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I  Verzeichnis der Abkürzungen 

 

AD   Atopische Dermatitis 

BAL   Bronchoalveoläre Lavage 

BSA   Bovines Serumalbumin (bovine serum albumine) 

CCR   Chemokine receptor 

CD   Cluster of differentiation 

CS   Cell sorting 

DEP   Diesel exhaust particles 

ECP   Eosinophilic cationic protein 

EDN   Eosinophil-derived neurotoxin 

ELISA   Enzyme linked immunoabsorbant assay 

EPO   Eosinophilen-Peroxidase 

EPX   Eosinophilic-derived neurotoxin 

5-o-ETE  5-oxo-Eicosatetraensäure 

FACS   Fluorescense activated cell sorter, Durchflusszytometer 

FcRI   Hoch-affiner Ig-E Rezeptor 

FcRII   Niedrig-affiner Ig-E Rezeptor 

FcRI   Hoch-affiner Ig-G Rezeptor 

FcRII   Niedrig-affiner Ig-G Rezeptor 

FCS   Fötales Kälberserum (fetal calf serum) 

FEIA   Fluoroimmunoassay 

FITC   Fluoreszeinisothiozyanat 

FKS   Fötales Kälberserum 

FL   Fluoreszein 

GM-CSF  Granulocyte-makrophage colony-stimulating factor 

h   Stunde(n) 

HDMS   Hexamethyldisilazane 

5-o-HETE  5-oxo-15-hydroxy-Eicosatetraensäure 

HES   Hypereosinophiliesyndrom 

ICAM-1   Intercellular adhesion molecule-1 

Ig   Immunglobulin 

IL   Interleukin 



 7

LBP   LPS-binding protein 

LPS   Lipopolysaccharid 

LTB4   Leukotrien B4 

LTC4   Leukotrien C4 

MACS   Magnetic cell sorting 

mAk   Monoklonaler Antikörper 

MBP   Major basic protein 

MCP   Makrophage chemo attractant protein 

MIF   Macrophage migration inhibitory factor 

MIP   Makrophage inflammatory protein 

min   Minute 

NIST   National Institute of Standards & Technology 

PAF   Platelet-activating factor 

PAK   Polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe 

PBS   Phosphate buffered saline 

PGD2   Prostaglandin D2 

PGE2   Prostaglandin E2 

PGF2a   Prostaglandin F2a 

PM   Particulate matter 

PMN   Polymorph nukleäre Granulozyten 

RANTES  Regulated on activation, normal T-cell expressed and secreted 

RAST   Radio-Allergo-Sorbent Test 

RIA   Radioimmunoassay 

ROS   Reaktive Sauerstoff (O2) Spezies 

RPMI   Roswell Park Memorial Institute medium 

TARC   Thymus- and activation-regulated chemoine 

TGF   Transforming growth factor 

TNF   Tumor Nekrose Faktor 

TSP   Totals suspended particulates 

TXA2   Thromboxan A2 

UFP   Ultrafine particle 

VEGF   Vascular endothelial growth factor 

VLA   Very late antigen 
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1 Einleitung 

 

1.1 Zusammenhang zwischen einem Anstieg der Kfz-bedingten Luftverunreinigung 

und der Häufigkeit atopischer Erkrankungen 

 

Der Straßen- bzw. Kraftfahrzeugverkehr bestimmt heute weitgehend das Bild der urbanen Zentren  und 

Kulturlandschaften. Zwischen 1950 und 1990 stieg in der Bundesrepublik Deutschland die Nutzung des 

Kraftfahrzeugs im Personenverkehr um fast das 10fache auf 800 Mrd. Personenkilometer an (Mersch-

Sundermann und Haße 1997). Nach neuesten Luftqualitätsmessungen durch die Europäische 

Kommission im Januar 2005 führten sehr hohe Konzentrationen von partikulären Luftschadstoffen zu 

annähernd 348.000 frühzeitigen Todesfällen in der EU im Jahre 2000, weshalb eine signifikante 

Reduktion der partikulären Luftschadstoffe zwischen 2000 bis 2020 angestrebt wird (Pye und Watkiss 

2005).  

 

Ein wesentlicher Bestandteil der Kfz-bedingten Luftverunreinigung ist der Feinstaub und hier 

insbesondere der von Dieselmotoren emittierte Ruß (Wichmann 2007, Schwartz 1994). Im Blickpunkt 

stehen derzeit vor allem Feinstäube mit einem Durchmesser kleiner als 0,1 m, die so genannten 

ultrafeinen Partikel. Ultrafeine Partikel entstehen besonders bei Verbrennungsprozessen und sind daher 

überwiegend anthropogener Natur. Die zunehmende industrielle Luftverschmutzung mit ultrafeinen 

Partikeln hat entsprechend neuester Untersuchungen großen Einfluss auf die Entwicklung und 

Exazerbation kardiopulmonaler Erkrankungen, wie zum Beispiel die koronare Herzkrankheit oder die 

chronisch obstruktive Lungenerkrankung (Yue et al. 2007, Heinrich und  Wichmann 2004, Maier et al. 

2008).   

 

In den letzten Jahren wurde in vielen wissenschaftlichen Untersuchungen ein direkter Zusammenhang 

zwischen verkehrsbedingten Immissionen und Erkrankungen aus dem atopischen Formenkreis 

nachgewiesen (Heinrich und Wichmann 2004). So wurde 1987 in einer japanischen Studie erstmals 

dargelegt, dass in verkehrsbelasteten Gebieten signifikant höhere Prävalenzraten für Sensibilisierungen 

gegen Zedernpollen-Allergene im Vergleich zu wenig belasteten ländlichen Gebieten auftraten (Ishizaki 

et al. 1987). Bereits damals haben die Autoren die hohen Prävalenzen mit der Belastung durch 

Dieselrußpartikel in Zusammenhang gebracht. 1991/1992 fand sich in einer weiteren Studie an 

erwachsenen Asthmatikern in Erfurt eine signifikante Assoziation zwischen 5-Tages-Mittelwerten feiner 
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und ultrafeiner Partikel und der Verschlechterung von Asthma und Lungenfunktion (Peters et al. 1998). 

Im Jahre 2000 wurde bei Kindern, welche an Straßen mit hoher Verkehrsbelastung lebten, eine 

signifikante Assoziation zwischen der Ausprägung atopischer Erkrankungen und Kfz-bedingter 

Luftverschmutzung festgestellt (Krämer et al. 2000). Diese alarmierenden Ergebnisse konnten durch 

eine aktuelle wissenschaftliche Studie bestätigt werden. Es zeigte sich eine deutliche Korrelation 

zwischen der Nähe des Wohnortes zur nächsten Hauptstraße und der Ausprägung von Atopischem 

Ekzem, Asthma bronchiale allergicum und Rhinokonjunktivitis allergica, wobei Kinder, welche weniger 

als 50 Meter von einer verkehrsbelasteten Hauptstraße lebten, besonders stark betroffen waren 

(Morgenstern et al. 2008).  Darüber hinaus konnte von anderen Forschungsgruppen  im Maus- Model, 

bei gleichzeitiger Allergenstimulation, eine gesteigerte Eosinophilenrekrutierung in der Lunge und eine 

Überempfindlichkeit der Luftwege durch Dieselrußpartikelinhalation nachgewiesen werden (Takano H et 

al. 1998).  

 

Eosinophile Granulozyten sind in den Pathomechanismus von zahlreichen entzündlichen Prozessen, 

z.B. Parasiteninfektionen, Erkrankungen aus dem atopischen Formenkreis, zu denen das Asthma 

bronchiale allergicum, die Rhinokonjunktivitis allergica und das atopische Ekzem zählen, und anderen 

Erkrankungen (z.B. Churg-Strauß-Syndrom, Hypereosinophiliesyndrom) involviert (Plötz et al. 2001, La 

Force 1999, Gleich 2000, Ring et al. 2001). Eosinophile migrieren ins Entzündungsgewebe und 

modulieren Immunantworten über verschiedene Wege, so zum Beispiel Antigen-Präsentation, 

Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen und anderen Mediatoren, zudem agieren die als 

Effektorzellen (Bousquet J et al. 1990, Gleich 1990, 2000). Eosinophile werden über Rezeptoren für 

Zytokine, Immunglobuline und Komplement aktiviert. Sie setzen Zytokine (IL-2, -4, -5, -10, -12, -13, -16, 

18, TNF α, β),  Chemokine (RANTES, Eotaxin-1) und Lipidmediatoren (PAF, LTC4) frei. (Hogan 2007, 

Plötz et al. 2001).  

 

Der dargestellte Sachverhalt führte zu der Fragestellung, ob eosinophile Granulozyten, als 

Effektorzellen atopischer Erkrankungen, mit ultrafeinen oder feinen Partikeln direkt oder indirekt 

interagieren. Der erste Teil der experimentellen Arbeit beschäftigt sich mit der Fragestellung, ob 

Rußpartikel eosinophile Granulozyten direkt zur Chemotaxis, Freisetzung von Mediatoren oder 

Aufregulierung von Adhäsionsproteinen aktivieren können. Im zweiten Teil wird untersucht, ob andere 

Zellsysteme in die Interaktion von Eosinophilen und Schadstoffpartikeln eingebunden sind.  
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2 Grundlagen 

 

2.1 Der eosinophile Granulozyt 

 

2.1.1 Morphologie 

 

Im Jahre 1879 entdeckte Paul Ehrlich einen Zelltypus, der sich mit dem sauren Anilinfarbstoff Eosin 

selektiv anfärben ließ (Ehrlich 1879). Diese Eigenschaft und die auffallende zytoplasmatische 

Granulation führten zu ihrer Benennung als eosinophile Granulozyten. 

 

 
 

 

 

 

 

Abbildung 1: Aus peripherem Blut isolierte eosinophile Granulozyten: Zytospinpräparat; Pappenheimfärbung 

 

Eosinophile Granulozyten sind runde bis ovoide Zellen mit einem Durchmesser von 12-15 µm. 

Lichtmikroskopisch erkennt man einen zweigelappten Kern und große bikonvexe azidophile Granula, 

wodurch eine Differenzierung von den polymorphkernigen, neutrophilen Granulozyten möglich ist. 

Morphologisch und biochemisch lassen sich drei Granulatypen unterscheiden: 

Kleine, primäre und sekundäre Granula. „Kleine Granula“  enthalten die zwei Enzyme Arylsulfatase B 

und saure Phosphatase, diese Granula sind nur mit dem Elektronenmikroskop identifizierbar. 

Die so genannten „primären Granula“ sind runde und elektronenoptisch uniforme Organellen, die im 

wesentlichen Lysophosphatase enthalten und nur während des Promyelozytenstadiums nachweisbar 

sind, da sie sich dann zu den „sekundären Granula“ weiterentwickeln.  

 

Die „sekundären Granula“, auch „spezifische Granula“ genannt, sind für das besondere Färbeverhalten 

der eosinophilen Granulozyten verantwortlich. Sie besitzen einen elektronendichten, kristalloiden Kern 

(Core), welcher von einer weniger elektronendichten Matrix umgeben ist. Dieser Granulatyp enthält zum 

einen nichtenzymatische basische Proteine, die charakteristisch zwischen Matrix und Kern verteilt sind, 

zum anderen eine Reihe von Enzymen (Bainton und Farquar 1970; Gleich und Adolphson 1986; 



 11

Kroegel und Matthys 1992). Die Granulamatrix enthält die Eosinophilen-Peroxidase (EPO), das 

„Eosinophil-derived Neurotoxin“ (EDN) und das „Eosinophilic Cationic Protein“ (ECP), während das 

kristalloide Zentrum der Granula aus kristallisiertem Major Basic Protein (MBP) besteht. Diese 

verschiedenen granulären Proteine der Eosinophilen sind zytotoxisch und helminthotoxisch (Spry 1988) 

und zeigen zahlreiche Wirkungen, die von der Stimulation bis zur Zerstörung verschiedener Zellen 

reichen (Bruijnzeel et al. 1992). 

 

In Granula, die keine kristalloiden Einschlüsse enthalten, sind hexagonale, bipyramidale Kristalle mit 

Lysophospholipaseaktivität, die so genannten Charcot-Leyden-Kristalle, lokalisiert (Gleich et al. 1976; 

Leiferman 1991; Gleich et al. 1993). Diese Kristalle wurden erstmals von den  Ärzten Jean Ch. Charcot 

(1825-1893) in der Milz eines Leukämiepatienten (Charcot 1860) und dem deutschen Internisten Ernst 

von Leyden (1832-1910) im Sputum eines Asthmapatienten (von Leyden 1872) beschrieben. Ihre Rolle 

ist noch weitgehend unklar, eventuell stehen sie durch ihre enzymatische Aktivität in Zusammenhang 

mit der Atelektaseentstehung beim Asthma bronchiale allergicum (Gleich et al. 1993). 

 

Die klassischen Zellorganellen wie das endoplasmatische Retikulum, der Golgi-Apparat, freie 

Ribosomen und Mitochondrien sind im eosinophilen Granulozyten ebenfalls vorhanden, im Verlauf der 

Zellreifung nehmen sie an Größe und Zahl jedoch ab (Bainton und Farquhar 1970).  

 

 

2.1.2 Endogene Aktivierung von eosinophilen Granulozyten durch Mediatoren  

 

Eosinophile Granulozyten werden im Knochenmark unter dem Einfluss zahlreicher 

Differenzierungsfaktoren wie IL-3, IL-5 und GM-CSF gebildet (Weller 1994). Diese Zytokine hemmen 

außerdem auch die Apoptose eosinophiler Granulozyten (Simon 1997). Darüber hinaus stimulieren sie, 

wie auch TNF-, zahlreiche Effektorfunktionen und führen zu einer Voraktivierung (Priming) der Zellen, 

die daraufhin eine verstärkte Chemotaxis nach Stimulation mit Chemokinen zeigen.  

 

Eine besondere Bedeutung bei der Aktivierung von eosinophilen Granulozyten hat Interleukin-5 (IL-5), 

das von T-Lymphozyten, B-Lymphozyten, NK-Zellen, Mastzellen und Eosinophilen produziert wird 

(Warren et al. 1995, Sanderson 1995). So scheint IL-5 das wesentliche Zytokin zu sein, welches das 

Ausmaß der Produktion von Eosinophilen im Knochenmark bestimmt, wie es im Mausmodell 

nachgewiesen werden konnte (Iwana et al. 1992, Metcalf et al. 1996). Auch beim Menschen kam es 
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nach der Gabe von monoklonalen Anti-IL5-Antikörpern zu einem raschen und signifikanten Abfall 

Eosinophiler im peripheren Blut und Gewebe, wie von Plötz et al. bei Patienten mit hypereosinophilen 

Erkrankungen aufgezeigt wurde (Plötz et al. 2003). IL-5 beeinflusst weiterhin eine Reihe von 

Eosinophilenfunktionen, wie z.B. die Steigerung der Phagozytose (Lopez et al. 1998), der Antikörper-

abhängigen Zytotoxizität gegen Tumorzellen und Parasiten (Lopez et al. 1988), der Chemotaxis 

(Warringa et al. 1992), der Degranulation (Horie et al 1996), der Bildung von Entzündungsmediatoren 

wie LTC4  (Takafuji et al. 1991) und der Sauerstoffradikalbildung („respiratory burst“) (van der Bruggen 

et al. 1993). 

 

In den letzten Jahren rückte zusätzlich eine Gruppe von proinflammatorischen Botenstoffen in den 

Mittelpunkt des Interesses, die aufgrund ihrer chemotaktischen Eigenschaften Chemokine genannt 

wurden (Baggiolini et al. 1994, Kita und Gleich 1996). Zu ihnen zählen die CC-Chemokine (-

Subfamilie) mit ihren Vertretern RANTES, MIP-1MCP-2, -3, -4, -5 und Eotaxin, welche eosinophile 

Granulozyten, nicht aber neutrophile Granulozyten zu aktivieren vermögen (Baggiolini et al. 1994). 

CCR1 und CCR3 stellen bislang identifizierte Chemokinrezeptoren auf Eosinophilen dar (Elsner et al. 

1996). 

 

Auch einige Lipidmediatoren sind bislang als Eosinophilen-aktivierende Substanzen identifiziert worden. 

Das Phosphatidylcholinderivat PAF, welches in der Lage ist die Degranulation und Chemotaxis 

Eosinophiler zu induzieren (Kroegel et al. 1989, Simon et al. 2000), wird von verschieden Zellen (u.a. 

Makrophagen, Endothelzellen sowie eosinophilen Granulozyten) gebildet. Die chemotaktische Wirkung 

von den Arachidonsäuremetaboliten LTB4 und Cysteinyl-Leukotrienen (cys-LTs) auf humane 

Eosinophile in vitro ist gering, jedoch ist LTB4 in der Lage die Aufregulierung von Adhäsionsproteinen 

auf Eosinophilen zu induzieren (Powell et al. 1999). Das potente Eosinophilen-Chemotaxin 5-oxo-ETE 

entsteht aus Arachidonsäure, und es sind neben seiner chemotaktischen Wirkung auch die Induktion 

von Calciummobilisierung (Schwenk et al. 1992, Powell et al. 1999), Aktinpolymerisierung (Czech et al. 

1997, Powell et al. 1999) und die Aufregulierung des Adhäsionsproteins CD11b (Powell et al. 2001) 

durch 5-oxo-ETE und 5-o-HETE beschrieben. Somit sind bislang eine Reihe endogen gebildeter Stoffe 

bekannt, welche zu einer Induktion von Effektormechanismen eosinophiler Granulozyten führen können. 

Ob Eosinophile auch durch exogene Faktoren wie Partikel oder indirekt durch Partikel-stimulierte 

Zellsysteme aktiviert werden können, ist Fragestellung dieser Dissertation. 
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2.1.3 Zytokin- und Lipidmediatorenproduktion durch eosinophile Granulozyten 

 

Neben der Freisetzung toxischer Proteine besitzen eosinophile Granulozyten die Fähigkeit, durch 

eigene Zytokin- und Lipidmediatorenproduktion aktiv in die Immunregulation einzugreifen (Hansel et al. 

1993).  

 

Vor einigen Jahren beschrieben Horiuchi und Weller eine spontane Freisetzung des vascular 

endothelial growths factors (VEGF) aus eosinophilen Granulozyten, die durch die Zugabe von IL-5 und 

GM-CSF gesteigert werden konnte. Dabei handelt es sich um ein pleiotropes Polypeptid, welches für 

spezifische Endothelzellveränderungen, wie die Induktion der Endothelproliferation und Erhöhung der 

Gefäßpermeabilität verantwortlich zu sein scheint (Horiuchi und Weller 1997). Über die VEGF-

Freisetzung sind Eosinophile mitverantwortlich sowohl für die Gewebsödembildung als auch die 

Gefäßneubildung im Rahmen akuter und chronischer allergischer Entzündungen. 

 

Zu den Lipidmediatoren, auch Eicosanoide genannt, die von Eosinophilen synthetisiert werden, zählen 

in erster Linie Leukotrien C4 (LTC4), Thromboxan A2 (TXA2), PAF, die Prostaglandine (PG) E2, D2, und 

F2a, sowie die erst in den letzten Jahren beachteten 5-oxo-Eicosanoide (Morita et al. 1990, Kroegel et 

Matthys 1993, Boyce et al. 1996). Eicosanoide sind biologisch aktive Arachidonsäuremetaboliten, die im 

Gegensatz zu den präformierten, Granula-assoziierten Mediatoren erst nach Aktivierung der Zelle de 

novo synthetisiert werden. Diese erfolgt rasch innerhalb weniger Minuten (Gemsa und Resch 1991). 

Diese potenten Entzündungsmediatoren führen im Organismus u.a. zu erhöhter Gefäßpermeabilität, 

Bronchokonstriktion, Vasokonstriktion, Hypersekretion der Bronchial- und Nasenschleimhautdrüsen als 

auch zu einer gesteigerten Chemotaxis von eosinophilen Granulozyten (Gemsa und Resch 1991, 

Schwenk et al. 1992). 

  

In Abbildung 2 sind die verschiedenen, von eosinophilen Granulozyten synthetisierten, Zytokine und 

Lipidmediatoren zusammengefasst. 
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Lipidmediatoren:

- Platelet-activating factor

- LTC4, LTB4, PGE1, PGE2

- TXA2, TXB2, 5-OXO-15-HETE(1)

Zytokine: 

- IL-1α, IL-2, IL-3(2), IL-4(3), IL-5(4), IL-6(5), IL-8(6) IL-10(7)

- IL-12(8), IL-16(9), GM-CSF(10) 

- Vascular endothelial growth factor(11)

- Transforming growth factor-α, -β(12)

- Macrophage inflammatory protein -1a(13)

- Macrophage migration inhibitory factor(14)

- Platelet-derived growth factor -β

- Heparin binding epidermal growth factor

- Tumor necrosis factor -α(15)

Lipidmediatoren:

- Platelet-activating factor

- LTC4, LTB4, PGE1, PGE2

- TXA2, TXB2, 5-OXO-15-HETE(1)

Zytokine: 

- IL-1α, IL-2, IL-3(2), IL-4(3), IL-5(4), IL-6(5), IL-8(6) IL-10(7)

- IL-12(8), IL-16(9), GM-CSF(10) 

- Vascular endothelial growth factor(11)

- Transforming growth factor-α, -β(12)

- Macrophage inflammatory protein -1a(13)

- Macrophage migration inhibitory factor(14)

- Platelet-derived growth factor -β

- Heparin binding epidermal growth factor

- Tumor necrosis factor -α(15)
 

 

Abbildung 2: Zusammenstellung der verschiedenen Zytokine und Lipidmediatoren des eosinophilen 

Granulozyten (modifiziert nach Kroegel et al 1994, Moqbel et al 1994, Rothenberg 1998) 

 

Referenzen: (1) Schwenk und Schröder 1995   (2)Fujisawa et al.1994, Kita et al.1991

 (3)Moqbel et al. 1995, Nakajima et al. 1996 (4) Dubucquoi et al. 1994 

 (5) Melani et al. 1993    (6) Nakajima et al. 1996  

 (7) Nakajima et al. 1996    (8) Grewe et al. 1998  

 (9) Lim et al. 1996    (10) Kita et al. 1991, Ohno et al. 1991

 (11) Horiuchi und Weller 1997   (12)Ohno et al. 1992  

 (13) Costa et al. 1993    (14)Rossi et al. 1998                                

(15)  Plötz et al. 2001, Costa et al. 1993     

 

 

2.1.4 Oberflächenrezeptoren auf eosinophilen Granulozyten 

 

Membranständige Rezeptoren spielen eine wichtige Rolle bei der Zellaktivierung mit 

Mediatorfreisetzung oder Chemotaxis, da über sie das komplexe Zusammenspiel der an den 

Entzündungsreaktionen beteiligten Zellen und Mediatoren vermittelt wird. Adhäsionsmoleküle, ebenfalls 

an der Oberfläche lokalisiert, dienen in erster Linie der Zellanheftung an das Gefäßendothel und an 

Matrixelemente bei der Migration des eosinophilen Granulozyten in das Gewebe.  
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Der eosinophile Granulozyt exprimiert Oberflächenrezeptoren für Immunoglobuline, 

Komplementfaktoren, Lipidmediatoren und Adhärenzfaktoren, die auch von anderen Leukozyten 

exprimiert werden. Hierzu zählen Adhäsionsmoleküle (Schleimer et al. 1992, Czech et al. 1993, Symon 

et al. 1994), FC-Rezeptoren (Grangette et al. 1989, Monteiro et al. 1993) und auch Zytokin- und 

Chemokinrezeptoren (Mackay 1996).  

