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Kurzfassung 

 

Epidemiologische Studien zeigen weltweit eine steigende Häufigkeit und einen zunehmenden 
Schweregrad des atopischen Ekzems beim Menschen. Ziel der vorliegenden Arbeit war, in in vitro 
Experimenten eine mögliche ursächliche Beteiligung der umweltrelevanten Luftschadstoffe Toluol und 
m-Xylol zu untersuchen. 
Hierfür wurde eine Expositionsapparatur in Form eines offenen, kontinuierlich gasdurchströmten 
Systems konstruiert, das die simultane Exposition von 12 submersen oder 6 luftexponierten Zell-
kulturen gegenüber Substanzen aus der Gasphase ermöglicht. Die Apparatur eignet sich aufgrund der 
Langzeitstabilität physikalisch-chemischer und biologischer Betriebsparameter für Langzeitexpositio-
nen, aufgrund ihrer Dichtigkeit für den Einsatz hochtoxischer Substanzen.  
Ferner wurden Zellisolierungs- und Kultivierungsmethoden entwickelt, um sterile, homogene und proli-
ferierende Primärkulturen aus humaner Haut von hautgesunden Probanden und Patienten mit 
atopischem Ekzem zu gewinnen. Eine Dekontaminationsmethode für Hautproben und Keratinozyten-
kulturen mit 1 % Flucloxacillin gegen die im atopischen Ekzem häufige, multiresistente Staphylococcus 
aureus Infektion verbesserte den Anteil erfolgreicher Isolierung und Kultivierung proliferierender 
Primärkeratinozyten aus atopischem Ekzem von 30 % auf 90 %, vergleichbar mit Keratinozyten aus 
gesunder Haut. Das Differenzierungs- und Zytokinsezernierungsverhalten von Keratinozytenkulturen 
aus läsionaler und ekzemfreier Haut desselben Probanden mit atopischem Ekzem unterschied sich 
signifikant. Das war ein klarer Hinweis darauf, dass tatsächlich Keratinozyten läsionalen Ursprungs 
kultiviert wurden.  
Darüber hinaus wurden organrekonstruierende Methoden für die Entwicklung eines dreidimensionalen, 
humanen in vitro-Modells für das atopische Ekzem evaluiert, wobei sich humane tote Dermis als 
geeignetste Biomatrix erwies.  
Unter Einsatz der Expositionsapparatur wurden schließlich humane Keratinozyten aus atopischer und 
gesunder Haut gegenüber VOC (flüchtige organische Substanzen)-Konzentrationen im umwelt- und 
arbeitsplatzrelevanten Bereich exponiert. Anhand der Zytokinfreisetzung wurden erste Erkenntnisse 
über eine mögliche ursächliche Beteiligung von umweltrelevanten Luftschadstoffen an der weltweit 
steigenden Häufigkeit und am zunehmenden Schweregrad des atopischen Ekzems beim Menschen 
gewonnen:  
Keratinozyten aus Atopikerhaut setzten konstitutiv im Mittel doppelt so hohe GM-CSF- und IL-6-
Konzentrationen frei wie die Zellen gesunder Probanden. Diese Ergebnisse sprechen dafür, dass die 
im atopischen Ekzem in situ nachgewiesenen erhöhten Zytokinkonzentrationen u. a. keratinozytären 
Ursprungs sind.  
Die konstitutive wie auch die VOC-induzierte Zytokinfreisetzung von IL-1α, IL-6 und GM-CSF aus 
Keratinozyten läsionaler und nicht läsionaler Haut desselben Probanden unterschied sich signifikant. 
Daraus folgt, dass in in vitro Untersuchungen zwischen Keratinozyten aus läsionaler und ekzemfreier 
Atopikerhaut unterschieden werden muss. Vor allem Keratinozyten aus atopisch läsionaler Haut 
reagierten aus ihrem proinflammatorischen Status heraus empfindlicher auf VOC. Die Ergebnisse 
unterstützten die allergotoxikologische These von der VOC-sensitiveren atopischen Haut. Da die 
Auslöser des atopischen Ekzems stark patientenabhängig sind, zeigte nur eine Untergruppe der 
Probanden eine erhöhte VOC-Empfindlichkeit.  
Weitere Ergebnisse dieser Arbeit deuten auf synergistische, multiplikative Kombinationswirkungen von 
niedrigkonzentrierten, umweltrelevanten VOC-Gemischen auf die in vitro Zytokinfreisetzung von IL-1α, 
IL-6 und GM-CSF aus Keratinozyten gesunder Haut hin. Beispielsweise entsprach die verstärkte 
GM-CSF-Freisetzung der Sekretion nach 3 MAK (maximale Arbeitsplatzkonzentration) Toluol-
Exposition. Auf Zellen aus atopischem Ekzem zeigten sich keine Kombinationseffekte. Allerdings 
sezernierten Zellen von Atopikern höhere Absolutkonzentrationen als Zellen gesunder Probanden. Das 
bedeutet zum einen, dass bei der Beurteilung von umweltrelevanten Einflüssen auf gesunde Haut die 
MAK-Größen nicht ohne weiteres als Bewertungsmassstab herangezogen werden können, da diese 
keine Kombinationseffekte berücksichtigen. Zum anderen lässt sich – nach den Ergebnissen des in 
der vorliegenden Arbeit angewendeten in vitro Expositionssystems – der epidemiologisch beobachtete 
Prävalenzanstieg des atopischen Ekzems nicht mit der Wirkung des umweltrelevant konzentrierten 
VOC-Gemischs insbesondere auf Primärkeratinozyten aus atopischem Ekzem begründen.  
Die Dissertation behandelt eine auf Methoden- und Geräteentwicklung basierende experimentelle 
Arbeit im Fachgebiet der Allergotoxikologie. Alle entwickelten Verfahren wie auch die Apparatur 
können auch im Rahmen weiterer Fragestellungen eingesetzt werden.  



  

Abstract 

 

Epidemiological studies indicate worldwide raising prevalence and severity of atopic dermatitis in 
human beings. The goal of the present thesis was to investigate a potential causal contribution of the 
environmentally relevant airborne pollutants toluene and m-xylene in in vitro experiments.  
For this purpose, an exposure system for gasous compounds was developed consisting of an open, 
continuously gas-flooded system which enables the simultaneous exposition of twelve submerse or of 
six air exposed cell cultures towards substances out of the gas phase. The system is suited for long-
time exposures due to the longtime stability of the physical-chemical and the biological operating 
parameters as well as for the application of highly toxical substances due to its tightness. 
Moreover, methods to isolate and cultivate cells were developed to get sterile, homogeneous and 
proliferating primary cell cultures of human skin from both subjects with healthy skin as well as from 
patients suffering from atopic dermatitis. A method to decontaminate skin samples and keratinocyte 
cultures from the often occurring infection with multiresistent Staphylococcus aureus by means of 1% 
flucloxacillin improved the percentage from 30% to 90% of successfully isolated and cultivated, 
proliferating primary keratinocytes from atopic dermatitis skin, comparable with the keratinocytes from 
healthy skin. The differentiation and the secretion of cytokines from cultures of keratinocytes from 
lesional skin was significantly different to those of eczema-free skin of the same patient with atopic 
dermatitis. This was a clear hint for cultivation of keratinocytes from real lesional origin. 
Furthermore, methods to reconstruct organs in culture were evaluated to develope a three-dimensional 
human in vitro model of the atopic dermatitis, with dead human dermis found to be the most suited 
biomatrix. 
Finally, applying the exposition system, human keratinocytes from atopic and healthy skin were 
exposed towards VOC concentrations of an order of magnitude relevant for environmental and work-
place exposures. From the release of cytokines, first insights were found about a potential causal 
contribution of environmentally relevant airborne pollutants to the worldwide increasing prevalence and 
incidence of the atopic dermatitis in human beings:  
On the average, keratinocytes from the skin of atopics released constitutively twice the concentrations 
of GM-CSF and IL-6 compared to cells of healthy subjects. These results indicate that the increased 
concentrations of cytokines in atopic dermatitis, found in situ, are originating among other things from 
keratinocytes.  
The constitutive as well as the VOC (volatile organic compounds)-induced release of IL-1α, IL-6 and 
GM-CSF from keratinocytes of lesional and non-lesional skin of the same subject were sigificantly 
different. This means that in in vitro experiments the keratinocytes from lesional skin have to be 
distinguished from keratinocytes from non-lesional skin of atopics. Especially keratinocytes from atopic 
lesional skin reacted more sensitively towards VOC with respect to there pro-inflammatory state. 
These results support the allergotoxicological hypothesis of the more VOC-sensitive atopic skin. As the 
triggers of atopic dermatitis are strongly depending on the individual subject, an increased sensitivity 
towards VOC was found only for a subgroup of subjects.  
Further results indicate that there is a synergistic, multiplicative combination of impacts of low-
concentrated, environmentally relevant mixtures of VOC on the in vitro secretion of cytokines from 
keratinocytes of healthy skin. For example, the increased secretion of GM-CSF resembled that one 
after an exposition of three MAK (maximum concentrations at the workplace) toluene. In contrast, no 
combinatory effect was found in atopic dermatitis. But the level of cytokines secreted by cells of atopic 
patients was higher than the one secreted by keratinocytes of healthy subjects. This means that the 
MAK values cannot be used offhand to evaluate the environmentally relevant influence on healthy skin, 
because these values do not take into account combinatory effects. On the other hand, the results of 
the in vitro exposure system applied in the present work do not induce that the increased prevalence of 
atopic dermatitis - observed from epidemiological studies - is due to the impact of the environmentally 
concentrated VOC mixture especially on primary keratinocytes from atopic dermatitis. 
This thesis comprises an experimental work in the subject of allergotoxikology based on the 
development of methods and equipment in form of an exposure system for cell cultures towards 
gasous compounds. All methods as well as the exposure system can also be used for investigations of 
other questions. 
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Die Nomenklatur physikalischer Einheiten folgt den Richtlinien des Internationalen 

Einheitensystems (SI) (Système International d`Unités), ISO 1000, DIN 1301. 

 
Die Nomenklatur chemischer Stoffdarstellungen folgt den aktuellen Richtlinien der 

IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry). 
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1 Einleitung 
 

Die vorliegende Dissertation behandelt eine auf Methoden- und Geräteentwicklun-

gen basierende experimentelle Arbeit. Alle entwickelten Verfahren wie auch die neu 

konstruierte Apparatur können im Rahmen unterschiedlicher Fragestellungen ein-

gesetzt werden. Die hier realisierten ersten Anwendungen fügten sich in die Arbeits-

gebiete der Umweltdermatologie und Allergotoxikologie. Ferner enthält diese Arbeit 

grundlegende methodische Entwicklungen in der Primärzellkultur sowie einen experi-

mentellen Ansatz organrekonstruierender Gewebezellkultur aus dem Arbeitsbereich 

des „tissue engineering“. 

 

1.1 Prävalenz und Schweregrad allergischer Erkrankungen – Konzept der 

Allergotoxikologie 

 
Epidemiologische Untersuchungen zeigen, dass die Zahl der diagnostizierten 

Erkrankungen (Prävalenz) IgE-vermittelter Überempfindlichkeitsreaktionen weltweit 

stetig ansteigt. Betroffen sind vor allem saisonale Allergien des atopischen Formen-

kreises, Soforttypreaktionen, wie allergische Rhinitis und Asthma bronchiale, und 

atopisches Ekzem (Neurodermitis). Daneben ist – als ein Maß für deren Schwere-

grad – insbesondere für atopisches Ekzem und Asthma bronchiale auch eine deut-

liche Zunahme der administrativen Inzidenz dieser Erkrankungen zu verzeichnen. 

Lange Zeit wurde intensiv und kontrovers die Frage diskutiert, ob es sich um einen 

realen Anstieg von Prävalenz und Inzidenz allergischer Erkrankungen handelt oder 

ob lediglich mehr Allergien als solche erkannt und diagnostiziert werden1,2. Inzwi-

schen wird jedoch aufgrund der zahlreichen Daten sicher davon ausgegangen, dass 

es sich um eine eindeutige Zunahme handelt. So zeigen beispielsweise Studien in 

Australien3, Großbritannien4 und Finnland5 einen deutlichen Anstieg der Asthma-

prävalenz6. Laut Woolcock et al. können diese Daten weder allein durch erhöhte 

Allergenbelastung noch ausschließlich mit intensivierten Diagnosestellungen erklärt 

werden7. Studien aus den USA fanden eine Verdopplung der Prävalenz allergischer 

Rhinitis innerhalb von 10 Jahren auf 20 % der Bevölkerung8. In einem vergleichbaren 

Zeitraum stieg in Finnland das Auftreten allergischer Rhinitis bei 12- bis 18-jährigen 

von 5 % auf 15 % der Untersuchten9. In einer schottischen Studie konnten über 
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einen Zeitraum von 25 Jahren von 1964 bis 1989 bei Schulkindern von 8 bis 13 

Jahren eine Erhöhung der Prävalenzen für allergische Rhinitis von 3 % auf 12 %, für 

atopische Dermatitis von 5 % auf 12 % gefunden werden10. Signifikante Zunahmen 

der Erkrankungshäufigkeit an atopischem Ekzem wurden außerdem von Schäfer et 

al.11 sowie in einer Zwillingsstudie von Schultz-Larsen et al.12 nachgewiesen. Hier 

wurde eine Verdopplung des Auftretens von atopischem Ekzem von 6 % auf 12 % 

der untersuchten Zwillingspaare innerhalb eine Zeitraumes von 20 Jahren gezeigt13. 

Deutschen Studien zufolge ist besonders der Anteil an allergieerkrankten Kindern in 

den letzten 10 Jahren auf 10-20 % angestiegen, bei sogar 30 % der untersuchten 

Kinder konnten Sensibilisierungen nachgewiesen werden14. Doch auch Erwachsene 

erkranken mittlerweile gehäuft, oftmals erst nach dem 50. oder 60. Lebensjahr, an 

allergischen Erkrankungen, insbesondere an saisonaler allergischer Rhinokonjunkti-

vitis (Heuschnupfen)25.  

Die dieser weltweit zunehmenden Allergieprävalenz zugrundeliegende(n) Ursache(n) 

ist bzw. sind bisher nicht bekannt. Als mögliche Einflussfaktoren werden neben der 

sicheren genetischen Prädisposition13,15,16,21 sozioökonomische Lebensstilfakto-

ren17,18, wie z. B. verstärkte Exposition gegenüber Allergenen durch veränderte Er-

nährungsgewohnheiten (synthetische Nahrungsmittelzusatzstoffe, exotische Früch-

te)2 und Hygienefaktoren (sogenannte Urwaldhypothese)18,19 diskutiert20. Ferner fin-

den sich zunehmend Hinweise auf die ursächliche Beteiligung von Umweltschadstof-

fen, insbesondere Luftschadstoffen aus straßenverkehrsbelasteten Regionen Übersicht 

in 28 als Risikofaktoren für die Entwicklung allergischer Erkrankungen21,22,23,24. So 

wurde ein erhöhtes Vorkommen allergischer Erkrankungen zunächst vor allem in 

westlichen Industrienationen beobachtet. Im Vergleich zu Reinluftgebieten fand sich 

in Regionen mit hoher Luftschadstoffbelastung außerdem ein höheres Risiko für 

Bronchialasthma und allergische Rhinitis25,26. Zudem zeigen epidemiologische Studi-

en eine signifikante Abhängigkeit von Prävalenz und Schweregrad respiratorischer 

Allergien und des atopischen Ekzems von regional überwiegenden Schadstoffty-

pen27,28,29. In Deutschland wurden nach 1990 in einer Reihe voneinander unabhängi-

ger Ost-West-Vergleichsstudien folgende Sachlage beobachtet: Insbesondere bei 

den ab 1960 geborenen Jahrgängen nahm die Allergieprävalenz im Westen im Ver-

gleich zum Osten deutlich zu, der Einfluss eines „western life style“ sowie ein mögli-

cher Einfluss durch Luftverschmutzung wurde diskutiert30,31,32. Asthmatische und al-

lergische Erkrankungen der Atemwege sowie Sensibilisierungen wurden vor allem 
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bei Schulkindern im Westen diagnostiziert, während im Osten nicht allergische, irrita-

tive Atemwegserkrankungen und vermehrt vor allem intrinsisches, atopisches Ekzem 

vorherrschten27,33,34. Nicht allergische Atemwegserkrankungen wie die Bronchitis 

wiesen dabei eine deutliche Korrelation zu lokal vorherrschenden Belastungen mit 

Schwefeldioxid und partikulären Schwebstoffen (Typ I-Schadstoffe35,44), den auf-

grund extensiver Braunkohle- und Ölverbrennung Osteuropa kennzeichnenden 

Schadstoffen, auf36. In westdeutschen Städten dominieren hingegen durch den 

Kraftfahrzeugverkehr verursachte Luftverunreinigungen wie Stickoxide, flüchtige or-

ganisch-chemische Verbindungen, Ozon und Feinstäube (PM2,5) (Typ II-Luftschad-

stoffe35,44). Auch hier konnte eine positive Korrelation zwischen dem Auftreten aller-

gischer, aber auch nicht allergischer Erkrankungen und der Wohnortnähe zu hoch 

verkehrsbelasteten Straßen nachgewiesen werden37,38. Eindeutig negative Korrela-

tionen fanden sich hingegen für die Allergieprävalenz in Bezug auf die SO2-Konzen-

tration in der Außenluft39. Ost-West Studien aus den Jahren 1994 bis 1997 zeigen 

vor dem Hintergrund veränderter Luftschadstoffe und westlicher Lebensbedingungen 

einen Anstieg der Sensibilisierungsrate und Prävalenz allergischer Rhinitis im Osten 

auf Westniveau, jedoch keine Veränderungen bezüglich asthmatischer Erkrankun-

gen40,41,42. Um mögliche kausale Zusammenhänge zwischen Schadstoffbelastung 

und Allergieerkrankungen aufzuklären, etablierte Behrendt 1992 den Begriff der 

Allergotoxikologie als ein multifaktorielles, sowohl epidemiologisch als auch experi-

mentell ausgerichtetes Forschungskonzept43,44. Erklärter Untersuchungsgegenstand 

ist der „Einfluss von Umweltschadstoffen auf Entstehung (Sensibilisierung), Aus-

lösung (Manifestation) und Aufrechterhaltung (Chronifizierung) allergischer Reak-

tionen“, erklärtes Ziel ist, allergologisch relevante Schadstoffe zu erkennen, deren 

Wirkungsweisen zu erforschen und die so gewonnenen Erkenntnisse unter Vorsor-

geaspekten und im Hinblick auf die Therapie zu nutzen43,44.  
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1.2 Einfluss von Luftschadstoffen auf allergische Erkrankungen 

1.2.1 Vorbemerkungen 
 
Als luftverunreinigende Stoffe, sogenannte Luftschadstoffe, werden alle luftgetra-

genen chemischen Stoffe verstanden, die über die natürliche Zusammensetzung 

sogenannter reiner Luft aus 78 % N2, 21 % O2, 1 % Ar, 0,03 % CO2 und Spuren von 

Edelgasen wie Ne, He, Kr, Xe, ferner CH4, H2, N2O, O3, NOx, SO2, HNOx, HO2
.- und 

OH.-Radikalen hinausgehen. In drei Hauptgruppen unterteilt sind das zum einen 

anorganische Luftschadstoffe, sogenannte Reizgase wie Schwefeldioxid, Stickoxide 

und Ozon wie auch grobe Schwebstäube, die mehrheitlich aus der Verfeuerung 

fossiler Brennstoffe stammen und somit überwiegend anthropogenen Ursprungs 

sind. Eine zweite große Gruppe bilden die organisch-chemischen Stoffe wie bei-

spielsweise Polychlorbiphenyle (PCB), Dioxine, Pestizide, polyzyklische aromatische 

Kohlenwasserstoffe (polycyclic aromatic hydrocarbonate, PAH). Vielfach handelt es 

sich hierbei um persistierende, schwer abbaubare Stoffe (persistent organic pollut-

ants, POP). Hervorzuheben ist hier ferner die große Klasse der flüchtigen organi-

schen Substanzen (volatile organic compounds, VOC), von denen viele auch parti-

kelgebunden vorkommen (particulate organic matter, POM) und die somit zur dritten 

Gruppe, den partikulären Luftschadstoffen, wie Dieselruß, Schwebstäuben und Aero-

solen überleiten. Auch die organisch-chemischen Luftschadstoffe stammen überwie-

gend aus der Verfeuerung fossiler Brennstoffe. 

Die experimentellen Untersuchungen im Rahmen der vorliegenden Dissertation 

konzentrierten sich auf die Klasse der VOC. Diese resultieren etwa zur Hälfte aus 

straßenverkehrsbedingten Emissionen. Höchste Konzentrationen findet man von den 

Aromaten Benzol, Toluol und m-Xylol (BTX) im typischen Verhältnis 1:3:2, die heute 

ubiquitär vorhanden sind und als Marker für Verkehrsbelastung dienen. Ferner ge-

hören neben den aromatischen Kohlenwasserstoffen zu der Gruppe der VOC wei-

tere Stoffe überwiegend anthropogenen Ursprungs wie Aliphaten, Aldehyde, Ketone, 

Ester wie auch eine Gruppe pflanzlicher und mikrobieller VOC, Terpene und Iso-

prene, die vorwiegend aus natürlichen Emissionen stammen. Auf Vorkommen und 

Bedeutung sowie Wirkungsspektrum und Metabolisierung von VOC wird ausführlich 

im Kapitel 2.3 eingegangen.  

Kenntnisse über irritative, hepato- und neurotoxische, teils kanzerogene sowie haut-

penetrierende Wirkweisen der VOC sind überwiegend für den Bereich arbeitsplatz-
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relevanter Konzentrationen bekannt und finden Auswirkung in den MAK (Maxima-

le Arbeitsplatzkonzentration)-Richtlinien. Weit weniger bekannt bis unerforscht sind 

die Auswirkungen umweltrelevanter Konzentrationen, die um Größenordnungen nie-

driger sind als die MAK-Werte. So lassen sich BTX in verkehrsbelasteten Regionen 

in Konzentrationen von ca. 15 µg/m³, 45 µg/m³ bzw. 30 µg/m³ nachweisen230,231, 

während der TRK (Technische Richtkonzentration)-Wert für Benzol 3,2 mg/m³, die 

MAK-Werte für Toluol 190 mg/m³ bzw. für m-Xylol 440 mg/m³ betragen234. Im 

Hinblick auf extrapolierte Dosis-Wirkungsbeziehungen, so z. B. von MAK-Konzentra-

tionen auf umweltrelevante Konzentrationen, besteht wissenschaftlich jedoch große 

Unsicherheit. Außerdem beurteilen die MAK-Richtwerte keine Kombinationswirkun-

gen. Die Komplexität der Luftschadstoffe lässt jedoch antagonistische oder syn-

ergistische ebenso wie unabhängige Wirkungsverstärkungen bzw. -reduzierungen 

erwarten. Ebenfalls unbekannt sind potentielle Auswirkungen umweltrelevanter Kon-

zentrationen auf Allergien. Ferner ist trotz nachgewiesener Hautpenetration einiger 

VOC die Metabolisierung dieser Stoffe in den Zellen der humanen Haut bis heute 

unerforscht. Vor dem Hintergrund der zunehmenden Allergieprävalenz, u. a. des am 

Hautorgan manifestierten atopischen Ekzems, besteht im Rahmen der Konzeptes 

der Allergotoxikologie daher dringender Forschungsbedarf zu diesem Themen-

komplex. 

 

In der Fragestellung nach möglichen Auswirkungen von VOC auf Allergien ist als 

erstes zu betonen, dass die Luftschadstoffe nicht als im eigentlichen Sinn allergie-

auslösend vermutet werden. Allergieauslösend wirken einzig Allergene, Proteine von 

zumeist 15 kD bis 65 kD Größe wie beispielsweise Pollen, Tierepithel, Proteine in 

Nahrungsmitteln. Für die Schadstoffe werden hingegen allergiemodulierende, soge-

nannte adjuvante, d. h. den Allergieverlauf beeinflussende Effekte vermutet24. Das 

impliziert auch, dass diese Effekte sowohl inhibitorischer als auch fördernder Art sein 

können. Es werden zwei hauptsächliche Hypothesen für die potentiellen Einflüsse 

von Schadstoffen auf allergische Erkrankungen formuliert. Zum einen treten Aero-

allergene während ihrer Luftverfrachtung mit Luftschadstoffen in Kontakt, so dass 

Wechselwirkungen auf schadstoffbeladener Allergenträgerebene denkbar sind49. Es 

konnte bereits gezeigt werden, dass partikelassoziierte Pollen eine veränderte Aller-

genfreisetzung aufweisen45,46,47 und die damit veränderte Bioverfügbarkeit von Pol-

lenallergenen von Relevanz für IgE-vermittelte Allergien sein könnte48,49. Die zweite 
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Hypothese umfasst einen möglichen direkten, irritativen Einfluss der Schadstoffe auf 

eventuell vorgeschädigte, allergiebetroffene Organe, wie die Haut, Schleimhäute 

oder die Bindehaut des Auges. Es wird vermutet, dass Chemikalien mit toxisch-

irritativem Effekt infolge lokaler Immunsuppression24 und gesteigerter Infektanfällig-

keit der respiratorischen Schleimhäute oder auch infolge der Barriereschädigung 

beim atopischen Ekzem beispielsweise eine Penetration von Aeroallergenen und da-

mit eine Sensibilisierung fördern könnten und somit Einfluss auf die Auslösungspha-

se allergischer Erkrankungen nähmen50,51,52,53. Möglicherweise werden Konjugate 

von körpereigenen Proteinen und Schadstoffen prozessiert und schließlich immuno-

gene Epitope präsentiert24. Infolge der Barriereschädigung beim atopischen Ekzem 

dringen Luftschadstoffe zudem in tiefere Hautschichten vor und könnten dort eine 

irritative Entzündungsreaktion induzieren bzw. eine bereits bestehende inflammato-

rische oder allergische Reaktion aufrechterhalten50,51. Dieser direkte Einfluss ist 

Gegenstand der Untersuchungen der vorliegenden Dissertation.  

 

1.2.2 Stand der Forschung 
 
In bisherigen Forschungsansätzen wurden vielfach ausführlich die inhalativen Aus-

wirkungen von Luftschadstoffen untersucht, wobei sich interessante Hinweise auf 

immunologisch und allergologisch relevante Reaktionen ergabenÜbersicht in 24. So fan-

den Magnussen und Jörres positive Korrelationen von SO2, O3 und NO2 auf die 

Symptomatik von Asthmatikern54,55,56. Nasale Provokationsstudien mit verkehrsrele-

vanten Luftschadstoffen zeigten eine gesteigerte Immunantwort bereits etablierter 

Allergien57. Ferner wurde in Expositionskammerstudien eine additive Wirkung für die 

genannten Schadstoffe und Allergene wie Pollen oder Hausstaubmilbenkot auf 

Asthmatiker nachgewiesen58,59. Mit NO2-Konzentrationen von 2,0 ppm bis 5,5 ppm 

provozierten Blomberg et al. sowie Sandstrom et al. zudem direkt inflammatorische 

Effekte in den Atemwegen nicht allergischer Probanden60,61. Auch nach Dieselruß-

Exposition konnten erhöhte nasale Zytokinkonzentrationen bei Gesunden nachge-

wiesen werden62. Bezüglich der Wirkungen von VOC wurden bisher überwiegend 

Expositionskammerstudien mit VOC-Mischungen in Konzentrationen typischer In-

nenraumbelastungssituationen (M22-Mix) durchgeführt, neben inhalativen Schleim-

hautirritationen wurden vor allem neurotoxische Effekte untersucht. Entsprechende, 

deutlich konzentrationsabhängige sowie additive Substanzeffekte wurden für Kon-
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zentrationen von 2,5 mg/m³ bis 25 mg/m³ M22-Mix nachgewiesen63,64, die Geruchs-

schwelle lag bei 3 mg/m³ VOC, entsprechend 0,9 ppm Toluoläquivalenten. Nach Ex-

position mit 25 mg/m³ M22-Mix ließen sich außerdem eine verminderte Lungenfunk-

tion sowie erhöhte bronchiale Reaktivität bei Asthmatikern feststellen65. Ferner kon-

statierten Molhave et al. bei Expositionen mit 100 ppm reinen Toluols eine alveolare 

Toluol-Absorption von 1,6 mg/min66, verbunden mit Irritationen der Augen, der nasa-

len und Rachenschleimhäute sowie der Atemwege, Kopfschmerzen und subjektiven 

Befindlichkeitsstörungen, jedoch ohne Beeinträchtigung neurologischer Funktionen. 

Nach Expositionen mit 10 ppm bzw. 40 ppm Toluol wurden keine negativen Effekte 

festgestellt67. Koren et al. konnten zudem einen statistisch signifikanten Anstieg von 

neutrophilen Granulozyten in Nasallavageflüssigkeiten direkt nach 4-stündiger Expo-

sition mit 25 mg/m³ M22-VOC-Mix sowie 18 h nach der Exposition nachweisen68. 

Hinsichtlich solcher inflammatorischen Reaktionen postulierte Meggs die Stimulation 

chemischer Rezeptoren in den oberen Atemwegen durch neurogene Entzündungs-

mediatoren wie z. B. Substanz P als Ursache unspezifischer, lokal irritativer Störun-

gen nach Schadstoffexposition (neuro-immunologische Reaktionsmuster)69.  

Auch in in vitro Studien zu Schadstoffeffekten auf zellulärer Ebene wurden bisher 

überwiegend Targetzellen des respirativen Atemtraktes wie Bronchialepithelzellen 

oder immunmodulatorische Mediatorzellen wie Alveolarmakrophagen sowie mono-

nukleäre Zellen des peripheren Blutkreislaufs eingesetzt70-76,140-165. So wurden nach 

Exposition mit NO2, SO2, O3 bzw. Partikelfraktionen (PM10) wiederholt eine erhöhte 

Freisetzung inflammatorischer Mediatorsubstanzen wie Eicosanoide, Zytokine und 

Adhäsionsmoleküle sowie deren chemotaktische Effekte auf eosinophile Granulozy-

ten festgestellt. Außerdem war eine Zunahme reaktiver Sauerstoffverbindungen so-

wie ferner eine erhöhte Permeabilität und ein inhibierender Einfluss auf den Cilien-

schlag des Bronchoalveolarepithels zu beobachten70,71,72. Die bereits in vivo bei 

Asthmatikern festgestellte höhere Sensitivität gegenüber Schadgasen, ließ sich in 

vitro bestätigen: Beispielsweise sezernierten humane Bronchialepithelzellen von Ato-

pikern unter NO2, O3 bzw. Dieselruß-Exposition signifikant höhere Zytokinkonzentra-

tionen (GM-CSF, IL-6, IL-8, RANTES)72,73. Auch Experimente zur direkten Wirkung 

von Luftstaubextrakten auf das allergene Potential von basophilen und neutrophilen 

Granulozyten von Pollenallergikern74,75 sowie zur Wirkung von schadstoffbeladenen 

Pollen auf basophile Leukozyten von Atopikern76 zeigten erhöhte Freisetzung von 

Histamin, Eicosanoiden sowie reaktiven Sauerstoffspezies (ROS). 
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Weit weniger Studien wurden zu kombinatorisch inhalativen oder isolierten Schad-

stoffwirkungen auf die menschliche Haut durchgeführt. Aber auch diese ergaben 

deutliche Hinweise auf allergologisch relevante Effekte, die vor dem Hintergrund stei-

gender Prävalenz und der weitgehend ungeklärten Ätiologie des atopischen Ekzems 

verstärkt detaillierter Untersuchung und Klärung bedürfen: Die Haut steht in ständi-

gem, direkten Kontakt mit der Umwelt. Ihrer Barrierefunktion zum Schutz einerseits 

vor physikalischen, chemischen und biologischen Noxen, wie auch andererseits vor 

einem Feuchtigkeitsverlust des Körpers kommt daher große Bedeutung zu. Im Ver-

gleich zur Resorption an den Schleimhäuten ist die Resorption durch die Haut auf-

grund des verhornten Stratum corneums wesentlich geringer. Für die Suszeptibilität 

von Irritantien ist jedoch die Hautphysiologie von großer Wichtigkeit. Ist die Barriere 

der Haut gestört, wie beispielsweise beim atopischen Ekzem, oder durch erhöhten 

Wassergehalt gequollen (Prinzip des Okklusionsverbands), kann durch eine Verkür-

zung des Diffusionsweges die Aufnahmerate stark zunehmen77,237. So ist beispiels-

weise eine ekzemauslösende Wirkung von Aeroallergenen wie Hausstaubmilbenkot, 

Tierepithel und Pollen auf die barrieregeschädigte Haut bei Probanden mit extrin-

sischem, atopischen Ekzem bekannt78,79. In Epikutantests wurden unterschiedliche 

Allergene auf trockener, barrieregeschädigter, aber nicht läsionaler Haut appliziert 

und die Ekzemreaktion dosiswirkungsabhängig beurteilt45,80: Insbesondere bei Pa-

tienten mit Ekzemläsionen an üblicherweise unbekleideten, also umwelt- und luftex-

ponierten Körperteilen sowie bei saisonalen Pollenallergiker-Rhinitikern wurde im 

sogenannten „atopy patch test“ (APT) ein aeroallergen-getriggertes atopisches Ek-

zem induziert80. Interessant ist nun, dass gleichermaßen mit VOC-vorbehandelten 

Pollen durchgeführte APTs signifikant stärkere Ekzemreaktionen verursachten49. 

Vergleichbare Ergebnisse wurden in Pricktests mit schadstoffexponierten und nati-

ven Pollen erzielt48, was einen direkten Effekt von schadstoffmodifizierten Pollen auf 

die Induktionsphase des atopischen Ekzems am Patienten beweist. Unklar ist bisher, 

ob diese verstärkte Reaktion in der oben bereits erwähnten, durch Schadstoffe ver-

änderten Freisetzung von Allergenen aus den Pollen oder/und in einem direkten 

irritativen Effekt der Schadstoffe auf die Haut begründet liegt. In Ganzkörperexposi-

tionsstudien untersuchten Eberlein-König et al. den direkten Einfluss von Innenraum-

schadstoffen auf physiologische Hautparameter bei Patienten mit atopischem Ek-

zem: Bereits kurzzeitige Expositionen mit niedrigkonzentriertem NO2 und Formalde-

hyd führten zu messbaren Störungen der Hautbarrierefunktion bei Hautgesunden 
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und in stärkerer Ausprägung bei Patienten mit atopischem Ekzem81. Auch für stark 

lipophile, flüchtige Substanzen wie z. B. Toluol und Xylol ist eine entfettende und 

damit barriereschädigende Wirkung auf die Haut bekannt. In einer Reihe unter-

schiedlicher Expositionsstudien wurde die perkutane Absorption von VOC unter-

sucht: Für gasförmige VOC wurden dermale Absorptionsraten von 0,013 cm/h für 

Hexan bis 0,12 cm/h für Xylol und 0,14 cm/h für Toluol festgestellt82. Die Absorp-

tionsrate von Toluol in Blut betrug dabei 0,050 nmol/h. Bei kombiniert inhalativ-

dermaler Ganzkörperexposition werden bei intakter Hautbarrierefunktion ca. 1 % der 

Totalabsorption von Toluol oder Xylol perkutan resorbiert82,83, wobei sowohl die 

Xylolkonzentration im Blut, wie auch die Methylhippursäureexkretion mit 2-4 h Ver-

satz im Vergleich zur inhalativen Exposition auf eine nachhaltige Aufnahme von Xylol 

aus der Haut in das vaskuläre System nach Ende der Exposition hinweisen84. Bei 

vorliegender Barriereschädigung liegt dieser Prozentsatz jedoch deutlich höher. So 

wurden im Vergleich zu Hautgesunden bei Probanden mit atopischer Dermatitis eine 

zwei- bis dreifach erhöhte Absorption von Xylol nachgewiesen: Nach 3,5-stündiger 

rein dermaler Exposition mit 300 ppm bzw. 600 ppm Xylol wurde eine zweifach 

höhere Xylolkonzentration im Blut sowie eine zwei- bis dreifach erhöhte Konzentra-

tion des Metaboliten Methylhippursäure im Urin ermittelt84. In einer weiteren Studie 

fand sich nach Kontakt der Hände mit flüssigem Xylol eine ebenfalls dreifach erhöhte 

m-Xylol-Penetration durch atopische Ekzemhaut85. 

 

Zusammengefasst zeigen die bisherigen Untersuchungen sowohl positive Schad-

stoffkorrelationen auf Allergiesymptome in Form gesteigerter Immunantworten be-

reits bestehender Allergien als auch inflammatorische Effekte bei Nichtatopikern in 

Form erhöhter Zytokinkonzentration und Granulozytenzahl. Diese in vivo Beobach-

tungen wurden in vitro auf Ebene der Mediator- und Effektorzellen an Hand erhöhter 

Expression und Sekretion inflammatorischer Mediatorsubstanzen und gesteigerter 

Sensitivität von Atopikerzellen bestätigt. Basierend auf diesen Ergebnissen stellt sich 

im Hinblick auf den nachgewiesen irritativen und zusätzlich barriereschädigenden 

Effekt von VOC auf das Hautorgan die Frage nach direkten Auswirkungen der VOC 

auf die Zellen der Haut. Des weiteren stellt sich vor dem Hintergrund der nachgewie-

sen erhöhten, perkutanen Resorption von VOC bei atopischem Ekzem insbesondere 

die Frage nach dem Einfluss potentieller, zellulärer, VOC-bedingter Reaktionen auf 

die Pathophysiologie des atopischen Ekzems, zumal eine Beteiligung von Keratino-
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zyten und Fibroblasten an immunologischen Signalkaskaden seit längerem bekannt 

ist86,87,88,89.  

 

1.2.3 Einfluss von Keratinozyten und dermalen Fibroblasten auf immuno-

logische Prozesse  

 
Über eine große Anzahl hochaffiner, spezifischer Oberflächenrezeptoren vermögen 

Keratinozyten und dermale Fibroblasten durch Expression und Sekretion von Zytoki-

nen (Interleukinen, Interferonen, koloniestimulierenden Faktoren, Tumornekrosefak-

toren und Wachstumsfaktoren), Adhäsionsmolekülen und niedermolekularen, che-

motaktischen Mediatorsubstanzen exogene wie endogene Signale zu vermitteln. 

Somit eingebunden in ein komplexes, auto- sowie parakrin reguliertes Zytokinnetz-

werk sind sie wesentlich an der Entstehung und Unterhaltung von kutanen Entzün-

dungsreaktionen beteiligt90,91. Tabelle 1 zeigt eine Auswahl von konstitutiv und/oder 

ausschließlich unter Stimulation von humanen Keratinozyten exprimierten und freige-

setzten, (pro-)inflammatorischen Mediatorsubstanzen.  

 

Tabelle 1: Auswahl von konstitutiv und/oder ausschließlich unter Stimulation von 
humanen Keratinozyten exprimierten und freigesetzten, (pro-)inflammatorischen 
Mediatorsubstanzen92,93,94,95 

Mediatorsubstanzen Expression 
Interleukine  

IL-1α, IL-3, IL-6, IL-12 
konstitutiv 

Interleukine IL-8, IL-10, induziert 
Interleukin 1-Rezeptorantagonist konstitutiv 

Tumornekrosefaktor TNFα induziert 
Interferon IFNα konstitutiv 
Interferon IFNγ induziert 

Granulozyten-(Makrophagen-) 
Koloniestimulierende Faktoren  

GM-CSF, G-CSF 

konstitutiv 

Monozyten chemotaktischer und 
aktivierender Faktor (MCAF) 

konstitutiv 

Makrophagen inflammatorisches  
Protein 2 (MIP-2) 

konstitutiv 

Transformierende 
Wachstumsfaktoren TGFα, TGFβ 

konstitutiv 
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Als primäre Zytokine der inflammatorischen Initiatorphase gelten die proinflammato-

rischen, synergistisch wirkenden Zytokine IL-1α und TNFα87,96. Keratinozyten verfü-

gen über ein Reservoir von konstitutiv exprimiertem, sequestriertem IL-1α, das im 

Fall einer Zerstörung der Zellplasmamembran oder durch Aktivierung von spezifi-

schen Zelloberflächenrezeptorproteinkaskaden in das umgebene Gewebe sezerniert 

wird. Hier stimuliert IL-1α u. a. die Produktion von TNFα97,98, außerdem von IL-699, 

IL-899,113 und GM-CSF100,101 in benachbarten Keratinozyten sowie autokrin über 

Interleukin 1α-Rezeptoren erneut von IL-1α87,388. Die Expression des membranstän-

digen TNFα wird außerdem durch IFNγ induziert98, während TNFα wiederum stimu-

lierend auf die Produktion von GM-CSF101 und IL-1α102,103, IL-1α-Rezeptorantago-

nist102, IL-699,103 und IL-899 einwirkt. Durch mehrere Zytokine vermittelte Stimulatio-

nen induzieren dabei vielfach zusätzlich verstärkte Zytokinexpressionen97,99,101. 

Kondo und Mitarbeiter konnten experimentell zeigen, dass von Keratinozyten freige-

setzte Zytokine wie IL-1α, IL-6 und TNFα die Basalmembran passieren104. Da die 

primären Zytokine IL-1α und TNFα u. a. eine verstärkte Expression von Zellober-

flächenrezeptoren und Adhäsionsmolekülen wie ELAM-1, VCAM-1 und ICAM-1 indu-

zieren, provozieren sie in der Dermis eine intensive Leukozyteninfiltration87,105,106. 

Deren zelluläre Adhäsion führt wiederum direkt zu vermehrter Mediatorfreisetzung 

und leitet so die Amplifikationsphase der kutanen Entzündungsreaktion ein107. In 

vitro Kokulturversuche zeigten außerdem, dass aus Keratinozyten sezerniertes IL-1α 

parakrin zu erhöhter Expression und Freisetzung von IL-6, IL-8 und GM-CSF aus 

dermalen Fibroblasten führt, die ebenfalls zur Rekrutierung zirkulierender Leukozy-

ten beitragen108,109. Über die genannten proinflammatorischen Funktionen hinaus 

spielen TNFα, IL-6, IL-8 und GM-CSF zudem eine wichtige Rolle in Differenzierungs- 

und Proliferationsprozessen von Keratinozyten und Fibroblasten und werden daher 

für die in inflammatorischen Hauterkrankungen, wie z. B. Psoriasis und atopischem 

Ekzem, häufig auftretende epidermale Hyperproliferation verantwortlich 

gemacht110,111,112,113. 

Zytokinmodulierende Schadstoffeffekte auf der zellulären Ebene von Keratinozyten 

und Fibroblasten gesunder Haut sind bereits bekannt. So wurden 1999 in in vitro-

Untersuchungen zum direkten Einfluss von Luftschadstoffextrakten auf humane 

Keratinozyten eine dosisabhängig erhöhte Sekretion der proinflammatorischen Zyto-

kine IL-1α, IL-8 und GM-CSF nachgewiesen; geringfügige Konzentrationserhöhun-

gen wurden außerdem für TNFα und IL-6 festgestellt114. Die Schadstoffzusam-
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mensetzungen einzelner Expositionssituationen ließen sich jedoch nicht mit spezi-

fischen Zytokinmustern korrelieren. Ushio et al. zeigten ferner signifikant erhöhte 

Expression und Freisetzung von IL-1β und IL-8, nicht jedoch von TNFα aus huma-

nen Keratinozyten nach Exposition gegenüber Dieselruß; entsprechende Ergebnisse 

wurden nach Formaldehydexposition von mit Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) 

vorstimulierten Keratinozyten erhalten115. Eine Proteinexpression von IL-1α, TNFα, 

HSP 72 und HSP 90 wurde neben zytotoxischen Effekten außerdem in „monolayer“-

Kulturen humaner Keratinozyten und Fibroblasten unter Exposition gegenüber 

Nickelsulfat induziert116,117. Generell wurde eine verstärkte TNFα-Freisetzung aus 

Keratinozyten nach Expositionen gegenüber Irritantien wie Nickel, PMA, DMSO, 

SDS118,119 sowie nach UV-Strahlung nachgewiesen120,121. Entsprechende Kenntnisse 

aus in vitro Untersuchungen zur Reaktivität von Keratinozyten aus atopischer Ek-

zemhaut auf Schadstoffe liegen derzeit nicht vor. 

 

1.2.4 Zellkultursysteme zur Untersuchung von Schadstoffeffekten 

 
Im Rahmen oben aufgeführter Untersuchungen können unterschiedliche Keratinozy-

ten/Fibroblasten-Mono- und Kokultursysteme eingesetzt werden. Konventionelle, mit 

Zellkulturmedium bedeckte (submerse), zweidimensionale Kulturen erlauben die 

Analyse direkter Interaktionseffekte der Testsubstanzen mit lebenden Zellen der 

Basal- und Suprabasalschicht der Haut und sind auf wasserlösliche Substanzen limi-

tiert. Alternativ können Keratinozyten in der Flüssig-/Gasgrenzphase („air-liquid-

interphase“) zu dreidimensionalen, differenzierten, mehrschichtigen Epidermisrekon-

strukten kultiviert werden. Für diese Technik des „in vitro tissue engineering“ bedarf 

es einer komplexen, definiert abgestimmten Mediensupplementierung von Nährstof-

fen, proliferations- und differenzierungsregulierenden Mediatoren wie Wachstums-

faktoren, Hormonen, Zytokinen etc. zur Simulation des in vivo-Zellmilieus. Diese wird 

außerdem durch dermal-epidermale Kokulturen, extrazelluläre Matrix-Komponenten 

oder auch deren synthetische Imitationen unterstützt. Eine Vielzahl unterschiedlich-

ster Methoden befindet sich weltweit in der Entwicklung122,123. Die bisherigen Erfolge 

zeigen ein mehrschichtiges, differenziertes und keratinisiertes Epithel, dessen Lipid-

zusammensetzung und Funktionalität im Hinblick auf die Permeabilitätsbarriere sich 

jedoch noch deutlich von der in vivo Situation unterscheidet124,125,126. Vorrangiges 

Entwicklungsziel ist derzeit einerseits die Optimierung der Kulturbedingungen zur 
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Generierung einer voll funktionsfähigen Lipidbarriere126,127,128,129, andererseits die 

Integration eines Gefäßnetzes130 sowie zusätzlicher Zelltypen wie z. B. Melanozy-

tenÜbersicht in 131,132,134 und Langerhanszellen133,134. Langfristig ist zudem die Generie-

rung von Modellkulturen für Wundheilung135, Infektionen mit Candida albicans136 

sowie spezielle Hauterkrankungen wie z. B. atopisches Ekzem, Psoriasis137, Vitili-

go138 und Ichthyosis139 geplant. Ein derart funktionelles Hautorganmodell bietet nicht 

nur die Möglichkeit, in vitro die Penetrationseigenschaften von Stoffen sowie ihre 

zellulären und immunmodulatorischen Effekte zu untersuchen, aufgrund des „air-

liquid interface“ ist diese Art dreidimensionaler Zellkulturen zudem insbesondere für 

die Exposition gegenüber gasförmigen Substanzen geeignet.  

 

1.2.5 Systeme zur in vitro Exposition gegenüber gasförmigen Stoffen 
 
Für die in vitro Exposition von Zellkultursystemen gegenüber gasförmigen Stoffen 

bedarf es spezieller Expositionskammern zur Simulation physiologischer und/oder 

troposphärischer Umweltbedingungen sowie zur Realisierung definierter Expositions-

situationen. In der Literatur von 1960 bis heute lässt sich die Entwicklung unter-

schiedlichster experimenteller Ansätze zur in vitro Exposition gegenüber flüchtigen 

Gasen verfolgen. Sie zeichnen sich durch systemspezifische Vor- und Nachteile aus 

und eignen sich jeweils für einen speziellen Bereich von FragestellungenÜbersicht in 140. 

Der einfachste Expositionsansatz leitete die Testatmosphäre in Standardzellkulturfla-

schen mit submersen Monokulturen. Pace und Mitarbeiter entdeckten in den 60er 

Jahren mit Hilfe eines Expositionssystems invertierter Zellkulturflaschen eine physi-

kalische und biochemische Protektionswirkung durch die den Zell-„monolayer“ über-

deckende Mediumschicht141,142. Für oxidativ reaktive und schwer wasserlösliche Ga-

se wie Ozon und NO2 wurden wiederholt signifikante Effektunterschiede zwischen 

Expositionen mit direktem Zellkontakt zur Gasphase bzw. Expositionen durch die 

Mediumphase hindurch nachgewiesen143,144,146. In mediumbedeckten in vitro Exposi-

tionssituationen resultierten aufgrund von schlechter Löslichkeit der Stoffe140 sowie 

von Diffusionsbarrieren in Schüttelkulturen145 keine realistischen Stoffkonzentratio-

nen im Zellkulturmedium. Erreicht man jedoch optimale Diffusionsbedingungen im 

System, kann die unter diesen Bedingungen im Medium resultierende Stoffkonzen-

tration mit dem Henry/Raoultschen Gesetz berechnet und dieser Effekt durch den 

Einsatz entsprechend höherer Gaskonzentrationen ausgeglichen werden (vergleiche 
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Methode 4.7.2.3 dieser Arbeit). Pace et al. postulierten ferner eine maskierende Puf-

ferwirkung auf die Testsubstanzen durch Medienproteine, v.a. bei Zusatz von föta-

lem Kälberserum (FKS), sowie artifizielle Metabolitwirkungen142. Letztere können in 

Kontrollexperimenten mit gasexponiertem Medium in normaler Atmosphäre ausge-

schlossen werden.  

Der permanente Zell-Gaskontakt in invertierten „monolayer“-Systemen führt jedoch 

zur Austrocknung der Zellen und somit zu zytotoxischen Artefakten140,146. Tu et al. 

lösten dieses Problem durch Integration eines invertierten „monolayer“-Systems in 

eine wasserdampfgesättigte Expositionskammer im Standardinkubator146. Alternativ 

gewährleisteten eine Reihe unterschiedlicher Expositionssysteme einen periodischen 

Zell-Gas/Zell-Medium-Kontakt: So ließen sich große Zellzahlen in Rollflaschenkultu-

ren gegenüber unterschiedlichen Gaskonzentrationen unter sterilen Bedingungen ex-

ponieren147,148. Die Aussaat in den Zylinderflaschen führte jedoch zu inhomogenen 

Zellschichten, das große Totvolumen erforderte zudem große Gasvolumina. Zusätz-

lich kam es zu Ozonkonzentrationsverlusten im Zellkulturmedium. Eine schwierig zu 

standardisierende, periodische Gasexposition erfolgte ferner in Petrischalen auf im 

Standardinkubator installierten Taumelschüttlern („rocking cultures“)149,150. Valentine 

(1985) und Persinger et al. (2001) verbesserten diese Methode durch Austausch des 

Inkubators gegen gasdichte Expositionskammern aus inerten Materialien145,151. Das 

verbesserte System nach Valentine ermöglichte vier simultane Expositionen gegen-

über unterschiedlichen Gaskonzentrationen. Zusätzlich war die Luftfeuchte regulier-

bar und die Gaskonzentration wurde am Expositionsort überprüft145. Aufgrund der 

durch den Wechsel von Mediumbedeckung mit wechselnder Schichtdicke, Gasexpo-

sition durch einen Restfeuchtigkeitsfilm und Trockenfallen der Zellen undefinierten 

Expositionsbedingungen sind die effektiven Expositionskonzentrationen in allen os-

zillierenden Systemen jedoch schwer zu bestimmen und zu reproduzieren. Dasselbe 

gilt für die direkte Gaseinleitung in Suspensionskulturen („gas bubbling“)zitiert in 152,153. 

Zusätzlich stören mechanische Scherkräfte durch die abwechselnde Immersion und 

Emersion die Zellproliferation und führen zu verstärktem Adhärenzverlust insbeson-

dere von geschädigten Zellen. Ein 1998 von Mückter et al. entwickeltes Expositions-

system minimierte diese Scherkräfte mit Hilfe einer äußerst niedrigen Kippfre-

quenz154. Auf drei Plattformen wurden bis zu 12 kommerzielle Zellkulturflaschen si-

multan mit der Testsubstanz aus Verdampfereinheiten gezielt versorgt. Die Exposi-

tion erfolgte im Standardinkubator bei 37°C, 5 % CO2 und 100 % Luftfeuchte.  
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Die erste Apparatur zur kontinuierlichen Gasexposition wurde 1977 von Voisin et al. 

konzipiert155,156. Sie wird noch heute zur Exposition von Alveolarmakrophagen und 

Bronchialepithel gegenüber Ozon eingesetzt157,158,159,160. Ein Zweikompartiment-

system simulierte die physiologische in vivo Situation. Die Zellaussaat auf Cellulose-

acetat-Membranfiltern ermöglichte eine direkte Gasexposition, die Nährmedienver-

sorgung erfolgte ausschließlich durch Kapillarkräfte aus dem unteren Systemkom-

partiment. Weitere direkt gasexponierte, „air-liquid interface“-basierte Expositions-

systeme wurden u. a. von Alink et al. (1979)152, Samuelsen et al. (1978)161, Behnke 

et al. (1988)162, Tarkington et al. (1994)163 und Abe et al. (2000)164 etabliert. Bei Alink 

et al. erfolgte die Gasexposition von der zellabgewandten Membranseite, wodurch 

die effektive Gasexpositionsdosis nicht exakt ermittelt werden konnte. Samuelsen et 

al. und Rasmussen & Crocker (1981)zitiert in 140 exponierten respiratorische Epithelzel-

len und Lungenfibroblasten auf Celluloseacetat-Membranfiltern in Perfusionskam-

mern. Durch Invertieren der Kammer161 bzw. durch Entfernen des Zellkulturmediums 

mittels einer peristaltischen Pumpe140 wurden die Zellen auf der Membranoberseite 

gasexponiert. Nach der Exposition erfolgten submerse Folgeinkubationen. Auf diese 

Weise gasexponierte Kulturen waren bereits gegenüber niedrigen NO2- und O3-Kon-

zentrationen äußerst sensitiv. Jedoch erfolgte ein stärkerer Zelladhärenzverlust von 

den auf Filtermembranen als von auf Glas oder Plastik exponierten Zellen. Behnke 

et al. entwickelten 1988 eine mit einem UV-Simulator gekoppelte Apparatur, die eine 

Exposition von Pro- und Eukaryonten gegenüber photochemisch transformierten 

Gasgemischen in umweltrelevanten Konzentrationen ermöglichte165. Physikalisch-

chemische Parameter wie Temperatur, relative Luftfeuchte und Gasdruck wurden 

dabei innerhalb des Prüfgastransformators ermittelt. Die zelluläre Exposition fand in 

nachgeschalteten, gasdichten Methylmethacrylat-Boxen mit 3,5 l Volumen in einem 

konventionellen Inkubator statt. Die gaschromatographische Analyse der Prüfgase 

erfolgte an Hand von Proben aus dem Transformator sowie dicht hinter der Exposi-

tionsbox außerhalb des Inkubators. Eine Istwertkontrolle physikalisch-chemischer 

Kenndaten „online“ innerhalb der Expositionsbox war jedoch – wie u. a. auch in den 

Systemen von Mückter et al.154 und Abe et al.164 – nicht möglich165.  

Rasmussen fasste 1984 die wichtigsten Kriterien für in vitro Expositionssysteme wie 

folgt zusammen140: 1. Wichtigste Voraussetzung für eine kontrollierte und reprodu-

zierbare Exposition ist eine präzise Kontrolle der Schadgasgenerierung und der 

effektiven Expositionskonzentrationen. Dies erfordert – über die biologisch-medizini-
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schen Aspekte der in vitro-Systeme hinaus – umfassende physikalisch-technische 

Kenntnisse. Insbesondere Niedrigkonzentrationsmessungen setzen eine hochgradi-

ge Reinheit der Expositionsatmosphäre sowie eine geeignete Messgeräteaus-

stattung voraus. 2. Die Expositionsbedingungen in der Apparatur müssen signifi-

kante Expositionszeiten ohne Artefakte ermöglichen. Die Zellvitalität darf durch Kon-

trollexpositionen nicht beeinträchtigt werden. So wirkt eine feuchte Testatmosphäre 

der Zellaustrocknung entgegen und erlaubt Langzeitexpositionen. 3. Eine einfache 

und schnelle Handhabung der Apparatur und Expositionskammer sowie der Kulturen 

beugt ebenfalls Artefakten vor. 4. Sterilität in der Expositionsapparatur gewährleistet 

zum einen an die Exposition anschließende Zellinkubationen, um – vor allem nach 

Kurzzeitexpositionen – verzögerte Effekte und angereicherte Biomoleküle nachzu-

weisen. Zum anderen werden kontaminationsbedingte Artefakte ausgeschlossen. 

5. Die Expositionsapparaturen sollten einen direkten Gaskontakt mit den Zellsyste-

men ermöglichen. Dieser physiologische Expositionskontakt schließt ungewollte Me-

dieninteraktionen mit der Testsubstanz aus. 6. Zur Simulation von in vivo Exposi-

tionskonditionen sind vor allem in vivo luftexponierte organotypische Kulturen geeig-

net. 
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1.3 Aufgabenstellung und Ziele der Dissertation 

 
Die Häufigkeit und der Schweregrad des atopischen Ekzems beim Menschen neh-

men stetig zu. Die Allergotoxikologie untersucht die Frage, ob als Ursache hierfür 

Schadstoffe aus der Umwelt in Frage kommen. Ergebnisse aus entsprechenden 

Tierversuchen lassen sich nur bedingt auf den Menschen übertragen166,167. In vivo 

Expositionen des Menschen ermöglichen keine differenzierte Beurteilung von durch 

Hautzellen, wie Keratinozyten und Fibroblasten, oder durch immunmodulatorische 

Zellen aus dem Blutkreislauf verursachte Reaktionen. Demgegenüber erlaubt ein in 

vitro Testsystem die Untersuchung der direkten Wirkung von Schadstoffen allein auf 

die Zellen der Haut. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte deshalb ein geeigne-

tes in vitro-Testsystem zur Analyse dieser Fragestellung entwickelt werden, wobei 

als Modellschadstoffe flüchtige organische Substanzen (VOC) eingesetzt werden 

sollten. 

Eine grundlegende Voraussetzung für in vitro Expositionsversuche bilden geeignete 

Zellkultursysteme. Eine Aufgabe dieser Arbeit war daher die Entwicklung, Eta-

blierung und Optimierung von Methoden, mit denen sich vergleichbare primäre, 

humane Keratinozyten und Fibroblasten unterschiedlichen Ursprungs isolieren und 

kultivieren lassen: Die Zellen sollten sowohl aus gesunder Haut nicht atopischer 

Probanden als auch aus läsionaler und nicht läsionaler Haut von Probanden mit 

atopischem Ekzem gewonnen werden. Hierbei waren insbesondere die veränderte 

mikrobielle Keimbesiedlung der atopischen Haut sowie pathophysiologisch veränder-

te Kultureigenschaften der Keratinozyten zu berücksichtigen. Langfristig ist die Ent-

wicklung eines vollfunktionellen, humanen in vitro-Modells für das atopische Ekzem 

geplant. Deshalb sollten parallel zu submersen Mono- und Kokulturen methodische 

Ansätze entwickelt werden, mit denen sich zukünftig dreidimensionale Organoid-

kulturen rekonstruieren lassen. Die Simulation des in vivo Zellmilieus in Form der 

extrazellulären Matrix und die Regulation der epidermalen Differenzierung mussten 

hier besonders beachtet werden. 

Die Untersuchungen dieser Arbeit sollten sich auf die für straßenverkehrsbedingte 

Belastungszonen typischen flüchtigen, organisch-chemischen Modellsubstanzen To-

luol und m-Xylol konzentrieren. Der reale, umweltrelevante Kontakt der Haut mit die-

sen Substanzen findet über die Gas- oder Dampfphase statt. Ein wesentlicher Teil 

der zu lösenden Aufgabe bestand daher in der Entwicklung und Konstruktion einer 
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Apparatur, die die Exposition von Zellkultursystemen gegenüber gasförmigen Stoffen 

unter kontrollierten Bedingungen ermöglicht. Die anschließende experimentelle Eva-

luation der Expositionsapparatur musste eine detaillierte Charakterisierung der phy-

sikalischen, chemischen und biologischen Kenndaten umfassen. Besonderer Wert 

musste dabei auf eine gründliche Qualitätskontrolle bezüglich der Stabilität und Re-

produzierbarkeit aller Betriebsparameter gelegt werden. Schließlich sollten unter Ein-

satz der Apparatur in ersten Experimenten zur VOC-Exposition von Keratinozyten 

Erkenntnisse über die Qualität und Quantität von schadstoffinduzierten, direkten, 

zellulären Auswirkungen gewonnen werden. In einem vereinfachten experimentellen 

Ansatz sollten deshalb proliferierende Keratinozyten atopischen und nicht atopischen 

Ursprungs als Modell der Basalzellschicht gegenüber unterschiedlichen Konzentra-

tionen von Toluol und m-Xylol exponiert werden. Das Ziel war, unter Ausschluss 

zytotoxischer Effekte proinflammatorische und proliferationsmediierende Effekte zu 

untersuchen. Gleichzeitig sollten aus diesen Untersuchungen sinnvolle Fragestel-

lungen und optimale Versuchsbedingungen für Folgeexperimente abgeleitet werden. 
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2 Hintergründe 
 

Grundlegende Kenntnisse über die Struktur und Funktion des humanen Hautorgans 

sind essentiell für das Erfassen der Problematik der in vitro Rekonstruktion humaner 

Hautorganoide ebenso wie für das Nachvollziehen der Barrierefunktion und per-

kutanen Penetrationsprozesse. Sie werden im Kapitel 2.1 vermittelt. Kapitel 2.2 gibt 

einen Überblick über die ätiologischen und pathophysiologischen wie immunologi-

schen Aspekte des atopischen Ekzems. Schließlich erläutert Kapitel 2.3 sowohl Vor-

kommen und Bedeutung als auch den aktuellen Kenntnisstand im Hinblick auf das 

Wirkungsspektrum und die Metabolisierung von flüchtigen, organisch-chemischen 

Substanzen. 

 

2.1 Struktur und Funktion des humanen Hautorgans168,169,170 

 
Das Hautorgan bildet mit einer Oberfläche von 1,6-1,8 m² und einer Dicke von nur 

1-4 mm das größte Organ des menschlichen, erwachsenen Körpers. Die nachfolgen-

de Graphik und Abbildung 1 verdeutlichen den geschichteten, anatomischen Aufbau 

der Haut aus Subkutis und Kutis, die sich aus ebenfalls jeweils mehrschichtiger 

Dermis und Epidermis zusammensetzt. Zusätzlich besitzt die Haut differenzierte 

Organkomponenten, sogenannte Hautanhangsgebilde wie Haare, Nägel, Talg- und 

Schweißdrüsen. Eine außerordentlich hohe Enervation durch zahlreiche Rezeptoren, 

die auf taktile, thermische Reize und Schmerzreize reagieren, zeichnet die Haut als 

sensibles Organ aus.  

 

               Stratum corneum  

               Stratum lucidum  

               Stratum granulosum    

               Epidermis (Oberhaut)         Stratum spinosum  Stratum 

               Stratum basale  germinativum 

    Kutis (Haut)             Basallamina 

               Stratum papillare 

               Korium/Dermis (Lederhaut)   

               Stratum reticulare 

    Subkutis (Unterhaut) 
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Abbildung 1: Histologie humaner Haut (H.E.-Färbung, Vergrößerung: x 50)171,        
(1-4) Epidermis: (1) S. corneum, (2) S. granulosum, (3) S. spinosum, (4) S. basale; 
(5) Dermis 

 
Kutis I: Epidermis 
 
Die Epidermis oder Oberhaut bildet ein mehrschichtiges, an der Oberfläche keratini-

siertes Plattenepithel ektodermaler Herkunft. Die Dicke der Epidermis variiert von 

0,04-1,5 mm. 85 % der epidermalen Zellen sind Keratinozyten, in basalen Schichten 

finden sich zudem Melanozyten, Langerhanszellen und Merkelzellen. Täglich erfolgt 

eine Abstoßung der obersten 2-3 Hornschichten (Desquamation) der Epidermis, die 

durch darunterliegende Schichten permanent ersetzt werden. Die transepidermale 

Zellpassage von basal bis apikal dauert circa 30 Tage. Die mitotisch aktiven Zellen 

des Stratum basale und Stratum spinosum, die gemeinsam das Stratum germinati-

vum bilden, unterliegen bis zur 4. Zellgeneration einer differentiellen Zellteilung mit je 

einer bleibenden Stammzelle, danach erfolgt die Differenzierung aller neugebildeten 

Zellen. Die Epidermis wird dadurch in hexagonale Proliferationseinheiten gegliedert, 

die über je 10-15 Basalzellen bis in das Stratum corneum reichen. Von basal nach 

apikal werden fünf Schichten unterschieden. 

Das Stratum basale bildet eine Reihe proliferierender, zylindrischer Keratinozyten. 

Ihr Zytoplasma ist reich an intermediären Keratinfilamenten, es beinhaltet alle syn-

thetisierenden Organellen und zeichnet sich durch einen großen Nukleus und viele 

freie Ribosomen und Polysomen zur Synthese zytoplasmatischer Proteine aus. Ba-

sal liegen die Zellen der von Epithelzellen und Fibroblasten gebildeten Basallamina 
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auf, die eine fixe, dermoepidermale Verbindung vermittelt. Die Fixierung des Stratum 

basale an diese Basalmembran erfolgt über Hemidesmosomen der Epithelzellen, die 

bis in die Dermis reichen. Lateral und apikal dienen zahlreiche Desmosomen der 

interzellulären Verknüpfung. Etwas kleiner als Keratinozyten, mit langen, dendri-

tischen Ausläufern verzweigen sich Melanozyten neuroektodermalen Ursprungs 

zwischen den Keratinozyten des Stratum basale und der Basalmembran, mit der sie 

durch Hemidesmosomen verbunden sind. Reife, aus Melanosomen sekretierte Mela-

ningranula wandern über die dendritischen Zellfortsätze mittels zytokriner Sekretion 

oder Inokulation in benachbarte Keratinozyten und werden dort an Lysosomen 

gebunden. Ein Melanozyt versorgt durchschnittlich 5-8, maximal bis zu 20 Keratino-

zyten des Stratum basale und Stratum spinosum. 

Das Stratum spinosum besteht aus mehreren Schichten polygonaler Keratinozyten, 

die zur Oberfläche hin abflachen. Der Name Stachelzellschicht weist auf die charak-

teristischen Zytoplasmaausläufer mit Desmosomen in deren Spitzenregionen hin. 

Reichhaltige Tonofibrillen im Zytoplasma, die in die Desmosomen hineinreichen, 

aber nicht die erweiterten Interzellularräume durchziehen, führen zur Stabilisierung 

der Haut gegen Scherkräfte. Die oberen, stark abgeflachten Stratum spinosum-Zell-

schichten synthetisieren membranumschlossene Granula. 

Nach 10-14 Tagen transepidermaler Differenzierung vom Stratum basale aus errei-

chen die Keratinozyten das Stratum granulosum. Die Zellen der 3-5 Schichten sind 

stark abgeflacht und enthalten viele, stark verdichtete Tonofibrillen. An die Tonofibril-

len angelagert findet sich reichlich Keratohyalin, granuläre, aggregierte Proteine, 

u. a. Filaggrin. Sie werden in den Interzellularraum abgegeben, was diesen verdich-

tet und zur epidermalen Barrierefunktion beiträgt. Das Zytoplasma enthält ferner 

membranumschlossene, lamelläre Granula mit Glucosylceramiden, Cholesterin, frei-

en Fettsäuren und Phospholipiden. Der verminderte Gehalt an Zellorganellen weist 

auf die beginnende Zelldegeneration hin. 

Das dünne Stratum lucidum, eine einzelne homogene Schicht, findet sich nur in der 

dicken Epidermis der Hand- und Fußflächen. Es zeichnet sich durch lysosomal de-

gradierte, pyknotische Zellkerne und aus dicht gepackten Filamenten bestehendes 

Zytoplasma aus.  

Die oberste Schicht der Epidermis, das Stratum corneum, besteht schließlich aus 

stark abgeflachten, 30 µm langen, 0,5-0,8 µm dicken, aus toten Korneozyten gebil-

deten Hornlamellenschichten. Durch die Abflachung der keratinisierten Zellen be-
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deckt eine Stratum corneum Zelle etwa 25 Zellen des Stratum basale. Die innere 

Stratum lucidum-nahe Zone enthält reichlich Keratin; Zellkerne und Organellen sind 

vollständig abgebaut. Die äußeren Zellschichten sind gänzlich keratinisiert. Der 

durch Hydrolasen in den oberen Stratum spinosum Schichten beginnende Abbau 

nahezu aller Zellbestandteile ist hier abgeschlossen. Bemerkenswert sind insbeson-

dere die Veränderungen der Zellmembran. Die übliche Dreierschichtung ist aufge-

löst, die Innenseiten bestehen, wie schon im Stratum spinosum und Stratum luci-

dum, aus Transglutaminase-vernetztem Involucrin, das die chemisch widerstands-

fähigste Schicht des Stratum corneum bildet. 

 

Kutis II: Dermis 
 
Die Dermis besteht aus zwei Schichten dichten, faserreichen Bindegewebes meso-

dermaler Herkunft, die die mechanischen Eigenschaften der Haut bedingen. Die 

Zwischenräume des Fasergeflechts sind zudem reich an wasserbindenden Glycos-

aminoglycanen, wie Dermatansulfat, Hyaluronat, Chondroitinsulfat A und C, die we-

sentlich für den Turgor der Haut sorgen. Aufgrund ihres Gefäßreichtums kommt der 

Dermis große Bedeutung bezüglich Nährstoffversorgung, Immunabwehr sowie Ther-

mo- und Kreislaufregulation zu. Infolge der großen Anzahl nervöser Rezeptoren und 

Nerven fungiert sie zudem als Sinnesorgan Haut. Auch die Haarwurzeln und Haut-

drüsen reichen bis in die Dermis, teilweise bis in die Subkutis.  

Das dickere Stratum reticulare verbindet Kutis und Subkutis. Überwiegend aus 

engem Typ I-Kollagenfasergeflecht aufgebaut, ist es für Dehnbarkeit und Reißfestig-

keit der Haut verantwortlich. Dichte, elastische Fasernetze aus Elastin sorgen durch 

Rückordnung des gedehnten Kollagenfasergeflechts für die reversible Verschiebbar-

keit der Haut. Durch das dünnere und lockere Bindegewebe des Stratum papillare 

steigen nur dünne elastische Fasern auf, die apikal fibrotubulär an die Basalmem-

bran der Epidermis anknüpfen. Das Stratum papillare besteht insbesondere aus 

Bindegewebszellen, den Fibroblasten. Es enthält neben einem Gefäßnetz aus Blut- 

und Lymphkapillaren, Nervenaufzweigungen und Meissnerschen Tastkörperchen vor 

allem Zellen des Immunsystems, wie Lymphozyten, Plasmazellen, Monozyten, Ma-

krophagen und Mastzellen. Neben den elastischen Fasern strahlen Bindegewebspa-

pillen aus Typ III-Kollagenfasern in die Basallamina ein. Diese Ankerfasern sorgen 

zum einen für die stabile dermoepidermale Verbindung, zusätzlich wird die gemein-

same Kontaktfläche von Dermis und Epidermis vergrößert und somit die Ernäh-
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rungssituation der Epidermis verbessert. Höhe und Anzahl der Reteleisten hängen 

von der mechanischen Beanspruchung der Haut ab. Höchste Papillen weist die Lei-

stenhaut der Handflächen und Fußsohlen auf. Hier erreicht die Dermis eine maxima-

le Dicke von bis zu 3 mm. 

 

Subkutis 
 
Die unterste Schicht der Haut (Subkutis) stellt in Form eines lockeren, gefäß- und 

fettgewebsreichen Bindegewebes die Verbindung zwischen Kutis und oberflächlicher 

Körperfaszie her. Sie bildet einen wichtigen Fettspeicher sowie Druck- und Wärme-

isolator. Das lockere kollagene Bindegewebe dient der Verschiebbarkeit der Haut. 

Weitmaschige Blut- und Lymphgefäßnetze an der Grenze zwischen Subkutis und 

Kutis sorgen für die Nährstoffversorgung der Haut. 

 

 

Barriere- und Schutzfunktion der Haut 
 
Mechanische Festigkeit 
 
Hinsichtlich mechanischer Belastungen zeichnet sich die Haut durch reversible 

Dehnbarkeit und Verschiebbarkeit sowie Reißfestigkeit aus. Mechanischer Schutz 

wird außerdem durch Druck-/Zugspannungsminderung bewirkt. Insbesondere das 

Stratum corneum nimmt von außen einwirkende, mechanische Belastung auf. An 

Händen und Füßen ist es auf dem stratum lucidum elastisch verschiebbar. In darun-

ter liegenden Zellschichten, wie dem Stratum germinativum, sind die Keratinozyten 

durch Desmosomen zu einem festen, flexiblen Netzwerk verbunden. Die Basallami-

na verbindet Epidermis und Dermis durch Hemidesmosomen. Zusätzlich inserieren 

auf der Koriumseite der Basalmembran Kollagenfasern des Bindegewebes und ver-

leihen der dermoepidermalen Verbindung hohe Reißfestigkeit. Intradermal sorgen 

zusätzliche Koriumpapillen für eine dickere, festere Leistenhaut an Hand- und Fuß-

flächen. Das Stratum reticulare ist für die besondere Zugfestigkeit der Haut verant-

wortlich. Weitere Druck- und Stoßbelastungsminderung resultiert aus dem elasti-

schen, subkutanen Fettgewebe. 
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Permeabilitätsbarriere 
 
Die wichtigste Funktion der Haut ist die Aufrechterhaltung der Permeabilitätsbarriere 

zwischen dem inneren Körpermilieu und der Umwelt. Dem Stratum corneum fällt da-

bei die entscheidende Rolle zu. Ein transzellulärer Transport durch das circa 10 µm 

dicke Stratum corneum ist weder aktiv, noch passiv möglich. Die Interzellularspalten 

der unteren Epidermis (Stratum basale, Stratum spinosum) sind, wie in jedem Epi-

thel, relativ weit und voll zahlreicher Desmosomen. Auch in oberen Epithelschichten, 

einschließlich dem Stratum corneum sind Interzellularspalten und Desmosomen vor-

handen. Beginnend ab dem Stratum granulosum werden jedoch die Interzellularspal-

ten mit von Lamellengranula exozytierten Lipidlamellen aus Ceramiden, Cholesterin 

und Fettsäuren abgedichtet und bilden so eine Permeabilitätsbarriere gemäß dem 

„brick and mortar“-Modell nach Elias, wobei die Korneozyten die Backsteine, die In-

terzellularsubstanz den Mörtel repräsentieren172. Auch ein parazellulärer Transport 

ist somit nur bedingt möglich. Die Haut hat vielmehr den Charakter einer Lipidmem-

bran, die bevorzugt lipophile Stoffe passieren lässt237. Die Diffusionsrate eines Stof-

fes durch das Stratum corneum ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der 

perkutanen Resorption232. Die Permeabilitätsrate der Epidermis ist dabei weniger ab-

hängig von der Epidermisdicke und der Dicke einzelner Schichten, wohingegen die 

Lipidzusammensetzung und das relative Lipidgewicht die Diffusionsrate erheblich be-

einflussen173. Einen wesentlichen Einfluss auf die Permeabilität hat zudem der Quel-

lungszustand des Stratum corneums174. Für Gase ist die Haut permeabler als für 

Flüssigkeiten und für Elektrolyte. Die Permeabilitätsbarriere bedingt somit zusätzlich 

einen wesentlichen Schutz vor Austrocknung durch transepidermalen Wasserverlust. 

Für größere Moleküle oberhalb 40 kD Molekulargewicht stellt die Basalmembran 

eine zusätzliche Diffusionsbarriere dar. 

 

Thermoregulation und Regulation des Wasserhaushaltes 
 
Durch das umfassende, anastomosenreiche Gefäßsystem besitzt die Haut eine rela-

tiv hohe Wärmeleitfähigkeit. Die Durchblutung wird über α-adrenerge Gefäßnerven 

und tonuswirksame Substanzen wie Histamin und Katecholamine geregelt. Eine 

Kühlung der Haut wird durch Verdunstung von Schweißdrüsensekret erreicht. Eine 

ständige Wasserverdampfung von 50 ml/h an der Hautoberfläche resultiert in 20 % 

evaporativer Wärmeabgabe des Körpers. Die Hauttemperatur liegt dabei üblicher-

weise bei 33-34°C. Für einen gleichzeitigen notwendigen Schutz vor Austrocknung 
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durch transepidermalen Wasserverlust sorgt insbesondere die oben geschilderte 

interzelluläre Permeabilitätsbarriere der Haut. 

 

Barriere gegen Mikroorganismen 175 
 
Ein Oberflächenhydrolipidfilm aus Talg- und Schweißdrüsensekreten bildet neben 

einer dünnen Lipidschicht aus Milchsäure, freien Amino- und Fettsäuren und Uro-

caninsäure den Säureschutzmantel von pH 4,5-5,75 der Epidermis. Während die 

Fettschicht Wasser und hydrophile Stoffe abweist, stellt der Säureschutzmantel eine 

Barriere für Bakterien und Mikroorganismen dar. Außerdem hemmen Metabolismus-

produkte der residenten, apathogenen Hautflora die Besiedelung der Haut durch 

Pathogene. Überwunden wird der Fettfilm durch längeres Einwirken von Flüssigkei-

ten unter Bildung von Emulsionen oder via Haartrichter. Mikroorganismen dringen 

vor allem in alkalischem Milieu, z. B. in Mündungen apokriner Schweißdrüsen ein. 

 
UV-Filterfunktion 
 
Melanozyten im Stratum basale und Stratum spinosum schützen vor UV-Strahlung 

mittels UV-induzierter Melaninbildung und Melaninversorgung umliegender Keratino-

zyten. Langwellige Strahlen (UV-A) bewirken eine Sofortpigmentierung durch ver-

mehrten Melanosomentransfer in die Keratinozyten und eine Photooxidation von 

Promelanin zu Melanin. UV-B induziert durch Aktivierung der Melanozyten eine 

Melaninneusynthese und führt so nach einer Latenzzeit von mehreren Tagen zur 

verzögerten Hautpigmentierung. Melanin kommt außerdem in Haarfollikeln, Makro-

phagen und frei im Korium vor. 

Zusätzlich kommt es zur Bildung einer Lichtschwiele: Unter Einwirkung von UV 

Strahlung entstehen durch eine Störung in der Keratinozytendifferenzierung weniger 

stark abgeflachte Korneozyten in unregelmäßigerer Anordnung. Verstärkte Prolifera-

tion bedingt zudem eine erhöhte Anzahl übereinander liegender Zellschichten, so 

dass eine Verdickung der Epidermis resultiert. 
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2.2 Atopisches Ekzem – Atopische Dermatitis – Neurodermitis  

 
Das durch eine Reihe von Synonymen benannte atopische Ekzem ist eine entzünd-

liche, chronisch rezidivierende, nicht ansteckende Erkrankung der Haut, die mit star-

kem Juckreiz (Prurigo) einhergeht176. Sie tritt vielfach (zu 57 %) bereits im ersten 

Lebensjahr in Form von Milchschorf auf, bei 87 % der Patienten manifestiert sie sich 

vor dem sechsten Lebensjahr177. Nur 2 % der Patienten entwickeln erst nach dem 

20. Lebensjahr erste Symptome. Die frühe Form befällt vor allem die Kopfhaut, 

Gesicht und die Streckseiten des Körpers, später bevorzugt Beugen, Nacken und 

Hände. Die spätere Form wird durch ein trockenes Ekzem und chronisch licheni-

fizierte Läsionen, im Erwachsenenalter durch die knotige Prurigoform bestimmt. 

Neben den pathophysiologischen treten zudem charakteristische Hautveränderun-

gen ohne eigentlichen Krankheitswert auf. Hierzu gehören u. a. die doppelte Atopie-

Lidfalte, laterale Augenbrauenlichtung, pelzkappenförmiger Haaransatz, Gesichts-

blässe mit periorbitalen Schatten, weißer Dermographismus, Ichthyosis-Hände/ 

-füße178. 

Kennzeichnendes Charakteristikum des atopischen Ekzems ist eine auffallend 

trockene Haut (Sebostase) mit verstärkter Hautrauhigkeit und Schuppung. Eine ex-

treme Störung der Hautbarrierefunktion sowohl der läsionalen als auch der nicht 

läsionalen atopischen Haut, einhergehend mit einem erhöhten transepidermalen 

Wasserverlust (TEWL), stellt die schwerwiegendste, hautphysiologische Verände-

rung dar179. Läsionale Ekzeme weisen zusätzlich eine reduzierte Hydratation des 

Stratum corneums auf180. Ferner findet man das im vorherigen Kapitel erwähnte 

Filaggrin, ein Vorläufer sogenannter „natural moisturising factors“, auch in nicht läsio-

naler Haut stark reduziert181. Als Hauptursache der Barrierestörung gilt ein gestörter 

Lipidmetabolismus, insbesondere ein Defekt in der Ceramidsynthese, und der da-

raus resultierende, stark reduzierte Gesamtlipid- und Ceramidgehalt im Stratum cor-

neum der läsionalen wie auch der nicht läsionalen Haut182: Anstatt der Hydrolyse von 

Sphingomyelin zu Ceramid und Phosphorylcholin durch das Enzym Sphingomye-

linase findet im atopischen Ekzem überwiegend eine Metabolisierung durch Sphin-

gomyelinacylase zu Sphingomyelinphosphorylcholin und freien Fettsäuren statt183,184. 

Wie bereits eingangs erwähnt, vermag der reduzierte Ceramid- und Lipidgehalt über 

die gestörte Barrierefunktion zu einer erleichterten Permeabilität exogener Allergene 

und Irritantien zu führen und trägt auf diese Weise wesentlich zur Pathogenese des 
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atopischen Ekzems bei50,51,185. Darüber hinaus spielen Ceramide als intrazelluläre 

Botenstoffe eine wichtige Rolle in Bezug auf die Regulation von Zellzyklus, Apoptose 

und terminaler Differenzierung, so dass der Stoffwechseldefekt möglicherweise zu-

sätzlich eine gestörte epidermale Homöostase zur Folge hat186,187.  

Die beschriebenen, hautphysiologischen Symptome führen zu einem Kreislauf von 

Juckreiz und Kratzverhalten, die wesentlich zur Entstehung und Unterhaltung des 

Ekzems beitragen: Die Sebostase der Haut verursacht Juckreiz, die gestörte Bar-

rierefunktion führt zu erhöhter Permeabilität der Haut und infolgedessen zu Entzün-

dungs- und Ekzemreaktionen, die mit verstärktem Juckreiz einhergehen und außer-

dem zu erhöhter Irritabilität führen188, die ebenfalls juckreizsteigernd wirkt. Das resul-

tierende Kratzverhalten kann einerseits zu einer verstärkten Entzündungsreaktion, 

andererseits durch die Reizung sensorischer Neuronen und C-Fasern der Haut zur 

Freisetzung von Neuropeptiden führen, die wiederum Schmerz- und Juckreiz auszu-

lösen vermögen. Darüber hinaus sind Neuropeptide wie Substanz P, Neurotensin, 

vasoactive intestinal peptide (VIP) oder calcitonin gene-related peptide (CGRP) 

modulatorisch an der Mastzelldegranulation und Antigenpräsentation durch Langer-

hanszellen in der Haut beteiligt Übersichten in 189, 190. 

Weitere pathophysiologische Veränderungen der atopischen Ekzemhaut umfassen 

eine reduzierte Größe und Proliferation von Talgdrüsen191 sowie eine Störung vege-

tativer Hautfunktionen wie Schweißbildung, Temperaturregelung und Hautdurchblu-

tung: Dies ist ein weiterer Hinweis auf die Bedeutung des neuroendokrinen Systems 

der Haut an der Pathogenese des atopischen Ekzems, da oben genannte Neuro-

peptide auch in die Regulation der Hautdurchblutung und Schweißsekretion eingrei-

fen. Darüber hinaus zeigen über 90 % aller Patienten mit atopischem Ekzem, korre-

lierend mit dem Schweregrad der Erkrankung, eine extreme Besiedelung der mikro-

biellen Hautflora mit Staphylococcus aureus192 und Pityrosporum ovale193. Staphylo-

coccus aureus produziert Exotoxine, die als Superantigene Makrophagen und 

dendritische Zellen aktivieren sowie Proliferation und Zytokinsekretion polyklonaler 

T-Zellen induzieren können und somit zur Exazerbation des atopischen Ekzems 

beitragen194. Zudem kommt es meistens zu einer Sensibilisierung der Patienten, so 

dass Staphylococcus aureus- oder Pityrosporum ovale-spezifisches IgE zusätzlich 

zur Freisetzung vasoaktiver, chemotaktischer und proinflammatorischer Mediator-

substanzen aus Mastzellen und basophilen Granulozyten führt. 
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Zur Ätiopathophysiologie des atopischen Ekzems wurden eine Reihe unterschied-

licher Konzepte und Hypothesen formuliert, die die Vielfalt der namentlichen Syno-

nyme widerspiegeln. Die individuell stark unterschiedlichen Krankheitsauslöser und 

Therapieerfolge sprechen für eine multifaktorielle Kausalität dieser Erkrankung: 

Etwa 60 % der Patienten mit atopischem Ekzem weisen eine genetische Prädisposi-

tion für allergische Erkrankungen auf. Zwillingsstudien ergaben im Hinblick auf die 

Manifestation von atopischem Ekzem 75-85 % Konkordanz bei Homozygoten gegen-

über 20-30 % bei Heterozygoten12,195. Vermutlich handelt es sich um eine polygene 

Prädisposition196,197. So werden mehrere Genloci auf den Chromosomen 1, 5198 und 

6 sowie auf den Chromosomen 14 und 16199,200 u. a. als für eine erhöhte IgE-

Synthese verantwortlich vermutet, letztere sowie Chromosom 3201  insbesondere in 

Bezug auf das atopische Ekzem15, Übersichten in 16,197. Ferner zeigen viele Patienten 

zusätzlich zu dem atopischen Ekzem weitere allergische Erkrankungen, wie Rhinitis 

allergica und Asthma bronchiale, wobei die Besserung einer Symptomatik oftmals 

mit der Verschlechterung einer anderen einhergeht (sogenannter Etagenwechsel).  

Weiter gehen vielfach positive wie negative psychosomatische Einflussfaktoren 

(„Neurodermitis“) mit dem Schweregrad der Erkrankung einher oder führen zu deren 

Manifestation202. Ferner wird für das atopische Ekzem eine Dysregulation des vege-

tativen Nervensystems durch das Zusammenwirken einer β-adrenergen Blockade 

mit gleichzeitig α-adrenerger und cholinerger Hyperreaktivität beschrieben203,204,207. 

Deren Auswirkungen, eine verstärkte Freisetzung von vasoaktiven Mediatoren 

(Histamin, Serotonin, Leukotriene, Prostaglandine), werden für die Erklärung sowohl 

psychosomatischer als auch somatischer Einflüsse auf das zelluläre und humorale 

Immunsystem herangezogen: Erstens können die Mediatoren auch durch psy-

chischen Stress induziert werden. Zweitens wirken sie einerseits proinflammatorisch, 

andererseits greifen sie inhibierend in die T-Zell-Regulation (vor allem der T-

Suppressorzellen) ein, induzieren so die für das atopische Ekzem bekannte, vermin-

derte zelluläre Immunreaktion und können somit wiederum zu verstärkter IgE-Pro-

duktion führen. Bei über 80 % der Patienten lassen sich, mit dem Schweregrad kor-

relierende, extrem hohe Serum-IgE-Konzentrationen nachweisen. Man unterscheidet 

daher das intrinsische Ekzem mit normalem IgE-Spiegel vom extrinsischen ato-

pischen Ekzem mit deutlich erhöhter IgE-Bildung205,206. Letzteres zählt zum Atopie-

Formenkreis, wobei der Begriff Atopie wie folgt definiert wird: „Familiär auftretende 

Neigung zur Entstehung von Krankheiten wie Asthma bronchiale, Rhinokonjunktivitis, 
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atopisches Ekzem, basierend auf einer Überempfindlichkeit von Haut und Schleim-

häuten, assoziiert mit erhöhter IgE-Bildung und/oder veränderter nichtspezifischer 

Reaktivität“207,208. Die Mechanismen der erhöhten IgE-Bildung sind nur teilweise be-

kannt. Die Hauptursache wird in dem zugunsten einer Th2-Immunantwort verscho-

benen Th1/Th2-Gleichgewicht vermutet209. Im peripheren Blut sowie in T-Zell-

infiltraten des akut läsionalen atopischen Ekzems dominieren deutlich CD4-T-Helfer-

zellen vom Typ II mit der Zytokinsekretion von IL-4, IL-5, IL-10 gegenüber IL-2- und 

IFNγ-sezernierenden Typ I -Lymphozyten, die vermehrt in chronischen Läsionen 

vorkommen210,211. Letztere inhibieren die Bildung von IgE212, während IL-4 in B-Zel-

len eine Umschaltung von IgG und IgM zu IgE-Expression induziert („Th1/Th2-

switch“)209. Aufgrund von Adhäsionsmolekülen, wie ELAM-1 und vor allem des 

kutanen Lymphozytenantigens (CLA-homing receptor), auf den Th2-Lymphozyten 

kommt es zu einer verstärkten Akkumulation dieser Zellen vor allem in läsionaler 

atopischer Haut213. Die hohe IL-4-Aktivität induziert hier eine vermehrte Expression 

von IgE-Rezeptoren auf den antigenpräsentierenden Langerhanszellen214. Erst der 

Nachweis von spezifischem IgE und IgE-Rezeptoren auf Langerhanszellen in der 

Epidermis215,216 wies auf eine Verbindung zwischen der gemäß der Typisierung von 

Allergiereaktionen nach Coombs und Gell217 klassischen, allergischen Typ I Sofort-

reaktion und der klassischen Typ IV T-Zell-vermittelten, verzögerten Immunreaktion 

im atopischen Ekzem218. Letztere entspricht der Pathogenese des allergischen Kon-

taktekzems, während erstere etwa 90 % aller allergischen Reaktionen, wie z. B. 

Rhinitis, Konjunktivitis, Asthma bronchiale, Gastroenteritis und die Anaphylaxie um-

fasst. Der komplementunabhängige Pathomechanismus der Typ I Reaktion beruht 

im Wesentlichen auf der Freisetzung vasoaktiver, chemotaktischer und proinflamma-

torischer Mediatorsubstanzen durch Brückenbildung zweier IgE-Moleküle auf der 

Oberfläche von Mastzellen und basophilen Granulozyten durch das Allergen. Der 

Nachweis von spezifischem IgE und IgE-Rezeptoren auf Langerhanszellen in der 

Epidermis erklärt die zusätzliche, zelluläre Immunreaktion in der Pathogenese des 

atopischen Ekzems218: Langerhanszellen kommen als spezifische Immunzellen der 

Haut vor allem im tieferen Stratum spinosum der Epidermis vor. In inaktiver Form 

werden sie mittels E-Cadherin im Epithelzellverband gehalten, wo es zur Aufnahme 

und Prozessierung von Antigenen kommt219,220. Die somit aktivierte Langerhanszelle 

reift unter Herabregulation von E-Cadherin und gleichzeitig gesteigerter MHC-

Klasse II-Expression heran. Sie gewinnt so ihre Motilität zurück und emigriert aus 
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dem Keratinozytenverband in regionale Lymphknoten221. Hier werden die antigen-

spezifischen Epitope zusammen mit Klasse II-MHC-Antigenen exprimiert, mittels 

Antigenpräsentation vorstimulierte T-Lymphozyten aktiviert und so eine klassische 

Typ IV T-Zell-vermittelte, verzögerte Immunreaktion induziert. Besonders in läsiona-

ler Haut finden sich Langerhanszellen mit stark erhöhter Expression des hochaffinen 

IgE-Rezeptors (FcεRI)206,222,223, die vermutlich auch mit perkutan aufgenommenen 

Aeroallergenen reagieren224,225,226. Die in der Einleitung erwähnte Auslösung eines 

atopischen Ekzems durch Aeroallergene im „atopy patch test“ kann demnach 

weitestgehend als eine IgE-verstärkte Kontaktsensibilisierung erklärt werden218. Die 

Untersuchung dieses Aspekts ist von großer klinischer Relevanz, da sowohl die 

Anzahl der Sensibilisierungen mit Aeroallergenen, als auch die Serumkonzentration 

spezifischer IgE-Antikörper linear mit dem Schweregrad des atopischen Ekzems 

korrelieren227. 

