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1 Einleitung
1.1 Luftschadstoff Stickstoffdioxid
1.1.1 Entstehung

Stickstoffdioxid ist eine gasférmige, in hohen Konzentrationen braunliche Verbindung
mit der Summenformel NO; (Institut fiir Arbeitsschutz 2015). Es entsteht {iber einen Zwi-
schenschritt aus den in der Luft ubiquitér vorhandenen Elementen Stickstoff und Sauer-

stoff (Guidotti 1978):
N, + 0, — 2NO

Notwendig fiir die endotherme Reaktion ist Aktivierungsenergie in Form von hohen Tem-
peraturen. Das gebildete Stickstoffmonoxid konvertiert in einer zweiten Reaktion mit ver-
schiedenen atmosphirischen Kohlenwasserstoffen oder Ozon unter Einfluss von Sonnen-

licht zum Endprodukt Stickstoffdioxid (Guidotti 1978):

h
NO + RO, > NO, + RO

Eine natiirliche Quelle der Stickstoffdioxidproduktion stellen Blitzentladungen bei Ge-
wittern dar. Der liberwiegende Anteil an atmosphédrischem Stickstoffdioxid entsteht je-
doch anthropogen bei Verbrennungsprozessen in Landwirtschaft, Industrie, Haushalten
und Verkehr. Mit 47 % bildet letzterer den groBten Anteil der NOz-Emissionen in
Deutschland (Umweltbundesamt 2015c). Insbesondere Dieselmotoren produzieren auf-
grund der vergleichsweise hohen Verbrennungstemperaturen und des Fehlens eines Drei-

wegekatalysators hohe Mengen an Stickoxiden (Umweltbundesamt 2015e).

Tabelle 1: Stickstoffdioxidemissionen in Deutschland 2008-2010. In Anlehnung an Umweltbundesamt
2015c.

Sektor Emission [kt N a’']  Anteil [%]
Landwirtschaft 33 8

Verkehr 192 47
Industrie/Energiewirtschaft 166 40
Feuerungsanlagen in Haushalten 21 5

Da die Emission von NO» somit deutlich vom Verkehrsaufkommen abhéngt, ergeben sich

erhebliche regionale Unterschiede in der Stickstoffdioxidbelastung der AufBlenluft. In
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deutschen Ballungsriumen sind Jahresmittelwerte zwischen 30-60 pg/m?® (entsprechend
15-30 ppb) NO2 zu erwarten. Hingegen liegen in ldndlichen Gebieten ohne grofles Ver-
kehrsaufkommen Jahresmittelwerte unter 10 pg/m? (entsprechend 5 ppb) Stickstoffdioxid
vor (Umweltbundesamt 2015d).

Legende

- 0-5pug/m?
- > 5 ug/im?
- > 10 pg/m?
| >15ugm?
:I > 20 pg/m?
|:] > 25 pg/m?
[:] > 30 pg/m?
- > 35 pg/m?
- > 40 pg/m’
B 50
B 5009
- > 55 pg/m?
B > o pgim’

Abbildung 1: Darstellung der NO,-Jahresmittelwerte in Deutschland 2014. Quelle: Umweltbundesamt
2015a, mit freundlicher Genehmigung.

1.1.2 Schédliche Auswirkungen auf die Gesundheit

Aufgrund eines ungepaarten Elektrons ist Stickstoffdioxid sehr reaktiv und wirkt als
Reizgas, was sich bereits am stechenden Geruch bemerkbar macht. Bei Inhalation entfal-

tet es liber verschiedene chemische Prozesse eine schiadliche Wirkung auf biologisches
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Gewebe. In Verbindung mit Wasser kommt es zur Bildung von Salpetersdure HNO3, wel-
che eine direkte Schiadigung des Epithels hervorruft (Greenberg et al. 1971). Lecithine,
die den Hauptbestandteil von Zellmembranen und pulmonalem Surfactant bilden, werden
durch Stickstoffdioxid oxidiert. Daraus entstehen freie Radikale, die durch Folgereaktio-
nen mit ungesattigten Fettsduren die Integritit und Eigenschaften der Zellmembranen ver-
andern. Durch Reaktion mit Tryptophan-Resten kann zudem die Struktur von Proteinen
alteriert werden (Rowlands und Gause 1971). Uber die Bildung von Nitrit-lonen NO»™ ist
eine Nitrosierung von Aminen mdglich. Die dadurch produzierten Nitrosamine weisen
eine karzinogene Wirkung auf menschliches Gewebe auf, welche vor allem im Gastroin-

testinaltrakt beobachtet wird (Lijinsky 1977).

Die genannten Schiadigungen treten bei Inhalation an den Schleimhduten der oberen und
unteren Atemwege und dem Alveolarepithel auf. Dabei ist die Reaktion des menschlichen
Korpers auf Stickstoffdioxid abhidngig von der Konzentration und Expositionsdauer.
Hohe Dosen, wie sie bei Arbeitsunfillen und Chemiekatastrophen auftreten, fiihren zu
einem akuten Krankheitsbild. Bei einer Exposition mit 100 ppm iiber fiinf Minuten tritt
eine Atemwegsreizung mit Brustschmerzen ein, nach 60 Minuten kommt es zur Ausbil-
dung eines todlichen Lungenddems (Norwood et al. 1966). An humanem Bronchial-
epithel zeigen sich in vitro nach einer kurzen Exposition mit 45 ppm Stickstoffdioxid eine
Zytotoxizitdt sowie die Induktion einer Entziindungsreaktion mit Ausschiittung der pro-

inflammatorischen Mediatoren IL-8, IL-3 und TNF-a (Ayyagari et al. 2004).

Die in urbanen Gebieten auftretenden Stickstoffdioxidkonzentrationen in der AuBlenluft
bewegen sich in deutlich niedrigeren GréBenordnungen, betreffen jedoch weite Teile der
Bevolkerung und fiihren zu langfristigen Expositionen im alltidglichen Leben. Die hierbei
hervorgerufenen gesundheitlichen Folgen sind Gegenstand umfangreicher Forschung.
Epidemiologische Untersuchungen konnten eine Korrelation zwischen einer NO2-Expo-
sition und einer erhdhten Gesamtmortalitdt nachweisen. Insbesondere wurde ein Anstieg
der Mortalitdt durch kardiovaskuldre und respiratorische Erkrankungen beobachtet (Chen
et al. 2008; Filleul et al. 2005; Heinrich et al. 2013; Helleday et al. 1995). Ebenfalls zeigte
sich in zahlreichen Studien eine Assoziation zwischen einer erhohten Stickstoffdioxidex-
position und der Prdvalenz von Asthma bronchiale (Jerrett et al. 2008; Annesi-Maesano

et al. 2012; Dab et al. 1996; Gruzieva et al. 2013; Hansel et al. 2008). Aguilera et al.
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konnten 2013 nachweisen, dass eine NO2-Exposition in Schwangerschaft und erstem Le-
bensjahr mit einer erhdhten Rate an Atemwegsinfektionen, Ohrinfektionen und Ekzemen

behaftet ist.

Neben den epidemiologischen Untersuchungen konnte auch in experimentellen Studien
ein schidlicher Einfluss von Stickstoffdioxid in niedrigen Konzentrationen auf mensch-
liches Gewebe nachgewiesen werden. Eine Exposition mit 2 ppm NO> fiir vier Stunden
induziert eine neutrophile Entziindung mit Sekretion von IL-8 in der bronchioalveoldren
Lavage (Blomberg et al. 1997). Eine wiederholte Applikation der Dosis an vier konseku-
tiven Tagen fiihrt dabei zu einer persistierenden Entziindung des Epithels (Blomberg et
al. 1999). Nach 20-miniitiger Inhalation von 1,5 ppm NO; kommt es zu einem deutlichen
Riickgang der mukozilidren Aktivitdt in der Bronchialschleimhaut gesunder Probanden
(Helleday et al. 1995). Ein Riickgang der Lungenfunktion und eine Erh6hung der bron-
chialen Reagibilitit konnte bei Probanden mit einer obstruktiven Atemwegserkrankung
nachgewiesen werden. Strand et al. beschreiben einen signifikanten Anstieg der bronchi-
alen Konstriktion auf eine Provokation mit Histamin oder Allergen nach vorheriger 30-
miniitiger Exposition mit 0,26 ppm NO; (Strand et al. 1996; Strand et al. 1997). Auch
nach wiederholter Exposition war der Effekt vorhanden (Strand et al. 1998). Diese Er-
kenntnisse bieten eine Erkldrung fiir den epidemiologisch beobachteten Einfluss von

Stickstoffdioxid auf das Krankheitsbild Asthma bronchiale.

Tierexperimentelle Untersuchungen und humanexperimentelle Studien in vitro geben
Hinweise auf eine mogliche genotoxische und damit potentiell kanzerogene Wirkung von
Stickstoffdioxid. Eine mehrtigige Exposition mit 5,32 ppm NO> induzierte DNA-Strang-
briiche, DNA-Protein-Querverbindungen und die Ausbildung von Mikrokernen in inne-
ren Organen von Ratten. Dadurch wurde eine systemische genotoxische Wirkung nach-
gewiesen (Han et al. 2013). Koehler et al. demonstrierten mehrfach in vitro eine genoto-
xische Wirkung von Stickstoffdioxid auf Primirzellkulturen von humanen nasalen
Epithelzellen. Nach einer Exposition mit 0,01 ppm NO; iiber 30 min wurden DNA-Frag-
mentierungen beobachtet (Koehler et al. 2010). Nach dreistiindiger Begasung mit 0,1 ppm
Stickstoffdioxid konnte zusétzlich eine Mikrokernbildung nachgewiesen werden (Koeh-
ler et al. 2011). In einer weiteren Studie konnte die Bildung von Mikrokernen auch nach

einer dreistiindigen Exposition mit 0,01 ppm NO2 und damit bei realistischen Umwelt-
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konzentrationen gezeigt werden (Koehler et al. 2013). Zusitzliche Hinweise auf eine kan-
zerogene Wirkung von Stickstoffdioxid ergeben sich in epidemiologischen Untersuchun-
gen. Hamra et al. beschreiben in einer Metaanalyse von 20 Studien eine Korrelation zwi-
schen einer NO»-Exposition durch Verkehrsbelastung und dem Auftreten von Bronchial-

karzinomen (Hamra et al. 2015).

Neben dem umfassend untersuchten Einfluss auf Asthma gibt es Hinweise, dass eine Be-
lastung mit Stickstoffdioxid einen Risikofaktor auch fiir andere allergische Erkrankungen
darstellt. In einer epidemiologischen Studie war eine Korrelation zwischen einer Exposi-
tion mit Stickstoffdioxid und der vermehrten Bildung von Antikdrpern der Gruppe IgE
gegen Innenraum-Aeroallergene zu verzeichnen (Weir et al. 2013). Eine Untersuchung
an taiwanesischen Schulkindern ergab eine positive Korrelation zwischen der NO;-Be-
lastung und der Pravalenz der allergischen Rhinitis (Hwang et al. 2006). Schwierigkeiten
bei der Herstellung einer Kausalitit zwischen den epidemiologisch beobachteten Zusam-
menhingen bereitet jedoch der Umstand, dass bei der Produktion von Stickstoffdioxid in
Verbrennungsmotoren auch andere Schadstoffe wie Feinstaub und Ruf3 anfallen, die zur
Gesundheitsschidigung beitragen konnen. Dementsprechend dient NO» auch als Indika-

torsubstanz fiir die Quantitit der verkehrsbezogenen Luftverschmutzung (Rijnders et al.

2001).

1.1.3 Entwicklung der Stickoxidemissionen und Immissionsschutz

Im Wissen um die potentielle Gesundheitsgefadhrdung unternehmen Gesetzgeber, staatli-
che und nichtstaatliche Organisationen Anstrengungen, die Stickstoffdioxidemissionen
zu mindern. Das deutsche Umweltbundesamt bezeichnet NO» als ,,Schadstoff Nummer
eins* (Umweltbundesamt 2014a). Nicht zuletzt durch Aufdeckung der Manipulation von
Abgasmesswerten bei einem namhaften Automobilhersteller 2015 riickte das Thema wie-
der vermehrt in den Fokus der Offentlichkeit (ZEIT ONLINE 2015). In Deutschland be-
treiben Bund und Lénder etwa 640 Messstationen, um genaue Daten iiber die Stickstoff-

dioxidbelastung der Atmosphare zu erfassen (Umweltbundesamt 2013a).

Bezugnehmend auf wissenschaftliche Expositionsstudien empfiehlt die WHO in ihren

Luftqualititsrichtlinien einen mittleren Jahresgrenzwert von 40 pg/m? (=20 ppb) und ei-



1  EINLEITUNG 6

nen Einstundengrenzwert von 200 pg/m?® (=100 ppb) (WHO 2006). Nach vorheriger Ver-
abschiedung einer EU-Richtlinie erfolgte 2010 die Umsetzung dieser Grenzwerte in deut-
sches Recht. Demnach verpflichtet sich die Bundesrepublik zur Einhaltung des mittleren
Jahresgrenzwertes, eine Uberschreitung des Einstundengrenzwertes ist im Jahr maximal
18 Mal zuléssig (Bundesrepublik Deutschland 2010). Erklérte Motivation ist der Schutz
der menschlichen Gesundheit. Dabei bleibt anzumerken, dass kein allgemein anerkannter
Schwellenwert existiert, unterhalb dessen eine Exposition mit Stickstoffdioxid unbedenk-
lich ist. Toxikologische Untersuchungen geben Hinweise darauf, dass auch unterhalb der
von der WHO definierten Grenzwerte Gesundheitsschiden auftreten konnen (Thielen

2013, S. 57%).

Zur Reduktion der Stickoxidproduktion von Otto- und Dieselmotoren wurde die Euro-
Norm eingefiihrt, welche Grenzwerte fiir die NO>-Emissionen pro Fahrkilometer festlegt.
Seit September 2015 ist die Einhaltung der Euro-6-Norm fiir alle neuen Pkw verbindlich,
wodurch zunehmend verbesserte Verfahren zur Abgasnachbehandlung in der Fahrzeug-
technik Einzug halten (Umweltbundesamt 2013b). Auch im Bereich der Industrie und der
Energiewirtschaft wurden flaichendeckend Minderungstechniken nachgeriistet und neu
eingefiihrt (Umweltbundesamt 2015c¢). Insgesamt konnten dadurch in Deutschland im
Zeitraum von 1990 bis 2012 die gesamten Stickoxidemissionen von 2.877 kt auf 1.269 kt

um tiiber die Halfte vermindert werden (Umweltbundesamt 2014b).

Diese Reduktion schlégt sich jedoch nicht in der seit Jahren konstant hohen NO»-Belas-
tung nieder. Auch im Jahr 2014 wurde der Jahresmittelwert von 40 pg/m® an 51 % der
verkehrsnahen Messstationen nicht eingehalten, wobei nach Hochrechnung noch nicht
ausgewerteter Daten von einer spiteren Korrektur auf bis zu 65 % ausgegangen werden
muss. Der Einstundengrenzwert von 200 pg/m® wurde an 17 % der verkehrsnahen Mess-
stationen tiiberschritten (Umweltbundesamt 2015b). Dementsprechend wurden im Sep-
tember 2015 gegen mehrere Bundeslidnder Verfahren aufgrund von Verstofen gegen das

Immissionsschutzgesetz eingeleitet (SPIEGEL ONLINE 2015).

1.2 Allergische Rhinitis

Die allergische Rhinitis ist eine entziindliche Erkrankung der Nasenschleimhaut, die sich

klinisch in den Symptomen Niesen, behinderte Nasenatmung und Rhinorrhoe duflern
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kann (Wallace et al. 2008). Unter Beriicksichtigung der hdufigen Mitbeteiligung der Bin-
dehidute oder der Nebenhohlen werden auch die Begriffe der allergischen Rhinosinusitis
und Rhinokonjunktivitis verwendet. Die Erkrankung ist charakterisiert durch eine IgE-
vermittelte Entziindungsreaktion gegen inhalierte Allergene. Potenzielle Allergene sind
saisonal auftretende Pollen und Schimmelpilze sowie ganzjihrige Innenraumallergene

wie Hausstaubmilben und Tierhaare (Wheatley und Togias 2015).

1.2.1 Pathophysiologische Grundlagen

Grundlegende Bedingung fiir das Auftreten einer allergischen Rhinitis ist die vorange-
gangene Sensibilisierung gegen das Allergen. Das mit der Luft inhalierte Antigen be-
kommt Kontakt mit der Schleimhaut und wird von antigenprasentierenden Zellen (APC)
phagozytiert. Nach intrazellularer Aufspaltung und Prozessierung des Allergens werden
Peptidfragmente mit Hilfe von Major-Histocompatibility-Complex—Proteinen der Klasse
IT (MHC-II) auf der Zellmembran présentiert (Reyes et al. 1997). Neben den bekannten
APC wie Makrophagen und dendritischen Zellen sind moglicherweise auch respiratori-
sche Epithelzellen an dieser Reaktion beteiligt (Kalb et al. 1991; Arebro et al. 2016).
Spezifische B-Lymphozyten binden das Allergen an membranstindige Immunglobuline,
internalisieren es und présentieren es ebenfalls auf der Zellmembran. CD4-positive T-
Lymphozyten werden von den Fragmenten aktiviert und regen dabei gleichzeitig die B-

Lymphozyten zur Proliferation und Antikorperproduktion an.

Eine Schliisselstellung in der Pathogenese nimmt hierbei die Art der stimulierten T-Lym-
phozyten ein. Aufgrund mehrerer nicht abschlieBend geklarter Mechanismen werden bei
einer erfolgreichen allergischen Sensibilisierung tiberwiegend Tu2-Helferzellen aktiviert,
wiéhrend Tul-Helferzellen nur eine geringe Aktivitit aufweisen; es liegt eine sog. 7Tu2-
Dominanz der Immunantwort vor (Oliphant et al. 2011). Erst das von den Tu2-Zellen
ausgeschiittete IL-4 und IL-13 fiihrt in den stimulierten B-Zellen zu einem Wechsel auf
den Antikdrper-Isotyp IgE, dem sog. Klassenwechsel. Die anschlieBend von den B-Zellen
sezernierten Antikorper vom Typ IgE sind essentiell fiir die weitere allergische Reaktion
(Chomarat und Banchereau 1998). Das zunéchst freie IgE wird von im Gewebe vorhan-

denen Mastzellen an deren ZellauBenseite gebunden.
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Bei erneutem Kontakt des Allergens mit der Schleimhaut kommt es zur sofortigen Im-
munreaktion. Die an der AuBenseite der Mastzellen integrierten Immunglobuline vom
Typ IgE binden an das Allergen und fiihren zu einer Degranulation der Zellen und Frei-
setzung des Botenstoffes Histamin in das umliegende Gewebe. Histamin fiihrt zu Vasodi-
latation, Permeabilitétssteigerung und Schleimsekretion und ruft dadurch die klinische
Symptomatik der Rhinitis hervor (Amin 2012; Pawankar 2005). Dariiber hinaus werden
von den Mastzellen verschiedene Zytokine, darunter TNF-a, GM-CSF und IL-1 bis -6
ausgestoflen, die als Chemokine die Einwanderung von eosinophilen Granulozyten be-
wirken (Baraniuk 1997; Cates et al. 2003). Die von den Granulozyten produzierten Sau-
erstoffradikale fithren zu einer weiteren Verstarkung der Entziindungsreaktion bis hin zur

Schéadigung des Epithels (Ponikau et al. 2005).

1.2.2 Hausstauballergie und Der p 1

Hausstaubmilben sind das hiufigste Innenraumallergen und assoziiert mit dem Auftreten
von perennialer allergischer Rhinitis, Asthma bronchiale und atopischer Dermatitis (Ga-
vino et al. 2008; Kemp 2009). Etwa ein Fiinftel der Beviolkerung der EU weist eine Sen-
sibilisierung gegen Hausstaub auf, bei Asthmatikern liegt der Anteil zwischen 50-85 %

(Bousquet et al. 2007; Nelson et al. 1996).

1964 wurden erstmals Milben der Gattung Dermatophagoides (D.) als Ursache flir die
Allergenitdt von Hausstaub identifiziert (Voorhorst et al. 1964). Wichtigster Vertreter ist
die weltweit verbreitete Spezies D. pteronyssinus (Thomas 2010). Diese Milben koloni-
sieren nahezu die gesamte hdusliche Umgebung des Menschen, vor allem an Lokalisati-
onen mit groBer Staubbelastung wie in Matratzen und Teppichen oder unter dem Bett.
Hausstaub besteht zu gro3en Teilen aus abgeschilferten menschlichen Hautschuppen und
dient den Milben als Nahrungsquelle (Nadchatram 2005). Der von den Milben ausge-
schiedene Fizes beinhaltet mehrere allergene Verdauungsenzyme, die beim Einatmen des
Staubes Kontakt mit den Schleimhduten bekommen und dort die allergische Reaktion

auslosen (Calderdn et al. 2014).

Als bedeutendstes Allergen in den Ausscheidungen der Milben wurde D. pteronyssinus

antigen p 1 (Der p 1) identifiziert, ein wasserldsliches Protein mit einem Molekularge-
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wicht von 24.000 Dalton. Immunologische Untersuchungen belegen die ausgepragte Al-
lergenitit dieses Proteins: Bis zu drei Viertel der von Allergikern gebildeten hausstaub-
spezifischen IgE-Antikorper sind gegen Der p 1 gerichtet (Chapman und Platts-Mills
1980).

Die allergische Reaktion gegen Der p 1 entsteht wie oben geschildert durch eine IgE-
vermittelte Histaminausschiittung nach vorheriger allergischer Sensibilisierung des Im-
munsystems. Die hohe Allergenitdt von Der p 1 erklért sich jedoch unter anderem durch
dessen Fahigkeit, bereits ohne Beteiligung von Immunzellen eine entziindliche Reaktion
des Epithels hervorzurufen und dadurch die Entstehung der allergischen Sensibilisierung
zu fordern. So reagiert respiratorisches Epithel in vitro bereits nach einer kurzzeitigen
Exposition mit Der p 1 mit einem Ausstof3 von IL-6 und IL-8 sowie einer Zellablosung
(King et al. 1998). Von besonderer Wichtigkeit ist dabei die intrinsische Cysteinprotease-
aktivitdt von Der p 1. Mit Hilfe der Protease werden interzelluldre Kontaktproteine, sog.
tight junctions, enzymatisch aufgespalten und dadurch die transepitheliale Barriere ge-
schidigt (Henriquez et al. 2013; Chapman et al. 2007; Wan et al. 1999). Dies beglinstigt
den Antigentransport iiber das Epithel und fiihrt zu vermehrter Aufnahme des Allergens
mit nachfolgender Immunantwort durch Tu2-differenzierte T-Lymphozyten (Herbert et
al. 1990).