 

Aktivierte eosinophile Granulozyten exprimieren vermehrt Oberflächenrezeptoren für IgA, IgG, PAF, 

CD4, CD11, CD24 und CD69. Zu den Oberflächenproteinen der Komplementfaktoren gehören die 

Rezeptoren für C1q, CD3b/C4b und C5a (Elsner et al. 1996). 

 

Die erste Charakterisierung von Zytokinrezeptoren auf Eosinophilen erfolgte durch 

Bindungsexperimente, die hoch-affine Bindungsstellen für IL-3, IL-5 und GM-CSF aufzeigten (Lopez et 

al. 1991). Die Anzahl dieser hoch-affinen Rezeptoren für IL-3, IL-5 und GM-CSF ist mit etwa 

1000 Rezeptoren pro Zelle als gering anzusehen (Ingley und Young 1991, Chihara et al. 1990, Lopez et 

al. 1991). Die Bedeutung des IL-5-Rezeptors für die Bildung und Rekrutierung eosinophiler 

Granulozyten, auch beim Menschen, wurde zudem aus einer kürzlich erschienenen therapeutischen 

Studie deutlich. Bei dieser konnte durch den Einsatz von Anti-IL-5 Antikörpern bei Patienten mit 

Hypereosinophiliesyndrom [HES] der Krankheitszustand der behandelten Patienten erheblich gebessert 

und die Anzahl Eosinophiler im Blut und Gewebe reduziert werden (Plötz et al. 2003). Eosinophile 

exprimieren weiterhin Oberflächenrezeptoren für Lipidmediatoren wie PAF und LTB4 (Kishimoto et al 

1996). Ein wichtiges Aktivierungsmolekül auf eosinophilen Granulozyten stellt CD 69 dar, welches nach 

Stimulation mit IL-3, IL-5 oder GM-CSF vermehrt exprimiert wird (Nishikawa et al. 1992, Luttmann et al. 

1996). Weiterhin ist die Expression des Apoptosesuppressoronkogens Bcl-2 nach Stimulation mit IL-5 

beschrieben (Dewson et al. 1999). 

 

Einen wichtigen zusätzlichen Aktivierungsmarker stellt das Integrin CD11b dar, welches auf der 

Oberfläche von Eosinophilen nach Stimulation mit Chemokinen oder Lipidmediatoren vermehrt 

nachweisbar ist (Powell et al. 1999). 

  

Von den drei bekannten IgG-Rezeptoren besitzen eosinophile Granulozyten nur den niedrig-affinen 

FcRII, der einerseits IgG bindet (Capron et al. 1981), andererseits, wie neuere Studien zeigen konnten, 

mit einer Apoptoseinduktion im Zusammenhang zu stehen scheint (DeAndres et al. 1997, Kim et al. 
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1999). Kontrovers diskutiert wird die Existenz von IgE-Rezeptoren auf Eosinophilen. Die heute 

vorliegenden Ergebnisse sprechen für das Vorliegen eines niedrig-affinen IgE-Rezeptors (FcRII) auf 

Eosinophilen (Kita et al. 1999, Elsner und Kapp 1999, Sano et al. 1999). Neuere Studien konnten den 

FcRI auf einer allerdings kleinen Minderheit der Eosinophilen nachweisen und eine vermehrte 

Rezeptorexpression auf den Zellen von Atopikern aufzeigen (Sihra et al. 1997). Andere 

Veröffentlichungen gehen davon aus, dass die Untereinheit FcRI nicht auf der Oberfläche, sondern in 

den Granula Eosinophiler exprimiert werde, der FcRI-Anteil jedoch nicht vorhanden sei (Bjerke et al. 

1997, Seminario et al. 1999). Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Klärung der Frage, ob und 

welche IgE-Rezeptoren exprimiert werden, weiterer Studien bedarf. 

 

Als weiteres, nur auf eosinophilen Granulozyten vorkommendes Antigen, gilt das Adhäsionsmolekül  

VLA-4 (CD49), das nur auf eosinophilen nicht aber auf neutrophilen Granulozyten exprimiert wird 

(Walsh et al. 1991, Schleimer et al. 1992). Außerdem wurde zur Differenzierung der 

Granulozytenpopulationen das CD-9 Antigen beschrieben, es spielt möglicherweise eine Rolle als 

akzessorisches Molekül und wurde zuerst auf Thrombozyten entdeckt. Eine protektive Funktion wird 

über das Oberflächenmolekül CD 52, das außer auf Eosinophilen auch auf Makrophagen und T-

Lymphozyten vorhanden ist und in der Membran verankert ist, vermittelt. Nach Rezeptoraktivierung 

konnte ein inhibitorischer Effekt auf den respiratory burst beobachtet werden (Elsner et al. 1996). 

 

Über den Prostanoid-Rezeptor EF2 können die Prostaglandine PGE1 und PGE2 eine PAF-vermittelte 

Eosinophilenaggregation hemmen (Teixeira et al. 1997). 

 

Als letztes seien die Chemokinrezeptoren auf der Oberfläche des eosinophilen Granulozyten genannt. 

Neben dem CC-Chemokinrezeptor CCR1, der Affinität zu den beiden Chemokinen RANTES und MIP-

1aufweist (van Riper et al. 1994), spielt der CC-Chemokinrezeptor CCR3, auch Eotaxinrezeptor 

genannt (Uguccioni et al. 1997), eine bedeutende Rolle. An diesem Rezeptor binden die CC-Chemokine 

Eotaxin-1, Eotaxin-2, MCP-2, MCP-3 und MCP-4 (Forssman et al. 1997, Sabroe et al. 1999). Über 95% 

der Chemokin-induzierten Aktivierung eosinophiler Granulozyten wird über diesen Rezeptor vermittelt 

(Heath et al. 1997, Rothenberg 1998). Anderen CC-Chemokin- oder CXR-Chemokinrezeptoren auf 

Eosinophilen kommt somit nur eine untergeordnete Bedeutung zu (Daugherty et al. 1996, Teixeira et al. 

1997).   
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2.1.5 Eosinophile Granulozyten als Effektorzellen bei atopischen Erkrankungen 

 

Bereits Anfang des 19. Jahrhunderts war bekannt, dass eosinophile Granulozyten bei Allergien 

vermehrt im Blut nachweisbar sind. Eosinophile spielen nach neuesten Erkenntnissen eine wichtige 

Rolle als Effektorzellen bei allergologischen und atopischen Erkrankungen, zu denen das Asthma 

bronchiale allergicum, die Rhinokonjunktivitis allergica und das atopische Ekzem zählen. Insbesondere 

ist beschrieben, dass Eosinophile durch die Freisetzung toxischer Mediatoren Gewebsschäden und 

damit zusätzliche Entzündungskaskaden auslösen können (Bousquet et al. 1990, Gleich 1990, 2000). 

Atopische Erkrankungen haben in den letzten Jahren immer mehr an Bedeutung zugenommen, was 

auch die Prävalenz der einzelnen Krankheiten in Deutschland (s. Tab. 1) bestätigt.  

 

 Kinder 
< 15 Jahre 

Erwachsene 
> 15 Jahre 

allerg. Rhinokonjunktivitis 
(Heuschnupfen) 

7,2 – 18,5 % 9,5 – 19,6 % 

Asthma bronchiale 1,4 – 10,6% 1,8 % 

Atopisches Ekzem 
(Neurodermitis) 

8,6 – 20,2 % 1 – 3 % 

Quelle: European Allergy White Paper 1997 

Tabelle 1: Prävalenz wichtiger allergischer Erkrankungen in Deutschland 

 

Die atopische Dermatitis (AD) ist eine entzündliche Hauterkrankung mit familiärer Disposition, die sich 

klinisch in Pruritus und einer krankheitsspezifischen Verteilung am Integument mit charakteristischer 

Morphologie äußert. Zu den so genannten MAJOR-Kriterien der Erkrankung zählen Pruritus, typische 

Morphologie und Verteilung (Lichenifikation im Beugebereich, Gesichts- und Streckseitenbefall bei 

Kleinkindern und Säuglingen), Chronizität und die entsprechende Anamnese (Hanifin und Rajka 1980).  

Lange Zeit war die Rolle von Umweltallergenen bei dieser Erkrankung wenig verstanden. Heute ist 

jedoch eindeutig belegt, dass Umweltallergene nach Hautkontakt bei den Patienten Ekzemreaktionen 

induzieren oder die Exazerbation eines atopischen Ekzems provozieren können (Ring et al. 1989, Ring 

1995, Darsow et al. 1995, 1997, 1999, Darsow und Ring 2001, 2002, Ring et al. 2001). Das 

Vorhandensein aktivierter Eosinophiler sowohl im peripheren Blut als auch in läsionaler Haut von 

Patienten mit atopischer Dermatitis mit gleichzeitig nachweisbaren Eosinophilen-spezifischen 

Mediatoren im Gewebe (Leiferman et al. 1985, Leiferman 1991) und im Serum (Leiferman 1991, 

Halmerbauer et al. 1997)  machen die aktive Beteiligung dieser Zellen an der Pathogenese der 
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ekzematischen Hautveränderungen wahrscheinlich. Dies wurde durch Studien verdeutlicht, die eine 

Ekzementstehung mit Eosinophilenmigration in Dermis und später Epidermis, ausgelöst durch extern 

applizierte inhalative Allergene, aufzeigen (Bruijnezeel-Koomen et al. 1988, Henocq und Vargaftig 

1988). In therapeutischen Studien konnte hinzukommend bei Patienten mit atopischen Ekzem gezeigt 

werden, dass durch die Behandlung mit Anti-IL-5 Antikörpern (Mepulizumab) die Eosinophilenanzahl in 

Blut und Gewebe gesenkt, die Reaktion auf Aeroallergene im Atopie Patch Test vermindert und das 

klinische Krankheitsbild der Patienten deutlich gebessert werden konnte (Oldhoff JM et al. 2005). Dies 

lässt auf eine wesentliche Bedeutung der eosinophilen Granulozyten bei dem Krankheitsbild des 

atopischen Ekzems schließen. Bei einer, mittels Atopie Patch Test  induzierten Eosinophileninfiltration, 

sind die teilweise degranulierten Eosinophilen in engem Kontakt zu epidermalen Langerhans-Zellen 

anzutreffen (Bruijnzeel-Koomen et al. 1988, Gaga et al. 1991). Die Bedeutung der Eosinophilen liegt vor 

allem in der frühen Phase der Ekzementstehung. Mit der Freisetzung toxischer, proinflammatorischer 

Proteine können sie die Entzündungsreaktion verstärken und durch die Ausschüttung potenter 

Mediatoren (Interleukine) weitere Endzündungszellen aktivieren und diese somit in das Geschehen 

einbeziehen. Welche Faktoren für die Migration der Zellen letztendlich verantwortlich sind, ist derzeit 

nicht geklärt. Sicherlich spielen die für Eosinophile spezifischen chemotaktischen Substanzen wie 

Eotaxin aus T-Lymphozyten, Makrophagen und Eosinophilen selbst (Mattoli et al 1997), TARC (Kaplan 

2001) und IL-5 aus Th2 Lymphozyten (Warringa 1992)  eine tragende Rolle. Vordringlich handelt es 

sich beim atopischen Ekzem um eine IgE-abhängige, vor allem Histamin-mediierte inflammatorische 

Reaktion, unterstützt durch eine Eosinophilen-induzierte Entzündung (Hoffmann 2000).  

 

Das Asthma bronchiale ist eine chronisch-obstruktive Lungenerkrankung, die charakterisiert ist durch 

chronisch-rezidivierende Bronchokonstriktion, bronchiale Hyperreagilität und eine entzündliche 

Infiltration der Bronchialwand (Kroegel und Matthys 1992). Im Infiltrat dominieren Eosinophile, daneben 

finden sich Makrophagen und andere Leukozyten (Bousquet et al. 1990, Hoshino und Nakaruma 1997). 

Neben einer Bluteosinophilie (Horn et al. 1975, Pizzichini et al. 1997) lassen sich Eosinophile auch in 

der bronchoalveolären Lavage (BAL) und im Sputum vermehrt nachweisen (Grootendorst et al. 1997). 

Durch die Aktivierung eosinophiler Granulozyten kommt es zur Freisetzung zytotoxischer Proteine und 

reaktiver Sauerstoffspezies mit konsekutiver Schädigung des Bronchialepithels, des weiteren zur 

Aktivierung sogenannter C-Fasern und Generierung proinflammatorischer Mediatoren (Venge und 

Hakansson 1991, Gleich und Adolphson 1986, Gleich 1990, 2000). CD4-positive T-Zellen vom Typ 2 

tragen durch Zytokin- und Chemokinfreisetzung (insbesondere IL-5 und RANTES) zur Akkumulation 

eosinophiler Granulozyten bei und initiieren B-Lymphozyten zum Antikörper-Switch nach IgE (Mousli et 
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al. 1994, Coyle et al. 1996). In einer Studie konnte nachgewiesen werden, dass die Applikation eines 

anti-IgE mAK vor Allergenprovokation in Hausstaubmilben-sensibilisierten Mäusen sowohl das Serum-

IgE neutralisierte, als auch die Infiltration eosinophiler Granulozyten und die Produktion von IL-4 sowie 

IL-5 inhibierte (Coyle et al. 1996). In mehreren Studien konnten durch Blockierung von IL-5 

verschiedene Aspekte des allergischen Asthma bronchiale unterdrückt werden (Foster et al. 1996, 

Hamelmann und Gelfand 2001). Eine andere aktuelle Untersuchung zeigte allerdings, dass die 

Verabreichung von Anti-IL-5-Antikörpern zwar die Zahl der Eosinophilen im Blut und Sputum von 

Asthmapatienten drastisch reduzierte, aber die bronchiale Spätreaktion und die bronchiale 

Hyperreaktivität nicht beeinflusste. Dies ließ Zweifel an der Rolle Eosinophiler in der Pathogenese des 

Asthma bronchiale aufkommen (Leckie et al. 2000, Lacy et al. 2001). 

 

Bei der allergischen Rhinitis handelt es sich um ein Krankheitsbild, welches sich in erster Linie in einem 

eng umschriebenen Gebiet, der Nasenschleimhaut, oft unter Einbeziehung der Konjunktiven 

(Rhinokonjunktivitis), abspielt. Die Beschwerden können sowohl saisonal (Pollinose), als auch perennial 

durch Allergene wie Milben, Tierhaare, Bettfedern oder Berufsallergene auftreten. Sie bestehen aus 

Juckreiz und Kitzeln in der Nase, Niesattacken, sowie wässrigem Fließschnupfen (Weerda 1989). 

Einige Stunden nach dieser Sofortreaktion kann es zu einem erneuten Auftreten nasaler Symptome 

kommen. Dabei steht das Anschwellen der Nasenschleimhaut mit erhöhtem Atemwegswiderstand im 

Vordergrund (Baraniuk 1999, Naclerio 1999). Durch die massive Infiltration der Nasenschleimhaut mit 

eosinophilen Granulozyten und die Freisetzung ihrer Mediatoren im Rahmen der allergischen 

Spätreaktion lässt sich eine allergische Entzündung des oberen Respirationstraktes von Entzündungen 

anderer Genese abgrenzen. An der Aktivierung, der Verlängerung der Eosinophilen-Überlebenszeit und 

der verstärkten Expression von Adhäsionsmolekülen sind bei der allergischen Rhinitis Th2-Zytokine 

wesentlich beteiligt (Van Cauwenberge et al. 1999). Intranasal applizierte Glukokortikoide beeinflussen 

besonders die allergische Spätreaktion positiv. Sie reduzieren signifikant die Expression der IL-4 und IL-

5 Rezeptoren und induzieren die Expression des INF-Rezeptors in der Nasenschleimhaut, ändern also 

das Th2- in ein Th1-Zytokinmuster (Wright et al. 1999). Auch die ECP-Konzentration sowie 

Eosinophilenanzahl im Nasensekret werden gesenkt (La Force 1999). Die gleichzeitige Besserung der 

klinischen Symptomatik in Korrelation mit dem Abfall von Eosinophilenprodukten und Eosinophilen im 

Nasensekret führte zu der Erkenntnis, dass es sich bei der Spätreaktion der allergischen Rhinitis um ein 

eng mit Eosinophilen assoziiertes Krankheitsbild handelt. 
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2.1.6 Exogene Stimuli der Eosinophilenaktivierung 

 

Unsere Atemwege kommen bei Inhalation ständig mit Bakterien und bakteriellen Bestandteilen in 

Kontakt. Organische Stäube pflanzlichen, tierischen oder mikrobiellen Ursprungs sind oft mit zum Teil 

hohen Mengen von Endotoxin/Lipopolysaccharid (LPS) belastet. LPS ist ein Bestandteil der Umwelt 

(Jakobs 1997) und in einer Reihe von Staubextrakten nachgewiesen worden. LPS ist in den oberen 

Luftwegen vorhanden und die LPS-Konzentration steigt bei Infektionen und entzündlichen Prozessen 

lokal und systemisch an (Rosenthal und Tage 1975). LPS besitzt eine Reihe unterschiedlicher 

biologischer Wirkungen. Neben der Induktion entzündlicher Reaktionen sind insbesondere seine 

pyrogenen Eigenschaften zu nennen. So sind in jüngster Zeit Bakterientoxine als Immunstimulantien für 

eine TH-1 gerichtete Reaktion beschrieben worden. Dies steht im Gegensatz zu Berichten über die 

Rolle  von LPS beim Asthma bronchiale. Experimentelle und in-vivo-Untersuchungen zeigten auf, dass 

LPS-Inhalation verschiedene chronisch obstruktive Lungenerkrankungen einschließlich dem Asthma 

bronchiale (Di Luzio und Friedmann 1973, Pauwels et al. 1990, Folkerts et al. 1988, Michel et al. 1989, 

1991, 1992) verschlechtern kann. Schon niedrige LPS-Dosen können eine Bronchokonstriktion bei 

Asthmatikern auslösen (Michel et al. 1989, 1991, 1992). Somit stellt sich die Frage, ob die Inhalation 

von LPS auch eosinophile Granulozyten als wesentliche Effektorzellen beim Asthma bronchiale 

aktivieren kann. Neueste Studien konnten dementsprechend nachweisen, dass LPS eine 

dosisabhängige TNF-und ECP-Freisetzung durch humane eosinophile Granulozyten induzieren kann 

(Plötz et al. 2001). 

  

Da bei jeder Form der Aktivierung von eosinophilen Granulozyten durch feine und ultrafeine Partikel 

LPS als Auslöser Betracht gezogen werden musste, war es für dieses Projekt wichtig, LPS als 

mögliches auslösendes Agens der beobachteten Zellantworten auszuschließen. Deshalb wurde bei fast 

allen Versuchsabläufen LPS als Kontrolle angesetzt, um sicherzugehen, dass die beobachteten 

Phänomene nicht allein auf eine LPS-Kontamination der eingesetzten feinen und ultrafeinen Partikel 

zurückzuführen sind. 

 

 

Bestandteile von Umweltpollen windbestäubter Pflanzen konnten als exogene Stimuli eosinophiler 

Granulozyten ausgemacht werden. Gemeinsames Bauprinzip der Pollen ist der Aufbau aus einer Zelle, 

deren Plasmamembran von der Pollenwand umgeben ist und neben den Zellorganellen den vegetativen 

Nukleus enthält (Hoekstra und Bruinsma 1975). Pollenallergene befinden sich vorwiegend im 
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Zytoplasma, oft in Ribosomen-reicher Umgebung (Grote 1999). Aber auch in Mitochondrien, P-Partikeln 

und Stärkegranula sind Allergene beschrieben worden (Behrendt und Becker 2001). Kürzlich konnten 

Behrendt et al. zeigen, dass Pollen neben dem Allergen auch Eikosanoid-ähnliche Stoffe freisetzen 

(Behrendt et al. 1999, 2001, Kasche 2002, Jacob et al. 2002, Traidl-Hoffmann et al. 2002, 2005). 

Eicosanoide entstehen durch enzymatischen und autoxidativen Abbau aus Arachidonsäure. Es wurde 

nachgewiesen, dass wässrige Pollenüberstände und die darin enthaltenen Mediatoren eosinophile 

Granulozyten zur Chemotaxis aktivieren können (Plötz et al. 2003). Polleninhaltsstoffe können somit als 

Adjuvans in der Sensibilisierungs- und Auslösephase allergischer Reaktionen wirken und zur 

Entstehung bzw. Verstärkung der allergischen Immunantwort beitragen. 
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2.2 Partikuläre Luftschadstoffe 

 

2.2.1 Feine und ultrafeine Partikel 

 

Unter Aerosolpartikeln versteht man als in Dispersion auftretende kleine Teilchen, die mit der Luft 

verbreitet werden (Wichmann et al. 2002). Feststoffpartikel werden als Stäube bezeichnet, aber auch 

Gase und Flüssigkeiten können in der freien Atmosphäre zu Partikeln (Sekundärpartikeln) koagulieren. 

Partikel können sowohl natürlichen Quellen (marine Aerosole, geogene Mineralstäube und Bioaerosole) 

als auch einer Reihe anthropogener Quellen entstammen. Sie werden anhand ihres Durchmessers 

voneinander unterschieden, wie in Abbildung 3 und in Tabelle 2 dargestellt.  
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Abbildung 3: Größenordnungen typischer Partikel in der Umgebungsluft.  

(modifiziert nach Peters et al. 1998) 
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Klassifikation Durchmesser 
Gesamtschwebstaub (Total suspended particulates, TSP) < 15 µm/ früher <35 µm  
Grobe Partikel (coarse particle) 2,5-100 µm/ international 2,5-10 µm 
Inhalierbarer Schwebstaub (PM10) <10 µm 
Lungengängiger Schwebstaub (PM 2,5) <2,5 µm 
Feine Partikel (fine particle, FP) 0,1- 2,5 µm 
Ultrafeine Partikel (ultrafine particle, UFP) <0,1 µm 
 

Tabelle 2: Klassifizierung von Aerosolpartikeln gemäß ihrer Teilchengröße (Gehr und Heyer 2000) 

 

Für eine wirkungsbezogene Betrachtung partikulärer Luftinhaltsstoffe ist eine hinreichend physikalische 

und chemische (s. Kap. 2.2.2) Charakterisierung von großer Bedeutung. Wichtige physikalische 

Parameter sind die Partikelgrößenverteilung, die Form und Gestalt der Teilchen sowie die 

Oberflächenbeschaffenheit (Morphologie). Die Komplexität des Umweltaerosols mit allen 

Teilcheneigenschaften muss bei der Erforschung möglicher kausaler Zusammenhänge zwischen der 

Prävalenz bzw. dem Schweregrad entsprechender Erkrankungen und der Präsenz partikulärer 

Luftinhaltsstoffe berücksichtigt werden (Risse et al. 1999). 

 

Ein großer Teil der partikulären Luftinhaltsstoffe ist anthropogener Herkunft. In der Regel steht die 

Emission von Partikeln in engem Zusammenhang mit der Verbrennung von fossilen Brennstoffen. 

Wesentlich im Außenluftbereich sind vor allem verkehrsbedingte Emissionen (z.B. Dieselruß), aber 

auch die Vielzahl der Feuerungsanlagen der privaten Haushalte („Hausbrand“) sowie der Industrie 

(Kraftwerke usw.). Neben der direkten Emission partikelförmiger Stoffe (z.B. Ruß) kann es auch durch 

Reaktionen in der Atmosphäre zur Bildung von Teilchen kommen (Risse et al. 1999). 

