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Referat

Die Belastung der Innenraumluft mit fliichtigen organischen Verbindungen (VOC)
stellt aufgrund der langen Aufenthaltszeit in Raumen eine Gefihrdung der
Gesundheit des Menschen dar. Epidemiologische Studien haben gezeigt, dass eine
VOC-Belastung im Innenraum zur Verschiebung des Th1/Th2-Gleichgewichtes in
Richtung Th2-Antwort sowie zu einem erhthten Allergierisiko beitragen kann. Ziel
dieser Arbeit war es, ausgewdhlte VOC hinsichtlich ihrer immunmodulierenden
und inflammatorischen Eigenschaften zu untersuchen. Dabei wurden aromatische
(Chlorbenzol, Styrol, m-Xylol) und aliphatische VOC (Methylcyclopentan, Co-Ci3-
Alkane) sowie verschiedene VOC-Mischungen ausgewdhlt. Untersuchungen zum
Einfluss dieser Verbindungen auf periphere Blutlymphozyten, insbesondere auf
eine Verschiebung des Th1/Th2-Gleichgewichtes, zeigten, dass VOC primér nicht
auf Blutlymphozyten wirken. Weiterhin wurde untersucht, ob VOC
inflammatorische Reaktionen auf Lungenepithelzellen induzieren. Dabei konnte
unter Styrol-, m-Xylol- und Chlorbenzol-Exposition humaner Lungenepithelzellen
sowie unter Exposition mit VOC-Mischungen, die diese Verbindungen enthielten,
im innenraumrelevanten Bereich eine verstdrkte FPreisetzung des Chemokins
MCP-1 beobachtet werden, welches mit entziindlichen und allergischen Prozessen
im Zusammenhang steht. Im Gegensatz dazu induzierten hohe Konzentrationen
dieser VOC eine verstirkte Freisetzung des Chemokins IL-8, welches an
entziindlichen Reaktionen beteiligt ist. Sekundar konnte durch die unter Styrol-
bzw. Chlorbenzol-Exposition von  Lungenepithelzellen  ausgeschiitteten
Mediatoren auf peripheren Blutzellen eine Verschiebung des Thl/Th2-

Gleichgewichtes in Richtung Th2-Antwort induziert werden.
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1 EINLEITUNG

Der Innenraum ist fiir Menschen in einem hoch industrialisierten Land wie
Deutschland der bestimmende Lebensraum. Nach Erhebungen des Umwelt-
bundesamtes verbringen Menschen in Deutschland etwa 90% der Lebenszeit in
Innenrdumen. Davon entfallen etwa zwei Drittel auf Wohnrdume, insbesondere
Schlafrdume (Korner und Stroh 2003). Bereits geringe Belastungen der Innenraum-
luft konnen zu erheblichen Mengen inhalativ aufgenommener Schadstoff-
konzentrationen fuihren. Eine weitere wichtige Tatsache ist, dass sich in
Wohnriumen auch besonders empfindliche Personengruppen wie Kinder, alte und
kranke Menschen aufhalten. Die Schadstoffbelastung der Innenraumluft und die
Komplexitdt der Zusammensetzung haben in den letzten Jahren stetig
zugenommen. Hersteller setzen Handelsprodukten (Bauprodukte, Farben, Lacke
usw.) vermehrt Chemikalien zu, um die Lagerdauer zu erhdhen. Auch werden
Rdume aufgrund von Mafinahmen zur Einsparung von Heizenergie (bessere
Bauprodukte, dicht schliefende Fenster) besser isoliert und damit weniger
durchliiftet (BUND Arbeitskreis Umweltchemikalien Toxikologie 1995). Das
Liftungsverhalten der Bewohner ist dieser Tatsache noch nicht angepasst, was
einen verminderten Luftwechsel in der Wohnung und damit verbunden einen

verminderten Abtransport von Schadstoffen zur Folge hat.

Viele Menschen klagen nach langem Aufenthalt in Innenrdumen tiber gesund-
heitliche Beschwerden, die auf Bauprodukte oder schlechtes Raumklima
zuriickgefithrt werden. Da es sich in den meisten Fallen um unspezifische
Symptome handelt, konnen diese nicht direkt zugeordnet werden. Seit Mitte der
70er Jahre gibt es den Begriff des ,Sick-Building-Syndroms”, unter dem ein breites
Spektrum von Befindlichkeitsstérungen beschrieben wird, die nach dem
Aufenthalt in Réumen auftreten. Solche Symptome sind z.B. Reizerscheinungen an
Auge (Brennen der Augen), Nase (Trockenheit der Schleimhiute) oder Rachen

(Heiserkeit), Hautreizungen (Rétungen, Juckreiz), unspezifische Uberempfindlich-
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keiten (laufende Nase, tranende Augen, asthma&hnliche Symptome), neurologische
oder neurotoxische Symptome (Konzentrationsstérungen, Schwindel,
Kopfschmerzen) oder auch Geruchs- und Geschmacksstérungen. Nach heutigem
Wissen konnen verschiedene Faktoren zur Entstehung des ,Sick-Building-
Syndroms” beitragen. Solche sind z.B. physikalischer (Temperatur, Luftfeuchte,
Lirm, Beleuchtung, Liftungsrate), stofflicher (Tabakrauch, Schwebstaub, fliichtige
organische Verbindungen) oder biologischer (Bakterien, Pilze) Natur (BUND

Arbeitskreis Umweltchemikalien Toxikologie 1995).

1.1 Fliichtige organische Verbindungen im Innenraum

Wichtige Schadstoffe im Innenraum sind die fliichtigen organischen Verbindungen
(VOC, wolatile organic compounds), welche bei Raumtemperatur in die
Innenraumluft gelangen (Samet et al. 1988). Es sind Chemikalien, deren Siede-
bereich zwischen 50°C und 260°C liegt. Zu den VOC gehoren z.B. aliphatische und
aromatische Kohlenwasserstoffe, Alkohole, Aldehyde, Ketone, Ester und Terpene.
Mogliche Emissionsquellen fiir VOC sind Farben, Klebstoffe, Baumaterialien,
Mbobel, trockengereinigte Kleidungsstiicke, Reinigungsmittel, Teppiche und

Tabakrauch (Samet et al. 1987, Samet et al. 1988, Cooke 1991).

Inhaltsstoffe aus Farben und Lacken, die durch Renovierungstitigkeiten in die
Innenraumluft gelangen, stellen eine der héufigsten Schadstoffquellen in Raumen
dar. Die enthaltenen Losungsmittel verfliichtigen sich nach dem Auftragen der
Farben schnell, wodurch ein (Lack-) Film entsteht. Wahrend der Auftragung der
Farben und Lacke treten demnach hohe Schadstoffkonzentrationen im Innenraum
auf. Ein Teil der Lésungsmittel tritt in den Untergrund ein oder verbleibt im Farb-
film und wird verzogert an die Umgebung freigesetzt. Das fithrt dazu, dass nach

Wochen und Monaten noch eine Schadstoffbelastung im Innenraum vorhanden ist.

Losungsmittelhaltige Kleber, die fiir die Verlegung von textilen Fuibodenbeldgen
verwendet werden, sind eine weitere Schadstoffquelle im Innenraum. Es kommt
auch hier zu einer zunichst hohen und spater niedrigeren und lang anhaltenden
Freisetzung von Schadstoffen und damit zu einer Belastung der Innenraumluft.

Besonders betroffen sind in beiden Fillen Personen, die den Schadstoffen direkt
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ausgesetzt sind, wie z.B. Maler oder Teppichverleger. Aber auch Personen, die sich
nach Renovierungsmafinahmen lange in den betroffenen Rdumen aufhalten, sind

einer Dauerbelastung ausgesetzt.

Menschliche Aktivititen wie Renovierung der Wohnung (Wieslander et al. 1997a)
oder Rauchen (Wallace et al. 1987) erhthen die Konzentrationen von VOC in der
Innenraumluft. Wieslander und Mitarbeiter (1997a) konnten zeigen, dass Wohnun-
gen ein Jahr nach der Renovierung ein um durchschnittlich 100 pg/m? erhohten

Total-VOC-Wert (Summe der VOC, TVOC, total volatile organic compounds) hatten.

Wichtige VOC, die bei Renovierungsarbeiten freigesetzt werden, sind aliphatische

und aromatische Kohlenwasserstoffe (aus Lacken, Farben und Klebstoffen).

Zu den hdufig im Innenraum nachgewiesenen aliphatischen Verbindungen
gehoren die Co-Ciz-Alkane (Nonan, Dekan, Undekan, Dodekan und Tridekan) und
Methylcyclopentan. Diese Verbindungen gelangen hauptsichlich durch Inhalation
in den Organismus, aber auch tiber Nahrung, Haut- und Augenkontakt (Hazar-
dous Substances Data Bank - HSDB 2005, National Institute for Occupational Safe-
ty and Health - NIOSH 1983, Sitting 1985). Sie haben hautreizende Eigenschaften,
fihren zu Irritationen von Schleimhduten (Cheminfo 1997, Kjaergaard et al. 1989,
U.S. Coast Guard 1984) und zu Reizungen des Respirationstraktes (Lewis 1996).

Wichtige fliichtige aromatische Verbindungen im Innenraum sind u.a.
Chlorbenzol, Styrol, m-Xylol, Toluol und Benzol. Diese Verbindungen kommen in
Bauprodukten, Klebstoffe, Farben, Reinigungsmitteln oder im Tabakrauch vor
(Environmental Protection Agency - EPA 2006, World Health Organisation -
WHO 2003a, b, ¢, d, WHO 2004). Eine Aufnahme dieser Verbindungen in den
Organismus kann iiber Inhalation, Trinkwasser, Nahrung oder Haut erfolgen.
Tierexperimentelle Studien zeigten, dass es unter Chlorbenzol-Exposition zu
Leber- und Nierenschiden kommen kann. Auch kam es nach Chlorbenzol-
Inhalation zu Stérungen des Zentralen Nervensystems, die zu Bewusstlosigkeit,
Tremor, Unruhe und bis zum Tod fiihrten (ATSDR 1999). Hohe m-Xylol-
Belastungen fithren zu Kopfschmerzen, mangelhafter Muskelkoordination,

Schwindel und Verwirrung. Aulerdem sind Haut-, Augen-, Nasen- und Rachen-
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reizungen, Atemprobleme, verzogerte Reaktionszeiten, Gedédchtnisprobleme,
Magenbeschwerden und Verdnderungen an Leber und Nieren moglich
(ATSDR 2005). Hohe Styrol-, Toluol- oder Benzol-Konzentrationen bewirken
hauptsdchlich Verdnderungen des Zentralen Nervensystems wie Depressionen,
Konzentrationsprobleme, Muskelschwéche, Mudigkeit, Ubelkeit und Irritationen
an Augen, Nase und Rachen (ATSDR 1995, WHO 2003a, WHO 2004). Benzol hat
zusitzlich toxische Effekte auf das blutbildende System (WHO 2004).

Im Rahmen einer epidemiologischen Studie in Leipzig wurden Konzentrations-
messungen fliichtiger Verbindungen in Wohnungen mit Neugeborenen (n=313)
bzw. Vorschulkindern (n=88) durchgefiihrt. Tabelle 1 zeigt fiir ausgewéhlte VOC
die im Innenraum nachgewiesenen Konzentrationen im Vergleich zur Auflenluft

(Herbarth und Rehwagen 1998).

Tabelle 1: Fliichtige organische Verbindungen im Innenraum (gekiirzt aus: Herbarth und
Rehwagen 1998).

fliichtige Wohnung mit Wohnung mit Aufenluft
Verbindung Neugeborenen Vorschulkindern

m+p-Xylol 12,9 ug/m? 52 pg/m? 33 pg/md
Styrol 18 ug/m’ 1,3 ug/m? 01 pg/md
Chlorbenzol 3,5 ug/m* 1,0 pg/m? 0,1 ug/m?
Toluol 59,9 ug/m* 61,0 pg/m? 9,5 ug/m?
Benzol 5,0 pg/m? 59 ug/m? 39 ug/m?
Nenan 6,9 ug/m? 8,5 ug/m? 04 pg/m?
Dekan 20,2 pg/m? 19,9 pg/m* 2,0 ug/m?
Undekan 19,7 pg/m? 18,9 pg/m? 0.8 ug/m*
Dodekan 16,4 pg/m? 12,2 pg/m? 1,1 pg/m?
Tridekan 1,7 pg/ m? 3,8 ng/m? 0,9 pg/m?
Methylcyclopentan | 2,0 pg/m? 1,6 ug/m? 33 ug/m*
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Die hichsten Belastungen mit diesen Chemikalien treten im Innenraum auf, wobei
es insbesondere bei den aromatischen Verbindungen Unterschiede zwischen
Wohnungen, in denen Neugeborene leben und Wohnungen mit Vorschulkindern
gibt, was mit einer htheren Renovierungsfrequenz wihrend der Schwangerschaft
zu erkldaren ist (Diez et al.2003). Die beobachtete Anreicherung fliichtiger

Verbindungen im Innenraum konnte zu gesundheitlichen Schiden fithren.

1.2 Regelungen zur Bewertung der Innenraumluft

Um die Schadstoffbelastung im Innenraum einschétzen zu kénnen, muss die

Qualitat der Inmnenraumluft bewertet werden.

Zur Bewertung von Einzelverbindungen in der Innenraumluft existieren zwei
verschiedene Bewertungskonzepte (Arbeitsgemeinschaft Okologischer Forschungs-
institute e.V.- AGOF 2005): die toxikologisch abgeleitete und die statistisch

abgeleitete Bewertung.

Die toxikologische Bewertung beruht auf tierexperimentellen Untersuchungen.
Dabei werden Tiere unterschiedlichen Konzentrationen einer einzelnen fltichtigen
Verbindung ausgesetzt. Es wird die Konzentration ermittelt, bei der am Tier
erkennbare  gesundheitliche Schiaden (Organverdnderungen, Stoffwechsel-
storungen) auftreten. Nachteil dieser Methode ist, dass nur am Tier sichtbare
Beeintrdchtigungen  der  Gesundheit  berticksichtigt ~ werden  kdnnen.
Gesundbheitliche Probleme wie Kopfschmerzen oder Konzentrationsstorungen, die
einen Crofsteil der Befindlichkeitsstorungen unter VOC-Belastung ausmachen,
bleiben unberticksichtigt. Auch werden keine Expositionen mit VOC-Mischungen,

die unter natiirlichen Bedingungen im Innenraum vorliegen, einbezogen.

Statistisch abgeleitete Bewertungskonzepte stiitzen sich auf Berechnungen von
Ergebnissen einer Vielzahl reprasentativer Raumluftmessungen. Hier wird die im
Durchschnitt vorliegende VOC-Belastung im Innenraum ermittelt und als
»normal” definiert. Ein Gesundheitsrisiko kann hier allerdings nicht erfasst

werden.
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Verschiedene Institutionen haben sich mit der Erstellung von Orientierungswerten
und Richtwerten beschéftigt, die allerdings keinen rechtsverbindlichen Charakter

haben.

Die AGOF (2005) hat Orientierungswerte herausgegeben, die statistisch abgeleitet
sind. Sie umfassen , Hintergrund-, Normal- und Auffilligkeitswerte”, die wie folgt

definiert sind:

e ,Der 'Hintergrundwert’ beschreibt einen Zustand, der durch konsequente
Vermeidung von Emissionsquellen erreichbar und deshalb anzustreben ist.

(...)." Dieser Wert ist das 10-Perzentil der Messwerteverteilung,.

e ,Der ‘Normalwert’ stellt die durchschnittliche Belastungssituation des
betrachteten Kollektivs dar, die im Allgemeinen auf Quellen im Innenraum
zuriickgeht. (...).” Der ,Normalwert’ ist das 50-Perzentil der

Messwerteverteilung.

e ,Der ‘Auffilligkeitswert’ beschreibt eine Uberschreitung von in Innen-
rdumen tiiblichen Konzentrationen und legt das Vorhandensein einer
Schadstoffquelle nahe. (...).” Dieser Wert ist das 90-Perzentil der

Messwerteverteilung.

Koérner und Mitarbeiter (2003) verwenden fiir die Einschédtzung der Innenraum-
belastung Vergleichswerte. Diese werden als Hintergrundwerte definiert oder sind
auf die Maximale Arbeitsplatzkonzentration (MAK) bezogen. Die Definition der

Hintergrundwerte weicht hier im Vergleich zur Definition der AGOF ab:

»  Hintergrundwerte’ sind ein Maf fiir die iibliche Belastung der Innen-
raumluft in Deutschland. Sie wurden vom Umweltbundesamt durch
Untersuchungen der Innenraumluft in fast 500 Wohnungen erhoben. Durch
den Vergleich mit den Werten dieser Studie kann festgestellt werden, ob
eine zu hohe oder eine ,iibliche” Belastung im Innenraum vorliegt. Als
erhoht wird ein Wert angesehen, der hoher als 95% aller beobachteten

Werte liegt (95-Perzentil).
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e Die Maximalen Arbeitsplatzkonzentrationen kénnen ebenfalls als Anhalts-
punkte verwendet werden. Es muss jedoch beachtet werden, dass diese
Werte fur gesunde Arbeitnehmer mit einer Wochenarbeitszeit von max.
40 Stunden gelten. Auch sind keine Risikogruppen wie Kinder oder Kranke
berticksichtigt. In erster Naherung gilt, dass mit Gesundheitsrisiken nicht
gerechnet wird, wenn die Konzentration einer Chemikalie unter 1% des

MAK-Wertes liegt.

Tabelle 2 stellt die einzelnen Daten gegeniiber.

Tabelle 2: Orientierungswerte fiir die Bewertung der Innenraumluft.
. . . 1% des
e B L ol o o O - O PR
n-Nonan <1pg/m' Tug/m? 20 ug/m? 5,0 pg/m? 31 pg/m?
n-Dekan <1 pg/m’ 3ug/m? 30 ug/m* 8.3 pg/m’ 52 pg/m?
n-Undekan <1pg/m’ 4pg/m® 30 pg/m’ 6,0 pg/m’ 28 pg/m’
n-Dodekan <1pg/m’ 3pg/mt 20 pg/m? 4.0 pg/m’ 17 pg/ m*
n-Tridekan <1ug/m’ 2ug/m?* 10 pg/m? 4.9 ug/m? 22 pg/m?
Methylcyclopentan <1 pg/m' <1 pg/m? 10 pg/m? 24 pg/m 74 pg/m’
Chlorbenzol - - - - - 46 000 pg/m” | 460 pg/m*
Styrol <1 ug/m? 2 g/ m 10 pg/m? 07 pg/fo 6 ug/m? 85000 pg/m* | 850 pg/m?
m~Xylu| 3ug/m’ 10 ug/m* 30 pg/m? 16,3 pg/m* 57 ug/m’ 440000 pg/ m* | 4400 pg/m*
" nach AGOF 2005 - kein Wert vorhanden

* nach Krause et al. 1991

Fiir die flichtige Verbindung Styrol gibt es toxikologisch abgeleitete Richtwerte,
die ebenfalls keinen rechtsverbindlichen Charakter haben. Die Innenraum-
lufthygiene-Kommission des Umweltbundesamtes definiert zwei Arten wvon

Richtwerten (Ad-hoc-Arbeitsgruppe 1996):

e ,Der Richtwert] ist die Konzentration eines Stoffes in der Innenraumluft,
bei der (...) auch bei lebenslanger Exposition keine gesundheitlichen Beein-
trachtigungen zu erwarten sind. (...). Aus Vorsorgegriinden besteht im
Konzentrationsbereich zwischen RichtwertI und Richtwert II Handlungs-
bedarf. (...). Der Richtwert] kann als Sanierungszielwert dienen. Er soll

nicht ,,ausgeschopft”, sondern nach Méglichkeit unterschritten werden.”
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e, Der Richtwert II (...) stellt die Konzentration dar, bei deren Erreichen bzw.
Uberschreiten unverziiglich Handlungsbedarf besteht, da diese Konzen-
tration geeignet ist, insbesondere fiir empfindliche Personen bei Dauer-

aufenthalt in den Rdumen eine gesundheitliche Gefiahrdung darzustellen.”
Der Richtwert I betragt fiir Styrol 30 pg/m?3 und Richtwert I 300 pg/m?.

In einer weiteren Studie wurden fiir die Verbindungen Styrol und Xylol (alle
[somere) toxikologisch begriindete Richtwerte fiir die Luft von Biirordumen
festgelegt. Diese Werte stellen 90-Perzentilwerte der Haufigkeitsverteilung der
Messergebnisse dar und liegen fiir Styrol bei 7 pg/m? und fiir Xylol bei 34 pg/m3
(Schlechter et al. 2004).

Fiir die Beurteilung der Qualitat der Innenraumluft wird auch der TVOC-Wert
herangezogen. Im Gegensatz zur Luft an industriellen Arbeitspldtzen, die in ihrer
Zusammensetzung anndhernd bekannt ist, ist die Luft in privaten Rdumen
wesentlich komplexer zusammengesetzt. Dies gilt besonders fiir die in grofler
Vielzahl in der Innenraumluft vorkommenden Chemikalien. Aufgrund von
unterschiedlichen chemischen Eigenschaften und Wirkungen der Verbindungen ist
die Angabe von Richtwerten fiir die Summe aller VOC schwierig. Auch ist zu
beachten, dass die Effekte von unterschiedlich zusammengesetzten VOC-
Mischungen unterschiedlich stark sind. Fiir die Innenraumluft wird ein TVOC-
Zielwert von 200 pg/m?® bis 300 ug/m?® angegeben (Seifert 1999). Dieser Wert ist
weniger zur gesundheitlichen Bewertung gedacht, gibt aber bei Uberschreitung
Hinweise auf das Vorhandensein von Schadstoffquellen im Innenraum. Fiir
Raume, die fiir einen liangerfristigen Aufenthalt bestimmt sind, sollte ein TVOC-
Wert von 1000 pg/m? bis 3000 ug/m?® nicht iberschritten werden (Seifert 1999).
TVOC-Werte zwischen 10 mg/m? und 25 mg/m? sind allenfalls voriibergehend
taglich zumutbar (Seifert 1999). Solche Konzentrationen konnen beispielsweise

nach Renovierungen auftreten.
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1.3  Einfluss von fliichtigen organischen Verbindungen auf
die Gesundheit

Bisher existieren nur wenige experimentelle Studien zum Einfluss von Innenraum-

schadstoffen auf die Entstehung von Atemwegserkrankungen und Allergien.

Ashley und Mitarbeiter (1996) konnten zeigen, dass flichtige Verbindungen nach
dauerhafter Exposition durch Inhalation im Organismus angereichert werden.
Geringe Konzentrationen dieser VOC konnten resorbiert und damit im Blut

nachgewiesen werden (Ashley et al. 1996).

Die Belastung der Innenraumluft mit flichtigen Verbindungen steht im
Zusammenhang mit Asthma und Atemwegserkrankungen bei Kindern (Ware et
al. 1993, Diez et al. 2000) und Erwachsenen (Wieslander et al. 1997a). Eine Studie, in
der Probanden mit VOC-Mischungen exponiert wurden (Koren et al. 1992) und
eine Studie mit Malern (Wieslander et al. 1997b) zeigten, dass geringere VOC-Kon-
zentrationen von 25 mg/m? zu entzlindlichen Reaktionen der Atemwege fiihren. In
einer weiteren Studie (Wieslander et al. 1997a) konnte ein Zusammenhang
zwischen renovierten Innenrdumen und dem Auftreten von Asthma bereits bei
niedrigeren VOC-Konzentrationen von 300 ug/m? bis 400 pg/m? gezeigt werden.
Diez und Mitarbeiter (2000) konnten weiterhin zeigen, dass Renovierungsarbeiten
in der Schwangerschaft spater beim 6-wéchigen Kind zu Symptomen einer Atem-
wegsinfektion fithren. Auch trugen Styrol-Konzentrationen von tiber 2 pg/m? zur
Entstehung von Atemwegsinfektionen bei 6 Wochen alten Kindern bei. Renovie-
rungsmafnahmen in der gesamten Wohnung wéhrend des zweiten Lebensjahres
des Kindes fiihrten zu einem verstirkten Auftreten von obstruktiver Bronchitis
und pfeifender, keuchender Atmung (Wheezing) (Diez et al. 2003). Auch fiihrten
Renovierungstitigkeiten in der Wohnung zu einem erhohten Risiko von obstruk-

tiver Bronchitis in der Zeit bis zum ersten Geburtstag des Kindes (Diez et al. 2003).

Wie flichtige Verbindungen diese Atemwegssymptome auslosen, ist
weitestgehend unbekannt. Die Schadstoffe der Innenraumluft kénnen dabei auf
verschiedenen Wegen in den menschlichen Organismus gelangen. Eine Aufnahme

ist tiber Hautkontakt, Nahrung, Trinkwasser oder durch Inhalation moglich. Fur
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flichtige Verbindungen stellt die Inhalation den wichtigsten Weg dar. Die
Schadstoffe kommen dabei in den Bronchien und Alveolen (Ort des
Gasaustausches) mit Epithelzellen und Alveolarmakrophagen in Kontakt. Die
verschiedenen Zellen des Lungenepithels stellen zum einen eine physikalische
Barriere dar (zilientragende Epithelzellen, Schleimproduktion durch Becherzellen),
haben aber zum anderen durch ihre spezifischen Funktionen (Produktion von
Zytokinen, Chemokinen und proteinhaltigen Sekreten) gemeinsam mit

Immunzellen eine zusidtzliche Abwehrfunktion.

Durch eingeatmete Schadstoffe kénnen Entziindungsprozesse in den Atemwegen
induziert werden. Dabei spielen inflammatorische Zytokine eine wichtige Rolle.
Stimulierte Alveolarmakrophagen setzen Interleukin-1f (IL-1p) und Tumor-
nekrosefaktor-o. (TNF-a) frei. Diese Zytokine stehen am Anfang der inflamma-
torischen Kaskade. Sie fithren zur Freisetzung weiterer Zytokine und Chemokine
durch Makrophagen und mesenchymale Zellen wie Epithelzellen, Endothelzellen
und Fibroblasten. So werden nach Stimulation mit IL-1 und TNF-a Chemokine
wie IL-8 (Bazzoni et al. 1991), RANTES (Regqulated upon Activation Normal T cells
Expressed and Secreted) (Schall et al. 1990), Eotaxin (Ponath et al. 1996), MIP-1a
und -18 (macrophage inflammatory protein) (Sherry et al. 1988) und MCP-1 bis -4
(monocyte chemoattractant protein) (Leonard und Yoshimura 1990) produziert. Diese
freigesetzten Chemokine bewirken das Einwandern von Leukozyten aus dem Blut
an den Ort der Entziindung. Es werden verschiedene Gruppen von Chemokinen
unterschieden. Die CXC-Chemokine, deren Hauptvertreter das Chemokin IL-8 ist,
bewirken die Einwanderung neutrophiler Granulozyten und sind demnach fiir
entziindliche Prozesse verantwortlich. CC-Chemokine, zu denen MIP, MCP,
RANTES und Eotaxin gehoren, bewirken die Chemotaxis und Aktivierung von
Monozyten, Lymphozyten sowie eosinophilen und basophilen Granulozyten. Sie

sind damit z.B. an allergischen und entziindlichen Prozessen beteiligt.

In weiteren Studien konnte ein Zusammenhang zwischen VOC-Belastung und der
Entstehung allergischer Reaktionen gezeigt werden. Ergebnisse der Leipziger

Infekt-, Atemwegserkrankungs- und Allergie-Studie mit Schulanfangern (LISS-
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Studie) zeigten, dass Renovierungstitigkeiten vor der Geburt und im ersten
Lebensjahr mit einem Risiko fiir die Ausbildung von Ekzemen und allergischen
Symptomen bei 6-jahrigen Kindern verbunden sind (Herbarth et al. 2006). Auch die
Ergebnisse der Leipziger Allergie-Risikokinder-Studie (LARS-Studie) konnten
belegen, dass bei Allergie-Risikokindern eine Exposition mit chemischen Schad-
stoffen der Innenraumluft mit einer Sensibilisierung gegen Nahrungsmittelaller-
genen im Zusammenhang steht. Eine dosisabhingige Beziehung zwischen VOC-
Exposition und Sensibilisierung gegen Milchproteine wurde z.B. fiir Chlorbenzol,
Nonan, Dekan sowie o- und m-p-Xylol gezeigt (Lehmann et al. 2001). Fiir Chlor-
benzol wurde zusitzlich eine erhthte Privalenz fiir eine Sensibilisierung gegen
Eiweifl nachgewiesen (Lehmann et al. 2001). Auch korrelierte die VOC-Exposition
mit einer reduzierten Anzahl von IFN-y-produzierenden T-Helferzellen vom Typ 1
(Th1-Zellen) (fiir Chlorbenzol und die Cs-Ci3-Alkane) und einer erhthten Anzahl
von [L-4-produzierenden T-Helferzellen vom Typ 2 (Th2-Zellen) (fiir Chlorbenzol),
was fiir allergisches Geschehen kennzeichnend ist (im Kapitel 1.3.1 beschrieben).
Signifikante Zusammenhénge konnten fiir Nonan, Dekan und Dodekan gefunden
werden. Somit ist dies der erste Beweis, dass fliichtige Verbindungen zu einer
Verschiebung der Thl/Th2-Balance in Richtung des allergischen Geschehens
(Uberwiegen der Th2-Antwort) fithren kénnen. Es wird vermutet, dass ein gleich-
zeitiger Anstieg der Typ-2-Immunitit und das Vorhandensein von Allergenen zu
einer allergischen Sensibilisierung beitragen kénnen (Lehmann et al. 2001). Ergeb-
nisse der LARS-Studie zeigten ebenfalls einen Zusammenhang zwischen
VOC-Exposition und Manifestation von Allergien (Diez et al. 1999, Herbarth et
al. 2000). Lehmann und Mitarbeiter (2002) konnten weiterhin zeigen, dass Reno-
vierungstitigkeiten wahrend der Schwangerschaft mit einer reduzierten Anzahl

Typ 1-Zytokine-produzierender T-Lymphozyten beim Neugeborenen einhergehen.

Von besonderem Interesse ist die Frage, wie fliichtige Verbindungen die
beobachteten Effekte auslosen und auf welchem Weg es zu der Verschiebung des
Th1/Th2-Gleichgewichtes kommt. Mboglich wire, dass es zu einer direkten
Interaktion mit T-Lymphozyten kommt. Diese Fragestellung kann in epidemio-

logischen Studien nicht geklirt werden.
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1.3.1 Rolle der Thl/Th2-Regulation bei allergischen Erkran-
kungen

Ein Zusammenhang zwischen VOC-Belastung im Innenraum und dem Auftreten

allergischer Erkrankungen (Sofortreaktion, Allergie Typ I) konnte in verschiedenen

Studien gezeigt werden.

