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Zusammenfassung

Die Kenntnisse tUber Wirkungen partikelférmiger Luftverunreinigungen auf die Schleimhaute
der oberen Atemwege sind luckenhaft. Im Rahmen dieses Forschungsvorhabens befassten wir
uns mit der Frage, inwieweit Staube ohne toxische Inhaltsstoffe, sog. Inertstaube, bereits
entzuindliche Verdnderungen der Nasenschleimhaut ausldsen kénnen.

Dazu wurden 32 freiwillige Probanden in vier Sitzungen einer jeweils dreistiindigen nasalen
Exposition mit Kalziumkarbonat-Staub (mittlere PartikelgroRe 15 pm) unterzogen. Die
applizierten Staubkonzentrationen betrugen 0 pg/m?® (Kontrollmessung), 150 pg/mé, 500 pg/m?
und 1000 pg/mé. Direkt nach und acht Stunden nach den Expositionen wurden den Probanden
nasale Zytologien entnommen und sowohl konventionell nach May-Grinwald-Giemsa, a's auch
immunzytochemisch gegen CD45, Myeloperoxidase, CD68 und Tryptase geférbt. Das
gleichzeitig gewonnene respiratorische Sekret wurde mittels ELISA auf die Zytokine IL-1f3, IL-
6, IL-8, TNF-a, MCP-1, MIP-1a, ENA-78 und das Neuropeptid Substance P untersucht. Die bis
jetzt vorliegenden Ergebnisse sprechen dafir, dal3 Kalziumkarbonat-Staub-Exposition in
Konzentrationen von 500 und 1000 pg/m?eine diskrete nasale Entziindungseaktion induziert.
Die Kenntnis der Wirkungen von Inertstauben auf die humane Nasenschleimhaut ist
Voraussetzung dafir, die Effekte umweltrelevanter Stdube mit tellweise giftigen
Staubinhaltsstoffen adaquat zu interpretieren.
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Short term exposureto inert dust alters cytology and cytokinereleasein

human nasal mucosa
H. Riechemann, T. Deutschle

Summary

Recent epidemiological investigations have confirmed the impact of particulate matter on
human respiratory health. The pathophysiological aterations induced in human respiratory
mucosa following exposure to various aerosols are incompl etely understood.

In this project we investigated the effects of toxicologically inert dust on human nasal mucosain
a human short term exposure setting. Thirtytwo healthy volunteers were exposed to calcium-
carbonate dust (mean mass aerodynamic 15 pm) in concentrations of 150, 500 and 1000 pg/m®
for 3 hours. Exposure to filtered air served as control. Directly and 8 hours following exposure,
nasal cytologies and nasal secretions were obtained. Cytologies were stained with anti- CD45,
myeloperoxidase, -CD68 and -tryptase. In the epithelial lining fluid IL-13, IL-6, IL-8, TNF-q,
MCP-1, MIP-1a, ENA-78 and substance P were measured using an ELISA technique.

The results suggests that toxicologicaly inert particulate matter may cause a faint
proinflammatory reaction of human nasal mucosa likely due to mechanica and sensible
irritation. However this effect is weak and can not explain the profound effects of environmental
particulate matter on human respiratory health. It is assumed that the toxicity of various
compounds of environmental particulate matter are primarily relevant. The results of this study
may provide reliable information to distinguish the effects of toxic components in
environmental particulate matter from mechanical and sensible irritation.
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1. Einleitung

