primédraerosols, der dem
Verdiinnungsluftstrom zugefiihrt wurde, wurde je nach bendtigter Endkonzentration des Se-
kundéraerosols iiber einen Schwebekdrper-Durchflussmesser (RAGHO1, Yokogawa Deutsch-

land GmbH, Ratingen) reguliert.

Das Sekundédraerosol wurde konstant auf einem Volumenfluss von 34 1/min gehalten. Mogli-
cherweise im Aerosol entstehende Staubaggregate wurden durch einen Low-Pass-Filter
(KSL-Staubtechnik, Lauingen) vor der Maske ausgefiltert. Direkt vor der Maske wurde ein
Partikelzéhler (Royco Microair 5230, Pacific Scientific Instruments, Ludinghausen, Deutsch-
land) angeschlossen. Alle Rohrleitungen waren innen kantenfrei aus antistatischem Material
gefertigt (PUN-12x2-SI, Festo AG & Co. KG, Esslingen) und so kurz wie moglich ausge-

fiithrt, um Staubansammlungen im Expositionssystem zu reduzieren.
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Abbildung 3: Schema des nasalen Expositionssystems. Druckluft wurde zunichst gefiltert, befeuchtet und er-
wirmt und dann geteilt. In den einen Luftstrom wurde der Teststaub eingebracht (Priméraerosol), der zweite
Luftstrom diente der Verdiinnung des Primédraerosols. Die Staubkonzentrationen im Sekunddraerosols wurde
durch das Mischungsverhéltnis von Primér- und Verdiinnungsluft bestimmt. Das Sekundéraerosol wurden den
Probanden iiber eine Nasenmaske zugefiihrt.

Aerosolgeneratoren

Im Teilprojekt I wurde eine Vibrierteller-Dispersionseinheit (P2, KSL-Staubtechnik, Lauin-
gen) zur Staubgenerierung eingesetzt. Hierbei rieselt der Teststaub durch eine feine Offnung
mit verstellbarer Blende auf einen Vibrierteller, iiber den ein Luftstrom geleitet wird. Im Teil-
projekt IT wurde ein Small-Scale Powder Disperser (Modell 3433, TSI GmbH, Aachen) ein-
gesetzt (Abbildung 4). Es handelt sich um eine Drehteller-Dispersionseinheit. Der zu disper-
gierende Staub wird in die konzentrisch angeordneten Rillen des Drehtellers eingebracht und
von dort mit einer Venturi-Diise abgsaugt. Beim Ubergang von der Absaugkapillare zur Ven-
turi-Diise werden aufgrund der dort herrschenden Scherkrifte agglomerierte Staubpartikel

aufgebrochen.
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Riechelmann

Um die in das Primédraerosol eingebrachte Staubmenge zu reduzieren, wurde der Schrittmotor

im Rahmen einer Sonderanfertigung

starker untersetzt.

Da iber

die Drehteller-

Umdrehungsfrequenz in dieser Spezialuntersetzung keine werksseitigen Angaben vorlagen,

wurde die Drehteller-Umdrehungsfrequenz in Abhédngigkeit von den Drehreglereinstellungen

des Dispersers ermittelt (Abbildung 5). Es zeigte sich, dass in Drehreglerstellung 3 der Dreh-

teller in ca. 3h eine Umdrehung durchfiihrt. Da dies der geplanten Expositionszeit entsprach,

wurde diese Schalterstellung fiir alle Untersuchungen gewéhlt.
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Abbildung 5: Umdrehungszeit des Drehtellers (min) des Small-Scale Powder
Dispersers in Abhingigkeit von der Drehreglereinstellung nach zusétzlicher Unter-
setzung des Steppermotors.

Laserpartikelzihler

Mit einem Laserpartikelzdhler konnten die aktuellen Partikelzahlen im Expositionssystem
nach KorngroBlen aufgeschliisselt anndhernd in Echtzeit erfasst werden. So konnte wihrend
eines Expositionsversuches sichergestellt werden, dass der Proband auch tatsdchlich die ge-
wiinschten Staubkonzentrationen einatmet. In den vorgestellten Untersuchungen wurde der
Mehrkanal-Laserpartikelzéhler Royco Microair 5230 (Pacific Scientific Instruments, Luding-
hausen) eingesetzt. Die Messzelle des Laserpartikelzdhlers besteht aus einem Messkanal und
einer Laserdiode. Am Gerét lassen sich acht Kanéle fiir die Erfassung von acht unterschiedli-
chen PartikelgroBBen einstellen. Die GroBenverteilung des Kalziumkarbonat-Staubs wurde
dem Datenblatt zu Eskal 15 entnommen und die acht Kanéle von 10 pm bis 26 um bei einer
Schrittweite von 2 um programmiert. Der Partikelzihler wurde mit einem Computer verbun-
den und die vom Laserpartikelzihler gelieferten Daten kontinuierlich aufgezeichnet. Verwen-
det wurde die vom Hersteller des Laserpartikelzdhlers mitgelieferte Software Royco Logger

Version 1.5 (Pacific Scientific Instruments, Ludinghausen, Deutschland).
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Kalziumkarbonatstaub

Im Teilprojekt I wurde ein Kalziumkarbonat-Staub mit einem massemedianen aerodynami-
schen Durchmesser von 15 pm (Eskal 15, KSL Staubtechnik, Lauingen) verwendet. Eskal 15
besteht zu 99,1 % aus CaCOs, weitere Bestandteile sind MgCOs, SiO; (< 0,25 %), Al,O3 und
Fe,0;. Die PartikelgroBenverteilung geht aus Abbildung 6 hervor..

25
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Abbildung 6 Verteilung der PartikelgroBen von Eskal 15

Die bendtigten Partikelzahlen wurden anhand der Angaben im Datenblatt des Herstellers
rechnerisch ermittelt. Geht man von einem mittleren aerodynamischen Durchmesser von
15 um aus, berechnet sich das Volumen eines Partikels nach V' = 74 * d°. Bei einem spezifi-
schen Gewicht 2,7 g/cm? ergibt sich nach G' = p = V" das Gewicht eines Teilchens. Demnach
beziffert sich die Anzahl der Teilchen in 1 nug Eskal 15 zu 209,6 ~ 210 Teilchen. Daraus re-
sultieren die Partikelzahlen fiir die gewlinschten Staubkonzentrationen von 150, 500 und
1000 pg/m?® zu 31 500/m’, 105 000/m> und 210 000/m’. Der verwendete Partikelzéhler hat
ein Messvolumen von 28,32 Litern. Demnach miissen fiir die gewiinschten Staubkonzentra-
tionen die Volumenfliisse von Priméraerosol und Verdiinnungsaerosol so eingestellt werden,

das sich Partikelzahlen von 900, 3000 und 6000 ergeben.
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Urbanstaub

Bei dem verwendeten Staub handelt es sich um das Referenzmaterial SRM 1649a des “Natio-
nal Institute of Standards & Technology (NIST)” des Wirtschaftsministeriums der USA (May
et al. 1992). SRM 1649a wurde in Washington DC wéhrend eines Jahres gesammelt. Wesent-
liche Staubinhaltsstoffe (zahlreiche PAK, PCB-Kongenere, halogenierte Kohlenwasserstoft-
verbindungen, Metalle usw.), der Gesamt-Kohlenstoffanteil, die Mutagenitit und die Vertei-
lung der Partikelgrofen sind bei diesem Staub gut charakterisiert. Die wichtigsten charakteri-
sierten Inhaltsstoffe sind:

« 22 polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe (47,27 mg/kg)

« 35 polychlorierte Biphenyle (893 png/kg)

« 8 chlorierte Pestizide (411 pg/kg)

« Kohlenstoff (176,8 g/kg)

« 25 verschiedene Metalle mit einem Anteil von 2230 mg/kg. Hauptelemente sind Bari-

um, Cadmium, Chrom, Kupfer, Mangan, Nickel und Vanadium.

Die genauen Analysen gehen aus dem Priifzertifikat hervor, das unter ,http://patapsco.nist.
gov/srmcatalog/certificates/1649a.pdf” abrufbar ist. SRM 1649a édhnelt in seiner Zusammen-
setzung urbanen Stiuben in Baden-Wiirttemberg (Landesanstalt fiir Umweltschutz Baden-
Wiirttemberg 1998). Die Korngrofenverteilung geht aus Tabelle 5 hervor. Bei der angegebe-
nen Korngréfenverteilung handelt es sich um flachengewichtete Laserdiffraktionsmessungen,
durchgefiihrt von der Fa. Honeywell, Particle and Components Measurement Laboratory,
USA. Der Anteil an Partikeln mit einem Durchmesser von mehr als 10 pum ist fiir Untersu-

chungen an der Nasenschleimhaut giinstig.

Tabelle 5 Korngrofenverteilung von SRM 1649a

Perzentil Flichendurchmesser
(Gruppenmittel in pm)

0-10 2,5

11-20 43

21-30 5,8

31-40 7,3

41-50 9,3

51-60 11,6

61-70 14,5

71-80 18,9

81-90 27,7

90-100 37,9
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Da bei SRM1649a die Korngrof3enverteilung wesentlich starker streut als bei ESKAL 15, ist
eine Berechnung der im Expositionssystem einzusetzenden Staubmengen anhand der Parti-
kelzahl unzuverldssig. Deswegen wurde ein anderer Weg zur Eichung des Expositionssystems
beschritten. Eine Rille des Drehtellers wurde so ausgefrést, dass darin 13,2 Milligramm des
Urbanstaubs eingebracht werden konnen. Die Rotationsgeschwindigkeit des Drehtellers wur-
de iiber den angeschlossenen Schrittmachermotor so eingestellt, dass der Drehteller in drei
Stunden eine vollstindige Umdrehung ausfiihrte. Die Parameter “abgewogene Staubmenge”,
“Rotationsgeschwindigkeit” und “Spurrille” waren bei allen Expositionen konstant. Die er-
forderlichen Staubkonzentrationen 150 und 500 pg/m’ wurden ausschlieBlich iiber die Nach-

verdiinnung des Primédraerosols erzielt.
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Abbildung 7: Urbanstaubkonzentration im Sekundéraerosol in Abhéngigkeit des
Mischungsverhéltnisses von Priméraerosol und Verdiinnungsluftstrom

Zur Eichung des Expositionssystems wurde die Atemmaske durch einen Membranfilter
(EMFAB, 47 mm, Pall Corporations, Dreieich) ersetzt. Vor und nach der dreistiindigen Eich-
exposition wurde die Membranfilterscheibe gewogen (BP211 D, Sartorius, Gottingen,
Deutschland) und aus der Gewichtsdifferenz die Staubmenge im Filter berechnet. Das Luftvo-
lumen, das in diesen 3h den Filter durchstromt hatte, berechnet sich zu 34 I/min * 180 min =
6,12 m*. Bei einer gewiinschten Staubkonzentration von 150 pg/m’ sollte unter diesen Bedin-

gungen 0,92 mg Staub im Filter befinden, bei einer Expositionskonzentration von 500 pg/m’
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sollten es 3,06 mg sein. Es wurde dann eine Eichkurve fiir die Staubkonzentrationen im Se-
kundéraerosol erstellt, indem die Volumenfliisse des Primiraerosols und des Verdiinnungs-
luftstroms verdndert wurden, der Volumenstrom des Sekundiraerosols aber immer konstant
34 1/min betrug. Aus den erhaltenen Messwerten wurde eine Eichkurve erstellt (Abbil-

dung 7).

Fiir ein Sekundiraerosol von nominell 150 pg/m’ Urbanstaub und einem Volumenstrom von
34 1/min wurden 16 1/min Priméraerosol und 18 I/min Verdiinnungsaerosol gemischt, fiir ein
Sekundiraerosol von 500 pg/m’ waren 26 I/min und 8 1/min. Mit diesen Einstellungen wur-

den je 6 Testlaufe durchgefiihrt und Konzentration im Sekundiraerosol ermittelt (Tabelle 6).

Tabelle 6: Wiederholte Messungen mit den Einstellungen V1 = 16 Liter und V2 = 18 Liter sowie V1 =26 Liter
und V2 = § Liter zur Validierung der Staubkonzentrationen von 150 pg/m® bzw. 500 pg/m?* Urbanstaub im Se-
kundéraerosol.

Staubkonzentration im Sekundiraerosol in  Staubkonzentration im Sekundiraerosol in pg/m?

pg/m? bei Mischung von Primiraerosol und  bei Mischung von Priméiiraerosol und Verdiinnungs-

Verdiinnungsluft im Verhéltnis 16/18 luft im Verhiiltnis 26/8
176,47 509,8
160,13 385,62
192,81 571,9
174,84 526,14
165,03 544,12
223,86 522,88

Es ergab sich fiir die nominelle Konzentration von 150 ug/m3 ein gemessener Wert von
182 + 23 pg/m’ (Mittelwert + Standardabweichung) bei einem Variationskoeffizienten von
12,8%. Fiir die nominelle Konzentration von 500 pg/m’ ergab sich ein gemessener Wert von

508 + 64 pg/m’ bei einem Variationskoeffizienten von 12,7%.

Effektparameter

Der sicherste Nachweis einer nasalen Entzlindungsreaktion erfolgt durch den klinischen Be-
fund von z.B. freiem Eiter im Rahmen einer Rhinoskopie oder einer endoskopischen Untersu-
chung der Nase. Es war aber a priori nicht davon auszugehen, dass bei den eingesetzten um-

weltrelevanten Konzentrationen solche offenkundigen Verdnderungen zu beobachten sind.
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Deswegen wurde auf subtilere Methoden zum Nachweis einer subklinischen Entziindungsre-
aktion zuriickgegriffen. Hierzu zdhlen die Bestimmung proinflammatorischer Zytokine im
Nasensekret sowie die Zunahme entziindlicher Zellpopulationen wie neutrophiler Granulozy-

ten, Makrophagen oder lymphoplasmazelluldrer Zellelemente in der nasalen Zytologie.

Gewinnung von Nasensekret

Zur Gewinnung von Nasensekret wurde den Probanden beidseits ein Schaumstoffsammler
(offenporiger Polyurethan- Schaumstoff, 35 kg/m’, 28x18x6 mm, Abbildung 8) bis hinter das
Limen nasi eingebracht und dort fiir zehn Minuten belassen. Dann wurde das Nasensekret aus
den Schaumstoffsammlern auszentrifugiert (Megafuge 1.0 R, Heraeus Instruments, Osterode,
Smin, 250 g, 4°C), durch Ultraschallbehandlung (30 s, 35 kHz, Hochleistungs-
Ultraschallreinigungsgerdat RK 100 H, Bandelin Electronic GmbH & Co. KG, Berlin) homo-
genisiert, in Portionen zu 100 pl aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung eingefroren
(-20°C).

Abbildung 8: Zur Sekretsammlung verwendete Schaumstoffsammler (offenporiger
Polyurethanschaumstoff, 35 kg/m’, 28x18x6 mm). Zum GroBenvergleich: Liebha-
berstiick.
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Gewinnung nasaler Zytologien

Die nasalen Zytologien konnten ebenfalls aus den Schaumstoffsammlern gewonnen werden.
Nachdem das Nasensekret auszentrifugiert worden war, wurden die Schaumstoffsammler in
5 ml RPMI- Medium (GibcoBRL, Karlsruhe), komplementiert mit 1 % HEPES, 1 % Penicil-
lin-Streptomycin-Losung und 1 % L-Glutamin (Sigma, Deisenhofen), eingelegt und dann die
daran haftenden Zellen mit sanftem Druck iiber einem Zellsieb abgel6st. Die erhaltene Zell-
suspension wurde in ein Zentrifugenréhrchen {iiberfithrt und abzentrifugiert (5 min, 250 g,
4°C). Nach einem weiteren Waschvorgang mit 1xPBS wurde die Lebendzellzahl in einem
Héamocytometer (Neubauer-Ziahlkammer) nach Trypanblau-Férbung bestimmt und die Zellen
in definierter Zahl auf Objekttrager zytozentrifugiert (10 min, 250g, 4°C; Zyto-System, He-
raeus, Hanau). Nach Trocknen an der Luft wurden die Zellen konventionell gefarbt oder fiir

spatere immunzytochemische Farbungen in Aceton fixiert und tiefgefroren (-80°C).