 

2.3 Flüchtige organisch-chemische Verbindungen (VOC) 

 
Die äußerst heterogene Stoffgruppe der flüchtigen organisch-chemischen Verbin-

dungen VOC (volatile organic compounds) umfasst flüchtige Kohlenwasserstoffe und 

sauerstoffhaltige organische Verbindungen wie Aromaten und Aliphaten, Aldehyde, 

Ketone, Ester sowie Isoprene und Terpene. Wichtige VOC sind Methan, n-Hexan, 

Ethen, die Aromaten Benzol, Toluol und Xylol sowie die Aldehyde Formaldehyd und 

Acetaldehyd. Außerdem zählen zu den VOC halogenhaltige Kohlenwasserstoffe und 

organische Verbindungen mit anderen Heteroatomen. In der vorliegenden Arbeit 

wurden die methylierten Benzole Toluol und m-Xylol experimentell eingesetzt, wes-

halb im folgenden insbesondere auf diese Substanzen eingegangen wird. 
 

Anhand ihrer Flüchtigkeit wird laut WHO eine Unterteilung der Substanzen in 

folgende Untergruppen vorgenommen228: VVOC (very volatile organic compounds) 

mit Siedepunkten kleiner 0°C bis 50-100°C, VOC mit Siedepunkten im Bereich von 

50-100°C bis 240-260°C sowie schließlich SVOC (semi-volatile organic compounds), 

organische Verbindungen, die in der Atmosphäre aufgrund ihres Dampfdrucks 

sowohl in der Gas- als auch in der Aerosolphase auftreten (Siedepunktbereich von 

240-260°C bis 380-400°C). Viele flüchtige Stoffe kommen, wie in der Einleitung 

bereits erwähnt, zudem als partikelgebundene Substanzen vor (POM, mit Siede-

punkten > 380°C). 
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VOCs werden sowohl von anthropogenen als auch von biogenen Quellen emittiert. 

Wichtigste anthropogene Quellen in Europa sind in Reihenfolge ihrer Bedeutung die 

industrielle Verfeuerung fossiler Brennstoffe und Biomasse (95% des anthropogenen 

Methanausstoßes, ca. 15% der Nicht-Methan-VOC (NMVOC)), Emissionen aus dem 

Straßenverkehr (42% der NMVOC) sowie Verdunstung organischer Lösungsmittel 

(25-30% der NMVOC)229,233. Zu den biogenen Quellen zählen unter anderem Flora 

und Fauna in Wäldern, Böden und Feuchtgebieten, limnischen und marinen Öko-

systemen sowie Flächenbrände. Durch landwirtschaftlichen Anbau und Nutztierhal-

tung, Kläranlagen und Deponien sowie Brandrodung werden allerdings viele biogene 

Quellen stark durch den Menschen beeinflusst.  

 

Je nach Herkunft der VOC finden sich typische Verbindungs- und Konzentra-

tionsmuster. In urbanen Ballungsgebieten liegen die Konzentrationen vieler VOCs 

um mehr als eine Größenordnung über den globalen Hintergrundkonzentrationen. 

Die Konzentrationen einzelner VOC weisen zudem einen charakteristischen Jahres-

gang auf, der substanzspezifisch neben der zeitabhängigen Emission vor allem von 

den jeweiligen Ausbreitungs- und Abbaubedingungen abhängt. In Gegenwart von 

NOx und UV-Strahlung werden beispielsweise 80-90 % der emittierten Xylole, 30 % 

des Benzols und 68 % des Toluols innerhalb von 6 h (photo-)chemisch umgesetzt233. 

Wie eingangs erwähnt, stammen fast die Hälfte aller luftgetragenen Nicht-Methan-

VOC in Deutschland aus verkehrsbedingten Emissionen. Insbesondere die mono-

zyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffe Benzol, Toluol und Xylole (BTX-Aroma-

ten) sind heute ubiquitär vorhanden, wobei in Verkehrsbelastungsgebieten deutliche 

Emissionspitzen im typischen Verhältnis von Benzol zu Toluol zu m-Xylol von 1:3:2 

auftreten233; m-Xylol hat üblicherweise einen Anteil von 60-70 % an den vorkommen-

den Xylol-Isomeren. So wurden beispielsweise 1995 bis 1997 in einer Düsseldorfer 

Verkehrsstudie in stark verkehrsbelasteten Regionen maximale Spitzenwerte von 

12,6 µg/m³ Benzol und 40,8 µg/m³ Toluol gemessen. In normal verkehrsbelasteten 

Gebieten wurden 8,33 µg/m³ Benzol und 24,0 µg/m³ Toluol nachgewiesen, während 

in verkehrsarmen Arealen 4,94 µg/m³ Benzol und 13,8 µg/m³ Toluol ermittelt wur-

den230. In einer weiteren Studie enthielt die Luft einer verkehrsbelasteten Region in 

Wuppertal-Elbersfeld West die folgenden Konzentrationswerte: 16,8 µg/m³ Benzol, 

50,2 µg/m³ Toluol, 30,1 µg/m³ m-/p-Xylol und 9,24 µg/m³ o-Xylol, während in 

demselben Zeitraum in dem extremen Reinluftgebiet Borken Konzentrationen von 
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0,78 µg/m³ Benzol, 4,21 µg/m³ Toluol, 3,1 µg/m³ m-/p-Xylol und 0,44 µg/m³ o-Xylol 

vorherrschten231. Im Jahresmittel werden in Ballungsgebieten Emissionswerte von 

5-10 µg/m³, im Emittentennahbereich 20-30 µg/m³ Benzol, 40-80 µg/m³ Toluol und 

14-55 µg/m³ m-/p-Xylol sowie 15 µg/m³ o-Xylol nachgewiesen. In Reinluftgebieten 

sind es weniger als 1 µg/m³ Benzol und 10 µg/m³ Toluol und Xylol232,233.  

 

Toluol wird etwa zu gleich hohen Anteilen aus Automobilabgasen und durch 

Lösungsmittelverdunstung freigesetzt und dient als Leitkomponente sowohl zur 

Beurteilung von Straßenverkehrsbelastungssituationen als auch der Innenraumluft-

qualität. Bezüglich der VOC-Luftverunreinigungen in Innenräumen sind neben Emis-

sionen am Arbeitsplatz vor allem Schadstoffquellen im Inneren von Wohngebäuden 

sowie die Schadstoffkonzentrationen im Inneren von Kraftfahrzeugen relevant233. 

Neben Baustoffen und Einrichtungsmaterialien kommen hier der Umgang mit Schad-

stoffen durch Bewohner, Außenlufteinflüsse wie Verkehrsemissionen und schließlich 

der Luftaustausch zwischen Innen- und Außenbereich zum Tragen. So lassen sich in 

Wohnräumen allgemein höhere Konzentrationswerte für Aromaten als im Außenluft-

bereich nachweisen. Toluol findet sich mit im Mittel 100-200 µg/m³ und höheren Kon-

zentrationen232,233, m-/p-Xylol werden in durchschnittlichen Konzentrationen von bis 

zu 300 µg/m³ nachgewiesen232,233. Ein weiterer wesentlicher Emissionsfaktor im 

Innenraumbereich ist Formaldehyd. 

Das Wirkungsspektrum einer so komplexen Substanzgruppe wie der VOCs auf den 

Menschen ist äußerst heterogen. Es umfasst sowohl akute Auswirkungen wie 

Schleimhautreizungen durch Formaldehyd und zentralnarkotische Einflüsse durch 

Toluol und Xylol, als auch chronisch neurotoxische Wirkungen bei n-Hexan und 

kanzerogene Effekte wie bei Benzol, um jeweils nur einige typische Substanzen zu 

nennen. 

Zur Charakterisierung der Wirkungen auf den Menschen werden die Toxikokinetik 

(Stoffaufnahme, Verteilung, Metabolismus und Elimination), akute und chronische 

Toxizität sowie genotoxische Effekte der einzelnen Substanzen beurteilt. Zur Bewer-

tung der Kanzerogenität werden vor allem Ergebnisse aus tierexperimentellen und 

epidemiologischen Studien herangezogen. Dabei werden auch Kombinationswir-

kungen, mögliche Interaktionen von Wirkmechanismen bei Expositionen gegenüber 

Schadstoffgemischen berücksichtigt. So inhibiert beispielsweise eine gleichzeitige 

Toluol-Exposition die Metabolisierung von Benzol, andererseits sind aber auch syn-
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ergistische Effekte von Toluol und Benzol in ihrer Wirkung auf den Menschen be-

kannt (siehe unten). Diese Untersuchungen führen schließlich zur Identifikation von 

Wirkungsschwellen im Niedrigdosisbereich und Festlegung von Grenzwerten, bei 

deren Einhaltung nach aktuellem Kenntnisstand der Medizin keine Gesundheits-

schädigungen zu erwarten sind. 

 

Die pulmonale Resorption bildet beim Menschen den wichtigsten Aufnahmeweg für 

Toluol und Xylol232. 40-60 % des eingeatmeten Toluols bzw. 50-65 % der Xylole 

werden resorbiert. Die Distributionsrate und Anreicherung im Organismus folgt pro-

portional zum Lipidgehalt der Organe. Im Zentralnervensystem (ZNS) wird die 

Stammregion mit den regulatorischen Zentren für Herztätigkeit, Vasomotorik und 

Atmung am stärksten inkubiert. Die Metabolisierung findet hauptsächlich in der Leber 

statt232. Hier wird Toluol schrittweise durch Seitenkettenoxidation durch die Enzyme 

Cytochrom-P450-Monooxygenase, Alkohol-Dehydrogenase und Aldehyd-Dehydro-

genase zu Benzoesäure umgewandelt und nach Konjugation mit Glycin als Hippur-

säure im Urin ausgeschieden. Nach Sättigung der Glycinkonjugation findet auch eine 

Glucuronsäurekonjugation statt. Etwa 1 % wird zu Kresol hydroxyliert. Analog wird 

Xylol nach Oxidation einer Methylgruppe zu Methylbenzoesäure (Toloylsäure) und 

sich anschließender Glycinkonjugation zu Methylhippursäure (Tolursäure) metaboli-

siert. Ringhydroxilierung und Glucuronsäurekonjugation finden bei 2 % der Xylole 

statt232. Eine intermediäre Epoxidbildung, die beispielsweise die Kanzerogenität von 

Benzol bewirkt, kann an den substituierten Aromaten Toluol und Xylol chemisch 

nicht stattfinden.  

Toluol interferiert bei kombinierter Exposition mit der Biotransformation von Benzol, 

Styrol, Xylolen, Trichlorethan und, wie auch Xylole, mit Benzoapyren indem es deren 

Metabolisierung inhibiert232. Ethanol wiederum steigert die Aufnahme von Xylol und 

hemmt den Abbau des Toluols. Etwa 20% der aufgenommenen Methylbenzole wer-

den unverändert durch die Lunge per Exhalation, etwa 80% metabolisiert durch die 

Nieren ausgeschieden232. Die Eliminationskinetik von BTX-Aromaten wird zum einen 

durch die Biotransformationsrate und den Dampfdruck der Substanzen bestimmt. 

Zum anderen ist sie abhängig von Fettgehalt und Gesamtkörpergewicht. Die Elimina-

tionshalbwertzeit von Toluol im subkutanen Fettgewebe beträgt zwischen 0,5 und 2,7 

Tagen, im Blut zwischen 6 und 8 Stunden. Xylol zeigt einen zweiphasigen Verlauf mit 

einer anfänglichen Halbwertzeit von 1-2 h und anschließend von 20 h232,237. 



                                                                                                                                            2 Hintergründe 

 34  

Aufgrund ihrer stark lipophilen Eigenschaften werden die BTX-Aromaten auch 

perkutan leicht resorbiert. Der Verteilungskoeffizient des Stoffes in seiner Matrix 

bildet dabei den konzentrations-, die Diffusion durch das Stratum corneum den 

geschwindigkeitsbestimmenden Schritt232,237. So beträgt die Resorptionsrate der 

Haut für Toluol in lipophilen Lösungsmitteln nach unterschiedlichen Quellen 

zwischen 0,17-0,5 mg/cm² · h und 14-23 mg/cm² · h sowie 0,16-0,69 mg/cm² · h für 

in wässriger Lösung appliziertes Toluol234,235. Die Toluol-Aufnahme über Hände und 

Unterarme bei einstündigem Hautkontakt zu Flüssigtoluol entspricht somit einer 

achtstündigen rein inhalativen Exposition gegenüber 190 mg/m³ (1 MAK) Toluol232. 

Flüssiges Benzol kann die menschliche Haut bis zu 400 µg/cm² · h resorbieren, Ben-

zol in anderen Lösungsmitteln in deutlich geringerer Konzentration232. Die perkutane 

Resorption von Xylolen liegt bei 150 (42-258) µg/cm² · h, d. h. dass bei Eintauchen 

zweier Hände in Flüssigxylol ebensoviel Xylol in den Organismus aufgenommen wird 

wie während einer inhalativen Exposition gegenüber 100 ppm84,85,236. Mit 

0,6 µg/cm² · h ist die Xylol-Aufnahme aus der Gasphase (600ml/m³ für 3,5h) 

vergleichbar gering, während Benzol von Haut und Schleimhäuten auch in Dampf-

form wesentlich resorbiert wird, und die dermale Aufnahme von Toluol aus der Gas-

phase etwa 1 % der inhalativen Aufnahme beträgt (0,69 mg/cm² · h)237. Die Permea-

bilitätskonstanten von Gasen sind, z. B. für m-Xylol um den Faktor 10, größer als die 

derselben Substanz in Lösung. Da die molekulare Konzentrationen von Gasen und 

Dämpfen jedoch zumeist sehr viel kleiner sind, sind die Absorptionsraten derselben 

Substanz in Gasphase oder in Lösung relativ gleich, wie vergleichende Studien zu 

topischer Flüssigapplikation, Eintauchen in Flüssigkeiten oder Kontakt mit Chemi-

kalien aus der Dampf- oder Gasphase zeigen konnten. Die Stoffwechselvorgänge 

einer lokalen Metabolisierung monozyklischer Aromaten in der Haut sind nicht 

bekannt, eine Beteiligung der epidermalen, in Keratinozyten nachweisbaren Cyto-

chrom-P450-Isoenzyme wird aber vermutet232,238. 

 

Die Aromaten Benzol, Toluol und Xylol-Isomeren zeigen bereits in niedriger Atem-

luftkonzentration (200-300 mg/m³) akut toxische Auswirkungen auf das zentrale Ner-

vensystem und können in hoher Konzentration (15 g/m³) über ihre narkotische Wir-

kung zum Tode führen232,234. Chronisch neuro- und hepatotoxische Effekte wurden 

ab 400 mg/m³ Toluol und Xylol festgestellt, während Benzol aufgrund metabolischer 
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Epoxidbildung bereits im Niedrigkonzentrationsbereich chronische Toxizität im Hin-

blick auf Blutbildveränderungen und kanzerogenes Potential zeigt234,233,232. 

Starke Schleimhautreizungen, Entfettung und Barriereschädigung der Haut239 sowie 

narkotische und neurotoxische Effekte bestimmen das akute Vergiftungsbild durch 

alkylierte Benzole232. Die Geruchsschwelle liegt für Toluol bei 0,5-100 mg/m³ bzw. 

0,13-26 ppm241, die Geruchsimmissionsrichtlinie legt den Grenzwert auf 7,6 mg/m³ 

bzw. 2 ppm fest240. Befindlichkeitsstörungen werden ab 75 ppm (281 mg/m³), erste 

ZNS-Leistungseinschränkungen ab 88 ppm (332 mg/m³) Langzeitbelastung festge-

stellt. Akute Schleimhautreizungen treten bei Expositionen gegenüber 750 mg/m³ 

(196 ppm) auf232,234. Langfristige Intoxikationen von 1300 mg/m³ Toluol oder Xylol 

verursachen ausschließlich metabolitinduzierte Schädigungen an Leber- und Nieren-

parenchym, peripheren und zentralen Nervenzellen. Die Wirkungen von p-, m- und 

o-Xylol auf den Menschen stimmen im Wesentlichen mit den Wirkungen von Toluol 

überein232,234. Als Geruchsschwelle für Xylole gelten Werte von 0,3 bis 70 mg/m³ 

(0,07-16 ppm)241. Nach wiederholtem Hautkontakt kann flüssiges Xylol eine blasen-

bildende Dermatose hervorrufen234. Auch bei Hochdosisexpositionen von 200-

300 ppm Toluol oder Xylol wurden keine Blutbildveränderungen nachgewiesen, die 

nicht auf Verunreinigungen mit Benzol zurückzuführen sind. Im Gegensatz zu Benzol 

zeigen Toluol und Xylole auch tierexperimentell kein genotoxisches, mutagenes oder 

kanzerogenes Potential. Embryo-, fetotoxische und teratogene Effekte von Toluol 

und Xylol sind bisher nicht eindeutig nachgewiesen, jedoch auch nicht auszu-

schließen232,234. 

 

Für die Allgemeinbevölkerung schlägt die WHO als 24 h-Mittelwert einen Im-

missionsleitwert von 7,5 mg/m³ Toluol in Luft vor, als Halbstundenmittelwert sollte 

1 mg/m³ nicht überschritten werden242,232. Die Senatskommission zur Prüfung 

gesundheitsschädlicher Arbeitsstoffe der Deutschen Forschungsgemeinschaft (DFG) 

gibt jährlich aktualisierte Richtlinien für maximale Arbeitsplatzkonzentrationen (MAK) 

heraus. Laut Definition bezeichnet die MAK die höchstzulässige Konzentration eines 

reinen Arbeitsstoffes als Gas, Dampf oder Aerosol (Schwebstoffe) in der Luft am 

Arbeitsplatz, die nach gegenwärtigem Kenntnisstand auch bei langfristiger, täglich 

achtstündiger Exposition keine Gesundheitsbeeinträchtigung verursacht. Wie ein-

leitend erwähnt, werden Kombinationswirkungen, auch bei häufig verunreinigt vor-

kommenden Substanzen, hierbei nicht berücksichtigt. Die aktuellen MAK lauten 
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190 mg/m³ (50 ppm) für Toluol und 440 mg/m³ (100 ppm) für Xylole243. Die zusätz-

liche Kennzeichnung von Toluol und Xylol als perkutan resorbierbar („H“) weist auf 

die Gefahr hin, dass trotz Einhaltung der MAK die dermale Xylol-Resorption zu 

einem wesentlichen Anstieg der inneren Exposition und in dessen Folge zu 

toxischen Effekten führt. Bei gleichzeitiger Exposition werden mindestens 30 % der 

inhalativ aufgenommenen Xylolmenge (Toluol: 0,9 %) auch zusätzlich über die Haut 

resorbiert84,234. Außerdem führt bei einer Resorptionsrate von ca. 2,5 µg/cm² · min 

15-minütiger Kontakt der Hand mit Flüssigxylol zu einer lokalen Konzentration von 

ca. 5 mg Xylol im venösen Blut des betroffenen Armes, womit der biologische 

Arbeitsstofftoleranzwert (BAT) überschritten ist85,234. Als höchstzulässige Substanz- 

oder Metabolitkonzentration nach Expositionsende wurden biologische Arbeitsstoff-

toleranzwerte von 1,0 mg/l Toluol im Blut oder 3,0 mg/l o-Kresol im Urin bzw. 

1,5 mg/l Xylol im Blut oder 2000 mg/l Methylhippur-(Tolur-)säure im Urin fest-

gelegt234,243. 

 

VOCs sind jedoch nicht nur lokal, wegen ihrer direkten Wirkung auf den Menschen, 

aus humanhygienischen und ökotoxikologischen Gründen bedeutsam, sondern auch 

global bezüglich ihres Stellenwertes als Ozonvorläufersubstanzen233. Die in der Tro-

posphäre als primäre Luftschadstoffe aus Emissionen vorliegenden leicht flüchtigen 

organischen Verbindungen gehen sehr komplexe (photo-)chemische, zumeist radika-

lisch ablaufende Umwandlungsreaktionen ein und bewirken so die Bildung zahl-

reicher sekundärer Luftschadstoffe. Als Reaktionspartner dienen vor allem die 

äußerst reaktiven OH-Radikale, NO3-Radikale wie auch das Spurengas Ozon233,244. 

In Abhängigkeit vom NOx-Gehalt in der Atmosphäre und der Sonneneinstrahlung 

bilden sich charakteristische Radikalreaktionsketten aus. Diese intermediären Radi-

kale sind maßgeblich an der Freisetzung oxidativ wirkender Verbindungen beteiligt. 

Endprodukt der Oxidation aller VOCs ist CO2
233. Neben der direkten Beeinflussung 

des Strahlenhaushaltes durch die Treibhausgase Methan und CO2 zeigen VOC vor 

allem eine indirekte Klimawirkung durch die photochemische Bildung von troposphä-

rischem Ozon, die Bildung von Aerosolen und stratosphärischem Wasserdampf. Die 

in dieser Arbeit eingesetzten, substituierten Aromaten Toluol und Xylol weisen 

jedoch nur ein geringes Aerosolbildungspotential auf237. 
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3 Material 

3.1 Biologisches Material 

3.1.1 Humane Hautproben 

 
Freiwilligen Probanden (hautgesunden Nicht-Atopikern und Atopikern mit ato-

pischem Ekzem) wurden Hautproben von 0,5-3,0 cm² sowie Biopsien von 4,0 mm 

Durchmesser entnommen. Für alle Probanden der atopischen Testgruppe wurde die 

Diagnose extrinsisches, akutes und chronisches atopisches Ekzem mittleren oder 

schweren Grades gemäß der ärztlichen Standardkriterien erstellt. Die Probanden 

erhielten derzeitig keine systemische Therapie. Zum Zeitpunkt der Probenentnahme 

waren die betroffenen Hautareale mindestens eine Woche frei von lokal topischer 

Kortikosteroidtherapie sowie mindestens drei Tage lotionfrei. In zwei Fällen erfolgte 

vier Tage vor der Probenahme zweimal täglich eine Vorbehandlung mit 0,3 % 

Gentiana Kristallviolett zur Reduzierung der Staphylococcus aureus-Besiedlung der 

Haut. Hierauf wird in den Ergebnissen gesondert eingegangen. Alter, Geschlecht 

und Atopiestatus bezüglich atopischen Ekzems, Asthma bronchiale und allergischer 

Rhinitis sowie Lokalisation der Hautproben aller Probanden sind bekannt. Probanden 

mit atopischem Ekzem wurde jeweils eine Hautprobe aus läsionaler und aus nicht 

läsionaler Haut entnommen.  

Die Probenentnahmen erfolgten in der Klinik und Poliklinik für Dermatologie und 

Allergologie der Technischen Universität München. Dem Antrag zur Beprobung frei-

williger Probanden wurde durch die Ethikkommission der Bayerischen Landes-

ärztekammer stattgegeben. 

 

3.1.2 Staphylococcus aureus Kolonien 

 
Blutagarplatten mit Staphylococcus aureus Kolonien, isoliert von Patienten mit 

atopischem Ekzem, wurden von der mykologischen Abteilung der Klinik und Poli-

klinik für Dermatologie und Allergologie der Technischen Universität München zur 

Verfügung gestellt. 
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3.2 Lösungen und Zellkulturmedien  –  Rezepte 
 
Agar 100: 48 g  Agar 100 
 26 g  Dodecanylsuccinicanhydrid 

           26 g   Methylnadicanhydrid 
 2 g  Benzyldimethylamin, Katalysator 
     
Antibiotika-Antimycotika-Lsg. I267:  MEM      
 3,0 %(w/v)Gentamicin 
 4,0 % (v/v)Antibiotika-Antimycotika-Solution(100x) 
  (10000 U Penicillin, 10000 µg Strepto-
  mycin, 25 µg Amphotericin B) 
 
Antibiotika-Antimycotika-Lsg. II267:  MEM      
 1,5 %(w/v)Gentamicin 

 2,0 % (v/v)Antibiotika-Antimycotika-Solution(100x) 
 
Antibiotika-Antimycotika-Lsg. III267: MEM 

 1,0 % (v/v)Antibiotika-Antimycotika-Solution(100x)        
 
Bleicitratlösung: 1,33 g  Pb(NO3)2 
 1,76 g Na3(C6H5O7) · 2 H2O 
 ad 30 ml ddH2O 
 
Cacodylatpuffer, 0,08 M, pH 7,2: 17,125 g  Cacodylsäure-Natriumsalz   
 0,05 g  CaCl2       
 ad 1 l  ddH2O 
 
DMEM/F12 (3:1): 125 ml HAM`S F12 mit NaHCO3 
 375 ml  DMEM     
 
DPBS, pH 7,4:   137 mM  NaCl           

 2,7 mM  KCl     
 6,5 mM  Na2HPO4    
 1,5 mM  KH2PO4    
  ddH2O      

 
Einfriermedium:  90% (v/v) FKS          
 10% (v/v) DMSO steril, cell culture grade 
    
F3-Differenzierungsmedium267: 50 µl  EGF (100 µl/ml)     

 400 µl  Hydrocortison (0,5 mg/ml)  
 500 µl  Insulin (5 mg/ml)     
 ad 5 ml  DMEM/HAM`S F12 (3:1) 
 430 ml  DMEM/HAM`S F12 (3:1) 
 5 ml  L-Glutamin (200 mM)    
 5 ml  Sodiumpyruvat (100 mM)    
 5 ml  Nonessential aminoacids (100x)  
 50 ml  FKS    
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F7-Proliferationsmedium267: 5ml  Adeninhydrochlorid (128 mg/100 ml) 
 50 µl  EGF (100 µl/ml)     

 400 µl  Hydrocortison (0,5 mg/ml)  
 500 µl  Insulin (5 mg/ml)    

 500 µl  Isoprotenerol (10 -3 M)    
 500 µl  Humantransferrin (5 mg/ml)  
 500 µl  Trijodthyronin (40 µg/2 ml) 
 ad 5 ml  DMEM/HAM`S F12 (3:1) 
 430 ml  DMEM/HAM`S F12 (3:1) 
 5 ml  L-Glutamin (200 mM)   
 5 ml  Sodiumpyruvat (100 mM)    
 5 ml  Nonessential aminoacids (100x)  
 50 ml  FKS     
 

FAD2/Greens: 500 ml  DMEM/HAM`S F12 (3:1) 
 10% (v/v) FKS            
 100 U/ml  Penicillin/Streptomycin    
 Supplemente pro 500ml:  
 50µl  EGF (100 µg/ml) frisch ansetzen! 
 500µl  Insulin (5 mg/ml)   
 500µl  T3 (20 µg/ml DMEM/FKS)  
 1 ml  Hydrocortison (40 µg/1ml DMEM/FKS)
 5ml  Adenin (128 mg/100ml)  
 500µl  Choleratoxin (2 µg/ml) frisch ansetzen! 
 25 mg  L-Ascorbinsäure    frisch ansetzen! 
 
Fötales Kälberserum (FKS): Hitzeinaktivierung, 30 min, 56°C  
 
Fibroblasten-Medium:  DMEM 25mm Hepes   
 20% (v/v) FKS  
 100 U/ml  Penicillin/Streptomycin         
 
GDPBS, pH 7,4:    DPBS, pH 7,4 
 0,1 %(w/v) Gelatine     
   
HAM`S F12: 10,63g  Nutrient mixture HAM`S F12  
 11,2 g  NaHCO3     
 ad 1l   ddH2O    
 
Keratinocyte Growth Medium  
(KGM):   Keratinocyte Basal Medium (KBM)
 30 µg/ml  Bovine Pituary Extract  
 0,5 µg/ml Hydrocortison 
 5,0 µg/ml Insulin 
 0,1 ng/ml Human Epidermal Growth Factor  
 0,1 %(w/v) Gentamicin  
 

Keratinocyte-SFM (K-SFM):  Keratinocyte-Serum-Free-Medium 
 25 µg/ml  Bovine Pituary Extract  
 0,15 ng/ml Epidermal Growth Factor 
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3.3 Antikörper, Chemikalien, Prüfgase, Zellkulturmedien  –  Bezugsquellen 
 
Adenin                           (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) 
Agar 100             (Plano,Wetzlar, Deutschland)  
Agar Agar                       (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) 
Aktivkohleröhrchen, Typ NIOSH, 150 mg   (Dräger, Lübeck, Deutschland) 
Antibiotika-Antimycotika-Solution                   (Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland) 
Anti-Ki67/MIB1            (Dianova, Hamburg, Deutschland) 
Anti-mouse IgG, Peroxidase-konjugiert      (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) 
Anti-mouse IgM, µ-chain, Peroxidase-konjugiert   (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) 
Anti-rabbit IgG, Peroxidase-konjugiert      (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) 
Benzylalkohol p.a., Charge K 25799326                   (Merck, Darmstadt, Deutschland) 
Bleinitrat (Pb(NO3)2)            (Merck, Darmstadt, Deutschland) 
Borax                (Merck, Darmstadt, Deutschland) 
Bovine Pituary Extract             (Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland)  
Cacodylsäure-Natriumsalz                               (Merck, Darmstadt, Deutschland) 
Calciumchlorid (CaCl2 )         (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) 
Choleratoxin                                                          (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) 
Kollagen Typ I aus Rattenschwanzsehne          
            (Falcon/Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland) 
Cytotoxicity Detection Kit (LDH)     (Boehringer Mannheim, Mannheim, Deutschland) 
Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4)     (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) 
Dispase, 0,9 U/mg                (Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland) 
Dulbecco`s Modified Essential Medium (DMEM) 
                (Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland) 
DMSO steril          (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) 
DePex/DPX  Mounting Medium                  (Fluka, Deisenhofen, Deutschland) 
ELISA anti-human GM-CSF                   (Endogen USA, Biozol, Eching, Deutschland) 
ELISA anti-human Interleukin 1α           (Endogen USA, Biozol, Eching, Deutschland) 
ELISA anti-human Interleukin 6             (Endogen USA, Biozol, Eching, Deutschland) 
ELISA anti-human TNFα                          (Endogen USA, Biozol, Eching, Deutschland) 
Epidermal Growth Factor (EGF)             (Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland) 
Eosin B              (Merck, Darmstadt, Deutschland) 
Ethanol 100%              (Merck, Darmstadt, Deutschland) 
Fluorescent Mounting Medium              (Dako, Hamburg, Deutschland) 
Fötales Kälberserum (FKS), Chargen 369 L, 245 S, 445 S          
                                                           (Biochrom/Seromed, Berlin, Deutschland) 
Gelatine                          (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) 
Gentamicin                         (Biochrom/Seromed, Berlin, Deutschland) 
Giemsa Azur-Eosin-Methylenblau-Lsg.                     (Merck, Darmstadt, Deutschland) 
Glutaraldehyd, 25 %            (Serva, Heidelberg, Deutschland) 
Glutaraldehyd, 70 %, EM grade                   (Polysciences, Eppelheim, Deutschland) 
Hanks buffered saline solution (HBSS) (1x)     (Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland) 
Hexamethyldisalazane (HMDS)                     (Polysciences, Eppelheim, Deutschland) 
Hoechst 33258          (Sigma,Deisenhofen, Deutschland) 
Humantransferrin                         (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) 
Hydrocortison          (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) 
Insulin                 (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) 
Isoprotenerol                         (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) 
Kaliumchlorid (KCl)                       (Merck, Darmstadt, Deutschland) 
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Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4))                    (Merck, Darmstadt, Deutschland) 
Keratinocyte Basal Medium (KBM) 
                                                    (Clonetics/Bio Whittaker, Taufkirchen, Deutschland) 
Keratinocyte Growth Medium (KGM)             
                                                    (Clonetics/Bio Whittaker, Taufkirchen, Deutschland) 
Kohlendioxid (CO2), 30 kg, 49,5 bar       
     (Air liquide - Technische Gase GmbH, Bopfingen, Deutschland) 
Keratinocyte Serum-Free Medium (K-SFM)     (Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland) 
L-Ascorbinsäure          (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) 
Leit C Conductive Carbon Cement         (Neubauer, Münster, Deutschland) 
L-Glutamin                    (Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland) 
m-Xylol reinst, Charge K 24945688 824          (Merck, Darmstadt, Deutschland) 
Mayers Hämalaun                                                     (Merck, Darmstadt, Deutschland) 
May-Grünwalds Eosin-Methylenblau-Lsg.                 (Merck, Darmstadt, Deutschland) 
Methylenblau              (Merck, Darmstadt, Deutschland) 
Mitomycin C                     (Sigma,Deisenhofen, Deutschland) 
Modified Eagle Medium (MEM) mit Glutamax I(Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland) 
Monoclonal anti-human Cytokeratine 6, IgG1 mouse       
                                                   (Progen Biotechnik GmbH, Heidelberg, Deutschland) 
Monoclonal anti-human Cytokeratine 8,60 mouse(Sigma, Deisenhofen, Deutschland) 
Monoclonal anti-human Cytokeratine 14 mouse   (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) 
Monoclonal anti-human GM-CSF AB-1 mouse  
                                                 (Calbiochem-Novabiochem, Bad Soden, Deutschland) 
Monoclonal anti-human Pan Cytokeratine mouse IgG, FITC conjugated  
        (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) 
Monoclonal CBL 232 anti-human Zytokeratin 5,8   (Dianova, Hamburg, Deutschland) 
MTT            (Sigma,Deisenhofen, Deutschland) 
Mycoplasma Detection Kit      (Boehringer Mannheim, Mannheim, Deutschland) 
NaCl           (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) 
Natriumbituminosulfonat hell, Konzentrat           
          (Ichthyol Gesellschaft Cordes, Hamburg, Deutschland) 
Natriumchlorid (NaCl)                         (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) 
Natriumhydrogencarbonat             (Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland)  
Nonessential aminoacids (100x)                     (Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland) 
Nutrient mixture HAM`S F12                          (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) 
Osmiumtetroxid 4% Lsg.                               (Polysciences, Eppelheim, Deutschland) 
PBS, Dulbecco`s              (Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland)  
PBS, Dulbecco`s w/o Mg2+, w/o Ca2+, w/o Na(CO3)2      
                          (Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland)  
Penicillin/Streptomycin (P/S), 10000U/ml        (Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland) 
Permafluor Mounting Medium                      (Immunotech, Hamburg, Deutschland) 
Polyclonal anti-human Interleukin 1α     (Endogen USA, Biozol, Eching, Deutschland) 
Polyclonal anti-human Interleukin 6       (Endogen USA, Biozol, Eching, Deutschland) 
Polyclonal anti-human TNFα                    (Endogen USA, Biozol, Eching, Deutschland) 
Prolex Staph. Kit Coagulasetest       (Hain-Diagnostika GmbH, Nehren, Deutschland) 
Propylenoxid          (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) 
RPMI 1640 Glutamax I             (Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland) 
Saccharose              (Merck, Darmstadt, Deutschland) 
Silicagel               (Merck, Darmstadt, Deutschland) 
Sodium Dodecyl Sulfat (SDS)           (Merck, Darmstadt, Deutschland) 
Sodiumpyruvat                                 (Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland) 
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Staphylex Injektion 1g (Flucloxacillin) 
         (SmithKline Beecham Pharma, München, Deutschland) 
Synthetische Luft, technisches Gas, KW-frei, 79-80 Vol% N2, 20-21 Vol% O2, 
< 5 vpm H2O, < 0,2 vpm Methan, < 0,1 vpm Stickoxide, Volumen 50 l, Fülldruck 
200 bar                      (Air liquide - Technische Gase GmbH, Bopfingen, Deutschland) 
Tissue Tek O.T.C. Compound 4583  

 (Sakura Finetek Europe B.V., Zoeterwoude, Niederlande) 
Toluol p.a., Charge K 25487625 833          (Merck, Darmstadt, Deutschland) 
Trijodthyronin (T3)                                               (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) 
Trinatriumdihydrat (Na3(C6H5O7) · 2 H2O)                 (Merck, Darmstadt, Deutschland) 
Trypanblau-Lösung , 0,5 %             (Boehringer Mannheim, Mannheim, Deutschland) 
Trypsin (10x)               (Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland) 
Trypsin/EDTA  (10x, 5g Trypsin/2g EDTA/8,5g NaCl/l)          
                                                                         (Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland) 
Uranylacetat                                (Merck, Darmstadt, Deutschland) 
Vectastain ABC-Kit, Elite PK-6200 Universal  

(Vector Laboratories Inc., Burlingame, USA) 
Zertifiziertes Prüfgasgemisch Toluol 0,7 ppm/m-Xylol 0,4 ppm, Rest synthetische 
Luft: Flaschenvolumen 10 l, Fülldruck 150 bar, Flascheninhalt 1,5 l, relative Analy-
sengenauigkeit 6 %, 12 Monate Stabilitätsgarantie. Realkonzentrationen laut Analy-
senzertifikaten 0,695 ppm Toluol/0,405 ppm m-Xylol.  
               (SIAD, St. Pantaleon, Österreich) 
Zertifiziertes Prüfgasgemisch Toluol 500 ppm, Rest synthetische Luft: 
Flaschenvolumen 40 l, Fülldruck 22 bar, Flascheninhalt 880 l, relative Analysen-
genauigkeit 2 %, 12 Monate Stabilitätsgarantie. Realkonzentrationen laut Analysen-
zertifikaten 496, 499 ppm.                    (SIAD, St. Pantaleon, Österreich) 
Zertifiziertes Prüfgasgemisch m-Xylol 500 ppm, Rest synthetische Luft: 
Flaschenvolumen 40 l, Fülldruck 10 bar, Flascheninhalt 400 l, relative Analysen-
genauigkeit 2 %, 12 Monate Stabilitätsgarantie. Realkonzentrationen laut Analysen-
zertifikaten 499, 501, 502 ppm.                  (SIAD, St. Pantaleon, Österreich) 
Zertifiziertes Prüfgasgemisch Toluol 1000 ppm, Rest synthetische Luft: 
Flaschenvolumen 40 l, Fülldruck 10 bar, Flascheninhalt 400 l, relative Analysen-
genauigkeit 2 %, 12 Monate Stabilitätsgarantie. Realkonzentrationen laut Analysen-
zertifikaten 997, 998, 1000 ppm.                       (SIAD, St. Pantaleon, Österreich) 
 
 

3.4 sterile Zellkultur-Kunststoffmaterialien  –  Bezugsquellen 
 
Biocoat Cell Culture Inserts: Kollagen I, Kollagen IV, Fibronectin, Laminin, Matrigel® 
                     (Falcon/Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland) 
CryoSystemTM-Röhrchen 2 ml                     (Nunc, Wiesbaden, Deutschland) 
Cryo-Röhrchen, PP, steril 2 ml            (Greiner, Solingen, Deutschland) 
Deep-„well”- „Multiwell”-Platten, 6-„well”            
            (Falcon/Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland) 
Einmalpipetten 1 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml, graduiert    (Greiner, Solingen, Deutschland) 
Eppendorf „Research“-Pipettenspitzen     (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) 
Omnifix® Einwegspritzen 1 ml, 5 ml, 10 ml, 20 ml, 50 ml          
              (B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) 
Membraneinsätze  (AnoporeTM, 0,2 µm)          (Nunc, Wiesbaden, Deutschland) 
Membraneinsätze  (Polycarbonat, 3,0 µm)               (Nunc, Wiesbaden, Deutschland) 
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Membraneinsätze  (Polycarbonat, 3,0 µm)           
            (Falcon/Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland) 
Polypropylen-Röhrchen 50 ml             
                                        (Falcon/Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland) 
Polypropylen-Röhrchen 15 ml             
            (Falcon/Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland) 
Polystyrol NunclonTM Zellkulturflaschen 50 ml, 25 cm2, Schräghals           
                                                                                  (Nunc, Wiesbaden, Deutschland) 
Polystyrol NunclonTM Zellkulturflaschen 260 ml, 80 cm2, Schräghals          
                                                                                  (Nunc, Wiesbaden, Deutschland) 
Polystyrol NunclonTM SoloflaskTM 600 ml, 185 cm2, Schräghals           
                                                                                  (Nunc, Wiesbaden, Deutschland) 
Polystyrol Petri-Zellkulturschalen 40x12 mm, 58x15 mm, 92x17 mm         
                                                                                  (Nunc, Wiesbaden, Deutschland) 
Polystyrol NunclonTM „Multiwell”-Platten 6-„well”, 24-„well”, 96-„well”  
                                                                          (Nunc, Wiesbaden, Deutschland) 
Reaktionsgefäße Safelock 0,5 ml, 0,7 ml, 1,5 ml, 2,0 ml 
          (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) 
Spritzenfilter (steril): Millex-GP 0,22 µm 

(Millipore GmbH, Eschborn, Deutschland) 
    Nalgene 0,22 µm         

(Nalgene/Nalge,Nunc, Wiesbaden, Deutschland) 
    Minisart® 0,20 µm, 0,45 µm  
            (Sartorius, Göttingen, Deutschland) 
Stericup Vakuum Filtrationssystem 0,2 µm; 500 ml, 1000 ml  

(Millipore GmbH, Eschborn, Deutschland) 
TC ChamberSlidesTM Permanox, 4, 8 oder 16 Kammern            
                                                                                  (Nunc, Wiesbaden, Deutschland) 
TC ChamberSlidesTM Glas, 4 ,8 oder 16 Kammern  (Nunc, Wiesbaden, Deutschland) 
   

3.5 Geräte 

3.5.1 Komponenten zum Aufbau der Expositionsapparatur 
 
4Kanal-Betriebsgerät für Gasflussregler 247 D  
     (MKS Instruments Deutschland GmbH, München, Deutschland)  
Reduzierverschraubungen, PTFE-Klemmringe              (Best, Neufahrn, Deutschland) 
PTFE-Schlauch, 4,35 x 6,35 mm   

(Bola Laborgeräte, Lauda-Königshofen, Deutschland) 
Edelstahlrohr, ¼ Zoll Außendurchmesser x 5,3 mm Innendurchmesser  

(CS-Chromatographie, Langerwehe, Deutschland) 
Elektronische Gasflussregler 1259 C  
     (MKS Instruments Deutschland GmbH, München, Deutschland)  
Flaschendruckminderer für synthetische Luft bzw. Prüfgase oder Kohlendioxid: 
zweistufig, aus Pressmessing, nach DIN 8546, mit 2 Manometern, Messing-
membran, Abgang: ¼ Zoll-Innengewinde-Klemmringverschraubung, Eingangsdruck 
0-200 bar, Ausgangsdruck 0-4 bar        (Fuge H.L., Sarstedt, Deutschland) 
Temperiergerät DC 30 mit Kältebad K 20      (Haake GmbH, Karlsruhe, Deutschland) 
Waschflaschen Duran          (Schott Glaswerke, Mainz, Deutschland) 
Vitonschlauch         (Deutsch+Neumann GmbH, Berlin, Deutschland) 
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Die Expositionskammer aus Glas ist eine Sonderanfertigung lt. Konstruktionsplan 
(vergl. 5.5.4) von der Firma Greiner und Gaßner Glastechnik GmbH, München, 
Deutschland; 
verwendetes Material:  
Bola Laborverschraubungen HT, GL 18, D 6,35mm, SW22 

(Bola Laborgeräte, Lauda-Königshofen, Deutschland) 
Duranglas-Doppelrohre, 200 mm Durchmesser, mit Planschliff NW 200 
             (Schott Glaswerke, Mainz, Deutschland) 
Gewindeansätze GL 18                                 (Schott Glaswerke, Mainz, Deutschland) 
Glasansatz 10x2 mm, O-Ring 200 mm FEP  (Schott Glaswerke, Mainz, Deutschland) 
Schnellverschluss 200 mm          (Schott Glaswerke, Mainz, Deutschland) 
 
Eine Edelstahlplatte 170 x 115 mm, 10 mm Ränder gekantet lt. Plan und ein 
Kunststoffgestell lt. Konstruktionsplan (vergl. 5.5.4) wurden in den Werkstätten der 
GSF, Forschungszentrum für Umwelt und Gesundheit, Neuherberg, Deutschland 
angefertigt. 
 

3.5.2 sonstige Geräte 
 
AutoSystem XL Gaschromatograph (FID)     (Perkin Elmer, Überlingen, Deutschland) 
 GC-Quartz-Kapillarsäule PE-1, 30 m x 0,25 mm x 1,00 Mikron  
                                  (Perkin Elmer, Überlingen, Deutschland) 
 GC-Septen Thermogreen LB-2 Septa, 11 mm (7/16“)                      (Supelco, USA) 
Biofuge pico max. 13000     (Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland) 
CO2-Inkubator (konstant 5% CO2, 37°C, 95% H2O)                 
                 (Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland) 
Cryo-Lagerbehälter Locator 6 plus 
       (Barnstedt/Thermolyne Corp./Nunc, Wiesbaden, Deutschland) 
Cryo-Mikrotom HM505E, Messer C            (Microm, Walldorf, Deutschland) 
Digital-Hygro-/Thermometer GFTH 95, 0(-20)...+70°C, 10...95 % r. F.  
           (Greisinger electronic, Deutschland) 
ELISA-Reader MRX, Photometer  
         (Dynatech/Dynex Labsystems, Frankfurt, Deutschland) 
Eppendorf „Research“-Pipette 0,5-10 µl    (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) 
Eppendorf „Research“-Pipette 10-100 µl    (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) 
Eppendorf „Research“-Pipette 50-200 µl             (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) 
Eppendorf „Research“-Pipette 100-1000 µl    (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) 
Fluoreszenzmikroskop LB 100 T, x 50, x 100, x 200, x 400, x 500                    
                 (Leica, Bensheim, Deutschland) 
Fotoeinrichtung MPS 52, MPS 48, Data für LB 100 T(Leica, Bensheim, Deutschland) 
Glasringe  20 mm Außendurchmesser;  
  18 mm Innendurchmesser; 
   12 mm Höhe  
Sonderanfertigung (Greiner und Gaßner Glastechnik GmbH, München, Deutschland)   
Handpumpe                         (Dräger Sicherheitstechnik GmbH, Lübeck, Deutschland) 
Invertmikroskop Diavert, x 100, x 200, x 400      (Leitz, Wetzlar, Deutschland) 
Kritischer-Punkt-Trocknungsgerät CPD 030         (BalTec AG, Balzers, Liechtenstein) 
Kunstlichtdiafilme EPY 64T, EPJ 160T       (Kodak, Ltd., Großbritannien) 
Labofuge 400 R function line, Rotor 8179 
       (Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland)  



                                                                                                                                                    3 Material 

 45  

Lichtmikroskop Axioplan 2, digitales MC 80 DX Photosystem, KS 300 Software 
                       (Zeiss, Jena, Deutschland) 
Lichtmikoskop DMRB               (Leica, Bensheim, Deutschland) 
Neubauer-Zählkammer    (Assistent/Karl Hechter GmbH, Sondheim, Deutschland) 
pH-Meter CG 841             (Schott Geräte GmbH, Hofheim, Deutschland) 
Präzisionsspritzen, gasdicht       (Hamilton,Bonaduz, Schweiz) 
Präzisionswaage MC1, Research RC 210 P      (Sartorius, Göttingen, Deutschland) 
Probengefäße, 2,0 mm, Glas        
                               (Chromacol LTD; Abimed GmbH, Langenfeld, Deutschland) 
Rasterelektronenmikroskop JSM 6300            (Jeol, Tokyo, Japan) 
Reichert Jung 2050 Supercut Mikrotom  

   (Cambrigde Instruments GmbH, Nussloch, Deutschland) 
Rotilabo-Alukappen Septum PTFE-Butylkautschuk  
       (Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) 
Sanoclav Hochdruck-Kleinsterilisator La-MCS-203                
            (A. Wolf med.-pharm.-Geräte Sanoclav, Geislingen, Deutschland) 
Sensicam, digitale Kamera für Leica DMRB     (PCO, Kelheim, Deutschland) 
Sezierbesteck: Pinzetten, Skalpellgriff, Scheren     
       (Assistent/Karl Hechter GmbH, Sondheim, Deutschland) 
Skalpellklingen steril          (Ernst H. Bayha GmbH, Tuttlingen, Deutschland) 
Spiegelreflexkamera XR-X 3000 für Diavert-Mikroskop 
                 (Ricoh, Company, Ltd., Tokyo, Japan) 
Sputter Coater SCD 050         (BalTec AG, Balzers, Liechtenstein) 
Stabthermometer (-10°C - +100°C)(Amarell-Elektronic, Kreuzwertheim, Deutschland) 
Stahlnetze, Sonderanfertigung 
              (Générale de Systèmes et d`Équipements, St. Ouen L`Aumone, Frankreich) 
Stahlringe, Sonderanfertigung    (Sonomeca, Noisy-le-Sec, Frankreich) 
Stereolupe                (Leica, Bensheim, Deutschland) 
Sterican® Kanülen            (B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) 
 
Sterilwerkbank Laminar flow 
      (Ceag Schirp Reinraumtechnik, Selm-Bork, Deutschland) 
Taumelschüttler Polymax 1040                      
   (Heidolph Instruments GmbH&Co.KG, Schwabach, Deutschland) 
Transmissionselektronenmikroskop JEM 1210           (Jeol, Tokyo, Japan) 
Ultracut E                (Leica, Bensheim, Deutschland) 
Vakuum-Membranpumpe     (Bachhofer, Reutlingen, Deutschland) 
Verschlusszange LaPhaPack 
    (Werner Reifferscheidt GmbH, Langerwehe, Deutschland) 
V.I.P. E150 Gewebeentwässerungs- und Paraffineinbettungsautomat   
        (Vogel Medizin Technik und Elektronik, Gießen, Deutschland) 
Wasserbad 1083   (Gesellschaft für Labortechnik GmbH, Burgwedel, Deutschland) 
Wasserbad B-481            (Büchi,Schweiz) 
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4 Methoden 

4.1 Zellkulturtechniken 

 
Die methodische Entwicklung geeigneter Zellkulturtechniken ist Gegenstand der vor-

liegenden Arbeit. Daher werden an dieser Stelle die jeweils optimierten und standar-

disierten Techniken dargestellt, während die konzeptionellen Methodenentwicklun-

gen und -etablierungen ausführlich im Ergebnisteil (Kapitel 5.1 bis 5.4) erläutert 

werden. 

 

4.1.1 Zellisolierung und Primärkultur  

 
Nach chirurgischer Exzision der Hautproben wurden diese sofort in steriles DMEM-

Medium mit 20% (v/v) fötalem Kälberserum (FKS) und je 100 U/ml Penicillin/Strepto-

mycin (P/S) überführt und bei 4°C gelagert. Hautproben aus atopischem Ekzem wur-

de außerdem 1 % (w/v) Flucloxacillin zugegeben.  

Die Zellisolierung erfolgte innerhalb von 24 h nach der Exzision. Nach Entfernen von 

Fettgewebe und Haaren wurde die Hautprobe bei Raumtemperatur drei je 20-minü-

tigen Antibiotika-Antimycotika-Bädern (I-III)267 unterzogen. Hautproben aus atopi-

schem Ekzem wurden zusätzlich 20 min bei Raumtemperatur mit 1,0 % (w/v) 

Flucloxacillin-MEM-Lösung inkubiert. Es folgte eine ein- bis zweistündige Inkubation 

in Dispase (2 U/ml) bei 37°C (5 % CO2 , 95 % relative Luftfeuchte) bis die Epidermis 

sich mittels Pinzetten mechanisch von der Dermis trennen ließ.  

Die Keratinozyten wurden sukzessiv in je fünfminütigen Inkubationen mit einem Mag-

netrührer in frischem, zehnfach konzentrierten Trypsin/EDTA vereinzelt. Der Trypsin-

Verdau wurde in 20 % (v/v) FKS-haltigem DMEM-Medium gestoppt, die Epidermis 

wurde erneut in Trypsin/EDTA inkubiert. Abschließend wurden noch ungelöste Kera-

tinozyten durch Scherkräfte mittels wiederholten Pipettierens mechanisch isoliert. 

Das Stratum corneum wurde entfernt. Nach fünfminütigem Zentrifugieren bei 150 g 

wurden die Keratinozyten in supplementiertem K-FSM-Medium aufgenommen und in 

Polystyrol-Zellkulturflaschen ausgesät.  

Die Dermis-Stückchen wurden in kleinen Polystyrol-Zellkulturflaschen trocken auf-

gesetzt. Bei Adhärenz nach 24 h wurde DMEM-Medium mit 20 % (v/v) FKS, 



                                                                                                                                                 4 Methoden 

 47  

100 U/ml Penicillin und 100 µg/ml Streptomycin (P/S) zugegeben. Nach 5-10 Tagen 

Inkubation migrierten humane Fibroblasten aus der Dermis.  

Die Zellkultur erfolgte mit zweitägigem Mediumwechsel im Inkubator unter standar-

disierten Bedingungen (37°C, 5 % CO2, 95 % relative Luftfeuchte). Alle Isolierungs-

schritte wurden unter sterilen Bedingungen in einer Laminar flow-Sterilwerkbank 

durchgeführt. 

 

4.1.2 Flucloxacillinbehandlung kontaminierter Primärkeratinozytenkulturen 

 
Mit Staphylococcus aureus kontaminierte Zellkulturen wurden zunächst dreimal mit 

PBS gewaschen. Anschließend wurde mit 1 % (w/v) Flucloxacillin-MEM-Lösung für 

20 min unter Standardbedingungen (37°C, 5 % CO2, 95 % relative Luftfeuchte) inku-

biert. Waren noch immer Kontaminationen mikroskopisch sichtbar, wurde die Inku-

bation mit frischer Antibiotikalösung bis zur vollständigen Dekontamination der Zell-

kultur wiederholt. Zwischen den Inkubationsschritten wurde jeweils dreimal mit PBS 

gewaschen. Die Dekontamination wurde zunächst unter antibiotikafreien Kulturbe-

dingungen überprüft, anschließend wurden die Kulturen unter Standardbedingungen 

nur mit 100 U/ml Penicillin und 100 µg/ml Streptomycin kultiviert. Ebenso wurde in 

der Provokationsstudie verfahren (vergleiche 5.2.2). 

 

4.1.3  Keratinozytenkultur unter Einsatz beschichteter Membraneinsätze 

 
Primäre Keratinozyten wurden in Kunststoffeinsätzen auf mit Kollagen I, Kollagen IV, 

Fibronectin, Matrigel® (alle murinen Ursprungs) bzw. humanem Laminin beschich-

teten Membranen aus Polyethylenterephthalat (PET) mit 23,1 mm Durchmesser, 

3,0 µm Porengröße und einer Porendichte von 0,8 · 106/cm² ausgesät und in mit 

2,5 ml Medium gefüllte Zellkulturplatten mit 6 Vertiefungen eingesetzt. Alternativ 

wurden unbeschichtete Membraneinsätze aus Polycarbonat (PC) bzw. PET mit 

3,0 µm Porengröße und Porendichten von 0,8 · 106/cm² bzw. 2,0 · 106/cm² sowie 

Aluminiumoxid mit 0,2 µm Porengröße eingesetzt. Die Matrices wurden zunächst 

30 min bei Raumtemperatur in dem späteren Kulturmedium gewaschen, anschlie-

ßend 2 h äquilibriert. Das Medium wurde erneuert und Keratinozyten wurden aus-

gesät. Die Zelldichte betrug zwischen 0,1-0,5 · 106 Zellen/ml in 2,0 ml Gesamtzell-
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suspension pro Membraneinsatz. Die Matrices sind nicht transparent, so dass eine 

mikroskopische Kontrolle der Zellkulturen nicht möglich war. 

 

4.1.4 Arretieren der Fibroblastenproliferation 

 
Subkonfluente humane Primärfibroblasten sowie murine 3T3-Fibroblasten wurden im 

Verhältnis 1:4 subkultiviert und nach 24 h Inkubation einer 4-5-stündigen Mito-

mycin C-Behandlung (8 µg/ml) in DMEM mit 20 % FKS (v/v), 100 U/ml P/S bei 37°C 

(5 % CO2, 95 % relative Luftfeuchte) unterzogen. Es folgten je 2 Waschgänge à 

10 min in PBS mit Ca2+/Mg2+, sowie PBS ohne Ca2+/Mg2+, Trypsinieren der Zellen 

und Neuaussaat von je 4000 Zellen/cm2 in DMEM mit 20 % (v/v) FKS, 100 U/ml P/S. 

Bei Lagerung im Inkubator (37°C, 5 % CO2, 95 % relative Luftfeuchte) und zwei-

maligem Mediumwechsel pro Woche waren die vitalen, proliferationsarretierten 

Fibroblastenkulturen etwa 4 Wochen einsetzbar. 

 

4.1.5 Herstellung von Fibroblasten-Kollagengelen 

 
Die Fibroblasten-Kollagenlösung zum Beschichten der Membraneinsätze nach 

Fusenig et al. bestand aus 80 % (v/v) essigsaurer Kollagenlösung (4 mg/ml 

Rattenschwanz-Kollagen Typ I in 0,1 % (v/v) Essigsäure), 10 % (v/v) Hanks-Puffer 

mit Phenolrot, (Mischung auf Eis neutralisieren mit 5 M NaOH) und 10 % (v/v) in FKS 

aufgenommenen, Mitomycin C-arretierten Fibroblasten. Je 1,0-2,5 ml Fibroblasten-

Gellösung (2-5 · 105 Zellen/ml Kollagengel) wurden in unbeschichteten PC- bzw. 

PET-Membraneinsätzen luftblasenfrei aufgetragen. Nach 1-2 h Inkubation (37°C, 

5 % CO2, 95 % relative Luftfeuchte) wurden sterile Glasringe unter gleichmäßigem 

Druck auf die Gele aufgesetzt. Nach 1 h wurde die durch die Komprimierung des 

Gels ausgetretene Flüssigkeit abgesogen, die Gele dann 12 h mit FAD2/Greens oder 

F7-Proliferationsmedium bei 37°C (5 % CO2, 95 % relative Luftfeuchte) äquilibriert.  

Alternativ wurden Fibroblasten-Kollagengele nach der Methode des Centre Charles 

Zviak, L`ORÉAL, Clichy 267, in 6- bzw. 12-„well”-Platten gegossen: Zusammenset-

zung pro 2-3 Gele: 3,22 ml MEM, 0,65 ml FKS, 0,35 ml 0,1 n NaOH, 0,6 ml 0,001 % 

(v/v) Essigsäure, 0,2 ml 10 % FKS in MEM-Hepes, 1 · 106 Mitomycin C-arretierte 

Fibroblasten/0,5 ml 10 % FKS in MEM-Hepes, 1,5 ml essigsaure Kollagenlösung 
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(4 mg/ml Rattenschwanz-Kollagen Typ I in 0,1 % (v/v) Essigsäure). Die Gele wurden 

mit F7-Proliferationsmedium bei 37°C (5 % CO2, 95 % relative Luftfeuchte) äquili-

briert. Nach Kontraktion der Gele wurden sterile Edelstahlringe unter gleichmäßigem 

Druck auf die Gele aufgesetzt. 

 

4.1.6 Keratinozytenkultur auf Fibroblasten-Kollagengelen und Kollagen-

schwämmen 

 
Primäre, humane Keratinozyten der Passagen 1-4 wurden in einer Konzentration 

von 1 · 106 Zellen/ml pro Membraneinsatz in Glasringen bzw. 1-5 · 105 Zellen/0,25-

0,5 ml in Stahlringen auf Fibroblasten-Kollagengelen ausgesät. Alternativ wurden 

1-5 · 105 Keratinozyten/250 µl in Edelstahlringen auf, in Medium luftblasenfrei äquili-

brierten, Kollagengelschwämmen ausgesät. Nach 24 h Inkubation und erfolgter 

Adhärenz der Keratinozyten wurden die Ringe vorsichtig entfernt. Sie verhinderten 

eine Zellbesiedelung der Membraneinsatz- bzw. Kulturschalenwände. Beim späteren 

Ablösen des Epithels würde dieses sonst einreißen. Fibroblasten-Kollagengele aus 

24-„well”-Platten wurden nun auf Edelstahlnetze überführt. Die Organoidkultur wurde 

für 1-5 Tage submers unter Proliferationsbedingungen (F7-Proliferationsmedium, 

37°C, 5 % CO2, 95 % relative Luftfeuchte), anschließend für 10-20 Tage unter Diffe-

renzierungsbedingungen inkubiert (F3-Differenzierungsmedium, 37°C, 5 % CO2). Um 

das Epithel luftexponiert zu halten, wurde das F3-Differenzierungsmedium lediglich 

außerhalb des Membraneinsatzes bzw. bis an den oberen Kollagenrand zugegeben. 

Der Mediumwechsel erfolgte sukzessiv über 4 Tage: 100 % F7 - 80:20 % F7:F3 - 

50:50 % F7:F3 - 20:80 % F7:F3 - 100 % F3. 

 

4.1.7 Keratinozytenkultur auf humaner Dermis 

 
Zur Konditionierung der Dermis wurden frische Hautproben in PBS gewaschen und 

das Fettgewebe entfernt (vergleiche 4.1.1). Es folgten drei 20-minütige Antibiotika-

Antimycotika-Bäder (I-III)267 bei Raumtemperatur. Nach erneutem Waschen in PBS 

wurden die Hautproben mit der Dermisseite auf Petrischalenböden bei -20°C aufge-

froren. Mehrfaches Auftauen und Einfrieren zerstörte die Proliferationsfähigkeit der 

Dermiszellen. Die Epidermis wurde in halbgefrorenem Zustand mittels eines Skal-
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pells oder eines Dermatoms dünn abgehoben. Alternativ wurde die Antibiotika-Anti-

mycotika-behandelte Hautprobe zunächst für 10 Tage in zweitägig erneuertem PBS 

ohne Ca2+/Mg2+ bei 37°C (5 % CO2, 95 % relative Luftfeuchte) inkubiert. Nach etwa 

10 Tagen ließ sich die Epidermis mittels Pinzetten von der Dermis trennen. Nun folg-

te der mindestens zehnmalige Wechsel von je 15 min Inkubation in 37°C und -20°C. 

Anschließend wurde die so entstandene epidermisfreie Dermis bei -80°C gelagert.  

Sie diente, eingesetzt in Membraneinsätzen oder auf Stahlnetzen, als Substratgrund-

lage zur Aussaat primärer Keratinozyten (vergleiche 4.1.6). Vor der Aussaat wurde 

die Dermis 4-5 Tage in antibiotikafreiem F7 unter Überprüfung der Sterilität der Pro-

be vorkonditioniert. Mittels eines Stahlringes wurde das Aussaatareal zunächst be-

grenzt, um das Anwachsen der Zellen an die Membraneinsatzwand zu vermeiden. 

Nach 24 h Inkubation der Zellen wurde der Stahlring entfernt. Die Kultur wurde wahl-

weise weiter submers oder luftexponiert gehalten. Alternativ wurden 1-4 · 105 Kerati-

nozyten/15 µl direkt luftexponiert ausgesät und kultiviert. 

 

4.1.8 Dauerkultur 

 
Neben frisch gewonnenen Primärkulturen wurde mit unterschiedlichen Zelllinien ge-

arbeitet. Die immortalisierte, humane Keratinozytenzelllinie HaCaT sowie die murine 

Fibroblastenzelllinie 3T3 waren in der institutseigenen Zellbank in flüssigem Stick-

stoff gefroren vorhanden. Die Primärkeratinozytenzelllinie NHEK wurde von Frau Dr. 

Christine Hohenadl, Institut für Molekulare Virologie der GSF, Neuherberg, zur Verfü-

gung gestellt. 

Die HaCaT-Zellen wurden mit DMEM oder RPMI 1640-Medium mit 2 mM Glutamin, 

10 % (v/v) hitzeinaktiviertem fötalen Kälberserum FKS sowie P/S, die 3T3-Fibro-

blasten mit DMEM, 20 % (v/v) FKS, P/S in Dauerkultur gehalten. NHEK-Primärkera-

tinozyten erhielten serumfreies Keratinozytenmedium KBM mit 15 mg/ml Rinder-

hypophysenextrakt, 2,5 mg/ml Insulin, 0,25 mg/ml Hydrocortison, 0,05 µg/ml huma-

nem EGF, Gentamicinsulfat, Amphotericin-B und P/S (KGM). Die Zelllinien wuchsen 

als subkonfluente „monolayer“-Kulturen in Polystyrol-Zellkulturflaschen im Inkubator 

unter konstanten Bedingungen (37°C, 5 % CO2, 95 % relative Luftfeuchte). Alle 

Arbeitsschritte zur Zellkultivierung wurden an einer sterilen Werkbank durchgeführt. 
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4.1.9 Subkultivieren der Zellen 

 
Zur Subkultivierung 70-80 % subkonfluent gewachsener Zellen wurde zunächst 

mittels einer Membranvakuumpumpe das überstehende Medium abgesogen und die 

Zellen einmal mit unsupplementiertem Medium oder Puffer gewaschen. Anschlies-

send wurden die Zellen mittels zehnfach konzentrierter Trypsin-EDTA-Lösung unter 

ständigem Schwenken auf dem Taumelschüttler vom Boden der Kulturflasche ge-

löst. Die Dauer des Ablösevorganges variierte zwischen den unterschiedlichen Zell-

linien von 5-20 min. Zellen mit längerer Ablösedauer wurden unter zwischenzeit-

lichem Schwenken im Inkubator belassen. Die Trypsinwirkung wurde durch Zugabe 

eines 1-2fachen Volumens Vollmedium (DMEM mit 20 % (v/v) FKS + P/S) inhibiert 

und die Zellen in einem 50 ml-Falcontube bei 150 g für 5 min bei Raumtemperatur 

zentrifugiert. Der Überstand wurde abgesogen und verworfen, das Zellpellet wurde in 

Kulturmedium resuspendiert, die Zellzahl bestimmt und eingestellt. Die Zellen wur-

den in definierten Verdünnungen in neuen Zellkulturflaschen angesetzt oder gemäß 

der Versuchsprotokolle weiterbehandelt. 

 

4.1.10 Zellzahl und Vitalitätsbestimmung 

 
Zur Zellzahlbestimmung wurden Zellen in definierter Menge Medium aufgenommen 

und die Suspension, 2:1 mit Trypanblau-Lösung (0,5 % (w/v) in DPBS) verdünnt, 

wenige Minuten inkubiert. In einer Neubauer Zählkammer wurde die Zellzahl der 

Ausgangssuspension bestimmt.  

Durch die Trypanblauausschlussfärbung ließ sich zudem die Vitalität der Zellen be-

stimmen. Während lebende Zellen hell mit blau-kontrastiertem Rand erscheinen, ist 

der Farbstoff in tote Zellen komplett eingedrungen, so dass sich diese dunkelblau 

gefärbt von den lebenden Zellen deutlich abheben. Es wurden, so vorhanden, min-

destens 2 x 200 Zellen pro Kammer gezählt und der Totzellanteil prozentual 

ermittelt. 
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4.1.11 Einfrieren, Auftauen und Lagerung der Zellen 

 
Vor dem Einfrieren der Zellen wurden diese trypsiniert und zweimal mit Vollmedium 

gewaschen. Etwa 5 · 106 Zellen wurden in 1 ml Einfriermedium resuspendiert und in 

2,0 ml Cryoröhrchen überführt. Die Zellen wurden zunächst für 2 h bei -20°C, dann 

24 h bei -80°C vorgefroren und später in flüssigem Stickstoff gelagert. 

Tiefgefrorene Zellen wurden zügig im Wasserbad bei 37°C aufgetaut, in 10 ml Voll-

medium (20 % FKS) aufgenommen und bei 150 g zentrifugiert. Die Zellen wurden in 

Kulturmedium resuspendiert und kultiviert. Nach 24 h erfolgte ein Mediumwechsel, 

um nicht angewachsene Zellen und Zellbruchstücke zu entfernen. 

 

4.1.12 Mycoplasmentest 

 
Zur Überprüfung der Zelllinien, Medien und FKS auf Mycoplasmenfreiheit wurden 

zwei voneinander unabhängige Methoden angewendet:  

1. Durchführung des Mycoplasma Detection Kit laut Herstellerangaben (Boehringer 

Mannheim);  

2. Färbung mit Bisbenzimid-Farbstoff Hoechst 33258.  

Ein Aliquot der zu testenden Zellen/Lösungen wurde 5 min auf Eis mit 70 % (v/v) 

Ethanol oder Methanol/Eisessig (3:1) fixiert. Der Blaufluoreszenzfarbstoff wurde in 

1:10 Verdünnung in PBS einer 5 mM Stammlösung eingesetzt. Die Inkubation 

erfolgte im Dunkeln für 2-3 min auf Eis. Nach mehrfachem Waschen/Zentrifugieren 

(150 g) der Zellen in PBS erfolgte die Auswertung fluoreszenzmikroskopisch. Der 

Farbstoff interkaliert in die DNA. Eine eventuelle Mycoplasmenkontamination würde 

durch dichte, punktförmige, intensiv leuchtende Signale deutlich. 

 

4.2 „Enzyme-linked immunosorbent assays“ (ELISA) 

4.2.1 Nachweis sezernierter Zytokine im Zellkulturüberstand 

 
Nach jeweils 24- bzw. 48-stündiger Inkubation wurde der Zellkulturüberstand gesam-

melt, bei 2500 g 10 min zentrifugiert und die zellfreien Überstände bis zur analy-

tischen Bestimmung bei -80°C aufbewahrt. Die Konzentrationen folgender Zytokine 

wurden mittels ELISA-Technik laut Herstellerangaben in den zellfreien Zellkultur-
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überständen quantifiziert: Interleukin 1α (IL-1α), Interleukin 6 (IL-6), Granulozyten-

Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor (GM-CSF) und Tumornekrosefaktor α 

(TNFα). 

Die Zytokinkonzentrationen wurden anhand der gemessenen Extinktionen nach der 

plattenspezifischen, linearen oder quadratischen 6-Punkt-Kalibrierkurve im Doppel-

ansatz berechnet. Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenze jeder ELISA-

Platte wurden nach dem linearen Kalibrierkurvenverfahren über 5 oder 6 Punkte 

nach DIN 32645 ermittelt257,258 (vergleiche 4.8). Diese lineare Kurve ist über ihren 

gesamten Bereich deckungsgleich mit der linearen oder quadratischen 6-Punkt-

Kalibrierfunktion. 

 

4.2.2 LDH-Toxizitätstest 

 
Je 100 µl der vor und nach der Gasexposition gesammelten, zellfreien Keratino-

zytenkulturüberstände sowie zellfreie Organoidkulturüberstände wurden in 96-„well“-

Mikrotiterplatten mit je 100 µl Reaktionslösung (INT-Tetrazoliumsalz + Diaphorase) 

laut Herstellerangabe für 30 min unter Lichtausschluss inkubiert. Lactat wird bei vor-

handener Lactatdehydrogenase (LDH) unter NAD-Reduktion zu Pyruvat umgesetzt. 

Anschließend setzt der Katalysator Diaphorase mittels Protonentransfer (NADH+H+-

Oxidation) das gelbe INT-Tetrazoliumsalz in rotes Formazansalz um. Die Reaktion 

wurde mit je 50 µl 1 N HCl gestoppt und die Farbintensität der Lösungen bei einer 

Wellenlänge von λ = 490 nm (Referenzwellenlänge λ > 600 nm) photometrisch aus-

gewertet. Ein positiver Nachweis des in allen tierischen Zellen vorkommenden zyto-

plasmatischen Enzyms Lactatdehydrogenase im Zellkulturüberstand dient als Indiz 

defekter Zellplasmamembranen und Zelltod247. Als Positivkontrolle wurden zellfrei 

zentrifugierte Mediumüberstände von durch 3 x 30 s Ultraschall zerstörten Keratino-

zyten eingesetzt. Als Blindwerte wurden reine Mediumkontrollen analysiert. Exposi-

tionen gegenüber synthetischer Luft sowie Inkubatorzellkulturkontrollen dienten zur 

Überprüfung möglicher Zelltoxizität durch gasunabhängige Effekte. 
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4.2.3 MTT-Vitalitätstest 

 
Der MTT-Test mitochondrialer Aktivität dient als indirekter Nachweis für Zellprolifera-

tion und Vitalität. Je 1,5 · 104 Zellen in 200 µl Medium wurden pro Vertiefung einer 

96-„well“ Mikrotiterplatte eingesetzt. Es folgte die Inkubation mit zu testenden Sub-

stanzen definierter Konzentration über einen definierten Zeitraum im Inkubator. Nach 

der Zugabe von je 25 µl/Vertiefung der gefilterten MTT-Stocklösung (5 mg/ml) 

schloss sich eine weitere Inkubation bei 37°C über 6 h an. Das Tetrazoliumsalz MTT 

wurde mitochondrial zu dunkelblauen Kristallen reduziert. Durch Zugabe von 100 µl/ 

Vertiefung 10 % (w/v) SDS wurden Zellen und Kristalle lysiert. Nach weiteren 24 h 

Inkubation bei Raumtemperatur im Dunkeln erfolgte die Messung der Blau-Intensität, 

proportional zu mitochondrialer Aktivität und Zellzahl, im Photometer bei λ = 595 nm. 

 

4.3 Zyto- und Histochemie 

4.3.1 Herstellung von Zytopräparaten 

 
Je 150 µl Zellsuspension humaner Primärkulturen wurden in einer Zelldichte von 

1 · 106 Zellen/ml Kulturmedium mit 150 g für 10 min bei 4°C auf Glasobjektträger 

zentrifugiert („cytospin“-Präparate). Alternativ wurden Keratinozyten in einer Zell-

dichte von 4 · 104 Zellen/cm² für 24 h auf Glas- oder Permanox-Zellkulturobjektträ-

gern kultiviert. Ein Teil der Präparate wurde unfixiert eingefroren. Die übrigen Schnit-

te wurden für 5 min bei 4°C mit 2 % (w/v) Paraformaldehyd, pH 7,4 fixiert. Die Präpa-

rate wurden bei -20°C gelagert, bei Raumtemperatur aufgetaut, gegebenenfalls 

fixiert und anschließend zytochemisch weiterbehandelt. 

 

4.3.2 Herstellung von histologischen Paraffin-Präparaten 

 
Frisch entnommene humane Hautproben wurden direkt nach der Exzision 24 h in 

3,7 % (v/v) gepuffertem Formalin fixiert. Organoidkulturproben wurden zum Schutz 

der oberen Zellschichten in 4 % (w/v) Agar Agar eingebettet und anschließend 24 h 

in 3,7 % (v/v) gepuffertem Formalin fixiert. Das fixierte Gewebe wurde in einem 

V.I.P. E150 Gewebeentwässerungs- und Paraffineinbettungsautomat mit Druck- und 

Vakuumeinrichtung durch eine aufsteigende Alkoholreihe entwässert, in Xylol inku-
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biert und schließlich mit flüssigem Paraffin bei 60°C infiltriert. Das paraffingetränkte 

Gewebe wurde in Blöcke gegossen und nach Aushärtung des Paraffins am Reichert 

Jung 2050 Supercut Mikrotom mit Einmalklingen in 4-6 µm Schichtdicke seriell 

geschnitten. Die Paraffinschnitte wurden 2 h bei 60°C auf Objektträger fixiert, bei 

Raumtemperatur gelagert und vor der Weiterbehandlung mittels Xylol und abstei-

gender Alkoholreihe entparaffiniert und rehydriert. 

 

4.3.3 Herstellung von histologischen Cryo-Präparaten 

 
Humane Hautproben wurden direkt nach der Exzision in flüssigen Stickstoff über-

führt. Organoidkulturproben wurden zum Schutz der oberen Zellschichten in Tissue 

Tek eingebettet, in flüssigem Stickstoff gefroren und bei -80°C aufbewahrt. 

Anschließend wurden serielle Cryoschnitte von 4-6 µm Dicke angefertigt (Cryo-Cut 

Mikrotom, Messer C, -25°C). Die Gewebeschnitte wurden auf Objektträger überführt 

und luftgetrocknet. Ein Teil der Präparate wurde unfixiert eingefroren. Die übrigen 

Schnitte wurden für 5 min bei 4°C mit 2 % (w/v) Paraformaldehyd, pH 7,4 fixiert. Die 

Präparate wurden bei -20°C gelagert, bei Raumtemperatur (RT) aufgetaut, gegeben-

enfalls fixiert und anschließend histochemisch weiterbehandelt. 

 

4.3.4 Immunochemischer Proteinnachweis245 

 
Zyto- sowie Histopräparate wurden nach fünfminütiger Fixierung mit 2 % (w/v) Para-

formaldehyd, pH 7,4 bei 4°C und anschließender aufsteigender Alkoholreihe (50-

100 %) für 10 min mit 100 % Methanol bei -20°C inkubiert. Die Fixierung wurde 

mittels Trypanblaupenetration an einem Kontrollpräparat überprüft. Nach anschlies-

sender absteigender Alkoholreihe wurde das Präparat 10 min in 1 % (w/v) GDPBS 

unter leichtem Rühren gewaschen. Es folgte 1 h Inkubation mit 10 % (v/v) Serum der 

Sekundärantikörperspecies in PBS, gefolgt von der Primärantikörperinkubation bei 

4°C über Nacht (Antikörperkonzentrationen, vergleiche Tabelle 2). Die Histopräpara-

te wurden anschließend zur Inhibition natürlicher Gewebeperoxidasen mit 1 % (v/v) 

Wasserstoffperoxid in Methanol inkubiert (10 min, RT). In allen Präparaten wurden 

mit Avidin (50 µg/ml) und Biotin (20 µg/ml) nacheinander für je 30 min unspezifische 

Bindungen blockiert. Allen Inkubationsschritten waren Waschschritte mit GDPBS 
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zwischengeschaltet. Es folgte die einstündige Inkubation mit biotinyliertem Sekun-

därantikörper in 10 % (v/v) Humanserum-GDPBS bei Raumtemperatur (Antikörper-

konzentrationen, vergleiche Tabelle 2). Nach erneutem Waschen wurde 1 h bei 

Raumtemperatur mit Avidin-Biotin-Komplex (Vectastain ABC-Kit, Elite PK-6200 

Universal, Vector Laboratories Inc., Burlingame, USA) inkubiert und wiederum mit 

GDPBS gewaschen. 1 µg/ml DAB wurde im Ultraschallbad in Puffer gelöst, 1 µl H2O2 

zugegeben und direkt auf das Zellpräparat aufgetragen. Die Farbreaktion erfolgte 

unter Sichtkontrolle von parallel durchgeführten Positiv- und Negativkontrollen unter 

dem Mikroskop und wurde mit Leitungswasser gestoppt. Nach einer Kernfärbung mit 

Hämalaun für 2-3 min und anschließender Entwässerung wurde das Präparat mit 

DePex eingedeckt und mikroskopisch ausgewertet. Parallel wurden jeweils Kon-

trollpräparate mit PBS anstelle des Primärantikörpers und dem substratkonjugierten 

Zweitantikörper inkubiert, um unspezifische Färbungen auszuschließen. Im Falle 

fluoreszenzmarkierter Antikörper wurden Kontrollschnitte mit PBS inkubiert, um eine 

Eigenfluoreszenz des Gewebes auszuschließen. 

 

Tabelle 2: Einsatzkonzentrationen von Primär- und Sekundärantikörpern 

Primärantikörper Verdünnung 
Monoclonal anti-human Zytokeratin 5,8 mouse IgG1 1 :10 
Monoclonal anti-human Zytokeratin 6 mouse IgG1 unverdünnt 
Monoclonal anti-human Zytokeratin 10,11 mouse IgG 1 :10 
Monoclonal anti-human Zytokeratin 14  mouse IgM 1 :100 
Monoclonal anti-human Pan Zytokeratin  
 

mouse IgG 
FITC -konjugiert 

1 :50 

Monoclonal anti-human GM-CSF mouse IgG 1 :20 
Polyclonal anti-human Interleukin 1α rabbit IgG 1 :20 
Polyclonal anti-human Interleukin 6 rabbit IgG 1 :20 
Polyclonal anti-human TNFα rabbit IgG 1 :20 
Anti-Ki67/MIB1 mouse IgG1 1 :10 

Sekundärantikörper  
Anti-mouse IgM, µ-chain Peroxidase-konjugiert 1 :50 
Anti-mouse IgG Peroxidase-konjugiert 1 :50 
Anti-rabbit IgG Peroxidase-konjugiert 1 :50 
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4.3.5 Hämatoxylin-Eosin (H.E.)-Färbung 

 
Als Übersichtsfärbung wurde in Anlehnung an Burck246 eine Hämatoxylin-Eosin-

Färbung (H.E.) durchgeführt. Fixierte Präparate wurden mit Mayers Hämalaun, 1:4 

mit Leitungswasser verdünnt für 5 min bei Raumtemperatur gefärbt. Die Schnitte 

wurden 15 min in fließendem Leitungswasser gebläut und 1 min in einer 1 %igen 

wässrigen Eosin-Lösung mit 1 Tropfen Eisessig/100 ml gefärbt. Anschließend wurde 

kurz in ddH2O differenziert, durch eine aufsteigende Alkoholreihe (50-100 %) sowie 

Xylol für je 2 min entwässert und abschließend mit DePex eingedeckt. 

 

4.3.6 Pappenheim-Färbung 

 
Die panoptische Färbung nach Pappenheim kombiniert die May-Grünwald-Färbung 

mit der Giemsa-Färbung246. Fixierte Präparate wurden mit May-Grünwald-Konzentrat 

überschichtet. Nach 5 min Inkubation folgten weitere 5 min Inkubation mit einer 1:2 

Verdünnung. Nach kurzem Spülen mit ddH2O wurde für 15 min mit Giemsa-Lösung, 

1:20 in ddH2O oder Puffer, überschichtet. Die Schnitte wurden erneut mit ddH2O ge-

spült, entwässert und mit DePex eingedeckt. 

 

4.3.7 Färbung mit Bisbenzimid 

 
Fixierte Präparate wurden 10 min in PBS rehydriert und anschließend für 2-3 min bei 

Raumtemperatur mit einer 1:10 Verdünnung einer 5 mM Stammlösung des Hoechst 

33258 Bisbenzimid-Fluoreszenz-Farbstoffs im Dunkeln inkubiert. Anschließend wur-

de mehrfach je 10 min gründlich mit PBS gewaschen. Die Objektträger mit den ge-

färbten Präparaten wurden dann bei 4°C in einer Küvette mit PBS gelagert. Nach 2 

Tagen ist ein optimaler Kontrast blaugefärbter Zellkerne auf ungefärbtem, dunklen 

Hintergrund erreicht und die Objekte wurden mit PBS und Deckglas unter dem 

Fluoreszenzmikroskop ausgewertet. Die Schnitte dürfen nicht mit Permafluor einge-

deckt werden, da sonst eine starke unspezifische Hintergrundfärbung auftritt! 
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4.4 Mikroskopische Techniken 

4.4.1 Durchlicht- und Fluoreszenzmikroskopie  

 
Alle in vitro-Kulturen wurden während der Versuchsdurchführungen regelmäßig unter 

einem Invertlichtmikroskop (Leitz Diavert) hinsichtlich morphologischer Veränderun-

gen beobachtet. Die Photodokumentation erfolgte mit einer Ricoh XR-X 3000 Spie-

gelreflexkamera auf Kodak Ektachrome EPY 64 T Kunstlicht-Diafilmen. 

Für die Auswertung der zytologischen und histologischen Präparate stand ein Durch-

licht- und Fluoreszenzmikroskop (Leica LB 100 T) zur Verfügung. Die Photodoku-

mentation erfolgte mit einem Leica MPS 52 Photosystem auf Diakunstlichtfilmen 

(Kodak Ektachrome EPJ 160 T). Außerdem wurde ein Lichtmikroskop Zeiss Axioplan 

2 mit einem digitalen MC 80 DX Photosystem und Zeiss KS 300 Software benutzt. 

 

4.4.2 Probenaufbereitung für Rasterelektronenmikroskopie (REM) 

 
Organoidgewebekulturen wurden in F3-Differenzierungsmedium, 37°C, mittels ent-

fetteter Skalpellklingen samt Filtermembran vom Kultureinsatz getrennt. Die Orga-

noidorientierung wurde markiert, die gewünschte Probengröße geschnitten. Humane 

Primärkeratinozyten wurden auf Deckgläsern (23 mm Durchmesser) kultiviert. Die 

Präparate wurden nach kurzem Waschen in PBS, 37°C, in 2 % (v/v) Glutaraldehyd in 

0,08 M Cacodylatpuffer, 37°C, überführt. Die Fixierlösung wurde nach 15 min erneu-

ert und die Organoidpräparate nach 2 h Inkubation bei Raumtemperatur in 7 % (w/v) 

Saccharose-Cacodylatpuffer überführt. Primärkeratinozyten wurden bei 37°C für nur 

30 min in 2 % (v/v) Glutaraldehyd in 0,08 M Cacodylatpuffer fixiert und anschließend 

ebenfalls in 7 % (w/v) Saccharose-Cacodylatpuffer, RT, überführt. Der Waschpuffer 

wurde dreimal alle 15 min gewechselt und dabei auf 4°C abgekühlt. Es folgte 1 h 

Postfixierung in 2 % (v/v) Osmiumtetroxid in 0,08 M Cacodylatpuffer, 4°C. Die 

Zellpräparate wurden anschließend im CPD 030 Kritischer-Punkt-Trocknungsgerät 

getrocknet. Organoidpräparate wurden mittels einer aufsteigenden Alkoholkonzen-

trationsreihe entwässert: 30 %-50 %-70 %-100 % (v/v) EtOH und anschließend in 

Hexamethyldisalazane (HMDS) getrocknet: 3:1 EtOH/HMDS - 2:1 EtOH/HMDS - 1:3 

EtOH/HMDS - 100 % HMDS. Die Inkubationen erfolgten für je 3 x 10 min bei Raum-

temperatur. Der Wechsel der filtrierten Lösungen (Filterporengröße 0,2-0,4 µm) 

erfolgte über sukzessive Gradienten, um ein Trockenfallen der Präparate zu ver-



                                                                                                                                                 4 Methoden 

 59  

meiden. Anschließend wurden die Proben 24 h bei Raumtemperatur im Exsikkator 

über Silicagel getrocknet. Die getrockneten Präparate wurden in exakter Orientierung 

mit einem Kohlenstoffkleber auf Probentellern befestigt und in einer BalTec SCD 050 

Sputter-Anlage mit 10-20 nm Gold beschichtet. Die rasterelektronenmikroskopische 

Auswertung erfolgte in einem Jeol JSM 6300 Rasterelektronenmikroskop bei einer 

Beschleunigungsspannung von 20 kV. 

 

4.4.3 Probenaufbereitung für Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) 

 
Organoidgewebekulturen wurden in F3-Differenzierungsmedium, 37°C, mittels ent-

fetteter Skalpellklingen samt Filtermembran vom Kultureinsatz getrennt. Die Orga-

noidorientierung wurde markiert, die gewünschte Probengröße geschnitten. Die 

Präparate wurden nach kurzem Waschen in PBS, 37°C, in 2 % (v/v) Glutaraldehyd in 

0,08 M Cacodylatpuffer, 37°C, überführt. Die Fixierlösung wurde nach 15 min 

erneuert und die Präparate nach 2 h Fixierung bei Raumtemperatur in 7 % (w/v) 

Saccharose-Cacodylatpuffer, RT, überführt. Der Waschpuffer wurde dreimal alle 

15 min gewechselt und dabei auf 4°C abgekühlt. Es folgte 1h Postfixierung in 1 % 

(v/v) Osmiumtetroxid in 0,08 M Cacodylatpuffer, 4°C. Die Proben wurden in 7 % 

(w/v) Saccharose-Cacodylatpuffer, 4°C, überführt und der Waschpuffer mehrfach 

gewechselt. Die Dehydrierung der Proben erfolgte mittels einer aufsteigenden Alko-

holkonzentrationsreihe 50 %-70 %-90 %-100 % (v/v) EtOH, je 2 x 15 min bei Raum-

temperatur. Nachfolgend wurden die Proben bei Raumtemperatur über sukzessive 

Infiltration in Agar 100-Harz eingebettet: 2 x 5 min Inkubation in 100 % Propylenoxid, 

2 x 30 min 3:1 Propylenoxid/Agar 100, 2 x 30 min 1:3 Propylenoxid/Agar 100, 100 % 

(w/v) Agar 100 über Nacht. Nach 4 h Inkubation in Agar 100 mit Katalysator Benzyl-

dimethylamin erfolgte die Flacheinbettung bei Raumtemperatur. 

Von den in Kunstharz eingebetteten Proben wurden Semi- und Ultradünnschnitte 

von 500 nm bzw. 70 nm Dicke mit einem Diamantmesser am Leica Ultracut E 

Mikrotom angefertigt. Die Semidünnschnitte wurden mit 1 % (w/v) Methylenblau in 

1 % (w/v) Boraxlösung gefärbt und im Lichtmikroskop (Leica DMRB) untersucht. Die 

Photodokumentation erfolgte digital mittels einer PCO Sensicam CCD-Kamera mit 

einer Auflösung von 1280x1024 Pixel. Die Ultraschnitte wurden auf Kupfernetzen mit 

gesättigter, alkoholischer Uranylacetatlösung (70 % (v/v) EtOH) und wässriger Blei-

citratlösung kontrastiert und anschließend im Transmissionselektronenmikroskop 
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Jeol JEM 1210 bei einer Beschleunigungsspannung von 120 kV in 1500- bis 

15000facher Vergrößerung untersucht.  

 

4.5 Exposition von Zellen gegenüber flüssigen VOC im Standardinkubator 

 
Je 1 · 105 humane Primärkeratinozyten der Passagen 2-4 wurden in je 3,0 ml 

Keratinozyten-serumfreiem-Medium (K-SFM, P/S) in Zellkulturplatten mit 6 Vertiefun-

gen von 3,0 cm Durchmesser ausgesät. Nach 48 h Inkubation unter Standardbedin-

gungen (37°C, 5 % CO2, 95 % Luftfeuchte) folgte die Exposition gegenüber VOC.  

Hierfür wurde flüssiges Toluol direkt ohne Lösungsvermittler im K-SFM Zellkulturme-

dium gelöst. Nach dem Henryschen Gesetz lässt sich die im Phasengleichgewicht 

aus der Stoffkonzentration in der Gasphase resultierende Stoffkonzentration in der 

Flüssigphase berechnen (vergleiche Kapitel 4.7.2.3). Die theoretisch aus den gasför-

migen Konzentrationen 570 mg/m³ Toluol (3 MAK), 190 mg/m³  Toluol (1 MAK), 

19 mg/m³   Toluol (0,1 MAK) und 0,08 mg/m³ Toluol (umweltrelevante Konzentration) 

bei 37°C im wässrigen Medium resultierenden VOC-Konzentrationen wurden herge-

stellt (vergleiche Tabelle 7). Eine bestmögliche Mischung der im wässrigen Medium 

schlecht löslichen, organischen Substanzen wurde durch wiederholte, jeweils 

30-60 s dauernde Ultraschallbehandlung erreicht. Je 3,0 ml des VOC-haltigen Zell-

kulturmediums wurden auf die subkonfluenten Zell„monolayer“ pipettiert und die Kul-

turen im Brutschrank unter Standardbedingungen inkubiert. Zum Zeitpunkt 0, nach 

1 h, 2 h und 5 h Exposition wurden je 500 µl Zellkulturmedium in Probengläser 

überführt und mit Teflonsepten gasdicht verschlossen. Bis zur gaschromatographi-

schen Analyse wurden die Proben bei 4°C aufbewahrt. Nach 5 h Exposition wurden 

die Zellkulturen mittels Zellzahlbestimmung, MTT-Test, Trypanblauausschlussfär-

bung und LDH-Nachweis247 bezüglich Proliferation, Zellvitalität und Toxizität unter-

sucht. 

 

4.6 Exposition von Zellen gegenüber VOC in der Gasphase 

 
Die Entwicklung und Etablierung der eingesetzten Apparatur zur Exposition von Zell-

systemen gegenüber gasförmigen Substanzen sind Gegenstand der vorliegenden 

Arbeit. Daher werden deren Entwicklungskonzept, Konstruktion und technische Cha-
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rakteristika explizit und zusammenhängend im Ergebnisteil (Kapitel 5.5 und 5.6) 

dargestellt und an dieser Stelle nur einige technische Geräteeinstellungen und stan-

dardisierte Versuchskonditionen erläutert. 