Umweltstaube sind komplexe partikelférmige Luftverunreinigungen, die bel Verbrennungs-
prozessen, infolge Aufwirbelungen vom Boden, durch Kondensation gasformiger Luft-
bestandteile oder bei mechanischem Abrieb unterschiedlicher Materialien entstehen. Die
Charakterisierung von Umweltstauben erfolgt anhand der toxikologischen Eigenschaften der
Staubinhaltsstoffe, der Staubkonzentration sowie der Partikel grof3e. Von der Partikel grof3e hangt
ab, in welchem Atemwegskompartiment der Staub vorwiegend abgeschieden wird. Man
unterscheidet Grobstaub (mittlerer massenaerodynamischer Durchmesser > 50 um), Mittelstaub
(10 bis 50 pm), Feinstaub (0,5 bis 10 um) und Feinststaub (< 0,5 um). Fir die Nase vorrangig
relevant sind Partikel mit elnem massenaerodynamischen Durchmesser zwischen 10 und 50 pm.
Zahlreiche epidemiologische Befunde zeigen enen Zusammenhang zwischen der
Schwebstaubkonzentration in der Auf3enluft und umweltbedingten Atemwegserkrankungen
[ABBEY et al., 1995; PoPE et al., 1995; v. MuTIUS et al., 1995]. Expositionsversuche freiwilliger
Probanden mit Kohlepartikeln zeigten eine erhohte bronchiale Reagibilitdt bel Asthmatikern
[ANDERSON et al., 1992] und nach Exposition mit Dieselruld eine gesteigerte nasae IgE-
Produktion [DIAz-SANCHEZ et a., 1994]. In tierexperimentellen Untersuchungen wurden nach
nasaler Exposition mit partikelformigen Luftverunreinigungen sowohl eine nasale
Becherzellhyperplasie as auch eine Schadigung des mukozilliaren Transports beschrieben
[LEMOs et al., 1994].

Es bestehen zahlreiche Unklarheiten Uber die Mechanismen, wie Umweltstaube Schadigungen
der menschlichen Nasenschleimhaut hervorrufen. Welche Staubbestandteile fir Schadigungen
verantwortlich sind, konnte experimentell nur fir einzelne Substanzen gezeigt werden. Zudem
liegen kaum gesicherte Kenntnisse tber die Wirkung von Stéuben ohne toxische Inhatsstoffe
auf die Schleimhaute des oberen Atemtrakts vor. Solche Stadube konnten allein durch
mechanische Irritation oder durch Verdnderungen der Fluiditét des Nasensekrets entziindliche
Vorgadnge in der Nasenschleimhaut ausldsen. Die Kenntnis der Wirkung toxikologisch
unbedenklicher Staube auf die Nasenschleimhaut soll als Grundlage fUr die Interpretation
nasaler Veranderungen durch originare, schadstoffhaltige Umweltstaube beim Menschen
dienen.

In der hier vorgestellten Untersuchung soll die Wirkung von chemisch inerten Stauben
(Kaziumkarbonat-Staub, PartikelgroRe 15 um) auf die menschliche Nasenschleimhaut an 32
Probanden in vivo untersucht werden. Als Marker fir mogliche inflammatorische Effekte in der
Nasenschleimhaut nach jeder nasalen Staubexposition diente a) das Zytokinsekretionsmuster im
Nasensekret und b) die Zellverteilung in den nasalen Zytologien.
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2. Material und M ethoden

2.1 Versuchsdesign

Jeder Proband wurde drei mal fir je drel Stunden nasal Kalziumkarbonat-Staub 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. Dreif3ig Minuten, acht Stunden und 24 Stunden nach jeder Exposition wurde
den Probanden mittels Samplern Sekret und Zytologien aus der Nase entnommen.

Zwischen den einzelnen Expositionen wurde ein Zeitintervall von mindestens einer Woche
eingehalten, so dass mogliche carry-over-Effekte ausgeschlossen werden konnten. Die Versuche
erfolgten einfach verschleiert, d. h. der Proband wuf3e nicht, welche Staubkonzentration gerade
verwendet wurde. Fir die Reihenfolge der Expositionen wurde ein vollsténdig permutiertes
Latin-square-Design gewéahlt [SPRIET & SIMON, 1985].

2.2 Probanden

Das untersuchte Kollektiv umfaldte 32 freiwillige Probanden (19 ménnlich, 13 weiblich, Alter:
20-30 Jahre), zu denen jeweils ein umfangreicher Katalog mit expositionsrelevanten
Informationen, wie Dokumentationsbogen, allgemeinen Informationen, Angaben zu
Symptomscores und Ein- und Ausschlufkriterien vorliegt.