Bei einer allergischen Reaktion handelt es sich um eine pathologische
Dysregulation des Immunsystems nach Kontakt mit einem Allergen. Dabei kommt
es nach Erstkontakt mit dem Allergen zur Bildung von Antikdrpern (Sensibili-
sierung). Nach erneutem Kontakt mit dem Allergen werden allergische Symptome
hervorgerufen. Diese konnen sich in Form von Asthma, Heuschnupfen, atopischen

Hauterkrankungen oder auch Nahrungsmittel-Unvertraglichkeiten duffern.

Wichtige Zellen bei allergischen Reaktionen sind T- und B-Lymphozyten. Die
T-Lymphozyten werden in zwei Klassen unterteilt: T-Zellen, die den Korezeptor
CD8 tragen (zytotoxischen T-Zellen, Abtoten virusinfizierter Zellen) und T-Zellen,
die auf ihrer Oberfliche das Korezeptorprotein CD4 exprimieren (T-Helferzellen).
CD4*-T-Zellen konnen je nach ihren sezernierten Zytokinen in naive T-Zellen
(ThO-Zellen), Thl- und Th2-Zellen sowie regulatorische T-Zellen unterschieden
werden. Diese haben verschiedene Eigenschaften und beeinflussen die Immun-

reaktion in unterschiedliche Richtungen.

Das Allergen wird nach Aufnahme in den Organismus von Antigen-prasentie-
renden Zellen (APZ), z.B. dendritischen Zellen oder Makrophagen aufgenommen
und in Peptide abgebaut. Diese werden iiber den MHC-II-Komplex den
T-Helferzellen prisentiert und vom entsprechenden T-Zell-Rezeptor (TZR)
erkannt. Naive CD4+-T-Zellen, die auf diese Weise aktiviert werden, entwickeln
sich in Gegenwart des Zytokins IL-4, das von anderen Th2-Zellen, aber auch von
Mastzellen, Basophilen oder Eosinophilen (Nelms et al. 1999) stammen kann, zu
Th2-Zellen. IL-4 ist damit nicht nur ein Effektor-Zytokin sondern auch ein Stimulus

fiir die Th2-Zelldifferenzierung.

Einige losliche Faktoren konnen andererseits auch eine Thl-Differenzierung

bewirken. Im Vordergrund steht hier das Zytokin IL-12. Es kann von dendritischen
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Zellen, B-Zellen und Makrophagen sezerniert werden und fithrt zu einer
Thl-Antwort (zelluldre Immunantwort, Abwehr intrazellularer Erreger), entweder
durch direkte Wirkung auf T-Helferzellen oder indirekt iiber Natirliche
Killerzellen, die zu einer Induktion der Interferon-y- (IEN-y-) Produktion fiithren
(Seder et al. 1993, Hsieh et al. 1993, Nabors et al. 1995). IFN-y selbst hat einen

hemmenden Effekt auf die Proliferation von Th2-Zellen (Romagnani 1994a).

Regulatorische T-Zellen sind CD4+-T-Zellen, die vermutlich die Entstehung von
Allergien und Asthma aber auch Autoimmunerkrankungen kontrollieren kénnen.
Wichtige regulatorische T-Zellen sind z.B. Th3-Zellen, regulatorische T-Zellen vom
Typ1 (Trl-Zellen) und CD4+-CD25+-Zellen (Akbari et al. 2003). Diese Zellen
produzieren die Mediatoren Transforming Growth Factor beta (TGF-B) und/oder
IL-10, welche regulierende oder suppressive Eigenschaften haben. Sie konnen
unerwiinschte Th2-Antworten auf Allergene aus der Umwelt verhindern.
Maoglicherweise entstehen demnach atopische Sensibilisierungen durch Mangel
oder Fehlen dieser Zellen. Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass IL-10-
produzierende regulatorische T-Zellen Allergen-aktivierte IL-4-produzierende
T-Zellen hemmen konnen (Akdis et al. 2004). Der Mechanismus dieser Wirkungen
ist noch unbekannt. Diese Zellen konnten zukiinftig z.B. bei der Therapie allergi-

scher Erkrankungen eine grof3e Rolle spielen (Robinson et al. 2004, Jang et al. 2006).

Neben der Interaktion des TZR mit dem MHC-II-Komplex sind fiir die Aktivierung
entsprechender  Zielzellen kostimulatorische Signale (Interaktionen  mit
Zelloberflichenmolekiillen auf der APZ) oder auch sezernierte Zytokine
notwendig. Thl-Zellen produzieren hauptsédchlich IFN-y, TNF-c;, TNF-B und IL-2
und unterstiitzen damit die =zellulire Abwehr (z.B. Aktivierung von
Makrophagen). Im Gegensatz dazu sezernieren Th2-Zellen IL-4, IL-5 sowie IL-13
und spielen beim allergischen Geschehen eine grofie Rolle. Sie tragen zur
Aktivierung und Differenzierung von B-Zellen bei. Weiterhin kommt es zum
Klassenwechsel der von den B-Lymphozyten produzierten Antikérper zum Isotyp
Immunglobulin E (IgE) (Bonnefoy et al. 1996). Diese IgE-Antikérper binden nun an

ihre Rezeptoren (Fce—Rezeptoren), die auf Mastzellen, aber auch auf basophilen
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und eosinophilen Granulozyten exprimiert werden. Die allergische
Sensibilisierung ist mit diesem Schritt abgeschlossen. Zu den typischen
Symptomen kommt es bei erneutem Kontakt mit dem Allergen. Das Allergen wird
dann an die [gE-Antikérper auf den Oberfldchen von Mastzellen, Basophilen und
Eosinophilen gebunden. Da sich mehrere IgE-Molekiile an ein Allergen anlagern
konnen, kommt es zur Quervernetzung und somit zur Aktivierung der
Effektorzellen, zur Ausschiittung von Mediatoren (z.B. Histamin, Leukotriene,
Prostaglandine, Thromboxan A2) und damit zu dem typischen klinischen Bild, das
z.B. aus allergischem Asthma, allergischer Konjunktivitis oder Rhinitis sowie

atopischem Ekzem besteht.

Bisher gibt es nur wenige Daten aus experimentellen oder epidemiologischen
Studien, die Hinweise geben, welche Art von inflammatorischen Reaktionen durch
VOC ausgelost oder welche Mediatoren unter VOC-Belastung freigesetzt werden.

Auch sind Mechanismen der VOC-Wirkungen unbekannt.

1.4 Zielstellung

Im Rahmen dieser Promotionsarbeit sollten Inn vifro-Modelle etabliert werden, die
eine Exposition von peripheren mononukleiren Blutzellen (PBMC) und humanen
Lungenepithelzellen mit VOC ermoglichen. Dabei sollten Verbindungen
untersucht werden, fiir die bekannt ist, dass sie durch Renovierungstatigkeiten im
Innenraum nicht nur in erhohten Konzentrationen vorkommen, sondern auch mit
gesundheitsschddigenden Effekten, insbesondere Effekten auf den Respirations-
trakt im Zusammenhang stehen. Ausgewdhlt wurden die fliichtigen aromatischen
Verbindungen Chlorbenzol, Styrol und m-Xylol sowie die aliphatischen
Verbindungen n-Nonan, n-Dekan, n-Undekan, n-Dodekan, n-Tridekan (Co-Cia-
Alkane) und Methylcyclopentan. Neben Effekten der einzelnen Chemikalien
sollten auch Mischungseffekte betrachtet werden, um reale Expositions-

bedingungen nachzubilden.

Folgende Fragestellungen sollten gekldrt werden:
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e Gibt es einen direkten Einfluss der fliichtigen Verbindungen auf die
Zytokinfreisetzung peripherer mononukledrer Blutzellen, insbesondere auf

die Th1l/Th2-Regulation?

* Welche Einzelverbindungen oder Mischungen sind in welchen

Konzentrationsbereichen fiir diese Effekte verantwortlich?

e In welchen Konzentrationsbereichen bewirken diese Verbindungen
Verdnderungen der Zytokin-/Chemokinfreisetzung humaner Lungen-

epithelzellen?

Zur Beantwortung dieser Fragestellungen wurden ein bereits existierendes I vitro-
Modell zur Exposition von peripheren mononukledren Blutzellen mit fliichtigen
Verbindungen modifiziert und neue In vitro-Modelle zur Exposition von humanen
Lungenepithelzellen mit VOC etabliert. Weiterhin wurden Untersuchungen zum
Einfluss von VOC auf das Zusammenwirken von verschiedenen Zelltypen
durchgefihrt. Dazu wurde ein In vitro-Modell zur Exposition von kokultivierten

PBMC und Lungenepithelzellen mit VOC im Transwell-System etabliert.

Die Ergebnisse dieser Arbeit sollen Hinweise geben, von welchen VOC die
stirksten gesundheitlichen Belastungen in innenraumrelevanten Konzen-

trationsbereichen ausgehen.
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2.1 Zellkulturarbeiten

2.1.1 Priparation peripherer mononukleirer Blutzellen

Die Isolierung der PBMC aus dem Buffy Coat von gesunden Spendern erfolgte
unter sterilen Bedingungen. Der Buffy Coat wurde zu gleichen Teilen mit
phosphatgepufferter Kochsalzlosung (PBS, Biochrom AG, Berlin, Deutschland)
verdiinnt. In 50 ml Zentrifugenrshrchen wurden je 12ml des Dichtegradienten
Ficoll Paque (Amersham Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Schweden) verteilt und
anschliefend mit 25 ml des verdiinnten Buffy Coat tberschichtet. Nachfolgend
wurden die Rohrchen 20 min bei 670 x g und Raumtemperatur (RT) zentrifugiert.
Dabei wurden hauptsichlich Lymphozyten und Monozyten von den iibrigen
Blutbestandteilen abgetrennt. Es bildete sich ein heller Interphasenring, der mit
einer Pasteurpipette abgesaugt und in neue Zentrifugenrohrchen tiberfihrt wurde.
Die Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen (Zentrifugation 10 min bei 340 x g
und RT). Nach Zellkernzdhlung mittels Tirk's Reagenz (Serva, Heidelberg,
Deutschland) und Einstellung auf die benstigte Zellzahl wurden die Zellen erneut

zentrifugiert (10 min bei 340 x g und RT) und in Zellkulturmedium aufgenommen.

21.2 Kultivierung der humanen Lungenepithel-Zelllinie A549

Fir ausgewdhlte Invitro-Experimente wurde die humane Lungenkarzinom-

Zelllinie A549 (ATCC Nr. CCL-185) eingesetzt.

Alle Zellkulturarbeiten erfolgten unter sterilen Bedingungen. Die adhirent
wachsenden Zellen wurden mit RPMI 1640 Medium (Biochrom AG), welches mit
8% fetalem Kilberserum (FKS, Biochrom AG) angereichert war, kultiviert. Nach ca.
2-3 Tagen Wachstum bei 37°C, 5% v/v Kohlendioxid (CO2) und wasserdampf-
gesittigter Atmosphére wurden die Zellen passagiert. Dazu wurde das Medium

der in einer 550 ml Gewebekulturflasche mit Filterdeckel (175 cm? Wachstums-
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fliche, Greiner Bio-One, Solingen, Deutschland) vorliegenden Lungenepithelzellen
entfernt. AnschlieBend wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit
Trypsin/EDTA (0,05%/0,02%, PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland) abgelost.
Nach Aufnahme der Zellen in RPMI1640Medium mit 8% FKS und
Zellkernzéhlung mittels Tiirk's Reagenz standen die Zellen dann fiir In vitro-
Experimente zur Verfiigung. Fiir die Weiterkultivierung der Zelllinie wurden
3x10¢ Lungenepithelzellen in 30 ml RPMI 1640 Medium mit 8% FKS in eine neue
550 ml Gewebekulturflasche ausgesit. Diese Zellen wurden wiederum 2-3 Tage bei

37°C, 5% v/v COz und wasserdampfgesittigter Atmosphiére inkubiert.

Um Zellen fiir eine lingere Aufbewahrung einzufrieren, wurden diese nach
Ablosung von der Wachstumsfldche 10 min bei 340 x g und RT zentrifugiert und in
kaltem Einfriermedium [90% FKS, 10% Dimethylsulfoxid (DMSO, Merck,
Darmstadt, Deutschland)] in einer Zelldichte von 6x10% Zellen/ml in Kryorshrchen
(TPP®, Trasadingen, Schweiz) iberfiihrt. Die Réhrchen wurden in einen mit
Isopropanol (Merck) gefiillten Einfrierbehélter gestellt und bei -80°C tiber Nacht
aufbewahrt. Das Isopropanol bewirkte eine konstante Abkiihlung von 1°C pro

Minute. Anschlieffend wurden die Zellen in fliissigem Stickstoff gelagert.

Zum Auftauen und Revitalisieren der Zellen wurden die Kryordhrchen aus dem
fliissigen Stickstoff entnommen und bei 37°C aufgetaut. Die Zellen wurden in
RPMI 1640 Medium mit 8% FKS aufgenommen und 10 min bei 340 x g und RT
zentrifugiert, um das DMSO zu entfernen. Anschliefend wurden die Zellen in
RPMI1640  Medium mit 8% FKS aufgenommen und in  eine

550 ml Gewebekulturflasche zur weiteren Kultivierung tiberfiihrt.

Fir die Experimente wurden Zellen der 2. bis 20. Passage eingesetzt.
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2.2 Exposition  humaner  Zellen mit  fliichtigen
organischen Verbindungen im Zellkulturrohrchen-
Modell

221 VOC-Exposition peripherer mononukleirer Blutzellen

Alle Experimente erfolgten als Dreifachbestimmungen. Als Zellkulturmedium
wurde eine Mischung aus !5 RPMI1640 Medium und % COz-unabhiangigem
Medium  (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland), welchem 1% essentielle
Aminosduren (BME-Aminosduren, 100x), 1% N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin
(200 mM) (beide Reagenzien von Biochrom AG) und 5% FKS zugesetzt wurden,
verwendet. Die bei der Zellpriparation aus dem Buffy Coat erhaltenen PBMC
wurden mit Medium resuspendiert und auf 1x10¢Zellen/ml eingestellt. Die
Stimulation erfolgte mit den monoklonalen Antikérpern anti-CD3 (Klon OKT3,
NatuTec, Frankfurt, Deutschland) und anti-CD28 (Klon CD28.2, Immunotech,

Marseille, Frankreich) in einer Konzentration von je 100 ng/ml.

Fiir die VOC-Exposition der PBMC wurden Glasflaschen mit einem Volumen von
600 ml verwendet. Die Zellsuspension wurde zu je 1ml in 14 ml Zellkultur-
réhrchen mit locker aufsitzender Kappe (TPP®), die einen Gasaustausch in das
Zellkulturrohrchen und das Medium ermdéglicht, verteilt. Anschlieffend wurden
die Zellkulturrchrchen in kleinen Bechergldsern in die auf 37°C vorgewadrmten

Flaschen gestellt (um einen direkten Kontakt mit den Chemikalien zu vermeiden).

Die zu testenden Chemikalien wurden in einem Konzentrationsbereich von
0,001 pg/m?3 bis 100 g/m?* untersucht. Dafiir wurden die jeweiligen Chemikalien-
konzentrationen, wie unter Absatz 2.4 beschrieben, hergestellt und die
entsprechende Chemikalien-Losungsmittelmenge in die Flasche pipettiert.
Anschlieffend wurden die Flaschen, um ein Entweichen der Chemikalie zu
verhindern, ziigig verschlossen. Nach dem Einstellen der Flaschen in den
Brutschrank (37°C) kam es zu einer schnellen Verfliichtigung der Chemikalien im
geschlossenen System, so dass sich in den Glasflaschen innerhalb kurzer Zeit eine

chemikalienhaltige Gasphase einstellte. Jeder Versuchsansatz beinhaltete eine
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Anfangs- und eine Endkontrolle. Bei diesen Kontrollen wurden die PBMC mit dem

reinen Losungsmittel anstelle der Chemikalien-Losungsmittelmischung exponiert.

Der experimentelle Ablauf ist in Abbildung 1 schematisch dargestellt.

VOC-Exposition
tiber die Gasphase

ELISA
Analyse der Zell-

20 h . kulturiiberstinde
MTT-Test
Zytotoxizitit

Periphere mononukledre Blutzellen (PBMC)
mit aCD3/aCD28 stimuliert (je 100 ng/ml)

Abbildung 1:  Invitro-Modell zur Exposition von PBMC mit fliichtigen organischen
Verbindungen.

Nach einer Expositionsdauer von 20 h wurden die Zellkulturrdhrchen aus den
Flaschen entnommen und 10 min bei 340 x g und RT zentrifugiert. Anschliefend
wurden 700 ul zellfreier Kulturiiberstand abgenommen und bei -20°C fiir die
Analyse mittels ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) aufbewahrt. Die

verbleibenden Zellen wurden im MTT-Test auf zytotoxische Effekte untersucht.

2.2.2 VOC-Exposition humaner Lungenepithelzellen

Alle Experimente erfolgten als Zweifachbestimmungen. Die Kultivierung der
Lungenepithel-Zelllinie A549 erfolgte wie unter Abschnitt 2.1.2 beschrieben. Nach
Ablosen der Lungenepithelzellen von der Gewebekulturflasche und Zellzéhlung
wurden die Zellen auf eine Zellzahl von 2x10° Zellen in 3 ml RPMI 1640 Medium
mit 8% FKS eingestellt. Die Zellsuspension wurde zu je 3 ml in flache Zellkultur-
rohrchen mit Filterschraubkappe (TPP®, 10 cm? Wachstumsfliche) verteilt. Nach
einer Inkubationszeit von 24 h bei 37°C, 5% v/v CO2 und wasserdampfgesittigter
Atmosphire, in der sich die Zellen an die Wachstumsflidche anheften, wurde das
Medium abgesaugt und durch 3 ml Medium ersetzt, welches zu gleichen Teilen

aus RPMI1640 Medium und COz-unabhidngigem Medium [mit 1% BME-
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Aminosduren (100x) und 1% N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin (200 mM)] bestand.
Die Stimulation der Zellen erfolgte mit 1 ng/ml rekombinantem humanem TNF-a

(rh-TNF-a,, AL-ImmunoTools, Friesoythe, Deutschland).

Fir die VOC-Exposition wurden eckige Glasflaschen mit einem Volumen von
600 ml verwendet. Die Filterschraubkappen der Zellkulturréhrchen wurden in eine
halboffene Position gebracht, so dass ein Gasaustausch méglich war. Anschliefend
wurden die Réhrchen auf kleinen Glasbankchen (um einen direkten Kontakt der
Chemikalien mit den Zellkulturrohrchen zu vermeiden) in die auf 37°C
vorgewdrmten Flaschen gelegt. Die offenen Flaschen wurden im Brutschrank bei
37°C, 5% v/v CO> und wasserdampfgesattigter Atmosphére eine halbe Stunde
vorinkubiert. Die VOC-Exposition der Lungenepithelzellen erfolgte nach der unter
Kapitel 2.4 beschriebenen Vorgehensweise. Jeder Versuchsansatz beinhaltete eine
Anfangs- und eine Endkontrolle. Bei diesen Kontrollen wurden die Lungen-
epithelzellen mit dem reinen Losungsmittel anstelle der Chemikalien-Losungs-

mittelmischung exponiert.

Abbildung 2 gibt den experimentellen Ablauf schematisch wieder.

VOC-Exposition
iiber die Gasphase

ELISA
Analyse der Zell-

=l é é g é & kulturiiberstande
MTT-Test
Zytotoxizitat

Lungenepithelzellen (A549)
mit TNF-a stimuliert (1 ng/ml)

Abbildung 2:  In vitro-Modell zur Exposition von Lungenepithelzellen (A549) mit fliichtigen
organischen Verbindungen.

Nach einer Expositionszeit von 20h wurden die Zellkulturrohrchen aus den
Flaschen entnommen und der gesamte Zellkulturiberstand eines jeden
Zellkulturrshrchens in 5 ml Réhrchen tberfiihrt. Diese wurden 5 min bei 340 x g
und RT zentrifugiert. AnschlieBend wurden die zellfreien Uberstinde erneut in

5 ml Réhrchen iiberfithrt und bei -20°C eingefroren. Die Uberstinde konnten dann
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fiir weitere Experimente und die Analyse mittels ELISA verwendet werden. Die

Lungenepithelzellen wurden im MTT-Test auf zytotoxische Effekte untersucht.

2.3 Exposition  humaner  Zellen mit fliichtigen
organischen Verbindungen im Transwell-Modell

Fiir die Experimente wurden Transwell-Einsdtze mit einem Porendurchmesser von
0,4 pm (Maxicell 24w, TPP®) und SonicSeal Slide™ Wells (Nunc, Wiesbaden,
Deutschland) mit 4 Kavitdten und einer Wachstumsfliche von 1,54 cm?/Well

verwendet.

2.3.1 VOC-Exposition peripherer mononukledrer Blutzellen

Nach Prédparation der PBMC wie unter Absatz 2.1.1 beschrieben, wurden die Zellen
in Medium, welches aus ! RPMI1640 Medium und % COs-unabhingigem
Medium mit 1% BME-Aminosduren (100x) und 1% N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin
(200 mM) bestand und 5% FKS enthielt, aufgenommen und die Zellzahl auf
2,5x10%/ml eingestellt. Entsprechend der Anzahl der bendtigten Ansétze wurden
24-Well-Platten (TPP®) mit 400 pl/Well Medium vorbereitet. Die Transwell-
Einsdtze wurden in die 24-Well-Platten gestellt und je 200 pl Zellsuspension hinzu
pipettiert. Die Zellen wurden fiir 24 h im Brutschrank bei 37°C, 5% v/v COz und
wasserdampfgesittigter Atmosphére inkubiert. In dieser Zeit setzten sich die
Zellen auf der Membran ab. Zur Vorbereitung der Slide-Wells wurden je 500 ul
Medium in die Kavitdten verteilt. Das Medium in den Transwell-Einsatzen wurde
entfernt und die Einsidtze in die Kavitdten der Slide-Wells gestellt. Die PBMC
wurden mit den monoklonalen Antikérpern anti-CD3 (Klon OKT3) und anti-CD28

(Klon CD28.2) in einer Konzentration von je 100 ng/ml stimuliert.

Fiir die VOC-Exposition wurden eckige Glasflaschen mit einem Volumen von
600 ml verwendet. Die Slide-Wells wurden auf kleinen Glasbinkchen (um einen
direkten Kontakt mit den Chemikalien zu vermeiden) in die auf 37°C
vorgewdrmten Flaschen gestellt. Der weitere Verlauf der VOC-Exposition erfolgte

wie unter Kapitel 2.2.2 beschrieben. Abbildung 3 stellt den Ablauf schematisch dar.
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Abbildung 3:  Schematischer Ablauf der VOC-Exposition von PBMC im Transwell-Modell.

Nach einer Expositionszeit von 20 h wurden die Slide-Wells aus den Flaschen
entnommen und je 100 ul/Well Zellkulturmedium fir die Zytokin-/Chemokin-
messungen mittels ELISA bei -20°C eingefroren. Weiterhin wurden 100 ul Medium
in die Transwell-Einsédtze mit den PBMC pipettiert, um ein Austrocknen der Zellen
zu vermeiden. Die Zellen wurden bei 37°C, 5% v/v CO:2 und wasserdampf-
gesdttigter Atmosphére weiterinkubiert. Nach 72 h Inkubation wurde das restliche
Medium entnommen und fiir die Analyse mittels ELISA bei -20°C aufbewahrt. Die
Untersuchung der Zellvitalitit erfolgte in einem gesenderten Ansatz nach

20-stiindiger VOC-Exposition.

2.3.2 VOC-Exposition humaner Lungenepithelzellen

Nach dem Ablosen der Lungenepithelzellen von der Wachstumsfliche und
Zellzdhlung (wie unter Abschnitt 2.1.2 beschrieben) wurden die Zellen in AIM-V
Medium (Invitrogen) aufgenommen und auf eine Zellzahl von 2,5x10° Zellen/ml
eingestellt. Es wurden entsprechend der Anzahl der bendtigten Ansidtze 24-Well-
Platten mit 400 pl/Well AIM-V Medium vorbereitet und die Transwell-Einsatze in
die Kavititen gestellt. Anschliefend wurden je 200 ul der Zellsuspension in die
Transwell-Einsdtze verteilt und die Zellen fiir 24 h im Brutschrank bei 37°C,
5% v/v COz und wasserdampfgesdttigter Atmosphare inkubiert. In dieser Zeit
hefteten sich die Zellen auf der Membran der Transwell-Einsitze an. Nach der
Inkubationszeit wurden die Slide-Wells vorbereitet. Dazu wurden in jede Kavitét
500 ul Medium pipettiert, das zu gleichen Teilen aus AIM-V Medium und
COz.unabhingigem Medium [mit 1% BME-Aminosauren (100x) und 1% N-Acetyl-
L-Alanyl-L-Glutamin (200 mM)] bestand. Anschlieffend wurde das Medium aus

den Transwell-Einsétzen mit den Lungenepithelzellen entfernt und die Einsitze in
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die Kavitaten der Slide-Wells gestellt. Die Zellen wurden mit rh-TNF-a in einer

Konzentration von 1 ng/ml stimuliert.
Der Ablauf der VOC-Exposition erfolgte wie im Abschnitt 2.3.1 beschrieben.

Nach einer Expositionszeit von 20h wurden die Slide-Wells aus den Flaschen
entnommen und die Lungenepithelzellen in den Transwell-Einsatzen mittels MTT-
Test auf =zytotoxische Effekte untersucht. Das Zellkulturmedium wurde
abgenommen und bei -20°C fiir die Zytokin-/Chemokinmessungen mittels ELISA

aufbewahrt.

2.3.3 VOC-Exposition von kokultivierten Lungenepithelzellen
und PBMC

Die Prédparation der PBMC und das Aussden der Lungenepithelzellen in die
Transwell-Einsédtze erfolgten am gleichen Tag. Die PBMC wurden in Medium, das
zu gleichen Teilen aus AIM-V Medium und COz-unabhidngigem Medium [mit 1%
BME-Aminosduren (100x) und 1% N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin (200 mM)]
bestand, aufgenommen und auf eine Zellzahl von 1x10¢ Zellen/ml eingestellt. Die
Zellsuspension wurde zu je 500 ul in die Kavitdten der Slide-Wells verteilt und 24 h
bei 37°C, 5% v/v CO» und wasserdampfgesattigter Atmosphére inkubiert. Die
Lungenepithelzellen wurden wie unter Kapitel 2.3.2 beschrieben in die Transwell-
Einsdtze ausgesit und ebenfalls 24 h bei 37°C, 5% v/v Kohlendioxid und wasser-
dampfgesittigter Atmosphire inkubiert. Nach dieser Inkubationszeit wurde das
Medium aus den Transwell-Einsdtzen entfernt und diese in die Kavitdten der Slide-
Wells gestellt. Die Zellen wurden mit den monoklonalen Antikérpern anti-CD3
(Klon OKT3) und anti-CD28 (Klon CD28.2) in einer Konzentration von je

100 ng/ml sowie mit rh-TNF-a in einer Konzentration von 1 ng/ml stimuliert.
Der Verlauf der VOC-Exposition erfolgte wie unter Absatz 2.3.1 beschrieben.

Nach einer Inkubationszeit von 20h wurden die Slide-Wells aus den Flaschen
entnommen und 100 pl/Well Zellkulturiberstand fiir die Zytokin-/Chemokinana-
lyse mittels ELISA bei -20°C aufbewahrt. Die Transwell-Einsdtze wurden entfernt

und die Slide-Wells bei 37°C, 5% v/v CO2 und wasserdampfgesittigter Atmos-
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phire weiterinkubiert. Nach 72h wurden die restlichen Zellkulturiiberstande

entnommen und bei -20°C fiir die Analyse der Zytokine/Chemokine eingefroren.

2.4 Herstellung der Verdiinnungsreihen der fliichtigen
organischen Verbindungen

Die fliichtigen Verbindungen Chlorbenzol, Styrol, m-Xylol, n-Nonan, n-Dekan,
n-Undecan, n-Dodekan, n-Tridekan (alle Reagenzien wvon Merck) und
Methylcyclopentan (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) wurden untersucht.
Weiterhin wurden die Experimente mit verschiedenen VOC-Mischungen
(Alkanmischung, Aromatenmischung und Gesamtmischung) durchgefiihrt. Die
Alkanmischung bestand dabei aus den gesattigten Verbindungen Methylcyclo-
pentan, n-Nonan, n-Dekan, n-Undecan, n-Dodekan und n-Tridekan, die Aromaten-
mischung aus den ungesittigten Verbindungen Chlorbenzol, Styrol und m-Xylol
und die Gesamtmischung aus allen zu untersuchenden Verbindungen
(Chlorbenzol, Styrol, m-Xylol, Methylcyclopentan, n-Nonan, n-Dekan, n-Undekan,
n-Dodekan und n-Tridekan).

Zur Exposition mit der hochsten Konzentration der Einzelverbindungen
(100 g/m?) bzw. den beiden hochsten Konzentrationen der Mischungen (100 g/m3
und 10 g/m?® wurden die jeweiligen Verbindungen unverdiinnt appliziert. Fiir
niedrigere Konzentrationen wurden verschiedene Losungsmittel verwendet. Es
wurde zundchst eine Mischung aus Losungsmittel und zu untersuchender
Substanz hergestellt, welche dann seriell 1:10 verdiinnt wurde. Um in jeder Flasche
die gleiche Losungsmittelmenge zu haben, wurde bei den hdochsten

Konzentrationen das jeweilige Losungsmittel zusatzlich hinzu pipettiert.

