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1. Vorwort

1. Vorwort

Diese Dissertation wurde im Rahmen des Projektes PAMINA (PArticulate Matter in
INdoor and Ambient Environments) durchgefuhrt. Es handelt sich hierbei um einen
Forschungsverbund zu Exposition und Wirkung von Stauben, an dem das
Sachgebiet Umweltmedizin des Bayerischen Landesamtes flr Gesundheit und
Lebensmittelsicherheit, das Institut fur Arbeits- und Umweltmedizin der Ludwig-
Maximilians-Universitat Minchen und das Zentrum Allergie und Umwelt (ZAUM) der
Technischen Universitat Minchen und des Helmholtz Zentrums Muinchen beteiligt
sind. Geférdert wurde das Projekt vom Bayerischen Staatsministerium fir Umwelt
und Gesundheit als Vorhaben UGV03060902114.



2. Einleitung

2. Einleitung

In den letzten Jahrzehnten hat sich die Luftqualitat in den meisten Landern Europas
deutlich verbessert [1]. Allerdings gibt es eine Reihe an Belegen dafir, dass
Luftschadstoffe auch in den Konzentrationen, in denen sie heutzutage in
europaischen Landern vorkommen, zu gesundheitlichen Beeintrachtigungen fihren
konnen. Insbesondere die Exposition gegenuber Schadstoffen wie Feinstaub und
Ozon geht mit einem Anstieg an Krankenhausbesuchen in Folge von
kardiovaskularen und Atemwegserkrankungen [2] und mit einer erhohten
Mortalitatsrate einher [3-5]. So gehen Schatzungen der Weltgesundheitsorganisation
(WHO) davon aus, dass weltweit beinahe 6,4 Millionen Lebensjahre durch die
Langzeitexposition gegenuber Feinstaub verloren gehen [6, 7]. In Deutschland ist die
Lebenserwartung aufgrund der derzeitigen Feinstaubbelastung um 10,2 Monate

verkurzt [8].

2.1 Staubfraktionen: Definitionen Uber die PartikelgrofRe

Fein- und Schwebstaub oder englisch particulate matter (PM) besteht aus
luftgetragenen festen oder flissigen Teilchen, die nicht sofort zu Boden sinken,
sondern eine gewisse Zeit in der Atmosphare verweilen. Diese werden anhand ihres

aerodynamischen Durchmessers in folgende GroRenfraktionen unterteilt (Abbildung

1):

e Schwebstaub (TSP, total suspended particulates/particles): Die
Aerosolkomponente der in der Luft vorhandenen Partikel bis zu einem oberen

aerodynamischen Durchmesser von rund 30 ym (VDI 2463 Blatt 1).

e PMyqo: Partikel, die einen definierten groRenselektierenden Lufteinlass
passieren, der fur einen aerodynamischen Durchmesser von 10 ym eine
Abscheidewirksamkeit von 50% aufweist (Immission: Richtlinie 2008/50/EG,
DIN EN 12341; Emission: Entwurf DIN EN 23210-1).

e PM,s5: Partikel, die einen definierten grélRenselektierenden Lufteinlass

passieren, der fir einen aerodynamischen Durchmesser von 2,5 ym eine
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Abscheidewirksamkeit von 50% aufweist (Immission: Richtlinie 2008/50/EG,

DIN EN 14907; Emission: Entwurf DIN EN 23210-1).

o Ultrafeine Partikel: Teilchen mit einem thermodynamischen Durchmesser

kleiner 0,1 um.

Fir den Begriff ,Feinstaub® existiert keine exakte Definition. Er

wird

umgangssprachlich fur PM1o und PM2s verwendet. Im Bereich des Arbeitsschutzes

sind auRerdem folgende Bezeichnungen gelaufig:

e Gesamte Schwebstoffe: Alle von der Luft umgebenen Partikel innerhalb eines

bestimmten Volumens (DIN EN 481)

e Einatembarer Staub (E-Staub): Massenanteil aller Schwebstoffe, der durch

Mund und Nase eingeatmet wird (definierte Abscheidefunktion nach DIN EN

481; definiert bis 100 ym aerodynamischer Durchmesser)

e Thorakaler Staub: Der Massenanteil der eingeatmeten Partikel, der Uber den

Kehlkopf hinaus vordringt (DIN EN 481)

e Alveolengangiger Staub (A-Staub): Der Massenanteil der eingeatmeten

Partikel, der bis in die nicht cilierten Luftwege vordringt (definierte

Abscheidefunktion nach DIN EN 481; Abscheidegrad z.B. bei 4 ym: 50%)

100
a0
80

70

60 e 100
U 5o Abscheldeorag
bei 100 ym

Abscheidegrad in %
3
ey,

3
_addnufoysi’
UO“-HEJj |0§3AN
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Aegrodynamischer Durchmesser in pm

Abbildung 1: Konventionen definierter Staubfraktionen, die zur Staubprobennahme im
Bereich Arbeitsschutz und der Uberwachung von Emissions-/Immissionsbelastungen in

Deutschland verbindlich sind. (nach Mattenklott und Hoéfert [9])

3
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Der aerodynamische Partikeldurchmesser ist dabei definiert als der Durchmesser
einer Kugel mit der normierten Dichte von 1 g/cm3® welche die gleiche
Sinkgeschwindigkeit in ruhender oder laminar stromender Luft hat wie die Partikel
selbst [9, 10].

Die Unterscheidung der Staubfraktionen ist insbesondere deshalb von Bedeutung,
da das Gesundheitsrisiko inhalierter Staubpartikel auch davon abhangt, wie tief die
Teilchen in den Atemtrakt eindringen kdnnen. So werden Partikel, die groRer als 10
pMm sind, von Nase, Mund und Rachen zuruckgehalten. Partikel zwischen 10 und 2,5
um (PM1o_25) erreichen nur zu einem geringen Prozentsatz die kleineren Bronchien
und Alveolen. Fir Partikel unter 2,5 uym Durchmesser (PM.s) ist dagegen die
Wahrscheinlichkeit, in die Alveolen zu gelangen und deponiert zu werden, deutlich
héher [11]. Dartiber hinaus nimt mit abnehmender GroRRe die spezifische Oberflache

und damit die Reaktivitat der Partikel zu.

2.2  Zusammensetzung von Feinstauben

Aber nicht nur die PartikelgroRe, sondern auch die chemische und biologische
Zusammensetzung von Feinstauben ist fur ihr gesundheitsgefahrdendes Potential
entscheidend. Grundsatzlich handelt es sich bei Feinstauben um aulierst komplexe
Stoffgemische aus natiurlichen und anthropogenen Bestandteilen. Sie enthalten
Metalle, Salze, biologisches Material (z.B. Endotoxin), fluchtige organische
Verbindungen (VOCs) und polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAHs),
die oftmals an einen kohlenstoffhaltigen Kern adsorbiert sind [12]. Die Fraktionen
TSP und PMyo bestehen hauptsachlich aus Material der Erdkruste, Meersalz und
biologischen Faktoren, wie Bakterien und Pollen, und entstehen in erster Linie durch
mechanische Prozesse. PM, s und ultrafeine Partikel werden dagegen hauptsachlich
durch Verbrennungsprozesse gebildet und enthalten Metalle, Kohlenwasserstoffe
und Sekundarpartikel, die durch chemische Reaktionen mit gasférmigen

Verbindungen in der Atmosphare entstehen [13].
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2.3  Gesundheitliche Bedeutung von Feinstauben

Eine gesundheitsschadigende Wirkung von Feinstduben wurde sowohl in

epidemiologischen, als auch in experimentellen Studien gefunden.

2.3.1 Epidemiologische Studien

In der europaischen APHEA-Studie (Air Pollution and Health: a European Approach)
konnte gezeigt werden, dass mit jeder Erhohung der PMjo-Konzentration um 10
ug/m® die tagliche Sterblichkeitsrate um 0,6% ansteigt, die Zahl der
Krankenhausbesuche wegen Asthma und chronisch obstruktiver Lungenerkrankung
(COPD) bei den dudber 65-Jahrigen um 1% und Besuche wegen Herz-
Kreislauferkankungen um 0,5% zunehmen [2, 14, 15]. Eine Gefahrdung des
Kardiovaskularsystems wurde ebenfalls in einer Studie gefunden, die wahrend einer
Phase starker Luftverschmutzung im Jahr 1985 in Augsburg durchgeflihrt wurde. Die
hohe Partikelbelastung fuhrte hier zu einer gesteigerten Viskositat des Blutplasmas,
einer erhohten Herzfrequenz, so wie einem Anstieg der Konzentration an C-
reaktivem Protein [16-18]. In einer in Boston durchgefuhrten Studie wurde weiterhin
ein Zusammenhang der  PM;s-Konzentration mit lebensbedrohlichen
Herzarrhythmien und Herzinfarkten aufgedeckt [19, 20]. Zu einer Beeintrachtigung
der Lungenfunktion in Verbindung mit Symptomen einer Bronchitis fuhrte eine
erhdohte PMqo-Konzentration in einer Serie von schweizerischen Studien [21-23]. Als
ein Hauptbestandteil von Feinstauben bergen Partikel aus Fahrzeugemissionen ein
besonders hohes Gesundheitsrisiko. So wurde in einer kanadischen Studie gezeigt,
dass Personen, die innerhalb 100 m von einem highway oder innerhalb 50 m einer
stadtischen HauptverkehrsstraRe entfernt wohnen, insgesamt ein relatives
Mortalitatsrisiko von 1,18 (bezogen auf alle Todesursachen) und ein relatives
Mortalitatsrisiko im Zusammenhang mit kardiovaskularen oder cerebrovaskularen
Erkrankungen von 1,35-1,40 bzw. 1,79-1,85 haben [24, 25]. Desweiteren wurde in
einer deutschen prospektiven Geburtskohortenstudie der Einfluss von aus dem
Stralkenverkehr stammendem PM 5 auf allergische Erkrankungen nachgewiesen. Die
Schwarzung der PM,s-Proben — ein Mal fir die Herkunft aus dem Stralienverkehr
und insbesondere aus Dieselfahrzeugen [26] — korrelierte hier signifikant mit
asthmatischer Bronchitits, Heuschnupfen und allergischer Sensibilisierung
5
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gegenuber Pollen [8]. Kinder stellen hinsichtlich der gesundheitsschadigenden
Auswirkungen von Luftschadstoffen eine besondere Risikogruppe dar, da sich ihre
Lungen und ihr Immunsystem noch in der Entwicklung befinden und da sie aufgrund
einer hoheren Atemfrequenz hohere Dosen der Schadstoffe inhalieren als

Erwachsene [27].

2.3.2 Experimentelle Studien

Experimentelle Studien mit Feinstduben dienen in erster Linie dazu, die den
gesundheitsschadigenden Wirkungen zugrundeliegenden Mechanismen
aufzudecken und die auslosenden Bestandteile zu ermitteln. Auf diese Weise konnte
gezeigt werden, dass die Pathogenese einer durch Luftschadstoffe bewirkten
Schadigung der Lunge zum grof3en Teil durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) und
inflammatorische Zytokine vermittelt werden, die eine bedeutende Rolle im akuten
Entzindungsgeschehen spielen [28-33]. ROS beeinflussen neben ihrer oxidativen
Wirkung auch die Regulation des nuclear factor kappa B (NF-kB), eines
Transkriptionsfaktors, der an der Entstehung entzindlicher Erkrankungen beteiligt ist
[31, 34-37]. Aktiviertes NF-kB induziert seinerseits die Gentranskription des tumour
necrosis factor alpha (TNF-a) und interleukin-1beta (IL-13) als ein frihes Ereignis der
akuten inflammatorischen Antwort [38]. Beide dieser proinflammatorischen
Mediatoren veranlassen dann Uber para- oder autokrine Wege direkt oder indirekt,
dass Zellen andere inflammatorische Zytokine (z.B. interleukin-8 (IL-8),
granulocyte/macrophage colony stimulating factor (GM-CSF), interleukin-6 (IL-6) und
transforming growth factor-B1 (TGF-B1)) ausschitten [28, 34, 39-41]. Solche aus
Zellen stammenden Mediatoren kdnnen eine normale Homdostase wiederherstellen.
Kommt es aber zu einer Uberproduktion oder vermehrten Ausschittung, wirken sie
als verstarkende Faktoren in der komplexen Kaskade der akuten Inflammation und in

damit verbundenen Erkrankungen [34].

Neben dem Einfluss auf das Entziandungsgeschehen koénnen ROS auch
Schadigungen an Membranlipiden, Proteinen und der DNA hervorrufen, die den
Zelltod in Form von Nekrose oder Apoptose nach sich ziehen koénnen [42].

Feinstaub-induzierte Bildung reaktiver Sauerstoffspezies kann also pulmonale
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Inflammation verursachen, die Entwicklung der Lunge beeintrachtigen und

Erkrankungen wie COPD, zystische Fibrose und Asthma beglinstigen [43-45].

ROS, wie zum Beispiel das Hydroxyl- oder das Superoxidanionradikal, kdnnen dabei
entweder direkt aus den Feinstauben stammen oder erst endogen durch die
Umsetzung von PM-Bestandteilen erzeugt werden. Dabei wirken Redox-aktive
Ubergangsmetalle, Chinonstrukturen, die in einem Redoxzyklus metabolisiert werden
und PAHs auf synergistische Weise zusammen. Eine besondere Rolle scheinen
dabei Eisen(ll)-lonen in Feinstauben zu spielen, die fir einen Grolteil der
Generierung von Hydroxylradikalen verantwortlich gemacht werden [13, 46-48]. Das
gesamte Potential zur Generierung von Radikalen scheint allerdings starker mit dem
PAH-Gehalt der Partikelproben, als mit ihrem Gehalt an  Ubergangsmetallen

zusammenzuhangen [49].

Der PAH-Gehalt, im Speziellen der von nitro-PAHs, wirkt sich aulRerdem auf die
Mutagenitat von Feinstauben aus. Insbesondere nach metabolischer Aktivierung
durch den S9-Mix (Leberhomogenat) konnte eine mutagene Wirkung festgestellt

werden [13].

Zur Abklarung der Zytotoxizitat von Feinstduben wurden viele verschiedene
Testsysteme verwendet. Die wichtigsten Unterschiede betreffen die verwendeten
Zelltypen, Inkubationszeiten, Feinstaubfraktionen und Staubextraktionsverfahren.
Diese Variationen fuhren zu teilweise unterschiedlichen Ergebnissen. So konnten nur
drei von sieben Studien eine positive Dosis-Wirkungs-Beziehung bei steigender
Feinstaubkonzentration finden. Beim Vergleich verschiedener Feinstaubfraktionen
wurde allerdings immer die hdochste Zytotoxizitat bei den kleinsten Partikeln gefunden
[49-52]. In einigen Studien korrelierte die Zytotoxizitat mit dem PAH-Gehalt [52-54], in

anderen dagegen eher mit dem Gehalt an 16slichen Ubergangsmetallen [49, 51].

Nicht zuletzt konnte gezeigt werden, dass sich Feinstaubbestandteile auch auf
allergische Reaktionen auswirken koénnen. So koénnen einzelne von Dieselruf®
stammende PAHSs proallergische Prozesse fordern, indem sie die FceRI-gekoppelte
Mediatorfreisetzung aus humanen basophilen Granulozyten verstarken und eine

proinflammatorische Ty2-dominierte Immunantwort iniziieren [55, 56].
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2.4 Anthropogene Quellen von Feinstauben

Die besondere gesundheitliche Bedeutung der aus dem Stralenverkehr
stammenden Partikel zeigt, dass es notwendig ist, die Herkunft der untersuchten
Staube =zu berucksichtigen. In Bayern sind nach Angaben des Bayerischen
Landesamtes fur Umwelt (LfU) die haufigsten Feinstaubquellen (bezogen auf PMyg in
der AuBenluft) der Verkehr mit 57 %, die Kleinfeuerungen mit 16 %, die
Industrieanlagen mit 12 %, die landwirtschaftliche Viehhaltung mit 12 %, der
Umschlag staubender Guter mit 2 % und die Ackerlandbewirtschaftung mit 1 %
(Abbildung 2). Der hohe Beitrag des gesamten Verkehrs von 57 % ist die Summe
von rund einem Viertel (24 %) direkter Auspuffemissionen des StralRenverkehrs,
knapp einem Funftel (19 %) vom StralRenverkehr resultierender Aufwirbelungen und
aus weiteren 14 % von dieselbetriebenen Offroad-Fahrzeugen sowie dem Schienen-,
Flug- und Schiffsverkehr.

Ackerlandbewirtschaftung
1%
Umschlag staubender Giter
2%

Landwirtschaftiche Yiehhaltung
12%

Stralienverkehr
24%

Industrieanlagen
12%

“Werkehr
57 %

Aufwirbelung
Straltenverkehr
19%

Kleinfeuerungsanlagen

16% Saonstiger Verkehr

14%

Abbildung 2: Verursacher der Emissionen von Feinstaub in Bayern; Quelle:
Emissionskataster Bayern 2004, LfU 2009
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2.5 Richtlinien und Grenzwerte

Da sowohl eine kurzzeitige, als auch eine langfristige Exposition gegenlber
Feinstaub zu gesundheitlichen Beeintrachtigungen fihren kann, empfielt die WHO in
ihren Air Quality Guidelines aus dem Jahr 2005 Richtlinien fur einen 24-Stunden- und
einen Jahresmittelwert. Fiir PM1o liegen diese bei 50 bzw. 20 pg/m?, fiir PM,5 bei 25
bzw 10 pg/m® (Tabelle 1). Diese Werte spiegeln die Konzentrationen wieder, ab
denen nach dem aktuellen Wissensstand mit einem Anstieg der Mortalitatsrate zu
rechnen ist. Allerdings wird darauf hingewiesen, dass diese Richtlinien vermutlich
nicht zu einem vollstandigen Schutz fur jedes Individuum gegen alle moglichen
gesundheitsschadigenden Wirkungen von Feinstauben fuhren, da bisher noch keine
Konzentration gefunden wurde unterhalb derer keine Gesundheitsschadigung auftritt
[57]. Ein Erstellen von Grenzwerten sollte daher immer darauf abzielen, eine

moglichst geringe Feinstaubkonzentration zu erreichen.

Die europaische Komission legte in der Richtlinie 1999/30/EG Grenzwerte fur PM4g
fest. Die seit 2005 einzuhaltenden Grenzwerte liegen hier fur das Jahresmittel bei 40
ug/m® und fir das 24-Stundenmittel bei 50 pg/m® wobei maximal 35
Uberschreitungen pro Jahr stattfinden dirfen [58]. In deutsches Recht umgesetzt
wurden diese PM1o-Grenzwerte mit dem 22. Bundes-Immissionsschutzgesetz. In den
USA erfolgt die Regulierung dagegen hauptsachlich Gber Grenzwerte fur PM, 5. Die
oberste amerikanische Umweltbehdrde (Environmental Protection Agency, kurz:
EPA) schreibt in ihren National Ambient Air Quality Standards Grenzwerte von 35
ug/m?® fir das 24-Stunden-Mittel und 15 ug/m? fiir den Jahresdurchschnitt vor. Fiir
PM1o gibt es in den USA lediglich einen 24-Stunden-Grenzwert, der mit 150 pg/m®
dreimal hoher liegt als der in der EU gultige und von der WHO empfohlene Wert von

50 pug/m°. Alle genannten Grenzwerte gelten ausschlieBlich fiir die AuRenluft.

Bei Grenzwertlberschreitungen sind in der EU als Sofortmalinahmen Aktionsplane
und als langerfristige MalRnahmen Luftreinhalteplane zu erstellen. In Deutschland
wird beispielsweise der Einbau von Partikelfiltern in Kraftfahrzeuge steuerlich
gefordert und von Seiten einiger Kommunen wurden Umweltzonen eingefuhrt, die

von Fahrzeugen mit hohen Feinstaubemmissionen nicht befahren werden durfen.
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Tabelle 1: Richt- und Grenzwerte flr Feinstaub in der AuRenluft

PM10 |3'\/'2.5

24 Stunden Kalenderjahr | 24 Stunden Kalenderjahr
WHO Air Quality Guideline | 50 pg/m?® 20 pg/m® 25 pg/m® 10 ug/m?®
Richtlinie 1999/30/EG 50 pg/m?® 40 pg/m?® - -

(max. 35

Uberschrei-

tungen)
22. Bundes- 50 pg/m?® 40 pg/m?® - -
Immissionsschutzgesetz (max. 35

Uberschrei-

tungen)
EPA National Ambient Air | 150 pg/m® - 35 pg/m?® 15 pg/m®
Quality Standards

2.6 Feinstaube in Innenraumen

Die beschriebenen Grenzwerte gelten ausschliellich flr Feinstaube in der AuRenluft
und auch der Grofteil der Studien, die sich mit der gesundheitlichen Bedeutung von
Feinstauben befassen, bezieht sich auf AuRenluftpartikel. Die individuelle Exposition
gegenuber Feinstauben findet allerdings Uberwiegend in geschlossenen Raumen
statt, da sich die meisten Menschen zu mindestens 85% der Zeit in Innenrdumen
aufhalten [59, 60].

Die in Innenrdumen vorliegenden Feinstaubkonzentrationen variieren je nach
baulichen Bedingungen, konkreter Nutzung, Art und Intensitat potenzieller
Innenraumquellen, der Nahe zu Aufenluftquellen und der Partikelbewegungen von
aulden nach innen und umgekehrt, sowie der vorherrschenden meteorologischen
Bedingungen. Wesentliche Innenraumquellen sind: Verbrennungsprozesse wie das
Betreiben von offenen Brennstellen (Kamine, Gastherme, Gasherde), Abbrennen von
Kerzen und insbesondere Rauchen im Innenraum, Kochen, der Betrieb

elektronischer Gerate, u. a. Laserdrucker, Heimwerkertatigkeiten, das mechanische
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Auf- und Verwirbeln von sedimentierten Partikeln ebenso wie der Eintrag u. a. von

anhaftenden Stauben an Schuhen und Kleidungsstlicken [61].