 

4.6.1 Grundeinstellung der Gasflussreglersteuereinheit an der Expositions-

apparatur 

 
Vor Inbetriebnahme der Steuereinheit mussten die Funktionen der einzelnen Kanäle 

definiert werden. Die Regelbereiche der installierten Gasflussregler wurden via 

Dezimalstelle und Bereichsfaktor determiniert. Ferner mussten substanzspezifische 

Korrekturfaktoren berücksichtigt werden. Der Gaskorrekturwert für synthetische Luft 

bzw. Prüfgase im Trägergas synthetische Luft ist 1,0, der Korrekturwert für CO2 

beträgt 0,7. Das Produkt aus Bereichsfaktor und Gaskorrekturwert wurde als Skalier-

faktor an der Steuereinheit eingestellt. Folgende Einstellungen wurden vorgenom-

men: 

 

Tabelle 3: Grundeinstellungen der Steuereinheit für Gasflussregler 

 Regelbereich Dezimalstelle Bereichsfaktor Skalierfaktor 
Kanal 1: synth. Luft  1000 ml/min     0   (000) 100 100 
Kanal 2: CO2      50 ml/min     3   (00.0) 050 035 
Kanal 3: VOC      50 ml/min     3   (00.0) 050 050 
Kanal 4: VOC    500 ml/min     4   (000.) 050 050 

 

Nach dem Erreichen einer konstanten Betriebstemperatur wurde die Nullpunktein-

stellung der Kanäle vorgenommen. Vor jedem Expositionsversuch wurden 30 min 

Vorlauf zur Thermoregulation des Steuergeräts eingehalten. Nach 30 min waren die 

Nullwerte der einzelnen Kanäle erreicht oder wurden gegebenenfalls nachjustiert. 

 

4.6.2 Versuchsbedingungen der VOC-Expositionsversuche 

 
Als Zellkultursystem wurden submerse Primärzellkulturen humaner Keratinozyten 

eingesetzt. Die Primärzellen stammten aus Bioptaten normalgesunder Haut, ferner 

aus läsionaler sowie nicht läsionaler Haut von Probanden mit atopischem Ekzem. 

Die Aussaat der Zellsuspension erfolgte stets im identischen Doppelansatz mit einer 

Konzentration von je 1 · 105 Zellen/3,0 ml serumfreien Keratinozytenmediums 
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(K-SFM, P/S) in Zellkulturplatten mit 6 Vertiefungen von 3,0 cm Durchmesser. Es 

kamen ausschließlich die Zellkulturpassagen 2-4 zum Einsatz. Anschließend wurden 

die Kulturen 24 h bzw. 48 h unter Standardbedingungen inkubiert (37°C, 5 % CO2, 

95 % Luftfeuchte). Nach einem Mediumwechsel (3,0 ml KGM, P/S) folgte die Schad-

gasexposition im zentralen Gasfluss in der eigens zu diesem Zweck entwickelten 

Expositionsapparatur. Als Zellkulturmedium wurde KGM eingesetzt, da es im Gegen-

satz zu K-SFM eine gaschromatographische Trennung des Toluolsignals von den 

Signalen der Medienkomponenten erlaubte. Stets wurden eine oder zwei Zellkultur-

platten mit maximal 6 bzw. 12 subkonfluenten Zellkulturen simultan exponiert.  

Zur Berechnung der einzusetzenden Prüfgaskonzentrationen wurden die angestreb-

ten Zielkonzentrationen, der Gesamtvolumenstrom sowie die durch die Mischungs-

verhältnisse bedingten Verdünnungsfaktoren berücksichtigt. Unter Einrechnung von 

apparativ, über die Gasflussregler, regulierbaren Verdünnungsfaktoren wurden stati-

sche Prüfgase auf Basis synthetischer Luft in Konzentrationen von 500 ppm sowie 

1000 ppm Toluol bzw. 500 ppm m-Xylol sowie ein Prüfgasgemisch mit 0,7 ppm Tolu-

ol und 0,4 ppm m-Xylol eingesetzt. Die je nach Zielkonzentration über die Gasfluss-

regler eingestellten Volumenströme der VOC-Prüfgase und des Grundgases synthe-

tische Luft sind Tabelle 4 zu entnehmen. Der Gesamtvolumenstrom blieb mit 

500 ml/min, der CO2 -Gehalt mit 5 % über die gesamte Expositionsdauer gleichblei-

bend konstant. 

Die Einstellung der Luftfeuchte im Trägergas synthetische Luft erfolgte bei 5,0°C 

(reverses Temperiersystem). Das Temperiersystem in der Expositionskammer er-

zeugte bei einer Wasserbadtemperatur von 34°C eine konstante Temperatur des 

Zellkulturmediums von 31°C. Die resultierende relative Luftfeuchte in der Exposi-

tionskammer betrug 50-60 %. 

 

Tabelle 4: Prüfgaskonzentrationen243, 230,231 und Volumenströme 

statisches Zielkonzentration Volumenstrom [ml/min] 
VOC-Prüfgas VOC VOC CO2 synth. Luft gesamt 

Toluol   0,1 MAK:    19 mg/m³ /    5 ppm (ml/m³) 5 25 470 500 
500 ppm      1 MAK:  190 mg/m³ /  50 ppm (ml/m³) 50 25 425 500 

      3 MAK:  570 mg/m³ /150 ppm (ml/m³) 150 25 325 500 
Toluol 1000 ppm      3 MAK:  570 mg/m³ /150 ppm (ml/m³) 75 25 400 500 

m-Xylol   0,1 MAK:    44 mg/m³ /  10 ppm (ml/m³) 10 25 465 500 
500 ppm      1 MAK:  440 mg/m³ /100 ppm (ml/m³) 100 25 375 500 

Toluol/m-Xylol 
0,695 ppm / 
0,405  ppm 

Umwelt 3:2:  
0,08  mg/m³ / 0,021 ppm (ml/m³) Toluol 

0,053 mg/m³ / 0,012 ppm (ml/m³) m-Xylol 

15 25 460 500 
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Es wurden Kurzzeitexpositionen von 5 h und 8 h Dauer sowie Langzeitexpositionen 

von 18 h und 24 h Dauer durchgeführt, gefolgt von weiteren 48 h Standardinkubation 

in 3,0 ml K-SFM + P/S (37°C, 5 % CO2 , 95 % relative Luftfeuchte). Nach jeweils 48-

stündiger Inkubation desselben Zellkulturansatzes vor und nach dessen Exposition 

wurden 2,5 ml Zellkulturüberstand gesammelt, bei 2500 g 10 min zentrifugiert und 

die zellfreien Überstände bis zur analytischen Bestimmung bei -80°C aufbewahrt.  

Auf die Methoden zur Bestimmung biologischer Parameter im Anschluss an die Ex-

position, wie Analyse von Zellzahl, Vitalität/Zytotoxizität und Zytokinnachweis im Zell-

kulturmedium, wird in den jeweiligen Methodenkapiteln unter 4.1 Zellkulturtechniken 

und 4.2 „Enzyme-linked immunosorbent assays“ (ELISA) gesondert eingegangen. 

Für alle Zellgruppen und alle Expositionszeiten wurden jeweils Kontrollexpositionen 

mit 95 % synthetischer Luft, 5 % CO2  in der Apparatur sowie unter Standardbe-

dingungen im Inkubator durchgeführt. 

 

4.6.3 Messung physikalisch-chemischer Betriebsparameter 

 
Die Parameter Temperatur und relative Feuchte der Expositionsatmosphäre sowie 

die Temperatur des Zellkulturmediums wurden während der gesamten Expositions-

dauer mehrfach mit Hilfe eines digitalen Thermohygrometers bzw. eines Queck-

silber-Stabthermometers über den Probenahmeport im Inneren der Expositionskam-

mer ermittelt. Der pH-Wert des Zellkulturmediums wurde jeweils zu Beginn sowie 

direkt im Anschluss an die Expositionen am pH-Meter gemessen. 

Auf die Ermittlung der Prüfgaskonzentrationen wird im folgenden Kapitel 4.7 geson-

dert eingegangen. 
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4.7 Schadstoffanalytik 

4.7.1 Quantifizierung der VOC-Konzentrationen in der Gasphase 

4.7.1.1 Analytprobenahme 

 
Zur Kontrolle der Prüfgaskonzentrationen in der Expositionskammer erfolgte eine 

Aktivprobenahme über den Probenahmeport im Inneren der Expositionskammer. Mit 

Hilfe einer manuellen Pumpe wurde ein definiertes Probenvolumen auf Aktivkohle-

röhrchen248 (Typ NIOSH, 150 mg) gezogen. Ein Nadelventil begrenzte den Volumen-

strom der Pumpe auf 100 ml/min, so dass die Probenahme nicht störend auf die Ver-

suchsbedingungen in der Expositionskammer einwirkte. Die Einstellung des Pum-

penvolumenstroms wurde am Seifenblasenströmungsmessgerät vorgenommen und 

überprüft. 

Die maximale Ladekapazität der Aktivkohleröhrchen liegt bei etwa 20 mg Kohlen-

wasserstoffen. Um einen Substanzdurchbruch in die Kontrollsorptionsschicht sicher 

ausschließen zu können, sollte maximal mit 4 mg, optimalerweise mit weniger als 

1 mg Kohlenwasserstoffen beladen werden. 100 µg Kohlenwasserstoffe gewährlei-

sten als Minimum eine adäquate gaschromatographische Analytik. Für eine optimale 

gaschromatographische Analyse wurde ein Leitwert von 500 µg Beladung einge-

halten (vergleiche Tabelle 5). 

 

Tabelle 5: Analytbeladung von Aktivkohleröhrchen 

Analyt pro Exposition Konzentration 
[mg/m³] 

Konzentration pro 
Aktivkohleröhrchen [µg] 

3 MAK Toluol 570 494 
1 MAK Toluol 190 494 

1 MAK m-Xylol 440 499 
0,1 MAK m-Xylol 44 495 

Umwelt  3:2 Toluol/m-Xylol 0,08/0,053 Nachweis technisch nicht möglich, da 
benötigtes Probevolumen zu groß 

 

Um zu kontrollieren, dass während der gesamten Expositionsdauer konstante Prüf-

gaskonzentrationen vorherrschten, wurden über den Expositionszeitraum verteilt 

mehrfach zu unterschiedlichen Zeitpunkten Aktivkohleröhrchen beladen. 

Um Substanzverlust oder Kontamination weitestgehend ausschließen zu können, 

wurden die Röhrchen direkt im Anschluss an die Probenahme an beiden Enden mit 
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Polyethylenkappen dicht verschlossen und bis zur Aufbereitung zur Analyse in mit 

Teflondeckeln verschlossenen Duranglasflaschen im Kühlschrank aufbewahrt. Zur 

Kontaminationskontrolle wurden zusammen mit den Analytproben unbeprobte Aktiv-

kohleröhrchen als Negativkontrollen aufbewahrt. Mit Hilfe von Mehrfachbeprobungen 

einer identischen Expositionssituation und deren anschließenden Analysen zu ver-

setzten Zeitpunkten wurde außerdem die Lagerstabilität der Analyten getestet. 

 

4.7.1.2 Probenaufbereitung und gaschromatographische Analytbestimmung 

(konventionelle Gaschromatographie) 

 
Zur Probenaufbereitung wurde die Aktivkohle der Probenröhrchen quantitativ in ein 

2,0 ml-Probengefäß überführt und dieses nach Zugabe von 1,0 ml Desorptionsmittel 

Benzylalkohol mit einem Teflonseptum gasdicht verschlossen. Auf einem Schüttler 

erfolgte über Nacht die Flüssigdesorption der gesammelten Analyten vom Sorbens 

Aktivkohle nach dem Phasengleichgewichtsverfahren.  

Zur anschließenden gaschromatographischen Analyse der Proben wurde ein Perkin 

Elmer AutoSystem XL Gaschromatograph (GC) mit Systemsoftware Turbochrome 

Navigator mit apolarer Quartz-Kapillarsäule (Länge 30 m, Innendurchmesser 

0,25 mm, Filmdicke 1,00 µm), Flammenionisationsdetektor (FID) und Autosampler 

eingesetzt. Die Trennung der Analyten auf der apolaren Säule erfolgte nach Siede-

punkten. Im FID wurde der von den ionisierten, kohlenwasserstoffhaltigen Analyten 

erzeugte Strom in Spannungswerte moduliert nachgewiesen. 

In Vorversuchen wurde durch Variieren der Betriebsparameter bezüglich Tempera-

turprogramm, Splitverhältnis und Signalverstärkung ein auf die Analyten optimiertes 

Programm erstellt:  

Injektionsvolumen: 1,0 µl bei Split 30 ml/min 

Ofentemperatur:  8 min 100°C, Gradient 30°C/min bis 220°C, 15 min 220°C 

Detektor: FID bei 275°C, Signalabschwächung 24,  

 Signaldichte 3,1250 pts/s  

Mit diesem Programm wurde eine vollständige Trennung der Analyten bei optimaler 

Peakhöhe erreicht. 

Alle Analysen wurden als Mehrfachmessungen von n = 2 oder n = 3 durchgeführt. 

Zusätzlich zu den Proben wurden Kalibrierlösungen bekannter Analytkonzentration 

analysiert. Auch die Kalibrierung erfolgte nach dem Phasengleichgewichtsverfahren. 
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Zur Bestimmung der Wiederfindungsrate wurden zusätzlich reine Kalibrierlösungen 

ohne Aktivkohle analysiert. Aus dem Quotienten der Peakflächen im Chromato-

gramm ließ sich die Desorptionsrate ermitteln.  

 

4.7.1.3 Herstellung von Kalibrierlösungen für die konventionelle Gaschromato-

graphie 

 
Die zu analysierenden Analytproben lagen in Konzentrationen von 0,1-0,5 mg Analyt 

pro Aktivkohleprobenröhrchen, gelöst in 1,0 ml Desorptionsmittel Benzylalkohol, vor. 

Es wurden daher Kalibrierlösungen für 0, 125, 250, 500 und 750 µg Analytkon-

zentration pro 1,0 ml Benzylalkohol hergestellt. Die Dosierung der Flüssigsubstanzen 

erfolgte mit Präzisionsspritzen für 25, 100, 250 und 1000 µl unter gleichzeitiger gravi-

metrischer Kontrolle auf der Präzisionswaage (ρToluol = 0,867 kg/l, ρm-Xylol = 0,864 kg/l, 

ρBenzylalkohol = 1,0455 kg/l). Die realen Konzentrationen wurden aus den gravimetrisch 

bestimmten Daten berechnet. Die Stammlösungen sowie die daraus verdünnten Ka-

librierlösungen wurden direkt in mit Teflonsepten gasdicht verschlossenen Proben-

gläsern (Rollrandflaschen mit teflonkaschierten Butylgummistopfen und Aluminium-

börtelkappen) angesetzt. 

 

4.7.2 Quantifizierung der VOC-Konzentrationen im Flüssigmedium 

4.7.2.1 Analytprobenahme 

 
Zur Bestimmung der unmittelbar auf die Zellen wirkenden, aus der Konzentration in 

der Gasphase resultierenden VOC-Konzentration im Zellkulturmedium, wurden direkt 

im Anschluss an die Exposition je 500 µl Probe aus den Kulturschalen entnommen, 

in 2,0 ml-Rollrandprobengläser überführt und diese mit Teflonkappen sofort gasdicht 

verschlossen. Bis zur Analyse mittels manueller „headspace“ Gaschromatographie 

wurden die Proben bei 4°C im Kühlschrank aufbewahrt. 
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4.7.2.2 Probenaufbereitung und gaschromatographische Analytbestimmung 

(manuelle „headspace“ Gaschromatographie) 

 
Im Gegensatz zur konventionellen Gaschromatographie wird in der „headspace“ 

Gaschromatographie die analythaltige Probe nicht flüssig, sondern gasförmig inji-

ziert. Da ein „headspace“ Gaschromatograph nicht zur Verfügung stand, wurde in 

Anlehnung an die Methode der „headspace“ Gaschromatographie249,250,251 die VOC-

exponierten Zellkulturmedienproben in gasdichten Probengefäßen daher zunächst 

für 1 h im geschlossenen Wasserbad auf 60°C gleichmäßig erhitzt. Nach Einstellung 

des Phasengleichgewichtes wurde, nach einer von Risse entwickelten, manuellen 

Methode252, ein definiertes Aliquot aus der Gasphase („headspace“) entnommen und 

direkt in einen konventionellen Gaschromatographen injiziert. Eine gasdichte 100 µl-

Präzisionsspritze wurde mittels Durchsaugen reiner Luft über 2 min konditioniert. 

Eine auf die Kanüle gesteckte Kunststoffspitze diente als Abstandhalter und 

gewährte ein gleichmäßig tiefes Eindringen in das Probengefäß und die Entnahme 

der Gasproben an vergleichbarer Stelle. Nach dreifachem Aufziehen der Prüfgas-

probe wurde ein Probenvolumen von 100 µl gleichmäßig zügig in den Gaschroma-

tographen injiziert und das Analysenprogramm gestartet. Zusätzlich zu den Proben 

wurden Kalibrierlösungen bekannter Analytkonzentration analysiert. Die gaschroma-

tographische Analyse erfolgte unter folgenden Bedingungen:  

Gaschromatograph:  AutoSystem XL (Perkin Elmer) 

Trennsäule:    PE-1 (30 m x 0,25 mm x 1 µm) 

Injektor:    250°C, Split 1:20 

Ofentemperatur:   6 min 100°C isotherm  

Detektor:    FID bei 250°C, Signalabschwächung 25,   

    Signaldichte  3,1250 pts/s 

Alle Analysen wurden als Mehrfachmessungen von n = 3 oder n = 5 durchgeführt 

(multiple „headspace“ Extraktion). Dabei war darauf zu achten, dass ausreichend 

große Zeitintervalle die Wiederherstellung der Phasengleichgewichte ermöglichten. 

Wiederholungsmessungen von n = 5 ermöglichten, einzelne Ausreißer zu erkennen 

und zu eliminieren. Nach mehr als fünf direkt nacheinander durchgeführten 

Injektionen aus dem identischen Probengefäß zeigte sich eine sukzessiv reduzierte 

VOC-Konzentration. Ein wichtiger Faktor in Hinsicht auf die Reproduzierbarkeit und 

Genauigkeit der Analysen war ferner die Dichtigkeit des GC-Injektionsseptums. Un-
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dichte Septen führten zu Verlusten an Analyten. Deshalb wurde der Druck des GC-

Trägergases Helium ständig kontrolliert, immer wieder zwischengeschaltete Kalibrier-

standardanalysen durchgeführt und das Septum regelmäßig erneuert. Gleicher-

maßen wurde die Dichtigkeit der Injektionsspritze regelmäßig überprüft und gege-

benenfalls erneuert. 

 

4.7.2.3 Herstellung von Kalibrierlösungen für die manuelle „headspace“ 

Gaschromatographie 

 
Der Konzentrationsbereich der Kalibrierlösungen richtete sich nach den VOC-Kon-

zentrationen der zu analysierenden Proben. Zu deren Berechnung anhand der Stoff-

übergänge im VOC-Gleichgewicht zwischen Gas- und Flüssigkeitsphase wurden das 

Daltonsche und das Henrysche Gesetz herangezogen253, 254. Da dieser Zusammen-

hang in der Literatur so nicht zu finden ist, wird die Herleitung und Anwendung der 

Gleichungen kurz dargestellt: 

Die Gasphase dient als Reservoir, d.h. die Verhältnisse in der Gasphase sind 

konstant: p = const., T = const., V = const. Unter dieser Voraussetzung gilt das 

ideale Gasgesetz: 

 

V

TR
np

××=  I. 

 

n ist die Stoffmenge in mol, R die allgemeine Gaskonstante, T die Temperatur, V das 

Volumen und p der Druck. 

 
Weiter gilt das Partialdruckgesetz nach Dalton, daraus folgt: 
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wobei für jeden Partialdruck jeder Teilkomponente das ideale Gasgesetz gilt, z.B.: 
 

V
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np ToluolToluol ××=  III. 
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So ließ sich unter Anwendung des Daltonschen Gesetzes über die bekannten 

eingesetzten Stoffmengen der Partialdruck der Gase berechnen.  

Formuliert man das Daltonsche Gesetz für einzelne Molenbrüche oder Stoffmengen-

anteile x, gilt: 

 

n
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Daraus folgt: 
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Zusammenfassend gilt: der Partialdruck eines Stoffes ist seinem Molenbruch 

proportional. 

 
Unter Gleichgewichtsbedingung zwischen Gasphase und Flüssigkeitsphase stimmen 

die chemischen Potentiale der Stoffe in der Gasphase mit den chemischen 

Potentialen in der flüssigen Phase überein. Dies bedeutet insbesondere, dass der in 

der Gasphase eingestellte Partialdruck dem Dampfdruck des in der Flüssigphase 

gelösten Stoffes entspricht.  

Hier gilt in idealen Lösungen das Raoultsche Gesetz: Der Partialdruck in der 

Gasphase ist proportional zum Molenbruch des im Flüssigmedium gelösten Stoffes. 

Proportionalitätskonstante ist dabei der Partialdruck der reinen Substanz, z.B. p
Toluol

Θ
.  
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Für Substanzen, die in nur geringer Konzentration gelöst vorliegen, sogenannte 

ideale verdünnte Lösungen, gilt das daraus abgeleitete Henrysche Gesetz: 
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Toluol
,

1×=  IX. 

 
KHenry  ist die Henrysche Proportionalitätskonstante des niedrig konzentrierten, 

gelösten Stoffes. 

Für die Konzentration CToluol  des gelösten Stoffes erhält man: 
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KΘ

Henry ist der Wert der tabellierten Henryschen Konstanten unter Standard-

bedingungen, TΘ ist die Normaltemperatur von 298,15 K. Auch die Ableitung von 

ln KHenry  ist tabelliert255,  256 (vergleiche Tabelle 6). 

 

Tabelle 6: Henrysche Konstanten und deren Ableitungen für die Löslichkeit in 
Wasser bei 298,15 K255,256 

Substanz KΘ
Henry [mol/kgxbar] d(ln(KHenry))/d(1/T) [K] 

Toluol 0,15 4000 
m-Xylol 0,13 4200 

 

Unter Einsatz der bekannten Größen, der Werte für den in der Gasexpositions-

apparatur vorliegenden Partialdruck (berechnet via Stoffmengenanteile, Gleichung 

III.) und der Temperatur, sowie der tabellierten Werte der Henryschen Gas-

konstanten in Gleichung X. ließen sich schließlich die theoretischen Konzentrationen 

der im Zellkulturmedium gelösten VOCs errechnen (vergleiche Tabelle 7). Die unter 

idealen Bedingungen über das Phasengleichgewicht in die Flüssigphase übertre-

tenden VOC-Konzentrationen lagen demnach, in Abhängigkeit von der Temperatur, 

zwischen 1,32 · 10-4 mg/l (20°C) und 1,82 mg/l (30°C) für m-Xylol, bzw. zwischen 

2,33 · 10-4 mg/l (20°C) und 2,69 mg/l (30°C) für Toluol. 
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Tabelle 7: VOC-Konzentrationen [g/l] im Flüssigmedium in Abhängigkeit von der 
Konzentration in der Gasphase und der Temperatur 

°C 3 MAK  
Toluol 

1 MAK  
Toluol 

1/10 MAK  
Toluol 

1 MAK  
m-Xylol 

1/10 MAK  
m-Xylol 

Umwelt  
Toluol 

Umwelt  
m-Xylol 

20 1,66E-03 5,53E-04 5,53E-05 1,10E-03 1,10E-04 2,33E-07 1,32E-07 
21 1,74E-03 5,81E-04 5,81E-05 1,16E-03 1,16E-04 2,45E-07 1,39E-07 
22 1,83E-03 6,10E-04 6,10E-05 1,22E-03 1,22E-04 2,57E-07 1,47E-07 
23 1,92E-03 6,41E-04 6,41E-05 1,28E-03 1,28E-04 2,70E-07 1,54E-07 
24 2,02E-03 6,73E-04 6,73E-05 1,35E-03 1,35E-04 2,83E-07 1,62E-07 
25 2,12E-03 7,06E-04 7,06E-05 1,42E-03 1,42E-04 2,97E-07 1,71E-07 
26 2,22E-03 7,41E-04 7,41E-05 1,49E-03 1,49E-04 3,12E-07 1,80E-07 
27 2,33E-03 7,78E-04 7,78E-05 1,57E-03 1,57E-04 3,27E-07 1,89E-07 
28 2,45E-03 8,16E-04 8,16E-05 1,65E-03 1,65E-04 3,43E-07 1,99E-07 
29 2,57E-03 8,55E-04 8,55E-05 1,73E-03 1,73E-04 3,60E-07 2,09E-07 
30 2,69E-03 8,96E-04 8,96E-05 1,82E-03 1,82E-04 3,77E-07 2,19E-07 
 

Aus einer Stammlösung von 134,5 mg/l Toluol und 91,0 mg/l m-Xylol wurden Kali-

brierlösungen für die entsprechenden Konzentrationsbereiche hergestellt. Für die 

Stammlösung wurden bei einer Dichte für Toluol von 0,867 kg/l 15,5 µl Toluol sowie 

10,5 µl m-Xylol (Dichte m-Xylol: 0,864 kg/l) ad 100 ml Gesamtvolumen benötigt. 

Durch kräftiges Schütteln über 3 x 40 min bei Raumtemperatur wurde versucht, eine 

homogene Durchmischung der Lösung zu erreichen. Die Stammlösung wurde in 

einem mit Vitonstopfen verschlossenen Messkolben angesetzt, die daraus verdünn-

ten Kalibrierlösungen direkt in mit Teflonsepten gasdicht verschlossenen Proben-

gläsern. Die Dosierung der Flüssigsubstanzen erfolgte mit Präzisionsspritzen für 25, 

100, 250, 1000 und 2500 µl (Hamilton) unter gleichzeitiger gravimetrischer Kontrolle 

auf der Präzisionswaage. Die realen Konzentrationen wurden aus den gravimetri-

schen Daten berechnet. 

 

4.8 Statistische Methoden 

 
Im Rahmen der Qualitätskontrolle durchgeführter ELISA-Techniken wurden Nach-

weis- (α = 0,01; β = 0,5), Erfassungs- (α = β = 0,01) und Bestimmungsgrenzen 

(α = 0,01; k = 4) nach dem Kalibrierkurvenverfahren gemäß der DIN-Norm 32645 be-

rechnet257,258 (vergleiche 4.2.1). Die statistische Streuung einer Serie von Mehrfach-

werten wurde stets als zusammengefasste Standardabweichung (σpooled, wobei gilt: 

σpooled² = mean square error, mittlere Varianz) oder mittlere relative Standardabwei-

chung (σ [%], mittlerer Variationskoeffizient [%]) angegeben259. Mittelwerte wurden 
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stets mit einem Vertrauensbereich von +/- 1σ Standardabweichung der Stichprobe 

angegeben. Das 90 %-Konfidenzintervall für Mediane wurde für alle n > bzw. = 6 mit 

dem exakten, konservativen Binomialtest zu p0 = 0,5 mit Testniveau α = 0,10 

berechnet; für Mediane aus n = 4 bzw. n = 5 wurden ungefähre, nicht konservative 

90 %-Konfidenzintervalle (Konfidenzniveau = 87,5 %) angegeben260,261. Die statisti-

schen Auswertungen der in der Primärstudie erhobenen Daten wurden in Zusam-

menarbeit mit der Arbeitsgruppe Biostatistik, Institut für Biomathematik und Biome-

trie der GSF, Neuherberg, durchgeführt. Folgende Software wurde verwendet: SAS 

6.12, S-Plus 2000, Systat 9.0 für MS Windows. Zur statistischen Auswertung ohne 

Verteilungsannahme der spontansezernierten Zytokinkonzentrationen wurde der 

Kruskal-Wallis Rangsummentest als nonparametrische χ² Statistik262 in Form einer 

Einweg-Varianzanalyse angewendet. Zur Untersuchung von expositionsinduzierten 

Effekten wurden erstens die Zytokinkonzentrationsverhältnisse (nach/vor Exposition) 

quantitativer Zytokinkonzentrationen in mehrfaktoriellen Varianzanalysen258, 263, zwei-

tens qualitative, binäre Daten veränderter Zytokinkonzentrationsverhältnisse in lo-

gistischen Regressionsanalysen258 untersucht. Wahrscheinlichkeiten von p < 0,05 

wurden als signifikant die Nullhypothese widerlegend bewertet. Basierend auf der 

festgestellten Variabilität wurden unter Voraussetzung einer Normalverteilung und 

einer „power“ von 80 % (α = 0,05; β = 0,2) Fallzahlabschätzungen zur Unterschei-

dung von Fallgruppen anhand der Merkmale GM-CSF, IL-1α und IL-6 berechnet 

(Software: Mathematika 3.0). 
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5 Ergebnisse 

5.1 Methodenentwicklungen zur Isolierung und Kultivierung humaner 

Primärzellen der Haut 

 
Der biologisch experimentelle Teil der vorliegenden Arbeit basierte auf Primärzell-

kulturen humaner Keratinozyten und Fibroblasten. Sie dienten als submerse Mono- 

und Kokulturen sowohl der Methodenentwicklung zum Aufbau luftexponierter, drei-

dimensionaler Organoidkulturen, als auch als Modellsystem für in vitro Expositionen 

gegenüber umweltrelevanten Schadstoffen. Grundlegende Aufgabe war daher zu-

nächst die Etablierung optimaler Zellisolierungs- und Kultivierungsbedingungen zur 

Gewinnung von homogenen, proliferierenden und sterilen Reinkulturen aus normal-

gesunder Haut und aus atopischem Ekzem. 

Die folgenden Methoden wurden teils auf der Basis in der Literatur beschriebener 

Methoden (als Referenzen angegeben) angepasst und optimiert, teils neu entwickelt, 

evaluiert und etabliert (vergleiche auch Kapitel 4.1 Zellkulturtechniken): 

 
♦ Antibiotikabehandlung der Gewebeproben 

♦ Methodenoptimierung der enzymatischen Zellisolierung  

♦ Selektive Reinkulturen durch optimierte Nährmedien und Biomatrices 

♦ Proliferations- und Differenzierungsverhalten standardisierter, serieller 

Primärzellkulturen im submersen System 

 

5.1.1 Antibiotikabehandlung der Gewebeproben 

 
Aufgrund der natürlichen Besiedelung der Haut durch Mikroorganismen war vor 

allem die Sterilisierung der Proben unter zugleich nicht zelltoxischen Bedingungen 

von großer Wichtigkeit. Eine ausschließlich antibiotische Behandlung mit 100 U/ml 

Penicillin und 100 µg/ml Streptomycin gegen grampositive und gramnegative Bakteri-

en, wie in der Zellkultur üblich264,265, erwies sich als nicht ausreichend gegen das 

Spektrum humaner Hautkeime. Die isolierten Monokulturen zeigten unter 37°C-Kul-

turbedingungen exponentiell wachsende mikrobielle Kontaminationen. Eine zusätz-

liche Inkubation der Hautproben mit 70 % Ethanol266 für wenige Minuten in Kombina-

tion mit der Streptomycin/Penicillin-Behandlung zeigte sich, die Sterilität betreffend, 



                                                                                                                                               5 Ergebnisse 

 74  

als wirkungsvoll. Gleichzeitig war jedoch der Zellverlust, insbesondere bei Proben 

kleineren Durchmessers, durch stark zytotoxische Effekte des Ethanols in den äus-

seren Zellschichten immens. Die Ausbeute an vitalen, proliferationsfähigen Zellen 

war um bis zu 60 % reduziert. Daraus resultierten aufgrund der geringen Zelldichte 

vielfach vereinzelt adhärente, aber nicht proliferierende Zellen. Nach einem Metho-

denprotokoll des Centre Charles Zviak, L`ORÉAL, Clichy 267, wurde die Antibiotika-

Behandlung um das Antimycotikum Amphotericin B, wirksam gegen Pilze und Hefen, 

sowie das Antibiotikum Gentamicin mit Wirkungsspektrum gegen grampositive, 

gramnegative Bakterien und Mycoplasmen erweitert. Gleichzeitig wurde zudem mit 

hohen, zelltoxischen und proliferationshemmenden Konzentrationen von 400 µg/ml 

bzw. 200 µg/ml Streptomycin und 400 U/ml bzw. 200 U/ml Penicillin für nur kurze 

Zeitintervalle von 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert267. Diese kurzen Zeitin-

tervalle hochkonzentrierter Inkubation reduzierten bei verbesserter antimikrobieller 

Wirkung die zytotoxischen und proliferationsinhibierenden Antibiotikaeffekte. Außer-

dem entsprachen sie mit 20 Minuten Dauer dem Generationszyklus der meisten Mi-

kroorganismen, so dass durch das Erneuern der Lösung nicht nur tote Mikroorganis-

men und ihre zytotoxischen Stoffwechselprodukte entfernt wurden, sondern zusätz-

lich ein exponentielles Wachstum möglicher resistenter Stämme unterbunden wurde. 

Drei aufeinanderfolgende Zyklen von je 20 Minuten kombinierter Antibiotika-Antimy-

cotika-Inkubation unterschiedlicher Konzentrationen und relativer Zusammensetzung 

(vergl. Kapitel 3.2 und 4.1.1) führten letztlich zu sterilen, vitalen, proliferierenden Zell-

kulturen aus normalgesunder Haut.  

Hautproben von Probanden mit atopischem Ekzem, insbesondere Proben aus läsio-

naler Haut, bedurften zusätzlicher Behandlung gegen die häufige Infektion mit Sta-

phylococcus aureus (S. aureus). Eine zweimal täglich Behandlung der Probeentnah-

mestelle mit 3,0 % Gentianaviolettlösung für 4 Tage vor der Exzision268 reduzierte 

zwar die Kontamination mit S. aureus, konnte sie aber nicht vollständig unterbinden. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher eine neue, wirksame, nicht zelltoxische, spezi-

fisch gegen Staphylococcus aureus gerichtete Antibiotikabehandlung entwickelt und 

etabliert: Im Anschluss an die oben beschriebene Antibiotika-Antimycotika-Behand-

lung erfolgte schließlich eine ebenfalls 20-minütige Inkubation mit 1 % Flucloxacillin-

MEM-Lösung. Dieser Schritt wurde so häufig wiederholt, bis mikroskopisch keine 

Kontamination mehr sichtbar war. Traten nach der enzymatischen Zellisolierung in 

Einzelfällen dennoch Kontaminationen mit S. aureus in den Reinkulturen auf, konn-
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ten auch diese erfolgreich behandelt werden. Die Entwicklung und Realisierung die-

ser in der in vitro Zellkultur erstmals angewendeten Methode wird im Kapitel 5.2 aus-

führlich dargestellt. 

 

5.1.2 Methodenoptimierung der enzymatischen Zellisolierung 

 
Zur enzymatischen Trennung von Dermis und Epidermis werden in der Literatur ver-

schiedene Methoden beschrieben264,266,269-273. Dabei werden insbesondere die Kon-

zentrationen von Thermolysin270,273,273 , Dispase271,273,274 und/oder Trypsin272,273, die 

Behandlungsdauer und -temperatur variiert. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wur-

de eine optimale, nicht zytotoxische dermal-epidermale Trennung der Hautproben 

durch 2 U/ml konzentrierte Dispase erreicht. Im Gegensatz zu Trypsin spaltet Dispa-

se, wie Thermolysin, selektiv die interzellulären Verbindungen der Basallamina, ohne 

Zellmembranen anzugreifen und führte so zu einer zellschonenderen Trennung von 

Dermis und Epidermis. Der enzymatische Verdau wurde sowohl für eine Dauer von 

24 h bei 4°C264,266, als auch für 5-6 h bei Raumtemperatur sowie für 1-2 h bei 

37°C264 durchgeführt. Letztere Behandlung erwies sich als effektiv und bezüglich der 

in der anschließenden Fibroblastenkultur benötigten Dermis zugleich als schonend-

ste Behandlung. Längere Inkubationen mit Dispase führten zur Dissoziation der Fi-

broblasten und stärkerer Zerfaserung des dermalen Gewebes mit daraus folgender 

inhibierter Fibroblastenmigration aus dem Gewebe. Die bis zur vollständigen dermal-

epidermalen Trennung nötige Inkubationsdauer richtete sich zum einen nach der 

Größe, zum anderen nach der von der in vivo-Lokalisation abhängigen Beschaffen-

heit der Hautprobe. Je kleiner die Probe, aber vor allem je dünner die Dermis, umso 

schneller konnte die intakte Epidermis mit Pinzetten vorsichtig von der Dermis 

abgezogen werden. Eine optimale, gewebeschonende Trennung erfolgte daher bei 

Spalthautpräparaten. Durch wiederholtes Abstreifen noch auf der Dermis lose haf-

tender Basalkeratinozyten mit der Rückseite einer gebogenen Pinzette konnte die 

Gesamtausbeute proliferationsfähiger Keratinozyten um 15-20 % erhöht werden. Die 

Isolierung der Keratinozyten aus der Epidermis erfolgte in einem zweiten enzyma-

tischen Schritt mittels Trypsin. Es wurden unterschiedliche Konzentrationen reinen 

Trypsins (0,1 %, 0,05 % bzw. 0,025 %)273,264,267 sowie eine Trypsin-EDTA-Lösung 

(0,05 % Trypsin/0,02 % EDTA)265,266,267,273,273 getestet. Die Inkubationen erfolgten bei 

Raumtemperatur unter mikroskopischer Kontrolle. Nach 5-7 min wurde die Dissozia-
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tion der Zellen durch mechanische Scherkräfte mittels Pipettierens264 forciert. Reines 

Trypsin zeigte, unabhängig von der Konzentration, im Vergleich zu Trypsin-EDTA 

eine deutlich geringere enzymatische Aktivität. Die daher benötigte, zwei- bis dreimal 

längere Inkubationsdauer führte zu verstärkter Zytotoxizität (ca. 50-65 %). Mittels 

Trypsin/EDTA konnten mit der geschilderten Methode pro 4,0 mm-Biopsie bis zu 

1x106 epidermale Zellen mit einer Vitalität von 70-75 % isoliert werden. Abhängig 

vom Anteil der proliferationsfähigen Keratinozyten in der Mischkultur aus Keratinozy-

ten, Melanozyten und Langerhanszellen, wurde die für eine proliferierende Zellkultur 

vorausgesetzte, minimale Zellaussaatdichte von 6,25·104-1,25·105/cm2 in nur zwei 

Drittel der Isolierungskulturen erreicht. Um bei gleichbleibender oder geringerer Zyto-

toxizität eine höhere Keratinozytenausbeute zu erreichen, wurde schließlich in Anleh-

nung an bekannte Protokolle264,265 eine neue, sukzessive Vereinzelung der epider-

malen Keratinozyten mittels zehnfach konzentrierter Trypsin/EDTA-Lösung (0,5 % 

Trypsin/ 0,2 % EDTA) auf dem Magnetrührer etabliert. Kleine, sterile Magnetstäbe 

sorgten für eine ständige Durchmischung und zusätzliche mechanische Scherkräfte. 

Nach einer Inkubationsdauer von nur 4-5 min wurden die in großer Menge gelösten 

Keratinozyten in dem zweifachen Volumen eines mit 20 % FKS supplementierten 

Zellkulturmediums aufgenommen. Die enzymatische Wirkung des Trypsins wird 

durch das FKS inaktiviert, so dass bereits gelöste, isolierte Keratinozyten nun nicht 

länger der zytotoxischen Wirkung des aktiven Trypsins ausgesetzt wurden. Die ver-

bleibende Epidermis wurde erneut mit frischer Enzymlösung inkubiert und so suk-

zessiv alle proliferationsfähigen Keratinozyten isoliert. 

  

 

Abbildung 2: Enzymatische Keratinozytenisolierung aus humaner Epidermis.            
(a) komplette Epidermis, (b) keratinozytenfreies Stratum corneum 

Abbildung 2 zeigt eine Epidermis zu Beginn (a) und im Verlauf (b) der Keratinozyten-

isolierung. In Abbildung 2 b sind bereits einige zellfreie Stellen unterhalb des verblei-

benden Stratum corneums zu erkennen. Mit dieser neuen, sukzessiven, enzyma-
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tisch/chemisch-mechanischen Kombinationsmethode (vergleiche 4.1.1) konnte bei 

gleichbleibender Vitalität von 70-75 % die Anzahl isolierter, epidermaler Zellen auf 

bis zu 3-4 · 106 Zellen pro 4,0 mm-Biopsie erhöht werden.  

 

5.1.3 Selektive Reinkulturen durch optimierte Nährmedien und Biomatrices 

 
Unter Einsatz zellspezifischer, gezielt supplementierter Zellkulturmedien wurden se-

lektive Reinkulturen primärer Fibroblasten und Keratinozyten gezüchtet. Die zwei we-

sentlichen, in der Literatur vertretenen Fibroblastenisolierungsmethoden sind einer-

seits die enzymatische Zellisolierung aus der Dermis mittels Trypsin, andererseits die 

Migration aus Dermisexplantatkulturen269,274. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit 

wurde die zweite Methode eingesetzt: Im Anschluss an die Dispasebehandlung wur-

de die Dermis kurz in FKS-haltigem Medium gewaschen, in Zellkulturflaschen tro-

cken aufgesetzt und dann für 24 h unter Standardbedingungen inkubiert. Die adhä-

rente Dermis wurde vorsichtig mit Medium überspült. Nach 6-10 Tagen Inkubation 

migrierten Fibroblasten aus der Dermis und bildeten konfluente „monolayer“ (verglei-

che Abbildung 3). Die effektivste Migration und Proliferation humaner, dermaler Fi-

broblasten wurde dabei mit 20 % FKS supplementiertem DMEM erzielt. Aufgrund der 

effizienten Fibroblastenproliferation wurden Mastzellen und andere aus der Dermis 

migrierte Zellen von den Fibroblasten überwachsen und verdrängt. Aus 90 % aller 

Dermiskulturen konnten mit dieser Methode (vergleiche 4.1.1) humane Fibroblasten-

reinkulturen gewonnen werden. Die Dermis wurde nach dem Passagieren der Fibro-

blasten erneut aufgesetzt und weitere Fibroblastenkulturen gewonnen. (Zur selekti-

ven Mastzellkultur vergeiche Anhang, Kapitel A 1). 
 

 

Abbildung 3: Fibroblastendermiskultur 
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Auch in der epidermalen Zellsuspension wurde die Proliferation der Keratinozyten 

mit keratinozytenspezifischen Nährmedien selektiv unterstützt. Grundvoraussetzung 

einer proliferativen Keratinozytenkultur waren zum einen die Adhärenz innerhalb von 

24 h nach der Aussaat, zum anderen das „spreading“ der Zellen auf ihrer Wachs-

tumsunterlage. Abhängig von der Lokalisation der Hautprobe waren nur etwa 1-10 % 

der isolierten Zellsuspension generative, proliferationsfähige Keratinozyten. Die übri-

gen, nichtadhärenten vitalen und toten Zellen wurden mit dem ersten Mediumwech-

sel nach 24 h Inkubation in absoluter Ruhe entfernt. Erfolgte dieser Mediumwechsel 

später, kam es zur Apoptose der nicht adhärenten und in deren Folge der bereits 

adhärenten Zellen. In hochsupplementierten, serumfreien (K-SFM) und serumhalti-

gen Keratinozytenmedien wie FAD2/Greens und F7-Proliferationsmedium erlangten 

die Keratinozyten zwar Adhärenz, es erfolgte jedoch kein „spreading“. Die Zellen ver-

blieben über 2-4 Wochen unverändert adhärent und vital, aber abgekugelt rund und 

nicht proliferativ. In der Literatur beschriebene Medienvariationen wie die Zugabe 

von Ascorbinsäure124,269, der Start der Kultur mit FKS-freiem FAD2/Greens oder mit 

FAD2/Greens bzw. F7 ohne epidermalen Wachstumsfaktor bis zur ersten Passage 

der Keratinozyten264 zeigten keine proliferationsfördernde Wirkung. Erst der Einsatz 

von serumfreiem K-SFM mit niedrig supplementiertem, epidermalen Wachstumsfak-

tor und Rinderhypophysenextrakt267 führte schließlich zu proliferierenden Keratinozy-

tenkulturen sowohl in Reinkultur, wie auch in Kokultur mit arretierten Fibroblasten 

(siehe unten). Als entscheidender Faktor für das „spreading“ und die Proliferation 

stellte sich die niedrige Calciumkonzentration des Zellkulturmediums von kleiner 

0,1 mmol Ca²+ heraus. Unter diesen Bedingungen (vergleiche 4.1.1) wurde schließ-

lich die beste Adhärenzrate mit anschließendem „spreading“ sowie verstärkte Prolife-

ration bei zugleich inhibierter Differenzierung erreicht. Zudem zeigten sich diese Kul-

tureigenschaften auch nach der Cryokonservierung unverändert. Auf diese Weise 

konnten schließlich aus 90 % aller Hautproben primäre Keratinozytenreinkulturen ge-

wonnen werden. Abbildung 4 zeigt die typischen Stadien früher Keratinozytenprimär-

kulturen der Passage 0 bis 1: Kugelförmige, aber adhärente, vitale Zellen zeigten 

nach einigen Tagen ein erstes „spreading“ auf dem Zellkulturflaschenboden (nach 2-

3 Tagen circa  3-7 Zellen pro 100fach-Vergrößerungsfeld). Aus diesen Zellen bilde-

ten sich Proliferationsinseln (circa 3 pro 100fach-Vergrößerungsfeld nach 5-7 Ta-

gen), die zur Bildung eines Keratinozyten-„monolayer“ führten. 
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Abbildung 4: Keratinozytenisolierungskulturen der Passagen 0 bis 1                           
(a) 2-3, (b, c) 5-7 bzw. (d) 9-11 Tage nach Aussaat 

 

Immunzytochemisch zeigten diese primären Keratinozyten mit Expression der Zyto-

keratine 5 und 14 das typische Zytokeratinmuster basaler, proliferationsfähiger Kera-

tinozyten, während die nach 24 h nicht adhärenten Zellen im Kulturüberstand die 

Zytokeratine 1 und 10 differenzierter Keratinozyten exprimierten. Die proliferierenden 

Primärkulturen zeigten außerdem für in vitro Kulturen typische, hyperproliferative Ei-

genschaften, nachgewiesen anhand von Zytokeratin 6-Expression (vergleiche 

Abbildung 5). 
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Abbildung 5: Nachweis der Zytokeratinexpression in „cytospin“-Präparaten von 
Passage 0-Primärkeratinozyten: (a) Zytokeratin 14, (b) Zytokeratin 6 in adhärenten, 
proliferierenden Zellen; (c) Zytokeratin 10 in nicht adhärenten Zellen; (d) PBS-
Sekundärantikörper-Negativkontrolle 

 

Ein weiteres serumfreies Keratinozytenmedium mit ebenfalls niedriger Calcium-

konzentration von 0,15 mmol Ca2+ (KGM) zeigte annähernd vergleichbare Kulturra-

ten, führte aber bedeutend schneller zu einer ausgeprägten Differenzierung der Ke-

ratinozyten (ausführlich dargestellt im folgenden Kapitel 5.1.4 Proliferation und Diffe-

renzierungsverhalten seriell kultivierter Primärkeratinozyten).  

 

Parallel zu den Experimenten mit unterschiedlichen Nährmedien und Supplementen 

wurde, um eine bessere Adhärenz zu erreichen, die extrazelluläre Matrix in vitro si-

muliert. Zu 50-70 % subkonfluente „monolayer“ (4·103/cm2) aus Mitomycin C-arretier-

ten, murinen 3T3-Fibroblasten265,275,276 bzw. humanen, autologen Primärfibrobla-

sten277 dienten dabei als Adhärenz- und Wachstumsgrundlage für die Keratinozyten 

(1,25·104-2,5·104/cm2)264. Aus der Inkubation der Fibroblasten mit Mitomycin C264,277 

(vergleiche 4.1.4) resultierten vitale, aber proliferationsinhibierte Zellen, so dass eine 
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interzelluläre Kommunikation in der Kokultur möglich war, die Fibroblasten die lang-

samer proliferierenden Keratinozyten aber nicht überwachsen konnten275. In FAD2/ 

Greens Medium gelang es, erste primäre Keratinozyten in Fibroblasten-Kokulturen 

zu kultivieren. Doch bereits leichtes Bewegen der Zellkulturgefäße führte zu partiel-

lem Adhärenzverlust und anschließendem Zelltod. Insbesondere passagierte Zellen 

oder in flüssigem Stickstoff zwischengelagerte Kokulturen wiesen bei neuer Aussaat 

mangelnde Adhärenz und Proliferation auf. Erst der Einsatz von niedrig supplemen-

tiertem, serumfreien K-SFM führte schließlich, gleichermaßen in Reinkultur (wie 

oben geschildert) wie auch in Kokultur mit arretierten Fibroblasten, zu proliferieren-

den Keratinozytenkulturen. Die Aussaateffizienz von Subkulturen betrug zunächst 

50 % bis 60 %, unter standardisierten Isolierungs- und Kulturbedingungen schließlich 

zwischen 80 % und 90 %. 

 

Außerdem wurde die Adhärenz von Keratinozyten auf diversen Biomatrices getestet. 

Reinkulturen primärer Keratinozyten wurden auf mit Kollagen I, Kollagen IV, Fibro-

nectin, Laminin und Matrigel® beschichteten Membranen kultiviert (vergleiche 4.1.3). 

Mit FAD2/Green kultivierte, primäre Keratinozyten erreichten gleichermaßen auf allen 

beschichteten Matrices eine höhere Adhärenz und Proliferationsrate im Vergleich zu 

unbeschichteten Membranen und Kunststoffkulturschalen. In Kulturen mit K-SFM 

konnten jedoch, wie zwischen Keratinozytenreinkulturen und Kokulturen mit arretier-

ten Fibroblasten, auch zwischen den unterschiedlich beschichteten und unbeschich-

teten Membranen keine medienunabhängigen Unterschiede in Adhärenz und Proli-

feration nachgewiesen werden. 
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5.1.4 Proliferations- und Differenzierungsverhalten standardisierter, serieller 

Primärzellkulturen im submersen System 

 
Im Anschluss an die Isolierungskultur (Passage 0) wurden die Primärzellen seriell 

kultiviert. Die Subkultivierung erfolgte bei 70-80 % Subkonfluenz und mindestens 

fünf Mitosestadien im Mikroskopsichtfeld bei hundertfacher Vergrößerung. Die Vitali-

tät subkultivierter Keratinozyten der Passagen 0 bis 4, ermittelt durch drei vonein-

ander unabhängige Testverfahren, Trypanblauausschlussfärbung (4.1.10), Nachweis 

der Mitochondrien- (MTT-Vitalitätstest, 4.2.3) und Lactatdehydrogenaseaktivität 

(LDH-Toxizitätstest, 4.2.2), betrug zwischen 90 % und 95 %. Die Sterilität und Myco-

plasmenfreiheit der Kulturen wurde in antibiotikafreien Parallelkulturansätzen bestä-

tigt (vergleiche 4.1.12). Die Keratinozytenpassagen 0 bis 4 zeigten eine Aussaat-

effizienz von 80 % bis 90 %. Abbildung 6 stellt das Proliferationsverhalten in K-SFM 

seriell kultivierter Primärkeratinozyten dar. Die ersten 24 h der Kultur beinhalten die 

Phase der zellulären Adhärenz und beginnenden Proliferation. Während der darauf 

folgenden „log-phase“ exponentiellen Wachstums wiesen die Passagen 1 und 2 eine 

Verdopplungszeit von ca. 24 h, die Passagen 3 und 4 von ca. 26 h auf. Die Keratino-

zyten dieser Passagen zeigten unveränderte Morphologie und Vitalität. 

 

Proliferationsstudie humaner Primärkeratinozyten
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Abbildung 6: Proliferationsverhalten seriell kultivierter Primärkeratinozyten (Daten-
tabelle siehe Anhang A3.1) 
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Die Passagen 5 und 6 wiesen hingegen neben deutlich verminderter Proliferations-

aktivität auch morphologische Veränderungen auf, die auf zunehmende Differenzie-

rung und Zellalterung zurückzuführen waren (vergleiche Abbildung 7 a-c). Während 

die Keratinozyten der Passagen 0 bis 4 vor allem Zytokeratine 5 und 14 generativer 

Proliferationszellen exprimierten, dominierten im immunzytochemischen Nachweis 

der Passagen 5 und höher die differenzierungsassoziierten Zytokeratine 1 und 10 

(vergleiche Abbildung 8). Gleichzeitig sank die Vitalität auf zunächst ca. 75 % (Pas-

sage 5), später unter 60 % (Passage 6). In den Passagen 7 und höher dominierten 

Keratinozyten deutlich nekrotischen sowie apoptotischen Charakters (vergleiche 

Abbildung 7 d-f). Fibroblastenkulturen zeigten dahingegen mit einer Verdopplungs-

zeit von ca. 36 h über mindestens 10 Passagen stabile Proliferationseigenschaften. 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 7: Morphologie hoher Passagen seriell kultivierter Primärkeratinozyten             
(a, b) Passage 5, (c) Passage 6, (d, e) Passage 7-8, (f) Passage 8-9 
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Abbildung 8: Immunzytochemischer Nachweis der Zytokeratinexpression in „cyto-
spin“-Präparaten seriell kultivierter, humaner Primärkeratinozyten: (a) Zytokeratin 14 
in Keratinozytenpassage 2, (b) Zytokeratin 10 in Keratinozytenpassage 2, (c) Zyto-
keratin 10 in Keratinozytenpassage 6, (d) Zytokeratin 14 in Keratinozytenpassage 6, 
(e) PBS-Sekundärantikörper-Negativkontrolle 

 

Das Proliferations- und Differenzierungsverhalten, respektive die Aussaateffizienz 

und Vitalität standardisierter Isolierungs- und Subkulturen erwiesen sich als abhängig 

vom Alter und unabhängig vom Geschlecht des Probanden. Mit wenigen Ausnah-

men zeigten die Zellen jüngerer Probanden eine höhere Proliferationsaktivität und 

Vitalität. Die Aussaateffizienz und Vitalität in K-SFM standardisierter Isolierungs- und 

Subkulturen aus läsionaler wie auch nicht läsionaler Haut von Probanden mit 
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atopischem Ekzem zeigten nach Einführung der Flucloxacillinbehandlung (vergleiche 

5.2) keine Unterschiede zu Zellkulturen pathologisch unauffälliger Haut. Die Prolife-

rationsraten bis einschließlich Passage 4 waren ebenfalls den interindividuellen 

Streuungen der Zellkulturen von gesunden Probanden vergleichbar. Lediglich die 

Differenzierung und Zellalterung setzte wenig früher, aber deutlich stärker ein: In 

Passage 5 zeigten ad hoc nahezu alle Keratinozyten atopischer Probanden ein 

flächiges „spreading“, in Passage 6 waren nur mehr nekrotische und apoptotische 

Zellen zu verzeichnen. Die Lokalisation der Hautproben aus läsionalem oder nicht 

läsionalem atopischen Ekzem zeigte keinen Einfluss auf die Proliferations- und 

Differenzierungseigenschaften von Fibroblasten und Keratinozyten. 

 

Stärker supplementierte Zellkulturmedien wie KGM oder F3 induzierten gezielt eine 

Differenzierung der Keratinozyten in früheren Passagen. Bereits in Passage 2 zeigte 

sich morphologisch ein starkes, flächiges „spreading“ der Keratinozyten mit breitem 

Plasmasaum und unregelmäßigem Rand, vergleichbar dem Erscheinungsbild von in 

K-SFM kultivierten Keratinozyten der Passage 5 bis 6 (vergleiche Abbildung 7 (a) - 

(c) und Abbildung 8 (c), (d)). Trotz submerser Kulturbedingungen folgte, ausgehend 

vom Zentrum der Proliferationsinseln, ein mehrschichtiges Wachstum mit zuneh-

mender Verhornung und Abflachung der oberen Zellschichten (vergleiche Abbildung 

9 a-d). Der entstehende Zellverband ließ sich durch Trypsin/EDTA nur schwer vom 

Kulturflaschenboden lösen und nicht dissoziieren. Ein Passagieren dieser Zellen war 

somit nicht möglich. Die Kulturen konnten jedoch unter regelmäßigem Medienwech-

sel dauerhaft über 3-4 Wochen in KGM bzw. F3 kultiviert werden. Nach 7-10 Tagen 

Kultivierung begannen die jeweils oberen Zellschichten sich abzulösen: Abbildung 

9 e, f zeigt diese nahezu zellfreien, keratinisierten, Stratum corneum-ähnlichen Strati, 

die frei im Medium schwimmen. Die beobachtete Morphologie der Zelldifferenzierung 

wurde unterstützt durch immunzytochemische Zytokeratinnachweise: Während im 

„monolayer“ bzw. in den unteren Zellstrati ausschließlich die Zytokeratine 5 und 14 

nachweisbar waren, dominierten in den oberen und abgelösten Zellschichten die 

Keratine 1 und 10 (nicht gezeigt). 
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Abbildung 9: Differenzierung submerser Keratinozyten in „Keratinocyte Growth 
Medium“ (KGM); (a) - (e) mehrschichtiges Wachstum mit zunehmender Verhornung 
und Abflachung der oberen Zellschichten ausgehend vom Zentrum der Prolifera-
tionsinseln; (f) Desquamation der oberen nucleus-freien, keratinisierten Strati 
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5.2 Entwicklung einer spezifischen Antibiotikabehandlung gegen Staphylo-

coccus aureus in der Zellkultur  –  Flucloxacillinstudie 

 
70 % aller Hautproben von Probanden mit atopischem Ekzem wiesen Kontaminatio-

nen mit grampositiven, antibiotikaresistenten Staphylococcus aureus-Kolonien auf, 

gegen die die üblicherweise in der Zellkultur eingesetzten Antibiotika wie Penicillin, 

Streptomycin und Gentamicin keine Wirkung zeigten. Als Alternative wurde deshalb 

im Rahmen dieser Arbeit erstmals der in der systemischen in vivo-Therapie übliche 

Einsatz von penicillinaseresistenten Isoaxylpenicillinen wie Flucloxacillin283,286 in die 

Zellkultur übertragen und dessen Wirksamkeit überprüft. Lyophyllisiertes Flucloxa-

cillinnatrium zur Injektion (Staphylex, SmithKline Beecham) bot in der Zusammen-

setzung von 1 g Flucloxacillin und 2,2 mmol Natrium ohne weitere Zusatzstoffe die 

reinste Antibiotikum-Präparation auf dem Markt. Neben der Wirksamkeit unter-

schiedlicher Konzentrationen Flucloxacillin gegen S. aureus in der Zellkultur musste 

vor allem deren zytotoxisches Potential getestet werden. 

 

5.2.1 Zytotoxizitätsstudie 

 
Normalgesunde humane Primärkeratinozyten wurden mit 14 unterschiedlichen 

Flucloxacillinkonzentrationen von 0 g/ml bis 1,0 g/ml Flucloxacillin in MEM inkubiert. 

Abbildung 10 zeigt die im MTT-Vitalitätstest als Maß für die Zellproliferation nach-

gewiesene Mitochondrienaktivität. Die 1 σ-Standardabweichung der Negativkontrolle 

(n = 4) markiert den Bereich nicht zytotoxischer Flucloxacillinkonzentrationen von 

0 % bis 1 % (0,01 g/ml) Flucloxacillin. Nach Inkubation mit höheren Antibiotika-

konzentrationen nimmt die Proliferation deutlich ab.  
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Abbildung 10: MTT-Vitalitätstest: Primärkeratinozyten wurden 2,5 h mit 14 
Konzentrationen von 0 g/ml bis 1,0 g/ml Flucloxacillin inkubiert. Angegeben sind 
1 σ-Standardabweichungen (n = 3 bzw. n = 4). (Datentabelle siehe Anhang A3.2) 

 

Vergleichbare Ergebnisse wurden in einer unabhängigen Methode durch Trypan-

blau-Ausschlussfärbung erzielt und zusätzlich durch die Zellmorphologie unterstützt 

(vergleiche Abbildung 11 a-h): Morphologie und Adhärenzgrad der mit 0,2 % und 

0,4 % Flucloxacillin behandelten Keratinozyten waren vergleichbar mit Keratinozyten 

der Negativkontrolle (Abbildung 11 a, b). Auch nach nur kurzen Inkubationszeiten mit 

1 % Antibiotikalösung verhielten sich die Zellen morphologisch unauffällig (Abbildung 

11 c), nach mehr als zweistündiger Inkubation zeigten sich erste morphologische 

Veränderungen (Abbildung 11 d). Höhere Flucloxacillinkonzentrationen führten zu-

nächst zum Adhärenzverlust der Keratinozyten. Wenige Zellen wiesen nekrotische 

Veränderungen auf, die Mehrheit zeigte eine kondensierte, typisch präapoptotische 

Morphologie (Abbildung 11 e, f). Nach Inkubation mit 8 % Flucloxacillin zeigten die 

Zellen fortgeschrittene Apoptose mit beginnender Zelllyse (Abbildung 11 g), 

Abbildung 11 h zeigt die totale Zelllyse nach 30 % Flucloxacillin. 
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Abbildung 11: Zellmorphologie primärer Keratinozyten nach Inkubation mit Flucloxa-
cillin (Negativkontrolle (a), 2,5 h 0,4 % Flucloxacillin (b), 1 h 1 % Flucloxacillin (c), 
2,5 h 1 % Flucloxacillin (d), 2,5 h 2 % Flucloxacillin (e), 2,5 h 3 % Flucloxacillin (f), 
2,5 h 8 % Flucloxacillin (g), 2,5 h 30 % Flucloxacillin (h)) 
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5.2.2 Provokationsstudie 
 
Um die Wirksamkeit der Flucloxacillinbehandlung unter definierten Bedingungen zu 

testen, wurden sterile Keratinozytenkulturen aus atopischem Ekzem gezielt mit 

S. aureus-Kulturen kontaminiert und anschließend mit 1 %, der höchsten, nicht 

zytotoxischen Flucloxacillinkonzentration behandelt. Eine Kontrollgruppe identischer 

Zellen blieb steril und unbehandelt, eine weitere blieb steril, wurde aber behandelt, 

eine dritte wurde kontaminiert, blieb aber unbehandelt. 5 h nach der gezielten Konta-

mination wurden die Zellkulturen zunächst mehrfach mit Phosphatpuffer gewaschen, 

anschließend mit 1 % Flucloxacillinlösung, analog der etablierten Methode konven-

tioneller Antibiotikabehandlung (vergleiche 5.1.1), in mehreren Zyklen für je 20 min 

inkubiert, bis die Sterilität der Zellkulturen wiederhergestellt war. Abbildung 12 zeigt 

den Prozess der Dekontaminierung nach 30 min (b), 1 h (d) und 2 h (e) Flucloxa-

cillintherapie, während die jeweils unbehandelte, infizierte Kontrollkultur exponentiell 

wachsender S. aureus Kontamination unterlag (c, f). Abbildung 12 a zeigt zum Ver-

gleich eine kontaminierte Keratinozytenkultur 5 h nach der Kontamination zum Zeit-

punkt 0 der Behandlung. Nach 2 h Behandlung waren alle Kulturen erfolgreich und 

dauerhaft dekontaminiert. Die Vitalität behandelter und unbehandelter Zellen war mit 

80-85 %, respektive 90-95 % annähernd vergleichbar. Innerhalb der folgenden 12-

24 h Inkubation mit standardsupplementiertem Zellkulturmedium erreichten die be-

handelten Zellkulturen ebenfalls wieder eine Vitalität von 90-95 %, während konta-

minierte, unbehandelte Kulturen starben. 
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Abbildung 12: Dekontaminationsprozess durch 1 % Flucloxacillinbehandlung gezielt 
kontaminierter Keratinozytenkulturen (kontaminierte Kultur zum Zeitpunkt 0 (a), 
kontaminierte Kultur nach 30 min (b), 1 h (d) und 2 h (e) Behandlung, unbehandelte 
Kultur zum Zeitpunkt 30 min (c) und 2 h (f)) 

 

5.2.3 Flucloxacillinbehandlung kontaminierter Hautproben und Primärzell-

kulturen aus atopischem Ekzem 

 
Bereits das Überführungsmedium frisch entnommener Hautproben aus atopischem 

Ekzem wurde mit 1 % Flucloxacillin angereichert. Anschließend an die in 5.1.1 be-

schriebene, konventionelle Antibiotika-Antimycotika-Behandlung humaner Hautpro-

ben aus atopischem Ekzem wurde ebenfalls für je 20 min mit 1 % Flucloxacillin-

MEM-Lösung inkubiert bis mikroskopisch keine Kontamination mehr sichtbar war. 

Bei 70 % der Hautproben führte bereits eine 20-minütige Inkubation zur vollstän-



                                                                                                                                               5 Ergebnisse 

 92  

digen Dekontamination. In Einzelfällen traten nach der enzymatischen Zellisolierung 

Kontaminationen mit S. aureus in den Reinkulturen auf. Diese konnten entsprechend 

der in der Provokationsstudie durchgeführten Methode erfolgreich behandelt werden. 

Die Dekontamination wurde zunächst unter antibiotikafreien Kulturbedingungen 

überprüft, anschließend wurden die Kulturen unter Standardbedingungen nur mit 

100 U/ml Penicillin und 100 µg/ml Streptomycin kultiviert. 

Die Kombination der oben beschriebenen Antibiotika-Antimycotika Behandlung mit 

der neu entwickelten anti-Staphylococcus aureus Behandlung führte zu sterilen, 

vitalen und proliferierenden Primärkeratinozytenkulturen aus atopischem Ekzem. Der 

Routineeinsatz dieser Antibiotikabehandlung bei Hautproben aus läsionaler und nicht 

läsionaler Haut aus atopischem Ekzem konnte die Anzahl erfolgreicher Isolierung 

und Kultivierung primärer Keratinozyten aus atopischem Ekzem von zuvor 30 % auf 

90 % steigern. 
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5.3 Aufbau einer Zellbank 

 
Mit den in den Kapiteln 5.1 und 5.2 beschriebenen Methoden ließ sich zunächst eine 

mittlere Angehrate der isolierten Primärkulturen von größer 50 % für Primärkera-

tinozyten aus nicht pathologischer Haut und etwa 30 % aus ekzematöser oder nicht 

läsionaler Atopikerhaut erreichen. Die mittlere Kulturrate für Primärfibroblasten lag 

bei größer 75 % aus gesunder und etwa 40 % aus atopischer Haut. Durch Optimie-

rung und Standardisierung der enzymatischen Zellisolierungsmethoden und der zell-

spezifischen Kulturmedien (vergleiche 5.1) konnte die Erfolgsrate für Primärkulturen 

aus pathologisch unauffälligen Hautproben auf 90 % erhöht werden. Nach Entwick-

lung und Etablierung der anti-Staphylococcus spezifischen Flucloxacillinbehandlung 

(vergleiche 5.2) wurde diese Kulturrate schließlich auch für Keratinozyten und Fibro-

blasten aus Hautproben von Probanden mit atopischem Ekzem erreicht. Mittels an 

den jeweiligen Entwicklungsstatus der Zellen angepassten Nährstoffkonditionen 

konnte zudem ein stabiles Proliferations- und Differenzierungsverhalten der Kerati-

nozyten über mehrere Passagen erzielt werden (vergleiche 5.1.4). Die Eigenschaften 

unter diesen standardisierten Bedingungen isolierter und kultivierter Zellen zeigten 

sich auch nach Cryokonservierung unverändert. So ist es gelungen, eine in flüssi-

gem Stickstoff konservierte Zellbank aus humanen Primärkeratinozyten der Passa-

gen 1-3 von 38 Individuen mit pathologisch unauffälliger Haut und 13 Individuen mit 

atopischem Ekzem sowie humaner Primärfibroblasten der Passagen 1-4 von 47 

hautgesunden Individuen und 5 Individuen mit atopischem Ekzem aufzubauen. Von 

29 Individuen stehen Keratinozyten und Fibroblasten desselben Spenders zur Verfü-

gung, von 7 Individuen mit atopischem Ekzem liegen sowohl Keratinozytenkulturen 

läsionaler als auch ekzemfreier Haut vor. 
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5.4 Methodenentwicklung zum Aufbau organähnlicher Gewebekulturen: 

submerse Kokulturen und luftexponierte Hautorganoidkulturen 

 
Ziel des „tissue engineering“ ist die in vitro Rekonstruktion in vivo-ähnlicher Organ-

kulturen. Abbildung 13 zeigt das Prinzip von Hautorganoidkulturen am Beispiel luft-

exponierter Kokulturen.  

 

Abbildung 13: Prinzip dreidimensionaler Hautorganoidkulturen am Beispiel luftexpo-
nierter Kokulturen 

Diese dreidimensional wachsenden Hautorganoidkulturen basieren auf den Reinkul-

turen humaner Primärkeratinozyten und -fibroblasten. Als erste Schritte der Metho-

denentwicklung wurden daher zunächst fundamentale Kulturbedingungen bezüglich 

interzellulärer Kommunikation und Nährmedienzusammensetzung für proliferierende 

Kokulturen sowie diverse, alternative Biomatrices getestet und optimiert. Anschlie-

ßend wurden gezielt entwicklungsspezifisch supplementierte Zellkulturmedien einge-

setzt, um unter gleichzeitiger Luftexposition der Keratinozyten Zelldifferenzierungs-

prozesse zu provozieren.  

Die folgenden Methoden wurden auf der Basis von in der Literatur beschriebenen 

Methoden weiterentwickelt, optimiert und evaluiert: 

 
♦ Luftexponierte Kokulturen auf Anopore™- und Polycarbonatmembranen 

♦ Luftexponierte Kokulturen auf der Basis von Fibroblasten-Kollagengelen 

♦ Luftexponierte Keratinozytenkulturen auf humaner Dermis 

Humanes Hautgewebe

submerse Cokultur
Tag  5-13 “air-liquid-interface”

luftexponiert am Tag 14

Fibroblasten-
Primärkultur

Keratinozyten-
Primärkultur

Keratinozyten-Fibroblasten-Cokultur

submerse Kultur
Tag 1-4

luftexponiert am Tag 28

Hautorganoid
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5.4.1 Luftexponierte Kokulturen auf Anopore™- und Polycarbonatmembranen 

 
Zur Analyse der Adhärenz, der Vitalität sowie des Proliferations- und Differenzie-

rungsverhaltens auf unterschiedlichen Matrices und unter wechselnden Nährstoff- 

und Inkubationskonditionen wurden Mono- und Kokulturen humaner, autologer Fi-

broblasten und Keratinozyten submers und luftexponiert kultiviert. Als anorganische 

bzw. organische Matrices dienten unbeschichtete Membraneinsätze aus Aluminium-

hydroxid (Anopore™) bzw. Polycarbonat. Keratinozyten der Passage 3 wurden in 

einer Zelldichte von 0,2-1 · 106 in F7-Proliferationsmedium ausgesät und 12 Tage 

submers kultiviert. Anschließend folgten weitere 14 Tage luftexponierter Kultur in F3-

Differenzierungsmedium. Vor der Luftexposition wurden die Keratinozyten in vier Ta-

gen submerser Kultur sukzessiv von F7 auf F3-Differenzierungsmedium umkonditio-

niert. (Die Etablierung der Kulturmedien F3/F7 sowie der Methode der sukzessiven 

Medienumkonditionierung erfolgte in zeitgleich durchgeführten Fibroblasten-Kolla-

gengelkulturen und wird im Folgekapitel 5.4.2 erläutert.) Durch den sukzessiven Me-

dienwechsel konnte die Vitalität der Zellkulturen, gemessen anhand der LDH-Frei-

setzung, im Vergleich zum direkten Medienwechsel mit der Aussaat neuer Zellen 

oder Luftexposition der Kulturen deutlich verbessert werden. Die Monokulturen zeig-

ten auf Polycarbonatmembranen im Vergleich zu Anopore™-Membranen eine um 

den Faktor 1,5-2 höhere Aussaateffizienz. Alternativ wurden vor der Keratinozyten-

aussaat 2 · 106 autologe Fibroblasten in DMEM ausgesät und zwei Tage kultiviert. 

Während dieser zwei Tage erfolgte ein sukzessiver Mediumwechsel von DMEM auf 

F7-Proliferationsmedium. Im Vergleich zur Keratinozytenmonokultur wiesen die 

Kokulturen eine deutlich effektivere Keratinozytenadhäsion und -proliferation auf 

(Abbildung 14). Es erfolgte jedoch keine Differenzierung oder Stratifizierung der 

Keratinozyten. 
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Abbildung 14: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen luftexponierter Mono- (a) 
und Kokulturen (b) auf Polycarbonatmatrices 

 

5.4.2 Luftexponierte Kokulturen auf der Basis von Fibroblasten-Kollagengelen 

und Kollagenschwämmen 

 
Kokulturen auf Kollagengelmatrix 

Proliferationsarretierte, humane Primärfibroblasten in Kollagen Typ I -Gelen bildeten 

die Biomatrix weiterer luftexponierter Kokulturen. Es wurden im Wesentlichen zwei 

bekannte auf Fibroblasten-Kollagengelen basierende Hautorganoidkulturtechniken 

angewendet und gemäß der Ergebnisse einzelne Parameter gezielt variiert und kom-
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biniert. Nach der zunächst angewendeten Methode nach Fusenig et al.269 setzte sich 

die Fibroblasten-Kollagenlösung aus 80 % mit NaOH neutralisierter Kollagenlösung, 

10 % Hanks-Puffer und 10 % der in FKS resuspendierten, mittels Mitomycin C arre-

tierten Fibroblasten zusammen. 5 · 105 Zellen/2,5 ml der Fibroblastengellösung wur-

den auf unbeschichtete Membraneinsätze von 23 mm Durchmesser luftblasenfrei 

aufgetragen. Nach einstündiger Standardinkubation wurden sterile Glasringe auf die 

inzwischen gelierten Gele aufgesetzt. Nach einer weiteren Stunde Inkubation wurde 

die durch die Komprimierung des Gels ausgetretene Flüssigkeit entfernt und die Fi-

broblasten-Kollagengele vor der Keratinozytenaussaat für 12 h mit FAD2/Greens-

Medium äquilibriert. 

 

  

Abbildung 15: Migration und Ausrichtung proliferationsarretierter Fibroblasten im 
Kollagengel 6 h (a) bzw. 48 h (b) nach Zellaussaat.  

 
Abbildung 15 a, b zeigt die dreidimensionale Ausrichtung der proliferationsarretierten 

Fibroblasten durch Migration im Kollagengel nach 6 h bzw. 48 h. Dabei kontrahierten 

die Kollagengele innerhalb von 24 h auf ca. 18 mm, nach 48 h auf ca. 15 mm Durch-

messer und 3-4 mm Dicke. Nach 12 h Inkubation wurde das Medium im Glasring 

entfernt und durch je 1,0 ml Primärkeratinozytensuspension (9 · 105 Zellen/ml) er-

setzt. Die Glasringe schränkten das Areal der Keratinozytenbesiedelung ein, so dass 

die Wände der Membraneinsätze zellfrei blieben. Nach 24 h waren die Keratinozyten 

auf dem Kollagengel adhärent und Zellkulturüberstände sowie die Glasringe wurden 

vorsichtig entfernt. Die Nährstoffversorgung der nun luftexponierten Kokultur erfolgte 

ausschließlich über das durch die Fibroblasten vorkonditionierte Medium unterhalb 

der Membraneinsätze. Die Verwendung besonders großvolumiger 6-„well“-Kulturplat-

ten ermöglichte die Versorgung mit einem ausreichenden Nährmedienvolumen. Ein 

Mediumwechsel erfolgte alle zwei Tage. Aufgrund der nicht transparenten Membran-

strukturen war eine begleitende, mikroskopische Kontrolle der Organoidentwicklung 
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nicht möglich. Nach vier Wochen wurden histologische REM-, TEM- sowie Cryo- und 

Paraffinpräparate der Kulturen angefertigt und mikroskopisch analysiert. Ein präpara-

tionsbedingtes Ablösen der Keratinozytenstrati vom Fibroblasten-Kollagengel wäh-

rend der Fixierung wurde durch vorausgehende Überschichtung der Organoidkultu-

ren mit Agar Agar bzw. Cryoteclösung verhindert. Zellschonende Methoden der Prä-

paration und Fixierung für elektronenmikroskopische Organoidpräparate wurden eva-

luiert und etabliert (vergleiche 4.4.2 und 4.4.3). Die proliferationsarretierten Fibro-

blasten, murine 3T3-Fibroblasten sowie autologe humane Fibroblasten, behielten 

auch nach der Aussaat von Keratinozyten auf die Geloberfläche die lockere Struktur 

stationärer, dreidimensional ausgerichteter Zellen im Kollagengel bei. - Native Fibro-

blasten proliferierten dahingegen im Kollagengel zu einem dichten Zellverband paral-

lel ausgerichteter, langgestreckter Zellen, die nach Keratinozytenaussaat chemotak-

tisch auf diese zu migrierten und sie überwuchsen, gefolgt von der Bildung von Zell-

agglomeraten und deren Adhärenzverlust vom leeren Kollagengel. - Auf prolifera-

tionsarretierten Fibroblasten-Kollagengelen kultivierte Keratinozyten erzielten nur 

partiell eine äußerst heterogene, basale Adhärenz (vergleiche Abbildung 16). Die 

Zellen zeigten eine nur geringe, heterogene Proliferation (a). Die Morphologie von 

zum Teil abgekugelten Zellen ließ zudem auf mangelnde Vitalität schließen (b). Eine 

Differenzierung oder Stratifizierung fand nicht statt.  

 

  

Abbildung 16: Partielles Keratinozytenwachstum auf Fibroblasten-Kollagengelen    
(a) Paraffinschnittpräparat, H.E.-Färbung; (b) Organoidoberfläche (REM-Aufnahme) 

 
Um die Bildung eines homogenen, basalen Keratinozyten-„monolayer“ zu gewährlei-

sten, wurde daher in weiteren Kokulturansätzen, in Anlehnung an die Organoidkul-

turmethode des Centre Charles Zviak, L`ORÉAL267, der luftexponierten Kultur eine 

siebentägige submerse Proliferationsphase in F7-Medium vorangestellt. Die an-

schließende, luftexponierte Differenzierungsphase wurde durch gezielte Nährstoff-
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supplementierung des F3-Mediums unterstützt. Die Nährstoffzusammensetzungen 

von F7 und F3 ähneln der von FAD2/Greens (vergleiche 3.2), sind jedoch dem jewei-

ligen Differenzierungsstatus der Kultur spezifischer angepasst. Um zusätzlich eine 

höhere Zellvitalität zu erreichen wurde zudem ab einer Subkonfluenz von 60 % der 

Fibroblasten- und Keratinozytenmonokulturen eine sukzessive Umkonditionierung 

auf das Medium der Organoidkultur (DMEM => F7 bzw. K-SFM => F7) eingeführt. 

Ebenso wurden die Organoidkulturen in vier Tagen submerser Kultur sukzessiv von 

F7-Proliferations- auf F3-Differenzierungsmedium umgewöhnt (Methode, vergleiche 

4.1.6). Unter diesen Kulturbedingungen wurde bei höherer Zellvitalität eine homoge-

nere basale Keratinozytenbesiedelung der Fibroblasten-Kollagenmatrix erzielt. Be-

reits makroskopisch wurde mit zunehmender Kulturdauer eine zunehmende Dichte 

und Dicke des Keratinozytenrasens deutlich. Abbildung 17 zeigt im Vergleich die 

rasterelektronischen Aufnahmen eines zweidimensionalen, konfluenten Keratinozy-

ten-„monolayer“ mit deutlich ausgeprägten, interzellulären Zell-Zellkontakten (a, b) 

sowie einer dichten, sichtbar dreidimensionalen Kokultur (c, d).  
  

 

 

 

Abbildung 17: Rasterelektronenmikroskopische Oberflächendarstellung eines Kerati-
nozyten-„monolayer“ (a, b) im Vergleich zu einer dreidimensionalen Keratinozyten-
Fibroblasten-Kollagengel-Kokultur (c, d); (a, c): Übersichts-, (b, d): Detailaufnahmen 
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Die H.E.-Färbung von Paraffinschnittpräparaten der Organoidkulturen verdeutlichte 

neben der gleichmäßigen Adhärenz ein mehrschichtiges, ungerichtetes Wachstum 

von Keratinozyten unterschiedlicher Differenzierungsstadien (vergleiche Abbildung 

18). Insgesamt zeigte sich die typische Morphologie einer ungerichteten Hyperproli-

feration. Während der Großteil der Keratinozyten das Differenzierungsstadium eines 

Stratum spinosum nicht überstieg, zeigten manche Zellen Differenzierungsanzeichen 

in Form einer zunehmenden Vakuolisierung. Eine Reihe dyskeratotischer Keratinozy-

ten (durch Pfeile hervorgehoben) zeugte mit verfrühter Verhornung ebenfalls von 

spontaner, ungeregelter Differenzierung. Eine gerichtete Stratifizierung der Kulturen 

fand unter diesen Kulturbedingungen nicht statt.  

 

 
 

Abbildung 18: Übersicht (a) und Detailaufnahme (b) von Paraffinschnittpräparaten 
hyperproliferierender Keratinozyten-Fibroblasten-Kollagengel-Kokulturen (H.E.-Fär-
bung); die Pfeile markieren dyskeratotische Keratinozyten. 
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pH-Einstellung der Fibroblasten-Kollagengellösung 

Die Methode nach Fusenig et al. wies eine weitere Problematik auf. Durch die Über-

einstimmung von Äquivalenz- und Neutralpunkt bei der Titration, gestaltete sich die 

Einstellung eines neutralen pH-Wertes der Fibroblasten-Kollagengellösung als äus-

serst diffizil. Nur geringe pH-Wertabweichungen zeigten bereits immense Auswir-

kung nicht nur in Form erhöhter Geschwindigkeit des Geliervorgangs und festerer 

Konsistenz des Kollagengels sondern auch in Form reduzierter Vitalität der Fibro-

blasten im Gel. Die Zusammensetzung der Fibroblasten-Kollagengellösung nach der 

Methode des Centre Charles Zviak, L`ORÉAL (vergleiche 4.1.5) wies dagegen eine 

stärkere Pufferkapazität auf und ermöglichte eine problemlose pH-Einstellung. Trotz 

etwa vergleichbarer Zelldichte von 5 · 105 Zellen/3,0 ml kam es hier zu einer stärke-

ren Kontraktion der Kollagengele innerhalb von 24 h auf ca. 15 mm, nach 48 h auf 

ca. 8-10 mm Durchmesser und 1-2 mm Dicke. Das Keratinozytenaussaatareal wurde 

durch sterile Edelstahlringe auf 1,0 cm² begrenzt, die Kulturen zur Luftexposition auf 

sterile Edelstahlnetze transferiert. In Kombination mit der oben erläuterten, an den 

Differenzierungsstatus angepassten Nährstoffzusammensetzung und sukzessiven 

Medienumkonditionierung konnten an Zelldichte und -vitalität zunehmende Orga-

noidkulturen erzielt werden. Eine geordnete Stratifizierung wurde jedoch auch mit 

dieser Methode nicht erreicht. Die Verwendung von murinen 3T3-Fibroblasten oder 

autologen, humanen Fibroblasten zeigte keinen Einfluss auf Adhärenz, Vitalität, 

Struktur und Stratifizierung der Keratinozyten. Ebenso blieb die Verwendung von PC- 

oder PET-Membraneinsätzen unterschiedlicher Porengröße und -dichte ohne Ein-

fluss auf die genannten Parameter. 

 

Mono- und Kokulturen auf Kollagenschwammmatrix 

Alternativ zum Fibroblasten-Kollagengel wurden Fibroblasten-Keratinozytenkokultu-

ren sowie reine Keratinozytenkulturen unter Anwendung der oben geschilderter Me-

thode nach L`ORÉAL in Kombination mit sukzessiver Medienumkonditionierung auf 

industriell gefertigten, üblicherweise in der Wundheilung sowie in Organexplantatkul-

turen eingesetzten Kollagenschwämmen278,279 kultiviert. Eine begleitende, mikrosko-

pische Kontrolle der Kulturentwicklung war wiederum aufgrund der Dicke der Kolla-

genschwammes nicht möglich. Makroskopisch war jedoch bereits nach sechs Tagen 

submerser F7-Proliferationskultur eine zunehmende Verdichtung im Aussaatareal er-

kennbar (vergleiche Abbildung 19 a). Aus dem Kollagenschwamm auf den Kultur-
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schalenboden abgewanderte Keratinozyten zeigten zudem die unter submerser F3-

Kultur typischen Differenzierungsmerkmale, wie ein mehrschichtiges Wachstum un-

ter Bildung eines festen Zellverbandes mit zunehmender Verhornung sowie Abfla-

chen und schließlich Ablösen der oberen Zellschichten (Abbildung 19 b). Nach acht 

Tagen submerser und 34 Tagen luftexponierter Kultur im trockenen Inkubator wurde 

die Kultur rasterelektronenmikroskopisch ausgewertet. Abbildung 20 zeigt eine aus-

geprägte Integration der Keratinozyten in das Kollagengeflecht. Der Nachweis 

äußerst niedriger LDH-Aktivität über die gesamte Kulturdauer wies zudem eine hohe 

Vitalität der Keratinozyten nach. Eine gerichtete Differenzierung oder Stratifizierung 

der Keratinozyten auf der Schwammoberfläche fand jedoch nicht statt. Der Vergleich 

parallel kultivierter, auf Kollagenschwammmatrix basierender Organoidansätze mit 

erstens humanen Primärkeratinozytenkulturen, zweitens der Primärkulturzelllinie 

NHEK sowie drittens der immortalisierten Keratinozytenzelllinie HaCaT erzielte adä-

quate Ergebnisse. 
 

  

Abbildung 19: Keratinozytenkultur im Kollagenschwamm: (a) makroskopische An-
sicht sechs Tage nach Zellaussaat; (b) nach 14 Tagen aus dem Kollagenschwamm 
migrierte, submerse Keratinozytenkultur unter F3-Differenzierungsbedingungen 

 

 

Abbildung 20: Keratinozytenkultur im Kollagenschwammgeflecht (REM-Aufnahme) 

 



                                                                                                                                               5 Ergebnisse 

 103  

5.4.3 Luftexponierte Keratinozytenkulturen auf humaner Dermis 

 
Alternativ zu den Kollagengelbasierten Fibroblastenkeratinozytenkokulturen wurde in 

Anlehnung an in der Literatur beschriebene Methoden267 humane, epidermisfreie 

und proliferationsarretierte Dermis (hier verwendete Methode vergleiche 4.1.7) als 

Substrat für luftexponierte, autologe Keratinozytenkulturen (5 · 105 Zellen/cm²) einge-

setzt. Das Aussaatareal wurde mittels eines Stahlringes begrenzt und dieser nach 

24 h Inkubation entfernt. Die Kultur wurde gemäß den in Kollagengelkokulturen opti-

mierten, in 5.4.2 erläuterten Kulturbedingungen zunächst unter Proliferationskonditio-

nen sieben Tage submers, anschließend, eingesetzt in Membraneinsätzen oder auf 

Stahlnetzen, unter Differenzierungskonditionen 14-35 Tage luftexponiert gehalten. 

Alternativ wurden mit vergleichbaren Ergebnissen, in Anlehnung an die Methode 

nach Watt, 15 µl hochkonzentrierter Zellsuspension (1-4 · 105 Keratinozyten) direkt 

luftexponiert auf der Dermis ausgesät und kultiviert. Sämtliche Medienwechsel er-

folgten sukzessiv. 

 

 

Abbildung 21: Oberfläche einer 42 Tage alten Dermisorganoidkultur (REM-Aufnah-
me); die Pfeile markieren das Aussaatareal. 

Abbildung 21 zeigt in einer rasterelektronenmikroskopischen Übersichtsaufnahme 

die Oberfläche einer 42 Tage alten Dermisorganoidkultur. Die Pfeile bezeichnen den 

Rand des ursprünglichen Aussaatareals, das sich deutlich von der umgebenden Der-

misoberfläche mit nur wenigen, ausgewanderten Keratinozyten hervorhebt. Eine auf-
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fallend inhomogene, dreidimensionale Zellmorphologie deutete auf eine heterogene 

Differenzierung und Stratifizierung der Organoidkultur. Detailaufnahmen zeigten so-

wohl Zonen dichter Keratinozytenbesiedelung (vergleiche Abbildung 22) sowie unter-

schiedliche Stadien mehrschichtigen Wachstums als auch partielle Stratifizierung 

und Desquamation in Form großflächig keratinisierter, sich ablösender Zellschichten 

(vergleiche Abbildung 23). 
 

 
 

  

Abbildung 22: REM-Detailaufnahme der Dermisorganoidkultur: dichte sowie mehr-
schichtige Keratinozytenbesiedelung 
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Abbildung 23: REM-Detailaufnahme der Dermisorganoidkultur: partielle Desquama-
tion keratinisierter Strati  
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5.5 Entwicklung einer Apparatur zur Exposition von Zellkultursystemen 

gegenüber Stoffen in der Gasphase 

5.5.1 Vorexperiment zur Demonstration auftretender Problemstellungen: 

Zelluläre Exposition gegenüber flüssigen VOC im Standardinkubator  

 
Die Wirkung von Toluol auf humane Primärkeratinozyten wurde im reinen Flüssig-

system untersucht. Flüssiges Toluol wurde in vier unterschiedlich hohen Konzentra-

tionen direkt im wässrigen Zellkulturmedium gelöst, um mögliche Fremdeffekte durch 

Lösungsvermittler auszuschließen. Die zum Zeitpunkt 0, nach 1 h, 2 h und 5 h Expo-

sition entnommenen Zellkulturüberstände wurden mittels manueller „headspace“ 

Gaschromatographie analysiert. Abbildung 24 zeigt als ein Maß für die Konzentration 

die Peakflächen des Chromatogramms in Abhängigkeit von der Zeit und verdeutlicht 

den extremen Konzentrationsverlust von Toluol im Zellkulturmedium innerhalb kurzer 

Zeit. Über die Phasengleichgewichtseinstellung fand ein Konzentrationsausgleich 

zwischen der Flüssig- und der Gasphase innerhalb der Zellkulturplatte sowie mit der 

Gasphase des Inkubators statt. Bereits nach einer Expositionszeit von 1 h war der 

Toluolgehalt im Medium um mehr als 50 % des Ausgangswertes reduziert.  

 

Toluol-Konzentration im Zellkulturmedium
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Abbildung 24: Zeitabhängiger Verlust der Toluol-Konzentration im Zellkulturmedium 
(Datentabelle siehe Anhang A3.3) 

 

Zusätzlich kam es sehr schnell zu einem Konzentrationsausgleich zwischen unter-

schiedlich hoch konzentrierten Zellkulturmedien in der Zellkulturplatte. So war nach 
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1 h Inkubation auch in der Negativkontrolle ein Toluolgehalt nachweisbar, nach 2 h 

war unabhängig von der Ausgangskonzentration in allen Zellkulturmedien ein ein-

heitlicher Toluolgehalt feststellbar. Nach 5 h Exposition war nurmehr ein qualitativer 

Nachweis von Toluol in allen Zellkulturüberständen möglich. Die nach 5 h Exposition 

bestimmten zellulären Parameter bezüglich Proliferation und Vitalität der exponierten 

Zellen zeigten gegenüber der Negativkontrolle keinerlei Beeinflussung durch die 

Exposition mit unterschiedlichen Konzentrationen von Toluol. 

 

5.5.2 Schlussfolgerung aus dem Vorexperiment – Entwicklungskonzept für 

eine Gasphasenexpositionsapparatur 

 
Das Demonstrationsexperiment der zellulären Exposition gegenüber flüssigen VOC 

im Standardinkubator zeigte, wie erwartet, einen extremen Konzentrationsverlust an 

Toluol aus dem Zellkulturmedium innerhalb kürzester Zeit. Über die Einstellung des 

Phasengleichgewichtes entlang des Konzentrationsgefälles an der Phasengrenze 

flüssig-gasförmig kam es sowohl zum Konzentrationsausgleich innerhalb der Zellkul-

turplatte, so auch zwischen den ursprünglich unterschiedlich VOC-haltigen Medien 

der Zellkulturen, als auch zum Konzentrationsausgleich mit der Gasphase im Inku-

bator. Die bereits nach 1 h um mehr als die Hälfte reduzierten Ausgangskonzentra-

tionen verdeutlichten, dass unter diesen Bedingungen im Standardinkubator nicht 

einmal Kurzzeitexpositionen möglich sind. Die Notwendigkeit einer geschlossenen, 

homogen konzentrierten Expositionskammer lässt sich jedoch im konventionellen 

Zellkulturinkubator nur schwer realisieren: Einerseits ist die Erzeugung einer homo-

gen konzentrierten Expositionsatmosphäre im gesamten Inkubator aufgrund seiner 

Größe, des schlechten Strömungsprofils sowie mangelnder Gasdichtigkeit nur 

schwer zu erreichen und vor allem nicht kontrollierbar. Andererseits sind geschlos-

sene Systeme gasdicht konstruierter Zellkulturgefäße für die Kultivierung von Zellen 

nicht einsetzbar, da für deren Proliferation O2-Austausch und für die Aufrechterha-

ltung des Medium-pH-Wertes CO2-Austausch gewährleistet sein müssen. Unabhän-

gig von der Notwendigkeit einer geeigneten Expositionskammer stellte sich bei der 

Exposition gegenüber flüssigen VOC das zusätzliche Problem der schlechten und in-

homogenen Löslichkeit dieser hydrophoben und extrem flüchtigen Stoffe im wässri-

gen Zellkulturmedium. Der gebräuchliche Einsatz von Lösungsvermittlern wie bei-

spielsweise DMSO musste in dieser Studie jedoch vermieden werden. Denn neben 
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möglichen zellulären Effekten durch den Lösungsvermittler selbst ändert sich zudem 

das chemische Potential eines Stoffes (z. B. auch bezüglich seiner Penetrationsei-

genschaften) gemäß seines Zustandes als Lösung, Suspension oder Emulsion. Aus-

schlaggebend kam hinzu, dass eine Exposition gegenüber VOC aus der Gasphase 

vielmehr den umweltrelevanten und physiologischen in vivo Bedingungen entsprä-

che. Es bot sich daher an, das beobachtete Prinzip der Phasengleichgewichtsein-

stellung in umgekehrter Weise für die Exposition submerser Flüssigkultursysteme 

gegenüber VOC aus der Gasphase zu nutzen. Diese gasförmige Schadstoffapplika-

tion ermöglichte zusätzlich auch die Exposition luftexponierter Zellkultursysteme. In-

folgedessen wurde im Rahmen dieser Arbeit eine gasdichte Expositionsapparatur in 

Form eines offenen, kontinuierlich gasdurchströmten Systems entwickelt. Im folgen-

den werden zunächst die Anforderungen an die Apparatur sowie deren technische 

Realisierung und Funktionsprinzip dargestellt.  