Die Pipettierschritte fiir die einzelnen fliichtigen Verbindungen und die

Chemikalienmischungen sind in Tabelle 3 und Tabelle 4 dargestellt.
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Tabelle 3: Pipettierschritte fur die Exposition von humanen Zellen mit einzelnen
flichtigen organischen Verbindungen.
vOoC Stammlésung 1x10% pg/m? 1x107 pg/m? 1x10° bis 0,001 pg/m?
Chlorbenzol 544 I Chlorbenzol + 54,4 pl Chlorbenzol + 10 pl Stammldsung + je 10 pl seriell 1:10
456 I Methanol 10 pl Methanol 5,4 nl Methanol verdiinnte Stammlisung
Styrol 662 pl Styrol + 66,2 pl Styrol + 10 pl Stammlosung + je 10 pl seriell 1:10
338 ul Methano! 10 pl Methanol 6,6 ul Methanol verdiinnte Stammlsung
m-Xylol 694 ul m-Xylol + 69,4 pl m-Xylol + 10 pl Stammldsung + je 10 pl seriell 1:10
306 pl Methanol 10 pul Methanol 6,9 pl Methanol verdiinnte Stammldsung,
n-Nonan 836 pl n-Nonan + 83,6 ul n-Nonan + 10 pl Stammidsung + je 10 pl seriell 1:10
164 pl Methylcyclopentan |10 ul Methyleyclopentan | 8,4 ul Methyleyclopentan | verdiinnte Stammltsung
n-Dekan 822 pl n-Dekan + 82,2 pl n-Dekan + 10 pl Stammldsung + je 10 ul seriell 1:10
178 ul Methyleyclopentan |10 ul Methyleyclopentan  [8,2 ul Methyleyelopentan | verdiinnte Stammltsung
n-Undekan 811 pl n-Undekan + 81,1 ul n-Undekan + 10 pl Stammldsung + je 10 ul seriell 1:10
189 pl Methylcyclopentan |10 ul Methyleyclopentan  [8,1 ul Methyleyclopentan | verdiinnte Stammldsung
n-Dodekan 802 pl n-Dodekan + 80,2 pl n-Dodekan + 10 pl Stammldsung + je 10 pl seriell 1:10
198 pl Methyleyclopentan 10 pl Methyleyclopentan  |8,0 pl Methyleyclopentan [ verdiinnte Stammlésung
n-Tridekan 794 pl n-Tridekan + 79,4 pl n-Tridekan + 10 pl Stammldsung + je 10 pl seriell 1:10
178 nl Methyleyclopentan |10 ul Methyleyclopentan 17,9 pl Methyleyclopentan [ verdtinnte Stammlisung
Methylcyclopentan 811 nl Methyleyclopentan 81,1 ul Methyleyclopentan |10 pul Stammldsung + je 10 pl seriell 1:10
+ 189 ul Methylenchlorid [+ 10 pl Methylenchlorid | 8,1 pl Methylenchlorid verdiinnte Stammlosung
Tabelle 4: Pipettierschritte fur die Exposition von humanen Zellen mit Mischungen
flichtiger organischer Verbindungen.
voc Stammldsungen 1x10% pg/m? 1x107 pug/m? 1x10° pg/m?® 1x10° bis 0,001 pg/m?
Alkanmischung Stammldsung [ 487,6 pul der Stamm- | 48,8 pl der Stammi- 10 pl der Stamm- je 10 ul seriell 1:10
167.2 pl n-Nonan losung 1+ 10 pl lsung [ +10 pl lsung 11+4,9 ul verdiinnte Stamm-
1644 pl n-Dekan Methylcyclopentan | Methyleyclopentan | Methyleyclopentan | lssung 11
162.2 pl n-Undekan
1604 nl n-Dodekan
158,8 nl n-Tridekan
162,2 pl Methyl-
cyclopentan
Stammlésung [1:
48,8 pl Stammlo-
sung [ +51,2pl
Methyleyclopentan
Aromatenmischung |Stammliisung I: 190,0 pl der Stamm- | 19,0 pl der Stamm- 10 pl der Stamm- je 10 pl seriell 1:10
108,8 ul Chlorbenzol | 18sung [+ 10 ul losung [+ 10 pl losung I+ 1,9 pl verdiinnte Stamm-
1324 pl Styrol Methanol Methanol Methanol Wsung
138,8 ul m-Xylol
Stammidsung 11
19 pl Stammldsung, |
+ 81 pl Methanol
Gesamtmischung die Verdiinnungsreihen der Alkanmischung und der Aromatenmischung werden parallel in die Flaschen

pipettiert
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2.5 Inkubation von PBMC mit Zellkulturiiberstinden
VOC-exponierter Lungenepithelzellen

Die Vorgehensweise der VOC-Exposition der Lungenepithelzellen im Zellkultur-
réhrchen-Modell entsprach der unter Kapitel 2.2.2 beschriebenen. Die Exposition
der Lungenepithelzellen im Transwell-Modell erfolgte in Zellkulturmedium, das
zu gleichen Teilen aus RPMI1640 Medium und CO»-unabhingigem Medium
bestand (Ablauf wie unter Absatz 2.3.2 beschrieben). Die Kulturiiberstinde aus
dem Zellkulturrdhrchen-Modell wurden als Dreifachbestimmungen fiir die Inku-
bationszeiten von 24 h und 72 h auf die PBMC gegeben. Im Gegensatz dazu wurde
die Inkubation der PBMC mit Zellkulturiiberstinden aus dem Transwell-Modell
als Einfachbestimmung fiir 24 h/72h (beide Zeitpunkte in einer Kavitit) durch-
gefiihrt, da nur geringe Mengen an Zellkulturiiberstand zur Verfiigung standen.
Dabei wurden je 250 pl Zellkulturiiberstand in die Kavititen der 48-Well-Platte
(Greiner Bio-One) verteilt. Anschliefend wurden je 50 ul RPMI 1640 Medium mit
den Antikérpern anti-CD3 (Klon OKT3) und anti-CD28 (Klon 28.2) in einer
Konzentration von je 100 ng/ml Endvolumen hinzugegeben. Die aus dem Buffy
Coat praparierten PBMC wurden mit einer Zellzahl von 2,5x10¢/ml in RPMI 1640
Medium mit 12,5% FKS (ergibt eine Endkonzentration in der Zellkultur von
5% FKS) aufgenommen und zu je 200 pl in die Kavitdten der 48-Well-Platte verteilt.
Die Inkubationsdauer betrug 24 h und 72 h im Brutschrank bei 37°C, 5% v/v CO»
und wasserdampfgesittigter Atmosphére. Nach 24-stiindiger Inkubation wurden
die Zellkulturplatten bei 80 x g und RT fir 5min zentrifugiert und je 350 pl
(Kulturiiberstinde aus Zellkulturrshrchen-Modell) bzw. 100 pl (Kulturiiberstinde
aus Transwell-Modell) Zellkulturiiberstand abgenommen. Diese wurden bei -20°C
fiir die Analyse mittels ELISA aufbewahrt. Nach einer Inkubationszeit von 72 h
wurden die Platten wiederum bei 80 x g und RT fiir 5 min zentrifugiert und je
350 ul  (Kulturiiberstinde aus  Zellkulturrshrchen-Modell)  bzw. 250 pl
(Kulturiiberstinde aus Transwell-Modell) Zellkulturtiberstand abgenommen und

bei -20°C fiir die Analyse mittels ELISA eingefroren.

Abbildung 4 gibt den schematischen Ablauf der Untersuchungen wieder.
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Abbildung 4:  Schematischer Ablauf des Transfers der Zellkulturiiberstinde VOC-exponierter
Lungenepithelzellen auf PBMC.

2.6 Untersuchung der Zellvitalitit

261 MTT-Test

Der MTT-Test ist ein Zellvitalititstest. Mit diesem Test werden Effekte der unter-
suchten Chemikalien auf die Vitalitit/Proliferation der humanen Zellen ermittelt.
Der gelbe Tetrazolfarbstoff 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazo-
liumbromid (MTT) wird enzymatisch durch Dehydrogenasen, die nur in der
lebenden Zelle aktiv sind, in ein wasserunlosliches Formazan gespalten, welches
violett gefarbt ist. Nach dem Lysieren der Zellen entsteht eine violett gefirbte

Losung, die spektralphotometrisch vermessen wird.

Der MTT-Test wurde nach dem Protokell von Mosmann (Mosmann 1983)

durchgefiihrt.

Nach der VOC-Exposition von PBMC im Zellkulturréhrchen-Modell und
Abnahme von je 700 ul Zellkulturiiberstand (wie im Kapitel 2.2.1 beschrieben)
wurde in jedes Zellkulturréhrchen 10 pl einer MTT-Losung [5g MTT (Sigma-
Aldrich) pro Liter PBS] pipettiert und kurz geschiittelt.

Die Zellvitalititsmessung der Lungenepithelzellen im Zellkulturréhrchen-Modell
erfolgte in der Weise, dass nach Abnahme der gesamten Zellkulturiiberstinde (wie
unter Absatz 2.2.2 beschrieben) zunichst in jedes Zellkulturrdhrchen 500 pl
RPMI 1640 Medium und anschliefend je 10 ul MTT-Losung pipettiert wurde.
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Fur die Vitalititsuntersuchung der PBMC bzw. der Lungenepithelzellen im
Transwell-Modell wurden die Transwell-Einsitze nach der VOC-Exposition, wie
unter Kapitel 2.3.1 und 2.3.2 beschrieben, in eine 24-Well-Platte mit 400 pl
RPMI 1640 Medium/Well gestellt und je 50 ul RPMI 1640 Medium und 10 pl MTT-

Losung auf die Zellen pipettiert.

Die mit MTT versetzten Zellen wurden fiir 4 h bei 37°C, 5% v/v CO2 und wasser-
dampfgesittigter Atmosphére inkubiert. Durch Zugabe von 300 pl (Zellkultur-
rohrchen-Modell) bzw. 100 ul (Transwell-Modell) MTT-Stopp-Reagenz [10% m/v
Natriumdodecylsulfat (SDS, Merck) in 50%iger v/v wissriger N,N’-Dimethyl-
formamid-Losung (DMF, Serva, Heidelberg, Deutschland)] wurde die Farbreaktion
abgestoppt und die Zellen lysiert. Die Zellen wurden iber Nacht bei 37°C

inkubiert, so dass sich der Farbstoff vollstandig auflésen konnte.

Die Absorptionsmessungen erfolgten in 96-Well-Platten (TPP®). Es wurden je
300 pl Farbstoff-Losung in die Kavitdten tibertragen und photometrisch vermessen.
Die Messung der Extinktion erfolgte im Microplattenphotometer (Photometer
Spectra Image, Tecan, Crailsheim, Deutschland) bei 570 nm gegeniiber dem
Leerwert (Medium mit MTT und SDS/DMEF-Losung, ohne Zellen). Ausgewertet
wurden die Daten mittels Easy Win Kinetics 32 (Easy-Win-Software, Tecan) und

Excel XP (Microsoft, Unterschleiffheim, Deutschland).

Die Absorption ist der Zellvitalitat direkt proportional. Die Ergebnisse wurden als
Prozent der Vitalitdt/Proliferation im Vergleich zur Kontrolle mit dem jeweiligen
Losungsmittel dargestellt [% Vitalitat/Proliferation = 100% x Mittelwert-OD (opti-
sche Dichte) des VOC-Ansatzes/Mittelwert-OD der Kontrolle].

2.6.2 Ethidiumbromid-Farbung

Die Vitalitdtsmessung mittels Ethidiumbromid (1,7-Diamino-10-ethyl-9-phenyl-
phenan-thridinium-bromid) erfelgte am Durchflusszytometer. Ethidiumbromid ist
ein Interkalator, der sich in die Desoxyribonukleinsdure (DNA) von Zellen
einlagert. Da Ethidiumbromid nur in beschddigte oder tote Zellen eindringen kann,

ist mit diesem Test die Messung der Vitalitit einer Zellpopulation moglich.
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Fiir die Untersuchung der Zellvitalitdt wurden nach Exposition von PBMC mit der
Aromatenmischung (Styrol, m-Xylol und Chlorbenzol) und Abnahme von je 700 ul
Zellkulturtiberstand (wie unter Absatz 2.2.1 beschrieben) die Zellen in 12x75 Fal-
con-Roéhrchen (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland) iiberfithrt. In jedes
Roéhrchen wurden 3 ml PBS hinzupipettiert und anschliefend 5 min bei 340 x g und
RT zentrifugiert. Die Uberstinde wurden verworfen und die PBMC mit je 300 pl
PBS versetzt und resuspendiert. Die Zellsuspension wurde mit 1 ng/ml Ethidium-
bromid (Serva) versetzt und 10 min bei 4°C inkubiert. Anschliefend erfolgte die
Messung der Fluoreszenz im Durchflusszytometer (FACSCalibur, Becton Dickin-

son). Die Auswertung erfolgte mittels CellQuest (Becton Dickinson) und Excel XP.

Die Ergebnisse wurden als Anteil vitaler Zellen in Prozent im Vergleich zur
Kontrolle mit dem jeweiligen Losungsmittel dargestellt [% Vitalitat=100% x

Mittelwert-Fluoreszenz des VOC-Ansatzes/Mittelwert-Fluoreszenz der Kontrolle].

2.6.3 Zellvitalititsmessung mittels alamarBlue™ und CFDA, AM

Die Zellvitalititsmessung mittels alamarBlue™ beruht auf der Umsetzung des
nicht fluoreszierenden Resazurin in ein fluoreszierendes Endprodukt durch die
metabolische Aktivitit von lebenden Zellen. CFDA, AM (5-Carboxyfluorescein-
diacetat, Acetoxymethylester) ist ein nicht fluoreszierender Farbstoff, der schnell in
die Zellen hineindiffundiert und dort von Esterasen der lebenden Zelle in einen

fluoreszierenden Farbstoff (5-Carboxyfluorescein) umgewandelt wird.

Nach Abnahme von jeweils 700 pl zellfreien Kulturiiberstandes der mit der
Aromatenmischung im Zellkulturréhrchen-Modell exponierten PBMC (Versuchs-
ablauf wie unter Kapitel 2.2.1 beschrieben) wurde der restliche Zellkulturiiberstand
verworfen. Anschliefend wurden 300 pl einer Losung von 5% v/v alamarBlue™
(Invitrogen) und 4 pM CFDA, AM (Biosource, Solingen, Deutschland) in PBS auf
die Zellen pipettiert und 30 min bei 37°C inkubiert. Alternativ wurden die Trans-
well-Einsétze der mit der Gesamtmischung (wie unter Kapitel 2.3.2 beschrieben)
exponierten Lungenepithelzellen in eine 24-Well-Platte gestellt und je 200 pl der
alamarBlue™- und CFDA, AM-haltigen Losung auf die Zellen pipettiert. Die
Inkubationsdauer betrug auch hier 30min bei 37°C. Fir die Messung der
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Fluoreszenz wurden je 300 ul Medium aus jedem Zellkulturrshrchen bzw. 200 pl
Medium aus den Transwell-Einsdtzen in eine 96-Well-Platte tiberfiithrt. Die
Messung der alamarBlue™-Fluoreszenz erfolgte am Fluoreszenz-Messgeriit
(GENios Plus, Tecan) bei einer Anregungs-Wellenlange von 530 nm und einer
Emissions-Wellenldnge von 595 nm. Die CFDA, AM-Fluoreszenz-Messung erfolgte
anschliefend bei einer Anregungs-Wellenldange von 485 nm und einer Emissions-
Wellenldnge von 530 nm. Die Auswertung der Daten erfolgte mittels XFluor 4.5 fiir
Excel (Tecan) und Excel XP.

Die Fluoreszenz ist der Letalitdt der Zellen direkt proportional. Die Ergebnisse
wurden als Prozent der Vitalitdt/Proliferation im Vergleich zur Kontrolle mit dem
jeweiligen Losungsmittel dargestellt [% Vitalitdt/Proliferation = 100% x Mittelwert-

Fluoreszenz des VOC-Ansatzes/Mittelwert-Fluoreszenz der Kontrolle].

2.7 Bestimmung der Zytokinkonzentration im Zell-
kulturiiberstand mittels ELISA

Wihrend der Inkubationszeit der humanen Zellen mit den zu untersuchenden
Chemikalien werden Zytokine/Chemokine von den Zellen produziert und in das
Zellkulturmedium freigesetzt. Diese Mediatoren konnen mittels ELISA
nachgewiesen werden. Zur Bestimmung wurde ein indirekter Sandwich-ELISA,
bei dem zwei verschiedene Antikdrpermolekiile hochspezifisch an das zu

detektierende Zytokin/Chemokin binden, verwendet.

Es wurden die Zytokine IL-4, IL-6, IL-13, IFN-y und TNF-a sowie die Chemokine
MCP-1 und IL-8 in Triplikaten unter Verwendung der entsprechenden OptEIAT™-
ELISA-Kits (Becton Dickinson) nachgewiesen. Dazu wurden 384-Well-Platten
(MaxiSorp, Nunc) verwendet. Alle Waschschritte erfolgten im Microplatten-
Washer (Columbus, Tecan) mit 150 ul/Well PBS, welches 0,1% Tween®20 (Merck)
enthielt. Der Ablauf des ELISA ist in Abbildung 5 schematisch dargestellt.
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Herstellung der Beschichtungsantikérper-Losung durch Verdiinnung der Stammlésung in PBS

IL-4, MCP-1: 1:500
IL-8, IL-13, TNF-a: 1:1000
TL-6, TFN-y: 1:2000

¥

[ Beschichtung der 384-Well-ELISA-Platte mit

50 ul/Well Beschichtungsantikérper-Losung j

Inkubation der Platten in der feuchten Kammer bei
4°C iiber Nacht

'3-nm!fgfs Waschen der Platfen

[ Blockierung freier Bindungsstellen durch Zugabe von 100 pl/Well Assaypuffer (5% FKS in PBS) j

einstiindige Inkubation der Platten in der feuchten
Kammer bei RT

3-maliges Waschen der Platten

v

Zugabe von 10 pl/Well Assaypuffer (Vermeidung von Austrocknungseffekten)

Zugabe der Zellkulturiiberstinde
unstimulierte Proben: 100 pl/Well

stimulierte Proben: IL-4, [L-13, [L-6: 100 pl/Well
Zugabe von 100 pl/Well Standardlgsungen

zweistiindige Iikubation der Platten in der feuchten
FKri‘m'n'zer bet RT

Herstellung der Detektionsantikérper-Konjugat-Lésung durch Verdiinnung der Biotin-
Detektionsantikérper- und Avidin-Peroxidase-Konjugat-Stammlésung in Assaypuffer

IL-4, IL-8, IL-13, MCP-1, TNF-a: 1:1000
[L-6, IFN-y: 1:2000

G-maliges Waschen der Platten

{ stimulierte Proben: MCP-1, IL-8, IFN-y, TNF-a: 25 pl/Well (+75 pl/Well Assaypuffer)

Zugabe von 50 ul/Well Detektionsantikrper-Konjugat-Losung

einstindige Inkubation der Platten in der feuchten
Kainmer bei RT

8-maliges Waschen der Platten

Zugabe

von 50 ul/Well Substratlésung (Becton Dickinson) mit Tetramethylbenzidin (TMB) und
Abstoppen der Farbreaktion nach erfolgtem Substratumsatz mit 50 ul/Well
1 M Schwefelsdure (Merck)

y

[ Messung der Extinktion im Microplattenphotometer bei einer Wellenlinge von 450 nm und einer

Referenzwellenlidnge von 620 nm

—

Abbildung 5:

Schematische Darstellung der Arbeitsschritte zur Durchfithrung des ELISA.

Die Auswertung der Daten erfolgte mittels Easy Win Kinetics 32 und Excel XP.
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Abweichend von diesem Schema wurden aufgrund geringerer Mengen an Zellkul-
turiiberstinden aus den VOC-Expositions-Experimenten im Transwell-Modell (mit
PBMC allein bzw. mit PBMC und Lungenepithelzellen) Einpunktmessungen in
96-Well-ELISA-Platten (MaxiSorp, Nunc) durchgefiihrt. Dazu wurden die aus dem
Experiment stammenden 100 pl Zellkulturiiberstand je Ansatz (wie unter 2.3.1 und
2.3.3 beschrieben) mit Assaypuffer auf 200 ul verdinnt und je 25 ul mittels ELISA
auf die Chemokine/ Zytokine MCP-1, IL-13, TNF-a und IFN-y untersucht. Tabelle 5

zeigt die im Vergleich zum ELISA im 384-Well-Format abweichenden

Pipettiermengen.
Tabelle 5: Pipettiermengen fiir die Durchfithrung des ELISA im 96-Well-Format.
Beschichtung der 96-Well-Platte 100 ul/Well Beschichtungsantikérper-Lésung

Blockierung freier Bindungsstellen 300 pl/Well Assaypuffer

Proben-Auftragung 100 pl/Well Assaypuffer und 25 ul Probe
Standard-Auftragung 25 pl/Well Assaypuffer und 100 ul Standardlésung
Auftragung des Detektionsanti- 100 ul/ Well Detektionsantikdrper-Konjugat-Lésung
korper-Konjugats

Farbreaktion 100 ul/ Well Substrat-Losung

Abstoppen mit 100 pl/Well 1 M Schwefelsdure

Das Ausmaf der Extinktion ist der Zytokin-/Chemokinkonzentration direkt
proportional. Die Ergebnisse wurden als Prozent der Zytokin-/Chemokinfrei-
setzung im Vergleich zur Kontrolle mit dem jeweiligen Losungsmittel dargestellt
[% Zytokin-/Chemokinfreisetzung = 100% x Mittelwert-OD (optische Dichte) des
VOC-Ansatzes/Mittelwert-OD der Kontrolle].

2.8 Untersuchung der MCP-1 mRNA-Expression mittels
Real Time Detection PCR

2.8.1 Isolierung der mRNA und Synthese der cDNA

Die Extraktion der Boten-Ribonukleinsdure (mRNA, messenger RNA) wurde mit
Hilfe des MagNA Pure LC Systems und dem MagNA Pure LC mRNA Isolation
KitI (Roche, Mannheim, Deutschland) durchgefiihrt. Das Prinzip dieser

Methode besteht darin, dass die zu isolierenden Nukleinsduren an die Ober-
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flache von magnetischen Glaspartikeln gebunden werden. Nach einem DN Ase-
Verdau werden ungebundene Substanzen durch mehrere Waschschritte

entfernt und die gereinigte mRNA mit einem salzhaltigen Puffer eluiert.

Fiir die Untersuchungen wurden Lungenepithelzellen im Transwell-Modell (wie
unter Abschnitt 2.3.2 beschrieben) mit Chlorbenzol exponiert. Nach einer Exposi-
tionsdauer von 20 h wurden die Transwell-Einsidtze mit den Lungenepithelzellen
in eine 24-Well-Platte gestellt und mit 300 ul Guanidinthiozyanat-Lysepuffer aus
dem Isolations-Kit, welchem zusitzlich 1% Dithiothreitol (DTT, Reche) zugesetzt
wurde, lysiert und bei -80°C bis zur RNA-Isolierung aufbewahrt. Die Isolierung

wurde mit 300 pl lysierter Probe durchgefiihrt. Es wurden 50 pl Eluat erhalten.

Die Synthese der cDNA erfolgte auf Eis. Die Transkription wurde entsprechend
den Herstellervorschriften bei 42°C und 60 min Inkubationszeit durchgefiihrt. Das
Umschreiben der mRNA in komplementdre Desoxyribonukleinsdure (cDNA,
complementary DNA) erfolgte mittels AMV Reverser Transkriptase (AMV-RT,
Promega,  Mannheim, Deutschland) sowie einem  dNTP-Set und
oligo-dT (5'-pd(T)12.1s-3") als Primer (beide Reagenzien von Amersham Pharmacia
Biotech, Freiburg, Deutschland). Zunidchst wurde ein cDNA-Mix hergestellt, der
die in Tabelle 6 aufgefiihrten Bestandteile enthalt.

Tabelle 6: Bestandteile des cDNA-Mix zur Synthese der cDNA.

Reagenz Menge der Konzentration der
Stammldsung Stammldsung

5 x Puffer 4 ul
dNTP's 2ul (2 mM)
oligo-dT 0,2 ul (19,6 U/ ul)
DEPC-Wasser 3,3 ul
AMV-RT 0,5 pl (10 U/ pl)

In einem RNAse-freien 1,5ml Eppendorf Tube (Eppendorf, Hamburg,
Deutschland) wurden 10 pl dieser Mischung vorgelegt und mit 10 pl mRNA-Probe
versetzt. Die Proben wurden 1 h bei 42°C inkubiert. Die erhaltenen cDNA-Proben

wurden 1:10 mit DEPC-Wasser verdiinnt und bei -20°C eingefroren.
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2.8.2 Real Time Detection PCR

Die Real Time Detection Polymerasekettenreaktion (RTD-PCR, polymerase chain
reaction) wurde am LightCycler® (Roche, Mannheim, Deutschland) durchgefiihrt.
Mit Hilfe dieser Methode koénnen DNA-Abschnitte amplifiziert und in Echtzeit
quantifiziert werden. Die RTD-PCR wurde fiir B-Actin (Housekeeping-Gen) und
MCP-1 nach den Herstellerangaben zum LightCycler® FastStart DNA Master
Sybr®Green Kit I (Roche) durchgefiihrt.

Fiir die p-Actin- und MCP-1-PCR wurden die entsprechenden LightCycler®-Primer
Sets fiir humanes p-Actin bzw. humanes MCP-1 (LCsearch, Heidelberg,
Deutschland) verwendet. Tabelle 7 gibt die eingesetzten Reagenzien mit den

entsprechenden Pipettiermengen wieder.

Tabelle 7: Volumina fiir die Reagenzien zur Durchfithrung der $-Actin- und MCP-1-PCR.
B-Actin- und MCP-1-PCR
DEPC-Wasser 6 ul
LightCycler® Primer Set 2 ul
LightCycler® FastStart
DNA Master Sybr®Green 1 | 2 ul
cDNA-Probe 10 ul

Zur Durchfiithrung der PCR wurden 10 pl Reagenzienmischung ohne cDNA-Probe
in die LightCycler® Kapillaren pipettiert und 10 pl cDNA-Probe hinzugegeben.

Jede PCR wurde mit einem 10-miniitigen Denaturierungsschritt gestartet und mit
40 Zyklen durchgefiihrt. Die fir die B-Actin- und MCP-1-PCR verwendeten

Amplifikationsprotokolle sind in Tabelle 8 dargestellt.

Tabelle 8: Amplifikationsprotokolle fiir die Durchfiihrung der p-Actin- und MCP-1-PCR.

PCR-Phase B-Actin- und MCP-1-PCR

Denaturierungsphase | 95°C, 10s

Hybridisierungsphase | 68°C, 10s
Annealingtemperatur sinkt um 0,5°C pro Zyklus
bis zur End-Annealingtemperatur von 58°C

Synthesephase 72°C, 16s

Nach der Amplifikation erfolgte eine schrittweise Denaturierung der DNA in

einem Bereich von 58°C bis 95°C (Schmelzkurve). Mit der Kiihlungsphase, in der
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innerhalb von 30 s eine Abkiihlung auf 40°C erreicht wird, endete die PCR. Die
Quantifizierung der ¢cDNA-Proben erfolgte iiber externe B-Actin- und MCP-1-
Standards (im LightCycler®-Primer Set enthalten). Die Spezifitidt der PCR-Produkte
wurde anhand der Schmelzkurven kontrolliert. Die Ergebnisse der MCP-1-PCR
wurden auf das Housekeeping-Gen B-Actin korrigiert und als Prozent der MCP-1-
Expression im Bezug auf die Kontrolle (mit Losungsmittel exponierte
Lungenepithelzellen) dargestellt (% Chemokinexpression= 100% x Anzahl der

Kopien der VOC-exponierten Proben/ Anzahl der Kopien der Kontrolle).

2.9 Statistische Auswertung

Die statistische Absicherung der Ergebnisse erfolgte mittels Mann-Whitney U-Test
bzw. Student’s t-Test ftir unabhingige Stichproben. Der Mann-Whitney U-Test
wurde fiir Experimente mit verschiedenen Blutspendern und der t-Test fiir
Experimente mit der Lungenepithel-Zelllinie A549 verwendet. Die Berechnungen
erfolgten mit Hilfe des Programms STATISTICA 5.5 (StatSoft, Inc., Tulsa, USA).
Eine statistische Sicherheit von p < 0,05 wurde als signifikant angesehen und mit
einem Stern (¥, signifikante Stimulation im Vergleich zur Kontrolle) bzw. mit einer

Raute (#, signifikante Hemmung im Vergleich zur Kontrolle) gekennzeichnet.
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3.1 Einfluss von fliichtigen organischen Verbindungen auf
periphere mononukledre Blutzellen im Zellkultur-
rohrchen-Modell

Die zu untersuchenden Einzelverbindungen n-Nonan, n-Dekan, n-Undekan,
n-Dodekan, n-Tridekan, Methylcyclopentan, Styrol, m-Xylol und Chlorbenzol
wurden hinsichtlich zytotoxischer und immunmodulierender Effekte auf PBMC
zunéchst im Zellkulturréhrchen-Modell untersucht. Da die Innenraumluft durch
das gleichzeitige Auftreten vieler fliichtiger Verbindungen gekennzeichnet ist,
sollten, um natiirliche Expositionsbedingungen nachzuempfinden, auch verschie-
dene VOC-Mischungen (Alkanmischung, Aromatenmischung und Gesamt-
mischung) untersucht werden. Die Alkanmischung bestand aus den aliphatischen
Verbindungen n-Nonan, n-Dekan, n-Undekan, n-Dodekan, n-Tridekan und
Methyleyclopentan. Die Aromatenmischung enthielt die Verbindungen Styrol,
m-Xylol und Chlorbenzol und die Gesamtmischung alle zu untersuchenden
Chemikalien  (C¢-Ci3-Alkane, Methylcyclopentan,  Styrol, m-Xylol und
Chlorbenzol). Es sollte gepriift werden, ob Verdnderungen im innenraum-
relevanten Konzentrationsbereich auftreten. Dieser Bereich liegt fur die

untersuchten Verbindungen zwischen 1 ug/m?® und 25 mg/m?.

Die PBMC wurden mit Antikdrpern gegen die Oberflachenmarker CD3/CD28
stimuliert und mit VOC iiber einen Konzentrationsbereich von 0,001 pg/m? bis
100 g/m? exponiert. Nach einer Expositionsdauer von 20 h wurden die Zellvitalitat
mittels MTT-Test und Verdnderungen der Zytokinfreisetzung mittels ELISA (IL-4,
IL-13, IEN-y und TNF-0o) analysiert.
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3.1.1 Einfluss von VOC auf die Zellvitalitit von PBMC

Nach 20-stiindiger Exposition von PBMC mit n-Nonan, n-Dekan, n-Undekan,

n-Dodekan, n-Tridekan und Methylcyclopentan konnten im MTT-Test keine

zytotoxischen Effekte beobachtet werden (Abbildung 6).
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Einfluss fltichtiger aliphatischer Verbindungen (Co-Ciz-Alkane und Methyl-

cyclopentan) auf die Vitalitit CD3/CD28-stimulierter PBMC im Zellkultur-

rohrchen-Modell, untersucht mittels MT

sowie die 25. und 75. Perzentile von jeweils 6 untersuchten Spendern.
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Auch die Exposition von PBMC mit den aromatischen Verbindungen Styrol,

m-Xylol bzw. Chlorbenzol zeigte im MTT-Test keine zytotoxischen Effekte

(Abbildung 7).
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Abbildung 7:  Einfluss fliichtiger aromatischer
Chlorbenzol) auf die Vitalitit CD3/CD28-stimulierter PBMC im Zellkultur-
rohrchen-Modell, untersucht mittels MTT-Test. Dargestellt sind die Mediane
sowie die 25. und 75. Perzentile von jeweils 6 untersuchten Spendern.
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Fehlende Zytotoxizitit wurde auch fiir alle untersuchten VOC-Mischungen

(Alkanmischung, Aromatenmischung

(Abbildung 8).

und Gesamtmischung) festgestellt
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Aromatenmischung Alkanmischung
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Abbildung 8:  Einfluss verschiedener VOC-Mischungen (Alkanmischung: Co-Cis-Alkane und
Methylcyclopentan; Aromatenmischung: Styrol, m-Xylol und Chlorbenzol;
Gesamtmischung: Alkanmischung und Aromatenmischung) auf die Vitalitit
CD3/CD28-stimulierter PBMC im Zellkulturréhrchen-Modell, untersucht
mittels MTT-Test. Dargestellt sind die Mediane sowie die 25. und 75. Perzentile
von jeweils 6 untersuchten Spendern.