  

Trotz der verbesserten lufthygienischen Verhältnisse wurden seit Mitte der 80er Jahre vermehrt Studien 

veröffentlicht, die Hinweise auf adverse Gesundheitseffekte der Luftschadstoffe in der Bevölkerung 

auch bei Konzentrationen unterhalb der bisherigen Standards dokumentieren und diese zu einem 

Großteil auf die inhalierbare Fraktion des Schwebstaubes zurückführen (Bascom et al. 1996, 

Brunekreef et al. 1995, Dockery und Pope 1994).  

  

Bis vor wenigen Jahren wurde den ultrafeinen Partikeln wenig Beachtung geschenkt, denn, gemessen 

an ihrer Masse, ist ihr Anteil unter den partikulären Bestandteilen der Luft verschwindend gering. 

Betrachtet man aber ihre Anzahl und ihre spezifische Oberfläche, ist ihr Anteil groß. Darüber hinaus 

werden ultrafeine Partikel in Gegenwart von feinen und groben Partikeln absorbiert (scavenging effect). 
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Da sich aber insgesamt die Anzahl größerer Partikel in der Außenluft durch Luftreinhaltemaßnahmen 

reduziert hat, führte dies möglicherweise dazu , dass der früher sehr effektive scavenging effect heute 

einen geringeren Einfluss hat. Dadurch ist die Konzentration ultrafeiner Partikel, auch bei gleich 

bleibender Emission ultrafeiner Partikel, in der Umwelt relativ angestiegen. 

 

Für die atmosphärische Verweildauer und die Lungengängigkeit ist der Durchmesser von Partikeln 

entscheidend. Aufgrund ihrer geringen Masse können die Feinstäube und die an sie absorbierten 

Schadstoffe über weite Strecken transportiert werden. Zur Quellenzuordnung von PM10, PM2.5 und 

ultrafeinen Partikeln liegen Abschätzungen aus Großbritannien vor (Harrison et al. 2000), dort stammen 

mehr als 60% der ultrafeinen Stäube aus dem Verkehr. 

  

Ein Dieselmotor emittiert etwa 100mal  mehr Rußpartikel als ein Benzinmotor. Die kurze Bezeichnung 

„Dieselruß“ bezieht sich dabei auf die Gesamtpartikelmasse von Dieselmotoremissionen. Mehr als 85% 

der emittierten Partikel haben einen aerodynamischen Durchmesser <0,1 µm und gehören somit der 

ultrafeinen Fraktion an. An der Luft lagern sie sich zu größeren Agglomeraten zusammen, die aber noch 

in die lungengängige Feinstaubfraktion (<2,5 µm) fallen (Peters et al. 1998). Aktuell werden dem hohen 

Anteil an partikulären Luftschadstoffen in der Außenluft seitens der Presse auch in Städten wie 

München vermehrte Aufmerksamkeit zuteil (Krahlisch 2007, Süddeutsche Zeitung 2005). 

  

Im Rahmen einer aktuellen Übersichtsarbeit konnte Wichmann darstellen, dass Dieselrußpartikel wegen 

ihrer großen Oberfläche nach Inhalation leicht resorbiert werden können und somit zu erhöhter 

kardiopulmonaler Morbidität, Mortalität und Lungenkrebs führen (Wichmann 2007). 

  

Wegen ihrer besonderen biologischen und umweltmedizinischen Relevanz richtet sich das Augenmerk 

dieser Arbeit vor allem auf die Effekte von feinen und ultrafeinen Kohlenstoffpartikeln auf eosinophile 

Granulozyten. Weiterführend sollen eventuell vorhandene Unterschiede zwischen mit organischen 

Bestandteilen behafteten Dieselrußpartikeln und reinen Kohlenstoffpartikeln unterschiedlicher Größe 

und Oberflächenbeschaffenheit untersucht werden. 
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2.2.2 Organisch-chemische Bestandteile von Dieselrußpartikeln 

 

Bei der chemischen Charakterisierung von Partikeln ist zu beachten, dass feste Aerosolteilchen, 

besonders wenn diese durch Verbrennungsvorgänge entstehen, aus einem anorganischem Kern und 

einer „Hülle“ aus oberflächenabsorbierten Stoffen bestehen. Diese sind in der Regel eine Vielzahl 

unterschiedlicher organisch-chemischer Substanzen, wie z.B. polyzyclische aromatische 

Kohlenwasserstoffe (PAK), halogenierte und nicht-halogenierte aliphatische Kohlenwasserstoffe, 

Aldehyde, Ketone oder organische Säuren. Bei leichter flüchtigen Substanzen bestehen praktisch 

immer temperaturabhängige Gleichgewichte zwischen dem partikelassoziierten Teil und dem, der sich 

als Dampf in der Gasphase befindet (Risse et al. 1999). 

  

Ultrafeine Partikel mit ihrer im Verhältnis zur Masse sehr großen Oberfläche sind ein ideales Vehikel für 

den Transport toxischer Substanzen in das Körperinnere. Eine Verstärkung der Wirkung kanzerogener 

Stoffe wie Benz(a)pyren  durch Adsorption an alveolengängige Partikel ist experimentell belegt (Bond 

1986; Dasenbrock 1996). 

  

Die Hülle von Dieselrußpartikel besteht im Wesentlichen aus PAK, die aufgrund unvollständiger 

Verbrennungsprozesse aus Kraftstoffbestandteilen im Motor gebildet werden. Daneben wurden auch 

zahlreiche andere Verbindungen, sowie Derivate der Stoffgruppe der PAK, im Dieselruß nachgewiesen 

(Nitro-PAK, Oxo-PAK usw.) (Venkataraman et al. 2002). Insgesamt ist mittlerweile eine dreistellige 

Anzahl von Einzelsubstanzen auf Dieselrußpartikeln identifiziert worden. Sowohl die genaue 

Partikelgrößenverteilung als auch die jeweilige Beladung mit organischen Stoffen hängt stark von den 

unterschiedlichen Betriebsbedingungen in den Motoren (Fahrsituation) ab (UBA 2003). 

 

Für die große Gruppe der PAK sind mutagene und kanzerogene Wirkungen sowie immunotoxische 

Effekte nachgewiesen. Dieselrußpartikel-assoziierte PAK werden mit den Partikeln auf der Oberfläche 

der Mukosa deponiert. Als hydrophobe Substanzen diffundieren sie problemlos durch die Zellmembran 

und binden nach heutigem Kenntnisstand an den zytosolischen Arylhydrocarbon-Rezeptor (Ah-

Rezeptor). Nach Translokation des PAK-Rezeptorkomplexes in den Zellkern werden die 

Transkriptionsprogramme einer ganzen Reihe von Genen aktiviert und so Wachstum- und 

Differenzierung von Zellen verändert. Die metabolische Aktivierung der PAK unter Beteiligung von 

Cytochrom P-450 (CYP 1A1) und Prostaglandin-endo-Peroxid-Synthase führt über reaktive 

Zwischenstufen zu Diol-Epoxiden, Chinonen und weiteren Zwischenprodukten. Diol-Epoxide sind in der 
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Lage DNA-Addukte zu bilden, Chinone können über definierte Stoffwechselwege zu reaktiven 

Sauerstoffspezies (ROS) führen. ROS wiederum aktivieren intrazelluläre Signalwege und 

Transkriptionsfaktoren (z.B. NFB) und so ebenfalls die Transkription bestimmter Gene. Potentielle 

Ziele könnten die für Zytokine, Chemokine und Adhäsionsfaktoren verantwortlichen Gene sein (Martin 

et al. 1997, Nel et al. 1998). 

 

In neuesten Untersuchungen konnte belegt werden, dass Dieselpartikel-assoziierte polyzyklische 

aromatische Kohlenwasserstoffe basophile Granulozyten zur Zytokinsekretion und Expression des 

Oberflächenantigens CD63 anregen und somit Einfluss auf die Ausprägung allergischer Erkrankungen 

nehmen (Schober et al. 2006, 2007).  

 

Ein Ziel dieser Arbeit war es herauszufinden, ob organische Bestandteile der 

Dieselrußpartikeloberfläche eosinophile Granulozyten direkt oder indirekt aktivieren können. Ob erstens 

Rußpartikel direkt eosinophile Granulozyten stimulieren können und ob zweitens Eosinophile indirekt, 

das heißt durch Freisetzung Eosinophilen-aktivierender Mediatoren aus Rußpartikel-stimulierten 

anderen Zellsystemen, aktiviert werden können, war die zentrale Fragestellung dieser Dissertation. 
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2.2.3 Partikeldeposition im Respirationstrakt 

 

Die Lunge stellt mit ihrer inneren Oberfläche von ca. 80-90 m² eine wichtige Eintrittspforte von 

Umweltschadstoffen dar. Der Mensch atmet 10.000 - 15.000 Liter Umgebungsluft pro Tag ein. Ein Liter 

typischer „Großstadtluft“ enthält circa 30 Millionen Partikel, die eine Vielzahl von potentiell 

schädigenden Bestandteilen aus natürlichen und anthropogenen Quellen beinhalten (Kohlhäufl 1998).  

 

Abbildung 4 gibt eine Übersicht über die Ablagerung von Aerosolpartikeln mit dem Durchmesser 

zwischen 0,01 und 10 µm  als Funktion der Teilchengröße im gesamten Respirationstrakt 

(Totaldeposition) und die Verteilung der abgelagerten Materie auf den einzelnen Regionen des 

Atemtrakts (Regionaldeposition). Die Daten wurden bei Normalpersonen in Mundatmung gewonnen.  

 

 
Abbildung 4: Total- und Regionaldeposition von Aerosolteilchen im Respirationstrakt des Menschen in 

Abhängigkeit vom Durchmesser der eingeatmeten Partikel. Atmung in Ruhe (300 cm²/sec; Dauer des Ein- und 

Ausatmungsvorgangs: 2,5 sec) (Modifiziert nach Heyder et al. 1986, IPRC 1994) 

 

Der Kurvenverlauf der Totaldeposition zeigt ein Minimum im Partikelgrößenbereich von 0,1 – 1 µm. In 

diesem Größenbereich ist die Depositionswahrscheinlichkeit am kleinsten, da diese Teilchen zu groß für 

die effektive Deposition durch Diffusion und zu klein für die effektive Deposition durch Impaktion und 

Sedimentation sind. Je größer die Partikel sind, desto höher wird die Rate der extrathorakalen 

Deposition in Mund und Rachen. Eine relevante bronchiale Deposition zeigt sich nur für Teilchen von    
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5 – 10 µm. Teilchen unter 5 µm Durchmesser werden überwiegend alveolär deponiert. Prinzipiell lässt 

sich also sagen, dass je schneller ein Aerosol inhaliert wird und je größer die Teilchen sind, desto mehr 

verschiebt sich der Ort der Teilchenablagerung in der Lunge von peripheren Strukturen in Richtung 

zentraler Atemwege (Gerity et al. 1979, Kim et al. 1988). Partikel mit einem Durchmesser zwischen      

0,1 – 1 µm gelangen zwar in den Alveolarraum, werden aber größtenteils wieder ausgeatmet. Partikel 

mit einem Durchmesser < 0,1 µm werden jedoch besonders effektiv in den Alveolen abgeschieden und 

sind deshalb besonders von gesundheitsschädlicher Relevanz für den Menschen (Maulderly et al. 1994, 

Maulderly 1996). 

 

 

2.2.4 Dieselrußpartikel als Adjuvans bei atopischen Erkrankungen 

  

Neuere experimentelle Untersuchungen belegen, dass Dieselrußpartikel mit dem Immunsystem 

interagieren und spezifisch die IgE-Synthese und andere allergierelevante Parameter beeinflussen 

(Nicasinovic et al. 2004). Außerdem konnte gezeigt werden, dass Stoffe und Stoffgemische, die per se 

nicht allergen sind, die Allergieentstehung fördern („Adjuvans-Effekte“) und zur Chronifizierung 

beitragen (Bastain et al. 2003). Letztere werden für den anhaltenden Trend steigender Prävalenzen 

atopischer Erkrankungen mitverantwortlich gemacht. Bereits frühe Arbeiten aus Japan stellten bei 

Mäusen einen Anstieg der primären IgE-Antwort auf Ovalbumin oder Zedernpollen dar, wenn diese 

Allergene mit Dieselrußpartikeln (DEP) zusammen intraperitoneal injiziert wurden (Muranaka et al. 

1986). Die adjuvanten Effekte auf die IgE-Bildung in Mäusen wurden auch erhalten, wenn aus DEP 

extrahiertes Pyren anstelle der kompletten Partikel verwendet wurde (Suzuki et al. 1993).  

 

Im Lungengewebe und in der Bronchoalveolären Lavage (BAL) von Mäusen führte Koadministration 

von Antigen und DEP zu einem Anstieg von IL-5 auf das achtfache der alleinigen Antigenadministration 

(Takano et al. 1997). IL-5 wiederum reguliert Wachstum, Differenzierung und Viabilität von 

Eosinophilen, steigert die Effektorfunktion von Entzündungszellen und ist ein Kofaktor für die IgE-

Synthese. Die wichtige Wirkung von IL-5 auf humane Eosinophile wurde kürzlich auch durch 

therapeutische Studien mit monoklonalen IL-5 Antikörpern bestätigt (Plötz et al. 2003).  

 

Nach intranasaler DEP-Applikation geht eine DEP-induzierte Erhöhung der lokalen IgE-Produktion 

einher mit einem veränderten Zytokin- und Chemokinmuster (Diaz-Sanchez et al. 1996). Üblicherweise 

lassen sich in der Nasenspülflüssigkeit die mRNA von Interferon-, IL-2 und IL-13 nachweisen. Nach 
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Provokation mit DEP finden sich insgesamt höhere Mengen an Zytokin-mRNA und  zusätzlich die 

mRNA von IL-4, IL-5, IL-6 und IL-10. Zudem führte die intranasale Applikation von DEP schon nach 6 

Stunden zu einer Erhöhung von RANTES, MIP-1 und MCP-3, drei Proteinen aus der Familie der CC-

Chemokine (Diaz-Sanchez et al. 2000). In einer aktuellen Untersuchung konnte in der Nasallavage von 

PM2, 5 exponierten Kindern mit Asthma bronchiale eine signifikant höhere Anzahl von Eosinophilen und 

Alpha1-Antitripsin im Vergleich zu PM2, 5 exponierten gesunden Kindern nachgewiesen werden 

(Nikasinovic 2006). 

 

Auch in zahlreichen epidemiologischen Untersuchungen waren erhöhte Außenluftkonzentrationen feiner 

Partikel mit akuten adversen Wirkungen assoziiert, vor allem mit Atemwegserkrankungen und erhöhter 

Morbidität. Hauptquelle für die Feinstaubfraktion der Außenluft ist dabei der von Dieselmotoren 

emittierte Ruß (SRU 2000, Tz. 1010, 1021). Im Rahmen der Wirkungskatasteruntersuchungen des 

Landes Nordrhein-Westfalen wurden allergologische Parameter bei Schulanfängern, die in stark 

verkehrsbelasteten Regionen lebten, untersucht. Dabei zeigten sich signifikant erhöhte Sensibi-

lisierungsraten gegen Pollenallergene bei Kindern aus Köln, die in einer verkehrsbelasteten Region 

lebten (MURL 1990). Im Jahre 1986 und 1987 wurden die Zusammenhänge einer Exposition gegenüber 

städtischem Kraftfahrzeugverkehr und allergologisch relevanten Parametern an Kindern in 

innerstädtischen, unterschiedlich stark verkehrsbelasteten Arealen in Düsseldorf untersucht. Neben 

weiteren Parametern gesundheitsrelevanter Merkmale wurden der Allergiestatus und Erhebungsdaten 

zu Symptomen und Diagnosen allergischer Erkrankungen in die Auswertung einbezogen. Die 

Untersuchungen wurden mit 370 Kindern der 3. und 4. Grundschulklasse durchgeführt. Die Ergebnisse 

dieser Studie belegen, dass Pollensensibilisierungen in innerstädtischen Arealen mit zunehmender 

Verkehrsbelastung in ihrer Häufigkeit ansteigen und die Ausprägung von allergischen Symptomen und 

ekzematösen Hautveränderungen mit zunehmender Verkehrsbelastung überproportional zunimmt 

(Krämer et al. 2000, MURL 1998). Zusätzlich wurde in einer aktuellen großen epidemiologischen Studie 

mit insgesamt 5921 untersuchten Kindern nachgewiesen, dass die Nähe der Wohnung zu 

verkehrsbelasteten Hauptstraßen und somit die Exposition zu Feinstaubpartikeln und NO2 signifikant 

mit der Ausprägung von Erkrankungen aus dem atopischen Formenkreis korreliert (Morgenstern et al. 

2008). 

 

Diese und zahlreiche andere, nicht aufgeführte Ergebnisse belegen die allergiefördernde Wirkung von 

Dieselruß und organisch-chemischen Bestandteilen auf der Partikeloberfläche. 
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Die dargelegten Befunde sind von großer umweltmedizinischer Bedeutung, da die Zahl 

dieselbetriebener Fahrzeuge hoch ist und vermutlich weiter steigen wird. So waren 1998 in Europa von 

allen verkauften Autos schon etwa 25 % dieselbetrieben(D´Amato 2000), der Anteil der 

dieselbetriebenen Fahrzeuge ist bis heute weiter gestiegen. Aktuell wird der erhöhten, durch 

Dieselrußpartikel verursachten, Feinstaubbelastung der Außenluft in Städten wie München seitens der 

Presse große Aufmerksamkeit zuteil (Süddeutsche Zeitung 2005, Bayerischer Rundfunk 2005, Kralisch 

2007). Bereits 1985 kam der Dieselpartikelfilter in der Mercedes-Benz S-Klasse (Baureihe W126) auf 

dem US-Markt zum Einsatz. In Deutschland wird die Nachrüstung von dieselbetriebenen Pkw mit 

Partikelfiltern rückwirkend bis zum 1. Januar 2006 laut Gesetzesbeschluß vom 1. April 2007 steuerlich 

gefördert (Bundesgesetzblatt 2007). Wie Spiegel-Online am 29. Januar 2007 berichtete, verringerte sich 

die Rußbelastung der Abgase durch den Filtereinbau um knapp 40 Prozent. Allerdings beobachteten 

die Experten eine geringfügige Steigerung des Stickstoffoxid-Ausstoßes (NOx) (Spiegel-Online 2007, 

Krahlisch 2007). 
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3 Zielsetzung 

 

Weil in den letzten Jahren in mehreren wissenschaftlichen Untersuchungen ein signifikanter 

Zusammenhang zwischen verkehrsbedingten Immissionen und Erkrankungen aus dem atopischen 

Formenkreis nachgewiesen werden konnte (Peters et al. 1997, Krämer et al. 2000, Morgenstern et al. 

2008) und eosinophile Granulozyten eine herausragende Rolle bei der Entstehung von Erkrankungen 

aus dem atopischen Formenkreis (Atopisches Ekzem, Asthma bronchiale allergicum, 

Rhinokonjunktivitis allergica) spielen (Gleich 1990, 2000, Hogan 2007),  sollte im Rahmen dieser Arbeit 

die Interaktion zwischen Rußpartikeln und eosinophilen Granulozyten in vitro untersucht werden. 

 

Hierzu  wurden zunächst Dieselrußpatikel (Diesel SRM 1650a) und reine Kohlenstoffpartikel (Printex G, 

Printex 90) mit eosinophilen Granulozyten für 90min und 120min koinkubiert und anschließend die 

direkte Auswirkung der Rußpartikel auf eosinophile Granulozyten erforscht. Es erfolgte erstens eine 

Prüfung auf den Einfluss der Vitalität der eosinophilen Granulozyten durch Rußpartikel und des weiteren 

wurde festgestellt, ob eosinophile Granulozyten durch Rußpartikel in den Konzentrationen 0,5µg, 5µg 

und 50µg zur ECP-Freisetzung,  Chemotaxis und/oder CD11b-Hochregulation aktiviert werden können. 

Für die Versuche wurden naive und mit GM-CSF geprimte eosinophile Granulozyten eingesetzt. 

 

Weil Keratinozyten den Hauptbestandteil der Epidermis darstellen, sind diese sowohl eine der 

Haupttargetzellen für Umweltschadstoffe (z.B. Rußpartikel), als auch maßgeblich in die 

Entzündungsreaktion beim atopischen Ekzem involviert (Ring 2004, Giustizieri et al. 2001).  Deshalb 

wurde im zweiten Teil der Arbeit der Focus auf eine indirekte Aktivierung der eosinophilen Granulozyten 

durch Rußpartikel-stimulierte Keratinozyten  gerichtet. Hierzu wurden Rußpartikel (Diesel SRM 1650a, 

Printex G, Printex 90) mit Keratinozyten für 48h koinkubiert und anschließend deren Zellüberstände für 

weitere Untersuchungen verwendet. Es wurde geprüft, ob Überstände von Rußpartikel-stimulierten 

Keratinozyten dazu in der Lage sind, eosinophile Granulozyten zur ECP-Freisetzung, Chemotaxis 

und/oder CD11b-Aufregulierung zu stimulieren. 

 

Zuletzt erfolgte eine genaue Untersuchung der Überstände von Rußpartikel-stimulierten Keratinozyten 

auf Chemokine, welche für die Aktivierung der eosinophilen Granulozyten verantwortlich sein können. 

Die Zellüberstände der Keratinozyten wurden mittels ELISA auf das Vorhandensein von GM-CSF, IL-

18,  MIP-3α, Eotaxin, RANTES und TARC, als potentielle Eosinophilenaktivatoren, geprüft.   
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4 Material und Methoden 

 

4.1 Verwendete Partikel 

 

4.1.1 Diesel Standard SRM 1650a 

 

Verwendet wurden Dieselruß Standard Partikel SRM 1650a, hergestellt durch das National Institute of 

Standards & Technology (NIST). Der Vorteil der Verwendung dieser Partikel liegt darin, dass bedingt 

durch den Herstellungsprozess, sowohl die Größe der Partikel, als auch die Konzentrationen der 

organisch-chemischen Bestandteile auf der Partikeloberfläche, standardisiert sind.  

Die Dieselrußpartikel haben einen mittleren Durchmesser von 17,1 µm. Dieser ist deshalb relativ groß, 

weil gerade die Dieselrußpartikel mit ihrer unregelmäßigen Oberfläche dazu tendieren Aggregate aus 

mehreren Einzelpartikeln zu bilden. Ihre Spezifische Oberfläche beträgt 108 m²/g. Der 

Partikeloberfläche haften u.a. eine Reihe unterschiedliche polyzyklische aromatische 

Kohlenwasserstoffe [PAHs] an, unter anderem Phenanthrene, Fluoranthene, Pyrene, Benzanthracene, 

Benz[a]pyrene und weitere (siehe Anhang).  

  

Alle in dieser Arbeit verwendeten Partikel wurden uns freundlicherweise von Dr. W. Kreyling, GSF-

Forschungszentrum für Umwelt und Gesundheit  München, Projektfeld „Gesundheitsrelevanz von 

Aerosolen“, zur Verfügung gestellt.  

 

 

4.1.2 Printex 90 

 

Verwendet wurden Printex-Partikel der Firma Degussa. Die Größe der Printex 90-Primärpartikel beträgt 

14 nm, bei einer spezifischen Oberfläche von 300 m²/g. Printex 90 wird somit zu den ultrafeinen 

Partikeln gezählt. Printex-Partikel sind reine Kohlenstoffpartikel, auf deren Oberfläche keine 

organischen oder chemischen Bestandteile aufgelagert sind. Printex 90-Partikel haben das 

Erscheinungsbild von schwarzem, geruchlosem Pulver. 
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4.1.3 Printex G 

 

Die Größe der Printex G-Primärpartikel beträgt 50 nm Partikeldurchmesser und deren spezifische 

Oberfläche liegt bei 30 m²/g. Printex G sind wegen Ihrer Durchmessers ebenfalls den ultrafeinen 

Partikeln zuzuordnen. Auch diese Printex-Partikel sind reine Kohlenstoffpartikel ohne organisch-

chemische Ablagerungen auf der Partikeloberfläche. 