 

5.5.3 Anforderungen an die Expositionsapparatur 

 
Grundlegende Voraussetzungen, um Substanzverlust und sogenannten „memory“ 

Effekten durch Wandadsorption vorzubeugen, waren einerseits die Gasdichtigkeit 

der Apparatur, andererseits die Wahl chemisch inerter Materialien für sämtliche 

Apparaturkomponenten.  

Eine präzise Einstellung der Prüfgaskonzentrationen verlangte eine exakte Regulier-

barkeit der Gasvolumenströme sowie ein Zusammenführen der Einzelgase. Um 

reale Umweltsituationen definiert simulieren zu können, musste die relative Luft-

feuchte einstellbar sein. 

Für die Konstruktion der Expositionskammer war zu beachten, dass mehrere Zell-

kulturen simultan exponiert werden sollten. Um eine homogene Exposition dieser 

Zellkulturen zu gewährleisten und Verwirbelungen zu vermeiden, musste die Kam-

mer ein geeignetes Strömungsprofil aufweisen.  

Zur Vermeidung prüfgasunabhängiger Effekte mussten bezüglich pH-Wert und Tem-

peratur des Zellkulturmediums konstante Zellinkubationsbedingungen eingehalten 

werden. Schließlich war eine Vorrichtung zur Probenahme erforderlich, um eine 

Kontrolle und Dokumentation der Expositionsbedingungen zu gewährleisten, ohne 

gleichzeitig störend auf diese einzuwirken. 
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Diese Anforderungen an die Expositionsapparatur lagen sowohl im physikalisch-

chemischen als auch im zellbiologischen Bereich. Dieser Komplexität entsprechend 

wurde die Apparatur in interdisziplinärer Zusammenarbeit mit dem Chemiker Dr. Uwe 

Risse entwickelt. 

 

5.5.4 Technische Realisierung und Funktionsprinzip 

 
Abbildung 25 zeigt eine schematische Darstellung der Expositionsapparatur. Sämt-

liche Gasleitungen wurden aus ¼ Zoll-Edelstahlrohr konstruiert, einzige Ausnahme 

bildet das Temperiersystem zur Einstellung der relativen Luftfeuchte (siehe unten). 

Swagelok-Verschraubungen aus Edelstahl mit Teflondichtungen stellen die Über-

gänge dar. Die verwendeten Flaschendruckminderer bestanden aus Pressmessing 

und Messingmembranen.  

 

Abbildung 25: Schematische Darstellung der Apparatur zur Exposition von Zellkultur-
systemen gegenüber gasförmigen Stoffen 

 

In der Apparatur sollten zertifizierte, statische Prüfgasgemische eingesetzt werden. 

Die Gasvolumenströme wurden durch elektronische Gasflussregler mittels Magnet-

ventilen eingestellt und kontrolliert. Die Gasflussregler bestanden aus einer Steuer-

einheit und Messeinheiten, deren Regelbereiche mit bis zu 50 ml/min, 500 ml/min 
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und 1000 ml/min gemäß den benötigten Volumenströmen gewählt wurden (verglei-

che hierzu Tabelle 4 in Kapitel 4.6.2). Das anschließende Zusammenführen der Ein-

zelgasströme in der Apparatur führte zu einer dynamischen Verdünnung der sta-

tischen Prüfgase. 

Im Trägergas synthetische Luft wird mittels eines reversen Temperiersystems die 

relative Luftfeuchte definiert eingestellt. Hierfür wird die synthetische Luft zunächst 

bei Raumtemperatur durch eine mit destilliertem Wasser gefüllte Waschflasche 

geführt und dabei mit hoher relativer Feuchte angereichert. In einer zweiten, eben-

falls mit destilliertem Wasser gefüllten, temperierbaren Waschflasche kühlt die Luft 

auf die gewählte Temperatur herunter, resultierend in der gewünschten, spezifischen 

relativen Luftfeuchte. Die Temperaturregelung erfolgt in einem Temperierbad mit 

elektronischem Kühlaggregat. Die zu- und abführenden Verbindungen des Tem-

periersystems bestehen aus praktischen Gründen aus flexiblem, chemisch inerten 

Vitonschlauch, die Übergänge zu den Waschflaschen sind mit Teflonschlauch abge-

dichtet. Zusätzlich zu den Prüfgasen und dem Trägergas synthetische Luft wird zur 

Aufrechterhaltung des pH-Wertes im Bicarbonat-gepufferten Zellkulturmedium ein 

konstanter Volumenstrom Kohlendioxid (CO2) zugemischt. Da die Luftfeuchte zu-

sätzlich Wandadsorption verhindert356, werden die Einzelgase direkt hinter den Gas-

flussreglern zusammengeführt und anschließend in die eigentliche Expositionskam-

mer geleitet.  

 

Die eigens für die vorliegende Arbeit konstruierte Expositionskammer besteht aus 

zwei Duranglasrohren von 100 mm bzw. 80 mm Länge und 200 mm Durchmesser 

(vergleiche hierzu den Konstruktionsplan in Abbildung 26). Diese werden mit Hilfe 

eines Schnellspannrings (200 mm, Schott ) mittig über zwei Planflansche (NW 200, 

Schott) mit Nut und Dichtungsring (O-Ring, 200 mm, FEP, Schott) gasdicht zusam-

mengesetzt. Beide Kammerhälften laufen auf der dem Flansch entgegengesetzten 

Seite über 150 mm trichterförmig in 10 x 2,2 mm Glasrohren von je 100 mm Länge 

aus. Die längere (100 mm) Kammerhälfte verfügt zusätzlich über zwei Gewindeein-

sätze GL 18 zum Anschluss eines Temperierkreislaufes, die kürzere (80 mm) Hälfte 

besitzt einen zusätzlichen Glasansatz 18 x 1,5 mm von 15 mm Länge als Probe-

nahmeport. Das Kammervolumen beträgt 9,068 l. 
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Abbildung 26: Konstruktionsplan der Expositionskammer 

Durch die zwei GL 18 Gewindeeinsätze wird ein flexibler Vitonschlauch geführt, der 

spiralförmig mit Heißkleber unter einer Edelstahlplatte (von 170 x 115 mm Größe, 

2 mm Dicke,  mit 10 mm gekanteten Rändern) fixiert und an ein weiteres Temperier-

bad angeschlossen wird. Auf der somit temperierbaren Edelstahlplatte werden die 

Zellkulturschalen im zentralen Gasfluss exponiert. Die Fläche der Edelstahlplatte ist 

der der Zellkulturschalen angepasst, so dass die Simultanexposition von bis zu 12 

Zellkulturen möglich ist. 

Der mit einem Teflonstopfen abdichtbare Probenahmeport dient der Istwertkontrolle 

physikalischer Messgrößen, wie Temperatur und relativer Feuchte. Für die Messung 

im Inneren der Expositionskammer wird der Teflonstopfen entfernt und der Spalt 

zwischen Messgerät und Probenahmeport mit Teflonband abgedichtet. Ebenso wer-

den durch einen durchbohrten Vitonstopfen am Probenahmeport spezifische Gas-

volumina auf Aktivkohleröhrchen gezogen (vergleiche hierzu Kapitel 4.7.1.1).  

 

Die Expositionsapparatur wurde in einem Sicherheitsabzug mit Aktivfilter installiert, 

so dass freigesetzte Stoffe weder in die Innenraumluft noch unfiltriert in die Außen-

luft gelangen können. Für die Expositionskammer wurde ein Untergestell mit U-

förmigen, an die Glaskammer angepassten Halbbögen konstruiert (vergleiche 

Abbildung 27). Mit einem spannbaren Edelstahlbügel wurde die mit Gaszuleitung 

und Temperiereinheit verbundene Kammerhälfte auf dem Postament permanent 
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fixiert. Die zweite Kammerhälfte blieb für Einsatz und Entnahme der Zellkulturplatten 

flexibel montierbar. Anschließend wurde sie ebenfalls mit einem spannbaren Edel-

stahlbügel fixiert. Abbildung 28 zeigt die gesamte Expositionsapparatur, Abbildung 

29 eine Aufnahme der Expositionskammer im Detail. 

 

70 mm140 mm90 mm

730 mm

155 mm205 mm 205 mm155 mm

 320 mm

 

Abbildung 27: Konstruktionsplan des Kunststoffpostaments 

 

 

 

Abbildung 28: Photo der Expositionsapparatur 
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Abbildung 29: Detailaufnahme der Expositionskammer 

 

5.6 Evaluation der Expositionsapparatur – Charakterisierung der Stabilität 

und Zuverlässigkeit physikalisch-chemischer sowie biologischer Para-

meter 

 
Die Expositionsapparatur wurde zunächst in einer Serie von Experimenten hinsicht-

lich prinzipieller Funktionsfähigkeit sowie optimaler Betriebsparameter sorgfältig 

evaluiert. Hierzu wurden als erstes folgende Vorversuche zur Charakterisierung 

physikalisch-chemischer Parameter durchgeführt: 

 

♦ Auswahl eines geeigneten Gesamtvolumenstroms 

♦ Einstellung einer umweltrelevanten relativen Feuchte im Gesamtvolumenstrom 

♦ Temperaturregulierung der Zellkultursysteme in der Expositionskammer 

♦ Bestimmung des apparaturbedingten Totvolumens 

 

Unter Einsatz der Expositionsapparatur sollten die Wechselwirkungen von flüchtigen, 

organisch-chemischen Stoffen (VOC) mit humanen Keratinozyten untersucht wer-

den. Die Versuchsbedingungen der Experimente sind im Methodenkapitel 4.6.2 ein-

gehend erläutert. Neben ersten Erkenntnissen zur Wirkungsrelevanz der VOC in 
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Hinsicht auf das atopische Ekzem beim Menschen (dargestellt ab Kapitel 5.7), dien-

ten diese ersten Untersuchungen vor allem auch der Demonstration und weiteren 

Charakterisierung der Funktionsfähigkeit der Apparatur. Zusätzlich zu den oben 

genannten wurden weitere, sowohl rein von der Expositionsapparatur als auch vom 

Zellkultursystem abhängige Parameter ermittelt: 

 

♦ VOC-Konzentration in der Gasphase 

♦ VOC-Konzentration im Flüssigmedium 

♦ Verdunstungsrate und pH-Wert des Zellkulturmediums 

♦ Vitalität und Zellzahl 

 

5.6.1 Auswahl eines geeigneten Gesamtvolumenstroms 

 
Bei der Festlegung des erforderlichen Gesamtvolumenstroms müssen folgende 

Faktoren berücksichtigt werden: Mit 9,068 l hat die Expositionskammer ein relativ 

großes Volumen. Um die Wandabsorption der Gase möglichst gering zu halten, ist 

ein genügend großer Volumenstrom notwendig. Bei zu großem Volumenstrom 

besteht jedoch die Gefahr einer hohen Verdunstungsrate des Zellkulturmediums. Je 

geringer aber der Fluss, umso größer ist die Gefahr der Ausbildung von Diffusions-

barrieren über dem Zellkulturmedium, so dass der Stofftransport durch stehende 

Luftgrenzschichten gestört würde. Ein weiterer wichtiger Faktor ist die Kontrollier-

barkeit der Expositionsbedingungen. Eine Messung oder Probenahme über den 

Probenahmeport darf das Konzentrations- und Gasflusssystem nicht stören. Es 

muss also auch hierfür ein genügend großer Volumenstrom vorhanden sein. 

Unter Berücksichtigung der oben aufgeführten Überlegungen bewährte sich experi-

mentell ein Gesamtvolumenstrom von 500 ml/min. Ungeachtet des Totvolumens wird 

unter diesen Bedingungen eine Totalerneuerung des Gesamtvolumens in der Expo-

sitionskammer in ca. 18 min gewährleistet. Der Gesamtvolumenstrom wurde in allen 

Versuchen unabhängig von der Schadgaskonzentration konstant eingehalten, um 

einen systematischen Fehler, durch beispielsweise veränderte Diffusionsprozesse, 

auszuschließen.  
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5.6.2 Einstellung einer umweltrelevanten relativen Feuchte im Gesamt-

volumenstrom 

 
Die relative Luftfeuchte hängt neben der absoluten Luftfeuchte, dem tatsächlichen 

Wassergehalt in g/m³ Luft, entscheidend von Lufttemperatur und Luftdruck ab. Je 

wärmer die Luft, umso höher ist ihre Wasseraufnahmekapazität. Kühlt stark mit 

Wasserdampf angereicherte Luft ab, wird die Sättigungsgrenze überschritten, und 

ein Teil des Wassers kondensiert. Das zweistufige, reverse Temperiersystem zur 

Einstellung der relativen Luftfeuchte in der Expositionsapparatur folgt diesem Prinzip: 

Bei Raumtemperatur wird das Trägergas synthetische Luft zunächst mit hoher 

Feuchte angereichert, in einem zweiten Schritt wird dann durch gezielte Temperatur-

einstellung die gewünschte relative Luftfeuchte eingestellt.  

Da realistische, umweltrelevante Außenluftbedingungen simuliert werden sollten und 

in der Bundesrepublik Deutschland in mittleren Höhen im Jahresmittel eine relative 

Luftfeuchte von 50-60 % herrscht, wurde die relative Feuchte auf diesen Wert einge-

stellt. Da ausschließlich eine Befeuchtung des Grundgases erfolgte, war experimen-

tell die relative Feuchte des Gesamtvolumenstroms maximal in der Größenordnung 

des prozentualen Anteils des Trägergases am Gesamtvolumenstrom realisierbar. 

Die Justierung des reversen Temperiersystems musste deshalb in Abhängigkeit von 

der relativen Zusammensetzung des Gesamtvolumenstroms des jeweiligen Exposi-

tionsansatzes erfolgen. Art und Anzahl der zu exponierenden Zellkultursysteme ha-

ben zusätzlich entscheidende Auswirkungen auf die relative Feuchte im System. So 

tragen submerse Kulturen durch die Größe ihrer Verdunstungsoberfläche in hohem 

Maße zur Befeuchtung der Atmosphäre der Expositionskammer bei, während Organ-

kulturen deutlich kleinere Verdunstungsoberflächen aufweisen. Zusätzlich zur Ein-

stellung des reversen Temperiersystems kann dieser Faktor durch Variieren der 

Temperatureinstellung der Probentrageplatte in Relation zu der in der Kammer vor-

herrschenden Lufttemperatur kompensiert werden. In der Simultanexposition von je 

6 submersen Zellkulturen wurde so exemplarisch in 13 voneinander unabhängigen 

Expositionsansätzen eine mittlere relative Luftfeuchte von 57,8 % +/- 8,5 % erreicht. 

In unabhängigen Expositionsexperimenten von je 12 submersen Zellkultursystemen 

wurde eine mittlere relative Luftfeuchte von 61,5 % +/- 4,6 % erzielt, was einer 

relativen Standardabweichung von 7,5 % entspricht (n = 22). Zur Einstellung einer 
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konstanten relativen Feuchte von +/- 1,5 % innerhalb eines Expositionsansatzes 

wurde eine Vorlaufzeit von 45-55 min benötigt. 

 

Abbildung 30 zeigt exemplarisch den typischen Verlauf der relativen Luftfeuchte 

nach dem Einsetzen einer Kulturschale mit 6 submersen Zellkulturen in die vorkondi-

tionierte Expositionsapparatur. Durch das Öffnen der Kammer herrschten zu Beginn 

der Exposition annähernd Raumluftbedingungen von 28,0°C und 41,8 % relative 

Feuchte. Der Gasvolumenstrom betrug 475 ml/min synthetische Luft und 25 ml/min 

CO2. Die zweite Waschflasche des Temperiersystems wurde auf 5°C gekühlt, die 

Temperierplatte in der Kammer hatte Raumtemperatur. Innerhalb weniger Minuten 

war ein starker Anstieg der relativen Luftfeuchte mit einem Maximum bei 8-10 min zu 

verzeichnen. Anschließend sank der Wert langsam wieder ab. Schließlich stellte sich 

nach etwa 45-55 min eine konstante Luftfeuchte von 53,2 % +/- 0,5 % ein. Die Luft-

temperatur entsprach mit 28,1°C +/- 0,1 K der Raumtemperatur, die Medientempe-

ratur lag bei 27-28°C. Die Istwerte von relativer Luftfeuchte und Temperatur wurden 

in „online“-Direktmessungen über eine Messsonde im Probenahmeport der Exposi-

tionskammer erhoben. 

 

Verlauf von relativer Luftfeuchte und Temperatur in der Expositionskammer
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Abbildung 30: Verlauf der Parameter relative Luftfeuchte und Temperatur bei der 
Exposition von submersen Zellkultursystemen (Datentabelle siehe Anhang A3.4) 
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5.6.3 Temperaturregulierung der Zellkultursysteme in der Expositionskammer 

 
Die Exposition der Zellkultursysteme erfolgt auf einer temperierbaren Edelstahlplatte 

im zentralen Gasfluss, die eine konstante Temperatur der Zellkulturmedien während 

der Exposition gewährleistet.  

Unter in vitro-Standardbedingungen werden Zellkulturen bei 37°C inkubiert. In vivo 

weist die menschliche Haut einen Temperaturgradienten von 37°C in der Dermis bis 

33°C in oberen Epidermisschichten auf.  

Blieb die Temperiereinheit ausgeschaltet, entsprachen Luft- und Medientemperatur 

in der Expositionskammer der im Sicherheitsabzug vorherrschenden Raumtempe-

ratur, die aufgrund der Abwärme der elektronischen Geräte üblicherweise um etwa 

2°C über der Innenraumtemperatur lag (Febr.-April: 22,2 °C +/- 1,0 K (n = 13), Mai-

Juli: 26,0°C +/- 1,3 K (n = 22)). In Abhängigkeit von der Einstellung einer relativen 

Luftfeuchte von 50 % bis maximal 60 % (vergleiche vorheriges Kapitel) war für 

submerse Zellkultursysteme eine Temperaturregulierung von maximal 34°C Wasser-

temperatur, resultierend in 31°C Zellkulturmedientemperatur möglich. Für Organkul-

turen konnten bei 38°C Wassertemperatur Werte bis 34°C im Zellkulturmedium er-

reicht werden. Die Lufttemperatur in der Expositionskammer betrug dabei 29,3°C bis 

29,5°C bzw. 32,3°C bis 32,6°C. 

Exemplarisch in 21 voneinander unabhängigen Expositionsversuchen submerser 

Zellkulturen erhobene Lufttemperaturdaten wiesen bei einem Minimum von 24,5°C 

und einem Maximum von 27,5°C einen mittleren Wert von 25,7°C +/- 0,9 K auf, was 

einer relativen Standardabweichung von 3,5 % entspricht. Die Vorlaufzeit bis zu 

einer Temperaturkonstanz von +/- 0,2 K innerhalb eines Expositionsansatzes betrug 

15-20 min. 

 

5.6.4 Bestimmung des apparaturbedingten Totvolumens 

 
Um über die gesamte Expositionsdauer konstante Versuchsbedingungen zu gewähr-

leisten, muss das apparaturbedingte Totvolumen bekannt sein. Es gibt Auskunft 

über den benötigten Gasvorstrom bzw. die Vorlaufzeit zur Einstellung konstanter 

Versuchsbedingungen bezüglich Prüfgaskonzentration, relativer Feuchte und Tem-

peratur in der Expositionskammer.  
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Bei einem Gesamtvolumenstrom von 500 ml/min wurden nach 3-4 Minuten, entspre-

chend 1,5-2,0 l Volumen, erste Veränderungen in der Expositionskammer messbar. 

Nach 15-20 min Einstellzeit konnten konstante Temperatur-, nach 45-55 min kon-

stante Feuchtewerte gemessen werden (vergleiche Abbildung 31 sowie Abbildung 

30 in Kapitel 5.6.2). Eine konstante Prüfgaskonzentration stellte sich ebenfalls nach 

einer Vorlaufzeit von 45-50 min ein. Das Totvolumen der Apparatur beträgt demnach 

22,5 l bis 25 l. Der nur 2,5fache Wert des Kammervolumens spricht zum einen für 

die Dichtigkeit des Systems und zum anderen für das Auftreten nur sehr geringer 

Wandadsorptionseffekte. 

Abbildung 31 zeigt exemplarisch die Einstellung der relativen Luftfeuchte in der Ex-

positionskammer bei konstanter Temperatur, ausgehend von einem mit unbefeuch-

teter, synthetischer Luft vorkonditionierten, zellkulturfreien System. Die Veränderung 

der relativen Luftfeuchte fand direkt ohne zeitliche Verzögerung statt, ein konstanter 

Wert wurde nach etwa 45-55 min erreicht. Die Daten wurden durch „online“-Messun-

gen der Temperatur und relativen Feuchte im Inneren der Expositionskammer er-

hoben.  

 

Einstellung der relativen Luftfeuchte bei konstanter Temperatur
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Abbildung 31: Bestimmung des apparaturbedingten Totzeitvolumens anhand der 
relativen Luftfeuchte (Datentabelle siehe Anhang A3.5) 
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5.6.5 VOC-Konzentration in der Gasphase 

 
Zum quantitativen Nachweis der realen VOC-Prüfgaskonzentration in der Expo-

sitionskammer wurden definierte Probenvolumina auf Aktivkohleröhrchen gezogen, 

die angereicherten Analyten anschließend mit Benzylalkohol desorbiert und gas-

chromatographisch analysiert (Methode, siehe Kapitel 4.7.1).  

Abbildung 32 zeigt exemplarisch ein typisches Chromatogramm. Die Trennung der 

Analyten auf der apolaren Säule erfolgte nach Siedepunkten. So erscheint Toluol als 

am stärksten flüchtige Komponente als erster Peak nach einer Retentionszeit von 

4,10 min, gefolgt von m-Xylol nach 6,14 min. Die Retentionszeiten blieben mit einer 

maximalen Abweichung von 0,007 min stabil. Die Trennung erfolgte bei 100°C. Nach 

8 min begann die Ausheizphase bei schließlich 220°C, in der die Säule mit einem 

Hauptpeak nach 10,18 min von dem Desorptionsmittel Benzylalkohol gereinigt wird. 

Der Peak bei 8,59 min stellt eine Oxokomponente, eine Verunreinigung des Benzyl-

alkohols dar. Mit diesem Temperaturprogramm wurde eine klare Trennung der Ana-

lyten erreicht, mit Hilfe des Splitverhältnisses am Injektor und der Regulierung des 

Signals am Detektor wurde die Peakhöhe optimiert. Die Peakfläche ist der Analyt-

konzentration proportional. 

 

 

                               

                              Toluol   m-Xylol          

                               

 

 

 

Abbildung 32: Chromatogramm konventioneller Gaschromatographie 
 

Untersucht wurden 37 Analytprobenröhrchen aus 34 Expositionen. Für die Quanti-

fizierbarkeit mit Hilfe eines linearen 6-Punkt-Kalibrierbereichs von 0-750 µg/ml Toluol 

bzw. m-Xylol ergaben sich die in Tabelle 8 dargestellten Grenzwerte. 
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Tabelle 8: Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenze der Analyten Toluol und 
m-Xylol durch konventionelle Gaschromatographie 

 Toluol m-Xylol 

Nachweisgrenze 58,98 µg/ml 63,97 µg/ml 

Erfassungsgrenze 118,0 µg/ml 127,9 µg/ml 

Bestimmungsgrenze 199,9 µg/ml 216,8 µg/ml 

 

In den Mehrfachbestimmungen (n = 2 oder n = 3) aller Proben wurden in den Kon-

zentrationsbereichen von 0-405 µg/ml Toluol und 0-887 µg/ml m-Xylol relative 

Standardabweichungen von σpooled  =  5,5 % erzielt. Die über die Gasflussregler ein-

gestellten Konzentrationen wurden mit einer Genauigkeit von 89 % +/- 10 % erreicht. 

Das entspricht einer statistischen, relativen Unsicherheit von 11 %, davon entfallen 

5,5 % auf die relative Messungenauigkeit der gaschromatographischen Methode. 

 

Zur Qualitätssicherung der VOC-Analytik wurden Untersuchungen zum Einfluss 

möglicher Störkomponenten durchgeführt. Neben der in Kapitel 4.7.1.3 beschrie-

benen Kalibrierung des analytischen Systems wurden Blindwert, Sammeleffizienz 

und Desorptionsrate bestimmt. Außerdem wurde die Lagerstabilität der Probe-

nahmesysteme geprüft: 

In den aus Kontrollexpositionen mit reiner synthetischer Luft und CO2 stammenden 

Proben ergab sich ein Blindwert von 0,00. Es fanden sich keinerlei Spuren von VOC 

aus vorherigen Expositionen. Zur Ermittlung von Sammeleffizienz und Desorptions-

rate wurden Kalibrierlösungen bekannter Analytkonzentration analysiert. Die Kali-

brierlösungen wurden sowohl mit als auch ohne Aktivkohle analysiert. Aus dem 

Quotienten der Peakflächen ließ sich eine Desorptionsrate von im Mittel 96,8 % +/- 

9,9 % über 126 analysierte Kalibrierlösungen ermitteln.  

Mehrfachbeprobungen einer identischen Expositionssituation mit anschließenden 

Analysen zu unterschiedlichen Zeitpunkten wiesen unter den im Methodenkapitel 

4.7.1.1 beschriebenen Bedingungen eine Lagerstabilität der Analyten von minde-

stens vier Wochen nach. Zusammen mit den Analytproben gelagerte, unbeprobte 

Aktivkohleröhrchen ließen als Negativkontrollen zudem eine Kreuzkontamination 

während der Analytprobenaufbewahrung ausschließen. 
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5.6.6 VOC-Konzentration im Flüssigmedium 

 
Die Keratinozyten im submersen Zellkultursystem hatten aufgrund der Überschich-

tung mit Nährmedium keinen direkten Kontakt zur Gasphase. Die submersen Zellen 

wurden daher effektiv mit der aus der VOC-Konzentration in der Gasphase resultie-

renden VOC-Konzentration im Zellkulturmedium exponiert. Die Quantifizierung der 

im Zellkulturmedium gelösten VOC erfolgte mittels manueller „headspace“ Gaschro-

matographie (vergleiche 4.7.2). Als Referenzwerte dienten unter der Voraussetzung 

idealer Gas-, Strömungs- und Diffusionsbedingungen theoretisch ermittelte Gelöst-

stoffkonzentrationen (vergleiche Abbildung 33): Die unter idealen Bedingungen in die 

Flüssigphase übertretenden VOC-Konzentrationen entsprachen im Mittel, abhängig 

von der Temperatur, zwischen 0,25 % (20°C) und 0,41 % (30°C) für m-Xylol, bzw. für 

Toluol zwischen 0,29 % (20°C) und 0,47 % (30°C) der in der Gasphase eingesetzten 

VOC-Konzentrationen (vergleiche Datentabelle in Kapitel 4.7.2.3). Zur Berechnung 

der Stoffübergänge im VOC-Gleichgewicht zwischen Gas- und Flüssigkeitsphase 

wurden, wie im Kapitel 4.7.2.3 ausgeführt, das Daltonsche und das Henrysche 

Gesetz herangezogen253. 

theoretische VOC-Konzentration im Zellkulturmedium 
in Abhängigkeit von der Temperatur
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Abbildung 33: Zu erwartende Konzentration der unter idealen Gasbedingungen im 
Zellkulturmedium gelösten VOCs in Abhängigkeit von der Temperatur. Die Legende 
gibt die in der Gasphase vorliegenden Ausgangsstoffkonzentrationen an (Datenta-
belle siehe Kapitel 4.7.2.3).  
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Abbildung 34 zeigt exemplarisch ein typisches „headspace“ Chromatogramm. Nach 

einem kleinen Injektionssignal bei 1,32 min und einer Zellkulturmedienkomponente 

bei 1,43 min folgt nach 2,79 min das Signal für Toluol, gefolgt von dem m-Xylol-

Signal nach 4,18 min. Die substanzcharakteristischen Retentionszeiten blieben mit 

Abweichungen < 0,003 min dauerhaft konstant. 

 

 

 

                                                           

                                                                         Toluol            m-Xylol        

 

 

 

Abbildung 34: Chromatogramm der manuellen „headspace“ Gaschromatographie 

 

Bei dem zunächst eingesetzten Zellkulturmedium K-SFM mit einem Hauptpeak bei 

1,430 min sowie Nebensignalen bei 1,935 min, 2,783 min und 3,310 min kam es zu 

einer Überlagerung mit dem Toluolsignal bei 2,790 min. Als praktikabler erwies sich 

ein vergleichbares Keratinozytenmedium KGM, das lediglich die folgenden Signale in 

der „headspace“-GC aufzeigt: ein Nebensignal bei 1,365 min und, wie K-SFM, einen 

Hauptpeak bei 1,430 min.  

 

Aufgrund der schlechten Löslichkeit von flüssigem Toluol und m-Xylol im wässrigen 

System war es schwierig, homogen konzentrierte Kalibrierlösungen herzustellen. 

Vielfach wurden so zum einen die den vollzogenen Verdünnungsschritten theo-

retisch entsprechenden Konzentrationsverhältnisse nicht erreicht. Zum anderen 

schwankte die Reproduzierbarkeit in Mehrfachmessungen identischer Kalibrierlösun-

gen zwischen 8,7 % und 62,6 %. Bezogen auf unterschiedliche Kalibrierlösungen 

wurden somit die theoretischen, im Phasengleichgewicht unter idealen Bedingungen 

erreichbaren VOC-Konzentrationswerte einer Probe zu zwischen 70 % und 200 % 

erreicht. Eine Kalibration auf absolute Konzentrationen war daher nicht möglich.  
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Jedoch waren - unabhängig vom Kalibrationssystem - die Messsignale bezogen auf 

die Konzentrationen proportional und reproduzierbar: Die Flächenwerte für Toluol 

und m-Xylol wiesen im Mittel aller erhobenen Mehrfachmessungen eine Standardab-

weichung von 12,3 % auf. Durch Standardisierung und Optimierung der in Kapitel 

4.7.2.2 beschriebenen Methode konnten schließlich in Wiederholmessungen (n = 3 

oder n = 5) Standardabweichungen von < 10 % sowie in Reihenmessungen mit 

zwischengeschalteten Raumluftanalysen „memory“ Effekte von < 1 % der zuvor ana-

lysierten Probenpeakfläche erreicht werden. Die jeweils 12 Zellkulturen desselben 

Expositionsversuchs zeigten eine relative Standardabweichung ihrer Peakflächen 

von σpooled aller Expositionsexperimente = 14,4 %, unabhängig von der Lokalisation 

der Kulturen in der Zellkulturplatte und in der Expositionskammer. 

Nach Kontrollexpositionen mit 95 % synthetischer Luft und 5 % CO2 wurden keinerlei 

Spuren von Toluol oder m-Xylol in den Zellkulturüberständen nachgewiesen. In mit 

umweltrelevantem VOC-Gemisch exponierten Medien wurden Peakflächen um 

1000 µVs qualitativ ermittelt. Diese Werte waren jedoch nicht zuverlässig quanti-

fizierbar. Als niedrigste VOC-Konzentration konnte mit der angewandten Methode 

der aus der Exposition mit 1 MAK m-Xylol resultierende Medium-VOC-Gehalt sicher 

quantifiziert werden. Die Reproduzierbarkeit der Peakflächen in Mehrfachmessungen 

identischer Proben zeigte keinen Unterschied zu der höherer VOC-Konzentrationen 

wie 1 bzw. 3 MAK Toluol. Die relativen Standardabweichungen innerhalb der 12 

Zellkulturen identischer Expositionsexperimente betrugen im Mittel aller 1 MAK 

m-Xylol-Expositionen σpooled  =  13,9 %, im Vergleich zu σpooled = 14,7 % aller 1 MAK 

Toluol-Expositionen und σpooled = 14,5 % aller 3 MAK Toluol-Expositionen. Die 

Streuung der Peakflächen aller analysierten Proben derselben Expositionsvariante 

betrug für Expositionen mit 1 MAK m-Xylol σpooled = 13,5 %, für Expositionen mit 

1 MAK Toluol σpooled = 13,9 % und für Expositionen mit 3 MAK Toluol σpooled = 22,2 %. 

Die Daten aus 5 h, 8 h, 18 h und 24 h Expositionsdauer waren dabei jeweils homo-

gen über den gesamten Wertebereich verteilt. Das Phasengleichgewicht wurde dem-

nach in allen Expositionszeitvarianten gleichermaßen erreicht.  

(Die hier zugrundeliegende Versuchsmatrix wird in den Kapitel 4.6.2, 5.7.1 und 5.7.2 

ausführlich erläutert.) 
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5.6.7 Verdunstungsrate und pH-Wert des Zellkulturmediums 

 
Als weitere vom Zellkultursystem abhängige Daten wurden die Verdunstungsrate 

und der pH-Wert des Nährmediums bestimmt. In direkter Abhängigkeit von der Grös-

se der überströmten Oberfläche sowie der Temperatur und relativen Feuchte der 

Luft ergab sich eine relative mittlere Verdunstungsrate von 18,5 % +/- 4,9 % über die 

Expositionsdauer (absolute Standardabweichung 6,0 %, n = 90), die in Absolutwer-

ten einem Flüssigkeitsverlust von 0,52 ml +/- 0,25 ml bei 2,81 ml +/- 0,13 ml Aus-

gangsvolumen entsprach.  

In Analogie zu Standardbedingungen in der Zellkulturinkubation diente während der 

Exposition ein gleichbleibend konstanter Kohlendioxidgehalt von 5 % der Aufrechter-

haltung des pH-Wertes im Bicarbonat-gepufferten Zellkulturmedium. Bei einem kon-

stanten Gesamtvolumenstrom von 500 ml/min in allen Versuchen wurde das Kohlen-

dioxid (CO2) unabhängig von der Schadgaskonzentration mit einem Volumenstrom 

von 25 ml/min dosiert. Auf diese Weise wurde, unabhängig von Substanz und Kon-

zentration des Prüfgases, eine pH-Wertkonstanz im Rahmen von +/- 0,02 (0,3 %) 

um pH 7,28 (n = 31) erreicht. Identische Zellkulturansätze, die parallel zur Exposi-

tionsdauer unter Standardbedingungen im Brutschrank inkubiert wurden, wiesen 

Werte von pH 7,29 und pH 7,30 auf.  

 

5.6.8 Vitalität und Zellzahl 

 
Im Anschluss an die der Exposition folgenden 48 h-Inkubation unter Standardbedin-

gungen im Zellkulturinkubator wurden zelluläre Parameter wie Vitalität und Zellzahl 

bestimmt. Die Zellvitalität von 42 exponierten Kulturen, gemessen durch die zwei 

voneinander unabhängigen Methoden Trypanblauausschluss und Lactatdehydroge-

nasefreisetzung, betrug unabhängig von Art und Dauer der Exposition 87,4 % +/-

11,7 %. Bisbenzimidfärbungen zeigten zudem keine apoptotisch verdichteten Zell-

kerne. Die mittlere Zellzahl aus 60 exponierten Zellkulturen betrug 2,4·105 +/- 1,0·105 

Zellen, was einer relativen Standardabweichung von 41,7 % entsprach. Hierbei 

musste jedoch der relativ hohe methodische Fehler der Zellzahlbestimmung von 

10-15 % berücksichtigt werden, der sich im vorliegenden Fall aufgrund der niedrigen 

Zellzahlen um zusätzliche 10-20 % auf 25-35 % erhöhte. Die Höhe der absoluten 

Zellzahl war aufgrund des Aussaatareals von 7,07 cm² in der 6-„well”-Platte limitiert. 
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5.7 Analyse von VOC-Effekten auf humane Keratinozyten – Einsatz der 

Expositionsapparatur in allergotoxikologischen Fragestellungen  

5.7.1 Versuchskonditionen für die in vitro Expositionen von humanen 

Primärkeratinozyten gegenüber umweltrelevanten Schadstoffen 

 
Als Modellsubstanzen für Schadstoffe in straßenverkehrsbelasteten Regionen ka-

men die flüchtigen, organischen Verbindungen Toluol und, als Hauptkomponente der 

Xylol-Isomere in der Umwelt, m-Xylol zum Einsatz. Von einem Einsatz von dem mit 

Toluol und Xylol vielfach vergesellschafteten Benzol wurde aufgrund seiner mutage-

nen Wirkung in diesem Projekt abgesehen, da ausschließlich inflammatorische und 

immunmodulatorische Schadstoffeffekte untersucht werden sollten. Um substanz-

spezifische Effekte sowie umweltrelevante Kombinationseffekte zu untersuchen, 

erfolgten sowohl Expositionen gegenüber Einzelstoffen als auch gegenüber einem 

Stoffgemisch. Da unterschiedliche reale Expositionssituationen unter kontrollierten 

Bedingungen untersucht werden sollten, wurden einerseits umweltrelevante Außen-

luftbedingungen simuliert: Die Zielkonzentration des in Konzentration und Zusam-

mensetzung (Toluol : Xylol im Verhältnis 3 : 2) für Straßenverkehrsbelastungssitua-

tionen typischen Toluol/m-Xylol-Gemischs wurde auf der Basis epidemiologischer 

Freiluftmessungen gewählt230,231. Die andererseits als Referenzkonzentrationen die-

nenden Stoffkonzentrationen der Einzelkomponenten Toluol und m-Xylol wurden in 

Anlehnung an die Richtlinien für maximale Arbeitsplatzkonzentrationen (MAK) 

gewählt: In toxikologischen in vitro Experimenten der MAK-Kommission werden 

üblicherweise Stoffkonzentrationen von 0,1 MAK, 1 MAK und 3 MAK eingesetzt. Da 

erste Erkenntnisse über die Qualität, Quantität und Konzentrationsabhängigkeit 

VOC-induzierter Effekte gewonnen werden sollten, wurde aufgrund der hohen 

Anzahl von Versuchsvariablen zugunsten einer breiteren Konzentrationsspanne bis 

3 MAK auf Expositionen gegenüber 0,1 MAK verzichtet. Unter Einsatz statischer 

Prüfgase auf Basis synthetischer Luft in Konzentrationen von 500 ppm sowie 

1000 ppm Toluol bzw. 500 ppm m-Xylol sowie einem Prüfgasgemisch mit 0,7 ppm 

Toluol und 0,4 ppm m-Xylol wurden schließlich Expositionsbedingungen von 1 und 

3 MAK Toluol, 1 MAK m-Xylol sowie von einem umweltrelevanten Verhältnis von 
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0,08 mg/m³ Toluol und 0,053 mg/m³ m-Xylol realisiert*. Eine Exposition gegenüber 

3 MAK m-Xylol war im Rahmen der hier vorgesehenen Versuchsdurchführung 

technisch nicht möglich, da aufgrund des Dampfdrucks die Gaskonzentration in 

Stahlflaschenabfüllungen 500 ppm m-Xylol, bzw. 1000 ppm Toluol nicht übersteigen 

kann. Höher konzentrierte Gase würden bei der Komprimierung verflüssigt, so dass 

für diese Konzentrationen eine dynamische Prüfgaserzeugung in einem Prüfgas-

generator angezeigt wäre.  

In den durchgeführten Experimenten wurde der Fokus somit auf Toluol als Leitkom-

ponente für Aromaten und VOC gelegt: In der Außenluft tritt es als stärkste Kompo-

nente in Straßenverkehrsbelastungssituationen auf; im Innenraum bilden vor allem 

Lösungsmittel aus Farben, Bodenbelägen und Möbeln die Hauptquelle des Toluol. 

Daher werden Stoffkonzentrationen und Kalibrierungen üblicherweise auf Toluoläqui-

valente bezogen. 

Zur Analyse von Kurzzeiteffekten wurden Expositionen von 5 h Dauer durchgeführt. 

Da MAK-Richtwerte immer auf die Expositionsdauer einer Arbeitsschicht bemessen 

sind, wurde eine weitere Probennahme nach 8 h Exposition vorgenommen. Vielfach 

äußern sich Schadstoff-induzierte Effekte als verzögerter Reaktionstyp. Zudem sind 

Transportprozesse von VOC in die Haut wie innerhalb der Haut und die dafür be-

nötigte Zeit nicht bekannt. Möglicherweise wird eine Anzahl von Effekten erst durch 

Stoffwechselprodukte hervorgerufen. Auch der Zeitbedarf für die Verstoffwechselung 

spezifischer Schadstoffe in der Haut ist unbekannt. Deshalb wurden in einem wei-

teren Versuchsansatz über 18 h und 24 h Expositionsdauer mögliche Langzeiteffekte 

untersucht. 

Luftexponierte Hautorganoidkulturen konnten zum Zeitpunkt der Expositionsver-

suche nicht in ausreichender Qualität produziert werden und ließen daher keine 

                                            
* Der in dieser Arbeit verwendete Terminus „Exposition gegenüber x  MAK Toluol 

bzw. m-Xylol“ bezieht sich generell auf die VOC-Expositionskonzentrationen in der 

Gasphase. Die im submersen Zellkultursystem schließlich auf die Zellen einwirken-

den VOC-Konzentrationen sind um Größenordnungen niedriger (<1%) als die in der 

Gasphase applizierten VOC, da die im Zellkulturmedium enthaltenen VOC-Konzen-

trationen aus dem Phasengleichgewicht mit der MAK-orientierten VOC-Gaskonzen-

tration resultieren. Die im Zellkulturmedium enthaltenen Stoffkonzentrationen können 

prinzipiell nicht mit MAK-Richtwerten verglichen werden, da sich letztere in [ppm] auf 

vol/vol-Konzentrationen innerhalb der Gasphase beziehen und nur hierfür gültig sind. 
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reproduzierbaren Ergebnisse erwarten. Als Zellkultursystem wurden daher – als ein 

Modell des proliferierenden Stratum basale – submerse Primärzellkulturen humaner 

Keratinozyten eingesetzt (Passagen 2-4). Die Expositionsversuche simulierten so 

das im Fall der Barriereschädigung des atopischen Ekzems postulierte Eindringen 

von VOC in tiefere, generative Hautschichten. Vergleichend wurden Primärzellen aus 

Bioptaten normalgesunder Haut, ferner aus läsionaler sowie nicht läsionaler Haut 

von Probanden mit atopischem Ekzem eingesetzt. Vorversuche hatten nach 48 h 

Kultur eine maximale Anreicherung der Zytokine im Zellkulturmedium unter gleich-

zeitig ausreichender Nährstoffversorgung und vitalen Kulturbedingungen gezeigt 

(vergleiche Kapitel 5.7.3.1). Auf die Aussaat identischer Zellzahlen folgte daher – zur 

anschließenden Analyse der Spontansekretion – eine Inkubationszeit von 48 h unter 

Standardbedingungen (37°C, 5 % CO2 , 95 % relative Luftfeuchte). Anschließend 

fand die Exposition gegenüber VOC statt, gefolgt von erneutem Mediumwechsel und 

weiteren 48 h Standardinkubation. Die 48 h Zellkulturüberstände wurden gesammelt 

(vergleiche Methodenkapitel 4.6.2) und hinsichtlich ihres VOC-, LDH-, und Zytokin-

gehalts vergleichend analysiert. Als Zellkulturmedium wurde KGM eingesetzt, da es 

im Gegensatz zu K-SFM eine gaschromatographische Trennung des Toluolsignals 

von Signalen einzelner Medienkomponenten erlaubte (vergleiche Vorversuche, 

Kapitel 5.6.6). Die VOC-Expositionen wurden unter den folgenden, in Vorversuchen 

optimierten Expositionskonditionen durchgeführt (vergleiche Kapitel 5.6): Simultan-

exposition von 12 submersen Zellkulturen, 25,7°C +/- 0,9 K Lufttemperatur, 31°C 

Mediumtemperatur, 61,5 % +/- 4,6 % relative Luftfeuchte, 5 % CO2, Medien-pH 7,28 

+/- 0,02, 500 ml/min Gesamtvolumenstrom. Für ein vollständig faktorielles, balancier-

tes Versuchsdesign wurden pro Fallgruppe und Expositionsvariable jeweils min-

destens fünf Experimente durchgeführt. Für alle Fallgruppen und Expositionszeiten 

wurden jeweils Kontrollexpositionen mit 95 % synthetischer Luft und 5 % CO2  in der 

Apparatur sowie unter Standardbedingungen im Inkubator durchgeführt. 

Als Zielparameter zum Nachweis inflammatorischer und immunmodulatorischer 

Effekte wurde die Abspaltung bzw. Sekretion der proinflammatorischen Zytokine 

Tumornekrosefaktor α, Interleukin 1α, Interleukin 6 und Granulozyten-Makrophagen-

Kolonie-stimulierender Faktor durch VOC-exponierte Keratinozyten gewählt. Wie ein-

leitend dargestellt (vergleiche Kapitel 1.2, Seite 10 bis 12), löst die Freisetzung 

dieser Zytokine in das umgebende Gewebe in vivo eine para- sowie autokrine, pro-

inflammatorische Signalkaskade aus und kann so wesentlich zur Entstehung und 
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Unterhaltung von kutanen Entzündungs- und Immunreaktionen beitragen86-91. Die 

Konzentrationen der in das Zellkulturmedium freigesetzten Zytokine wurden mittels 

eines kommerziellen ELISA-Messsystems bestimmt. Neben der ELISPOT-

Technik280,373 – die jedoch für adhärent wachsende Zellen wie Keratinozyten eher 

ungeeignet ist – war der Zytokin-ELISA zur Zeit der Experimentdurchführung die 

einzige Methode, um extrazelluläre, freigesetzte Zytokinkonzentrationen nachzu-

weisen. Als Schlussfolgerung aus der in der ELISA-Qualitätskontrolle nachgewiese-

nen „inter“- und „intraassay“-Reproduzierbarkeit identischer Zytokinkonzentrationen 

(vergleiche 5.7.3.2) wurden alle jeweils vor und nach Exposition gesammelten 48 h-

Kulturüberstände derselben Zellkultur ausschließlich innerhalb derselben ELISA-

Platte analysiert. Prinzipiell wurden alle Proben nur einmal aufgetaut und anschlies-

send alle Parameter bestimmt. Eine durch Zelllyse bedingte Mediatorfreisetzung 

wurde mittels negativem LDH-Nachweis im Zellkulturmedium ausgeschlossen. D. h., 

die gemessenen Zytokinkonzentrationen resultierten aus einem aktiven Zytokin-

sezernierungsprozess. 

Eine Übersicht über die Experimentvariablen der VOC-Expositionsversuche (Fall-

gruppen, Expositionsvariablen, Expositionsdauer und ein Zeitschema der Experi-

mente) befindet sich im Anhang (Kapitel A1) dieser Dissertation. 

 

5.7.2 Deskriptive Statistik zu den VOC-Expositionsversuchen 

 
Die Spender der exponierten Primärkeratinozyten gliederten sich in zwei vonein-

ander unabhängige Stichproben freiwilliger Probanden: eine Kontrollgruppe mit nor-

malgesunder Haut sowie eine Gruppe Atopiker mit atopischem Ekzem. 

Die Kontrollgruppe setzte sich aus 19 Individuen (9 w, 10 m) im Alter von 30 bis 

80 Jahren zusammen. Ihr Atopiestatus bezüglich atopischen Ekzems, Asthma bron-

chiale und allergischer Rhinitis war negativ, nur eine Person war Raucherin. Die 

Fallgruppe mit extrinsischem, atopischen Ekzem bestand aus 9 Individuen im Alter 

von 22 bis 60 Jahren. Die genaue Zusammensetzung und der Atopiestatus der 

Gruppe ist der Tabelle 9 zu entnehmen. Diese Fallgruppe unterteilte sich in zwei 

weitere, in 7 Fällen paarig verbundene Stichproben, da sowohl Keratinozyten aus 

läsionaler Ekzemhaut als auch aus nicht läsionaler Haut desselben Individuums 

isoliert wurden. 
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Tabelle 9: Fallgruppe atopisches Ekzem 

Probenlokalisation Atopiestatus

ID Alter Genus läsional nicht läsional atop. Ekzem Asthma Rhinitis Raucher

AA 26 w Hand Gesäß + + + -

AW 28 w Armbeuge Gesäß + - + -

DK 22 w Kniekehle Gesäß + + + -

GK 31 w Genick Gesäß + - - +

GS 58 m - Schulter + + - -

MK 60 m Gesäß Gesäß + - + -

SH 27 w Hand Gesäß + - + +

SW 27 w Genick Gesäß + - - -

VM 26 w Armbeuge - + - - -  

 

Insgesamt wurden in der Expositionsapparatur 66 voneinander unabhängige Experi-

mente mit in der Regel jeweils 12, insgesamt 665 subkonfluenten Zellkulturen durch-

geführt. 162 dieser Kulturen wurden in Vorversuchen für die Dauer von jeweils 24 h 

vor und nach der Exposition inkubiert, 503 Kulturen für eine Zeit von jeweils 48 h. 

Eine genaue Aufschlüsselung dieser 503 Zellkulturen nach den Expositionsvariablen 

ist der Tabelle 10 zu entnehmen. Die Exposition jeder Zellkultur wurde als Doppel-

ansatz (n = 251) aus identischer Zellsuspension simultan durchgeführt. Zu einem 

späteren Zeitpunkt wurden Zellkulturen desselben Individuums unter gleichen Expo-

sitionsbedingungen erneut exponiert. Ebenso wurde mit allen Individuen derselben 

Fallgruppe verfahren. Die zeitliche Reihenfolge der einzelnen Wiederholungsexperi-

mente erfolgte zufällig. Bei der Durchführung der Experimente wurden die Fallgrup-

pen als Einheit angesehen, so dass innerhalb jeder Fallgruppe alle Kombinationen 

der Expositionsvariablen mehrfach durchgeführt wurden, jedoch nicht jede Kombina-

tion mit jedem Individuum. Die Individuen gingen somit unterschiedlich häufig in die 

Experimente einer Fallgruppe ein. Tabelle A3.7 (Anhang) zeigt eine Auflistung der 

Daten aller Expositionsversuche getrennt nach Fallgruppen und Individuen.  
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Tabelle 10: Anzahl exponierter Zellkulturen mit 48 h Inkubation vor und nach Expo-
sition unter Aufschlüsselung der Expositionsvariablen. Angegeben sind jeweils die 
Gesamtanzahl der exponierten Zellkulturen sowie in Klammern die Anzahl der den 
Zellkulturen zugrundeliegenden Individuen (KZ = Kurzzeitexpositionen von 5 h und 
8 h, LZ = Langzeitexpositionen von 18 h und 24 h).  

 Kontrolle normal atop. Ekzem 
läsional 

atop. Ekzem 
nicht läsional 

Gesamtanzahl 
exp. Kulturen 

Gaskonzentration KZ LZ KZ LZ KZ LZ KZ LZ gesamt
1 MAK Toluol 16 (6) 16 (5) 16 (5) 18 (7) 16 (6) 14 (6)  48 48 96 
3 MAK Toluol 22 (4) 34 (4) 14 (4) 18 (4) 24 (5) 20 (6) 60 72 132 

1 MAK m-Xylol 16 (7) 28 (7) 12 (3) 12 (4) 18 (4) 20 (7) 46 60 106 
Umwelt Toluol/m-Xylol 18 (6) 16 (4) 10 (3) 18 (3) 20 (5) 38 (7) 48 72 120 
Kontrolle synth. Luft  4 (2)  4 (2)  4 (2)  4 (2)  4 (2)  4 (2) 12 12 24 
Inkubator-Kontrolle  4 (2)  6 (2)  6 (3)  2 (1)  4 (2)  3 (2) 14 11 25 

Gesamtanzahl 80 104 62 72 86 99   
exponierter 184 (19) 134 (8) 185 (8)   

Kulturen 503 (28)   
 

5.7.3 Qualitätskontrolle von ELISA-Messsystem und Messergebnissen 

5.7.3.1 Sensitivität des ELISA-Messsystems 
 
Die Konzentrationen freigesetzter Zytokine wurden mittels ELISA-Technik in den 

Zellkulturüberständen nach jeweils 24- bzw. 48-stündiger Inkubation desselben Zell-

kulturansatzes vor und nach dessen Exposition bestimmt. Die für Einfachproben gel-

tende Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenze jeder ELISA-Platte wurde 

nach dem linearen Kalibrierkurvenverfahren nach DIN 32645257,258 ermittelt (verglei-

che Tabelle 11). Die Nachweisgrenze (NG) entspricht dabei der Konzentration, die 

laut Kalibrierfunktion dem kritischen Wert der Messgröße zuzuordnen ist, d.h. 

Zytokine dieser Konzentration werden in 50 % der Fälle qualitativ als vorhanden und 

der Wert als größer der Leerprobe reinen Zellkulturmediums erkannt (p = 0,01). Die 

Erfassungsgrenze (EG), im Fall gleich großer Fehler 1. und 2. Art (α = β) der zwei-

fachen Nachweisgrenze entsprechend, gibt den Mindestgehalt an, dessen Nachweis 

mit einer Wahrscheinlichkeit von größer gleich 99 % erfolgt (p = 0,01). Erst oberhalb 

der Bestimmungsgrenze (BG) wird die Zytokinkonzentration mit einer relativen 

Ergebnisunsicherheit von 25 % (k = 4) mit dem vorgegebenen Signifikanzniveau von 

p = 0,01 zuverlässig quantitativ bestimmt. 
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Tabelle 11: Kalibrierbereich sowie Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenze 
der Zytokin-Assays. Angegeben sind die arithmetischen Mittelwerte +/- 1σ Standard-
abweichung der Stichprobe. (Grenzwerte aller ELISA-Platten siehe Anhang A3.6) 

Zytokin Kalibrier- 
bereich 
[pg/ml] 

Anzahl 
ELISA-
Platten 

Nachweisgrenze 
[pg/ml]       

p = 0,01 

Erfassungsgrenze 
[pg/ml]          

 p = 0,01 

Bestimmungsgrenze 
[pg/ml]              

p = 0,01, k = 4 
IL-1α 1,638-160 21   6,1 +/- 4,1 12,1 +/- 8,3  27,4 +/- 24,2 
IL-6 1,638-160 21   5,9 +/- 4,4 11,8 +/- 8,7  22,8 +/- 17,4 

GM-CSF 2,458-240 21   4,7 +/- 2,5   9,4 +/- 5,0 17,7 +/- 9,5 
TNFα 1,638-160 7 10,5 +/- 5,2   21,0 +/- 10,5  48,2 +/- 30,0 

 

Vorversuche ergaben, dass Keratinozytenkulturen (n=162) mit einer Aussaatdichte 

von 1·105 Zellen/7,1 cm² und 3,0 ml Zellkulturmedium innerhalb 24 h Inkubationszeit 

– sowohl spontan als auch nach VOC-Exposition – nur äußerst geringe Zytokinkon-

zentrationen in das Zellkulturmedium freisetzten. So war weder spontan noch nach 

VOC-Exposition freigesetztes TNFα in den 24 h-Zellkulturüberständen nachweisbar. 

Weniger als 10 % der 24 h-Konzentrationswerte für sezerniertes IL-6 lagen oberhalb 

der Nachweisgrenze von im Mittel 5,9 pg/ml +/- 4,4 pg/ml, jedoch deutlich unterhalb 

der Bestimmungsgrenze von 22,8 pg/ml +/- 17,4 pg/ml. Für GM-CSF, gleichermaßen 

vor und nach der Exposition, und IL-1α, überwiegend Konzentrationswerte vor der 

Exposition, wurden ca. 70 % der 24 h-Konzentrationswerte oberhalb der Nachweis-

grenze ermittelt (GM-CSF: 4,7 pg/ml +/- 2,5 pg/ml; IL-1α: 6,1 pg/ml +/- 4,1 pg/ml). 

Doch weniger als 10 % dieser Werte lagen oberhalb der Bestimmungsgrenze von 

17,7 pg/ml +/- 9,5 pg/ml für GM-CSF bzw. 27,4 pg/ml +/- 24,2 pg/ml für IL-1α und 

waren somit zuverlässig quantifizierbar. Eine Abhängigkeit von der mit geringer 

Schwankungsbreite eingesetzten Zellzahl ergab sich dabei nicht.  

Um eine stärkere Aufkonzentrierung der freigesetzten Zytokine im Zellkulturmedium 

zu erreichen, wurden die Kulturbedingungen in Richtung auf eine maximale Zellzahl 

sowie ein minimal benötigtes Mediumvolumen und eine maximal mögliche Inkuba-

tionszeit bei gleichzeitig ausreichender Nährstoffversorgung variiert. Das Aussaat-

areal der 6-„well“-Zellkulturplatte erlaubte mit einer Fläche von 7,1 cm² pro Vertiefung 

bei einer Aussaatdichte von 1·105 Zellen und 3,0 ml Zellkulturmedium unter vitalen 

Kulturbedingungen eine maximale Zytokinkonzentrationsanreicherung innerhalb 

einer Inkubationszeit von 48 h. Lediglich für TNFα lagen auch die nach 48 h Inkuba-

tion ermittelten Konzentrationswerte im Bereich von 0,0-0,2 pg/ml vor der Exposition 

bzw. 0,0-0,5 pg/ml nach der Exposition in allen Proben deutlich unterhalb der Nach-

weisgrenze. Da die Primärkeratinozyten also weder spontan, noch unter VOC-Expo-
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sition messbare TNFα-Konzentrationen freisetzten, wurde in weiteren Untersuchun-

gen vom Nachweis dieses Parameters abgesehen. Die anderen Zytokine wurden im 

Vergleich zur 24 h-Inkubation innerhalb 48 h deutlich stärker angereichert: Tabelle 

12 zeigt anhand der Quantifizierbarkeit durch das ELISA-Analysesystem die 

Verteilung der in den Experimenten erzielten Konzentrationsdaten der innerhalb 48 h 

freigesetzten Zytokine in je 503 Zellkulturüberständen vor und nach Exposition. Sie 

gibt somit – gemittelt über alle Fallgruppen und Expositionsvarianten – einen ersten 

Eindruck über Spontansekretion und mögliche Expositionseffekte: Die Primär-

keratinozyten zeigten eine starke GM-CSF-Freisetzung. Über 50 % der Konzen-

trationsdaten wurden oberhalb der Bestimmungsgrenze von 17,7 pg/ml +/- 9,5 pg/ml 

ermittelt. Ferner wurde eine hohe Spontansekretion von Interleukin 1α, aber nur 

geringfügige Interleukin 6-Sekretion – über 50 % der Konzentrationswerte vor und 

nach der VOC-Exposition waren kleiner als die Nachweisgrenze bei 5,9 pg/ml +/- 4,4 

pg/ml – nachgewiesen. Während sich für GM-CSF und IL-6 die relative Verteilung 

der Zytokinkonzentrationsdaten vor und nach Exposition kaum veränderte, war für 

IL-1α eine deutliche Reduzierung der Zytokinkonzentrationen nach erfolgter Exposi-

tion erkennbar. 

 

Tabelle 12: Quantifizierbarkeit der Zytokine GM-CSF, IL-1α und IL-6 im 48 h-Zellkul-
turüberstand. Angegeben ist jeweils die entsprechende Anzahl n verwertbarer Kon-
zentrationswerte aus insgesamt 503 untersuchten Proben. [Eine Auflistung aller 
experimentellen Daten (Spontansekretion, Expositionsvariablen und Zytokinsezernie-
rung nach Exposition sowie ELISA-Platten-ID und Zuverlässigkeit der Daten) ge-
trennt nach Fallgruppen und Individuen ist Tabelle A3.7 (Anhang) zu entnehmen.] 

 GM-CSF 
vor Exp. 

GM-CSF 
nach Exp. 

IL-1α     
vor Exp. 

IL-1α  
nach Exp. 

IL-6      
vor Exp. 

IL-6    
nach Exp. 

n < NG 51 50 46 254 264 296 
NG < n < EG 68 78 67 116 81 97 
EG < n < BG 88 106 102 75 58 47 

n > BG 282 252 284 58 96 63 
davon n  

extrapoliert 
29 25 2 2 9 2 

n gesamt 489 486 499 503 499 503 



                                                                                                                                               5 Ergebnisse 

 133  

5.7.3.2 Reproduzierbarkeit des ELISA-Messsystems 
 

Die Qualitätskontrolle bezüglich der Reproduzierbarkeit der experimentellen Ergeb-

nisse beurteilt zum einen allein das Messsystem Zytokin-ELISA. Hierzu wurde  

1. die Reproduzierbarkeit von Mehrfachmessungen identischer Zellkulturüberstände 

innerhalb derselben („intraassay“) oder in unterschiedlichen („interassay“) ELISA-

Platten bestimmt (1),  

2. die Wiederfindungsrate definierter Zytokinkonzentrationen unter dem Einfluss 

unterschiedlicher Toluol- und m-Xylolkonzentrationen der Probe im „intraassay“ 

untersucht (2),  

3. zur Beurteilung der Zeitabhängigkeit der photometrischen Bestimmung derselben 

ELISA-Platte ein abhängiger „interassay“ durchgeführt (3).  

 

ad (1): In analytischen Doppelbestimmungen identischer Zellkulturüberstände inner-

halb derselben ELISA-Platte („intraassay“) wurde für 486 Doppelwertpaare mit Ein-

zelwertkonzentrationen größer der Nachweisgrenze eine mittlere relative Standard-

abweichung von 13,8 % erzielt. Aufgetrennt nach Zytokinen ergaben sich folgende 

Werte: σ IL-1α = 15,4 %, σ IL-6 = 5,9 %, σ GM-CSF = 13,2 %. 

Doppelbestimmungen identischer Zellkulturüberstände wurden zudem in vonein-

ander unabhängigen ELISA-Platten durchgeführt („interassay“). Für Doppelwert-

paare mit Einzelwertkonzentrationen größer der Nachweisgrenze wurde für IL-1α die 

mittlere relative Standardabweichungen von σ IL-1α = 29, 6 % für Konzentrationen von 

1,7 pg/ml bis 43 pg/ml erzielt. Gleichermaßen wurde für GM-CSF eine mittlere 

relative Standardabweichung von σ GM-CSF = 44,8 % für niedrige Konzentrationen von 

5,7 pg/ml bis 17 pg/ml bzw. σ GM-CSF = 36,0 % für hohe GM-CSF-Konzentrationen 

von 64 pg/ml bis 130 pg/ml erreicht. Das jeweilige Verhältnis der 

Zytokinkonzentrationen derselben Zellkulturen vor und nach der Exposition innerhalb 

einer Platte zeigt im „interassay“ jedoch nur eine mittlere relative Streuung um den 

Mittelwert von σ = 15,2 %. 

ad (2): Die Wiederfindungsrate definierter Zytokinkonzentrationen in mit unterschied-

lichen Konzentrationen von Toluol/m-Xylol-angereichertem Medium (umweltrelevante 

Konzentration bis 3 MAK) war jeweils über den gesamten Kalibrierbereich für die 

Zytokine IL-1α, IL-6 und GM-CSF größer als 95 %.  
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ad (3): Die photometrische Analyse identischer ELISA-Platten wurde in Zeitinter-

vallen von 3 min mehrfach wiederholt. Die mittlere relative Standardabweichung aller 

Messdaten dieser abhängigen „interassay“ betrug 4,1 %, das Verhältnis der Einzel-

daten zueinander blieb aber innerhalb der Messungen konstant. 

 

5.7.3.3 Reproduzierbarkeit der Messergebnisse 
 
Zusätzlich zur Reproduzierbarkeit des Messsystems bewertet die Qualitätskontrolle 

die Reproduzierbarkeit der Expositionsexperimente sowie die individuenabhängige, 

natürliche Streuung der Zytokinkonzentrationen. Hierzu wurde  

1. die Streuung vergleichbarer Doppelansätze identischer Zellsuspensionen im 

identischen Expositionsversuch ermittelt (1), 

2. die Streuung aller Wiederholungen solcher Doppelansätze mit Zellen desselben 

Individuums unter gleichen Expositionsbedingungen betrachtet (2), 

3. alle unter gleichen Expositionsbedingungen erzielten Zytokinkonzentrationen von 

Zellkulturen unterschiedlicher Individuen derselben Fallgruppe verglichen (3). 

 
Tabelle 13: Reproduzierbarkeit der Spontansekretion von GM-CSF aus humanen 
Primärkeratinozyten getrennt nach Konzentrationen unterhalb bzw. oberhalb der 
Bestimmungsgrenze (BG). Angegeben sind die mittlere relative Standardabweichung 
in [%] sowie in Klammern die absolute zusammengefasste Standardabweichung in 
[pg/ml]. 
 

 > BG (6,59-515 pg/ml) < BG (0,00-29,6 pg/ml) 
Fallgruppen vergleichbare 

Doppelansätze 
(1) 

Wiederho-
lungen pro Ind. 

(2) 

Fallgruppe 
gesamt, alle 

Ind. (3) 

vergleichbare 
Doppelansätze 

(1) 

Wiederho-
lungen pro Ind. 

(2) 

Fallgruppe 
gesamt, alle 

Ind. (3) 
Kontrolle 
normal 

11,4 % 
(9,8) 

39,2 % 
(32,5) 

99,3 % 
(68,5) 

33,9 % 
(2,2) 

54,3 % 
(3,5) 

61,0 % 
(4,2) 

atop. Ekzem 
läsional 

14,8 % 
(27,4) 

60,6 % 
(58,2) 

87,3 % 
(74,8) 

31,4 % 
(2,8) 

44,8 % 
(5,6) 

62,8 % 
(6,8) 

atop. Ekzem 
nicht läsional 

10,0 % 
(18,3) 

56,1 % 
(76,3) 

118,8 % 
(99,9) 

16,0 % 
(2,7) 

44,4 % 
(7,7) 

46,3 % 
(6,1) 

Fallgruppen 
gesamt 

11,9 % 
(20,0) 

50,6 % 
(62,2) 

105,4 % 
(84,9) 

28,8 % 
(2,5) 

49,5 % 
(5,4) 

63,8 % 
(6,1) 

 
Tabelle 13 zeigt exemplarisch die Reproduzierbarkeit für die Spontansekretion von 

GM-CSF innerhalb 48 h nach der Zellaussaat. Für das Zytokin Interleukin 1α 

ergaben sich in allen Kategorien (1-3) etwas niedrigere relative Standardabweich-

ungen, die Reproduzierbarkeit von Interleukin 6 war mit der von GM-CSF vergleich-

bar. 
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ad (1): Die mittlere Standardabweichung von 11,9 % für sicher quantifizierbare GM-

CSF-Konzentrationen vergleichbarer Doppelansätze identischer Zellsuspensionen 

stimmte in allen Fallgruppen mit der durch das ELISA-Messsystem bedingten 

„intraassay“-Reproduzierbarkeit identischer Proben von σGM-CSF = 13,3 % (vergleiche 

oben) überein.  

ad (2): Die intraindividuelle Streuung voneinander unabhängiger Doppelansätze lag 

mit im Mittel 50,6 % deutlich höher als die vergleichbarer Doppelansätze identischer 

Zellsuspensionen. Die Standardabweichungen erstreckten sich individuenspezifisch 

über einen weiten Bereich von 8,8 % (Individuum HF) bis 81,9 % (Individuum ii) in 

der Kontrollgruppe, von 17,4 % (Individuum DK) bis 133,4 % (Individuum AW) in der 

läsionalen Fallgruppe bzw. von 16,4 % (Individuum AA) bis 112,0 % (Individuum DK) 

in der Fallgruppe nicht läsionales atopisches Ekzem. Obwohl einzelne Individuen mit 

sehr hohen intraindividuellen Streuungen die zusammengefassten Standardabwei-

chungen dominierten, zeigten die drei Fallgruppenmittel jedoch auch hier vergleich-

bare Werte.  

ad (3): Auch die interindividuellen Streuungen der gesamten Fallgruppe lagen mit 

gemittlelten 105,4 % in allen Testgruppen in vergleichbarer Größenordnung. Diese 

hohe, interindividuelle Streuung der Zytokinkonzentrationen innerhalb der Fallgrup-

pen wird im folgenden Kapitel 5.7.4 genauer analysiert. 

 

Tabelle 13 unterscheidet zudem die Reproduzierbarkeit von Konzentrationswerten 

oberhalb und unterhalb der Bestimmungsgrenze. Im Vergleich zu den sicher quanti-

fizierbaren Zytokinkonzentrationen wiesen vergleichbare, intraindividuelle Doppel-

ansätze (1) mit Konzentrationen kleiner der Bestimmungsgrenze erhöhte Standard-

abweichungen auf. Unabhängige intra- (2) sowie interindividuelle (3) Konzentrations-

daten unterhalb der Nachweisgrenze zeigten dahingegen kleinere relative Standard-

abweichungen als die Konzentrationswerte oberhalb der Bestimmungsgrenze, wobei 

Konzentrationswerte kleiner der Nachweisgrenze höhere relative Streuungen auf-

wiesen als Werte oberhalb der Nachweis- oder Erfassungsgrenze. Eine auf den 

Gesamtmittelwert eines Konzentrationsbereichs von 6,59 bis 515 pg/ml bezogene 

relative Standardabweichung ist jedoch nicht direkt vergleichbar mit einer auf einen 

Wertebereich von 0,00 bis 29,6 pg/ml bezogenen relativen Streuung. Unter Berück-

sichtigung der statistischen Zuverlässigkeit sowie der Größe des jeweiligen Konzen-

trationsintervalls verfügten auch in Kategorie (2) und (3) die qualitativen Konzentra-
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tionswerte unterhalb der Bestimmungsgrenze über eine größere statistische Unsi-

cherheit als die quantifizierbaren Konzentrationswerte oberhalb der Bestimmungs-

grenze. 

 

Tabelle 14 zeigt exemplarisch die mittleren, über alle jeweils identischen Expositions-

konditionen gemittelten Standardabweichungen quantitativ bestimmter GM-CSF-

Konzentrationen aus 48 h Inkubation nach Expositionsende. Wie in der 

Spontansekretion wiesen die Zytokinkonzentrationen vergleichbarer Doppelansätze 

aus identischer Exposition (1) auch nach der Versuchsdurchführung lediglich 

Streuungen in der Größenordnung der durch das ELISA-Analysesystem bedingten 

Messungenauigkeit auf. Intra- (2) und interindividuelle (3) Wiederholungsversuche 

zeigten nach erfolgter Exposition niedrigere Standardabweichungen, also eine 

höhere Reproduzierbarkeit als nach Spontansekretion vor der Exposition erzielt 

wurde. Dieses Ergebnis wurde sowohl nach Expositionen mit VOC als auch in 

Kontrollversuchen beobachtet. Wie nach Spontansekretion zeigten einzelne 

Individuen auch nach Exposition auffällig erhöhte oder niedrige Konzentrationen 

sowie individuenspezifische Standardabweichungen. Die Reproduzierbarkeit war 

dabei unabhängig von den unterschiedlichen Expositionskonditionen. 

  

Tabelle 14: Vergleich der Reproduzierbarkeit quantifizierbarer, sezernierter GM-CSF-
Konzentrationen aus humanen Primärkeratinozyten 48 h nach Exposition unter je-
weils identischen Versuchskonditionen bezüglich Substanz, deren Konzentration und 
Expositionsdauer. Angegeben ist die mittlere relative Standardabweichung in [%]. 

 mittlere relative Standardabweichung für 
Fallgruppen vergleichbare Doppel-

ansätze pro ident. 
Expositionskonditionen 

(1) 

Wiederholungen pro 
Individuum pro ident. 

Expositionskonditionen 
(2) 

Fallgruppe gesamt, alle 
Individuen pro ident. 

Expositionskonditionen 
(3) 

Kontrolle normal 11,6 % 17,3 % 56,5 % 
atop. Ekzem läsional 11,3 % 39,2 % 55,4 % 

atop. Ekzem nicht läsional 11,8 % 34,3 % 76,5 % 
Fallgruppen gesamt 11,6 % 30,3 % 62,8 % 
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5.7.4 Spontansekretion der Zytokine GM-CSF, IL-1α und IL-6 

 
Abbildung 35 zeigt in individueller Auftrennung der Fallgruppen die Spontansekretion 

der Zytokine GM-CSF, Interleukin 1α und Interleukin 6 innerhalb 48 h nach der 

Keratinozytenaussaat. Die Abszissenbeschriftung gibt zudem die Anzahl der Ver-

suchswiederholungen pro Individuum an. Um in dieser Auswertung auch die qualita-

tiven Konzentrationsdaten unterhalb der Bestimmungsgrenze zu berücksichtigen, 

wurden anstatt der auf quantitativen Absolutwerten basierenden arithmetischen Mit-

telwerte die intraindividuellen Mediane aufgetragen (Datentabellen siehe Anhang 

A3.8). Die 90 %-Konfidenzintervalle der Mediane zeigten eine interindividuell stark 

variierende intraindividuelle Variabilität. D. h., das Ausmass der in Wiederholungsex-

perimenten in unabhängigen Zellkulturen desselben Probanden ermittelten intraindi-

viduellen Streuung der spontanen Zytokinsezernierung unterschied sich stark zwi-

schen den einzelnen Probanden. Auffallend waren ferner, insbesondere für die Zyto-

kinsezernierung von GM-CSF und IL-6, extreme interindividuelle Streuungen über 

einen breiten Konzentrationsbereich innerhalb der Fallgruppen. Einzelne Individuen 

mit in allen Einzelmessungen auffällig höheren oder niedrigeren Zytokinkonzentratio-

nen als bei homogener Verteilung - d.h. einem ähnlichen Sezernierungsverhalten der 

untersuchten Keratinozyten innerhalb einer Fallgruppe - zu erwarten wären, wurden 

im Histogramm mit Sternen markiert. Lediglich die Fallgruppe nicht läsionales atopi-

sches Ekzem zeigte augenscheinlich eine weitestgehend homogene IL-1α-Sekretion. 

Die Abbildung zeigt ferner intraindividuelle Signifikanzniveaus eines Homogeni-

tätstests zwischen Keratinozyten läsionalen und nicht läsionalen Ursprungs (verglei-

che dazu Text und Tabelle 17 auf Seite 142). 



                                                                                                                                               5 Ergebnisse 

 138  

 

Abbildung 35: Spontansekretion der Zytokine GM-CSF, IL-1α und IL-6 innerhalb 48 h 
nach der Keratinozytenaussaat unter individueller Auftrennung der Fallgruppen. 
Aufgetragen sind die Mediane mit dem 90 % Konfidenzintervall. Individuen mit in 
allen Messdaten auffällig erhöhten bzw. erniedrigten Zytokinkonzentrationen sind mit 
* gekennzeichnet, angegeben sind ferner intraindividuelle Signifikanzniveaus im 
Homogenitätstest innerhalb der Fallgruppe atopisches Ekzem (Tabelle 17). 
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Die Homogenität der Verteilung der individuellen Zytokinkonzentrationen innerhalb 

der Fallgruppen wurde mittels eines Chi Quadrat (χ²) Homogenitätstests in Form 

einer Einweg-Varianzanalyse auf statistisch signifikante Individuenspezifitäten über-

prüft. Die Auswahl eines geeigneten statistischen Testverfahren wurde im Wesent-

lichen durch folgende Aspekte bestimmt: 

Betrachtet man die Häufigkeitsverteilung der erhobenen Daten einzelner Zytokine für 

die einzelnen Fallgruppen ergeben sich rechtsschiefe, durch Ausreißerwerte weit ge-

streute, empirische Verteilungen (nicht gezeigt). Abbildung 36 zeigt exemplarisch die 

Häufigkeitsverteilung von spontansezerniertem Interleukin 1α. Die logarithmische 

Transformation der Daten resultiert in unsymmetrischen, von einer logarithmischen 

Normalverteilung abweichenden, linksschiefen Verteilungen (vergleiche Histogramm-

darstellung). Auch die rechte Plotdarstellung zeigt diese Abweichung: Bei vorliegen-

der logarithmischer Normalverteilung würde man eine winkelhalbierende Gerade 

erwarten. 
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Abbildung 36: Häufigkeitsverteilung spontansezernierter Zytokinkonzentrationen von 
Interleukin 1α aus humanen Primärkeratinozyten innerhalb 48 h Inkubation;         
links: Histogrammdarstellung der Häufigkeitsverteilung von IL-1α in Konzentrations-
klassen [log(pg/ml)], rechts: Plotdarstellung der logarithmisch transformierten IL-1α-
Konzentrationswerte 

 

Da zudem die Zellkulturen einzelner Individuen unterschiedlich häufig in die Summe 

der Experimente einer Fallgruppe eingegangen waren, konnte aufgrund der in der 

Qualitätskontrolle beobachteten stark ausgeprägten, interindividuellen natürlichen 

Streuung der Zytokinkonzentrationen in der Auswertung nicht eindeutig auf die Ver-

teilung der Grundgesamtheit geschlossen werden.  
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Zur Untersuchung der Homogenität der Daten ohne Verteilungsannahme wurde 

daher der Kruskal-Wallis Rangsummentest als nonparametrische χ² Statistik ange-

wendet. Durch die Rangbildung wurden dabei, ähnlich wie bei einer logarithmischen 

Transformation, lineare Relationen in monotone Relationen überführt. Dies ermög-

lichte, dem geringeren Informationsgehalt qualitativer Konzentrationsdaten im Ver-

gleich zu quantifizierbaren Konzentrationsdaten Rechnung zu tragen: Alle qualitati-

ven Konzentrationsdaten unterhalb der Nachweisgrenze, unterhalb der Erfassungs-

grenze bzw. unterhalb der Bestimmungsgrenze wurden jeweils gleichermaßen als 

Ränge 1, 2 bzw. 3 gewertet. Über die Kalibrierkurve extrapolierte Konzentrations-

werte oberhalb der quantitativen Bestimmbarkeit wurden ebenfalls gleichbehandelt 

als der jeweils höchste Rang zusammengefasst. Ausreißerwerte erhielten durch die 

Rangbildung weniger „power“. Zusätzlich ermöglichte der Kruskal-Wallis Rangsum-

mentest als Einweg-Varianzanalyse, die unterschiedlichen Wiederholhäufigkeiten 

der einzelnen Individuen der Fallgruppen zu berücksichtigen. 

 

Tabelle 15: Überschreitungswahrscheinlichkeiten der Kruskal-Wallis χ²-Testgrößen 
zur Homogenität der Verteilung von individuellen, spontansezernierten Zytokin-
konzentrationen innerhalb der Fallgruppen 

Fallgruppe 
Zytokin Kontrolle  

normal 
atopisches Ekzem 

läsional 
atopisches Ekzem  

nicht läsional 
GM-CSF < 0,001  < 0,001 < 0,001 

IL-1α < 0,001 < 0,001 < 0,2 
IL-6  < 0,001  < 0,001  < 0,001 

 

Die dem Versuchdesign zugrundeliegende Annahme, dass die Individuen zu homo-

genen Fallgruppen zusammengefasst werden können, bestätigte sich nicht: Mit Aus-

nahme der Gruppe nicht läsionales atopisches Ekzem in Bezug auf die 

Spontansekretion von IL-1α wies die Kruskal-Wallis χ² Statistik für alle Fallgruppen 

und Zytokine mit hoher Signifikanz (p<0,001) individuenspezifische 

Zytokinkonzentrationen und somit eine heterogene, weit gestreute Verteilung 

innerhalb der Fallgruppen nach (vergleiche Tabelle 15). Die spontansezernierten 

Zytokinkonzentrationen der drei Fallgruppen streuten zudem in demselben 

Konzentrationsbereich, so dass sich große Teile der 90 %-Konfidenzintervalle 

überschnitten. Die über die Fallgruppen gemittelten Zytokinspontansezernierungen 

von Primärkeratinozyten aus gesunder Haut, aus läsionaler sowie nicht läsionaler 
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Haut von Probanden mit atopischem Ekzem unterschieden sich daher nicht signifi-

kant voneinander (vergleiche Tabelle 16). Tendenziell sezernierten jedoch Keratino-

zyten aus den Fallgruppen atopisches Ekzem im Vergleich zur Kontrollgruppe 

höhere Zytokinkonzentrationen von GM-CSF und IL-6. 

 

Tabelle 16: Fallgruppenspezifische Spontansekretionen pro Zytokin. Angegeben sind 
die Mediane der in Abbildung 35 aufgetragenen individuellen Zytokinkonzentrationen 
(d. h., die Individuen sind gleich stark repräsentiert) mit den 90 % Konfidenzin-
tervallen (90 % CI). 

 GM-CSF [pg/ml] IL-1α [pg/ml] IL-6 [pg/ml] 
Fallgruppe (n) Median 90% CI Median 90% CI Median 90% CI

Kontrolle gesund (192) 9,9 7,8-38,3 32,8 28,6-38,2 3,0 2,5-4,2 

atopisch läsional (134) 21,9 13,3-111,0 25,9 6,2-49,0 7,3 3,9-26,7

atopisch nicht läsional (185) 22,1 12,8-69,2 38,9 32,1-45,5 7,4 4,6-15,4

 

Einzelne Individuen mit in allen Einzelmessungen auffällig höheren oder niedrigeren 

Zytokinkonzentrationen als bei homogener Verteilung innerhalb einer Fallgruppe zu 

erwarten wären, wurden im Histogramm mit Sternen markiert (vergleiche Abbildung 

35). Unter diesen Individuen fanden sich zudem einige auffällige Korrelationen be-

züglich des Spontansezernierungsverhaltens von unterschiedlichen Zytokinen: So 

setzten die Keratinozyten der Individuen HF, HW und LW aus der Fallgruppe normal 

gesunde Haut sowohl stark erhöhte Konzentrationen von GM-CSF als auch stark 

erhöhte IL-6-Konzentrationen frei, während Zellen der Individuen SF und xx auffällig 

niedrige Mengen GM-CSF sowie eher niedrige Mengen IL-6, SF dafür aber auffällig 

hohe Konzentrationen von IL-1α freisetzten. Keratinozyten der Individuen MK und 

SH der Fallgruppe läsionale Ekzemhaut sezernierten dahingegen sowohl sehr hohe 

GM-CSF- als auch sehr hohe IL-1α-Konzentrationen, während Zellen des Individu-

ums VM auffällig niedrige Konzentrationen dieser beiden Zytokine sezernierten.  

 

Mit Ausnahme des Individuums MK ging ein auffälliges Sezernierungsverhalten be-

züglich eines Zytokins von Keratinozyten aus läsionaler Haut nicht mit auffällig er-

höhter bzw. erniedrigter Sekretion desselben Zytokins von Zellen aus nicht läsionaler 

Haut (und umgekehrt) desselben Individuums einher. Vielmehr wurden intra-

individuell signifikante Unterschiede in der Spontansekretion von unterschiedlichen 

Zytokinen durch Keratinozyten läsionalen und nicht läsionalen Ursprungs desselben 
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Probanden nachgewiesen (vergleiche Tabelle 17 sowie Abbildung 35): 6 von 7 

Individuen zeigten signifikante Diskrepanzen bezüglich ihrer IL-1α-Freisetzung, zwei 

davon (AA, AW) zusätzlich in Hinsicht auf GM-CSF mit jeweils stärkerer Zytokin-

sekretion in nicht läsionaler Haut, eines (DK) zusätzlich in Hinsicht auf IL-6 mit 

jeweils stärkerer Zytokinsekretion in läsionaler Haut. Das Individuum SH wies aus-

schließlich signifikant unterschiedliche IL-6-Freisetzung auf, wobei Keratinozyten aus 

läsionaler Ekzemhaut weniger IL-6 sezernierten als Zellen aus nicht läsionaler 

Atopikerhaut. 

Tabelle 17: Überschreitungswahrscheinlichkeiten der Kruskal-Wallis χ²-Testgrößen 
zur Homogenität der Verteilung von Zytokinkonzentrationen innerhalb der Fallgruppe 
atopisches Ekzem. Verglichen wurde die Spontansekretion durch Keratinozyten aus 
läsionaler und nicht läsionaler Haut desselben Individuums. 

Fallgruppe Zytokin 
atopisches Ekzem GM-CSF IL-1α IL-6 

AA < 0,01 < 0,1 < 0,2 
AW < 0,01 < 0,01 < 0,7 
DK < 0,3 < 0,001 < 0,001 
GK < 0,1 < 0,01 < 0,1 
MK < 0,7 < 0,001 < 0,2 
SH < 0,2 < 0,8 < 0,025 
SW < 0,2 < 0,001 < 0,1 

 
 

5.7.5 VOC-Effekte auf die Zytokinfreisetzung aus humanen Keratinozyten  

5.7.5.1 Auswahlkriterien für die statistischen Analysemethoden 
 
Zur Untersuchung statistisch signifikanter VOC-Expositionseffekte auf die Zytokin-

freisetzung primärer Keratinozyten wurden die im Anschluss an die VOC-Exposition 

innerhalb von 48 h Standardinkubation freigesetzten Zytokinkonzentrationen in 

Relation zur jeweiligen Spontansekretion - innerhalb 48 h Standardinkubation vor 

Exposition - desselben Zellkulturansatzes gesetzt. Die auf diese Weise normalisier-

ten Konzentrationsquotienten einzelner VOC-Expositionsvariablen wurden sowohl 

untereinander als auch in Bezug auf entsprechend normalisierte Zytokinkonzentra-

tionsquotienten der Kontrollexpositionen mit synthetischer Luft vergleichend analy-

siert. Die Wahl eines geeigneten statistischen Modells zur Auswertung der erhobe-

nen Zytokinkonzentrationen richtete sich vor allem nach der Datenbeschaffenheit der 

Zielgröße Zytokinkonzentration, die oberhalb der Bestimmungsgrenze des Messsy-
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stems, gemessen in pg/ml, ein quantitatives, stetiges Merkmal darstellt. Ferner wa-

ren zweiseitige Tests anzuwenden, da im Vorfeld der VOC-Expositionsversuche un-

bekannt war, ob statistisch signifikante Effekte in Form erhöhter oder reduzierter 

Zytokinkonzentrationen auftreten würden. Gleichzeitig musste eine große Anzahl von 

Einflussgrößen als Versuchsvariablen berücksichtigt und unterschieden werden: Es 

wurden drei Fallgruppen untersucht: normal gesunde Haut, atopisch läsionale Haut 

und atopisch nicht läsionale Haut. In Substanz und Konzentration der VOC sowie in 

Kontrollversuchen unterschieden sich 6 Expositionsarten: umweltrelevantes Konzen-

trationsgemisch aus Toluol und m-Xylol, 1 MAK Toluol, 3 MAK Toluol, 1 MAK 

m-Xylol sowie Exposition mit synthetischer Luft und Inkubatorkontrollinkubation. Pro 

Expositionsart differenzierten sich ferner vier Varianten der Expositionsdauer. Eine 

vergleichende Auswertung der Zytokinkonzentrationsdaten nach 5 h und 8 h bzw. 

nach 18 h und 24 h Expositionsdauer legte eine Blockbildung der Variablen zu 

Kurzzeit- (5 h und 8 h) und Langzeitexpositionen (18 h und 24 h) nahe. 

Die Keratinozytenkulturen setzten z. T. nur sehr niedrige Zytokinmengen frei. Auf-

grund der niedrigen Sensitivität des ELISA-Messsystems konnte eine Anzahl sehr 

niedriger Konzentrationswerte nur qualitativ ausgewertet werden. Statistisch zuver-

lässig quantifizierbare Konzentrationsdaten werden prinzipiell erst oberhalb der Be-

stimmungsgrenze erzielt, weshalb nur diese Werte für quantitative Aussagen sinnvoll 

nutzbar waren. Die Auswertung der Daten erfolgte daher nach drei Vorgehenswei-

sen: Einerseits wurden die sicher quantifizierbaren Daten quantitativ in einer mehr-

faktoriellen Varianzanalyse untersucht. Andererseits wurden in einer logistischen 

Regressionsanalyse alle veränderten Konzentrationsverhältnisse in qualitativer Form 

binär ausgewertet. Schließlich wurden alle erhobenen Konzentrationsdaten unter 

Aufschlüsselung der Fallzahlen und Individuenstärken pro Versuchsvariable verglei-

chend analysiert. Um diese komplexe statistische Analyse der ohnehin variablenrei-

chen Versuchsansätze weitestgehend übersichtlich darzustellen, wurden die Ergeb-

nisse in den Folgekapiteln getrennt nach den Analysemethoden erläutert. Auf diese 

Weise wurden Konzentrationsdaten mit vergleichbarer statistischer Zuverlässigkeit 

unter gleicher analytischer Fragestellung zusammengefasst dargestellt. Es folgt je-

weils eine kurze Erläuterung der Analysemethode und der Fragestellung. Anschlie-

ßend folgen die Ergebnisdarstellungen getrennt nach Zytokinen und Expositionsvari-

ablen, ferner Zusammenfassungen der wichtigsten Ergebnisse.  
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5.7.5.2 Mehrfaktorielle Varianzanalyse quantitativer Zytokinkonzentrationen 

 
Die Konzentrationsverhältnisse aller Wertepaare mit sowohl vor als auch nach der 

Exposition durch das ELISA-Messsystem sicher quantifizierbaren Zytokinkonzentra-

tionen wurden als Quotienten aus der Zytokinkonzentration nach Exposition dividiert 

durch die Zytokinkonzentration vor Exposition in einer Mehrweg-Varianzanalyse258,263 

untersucht. Die Analysen wurden pro Zytokin und pro Fallgruppe mit den in 5.7.5.1 

aufgeführten Variablen für die Expositionsarten und Expositionsdauer durchgeführt. 

Untersucht wurden die Homogenität der Mittelwerte zwischen den 6 Expositionsarten 

(1) sowie zwischen Kurzzeit- und Langzeitexposition (2), ferner eventuelle Interaktio-

nen zwischen Expositionsart und Expositionsdauer (3). Der Einfluss der Individuen 

konnte aufgrund der Zunahme der Variablen bei gleichzeitig zu geringer Fallzahl pro 

Variable in der Berechnung nicht berücksichtigt werden. Die Individuenanzahl und 

Häufigkeit der Fälle pro Individuum pro Fallgruppe wurden daher gesondert analy-

siert (vergleiche 5.7.5.4) und nachträglich in die Ergebnisinterpretation der Varianz-

analysen einbezogen. 

 

GM-CSF 

ad (1): Nach dem varianzanalytischen Modell zeigten die Mittelwerte der GM-CSF-

Konzentrationsverhältnisse nach den unterschiedlichen Expositionsvariablen in den 

Fallgruppen der Keratinozyten aus normal gesunder sowie atopisch läsionaler Haut 

fallgruppenintern hoch signifikante Heterogenität (p = 0,001), während sich die Expo-

sitionseffekte auf Keratinozyten aus nicht läsionalem, atopischen Ekzem nicht signifi-

kant unterschieden (p = 0,259). D. h., dass die Keratinozyten aus normaler bzw. ato-

pisch läsionaler Haut hinsichtlich ihrer GM-CSF-Zytokinfreisetzung signifikant unter-

schiedlich auf verschiedene Expositionssituationen reagierten, die Keratinozyten aus 

nicht läsionaler Haut jedoch nicht. 

 

Abbildung 37 zeigt die gemittelten Konzentrationsquotienten pro Expositionsvariable. 