Die Ergebmnisse zeigten, dass im gesamten untersuchten Konzentrationsbereich

keine der getesteten Verbindungen weder einzeln noch als Mischung die

Zellvitalitit von PBMC beeinflussen.

Zur Absicherung dieses Ergebnisses wurden neben dem  MTT-Test
Untersuchungen der Zellvitalitdit mittels Ethidiumbromid, alamarBlue™ und

CFDA, AM durchgefiihrt.

Fiar diese Untersuchungen wurden CD3/CD28-stimulierte PBMC mit der
Aromatenmischung exponiert und die Ethidiumbromid-, alamarBlue™- bzw.

CFDA, AM-Fluorenszenz untersucht.
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Abbildung 9 zeigt, dass es unter VOC-Exposition bei keiner der verwendeten
Fluoreszenzfarbstoffe zu einer signifikanten Beeinflussung der Vitalitidt von PBMC

kam.
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Abbildung 9:  Einfluss der Aromatenmischung (Styrol, m-Xylol und Chlorbenzol) auf die
Vitalitit CD3/CD28-stimulierter PBMC im Zellkulturréhrchen-Modell,
untersucht mittels Ethidiumbromid-, alamarBlue™- und CFDA, AM-
Fluoreszenz. Dargestellt sind die Mediane sowie die 25. und 75. Perzentile von
6 untersuchten Spendern.

Diese Daten bestétigten die Ergebnisse des MTT-Tests.

3.1.2 Einfluss von VOC auf die Zytokinfreisetzung von PBMC

Die zu untersuchenden VOC wurden in einem Konzentrationsbereich von
0,001 pg/m? bis 100g/m3 getestet. Daftir mussten die Chemikalien in

Losungsmitteln verdiinnt werden.

Aus diesem Grund wurde zunichst der Einfluss der verwendeten Losungsmittel
Methanol, Methylcyclopentan und Methylenchlorid auf die Zytokinfreisetzung

von PBMC untersucht, welche fir 20 h mit dem Lésungsmittel exponiert wurden.
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Tabelle 9: Einfluss der Losungsmittel Methanol, Methylcyclopentan und Methylenchlorid
auf die Zytokinfreisetzung CD3/CD28-stimulierter PBMC im Zellkultur-
rohrchen-Modell, gemessen mittels ELISA. Dargestellt sind die Mediane
(Minimum und Maximum) von 6 Spendern. Eine signifikante Stimulation
(p<0,05) der Zytokinfreisetzung ist mit dem Symbol*, eine signifikante
Hemmung (p<0,05) mit dem Symbol # gekennzeichnet.

Zytokin-Konzentration [pg/ml]
Ansatz Median (Minimum - Maximum)
L4 IL-13 IFN-y TNF-a
2
ohne Stimulation La < 36 215
(1,2-1,9) (18-2,1) (1,2-7,1) (1,9-54,8)
CD3/CD28-Stimulation 57,0% 151,1* 1965,1* 2322,0%
(je 100 ng/ml) (15,3-93,3) (76,9-308,4) (634,7-5403,2) | (959,2-3598,9)
CD3/CD28-Stimulation und 64,5 145,9 1916,3 998,42#
Methanol (13,2 g/m?) (19,3-84,9) (98,9-281,3) (618,9-5393,1) | (546,7-2564,9)
CD3/CD28-Stimulation und 52,8 1458 1936,9 2194,3
Methyleyclopentan (12,3 g/m?) (42,6-86,1) (105,4-230,8) (499,5-4113,8) | (1246,1-3884,1)
CD3/CD28-Stimulation und 58,3 136,8 2129,1 2092,9
Methylenchlorid (22,2 g/m) (42,6-83,9) (102,8-228,1) | (514,5-5341,2) | (1584,1-2320,1)

Tabelle 9 zeigt, dass die CD3/CD28-Stimulation zu einer starken Induktion der
Zytokinfreisetzung von PBMC (p=0,002 fiir IL-4, IL-13, IFN-y und TNF-o) fiihrte.
Methanol beeinflusste die IL-4-, IL-13- und IFN-y-Freisetzung nicht, fiihrte aber im
Vergleich zur CD3/CD28-Stimulation zu einer Verringerung der TNF-o-Frei-
setzung auf bis zu 43% (p=0,018). Methylcyclopentan und Methylenchlorid zeigten
keine signifikante Beeinflussung der IL-4-, [L-13-, IFN-y- und TNF-o-Freisetzung.

Die 20-stiindige Exposition mit n-Nonan, n-Dekan, n-Undekan und n-Dodekan
fiihrte zu keinen signifikanten Veranderungen der Zytokinfreisetzung von PBMC
(Abbildung 10). N-Undekan und n-Dodekan zeigten in der hochsten getesteten
Expositionskonzentration tendenziell erhthte TNF-a-Konzentrationen, ohne dass

Signifikanzen erreicht wurden.

Die Exposition von PBMC mit n-Tridekan bzw. Methylcyclopentan zeigte auf
Ebene der Zytokinfreisetzung in der héchsten Expositionskonzentration von
100 g/m? immuntoxische Effekte. Die IFN-y-Freisetzung der PBMC war unter dem
Einfluss von n-Tridekan auf 80% (p=0,002) und unter Methylcyclopentan auf 88%
(p=0,002) im Vergleich zur Kontrolle (Exposition stimulierter PBMC mit dem
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reinen Losungsmittel) verringert (Abbildung 10). Die Frejsetzung von IL-4, IL-13

und TNF-a wurde durch n-Tridekan und Methylcyclopentan nicht beeinflusst.
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Abbildung 10: Einfluss fltichtiger aliphatischer Verbindungen (Co-Cis-Alkane und Methyl-
cyclopentan) auf die Zytokinfreisetzung CD3/CD28-stimulierter PBMC im
Zellkulturrshrchen-Modell, gemessen mittels ELISA. Dargestellt sind die
Mediane sowie die 25. und 75. Perzentile von 6 untersuchten Spendern. Eine
signifikante Hemmung der Zytokinfreisetzung (p<0,05) ist mit dem Symbol #
gekennzeichnet.
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Nach Exposition von PBMC mit Chlorbenzol wurde in der hochsten
Expositionskonzentration von 100 g/m? eine Hemmung der IL-4-Freisetzung um
17% (p=0,002) beobachtet. Die Freisetzung von IL-13 und IFN-y war tendenziell
ebenfalls verringert, wobei hier jedoch keine signifikanten Effekte auftraten.
Verédnderungen der TNF-a-Freisetzung konnten unter Chlorbenzol-Exposition

nicht gefunden werden (Abbildung 11).

Styrol und m-Xylol fihrten in Expositionskonzentrationen von 10g/m?® bis
100 g/m® zu einer tendenziell erhohten TNF-a-Freisetzung. Die Effekte waren
jedoch nicht signifikant. Auf die IL-4-, IL-13- und IFN-y-Freisetzung hatte die
Styrol- bzw. m-Xylol-Exposition keinen Einfluss (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Einfluss fliichtiger ~aromatischer Verbindungen (Styrol, m-Xylol und
Chlorbenzol) auf die Zytokinfreisetzung CD3/CD28-stimulierter PBMC im
Zellkulturréhrchen-Modell, gemessen mittels ELISA. Dargestellt sind die
Mediane sowie die 25. und 75. Perzentile von 6 untersuchten Spendern. Eine
signifikante Hemmung der Zytokinfreisetzung (p<0,05) ist mit dem Symbol #
gekennzeichnet.
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Die Exposition von PBMC mit der Aromatenmischung (Styrol, Chlorbenzol und
m-Xylol) fihrte in einer Expositionskonzentration von 100g/m3 zu einer
signifikanten Hemmung der IL-4- und IL-13-Freisetzung. Die Verminderung
betrug fir IL-4 25% (p=0,002) und fur IL-13 34% (p=0,002) im Vergleich zur
Kontrolle. Die Sekretion von IFN-y war ab einer Expositionskonzentration von
10 g/m?® auf bis zu 50% (p=0,002) im Vergleich zur Kontrolle verringert. Die
TNF-o-Freisetzung wurde durch die Aromatenmischung nicht beeinflusst

(Abbildung 12).

Unter dem Einfluss der Gesamtmischung wurde die IFN-y-Freisetzung im
Vergleich zur Aromatenmischung stirker gehemmt. Bereits ab einer Expositions-
konzentration von 1g/m? traten signifikante Hemmeffekte auf. Die IFN-y-
Freisetzung wurde in diesem Konzentrationsbereich auf bis zu 51% (p=0,002) im
Vergleich zur Kontrolle verringert. In der héchsten Konzentration (100 g/m?)
wurde zusitzlich auch eine Hemmung der IL-13-Freisetzung um 17% gefunden
(p=0,002). IL-4 zeigte tendenziell die gleiche Hemmung wie IL-13, ohne dass hier
signifikante Werte erreicht wurden (Abbildung 12).

Im Gegensatz zur Aromaten- und Gesamtmischung wurden unter dem Einfluss
der Alkanmischung keine Verdnderungen der Zytokinfreisetzung von PBMC
gefunden (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Einfluss verschiedener VOC-Mischungen (Alkanmischung: Co-Cis-Alkane und
Methylcyclopentan; Aromatenmischung: Styrol, m-Xylol und Chlorbenzol;

’

Gesamtmischung: Alkanmischung und Aromatenmischung) auf die Zytokin-
freisetzung CD3/CD28-stimulierter PBMC im Zellkulturrshrchen-Modell,
gemessen mittels ELISA. Dargestellt sind die Mediane sowie die 25.und
75. Perzentile von 6 untersuchten Spendern. Eine signifikante Hemmung der
Zytokinfreisetzung (p<0,05) ist mit dem Symbol # gekennzeichnet.
Die Exposition wvon PBMC it innenraumrelevanten Konzentrationen
aliphatischer und aromatischer Verbindungen fiihrte zu keinen Verinderungen der
Zytokinfreisetzung. In der hichsten Konzentration (100 g/m3) konnten unter
n-Tridekan-, Methylcyclopentan- und  Chlorbenzol-Exposition  schwache

immuntoxische Effekte beobachtet werden.

Auch die Exposition mit verschiedenen VOC-Mischungen fiihrte im innenraum-
relevanten Konzentrationsbereich zu keiner Beeinflussung der Zytokinfreisetzung
von PBMC. Lediglich in sehr hohen Konzentrationen von 1g/m* bis 100 g/’
konnten unter Exposition mit der Aromaten- und Gesamtnischung leichte

immuntoxische Effekte beobachtet werden.



3 ERGEBNISSE 46

3.2 Etablierung eines Modells zur Exposition von
humanen  Lungenepithelzellen — mit  fliichtigen
organischen Verbindungen

Im menschlichen Organismus erfolgt die Exposition mit fliichtigen Verbindungen
nattirlicherweise iiber die Atemluft. Dabei sind Epithelzellen im Respirationstrakt
die primdr im Organismus exponierten Zellen. Um den Einfluss fliichtiger
Verbindungen auf Lungenepithelzellen zu untersuchen, wurde ein neues VOC-

Expositions-Modell entwickelt.

Fir die Etablierung der VOC-Expositionsmodelle fiir Lungenepithelzellen in
Zellkulturrohrchen bzw. Transwells war es notwendig, eine geeignete TNF-a-
Konzentration zur Stimulation der humanen Lungenepithelzellen und die optimale
Expositionszeit zu bestimmen. Diese Untersuchungen wurden hier am Beispiel des

Transwell-Modells dargestellt.

Die Lungenepithelzellen wurden zundchst unstimuliert bzw. mit TNF-a-
Konzentrationen von 0,1 ng/ml bis 100 ng/ml stimuliert mit zwei verschiedenen
Chlorbenzol-Konzentrationen (100 pg/m? und 1000 pg/m?) exponiert. Mit dieser
Vorgehensweise sollten Unterschiede in der MCP-1- Freisetzung im Vergleich zur
Kontrolle (Exposition der Lungenepithelzellen mit dem Losungsmittel) bewertet

werden.

Abbildung 13 zeigt, dass es bei unstimulierten Lungenepithelzellen und bei einer
TNF-a-Stimulation mit 0,1 ng/ml bzw. 1 ng/ml unter Chlorbenzol-Exposition zu
einer Induktion der MCP-1-Freisetzung im Vergleich zur Kontrolle kam. Diese
MCP-1-Induktion war bei Stimulation mit TNF-a in einer Konzentration von
1ng/ml am stirksten ausgepragt. Ab einer TNF-a-Konzentration von 10 ng/ml
konnte eine MCP-1-Induktion unter Chlorbenzol-Exposition nicht mehr festgestellt

werden.
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Abbildung 13: Einfluss unterschiedlicher TNF-a-Konzentrationen (unstimuliert bis 100 ng/ml)

auf die MCP-1-Freisetzung humaner Lungenepithelzellen (A549) nach
Exposition mit Chlorbenzol (100 pg/m? und 1000 pg/m?3), gemessen im ELISA.
Dargestellt sind die Ergebnisse eines repriisentativen Beispiels.

Aufgrund dieses Vorversuches wurde eine TNF-a-Konzentration von 1 ng/ml

gewdhlt. Als Messparameter wurden die Chemokine MCP-1 und I1.-8 sowie das

Zytokin IL-6 gewdhlt. Tabelle 10 zeigt die entsprechenden Konzentrationen im

Zellkulturiiberstand humaner Lungenepithelzellen nach TNF-a-Stimulation

(1 ng/ml) im Vergleich zu unstimulierten Zellen.

Tabelle 10:

Einfluss der TNF-o-Stimulation auf die Zytokin-/Chemokinfreisetzung
humaner Lungenepithelzellen (A549). Dargestellt sind die Mittelwerte
(Minimum und Maximum) aus 6 Versuchsansitzen. Eine signifikante
Stimulation der Zytokin-/Chemokinfreisetzung (p<0,05) ist mit dem Symbol *
gekennzeichnet.

Zytokin-/Chemokinkonzentration [pg/ml]
Ansatz Mittelwert (Minimum - Maximum)
IL-6 IL-8 MCP-1
ohne Stimulation nicht messbar w5 245,
(12,8-39,2) (208,4-288,8)
TNF-a (1 ng/ml) 18,8 1064,6 3902,9
(7,5-28,8) (618,8-1531,4) | (2140,7-5616,6)

Die Daten zeigten, dass es durch TNF-a zu einer signifikanten Stimulation der

IL-6-, IL-8- und MCP-1-Freisetzung (p<0,001 fur IL-8 und MCP-1) kommt. In

unstimulierten Zellen konnte IL-6 mittels ELISA nicht gemessen werden, da die

Messwerte unter der Nachweisgrenze lagen.
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In einem weiteren Vorversuch wurde die Zeitabhdngigkeit der VOC-Exposition
humaner Lungenepithelzellen mit flichtigen Verbindungen ermittelt. Dafiir
wurden TNF-oa-stimulierte Lungenepithelzellen (1 ng/ml) mit Chlorbenzol in
einem Konzentrationsbereich von 0,1 pg/m? bis 100 g/m?3 exponiert. Nach 1 h, 8 h,

20 h und 30 h wurde die MCP-1-Freisetzung mittels ELISA gemessen.

Nach einstiindiger Exposition humaner Lungenepithelzellen mit Chlorbenzol
konnte in der hochsten Konzentration von 100 g/m? eine Hemmung der MCP-1-
Freisetzung um 54% (p<0,001) im Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden. In
einem Konzentrationsbereich von 10 mg/m?® bis 1 g/m? trat eine MCP-1-Induktion
von bis zu 36% (10 mg/m? p=0,003; 100 mg/m?3: p=0,049; 1 g/m* p=0,001) im
Vergleich zur Kontrolle auf (Abbildung 14).

Auch  eine  Expositionsdauer von 8h  fithrte in der hochsten
Expositionskonzentration (100 g/m?3) zu einer Hemmung der MCP-1- Freisetzung
um 54% (p<0,001) bezogen auf die Kontrolle. Eine MCP-1-Induktion von bis zu
22% im Vergleich zur Kontrolle trat in einem Konzentrationsbereich von 1 mg/m?
bis 1g/m? (1 mg/m* p=0,01; 10 mg/m3: p=0,03; 100 mg/m?* p=0,04; 1g/m?*
p=0,008) auf (Abbildung 14).

Die Chlorbenzol-Exposition tiber einen Zeitraum von 20 h zeigte in der hochsten
Expositionskonzentration (100 g/m3) eine Hemmung der MCP-1-Freisetzung um
66% (p<0,001) im Vergleich zur Kontrolle. In einem breiten Konzentrationsbereich
von 10 pg/m? bis 1 g/m? konnte eine Erhshung der MCP-1-Freisetzung um bis zu
42% (10 ng/m? p=0,004; 100 ug/m* p=0,04; 1 mg/m3 p=0,02; 10 mg/m?3: p=0,003;
100 mg/m?3: p=0,01; 1 g/m?3: p=0,02) bezogen auf die Kontrolle beobachtet werden
(Abbildung 14).

Die 30-stiindige Chlorbenzol-Exposition fiithrte in der hochsten Konzentration von
100 g/m?* zu einer Verminderung der MCP-1-Freisetzung auf 49% (p=0,01) im
Vergleich zur Kontrolle. Eine MCP-1-Induktion trat hier in einem
Konzentrationsbereich von 10 mg/m?® bis 1g/m3 auf und betrug bis zu 18%
(10 mg/m3: p=0,03; 100 mg/m3: p=0,02; 1 g/ m? p=0,008) bezogen auf die Kontrolle
(Abbildung 14).
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Abbildung 14: Einfluss der Expositionsdauer (1h, 8h, 20h und 30h) auf die MCP-1-
Freisetzung Chlorbenzol-exponierter und TNF-a-stimulierter Lungenepithel-
zellen (A549) im Transwell-Modell, gemessen mittels ELISA. Dargestellt sind
die Mittelwerte mit Standardfehler aus 4 Versuchsansitzen. Eine signifikante
Stimulation der MCP-1-Freisetzung (p<0,05) ist mit dem Symbol*, eine
signifikante Hemmung (p<0,05) mit dem Symbol # gekennzeichnet.

Diese Kinetik-Untersuchungen zeigten, dass die 20-stiindige Chlorbenzol-

Exposition die stidrkste MCP-1-Induktion (bis zu 41% im Vergleich zur Kontrolle)

bewirkt. Diese trat zu diesem Zeitpunkt auch tber den gréiten

Konzentrationsbereich (10 pg/m?3 bis 1 g/m?) auf. Aus diesem Grund wurden die

VOC-Expositionsexperimente mit humanen Lungenepithelzellen iiber einen

Zeitraum von 20 h durchgefiihrt.
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3.3  Einfluss von fliichtigen organischen Verbindungen auf
humane Lungenepithelzellen im Zellkulturréhrchen-
Modell

TNF-a  stimulierte Lungenepithelzellen wurden mit den Co-Ciz-Alkanen,
Methylcyclopentan, Styrol, m-Xylol und Chlorbenzol sowie mit den verschiedenen
VOC-Mischungen (Aromatenmischung, Alkanmischung, Gesamtmischung) im
Zellkulturrshrchen-Modell in einem Konzentrationsbereich von 0,001 pg/m? bis
100 g/m?® exponiert. Nach einer Expositionszeit von 20 h wurden die Zellvitalitdt
mittels MTT-Test und Verdnderungen der Zytokin-/Chemokinfreisetzung mittels
ELISA (IL-6, IL-8 und MCP-1) analysiert.

3.31 Einfluss von VOC auf die Zellvitalitit humaner
Lungenepithelzellen

Nach 20-stiindiger Exposition von Lungenepithelzellen mit den fliichtigen
aliphatischen Verbindungen n-Nonan, n-Dekan, n-Undekan, n-Dodekan,
n-Tridekan und Methylcyclopentan kam es im MTT-Test zu keinen Verdnderungen

der Zellvitalitdt (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Einfluss flichtiger aliphatischer ~Verbindungen (Cs-Cis-Alkane und
Methylcyclopentan) — auf die  Vitalitit TNF-g-stimulierter —humaner
Lungenepithelzellen (A549) im Zellkulturréhrchen-Modell, untersucht mittels
MTT-Test. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardfehler aus
3 Versuchsansitzen.

Fehlende Zytotoxizitit wurde auch fiir die aromatischen Verbindungen Styrol,

m-Xylol und Chlorbenzol festgestellt (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Einfluss flichtiger aromatischer Verbindungen (Styrol, m-Xylol und
Chlorbenzol) auf die Vitalitit TNF-a-stimulierter humaner Lungen-
epithelzellen (A549) im  Zellkulturrdhrchen-Modell,  untersucht —mittels
MTT-Test. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardfehler aus
3 Versuchsansitzen.

Auch die Exposition humaner Lungenepithelzellen mit verschiedenen
VOC-Mischungen (Alkanmischung, Aromatenmischung und Gesamtmischung)

fithrte zu keinen signifikanten Veranderungen der Zellvitalitdt (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Einfluss verschiedener VOC-Mischungen (Alkanmischung: Co-Cis-Alkane und
Methylcyclopentan; Aromatenmischung: Styrol, m-Xylol und Chlorbenzol;
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3.3.2 Einfluss von VOC auf die Zytokin-/Chemokinfreisetzung
humaner Lungenepithelzellen

Es wurde zundchst der Einfluss der verwendeten Losungsmittel Methanol,
Methyleyclopentan und Methylenchlorid untersucht. Daftir wurden TNF-c-
stimulierte Lungenepithelzellen mit dem Losungsmittel fiir 20h exponiert. Die

Ergebnisse sind zusammenfassend in Tabelle 11 dargestellt.
Tabelle 11: Einfluss der Losungsmittel Methanol, Methylcyclopentan und Methylenchlorid
auf die Zytokin-/Chemokinfreisetzung TNF-a-stimulierter humaner Lungen-
epithelzellen (A549) im Zellkulturrohrchen-Modell. Dargestellt sind die
Mittelwerte (Minimum und Maximum) von 6 Versuchsansétzen.

Zytokin-/Chemokinkonzentration [pg/ml]
Ansatz Mittelwert (Minimum - Maximum)

IL-6 IL-8 MCP-1

TNF-a-Stimulation (1 ng/ml) 188 1064,6 39029
(7,5-28,8) (618,8-1531,4) (2140,7-5616,6)

TNF-a-Stimulation und 17,5 7991 3703,9
Methanol (13,2 g/m?) (7,1-28,6) (499,7-1128,4) | (2108,5-4633,3)

TNF-g-Stimulation und 171 1062,7 3599,6
Methylcyclopentan (12,3 g/m?) (10,3-26,0) (746,9-1389,1) | (2366,3-5589,4)

TNF-a-Stimulation und 19,5 11334 3464,8
Methylenchlorid (22,2 g/m?) (9,5-27,0) (800,9-1587,2) | (2532,6-4454,6)

Die Tabelle zeigt, dass es unter Methanol-, Methylcyclopentan-

Methylenchlorid-Exposition zu keiner signifikanten Beeinflussung der IL-6-, IL-8-

und MCP-1-Freisetzung kam.

Die Exposition der Lungenepithelzellen mit den fliichtigen aliphatischen
Verbindungen n-Nonan, n-Dekan, n-Undekan, n-Dodekan, n-Tridekan und
Methylcyclopentan fiihrte zu keiner signifikanten Veranderung der IL-6-, [L-8- und
MCP-1-Freisetzung (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Einfluss fliichtiger aliphatischer Verbindungen (Co-Cis-Alkane und Methyl-
Zytokin-/Chemokinfreisetzung TNF-a-stimulierter

humaner Lungenepithelzellen (A549) im Zellkulturrshrchen-Modell, gemessen
mittels ELISA. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardfehler aus

4 Versuchsansétzen.
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Nach Exposition humaner Lungenepithelzellen mit der aromatischen Verbindung
Styrol konnte ab einer Expositionskonzentration von 10 g/m? eine signifikante
Hemmung der IL-6-Freisetzung um bis zu 25% (p<0,001) im Vergleich zur
Kontrolle (Exposition von TNF-a-stimulierten Lungenepithelzellen mit dem
Losungsmittel) beobachtet werden. Weiterhin fiihrte eine Expositionskonzentration
von 100 g/m?® zu einer Verminderung der MCP-1-Freisetzung auf 47% (p=0,001)
und zu einer Induktion der IL-8-Freisetzung um 18% (p<0,001) bezogen auf die
Kontrolle. In einem Konzentrationsbereich von 1 mg/m?3 bis 1 g/m? Styrol kam es
zu einer Induktion der MCP-1-Freisetzung um bis zu 36% (1 mg/m® und
10 mg/m? p<0,001; 100 mg/m* p=0,02; 1g/m3* p=0,007) im Vergleich zur
Kontrolle (Abbildung 19).

Die m-Xylol-Exposition humaner Lungenepithelzellen fiihrte in einer
Konzentration von 100 g/m?® zu einer Hemmung der IL-6-Freisetzung um 11%
(p=0,008) und der MCP-1-Freisetzung um 44% (p<0,001) im Vergleich zur
Kontrolle. Die gleiche Expositionskonzentration fiihrte zu einer IL-8-Induktion um
28% (p=0,025) bezogen auf die Kontrolle. In einem Konzentrationsbereich von
1 mg/m? bis 10 g/m? kam es zu einer Induktion der MCP-1-Freisetzung von bis zu
24% (1 mg/m3: p=0,04; 10 mg/m?: p=0,01; 100 mg/m?: p=0,004; 1 g/m?* p=0,002;
10 g/ m?3: p=0,003) im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 19).

Chlorbenzol fiihrte ab einer Konzentration von 10 g/m? zu einer Verminderung
der IL-6-Freisetzung humaner Lungenepithelzellen auf 51% (p=0,001) bezogen auf
die Kontrolle. Eine Expositionskonzentration von 100 g/m? fiihrte weiterhin zu
einer verminderten MCP-1-Freisetzung, die dann noch 62% (p<0,001) im Vergleich
zur Kontrolle betrug. In einem Konzentrationsbereich von 1g/m?® bis 10 g/m?
konnte eine Induktion der IL-8-Freisetzung um bis zu 38% (1 g/m?* p=0,005;
10 g/m3 p=0,002) bezogen auf die Kontrolle beobachtet werden. Niedrigere
Chlorbenzol-Konzentrationen (10 pg/m?3 bis 100 pg/m?®) bewirkten eine Induktion
der MCP-1-Freisetzung um bis zu 31% (p<0,001) im Vergleich zur Kontrolle
(Abbildung 19).
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Abbildung 19: Einfluss fliichtiger aromatischer Verbindungen (Styrol, m-Xylol und
Chlorbenzol) auf die Zytokin-/Chemokinfreisetzung humaner Lungenepithel-
zellen (A549) im  Zellkulturrohrchen-Modell, gemessen mittels ELISA.
Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardfehler aus 4 Versuchsansitzen.
Eine signifikante Stimulation der Zytokin-/Chemokinfreisetzung (p<0,05) ist
mit dem Symbol *, eine signifikante Hemmung (p<0,05) mit dem Symbol #
gekennzeichnet.

Untersuchungen zum Einfluss der Aromatenmischung auf Lungenepithelzellen

zeigten, dass es ab einer Expositionskonzentration von 10g/m3 zu einer

signifikanten Hemmung der IL-6- und MCP-1-Freisetzung um bis zu 35% (IL-6,

10 g/m3 p=0,03; 100 g/m3 p<0,001) bzw. 64% (MCP-1, 10g/m3 p=0,006;

100 g/m?: p<0,001) im Vergleich zur Kontrolle kam. Weiterhin konnte ab einer

Expositionskonzentration von 1 g/m? eine Induktion der IL-8-Freisetzung auf bis

zu 12% (1g/m* p=0,01; 10 g/m3 p=0,03; 100 g/m3 p=0,002) bezogen auf die

Kontrolle beobachtet werden. In einem Konzentrationsbereich von 0,1 pg/m3 bis

10 mg/m3 kam es zu einer Induktion der MCP-1-Freisetzung um bis zu 34%
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(0,1 pg/m3 p=0,008; 1pg/m?* p<0,001; 10 pg/m* p=0,01; 100 pg/m? p=0,04;
1 mg/m? p=0,04; 10 mg/m?3: p=0,002) im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 20).

Unter dem Einfluss der Gesamtmischung wurde wie auch bei der
Aromatenmischung ab einer Expositionskonzentration von 10g/m?® eine
signifikante Verminderung der IL-6-Freisetzung auf bis zu 59% (p<0,001) und der
MCP-1-Freisetzung auf bis zu 64% (10 g/m?* p<0,001; 100 g/m* p=0,004) im
Vergleich zur Kontrolle beobachtet. Die IL-8-Freisetzung war im Vergleich zur
Kontrolle in der hochsten Konzentration (100 g/m?®) um 14% (p=0,04) erhoht. In
einem Konzentrationsbereich von 0,1 pg/m? bis 100 pg/m?3 konnte eine Induktion
der MCP-1-Freisetzung um bis zu 34% (0,1 pg/m?3 p=0,02; 1pg/md p=0,002;
10 pg/m? p=0,004; 100 pg/m3 p=0,005) im Vergleich zur Kontrolle beobachtet
werden (Abbildung 20).

Die Alkanmischung fiihrte im Gegensatz zur Aromaten- und Gesamtmischung bei
humanen Lungenepithelzellen zu keinen signifikanten Verdnderungen der

MCP-1-, IL-6- und IL-8-Freisetzung (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Einfluss verschiedener VOC-Mischungen (Alkanmischung: Co-Ci3-Alkane und
Methyleyclopentan; Aromatenmischung: Styrol, m-Xylol und Chlorbenzol;
Gesamtmischung: Alkanmischung und Aromatenmischung) auf die Zytokin-/
Chemokinfreisetzung TNF-o-stimulierter humaner Lungenepithelzellen (A549)
im Zellkulturréhrchen-Modell, gemessen mittels ELISA. Dargestellt sind die
Mittelwerte mit Standardfehler aus 4 Versuchsansitzen. Eine signifikante
Stimulation der Zytokin-/Chemokinfreisetzung (p<0,05) ist mit dem Symbol *,
eine signifikante Hemmung (p<0,05) mit dem Symbol # gekennzeichnet.