 

 

4.2 Herstellung der Partikel-Flüssigkeits-Gemische 

 

Zur Untersuchung der Wirksamkeit der Partikel wurden sowohl Dieselrußpartikel, als auch die Printex 

90 und Printex G Partikel mit dem entsprechenden Standardzellmedium vermischt. Für die 

Primärkonzentration von 500µg/ml wurden je 500 µg der Schadstoffpartikel abgewogen und mit Aqua 

dest. auf 1 ml aufgefüllt. Um eine gute Verteilung der Partikel im Aqua dest. zu erzielen, wurde das 

Gemisch in einem 15 ml Falcon Tube für 3 min mit dem Ultraschallstab in einem Eisbad sonifiziert. Das 

Eisbad verhindert eine zu starke Erwärmung der Partikel, mit konsekutiver Minimierung oder 

Veränderung der organisch-chemischen Bestandteile auf der Partikeloberfläche. Dieses Gemisch wurde 

mit dem Zellstandardmedium auf die eingesetzten Konzentrationen von 50, 5 und 0,5 µg/ml verdünnt. 

Diese Konzentrationen wurden nach dem Beispiel anderer veröffentlichter Arbeiten über 

Dieselrußpartikel gewählt (Bayram et al. 1998, Yoshino and  Sagai 1999).  

 

 

4.3 Charakterisierung der Probanden 

 

Die Auswahl der für die Studie geeigneten Probanden wurde nach folgenden Kriterien vorgenommen. 

Atopische und nicht–atopische Personen wurden als Probanden für die Studie eingeschlossen. Der 

Schweregrad der Atopie wurde mittels des SARA-Index (nach Plötz, Traidl, Rakowski 2003) bestimmt, 

der für einen Probanden, jeweils von zwei unabhängigen Untersuchern erstellt wurde und in den auch 

die Anzahl der positiven Pricktestergebnisse (Auswertung nach Ring 1999) für definierte 

Standardallergene (Dermatophagoides pteronyssinus, Lieschgras, Roggen, Weizenmehl, Sellerie, 

Latex, Birke, Katzenepithelien und Beifuß) und die jeweils positiven spezifischen IgE RAST- Klassen mit 
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einberechnet wurden. Weitere Kriterien, die mit in den SARA-Index einbezogen wurden, waren 

Ausprägung von Rhinitis, Konjunktivitis und Pruritus, die Häufigkeit und Art der Medikamenteneinnahme 

gegen allergische Symptome und der Quotient von spezifischen IgE durch den Gesamt-IgE-Level im 

Serum. Die Nicht-Atopiker wiesen keinerlei atopische Symptome, sowie RAST-Klasse 0 für alle 

Standardallergene auf. Zu den Ausschlusskriterien aller Probanden zählten Rauchen, Vorliegen eines 

akuten Infekts oder auch die Einnahme von antiallergischen Medikamenten, wie oralen Antihistaminika 

oder Kortikosteroiden, zum Zeitpunkt der Blutentnahme. Im Rahmen dieser Dissertation wurden 

Eosinophile Granulozyten von 21 Probanden, wovon 18 Probanden als Atopiker und 3 Probanden als 

Nicht-Atopiker klassifiziert wurden. 

 

 

4.4 Isolierung und Anreicherung peripherer eosinophiler Granulozyten 

 

Die Isolierung der polymorphnukleären Granulozyten (PMN) , aus denen in der Folge Eosinophile 

isoliert wurden, erfolgte mit Hilfe der Dichtegradienten Histopaque-1077 und Histopaque-1119 (jeweils 

SIGMA, Deisenhofen) bei Raumtemperatur. In 50 ml Falcon-Tubes wurden zuerst 13 ml Histopaque-

1119 vorgelegt, anschließend wurden 13 ml des Dichtegradienten Histopaque-1077 und zuletzt 25 ml 

frisches Vollblut überschichtet. Insgesamt wurden pro Experiment etwa 150ml frisches Vollblut 

verwendet, welches auf sechs Falcon-Tubes a 25 ml verteilt wurde. Die Dichtezentrifugation erfolgte bei 

754 g für 45 Minuten und 20°C Temperatur ohne Bremse. 
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Abbildung 5: Typische Banden nach Dichtezentrifugation  

 

Die oberen Schichten wurden vorsichtig mit der Pasteur-Pipette bis circa 0,5 cm über der 2. Interphase 

entnommen und verworfen. Die Granulozytenbanden von je 1,5 Röhrchen wurden vorsichtig mit der 

Pasteurpipette entnommen, mit 50 ml MACS-Puffer (siehe Anhang) aufgefüllt und 20 Minuten lang bei 

409 g und 20°C zentrifugiert. Das bei dieser Prozedur entstandene Pellet wurde für einen zweiten 

Waschschritt mit 1 ml MACS- Puffer resuspendiert. Anschließend  wurden die Röhrchen auf 35ml mit 

MACS- Puffer aufgefüllt und nun bei 301 g 10 Minuten lang das zweite Mal zentrifugiert. Um die 

Verunreinigung der Zellsuspension mit Erythrozyten so gering wie möglich zu halten, wurden vor dem 

dritten Waschschritt Erythrozyten selektiv lysiert. Dazu wurde der Überstand abgesaugt und das Pellet 

erneut suspendiert. Auf die Zellsuspension wurden mit der 1000er Pipette 1000 µl Aqua dest. 

hinzugegeben und die Zellsuspension wurde etwa siebenmal resuspendiert. Nach 30 Sekunden wurde, 

durch Zugabe von 1000 µl steriler 1,8% NaCl- Lösung, die physiologische Osmolarität von 0,9% NaCl 

wiederhergestellt. Daraufhin wurde der Ansatz wieder mit MACS- Puffer auf 30 ml aufgefüllt und ein 

drittes Mal 10 min bei 301 g zentrifugiert. Nun wurde, nach  Absaugen des Überstandes, das Pellet 

aufgewirbelt, mit 1 ml MACS-Puffer resuspendiert und auf 30 ml mit MACS-Puffer aufgefüllt. Diesem 

Ansatz wurde ein Aliquot von 10 µl entnommen, um nach Färbung mit Türk'scher Lösung, mit Hilfe der 
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Neugebauer-Zählkammer die Zellkonzentration pro ml zu bestimmen. Diese Zellkonzentration wurde 

dann auf die absolute Zellzahl in 30 ml hochgerechnet. Nachdem die absolute Zellzahl bestimmt wurde, 

wurden die Granulozyten bei 301 g, 10 min lang mit Bremse abzentrifugiert.  

 

Anschließend erfolgte die Anreicherung der eosinophilen Granulozyten mittels Negativselektion in der 

VARIO-MACS-CS-Säule. Dazu wurden die abzentrifugierten PMN mit CD 16-Microbeads 30 Minuten 

lang bei 4°C inkubiert. Nach erfolgter Bindung der neutrophilen Granulozyten an die CD 16-Microbeads 

wurden diese in der Magnetsäule zurückgehalten, während die eosinophilen Granulozyten die Säule 

passierten, da Eosinophile keinen CD 16-Rezeptor an der Zelloberfläche aufweisen. 

 

Die Kapazität der CS- Säule beträgt bis zu 2x108 Zellen. Bei der Inkubation wurden in der Regel 

200x106 PMN, 200 µl CD 16-Microbeads und 200 µl MACS-Puffer hinzugegeben und der Ansatz gut 

resuspendiert. Nach 30minütiger Inkubationszeit wurde nochmals 1 ml MACS- Puffer pro 50x106 

eingesetzte Zellen aufgefüllt. 

 

Die Vorbereitung der CS-Säule erfolgte nach den Angaben des Herstellers. Zunächst wurde sie mit 

60 ml im Ultraschallbad entgasten MACS-Puffer äquilibriert. Die 1-4 ml Zellsuspension wurde auf die 

Säule aufgetragen und mit 30 ml MACS-Puffer ausgespült. Die eosinophilen Granulozyten wurden auf 

Eis (50 ml Falcon Tube) gehalten und anschließend bei 301 g, 10 min lang abzentrifugiert, in 1-2 ml 

Standardmedium (siehe Anhang) aufgenommen die Zellkonzentration mittels der Neugebauer 

Zählkammer bestimmt. Die Ausbeute der Eosinophilen lag, abhängig von der Eosinophilenzahl des 

Probanden, bei circa 0,5-6% der eingesetzten Zellzahl der Granulozytenfraktion, dies entspricht etwa 

1,0 bis 4,5 x 106 eosinophilen Granulozyten pro Isolationsansatz. 
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4.5 Kultivierung von primären humanen Keratinozyten 

 

Die primären humanen Keratinozyten wurden aus der entfernten Präputialhaut von zirkumzidierten 

männlichen Kleinkindern gewonnen. Das Biopsiematerial wurde frisch verarbeitet. Eine 6-well-Platte 

wurde mit 1x10 ml DPBS, mit je 10 ml der verschiedenen Antibiotic-Antimycotic-Lösungen und mit 

1x10 ml Dispase Gebrauchslösung beschickt. 

 

Das Transportmedium wurde anschließend vorsichtig aus einem 50 ml Falcon-Tube abgesaugt und das 

Biopsiematerial mittels Pinzette in eine bereitgestellte 8 cm Petrischale überführt. Die Fettschicht wurde 

mit einem Skalpell von der Dermis entfernt und zu gleich großen Hautstücken in zwei oder drei Teile 

geschnitten. Die Hautstücke wurden nun in DPBS gewaschen und anschließend für je 20 min in die drei 

verschiedenen Antibiotic-Antimycotic-Lösungen mit der Dermisschicht nach unten eingelegt. Die 

Inkubation erfolgte bei Raumtemperatur auf dem Rotationstisch. Bei Atopikerbiopsien war eine 

zusätzliche 20-minütige Inkubation mit 1%er Flucloxacillinlösung notwendig. 

Darauf folgend wurden die Proben in Dispase Gebrauchslösung eingelegt und für circa 2-3 Stunden bei 

37°C und 5% CO2 inkubiert. Nun wurde eine Petrischale (3 cm) mit 1 ml Trypsin-EDTA und zwei 

Minimagneten bestückt. Nach Ende der Inkubationszeit wurde mit einer spitzen Pinzette die Epidermis 

vorsichtig von der Dermis abgezogen und in die bereitgestellte Petrischale mit Trypsin-EDTA überführt. 

Mit dem Rücken der Pinzette wurden noch restliche Zellen der Epidermis von der Dermis gelöst. Die so 

entstandene Mischung wurde in Trypsin-EDTA aufgenommen und zu der abgelösten Epidermis 

hinzupipettiert. 

 

Die Petrischale mit der Epidermis wurde nun für 5-10 min auf einen Magnetrührer gestellt. In der 

Zwischenzeit wurden 15 ml Primärfibroblastenmedium in ein 50 ml Falcon Tube pipettiert. Dann wurden 

die ersten separierten Keratinozyten in dieses Medium überführt. Daraufhin wurde erneut Trypsin-EDTA 

auf die Epidermis pipettiert, dies wieder für 5-10 min auf den Magnetrührer gestellt und anschließend 

das Medium abpipettiert. Dieser Vorgang wurde solange wiederholt, bis die Zellen vollständig vom 

Stratum corneum abgelöst waren. Die Kontrolle der gewonnenen Keratinozyten erfolgte mikroskopisch. 

Der Vorgang wurde maximal 10mal wiederholt, danach wurden die restlichen Zellen mit Medium durch 

Auf- und Abpipettieren vom Stratum corneum gelöst und zu den anderen Zellen pipettiert 

(Zusammensetzung der verschiedenen Medien siehe Anhang).  
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Anschließend wurden die Zellen in der Zentrifuge pelletiert (10 min; 1200 UpM), die Zellzahl bestimmt 

und die Zellen (ca. 5-10x106) in T25 Zellkulturflaschen in 5 ml Primärkeratinozytenmedium verteilt. 

Diese Zellen entsprachen dann der Fraktion KP0 (siehe Anhang). 

  

Am ersten Tag nach der Aussaat der Keratinozyten wurde ein vorsichtiger Mediumwechsel 

vorgenommen. Apoptotische und letale Zellen wurden entfernt. Danach erfolgte alle zwei bis drei Tage 

ein Mediumwechsel. 

  

Die KP1-Fraktion (siehe Anhang) der Keratinozyten wurde für jeden Stimulationsansatz mit Rußpartikeln 

frisch aufgetaut. Pro Stimulationsansatz wurden 100.000 Keratinozyten pro 3 ml Medium in je ein Well 

verteilt. Am darauf folgenden Tag wurde das Keratinozytenmedium erneut gewechselt. Pro Well wurden 

3 ml frisches Keratinozytenmedium hinzugegeben. Nach weiteren 2-3 Tagen wurden die Keratinozyten 

schließlich mit den in Keratinozytenmedium ohne Hydrocortison eingemischten Kohlenstoffpartikeln für 

48 h stimuliert. Die einzelnen Zellansätze wurden täglich auf Verunreinigungen oder apoptotische Zellen 

lichtmikroskopisch kontrolliert.    

 

 

4.6 Stimulation von Eosinophilen und Keratinozyten mit feinen und ultrafeinen 

Partikeln  

 

Eosinophile: 

Um die isolierten peripheren eosinophilen Granulozyten mit den verschiedenen Partikelarten zu 

stimulieren, wurden Eosinophile in einer Konzentration von 1x106 Zellen/ml in RPMI-Standardmedium 

eingestellt und 90 min lang mit in den verschieden Partikelkonzentrationen [50, 5, 0,5 µg/ml] in einer 24-

Well-Platte inkubiert. Anschließend wurden die Überstände abgenommen, zentrifugiert (10.000 rpm, 10 

min) und bis zur Messung der Aktivierungsmarker (ECP, EPX) bei -80°C im Gefrierschrank aufbewahrt. 

 

Keratinozyten: 

Um die indirekte Stimulation von Eosinophilen durch Mediatoren aus Partikel-stimulierten Keratinozyten 

zu untersuchen, wurden zunächst die Überstände von Partikel-stimulierten Keratinozyten hergestellt. 

Hierzu wurden primär humane Keratinozyten isoliert und diese in Keratinozytenmedium ohne den 

Zusatz von Hydrocortison mit Printex 90, Printex G und Diesel Standard Partikeln [50, 5, 0,5 µg/ml] für 

48 h inkubiert. Im Anschluss wurden die Überstände der Keratinozyten abgenommen, zentrifugiert 
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(10.000 rpm, 10 min) und mit einem 0,2 µm großen Filter filtriert, um auszuschließen, dass noch 

Rückstände der Keratinozyten oder der Partikel in den Überständen vorhanden waren. Die so 

gewonnenen Überstände wurden dann entweder sofort für folgende Experimente verwendet, oder bis 

zur Weiterverwendung bei -80°C im Gefrierschrank aufbewahrt. 

 

 

4.7 Bestimmung der Vitalität von Partikel-stimulierten eosinophilen Granulozyten 

 

Um zu überprüfen, ob die eingesetzten Stimulantien eventuell toxische Wirkungen auf eosinophile 

Granulozyten in Bezug auf die Initiation von Nekrose oder Apoptose besitzen, wurden Vitalitätsstudien 

durchgeführt. Eosinophile Granulozyten wurden 90 min und 16 h mit verschiedenen 

Partikelkonzentrationen [0,5, 5, 50 µg/ml] im Standardmedium inkubiert und anschließend die Vitalität 

der Eosinophilen mittels Methylenblaufärbung überprüft. Alle nach der Inkubationszeit abgestorbenen 

Eosinophilen wurden durch Methylenblau angefärbt und konnten so im Lichtmikroskop mit Hilfe der 

Neugebauer-Zählkammer  bestimmt werden. Die Ergebnisse wurden mit Hilfe des Vitalitätsindex 

angeben, der sich aus den noch verbleibenden überlebenden Zellen geteilt durch alle gezählten Zellen 

errechnet.  Außerdem wurde mittels des Durchflusszytometers und einer Annexin-V-Antikörper, 

1 µmol/l Ethidiumbromid Färbemethode (Firma Bender Med Systems, Cat No BMS306FI) die 

Apoptose- und Nekroserate von mit Keratinozytenüberständen (90 min, 37°C) stimulierten eosinophilen 

Granulozyten bestimmt. Die Anfärbung der Zellen und die Auswertung mittels des FACS-Geräts 

erfolgten nach den Angaben des Herstellers der Färbemethode.  

 

 

4.8 Vorstimulation der eosinophilen Granulozyten mittels GM-CSF 

 

Um eine Vorstimulierung der eosinophilen Granulozyten vor Inkubation mit den verschiedenen 

Partikelarten zu erreichen (sog. „priming“), das heißt diese für das eingesetzte Stimulans noch sensibler 

zu machen, wurden die Eosinophilen (1x106 Zellen/ml) in einem Teil der Ansätze mit GM-CSF 

vorstimuliert. Die Vorinkubation erfolgte nach einer publizierten Methode (Simon et al 2001) für 25 min 

mit 1 µg/ml GM-CSF im Standardmedium gelöst bei 37°C und 5% CO2 im Brutschrank.  Es wurden 

dabei jeweils Doppelansätze durchgeführt. In der Auswertung konnte dann die ECP-Freisetzung von mit 

GM-CSF vorstimulierten Zellen und nicht vorstimulierten Zellen verglichen werden. 
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4.9 Morphologische Untersuchungen 

 

4.9.1 Herstellung der Zytopräparate und Färbung nach Pappenheim 

 

Zur lichtmikroskopischen Beurteilung der Wechselwirkung zwischen Eosinophilen und feinen und 

ultrafeinen Partikeln wurden nach Inkubation Zytopräparate hergestellt. Dazu wurden die Zellen, wie 

oben beschrieben, isoliert und in einer Konzentration von 1x106 Zellen/ml 1h lang bei 37°C und 5% CO2 

mit den verschiedenen Partikeln (50 µg/ml) inkubiert. 

Von den Zellsuspensionen wurden Aliquots (200 µl, entsprechend 2x105 Eosinophilen) entnommen, 

und in Anwesenheit von 0,01% BSA in der Megafuge 1.0 R (500 rpm = 43 g, 5min, RT) zentrifugiert. Die 

Fixierung der Präparate erfolgte mit vierprozentigem Formaldehyddampf für drei bis fünf Minuten. 

Anschließend wurden die Präparate nach Pappenheim gefärbt (siehe Anhang). Die getrockneten 

Präparate wurden mit Estellan-Flüssigkeit (Merck, Darmstadt) fixiert und lichtmikroskopisch begutachtet. 

Mit Hilfe einer aufgesetzten Photokamera wurden die Präparate photodokumentiert. Es wurden pro 

Versuchsansatz acht Objektträger mit je zwei Zellpellets hergestellt.  

 

 

4.9.2 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen 

 

Für die elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden Glutaraldehyd-fixierte Ausstrichpräparate von 

isolierten Eosinophilen, welche mit Partikeln inkubiert wurden (1h, 37°C, 5% CO2) und Partikel- 

stimulierte Keratinozyten (48h, 37°C, 5% CO2) verwendet. Die Fixierung mit Glutaraldehyd erfolgte in 

zwei aufeinander folgenden Schritten, wobei die Zellen zuerst 19 min in 2% Glutaraldehyd in 

Tyrodelösung und anschließend 16 min in 2% Glutaraldehyd in 0,1M Cacodylatpuffer eingelegt wurden. 

Im zweiten Arbeitsschritt wurden die vorbereiteten Zellen mittels Osmiumtetroxid (1% Osmiumtetroxid in 

Cacodylatpuffer, 0,1M, pH 7,4) nachfixiert. Daraufhin wurden die Zellen über eine aufsteigende 

Alkoholreihe entwässert, mit Hexamethyldisilizan (HMDS) und Kohlendioxid getrocknet, mit Gold 

„besputtert“ und im Rasterelektronenmikroskop (JSM 6300 von Jeol) analysiert. Die Präparation und 

Durchführung erfolgte freundlicherweise durch I. Weichenmacher und C. Weil, Zentrum für Allergie und 

Umwelt, TUM.  
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4.10  Chemotaxisassay mittels Transwell-Kammersystemen 

 

Die gerichtete Migration von eosinophilen Granulozyten wurde mit dem Transwell-Kammersystem 

untersucht. Die chemotaktische Wirkung von den zu untersuchenden potentiellen Chemoattraktanzien 

wurde mit bekannten Chemoattraktanzien (z.B. Eotaxin) verglichen. 

Es wurden so genannte Transwell-Platten (Costar, Bodenheim) mit 24 Fächern pro Platte verwendet. 

Durch speziell konstruierte Einsätze ließen sich die Fächer in je eine obere und eine untere Kammer 

trennen. Als Barriere zwischen den Kammern fungiert eine Membran mit 5 µm großen Poren, durch 

welche eosinophile Granulozyten (10-12 µm) nur aktiv in die untere Kammer gelangen können. 

 

 

  

 

 

 

Abbildung 6: Schematische Darstellung einer Transwell-Kammer 

 

Für die Inkubation wurden in die obere Kammer 100 µl der Zellsuspension, welche 1x105 Eosinophilen 

entsprach, vorgelegt. In die untere Kammer wurden jeweils 600 µl der potentiell chemotaktisch 

wirksamen Substanzen gegeben. Anschließend wurden die Transwell-Platten für 90 min bei 37°C und 

5% CO2 zur Inkubation in den Brutschrank gestellt. Die Einsätze, die die obere Kammer bildeten, 

wurden vorsichtig mit einer Pinzette entfernt. Nun wurde die verbliebene Lösung, nach Entnahme von 

300 µl aus der unteren Kammer und Überführung in ein spezielles FACS-Röhrchen, auf die Anzahl der 

migrierten Zellen mit Hilfe der Durchflusszytometrie (siehe unten) untersucht. 

 

Um einen Bezugswert zu bekommen, wie viele Zellen bereits ohne Einfluss eines Chemoattraktans die 

trennende Membran durchwanderten, zum Beispiel durch ungerichtete Zellwanderung, wurde eine 

Negativkontrolle mitgeführt. Zu diesem Zweck wurden 600 µl Standardmedium in eine untere Kammer 

einpipettiert.  

Chemotaktische Substanz 

Membran 

Zellen 
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Analog wurde eine Positivkontrolle mitgeführt. Diese bestand aus der Migration auf das für eosinophile 

Granulozyten bekannte Chemokin Eotaxin (100ng/ml). Die übrigen Migrationwerte wurden dann mit 

Positiv- und Negativkontrolle ins Verhältnis gesetzt. So ließen sich Rückschlüsse auf die 

chemotaktische Potenz der verwendeten Substanzen ziehen. Die Angabe der chemotaktischen Aktivität 

der Zellen erfolgte als chemotaktischer Index (siehe Anhang), der sich als Quotient aus den migrierten 

Zellen des jeweiligen Ansatzes durch die Anzahl der migrierten Zellen der Negativkontrolle errechnet. 

Es wurden jeweils 2- oder 3–fach Bestimmungen durchgeführt.  

 

Die FACS-Analyse (Fluorescense activated cell sorting) ist ein Verfahren, das mittels 

Durchflusszytometrie eine objektive und schnelle Charakterisierung und Zählung von Zellen 

verschiedener Art ermöglicht. Die Charakterisierung kann anhand folgender Parameter erfolgen: 

 

- relative Größe der Zellen im Vorwärtsstreulicht (FSC- Forward Scatter) 

- relative Granularität oder Oberflächenbeschaffenheit der Zellen im Seitwärtsstreulicht (SSC)  

- relative Fluoreszenzintensität (FL1, FL2, FL3 und FL4) 

 

Im Rahmen der Arbeit wurde ein FACS-Calibur der Firma Becton Dickinson (Montan Viel, USA) 

verwendet. Die Zellen wurden mit Hilfe einer Trägerflüssigkeit einzeln durch das Argonlicht geführt. 