Biomarker im Nasensekret

Die Bestimmung von Biomarkern im Nasensekret weist einige Besonderheiten auf, die Ge-
genstand intensiver Voruntersuchungen waren (Riechelmann et al. 2003a). Bei den iiblichen

nasalen Lavage- Techniken wird das Nasensekret teils stark verdiinnt, so dass gerade bei ge-
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Abbildung 9: Anhand sog. Checkerboard-Titrationen wird die Verdiinnung einer Probe ermittelt, die
die Analyt- Konzentration in den optimalen Arbeitsbereich eines Enzymimmnoassays iiberfiihrt. Mit
Schaumstoffsammlern gewonnenes Nasensekret muss 1:10 bis 1:20 verdiinnt werden, um an den
Arbeitsbereich des verwendeten Assays angepasst zu werden.
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sunden Probanden einzelne Biomarker- Konzentrationen unter der Nachweisgrenze auch
hochsensitiver, kostenaufwendiger ELISA- Verfahren liegen. AuBlerdem weisen die Biomar-
ker- Konzentrationen bei nasaler Lavage hohe Streuungen auf. Um diese Probleme zu redu-
zieren, wurden unverdiinnte Sekrete wie oben beschrieben mit Schaumstoffsammlern gewon-
nen. Wesentlicher Nachteil dieser Methode ist, dass nur begrenzte Sekretmengen zur Verfii-
gung stehen. AuBBerdem kann es im sehr proteinreichen Nasensekret zu Matrixeffekten, also
sterischen Behinderungen der Bindung des Analyten an die Primérantikdrper des Assays
kommen. Es musste fiir jeden Assay eine Verdiinnungstitration durchgefiihrt werden, um die
Konzentration des Analyten in der Probe auf den Nachweisbereich des Assays zu adaptieren.
In Abbildung 9 ist eine solche Verdiinnungstitration beispielhaft fiir IL-8 gezeigt. Mit
Schaumstoffsammlern gewonnenes Nasensekret muss demnach 1:10 bis 1:20 verdiinnt wer-
den, um es an den Arbeitsbereich des verwendeten normal-sensitiven IL-8- Assays zu adap-
tieren. Durch diese Verdiinnung steht als positiver Effekt mehr Sekret fiir andere Untersu-
chungen zur Verfligung, die Ausbeute wird erhoht. Dennoch kam es vor, dass bestimmte Un-
tersuchungen wegen Mangel an Sekretvolumen nicht durchgefiihrt werden konnten. In diesem
Fall wurden insbesondere Untersuchungen unterlassen, die grole Volumina unverdiinnten
Sekretes benotigen. Fiir Zytokine wurden kolorimetrische Sandwich- Enzym- Linked- Immu-
nosorbent- Assay- Technik ELISA (Quantikine®-ELISA, R&D-Systems, Wiesbaden) ver-
wendet. Das Neuropeptid Substance P wurde mittels eines kompetitiven ELISA (Quantiki-
ne®-ELISA, R&D-Systems, Wiesbaden) bestimmt.

Im Teilprojekt I wurden IL-18, IL-6 und IL-8 mit den kostengiinstigeren Duo-Set-ELISA-
Development-Kits (Duo-Set®-ELISA, R&D-Systems, Wiesbaden) bestimmt. Die Duo-Set-
ELISA-Development-Kits enthalten die Basis-Komponenten fiir 15 96-well-Platten. Die 15
Platten (MaxiSorp Surface, Nunc, Dinemark) wurden mit dem Capture-Antikdrper gemil
Protokoll des Herstellers zeitgleich beschichtet. Mit einer Platte wurden anschlieBend die
Homogenitdt der Beschichtung und die untere Nachweisgrenze bestimmt. Dazu wurde in die
ersten 16 wells eine Standardkurve (Doppelbestimmungen) - bestehend aus acht Werten -
aufgetragen. In 32 wells der Platte wurde ein Standard (Konzentration: 80 pg/ml) und in 48
wells ein Null-Standard (nur Verdiinnungsmittel) pipettiert. Dann wurde der ELISA geméil
Protokoll des Herstellers durchgefiihrt und ausgewertet. Aus den 48 Werten fiir den Null-
Standard wurden der Mittelwert (x) und die Standardabweichung (SD(x)) gebildet und die

untere Nachweisgrenze als x + 2 x SD(x) berechnet.

31



Riechelmann

Von jeder Probe wurden Doppelbestimmungen durchgefiihrt. Die Messung der Farbintensité-
ten erfolgte mit einem vollautomatischen ELISA- Lesegeridt (MRX, Dynatech, England), das
an einen PC angeschlossen war. Gesteuert und programmiert wurde das Lesegerit iiber die
auf dem Computer installierte Software Biolinx Version 2.21 (Dynatech Laboratories, Virgi-

nia, USA).

Interleukin (IL)-13

Verwendet wurde der hochsensitive IL-1B-HS-Immunoassay-Kit (R&D-Systems, Wiesba-
den). Zur Verstirkung des Signals wird in diesem Kit ein NADPH-Diaphorase-
Tetrazoliumsalz-Amplifikationssystem verwendet. Die untere Nachweisgrenze liegt bei
0,1 pg/ml, die Detektionswellenldnge betridgt 490 nm, die Wellenldngenkorrektur erfolgte bei
650 nm. Fiir eine Doppelbestimmung wurden 300 pl verdiinntes Nasensekret benotigt. Der
Verdiinnungsfaktor betrug 1:15. Im Teilprojekt II wurde IL-1B mit dem kostenglinstigeren
Duo-Set-ELISA-Development-Kit (Duo-Set®-ELISA, R&D-Systems, Wiesbaden) bestimmt.
Die Nachweisgrenze lag bei 1,3 pg/ml.

Interleukin (IL)-6

Verwendet wurde der humane IL-6-Immunoassay-Kit (R&D-Systems, Wiesbaden). Die unte-
re Nachweisgrenze liegt bei 0,7 pg/ml, die Detektionswellenldnge betrdgt 450 nm, die Wel-
lenldngenkorrektur erfolgte bei 550 nm. Fiir eine Doppelbestimmung wurden 200 pl verdiinn-
tes Nasensekret bendtigt. Der Verdiinnungsfaktor betrug 1:6. Im Teilprojekt IT wurde IL-6 mit
dem kostengiinstigeren Duo-Set-ELISA-Development-Kit (Duo-Set®-ELISA, R&D-Systems,
Wiesbaden) bestimmt. Die Nachweisgrenze lag bei 3,4 pg/ml.

Interleukin (IL)-8

Verwendet wurde der humane IL-8-Immunoassay-Kit (R&D-Systems, Wiesbaden) mit einer
unteren Nachweisgrenze von 10 pg/ml. Die Detektionswellenlédnge lag bei 450 nm, die Wel-
lenldngenkorrektur bei 550 nm. Fiir eine Doppelbestimmung wurden 100 pl verdiinntes Na-

sensekret benotigt. Der Verdiinnungsfaktor betrug 1:10. Im Teilprojekt II wurde IL-8 mit dem
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kostengiinstigeren Duo-Set-ELISA-Development-Kit (Duo-Set®-ELISA, R&D-Systems,
Wiesbaden) bestimmt. Die Nachweisgrenze lag bei 2,6 pg/ml.

Tumor Nekrose Faktor-o (TNFa)

Verwendet wurde der hochsensitive TNFa-HS-Immunoassay-Kit (R&D-Systems, Wiesba-
den). Zur Verstirkung des Signals wird in diesem Kit ein NADPH-Diaphorase-
Tetrazoliumsalz-Amplifikationssystem verwendet. Die untere Nachweisgrenze lag bei
0,12 pg/ml, die Detektionswellenldnge bei 490 nmund die Wellenldngenkorrektur bei 650 nm.

Fiir eine Doppelbestimmung wurden 200 pl unverdiinntes Nasensekret bendtigt.

Monozyten-Chemotaktisches-Protein-1 (MCP-1)

Verwendet wurde der humane MCP-1-Immunoassay-Kit (R&D-Systems, Wiesbaden). Die
untere Nachweisgrenze lag bei 5 pg/ml, die Detektionswellenlédnge bei 450 nm und die Wel-
lenldngenkorrektur bei 550 nm. Fiir eine Doppelbestimmung wurden 100 ul verdiinntes Na-

sensekret benotigt. Der Verdiinnungsfaktor betrug 1:5.

Epitheliales-Neutrophilen-Aktivierendes-Peptid-78 (ENA-78)

Verwendet wurde der humane ENA-78-Immunoassay-Kit (R&D-Systems, Wiesbaden) mit
einer unteren Nachweisgrenze von 15 pg/ml, einer Detektionswellenldnge von 450 nm und
einer Wellenldngenkorrektur bei 550 nm. Fiir eine Doppelbestimmung wurden 100 pl ver-

diinntes Nasensekret bendtigt. Der Verdiinnungsfaktor betrug 1:1000.

Makrophagen-Inflammatorisches-Protein-1o. (MIP-10t)

Verwendet wurde der humane MIP-1a-Immunoassay-Kit (R&D-Systems, Wiesbaden). Die
untere Nachweisgrenze lag bei 10 pg/ml, die Detektionswellenldnge bei 450 nm und die Wel-
lenldngenkorrektur bei 550 nm. Fiir eine Doppelbestimmung wurden 100 pl verdiinntes Na-

sensekret bendtigt. Der Verdiinnungsfaktor betrug 1:10.

Substanz P (SP)

Verwendet wurde der Substance-P-Immunoassay-Kit (R&D-Systems, Wiesbaden). Bei die-
sem kompetitiven ELISA konkurrieren markiertes und unmarkiertes (nachzuweisendes) Anti-
gen um freie Bindungsstellen an den immobilisierten Antikérpern. Anhand der Standardkurve
kann der Verdringungsgrad von markiertem Antigen durch unmarkiertes Antigen quantifi-

ziert werden. Die untere Nachweisgrenze lag bei 8 pg/ml, die Detektionswellenldnge bei
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450 nm und die Wellenldngenkorrektur bei 550 nm. Fiir eine Doppelbestimmung wurden

100 pl unverdiinntes Nasensekret benotigt.

Nasale Zytologien

Um den Probanden die gesonderte Entnahme von Sekret und Zytologien zu ersparen, wurden
fiir die zytologischen Untersuchungen die an den Schaumstoffsammlern adhirenten Zellen
verwendet. Die zelluldre Zusammensetzung nasaler Zytologien wird maBgeblich von der Ent-
nahmetechnik bestimmt. In Voruntersuchungen an 9 gesunden Probanden wurde das Zellver-
teilungsmuster nasaler Zytologien verglichen, die mit unterschiedlichen Entnahmetechniken
gewonnen worden waren. Untersucht wurden die nasale Lavage, die Biirsten- oder Kiiretten-
technik sowie die hier verwendete Schaumstoffsammlertechnik. Dabei betrug nach May-
Griinwald-Féarbung der Anteil leukozytérer Zellen in der Lavage anndhernd 60%, wihrend er
bei der Biirsten/Kiirettentechnik lediglich 6 % betrug. Die Schaumstoffsammlertechnik lag
mit 30% zelluldren Zellelementen dazwischen (Abbildung 10). In unterschiedlichen immun-
zytologischen Féarbungen bestitigten sich diese Befunde im wesentlichen. Man kann also da-
von ausgehen, dass mit der Schaumstoffsammlertechnik ein ausreichend differenziertes und

reprisentatives Zellbild gewonnen wird.

Lavage Biirste / Kiirette Schaumstoffsammler
leukozytar
6% leukozytar
epithelial 30%
41%
leukozytar

59% I
epithelial

epithelial 70%

94%

Abbildung 10: Relativer Anteil epithelialer und leukozytirer Zellelemente in der nasalen Zytologie in
Abhingigkeit unterschiedlicher Zellgewinnungstechniken.

34



Riechelmann

Konventionelle Farbung nach May-Griinwald-Giemsa

Die Féarbung der nasalen Zytologien erfolgte nach einem Standardprotokoll der panoptischen
Féarbung von Pappenheim (May-Griinwald-Giemsa-Farbung). Die Objekttrager wurden nach
dem Trocknen fiir vier Minuten in May-Griinwald-Losung getaucht, dann in Aqua dest.
(pH=7,0) zwei Minuten gewaschen und anschlieBend 15 Minuten in Giemsa-
Gebrauchslosung (3%, Aqua dest. pH=7,0) tlberfiihrt. Zuletzt wurden die Objekttriger 2 Mi-
nuten in Aqua dest. (pH=7,0) gespiilt und an der Luft getrocknet. Die nach May-Griinwald-
Giemsa geférbten Zellen wurden unter dem Mikroskop bei 400-facher VergroBerung beur-

teilt. Es wurden jeweils 500 Zellen ausgezdhlt und in vier Zellpopulationen differenziert:

Abbildung 11: Konventionelle nasale Zytologie (May-Griinwald Giemsa, x 400)
iiberwiegend mit hochprismatischen Flimmerepithelien, einigen Basal- und In-
termedidrzellen sowie Zell- und Kernschatten abgeschilferter nekrotischer Zellen.
Dazwischen eosinophile Schleimreste.

neutrophile Granulozyten, eosinophile Granulozyten, Lymphozyten sowie alle restlichen

kernhaltigen Zellen, also iiberwiegend unterschiedliche epitheliale Zellformen.
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Immunzytochemische Farbung

Nach Fixierung der Zellen in Aceton wurden die Objekttrager mit Schweinenormalserum
(Dako, Hamburg) vorinkubiert (Verdiinnung 1:10, 30 min, RT). AnschlieBend wurde der je-
weilige Primdrantikdrper (1:50 verdiinnt in TBS/1 % BSA) zugegeben, und es folgte die In-
kubation (ii.N., 4°C). Als Primérantikorper wurden Maus-anti-Human-Myeloperoxidase
(MPO), -CD45, -CD68 und -Tryptase eingesetzt (alle Dako, Hamburg). Nach Spiilen der Ob-
jekttrager in TBS wurde mit einem kommerziellen APAAP-Kit-Maus (Dako, Hamburg) wei-
tergearbeitet. Die Gegenfirbung erfolgte mit Mayers Himalaun (Sigma, Deisenhofen) fiir 30
Sekunden. In den Préparaten erscheinen die Zellkerne blau und die spezifisch angefarbten
Zellen rot (Abbildung 12). Es wurden jeweils 300 Zellen ausgezihlt und dann der relative

Anteil positiver Zellen als Farbeindex (%) ermittelt.

_ 5 '—"./' | 4 .‘ i
Abbildung 12: Nasale Zytologie nach immunzytochemischer Farbung mit An-

titryptase. Man erkennt die rundliche Zelle mit dem zytosolischen Reaktionspro-
dukt. Granula sind nicht erkennbar. Gegenfarbung mit Hamalaun, x 400.

Symptomscores

Fiir die Untersuchung subjektiver Befindlichkeiten und Symptome sind unterschiedliche Ver-

fahren etabliert. Hiufig werden Erhebungsbogen eingesetzt, in denen die Ausprigung einer

36



Riechelmann

Meinung, einer Befindlichkeit oder der Schwere eines Symptoms auf verbalen Ratingskalen,
numerischen Ratingskalen oder visuellen Analogskalen vom Probanden selbst eingetragen
wird. Bei visuellen Analogskalen wird eine solche Auspriagung vom Probanden als Abstand
eines Zeichens (z.B. Kreuzchen) vom Rand einer Linie dargestellt. Ublich sind horizontale
Linien, wobei der linke Rand die Minimalauspriagung einer Befindlichkeit angibt und der
rechte Rand die Maximalauspragung. Es ist gebrauchlich, diese Linien 10 cm lang zu gestal-
ten und den Abstand von linken Rand in mm als analoge Gréfle zur Auspragung der Befind-
lichkeit zu interpretieren. Der Vorteil visueller Analogskalen ist das hohe Skalenniveau und
die vergleichsweise gute Ubereinstimmung mit physiologischen Messwerten, insbesondere im

Bereich der Atemphysiologie (Grant et al. 1999; Paul-Dauphin et al. 1999)

Im Teilprojekt I und II wurden folgende folgenden Symptomauspriagungen und nasalen Be-

findlichkeiten mit visueller Analogskalen erfasst:

o Verstopfungsgefiihl der Nase
o Nasenlaufen

o Juck- und Niesreiz der Nase
o Trockenheitsgefiihl der Nase
o Geruchsbelastigung

. Schmerzen im Nasenbereich

Vor und nach jeder Exposition wurden die Probanden aufgefordert ihr subjektives Empfinden
fiir die genannten Kriterien auf einer 100 mm langen, horizontalen Geraden aufzutragen. Die
Empfindungsstirke reichte von ,,liberhaupt nicht®, am linken Ende der Geraden (entspricht
0 mm) bis ,,sehr stark, am rechten Ende der Geraden (entspricht 100 mm). Fiir jeden Proban-
den wurden so fiir jede Exposition und jedes Kriterium zwei Werte - vor und nach Exposition
- erhalten. Die aus diesen Werten gebildete Differenz diente als Bewertungsgrundlage fiir die

nasalen Empfindungen der Probanden durch die Exposition.