Ein Quotient größer eins entspricht dabei einem Konzentrationsanstieg, ein Quotient 

kleiner eins einer Reduktion der sekretierten Zytokinkonzentration nach erfolgter Ex-

position in Relation zur Spontansekretion. In der Fallgruppe gesunde Haut setzten 

die Keratinozyten sowohl nach Expositionen mit umweltrelevantem Toluol/m-Xylol-

Gemisch wie auch mit 3 MAK Toluol deutlich verstärkt GM-CSF frei, während nach 
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Expositionen mit 1 MAK Toluol bzw. 1 MAK m-Xylol leicht verminderte GM-CSF-Frei-

setzungen beobachtet wurden. Dahingegen zeigte die Exposition mit dem niedrig-

konzentrierten VOC-Gemisch gegenüber aus läsionalem atopischen Ekzem isolier-

ten Keratinozytenkulturen einen die GM-CSF-Sekretion reduzierenden Effekt, wo-

hingegen die Exposition gegenüber dem Prüfgas mit 3 MAK Toluol wiederum zu 

erhöhter Freisetzung führte. Die Prüfgase mit 1 MAK konzentrierten VOC hingegen 

zeigten keine deutlichen Effekte. Die Fallgruppe nicht läsionales atopisches Ekzem 

wies nach Exposition mit 3 MAK Toluol nur leicht erhöhte GM-CSF-Konzentrationen 

auf, eine signifikante Erhöhung erfolgte nach 1 MAK Toluol bzw. 1 MAK m-Xylol, 

während die Sekretion nach Exposition mit dem umweltrelevanten VOC-Gemisch 

unverändert blieb.  

 

Abbildung 37: Mittlere GM-CSF-Konzentrationsquotienten der Expositionsvariablen 
nach dem Modell der Varianzanalyse. Aufgetragen sind die kleinsten quadratischen 
Mittelwert-Schätzer mit der 1 σ Standardabweichung, angegeben ist ferner die Fall-
zahl der jeweiligen Expositionsvariablen. (Datentabelle siehe Anhang A3.9) 

Die Fallgruppen vergleichend ließ sich folgendes feststellen: Während nach einer 

Exposition mit 3 MAK Toluol in allen drei Fallgruppen vermehrt GM-CSF sekretiert 

wurde, unterschieden sich die Effekte der anderen VOC-Expositionen wesentlich 

zwischen den Fallgruppen. Dabei induzierte die Exposition gegenüber dem umwelt-

relevanten VOC-Gemisch eine erhöhte GM-CSF-Sekretion aus Keratinozyten ge-

sunder Haut; Zellen atopisch läsionalen Ekzems sezernierten dahingegen deutlich 

weniger GM-CSF als spontan, während die Freisetzung aus Keratinozyten nicht lä-

sionaler Atopikerhaut nach dieser Exposition unverändert blieb. In den Fallgruppen 

gesund und atopisch nicht läsional zeigte die Exposition mit dem Umwelt-VOC-Ge-

misch eher einen der Exposition mit 3 MAK Toluol als einen den 1 MAK VOC-Expo-
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sitionen vergleichbaren Effekt. Die 1 MAK-konzentrierten VOC-Expositionen zeigten 

fallgruppenspezifisch gegensätzliche Effekte. Fallgruppenintern unterschieden sie 

sich jedoch kaum. 

 

Die Zuverlässigkeit der Aussagen wurde durch die relativ hohen Fallzahlen der 

einzelnen VOC-Expositionsvariablen bei überwiegend ausgeglichener Verteilung und 

Anzahl der Individuen pro Variable gesichert. Lediglich die Quotienten der Exposi-

tionsvariablen 3 MAK Toluol Kurzzeit der Fallgruppen normal und läsional sowie 

1 MAK m-Xylol Kurzzeit der Fallgruppe nicht läsional wurden eventuell durch stark in-

dividuelle Effekte geprägt (vergleiche auch 5.7.5.4, Abbildung 48 sowie Tabelle 25). 

Ferner wurden die Expositionen gesunder Keratinozyten mit 1 MAK m-Xylol anhand 

quantitativer Daten durch je nur ein Individuum pro Expositionsdauer repräsentiert. 

Statistisch sicherere Aussagen ergaben sich diesbezüglich aus der qualitativen 

Regressionsanalyse (vergleiche 5.7.5.3).  

 

In den Kontrollexpositionsversuchen mit synthetischer Luft wurden überwiegend sehr 

niedrige Zytokinkonzentrationen freigesetzt. So konnten für gesunde Keratinozyten 

vor und nach Exposition keine quantitativen Konzentrationswerte gemessen werden. 

Zellen aus läsionaler und nicht läsionaler atopischer Haut wiesen dagegen vor der 

Exposition deutlich höhere, quantifizierbare Konzentrationswerte sekretierter Zyto-

kine auf. Nach der Kontrollexposition lagen diese jedoch unterhalb der Bestim-

mungs- bzw. Erfassungsgrenze des ELISA-Messsystems, so dass kein zuverlässi-

ger, quantitativer Quotient ermittelt werden konnte. Aus demselben Grund fehlt in der 

quantitativen Auswertung (Abbildung 37) die Inkubatorkontrolle für Keratinozyten aus 

läsionalem atopischen Ekzem. Die vorhandenen Aussagen der Inkubatorkontrollen 

aus den Fallgruppen gesunde und nicht läsional atopische Haut sind einerseits 

aufgrund der hohen Streuung um den Mittelwert ungenau, andererseits verzerrt, da 

die geringe Fallzahl jeweils nur ein Individuum pro Expositionsdauer repräsentierte. 

Statistisch zuverlässigere Aussagen über die GM-CSF-Sekretion unter VOC-freien 

Versuchsbedingungen ergab die qualitative Regressionsanalyse (5.7.5.3). 
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ad (2) und (3): In der Fallgruppe der Keratinozyten aus normal gesunder Haut wie-

sen die Mittelwerte der GM-CSF-Konzentrationsverhältnisse über alle Expositions-

variablen einen signifikanten Unterschied (p = 0,025) bezüglich der Expositionsdauer 

auf. D. h., dass - gemittelt über alle Expositionsversuche - eine Abhängigkeit der 

GM-CSF-Sekretion aus gesunden Primärkeratinozyten von der Expositionsdauer 

bestand. Die Mittelwerte der GM-CSF-Konzentrationsverhältnisse in der Fallgruppe 

atopisch läsionale Haut zeigten dagegen keine signifikante Heterogenität (p = 0,123): 

Sie waren expositionsdauerunabhängig. In beiden Fallgruppen waren keine signifi-

kanten Interaktionseffekte zwischen einzelnen Expositionsvariablen und der Exposi-

tionsdauer zu verzeichnen (p = 0,198 bzw. p = 0,195).  

 

Während sich die reinen Expositionseffekte, wie in (1) ausgeführt, auf Keratinozyten 

aus nicht läsionalem, atopischen Ekzem nicht signifikant unterschieden (p = 0,259), 

waren bezüglich der Expositionsdauer über alle Expositionsvariablen (p = 0,003), wie 

auch in Interaktionseffekten zwischen der Expositionsdauer und einzelnen Exposi-

tionsvariablen (p = 0,002) signifikante Unterschiede der Mittelwerte feststellbar. 

Demnach war die durch unterschiedliche Expositionsvariablen induzierte Zytokin-

freisetzung aus Keratinozyten aus nicht läsionalem, atopischen Ekzem stark von der 

jeweiligen Expositionsdauer abhängig. 

 

Varianzanalyse quantitativer GMCSF-Konzentrationsverhältnisse in Abhängigkeit 
von der Expositionsdauer
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Abbildung 38: Mittlere GM-CSF-Konzentrationsquotienten in Abhängigkeit von der 
Expositionsdauer über alle Expositionsvariablen nach dem Modell der Varianz-
analyse. Aufgetragen sind die kleinsten quadratischen Mittelwert-Schätzer mit der 
1 σ Standardabweichung, angegeben ist ferner die Fallzahl der jeweiligen Exposi-
tionsdauer (KZ: Kurzzeitexposition, LZ: Langzeitexposition). (Datentabelle siehe 
Anhang A3.10) 
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ad (2): Abbildung 38 zeigt die expositionsdauerabhängigen GM-CSF-Konzentrations-

verhältnisse zusammengefasst über alle Expositionsvariablen. Im Mittel wurden in 

allen Fallgruppen im Vergleich zur Spontansekretion nach Kurzzeitexpositionen 

erhöhte, nach Langzeitexposition kaum veränderte GM-CSF-Konzentrationen im 

Zellkulturüberstand festgestellt. Dabei unterschieden sich – wie oben erläutert – die 

GM-CSF-Konzentrationen nach Kurzzeit- und Langzeitexposition in den Fallgruppen 

gesunde Haut und nicht läsionales Ekzem signifikant voneinander. Diese Exposi-

tionsdauereffekte zeigten sich über Expositionsvariablen und Fallgruppen intra- wie 

interindividuell reproduzierbar, wie Tabelle 18 exemplarisch verdeutlicht.  

 
Tabelle 18: Inter- und intraindividuelle Effekte der Expositionsdauer auf die Sekretion 
von GM-CSF 
 

Expositions-
variable 

Individuum 
 und 

Fallgruppe 

Quotient: GM-CSF-Konz. nach 
Kurzzeitexp./ Spontansekretion vor 

Exp. 

Quotient: GM-CSF-Konz. nach 
Langzeitexp./ Spontansekretion vor 

Exp. 
3 MAK Toluol OF  gesund 2,2 1,1 

1,0 
 IZ gesund 2,5 

2,1 
2,7 
2,1 
2,9 
2,7 

1,4 
1,6 
0,6 
0,6 

3 MAK Toluol AW läsional 3,2 
2,9 
1,3 
1,4 
1,8 
1,7 

0,8 
0,7 
2,5 
0,6 
1,8 
1,9 

 GK läsional 2,8 
2,4 
2,1 
1,2 

1,9 
1,9 

1 MAK Toluol AW nicht-läs. 2,5 
2,8 

0,4 
0,8 

1 MAK m-Xylol AW nicht-läs. 3,4 
3,0 
3,4 
3,3 

0,6 
0,8 

 MK nicht-läs. 2,2 
2,2 

0,5 
0,6 

 
Da nur wenige Daten aus Kontrollexpositionen in diese quantitative Datenanalyse 

einbezogen werden konnten, konnte nicht beurteilt werden, ob es sich bei diesem 

Expositionsdauereffekt um einen VOC-Expositionsdauer- oder einen reinen – z.B. 

durch Zellalterung bzw. Zelldifferenzierung bedingten – Zeiteffekt handelt. Diese 
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Information musste daher den auch die Kontrollexpositionen berücksichtigenden 

qualitativen Datenauswertungen entnommen werden (vergleiche 5.7.5.3). 

 

ad (3): Die in der Fallgruppe nicht läsionales atopisches Ekzem als signifikant ermit-

telten Interaktionseffekte zwischen einzelnen Expositionsvariablen und Expositions-

dauer werden in Abbildung 39 dargestellt. Nach allen Kurzzeitexpositionsversuchen 

– mit Ausnahme des niedrigkonzentrierten VOC-Gemischs – wurde in Relation zur 

Spontansekretion eine erhöhte GM-CSF-Sekretion nachgewiesen. Dahingegen 

zeigten sich nach Langzeitexposition mit dem niedrigkonzentrierten VOC-Gemisch 

eine schwach erhöhte, mit 3 MAK Toluol eine unveränderte, nach 1 MAK Toluol eine 

wie nach Kurzzeitexposition erhöhte Zytokinkonzentration. Ein signifikanter 

Interaktionseffekt ergab sich für die Expositionsvariable 1 MAK m-Xylol: Kurzzeitex-

positionen induzierten eine stark erhöhte GM-CSF-Freisetzung (n = 6), wohingegen 

Langzeitexpositionsversuche eine gegenüber der Spontansekretion unveränderte 

Zytokinkonzentration aufwiesen (n = 6). Der im varianzanalytischen Modell ebenfalls 

als signifikant bewertete Effekt nach VOC-freier Inkubationskontrolle musste 

aufgrund der geringen Fallzahl (n = 2), der großen Varianz sowie der Repräsentation 

nur je eines Individuums pro Expositionsdauer mit Vorbehalt betrachtet werden. 

  

Varianzanalyse quantitativer GMCSF-Konzentrationsverhältnisse unter Interaktion 
von Expositionsart und Expositionsdauer

0

1

2

3

4

5

Umwelt
T/m-X

n=6

3 M AK T
n=13

1 M AK T
n=10

1 M AK
m-X n=6

Inkubator
n=2

Umwelt
T/m-X

n=6

3 M AK T
n=7

1 M AK T
n=5

1 M AK
m-X n=6

Inkubator
n=2

   Kurzzeit                                                                                                    Langzeit
atopisches Ekzem nicht läsional

Q
u

o
ti

en
t 

G
M

C
S

F
 n

ac
h

 E
xp

. 
/ G

M
C

S
F

 v
o

r 
E

xp
.

 

Abbildung 39: Mittlere GM-CSF-Konzentrationsquotienten der Fallgruppe nicht läsio-
nales atopisches Ekzem unter Interaktion einzelner Expositionsarten und Exposi-
tionsdauer nach dem Modell der Varianzanalyse. Aufgetragen sind die kleinsten qua-
dratischen Mittelwert-Schätzer mit der 1 σ Standardabweichung, angegeben ist fer-
ner die Fallzahl der jeweiligen Expositionsvariablen. (Datentabelle siehe Anhang A3.11) 
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Interleukin 1α und Interleukin 6 

Sowohl spontan als auch - insbesondere für IL-1α - nach Exposition wurden über-

wiegend sehr geringe Konzentrationen von Interleukin 1α und Interleukin 6 freige-

setzt. Für die quantitative Varianzanalyse standen daher für nur einzelne Exposi-

tionsvariablen nur äußerst geringe Fallzahlen von Wertepaaren zur Verfügung, deren 

Konzentrationen sowohl vor als auch nach der Exposition oberhalb der Bestim-

mungsgrenze des ELISA-Messsystems ermittelt wurden. Dies führte zu einer starken 

Reduktion der Freiheitsgrade im varianzanalytischen Modell und zur Angabe von 

Mittelwert-Schätzern mit Standardabweichung für Fallzahlen von n = 1 als Artefakt 

der Modellrechnung. Die in Abbildung 40 und Abbildung 41 der Vollständigkeit halber 

dargestellten Daten waren daher nicht zuverlässig auswertbar. Gleiches galt für die 

Analyse der geringen Fallzahlen unter weiterer Auftrennung nach der Expositions-

dauer; auf die Darstellung dieser varianzanalytischen Ergebnisse wurde deshalb ver-

zichtet. Trotz dieser eingeschränkten statistischen Zuverlässigkeit verdeutlicht 

Abbildung 40 eine in Relation zur Spontansekretion nach der Exposition generell – 

unabhängig von den Expositionsvariablen – niedrigere IL-1α-Konzentration im Zell-

kulturüberstand. Dass die Kontrollexpositionen gegenüber synthetischer Luft glei-

chermaßen betroffen waren, deutete auf einen VOC-unabhängigen Zeiteffekt hin. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 40: Mittlere Interleukin 1α-Konzentrationsquotienten der Expositions-
variablen nach dem Modell der Varianzanalyse. Aufgetragen sind die kleinsten 
quadratischen Mittelwert-Schätzer mit der 1 σ Standardabweichung, angegeben ist 
ferner die Fallzahl der jeweiligen Expositionsvariablen. (Datentabelle siehe Anhang 
A3.12) 
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Abbildung 41: Mittlere Interleukin 6-Konzentrationsquotienten der Expositions-
variablen nach dem Modell der Varianzanalyse. Aufgetragen sind die kleinsten 
quadratischen Mittelwert-Schätzer mit der 1 σ Standardabweichung, angegeben ist 
ferner die Fallzahl der jeweiligen Expositionsvariablen. (Datentabelle siehe Anhang 
A3.13) 

 

5.7.5.3 Logistische Regressionsanalyse veränderter Konzentrationsverhält-

nisse 

 
Im Rahmen der logistischen Regressionsanalyse258 wurde für alle erhobenen Daten-

paare das Verhältnis der Zytokinkonzentration vor der Exposition zu der nach der Ex-

position qualitativ als Konzentrationsanstieg oder -reduzierung bzw. als unverändert 

beurteilt. Dabei wurden in Konzentrationsverhältnissen von Wertepaaren mit qualita-

tiven Zytokinkonzentrationen vor und/oder nach Exposition diese gemäß ihrer Zuver-

lässigkeitsstufen (< NG: 1; < EG: 2; < BG: 3) gewertet. Dies war insofern möglich, da 

alle quantitativen (> BG), als Absolutwerte in den Quotienten eingehenden Zytokin-

konzentrationen größer als 3 pg/ml waren. Konzentrationsverhältnisse der Werte-

paare mit beiden Konzentrationsdaten oberhalb der Bestimmungsgrenze des ELISA-

Messsystems wurden anhand der absoluten, quantitativen Konzentrationswerte er-

mittelt.  

Die binären Daten aller veränderten Zytokinkonzentrationsverhältnisse wurden an-

schließend in logistischen regressionsanalytischen Modellansätzen auf Effekte der 

VOC-Exposition untersucht. Das Modell der logistischen Regression berechnet die 

Chancen („odds“) der Zielvariablen für beliebige Kombinationen vorgegebener Ein-
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flussvariablen. Die Zielvariablen waren binär mit 0, gleichbedeutend mit einer redu-

zierten Zytokinkonzentration, bzw. 1, gleichbedeutend mit einer erhöhten Zytokinse-

zernierung nach Exposition, kodiert. Für jede Einflussvariable wurde ein Koeffizient β 

ermittelt. Er ist gleich dem natürlichen Logarithmus des Chancenverhältnisses („odds 

ratio“ = eβ) für die Einflussvariable im Zustand 1 (vorhanden) zur Variable im Zustand 

0 (nicht vorhanden), vorausgesetzt, alle anderen Einflussvariablen bleiben konstant. 

Dies wurde durch das Versuchsdesign der Studie garantiert: Denn pro Experiment 

wurde ausschließlich gegenüber einer Einflussvariable exponiert („dummy“ Variable). 

Eine aus einem positiven Koeffizienten β resultierende „odds ratio“ größer 1 steht 

daher für eine häufigere Erhöhung bzw. seltenere Reduktion der nach Exposition mit 

der Einflussvariable gemessenen sekretierten Zytokinkonzentration im Vergleich zur 

Basiskategorie Kontrollexposition mit synthetischer Luft („intercept“). Ein negatives β, 

resultierend in einer „odds ratio“ kleiner 1, ist gleichbedeutend mit einem im 

Verhältnis zur Kontrollexposition häufiger die Zytokinkonzentration reduzierenden 

bzw. seltener steigernden Effekt einer Expositionsvariable.  

Eine erste Regressionsanalyse beurteilte die nach den Expositionsvarianten mit 

VOC-Prüfgasen sowie nach der Kontrollinkubation - unabhängig von der Exposi-

tionsdauer - beobachteten Effekte jeweils in Relation zur Kontrollexposition mit 

synthetischer Luft. Die Analyse wurde für jedes der drei Zytokine einerseits getrennt 

nach den drei Fallgruppen (1) sowie andererseits als jeweilige Zweigruppenverglei-

che (2) über alle Expositionsvariablen durchgeführt. Eine weitere logistische Regres-

sion zur Analyse möglicher Interaktionen zwischen einzelnen Expositionsarten und 

der Expositionsdauer ergab aufgrund der hohen Anzahl von Variablen und daraus 

resultierenden großen Varianzen keine statistisch zuverlässigen Ergebnisse. Um 

dennoch einen möglichen Effekt der Expositionsdauer zu ermitteln, wurden zum 

einen in einem dritten logistischen Regressionsmodell die Auswirkungen oben ge-

nannter Expositionsvariablen auf die Zytokinfreisetzung getrennt für Kurzzeit- bzw. 

Langzeitexpositionen untersucht (3). Zum anderen beurteilte ein viertes Modell die 

Expositionsdauer ohne Interaktion als gleichrangige Einflussvariable neben den Ex-

positionsvariablen. Auf diese Weise wurde der Einfluss eines über alle Expositions-

variablen gemittelten Expositionsdauereffekts auf die einzelnen Expositionsvariablen 

für Kurzzeit- und Langzeitexpositionen dargestellt (4). Der Vergleich der Ergebnisse 

aus den Analysen (3) und (4) ließ wiederum Rückschlüsse auf die Existenz von Inter-

aktionen zwischen Expositionsdauer und einzelnen Expositionsvariablen zu. Als rela-
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tive Basiskategorien dienten in diesen Modellen Kurzzeit- bzw. Langzeit-Kontroll-

expositionen mit synthetischer Luft. Auf Individuen anstatt auf Fallgruppen basieren-

de logistische Regressionsanalysen konnten wiederum aufgrund der hohen Varia-

blenzahl und den daraus resultierenden großen Varianzen nicht sinnvoll beurteilt 

werden. Individuelle Effekte wurden daher gesondert untersucht (vergleiche 5.7.5.4) 

und nachträglich in die Auswertung einbezogen.Tabelle 19, Tabelle 22 und Tabelle 

23 fassen die Ergebnisse der logistischen Regressionsanalysen (1) und (4) getrennt 

nach Zytokinen zusammen. Sie geben die Signifikanz der Schätzungen in Form von 

t-Werten an, wobei ein t-Wert größer 2 bzw. kleiner -2 – vorausgesetzt, es liegen 

mindestens 100 Freiheitsgrade vor – in etwa einem Signifikanzniveau von p < 0,05 

entspricht. Tabelle 20 zeigt die Ergebnisse der Regressionsanalyse (3) für GM-CSF. 

Tabelle 21 und Tabelle 24 stellen die Ergebnisse des logistischen Regressions-

modells (2) zum Vergleich des Sezernierungsverhaltens von Fallgruppen über alle 

Expositionsvariablen ohne Interaktion dar. Das Signifikanzniveau der Schätzer wird 

hier durch die empirische Irrtumswahrscheinlichkeit  p > χ² für β und σ unter der 

Nullhypothese beschrieben. Abbildung 42 bis Abbildung 47 zeigen die in den 

Regressionsanalysen ermittelten „odds“ als prozentualen Anteil aller gegenüber 

einer Expositionsvariable exponierten Zellkulturen mit relativ zur Spontansekretion 

reduzierter bzw. erhöhter Zytokinkonzentration nach Exposition.  

Es folgen die Ergebnisse der logistischen Regressionsanalysen getrennt nach Zyto-

kinen und Fallgruppen sowie am Ende dieses Kapitels eine vergleichende Zusam-

menfassung der Ergebnisse aus Varianz- und Regressionsanalyse. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                                                               5 Ergebnisse 

 154  

GM-CSF 

Tabelle 19: Logistische Regressionsanalyse qualitativer Expositionseffekte auf die 
Freisetzung von GM-CSF aus humanen Keratinozyten (KZ: Kurzzeit-, LZ: Langzeit-
expositionen) 

 
Normal gesunde Haut  

ad (1): In der Fallgruppe gesunde Haut ermittelte das logistische Regressionsmodell 

unabhängig von der Expositionsdauer in 57 % der Fälle („odds“ = 1,334:1) eine stati-

stisch nicht signifikant erhöhte GM-CSF-Freisetzung nach Kontrollexposition mit syn-

thetischer Luft. In Relation zu dieser Referenzexposition ließen sich die folgenden 

VOC-Expositionseffekte berechnen (vergleiche Abbildung 42): Nach Exposition mit 

dem umweltrelevanten VOC Gemisch wurden in 81 % („odds ratio“ = 3,251:1; 

„odds“ = (3,251·1,334):1 = 81 %), nach Versuchen mit 3 MAK Toluol in 89 % („odds 

ratio“ = 5,812:1) aller exponierten Kulturen in Bezug auf die Spontansekretion erhöh-

te GM-CSF-Konzentrationen freigesetzt. Der Einfluss von 3 MAK Toluol war dabei 

GMCSF
logistische Regression (1)

expositionsdauerunabhängig 
logistische Regression (4)
KZ vs. LZ ohne Interaktion

Expositions-
variablen

Koeff. 
log. Regr.

β  

Std.-
Abw. 

σ  

odds/
odds 
ratio

t-Wert
Koeff. 

log. Regr.
β  

Std.-
Abw. 

σ  

odds/
odds 
ratio

t-Wert

gesund
Referenz s.Luft /+KZ 0,288 0,764 1,334 0,377 1,734 1,004 5,663 1,727

Umw. T/m-X /+KZ 1,179 0,888 3,251 1,327 1,282 0,915 3,604 1,401
3 MAK T /+KZ 1,760 0,930 5,812 1,892 1,953 0,959 7,050 2,035
1 MAK T /+KZ -0,981 0,856 0,375 -1,145 -0,967 0,882 0,380 -1,096

1 MAK m-X /+KZ -1,299 0,868 0,273 -1,150 -1,162 0,894 0,313 -1,299
Inkubator /+KZ 0,811 1,118 2,250 0,725 0,930 1,150 2,535 0,809
Exp.-Dauer: LZ -1,002 0,428 0,367 -2,341

läsional
Referenz s.Luft /+KZ -8,202 18,328 0,000 -0,448 -6,286 28,011 0,002 -0,224

Umw. T/m-X /+KZ 6,257 18,239 5 x 102 0,341 7,668 28,013 2 x 103 0,274

3 MAK T /+KZ 8,749 18,332 6 x 103 0,477 10,352 28,010 3 x 104 0,370
1 MAK T /+KZ 8,944 18,332 8 x 103 0,488 10,479 28,010 4 x 104 0,374

1 MAK m-X /+KZ 7,797 18,334 2 x 103 0,425 9,283 28,011 1 x 104 0,331

Inkubator /+KZ 16,405 22,448 1 x 107 0,731 18,613 34,376 1 x 108 0,541
Exp.-Dauer: LZ -2,179 0,519 0,113 -4,196

nicht läsional
Referenz s.Luft /+KZ -8,202 12,960 0,000 -0,633 -7,013 12,772 0,001 -0,549

Umw. T/m-X /+KZ 6,863 12,965 1 x 103 0,529 6,970 12,768 1 x 103 0,546

3 MAK T /+KZ 8,782 12,965 7 x 103 0,677 8,783 12,768 7 x 103 0,688

1 MAK T /+KZ 7,961 12,966 3 x 103 0,614 7,919 12,770 3 x 103 0,620

1 MAK m-X /+KZ 7,627 12,967 2 x 103 0,588 7,707 12,770 2 x 103 0,603
Inkubator /+KZ 8,490 12,983 5 x 103 0,654 8,494 12,787 5 x 103 0,664
Exp.-Dauer: LZ -0,828 0,367 0,437 -2,258
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mit t = 1,892 annähernd signifikant. Hohe Signifikanz erzielte dieser Effekt im Zwei-

gruppenvergleich (ad 2) mit p > 0,0276 und einer „odds ratio“ von 5,196:1 gegenüber 

Zellen aus läsionalem Ekzem bzw. p > 0,0002 und einer „odds ratio“ von 10,888:1 im 

Vergleich mit Zellen aus nicht läsionaler Haut (vergl. Tabelle 21, Seite 159). Eine re-

lativ zur Spontansekretion reduzierte Zytokinfreisetzung wurde hingegen nach Expe-

rimenten mit 1 MAK Toluol in 67 % („odds ratio“ = 0,375:1), mit 1 MAK m-Xylol in 

73 % („odds ratio“ = 0,273:1) der exponierten Zellkulturen beobachtet. Die relative 

GM-CSF-Sekretion der Inkubatorkontrolle war zu 75 % („odds ratio“ = 2,250:1) er-

höht, die hohe Standardabweichung sowie der niedrige t-Wert signalisierten jedoch 

die aufgrund niedriger Fallzahlen (n = 10) statistische Unsicherheit dieser Aussage.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 42: Qualitative, von der Expositionsdauer unabhängige Expositionseffekte 
auf die GM-CSF-Sekretion aus Keratinozyten normal gesunder Haut nach dem 
logistischen Regressionsmodell (1). Dargestellt ist der prozentuale Anteil aller expo-
nierten Zellkulturen mit relativ zur Spontansekretion reduzierter (auf der negativen 
Skala aufgetragen) bzw. erhöhter Zytokinfreisetzung nach der Exposition. 
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Tabelle 20: Logistische Regressionsanalyse qualitativer Expositionseffekte auf die 
Freisetzung von GM-CSF aus humanen Keratinozyten getrennt nach Kurzzeit- (KZ) 
und Langzeitexpositionen (LZ) 

 

ad (3) und (4): Tabelle 19 und Tabelle 20 zeigen die Ergebnisse der logistischen Re-

gressionsanalysen zum Einfluss der Expositionsdauer auf die Auswirkungen von den 

Expositionsvariablen. Für Expositionsvariablen mit überwiegend die Zytokinkonzen-

tration reduzierendem Effekt führte das logistische Regressionsmodell (3) aufgrund 

des niedrigen Informationsgehaltes im Modell (Reduktion codiert mit 0) zu relativ ho-

hen Standardabweichungen und daher niedrigen p-Werten (Tabelle 20). Die ermittel-

ten „odds ratio“ -Schätzer entsprachen aber den Verhältnissen von Reduktion und 

Zunahme der GM-CSF-Sekretion, die direkt, ohne statistisches Modell, aus den Kon-

zentrationsdaten der einzelnen Expositionsvariablen berechnet wurden (vergleiche 

5.7.5.4). Die linke Histogrammdarstellung in Abbildung 43 verdeutlicht die unter-

schiedliche Wirkung der Expositionsvariablen in Abhängigkeit von der Expositions-

dauer nach Modell (3). Im Anschluss an Kontrollexpositionen gegenüber syntheti-

scher Luft war die GM-CSF-Konzentration etwa ebenso häufig erhöht wie erniedrigt. 

Kurzzeitexpositionen gegenüber dem VOC-Gemisch sowie gegenüber 3 MAK Toluol 

zeigten hingegen zu 88 % bzw. 87 % eine sezernierungssteigernde (βT/m-X = 2,015 

bzw. β3Toluol = 1,946), aber nicht signifikante Wirkung. Dieser Effekt war auch nach 

Langzeitexpositionen zu verzeichnen. In Expositionen gegenüber 1 MAK Toluol und 

1 MAK m-Xylol zeigte die Langzeitexpositionsdauer hingegen einen bemerkenswer-

ten, im Fall von 1 MAK m-Xylol signifikanten (p = 0,028), überwiegend reduzierenden 

(β1Toluol = -2,079 bzw. β1m-Xylol = -3,526) Einfluss auf die GM-CSF-Konzentration, wäh-

rend dieselben Prüfgase nach Kurzzeitexpositionen im Mittel annähernd unveränder-

te Sekretion induzierten. Die Ergebnisse zu den Inkubatorkontrollen waren aufgrund 

der niedrigen Fallzahl von n = 4 nicht statistisch zuverlässig auswertbar.  

GMCSF
logistische Regression (3)

Kurzzeitexposition
logistische Regression (3)

Langzeitexposition

Expositions-
variablen

Koeff. 
log. Regr.

β  

Std.-
Abw. 

σ  

odds/
odds 
ratio

p > χ2
Koeff. 

log. Regr.
β  

Std.-
Abw. 

σ  

odds/
odds 
ratio

p > χ2

gesund
Referenz s.Luft -4 x 10-17 1,000 1,000 1,000 0,693 1,225 2,000 0,571

Umw. T/m-X 2,015 1,252 7,501 0,107 0,319 1,357 1,376 0,814
3 MAK T 1,946 1,254 7,001 0,121 1,447 1,435 4,250 0,313
1 MAK T -0,134 1,126 0,875 0,906 -2,079 1,384 0,125 0,133

1 MAK m-X 0,560 1,180 1,751 0,635 -3,526 1,600 0,029 0,028

Inkubator -4 x 10-15 1,414 1,000 1,000 12,511 368,3 999,0 0,973
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Abbildung 43: Qualitative Effekte auf die GM-CSF-Sekretion aus Keratinozyten 
normal gesunder Haut für einzelne Expositionsvariablen getrennt nach der Exposi-
tionsdauer (3) bzw. unter Aufschlüsselung der Expositionsdauer über alle Exposi-
tionsvariablen (4). Dargestellt ist der prozentuale Anteil aller exponierten Zellkulturen 
mit relativ zur Spontansekretion reduzierter (negative Skala) bzw. erhöhter Zyto-
kinfreisetzung nach der Exposition. (KZ: Kurzzeit-, LZ: Langzeitexpositionen) 

 
Bezogen auf die Basiskategorien Kontrollexposition mit synthetischer Luft und Kurz-

zeitexpositionen bewies das logistische Regressionsmodell (4) – analog zu den va-

rianzanalytischen Ergebnissen quantitativer Konzentrationsverhältnisse (vergleiche 

5.7.5.2 ad (2)) – unabhängig von einzelnen Expositionsvariablen eine signifikant 

(t = -2,341) häufigere Reduktion der GM-CSF-Sekretion nach Langzeitexpositionen 

(vergleiche Tabelle 19): Die Chance auf erhöhte Zytokinfreisetzung war unter Lang-

zeitexposition um circa ein Drittel niedriger („odds ratio“ = 0,367:1) als nach Kurzzeit-

exposition. Starken Einfluss zeigte die Expositionsdauer in diesem Modell auf die 

Zytokinfreisetzungsmodulation nach Kurzzeitexpositionen mit synthetischer Luft 
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(„odds ratio“ = 5,663:1). Unter Langzeitexposition reduzierte sich diese Chance auf 

eine erhöhte GM-CSF-Freisetzung von 85 % auf 40 %. Diese Aussage stand im 

Widerspruch zu dem experimentell beobachteten und in Modell (3) analysierten 

Effekt. Dahingegen zeigte sich übereinstimmend mit Modell (3) ein signifikant sezer-

nierungssteigernder Effekt von Kurzzeitexpositionen gegenüber 3 MAK Toluol („odds 

ratio“ = 7,050:1). D. h., auch unter der Voraussetzung eines von einzelnen Exposi-

tionsvariablen unabhängigen Expositionsdauereffekts war die Chance auf vermehrte 

Zytokinexpression nach Kurzzeitexposition mit 3 MAK Toluol gegenüber der Kontroll-

exposition um den Faktor 7 signifikant (t = 2,035) erhöht. Abbildung 43 rechts zeigt 

den Einfluss des über alle Expositionsvariablen gemittelten Expositionsdauereffekts 

auf die einzelnen Variablen für Kurz- und Langzeiteffekte unter der Annahme nicht 

bestehender Interaktionen (4). Die hier modulierten Verhältnisse von Reduktions- 

und Steigerungseffekten zeigten z. T. große Diskrepanzen zu den experimentell 

nachgewiesenen, in Modell (3) getrennt nach Kurz- bzw. Langzeitexpositionen analy-

sierten Effekten (Abbildung 43 links): Generell wurden die Kurzzeiteffekte in Rich-

tung verstärkender Zytokinfreisetzung verändert, während Langzeitexpositionen ins-

besondere von 1 MAK m-Xylol bzw. 1 MAK Toluol geringere Reduktionseffekte be-

wirkten. Der Vergleich der logistischen Regressionsmodelle (3) und (4) ließ daher auf 

vorhandene Interaktionseffekte insbesondere zwischen den Expositionsvariablen 

1 MAK m-Xylol bzw. 1 MAK Toluol und der Expositionsdauer rückschließen. 

 
Atopisches Ekzem 

Die nach dem logistischen Regressionsmodell berechneten Schätzer für die Wahr-

scheinlichkeit von expositionsdauerunabhängigen Effekten einzelner Expositionsva-

riablen (ad 1) auf die Freisetzung von GM-CSF aus Keratinozyten atopisch läsionaler 

Haut wiesen hohe Varianzen auf und waren daher nicht interpretierbar (vergleiche 

Tabelle 19). Aufgrund der höheren Anzahl von Variablen verstärkte sich diese stati-

stische Unsicherheit in Bezug auf einzelne Expositionsvariablen und Expositionsdau-

er in den Modellen (3) (Daten nicht gezeigt) und (4). Für den über alle Expositions-

variablen gemittelten Einfluss der Expositionsdauer ergab sich jedoch mit β = -2,179 

und t = -4,196 ein hochsignifikanter Reduktionseffekt für Langzeit- in Bezug auf 

Kurzzeitexpositionen (vergleiche Tabelle 19). D. h., unabhängig von der Expositions-

variable setzten die Primärkeratinozyten atopisch läsionaler Haut nach Experimenten 

von 18 h bzw. 24 h Dauer im Mittel signifikant häufiger niedrigere bzw. seltener er-

höhte GM-CSF-Konzentrationen frei als nach Expositionen von 5 h oder 8 h Dauer. 
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Ein ähnliches Bild ergab sich für die Fallgruppe atopisch nicht läsionale Haut. Auch 

hier waren in den Analysemodellen (1), (3) und (4) die β-Koeffizienten einzelner Ex-

positionsvariablen bei hohen Standardabweichungen nicht statistisch zuverlässig in-

terpretierbar. Bezüglich der Expositionsdauer wurde jedoch für Langzeitexpositionen 

gegenüber den nachgewiesenen Kurzzeitexpositionseffekten im Mittel über alle Ein-

flussvariablen ein statistisch signifikant (t = -2,258) reduzierender Effekt („odds ratio“ 

= 0,437:1) auf die Freisetzung von GM-CSF aus Keratinozyten nicht läsionaler Haut 

festgestellt (vergleiche Tabelle 19). Derselbe Sachverhalt nachgewiesener Kurzzeit- 

und nicht vorhandener Langzeitexpositionseffekte wurde bereits in der Varianzana-

lyse quantitativer Konzentrationsverhältnisse deutlich (vergleiche 5.7.5.2, Abbildung 

38).  
 

Tabelle 21: Vergleich des GM-CSF-Sezernierungsverhaltens von Fallgruppen nach 
dem logistischen Regressionsmodell (2) in Form von Zweigruppenvergleichen über 
alle Expositionsvariablen ohne Interaktion 

 
Fallgruppenvergleich 

ad (2): Der Fallgruppenvergleich ohne Annahme einer Interaktion mit einzelnen Ex-

positionsvariablen wies ein unter Schadstoffexposition signifikant unterschiedliches 

GM-CSF-Sezernierungsverhalten von Keratinozyten aus normal gesunder Haut und 

solchen aus Atopikerhaut nach (vergleiche Tabelle 21). Dabei setzten Keratinozyten 

aus läsionalem Ekzem mit p > 0,027 und einer „odds ratio“ von 0,534:1 signifikant 

häufiger reduzierte bzw. seltener erhöhte GM-CSF-Konzentrationen frei als Zellen 

aus gesunder Haut. Die GM-CSF-Sekretion aus Keratinozyten nicht läsionalen 

Ursprungs unterschied sich sogar hoch signifikant von der aus gesunden Zellen 

(„odds ratio“ = 0,635:1; p > 0,0004). Die aus diesem interaktionsfreien Modell rück-

geschlossenen Expositionseffekte zeigten für einzelne Variablen wesentliche Diskre-

GMCSF
logistische Regression (2)

gesund - atop. läsional
logistische Regression (2)

gesund - atop. nicht läsional

Expositions-
variablen

Koeff. 
log. Regr.

β  

Std.-
Abw. 

σ  

odds/
odds 
ratio

p > χ2
Koeff. 

log. Regr.
β  

Std.-
Abw. 

σ  

odds/
odds 
ratio

p > χ2

Referenz s.Luft 0,538 0,757 1,713 0,477 -0,243 0,633 0,784 0,701
Umw. T/m-X 0,431 0,731 1,538 0,556 0,994 0,625 2,702 0,112

3 MAK T 1,648 0,748 5,196 0,028 2,388 0,646 10,888 0,0002
1 MAK T 0,278 0,731 1,321 0,704 0,943 0,643 2,323 0,190

1 MAK m-X -0,446 0,747 0,640 0,551 0,350 0,652 1,419 0,591
Inkubator 1,938 1,024 6,941 0,610 2,301 0,790 9,983 0,040

Fallgruppe atop. Ekz. -0,627 0,284 0,534 0,027 -0,454 0,127 0,635 0,0004
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panzen im Vergleich zu den experimentell und in der Einzelgruppenanalyse (1) fest-

gestellten Expositionseffekten (vergleiche Abbildung 44 und Abbildung 42). Das be-

deutete, dass entgegen der Modellannahme starke Interaktionseffekte zwischen den 

Fallgruppen und einzelnen Expositionsvariablen vorlagen, die aber aufgrund der 

bekannten Struktur der Untersuchungsdaten nicht analysiert werden konnten.  

Der Fallgruppenvergleich zwischen atopisch läsionaler und nicht läsionaler Haut 

ergab keine statistisch zuverlässig auswertbaren Ergebnisse. 

 

Abbildung 44: Fallgruppenspezifisches GM-CSF-Sezernierungsverhalten ohne Inter-
aktion mit einzelnen Expositionsvariablen nach dem log. Regressionsmodell (2) 
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Interleukin 1α 

Tabelle 22: Logistische Regressionsanalyse qualitativer Expositionseffekte auf die 
Freisetzung von Interleukin 1α aus humanen Keratinozyten (KZ: Kurzzeit-, LZ: Lang-
zeitexpositionen) 

 

Normal gesunde Haut  

ad (1): Die Exposition mit synthetischer Luft führte bei 75 % der exponierten Kulturen 

relativ zur Spontansekretion zu einer Reduktion der gemessenen sekretierten 

Interleukin 1α-Konzentration aus Keratinozyten pathologisch unauffälliger Haut (ver-

gleiche Tabelle 22 und Abbildung 45 ad (1)). Weiter induzierten Expositionen mit 

1 MAK Toluol mit einer Chance von 91 %, Expositionen mit 1 MAK m-Xylol mit einer 

Chance von 94 % und Expositionen mit 3 MAK Toluol mit einer Chance von 96 % ei-

ne häufigere Reduktion der IL-1α-Sekretion. Die Effekte erlangten jedoch maximal 

grenzwertige Signifikanz (t3 MAK Toluol = -1,848). Expositionen mit dem niedrigkonzen-

trierten VOC-Gemisch führten in nur 70 % aller Zellkulturen ebenfalls zu niedrigerer 

IL-1a
logistische Regression (1)

expositionsdauerunabhängig 
logistische Regression (4)
KZ vs. LZ ohne Interaktion

Expositions-
variablen

Koeff. 
log. Regr.

β  

Std.-
Abw. 

σ  

odds/
odds 
ratio

t-Wert
Koeff. 

log. Regr.
β  

Std.-
Abw. 

σ  

odds/
odds 
ratio

t-Wert

gesund
Referenz s.Luft /+KZ -1,099 0,816 0,333 -1,346 -2,235 1,250 0,107 -0,788

Umw. T/m-X /+KZ 0,234 0,919 1,264 0,254 0,172 0,931 1,188 0,185
3 MAK T /+KZ -2,015 1,090 0,133 -1,848 -2,122 1,103 0,120 -1,923
1 MAK T /+KZ -1,170 1,017 0,310 -1,150 -1,190 1,028 0,304 -1,158

1 MAK m-X /+KZ -1,735 1,094 0,176 -1,586 -1,863 1,107 0,155 -1,659
Inkubator /+KZ -8,104 19,127 0,000 -0,424 -8,189 18,981 0,000 -0,431
Exp.-Dauer: LZ 0,735 0,589 2,085 1,248

läsional
Referenz s.Luft /+KZ -1,946 1,069 0,143 -1,820 -0,191 1,453 0,826 -1,131

Umw. T/m-X /+KZ -9,257 31,061 0,000 -0,298 -9,077 30,341 0,000 -0,299
3 MAK T /+KZ -0,047 1,234 0,954 -0,038 0,026 1,258 1,026 0,021
1 MAK T /+KZ 0,388 1,202 1,474 0,323 0,547 1,232 1,728 0,444

1 MAK m-X /+KZ -9,257 35,861 0,000 -0,258 -9,168 35,036 0,000 -0,262
Inkubator /+KZ 1,658 1,314 5,249 1,262 1,497 1,347 4,468 1,112
Exp.-Dauer: LZ -1,268 0,756 0,281 -1,678

nicht läsional
Referenz s.Luft /+KZ -9,203 21,366 1,000 0,000 -9,317 21,387 0,000 -0,436

Umw. T/m-X /+KZ 5,871 21,378 0,000 0,000 5,859 21,376 4 x 102 0,274
3 MAK T /+KZ 5,706 21,390 4 x 102 0,000 5,706 21,388 3 x 102 0,267
1 MAK T /+KZ 7,166 21,374 3 x 102 0,000 7,175 21,373 1 x 103 0,336

1 MAK m-X /+KZ 7,411 21,371 1 x 103 0,000 7,406 21,369 2 x 103 0,347
Inkubator /+KZ 0,000 31,276 1,000 0,000 0,005 31,273 1,005 0,000
Exp.-Dauer: LZ 0,076 0,653 1,079 0,116
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IL-1α-Freisetzung. Für die Inkubatorkontrolle mit in 10 Fällen ausschließlich redu-

zierten Zytokinverhältnissen konstatierte das logistische Regressionsmodell aufgrund 

des geringen Informationsgehaltes (Reduktion codiert als Variable 0) keine sinnvoll 

interpretierbaren Koeffizienten. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 45: Qualitative Expositionseffekte auf die IL-1α-Sekretion aus Kerati-
nozyten normal gesunder Haut: (1) expositionsdauerunabhängige logistische Re-
gressionsanalyse; (4) log. Regressionsanalyse: Kurzzeit- (KZ) versus Langzeitexpo-
sition (LZ) ohne Interaktion. Dargestellt ist der prozentuale Anteil aller exponierten 
Zellkulturen mit relativ zur Spontansekretion reduzierter (auf der negativen Skala 
aufgetragen) bzw. erhöhter Zytokinfreisetzung nach der Exposition.  

 

ad (3) und (4): Aufgrund der hohen Anzahl von Variablen bei gleichzeitig geringem 

Informationsgehalt der überwiegenden Reduktionseffekte im logistischen Modell wa-

ren die Regressionsdaten für die einzelnen Expositionsvariablen getrennt nach der 

Expositionsdauer (3) nicht statistisch zuverlässig auswertbar (Daten nicht gezeigt). 

Unter der Annahme interaktionsfreier Effekte von Expositionsvariablen und Exposi-
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tionsdauer (4) zeigte sich für alle Expositionsvariablen nach Kurzzeitexpositionen ei-

ne im Vergleich zur expositionsdauerunabhängigen Analyse häufiger reduzierte Zy-

tokinfreisetzung (vergleiche Tabelle 22 und Abbildung 45 ad (4)). Der Einfluss durch 

das Prüfgas 3 MAK Toluol erreichte unter diesen Bedingungen eine grenzwertige 

Signifikanz (t = -1,923). Langzeitexpositionen induzierten weniger Fälle mit reduzier-

ter Sekretion als Kurzzeitexpositionen, jedoch ebenfalls mehr als experimentell und 

unter expositionunabhängiger Analyse (1) konstatiert wurden. Der Modellvergleich 

wies daher die Hypothese fehlender Interaktionen zwischen Expositionsvariablen 

und Expositionsdauer hinsichtlich deren Einfluss auf die Interleukin-1α-Sekretion aus 

normal gesunden Keratinozyten als nicht zutreffend zurück. 

 

Atopisches Ekzem 

Expositionsdauerunabhängig wurde in der Fallgruppe läsionales atopisches Ekzem 

bereits nach Kontrollexpositionen mit synthetischer Luft eine häufige („odds ratio“ = 

0,431:1), grenzwertig signifikante (t = -1,820) Sekretionsreduktion ermittelt (87 % 

aller exponierten Kulturen). Mit Ausnahme von Experimenten mit 1 MAK Toluol ver-

stärkten alle VOC-Prüfgasexpositionen diesen Reduktionseffekt (vergleiche Tabelle 

22, ad (1)). Getrennt nach der Expositionsdauer erhöhte sich die Chance von 55 % 

auf eine im Vergleich zur Spontansekretion verminderte IL-1α-Konzentration nach 

Kurzzeitkontrollexposition auf 84 % nach Langzeitexposition mit synthetischer Luft 

(4). Generell war, gemittelt über alle Expositionsvariablen, ein häufiger, reduzie-

render (β = -1,268; „odds ratio“ = 0,281:1), mit t = -1,678 jedoch nicht signifikanter 

Langzeitexpositionseffekt auf Keratinozyten aus läsionaler Haut festzustellen (ver-

gleiche Tabelle 22, ad (4)). Da sowohl Kontroll- als auch VOC-Expositionen diesel-

ben Effekte zeigten, deuteten diese Ergebnisse auf einen reinen Zeiteffekt hin. Das 

heißt, dass die Keratinozyten aus läsionalem atopischen Ekzem mit zunehmendem 

Alter und Zelldifferenzierung weniger Interleukin 1α sezernierten. Bezüglich der Fall-

gruppe nicht läsionales atopisches Ekzem konnten aus den logistischen Regres-

sionsanalysen – aufgrund von, aus bereits erläutertem, modellbedingten Informa-

tionsmangel resultierenden, hohen Varianzen – keine statistisch zuverlässige Aussa-

gen über Auswirkungen der Expositionsarten auf die Freisetzung von IL-1α ge-

schlossen werden. 
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Fallgruppenvergleich 

ad 2: Der Fallgruppenvergleich über alle Expositionsvariablen wies für Keratinozyten 

aus normal gesunder Haut gegenüber solchen aus läsionaler bzw. nicht läsionaler 

Haut von Probanden mit atopischem Ekzem kein signifikant unterschiedliches IL-1α-

Sezernierungsverhalten unter Schadstoffexposition nach (Regressionsanalysedaten 

nicht gezeigt). Auch die Varianzanalyse quantitativer Konzentrationsverhältnisse 

zeigte für alle drei Fallgruppen eine gegenüber der Spontansekretion gleichermaßen 

reduzierte IL-1α-Konzentration (vergleiche 5.7.5.2 Abbildung 40). 

 

 

Interleukin 6 

Tabelle 23: Logistische Regressionsanalyse qualitativer Expositionseffekte auf die 
Freisetzung von IL-6 aus humanen Keratinozyten (KZ: Kurzzeit-, LZ: Langzeitexp.) 

 

 

IL-6
logistische Regression (1)

expositionsdauerunabhängig 
logistische Regression (4)
KZ vs. LZ ohne Interaktion

Expositions-
variablen

Koeff. 
log. Regr.

β  

Std.-
Abw. 

σ  

odds/
odds 
ratio

t-Wert
Koeff. 

log. Regr.
β  

Std.-
Abw. 

σ  

odds/
odds 
ratio

t-Wert

gesund
Referenz s.Luft /+KZ 0,288 0,764 1,334 0,377 2,984 1,501 19,767 1,988

Umw. T/m-X /+KZ -0,288 0,957 0,750 -0,300 -0,018 1,033 0,982 -0,017
3 MAK T /+KZ 1,253 0,994 3,501 1,260 1,244 1,061 3,469 1,172
1 MAK T /+KZ -9,490 16,778 0,000 -0,566 -9,283 16,249 0,000 -0,571

1 MAK m-X /+KZ -0,442 0,945 0,643 -0,468 -0,295 1,020 0,745 -0,289
Inkubator /+KZ -0,981 1,155 0,375 -0,849 -0,327 1,224 0,721 -0,267
Exp.-Dauer: LZ -1,675 0,756 0,187 -2,215

läsional
Referenz s.Luft /+KZ -1,386 1,118 0,250 -1,240 3,408 1,499 30,205 2,273

Umw. T/m-X /+KZ -7,816 14,288 0,000 -0,547 -7,724 20,124 0,000 -0,384
3 MAK T /+KZ 0,827 1,203 2,286 0,687 2,463 1,461 11,740 1,686
1 MAK T /+KZ 1,281 1,209 3,600 1,060 2,720 1,474 15,180 1,845

1 MAK m-X /+KZ 0,575 1,269 1,777 0,453 2,321 1,585 10,186 1,464
Inkubator /+KZ 2,996 1,565 20,005 -1,914 4,955 1,961 1 x 10 2 2,527
Exp.-Dauer: LZ -4,125 0,858 0,016 -4,806

nicht läsional
Referenz s.Luft /+KZ -0,511 0,730 1,000 -0,699 1,609 1,046 4,998 1,538

Umw. T/m-X /+KZ -1,238 0,905 0,600 -1,367 -1,217 0,956 0,296 -1,273
3 MAK T /+KZ -0,108 0,868 0,290 -0,125 -0,272 0,921 0,762 -0,295
1 MAK T /+KZ -0,742 0,924 0,898 -0,803 -1,045 0,977 0,352 -1,070

1 MAK m-X /+KZ 0,511 0,829 0,476 0,616 0,458 0,881 1,581 0,520
Inkubator /+KZ 0,105 1,169 1,111 0,090 0,279 1,245 1,322 0,224
Exp.-Dauer: LZ -1,459 0,501 0,232 -2,912
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Normal gesunde Haut 

ad (1): Aufgrund der geringen Fallzahl mit nach Exposition veränderter IL-6-Freiset-

zung aus Keratinozyten normal gesunder Haut ermittelte das logistische Regres-

sionsmodell überwiegend Schätzer mit relativ hohen Standardabweichungen und 

niedriger Signifikanz. Die in Abbildung 46 dargestellten, im Modell ermittelten prozen-

tualen Chancen stimmten aber mit den ohne statistisches Modell ermittelten Verhält-

nissen reduzierender bzw. verstärkender Effekte überein (vergleiche Kapitel 5.7.5.4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 46: Qualitative Expositionseffekte auf die IL-6-Sekretion aus Keratinozyten 
normal gesunder Haut: (1) expositionsdauerunabhängige logistische Regressions-
analyse; (4) log. Regressionsanalyse: Kurzzeit- (KZ) versus Langzeitexposition (LZ) 
ohne Interaktion. Dargestellt ist der prozentuale Anteil aller exponierten Zellkulturen 
mit relativ zur Spontansekretion reduzierter (negative Skala) bzw. erhöhter Zytokin-
freisetzung nach der Exposition. 

 

Für das Prüfgas 1 MAK Toluol mit in 13 Fällen ausschließlich reduzierter IL-6-Frei-

setzung nach Exposition konstatierte das logistische Regressionsmodell aufgrund 

des geringen Informationsgehaltes (Reduktion = Variable 0) keine interpretierbaren 
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Koeffizienten. Allein die nach Exposition mit 3 MAK Toluol festgestellten, überwie-

gend erhöhten IL-6 Konzentrationen (82 %) waren dem Modell nach sinnvoll inter-

pretierbar. Dieser einzig auffällige Effekt war jedoch statistisch nicht signifikant.  

 

ad (3) und (4): Die Regressionsdaten für die einzelnen Expositionsvariablen getrennt 

nach der Expositionsdauer (3) waren wiederum aufgrund der hohen Variablenzahl 

bei gleichzeitig geringem Informationsgehalt im logistischen Modell und zusätzlich 

niedriger Fallzahlen mit veränderten IL-6-Konzentrationsverhältnissen nicht stati-

stisch zuverlässig auswertbar (Daten nicht gezeigt). Für die Expositionsdauer wurden 

im Modell (4) statistisch signifikante Auswirkungen beobachtet: Nach Kurzzeitexposi-

tion mit synthetischer Luft bestand eine Chance von 20:1 auf erhöhte IL-6-Freiset-

zung (β = 2,984; t = 1,988), während nach Langzeitexpositionen die Chance im Mittel 

auf weniger als 1/25 („odds“ = 1:1,27 mit β = -1,675 und t = -2,215) verkleinert wurde 

(vergleiche Tabelle 23 und Abbildung 46). Aufgrund der niedrigen Fallzahlen verän-

derter IL-6-Konzentrationsverhältnisse ließen sich jedoch keine sicheren Rückschlüs-

se auf die Abhängigkeit (Interaktion) der Expositionsdauer von einzelnen Exposi-

tionsvariablen in Bezug auf deren Einfluss auf die IL-6-Freisetzung aus Keratinozy-

ten gesunder Haut ziehen.  

 

Atopisches Ekzem 

In Hinsicht auf die IL-6-Sekretion aus Zellen der Fallgruppe läsionales atopisches 

Ekzem wies die expositionsdauerunabhängige Regressionsanalyse überwiegend nur 

geringfügig modulierende Expositionseffekte nach (vergleiche Tabelle 23, ad (1)). 

Lediglich nach Inkubatorkontrollexperimenten wurde eine annähernd signifikant 

häufige Sekretionserhöhung nachgewiesen (β = 2,996; t = 1,914). Die Exposi-

tionsdauer zeigte hingegen deutliche Effekte (vergleiche Tabelle 23, ad (4)): Kurz-

zeitkontrollexpositionen gegenüber synthetischer Luft führten bereits mit einer Chan-

ce von 30:1 zu signifikant häufig erhöhter IL-6-Freisetzung (β = 3,408; t = 2,273). Re-

lativ dazu induzierten Kurzzeitexpositionen gegenüber reinen VOC-Prüfgasen noch 

deutlich häufiger verstärkte Zytokinfreisetzung („odds ratios“ zwischen 10 und 15). 

Die Effekte erreichten jedoch maximal grenzwertige Signifikanz (t1MAK T = 1,845). Die 

Regressionsdaten zum VOC-Gemisch konnten aufgrund hoher Standardabweichun-

gen nicht zuverlässig beurteilt werden. Standardinkubationen führten mit einem 

Chancenverhältnis von 100:1 zu einem signifikanten IL-6 Anstieg (β = 4,955; 
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t = 2,527). Nach Langzeitexpositionen reduzierte sich im Vergleich zu Kurzzeitexpo-

sitionen die Chance auf erhöhte IL-6-Freisetzung, gemittelt über alle Expositionsvari-

ablen, signifikant um den Faktor 0,3 (β = -4,125; „odds“ = 0,326; t = -4,806). D. h., 

unabhängig von der Expositionsvariable setzten Primärkeratinozyten läsionaler Haut 

nach Kurzzeitexperimenten von 5 h oder 8 h Dauer im Mittel signifikant häufiger er-

höhte bzw. seltener niedrigere IL-6-Konzentrationen frei als nach Langzeitexpositio-

nen von 18 h oder 24 h Dauer. 

Ein seltenerer, die IL-6-Sekretion jedoch gegenüber Kurzzeitexpositionsversuchen 

signifikant reduzierender Langzeitexpositionseffekt wurde auch in der Fallgruppe 

nicht läsionales atopisches Ekzem nachgewiesen (β = -1,459; „odds“ = 0,537; 

t = -2,912). Doch zeigten auch Kurzzeitexpositionen nur geringfügig die IL-6-Freiset-

zung modulierende, nicht signifikante Effekte auf Keratinozyten dieser Fallgruppe im 

Vergleich zu solchen aus läsionalem Ekzem. 

 

Tabelle 24:Vergleich des IL-6-Sezernierungsverhaltens von Fallgruppen nach dem 
logistischen Regressionsmodell (2) in Form von Zweigruppenvergleichen über alle 
Expositionsvariablen ohne Interaktion 

 

Fallgruppenvergleich 

ad (2): Der Fallgruppenvergleich über alle Expositionsvariablen wies ein unter 

Schadstoffexposition signifikant unterschiedliches IL-6-Sezernierungsverhalten von 

Keratinozyten aus normal gesunder Haut und Zellen aus läsionalem Ekzem nach. 

Dabei setzten Keratinozyten aus läsionalem Ekzem mit p > 0,024 und einer „odds 

ratio“ von 0,421:1 signifikant häufiger reduzierte bzw. seltener erhöhte IL-6-Konzen-

trationen frei als Zellen aus gesunder Haut (vergleiche Tabelle 24). Die aus diesem 

IL-6
logistische Regression (2)

gesund - atop. läsional

Expositions-
variablen

Koeff. 
log. Regr.

β  

Std.-
Abw. 

σ  

odds/
odds 
ratio

p > χ2

Referenz s.Luft 0,822 0,820 2,275 0,316
Umw. T/m-X -0,879 0,831 0,415 0,290

3 MAK T 0,743 0,773 2,103 0,336
1 MAK T -0,706 0,816 0,494 0,387

1 MAK m-X -0,017 0,802 0,984 0,984
Inkubator 0,254 0,990 1,289 0,798

Fallgruppe atop. Ekz. -0,865 0,384 0,421 0,0240
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interaktionsfreien Modell für einzelne Variablen rückgeschlossenen Expositionseffek-

te unterschieden sich deutlich von den experimentell und in der Einzelgruppenana-

lyse (1) festgestellten Expositionseffekten (vergleiche Abbildung 47 und Abbildung 

46). Wie im Fallgruppenvergleich zur GM-CSF-Freisetzung wies dieser Unterschied 

auf zusätzliche Interaktionseffekte zwischen den Fallgruppen und einzelnen Exposi-

tionsvariablen hin, die aber aufgrund der Struktur des Studiendatensatzes nicht 

gezielt untersucht werden konnten.  

Zwischen den Fallgruppen normal gesunde Haut und atopisch nicht läsionale Haut 

bzw. zwischen den Fallgruppen atopisch läsionale und nicht läsionale Haut wurden 

keine statistisch signifikanten Unterschiede in Bezug auf die Sekretion von IL-6 

festgestellt (Daten nicht gezeigt).  

 

Abbildung 47: Fallgruppenspezifisches IL-6-Sezernierungsverhalten ohne Interaktion 
mit einzelnen Expositionsvariablen nach dem logistischen Regressionsmodell (2) 
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Zusammenfassung der statistischen Analysenergebnisse 

 

1. Effekte der VOC-Expositionsvariablen 

♦ Expositionen gegenüber 3 MAK Toluol veränderten die Zytokinfreisetzung im 

Verhältnis zur Kontrollexposition am häufigsten. Zudem war die Stärke der 

Effekte besonders hoch. Beides galt unabhängig vom Zytokin und von der 

Effektrichtung (verstärkte oder reduzierte Sekretion).  

♦ Die Zytokinfreisetzung folgte jedoch keiner konsequenten Dosis-Wirkungsab-

hängigkeit in Bezug auf die VOC-Konzentrationen. Expositionen gegenüber 

dem niedrig konzentrierten Umwelt-VOC-Gemisch zeigten in der Fallgruppe 

gesunde Haut zwar am seltensten die IL-1α-Freisetzung reduzierende Effekte. 

Allerdings waren diese quantitativ besonders stark. Die in Keratinozytenkultu-

ren pathologisch unauffälliger Haut induzierte, erhöhte GM-CSF-Freisetzung 

entsprach quantitativ wie qualitativ eher der von um 2-3 Größenordnungen hö-

her konzentrierten 3 MAK Toluol-Exposition als der nach 1 MAK VOC-Exposi-

tionen. Hier ergaben sich erste Hinweise auf einen Kombinationseffekt des 

Umwelt-VOC-Gemischs. 

♦ Keratinozyten aus atopischer Haut sezernierten nach Expositionen gegenüber 

dem Umwelt-VOC-Gemisch seltener und weniger erhöhte GM-CSF-

Konzentrationen als Zellen aus gesunder Haut. Dabei unterschieden sich die 

quantitativen Konzentrationsdaten der Fallgruppen gesunde und atopisch 

läsionale Haut signifikant (vergleiche Abbildung 37). 

♦ Sowohl Kontroll- als auch VOC-Expositionen führten in den Keratinozytenkul-

turen gesunder Haut sowie aus läsionalem Ekzem ausnahmslos zur Reduk-

tion der IL-1α-Sekretion. Auch diese Beobachtung wurde für alle drei Fall-

gruppen in der Regressionsanalyse qualitativer wie auch in der Varianzanaly-

se quantitativer Zytokinkonzentrationsdaten deutlich.  

♦ Dahingegen zeigten - unabhängig von der Expositionsdauer - nur wenige Zell-

kulturen gesunden sowie atopischen Ursprungs eine im Vergleich zur 

Spontansekretion veränderte IL-6-Freisetzung. Unter diesen Kulturen fanden 

sich - mit Ausnahme der gegenüber 3 MAK Toluol exponierten - in etwa gleich 

viele Kulturen mit verstärkter und reduzierter Zytokinfreisetzung.  
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2. Expositionsdauereffekte 

♦ Im Mittel über alle Expositionsvariablen wies die Varianzanalyse in allen drei 

Fallgruppen nach Kurzzeitexpositionen erhöhte, nach Langzeitexpositionen 

unveränderte GM-CSF-Konzentrationen nach. Dabei unterschieden sich die 

Expositionsdauereffekte auf Keratinozyten aus gesunder und atopisch nicht 

läsionaler Haut signifikant. In der qualitativen Analyse wurden in allen Fall-

gruppen im Vergleich zu Kurzzeitexpositionen nach Langzeitexpositionen sig-

nifikant häufiger niedrigere bzw. seltener erhöhte GM-CSF- und IL-6-Konzen-

trationen freigesetzt. Für beide Zytokine erwies sich eine jeweils hochsignifi-

kante, gegenüber Kurzzeitexpositionen noch häufigere Reduktion der 

Sekretion aus Keratinozyten der Fallgruppe läsionales, atopisches Ekzem. 

Bezogen auf die Spontansekretion bedeutete das, gemittelt über alle Exposi-

tionsvariablen wurden in allen drei Fallgruppen häufige Effekte nach Kurzzeit-

expositionen dokumentiert, während kaum dauerhafte oder verzögerte Reak-

tionen nach Langzeitexpositionen festgestellt wurden.  

♦ Auf die Freisetzung von IL-1α zeigte die Expositionsdauer hingegen keine sig-

nifikant unterschiedlichen Effekte. Sowohl Kurzzeit- als auch Langzeitexposi-

tionen führten zur Freisetzung von ausschließlich sehr niedrigen IL-1α-Kon-

zentrationen. Eine Tendenz zum zusätzlich reduzierend wirkenden Langzeitef-

fekt zeigte sich jedoch auch hier in der Fallgruppe läsionales, atopisches Ek-

zem.  

 

3. Interaktionseffekte von Expositionsvariablen und Expositionsdauer  

♦ Hinsichtlich der Sekretion von GM-CSF sowie IL-1α aus normal gesunden 

Keratinozyten ergaben sich Widersprüche zwischen den experimentell beob-

achteten und in den Regressionsmodellen (1) und (3) berechneten sowie den 

im Modell (4) simulierten, gemittelten Effekten. Letztere wurden durch starke 

variablenspezifische Interaktionseffekte geprägt. Die Hypothese interaktions-

freier Effekte von Expositionsvariablen und Expositionsdauer wurde für diese 

Zytokine klar abgelehnt. 

♦ Besonders ausgeprägte Interaktionseffekte ermittelte das logistische Regres-

sionsmodell (3) in der Fallgruppe normal gesunde Haut: Nach Versuchen mit 

dem niedrigkonzentrierten Umwelt-VOC-Gemisch sowie mit 3 MAK Toluol 

wurden häufige, die GM-CSF-Sekretion verstärkende Kurzzeit- und Lang-
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zeitexpositionseffekte nachgewiesen. Nach Expositionen gegenüber 1 MAK-

konzentrierten VOC wurden hingegen kaum Kurzzeiteffekte, aber häufig nie-

drigere GM-CSF-Konzentrationen nach Langzeitexpositionen festgestellt.  

♦ Weitere Interaktionseffekte zwischen Expositionsvariablen und Expositions-

dauer verdeutlichte das Modell (3) der Varianzanalyse für die GM-CSF-

Freisetzung in der Fallgruppe nicht läsionales atopisches Ekzem. Der Effekt 

von 1 MAK m-Xylol unterschied sich signifikant. 

 

4. Fallgruppenspezifisches Zytokinsezernierungsverhalten 

Die Zweigruppenvergleiche wiesen ein zum Teil hochsignifikant unterschiedliches 

Zytokinsezernierungsverhalten für Keratinozyten verschiedener Fallgruppen nach:  

♦ Keratinozyten aus läsionalem, atopischen Ekzem setzten signifikant häufiger 

reduzierte/seltener erhöhte GM-CSF- bzw. IL-6-Konzentrationen frei als Zellen 

aus normal gesunder Haut (pGM-CSF > 0,027; pIL-6 > 0,024).  

♦ Die GM-CSF-Freisetzung von Zellen aus nicht läsionalem Ekzem war gegen-

über denen aus pathologisch unauffälliger Haut sogar hochsignifikant häufiger 

reduziert/seltener erhöht (p > 0,0004).  

♦ Für IL-1α ergab sich hingegen kein fallgruppenspezifisch unterschiedliches 

Zytokinsezernierungsverhalten.  

♦ Auch das Sezernierungsverhalten der Fallgruppen läsionales und nicht läsio-

nales atopisches Ekzem unterschied sich nicht signifikant.  

  

5.7.5.4 Datenanalyse aller Konzentrationsdaten anhand der Differenzierung 

von Fallzahlen und Individuenstärken 

 
Abschließend wurden alle erhobenen Konzentrationsdaten qualitativ unter Auf-

schlüsselung der Fallzahlen vergleichend analysiert (1). In dieser Analyse wurden 

erstmals auch die Experimente mit unveränderten Konzentrationsverhältnissen be-

rücksichtigt. Zusätzlich wurden die Fallgruppen anhand der Individuenstärken pro 

Versuchsvariable hinsichtlich eventueller individueller Dominanzen untersucht (2). 

 

ad (1): Abbildung 48 bis Abbildung 50 zeigen getrennt nach Zytokinen die Effekte der 

Expositionsdauer unter Differenzierung der Konzentrationsverhältnisse nach erhöh-

ter bzw. reduzierter sowie unveränderter Zytokinfreisetzung pro Expositionsvariable. 
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Die Balkenhöhe beschreibt den relativen Anteil dieser drei Gruppen in [%], am Bal-

kenkopf ist zudem die absolute Fallzahl aufgetragen.  

 

GM-CSF 

Normal gesunde Haut 

In den GM-CSF-Konzentrationsverhältnissen (vergleiche Abbildung 48) in der Fall-

gruppe normal gesund dominierte nach Kurz- und Langzeitexpositionen mit dem 

umweltrelevanten VOC-Gemisch mit 83 % bzw. 69 % der Fälle eine erhöhte Zytokin-

freisetzung. Nach Langzeitexposition stieg die Fallzahl reduzierter Sekretion von 

11 % auf 25 %, während der Anteil unveränderter Konzentrationen vergleichbar 

blieb. Eine entsprechende Dominanz erhöhter Zytokinkonzentration (70 % bzw. 

74 %) zeigte sich nach Exposition mit 3 MAK Toluol. Die Expositionsdauer blieb hier 

ohne verändernden Effekt.  

Für die Prüfgaskonzentration 1 MAK Toluol dominierte hingegen nach Kurzzeit-

exposition der Anteil reduzierter Konzentration mit 50 % leicht gegenüber dem er-

höhter Konzentration mit 44 %. Eine deutliche Dominanz zeigte sich jedoch nach 

Langzeitexposition mit respektive 75 % gegenüber 19 %. Auch nach 1 MAK m-Xylol 

war eine starke Abnahme erhöhter GM-CSF-Freisetzung von 44 % auf 4 % bei 

gleichzeitiger Zunahme reduzierten GM-CSFs von 25 % auf 68 % von Kurzzeit- zu 

Langzeitexpositionen festzustellen. Der Anteil unveränderter Zytokinkonzentrationen 

blieb bei allen VOC-Expositionsvariablen von der Expositionsdauer unbeeinflusst.  

Die Ergebnisse der Kontrollexpositionen mit synthetischer Luft sowie der Kontrollin-

kubationen zeigten ein vergleichbares Bild: Nach kurzer Exposition traten gleich viele 

Erhöhungen wie Reduzierungen und keine gleichbleibenden Konzentrationen auf, 

während nach längerer Zeitdauer sowohl Fälle unveränderter Zytokinkonzentration, 

als auch vermehrt erhöhte und weniger reduzierte GM-CSF-Freisetzung nachgewie-

sen wurden. Bezüglich der Aussagekraft dieser letzteren Ergebnisse sind jedoch die 

niedrigen Fallzahlen zu berücksichtigen. 
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GMCSF-Konzentrationsverhältnisse anhand der Fallzahlen von
 Kurzzeit- und Langzeitexpositionen (Fallgruppe normal gesund)
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GMCSF-Konzentrationsverhältnisse anhand der Fallzahlen von
 Kurzzeit- und Langzeitexpositionen (Fallgruppe atopisch läsional)
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GMCSF-Konzentrationsverhältnisse anhand der Fallzahlen von
 Kurzzeit- und Langzeitexpositionen (Fallgruppe atop. nicht läsional)
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Abbildung 48: Vergleich der Fallzahlen von erhöhten (+) bzw. reduzierten (-) sowie 
unveränderten (=) GM-CSF-Konzentrationsverhältnissen nach Kurzzeit (KZ)- und 
Langzeitexpositionen (LZ) pro Expositionsvariable und Fallgruppe. Die Balkenhöhe 
beschreibt den relativen Anteil in [%], am Balkenkopf ist die absolute Fallzahl n 
aufgetragen. (Datentabelle siehe Anhang A3.14) 
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Atopisches Ekzem und Fallgruppenvergleich 

Im Gegensatz zur Fallgruppe normal gesunde Haut dominierte bei den GM-CSF-

Konzentrationen in der Fallgruppe atopisch läsionale Haut nach Kurzzeitexposition 

mit dem niedrigkonzentrierten VOC-Gemisch der Anteil reduzierter Konzentrationen 

(60 %), was sich nach Langzeitexposition noch verstärkte (83 %). Ebenfalls unter-

schiedlich zur normal gesunden Fallgruppe traten nach kurzer Exposition mit 3 MAK 

Toluol zu 93 % erhöhte GM-CSF-Freisetzung auf, nach längerer Exposition waren 

jedoch nurmehr 38 % Erhöhung und 62 % GM-CSF-Reduktion zu verzeichnen. Ein 

leicht abgeschwächtes, aber vergleichbares Ergebnis ergab sich nach der niedriger 

konzentrierten 1 MAK Toluol-Exposition. Ähnlich wie bei normal gesunden Keratino-

zyten sezernierten auch Keratinozyten aus läsionalem Ekzem nach 1 MAK m-Xylol-

Langzeitexposition deutlich weniger GM-CSF als nach Kurzzeitexposition. Während 

synthetische Luft unabhängig von der Versuchsdauer gleichermaßen erniedrigte wie 

unveränderte Konzentrationsverhältnisse induzierte, waren bereits nach kurzer, wie 

auch nach längerer Inkubation der Zellen unter Standardbedingungen im Brut-

schrank stark erhöhte GM-CSF-Konzentrationen nachweisbar.  

Im Vergleich zwischen läsionalem und nicht läsionalem atopischen Ekzem verur-

sachte vor allem die Expositionsvariable 1 MAK Toluol anteilig leicht veränderte Kon-

zentrationsverhältnisse. So wurden nach Kurzzeitexposition in 10 von 16 Fällen im 

Vergleich zur Spontansekretion reduzierte Zytokinkonzentrationen aus Zellen nicht 

läsionaler Haut festgestellt, in 5 von 16 Fällen waren diese erhöht, in einem Fall 

unverändert. Nach Langzeitexposition dominierten mit 55 % eine erhöhte Konzentra-

tion gegenüber 30 % unveränderter und 15% reduzierter GM-CSF-Freisetzung. Syn-

thetische Luft induzierte unabhängig von der Versuchsdauer reduzierte Zytokinfrei-

setzung aus Zellen nicht läsionaler Haut, während im Vergleich zur Spontansekretion 

nach kurzer Inkubation höhere GM-CSF-Konzentrationen, nach langer Inkubation 

jedoch niedrigere Konzentrationen gemessen wurden. 

 

Interleukin 1α  

Interleukin 1α wurde mit nur wenigen Ausnahmen in allen drei Fallgruppen und allen 

Expositions- sowie Expositionsdauervariablen in Relation zur Spontansekretion in 

deutlich niedrigeren Konzentrationen freigesetzt (vergleiche Abbildung 49). Eine 

Ausnahme bildete die Kontrollexposition mit synthetischer Luft, die nach Kurzzeit-

exposition sowohl erhöhte als auch reduzierte Zytokinfreisetzung aus Keratinozyten 
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normal gesunder Haut induzierte. Eine weitere Ausnahme bildete die Kurzzeit-

inkubation von Keratinozyten aus läsionalem atopischen Ekzem. Hier wurde eine im 

Vergleich zur Spontansekretion überwiegend verstärkte IL-1α-Freisetzung kon-

statiert, die jedoch bei weiterer Inkubation unter die spontan freigesetzte Konzentra-

tion sank. Wie im Fall von GM-CSF war auch hier die Aussagekraft der Kontroll-

versuche aufgrund der geringen Fallzahlen eingeschränkt. 

Einzig die Ergebnisse nach Expositionen normal gesunder Keratinozyten gegenüber 

umweltrelevantem VOC-Prüfgasgemisch zeigten statistisch zuverlässig neben redu-

zierten auch erhöhte (nach Langzeit) bzw. unveränderte (nach Kurzzeit) Konzentra-

tionen. Insbesondere die in 7 von 16 exponierten Keratinozytenkulturen erhöhten 

IL-1α-Konzentrationen nach Langzeitexpositionsbedingungen waren bemerkenswert, 

da mit längerer Versuchsdauer üblicherweise eine zusätzliche Reduktion der IL-1α-

Freisetzung einherging. Die freigesetzten IL-1α-Konzentrationen nach Umwelt-VOC-

Gemisch-Expositionen aus Keratinozyten aus den atopischen Fallgruppen waren 

hingegen zu 96 % bzw. 100 % reduziert. Die Auswirkungen von 3 MAK Toluol waren 

in allen drei Fallgruppen vergleichbar. Langzeitexpositionen induzierten eine jeweils 

weitere Reduktion der IL-1α-Freisetzung. Ein in den Fallgruppen leicht unterschied-

liches Bild wurde nach Exposition mit 1 MAK Toluol nachgewiesen: Die IL-1α-Frei-

setzung aus gesunden Keratinozyten war zu 94 % bzw. 88 % reduziert. Nach Kurz-

zeitexposition der Zellen aus läsionalem Ekzem zeigten sich zu je 40 % unveränder-

te und reduzierte Konzentrationen, während alle 16 Zellkulturen aus nicht läsionalem 

Ekzem nach kurzer Exposition weniger IL-1α freisetzten, nach Langzeitexposition 

aber sowohl unveränderte (29 %) wie verstärkte (21 %) und verminderte (50 %) 

IL-1α-Konzentrationen nachgewiesen wurden.  

In den Fallgruppen pathologisch unauffällige und atopisch läsionale Haut wurden 

nach Exposition mit 1 MAK m-Xylol vornehmlich reduzierte Konzentrationsquotienten 

beobachtet. Für atopisch nicht läsionale Haut war das Verhältnis der Konzentrations-

quotienten in 58 % kleiner, in 26 % größer bzw. in 16 % gleich 1. Die Expositions-

dauer führte wiederum ausschließlich zu niedrigerer IL-1α-Freisetzung. 
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IL-1α -Konzentrationsverhältnisse anhand der Fallzahlen von
 Kurzzeit- und Langzeitexpositionen (Fallgruppe normal gesund)
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IL-1α -Konzentrationsverhältnisse anhand der Fallzahlen von
 Kurzzeit- und Langzeitexpositionen (Fallgruppe atopisch läsional)
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IL-1α -Konzentrationsverhältnisse anhand der Fallzahlen von
 Kurzzeit- und Langzeitexpositionen (Fallgruppe atop. nicht läsional)
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Abbildung 49: Vergleich der Fallzahlen von erhöhten (+) bzw. reduzierten (-) sowie 
unveränderten (=) IL-1α-Konzentrationsverhältnissen nach Kurzzeit (KZ)- und 
Langzeitexpositionen (LZ) pro Expositionsvariable und Fallgruppe. Die Balkenhöhe 
beschreibt den relativen Anteil in [%], am Balkenkopf ist die absolute Fallzahl n 
aufgetragen. (Datentabelle siehe Anhang A3.15) 
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Interleukin 6 

Normal gesunde Haut 

In der Fallgruppe pathologisch unauffällige Haut dominierten unveränderte Konzen-

trationsverhältnisse von IL-6 (vergleiche Abbildung 50). Im Fall der VOC-Expositions-

variablen verschob sich das anteilige Verhältnis von Kurz- zu Langzeitexpositionen 

generell zugunsten einer niedrigeren IL-6-Freisetzung, wobei mit Ausnahme von 

1 MAK Toluol weiterhin der Anteil unveränderter Freisetzung dominierte. Unter Be-

rücksichtigung der niedrigen Fallzahlen ließen die Ergebnisse auf eine ähnliche 

Freisetzung in den Kontrollversuchen schließen. 

 

Atopisches Ekzem 

In der Fallgruppe läsionales Ekzem wurden nach kurzen Expositionen - außer im Fall 

des VOC-Gemischs - neben unveränderten auch erhöhte Konzentrationen zu rele-

vanten Anteilen konstatiert. Im Fall der Inkubationskontrolle dominierten diese sogar. 

Nach Langzeitexpositionen fand sich jedoch vielfach in überwiegendem Anteil eine 

verminderte Freisetzung von IL-6. Diese Beobachtungen galten sowohl für die VOC-

Expositionsvariablen als auch für die Kontrollversuche. 

Auch Keratinozyten aus nicht läsionaler Haut zeigten nach umweltrelevanter VOC-

Exposition vor allem unveränderte oder erniedrigte IL-6-Freisetzung. Unabhängig 

von der Expositionsdauer dominierten nach Exposition mit 3 MAK Toluol die unver-

änderten Konzentrationsverhältnisse, nach Langzeitexpositionen nahm die Zytokin-

konzentration insgesamt betrachtet ab. Anders als die läsionalen Ursprungs setzten 

die Keratinozyten nicht läsionaler Haut nach Kurzzeitexposition mit 1 MAK Toluol 

überwiegend weniger IL-6 als bei Spontansekretion, nach Langzeitexposition 

überwiegend gleiche Konzentrationen von IL-6 frei. Auffallend war ferner der konzen-

trationssteigernde Effekt von kurzen Expositionen mit 1 MAK m-Xylol. Auch die Kon-

trollversuche zeigten bei niedriger Fallzahl sowohl positive wie auch negative, bzw. 

keine Effekte. Längere Versuchsdauer führte zur Freisetzung niedrigerer IL-6-Kon-

zentrationen. 
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IL-6-Konzentrationsverhältnisse anhand der Fallzahlen von
 Kurzzeit- und Langzeitexpositionen (Fallgruppe normal gesund)
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IL-6-Konzentrationsverhältnisse anhand der Fallzahlen von
 Kurzzeit- und Langzeitexpositionen (Fallgruppe atopisch läsional)
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IL-6-Konzentrationsverhältnisse anhand der Fallzahlen von
 Kurzzeit- und Langzeitexpositionen (Fallgruppe atop. nicht läsional)
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Abbildung 50: Vergleich der Fallzahlen von erhöhten (+) bzw. reduzierten (-) sowie 
unveränderten (=) IL-6-Konzentrationsverhältnissen nach Kurzzeit (KZ)- und 
Langzeitexpositionen (LZ) pro Expositionsvariable und Fallgruppe. Die Balkenhöhe 
beschreibt den relativen Anteil in [%], am Balkenkopf ist die absolute Fallzahl n 
aufgetragen. (Datentabelle siehe Anhang A3.16) 
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Fallgruppenvergleich 

Ein Vergleich der VOC-Effekte zwischen den Fallgruppen zeigte nach Exposition mit 

dem umweltrelevanten VOC-Gemisch überwiegend unveränderte sowie erhöhte 

IL-6-Konzentrationen aus gesunden Keratinozyten und vergleichsweise häufiger 

reduzierte Konzentrationen aus Keratinozyten atopischer Haut. Kurzzeitexpositionen 

mit 3 MAK Toluol induzierten hingegen in allen drei Fallgruppen unveränderte sowie 

erhöhte IL-6-Konzentrationen, ebenso nach Langzeitexposition in der Fallgruppe ge-

sunde Haut, allein in den atopischen Fallgruppen dominierte hier eine reduzierte 

IL-6-Freisetzung. 1 MAK Toluol- bzw. 1 MAK m-Xylol-Expositionen zeigten uneinheit-

liche, scheinbar regellose Effekte. Ein konzentrationsabhängiger Zusammenhang 

der IL-6-Sekretion innerhalb der Fallgruppen bestand nicht. 

 

 
 
ad (2): Tabelle 25 bis Tabelle 27 zeigen getrennt nach Zytokinen eine Differenzie-

rung der Fallgruppen nach Individuen sowie nach Fallzahlen der Konzentrationsver-

hältnisse nach den einzelnen Expositionsvariablen. Da die Fallgruppen in der Ver-

suchsplanung als Einheit galten, wurden die Individuen einer Fallgruppe zum Teil 

unterschiedlich häufig unter gleichen Versuchsbedingungen wiederholt exponiert.  

Abhängig von der Verteilung der Konzentrationsverhältnisse wurden deshalb bei 

gleichzeitig niedriger Anzahl unterschiedlicher Individuen oder niedriger Fallzahl pro 

Konzentrationsverhältnis die Ergebnisse einzelner Expositionsvariablen stark durch 

einzelne Individuen geprägt. 

 

GM-CSF 

Im Fall des Zytokins GM-CSF (vergleiche Tabelle 25) dominierte insbesondere das 

Individuum 9 (IZ) mit 21 von 29 Fällen gesteigerter GM-CSF-Konzentration das 

Ergebnis nach 3 MAK Toluol-Exposition. Eine leichte Dominanz zeigten ferner das 

Individuum 12 (MS) nach der Exposition mit dem VOC-Gemisch sowie Individuum 4 

(HM) nach 1 MAK m-Xylol. In beiden Fällen wurde aber das Gesamtergebnis durch 

eine Reihe weiterer Individuen unterstützt. Dasselbe galt für die Individuen 21 (AW) 

und 23 (GK) nach 3 MAK Toluol bzw. dem VOC-Gemisch sowie Individuum 29 (AW) 

und 30 (DK) nach dem VOC-Gemisch. Ferner wurde die Anzahl unveränderter Kon-

zentrationen nach 1 MAK m-Xylol durch das Individuum 30 (DK) geprägt.  
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Tabelle 25: Individuelle Differenzierung der Fallgruppen nach Expositionsvariablen 
und GM-CSF-Konzentrationsverhältnissen 

GMCSF Expositionsvariablen und Fallzahlen pro Konzentrationsverhältnis n/v
gesund Exp.

Umw. T/m-X 3 MAK T 1 MAK T 1 MAK m-X synth. Luft Inkubator gesamt
Individuum = + - = + - = + - = + - = + - = + - = + -
BK 1 4 2 6
HF 2 2 2 4
HH 3 1 1 2 3 2 1 4 3 3
HM 4 8 8
HS 5 2 2 4
HW 6 6 6

ii 7 2 6 2 6
IW 8 1 5 2 4 1 5 6
IZ 9 6 21 2 6 21 2
ko 10 3 2 3 3 2 3
LW 11 4 4
MS 12 8 1 2 2 1 2 1 2 2 4 14 3
OF 13 2 1 4 1 1 5 2 2 2 2 15 3
oo 14 4 4
SF 15 1 5 1 5
UF 16 2 2 2 2 2 2

VMR 17 4 1 4 1
WZ 18 4 4
xx 19 2 2 2 2
Fallzahl 2 26 6 8 29 6 2 10 20 12 8 22 1 4 3 2 6 2

gesamt: 6% 76% 18% 19% 67% 14% 6% 31% 63% 29% 19% 51% 13% 50% 38% 20% 60% 20%

läsional
Umwelt T/X 3 MAK T 1 MAK T 1 MAK m-X synth. Luft Inkubator

Exp.
gesamt

Individuum = + - = + - = + - = + - = + - = + - = + -
AA 20 2 2 2 4 2
AW 21 1 1 9 3 4 2 2 1 3 2 3 17 8
DK 22 3 2 3 1 1 2 2 4 5 5
GK 23 10 6 2 4 6 16
MK 24 4 1 3 4 2 5 9
SH 25 4 4 2 4 2 2 14
SW 26 2 6 4 2 14
VM 27 1 1 4 2 1 1 2 2 4 4 10 4
Fallzahl 4 3 21 0 19 11 3 21 10 4 8 12 4 0 4 0 8 0

gesamt: 14% 11% 75% 0% 63% 37% 9% 62% 29% 17% 33% 50% 50% 0% 50% 0% 100% 0%

nicht
läsional Umwelt T/X 3 MAK T 1 MAK T 1 MAK m-X synth. Luft Inkubator

Exp.
gesamt

Individuum = + - = + - = + - = + - = + - = + - = + -
AA 28 4 2 8 6 2 1 1 6 2 5 11 16
AW 29 10 5 3 2 2 4 4 2 13 19
DK 30 3 9 5 1 1 5 9 1 2 4 2 10 9 23
GK 31 2 6 2 4 1 1 4 1 3 2 16
GS 32 1 3 3 1 3 3
MK 33 3 3 1 6 1 6 2 2 1 17 6
SH 34 2 4 2 2 2 4 8
SW 35 1 1 4 1 1 3 1 5 1 6
Fallzahl 5 11 42 2 25 14 5 11 14 13 9 16 0 0 8 0 4 3

gesamt: 9% 19% 72% 5% 61% 34% 17% 37% 47% 34% 24% 42% 0% 0% 100% 0% 57% 43%  
 
 

Neben einerseits eindeutigen, individuenübergreifenden Trends bezüglich der 

Freisetzung von GM-CSF nach vergleichbarer Expositionsvariable zeigten sich ande-

rerseits auch gegensätzliche, deutlich individuenspezifische Reaktionsmuster. 
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Einzelne Individuen wiesen unabhängig von der Expositionsvariable ausschließlich 

bzw. überwiegend positive (Individuum 26 (SW) bzw. Individuum 13 (OF)) oder über-

wiegend negative (Individuum 25 (SH)) Konzentrationsveränderungen auf, während 

die meisten Individuen unterschiedliche Reaktionen auf unterschiedliche Prüfgase 

und/oder Prüfgaskonzentrationen zeigten. Eine Reihe Individuen reagierte außerdem 

uneinheitlich bei wiederholter gleicher Exposition, wobei zu berücksichtigen ist, dass 

in dieser Tabelle Kurz- und Langzeitexpositionen zusammengefasst wurden.  

Interessant waren ferner Vergleiche der Keratinozyten aus läsionaler und nicht läsio-

naler Haut identischer Individuen. So fand sich stark unterschiedliches Sezernie-

rungsverhalten bei Keratinozyten der Individuen DK (22 und 30) und AW (21 und 

29), ähnliches Verhalten hingegen bei SH (25 und 34). 

 

Interleukin 1α 

Wie im Fall von GM-CSF wurde auch das Ergebnis der Freisetzung von Interleu-

kin 1α (vergleiche Tabelle 26) nach Exposition mit 3 MAK Toluol stark durch das 

Individuum 9 (IZ) geprägt. Während die Exposition auf die GM-CSF-Sekretion jedoch 

verstärkend wirkte, wurde im Vergleich zur Spontansekretion weniger Interleukin 1α 

freigesetzt. Schwächere Einflüsse wurden durch die Individuen 4 (HM), 7 (ii) sowie 

29 (AW) und 30 (DK) auf die Ergebnisse nach 1 MAK m-Xylol-Exposition ausgeübt, 

wie auch durch die Individuen 22 (DK), 23 (GK), 28, (AA), 29 (AW) und 30 (DK) auf 

die Ergebnisse nach Exposition mit dem VOC-Prüfgasgemisch. Diese häufiger 

vertretenen Individuen wurden aber in allen Fällen durch eine Reihe anderer 

Individuen mit gleicher Reaktion unterstützt.  

Generell lag eine auffallende, von der Expositionsvariable unabhängige Tendenz 

aller Individuen zu verminderter IL-1α-Sekretion vor. In der Fallgruppe pathologisch 

unauffällige Haut zeigten nur die Individuen 1, 8, 10, 12, 15, 16 und 17 nach unter-

schiedlichen Expositionsvariablen zu mindestens 30 % auch erhöhte und/oder un-

veränderte Konzentrationen. In den Fallgruppen atopisches Ekzem traten diese vor 

allem nach Toluolexpositionen auf. Keratinozyten läsionalen Ursprungs der Individu-

en AW, SW und VM sowie DK- und MK-Zellen nicht läsionaler Haut sind hier zu 

nennen.  

Die IL-1α-Sezernierung von Keratinozyten aus läsionaler und nicht läsionaler Haut 

identischer Individuen nach gleicher Exposition war im Wesentlichen einheitlich. 
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Tabelle 26: Individuelle Differenzierung der Fallgruppen nach Expositionsvariablen 
und IL-1α-Konzentrationsverhältnissen 

IL-1a Expositionsvariablen und Fallzahlen pro Konzentrationsverhältnis n/v
gesund Exp.