Dabei entstand ein Streulicht, das von verschiedenen Detektoren registriert wurde. So wurde das von 

der Zelle in Richtung Laserstrahl gestreute Licht vom so genannten FSC-Detektor (Forward Scatter), 

das Seitwärtsstreulicht vom SSC-Detektor (Side Scatter) aufgenommen. Diese optischen Signale 

wurden dann in elektronische Signale (Spannungspulse) umgewandelt und anschließend digitalisiert. 

Daraufhin konnten die Daten im Computer ausgewertet und graphisch dargestellt werden. Durch die 

Sortierung anhand der oben genannten Parameter entstanden charakteristische Bereiche, die auf dem 

Computermonitor abgebildet wurden. Die Eosinophilenpopulation wurde mittels eines „Gates“ von 

beschädigten oder kontaminierenden Zellen abgegrenzt, diese nicht relevanten Zellen gingen somit in 

der Beurteilung unserer Ergebnisse nicht ein. 
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4.11 Bestimmung von ECP im Fluoroimmunoassay (FEIA) und von GM-CSF, IL-18, 

MIP-3α, IL-5, Eotaxin, RANTES und TARC im Enzyme-linked immunoabsorbent 

assay (ELISA) 

  

In den Zellüberständen der stimulierten eosinophilen Granulozyten wurde ECP mittels FEIA 

(Pharmacia, Freiburg) quantitativ bestimmt. Die Zellüberstände der Partikel-stimulierten Keratinozyten 

wurden auf die Ausschüttung von GM-CSF, IL-18, MIP-3, IL-5, Eotaxin, RANTES und TARC mittels 

ELISA (R&D Systems, Minneapolis) überprüft. Die Messungen erfolgten gemäß den Bestimmungen 

der Hersteller. Die Durchführung und Auswertung von FEIA erfolgte freundlicherweise durch J. Grosch, 

Klinik und  Poliklinik für Dermatologie und Allergologie, Technische Universität München. 

 

 

4.12 Detektion des Zelloberflächenantigens CD11b  mittels 

durchflusszytometrischer Methoden 

  

Die Färbung des Oberflächenantigens CD11b mittels Antikörper erfolgte nach einer etablierten 

Standardtechnik (Plötz et al 2001).  Die Hochregulation des CD11b- Moleküls wurde nach zweistündiger 

Inkubation der Eosinophilen mit den Partikeln oder mit den Überständen von mit Partikeln stimulierten 

Keratinozyten gemessen. Dazu mussten die Zellen direkt nach der zweistündigen Stimulation mittels 

FACS-Puffer fixiert werden. Die eosinophilen Granulozyten (1-2x105/Well) wurden mit der optimalen 

Konzentration (10 µl) von Fluoreszeinisothiozyanat (FITC-)markierten Antikörpern (mAK) für 20 min bei 

4°C inkubiert. Anschließend wurden die nicht gebundenen FITC-markierten Antikörper in mehreren 

Waschschritten wieder von den eosinophilen Granulozyten entfernt. Die Messung der Antikörper-

gefärbten Zellen erfolgte mit dem Durchflusszytometer (FACScan Becton Dickinson). Die Emission für 

Fluoreszeinisothiozyanat (FITC)-konjugierte Antikörper erfolgte bei 525 nm (Grünfluoreszenz, 

Fluoreszenz 1). Dabei wurden jeweils 10.000 Ereignisse in einer logarithmischen Skala gemessen. Um 

eine falsch positive Fluoreszenz der Antikörper weitgehend ausschließen zu können, wurde als 

Negativprobe jeweils eine FITC-Färbung mit einem unspezifischen Maus-Antikörper durchgeführt. Diese 

Proben zeigten dann bei der Auswertung mittels der Cellquest-Software (Becton Dickinson) 

idealerweise keine Fluoreszenzaktivität. Die Auswertung der spezifischen Hochregulation des CD 11b 

Oberflächenantigens erfolgte mittels der Angabe des Main Fluoreszenz Indexes (MFI).  
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4.13 Statistische Auswertung 

 

Falls nicht abweichend im Text erwähnt, sind die Daten als Mittelwert + Standartfehler des Mittelwertes 

angegeben. Die statistische Analyse erfolgte, falls nicht anders angegeben, durch den einseitigen T- 

Test.  

 

 

5 Ergebnisse 

 

5.1 Wirkung von feinen und ultrafeinen Schadstoffpartikeln auf humane 

eosinophile Granulozyten 

 

5.1.1 Morphologische Untersuchungen  

 

5.1.1.1  Lichtmikroskopie 

 

In den morphologischen Studien zur Interaktion von eosinophilen Granulozyten mit feinen und 

ultrafeinen Partikeln wurden Eosinophile und die verschiedenen Typen der eingesetzten Partikel (1x106 

Eosinophile/50 µg Partikel) für die Dauer von 1h in Koinkubation gehalten. Lichtmikroskopisch konnte 

festgestellt werden, dass die verschiedenen Partikelsorten an eosinophile Granulozyten adhärieren und 

teilweise von diesen phagozytiert wurden (s. Abb. 7A, 7B und 7C). Ein Unterschied zwischen den drei 

eingesetzten Partikelarten konnte lichtmikroskopisch nicht festgestellt werden.  
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Abbildung 7A: Interaktion von humanen eosinophilen Granulozyten mit Diesel Standard SRM 1650a 

Partikelaggregaten nach 1h Inkubationszeit [1x106Zellen/50µg Partikel; 37°C; 5 % CO2]. Zytozentrifugenpräparat, 

lichtmikroskopische Aufnahme (100x).  

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Abbildung 7B: Interaktion von humanen eosinophilen Granulozyten mit Printex 90 Partikeln nach 1h 

Inkubationszeit [1x106Zellen/50µg Partikel; 37°C; 5 % CO2 ]. Zytozentrifugenpräparat, lichtmikroskopische 

Aufnahme (100x). 
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Abbildung 7C: Interaktion von humanen eosinophilen Granulozyten mit Printex G Partikeln nach 1h 

Inkubationszeit [1x106Zellen/50µg Partikel; 37°C; 5 % CO2 ]. Zytozentrifugenpräparat, lichtmikroskopische 

Aufnahme (100x). 

 

 

5.1.1.2 Elektronenmikroskopie 

 

Zur genaueren Charakterisierung der Interaktion zwischen Rußpartikeln und humanen eosinophilen 

Granulozyten wurden rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen durchgeführt. Dazu wurden die 

Eosinophilen 1 h mit den verschiedenen eingesetzten Partikelarten [1x106 Zellen/50 µg Partikel] in 

Koinkubation gehalten. Die rasterelektronenmikroskopische Auswertung zeigte ähnlich wie in den 

lichtmikroskopischen Aufnahmen eine Adhärenz von den Partikeln und Dieselpartikelagglomeraten an 

die Eosinophilen. Die eosinophilen Granulozyten besitzen im Vergleich zu einem nicht stimulierten 

Granulozyten (s. Abb. 8) ein stärker granuliertes Oberflächenrelief, und es ist vereinzelt die Ausbildung 

von Lamellopodien erkennbar (siehe Abb. 9A, 9B und 9C). Es konnte morphologisch kein Unterschied 

bezüglich dem Aktivierungsgrad der Eosinophilen durch die unterschiedlichen Partikelsorten festgestellt 

werden.  
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Abbildung 8: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme eines einzelnen, nicht-stimulierten humanen 

eosinophilen Granulozyten. Balkenlänge         = 1µm     
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Abbildung 9A: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von humanen eosinophilen Granulozyten und Diesel 

Standard SRM 1650a Partikelagglomeraten nach 1h Inkubationszeit [1x106Zellen/50µg Partikel; 37°C; 5 % CO2]. 

Deutlich zu sehen ist die Ausbildung von Spikes und Lamellopodien (Pfeile) von dem Eosinophilen in der linken 

Bildhälfte. Balkenlänge                   = 3µm.    
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Abbildung 9B: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von humanen eosinophilen Granulozyten und Printex 

90 Partikelagglomeraten nach 1h Inkubationszeit [1x106Zellen/50µg Partikel; 37°C; 5 % CO2]. Zu erkennen ist 

die Ausbildung von Lamellopodien und Spikes durch Eosinophile (Pfeile), an denen Partikelagglomerate 

anhaften. Balkenlänge                     = 1µm.      
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Abbildung 9C: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von einem humanen eosinophilen Granulozyten und 

Printex G Partikelagglomeraten nach 1h Inkubationszeit [1x106Zellen/50µg Partikel; 37°C; 5 % CO2]. Die 

Ausbildung von Spikes und Lamellopodien ist am eosinophilen Granulozyten zu erkennen (Pfeile).  

 Balkenlänge                    = 1µm. 
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5.1.2 Vitalitätsmessung von Partikel-exponierten eosinophilen Granulozyten 

 

Um eine toxische Wirkung der Dieselruß Standard Partikel auf humane periphere eosinophile 

Granulozyten während der Inkubationszeit auszuschließen, wurden Vitalitätsstudien nach 1,5 h und 

16 h Inkubationszeit jeweils in Doppelansätzen durchgeführt. Die Länge der Inkubationszeit von 1,5h 

wurde deshalb so gewählt, da während der meisten Stimulationsansätze die Inkubationszeit 1,5h 

betrug. Darüber hinaus wurden die Eosinophilen über 16h mit den Partikeln exponiert um auch nach 

Langzeitexposition einen toxischen Effekt auf die Zellen ausschließen zu können. Es konnte keine 

relevante toxische Wirkung der verschiedenen eingesetzten Partikelarten (Diesel SRM 1650a, Printex 

90, Printex G) auf die Zellen festgestellt werden. Im Vergleich zur Mediumkontrolle konnte keine 

signifikant erhöhte Apoptose- oder Nekroserate bei Partikel-inkubierten Eosinophilen gesehen werden 

(s. Abb. 10). 
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Abbildung 10: Vitalitätsrate von humanen, peripheren Granulozyten [1x 106 Zellen/ml], die mit Dieselruß 

Standard Partikeln SRM 1650a [0,5µg/ml, 5µg/ml, 50µg/ml] und LPS 100 ng/ml für 1,5h und 16h exponiert 

wurden. Es wurden jeweils Doppelansätze [n=2] durchgeführt, Probanden waren Atopiker. Bei der höchsten 

eingesetzten Partikelkonzentration 50µg/ml/106 Zellen waren nach 1,5h über 93% und nach 16h immer noch 

knapp 75% der eosinophilen Granulozyten vital.  
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5.1.3 Einfluss von DEP, Printex G und Printex 90 auf die Migration von 

eosinophilen Granulozyten 

 

Um zu klären, ob die eingesetzten Partikel bzw. an Dieselrußpartikel adsorbierte organisch-chemische 

Substanzen chemotaktisch auf eosinophile Granulozyten wirken, wurden funktionelle Untersuchungen 

durchgeführt. Es wurden Dosiswirkungsstudien zur Chemotaxis durchgeführt. Als Chemoattraktanz 

wurden Diesel SRM Standard Partikel, Printex 90 und Printex G Partikel [0,5, 5, 50µg/ml] eingesetzt. 

Hierzu wurden die Partikel, wie in Kapitel 4.2 ausführlich beschrieben, mit dem Standardzellmedium 

mittels Sonifikator vermischt. Des Weiteren wurde bei den Migrationsstudien als Negativprobe das 

Standardzellmedium und als Positivprobe Eotaxin 100ng/ml mitgeführt. Alle Proben wurden als 

Doppelansatz durchgeführt. Alle eingesetzten Partikelarten in den unterschiedlichen Konzentrationen 

induzierten selbst keine Migration von eosinophilen Granulozyten (s. Abb. 11). Kohlenstoffpartikel selbst 

besitzen also keine chemotaktische Aktivität auf Eosinophile.  
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Abbildung 11: Diesel SRM 1650a, Printex G und Printex 90 induzieren keine Chemotaxis von eosinophilen 

Granulozyten. Nur Eotaxin 100ng/ml weist als Positivprobe eine chemotaktische Aktivität auf Eosinophile auf. 

Inkubation: 1x105 Zellen/well; 1,5h; 37°C; n=2.   
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5.1.4 Einfluss von DEP, Printex G und Printex 90 auf die  Freisetzung von 

Granulaproteinen aus eosinophilen Granulozyten 

 
Um den Effekt der eingesetzten Partikelarten auf die ECP-Freisetzung eosinophiler Granulozyten zu 

untersuchen, wurden die Zellen mit den verschiedenen Partikelgemischen stimuliert, deren Überstände 

abgenommen und auf den Gehalt von ECP analysiert. Hinzukommend wurde hinterfragt, ob eine 

25minütige Vorstimulation mit GM-CSF, die durch Partikel induzierte ECP-Freisetzung der Eosinophilen 

noch steigern kann. Es konnte durch alle eingesetzten Partikeltypen eine signifikante Induktion der 

ECP-Freisetzung festgestellt werden. Die im Vergleich zur Mediumkontrolle stärkste Induktion der ECP-

Ausschüttung konnte bei nicht-geprimten mit Printex G Partikeln stimulierten, eosinophilen 

Granulozyten beobachtet werden (s. Abb. 16), gefolgt von ungeprimten Eosinophilen, die mit Printex 90 

Partikeln inkubiert wurden (s. Abb. 14). Die Induktion der ECP-Freisetzung konnte durch Vorstimulation 

mit GM-CSF bei den Konzentrationen Diesel SRM 1650a 0,5 µg/ml und Diesel SRM 1650a 5 µg/ml im 

Vergleich zu ungeprimten Eosinophilen verstärkt werden, die Erhöhung der ECP-Ausschüttung war 

allerdings als nicht signifikant anzusehen (s. Abb. 13). Zusammenfassend lies sich also eine Induktion 

der ECP-Freisetzung durch Kohlenstoffpartikel an eosinophilen Granulozyten nachweisen, die sowohl 

bei nicht-vorstimulierten, als auch bei mit GM-CSF geprimten eosinophilen Granulozyten zu erkennen 

war. Ein signifikanter Unterschied zwischen nicht-vorstimulierten und vorstimulierten Eosinophilen war 

nicht ersichtlich. Dies bedeutet, dass sowohl Dieselrußstandard SRM 1650a Partikel, als auch Printex G 

und Printex 90 Partikel dazu in der Lage sind, eosinophile Granulozyten zur ECP-Freisetzung zu 

aktivieren (s. Abb. 12 bis 17). Als Kontrolle wurden mit Medium inkubierte Eosinophile mitgeführt. Die 

Ergebnisse sind als ECP-Index angegeben, der sich aus dem Quotienten der ECP-Ausschüttung der 

stimulierten Zellen durch die ECP-Ausschüttung der mit Medium inkubierten Zellen errechnet. Die 

statistische Signifikanz wurde mit Hilfe des einseitigen t-Tests berechnet. 
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Abbildung 12: ECP-Freisetzung durch eosinophile Granulozyten nach Inkubation mit Diesel Standard SRM 

1650a. Die ECP Freisetzung ist dosisabhängig und im Vergleich zur Mediumkontrolle signifikant erhöht. 

Stimulation: 1x106Zellen/ml; 1,5h; 37°C, n=3; Probanden: Atopiker; 
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Abbildung 13: ECP-Freisetzung der GM-CSF vorstimulierten (25 min; 37°C) eosinophilen Granulozyten nach 

Stimulation mit Diesel Standard SRM 1650a. Stimulation: 1x106Zellen/ml; 1,5h; 37°C; n=4; Probanden: Atopiker; 

Im Vergleich zu mit Dieselpartikeln stimulierten, nicht geprimten Eosinophilen, war eine nicht signifikant stärkere 

Induktion der ECP-Freisetzung bei den Konzentrationen 0,5 µg/ml und 5µg/ml festzustellen (vgl. Abb. 12). 
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Abbildung 14: Nach 1,5h Stimulation mit Printex 90 Partikeln konnte eine signifikante Induktion der ECP-

Freisetzung festgestellt werden. Stimulation: 1x106Zellen/ml; 1,5h; 37°C; n=3; Probanden: Atopiker; 
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Abbildung 15: ECP-Freisetzung durch GM-CSF vorstimulierte (25 min; 37°C) eosinophile Granulozyten nach 

Stimulation mit Printex 90 Partikeln. Stimulation: 1x106Zellen/ml; 1,5h; 37°C; n=3; Probanden: Atopiker; Es 

konnte eine für Printex 90 0,5 µg/ml und 50 µg/ml signifikante Induktion der ECP-Freisetzung festgestellt werden. 

Im Vergleich zu mit Printex 90 Partikeln stimulierten, nicht geprimten Eosinophilen, war keine stärkere Induktion 

der ECP-Freisetzung festzustellen (vgl. Abb. 14). 
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Abbildung 16: ECP-Freisetzung durch Printex G-stimulierte Eosinophile. Stimulation: 1x106Zellen; 1,5h; 37°C; 

n=3; Probanden: Atopiker; 
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Abbildung 17: GM-CSF vorstimulierte (25 min; 37°C) eosinophile Granulozyten zeigten nach Stimulation mit 

Printex G Partikeln eine für Printex G 5 µg/ml und Printex G 50 µg/ml signifikante Induktion der ECP-Freisetzung. 

Stimulation: 1x106Zellen/ml; 1,5h; 37°C; n=3; Probanden: Atopiker; Im Vergleich zu mit Printex G Partikeln 

stimulierten, nicht vorstimulierten Eosinophilen, war keine stärkere Induktion der ECP-Freisetzung festzustellen 

(vgl. Abb. 16). 
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5.1.5 Einfluss von Dieselrußpartikeln auf die CD-11b Aufregulierung von 

eosinophilen Granulozyten  

 

Zum Nachweis einer spezifischen Aktivierung von eosinophilen Granulozyten durch Dieselruß Standard 

Partikel SRM 1650a wurde die extrazelluläre Expression von Aktivierungsmarkern untersucht. Die 

Expression von Integrinen, die bei der Adhäsion an das Gefäßendothel eine wesentliche Rolle spielen, 

wurde mittels Durchflusszytometrie analysiert. Isolierte eosinophile Granulozyten wurden nach 

Stimulation mit Dieselrußpartikeln mit Fluoreszenz-markierten CD11b-Antikörpern und entsprechenden 

Isotypkontrollen markiert und durchflusszytometrisch untersucht. Es fand sich bei mit Dieselruß 

Standard Partikeln stimulierten eosinophilen Granulozyten keine signifikante, biologisch relevante 

Aufregulierung des 2-Integrins CD11b (s. Abb. 18). Die Analyse wurde nicht mit Printex G oder Printex 

90 Partikeln stimulierten eosinophilen Granulozyten durchgeführt, da keine hinreichende Aussicht auf 

ein biologisch relevantes positives Ergebnis bestand. Hinzukommend bestanden Zweifel, ob die 

Partikel, die zur Messung des CD11b- Intergrins an den Eosinophilen mittels des Durchflusszytometers 

nicht zuvor von den Zellen wieder abgetrennt werden konnten, eventuell die Analyse verfälschen 

könnten oder das Durchflusszytometer verstopfen und so beschädigen könnten. 
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Abbildung 18: Es ist keine signifikante, biologisch relevante Aufregulierung von 2-Integrinen (CD11b) auf 

eosinophilen Granulozyten nach Stimulation mit Dieselruß Standard Partikeln SRM 1650a nachweisbar. Als 

Kontrolle wurden mit Medium inkubierte Eosinophile mitgeführt. Stimulation: 1x106Zellen/ml; 2h; 37°C; n=2; 

Proband: Atopiker; 
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5.2 Wirkung von feinen und ultrafeinen Schadstoffpartikel auf humane primäre 

Keratinozyten 

 

In vielen epidemiologischen und experimentellen wissenschaftlichen Studien wurde ein direkter 

Zusammenhang zwischen verkehrsbedingten Immissionen und Erkrankungen aus dem atopischen 

Formenkreis nachgewiesen (Heinrich und Wichmann 2004). Im Jahre 2000 wurde an Kindern, welche 

an Straßen mit hoher Verkehrsbelastung lebten, eine signifikante Assoziation zwischen der Ausprägung 

atopischer Erkrankungen, wie dem atopischen Ekzem, und Kfz-bedingter Luftverschmutzung festgestellt 

(Krämer et al. 2000). Diese Ergebnisse konnten durch eine aktuelle wissenschaftliche Studie bestätigt 

werden. Es zeigte sich eine deutliche Korrelation zwischen der Nähe des Wohnortes zur nächsten 

Hauptstraße und der Ausprägung von Atopischem Ekzem, Asthma bronchiale allergicum und 

Rhinokonjunktivitis allergica, wobei Kinder, welche weniger als 50 Meter von einer verkehrsbelasteten 

Hauptstraße lebten, besonders stark betroffen waren (Morgenstern et al. 2008).  Das atopische Ekzem 

ist eine häufige entzündliche Hauterkrankung (9-20% der deutschen Kinder betroffen!), das chronisch 

oder chronisch rezidivierend verläuft und mit starkem Juckreiz einhergeht. Im Rahmen des atopischen 

Ekzems ist die Barrierefunktion der Haut gestört, es kommt zu erhöhter Permeabilität, zu erhöhtem 

transepidermalen Wasserverlust und zu einer mikroskopisch nachweisbaren Entzündungsreaktion der 

Haut (Ring 2004). Es ist bekannt, dass Keratinozyten, die den Hauptbestandteil der Epidermis 

darstellen, maßgeblich in diese Entzündungsreaktion involviert sind (Giustizieri et al. 2001). Da es 

bereits epidemiologische Hinweise gibt, dass Rußpartikel den Verlauf eines bestehenden atopischen 

Ekzems verschlechtern können, sollte untersucht werden, ob mit Rußpartikeln inkubierte Keratinozyten 

eosinophile Granulozyten aktivieren können.   

 

 

5.2.1 Rasterelektronenmikroskopie 

 

Zur genaueren Charakterisierung der Interaktion zwischen Rußpartikeln und humanen primären 

Keratinozyten wurden, wie bei den eosinophilen Granulozyten, zunächst 

rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen durchgeführt. Dazu wurden die Keratinozyten mit den 

verschiedenen eingesetzten Partikelarten [1x106 Zellen/50 µg Partikel] für 48h koinkubiert. Im Vergleich 

zu Keratinozyten, die 48h in Medium gehalten wurden (s. Abb. 19), zeigt sich eine Aktivierung der mit 

den Partikeln inkubierten Keratinozyten (s. Abb. 20A, 20B und 20C). Die humanen primären 
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Keratinozyten, die mit den Kohlenstoffpartikeln aktiviert wurden, weisen im Vergleich zu   nicht-

stimulierten Keratinozyten eine wesentlich unregelmäßigere Zellkernoberfläche auf, es ist eine 

vermehrte Ausbildung von Spikes und Pseudopodien zu erkennen. Die verschiedenen Partikelsorten 

adhärieren an die Keratinozyten, teilweise werden die Partikel von den Keratinozyten absorbiert oder 

umschlossen. In einigen Aufnahmen ist eine Ausbildung von Zellblasen, sog. „Blebs“ der aktivierten 

Keratinozyten zu erkennen (s. Abb. 20B). Es konnte morphologisch kein Unterschied in der Aktivierung 

der Keratinozyten durch die unterschiedlichen Partikelsorten festgestellt werden. 