Die erhobenen Daten zeigten, dass es durch Exposition der Lungenepithel-

zellen (A549) mit fliichtigen aliphatischen Verbindungen zu keinen Verinderungen

der Zytokin-/Chemokinfreisetzung kommt.

Unter Chlorbenzol-Exposition humaner Lungenepithelzellen kam es im
innenraumrelevanten Konzentrationsbereich (10 ug/m3 bis 100 ug/m3) zu einer
Erhohung der MCP-1-Konzentration. Auch konnte nach Exposition mit Styrol und
m-Xylol eine MCP-1-Induktion beobachtet werden, die an der Grenze des
innenraumrelevanten Bereiches lag (1 mg/m? bis 1 g/m? fiir Styrol bzw. 1 mg/m?3 bis

10g/m* fiir m-Xylol). Die Intensitit der MCP-1-Induktion war unter Styrol-



3 ERGEBNISSE 60

Exposition am grifiten (36%) und unter m-Xylol-Exposition amn geringsten (24%)
ausgepriigt. Hohere Konzentrationen der fliichtigen Verbindungen (1g/m? bis
100 g/m3) fiihrten zu einer Induktion der IL-8-Freisetzung und zu einer Hemimnung

der MCP-1- und IL-6-Freisetzung.

Die Aromaten- und Gesamtmischung fiihrten in innenraumrelevanten Konzentra-
tionsbereichen (0,1 pug/m? bis 100 ug/m’ fiir die Gesamtnischung bzw. 0,1 ug/m’ bis
10 mg/m fiir die Aromatenmischung) zu einer Induktion der MCP-1-Freisetzung.
Dabei war der Konzentrationsbereich dieser MCP-1-Induktion bei der Aromaten-
mischung im Vergleich zur Gesamtmischung grofier. Die Intensitit der MCP-1-
Erhéhung war bei beiden Mischungen gleich. Hohe Expositionskonzentrationen
von 1 g/m? bis 100 g/m3 fiihrten bei beiden VOC-Mischungen zu einer Induktion der
IL-8-Freisetzung und hemmenden Effekten auf die 1L-6- und MCP-1-Freisetzung.

3.4 Untersuchung von Sekunddreffekten VOC-exponierter
Lungenepithelzellen auf PBMC

Ziel dieser Experimente war es, zu untersuchen, ob von Lungenepithelzellen unter
VOC-Exposition produzierte Mediatoren Sekundireffekte auf PBMC auslosen. Da
die untersuchten VOC in innenraumrelevanten Konzentrationsbereichen bei PBMC
zu keinen Veridnderungen der Zytokinfreisetzung fiihrten, sollte nun untersucht
werden, ob es durch Zellkulturiiberstinde VOC-exponierter Lungenepithelzellen

zu Sekundareffekten auf PBMC kommt.

Die konditionierten Medien der VOC-exponierten Lungenepithelzellen wurden mit
CD3/CD28-stimulierten PBMC fiir 24 h bzw. 72 h inkubiert. Anschliefend wurden
Verdnderungen der Zytokinfreisetzung mittels ELISA (IL-13, IFN-y und IL-4)

analysiert.

Als Modell-VOC wurde Chlorbenzol gewihlt, da es bei Lungenepithelzellen in
innenraumrelevanten Konzentrationen zur stirksten MCP-1-Induktion fiihrte.
Verglichen wurden die Ergebnisse dieser Experimente mit der Alkanmischung, die
nach Exposition mit Lungenepithelzellen keine Induktion der MCP-1-Freisetzung
zeigte. Der untersuchte Konzentrationsbereich reichte von 0,001 pg/m? bis

10 mg/m?3.
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Die 24-stiindige Inkubation der PBMC mit dem konditionierten Medium
Chlorbenzol-exponierter Lungenepithelzellen fiihrte zu keinen Veridnderungen der
IL-4-, IL-13- und IFN-y-Freisetzung (Abbildung 21 A). Nach 72 h konnte in einem
Konzentrationsbereich von 10 pg/m? bis 100 pg/m? eine Induktion der IL-13-
Freisetzung um bis zu 38% (p=0,002) im Vergleich zur Kontrolle (Inkubation von
stimulierten PBMC mit Zellkulturiiberstinden Ldsungsmittel-exponierter
Lungenepithelzellen) beobachtet werden (Abbildung 21 B). Verdnderungen der
IFN-y-Freisetzung traten nicht auf. Eine Messung der IL-4-Konzentration war
aufgrund der Kinetik der IL-4-Stimulation (maximale IL-4-Produktion nach 24 h,

dann rascher Abfall der IL-4-Konzentration) nach 72 h nicht mehr méglich.
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Abbildung 21: Einfluss der Zellkulturiiberstinde Chlorbenzol-exponierter Lungenepithel-
zellen (aus dem Zellkulturrshrchen-Modell), auf die Zytokinfreisetzung
CD3/CD28-stimulierter PBMC nach 24-stiindiger (A) bzw. 72-stiindiger (B)
Inkubation, gemessen im ELISA. Dargestellt sind die Mediane sowie die
25.und 75.Perzentile von 6 untersuchten Spendern. Eine signifikante
Stimulation der Zytokinfreisetzung (p<0,05) ist mit dem Symbol*
gekennzeichnet.

Die Zellkulturtiberstinde von Lungenepithelzellen, die mit der Alkanmischung
exponiert wurden, fiihrten bei PBMC nach 24h und nach 72h zu keinen
Verinderungen der IL-13-, IL-4- und IFN-y-Freisetzung (Abbildung 22 A und B).
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Abbildung 22: Einfluss der Zellkulturiiberstinde von mit der Alkanmischung (Co-Cis-Alkane
und Methylcyclopentan) exponierten Lungenepithelzellen (aus dem
Zellkulturrshrchen-Modell) auf die Zytokinfreisetzung CD3/CD28-stimulierter
PBMC nach 24-stiindiger (A) bzw. 72-stiindiger (B) Inkubation, gemessen im
ELISA. Dargestellt sind die Mediane sowie die 25.und 75. Perzentile von
6 untersuchten Spendern.

Zusammenfassend zeigten die Ergebnisse, dass es durch Inkubation von PBMC mit
dem konditionierten Medium Chlorbenzol-exponierter Lungenepithelzellen im
innenraumrelevanten Konzentrationsbereich (10 ug/m® bis 100 ug/in®) zu einer
Stimnulation der IL-13-Freisetzung bei PBMC kam. Obwohl eine Chlorbenzol-
Exposition von PBMC zu keinen Verinderungen der Zytokinfreisetzung fithrte,
konnte durch die Zellkulturiiberstinde Chlorbenzol-exponierter Lungenepithel-

zellen eine erhihte IL-13-Freisetzung bei PBMC induziert werden.

3.5  Einfluss von fliichtigen organischen Verbindungen auf
PBMC im Transwell-Modell

In einem weiteren Versuchsansatz sollte iiberpriift werden, ob durch Reduktion
der Mediumsschicht, die eine Barriere zwischen VOC und Zielzellen darstellt, eine
Verstirkung des Einflusses fliichtiger Verbindungen auf PBMC und
Lungenepithelzellen erreicht werden kann. Dazu erfolgte die Exposition mit

fliichtigen Verbindungen im Transwell-Modell.

Die PBMC befanden sich dabei auf der Membran der Transwell-Einsatze. Wahrend
der Exposition mit VOC wurden die Zellen nur von der Unterseite durch die

Membran mit Medium versorgt. Auf der Oberseite der Membran lagen die Zellen
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weitestgehend ohne Medium vor und konnten demnach von fliichtigen

Verbindungen besser erreicht werden.

Stimulation, Expositionskonzentrationen und -dauer erfolgten analog dem zuvor
beschriebenen Zellkulturrshrchen-Modell. Neben den im Zellkulturrshrchen-
Modell untersuchten Zytokinen IL-13, IFN-y und TNF-o wurde aufgrund der
Ergebnisse der VOC-Exposition von Lungenepithelzellen (MCP-1-Induktion in
innenraumrelevanten Konzentrationsbereichen) zusitzlich die Freisetzung des
Chemokins MCP-1 untersucht. Zytokin-/Chemokinmessungen wurden nach 20 h
und 72 h durchgefiihrt. Die Untersuchungen zeigten vergleichbare Ergebnisse wie
im Zellkulturrohrchen-Modell, die hier am Beispiel von Chlorbenzol dargestellt

werden.

Die Vitalitdtsmessung zeigte, dass die Exposition von PBMC mit Chlorbenzol zu

keinen signifikanten Veranderungen der Zellvitalitit fiihrte (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Einfluss von Chlorbenzol auf die Vitalitit CD3/CD28-stimulierter PBMC im
Transwell-Modell, untersucht mittels MTT-Test. Dargestellt sind die Mediane
sowie die 25. und 75. Perzentile von 6 untersuchten Spendern.

Fir die Zytokin-/Chemokinuntersuchungen wurde zundchst der Einfluss des

Lésungsmittels Methanol auf PBMC im Transwell-Modell untersucht.
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Tabelle 12: Einfluss der Methanol-Exposition auf die Zytokin-/Chemokinfreisetzung
CD3/CD28-stimulierter PBMC im Transwell-Modell, gemessen mittels ELISA.
Dargestellt sind die Mediane (Minimum und Maximum) von 6 Spendern. Eine
signifikante Hemmung der Zytokinfreisetzung (p<0,05) ist mit dem Symbol #

gekennzeichnet.
Zytokin-/Chemokinkonzentration [pg/ml]
Ansatz Median (Minimum - Maximum)
MCP-1 IL-13 TFN-y TNF-a
CD3/CD28-Stimulation 4508,3 103,5 1466,8 2927,5
(3431,4-5429,4) |  (40,6-196,4) (779,4-2724,3) | (1912,5-4901,5)
CD3/CD28-Stimulation 4269,6 939 1483,5 959,7*

und Methanol (13,2 g/m?% | (3238,9-5470,8) | (23,5-116,8) (846,5-2806,1) | (504,8-1714,4)

Wie Tabelle 12 zeigt, fiihrte Methanol bei PBMC zu keinen signifikanten
Verdnderungen der MCP-1-, IL-13- und IFN-y-Freisetzung. Im Gegensatz dazu war
die TNF-o-Freisetzung auf 33% (p=0,03) im Vergleich zu den Werten der
CD3/CD28-Stimulation vermindert.

Die Chlorbenzol-Exposition von PBMC fiihrte auch im Transwell-Experiment in
innenraumrelevanten Konzentrationsbereichen weder nach 20-stiindiger Exposi-
tion, noch nach 72 h zu signifikanten Veridnderungen der Zytokin-/Chemokinfrei-
setzung (Abbildung 24 A und B). Sehr hohe Expositionskonzentrationen von
100 g/m? fithrten wiederum zu immuntoxischen Effekten auf die IL-13-, IFN-y-
und TNF-o-Freisetzung. Dabei konnte nach 20-stiindiger Exposition eine
Hemmung der IL-13-Freisetzung um 67% (p=0,002), der IFN-y-Freisetzung um 59%
(p=0,02) und der TNF-o-Freisetzung um 52% (p=0,002) im Vergleich zur Kontrolle
beobachtet werden (Abbildung 24 A). Nach 72h verstirkten sich die
inhibitorischen Effekte auf die Zytokinfreisetzung. Die IL-13-Freisetzung betrug
dann noch 24% (p=0,002), die IFN-y-Freisetzung noch 6% (p=0,02) und die TNF-a-
Freisetzung noch 32% (p=0,002) bezogen auf die Kontrolle (Abbildung 24 B). Die
MCP-1-Freisetzung war nach 20h bzw. 72h in der hochsten Expositions-

konzentration ebenfalls vermindert, jedoch waren die Effekte nicht signifikant.
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Abbildung 24: Einfluss von Chlorbenzol auf die Zytokin-/Chemokinfreisetzung CD3/CD28-
stimulierter PBMC nach 20 h (A) bzw. 72 h (B) im Transwell-Modell, gemessen
mittels ELISA. Dargestellt sind die Mediane sowie die 25. und 75. Perzentile
von 6 untersuchten Spendern. Eine signifikante Hemmung der Zytokinfrei-
setzung (p<0,05) ist mit dem Symbol # gekennzeichnet.

Die Ergebnisse zeigten, dass die Mediumsschicht bei der Chlorbenzol-Exposition

von PBMC im innenraumrelevanten Konzentrationsbereich keinen Einfluss auf die

Zytokin-/Chemokinfreisetzung hat. In der hichsten Konzentration (100 g/m?)

wurden im Vergleich zu den Ergebnissen im Zellkulturréhrchen-Modell stirkere

immuntoxische Effekte beobachtet, die mit zunelinender Inkubationszeit stirker

wiurdern.

3.6  Einfluss von fliichtigen organischen Verbindungen auf
humane Lungenepithelzellen im Transwell-Modell

Diese Untersuchungen waren Teil der Etablierung eines Modells, welches eine
gleichzeitige VOC-Exposition von Lungenepithelzellen und PBMC erlauben sollte.
Aufierdem sollte untersucht werden, ob die Lungenepithelzellen empfindlicher
reagieren, wenn sich keine Mediumsschicht auf den Zellen befindet und die

flichtigen Verbindungen somit besser auf die Zellen wirken kénnen.

Der untersuchte Konzentrationsbereich lag bei den Einzelverbindungen zwischen
0,1 pg/m? und 100 g/m? und bei den VOC-Mischungen zwischen 0,001 pg/m? und
100 g/m?3. Aufgrund der Ergebnisse der Expositionsexperimente mit aliphatischen
Verbindungen im Zellkulturréhrchen-Modell (keine Beeinflussung der Zyto-

kin-/Chemokinfreisetzung) wurde die Alkanmischung anstelle der einzelnen
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aliphatischen Verbindungen untersucht. Da die IL-6-Freisetzung im Zellkultur-
rohrchen-Modell durch innenraumrelevante VOC-Konzentrationen nicht beein-
flusst wurde und aufgrund geringer Mengen an Kulturiiberstinden wurden die

Untersuchungen auf die Chemokine IL-8 und MCP-1 beschrénkt.

Stimulation und Exposition der Lungenepithelzellen erfolgten analog zur VOC-
Exposition im Zellkulturrdhrchen-Modell. Zytotoxische Effekte wurden mittels

MTT-Test und Verdnderungen der Zytokinfreisetzung mittels ELISA untersucht.

3.6.1 Einfluss von VOC auf die Zellvitalitit humaner
Lungenepithelzellen

Die aromatischen Verbindungen Styrol, m-Xylol und Chlorbenzol zeigten auf

Lungenepithelzellen keine Verdnderungen der Zellvitalitit (Abbildung 25).

T30 Styrol i m-Xylol
E 100 %53 =) 100 I =z A AT
5 [EECE SN S T = T—=
€ €
g 80 2
c { =y
g g
£ 60 1 50
£ 40 2 a0
B ]
s ]
° 20 T 204
N N
0 . 0 : "
100 10° 10' 107 10 10% 10° 10° 107 108 107 10° 10" 107 10° 10* 105 108 107 10°
Expositionskonzentration [pg/m’] Expositionskonzentration [ug/m®]
120 Chlorbenzol
S e, pmey s B o
s T = pi

ao

60

40 4

20 4

Zellvitalitat [% von Kontrolle]

100 10° 10! 10° 10° 104 10% 10% 107 10°
Expositionskonzentration [pg/m’]

Abbildung 25: Einfluss flachtiger aromatischer Verbindungen (Styrol, m-Xylol, Chlorbenzol)
auf die Vitalitit TNF-c-stimulierter humaner Lungenepithelzellen (A549) im
Transwell-Modell, gemessen im MTT-Test. Dargestellt sind die Mittelwerte mit
Standardfehler aus 4 Versuchsansitzen.
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Auch fiihrte die Exposition humaner Lungenepithelzellen mit der Aromaten- bzw.
Alkanmischung zu keinen Verdnderungen der Zellvitalitit (Abbildung 26). Im
Gegensatz dazu konnte nach Exposition der Lungenepithelzellen mit der
Gesamtmischung in einer Konzentration von 100 g/m? eine Verminderung der
Zellvitalitdt auf 79% (p=0,001) im Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden
(Abbildung 26).
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Abbildung 26: Einfluss verschiedener VOC-Mischungen (Alkanmischung: Co-Cis-Alkane und
Methylcyclopentan; Aromatenmischung: Styrol, m-Xylol und Chlorbenzol;
Gesamtmischung: Alkanmischung und Aromatenmischung) auf die Vitalitst
TNF-a-stimulierter humaner Lungenepithelzellen (A549) im Transwell-Modell,
gemessen im MTT-Test. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardfehler aus
4 Versuchsansitzen. Eine signifikante Hemmung (p<0,05) wurde mit dem
Symbol # gekennzeichnet.

Mit den Vitalititstests mittels alamarBlue™ und CFDA, AM sollten die
zytotoxischen Effekte der Gesamtmischung auf die Lungenepithelzellen bestitigt

werden. Dafiir wurden Lungenepithelzellen mit der Gesamtmischung in einem
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Konzentrationsbereich von 1 g/m? bis 100 g/m? exponiert und auf Verdnderungen

der Zellvitalitit untersucht.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen zeigten, dass es in der hochsten Exposi-
tionskonzentration von 100 g/m? zu einer Verminderung der alamarBlue™- und
CFDA, AM-Fluoreszenz auf bis zu 81% im Vergleich zur Kontrolle kam, die nur bei
der Untersuchung mittels CFDA, AM signifikant (p=0,002) war (Abbildung 27).

Dieses Ergebnis entspricht den Resultaten des MTT-Tests.

Gesamtmischung

140 1

120 4

100 4

80 A

60 4

40 4

Zellvitalitat [% von Kontrolle]

20 1

alamarBlue™  CFDA, AM MTT

Abbildung 27: Einfluss der Gesamtmischung (Cs-Cis-Alkane, Methylcyclopentan, Styrol,
m-Xylol und Chlorbenzol) auf die Vitalitit TNF-a-stimulierter humaner
Lungenepithelzellen (A549) im  Transwell-Modell, untersucht mittels
alamarBlue™-, CFDA, AM- und MTT-Vitalititstest. Dargestellt sind die
Mittelwerte mit Standardfehler aus 3 Experimenten. Eine signifikante
Hemmung der Zellvitalitat (p<0,05) wurde mit dem Symbol # gekennzeichnet.

Zusammmenfassend konnte festgestellt werden, dass die zu untersuchenden

Einzelverbindungen sowie die Alkan- und Aromatemnischung die Zellvitalitit

humaner Lungenepithelzellen auch im Transwell-Modell nicht beeinflussen. Im

Gegensatz dazu konnte nach Exposition mit der Gesamtmischung in einer

Konzentration von 100 g/m? eine Hemmung der Zellvitalitit beobachtet werden.

Die Vitalititsmessungen mittels CFDA, AM und alamarBlue™ bestdtigten dieses

Ergebnis.
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3.6.2 Einfluss von VOC auf die Chemokinfreisetzung humaner
Lungenepithelzellen

Fir die Untersuchungen der fliichtigen Verbindungen iiber einen breiten Konzen-
trationsbereich wurden auch hier Losungsmittel (Methanol und Methylcyclo-
pentan) verwendet. Deren Einfluss auf die Lungenepithelzellen wurde zunéchst im

Transwell-Modell untersucht. Tabelle 13 fasst die Ergebnisse zusammen.

Tabelle 13: Einfluss der Losungsmittel Methanol und Methylcyclopentan auf die
Chemokinfreisetzung TNF-a-stimulierter humaner Lungenepithelzellen (A549)
im Transwell-Modell. Dargestellt sind die Mittelwerte (Minimum und
Maximum) von 3 Versuchsansitzen. Eine signifikante Hemmung der
Chemokinfreisetzung (p<0,05) wurde mit dem Symbol # gekennzeichnet.

Chemokinkonzentration in [pg/ml]

Ansatz Mittelwert (Minimum - Maximum)
MCP-1 IL-8

TNF-a-Stimulation (1 ng/ml) AL 1els
(3319,0-4262,2) (1444,5-1782,6)

TNF-a-Stimulation und 4203,5 848,1*

Methanol (13,2 g/m?) (3936,9-4298,4) (695,0-938,4)

TNF-a-Stimulation und 4011,9 1570,5

Methylcyclopentan (123 g/m?) | (3748,8-4383,7) (1368,5-1772,4)

Die Ergebnisse zeigten, dass es unter Methanol und Methylcyclopentan zu keiner
Beeinflussung der MCP-1-Freisetzung kam. Die IL-8-Freisetzung war dagegen
unter Methanol-Exposition auf 53% (p=0,01) vermindert. Durch Methylcyclopentan

wurde die IL-8-Freisetzung nicht beeinflusst.

Nach Exposition von Lungenepithelzellen mit der aromatischen Verbindung Styrol
konnte in der hochsten Konzentration von 100 g/m? eine Hemmung der MCP-1-
Freisetzung auf 33% (p<0,001) im Vergleich zur Kontrolle (Exposition von TNF-u-
stimulierten Lungenepithelzellen mit dem Lésungsmittel) beobachtet werden. Ab
einer Expositionskonzentration von 1 g/m? kam es zu einer Induktion der IL-8-
Freisetzung um bis zu 29% (1 g/m?3: p=0,005; 10 g/m?3 p=0,02; 100 g/ m* p=0,03)
bezogen auf die Kontrolle. In einem innenraumrelevanten Konzentrationsbereich
von 100 pg/m? bis 1 g/ m3 wurde eine Induktion der MCP-1-Freisetzung um bis zu
28% (100 pg/m?* p=0,003; 1mg/m3 p=0,005 10 mg/m* p=0,02; 100 mg/m?
p=0,007; 1 g/m?3: p=0,005) im Vergleich zur Kontrolle beobachtet (Abbildung 28).
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Die m-Xylol-Exposition zeigte in einer Konzentration von 100 g/m?3 ebenfalls eine
Hemmung der MCP-1-Freisetzung, die hier auf 61% (p=0,01) im Vergleich zur
Kontrolle vermindert war. Weiterhin kam es ab einer Expositionskonzentration
von 10 g/m?® zu einer Induktion der IL-8-Freisetzung um bis zu 25% (p<0,001)
bezogen auf die Kontrolle. In innenraumrelevanten Konzentrationen von
100 pg/m3 bis 1 g/m? wurde eine Induktion der MCP-1-Freisetzung um bis zu 19%
(100 pg/m? p=0,02; 1 mg/m3 p=0,04; 10 mg/m?3: p=0,002; 100 mg/m?* p<0,001;
1 g/m? p=0,01) im Vergleich zur Kontrolle beobachtet (Abbildung 28).

Chlorbenzol fiihrte in einer Konzentration von 100 g/m?* zu einer Hemmung der
MCP-1-Freisetzung um 66% (p<0,001) und einer Induktion der IL-8-Freisetzung
um 29% (p=0,008) im Vergleich zur Kontrolle. Weiterhin kam es in einem innen-
raumrelevanten Konzentrationsbereich von 10 pg/m? bis 1 g/m? zu einer Induk-
tion der MCP-1-Freisetzung um bis zu 38% (10 ng/m? p<0,001; 100 pg/m?: p=0,03;
1mg/m3 p=0,007; 10 mg/m3 p<0,001; 100 mg/m3 p=0,002; 1g/m3 p=0,004)
bezogen auf die Kontrolle (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Einfluss fluchtiger aromatischer Verbindungen (Styrol, m-Xylol und Chlor-
benzol) auf die Chemokinfreisetzung TNF-a-stimulierter humaner Lungen-
epithelzellen (A549) im Transwell-Modell, gemessen mittels ELISA. Dargestellt
sind die Mittelwerte mit Standardfehler aus 5 Versuchsansitzen. Eine signifi-
kante Stimulation der Chemokinfreisetzung (p<0,05) ist mit dem Symbol *, eine
signifikante Hemmung (p<0,05) mit dem Symbol # gekennzeichnet.

Die Aromatenmischung fiihrte bei Lungenepithelzellen in einer Konzentration von

100 g/m? zu einer Hemmung der MCP-1-Freisetzung um 84% (p<0,001) im Ver-

gleich zur Kontrolle. Ab einer Expositionskonzentration von 10 g/m? wurde eine

Induktion der IL-8-Freisetzung um bis zu 46% (10 g/m?* p=0,01; 100 g/m? p=0,02)

bezogen auf die Kontrolle beobachtet. Innenraumrelevante Konzentrationen von

0,1 ng/m? bis 10 mg/m? zeigten eine Induktion der MCP-1-Freisetzung um bis zu

28% (01 pg/m3 p=0,02; 1 ug/m?3 p=0,04; 10 ug/m>3 p=0,01; 100 ug/m?3 p=0,004;

1 mg/m? p=0,01; 10 mg/m? p=0,04) im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 29).

Auch die Gesamtmischung fiihrte in der hochsten Expositionskonzentration

(100 g/m3) zu einer Hemmung der MCP-1-Freisetzung (Hemmung um 68%,
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p<0,001). Auch kam es in dieser Konzentration zu einer Induktion der IL-8-
Freisetzung um 25% (p=0,03) im Vergleich zur Kontrolle. Im Konzentrations-
bereich von 0,1 pg/m? bis 100 mg/m? (innenraumrelevanter Bereich) wurde eine
Erhthung der MCP-1-Freisetzung um bis zu 18% (0,1 ug/m3: p=0,04; 1 ug/m*
p<0,001; 10 ug/m? p<0,001; 100 pg/m? p=0,004; 1 mg/m* p=0,004; 10 mg/m*
p<0,001; 100 mg/m?3: p=0,02) bezogen auf die Kontrolle beobachtet (Abbildung 29).

Die Alkanmischung fiihrte in der hochsten Konzentration von 100 g/m?® zu einer
Hemmung der MCP-1-Freisetzung um 11% (p=0,01) im Vergleich zur Kontrolle.

Verdanderungen der IL-8-Freisetzung traten nicht auf (Abbildung 29).
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Abbildung 29: Einfluss verschiedener VOC-Mischungen (Alkanmischung: Co-Ci3-Alkane und
Methylcyclopentan; Aromatenmischung: Styrol, m-Xylol und Chlorbenzol;
Gesamtmischung: Alkanmischung und Aromatenmischung) auf die Chemokin-
freisetzung TNF-a-stimulierter humaner Lungenepithelzellen (A549) im
Transwell-Modell, gemessen mittels ELISA. Dargestellt sind die Mittelwerte mit
Standardfehler aus 5 Versuchsansitzen. Eine signifikante Stimulation der
Chemokinfreisetzung (p<Q,05) ist mit dem Symbol* eine signifikante
Hemmung (p<0,05) mit dem Symbol # gekennzeichnet.
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Die Exposition humaner Lungenepithelzellen mit fliichtigen aromatischen
Verbindungen fithrte im Transwell-Modell zu einer Induktion der MCP-1-
Freisetzung, die bei allen getesteten Verbindungen in hohen, aber auch in
innenraumrelevanten Konzentrationen auftrat. Die MCP-1-Induktion war bei
Chlorbenzol im Vergleich zu Styrol und m-Xylol am stirksten ausgeprigt und trat
im grofiten Konzentrationsbereich auf (von 10 ug/in® bis 1 g/m?). In sehr hohen
Expositionskonzentrationen (ab 10 g/fn’) konnte bei allen aromatischen
Verbindungen eine Induktion der IL-8-Freisetzung bzw. inhibitorische Effekte auf

die MCP-1-Freisetzung beobachtet werden.

Auch die Exposition mit der Aromaten- bzw. Gesamtmischung fithrte zu einer
MCP-1-Induktion, die im innenraumrelevanten Bereich lag. Der Konzentrations-
bereich der MCP-1-Induktion war bei der Gesamtmischung grifier als bei der
Aromatenmischung, wobei die Intensitit der MCP-1-Induktion bei der
Aromatemmischung grifier war. Hohe Expositionskonzentrationen (ab 10 g/m?)
Sfithrten bei der Aromaten- bzw. Gesamtmischung zu einer Induktion der IL-8-
Freisetzung. Bei allen untersuchten VOC-Mischungen trat in der hochsten
Konzentration (100 g/in3) eine Hemmmung der MCP-1-Freisetzung auf, die bei

Aromaten- und Gesamtmischung stirker als bei der Alkanmischung war.

3.6.3 Einfluss von Chlorbenzol auf die MCP-1 mRNA-
Expression humaner Lungenepithelzellen

Chlorbenzol verursachte im Transwell-Modell die stirksten Verdnderungen der
Chemokinfreisetzung (MCP-1-Induktion um bis zu 38% in einem Konzentrations-
bereich von 10 pg/m? bis 1 g/m?). Aus diesem Grund wurde fiir diese Verbindung
nach der Exposition von Lungenepithelzellen im Transwell-Modell mRNA isoliert
und nach Synthese der cDNA die MCP-1 mRNA-Expression mittels PCR
untersucht. Als Housekeeping-Gen wurde p-Actin verwendet. Es sollten damit die
Ergebnisse auf Proteinebene zusitzlich auf mRNA-Ebene bestitigt werden. Der

untersuchte Konzentrationsbereich lag zwischen 10 pg/m? und 100 g/m?.

Chlorbenzol fiihrte in einem Konzentrationsbereich von 10 pg/m? bis 100 mg/m3

zu einer signifikanten Erhchung der MCP-1 mRNA-Expression (Abbildung 30).
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Verglichen mit der MCP-1-Induktion auf Proteinebene trat die Erhohung der
MCP-1 mRNA-Expression in einem dhnlichen Konzentrationsbereich auf
(Proteinebene: 10 pg/m? bis 1 g/m3, mRNA-Ebene: 100 pg/m? bis 100 mg/m?) und
umfasste damit wiederum den innenraumrelevanten Bereich. Auch zeigte sich,
dass die Erhdhung der MCP-1 mRNA-Expression stirker ausgepragt war als die
MCP-1-Induktion auf Proteinebene.
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Abbildung 30: Einfluss von Chlorbenzol auf die MCP-1 mRNA-Expression humaner
Lungenepithelzellen (A549) bezogen auf das Housekeeping-Gen p-Actin.
Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardfehler aus 3 Versuchsansitzen.
Eine signifikante Stimulation der mRNA-Expression (p<0,05) ist mit dem
Symbol * gekennzeichnet.

3.7 Untersuchung von Sekundireffekten VOC-exponierter
Lungenepithelzellen aus dem Transwell-Modell auf
PBMC

Die fltichtigen Verbindungen, die im Transwell-Modell in innenraumrelevanten
Konzentrationsbereichen zu Veridnderungen der Chemokinfreisetzung humaner
Lungenepithelzellen fiithrten (MCP-1-Induktion unter Styrol, m-Xylol und Chlor-
benzol), sollten nun hinsichtlich ihrer Sekundéareffekte auf PBMC untersucht
werden. Verglichen wurden die Ergebnisse dieser Experimente mit den

Ergebnissen der Sekunddruntersuchungen der Alkanmischung, die im
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innenraumrelevanten Bereich auch im Transwell-Modell zu keinen Verdnderungen

der MCP-1-Freisetzung humaner Lungenepithelzellen fiihrte.