Umwelt T/X 3 MAK T 1 MAK T 1 MAK m-X synth. Luft Inkubator gesamt
Individuum = + - = + - = + - = + - = + - = + - = + -
BK 1 2 2 2 2 4
HF 2 1 1 2 1 3
HH 3 4 5 9
HM 4 8 8
HS 5 2 2 4
HW 6 6 6

ii 7 8 8
IW 8 2 3 3 4 2 3 7
IZ 9 2 1 31 2 1 31
ko 10 1 2 4 1 2 4
LW 11 4 4
MS 12 2 4 2 1 3 2 2 2 4 2 7 13
OF 13 2 1 7 6 2 4 3 19
oo 14 1 3 1 3
SF 15 1 1 4 1 1 4
UF 16 2 2 2 2 4

VMR 17 3 4 3 4
WZ 18 4 4
xx 19 2 2 4
Fallzahl 7 8 19 6 2 45 0 3 29 4 2 34 0 2 6 0 0 10
gesamt: 21% 24% 56% 11% 4% 85% 0% 9% 91% 10% 5% 85% 0% 25% 75% 0% 0% 100%

läsional Exp.
Umwelt T/X 3 MAK T 1 MAK T 1 MAK m-X synth. Luft Inkubator gesamt

Individuum = + - = + - = + - = + - = + - = + - = + -
AA 20 1 1 4 1 5
AW 21 2 5 9 2 4 4 2 1 1 10 20
DK 22 8 2 4 14
GK 23 10 6 1 1 4 1 21
MK 24 4 4 6 14
SH 25 4 1 3 1 1 4 2 1 2 13
SW 26 1 1 3 2 1 3 1 2 5 5 4
VM 27 1 1 2 1 4 1 3 1 3 3 4 10
Fallzahl 0 0 28 7 3 22 9 4 19 0 0 21 3 1 7 1 3 4
gesamt: 0% 0% 100% 22% 9% 69% 28% 13% 59% 0% 0% 100% 27% 9% 64% 13% 38% 50%

nicht Exp.
läsional Umwelt T/X 3 MAK T 1 MAK T 1 MAK m-X synth. Luft Inkubator gesamt

Individuum = + - = + - = + - = + - = + - = + - = + -
AA 28 14 1 6 2 3 1 2 2 4 1 26
AW 29 10 2 5 4 8 2 2 29
DK 30 2 10 6 1 5 4 8 4 2 7 35
GK 31 8 1 5 2 4 1 1 20
GS 32 3 7 3 7
MK 33 6 2 1 5 1 1 4 4 3 2 19
SH 34 2 4 1 3 2 1 11
SW 35 6 2 4 2 10
Fallzahl 0 2 56 7 1 33 4 3 23 0 5 30 0 0 8 0 0 7
gesamt: 0% 3% 97% 17% 2% 80% 13% 10% 77% 0% 14% 86% 0% 0% 100% 0% 0% 100%  
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Interleukin 6 

Wie schon bei GM-CSF und IL-1α wurde auch das Ergebnis zur Freisetzung von 

Interleukin 6, hier bezüglich unveränderter und erhöhter Zytokinfreisetzung (verglei-

che Tabelle 27), nach Exposition mit 3 MAK Toluol extrem durch das Individuum 9 

(IZ) geprägt. Eine weitere Dominanz durch die zwei Individuen 22 (DK) und 23 (GK) 

fand sich nach Exposition mit niedrigkonzentriertem Toluol/m-Xylol. Weitere indiviuell 

dominierte Ergebnisse wurden durch jeweils mehrere andere Individuen der Fall-

gruppe bestätigt.  

Die Zytokinfreisetzung von IL-6 zeigte sich nach den Expositionsversuchen auffal-

lend häufig unverändert. Nur wenige Individuen wiesen insgesamt anteilig mehr Fälle 

reduzierter (6, 11, 22, 23, 31, 34, 35) oder erhöhter (25, 26, 34) IL-6-Konzentrationen 

auf.  

Im Vergleich von Zellkulturen läsionalen und nicht läsionalen Ursprungs eines Indivi-

duums zeigten sich bezüglich der IL-6-Freisetzung einerseits deutliche Unterschiede 

in der Antwort auf gleiche Expositionsvariablen (Individuum AW (21, 29) nach 3 bzw. 

1 MAK Toluol, Individuum DK (22, 30) nach Umwelt T/m-X und 1 MAK m-Xylol), an-

dererseits vergleichbares Verhalten im Fall der Individuen GK (23, 31), MK (24, 33). 

 

Korrelierte Zytokinfreisetzung 

Die häufig eingesetzten Individuen 9 (IZ), 12 (MS) und 13 (OF) zeigten für alle drei 

untersuchten Zytokine eine ähnliche Gesamtverteilung der Konzentrationsverhältnis-

se pro Zytokin: Während bezüglich des Zytokins GM-CSF eine allgemeine 

Konzentrationssteigerung deutlich dominierte, wurde die IL-1α-Konzentration ebenso 

deutlich reduziert. Der IL-6-Gehalt blieb hingegen unverändert. Ein ähnliches 

Verhalten fand sich auch bei den Zellen läsionaler Haut von Individuum 21 (AW) 

bzw. Zellen nicht läsionaler Haut von Individuum 33 (MK). Während sich die 

Gesamtergebnisse der Individuen 12, 13, 21 und 33 aus allen Expositionsvariablen 

zusammensetzten, wurde Individuum 9 dabei ausschließlich Expositionen mit 3 MAK 

Toluol unterzogen. Eine Verallgemeinerung der diesbezüglichen Korrelation war 

daher mit größerer Unsicherheit behaftet. 

Weiteres vergleichbares Sezernierungsverhalten in Bezug auf alle drei Zytokine bzw. 

Korrelationen zwischen den Zytokinen, die weitere Gruppierungen von Individuen 

erlaubten, wurden darüber hinaus nicht festgestellt.  
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Tabelle 27: Individuelle Differenzierung der Fallgruppen nach Expositionsvariablen 
und IL-6-Konzentrationsverhältnissen 

IL-6 Expositionsvariablen und Fallzahlen pro Konzentrationsverhältnis n/v
gesund Exp.

Umwelt T/X 3 MAK T 1 MAK T 1 MAK X synth. Luft Inkubator gesamt
Individuum = + - = + - = + - = + - = + - = + - = + -
BK 1 3 1 2 3 3
HF 2 2 2 4
HH 3 4 5 1 9 1
HM 4 4 4 4 4
HS 5 2 2 4
HW 6 6 6

ii 7 6 2 6 2
IW 8 8 1 3 9 3
IZ 9 21 14 21 14
ko 10 4 4 4 4
LW 11 4 4
MS 12 3 5 3 1 2 3 1 4 8 8 6
OF 13 2 7 1 6 2 1 1 2 18 1 3
oo 14 2 2 5 2
SF 15 4 2 2 2
UF 16 4 2 6

VMR 17 6 1 6 1
WZ 18 4 4 4
xx 19 2 2 2 2
Fallzahl 20 6 6 37 14 3 19 0 13 29 6 7 1 4 3 4 2 4
gesamt: 63% 19% 19% 69% 26% 6% 59% 0% 41% 69% 14% 17% 13% 50% 38% 40% 20% 40%

läsional Exp.
Umwelt T/X 3 MAK T 1 MAK T 1 MAK X synth. Luft Inkubator gesamt

Individuum = + - = + - = + - = + - = + - = + - = + -
AA 20 2 1 2 3 2
AW 21 2 5 2 7 4 1 1 6 2 19 3 8
DK 22 8 2 4 14
GK 23 10 3 2 1 2 4 3 2 17
MK 24 4 1 3 5 1 1 10 5
SH 25 4 1 3 1 2 3 1 4 6 7 6
SW 26 2 1 4 1 2 1 8 1
VM 27 1 1 2 2 4 1 1 2 3 1 8 7 3
Fallzahl 10 0 18 10 8 14 15 9 10 11 4 9 2 1 4 2 5 1
gesamt: 36% 0% 64% 31% 25% 44% 44% 26% 29% 46% 17% 38% 29% 14% 57% 25% 63% 13%

nicht Exp.
läsional Umwelt T/X 3 MAK T 1 MAK T 1 MAK X synth. Luft Inkubator gesamt

Individuum = + - = + - = + - = + - = + - = + - = + -
AA 28 7 3 4 5 3 2 3 2 1 2 19 8 5
AW 29 8 2 4 2 2 1 2 1 4 4 2 17 10 5
DK 30 11 1 4 2 2 4 5 5 2 1 3 2 22 7 13
GK 31 8 2 4 2 2 2 1 2 2 17
GS 32 8 2 8 2
MK 33 4 2 3 2 3 4 2 4 11 2 11
SH 34 2 4 2 2 2 0 4 8
SW 35 1 5 1 1 4 2 10
Fallzahl 31 4 23 24 7 13 12 4 14 12 13 13 0 3 5 2 2 3
gesamt: 53% 7% 40% 55% 16% 30% 40% 13% 47% 32% 34% 34% 0% 38% 63% 29% 29% 43%  
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Zusammenfassung im Kontext der statistischen Analysenergebnisse  
 

Die nach Fallzahlen differenzierte Datenanalyse aller Expositionsexperimente bestä-

tigte und ergänzte die Ergebnisse der Varianzanalyse quantitativer und der Regres-

sionsanalyse qualitativer Zytokinkonzentrationsdaten:  

 

♦ Wie auch in der Varianzanalyse wurden gegensätzliche Effekte auf das GM-CSF-

Sezernierungsverhalten zwischen den Fallgruppen normal gesund (erhöhte Kon-

zentrationen) und atopisch läsional bzw. nicht läsional (niedrigere Konzentratio-

nen) nach Expositionen gegenüber dem Umwelt-VOC-Gemisch festgestellt. Die 

Tendenz zu schwächerer Zytokinsekretion aus Keratinozytenkulturen aus ato-

pischer Haut im Vergleich zur Fallgruppe normal gesunde Haut nach Exposition 

gegenüber dem VOC-Gemisch zeigte sich nun auch für die Zytokine IL-1α und 

IL-6. 

♦ Auch auf hochkonzentrierte Einzelsubstanz-Prüfgase reagierten die Keratinozy-

tenkulturen nur vereinzelt mit einem im Vergleich zur Fallgruppe gesunde Haut po-

sitiven Sekretionseffekt. Ein signifikant höherer 1 MAK m-Xylol-Kurzzeiteffekt auf 

die GM-CSF-Sekretion wurde in der quantitativen Datenanalyse für die Fallgruppe 

nicht läsionales Ekzem beobachtet. Die qualitative Auswertung ergab außerdem 

ausschließlich für Kurzzeitexpositionen gegenüber 1 bzw. 3 MAK Toluol höhere 

Zytokinfreisetzungen in der Fallgruppe läsionales, für 3 MAK auch in der 

Fallgruppe nicht läsionales Ekzem. Die IL-1α-Konzentrationen waren nach 1 bzw. 

3 MAK Toluol (läsionales Ekzem) bzw. 1 MAK Toluol und m-Xylol (nicht läsionales 

Ekzem) Einzelsubstanz-Expositionen geringfügig höher oder unverändert, aus-

schließlich nach Kurzzeitexpositionen ebenso die IL-6-Konzentrationen. Eine sy-

stematische Substanz-Fallgruppen-Wirkungsbeziehung ergab sich hieraus nicht.  

♦ Die Auftrennung nach Kurz- bzw. Langzeitexpositionsdauer im Vergleich der Fall-

zahlen von erhöhten, reduzierten sowie unveränderten IL-1α-Konzentrationsver-

hältnissen zeigte mit 44 % einen auffallend hohen Anteil unveränderter (Kurzzeit-

exposition) bzw. erhöhter IL-1α-Freisetzung aus Keratinozytenkulturen gesunder 

Haut nach Langzeitexpositionen gegenüber dem Umwelt-VOC-Gemisch. Dieses 

Ergebnis bildete die einzige Ausnahme im üblicherweise reduzierten IL-1α-Frei-

setzungsverhalten nach VOC-Expositionen. Aus der Varianz- und Regressions-
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analyse ging diese detaillierte Beobachtung nicht hervor. Sie bekräftigte jedoch 

den im Regressionsmodell dokumentierten Interaktionseffekt. 

♦ Ferner wurden die in der Varianzanalyse wie der logistischen Regression konsta-

tierten Interaktionseffekte zwischen Expositionsdauer und VOC-Expositionsvaria-

blen auf die GM-CSF-Freisetzung aus Keratinozytenkulturen der Fallgruppe 

normal gesunde Haut bestätigt. Auch der sonst generell reduzierend wirkende 

Langzeitexpositionseffekt wurde erneut festgestellt. 

♦ Im Übrigen wurde die Beobachtung sowohl nach Kurzzeit- als auch nach Lang-

zeitexpositionsversuchen überwiegend reduzierter Interleukin 1α-Konzentrationen 

bestätigt. 

♦ Die meisten Keratinozytenkulturen sezernierten nach VOC-Experimenten im Ver-

gleich zur Spontansekretion unveränderte IL-6-Konzentrationen. Dennoch führte 

das Umwelt-VOC-Gemisch zu einer häufigeren IL-6-Sezernierungserhöhung von 

normal gesunden Keratinozyten als Expositionsversuche gegenüber 1 MAK Toluol 

bzw. 1 MAK m-Xylol, wenn auch nicht so häufig wie 3 MAK Toluol-Expositionen. 

Anders in Keratinozytenkulturen aus atopischem Ekzem: Dort wurden nach 1 bzw. 

3 MAK Einzelsubstanz-Expositionen wesentlich häufiger erhöhte IL-6-

Konzentrationen freigesetzt als nach Exposition gegenüber dem VOC-Gemisch. 

Im Fallgruppenvergleich induzierte das Toluol/m-Xylol-Gemisch außerdem 

seltener erhöhte und häufiger reduzierte IL-6-Freisetzung in den Fallgruppen ato-

pisches Ekzem als in der Fallgruppe pathologisch unauffällige Haut 

 

Die Untersuchung des individuellen Zytokinfreisetzungsverhaltens unter Berück-

sichtigung der Individuenstärken pro Expositionsvariable deckte einzelne durch Ein-

zelindividuen beeinflusste Versuchsgruppen auf. Mit einer Ausnahme konnten je-

doch alle aus den vorangegangenen Datenanalysen geschlossenen Effekte als von 

Einzelindividuen unabhängig bestätigt werden. 

 

♦ Die Expositionsversuche gegenüber 3 MAK Toluol wurden wesentlich durch das 

Individuum 9 (Fallgruppe gesund) und das Individuum 21 (Fallgruppe atopisch lä-

sional) beeinflusst. Trotz der Unterstützung durch weitere unabhängige Indiviuen 

in einigen Versuchsgruppen musste dies berücksichtigt werden: Die in der statisti-

schen Analyseauswertung hervorgehobenen signifikant häufigen, starken Effekte 

auf die Zytokinfreisetzung nach 3 MAK Toluol-Expositionen wurden durch Ein-



                                                                                                                                               5 Ergebnisse 

 187  

zelindividuen geprägt. Die Ergebnisse stellten daher möglicherweise nicht das 

typische Verhalten der gesamten Fallgruppe dar.  

♦ Alle weiteren in den statistischen Datenanalysen ermittelten VOC-Effekte wurden 

hingegen durch eine Anzahl unabhängiger Individuen repräsentiert, so dass eine 

individuenbedingte Verfälschung der Ergebnisse ausgeschlossen werden konnte. 

♦ Zusätzlich ergab die individuenbezogene Datenauswertung ein über mehrere Indi-

viduen für alle drei Zytokine korreliertes Sezernierungsverhalten der Keratinozy-

ten, das die Beobachtungen allgemein erhöhter GM-CSF-, reduzierter IL-1α- 

sowie überwiegend unveränderter IL-6-Konzentrationen der vorangegangenen 

Analysemethoden unterstütze. 
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6 Diskussion 

6.1 Isolierung und Kultivierung humaner Primärzellen aus gesunder Haut und 

aus atopischem Ekzem 

6.1.1 Antibiotika-Antimycotika-Behandlung für sterile, in in vitro Experimenten 

vergleichbare, vitale Primärkulturen  

 
Die mikrobielle Flora der Haut stellt ein gravierendes Problem in der Primärkultur hu-

maner Hautzellen dar, das häufig zu Kulturverlust führt oder bei unerkannter, unter-

schwelliger Kontamination das zelluläre Wachstums- und Expressionsverhalten mas-

siv verändert. Das Ziel, reproduzierbar vergleichbare, vitale Primärkulturen für in vitro 

Experimente zu gewinnen, forderte daher eine standardisierte, ein breites Infektions-

spektrum umfassende, antimikrobielle Behandlung. Eine Reihe in der Literatur be-

schriebener Methoden264-266 erwies sich entweder als nicht ausreichend dekontami-

nierend oder führte aufgrund ihrer Zytotoxizität zu einem Zellverlust von bis zu 60 %. 

Einzig eine hochkonzentrierte Antibiotikum-Antimycotikum-Kombination aus dem Me-

thodenprotokoll des Centre Charles Zviak, L`ORÉAL, Clichy267 zeigte sich als wirk-

sam gegen die Hautkeime gesunder Probanden: Penicillin G (gram (+) Bakterien), 

Streptomycinsulfat (gram (+) und gram (-) Bakterien), Gentamicin (gram (+) und 

gram (-) Bakterien, darunter eine Reihe Penicillin/Streptomycin-resistente, sowie My-

coplasmen), Amphotericin B als Fungizone (Pilze und Hefen). Kurze Inkubations-

intervalle von je 20 Minuten reduzierten bei intensiver antimikrobieller Wirkung die 

zytotoxischen und proliferationsinhibierenden Effekte der hochkonzentrierten Wirk-

stoffe auf die äußeren Zellschichten der Hautproben. Durch das Erneuern der Lö-

sung wurden Mikroorganismen und ihre Stoffwechselprodukte entfernt und so ein ex-

ponentielles Wachstum resistenter Keime unterbunden. Drei Inkubationszyklen mit 

abgestufter Wirkstoffkonzentration und -zusammensetzung ermöglichten die Isolie-

rung steriler, vitaler und proliferierender Zellen aus gesunden Hautproben, so dass in 

der Zellkultur neben den üblichen 100 U/ml Penicillin/Streptomycin keine zusätzli-

chen Antibiotika eingesetzt werden mussten. Periodische Unterbrechungen des Anti-

biotika-Einsatzes stellten sicher, dass weder antibiotikaresistente Organismen ent-

standen noch unterdrückte mikrobielle Kontaminationen vorlagen, die durch den 
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Antibiotikagebrauch verdeckt wurden. Regelmäßige Mycoplasmentests bestätigten 

die Kontaminationsfreiheit der Kulturen. 

 

6.1.2 Staphylococcus aureus-spezifische Antibiotikabehandlung – Einsatz von 

Flucloxacillin in der Zellkultur  

Bakterielle Kontaminationen und die damit verbundenen Kulturverluste sind aufgrund 

der natürlichen Hautflora generell ein großes Problem in der Keratinozytenprimärkul-

tur, insbesondere aber bei Probanden mit atopischem Ekzem: Mehr als 95 % der lä-

sionalen und 75 % der nicht läsionalen Hautareale dieser Patienten weisen pro cm² 

Haut bis zu 107 grampositive Staphylococcus aureus-Kolonien auf281,282. 70 % der in 

der vorliegenden Arbeit exzisierten Atopikerhautproben waren kontaminiert. Die Ko-

lonisierung gesunder Haut beträgt allgemein nur 2-25 %281. Die hier untersuchten, 

gesunden Hautproben wiesen keinen S. aureus-Befall auf. Die meisten Staphylococ-

cus aureus Stämme sind multiresistent gegen Antibiotika (u. a. Penicillin, Erythromy-

cin und Methicillin), darunter auch die üblicherweise in der Zellkultur eingesetzten 

wie Penicillin G oder Aminoglycoside wie Streptomycin und Gentamicin. Die in dieser 

Arbeit bei Hautproben gesunder Probanden erfolgreich eingesetzte Antibiotika-Anti-

mycotika-Behandlung erwies sich daher als nicht effizient gegenüber S. aureus. 

Auch die empfohlene, mehrtägige lokale Behandlung mit 0,3 % Gentianaviolettlö-

sung vor Probenahme der Biopsie268 reduzierte zwar die Koloniezahl, verhinderte 

aber nicht die Kontamination der Zellkulturen. Gegen jüngere Antibiotika wie penicilli-

naseresistente Isoaxylpenicilline oder Fusidylsäure zeigen sich einige gram-positive 

Streptokokken- und Staphylokokkenstämme dagegen noch sensitiv283,284,285. Im Rah-

men der vorliegenden Arbeit wurde deshalb erstmals der in der systemischen in vivo-

Therapie übliche Einsatz des semi-synthetischen Isoaxylpenicillins Flucloxacillin286 in 

die Zellkultur übertragen und als erfolgreiche Methode etabliert. Das lyophyllisierte 

Antibiotikum-Präparat Staphylex (1 g Flucloxacillin und 2,2 mmol Natrium) ermöglich-

te den Einsatz von reinem Flucloxacillinnatrium ohne weitere die Zellkultur zyto-

toxisch oder ph-Wert-verändernd beeinflussende Zusatzstoffe. Mit 1 % Flucloxacillin 

wurde die höchste, in Zytotoxizitätsstudien bei einer Reaktionsdauer von 1 h weder 

Adhärenz- noch Vitalitätsverlust verursachende Konzentration eingesetzt. Die Anti-

biotikalösung wurde – analog zur Antibiotika-Antimycotika-Routinebehandlung – alle 

20 Minuten erneuert. Der intensive, hochkonzentrierte Einsatz hatte wiederum den 
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Vorteil, dass sowohl tote Mikroorganismen und ihre zytotoxischen Stoffwechselpro-

dukte entfernt als auch ein exponentielles Wachstum resistenter Stämme verhindert 

wurden. 70 % der kontaminierten Hautproben waren bereits nach einer 20-minütigen 

Inkubation mit 1 % Flucloxacillin dekontaminiert. Nach maximal sechs Behandlungs-

zyklen waren selbst alle in Provokationsstudien gezielt mit S. aureus kontaminierten 

Zellkulturen bei einer Vitalität von 80-85 % erfolgreich und dauerhaft dekontaminiert. 

Die Vitalität unbehandelter Zellen von 90-95 % erreichten sie innerhalb der folgen-

den 12-24 h Inkubation mit standardsupplementiertem Zellkulturmedium zurück. Mit 

dieser neu entwickelten Methode konnten somit erstmals auch Keratinozytenkulturen 

ohne Vitalitätsverlust dekontaminiert werden. Diese anti-Staphylococcus aureus-spe-

zifische Dekontaminationsmethode war die wesentliche Voraussetzung dafür, dass 

erstmals Primärkeratinozytenkulturen aus läsionalem atopischen Ekzem in vitro kulti-

viert werden konnten. Der Routineeinsatz dieser Antibiotikabehandlung verbesserte 

den Anteil erfolgreicher Isolierung und Kultivierung von vitalen und proliferierenden 

Keratinozyten aus atopischem Ekzem von 30 % auf 90 %. Das entsprach der 

Isolierungsrate von Keratinozyten aus gesunder Haut.  

 

6.1.3 Kombination und sukzessiver Einsatz verschiedener Zellisolierungs-

methoden 

 
Die Dissoziation von Gewebe- und Zellverbänden kann durch mechanische Scher-

kräfte (Einsatz von Skalpell, Mörsern, Kunststoffschabern und Zellsieben), chemi-

sche (Chelatbindung divalenter Kationen durch z. B. EDTA, EGTA) und enzymati-

sche Methoden (Proteasen wie z. B. Kollagenase, Thermolysin, Dispase, Trypsin, 

Elastase, Hyaluronidase) erreicht werdenÜbersicht in 287. Abhängig vom weiteren Ver-

wendungszweck des dissoziierten Materials ist neben der Dissoziationseffizienz die 

zu erwartende gewebe- oder zellschädigende Wirkung entscheidend für die Metho-

denauswahl. Je mehr Zelltypen aus kleinen Bioptaten gesunder oder kranker Haut 

isoliert werden sollen, umso wichtiger werden effektive, zellschonende Isolierungs-

techniken. 

Da in der vorliegenden Arbeit vitale Primärkulturen sowohl von Fibroblasten als auch 

von Keratinozyten aus Bioptaten von nur 4,0 mm Durchmesser gewonnen werden 

sollten, wurde eine enzymatische, dermal-epidermale Trennung mit dem Enzym Dis-

pase (2 U/ml) durchgeführt. Das Enzym, eine neutrale Metalloprotease aus Bacillus 
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polymyxa, ermöglichte eine gezielte, im Gegensatz zur Trypsinierung keratinozyten-

schonende Trennung von Dermis und Epidermis. – Übereinstimmend mit diesen Er-

gebnissen gibt auch die Literatur gegenüber Trypsin- doppelt so hohe Keratinozyten-

ausbeuten nach Dispase- oder Thermolysinverdau an273. – Dabei werden Fibronec-

tin, Kollagen IV und weniger aktiv Kollagen I, nicht aber Kollagen V und Laminin, der 

extrazellulären Matrix gespalten288. Dispase vermag so die Basalmembran zu tren-

nen sowie Fibroblasten zu dissoziieren, die Zellmembranen epidermaler Zellen wer-

den jedoch nicht angegriffen. Eine Schädigung der Fibroblasten und Zerfaserung der 

extrazellulären Matrix der Dermis wurde durch Kombination möglichst kurzer Reak-

tionszeit (1-2 h) mit Erhöhung der Reaktionstemperatur auf 37°C bei gleichbleiben-

der dermal-epidermaler Dissoziationseffizienz maximal reduziert. Kleine Hautproben 

und eine dünne Dermis erzielten aufgrund der kürzeren Diffusionswege zusätzlich 

verkürzte Reaktionszeiten. Nach der dermal-epidermalen Trennung wurde der enzy-

matische Prozess durch Überführen der Dermis in 20 % FKS-haltiges Kulturmedium 

gestoppt, so dass aus 90 % der Hautproben vitale, proliferationsfähige Fibroblasten 

gewonnen werden konnten. 

Die intakte Epidermis wurde mit Pinzetten vorsichtig von der Dermis abgezogen. 

Wiederholtes Abstreifen noch auf der Dermis lose haftender Basalkeratinozyten er-

höhte die Gesamtausbeute an proliferationsfähigen Keratinozyten um 15-20 %. Da-

durch wurde erstens eine entsprechend höhere Keratinozytenaussaatdichte, zwei-

tens eine um 2-3 Tage frühere Subkonfluenz erreicht. Die Keratinozytenisolierung 

aus der Epidermis erfolgte gezielt in einer enzymatisch-chemischen Behandlung mit 

zunächst 0,05 % Trypsin/0,02 % EDTA, wobei der Chelatbildner die Dissoziations-

effektivität im Vergleich zur rein enzymatischen Methode verdoppelte. Das hatte den 

Vorteil einer kürzeren Reaktionszeit (5-7 Min anstatt 10 Min), 50 % niedrigeren 

Enzymkonzentration und damit verbundenen niedrigeren Zytotoxizität (25-30 % 

anstatt 50-65 %). Die Dissoziation der Zellen wurde durch mechanische Scherkräfte 

mittels Pipettierens forciert264. Die auf diese Weise aus einer 4,0 mm-Biopsie bis zu 

1·106 gewonnenen epidermalen Zellen (Keratinozyten, Melanozyten, Langerhans-

zellen) entsprachen zwar bereits der doppelten Anzahl von der in der Literatur273 für 

vergleichbare Methoden angegebenen Ausbeute von 2,3·106 Zellen/cm² Haut. Aller-

dings wurde nur in zwei von drei Isolierungskulturen die minimale Aussaatdichte von 

6,25·104-1,25·105Zellen/cm2 erreicht. 
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Die drei- bis vierfache Zellausbeute wurde, bei gleichbleibend hoher Vitalität von 

70-75 %, durch Etablierung einer neuen, sukzessiven und durch Scherkräfte unter-

stützten Behandlung der epidermalen Keratinozyten mit zehnfach konzentrierter 

Trypsin/EDTA-Lösung (0,5 % Trypsin/0,2 % EDTA) auf dem Magnetrührer erzielt. 

Durch die hohe Konzentration einerseits und die ständige Durchmischung und zu-

sätzlichen mechanischen Scherkräfte andererseits wurde bereits nach einer Inku-

bationsdauer von nur 4-5 min eine große Anzahl Keratinozyten gelöst. Sie wurden 

sofort in mit 20 % FKS supplementiertem Medium aufgenommen, so dass einmal 

gelöste, isolierte Keratinozyten nicht länger der zytotoxischen Wirkung des aktiven 

Trypsins ausgesetzt waren. Die verbleibende Epidermis wurde erneut mit frischer 

Enzymlösung inkubiert und so sukzessiv alle proliferationsfähigen Keratinozyten iso-

liert. Durch diese Methode wurde die trypsinvermittelte Hydrolyse von Zelloberflä-

chenproteinen, die in der anschließenden Kultur zu verminderter Adhärenz und Inter-

zellularkontakten führt, weitestgehend verhindert.  

 

Nach dem gleichen Prinzip wurde auch die Dissoziation adhärent wachsender Zellen 

mit zehnfach konzentrierter Trypsin/EDTA-Lösung (0,5 % Trypsin/0,2 % EDTA) 

durch den Einsatz eines Taumelschüttlers mechanisch unterstützt und beschleunigt, 

wodurch eine höhere Subkultureffizienz – erhöhte Vitalität und Adhärenzrate der 

subkultivierten Keratinozyten – erreicht wurde. 

 

6.1.4 Selektive Reinkulturen, Proliferations- und Differenzierungskonditionen 

durch gezielte Mediensupplementierung und Einsatz von Biomatrices 

 
Serumhaltige und serumfreie Kulturmedien 

Die Trennung von Dermis und Epidermis vor der Isolierung einzelner Zelltypen hatte 

u. a. den Vorteil, dass sich nur wenige Fibroblasten im basalzellreichen epidermalen 

Zellisolat befanden. Zusätzlich wurde ein Überwachsen der Keratinozytenkultur 

durch stärker proliferierende Fibroblasten mit Hilfe gezielt supplementierter Nährme-

dien verhindert. Wesentlicher Faktor zur gezielten Unterstützung des Keratinozyten- 

bzw. des Fibroblastenwachstums war der Einsatz von serumfreien bzw. serumhalti-

gen Medien. So begünstigte ein mit 20 % FKS stark serumhaltiges Medium (DMEM), 

via erhöhte Expression von Fibroblastenwachstumsfaktoren (FGF), gezielt die Migra-

tion und Proliferation von Fibroblasten aus den Dermisexplantaten, so dass andere 
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dermale sowie epidermale Zellen spätestens nach zweifachem Passagieren aus der 

Kultur verdrängt waren. Aus 90 % aller Dermisexplantatkulturen wurden mit dieser 

Methode Reinkulturen humaner Primärfibroblasten mit einem über mindestens 10 

Passagen stabilen Proliferationsverhalten (Verdopplungszeit von 36 h) kultiviert. Sie 

wurden in autologen, submersen und luftexponierten Fibroblasten-Keratinozyten-

Kokulturen eingesetzt. 

 

Die Keratinozytenkultur wurde hingegen durch serumfreie Kulturmedien unterstützt. 

Grundvoraussetzungen für proliferative Keratinozytenkulturen sind die Adhärenz und 

das „spreading“ der isolierten Zellen sowie eine hohe Aussaatdichte generativer Ba-

salkeratinozyten. Dabei variieren die Dauer und die Effizienz der Adhärenz mit der 

Serum- und Calciumionenkonzentration im Kulturmedium und dem Differenzierungs-

status der ausgesäten Zellen289: Bereits niedrige Serumkonzentrationen von 0,3 % 

führen, durch den Calciumgehalt dosisabhängig unterstützt, zu verstärkter Keratino-

zytendifferenzierung. Gleichzeitig nimmt die Proliferationsrate ab, da die Anzahl proli-

ferativer Basalzellen sinkt290. In serumhaltigen Keratinozytenmedien wie FAD2/ 

Greens und F7 oder serumfreiem, aber hochsupplementierten K-SFM wurde deshalb 

eine nur schwache Adhärenz und kein „spreading“ der Keratinozyten erzielt. 

Da, übereinstimmend mit der Literatur275, nur bis zu 10 % der epidermalen Zellsus-

pension proliferative Basalkeratinozyten darstellten, musste durch eine spezifische 

Supplementierung von Zellkulturmedien gezielt eine hohe Adhärenz- und Prolifera-

tionsrate unterstützt und eine frühzeitige Differenzierung verhindert werden. Rinder-

hypophysenextrakt266 und Choleratoxin vermögen in serumhaltigen Medien den se-

rumunterstützten Differenzierungsprozess teilweise zu inhibieren290, aber auch den 

Serumeinsatz im Kulturmedium vollständig zu ersetzen291,292,293,294. Bevorzugt wur-

den deshalb serumfreie Kulturmedien wie K-SFM und KGM eingesetzt. Zusätzlich zu 

Rinderhypophysenextrakt und Choleratoxin wird beiden Medien humaner epiderma-

ler Wachstumsfaktor (EGF) zugesetzt. Analog zu Choleratoxin (aktiviert die Adeny-

latcyclase und führt so zur AMP-Synthese)295,296 wirken auch Wachstumsfaktoren 

mitogen auf die DNA-Synthese und die Zellteilung. Via Aktivierung des Phospholipa-

se C-vermittelten Phophatidylinositolmetabolismus, Synthese der „second messen-

ger“ Inositoltriphosphat und Diaclyglycerin und letztlich Aktivierung der Proteinkinase 

C297,314 steigert der Zusatz von EGF die Keratinozytenproliferation um ca. 20 %298. 

Während die EGF-induzierte Tyrosinphosphorylierung der Phospholipase C-γ 1 zur 
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Proliferationsstimulation führt, induziert die Ca2+-vermittelte Phospholipase-C-Aktivie-

rung Differenzierungsprozesse314. 

 

Extrazelluläre Calciumkonzentration 

Essentieller Faktor im Gleichgewicht zwischen Keratinozytenproliferation und -diffe-

renzierung war jedoch die Calciumkonzentration. Keratinozyten reagieren bereits auf 

geringste Schwankungen der Calciumkonzentration äußerst sensitiv299,308: Keratino-

zyten in Kulturmedien mit < 0,1 mM Ca2+ zeigen eine für epidermale Basalzellen typi-

sche Adhäsion289, Koloniebildung, Proliferationsrate, Morphologie und Involucrinex-

pression299. Die Proliferation ist maximal erhöht, eine Differenzierung findet nicht 

statt. Medien mit > 0,1 mM Ca2+ führen hingegen zu differenzierten Keratinozyten-

kulturen mit suprabasalem Phänotyp300. Ein entsprechend sensitiv calciumabhängi-

ges Verhalten wurde auch in der vorliegenden Arbeit beobachtet: In K-SFM mit 

< 0,1 mM Ca2+ kultivierte Primärkeratinozyten zeigten über die Passagen 0-4 bei 

serieller Subkultur ab 70-80 % Subkonfluenz eine gleichmäßige Aussaateffizienz von 

80-90 % sowie ein stabiles Proliferationsverhalten (Verdopplungszeit von 24-26 h) 

bei unveränderter Morphologie und Vitalität von 90-95 %. Der proliferative Basalzell-

charakter bestätigte sich zusätzlich durch den Nachweis einer ausgeprägten Zyto-

keratin 14-Expression und das Fehlen von für Suprabasalzellen typischem Zytokera-

tin 10301. Eine erhöhte Teilungsrate bei jüngeren Zellen und damit die beobachtete 

Abhängigkeit der Proliferationsrate vom Alter der Probanden wird durch Literatur-

daten unterstützt264. Bei älteren Keratinozyten ist die Sensitivität und Reaktion auf 

mitogene Faktoren reduziert302.  

Das ebenfalls serumfreie KGM mit nur geringfügig höherer Calciumkonzentration von 

0,15 mmol Ca2+ zeigte zwar annähernd vergleichbare Kulturraten, führte aber bereits 

ab Passage 2 zu einer zunehmenden Differenzierung der Keratinozyten in Form von 

einem flächigen „spreading“ der Zellen mit breitem Plasmasaum sowie einem vom 

Zentrum der Kolonien ausgehenden, mehrschichtigen Wachstum mit zunehmender 

Abflachung, Keratinisierung und schließlich Desquamation der oberen Zellschichten. 

Der keratinisierte Zellverband ließ sich durch Trypsin/EDTA nur schwer vom Kultur-

flaschenboden lösen und nicht dissoziieren. Die KGM-induzierte Ausbildung des 

„cornified envelope“ (CE) war dabei vergleichbar mit der von in serumhaltigem F3-

Medium kultivierten submersen Keratinozyten. Sowohl die für die Proteinvernetzung 

verantwortliche Transglutaminaseaktivität, vor allem der keratinozytären Transgluta-
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minase K303, als auch die Expression und -Synthese des wichtigsten CE-Proteins 

Loricrin304 sind stark Ca²+-abhängig. Loricrin wird erst ab einer Konzentration von 

> 0,1 mM Ca²+ exprimiert304,310, unterstützt durch Serumkomponenten oder durch die 

Konfluenz der Kultur290. Letztere Faktoren waren in der vorliegenden Arbeit ausge-

schlossen: Um die bekanntermaßen auch bei submers kultivierten Keratinozyten bei 

Konfluenz einsetzende Stratifizierung291,305 zu vermeiden, wurden die Kulturen stets 

bei 70-80 % Subkonfluenz passagiert. Die Ausbildung des vernetzten „cornified 

envelope“ betonte somit verstärkt die Calciumabhängigkeit der beobachteten Diffe-

renzierungsprozesse. Diese waren umso stärker zu bewerten, da KGM im Gegen-

satz zu K-SFM zusätzlich die die Keratinozytenproliferation unterstützenden Supple-

mente Hydrocortison275 und Insulin293 enthielt. Niedrige Konzentrationen (0,4 µg/ml) 

Hydrocortison wirken proliferationsstimulierend und bewirken eine regelmäßige 

Koloniebildung, während es in Konzentrationen > 10 µg/ml Differenzierungsprozesse 

induziert275. Das Pankreashormon Insulin stimuliert die Keratinozytenproliferation 

über die Aktivierung der Na+/K+-Pumpe und der Proteinkinase C306. 

 

Analog zur beobachteten in vitro Calciumabhängigkeit findet sich auch in der Epider-

mis in vivo ein Calciumkonzentrationsgradient. Dabei ist die Ca2+-Konzentration im 

S. basale deutlich niedriger als die im Serum, die im S. granulosum wiederum aus-

gesprochen hoch307. Die Calciumkonzentration ist ein wesentlicher Regulator für die 

Expression epidermaler Differenzierungsmarker: Die Synthese desmosomaler Pro-

teine ist calciumunabhängig. Allerdings vermögen Keratinozyten diese in vitro unter 

Mediumkonzentrationen von < 0,1 mM Ca2+ nicht zu Desmosomen zu assoziie-

ren352,308. Sie formieren sich jedoch innerhalb weniger Minuten nach Erhöhung der 

extrazellulären Calciumkonzentration308. Innerhalb von Stunden steigen auch die 

Proteinkonzentrationen von Transglutaminase K309, Involucrin309 (beide > 1,2 mM 

Ca2+) und Loricrin (> 0,1 mM Ca2+)304,310. Die Differenzierungsmarker Keratin 1 und 

10 werden hingegen nur im Bereich 0,1-0,16 mM extrazelluläres Ca2+ exprimiert und 

synthetisiert311 Die Signaltransduktion dieser Prozesse ist im wesentlichen über die 

Proteinkinase C vermittelt312: Ein hoher extrazellulärer Calciumgehalt führt über den 

Einstrom durch unspezifische Kationenkanäle zu einer entsprechend erhöhten intra-

zellulären Calciumkonzentration. Diese wird durch Calciumrezeptoren registriert300. 

Sie aktiviert den Phophatidylinositolmetabolismus sowie die Phopholipase C313,314. 

Der daraus folgende Anstieg von Inositolphosphat und Diacylglycerol aktiviert wiede-
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rum die Proteinkinase C, die, u. a. über p21WAF1-Expression315, weiterhin den epi-

dermalen Differenzierungsprozess einleitet307,314.  

 

Substrate und Biomatrices 

Der Substrattyp ist – neben der Serum- und Calciumionenkonzentration im Medium 

und dem Differenzierungsstatus der ausgesäten Zellen – ein weiterer die Keratinozy-

tenadhärenz und das „spreading“ beeinflussender Faktor289. Dabei bestimmt einer-

seits das Material der anorganischen Membranen (Al(OH)3, PC, PET), andererseits 

deren Beschichtung mit organischen Proteinen der extrazellulären Matrix (Kollagen, 

Fibronectin, Laminin, Matrigel®) die zelluläre Adhärenzrate. Unterschiedliche Poren-

größen und -dichten entscheiden über die Medienversorgung der Zellkulturen. In der 

vorliegenden Arbeit erwies sich der Substrattyp jedoch als sekundäres Adhärenz-

kriterium. Entscheidend war vielmehr die Mediensupplementierung: Zwar erreichten 

in FAD2/Green kultivierte, primäre Keratinozyten gleichermaßen auf allen beschich-

teten Matrices, unabhängig von Material und Porengröße, eine höhere Adhärenz- 

und Proliferationsrate als auf unbeschichteten Membranen und in Kunststoffkultur-

schalen. In Kulturen mit K-SFM konnten jedoch zwischen den unterschiedlich be-

schichteten und unbeschichteten Membranen keine Unterschiede in Adhärenz, 

„spreading“ und Proliferation nachgewiesen werden. Daraus lässt sich schließen, 

dass das Kultursubstrat nur bei suboptimaler Mediumzusammensetzung einen rele-

vanten Einfluss auf Adhärenz und „spreading“ hat. Dahingegen tritt der Faktor Sub-

strat in den Hintergrund sobald optimale Bedingungen durch das Kulturmedium 

gewährleistet sind. Woodley et al. beschreiben analoge Beobachtungen zum 

„spreading“ und zur Keratinozytenproliferation in Medium mit bzw. ohne EGF und 

Rinderhypophysenextrakt auf Kollagen und Fibronectin316.  

 

Erste Fortschritte in der Adhärenz von Keratinozytenkulturen in serumfreiem Medium 

wurden von Rheinwald und Green durch Kokulturen auf proliferationsarretierten Fi-

broblasten erreicht275,276. Eine Gammastrahlen- oder Mitomycin C-Behandlung inhi-

biert die Microtubulibildung, ohne jedoch die Vitalität der Fibroblasten zu beeinträch-

tigen317,265,277. Es resultieren daher vitale, aber proliferationsinhibierte Zellen, die eine 

interzelluläre Kommunikation in der Kokultur ermöglichen. So stimuliert ein doppelt 

parakriner Mechanismus die Keratinozytenproliferation via erhöhte IL-1-Expression 

in Keratinozyten und verstärkte Keratinozytenwachstumsfaktor (KGF)-Freisetzung 
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aus postmitotischen Fibroblasten318,319,320. Der direkte Zellkontakt von Keratinozyten 

und Fibroblasten vermittelt zudem eine Stimulation der GM-CSF-, IL-1-, IL-6- ,IL-8-

Expression in Fibroblasten sowie Laminexpression in beiden Zellarten108,321,322. In 

vivo wird so die Epithelbildung in der Wundheilung induziert. In vitro unterstützt der 

„feeder layer“ auf diese Weise die Keratinozytenadhärenz und -proliferation und 

verhindert ein Überwachsen durch vitale Fibroblasten275,276. Ein weiterer Vorteil des 

„feeder layer“ ist die erhöhte Zelldichte bei Aussaat der Kultur. Dies ist aber zugleich 

auch ein kritischer Aspekt: Die Aussaatdichte des „feeder layer“ muss einerseits ein 

volles „spreading“ der durch die Mitomycin C-Behandlung stark vergrößerten Fibro-

blasten ermöglichen, andererseits genügend Platz für die Keratinozyten gewährleis-

ten, die ausschließlich zwischen den Fibroblasten direkt auf dem Kulturschalenbo-

den adhärieren und proliferieren277. Eine Aussaatdichte von 4000 Mitomycin C-Fibro-

blasten/cm² hat sich diesbezüglich als optimal erwiesen265. Sie gewährt sowohl den 

„feeder layer“-Effekt als auch genug Wachstumsfläche für Keratinozyten. 

 

In der vorliegenden Arbeit wurden die Kokulturbedingungen auf dieser Biomatrix 

u. a. unter Einsatz von Medien untersucht, die später auch zur gezielten Proliferation  

bzw. Differenzierung in Hautorganoidkulturen eingesetzt werden sollten. Unter Kokul-

turbedingungen mussten im Vergleich zu Reinkulturen Kompromisse in der Medien-

zusammensetzung eingegangen werden, um das Wachstum aller beteiligten Zell-

arten zu ermöglichen. Außerdem musste die auto-, und parakrine Interzellulär-

kommunikation berücksichtigt werden: So vermag Serum in Kokulturen, unterstützt 

durch keratinozytäres IL-1, über eine verstärkte KGF-Expression und Freisetzung 

aus Fibroblasten die Keratinozytenproliferation zu stimulieren323,324. Zusätzlich wurde 

eine FKS-Charge mit niedriger Calciumkonzentration (3,3 mmol/l) eingesetzt, um die 

Keratinozytenproliferation in dem serumhaltigen FAD2/Greens- oder F7-Medium zu 

ermöglichen. Beide Medien basierten auf dem FAD-Rezept: HAMs F12 (33,29 mg/ml 

CaCl2·2H2O, 0,715 mg/ml Ca-Panthothenat), Adenin und DMEM (264mg/ml CaCl2· 

2H2O)265 und wurden mit Hydrocortison, Insulin, EGF und Trijodthyronin supplemen-

tiert. Das F7-Proliferationsmedium enthielt zusätzlich Isoprotenerol und Transfer-

rin293, FAD2/Greens dagegen Choleratoxin und L-Ascorbinsäure (Vitamin C)265, um 

das mitogene Potential zu verstärken. Beispielsweise bindet Transferrin freies Eisen 

und verhindert dessen unter aeroben Kulturbedingungen proliferationsinhibierenden 

Effekt325. Choleratoxin stimuliert in Kokulturen die Expression des keratinozytenproli-
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ferationsfördernden Hepatozytenwachstumsfaktor (HGF) in Fibroblasten318. Ascorbat 

ist als Donor reduzierter Cu- und Fe-Ionen der Kofaktor für diverse Enzymsysteme 

(Mono- und Dioxygenasen). Die Ascorbinsäure hat eine antioxidative Funktion als 

freier Radikalfänger. Sie regeneriert α-Tocopherol (Vitamin E) in die reduzierte Form, 

steigert die Vitamin E-vermittelte Inhibition der freien Radikalbildung und stimuliert 

die Lipidperoxidase326. Darüber hinaus ist Vitamin C in mehrfacher Hinsicht für die 

Kollagenbiosynthese essentiell: Es erhöht die Transkriptionsrate, stabilisiert die Pro-

kollagen-mRNA und beeinflusst die Hydroxylierung von Lysin und Prolin in der Pro-

kollagen-Kollagenumsetzung. In Fibroblastenkulturen stimuliert Ascorbinsäure daher 

die Synthese und Deposition von extrazellulären Matrixkomponenten wie Kollagen, 

Laminin, Hyaluronsäure und Glycosaminoglucan124,327,328.  

 

Hinsichtlich ihrer mitogenen Eigenschaften erwies sich die Zusammensetzung von 

FAD2/Greens und dem Proliferationsmedium F7 als gegeignet: In Übereinstimmung 

mit der Literatur329 erzielten in FAD2/Greens kultivierte Keratinozyten in Kokultur mit 

proliferationsarretierten Fibroblasten eine höhere Proliferationsrate als in Monokultu-

ren auf unbeschichteter Kunststoffoberfläche. Von Vorteil war hier die durch den 

„feeder layer“ verursachte Zelldichte. Sie beeinflusst das „spreading“ sowie die 

Cluster-Bildung und Proliferation der adhärenten Zellen, aber nicht die Adhäsion330. 

Sowohl die initiale als auch die Aussaateffizienz von Subkulturen betrug, ebenfalls in 

Übereinstimmung mit der Literatur331, nur 50-60 %. Demgegenüber waren – analog 

zur Verwendung von Kunststoffmembranen als Substrat – auch in „feeder layer“-

Kokulturen sowohl die Adhärenz als auch die Proliferation der Keratinozytenkulturen 

unter Einsatz von serumfreien Medien mit niedriger Ca2+-Konzentration wesentlich 

höher als unter Serumeinsatz. Sowohl die initiale als auch die Aussaateffizienz von 

Subkulturen wurde auf 80 % und 90 % erhöht. Bezüglich der Adhärenz erwies sich 

das mitogene FAD2/Greens-Medium demnach als zu hoch supplementiert. Dies wur-

de vermutlich durch Kokultureffekte zusätzlich verstärkt: Unter keratinozytärer IL-1-

Stimulation synthetisieren Fibroblasten Prostaglandin E2 (PG-E2) via Cyclooxigena-

se 2 (Cox-2)-Expression. PG-E2 verstärkt seinerseits die Keratinozytenproliferation, 

unter entsprechenden Konditionen aber auch die Ca2+-induzierte Keratinozytendiffe-

renzierung332.  
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Als „feeder layer“-Zellen wurden sowohl 3T3-Mausfibroblasten als auch humane Fi-

broblasten eingesetzt. Die Wirkung muriner oder humaner Fibroblasten auf die Kera-

tinozytenkulturen unterschied sich nicht. Auch autologe humane Fibroblasten zeigten 

keine verbesserte Adhärenz- oder Proliferationswirkung auf die Keratinozyten. Die 

Zelllinie bietet generell den Vorteil einer standardisierten und reproduzierbaren Bio-

matrix für in vitro Testsysteme. Homologe bzw. autologe humane Fibroblasten simu-

lieren hingegen die physiologische in vivo Situation und ermöglichen so die Untersu-

chung der interzellulären Kommunikation zwischen humanen mesenchymatischen 

und epithelialen Zellen. Autologe Kokulturen eignen sich zudem zur Transplanta-

tion277,337.  

 

Medienkomponenten im in vitro Expositionsversuch 

Serumhaltige Kulturmedien versorgen die Zellen mit Vitaminen, Hormonen, Lipiden, 

Adhärenzfaktoren, Mineralstoffen und Spurenelementen in undefinierter und verän-

derlicher Konzentration und Zusammensetzung290. Demgegenüber ermöglichen se-

rumfreie Basismedien die gezielte Zugabe definierter Supplemente333. Dadurch kön-

nen einerseits z. B. Proliferations- und Differenzierungsverhalten der Kultur gezielt 

beeinflusst werden, andererseits können die Auswirkungen von Zytokinen, Medika-

menten oder Schadstoffen auf die Vitalität, den Metabolismus und die Proteinexpres-

sion von z. B. inflammatorischen, Proliferations- oder Differenzierungsmarker unter-

sucht werden, die durch Serum möglicherweise maskiert, gebunden, aktiviert oder 

inaktiviert und damit verändert würden141,142. Ein weiterer Vorteil definierter Kulturme-

dien sind reproduzierbare Versuchskonditionen. Abhängig von den Analyseparame-

tern der in vitro-Experimente muss jedoch auch bei gezielter Supplementierung von 

serumfreien Kulturmedien die Wirkweise der einzelnen Medienkomponenten beach-

tet werden. So ist beispielsweise bei der Exposition gegenüber Ozon und Stickstoff-

dioxid die antioxidative Schutzfunktion von Vitamin C und E auf die Lipidperoxidation 

zu berücksichtigen334. In den Expositionsexperimenten der vorliegenden Arbeit 

wurden neben dem Einsatz von Serum insbesondere der von Hydrocortison vermie-

den, da sonst eine reduzierte Expression und Freisetzung sowohl von GM-CSF335,367 

als auch von IL-1α zu erwarten war: Hydrocortison reduziert sowohl die Expression 

als auch die konstitutive und UV-induzierte Freisetzung von GM-CSF, IL-1α und 

TGFα aus Keratinozyten. Auf diesem Effekt basiert vermutlich die anti-inflammato-

rische Wirkung von Glucocorticosteroiden auf Erkrankungen der Haut336,388. 
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6.1.5 Fazit und Ausblick 
 
Die in dieser Arbeit mit 4,0 mm Durchmesser besonders kleinen Hautproben ver-

langten höchst effektive, zellverlustfreie Isolierungs- und Kultivierungsmethoden.  

Fasst man die Methodenentwicklungen zusammen, ergab sich ein Erfolgskonzept 

aus erstens der Kombination von Wirkstoffen und Methoden, zweitens dem Einsatz 

hoher und damit intensiver Wirkstoffkonzentrationen bei zugleich kurzen Inkubations- 

bzw. Reaktionszeiten sowie drittens sukzessiven Behandlungszyklen. 

Die Ergebnisse zeigten deutlich, dass die zytotoxische Wirkung von Antibiotika wie 

auch von Enzymen stärker durch eine lange Wirkungsdauer als durch hohe Konzen-

trationen vermittelt wird. Die sukzessive Behandlung der Hautproben mit hochkon-

zentrierten Wirkstofflösungen hatte eine intensive Wirksamkeit bei kurzer Zeitdauer 

sowie eine hohe Vitalität aufgrund der zellschonenden Methode zur Folge: So erwies 

sich z. B. die Kombination enzymatischer, chemischer und mechanischer Isolie-

rungsmethoden in mehrfacher Hinsicht als vorteilhaft: Die zellschonende Trennung 

von Dermis und Epidermis einerseits, die hochkonzentrierte, durch mechanische 

Scherkräfte beschleunigte, sukzessive enzymatisch/chemische Keratinozytenisolie-

rung andererseits führten insgesamt zu einer 3-4fach größeren Anzahl vitalerer Zel-

len, die dadurch zu besserer Adhärenz und schnellerer Konfluenz gelangten. Insbe-

sondere die mechanische Nachbehandlung der Dermis führte zu 15-20 % mehr 

proliferativen Basalzellen. So wurde eine deutlich kürzere, effektivere Isolierungs-

kulturzeit erzielt.  

Selektive Zelkulturmedien unterstützten schließlich zusätzlich die Bildung von Rein-

kulturen. Sowohl der niedrige Calciumgehalt289, der Verzicht auf Serum290 als auch 

der Hydrocortisoneinsatz275 favorisierten die keratinozytäre Proliferation und vermie-

den somit erfolgreich ein Überwachsen der Keratinozytenkultur durch Fibroblasten. 

Die verkürzte Kulturzeit und die fibroblastenfreie Kultur sind insbesondere auch für 

die Anzucht autologer Keratinozyten für Transplantationen auf Brandwunden von 

Vorteil337. 

 

Die Lokalisation der Hautproben wurde, limitiert durch die Lokalisation von Ekzemen, 

möglichst vergleichbar gewählt: Bevorzugt wurden Beugenekzeme beprobt, deren 

kaum UV-exponierte und eher dünne Haut mit der oberhalb vom Gesäß gesunder 

Probanden vergleichbar war. Zelluläre Veränderungen und Artefaktbildung durch 
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spezifische Behandlungsverfahren wie die Flucloxacillinbehandlung konnten ausge-

schlossen werden.  

Das Differenzierungs- und Zytokinsezernierungsverhalten von Keratinozytenkulturen 

aus läsionalem Ekzem und ekzemfreier Haut von Probanden mit atopischem Ekzem 

unterschied sich signifikant. Das war ein klarer Hinweis darauf, dass tatsächlich 

Keratinozyten läsionalen Ursprungs kultiviert wurden. Die Kulturen bilden somit die 

Grundlage für eine zukünftige Transformation von atopisch läsionalen und nicht-

läsionalen Keratinozyten zu Zelllinien, die für den dauerhaften Einsatz vergleichbarer 

Keratinozytenkulturen in in vitro Experimenten zur Pathogenese des atopischen 

Ekzem geeignet wären. 

 

Auf diese Weise wurden auch nach Cryokonservierung vitale, stabil reproduzierbare 

und somit vergleichbare Kulturen aus Bioptaten von Hautgesunden und Probanden 

mit atopischem Ekzem und erstmals auch aus läsionalem atopischen Ekzem gewon-

nen. Die Primärzellkulturen standen in einer Zellbank für die weiteren in vitro 

Experimente der vorliegenden Arbeit zur Verfügung. 

 

6.2 Methodenentwicklung zum Aufbau organähnlicher Gewebekulturen: 

submerse und luftexponierte Mono- und Kokulturen  

 
Langfristig ist die Entwicklung eines vollfunktionellen, dreidimensionalen, humanen in 

vitro-Modells für das atopische Ekzem geplant. Die erste grundlegende Vorausset-

zung hierfür – die Isolierung und Kultivierung humaner Primärkeratinozyten und 

-fibroblasten aus läsionalem atopischen Ekzem – wurde im Rahmen dieser Arbeit 

geschaffen. Zum Aufbau organähnlicher Gewebekulturen aus unterschiedlichen Zell-

spezies mussten nun vor allem deren Kokulturansprüche sowie die Differenzierungs-

bedingungen berücksichtigt werden. Hierfür wurden organrekonstruierende Metho-

den evaluiert.  

 

Ein wesentlicher Fortschritt in der Entwicklung von „monolayer“-Monokulturen über 

„multilayer“-Kokultursysteme275,346 bis hin zu differenzierten und stratifizierten in vitro-

Organrekonstrukten122,338,339 wurde ab Ende der 70er Jahre durch die Luftexposition 

der Kulturen erzielt340,341,348
. Die Kultivierung an der Luft-Medium-Grenze („air-liquid 

interface“), simulierte dabei die physiologische in vivo-Situation des Hautorgans, ver-
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mittelte die räumliche Orientierung340 und wirkte als Differenzierungsauslöser. Die 

Ausbildung einer differenzierten und stratifizierten Epidermis oberhalb des Medium-

spiegels ermöglichte erstmals in vitro Untersuchungen zur Penetration und Metaboli-

sierung topisch applizierter Substanzen wie therapeutische Wirkstoffe oder Irritan-

tien123,342,343,344. Ein solches luftexponiertes Kulturmodell eignet sich daher auch für 

die direkte Exposition gegenüber gasförmigen Substanzen in der im Rahmen der 

vorliegenden Arbeit entwickelten Expositionsapparatur. 

Die durch Luftexposition induzierte Differenzierung musste durch Zellkulturmedien 

und Biomatrices unterstützt werden. Analog zur Medienauswahl in Keratinozyten-

Fibroblasten-Kokulturen mussten zudem die Anforderungen der beteiligten Zellspe-

zies und deren Interzellulärkommunikation berücksichtigt werden. Als ein typisches 

Kokulturmodell wurden in der vorliegenden Arbeit proliferationsarretierte Fibroblasten 

in Kollagengelen345-349 als Biomatrix für luftexponierte Keratinozytenkulturen einge-

setzt. Die beobachtete Gelkontraktion nach Integration der Fibroblasten in das Kolla-

gengel beruhte auf einer Reorganisation der Fibroblasten, die eine kompaktere 

Anordnung der Kollagenfasern zur Folge hat346. Der Vorgang entspricht der physiolo-

gischen Wundkontraktion. Er ist abhängig von der Zell- sowie Ca2+- und Serumkon-

zentration347. Ferner spielen Glycosaminoglucane, Fibronectin und ß1-Integrin-

Kollagenrezeptoren eine Rolle346.  

Vergleichbar mit den Ergebnissen der „feeder layer“-Kokulturen wurden auch auf 

Fibroblasten-Kollagengelen nach Fusenig349 mit FAD2/Greens nur eine äußerst hete-

rogene, basale Adhärenz und hier infolgedessen auch keine homogene, proliferie-

rende Basalzellschicht erreicht. Die Morphologie zum Teil abgekugelter Zellen ließ 

zudem auf mangelnde Vitalität schließen. Hierfür gab es zwei mögliche Ursachen: 

Zum einen wirkte sich der nur schwer titrierbare pH-Wert des Kollagengels negativ 

auf die Fibroblastenvitalität aus. Zusätzlich wurde die Kollagengelkontraktion vermut-

lich durch die Ascorbinsäure im FAD2/Greens-Medium inhibiert328. Zum anderen 

reduzierte auch der direkte Mediumwechsel von den Isolierungsmonokulturen zur 

Kokultur die Vitalität vor allem der Keratinozyten.  

Eine deutlich höhere Adhärenzrate, basale Zelldichte und Vitalität wurde durch die 

Methode des Centre Charles Zviak, L`ORÉAL erzielt: Die Fibroblasten-Kollagengel-

lösung zeigte eine stärkere Pufferwirkung im neutralen pH-Bereich. In F7-Prolifera-

tionsmedium wurde das Kollagengel zudem um den Faktor 2 stärker kontrahiert und 

bildete so eine feste Matrix für die Keratinozytenaussaat. Hier wirkten sich vermutlich 
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die fehlende Ascorbinsäure sowie der Zusatz nicht essentieller Aminosäuren positiv 

auf Gelkontraktion und Kollagenbiosynthese der Fibroblasten aus328. Die Aminosäu-

resupplementierung verhinderte außerdem die Proliferationsreduktion bei Erreichen 

der Konfluenz290,291. Die Keratinozytenvitalität und damit die Adhärenzrate und Proli-

feration wurde zusätzlich wesentlich durch die Einführung einer sukzessiven Medien-

umstellung ab 60 % Subkonfluenz der Monokulturen verbessert. 

Im Vergleich zur Luftexposition 24 h nach Zellaussaat erzielte zudem eine der Luft-

exposition vorangehende siebentägige submerse Proliferationsphase eine homoge-

nere basale Keratinozytenbesiedelung der Fibroblasten-Kollagenmatrix. Dies war 

insofern von großer Relevanz, als dass ein inhomogener, subkonfluenter Keratinozy-

ten-„monolayer“ nicht differenzieren und somit auch nicht stratifizieren kann. Poumay 

& Pittelkow zeigten, dass subkonfluente Keratinozytenkulturen unabhängig vom 

extrazellulären Calciumgehalt keine Keratine 1 und 10 exprimieren305. Dies ist von 

physiologischer Relevanz: Suprabasale Keratine werden nur von post-mitotischen, 

differenzierenden Keratinozyten exprimiert, und nur eine intakte Epidermis soll auch 

differenzieren. Ist die Epidermis verletzt, und somit der Zell-„layer“ nicht konfluent, 

wird statt dessen die Proliferation zur Reepithelisierung aktiviert305. Aufgrund der zu 

geringen Zelldichte wurde in dieser Arbeit auf synthetischen Membranen124,348 keine 

Keratinozytendifferenzierung erreicht: Die Monokulturen waren stark subkonfluent, 

die konfluenten Kokulturen vermutlich vor allem durch Fibroblasten dominiert.  

Die submerse Proliferationsphase ermöglichte zusätzlich eine schrittweise, submer-

se Umkonditionierung von F7-Proliferations- auf F3-Differenzierungsmedium. So 

wurde ein Vitalitätsverlust durch plötzlichen Entzug der mitogenen F7-Mediumkom-

ponenten Isoprotenerol, Humantransferrin und Trijodthyronin vermieden. 

 

Die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen von für 14 Tage unter Differenzie-

rungskonditionen luftexponierten Kulturen zeigten schließlich ein dreidimensionales, 

mehrschichtiges Wachstum mit ausgeprägten Interzellulärkontakten. Das mehr-

schichtige Wachstum ließ zunächst auf die Ausbildung von Desmosomen schließen, 

ohne die eine Stratifizierung nicht möglich ist352. Demgegenüber offenbarte die licht-

mikroskopische Auswertung histologischer Paraffinpräparate zwar eine konfluente 

und hohe basale Zelldichte, suprabasal dominierte jedoch das histologische Bild 

einer Hyperproliferation. Dyskeratotische Keratinozyten zeugten von spontaner, un-

gerichteter Verhornung. Eine stratifizierte Differenzierung fand nicht statt.  
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Eine Hyperproliferation wird in Fibroblasten-Keratinozyten-Kokulturmodellen häufig 

beobachtet124,321,349: Darin induzieren Keratinozyten die Freisetzung von Wachs-

tumsfaktoren und Zytokinen wie KGF, IL-6, GM-CSF, die stimulierend auf die Kerati-

nozytenproliferation zurückwirken. Dieser Kokulturfaktor könnte auch im vorliegen-

den Modell eine Ursache der beobachteten Hyperproliferation sein. Denkbar wäre 

auch, dass im F3-Medium mit Hydrocortison, EGF und Insulin noch zu viele prolifera-

tionsaktivierende Supplemente enthalten sind. Es ist bekannt, dass EGF via Inhibi-

tion der Differenzierung und Keratin 1/10-Synthese hyperproliferative Zustände 

induziert (z. B. ist EGF auch in Psoriasis erhöht)305.  

Dieser Effekt machte sich insbesondere nach der Aufkonzentrierung von Medien-

komponenten durch eine erhöhte Verdunstung bemerkbar, weshalb in der vorliegen-

den Arbeit in in trockener Atmosphäre128 (50-60 % anstatt 80-90 % relative Luft-

feuchte) luftexponierten Kulturen keine verbesserten Differenzierungsergebnisse 

erreicht wurden.  

 

Der im Rahmen dieser Arbeit ebenfalls als Biomatrix eingesetzte Fibroblasten-Kolla-

genschwamm350 bot Vor- und Nachteile gegenüber der Kollagengelmethode. Die 

Kokultureffekte der in das Gel integrierten Fibroblasten konnten die Adhäsion und 

Proliferation der Primärkeratinozyten vermutlich besser unterstützen als im 

Kollagengel, da zusätzlich ein direkter Zell-Zellkontakt zwischen Fibroblasten und 

Keratinozyten möglich war. Ferner entfiel die Kollagengelherstellung und somit das 

Problem der pH-Wert-Einstellung. Allerdings findet auch keine Kontraktion der Matrix 

und des Keratinozytenaussaatareals statt. Fibroblasten und Keratinozyten zeigten 

eine homogene Verteilung und hohe Integration in das Kollagengeflecht. Zudem 

fand eine starke Proliferation im Kollagengeflecht statt, die Keratinozyten erreichten 

dabei aber nicht die luftexponierte Oberfläche. Währendessen zeigten die kon-

fluenten submersen Keratinozyten auf dem Kulturschalenboden desselben Kollagen-

schwammkulturansatzes eine mit der F3-Kulturdauer zunehmende Differenzierung, 

Stratifizierung und schließlich die Desquamation keratinisierter Schichten. Dieses 

Verhalten ließ eine mangelnde Konfluenz der Keratinozyten im Kollagengeflecht als 

Ursache der fehlenden Differenzierung vermuten. Möglicherweise benötigen die 

Kulturen auf Kollagenschwammbasis eine längere Proliferations- und luftexponierte 

Differenzierungskulturdauer, um eine konfluente Basalschicht als Ausgangsbasis zur 

Differenzierung auszubilden, als Kulturen mit homogenerer Matrixoberfläche. Alter-
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nativ kann die Penetration der Keratinozyten durch Lamininbeschichtung der Matrix 

verhindert werden351. 

Prinzipiell ist demnach abhängig vom Substrat eine Differenzierung, Stratifizierung 

und sogar Desquamation unter F3-Kulturbedingungen möglich. Wie in vivo lässt da-

bei die Adhärenzaffinität zum Substrat sowie zu anderen Keratinozyten unter Diffe-

renzierung nach. Die Herabregulation der Expression von Basalmembrankomponen-

ten und deren Rezeptoren bildet die molekulare Basis für die Reduktion der Zell-

Substrat-Adhäsion352,353. Diese wird u. a. durch Ca2+ induziert, weshalb initial nicht 

differenzierende Kulturkonditionen für die Adhäsion und die „monolayer“-Ausbildung 

essentiell sind352. 

 

Auch im Hautorganoidmodell wurde schließlich unter Einsatz von humaner Dermis 

als Biomatrix eine zumindest partielle Stratifizierung und Desquamation erzielt. Bis 

zu 42 Tage auf dem Dermissubstrat kultivierten Keratinozytenkulturen zeigten bei 

allerdings heterogener Morphologie Zonen dichten, mehrschichtigen Keratinozyten-

wachstums, stark abgeflachte, keratinisierte Zellen sowie die Desquamation von ke-

ratinisierten Zellschichten. Die Ergebnisse wiesen auf eine partielle abgeschlossene 

Stratifizierung hin. Dieses Ergebnis war ein wesentlicher Fortschritt zur Ausbildung 

einer stratifizierten Epidermis in vitro, denn insbesondere die Desquamation findet in 

vielen in vitro-Hautmodellen nicht statt125. Die entepidermisierte und proliferations-

arretierte humane Dermis bietet gegenüber anderen Matrices den Vorteil einer phy-

siologischen Basalmembran mit intakten Kollagenfibrillen und vollständiger Lamina 

densa, so dass die Keratinozyten Hemidesmosomen entlang der Basalmembran 

ausbilden können354. Die Ergebnisse dieser Arbeit legten daher nahe, die Aktivitäten 

zum Aufbau eines reproduzierbar homogen stratifizierten in vitro-Hautorganoids auf 

der Basis von humaner Dermis weiterzuführen. Zumal dieses Modell auch im Hin-

blick auf das Krankheitsmodell zum atopischen Ekzem den zusätzlichen Vorteil einer 

Kulturmatrix aus der Haut eines Probanden mit atopischem Ekzem bietet.  

Der hier entwickelte methodische Modellansatz wurde daher in der Klinischen 

Kooperationsgruppe für Umweltdermatologie und Allergologie GSF/TUM fortgeführt. 

Vorläufige Ergebnisse zeigten, dass eine zunehmend reproduzierbare und homoge-

ner differenzierte und stratifizierte Epidermis gewonnen werden kann355. 
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6.3 Funktionsprinzipien und Funktionsfähigkeit der Expositionsapparatur 
 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine gasdichte Expositionsapparatur in Form eines 

offenen, kontinuierlich gasdurchströmten Systems entwickelt. Im folgenden werden 

zum einen die technischen Lösungen der dabei auftretenden Probleme diskutiert. 

Zum anderen werden die Kenngrößen und optimalen Betriebsparameter dieser 

Apparatur hinsichtlich ihrer praktischen Anwendung anhand von Chancen und 

Grenzen der Apparatur sowie im Vergleich zu physikalisch-technischen Kenndaten 

anderer Expositionsapparaturen diskutiert. 

 

6.3.1 Beurteilung von Gasdichtigkeit und Wandadsorption 

 
Die Verwendung von ausschließlich chemisch inerten Materialien für sämtliche Kom-

ponenten der Apparatur konnte Substanzverluste sowie eine Verunreinigung nach-

folgender Proben durch Wandadsorption („memory“ Effekte) erfolgreich verhindern. 

Zusätzlich könnte auch die eingesetzte relative Luftfeuchte adsorptive Verluste ver-

mindert haben, da H2O aktive Stellen an den Wänden zu blockieren vermag356. Die 

gaschromatographischen Kontrollmessungen der in der Expositionskammer entnom-

menen Proben lieferten sowohl den Nachweis reiner Analyten nach Experimenten 

mit unterschiedlichen VOC-Prüfgasen als auch konstanter Konzentrationswerte nach 

vergleichbaren, voneinander unabhängigen Expositionsversuchen. In Relation zu ex-

ternen Kalibrierlösungen wurden die von den Gasflussreglern eingestellten Konzen-

trationen mit einer Genauigkeit von 89 % +/- 10 % erreicht, was bei einer relativen 

Messungenauigkeit der gaschromatographischen Methode von 5,5 % einen nur ge-

ringen Substanzverlust bedeutete. Dieses Ergebnis sprach erstens für die genaue 

Einstellung der Prüfgasvolumenströme durch die elektronischen Gasflussregler (ver-

gleiche 6.3.5), zweitens für eine ausgezeichnete Gasdichtigkeit der Apparatur. Bei 

Einsatz von Kunstoffzellkulturflaschen als Expositionseinheiten wurde diese laut 

Mückter hingegen nicht erreicht154. Die Gasdichtigkeit des Systems wurde zusätzlich 

durch das geringe Totvolumen der Expositionsapparatur bewiesen: Mit 22,5 l bis 25 l 

entsprach es einem nur 2,5fachen Expositionskammervolumen und bestätigte zu-

sätzlich eine geringe Wandadsorption. Die hohe Gasdichtigkeit und geringe Wand-

adsorption führten dazu, dass sich innerhalb kurzer Adaptionszeit von 45 bis 55 Mi-

nuten homogene Expositionskonditionen in der Expositionskammer einstellten. Um 
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Expositionsexperimente durch Angabe der eingestellten Gaskonzentration charak-

terisieren und Experimente unterschiedlicher Expositionsdauer vergleichen zu kön-

nen, muss die Gesamtexpositionsdauer diese Einstellzeit um ein Vielfaches überstei-

gen. Konsequenterweise wurde für die VOC-Expositionsversuche eine minimale 

Expositionsdauer von fünf Stunden gewählt. Alternativ kann ein größerer Volumen-

strom als 500 ml/min während der Äquilibrierungsphase150 die Einstellzeit im Vorfeld 

von Kurzzeitexpositionen von weniger als fünf Stunden Dauer beliebig verkürzen. 

Die anschließende Exposition sollte wiederum unter den günstigen Strömungskondi-

tionen bei 500 ml/min Gesamtvolumenstrom erfolgen. 

Der Aspekt der Laborkontamination bleibt bei vielen in vitro Expositionssystemen – 

insbesondere bei Einsatz von Standardinkubatoren als Expositionskammer – unbe-

rücksichtigt140. Nur wenige Systeme verfügen über Aktivkohlefilter am Systemaus-

gang154. Die Dichtigkeit der in dieser Arbeit entwickelten Apparatur und deren Instal-

lation in einem geschlossenen Abzug verhinderte zuverlässig eine Kontamination 

des Labors und Exposition des Experimentators. Zusätzlich ist ein Austausch der 

Expositionsatmosphäre vor dem Öffnen der Expositionskammer möglich. Das Expo-

sitionssystem eignet sich daher für den Einsatz hochtoxischer Substanzen.  

 

6.3.2 Konstruktionsbedingte Funktionsweise der Expositionskammer – 

Konstanz der Expositionskonditionen 

 
Die Konstruktion der Expositionskammer erlaubte, bis zu 6 luftexponierte oder bis zu 

12 submerse Zellkulturen simultan im zentralen Gasfluss zu exponieren. Die gas-

chromatographischen Untersuchungen der Zellkulturmedien zeigten unabhängig von 

deren Position in der Zellkulturplatte und in der Expositionskammer vergleichbare 

VOC-Konzentrationen. Die Kammer wies demnach ein geeignetes Strömungsprofil 

auf, das Verwirbelungen im Gasvolumenstrom verhinderte und eine homogene Ex-

position der Zellkulturen gewährleistete. Mit Hilfe der temperierbaren Edelstahlplatte 

war zudem eine homogene Temperierung der Zellkulturen möglich. Dies führte zu 

vergleichbaren Verdunstungsraten, so dass eine gleichermaßen starke Aufkonzen-

trierung von z. B. Zytokinen in allen Zellkulturmedien stattfand. Damit war die Ver-

gleichbarkeit der simultan exponierten Zellkulturen gegeben. So konnten sowohl 

Mehrfachansätze gleicher Zellkulturen als auch unterschiedliche Kulturen parallel ex-

poniert werden, wodurch gleichzeitig ein hoher Probendurchsatz ermöglicht wurde.  
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Dank des Schnellspannrings und der stützenden Funktion des Postaments konnte 

das Einsetzen der Zellkulturschalen in die Kammer sehr einfach und schnell erfol-

gen. Auch nach der Exposition war so eine unverzügliche, rasche Probenahme ohne 

Substanzverlust der VOC-haltigen Zellkulturmedien möglich. Dies war eine wesent-

liche Voraussetzung für die „headspace” gaschromatograpische Analyse der Zell-

kulturmedien. Als besonders vorteilhaft erwiesen sich diese schnelle Bedienbarkeit 

sowie die Vermeidung poröser Materialien außerdem in Hinsicht auf die Sterilität der 

Zellkulturen. Die Expositionskammer aus Duranglas ist zudem autoklavierbar. So 

konnten die Zellen – wie häufig in der Literatur gefordert140,146,154,357 – auch im An-

schluss an den Expositionsversuch weiterhin kontaminationsfrei inkubiert werden. 

Dies ermöglicht generell, Spätreaktionen zu untersuchen. In der vorliegenden Studie 

war dies insofern wichtig, als zur Anreicherung messbarer Parameter im Zellkultur-

medium eine Mindestkulturzeit von 48 h benötigt wurde.  

In vielen in der Literatur beschriebenen in vitro Expositionssystemen werden Gas-

druck und Stoffkonzentrationen ausschließlich im Gasgenerator bzw. vor und/oder 

ausschließlich nach der zellulären Exposition gemessenu. a. 162,154,164. Nur wenige Mo-

delle bestimmen die effektive Expositionskonzentration am Expositionsort145,146,158. 

Der Probenahmeport in der hier vorgestellten Expositionskammer ermöglichte jeder-

zeit „online“ Probenahmen aus der Expositionsatmosphäre sowie Direktmessungen 

der Medien- und Lufttemperatur und der relativen Luftfeuchte. Dadurch konnten Ex-

perimente unter permanenter „online“ Kontrolle der Expositionsbedingungen am Ex-

positionsort durchgeführt werden. So ließen sich zum einen konstante Expositions-

konditionen überwachen. Zum anderen hätte jederzeit ohne Zeitverzögerung auf 

eventuelle Abweichungen reagiert werden können.  

 

6.3.3 Konstanz der physikalischen Parameter 

 
Aufgrund der gegenseitigen Abhängigkeiten bildeten die Parameter Luftfeuchte, 

Temperatur und Verdunstungsrate der Zellkulturmedien ein komplexes Regulations-

system. Dank der voneinander unabhängig regulierbaren Temperiersysteme konnten 

über die gesamte Expositionsdauer und für alle Expositionsvarianten konstante Be-

dingungen erzielt werden. Innerhalb von 15 bis 20 Minuten wurde eine auf +/- 2 K 

konstante Temperatur erreicht. Bedingt durch das Totvolumen der Apparatur stellte 

sich bei einem Gesamtvolumenstrom von 0,5 l/min nach 45 bis 55 Minuten der im 
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Rahmen von +/- 1,5 % konstante Wert für die Luftfeuchte ein. Unabhängig von VOC-

Art und -Konzentration wurde eine relative Luftfeuchte von ca. 50-60 % im Gesamt-

volumenstrom eingestellt. Damit konnten erfolgreich umweltrelevante Bedingungen 

simuliert werden. Dagegen führten Luftfeuchten größer als 70 % zu Kondensations-

effekten an den Glaskammerwänden. Bei Luftfeuchten kleiner als ca. 30 % stieg die 

Verdunstungsrate der Zellkulturmedien auf über 50 % (bezogen auf die Gesamtex-

positionszeit). In vielen Systemen findet eine Befeuchtung der Testatmosphäre gar 

nicht oder erst während der Exposition in der Expositionskammer statt145,146,154. Die 

alternativ praktizierte Leitung von Testgasen durch eine temperierte, wassergefüllte 

Waschflasche kann zur Hydrolyse der Expositionsstoffe führen154,163. Im vorliegen-

den System wurde daher ausschließlich das Trägergas synthetische Luft auf diese 

Weise befeuchtet und vor dem Eintritt in die Expositionskammer mit den Testgasen 

gemischt. 

Der in allen Experimenten konstante Gesamtvolumenstrom garantierte unabhängig 

von der Expositionsvariante eine konstante Zeit zur Überwindung des Totvolumens 

und somit zur Einstellung konstanter Expositionsbedingungen. So wurde eine kon-

stante Prüfgaskonzentration generell nach 45 bis 55 Minuten in der Expositionskam-

mer erreicht. Die Größe des gewählten Gesamtvolumenstroms von 0,5 l/min trug zur 

geringen Wandadsorption bei und induzierte eine tolerierbare, mittels der Tempe-

riersysteme regulierbare Verdunstungsrate. Die Ergebnisse der manuellen „head-

space“ Gaschromatographie bewiesen zudem ein gutes Diffusionsverhalten der 

VOC, was bedeutet, dass der gewählte Gesamtvolumenstrom die Entstehung von 

Diffusionsbarrieren in Form stehender Luftgrenzschichten verhindern konnte. Auch 

im Hinblick auf die „online“ durchgeführten Analytprobenahmen erwies sich der 

gewählte Gesamtvolumenstrom als sinnvoll: Direkt aufeinanderfolgende Probenah-

men gleicher Volumina zeigten, dass das Konzentrations- und Gasflusssystem durch 

die Beprobung nicht gestört wurde. 

 

6.3.4 Konstanz der zellphysiologischen Parameter 

 
Zur Aufrechterhaltung des pH-Wertes im Zellkulturmedium war, analog zu Standard-

zellkulturbedingungen, ein konstanter CO2-Gehalt von 5 % notwendig. Die Simula-

tion umweltrelevanter Bedingungen erforderte eigentlich einen kleineren Anteil von 

1 %. Da eine Interaktion des polaren CO2 mit den apolaren VOC-Prüfgasen nicht zu 
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erwarten war, spielte dieser Unterschied jedoch keine Rolle. Unabhängig von Sub-

stanz und Konzentration des Prüfgases wurde ein mit Standardinkubationsbedingun-

gen vergleichbarer und zudem konstanter pH-Wert von pH 7,28 +/- 0,02 erreicht. 

Dieser Wert war optimal im Hinblick auf den zellphysiologischen pH-Bereich für eine 

maximale Zellvitalität. Gleichzeitig konnte dieser Wert dank der Gasdichtigkeit der 

Apparatur ohne weiteren Aufwand über die gesamte Expositionsdauer von bis zu 

24 h in einem Bereich von +/- 0,02 konstant gehalten werden. Der Einsatz von 

Expositionsapparaturen, die keine pH-Wertkonstanz gewährleisten, ist dagegen auf 

Kurzzeitexpositionen beschränkt165. 

Dank der konstanten, zelladäquaten Werte für die Parameter Temperatur und pH-

Wert wurde unabhängig von Art und Dauer der Exposition sowie unabhängig von der 

Fallgruppe eine Vitalität der exponierten Keratinozyten von im Mittel 87,4 % 

+/- 11,7 % absoluter Streuung erreicht. Dieser Wert lag nur geringfügig unter der 

nach Standardinkubation üblichen Vitalität von 90-95 %. Die Streuung verteilte sich 

zudem homogen über alle Expositionsansätze wie auch Kontrollversuche, so dass 

unter den gegebenen Expositionsbedingungen eine schadstoffbedingte Toxizität 

ausgeschlossen werden konnte. 

 

6.3.5 Einstellung von Prüfgaskonzentrationen 

 
Eine präzise Einstellung der Prüfgaskonzentrationen war essentiell für die Validität 

der Untersuchungen. Mit dem Einsatz statischer Prüfgaskonzentrationen von 

500 ppm sowie 1000 ppm Toluol bzw. 500 ppm m-Xylol sowie einem Prüfgas-

gemisch von 0,7 ppm Toluol und 0,4 ppm m-Xylol ließen sich Expositionskonditionen 

von 0,1, 1 und 3 MAK Toluol, 0,1 und 1 MAK m-Xylol sowie von einem umwelt-

relevanten Verhältnis von 0,08 mg/m³ Toluol und 0,053 mg/m³ m-Xylol realisieren. 

Das heißt, mit der Apparatur konnten Expositionen im gesamten Konzentrations-

bereich von umweltrelevanten bis arbeitsplatzrelevanten Konzentrationen durchge-

führt werden. Die gaschromatographischen Analysen von Probenvolumina aus der 

Expositionskammer ergaben zudem über diesen gesamten Konzentrationsbereich 

Ist-Konzentrationen von 89 % +/- 10 % des eingestellten Sollwertes und bestätigten 

damit eine konstant gute Regulierbarkeit der Gasvolumenströme durch die elektro-

nischen Gasflussregler. Für den zukünftigen Routinebetrieb der Apparatur bedeutet 

dies, dass eine Überprüfung der Ist-Konzentration stichprobenartig in größeren Zeit-



                                                                                                                                               6 Diskussion 

 211  

abständen, aber mindestens einmal pro Expositionsexperiment, erfolgen kann. Eine 

häufigere Kontrolle erscheint dagegen nicht erforderlich. 

 

6.3.6 Analyse von VOC-Konzentrationen in der Gasphase 

 
Eine wesentliche Voraussetzung für die Probenahme definierter Gasvolumina aus 

der Expositionskammer war die Regulierbarkeit eines niedrigen Volumenstroms, um 

die Expositionsatmosphäre nicht störend zu beeinflussen. Im Arbeitskonzentrations-

bereich erwiesen sich die Vorteile einer aktiven Probenahme auf Aktivkohleröhrchen: 

Innerhalb relativ kurzer Probenahmezeiten von maximal 30 Minuten konnten bei 

einem niedrigen Volumenstrom von nur 100 ml/min ausreichend große Probenvolu-

mina erzielt werden. Dadurch war zum einen eine häufige, regelmäßige Probenahme 

und damit die Überprüfung konstanter Expositionsbedingungen möglich. Zum ande-

ren wurden durch eine Anreicherung des Analyten auf ~500 µg pro Aktivkohleröhr-

chen relativ niedrige Nachweisgrenzen erzielt. So konnten Analytkonzentrationen im 

MAK-Bereich von 19 mg/m³, 190 mg/m³ und 570 mg/m³ Toluol (0,1, 1 bzw. 3 MAK 

entsprechend) und von 44 mg/m³ bis 440 mg/m³ m-Xylol (0,1 bzw. 1 MAK m-Xylol 

entsprechend) problemlos beprobt und anschließend reproduzierbar analysiert 

werden (zur Genauigkeit der gaschromatographischen Analyse, siehe unten). Für 

BTX und ähnliche Analyten zeigt Aktivkohle mit Abstand die besten Sorbenseigen-

schaften248,359. Ein Substanzverlust oder eine Kontamination der auf der Aktivkohle 

adsorbierten VOC konnte durch Negativkontrollen ausgeschlossen werden. Die sor-

bierten Analytkonzentrationen waren zudem über mindestens vier Wochen Lagerung 

stabil.  

Eine ausreichende Aufkonzentrierung des um 2-3 Größenordnungen niedriger 

konzentrierten, umweltrelevanten VOC-Gemischs von 0,08 mg/m³ Toluol und 

0,05 mg/m³ m-Xylol war mit dieser Methode nicht möglich, da hierzu ein Probenvolu-

men von 6250 l erforderlich gewesen wäre. Durch die Entnahme eines solch hohen 

Volumens wären jedoch die Expositionsbedingungen wesentlich beeinflusst worden. 

Um in Folgeexperimenten den niedrigkonzentrierten VOC-Umweltkonzentrations-

bereich quantitativ erfassen zu können, muss eine Probenahme- und Probenauf-

bereitungsmethode eingesetzt werden, die trotz des limitierten Probenvolumens und 

Volumestroms eine stärkere Aufkonzentration der Gasvolumina erlaubt358,360. Hierfür 

gibt es Thermodesorptionssysteme, z. B. ATD 400 der Firma Perkin Elmer, die diese 
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Anforderungen erfüllen. Auch hier erfolgt zuvor eine Aktivprobenahme. Während 

Aktivkohle generell für BTX und ähnliche Stoffe die besten Sorbenseigenschaften 

aufweist, ist sie jedoch aufgrund ihrer leichten Oxidierbarkeit für das Thermodesorp-

tionsverfahren vollkommen ungeeignet. Hier werden deshalb Sorbentien wie Tenax 

verwendet358,359,361. Es folgen die gerätegesteuerte Thermodesorption mit anschlie-

ßender thermischer Fokussierung („cryo trapping“) und Verdampfung der aufkonzen-

trierten Probe zur Injektion in den angeschlossenen GC. Nach dieser Probenanrei-

cherung wäre ebenfalls eine Analyse mit der in dieser Arbeit verwendeten, konven-

tionellen Gaschromatographie mit nachfolgender Flammenionisationsdetektion ange-

zeigt. Für die VOC-Expositionsexperimente im Rahmen der vorliegenden Disser-

tation stand kein Thermodesorptionssystem zur Verfügung. Die Etablierung und 

Optimierung der Methode hätte zudem eine den Rahmen der Arbeit übersteigende 

Zeit erfordert. 

 

Die Wahl von Benzylalkohol als Desorptionsmittel hat sich in mehrfacher Hinsicht als 

geeignet erwiesen: Erstens verfügte es im Gegensatz zu Schwefelkohlenstoff über 

deutlich längere Lagerstabilität. In der vorliegenden Arbeit wurde eine Lagerstabilität 

von mindestens vier Wochen nachgewiesen, so dass die Möglichkeit wiederholter 

gaschromatographischer Analysen bestand. Zweitens wurde mit 96,8 % eine sehr 

hohe mittlere Desorptionsrate erreicht. Diese hohe Ausbeute lässt auf die Richtigkeit 

(„accuracy“) und eine hohe Validität der Analyseergebnisse schließen. Drittens er-

folgte die Elution von Benzylalkohol in der Gaschromatographie deutlich getrennt von 

den Analyten, so dass durch das Desorptionsmittel keine Störsignale die Analyse be-

einträchtigten. 

  

Die konventionelle Gaschromatographie mit nachfolgender Flammenionisationsde-

tektion zeichnete sich durch eine zuverlässige und effiziente Trennung der VOC-Ein-

zelkomponenten Toluol und m-Xylol mit stabilen Retentionszeiten aus. Die Analyse 

der Reproduzierbarkeit von Mehrfachmessungen ergab eine niedrige, relative Mess-

ungenauigkeit der GC-Methode von 5,5 %. Für vergleichbare Analysen werden auch 

in der Literatur mittlere Standardabweichungen zwischen 5 % und 10 % angege-

ben360.  

Gemessen am Kalibrationssystem, wurden die über die Gasflussregler eingestellten 

VOC-Konzentrationen zu einem hohen Prozentsatz von im Mittel 89 % +/- 10 % in 
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der Expositionskammer nachgewiesen, wobei die Abweichung, neben den 5,5 % 

GC-Messfehler, wesentlich auf dem Probenahmefehler der manuellen Pumpe (ca. 

4,5 %) beruhte. Diese Ergebnisse sprechen für eine sehr genaue Konzentrationsein-

stellung durch die Gasflussregler, eine geringe Wandadsorption in der Apparatur so-

wie eine sehr gute Dichtigkeit des Systems. 

 

6.3.7 Analyse von VOC-Konzentrationen im Zellkulturmedium 

 
Eine direkte Injektion der im wässrigen Zellkulturmedium enthaltenen Analytproben 

war aufgrund der hohen Solvatationsaktivität von H2O auf die apolare stationäre 

Phase der Säule nicht möglich. Um die VOC-Konzentrationen im Zellkulturmedium 

zu bestimmen, wurde daher eine auf dem Prinzip der „headspace“ Gaschromatogra-

phie basierende, manuelle Methode angewendet. Nach Optimierung und Standardi-

sierung dieser Methode wurden im Arbeitskonzentrationsbereich (19-570 mg/m³, 

Toluol bzw. 44-440 mg/m³ m-Xylol) in Wiederholmessungen Standardabweichungen 

von weniger als 10 % erreicht, was eine gute, niedrige Messungenauigkeit dieser 

manuellen „headspace“-Methode darstellte252. Vergleichbare Variationskoeffizienten 

(5-10 %) werden für konventionelle „headspace“-GC-Analysen von VOC in Blutpro-

ben angegeben249,250,251. Durch standardisiertes Vorkonditionieren der Spritze vor je-

der Probenahme konnte ferner eine Substanzverschleppung durch Wandadsorption 

von VOC in der Spritze auch bei hohen VOC-Konzentrationen auf unter 1 % redu-

ziert werden, so dass nach Kontrollexpositionen mit synthetischer Luft keinerlei Spu-

ren von VOC nachgewiesen wurden. 

Obwohl die Gaschromatographie eine äußerst sensitive Nachweismethode darstellt 

– denkbare Alternativmethoden der VOC-Analyse wie HPLC oder HPLC/MS sind um 

den Faktor 5-10 unempfindlicher – war der Nachweis von VOC im um 2-3 Größen-

ordnungen niedrigeren Umweltkonzentrationsbereich (0,08 mg/m³ Toluol sowie 

0,05 mg/m³ m-Xylol) mit der gewählten manuellen, statischen „headspace“-Methode 

ohne Probenanreicherung nicht möglich: In mit dem umweltrelevanten VOC-

Gemisch exponierten Zellkulturmedien wurden lediglich kleine Peakflächen um 

1000 µV·s ermittelt, die nicht statistisch zuverlässig ausgewertet werden konnten. 

Die eingesetzte Methode ist hier an der Nachweisgrenze. Auch unter Verwendung 

der konventionellen „headspace“-Technik - die im Rahmen der Arbeit aber nicht zur 

Verfügung stand - ließe sich unter Optimierung der Temperatur zur Phasengleichge-
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wichtseinstellung maximal eine Sensitivitätssteigerung um etwa Faktor fünf erzielen. 