Zudem stimuliert Der p 1 die Protease-aktivierten Rezeptoren der Klasse 2 (PAR-2) des
Epithels. Die durch PAR-2 induzierte Produktion von IL-4, -5 und -13 begiinstigt die
Ausbildung einer Tu2-dominanten Immunreaktion und dadurch die allergische Sensibili-
sierung (Davidson et al. 2013; Asokananthan et al. 2002). Uber den PAR-2/PI3K/NF«B-
Signalweg kommt es zur Ausschiittung der Zytokine IL-6 und IL-8, die zahlreiche akti-
vierende Effekte auf die bei der allergischen Sensibilisierung beteiligten Leukozyten ha-
ben (Shi et al. 2010). Neben diesen durch die Cysteinprotease verursachten Effekten gibt
es jedoch auch Hinweise auf eine schidigende Wirkung von Der p 1 auf Epithelzellen,

die unabhéngig von der Proteaseaktivitdt ist (Kauffman et al. 2006).
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1.2.3 Epidemiologie und Anstieg der Privalenz

Wenngleich die allergische Rhinitis eine gutartige Krankheit darstellt, besitzt sie auf-
grund des chronischen Verlaufs und der auBBerordentlich hohen Priavalenz eine grof3e ge-
sundheitsokonomische Relevanz. Studien zufolge leiden in westlichen Industriestaaten
zwischen 15-30 % der Bevolkerung an einer allergischen Rhinitis (Meltzer et al. 2009;
Salo et al. 2011). Dementsprechend hoch sind die Folgekosten fiir das Gesundheitssystem.
Ray et al. schitzten die jahrlichen Kosten fiir die Behandlung der allergischen Rhinitis in
den USA auf 5,9 Milliarden US-Dollar (Ray et al. 1999). Mit der Krankheit assoziiert
sind eine Tagesmiidigkeit und eine verminderte Produktivitit, wodurch zusitzliche indi-

rekte Kosten fiir die Gesellschaft entstehen konnen (Woods und Craig 2006).

Erstmalige Beschreibungen der allergischen Rhinitis erfolgten in den siebziger Jahren des
19. Jahrhunderts (Wyman 1872). Seitdem war ein zunehmendes Auftreten des Krank-
heitsbildes wahrzunehmen. Wenngleich epidemiologische Daten fiir die erste Hilfte des
20. Jahrhunderts fehlen, wurde 1953 in einer Untersuchung der Bevolkerung von New
York die Pravalenz der allergischen Rhinitis bereits auf 10 % beziffert (Ratner und Sil-
berman 1953). In den neunziger Jahren lieB sich in Deutschland ein weiterer Anstieg der
Krankheitshdufigkeit nachweisen (Mutius et al. 1998). Aktuelle Daten zeigen vor allem

eine Zunahme in Schwellenldndern (Bjorksten et al. 2008).

Die Griinde fiir den Anstieg der Priavalenz sind nicht geklért, verschiedene Konzepte wer-
den in der Literatur kontrovers diskutiert. Die Erklarungsansitze konzentrieren sich liber-
wiegend auf verdnderte Umwelteinfliisse. Nach der sog. Hygienehypothese fiihren zivili-
satorische Fortschritte bei der Bereitstellung von keimfreien Wasser und der Bekdmpfung
von Infektionskrankheiten zu einer verminderten Exposition des Immunsystems mit
Krankheitserregern. Damit einher gehe eine geringere Aktivierung von Tul-vermittelten
Immunreaktionen und eine Verschiebung des immunologischen Gleichgewichts in Rich-
tung eines Th2-dominanten Immunphinotyps. Dies beglinstige das Auftreten von aller-
gischen Erkrankungen (Liu 2015; Douwes 2002). Weiterhin steigt durch den zunehmen-
den Aufenthalt in Innenrdumen die Exposition mit Allergenen (Platts-Mills 1994). Nicht
zuletzt wird auch eine Belastung mit Luftschadstoffen dafiir verantwortlich gemacht, die

Entstehung allergischer Krankheiten zu fordern (Peden 2015).
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1.3 Fragestellung der Arbeit

Stickstoffdioxid ist ein Luftschadstoff mit globaler Bedeutung, dessen gesundheitsschad-
liche Wirkung in zahlreichen toxikologischen Untersuchungen belegt ist. Insbesondere
ergeben sich epidemiologische Hinweise auf einen Einfluss der Exposition mit NO auf
die Entstehung und Aufrechterhaltung von allergisch bedingten Atemwegserkrankungen.
Neben Expositionsversuchen an Asthmatikern existieren jedoch nur wenige experimen-
telle Studien, die ein mogliches proallergisches Potenzial von Stickstoffdioxid untersu-
chen. Die vorliegende Arbeit setzt sich somit das Ziel, Erkenntnisse iiber den Einfluss
von NO» auf die allergische Rhinitis zu gewinnen. Wichtigster Risikofaktor fiir eine al-
lergische Rhinitis ist eine Sensibilisierung gegen Hausstaubmilben und deren Hauptaller-
gen Der p 1. Eine Exposition mit Der p 1 fiihrt in respiratorischem Epithel zur Bildung
von IL-6 und IL-8, wodurch die allergische Entziindungskaskade mit initiiert wird. Zur
weiteren Untersuchung eines moglichen Einflusses von Stickstoffdioxid auf die Pathoge-

nese allergischer Erkrankungen stellt sich die vorliegende Arbeit daher folgende Fragen:

— Verstérkt eine vorangehende Exposition mit Stickstoffdioxid die entziindliche Reak-

tion von nasalen Epithelzellen auf das Hausstaubmilbenallergen Der p 1?
— Ist ein solcher Effekt abhéingig von der Konzentration von Stickstoffdioxid?

— Ist ein solcher Effekt bei Stickstoffdioxidkonzentrationen, wie sie in urbanen Gegen-

den auftreten, zu erwarten?

Die gewonnenen Erkenntnisse sollen dazu dienen, die gesundheitlichen Folgen einer Ex-

position mit Stickstoffdioxid und aktuelle Schadstoffgrenzwerte zu bewerten.
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2 Material und Methoden

Zur Untersuchung der Fragestellung wurde ein experimenteller Versuchsansatz gewéhlt:
Aus menschlichen Nasenschleimhautproben wurden nasale Epithelzellen gewonnen und
als Primédrzellkultur kultiviert. Der Versuch wurde an elf Schleimhautproben von unter-
schiedlichen Probanden separat durchgefiihrt. Im ersten Schritt des Versuchs wurden die
Kulturen in flinf verschiedene Gruppen unterteilt: Vier davon wurden fiir den Zeitraum
von einer Stunde entweder mit synthetischer Luft, 0,1 ppm NO, 1 ppm NO; oder 10 ppm
NO:> begast. Die fiinfte Versuchsgruppe wurde keiner Begasung unterzogen. Anschlie-
end wurden im zweiten Schritt des Versuchs alle fiinf Gruppen wiederum in je zwei
Untergruppen unterteilt: Die erste Untergruppe wurde fiir 24 Stunden mit dem Hausstaub-
milbenallergen Der p 1 exponiert. Die zweite Untergruppe wurde keiner Fremdstoffex-

position unterzogen.

Primérzellkulturen aus

11

-
Il

nasalen Epithelzellen

1 h Exposition
mit synth. Luft

24 h
Exposition
mit Der p 1

keine
Fremdstoff-
exposition

1 h Exposition
mit 0,1 ppm

24 h
Exposition
mit Der p 1

keine
Fremdstoff-
exposition

1 h Exposition
mit 1 ppm

24 h
Exposition
mit Der p 1

keine
Fremdstoff-
exposition

1 h Exposition
mit 10 ppm

24 h
Exposition
mit Der p 1

keine
Fremdstoff-
exposition

keine
Gasexposition

24 h
Exposition
mit Der p 1

keine
Fremdstoff-
exposition

Abbildung 2: Aufbau der verschiedenen Versuchsgruppen anhand der unterschiedlichen Begasungs- und
Fremdstoffexpositionsmodalitét. Untergruppen in blau, als Negativkontrolle definierte Untergruppe in griin
dargestellt.

Insgesamt resultierten aus der Kombination von Begasungs- und Fremdstoffexpositions-

modalitdt zehn separate Versuchsgruppen (s. 4bbildung 2). Dadurch sollte der Effekt ei-

ner isolierten Gasexposition, der Effekt einer isolierten Exposition mit Der p 1 und zudem
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der Effekt einer kombinierten Exposition mit beiden Stoffen untersucht werden. Zellkul-
turen, die weder einer Gasexposition noch einer Exposition mit Der p 1 unterzogen wor-

den waren, dienten als Negativkontrolle.

Nach Abschluss der zwei Versuchsschritte wurde die Zytokinausschiittung von allen Ver-
suchsgruppen untersucht. Mit Hilfe eines ELISA wurde die Konzentration von IL-6 und

IL-8 im Zellkulturmedium bestimmt, mittels RT-PCR wurde die Genexpression von IL-

6 und IL-8 in den Zellen quantifiziert.

2.1 Verwendete Gerdte und Reagenzien

2.1.1 Geréte und Software

Tabelle 2: Verwendete Gerate und Software

Gerdt

Hersteller, Ort

Akku-Pipettierhilfe accu-jet pro

Autoklav Laboklav

CO;-Inkubator mit HeiB3luftsterilisation
CB210

Gasexpositionskammer Vitrocell 12

Inverses Durchlichtmikroskop DM IL

Laborwasserbad

Laborwasserbad mit Umwaélzthermostat
P5/C10

Massendurchflussregler EL-Flow

Mehrkanalpipette

Mikrotiterplattenphotometer Multiskan
Plus

NOx-Analysator AC3IM
PCR-Instrument StepOnePlus

PCR-Software StepOne Software 2.2
Prézisionspipette Research 0,5-10 pl

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim,
Deutschland

SHP Steriltechnik, Detzel Schloss,
Deutschland

Binder GmbH, Tuttlingen, Deutschland

Vitrocell Systems GmbH, Waldkirch,
Deutschland

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Deutschland

Memmert GmbH & Co. KG, Schwab-
ach, Deutschland

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA, USA

Bronkhorst High-Tech BV, Ruurlo, Nie-
derlande

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Berthold Detection Systems GmbH,
Pforzheim, Deutschland

Ansyco, Karlsruhe, Deutschland

Life Technologies Corp., Carlsbad, CA,
USA

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
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Prézisionspipette Research 100-1000 pl
Prizisionspipette Research 200 ul
Prizisionspipette Research 2-20 pl
Prédzisionswaage

Sicherheitswerkbank HERAsafe

Spektralphotometer BioPhotometer
Statistiksoftware Prism 6.01

Tabellenkalkulationssoftware Excel
2013

Vakuumpumpe

Vortexgerédt lab dancer vario

Zentrifuge 5810R fiir 15/50 ml Réhrchen
und 96-Well PCR-Platten

Zentrifuge fiir 1,5/2 ml Reaktionsgefif3e
MiniSpin

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Sartorius AG, Gottingen, Deutschland

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA, USA

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

GraphPad Software Inc., La Jolla, CA,
USA

Microsoft, Redmond, WA, USA

AEG Electrolux, Stockholm, Schweden

IKA GmbH & Co. KG, Staufen im
Breisgau, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

2.1.2 Reagenzien und Nihrlésungen

Tabelle 3: Verwendete Reagenzien und Néhrlosungen

Reagenz

Hersteller, Ort

Airway Epithelial Growth Medium

Amphotericin B Fungizone

Aqua bidestillata
Collagen A
Diethyldicarbonat D91551
DNase

Ethanol

Fetales Kélberserum

Gentamycin G1397

PromoCell GmbH, Heidelberg, Deutsch-
land

Life Technologies Corp., Carlsbad, CA,
USA

Eigenherstellung

Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Sigma-Aldrich Co., St Louis, MO, USA
Sigma-Aldrich Co., St Louis, MO, USA
J.T. Baker, Griesheim, Deutschland
Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA
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human IL-6 ELISA Kit

human IL-8 ELISA Kit

L-Cystein C7352
L-Glutamin G7513

Lo-Tox Natural Der p1

Minimum Essential Medium Eagle
MS8028

PBS 10x
Penicillin-Streptomycin
Protease

RNAse-Free DNAse Kit
RNeasy Mini Kit

RPMI

TagMan Gene Expression Assay
GAPDH,
Assay-ID Hs02758991 gl

TagMan Gene Expression Assay IL-6,
Assay-ID Hs00985639 m1

TagMan Gene Expression Assay IL-8,
Assay-ID Hs02758991 gl
TagMan Gene Expression Master Mix

Trypsin-EDTA 0,25 %

VILO SuperScript Master Mix

Diaclone SAS, Besancon cedex, Frank-
reich

Diaclone SAS, Besancon cedex, Frank-
reich

Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA
Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA

Indoor Biotechnologies Inc., Char-
lottesville, VA, USA

Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA

Roche Diagnostics, Mannheim
Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA
Qiagen N.V., Venlo, Niederlande
Qiagen N.V., Venlo, Niederlande
Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Life Technologies Corp., Carlsbad, CA,
USA

Life Technologies Corp., Carlsbad, CA,
USA

Life Technologies Corp., Carlsbad, CA,
USA

Life Technologies Corp., Carlsbad, CA,
USA

Life Technologies Corp., Carlsbad, CA,
USA

Life Technologies Corp., Carlsbad, CA,
USA




2  MATERIAL UND METHODEN

16

2.1.3 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 4: Verwendete Verbrauchsmaterialien.

Material

Hersteller, Ort

Druckflasche mit synthetischer Luft

Druckflasche mit synthetischer Luft und
10,7 ppm Stickstoffdioxid

Einmalpipetten 2 pl, 5 pl, 10 pl, 50 pl

Pasteurpipetten (Glas)

PCR-Mikrotiterplatten (96-well) Micro-
Amp Fast Optical mit Klebefolie

Photometerkuvetten UVette

Pipettenspitzen 0,5-10 pl, 1-200 pl, 200-
1000 pl

Pipettenspitzen mit Filter Biosphere 0,5-
10 ul, 1-200 pl, 200-1000 pl

Reaktionsgefale 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml

Rohrchen 15 ml, 50 ml

Sterile Mullkompressen 7,5 x 7,5 cm
Gazin

Sterilfilter 45 nm

Zellkulturplatten (12-well) mit Transwell
Membraneinsétzen (12 mm Durchmes-
ser, 0,4 um Porengrdf3e)

Zellkulturschale 100 x 20 mm

RieBner-Gase GmbH, Lichtenfels,
Deutschland

RieBner-Gase GmbH, Lichtenfels,
Deutschland

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Brand GmbH, Wertheim, Deutschland

Life Technologies Corp., Carlsbad, CA,
USA

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

SARSTEDT AG & Co, Niimbrecht,
Deutschland

SARSTEDT AG & Co, Niimbrecht,
Deutschland

SARSTEDT AG & Co, Niimbrecht,
Deutschland

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Lohmann & Rauscher GmbH, Schonau
a.d. Triesting, Osterreich

SARSTEDT AG & Co, Niimbrecht,
Deutschland

Corning Inc., Corning, NY, USA

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland
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2.1.4 Angesetzte Losungen

Airway Epithelial Cell Growth Medium + 1% Penicillin/Streptomycin (AEGM + 1% P/S)

500 ml Airway Epithelial Cell Growth Medium wurden ein Supplement sowie 5 ml Pe-
nicillin-Streptomycin zugesetzt.

Airway Epithelial Cell Growth Medium + 1% Penicillin/Streptomycin ohne Supplement
(AEGM + 1% P/S ohne Supplement)

500 ml Airway Epithelial Cell Growth Medium wurden 5 ml Penicillin-Streptomycin zu-
gesetzt.

Buffer RLT + 1% 2-Mercaptoethanol

10 ml Buffer RLT aus dem RNeasy mini kit wurden 100 pl 2-Mercaptoethanol zugesetzt.

L-Cystein 0,5 M in phosphatgepufferter Salzlosung (L-Cystein 0,5 M in PBS)

610 mg L-Cystein wurden in 10 ml phosphatgepufferter Salzlosung geldst. Die entstan-
dene Losung wurde mit einem 45-nm-Sterilfilter filtriert, auf Aliquote verteilt und bei
-20 °C gelagert.

Diethyldicarbonat-H>O (DEPC-H>0)

100 ml destilliertes Wasser wurde mit 0,1 ml Diethyldicarbonat versetzt und fiir 12 h bei
37 °C inkubiert. Anschlieend wurde die Losung in einem dichten Rohrchen autoklaviert.

Der p 1 in phosphatgepufferter Salzlosung (Der p 1 in PBS) 10 ug/ml

5,6 ul LoTox Natural Der p 1 wurden in 1 ml phosphatgepufferter Salzlosung gelost. Die
entstandene Losung wurde aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

Enzymlosung

1 mg DNAse und 100 mg Protease wurden in 10 ml phosphatgepufferter Salzlosung ge-
16st. Die entstandene Losung wurde aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

Minimum Essential Medium + Zusdtze (MEM + Zusditze)

500 ml Minimal Essential Medium wurden 5 mg Gentamycin, 5 ml L-Glutamin und 5 ml
Penicillin-Streptomycin zugesetzt.

Roswell Park Memorial Institute Medium + 10 % fetales Kdlberserum (RPMI +
10 % FCS)

500 ml Roswell Park Memorial Institute Medium wurden 50 ml fetales Kéilberserum zu-
gesetzt.
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2.2 Zellmaterial und Patientenkollektiv

Als Material fir die Zellkulturen wurde Nasenschleimhaut von elf Patienten verwendet,
die sich an der Klinik fiir Hals-, Nasen- und Ohrenkrankheiten des Universitatsklinikums
Wiirzburg einem operativen Eingriff an der Nase oder den Nasennebenhdhlen unterzogen.
Das Patientenkollektiv bestand aus sieben méinnlichen und vier weiblichen Studienteil-
nehmern zwischen 22 und 67 Jahren. Als Operationsindikation lagen achtmal eine chro-
nische Sinusitis, einmal eine Nasenmuschelhyperplasie, einmal eine postsaccale Trénen-
wegsstenose sowie einmal eine therapierefraktdre Epistaxis vor. Die operativen Eingriffe
bestanden aus acht Pansinusoperationen, zwei Conchotomien und einer endonasalen
Dakryozystorhinostomie. Drei Teilnehmer litten an einer ASS-Intoleranz, zwei an einer

Hausstaubmilbenallergie, zwei an Pollinosis.

Die Patienten erteilten nach vorheriger Aufklarung eine schriftliche Einwilligung zur Stu-
dienteilnahme. Es wurde ausschlieBSlich Gewebe verwendet, welches im Rahmen der
Operation gemil der medizinischen Indikation entnommen wurde. Die Studie wurde mit
Genehmigung der Ethik-Kommission der medizinischen Fakultdt der Universitdt Wiirz-

burg durchgefiihrt (Aktenzeichen 16/06).

2.3 Aufbereitung und Kultivierung der Zellen

Samtliche Arbeiten an den Zellkulturen wurden mit sterilen Materialien und Reagenzien
auf einer Sicherheitswerkbank durchgefiihrt. Die Inkubation im CO»-Inkubator erfolgte
bei 37 °C und einem COz-Anteil von 5 %.

2.3.1 Aufbereitung der Gewebeproben

Die Gewebeproben wurden nach der Entnahme im Operationssaal mit isotoner Kochsalz-
16sung bedeckt und bei 4 °C maximal zwei Stunden bis zur weiteren Verarbeitung gela-
gert. Die Stiicke wurden in einer sterilen 100 x 20 mm grof3en Zellkulturschale mit Mini-
mum Essential Medium Eagle (MEM) gespiilt und mit steriler Pinzette und Skalpell von
grofleren Blutkoageln, Knorpel- und Knochenresten befreit. 1| mg DNAse und 100 mg
Protease wurden in 10 ml phosphatgepuftferter Salzlosung (PBS) geldst. Von der entstan-
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denen Enzymlosung wurden 100 pl mit 9 ml MEM in 15-ml-Rhrchen gegeben. Die Ge-
webestiicke wurden in die Rohrchen iiberfiihrt und 24 h bei 4 °C auf einem Léngsrotor

gelagert, um die Epithelzellen enzymatisch abzuldsen.

Nach Ende der Lagerung wurde der Inhalt der Rohrchen in sterile 100 x 20 mm grof3e
Zellkulturschalen gegeben und die enzymatische Aktivitdt durch Hinzufiigen von 2 ml
fetalem Kélberserum (FCS) unterbunden. Die Oberflachen der Gewebestiicke wurden mit
steriler Pinzette und Skalpell behutsam abgeschabt, um verbliebene Epithelzellverbidnde
abzuldsen. AnschlieBend wurden die Schleimhautstiicke aus der Losung entfernt. Die ver-
bliebenen Zellsuspensionen wurden mit sterilen 7,5 x 7,5 cm groflen Mullkompressen in
50-ml-Rohrchen filtriert, um kleinere Geweberiickstinde zu entfernen. Die Rohrchen
wurden 5 min mit 500 g zentrifugiert und die Uberstéinde abgesaugt. Die am Boden der

Rohrchen verbliebenen pelletierten Zellen wurden erneut in 5 ml MEM gelost.

Um den Anteil an Fibroblasten in den gewonnenen Zellsuspensionen zu reduzieren,
wurde im ndchsten Schritt die Technik des pre-plating angewandt. Dabei wird ausgenutzt,
dass Fibroblasten rascher an Oberfldchen adhérieren als Epithelzellen. Die in den vorhe-
rigen Schritten gewonnenen Zellsuspensionen wurden in 100-x-20-mm-Zellkulturscha-
len tiberfiihrt und 2 h im CO»-Inkubator inkubiert, um den vorhandenen Fibroblasten das
Anwachsen an den Boden der Kulturschalen zu ermdglichen. Der Mediumiiberstand mit
den verbliebenen Epithelzellen wurde mit einer Prézisionspipette in 50-ml-Rohrchen
iiberfiihrt. Nach fiinfminiitigem Zentrifugieren mit 500 g wurden die Uberstiinde abge-
saugt. Die pelletierten Zellen wurden in 9 ml Airway Epithelial Growth Medium mit 1 %
Penicillin-Streptomycin (AEGM + 1 % P/S) gelost.