Fur die Feinstaubbelastungssituation von Wohnungen ist ein entscheidender Faktor,
ob es sich um Raucher- oder Nichtraucherhaushalte handelt. So ergaben
Untersuchungen Berliner Wohnungen tagsuber in Raucherhaushalten — in denen
wahrend der Probenahme nicht geraucht wurde — PMs-Konzentrationen von 18 bis
787 pug/m® (Winter) bzw. von 57 bis 140 ug/m*® (Sommer). Demgegeniiber bewegten
sich die Gehalte in Nichtraucherhaushalten von 12 bis 47 pg/m?® (Winter) und von 12
bis 59 ug/m® (Sommer) [62]. In Schulen ist dagegen nicht mit Zigarettenkonsum zu
rechnen. Hier wirken sich eher die Raumnutzung und das Luftungsverhalten auf die
Feinstaubkonzentrationen aus. Die Konzentrationen bewegen sich hier fir PMz 5 von
3 bis 81 pg/m?® (Winter) bzw. von 5 bis 35 ug/m*® (Sommer) und fiir PM+o von 16 bis
313 pg/m3 (Winter) bzw. von 18 bis 178 pg/m3 (Sommer) [63]. Auffallig ist der
ausgepragte Unterschied der Feinstaubbelastung zwischen dem Winter- und dem
Sommerhalbjahr. Insbesondere die hohen Gehalte an groberen Partikeln deuten
darauf hin, dass Aufwirbelungsphanomenen eine wesentliche Bedeutung zukommt.
So wurde eine Assoziation der Feinstaubgehalte (PM4o) mit der Anzahl und Aktivitat
der Raumnutzer, dem Raumvolumen und der Raumflache in Klassenrdumen
beobachtet [63]. Die durchschnittliche PM4y Belastung liegt in den Schulen mit 105
(Winter) bzw. 72 pg/m*® (Sommer) deutlich tUber den in Europa fiir die AuRenluft
geltenden Grenzwerten.

Dass diese im Vergleich zur AuBenluft erhdhten Feinstaubkonzentrationen in
Schulrdumen auch zu einem gesteigerten Gesundheitsrisiko flhren, lasst sich
allerdings nicht ohne weiteres schlussfolgern. Dazu musste bekannt sein, ob
Innenraumstaube die gleiche Zusammensetzung und die gleichen Auswirkungen auf
den Organismus haben wie Feinstaube der AulRenluft. Dies ist jedoch erst in einigen
wenigen Studien untersucht worden. Janssen et al. fanden in einer vergleichenden
Untersuchung der elementaren Zusammensetzung von PMyy aus Klassenzimmern
und der AuRenluft, dass die erhdhte Konzentration in solchen Innenrdumen auf die
Resuspension von gréberen Partikeln zurlckzufiihren ist. Diese enthielten
gegenuber den Aufenluftstduben deutlich hohere Mengen an den Elementen
Silizium, Calcium und Titan, die aus Materialien der Erdkruste stammen. Die

einzigen Elemente, die in den Innenrdumen nicht angereichert waren, sind Schwefel,
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Brom, Blei und Chlor, die Uberwiegend in kleineren, nicht aus Krustenmaterial
stammenden Partikeln vorkommen [64]. Stranger et al. konnten in einer Analyse von
PM,5s aus Grundschulklassenzimmern ebenfalls eine Anreicherung der Elemente
Silizium, Calcium und Titan und darUber hinaus von Chlor, Aluminium, Kalium und
Eisen messen [65]. Durch eine Klassifizierung von Einzelpartikeln war es Avigo et al.
moglich, Rul3, biogene Partikel und Aluminoslilikatpartikel als haufigste Partikeltypen
in einatembarem Staub aus brasilianischen Grundschulklassenzimmern zu
identifizerien [66]. Da in Gebauden entwickelter Lander viele synthetische Materialien
verwendet werden, liegen die Konzentrationen vieler flichtiger organischer
Verbindungen (VOCs) deutlich Gber denen der AulRenluft. So wurden beispielsweise
bis zu zehnfach hohere Konzentrationen an dem haufig in Reinigungsmitteln
enthaltene d-Limonen gemessen. Desweiteren stellen Chloroform, das als
Nebenprodukt bei der Trinkwasserdesinfektion entsteht, a-Pinen und (3-Pinen als
Bestandteile synthetischer Farben und Formaldehyd, das aus Materialien des
Gebaudes oder der Einrichtungsgegenstande entweichen kann, eine dominante

Innenraumquelle dar [67].

Innenraumstaube setzen sich aber nicht nur anders zusammen als Staube der
AulBenluft, sondern sie haben auch unterschiedliche bzw. unterschiedlich starke
Auswirkungen auf die Gesundheit. So zeigten Koénig et al., dass entzindliche
Prozesse der Atemwege bei Asthmatikern (gemessen an ausgeatmeten Stickoxid)
mit der Konzentration an PM;,s der Aulenluft, nicht aber mit im Innenraum
generiertem PM,s zusammenhangt [68]. Monn und Becker untersuchten an
humanen Monozyten die proinflammatorische Wirkung (IL-6- und IL-8-Freisetzung)
und zytotoxische Potential (Hamazytometer) von groben (PM1¢.25) und feinen (PM;5)
Feinstauben aus Innenraumen und aus der Aufenluft und fanden signifikante
zytotoxische und proinflammatorische Effekte ausschliel3lich bei Exposition
gegenuber der groben Aulenluftstdube. Die Zytotoxizitat lie® sich dabei auf
Ubergangsmetalle, die inflammatorische Wirkung auf Endotoxine zurlckfihren [69].
Long et al. fanden dagegen eine starkere proinflammatorische Wirkung — gemessen
an der Freisetzung des tumor necrosis factor (TNF) — von PM; 5 aus Innenrdumen als
von PM,s der Aullenluft [70]. Diese zum Teil widersprichlichen Befunde zeigen,
dass zwar keine generellen Aussagen uber die Wirkung von Innenraumstauben
gemacht werden konnen, dass Staube aus Innenrdumen aber durchaus ein

Potential zur Gefahrdung der Gesundheit besitzen.
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2.7  Polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAH)

Wie bereits erwahnt, kann die Wirkung von Feinstauben mit ihrem Gehalt an PAHs
zusammenhangen. Im Folgenden soll daher auf diese Stoffgruppe naher
eingegangen werden. Die Stoffgruppe der polyzyklischen aromatischen
Kohlenwasserstoffe umfasst mehrere hundert Einzelsubstanzen. lhr Grundgerust
besteht aus zwei oder mehreren miteinander verbundenen (anellierten)
Benzolringen, die unterschiedlich modifiziert sein kénnen [71]. PAHs sind
uberwiegend neutrale, unpolare Feststoffe, die farblose, gelbliche oder grine
Kristalle bilden. Die Wasserloslichkeit von PAHs ist gering. Mit zunehmender Anzahl

an Ringen sind PAHs schwerer flliichtig und noch weniger wasserldslich [72].

PAHs entstehen bei der unvollstandigen Verbrennung (Pyrolyse) und beim Erhitzen
von organischem Material unter Luftabschluss [73]. Sie finden sich in den Abgasen
von Heizungen (insbesondere Kohleheizungen), Kraftfahrzeugen, Kokereien, Stahl-
und Aluminiumfabriken und der erdodlverarbeitenden Industrie [74]. Aul3erdem sind
sie in Flugasche, gebrauchten Schmierdlen, Teer, Bitumen, Rul3, geraucherten,
gegrillten und gebratenen Nahrungsmitteln und Tabakrauch vorhanden. Auch durch
naturliche Prozesse wie Waldbrande kénnen groRe Mengen PAHs entstehen [75].
PAHSs treten je nach Art der Pyrolyse und des Ausgangsmaterials in unterschiedlicher
Zusammensetzung, jedoch immer als Gemisch auf. Sie verbreiten sich — zumeist an
Staubpartikel gebunden [75] — ubiquitar in der Umwelt und kdénnen gleichermalen
Luft, Boden und Wasser kontaminieren . Schon in den 1980er Jahren stellte die US-
amerikanische Umweltbehorde (EPA) eine Liste der am haufigsten in Umweltproben
(Bdden, Sedimente) nachgewiesenen PAHs zusammen: Dies sind Acenaphthen,
Acenaphthylen, Anthracen, Benz[alanthracen, Benzo[b]fluoranthen, Benzo[k]-
fluoranthen, Benzo[g,h,i]perylen, Benzo[a]pyren, Chrysen, Fluoranthen, Fluoren,
Indeno[1,2,3-cd]pyren, Naphthalin, Phenanthren und Pyren, und Dibenzol[a,h]-
anthracen (Abbildung 3). Vom Menschen werden PAHs Uber Nahrung, Haut und

Atemluft aufgenommen [72].
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Abbildung 3: Strukturen der 16 EPA priority PAHs; der blaue Punkt kennzeichnet die BAY-
Region

PAHs besitzen fir den Menschen zwar nur eine geringe akute Toxizitat, bei
langzeitiger Exposition konnen einige Vertreter dieser Stoffgruppe allerdings starke
gesundheitsschadigende Wirkungen aufweisen: Verschiedene PAHs wirken
mutagen, beeintrachtigen die Fortpflanzung und kdénnen Krebs auslésen. Die
International Agency for Research on Cancer (IARC) stuft Belastungen mit PAH-
Gemischen in die Gefahrengruppe 1 (nachweislich kanzerogen) ein, wahrend alle
Einzelsubstanzen maximal in Gruppe 2A eingestuft werden (wahrscheinlich
kanzerogen). Krebs auslésende Wirkung haben vor allem PAHs mit vier oder mehr
Benzolringen. AuRerdem ist die fur viele PAHs typische Bay-Region (Abbildung 3)
ein Anzeichen fur deren Kanzerogenitat (Ausnahme: Phenanthren) [76]. Nach

dermaler Aufnahme solcher Substanzen erhoht sich vor allem das Risiko flr
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Hautkrebs: Bei Schornsteinfegern wird Benzo[a]pyren flr den besonders in friiheren
Jahren gehauft auftretenden Hautkrebs verantwortlich gemacht. Nach Inhalation
erhoht sich das Risiko, an Lungenkrebs zu erkranken. Dabei leistet der PAH-Gehalt
im Tabakrauch einen wesentlichen Beitrag zur Entstehung von Lungenkrebs. Weitere
Krebsleiden, die in Zusammenhang mit PAHs gebracht werden, sind Kehlkopf-,
Magen-, Darm- und Blasenkrebs. PAHs sind so genannte indirekte Kanzerogene, die
erst durch metabolische Umwandlung mutagen und kanzerogen werden [72]. Diese

metabolische Aktivierung erfolgt durch Enzyme des Fremdstoffmetabolismus.

2.8 Fremdstoffmetabolismus

Da lipophile Substanzen, wie beispielsweise PAHs, nur schlecht aus dem Korper
ausgeschieden werden kénnen, hat sich im Laufe der Evolution ein Enzymsystem
entwickelt, das solche Stoffe in hydrophilere und damit leichter ausscheidbare
Substanzen transformiert. Dieser als Biotransformation bezeichnete Prozess findet
Uberwiegend in der Leber, zu geringerem Mal3e aber auch in anderen Organen statt.

Er lasst sich in fogende drei Phasen unterteilen [77]:

Phase |: Hier werden Fremdstoffe oxidiert, reduziert oder hydrolisiert. Hauptvertreter

dieser Phase sind die Cytochrom-P450-Monooxigenasen.

Phase II: Ein Phase-I-Produkt wird hier in einer Konjugationsreaktion an eine
Tragersubstanz gebunden, wodurch der Fremdstoff hydrophiler wird. Die Konjugation
erfolgt Uberwiegend mit Glutathion (Glutathion-S-Transferasen), aktivierter
Glucuronsaure  (UDP-Glucuronyltransferase), = Aminosauren  (Trans-acylase),
aktivierter Essigsaure (N-Acetyltransferase), aktiviertem Sulphat (Sulfo-transferasen)

und Catecholaminen (Catechol-O-Methyltransferase).

Phase lll: Hierzu zahlen die Enzyme und Prozesse, die den Transport der Phase-lI-
Konjugate aus der Zelle ermdglichen. Solche Transportproteine sind beispielsweise
Vertreter der ATP-bindenden Kasetten (ABC)-Transporterfamilie.

Die Eliminierung der transformierten Fremdstoffe erfolgt Uber die Nieren (Urin), Gber

die Leber und den Darm (Fazes), sowie Uber die Lunge (Atem) [78].
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Die schon erwahnten Cytochrome P450 (CYPs) sind fir den
Fremdstoffmetabolismus von ganz besonderer Bedeutung. Zum einen wird die
uberwiegende Mehrheit der in der Phase | metabolisierten Verbindungen von CYPs
umgesetzt, was aufgrund der breiten Substratspezifitat dieser Enzyme moglich ist.
Zum anderen kénnen CYPs reaktive Metabolite, wie beispielsweise Epoxide,
generieren, die eine grolere toxische Wirkung besitzen als die
Ausgangsverbindungen. Wird also eine Metabolismus-vermittelte Toxizitat
beobachtet, so ist diese in einem GroRteil der Falle auf eine metabolische Aktivierung

Uber Cytochrome P450 zurtckzufuhren [77].

Die Bezeichnung P450 stammt von der Beobachtung, dass das Enzym, wenn
Kohlenstoffmonoxid  daran  gebunden ist, im  UV/VIS-Spektrum  ein

Absorptionsmaximum bei 450 nm besitzt (,Pigment 450%) [79-81].

CYPs kommen hauptsachlich in der Leber vor. Es existieren aber auch Isoformen,
die Uberwiegend extrahepatisch gebildet werden. CYP2S1 kommt beispielsweise
vermehrt in Epithelien wie Haut und Schleimhauten vor. CYP1A1 (nach Induktion)

und CYP1B1 werden ubiquitar exprimiert, aber eben gerade nicht in der Leber [77].

Die Superfamilie der Cytochrome P450 umfasst nach dem derzeitigen Wissensstand
Uber die Artgrenzen hinweg 7700 Mitglieder [82]. Das humane Genom kodiert fur 57
verschiedene Formen des CYP-Proteins, die sogenannten Isoformen oder
Isoenzyme [83]. Mindestens 15 davon werden mit der Metabolisierung von
Medikamenten und andere Fremdstoffen in Verbindung gebracht. Dazu gehoéren die
Isoenzyme: CYP1A1, CYP1A2, CYP1B1, CYP2A6, CYP2A13, CYP2B6, CYP2CS,
CYP2C9, CYP2C18, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1, CYP3A4, CYP3A5 und CYP3A7
[83, 84]. Die Nomenklatur der CYP-Isoformen ist von der durch Gensequenzierung
bestimmten Ahnlichkeit der Aminosauresequenzen abgeleitet. Normalerweise
werden Aminosduresequenzen mit einer Ahnlichleit von iber 40% zu einer Familie
zusammengefasst und mit einer Nummer gekennzeichnet (z.B. CYP1). Desweiteren
werden Sequenzen mit einer Ahnlichkeit von iber 55% in Unterfamilien gruppiert und
mit einem Buchstaben versehen (z.B. CYP1A). Zu einer spezifischen Isoform werden
schlieRlich Sequenzen mit einer Ahnlichkeit von Uber 97% zusammengefasst. Diese

werden mit einer weiteren Zahl gekennzeichnet (z.B. CYP1A1) [85].
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Cytochrome P450 sind Ham-Thiolat-Proteine, die flr die Monooxygenierung ihrer
Substrate molekularen Sauerstoff und die Reduktionsaquivalente NADH und NADPH
bendtigen:

RH + O, + 2H* + 2™ (von NAD[P]H) — ROH + H,0

Die ersten vier Schritte des katalytischen Zyklus der CYPs sind bereits gut
charakterisiert worden (Abbildung 4). Im ersten Schritt wird das Substrat gebunden,
wodurch das Absorptionsmaximum, der Spin-Zustand und das Redox-Potential des
Ham-Protein-Systems verandert werden. Der zweite Schritt besteht aus einer ein-

" zu Fe". Im dritten Schritt wird

Elektronen-Reduktion des Komplexes von Fe
molekularer Sauerstoff gebunden und ein Superoxid-Komplex gebildet. Der vierte
Schritt besteht schlieBlich aus einer zweiten Reduktion, die zur Bildung von
»aktivierten Sauerstoffspezies fuhrt. Diese katalysieren in den meisten Fallen als
hochreaktive und elektrophile Eisen-Oxo-Intermediate ([C] Abbildung 4) eine
Hydroxylierung (O-Insertion) oder in der Hydroperoxo-Form ([B] Abbildung 4) eine
OH*-Insertion oder einen nucleophilen Angriff ([A]* und [B]" Abbildung 4). Die
Sauerstoff-freien Formen der Enzyme kdénnen aullerdem eine Reduktion,
Isomerisation, Dimerisation, Dehydration oder Dealkylierung katalysieren [86].
Zusammen mit einer groRen Zahl an Apoproteinen und intrinsischen Aktivitaten aller
ihrer Substrate fUhren diese unterschiedlichen Reaktionsmechanismen dazu, dass
Cytochrome P450 ein aullergewohnlich weites Spektrum an Reaktionen katalysieren

konnen [86].
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Abbildung 4: Katalytischer Zyklus der Cytochrome P450 [86]

2.9 Biogene Staubkomponenten und ihre Auswirkungen auf die Gesundheit

Neben den PAHs sind biogene Komponenten, die entweder ebenfalls an
Umweltpartikel adsorbiert sein kdonnen oder selber in partikuldrer Form in der
Atmosphare vorkommen, von besonderer gesundheitlicher Bedeutung. Entgegen
frlherer Einschatzungen stellt die Biosphare eine wichtige Quelle flr primare
Aerosolpartikel dar. So werden unter anderem Haare, Schuppen, Hautfragmente,
Debris von Pflanzen und Insekten, Pollen, Sporen, Bakterien, Algen, Pilze, Viren und
Proteinkristalle als biogene Partikel in die Atmosphere abgegeben [87]. Der Antelil
dieser Partikel an der Masse der gesamten primaren Aerosolpartikel wird auf 16%
[87] und an der Masse von PM, s auf 4 bis 11% [88] geschatzt.

Als luftgetragene biologische Agentien sind sie sowohl mit infektiésen, als auch mit
nicht-infektiosen Erkrankungen assoziiert [89]. So sind akute Atemwegsinfektionen,
wie zum Beispiel bakterielle und virale Lungenentzindungen, Grippe, Tuberkulose

und Masern, die Hauptursache fur infektionsbedingte Todesfalle, wovon
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Uberwiegend Kinder unter funf Jahren betroffen sind [90]. In entwickelten Landern
verlaufen Atemwegsinfektionen zwar selten todlich, allerdings sind die Infektionsraten
auch hier ahnlich hoch (4-6 pro Kind pro Jahr). In den USA treten beispielsweise pro
Jahr uber 1 Milliarde akute Atemwegsinfektionen auf. Dieses Mal} an Morbiditat
Ubersteigt bei weitem die Infektionen, die durch Pathogene aus Lebensmitteln (10-
fach) oder aus dem Trinkwasser (10.000-fach) verursacht werden [89, 91, 92].
Luftgetragene biologische Staubkomponenten, wie Allergene, Pilze, thermophile
Actinomyceten, Endotoxin und 1,3-beta-D-Glucan werden dariber hinaus auch mit
nicht-infektiosen Erkranungen, wie Allergien, Asthma und exogen allergischer

Alveolitis in Verbindung gebracht [89].

2.10 Allergische Reaktionen

Eine Allergie ist eine verstarkte, spezifische Abwehrreaktion gegenuber an sich
harmlosen Substanzen im Sinne einer krank machenden Uberempfindlichkeit. In
diesem Zusammenhang wird die Neigung bestimmte Krankheiten wie allergisches
Asthma bronchiale, allergische Rhinokonjunktivitis und atopisches Ekzem zu

entwickeln, als Atopie bezeichnet [93].

Allergische Reaktionen vom Soforttyp (Typ-I-Hypersensibilitatsreaktionen) treten auf,
wen ein Individuum nach dem Kontakt mit einem Antigen oder Allergen
Immunglobulin E (IgE) produziert (da es sensibilisiert wird) und daraufhin erneut mit
demselben Allergen in Berthrung kommt. IgE unterscheidet sich von anderen
Antikérperisotypen vor allem darin, dass es hauptsachlich in Geweben vorkommt, wo
es Uber den hochaffinen IgE-Rezeptor FceRI fest an die Oberflache insbesondere
von Mastzellen gebunden ist. Die Bindung eines Antigens an IgE fuhrt zu einer
Quervernetzung dieser Rezeptoren und zur Freisetzung von chemischen Mediatoren
aus den Mastzellen (Abbildung 5). Die ausgeschutteten Mediatoren, zu denen
inflammatorische Lipidmediatoren, Cytokine und Chemokine gehoéren locken
basophile und eosinophile Zellen an den Ort der IgE-vermittelten Reaktion, welche
ebenfalls den FceRI exprimieren, somit oberflachengebundenes IgE prasentieren
und ihrerseits nach Rezeptorquervernetzung die Typ-I-Reaktion durch
Mediatorfreisetzung weiter verstarken konnen. Auf die durch Mastzelldegranulation

hervorgerufene allergische Sofortreaktion folgt also als Spatreaktion eine
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langeranhaltende Entziindung, an der auch andere Effektorzellen (Ty2-Lymphocyten,
eosinophile und basophile Zellen) beteiligt sind. Bei der Mastzelldegranulation
werden vorgefertigte Mediatoren ausgeschuttet. Dazu gehoéren das kurzlebige und
vasoaktive Amin Histamin, das zu einer sofortigen Erhohung der lokalen
Durchblutung und Gefalddurchlassigkeit fihrt und auRerdem die Enzyme Chymase,
Tryptase und Serinesterasen, die ihrerseits bestimmte Metalloproteinasen aktivieren,
die dann durch den Abbau von Matrixproteinen Gewebeschaden verursachen.
Ebenfalls freigesetztes TNF-a aktiviert Endothelzellen, die daraufhin bestimmte
Adhasionsmoleklle verstarkt exprimieren, welche das Eindringen von
inflammatorischen Leukozyten férdern. Desweiteren werden Cytokine wie IL-4 und
IL-13, welche die Tun2-Reaktion aufrechterhalten und Lipidmediatoren, die
Kontraktionen der glatten Muskulatur, eine erhdhte Gefallpermeabilitat und

Schleimfreisetzung verursachen, synthetisiert und sezerniert.