Auswertung

Aus den Biomarkerkonzentrationen im Nasensekret und den Firbeindices der immunzyto-

chemischen Préparate wurden jeweils zu den drei Entnahmezeitpunkten die medianen prozen-
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tualen Verdnderungen nach Staubexposition im Vergleich zur Kontrollexposition berechnet
und mit dem Wilcoxon Vorzeichenrangtest zweiseitig ausgewertet. Die Mediane und Inter-
quartilintervalle der prozentualen Verdnderungen wurden tabelliert. Fiir die visuellen Analog-
skalen wurden die Differenzen vor und nach Exposition berechnet und mit dem Page-Test auf
einen positiven Trend in Abhéngigkeit von der eingesetzten Staubkonzentration untersucht.
Die Berechnungen erfolgten mit den Programmen SYSTAT 10.2 (Richmond, USA) und
StatXact 4.2 (CYTEL, Cambridge, USA).
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Ergebnisse

Validitdt der Staubexposition

Riechelmann

Im Expositionssystem wurden die vorgesehenen Staubkonzentrationen im wesentlichen ein-

gehalten (Abbildung 13). Bei der Kontrollexposition betrug die im System gemessene Staub-

konzentration im Median 2 pg/m’, 90% der Werte lagen zwischen 0,5 und 11,5 pg/m’. Bei

geplanten 150 pg/m’ lag der gemessene Median bei 161 pg/m’ (142 bis 239 pg/m’), bei ge-

planten 500 pg/m’ bei 510 pg/m’ (469 bis 644 pg/m’) und bei geplanten 1000 pg/m’ bei 1003
pg/m’ (828 — 1303 pg/m’).

gemessene Konzentration im System [ug/m’]

2000

1500

1000 O [OPON o o0 Q0

1 =)
500 = (] \_ADDD‘—‘\_I

FTTTTTTTTTT T T T T T T I T T T T T T TTTTTd

I

Probanden-Nr.

geplante
Konzentration

O Kontrolle
A 150 pg/m®
0 500 pg/m’
© 1000 pg/m’

Abbildung 13: Soll- und Istwertvergleich der Staubkonzentrationen im Expositionssystem bei
Exposition gesunder Probanden mit Kalziumkarbonatstaub.

Biomarker im Nasensekret

Die Expression von Zytokinen und SP im Nasensekret unterschied sich interindividuell erheb-

lich. So gab es Teilnehmer, die konstitutiv ohne Vorliegen einer nasalen Erkrankung hohe

nasale Biomarkerwerte aufwiesen und solche mit niedrigen. Bei den Personen mit hoher Zy-
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tokinexpression lagen die Zytokine IL-18, IL-6 und II-8 in der Regel gemeinsam bei hohen
Werten. Personen mit konstitutiv hohen nasalen Zytokinwerten setzten auf einen Reiz hin
absolut mehr zusétzliches Zytokin frei als Personen mit niedriger konstitutiver Zytokinexpres-

sion. Die zusédtzliche Biomarkerfreisetzung als Antwort auf einen Stimulus war bei doppeltlo-

400

300

200

100

Zusitzliche IL-1 Freisetzung nach Stimulation

0 100 200 300 400

basale IL-1 Freisetzung

Abbildung 14: Abhingigkeit der expositionsbedingten Zunahme nasaler Zyto-
kinspiegel (hier: IL-1) von der Basiskonzentrationen vor Exposition.

garithmischer Darstellung in etwa proportional zur Basissekretion (Abbildung 14). Dies ent-

spricht den Verhéltnissen bei fritheren Untersuchungen (Riechelmann et al. 2003a).

Es zeigte sich auBerdem, dass nach der Kontrollexposition bei manchen Biomarkern die Sek-
retkonzentrationen mit jeder der drei Entnahmen nach Beendigung der Exposition zunahmen
(Abbildung 15). In Voruntersuchungen waren im Gegensatz hierzu die Zytokinkonzentratio-

nen bei wiederholter Probengewinnug 8h nach der Erstentnahme in etwa konstant geblieben.
Beide Verzerrungsfaktoren konnten kompensiert werden, indem die Werte zu den drei Zeit-

punkten nach Staubexpositionen als prozentuale Verdnderungen der jeweiligen Werte nach

der Kontrollexposition ausgedriickt wurden. Biologisch entspricht dies der Annahme, dass
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Abbildung 15: Zunahme der Zytokinkonzentration bei wiederholter Probengewin-
nung 30 min, 8 h und 24 h nach Kontrollexposition. Dieser wahrscheinlich durch
die Probengewinnung selbst verursachte Effekt wurde bei IL-6 und MCP beob-
achtet.

die Wirkungen nicht von der absoluten Zunahme der Biomarkerkonzentration abhéngen, son-
dern von der relativen Zunahme. Dieses Auswertungsmodell erscheint plausibel und ent-
spricht géngigen Standards (ADaM Working Group 2001) und dem Vorgehen in anderen
Publikationen mit dhnlicher Fragestellung (van Eeden et al. 2001; Wagner et al. 1987). Diese
Form der Auswertung hat zusitzlich den Vorteil, dass Verdnderungen unterschiedlicher Bio-
marker besser in Beziehung zueinander gebracht werden konnen, da sich die Wertebereiche

relativer Zunahmen dhneln.
Im Teilprojekt I wurde die Probengewinnung 24h nach Expositionsende erst ab dem

01.03.2000 durchgefiihrt. Ebenso verhélt es sich mit der Bestimmung von SP im Nasensekret.

Deswegen liegen fiir diese Parameter bzw. Messzeitpunkte nur unvollstdndige Daten vor.
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Biomarker im Nasensekret nach Kalziumkarbonatstaubexposition

Im Mittel konnten nach jeder Exposition 630 ul Nasensekret gewonnen werden, wobei die
geringste Menge 20 pl und die hochste Menge 2600 pl betrug. Die Konzentration der Bio-
marker wurde durch die gewonnene Sekretmenge beeinflusst, nicht jedoch die relativen Zu-
nahmen. Dies riithrt wahrscheinlich daher, dass die zu gewinnende Sekretmenge intraindivi-

duell nur unerheblich schwankte.

IL-1B induziert wie TNF-o und IL-6 die Synthese von Akutphaseproteinen. Es gilt als typi-
sches proinflammatorisches Zytokin. IL-1B wird in Makrophagen und Monozyten gebildet,
aber auch in neutrophilen Granulozyten, Endothel- und Epithelzellen, Fibroblasten sowie in
T- und B-Lymphozyten. Im Vergleich zu gesunden Personen waren bei Graspollenallergikern
die IL-1B-Konzentrationen im Nasensekret auch auBlerhalb der Pollensaison erhoht (Bachert
et al. 1999). Die Durchfiihrung des IL-1B-ELISA erforderte vergleichsweise grole Mengen an
Probenmaterial, weshalb die Fallzahlen fiir dieses Zytokin teilweise unter zwolf liegen. Zu
den drei Entnahmezeitpunkten nach der Kontrollexposition lagen die Werte im Median bei ca.
60 pg/ml (Tabelle 7). Nach Kalziumkarbonatstaubexposition zeigten sich teilweise Konzent-

rationsschwankungen, aber keine richtungweisenden zeit- oder konzentrationsabhidngigen

Effekte.

Tabelle 7: IL-1B Konzentrationen im Nasensekret (Median mit 25. bis 75. Perzentile) 30 min, 8h und 24h nach
Kontrollexposition sowie prozentuale Verénderung gegeniiber diesem Wert nach Exposition mit 150 pg/m’,
500 pg/m’ und 1000 pg/m’ Kalziumkarbonatstaub (p = Wilcoxon Rangtest).

IL-1 Kontrolle 150 pg/m® 500 pg/m’ 1000 pg/m®
absolut [pg/ml] n Anderung in % P Anderung in % p Anderung in % p
30 min 599 (33.6bis 130.4) 12| -353(46.8bis60)  0.72| -21(-63.5bis722)  0.80| -39 (-69.4 bis 100)  0.86
8h 56.6 (18.7 bis 189.5) 11 -53.8 (-73 bis 29) 042| -50.5(-61.6bis93.8) 0.79| -19.1(-59.8 bis41.5) 0.79
241 68.9 (37.2 bis 174.6) 6| -17.6(-812bis47.2) 0.35| -53.4(-79.1bis75.1) 0.75| -62.1(-71.6bis 24.2) 0.35

IL-6 ist ein pleiotropes proinflammatorisches Zytokin und wird hauptsichlich von
Makrophagen, T- und B-Lymphozyten, Fibroblasten, Endothel- und Epithelzellen, Mastzellen
und neutrophilen Granulozyten synthetisiert. Bei Patienten, die mit Influenza-A-Virus infi-
ziert wurden, konnte eine erhohte Sekretion von IL-6 in die nasale Lavagefliissigkeit gemes-

sen werden (Gentile et al. 1998) und die nasale Provokation mit IL-6 fiihrte zu nasaler Hyper-
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sekretion bei Patienten mit allergischer Rhinitis (Gentile et al. 2001). Die IL-6-

Konzentrationen im Nasensekret zeigten nach der Kontrollexposition einen zeitabhidngigen

Anstieg von ca. 50 pg/ml 30 min nach der Exposition bis anndhernd 130 pg/ml nach 24 h

(Tabelle 8). Dieser Anstieg wirkt sich jedoch nicht auf relativen Anderungen der IL-6 Kon-

zentrationen nach Staubexposition aus.

Tabelle 8: IL-6 Konzentrationen im Nasensekret (Median mit 25. bis 75. Perzentile) 30 min, 8h und 24h nach
Kontrollexposition sowie prozentuale Verinderung gegeniiber diesem Wert nach Exposition mit 150 pg/m’,
500 pg/m’ und 1000 pg/m’ Kalziumkarbonatstaub (p = Wilcoxon Rangtest).

IL-6 Kontrolle 150 pg/m’ 500 pg/m’ 1000 pg/m’
absolut [pg/ml] n Anderung in % p Anderung in % p Anderung in % p
30 min 49.6 (30.8 bis 98.5) 29 15.8 (-48.8 bis 127.4)  0.20 -23.1 (-75 bis 87) 097 -1.2(-529bis46.1) 0.99
8h 78 (47.5 bis 118.8) 24 -28.7(-50.7 bis 38.9)  0.63| 14.9(-46.2bis114.4) 0.15| -19(-69.1bis 102.4) 0.95
24 h 128 (74.2 bis 157.5) 11 -38.3(-73.3bis 63.4)  0.79| 38.7(-44.8bis298.2) 0.26| -32.2(-65.2 bis 104.9) 0.93

Nach 500 pg/m’ Kalziumkarbonatstaub zeigte sich tendenziell eine Zunahme der IL-6 Kon-

zentration mit einem Maximum nach 24 h. Nach Exposition gegeniiber 1000 pg/m’ wurde

eher eine Suppression der IL-6 Konzentrationen im Nasensekret beobachtet, die 24 h nach

Expositionsende am ausgepragtesten war (Abbildung 16).

IL-6 [Prozent Anderung zur Kontrolle]
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30 /
20 //
10 /

0 D\/
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=30 \D
-40
30 min 8h 24 h

Abbildung 16: Anderung der IL-6 Konzentration im Nasensekret nach Exposi-
tion gegeniiber Kalziumkarbonatstaub in einer Konzentration von 500 pg/m’

und 1000 pg/m’.
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IL-8 wird hauptséchlich von mononukledren phagozytierenden Zellen, Endothelzellen und
Epithelzellen, aber auch von T-Zellen, eosinophilen und neutrophilen Granulozyten,
Fibroblasten, Keratinozyten und Hepatozyten gebildet. Es hat eine granulozytenmigrations-
fordernde Wirkung, bewirkt eine Histaminfreisetzung bei basophilen Granulozyten und wirkt
auch auf T-Lymphozyten chemotaktisch (Mukaida und Matsushima 1992). IL-8 konnte im
Nasensekret in 10- bis 100-fach hoheren Konzentrationen als im Blutserum nachgewiesen
werden (Riechelmann et al. 2003a; Sylvester et al. 1992). Die IL-8- Konzentrationen beweg-
ten sich im Nanogramm-Bereich, lagen also ca. 3 Zehnerpotenzen héher als z.B. die IL-1B-
Konzentrationen. Nach Kontrollexposition wurden Werte zwischen 8 und 12 ng/ml gemessen.
Nach Exposition mit 500 pg/m’ Kalziumkarbonatstaub zeigten sich eine Zunahme der IL-8
Konzentration, die 24 h nach Exposition am ausgeprégtesten war, wihrend 30 min nach Ex-
position gegeniiber 1000 pg/m’ eine geringfiigige Suppression der Werte beobachtet wurde.
(Tabelle 9).

Tabelle 9: IL-8 Konzentrationen im Nasensekret (Median mit 25. bis 75. Perzentile) 30 min, 8h und 24h nach
Kontrollexposition sowie prozentuale Verinderung gegeniiber diesem Wert nach Exposition mit 150 pg/m’,
500 pg/m’ und 1000 pg/m’® Kalziumkarbonatstaub (p = Wilcoxon Rangtest).

IL-8 Kontrolle 150 pg/m’ 500 pg/m’ 1000 pg/m’
absolut [ng/ml] n Anderung in % p Anderung in % p Anderung in %
30 min 11 (5.7 bis 16.8) 27| 49(31.7bis267)  0.75| -10.8(-523bis16.1) 023| -24.8(-483bis5.7) 0.03
8h 12.1 (5.4 bis 15.9) 27 -21.8 (-60.1 bis 15) 0.17 9.4 (-58.4 bis 63) 0.62| -26.1(-55.3bis 65.2) 0.87
24h 8.2 (3.6 bis 9.8) 10| 148(233bis43.3)  0.33| 69.7(166bis93.2)  0.01| 32.7(-44.8bis64.7) 0.45

Tumor-Nekrose-Faktor a (TNFa) kommt in zwei Formen vor: als 16sliches Protein (17
kDa, Homodimer oder -trimer) und als zellverankertes transmembrandses Protein (26 kDa)
(Armitage 1994). Freigesetzt wird TNF-a bei bakteriellen, viralen und parasitiren Infektionen
sowie bei Tumorerkrankungen (Smith et al. 1994). Zellulire Herkunftsorte sind hauptsichlich
Makrophagen und Monozyten, aber auch NK-Zellen, neutrophile Granulozyten, CD4'-T-
Lymphozyten, Fibroblasten und Mastzellen. Nasale Provokation von Allergikern mit BeifuB3-
oder Wiesenlieschgrasextrakt auflerhalb der Saison fiihrte zu einem Anstieg von TNFa im
Nasensekret (Bensch et al. 2002). Verglichen mit IL-18 und IL-6 kommt TNFa nur in gerin-

gen Konzentrationen im Nasensekret vor. Fiir die Bestimmung von TNFo wurden erhebliche

44



Riechelmann

Sekretmengen benoétigt, trotzdem blieb die Konzentration dieses Biomarkers teilweise unter-
halb der Nachweisgrenze des verwendeten hochempfindlichen Assays. Deswegen ist die Da-
tenlage fir TNFa diirftig. Zum Zeitpunkt 24 h nach Exposition liegen keine Daten vor. Die
Werte nach Kontrollexposition lagen im Median bei 9 - 12 pg/ml, die beobachteten prozen-

tualen Verdnderungen sind irregulér (Tabelle 10) und erlauben keine Riickschliisse.

Tabelle 10: TNFa Konzentrationen im Nasensekret (Median mit 25. bis 75. Perzentile) 30 min, 8h und 24h nach
Kontrollexposition sowie prozentuale Verinderung gegeniiber diesem Wert nach Exposition mit 150 pug/m’,
500 pg/m’ und 1000 pg/m’ Kalziumkarbonatstaub (p = Wilcoxon Rangtest).