2.3.2 Kultivierung unter den Bedingungen des Air-Liquid Interface

Die aus den Gewebeproben gewonnenen Epithelzellen wurden fiir die nachfolgenden Ex-
perimente unter den Bedingungen des Air-Liquid Interface (ALI) kultiviert. Das ALI ist
eine Methode, mit der adhérierende Zellen als Grenzschicht zwischen Ndhrmedium und
Luft kultiviert werden kénnen. Dabei wird ein Zellrasen auf einer wasserdurchldssigen
Membran, die auf ihrer Unterseite mit einem fliissigem Medium benetzt ist, kultiviert.
Die Membran teilt die Zellkulturschale in ein basolaterales und in ein apikales Kompar-

timent. Die Zellen kommen von der basolateralen Seite mit der Néhrfliissigkeit in Kontakt,
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wihrend die apikale Seite unmittelbar gegeniiber der Umgebungsluft exponiert ist (s. Ab-
bildung 3). Mit dieser Technik werden einerseits die in vivo Bedingungen von respirato-
rischem Epithel nachgebildet, andererseits ermoglicht das ALI auch eine direkte Exposi-

tion der Zellkulturen mit verschiedenen Gasen.

Transwell-Einsatz

apikales Kompartiment

kollagenbeschichtete Membran mit Zellrasen
Abbildung 3: Kultivierungstechnik des Air-Liquid Interface.

Zur Kultivierung verwendet wurden Einsdtze mit Polyestermembranen (Transwell-
Einsdtze) mit 12 mm Durchmesser und 0,4 um Porengrof3e. Diese Membraneinsédtze wur-
den in Kunststoffplatten mit zwolf zylinderférmigen Einsenkungen (Wells) eingesetzt.
Kurz vor der Kultivierung der Zellen wurden die Membraneinsidtze mit Kollagen be-
schichtet. Dazu wurde eine Losung aus Collagen A und PBS im Verhéltnis 1:1 vorbereitet.
Die Transwellmembranen wurden apikal mit 200 pl der Losung benetzt und die Platten
30 min im CO»-Inkubator belassen, um eine Ausfillung des Kollagens zu ermoglichen.

Anschliefend wurde die Losung abgesaugt und die Membranen mit 500 ul PBS gespiilt.

Die aus den Schleimhautproben gewonnenen Zellen wurden in je zehn Wells kultiviert.
Dazu wurden 500 pul der Zellsuspension apikal auf die Membranen gegeben und das baso-
laterale Kompartiment mit 1,3 ml AEGM + 1 % P/S befiillt. Anschlieend wurden die
Platten im Brutschrank inkubiert. Die Epithelzellen wuchsen auf der beschichteten Ober-
fliche an und bildeten einen einschichtigen Zellrasen aus. Das Wachstum wurde per
Durchlichtmikroskopie der Transwellmembranen kontrolliert, auf den Membranen ver-
bliebene Erythrozyten wurden durch Spiilung mit 500 ul PBS entfernt. Nach drei Tagen
erreichten die Kulturen regelhaft eine Konfluenz von 70-80 %, so dass die Kultivierung
auf die Bedingungen des Air-Liquid Interface umgesetzt wurde. Dazu wurde das Medium
in beiden Kompartimenten abgesaugt, basolateral 1,3 ml frisches AEGM + 1 % P/S zu-

gegeben und das apikale Kompartiment leer belassen. Der Mediumwechsel erfolgte alle
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zweil Tage durch Austausch des Mediums basolateral mit frischem AEGM + 1 % P/S.
Zuvor wurden die Membranen mit 500 pul PBS gespiilt. Nach vierzehntigiger Kultivie-
rung im ALI wurden die Kulturen den weiteren Versuchen zugefiihrt.
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Abbildung 4: Mikroskopische Aufnahme (100x Vergroferung) von nasalen Epithelzellen nach vierzehnta-
giger Kultivierung unter den Bedingungen des Air-Liquid Interface. Native Aufnahme ohne Farbung.

2.4 Gasexposition

2.4.1 Erzeugung des Mischgases

Die Begasung der Kulturen erfolgte mit synthetischer Luft ohne weitere Zusétze und syn-
thetischer Luft mit zugesetztem Stickstoffdioxid in den drei Konzentrationsstufen
0,1 ppm, 1 ppm und 10 ppm. Da aus technischen Griinden jedoch nur Gasgemische mit
einem Stickstoffdioxidanteil von mindestens 10 ppm erhéltlich sind, wurde ein bereits
etablierter Versuchsaufbau zur Verdiinnung auf die benétigten Stickstoffdioxidkonzent-
rationen angewendet. Als Quelle fiir das Gas dienten eine Druckflasche mit synthetischer
Luft und eine Druckflasche mit synthetischer Luft und NO; in der Konzentration

10,7 ppm.

Der Gasdruck der Flaschen wurde per Druckminderer auf 2 bar reduziert. Mithilfe von
Schlduchen aus Polytetrafluorethylen (PTFE) und metallenen T-Stiicken wurden die Fla-
schen mit computergesteuerten Massendurchflussreglern (MFC) verbunden. Mit den

MFC konnte der durchtretende Gasfluss softwaregestiitzt geregelt werden. Jede Flasche
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wurde mit einem MFC mit einem Regelbereich von 1-50 ml/min sowie einem MFC mit
einem Regelbereich von 50-1000 ml/min verbunden und deren Ausgénge mit einer Gas-
mischdiise konnektiert. Der Zufluss aus den beiden Flaschen wurde nun so geregelt, dass
in der Gasmischdiise ein Mischgas mit einer Flussrate von 1000 ml/min erzeugt wurde.
Durch Variierung der Anteile der zwei Flaschen am Gasfluss konnte der NOz-Gehalt des

resultierenden Mischgases nach Wunsch eingestellt werden.

Zur Uberwachung der erzeugten Stickoxidkonzentration wurde aus der Mischdiise mit
einer Vakuumpumpe Gas mit einer Rate von 600 ml/min in einen NO>-Analysator gelei-
tet. Dieser ermittelte per Chemolumineszenz die vorliegende Konzentration an Stickstoff-
dioxid, welche ebenfalls digital aufgezeichnet wurde. Die gesamte Begasungsanlage
wurde auf einer Sicherheitswerkbank unter laufendem Abzug betrieben, um eine Anrei-

cherung von Stickoxiden in den Laborrdumen zur verhindern.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des Aufbaus der Gasexpositionsanlage. MFC: Massendurchfluss-
regler. Gasleitungen in grau, Wasserleitungen in blau dargestellt. Das Wasserbad wurde durch einen Um-
wilzthermostat auf 37° C erwédrmt. Der Gasfluss aus den Druckflaschen wurde je nach gewiinschtem Mi-
schungsverhéltnis variabel eingestellt.

2.4.2 Gasexpositionskammer

Die Gasexposition der Transwellmembranen fand in der Begasungskammer Vitrocell

statt. Diese besteht aus einem Unterteil mit drei Wells und einem aufsetzbaren Gasappli-



2  MATERIAL UND METHODEN 23

kator mit drei separaten Diisen. Jedes Well ldsst sich mit einem Transwell-Membranein-
satz bestlicken. Mit Hilfe der Diisen wird das Gas durch einen zentralen Einlass iiber die
Membranen geleitet und anschlieend liber mehrere radidr angeordnete Ausldsse wieder

abgesaugt.

Die Einlésse der Diisen wurden durch PTFE-Schliduche unter Zwischenschaltung je eines
MFC mit der Gasmischdiise verbunden. Die Ausldsse wurden mit einer Vakuumpumpe
verbunden, die das stickoxidhaltige Gas aus der Mischdiise iiber die Flussregler durch die
Begasungskammer saugte. Durch Einstellung der MFC konnte ein konstanter Gasfluss

von 5 ml/min in jeder Begasungseinheit sichergestellt werden.

Sowohl Unterteil als auch Gasapplikator der Vitrocell besitzen einen integrierten Was-
serkreislauf, mit dem die Apparatur temperiert werden kann. Im Versuch wurde dazu ein
Wasserbad elektrisch auf 37 °C erhitzt und eine darin integrierte Umwélzpumpe mit dem
Kreislauf der Begasungskammer verbunden. Die Temperatur im Wasserbad wurde mit

einem separaten Thermometer liberwacht.

2.4.3 Gasexposition der Zellkulturen

Vor der Gasexposition wurden die Kulturen fiir 24 h mit einem kortison- und serumfreien
Medium inkubiert, um einen moglichen Einfluss auf den Zytokinstoffwechsel zu vermei-
den. Dazu wurde das Ndhrmedium durch AEGM + 1 % P/S ohne Zusatz der mitgeliefer-
ten Supplementpackung ersetzt. Nach der Inkubation wurde das Zellmedium abermals
durch AEGM + 1% P/S ohne Supplement ausgetauscht sowie die Transwell-Membranen
mit 500 pl PBS gespiilt. Die Gasexpositionskammer wurde mit Ethanol 70 % desinfiziert,
die Wells mit PBS gespiilt und anschlieBend mit 1,3 ml AEGM + 1 % P/S ohne Supple-
ment befiillt. Der Heizkreislauf wurde mit destilliertem Wasser gefiillt und auf 37 °C
erhitzt. Durch Justierung der MFC und Kontrolle am NO»-Analysator wurde die benotigte
Zusammensetzung des Mischgases eingestellt. AnschlieBend wurden die Transwell-
Membranen in die Expositionskammer eingesetzt und fiir die Dauer von 1 h je nach Ver-
suchsgruppe mit reiner synthetischer Luft oder synthetischer Luft mit zugesetztem NO,
in drei verschiedenen Konzentrationsstufen (0,1 ppm, 1 ppm, 10 ppm) begast. Nach Ab-
schluss der Exposition wurden die Membraneinsétze wieder in die 12-Well-Platten ein-

gelegt und nach einer Spiilung mit 500 ul PBS dem CO»-Inkubator zugefiihrt.
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2.5 Exposition mit Der p 1

2.5.1 Applikation der Fremdstoffe

Nach Abschluss der Gasexposition erfolgte je nach Versuchsgruppe die Exposition mit
Der p 1. Als Allergen wurde Lo-Tox natural Der pI (Indoor Biotechnologies, Charlotte-
ville, VA, USA) verwendet. Hierbei handelt es sich um ein aus Kulturen von D. ptero-
nyssinus gewonnenes Protein mit einem Endotoxingehalt von < 0.03 EU/pg. Die Aus-
gangslosung wurde mit PBS auf eine Konzentration von 10 pg/ml verdiinnt. In PBS ge-
16stes und steril filtriertes L-Cystein wurde in einer Konzentration von 5 mmol/l zugefiigt.
Die entstandene Losung wurde in 1,5-ml-Reaktionsgefdlen 15 min im Wasserbad bei
37 °C inkubiert, um die Thiol-Gruppe von Der p 1 mit Hilfe des L-Cysteins zu oxidieren.
Dadurch wurde die Cysteinprotease-Aktivitdt von Der p 1 wiederhergestellt, welche beim
Herstellungsprozess des Allergens partiell verloren geht. Den betreffenden Wells wurde
nun basolateral 65 pl der fertigen Allergenldsung zugesetzt. Dies entsprach einer End-

konzentration an Der p 1 im Medium von 500 ng/ml.

2.5.2 Inkubation und Ablosung der Zellen

Nach Applikation der Fremdstoffe wurden die Kulturen fiir weitere 24 h inkubiert. An-
schlieBend wurde das Medium im basolateralen Kompartiment jedes Wells abgenommen,
in ein 1,5-ml-Reaktionsgefdl iiberfiihrt und fiir die spétere Analyse bei -20 °C gelagert.
Die Membranen wurden mit 500 ul PBS gespiilt. Zur Ablosung der Zellverbiande wurde
den Wells basolateral 500 pul sowie apikal 300 pl 0,25 % Trypsin-EDTA zugesetzt. Die
Transwell-Platten wurden 5 min im COz-Inkubator inkubiert, um die Zellen enzymatisch
abzuldsen. Danach wurde die Trypsinlosung basolateral abgesaugt und den Membranen
apikal 600 pl Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI) mit 10 % FCS zugesetzt,
um die Enzymreaktion zu unterbinden. Die Membranoberflichen wurden per Pipetten-
spitze mit der entstandenen Zellsuspension gespiilt, um verbliebene Zellen abzuldsen.
AnschlieBend wurde die Suspension in 1,5-ml-Reaktionsgefédle tiberfiihrt und fiir 5 min
bei 500 g zentrifugiert. Die Uberstinde wurden behutsam abgenommen, die Zellpellets
in 500 pl PBS resuspendiert und die Rohrchen erneut zentrifugiert. Nach nochmaligem
Abnehmen der Uberstinde wurden die Zellpellets schlieBlich durch Zugabe von 350 ul
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Buffer RLT aus dem RNeasy-Kit lysiert. Die entstandenen Lysate wurden bis zur weiteren

Verarbeitung bei -80 °C gelagert.

2.6 Real-Time RT-PCR

2.6.1 Grundprinzip

Die Real-Time Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (Real-Time RT-PCR)
ist ein etabliertes Testverfahren zur Quantifizierung der mRNA-Expression in Zellen. Die
Technik basiert auf der Polymerase-Kettenreaktion (PCR), ein Verfahren zur in vitro Ver-
vielfdltigung von DNA-Abschnitten mit Hilfe einer hitzestabilen DNA-Polymerase. Im
ersten Schritt des Reaktionszyklus wird die doppelstringige DNA-Vorlage durch Erhit-
zen in zwei Einzelstringe aufgeteilt (Denaturierung). Nach Absinken der Temperatur
bindet sich im zweiten Schritt ein speziell angefertigtes Oligonukleotid, der Primer, an
den Anfang der gesuchten DNA-Sequenz (Hybridisierung). Im dritten Schritt (Elonga-
tion) wird die Temperatur wieder erhoht und die Polymerase komplettiert die vorhande-
nen DNA-Einzelstrdnge in Doppelstringe; die Primer dienen dabei als Startpunkt fiir die
Replikation. Das Resultat ist eine Verdoppelung der gesuchten DNA-Sequenz. Nach Ab-
schluss dieser drei Einzelreaktionen beginnt ein neuer Reaktionszyklus, durch den die
DNA-Abschnitte abermals verdoppelt werden. Durch Aneinanderreihung mehrerer Zyk-
len mit Hilfe eines Thermozyklers wird die DNA exponentiell vervielfaltigt.
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Abbildung 6. Ablauf der drei Einzelschritte eines Reaktionszyklus bei der PCR. Im darauffolgenden Zyklus
erfolgt eine weitere Verdoppelung der DNA-Abschnitte (rechts dargestellt).

Die Real-Time RT-PCR ist eine Abwandlung der PCR-Technik, mit der die Menge der

replizierten DNA-Produkte zwischen den einzelnen Reaktionszyklen gemessen werden
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kann. Bei der vorliegenden Arbeit wurden dazu TagMan-Sonden verwendet. Diese heften
sich dhnlich wie ein Primer wihrend der Hybridisierung an die gesuchte DNA-Sequenz
an. Kommt es zur Replikation der Sequenz, spaltet die DNA-Polymerase die angelagerte
Sonde. Dadurch wird der an die Sonde gebundene Farbstoff chemisch aktiviert und be-
ginnt zu fluoreszieren. Je mehr DNA-Abschnitte repliziert werden, desto hohere Fluores-
zenzwerte konnen zwischen den Zyklen gemessen werden. Mit Hilfe der erfassten Werte
kann die Reaktionskinetik der Vervielfaltigung berechnet werden. Der daraus ermittelte
Cr-Wert (Cycle threshold) ist die theoretische Grof3e, welche den Beginn der exponenti-
ellen Phase der Reaktion beschreibt. Ein Vergleich der Ct-Werte zweier Proben ermog-
licht eine relative Quantifizierung der am Anfang der Reaktion vorliegenden Menge an

DNA.

2.6.2 RNA-Isolation und Reverse Transkription

Als Ausgangsprodukt fiir die folgenden PCR-Reaktionen musste zundchst die RNA aus
den Zelllysaten isoliert werden. Dies erfolgte mit dem RNeasy mini kit. Das Verfahren
nutzt kleine Filtersdulen, die in 2-ml-Reaktionsgefia3e eingesetzt werden und durch Zen-

trifugieren die RNA aus den Lysaten abfiltern.

Zunichst wurden die in den Versuchen gewonnenen Lysate im Wasserbad bei 37 °C auf-
getaut und kurz mit dem Vortexgerdt durchmischt. Nach Zugabe von 350 pl Ethanol 70 %
wurden die Lysate auf die Filtersdulen gegeben, die anschlieBend 15 s bei 12.000 g zent-
rifugiert wurden. Dabei wurden die Losungen durch die Filtersdulen getrieben, wahrend
vorhandene RNA durch die spezielle Membranbeschaffenheit zuriickgehalten wurde. Der
Durchfluss wurde dekantiert. Zur Spiilung wurde anschlieend 350 pl Buffer RW1 auf

die Sdulen gegeben und diese wie im vorherigen Schritt nochmals zentrifugiert.

Im néchsten Schritt wurde ein enzymatischer Verdau mit dem RNase-free DNase Kit
durchgefiihrt, um verbliebene genomische DNA zu eliminieren. Dazu wurden 80 pl der
nach Produktanleitung angesetzten DNase-Losung auf die Filtersdulen pipettiert. Wih-
rend einer Wartezeit von 15 min erfolgte die enzymatische Zersetzung der DNA. An-
schlieBend wurden die Sdulen mit 350 ul Buffer RW1 gespiilt und zentrifugiert. Es folg-
ten zwei weitere Spiilgénge mit je 500 ul Buffer RPE. Um verbliebenen ethanolhaltigen
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Puffer zu entfernen, wurden die Sdulen darauthin in frische 2-ml-Reaktionsgefdfe trans-

feriert und erneut 1 min mit 12.000 g zentrifugiert.

AbschlieBend wurden die Filtersdulen in frische 1,5-ml-Reaktionsgefaf3e iibertragen und
30 ul Diethyldicarbonat-H>O (DEPC-H>O) auf die Membranen pipettiert, um die RNA
wieder in Losung zu bringen. Durch nochmaliges Zentrifugieren mit 12.000 g fiir 1 min
wurde die RNA-haltige Losung in die Reaktionsgefdfle befordert. Nach Entfernung der
Filtersdulen wurden die Reaktionsgefa3e bei -80 °C bis zur weiteren Verarbeitung einge-

froren.

Fiir die Analyse mit einer quantitativen PCR musste die isolierte RNA durch das Enzym
Reverse Transkriptase in komplementire DNA (cDNA) umgeschrieben werden. Um eine
gleichméBige Effizienz der Transkription zu gewéhrleisten, mussten die Proben zunichst
auf eine einheitliche RNA-Konzentration gebracht werden. Zur Bestimmung der Kon-
zentrationen wurde den aufgetauten RNA-Proben ein Volumen von 3 pl entnommen und
in Photometerkiivetten pipettiert, die zuvor mit 147 ul DEPC-H20 gefiillt wurden. Im
Absorptionsphotometer wurde die Extinktion bei 260 nm bestimmt und vom Gerit die
zugrunde liegenden RNA-Konzentrationen ermittelt. Nun konnten die verschiedenen
Proben durch Zugabe von berechneten Mengen an DEPC-H>O auf eine einheitliche

RNA-Konzentration eingestellt werden.

Tabelle 5: Zusammensetzung des Reaktionsgemisches fiir die Reverse Transkription.

Reagenz Menge
VILO SuperScript MasterMix 4 ul
RNA-Vorlage Sul
DEPC-H20 11 pl
Gesamt 20 pl

Die Transkription wurde in 96-Well-PCR-Platten mit 20 ul Reaktionsvolumen durchge-
fiihrt. Fiir jede Probe wurde ein Ansatz aus Mastermix, RNA und DEPC-HO (s. Tabelle
5) in ein Well pipettiert und die Platte anschlieBend mit Klebefolie abgedichtet. Durch
Ablauf des Reaktionsprogramms (s. Tabelle 6) wurde die RNA in cDNA umgeschrieben.
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Tabelle 6: Reaktionsbedingungen der Reversen Transkription im Thermozykler.

. . Reverse . .
j E kt
Schritt Vorinkubation Transkription nzyminaktivierung
Dauer 10 min 60 min 5 min
Temperatur 25°C 45°C 85 °C

Nach Abschluss der Reaktion wurde photometrisch die DNA-Konzentration in den Re-
aktionsprodukten bestimmt. Dazu wurden 3 pl der Reaktionsprodukte in Photometer-
kiivetten tiberfiihrt und durch Zugabe von 147 ul DEPC-H>O verdiinnt. Die Berechnung
der Konzentration erfolgte per Photometer durch Messung der Extinktion bei 320 nm.
Anschliefend wurden die Proben durch Verdiinnung mit DEPC-H>O auf eine einheitliche

cDNA-Konzentration zwischen 200-400 ng/ml normalisiert.

2.6.3 Quantitative PCR

Mit den vorliegenden cDNA-Proben wurde im Anschluss eine quantitative Real-Time
PCR auf die Expression von GAPDH, Interleukin-6 und Interleukin-8 durchgefiihrt.
GAPDH diente als endogene Kontrolle, anhand derer die relative Quantifizierung der In-
terleukinexpression berechnet wurde. 7abelle 7 zeigt die verwendeten Sonden und Zielse-

quenzen bei der Replikation.

Tabelle 7: Zielsequenzen und Assay-ID der verwendeten TagMan-Sonden. Die Zielsequenzen sind unter
ihrer Bezeichnung in der RefSeq-Datenbank des National Center for Biotechnology Information angegeben.

Zielgen Zielsequenz (RefSeq) TagMan-Assay-ID

GAPDH NM_002046.4 Hs02758991 gl
NM _001256799.1

IL-6 NM_000600.3 Hs00985639 m1

IL-8 NM_000584.3 Hs00174103 _ml

Die quantitative PCR wurde in 96-Well-Platten mit 20 pl Reaktionsvolumen durchge-
fiihrt. Jede Reaktion wurde als Triplikat, d. h. in dreifacher Ausfithrung, durchgefiihrt.
Die cDNA-Proben wurden mit einem Ansatz aus Mastermix, Assay und DEPC-H,O
(s. Tabelle 8) in die Wells pipettiert und die Platten mit einer Klebefolie abgedichtet.
Durch Ablauf des Reaktionsprogramms im PCR-Instrument (s. Tabelle 9) wurde die PCR
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durchgefiihrt. Die vom Instrument gemessenen Fluoreszenzsignale wurden mittels PC er-
fasst und von der Software StepOne ausgewertet. Aus den einzelnen Ct-Werten der

Triplikate wurden die Mittelwerte fiir die Reaktionsansétze berechnet.