Die konditionierten Medien der VOC-exponierten Lungenepithelzellen wurden auf
stimulierte PBMC (Stimulation mit anti-CD3/anti-CD28) gegeben und fiir 24 h
bzw. 72 h inkubiert. Anschliefend wurden Verdnderungen der Zytokinfreisetzung

der PBMC mittels ELISA (IL-13, IFN-y) analysiert.

Die 24-stiindige Inkubation von Zellkulturtiberstanden Styrol-exponierter Lungen-
epithelzellen mit PBMC zeigte keine Verdnderungen der IL-13- und IFN-y-Frei-
setzung (Abbildung 31 A). Im Gegensatz dazu konnte nach 72 h in einem Konzen-
trationsbereich von 10 mg/m? bis 100 mg/m? eine Induktion der IL-13-Freisetzung
von PBMC um bis zu 24% (p=0,002) im Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden.

Verdnderungen der [FN-y-Freisetzung traten nicht auf (Abbildung 31 B).
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Abbildung 31: Einfluss der Zellkulturiiberstinde Styrol-exponierter Lungenepithelzellen (aus
dem Transwell-Modell) auf die Zytokinfreisetzung CD3/CD28-stimulierter
PBMC nach 24-stiindiger (A) bzw. 72-stiindiger (B) Inkubation, gemessen im
ELISA. Dargestellt sind die Mediane sowie die 25.und 75. Perzentile von
6 untersuchten Spendern. Eine signifikante Stimulation der Zytokinfreisetzung
(p<0,05) ist mit dem Symbol * gekennzeichnet.

Demgegentiber fiihrten die Zellkulturiiberstinde m-Xylol-exponierter Lungen-
epithelzellen weder nach 24 h (Abbildung 32 A) noch nach 72 h (Abbildung 32 B)

zu Verénderungen auf Ebene der IL-13- und IFN-y-Freisetzung.
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Abbildung 32: Einfluss der Zellkulturiiberstinde m-Xylol-exponierter Lungenepithelzellen

(aus

dem Transwell-Modell)

auf die

Zytokinfreisetzung CD3/CD28-

stimulierter PBMC nach 24-stindiger (A) bzw. 72-stiindiger (B) Inkubation,
gemessen im ELISA. Dargestellt sind die Mediane sowie die 25.und
75. Perzentile von 6 untersuchten Spendern.

Die konditionierten Medien Chlorbenzol-exponierter Lungenepithelzellen zeigten

nach 24-stiindiger Inkubation mit PBMC keine Verdnderungen der IL-13- bzw.

[FN-y-Freisetzung (Abbildung 33 A). Nach 72 h konnte im innenraumrelevanten

Konzentrationsbereich von 10 pg/m3 bis 10 mg/m? eine Induktion der IL-13-

Freisetzung um bis zu 23% (p=0,002) im Vergleich zur Kontrolle beobachtet

werden. Verdanderungen der IFN-y-Freisetzung traten nicht auf (Abbildung 33 B).
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Abbildung 33: Einfluss der Zellkulturiberstinde Chlorbenzol-exponierter Lungenepithel-

zellen (aus dem Transwell-Modell) auf die Zytokinfreisetzung CD3/CD28-
stimulierter PBMC nach 24-stiindiger (A) bzw. 72-stiindiger (B) Inkubation,
gemessen im ELISA. Dargestellt sind die Mediane sowie die 25.und
75. Perzentile von 6 untersuchten Spendern. Eine signifikante Stimulation der
Zytokinfreisetzung (p<0,05) ist mit dem Symbol * gekennzeichnet.
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Die Inkubation von PBMC mit Zellkulturiiberstinden der mit der Alkanmischung
exponierten Lungenepithelzellen fiihrte weder nach 24h noch nach 72h zu

Verdanderungen der IL-13- und IFN-y-Freisetzung (Abbildung 34).
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Abbildung 34: Einfluss der Zellkulturiiberstinde von mit der Alkanmischung (Co-Ciz-Alkane
und Methylcyclopentan) exponierten Lungenepithelzellen (aus dem Transwell-
Modell) auf die Zytokinfreisetzung CD3/CD28-stimulierter PBMC nach
24-stiindiger (A) bzw. 72-stiindiger (B) Inkubation, gemessen im ELISA.
Dargestellt sind die Mediane sowie die 25.und 75.Perzentile von
6 untersuchten Spendern.
Zusammengefasst zeigten die Ergebnisse, dass bei keiner der untersuchten
Verbindungen nach 24-stiindiger Inkubation der konditionierten Medien VOC-
exponierter Lungenepithelzellen mit PBMC Verdnderungen der Zytokinfreisetzung
auftreten. Eine Inkubationsdauer wvon 72 h fiihrte bei Zellkulturiiberstinden
Chlorbenzol- bzw. Styrol-exponierter Lungenepithelzellen zu einer Induktion der
IL-13-Freisetzung. Dabei lag die durch Chlorbenzol-Kulturiiberstinde hervor-
gerufene IL-13-Induktion im innenraumrelevanten Konzentrationsbereich. Der
Konzentrationsbereich der IL-13-Induktion war bei Styrol im Vergleich zu Chlor-
benzol kleiner und lag an der Grenze der Innenrawumrelevanz. Die Exposition von
Lungenepithelzellen mit m-Xylol bzw. der Alkanmischung fiihrte auf PBMC zu

keinen Sekundireffekten. Die im Transwell-Modell erhaltenen Ergebnisse

bestitigten demnach die beobachteten Effekte im Zelllkulturréhrchen-Modell.
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3.8  Einfluss von fliichtigen organischen Verbindungen auf
gemeinsam  kultivierte Lungenepithelzellen und
PBMC im Transwell-Modell am Beispiel von
Chlorbenzol

Da durch die Inkubation von PBMC mit Zellkulturiiberstinden Chlorbenzol-
exponierter Lungenepithelzellen eine Beeinflussung der Zytokinfreisetzung von
PBMC beobachtet werden konnte, sollte nun in einem weiteren Ansatz eine
Kokultur von Lungenepithelzellen und PBMC im Transwell-Modell versucht
werden. Als Modell-VOC wurde wiederum Chlorbenzol verwendet, da durch
diese Verbindung (im Vergleich zu Styrol und m-Xylol) die stirksten Veran-

derungen der Chemokinfreisetzung humaner Lungenepithelzellen erzielt wurden.

Humane Lungenepithelzellen und PBMC wurden mit TNF-a und Antikdrpern
gegen die Oberflichenmarker CD3/CD28 stimuliert und mit Chlorbenzol in einem
Konzentrationsbereich von 0,1 pg/m?® bis 100 g/m?® exponiert. Verdnderungen der
Zytokin-/Chemokinfreisetzung wurden mittels ELISA (MCP-1, IL-13, IFN-y)
untersucht. Die Ansdtze wurden 20h mit VOC exponiert und anschliefend in
VOC-freier Atmosphdre bis 72h weiterinkubiert. Zellkulturiiberstinde wurden
nach 20h und 72 h gewonnen und mittels ELISA analysiert.Die Exposition der
gemeinsam  kultivierten = Lungenepithelzellen —und PBMC fiihrte in
innenraumrelevanten Konzentrationsbereichen weder nach 20 h noch nach 72 h zu
Verdnderungen der Zytokin-/Chemokinfreisetzung (Abbildung 35 A und B). In
sehr hohen Expositionskonzentrationen (ab 1g/m?®) kam es nach 20h zu einer
Hemmung der IL-13-Freisetzung um bis zu 52% (1 g/m? p=0,01; 10 g/m3: p<0,001;
100 g/m? p<0,001) im Vergleich zur Kontrolle. Weiterhin war die IFN-y-
Freisetzung ab einer Konzentration von 10 g/m? auf bis zu 69% (p<0,001) und die
MCP-1-Freisetzung in der héchsten Konzentration (100 g/m?) auf 70% (p=0,04)
bezogen auf die Kontrolle vermindert (Abbildung 35 A). Im Gegensatz dazu zeigte
sich nach 72h in der hochsten Expositionskonzentration von 100 g/m? eine
Induktion der MCP-1-Freisetzung um 30% (p=0,04) im Vergleich zur Kontrolle.

Eine Hemmung der IL-13- bzw. IFN-y-Freisetzung trat nur noch in der hochsten
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Konzentration von 100 g/m? auf und betrug 24% (IL-13, p=0,004) bzw. 62% (IFN-y,
p=0,04) bezogen auf die Kontrolle (Abbildung 35 B).
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Abbildung 35: Einfluss von Chlorbenzol auf die Zytokin-/Chemokinfreisetzung kokultivierter
humaner Lungenepithelzellen (A549) und PBMC nach 20 h (A) bzw. 72 h (B) im
Transwell-Modell, gemessen mittels ELISA. Dargestellt sind die Mediane sowie
die 25.und 75. Perzentile von 12 untersuchten Spendern. Eine signifikante
Stimulation der Zytokin-/Chemokinfreisetzung (p<0,05) ist mit dem Symbol *,
eine signifikante Hemmung (p<0,05) mit dem Symbol # gekennzeichnet.

Auffdllig war, dass die Konzentration von MCP-1 in den Kontrollansitzen der

Kokultur (PBMC und Lungenepithelzellen) drastisch hoher war im Vergleich zur

alleinigen Kultur von Lungenepithelzellen (Lungenepithelzellen allein: 4070 pg/ml

MCP-1; Kokultur mit PBMC: 14800 pg/ml MCP-1). Eine Induktion der MCP-1-

Freisetzung bei Chlorbenzol-exponierten Lungenepithelzellen von 38% (wie im

Kapitel 3.6.2 beschrieben) entspricht ca. 1550 pg/ml und kénnte im Kokultur-

Ansatz aus messtechnischen Griinden nicht mehr nachweisbar sein.

Die bei der Chlorbenzol-Exposition von Lungenepithelzellen beobachtete Erhihung
der MCP-1-Freisetzung konnte bei der Exposition der Kokultur mit PBMC nicht
beobachtet werden. Auch kam es in innenraumrelevanten Konzentrationen zu
keinen Verdnderungen der Zytokinfreisetzung der PBMC (IL-13, IFN-p. Hohe
Chlorbenzol-Konzentrationen (ab 1 g/m3) fiihrten nach 20-stiindiger Exposition zu
immuntoxischen Effekten. Nach 72 h traten immuntoxische Effekte nur noch in der
hochsten Konzentration von 100 g/m? (IL-13 und IFN-p) auf. Die MCP-1-

Freisetzung war in dieser Konzentration erhiht.
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3.9  Einfluss von MCP-1 auf PBMC

In Untersuchungen zu Sekundireffekten auf PBMC konnte gezeigt werden, dass
Zellkulturiiberstinde VOC-exponierter Lungenepithelzellen zu einer Induktion der
[L-13-Freisetzung bei PBMC fithren. Aulerdem kam es unter VOC-Einfluss zu
einer Induktion der MCP-1-Freisetzung bei Lungenepithelzellen. Deshalb sollte
tiberpriift werden, ob die Inkubation von PBMC mit MCP-1 zu einer [L-13-
Induktion fithrt.

Fiir diese Untersuchungen wurden PBMC mit verschiedenen Konzentrationen von
humanem, rekombinantem MCP-1 (100 pg/ml bis 10.000 pg/ml) inkubiert und
nach 24h bzw. 72h die Zytokine IL-13 und IFN-y im Zellkulturdberstand
analysiert (ELISA).

Dabei zeigte sich, dass MCP-1 allein weder nach 24- noch nach 72-stiindiger
Inkubation zu signifikanten Veranderungen der IL-13- und IFN-y-Freisetzung von

PBMC fiihrt (Abbildung 36).
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Abbildung 36: Einfluss von humanem, rekombinantem MCP-1 auf die Zytokinfreisetzung
CD3/CD28-stimulierter PBMC nach 24-stiindiger bzw. 72-stiindiger
Inkubation, gemessen im ELISA. Dargestellt sind die Mediane sowie die
25. und 75. Perzentile von 6 untersuchten Spendern.
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Epidemiologische Studien haben gezeigt, dass es einen Zusammenhang zwischen
VOC-Belastung im Innenraum und der Manifestation von Atemwegserkrankungen
und Allergien gibt. Wegen der Vielzahl der im Innenraum vorkommenden
fliichtigen Verbindungen kann das Schadstoffpotenzial der einzelnen Verbin-
dungen und zugrunde liegende Wirkungsmechanismen in epidemiologischen
Studien nicht untersucht werden. Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, im
Rahmen von In vitro-Untersuchungen das Schadstoffpotenzial einzelner fliichtiger
Verbindungen zu bewerten. Besondere Beachtung fanden bei allen Unter-
suchungen innenraumrelevante Konzentrationsbereiche, die fiir die einzelnen
aliphatischen Verbindungen nach Herbarth und Rehwagen (1998) zwischen
1pg/m? und 20 pg/m® und fiir die einzelnen aromatischen Verbindungen
zwischen 1 pg/m? und 13 pug/m?® liegen. Nach Seifert (1999) treten z.B. nach Reno-
vierungsarbeiten auch wesentlich hohere Total-VOC-Konzentrationen (Summe der
VOC, TVOC) von 10 mg/m? bis 25 mg/m? auf, die ebenfalls als innenraumrelevant

betrachtet wurden.

41 Auswahl eines geeigneten Invitro-Modells zur
Exposition von humanen Zellen mit fliichtigen
organischen Verbindungen

Bei der Entwicklung von In vifro-Modellen fiir die Untersuchung biologischer
Effekte von fliichtigen organischen Verbindungen steht die Losung verschiedener

Probleme im Vordergrund (Rasmussen 1984):

e Kontrollierte Herstellung und Uberwachung der zu analysierenden
Gasphase, um dosisabhangige Effekte untersuchen zu kdnnen.
e Der Kontakt zwischen Zellen und Gasphase sollte so dicht wie mdglich sein,

um z.B. Interaktionen des Gases mit Mediums-Bestandteilen zu vermeiden
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und einen gleichmifigen Kontakt des Gases mit den Zellen zu
gewdhrleisten.
e Das Modell sollte eine aussagekriftige Expositionszeit erlauben, aber eine

Inaktivierung der Zellen durch Austrocknung vermeiden.

Um auf diese Problemstellungen eingehen zu konnen, wurden unterschiedliche

Systeme entwickelt.

Bei einem sehr einfachen Expositionssystem fiir Alveolarmakrophagen mit
Stickstoffdioxid oder Ozon stromt das Gas durch die Zellsuspension oder der
Schadstoff wird durch die Zellkulturflasche geleitet (Voisin et al. 1974, Cardile et
al. 1995). Der Nachteil dieser Methode ist, dass das Gas eine Diffusionsbarriere

tiberwinden muss.

Weiterhin wurden Expositionsmodelle mit Hilfe von Rollflaschen oder Schiittlern
entwickelt, um die Diffusionsbarriere zu verringern (Baker und Tumasonis 1971,
Valentine 1985). Bei diesen Modellen ist die Diffusionsschicht durch periodische
Bewegung wie Rollen oder Schiitteln variabel. Diese Modelle erlauben die
Exposition von z.B. humanen Lungenzellen mit Stickstoffdioxid, Ozon (Guerrero et

al. 1979a, b, Pace et al. 1969) oder fliichtigen Verbindungen (Muckter et al. 1998).

Eine dritte Moglichkeit ist die Exposition von Zellen auf Kollagengelen oder
mikropordsen Membranen (Rasmussen und Crocker 1981, Voisin et al. 1977a, b,
Zamora et al. 1983, Zamora et al. 1986). Alveolarmakrophagen oder Lungen-
epithelzellen werden dabei ohne Mediumsschicht fiir eine Stunde mit den Gasen
exponiert. Dabei kann das Gas statisch durch einmalige Gabe des Gases in eine
dichte Kammer oder dynamisch durch einen kontinuierlichen Gasstrom appliziert
werden. Mit diesen Modellen kénnen Zellen z.B. mit Ozon, Stickstoffdioxid oder

Schwefeldioxid exponiert werden (Gabridge und Gladd 1984, Alink et al. 1979).

Die Exposition an der Fliissigphasen/Gasphasen-Grenzschicht ist eine vierte
Moglichkeit der Untersuchung von Schadstoffeffekten. Dabei werden =z.B.
Alveolarmakrophagen oder Lungenfibroblasten auf Zelluloseacetat-Filtern
ausgesit. Durch Diffusion des Mediums durch den Filter werden die Zellen von

der Unterseite mit Medium versorgt. Von der Oberseite liegen die Zellen frei vor.
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In einer Expositionskammer werden die Zellen dann z.B. mit Ozon oder Stick-
stoffdioxid exponiert (Rasmussen und Crocker 1981, Samuelsen et al. 1978, Voisin
et al. 1974, Voisin et al. 1977a, b). Diese Untersuchungen zeigten, dass die meisten
Zellen in diesen Modellen z.B. auf Ozon schon in geringen Konzentrationen sehr
empfindlich reagieren. Auch Tarkington und Mitarbeiter entwickelten ein In vitro-
Modell, welches eine biphasische Kammer verwendet (Whitcutt chamber, Whitcutt
etal. 1988). In dieser Kammer werden differenzierte Epithelzellen des
Respirationstraktes zwischen Luft- und Fliissigkeitsphase auf einer Polycarbonat-

oder Nitrozellulose-Membran kultiviert und mit Ozon exponiert.

Vorteile solcher Modelle sind, dass die Zellen in direktem Kontakt zu dem Gas
stehen und dass durch die Versorgung der Zellen mit Medium von der Unterseite
der Membran eine Exposition iiber einen lingeren Zeitraum moglich ist.
Untersuchungen zum Einfluss der Mediumsschicht auf den Zellen in Bezug auf die
Ozon-Toxizitdt zeigten, dass die Zellen ohne Medium wesentlich empfindlicher auf

Ozon reagieren (Tarkington et al. 1994).

Eine entscheidende Weiterentwicklung auf diesem Gebiet wurde durch das
CULTEX®-System (CULTEX®, Vitrocell, Germany) erreicht. In diesem Modell wird
ein kontinuierlicher, vertikaler Gasstrom auf die biphasisch kultivierten Zellen
geleitet. Aufderheide und Mitarbeiter (2000) konnten mit Hilfe des CULTEX®-
Systems humane Zellen des Respirationstraktes mit Zigarettenrauch exponieren.
Dieses Modell konnte auch erfolgreich fir die Exposition von humanen
Lungenzellen mit Ozon/Stickstoffdioxid (Ritter et al. 2001) und Autoabgasen
(Knebel et al. 2002) eingesetzt werden. Nachteilig ist, dass das CULTEX®-System
nur die Exposition eines Dreifachansatzes mit gleicher Verbindung und
Konzentration erlaubt. Chemikalien-exponierte Zellen kénnen damit in einem
Ansatz nicht im Vergleich zur nicht exponierten Kontrolle untersucht werden, was

eine erhebliche Limitierung darstellt.

Ein weiteres neuartiges Modell ist die Applikation von fliichtigen organischen
Verbindungen auf immunkompetente Zellen in einem Zwei-Phasen-Bioreak-

torsystem (Raabe et al. 1999, Raabe et al. 2000, Raabe et al. 2001, Klemm 2005).
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Dabei werden die Zellen auf einer hydrophoben, gaspermeablen, pordsen
Membran ausgesit, die das Trennungselement in diesem Zweikammersystem ist.
Die obere Kammer hat die Funktion einer Zellkulturkammer, in der unteren
Kammer erfolgt die Gasdurchleitung. Auf der Oberseite der Membran befinden
sich die Zellen in Medium. Von der Unterseite der Membran stromt ein Gasstrom
durch die Membran auf die Zellen. Durch kontinuierliches Zu- und Abfiithren von
Zellkulturmedium werden die Zellen mit Medium versorgt und metabolisierte
Produkte entfernt. Das Problem hier liegt in der Beschaffenheit der Membran.
Diese muss ausreichend inert und permeabel fiir die VOC sein. Auch kann in

diesem System nur eine Konzentration oder eine Kontrolle untersucht werden.

Alle bisher in der Literatur beschriebenen Modelle haben verschiedene Nachteile.
Sie sind z.T. sehr kompliziert zu handhaben, beinhalten viele mogliche Fehler-
quellen und/oder erlauben keine gleichzeitige Exposition von Zellen mit Gasen
iiber einen weiten Konzentrationsbereich unter standardisierten Bedingungen.
Weiterhin konnte meist nur iiber eine kurze Zeit von 1h oder 3 h exponiert

werden, da Austrocknungseffekte zu befiirchten waren.

Aufgrund der verschiedenen Probleme wurde in dieser Arbeit auf ein Modell
zurtickgegriffen, das von Wichmann und Mitarbeitern (2005) entwickelt wurde.
Dieses Modell erlaubt eine Exposition von frisch praparierten Primérzellen wie
PBMC oder von Zelllinien wie der Lungenepithel-Zelllinie A549 mit fliichtigen
organischen Verbindungen {iber einen breiten Konzentrationsbereich. Damit
koénnen dosisabhingige Effekte untersucht werden, ohne dass eine aufwendige
Expositionsapparatur mit konstantem Gasstrom notwendig ist. In diesem Modell
werden die fliichtigen Verbindungen iiber die Gasphase in dicht schlieBenden
Glasflaschen und somit im geschlossenen System appliziert. Das Modell ist leicht
zu handhaben und erlaubt Mehrfachbestimmungen fiir jede einzelne Konzen-
tration und die entsprechenden Kontrollen. Es ist demnach eine preiswerte und
schnelle Voruntersuchung von fliichtigen Verbindungen (Screening) moglich. Zur
Etablierung des Modells wurde Toluol als Modell-VOC verwendet. Toluol ist eine
flichtige Verbindung, die hauptsdchlich im Zusammenhang mit Verkehrsbelas-

tungen in erhhten Konzentrationen im Innenraum auftritt. Mittels gaschromato-
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grafischer Untersuchungen wurde zunichst analysiert, ob Toluol bei der Appli-
kation tiber die Gasphase ins Zellkulturmedium und somit an die Zellen gelangt.
Weiterhin wurde das Verhiltnis zwischen Toluol-Konzentration in der Glasflasche

und der resultierenden Toluol-Konzentration im Zellkulturmedium untersucht.

Wichmann und Mitarbeiter (2005) konnten zeigen, dass mit diesem Modell eine
reproduzierbare Toluol-Konzentration in der Zellkultur erreicht wird (Abbildung
37). In Abhingigkeit von der applizierten Toluol-Menge stellte sich die
Toluolkonzentration im Zellkulturmedium mit differenter Kinetik ein. Toluol
gelangte nach einem zeitlichen Verzug, der mit zunehmender Toluol-
Konzentration gréfier wird, ins Zellkulturmedium und akkumulierte dort bis zum
Erreichen eines Maximums nach 60 min bis 5h. Danach nahm die Toluol-
Konzentration ab und erreichte nach 6-12 h eine relativ konstante Konzentration im

Zellkulturmedium, die dann bis zu 24 h stabil bleibt (Abbildung 37).

5 pl toluene [7,25 g/m?]

Toluene concentration in cell cullure [ug/mi]

10 18 20
Time [h]

Abbildung 37: Zeitlicher Verlauf der Toluol-Konzentration im Zellkulturmedium nach
Applikation von 5 pl Toluol (7,25 g/m?) im geschlossenen System (Glasflasche
mit einem Volumen von 600 ml) (aus: Wichmann et al. 2005).

Es wurde demnach allein durch Konvektion und Diffusion tiber einen breiten
Konzentrationsbereich eine reproduzierbare Exposition der kultivierten Zellen mit
Toluol erreicht, ohne die Notwendigkeit einer direkten Toluol-Applikation ins
Zellkulturmedium bzw. eines aktiven Transfers der Toluol-angereicherten Luft ins
Zellkulturmedium. Auch wurde eine gute Korrelation zwischen den applizierten
Toluolkonzentrationen in der Flasche und den Toluol-Konzentrationen im

Zellkulturmedium beobachtet. Durch die Verwendung von COz-unabhingigem
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Medium konnten die Experimente in dicht schliefenden Flaschen ohne die

Notwendigkeit einer kontinuierlichen CO2-Anwesenheit durchgefiihrt werden.

Eine Studie beziiglich der Toluol-Exposition am Arbeitsplatz zeigte, dass Toluol-
Konzentrationen in Arbeitsrdumen zwischen 48,9 mg/m? und 568,0 mg/m? (im
Mittel 237,0 mg/m?) auftreten konnen (Angerer et al. 1998). Im peripheren Blut
dieser exponierten Arbeiter wurde eine durchschnittliche Toluol-Konzentration
von 804 pg/1 gemessen. In dem hier verwendeten Modell fiihrte eine Toluol-
Expositionskonzentration von 237 mg/m?® im Zellkulturmedium zu einer Toluol-
Konzentration von 363 pg/1. Es konnte somit davon ausgegangen werden, dass das

hier verwendete Modell die realen Expositionsbedingungen gut widerspiegelt.

Es muss jedoch kritisch diskutiert werden, dass auch das hier gewdhlte Modell
Grenzen besitzt. Die untersuchten fliichtigen Verbindungen haben die Eigenschaft,
sich an das Zellkulturréhrchen-Material Polystyrol zu adsorbieren und damit eine
Verringerung der VOC-Konzentration zu bewirken. Weiterhin kommt es zu
Loslichkeitsproblemen im Medium, da alle untersuchten Verbindungen lipophil
sind. Nachteilig ist auch, dass sich die VOC wahrend der Expositionszeit im
Medium nicht gleichméfig anreichern, sondern erst nach Erreichen eines Maxi-
mums sich ein stabiles Gleichgewicht einstellt. Diese Nachteile sprechen aber unter
Berticksichtigung der schon beschriebenen Vorteile wie der Untersuchung eines
weiten Konzentrationsbereiches, der Moglichkeit einer Expositionsdauer von 24 h,
der einfachen Handhabung, der Moglichkeit von Mehrfachbestimmungen und der
schnellen Voruntersuchung vieler Verbindungen nicht gegen dieses Modell. Es
schien demnach fiir die hier zu untersuchenden Fragestellungen prinzipiell
geeignet zu sein und wurde im Verlauf der Dissertation weiter modifiziert. Ein
wesentlicher Optimierungsschritt bestand in der Etablierung eines Transwell-
Modells, das eine VOC-Exposition iiber die Gasphase auf die Zellen ohne Medi-

umsschicht erlaubt. Damit entfiel das Problem der VOC-Léslichkeit im Medium.
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4.2 Einfluss von fliichtigen organischen Verbindungen auf
die Freisetzung Thl/Th2-relevanter Zytokine

Die im Kapitel 1.3 beschriebenen Ergebnisse aus epidemiologischen Studien
zeigten einen Einfluss von VOC auf das Th1/ Th2-Gleichgewicht, insbesondere eine
Verschiebung in Richtung Th2-Antwort. Aus diesem Grund wurde die Hypothese
aufgestellt, dass fliichtige Verbindungen direkt auf die T-Helferzellen wirken und
dadurch in das Immunsystem eingreifen. Dies kénnte durch Stimulation der zur
Entwicklung allergischer Reaktionen beitragenden Th2-Zellen und/oder durch

Hemmung der vor allergischen Reaktionen schiitzenden Th1-Zellen geschehen.

Die Untersuchung von immunmodulierenden Effekten ausgewihlter VOC erfolgte
an PBMC. Wegen ihrer guten Verfiigbarkeit und der Tatsache, dass Primérzellen
keine Zellkultur-induzierten Veranderungen haben, waren sie gut fiir die Unter-
suchungen geeignet. Um Verdnderungen auf Ebene der Thl/Th2-Zellen
untersuchen zu kénnen, wurden die Zytokine IL-4 und IL-13 in den Zellkultur-
tiberstanden als Marker fiir eine Th2-Antwort und IFEN-y fiir die Th1-Reaktivitdt
untersucht. Zusétzlich wurde das proinflammatorische Zytokin TNF-c. analysiert,
welches von Monozyten, aber auch von Typ 1-T-Zellen produziert wird. Vorver-
suche zeigten, dass, um Verdnderungen auf Ebene der Thl/Th2-Zellen
untersuchen zu konnen, eine Stimulation der Zellen mit Antikorpern gegen die
Oberflédchenmarker CD3/CD28 notwendig war, da die freigesetzten Konzentra-
tionen der Zytokine im unstimulierten Zustand unterhalb der ELISA-Nachweis-
grenze von 4pg/ml lagen. Mit der Stimulation mit anti-CD3/anti-CD28-
Antikérpern wurde eine natiirliche T-Zell-Aktivierung iiber den TZR und

kostimulatorische Signale simuliert.

Fir die Untersuchungen der VOC im verwendeten Konzentrationsbereich von
0,001 pg/m? bis 100 g/m® war die Verwendung von Lésungsmitteln notwendig,
um pipettierbare VOC-Volumina zu erhalten. Untersuchungen zum Einfluss der
Losungsmittel auf die Zytokinfreisetzung von PBMC zeigten, dass die
verwendeten Losungsmittel Methylcyclopentan und Methylenchlorid keine Effekte

auf PBMC hatten. Demgegeniiber fithrte Methanol zu einer signifikanten
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Hemmung der TNF-a-Freisetzung. Da alle experimentellen Ansétze einschliefslich
der Kontrollen mit identischen Methanol-Konzentrationen behandelt wurden, war
der Hemmeffekt in allen Ansitzen gleich, so dass dennoch VOC-Effekte auf die

TNF-a-Freisetzung untersucht werden konnten.

Lehmann und Mitarbeiter (2001) konnten erstmals zeigen, dass die Exposition mit
innenraumrelevanten Konzentrationen von Chlorbenzol bzw. Cs-Ciz-Alkanen bei
Kindern mit einer reduzierten Anzahl von IFN-y-produzierenden Th1l-Zellen und
unter Chlorbenzol-Exposition auch mit einer erhoéhten Anzahl von IL-4-
produzierenden Th2-Zellen korreliert. Die Ergebnisse der in dieser Arbeit
durchgefiihrten Experimente zeigten jedoch bei keiner der untersuchten VOC
Veranderungen der Zytokinfreisetzung von PBMC im innenraumrelevanten
Bereich und somit auch keinen Einfluss auf die Th1l/Th2-Balance. Eine direkte

Wirkung dieser VOC auf die Th1/Th2-Zellen ist demnach eher unwahrscheinlich.