2.3 Herstellung und Inhalation definierter Aerosole

Die Herstellung von definierten Aerosolen (Kaziumkarbonat; Eskal 15 der Fa. KSL
Staubtechnik, Lauingen) erfolgt durch einen Aerosolgenerator. Dieser besteht aus einem
Staubdispergierer (Vibrierteller-Dispersionseinheit P2; Fa. KSL Staubtechnik, Lauingen), der
eine definierte Menge des applizierten Staubs kontinuierlich in einen gefilterten Grundgasstrom
(gefilterte Raumluft) einbringt. Das fertig aufbereitete Aerosol wird Uber eine konventionelle
Nasenmaske den Probanden zugefihrt (Nasenatmung). Die aktuelle Partikelkonzentration wird
kontinuierlich direkt an der Atemmaske mit einem Laserpartikelzdhler (Microair 5230,
HIAC/ROY CO, Leonberg) erfalit.
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2.4 Nasensekr et

2.4.1 Entnahme und Gewinnung

Den Probanden wurde in jedes Nasenloch ein Sampler (standardisiertes Schaumstoffstiick von
28x18x6 mm) hinter das Limen nas eingefuhrt und dort fur zehn Minuten belassen. Dann
wurde das Nasensekret aus den Samplern mittels Zentrifugation (5 min, 1.200 rpm, 4°C) in
einem Zentrifugengefal? herausgel 6st, aliquotiert und eingefroren (-20°C).

2.4.2 Untersuchung auf Zytokine

Die Nasensekret-Proben wurden auf die Zytokine Interleukin-1f3, IL-6, 1L-8, Tumor-Nekrose-
Factor-a (TNF-a), Monozyten-Chemotaktisches-Protein-1 (MCP-1), Epitheliales-Neutrophilen-
Aktivierendes-Peptid-78 (ENA-78), Makrophagen-Inflammatorisches-Protein-1a (MIP-1a),
sowie auf das Neuropeptid Substance P untersucht. Dazu wurde eine kol orimetrische Sandwich-
Enzym-Linked-lmmunosorbent-Assay-Technik (Quantikine®-ELISA, R& D-Systems,
Wiesbaden) verwendet. VVon jeder Probe wurden Doppel bestimmungen durchgeftihrt.

2.5 Nasale Zytologien

2.5.1 Gewinnung

Die Zellen wurden mit 5 ml RPMI-Medium (GibcoBRL, Karlsruhe), komplementiert mit 1%
HEPES, 1% Penicillin-Streptomycin-Losung, 1% L-Glutamin (Sigma, Deisenhofen) tber einem
Zellsieb von den Samplern abgelost. Die erhatene Zellsuspension wurde dann in ein
Zentrifugenrdhrchen dberfuhrt und abzentrifugiert (5 min, 1.200 rpm, 4°C). Nach einem
weiteren Waschvorgang mit 1xPBS wurde die Lebendzellzahl in einem Hamocytometer
(Neubauer-Zahlkammer) nach Trypanblau-Farbung bestimmt und die Zellen in definierter Zahl
auf Objekttrager zytozentrifugiert (10 min, 1.200 rpm, 4°C; Zyto-System, Heraeus, Hanau).
Nach dem Trocknen an der Luft wurden die Zellen konventionell geférbt oder fur spatere
immunzytochemische Farbungen in Aceton fixiert und tiefgefroren (-80°C).