Antigen
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Abbildung 5: Vereinfachtes Schema des FceRI-Signalweges in Mastzellen [94]
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Letztendlich fihren diese Prozesse abhangig vom Ort der Allergenexposition und
Mastzellaktivierung zu unterschiedlichen Kklinischen Auswirkungen. Gelangt das
Allergen direkt ins Blut oder wird wird es schnell vom Darm absorbiert, kommt es zu
einer systemischen Anaphylaxie, die duch eine erhdhte Gefalldurchlassigkeit und
damit verbundenen Blutdruckabfall, Zusammenziehen der Atemwege, Atembe-
schwerden, Anschwellen des Kehldeckels gekennzeichnet ist und im schlimmsten
Fall zum Erstickungstod fuhren kann. Bei Aufnahme des Allergens Uber die Haut
kommt es zu erythematdser Quaddelbildung. Eine Exposition gegeniber dem
Allergen an der Luft ruft an der Augenbindehaut eine allergische Konjunktivitis
hervor. In den oberen Atemwegen verursacht sie Symptome der allergischen Rhinitis
(Heuschnupfen). Dazu gehdren intensiver Juckreiz, Niesen und Verstopfung und
.Laufen® der Nase. In den unteren Atemwegen fluhrt sie zu allergischem Asthma, das
durch eine Bronchokonstriktion sowie erhohter Flussigkeits- und Schleimsekretion
gekennzeichnet ist, wodurch das Atmen erschwert wird. Solche Asthmaanfalle
konnen lebensbedrohlich sein. Allergisches Asthma entsteht zwar durch eine
Reaktion auf ein spezifisches Antigen, bleibt aber auch ohne Allergenkontakt in Form
einer chronischen Entzindung bestehen. Somit kdbnnen spatere Asthmaanfalle nicht
nur durch das urspringliche Antigen, sondern auch durch andere Faktoren ausgelost
werden. Beispielsweise sind die Atemwege von Asthmatikern extrem empfindlich
gegenuber chemischen Reizen aus der Umwelt wie Zigarettenrauch oder
Schwefeldioxid [94-96].
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3. Ziel der Arbeit

In Grundschulklassenzimmern wurden im Vergleich zur Aul3enluft deutlich erhdhte
Feinstaubkonzentrationen gefunden [63]. In dieser Arbeit soll zum einen die
Zusammensetzung solcher in Klassenzimmern vorkommender Feinstaubpartikel und
zum anderen ihre gesundheitliche Bedeutung untersucht werden. Von besonderer
Bedeutung soll dabei die Frage sein, ob sich diese Innenraumfeinstaube in ihrer
Zusammensetzung und biologischen Wirkung von Feinstduben der die Schulen

umgebenden Aulienluft unterscheiden.

Zur Analyse der elementaren Zusammensetzung der Feinstaubpartikel soll das
Verfahren der energiedispersiven Rontgenmikroanalyse (EDX) zum Einsatz
kommen. Damit lassen sich die chemischen Elemente, die in einem Partikel
vorkommen, quantifizieren, so dass die Partikel einzeln hinsichtlich ihrer
anorganischen Zusammensetzung klassifiziert werden konnen. Dies soll einen
Vergleich der relativen Haufigkeiten verschiedener Partikeltypen in den
Feinstaubproben unterschiedlicher Klassenzimmer und insbesondere zwischen

Innenraum- und Aulienluftproben ermdglichen.

Der Schwerpunkt dieser Arbeit soll auf der Analyse der gesundheitlichen Bedeutung
von Innenraumfeinstauben liegen. Es soll zunachst die zytotoxische Wirkung von
PMjo untersucht werden, sowohl als akute Toxizitat, als auch als Metabolismus-
vermittelte Zytotoxizitat nach metabolischer Aktivierung organischer PMjo-
Bestandteile durch Enzyme der Cytochrom P450-Familie. Dartber hinaus soll in
einer genomweiten Genexpressionsstudie nach weiteren gesundheitlichen
Auswirkungen einer Exposition gegenuber PMqy gesucht werden. Dies soll zum
einen einen Uberblick Uber die verschiedenen Wirkungen von unterschiedlichen
Feinstauben verschaffen und zum anderen einen tieferen Einblick in die betroffenen
Wirkmechanismen ermoglichen. Die genomweite Analyse soll zunachst mit den
Staubproben einer Schule durchgefuhrt und mit Hilfe von humanen Affymetrix
Genexpressions-Chips gemessen werden. Mittels real-time RT-PCR sollen die
Ergebnisse der am starksten regulierten Gene bestatigt werden und die Analyse auf
die Staube aller beprobten Schulen ausgeweitet werden. Desweiteren soll abgeklart
werden, ob die Schulfeinstaube einen Einfluss auf allergische Reaktionen haben. In
diesem Zusammenhang wurde in der Literatur bereits ein adjuvanter Effekt von

Feinstauben auf die Mediatorfreisetzung von basophilen Granulozyten beschrieben
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[55]. Bei allen Untersuchungen, die zur Abklarung der gesundheitlichen Bedeutung
der Feinstaube durchgefuhrt werden sollen, steht im Mittelpunkt des Interesses der
Vergleich der Wirkung von Innenraum- und Auf3enluftstauben. Daruber hinaus sollen
Zusammenhange zwischen der Zusammensetzung und Wirkung verschiedener

Feinstaube aufgedeckt werden.
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41 Chemikalien, Verbrauchsmaterialien und Gerate

Chemikalien

Bovines Collagen Typ 1
Bovines Serum Albumin (BSA)

CellTiter-Glo® (Luminescent
Cell Viability Assay)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

D-PBS (w/o Ca/Mg)

Fetal Bovine Serum (FBS)

Flow CAST®

Fibrinectin, Bovine Plasma

BD Biosciences, San Jose, USA,
Best. Nr. 354231

Merck, Darmstadt, Best. Nr. 12018

Promega, Madison, USA,
Best. Nr. G7571

Merck, Darmstadt, Best. Nr. 116743

Gibco, Invitrogen Corporation, Paisley,
Schottland, Best. Nr. 14190-094

HyClone, Perbio, Thermo Fisher
Scientific, Best. Nr. CH30160.03

BUHLMANN Laboratories AG,
Schénenbuch, Schweiz, Best. Nr. FK-
BAT

Calbiochem, MerckKGaA, Darmstadt,
Best. Nr. 341631

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit Applied Biosystems, Foster City,

L-Glutamin 200 mM (100x)

MEM Sodium Pyruvate (100mM)

Penicillin/Streptomycin-Losung

QlAshredder
24

USA, Best.Nr. 4368814

Gibco, Invitrogen Corporation, Paisley,
Schottland, Best. Nr. 25030-032

Gibco, Invitrogen Corporation, Paisley,
Schottland, Best. Nr. 11360-039

Gibco, Invitrogen Corporation, Paisley,
Schottland, Best. Nr. 15140-148

Qiagen, Hilden, Best. Nr. 79654



4. Material und Methoden

RNA Nano Chips

RNeasy Micro Kit

TagMan Array Micro Fluidic Cards

TagMan Assays auf den TagMan Array Micro Fluidic Cards:

Gen
ALDH1A3
BIRC3
CAMK2B
CCL20
CFB
CLDN1
CXCL1
CXCL2
CXCL3
CXCL5
GAPDH
CXCL6
CYP1A1
CYP1B1
CYP2s1
EREG
GREM1
HPRT1
ICAM1
IL1A
IL1B
IL24
IL6

IL8

TaqMan® Universal PCR Master Mix

Trypsin-EDTA .05%

Verbrauchsmaterialien

Eppendorf Tubes 1,5 ml

Agilent Technologies, Waldbronn,
Best. Nr. 5067-1511

Qiagen, Hilden, Best. Nr. 74004

Applied Biosystems, Foster City, USA,
Best. Nr. MFC_384

TagMan Assay

Hs00167476_m1
Hs00154109_m1
Hs00176186_m1
Hs00355476_m1
Hs00156060_m1
Hs01076359_m1
Hs00236937_m1
Hs00236966_m1
Hs00171061_m1
vHs00171085_m1
Hs99999905_m1
Hs00237017_m1
Hs01054797_g1l

Hs00164383_m1
Hs00258076_m1
Hs00914313 _m1l
Hs00171951_m1
Hs99999909_m1
Hs99999152_m1
Hs00174092_m1
Hs01555413_m1
Hs01114274_m1
Hs00985641_m1
Hs01553824 g1

Gen
IQGAP1
KRT6B
LIF
MMP1
NDRG1
NFKBIA
NPTX1
NQO1
PTX3
RALBP1
S100A8
S100A9
SAA1;SAA2
SERPINA3
SERPINB2
SERPINB3
SOD2
STC1
STC2
TIPARP
TLR2
TNFAIP2
TNFAIP3
TSLP

TagqMan Assay

Hs00182622_m1
Hs00745492_s1
Hs01055668_m1
Hs00899660_g1
Hs00608389_m1
Hs00153283_m1
Hs00159652_m1
Hs02512143 sl
Hs01073991_m1
Hs00183639_m1
Hs00374264_g1
Hs00610058_m1
Hs00761940_s1
Hs01038298_m1
Hs00234032_m1
Hs00199468_m1
Hs00167309_m1
Hs00174970_m1
Hs00175027_m1
Hs00296054_m1
Hs00152932_m1
Hs00196800_m1
Hs00234713_m1
Hs00263639_m1

Applied Biosystems, Foster City, USA,
Best. Nr. 4304437

Gibco, Invitrogen Corporation, Paisley,
Schottland, Best. Nr. 25300-096

Eppendorf, Hamburg,
Best. Nr. 0030 015.002
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Kryoréhrchen

Polypropylen-Réhrchen 15 mi/ 50 ml

Parafiim M

12-Well Platte, steril, Flachboden

96-Well Platte, steril, Flachboden

Gerate

Brutschrank

Durchflusszytometer

EDX-Detector

Lichtmikroskop
Lumineszenz-Platten-Reader

Lyophile

Real Time PCR-Geréat

Spectrophotometer

Rasterelektronenmikoskop

CryoPure Gefal, Sarstedt,
Nurmbrecht, Best. Nr. 72.379

Sarstedt, NUrmbrecht,

Best. Nr. 62.554.502/62.547.254

Pechiney Plastic Packaging, Chicago,
USA,; Size: 4 x 125

Multiwell™ Falcon, Becton Dickinson
Labware, Franklin Lakes, USA, Best.
Nr. 353043

NuncTM, Thermo Fisher Scientific,
Langenselbold, Best. Nr. 167008

Heracell, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, USA

FACSCalibur™, BD Bioscience, Heidelberg

NORAN System SIX, Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, USA

Fluostar Optima, BMG Labtech, Offenburg

Alpha 1-4, Martin Christ Gefriertrocknungs-

anlagen GmbH, Osterode am Harz

ABI Prism 7000 Sequence Detection System
und 7900HT Fast Real-Time PCR System,
Applied Biosystems, Foster City, USA

Nanodrop, ND-1000, PeqLab, Erlangen

Jeol 6300, Jeol Ltd., Tokyo, Japan
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RNA-Kapillarelektrophorese-Gerat 2100 Bioanalyzer, Agilent Technologies,
Santa Clara, USA

Thermo Cycler TC-412, Techne, Bibby Scientific Ltd., Stone,
Staffordshire, UK

Tischzentrifuge Sigma 1-15, SIGMA Laborzentrifugen

GmbH, Osterode am Harz

Ultraschallbad Sonorex Super RK103H, Bandelin electronic
GmbH & Co. KG, Berlin

Vortexer Vortex-Genie 2, Scientific Industries, New
York, USA

Wasserbad SW21, Julabo, Seelbach

Zentrifuge Universal 32 R, Andreas Hettich GmbH &

Co.KG, Tuttlingen

4.2 Medien, Puffer und Losungen

Komplettmedium (flr native V79- und A549-Zellen):

DMEM (GIBCO®, Invitrogen Ltd, Paisley, UK) mit 10% hitzeinaktiviertem fétalem
Rinderserum, 1% L-Glutamin (200 mM), 1% Natriumpyruvat (100mM), 1%
Penicillin/Streptomycin (10000 Units/ml)

Selektivmedium (fur transfizierte V79-Zellen):

Komplettmedium mit 1 mg/ml Geniticin (G-418; Linz, Osterreich)

Keratinozytenmedium:

KSFM (Keratinocyte serum-free medium; GIBCO®, Invitrogen Ltd, Paisley, UK) mit
5% Rinderhypophysenextrakt, 10 ng/ml humanem rekombinaten epidermalen
Wachstumsfaktor und 1% Penicillin/Streptomycin (10000 Units/ml)

Bronchialepithelzellwachstumsmedium BEGM:
BEBM® (Bronchial Epithelial Cell Basal Medium; Clonetics® ,Lonza Inc., Walkersville,

USA) mit den folgenden Supplementen: BPE, 2 ml; Hydrocortisone, 0.5 ml; hEGF,
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0.5 ml; Epinephrine, 0.5 ml; Transferrin,0.5 ml; Insulin, 0.5 ml; Retinoic Acid, 0.5 ml;
Triiodothyronine, 0.5 ml (BEGM® SingleQuots®, Clonetics®,Lonza Inc., Walkersville,
USA).

4.3 Probanden

Die Blutentnahme fur die Basophilenaktivierungstests erfolgte von 11 freiwilligen
Probanden (Tabelle 2).

Tabelle 2: Charakterisierung der Probanden flir den Basophilenaktivierungstest; Prick = skin
prick Test, RAST = Klasse spezifisches IgE, Q = Quaddel, E = Erythem

Probanden- | Geschlecht | Alter Birke Graser Katze
nummer (R/3) Prick | RAST | Prick | RAST | Prick | RAST
1 GE 3 22 6 4 0/1
2 MM Q 19 | Q12E15 Q10E30 QOEO
3LM Q 18 4x4 3 6x10 4 0 0
4 SB Q 35 4x4 7X7 0
5IW 3 34 5x5 6x6 4x4
6 AK Q 36 6x6 5x5 4x4
7 AL Q 34 | 10x10 6 7X7 R5 5x5 R6
8 GK 3 40 5x5 5x5 2x2
9 Pat16 3 41 15x9 10x10 3x3
10 Pat 23 3 41 4x4 10x10 6x6
11 JK Q 24 | QOEO QOEO Q5

E20

In die Studie eingeschlossen wurden Patienten beiderlei Geschlecht im Alter
zwischen 16 und 45 Jahren mit saisonaler allergischer Rhinitis (SAR), klinischen
Beschwerden und nachgewiesener Sensibilisierung auf Graser- und Birkenpollen.
Eine mittelschwere bis schwere SAR sollte seit mindestens zwei Jahren vorliegen
und positive Ergebnisse des Skin-Prick Tests oder ein erhdhter Spiegel des

spezifischen IgE (mind. Rast-Klasse 2) vorhanden sein. Die Anwendung von
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systemischen Kortikosteroiden oder anderen immunsuppressiv  wirkenden
Substanzen innerhalb der letzten vier Wochen vor Blutentnahme galt als
Ausschlusskriterium. Zur Abklarung der Wirkung des in den Staubproben
nachgewiesenen Katzenallergens (Fel d 1) wurde ein Proband ohne SAR, aber mit
belegter Katzenallergie und entsprechender Symptomatik mit in die Studie

einbezogen.

44  Methoden
4.4.1 Feinstaubsammlung

Im Zeitraum von Dezember 2006 bis August 2008 wurden im Grofsraum Minchen in
sieben Grundschulen Feinstaubsammlungen durchgefihrt. Es wurden sechs Schulen
aullerhalb des Mittleren Rings (vier in Minchen, eine im Munchner Umland) mit
geringer Verkehrsbelastung und eine innerhalb des Mittleren Rings (der heutigen
Umweltzone) mit starker Verkehrsbelastung ausgewahlt (Tabelle 3). In jeder Schule
wurden zwei Klassenzimmer und parallel dazu die AuBenluft im Schulhof oder vor
der Schule beprobt. Die Sammlungen fanden jeweils vier Wochen lang und

ausschlielich wahrend der Unterrichtszeiten (5,5 h/Tag) statt.

Tabelle 3: Charakterisierung der beprobten Schulen

Ort Stralle Abkur- Zeitraum Lage relativ zum
zung Mittleren Ring

Minchen | Gerastralle GE Dezember 2006 aulRerhalb

Minchen | Eduard-Spranger-Str. ES Juli 2007 aullerhalb

Minchen | Ittlingerstr. IT Oktober 2007 auflerhalb

Poing Gruberstr. PO Dezember 2007 aullerhalb

Munchen | Ernst-Reuter-Str. ER Februar 2008 innerhalb

Munchen | Toni-Pfulf-Str. TP Méarz 2008 aullerhalb

Munchen | Bernaystr. BE Juni 2008 aulRerhalb

Zur Analyse der elementaren Zusammensetzung der Staubpartikel wurde an zwei
Tagen in der Woche (dienstags und donnerstags) einatembarer Staub (E-Staub)

gesammelt. Dazu wurden personal air sampling pumps (3,5 I/min; SKC Inc, Eighty
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Four, USA) und Polycarbonat-Filter (Porengréf’e 0,8 um, Whatman plc, Maidstone,
UK) verwendet. An jedem Sammlungstag wurden neue Filter eingesetzt. Fir den
Einsatz in Zellkultur-basierten Testsystemen wurde an funf Tagen die Woche
(Montag bis Freitag) PM+, gesammelt. FUr die Beprobung der Innenraumluft kamen
medium volume samplers (MVS; 2.3 m*h; Derenda e.Kfm., Stahnsdorf, Germany)
und fur die der Aullenluft high volume samplers (HVS; 30 m®h; Derenda e.Kfm.,
Stahnsdorf, Germany) zum Einsatz. Mit beiden Pumpen wurde mittels eines PM1o-
Probenkopfes und eingesetzten Teflonfilters PM1o aus der Luft abgeschieden. Die
Teflonfilter wurden jeweils von Montag bis Freitag beprobt und anschliel’end

ausgewechselt.

Die Sammlung von PM;, wurde fur einen Vergleich mit nicht offentlichen
Innenrdumen zusatzlich in sechs privaten Wohnungen durchgefihrt. Die
Beprobungen fanden hier jeweils tagsuber (12 h) an 10 Werktagen und wiederum
parallel innerhalb und aulerhalb der Wohnungen mit den oben genannten

Sammelgeraten statt.

4.4.2 Bestimmung der PMo-Konzentrationen

Zur Bestimmung der PMqp-Belastung in den Klassenzimmern und der umgebenden
AuBenluft wurde das Gewicht der beprobten Filter gravimetrisch bestimmt und nach
Abzug des vorher ermittelten Leerfiltergewichtes durch das beprobte Luftvolumen

geteilt.

4.4.3 Partikelrickgewinnung

Zur Ruckgewinnung der Partikel von in MVS beprobten Teflonfiltern wurde die
Filteroberflache mit 150 ul Ethanol als Lésungsvermittler benetzt, der Filter in acht
gleichgroRe Fragmente zerschnitten und in ein Becherglas mit 20 ml LPS-freiem
Wasser gegeben. Das Becherglas wurde mit Parafilm verschlossen und flr 60 min in
einem Ultraschallbad sonifiziert, wobei es alle 5 min geschwenkt wurde. Um eine
durch die Schwingung des Schalls verursachte Erhitzung der Partikel zu vermeiden,

wurde regelmafig Eis in das Ultraschallbad gegeben. Anschliefend wurden die
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Filterfragmente aus dem Becherglas entfernt, wurde die gewonnene
Partikelsuspension in ein 200 ml Gefriertrocknungsgefall dekantiert und das
Becherglas mit 5 ml LPS-freiem Wasser nachgespult. Das Gefriertrocknungsgefal®
mit der Partikelsuspension wurde nun bei -80°C eingefroren und in einer Lyophile
gefriergetrocknet. Nachdem das Gewicht der getrockneten Partikel mit einer
Feinwaage gravimetrisch bestimmt wurde, wurde eine wassrige Partikelsuspension
mit 1 mg PMqo / ml Wasser hergestellt. Diese wurde anschlieBend in Braunglas-
flaschchen mit Teflon-beschichtetem Septum aliquotiert. In HVS beprobte Filter
wurden aufgrund der gréfderen Oberflache in 10 gleichgrolde Fragmente zerschnitten,

die anschlielRend wie separate MVS-Filter aufgearbeitet wurden.

4.4.4 Analytik der Feistaubproben
4441 Bestimmung der Partikelzusammensetzung mittels EDX

Zur Analyse der elementaren Zusammensetzung der Staubpartikel wurde das
Verfahren der energiedispersiven Rontgenmikroanalyse (EDX) angewandt, wodurch
mit Ausnahme der Elemente mit den Ordnungszahlen 1 bis 3 (H, He, Li) alle
Elemente des Periodensystems nachgewiesen werden kdnnen. Es kamen ein
Rasterelektronenmikroskop (REM) Jeol 6300 (Jeol Ltd, Tokyo, Japan) und ein EDX-
Detektor (EDX; Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, USA) zum Einsatz. Die als E-
Staub gesammelten Partikel wurden direkt auf dem Polycarbonatfilter gemessen. Um
eine fur die Messung ausreichende elektrische Leitfahigkeit zu gewahrleisten,
wurden die Filter mit Kohlenstoff bedampft (Schichtdicke: 4-6 nm; BAL-TEC AG,
Balzers, Liechtenstein). Pro Filter wurden 500 Partikel analysiert, wobei Partikel mit
einem geometrischen Durchmesser kleiner 0,66 ym auf Grund des begrenzten
Auflosungsvermogens des EDX-Detektors nicht mit bericksichtigt werden konnten.
Durch die Messung der ersten vier Filter in einem Lernmodus wurde eine chemische
Bibliothek erstellt, die sich aus Partikeltypen zusammensetzt, welche sich in der
Zusammensetzung  ihrer  chemischen  Elemente um  mindestens 5%
(Gewichtsprozent) unterscheiden. Kohlenstoff (C) konnte zwar detektiert, aber nicht
exakt quantifiziert werden, da die Partikel direkt auf den Polycarbonatfiltern analysiert
wurden und da sie mit Kohlenstoff bedampft wurden. Stickstoff (N) konnte nicht
detektiert werden da dessen Peak im Rontgenspektrum sehr nah am C-Peak liegt

und von diesem uUberlagert wurde.
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4442 PAH-Analytik

Am Institut fir Okologische Chemie am Helmholtz Zentrum Miinchen (Dr.
Lintelmann) wurde der Gehalt an polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen
(PAHs) in den PM;jpe-Proben analysiert. Mittels HPLC wurden die von der
amerikanischen Umweltschutzbehdrde EPA (Environmental Protection Agency) als
haufigste Umwelt-PAHs eingestuften Verbindungen gemessen. Dazu wurden die
tiefgefrorenen, wassrigen Suspensionen aufgetaut und kurz homogenisiert (Vortex,
Ultraschall). AnschlieBend wurden sofort 500 pl entnommen und in ein
Autosamplervial Uberfuhrt. Die Proben wurden tiefgefroren und 24 h
gefriergetrocknet, in ca. 1- 2 ml Aceton resuspendiert, in eine mit Diatomeenerde
geflllte Stahlkartusche (11 ml Volumen) Uberfihrt und mit der Accelerated Solvent
Extraction (ASE) mit Hexan/Aceton (70/30, v/v) extrahiert. Der Extrakt (ca. 30 ml)
wurde zunachst auf ca. 300 pl, anschlie®end unter einem leichten Stickstoffstrom
vorsichtig zur Trockne eingeengt. Der Ruckstand wurde in 100 pl Acetonitril
aufgenommen, in ein Autosamplervial Uberflihrt und analysiert. Zusatzlich zu den
Proben wurden zwei Blindproben aufbereitet und analysiert. Die Berechnung der

Konzentrationen erfolgte nach Abzug der Blindwerte.