Wichmann und Mitarbeiter (2005) untersuchten den Einfluss von hoheren Toluol-
Konzentrationen (21,75 mg/m? bis 725 g/m?) auf PBMC. Sie konnten zeigen, dass
Toluol die Zytokinfreisetzung von PBMC verdndert. Toluol-Konzentrationen von
21,75 g/m3 bis 725 g/m? fithrten zu einer Erhchung der TNF-a- und zu einer
Verringerung der [FN-y-, IL-4- und IL-13-Freisetzung. Das bedeutet, dass in hohen
Toluol-Konzentrationen die Lymphozyten in ihrer Aktivitdt vermindert waren. Die
Freisetzung des proinflammatorischen Zytokins TNF-o war erhoht, was fiir
entziindliche Prozesse kennzeichnend ist. Diese Verdnderungen traten in
Konzentrationsbereichen auf, in denen die Zellvitalitat nicht beeinflusst wurde. Bei
einigen der hier untersuchten aromatischen VOC konnten in hohen Expositions-
konzentrationen ebenfalls immuntoxische Effekte beobachtet werden. In einer
Konzentration von 10g/m?® bis 100g/m® wurden durch Chlorbenzol
immuntoxische Effekte auf die Zytokinfreisetzung, durch Styrol- und m-Xylol-
Exposition eine leichte, jedoch nicht signifikante, Erhohung der TNF-a-Freisetzung
beobachtet. Verglichen mit der Toluol-Exposition, die von Wichmann und
Mitarbeitern durchgefithrt wurde, zeigte sich, dass die Effekte in hohen

Konzentrationen dhnlich waren. Die Verdnderungen der Zytokinfreisetzung traten
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auch hier in Konzentrationen auf, die zu keinen zytotoxischen Effekten fiihrten.
Unter Tridekan- und Methylcyclopentan-Exposition mit 100 g/m?® kam es ebenfalls

zu leichten immuntoxischen Effekten.

Da im Innenraum eine Vielzahl fliichtiger Verbindungen vorkommt (Herbarth und
Rehwagen 1998), wurden verschiedene VOC-Mischungen hinsichtlich ihrer Effekte
auf PBMC untersucht. Es wurde vermutet, dass die Kombination verschiedener
VOC zur Verstirkung der Effekte fiihrt oder dass Verdnderungen der
Zytokinfreisetzung in Konzentrationen auftreten, die bei der Exposition einzelner
VOC zu keinen Effekten fithrt. Auch bei diesen Untersuchungen kam es aber
lediglich in sehr hohen Expositionskonzentrationen ab 1g/m® und nur unter
Einfluss der Aromaten- und Gesamtmischung zu immuntoxischen Effekten. Die
unter Styrol- und m-Xylol-Exposition beobachtete Erhéhung der TNF-o-
Freisetzung trat bei den Mischungen nicht mehr auf. Vermutlich kommt es hier bei
der Aromatenmischung zu einer Uberlagerung mit Chlorbenzol bzw. bei der
Gesamtmischung zu einer Uberlagerung mit den aliphatischen Verbindungen, die
zu keiner TNF-a-Induktion fiihrten. Demnach kam es bei den VOC-Mischungen

lediglich zu einer Verstirkung der immuntoxischen Effekte.

Zusammenfassend zeigten die Ergebnisse, dass die fliichtigen organischen
Verbindungen in innenraumrelevanten Bereichen keine direkten Effekte auf PBMC
haben. Das heifit auch, dass sie das Thl/Th2-Gleichgewicht nicht direkt
beeinflussen. In innenraumrelevanten Konzentrationsbereichen kam es weder zu
einer Verminderung der [FN-y-Freisetzung und demnach zu einer verminderten
Th1-Antwort, noch zu einer Induktion der IL-4- oder IL-13-Freisetzung verbunden
mit einer erhohten Th2-Antwort. Lediglich in sehr hohen Expositions-
konzentrationen waren die PBMC durch einige VOC in ihrer Funktion einge-
schrankt. Es wird deshalb vermutet, dass periphere Blutzellen nicht das primire

Target der VOC sind und es demnach einen anderen Angriffspunkt geben muss.
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4.3 Einfluss einer VOC-Exposition auf Lungenepithel-
zellen im Zellkulturrohrchen-Modell

Aufgrund der Erkenntnis, dass fliichtige Verbindungen nicht auf Ebene der
T-Lymphozyten angreifen, wurden Untersuchungen durchgefiihrt, die sich einem
weiteren Angriffspunkt von VOC, den Atemwegen, widmen. Es ist bekannt, dass
eine VOC-Belastung im Innenraum mit Irritationen der Atemwege und
Atemwegserkrankungen bei Kindern und Erwachsenen einhergehen kann (Ware et
al. 1993, Diez et al. 2000, Wieslander et al. 1997a). Auch konnten unter VOC-
Belastung entziindliche Reaktionen (Koren et al. 1992, Wieslander et al. 1997b) und
Atemwegsobstruktionen (Harving et al. 1991) nachgewiesen werden. Nicht
bekannt ist, wie VOC diese Wirkungen hervorrufen und welche Entztindungs-

mediatoren beteiligt sind.

Das von Wichmann und Mitarbeitern (2005) fiir Blutlymphozyten entwickelte
VOC-Expositionsmodell wurde so modifiziert, dass eine Exposition von humanen
Lungenepithelzellen moglich ist. Durch Verwendung von Zellkulturréhrchen, die
eine relativ groBe Wachstumsfliche von 10 cm? haben, wurde die Diffusionsschicht
fir die VOC verringert, da weniger Medium tiber eine grofere Fliche verteilt

werden konnte.

Als Parameter zur Beurteilung der funktionellen Aktivitit der Lungenepithelzellen
wurden das Zytokin IL-6 und die Chemokine IL-8 und MCP-1 analysiert, da
bekannt war, dass diese von Lungenepithelzellen produziert werden (Diehl und
Rincén 2002, Pechkovsky et al. 2005). Das Zytokin IL-6 regt B-Lymphozyten zur
Antikorperproduktion an und unterstiitzt die Verschiebung des Th1/Th2-Gleich-
gewichtes in Richtung Th2-Antwort. Es ist damit am allergischen Geschehen
beteiligt (Diehl und Rincén 2002). IL-8 ist ein wichtiger Indikator fiir inflammato-
rische Prozesse (Baggiolini und Clark-Lewis 1992). Durch MCP-1 wird die
Ausschiittung von Entztindungsmediatoren gefordert (Kuna et al. 1992a, b, Alam
et al. 1992, Alam et al. 1994, Stellato et al. 1997, Reale et al. 1996). Es spielt weiterhin
eine grofie Rolle bei entziindlichen Erkrankungen der Lunge und fordert die

Entstehung einer Th2-Antwort (Lu et al. 1998). Diese Marker schienen demnach
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aufgrund ihrer Eigenschaften gut fiir die Untersuchung entziindlicher und aller-
gischer Reaktionen von Lungenepithelzellen geeignet zu sein. Beziiglich der
Stimulation humaner Lungenepithelzellen konnten Standiford und Mitarbei-
ter (1991) zeigen, dass diese mittels rh-TNF-o zur Produktion des Chemokins
MCP-1 angeregt werden konnen. Durch rh-TNF-o kann eine natiirliche, aus
inflammatorischen Prozessen resultierende TNF-a-Ausschiittung durch stimulierte
Alveolarmakrophagen simuliert werden (Geiser 1999). Standiford und Mitarbeiter
verwendeten fiir die Stimulation eine Konzentration von 20 ng/ml. Ein Vorversuch
zur Ermittlung einer geeigneten TNF-a-Konzentration zeigte, dass es unter Chlor-
benzol-Exposition ohne TNF-a-Stimulation bzw. mit einer TNF-a-Konzentration
von 0,1ng/ml oder 1ng/ml zu einer verstirkten MCP-1-Freisetzung der
Lungenepithelzellen kommt, wobei die Unterschiede zwischen nicht exponierten
und exponierten Lungenepithelzellen bei einer TNF-a-Stimulation mit 1 ng/ml am
stiarksten ausgepragt waren. Ab einer TNF-a-Konzentration von 10 ng/ml konnten
unter Chlorbenzol-Exposition keine Unterschiede in der MCP-1-Freisetzung im
Vergleich zur Losungsmittel-exponierten Kontrolle festgestellt werden. Vermutlich
wurden die Zellen hier so stark stimuliert, dass eine weitere Aufregulierung durch
fliichtige Verbindungen nicht mehr méglich war. Aufgrund dieses Vorversuches
wurde eine TNF-o-Konzentration von 1ng/ml fiir die Durchfithrung der
Expositionsexperimente gewdahlt. Neben MCP-1 wurden auch IL-6 und IL-8
untersucht. Da IL-6 ohne TNF-o-Stimulation im ELISA nicht nachweisbar war und
IL-8 nur in sehr geringen Konzentrationen freigesetzt wurde, bestitigte sich auch
hier die Notwendigkeit einer TNF-a-Stimulation, die in einer Konzentration von

1 ng/ml zu gut messbaren IL-6- und IL-8-Konzentrationen fiihrte.

In einem weiteren Vorversuch wurde durch Exposition von Lungenepithelzellen
mit Chlorbenzol tiber unterschiedliche Zeitrdume ein geeigneter Expositions-
zeltraum ermittelt. Dabei zeigte sich, dass zu allen Untersuchungszeitpunkten in
der hochsten Konzentration von 100 g/m® toxische Effekte auf die MCP-1-
Freisetzung auftreten, die in ihrem Ausmaf jeweils dhnlich sind. Die
inhibitorischen Effekte auf die MCP-1-Freisetzung scheinen demnach nicht

zeitabhéngig zu sein. Demgegeniiber kam es durch Chlorbenzol in niedrigeren
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Konzentrationen zu einer Induktion der MCP-1-Freisetzung, die abhédngig von der
Expositionszeit unterschiedlich ausgepragt war. Mit zunehmender Expositionszeit
(I1h, 8h und 20 h) konnte eine Ausdehnung der MCP-1-Induktion in kleinere
Chlorbenzol-Konzentrationen beobachtet werden, wobei die Intensitidt der MCP-1-
Induktion nach 20h am stdrksten ausgeprdgt war. Somit bewirkten mit
zunehmender Expositionszeit kleinere VOC-Konzentrationen eine MCP-1-
Induktion. Eine Expositionszeit von 30 h ftihrte demgegeniiber zu einer Intensitats-
abnahme und einer Verkleinerung des Konzentrationsbereiches der MCP-1-
Induktion. Es ist anzunehmen, dass sich hierbei die Zellkulturbedingungen in den
dicht verschlossenen Flaschen verschlechtern und die Zellen in ihrer Funktion zu-
nehmend beeinflusst werden. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde eine Expositions-
dauer von 20 h fiir die Untersuchungen gewéhlt, da nach dieser Expositionszeit die

stiarksten Effekte der VOC an Lungenepithelzellen beobachtet werden konnten.

Untersuchungen zur Zytotoxizitit von VOC auf Lungenepithelzellen zeigten, dass
substituierte Benzole stirker schiadigende Eigenschaften haben als Benzol selbst
(Croute et al. 2001, Ait-Aissa et al. 2000). Die Toxizitat stieg dabei mit zunehmender
Anzahl von Methylgruppen bzw. Chloratomen. Auch scheint die Zytotoxizitdt von
VOC von deren Lipophilie abhéngig zu sein (Connell et al. 1993, Poulin und
Krishnan 1996). Der Angriffspunkt fiir lipophile Substanzen ist die Zellmembran.
Sikkema und Mitarbeiter (1994) konnten zeigen, dass sich solche VOC in der
Bilayermembran entsprechend ihres Oktanol/Wasser-Verteilungskoeffizienten
anreichern. Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen induzierte in dem hier
verwendeten Modell keine der untersuchten Verbindungen zytotoxische Effekte
auf Lungenepithelzellen. Offensichtlich werden auch Lungenepithelzellen durch

die hier untersuchten VOC nicht in ihrer Vitalitdt eingeschrankt.

Weiterhin zeigte sich, dass die Co-Ci3-Alkane und Methylcyclopentan zu keinen
Verdnderungen der Zytokin-/Chemokinfreisetzung von Lungenepithelzellen
fiihren. Im Gegensatz dazu kam es bei Untersuchungen zum Einfluss der aroma-
tischen Verbindungen Chlorbenzol, Styrol und m-Xylol auf die Zytokin-/Chemo-
kinfreisetzung in hohen Expositions-Konzentrationen von 10 g/m? bis 100 g/m? zu

toxischen Effekten auf die IL-6- und MCP-1-Freisetzung. Auch konnte in hohen
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Konzentrationen ab 1g/m?* eine Induktion der IL-8-Freisetzung beobachtet
werden. Bei der hachsten Chlorbenzol-Konzentration (100 g/m?) sank die IL-8-
Freisetzung wieder auf Kontrollniveau ab, was fiir eine beginnende Toxizitt

beziiglich dieses Chemokins sprechen kénnte.

IL-8 wird in erhohten Konzentrationen z.B. nach Allergen-Kontakt ausgeschiittet
(Tillie-Leblond et al. 2005) und ist an entziindlichen Prozessen in den Atemwegen
beteiligt (Baggiolini und Clark-Lewis 1992, Drost et al. 2005). Es gehort zur Gruppe
der CXC-Chemokine und ist ein fiir neutrophile Granulozyten chemotaktisch
wirkendes Chemokin. Diese Zellen sind neben der Beteiligung an akuten,
nichtinfektitsen und bakteriellen Entztindungen auch an der Phagozytose von
Mikroorganismen und anderen korperfremden Antigenen beteiligt. Die
verminderte Freisetzung von IL-6 und MCP-1 gibt einen Hinweis auf toxische

Einfliisse auf die Zellfunktion.

In niedrigeren Expositionskonzentrationen fithrten Styrol, m-Xylol und
Chlorbenzol zu einer Induktion der MCP-1-Freisetzung. Bei Chlorbenzol trat diese
MCP-1-Induktion in innenraumrelevanten, bei Styrol und m-Xylol dagegen in
hoheren, aber auch in innenraumrelevanten Konzentrationen auf. Die
Lungenepithelzellen reagierten somit auf Chlorbenzol am empfindlichsten und auf

m-Xylol am schwichsten (Chlorbenzol > Styrol > m-Xylol).

MCP-1 gehért neben Eotaxin, RANTES, MCP-2 bis -4 und MIP-1a zur Gruppe der
CC-Chemokine. Diese bewirken allgemein die Aktivierung von Monozyten,
Lymphozyten und Mastzellen (Oppenheim et al. 1991). Auch kommt es durch
diese Chemokine zur Aktivierung von eosinophilen und mit Ausnahme von
Eotaxin, welches selektiv nur auf Eosinophile wirkt, auch von basophilen
Granulozyten. MCP-1 wird bei allergischen Erkrankungen und Asthma verstirkt
von Lungenzellen gebildet (Yao et al. 2004). Es bewirkt die Chemotaxis von
T-Lymphozyten, Nattirlichen Killerzellen und dendritischen Zellen. Die besondere
Rolle bei entziindlichen und allergischen Erkrankungen zeigt sich in der Induktion
von bronchialer Hyperreaktivitdt, Infiltration von Leukozyten (besonders

Monozyten und Lymphozyten) in die Lunge und an der Chemotaxis von
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Eosinophilen und Basophilen bei der Pathogenese von Asthma. Chemokine
fordern die Ausschiittung von Entziindungsmediatoren aus diesen Granulozyten
(z.B. Histaminfreisetzung aus Basophilen durch MCP-1, MCP-3, MCP-4, RANTES
und MIP-1a) (Kuna et al. 1992a, b, Alam et al. 1992, Alam et al. 1994, Stellato et
al. 1997, Reale et al. 1996). Basophile setzen nach Aktivierung auch Leukotriene
und IL-4 frei, wohingegen Eosinophile Proteine, Sauerstoffmetaboliten,
Leukotriene, verschiedene Zytokine/Chemokine und Wachstumsfaktoren
ausschiitten (Kita und Gleich 1997). Diese Mediatoren bewirken z.B. in den
Atemwegen die Kontraktion der glatten Muskulatur, erhohte Gefafspermeabilitit,
erhohte Schleimsekretion und eine Hyperreaktivitit der Atemwege. Sowohl
eosinophile als auch basophile Granulozyten sind an IgE-vermittelten
Uberempfindlichkeitsreaktionen aber auch an der Immunabwehr parasitdrer
Infektionen beteiligt. Auch konnten erhohte Chemokinkonzentrationen bei

Erwachsenen mit atopischer Dermatitis gefunden werden (Lueng et al. 2003).

Diese Zusammenhinge sprechen dafiir, dass durch die Exposition von
Lungenepithelzellen mit aromatischen VOC chemotaktisch wirksame Mediatoren
ausgeschiittet werden, die in niedrigeren Expositionskonzentrationen eher eine
Rekrutierung von Monozyten, T-Lymphozyten sowie basophilen und eosinophilen
Granulozyten (MCP-1-Wirkungen) bewirken. Dies kénnte zu einer allergischen
Reaktionslage fithren. In hohen Expositionskonzentrationen kommt es eher zu
einer verstirkten Chemotaxis von neutrophilen Granulozyten (IL-8-Wirkung), was

vorrangig fiir entziindliche Prozesse spricht.

Bei den Expositionsexperimenten wurde auch das Zytokin IL-6 untersucht. Es
bewirkt die Differenzierung von B-Lymphozyten in Antikérper-produzierende
Plasmazellen, die Differenzierung von Monozyten in Makrophagen und das
Wachstum von hamatopoetischen Stammzellen (Hirano 1998). Weiterhin kann IL-6
das Gleichgewicht von Thl/Th2-Lymphozyten in Richtung Th2-Lymphozyten
verschieben. Dies geschieht iiber eine Verstirkung der IL-4-Produktion und der
Th2-Differenzierung bzw. tiber eine Hemmung der IFN-y-Produktion und der Thl-
Differenzierung. Moglicherweise ist die IL-6-Produktion von Lungenepithelzellen

ein wichtiger Faktor fir die Entwicklung von Th2-Antworten bei Asthma und
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anderen Lungenerkrankungen (Diehl und Rincén 2002). In den hier durchge-
fihrten Experimenten konnten jedoch in innenraumrelevanten Konzentrationen
keine Veranderungen der IL-6-Freisetzung gefunden werden. Demnach wird die

Freisetzung des Zytokins in diesen Konzentrationen durch VOC nicht beeinflusst.

Um natiirliche Expositionssituationen nachzuempfinden, wurden verschiedene
VOC-Mischungen hinsichtlich ihrer Effekte auf Lungenepithelzellen untersucht.
Croute und Mitarbeiter (2001) konnten zeigen, dass sich die zytotoxischen Effekte
von VOC-Mischungen im Vergleich zu den Einzelkomponenten additiv verhalten.
Bei den hier durchgefithrten Mischungs-Experimenten konnten jedoch keine
zytotoxischen Effekte auf den Lungenepithelzellen beobachtet werden. Auch hier
wurde demnach die Vitalitdt der Lungenepithelzellen selbst in hohen Expositions-

konzentrationen nicht beeinflusst.

Die Exposition der Lungenepithelzellen mit der Alkanmischung fiihrte wie auch
die Exposition mit den einzelnen aliphatischen Verbindungen zu keinen Verdnde-
rungen der MCP-1-, IL-8- und IL-6-Freisetzung humaner Lungenepithelzellen. Die
Aromatenmischung und die Gesamtmischung hingegen zeigten in hohen Exposi-
tionskonzentrationen toxische Effekte auf die MCP-1- und IL-6-Freisetzung. Diese
toxischen Effekte traten im Vergleich zu den einzelnen aromatischen Verbin-
dungen im gleichen Konzentrationsbereich auf und waren nicht stdrker
ausgeprégt. Eine Induktion der IL-8-Freisetzung konnte sowohl bei der Aromaten-,
als auch bei der Gesamtmischung beobachtet werden, wobei die
Aromatenmischung in einer Konzentration ab 1 g/m3, die Gesamtmischung erst in
der hochsten Konzentration diese IL-8-Induktion bewirkte. Die schwécher ausge-
prégte IL-8-Induktion bei der Aromatenmischung kann aus einer Uberlagerung der
Chlorbenzol-, Styrol- und m-Xylol-Effekte resultieren, bei der Gesamtmischung
konnen zusitzlich tiberlagernde Effekte durch die aliphatischen Verbindungen
eine Rolle spielen. Im Bezug auf die toxischen Effekte konnte demnach durch die

Aromaten- und Gesamtmischung keine Verstarkung festgestellt werden.

Weiterhin trat in niedrigeren und damit innenraumrelevanten Expositionskonzen-

trationen der Aromaten- bzw. Gesamtmischung eine erhthte MCP-1-Freisetzung
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auf. Im Vergleich zu den Einzelverbindungen konnte dabei eine Verschiebung der
MCP-1-Induktion in kleinere Konzentrationsbereiche, jedoch keine Addition der
MCP-1-Induktionen der einzelnen Verbindungen beobachtet werden. Das
verzogerte Auftreten der MCP-1-Induktion in hohen Konzentrationen der
Gesamtmischung im Vergleich zur Aromatenmischung kommt moglicherweise

durch Uberlagerung mit den fehlenden Effekten der aliphatischen VOC zustande.

Unter Exposition von Lungenepithelzellen mit VOC-Mischungen, die aromatische
Verbindungen enthielten, wurden wie bei den Einzelverbindungen Chemokine
ausgeschiittet, die in hohen Konzentrationen eher entziindliche Reaktionen, in
niedrigeren, innenraumrelevanten Konzentrationen neben entzindlichen auch
allergische Prozesse fordern. Verdnderungen der IL-6-Freisetzung konnten nicht

beobachtet werden.

Diese Untersuchungen geben einen ersten Hinweis, dass die beobachteten
Verdnderungen der Zytokin-/Chemokinfreisetzung humaner Lungenepithelzellen

fiir Aromaten spezifisch sein konnen, was an spéterer Stelle noch diskutiert wird.

4.4 Untersuchung von Sekunddireffekten auf das Th1l/Th2-
Gleichgewicht am Beispiel von Chlorbenzol

In weiteren Experimenten wurde untersucht, ob die primér an Lungenepithelzellen
beobachteten Effekte sekundér einen Einfluss auf periphere Blutzellen, insbeson-
dere auf das Th1/Th2-Gleichgewicht haben. Dabei zeigte sich, dass die 72-stlindige
Inkubation von PBMC mit Zellkulturiiberstinden Chlorbenzol-exponierter
Lungenepithelzellen aus dem Zellkulturrshrchen-Modell zu einer verstdrkten
IL-13-Freisetzung fiihrt. Diese Erhohung trat in einem Konzentrationsbereich von
10 pg/m? bis 100 pg/m?, tendenziell bis 1 mg/m? auf und damit im gleichen Kon-
zentrationsbereich, in dem auch die MCP-1-Induktion bei Chlorbenzol-exponierten
Lungenepithelzellen beobachtet wurde. Verinderungen der IFN-y-Freisetzung
traten nicht auf. Im Vergleich zu Chlorbenzol induzierte die 72-stiindige Inkuba-
tion der PBMC mit Zellkulturiiberstinden von mit der Alkanmischung exponierten

Lungenepithelzellen keine Veranderungen der IL-13- und IFN-y-Freisetzung.



4 DISKUSSION 97

Die MCP-1-Expression steht mit der Entwicklung einer Th2-Antwort im
Zusammenhang (Lu et al. 1998) und verstarkt die IL-4-Produktion von T-Lympho-
zyten (Karpus et al. 1997, Karpus et al. 1998). Da durch die Kinetik der IL-4-
Produktion, die ein Maximum nach 24 h und danach einen raschen Abfall zeigt,
eine Messung nach 72 h nicht mehr méglich war, wurde hier IL-13 als Th2-Zytokin
untersucht. Die Entwicklung der Th2-Antwort durch MCP-1 kann durch direkten
Einfluss dieses Chemokins auf T-Lymphozyten erfolgen oder aber indirekt durch
Anlocken von Vorlduferzellen in eine Umgebung, in der sich verschiedene Zellen
und Zytokine befinden, die fiir eine Th2-Polarisierung verantwortlich sind (Gu et
al. 2000). Ein weiterer Mechanismus ist eine Verstirkung der Th2-Aktivitit. Eine
vermehrte Bildung von Th2-Zytokinen fithrt zur Anreicherung inflammatorischer
Zellen in der Lunge und trdgt zur Ausbildung von Entziindungen und

Hyperreaktivitat der Atemwege bei allergischem Asthma bei (Rose et al. 2003).

Eine Vermutung ist, dass MCP-1 an der Induktion der IL-13-Freisetzung durch
Ubertragung konditionierter Zellkulturiiberstinde auf PBMC beteiligt ist. Die
Beteiligung weiterer von Lungenepithelzellen produzierter Mediatoren ist ebenso
mdoglich. Somit kénnte die in epidemiologischen Studien beobachtete Verschiebung
der Thl/Th2-Balance sowie die verstdrkte allergische Reaktionslage nach
VOC-Exposition nicht tiber direkte Interaktion der VOC mit T-Lymphozyten
erfolgen, sondern sekundidr tber Mediatoren, die von Lungenepithelzellen

ausgeschittet werden.

Auch diese Experimente bestdtigen mogliche gruppenspezifische Reaktionen von
aromatischen bzw. aliphatischen VOC. Die Untersuchung der Sekundéireffekte
fihrte bei Chlorbenzol, nicht aber bei der Alkanmischung zu einer Verschiebung

des Th1/Th2-Gleichgewichtes in Richtung Th2-Antwort.

4.5  Einfluss von fliichtigen organischen Verbindungen auf
humane Zellen im Transwell-Modell

Die Mediumsschicht hat einen Einfluss auf die Exposition von Zellen mit Gasen

wie Ozon (Tarkington et al. 1994). Jedoch sind die bisher in der Literatur
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beschriebenen Modelle zur Reduzierung der Mediumsschicht sehr kompliziert und
aufwendig zu handhaben (wie im Kapitel 4.1 beschrieben). Im Rahmen dieser
Dissertation wurde das Zellkulturréhrchen Modell weiterentwickelt und eine
Moglichkeit gefunden, auf relativ einfache Weise Zellen weitestgehend ohne
Mediumsschicht mit fliichtigen Verbindungen zu exponieren. Dafiir wurden
Lungenepithelzellen auf der Membran von Transwell-Einsdtzen kultiviert und nur
von der Unterseite der Membran mit Medium versorgt. Auf der Membran lagen
die Zellen weitestgehend ohne Medium vor. In diesem Zustand wurden die Zellen

im geschlossenen System mit den flichtigen Verbindungen exponiert.

Zunidchst wurde am Beispiel von Chlorbenzol untersucht, ob sich die im
Zellkulturrshrchen-Modell erzielten Ergebnisse zum Einfluss von VOC auf PBMC
bestédtigen lassen. Da sich in vorherigen Untersuchungen mit Lungenepithelzellen
gezeigt hat, dass MCP-1 ein wichtiges, VOC-sensitives Chemokin ist, wurde neben
IFN-y, IL-13 und TNF-a auch MCP-1 untersucht. Aufgrund der Untersuchungen zu
den Sekundaéreffekten (IL-13-Induktion nach 72-stiindiger Inkubation) wurden die
Zellen nach 20-stiindiger Expositionsdauer bis 72 h weiterinkubiert, um eventuelle

spétere Reaktionen zu analysieren.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen zeigten, dass Chlorbenzol auch im
Transwell-Modell zu keinen zytotoxischen Effekten auf PBMC fiihrt.
Verdnderungen der Zytokinfreisetzung wurden im innenraumrelevanten Bereich
weder nach 20 h noch nach 72 h beobachtet. Die hochste Expositionskonzentration
von 100 g/m? fiihrte bei allen untersuchten Zytokinen/Chemokinen sowohl nach
20h als auch nach 72h zu immuntoxischen Effekten, die nach 72h stdrker

ausgepragt waren.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Chlorbenzol-Exposition von
PBMC im Transwell-Modell in der héchsten Expositionskonzentration zu einer
Verstirkung der immuntoxischen Effekte fiithrt. Im innenraumrelevanten
Konzentrationsbereich wurde die Chemokin-/ Zytokinfreisetzung von PBMC ohne
Mediumsschicht nicht beeinflusst. Das bestitigt die Annahme, dass VOC im

innenraumrelevanten Konzentrationsbereich primér nicht auf T-Lymphozyten
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wirken. Die fehlende Beeinflussung der PBMC durch fliichtige Verbindungen kann
deshalb nicht auf experimentelle Probleme wie schlechte Loslichkeit der VOC im

Medium zuriickgefiihrt werden.

Fir die Untersuchungen der VOC-Effekte an Lungenepithelzellen wurden diese im
Transwell-Modell mit den aromatischen Verbindungen Chlorbenzol, Styrol und
m-Xylol sowie die Aromaten-, Alkan- und Gesamtmischung exponiert. Da die
Transwell-Experimente relativ aufwendig sind, wurde aufgrund der Ergebnisse
der Untersuchungen im Zellkulturrohrchen-Modell auf die Untersuchung der
einzelnen aliphatischen Verbindungen verzichtet. Weiterhin wurden die Analysen
auf die Chemokine MCP-1 und IL-8 beschrinkt, da fiir die Messung der IL-6-
Konzentration relativ grofle Mengen an Zellkulturiiberstand nétig sind und im

Transwell-Experiment nur wenig Zellkulturiiberstand verfiigbar ist.

Die Vitalitdts-Untersuchungen der einzelnen aromatischen Verbindungen zeigten,
dass es auch im Transwell-Modell zu keinen direkt zytotoxischen Effekten an
Lungenepithelzellen kommt. Die Mediumsschicht hat demnach hier keinen
Einfluss auf die Zytotoxizitit. Beziiglich der Verdnderungen der
Chemokinfreisetzung fithrte die Exposition humaner Lungenepithelzellen mit
Styrol, m-Xylol oder Chlorbenzol in der hochsten Konzentration zu inhibitorischen
Effekten auf die MCP-1-Freisetzung. Verglichen mit dem Zellkulturrohrchen-
Modell war die MCP-1-Hemmung im Transwell-Modell bei allen aromatischen
VOC stirker ausgeprdgt. Das ldsst auf eine stirkere Beeintrachtigung der
funktionellen Aktivitat der Lungenzellen durch die fehlende Mediumsschicht und
damit moglicherweise hohere wirksame VOC-Konzentrationen schliefen.
Weiterhin kam es in hohen Expositionskonzentrationen zu einer verstirkten IL-8-
Freisetzung, die bei Styrol und m-Xylol verglichen mit dem Zellkulturréhrchen-
Modell in niedrigeren Expositionskonzentrationen auftrat, was auf eine
Verstidrkung der entziindlichen Reaktion auf den Lungenepithelzellen schlieen
lasst. Im Gegensatz dazu trat unter Chlorbenzol-Exposition die IL-8-Induktion im
Transwell-Modell in einer hheren Expositionskonzentration verglichen mit dem
Zellkulturrhrchen-Modell auf, was mit einer fehlenden Mediumsschicht nicht

erklart werden kann. Vermutlich spielen hier andere Faktoren eine Rolle.
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Im innenraumrelevanten Konzentrationsbereich und dariiber hinaus (100 pg/m?
bis 1 g/m?3) trat unter Styrol- und m-Xylol-Exposition eine MCP-1-Induktion auf.
Im Vergleich zum Zellkulturréhrchen-Modell war der Bereich der MCP-1-
Induktion in kleinere Konzentrationen ausgeweitet. Allerdings kam es zu keiner
Verstarkung der Intensitit der MCP-1-Induktion. Moglicherweise ist die
Freisetzung dieses Chemokins nur begrenzt moglich bzw. durch Bindung an
Rezeptoren oder durch Abbauprozesse nur beschrinkt nachweisbar. Im Gegensatz
zu dem dhnlichen Verhalten von Styrol und m-Xylol wich Chlorbenzol in seiner
Wirkung etwas ab. Hier kam es im Vergleich zum Zellkulturrshrchen-Modell zu
einer Ausdehnung der MCP-1-Induktion in héhere Konzentrationsbereiche. Die
Intensitit der MCP-1-Induktion war dhnlich wie die im Zellkulturrohrchen-Modell

beobachtete.