 
 

 
 
 
Abbildung 19: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von nicht stimulierten, humanen primären 

Keratinozyten.  Balkenlänge                     = 10µm. 

 
 
 
 
 
 



 60
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Abbildung 20A: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von humanen primären Keratinozyten und Diesel 

Standard SRM 1650a Partikelagglomeraten nach 48h Inkubationszeit [1x106 Keratinozyten/50 µg; 37°C; 5% 

CO2]. Die Keratinozyten bilden als Zeichen der Aktivierung multiple Spikes aus. Die Ausbildung von Spikes ist bei 

naiven nicht-aktivierten Keratinozyten nicht in diesem Ausmaß zu beobachten (s. Abb. 19).  

Balkenlänge                     = 3µm. 
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Abbildung 20B: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von humanen primären Keratinozyten und Printex 

90 Kohlenstoffpartikeln nach 48 h Inkubationszeit [1x106 Keratinozyten/50 µg; 37°C; 5 % CO2]. Die Keratinozyten 

bilden als Zeichen der Zellaktivierung multiple Spikes und so genannte „Blebs“, d.h. Zellblasen aus. Dies ist bei 

naiven, nicht-aktivierten Keratinozyten nicht zu beobachten (s. Abb. 19). Balkenlänge                     = 5µm. 
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Abbildung 20C: : Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme eines humanen primären Keratinozyten und 

Printex G Kohlenstoffpartikeln nach 48 h Inkubationszeit [1x106 Keratinozyten/50 µg; 37°C; 5 % CO2].  Die 

Ausläufer des Keratinozyten umschließen die Printex G Kohlenstoffpartikel, die Partikel adhärieren an den 

Keratinozyten. Balkenlänge                     = 1µm. 
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5.2.2 Freisetzung Eosinophilen-aktivierender Mediatoren durch Partikel-

stimulierte Keratinozyten 

 

Morphologische Veränderungen der, mit Kohlenstoffpartikeln stimulierten, humanen peripheren 

Keratinozyten gaben erste Hinweise, dass diese durch die Partikel zur Chemokin- oder 

Zytokinproduktion angeregt werden. Deshalb wurde nun untersucht, ob Keratinozyten durch Partikel zur 

Freisetzung Eosinophilen-aktivierender Mediatoren angeregt werden. Humane periphere Keratinozyten 

wurden für diesen Zweck mit den verschiedenen eingesetzten Partikelarten [0,5 µg/ml, 5 µg/ml und 

50 µg/ml] für 48h inkubiert und anschließend deren Überstände mittels ELISA auf unterschiedliche 

Chemo- und Zytokine analysiert. Die Zellüberstände der Partikel-stimulierten Keratinozyten wurden auf 

die Mediatoren MIP-3, Eotaxin, RANTES, IL-18, TARC und GM-CSF untersucht. Für die Chemokine 

MIP-3, Eotaxin, RANTES, IL-18 und TARC konnte keine verstärkte Ausschüttung durch Inkubation mit 

Kohlenstoffpartikel gezeigt werden (Ergebnisse siehe Anhang). Allerdings wurde nachgewiesen, dass 

sowohl Keratinozyten, die mit Dieselruß Standard SRM 1650a inkubiert wurden, als auch Printex G oder 

Printex 90 Partikel-stimulierte Keratinozyten zur dosisabhängigen, signifikanten GM-CSF Freisetzung 

angeregt werden (s. Abb. 21 bis 23). Dieselrußpartikel induzierten in den primär humanen Keratinozyten 

die höchste GM-CSF-Freisetzung (s. Abb. 21), gefolgt von Printex G (s. Abb. 22) und Printex 90 (s. 

Abb. 23) Kohlenstoffpartikeln. Die Signifikanzwerte aller gezeigten Graphiken wurden mit Hilfe des 

einseitigen t-Tests berechnet.      
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Abbildung 21: Diesel Standard SRM 1650a induziert eine signifikante, dosisabhängige GM-CSF- Freisetzung 

aus primär humanen Keratinozyten. Stimulation: 1x106Zellen; 48h; 37°C; n=4;  
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Abbildung 22: Printex 90 Partikel induzieren eine signifikante GM-CSF-Ausschüttung aus primär humanen 

Keratinozyten. Stimulation: 1x106Zellen; 48h; 37°C; n=4; 
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Abbildung 23: Printex G Partikel induzieren eine signifikante, dosisabhängige GM-CSF-Ausschüttung aus primär 

humanen Keratinozyten. Stimulation: 1x106Zellen; 48h; 37°C; n=4; 

 

 

5.3 Partikelinduzierter Crosstalk zwischen Keratinozyten und primären humanen 

eosinophilen Granulozyten  

 

Zur Untersuchung des Crosstalk zwischen Keratinozyten und Eosinophilen wurden die primären 

humanen Keratinozyten (1x106 Zellen/ml) für 48h bei 37°C mit den verschiedenen Partikelsorten Diesel 

SRM 1650a, Printex 90 und Printex G (0,5µg/ml, 5µg/ml und 50µg/ml) inkubiert und anschließend die 

Überstände der stimulierten Keratinozyten abgenommen und filtriert. Daraufhin wurde untersucht, ob 

diese gewonnenen Überstände eine dosisanhängige stimulierende Wirkung auf eosinophile 

Granulozyten besitzen. 
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5.3.1 Vitalitätsstudien an mit Keratinozytenüberständen stimulierten Eosinophilen 

 

Um zu überprüfen, ob mit Rußpartikeln stimulierte Keratinozyten Mediatoren ausschütten, die die 

Apoptose- oder Nekroserate von eosinophilen Granulozyten beeinflussen, wurden entsprechende 

Experimente mit Hilfe des Durchflusszytometers durchgeführt. Die Färbung der Eosinophilen erfolgte 

mittels eines Annexin V/ Propidiumiodid Kits, das sowohl apoptotische, als auch nekrotische 

Eosinophile detektieren kann. Es konnte keine veränderte Vitalitätsrate bei eosinophilen Granulozyten 

festgestellt werden, die mit Überständen von Partikel-stimulierten Keratinozyten inkubiert wurden. Im 

Vergleich zu mit Medium inkubierten Eosinophilen, war die Apoptose- und Nekroserate bei allen 

eosinophilen Granulozyten, die mit Keratinozytenüberständen stimuliert wurden, leicht verringert. Die 

Überstände von Printex 90 und Printex G stimulierten Keratinozyten zeigten ähnliche Eigenschaften 

ohne dosisabhängige, signifikante Apoptosehemmung durch die Partikelarten. Die stärkste 

Apoptosehemmung wurde durch GM-CSF (1µg/ml) induziert, welches als Positivprobe mitgeführt 

wurde. Es konnte also keine signifikante Apoptose- und/oder Nekrosehemmung in Eosinophilen durch 

Überstände von Partikel-stimulierten Keratinozyten nachgewiesen werden (s. Abb. 24). 
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Abbildung 24: Überstände von Partikel-stimulierten Keratinozyten induzieren in eosinophilen Granulozyten keine 

Apoptose- oder Nekrosehemmung. Inkubation: 2x106Zellen/ml = 200.00/Ansatz; 1,5h; 37°C; 
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5.3.2 Einfluss der Überstände von DEP, Printex G und Printex 90-stimulierten 

Keratinozyten auf die Chemotaxis Eosinophiler  

 

Die oben gezeigten morphologischen Untersuchungen lieferten Hinweise, dass humane primäre 

Keratinozyten nach Inkubation mit den verschiedenen eingesetzten Partikelarten aktiviert werden und  

Mediatoren freisetzen, welche Eosinophile zur Chemotaxis anregen. Ob Überstände Partikel-stimulierter 

Keratinozyten Eosinophile zur Migration anregen, wurde mit Hilfe des Durchflusszytometers untersucht. 

Die Ergebnisse sind als Migrationsindex angegeben, als Positivprobe wurde jeweils Eotaxin 100 ng/ml 

mitgeführt. Es konnte eine dosisabhängige Induktion der Migration von humanen eosinophilen 

Granulozyten auf Überstände, sowohl durch Diesel SRM 1650a Standard, als auch durch Printex 90 

und Printex G Partikel-stimulierte Keratinozyten gezeigt werden (s. Abb. 25 bis 27). Die Induktion erwies 

sich für die Konzentrationen 5µg und 50µg bei Diesel und Printex 90 Partikeln signifikant. Printex G 

Partikel induzierten bei allen eingesetzten Partikelkonzentrationen eine signifikante Chemotaxis. Die 

Migration der eosinophilen Granulozyten war am stärksten auf die Überstände von Dieselrußpartikel-

stimulierten Keratinozyten. Die schwächste Induktion der Eosinophilenchemotaxis konnte durch 

Überstände von Printex G-Partikel stimulierten Keratinozyten ausgelöst werden. Um zu überprüfen, ob 

der gezeigte Effekt nicht auf eine eventuelle LPS-Kontamination der Rußpartikel zurückzuführen ist, 

wurde bei jedem Experiment eine LPS-Kontrolle (LPS 100 ng/ml) mitgeführt. Die LPS-stimulierten 

Keratinozyten zeigten allerdings keine vergleichbar hohe Chemotaxisinduktion auf eosinophile 

Granulozyten, so dass die Ergebnisse nicht allein durch eine Kontamination der Partikel mit LPS 

zurückzuführen sind.  
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Abbildung 25: Überstände von Dieselpartikel-stimulierten Keratinozyten induzieren dosisabhängig Chemotaxis 

in humanen peripheren eosinophilen Granulozyten, die sich für die Konzentrationen 5µg und 50µg signifikant 

zeigt. (    = signifikante Induktion der Chemotaxis). Migration: 1x105Zellen/well; 1,5h; 37°C; n=4; 
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Abbildung 26: Überstände von Printex 90-Partikel stimulierten Keratinozyten führen zu einer dosisabhängigen 

Chemotaxisinduktion in eosinophilen Granulozyten, die sich für die Konzentrationen Printex 90 5µg und 50µg 

signifikant darstellt. (     = signifikante Induktion der Chemotaxis). Migration: 1x105Zellen/well; 1,5h; 37°C; n=4; 
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Abbildung 27: Überstände von Printex G-Partikel stimulierten Keratinozyten führen zu einer signifikanten, 

dosisabhängigen Chemotaxisinduktion in eosinophilen Granulozyten. (    = signifikante Induktion der 

Chemotaxis). Migration: 1x105Zellen/well; 1,5h; 37°C; n=5; 

 
 
 
5.3.3 Einfluss der Überstände von DEP, Printex G und Printex 90-stimulierten 

Keratinozyten auf die Freisetzung von Granulaproteinen aus eosinophilen 

Granulozyten 

 

Es wurde im Folgenden untersucht, ob Überstände von Partikel-stimulierten Keratinozyten in der Lage 

sind, eosinophile Granulozyten zu aktivieren. Hierzu wurden Keratinozyten 48 h lang mit den 

verschiedenen Partikelarten Diesel Standard 1650a, Printex G und Printex 90 stimuliert und daraufhin 

die Überstände abgenommen. Anschließend wurden isolierte Eosinophile für 1,5 h mit den filtrierten 

Überständen stimuliert. Nach Stimulation wurde der ECP-Gehalt der einzelnen Ansätze bestimmt. Es 

zeigte sich, dass Partikel-stimulierte Keratinozyten Substanzen ausschütten, die Eosinophile zur ECP-

Freisetzung anregen (s. Abb. 28 bis 30). Die ECP-Ausschüttung von eosinophilen Granulozyten, die mit  

Überständen von Kohlenstoffpartikel-stimulierten Keratinozyten inkubiert wurden, war signifikant höher 

als von Eosinophilen, die mit der Mediumkontrolle oder mit Medium-inkubierten Keratinozyten inkubiert 

wurden. LPS-stimulierte (LPS 100ng/ml) Keratinozyten induzierten bei Eosinophilen keine signifikante 

ECP-Ausschüttung  (Ergebnisse siehe Anhang). Somit sind die dargestellten Ergebnisse nicht allein auf 
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eine LPS-Kontamination der Partikel zurückzuführen. Eine signifikante Aktivierung der Eosinophilen 

durch Partikel-stimulierte Keratinozytenüberstände zeigte sich für Diesel 1650a Standard und Printex 90 

Partikel jeweils bei den niedrigeren Konzentrationen von 0,5 µg/ml und 5 µg/ml (s. Abb. 28 und 29). Bei 

Überständen von Printex G Partikel-stimulierten Keratinozyten konnte bei allen verwendeten 

Konzentrationen eine signifikante Induktion der ECP-Freisetzung festgestellt werden (s. Abb. 30). Die 

statistische Signifikanz wurde auf Grund der unterschiedlichen Individualwerte der jeweiligen 

quantitativen ECP-Ausschüttung der gewonnenen humanen Eosinophilen mit Hilfe des 10ner-

Logarithmus des Quotienten „ECP-Wert Ansatz/ECP-Wert Mediumkontrolle“ und dem einseitigen T-

Test berechnet (s. Kap. 4.13). Die höchste quantitative ECP-Ausschüttung zeigten Eosinophile, die mit 

Überständen von Printex 90 Partikel-stimulierten Keratinozyten inkubiert wurden (s. Abb. 29).   
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Abb. 28: Überstände von Diesel Standard SRM 1650a-stimulierten Keratinozyten führten zu einer signifikant 

erhöhten ECP-Freisetzung in eosinophilen Granulozyten für die eingesetzten Konzentrationen Diesel 0,5 µg und 

5 µg. (     = signifikante Induktion der ECP-Freisetzung zu mit Medium-inkubierten Keratinozyten). Stimulation: 

1x106 Eosinophile/ml; 1,5h; 37°C; n=3; Atopikereosinophile; Nicht-Atopiker-Keratinozyten; 
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Abb. 29: Überstände von Printex 90 Partikel-stimulierten Keratinozyten führten zu einer signifikant erhöhten 

ECP-Freisetzung in eosinophilen Granulozyten für die eingesetzten Konzentrationen Printex 90 0,5 µg und 5 µg. 

(     = signifikante Induktion der ECP-Freisetzung zu mit Medium-inkubierten Keratinozyten). Stimulation: 1x106 

Eosinophile/ml; 1,5h; 37°C; n=3; Atopikereosinophile; Nicht-Atopiker-Keratinozyten; 
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Abb. 30: Überstände von Printex G Partikel-stimulierten Keratinozyten führten zu einer signifikant erhöhten ECP-

Freisetzung in eosinophilen Granulozyten für  alle eingesetzten Partikelkonzentrationen (    = signifikante 

Induktion der ECP-Freisetzung zu mit Medium-inkubierten Keratinozyten). Stimulation: 1x106 Eosinophile/ml; 

1,5h; 37°C; n=3; Atopikereosinophile; Nicht-Atopiker-Keratinozyten; 
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5.3.4 Einfluss der Überstände von DEP-stimulierten Keratinozyten auf die CD-11b 

Hochregulierung von eosinophilen Granulozyten 

 
Weiterhin untersuchten wir, ob Diesel Standard SRM 1650a Partikel-stimulierte Keratinozyten dazu in 

der Lage sind, eosinophile Granulozyten zur Aufregulierung des CD11b-Oberflächenantigens 

anzuregen. Hierzu wurden Keratinozyten mit Dieselrußpartikeln in den unterschiedlichen 

Konzentrationen 0,5 µg, 5 µg und 50 µg für 48h inkubiert. Anschließend wurden Eosinophile für 1h mit 

den gewonnenen Überstanden stimuliert, mit Fluoreszenz-markierten CD11b-Antikörpern und 

entsprechenden Isotypkontrollen markiert und durchflusszytometrisch untersucht. Die Expression von 

Integrinen, zu denen das Oberflächenprotein CD11b zählt, spielt eine wesentliche Rolle bei der 

Adhäsion der Eosinophilen an das Gefäßendothel. Es fand sich bei Eosinophilen, die mit Überständen 

von Dieselruß Standard Partikel-stimulierten Keratinozyten inkubiert wurden, keine signifikante, 

biologisch relevante Aufregulierung des 2-Integrins CD11b (s. Abb. 33). Die Analyse wurde nicht mit 

Überständen von Printex G oder Printex 90 Partikel-stimulierten Keratinozyten durchgeführt, da sich bei 

den Experimenten mit Dieselpartikeln kein Hinweis auf ein biologisch relevantes positives Ergebnis 

zeigte.  
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Abb. 31: Überstände Partikel-stimulierter Keratinozyten induzieren keine CD11b-Hochregulierung in 
Eosinophilen. Stimulation: 1x106Zellen/ml; 2h; 37°C; n=5; 

 



 73

5.4  Unterschiede zwischen Zellen von atopischen und nicht-atopischen 

Probanden 

 
Im Weiteren sollte untersucht werden, ob ein Unterschied in der Aktivierung von Keratinozyten bzw. 

eosinophilen Granulozyten besteht, wenn diese von atopischen oder nicht-atopischen Probanden 

stammen. Es wurden hierzu Keratinozyten von Atopikern und Keratinozyten von gesunden Probanden 

verwendet, welche mit den verschiedenen Rußpartikelarten für 48h inkubiert wurden. Daraufhin wurden 

die gewonnenen Überstände auf Ihre chemotaktische Aktivität auf eosinophile Granulozyten von 

Atopikern und gesunden Probanden durchflusszytometrisch untersucht. Es konnte kein signifikanter 

Unterschied zwischen Zellen von Atopikern und gesunden Probanden festgestellt werden. Tendenziell 

war die stärkste Migration bei Eosinophilen von Atopikern auf Überstände von Atopiker-Keratinozyten 

(Printex G 5µg/ml, 50µg/ml) zu erkennen, allerdings war diesbezüglich keine statistische Signifikanz zu 

errechnen. Nicht-Atopikereosinophile zeigen im Vergleich zu eosinophilen Granulozyten von Atopikern 

eine geringere chemotaktische Aktivität auf Überstände von Partikel-stimulierten Keratinozyten,  

diesbezüglich liegt aber ebenfalls keine statistische Signifikanz vor. Als Beispiel ist die Migration auf 

Überstände von Printex G-Partikel stimulierten Keratinozyten von Atopikern und gesunden Probanden 

dargestellt (s. Abb. 32). Auch bei Printex 90 Partikeln konnten keine signifikanten Unterschiede 

zwischen den Zellen von Atopikern und Nicht-Atopikern gesehen werden (Ergebnisse siehe Anhang).   
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Abb. 32: Es ist kein signifikanter Unterschied zwischen dem Einsatz von Zellen atopischer oder nicht-atopischer 

Probanden bei der Aktivierung Eosinophiler durch Partikel-stimulierte Keratinozyten feststellbar. Migration: 

1x105Zellen/well; 1,5h; 37°C; n=3; 
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5.5 Untersuchungen zum auslösenden Agens der beobachteten Partikeleffekte 

 

5.5.1 Vergleich der eingesetzten Partikel DEP, Printex G und Printex 90 

  

Zum Vergleich der verschiedenen eingesetzten Partikel können mehrere durchgeführte Experimente 

herangezogen werden. Zum ersten betrachten wir die Migration von Eosinophilen auf Überstände 

Partikel-stimulierter Keratinozyten. Hier konnten Überstände Dieselpartikel-stimulierter Keratinozyten 

die stärkste Migration auslösen, gefolgt von Überständen von Printex 90 Partikel stimulierten 

Keratinozyten (s. Abbildung 33).  
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Abb. 33: Vergleich der Migration Eosinophiler auf Überstände Partikel-stimulierter Keratinozyten. Eingesetzte 

Partikelarten: Diesel Standard SRM 1650a n=4, Printex 90 n=4, Printex G n=5. Migration: 1x105 Zellen/well; 1,5h, 

37°C;   

 
Weiterhin können zum Vergleich der verschiedenen eingesetzten Partikelarten die Experimente 

herangezogen werden, in denen GM-CSF-geprimte und nicht vorstimulierte Eosinophile mit den 

unterschiedlichen Partikelarten direkt stimuliert wurden und anschießend die ECP-Ausschüttung der 

Eosinophilen gemessen wurde. Diesbezüglich sind differente Ergebnisse festzustellen. Bei nicht-

vorstimulierten Eosinophilen induzierten Printex G Partikel die stärkste ECP-Ausschüttung, 

Dieselpartikel führten zur geringsten ECP-Freisetzung (s. Abb. 34). Eosinophile, die mit GM-CSF 
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vorstimuliert wurden, zeigen durch die verschiedenen Partikelarten, unter Berücksichtigung der 

jeweiligen Standardabweichung, eine ähnlich hohe ECP-Freisetzung. Ein signifikanter Unterschied ist 

nicht zu erkennen (s. Abb. 35). 
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Abb. 34: ECP-Ausschüttung aus Partikel-stimulierten Eosinophilen. Eingesetzte Partikelarten: Diesel Standard 

SRM 1650a n=3, Printex 90 n=3 und Printex G n=3. Stimulation: 1x106 Zellen/ml; 1,5; 37°C;  
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Abb. 35: ECP-Ausschüttung aus Partikel-stimulierten GM-CSF-geprimten [25min; 1µg/ml GM-CSF] 

Eosinophilen. Eingesetzte Partikelarten: Diesel Standard SRM 1650a n=4, Printex 90 n=3 und Printex G n=3. 

Stimulation: 1x106 Zellen/ml; 1,5; 37°C; 

 

 

Im Folgenden wird die GM-CSF-Freisetzung Partikel-stimulierter Keratinozyten und die ECP-

Ausschüttung von Eosinophilen, die mit Überständen von Partikel-stimulierten Keratinozyten inkubiert 

wurden unter diesem Gesichtspunkt verglichen werden. Bei der GM-CSF-Ausschüttung Partikel-

stimulierter Keratinozyten, induzierten Dieselrußpartikel die höchste GM-CSF Ausschüttung. Die GM-

CSF-Freisetzung durch Printex 90 und Printex G Partikel ist unter Berücksichtigung der 

Standardabweichung als etwa gleich hoch anzusehen (s. Abb. 36). Zudem ist die ECP-Freisetzung 

Eosinophiler, die mit Überständen Partikel-stimulierter Keratinozyten inkubiert wurden, bei Überständen 

Dieselpartikel-stimulierter Keratinozyten am größten. An zweiter Stelle stehen die Überstände von 

Printex 90 Partikel-stimulierten Keratinozyten (s. Abb. 37). 
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Abbildung 36: GM-CSF Ausschüttung Partikel-stimulierter Keratinozyten. Vergleich von Diesel Standard SRM  

1650a n=4, Printex 90 n=4 und Printex G n=4. Stimulation 1x106Zellen/ml; 48h; 37°C; 
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Abbildung 37: ECP-Ausschüttung von eosinophilen Granulozyten, die mit Überständen von Partikel-stimulierten 

Keratinozyten inkubiert wurden. Vergleich von Diesel Standard SRM 1650a n=3, Printex 90 n=3 und Printex G 

n=3. Stimulation 1x106Zellen/ml; 1,5h; 37°C; 
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Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass in der indirekten, über Keratinozyten vermittelten, 

Stimulation Eosinophiler, Diesel Standard Partikel den stärksten Effekt erzielten. Auch die GM-CSF 

Freisetzung ist durch Keratinozyten, die mit Dieselpartikeln stimuliert wurden, am höchsten. Printex 90 

Partikel zeigten in der indirekten Stimulation einen leicht stärkeren Effekt als Printex G Partikel, dieser 

ist aber nicht als signifikant anzusehen. Bei der direkten Stimulation eosinophiler Granulozyten durch 

Partikel bewirkten Printex G Partikel bei ungeprimten Eosinophilen den stärksten Effekt, gefolgt von 

Printex 90 Partikeln. Allerdings fielen die Standardabweichungen dieser  Versuche, auf Grund der 

starken individuellen Unterschiede der ECP-Ausschüttung von Eosinophilen verschiedener Blutspender, 

im Vergleich hoch aus. Deshalb ist die Vergleichbarkeit dieser Experimente bezüglich der Wirkung der 

unterschiedlichen Partikel (Abb. 34 und 35) kritisch zu bewerten.  
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5.5.2 Untersuchung Phenanthren- und Benz(a)pyren-stimulierter Keratinozyten 

 

Im Weiteren wurde untersucht, ob Phenanthrene oder Benz(a)pyrene, welche zu den polyaromatische 

Kohlenwasserstoffen auf der Oberfläche der Dieselrußpartikel zählen, durch die Stimulation von 

Keratinozyten eosinophile Granulozyten zur Chemotaxis anregen können. Hierzu wurden Keratinozyten 

48h lang mit Phenanthrenen und Benz(a)pyrenen in den Konzentrationen 0,1 nM, 1 nM und 10 nM 

inkubiert. Die Konzentrationen wurden so gewählt, dass sie in etwa den Konzentrationen entsprechen, 

die auf der Oberfläche der standardisierten Dieselrußpartikel, in den jeweils eingesetzten 

Konzentrationen 0,5 µg, 5 µg und 50 µg, vorhanden sind. Es zeigte sich durch Überstände 

Phenanthren-stimulierter Keratinozyten keine signifikante Induktion der Eosinophilenmigration (s. Abb. 