4443 Endotoxinbestimmung

Der Endotoxingehalt der wassrigen PM;jo-Suspensionen wurde von den
Projektpartnern der LMU Mduinchen (Dr. Schierl) durchgeflhrt. Die Werte wurden
mittels LAL-Test ermittelt.

4444 Allergenmessung

Das Katzenallergen Fel d 1 (und das Hausstaubmilbenallergen Der p 1) wurden in
den PM1o-Proben mittels ELISA nachgewiesen. Dabei wurde nach den Angaben des
Herstellers (Indoor Biotechnologies Ltd, Warminster, UK) verfahren. Durchgefuhrt

wurden diese Messungen von der Firma Allergy Innovations in Starnberg.
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4.4.5 In-vitro-Testsysteme
4451 Zellen und Zellkulturbedingungen

Primare humane Keratinozyten von gesunden Probanden wurden mittels der
sogenannten suction blister-Methode gewonnen [97]. Die isolierten Keratinozyten
wurden in  KSFM (GIBCO®, Invitrogen Ltd, Paisley, UK) mit 5%
Rinderhypophysenextrakt, 10 ng/ml  humanem rekombinaten epidermalen
Wachstumsfaktor und 1% Penicillin/Streptomycin (10000 Units/ml) kultiviert. Die
humane  Lungenepithelzellinie  A549 und die chinesischer  Hamster
Lungenfibroblastenzelllinie V79 (Gabe von M. Arand, Universitat Zurich) wurden in
Plastikzellkulturflaschen (Falcon™, BD Biosciences, San Jose, USA) in
Komplettmedium (DMEM, GIBCO®, Invitrogen Ltd, Paisley, UK) mit 10%
hitzeinaktiviertem fétalem Rinderserum, 1% L-Glutamin (200 mM), 1%
Natriumpyruvat (100 mM), 1% Penicillin/Streptomycin (10000 Units/ml) kultiviert. Fr
V79-Zellen, die nach Transfektion eines CYP-IRES-EGFP-Vektors eine der
spezifischen humane CYP-Isoformen 1A1, 1A2, 1B1, 2A6, 2B6, 2C9, 2D6, 2E1, 3A4
oder 3A5 exprimieren, wurde in den Experimenten ebenfalls Komplettmedium
verwendet (ndhere Angaben zu diesem Expressionssystem siehe Schober et al.,
2009 [98]). Vor einem erneuten Einfrieren dieser transfizierten Zellen wurde
allerdings fur vier Tage auf Selektivmedium (Komplettmedium mit 1 mg/ml G-418)
umgestellt. Die humane Bronchialepithelzelllinie  BEAS-2B, die durch
Immortalisierung durch ein Adenovirus-12-SV40-Virus-Hybrid erzeugt worden ist,
wurde Uber LGC Standards bezogen (ATCC Nummer: CRL-9609, LGC Standards
GmbH, Wesel) und in Bronchialepithelzellwachstumsmedium (BEBM®; Bronchial
Epithelial Cell Basal Medium; Clonetics®, Lonza Inc., Walkersville, USA) mit den
folgenden Supplementen: BPE, 2 ml; Hydrocortisone, 0.5 ml; hEGF, 0.5 ml;
Epinephrine, 0.5 ml; Transferrin, 0.5 ml; Insulin, 0.5 ml; Retinoic Acid, 0.5 ml;
Triiodothyronine, 0.5 ml (BEGM® SingleQuots®, Clonetics®, Lonza Inc., Walkersville,
USA) und 1% Penicillin/ Streptomycin (10000 Units/ml) Kkultiviert. Um eine
verbesserte Adharenz und eine moglichst natirliche Differenzierung der BEAS-2B-
Zellen zu ermdglichen, wurden die Kulturplatten mit 0,01 mg/ml Fibronectin, 0,03
mg/ml Rinderkollagen Typ 1 und 0,01 mg/ml BSA vorgecoatet. Exponentiell

wachsende Zellen wurden bei 37°C und 5% CO- erhalten.
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4452 Zytotoxizitatstests

Als Mal} fur die zytotoxische Wirkung von PMy, wurde die Abnahme der Zellzahl der
behandelten Ansatze gegenuber der von unbehandelten Kontrollen bestimmt. Am
Tag 0 wurden die Zellen in 96-well-Platten (NuncTM, Thermo Electron LED GmbH,
Langenselbold, Germany) ausgesat. Je nach Zelltyp wurde eine Zellzahl eingesetzt,
die eine 100%ige Konfluenz der unbehandelten Zellen nach vier Tagen der
Kultivierung gewahrleistete (500 V79-Zellen/well, 1000 A549-Zellen/well bzw. 2000
Keratinozyten/well). Am darauf folgenden Tag wurden die Zellen mit PMyo in
Konzentrationen von 3 ng/ml bis 10 pg/ml (6 ug/cm?) inkubiert. Nach weiteren 72
Stunden wurde die Zellzahl durch einen Zellvitalitatstest (CellTiter-Glo®, Promega
Inc.) ermittelt. Dieses lumineszenzbasierte Testsystem misst den intrazellularen ATP-
Gehalt, welcher mit der Zellzahl korreliert. Um Variationen in der Wachstumsrate,
welche durch Losungsmittel oder Platteneffekte hervorgerufen werden konnen, zu
kompensieren, wurde jeweils die Halfte einer 96-well-Platte  mit
Lésungsmittelkontrollen (d.h. Wasser) belegt und die Werte der mit Partikeln

behandelten Ansatze auf diese bezogen.

Zur Abklarung der zytotoxischen Wirkung metabolisch aktivierter organischer PM1o-
Bestandteile wurden V79-Zelllinien verwendet, die jeweils eine spezifische Isoform
des humanen Cytochroms P450 exprimieren [98]. Es wurde getestet, ob die CYP-
Isoformen 1A1, 1A2, 1B1, 2A6, 2B6, 2D6, 2E1, 3A4 und 3A5 eine toxische Wirkung
der PMjo-Proben vermitteln. Mit jedem Zytotoxizitatstest wurde die katalytische
Aktivitat der jeweils verwendeten CYPs durch eine enzymatische Umsetzung von 7-
Ethoxy-4-(trifluoromethyl)-coumarin (EFC) zu 7-Hydroxy-4-(trifluoromethyl)-coumarin
(HFC) Uberpruft [99]. Nur bei vorhandener katalytischer Aktivitat wurden die

Ergebnisse berucksichtigt.

4453 Genomweite Genexpressionsanalyse

Fir eine genomweite Genexpressionsanalyse wurden humane immortalisierte
Bronchialepithelzellen (BEAS-2B) fiir 4, 10 und 24 h mit 10 ug/ml (6 pg/cm?) PMyo
inkubiert. Es wurden jeweils eine Innenraum- (Raum 130) und eine

Aulenluftstaubprobe der Grundschule IT verwendet und zum Vergleich eine mit
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Lésungsmittel (Wasser) behandelte Kontrolle mitgeflihrt. Um eine mdglichst hohe
Reproduzierbarkeit zu erreichen, wurden ausschlieRlich die Zellen einer Passage
(p41) eingesetzt. Um kultivierungsbedingte Schwankungen der Genexpression
(durch unterschiedliche Konfluenz, etc.) zu vermeiden, wurden die Zellen gleichzeitig
ausgesat, wurden die Inkubationen =zeitlich versetzt gestartet und gleichzeitig
gestoppt. Im Anschluss erfolgte eine Extraktion der Gesamt-RNA mit Hilfe des
RNeasy Micro Kits (Qiagen). Die Konzentration der gewonnenen RNA wurde
photometrisch  bestimmt (Nanodrop, PeqglLab) und ihre Qualitdt mittels
Kapillarelektrophorese (Bioanalyzer, Agilent Inc.) Uberpriuft. Die RNA-Proben wurden
zur genomweiten Genexpressionsanalyse an die Affymetrix Core Facility des Instituts
fur medizinische Mikrobiologie (TU Munchen) gegeben. Dort wurden die RNA-Proben
in cDNA und dann in biotinylierte cRNA-Proben umgeschrieben und auf HG U133 A
2.0 Microarrays (Affymetrix) analysiert, welche die Untersuchung der Genexpression
von 14.500 gut charakterisierten humanen Genen ermoglichen. Die Experimente
wurden flr jede Bedingung jeweils dreimal an verschiedenen Tagen durchgefuhrt,
um unabhangige Replikate zu gewinnen. Die Genexpressionswerte der 46 am
starksten regulierten Gene wurde mittels quantitativer RT-PCR auf TagMan Micro
Fluidic Cards (ehemals Low Density Arrays, Applied Biosystems) bestatigt.
Zusatzlich wurde mit dieser Methodik die Genexpressionsanalyse auf alle
gesammelten  PMqo-Proben  ausgeweitet (12  Klassenzimmer und 6
AuRenluftsammlungen). Die Partikelexposition wurde wiederum in drei unabhangigen
Wiederholungen durchgefuhrt. Nach der RNA-Extraktion wurden die Replikate (nach
Konzentrationsbestimmung und Qualitatskontrolle, s.o.) vereinigt und daraus mittels
reverser Transkription cDNA synthetisiert (High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit, Applied Biosystems). Die cDNA-Proben wurden anschlie3end auf
TagMan Array Micro Fluidic Cards analysiert. Mittels der 2°2°T-Methode wurde die
fache Regulation der Genexpression bestimmt. Als Housekeeping-Gen diente
GAPDH.

4.5 Basophilenaktivierungstest

Es wurden Probanden rekrutiert, die einer Sensibilisierung auf Birkenpollen-,

Graserpollen- und/oder Katzenallergene und eine entsprechende Symptomatik
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aufwiesen. Aus peripherem Blut wurden humane Leukozyten isoliert, mit Interleukin-3
vorstimuliert und mit Birken- (T3) bzw. Graserpollenallergen (G6) einmal ohne und
einmal mit 10 pg/ml PMo inkubiert. Anschlielend wurden die Zellen nach dem
Protokoll des Herstellers (FK-BAT, Buhlmann Inc.) mit CD63- und IgE-spezifischen
Antikérpern gefarbt und der Anteil der CD63-positiven basophilen Granulozyten
(aktivierte Basophile) durchflusszytometrisch (FACSCalibur, BD Bioscience Inc., San
Jose, USA) bestimmit.

4.6  Statistische Analyse

Unterschiede wurden mit einem paarweisen Student's t-Test bestimmt. P-Werte

kleiner 0,05 wurden als statistisch signifikant angenommen.
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5. Ergebnisse

5.1  PM;jp-Belastung in Schulen und Wohnungen

Die durchschnittliche PM1p-Konzentration betrug in den getesteten Klassenzimmern
120,8 +43,9 pg/m® und in der die Schulen umgebenden AuRenluft 22,0 +14,1 pg/m?®.
Die PMqp-Belastung der Klassenzimmer war somit 5,5-mal hoher (p<0,001) als die
der Aullenluft und wirde in jedem Fall den fur die Auenluft gultigen Grenzwert von
50 ug/m?® [58] Uberschreiten (Abbildung 6). Derart hohe Konzentrationen wurden in
den Wohnungen nicht gemessen. Hier lag die Belastung mit 16,9 +8,7 pg/m®
anndhernd bei der der AuRenluft (13,9 +8,3 pg/m®). Dabei gilt es zu beriicksichtigen,
dass es sich bei den getesteten Wohnungen ausschlieflich um
Nichtraucherwohnungen handelte. Bei verschiedenen Klassenzimmern einer Schule
wurden jeweils sehr ahnliche PMq-Werte gemessen. Die verschiedenen Schulen
sind allerdings sehr unterschiedlich stark belastet. Besonders hohe PMyo-
Konzentrationen weisen die Schulen auf, in denen die Proben im Winter genommen
wurden (GE, PO, ER, TP). Die Belastung war hier mehr als doppelt so hoch

(p<0,001) als in den Schulen, die im Sommer beprobt wurden.
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Abbildung 6: PM4,-Belastung der beprobten Schulen und Wohnungen
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5.2 Zusammensetzung der Feinstaubproben
5.2.1 Einzelelemente

Mittels energiedispersiver Rontgenmikroanalyse (EDX) wurde die elementare
Zusammensetzung der Staubpartikel untersucht. Pro Sammelort (d.h. ein
Klassenzimmer bzw. Schulhof) wurden fur 4000 Partikel Rontgenspektren
aufgenommen und die jeweils detektierten Elemente quantifiziert. Bedingt durch die
begrenzte Auflosung des REM-EDX war die Analyse der Partikelgro’e und -zu-
sammensetzung auf Partikel mit einem geometrischen Durchmesser gréfer gleich
0,66 pm beschrankt. In dieser Fraktion hatten die Innenraumpartikel aller funf
Schulen (fur Schule ES war keine EDX-Analyse moglich) im Durchschnitt einen
héheren Durchmesser als die Partikel der entsprechenden AuRenluftsammlungen
(Abbildung 7). Der Median der Partikeldurchmesser des Innenraums liegt mit 1,20
Mm  hochsignifikant UGber dem der AuBenluft von 0,90 um. Die
elektronenmikroskopischen Aufnahmen der Abbildung 8 zeigen beispielhaft grol3e
Partikel mit einem geometrischen Durchmesser groRer 10 um, welche ausschliel3lich
auf im Innenraum beprobten Filtern, nicht aber auf aul3en beprobten Filtern gefunden

werden konnten.

Bei der EDX-Analyse kdnnen, wie bereits erlautert, theoretisch alle Elemente ab der
Ordnungszahl 4 (Beryllium, Be) nachgewiesen werden. Kohlenstoff (C) konnte zwar
detektiert, aber nicht genau quantifiziert und Stickstoff (N) weder quantifiziert, noch
detektiert werden (siehe Methoden S.31). Detektiert und gantifiziert wurden die
Elemente: Sauerstoff (O), Natrium (Na), Magnesium (Mg), Aluminium (Al), Silizium
(Si), Phosphor (P), Chlor (Cl), Kalium (K), Calcium (Ca), Titan (Ti), Eisen (Fe)
(Abbildung 9). Es konnte festgestellt werden, dass in Innenraum- und
AuBenluftpartikeln die Elemente O und Ca mit 50% und 11% (Gewichtsprozent) den
gréliten Anteil ausmachen, dass ihnen aber im Fall der Innenraumpartikel die
Elemente Si und Al und im Fall der AuRenluftpartikel die Elemente S und Fe folgen
(Abbildung 10). Innenraumpartikel enthielten also mehr Si (innen (i) 10,4%, aulden (a)
4,5%, p<0,01) und Al (i 4,7%, a 1,4%, p<0,001), wohingegen Aullenluftpartikel einen
héheren Anteil an S (i 3,4%, a 11,7%, p<0,01) und Fe (i 4,6%, a 8,4%, p=0,05)
hatten. Die Staubproben von Klassenzimmern der gleichen Schule hatten eine sehr
ahnliche Zusammensetzung und auch zwischen den Stauben der flinf verschiedenen

Schulen wurden kaum Unterschiede hinsichtlich der elementaren Zusammensetzung
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gefunden. Bei allen Schulen zeigte sich allerdings ein deutlicher Unterschied

zwischen Innenraum- und AufR3enluftstauben.

p<0,001

Geometrischer Durchmesser [um]
N w
°

Innen AuRen

Abbildung 7: Geometrischer Durchmesser der Innenraum- bzw. Aulienluftpartikel der EDX-
Analyse; Innen: n=50000, AuRen: n=20000; Punkte sind 5tes bzw. 95stes Perzentil

Abbildung 8: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen eines im Innenraum A) und eines
an der Aulienluft B) beprobten Filters der EDX-Analyse; Aufnahmen: Dr. |. Weichenmeier
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Abbildung 9: Periodensystem, =detektiert, aber nicht quantifizierbar, =detektiert
und quantifizierbar; C=Kohlenstoff, N=Stickstoff, O=Sauerstoff, Na=Natrium, Mg=Magnesi-
um, Al=Aluminium, Si=Silizium, P=Phosphor, Cl=Chlor, K=Kalium, Ca=Calcium, Ti=Titan,
Fe=Eisen.
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Abbildung 10: Durchschnittliche elementare Partikelzusammensetzung; Innen: je Schule
n=8000, AulRen: je Schule n=4000

5.2.2 Partikeltypen

Zur genaueren Charakterisierung der einzelnen Partikel wurde eine chemische
Bibliothek erstellt, indem die ersten Filter in einem Lernmodus analysiert wurden und
anhand der elementaren Zusammensetzung bestimmte Partikeltypen definiert
wurden. Dabei wurden 71 Partikeltypen gefunden (Tabelle 4), die sich in ihrer
Zusammensetzung um mindestens 5 % (Gewichtsprozent der Elemente)
voneinander unterscheiden. Die Partikeltypen wurden entsprechend ihrer
Zusammensetzung benannt und in folgende Gruppen zusammengefasst: Organisch,
Feldspat, Al-Silikat, Fe-Silikat, Si-Dioxid, andere Silikate, Na-Chlorid, Na-Carbonat,
Mg-Ca-Carbonat, Ca-Carbonat, Ca-Sulfat, AI-Oxid, Fe-Oxid, Ti-Oxid und
Mischpartikel (Aggregate verschiedener Partikeltypen). Die Partikelgruppe Organisch
war durch das Vorkommen biogener Leitelemente (S, K, Na, Cl, Ca) und einen
hohen Kohlenstoffgehalt gekennzeichnet, der zwar wegen des variablen
Hintergrundes nicht genau quantifizierbar war, aber weitaus Uber dem

Kohlenstoffgehalt der anderen Partikelgruppen lag.
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Die mit 36% der Gesamtpartikelzahl am haufigsten in den Klassenzimmern
vorkommenden Partikel waren Silikate (Abbildung 11). Zu dieser Partikelgruppe
gehoren Al-Silikate, Fe-Silikate, Feldspate und Si-Dioxid. Den zweitgrofdten Anteil
machten mit 29% die organischen Partikel aus, gefolgt von den Ca-Carbonaten mit
einem Anteil von 12%. Im Gegensatz dazu waren in der Aufdenluft die mit Abstand
haufigsten Partikel Ca-Sulfate, die hier 38%, in den Klassenzimmern dagegen nur
4% ausmachten. Wie bei der Einzelelementanalyse fand sich auch bei dieser
Analyse in den Stauben der verschiedenen Klassenzimmer ein gemeinsames Muster
der Partikeltypen (Abbildung 12). Abweichungen von diesem gemeinsamen Muster
fanden sich in den Innenraumstauben der Schulen IT und PO, bei denen die
haufigsten Partikel organisch und nicht silikatisch waren. Auch bei den
AuRenluftstauben ergaben sich zwischen den verschiedenen Beprobungsorten
einige Variationen. Besonders auffallig ist das abweichende Muster in der Aul3enluft
von Schule BE (Abbildung 13). Es wurden hier vergleichsweise viele organische und
silikatische, daflir aber deutlich weniger sulfatische Partikel gefunden. Der Ca-Sulfat-
Gehalt war mit 15% bei Schule BE gegenuber 58% bei Schule PO generell sehr
variabel. Eine weitere Besonderheit war der hohe Na-Chlorid-Gehalt in den
Aulenluftproben der Schule IT, der erst an Beprobungstagen (13./15. November
2007) gefunden werden konnte an denen es geschneit hatte und Streusalz
ausgebracht worden war. Trotz dieser Unterschiede gab es auch fur die Partikeltypen
der Aul3enluft ein gemeinsames Muster, das sich wiederum wesentlich von dem der

Innenraumstaube unterschied.