Die Ergebnisse lassen vermuten, dass es einen Einfluss der Mediumsschicht gibt.
Es kam unter Styrol- und m-Xylol-Exposition zu einer Verschiebung der MCP-1-
und IL-8-Induktion in kleinere Konzentrationsbereiche. Demgegentiber zeigte
Chlorbenzol neben der Verschiebung der IL-8-Induktion in hohere
Konzentrationen auch eine Ausdehnung der MCP-1-Induktion in hohere
Expositionskonzentrationen. Bei allen Verbindungen trat die MCP-1-Induktion im
innenraumrelevanten Konzentrationsbereich auf. Auch im Transwell-Modell
konnten die inflammatorischen Einfliisse der aromatischen Verbindungen bestatigt
werden, wobei auch hier die Lungenepithelzellen auf Chlorbenzol empfindlicher

reagierten als auf Styrol und m-Xylol (Chlorbenzol > Styrol > m-Xylol).

Im Zellkulturréhrchen-Modell konnte mittels gaschromatografischen Unter-
suchungen gezeigt werden (Wichmann et al. 2005), dass sich das Verhdltnis der
VOC-Konzentration im Medium zur VOC-Konzentration in der Gasphase fiir
Toluol ungefihr wie 1:400 verhilt (andere aromatische VOC verhalten sich
dhnlich). Demgegeniiber lassen die Ergebnisse der VOC-Exposition humaner
Lungenepithelzellen ohne Mediumsschicht vermuten, dass hohere VOC-Konzen-

trationen an den Lungenepithelzellen einwirken.
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Da die aromatischen Verbindungen zu einer reproduzierbaren, jedoch nur
schwachen Induktion der MCP-1-Freisetzung fiihrten, erfolgte am Beispiel von
Chlorbenzol zusatzlich ein Nachweis der MCP-1 mRNA. Dabei konnte in einem
Konzentrationsbereich  von 100 pg/m? bis 100mg/m® eine verstdrkte
MCP-1 mRNA-Expression beobachtet werden. Diese Induktion trat in einem
Bereich auf, indem auch auf Proteinebene eine Erhohung der MCP-1-Freisetzung
zu beobachten war. Allerdings war die MCP-1-Freisetzung auf Proteinebene auch
in hoheren Konzentrationen noch verstirkt (100 mg/m? bis 1 g/m?). Moglich wire,
dass durch die lange Expositionszeit eine Funktionseinschrankung der Zellen auf
Ebene der mRNA-Expression auftritt, die auf Proteinebene noch nicht sichtbar ist.
Eine weitere Ursache kénnte die Tatsache sein, dass die Untersuchungen auf
Proteinebene einen Zeitraum von 20h umfassen und somit alles, was in 20 h
produziert wurde, in der Summe gemessen wird. Die Untersuchung mittels PCR
ist demgegentiber eine Momentaufnahme von dem Zustand, in dem sich die Zellen

nach 20 h befinden.

Es konnte somit der MCP-1-induzierende Einfluss von Chiorbenzol in innen-

raumrelevanten Konzentrationen auch auf mRNA-Ebene bestitigt werden.

Die Untersuchungen der verschiedenen Mischungen zeigten, dass es unter
Exposition mit der Alkanmischung und der Aromatenmischung auf Lungen-
epithelzellen zu keinen zytotoxischen Effekten kommt. Im Gegensatz dazu konnte
bei Exposition mit der Gesamtmischung in der héchsten Expositionskonzentration
von 100 g/m® eine deutliche Hemmung der Vitalitit beobachtet werden. Es zeigte
sich hier erstmals eine direkte Beeinflussung der Vitalitit humaner Lungenepithel-
zellen. Vermutlich kommt diese durch die fehlende Mediumsschicht und die
gleichzeitige starke VOC-Belastung der Zellen in dieser Expositionskonzentration

zustande.

Beziiglich der Verdnderungen der Chemokinfreisetzung von Lungenepithelzellen
zeigte sich, dass die Alkanmischung in der hochsten Konzentration zu einer

Hemmung der MCP-1-Freisetzung fiihrt, die im Zellkulturréhrchen-Modell nicht
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beobachtet werden konnte. Dies spricht wiederum fiir einen Einfluss der

Mediumsschicht.

Sowohl die Aromatenmischung als auch die Gesamtmischung fiihrten in einer
Expositionskonzentration von 100 g/m?® zu einer starken Hemmung der MCP-1-
Freisetzung. Auch konnte bei beiden Mischungen in hohen Expositionskonzentra-
tionen eine Induktion der IL-8-Freisetzung beobachtet werden. Dabei trat die IL-8-
Induktion durch die Aromatenmischung im Vergleich zur Gesamtmischung in
etwas niedrigeren Konzentrationen auf und war etwas stirker ausgeprégt, was fiir
tiberlagernde Effekte durch die aliphatischen Verbindungen spricht. In innenraum-
relevanten Konzentrationen kam es zu einer Erhohung der MCP-1-Freisetzung, die
im Vergleich zur Gesamtmischung bei der Aromatenmischung etwas stdrker
ausgeprdgt war. Auch hier konnte wie im Zellkulturréhrchen-Modell keine
Addition der Effekte der Einzelverbindungen, sondern eine Ausweitung der
MCP-1-Induktion in kleinere Konzentrationsbereiche beobachtet werden. Die
geringere Intensitidt der MCP-1-Induktion bei der Gesamtmischung kann dabei
wieder durch eine Uberlagerung mit den fehlenden Effekten der aliphatischen
Verbindungen zustande kommen. Insgesamt reagierten Aromaten- und
Gesamtmischung sehr &dhnlich. Die Intensititen der toxischen und MCP-1-

induzierenden Effekte waren aber bei der Gesamtmischung geringer ausgepragt.

Die Exposition von Lungenepithelzellen mit der Aromaten- bzw. Gesamtmischung
fihrte auch im Transwell-Modell zu inflammatorischen und potenziell allergie-
fordernden Reaktionen, die im Vergleich zu den Einzelsubstanzen in geringeren

Expositionskonzentrationen auftraten, aber nicht stirker ausgepragt waren.

4.6  Untersuchung wvon Sekundireffekten durch Zell-
kulturiiberstinde VOC-exponierter Lungenepithel-
zellen aus dem Transwell-Modell auf PBMC

Die im Transwell-Modell erhaltenen Zellkulturiiberstinde VOC-exponierter
Lungenepithelzellen wurden ebenfalls auf ihr Potenzial zur Verschiebung des

Th1/Th2-Cleichgewichtes bei PBMC untersucht. Die Experimente wurden fir
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Styrol, m-Xylol und Chlorbenzol durchgefiihrt, da diese in innenraumrelevanten
Konzentrationsbereichen auf Lungenepithelzellen zu einer MCP-1-Induktion
fihren. Verglichen wurden die Ergebnisse mit der Alkanmischung, die diese

Effekte nicht zeigt.

Nach 72-stiindiger Inkubation mit den Zellkulturiiberstinden Styrol-exponierter
Lungenepithelzellen konnte in einem Konzentrationsbereich von 10 mg/m? bis
100 mg/m?3, tendenziell bereits ab 1 mg/m? eine Induktion der IL-13-Freisetzung
beobachtet werden. Auch bei Chlorbenzol kam es nach 72h zu einer IL-13-
Induktion, die in einem Konzentrationsbereich von 10 pg/m? bis 10 mg/m? auftrat.
Die Intensititen der IL-13-Induktion waren bei Styrol und Chlorbenzol gleich.
M-Xylol und die Alkanmischung fiihrten zu keinen Veridnderungen der IL-13-
Freisetzung. Auch traten bei keinen der getesteten Verbindungen Veridnderungen

der [FN-y-Freisetzung auf.

Es zeigte sich, dass die von den Lungenepithelzellen unter Styrol- und
Chlorbenzol-, nicht aber unter m-Xylol-Exposition ausgeschiitteten Mediatoren zu
einer Verschiebung des Thl/Th2-Gleichgewichtes in Richtung einer Th2-Antwort
fihren. Fiir beide Verbindungen lag dabei die IL-13-Induktion in dem Bereich der
jeweiligen MCP-1-Induktion.

Dass m-Xylol keine Sekundireffekte auf Blutlymphozyten zeigte, kann verschie-
dene Ursachen haben. Zum einen war die MCP-1-Induktion unter m-Xylol-
Exposition verglichen mit Styrol und Chlorbenzol schwicher ausgepriagt und
kénnte demnach fiir eine sekundare IL-13-Induktion nicht ausreichen. Andererseits
konnen neben MCP-1 auch noch andere Mediatoren fiir die IL-13-Induktion

verantwortlich sein, die im Rahmen dieser Dissertation nicht untersucht wurden.

Um zu tberpriifen, ob MCP-1 der entscheidende Mediator fiir die beobachtete
IL-13-Induktion ist, wurde der Effekt von humanem rekombinantem MCP-1 auf
PBMC untersucht. Dabei konnten weder nach 24 h noch nach 72 h Verdnderungen
der IL-13- und IFN-y-Freisetzung beobachtet werden. MCP-1 allein scheint
demnach nicht zu einer IL-13-Induktion auf peripheren Blutzellen zu fiihren.

Dieses Ergebnis schliefit nicht aus, dass MCP-1 an der Induktion der IL-13-Antwort
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beteiligt ist, deutet jedoch darauf hin, dass an den Sekundareffekten auch andere

Mediatoren beteiligt sein miissen.

Beispiele fiir solche Mediatoren sind die Chemokine RANTES oder Eotaxin. Beides
sind Chemokine, die von Lungenepithelzellen produziert werden und an der
Chemotaxis und Aktivierung verschiedener Immunzellen wie z.B. Lymphozyten,
Monozyten, Mastzellen, Eosinophilen und Basophilen beteiligt sind. Fiir beide
Chemokine ist bekannt, dass sie bei allergischen Erkrankungen in verstarktem Mafs
gebildet werden (Reale et al. 2001, Conroy et al. 2001). Chemokine wirken tber
Chemokin-Rezeptoren. Ein wichtiger Chemokin-Rezeptor auf Th2-Zellen ist der
Chemokin-Rezeptor 3 (CCR3) (Kaplan et al. 2001, Sallusto et al. 2000), an den
Eotaxin oder RANTES binden kénnen (Romagnani 2001). Demnach konnten auch
Eotaxin oder RANTES an der sekundéren Aktivierung von Th2-Zellen beteiligt
sein. Zur Kldrung dieser Hypothese werden derzeit in weiterfihrenden
Experimenten Proteom-Untersuchungen von Zellkulturtiberstinden VOC-expo-

nierter Lungenepithelzellen durchgefiihrt.

4.7 VOC-Exposition kokultivierter PBMC und Lungen-
epithelzellen

Aufgrund der beobachteten Sekundireffekte durch die Ubertragung der
Kulturiiberstinde VOC-exponierter Lungenepithelzellen sollte nun versucht
werden, in einem neuen experimentellen Ansatz Lungenepithelzellen und PBMC
gleichzeitig mit VOC im Transwell-Modell zu exponieren. Die Etablierung dieses
Modells wurde mit Chlorbenzol durchgefiihrt, da auf den Lungenepithelzellen
unter Chlorbenzol-Exposition die stirksten Effekte beobachtet werden konnten.
Die PBMC waren dabei durch die Membran der Transwell-Einsdtze von den
Lungenepithelzellen getrennt. Durch die Membran konnte ein Austausch von

Zytokinen/Chemokinen erfolgen.

Entgegen den Erwartungen kam es dabei im innenraumrelevanten Konzentrations-

bereich zu keinem Zeitpunkt zu Veridnderungen der IL-13-, IFN-y- und MCP-1-
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Freisetzung. Durch hohe Chlorbenzol-Konzentrationen konnten inhibitorische

Effekte auf die IL-13-, IFN-y- und MCP-1-Freisetzung induziert werden.

Im Vergleich mit der Exposition von Lungenepithelzellen allein konnte nach 20 h
keine Induktion der MCP-1-Freisetzung beobachtet werden. Auch trat die im
Transferexperiment von Zellkulturiiberstinden VOC-exponierter Lungenepithel-
zellen auf PBMC beobachtete sekundire IL-13-Induktion nach 72 h nicht auf. Fiir
diese fehlenden Effekte kénnen mehrere Faktoren verantwortlich sein. Zum einen
war auffillig, dass die MCP-1-Konzentration bei Kokultivierung von PBMC und
Lungenepithelzellen, die im Mittel 14800 pg/ml betrug, wesentlich hsher war als
bei der Exposition von Lungenepithelzellen allein (im Mittel 4070 pg/ml). Dies
kann durch eine zusdtzliche MCP-1-Produktion der PBMC erklart werden, da auch
fiir Lymphozyten eine MCP-1-Freisetzung beschrieben wurde (Leonard et al. 1991).
Weiterhin lassen sich Monozyten durch TNF-a zur MCP-1-Freisetzung stimulieren
(Yoshida et al. 2001), produzieren aber selbst auch TNF-a sowohl unstimuliert, als
auch nach IFN-y-Stimulation (Braun et al. 2000). In vorherigen Experimenten
konnte beobachtet werden, dass innenraumrelevante Chlorbenzol-Konzentrationen
bei PBMC keine verdnderte MCP-1-Freisetzung zeigen. Es wird deshalb vermutet,
dass durch die von PBMC freigesetzte hohe MCP-1-Konzentration die bei den
Lungenepithelzellen hervorgerufene MCP-1-Induktion messtechnisch nicht mehr
nachweisbar war. Eine Losung fiir dieses Problem kann die Verwendung von
isolierten Lymphozyten oder T-Zellen fiir die Kokultur-Experimente sein. Eine
weitere Erkldrung fur die fehlende MCP-1-Induktion wire, dass Monozyten und
Lymphozyten TNF-a produzieren, welches wiederum die Lungenepithelzellen zur
MCP-1-Freisetzung anregt. Es wire demnach moglich, dass die TNF-a-Konzentra-
tion in Bereiche ansteigt, in denen eine zu starke Stimulation der Lungenepithel-
zellen bewirkt wird, so dass eine weitere Aufregulierung der MCP-1-Produktion
durch zusitzliche Noxen nicht mehr méglich ist. Um dieses Problem zu umgehen,
kann man einerseits auf eine zusitzliche Stimulation mit TNF-o verzichten,
andererseits die PBMC weniger stimulieren und demnach die Antikérper gegen

CD3/CD28 in geringeren Konzentrationen einsetzen.
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Den beschriebenen Untersuchungen zufolge war die VOC-Exposition von kokulti-
vierten Lungenepithelzellen und PBMC in der hier beschriebenen Weise zwar
moglich, jedoch lieBen sich VOC-Effekte moglicherweise wegen der gewdihlten
experimentellen Bedingungen nicht nachweisen. Weitere Modifikationen des

Modells sind notwendig,.

4.8 Strukturbedingte Unterschiede in der Wirkung
fliichtiger organischer Verbindungen

Die in dieser Arbeit erhobenen Daten zeigten, dass es deutliche
Gruppenzugehorigkeiten in den Wirkungen der untersuchten VOC gibt. Keine der
aliphatischen Verbindungen zeigte in innenraumrelevanten Konzentrations-
bereichen Effekte, weder auf PBMC noch auf Lungenepithelzellen. Lediglich einige
der Alkane fiihrten in der hiichsten Expositionskonzentration im Vergleich zu den

aromatischen Verbindungen zu schwachen immuntoxischen Effekten.

Demgegeniiber konnten bei allen untersuchten aromatischen Verbindungen und
Mischungen, die diese Verbindungen enthielten, in innenraumrelevanten
Konzentrationsbereichen verschiedene Effekte auf Lungenepithelzellen und
sekundar auch auf PBMC beobachtet werden. Diese Untersuchungen legen nahe,
dass es sich um strukturbedingte Effekte handelt. Abbildung 38 stellt die

Strukturformeln der untersuchten Verbindungen dar.
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aromatische Verbindungen: aliphatische Verbindungen:
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Abbildung 38: Strukturformeln der untersuchten fliichtigen organischen Verbindungen.

Die Abbildung zeigt, dass alle Verbindungen, die zu Effekten auf Lungen-
epithelzellen fithrten, ungesittigte Strukturen enthalten. Moglich wire, dass diese
Verbindungen aufgrund des Vorhandenseins von Benzolringen ihre Wirkung tiber
den Arylhydrocarbon-Rezeptor (AhR) entfalten. Bei diesem Rezeptor handelt es
sich um einen cytosolischen Transkriptionsfaktor, der an der Aktivierung von
Genen, die z.B. fiir Metabolisierungsenzyme wie Cytochrom P450 1A1 (CYP1A1)
kodieren, und somit an der Entgiftung von Xenobiotika beteiligt ist (Sutter und
Greenlee 1992). Der AhR kann aber auch als Inhibitor fiir die Expression von
Genen wirken (Kharat und Saatcioglu 1996). Fahy und Mitarbeiter (1999) konnten
zeigen, dass periphere Blutzellen, die mit polycyclischen aromatischen
Kohlenwasserstoffen aus Dieselrufs inkubiert wurden, auf Transkriptionsebene
Verdnderungen der IL-8-, MCP-1- und RANTES-mRNA-Bildung zeigten. Diese
Effekte wurden von Fahy und Mitarbeitern im Zusammenhang mit dem AhR,
insbesondere einer Aktivierung oder Inhibierung von Genen, diskutiert. Wichtige
und gut untersuchte Liganden dieses Rezeptors sind polycylische aromatische
Kohlenwasserstoffe. Die Metabolisierung dieser lipophilen Substanzen erfolgt u.a.

tiber CYP1Al-Enzyme. Diese Enzyme kommen in der Leber, aber auch in der
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Lunge und anderen Organen vor (McLemore et al. 1990, McKinnon et al. 1991,
Shimada et al. 1996). Es ist gut untersucht, dass polycyclische aromatische
Verbindungen diese Enzyme iiber den AhR-vermittelten Mechanismus induzieren
koénnen (Whitlock und Denison 1995). Die Lunge ist ebenfalls ein Target-Organ fiir
AhR-Liganden (Martinez et al. 2002). Von Hukkanen und Mitarbeitern (2000)
wurde die AhR-vermittelte Wirkung von 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin
(TCDD), einem weiteren AhR-Liganden, auf die Lungenepithel-Zelllinie A549
untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass AhR-vermittelte Genaktivierungen
(z.B. CYP1A1) durch TCDD in den Lungenepithelzellen auftraten. Zhao und
Mitarbeiter (2006) konnten weiterhin zeigen, dass auch Verbindungen mit nur
einem Benzolring, z.B. N-(3,4-Dichlorophenyl)-N’,N’-dimethylharnstoff (Diuron)
an den AhR binden und den AhR-vermittelten Signalweg aktivieren bzw.

hemmen.

Somit ist es moglich, dass auch die in dieser Arbeit untersuchten aromatischen
Verbindungen tiiber den AhR wirken, was z.B. durch Untersuchungen der
CYP1A1 mRNA-Expression analysiert werden kann. Allerdings wiirde dies nicht
erkldren, warum die beobachteten Effekte auf Lungenepithelzellen, nicht jedoch
auf PBMC zu finden waren, da fiir beide Zelltypen AhR-vermittelte Reaktionen

beschrieben sind.

Eine weitere Méglichkeit ist die Wirkung tiber eine Aktivierung des nukledren
Transkriptionsfaktors kB (NFkB). Es ist bekannt, dass polycyclische aromatische
Kohlenwasserstoffe iiber diesen Weg eine IL-8 Expression in Lungenepithelzellen
induzieren konnen (Pei et al. 2002). Weiterhin enthalten die Transkriptions-
promotoren von MCP-1 und RANTES Bindungsstellen fiir NFxB (Ueda et al. 1997,
Rovin et al. 1995, Thomas et al. 1998, Garofalo et al. 1996).

Eine weitere Tatsache, die zu den gruppenspezifischen Unterschieden beitrégt, ist,
dass das Losungsverhalten der Alkane bzw. Aromaten im Medium unterschiedlich
ist. Gaschromatografische Analysen zeigten, dass die hier untersuchten
aromatischen Verbindungen in dhnlichen Verhiltnissen wie auch Toluol im

Medium angereichert werden (Miihlenberg 2002). Demgegeniiber zeigten die
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Alkane eine Anreicherung, die etwa einem Zwanzigstel der Konzentrationen der
Aromaten entsprach. Die verringerte Aufnahme der Alkane ins Medium erklirt
aber nicht, warum es zu keinen Verinderungen der Zytokin-/Chemokin-
freisetzung von Lungenepithelzellen kam, mogliche Effekte hidtten vielmehr in
hoheren Expositionskonzentrationen auftreten miissen. Aufierdem konnte in
Versuchen, wo die Zellen weitestgehend ohne Medium vorlagen, ebenfalls keine
Verdnderung der funktionellen Aktivitit der Lungenepithelzellen durch
aliphatische Verbindungen gefunden werden. Das ldsst eher auf funktionelle
Unterschiede dieser Gruppen in der Wirkung auf Zellen, weniger auf methodische

Probleme schlie3en.

4.9 Bewertung von Richt- und Orientierungswerten der
Innenraumluft

Die hier gezeigten Ergebnisse bestidtigen, dass von den fliichtigen Verbindungen
Chlorbenzol, Styrol und m-Xylol sowie von Mischungen, die diese Verbindungen
enthalten, Gesundheitsrisiken ausgehen koénnen. Effekte konnten sowohl auf
Lungenepithelzellen, als auch sekunddr auf PBMC nachgewiesen werden.
Beziiglich der im Kapitel 1.2 beschriebenen Regelungen zur Qualititsbewertung

der Innenraumluft kénnen verschiedene Schlussfolgerungen gezogen werden.

Die Richt- und Orientierungswerte fiir die Bewertung von Styrol und m-Xylol in
der Innenraumluft liegen zwischen 2 pg/m? und 57 pg/m? (AGOF 2005, Krause et
al. 1991, Ad-hoc-Arbeitsgruppe 1996, Schlechter et al. 2004). Es sind Werte, die im
Innenraum als ,,normal” gelten bzw. bei Uberschreitung auf eine Schadstoffquelle
hinweisen. Die hier durchgefiihrten Untersuchungen zeigten, dass bereits nach
20-stiindiger Exposition Styrol- bzw. m-Xylol-Konzentrationen =100 pg/m? die
Freisetzung von Entziindungsmediatoren induzieren. Diese Konzentration liegt
nur wenig dber dem Orientierungswert fiir die Innenraumbelastung. Da die
Aufenthaltszeit im Innenraum wesentlich linger ist und es somit zu
Dauerbelastungen kommt, konnten gesundheitsschidigende Effekte auch in

Konzentrationen unterhalb der Orientierungswerte auftreten.
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Fiir Chlorbenzol existieren solche Orientierungswerte nicht. Hier bezieht man zur
Bewertung der Innenraumluft die MAK-Werte ein. Man geht davon aus, dass mit
Gesundheitsrisiken nicht gerechnet wird, wenn die Konzentration von Chlorbenzol
unter 460 ug/m? und damit 1% des MAK-Wertes liegt (Korner et al. 2003). Die
Untersuchungen in dieser Arbeit zeigten, dass bereits ab einer Chlorbenzol-
Konzentration von 10 pg/m? inflammatorische Effekte auftreten, was gegen dieses
Bewertungskonzept spricht. Fiir Styrol und m-Xylol liegen die Orientierungswerte
unter Einbeziehung der MAK bei 850 ng/m?® fiir Styrol bzw. 4400 pg/m3 fiir
m-Xylol und sind demnach fiir die Bewertung der Innenraumluft ebenfalls nicht
geeignet.

Da im Innenraum eine Vielzahl von fliichtigen Verbindungen vorliegen, konnen im
Allgemeinen die Einzelverbindungen nicht separat betrachtet werden. Die
Untersuchungen verschiedener VOC-Mischungen zeigten, dass es verglichen mit
den Einzelverbindungen in kleineren Expositionskonzentrationen (ab 0,1 pg/m3)
zu Effekten kam. Die Orientierungswerte fiir TVOC besagen, dass ein Zielwert von
200 ug/m? bis 300 pg/m3 angestrebt werden sollte (Seifert 1999). Diese Werte
beinhalten die gesamte VOC-Belastung im Innenraum und demnach auch einige
VOC, von denen vermutlich kein gesundheitliches Risiko ausgeht. Aufierdem sind
diese Werte weniger fiir eine gesundheitliche Bewertung geeignet, sondern
sprechen bei Uberschreitung fiir das Vorhandensein einer Schadstoffquelle.
Dementsprechend sind diese Werte als Zielwerte ebenfalls nicht zweckmaiflig, da

eine gesundheitliche Gefdhrdung nicht ausgeschlossen werden kann.
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In einem hoch industrialisierten Land wie Deutschland verbringen Menschen die
meiste Zeit in Rdumen. Somit kann die Qualitit der Innenraumluft, insbesondere
eine Schadstoffbelastung, die Gesundheit des Menschen beeinflussen. Epidemiolo-
gische Studien zeigten, dass die Schadstoffbelastung der Innenraumluft im
Zusammenhang mit Atemwegserkrankungen und Allergien steht. Wichtige
Schadstoffe im Innenraum sind fltichtige organische Verbindungen (VOC), die z.B.
durch Renovierungsarbeiten und Verlegung von Fufbodenbeligen in die

Innenraumluft gelangen.

Ziel dieser Dissertation war es, den Einfluss von ausgewdhlten VOC hinsichtlich
der Induktion von immunmodulierenden und inflammatorischen Prozessen zu
untersuchen. Dafiir wurden die aromatischen Verbindungen Chlorbenzol, Styrol,
m-Xylol, die aliphatischen Verbindungen n-Nonan, n-Dekan, n-Undekan, n-Dode-
kan, n-Tridekan und Methylcyclopentan sowie verschiedene VOC-Mischungen
ausgewdhlt. Schwerpunkt dieser Arbeit waren Untersuchungen zum Einfluss von
VOC auf periphere mononukledre Blutzellen (PBMC), insbesondere auf die
Th1/Th2-Balance zur Abkldrung moglicher adjuvanter allergieférdernder Effekte
sowie Untersuchungen von VOC-Effekten auf Lungenepithelzellen (Zell-
linie A549). Dafiir wurden ein bestehendes In vitro-Modell modifiziert und neue

experimentelle Modelle etabliert.

Die Untersuchungen zeigten, dass die ausgewshlten VOC auf die Zytokin-
freisetzung von PBMC keinen Einfluss hatten, der auf ein erhohtes Allergierisiko
durch diese Chemikalien hinweist. Es ist daher zu vermuten, dass PBMC nicht die

priméren Targetzellen fiir VOC sind.

Da fluchtige Chemikalien mit der Atemluft in die Lunge gelangen und dort primar
Kontakt mit Epithelzellen haben, wurde die Hypothese aufgestellt, dass
eingeatmete VOC inflammatorische Reaktionen in Lungenepithelzellen auslésen.

Durch Freisetzung von reaktiven Mediatoren durch die Lungenepithelzellen
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konnten sekundir Blutzellen in ihrer Zytokinfreisetzung verindert werden. Zur
Priifung dieser Hypothese wurden experimentelle Modelle entwickelt, die eine
VOC-Exposition adhédrenter Lungenepithelzellen erméglichen sowie die

Untersuchung von Sekundéreffekten auf PBMC erlauben.

Die Exposition von Lungenepithelzellen mit Chlorbenzol, Styrol und m-Xylol
sowie mit Mischungen, die diese Verbindungen enthalten, fiihrte in
innenraumrelevanten Konzentrationen zu einer verstirkten Freisetzung des
Chemokins MCP-1, welches an entziindlichen und allergischen Prozessen beteiligt
ist. Hohe Konzentrationen dieser VOC fiihrten zu einer Induktion der IL-8-
Freisetzung. Dieses Chemokin ist an entziindlichen Reaktionen beteiligt. Die
untersuchten Alkane (Co-Cis-Alkane und Methyleyclopentan) zeigten keinen
Einfluss auf die MCP-1- und IL-8-Freisetzung. Zellkulturiiberstinde Chlorbenzol-
und Styrol-exponierter Lungenepithelzellen fiihrten bei Inkubation mit peripheren
Blutzellen zu einer verstirkten IL-13-Freisetzung. Das weist auf eine verstirkte
Th2-Antwort hin, die fiir allergisches Geschehen kennzeichnend ist. Fiir m-Xylol

konnte dieser Sekundireffekt nicht beobachtet werden.

Fiir die hier untersuchten aliphatischen Verbindungen (Co-Cis-Alkane, Methyl-
cyclopentan) konnten im innenraumrelevanten Konzentrationsbereich mittels der
hier angewandten Modelle keine Effekte beobachtet werden, die fiir ein
Gesundheitsrisiko sprechen. Demgegeniiber waren unter Styrol-, Chlorbenzol- und
m-Xylol-Exposition potenziell gesundheitsgefdhrdende Effekte nachweisbar
(Freisetzung von entziindungsausldsenden und allergieférdernden Mediatoren),
die im Fall von Chlorbenzol und Styrol nicht auf Lungenepithelzellen beschrankt,

sondern sekundér auch auf PBMC iibertragbar waren.

Die Ergebnisse dieser Arbeit sprechen dafiir, dass entziindliche Reaktionen der
Atemwege eher durch aromatische VOC ausgelost werden. Von Farben, Lacken
und Klebstoffen mit hoherem Anteil aromatischer Verbindungen kénnte somit ein

Risiko fiir entziindliche Atemwegserkrankungen ausgehen.
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