TNFa Kontrolle 150 pg/m’ 500 pg/m’ 1000 pg/m’
absolut [pg/ml] n Anderung in % p Anderung in % p Anderung in % p
30 min 9 (6.7 bis 10) 11 18 (2.7 bis 98.5) 0.03 55.9 (3.2 bis 71.1) 0.26 25 (-16.1 bis 64.1) 0.21
8h 11.9 (7.1 bis 14.7) 10 -31 (-50.4 bis 6.6) 0.14 37.5(-0.4 bis 67.3) 0.13 | -33.6(-57.3bis29.7) 0.58
24h - - - . - . - -

Monozyten-Chemotaktisches-Protein-1 (MCP-1) wirkt chemotaktisch auf Monozyten. Es
wird sowohl von Monozyten als auch von Lymphozyten sezerniert. Nach Stimulation mit
TNFa bildeten Epithelzellen der humanen Nasenschleimhaut MCP-1 (Becker et al. 1994).

Die medianen MCP-1-Konzentrationen stiegen nach der Kontrollexposition von ca. 370
pg/ml 30 min nach Expositionsende auf ca. 500 pg/ml nach 24 h an. Ein zeit- oder konzentra-
tionsabhéngiger Trend der MCP-1 Konzentrationen nach Exposition gegeniiber 500 pg/m’

oder 1000 ug/m3 Kalziumkarbonatstaub war nicht zu erkennen (Tabelle 11).

Tabelle 11: MCP Konzentrationen im Nasensekret (Median mit 25. bis 75. Perzentile) 30 min, 8h und 24h nach
Kontrollexposition sowie prozentuale Verinderung gegeniiber diesem Wert nach Exposition mit 150 pg/m’,
500 pg/m’ und 1000 pg/m’ Kalziumkarbonatstaub (p = Wilcoxon Rangtest).

MCP Kontrolle 150 pg/m’ 500 pg/m’ 1000 pg/m’

absolut [pg/ml] n Anderung in % p Anderung in % p Anderung in % p

30 min 373.9 (257.3 bis 643.3) 24| 16.7 (-15.8 bis 30.6) 0.27 0.3 (-35.2 bis 47.5) 0.78| -15.4(-29.1 bis 13.3) 0.21

8h 441.8 (353.2 bis 735) 20 -27 (-53.3 bis 1.5) 0.01 -20.3 (-32.8 bis 6.9) 0.06 | -13.7(-34.2bis29.1)  0.60

24 h 503.3 (333.2 bis 888.8) 14 5.8 (-38 bis 69.3) 0.43 36.9 (19.7 bis 84.9) 0.03| 11.6(-34.7bis33.2) 0.78
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Makrophagen-Inflammatorisches-Protein-1o. (MIP-1a) hat eine chemotaktische Wirkung
auf neutrophile und eosinophile Granulozyten, Monozyten und T-Lymphozyten. Es stimuliert
Makrophagen und spielt eine wichtige Rolle bei der Blutbildung. Nasale Provokation von
Probanden mit DieselruBpartikeln fithrte im Nasensekret zu einer signifikanten Erh6hung von
MIP-1ae im Vergleich zur Kontrollprovokation mit isotonischer Kochsalzlosung (Diaz-
Sanchez et al. 2000a). Erhéhte MIP-1a-Level im Nasensekret konnten auch bei Kindern mit
Virusinfektionen beobachtet werden (Teran et al. 1999). Allergiker reagierten nach nasaler
Allergenprovokation mit einer erhohten MIP-1a-Sekretion in der Spitphase-Reaktion (Kra-
mer et al. 2001). Die medianen Konzentrationswerte fiir MIP-1a lagen nach Kontrollexpositi-
on bei ca. 45 pg/ml. Sie zeigten nach Kalziumkarbonatstaubexposition keine konzentrations-

abhédngigen Verdnderungen (Tabelle 12).

Tabelle 12: MIP-1a Konzentrationen im Nasensekret (Median mit 25. bis 75. Perzentile) 30 min, 8h und 24h
nach Kontrollexposition sowie prozentuale Verdnderung gegeniiber diesem Wert nach Exposition mit
150 pg/m’, 500 pg/m’ und 1000 pg/m’ Kalziumkarbonatstaub (p = Wilcoxon Rangtest).

MIP-1a Kontrolle 150 pg/m’ 500 pg/m’ 1000 pg/m’
absolut [pg/ml] n Anderung in % p Anderung in % p Anderung in %
30 min 37.1 (16.1 bis 100.5) 10| -34(-63.4bis 133.3)  0.51| 33.5(-63.9bis 134.5) 0.44| -61.6 (-67.6 bis 27.6) 0.77
8h 56.8 (40.2 bis 131.5) 10| -58.4(-66.8 bis-26.7)  0.16| -53.1(-91.7 bis-18.9) 0.07 -31 (-71.3 bis 7.8) 0.26
24h 41.5(35.4 bis 77) 6 58.7 (-37 bis 120.8) 0.23 13.6 (-26.7bis 96.4)  0.59| 33.4(-35.5bis 169.3) 0.35

Epitheliales-Neutrophilen-Aktivierendes Peptid-78 (ENA-78) aktiviert und wirkt chemo-
taktisch auf neutrophile Granulozyten. Es scheint allerdings, dass die chemotaktische Wir-
kung von ENA-78 nicht so stark ist wie die von IL-8 (Rudack et al. 2003). Gebildet wird das
Zytokin von Thrombozyten, neutrophilen Granulozyten, Monozyten, Mastzellen und
Makrophagen. Murine Mastzellen sezernieren ENA-78 konstitutiv (Lukacs et al. 1998). ENA-
78 ist dhnlich wie IL-8 ein neutrophilenchemotaktischer Stoff, der von Atemwegsepithelien
konstitutiv exprimiert wird. Es kommt im humanen Nasensekret in sehr hohen Konzentratio-
nen vor. Im untersuchten Kollektiv lagen die Nasensekretkonzentrationen bei 20 — 25 ng/m’.
Eine zeit- oder dosisabhingige Zunahme der ENA-78 Konzentration nach Staubexposition

war nicht festzustellen (Tabelle 13).
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Tabelle 13: ENA-78 Konzentrationen im Nasensekret (Median mit 25. bis 75. Perzentile) 30 min, 8h und 24h
nach Kontrollexposition sowie prozentuale Verdnderung gegeniiber diesem Wert nach Exposition mit
150 pg/m’, 500 pg/m’ und 1000 pg/m’ Kalziumkarbonatstaub (p = Wilcoxon Rangtest).

ENA-78 Kontrolle 150 pg/m’ 500 pg/m’ 1000 pg/m’
absolut [ng/ml] n Anderung in % p Anderung in % p Anderung in % p
30 min 21.2 (14 bis 47.4) 21| -27(-19.8bis58.1)  031| -18.1(-33.5bis24.7) 029| -7.7(-292bis19) 031
8h 22.1 (8.4 bis 32.7) 19| 29.9(-29.6bis54.8)  020| -15.5(-24bis-1.3)  0.03 1 (-4.8 bis 34.2) 0.42
24h 24.8 (7.3 bis 31.6) 15 109 (-3.9bis48.6)  0.06| 02(-213bis41.7)  037| 5.5(-19.9bis29.6) 0.73
Substanz P

Die Perzeption von schidigenden Reizen in der Nasenschleimhaut erfolgt durch sub- und
intraepitheliale Nocizeptoren (Undem und Carr 2001). Transmitter ist das Oligopeptid Sub-
stanz P (SP). SP wird mit CGRP in nicht myelinisierten trigeminalen Gruppe-C Fasern der
humanen Nasenschleimhaut coexprimiert (Riechelmann et al. 1991; Uddman et al. 1999). Die
antidrome Freisetzung von SP an Gefédflen und Driisen fiihrt zu einer neurogenen Entziindung
mit Vasodilatation, Extravasation und Hypersekretion (Tai und Baraniuk 2002). Nach nasaler
Provokation mit hypertonischer Salzlosung fanden sich erhohte SP Konzentrationen im Na-
sensekret (Baraniuk et al. 1999). Explantate humaner Nasenschleimhaut setzten nach Ozon-
Exposition vermehrt SP in das Zellkulturmedium frei (Schierhorn et al. 2002). Im untersuch-
ten Kollektiv fand sich SP nach Kontrollexposition in Konzentrationen zwischen 130 und
210 pg/ml. Die beobachteten Schwankungen nach Karbonatstaubexposition waren gering und

standen mit diesen in keinem offensichtlichen Zusammenhang (Tabelle 14).

Tabelle 14: Substanz P- Konzentrationen im Nasensekret (Median mit 25. bis 75. Perzentile) 30 min, 8h und 24h
nach Kontrollexposition sowie prozentuale Verdnderung gegeniiber diesem Wert nach Exposition mit
150 pg/m’, 500 pg/m® und 1000 pg/m’ Kalziumkarbonatstaub (p = Wilcoxon Rangtest).

SP Kontrolle 150 pg/m’ 500 pg/m’ 1000 pg/m’
absolut [pg/ml] n Anderung in % p Anderung in % p Anderung in % P
30 min 1344 (69.7bis 165.7) 11| 344 (-64bis1789) 0.11| 3.7(33.6bis47.9)  052| 142 (-38.8bis45.9) 0.51
8h 210.5 (154 bis 229.8) 13 -34.8 (-48.9 bis -2.6) 0.29 -32 (-55.8 bis 15.4) 0.33 -9 (-51.7 bis 37.7) 0.86
241 146.5(51.2bis 1958) 8| 37.8(29.1bis78)  0.17| 22.5(-325bis159)  047| -9.5(248bis11.9) 0.50
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Biomarker im Nasensekret nach Urbanstaubexposition

Die Biomarkerkonzentrationen im Nasensekret zeigten nach Urbanstaubexposition eine irre-
guldre Verteilung. Anndhernd normale Verteilungen konnten fiir die Gesamtheit der Werte
eines Biomarkers durch Logarithmieren erreicht werden (Abbildung 17). Die Abbildung 17
verdeutlicht auch, dass die einzelnen Biomarker untereinander korreliert sind. Eine ausrei-
chende Normalverteilung und Homoskedastizitét ergab sich jedoch nicht fiir die Daten in den
einzelnen Konzentrations- und Zeitstufen. Deswegen wurde wie bei den Kalziumkarbo-
natstaub-Daten auf ein rangbasiertes nicht-parametrisches Auswertungsmodell zuriickgegrif-

fen.
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Abbildung 17: Streudiagramme und Histogramme der logarithmierten
Biomarkerkonzentrationen im Nasensekret im Teilprojekt II. Man
erkennt, dass fiir einige Biomarker durch Logarithmieren Normalver-
teilung hergestellt werden kann und dass einzelne Biomarkerkonzent-
rationen kovariieren.

Die Werte fiir IL-18 lagen nach der Kontrollexposition zwischen 17 und 30 pg/ml. Nach Ex-
position mit Urbanstaub nahmen die IL-1B-Konzentrationen im Nasensekret zum Zeitpunkt

24 hum 13% bei 150 pg/m’ und um 72% bei 500 pg/m’ (p< 0,005) zu.
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Tabelle 15: IL-18- Konzentrationen im Nasensekret (Median mit 25. bis 75. Perzentile) 30
min, 8h und 24h nach Kontrollexposition sowie prozentuale Verdnderung gegeniiber die-
sem Wert nach Exposition mit 150 pg/m’ und 500 pg/m’ Urbanstaub 1648a (p = Wilcoxon

Rangtest).
IL-18 Kontrolle 150 pg/m’ 500 pg/m’
absolut [pg/ml] n Anderung in % p Anderung in % p
30 min 18.4 (5.9 bis 47.7) 29 9.2 (-48.9 bis 153.9) 0.16| 22.5(-44.1bis 129.8) 0.16
8h 17.3 (10.9 bis 37.8) 30 -19.3 (-49.8 bis 54.5)  0.89| -29.1(-50.5bis 103.2) 0.85
24 h 30 (15.3 bis 59.6) 30 13 (-52.7 bis 75.1) 0.34| 72.3(-33.9bis 233.7) 0.004

In Voruntersuchungen hatte sich die Sekretkonzentration von IL-6 als besonders empfindli-
cher Parameter bei nasaler Exposition gegeniiber Umweltnoxen gezeigt, was auch von ande-
ren Autoren beschrieben wurde (Capellier et al. 1997). Ahnlich wie bei den Karbonatstaubex-
positionen nahm die IL-6- Konzentration zu den drei Untersuchungszeitpunkten nach der

Kontrollexposition zu (Tabelle 16).

Tabelle 16: IL-6- Konzentrationen im Nasensekret (Median mit 25. bis 75. Perzentile) 30
min, 8h und 24h nach Kontrollexposition sowie prozentuale Verinderung gegeniiber die-
sem Wert nach Exposition mit 150 pg/m’® und 500 pg/m’ Urbanstaub 1648a (p = Wilcoxon

Rangtest).
IL-6 Kontrolle 150 pg/m’ 500 pg/m’
absolut [pg/ml] n Anderung in % p Anderung in % p
30 min 29.8 (15.6 bis 47.3) 30| -169(-582bis73.7)  0.62| -18.8(-50.5bis66)  0.79
8h 56.9 (15 bis 126.7) 30 -9.5 (-45.8 bis 70) 0.38| -14.2(-559Dbis78.6) 047
24 h 59 (23.2 bis 296.5) 30| 55.3(-60.5bis 164.6) 0.04| 42.2(-62.3 bis 367.9)  0.03

In dieser Untersuchung zeigten sich fiir IL-6 schon bei einer Expositionskonzentration von
150 pg/m’ eine Zunahme der Zytokinkonzentration um median 55% (p < 0,05) und gleichsin-
nig nach 500 pg/m’ um median 42% (p < 0,05, Abbildung 18). Diese Zunahme der Biomar-

kerkonzentration wurde 24 h nach der Exposition beobachtet.
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Abbildung 18:Mediane prozentuale Verinderung der Inteleukin-6 Konzentration im Na-
sensekret 30 min, 8 h und 24 h nach Exposition gegeniiber 150 pg/m*® und 500 pg/m* Ur-

banstaub im Vergleich zur Kontrollexposition.

Wie bei den Kalziumkarbonatstaubexpositionen lagen die IL-8 Werte ca. 2-3 Zehnerpotenzen

hoher als die Werte fiir IL-18. Bei IL-8 zeigte sich dhnlich wie bei IL-18 eine Zunahme der

Zytokinkonzentration im Nasensekret 24 h nach Exposition gegeniiber 500 pg/m’ Urbanstaub

(Tabelle 17).

Tabelle 17: IL-8- Konzentrationen im Nasensekret (Median mit 25. bis 75. Perzentile) 30
min, 8h und 24h nach Kontrollexposition sowie prozentuale Verdnderung gegeniiber die-
sem Wert nach Exposition mit 150 pg/m’® und 500 pg/m’ Urbanstaub 1648a (p = Wilcoxon

Rangtest).
IL-8 Kontrolle 150 pg/m’ 500 pg/m’
absolut [ng/ml] n Anderung in % p Anderung in % p
30 min 6.1 (2.8 bis 11) 29 -27.8(-53.1bis 17.9)  0.22 -14 (-42.3 bis 82.2) 0.74
8h 4.4 (3.1bis 7.9) 29 8.7 (-23 bis 53.6) 0.08| -30.3(-50.5bis 10.4) 0.12
24 h 6.2 (2.8 bis 11.2) 30 -7.9 (-38.8 bis 82.1) 0.59 19.7 (-30.7 bis 76.3) 0.06
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Bei den Zytokinbestimmungen nach Kontrollexposition lagen die TNFa- Konzentrationen
etwas hoher als bei den Kalziumkarbonatstaub-Versuchen (Tabelle 18). Es zeigten sich je-
doch keine zeit- oder konzentrationsabhédngigen Verdnderungen der TNFa-Konzentrationen

nach Urbanstaubexposition.

Tabelle 18: TNFa- Konzentrationen im Nasensekret (Median mit 25. bis 75. Perzentile) 30
min, 8h und 24h nach Kontrollexposition sowie prozentuale Verinderung gegeniiber die-
sem Wert nach Exposition mit 150 pg/m’® und 500 pg/m’ Urbanstaub 1648a (p = Wilcoxon

Rangtest).
TNFa Kontrolle 150 pg/m’ 500 pg/m’
absolut [pg/ml] n Anderung in % p Anderung in % p
30 min 9 (5.6 bis 14.6) 17| -7.6(314bis234) 055| -14(-452bis11.5) 042
8h 10.5 (7.3 bis 16.6) 17 5(-20.3 bis 23.9) 0.69| -25.6(-53.2bis33.5) 0.34
24 h 17.3 (8.3 bis 50.2) 17 -2.6 (-41.5 bis 85.5) 0.39 0 (-37.5 bis 76) 0.59

Auch bei den MCP-1 stimmten die nach Kontrollexposition gemessenen Konzentrationen im
Nasensekret gut mit den Werten der Kalziumkarbonatstudie iiberein. Sie lagen um 100 pg/ml.
Verdanderungen im Zusammenhang mit der Urbanstaubexposition zeigten sich nicht (Tabelle

19).