Anhand von rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen konnte in Kombination mit
der EDX-Analyse flr einige Partikeltypen eine charakteristische Morphologie

gefunden werden (Abbildung 14).
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Tabelle 4: Chemische Bibliothek der in den Innenraum- und AufRenluftstduben vorhandenen

Partikeltypen, die sich um mind. 5% (Gewichtsprozent) voneinander unterscheiden

Chem Type | Fe | O | &l | P | 5 | Ca | 5 | Ma | Mg | I | | Ti |
Al-Dwid B40%  4780% 4400%

Al-Phozphat BRO0% 2300% 11.00%

Al-Silikat OO0 17.00% 2500 %

Ca-Cab1 53,00 % a0

Ca-Carb 2 46,50 % 51.50 %

Ca-Carb 4 G500 % 2700%

Ca-Sulfat 1 57.a0% 2320% 1700%
Ca-Sulfat 2 G000 % 1060 %  25.00%
Ca-Sulfat 2 4280 2990% 2480
Ca-Sulfat 4 45,00 % 2000% 300003
Ca-Sulfat & M0 4290% 360X

Fe-Owd 1 9730% 3720%
Fe-Oxid2  4390% 4670%
FeOwd3  3080% B410%
Fe-Owd4  7240% 2340%
Fe-OxidS  84.20% 1240%

Fe-Silikat1  24.70% 3800% 1060% 16.00 %

Fe-Silikat 2 23.30% 4380% 23.10%

Fe-Silikat 3 1710% 4820% 1040% 13.50 %

Fe-Silkat 4 4300% 3500% GO00% 12.00 %

Feldspat 1 47.00% 15.00% 25.00% BOOZ B.00 %

Feldspat 2 45.00% 18.00% 20000% 10.00%

Matrix 1 BE.40% B20%

Matrix 2 74.00% £.80 % 1690 %

Matriv 3 9E.E0 %

Matriz 4 8110 % 5.80 %

Mo-Ca-Carb 57.00% 23.00% 12.00%

Mischp 0IFE 2335% BN xE 2324 %

Mizchp 10 2280% V0% 1230% 1530% 590% 980% 1780%

Mischp 11 3380% 1290% 1050% 16.30% 15.20%
Mischp12  1060% 4880% BEO% 1080% 2180%

Mischp 13 3330% 13.60% 1330% 2060 %
Mischp 14 |20% 3220% 890 % 1430% B20%
Mischp 3 4780 % 720 2800% 1M0%

Mischp 7 3060 % 16.70% 2770% 16.20 %

Mischp 3 30.20% 4080% 910%  1M30%

Ma-Carbi 1 4890 % N70%

MNa-Carb 2 B4E0 % 3080 %

Ma-Carb 4 54.00 % 30000 %

MalCl1 2390 % Na0x 4350 %

MaCl 2 11.00% 3210% 55.70 %

MaCl 3 4390% 510% 2010% 26.80 %

MaCl 4 10,00 % 3200% 44.00%

Organ P 1 60.00 % 1000% 500% GS00% 9.00%

Organ P10 43.00 % E.00 % 72.00% 00% 1200%

Organ P11 1200% 5200% 9.00 % B.00 %

Organ P12 5200% 2200% 700 £.00 %

Organ P13 30.40% 2340% B70% 2320 %

Organ P 14 57.00% 15.50 % BED%  B00% GS40%

Organ P15 53.00 % 900% 450% 1690 %

Organ P 16 £0.00 % 1000% 500% GO0% 9.00 %

Organ P 17 4550 % 17.40% 1930% 1590 %

Organ P 18 30.40% 2340% B870% 23.20%

Organ P19 4560 % 17.40% 1930% 1690 %

Organ P 2 53.00 % 900% 950% 1690 %

Organ P20 5580 % B10% 1010 % 9.30 % 1030 %

Organ P21 32.00% RIS 21.80% 2640%

Organ P 22 E0.20% 10.00% 920% 720 % 5.80 %
Organ P 23 010 % 21.30% 5.40 %

Organ P A 35.00 % 2800% 11.00% 16.00 %

Si-Diowid 1 E3.60 % 26.00 %

Si-Diowid 2 54.80 % 42.00%

Si-Diowid 3 4450 % 43.40%

Silik.at 1 B10%  4520% 1MB0% 24.30%

Silik.at 2 F2E0% 940% 1280% 1660%

Silik.at 3 EBO0% BRE0% SE0% 1960 %

Silik.at 4 16.40 % 3890% 1830% FO00%

Ti-Oxid 1 50.90 % 4710 %
Ti-Owid 2 3960 % 4570 %
Ti-Owid 3 4260 % 1030 % 3310%
Ti-Owid 4 570 % 7E0% 3280 %
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einzelnen Partikeltypen an der Gesamtpartikelzahl; n=5 (5 Schulen)
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Abbildung 12: Zusammensetzung der Innenraumstaube der verschiedenen Schulen; n=8 (8

Beprobungstage)
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Abbildung 13: Zusammensetzung der Aulienluftstdube der verschiedenen Schulen; n=8 (8
Beprobungstage)

Abbildung 14: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen typischer Innenraumpartikel:
A) Ca-Carbonat und B) organischer Partikel und typischer Aulenluftpartikel: C) Ca-Sulfat
und D) Eisenoxid; Aufnahmen: Dr. I. Weichenmeier
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5.2.3 PAH-Gehalt

Folgende PAHs konnten in den PMqo-Proben der Klassenzimmer und der AufRenluft

nachgewiesen werden:

Benzo[a]anthracen Baa Chrysen Cry
Benzo[e]pyren Bep Benzo[b]fluoranthen Bbf
Benzo[Kk]fluoranthen Bkf Benzo[a]pyren Bap
Dibenzo[a,h]anthracen Dba Benzol[g,h,i]perylen Bgh
Indeno[123-c,d]pyren Ind Coronen Cor

Die Summe dieser PAHs liegt in den Staubproben der Klassenzimmer im
Durchschnitt bei 8,30 ng/mg und fur die der AulRenluft bei 16,66 ng/mg, wobei sich
dieser Unterschied zwischen Innen und Aullen ausschliel3lich auf die erhdhten
AulBenluft-Werte der im Winter beprobten Schulen (PO, ER, TP) zurtckfUhren lasst
(i- 11,39 +£3,18 ng/mg, a: 29,21 +9,91 ng/mg, p<0,01, Abbildung 15 und Anhang S.
XLVII).
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Abbildung 15: PAH-Konzentrationen in den PMo-Proben

5.2.4 Endotoxingehalt

Der Endotoxingehalt lag bei den Proben, die in den Klassenzimmern genommen
wurden mit durchschnittlich 128,5 422 EU/mg PM;y, deutlich Uber dem der
AuBenluftproben (13,4 £21,5 EU/mg PM+o, p<0,001) (Tabelle 5).
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5.2.5 Allergengehalt

In sechs der zwoIf untersuchten Klassenzimmerstduben und in einer der sechs
Aulenluftproben wurde das Katzenallergen Fel d 1 detektiert (Tabelle 5). Im Mittel
betrug die Fel d 1-Konzentration in den Innenraum-PM1o-Proben 1,10 £1,81 ng/mg
und in den AuBenluft-PM4-Proben 0,04 0,10 ng/mg (nicht signifikant). Die
Messwerte fur die Schule PO — darunter auch der einzige Wert fur die AuRenluft —
lagen sehr nah an der Nachweisgrenze. Die Ubrigen vier positiven Werte beruhen auf

deutlichen Messsignalen.

Tabelle 5: Endotoxin- und Fel d 1-Gehalt der Staubproben, Unterschied innen gegentiber
aulden fir Endotoxin hoch signifikant (p<0,001), fur Fel d 1 nicht signifikant

Schule Endotoxin Feld 1

(EU/mg PM1o) (ng /mg PMyg)
ES Klassenzimmer 1 104,5 1,55
ES Klassenzimmer 2 116,4 0,00
ES AuRen 56,8 0,00
IT Klassenzimmer 1 138,3 5,95
IT Klassenzimmer 2 2311 2,04
IT AulRen 2,6 0,00
PO Klassenzimmer 1 112,1 0,36
PO Klassenzimmer 2 97,8 0,36
PO Aulen 3,6 0,25
ER Klassenzimmer 1 96,9 2,88
ER Klassenzimmer 2 133,7 0,00
ER Aufien 2,7 0,00
TP Klassenzimmer 1 152,1 0,00
TP Klassenzimmer 2 178,4 0,00
TP Auf3en 3,2 0,00
BE Klassenzimmer 1 93,5 0,00
BE Klassenzimmer 2 87,2 0,00
BE Auf3en 11,3 0,00
Mittelwert innen 128,5+42,2 1,10+1,81
Mittelwert auf3en 13,4+21,5 0,04+0,10
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5.3  Zytotoxizitat von PMyg

Fur eine erste Abschatzung des gesundheitsgefahrdenden Potentials von PMo aus
Klassenzimmern wurden Zytotoxizitatstests durchgefiihrt. Zum einen wurde
uberpruft, ob die Staube direkt eine zytotoxische Wirkung hervorrufen kénnen und
zum anderen, ob eine Metabolisierung organischer PM;o-Bestandteile durch
spezifische Isoformen des Cytochroms P450 zu einer zytotoxischen Wirkung flihren

kann.

5.3.1 Direkte Zytotoxizitat

Auf die humane Lungenepithelzelllinie A549 zeigten weder Innenraum-, noch
AuRenluftstaube einen zytotoxischen Effekt (Abbildung 16). Bei primaren humanen
Keratinozyten konnte allerdings nach Exposition gegenuber Innenraumstauben eine
Abnahme der Zellvitalitat auf 82% im Vergleich mit der mit Loésungsmittel (Wasser)
behandelten Kontrolle beobachtet werden. Dieser zytotoxische Effekt folgte einer
Dosis-Wirkungs-Beziehung und war im Konzentrationsbereich zwischen 0,33 und 10
pg/ml statistisch signifikant (p<0,05, p<0,01 bzw. p<0,001, siehe Abbildung 16). PM+o

der Aul3enluft hatte dagegen keinen Einfluss auf die Vitalitat primarer Keratinozyten.

Im direkten Vergleich zeigten die Innenraumstaube der Grundschulen PO und ER die
starkere zytotoxische Wirkung auf Keratinozyten als die der Schulen GE, ES, IT, TP
und BE (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Zytotoxizitdt der Innenraumstdube (10 pg/ml) der verschiedenen Klassen-

zimmer in Keratinozyten
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5.3.2 Metabolismus-vermittelte Zytotoxizitat

Eine Zytotoxizitat nach metabolischer Aktivierung organischer PM;o-Bestandteile
wurde in V79-Zelllinien beobachtet, die die humanen CYP-Isoformen 2B6 bzw. 3A4
exprimieren (Abbildung 19). Auch dieser Effekt trat nur nach Inkubation mit PM4o der
Klassenzimmer und nicht mit PMs, der AufRenluft auf (Abbildung 18). Eine
Untergruppe von drei der zwdlf Innenraumproben (zwei Raume der Schule ER und
ein Raum der Schule TP) verursachte zusatzlich eine CYP1A1-vermittelte
Zytotoxizitat, die mit anderen PMo-Proben nicht gefunden werden konnte (Abbildung
20). Die Ubrigen eingesetzten humanen CYP-Isoformen 1A2, 1B1, 2A6, 2D6, 2E1

und 3A5 vermittelten keine Zytotoxizitat von Innenraum- oder Auf3enluftstauben.
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Abbildung 18: Zytotoxizitdt nach metabolischer Aktivierung von AuRenluftstaubkomponenten;
n=6; nicht signifikant
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Abbildung 19: Zytotoxizitdt nach metabolischer Aktivierung von Innenraumstaub-
komponenten; n=12; ***p<0,001
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Abbildung 20: CYP1A1-vermittelte Zytotoxizitdt durch PM4y von 3 der 12 Klassenzimmer;
n=3 fur die 3 Sonderfalle; *p<0,05

Die CYP2B6-vermittelte Zytotoxizitat war in beiden Raumen der Schule PO und im
zweiten Raum der Schule ER besonders hoch (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Zytotoxizitdt der Innenraumstidube (10 upg/ml) der verschiedenen
Klassenzimmer in Keratinozyten nach metabolischer Aktivierung durch CYP2B6

Neben den PMjo-Proben der Schulen wurden auch die Innenraumstaube der
Wohnungen hinsichtlich ihres Potentials eine CYP2B6-vermittelte Zytotoxizitat
auszuldésen, untersucht. Eine Partikelrickgewinnung von den Filtern war aufgrund
der geringen Beladung nur fur vier der sechs beprobten Wohnungen moglich, so
dass in diesen Test vier verschiedene Wohnungsstaubproben eingesetzt werden
konnte. Die PMqo-Proben der Wohnungen lésten im Gegensatz zu denen der
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Schulen nur eine sehr geringfugige und nicht statistisch signifikante CYP2B6-
vermittelte Zytotoxizitat aus (Abbildung 22). Die schadigende Wirkung der
Schulstaube war signifikant hoher als die der Wohnungen.
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Abbildung 22: Vergleich der CYP2B6-vermittelte Zytotoxizitdt durch Stdube aus
Innenrdumen von Schulen (n=12) und Wohnungen (n=4); n.s.=nicht signifikant, *p<0,05,
***p<0,001

5.3.3 Beitrag reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) zur CYP-vermittelten Zytotoxizitat

Der Redox-Zyklus der Cytochrome P450 ist normalerweise durch folgende
Systemkomponenten exakt reguliert: durch den Redox-Partner NADPH, die
subzellulare Lokation (endoplasmatisches Retikulum oder Mitochondrien) und die
Beschaffenheit des aktiven Zentrums des Enzyms. Wenn diese Regulation nicht
genau kontrolliert ist, kdnnen Elektronen entkoppeln und statt auf das Substrat auf
das aktivierte gebundene Sauerstoffmolekiil Gbertragen werden, wodurch anstatt des
oxidierten Substrates reaktive Sauerstoffspezies (ROS) (O2", H,O2 und ‘OH) gebildet

werden, welche zu oxidativem Stress in der Zelle fuhren kdnnen [100, 101].

Um zu Uberprufen, ob der Mechanismus der Generierung reaktiver Sauerstoffspezies
(ROS) wahrend des CYP-Redox-Zyklus die beobachtete Zytotoxizitat von PMjg
vermittelt, wurden die Zellen mit dem potenten Antioxidans N-Acetylcystein (NAC)
vorinkubiert. Wahrend die CYP1A1- und CYP3A4-vermittelte Zytotoxizitat nicht durch
NAC beeinflusst wurde, liel3 sich der CYP2B6-vermittelte zytotoxische Effekt durch

dieses Antioxidans vollstandig aufheben (Abbildung 23). Die Entstehung reaktiver
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Sauerstoffspezies im Redox-Zyklus von CYPs scheint also einen bedeutenden

Beitrag zur CYP2B6-vermittelten Zytotoxizitat von Innenraumstauben zu leisten.
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Abbildung 23: Inhibierung der CYP-vermittelten Zytotoxizitat durch N-Actetylcystein (NAC);
n=3; n.s.=nicht signifikant, *p<0,05

5.3.4 Toxizitat bezogen auf das Luftvolumen

Da die PMp-Belastung in den Klassenzimmern 5,5-fach Gber der der AulRenluft lag,
wurde fur die Sammlung einer bestimmten Menge PM;o im Innenraum ein 5,5-fach
geringeres Luftvolumen bendtigt als an der AuRenluft. So entspricht die hochste
eingesetzte PMqp-Konzentration von 10 ul/ml 82,6 L Innenraumluft und 400,0 L
Aulenluft pro ml Zellkulturmedium. Da nun eine deutliche Toxizitdt nur fir die
Innenraumstaube gefunden wurde (Abbildung 16 und Abbildung 19), lasst sich
schlussfolgern, dass ein vergleichsweise kleineres Volumen an Innenraumluft eine

grolere toxische Wirkung zeigte als ein grolieres Volumen an AulRenluft.

5.4  Regulation der Genexpression durch PMyg
5.4.1 Genomweite Analyse (Affymetrix)

Bei der Auswertung der Affymetrix-Daten wurde auf folgende Qualitatskriterien
geachtet. Zum einen sollte ein present call in allen 18 Bedingungen (Innenraum-
PMio, AuBenluft-PMo, Losungsmittel x drei Inkubationszeiten x drei Replikate)

vorhanden sein. Der present call ist ein statistisches Mal® daflr, dass ein
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spezifisches Transkript vorhanden ist. Er wird aus den Signalen von mismatch und
perfect match-Sonden berechnet [102]. Zum anderen sollte ein p-Wert fir den
Vergleich mit der Losungsmittelkontrolle in mindestens einer Bedingung kleiner 0,05

sein.

54.1.1 Genomweite Regulation

Global betrachtet verursachte die PMo-Exposition in der Konzentration 10 yg/ml eine
relativ geringe Regulation der Genexpression in BEAS-2B-Zellen. Sowohl die Anzahl
der signifikant regulierten Gene war mit 153 von 14500 untersuchten Genen relativ
gering, als auch die Hohe der Genregulation (max. 9-fach). Insgesamt wurde die
Genexpression starker induziert als inhibiert. So wurden 95 Gene Uuber 1,5-fach
induziert (36 davon Uber 2-fach) und 58 Gene inhibiert (2 davon Uber 2-fach).

5.4.1.2 Betroffene Stoffwechselwege

Um einen Uberblick zu bekommen, in welchen Stoffwechselwegen die regulierten
Gene eine Rolle spielen, wurde das Online-Programm DAVID (Database for
Annotation, Visualization and Integrated Discovery, NIAID, NIH) verwendet. Dieses
bietet die Moglichkeit, gene ontology terms zu finden, die in der Liste der regulierten
Gene signifikant angereichert sind. Flr die Liste der inhibierten Gene ergab sich
dabei kein einheitliches Bild. Bei den induzierten Genen waren allerdings solche
Gene hoch signifikant angereichert, die bei einer inflammatorischen Immunantwort,
bei der Reaktion auf einen chemischen Stimulus und bei zellularem Stress eine Rolle
spielen (Tabelle 6). Bei dieser Art der Auswertung wird weniger die Hohe der
Regulation als vielmehr die Anzahl der regulierten Gene bertcksichtigt. Bei den stark
regulierten Genen finden sich allerdings auch einzelne Vertreter anderer
Stoffwechselwege. So spielt beispielsweise das am hochsten induzierte Gen
SERPINB2 (oder PAI-2) (Abbildung 24) bei der Regulation der Blutgerinnung, das
Gen MMP1 (Abbildung 25) beim Abbau von zellularer Matrix und damit beim airway
remodelling und das Gen CAMK2B beim Calcium-Signalweg eine Rolle.
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Tabelle 6: Haufigste Genfunktionen der regulierten Gene, aufgelistet als gene ontology
terms, die unter den regulierten Genen signifikant amgereichert waren

Gene Ontology Term Anzahl % P-Wert

Defense response 31 32,6 4,2x10™
Response to external stimulus 30 31,6 1,3x107°
Response to wounding 25 26,3 2,8x107®
Inflammatory response 22 23,2 53x107"®
Immune system response 35 36,8 2,7x10™"7
Immune response 31 32,6 3,3x107°
Response to stimulus 51 53,7 9,0x107°
Response to chemical stimulus 22 23,2 5,8x10™"
Response to stress 28 29,5 6,2x107"2
Taxis 13 13,7 2,4x10™"
Chemotaxis 13 13,7 2,4x10™"
Locomotory behavior 13 13,7 6,6x107°
Cell-cell signalling 20 21,1 1 ,6x10'9
Behaviour 13 13,7 1,8x107
Regulation of cell proliferation 15 15,8 4,1x107
Developmental process 38 40,0 1,5x10°
Organ development 22 23,2 3,1x10°
Acute inflammatory response 7 74  3,1x10°
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Abbildung 24: Genomweit iber 5-fach induzierte Gene; GS IT Raum 2 und auf’en; n=3
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Abbildung 25: Genomweit 3-5-fach induzierte Gene; GS IT Raum 2 und auf3en; n=3

5.4.1.3 Vergleich der Wirkung von Innenraum- und Auf3enluftstauben

Vergleicht man die Wirkungen von Innenraum- und Auf3enluft-PMo, so fallen sehr
deutliche Unterschiede auf. PM4o der Klassenzimmer induzierte proinflammatorische
Chemokine und Cytokine viel starker, aber CYP1A1, ein Enzym des
Fremdstoffmetabolismus, schwacher als PM4o der AuBenluft. Zudem erreichte die
inflammatorische Wirkung der Innenraumstaube bereits nach vier Stunden ihr
Maximum, die eher durch AuRenstaub verursachte Induktion von Fremdstoff-

metabolisierenden Genen erst nach 24 Stunden.

5.4.2 Analyse einer Auswahl von 46 Genen

Zur Bestatigung der genomweit am starksten regulierten Genexpressionswerten
wurden quantitative RT-PCR-Analysen auf TagMan Low Density Arrays (LDA)
durchgefihrt. Jede dieser Karten enthielt assays fur den Nachweis der 34 durch
PM1o hochstinduzierten (Uber 2-fach), der zwei hochstinhibierten (Uber 2-fach), einer
Auswahl von sechs Uber 1,5-fach induzierten, von zwei schwach induzierten (unter

1,5-fach) aber AhR-regulierten, von zwei Genen, deren Regulation durch Partikel in
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der Literatur beschrieben ist (CYP2S1 [103], TSLP [104]), zu denen aber keine Daten

aus der Affymetrix-Analyse vorhanden waren, sowie von zwei house-keeping Genen

(Tabelle 7).

Tabelle 7: Auswahl der Gene fur weitere Analysen

Gen

Auswahlkriterium

Gen Auswahlkriterium
ALDH1A3 ~ AhR- induziert IQGAP1  2-fach inhibiert
BIRC3 2-fach induziert KRT6B 2-fach induziert
CAMK2B  2-fach inhibiert LIF 1,5-fach induziert
CCL20 2-fach induziert MMP1 2-fach induziert
CFB 2-fach induziert NDRG1 2-fach induziert
CLDN1  1,5-fach induziert NFKBIA  2-fach induziert
CXCL1  2-fach induziert NPTX1 2-fach induziert
CXCL2 2-fach induziert NQO1 AhR- induziert
CXCL3 2-fach induziert PTX3 2-fach induziert
CXCL5  2-fach induziert RALBP1  1,5-fach induziert
GAPDH  House keeping Gen  5100A8  2-fach induziert
CXCle  2-fach induziert S100A9  2-fach induziert
CYPIAL  2-fach induziert SAAL;SAA2  2-fach induziert
CYP1B1  2-fach induziert SERPINA3  2-fach induziert
CYP2s1 Literatur SERPINB2  2-fach induziert
EREG 2-fach induziert SERPINB3  2-fach induziert
GREM1 1,5-fach induziert SOD2 2-fach induziert
HPRT1 House keeping Gen STC1 2-fach induziert
ICAM1 2-fach induziert STC2 1,5-fach induziert
IL1A 2-fach induziert TIPARP 2-fach induziert
IL1B 2-fach induziert TLR2 1,5-fach induziert
IL24 2-fach induziert TNFAIP2 2-fach induziert
IL6 2-fach induziert TNFAIP3 2-fach induziert
IL8 2-fach induziert TSLP Literatur
5.4.2.1 Bestatigung der genomweiten Ergebnisse durch gqPCR

Durch die quantitative RT-PCR konnte fur 37 der 44 untersuchten Gene (ohne die
zwei house keeping Gene und die zwei Gene, die auf dem verwendeten Microarray
nicht vorkommen) fur alle 3 Inkubationszeiten die in der genomweiten
Microarrayanalyse gefundene Regulation bestatigt werden (Tabelle 8). Sowohl die
Art der Regulation (Induktion oder Inhibition), als auch das Verhaltnis der Regulation
durch Werten

Microarrayanalyse vergleichbar. Fur vier Gene konnte die Regulation nur fur eine

Innenraum- und AuBenluftstaub war hier mit den der

oder zwei der Inkubationszeiten bestatigt werden. Bei drei Genen, die in der
Microarrayanalyse schwach reguliert waren, konnte mittels PCR keine Regulation
Ebenso wurde flr die zwei Gene,

gefunden werden. die aufgrund von
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Literaturangaben in die PCR-Analyse mit aufgenommen wurden, keine Regulation
detektiert.