Tabelle 8: Zusammensetzung des Reaktionsgemisches fiir die quantitative PCR.

Reagenz Menge
TagMan Gene Expression Mastermix 10 pl
TagMan Gene Expression Assay 1 ul
cDNA-Vorlage 3ul
DEPC-H,O 7 ul
Gesamt 20 pul

Tabelle 9: Reaktionsprogramm der quantitativen PCR im Thermozykler.

PCR
Aktivierung
: UDG- der 40 Zyklen
S Aktivierung | Taq-Poly-
merase Denaturierung Hybrldlslqmng/
Elongation

Dauer 2 min 10 min 15 sec 1 min

Temperatur 50 °C 95 °C 95°C 60 °C

Die relative Genexpression von IL-6 und IL-8 wurde nach der AACt-Methode berechnet.
Hierbei werden die unterschiedlichen Expressionen der Proben als n-fache Expression
relativ zur Negativkontrolle angegeben. Als Negativkontrolle diente die unbehandelte
Versuchsgruppe, welche weder einer Gasexposition noch der Fremdstoffexposition un-
terzogen wurde. GAPDH wurde als endogene Kontrolle oder housekeeping gene genutzt,
um bei der Berechnung Variationen in der Ausgangsmenge an cDNA-Vorlage auszuglei-

chen.

Anhand der Cr-Werte von GAPDH und des Zielgens wurden fiir jede Probe die ACt-
Werte des Zielgens berechnet:

ACr(Zielgen) = Cr(Zielgen) — Cr(GAPDH)

Durch Subtraktion des ACt-Werts der unbehandelten Zellen (Negativkontrolle) wurden
die AACt-Werte des Zielgens der Proben berechnet:
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AACr(Zielgen) = ACp(Zielgen) — ACr(Zielgen Negativkontrolle)

Aus den AACt-Werten lief3 sich nun die relative mRNA-Expression zur Negativkontrolle

ermitteln:

relative Expression = 2-4ACr(Zielgen)

2.7 Sandwich-ELISA

Die Konzentrationen von IL-6 und IL-8 in den abgenommenen Zellmedien nach Ab-
schluss der Fremdstoffexposition wurden mit Hilfe eines Sandwich-ELISA bestimmt.

Zum Einsatz kamen das human IL-6 ELISA Kit und das human IL-8 ELISA Kit.

2.7.1 Grundprinzip

Der Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) ist ein antikorperbasiertes Nachweis-
verfahren, mit dem die absolute Konzentration eines spezifischen Molekiils (Analyt) be-
stimmt werden kann. In der vorliegenden Arbeit kam die Variante des Sandwich-ELISA
zum Einsatz. Dabei werden Platten mit vielen kleinen Wells, sog. Mikrotiterplatten, ver-
wendet. Die Boden der Wells sind mit Antikdrpern beschichtet, welche spezifisch die
Makromolekiile binden, deren Konzentration bestimmt werden soll (Beschichtungsanti-
kérper). Die zu analysierende Probe wird in die Wells gegeben und fiir eine kurze Zeit
inkubiert, wodurch der vorhandene Analyt sich fest an den Beschichtungsantikorper bin-
det. Durch einen Waschschritt wird der Rest der Probe mit den ungebundenen Stoffen

entfernt.

Nun wird ein zweiter Antikorper hinzugefiigt (Detektionsantikorper), der sich ebenfalls
an den Analyten bindet und so mit dem Beschichtungsantikérper und dem Makromolekiil
einen Komplex bildet. Ungebundene Detektionsantikdrper werden durch einen weiteren
Waschschritt entfernt. AnschlieBend wird den Wells ein dritter Antikorper, der Enzym-
gekoppelte Antikorper, zugegeben, welcher sich fest an den Detektionsantikoper bindet.
Uberschiissige Antikdrper werden abermals durch einen Waschschritt entfernt. Nach Zu-
gabe eines geeigneten Substrats katalysiert das gekoppelte Enzym (meist Meerrettichper-
oxidase) eine Reaktion, deren Produkt einen Farbumschlag in der Losung erzeugt. Je

mehr Analyt in der urspriinglichen Probe vorhanden ist, desto mehr enzymgekoppelte
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Antigen-Antikdrper-Komplexe befinden sich auf dem Wellboden und desto schneller
geht die Reaktion vonstatten. So erzeugen hohere Analyt-Konzentrationen intensivere

Féarbungen.

\.
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Abbildung 7: Funktionsweise des Sandwich-ELISA.
(1) Wellboden mit Beschichtungsantikorper
(2) Analyt (blau) bindet an den Beschichtungsantikorper
(3) Detektionsantikorper (griin) bindet iiber ein anderes Epitop ebenfalls an den Analyten, Ausbildung
des Antikorper-Antigen-Antikorper-Komplexes
(4) Enzym-gekoppelter Antikdrper (orange) bindet an den Detektionsantikorper, Katalysierung der Um-
wandlung des Substrats (Stern) in ein farbiges Produkt

Die Farbintensitdt wird photometrisch quantifiziert und kann unter Beriicksichtigung der
Reaktionskinetik in die Konzentration des Analyts umgerechnet werden. Dazu wird im
gleichen Testansatz die Extinktion von standardisierten Proben mit bekannter Analytkon-
zentration (Standardreihe) bestimmt, um daraus eine Standardkurve zu errechnen. Aus
dieser lassen sich per linearer Regression die unbekannten Konzentrationen der anderen

Proben berechnen.

2.7.2 Belegung der Mikrotiterplatten und Durchfiihrung des Immunoassays

Die Proben wurden durch zwei separate Ansitze auf die Konzentrationen von IL-6 und
IL-8 untersucht. Der Sandwich-ELISA wurde gemél der Anleitung des Herstellers mit
Hilfe der mitgelieferten Reagenzien durchgefiihrt. Durch Resuspendierung der lyophyli-
sierten Pulver in Verdiinnungspuffer wurden eine Standardlosung und eine Positivkon-
trolle mit bekannten Interleukinkonzentrationen erstellt. Aus der Standardlosung wurde
durch serielle Verdiinnung eine sechsstufige Standardreihe mit absteigenden Interleukin-

konzentrationen erstellt (s. Tabelle 10).
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Tabelle 10: Sechsstufige Standardreihe des ELISA-Ansatzes, hergestellt durch serielle Verdiinnung.

Standardreihe IL-6 Standardreihe IL-8
200 pg/ml 2000 pg/ml

100 pg/ml 1000 pg/ml

50 pg/ml 500 pg/ml

25 pg/ml 250 pg/ml

12,5 pg/ml 125 pg/ml

6,25 pg/ml 62,5 pg/ml

Die gefroren asservierten Zellkulturmedien aus den Versuchen wurden bei Raumtempe-
ratur aufgetaut und 10 min bei 1.000 g zentrifugiert, um unldsliche Bestandteile abzutren-
nen. Anschlieend wurden 100 pl der Proben unverdiinnt in die beschichteten Wells der
Mikrotiterplatten pipettiert, wobei jede Probe als Duplikat gemessen wurde. Die Stan-
dardreihe, die Positivkontrolle sowie reiner Verdiinnungspuffer als Negativkontrolle wur-
den ebenfalls als Duplikate auf die Platten aufgetragen. Zusitzlich wurde den Wells 50 pl
des biotinylierten Detektionsantikorper zugesetzt und die Platten fiir 2 h bei Raumtempe-
ratur auf einem Langsschiittler inkubiert. Anschlieend wurde der Inhalt der Mikrotiter-
platten dekantiert und die Wells mit Hilfe einer Mehrkanalpipette dreimal mit 200 pl
Waschpuffer gespiilt.

Im nichsten Schritt wurde den Wells 100 pul des geldsten Meerrettichperoxidase-gekop-
pelten Antikorpers zugegeben und die Platten nochmals fiir 30 min auf dem Schiittler
inkubiert. Uberschiissige Reagenzien wurden durch drei weitere Waschschritte entfernt.
AnschlieBend wurde den Wells 100 pl des Substrats Tetramethylbenzidin (TMB) zuge-
setzt und die Platten lichtgeschiitzt 8-12 min lang bei Raumtemperatur gelagert. Wahrend
dieser Inkubation wurde das farblose TMB durch die Meerrettichperoxidase zu einem
farbigen Produkt umgesetzt. Je nach initialem Interleukingehalt der Probe entstand eine
unterschiedlich intensive gelbliche Farbung in den fliissigkeitsgefiillten Wells. Abschlie-
Bend wurde den Mikrotiterplatten eine schwefelsdurehaltige Losung zugesetzt, unter der

die enzymatische Reaktion gestoppt wurde und die Farbe von gelb nach blau umschlug.
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2.7.3 Extinktionsbestimmung und Auswertung

Die fertig gefarbten Mikrotiterplatten wurden in ein Photometer eingelegt und die Ex-
tinktion der einzelnen Wells bei 450 nm Wellenldnge bestimmt. Die resultierenden Ex-
tinktionswerte wurden in das Statistikprogramm Prism iibertragen und anhand der Ergeb-
nisse der Standardreihe eine Standardkurve erstellt. Per linearer Regression konnten nun
die gesuchten Konzentrationen der Proben interpoliert werden. Aus den Einzelwerten der
Duplikate wurde der Mittelwert errechnet. Proben, die eine Extinktion unterhalb der nied-
rigsten Konzentrationsstufe der Standardreihe zeigten, wiesen eine Konzentration unter-
halb der Nachweisbarkeitsgrenze des Tests auf (6,25 pg/ml fiir IL-6, 62,5 pg/ml fiir IL-
8). In diesen Fillen wurde die Interleukinkonzentration bei der Datenerfassung gleich null

gesetzt.

2.8 Datenauswertung

2.8.1 Graphische Darstellung

Zur graphischen Darstellung der Ergebnisse wurden in dieser Arbeit Box-Whisker-Plots
nach Tukey genutzt. Hierbei wird die Verteilung der Daten durch mehrere Streu- und La-
gemalle dargestellt. Obere und untere Begrenzung des Kastens sind durch die Quartile
der Verteilung definiert, folglich befinden sich die mittleren 50 % der Daten innerhalb
des Kastens. Der Abstand zwischen oberem und unterem Quartil wird auch als Interquar-
tilsabstand (IQR) bezeichnet. Die Markierung innerhalb des Kastens kennzeichnet die
Lage des Median. Die Fortsétze des Kastens, die sog. Antennen oder whisker, geben die
Spannweite der Daten mit einem maximalen Abstand von 1,5 der IQR zum oberen oder
unteren Quartil an. Daten auflerhalb dieser Spannweite werden als Ausreiller definiert und

punktformig dargestellt.



2  MATERIAL UND METHODEN 34

e — Ausreifler
20
oberer Whisker
max. 1,5 xIQR
75. Perzentile —
10
IQR
Median
25. Perzentile —
:| max. 1,5 xIQR
0 unterer Whisker

Abbildung 8: Darstellung der Streu- und Lagemalfle als Box-Whisker-Plot nach Tukey. IQR: Interquartils-
abstand.

2.8.2 Statistische Auswertung

Zur Beantwortung der Fragestellung wurden die Ergebnisse des RT-PCR und des ELISA
mit statistischen Methoden untersucht. Mit Hilfe des Friedman-Tests wurde untersucht,
ob signifikante Unterschiede in der Verteilung der Messwerte der verschiedenen Ver-
suchsgruppen vorliegen. Dieser eignet sich zur Analyse von multiplen gepaarten Stich-
proben. Der Friedman-Test zéhlt zu den nichtparametrischen Verfahren, weshalb keine

Normalverteilung der Messwerte vorausgesetzt war (Friedman 1937).

Anhand des Friedman-Test lisst sich keine Aussage treffen, zwischen welchen Versuchs-
gruppen ein signifikanter Unterschied vorliegt. Daher wurde im Anschluss ein Post-hoc-
Test mit dem Dunn’s multiple comparison test durchgefiihrt. Dabei wurden die verschie-
denen Versuchsgruppen mit unbehandelten Zellen, der Negativkontrolle, verglichen. Die
aufgrund der mehrfachen Testung auftretende Alphafehler-Kumulierung wird bei dem

Dunn’s multiple comparison test korrigiert (Dunn 1961). Die durch den statistischen Test
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tiberpriiften Hypothesen zeigt Tabelle 11. Die Alternativhypothese wurde bei einem Sig-

nifikanzniveau von p < 0,05 angenommen.

Tabelle 11: Null- und Alternativhypothese des eingesetzten Friedman-Tests und des Dunn’s multiple
comparison test. x steht fiir die jeweilige Fremdstoffexpositions- und Begasungsmodalitét der untersuch-
ten Versuchsgruppe.

unbehandelt vs. Exposition mit x

Nullhypothese Ho Zellkulturen, die mit x behandelt wurden, zeigen die
gleiche Zytokininduktion wie unbehandelte Zellkultu-
ren.

Alternativhypothese H; Zellkulturen, die mit x behandelt wurden, unterscheiden
sich in der Zytokininduktion von unbehandelten Zellkul-
turen.

Zur Untersuchung der Fragestellung wurde zudem die Kombination aus Begasung und
Exposition mit Der p 1 mit den Versuchsgruppen verglichen, die ausschlie8lich einer Ex-
position mit Der p 1 oder einer Gasexposition unterzogen worden waren (s. Tabelle 12).
Verwendet wurden dazu multiple Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Tests. Diese stellen ein
etabliertes statistisches Verfahren zur nichtparametrischen Analyse von zwei gepaarten
Stichproben dar (Wilcoxon 1945). Aufgrund des explorativen Charakters der Studie und
der Stichprobengréf3e wurde bei den Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Tests auf eine Korrek-
tur der Alphafehler-Kumulierung verzichtet. Die durch den statistischen Test tiberpriiften
Hypothesen zeigt Tabelle 13. Als Signifikanzniveau fiir die Annahme der Alternativhy-
pothesen wurde p < 0,05 definiert.

Tabelle 12: Mit dem Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test verglichene Versuchsgruppen.

Derp 1 Vs. Der p 1 + synthetische Luft
Derp 1 VS. Derp 1 +NO20,1 ppm
Derp 1 VS. Derp 1 + NO2 1 ppm
Derp 1 Vs. Derp 1 + NO; 10 ppm
synthetische Luft Vs. synthetische Luft + Derp 1
NO; 0,1 ppm VS. Derp 1 + NO2 0,1 ppm
NO: I ppm VS. Derp 1 + NO2 1 ppm

NO2 10 ppm Vs. Derp 1 + NO; 10 ppm




2  MATERIAL UND METHODEN 36

Tabelle 13: Null- und Alternativhypothesen der angewendeten Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Tests. x steht
fiir die jeweilige Begasungsmodalitét (synthetische Luft, NO, in unterschiedlicher Konzentration).

Gasexposition vs. Der p 1 + Gasexposition

Nullhypothese Ho Zellkulturen, die mit x begast und mit Der p 1 behandelt
wurden, zeigen die gleiche Zytokininduktion wie Kultu-
ren, die ausschlieBlich mit x begast wurden.

Alternativhypothese Hi Zellkulturen, die mit x begast und mit Der p 1 behandelt
wurden, unterscheiden sich in der Zytokininduktion von
Kulturen, die ausschlieBlich mit x begast wurden.

Der p 1 vs. Der pl + Gasexposition

Nullhypothese Ho Zellkulturen, die mit x begast und mit Der p 1 behandelt
wurden, zeigen die gleiche Zytokininduktion wie Kultu-
ren, die ausschlieBlich mit Der p 1 behandelt wurden.

Alternativhypothese H; Zellkulturen, die mit x begast und mit Der p 1 behandelt
wurden, unterscheiden sich in der Zytokininduktion von
Kulturen, die ausschlie8lich mit Der p 1 behandelt wur-
den.
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3 Ergebnisse

Im Folgenden werden die Ergebnisse der experimentellen Messungen sowie deren statis-
tische Auswertung vorgestellt. Mit Hilfe der RT-PCR wurden die Zellkulturen nach Ab-
lauf der Begasung und Exposition mit Der p 1 auf die Genexpression der Zytokine IL-6
und IL-8 hin untersucht. Unbehandelte Zellkulturen wurden ebenfalls analysiert und dien-
ten als Negativkontrolle. Die Werte wurden als Genexpression relativ zu unbehandelten
Zellen 2724¢T berechnet. Per ELISA wurde die Konzentration von IL-6 und IL-8 im Zell-
kulturmedium bestimmt. Auch hier wurden unbehandelte Zellkulturen als Negativkon-

trolle untersucht.

Im Folgenden sind die Messwerte als statistischer Median der Stichprobe angegeben. Sta-

tistische Signifikanz wurde bei einem p-Wert < 0,05 angenommen.

Fiir eine tabellarische Darstellung der Messwerte s. Anhang 7.1.

3.1 Exposition mit Der p 1

Dem Zellkulturmedium von im Air-Liquid Interface kultivierten nasalen Epithelzellen
wurde das Allergen Der p 1 in einer Konzentration von 500 ng/ml zugesetzt. Anschlie-
Bend wurden die Zellen fiir weitere 24 Stunden inkubiert. Fiir eine graphische Darstellung

der Ergebnisse s. Abbildung 9.

Die Analyse per RT-PCR zeigte eine relative Expression von IL-6 von 2,30 und eine
relative Expression von IL-8 von 1,36. Beide Werte unterschieden sich nicht signifikant
von unbehandelten Zellen. Bei der Bestimmung der Zytokinkonzentration im Kulturme-
dium wurde ebenfalls keine signifikante Erhohung festgestellt. Die Konzentration von

IL-6 betrug 9,62 ng/ml, von IL-8 255,91 ng/ml.
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Abbildung 9: Durch RT-PCR ermittelte Genexpression von IL-6 und IL-8 sowie im ELISA gemessene
Konzentration an IL-6 und IL-8 im Zellkulturmedium nach 24-stiindiger Inkubation mit 500 ng/ml Der p 1
im Zellkulturmedium. Genexpression relativ zu unbehandelten Kulturen 2722¢T | Darstellung als Box-
Whisker-Plot nach Tukey.

3.2 Exposition mit synthetischer Luft und Stickstoffdioxid

Zellkulturen von nasalen Epithelzellen wurden fiir den Zeitraum von einer Stunde mit
reiner synthetischer Luft oder mit synthetischer Luft mit Stickstoffdioxid in drei verschie-
denen Konzentrationsstufen begast. Anschlieend wurden die Zellen fiir weitere 24 Stun-
den inkubiert und per ELISA und RT-PCR untersucht. Fiir die graphische Darstellung der
Messwerte s. Abbildung 10 und 11.

Zellkulturen, die fiir den Zeitraum einer Stunde mit synthetischer Luft begast wurden,
zeigten keinen erh6hten Gehalt von IL-6 und IL-8 im Zellkulturmedium. Ebenso wiesen

diese Kulturen keine gesteigerte Genexpression von IL-6 und IL-8 auf.

Kulturen, die fiir den Zeitraum einer Stunde mit Stickstoffdioxid in der Konzentration
0,1 ppm exponiert wurden, wiesen keine signifikant erhohte Konzentration von IL-6 und
IL-8 im Zellkulturmedium auf (s. Abbildung 11). Auch die relative Genexpression von

IL-6 und IL-8 lag nicht signifikant hoher als in unbehandelten Kulturen.
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Abbildung 10: Durch RT-PCR ermittelte Genexpression von IL-6 und IL-8 nach einstlindiger Gasexposi-
tion mit synthetischer Luft oder NO, in drei Konzentrationen (0,1 ppm, 1 ppm, 10 ppm). Genexpression
relativ zu unbehandelten Kulturen 2724T_ Darstellung als Box-Whisker-Plot nach Tukey.
* p < 0,05 vs. unbehandelte Kulturen
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Abbildung 11: Durch ELISA ermittelte Konzentration an IL-6 und IL-8 im Zellkulturmedium nach ein-
stiindiger Gasexposition mit synthetischer Luft oder NO; in drei Konzentrationen (0,1 ppm, 1 ppm,
10 ppm). Darstellung als Box-Whisker-Plot nach Tukey.
* p <0,05 vs. unbehandelte Kulturen
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Eine Gasexposition mit 1 ppm Stickstoffdioxid resultierte im Versuch in einer erhéhten
Konzentration von IL-6 im Zellkulturmedium von 20,94 pg/ml. Hierbei bestand ein sta-
tistisch signifikanter Unterschied zu unbehandelten Kulturen. Auch die relative Genex-
pression von IL-6 zeigte sich mit 3,39 signifikant hoher als in unbehandelten Zellen. Die

Genexpression und Konzentration von IL-8 wurden nicht beeinflusst.

Kulturen, die mit 10 ppm Stickstoffdioxid exponiert wurden, zeigten keine signifikant
hohere Expression von IL-6 und IL-8 als unbehandelte Zellen. In der Messung der Kon-
zentration von IL-6 und IL-8 im Zellkulturmedium zeigte sich ebenfalls keine signifi-

kante Differenz zur Negativkontrolle.

3.3 Kombinierte Exposition mit Der p 1 und Stickstoffdioxid

Im Air-Liquid Interface kultivierte nasale Epithelzellen wurden fiir den Zeitraum einer
Stunde mit synthetischer Luft oder Stickstoffdioxid in den drei Konzentrationsstufen
0,1 ppm, 1 ppm und 10 ppm begast. AnschlieBend wurde dem Zellkulturmedium Der p 1
in einer Konzentration von 500 ng/ml zugesetzt. Nach 24-stlindiger Inkubation wurde die
Zytokinproduktion per ELISA und RT-PCR analysiert. Fiir die graphische Darstellung
der Ergebnisse s. Abbildung 12 und 13.