Tabelle 19: MCP- Konzentrationen im Nasensekret (Median mit 25. bis 75. Perzentile) 30
min, 8h und 24h nach Kontrollexposition sowie prozentuale Verdnderung gegeniiber die-
sem Wert nach Exposition mit 150 pg/m’ und 500 pg/m’ Urbanstaub 1648a (p = Wilcoxon

Rangtest).
MCP Kontrolle 150 pg/m’ 500 pg/m’
absolut [pg/ml] n Anderung in % p Anderung in % p
30 min 81 (57.5 bis 140.5) 24 -13.2(-57.2bis 89.2)  0.95 -8.9 (-45.3 bis 37.7) 0.77
8h 91 (43.1 bis 252) 26| 258(-459bis75.4)  022| -23.3(-44.7bis33.6) 0.53
24 h 107.5 (47.6 bis 351) 26 -5.5 (-30.9 bis 69.2) 0.55| -9.2(-57.1 bis 106.6)  0.74

Es zeigte sich ebenfalls keine Verdnderungen der ENA-78 Konzentration im Nasensekret in
Abhingigkeit von der Urbanstaubkonzentration. Es ist auffallend, dass sich die mediane Kon-
zentration von ca. 11 ng/ml 30 min nach Kontrollexposition auf iiber 24 ng/ml zum Zeitpunkt

24 h nach Exposition mehr als verdoppelte (Tabelle 20). Dabei sind im Hinblick auf die Er-
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gebnisse von Voruntersuchungen und der Kalziumkarbonatexpositionen eher die Konzentra-

tionen 30 min und 8 h nach Exposition als ungew6hnlich niedrig anzusehen.

Tabelle 20: ENA-78- Konzentrationen im Nasensekret (Median mit 25. bis 75. Perzentile)
30 min, 8h und 24h nach Kontrollexposition sowie prozentuale Verdnderung gegeniiber
diesem Wert nach Exposition mit 150 pg/m® und 500 pg/m® Urbanstaub 1648a (p = Wilco-

xon Rangtest).

ENA-78 Kontrolle 150 pg/m’ 500 pg/m’
absolut [ng/ml] n Anderung in % p Anderung in % p
30 min 11.8 (4.9 bis 30) 24| 1.6(27.5bis355)  051| -13(-344bis269) 094
8h 12.1 (4.5 bis 29.3) 24 13.2 (-21.2 bis 57.4) 0.06 0 (-21.8 bis 40.2) 0.41
24h 243 (5.8 bis 43.9) 25| 7(-27.5bis189)  047| -164(-30.3bis243) 0.52

Die Konzentrationen von SP im Nasensekret sind bemerkenswert konstant und zeigten keine

Verdanderungen im Zusammenhang mit der gewéhlten Staubkonzentration oder mit dem Un-

tersuchungszeitpunkt (Tabelle 21).

Tabelle 21: Substanz P- Konzentrationen im Nasensekret (Median mit 25. bis 75. Perzenti-
le) 30 min, 8h und 24h nach Kontrollexposition sowie prozentuale Veranderung gegeniiber
diesem Wert nach Exposition mit 150 pg/m’ und 500 pg/m® Urbanstaub 1648a (p = Wilco-

xon Rangtest).

SP Kontrolle 150 pg/m’ 500 pg/m’
absolut [pg/ml] n Anderung in % p Anderung in % p
30 min 139.3 (91.8 bis 172.1) 29| -11.3(-38.7bis19.2)  0.26| -1.5(-31.7bis35.4)  0.87
8h 140.4 (67.7 bis 172.3) 28 -3.9 (-17.9 bis 42.6) 029 -29(-21.7bis44.5)  0.25
24h 131.4 (91.9 bis 202.7) 29 5.9 (-30.8 bis 29.2) 0.55 5.9 (-23.1 bis 52.6) 0.37

Fasst man die Ergebnisse der Zytokinbestimmungen im Nasensekret nach Urbanstaubexposi-

tion zusammen, so zeigte sich konsistent eine Zunahme der medianen Konzentrationen der

proinflammatorischen Zytokine IL-18, IL-6 und I1-8 nach Exposition gegeniiber 500 pg/m’

bei Probenentnahme 24 h nach Exposition. Die IL-6 Konzentration im Nasensekret ist der

einzige Parameter, bei dem sich ein Anstieg in Zusammenhang mit der Urbanstaubexposition

auch nach 150 pg/m’

annehmen lésst.
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Zellverteilungsmuster im Nasensekret

Im Nasenabstrich kommen neben epithelialen Zellen verschiedene Zellen der myeloischen
und lymphatischen Reihe vor (Farr et al. 1984; Mygind und Thomsen J. 1973; Pipkorn et al.
1988b; Pipkorn und Karlsson 1988; Ruppmann 1969). Trotz tageszeitlicher Schwankungen ist
die Reproduzierbarkeit nasaler Zytologien akzeptabel (Hauser et al. 1994; Holopainen 1976;
Lee et al. 1991; Lee et al. 1993). Sie werden fiir diagnostische (Heppt 1995; Jirapongsananu-
ruk und Vichyanond 1998), physiologische (Janowski et al. 1995; Ronchetti et al. 2002), pa-
thophysiologische (Juliusson et al. 1991; Lim et al. 1995; Peden et al. 1999; Pelikan 1983;
Pelikan und Pelikan-Filipek M. 1988; Pelikan und Pelikan-Filipek M. 1989; Pipkorn et al.
1988a) und pharmakologische Untersuchungen (Lozewicz et al. 1990; Meltzer 1988; Meltzer
et al. 1990) eingesetzt. Nasale Zytologien sind als Indikator fiir umweltbedingte Schaden der
oberen Atemwegsschleimhaut verbreitet (Calderon Garciduenas et al. 1998; Calderon-
Garciduenas et al. 1994; Calderon-Garciduenas et al. 1995; Frischer et al. 1993; Gluck und
Gebbers 2000; Kopp et al. 1999; Pazdrak et al. 1993; Plamenac et al. 1985; Purokivi et al.
2002; Purokivi et al. 2001; Willes et al. 1998).

Zellverteilungsmuster im Nasensekret nach Kalziumkarbonatstaubexposition

In der Farbung nach May-Griinwald lassen sich epitheliale, lymphozytire und leukozytére
Zellelemente differenzieren. Die Daten sind mit den immunzytochemischen Daten redundant
und die Ergebnisse stimmten weitgehend iiberein, so dass die aussagekriftigeren immunzyto-
chemischen Ergebnisse detailliert dargestellt sind. Eosinophile Granulozyten, ein relevanter
Zelltyp, der immunzytochemisch nicht differenziert wurde, war bei den May-Griinwald-
Farbungen nur vereinzelt nachweisbar und spielte bei diesen Untersuchungen an gesunden

Probanden keine Rolle.

CD45 ist ein Plasmamembran- Glykoprotein, das ausschlieBlich auf kernhaltigen hdmatopoe-
tischen Zellen gefunden wird (Swinzer 1989). Der Anteil CD45-positiver (CD45") Zellen
entspricht im wesentlichen der Relation leukozytérer und epithelialer (CD45-negativer) Zell-
elemente in der nasalen Zytologie. Nach Kontrollexposition wurde ein Anstieg der CD45"-
Zellen von unter 10% zum Zeitpunkt 30 min und 8 h auf iiber 30% zum Zeitpunkt 24 h nach
Exposition beobachtet (Tabelle 22). Ungewdhnlich ist der niedrige Anteil CD45 -Zellen zu
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den ersten beiden Entnahmezeitpunkten. In Voruntersuchungen hatten mit Schaumstoff-
samplern gewonnene Zytologien einen Anteil von durchschnittlich 30% CD45"-Zellen er-
bracht. Bemerkenswerte Verinderungen des Anteils CD45"-Zellen in Abhingigkeit von der

gewihlten Kalziumkarbonatstaubexposition zeigten sich nicht.

Tabelle 22: Farbeindex CD45" Zellen im Nasensekret (Median mit 25. bis 75. Perzentile) 30 min, 8h und 24h
nach Kontrollexposition sowie prozentuale Verdnderung gegeniiber diesem Wert nach Exposition mit
150 pg/m’, 500 pg/m’ und 1000 pg/m’ Kalziumkarbonatstaub (p = Wilcoxon Rangtest).

CD45 Kontrolle 150 pg/m’ 500 pg/m’ 1000 pg/m’
Farbeindex n Anderung in % p Anderung in % p Anderung in % p
30 min 7.7 (3 bis 25.4) 32| 21(-655bis902)  0.60| 14.3(-39.4bis 142.4) 0.09| -22(-658bis 114.7) 0.61
8h 9.9 (4.2 bis 38.2) 27| -224(-61.1bis36.7) 037| -5.1(-50.8bis163.8) 023| -8.1(-545bis48.5) 0.99
24h 31.4(18.2 bis 40.2) 15| -14.4(-264bis152)  039| -32.1(-64.9bis43.6) 0.64| -142(-41.6bis76.7) 0.82
CD68 ist ein vorwiegend auf Monozyten und Makrophagen vorkommendes Glykoprotein
(Cordell et al. 1995). Es wird aber auch von anderen leukozytiren Zellen in geringem Aus-
malf} exprimiert. Anders als in der BAL, in der Makrophagen den wesentlichen zellulidren Be-
standteil darstellen, machen Makrophagen in den Zellen des Nasensekrets nur einen geringen
Teil aus. Nach Kontrollexposition trugen in den mit Schaumstoffsammlern gewonnenen nasa-
len Zytologien ca. 4-5% der Zellen den Differenzierungsmarker CD68. Der Prozentsatz nahm
8h nach Exposition gegeniiber Kalziumkarbonatstaub in allen drei Konzentrationen deutlich
zu (Tabelle 23). Nach 24 h waren diese Verdnderungen riicklaufig.
Tabelle 23: Farbeindex CD68" Zellen im Nasensekret (Median mit 25. bis 75. Perzentile) 30 min, 8h und 24h
nach Kontrollexposition sowie prozentuale Verdnderung gegeniiber diesem Wert nach Exposition mit
150 pg/m’, 500 pg/m’ und 1000 pg/m’ Kalziumkarbonatstaub (p = Wilcoxon Rangtest).
CD68 Kontrolle 150 pg/m’ 500 pg/m’ 1000 pg/m’
Farbeindex n Anderung in % p Anderung in % p Anderung in % p
30 min 43 (2bis 7.6) 30 | -16.7(-51.5bis 103.6)  0.79| -22.9 (-482bis2143) 0.26( -7.7(-57.3 bis 100.2) 0.1
8h 4.8 (2.6 bis 6.6) 29 | 67.5(383bis 131.7)  0.01| 29.7(-24.5bis 129.2)  0.05| 42.5 (-15.1 bis 122.2)  0.01
24h 4.4 (3.3 bis 7.1) 14| 40.8(-414bis92.3)  024| 18.7(-354bis93.6) 035 12.5(-545bis37.7) 0.68

Myeloperoxidase ist ein in den azurophilen Granula vorwiegend neutrophiler Granulozyten

lokalisiertes Enzym (Olsson et al. 1972). Es ist ein gdngiger, wenn auch nicht vollstindig se-
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lektiver immunzytochemischer Marker fiir neutrophile Granulozyten (Nauseef 2001). Nach
Kontrollexposition machten MPO'- Zellen 6-12 % der Zellen im Nasensekret aus (Tabelle
24). DreiBig min nach Exposition mit 1000 pg/m’ nahm die Anzahl MPO"-Zellen median um
ca. 35% zu, 8 h nach Exposition war eine Zunahme nach 150 pg/m’ und 500 pg/m’ zu beo-

bachten.

Tabelle 24: Firbeindex MPO" Zellen im Nasensekret (Median mit 25. bis 75. Perzentile) 30 min, 8h und 24h
nach Kontrollexposition sowie prozentuale Verdnderung gegeniiber diesem Wert nach Exposition mit
150 pg/m’, 500 pg/m’ und 1000 pg/m’ Kalziumkarbonatstaub (p = Wilcoxon Rangtest).

MPO Kontrolle 150 pg/m’ 500 pg/m’ 1000 pg/m’
Férbeindex n Anderung in % p Anderung in % p Anderung in % p
30 min 6.3 (2 bis 14.8) 29 0 (-54.6 bis 150.5) 0.25 8.6 (-43.6 bis 123.4) 0.16| 36.5(-47.1 bis 122.3) 0.04
8h 9 (3.2 bis 20.9) 29| 29.2(-4540bis 129.7)  0.05| 39.3(-60.3 bis213.9) 0.08| -25.3(-54.2bis205) 0.26
24 h 12.5 (5.9 bis 22.8) 15 -30 (-72.7 bis 119.5) 0.81| -12.4(-72.7bis 82.8) 0.88| -9.6(-78.6bis 50.1)  0.57

Tryptase ist ein immunzytochemischer Marker fiir Mastzellen, jedoch nicht fiir basophile
Granulozyten (Walls et al. 1990). TRP'- Zellen kamen in dem untersuchten gesunden Kollek-

tiv nur vereinzelt vor und das @nderte sich auch durch die Staubexpositionen nicht.

Zellverteilungsmuster im Nasensekret nach Urbanstaubexposition

Im Untersuchungskollektiv lieBen sich nach Kontrollexposition immunzytochemisch zwi-
schen ca. 25% (30 min) und 50% (8 h und 24 h) der Zellen im Nasensekret der himatopoeti-
schen Linie zuordnen (Tabelle 25). Expositionsbezogene Verinderungen der CD45 -Zellen

wurden nicht beobachtet.
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Tabelle 25: Firbeindex CD45" Zellen im Nasensekret (Median mit 25. bis 75. Perzentile)
30 min, 8h und 24h nach Kontrollexposition sowie prozentuale Verdnderung gegeniiber
diesem Wert nach Exposition mit 150 pg/m’ und 500 pg/m® Urbanstaub 1649a (p = Wilco-
xon Rangtest).

CD45 Kontrolle 150 pg/m’ 500 pg/m’
Férbeindex n Anderung in % p Anderung in % p
30 min 28.3 (14.4 bis 46.8) 28 4.4 (-43.1 bis 61.5) 0.52 -4.7 (-52.3 bis 78.1) 0.59
8h 48.7 (30.6 bis 66.2) 29 -12.7 (-29.1 bis 27) 0.74 -19.2 (-52.9 bis 30) 0.35
24 h 45.8 (29.4 bis 61.2) 29 11.1 (-14.6 bis 48.4) 0.14| -11.3(-25.4bis 36.5) 0.99

CD68" Zellen, also vor allem Makrophagen, waren nach Kontrollexposition bei 2-3 % der
Zellen nachweisbar (Tabelle 26). Es zeigte sich 30 min nach Exposition gegeniiber 150 pg/m’
eine Zunahme um 13%. Auflerdem nahm der Fiarbeindex 24 h nach Exposition gegeniiber 500

ng/m’ um ca. 10% zu (p> 0,05)

Tabelle 26: Fiarbeindex CD68" Zellen im Nasensekret (Median mit 25. bis 75. Perzentile)
30 min, 8h und 24h nach Kontrollexposition sowie prozentuale Verdnderung gegeniiber
diesem Wert nach Exposition mit 150 pg/m’ und 500 pg/m® Urbanstaub 1649a (p = Wilco-
xon Rangtest).