Tabelle 8: Bestatigung der Ergebnisse der genomweiten Analyse, jeweils nach Exposition
gegeniber PMy von Schule IT (Raum 2 und aufden); hk = house keeping Gen, kD = keine
Daten aus der genomweiten Analyse vorhanden.

Gen Durch PCR bestatigt Gen Durch PCR bestatigt
4h 10h 24h 4h 10h 24h

ALDH1A3 + + + IQGAP1 - - -
BIRC3 + + + KRT6B + + +
CAMK2B + + + LIF + + +
CCL20 + + + MMP1 + + +
CFB + + + NDRG1 + + +
CLDN1 - - - NFKBIA + + +
CXCL1 + + + NPTX1 + + +
CXCL2 + + + NQO1 + + +
CXCL3 + + + PTX3 + + +
CXCL5 + + + RALBP1 - - -
GAPDH hk hk hk S100A8 - + -
CXCL6 + + + S100A9 - + -
CYP1A1 + + + SAA1;SAA2 - + +
CypP1B1 + + + SERPINA3 + + +
CYP2S1 kD kD kD SERPINB2 + + +
EREG + + + SERPINB3 + + +
GREM1 + + + SOD2 + + +
HPRT1 hk hk hk STC1 + + +
ICAM1 + + + STC2 + + -
IL1A + + + TIPARP + + +
IL1B + + + TLR2 + + +
IL24 + + + TNFAIP2 + + +
IL6 + + + TNFAIP3 + + +
IL8 + + + TSLP kD kD kD

Auch die Hohe der Regulation war zwischen den zwei Analysemethoden recht gut
vergleichbar (Abbildung 26 und Anhang S. XXV). In der Korrelationsanalyse der
durch PCR bestatigten Gene ergab sich hier ein Determinationskoeffizient (r?) von
0,64 (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Korrelation der Geninduktionswerte der genomweiten Analyse (Affymetrix) und
der PCR-Analyse (LDA); jeweils PM;o von Schule IT (Raum 2 und aul3en)

5.4.2.2 Ausweitung der Genexpressionsanalyse auf alle PMqo-Proben

Die Expression der 46 ausgewahlten Gene wurde nun nach Inkubation mit den PM1¢-
Proben aller sechs Schulen analysiert. Dies fuhrte zum einen zu einer erhéhten n-
Zahl fur den Vergleich der Innenraumstaub- und Aulenstaubwirkung und ermdglichte
zum anderen einen Vergleich der verschiedenen Schulen untereinander.
Desweiteren kdnnen SO in Verbindung mit  der  Analytik  der
Feinstaubzusammensetzung bestimmte Effekte auf bestimmte PM;jo-Bestandteile

zuruckgefuhrt werden.

54221 Funktionen der regulierten Gene

Der Groldteil der regulieten Gene codiert fur Proteine, die im
Entzindungsgeschehen eine Rolle spielen (Abbildung 27, Abbildung 28, Abbildung
29 und Abbildung 30). Dazu gehdren die Chemokine CXCL1, CXCL2, CXCLS3,
CXCL5, CXCL6, IL8, die eine Chemotaxis von Neutrophilen verursachen, das
Chemokin CCL20, welches eine Migration von Dendritischen Zellen in die Lunge
bewirken kann [105], anderen proinflammatorischen Zytokinen, wie IL1A, IL1B, IL6
und LIF, die Rezeptoren des innaten Immunsystems TLR2 und PTX3, die Strukturen
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von gram-positiven Bakterien und Hefen bzw. gram-negativen Bakterien, Hefen,
Viren und Pilzsporen erkennen konnen, das interzellulare Zelladhasionsmolekul
ICAM1, welches die Leukozytenmigration ermoglicht und andere bei entzundlichen
Prozessen induzierten Proteinen (CFB, NFKBIA, S100A8, S100A9, SAA1//ISAA2,
SERPINA3, SERBINB3, TNFAIP2 und TNFAIP3).

Eine weitere Gruppe von induzierten Genen umfasst Enzyme des
Fremdstoffmetabolismus, die zur Dehydrogenierung von Aldehyden (ALDH1A3),
Reduktion von Quinonen (NQO1) und Monooxygenierung einer vielzahl hydrophober
Substanzen (CYP1A1, CYP1B1) und damit zur Detoxifizierung dieser Substanzen
beitragen. Ebenfalls durch Fremdstoffe induziert wird die poly(ADP-Ribose)-
Polymerase TIPARP. Nach Induktion durch TCCD (Dioxin) ist diese in der Lage,

Proteinfunktionen durch Ribosylierung zu modulieren [106].

Eine dritte Gruppe von induzierten Genen spielt bei Umbauprozessen im Gewebe
eine Rolle. So verursacht die Peptidase MMP1 einen Abbau der extrazellularen
Matrix und ist mit der Pathogenese der chronisch obstruktiven Lungenerkrankung
(COPD) assoziiert [107]. Eine erhdhte Expression von GREM1 kann eine pulmonale
Fibrose induzieren [108]. Das zur Interleukin-10-Familie gehérende IL24 beeinflusst
die Wundheilung [109]. Und der Serpin-Peptidase-Inhibitor B3 (SERPINB3) kann
neben seiner inflammatorischen Rolle eine Barrierestorung hervorrufen, was

allerdings bisher nur fur das Stratum Corneum der Epidermis gezeigt wurde [110].

Fir folgende Funktionen wurden nur jeweils ein Vertreter untersucht: Blutgerinnung
(SERPINB2), Oxidativer Stress (SOD2), Ektodermentwicklung (KRT6B),
Apoptoseinhibition (BIRC3), Toxinbindung (NPTX1), Calcium-Homdostase (STC1),
Wachstumsinhibition (STC2), Stressantwort (NDRG1), Epidermaler Wachstumsfaktor
(EREG), Calcium-Signalgebung (CAMK2B), tight junctions (CLDN1).

Auf die Funktionen der Gene TSLP, IQGAP, RALBP1 und CYP2S1 wird hier nicht
naher eingegangen, da die getesteten Staubproben keinen Einfluss auf die

Expression dieser Gene zeigten.
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Abbildung 27: Uber 4-fach induzierte Gene bei der PCR-Analyse; Mittelwerte der Staube der
12 Klassenzimmer und 6 AuRenluftsammlungen

Genexpression [fache Induktion]

H4hinnen ®10hInnen = 24hinnen M 4hAufen ® 10hAufen © 24hAuRen

| ] I

| T I
NPTX1 SOD2 CXCL1 TNFAIP2 ICAM1 MMP1 IL1A SERPINA3 STC1

Abbildung 28: 3-4-fach induzierte Gene bei der PCR-Analyse; Mittelwerte der Staube der 12
Klassenzimmer und 6 Aufenluftsammlungen
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Abbildung 29: 2-3-fach induzierte Gene bei der LDA-Analyse; Mittelwerte der Staube der 12

Klassenzimmer und 6 AuRenluftsammlungen
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S100A9 CAMK2B ALDH1A3 CLDN1 NQO1 TSLP IQGAP1 RALBP1 HPRT1 CYP2S1

Abbildung 30: 1-2-fach induzierte Gene bei der LDA-Analyse; Mittelwerte der Staube der 12

Klassenzimmer und 6 AulRenluftsammlungen

54222 Zeitlicher Verlauf der Genregulation

Betrachtet man das Verhaltnis der Genregulation zum 4h-Zeitpunkt zu der zum 24h-
Zeitpunkt, kann man feststellen, dass der Grofteil der Gene bereits sehr frih
induziert ist und dass diese Induktion nach 24h Stunden wieder deutlich abnimmt

(Abbildung 31). Diese kurzen, frih einsetzenden Effekte sind zum einen die
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Inflammation (CCL20, TNFAIP2, IL6, IL8, PTX3, CXCL2, CXCL3, TNFAIP3) und eine

Antwort auf oxidativen Stress durch die Superoxiddismutase 2 (SOD2).

Im Mittelfeld liegen Gene, die ebenfalls bereits zum 4h-Zeitpunkt induziert sind, deren
Induktion aber bis zum 24h-Zeitpunkt anhalt. Hier finden sich die Vertreter des
Fremdstoffmetabolismus CYP1A1, CYP1B1 und ALDH1AS.

Lediglich funf Gene sind zum 24h-Zeitpunkt starker induziert als zum 4h-Zeitpunkt.
Diese spat einsetzende Induktion betrifft Gene, die an Umbauprozessen im Gewebe
beteiligt sind. So kann es hier zu einer Barrierestorung (SERPINB3), einer Induktion

der pulmonalen Fibrose (GREM1) und der Wundheilung (IL24) kommen.

54.2.2.3 Vergleich Innen — Aulden

Wie es sich bereits in der genomweiten Analyse andeutete, fuhrte PMiy der
Aulenluft zu einer spezifischen Induktion des Fremdstoffmetabolismus (Abbildung
32). Im speziellen wurden die Cytochrome P450 1A1 und 1B1 und die NAD(P)H-
Dehydrogenase, Quinone 1 (NQO1) und darUber hinaus die durch Dioxin
induzierbare  poly(ADP-ribose)-Polymerase (TIPARP) induziert. PMj, der
Klassenzimmer induzierte dagegen sehr spezifisch einige Gene, die beim
Inflammationsgeschehen eine Rolle spielen. Eine im Vergleich mit der Wirkung der
Aulenluftstauben Uber dreifach héhere und damit besonders flr die Wirkung von
Innenraumstauben spezifische Induktion wurde fir den pattern recognition receptor
PTX3 und die Zytokine CCL20, IL6, IL8 und CXCL6 gefunden.
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Abbildung 31: Zeitlicher Verlauf der Geninduktion als Verhaltnis der Induktion zum frihen
(4h) und spaten (24h) Zeitpunkt
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Abbildung 32: Spezifitat der Geninduktionen fir Innenraum- oder Auf3enluftproben
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54224 Genregulatorisches Potential der verschiedenen Schulstaube

Betrachtet man die globale Genexpression Uber alle 46 regulierten Gene hinweg, so
wird deutlich, dass sich die Staube der verschiedenen Schulen in ihrem
genregulatorischen Potential unterscheiden. Die Innenraumproben der Schulen ER
und PO bewirkten die starkste Regulation, gefolgt von denen der Schulen TP
(ER/PO>TP; p<0,001) und IT (TP>IT; p<0,001) (Abbildung 34). Die Staube der
Schulen ES und BE riefen die geringste Regulation hervor (IT>ES/BE; p<0,001). Bei
den AuBenluftstauben hatten die Proben der Schule PO ein signifikant hoheres
genregulatorisches Potential als die der Schulen ER, TP, IT und ES (p<0,001) und
das der Schule BE war signifikant niedriger als das dieser vier Schulen (p<0,001)
(Abbildung 33).
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Abbildung 33: Genregulatorisches Potential der AuRenluftstdube; PO>ER/TP/IT/ES>BE
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Abbildung 34: Genregulatorisches Potential der Innenraumstaube; ER/PO>TP>IT>ES/BE
65



5. Ergebnisse

54.2.2.5 Korrelation der Genregulation mit Endotoxinkonzentrationen

Die inflammatorische Wirkung der Staubproben kdénnte moglicherweise mit deren
mikrobieller Belastung im Zusammenhang stehen. Um dies zu Uberprifen, wurden
Korrelationsanalysen fur die Regulation der 45 untersuchten Gene und den
Endotoxingehalt der 18 Staubproben durchgefuhrt (Anhang S. XLI). Unter den
Korrelationen mit den hochsten Determinationskoeffizienten fanden sich die
inflammatorischen Gene CXCL6, CXCL1, ICAM1, TLR2, CXCL5, IL8, CXCL2 und
IL6. Die Induktion dieser Gene nimmt also mit dem Endotoxingehalt zu (Abbildung
35). Allerdings sind die Determinationskoeffizienten mit ca. 0,6 relativ niedrig, so
dass der Endotoxingehalt nur teilweise fur die Inflammatorische Wirkung der
Staubproben verantwortlich gemacht werden kann.
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Abbildung 35: Qualitat der Korrelation von Genexpression und LPS-Gehalt der Staubproben

54.2.2.6 Korrelation der Genregulation mit PAH-Konzentrationen

Desweiteren wurde getestet, ob die Induktion des Fremdstoffmetabolismus mit dem
Gehalt der Proben an polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen
zusammenhangt. Die Korrelationsanalyse aller 45 untersuchten Gene (Anhang S.
XLIV) ergab hier fur die Cytochrome P450 die hochsten Determinationskoeffizienten,
wobei das Isoenzym CYP1A1 die mit Abstand deutlichste Korrelation aufwies
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(r*=0,75, Abbildung 36 und Abbildung 37), gefolgt von CYP1B1 (Abbildung 36). An
dritter Stelle lag die durch Dioxin induzierbare poly(ADP-Ribose)-Polymerase
(TIPARP). Die PAHs in den Staubproben tragen somit zur Induktion von Genen des

Fremdstoffmetabolismus bei.
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Abbildung 36: Qualitat der Korrelation von Genexpression und PAH-Gehalt der Staubproben
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Abbildung 37: Korrelation der CYP1A1-Induktion mit dem PAH-Gehalt der Staubproben
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5.5 PM;yg-induzierte Aktivierung basophiler Granulozyten

Neben dem zytotoxischen und genregulatorischen Potential wurde ermittelt, ob die
Schulstaube einen Einfluss auf die Ausldsung allergische Reaktionen haben kdnnen.
Dazu wurde die Aktivierung frisch isolierter humaner basophiler Granulozyten in
Gegenwart einer komplexen Mischung humaner Leukozyten gemessen. Wenn
Basophile aktiviert werden, steigern sie an ihrer Oberflache die Menge an CD63,
welches als spezifischer Marker flr aktivierte Basophile durchflusszytometrisch
bestimmt werden kann. Auf diese Weise wurde in Leukozyten von Graser- und
Birkenpollenallergikern eine Basophilenaktivierung nach Inkubation mit Graser- bzw.
Birkenpollenallergen gemessen. Eine zusatzliche Zugabe von PMq, aus
Klassenzimmern bzw. aus der Aulenluft bewirkte keine Steigerung der Zahl
aktivierter Basophiler (Abbildung 38). Weder Innenraum-, noch Aufenluftfeinstaub
zeigte also einen  adjuvanten  Effekt auf eine  allergeninduzierte

Basophilenaktivierung.

Wurden allerding Leukozyten von Katzenallergikern in das Testsystem eingesetzt,
fUhrte eine Inkubation mit Innenraum-PM;, alleine zu einer signifikanten Aktivierung
basophiler Granulozyten (Abbildung 39). Eine Inkubation mit Aul3enluft-PMo wirkte
sich dagegen nicht auf den Aktivierungsstatus dieser Zellen aus. Anhand der
Leukozyten einer auf das Katzenallergen monosensibilisierten Probandin (Nr. 11;
Tabelle 2) wurden nun alle 18 Staubproben hinsichtlich ihrer Fahigkeit zur
Katzenallergen-spezifischen  Basophilenaktivierung Uberprift. Eine deutliche
Aktivierung wurde auch hier wiederum nur durch Innenraumstaubproben
hervorgerufen (Abbildung 40). Die Proben, die zu den hochsten Aktivierungswerten
fUhrten, waren jene, in denen das Katzenallergen Fel d 1 nachgewiesen wurde. Die
Aktivierung basophiler Granulozyten durch Innenraum-PMyy ist also auf den Fel d 1-

Gehalt dieser Staubproben zurtckzufuhren.
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Abbildung 38: Effekt der Innen- und AufRenluftstdube auf die allergeninduzierte Basophilen-
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Abbildung 39: Aktivierung basophiler Granulozyten von Katzenallergikern durch Innen- und
AuRenluftstaube; n=6
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6. Diskussion

Die gesundheitlichen Auswirkungen einer Exposition gegentber Feinstaub werden
bereits seit einigen Jahrzehnten erforscht. So ist es heute unumstritten, dass eine
Feinstaubexposition sowohl zu einer gesteigerten Mortalitat, als auch zu erhohter
Morbitat — insbesondere im Hinblick auf respiratorische und kardiovaskulare
Erkrankungen — fuhrt [3-5]. Auf experimenteller Ebene wurde eine
proinflammatorische [28-33] und zytotoxische Wirkung [49-54] verschiedener
Staubfraktionen nachgewiesen. Allerdings hangt die Wirkung von Stauben stark von
ihrer GroRe, Form und Zusammensetzung ab, so dass diese Faktoren beim

Vergleich verschiedener Staubproben bertcksichtigt werden mussen.

Besonders hohe Feinstaubkonzentrationen wurden in bayerischen Grundschul-
klassenzimmern gemessen [63]. Ob diese im Vergleich zur Aufienluft deutlich
erhohten Konzentrationen auch ein erhohtes Gesundheitsrisiko bedeuten, sollte im
Rahmen der PAMINA-Studie, innerhalb der diese Arbeit angefertigt wurde, geklart

werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden luftgetragene Staube von Grundschul-

klassenzimmern hinsichtlich
1. der Massenkonzentrationen in der Luft,
2. der elementaren Zusammensetzung,
3. des akut zytotoxischen Potentials,
4. der zytotoxischen Wirkung nach metabolischer Aktivierung,
5. der genomweiten Regulation der Genexpression und
6. des allergenen Potentials
mit Stauben der AulRenluft verglichen.

Die durchschnittichen PMjo-Konzentrationen der Klassenzimmer lagen mit 121
ug/m® in dem GréRenordnungsbereich, der bereits in anderen Studien gemessen
wurde. Fromme et al. fanden beispielsweise bei Beprobungen von 92
Klassenzimmern im Winter eine mittlere PM4o-Konzentration von 105 pg/m® und im

Sommer eine Belastung von 72 ug/m® (75 Klassenzimmer) [63]. Janssen et al.
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konnten bei der Beprobung von drei Klassenzimmern an jeweils 11 bzw. 15 Tagen
eine mittlere PM4o-Konzentration von 157 pg/m*® messen [111]. Bei diesen beiden
Studien wurde die Beprobung wie in der vorliegenden Arbeit ausschlieRlich wahrend
der Unterrichtszeiten durchgefuhrt. Dies ist fur die Vergleichbarkeit von
entscheidender Bedeutung, da die hohen Feinstaubkonzentrationen erst durch die
Raumnutzung entstehen. Der wohl bedeutendste Prozess ist dabei die
Resuspension von sedimentierten Partikeln [112], die vor allem dann stattfindet,
wenn sich viele Menschen auf engem Raum befinden und durch ihre Bewegungen
Verwirbelungen der Raumluft verursachen [63]. Diese Voraussetzungen treffen auf
Schulen zu, sofern die Beprobungen zu den Unterrichtszeiten vorgenommen werden.
In Wohnungen halten sich dagegen meist weniger Menschen in einem Raum auf.
Dies erklart auch, warum in dieser Studie die im Vergleich zur Aulienluft stark
erhohten PMjp-Konzentrationen nur in Schulen, aber nicht in Wohnung gefunden
wurden (AuRen: 22,0 + 14,1 pg/m?, Schulen: 120,8 + 43,9 ug/m®, Wohnungen: 16,9 +
8,7 ug/m®). Neben der Resuspension kann in Innenrdumen auch die
Partikelgenerierung durch Verbrennungsprozesse einen Beitrag zu hohen
Feinstaubbelastungen leisten [61]. Im Hinblick auf Wohnungen ist daher
entscheidend, ob es sich um Raucher- oder Nichtraucherhaushalte handelt. In den in
dieser Studie untersuchten Wohnungen wurde nicht geraucht, wodurch es hier zu
keinem bedeutenden Anstieg der Feinstaubkonzentrationen gegenuber denen der
AulBenluft kam. In anderen Studien wurden in Raucherwohnungen deutlich hdhere
Werte gemessen als in Nichtraucherwohnungen [61]. Ein weiterer Faktor, der zu
hohen Konzentrationen flihren kann, ist das Liftungsverhalten. Insbesondere in den
Wintermonaten wird oftmal wegen der geringen Aul3entemperaturen weniger geluftet.
Damit findet ein geringerer Luftaustausch statt und die resuspendierten Partikel
werden in der Raumluft zurickgehalten. In der Studie von Fromme et al. war der
liftungsbedingte Unterschied zwischen den Feinstaubkonzentrationen im Winter und
im Sommer signifikant [63]. In der vorliegenden Arbeit waren die Konzentrationen in
den Schulen, die im Winter beprobt wurden (GE, PO, ER, TP) mit 156,4 + 13,2 ug/m®
im Durchschnitt mehr als doppelt so hoch wie die der im Sommer bzw. Herbst
beprobten Schulen (ES, IT, BE; 73,4 £ 6,5 pg/m3; p<0,001), so dass auch hier von
einem reduzierten Luftungsverhalten in der kalten Jahreszeit ausgegangen werden
kann. In jedem Klassenzimmer wurden hier unabhangig von der Jahreszeit PMqo-

Konzentrationen gemessen, die deutlich Giber dem Jahresgrenzwert von 40 pg/m?®
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liegen, der in der EU fiir die AuRenluft gilt. Der Richtwert von 20 pg/m®, den die WHO
auch fiir Innenrdume empfiehlt [57], ist mit durchschnittlich 121 pug/m*® mehr als 6-

fach Uberschritten.