3.3.1 Kombination aus synthetischer Luft und Der p 1

Kulturen, die fiir den Zeitraum einer Stunde mit reiner synthetischer Luft ohne NO» be-
gast und anschlieBend mit Der p 1 behandelt wurden, zeigten eine signifikante Erh6hung
der Genexpression von IL-6 um 3,11. Die relative Expression von IL-8 betrug 2,20, un-
terschied sich jedoch nicht signifikant von unbehandelten Zellen. Die Konzentration von
IL-6 im Zellkulturmedium wurde mit 12,39 pg/ml bestimmt, die Konzentration von IL-8
mit 283,06 pg/ml. Beide Werte unterschieden sich nicht signifikant von unbehandelten
Zellen.
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Abbildung 12: Durch RT-PCR ermittelte Genexpression von IL-6 und IL-8 nach einstiindiger Gasexposi-
tion mit synthetischer Luft oder NO; in drei Konzentrationen (0,1 ppm, 1 ppm, 10 ppm) und 24-stiindiger
Inkubation mit 500 ng/ml Der p 1 im Zellkulturmedium. Genexpression relativ zu unbehandelten Kulturen

2784¢T Darstellung als Box-Whisker-Plot nach Tukey.
T p <0,05 vs. alleinige Exposition mit Der p 1

* p < 0,05 vs. unbehandelte Kulturen

# p < 0,05 vs. identische Gasexposition ohne Der p 1
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Abbildung 13: Durch ELISA ermittelte Konzentration an IL-6 und IL-8 im Zellkulturmedium nach ein-
stilndiger Gasexposition mit synthetischer Luft oder NO, in drei Konzentrationen (0,1 ppm, 1 ppm,
10 ppm) und 24-stiindiger Inkubation mit 500 ng/ml Der p1 im Zellkulturmedium. Darstellung als Box-
Whisker-Plot nach Tukey. * p <0,05 vs. unbehandelte Kulturen

T p < 0,05 vs. alleinige Exposition mit Der p 1 # p < 0,05 vs. identische Gasexposition ohne Der p 1



3 ERGEBNISSE 42

3.3.2 Kombination aus 0,1 ppm Stickstoffdioxid und Der p 1

Zellen, die fiir den Zeitraum einer Stunde mit Stickstoffdioxid in der Konzentration
0,1 ppm begast und anschlieBend mit Der p 1 exponiert wurden, wiesen eine gegeniiber
unbehandelten Zellen signifikant erhohte relative IL-6-Expression von 10,91 auf. Die re-
lative Expression von IL-8 betrug 2,52 und erreichte damit keine statistische Signifikanz.
Bei der Messung der Interleukinkonzentration im Zellkulturmedium zeigte sich eine deut-
liche Erhéhung auf 26,52 pg/ml fiir IL-6 und 420,66 pg/ml fiir IL-8. Beide Werte lagen
damit signifikant hoher als bei unbehandelten Kulturen. Weiterhin lie sich ein signifi-
kanter Unterschied zu den Zellen nachweisen, die ausschlieflich mit Der p 1 behandelt

oder ausschlieBlich mit 0,1 ppm NO; begast worden waren.

3.3.3 Kombination aus 1 ppm Stickstoffdioxid und Der p 1

Kulturen, die einer einstiindigen Gasexposition mit 1 ppm Stickstoffdioxid unterzogen
und anschlieend mit Der p 1 stimuliert wurden, zeigten eine Steigerung der relativen
Genexpression von IL-6 auf 4,14. Diese unterschied sich signifikant von unbehandelten
Zellen und Kulturen, die ausschlieSlich mit Der p 1 exponiert worden waren. Die Genex-

pression von IL-8 hingegen war nicht signifikant héher als in unbehandelten Zellkulturen.

Bei der Messung der Konzentration von IL-6 im Kulturmedium zeigte sich eine deutliche
Erhohung auf 41,41 pg/ml. Der Gehalt von IL-8 war auf 534,74 pg/ml gestiegen. Beide
Werte unterschieden sich signifikant von unbehandelten Zellen. Zudem bestand ein sta-
tistisch signifikanter Unterschied gegeniiber jenen Kulturen, die ausschlieBlich mit 1 ppm

NO:> begast wurden und jenen Zellen, die ausschlieBlich mit Der p 1 stimuliert wurden.

3.3.4 Kombination aus 10 ppm Stickstoffdioxid und Der p 1

Zellen, die einer einstlindigen Begasung mit 10 ppm Stickstoffdioxid zugefiihrt und an-
schlieBend mit Der p 1 exponiert wurden, zeigten gegeniiber unbehandelten Kulturen
keine signifikante Erh6hung der Genexpression von IL-6. Auch die Genexpression von

IL-8 wurde durch die Behandlung nicht signifikant beeinflusst.

Bei der Bestimmung der Zytokinkonzentration im Zellkulturmedium zeigte sich keine

signifikante Erhohung von IL-6 und IL-8.
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3.4 Zusammenfassung der Ergebnisse

Im vorliegenden Versuch wurden nasale Epithelzellkulturen fiir den Zeitraum einer
Stunde mit synthetischer Luft oder Stickstoffdioxid in den drei Konzentrationsstufen
0,1 ppm, 1 ppm und 10 ppm begast und anschlieBend fiir 24 h mit Der p 1 inkubiert.
Ebenfalls untersucht wurden Zellen, die ausschlieBlich begast oder ausschlieBlich mit
Der p 1 behandelt wurden. Die relative Genexpression und Konzentration im Zellkultur-

medium von IL-6 und IL-8 wurden mittels RT-PCR und ELISA analysiert.

Weder eine Exposition mit Der p 1 noch eine einstiindige Begasung mit synthetischer
Luft oder Stickstoffdioxid in den Konzentrationsstufen 0,1 ppm und 10 ppm fiihrte zu
einer signifikanten Erhdhung der Zytokininduktion von IL-6 und IL-8. Lediglich eine
einstiindige Begasung mit 1 ppm NO; hatte einen Anstieg der relativen Genexpression
und Konzentration von IL-6 im Zellkulturmedium zur Folge, wéhrend die Induktion von

IL-& nicht beeinflusst wurde.

Die kombinierte Exposition mit reiner synthetischer Luft und Der p 1 bewirkte bis auf
eine leicht vermehrte Genexpression von IL-6 keine relevante Verstirkung der Zytokin-
induktion. Eine Kombination aus Exposition mit Der p 1 und einer einstiindigen Bega-
sung mit Stickstoffdioxid in den Konzentrationen 0,1 ppm oder 1 ppm hingegen resul-
tierte in einer deutlichen Steigerung der Konzentration von IL-6 und IL-8 im Zellkultur-
medium. Diese lag signifikant hoher als in Kulturen, die ausschlieBlich mit Der p 1 ex-
poniert oder ausschlieBlich mit NO» begast wurden. Weiterhin lie83 sich eine signifikante
Erhohung der relativen Genexpression von IL-6 nachweisen. Bei einer Kombination aus
10 ppm Stickstoffdioxid und Der p 1 lie sich dieser Effekt nicht reproduzieren; hier
waren weder eine vermehrte Zytokinexpression noch ein erhohter Zytokingehalt im Zell-

kulturmedium messbar.
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4  Diskussion

Stickstoffdioxid ist ein in urbanen Regionen vermehrt auftretender Luftschadstoff mit
nachgewiesener Schadwirkung auf den menschlichen Atemwegstrakt. Insbesondere lie-
gen Hinweise vor, dass eine Belastung mit Stickstoffdioxid die Entstehung und Aufrecht-
erhaltung von allergischen Erkrankungen fordert. In der vorliegenden Arbeit wurde daher
in einem in vitro Modell der Einfluss einer Exposition mit NO» auf die Zytokininduktion
nasaler Epithelzellen bei Stimulation mit dem Hausstaubmilbenallergen Der p 1 unter-
sucht. Durch Einsatz eines RT-PCR und ELISA wurde nach Exposition mit Stickstoffdi-
oxid und Der p 1 die Induktion der Zytokine IL-6 und IL-8 quantifiziert. Im folgenden
Teil sollen die Ergebnisse einer kritischen Wertung unterzogen, in den Kontext bisheriger

Erkenntnisse eingeordnet und mogliche Erklarungsansitze erldutert werden.

4.1 Proallergisches Potenzial von Stickstoffdioxid

4.1.1 Verstiarkte Induktion von IL-6 und IL-8 nach vorheriger Exposition mit
Stickstoffdioxid

In der vorliegenden Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass eine Kombination aus ei-
ner Exposition mit Stickstoffdioxid und dem Hausstauballergen Der p 1 zu einer signifi-
kanten Steigerung der Produktion von IL-6 und IL-8 in humanen nasalen Epithelzellen
fiihrt. Zellen, die ausschlieBlich einer Exposition mit Der p 1 unterzogen worden waren,
zeigten keine erhdhte Zytokininduktion. Ebenfalls fiihrte im Versuch eine vorhergehende
Begasung mit synthetischer Luft bei anschlieBender Behandlung mit Der p 1 zu keinem
erhohten Spiegel von IL-6 und -8 im Zellkulturmedium. Die Kombination aus 0,1 ppm
oder 1 ppm Stickstoffdioxid und Der p 1 hingegen resultierte in einer Zytokinausschiit-
tung, die signifikant hoher war als bei unbehandelten Zellen. Weiterhin lag diese auch
signifikant hoher als in Kulturen, die ausschlieBlich mit Stickstoffdioxid oder Der p 1

exponiert wurden.

Aus den Ergebnissen ldsst sich schlussfolgern, dass ein synergistischer Effekt zwischen
Stickstoffdioxid und Der p 1 vorliegt, der zu einer verstirkten Reaktion der Epithelzellen
auf die Exposition mit dem Hausstaubmilbenallergen fiihrt. Die bei der allergischen Rhi-

nitis und anderen allergischen Erkrankungen der Atemwege auftretende Entziindung ist
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das Resultat eines Zusammenspiels zwischen verschiedenen Mediatoren und Effektorzel-
len. IL-6 und IL-8 nehmen dabei eine wichtige Rolle ein, so dass der im Versuch beo-
bachtete Einfluss einer Exposition mit Stickstoffdioxid auf die Zytokinproduktion unmit-

telbare Auswirkungen auf das Entziindungsgeschehen bedingen kann.

4.1.2 Potenzierung der allergischen Entzlindungsreaktion durch IL-8

IL-8 zdhlt zu den wichtigsten Mediatoren bei der Entstehung und Aufrechterhaltung von
akuten Entziindungen (Harada et al. 1994). Es fungiert als potentes Chemokin und ist
dadurch essentiell fiir die gezielte Migration von Entziindungszellen in das betroffene
Gewebe. Uber die Rezeptoren CXCRI und CXCR?2 werden neutrophile Granulozyten an-
gelockt und rekrutiert, wodurch diese in die Schleimhaut der Atemwege einwandern
(Pease und Sabroe 2002). Durch Stimulation der Arachidonat-5-Lipoxygenase bewirkt
IL-8 die Bildung von Leukotrienen, die wiederum selbst inflammatorische Wirkungen
aufweisen (Peveri et al. 1988). IL-8 wirkt zudem auch chemotaktisch auf basophile und

eosinophile Granulozyten sowie auf T-Lymphozyten (Standiford et al. 1990).

Experimentelle Studien zeigten, dass das Hausstaubmilbenallergen Der p 1 die Bildung
von IL-8 in Atemwegsepithelien und damit die oben geschilderten entziindlichen Verin-
derungen induzieren kann (Shi et al. 2010; King et al. 1998; Kauffman et al. 2006). Die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit demonstrieren, dass diese Reaktion durch eine voran-
gegangene Exposition mit Stickstoffdioxid verstdrkt werden kann. Dieser Mechanismus
ist gut vereinbar mit dem in verschiedenen Untersuchungen beobachteten proinflamma-
torischen Effekt von NO; bei einer gleichzeitigen Exposition mit Allergenen. Tunnicliffe
et al. konnten in vivo demonstrieren, dass eine vorhergehende Inhalation von 400 ppb
Stickstoffdioxid zu signifikant héheren Einschrinkungen der Lungenfunktion bei mit
Hausstaubmilbenallergen provozierten Asthmatikern fiihrt (Tunnicliffe et al. 1994). In
einer weiteren Studie wurden Asthmatiker nach vierstiindiger Exposition mit 500 pg/m?
(=260 ppb) NO> einer Allergenprovokation unterzogen. In der anschlieend durchgefiihr-
ten bronchoalveoldren Lavage zeigte sich eine deutlich stirkere Entziindungsreaktion in
Form von vermehrt vorhandenen neutrophilen Granulozyten als in der Lavage von Pro-

banden, die zuvor lediglich reine Luft inhaliert hatten (Barck et al. 2002).
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4.1.3 Stimulation der Tg2-Immunantwort durch IL-6

IL-6 ist ein pleiotropes Zytokin, welches von verschiedenen Zellen wie Lymphozyten,
Monozyten, Fibroblasten und auch Endothel- und Epithelzellen produziert wird. Es weist
ausgeprigte proinflammatorische Wirkungen auf und spielt eine zentrale Rolle in der
Entstehung und Aufrechterhaltung von Immunreaktionen des menschlichen Korpers
(Ataie-Kachoie et al. 2014). Durch Férderung der Reifung von B-Lymphozyten stimuliert
es die Bildung der Immunglobuline IgG, IgA und IgM (Muraguchi et al. 1988). Zudem
reguliert IL-6 die Aktivierung und Differenzierung von T-Lymphozyten, was im Rahmen

der Pathophysiologie von allergischen Erkrankungen von gro3em Interesse ist.

Grundlegende Voraussetzung fiir die Ausbildung einer allergischen Reaktion ist eine zu-
vor abgeschlossene allergische Sensibilisierung gegen das Allergen. Charakteristisch und
von zentraler Bedeutung ist hierbei die Differenzierung und Aktivierung von Tu2-Helfer-
zellen, um die Bildung allergenspezifischer Antikorper vom Typ IgE zu ermoglichen
(Oliphant et al. 2011). Nach bisherigen Erkenntnissen scheint IL-6 eine wesentliche Rolle
in der Ausbildung der Th2-Dominanz der Immunantwort zuzukommen. So konnten Rin-
con et al. nachweisen, dass IL-6 die Ausschiittung von IL-4 in T-Lymphozyten bewirkt.
IL-4 fiihrt in Folge zu einer Polarisierung von naiven CD4-positiven T-Zellen zu Tu2-
Zellen (Rincon et al. 1997). Weitere Studien bestdtigten diesen Mechanismus unter Iden-
tifizierung des verantwortlichen Transkriptionsfaktors NFATc2 (Diehl et al. 2002). Un-
tersuchungen in vitro zeigten zudem eine supprimierende Wirkung von IL-6 auf die Funk-
tion von regulatorischen T-Zellen (Treg) (Doganci et al. 2005). Nach Untersuchungen von
Xu et al. ist ein Mangel an Treg-Aktivitét charakteristisch fiir die im Rahmen der allergi-

schen Rhinitis auftretende immunologische Dysregulation (Xu et al. 2007).

Zahlreiche Studien konnte die Induktion einer IL-6-Auschiittung in Atemwegsepithel bei
Exposition mit dem Hausstaubmilbenallergen Der p 1 nachweisen (Kauffman et al. 2006;
King et al. 1998). Das Epithel dient als Ort des ersten Kontakts zwischen Organismus
und inhaliertem Allergen. Dadurch dirigiert es die folgende Kaskade an immunologi-
schen Prozessen, die als Endprodukt in einer Sensibilisierung und allergischen Reaktion
resultieren (Gregory und Lloyd 2011; Shi et al. 2010). In der vorliegenden Arbeit konnte
nachgewiesen werden, dass eine Begasung mit Stickstoffdioxid die Ausschiittung von IL-

6 bei einer Exposition mit dem Allergen Der p 1 erhéht. Somit fordert eine Exposition
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mit NO; moglicherweise iiber eine Verstarkung der Tu2-Immunantwort die Ausbildung

einer Sensibilisierung und die Entstehung allergischer Erkrankungen der Atemwege.

Ergebnisse mehrerer tierexperimenteller Studien stiitzen diese Hypothese. Ji et al. beo-
bachteten nach einer mehrtiigigen Exposition von Ratten mit 5 mg/m?® NO; die Induktion
einer Tu2-dominanten Entziindungsreaktion unter Aktivierung des JAK-STAT Signalwe-
ges (Jietal. 2015). Bevelander et al. exponierten Méuse 1 h lang mit 10 ppm NO., gefolgt
von einer Inhalation eines Aerosols mit dem Allergen Ovalbumin. Im Intervall erfolgte
eine erneute Inhalation mit Ovalbumin, wodurch eine mit der Ausbildung eines allergi-
schen Asthmas vereinbare Lungenfunktionseinschrankung sowie eine eosinophile Ent-
ziindung ausgeldst wurden. Im Serum konnten Ovalbumin-spezifische Antikorper der
Klasse IgE nachgewiesen werden. Die mit Luft und Ovalbumin exponierte Kontroll-
gruppe zeigte keinen der genannten Effekte (Bevelander et al. 2007). In einer weiteren
Studie wurde nach kombinierter Exposition mit 15 ppm Stickstoffdioxid und Ovalbumin-
Aerosol in Ratten eine vermehrte Reifung von CD11c-positiven antigenprisentierenden
Zellen in der Lunge nachgewiesen. Dabei exprimierten die CD11c-positiven Zellen ver-
mehrt das Membranprotein OX40L, welches nachgewiesenermallen eine Tn2-gerichtete

Differenzierung von T-Zellen bewirkt (Hodgkins et al. 2010).

4.1.4 Aktivierung des Nuclear-factor-kB-Signalweges als Schliissel zur allergischen
Sensibilisierung

Nuclear factor-xB (NF-kB) ist ein Transkriptionsfaktor, der von nahezu allen Zellen des
menschlichen Organismus gebildet wird. Nach einer Aktivierung durch Phosphorylie-
rung seiner Inhibitoren bindet NF-kB an die Promotoren der Zielgene und reguliert
dadurch tiber die Genexpression die Produktion verschiedenster Proteine (Karin und Gre-
ten 2005). Dazu zéhlen u. a. die Zytokine IL-2, IL-6, IL-8 und TNF-a (Barnes und Karin
1997). Den iiber diesen Mechanismus vermittelten zelluldren Signalwegen wird in zahl-
reichen Untersuchungen eine wichtige Bedeutung in unterschiedlichen physiologischen

und pathologischen Vorgéngen beigemessen (Sarkar et al. 2008).

Neue Erkenntnisse zeigen, dass die Aktivierung von NF-kB-Signalwegen entscheidend
zu den immunologischen Prozessen beitrégt, die fiir eine allergische Sensibilisierung ge-
gen ein Antigen erforderlich sind. Ather et al. entwickelten ein Modell mit transgenen

Maiusen, die nach Verabreichung von Doxycyclin eine konstitutive Aktivierung von NF-
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kB im Atemwegsepithel aufwiesen. Dabei zeigte sich, dass nach Induktion der NF-«xB-
Aktivitdt eine Sensibilisierung gegen das Antigen Ovalbumin erfolgte. Die zuvor gegen-
iiber einer Inhalation von Ovalbumin toleranten Tiere wiesen darauthin nach Exposition
mit Ovalbumin die morphologischen und zytologischen Merkmale einer allergischen
Atemwegserkrankung auf. In der bronchoalveoldren Lavage war ein Zytokinprofil nach-
weisbar, welches in weiteren Untersuchungen eine Differenzierung von naiven T-Zellen
zu Tu2-Zellen induzierte (Ather et al. 2015). Die Aktivierung von NF-kB im Atemwegs-
epithel fithrte somit zu einer Durchbrechung der immunologischen Toleranz und Ausbil-

dung einer Tu2-dominanten Immunantwort gegen das Allergen.

Experimentelle Studien zeigten, dass eine Exposition mit Stickstoffdioxid zur Aktivie-
rung von NF-kB-Signalwegen in Atemwegsepithel fiihrt. Bevelander et al. konnten dies
in vivo an murinem Lungengewebe nach einstiindiger Exposition mit 10 ppm NO, de-
monstrieren. Dadurch ist ein unmittelbarer Einfluss von Stickstoffdioxid auf die Ausbil-
dung einer Sensibilisierung erklirbar (Bevelander et al. 2007). Ebenfalls wurde nachge-
wiesen, dass die durch eine Exposition mit Der p 1 induzierte Bildung von IL-6 und IL-
8 liber einen NF-kB-Signalweg erfolgt. Dies konnte in vitro an nasalen Epithelzellen ge-
zeigt werden (Shi et al. 2010). Bezogen auf die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit erge-

ben sich daraus folgende Uberlegungen:

— Die nachgewiesene Induktion von IL-6 und IL-8 bei kombinierter Exposition mit
Stickstoffdioxid und Der p 1 ist moglicherweise Ausdruck der verstarkten Aktivie-

rung eines NF-kB-Signalweges im Epithel.

— Der demonstrierte synergistische Effekt von Der p 1 und Stickstoffdioxid basiert wo-

moglich darauf, dass beide Noxen einen gemeinsamen NF-kB-Signalweg stimulieren.

— Durch die von Stickstoffdioxid und Der p 1 hervorgerufene Aktivierung eines NF-
kB-Signalweges im Epithel kommt es moglicherweise neben der Ausschiittung von
IL-6 und IL-8 zur Induktion weiterer interzelluldrer Signalkaskaden. Diese dirigieren
unter Einbeziehung antigenprisentierender Zellen und Lymphozyten die Ausbildung

einer Sensibilisierung und einer allergischen Entziindungsreaktion.

Weitere Untersuchungen sind notwendig, um Aufschluss iiber die Rolle von NF-«B und

das Zutreffen der oben geschilderten Hypothesen zu gewinnen. In zukiinftigen Studien
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konnten mit Der p 1 und Stickstoffdioxid exponierte Zellkulturen mit Hilfe einer indirek-
ten Immunfluoreszenz oder eines Western Blots auf die Aktivierung von NF-xB unter-
sucht werden. Mit Ammonium-Pyrrolidindithiocarbamat steht ein selektiver Inhibitor
von NF-kB zur Verfiigung (Liu et al. 1999). Mit diesem konnte der Einfluss von Stick-
stoffdioxid auf die Zytokininduktion von Der p 1 unter Blockade des NF-kB-Signalweges

untersucht werden.