CD68 Kontrolle 150 pg/m’ 500 pg/m’
Férbeindex n Anderung in % P Anderung in % P
30 min 2 (1 bis 3.5) 28 13.3 (-39.4 bis 200) 0.07 0 (-37.8 bis 79.5) 0.30
8h 2.6 (1.7 bis 3.9) 29 0 (-35.7 bis 60.5) 0.25| -8.1(-45.6bis 108.9) 0.35
24h 2.9 (1.7 bis 5.7) 29 0 (-46.2 bis 95.1) 0.25| 10.3(-56.2 bis 107.5)  0.07

Die hidmatopoetischen Zellen waren iiberwiegend MPO". Es handelt sich demnach vorwie-
gend um neutrophile Granulozyten (Tabelle 27). Die MPO'- Zellen stiegen 30 min nach Ex-
position gegeniiber 150 pg/m’ und 500 pg/m’ um ca. 25% an. Bemerkenswerte Verdnderun-

gen der MPO'- Zellen zu spiteren Entnahmezeitpunkten wurden nicht beobachtet.
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Tabelle 27: Firbeindex MPO" Zellen im Nasensekret (Median mit 25. bis 75. Perzentile) 30
min, 8h und 24h nach Kontrollexposition sowie prozentuale Verdnderung gegeniiber die-
sem Wert nach Exposition mit 150 pg/m’ und 500 pg/m’ Urbanstaub 1649a (p = Wilcoxon

Rangtest).
MPO Kontrolle 150 pg/m’ 500 pg/m’
Férbeindex n Anderung in % p Anderung in % p
30 min 21.8 (4.8 bis 43.6) 27| 243 (-453Dbis398.9) 0.04| 28.2(-38.6bis 124.8)  0.09
8h 43.2 (25.3 bis 60) 28 -22 (-46 bis 72.9) 0.60 -6.5 (-52.6 bis 49.6) 0.84
24 h 48.6 (34.3 bis 62.5) 27 4.3 (-44.8 bis 40.2) 0.74 -0.9 (-29.2 bis 75.2) 0.60

Tryptase- positive Zellen kamen bei der tiberwiegenden Mehrzahl der Proben nicht zur Dar-

stellung und lagen vereinzelt bei unter 1 %.

Visuelle Analogskalen

Die VAS wurden von den Probanden vor und ca. 30 min nach der Exposition ausgefiillt. Aus-
gewertet wurden die Differenzen der Werte nach und vor der Exposition. Es zeigten sich ge-

ringfiigige expositionsbezogene Verdnderungen der nasalen Befindlichkeit.

Visuelle Analogskalen nach Kalziumkarbonatstaubexposition

Nach Kalziumkarbonatstaubexposition ergab sich ein positiver Trend bei den Parametern na-
sales Verstopfungsgefiihl, Trockenheitsgefiihl der Nase und Schleimhautbrennen mit zuneh-

menden Kalziumkarbonatstaubkonzentrationen (Tabelle 28).

Tabelle 28: Symptomscores (Median mit 25. bis 75. Perzentile) fiir Verstopfung, Nasenlaufen, Juck- Nies-
reiz, Trockenheitsgefiihl, Geruchsbeldstigung und Schleimhautbrennen nach Exposition mit 150 pg/m?’,
500 pg/m’ und 1000 pg/m’ Kalziumkarbonatstaub (p = Trendtest nach Page).

n Kontrolle 150 pg/m3 500 ngM3 1000 pg/m3 p
|Verstopfung 32 0.5 (-8.5 bis 6.5) 0 (-3.5 bis 13) 0.5 (-2 bis 8.5) 1 (-1.5bis 17) 0,05
INasenlaufen 32 0 (-3 bis 3.5) 0(-5.5bis 1) 0 (-5.5bis 3.5) 0(-7bis 1) 0,65
Juck- Niesreiz 32 0(-1.5bis 1) 0 (-1.5bis 0.5) 0 (0 bis 2) 0(-1.5bis 1) 0,26
Trockenheitsgefiihl 32 0 (-2.5bis 5) 2 (-1.5 bis 12.5) 3 (-0.5 bis 18) 2 (-1 bis 20) 0,05
Geruchsbeliistigung 32 0 (-1 bis 1.5) 0 (-1 bis 2) 0 (0 bis 2) 0(-1.5bis 2) 0,41
Schleimhautbrennen 32 0 (-1 bis 0) 0(-1bis 1) 0(-1bis 0.5) 1 (-0.5 bis 2) 0,01
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Die Ergebnisse ergeben in dem sensitiven Trend-Test nach Page zwar teilweise p-Werte von
0,05 oder weniger, doch handelt es sich jeweils um Verschiebungen um wenige Millimeter

auf einer 100 mm langen Skala. Somit ist die Effektgrofe gering (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Box-Plot der Symptomscores fiir nasales
Verstopfungsgefiihl nach Exposition gegeniiber Kalzium-
karbonatstaub. Man erkennt zwar einen konzentrationsab-
héngigen Trend, die Unterschiede sind jedoch gering.

Visuelle Analogskalen nach Urbanstaubexposition

Die Differenzen der nasalen Symptomscores vor und nach Exposition, aufgeschliisselt nach
der Urbanstaubkonzentration, sind in Tabelle 29 wiedergegeben. Fiir die erfassten Befindlich-

keitsparameter ergab sich keine Abhingigkeit von der eingesetzten Urbanstaubkonzentration.
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Tabelle 29: Symptomscores (Median mit 25. bis 75. Perzentile) fiir Verstopfung, Nasen-
laufen, Juck- Niesreiz, Trockenheitsgefiihl, Geruchsbeléstigung und Schleimhautbren-
nen nach Exposition mit 150 pg/m’ und 500 pg/m’® Urbanstaub 1649a (p = Trendtest

nach Page).
n Kontrolle 150 pg/m3 500 pg/3 p
[Verstopfung 30 1.5 (-6 bis 13.5) 3.5 (-3 bis 13) -2 (-8 bis 3) 0.28
[Nasenlaufen 30 -0.5 (-9 bis 1) 0 (-6 bis 5) -1 (-4 bis 0) 0.36
Juck- Niesreiz 30 0 (-1 bis 2) 0 (-1 bis 2) 0(-2bis 1) 0.64
Trockenheitsgefiihl 30 5(-1.5 bis 20.5) 9.5 (0 bis 25) 5 (-1 bis 21) 0.56
Geruchsbelistigung 30 0.5 (-1 bis 5) 2 (-1 bis 14) 1 (-1 bis 6) 0.33
Schleimhautbrennen 30 1 (-1.5bis 3) 0 (-1 bis 5) 0 (-1 bis 5) 0.24
Sequenzeffekte

Die Probanden des Teilprojektes I wurden in 4 Gruppen aufgeteilt, die in unterschiedlichen
Reihenfolgen exponiert wurden (s. Tabelle 3). Es wurde mit Hilfe des Kruskal-Wallis-Tests
gepriift, ob die Reihenfolge der Expositionen einen Einfluss auf die untersuchten Parameter
hatte. Dabei zeigte sich kein Einfluss der Expositionsreihenfolge auf die {iberwiegende Mehr-
zahl der untersuchten Parameter. Lediglich die Konzentrationen von MIP-1a lagen nach Ex-
position gegeniiber 1000 pug/m’ héher, wenn bei der vorhergehenden Exposition 500 pg/m’
anstatt 0 oder 150 ug/m3 gegeben worden waren. Da MIP-1a aber sonst keine konzentrati-
onsabhingigen Veridnderungen aufwies, flihrt dieser wahrscheinlich rein statistische Zusam-
menhang nicht zu einer Verzerrung der Ergebnisse.

Die Probanden des Teilprojektes II wurden in 3 Gruppen aufgeteilt, die in unterschiedlichen
Reihenfolgen exponiert wurden (Tabelle 4). Auch hier zeigten sich auBer bei Substanz P kei-
ne Sequenzeffekte. Bei Substanz P war die prozentuale Zunahme nach Exposition mit
150 pg/m’® héher (p < 0,01), wenn in der Vorexposition 500 pg/m’® gegeben worden war. Ana-
log hierzu war die prozentuale Zunahme nach Exposition gegeniiber 500 pg/m’ niedriger,
wenn vorher noch gar keine Exposition stattgefunden hatte. Da Substanz P in dieser Untersu-
chung keine konzentrationsabhéngigen Verdanderungen gezeigt hatte, sind mogliche Staub-
wirkungen durch diese Sequenzeffekte unter Umstidnden verdeckt worden. Es ist aber auch
moglich, dass durch eine Vorexposition, auch wenn sie Tage zuriickliegt, das sensible Ner-

vensystem der Nasenschleimhaut - ohne SP-Ausschiittung ins Nasensekret - in einen erhdhten
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Sensibilitdtszustand versetzt worden war, so dass erst bei nachfolgenden Expositionen eine
messbare Ausschiittung ins Sekret erfolgte. Diese Fragestellung kann nur durch ein spezielles

Versuchsdesign angegangen werden.

Einflussgréen und Korrelationen

Wie zu erwarten und aus Voruntersuchungen auch bekannt, korreliert die Konzentration zahl-
reicher Biomarker invers mit der Menge des gesammelten Nasensekretes (Abbildung 20).
Dies ist am ehesten durch den Verdiinnungseffekt durch unterschiedlich starke glandulire

Sekretion wihrend des Sammelvorgangs zu erklaren.

(@]
100 °g

1 IIIIIII

1

IL-1 [pg/ml]

10

0 500 1000 1500
Probenvolumen [ml]

Abbildung 20: Inverse Korrelation zwischen Probenvolumen und Bio-
markerkonzentration (hier IL-1). Regressionsgerade mit 95% Vertrau-
ensbereich.

Es handelt sich bei dem gesammelten Sekretvolumen zwar um eine interindividuell erheblich,
intraindividuell aber wenig variierende Grofle. Durch die Standardisierung der Biomarker-
Konzentrationen auf die Werte bei der Kontrollmessung wurde der Einfluss unterschiedlicher

Probenvolumina kompensiert.
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Die Expositionen erfolgten wihrend eines Jahres, jedoch vorwiegend in den Sommermonaten.
Es zeigten sich keine relevanten jahreszeitlichen Schwankungen der Biomarker- Konzentrati-

onen im Nasensekret (Abbildung 21).

O

1000

T
IIIIIIII

D GO O O
1

100

IL6 [pg/ml]

10

Abbildung 21: Die Biomarkerkonzentrationen im Nasensekret von
Normalprobanden (hier IL-6) zeigten keine relevante Abhingigkeit
von der Jahreszeit. Dargestellt sind die mediane Verlaufskurve mit
deren 95% Vertrauensbereich

Tageszeitliche Schwankungen sind fiir zahlreiche Analyte im menschlichen Nasensekret be-
schrieben. Geringen tageszeitlichen Schwankungen unterlagen auch die Biomarkerkonzentra-
tionen im Teilprojekt 1. So ergaben sich fiir IL-6 und SP morgens und abends héhere Werte
als nachmittags, wéhrend IL-8 vormittags leicht erniedrigte Werte zeigte (Abbildung 22). Im
Teilprojekt II wurden deswegen alle Untersuchungen vormittags zwischen 7:30 und 9:30 Uhr
begonnen. Diese Mallnahme reduzierte tatsdchlich die Variabilitit der Biomarkerkonzentrati-

onen im Nasensekret.
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Abbildung 22: Tageszeitliche Schwankungen der Konzentration der Biomarker Interleukin
6 (IL-6), Monozyten chemotaktisches Protein (MCP), Substanz P (SBP), Tumornekrosefak-
tor a (TNF), und Interleukin-8 (IL-8) im humanen Nasensekret.

Die deutlichsten Korrelationen von Zytokinen und Entziindungszellen im Nasensekret fanden
sich im Teilprojekt II fiir IL-1 und MPO (r=0.44, p << 0.001), IL-6 und MPO (r = 0.46,
p << 0.001), sowie IL-8 und MPO (r = 0.32, p < 0.001). MCP korrelierte schwach mit CD68"
Zellen (r=0.21, p<0.01) und ENA-78 schwach mit CD45" Zellen, aber nicht mit MPO'-

Zellen. SP korrelierte nicht mit den untersuchten Zelltypen.

Vergleich der Wirkungen von Kalziumkarbonatstaub und Urbanstaub

Aufgrund der unterschiedlichen Korngréenverteilung kann man davon ausgehen, dass vom
Kalziumkarbonatstaub eine groBere Fraktion in der Nase deponiert wurde als vom Urban-
staub. Die mit 1000 pg/m’ héhere Maximalkonzentration des Kalziumkarbonatstaubes wird in

dem hier angestellten Vergleich nicht beriicksichtigt.
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Kalziumkarbonat- und Urbanstaubexposition fithrten 30 min nach Expositionsende vorwie-
gend zu einer Suppression der im Nasensekret untersuchten Zytokine um ca. 20-25% (Abbil-
dung 23). Vergleicht man die Effekte 24 h nach Expositionsende, zeigen sich je nach einge-
setztem Staub unterschiedliche Profile. Wéahrend nach Kalziumkarbonatstaub eine Reduktion
von IL-18 um anndhrend 50% beobachtet wurden, stieg die IL-18 Konzentration nach Urban-

staubexposition um iiber 70% an (p<0,005). Gleichzeitig war der IL-8 Anstieg nach
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Abbildung 23: Vergleich der Wirkungen von Urbanstaub und Kalziumkarbonatstaub
[500 pg/m’] auf die relative Anderung der Konzentrationen von IL-18, IL-6 und IL-8 im Na-
sensekret 30 min, 8 h und 24 h nach Expositionsende.

Kalziumkarbonatstaubexposition mit anndhernd 70% (p = 0,01) wesentlich ausgeprégter als
nach Urbanstaubexposition. Die IL-6 Konzentrationen dhnelten sich nach Exposition gegen-

uber den beiden Stduben.
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Bei den immunzytochemischen Untersuchungen fallt nach Exposition gegeniiber beiden
Stiuben die {iberwiegende Abnahme leukozytirer (CD45") Zellelemente zu den 3 Untersu-
chungszeitpunkten nach Exposition auf (Abbildung 24). CD68" und MPO" Zellen liegen 8 h
nach Exposition gegeniiber Kalziumkarbonatstaub ca. 20-25% iiber den Werten nach Kon-

trollexposition, wihrend sich nach Urbanstaubexposition keine relevante Anderung dieser

Zelltypen zeigte.
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Abbildung 24: Vergleich der Wirkungen von Kalziumkarbonatstaub und Urbanstaub
[500 pg/m’] auf die relative Anderung des Firbeindex fiir CD45, CD68 und Myeloperoxidase
(MPO) im Nasensekret 30 min, 8 h und 24 h nach Expositionsende.
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Diskussion

Umweltstidube sind aerosole Gemische unterschiedlich toxischer Inhaltsstoffe. In mehreren
epidemiologischen Untersuchungen wurde ein Zusammenhang zwischen Umweltstduben und
entziindlichen Erkrankungen der oberen Atemwege festgestellt (Abbey et al. 1995). In den 2
beschriebenen Projekten wurde untersucht, ob eine nasale Kurzzeitexposition mit einem nied-
rig-toxischen Kalziumkarbonatstaub und einem Umweltstaub aus einer stddtischen Agglome-
rationszone (Urbanstaub 1648a des National Institute of Standards and Technology) eine Ent-

ziindungsreaktion der Nasenschleimhaut hervorrutft.

Staubexpositionen

Kalziumkarbonatstaub wurde in Konzentrationen von 150, 500 und 1000 pg/m’ eingesetzt,
der Urbanstaub in Konzentrationen von 150 und 500 pg/m’. Nach der 22. BImSchV liegt der
Jahresmittelwert fiir Schwebstaubbelastung bei 150 pg/m’, dieser Wert wird in Baden-
Wirttemberg im Jahresmittel jedoch nicht erreicht (Landesanstalt fiir Umweltschutz Baden-
Wiirttemberg 1998). Eine Staubkonzentration von 500 ug/m’ entspricht kurzzeitigen Spitzen-
belastungen in stddtischen Agglomerationszonen oder einer Fahrt in der Miinchner U-Bahn
(EPA 2001; Praml und Schierl 2000; Stanners und Bourdeau 1995). Die beim niedrig-
toxischen Kalziumkarbonatstaub verwendete Hochstkonzentration von 1000 pg/m’ kommt
nur wihrend ungewo6hnlicher Belastungssituationen vor, etwa bei Sandstiirmen oder bei Fern-
transport von Saharastaub im Rahmen besonderer meteorologischer Verhiltnisse (Hefflin et
al. 1994). Die fiir die 2 Projekte gewéhlten Staubkonzentrationen werden insgesamt als reali-

titsnah fiir mehrstiindige Luftschadstoff- Spitzenbelastungen in Deutschland erachtet.