38). Bei der höchsten eingesetzten Phenanthrenkonzentration (10 nM) war eine diskrete Induktion der 

Eosinophilenchemotaxis erkennbar, diese ist allerdings im Vergleich zu mit Medium stimulierten 

Keratinozyten als nicht signifikant zu werten. Auch Überstände Benz(a)pyren-stimulierter Keratinozyten 

konnten keine chemotaktische Aktivität in eosinophilen Granulozyten induzieren (Ergebnisse siehe 

Anhang). Aufgrund dieser ersten negativen Ergebnisse wurden im Rahmen dieser Dissertation keine 

weiteren Untersuchungen bezüglich der stimulierenden Aktivität der Stoffgruppen auf der 

Dieselrußpartikeloberfläche auf eosinophile Granulozyten durchgeführt. 
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Abbildung 38: Überstände Phenanthren-stimulierter Keratinozyten können keine signifikante Chemotaxis in 

eosinophilen Granulozyten induzieren. Migration: 1x105Zellen/well; 1,5h; 37°C; n=2; 
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6 Diskussion 

 

6.1 Bedeutung der direkten Interaktion von Eosinophilen mit Schadstoffpartikeln 

 

Gerade in jüngster Zeit häuften sich Berichte über erhöhte Feinstaubbelastung in den Städten. Neueste 

wissenschaftliche experimentelle und epidemiologische Untersuchungen belegen eine direkte 

Korrelation zwischen der steigenden Inzidenz sowohl chronischer Atemwegserkrankungen als auch  

kardiopulmonaler Erkrankungen und der erhöhten Luftverschmutzung mit Dieselrußpartikeln in 

industrialisierten Ländern (Maier et al. 2008, Wichmann 2007, Yue et al. 2007). Darüber hinaus wurde in 

den letzten Jahren in mehreren Studien ein direkter Zusammenhang zwischen verkehrsbedingten 

Feinstaubimmissionen und Erkrankungen aus dem atopischen Formenkreis, zu denen  die 

Rhinokonjunktivitis allergica, das Asthma bronchiale allergicum und das atopisches Ekzem zählen, 

aufgezeigt (Morgenstern et al. 2008, Heinrich und Wichmann 2004,  Krämer et al. 2000). Da eosinophile 

Granulozyten wichtige Effektorzellen bei der Inflammation und Chronifizierung atopischer Erkrankungen 

sind (Hogan 2007), wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht, ob eosinophile Granulozyten, als 

Effektorzellen atopischer Erkrankungen, mit feinen und ultrafeinen Schadstoffpartikeln direkt oder 

indirekt, über andere Zellsysteme vermittelt, interagieren. Der erste Teil der Arbeit beschäftigte sich 

zunächst mit der Fragestellung, ob Kohlenstoffpartikel eosinophile Granulozyten direkt zur Chemotaxis, 

Freisetzung von Mediatoren oder Aufregulierung von Adhäsionsproteinen aktivieren können. Im zweiten 

Teil wurde untersucht, ob andere Zellsysteme, wie Keratinozyten als wichtigste Zelle der oberflächigen 

Hausschicht und Barriere zur Umwelt, in die Interaktion mit eosinophilen Granulozyten und 

Schadstoffpartikeln eingebunden sind. Es zeigte sich, dass die untersuchten Kohlenstoffpartikel in den 

eingesetzten Konzentrationen 0,5µg/ml, 5µg/ml und 50µg/ml die Vitalität eosinophiler Granulozyten 

nicht beeinflussten und keine direkte chemotaktische Aktivität auf eosinophile Granulozyten hatten. Alle 

untersuchten Partikelarten (Diesel Standard SRM 1650a, Printex G und Printex 90) konnten eine  

vermehrte Freisetzung von eosinophilem cationischen Protein (ECP) bei eosinophilen Granulozyten 

induzieren. Darüber hinaus wurde beobachtet, dass Überstände von Partikel-stimulierten (0,5, 5, 50 

µg/ml/106Zellen, 48h) primären humanen Keratinozyten eosinophile Granulozyten zur Chemotaxis und 

ECP-Freisetzung anregten. 

 

Zunächst wurden in morphologischen Studien eosinophile Granulozyten und die verschiedenen 

Schadstoffpartikel koinkubiert. Lichtmikroskopisch wurde festgestellt, dass eosinophile Granulozyten, 

unabhängig vom Sensibilisierungsstatus des Spenders, Lamellopodien nach Partikeln ausbilden (s. 
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Abb. 7A/B/C) und darüber hinaus Zellagglomerate um die Partikel bildeten. Die 

rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen bestätigten die, am Zytopräparat erhobenen,  

morphologischen Befunde und zeigten darüber hinaus an die Eosinophilen adhärente Partikel. Die 

Partikel-inkubierten eosinophilen Granulozyten bilden Lamellopodien und Spikes aus (s. Abb. 9A/B/C). 

Wegen dieser morphologischen Befunde, bei denen nach Koinkubation mit Rußpartikeln Zeichen der 

Aktivierung eosinophiler Granulozyten beobachtet wurden, wurde in der Folge die in-vitro Interaktion 

von eosinophilen Granulozyten mit ultrafeinen und feinen Partikeln genauer untersucht.  

 

Zunächst sollte ausgeschlossen werden, dass Partikel in den eingesetzten Konzentrationen (0,5 µg/ml, 

5 µg/ml, 50 µg/ml) per se toxisch auf eosinophile Granulozyten wirken. In den durchgeführten 

Experimenten zeigte sich kein signifikanter Einfluss der eingesetzten Partikelkonzentrationen auf die 

Vitalität eosinophiler Granulozyten. Somit sind die im Rahmen dieser Arbeit gefundenen Ergebnisse 

nicht auf toxische Effekte der Kohlenstoffpartikel oder der an den Partikeln anhaftenden Substanzen, 

wie z.B. Benz(a)pyrene oder polyaromatische Kohlenwasserstoffe, zurückzuführen (Bond 1986, 

Dasenbrock 1996, Mastrangelo et al. 2003, Ono-Ogasawara et al. 2004). 

 

Es gibt viele bekannte Chemoattraktanzien für Eosinophile (Hogan 2007, Powell 2001, Kaplan 2001, 

Plötz et al. 2004). Zunächst war es von Interesse, ob Kohlenstoffpartikel oder deren aufgelagerte 

Substanzen, wie z.B. Benz(a)pyrene oder polyaromatische Kohlenwasserstoffe (Bond 1986, 

Dasenbrock 1996, Mastrangelo et al., 2003), als Chemoattraktanzien für eosinophile Granulozyten 

fungieren können. Die eingesetzten Partikelkonzentrationen selbst konnten in Migrationversuchen keine 

Chemotaxis von isolierten eosinophilen Granulozyten induzieren. Diese Ergebnisse bestätigen die 

bisher in diesem Forschungsbereich veröffentlichten Daten, da bislang in vitro keine chemotaktische 

Aktivität von feinen oder ultrafeinen Partikeln auf zur Migration fähige Zellen, nachgewiesen worden ist. 

Allerdings konnten Hirota et al. kürzlich aufzeigen, dass Dieselrußpartikel die Eotaxin-induzierte 

Migration eosinophiler Granulozyten deutlich steigern. Diese gesteigerte chemotaktische Aktivität 

konnte durch N-acetyl l-cystein blockiert werden und eine deutlich gesteigerte p38 MAP Kinase Aktivität 

durch die Koinkubation mit Dieselrußpartikeln gesehen werden (Hirota et al. 2008). Rußpartikel können 

also zwar nicht direkt chemotaktisch auf Eosinophile wirken, aber sie können die chemotaktische 

Aktivität auf andere Chemoattraktantien, wie Eotaxin, steigern.   
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Der Einfluss lokal gebildeter Mediatoren und Zytokine kann Eosinophile zur Freisetzung basischer 

Proteine veranlassen, die im Gewebe zu einer Entzündungsreaktion mit lokaler Gewebszerstörung 

führen können (Kita et al. 1996).  Eines dieser Granulaproteine ist das eosinophilen kationische Protein 

ECP, welches bei Hypereosinophilie Syndrom (HES)-Patienten und bei Patienten mit Krankheiten des 

atopischen Formenkreises in erhöhten Konzentrationen im Serum und Gewebe nachgewiesen wurde 

(Plötz et al. 1997, 2000, 2003, 2004, Jakobs et al. 1991, Czech et al. 1992, Kapp 1993). Da die ECP-

Freisetzung nach Stimulation isolierter eosinophiler Granulozyten im Gegensatz zu den in-vivo 

Messungen im Patientenserum hohen Schwankungen unterliegt, ist die Messung der ECP-Freisetzung 

bei in-vitro Experimenten als diffizil anzusehen. Dennoch konnte an  isolierten humanen eosinophilen 

Granulozyten eine signifikante Induktion der ECP-Freisetzung durch die eingesetzten Partikelarten 

Diesel SRM, Printex 90 und Printex G in den Konzentrationen 0,5µg/ml, 5µg/ml und 50µg/ml gezeigt 

werden (s. Abb. 12, 14 und 16). Diese stellte sich bei nicht-vorstimulierten Dieselpartikel-stimulierten 

Eosinophilen dosisabhängig dar. Bei eosinophilen Granulozyten, die mit Printex 90 oder Printex G 

Partikeln stimuliert wurden, zeigte sich die stärkste ECP-Freisetzung bei der Konzentration 5µg/ml und 

fiel dann wieder ab (s. Abb. 14 und 16). Diese nicht streng dosisabhängige Induktion der ECP-

Ausschüttung ist mit dem Phänomen zu erklären, dass Rußpartikel in der Lage sind chemische 

Verbindungen, wie Benz(a)pyrene, polyaromatische Kohlenwasserstoffe oder LPS an ihrer Oberfläche 

zu adsorbieren (Maier et al. 2008, Cho et al. 2002). Da die eingesetzten Partikelarten Printex G und 

Printex 90 in ihrer ursprünglichen Form unbeladene reine Kohlenstoffpartikel mit großer 

Partikeloberfläche darstellen, ist es möglich, dass durch die Partikel selbst, das freigesetzte ECP 

adsorbiert wurde und somit in den Überständen der eosinophilen Granulozyten nicht mehr messbar 

war. Dies ist eine Erklärung für das Abfallen der gemessenen ECP-Konzentration in den Überständen, 

der mit 50 µg/ml Printex G und  Printex 90 Partikel-stimulierten Eosinophilen, da bei dieser 

Konzentration die Gesamtoberfläche und somit das Adsorbtionspotential der Rußpartikel am höchsten 

ist. Weiterhin erscheint es nachvollziehbar, dass derselbe Effekt bei den eingesetzten Diesel Standard 

Partikeln weniger ins Gewicht fällt, da diese Partikel schon in definierter Menge mit verschiedenen 

polyaromatischen Kohlenwasserstoffen beladen wurden und somit eine dosisabhängige ECP-

Ausschüttung beobachtet werden kann (s. Abb. 12). 

      

Zudem wurde beschrieben, dass isolierte humane eosinophile Granulozyten, nach Vorstimulation mit 

dem Zytokin GM-CSF oder dem Lipidmediator PAF, eine erhöhte ECP-Freisetzung aufweisen (Simon et 

al. 1999). Deshalb wurden die Untersuchungen sowohl mit nicht-vorstimulierten naiven Eosinophilen, 

als auch mit GM-CSF geprimten eosinophilen Granulozyten durchgeführt. Es zeigte sich bei der ECP-



 83

Freisetzung induziert durch Diesel Standard, Printex 90 oder Printex G Partikel, kein signifikanter 

Unterschied zwischen naiven eosinophilen Granulozyten und Granulozyten, die mit GM-CSF geprimt 

wurden (s. Abb. 13, 15 und 17). Dies liegt zum einen an den starken interindividuellen Unterschieden 

der ECP-Ausschüttung zwischen den verschiedenen Probanden, die als Eosinophilenspender dienten. 

Zum anderen kommt wahrscheinlich auch hier der Effekt zum tragen, dass Kohlenstoffpartikel in der 

Lage sind biologische aktive Substanzen, zu denen ECP oder GM-CSF zählen, auf der 

Partikeloberfläche zu binden (Maier et al. 2008, Cho et al. 2002). 

 

Zum weiteren Nachweis einer spezifischen Aktivierung wurde die extrazelluläre Expression von 

Aktivierungsmarkern untersucht. Bekannt ist die Aufregulierung des Adhäsionsproteins CD11b durch 

Aktivierung verschiedener Mediatoren (Powell et al. 1999, Plötz et al. 2004). Die Expression des 2-

Integrins, das bei der Adhäsion an Gefäßendothel eine wesentliche Rolle spielt, wurde mittels 

Durchflusszytometrie analysiert. Es fand sich eine geringe, aber nicht signifikante CD11b- Aufregulation 

(s. Abb. 18). Im Rahmen einer aktuellen Untersuchung über die Effekte von ultrafeinen Partikeln nach 

Inhalation konnte in asthmatischen Probanden nach Inhalation von 10µg/m3 UFP eine verminderte 

Expression von CD11b auf Monozyten und Eosinophilen im peripheren Blut, sowie eine verminderte 

Expression von CD54  auf Granulozyten festgestellt werden (Frampton et al. 2006). Zusätzlich wurde 

festgestellt, dass nach Inhalation von UFP prozentual weniger CD4+-T-Zellen, Basophile und 

Eosinophile im peripheren Blut zu finden sind. Diese Ergebnisse zeigen eine Änderung des 

Adhäsionsmolekülmusters nach UFP-Inhalation im peripheren Blut in Zusammenhang mit einer 

erhöhten Retention von Leukozyten im Lungengefäßsystem (Frampton et al. 2006), was auf eine 

Aktivierung der Leukozyten inklusive Eosinophiler lokal im Lungengefäßsystem nach Partikelinhalation 

hindeutet.  

  

Zusammenfassend konnte also eine Aktivierung eosinophiler Granulozyten durch die eingesetzten 

Partikelarten im Sinne einer Induktion der ECP-Freisetzung sowohl bei nicht-vorstimulierten, als auch 

bei GM-CSF-vorstimulierten eosinophilen Granulozyten festgestellt werden. Diese Ergebnisse zeigen, 

dass sowohl Dieselrußpartikel als auch reine Kohlenstoffpartikel in-vitro in der Lage sind eosinophile 

Granulozyten zur ECP-Freisetzung zu aktivieren. Diese Tatsache kann in-vivo bei Aggravierung des 

Asthma bronchiale allergicum oder der allergischen Rhinitis durch vermehrte Feinstaubinhalation eine 

entscheidende Rolle spielen. Es ist bereits bekannt, dass im Mausmodel durch intratracheale 

Partikelinstallation eine Eosinophileninfiltration der Atemwege induziert werden kann (Miyabara 1998). 

Allessandrini et al. stellten kürzlich im Mausmodel fest, dass die Inhalation von ultrafeinen Partikeln 4 
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Tage bis 24h vor Allergenexposition mit Ovalbumin zu einem dosisabhängigen signifikantem  Anstieg 

der Entzündungszellen in der Bronchiallavage mit vermehrtem Nachweis von IL-4, IL-5 und IL-13 im 

Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Partikelinhalation führt (Alessandrini et al. 2006). Auch im Rahmen 

einer in-vivo Exposition mit ultrafeinen Partikeln an Kindern war nachzuweisen, dass bei Kindern mit 

Asthma bronchiale allergicum die Inhalation von Feinstaubpartikeln PM2,5 mit einer erhöhten 

Prozentzahl von Eosinophilen und mit erhöhten Konzentrationen von Albumin, Urea und α1-Antitrypsin 

in der Nasallavage korreliert waren (Nikasinovic et al. 2006). Bereits 1991/1992 fand sich in einer Studie 

an erwachsenen Asthmatikern in Erfurt eine signifikante Assoziation zwischen 5-Tages-Mittelwerten 

feiner und ultrafeiner Partikel und der Verschlechterung von Asthma und Lungenfunktion (Peters et al. 

1998). Diese Daten konnten kürzlich im Rahmen einer epidemiologischen Untersuchung in München an 

Kindern bestätigt werden. Es zeigte sich bei Kindern, welche in unmittelbarer Nähe zu stark 

verkehrsbelasteten Straßen leben, eine deutliche Assoziation mit der verstärkten Entwicklung von 

Asthma bronchiale, Rhinokonjunktivitis allergica und Atopischem Ekzem (Morgenstern et al. 2008). 

Nachdem beim Asthma bronchiale allergicum und bei der Rhinitis allergica vermehrt eosinophile 

Granulozyten in der Schleimhaut vorhanden sind, kann durch eine verstärkte Freisetzung von ECP eine 

Entzündungsreaktion mit lokaler Gewebszerstörung ausgelöst werden, die zu Aggravierung dieser 

Erkrankungen führt (Kita et al. 1996).  Hirota et al. wiesen in einer einer aktuellen in-vitro Untersuchung 

nach, dass DEP-stimulierte eosinophile Granulozyten vermehrt die Zytokine IL-8 und MCP-1 durch die 

Aktivierung von NF-kappa B freisetzen und dass die Eotaxin-induzierte Migration in DEP-koinkubierten 

Eosinophilen deutlich erhöht ist (Hirota et al. 2008). Diese Untersuchungen und oben aufgeführte 

Ergebnisse weisen darauf hin, dass Rußpartikel eine wichtige Rolle bei Induktion und Unterhaltung von 

Entzündungsprozessen bei Erkrankungen aus dem atopischen Formenkreis, wie zum Beispiel dem 

Asthma bronchiale allergicum und der Rhinokonjunktivitis allergica, über die direkte Aktivierung 

eosinophiler Granulozyten spielen.  
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6.2 Bedeutung der indirekten Aktivierung von Eosinophilen durch 

Schadstoffpartikel 

 

In vielen epidemiologischen und experimentellen wissenschaftlichen Studien wurde ein direkter 

Zusammenhang zwischen verkehrsbedingten Immissionen und kardiopulmonalen Erkrankungen, sowie 

Erkrankungen aus dem atopischen Formenkreis nachgewiesen (Wichmann 2007, Heinrich und 

Wichmann 2004). Im Jahre 2000 wurde z.B. an Kindern, welche an Straßen mit hoher 

Verkehrsbelastung lebten, eine signifikante Assoziation zwischen der Ausprägung atopischer 

Erkrankungen, wie dem atopischen Ekzem, und Kfz-bedingter Luftverschmutzung festgestellt (Krämer 

et al. 2000). Zusätzlich konnte in einer aktuellen epidemiologischen Untersuchung an insgesamt 5921 

Kindern im Münchner Raum nachgewiesen werden, dass die Nähe des Wohnortes zu einer 

verkehrsbelasteten Hauptstraße mit dem Auftreten und der Ausprägung von Erkrankungen aus dem 

atopischen Formenkreis deutlich korreliert, wobei das stärkste Erkrankungsrisiko für Kinder bestand, 

welche weniger als 50 Meter von der Hauptverkehrsstraße wohnten (Morgenstern et al. 2008). 

Zusätzlich war die NO2-Exposition der Kinder mit dem Auftreten oder der Exazerbation eines 

Atopischen Ekzems assoziiert (Morgenstern et al. 2008). Das atopische Ekzem ist eine häufige 

entzündliche Hauterkrankung (9-20% der deutschen Kinder betroffen!), das chronisch oder chronisch 

rezidivierend verläuft und mit starkem Juckreiz einhergeht. Im Rahmen des atopischen Ekzems ist die 

Barrierefunktion der Haut gestört, es kommt zu erhöhter Permeabilität, zu erhöhtem transepidermalen 

Wasserverlust und zu einer mikroskopisch nachweisbaren Entzündungsreaktion der Haut (Ring 2004). 

Es ist bekannt, dass Keratinozyten, die den Hauptbestandteil der Epidermis darstellen, maßgeblich in 

diese Entzündungsreaktion involviert sind (Giustizieri et al. 2001). Im Rahmen dieser 

Entzündungsreaktion werden von epidermalen Keratinozyten Chemokine, wie z.B. Eotaxin und 

RANTES ausgeschüttet, die eosinophile Granulozyten zur Migration in die Epidermis aus dem 

peripheren Blut anregen (Yamada et al. 1997).  Da es bereits deutlich epidemiologische Hinweise gibt, 

dass Rußpartikel den Verlauf eines bestehenden atopischen Ekzems verschlechtern können, sollte nun 

in dieser Arbeit aufgedeckt werden, ob mit Rußpartikeln inkubierte Keratinozyten eosinophile 

Granulozyten zur Chemotaxis und Degranulation anregen können.   

 

Zunächst wurde untersucht, ob Keratinozyten, die 48 h mit den verschiedenen eingesetzten 

Partikelarten Diesel Standard, Printex G und Printex 90 inkubiert wurden, in elektronenmikroskopischen 

Aufnahmen Zeichen einer Aktivierung zeigten. Es konnte festgestellt werden, dass die Partikel-

stimulierten Keratinozyten im Gegensatz zu naiven, nicht-stimulierten Keratinozyten multiple Spikes und 
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„Blebs“, d.h. Zellblasen ausbildeten (s. Abb. 20A und 20B). Darüber hinaus war zu erkennen, dass 

Keratinozyten Ausläufer zu den Rußpartikeln bildeten, die die Partikel umschließen und die Partikel an 

die Zellen zu adhärieren schienen (s. Abb. 20C). Diese elektronenmikroskopischen Aufnahmen ließen 

auf eine Aktivierung der primären humanen Keratinozyten durch alle eingesetzten Partikelarten 

schließen. 

  

Weiterhin ist bereits bekannt, dass humane epidermale Keratinozyten durch die Stimulation mit DEP zur 

erhöhten Freisetzung von IL-1und IL-8, die als proinflammatorische Zytokine in die Immunantwort 

miteingebunden sind und unter anderem als Wachstumsfaktor für Keratinozyten wirken, angeregt 

werden (Ushio et al. 1999). Deshalb und auf Grund der durchgeführten morphologischen Experimente 

wurde im Folgenden mittels ELISA untersucht, ob Keratinozyten durch die Stimulation mit 

Feinstaubpartikeln zur Freisetzung Eosinophilen-aktivierender Zyto- oder Chemokine angeregt werden. 