4.1.5 Suppression des antiinflammatorischen Zytokins IL-10

In den oben dargelegten Ausfiihrungen wurde der Effekt von Stickstoffdioxid auf die
Entziindungsreaktion durch die Beeinflussung der Produktion der proinflammatorischen
Zytokine IL-6 und IL-8 diskutiert. Daneben existieren jedoch auch Zytokine, welche ei-
nen hemmenden Einfluss auf Immunreaktionen ausiiben und damit eine antiinflammato-
rische Wirkung entfalten. Als wichtiger Vertreter wurde dabei das Zytokin Interleukin-10
(IL-10) identifiziert, welches die Zytokinproduktion in T-Lymphozyten, Makrophagen
und dendritischen Zellen moduliert. Zu den durch IL-10 in der Produktion gehemmten
Mediatoren zéhlen die proinflammatorischen Zytokine IL-1, IL-6, IL-8, TNF-o. und GM-
CSF (Fiorentino et al. 1989; Fiorentino et al. 1991; Waal Malefyt et al. 1991). Durch die
Inhibition genannter Zytokine werden das Wachstum, die Reifung und die Aktivierung
verschiedener Immunzellen reguliert. IL-10 nimmt daher eine zentrale Position in der
Ausbildung einer physiologischen Immunreaktion und der Verhinderung von iiberschie-
enden und pathologischen Immunantworten ein (Spits und Waal Malefyt 1992; Saxena

et al. 2015).

Zahlreiche experimentelle Erkenntnisse deuten darauf hin, dass IL-10 auch an der Regu-
lation von allergischen Entziindungsreaktionen beteiligt ist. Zunichst konnte in vivo und
in vitro demonstriert werden, dass IL-10 die IgE-vermittelte Aktivierung von Mastzellen
und damit die Ausschiittung von Entziindungsmediatoren wie Histamin inhibiert (Kim et
al. 2015). Korrespondierend wurde in humanexperimentellen Studien nachgewiesen, dass
nach intranasaler Allergenprovokation eine negative Korrelation zwischen der Produk-
tion von IL-10 und dem Auftreten von Allergiesymptomen besteht (Muller et al. 2009).
Neben diesem unmittelbaren supprimierenden Einfluss auf die allergische Sofortreaktion
ergeben sich Hinweise, dass IL-10 die Entstehung einer allergischen Sensibilisierung un-

terdriickt und die Ausbildung einer immunologischen Toleranz gegen Allergene fordert.
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Neben den in Einleitung 1.2.1 beschriebenen Tul- und Tu2-Zelllen wurde eine weitere
Untergruppe von CD4-positiven T-Helferzellen identifiziert, die regulatorischen T-Zel-
len Typ 1 (Trl). Diese Subpopulation reagiert nach Bindung an ein spezifisches Antigen
mit der Ausschiittung von IL-10; umgekehrt bewirkt IL-10 auch die Neubildung von Tr1-
Zellen (Groux et al. 1997). Ergebnisse von Cottrez et al. lassen die Schlussfolgerung zu,
dass die Aktivitidt von Trl-Zellen die Stimulation von Tx2-Zellen und damit die Initiie-
rung einer allergischen Sensibilisierung unterdriickt. Im Mausmodell flihrte die Injektion
von spezifischen Trl1-Zellen vor Exposition mit dem Allergen Ovalbumin zu einer Un-
terdriickung der Reifung von Ovalbumin-spezifischen Tu2-Zellen in vivo. Auch die Bil-
dung von Ovalbumin-spezifischen Antikorpern des Typs IgE wurde supprimiert. Die
Aufhebung dieses inhibitorischen Effektes durch vorherige Gabe eines Anti-1L-10-Anti-
korpers unterstreicht dabei die wichtige Funktion von IL-10 (Cottrez et al. 2000).

Hinweise fiir den Stellenwert von IL-10 bei der Ausbildung einer immunologischen To-
leranz ergeben sich auch aus Untersuchungen der Therapieeffekte der spezifischen Im-
muntherapie (SIT). Bei der SIT wird allergischen Patienten das ausldésende Allergen in
steigenden Dosierungen subkutan oder sublingual iiber einen mehrjdhrigen Zeitraum re-
gelmiBig verabreicht; darunter kann eine Reduktion der Symptome bis hin zu einer voll-
staindigen Remission der Allergie erreicht werden (Lin et al. 2013). Experimentelle Un-
tersuchungen konnten demonstrieren, dass nach einjdhriger SIT gegen Hausstaubmilben
eine erhdhte Synthese von IL-10 sowie eine erhohte Aktivitdt von IL-10-sekretierenden
T-Lymphozyten im Blut zu verzeichnen ist (Lou et al. 2012). Auch der therapeutische
Erfolg einer SIT korreliert positiv mit dem IL-10-Spiegel im Serum der Patienten (Mar-

tin-Munoz et al. 2013).

Neben den Zellen des Immunsystems produzieren auch Epithelzellen der humanen Na-
senschleimhaut das Zytokin IL-10 (Muller et al. 2007). In Anbetracht oben genannter
Zusammenhénge ist es von groBem Interesse, ob eine Exposition mit Stickstoffdioxid und
Der p 1 neben der Expression von IL-6 und IL-8 auch die Produktion von IL-10 beein-
flusst. Der Effekt von NO, auf die Expression von IL-10 wurde bisher nur an den unteren
Atemwegen untersucht. Brandsma et al. demonstrierten in vivo einen verringerten Gehalt
von IL-10 im Lungengewebe von Méusen nach mehrtigiger Exposition mit 20 ppm NO>
(Brandsma et al. 2008). Im Rattenmodell fiihrte die Inhalation von 10 ppm Stickstoffdi-

oxid liber zwanzig Tage zu einer zunehmenden Reduktion des Gehaltes von IL-10 in der
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bronchoalveoldren Lavage (Garn et al. 2003). Der Effekt von Der p 1 auf die Produktion
von IL-10 wurde in der bisherigen Literatur nicht untersucht. Es ist jedoch denkbar, dass
die kombinierte Exposition mit Stickstoffdioxid und Der p 1 eine Minderung der epithe-
lialen Produktion von IL-10 zur Folge hat. Durch einen geringeren Ausstof3 von IL-10
konnte eine Exposition mit NO2 daher zu einer verstirkten Aktivierung von Mastzellen
und damit zu einer Aggravation der Symptomatik der allergischen Rhinitis fiihren.
Gleichzeitig wird moglicherweise durch geringe lokale Spiegel an IL-10 die Aktivitdt von
Tr1-Zellen gemindert, die Stimulation von Tu2-Helferzellen verstiarkt und damit die Etab-

lierung einer allergischen Sensibilisierung gegen Hausstaubmilbenallergene gefordert.

Interessanterweise konnte wiederholt gezeigt werden, dass IL-10 die Produktion von pro-
inflammatorischen Zytokinen iiber eine Hemmung des Transkriptionsfaktors NF-«kB ver-
mindert (Kuwata et al. 2003; Lou et al. 2012). Dies konnte auch an humanem Bronchial-
epithel demonstriert werden (Tabary et al. 2003). In Diskussion 4.1.4 wurde dargelegt,
dass die verstiarkte Expression von IL-6 und IL-8 mdglicherweise auf einer vermehrten
Stimulation eines NF-kB-Signalweges beruht. Insofern konnte diese vermehrte Stimula-
tion initial auch auf einer verminderten Produktion von IL-10 beruhen. Es bietet sich an,
in zukiinftigen Studien den bestehenden Versuchsaufbau dieser Arbeit um eine Untersu-

chung der Produktion von IL-10 zu erweitern, um genannte Hypothesen zu priifen.

4.1.6 Induktion von epithelialen Chemokinen

Bei der allergischen Rhinitis kommt es bereits wenige Minuten nach Allergenkontakt zur
Ausbildung einer Schleimhautentziindung aufgrund der IgE-vermittelten Ausschiittung
von Histamin (vgl. Einleitung 1.2.1). Neben dieser allergischen Friihreaktion tritt vier bis
sechs Stunden nach Allergenexposition eine zweite Phase der allergischen Reaktion auf.
Diese Spatphase ist charakterisiert durch eine anhaltende zelluldre Entziindungsreaktion,
die auf der Aktivitit von eingewanderten T-Lymphozyten, basophilen und eosinophilen
Granulozyten beruht (Naclerio 1991). Notwendig fiir die Migration dieser Leukozyten ist
die Wirkung von chemotaktischen Zytokinen, sog. Chemokinen. Die Chemokine binden
an spezifische Rezeptoren von in den Kapillaren zirkulierenden Leukozyten, fiihren zur
Adhision der Zellen an die Endothelwand und schlielich zur transendothelialen Migra-
tion in das umliegende Gewebe (Nickel et al. 1999). Insbesondere die Chemokine RAN-

TES und Eotaxin sind fiir die ausgeprédgte Einwanderung von eosinophilen Granulozyten
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bei allergischen Atemwegserkrankungen von Bedeutung (Pope et al. 2005; Kuna et al.
1998).

Studien konnten zeigen, dass nasale Epithelzellen sowohl RANTES als auch Eotaxin ex-
primieren (Schaefer et al. 2006; Yamauchi et al. 2007). Folglich erscheint es naheliegend,
dass nasales Epithel zur Entstehung und Aufrechterhaltung der Chemokin-induzierten
Spétphase der allergischen Reaktion beitrdgt. Interessanterweise wurde in experimentel-
len Untersuchungen nachgewiesen, dass bronchiale Epithelzellen in vitro auf die Exposi-
tion mit dem Hausstaubmilbenallergen Der p 1 mit einer vermehrten Expression von
RANTES und Eotaxin reagieren. Analog zur Induktion von IL-6 und IL-8 war dieser
Effekt an isolierten Epithelzellen ohne die Anwesenheit von anderen Schleimhautzellen
vorhanden und basierte auf der Aktivierung eines NF-kB-mediierten Signalweges (Mat-
toli 2001; Stacey et al. 1997). Ather et al. zeigten in vivo, dass die Inhalation von Stick-
stoffdioxid ebenfalls zur Induktion von RANTES in Form erhohter Spiegel in der bron-
choalveoldren Lavage fiihrt. Auch hier konnte eine Abhéngigkeit vom Transkriptionsfak-
tor NF-kB demonstriert werden (Ather et al. 2010). Somit ergibt sich die Hypothese, dass
eine Exposition mit NO2 die durch Der p 1 induzierte Expression der Chemokine RAN-
TES und Eotaxin erhoht. Uber diesen Mechanismus konnte Stickstoffdioxid die
Spatphase der allergischen Entziindungsreaktion verstirken und die Auspridgung der al-
lergischen Rhinitis fordern. Zukiinftige Studien kdnnen um eine Quantifizierung der Che-

mokinexpression ergidnzt werden, um mogliche Zusammenhinge aufzudecken.

4.1.7 Erhohung der Immunogenitét von Allergenen durch Nitrierung

Neben den oben beschriebenen Mechanismen existieren weitere Erkldrungsansitze flir
ein mogliches proallergisches Potenzial von Stickstoffdioxid. Chemische Modifikationen
an Seitenketten von Proteinen konnen zu einer deutlich erhohten Immunogenitit fithren
(Doyle und Mamula 2005). Untersuchungen zeigen, dass luftgebundene Proteine durch
emittiertes Stickstoffdioxid nitriert werden (Franze et al. 2005). Nitriertes Birkenpollen-
allergen Bet via induziert im Mausmodell im Vergleich zum nativen Allergen einen ver-
mehrten Zytokinaussto3 und eine vermehrte Splenozytenproliferation nach Sensibilisie-
rung. Auch konnte nachgewiesen werden, dass gegen Birke allergische Probanden im

Serum mehr IgE-Antikorper gegen die nitrierte Variante von Bet vla bilden als gegen das
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native Protein (Gruijthuijsen et al. 2006). Uber diesen Mechanismus kénnte Stickstoffdi-
oxid eine proallergische Wirkung entfalten, die unabhédngig von einer tatsdchlichen
Wechselwirkung mit menschlichem Gewebe ist. Dieser Effekt kann jedoch in der vorlie-
genden Arbeit ausgeschlossen werden, da im Versuchsaufbau die Begasung mit Stick-
stoffdioxid und die Exposition mit Der p 1 zeitlich getrennt waren. Das Hausstaubmil-
benallergen war somit keinen erhdhten Konzentrationen an NO; ausgesetzt, durch die

eine Nitrierung von Der p 1 ermdglicht worden wire.

4.1.8 Forderung der Gewebepenetration durch Schadigung der epithelialen Barriere

Untersuchungen in vitro geben Hinweise darauf, dass Stickstoffdioxid die strukturelle
Barrierefunktion des Atemwegsepithels schiadigen kann. Bayram et al. konnten demonst-
rieren, dass eine Exposition mit 400 ppb NO; den elektrischen Widerstand von Primaér-
zellkulturen aus humanem Bronchialepithel signifikant reduziert. Gleichzeitig erhohte
sich die transepitheliale Permeabilitét fiir Serumalbumin (Bayram et al. 2002). Eine wei-
tere Studie konnte ebenfalls eine Reduktion des elektrischen Widerstands nach Stickstoft-
dioxidbegasung an nasalen Epithelzellen nachweisen (Calderon 1998). Durch diese Stick-
stoffdioxid-induzierte Schiadigung der epithelialen Barrierefunktion kdnnen inhalierte Al-
lergene moglicherweise dazu befdhigt werden, in vermehrtem Malle das Epithel zu pe-
netrieren und in tiefere Gewebeschichten vorzudringen. In Folge bekommen dort ange-
siedelte Mastzellen und antigenprasentierende Zellen verstarkt Kontakt mit dem Allergen
und 16sen anschlieBend eine Immunantwort aus (Georas und Rezaee 2014). In beiden
Studien konnte der Effekt nur an Primérzellkulturen von Probanden mit vorbestehendem
Asthma oder allergischer Rhinitis gezeigt werden, nicht bei Kulturen von gesunden Pro-
banden. Dies suggeriert eine Pradisposition fiir eine Schidigung des Epithels durch Stick-

stoffdioxid in diesem Patientenkollektiv.

Auch fiir das Hausstaubmilbenallergen Der p 1 ist eine schadigende Wirkung auf die
epitheliale Barriere nachgewiesen. So erhdht eine Exposition mit Der p 1 die Permeabi-
litdt von boviner Bronchialschleimhaut fiir das Protein Albumin (Herbert et al. 1990).
Henriquez et al. demonstrierten an sinonasalen Epithelzellen einen verminderten
transepithelialen elektrischen Widerstand nach Behandlung mit Der p 1. Gleichzeitig wie-
sen die Zellen eine reduzierte Expression von tight junctions auf (Henriquez et al. 2013).

In einer weiteren Arbeit konnte gezeigt werden, dass durch diese Barriereschdadigungen
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auch die Permeabilitit fiir Der p 1 selbst erhoht wird (Wan et al. 1999). Es ist denkbar,
dass durch gleichzeitige Exposition mit Stickstoffdioxid die Schidigung der transepithe-
lialen Barriere im Sinne eines synergistischen Effekts potenziert wird. Diese These
konnte durch eine Wiederholung des Versuchsaufbaus dieser Arbeit unter ergédnzender
Messung des transepithelialen Widerstands und der transepithelialen Permeabilitit einer

experimentellen Priifung unterzogen werden.

4.2 Konzentrationsabhingigkeit des beobachteten Effekts

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Stickstoffdioxid auf die Stimulation
von nasalen Epithelzellen mit Der p 1 in verschiedenen Konzentrationsstufen untersucht.
Dadurch sollte ein moglicher Zusammenhang zwischen Dosis und Wirkung gepriift wer-
den. Untersucht wurde der Effekt einer einstiindigen Begasung mit 0,1 ppm, 1 ppm und
10 ppm Stickstoffdioxid. Die Konzentrationsstufen 10 ppm und 1 ppm wurden gewéhlt,
da in verschiedenen experimentellen Untersuchungen die Induktion einer Entziindungs-
reaktion und Zellschiddigung durch Exposition mit NO; in einer Konzentration dieser
GroBenordnung nachgewiesen wurde (Kienast et al. 1995; Bakand et al. 2006; Blomberg
et al. 1999). Der ebenfalls untersuchte Bereich von 0,1 ppm NO: sollte Aufschluss tiber

den Einfluss von Stickstoffdioxid in realen Umweltkonzentrationen liefern.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine proinflammatorische Wirkung einer einstiindigen
Exposition mit Stickstoffdioxid bereits bei einer Konzentration von 0,1 ppm nachgewie-
sen. 0,1 ppm stellen den von der WHO empfohlenen Einstundengrenzwert fiir die Stick-
stoffdioxidbelastung der AuBenluft dar (WHO 2006). Die Empfehlung griindet haupt-
sdchlich auf der Auswertung von humanexperimentellen Studien, die den Einfluss von
Stickstoffdioxid auf die Lungenfunktion von Probanden mit einer obstruktiven
Atemwegserkrankung untersuchten (WHO 2000). Dabei konnte bisher jedoch kein Effekt
bei einer Konzentration von 0,1 ppm nachgewiesen werden. Eine randomisierte Studie an
15 Probanden mit Asthma und 15 gesunden Probanden zeigte keinen Einfluss einer Inha-
lation mit NO; in dieser Konzentration (Hazucha et al. 1983). Auch Tunnicliffe et al.
konnten keinen Einfluss einer Exposition mit 0,1 ppm auf die Lungenfunktion von Asth-
matikern nachweisen. Eine signifikante Zunahme der allergenprovozierten Bronchokon-

striktion zeigte sich erst ab einer Konzentration von 0,4 ppm (Tunnicliffe et al. 1994).
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Die vorliegende experimentelle Studie gibt jedoch deutliche Hinweise darauf, dass Stick-
stoffdioxid auch in einer Konzentration von 0,1 ppm die entziindliche Wirkung einer Al-
lergenexposition verstirken kann. Dieser Wert wurde in Deutschland im Jahr 2014 an 17 %
der verkehrsnahen Messstationen iiberschritten und besitzt somit eine unmittelbare Rele-
vanz in Hinblick auf die reale Schadstoffbelastung durch Stickstoffdioxid (Umweltbun-
desamt 2015b). Die Diskrepanz zu den oben genannten humanexperimentellen Studien
ist moglicherweise dadurch erklarbar, dass sich der proallergische Effekt in einer langer-
fristigen Modulation der allergischen Reaktion manifestiert. Somit wére er noch nicht

direkt nach der Exposition mit Stickstoffdioxid nachweisbar.

Es ist davon auszugehen, dass der in der vorliegenden Arbeit nachgewiesene Effekt von
Stickstoffdioxid auf die Zytokininduktion auf einer Reaktion des Gases mit den Zellkul-
turen beruht. Da es bei einer erh6hten Konzentration von NO; zu einer vermehrten Wech-
selwirkung mit dem Epithel kommt, ist eine stirkere Auspragung der proinflammatori-
schen Wirkung bei hohen Konzentrationen zu erwarten. Dies steht jedoch im Wider-
spruch zu den Ergebnissen der vorliegenden Versuchsreihe. In dieser konnte eine signi-
fikant erhohte Ausschiittung von IL-6 und IL-8 bei einer kombinierten Exposition mit
Der p 1 und Stickstoffdioxid in den Konzentrationen 0,1 ppm und 1 ppm nachgewiesen
werden. Bei einer Applikation von NO; in der hheren Konzentration von 10 ppm zeigte

sich jedoch kein signifikanter Anstieg der Zytokininduktion.

Eine Erkldrung bietet die bei hohen Konzentrationen von Stickstoffdioxid beobachtete
Zytotoxizitit. Eine an Alveolarzellen durchgefiihrte Studie demonstrierte in vitro eine
Reduktion der Zellvitalitit nach einstiindiger Exposition mit NO,. Diese trat ab einer
Konzentration von 2,5 ppm auf und stieg bei hoheren Konzentrationen weiter an (Bakand
et al. 2006). Im vorliegenden Versuch konnte bei der Exposition mit 10 ppm NO; eine
zunehmende Schidigung der Epithelzellkulturen aufgetreten sein. In Folge wiirde die
dadurch verminderte Anzahl an funktionstiichtigen Epithelzellen zu einer reduzierten ab-
soluten Produktion der Zytokine IL-6 und IL-8 fiihren. Ein dennoch vorliegender proin-
flammatorischer Effekt von Stickstoffdioxid in hohen Konzentrationen kénnte dadurch
maskiert worden sein. Zur weiteren Untersuchung dieser Hypothese kann der vorliegende
Versuchsaufbau um Untersuchungen der Zellvitalitdt durch Trypanblaufidrbung oder

Messung der Caspase-3-Aktivitét ergidnzt werden.
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Neben der Induktion des Zelltodes beeintriachtigt Stickstoffdioxid in hoheren Konzentra-
tionen durch Lipidperoxidation moglicherweise auch die Zellfunktion in einem Mafe,
dass eine Reaktion auf die Exposition mit Der p 1 vermindert wird oder ganz ausbleibt.
So zeigte eine Studie an humanen Alveolarmakrophagen nach zusitzlicher Begasung mit
NO:; eine reduzierte Induktion von IL-6 und IL-8 bei einer Stimulation mit Ru3partikeln

(Drumm et al. 1999).

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Stickstoffdioxid auf die Zytokininduk-
tion nasaler Epithelzellen bei einer Begasung fiir den Zeitraum von einer Stunde unter-
sucht. Bezogen auf die tatsdchlichen Bedingungen wurde damit ein kurzer Aufenthalt in
einem Gebiet mit temporér sehr hoher Stickstoffdioxidbelastung simuliert. Die Jahres-
mittelwerte von NO> liegen in verkehrsnahen Gebieten mit etwa 0,02 ppb deutlich gerin-
ger als die niedrigste in der vorliegenden Arbeit untersuchte Konzentration (Umweltbun-
desamt 2015b). Gleichzeitig ist jedoch bei der Bevolkerung von urbanen Regionen von
deutlich langeren Expositionszeiten im Alltag auszugehen. Unter Annahme einer Dosis-
Wirkungs-Beziehung potenziert sich mdglicherweise der in dieser Studie beobachtete Ef-
fekt bei einer langeren Expositionsdauer und tritt in Folge auch bei Konzentrationen unter

0,1 ppm auf.