Es handelte sich um Humanexpositionsuntersuchungen. Als Modell diente der Mensch selbst.
Fiir Humanexpositionsuntersuchungen mit Luftschadstoffen werden unterschiedliche Exposi-
tionssysteme beschrieben. Fiir Humanexpositionen werden gelegentlich Luftschadstoffe in
flissigem Medium aufgeschwemmt und in die Atemwege instilliert (Danuser et al. 2000;
Ghio et al. 2000). In Tierversuchen fiihrte die Instillation von Partikeln jedoch zu einer stéirke-
ren Schadigung von Geweben als eine Inhalation (Osier und Oberdorster 1997) oder bildete

die Wirkungen inhalierter Substanzen nur ndherungsweise ab (Henderson et al. 1995; Kiinst-

65



Riechelmann

ler 1983; McConnell 1995). AuBlerdem bleibt bei einer Instillation unklar, welche Dosis der
Umweltexposition entspricht und ob sich wasserldsliche und wasserunlosliche Substanzen

dhnlich verhalten wie bei einer Inhalation.

Fiir die inhalative Exposition stehen mehrere Optionen zur Verfiigung: die Nasenmaske, die
Gesichtsmaske, das Mundstiick, die Ganzkopf-Exposition und die Ganzkdrperexposition
(Holldnder 1988; Utell 1988). Wihrend fiir Untersuchungen der unteren Atemwege und Lun-
gen die Ganzkorperexposition am zuverldssigsten ist, ist die Nasenmaske flir nasale Expositi-
onsuntersuchungen ausreichend (Dorato und Wolff 1991). Sie entspricht weitgehend den
Verhiltnissen bei natiirlicher Nasenatmung. Bei geschlossenem Mund gelangen die Testsub-
stanzen vollstindig in das untersuchte Kompartiment und bei unerwiinschten Wirkungen
braucht der Proband die Untersuchung nicht abzubrechen, sondern atmet kurz durch den
Mund unbelastete Luft ein und kann die Untersuchung fortsetzen. Probanden mit relevanter
Nasenatmungsbehinderung (chronische Mundatmer) kdnnen mit diesem Expositionssystem

nicht untersucht werden.

Die auf der Nasenschleimhaut deponierte Staubmenge hingt vom Atemminutenvolumen des
Probanden, von der Expositionskonzentration, der Dauer der Exposition sowie von den einge-
setzten Partikelgrofen ab. Der Schwellungszustand der Nasenschleimhaut oder geringfiigige
Formverdnderungen des inneren Nasenskeletts beeinflussen die nasale Staubdeposition ab
PartikelgroBen von ca. 5 um nicht wesentlich (Keck et al. 2000; Zwartz und Guilmette 2001).
Bei Partikeln im Submikrometerbereich beobachteten Rasmussen und Koautoren jedoch eine
Abhingigkeit von der nasalen Querschnittsfliche und der nasalen Luftstromungsgeschwin-
digkeit (Rasmussen et al. 2000). Der im Teilprojekt I eingesetzte Kalziumkarbonatstaub mit
einem medianen massenaerodynamischen Durchmesser von 15 pm wird anndhernd vollstén-
dig in der Nase ausgefiltert. Weiterfilhrende Untersuchungen zeigten, dass zwischen 80 und
90% dieses Staubes in den vorderen Nasenabschnitten ausgefiltert werden (Keck et al. 2000).
Dies ist die gleiche Region, die von den verwendeten Schaumstoffsammlern erreicht wird.
Die PartikelgroBBen-Verteilungskurve des Umweltstaubes 1649a zeigt einen wesentlich flache-
ren Verlauf als die des Kalziumkarbonatstaubs. Es wird angenommen, dass ein gro3erer Mas-
senanteil des Urbanstaubes klein genug ist, die Nase zu passieren und deswegen die in der

Nase deponierte Fraktion geringer ist.
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Die Staubgenerierung erfolgte in den beiden Teilprojekten mit unterschiedlichen Dispersions-
gerdten. Die im Teilprojekt I eingesetzte Vibrierteller-Dispersionseinheit hatte einige Nachtei-
le. Zwar war iiber eine dreistiindige Exposition eine ausreichend genaue durchschnittliche
Staubkonzentration erreichbar (Riechelmann et al. 2003b), innerhalb dieser 3 Stunden kam es
jedoch immer wieder zu Konzentrationsspitzen, wenn groflere Staubaggregate aus dem Vor-
ratsbehilter auf den Vibrierteller rieselten (Abbildung 25). Wihrend dies bei niedrig-
toxischen Stauben noch hinnehmbar erschien, erlaubte die Humanexposition mit Urbanstiu-
ben eine solche unregelmifige Staubabgabe nicht. Auflerdem konnten bei der Vibrierteller-
Dispersionseinheit durch Bedienungsfehler Uberdosierungen entstehen, die den Probanden
moglicherweise gefdhrdet hétten. Zuletzt waren mit der Vibrierteller-Dispersionseinheit nur
sehr hochkonzentrierte Priméraerosole herstellbar, von denen nur geringe Bruchteile als Nutz-
staub dem Probanden zugefiihrt werden konnten. Dies fiihrte zu grolem Staubverbrauch, der
bei den geringen Kosten des Teststaubes im Teilprojekt I zu verschmerzen war, nicht aber bei

den hohen Kosten fiir den Urbanstaub 1649a.
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Abbildung 25: Partikelzahlen bei Aerosolgeneration mit einer Vibrierteller-
Dispersionseinheit. Obwohl die durchschnittliche Partikelzahl den Sollwert von 3000
(graue Linie) einhilt, kommt es zu steilen Spitzen.

Die genannten Probleme treten bei der Drehteller-Dispersionseinheit nicht auf. Die Staubab-
gabe ist wesentlich gleichformiger. Die fiir eine dreistiindige Exposition erforderliche Staub-
menge wird bei Expositionsbeginn auf den Drehteller aufgetragen. Dies ist gleichzeitig die

maximale Dosis, die bei Bedienfehlern appliziert werden kann. Auflerdem konnte durch die
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Modifikation des Schrittmachermotors die Drehfrequenz des Drehtellers reduziert werden.
Das Priméraerosol lag schon in niedrigen Konzentrationen vor, die nur eine geringe Nachver-
diinnung erforderte und eine gute Ausbeute des eingesetzten Staubes ermoglichte. Aufgrund
der Geriéteeigenschaften und der vorangegangenen Eichexperimente war eine Konzentration
von 150 pg/m’ schwieriger herzustellen als eine Konzentration von 180 pg/m’. Die nominelle
Konzentration von 150 ug/m3 entspricht daher einer durchschnittlichen aktuellen Konzentra-
tion von 180 pg/m’. Insgesamt wird davon ausgegangen, dass die Staubexpositionen mit aus-
reichender Genauigkeit und Wirklichkeitstreue erfolgt sind, um die Fragestellungen der Un-

tersuchungen zu beantworten.

Erfassung der biologischen Effektparameter

Im Rahmen dieser 2 Projekte wurden gesunde Probanden iiber 3 Stunden Stduben in Konzen-
trationen exponiert, die in der realen Umwelt vorkommen. Es durfte nicht mit ausgeprégten,
klinisch unmittelbar augenfilligen entziindlichen Veranderungen gerechnet werden, da solche
Verdnderungen im Alltagsleben nicht beobachtet werden. Vielmehr mussten subklinische
entziindliche oder entziindungsfordernde Reaktionen der Nasenschleimhaut erfasst werden.
Die Operationalisierung der ZielgroBe 'subklinische nasale Entziindungsreaktion' ist komplex.
Selbst bei normaler, gesunder Nasenschleimhaut finden sich Entziindungszellen in der nasa-
len Zytologie, vorrangig neutrophile Granulozyten (Hauser et al. 1994). Der Pionier der na-
salen Immunologieforschung, Niels Mygind, bezeichnet dies als ,expression of the physio-
logical inflammation of a nasal mucosa, which is continously exposed to microorganisms and
inhaled particles’ (Mygind 1979). Es gibt keinen Parameter oder Grenzwert, der eine nasale
Entziindung definiert. Erschwerend kommt fiir Untersuchungen an der Nasenschleimhaut
hinzu, dass sich der Funktionszustand der Nasenschleimhaut laufend dndert. Dies betrifft auch
immunologische Parameter (Greiff et al. 1996; Harada et al. 1984; Mygind und Thomsen
1976).

Es wurden deshalb Surrogatmarker untersucht, von denen angenommen wird, dass sie ausrei-
chend sensitiv und spezifisch sind, um eine subklinische Entziindungsreaktion nachzuweisen.
Die Bestimmung von Zytokinen im Nasensekret ist ein gebrduchlicher Surrogatmarker fiir
eine nasale Entziindungsreaktion (Steerenberg et al. 1997). Am héufigsten werden die Zyto-

kine IL-1B, IL-6, IL-8 und TNFa zum Nachweis einer nicht-allergischen nasalen Entziin-
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dungsreaktion eingesetzt (Gentile et al. 1998; Mann et al. 2002; Noah et al. 1995¢; Noah et al.
1995a; Turner et al. 1998). Dartiber hinaus wurde in dieser Untersuchung noch MCP-1, (Be-
cker et al. 1994), ENA-78 (Williams et al. 1999) und das Neuropeptid SP (Baraniuk et al.
1999) explorativ untersucht. AuBerdem wurde das Verteilungsmuster von Leukozyten,
Makrophagen, neutrophilen Granulozyten, eosinophilen Granulozyten und Mastzellen im
Nasensekret konventionell und immunzytochemisch untersucht. Eosinophile Granulozyten
und Mastzellen kamen im untersuchten Normalkollektiv nur sporadisch vor. Ein Anstieg
neutrophiler Granulozyten wurde nach zahlreichen Humanexpositionsuntersuchungen mit
Umweltschadstoffen festgestellt (Calderon-Garciduenas et al. 1994; Devlin et al. 1991; Diaz-
Sanchez et al. 2000a; Frischer et al. 1993; Nordenhall et al. 2000). CD68" Zellen im Nasen-
sekret erhohten sich z. B. nach LPS Stimulation (Tulic et al. 2002), wahrend ein Anstieg eosi-
nophiler Granulozyten nur bei Atopikern (Peden et al. 1999) oder nach Dieselrulexposition

beobachtet wurde.

Neben der Auswahl geeigneter Surrogatmarker zum Nachweis einer nasalen Entziindungsre-
aktion war eine entscheidende Frage, zu welchen Zeitpunkten nach der Exposition diese Mar-
ker erfasst werden sollen. Die Zeitkinetik nasaler Entziindungsreaktionen kann je nach Ent-
ziindungsart sehr unterschiedlich verlaufen. Bei der allergischen Sofortreaktion der Nasen-
schleimhaut kommt es unmittelbar nach Allergenexposition zur Freisetzung priaformierter
Entziindungsmediatoren aus Mastzellen. Im Rahmen der Sofortreaktion aus Mastzellen frei-
gesetzte Zytokine und Chemokine induzieren eine zweite entziindliche Reaktion, die 6-8 h
nach der Exposition beginnt. Sie ist zytologisch durch neutrophile, basophile und eosinophile
Granulozyten charakterisiert. Die ausgepragtesten Zellzahlerhohungen fanden sich 24 h nach
Exposition (Raulf-Heimsoth et al. 2000).

Die maximale Erhohung neutrophiler Granulozyten nach nasaler Exposition mit fliichtigen
organischen Verbindungen beobachteten Koren und Mitarbeiter 18 h nach Exposition (Koren
und Devlin 1992). Nach nasaler LPS- Instillation [40 pg/ml] beobachteten Danuser und Mit-
arbeiter einen IL-6-Anstieg mit Maximum 6 h nach Instillation, der im Verlauf der folgenden
23 Stunden zwar riickldufig war, sich aber von der Kontrollexposition immer noch signifikant
abhob (Danuser et al. 2000). Nach Virusinokulation erfolgte ein IL-6 Anstieg im Nasensekret
nach 2 Tagen (Gentile et al. 1998). In Humanexpositionsuntersuchungen sind demnach mess-
bare Effekte auf die Zytokinkonzentration im Atemwegssekret 6-24 h nach der Exposition zu

erwarten.
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In Tierversuchen wurden teils schon nach kiirzerem Intervall nasale Entziindungsreaktionen
gemessen (Yuen et al. 1996). Dies mag teils an Speziesunterschieden im immunologischen
Antwortverhalten liegen, wahrscheinlicher aber ist, dass die Zeitkinetik durch die eingesetzten
Stimuluskonzentrationen mitbestimmt wird, die im Tierversuch oft wesentlich héher als bei
Humanexpositionsuntersuchungen gewihlt werden. Die zeitliche Kinetik der epithelialen Zy-
tokinsekretion hingt ndmlich von der Intensitit des Stimulus ab. Bei starker Reizintensitét
werden Verdnderungen der Zytokinkonzentration frithzeitiger erkennbar als bei schwacher
Reizintensitdt. Dieser Zusammenhang wurde in Vorversuchen an immortalisierten
Atemwegsepithelien nach LPS- Stimulation untersucht (Abbildung 26). Wihrend bei der

niedrigsten eingesetzten Konzentration erst nach 624 h ein Anstieg der Zytokinkonzentration

1L6

Abbildung 26: Biomarkerkonzentration (hier IL-6 [pg/ml]) im Zellkul-
turiiberstand von BEAS-2B Zellen 2 h, 6 h und 24 h nach LPS- Stimula-
tion (Knzl =20 pg/ml, Knz2 =40 pg/ml und Knz3 = 80 pg/ml. Bivaria-
ter Zusammenhang zwischen Stimuluskonzentration und Zeitintervall
nach Stimulus.

eingesetzten Konzentration erst nach 6-24 h ein Anstieg der Zytokinkonzentration feststellbar
war, konnte nach Stimulation mit der hochsten Konzentrationsstufe schon nach 2 h ein deutli-
cher Konzentrationsanstieg des Biomarkers gemessen werden. Ubertragen auf die durchge-
filhrten Expositionsversuche bedeutet dies, dass aufgrund der sehr niedrigen Expositionskon-

zentrationen ein Anstieg der gemessenen Biomarker erst nach 24 h zu erwarten war. Diese
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Kinetik passt auch gut zu dem von Hajat und Mitarbeitern berichteten Zeitintervall zwischen
dem Anstieg der Umweltstaubkonzentration und der Anzahl von Arztbesuchen in London.

Zwischen diesen Ereignissen lag ein Zeitraum von 24 — 72 Stunden (Hajat et al. 2002).

Substanz P wird schon wenige Minuten nach dem Stimulus im Nasensekret nachweisbar (Ba-
raniuk et al. 1999). Es wird durch sekretstindige Peptidasen rasch abgebaut (Josefsson et al.
1998). Somit ist fiir SP ein moglichst frither Nachweis wiinschenswert. Deswegen wurde mit
30 min nach der Exposition ein erster sehr frither Zeitpunkt fiir die Sekretgewinnung gewihlt.
Insgesamt erschien fiir die Wahl der Sekretgewinnungszeitpunkte 30 min, 8 h und 24 h geeig-
net, wobei man zukiinftig im Hinblick auf zytologische Veranderungen noch 48 h nach Expo-

sition Proben gewinnen sollte.

Die Gewinnung von Nasensekret stellt selbst einen proinflammatorischen Reiz dar, so dass
die Auswirkungen wiederholter nasaler Sekretgewinnung als EinflussgroBle erfasst werden
miissen. Probleme bei wiederholter Probengewinnung durch entnahmebedingte Neutrophilie
sind zum Beispiel beim induzierten Sputum bekannt (Nelson et al. 1999; Nordenhall et al.
2000). Die Biomarkerkonzentrationen wurden auf den jeweiligen Wert zum gleichen Zeit-
punkt nach Kontrollexposition normiert. Dadurch konnte der direkte Effekt zwar kompensiert
werden, nicht aber mogliche Interaktionen zwischen Schadstoffwirkung und Probengewin-
nung, z.B. im Sinne einer gegenseitigen Wirkungsverstarkung. Ausfiihrliche Voruntersuchun-
gen zur wiederholten Probengewinnung mit unterschiedlichen Sekretgewinnungstechniken
zeigten aber, dass der Effekt insgesamt gering ist (Riechelmann et al. 2003a). Von einer rele-
vanten Verzerrung durch die wiederholte Probengewinnung wird, auch aufgrund der Auswer-

tungsmethode, nicht ausgegangen.