Der eingesetzte Flammenionisationsdetektor gilt mit einer niedrigen Nachweisgrenze 

von 10-9  g/s bis 10-12 g/s als Standarddetektor für den Nachweis von VOC und sollte 

daher nicht gewechselt werden. Pekari und Mitarbeiter erzielten zwar für den Nach-

weis von Toluol und Benzol in Blut mittels eines Photoionisationsdetektors (PID) 

(5 nmol/l) eine um den Faktor 10 niedrigere Nachweisgrenze als mit dem FID 

(50 nmol/l)249. Doch ist dies Ergebnis stark matrixabhängig: So ist der FID deutlich 

unempfindlicher gegen Störkomponenten, was im vorliegenden Fall der Matrix Zell-

kulturmedium ein wesentliches Auswahlkriterium darstellte. Außerdem ist das abso-

lute PID-Signal nicht so stabil wie das des FID. Um den Niedrigkonzentrationsbe-

reich zukünftig zuverlässig zu analysieren, müssen vielmehr andere Probenaufga-

ben- (1) und/oder Probenanreicherungs- (2)361,362, aufgrund des limitierten Proben-

volumens aber vor allem Probenaufbereitungstechniken (3) verwendet werden. Als 

Beispiele seien hier ad (1) die „on column“-Injektionstechnik sowie ad (2) vor allem 

Thermodesorptionsverfahren und ad (3) organische Extraktionsverfahren genannt.  

ad (1): Während in der manuellen „headspace“-Technik bei einem Splitverhältnis von 

1:20 aus 1000 µl Desorptionsvolumen nur wenige µl der Probe auf die Säule gelang-

ten, würde bei einer „on column“ Injektion das gesamte Probenvolumen auf die GC-

Säule aufgetragen.  

ad (2): Zu einer weiteren Probenanreicherung würde eine mit Thermodesorption ge-

koppelte, dynamische „headspace“ Analyse, das sogenannte „purge and trap“-Ver-

fahren führen363: Dabei wird ein Gasstrom zunächst durch die Probe (Gasextraktion, 

„purging“) und anschließend durch eine Kühlfalle („cold trapping“) geleitet, in der sich 

die Analyten aufkonzentrieren. Vor der gaschromatographischen Analyse werden 

diese thermisch desorbiert364. Im Vergleich zur statischen „headspace“ Analyse lässt 

sich mit der dynamischen „purge and trap“ Methode eine um den Faktor 100 bis 

1000 höhere Empfindlichkeit erreichen. 

Diese geeigneteren Verfahren standen jedoch für die Expositionsversuche der 

vorliegenden Arbeit nicht zur Verfügung. Zudem muss für die Methodenevaluation 

der „on column“-Injektionstechnik oder des Thermodesorptionsverfahrens ein Zeit-

raum von circa 3 bis 6 Monaten einkalkuliert werden. In Bezug auf den Stellenwert 

der in der vorliegenden Arbeit durchgeführten VOC-Expositionsversuche als Pilotstu-

die überstieg dieser Aufwand den Zeitrahmen der vorliegenden Dissertation. 
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ad (3): Aufgrund des im vorliegenden Fall stark limitierten Probenvolumens wäre zur 

Probenaufbereitung z.B. eine Probenextraktion mit organischen Lösungsmitteln und 

eine anschließende Aufkonzentration des Extraktes angezeigt. Aufgrund des nur 

schwer standardisierbaren Vorgangs des Einengens würde die vorherige Zugabe 

eines internen Standards analytähnlicher Substanz notwendig. Da das Phasen-

gleichgewicht der auftretenden Medienkomponenten generell nicht stabil genug und 

die Signale somit nicht in genügendem Maße reproduzierbar waren, könnten diese 

nicht als interner Standard verwendet werden. Sowohl in Bezug auf die Probenex-

traktion als auch hinsichtlich der Einführung eines internen Standards würde jedoch 

erneut das Problem der Mischbarkeit des Kulturmediums mit organischen, hydropho-

ben Stoffen auftreten (siehe unten), so dass für die Methodenentwicklung einer orga-

nischen Probenextraktion eine Zeit von circa ¼ bis ½ Jahr einkalkuliert werden 

muss. Im Hinblick auf den Charakter der vorliegenden Untersuchungen als Pilot-

studie war dieser Zeitaufwand nicht gerechtfertigt. 

 

Die Verwendung eines internen Standards ist nur bei heterogener Probenaufberei-

tung sinnvoll. Generell ist ein externes Kalibrationssystem anhand der eigentlichen 

Analyten geeigneter. Im vorliegenden Fall wurde jedoch die Herstellung von externen 

Flüssig-VOC-Kalibrierlösungen nicht nur aufgrund der hohen Flüchtigkeit der Sub-

stanzen erschwert. Als ein wesentliches Problem erwies sich vor allem die niedrige 

Löslichkeit von flüssigem Toluol und m-Xylol im wässrigen Lösungsmittel. Infolgedes-

sen war es nicht möglich, stabil homogene Kalibrierlösungen herzustellen. Die im 

Zellkulturmedium gelöste VOC-Konzentration konnte daher nicht anhand absoluter 

Kalibrationsdaten quantifiziert werden. Statt dessen war jedoch eine qualitative, kali-

brationsunabhängige Beurteilung möglich: Erstens verhielten sich die Peakflächen 

zu den eingesetzten VOC-Konzentrationen proportional. Zweitens zeigten, wie oben 

erwähnt, die statistischen Kenndaten zur kalibrationsunabhängigen Genauigkeit der 

manuellen, gaschromatographischen „headspace“-Analysemethode zudem mit weni-

ger als 10 % Standardabweichung eine konstant einzuhaltende, für diese Methode 

hohe Reproduzierbarkeit identischer Proben. Unabhängig von der Lokalisation der 

Kulturen in der Zellkulturplatte und in der Expositionskammer wiesen die jeweils 

zwölf im identischen Expositionsversuch exponierten Proben, gemessen an dem 

methodischen Messfehler von 10 %, eine nur unwesentlich höhere Streuung der 

Peakflächen von 14,4 % auf, was wiederum für eine homogene Gasverteilung und 
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ein ungestörtes Strömungsprofil in der Expositionskammer spricht. Die mit 13,5 % für 

1 MAK m-Xylol, 13,9 % für 1 MAK Toluol und 22,2 % für 3 MAK Toluol ebenfalls 

relativ niedrigen Streuungen über alle analysierten Proben derselben Expositions-

variante zeigten, dass bezüglich der gasförmigen VOC-Konzentrationen gleiche Ex-

positionsbedingungen zuverlässig konstant in vergleichbaren Medium-VOC-Konzen-

trationen und somit vergleichbaren, zellulären Expositionsbedingungen resultierten. 

Für die im Zellkulturmedium gelösten VOC-Konzentrationen wurde keine Abhängig-

keit von der zwischen 5 und 24 Stunden variierenden Expositionsdauer festgestellt. 

Das Phasengleichgewicht wurde also in allen Expositionszeitvarianten gleichermas-

sen erreicht. Zusammengefasst lassen diese Ergebnisse den Schluss zu, dass die 

realen, im Zellkulturmedium gelösten VOC-Konzentrationen annähernd mit den theo-

retischen, im Phasengleichgewicht unter idealen Bedingungen erreichbaren Konzen-

trationswerten übereinstimmten.  

 

6.3.8 Zusammenfassung 

 
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass es gelungen ist, eine in Bezug auf die 

stabile und reproduzierbare Funktionsweise sämtlicher Betriebsparameter optimierte, 

zuverlässig funktionsfähige Apparatur zur kontrollierten Exposition von unterschied-

lichen Zellkultursystemen zu entwickeln. Die Konstruktion der Expositionskammer er-

laubte eine simultane Exposition von bis zu 6 luftexponierten bzw. bis zu 12 submer-

sen Zellkulturen im zentralen Gasfluss. Ein geeignetes Strömungsprofil garantierte 

homogene Expositionskonditionen und somit eine gute Vergleichbarkeit der simultan 

exponierten Kulturen. Beide Aspekte ermöglichten wiederum einen hohen Proben-

durchsatz. Die exakte Regulierbarkeit der Prüfgasvolumenströme, die hohe Gasdich-

tigkeit der Apparatur sowie die niedrige Wandadsorption trugen ebenfalls zu reprodu-

zierbar homogenen Expositionskonditionen nach einer mit 45-55 Minuten relativ kur-

zen Adaptionszeit bei. So ließen sich zuverlässig konstante VOC-Gaskonzentratio-

nen von 0,08 mg/m³ bis 570 mg/m³ Toluol bzw. 0,05 mg/m³ bis 440 mg/m³ m-Xylol in 

einem vier Größenordnungen umfassenden Konzentrationsbereich einstellen. Die 

Apparaturdichtigkeit und Vermeidung poröser Materialien sowie ein schnell mög-

licher Wechsel der Zellkulturplatten gewährleistete zudem, die Kulturen kontamina-

tionsfrei zu halten. Durch das einfache und schnelle Öffnen der Kammer konnten 

außerdem unverzüglich Medienprobenahmen ohne nennbaren VOC-Verlust erfol-
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gen. Die „online“ Probenahmen aus der Expositionsatmosphäre sowie „online“ Di-

rektmessungen von Medien- und Lufttemperatur oder relativer Luftfeuchte durch den 

Probenahmeport in der Expositionskammer ermöglichten eine permanente Kontrolle 

der Expositionskonditionen, ohne störend auf diese einzuwirken. Dank der zwei von-

einander unabhängig einstellbaren Temperiersysteme konnten - unter Abstimmung 

des komplexen Regulationssystems aus Luftfeuchte, Temperatur und Verdunstungs-

rate auf die eingesetzten Zellkultursysteme - konstante Expositionsbedingungen für 

alle Expositionsvariablen und über beliebige Expositionsdauer erzielt werden: Nach 

15-20 Minuten wurde eine Temperaturkonstanz von +/- 2 K erreicht. Die relative 

Luftfeuchte blieb nach einer Adaptionszeit von 45-55 Minuten im Rahmen von 

+/- 1,5 % konstant. Der für alle Expositionsvariablen konstante Gesamtvolumenstrom 

von 500 ml/min garantierte diese von der Expositionsvariante unabhängige, konstan-

te Adaptionszeit zur Einstellung stabiler Expositionsbedingungen. Bei Kurzzeitexposi-

tionen kommt die Einstellzeit homogener Expositionskonditionen von 45-55 Minuten 

jedoch stärker zum Tragen als bei Langzeitexpositionen. Dies muss bei der Berech-

nung der Expositionsdosis berücksichtigt werden. Um Effekte unterschiedlicher Ex-

positionsdauer zu vergleichen, sollten daher alle Gesamtexpositionszeiten die Adap-

tionszeit um ein Vielfaches übersteigen. Als Konsequenz wurde in den VOC-

Expositionsversuchen der vorliegenden Arbeit eine Mindestexpositionszeit von fünf 

Stunden gewählt. Der Gesamtvolumenstrom gewährleistete ferner bei zugleich nie-

driger Verdunstungsrate der Zellkulturmedien und geringer Wandadsorption von 

VOC die rasche Einstellung des Phasengleichgewichts durch ein günstiges Diffu-

sionsverhalten der VOC, so dass aus den VOC-Konzentrationen in der Gasphase 

zuverlässig maximale VOC-Konzentrationen im Zellkulturmedium resultierten. Die 

durch einen konstanten CO2-Gehalt von 5 % erzielte pH-Wert-Konstanz im zell-

physiologischen Bereich von pH 7,28 +/- 0,02 trug – wie auch die stabile Medien-

temperatur – schließlich zu einer mit 87,4 % +/- 11,7 % hohen Zellvitalität unter 

Expositionsbedingungen bei. Die in Kapitel 5.5.3 formulierten Anforderungen an die 

Expositionsapparatur wurden damit gänzlich erfüllt.  

Das im Inkubatorversuch aufgetretene Problem des VOC-Verlustes aus dem Zellkul-

turmedium durch den Konzentrationsausgleich an der Phasengrenze flüssig-gasför-

mig wurden in der Apparatur in umgekehrter Weise vorteilhaft genutzt: Die Phasen-

gleichgewichtseinstellung per Diffusion führte dabei erstens zu reproduzierbar homo-

genen VOC-Konzentrationen im Zellkulturmedium. Zweitens erübrigte sich auf diese 
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Weise der Einsatz eines Lösungsvermittlers im Zellkulturmedium. Das in der Appara-

tur angewendete Prinzip der Exposition gegenüber Stoffen aus der Gasphase er-

möglichte zusätzlich der in vivo Situation entsprechende Expositionen gegenüber 

luftexponierten Zellkultursystemen z. B. der Haut oder der Atemwege. Im Gegensatz 

zum Inkubator gewährleistete das kontrolliert offene, kontinuierlich gasdurchströmte - 

gleichzeitig gegenüber unkontrolliertem Analytverlust gasdichte - System der Appara-

tur eine dauerhaft homogen konzentrierte und permanent kontrollierbare Exposi-

tionsatmosphäre mit gleichbleibendem Analyt-, O2- und CO2-Gehalt für die Zellkultur-

systeme. Während in anderen Apparaturen, z. B. in den in der Einleitung erwähnten 

Apparaturen nach Abé et al.164, Behnke et al.162,165 und Mückter et al.154, physika-

lisch-chemische Expositionsparameter ausschließlich im Prüfgasgenerator oder der 

Exposition nachgeschaltet am Apparaturausgang überprüft werden können, ermög-

lichte die in dieser Arbeit entwickelte Expositionsapparatur sämtliche Prüfparameter 

direkt aus der Expositionsatmosphäre in der Expositionskammer zu bestimmen. 

Ein Problem, dem man bei Folgeexperimenten erhöhte Aufmerksamkeit zukommen 

lassen muss, ist jedoch die physikalisch-chemische Analytik im Niedrigkonzentra-

tionsbereich. Um zukünftig sichere Aussagen über biologische Effekte durch umwelt-

relevante Schadstoffkonzentrationen machen zu können, muss zunächst das Nach-

weisproblem dieser Stoffe auf physikalischer Ebene gelöst werden. Die Messtechnik 

für umweltrelevante Konzentrationen muss sowohl im Hinblick auf die Probenahme 

als auch auf geeignete Nachweismethoden optimiert werden. In den Kapiteln 6.3.6 

und 6.3.7 wurden diesbezügliche Lösungsvorschläge erläutert. 

 

6.4 Einsatz der Expositionsapparatur zur Untersuchung von allergotoxiko-

logischen Fragestellungen 

6.4.1 Intention der VOC-Expositionsversuche 

 
Nachdem in Vorversuchen durch gründliche Analyse der physikalisch-chemischen 

Parameter die zuverlässige und reproduzierbare Funktionsfähigkeit der Expositions-

apparatur erwiesen war, sollte ihr Einsatz in VOC-Expositionsversuchen erste quali-

tative und quantitative Erkenntnisse (prinzipielles Auftreten, Größenordnung, Rich-

tung sowie natürliche Variabilität) über durch Schadgase induzierte, biologische Aus-

wirkungen liefern. Hierbei wurde Gewicht auf eine Vielzahl unterschiedlicher sowie 
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kombinierter Expositionsvarianten gelegt. So konnten ein breites Konzentrations-

spektrum, ferner unterschiedliche Substanzen und die Auswirkungen unterschied-

licher Expositionsdauer untersucht werden, um einen ersten Überblick über poten-

tielle Effekte zu erhalten. Außerdem konnten im Hinblick auf Besonderheiten des 

verwendeten biologischen Systems (z. B. bezüglich der natürlichen Streuung der 

Zielvariablen, deren Quantifizierbarkeit und damit der Quantifizierbarkeit möglicher 

Effekte) geeignete Versuchsbedingungen evaluiert und ferner – basierend auf den 

erzielten Daten – eine „power“-Analyse durchgeführt werden (siehe Kapitel 6.4.6), 

um in der Pilotstudie aufgetretene, interessante Aspekte zukünftig in Folgestudien 

gezielt unter optimiertem Versuchsdesign, mit adäquater Versuchsanzahl und 

größerer statistischer Sicherheit untersuchen zu können. 

 

6.4.2 Qualitätskontrolle von ELISA-Messsystem und Messergebnissen  

6.4.2.1 Sensitivität des ELISA-Messsystems und Quantifizierbarkeit der 

Zielvariablen 

 
Als Zielvariablen zum Nachweis immunmodulatorischer Aktivität wurden im Vergleich 

zur Spontansekretion die von den Primärkeratinozyten nach VOC-Exposition in das 

umgebende Milieu sekretierten Zytokinkonzentrationen bestimmt. Die einzige 

etablierte Nachweismethode für von adhärent wachsenden Zellen freigesetzte, extra-

zelluläre Zytokine war zum Zeitpunkt der experimentellen Untersuchungen eine auf 

dem ELISA-System basierende Methode. Angewendet wurden kommerzielle, von 

der Firma Endogen entwickelte, u. a. explizit für die Bestimmung von Zytokinen im 

Zellkulturüberstand ausgewiesene und seit 1995 für Forschungszwecke angebotene, 

etablierte Zytokin-ELISA-Kits. Die vom Hersteller für die einzelnen Assays ausgewie-

senen Kenndaten ließen diese als geeignet erscheinen (vergleiche Tabelle 28). 

 

Tabelle 28: Kenndaten der Zytokin-Assays laut Hersteller Endogen 

 IL-1α IL-6 GM-CSF TNFα 
Sensitivität < 2 pg/ml < 1 pg/ml < 2 pg/ml < 5 pg/ml 
Reproduzierbarkeit: 
Variationskoeffizient 
für „intraassay“ 
für „interassay“ 

 
 

< 10 % 
< 10 % 

 
 

< 10 % 
< 10 % 

 
 

< 10 % 
< 10 % 

 
 

< 10 % 
< 10 % 

Kalibrierbereich 10-400 pg/ml 10-400 pg/ml 15-600 pg/ml 25-1000 pg/ml 
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Besondere Sorgfalt wurde auf die Qualitätskontrolle dieser analytischen Methode 

verwendet. Die vom Hersteller angegebenen Sensitivitätsgrenzen lagen weit unter-

halb des jeweils vorgeschlagenen Kalibrierbereichs, so dass für die Analyse niedri-

ger Konzentrationwerte weit über die Kalibriergerade hinaus hätte extrapoliert wer-

den müssen. Um niedrige Zytokinkonzentrationen mit größerer Genauigkeit bestim-

men zu können, wurde der Kalibrierbereich daher bis zur Sensitivitätsgrenze erwei-

tert. Die für Einfachproben geltende Nachweis-, Erfassungs-, und Bestimmungsgren-

ze jeder ELISA-Platte wurde nach dem linearen Kalibrierkurvenverfahren nach DIN 

32645 ermittelt257,258 (vergleiche Tabelle 11, Kapitel 5.7.3.1). Dabei wiesen die Kali-

brierlösungen einen niedrigen Variationskoeffizienten der Einzelwerte von kleiner 

10 %, die 5- bzw. 6-Punktkalibrierkurven einen mittleren Korrelationskoeffizienten 

von 0,997 auf. Das bedeutete, dass die Probenkonzentrationen mit hoher Genauig-

keit bestimmt werden konnten. Trotz dieser großen Genauigkeit im bis zur Sensitivi-

tätsgrenze erweiterten Kalibrationsbereich wurde die seitens des Herstellers angege-

bene Sensitivität – die, im englischen Sprachgebrauch als „sensitivity or lower limit of 

detection“ bezeichnet, mit dem DIN-Terminus Erfassungsgrenze gleichzusetzen ist – 

in allen vier Zytokinassays bei weitem nicht erreicht. Die Herstellerangaben von 

< 2 pg/ml GM-CSF bzw. IL-1α, < 1pg/ml IL-6 und < 5 pg/ml TNFα waren hier zu opti-

mistisch. Die ermittelten mittleren Nachweisgrenzen lagen bereits um den Faktor 2 

bis 6, die mittleren Erfassungsgrenzen um den Faktor 4 bis 12 höher: Erst oberhalb 

der Bestimmungsgrenzen von im Mittel 27,4 pg/ml IL-1α, 22,8 pg/ml IL-6, 17,7 pg/ml 

GM-CSF und 48,2 pg/ml TNFα waren die Zytokinkonzentrationen statistisch zuver-

lässig quantifizierbar.  

Dies hatte massive Auswirkungen auf die Quantifizierbarkeit der freigesetzten Zyto-

kine und damit auf die zur Effektdarstellung bestimmten Zielgrößen: Mehr als 90 % 

der in Vorversuchen nach 24 h-Inkubation in Zellkulturüberständen ermittelten Zyto-

kinkonzentrationen lagen im Fall von IL-6 und TNFα unterhalb der Nachweisgrenze, 

im Fall von IL-1α und GM-CSF unterhalb der Bestimmungsgrenze und waren somit 

allenfalls qualitativ zu beurteilen. Als Konsequenz wurde unter maximaler Volumen-

reduktion des Nährmediums die Inkubationszeit vor der Exposition auf 48 h erhöht, 

um höchstmögliche Zytokinkonzentration im Zellkulturüberstand zu erreichen, ohne 

durch Nährstoffmangel bedingte metabolische Artefakte zu riskieren. Wie in Tabelle 

12 (Kapitel 5.7.3.1) dargestellt, konnten nun zumindest 50 % der für GM-CSF und 

Interleukin 1α erhobenen Konzentrationswerte quantitativ bestimmt werden. Das in 
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nur niedrigen Konzentrationen freigesetzte Zytokin Interleukin 6 war jedoch zum 

Großteil nur qualitativ analysierbar. Die Konzentrationen von TNFα blieben aus-

nahmslos deutlich unterhalb der Nachweisgrenze.  

Da die Primärkeratinozyten nur sehr niedrige Zytokinkonzentrationen sezernierten, 

trat das Problem ihrer Quantifizierbarkeit erneut bei den direkt im Anschluss an die 

maximal 24 h dauernden Expositionen gesammelten Zellkulturüberständen auf. Ein 

direkter Expositionseffekt nach Expositionsende war mit dieser Methode daher nicht 

messbar. Die in der Expositionsapparatur gewährleistete Sterilität der Zellkulturen 

erlaubte jedoch, diese im Anschluss an die Exposition weitere 48 h kontaminations-

frei zu inkubieren und so die Zytokinfreisetzung nach der Exposition zu bestimmen 

und diese direkt mit der Spontansekretion innerhalb der 48 h vor Exposition zu 

vergleichen: Für GM-CSF und IL-6 ergab sich gemittelt über alle Fallgruppen und 

Expositionsvarianten ein kaum verändertes Bild der relativen Quantifizierbarkeit der 

Konzentrationsdaten vor und nach Exposition, während für IL-1α bereits hier eine 

deutliche Reduzierung der Zytokinkonzentrationen nach Exposition erkennbar war, 

gleichbedeutend mit einer größeren Anzahl nur qualitativer Konzentrationsbestim-

mungen (vergleiche Tabelle 12, Kapitel 5.7.3.1). Eine messbare Freisetzung von 

TNFα war auch nach der Exposition nicht nachweisbar. Die TNFα-Konzentrationen 

lagen mit 0,0-0,5 pg/ml weit unterhalb der Nachweisgrenze von 10,5 +/- 5,2 pg/ml 

des eingesetzten ELISA Nachweissystems. 

 

Schlussfolgerungen 
  
1. Ausschluss des Zielparameters  TNFα 
 
In Übereinstimmung mit der Literatur115,120,365 wurde den Erwartungen entsprechend 

keine Spontanfreisetzung von TNFα durch die Primärkeratinozyten nachgewiesen. 

Allerdings erfolgte auch nach VOC-Exposition unabhängig von der Expositionsart 

und -dauer sowie fallgruppenunabhängig keine messbare Freisetzung von TNFα. 

Analoge Befunde lagen in der Literatur für Expositionen gegenüber Dieselrußparti-

keln und Formaldehyd vor115, die wie offenbar die in den Vorstudien der vorliegen-

den Arbeit eingesetzten VOCs Toluol und m-Xylol ebenfalls keinen TNFα-induzieren-

den Stressfaktor für die Zellen darstellten. Der Parameter TNFα wurde in den VOC-

Expositionsversuchen daher nicht weiter berücksichtigt.  
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2. Chancen und Grenzen des ELISA-Messsystems – Auswirkungen auf die 

statistische Datenanalyse 

Die aus der unzureichenden Quantifizierbarkeit resultierende unterschiedliche stati-

stische Zuverlässigkeit der ermittelten Konzentrationsdaten komplizierte insbesonde-

re die Auswahl geeigneter, statistischer Analysemethoden und reduzierte entschei-

dend deren Aussagekraft im Hinblick auf eventuelle schadstoffinduzierte Effekte. 

Dennoch konnten mit der verwendeten Methode VOC-bedingte Effekte qualitativ 

nachgewiesen werden, da eine relative, auf die Spontansekretion bezogene Kon-

zentrationsänderung beurteilt wurde. Dies war auch möglich, wenn nur einer der bei-

den Konzentrationswerte vor oder nach der Exposition zuverlässig quantifizierbar 

war.  

Die der statistischen Zuverlässigkeit der Konzentrationswerte angepasste Datenana-

lyse erforderte im Wesentlichen die folgenden Einschränkungen:  

1. Um eine zusätzliche, komplizierte Rangzuordnung bei getrennten Zuverlässig-

keitsstufen der Einzelwerte des Doppelexperiments zu vermeiden, wurden sowohl 

der Kruskal-Wallis-Rangsummentest als auch die qualitative logistische Regres-

sionsanalyse auf den Einzelwerten der vergleichbaren Doppelexperimente basierend 

durchgeführt. In Konsequenz wurde deshalb auch die quantitative Varianzanalyse 

auf Einzelwerten basierend berechnet. Diese Vorgehensweise hatte zudem den Vor-

teil einer aufgrund der verdoppelten Fallzahl verbesserten, statistischen Auswertbar-

keit. Die in der Qualitätskontrolle nachgewiesene statistische Bindung der Doppel-

werte wurde dabei jedoch nicht berücksichtigt.  

2. Für die quantitative wie die qualitative, statistische Auswertung der VOC-Effekte 

galt: Individuelle Effekte konnten nicht berücksichtigt werden, da die dabei entste-

hende, große Anzahl von Variablen bei gleichzeitiger Verringerung der Fallzahlen pro 

Variable zu großen Varianzen und somit zu hohen statistischen Unsicherheiten führ-

te. Vorhandene Abhängigkeiten von mehrfachen Wiederholungsexperimenten mit 

Zellen desselben Individuums wurden dadurch rechnerisch als unabhängig behan-

delt und so eine scheinbar unabhängige, hohe Fallzahl pro Expositionsvariable der 

Fallgruppe erreicht.  

3. Ferner wurden die aufgrund der nachgewiesenen Individuenspezifität und der 

unterschiedlichen Häufigkeit von Wiederholungsexperimenten unterschiedlich star-

ken Effekte verschiedener Individuen in diesen Analysen nicht berücksichtigt, so 

dass die analysierten Signifikanzen der Expositionsvariable 3 MAK Toluol individuen-
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spezifisch waren. Mögliche Individuendominanz und die Anzahl von Wiederholungs-

experimenten wurden deshalb in einem dritten Auswertungsschritt aller Ergebnisse, 

differenziert nach Fallzahlen und Individuen pro Expositionsvariable, gezielt hinter-

fragt und in einer abschließenden, vergleichenden Auswertung der Ergebnisse aller 

drei Analysemethoden berücksichtigt. 

 
 
3. Beurteilung von für Folgestudien geeigneten Zytokindetektionsmethoden 
 
Die in der Qualitätskontrolle des Zytokin-ELISA-Analysesystems festgestellte niedri-

ge Sensitivität des Messsystems und damit unzureichende Quantifizierbarkeit der 

Zielvariablen war im Vorfeld der Expositionsversuche und der Qualitätskontrolle nicht 

vorhersehbar. Nicht nur die Herstellerangaben waren irreführend. Auch in der Litera-

tur finden sich vielfach mit unterschiedlichen Zytokin-ELISAssays ermittelte, als vali-

de Daten publizierte Messdaten in Größenordungen von 15 pg IL-1α, 1,5 pg IL-6, 

8 pg GM-CSF und 0,1-0,3 pg TNFα bezogen auf 106 Keratinozyten·48 h115,365,366,367. 

Hierfür gibt es zwei mögliche Erklärungen:  

1. Einerseits werden in den genannten Publikationen keine Angaben zur Qualitäts-

kontrolle bzw. zur Sensitivität der Messsysteme gemacht. Möglicherweise wurden 

also die Herstellerangaben zur Sensitivität ohne weitere Überprüfung übernommen. 

Auch die in den Expositionsversuchen der vorliegenden Arbeit nach 48 h Inkubation 

ermittelten Zytokinkonzentrationen lagen oberhalb der Herstellerangaben zur Sensiti-

vität des ELISA-Messsystems und würden demnach ohne deren Überprüfung als 

valide und quantitativ beurteilt. 

2. Andererseits variiert die Sensitivität von unterschiedlichen ELISAs aufgrund der 

Epitopspezifität der eingesetzten monoklonalen Antikörper und der gleichzeitig gros-

sen Heterogenität der von unterschiedlichen Zellen freigesetzten Zytokine sehr 

stark368,369,370.  

ad 1.: Einzig Reilly und Mitarbeiter erwähnten in einer kürzlich publizierten Arbeit ex-

plizit die generell niedrigen Zytokinkonzentrationen in normal gesunder Haut und das 

damit einhergehende Detektionsproblem mit konventionellen „ELISA-Kits“405
. Die 

überwiegend sehr niedrigen und infolgedessen nicht sicher quantifizierbaren Zytokin-

konzentrationen stellen ein schwierig zu lösendes Problem dar. Eine generelle Erhö-

hung der Zytokinkonzentrationen wäre theoretisch durch eine Volumenreduktion des 

Zellkulturmediums oder durch verlängerte Inkubationsintervalle erreichbar. Letzteres 
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wurde bereits während der Vorstudien mit der Verdopplung der Inkubationszeit von 

24 h auf 48 h angewendet. Auch das Volumen des Nährmediums wurde bereits 

möglichst gering gewählt, so dass sich eine weitere Reduzierung bei gleichbleiben-

der Zellzahl nicht realisieren lässt, ohne durch Nährstoffmangel bedingte metaboli-

sche Artefakte zu riskieren. Aus dem gleichen Grund ist auch eine weitere Verlänge-

rung der Inkubationszeit ohne zusätzliche Nährstoffe oder Nährmediumwechsel nicht 

möglich. Eine eventuelle Aufkonzentration der Proteine im Zellkulturüberstand durch 

Ultrafiltration oder Dialyse setzte eine gründliche Überprüfung der Stabilität und mög-

licher Degradation der Zytokine voraus. Um  sichere, physiologische Standardbedin-

gungen der Zellkulturen und gleichzeitig eine sichere Quantifizierbarkeit der Zytokine 

zu gewährleisten, ist daher der Einsatz bzw. die Entwicklung von sensitiveren Detek-

tionssystemen angezeigt. 

ad 2.: Das Problem der Inkomparabilität von mit unterschiedlichen „assays“ erhobe-

nen Daten wird seit langem in Normierungsgremien diskutiert und die Wichtigkeit 

gründlicher „assay“-Validierung betont371,370. In Folgestudien, in denen über die hier 

vorliegenden Pilotstudienergebnisse hinaus die Sekretion einzelner Zytokine gezielt 

und detailliert untersucht werden, sollten daher prinzipiell unterschiedliche, von 

einander unabhängige Methoden zur Zytokinbestimmung angewendet werden372,373.  

 

Der Zytokin-ELISA war zum Zeitpunkt der Studiendurchführung die einzige etablierte 

Methode, um extrazelluläre, aus adhärent wachsenden Zellen freigesetzte Zytokine 

zu bestimmen. Die semi-quantitative ELISPOT-Technik373,374 war eher für Suspen-

sionskulturen geeignet und stellte somit keine Alternative dar. Andere Zytokinnach-

weismethoden - wie z. B. Immunprints von aufgetrennten Zellextrakten, die durch-

flusszytometrische Zellanalyse durch fluoreszenzmarkierte Antikörper auf Protein-

ebene375 oder der Nachweis zytokinexprimierender m-RNA auf molekularer Ebene373 

- wiesen ausschließlich intrazelluläre oder membranständige Zytokinexpression 

nach, nicht aber deren Freisetzung in das umgebende Zellmilieu. Erst diese Freiset-

zung sorgt jedoch in vivo für die lokale Reaktion im umgebenden Gewebe und war 

deshalb ein geeigneter Zielparameter zum Nachweis VOC-induzierter, immunmodu-

latorischer Aktivität. Für zukünftige Anwendung könnte die Sensitivität der ELISA-

assays möglicherweise durch Integration des in der Immunhisto- und -zytologie 

üblichen Avidin-Biotin-Signalverstärkungssystems erhöht werden376. Dies erforderte 

aber eine gründliche Kenngrößenevaluation der geänderten Methode. Zur metho-
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disch unabhängigen Parallelbestimmung böte sich das neu entwickelte FlowMetrix 

System an: Es ermöglicht den durchflusszytometrischen Nachweis von antikörper-

detektierten Zytokinen im Zellkulturüberstand im „multiplex“-Ansatz377.  

Seit Frühjahr 2001 gibt es alternativ mit dem „trapping assay“ der Firma Hölzel Diag-

nostika eine im Vergleich zum ELISA deutlich sensitivere Methode, um extrazellulär 

freigesetzte Zytokine zu quantifizieren378. Dieser „particle immunoassay“ fängt mittels 

antikörperbeschichteter Magnetpartikel in der Zellkultur die sekretierten Zytokine in 

unmittelbarer Nähe der Zelloberfläche ab379. Auf diese Weise wird sowohl die Ver-

dünnung der in das Medium diffundierenden Zytokine, als auch die mögliche Bin-

dung an Zelloberflächenrezeptoren sowie ein möglicher proteolytischer Abbau im 

Zellkulturüberstand unterbunden. Während diese Aspekte im ELISA des zellfreien 

Kulturüberstandes zu starken Zytokinkonzentrationsverlusten führen, erfasst der 

„trapping assay“ das volle Sekretionspotential der Zelle. Die koinkubierten Magnet-

partikel werden anschließend von den Zellen getrennt, mit einem fluoreszenzmar-

kierten Sekundärantikörper markiert und mit einem internen Standard durchfluss-

zytometrisch gemessen. Der Messbereich ist über 3-5 Größenordnungen linear, für 

TNFα im Bereich von 5 pg/ml bis 100000 pg/ml, für IL-6 von 50 pg/ml bis 

100000 pg/ml380. Laut Herstellerangabe weist die direkt in der Zellkultur eingesetzte 

„trapping“-Methode gegenüber dem nachgeschalteten Zytokinnachweis im zellfreien 

Zellkulturmedium mittels „trapping assay“ oder ELISA je nach Zytokin um den Faktor 

5-10 (TNFα, Granzyme B) bis Faktor 100 (IFNγ) höhere Zytokinkonzentrationen 

nach. Zusätzlich kann die eingesetzte Partikelzahl variabel an Volumen und Zytokin-

konzentration angepasst und so unter Erhöhung der spezifischen Partikelbeladung 

bei reduzierter Partikelzahl eine höhere Sensitivität erzielt werden378,380. Dieser „trap-

ping assay“ scheint daher für den Nachweis von in nur geringen Konzentrationen aus 

Keratinozyten freigesetzten Zytokinen prädestiniert, zumal dank unterschiedlich 

fluoreszenzmarkierter Sekundärantikörper auch „multiplex“-Messungen durchführbar 

sind. Die in dieser Arbeit durch die niedrige Sensitivität der ELISA-Methode aufgetre-

tenen Probleme würden durch die Verwendung des „trapping assay“ gelöst, weshalb 

er in Folgestudien eingesetzt werden sollte. 
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6.4.2.2 Reproduzierbarkeit und Wiederfindungsrate der Zytokinkonzentra-

tionen in VOC-haltigem Medium 

 
In der weiteren Qualitätskontrolle des ELISA-Messsystems wurde die Reproduzier-

barkeit von Zytokinkonzentrationen identischer Proben im „intra-“ (Analyse innerhalb 

derselben ELISA-Platte) und „interassay“ (Analyse auf voneinander unabhängigen 

ELISA-Platten) überprüft. Die Qualitätsdaten wurden zunächst anhand der 24 h-Zell-

kulturüberstände aus den Vorversuchen erhoben. Anschließend wurden die Ergeb-

nisse auch mit Konzentrationsdaten von 48 h-Zellkulturüberständen bestätigt.  

Die niedrigen Streuungen der Einzelwerte um den Mittelwert von Mehrfachbestim-

mungen von 5,9 %, 13,3 % bzw. 15,4 % bezeugten die Zuverlässigkeit der Daten für 

IL-1 α, IL-6 und GM-CSF im „intraassay“. Die Herstellerangabe von einem Varia-

tionskoeffizienten kleiner 10 % für die „intraassay“-Reproduzierbarkeit des ELISA 

(vergleiche Tabelle 28) wurde hier annähernd erreicht. In die Berechnung der IL-1α 

Konzentrationsstreuung waren zum großen Teil Werte in der Größenordnung kleiner 

der Erfassungsgrenze eingegangen, worin die geringfügig höhere Standardabwei-

chung (15,4 %) begründet lag.  

Die Wiederfindungsrate definierter Zytokinkonzentrationen in mit unterschiedlichen 

Konzentrationen von Toluol/m-Xylol-angereichertem Medium von 95 % war gegen-

über der Reproduzierbarkeit identischer Proben ohne VOC unverändert, so dass 

Toluol und m-Xylol als mögliche Störfaktoren für den ELISA ausgeschlossen werden 

konnten.  

Wie zu erwarten war die relative Streuung der Zytokinkonzentrationen identischer 

Zellkulturüberstände im „interassay“ größer als im „intraassay“. Die Herstellerangabe 

von einem Variationskoeffizient von kleiner 10 % (vergleiche Tabelle 28) wurde um 

den Faktor 3 bis 4,5 nicht erreicht. Das Verhältnis der Zytokinkonzentrationen vor 

und nach Exposition jeweils innerhalb einer Platte blieb mit einem Variationskoeffi-

zienten von 15 % hingegen auch im „interassay“ relativ konstant. Da die „interassay“-

Daten an unterschiedlichen Tagen erhoben wurden, war zu beachten, dass zu-

sätzlich die Lagerstabilität der Zytokine im Zellkulturmedium bei -80°C sowie deren 

mehrfaches Auftauen und Einfrieren als wesentlicher Faktor in den „interassay“ mit 

eingingen.  

Im Vergleich zur „interassay“-Reproduzierbarkeit der Zytokinkonzentrationen identi-

scher Proben war der zeitabhängige Effekt auf die photometrische Bestimmung der 
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Zytokinkonzentrationen - mit einer Streuung von im Mittel 4,1 % über vier mal drei 

Minuten - als gering einzuschätzen. Auch eine noch stärkere zeitliche Standardisie-

rung in der Durchführung der ELISA-Auswertungen hätten also keine wesentlich 

geringeren „interassay“-Standardabweichungen erzielt. 

 

Als Schlussfolgerung aus der Qualitätskontrolle bezüglich „intra“- und „interassay“-

Reproduzierbarkeit der 24 h-Proben aus den Vorversuchen wurden alle abhängigen 

48 h-Proben der VOC-Expositionsversuche, z. B. die identischer Zellkulturen vor und 

nach Exposition, ausschließlich innerhalb derselben ELISA-Platte bestimmt. Zusätz-

lich wurden die bei - 80°C gelagerten Proben generell nur einmal aufgetaut und alle 

Parameter direkt im Anschluss bestimmt. Unter diesen Voraussetzungen erwies sich 

der Zytokin-ELISA im Hinblick auf die Reproduzierbarkeit und Wiederfindungsrate 

von Zytokinkonzentrationen in VOC-haltigem Medium als geeignete und zuverlässige 

Nachweismethode. 

 

6.4.2.3 Reproduzierbarkeit von Expositionsexperimenten und Zytokinfrei-

setzung 

 
Weiterführende Untersuchungen zur Qualitätssicherung beurteilten zusätzlich zur 

Reproduzierbarkeit des Messsystems die Reproduzierbarkeit der Expositionsexperi-

mente zum einen seitens der Expositionsapparatur, zum anderen bedingt durch bio-

logische Aspekte, wie z. B. die individuelle natürliche Streuung der sekretierten Zy-

tokinkonzentrationen. Hierfür wurden Wiederholmessungen von (1) Proben aus der-

selben Zellsuspension in identischem Expositionsversuch, (2) unabhängigen Zellan-

sätzen desselben Individuums in vergleichbarem Expositionsversuch und (3) Proben 

aus vergleichbaren Expositionsversuchen unterschiedlicher Individuen derselben 

Fallgruppe durchgeführt. Zusammengefasst bewies die Reproduzierbarkeit der in 

den Wiederholungsversuchen freigesetzten Zytokinkonzentrationen einerseits repro-

duzierbar konstante und homogene Expositionskonditionen sowie andererseits eine 

individuenspezifisch unterschiedlich große intraindividuelle und hohe interindividuelle 

natürliche Streuung:  

ad (1): Die Streuung der vor und nach identischem Expositionsversuch gemessenen 

Zytokinkonzentrationen von Doppelansätzen derselben Zellsuspension stimmte mit 

der aus Mehrfachmessungen identischer Proben ermittelten Messungenauigkeit des 
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ELISA-Analysesystems von 10-15 % überein. D. h.: 1. Die Streuung beruhte nahezu 

gänzlich auf dem methodischen Messfehler. 2. Vergleichbare Zellansätze setzten 

unter identischen Expositionsbedingungen gleiche Zytokinkonzentrationen frei. Diese 

hohe Reproduzierbarkeit sekretierter Zytokinkonzentrationen vergleichbarer Doppel-

ansätze wurde sowohl für Spontansekretionen als auch unabhängig von der Ex-

positionsart und -dauer und unabhängig von der Platzierung in der Zellkulturplatte er-

zielt. Dies bewies das Vorliegen konstanter, homogener Expositionsbedingungen in 

der gesamten Expositionskammer wie auch eine vergleichbare Experimentdurchfüh-

rung. Dieses Ergebnis konvenierte mit der in den Zellkulturmedien identischer Expo-

sitionsversuche – bei einer GC-methodischen Messungenauigkeit von 10 % – ermit-

telten Streuung der VOC-Konzentrationen von 14,4 %. Schließlich führten die Dop-

pelansätze zu einer größeren statistischen Genauigkeit der ermittelten Zytokinkon-

zentrationswerte.  

ad (2): Im Vergleich zu den Doppelansätzen zeigten die unabhängigen intraindividu-

ellen Wiederholungsexperimente im Mittel um den Faktor 3 (nach Exposition) bzw. 5 

(vor Exposition) höhere relative Standardabweichungen um den Mittelwert, individu-

ell waren jedoch stark unterschiedliche Schwankungen (von 8,8 % bis 133,4 %) fest-

stellbar. Anteilig lagen diese vermutlich in zunächst geringfügig unterschiedlichen 

Zellzahlen der Ausgangszellsuspensionen begründet, die aufgrund der begrenzten 

Genauigkeit der Methode zur Zellzahlbestimmung unvermeidbar waren. Prolifera-

tionsbedingt vergrößerten sich diese Unterschiede anschließend exponentiell mit der 

Versuchsdauer, weshalb die aufgrund der Quantifizierbarkeit verlängerten Inkuba-

tionszeiten zu größeren Zellzahlschwankungen führten. Eine weitere denkbare Ur-

sache, ein leicht abweichendes Proliferationsverhalten unterschiedlicher Passagen 

der Zellkulturen, war in der Studie berücksichtigt worden: Das Vorkommen unter-

schiedlich stark differenzierter Zellen repräsentierte zwar natürliche Bedingungen in 

der Haut, um jedoch weitestgehend vergleichbare Ergebnisse zu erzielen, wurden 

nur Zellen der Passagen 2-4 in den Expositionsexperimenten eingesetzt. Vorversu-

che hatten ein weitestgehend vergleichbares Proliferationsverhalten dieser Passa-

gen ergeben (vergleiche Abbildung 6, Kapitel 5.1.4), so dass eine weitere Einschrän-

kung des Einsatzbereichs von Zellpassagen keine wesentlich höhere Reproduzier-

barkeit versprach. Darüber hinaus wies die beobachtete, extreme interindividuelle 

Streuung der intraindividuellen Reproduzierbarkeiten (ad 3) insbesondere auf eine 

unterschiedlich starke intraindividuelle natürliche Streuung der spontanen Zytokinfrei-



                                                                                                                                               6 Diskussion 

 229  

setzung zwischen unterschiedlichen Individuen hin. Diese individuenspezifische, 

intraindividuelle natürliche Streuung zeigte sich unabhängig von der Höhe der einge-

setzten Zellpassagen. Sowohl nach Spontansekretion als auch nach der Exposition 

zeigten einzelne Individuen unabhängig von den durchgeführten Experimenten mit 

VOC oder Kontrollexpositionen mit synthetischer Luft auffällig hohe bzw. niedrige 

Zytokinkonzentrationen sowie unabhängig davon auffällig hohe bzw. niedrige intra-

individuelle Standardabweichungen. Im Mittel waren die Standardabweichungen 

nach den Expositionsversuchen aber niedriger als in der Spontanexposition (30,3 % 

zu 50,6 %): Einerseits wurden in der Auswertung pro Expositionsvariable weniger 

Fallzahlen pro Individuum zusammengefasst, woraus eine zufällig niedrigere Streu-

ung resultieren könnte. Andererseits könnte ein VOC-Expositionseffekt oder aber ein 

genereller Inkubationszeiteffekt zu vergleichbaren Zytokinkonzentrationen führen. 

Analoge Ergebnisse fanden sich bei Pastore et al.367: Die intraindividuelle GM-CSF-

Spontansekretion von je drei Keratinozytenkulturen desselben Probanden streute 

interindividuell unterschiedlich stark. Nach Stimulation der Zytokinfreisetzung wiesen 

die GM-CSF-Konzentrationen pro Individuum jedoch vergleichbare, niedrigere rela-

tive Varianzen auf. Explizite Beschreibungen von ähnlich auffälligen, bzw. generell 

Angaben oder Diskussion von intraindividuellen Varianzen von Zytokinkonzentra-

tionen in Wiederholungsexperimenten wurden in der Literatur nicht gefunden. 

ad (3): Weitere Hinweise auf extreme Individuenspezifitäten bezüglich der Spontan- 

und Expositionsfolgefreisetzung von Zytokinen gaben die interindividuellen Wie-

derholungsexperimente innerhalb einer Fallgruppe. Denn die in Relation zur intraindi-

viduellen Reproduzierbarkeit um den Faktor zwei höheren Varianzen konnten nicht 

ausschließlich mit Zellzahlschwankungen in der Zellaussaat und abweichendem 

Proliferationsverhalten der Keratinozyten unterschiedlicher Individuen erklärt werden. 

Auch hier waren unabhängig von den durchgeführten Experimenten im Mittel die 

Standardabweichungen nach den Expositionsversuchen niedriger als in der Spon-

tanexposition (62,8 % zu 105,4 %), was ebenfalls in der geringeren Individuenanzahl 

pro Expositionsvariable bzw. in einer Auswirkung der Kulturdauer nach Zellaussaat 

auf die Zytokinfreisetzung begründet liegen kann. Eine vergleichbar hohe interindi-

viduelle Streuung in der Sekretion von unterschiedlichen Zytokinen, u. a. von GM-

CSF und IL-1α, war auch anderen Publikationen zu entnehmen365,367 (vergleiche 

Kapitel 6.4.4, ad 1 und 2), wurde aber nirgends explizit diskutiert. 
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6.4.3 Individuenspezifität in der Spontansekretion – Auswirkungen auf die 

statistische Datenanalyse  

6.4.3.1 Auswirkungen auf die statistische Analyse des Spontansezernie-

rungsverhaltens humaner Keratinozyten  

 
In der detaillierten Analyse der Spontansekretion von GM-CSF, IL-1α und IL-6 

wurden – um Ausreißer weniger stark zu gewichten und auch die qualitativen Kon-

zentrationsdaten angemessen mit einbeziehen zu können – anstatt der arithmeti-

schen Mittelwerte die intraindividuellen Mediane der Zytokinkonzentrationen vergli-

chen. Dabei wurden die bereits in der Qualitätskontrolle zur Reproduzierbarkeit kon-

statierten extremen interindividuellen Unterschiede im Spontansezernierungsverhal-

ten von Keratinozyten insbesondere für die Zytokine GM-CSF und IL-6 bestätigt. 

Während einzelne Individuen in allen Einzelmessungen auffällig hohe bzw. niedrige 

Zytokinkonzentrationen zeigten, wiesen andere hohe intraindividuelle Schwankungen 

auf. Um diese Beobachtung mittels einer Einweg-Varianzanalyse statistisch sicher 

beurteilen zu können, mussten das Studiendesign, die Häufigkeitsverteilung und die 

statistische Zuverlässigkeit der Konzentrationswerte berücksichtigt werden: Während 

der Planung der Expositionsexperimente war angenommen worden, dass trotz der 

zu erwartenden interindividuellen Variabilität (vergleiche Kapitel 6.4.4 ad 1 und 

2)365,367 – die Literaturangaben bezogen sich auf 2 bis maximal 8 Individuen – die in 

der Expositionsstudie eingesetzten 9 bzw. 19 Individuen einer Fallgruppe weitest-

gehend homogene Einheiten bilden würden. Unter dieser Voraussetzung schien es 

legitim, aufgrund der schwierigeren Rekrutierung von Probanden mit atopischem 

Ekzem und deswegen selteneren Zellkulturen aus atopischer Haut verschieden 

starke Fallgruppen zu bilden. Folglich wurden die Individuen in den Expositions-

versuchen unterschiedlich häufig eingesetzt. Die experimentellen Ergebnisse zeigten 

jedoch eine bezüglich der Zytokinfreisetzung extrem ausgeprägte Individuenspezi-

fität. Unter diesen Bedingungen wurde die Häufigkeitsverteilung der Zytokinkonzen-

trationen durch die unterschiedlich häufig in die Verteilung eingehenden Individuen 

stark beeinflusst, so dass keine repräsentative Verteilung der Grundgesamtheit an-

genommen werden konnte. Weiterhin ausschlaggebend für die Wahl der nonpara-

metrischen Datenauswertung in Form eines Kruskal-Wallis-Rangsummentests war 

die Möglichkeit, auch die qualitativen Daten ohne die Gefahr der Überinterpretation, 

ihrer Wertigkeit gemäß in die Auswertung mit einzubeziehen. Im Fallgruppenver-
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gleich wurde schießlich durch Zusammenfassen der intraindividuellen Zytokinfrei-

setzungen der Einfluss aller Individuen auf die Fallgruppen normalisiert. 

 

6.4.3.2 Auswirkungen auf die statistische Analyse von VOC-Effekten auf die 

Zytokinsezernierung von humanen Keratinozyten 

 
Mit Ausnahme der Spontansekretion von IL-1α durch Keratinozyten der Fallgruppe 

nicht läsionales, atopisches Ekzem wies die statistische Analyse für alle Zytokine 

und Fallgruppen statistisch hochsignifikant individuenspezifische Zytokinkonzentra-

tionen, gleichbedeutend mit einer weit gestreuten, heterogenen Verteilung innerhalb 

der Fallgruppen, nach. Eine Blockbildung von Individuen mit gleichermaßen auffällig 

hohen oder niedrigen Zytokinkonzentrationen innerhalb einer Fallgruppe war auf-

grund der stark unterschiedlichen intraindividuellen Streuung (diskutiert in Kapitel 

6.4.2.3 ad (2)) über einen insgesamt breiten Konzentrationsbereich nicht möglich. 

Diese ausgeprägten natürlichen Schwankungen wirkten sich wesentlich auf die 

Methodenauswahl der statistischen Datenanalyse aus: Das bei unterschiedlicher 

Individuenstärke pro Fallgruppe und Expositionsvariable mit je mindestens fünf 

Experimenten pro Expositionsvariable und Fallgruppe vollständig faktoriell geplante 

Studiendesign setzte die Bildung homogener Fallgruppen voraus. Durch die fest-

gestellte, ausgeprägte Individuenspezifität war dieses Studiendesign jedoch nicht 

mehr vollständig faktoriell und balanciert und somit nicht ausreichend informativ. Die 

erhobenen Studiendaten mussten nun individuenbezogen ausgewertet werden, was 

eine Variablenzunahme bei gleichzeitig reduzierter Fallzahl pro Variable zur Folge 

hatte. Aufgrund der unzureichenden Quantifizierbarkeit der vielfach niedrigen Zyto-

kinkonzentrationen mussten zusätzlich qualitative und quantitative Daten getrennt 

analysiert werden, wodurch die Fallzahl pro Analyse weiter reduziert wurde. Aus die-

sen Gründen konnte der Gesamtdatensatz nicht in einer konventionellen Varianz-

analyse (ANOVA) statistisch zuverlässig ausgewertet werden. Es resultierte ein enor-

mer statistischer Aufwand. Doch wurde durch die Durchführung verschiedener, der 

Datenstruktur angepasster und einander ergänzender statistischer Analysemethoden 

schließlich eine bestmöglich detaillierte Auswertung der erhobenen Daten erzielt. 

Dennoch konnten einzelne Fragestellungen, u. a. expositionsbedingte Interaktions-

effekte, nicht statistisch zuverlässig ausgewertet werden. Gleichzeitig waren poten-

tiell VOC-induzierte Effekte nicht groß genug, um in nonparametrischer bzw. qualita-
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tiver Auswertung deutlich zu werden. Abschließend wurden die Spontanfreisetzungs-

daten der Pilotstudie zu einer Fallzahlabschätzung („power analysis“) für ein sinn-

volles Folgestudien-Versuchsdesign herangezogen (vergleiche Kapitel 6.4.6). 

 

6.4.4 Individuenspezifität, Fallgruppenunterschiede und Korrelationen – 

Biologische Aspekte der Spontansekretion 

 
Zum Spontansezernierungsverhalten der Keratinozyten ließen sich vier wesentliche 

Beobachtungen wie folgt zusammenfassen: 

1. Innerhalb der Fallgruppen wurden einige hohe intraindividuelle, aber vor allem ex-

treme interindividuelle Unterschiede im Hinblick auf die Spontanfreisetzung der 

Zytokine GM-CSF, IL-1α – mit Ausnahme der Fallgruppe atopisch nicht läsional – 

und IL-6 festgestellt und erstmals explizit beschrieben.  

2. Die Zytokinspontansezernierung von Primärkeratinozyten aus gesunder Haut 

sowie aus läsionaler bzw. nicht läsionaler Haut von Probanden mit atopischem 

Ekzem unterschied sich nicht signifikant voneinander. Tendenziell wurden jedoch 

erhöhte Sekretion von IL-6 und GM-CSF aus Keratinozyten aus läsionaler und nicht 

läsionaler Haut atopischen Ekzems im Vergleich zu Keratinozyten aus pathologisch 

unauffälliger Haut konstatiert. Die Freisetzung von IL-1α war vergleichsweise 

unverändert. In der Literatur wurden bisher für Keratinozyten aus nicht läsionaler 

Haut von Probanden mit atopischem Ekzem erhöhte Spontanfreisetzungen u. a. von 

IL-1α und GM-CSF beschrieben. Literatur zum Zytokinspontansezernierungsver-

halten von Keratinozyten aus läsionaler Haut des atopischen Ekzems ist nicht be-

kannt. Auch die Freisetzung von IL-6 aus Keratinozyten aus atopischem Ekzem wur-

de erstmals in der vorliegenden Arbeit untersucht. 

3. In intraindividuellen Vergleichen von Keratinozyten aus läsionaler und nicht läsio-

naler Haut desselben Individuums wurden signifikante Unterschiede hinsichtlich der 

Freisetzung insbesondere von IL-1α, aber auch von GM-CSF und IL-6 nachgewie-

sen und erstmals beschrieben. D. h., die in dieser Arbeit erstmals aus läsionalem 

atopischen Ekzem isolierten Primärkeratinozyten unterschieden sich signifikant von 

aus nicht läsionaler Haut isolierten Zellen desselben Probanden. 

4. Im Hinblick auf die Sekretion unterschiedlicher Zytokine wurden folgende Kor-

relationen festgestellt: Bei Keratinozyten nicht atopischer Probanden korrelierte die 

Freisetzung der Zytokine GM-CSF und IL-6, bei Keratinozyten aus atopisch läsiona-



                                                                                                                                               6 Diskussion 

 233  

ler Haut hingegen die der Zytokine GM-CSF und IL-1α. Der wechselseitige Einfluss 

von IL-1α, IL-6 und GM-CSF auf Keratinozyten sowie Verknüpfungen entsprechen-

der Signaltransduktionswege im Zytokinnetzwerk waren bekannt und unterstützten 

die nachgewiesene korrelierte Zytokinfreisetzung. Unterschiedliche Korrelationen in 

Keratinozyten gesunder und atopisch läsionaler Haut wurden bislang in der Literatur 

nicht explizit beschrieben.  

 

 

ad 1 und 2: Zytokinspontanfreisetzung von Keratinozyten aus atopischem 

Ekzem und pathologisch unauffälliger Haut  

Im Fallgruppenvergleich wurde durch Zusammenfassen der intraindividuellen Zyto-

kinfreisetzungen der Einfluss aller Individuen auf die Fallgruppen normalisiert. Die 

Streuungen der gemittelten spontansekretierten Zytokinkonzentrationen der drei 

Fallgruppen erstreckten sich weitgehend über denselben Konzentrationsbereich. Das 

Spontansezernierungsverhalten der Keratinozyten unterschied sich daher nicht signi-

fikant fallgruppenspezifisch. Folgende tendenzielle Gruppenunterschiede wurden 

jedoch festgestellt: Die Keratinozyten der Fallgruppen atopisches Ekzem sezernier-

ten höhere Konzentrationen von GM-CSF und IL-6 im Vergleich zu normalgesunder 

Haut (um den Faktor 2 bis 2,5 höherer Median). Die Spontanfreisetzung von IL-1α 

war hingegen fallgruppenunabhängig.  

 

GM-CSF 

Der festgestellte Trend zu erhöhter GM-CSF-Sekretion aus Keratinozyten aus 

atopischem Ekzem wird durch eine Reihe von Literaturdaten bestätigt: Die Epidermis 

wie auch die Dermis läsionaler Ekzemhaut weist in vivo im Vergleich zu gesunder 

Haut bzw. nicht läsionaler Atopikerhaut eine höhere GM-CSF-Expression auf367,381. 

Pastore und Girolomoni beschrieben wiederholt eine in vivo sowie in vitro erhöhte 

konstitutive GM-CSF-Freisetzung von Keratinozyten in bzw. aus atopischem Ek-

zem365,367,382. In vitro vermögen Kulturüberstände von Keratinozyten aus nicht läsio-

naler Haut von Probanden mit atopischem Ekzem GM-CSF-vermittelt die 

Proliferation sowie, unter Zugabe von IL-4, die Reifung von Monozyten zu 

dendritischen Zellen zu stimulieren367. Daher wird postuliert, dass aus Keratinozyten 

freigesetztes GM-CSF wesentlich an der erhöhten Anzahl aktivierter und 

antigenpräsentierender epidermaler Langerhanszellen im atopischen Ekzem215,218,222 
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und somit ursächlich an der Etablierung und Chronifizierung des läsionalen 

atopischen Ekzems beteiligt ist367. Durch die Reduzierung der Spontanapoptoserate 

führt GM-CSF zudem zu einem verlängerten Überleben von Monozyten in der 

atopischen Epidermis381. Eine erhöhte Freisetzung von GM-CSF erklärte somit auch 

die Zusammensetzung und Intensität von inflammatorischen Infiltraten in 

allergischen Erkrankungen381.  

Mit der hier vorliegenden Arbeit vergleichbare in vitro-Untersuchungen zur Freiset-

zung von GM-CSF aus Keratinozyten von Probanden mit atopischem Ekzem wurden 

ausschließlich von Pastore und Mitarbeitern durchgeführt und publiziert. Sie ermittel-

ten – bezogen auf 106 Zellen und 48 h – GM-CSF-Spontansekretionen von kleiner 

10 pg/ml bis 20 pg/ml in sechs Keratinozytenkulturen aus normal gesunder Haut. 

Demgegenüber setzten Keratinozytenkulturen aus nicht läsionaler Haut von acht 

Probanden mit atopischem Ekzem individuenspezifisch GM-CSF-Konzentrationen 

zwischen kleiner 10 pg/ml und 360 pg/ml frei367. Dabei war die in der Fallgruppe ato-

pisches Ekzem ermittelte interindividuelle Varianz der sekretierten Zytokinkonzentra-

tionen den in der vorliegenden Arbeit nachgewiesenen Streuungen etwa vergleich-

bar. Trotz dieser hohen Streuungen führten bei Pastore et al. jedoch selbst die nie-

drigen Fallzahlen zu statistisch signifikanten Aussagen, da die großen Unterschiede 

im Zytokinsezernierungsverhalten der Keratinozyten zwischen den Fallgruppen eine 

ausreichende statistische „power“ gewährleisteten365,367. In den vorliegenden Unter-

suchungen streute hingegen auch die Spontanfreisetzung aus Keratinozyten gesun-

der Haut über einen größeren Konzentrationsbereich, so dass sich keine statistisch 

signifikanten Fallgruppenunterschiede ergaben. Jedoch zeichnete sich auch hier ein 

Trend zu erhöhter GM-CSF-Freisetzung in Keratinozyten aus atopischem Ekzem ab: 

Der Median in der Fallgruppe normal gesunde Haut betrug 9,9 pg/ml freigesetztes 

GM-CSF gegenüber 21,9 pg/ml bzw. 22,1 pg/ml in den Fallgruppen läsionale bzw. 

nicht läsionale Haut. Die Ursachen der hier ermittelten, größeren interindividuellen 

Streuung im Zytokinsezernierungsverhalten normal gesunder Keratinozyten sind 

unklar. Gegen eine eventuelle unspezifische Stimulation durch die in der vorliegen-

den Studie gewählten in vitro Zellkulturbedingungen spricht, dass einige der normal 

gesunden Keratinozytenkulturen in derselben Studie unter identischen Kulturbedin-

gungen ausschließlich sehr niedrige Zytokinkonzentrationen freisetzten. In der vorlie-

genden Arbeit wurde eine dreifach größere Fallzahl eingesetzt als in der zitierten 

Studie. Statistisch gesehen tragen kleine Stichproben prinzipiell ein größeres Bias-
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Risiko. D. h., dass – vorausgesetzt die Probanden beider Studien wurden gleicher-

maßen zufällig und repräsentativ ausgewählt – die aus der in den VOC-Expositions-

versuchen eingesetzten, größeren Stichprobe ermittelte, größere individuelle Streu-

ung die zugrundeliegende Verteilung der Fallgruppe mit höherer statistischer Wahr-

scheinlichkeit präziser darstellte. 

 

Interleukin 1α 

Interleukin 1α wird in gesunden, humanen Keratinozyten in vivo wie in vitro konstitu-

tiv exprimiert, sequestriert sowie sezerniert87,88,383,384. Die in der Literatur publizierten 

in vitro Spontansekretionsdaten von IL-1α aus humanen Keratinozyten unter-

scheiden sich wesentlich voneinander: Pastore et al. wiesen in Relation zu Keratino-

zyten sechs gesunder Probanden (15,9 +/- 7,4 pg/ml·106 Zellen·48 h) eine individu-

enabhängig weit gestreute, im Mittel erhöhte Spontanfreisetzung von IL-1α aus Kera-

tinozyten nicht läsionaler Haut von sechs Probanden mit atopischem Ekzem (105,3 

+/- 110,7 pg/ml·106 Zellen·48 h) nach365. Dagegen ermittelten Shinoda et al. aus un-

stimulierten Keratinozyten gesunder Haut über 24 h eine weit höhere IL-1α-Spontan-

sekretion von im Mittel 45 pg/ml385. Die Streuung um den Mittelwert war hier nicht an-

gegeben. Die in den VOC-Expositionsversuchen ermittelten Konzentrationen von 

spontan sekretiertem IL-1α streuten in allen drei Fallgruppen in einem mittleren Kon-

zentrationsbereich (Mediane 32,8 pg/ml, 25,9 pg/ml bzw. 38,9 pg/ml in 48 h, ver-

gleiche Tabelle 16, Seite 141) und unterschieden sich daher nicht signifikant. Dabei 

wies die Fallgruppe atopisch nicht läsionale Haut eine auffallend homogene Struktur 

mit nur geringer interindividueller Streuung auf. Die statistische Analyse der arithme-

tischen Mittelwerte von je vier Zufallswerten ergab hingegen einen schwachen Trend 

zu erhöhter IL-1α-Sekretion aus Keratinozyten der atopischen Fallgruppen, unter-

stützt durch den Nachweis einer signifikant erhöhten IL-1α-Freisetzung der Fallgrup-

pe atopisch nicht läsional gegenüber der Fallgruppe gesunde Haut (vergleiche 

Kapitel 6.4.6). Diese Beobachtung entsprach den Ergebnissen von Pastore et al.365. 

Für eine statistisch signifikante Aussage müssen jedoch Folgeexperimente mit einer 

größeren Probandenzahl durchgeführt werden (vergleiche Kapitel 6.4.6).  

Das in vitro-Sezernierungsverhalten von Keratinozyten aus läsionalem atopischen 

Ekzem wurde im Rahmen dieser Arbeit erstmals untersucht: Im Vergleich der atopi-

schen Fallgruppen ergab sich kein signifikanter Unterschied. Die IL-1α-Freisetzung 

der Keratinozyten läsionalen und nicht läsionalen Ursprungs desselben Probanden 
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war hingegen bei sechs von sieben Individuen hoch signifikant divergent. Diese 

Divergenz zeigte jedoch keine bevorzugte Richtung: In je drei Fällen setzten die Zel-

len läsionalen Ekzems bzw. nicht läsionaler Haut signifikant erhöht IL-1α frei. Ein 

assoziierter gemeinsamer, eventuell kausaler Phänotyp war nicht erkennbar. Auch 

um diese Beobachtung weiter zu untersuchen, bedarf es daher einer Folgestudie mit 

erweiterter Probandenzahl. Eine entsprechende Gegenüberstellung der in vivo IL-1α-

Expression in läsionalem Ekzem und in nicht läsionaler, atopischer Ekzemhaut wur-

de in der Literatur nicht gefunden. 

Für die heterogenen in vitro Ergebnisse in unterschiedlichen Studien könnte neben 

dem oben erläuterten Bias aufgrund der jeweils untersuchten Stichprobengröße eine 

von den jeweiligen Zellkulturbedingungen abhängige, unspezifische Stimulation der 

IL-1α-Sekretion sowie der Einsatz von auf unterschiedlichen Antikörpern basie-

renden Nachweissystemen verantwortlich sein. Eine weitere, wahrscheinliche Ursa-

che ist die Abhängigkeit der IL-1α- bzw. IL-1α-Rezeptor (IL-1α-R)-Produktion vom 

Differenzierungsstatus, d. h. Alter und Konfluenz, der jeweils eingesetzten Keratino-

zytenkulturen91,386. In den VOC-Expositionsversuchen wurden proliferierende, sub-

konfluente Kulturen der Passagen 2-4 eingesetzt. In der zitierten Literatur fanden 

sich diesbezüglich keine Angaben. Die messbare IL-1α-Freisetzung aus in vitro aktiv 

proliferierenden Keratinozyten ist deutlich höher als die konfluenter Zellen387,388, 

wobei die niedrigeren IL-1α-Konzentrationen im Zellkulturüberstand differenzierter 

Keratinozyten nicht nur auf einer niedrigeren Sekretionsrate sondern auch auf einer 

intensiven Sequestrierung des sekretierten IL-1α an IL-1α-Rezeptoren beruhen386. 

Dabei sind keratinozytenmembranständige, funktionelle TypI-IL-1α-Rezeptoren von 

nicht funktionellen, potentiell abspaltbaren TypII-IL-1α-Rezeptoren zu unterschei-

den389: Letztere werden sowohl in vivo als auch in vitro häufig unter IL-1α-induzieren-

den Bedingungen exprimiert390. IL-1α-RII bindet freigesetztes IL-1α ohne weitere 

Signaltransduktion und inhibiert auf diese Weise lokal IL-1α-induzierte Mechanismen 

ohne eine systemische Auswirkung389. Die Expression der funktionellen IL-1α-RI-

Rezeptoren wird hingegen im Verlauf der Keratinozytendifferenzierung hochregu-

liert391,392. Dies gilt auch für die intrazelluläre Expression des IL-1α-Rezeptoranta-

gonisten (IL-1RA), der kompetitiv an IL-1α-Rezeptoren bindet, ohne diese jedoch zu 

aktivieren386. Hier liegt ein komplexer Regulationsmechanismus vor, der die Bio-

aktivität des konstitutiv exprimierten Interleukin 1α über ein Agonist/Antagonisten-
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Verhältnis steuert393. Dieses Gleichgewicht beeinflusst neben der Keratinozyten-

proliferation und -differenzierung391 insbesondere das inflammatorische Potential von 

IL-1α in der Haut394,395. Im transgenen Mausmodell erwies sich der Expressionslevel 

von IL-1α und dem funktionellen IL-1α-RI als Kontrollpunkt in der physiologischen 

IL-1α-vermittelten autokrinen Signaltransduktion: Ist dieser erhöht, kommt es zu er-

höhter epidermaler GM-CSF-Freisetzung, dermaler Infiltration inflammatorischer 

Zellen sowie zur Ausbildung inflammatorischer Ekzeme mit epidermaler Hyperpla-

sie396. Eine Reihe inflammatorischer Hauterkrankungen wie das atopische Ekzem, 

Psoriasisläsionen395 und Sonnenbrand werden durch ein erhöhtes epidermales 

IL-1RA zu IL-1α-Verhältnis charakterisiert, wobei IL-1α zumeist niedriger exprimiert 

wird als normal397. Andererseits beschreiben Pastore et al. - in Übereinstimmung mit 

den Erkenntnissen aus dem transgenen Mausmodell - signifikant erhöhte IL-1α- und 

IL-1RA-Konzentrationen im Zellkulturüberstand nicht läsionaler Keratinozytenkultu-

ren aus atopischem Ekzem bei gegenüber Keratinozyten gesunder Haut unveränder-

tem IL1-RA/IL-1α-Verhältnis365.  

IL-1α induziert u. a. die Expression und Freisetzung von GM-CSF und IL-6 aus Kera-

tinozyten100. Die Ergebnisse der in den VOC-Expositionsversuchen im Zellkulturüber-

stand ermittelten IL-1α-Konzentrationen lassen vermuten, dass der im atopischen 

Ekzem nachgewiesenen IL-6- und GM-CSF-Erhöhung keine erhöhte IL-1α-Freiset-

zung voraus ging. Mögliche Unterschiede im IL-1α-Regulationsmechanismus wurden 

dabei jedoch nicht untersucht. Trotz vergleichbarer, im Zellkulturüberstand mess-

barer IL-1α-Konzentrationen könnten diese aber durch heterogene Expression von 

funktionellen (IL-1α-RI) und inaktiven Rezeptoren (IL-1α-RII) bzw. Rezeptoranta-

gonisten (IL-1RA) unterschiedlich auf gesunde und atopische Keratinozyten wirken. 

Um die Aktivität von Interleukin 1α im atopischem Ekzem zuverlässig beurteilen zu 

können, sollten daher in Folgeexperimenten alle beteiligten Faktoren des IL-1α-

Regulationskomplexes untersucht werden.  

 

Interleukin 6 

Interleukin 6 wird von Keratinozyten pathologisch unauffälliger Haut konstitutiv kaum 

exprimiert398. Erst eine Verletzung der Haut oder Störung hautphysiologischer Pro-

zesse durch z. B. UV-B Strahlung, Viren und Bakterien sowie lokale oder systemi-

sche (Auto-)Immunerkrankungen induzieren eine verstärkte IL-6-Expression in einer 
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Reihe unterschiedlicher Zelltypen der Dermis wie auch in den Keratinozyten der Epi-

dermis399. In gesunder Haut zeigen ausschließlich proliferative Basalzellen, jedoch 

keine weiter differenzierten Keratinozyten, eine äußerst schwache konstitutive IL-6-

Expression111,400,401. Auch in vitro färben nur 40 % der im subkonfluenten Monolayer 

kultivierten Keratinozyten aus normalgesunder Haut immunzytologisch IL-6-positiv111. 

Entsprechend niedrig ist die IL-6-Aktivität im Überstand unstimulierter Keratinozy-

ten402: So beträgt die mittels ELISA über 24 h aus Keratinozyten gesunder Haut 

nachgewiesene mittlere IL-6-Spontansekretion etwa 5 pg/ml385. Die in den VOC-

Expositionsversuchen mit einem Median von 3,0 pg/ml bzw. einem arithmetischen 

Mittel von 8,7 pg/ml (vergleiche Kapitel 6.4.6) überwiegend sehr niedrigen, über 48 h 

Kulturzeit spontansesekretierten IL-6-Konzentrationen stimmten mit diesen Beob-

achtungen annähernd überein. Keratinozytenkulturen von 5 der 19 hautgesunden 

Probanden wiesen bei gleichzeitig niedriger intraindividueller Varianz eine leicht 

erhöhte mittlere IL-6-Spontansekretion von mehr als 10 pg/ml auf. Dies deutete, der 

Freisetzung von GM-CSF vergleichbar, auf ein individuenspezifisches Keratinozyten-

sezernierungsverhalten hin, das für IL-6 in der Literatur bislang nicht explizit be-

schrieben wird. Dieselben Keratinozytenkulturen dieser Probanden zeigten zugleich 

eine überdurchschnittlich hohe GM-CSF-Spontanfreisetzung. Dies konnte jedoch 

nicht als Hinweis auf eine latente inflammatorische oder immunologische Reaktion in 

der Haut dieser als „hautgesund“ diagnostizierten Probanden interpretiert werden, da 

die IL-1α-Spontansezernierung dieser Zellkulturen unauffällig war.  

Zwar sind in der Literatur eine Reihe von Untersuchungen mit dem Ergebnis signifi-

kant erhöhter IL-6-Sekretion aus T-Zellen und Monozyten (PBMC) von Probanden 

mit atopischem Ekzem beschrieben403,404. Auch finden sich, aufgrund positiven IL-6-

Nachweises in situ, immer wieder Hinweise auf die Bedeutung der IL-6-Freisetzung 

aus Keratinozyten im atopischen Ekzem405,406. Der diesbezügliche Forschungsbedarf 

wird in der Literatur wiederholt betont, explizite in vitro Untersuchungen zur Sekretion 

von IL-6 aus Keratinozyten aus atopischem Ekzem wurden jedoch bislang nicht 

durchgeführt bzw. nicht veröffentlicht405. Die Ergebnisse der VOC-Expositionsver-

suche zeigten daher erstmals einen Trend zu erhöhter konstitutiver IL-6-Sekretion 

aus Keratinozyten aus atopischem Ekzem. Dies galt sowohl für die Zellen aus 

läsionalem Ekzem (Median 7,3 pg/ml) wie auch für solche aus nicht läsionaler Haut 

(Median 7,4 pg/ml). Für letztere ergab sich in der statistischen Analyse der 

arithmetischen Mittel von je vier Zufallswerten gegenüber der Fallgruppe gesunde 
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Haut sogar statistisch signifikant (p < 0,05) sowie annähernd signifikant erhöhte IL-6-

Freisetzung (vergleiche Kapitel 6.4.6). IL-6 führt zu Makrophagenaktivierung sowie, 

zusammen mit dem Stammzellfaktor/c-Kit-Ligand, zur Mastzelldifferenzierung407. 

Eine Überexpression und erhöhte Freisetzung von IL-6 in der Epidermis könnte 

somit zu Auslösung und Manifestation des atopischen Ekzems beitragen, zumal in 

situ in der Epidermis von Patienten mit atopischem Ekzem Mastzellen nachgewiesen 

und deren Beitrag zur Pathogenese des atopischen Ekzems postuliert 

wurden385,408,409.  

 

ad 3: Signifikante Unterschiede im Sezernierungsverhalten von Keratinozyten 

aus läsionalem Ekzem und aus nicht läsionaler Haut desselben Probanden 

In der vorliegenden Arbeit wurden erstmals Primärkeratinozyten aus läsionalem Ek-

zem in vitro kultiviert und untersucht. Vorrangige Fragen waren daher: 

1. Repräsentierten die Keratinozytenkulturen aus läsionalem atopischen Ekzem tat-

sächlich läsionale Ekzemkeratinozyten, oder waren ausschließlich einige wenige 

nicht läsionale Zellen aus der Hautprobe zu der Kultur herangewachsen? Träfe letz-

teres zu, erwartete man den Zellkulturen aus nicht läsionaler Haut vergleichbare Ke-

ratinozytenkulturen. Die Kulturen aus läsionaler und nicht läsionaler Haut derselben 

Probanden unterschieden sich jedoch signifikant in ihrem Zytokinfreisetzungsver-

halten: Sechs von sieben Individuen zeigten ein signifikant unterschiedliches Sezer-

nierungsverhalten von Keratinozyten aus läsionaler und nicht läsionaler Haut für 

IL-1α, je zwei von sieben für IL-6 und GM-CSF. D. h., es wurden wirklich Keratinozy-

ten läsionalen bzw. nicht läsionalen Ursprungs getrennt voneinander kultiviert. 

2. Repräsentierten die in vitro Keratinozytenkulturen das in vivo bzw. in situ-Verhal-

ten läsionaler und nicht läsionaler Epidermis? Die vorliegende Arbeit verglich erst-

mals die in vitro Zytokinsezernierung von Keratinozyten aus läsionaler und nicht lä-

sionaler Haut desselben Probanden. In vitro-Referenzdaten hierzu existieren daher 

nicht. Bekannt war hingegen eine in situ erhöhte Zytokinexpression von GM-CSF in 

akutem sowie vor allem in chronisch läsionalem Ekzem im Vergleich zur nicht läsio-

nalen Haut von Patienten mit atopischem Ekzem367. In vitro Untersuchungen an hu-

manen Keratinozyten ergaben davon abweichende Ergebnisse: So wiesen Pastore 

und Mitarbeiter zwar in situ eine erhöhte zytoplasmatische GM-CSF-Reaktivität in 

den Keratinozyten vor allem chronisch läsionaler Epidermis nach, während der 

Zytokingehalt in den Keratinozyten nicht läsionaler Atopikerhaut, vergleichbar zu 
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dem normal gesunder Haut, nur schwach ausgeprägt war. Gleichzeitig ermittelten sie 

in vitro eine gegenüber den Keratinozyten aus normal gesunder Haut erhöhte GM-

CSF-Spontansekretion aus Keratinozyten nicht läsionaler Haut von atopischen 

Ekzem-Probanden367,410. Erklärt wurde diese in situ - in vitro Diskrepanz erstens 

durch die unterschiedliche Empfindlichkeit der verwendeten Zytokinnachweismetho-

den. Zweitens wurde eine möglicherweise höhere Empfindlichkeit der Atopikerkerati-

nozyten gegenüber unspezifischen Stimuli aus Zellkulturkonditionen postuliert, in der 

Annahme, dass Keratinozyten aus läsionalem Ekzem analog zum in situ-Ergebnis 

auch in vitro eine entsprechend höhere GM-CSF-Sekretion zeigen würden, wobei 

dieses experimentell nicht untersucht wurde. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit 

bestätigten diese Annahme nicht. Vielmehr sezernierten die Keratinozyten aus nicht 

läsionaler Haut der zwei Individuen mit intraindividuell signifikant unterschiedlicher 

GM-CSF-Freisetzung mehr GM-CSF als die Keratinozyten aus läsionalem Ekzem. 

Sie repräsentierten somit nicht das aus der Literatur bekannte in situ-Zytokinprofil. 

Hieraus ließen sich jedoch keine allgemeingültigen Schlüsse ziehen, denn das in 

den VOC-Expositionsversuchen unterschiedliche Zytokinsezernierungsverhalten der 

Zellen aus läsionaler bzw. nicht läsionaler Haut zeigte eine ausgeprägte Individuen-

spezifität: Je drei der sechs Individuen setzten höhere IL-1α-Konzentrationen aus 

den Zellen nicht läsionaler Haut bzw. aus denen läsionaler Haut frei. Zwei Individuen 

der ersten Gruppe setzten ebenfalls aus Zellen nicht läsionaler Haut zudem verstärkt 

GM-CSF frei. Ein Individuum der zweiten Gruppe setzte ebenfalls aus Keratinozyten 

aus läsionalem Ekzem zusätzlich verstärkt IL-6 frei. Dahingegen sezernierten die 

Zellen aus läsionalem Ekzem eines Probanden mit ausschließlich signifikant unter-

schiedlicher IL-6-Freisetzung geringere Zytokinkonzentrationen als die Zellen aus 

nicht läsionaler Haut desselben Probanden. Aufgrund dieser Individuenspezifität 

sollten in Folgeexperimenten die Untersuchungen an läsionaler und nicht läsionaler 

Epidermis in situ sowie an Keratinozytenkulturen aus läsionaler und nicht läsionaler 

Haut desselben Patienten wiederholt werden. Sollten sich die in vivo/in vitro-

diskrepanten Ergebnisse intraindividuell bestätigen, wären die Ergebnisse von in 

vitro-Kulturen artifiziell und entsprechende in vitro-Versuche nicht geeignet, um 

Rückschlüsse auf die in vivo-Situation, Pathomechanismen bzw. mögliche 

Therapieansätze zu ziehen. 
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Der Zusammenhang des kombinierten Auftretens erhöhter Zytokinkonzentrationen 

von GM-CSF und IL-1α bzw. von IL-6 und IL-1α wird im folgenden Abschnitt disku-

tiert. 

 

 

ad 4: Korrelierte Zytokinfreisetzung 

Unter den Individuen mit auffällig hohen bzw. niedrigen Zytokinkonzentrationen in 

allen Einzelmessungen fanden sich einige auffällige Korrelationen bezüglich der 

Spontanfreisetzung von unterschiedlichen Zytokinen: So setzten die Keratinozyten 

dreier nicht atopischer Individuen stark erhöhte Konzentrationen sowohl von 

GM-CSF als auch von IL-6 frei, während Zellen zweier anderer Individuen von 

beiden Zytokinen auffällig niedrige Konzentrationen, eines davon aber zusätzlich 

auffällig hohe Konzentrationen von IL-1α sezernierten. Keratinozyten aus läsionaler 

Ekzemhaut von zwei atopischen Individuen zeigten hingegen eine Korrelation auf-

fallend hoher Konzentrationen von GM-CSF und IL-1α sowie andererseits auffällig 

niedriger Konzentrationen beider Zytokine durch ein weiteres Individuum. Ferner hat-

ten sich im intraindividuellen Vergleich läsionaler und nicht läsionaler Keratinozyten-

kulturen Korrelationen von IL-1α und GM-CSF sowie von IL-1α und IL-6 ergeben 

(vergleiche ad 3). 

Diese Ergebnisse werden durch die Literatur unterstützt: Gene und Proteine von IL-6 

und GM-CSF zeigen eine hohe Sequenzhomologie411. Auch ihre Rezeptorstrukturen 

aus bindender und Signaltransduktionskomponente sind einheitlich411. Das ließ auf 

gemeinsame Signaltransduktions- oder Aktivierungswege schließen399, die die aus 

Keratinozyten gesunder Haut beobachtete gemeinsame Freisetzung von GM-CSF 

und IL-6 erklärten. Sowohl GM-CSF als auch IL-6 werden durch IL-1α induziert99-101. 

Dabei zeigten mit IL-1α stimulierte Keratinozyten aus atopischem Ekzem eine 

signifikant stärkere GM-CSF-Freisetzung als Keratinozyten gesunder Haut367. Dieser 

Zusammenhang stimmte mit der beobachteten, konvergenten Sekretion von IL-1α 

und GM-CSF von Keratinozyten aus atopischem Ekzem überein. Auch in humaner 

und muriner Haut mit geschädigter Barrierefunktion, wie sie typischerweise auch 

insbesondere in läsionaler Haut des atopischen Ekzems vorkommt, wurde eine 

korrelierte, auffällig hohe Zytokinproduktion und -freisetzung von GM-CSF und IL-1α 

nachgewiesen412,413,414.  
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Abbildung 51: Ausschnitt aus dem immunologischen Zytokinnetzwerk mit Fokus auf 
keratinozytäres IL-1α, IL-6 und GM-CSF415. (NHK: normale humane Keratinozyten, 
LZ: Langerhanszellen, APZ: antigenpräsentierende Zellen) 

 

Abbildung 51 verdeutlicht das Zusammenwirken und die Relevanz der drei unter-

suchten Zytokine im Zusammenhang mit der Entstehung und Aufrechterhaltung des 

atopischen Ekzems415. Unter der Stimulation durch Zytokine wie IL-1α, IL-4 und 

TNFα exprimieren und sekretieren Keratinozyten ihrerseits Zytokine, u. a. IL-1α, 

IL-6111 und GM-CSF100, in das umgebende Gewebe, wobei die Keratinozytenstimula-

tion via membranständige IL-1- und IL-6-Rezeptoren auf der Zelloberfläche autokrin 

aufrecht erhalten wird100,388. IL-1α und IL-6 führen u. a. zu T-Zellproliferation401, IL-6 

und GM-CSF zur Monozytenaktivierung100. GM-CSF und IL-1α induzieren zudem 

direkt die IL-6-Sekretion aus Monozyten416. Sowohl T-Zellen als auch Monozyten 

setzen ihrerseits lokal Zytokine frei, wie z. B. IL-4, die erneut Keratinozyten zu 

erhöhter IL-6-Expression und -Sekretion stimulieren417. IL-6 wiederum bewirkt die 

Differenzierung von B-Zellen zu immunglobulinproduzierenden Plasmazellen, 

während IL-4 außerdem zum Isotypenwechsel von IgM- zu vermehrter IgG- sowie 

IgE-Produktion führt209. IL-4 induziert ferner eine vermehrte Expression von MHCII. 

GM-CSF schließlich aktiviert Langerhanszellen418, die in der Epidermis von Patienten 
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mit atopischem Ekzem gehäuft auftreten222, und induziert, wiederum unterstützt 

durch IL-4, deren Reifung zu antigenpräsentierenden Zellen, die – zusammen mit 

MHC-Molekülen – Antigene an T-Zellen präsentieren367,419,420. IL-1α vermag die GM-

CSF-induzierte Langerhanszellaktivierung zu verstärken. Heufler et al. wiesen 

diesbezüglich eine korrelierte Zytokinwirkung auf die Sensibilisierungsphase T-Zell-

vermittelter Immunität nach421. 

Die in den VOC-Expositionsversuchen beobachtete Spontansezernierung der drei 

als Marker für kutane Entzündungsprozesse gewählten Zytokine fügte sich somit 

sinnvoll in das aus der Literatur bekannte, komplexe Zytokinnetzwerk ein. Die 

wechselseitigen - para- wie autokrinen - Einflüsse und zum Teil gemeinsamen 

Signaltransduktionswege erklärten außerdem die nachgewiesenen Korrelationen von 

unterschiedlichen Zytokinen in Primärkeratinozyten gesunder bzw. atopischer Haut.  

 

6.4.5 VOC-Effekte auf die Zytokinsezernierung von humanen Keratinozyten 

6.4.5.1 Effekte von VOC-Einzelsubstanzen 
 
Unter Exposition gegenüber einfachen, maximalen Arbeitsplatzkonzentrationen 

(1 MAK) sollte prinzipiell keine gesundheitschädliche Wirkung erfolgen. Nivellierte 

man 1 MAK VOC-unspezifische Effekte wie generelle Langzeit- oder zeitabhängige 

IL-1α-Effekte, bestätigten die Versuchsergebnisse diese Forderung: Bezogen auf 

Kontrollexperimente mit synthetischer Luft zeigten sich keine statistisch signifikanten 

1 MAK Toluol bzw. 1 MAK m-Xylol-Effekte. Allerdings wurden für alle drei Zytokine 

tendenziell erhöhte Sekretion in der Fallgruppe läsionales atopisches Ekzem 

dokumentiert. Hier stellte sich daher die Frage, ob Keratinozyten aus atopisch läsio-

naler Haut aus ihrem proinflammatorischen Status heraus empfindlicher reagierten. 

Expositionen gegenüber 3 MAK Toluol induzierten hingegen annähernd signifikant 

erhöhte GM-CSF-Freisetzungen aus Zellen aus gesunder sowie atopisch läsionaler 

Haut. Eine schwächer erhöhte GM-CSF-Sekretion wurde in der Fallgruppe atopisch 

nicht läsionale Haut beobachtet. Die Konzentrationserhöhung von 1 auf 3 MAK 

Toluol machte sich hier also klar bemerkbar und ließ auf eine Konzentrationsabhän-

gigkeit schließen. Dabei reagierten die Fallgruppen atopisches Ekzem vor allem 

nach Kurzzeitexpositionen tendenziell sensitiver als Keratinozyten aus gesunder 

Haut. So sich dieser Trend in kommenden Versuchen bestätigt, stützte er die These 
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der Allergotoxikologie, dass die vorgeschädigte Haut des atopischen Ekzems anfälli-

ger für VOC-Schadgaseffekte ist. Die Freisetzung von IL-1α wurde nicht signifikant 

von 3 MAK Toluol-Expositionen beeinflusst. Lediglich in der Fallgruppe läsionales 

Ekzem zeigte sich erneut eine mit dem Effekt von 1 MAK Toluol vergleichbare, ten-

denziell erhöhte Zytokinfreisetzung. Da hier keine Konzentrationsabhängigkeit vor-

lag, war eher von einem zufälligenen Effekt auszugehen. Die logistische Regres-

sionsanalyse ermittelte in der Fallgruppe pathologisch unauffällige Haut stark erhöh-

te, aber nicht signifikante IL-6-Konzentrationen. Bezog man die Versuche mit unver-

änderten IL-6-Konzentrationen mit ein, ergaben sich tendenzielle Effekte in den 

Fallgruppen läsionales und nicht läsionales atopisches Ekzem, die - wie schon nach 

1 MAK Toluol-Expositionen - stärker waren als in der Fallgruppe gesunde Haut. Eine 

Konzentrationsabhängigkeit ergab sich dabei nur in der Fallgruppe nicht läsionales 

Ekzem. Diese Beobachtungen unterstützten wiederum die These von der VOC-sen-

sitiveren atopischen Haut.  

 

6.4.5.2 Kombinationseffekte des umweltrelevanten Schadstoffgemischs 
 
Gesunde Haut 

Das umweltrelevante VOC-Gemisch enthielt die Einzelkomponenten Toluol und 

m-Xylol in gegenüber MAK um 2-3 Größenordnungen niedrigeren Konzentrationen. 

Ausgehend von den Ergebnissen der MAK-Einzelsubstanzexpositionen waren daher 

keine messbaren Effekte zu erwarten. Tatsächlich ergaben sich aber erste Hinweise 

auf einen Kombinationseffekt des Toluol/m-Xylol-Gemischs in umweltrelevantem 

Konzentrationsverhältnis auf Keratinozyten aus gesunder Haut: Die IL-6-Sekretion 

war häufiger erhöht als nach Expositionsversuchen gegenüber 1 MAK VOC, wenn 

auch nicht so häufig wie nach 3 MAK Toluol-Expositionen. Die in Keratinozy-

tenkulturen aus pathologisch unauffälliger Haut induzierte, erhöhte GM-CSF-Freiset-

zung entsprach quantitativ wie qualitativ sogar der von 3 MAK Toluol-Expositionen. 

Kurzzeitexpositionen bzw. Langzeitexpositionen gegenüber dem Umwelt-VOC-Ge-

misch induzierten schließlich neben der generell reduzierten einen auffallend hohen 

Anteil unveränderter respektive verstärkter IL-1α-Freisetzung (44 % der exponierten 

Keratinozytenkulturen). Dies war insbesondere bemerkenswert, da die Versuchsdau-

er üblicherweise keine erhöhte Zytokinfreisetzung bewirkte. In der interaktionsfreien 

Regressionsanalyse wurde dieser Sachverhalt konkret daher nicht auffällig, die Inter-
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aktionsfreiheit wurde aber klar abgelehnt. Deshalb sollte in Folgestudien in größerem 

Versuchsansatz gezielt untersucht werden, ob es sich hierbei um einen möglicher-

weise expositionsdauerabhängigen oder zeitverzögert wirkenden Kombinationseffekt 

von Toluol und m-Xylol handelt. 

Die den Expositionsversuchen zugrundeliegende Hypothese möglicher additiver oder 

multiplikativer Kombinationseffekte von Toluol und m-Xylol wurde somit bestätigt. Die 

Wirkungsspektren von VOC-Einzelsubstanzen in maximalen Arbeitsplatzkonzentra-

tionen ließen weder auf die Effektgröße noch die Effektrichtung des umwelt-

relevanten VOC-Prüfgasgemisches schließen. Die Ergebnisse unterstützten damit 

die einleitend ausgeführten Bedenken gegenüber extrapolierten Dosis-Wirkungs-

beziehungen von Hochdosis- auf Niedrigkonzentrationsbereiche.  