Zur Gewinnung weiterer Erkenntnisse erscheint es zweckmiBig, vorliegenden Versuchs-
aufbau auf mehrstiindige Begasungszeiten auszuweiten. Dabei sind jedoch methodische
Limitationen der Gasexposition im Air-Liquid Interface zu beachten. Untersuchungen
zeigten bis zu einer Begasungsdauer von zwei Stunden keinen Einfluss auf die Zellvita-
litdt einer im ALI kultivierten Alveolarzelllinie. Bei erhdhten Gasflussraten tritt jedoch
eine Abnahme der Vitalitit auf (Bakand et al. 2006). Folglich ist nicht auszuschlieBen,
dass lingere Expositionszeiten zu strukturellen Schdadigungen an den untersuchten Zell-
kulturen fiihren, beispielsweise durch Austrocknung (Thielen 2013). Dadurch konnte die
Validitét von Ergebnissen einer mehrstiindigen Begasung mit Stickstoffdioxid bei an-
schlieender Exposition mit Der p 1 eingeschrinkt werden. In diesem Zusammenhang ist
die weitere Entwicklung etablierter Methoden zur experimentellen Langzeitexposition

mit gasformigen Schadstoffen von grolem Interesse.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Auswirkungen einer einmaligen Exposition mit

Stickstoffdioxid untersucht. Bewohner von Gebieten mit hohem Verkehrsaufkommen
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werden jedoch rezidivierenden Expositionen mit dem Reizgas ausgesetzt. Mdglicher-
weise entwickeln Atemwegsepithelien nach wiederholtem Kontakt mit Stickstoffdioxid
Adaptionsmechanismen, welche die proinflammatorische Wirkung einer einzelnen Ex-
position reduzieren. In einer humanexperimentellen Studie zeigte sich nach taglicher Ex-
position mit 2 ppm NO: fiir 4 h nach vier aufeinanderfolgenden Tagen eine persistierende
Entziindung der Atemwege. Die nach der ersten Exposition bereits verringerte Lungen-
funktion erholte sich jedoch im weiteren Verlauf (Blomberg et al. 1999). Ein wiederholter
Einfluss von Stickstoffdioxid auf die Schleimhéute konnte jedoch auch dazu fiihren, dass
die in dieser Arbeit nachgewiesene proinflammatorische Wirkung persistiert oder weiter
zunimmt. Strand et al. demonstrierten, dass sich durch wiederholte Exposition mit NO;
eine Verstirkung der allergenprovozierten Bronchokonstriktion bei Asthmatikern indu-
zieren ldsst. Die Probanden wurden dabei iiber vier Tage tdglich einer Inhalation mit
Stickstoffdioxid ausgesetzt (Strand et al. 1998). Zur weiteren Untersuchung konnte der
vorliegende Versuchsaufbau um Versuchsgruppen ergénzt werden, die vor Applikation

von Der p 1 mehreren, seriellen Gasexpositionen mit NO> unterzogen werden.

4.3 Effekte der isolierten Exposition mit Stickstoffdioxid oder Der p 1

4.3.1 Fehlende Zytokininduktion bei isolierter Exposition mit Der p 1

Im Gegensatz zur kombinierten Exposition mit Stickstoffdioxid und Hausstaubmilbenal-
lergen Der p 1 konnte eine alleinige Exposition mit Der p 1 im vorliegenden Versuch
keine signifikante Induktion von IL-6 und IL-8 bewirken. Dies steht im Kontrast zu ex-
perimentellen Studien, bei denen Epithelzellen in vitro mit einer Produktion von IL-6 und
IL-8 auf die Exposition mit Der p 1 reagiert hatten (Asokananthan et al. 2002; King et al.
1998; Shi et al. 2010; Kauffman et al. 2006). Jedoch ist anzumerken, dass genannte Au-
toren diese Effekte an konventionellen Zellkulturen nachgewiesen hatten. Diese sind
dadurch charakterisiert, dass die Zellen auf dem Boden von Schalen wachsen, die mit
flissigem Nidhrmedium gefiillt sind. Studien zeigen, dass die Differenzierung eines unter
diesen Bedingungen kultivierten Atemwegsepithels behindert wird, u. a. durch Auftreten
einer Hypoxie (Gerovac et al. 2014). Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Zellen
wurden im Air-Liquid Interface kultiviert, um die in vivo herrschenden Verhéltnisse eines

nasalen Schleimhautepithels besser nachzubilden. Dabei werden die Zellen auf speziellen
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Membranen kultiviert, die auf fliissigem Nahrmedium schwimmen. Der apikale Pol der
Zellkulturen ist im Gegensatz zu konventionellen Zellkulturen permanent der Umge-
bungsluft ausgesetzt. Untersuchungen an der nasalen Epithelzelllinie RPMI 2650 zeigten
bei Kultivierung im ALI eine Bildung von polarisierten einschichtigen Zellverbénden.
Zwischen den Epithelzellen entstehen Zell-Zell-Verbindungen in Form von tight junc-
tions (Bai et al. 2008). Weiterhin fiihrt eine Kultivierung von nasalen Epithelzellen im
ALI zur Entstehung von funktionsfahigen Zilien (Rhee et al. 2001). Ebenfalls beschrieben
ist eine Redifferenzierung in zilienbesetzte Zellen und nicht-zilienbesetzte schleimprodu-

zierende Zellen, was der Situation in vivo gleicht (Miiller et al. 2013).

Untersuchungen konnten demonstrieren, dass die Fahigkeit von Der p 1 zur Stimulation
von Atemwegsepithelien in groBem Mal3e von der intrinsischen Proteaseaktivitit des Al-
lergens abhéngig ist (Kauffman et al. 2006; Asokananthan et al. 2002). Die Ausbildung
oben genannter Zellstrukturen bei einer Kultivierung im ALI kdnnte den Epithelzellkul-
turen eine hohere Widerstandskraft gegentiiber der proteolytischen Aktivitét von Der p 1
verleihen, was sich in den vorliegenden Messwerten niederschlagt. Moglicherweise ent-
sprechen die Ergebnisse dieser Arbeit daher mehr der tatsdchlichen Interaktion zwischen
Der p 1 und Atemwegsepithel in vivo. Untersuchungen der Induktion von IL-6 und IL-8
bei einer Exposition mit Der p 1 im ALI sind in der Literatur bisher nicht beschrieben. In

einer Studie wurde die Induktion von IL-1 und GM-CSF demonstriert (Willart et al. 2012).

Auch die Form der Applikation des Allergens im ALI kdnnte einen Einfluss auf die Zy-
tokininduktion durch Der p 1 haben. Da der physiologische Kontakt mit inhalierten Al-
lergenen an der luftzugewandten Seite der Schleimhaut stattfindet, wére im Versuch eine
Applikation des Antigens an der apikalen, luftzugewandten Seite des kultivierten Epithels
sinnvoll. Die damit verbundene Fliissigkeitszugabe auf der apikalen Seite wiirde jedoch
die Grenzflache zur Luft auflésen und damit die Kultivierungsbedingung des ALI authe-
ben. Um moégliche Einfliisse auf die Differenzierung der kultivierten Zellen zu vermeiden,
wurde daher in der vorliegenden Arbeit Der p 1 dem Zellkulturmedium zugesetzt. Der
Kontakt zwischen Epithel und Allergen kam somit am basalen, der Fliissigkeit zugewand-
ten Pol des ALI zustande. Hinsichtlich dieser Problematik sind weitere methodische Stu-
dien zur Exposition von ALI-Kulturen mit nicht-gasférmigen Schadstoffen von groBem

Interesse.
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4.3.2 Geringe Zytokininduktion bei isolierter Exposition mit Stickstoffdioxid

In der vorliegenden Arbeit wurde neben einer kombinierten Exposition aus Stickstoffdi-
oxid und Der p 1 auch der Einfluss einer singuldren Begasung mit NO; untersucht. Dabei
zeigte sich lediglich nach einstiindiger Exposition mit 1 ppm Stickstoffdioxid ein signifi-
kanter Anstieg der Genexpression und Ausschiittung von IL-6. Die Produktion von IL-8
wurde nicht beeinflusst. Eine Begasung in den Konzentrationsstufen 0,1 ppm und 10 ppm
fiihrte zu keiner signifikanten Induktion von IL-6 und IL-8. Daraus ldsst sich folgern, dass
die alleinige Exposition mit Stickstoffdioxid in den untersuchten Konzentrationen nur
eine geringe inflammatorische Wirkung auf die humane Nasenschleimhaut hat. Dies steht
in Einklang mit den Ergebnissen bisheriger Studien. Eine 6-stiindige Exposition mit
0,4 ppm NO; fiihrte in vivo nicht zu einem vermehrten Gehalt von IL-8 in der nasalen
Lavagefliissigkeit (Wang et al. 1995). In einer von Schierhorn et al. durchgefiihrten Un-
tersuchung an Mikroorgankulturen nasaler Schleimhaut zeigte sich nach 24-stiindiger Be-
gasung mit 0,210 ppm oder 0,418 ppm NO; keine Induktion der Zytokine IL-1f, IL-6 und
IL-8 (Schierhorn et al. 1999).

Studien, welche die Zytokininduktion durch Stickstoffdioxid in Bronchialepithel unter-
suchten, kamen zu anderen Ergebnissen. So zeigte sich nach einstiindiger Exposition der
Zelllinie BEAS2B mit 1,5 ppm NO; in vitro ein deutlicher Anstieg der Genexpression von
IL-6 und IL-8 (Kienast et al. 1995). Auch Primérzellkulturen reagierten auf eine 6-stiin-
dige Exposition mit 0,4 ppm Stickstoffdioxid mit einer deutlichen Produktion von IL-8
(Bayram et al. 1999). Demnach kann gefolgert werden, dass nasales Epithel eine h6here
Widerstandskraft gegen die inflammatorische Wirkung von Stickstoffdioxid besitzt als
die Schleimhaut der tiefen Atemwege. Dies ist moglicherweise in der Rolle der Nase als

Filterorgan fiir die eingeatmete Aullenluft begriindet.

4.4 FEinfluss einer Begasung mit synthetischer Luft auf die
Zytokininduktion durch Der p 1

In der vorliegenden Arbeit wurden neben dem Einfluss einer Exposition mit Stickstoffdi-
oxid auf die Zytokininduktion durch Der p 1 auch die Auswirkung einer Begasung mit

NO:-freier synthetischer Luft analysiert. Dadurch sollte untersucht werden, ob bereits der
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Reiz einer Exposition mit schadstofffreier Luft zu einer verstarkten Stimulation der nasa-
len Epithelzellen fiihrt. Prinzipiell stellt eine experimentelle Gasexposition in vitro stets
einen artifiziellen Eingriff dar, welcher die realen Bedingungen in vivo nicht vollstindig
simulieren kann. In einer Untersuchung zur Begasung von Kulturen im Air-Liquid Inter-
face konnte eine Abnahme der Zellvitalitit nach vierstiindiger Begasung mit einem Gas-
fluss von 25 ml/h ausgeschlossen werden (Bakand et al. 2006). In der vorliegenden Arbeit
lag der Gasfluss mit 5 ml/h noch deutlich niedriger. Dennoch ist es denkbar, dass Zell-
kulturen durch unerkannte Mechanismen wahrend einer Begasung Schaden nehmen oder

in ihrer physiologischen Funktion beeintrichtigt werden.

In den vorliegenden Ergebnissen zeigten Zellkulturen, die ausschlieBlich einer Exposition
mit synthetischer Luft unterzogen worden waren, weder bei der Interleukinkonzentration
in den Zellkulturmedien noch bei der Genexpression von IL-6 und IL-8 einen signifikan-
ten Anstieg. Somit ergibt sich kein Hinweis darauf, dass bereits durch die Begasung eine
entziindliche Reaktion induziert wird. Bei Begasung mit synthetischer Luft und anschlie-
Bender Exposition mit Der p 1 zeigte sich ein geringer, dennoch signifikanter Anstieg der
Genexpression von IL-6. Dieser spiegelte sich jedoch nicht in einer erhohten Konzentra-
tion von IL-6 im Zellkulturmedium wider. Die Produktion von IL-8 wurde ebenfalls nicht
beeinflusst. Bei Koexposition mit Stickstoffdioxid hingegen waren deutlich erh6hte Zy-
tokinkonzentrationen im Zellkulturmedium messbar. Dementsprechend erscheint es un-
wahrscheinlich, dass der beobachtete Synergismus zwischen NO-Exposition und Expo-
sition mit Der p 1 auf eine zusétzliche mechanische Stimulation durch den Gasfluss zu-
rliickzufiihren ist. Moglicherweise modifiziert jedoch ein anliegender Luftstrom die Wir-
kung von Allergenen auf ein im Air-Liquid Interface kultiviertes Epithel. Da die Nasen-
schleimhaut in vivo ebenfalls einem stetigen Luftstrom ausgesetzt ist, kann dies auch eine

physiologische Reaktion darstellen.
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4.5 Diskrepanz zwischen Genexpression und Zytokinkonzentration im
Kulturmedium

4.5.1 Dynamik der Zytokinproduktion

Die durch Exposition mit Der p 1 und Stickstoffdioxid induzierte Zytokinproduktion
wurde in der vorliegenden Studie sowohl durch die Zytokinkonzentration im Zellkultur-
medium als auch durch die relative Genexpression der Zytokine quantifiziert. Wahrend
anhand der Messwerte der Zytokinkonzentration im ELISA ein synergistischer Effekt von
NO; und Der p 1 deutlich zum Vorschein kam, war dieser Effekt in den Ergebnissen der
RT-PCR weniger ausgeprégt. Insbesondere die fiir IL-8 ermittelte Genexpression unter-
schied sich nicht signifikant von den Zellkulturen, die keiner Exposition unterzogen wor-
den waren. Mittels ELISA hingegen konnten signifikant erhhte Konzentrationen von IL-

8 im Zellkulturmedium festgestellt werden.

Eine mogliche Erkldrung fiir diese Diskrepanz wire die zeitliche Dynamik der Genex-
pression der Interleukine in den Kulturen. Die im Zellkulturmedium vorliegenden Kon-
zentrationen an IL-6 und IL-8 waren das Resultat eines kontinuierlichen Aussto3es an
Zytokinen in das Extrazelluldrkompartiment iiber einen langeren Zeitraum. Die Mess-
werte im ELISA erfassten somit die Menge an IL-6 und IL-8, welche sich vom Zeitpunkt
der Exposition mit Der p 1 bis zur Probeentnahme 24 Stunden spéter akkumuliert hatte.
Die mittels RT-PCR bestimmten Werte hingegen beschrieben jene Genexpression, wel-
che zum Zeitpunkt der Lysierung der Zellkulturen gegen Ende der Exposition vorgelegen
hatte. Moglicherweise war die Zytokinproduktion zu diesem Zeitpunkt bereits wieder auf
niedrigere Werte abgeklungen, so dass der beim ELISA beobachtete Effekt in den Daten
der PCR von geringerer Auspriagung war. Ergebnisse anderer experimenteller Studien
stiitzen diese These. Kienast et al. konnten eine Induktion von IL-6 und IL-8 durch Ex-
position der Bronchialepithelzelllinie BEAS2B mit Stickstoffdioxid nachweisen. Dabei
wurde die maximale Genexpression von IL-6 und IL-8 bereits innerhalb der ersten Stunde
nach Ende der Exposition erreicht. Innerhalb von 24 h waren die Messwerte wieder auf
das Niveau vor der Exposition abgesunken (Kienast et al. 1995). Zur weiteren Untersu-
chung dieses Sachverhaltes kann der Versuchsaufbau der vorliegenden Arbeit um mehr-
fache Bestimmungen der Genexpression zu fritheren Zeitpunkten nach Fremdstoffexpo-

sition ergdnzt werden.
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Eine andere Erkliarung fiir die Diskrepanz zwischen Genexpression und tatsdchlichem
Zytokingehalt im Kulturmedium betrifft die Art der Zytokinfreisetzung nach der Fremd-
stoffexposition. Mdglicherweise waren die erhohten Zytokinkonzentrationen im Zellkul-
turmedium das Resultat einer raschen Freisetzung intrazelluldr bereits vorhandener Inter-
leukine. Eine verstirkte Produktion dieser Interleukine konnte sich erst im weiteren zeit-
lichen Verlauf in einer erhohten Genexpression niederschlagen. In diesem Falle wiren
weitere Untersuchungen der Zytokinexpression in den Zellkulturen zu spiteren Zeitpunk-

ten hilfreich.

4.5.2 Analyse der Zytokinproduktion mittels intrazelluldrer Zytokinfarbung

Aufgrund der oben geschilderten Diskrepanz zwischen den Messwerten des ELISA und
des RT-PCR erscheint es niitzlich, die bestehenden Ergebnisse durch ein zusétzliches
Nachweisverfahren auf Einzelzellebene zu untermauern. Dafiir bietet sich das Verfahren
der intrazelluldren Zytokinfarbung an, das bei der Analyse von antigenspezifischen T-
Zell-Aktivierungen eine breite Anwendung findet (Pala et al. 2000). Bei dieser Methode
wird den Zellen wéhrend der Exposition mit dem stimulierenden Agens das Lacton Bre-
feldin A zugesetzt, welches den intrazelluldren Golgi-Apparat blockiert. Dadurch verblei-
ben die als Reaktion auf die Fremdstoffexposition produzierten Zytokine im Intrazellu-
larraum, anstatt von den Zellen ausgeschiittet zu werden. Nach Abschluss der Exposition
werden die akkumulierten Zytokine mit Hilfe von spezifischen Farbstoff-gekoppelten
Antikorpern gefarbt. Anhand der in der Durchflusszytometrie gemessenen Fluoreszenz-
werte kann die Menge des intrazelluldr gebildeten Zytokins bestimmt werden. Durch Ein-
satz verschiedenfarbiger Antikorper kann mit diesem Verfahren die Produktion von mul-
tiplen Zytokinen simultan auf der Einzelzellebene analysiert werden (Freer und Rindi

2013).

Es erscheint moglich, den vorliegenden Versuchsautbau um eine intrazelluldre Zytokin-
farbung der nasalen Epithelzellen nach Exposition mit Stickstoffdioxid und Der p 1 zu
erweitern. Da mit dem Verfahren die gesamte Zytokinproduktion ab Beginn der Fremd-
stoffexposition erfasst wird, konnten die Ursachen der Diskrepanz zwischen den gemes-
senen Werten im RT-PCR und im ELISA weiter aufgedeckt werden. Zudem wire der
Einsatz von multiplen Farbstoff-gekoppelten Antikérpern mdglich, um neben IL-6 und

IL-8 ein breiteres Spektrum an pro- und antiinflammatorischen Zytokinen zu untersuchen.
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Dies kann dazu beitragen, weitere Erkenntnisse {iber das komplexe Zytokinnetzwerk der

allergischen Entziindung zu gewinnen.

4.6 Einfluss der Sensibilisierung

In der Pathogenese allergischer Atemwegserkrankungen stellt das respiratorische Epithel
den Ort des ersten Kontakts mit dem Allergen dar. Die Reaktion des Epithels greift dabei
wesentlich in die nachfolgenden immunologischen Prozesse ein, die zu Sensibilisierung
und Allergie fiihren (Lambrecht und Hammad 2010). Mdéglicherweise weist daher das
Epithel von Menschen, die an einer allergischen Erkrankung leiden, besondere Eigen-
schaften auf, die zur Ausbildung der Krankheit beitragen. In der Literatur finden sich
Hinweise auf eine solche Priadisposition. In einer Untersuchung von Shi et al. zeigte na-
sales Epithel von Hausstauballergikern bei Stimulation mit dem Hausstaubmilbenaller-
gen Der p 1 eine signifikant hohere Zytokinausschiittung als das Epithel von Probanden
ohne Allergie (Shi et al. 2010). Die Studie wurde an reinen Epithelzellkulturen und somit
unter Ausschluss von Zellen des Immunsystems durchgefiihrt. Daher kann die verstérkte
Entziindungsreaktion auf die Pradisposition des Epithels, in vermehrtem Maf3e eine Re-
aktion auf die Allergenexposition auszubilden, zuriickgefiihrt werden. Interessanterweise
zeigte eine Studie, dass auch die Reaktion auf eine Exposition mit Stickstoffdioxid bei
Gewebe von Atopikern stirker ausgepragt ist als bei dem von Probanden ohne Atopie.
Bayram et al. konnten in vitro demonstrieren, dass Epithelzellkulturen von Asthmatikern
nach Exposition mit 200 ppb NO> vermehrt die Chemokine RANTES und GM-CSF aus-
schiitten. In Kulturen von gesunden Probanden konnte dies nicht nachgewiesen werden
(Bayram et al. 2002). Dadurch kénnte die Beobachtung erkldrt werden, dass ein Riick-
gang der Lungenfunktion bei Exposition mit niedrigen Konzentrationen von Stickstoff-

dioxid vor allem bei Asthmatikern nachzuweisen ist.

Im Probandenkollektiv der vorliegenden Studie litten lediglich zwei Teilnehmer an einer
Allergie gegen Hausstaubmilben. Eine orientierende statistische Auswertung der Mess-
werte von Allergikern und Nicht-Allergikern ergab keine signifikanten Unterschiede hin-
sichtlich der Induktion von IL-6 und IL-8. Es ist jedoch vorstellbar, dass der im Versuch
nachgewiesene synergistische Effekt von Stickstoffdioxid und Der p 1 bei Epithelien von

Patienten mit bestehender Allergie besonders ausgeprégt ist. Durch weitere Studien mit
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einem hoheren Anteil an Allergikern in der Stichprobe konnte diese Hypothese mittels

Subgruppenanalyse weiter untersucht werden.

4.7 Implikationen flir den Einfluss von Stickstoffdioxid auf Asthma
bronchiale

Die positive Korrelation zwischen einer Exposition mit Stickstoffdioxid und der Entste-
hung und symptomatischen Auspragung von Asthma bronchiale ist in zahlreichen epide-
miologischen Studien beschrieben worden (Annesi-Maesano et al. 2012; Dab et al. 1996;
Hansel et al. 2008). Angesichts dieser Tatsache ist es von groBem Interesse, in welchem
Ausmal} die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit auf den Bereich der unteren Atemwege

und damit auf das Krankheitsbild des allergischen Asthmas {ibertragbar sind.