Da durch Resuspension Uberwiegend grobere Partikel aufgewirbelt werden [112],
kommt es zu einer Verschiebung der Grol3enverteilung und einer Veranderung der
Zusammensetzung der Feinstaube im Vergleich zu den Feinstauben der AulRenluft.
Auch in dieser Studie besitzen die Innenraumpartikel einen signifikant um 0,3 um
grélkeren Durchmesser als die Auldenluftpartikel (Median: innen (i): 1,2 ym / auf3en
(a): 0,9 um). Hierbei ist zu berucksichtigen, dass mit abnehmendem Durchmesser
die Partikelzahl anstieg, dass aber Partikel mit einem Durchmesser von kleiner als
0,66 pym aus technischen Grinden in unserer Studie nicht gemessen werden
konnten, so dass der Grofenunterschied hier wohl leicht Uberschatzt wird. Der
erhohte  Durchmesser der Innenraumpartikel fuhrt dazu, dass die
Zahlenkonzentration der Partikel im Innenraum nicht in dem Mal} erhoht ist wie ihre
Massenkonzentration. In der aktuellen Partikelforschung wird diskutiert, ob es nicht
sinnvoller ware eine Partikeldosis als Partikelzahl oder -oberflache und nicht als
Partikelmasse = anzugegeben, da man davon ausgeht, dass die
gesundheitsschadigende Wirkung von Feinstauben eher mit der Anzahl bzw.
Oberflache als mit der Masse der Partikel zusammenhangt [113-115]. Somit muss
eine erhohte Massenkonzentration an PMj, in den Klassenzimmern nicht

automatisch ein gesteigertes Gesundheitsrisiko bedeuten.

Ein weitaus grofierer Unterschied als bei der GroRenverteilung wurde bei der mittels
EDX-Analyse bestimmten elementaren Zusammensetzung der Einzelpartikel aus
Innenraum- und Aulenluft gefunden. So zeigte sich in der Einzelelementanalyse,
dass die Staube der Klassenzimmer einen im Vergleich hdheren Gehalt an Silizium
(i 10,4%, a: 4,5%, p<0,01), die Stadube der Aulenluft dagegen einen deutlich
hoheren Anteil an Schwefel (i: 3,4%, a: 11,7%, p<0,01) haben. Wenn man nun mit
einberechnet, dass die durchschnittliche PMqp-Konzentration in den Klassenzimmern
5,5-fach Uber der der Aulenluft lag, so war Silizium das in der Innenraumluft am
starksten angereicherte Element. Diese Ergebnisse stimmen mit der Studie von
Janssen et al. Uberein, in der fur Schwefel eines der niedrigsten und fur Silizium
eines der hochsten Innen/Auflen-Verhaltnisse gefunden wurde [116]. Neben der

Einzelelementanalyse wurde eine Klassifizierung der einzelnen Partikel in
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verschiedene Partikeltypen vorgenommen. Durch die Analyse einzelner Partikel war
es moglich, nicht nur die in einer Feinstaubprobe enthaltenen Elemente zu
analysieren, sondern auch zu bestimmen, aus welchen anorganischen Verbindungen
der einzelnen Partikel bestehen. Diese Methodik ermoglichte zwar nicht die
Bestimmung von Massenkonzentrationen von chemischen Verbindungen der
Innenraum- und Aufenluft, dafir aber eine detaillierte Analyse der relativen
Zusammensetzung der verschiedenen Staubproben. So konnte ermittelt werden,
dass es sich bei den Partikeln, die in den Klassenzimmern angereichert sind,
hauptsachlich um Silikate (i: 36%, a: 14%, p<0,001), organische Partikel (i: 29%, a:
21%, p<0,05) und Ca-Carbonate (i:12%, a: 4%, p<0,05) handelt. Als Bestandteile
der Erdkruste sind die Silikate und Ca-Carbonate hochstwahrscheinlich von Auf3en in
die Klassenzimmer eingetragen und dort resuspendiert worden. Eine
Innenraumquelle fir Ca-Carbonat konnte die Verwendung von Papier darstellen. In
der Papierherstellung findet prezipitiertes Ca-Carbonate als Fullstoff zur Senkung der
Herstellungskosten und des Gewichtes von Papier Verwendung [117]. Die dabei
eingesetzten Ca-Carbonat-Partikel haben einen Durchmesser von etwa 1 bis 2 um,
der mit dem der hier gemessenen Ca-Carbonat-Partikel (durchschnittlich 1,9 um;
Daten hier nicht gezeigt) Ubereinstimmt. Die Anreicherung von organischen Partikeln
in den Klassenzimmern koénnte teilweise auf den Abrieb von Hautschuppen der
Schulkinder zuruckzufuhren sein. Diese Partikel ahneln in ihrer Morphologie und
Zusammensetzung sehr stark denen von experimentell gewonnenen menschlichen
Hautschuppen (hier nicht gezeigt). Zudem wurden Hautschuppen bereits in der
Literatur als Quelle von Staubpartikeln in Grundschulklassenzimmern beschrieben
[118]. Im Gegensatz dazu enthielten die Staubproben der AulR3enluft einen deutlich
hoheren Anteil an Ca-Sulfat (i: 4%, a: 38%, p<0,01). Dies steht im Einklang mit
anderen Untersuchungen, die ebenfalls Sulfate als Hauptbestandteil von
Feinstauben der AulRenluft ermittelten [119, 120]. Der in diesen Studien gemessene
Anteil der Sulfate an der Masse des Feinstaubs ist nicht so hoch wie der in der
vorliegenden Arbeit bestimmte Anteil an der Partikelzahl. Dies konnte damit
zusammenhangen, dass die Ca-Sulfat-Partikel im Verhaltnis zu den anderen hier
gefundenen Partikeltypen einen relativ kleinen Durchmesser besitzen und somit an
der Masse der Feinstaubproben einen geringeren Anteil haben. Auch Silanpaa et al.
fanden mehr Sulfate bei PM;5 als bei PM1y und damit vermehrt bei den kleineren
Partikeln [120].
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Nicht nur die Zusammensetzung der Innen- und Aufenluftstdube war
unterschiedlich, sondern auch ihre biologische Wirkung. Eine zytotoxische Wirkung
von Auldenluftstduben konnte in den getesteten Konzentrationen von maximal 10
pug/ml weder direkt noch nach metabolischer Aktivierung festgestellt werden. Die
Innenraumstaube der Klassenzimmer zeigten dagegen auf humane primare
Keratinozyten und nach metabolischer Aktivierung durch CYP2B6, CYP3A4 und
teilweise durch CYP1A1 auch auf V79-Zellen eine zytotoxische Wirkung. Auch Long
et al. schatzen die Toxizitat von Innenraumpartikeln als mindestens so hoch wie die
von Aufenluftpartikeln ein [70]. In ihren Untersuchungen fanden sie in
Alveolarmakrophagen (AM) eine héhere duch tumor necrosis factor (TNF) vermittelte
Zytotoxizitat nach Expostion gegenuber PM; 5 aus Innenraumen als gegenuber PM; 5
aus der AuRenluft [70, 121]. Monn und Becker fanden dagegen signifikante
zytotoxische und proinflammatorische Effekte ausschliel3lich bei Exposition
gegenuber groben Aullenluftstauben (PM1o-25) [69]. Sie untersuchten an humanen
Monozyten die proinflammatorische Wirkung (IL-6- und IL-8-Freisetzung) und
zytotoxische Potential (Hamazytometer) von groben (PMig.25) und feinen (PMas)
Feinstauben aus Innenraumen und aus der AufBenluft. Die Zytotoxizitat lie® sich
dabei auf Ubergangsmetalle, die inflammatorische Wirkung auf Endotoxine
zuruckfiihren [69]. Diese Inkonsistenz in der Bewertung von Innenraum- und
AuBenluftpartikeln spiegelt die hohe Variabilitat von Feinstaubproben wider und
deutet darauf hin, dass fur das Verstandnis der verschiedenen gesundheitlichen
Auswirkungen von Umweltpartikeln eine umfassende Charakterisierung der
Feinstaubproben notwendig ist. In unseren Untersuchungen waren unter anderem
organische Partikel mit einem hohen Gehalt an Kohlenstoff in den Klassenzimmern
angereichert. Zhang et al. kamen in einer Studie zu dem Schluss, dass dieser
Partikeltyp neben Eisenpartikeln stark zu der Feinstaub-assoziierten Produktion
reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) beitragt [122]. Tatsachlich liel} sich auch in
unseren Untersuchungen die durch Innenraumpartikel verursachte CYP2B6-
vermittelte  Zytotoxizitat auf die Generierung reaktiver Sauerstoffspezies
zuruckfihren. Der ROS-scavenger N-Acetylcystein (NAC) war hier in der Lage, die
zytotoxische Wirkung aufzuheben. CYP2B6 selbst kann bei der Umsetzung
organischer Verbindungen eine physiologisch relevante Quelle fur ROS sein. So
konnen im katalytischen Zyklus von CYPs bei der fur die Reduzierung des zentralen

Ham-Eisens bendtigten Ubertragung von Elektronen auf das aktivierte gebundene
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Sauerstoffmolekil Superoxid, Wasserstoffperoxid und Hydroxylradikale gebildet
werden [101]. Auf diese Weise kénnen wahrend der Umsetzung organischer
Feinstaubbestandteile ROS gebildet werden und zur Toxizitat von Feinstauben aus
Klassenzimmern beitragen. Dass in unseren Untersuchungen fur Aufenluftstaube
keine Toxizitdt gefunden wurde konnte mit dem hohen Sulfatgehalt unserer
Aulenluftproben zusammenhangen. Fir Sulfate in Feinstduben fand sich bisher
keine Korrelation mit Lungentoxizitat [119] oder Arztbesuchen im Zusammenhang mit
kardiovaskularen und respiratorischen Erkrankungen [123]. Die Feinstaubproben der
Klassenzimmer wiesen also eine deutlich groliere zytotoxische Wirkung auf als die
der Aulenluft, was sich teilweise auf die unterschiedliche Zusammensetzung der

Partikelproben zuruckfuhren lief3.

Fur eine Analyse weiterer toxischer Wirkungen von Feinstauben eignet sich
besonders gut eine Kombination aus in-vitro-Zellkultursystemen und der Microarray-
Technologie [124]. Diese Methodik kann dabei helfen, die durch Feinstaub
beeinflussten physiologischen Mechanismen zu identifizieren und Zusammenhange
zwischen PartikelgroRe bzw. Feinstaubbestandteilen und schadigenden Wirkungen
zu ermitteln. In unserer Untersuchung konnten wir auf diese Weise feststellen, dass
Feinstaube aus Grundschulklassenzimmern genomweit hauptsachlich solche Gene
induzierten, die bei einer inflammatorischen Immunantwort auf einen externen
Stimulus eine Rolle spielen. Darunter fallen einige proinflammatorische Zytokine und
Chemokine, die eine interzellulare Signalgebung und Chemotaxis bewirken. Diese
Art der proinflammatorischen Reaktion auf eine Feinstaubexposition wurde bereits in
einigen Studien gefunden [125-129]. Allerdings ist bisher nur eine Untersuchung
bekannt, die die inflammatorische Wirkung von Innenraum- und Aufienluftstauben
direkt vergleicht. In den bereits erwahnten Untersuchungen von Monn und Becker
wurde fur Aulenstdaube ein hoheres inflammatorisches Potential gefunden als fur
Innenraumstaube [69]. Dies widerspricht zunachst einmal unseren Daten, in denen
die Innenraumstaube eine deutlich groRere inflammatorische Wirkung aufweisen. Die
beiden Studien lassen sich dennoch in Einklang bringen, wenn berucksichtigt wird,
dass sich in beiden Fallen die inflammatorische Wirkung zumindest teilweise auf

Endotoxine zurickflhren lief3, die in unseren Innenraumstaubproben erhdht waren.

Neben der Vielzahl an inflammatorischen Genen waren auch einige Enzyme des

Fremdstoffmetabolismus induziert, die zur Dehydrogenierung von Aldehyden
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(ALDH1A3), Reduktion von Quinonen (NQO1) und Monooxygenierung einer gro3en
Zahl hydrophober Substanzen (CYP1A1, CYP1B1) und damit zur Detoxifizierung
dieser Substanzen oder aber auch zu ihrer Aktivierung zu reaktiven Metaboliten
beitragen. Ebenfalls durch Fremdstoffe induziert wird die poly(ADP-Ribose)-
Polymerase TIPARP. Nach Induktion durch TCCD (Dioxin) ist TIPARP in der Lage,
Proteinfunktionen durch Ribosylierung zu modulieren [106]. Die Genexpression
sowohl von CYP1A1 und CYP1B1, als auch von ALDH1A3, NQO1 und TIPARP ist
durch den Aryl-Hydrocarbon-Rezeptor (AhR) reguliert [106, 130]. Es handelt sich
also bei der deutlichen Induktion von CYP1A1 nicht um einen zufalligen
Einzelbefund, sondern um ein Ergebnis, das aufgrund der Regulation Uber einen
gemeinsamen Rezeptor sehr gut mit den Expressionswerten der anderen hier
untersuchten Enyme des Fremdstoffmetabolismus zusammenpasst und das darauf
hindeutet, dass die PM4o-Proben Verbindungen enthalten, die vom AhR gebunden
werden. Als Liganden fur den AhR sind vor allem hydrophobe Umweltschadstoffe,
wie halognierte aromatische Kohlenwasserstoffe (HAHs) und nicht halogenierte
polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAHs) bekannt [131]. Eine Induktion
des CYP1A1 wurde bereits in vielen Untersuchungen von Dieselru3partikel bzw.
organische PM-Bestandteile auf diese Verbindungen zurtckgefuhrt [127, 132-134].
Auch in der vorliegenden Arbeit wurde eine Abhangigkeit der CYP1A1-Induktion vom
Gehalt der Feinstaubproben an einigen PAHs und damit mit der Beladung der
Partikel mit organischen Verbindungen festgestellt. Die Konzentration der
nachweisbaren PAHs war in den Aulenluftproben 2,01 mal so hoch und die
CYP1A1-Induktion durch AuRenluftfeinstaube 1,78-fach hoher als die der
Staubproben der Klassenzimmer und in der Korellationsanalyse wurde im Vergleich
mit den anderen durch PMyq induzierten Genen fur CYP1A1 die mit Abstand beste
Korellation mit dem PAH-Gehalt erhalten. Eine weitere Gruppe induzierter Gene tragt
zu Umbauprozessen im Gewebe bei. Die Peptidase MMP1 verursacht beispielsweise
den Abbau extrazellularer Matrix und ist mit der Pathogenese der chronisch
obstruktiven Lungenerkrankung (COPD) assoziiert [107]. Eine erhohte Expression
von GREM1 kann eine pulmonale Fibrose induzieren [108]. Das zur Interleukin-10-
Familie gehodrende IL24 beeinflusst die Wundheilung [109]. Und der Serpin-
Peptidase-Inhibitor B3 (SERPINB3) kann neben seiner inflammatorischen Rolle eine
Barrierestorung hervorrufen [110]. Neben diesen Stoffwechselwegen, die durch

mehrere Gene vertreten waren, fanden sich bei den induzierten Genen auch
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einzelne Vertreter anderer Funktionen im Organismus. So ist das Risiko einer
Blutgerinnung durch die starke Induktion von SERPINB2 deutlich erhdht [127] und
die Induktion der SOD2 deutet darauf hin, dass die Zellen unter oxidativem Stress
stehen. Beide Gene waren wiederum verstarkt durch die Staube der Klassenzimmer
induziert. Wie schon in den Untersuchungen der Zytotoxizitat lieRen sich also auch
einige Ergebnisse der Genexpressionsanalyse auf die Zusammensetzung der
Feinstaubproben zuruckfuhren. So spielte fur die Induktion von proinflammatorischen
Genen der Endotoxingehalt und fur die Induktion von Genen des

Fremdstoffmetabolismus der PAH-Gehalt eine entscheidende Rolle.

Luftschadstoffe beeinflussen im Hinblick auf Funktionsstérungen der Atemwege
insbesondere allergische Atemwegserkrankungen [135]. Daher wurde in dieser
Arbeit der Einfluss der Innenraum- und Aulenluftstdube auf die Auslésephase
allergischer Reaktionen gemessen. In fruheren Studien wurde bereits gezeigt, dass
organische Extrakte von Aerosolpartikeln IgE-vermittelte allergische Erkrankungen
beeinflussen kdénnen, indem sie die Allergen-induzierte Aktivierung humaner
basophiler Granulozyten verstarken [55]. Ein solcher adjuvanter Effekt konnte
allerdings weder bei Inkubation mit Innenraum- noch bei der mit Aul3enluftstauben
festgestellt werden. Das Fehlen dieses Effektes konnte sich damit erklaren lassen,
dass hier die Partikel in wassriger Suspension eingesetzt wurden, wohingegen
Schober et al. organische Extrakte mit wesentlich hdheren Konzentrationen

organischer Verbindungen einsetzten.

Einige Staubproben aus Klassenzimmern zeigten allerdings bereits ohne Zugabe
eines Allergens eine aktivierende Wirkung auf Basophile. Dieser Effekt war am
starksten bei den Proben, in denen mittels ELISA das Katzenallergen Fel d 1
nachgewiesen wurden und ausschlie3lich unter Verwendung von Leukozyten aus
Katzenallergikern. Der Basophilenaktivierungstest kann unter diesen Umstanden also
als bioassay fur Fel d 1 dienen. In anderen Studien wurde Fel d 1 in sedimentierten
Partikeln in Klassenzimmern nachgewiesen [136, 137]. Wir fanden nun Fel d 1 in
luftgetragenen Partikeln aus Klassenzimmern, welches in der Lage war humane
basophile Granulozyten zu aktivieren und somit in Kindern, die auf das

Katzenallergen sensibilisiert sind, zu allergische Reaktionen fuhren konnte.

Vergleicht man die Wirkung der Staube der verschiedenen Schulen miteinander, so

stechen die Proben der Schulen PO und ER Uber die meisten hier angewendeten
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Testsysteme hinweg hervor. Sowohl die die zytotoxische Wirkung (direkt und
CYP2B6-vermittelt), als auch das genregulatorische Potential und darunter auch die
inflammatorische und Fremdstoffmetabolismus-aktivierende Wirkung sind durch die
Staube dieser zwei Schulen im Vergleich zu den Proben der anderen Schulen
erhdht. PMyo dieser beiden Schulen ist also moglicherweise schadlicher und kommt
dartber hinaus auch in héheren Konzentrationen vor als in den anderen Schulen.
Eine mogliche Erklarung dafur konnte sein, dass die Schule ER in Munchen
innerhalb des mittleren Rings in einer Region mit hohem Verkehrsaufkommen liegt
und dass beide Schulen in der kalten Jahreszeit beprobt wurden, in der sich wegen
erhohten Heizens mehr Schadstoffe in der Luft befinden. So liel3 sich auch in den
Stauben dieser beiden Schulen die hochste Konzentrationen an PAHs messen. Es
ware also mdglich, dass sich die Jahreszeit nicht nur auf die Konzentrationen,

sondern auch auf das gesundheitsgefahrdende Potential von Feinstauben auswirkt.

Die in dieser Studie eingesetzten PMjp-Konzentrationen betrugen maximal 10 pug/mli
bzw. 6 pg/cm? und damit weit unterhalb der iblichen Konzentrationen, die in anderen
in-vitro-Studien eingesetzt wurden, von ca. 50 bis 300 pg/ml [12, 28, 33, 138, 139].
Signifikante Effekte wurden in diesen Untersuchungen erst ab mindestens 50 ug/ml
gefunden [138]. Der Einsatz der niedrigen PM1o-Konzentration in dieser Arbeit fuhrte
dazu, dass die Effekte, wenn auch gut reproduzierbar, nur relativ gering ausgepragt
waren. Allerdings spiegelt diese Art der Untersuchung die tatsachliche

Expositionssituation besser wieder.

Von den in dieser Studie auf zellularer Ebene gefundenen Effekten kann nicht direkt
auf ein Risiko fur die Gesundheit der Schuler rickgeschlossen werden. Allerdings
kann durch den Vergleich der Innenraumstaube mit denen der Auldenluft eine relative
Bewertung dieser beiden Probengruppen vorgenommen werden. In diesem Sinne
kann festgestellt werden, dass die Staubproben der Klassenzimmer eine veranderte
elementare Zusammensetzung, eine groldere zytotoxische Wirkung, ein groleres
inflammatorisches Potential ein hoheres Risiko fur die Blutgerinnung und eine
grolkere allergene Wirkung haben und dabei in durchschnittlich 5,5-fach hdherer
Konzentration vorliegen als die jeweiligen Staube der AufRenluft (Tabelle 9). Der
einzige Effekt, der starker durch AuRenluftstaube ausgelost wurde, war die Induktion

von CYP1A1, der  sich allerdings  stark  relativiert, wenn die
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Konzentrationsunterschiede an PMy in und auferhalb der Klassenzimmer mit

berlcksichtigt werden.

Alles in Allem scheint also PM aus Klassenzimmern fur die Schuler ein relativ
héheres Potential zur Gesundheitsschadigung zu haben als PM4o der AulRenluft. Ob
dies allerdings auch zu einem konkret erhohten Risiko fur die Gesundheit von
Schulern und Lehrern fuhrt, sollte mittels Untersuchungen an den Schulern bzw.
Lehrern selbst ermittelt werden. Um im vornherein ein mdgliches Gesundheitsrisiko
zu vermeiden, wird empfohlen, die PMy-Belastung in Klassenzimmer durch
verstarktes Luften und verbesserte Reinigung zu senken. Insbesondere eine bessere
Reinigung der Schulrdume hatte sich in einer Pilotstudie [112] bereits als wirksam

erwiesen.

Tabelle 9: Zusammenfassender Vergleich von PMyo der Klassenzimmer und der Auf3enluft

PMyo der Klassenzimmer PMyo der AulRenluft
Konzentrationen 121 pg/m® 22 pg/m®
Zusammensetzung | Mehr silikatische und Mehr sulfatische Partikel

organische Partikel

Zytotoxizitat 1. Leichte Zytotoxische Keine Zytotoxizitat
Wirkung auf Keratinozyten,
2. Leichte CYP2B6, CYP3A4-

vermittelte Zytotoxizitat

Genexpression Proinflammatorische Zytokine | Fremdstoffmetabolismus
(insbesondere CYP1A1)
Allergenitat 1. Keine adjuvanten Effekte, 1. Keine adjuvanten Effekte,
2.Feld1in4von 12 2. kein Fel d 1,
Klassenzimmern,
3. Basophilenaktivierung 3. keine Basophilen-
aktivierung

80




7. Zusammenfassung

7. Zusammenfassung

Feinstaube der AuRRenluft sind mit einer gro3en Zahl an Erkrankungen, insbesondere
der Atemwege und des Herzkreislaufsystems, assoziiert. Aber nicht nur in der
Aulenluft, sondern auch in geschlossenen Raumen liegen oft hohe Konzentrationen
an Feinstaub vor und obwohl wir uns zu ca. 85% der Zeit in Innenrdumen aufhalten
und somit der Grofdteil der Feinstaubexposition in Innenraumen stattfindet, ist die
Bedeutung dieser Innenraumpartikel fur die Gesundheit noch kaum erforscht.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden nun die Konzentration, die elementare
Zusammensetzung und die gesundheitliche Bedeutung von Feinstauben aus
Grundschulklassenzimmern untersucht und mit der Konzentration,
Zusammensetzung und Wirkung von Stauben der Aufenluft verglichen. Dazu
wurden sieben Grundschulen im GroRraum Munchen fur jeweils vier Wochen und
ausschlieRlich wahrend der Unterrichtszeiten beprobt.