Die VOC-Expositionsversuche zeigten erstmals die synergistische, multiplikative 

Kombinationswirkung niedrigkonzentrierter, umweltrelevanter VOC auf die in vitro 

Zytokinfreisetzung aus humanen Primärkeratinozyten gesunder Haut. Die Ergeb-

nisse bedeuteten ferner, dass bei der Beurteilung von umweltrelevanten Einflüssen 

auf Gesunde nicht ohne weiteres die MAK-Größen als Bewertungsmassstab heran-

gezogen werden können, da diese keine Kombinationseffekte berücksichtigen. 

Folgeexperimente zur Reproduktion und statistischen Absicherung der hier erstmals 

gezeigten Kombinationswirkungen niedrigkonzentrierter, umweltrelevanter VOC auf 

die in vitro Zytokinfreisetzung aus humanen Primärkeratinozyten sind daher ange-

raten, um den bislang unzureichenden Kenntnisstand in Bezug auf synergistische, 

antagonistische sowie unabhängige Wirkungsverstärkungen oder -reduzierungen 

komplexer Luftschadstoffe zu erweitern. 

 

Atopisches Ekzem 

Im Unterschied zur Wirkung auf Keratinozyten aus gesunder Haut zeigte sich auf 

Zellen aus atopischem Ekzem keine stärkere Wirkung durch das Umwelt-VOC-Ge-

misch: Ein die Zytokinsezernierung im Vergleich zu VOC-Einzelsubstanzen verstär-

kender VOC-Kombinationseffekt wurde hier nicht dokumentiert. Im Gegenteil, die 

GM-CSF-Sekretion war in den atopischen Fallgruppen stark reduziert. Die quanti-

tative Analyse ergab einen signifikanten Unterschied zwischen den Fallgruppen ge-

sund (Faktor 1,7) und atopisch läsional (Faktor 0,5). Auch erhöhte IL-6-Konzentratio-

nen wurden nach Exposition gegenüber dem VOC-Gemisch seltener freigesetzt als 

nach 1 bzw. 3 MAK Einzelsubstanz-Expositionen. Außerdem wurden seltener erhöh-
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te und häufiger reduzierte IL-6-Freisetzungen in den Fallgruppen atopisches Ekzem 

als aus Zellen aus pathologisch unauffälliger Haut induziert. Für IL-1α zeigte sich 

nach Exposition gegenüber dem VOC-Gemisch ebenfalls eine deutliche Tendenz zu 

schwächerer Zytokinsezernierung von Keratinozytenkulturen aus atopischer Haut im 

Vergleich zur Fallgruppe gesunde Haut. Die allergotoxikologische These hinsichtlich 

potentieller Auswirkungen von umweltrelevanten VOC-Konzentrationen insbesonde-

re auf Allergien bestätigte sich somit nicht.  

Die eingangs gestellte Frage nach der Ursache der in vivo in nicht läsionalem atopi-

schen Ekzem nachgewiesenen, verstärkten Langerhanszellaktivierung durch mit um-

weltrelevantem VOC exponierte Pollen48,49 kann demnach wie folgt beantwortet wer-

den: Der erhöhten Reaktivität liegt vermutlich eher eine schadstoffinduziert veränder-

te Allergenfreisetzung24 denn ein direkt VOC-vermittelter, irritativer Effekt auf die Ke-

ratinozyten und ein damit assoziiertes, verändertes lokales Immunpotential der Haut 

zugrunde. Umweltschadstoffe tragen in vivo nachgewiesenermaßen zur Aufrechter-

haltung des atopischen Ekzems bei50,51. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit las-

sen jedoch vermuten, dass die Wirkung von umweltrelevant konzentrierten VOC im 

atopischen Ekzem vorzugsweise über veränderte Mediatorfreisetzung aus Granulo-

zyten und Leukozyten vermittelt74-76 und außerdem durch weitere im in vitro-Modell 

nicht vorhandene Mediatoren wie Histamin unterstützt wird385. Der allgemeine Präva-

lenzanstieg des atopischen Ekzems ließ sich nach den Ergebnissen der vorliegen-

den Arbeit jedenfalls nicht mit der Wirkung des umweltrelevant konzentrierten TypII-

Luftschadstoffs VOC auf Primärkeratinozyten begründen. 

 

6.4.5.3 VOC-Effekte im Fallgruppenvergleich 
 
gesund – atopisch 

Gemittelt über alle Expositionsversuche zeigte sich im Vergleich gesund-atopisch ein 

(hoch-)signifikanter Reduktionseffekt: Keratinozyten aus läsionalem atopischen Ek-

zem setzten nach Exposition signifikant seltener relativ zur Spontansekretion erhöhte 

bzw. häufiger reduzierte GM-CSF- und IL-6-Konzentrationen frei als Zellen aus 

gesunder Haut. Die GM-CSF-Freisetzung von Zellen aus nicht läsionalem Ekzem 

war gegenüber denen aus pathologisch unauffälliger Haut sogar hochsignifikant 

seltener erhöht bzw. häufiger reduziert  
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Zusammengefasst hieß das, während Keratinozyten aus gesunder Haut bezogen auf 

die Spontansekretion nach VOC-Exposition eine verstärkte Freisetzung von GM-CSF 

und IL-6 zeigten, war die Zytokinfreisetzung aus Keratinozyten atopischer Herkunft 

bezogen auf die Spontansekretion vergleichsweise reduziert. D. h., die Keratinozyten 

aus gesunder und atopischer Haut zeigten zwar eine zum Teil signifikant andere 

Reaktivität auf VOC. Relativ zur Spontansekretion ergab sich aber im Mittel kein 

stärker erhöhender Effekt durch VOC auf Zellkulturen aus atopischem Ekzem. Im 

Hinblick auf die biologische Bedeutung der Zytokine im atopischen Ekzem waren 

diese Ergebnisse überraschend. Aufgrund der im atopischen Ekzem in vivo 

gestörten Barrierefunktion wurde ein direkter, irritativer Effekt auf die generativen 

Keratinozyten der Basalzellschicht postuliert, der ein proinflammatorisches Ex-

pressionsprofil induziert, das in vivo u.a. die Sensibilisierung unterstützt, pathophy-

siologische Prozesse einleitet und somit schließlich zur Manifestation, Persistenz 

und Chronifizierung des atopischen Ekzems beiträgt. Eine Reihe von Argumenten 

spricht dabei für eine erhöhte Zytokinsezernierung: So aktiviert IL-1α beispielsweise 

die epidermale Proliferation und zeichnet bei Überexpression verantwortlich für 

Acanthosis und epidermale Hyperplasie durch hyperproliferative Keratinozyten in in-

flammatorischen Hauterkrankungen422. IL-1α wirkt zudem über den Arachidonsäure-

metabolismus stimulierend auf die Prostaglandin-E2-Synthese exponierter Keratino-

zyten423 und bewirkt somit durch die Keratinozytenaktivierung eine lokale Abwehrre-

aktion424. Die Rekrutierung zirkulierender Leukozyten führt in vivo außerdem zu ver-

stärkter Mediatorfreisetzung und zur Amplifikation der kutanen Entzündungsreak-

tion107. Während IL-1α in vivo vor allem im S. granulosum und S. spinosum normaler 

humaner Haut konstitutiv exprimiert wird, wird die IL-1α-Expression z. B. unter UV-B 

Strahlung erhöht und die Lokalisation schließt die Basalzellschicht zusätzlich mit 

ein425. Im Rahmen einer IgE-vermittelten Spätphasereaktion nach kutaner Antigen-

provokation im Mausmodell wurde eine erhöhte IL-6-Expression in der murinen 

Epidermis nachgewiesen426, während GM-CSF nachweislich zur Persistenz und 

Chronifizierung des atopischen Ekzems beiträgt, um nur einige biologische Aspekte 

anzuführen. D. h., zur Unterstützung dieser Prozesse war generell eine erhöhte Zyto-

kinfreisetzung zu erwarten. Dies war in vitro nach VOC-Kontakt mit einem „mono-

layer“ proliferativer Keratinozyten als Modell der Basalzellschicht bezogen auf die 

Spontansekretion derselben Kultur nachgewiesenermaßen nicht der Fall. Die 

allergotoxikologische These wurde diesbezüglich widerlegt. 
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Es war jedoch nicht auszuschließen, dass die in den atopischen Fallgruppen freige-

setzten, absoluten Zytokinkonzentrationen nach VOC-Exposition nicht trotzdem hö-

her waren als die in der Fallgruppe gesunde Haut, da die Spontansekretion aus 

atopischen Ekzem-Keratinozyten teilweise deutlich höhere Absolutkonzentrationen 

aufwies als die pathologisch unauffälliger Zellen. Im Vergleich der arithmetischen 

Mittel aller Absolutkonzentrationen der Expositionsfolgefreisetzung ohne Unter-

scheidung ihrer statistischen Zuverlässigkeit (quantitativ / qualitativ) und ohne Nor-

malisierung in Hinsicht auf Individuenspezifität und Relation zur Spontansekretion 

war dies sogar in 2/3 der Expositionsvarianten der Fall, u.a. auch nach Exposition mit 

dem umweltrelevanten VOC-Gemisch (vergleiche Tabelle 29). Eine korrekte und 

detaillierte Untersuchung dieses Aspekts setzte aber eine quantitative Studien-

auswertung sowie eine interindividuelle Homogenität voraus. Die Pilotstudienergeb-

nisse fordern deshalb Folgeexperimente unter Einsatz einer sensitiveren Zytokin-

nachweismethode und größerer Versuchsansätze, um die beobachteten VOC-

Effekte mit höherer statistischer Genauigkeit zu analysieren. 

 

Tabelle 29: Arithmetische Mittel aller Absolutkonzentrationen der Expositionsfolge-
freisetzung – ohne Unterscheidung der statistischen Zuverlässigkeit (quantitativ / 
qualitativ) – differenziert nach Expositionsvariablen und Expositionsdauer (KZ: Kurz-, 
LZ: Langzeitexposition). Hervorgehoben sind die gegenüber der Fallgruppe gesunde 
Haut erhöhten absoluten Zytokinkonzentrationen der atopischen Fallgruppen. 

 

Eine weitere Ursache der beobachteten niedrigeren Zytokinkonzentrationen im 

Kulturüberstand ist möglicherweise die erhöhte Zytokinrezeptordichte bzw. ein 

verändertes Rezeptorantagonist-Zytokin-Verhältnis von Keratinozyten aus atopi-

schem Ekzem. So wiesen Pastore et al. gegenüber Zellen aus gesunder Haut 

gesund
atopisch
läsional

atopisch
nicht 

läsional
gesund

atopisch
läsional

atopisch
nicht 

läsional
gesund

atopisch
läsional

atopisch
nicht 

läsional
KZ 10,1 33,0 14,8 2,7 7,3 8,4 4,5 7,7 7,6
LZ 33,6 23,4 33,0 6,2 6,7 9,4 4,4 11,5 4,5
KZ 19,8 113,0 178,4 12,9 3,5 6,9 17,0 17,6 7,0
LZ 14,3 40,3 56,5 39,7 15,8 22,0 6,3 3,9 10,1
KZ 42,0 40,4 73,1 4,8 6,8 5,3 4,7 20,0 24,2
LZ 53,4 130,4 133,4 12,3 9,4 17,5 7,6 7,1 4,9
KZ 22,5 23,1 112,9 5,6 4,2 6,6 4,8 14,1 5,5
LZ 48,8 22,0 26,4 11,7 10,1 9,2 6,0 9,1 7,9
KZ 8,9 6,0 17,4 11,4 5,6 4,0 11,9 7,8 287,3
LZ 7,3 5,1 9,5 2,6 3,0 3,1 6,3 3,6 99,1
KZ 122,3 21,1 55,6 4,6 7,4 5,6 7,8 32,1 10,7
LZ 15,0 16,5 13,0 0,7 1,6 1,5 15,9 12,8 47,6

1 MAK Toluol

1 MAK m-Xylol
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signifikant erhöhte IL-1α- und IL-1RA-Konzentrationen im Zellkulturüberstand von 

Keratinozytenkulturen aus nicht läsionalem atopischen Ekzem nach365. Laut Terui et 

al. werden inflammatorische Hauterkrankungen durch ein erhöhtes epidermales 

IL-1RA/IL-1α-Verhältnis charakterisiert, das sich durch eine niedrigere IL-1α-Expres-

sion auszeichnet397. Auch GM-CSF-Rezeptor α-mRNA wird in akuten und chroni-

schen Läsionen signifikant höher exprimiert als in nicht läsionaler und gesunder Haut 

und dabei in chronischen Läsionen signifikant stärker als in akuten Läsionen427. In 

der vorliegenden Arbeit wurden ausschließlich ungebundene Zytokine im Zellkultur-

überstand nachgewiesen. Es ist daher nicht auszuschließen, dass Keratinozyten-

kulturen aus atopischem Ekzem gegenüber der Fallgruppe gesunde Haut vergleich-

bare oder erhöhte Zytokinkonzentrationen sezernierten, die durch ebenfalls verstärkt 

exprimierte Rezeptoren gebunden wurden und deshalb für das Messsystem nicht 

detektierbar waren. Um die Wirkweise von VOC auf das atopische Ekzem in 

Folgeexperimenten genauer zu untersuchen, sollten deshalb zusätzlich zur frei-

gesetzten Zytokinkonzentration die zelluläre Rezeptorfrequenz und das Expressions-

profil der Zytokine und Rezeptoren analysiert werden.  

 

atopisch: läsional – nicht läsional 

Im Vergleich der Fallgruppen atopisch läsionale und atopisch nicht läsionale Haut 

unterschied sich die auf die Spontansekretion bezogene VOC-induzierte Freisetzung 

aller drei untersuchten Zytokine nicht signifikant. Einzig Kurzzeitexpositionsversuche 

gegenüber hochkonzentrierten VOCs zeigten eine Tendenz zu divergierender 

Zytokinfreisetzung (vergleiche 6.4.5.1).  

In Vergleichen der Keratinozyten aus läsionaler und nicht läsionaler Haut identischer 

Individuen zeigten jedoch zwei von sieben Individuen sowohl für GM-CSF als auch 

für IL-6 ein auffallend unterschiedliches Sezernierungsverhalten in ihrer Reaktion auf 

gleiche Expositionsvariablen. Andere Individuen fielen wiederum durch ihre auffällig 

einheitlichen Reaktionen auf: eines in Bezug auf GM-CSF, zwei weitere hinsichtlich 

IL-6. Eine ausgeprägte Individuenspezifität hinsichtlich unterschiedlicher Auslöser 

des atopischen Ekzems ist bekannt. Möglicherweise weist also nur eine Gruppe von 

Patienten mit einer bestimmten Form des atopischen Ekzem eine erhöhte Sensitivi-

tät gegenüber Luftschadstoffen auf.  

Um sicherere Aussagen über VOC-bedingte Effekte auf die Zytokinfreisetzung ma-

chen zu können, bedarf es daher Folgestudien mit wesentlich größeren Fallgruppen 
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und vollständig faktoriellem Versuchsdesign, wie im Kapitel 6.4.6 detailliert ausge-

führt. Aufgrund der Individuenspezifität ist die Bildung von phänotypisch hochgradig 

übereinstimmenden „matched pairs“ zwischen Kontroll- und Fallgruppen angeraten. 

 

6.4.5.4 Expositionsdauer- und zeitabhängige VOC-Effekte  
 
Die Expositionsdauer hatte in allen Fallgruppen einen signifikanten Einfluss auf die 

Zytokinfreisetzung von GM-CSF und IL-6. In der Fallgruppe läsionales, atopisches 

Ekzem war dieser Unterschied sogar hochsignifikant. Dabei induzierten Kurzzeitex-

positionen im Mittel über alle Expositionsvariablen eine signifikant häufiger und stär-

ker erhöhte bzw. seltener und schwächer reduzierte Zytokinfreisetzung als Langzeit-

expositionen. In Relation zur Spontansekretion bedeutete das, dass in allen drei 

Fallgruppen gemittelt über alle Expositionsvariablen deutliche Effekte nach Kurzzeit-

expositionen von 5 h und 8 h Dauer, jedoch kaum anhaltende oder verzögerte Reak-

tionen nach Langzeitexpositionen von 18 h bzw. 24 h dokumentiert wurden. Einzige 

Ausnahme bildeten die starken Effekte nach Expositionen gegenüber 3 MAK Toluol 

bzw. dem Umwelt-VOC-Gemisch auf Keratinozyten gesunder Haut: Hier waren auch 

nach Langzeitexpositionen noch verstärkte GM-CSF-Freisetzungen messbar. Auf die 

Freisetzung von Interleukin 1α zeigte die Expositionsdauer hingegen keine signifi-

kant unterschiedlichen Effekte. Die Sekretion von Interleukin 1α war bereits nach 

Kurzzeitexpositionen deutlich reduziert. Langzeitexpositionen veränderten dieses Se-

zernierungsverhalten nicht. Einzige Ausnahme: Expositionen gegenüber dem um-

weltrelevanten VOC-Prüfgasgemisch induzierten neben reduzierten auch einen rele-

vanten Anteil erhöhter IL-1α-Konzentrationen aus gesunden Keratinozyten (verglei-

che 6.4.5.2). Vor dem Hintergrund der hier beobachteten allgemeinen zeitabhängi-

gen Sekretionsreduktion gewann dieser Umwelt-VOC-Effekt besondere Bedeutung. 
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Abbildung 52: Graphische Darstellung des Zeitintervalls größter, nachweisbarer 
VOC-induzierter Zytokinfreisetzung im zeitlichen Studiendesign (KZ: Kurzzeit-, LZ: 
Langzeitexposition) 

 

Aus diesen Ergebnissen ließ sich das Zeitintervall mit der stärksten, nachgewiese-

nen VOC-induzierten Zytokinfreisetzung ermitteln. Abbildung 52 stellt dieses Intervall 

auf der Experimentzeitachse graphisch dar. Der Kulturmedienwechsel am Expo-

sitionsende war die Voraussetzung für die Vergleichbarkeit der Folgesekretion nach 

Kurz- und Langzeitexpositionen. Da die innerhalb von 5 h bis 24 h freigesetzten 

Zytokinkonzentrationen nicht quantifiziert werden konnten, ging in Langzeitexperi-

menten ein wesentlicher Anteil der direkten, nach kurzer VOC-Exposition induzierten 

Zytokinsekretion durch den Mediumwechsel verloren. Ein Langzeitexpositionseffekt 

in Form einer länger andauernden oder zeitverzögerten Zytokinfreisetzung war im 

Vergleich von nur geringer Relevanz. Es ist daher sinnvoll, in Folgeexperimenten 

vorrangig Kurzzeiteffekte genauer zu untersuchen. Ergänzend wäre die Quantifizie-

rung der Expositionskulturüberstände unter Einsatz einer sensitiveren Nachweisme-

thode interessant, um direkte Kurzzeiteffekte im Zeitintervall von 0-5 h/8 h bzw. 

0-18 h/24 h vergleichend zu analysieren. 

 

Für die beobachtete, zeitabhängig reduzierte Zytokinfreisetzung gab es zwei 

mögliche Ursachen: 1. Es wurden keine dauerhaften oder zeitverzögerten Effekte 
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induziert. 2. Es lag unabhängig von der Exposition ein generell zeitabhängiger Effekt 

vor. Denn insbesondere auf die Freisetzung von IL-1α wirkten Kontrollversuche und 

VOC-Expositionen gleichermassen reduzierend. Denkbar wäre hier ein Einfluss auf 

die Zytokinfreisetzung durch die in vitro Zellalterung während der 104 h (KZ) bzw. 

120 h (LZ) Experimentdauer. In der vorliegenden Arbeit wurde zwar ein proliferatives 

und stabiles Zytokeratinexpressionsverhalten der in den Experimenten eingesetzten 

Kulturpassagen 1-4 nachgewiesen. Aber einerseits beeinflussen alle drei 

sekretierten Zytokine selbst die Keratinozytenproliferation und -differenzierung. 

Andererseits sind ihre Expression und Sekretion wiederum abhängig von der 

Zelldichte und dem Differenzierungsstatus der Zellen:  

GM-CSF wird nach stimulatorischen Langzeiteffekten bzw. durch autokrine Effekte 

über alle Keratinozytendifferenzierungsstadien freigesetzt101. Da GM-CSF vor allem 

zur Persistenz und Chronifizierung des atopischen Ekzems beiträgt, waren einerseits 

Langzeiteffekte auf die GM-CSF-Freisetzung aus Zellen aus atopischem Ekzem zu 

erwarten. Andererseits ist auch der GM-CSF-Rezeptor in akuten und vor allem chro-

nischen Läsionen signifikant höher exprimiert als in nicht läsionaler und gesunder 

Haut427. Rezeptorgebundenes GM-CSF wurde jedoch durch das in der vorliegenden 

Arbeit eingesetzte ELISA-Messsytem nicht erfasst (vergleiche 6.4.5.3).  

Ferner ist ein Zelldichteeffekt auf die GM-CSF-Produktion von Keratinozyten 

bekannt: In subkonfluenten Zellen sind mRNA-Synthese und Proteinsezernierung 

stark erhöht, in konfluenten Zellen dichteabhängig erniedrigt428. Da sowohl GM-

CSF429,430,431 als auch IL-6, als autokriner Faktor in regulärem Keratinozytenwachs-

tum und in der Wundheilung111,398,400,402, stark proliferationsstimulierend auf Kerati-

nozyten wirken, ist eine durch die Zelldichte bedingte Sekretionsreduktion nach 

104 h bzw. 120 h Kulturdauer durchaus vorstellbar. GM-CSF und IL-6 wirken in vitro 

wie in vivo keratinozytenmitogen und werden als autokrine Faktoren für Epidermis-

hyperplasie in chronischem atopischen Ekzem bzw. Psoriasis postuliert432,367. Eine 

Behandlung mit rekombinantem GM-CSF führt ebenfalls zu generalisierter Haut-

reaktion mit leichter Spongiose433. Andererseits zeigen transgene Mäuse mit 

epidermaler, konstitutiver GM-CSF-Überexpression eine normale Epidermisdicke 

und Zelldifferenzierung trotz erhöhter, mitotischer Aktivität. Die Homöostase wird hier 

durch gesteigerte Apoptoseregulation aufrecht erhalten110. Eine apoptotische Wir-

kung des verstärkt freigesetzten GM-CSF wurde in der vorliegenden Arbeit jedoch 

nicht festgestellt.  
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Die keratinozytäre IL-1α-, IL-1α-Rezeptor- und IL-1α-Rezeptorantagonistsynthese ist 

schließlich sowohl vom Differenzierungsstatus als auch von der Konfluenz der Zellen 

abhängig91,386. In den in der vorliegenden Arbeit eingesetzten Zellen wurden aller-

dings erste Differenzierungsanzeichen erst ab Kulturpassage 5 nachgewiesen. Das 

proliferationsstimulierende IL-6 wirkt zudem eher differenzierungsinhibierend. Zu-

sammenfassend ließen die Zytokinwirkungen daher eher auf eine konfluenzabhängig 

als eine differenzierungsabhängig reduzierte Zytokinfreisetzung schließen. 

  

6.4.5.5 Fazit 
 
Ein Hautgesunder hat nach Exposition gegenüber 1 MAK Toluol oder 1 MAK m-Xylol 

keine gesundheitsschädigende Wirkung zu erwarten. Ein um 2-3 Größenordnungen 

niedriger konzentriertes VOC-Gemisch, wie es typischerweise in der straßenver-

kehrsbelasteten Umwelt vorkommt, löst hingegen Reaktionen aus, die der Schadwir-

kung einer bis zu dreifachen MAK-Exposition entsprechen. D. h., die gültigen MAK-

Grenzwerte sind bei der Beurteilung umweltrelevanter Luftschadstoffe nicht geeig-

net. 

Einige Patienten mit atopischem Ekzem weisen eine erhöhte Sensitivität vor allem 

erkrankter Hautpartien gegenüber hochkonzentrierten VOC auf, andere zeigen hin-

gegen eine den Hautgesunden vergleichbare Reaktion. In der Gruppe der empfind-

lichen Atopiker ist daher eher eine Verschlechterung der läsionalen Ekzeme als eine 

Erkrankung weiterer, bislang nicht betroffener Hautpartien zu erwarten. Eine ekzem-

verstärkende Wirkung durch umweltrelevante VOC-Expositionen ist hingegen nicht 

zu befürchten. 

Die beobachteten VOC-induzierten Effekte waren vor allem Sofortreaktionen: Expo-

sitionen von kurzer Dauer zeigten eine direkte, unmittelbare Auswirkung auf die Zyto-

kinfreisetzung. Zeitverzögerte oder dauerhafte Effekte wurden kaum beobachtet. 
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6.4.6  „Power analysis“ – Fallzahlabschätzungen für Folgestudien 

 
Die aus der Literatur bekannte natürliche Variabilität der Zytokinfreisetzung aus hu-

manen Keratinozyten zwischen 2 bis 8 Individuen sollte in der vorliegenden Studie 

durch Einsatz größerer Probandenzahlen pro Fallgruppe reduziert werden. Mit 9 

bzw. 19 Probanden erwiesen sich diese jedoch als nicht ausreichend. Während der 

VOC-Expositionsversuche stellten sich unerwartet ausgeprägte interindividuelle Zyto-

kinkonzentrationsunterschiede heraus, so dass die Individuen aller drei Fallgruppen 

nicht wie geplant zu homogenen Einheiten klassifiziert werden konnten. Das geplan-

te, aufgrund der nur begrenzt zur Verfügung stehenden, geringen Zellzahlen pro 

Proband vereinfachte, aber mit mindestens fünf Beobachtungen pro Fallgruppe und 

Expositionsvariable vollständig faktorielle Versuchsdesign konnte daher nicht erreicht 

werden. In Folge der daraus resultierenden individuenbezogenen und zusätzlich 

getrennt qualitativ/quantitativen Auswertung ergab sich aufgrund zu vieler Variablen 

bei nun uneinheitlicher und teilweise zu kleiner Beobachtungszahl eine zu umfang-

reiche Fragestellung. Mangels statistischer Genauigkeit konnten daher eine Reihe 

Einzelfragen expositionsbedingter Effekte nicht verlässlich beantwortet werden. 

Gleichzeitig waren potentiell VOC-induzierte Effekte nicht groß genug, um in non-

parametrischer bzw. qualitativer Auswertung deutlich zu werden.  

Dennoch ergaben sich erste interessante Hinweise auf eine Diskrepanz im sponta-

nen wie im VOC-induzierten Zytokinsezernierungsverhalten von Keratinozyten aus 

gesunder Haut, atopisch läsionalem und nicht läsionalem Ekzem (vergleiche 6.4.4 

und 6.4.5.3). Zellen aus atopisch läsionalem Ekzem zeigten einen Trend zu mögli-

cherweise erhöhter Sensitivität gegenüber hohen VOC-Konzentrationen (vergleiche 

6.4.5.1). Außerdem wurde erstmals ein synergistischer, multiplikativer Kombinations-

effekt des umweltrelevanten Toluol/m-Xylol-Gemischs auf gesunde Keratinozyten 

nachgewiesen (vergleiche 6.4.5.2). Ferner erwiesen sich die Ergebnisse von Kurz-

zeitexpositionen als aussagekräftiger als die von langer Experimentdauer. Somit of-

fenbarten die Ergebnisse der VOC-Expositionsversuche eine Reihe interessanter 

Trends und (grenzwertig) signifikanter Effekte, die in Folgestudien mit geeigneten 

Analysesystemen und optimiertem Studiendesign gezielt untersucht werden sollten.  

Diesbezüglich dienten die Ergebnisse zusätzlich einer sinnvollen Versuchsplanung 

von Folgestudien: Aus der beobachteten, stark ausgeprägten Individuenspezifität 

resultiert zwingend, anstatt der Fallgruppen deren Individuen als Einheit in der 
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Versuchsdurchführung einzusetzen: Um ein ausgewogenes Versuchsdesign zu 

erreichen, müssen Zellkulturen jedes einzelnen Individuums wiederholt und in 

Mehrfachansätzen mit allen Kombinationen der Versuchsvariablen exponiert werden, 

so dass pro Versuchsart und -variable, wie auch pro Individuum und letztlich pro Fall-

gruppe die gleiche Anzahl Beobachtungen erhalten werden. Dies hat zur Folge, dass 

eine deutlich größere Zellzahl pro Proband benötigt wird, so dass diese zum einen 

stärker beprobt werden müssen und/oder zum anderen nur mehr Studien mit weni-

ger Expositionsvariaben realisierbar sind. Gleichzeitig sollten größere und gleich 

starke, möglichst paarig ausgewählte Fall- und Kontrollgruppen eingesetzt werden. 

Auf diese Weise ist zusätzlich eine die Grundgesamtheit repräsentierende Verteilung 

zu erwarten. Für eine Fallzahlabschätzung wurden die Ergebnisdaten für die Spon-

tansekretion der Zytokine GM-CSF, IL-1α und IL-6 aus Keratinozyten herangezogen, 

wobei durch die Wahl von je vier zufällig ausgewählten Werten pro Individuum eine 

gleich starke, individuelle „power“ simuliert wurde (wie exemplarisch in Tabelle 30 

dargestellt). Die Verteilung der Konzentrationsdaten bei gleicher Individuenstärke in 

der Fallgruppe ließ auf eine Normalverteilung der Grundgesamtheit schließen. 

Anhand der arithmetischen Konzentrationsmittelwerte und Varianzen wurden (1.) 

statistische Tests auf signifikante Unterschiede zwischen den Fallgruppen durch-

geführt und (2.) anhand der Variabilität die „power“ für je zwei Fallgruppen 

berechnet.  

 

ad (1.): Die an den Auswahlen von je vier Zufallswerten durchgeführten statistischen 

Tests bestätigten die in der Gesamtbetrachtung nonparametrisch festgestellte intra- 

und interindividuelle Heterogenität der Fallgruppen: Sowohl parametrische wie nicht-

parametrische Tests (t-Test, Wilcoxon, Kruskal-Wallis) wiesen für einzelne Zytokine 

und Fallgruppen übereinstimmend signifikante sowie grenzwertig signifikante Unter-

schiede zwischen Fallgruppe nach (fett markiert in Tabelle 30); diese wurden jedoch 

in anderen Auswahlen nicht konsequent bestätigt. Um stabil signifikante Ergebnisse 

zu erhalten, werden größere Fallzahlen pro Fallgruppe benötigt. 
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Tabelle 30: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichungen aller in den VOC-
Expositionsversuchen ermittelten Zytokinspontanfreisetzungsdaten pro Fallgruppe 
(Individuen unterschiedlich stark repräsentiert) sowie exemplarisch von je vier zufällig 
ausgewählten Messungen pro Individuum der Fallgruppen. Zwischen den Fallgrup-
pen signifikant unterschiedliche Zytokinkonzentrationen wurden fett markiert. 

Mittelwerte und 1 σ Standardabweichungen aller Messungen pro Fallgruppe [pg/ml] 
 Mittelwerte Standardabweichungen 
    Fallgruppe (n) GM-CSF IL-1a IL-6 GM-CSF IL-1a IL-6 
    Kontrolle (192) 42,8 37,7 8,7 97,5 49,4 18,8 
    atopisch läsional (134) 79,3 40,8 15,0 131,3 38,4 15,5 
    atopisch nicht läsional (185) 69,3 42,0 23,6 116,1 27,3 47,4 

 
Mittelwerte und 1 σ Standardabweichungen pro Fallgruppe [pg/ml] 
(pro Proband je 4 Messwerte zufällig ausgewählt; exemplarisch 5 x) 

 Mittelwerte Standardabweichungen 
Fallgruppe (n) GM-CSF IL-1a IL-6 GM-CSF IL-1a IL-6 
1. Kontrolle (76) 76,4 33,9 9,3 142,0 13,5 9,7 
    atopisch läsional (32) 67,7 37,6 15,1 47,5 24,7 14,0 
    atopisch nicht läsional (32) 73,6 50,2 21,5 82,8 27,4 15,2 
  
2. Kontrolle (76) 70,6 34,9 8,5 138,0 18,6 9,7 
   atopisch läsional (32) 97,7 45,7 15,7 122,2 24,1 15,0 
   atopisch nicht läsional (32) 68,8 41,3 15,6 99,6 16,1 16,3 
  
3. Kontrolle (76) 72,2 37,9 11,6 138,1 19,0 14,4 
   atopisch läsional (32) 87,1 48,7 15,7 94,0 31,5 10,0 
   atopisch nicht läsional (32) 62,2 44,3 26,1 77,2 17,7 24,6 
  
4. Kontrolle (76) 69,9 37,4 8,9 138,4 17,5 10,0 
   atopisch läsional (32) 57,3 45,1 15,4 57,6 30,4 12,7 
   atopisch nicht läsional (32) 69,4 48,7 37,6 73,5 17,2 47,5 
  
5. Kontrolle (76) 72,5 35,2 9,6 138,0 17,0 10,1 
   atopisch läsional (32) 78,3 44,1 16,3 86,0 37,9 12,2 
   atopisch nicht läsional (32) 90,1 41,9 19,3 105,6 18,8 21,6 
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ad (2.): Abbildung 53 a-d (Seiten 258-259) zeigt für unterschiedliche Fallzahlsituatio-

nen am Beispiel der ersten Zufallsauswahl die „power“ für je zwei Fallgruppen in Ab-

hängigkeit von der jeweiligen Zytokinkonzentrationsdifferenz (α = 0,05). Setzt man 

eine geforderte „power“ von 80 % voraus (β = 0,2), ergeben sich, abgelesen an den 

Fallzahlkurven, in gegenseitiger Abhängigkeit die in Tabelle 31 aufgeführten, als 

signifikant bewertbaren Konzentrationsunterschiede und die dafür notwendigen Min-

destfallzahlen. Gemessen an den in den VOC-Expositionsversuchen beobachteten 

Zytokinkonzentrationsdifferenzen wäre für den Interleukinnachweis eine Fallzahl von 

30 bis 40 Probanden pro Fallgruppe angeraten. Um Versuchsansätze mit aus 

diesem Design resultierender Fallzahl unter kontrollierten Bedingungen sinnvoll zu 

realisieren, können jedoch pro Studie nur wenige Expositionsvariablen gezielt 

untersucht werden. Um in Bezug auf die GM-CSF-Freisetzung signifikante Effekte 

zwischen den Fallgruppen nachweisen zu können, würden 300 Probanden benötigt. 

Die Analyse der GM-CSF-Spontansekretion ist daher aufgrund seiner geringen 

Variabilität bei gleichzeitig hoher interindividueller Varianz ein ungeeigneter Para-

meter zur Differenzierung von Fallgruppen. Die Versuchsergebnisse zeigten aber 

eine deutlich höhere, zum Teil signifikante Variabilität der GM-CSF-Freisetzung nach 

VOC-Expositionen. Basierend auf den vorliegenden Pilotstudiendaten müssen daher 

für gezielte Folgestudien für die jeweiligen Expositionsvariablen entsprechende 

„power“-Analysen durchgeführt werden. 

 

Tabelle 31: Fallzahlabschätzung für Folgestudien basierend auf der in den VOC-
Expositionsversuchen festgestellten Variabilität unter Annahme einer Normalvertei-
lung und einer „power“ von 80 % (α = 0,05; β = 0,2) 

 
Zytokin 

signifikanter 
Konzentrationsunterschied 

Differenz [pg/ml] 

Mindestfallzahl  
pro Fallgruppe 

GM-CSF Kontrolle - atop. läs. 30 200 
 24 300 
              Kontrolle - atop. nicht-läs. 26 300 
IL-1α     Kontrolle - atop. Ekzem 18 30 
 15 40 
IL-6        Kontrolle - atop. Ekzem 17 10 
 12 20 
 9 30 
 8 40 



                                                                                                                                               6 Diskussion 

 258  

GM-CSF: Vergleich Kontrolle (σ = 140 pg/ml) –  Fallgruppe atopisch läsional (σ = 50 pg/ml) 
 
        „power“ 

     Differenz [pg/ml] 
 
 
GM-CSF: Vergleich Kontrolle (σ = 140 pg/ml) –  Fallgruppe atop. nicht läsional (σ = 80 pg/ml) 
 
         „power“     

                                                              Differenz [pg/ml] 
 
 
 

Abbildung 53 a, b: „power“ für das Zweistichprobenproblem: zweiseitig und ungleiche 
Varianzen (α = 0,05) – Fallzahlabschätzung zur Fallgruppendifferenzierung anhand 
von GM-CSF  
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IL-1α: Vergleich Kontrollgruppe (σ = 15 pg/ml) – Fallgruppe atopisches Ekzem (σ = 30 pg/ml) 
 
          „power“ 

                           Differenz [pg/ml] 
 
 
IL-6: Vergleich Kontrollgruppe (σ = 10 pg/ml) –  Fallgruppe atopisches Ekzem (σ = 15 pg/ml) 
 
          „power“ 

                            Differenz [pg/ml] 
 

Abbildung 53 c, d: „power“ für das Zweistichprobenproblem: zweiseitig und ungleiche 
Varianzen (α = 0,05) – Fallzahlabschätzung zur Fallgruppendifferenzierung anhand 
von IL-1α und IL-6 
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6.4.7 Ausblick auf weitere Anwendungsgebiete der Expositionsapparatur  

 
Für allergotoxikologische Fragestellungen in der vorgestellten Apparatur zur Exposi-

tion geeignete Zellkultursysteme sind einerseits submerse Zellsysteme aus Target-

zellen der Initiator- und Mediatorphase von Allergien: Neben den hier verwendeten 

Keratinozyten als Epithelzellen der Haut sind dies Mono- oder Kokultursysteme von 

z. B. dendritischen Zellen, Lymphozyten, Mastzellen oder Granulozyten. Weiterhin 

geeignet sind luftexponierte Gewebezellkulturen als Zellsysteme der Effektororgane 

wie z. B. Bronchialepithel oder das in der vorliegenden Arbeit beschriebene Haut-

organoid. Prinzipiell eignet sich die Expositionsapparatur aber auch für jede andere 

toxikologische Fragestellung. Da, wie in der Einleitung erwähnt, neben den gasförmi-

gen Umweltschadstoffen viele luftgetragene Stoffe auch als eigenständige Partikel 

oder aber partikelassoziiert vorkommen, wäre ferner der Einsatz der Expositionsap-

paratur zur Untersuchung von Einflüssen solcher Stoffe auf die oben genannten 

Effektororgane oder deren Zellkomponenten interessant. Die experimentelle Erzeu-

gung homogener Aerosole und die apparative Umsetzung der Expositionssituation 

ist jedoch deutlich komplexer als die Exposition gegenüber Gasen. Daher müsste die 

im Rahmen dieser Arbeit entwickelte und hier beschriebene Apparatur zur Exposition 

von Zellkultursystemen gegenüber gasförmigen Stoffen zunächst dahingehend modi-

fiziert und erweitert werden. Technisch ist ein solcher Ausbau möglich. 

Bei jeder neuen Anwendung der Apparatur müssen die apparativen Kenngrößen 

physikalisch-chemischer sowie biologischer Parameter in entsprechenden Pilotstu-

dien erneut überprüft und evaluiert werden. Die grundsätzliche Methodik kann dabei 

der in dieser Arbeit angewendeten Vorgehensweise folgen. Dasselbe gilt für eine 

gründliche Validierung geeigneter Nachweismethoden für die jeweiligen analytischen 

Zielgrößen weiterer Studien. Die vorliegende Arbeit hat erneut gezeigt, dass insbe-

sondere im Niedrigkonzentrationsbereich schnell physikalische Nachweisgrenzen er-

reicht sind. Auch Rasmussen wies in seinem Kriterienkatalog für in vitro Expositions-

systeme (vergleiche Kapitel 1.2.5) auf diese Problematik hin und betonte die Wich-

tigkeit einer geeigneten Messgeräteausstattung für Niedrigkonzentrationsmessungen 

sowie die Notwendigkeit interdisziplinärer Zusammenarbeit an dieser Problemstel-

lung140. 
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7 Zusammenfassung 
 

Epidemiologische Studien zeigen weltweit eine steigende Häufigkeit und einen 

zunehmenden Schweregrad des atopischen Ekzems beim Menschen. Die Allergo-

toxikologie untersucht diesbezüglich die Frage der ursächlichen Beteiligung von 

umweltrelevanten Luftschadstoffen. Neben den partikulären Luftschadstoffen sind 

die flüchtigen organisch-chemischen Substanzen (VOC) Benzol, Toluol und m-Xylol 

typisch für straßenverkehrsbedingte Belastungssituationen. Der Kontakt der Haut mit 

diesen umweltrelevanten VOC findet in der Gasphase statt. In vivo Expositionen des 

Menschen ermöglichen keine differenzierte Beurteilung von durch Hautzellen, wie 

Keratinozyten und Fibroblasten, oder durch immunmodulatorische Zellen aus dem 

Blutkreislauf verursachte Reaktionen. Demgegenüber ermöglichen in vitro Test-

systeme die Untersuchung der direkten Wirkung von VOC aus der Gasphase allein 

auf die Zellen der Haut. Grundlegende Voraussetzungen für in vitro Expositionsver-

suche sind geeignete Zellkulturen. Die Ziele der vorliegenden Arbeit waren daher: 
 

1. die Entwicklung und Konstruktion einer Apparatur, die eine kontrollierte Exposi-

tion von Zellkulturen gegenüber Substanzen aus der Gasphase ermöglicht, 

2. die Entwicklung und Etablierung verbesserter Zellisolierungs- und Kultivierungs-

methoden, um sterile, homogene und proliferierende Primärkulturen aus huma-

ner Haut von hautgesunden Probanden und Patienten mit atopischem Ekzem zu 

gewinnen,  

3. der Einsatz der Expositionsapparatur, um erste Erkenntnisse über prinzipielles 

Auftreten, Größenordnung, Effektrichtung sowie natürliche Variabilität von VOC-

induzierten Auswirkungen auf die Zytokinfreisetzung von humanen Keratinozyten 

aus atopischer und gesunder Haut zu gewinnen. 
 
Die Expositionsapparatur wurde in Form eines offenen, kontinuierlich gasdurch-

strömten Systems konstruiert, das die simultane, homogene Exposition von bis zu 6 

luftexponierten bzw. 12 submersen Zellkulturen gegenüber Substanzen aus der Gas-

phase ermöglicht. Eine „online“ Messung physikalischer Parameter sowie die Probe-

nahme der Expositionsatmosphäre am Expositionsort wurden ohne Rückwirkung auf 

die Expositionskonditionen vorgenommen. Die Verwendung von chemisch inerten 

Materialien verhinderte Substanzverluste sowie eine Verunreinigung der Expositions-

atmosphäre nachfolgender Experimente durch Wandadsorption. Es ließen sich 

VOC-Gaskonzentrationen im umwelt- und arbeitsplatzrelevanten Bereich über vier 
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Größenordnungen von 0,08 mg/m³ bis 570 mg/m³ Toluol bzw. 0,05 mg/m³ bis 

440 mg/m³ m-Xylol einstellen. Die VOC-Konzentrationen in der Gasphase ergaben 

entsprechend dem Phasengleichgewicht maximale VOC-Konzentrationen im Zellkul-

turmedium, die mittels manueller „headspace“-Gaschromatographie im Rahmen der 

Messunsicherheiten bestätigt wurden. Somit konnte auf den Einsatz von die Exposi-

tionsbedingungen verfremdenden Lösungsvermittlern im Zellkulturmedium verzichtet 

werden.  

Die Langzeitstabilität der Betriebsparameter in der Apparatur (Schwankung innerhalb 

24h: Luftfeuchte +/- 1,5 %, Medientemperatur +/- 0,2 K, zellphysiologischer Medien-

pH +/- 0,02) erzielte eine hohe Zellvitalität von rund 87 % nach 24 h Exposition. Die 

Apparatur eignet sich daher auch für Langzeitexpositionen. Zudem konnten die Kul-

turen im Anschluss an die Exposition weiterhin kontaminationsfrei inkubiert und 

damit Spätreaktionen untersucht werden. Die Dichtigkeit der Apparatur und deren In-

stallation in einem geschlossenen Abzug verhinderte eine Kontamination des Labors 

und Exposition des Experimentators. Zusätzlich ist ein Austausch der Expositions-

atmosphäre vor dem Öffnen der Expositionskammer möglich, so dass die Apparatur 

auch für den Einsatz hochtoxischer Substanzen geeignet ist.  

 
Als Basis der in vitro Versuche wurde eine Zellbank von humanen Primärkeratino-

zyten und -fibroblasten der Passagen 1 bis 3 von 38 Probanden mit normalgesunder 

Haut und 13 Individuen mit atopischem Ekzem aufgebaut, darunter Zellen aus läsio-

naler und ekzemfreier Haut desselben Spenders. Die mit 4,0 mm Durchmesser 

besonders kleinen Hautproben verlangten höchst effektive, zellverlustfreie Isolie-

rungs- und Kultivierungsmethoden. Dabei zeigte sich, dass unter Einsatz hoher Kon-

zentrationen von Antibiotika und Enzymen anstelle von längeren Einwirkzeiten auf-

grund geringerer zytotoxischer Wirkung die 3-4fache Anzahl vitaler Zellen resultierte. 

Die Keratinozytenproliferation wurde durch ein serumfreies Medium mit niedrigem 

Calciumgehalt und Beigabe von Hydrocortison unterstützt, so dass eine Aussaateffi-

zienz von 80-90 % erreicht wurde. Gegen die im atopischen Ekzem häufige, multire-

sistente Staphylococcus aureus Infektion wurde eine Dekontaminationsmethode für 

Hautproben und Keratinozytenkulturen entwickelt. So verbesserte die Behandlung 

mit 1 % Flucloxacillin den Anteil erfolgreicher Isolierung und Kultivierung proliferie-

render Primärkeratinozyten aus atopischem Ekzem von 30 % auf ebenfalls 90 %. 

Das Differenzierungs- und Zytokinsezernierungsverhalten von Keratinozytenkulturen 

aus läsionaler und ekzemfreier Haut desselben Probanden mit atopischem Ekzem 
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unterschied sich signifikant. Das war ein klarer Hinweis darauf, dass tatsächlich 

erstmals Keratinozyten läsionalen Ursprungs kultiviert wurden. 

Darüber hinaus wurden organrekonstruierende Methoden für die Entwicklung eines 

dreidimensionalen, humanen in vitro-Modells für das atopische Ekzem evaluiert. 

Unterschiedliche Biomatrices und Zellkulturmedien unterstützten die durch Luftexpo-

sition induzierte Keratinozytendifferenzierung und -stratifizierung im Wesentlichen 

durch ihren Einfluss auf die Faktoren Adhärenz und Proliferation. So erzielten organi-

sche Biomatrices und eine siebentägige submerse Proliferationsphase, im Vergleich 

zu synthetischen Membranen oder direkter Luftexposition, eine homogenere basale 

Keratinozytenbesiedelung und dadurch einen höheren Differenzierungsgrad, da nur 

ein konfluenter Zellrasen – der in vivo einem intakten S. basale entspricht – differen-

ziert. Auch Kokulturen mit Fibroblasten führten zu erhöhter Keratinozytenadhäsion. 

Durch die Freisetzung von Wachstumsfaktoren wie KGF, GM-CSF und IL-6 kam es 

jedoch zu Hyperproliferation und dyskeratotischen Keratinozyten, die auf spontane, 

ungerichtete Differenzierung hinwiesen. Als geeignetste Biomatrix erwies sich daher 

humane tote Dermis: Die luftexponiert kultivierten Keratinozyten wiesen Zonen dich-

ten, mehrschichtigen Keratinozytenwachstums, unterschiedliche Stratifizierungssta-

dien und die Desquamation flächig keratinisierter Zellschichten auf. 

 
An den gewonnenen submersen Primärkeratinozytenkulturen wurden – als 

Simulation eines beim atopischen Ekzem durch die Barriereschädigung bedingten 

Eindringens von VOC in tiefere, generative Hautschichten – Einzelsubstanz- und 

Kombinationseffekte von Toluol und m-Xylol sowie Wirkungen von Kurzzeit- und 

Langzeitexpositionen untersucht. Als Zielparameter inflammatorischer und immun-

modulatorischer Effekte wurden die Zytokine GM-CSF, IL-1α, IL-6 und TNFα 

gewählt, da sie Schlüsselfunktionen in der Entwicklung und Aufrechterhaltung des 

atopischen Ekzems übernehmen. Die überwiegend niedrigen Zytokinkonzentrationen 

unterlagen einer individuenabhängigen, starken natürlichen Streuung. Die qualitative 

und quantitative Datenanalyse erfolgte daher mit verschiedenen, einander ergänzen-

den statistischen Methoden (non-parametrischer Kruskal-Wallis-Rangsummentest, 

ANOVA und logistische Regressionsanalyse). 

Weder konstitutiv noch nach VOC-Exposition erfolgte eine messbare TNFα-Freiset-

zung, Toluol und m-Xylol stellen demnach keine TNFα-induzierenden Stressfaktoren 

für die Zellen dar.  
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Die konstitutive Freisetzung von GM-CSF, IL-1α und IL-6 aus Zellen gesunder und 

atopischer Probanden unterschied sich zwar nicht statistisch signifikant, allerdings 

setzten Keratinozyten aus Atopikerhaut im Mittel doppelt so hohe GM-CSF- und IL-6-

Konzentrationen frei wie die Zellen gesunder Probanden. Diese Ergebnisse spre-

chen dafür, dass die im atopischen Ekzem in situ nachgewiesenen erhöhten Zytokin-

konzentrationen u. a. keratinozytären Ursprungs sind. Keratinozyten können also 

immunmodulatorisch via Freisetzung von GM-CSF und IL-6 zur Proliferation und 

Reifung dendritischer Zellen, zur Makrophagenaktivierung und Mastzelldifferenzie-

rung und somit zur Auslösung und Manifestation des atopischen Ekzems beitragen.  

Die konstitutive Zytokinfreisetzung gesunder und atopisch läsionaler Haut war unter-

schiedlich korreliert. Die hohe Sequenzhomologie von IL-6- und GM-CSF-Genen und 

-Proteinen sowie ihre einheitlichen Rezeptorstrukturen deuten auf gemeinsame Sig-

naltransduktions- oder Aktivierungswege hin, welche die korrelierte Freisetzung von 

GM-CSF und IL-6 aus Keratinozyten gesunder Haut erklären. Bei Keratinozyten ato-

pisch läsionaler Haut korrelierte hingegen verstärkt die Freisetzung von GM-CSF und 

IL-1α. Hier ist eine IL-1α-induzierte Stimulation der GM-CSF-Freisetzung denkbar.  

Der Fallgruppenvergleich gesund-atopisch zeigte, dass Keratinozyten gesunder Haut 

nach VOC-Exposition verglichen mit der konstitutiven Freisetzung vermehrt GM-CSF 

und IL-6 sezernierten. Bei Keratinozyten atopischer Haut wurde hingegen eine ge-

genüber der Spontansezernierung geringere Freisetzung beobachtet. Dieses Ergeb-

nis lässt sich nach dem derzeitigen Verständnis der Bedeutung der Zytokine im 

atopischen Ekzem nicht erklären. Aufgrund der in vivo gestörten Barrierefunktion der 

Haut wird ein direkter, irritativer VOC-Effekt auf die generativen Keratinozyten der 

Basalzellschicht postuliert und eine erhöhte Zytokinfreisetzung erwartet. Allerdings 

waren die absoluten Zytokinkonzentrationen auch nach VOC-Exposition bei Atopi-

kerzellen weiterhin höher als bei Zellen gesunder Probanden. Bei einigen atopischen 

Probanden wurde der gegenteilige Effekt beobachtet: Nach hochkonzentrierter VOC-

Exposition sezernierten ihre Keratinozyten auch relativ zur Spontanfreisetzung höhe-

re Zytokinkonzentrationen als Zellen gesunder Probanden. Die Ergebnisse wiesen 

darauf hin, dass vor allem Keratinozyten aus atopisch läsionaler Haut aus ihrem pro-

inflammatorischen Status heraus empfindlicher auf VOC reagieren und unterstützten 

die allergotoxikologische These von der VOC-sensitiveren atopischen Haut. Da die 

Auslöser des atopischen Ekzems stark patientenabhängig sind, zeigte nur eine 

Untergruppe der Probanden eine erhöhte VOC-Empfindlichkeit.  
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Die konstitutive Zytokinfreisetzung von IL-1α, IL-6 und GM-CSF aus Keratinozyten 

läsionaler und nicht läsionaler Haut desselben Probanden unterschied sich signifi-

kant. Auch auf die VOC-Exposition reagierten diese Zellen mit auffallend heteroge-

ner GM-CSF- und IL-6-Freisetzung. Daraus folgt, dass in in vitro Untersuchungen 

zwischen Keratinozyten aus läsionaler und ekzemfreier Atopikerhaut unterschieden 

werden muss. Dieses Ergebnis erklärt Unstimmigkeiten anderer Arbeiten zwischen in 

vitro Untersuchungen von Keratinozyten aus nicht läsionaler Haut und in situ Ergeb-

nissen aus atopischem Ekzem.  

Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten auf synergistische, multiplikative Kombinations-

wirkungen von niedrigkonzentrierten, umweltrelevanten VOC-Gemischen auf die in 

vitro Zytokinfreisetzung aus Keratinozyten gesunder Haut hin. So war die IL-6-Sekre-

tion häufiger erhöht als nach Expositionen gegenüber 1 MAK VOC Einzelsubstan-

zen. Die verstärkte GM-CSF-Freisetzung entsprach der nach 3 MAK Toluol-Expo-

sition. Langzeitexpositionen induzierten eine verstärkte IL-1α-Freisetzung. Auf Zellen 

aus atopischem Ekzem zeigten sich keine Kombinationseffekte. Allerdings waren die 

absoluten Zytokinkonzentrationen bei Zellen von Atopikern wiederum häufig höher 

als bei Zellen gesunder Probanden. Das bedeutet einerseits, dass bei der Beurtei-

lung von umweltrelevanten Einflüssen auf gesunde Haut die MAK-Größen nicht ohne 

weiteres als Bewertungsmassstab herangezogen werden können, da diese keine 

Kombinationseffekte berücksichtigen. Andererseits lässt sich – nach den Ergebnis-

sen des in der vorliegenden Arbeit angewendeten in vitro Expositionssystems – der 

epidemiologisch beobachtete Prävalenzanstieg des atopischen Ekzems nicht mit der 

Wirkung des umweltrelevant konzentrierten VOC-Gemischs insbesondere auf Pri-

märkeratinozyten aus atopischem Ekzem begründen. 

Die hier gewonnenen Erkenntnisse zur natürlichen Variabilität der Zytokinsezernie-

rung und zur typischen Größenordnung von Effekten und Messunsicherheiten 

ermöglichten eine statistisch begründete Versuchsplanung künftiger Experimente. 

Dazu wurden in einer „power“-Analyse exemplarisch die für Signifikanzniveaus von 

α=0,05 und β=0,8 benötigte Probanden- und Versuchsanzahlen für die Zielvariablen 

GMCSF, IL-6 und IL-1α festgelegt. 
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A 1  Übersicht: Experimentvariablen der VOC-Expositionsversuche 
 
1.  Fallgruppen 

 
♦ pathologisch unauffällige, normal gesunde Haut 

♦ läsionales atopisches Ekzem 

♦ nicht läsionale Haut von Probanden mit atopischem Ekzem 
 
 

2.  Expositionsvariablen 
 

♦ 3 MAK Toluol (570 mg/m³ bzw. 150 ppm) 

♦ 1 MAK Toluol (190 mg/m³ bzw. 50 ppm) 

♦ 1 MAK m-Xylol (440 mg/m³ bzw. 100 ppm) 

♦ umweltrelevantes VOC-Gemisch ( 0,08 mg/m³ bzw. 0,021 ppm Toluol 

 0,053 mg/m³ bzw. 0,012 ppm m-Xylol) 

♦ Kontrollexposition synthetische Luft 

♦ Kontrollinkubation unter Zellkultur-Standardbedingungen (37°C, 5 % CO2, 

95 % relative Luftfeuchte) 
 
 

3.  Expositionsdauer 
 

♦ Kurzzeitexpositionen (KZ): 5 h bzw. 8 h 

♦ Langzeitexpositionen (LZ): 18 h bzw. 24 h 
 
 

4.  Zeitschema der Experimente 
 
 

 

 

 

KZ 
5 h / 8 h

        Inkubation 48 h             Exposition                   Inkubation 48 h  

   Z
ellaussaat

   M
edium

w
echsel 

   und 
   Z

ytokinanalyse 

   M
edium

w
echsel 

LZ 18 h / 24 h 

   M
edium

w
echsel 

   und 
   Z

ytokinanalyse 





                   Anhang 2 – Methoden der selektiven Mastzellkultur aus humanen Dermisexplantatkulturen  

 III  

A 2  Methode der selektiven Mastzellkultur aus humanen Dermis-

explantatkulturen  

 
Der Einsatz zellspezifisch supplementierter Kulturmedien ermöglichte eine zellscho-

nende, selektive Isolierung und Kultivierung von vitalen Mastzellen aus der Dermis-

explantatkultur einer an Mastozytose erkrankten Patientin. Nur 5 Tage nach Aufset-

zen der Dermis in DMEM mit 20 % FKS migrierten stark granulierte und teils de-

granulierende Mastzellen aus dem Dermisexlantat. Ein Mediumwechsel auf das 

üblicherweise für HMC-1-Mastzellsuspensionskulturen verwendete Iscove`s Medium 

(mit 10 % FKS, 2 mM Glutamin, 1,2 mM Monothioglycerol274,434) führte zu schwach 

adhärenten Mastzellclustern und proliferierenden Kolonien, die durch Abklopfen 

leicht von den adhärenten Fibroblasten separiert werden konnten. (Eine Einrichtung 

zur mikroskopischen Photodokumentation stand zum Zeitpunkt der Versuchsdurch-

führung nicht zur Verfügung.) Unter zusätzlicher Mediensupplementierung mit 25-

50 µg/ml Stammzellfaktor/c-Kit-Ligand ließen sich die Mastzellen wahlweise als Sus-

pensionskultur in konventionellen Zellkulturflaschen oder als adhärenter „monolayer“ 

auf lamininbeschichteten Membraneinsätzen subkultivieren.  

Damit wird erstmals eine Methode der selektiven Isolierung vitaler, proliferationsfähi-

ger Mastzellkulturen aus humanen Explantatkulturen beschrieben. In vitro Kulturen 

gewebestämmiger Mastzellen werden erst seit Mitte der 80er Jahre gewonnen435. 

Dabei werden Hautproben enzymatisch (Kollagenase, Hyaluronidase) aufgeschlos-

sen. Anschließend werden die Mastzellen mittels Dichtegradientenzentrifugation auf-

konzentriert und von der Gewebezellsuspension separiert436,437. Demgegenüber ist 

die hier beschriebene Methode per Migration gewonnener Mastzellkulturen wesent-

lich weniger invasiv und zellschonender. Da sie die Mastzellen weniger stresst, 

induziert die Isolierung an sich keine Degranulation. Auf diese Weise gewonnene 

Mastzellkulturen liefern daher möglicherweise exaktere Aussagen über das Stimula-

tions- und inflammatorische Potential von Mastzellen aus gesunder und erkrankter 

Haut, z. B. von den im atopischem Ekzem verstärkt vorkommenden Mastzellen408,409. 

Die Methode wird deshalb derzeit mit kleineren Hautexplantaten (kürzere Migrations-

strecken) und mastzellspezifischem Medium ab dem ersten Kulturtag dahingehend 

weiterentwickelt, auch aus – im Vergleich zur Mastozytose – weniger mastzell-

reichem Gewebe vitale Kulturen zu gewinnen438.
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A 3 Datentabellen 
 

A3.1 Datentabelle zu Abbildung 6: Proliferationsverhalten seriell kultivierter 

Primärkeratinozyten 

 
I. Passage 1 Passage 2 Passage 3 Passage 4

Inkubations-
zeit [h]

Mittelwert
aus n=4

Stdabw.
1 σ

Mittelwert
aus n=4

Stdabw.
1 σ

Mittelwert
aus n=4

Stdabw.
1 σ

Mittelwert
aus n=4

Stdabw.
1 σ

0 1·105 0 1·105 0 1·105 0 1·105 0

24 1,75·105 0,21·105 1,70·105 0 1,83·105 0,67·105 1,30·105 0,07·105

48 3,28·105 0,11·105 4,38·105 0,53·105 3,90·105 0,57·105 2,75·105 0,07·105

72 7,23·105 0,11·105 11,05·105 1,63·105 5,80·105 1,56·105 6,70·105 1,91·105

96 16,05·105 1,56·105 12,23·105 0,96·105 10,38·105 1,10·105 11,35·105 0,21·105

 
 

II. Passage 5 Passage 6 Passage 7

Inkubations-
zeit [h]

Mittelwert
aus n=4

Mittelwert
aus n=4

Mittelwert
aus n=4

0 0,93·105 1·105 1·105

24 2,32·105

48 2,70·105 2,08·105 1,25·105

96 3,65·105 4,93·105 1,28·105

168 14,50·105 9,50·105 3,50·105

 
 
 

A3.2 Datentabelle zu Abbildung 10: MTT-Vitalitätstest: Primärkeratinozyten wurden 

2,5 h mit 14 Konzentrationen von 0 g/ml bis 1,0 g/ml Flucloxacillin inkubiert. 

Angegeben sind 1 σ-Standardabweichungen (n = 3 bzw. n = 4). (abgelesene 

Rohdaten) 

 

Flucloxacillin [g/ml]

O.D. 595 nm 
Mittelwerte aus 
n=3 bzw. n=4 

1 σ-Standardabweichung
Fehlerbalken

untere Grenze I obere Grenze
0,670 0,000 0,010 0,005
0,330 0,028 0,001 0,002
0,160 0,034 0,000 0,000
0,083 0,050 0,000 0,000
0,030 0,110 0,004 0,006
0,028 0,119 0,002 0,002
0,017 0,108 0,017 0,009
0,008 0,132 0,011 0,013
0,003 0,139 0,009 0,013
0,001 0,151 0,002 0,003

1,70·10-4 0,136 0,012 0,016
8,30·10-7 0,120 0,005 0,003
4,17·10-9 0,148 0,008 0,006
1,00·10-10 0,140 0,021 0,017
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A3.3 Datentabelle zu Abbildung 24: Zeitabhängiger Verlust der Toluol-Konzentration 

im Zellkulturmedium 

 
Peakfläche [µVs] (abgelesene GC-Rohdaten)

Inkubations- Null- Toluol Toluol Toluol Toluol
zeit [h] kontrolle Konz. 1 Konz. 2 Konz. 3 Konz. 4

0 0,00 212316,00 137408,00 114297,00 87827,00
1 19883,07 74914,38 53036,09 46927,50 32566,41
2 7528,56 4529,86 7577,68 9182,46 3290,66
5 1000,00 1162,47 1032,80 1061,48 1000,00  

 
 

A3.4 Datentabelle zu Abbildung 30: Verlauf der Parameter relative Luftfeuchte und 

Temperatur bei der Exposition von submersen Zellkultursystemen 

 
Zeit [Min] rel. Feuchte [%] Temp. [°C]

1,5 56,0 28,1
2,0 57,0 28,1
2,5 59,0 28,1
2,8 60,8 28,1
3,0 64,5 28,1
4,0 66,0 28,1
6,0 67,8 28,1
7,0 68,1 28,1
9,0 68,1 28,1
12,0 67,3 28,0
14,0 66,4 28,0
15,0 65,5 28,0
17,0 63,4 28,0
19,0 62,2 28,0
23,0 60,8 28,0
25,0 60,2 28,0
29,0 58,5 28,0
33,0 57,0 28,1
38,0 55,9 28,1
46,0 54,3 28,1
52,0 53,7 28,1
57,0 53,8 28,1
62,0 53,4 28,1
67,0 53,2 28,1
72,0 53,2 28,2
80,0 52,9 28,2
88,0 52,7 28,2  

 
 



                                                                                                                           Anhang 3 - Datentabellen 

 VII  

A3.5 Datentabelle zu Abbildung 31: Bestimmung des apparaturbedingten Totzeit-

volumens anhand der relativen Luftfeuchte (Datentabelle siehe Anhang A3.5)  

 
Zeit [Min] rel. Feuchte [%] Temp. [°C]

0,0 27,2
3,0
4,0 27,2
4,7
5,0 27,2
6,0 -0,1
7,0 1,5 27,3
8,0 2,8
9,5 4,7 27,3
10,0 5,4
11,0 6,4 27,4
12,0 7,4
13,0 8,3 27,4
14,0 9,2
15,0 9,9 27,4
16,0 10,6
17,0 11,3 27,5
18,0 11,8
19,0 12,3 27,5
20,0 12,8
21,0 13,2 27,6
22,0 13,7
23,0 14,1 27,6
24,0 14,4
25,0 14,7 27,6
26,25 15,0
27,0 15,2 27,7
29,0 15,6
34,0 16,4 27,7
37,0 16,9
45,0 17,5 27,8
50,0 17,7
59,0 17,8 27,8
63,0 17,8
65,0 17,8 27,8
72,0 17,9
76,0 17,8
77,0 17,7 27,9  
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A3.6 Datentabelle zu Tabelle 8: Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenze 

der Analyten Toluol und m-Xylol durch konventionelle Gaschromatographie 

 
ELISA Zytokin höchster niedrigster lineares Kalibrierkurvenverfahren nach DIN 32645
Platten

ID
Assay Kalibrierstd.

(n=2)
Kalibrierstd.

(n=2)
Nachweis-

grenze
Erfassungs-

grenze
Bestimmungs-

grenze
OD [pg/ml] OD [pg/ml] [pg/ml] [pg/ml] [pg/ml]

3 GMCSF 0,578 96 0,102 0,000 7,1 14,1 31,6
a GMCSF 1,920 240 0,258 2,458 9,1 18,1 32,5
d GMCSF 1,948 240 0,210 2,458 8,9 17,9 32,1
g GMCSF 2,080 240 0,276 2,458 5,3 10,5 19,3
h GMCSF 1,886 240 0,213 2,458 4,3 8,7 16,1
I GMCSF 2,053 240 0,195 2,458 5,1 10,2 18,7
j GMCSF 2,039 240 0,249 2,458 2,6 5,1 9,7
k GMCSF 1,904 240 0,240 2,458 5,4 10,7 19,6
n GMCSF 1,896 240 0,209 2,458 5,5 11,1 20,2
w GMCSF 1,355 240 0,078 2,458 1,5 3,1 5,9
x GMCSF 1,261 240 0,054 2,458 3,0 6,0 11,2
y GMCSF 1,282 240 0,073 2,458 5,8 11,5 21,0
z GMCSF 1,534 240 0,205 2,458 9,9 19,8 37,5

dd GMCSF 1,074 96 0,067 0,983 2,1 4,3 7,8
ee GMCSF 0,605 96 0,045 0,983 3,3 6,6 12,6
ff GMCSF 1,239 96 0,104 0,983 1,7 3,4 6,2
ii GMCSF 0,862 96 0,089 0,983 2,0 4,0 7,3

ww GMCSF 1,973 240 0,234 2,158 5,7 11,4 20,8
ppp GMCSF 0,474 96 0,035 0,983 2,5 4,9 9,4
qqq GMCSF 0,465 96 0,041 0,983 2,5 5,0 9,5
rrr GMCSF 0,400 96 0,034 0,983 5,8 11,6 21,6
1 IL-1α 0,423 64 0,020 0,000 6,5 12,9 33,0
b IL-1α 0,794 160 0,057 1,638 4,5 8,9 16,2
e IL-1α 1,028 160 0,028 1,638 3,8 7,6 13,8
l IL-1α 0,855 160 0,028 1,638 0,9 1,8 3,4
o IL-1α 0,875 160 0,038 1,638 4,2 8,5 15,3
p IL-1α 1,080 160 0,072 1,638 5,7 11,3 20,3
q IL-1α 1,917 160 0,057 1,638 3,5 7,1 12,9
r IL-1α 0,918 160 0,034 1,638 10,1 20,2 37,7

aa IL-1α 1,706 64 0,077 0,655 1,9 3,7 6,7
kk IL-1α 0,433 160 0,139 1,638 32,1 64,2 252,6

mm IL-1α 0,791 160 0,048 1,638 6,0 11,9 21,4
oo IL-1α 1,250 160 0,064 1,638 17,1 34,2 91,1
qq IL-1α 0,793 160 0,025 1,638 8,1 16,2 26,6
ss IL-1α 1,061 160 0,028 1,638 6,4 12,8 24,2
uu IL-1α 1,099 160 0,105 1,638 7,1 14,2 26,7
yy IL-1α 0,967 160 0,048 4,096 12,0 23,9 44,5
vvv IL-1α 0,163 64 0,031 0,655 10,1 20,1 75,9

www IL-1α 1,365 64 0,078 0,655 2,5 5,0 8,9
xxx IL-1α 1,514 64 0,089 0,655 1,8 2,5 6,4
yyy IL-1α 1,537 64 0,123 0,655 9,0 18,0 61,0
zzz IL-1α 1,841 64 0,063 0,655 0,6 1,3 2,4
2 IL-6 1,038 64 0,118 0,000 3,8 7,7 14,8

c6110303 IL-6 0,263 64 0,016 0,655 3,1 6,2 11,4
c IL-6 1,510 160 0,050 1,638 9,5 19,0 36,8
f IL-6 2,093 160 0,084 1,638 6,3 12,5 22,5

m IL-6 2,033 160 0,037 1,638 2,5 5,1 9,4  
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ELISA Zytokin höchster niedrigster lineares Kalibrierkurvenverfahren nach DIN 32645
Platten

ID
Assay Kalibrierstd.

(n=2)
Kalibrierstd.

(n=2)
Nachweis-

grenze
Erfassungs-

grenze
Bestimmungs-

grenze
OD [pg/ml] OD [pg/ml] [pg/ml] [pg/ml] [pg/ml]

s IL-6 1,742 160 0,073 1,638 9,8 19,7 37,9
t IL-6 2,088 160 0,070 1,638 2,1 4,3 8,3
u IL-6 2,012 160 0,068 1,638 5,5 11,0 19,8
v IL-6 0,842 160 0,021 1,638 3,2 6,4 12,5

bb IL-6 1,739 64 0,076 0,655 1,5 3,1 5,6
cc IL-6 1,962 64 0,174 0,655 2,5 4,9 8,8
jj IL-6 1,624 64 0,102 0,655 1,3 2,7 4,9
ll IL-6 1,600 160 0,041 1,638 8,9 17,9 33,4

nn IL-6 2,035 160 0,046 1,638 5,9 11,8 21,2
pp IL-6 1,518 160 0,034 1,638 21,5 43,0 85,0
rr IL-6 1,711 160 0,039 1,638 7,7 15,5 29,0
tt IL-6 1,263 160 0,035 1,638 6,4 12,9 23,2
vv IL-6 2,230 160 0,046 1,638 5,3 10,6 20,2
zz IL-6 2,092 160 0,076 1,638 5,9 11,7 21,0

nnn IL-6 0,314 64 0,023 0,655 6,1 12,3 30,2
ooo IL-6 0,285 64 0,025 0,665 4,9 9,7 22,5
4 TNFα 0,257 160 0,022 0,000 17,0 34,0 90,4

gg TNFα 1,259 160 0,049 1,638 14,2 28,3 65,9
hh TNFα 1,338 160 0,084 1,638 4,6 9,2 17,6
xx TNFα 1,884 400 0,044 4,096 5,7 11,4 22,2
sss TNFα 0,197 160 0,014 4,096 36,2 72,3 395,0
ttt TNFα 0,191 160 0,014 1,638 14,2 28,5 66,5

uuu TNFα 0,289 160 0,018 1,638 7,4 14,7 26,7  
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                                                                                                                           Anhang 3 - Datentabellen 

 XLIV  

A3.8 Datentabelle zu Abbildung 35: Spontansekretion der Zytokine GM-CSF, IL-1α 

und IL-6 innerhalb 48 h nach der Keratinozytenaussaat unter individueller 

Auftrennung der Fallgruppen. Aufgetragen sind die Mediane mit dem 90 % 

Konfidenzintervall. Individuen mit in allen Messdaten auffällig erhöhten bzw. 

erniedrigten Zytokinkonzentrationen sind mit * gekennzeichnet, angegeben sind 

ferner intraindividuelle Signifikanzniveaus im Homogenitätstest innerhalb der 

Fallgruppe atopisches Ekzem (Tabelle 17).  

Fallgruppe
Probanden-ID

Fallzahl

GMCSF
Median
[pg/ml]

90 % Konfidenzintervall
[pg/ml]

Kontrolle
gesund
BK n=6 7,3 4,4 10,4
HF n=4 245,6 221,5 269,2

HH n=10 5,0 3,4 47,6
HM n=8 45,3 25,7 62,5
HS n=4 6,7 4,7 9,9
HW n=6 131,5 118,8 174,2

ii n=8 38,3 19,3 168,9
IW n=12 9,9 7,2 126,9
IZ n=35 7,8 4,9 10,4
ko n=8 9,9 6,9 10,9
LW n=4 106,5 89,7 15,9
MS n=21 9,8 7,7 12,3
OF n=24 8,9 4,6 11,0
oo n=4 600,0 600,0 600,0
SF n=6 5,7 1,5 7,4
UF n=6 13,0 5,9 21,7

VMR n=9 8,3 6,5 9,5
WZ n=4 41,4 28,6 52,7
xx n=4 1,4 0,0 2,2

atop. Ekzem
läsional
AA n=6 16,4 4,0 25,7

AW n=30 25,7 19,3 31,6
DK n=14 13,3 11,9 15,6
GK n=22 39,3 27,4 42,5
MK n=14 132,0 115,1 171,3
SH n=16 111,0 64,2 252,1
SW n=14 18,1 15,1 34,3
VM n=18 8,5 7,1 21,4

atop. Ekzem
nicht läsional

AA n=32 21,4 17,8 26,2
AW n=32 69,2 43,9 85,5
DK n=42 18,7 14,8 23,3
GK n=21 22,8 21,9 23,3
GS n=9 12,8 10,1 17,8

MK n=24 148,7 127,9 251,7
SH n=12 55,0 18,5 165,3
SW n=12 11,8 8,5 20,3  
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Fallgruppe
Probanden-ID

Fallzahl

IL-1α
Median
[pg/ml]

90 % Konfidenzintervall
[pg/ml]

Kontrolle
gesund
BK n=6 30,7 5,9 86,9
HF n=4 30,8 23,1 43,2

HH n=10 38,2 35,9 48,4
HM n=8 45,4 22,4 64,7
HS n=4 27,9 16,0 44,1
HW n=6 32,8 30,7 34,7

ii n=8 34,6 22,8 49,9
IW n=12 31,7 6,3 51,8
IZ n=39 35,0 27,1 41,8
ko n=8 13,9 9,6 62,5
LW n=4 42,5 37,1 48,6
MS n=22 13,6 10,5 20,8
OF n=26 11,4 7,4 17,9
oo n=4 11,9 7,8 12,6
SF n=6 102,3 4,5 115,8
UF n=6 47,2 14,8 63,2

VMR n=11 40,1 6,6 53,6
WZ n=4 64,8 48,2 76,5
xx n=4 28,6 24,5 34,4

atop. Ekzem
läsional
AA n=6 12,9 4,6 27,3

AW n=30 22,1 13,1 27,2
DK n=14 91,6 74,4 106,3
GK n=22 29,7 25,9 38,0
MK n=14 49,0 45,7 78,6
SH n=16 38,7 24,7 88,5
SW n=14 6,3 4,5 15,3
VM n=18 5,7 4,9 26,7

atop. Ekzem
nicht läsional

AA n=32 40,4 25,9 49,5
AW n=32 32,1 25,6 45,3
DK n=42 37,8 25,7 39,7
GK n=21 45,5 38,8 56,2
GS n=9 51,3 41,7 123,0

MK n=24 23,8 18,7 40,6
SH n=12 39,9 36,0 70,6
SW n=12 37,4 35,1 62,6  
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Fallgruppe
Probanden-ID

Fallzahl

IL-6
Median
[pg/ml]

90 % Konfidenzintervall
[pg/ml]

Kontrolle
gesund
BK n=6 1,6 1,4 8,8
HF n=4 17,2 16,2 18,5

HH n=10 2,9 1,6 6,2
HM n=8 14,7 7,0 15,2
HS n=4 1,9 1,6 2,0
HW n=6 41,8 37,8 45,3

ii n=8 2,9 1,9 27,5
IW n=12 3,0 1,8 8,4
IZ n=39 4,2 3,8 5,4
ko n=8 2,6 1,9 5,2
LW n=4 14,2 13,8 16,0
MS n=22 3,0 2,1 7,7
OF n=26 1,6 1,0 1,8
oo n=4 5,5 3,6 6,2
SF n=6 3,3 0,8 5,6
UF n=6 2,5 0,0 4,6

VMR n=11 1,9 1,2 2,1
WZ n=4 23,3 19,2 24,3
xx n=4 1,5 0,9 2,3

atop. Ekzem
läsional
AA n=6 3,5 2,4 23,4

AW n=30 3,9 2,9 6,2
DK n=14 26,7 20,7 31,9
GK n=22 29,1 26,1 47,2
MK n=14 6,5 3,8 7,9
SH n=16 8,0 6,9 13,3
SW n=14 12,1 11,0 14,0
VM n=18 3,9 2,2 4,5

atop. Ekzem
nicht läsional

AA n=32 3,8 3,4 4,7
AW n=32 6,3 5,2 7,8
DK n=42 4,6 4,0 8,0
GK n=21 35,6 22,1 108,0
GS n=9 5,3 2,0 12,6

MK n=24 8,6 5,0 14,6
SH n=12 15,4 14,0 26,2
SW n=12 12,2 9,5 16,2  
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A3.9 Datentabelle zu Abbildung 37: Mittlere GM-CSF-Konzentrationsquotienten der 

Expositionsvariablen nach dem Modell der Varianzanalyse. Aufgetragen sind 

die kleinsten quadratischen Mittelwert-Schätzer mit der 1 σ Standardabwei-

chung, angegeben ist ferner die Fallzahl der jeweiligen Expositionsvariablen. 

 

Fallgruppe
Expositionsvariable 
(Versuchsanzahl)

quadratischer
Mittelwert-
Schätzer
[pg/ml]

Standard-
abw. 1σ
[pg/ml]

Kontrolle
Umwelt T/m-X (n=14) 1,678 0,197

3 MAK T (n=17) 1,553 0,185
1 MAK T (n=18) 0,652 0,192

1 MAK m-X (n=7) 0,511 0,279
Inkubator (n=3) 1,274 0,447

atop. Ekzem läsional
Umwelt T/m-X (n=12) 0,552 0,217

3 MAK T (n=22) 1,661 0,165
1 MAK T (n=18) 1,036 0,211

1 MAK m-X (n=9) 0,920 0,249
atop. Ekzem nicht läsional

Umwelt T/m-X (n=12) 1,132 0,284
3 MAK T (n=20) 1,389 0,231
1 MAK T (n=15) 1,789 0,269

1 MAK m-X (n=12) 1,828 0,284
Inkubator (n=4) 2,056 0,492  

 
 



                                                                                                                           Anhang 3 - Datentabellen 

 XLVIII  

A3.10 Datentabelle zu Abbildung 38: Mittlere GM-CSF-Konzentrationsquotienten in 

Abhängigkeit von der Expositionsdauer über alle Expositionsvariablen nach 

dem Modell der Varianzanalyse. Aufgetragen sind die kleinsten quadratischen 

Mittelwert-Schätzer mit der 1 σ Standardabweichung, angegeben ist ferner die 

Fallzahl der jeweiligen Expositionsdauer (KZ: Kurzzeitexposition, LZ: Langzeit-

exposition). 

 

Fallgruppe
Expositionsdauervariable 

(Versuchsanzahl)

kleinster 
quadratischer

Mittelwert-
Schätzer
[pg/ml]

Standard-
abw. 1σ
[pg/ml]

Kontrolle
Kurzzeit (n=28) 1,481 0,162
Langzeit (n=31) 0,968 0,154

atop. Ekzem läsional
Kurzzeit (n=30) 1,378 0,154
Langzeit (n=31) 1,040 0,151

atop. Ekzem nicht läsional
Kurzzeit (n=37) 2,099 0,198
Langzeit (n=26) 1,179 0,213  
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A3.11 Datentabelle zu Abbildung 39: Mittlere GM-CSF-Konzentrationsquotienten der 

Fallgruppe nicht läsionales atopisches Ekzem unter Interaktion einzelner 

Expositionsarten und Expositionsdauer nach dem Modell der Varianzanalyse. 

Aufgetragen sind die kleinsten quadratischen Mittelwert-Schätzer mit der 1 σ 

Standardabweichung, angegeben ist ferner die Fallzahl der jeweiligen Exposi-

tionsvariablen. 

 

Expositionsdauer
Expositionsvariable 
(Versuchsanzahl)

kleinster 
quadratischer

Mittelwert-
Schätzer
[pg/ml]

Standard-
abw. 1σ
[pg/ml]

Kurzzeit
Umwelt T/m-X (n=6) 0,833 0,402

3 MAK T (n=13) 1,748 0,273
1 MAK T (n=10) 1,613 0,311

1 MAK m-X (n=6) 2,913 0,402
Inkubator (n=2) 3,388 0,696

Langzeit
Umwelt T/m-X (n=6) 1,432 0,402

3 MAK T (n=7) 1,030 0,372
1 MAK T (n=5) 1,965 0,440

1 MAK m-X (n=6) 0,743 0,402
Inkubator (n=2) 0,725 0,696  
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A3.12 Datentabelle zu Abbildung 40: Mittlere Interleukin 1α-Konzentrationsquotien-

ten der Expositionsvariablen nach dem Modell der Varianzanalyse. Aufgetra-

gen sind die kleinsten quadratischen Mittelwert-Schätzer mit der 1 σ Stan-

dardabweichung, angegeben ist ferner die Fallzahl der jeweiligen Expositions-

variablen. 

 

Fallgruppe
Expositionsvariable 
(Versuchsanzahl)

kleinster 
quadratischer

Mittelwert-
Schätzer
[pg/ml]

Standard-
abw. 1σ
[pg/ml]

Kontrolle
Umwelt T/m-X (n=5) 0,032 0,092

1 MAK T (n=2) 0,260 0,163
synth. Luft (n=3) 0,529 0,187

atop. Ekzem läsional
Umwelt T/m-X (n=4) 0,458 0,035

synth. Luft (n=4) 0,950 0,078
atop. Ekzem nicht läsional

Umwelt T/m-X (n=8) 0,467 0,082
3 MAK T (n=1) 0,223 0,081

1 MAK m-X (n=6) 0,351 0,116
synth. Luft (n=3) 0,223 0,081  
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A3.13 Datentabelle zu Abbildung 41: Mittlere Interleukin 6-Konzentrationsquotienten 

der Expositionsvariablen nach dem Modell der Varianzanalyse. Aufgetragen 

sind die kleinsten quadratischen Mittelwert-Schätzer mit der 1 σ Standard-

abweichung, angegeben ist ferner die Fallzahl der jeweiligen Expositions-

variablen. 

 

Fallgruppe
Expositionsvariable 
(Versuchsanzahl)

kleinster 
quadratischer

Mittelwert-
Schätzer
[pg/ml]

Standard-
abw. 1σ
[pg/ml]

Kontrolle
Umwelt T/m-X (n=1) 0,951 0,462

3 MAK T (n=1) 0,951 0,462
synth. Luft (n=2) 0,951 0,462
Inkubator (n=6) 0,951 0,462

atop. Ekzem läsional
Umwelt T/m-X (n=1) 0,918 0,066

3 MAK T (n=2) 1,549 0,134
1 MAK m-X (n=2) 0,918 0,066
synth. Luft (n=1) 0,077 0,170
Inkubator (n=2) 1,128 0,178

atop. Ekzem nicht läsional
Umwelt T/m-X (n=1) 0,753 0,190

3 MAK T (n=6) 1,212 0,209
1 MAK T (n=4) 0,722 0,832

1 MAK m-X (n=2) 0,753 0,190
synth. Luft (n=7) 0,929 0,218
Inkubator (n=3) 0,151 0,400  
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A3.14 Datentabelle zu Abbildung 48: Vergleich der Fallzahlen von erhöhten (+) bzw. 

reduzierten (-) sowie unveränderten (=) GM-CSF-Konzentrationsverhältnissen 

nach Kurzzeit (KZ)- und Langzeitexpositionen (LZ) pro Expositionsvariable 

und Fallgruppe. Die Balkenhöhe beschreibt den relativen Anteil in [%], am 

Balkenkopf ist die absolute Fallzahl n aufgetragen. 

 
GMCSF Kurzzeitexposition Langzeitexposition

Expositions-
variablen

Anzahl 
" = "

n      %

Anzahl 
"+"

n      %

Anzahl 
"-"

n      %

Anzahl 
"="

n      %

Anzahl 
"+"

n      %

Anzahl 
"-"

n      %
 gesund
gesamt 11 = 47 + 20 - 16 = 38 + 36 -

Umw. T/m-X 1 5,6 15 83,3 2 11,1 1 6,3 11 68,8 4 25,0
3 MAK T 4 20,0 14 70,0 2 10,0 4 17,4 17 73,9 2 8,7
1 MAK T 1 6,3 7 43,8 8 50,0 1 6,3 3 18,8 12 75,0

1 MAK m-X 5 31,3 7 43,8 4 25,0 7 28,0 1 4,0 17 68,0
synth. Luft 0 0,0 2 50,0 2 50,0 1 25,0 2 50,0 1 25,0
Inkubator 0 0,0 2 50,0 2 50,0 2 33,3 4 66,7 0 0,0
läsional
gesamt 9 = 41 + 13 - 6 = 19 + 45 -

Umw. T/m-X 3 30,0 1 10,0 6 60,0 1 5,6 2 11,1 15 83,3
3 MAK T 0 0,0 13 92,9 1 7,1 0 0,0 6 37,5 10 62,5
1 MAK T 0 0,0 15 88,2 2 11,8 3 16,7 7 38,9 8 44,4

1 MAK m-X 4 33,3 6 50,0 2 16,7 0 0,0 2 16,7 10 83,3
synth. Luft 2 50,0 0 0,0 2 50,0 2 50,0 0 0,0 2 50,0
Inkubator 0 0,0 6 100,0 0 0,0 0 0,0 2 100,0 0 0,0

nicht läsional
gesamt 9 = 38 + 38 - 16 = 22 + 57 -

Umw. T/m-X 0 0,0 4 20,0 16 80,0 5 13,2 7 18,4 26 68,4
3 MAK T 1 4,3 19 82,6 3 13,0 1 5,9 6 35,3 10 58,8
1 MAK T 1 6,3 5 31,3 10 62,5 4 30,8 6 46,2 3 23,1

1 MAK m-X 7 38,9 6 33,3 5 27,8 6 30,0 3 15,0 11 55,0
synth. Luft 0 0,0 0 0,0 4 100,0 0 0,0 0 0,0 4 100,0
Inkubator 0 0,0 4 100,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 3 100,0  
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A3.15 Datentabelle zu Abbildung 49: Vergleich der Fallzahlen von erhöhten (+) bzw. 

reduzierten (-) sowie unveränderten (=) IL-1α-Konzentrationsverhältnissen 

nach Kurzzeit (KZ)- und Langzeitexpositionen (LZ) pro Expositionsvariable 

und Fallgruppe. Die Balkenhöhe beschreibt den relativen Anteil in [%], am 

Balkenkopf ist die absolute Fallzahl n aufgetragen. 

 
IL-1α Kurzzeitexposition Langzeitexposition

Expositions-
variablen

Anzahl 
" = "

n      %

Anzahl 
"+"

n      %

Anzahl 
"-"

n      %

Anzahl 
"="

n      %

Anzahl 
"+"

n      %

Anzahl 
"-"

n      %
 gesund
gesamt 12 = 5 + 62 - 5 = 12 + 80 -

Umw. T/m-X 7 38,9 1 5,6 10 55,6 0 0,0 7 43,8 9 56,3
3 MAK T 3 14,3 1 4,8 17 81,0 3 9,7 1 3,2 27 87,1
1 MAK T 0 0,0 1 6,3 15 93,8 0 0,0 2 12,5 14 87,5

1 MAK m-X 2 12,5 0 0,0 14 87,5 2 8,3 2 8,3 20 83,3
synth. Luft 0 0,0 2 50,0 2 50,0 0 0,0 0 0,0 4 100,0
Inkubator 0 0,0 0 0,0 4 100,0 0 0,0 0 0,0 6 100,0
läsional
gesamt 13 = 8 + 38 - 8 = 3 + 61 -

Umw. T/m-X 0 0,0 0 0,0 10 100,0 0 0,0 0 0,0 18 100,0
3 MAK T 3 21,4 2 14,3 9 64,3 4 22,2 1 5,6 13 72,2
1 MAK T 6 40,0 3 20,0 6 40,0 4 22,2 1 5,6 13 72,2

1 MAK m-X 3 25,0 0 0,0 9 75,0 0 0,0 0 0,0 12 100,0
synth. Luft 0 0,0 0 0,0 4 100,0 0 0,0 1 25,0 3 75,0
Inkubator 1 25,0 3 75,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 2 100,0

nicht läsional
gesamt 8 = 5 + 72 - 7 = 6 + 86 -

Umw. T/m-X 0 0,0 0 0,0 20 100,0 0 0,0 2 5,3 36 94,7
3 MAK T 5 22,7 0 0,0 17 77,3 3 15,0 1 5,0 16 80,0
1 MAK T 0 0,0 0 0,0 16 100,0 4 28,6 3 21,4 7 50,0

1 MAK m-X 3 15,8 5 26,3 11 57,9 0 0,0 0 0,0 20 100,0
synth. Luft 0 0,0 0 0,0 4 100,0 0 0,0 0 0,0 4 100,0
Inkubator 0 0,0 0 0,0 4 100,0 0 0,0 0 0,0 3 100,0  

 
 



                                                                                                                           Anhang 3 - Datentabellen 

 LIV  

A3.16 Datentabelle zu Abbildung 50: Vergleich der Fallzahlen von erhöhten (+) bzw. 

reduzierten (-) sowie unveränderten (=) IL-6-Konzentrationsverhältnissen nach 

Kurzzeit (KZ)- und Langzeitexpositionen (LZ) pro Expositionsvariable und 

Fallgruppe. Die Balkenhöhe beschreibt den relativen Anteil in [%], am 

Balkenkopf ist die absolute Fallzahl n aufgetragen. 

 
IL-6 Kurzzeitexposition Langzeitexposition

Expositions-
variablen

Anzahl 
" = "

n      %

Anzahl 
"+"

n      %

Anzahl 
"-"

n      %

Anzahl 
"="

n      %

Anzahl 
"+"

n      %

Anzahl 
"-"

n      %
 gesund
gesamt 58 = 16 + 5 - 54 = 17 + 30 -

Umw. T/m-X 15 83,3 3 16,7 0 0,0 7 43,8 3 18,8 6 37,5
3 MAK T 12 57,1 8 38,1 1 4,8 25 75,8 6 18,2 2 6,1
1 MAK T 14 87,5 0 0,0 2 12,5 5 31,3 0 0,0 11 68,8

1 MAK m-X 12 75,0 2 12,5 2 12,5 17 65,4 4 15,4 5 19,2
synth. Luft 1 25,0 3 75,0 0 0,0 0 0,0 2 50,0 2 50,0
Inkubator 4 100,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 2 33,3 4 66,7
läsional
gesamt 30 = 23 + 9 - 20 = 3 + 47 -

Umw. T/m-X 6 60,0 0 0,0 4 40,0 4 22,2 0 0,0 14 77,8
3 MAK T 6 42,9 7 50,0 1 7,1 4 23,5 0 0,0 13 76,5
1 MAK T 7 43,8 7 43,8 2 12,5 8 44,4 2 11,1 8 44,4

1 MAK m-X 8 66,7 4 33,3 0 0,0 3 25,0 0 0,0 9 75,0
synth. Luft 1 25,0 1 25,0 2 50,0 1 33,3 0 0,0 2 66,7
Inkubator 2 33,3 4 66,7 0 0,0 0 0,0 1 50,0 1 50,0

nicht läsional
gesamt 30 = 25 + 34 - 51 = 8 + 40 -

Umw. T/m-X 9 45,0 1 5,0 10 50,0 22 57,9 3 7,9 13 34,2
3 MAK T 12 48,0 7 28,0 6 24,0 12 60,0 0 0,0 8 40,0
1 MAK T 4 22,2 2 11,1 12 66,7 8 57,1 2 14,3 4 28,6

1 MAK m-X 3 16,7 11 61,1 4 22,2 9 45,0 2 10,0 9 45,0
synth. Luft 0 0,0 2 50,0 2 50,0 0 0,0 1 25,0 3 75,0
Inkubator 2 50,0 2 50,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 3 100,0  
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