Pathophysiologisch liegt Asthma eine IgE-vermittelte Entziindung der Bronchialschleim-
haut zugrunde, die durch inhalierte Allergene ausgelost wird. Dabei weisen 50-85 % der
Asthmatiker eine Sensibilisierung gegen Hausstaubmilben auf (Bousquet et al. 2007; Nel-
son et al. 1996). Die Entziindung fiihrt zu einer Kontraktion der glatten Bronchialwand-
muskulatur, einer vermehrten Sekretbildung und einem Schleimhautédem. Dies resultiert
in einem erhohten Atemwegswiderstand und dadurch der mit Asthma verbundenen
Symptomatik (Liu et al. 1991). Die Pathogenese der Atemwegsentziindung beinhaltet
Mastzellen, Tu2-Lymphozyten und Eosinophile und gleicht damit jener der allergischen
Rhinitis (Robinson et al. 1992; Ollerenshaw und Woolcock 1992). In der vorliegenden
Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass Stickstoffdioxid die entziindliche Reaktion von
nasalem Schleimhautepithel gegen Hausstaubmilbenallergen verstirkt. In Anbetracht der
genannten pathophysiologischen Gemeinsamkeiten erscheint es moglich, dass eine Ex-
position mit NO; ebenfalls die Entziindung von Bronchialschleimhaut bei Kontakt mit
Der p 1 potenziert. Insofern ist es denkbar, dass Stickstoffdioxid {iber die zuvor beschrie-
benen Mechanismen die allergische Entziindungsreaktion auch in den tiefen Atemwegen

verstirkt und dadurch das Auftreten von Asthma bronchiale begiinstigt.

Weiterhin fiihren neue Erkenntnisse zu der Ansicht, dass Rhinitis und Asthma nicht als
jeweils unabhédngige Krankheitsentitdten zu betrachten sind, sondern vielmehr als Einzel-

komponenten einer systemischen entziindlichen Erkrankung der Atemwege. Zahlreiche
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epidemiologische Untersuchungen konnten einen Zusammenhang der beiden Krankheits-
bilder bestétigen. Etwa 80 % der Asthmatiker leiden zusétzlich unter einer allergischen
Rhinitis (Bousquet et al. 2001). Patienten mit allergischer Rhinitis weisen wiederum in
bis zu 40 % der Fille Asthma als Komorbiditdt auf (Bousquet et al. 2008). Das von ver-
schiedenen Autoren geprigte Konzept des Unified Airway postuliert eine funktionelle
Einheit der oberen und unteren Atemwege, die sich in deren gleichzeitigen Beteiligung
bei allergischen Erkrankungen widerspiegelt (Krouse und Krouse 2013; Marple 2010;
Meena et al. 2013; Blomberg et al. 1997). Eine durch Stickstoffdioxid begiinstigte Sensi-
bilisierung der Nasenschleimhaut fiihrt mdglicherweise {liber systemische immunologi-
sche Vorginge, beispielsweise der Produktion allergenspezifischer IgE, ebenfalls zu einer
Sensibilisierung der tiefen Atemwege. Dadurch wiirde das Auftreten eines Asthma bron-

chiale gefordert.

Zudem gibt es Hinweise darauf, dass sich die Entzlindungsgeschehen an Nase und Bron-
chien gegenseitig beeinflussen. Studien am Menschen konnten in vivo nachweisen, dass
eine Allergenprovokation in den Bronchien eine Entziindungsreaktion der Nase mit Mast-
zelldegranulation hervorruft (Braunstahl et al. 2000; Braunstahl et al. 2001a). Eine nasale
Allergenprovokation hingegen fiihrte zu einer verstirkten Eosinophilie in den unteren
Atemwegen (Braunstahl et al. 2001b). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass zytokin-
vermittelte systemische Wirkungen der Rhinitis existieren, die moglicherweise die aller-
gische Entziindung in den restlichen Atemwegen verstdrken. So hatte im Mausmodell
eine nasale Allergenprovokation eine erhdhte Produktion von eosinophilen Granulozyten
im Knochenmark zur Folge, die durch einer erhdhte Serumkonzentration von IL-5 her-
vorgerufen wurde (Saito et al. 2001; Li et al. 2005). Uber eine Verstirkung des entziind-
lichen Geschehens an der Nasenschleimhaut konnte Stickstoffdioxid somit auch die

Krankheitsaktivitét in den tiefen Atemwegen beeinflussen.

4.8 Methodik der statistischen Auswertung

Ein statistischer Test dient dazu, eine Hypothese mit Hilfe aus einer Stichprobe gewon-
nener Daten einer Priifung zu unterziehen. Wissenschaftliche Fragestellungen, wie auch

in der vorliegenden Arbeit, erfordern oftmals die Uberpriifung einer Vielzahl an Hypo-
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thesen. Dies macht die multiple Anwendung eines statistischen Tests innerhalb der glei-
chen Stichprobe notwendig. Je mehr Hypothesen jedoch anhand eines Datensatzes statis-
tisch liberpriift werden, desto hoher féllt die Wahrscheinlichkeit aus, eine davon fehler-
haft als korrekt einzustufen. Diesem auch als Alphafehler-Kumulierung bezeichneten
Phinomen kann durch Einsatz unterschiedlicher statistischer Korrekturverfahren begeg-

net werden (Weil3 2013).

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene statistische Methoden angewendet, um
signifikante Unterschiede in der Datenverteilung der Versuchsgruppen zu identifizieren
(s. Material und Methoden 2.8.2). Zur Beantwortung der primdren Fragestellung wurden
die Messwerte jeder Versuchsgruppe mit jenen der Kontrollgruppe verglichen. Der dabei
eingesetzte Dunn’s multiple comparison Test beriicksichtigt die beim multiplen Testen
auftretende Alphafehler-Kumulierung und gleicht diese mittels mathematischer Verfah-

ren aus (Dunn 1961).

Weiterhin wurden die Versuchsgruppen mit kombinierter Exposition aus Begasung und
Der p 1 mit den Versuchsgruppen verglichen, die ausschlieBlich einer Exposition mit
Der p 1 oder einer Gasexposition unterzogen worden waren. Dadurch sollten weitere Hy-
pothesen hinsichtlich einer synergistischen Wirkung von Der p 1 und Stickstoffdioxid
generiert werden. Zur Anwendung kamen dabei multiple Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-
Tests. Aufgrund des explorativen Charakters der Studie und der Fallzahl wurde bei die-
sem statistischen Verfahren auf eine Korrektur der Alphafehler-Kumulierung verzichtet.
Die in dieser Arbeit mittels des Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test berechneten Signifi-
kanzniveaus miissen somit unter den Vorbehalt der fehlenden Alphafehler-Korrektur ge-
stellt werden. Weitere experimentelle Studien sind notwendig, um die erhaltenen Ergeb-
nisse zu bestitigen. Unberiihrt von dieser Einschrankung bleiben jedoch die Ergebnisse
des statistischen Vergleichs der Versuchsgruppen mit der Kontrollgruppe und damit die

Beantwortung der priméiren Fragestellung.

4.9 Wertung des aktuellen Immissionsschutzes und Perspektiven

Aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit ergeben sich deutliche Hinweise darauf,
dass eine Exposition mit Stickstoffdioxid eine krankheitsfordernde Wirkung auf allergi-

sche Erkrankungen der oberen und moglicherweise auch der unteren Atemwege entfalten
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kann. Ein proinflammatorischer Effekt auf die Zytokininduktion durch das Hausstaub-
milbenallergen Der p 1 war bereits nach einer einstiindigen Exposition mit 0,1 ppm NO:
messbar. Eine proallergische Wirkung von Stickstoffdioxid wird in den toxikologischen
Untersuchungen, die zur Festlegung von Schadstoffgrenzwerten herangezogen werden,
bisher nicht ausreichend beriicksichtigt. Auch in Kenntnis einer potenziell genotoxischen
Wirkung von Stickstoffdioxid sind die von der WHO empfohlenen Grenzwerte somit in
Frage zu stellen. Erschwerend kommt hinzu, dass selbst die bestehenden Luftqualitits-
richtlinien in Deutschland bis dato nicht konsequent eingehalten werden. Um Gesund-
heitsschiadigungen der Bevolkerung vorzubeugen, erscheint es vordringlich, die Belas-

tung mit Stickstoffdioxid auf das kleinstmogliche Mal3 zu begrenzen.

Politik, Industrie und auch Verbraucher sind gefordert, durch Einsatz moderner Technik
und Nutzung umweltschonender Antriebskonzepte eine weitere Reduktion der Stickoxid-
emissionen zu realisieren. Praktisch ist dies bereits durch verbesserte Abgasnachbehand-
lung bei Dieselaggregaten im Rahmen der neu eingefiihrten Kfz-Abgasnormen moglich.
Weitere steuerliche Beglinstigungen und die Ausweitung von Niedrig-Emissions-Gebie-
ten (Umweltzonen) konnen einen Anreiz zum Umstieg auf schadstoffarme Fahrzeuge
schaffen. Langerfristig birgt der Ausbau der Elektromobilitit groBes Potenzial, welche —
abgesehen von der Primirenergieerzeugung — einen emissionsfreien Individualverkehr

verspricht.

Wenngleich genannte Maflnahmen in westlichen Industriestaaten zu einer Reduktion der
Stickstoffdioxidbelastung fiihren kénnen, darf die globale Tragweite der Gesundheits-
schiadigung durch NO; nicht vernachléssigt werden. Die Zunahme des motorisierten In-
dividualverkehrs in Schwellen- und Entwicklungsldndern wird sich dort in einem erhoh-
ten Ausstofl von Stickoxiden niederschlagen. Gleichzeitig konnen in diesen Teilen der
Welt aufgrund des geringeren Wohlstands Methoden zur Emissionsminderung nur ver-
zogert realisiert werden. Insofern ist dem Thema Stickstoffdioxid auch zukiinftig ein ho-

her Stellenwert in der 6kotoxikologischen Forschung einzurdumen.
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5 Zusammenfassung

Stickstoffdioxid ist ein gasformiger Umweltschadstoff, der als Nebenprodukt von Ver-
brennungsprozessen in Industrie und Verkehr entsteht. Insbesondere in Gebieten mit ho-
hem Verkehrsaufkommen treten regelméBig erhdhte Stickoxidkonzentrationen in der Au-
Benluft auf, welche trotz zahlreicher Maflnahmen bisher keiner nennenswerten Reduktion
unterliegen. In epidemiologischen Studien ergeben sich Hinweise auf eine Korrelation
zwischen einer Exposition mit NO2 und der Ausbildung von Allergien. Trotz der hohen
Privalenz von allergischen Erkrankungen liegen jedoch nur wenige experimentelle Er-
kenntnisse liber eine potenzielle allergiefordernde Wirkung von Stickstoffdioxid vor.
Eine der hiufigsten allergischen Erkrankungen ist die allergische Rhinitis, welche durch
eine IgE-vermittelte Immunreaktion gegen inhalierte Allergene entsteht. Eines der bedeu-
tendsten Innenraumallergene stellt das in den Ausscheidungen von Hausstaubmilben ent-
haltene Protein Der p 1 dar. Nasale Epithelzellen reagieren auf die Exposition mit Der p 1
mit einem Aussto3 der Zytokine IL-6 und IL-8. Diese Zytokine beeinflussen die tiefer im
Gewebe befindlichen Zellen des Immunsystems und fordern die Ausbildung einer aller-
giespezifischen Immunreaktion. Um Aufschluss iiber eine mogliche allergieférdernde
Wirkung von Stickstoffdioxid zu gewinnen, widmete sich die vorliegende Arbeit dem
Einfluss einer Exposition mit NO, auf die Zytokininduktion nasaler Epithelzellen bei
Kontakt mit Der p 1. Dabei wurde untersucht, ob eine vorangehende Begasung mit Stick-
stoffdioxid die entziindliche Reaktion von nasalen Epithelzellen auf das Hausstaubmil-
benallergen Der p 1 verstirkt. Insbesondere wurde liberpriift, ob Stickstoffdioxid in Kon-
zentrationen, wie sie in urbanen Gegenden auftreten, einen proinflammatorischen Effekt

aufweist.

Nasale Epithelzellen wurden aus Schleimhautgewebe von elf Probanden isoliert und un-
ter den Bedingungen des Air-Liquid Interface kultiviert. Das Air-Liquid Interface stellt
eine Kultivierungstechnik dar, bei der Zellen auf Membranen als Grenzschicht zwischen
flissigem Zellkulturmedium und Umgebungsluft wachsen. In einer Gasexpositionskam-
mer erfolgte eine einstiindige kontrollierte Begasung mit synthetischer Luft sowie Stick-
stoffdioxid in den drei Konzentrationsstufen 0,1 ppm, 1 ppm und 10 ppm. AnschlieBend

wurde dem Zellkulturmedium das Allergen Der p 1 in einer Konzentration von 500 ng/ml
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zugesetzt und die Kulturen fiir 24 h inkubiert. Nach Abschluss der Exposition wurde mit-
tels ELISA die Konzentration der Zytokine IL-6 und IL-8 in den Zellkulturmedien be-
stimmt. Mit Durchfiihrung eines RT-PCR wurde die relative Genexpression von IL-6 und

IL-8 in den behandelten Zellen analysiert.

Zellkulturen, die einer Kombination aus einer Begasung mit 0,1 oder 1 ppm NO> und
einer Exposition mit Der p 1 unterzogen wurden, zeigten eine deutliche Erhhung der
Konzentration von IL-6 und IL-8 im Kulturmedium. Diese unterschied sich signifikant
von unbehandelten Zellen als auch von Kulturen, die ausschlieBlich mit Der p 1 oder
Stickstoffdioxid behandelt wurden. Ebenfalls fiihrte die kombinierte Exposition zu einer
signifikant vermehrten Genexpression von IL-6. Eine Kombination aus 10 ppm NO> und
Der p 1 fiihrte im Versuch zu keiner signifikanten Verdnderung der Zytokinproduktion,
ebenfalls hatte die alleinige Exposition mit Der p 1 keine Zytokininduktion zur Folge.
Die Kombination aus Begasung mit reiner synthetischer Luft und Exposition mit Der p 1
fiihrte zu einer signifikant erhohten Genexpression von IL-6, IL-8 und die Konzentration

von IL-6 im Zellkulturmedium blieben jedoch unbeeinflusst.

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals nachgewiesen werden, dass eine Exposition
mit Stickstoffdioxid die entziindliche Reaktion von respiratorischen Epithelzellen auf den
Kontakt mit dem Allergen Der p 1 verstérkt. Der proinflammatorische Effekt wurde be-
reits nach einer einstiindigen Exposition mit 0,1 ppm NO> beobachtet. Diese Konzentra-
tion stellt den gesetzlich festgelegten Einstundengrenzwert fiir die Stickoxidbelastung der
AuBenluft dar, welcher in Deutschland an zahlreichen Messstellen regelméBig iiberschrit-
ten wird. IL-6 und IL-8 nehmen eine wichtige Rolle in der Zytokin-vermittelten allergi-
schen Entziindungsreaktion und Sensibilisierung ein. Uber die nachgewiesene Verstir-
kung der Zytokininduktion kénnte Stickstoffdioxid somit einen direkten Einfluss auf die
Ausbildung allergischer Atemwegserkrankungen nehmen. Der beobachtete synergisti-
sche Effekt von Der p 1 und NO; beruht dabei moglicherweise auf der gemeinsamen
Aktivierung eines durch den Transkriptionsfaktor NF-kB mediierten Signalweges. Wei-
tere experimentelle Untersuchungen werden den Einfluss einer Exposition mit Stickstoff-
dioxid in geringeren Konzentrationen iiber langere Zeitraume und die zugrunde liegenden

molekularbiologischen Vorgéinge aufdecken.
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7 Anhang

7.1 Tabellarische Darstellung der Ergebnisse

7.1.1 Relative Genexpression von IL-6 und IL-8

Tabelle 14: Ergebnisse der Analyse der Genexpression von Interleukin-6 und Interleukin-8 per RT-PCR.
Angabe als relative Genexpression in Relation zu unbehandelten Kulturen. Mittelwert: Arithmetischer
Mittelwert. SEM: Standardfehler des Mittelwerts.

synth. Luft NO:; 0,1 ppm NO: I ppm NO:; 10 ppm Derp 1
Probe I1L-6 IL-8 IL-6 IL-8 I1L-6 IL-8 I1L-6 IL-8 IL-6 1L-8
1 2.19 3.13 3.92 3.18 6.61 0.77 0.66 0.18 1.86 2.19
2 0.69 0.92 1.74 1.58 4.65 2.74 1.59 1.56 3.04 2.82
3 3.47 0.87 1.77 0.76  23.50 0.36 1046  0.53 3.89 0.84
4 8.75 14.53 3.71 1.81 5.27 2.50 235 0.77 5.07 1.04
5 1.32 0.96 1.86 1.54 0.92 2.27 0.95 2.51 2.16 3.70
6 14.20 7.92 36.13 6.72 233 1.15 0.51 0.06 2.30 1.13
7 1.20 1.08 2.51 0.95 22.61 1.29 8.63 0.56 0.98 0.37
8 0.98 0.59 1.33 0.60 0.60 0.32 0.57 0.17 1.81 0.60
9 0.43 1.85 1.39 1.05 2.18 1.57 2.47 0.66 2.51 2.97
10 1.40 0.87 7.73 27.95 1.30 1.06 5.21 4.47 7.61 56.36

11 4.05 3.90 2,61 243 3.39 1.07 4.09 2.81 0.58 1.36
Median 1.40 1.08 2.51 1.58 3.39 1.15 235 0.66 2.30 1.36
Mittelwert  3.52 3.33 5.88 442 6.67 1.37 3.41 1.30 2.89 6.67
SEM 1.29 13030  3.08 241 2.51 0.25 1.03 0.42 0.61 4.98

synth. Luft NO:0,1 ppm NO: I ppm NO; 10 ppm
Probe + Derp 1 + Derp 1 + Derp 1 + Derp 1

IL-6 IL-8 IL-6 IL-8 IL-6 IL-8 IL-6 IL-8

1 2.68 1.28 4.07 7.21 5.78 1.60 5.48 0.60
2 2.65 2.20 4,56 1230  2.86 3.90 6.18 2.73
3 3.11 1.95 8.70 124  51.66 242 14.48 1.24
4 2.54 0.67 5.66 2,52 4.14 2.82 1.92 0.33
5 7.61 6.10 0.76 1.09 1227  14.19 1.30 0.80
6 20.97 6.62 8.84 4.69 4.02 1.72 0.29 0.03
7 5.85 6.02 4446 7798  21.37 7.50 6.65 0.26
8 4.61 0.68 1.79 0.55 2.55 0.41 0.73 0.25
9 1.19 1.54 1.13 2.15 1.63 1.91 2.22 1.62
10 9.60 1221  39.16 47.08 499 7.08 2.46 1.83

11 2.82 3.72 0.89 0.05 1.23 1.64 11.97 3.78
Median  3.11 2.20 4.56 2.52 4.14 2.43 2.46 0.80
Mittelwert  5.79 3.91 1091 1426  10.23 4.11 4.88 1.22
SEM 1.70 1.07 4.70 7.57 4.51 1.22 1.42 0.36
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7.1.2 Konzentration von [L-6 und IL-8 im Zellkulturmedium

Tabelle 15: Ergebnisse der Analyse der Konzentration von Interleukin-6 und Interleukin-8 in den
Zellkulturmedien per ELISA. Mittelwert: Arithmetischer Mittelwert. SEM: Standardfehler des Mittelwerts.

unbehandelt synth. Luft NO:; 0,1 ppm NO: I ppm NO:; 10 ppm

Probe IL-6 IL-8 IL-6 IL-8 IL-6 IL-8 IL-6 IL-8 IL-6 IL-8
pg/ml  pg/ml  pg/ml  pg/ml  pg/ml  pg/ml pg/ml  pg/ml pg/ml  pg/ml

1 0.00 13249 8.10 355.83 17.00 383.17 28.14 10397 19.54 7191
2 0.00  79.65 0.00 86.04 000 14220 2094 263.81 0,00 137.04
3 0.00 157.02 15.09 104.12 10.66 111.83 120.23 103.41 55.14 7245
4 0.00 13696 35.07 537.26 12.78 199.59 2086 288.42 812  81.51
5 0.00  96.07 0.00  93.04 640 15758 0,00 19846 0.00 252,54
6 1056  0.00 22.64 41926 140.75 36431 19.82 118.84 0.00 67.39
7 0.00 0.00 0.00  29.70  0.00 0,00 4797  0.00 16.59  14.57
8 0.00 48330 0.00 24124 0.00 272,50 0.00 13046 0.00 78.20
9 0.00 12727 0.00 25922 6.60 16898 946 210.72 890  78.86
10 9.72 89.04 11.00 7859 93.30 94487 24.05 13140 55.64 737.23

11 890 108.89 37.68 25442 18.88 258.07 2893 91.00 34.56 340.13
Median 0.0 108.89  8.10 241.24 10.66 199.59 20.94 130.46 8.90 78.86
Mittelwert 2,65 12824 11.78 22352 2785 273.01 29.13 149.14 18.04 175.62
SEM 1.37 38.75 432 4913 13.81 75.03 999 2525 6.43 63.00

Derp 1 synth. Luft NO:0,1 ppm NO: 1 ppm NO> 10 ppm
+ Derp 1 + Derp 1 + Derp 1 + Derp I
Probe

IL-6 IL-8 IL-6 IL-8 IL-6 IL-8 IL-6 IL-8 IL-6 IL-8
pg/ml  pg/ml  pg/ml  pg/ml  pg/ml  pg/ml  pg/ml  pg/ml pg/ml  pg/ml

1 13.27 25591 1239 131.70 26.52 1042.82 4223 251.55 2791 92.07
2 9.62 28641 9.08 208.39 23.77 1548.80 3598 37533 21.21 27237
3 13.56 12920 12.17 283.06 34.45 30039 18732 356.51 76.83 170.29

4 20.81 125.67 9.88 86.62  31.17 324.67 38.02 54940 6.38 0.00
5 790 362.68 25.62 690.72 12.09 420.66 74.73 177648 0.00  65.79
6 2251 6441 119.06 35292 171.02 25254 4141 13047 0.00 67.16

7 0.00 0.00 8.88  208.84 126.57 191193 4433 247.00 11.63 0.00
8 0.00 27730 1345 329.12 0.00 673.86 0.00 30921 0.00 100.37
9 930 52130 0.00 206.09 0.00 338.87 0.00 295.62 932 21340
10 9381 907.60 92.75 682.54 208.46 1777.01 57.72 1421.04 23.11 18935

11 0.00 15821 2573 431.63 7.24 63.56 9.58 169.58 12330 454.53
Median  9.62 25591 1239 283.06 26.52 420.66 41.41 309.21 11.63 100.37
Mittelwert 17.34  280.79 2991 32833 5830 786.83 4830 53474 27.25 147.76
SEM 8.00 76.62 11.68 61.11 2235 20223 1556 16384 11.66 40.27
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