2.5.2 Konventiondle Farbung nach May-Gr iinwald-Giemsa

Die Farbung der nasalen Zytologien erfolgte gemald dem Standardprotokoll der panoptischen
Farbung von Pappenheim (May-Grinwad-Giemsa-Farbung). Die Objekttréger wurden nach
dem Trocknen fur vier Minuten in May-Grinwald-L6sung getaucht, dann in Aqua dest.
(pH=7,0) zZwel Minuten gewaschen und anschlief3end 15 Minuten in Giemsa-Gebrauchsl 6sung
(3%, Aqua dest. pH=7,0) Uberfuhrt. Zuletzt wurden die Objekttréger 2 Minuten in Aqua dest.
(pH=7,0) gespiilt und an der Luft getrocknet.
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Die nach May-Grunwald-Giemsa geférbten Zellen wurden unter dem Mikroskop bei 400-facher
VergrofRerung beurteilt. Es wurden jeweils 500 Zellen ausgezéhlt und in vier Zellpopulationen
differenziert: neutrophile Granulozyten, eosinophile Granulozyten, Lymphozyten sowie alle
restlichen kernhaltigen Zellen.

2.5.3 Immunzytochemische Farbung

Nach Fixierung der Zellen in Aceton wurden die Zellen mit Schweinenormalserum (Dako,
Hamburg) vorinkubiert (1:10, 30 min, RT). Anschlief3end wurde der jeweilige Primérantikorper
(1:50 in TBS/ 1% BSA) zugegeben, und es folgte die Inkubation (U.N., 4°C). Als Priméaranti-
korper wurden Maus-anti-Human-Myel operoxidase (MPO), -CD 45, -CD 68 und -Tryptase (alle
Dako, Hamburg) eingesetzt. Nach Spulen der Objekttréger in TBS wurde mit einem
kommerziellen APAAP-Kit-Maus (Dako, Hamburg) weitergearbeitet. Die Gegenférbung
erfolgte mit Mayers Hamalaun (Sigma, Deisenhofen) fur 30 Sekunden. In den Prgparaten
erscheinen die Zellkerne blau und die spezifisch angeférbten Zellen leuchten rot. Es wurden
jeweils 300 Zellen ausgezéhlt und dann der Anteil positiver Zellen in bezug auf die
Gesamtzellzahl ermittelt.
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3. Ergebnisse

Im Mittel konnten nach jeder Exposition 630 pl Nasensekret gewonnen werden, wobei die
geringste Menge 20 ul und die hdchste Menge 2600 pl betrug. Die durchschnittlich mittels
Trypanblaufarbung erhaltene Lebendzellzahl war 6,0010% (Spanne 2,0010° bis 8,3(10°).

3.1 Zytokinsekretionsmuster im Nasensekret nach Exposition

Welil nicht immer genug Nasensekret zur Verfligung stand, wurde nicht bel allen Probanden
jeder Zytokin-ELISA durchgefiihrt. Deshalb liegen die Fallzahlen teilweise unter 32, jedoch nie
unter 16.

Die IL-6-Konzentrationen (Abb. 1A) lagen im Nasensekret 30 Minuten und acht Stunden nach
der Kontroll-Exposition mit gefilterter Luft bei 109 pg/ml bzw. 113 pg/ml. Acht Stunden nach
Exposition mit 500 pg/m® zeigte sich ein Anstieg von IL-6 auf 153 pg/ml. Die héchste IL-6-
Konzentration im Nasensekret wurde 30 Minuten nach Exposition mit 1000 pg/m® Staub
gemessen (212 pg/ml).

Die IL-8- und ENA-78-Konzentrationen (Abb. 1B und 1E) bewegten sich im Nanogramm-
Bereich. Die Mittelwerte der gemessenen Konzentrationen lagen bei 1L-8 zwischen 7,4 ng/ml (8
h, 150 pg/m®) und 12,4 ng/ml (30 min, Kontrolle) und bei ENA-78 zwischen 27,7 ng/ml (8 h,
150 pg/m?) und 33,1 ng/ml (30 min, 1000 pug/m®) Es wurde keine Erhéhung der 1L-8- und ENA-
78-Spiegel im Nasensekret nach Applikation der unterschiedlichen Staubkonzentrationen
festgestellt.

Gleiches gilt fur die ermittelten TNF-a-Konzentrationen (Abb. 1C). Es wurde keine Erhéhung
der TNF-a-Spiegel beobachtet. Verglichen mit IL-6 und IL-8 kommt TNF-a im Nasensekret in
geringeren Konzentrationen vor. Die gemittelten Werte bewegten sich zwischen 5,2 pg/ml (30
min, Kontrolle) und 8,2 pg/ml (8 h, 1000 pg/m®).