Die Feinstaubbelastung war in jeder Schule und jedem Klassenzimmer im Vergleich
zur AuRenluft deutlich erhoht. Sie lag im Durchschnitt bei 121 pg/m?® und damit 5,5-
fach iber der Konzentration in der AuBenluft (22 ug/m®, p<0,001).

Die Unterschiede in der Zusammensetzung der Innenraum- und Aufenluftstaube

sind in der folgenden Tabelle dargestellt:

Innen Aulien Signifikanz

Silikate 36% 14% p<0.001
Organische Partikel | 29% 21% p<0.05
Ca-Carbonate 12% 4% p<0.05
Ca-Sulfate 4% 38% p<0.01
PAHs gesamt 8,30 ng/mg 16,66 ng/mg n.s.

PAHs Winter 11,39 ng/mg 29,21 ng/mg p<0,01
Endotoxine 128,5 EU/mg 13,4 EU/mg p<0.001
Fel d 1 1,10 ng/mg 0,04 ng/mg n.s.

Eine zytotoxische Wirkung wurde in unserem Testsystem ausschlieB3lich durch PM1o-
Proben der Klassenzimmer festgestellt. Zum einen konnte hier eine direkte
zytotoxische Wirkung auf primare humane Keratinozyten, zum anderen eine durch
CYP2B6, CYP3A4 und teilweise durch CYP1A1 vermittelte Zytotoxizitat in der
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Hamsterlungenfibroblasten-Zelllinie V79 gemessen werden. Aullenstaube wirkten in
den getesteten Konzentrationen von maximal 10 pg/ml (6 pg/cm?®) nicht zytotoxisch.
Genomweit wirkte sich eine Exposition gegenluber PMiy auf die Expression von
Genen aus, die bei der Inflammation (z.B. CCL20, CXCL1, CXCL2, CXCL3, IL6, IL8)
oder im Fremdstoffmetabolismus (z.B. CYP1A1, CYP1B1) eine Rolle spielen. Die
inflammatorischen Gene wurden weit starker durch die Innenraumfeinstaube
induziert, was zum Teil auf auf einen erhdhten Endotoxingehalt dieser Proben
zuruckgefuhrt werden konnte. Die Gene des Fremdstoffmetabolismus wurden
dagegen starker durch die Aul3enluftstaube induziert, wofur insbesondere im Fall von
CYP1A1 eine Korrelation mit dem PAH-Gehalt der Staube ermittelt werden konnte
(r*=0,75).

Ein adjuvanter Effekt auf die Graser- und Birkenpollenallergen-induzierte
Basophilenaktivierung wurde weder durch Innenraum-, noch durch Aufenluftpartikel
gefunden. Allerdings losten die PMjp-Proben der Klassenzimmer, in denen das
Katzenallergen Fel d 1 nachgewiesen wurde, eine Aktivierung basophiler
Granulozyten von Spendern, die auf Katzenallergen sensibilisiert waren, aus.
Feinstaube aus Grundschulklassenzimmern zeigten somit eine wesentlich veranderte
Zusammensetzung, ein hoheres zytotoxisches, inflammatorisches und allergenes
Potential als Feinstdube der AuRenluft. Somit verursachten sie mit Aulnahme der
erhohten PAH-Gehalte und der starkeren Induktion des Fremdstoffmetabolismus auf
der Ebene von in-vitro-Experimenten eine groRere Zahl an gesundheitsschadigenden
Wirkungen als Feinstdube der Aulienluft. Darlberhinaus war die Exposition
gegenuber PMyo in den Klassenzimmern 5,5 mal hoher als in der umgebenden
AuRenluft, fiir die in der Europaischen Union der Grenzwert von 50 pg/m® gilt. Die
hier vorgestellten in-vitro-Experimente legen nahe, dass Feinstaube aus
Grundschulklassenzimmern durchaus ein Potential zur Gefahrdung der Gesundheit
von Schilern und Lehrern besitzen und dass dringender Handlungsbedarf besteht,
das daraus resultierende Gesundheitsrisiko fur diese Bevolkerungsgruppe zu
ermitteln. Um im vornherein ein mogliches Gesundheitsrisiko zu vermeiden, wird
empfohlen, die PMjp-Belastung in Klassenzimmer durch verstarktes Liften und
verbesserte Reinigung zu senken. Diese Malinahmen erwiesen sich in einer

Pilotstudie [112] bereits als wirksam.
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Outdoor particulate (PM) matter is associated with a wide range of health effects,
especially on the respiratory tract and on the cardiovascular system. Outdoor air, but
also indoor air can contain high PM concentrations and as we spend at least 85% of
our time indoors, a good portion of the individual exposure to particulate matter takes
place indoors. However, the impact of indoor particles on human health has been
poorly studied.

We analyzed PM from elementary school classrooms regarding its elemental
composition and impact on human health and compared it with the composition and
effects of simultanously sampled outdoor air PM. Samples were taken in seven
elementary schools in and around Munich for four weeks each and only during
teaching ours.

PMjo concentrations in all classrooms of every school were on average 5.5 fold
higher than in the outdoor air (121 pg/m® vs.22 pg/m?®).

The difference in composition between indoor and outdoor PM is given below:

Indoor Outdoor Significance

Silicates 36% 14% p<0.001
Organic particles 29% 21% p<0.05
Ca-carbonates 12% 4% p<0.05
Ca-sulfates 4% 38% p<0.01
PAHs total 8.30 ng/mg 16.66 ng/mg n.s.

PAHs winter 11.39 ng/mg 29.21 ng/mg p<0.01
Endotoxins 128.5 EU/mg 13.4 EU/mg p<0.001

Fel d 1 1.10 ng/mg 0.04 ng/mg n.s.

Cytotoxic effects were only found after incubation with classroom PMjo. A direct
cytotoxic effect on primary human keratinocytes was detected. In addition cytotoxicity
after metabolic activation by CYP2B6, CYP3A4, and partly by CYP1A1 in hamster
lung fibroblast V79 cells. Outdoor PM4y did not exert any cytotoxicity in all tested
concentrations (up to a maximum of 10 ug/ml and 6 ug/cm?).

A genome wide analysis revealed that exposure to PMo induces an expression of
inflammatory genes (e.g. CCL20, CXCL1, CXCL2, CXCL3, IL6, IL8) and enzymes of
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the metabolism of xenobiotics (e.g. CYP1A1, CYP1B1). Inflammatory genes were
much stronger induced by classroom PM;yy, which could result from a higher
endotoxin content in these samples. Metabolism of xenobiotics was stronger induced
by outdoor PMio. Especially the induction of CYP1A1 was correlated with PAH
content of PM1o samples (r?=0.75).

An adjuvant effect on grass and birch pollen allergen induced basophil activation was
neither found after incubation with indoor nor with outdoor PM+o. However, classroom
PMio samples that contained the major cat allergen Fel d 1 caused an activation of
basophil granulocytes from donors that were sensitized against cat allergen.
Altogether PMy, of elementary school classrooms had a substantial different
elementary composition, a higher cytotoxic, inflammatory, and allergenic potential
than outdoor PMo when tested at equal concentrations. Thus with the exception of
PAH content and induction of xenobiotic metabolism classroom PM4, caused more in
vitro health effects than outdoor PMjo. In addition, real life PM4, exposure in
classrooms was 5.5 times higher than in the outdoor air, where it is regulated to a
maximum of 50 pg/m* by European law. These in vitro data suggest that classroom
PM;o exhibits a potential health effect in schoolchildren and teachers and that there is
a need to determine the resulting health risk for this population group. To avoid such
risk, we suggest to reduce the burden of PMy in classrooms by increased ventilation

and cleaning. In a pilot study [112], these actions proved to be succesfull.
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Beschreibung der Gene der real-time PCR-Analyse:

Symbol Vollstandiger Name Funktion / Prozess
GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate Energiestoffwechsel (NCBI Entrez Gene
dehydrogenase Summary); hier: house keeping Gen
ALDH1A3 aldehyde dehydrogenase 1 family, | Detoxifizierung von Aldehyden (NCBI Entrez
member A3 Gene Summary)
BIRC3 baculoviral IAP repeat-containing 3 Ithlbltlon der Apoptose (NCBI Entrez Gene
ummary)
CAMK2B calcium/calmodulin-dependent Calcium-Signalgebung (NCBI Entrez Gene
protein kinase |l beta Summary)
CCL20 chemokine (C-C motif) ligand 20 Bgé?ekrutlerung in der Lunge (Thorley 2005)
CEB complement factor B gomplementakivierung (NCBI Entrez Gene
ummary)
CLDN1 claudin 1 Komponente von tight junctions (NCBI Entrez
Gene Summary)
chemokine (C-X-C motif) ligand 1
CXCL1 (melanoma growth stimulating Chemotaxis von Neutrophilen (Onishi 2010)
activity, alpha)
CXCL2 chemokine (C-X-C moitif) ligand 2 Chemotaxis von Neutrophilen (Onishi 2010)
CXCL3 chemokine (C-X-C motif) ligand 3 ghemotaxis von Neutrophilen (NCBI Entrez
ene Summary)
CXCL5 chemokine (C-X-C motif) ligand 5 éktivierung von Neutrophilen (NCBI Entrez
ene Summary)
CXCL6 chemokine (C-X-C motif) ligand 6 Chemotaxis von Neutrophilen (NCBI Entrez
(granulocyte chemotactic protein 2) | Gene Summary)
CYP1A1 cytochrome P450, family 1, Monooxygenierung von Fremdstoffen (NCBI
subfamily A, polypeptide 1 Entrez Gene Summary)
CYP1B1 cytochrome P450, family 1, Monooxygenierung von Fremdstoffen (NCBI
subfamily B, polypeptide 1 Entrez Gene Summary)
CYP2S1 cytochrome P450, family 2, Monooxygenierung von Fremdstoffen (NCBI
subfamily S, polypeptide 1 Entrez Gene Summary)
EREG . . Epidermaler Wachstumsfaktor (NCBI Entrez
epiregulin G
ene Summary)
GREMA1 gremlin 1, cysteine knot superfamily, | Induktion der pulmonalen Fibrose (Myllarniemi
homolog (Xenopus laevis) 2008) [108]
HPRT1 hypoxanthine Generierung von Purin (NCBI Entrez Gene
phosphoribosyltransferase 1 Summary); hier: house keeping Gen
ICAM1 intercellular adhesion molecule 1 Zelladhasion, Leukozytenmigration (NCBI
(CD54), human rhinovirus receptor | Entrez Gene Summary)
. . Inflammation, Fieber, Apoptose, Proliferation
IL1A interleukin 1, alpha (NCBI Entrez Gene Surﬁr‘r?ary)
Inflammation, Apoptose, Zytokin-vermittelte
IL1B interleukin 1, beta Signalwege, Wundheilung (NCBI Entrez Gene
Summary)
IL24 interleukin 24 Wundheilung, IL10-Familie (Wang 2005) [109]
L6 interleukin 6 (interferon, beta 2) :Enﬂammation, Akute-Phase-Reaktion (NCBI
ntrez Gene Summary)
L8 interleukin 8 Inflammation, Chemotaxis von Neutrophilen
(NCBI Entrez Gene Summary)
IQGAP1 IQ motif containing GTPase Zellbewegung, Zell-Zell-Adhasion,
activating protein 1 Proliferation, Differenzierung (Brown 2006)
KRT6B keratin 6B Ektodermentwicklung (NCBI Entrez Gene
Summary)
LIF leukemia inhibitory factor Inflammation, Zytokin der IL6-Familie (NCBI
(cholinergic differentiation factor) Entrez Gene Summary)
MMP1 matrix metallopeptidase 1 Abbau der extrazelluldren Matrix, tissue
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(interstitial collagenase)

remodelling (NCBI Entrez Gene Summary)
[107]

N-myc downstream regulated gene

Stressantwort, Hydrolase (NCBI Entrez Gene

NDRGT 1 Summary) (Degranulierung von Mastzellen)
NFKBIA ggsg:;Ii?j(:[(;re%fekggﬁzr:?ehrtin B- I(_BPS-induzierte Signalgebung (NCBI Entrez
S ene Summary)
cells inhibitor, alpha
NPTX1 neuronal pentraxin | ;oxin-bindendes Protein (NCBI Entrez Gene
ummary)
. Fremdstoffmetabolismus, Reduktion von
NQO1 NAD(P)H denydrogenase, quinone | quinonen, Antwort auf oxidativen Stress (NCBI
Entrez Gene Summary)
Innate Immunitat: pattern recognition receptor
PTX3 pentraxin-related gene, rapidly fur Bakterien, Pilze , Viren; Inflammation;
induced by IL-1 beta Matrixdeposition, Angiogenese; Fertilitat
(Garlanda 2009)
RALBP1 ralA binding protein 1 '2I'6%r;33)porter fur Glutathionkonjugate (Awasthi
Anti-inflammatorisch; indiziert in chronischer
S100A8 S100 calcium binding protein A8 Bronchitis und cystischer Fibrose (Nacken
2003)
Anti-inflammatorisch; indiziert in chronischer
S100A9 S100 calcium binding protein A9 Bronchitis und cystischer Fibrose (Nacken
2003)
Akute-Phase-Reaktion, Chemotaxis von
SAA1 /Il SAA2 | serum amyloid A1 /A2 Makrophagen, Lymphozten und Neutrophilen
(NCBI Entrez Gene Summary)
serpin peptidase inhibitor, clade A Inflammation, Akute-Phase-Reaktion (NCBI
SERPINA3 (alpha-1 antiproteinase, antitrypsin), | Entrez Gene Summary), Lungenfunktion
member 3 (Lindmark 1990)
serpin peptidase inhibitor, clade B Inhibitor der Fibrinolyse, erhéhte Blutgerinnung
SERPINB2 ; ’ (Buryru 2003), Wundheilung (NCBI Entrez
(ovalbumin), member 2 G
ene Summary)
serpin peptidase inhibitor, clade B Atemwegsinflammation in Asthma (lzuhara
SERPINB3 (ovalbumin), member 3 ’ 2005), Epidermale Barrierestérung (Katagiri
’ 2010) [110]
SOD2 superoxide dismutase 2, Antwort auf oxidativen Stress, Oxidoreduktion
mitochondrial (NCBI Entrez Gene Summary)
sSTCA stanniocalcin 1 Inhibition der Transmigration von
Makrophagen und T-Zellen (Chakraborty 2007)
STC? stanniocalcin 2 Wachstumsinhibition (NCBI Entrez Gene
Summary)
: . , Dioxin-induzierte Modulation der
TIPARP TCDD-inducible poly(ADP-ribose) | b o cinfnktion durch Ribosylierung (Ma
polymerase 2002)[106]
. Erkennung von gram-positiven Bakterien und
TLR2 toll-ike receptor 2 Hefen (NCBI Entrez Gene Summary)
TNFAIP2 tumor necrosis factor, alpha-induced | Zelldifferenzierung (NCBI Entrez Gene
protein 2 Summary)
TNFAIP3 tumor necrosis factor, alpha-induced | Begrenzung der Inflammation (NCBI Entrez
protein 3 Gene Summary)
Induktion der Freisetzung T-Zell attraktiver
TSLP thymic stromal lymphopoietin Zytokine, Beglnstigung der Reifung CD11c+

Dendritischer Zellen (NCBI Entrez Gene
Summary)
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Vergleich der Genexpressionsanalyse mit Microarray und real-time-PCR:
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Einzelwerte der real-time PCR-Analysen:

3.5 7
ALDH1A3

M 4h
M 10h
M 24h

Genexpression [fache Induktion]

Schule ES Schule IT Schule PO Schule ER Schule TP Schule BE
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Einzelwerte der real-time PCR-Analysen (Fortsetzung):
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Einzelwerte der real-time PCR-Analysen (Fortsetzung):
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Einzelwerte der real-time PCR-Analysen (Fortsetzung):
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Einzelwerte der real-time PCR-Analysen (Fortsetzung):
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Korrelationsanalysen der Genexpression und des Endotoxingehalts:
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Korrelationsanalysen der Genexpression und des Endotoxingehalts (Fortsetzung):
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Korrelationsanalysen der Genexpression und des Endotoxingehalts (Fortsetzung):
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VI. Anhang

Korrelationsanalysen der Genexpression und des Endotoxingehalts (Fortsetzung):
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Korrelationsanalysen der Genexpression und des PAH-Gehalts:
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VI. Anhang

Korrelationsanalysen der Genexpression und des PAH-Gehalts (Fortsetzung):
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Korrelationsanalysen der Genexpression und des PAH-Gehalts (Fortsetzung):
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Korrelationsanalysen der Genexpression und des PAH-Gehalts (Fortsetzung):

Gene expression [fold induction] Gene expression [fold induction]

Gene expression [fold induction]

2.5

15

0.5

2.5

1.5

0.5

STC1

. y=-0.0114x+1.6214
LS R?=0.0811

. *

T T T

0 10 20 30 40 50

PAH [ng/mg PM10]

TLR2

y=-0.0035x+1.543
R?=0.0164

0 10 20 30 40 50

PAH [ng/mg PM10]

TSLP

* y=0.006x+0.7539
R?=0.0772

0 10 20 30 40 50

PAH [ng/mg PM10]

Gene expression [fold induction]

Gene expression [fold induction]

w e
S~ n

N

o =
o vk LN UL wn

1.8
1.6
1.4
1.2

0.8
0.6
0.4
0.2

STC2

* *

y=0.0365x+1.7848
* R?=0.1274

T T T

20 30 40 50

PAH [ng/mg PM10]

TNFAIP2

y=0.0025x+1.1738
. R?=0.0086

0 10 20 30 40 50

PAH [ng/mg PM10]

XLVII

Gene expression [fold induction]

Gene expression [fold induction]

TIPARP
3.
25 .
*
2 *
*
15 *
e y=0.0269x+1.2982
11 ¢ R2=0.3558
0.5
0 : : . :
0 10 20 30 40 50
PAH [ng/mg PM10]
TNFAIP3
7.
6 - *
* y=-0.0095x +3.2227
5 L R?=0.0036
e '
*
,\
o o0 -
4 *
2 . .
14 o
0 10 20 30 40 50

PAH [ng/mg PM10]



VI. Anhang

Konzentrationen der einzelnen PAHs in den Staubproben:

Probe ES1 ES 2 ES AuRen IT1 IT2 IT AuRRen
Substanz ng/mg ng/mg ng/mg ng/mg ng/mg ng/mg
Baa 0,09 0,07 0,12 0,29 0,37 0,22
Cry 0,17 0,18 0,25 0,3 0,39 0,24
Bep 0,25 0,37 0,4 0,7 1,32 0,68
Bbf 0,27 0,5 0,45 1,35 1,69 0,73
Bkf 0,11 0,21 0,17 0,63 0,75 0,31
Bap 0,38 0,37 0,42 1,35 1,55 0,86
Dba 0,05 0,12 0,13 0,18 n.d. 0,2
Bgh 0,37 0,49 0,57 2,25 2,59 1,24
Ind 0,37 0,51 0,56 1,71 1,89 0,94
Cor 0,42 0,57 0,55 0,97 1,22 0,76
Summe 2,48 3,39 3,62 9,73 11,77 6,18
Probe PO 1 PO 2 PO AuRen ER 1 ER 2 ER AuBen
Substanz ng/mg ng/mg ng/mg ng/mg ng/mg ng/mg
Baa 0,66 0,98 1,31 0,49 0,42 1,64
Cry 0,78 1,19 1,50 0,66 0,61 1,95
Bep 1,54 1,85 2,24 1,23 1,17 4,39
Bbf 1,88 2,28 4,62 1,83 1,48 5,68
Bkf 0,84 1,1 1,87 0,77 0,62 2,38
Bap 1,77 1,98 3,6 1,67 1,45 4,63
Dba 0,24 0,22 0,29 0,22 0,19 0,28
Bgh 2,44 2,82 7,04 2,6 2,13 9,24
Ind 1,89 2,33 5,39 1,78 1,65 6,38
Cor 1,22 1,27 1,24 1,22 0,96 2,61
Summe 13,26 16,02 29,10 12,47 10,68 39,18
Probe TP1 TP 2 TP AuRen BE 1 BE2 BE AuBen
Substanz ng/mg ng/mg ng/mg ng/mg ng/mg ng/mg
Baa 0,27 0,36 0,63 0,02 0,02 0,05
Cry 0,31 0,43 0,69 0,08 0,11 0,14
Bep 0,75 0,83 2,04 0,19 0,95 0,28
Bbf 1,12 1,18 2,45 0,11 0,2 0,29
Bkf 0,47 0,53 1,04 0,06 0,05 0,07
Bap 1,07 1,07 2,33 0,05 0,12 0,21
Dba n.d. n.d. 0,17 n.d. n.d. 0
Bgh 1,45 1,6 5 0,17 0,42 0,53
Ind 1,29 1,29 3,5 0,38 0,39 0,51
Cor 0,95 0,93 1,51 n.d. 0,52 0,46
Summe 7,68 8,22 19,36 1,06 2,78 2,54
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VI. Anhang

Konzentrationen der einzelnen PAHSs in den Staubproben (Fortsetzung):

Abkirzungen:

Benzo[alanthracen Baa Chrysen Cry
Benzo[e]pyren Bep Benzo[b]fluoranthen Bbf
Benzol[k]fluoranthen Bkf Benzo[alpyren Bap
Dibenzo[a,h]anthracen Dba Benzol[g, h,ilperylen Bgh
Indeno[123-c,d]pyren Ind Coronen Cor
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