Experimentelles Design und Auswertungsmodell

Das experimentelle Design mit wiederholten Messungen an identischen Individuen ist allge-
mein varianzreduzierend, erfordert aber die Kontrolle von Sequenzeffekten. Hierzu wurden
die Probanden randomisiert unterschiedlichen Expositionsreihenfolgen zugeordnet und die
hierdurch bedingten Ergebnisunterschiede gepriift. Es zeigten sich keine relevanten sequenz-
abhéngigen Ergebnisunterschiede. Die Ergebnisse der vorangegangenen Exposition eines

Probanden beeinflussten somit die Ergebnisse der nachfolgenden Untersuchungen nicht. Die
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erheblichen individuellen Unterschiede der nasalen Zytokinproduktion wurden durch die
Normierung auf den individuellen Kontrollwert kompensiert. Die Auswertung erfolgte im
Sinne einer explorativen Analyse immer zweiseitig flir jeden untersuchten Parameter getrennt.
Eine Korrektur fiir wiederholtes Testen wurde wegen des nicht-konfirmatorischen Charakters
der Studie nicht durchgefiihrt, ebenso keine B-Fehler-Betrachtung. Bei der Datenbewertung
muss berticksichtigt werden, dass es grundsétzlich darum geht, Biirger vor moglichen Schi-
den durch eine akute Spitzenbelastung mit partikelféormigen Luftschadstoffen zu schiitzen.
Eine sehr konservative Auswertungsstrategie konnte dazu fiihren, tatsdchliche Effekte zu ver-
decken, was dem Sinn der Untersuchung zuwider liefe. Fiir die Datenanalyse wurde auch ein
varianzanalytisches Modell in Betracht gezogen. Dies hétte aufgrund der bei manchen Para-
metern auch durch Transformation nicht zu behebenden irreguldren Verteilung, der Multikol-
linearitdt mehrerer Variablen, gelegentlich fehlenden Daten und der zahlreichen Einflussfak-
toren, teilweise als Messwiederholungsfaktoren, zu einem auflerordentlich komplexen Aus-
wertungsmodell gefiihrt. Durch das hier angewendete schlichte Auswertungsmodell sind die
Ergebnisse anschaulicher und besser nachvollziehbar. Insgesamt werden die nasalen Staub-
Expositionen, die Messung der biologischen Effekte und die Auswertung der Ergebnisse als

wirklichkeitsnah und valide erachtet.

Bewertung der Ergebnisse

Nach Urbanstaubexposition in einer Konzentration von 500 pg/m’ zeigte sich fiir die etablier-
ten nasalen Entziindungsmarker IL-18, IL-6 und IL-8 konsistent eine Zunahme der Sekret-
konzentration 24 h nach Exposition. Diese Zunahme wird als durch den Urbanstaub induzier-
te nasale Entziindungsreaktion gewertet. Die zeitliche Kinetik ist konsistent mit den Ergebnis-
sen experimenteller und epidemiologischer Untersuchungen. Dieser Wertung steht nicht ent-
gegen, das MCP-1, ENA-78 und SP nicht angestiegen sind. Uber die Bedeutung dieser letzt-
genannten Biomarker zum Nachweis nasaler Entziindungsreaktionen liegen bisher kaum Er-
fahrungen vor und sie korrelierten im Gegensatz zu IL-18, IL-6 und IL-8 nicht mit dem Far-
beindex nasaler Entziindungszellen.

Die Zunahme von IL-18, IL-6 und IL-8 ging nicht mit einer Zunahme nasaler Entziindungs-
zellen einher. Hierfiir ist wahrscheinlich die Tatsache ausschlaggebend, dass die letzte Sekret-
gewinnung 24 h nach Expositionsende erfolgte. Zu diesem Zeitpunkt wurde erstmals ein rele-

vanter Zytokinanstieg gemessen. Der Anstieg der Zytokinkonzentration geht der Zellmigrati-
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on ins Gewebe aber voraus. Da in dieser Untersuchung der Zytokinanstieg erst am Ende des
Beobachtungszeitraumes auftritt, wird angenommen, dass Verdnderungen der Zellpopulatio-

nen erst zu einem noch spiteren Zeitpunkt zu erfassen gewesen wiren.

Die Ergebnisse dieser Untersuchung legen nahe, dass man aus umweltmedizinischer Sicht
auch kurzfristige Spitzenbelastungen partikelféormiger Luftverunreinigungen durchaus ernst
nehmen muss. Aus mehreren epidemiologischen Untersuchungen geht hervor, dass eine kurz-
fristige Erhohung luftgetragener Staubpartikel unter anderem die Inzidenz von Erkrankungen
der oberen Atemwege erhoht (Calderon-Garciduenas et al. 1994; Gordian et al. 1996; Hajat et
al. 2002; Hefflin et al. 1994; Jaakkola et al. 1991; Ostro et al. 1999). Diese epidemiologischen
Befunde werden durch in vitro Untersuchungen und tierexperimentelle Untersuchungen ge-
stiitzt (Clarke et al. 1999; Clarke et al. 2000; Cullen et al. 2000; Devalia et al. 1997; Fujimaki
et al. 1995; Ghio et al. 1999; Gulisano et al. 1997; Hiruma et al. 1999; Long et al. 2001a;
Timblin et al. 1998; Warheit et al. 1997; Yuen et al. 1996). Hierbei bleiben aber erhebliche
Interpretationsprobleme durch die unklare Dosis- und Speziesextrapolation bestehen (Kalber-
lah et al. 1999; Lippmann und Schlesinger R.B. 1984; Plopper et al. 1988; Thornton Manning
und Dahl 1997). Durch die beiden Forschungsprojekte liegen erstmals Daten aus Humanex-
positionsuntersuchungen bei realititsnahen Expositionsbedingungen vor, die die genannten

epidemiologischen Beobachtungen substantiell stiitzen.

Es wird angenommen, dass bei gesunden jungen Erwachsenen eine einmalige Exposition ge-
geniiber Urbanstaub in den verwendeten Konzentrationen keine nachteiligen Folgen fiir die
Schleimhaut der oberen Atemwege hat. Bei wiederholter Exposition konnte sich jedoch auch
bei dieser Personengruppe das Bild einer minimal persistierenden Entziindung entwickeln, die
als Teilursache chronischer Atemwegserkrankungen diskutiert wird {Ciprandi, 1995 13661
/id} {Ricca, 2000 8502 /id}.

Risikogruppen

Fiir diese Untersuchung wurden gesunde, junge Erwachsene mit normaler Nasenatmung ohne
Atemwegsallergie rekrutiert. Dieses Kollektiv ist nicht représentativ fiir die Bevolkerung.
Man darf annehmen, dass diese Probanden robuster auf die nasalen Staubexpositionen reagie-

ren als Personen, deren lokale und systemische Abwehrfunktionen aufgrund ihres Alters oder
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vorbestehender Erkrankungen beeintrdchtigt sind. Solchen besonders gefdahrdeten Personen-
gruppen wurden vom Rat der Sachverstidndigen fiir Umweltfragen u.a. Allergiker, Kinder und
altere Menschen zugeordnet. Die Empfindlichkeit solcher typischen Risikogruppen muss bei
der Normsetzung miteinbezogen werden (Der Rat von Sachverstindigen fiir Umweltfragen
1999).

Es gibt zahlreiche Befunde, die eine erhohte Empfindlichkeit von Allergikern gegen partikel-
formige Luftschadstoffe nahe legen. Schon isolierte nasale Epithelien von Allergikern setzen
signifikant mehr Zytokine frei als die von nicht Allergikern (Calderon et al. 1997). Nach Ex-
position gegeniiber DieselruBpartikeln war die allergische Reaktion gegeniiber Ragweed ver-
starkt (Diaz-Sanchez et al. 1997). Die erhohte Empfindlichkeit von Allergikern ist auch aus
Untersuchungen mit anderen Luftschadstoffen gut belegt (Bascom et al. 1990; Devalia et al.
1997, Jorres et al. 1996; Rusznak et al. 1996; Scannell et al. 1996). Kinder sind eine weitere
Risikogruppe fiir die Entwicklung von Atemwegserkrankungen durch partikelformige Um-
weltschadstoffe (Mathieu-Nolf 2002; Raizenne et al. 1998). Die besondere Vulnerabilitét be-
trifft dabei vor allem chronische Expositionssituationen im Niedrigdosisbereich, wihrend
akute Wirkungen auf die oberen Atemwege bei Kindern nicht wesentlich schwerer wirken als
bei Erwachsenen (Hajat et al. 2002). Eine besondere Risikogruppe sind éltere Mitblirger, ins-
besondere bei vorbestehenden Atemwegserkrankungen. Sie zeigten in einer Untersuchung die
ausgepragtesten respiratorischen Effekte nach erhohter Partikelbelastung der AuBBenluft (Hajat
et al. 2002) und in einer niederldndischen Untersuchung zeigten sich bei einem Seniorenkol-
lektiv nach erhohter Luftpartikelbelastung teils gravierende Verdnderungen unterschiedlicher
Atemwegsparameter und eine signifikante Zunahme von Symptomen seitens der oberen A-

temwege (van der Zee et al. 2000).

Bedeutung von Staubinhaltsstoffen

In der Arbeitsmedizin ist eine Bewertung von Stduben auch nach der Toxizitdt bestimmter
Inhaltsstoffe seit vielen Jahren selbstverstdndlich (Deutsche Forschungsgemeinschaft 1996).
Die giiltigen oder beschlossenen Grenzwerte fiir partikelformige AuBenluftverunreinigungen
in Deutschland, der EU und den USA beriicksichtigen die Massekonzentration des Staubes
und die PartikelgroBe. Die sehr unterschiedliche Toxizitdt der diversen Inhaltsstoffe von Um-
weltstduben wird bei diesen Grenzwerten bisher nicht beriicksichtigt (Mage 2002). In vitro

zeigten Umweltstdube mit unterschiedlichen Inhaltsstoffen stark differierende proinflammato-
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rische Effekte (van Eeden et al. 2001). Auf die besondere proinflammatorische Wirkung von
Metallen in Umweltstduben weisen in vitro Untersuchungen an bronchialen Epithelzellen hin
(Carter et al. 1997; Hetland et al. 2000). Auch die Art der Entziindungsreaktion wird durch
die Inhaltsstoffe von partikelformigen Luftverunreinigungen beeinflusst. Bestandteile des
Dieselrules induzieren eine Entziindungsreaktion mit typischen Ty,-Zytokinprofil (Devouas-
soux et al. 2002; Diaz-Sanchez et al. 2000b), wiahrend Urbanstdube eher eine Ty;-betonte
Immunantwort induzieren. In tierexperimentellen Untersuchungen mit unterschiedlicher par-
tikelangereicherter Luft konnten Saldiva und Mitarbeiter verschiedene Metalle und Kohlen-
stoffverbindungen als vorrangige Bestandteile identifizieren, die eine pulmonale Entziin-
dungsreaktion induzieren (Saldiva et al. 2002). Auch jiingere umweltmedizinische Untersu-
chungen unterstreichen die Bedeutung der toxikologischen Zusammensetzung partikelformi-
ger Luftverunreinigungen. Stdube aus Innenrdumen und aus der AuBenluft wirken unter-
schiedlich (Long et al. 2001b; Monn und Becker 1999) und AuBlenluftstiube aus unterschied-
lichen Regionen haben eine unterschiedliche Zusammensetzung (Harrison und Yin 2000) und
konnen auch deutlich differierende biologische Wirkungen aufweisen (Alfaro-Moreno et al.
2002). Osunsanya und Mitarbeiter berichten, dass die Bewertung von Umweltstduben aus-
schlieBlich nach der Partikelgro8e womdglich dazu fiihrt, wesentliche toxische Staubinhalts-
stoffe, die nicht in das richtige GroBenraster fallen, falschlicherweise unberiicksichtigt zu las-
sen (Osunsanya et al. 2001).

Die in dieser Untersuchung eingesetzten Stdube unterstreichen die Bedeutung des toxikologi-
schen Profils eingeatmeter Stdube. Wihrend der niedrig-toxische Staub in einer Konzentrati-
on bis 1000 pg/m3 nicht zu relevanten immunologischen Effekten fiihrte, induzierte der Ur-

banstaub bei 500 pg/m’ eine subklinische Entziindungsreaktion.

Forschungsbedarf

Trotz der erfreulichen Verbesserung der Luftqualitdt in den letzten drei Jahrzehnten zeigen
aktuelle epidemiologische Untersuchungen, dass die Gesundheit der Bevdlkerung nach wie
vor durch Luftschadstoffe beeintrachtigt ist. Hinsichtlich Erkrankungen der Atemwege sind in
erster Linie Risikogruppen betroffen. Demnach ist es sinnvoll, die umweltmedizinische For-
schung in diesem Bereich auf Risikogruppen zu fokussieren. Die Mechanismen der besonde-

ren Suszeptibilitdit von Angehdrigen von Risikopopulationen sind noch weitgehend unklar.

75



Riechelmann

Diese Mechanismen konnen in vitro an Zellen und Geweben von Personen mit besonderem
Risiko untersucht werden, wobei moderne molekularbiologische Screeningverfahren wie
DNA-Mikroarray-Technologie oder Proteomik in den nichsten Jahren eine Vielzahl viel ver-
sprechender Hypothesen generieren werden. Tierexperimentell lassen sich Untersuchungen an
natiirlichen oder transgenen Stdmmen mit unterschiedlicher Suszeptibilitit gegeniiber Um-
weltschadstoffen durchfiihren. Dies wird dazu beitragen konnen, genetische Faktoren einer
erhohten Schadstoffsuszeptibilitit zu ermitteln. Die auferordentliche Komplexitit der
menschlichen Reaktion auf Umweltschadstoffe, insbesondere bei definierten Risikopopulati-
onen, ldsst sich jedoch aus Sicht der Autoren nur durch Humanexpositionsuntersuchungen

addquat beschreiben.

Wesentlicher Forschungsbedarf besteht auch hinsichtlich der Charakterisierung toxikologisch
relevanter Substanzen in komplexen Umweltschadstoffen wie z.B. in partikelformigen Luft-
verunreinigungen. Hier sind in erster Linie in vitro Untersuchungen an humanen Atemwegs-
und Lungenzellen sinnvoll. Sie erlauben es, die Effekte einer Vielzahl toxikologisch relevan-
ter Staubinhaltsstoffe auf zelluldrer Ebene zu charakterisieren. So sollte es gelingen, Indika-
torsubstanzen zu identifizieren, die eine verbesserte toxikologische Bewertung von Umwelt-
stduben erlauben. Fiir die weiterfilhrende Bewertung sind dann Humanexpositionsuntersu-
chungen mit Stduben sinnvoll, deren toxikologisches Profil basierend auf den Ergebnissen

von in vitro Untersuchungen definiert wurde.

Wabhrscheinlich macht es weder umweltmedizinisch noch 6konomisch Sinn, die Grenzwerte
von Umweltstduben in Massekonzentrationen immer weiter nach unten zu korrigieren. Das
zeigen auch die Ergebnisse dieser Untersuchung. Vielmehr erscheint die gezielte Reduktion
toxikologisch bedenklicher Staubinhaltsstoffe in der AuBlenluft und in Innenrdumen als er-

strebenswertes Ziel.
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Abkiirzungsverzeichnis

°C

Hg

ul

um
ACGIH
BAL
BEAS-2B
bzw.

ca.

CD

cm

d

d.h.

Diff.
ELISA
ENA
GM-CSF

IL

MCP
min
MIP

ml

MMAD

Grad Celsius

Mikrogramm

Mikroliter

Mikrometer

American Conference of Governmental Industrial Hygienists
Bronchoalveolére Lavage

Bronchiales Epithel Adenovirus SV40 immortalisiert
beziehungsweise

circa

Cluster of Differentiation

Zentimeter

Durchmesser

das heif3t

Differenz

Enzyme-linked immunosorbent assay
epitheliales-Neutrophilen-aktivierendes-Peptid
Granulocyte-macrophage colony stimulatin factor
Stunden

Interleukin

Liter

Meter

Monozyten-chemotaktisches Protein

Minute

Makrophagen-inflammatorisches Protein
Milliliter

Millimeter

Massemedian des aecrodynamischen Durchmessers
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MPO = Myeloperoxidase

ng = Nanogramm

pg = Picogramm

PNOC = Particles not otherwise classified

RANTES = Regulated on an activation normal T-cell expressed and secreted

SAPALDIA = Swiss study on air pollution and lung diseases in adults

SCARPOL = Swiss Surveillance Program of Childhood Allergy and Respiratory
Symptoms with respect to airpollution and climate

sICAM1 = Soluble intercellular adehesion molecule 1

SP (SBP) = Substanz P

SRM = Standard Reference Material

TNF = Tumor-Nekrose-Faktor

TRP = Tryptase

U = Unit

v = Volumen

VAS = visuelle Analogskalen

WHO = World Health Organization
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