Die ermittelten MCP-1-Konzentrationen (Abb. 1D) schwankten zwischen 412 pg/ml (30 min,
1000 pg/m®) und 605 pg/ml (8 h, Kontrolle). Auch hier wurde keine Verdnderung beobachtet.
Das Neuropeptid Substance P (Abb. 1F) konnte im Nasensekret in Konzentrationen von 105,2
pg/ml (30 min, Kontrolle) und 129,3 pg/ml (8 h, 1000 pg/m®) nachgewiesen werden, wobei
keine Konzentrationsdnderung in Abhangigkeit von der applizierten Staubmenge beobachtet
werden konnte.

Nicht grafisch dargestellt sind die Werte fur IL-13. Die Durchfihrung des IL-1B-ELISA
erforderte grofRe Mengen des entsprechenden Probenmaterials, weshalb die Fallzahlen fir dieses
Zytokin unter zwolf lagen. Eine Veranderung der Konzentrationen, diese bewegten sich
zwischen 52 pg/ml und 93 pg/ml, konnte nicht beobachtet werden.
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Abb. 1. Gemittelte Konzentrationen der Zytokine IL-6 (A), IL-8 (B), TNF-a (C), MCP-1 (D), ENA-78 (E) und
Substance P (F) im Nasensekret 30 min und 8 h nach dreistiindiger nasaler Exposition der Probanden mit inertem
Kalziumkarbonat-Staub (n =16; fur IL6 und IL-8 n =27; SEM).
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3.2 Zdllvertellungsmuster nach nasaler | nertstaub-Exposition

Die gleichzeitig nach jeder Inertstaub-Exposition mit dem Nasensekret entnommenen nasalen
Zytologien wurden auf Objekttréger fixiert und anschlief3end sowohl konventionell as auch
immunzytochemisch geférbt.

3.2.1 Differenzierung der Zellen nach May-Gr iinwald-Giemsa
In Abbildung 2 ist das Vertellungsmuster der differenzierten Zellpopulationen nach konven-
tioneller Férbung dargestellt. Dabel wurden die einzeln erfaldten Zelltypen (neutrophile

Granulozyten und Lymphozyten) in Prozent bezogen auf die insgesamt ermittelte Zellzahl
angegeben.
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Abb. 2: Prozentuale Verteilung neutrophiler Granulozyten (A) und von Lymphozyten (B) bezogen auf die
Gesamtzellzahl (500 Zellen) in nasalen Zytologien. Die Zellentnahme erfolgte 30 min und 8 h nach dreistiindiger
Exposition der Probanden mit Kalziumkarbonat-Staub (May-Grinwal d-Giemsa; n=>28; SEM).

Acht Stunden nach der Applikation von 500 pug/m? und 1000 pg/m?® Kalziumkarbonat-Staub ist
ein Anstieg der Anzahl neutrophiler Granulozyten in den nasalen Zytologien auf bis 14,9%
(Maximum) bezogen auf die Gesamtzellzahl zu beobachten. Die Lymphozyten-Fraktion hat
einen gemittelten Anteil von 1,5% bis 3,7% im nasalen Zellbild (Abb. 2B) und andert sich mit
steigender Staubkonzentration nicht.
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3.2.2 Immunzytochemische Differenzierung der Zellen
Die Verteilung der immunzytochemisch geféarbten Zellen geht aus Abbildung 3 hervor.
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Abb. 3: Prozentuale Verteilung CD 45-positiver (A), MPO-positiver (B), CD 68-positiver (C) und Tryptase-
positiver (D) Zellen bezogen auf die Gesamtzellzahl (300 Zellen). Die Entnahme der nasalen Zytologien erfolgte 30
min und 8 h nach dreistiindiger Exposition der Probanden mit chemisch inertem Kalziumkarbonat-Staub (Immun-
zytochemische Féarbung; n=27; SEM).

Die Gesamtzahl leukozytarer Zellen (CD 45-positiv) bleibt bel steigenden Staub-
Konzentrationen konstant zwischen 11,4% (30 min, 1000 pg/m°®) und 20,6% (8 h, Kontrolle).
Der Anteil MPO-positiver Zellen erreicht acht Stunden nach der Applikation von 500 pg/m®
Staub den Hochstwert von 13,8%. Die Zahl der CD 68-positiven Zellen erreicht acht Stunden
nach Exposition mit 2000 pg/m>ein Maximum von 8,0%. Bis zu einer Staubkonzentration von
500 pg/m?® steigt die Zahl Tryptase-positiver Zellen auf 1,6% (8 h-Wert) an und fallt bei einer
Staubkonzentration von 1000 ug/m? ab auf 1,0%.
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4. Diskussion

Umweltstdube sind aerosole Gemische unterschiedlicher toxischer und nicht-toxischer
Inhaltsstoffe. In mehreren epidemiologischen Untersuchungen wurde ein Zusammenhang
zwischen Umweltstéuben und entzindlichen Erkrankungen der oberen Atemwege festgestellt
[ABBEY ET AL., 1995]. Dabel ist unklar, in welchem Mal3 die entziindlichen Veranderungen
durch mechanische und sensible Irritation oder durch die Toxizitét der Inhatsstoffe bedingt
sind.

Durch nasale Exposition gesunder Probanden mit Inertstauben ohne toxische Inhaltsstoffe sollte
die maogliche proinflammatorische Wirkung durch mechanische und sensible Irritation
guantifiziert werden. Als Marker der entziindlichen Reaktion diente der Nachweis der Zytokine
IL-1(3, IL-6, IL-8, TNF-a, MCP-1, MIP-1a, ENA-78 und des Neuropeptids Substance P.
Aulerdem wurde das Verteilungsmuster der Entziindungszellen neutrophile Granulozyten,
Mastzellen und Makrophagen mittels immunzytochemischer Farbungen untersucht.

Durch die Kontrollexpositionen kdnnen die Effekte durch die Zell- und Sekretgewinnung von
den Effekten durch die unterschiedlichen Expositionskonzentrationen abgegrenzt werden.
AulRRerem zeigten sich bei den untersuchten Parametern keine wesentlichen Unterschiede 30
Minuten und acht Stunden nach Kontrollexposition. Dies spricht dafir, dal3 durch die
Expositionsbedingungen selbst keine progrediente entziindliche Reaktion induziert wurde. Acht
Stunden nach Staubexposition gegeniiber 500 ug/m* und 30 Minuten sowie 8 Stunden nach
Exposition mit 1000 ug/m? lagen die IL-6-Werte |leicht iiber den Werten nach Kontrolle und 150
ng/m°. Dieser Unterschied konnte durch eine vermehrte epitheliale Expression von IL-6 as
Reaktion auf die Staubexposition erklart werden. Bei IL-1[3, IL-8, TNF-a, MCP-1, MIP-1q,
ENA-78 und Substance P zeigten sich keine wesentlichen Unterschiede in den einzelnen
Expositionsgruppen.

Die Auswertung der konventionell gefarbten nasalen Zytologien zeigt keinen Anstieg
neutrophiler Granulozyten nach Exposition mit chemisch inertem Kalziumstaub. Das spiegelt
sich auch in der immunzytochemischen Férbung der Zellen mit MPO wieder. In der
Immunzytochemie zeigt sich eine leichte Erhéhung Tryptase-positiver Zellen (dabei handelt es
sich hauptsachlich um Mastzellen) acht Stunden nach der Exposition der Probanden mit einer
Staubkonzentration von 500 pg/m?®.

Zusammenfassend lassen die bisher vorliegenden Ergebnisse keine bzw. nur eine geringe
entzindliche Reaktion der Nasenschleimhaut nach Exposition gegeniber Inertstaub in
K onzentrationen von 500 oder 1000 pg/m?® erkennen.
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