Für die Mediatoren MIP-3Eotaxin, RANTES, IL-18 und TARC, die als chemotaktische Faktoren für 

eosinophile Granulozyten wirken (Powell 2001, Kaplan 2001, Elsner 1999, Plötz et al. 2004), konnte im 

Rahmen dieser Dissertationsarbeit keine Induktion der Freisetzung durch Kohlenstoffpartikel gezeigt 

werden. TARC ist zusammen mit dem Zytokin MDC bei Probanden mit allergischem Asthma nach 

Allergeninhalation in stark erhöhter Konzentration in der Bronchiallavage nachweisbar und deutet auf 

ein TH-2 Zytokin Muster bei Erkrankungen aus dem atopischen Formenkreis hin (Maier et al. 2008).  

 

Allerdings wurde eine signifikante, dosisabhängige Induktion der GM-CSF Ausschüttung durch Partikel-

stimulierte Keratinozyten nachgewiesen, wobei die höchste Freisetzung durch Diesel Standard Partikel 

induziert wurde (s. Abb. 21). In neueren Studien konnte festgestellt werden, dass das Zytokin GM-CSF, 

welches bei Patienten mit atopischem Ekzem vermehrt in der Haut gebildet wird (Pastore et al. 1997), 

die Sensibilität eosinophiler Granulozyten auf chemotaktisch wirksame Mediatoren, wie zum Beispiel 

Eotaxin, erhöht (Kaatz et al. 2004). Muessel et al. konnten darüber hinaus in einer aktuellen 

experimentellen Studie die chemoattraktive Eigenschaft von GM-CSF auf eosinophile Granulozyten 

nachweisen (Muessel et al. 2008). Die GM-CSF induzierte Chemotaxis war nur teilweise von der Rho 

Kinase/ Rho-assoziierten Kinase abhängig und unabhängig von der RhoA Aktivierung (Muessel et al. 

2008). Somit kann GM-CSF die entzündliche Reaktivität der Haut beeinflussen und eosinophile 

Granulozyten chemotaktisch aktivieren. Zudem wurde beschrieben, dass isolierte humane eosinophile 

Granulozyten, nach Vorstimulation mit dem Zytokin GM-CSF, eine erhöhte ECP-Freisetzung nach 

Stimulation mit Eosinophilen-aktivierenden Substanzen aufweisen (Simon et al. 1999). Somit konnte im 

Rahmen dieser Untersuchungen ein chemotaktisches Agens für eosinophile Granulozyten, 
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ausgeschüttet durch Partikel-stimulierte Keratinozyten gefunden werden. Es wurde eine 

dosisabhängige, signifikante Induktion der GM-CSF Freisetzung in Keratinozyten durch alle 

eingesetzten Rußpartikelarten aufgezeigt (s. Abb. 21-23), wobei sich diese am stärksten durch Diesel 

Standard SRM 1650a Partikel-stimulierte Keratinozyten darstellte. 

 

Im weiteren Verlauf sollte überprüft werden, ob Überstände Partikel-stimulierter Keratinozyten die 

Apoptose- oder Nekroserate von eosinophilen Granulozyten beeinflussen. Die Apoptose ist ein 

wichtiger Mechanismus, über den zytotoxische Eosinophile ohne Auslösung einer Entzündungsreaktion 

eliminiert werden können (Plötz 2002). Der programmierte Zelltod Eosinophiler weist mit 

Kernkondensation, Zellschrumpfung und DNA-Fragmentierung typische apoptotische Merkmale auf 

(Simon 1997). Gewebseosinophilie bei atopischen Erkrankungen erklärt man sich teils auch durch eine 

Überproduktion von Zytokinen (IL-5), die den programmierten Zelltod Eosinophiler inhibieren (Simon et 

al. 1997). In den durchgeführten Experimenten konnte durch Überstände Partikel-stimulierter 

Keratinozyten kein Einfluss auf die Apoptose- oder Nekroserate eosinophiler Granulozyten festgestellt 

werden (s. Abb. 24). In der gängigen Literatur ist kürzlich durch ein Fusionsprotein aus GM-CSF und 

Bcl-Xl eine deutliche Apoptosehemmung in Monozyten, eosinophilen und neutrophilen Granulozyten 

nachgewiesen worden (Antignani und Youle 2007). Durch GM-CSF allein wurde ebenfalls in mehreren 

wissenschaftlichen Untersuchungen eine Apoptosehemmung in eosinophilen Granulozyten beschrieben 

(Munitz et al. 2006, Dziedziczko und Pałgan 2004). Überstände Partikel-stimulierter Keratinozyten 

enthalten nach den, in dieser Arbeit beschrieben Ergebnissen, nicht genügend GM-CSF oder andere 

Substanzen, welche über den Mechanismus der Apoptoseinhibition zur Aggravierung von Erkrankungen 

aus dem atopischen Formenkreis zu führen. 

   

Keratinozyten stellen, als Hauptbestandteil der Epidermis, eine wichtige Funktion als Barriere zu 

Umweltschadstoffen dar. Bei Erkrankungen, wie dem atopischen Ekzem, ist diese Hautbarrierefunktion 

maßgeblich eingeschränkt, es besteht eine erhöhte Permeabilität der Epidermis, dadurch kommt es z.B. 

zu erhöhtem transepidermalen Wasserverlust (Ring 2004). Deshalb ist es vorstellbar, dass gerade bei 

atopisch vorgeschädigter Haut, es zu einem intensivierten Kontakt zwischen Feinstaubpartikeln und 

Keratinozyten der obersten Epidermisschicht kommt. Darüber hinaus ist bekannt, dass eosinophile 

Granulozyten vor allem in der frühen Phase der Ekzementstehung bei der atopischen Dermatitis eine 

wichtige Rolle spielen (Hogan 2007). Mit Freisetzung toxischer, proinflammatorischer Proteine können 

sie die Entzündungsreaktion verstärken und durch die Ausschüttung potenter Mediatoren weitere 

Entzündungszellen aktivieren und somit in die Entzündungskaskase einbeziehen (Hogan 2007, Horiuchi 
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und Weller 1997, Fredens et al. 1982, Peterson et al. 1988). Welche Faktoren für die Migration der 

Zellen letztendlich verantwortlich sind, ist derzeit nicht geklärt. Sicherlich spielen für Eosinophile 

chemotaktische Substanzen wie Eotaxin, TARC oder RANTES eine wichtige Rolle (Mattoli et al. 1997, 

Kaplan 2001). Auch für das Zytokin GM-CSF wurde kürzlich eine dosisabhängige Chemotaxisinduktion 

in eosinophilen Granulozyten nachgewiesen (Muessel et al. 2008).  Im Rahmen dieser Arbeit konnte 

gezeigt werden, dass Partikel-stimulierte Keratinozyten eosinophile Granulozyten zur Migration 

anregen. Es war eine dosisabhängige Migration auf Überstände von sowohl Diesel Standard Partikel-

stimulierten Keratinozyten (s. Abb. 25) als auch Printex G und Printex 90 Partikel-stimulierten 

Keratinozyten (s. Abb. 26, 27) erkennbar. Der Induktion der Chemotaxis stellte sich, außer bei der 

niedrigsten eingesetzten Konzentration 0,5 µg/ml für Diesel Standard und Printex 90 Partikel, signifikant 

dar (s. Abb. 25 und 26). Diese Untersuchungen lassen darauf schließen, dass durch die Stimulation mit 

Feinstaubpartikeln humane Keratinozyten Substanzen freisetzen, die eosinophile Granulozyten zur 

Migration aktivieren. In den oben genannten Experimenten konnte GM-CSF als Chemoattraktanz 

identifiziert werden, das durch Partikel-stimulierte Keratinozyten dosisabhängig vermehrt ausgeschüttet 

wurde. Weiterhin ist bekannt, dass GM-CSF die Sensibilität eosinophiler Granulozyten auf 

chemotaktisch wirksame Mediatoren, wie zum Beispiel Eotaxin, erhöht  (Kaatz et al. 2004) und  darüber 

hinaus auch selbst als Chemoattraktans auf eosinophile Granulozyten wirkt (Muessel et al. 2008). Es ist 

anzunehmen, dass eosinophile Granulozyten durch GM-CSF, das dosisabhängig von Partikel-

stimulierten Keratinozyten freigesetzt wird, zum einen für vorhandene chemotaktische Substanzen in 

Überständen Medium-stimulierter Keratinozyten (RANTES, Eotaxin, TARC), sensibilisiert werden und 

zum anderen eine direkte dosisabhängige verstärkte Chemotaxis auf GM-CSF in Überständen Partikel-

stimulierter Keratinozyten aufweisen.  

 

Bei allen durchgeführten chemotaktischen Experimenten wurde, um eine eventuelle LPS-Kontamination 

der Rußpartikel als Ursache der gefundenen Ergebnisse ausschließen zu können, eine LPS-Kontrolle 

mitgeführt. LPS ist ein Bestandteil der Umwelt (Jakobs 1997) und ist in einer Reihe von Staubextrakten 

nachgewiesen worden. In bereits publizierten Arbeiten konnte nachgewiesen werden, dass LPS an die 

Oberfläche von Rußpartikeln adsorbiert werden kann, und dass dieses an die Oberfläche gebundene 

LPS biologisch aktiv ist (Cho et al. 2002). Darüber hinaus ist bekannt, dass sowohl humane 

Keratinozyten (Pivarcsi et al. 2003), als auch eosinophile Granulozyten (Plötz et al. 2001) Toll-like 

Rezeptoren auf Ihrer Zelloberfläche besitzen, über die eine Aktivierung durch LPS erfolgen kann. 

Deshalb wurde in oben genannten chemotaktischen Untersuchungen und auch bei den im Folgenden 

beschriebenen Versuchen, in Anlehnung an bereits anerkannte veröffentlichte Literatur, LPS in einer 
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Konzentration von 100ng/ml als Kontrolle stets mitgeführt (Yang et al. 1999). Die LPS-stimulierten 

Keratinozyten wiesen jedoch keine vergleichbar starke Chemotaxisinduktion von eosinophilen 

Granulozyten auf (s. Abb. 25-27). Somit sind die nachgewiesenen Eosinophilen-chemotaktischen 

Effekte, ausgelöst durch Feinstaub-stimulierte Keratinozyten, nicht auf eine Aktivierung durch Partikel-

gebundenes LPS zurückzuführen. Im Rahmen einer aktuellen Arbeit wurde zudem gezeigt, dass  Diesel 

Standard SRM 1650a Partikel keine signifikante LPS-Kontamination aufweisen, weil DEP-vorstimulierte 

und anschließend LPS-inkubierte (1µg/ml) Monozyten über den Toll-like Rezeptor 4 zu einer COX2 

Induktion führen, DEP-stimulierte Zellen allein diesen Effekt aber nicht zeigen (Maier et al. 2008). 

 

Im Weiteren wurde untersucht, ob Überstände Partikel-stimulierter Keratinozyten eine erhöhte ECP-

Freisetzung, als Zeichen der Aktivierung eosinophiler Granulozyten, in diesen induzieren können. Wie 

bereits im Kapitel 6.1 erwähnt, kann der Einfluss lokal gebildeter Mediatoren und Zytokine Eosinophile 

zur Freisetzung basischer Proteine veranlassen, die im Gewebe zu einer Entzündungsreaktion mit 

lokaler Gewebszerstörung führen können (Kita et al. 1996).  Eines dieser Granulaproteine ist das 

eosinophilen kationische Protein ECP, welches im Serum und im Gewebe von Patienten mit atopischer 

Dermatitis in erhöhten Konzentrationen nachgewiesen wurde (Plötz et al. 1997, 2000, 2003, 2004, 

Jakob et al. 1991, Czech et al. 1992, Kapp 1993). Es zeigte sich in den durchgeführten Experimenten, 

dass eosinophile Granulozyten, die mit Überständen von Partikel-stimulierten Keratinozyten inkubiert 

wurden, zur ECP-Freisetzung aktiviert werden. Die Induktion der ECP-Ausschüttung in eosinophilen 

Granulozyten durch Überstände Feinstaub-aktivierter Keratinozyten verhielt sich umgekehrt proportional 

zur eingesetzten Partikelkonzentration für Diesel Standard und Printex 90 Partikel (s. Abb. 28 und 29). 

Printex G Partikel-stimulierte Keratinozyten induzierten für alle eingesetzten Konzentrationen (0,5, 5, 50 

µg/ml) eine etwa gleich hohe ECP-Ausschüttung (s. Abb. 30). Die Aktivierung zur ECP-Ausschüttung 

war im Vergleich zu mit Medium stimulierten Keratinozyten für alle Konzentrationen, außer für Printex 

90 Partikel und Diesel Partikel in der Konzentration 50 µg/ml signifikant (s. Abb. 28 bis 30). Die nicht 

dosisabhängige Induktion der ECP-Ausschüttung bei oben genannten Ergebnissen liegt wohl zum einen 

daran, dass die ECP-Freisetzung nach Stimulation isolierter eosinophiler Granulozyten, im Gegensatz 

zu den in-vivo Messungen im Patientenserum, hohen Schwankungen unterliegt. Die Messung der ECP-

Freisetzung ist bei in-vitro Experimenten als wesentlich komplexer anzusehen, hinzukommend 

unterliegt sie großen interindividuellen Unterschieden bei dem Einsatz peripherer eosinophiler 

Granulozyten verschiedener Spender. Darüber hinaus ist, wie bereits in Kapitel 6.1 erwähnt, bekannt, 

dass Rußpartikel in der Lage sind chemische Verbindungen, wie Benz(a)pyrene, polyaromatische 

Kohlenwasserstoffe oder LPS an ihre Oberfläche zu adsorbieren (Cho et al. 2002). Ein Hinweis auf die 
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Potenz des genannten Effektes liegt in der Tatsache, dass sich bei den eingesetzten Partikelarten 

Diesel Standard und Printex 90 eine zur eingesetzten Partikeldosis umgekehrt proportionale Induktion 

der ECP-Ausschüttung vorliegt. Je größer die eingesetzte Partikelkonzentration ist, desto größer ist die 

Partikeloberfläche, an die biologisch aktive Mediatoren binden können (z.B. ECP, GM-CSF) und so 

nicht mehr mit herkömmlichen Methoden im Überstand messbar sind. Allerdings ist davon auszugehen, 

dass die Messbarkeit von ECP in-vitro, bei großen interindividuellen Unterschieden der Sensibilität 

Eosinophiler verschiedener Probanden, hohen Schwankungen unterliegt und somit die Hauptursache 

der nicht-dosisabhängigen Induktion der ECP-Freisetzung darstellt. Wie auch in Kap. 6.1 beschrieben, 

ist bekannt, dass isolierte humane eosinophile Granulozyten, nach Vorstimulation mit dem Zytokin GM-

CSF oder dem Lipidmediator PAF, eine erhöhte ECP-Freisetzung aufweisen (Simon et al. 1999). Da 

nachgewiesen werden konnte, dass Feinstaubpartikel-stimulierte Keratinozyten zur dosisabhängigen 

GM-CSF Freisetzung angeregt werden, spielt diese erhöhte GM-CSF Konzentration in den 

Überständen stimulierter Keratinozyten wahrscheinlich eine wichtige Rolle. Es ist davon auszugehen, 

dass die eosinophilen Granulozyten zum einen direkt durch das GM-CSF zur ECP-Freisetzung 

angeregt werden (Simon et al. 1999), zum anderen durch GM-CSF sensibler auf andere Zytokine in 

Keratinozytenüberständen (z.B. PAF, C5a) reagieren und somit durch Überstände Partikel-stimulierter 

Keratinozyten eine erhöhte ECP-Freisetzung zeigen. In mehreren Veröffentlichungen wurde 

beschrieben, dass humane Keratinozyten zur Expression von C5a und PAF in der Lage sind (Liu et al. 

1994, Zwirner 1999), welche beide potente Induktoren einer ECP-Freisetzung in eosinophilen 

Granulozyten darstellen (Simon et al. 2000). Im Rahmen weiterer Untersuchungen wäre zu klären, ob in 

Überständen Partikel-stimulierter Keratinozyten die Chemokine PAF und/oder C5a in erhöhter 

Konzentration nachzuweisen sind. 

 

Des Weiteren wurde die extrazelluläre Expression von Aktivierungsmarkern untersucht. Bekannt ist, 

dass Eosinophile durch verschiedene Mediatoren zur Aufregulierung des Adhäsionsproteins CD11b 

angeregt werden können (Powell et al. 1999, Plötz et al. 2004). Frampton et al. zeigten nach Inhalation 

von ultrafeinen Partikeln durch Asthmatiker eine verminderte Expression von CD11b auf Monozyten und 

Eosinophilen im peripheren Blut, und eine verminderte Anzahl von CD4+-T-Zellen, Basophile und 

Eosinophile im peripheren Blut, was auf eine erhöhten Retention der Leukozyten im 

Lungengefäßsystem schließen lässt (Frampton et al. 2006). Die Expression von Integrinen, die bei der 

Adhäsion an Gefäßendothel eine wesentliche Rolle spielen, wurde mittels Durchflusszytometrie 

analysiert. Es fand sich durch Überstände Rußpartikel-stimulierter Keratinozyten keine Beeinflussung 

der Expression des Oberflächenproteins CD11b auf eosinophilen Granulozyten. Auch Keratinozyten, 
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die mit LPS inkubiert wurden, konnten in Eosinophilen keine signifikante Änderung der Expression des 

Oberflächenproteins CD11b bewirken. 

 

Überblickend konnte festgestellt werden, dass mit Schadstoffpartikeln inkubierte humane Keratinozyten 

in der Lage sind (a) eosinophile Granulozyten zur Chemotaxis anzuregen und (b) eine erhöhte ECP-

Ausschüttung in Eosinophilen zu induzieren. Die erste von uns bislang identifizierte Substanz, die durch 

Partikel-stimulierte Keratinozyten freigesetzt wird, ist GM-CSF. Diese dargelegten Ergebnisse 

bekräftigen vorangegangene epidemiologische Untersuchungen, bei denen ein Zusammenhang 

zwischen verkehrsbedingten Feinstaubimmissionen und Erkrankungen aus dem atopischen 

Formenkreis aufgezeigt werden konnten (Krämer et al. 2000, Nikasinovic 2006, Morgenstern 2008) und 

zeigen erste Pathomechanismen der indirekten Interaktion von Schadstoffpartikel mit eosinophilen 

Granulozyten über die größte Kontaktoberfläche des Menschen  zur Umwelt, die Hautbarriere auf.  Eine 

besondere Bedeutung der Ergebnisse liegt vor allem in der Tatsache, dass bei der atopischen 

Dermatitis, diese Hautbarriere schon vorgeschädigt ist (Ring 2004) und es somit zu einem intensiveren 

Kontakt feiner und ultrafeiner Partikel mit Keratinozyten der obersten Epidermis kommen kann. 
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6.3 Bedeutung des Einsatzes von Zellen atopischer oder nicht-atopischer 

Probanden in Bezug auf deren Interaktion mit Schadstoffpartikeln  

 

In mehreren epidemiologischen Studien zeigte sich durch erhöhte Exposition gegenüber partikulären 

Luftschadstoffen in verkehrsbelasteten Gebieten eine Aggravierung und Exazerbation von 

Erkrankungen aus dem atopischen Formenkreis, zu denen das Asthma bronchiale allergicum, die 

Rhinokonjunctivitis allergica und das atopische Ekzem zählen (Krämer et al. 2000, Nikasinovic et al. 

2006, Morgenstern et al. 2008). Weiterhin ist bekannt, dass humane Keratinozyten, isoliert von 

Patienten mit atopischem Ekzem, nach Stimulation mit z.B. IL-eine signifikant höhere GM-CSF-

Freisetzung zeigen, als Keratinozyten, die von gesunden Patienten isoliert wurden (Pastore et al. 1997, 

2000). 

 

Zur Vervollständigung zu den bisher beschriebenen Experimenten, bei denen jeweils eosinophile 

Granulozyten von Atopikern und Keratinozyten von Nicht-Atopikern verwendet wurden, wurde im 

Rahmen dieses Arbeitsabschnittes untersucht, ob ein Unterschied im Bezug auf die Aktivierung durch 

Schadstoffpartikel bei eosinophilen Granulozyten oder Keratinozyten, die von atopischen oder nicht-

atopischen Probanden isoliert wurden, besteht. Es wurde exemplarisch die indirekte Interaktion von 

Feinstaubpartikeln und eosinophilen Granulozyten gewählt und exploriert, ob Überstände Partikel-

stimulierter Keratinozyten von Atopikern eine stärkere Chemotaxis in eosinophilen Granulozyten 

induzieren können, als  Überstände Partikel-stimulierter Keratinozyten von gesunden Probanden. 

Darüber hinaus wurde exploriert, ob Überstände Feinstaubpartikel-stimulierter Keratinozyten in 

eosinophilen Granulozyten von atopischen Spendern eine stärkere Chemotaxis induzieren können, als 

in Eosinophilen von nicht-atopischen Probanden.  

 

Es konnten keine Unterschiede zwischen Zellen von Atopikern und Nicht-Atopikern im Bezug auf die 

Induktion der Migration von eosinophilen Granulozyten durch Überstände Rußpartikel-stimulierter 

Keratinozyten festgestellt werden. Diese Ergebnisse war bei allen eingesetzten Partikelarten 

auswertbar, als Beispiel ist der Vergleich von Printex G Partikel-stimulierten Keratinozyten dargestellt (s. 

Abb. 32). 

 

Eine mögliche Erklärung, weshalb im Rahmen dieser Dissertation kein Unterschied zwischen dem 

Einsatz von Keratinozyten atopischer und nicht-atopischer Probanden festgestellt werden konnte, liegt 

in einem anderen Aktivierungsweg der Induktion der GM-CSF-Ausschüttung durch Feinstaubpartikel im 
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Vergleich zu IL-1(s.o.). Es ist diesbezüglich bereits bekannt, dass durch Aktivierung mit LPS, das bei 

den hier durchgeführten Experimenten nicht als Auslöser der gezeigten Effekte in Frage kommt, kein 

Unterschied der GM-CSF-Freisetzung im Vergleich von Keratinozyten atopischer und nicht-atopischer 

Probanden gefunden werden konnte (Pastore et al. 1997).  

 

Da kein signifikanter Unterschied zwischen Zellen von Atopikern oder gesunden Probanden bezüglich 

der Aktivierung durch Russpartikeln festgestellt wurde, ist davon auszugehen, dass Schadstoffpartikel 

auch bei Nicht-Allergikern zur Aktivierung von Entzündungszellen führen können. Diese Hypothese wird 

auch durch durchgeführte in vivo Studien bestätigt. Es war zum Beispiel in einer 2003 veröffentlichten 

Arbeit nach Dieselpartikelinhalation eine verstärkte Entzündungsreaktion im Lungengewebe mit 

messbarer erhöhter Neutrophilenzellzahl und IL-8-Freisetzung in der Bronchiallavage sowohl bei 

gesunden Probanden als auch bei Patienten mit Asthma bronchiale allergicum nachweisbar (Holgate et 

al. 2003). Zudem konnte nach Inhalation von ultrafeinen Partikeln durch gesunde Erwachsene eine 

Veränderung der Zellverteilung und der Expression von Adhäsionsmolekülen an Leukozyten im 

peripheren Blut nachgewiesen werden (Frampton et al. 2006).  
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6.4  Einfluss der organisch-chemischen Verbindungen auf der 

Dieselrußpartikeloberfläche 

  

Dieselmaschinen werden vielfach in der modernen Industrie zum Beispiel als Transportmittel oder zur 

Konstruktion verwendet. Ein Dieselmotor emittiert etwa 100mal mehr Rußpartikel als ein Benzinmotor. 

Mehr als 85% der emittierten Partikel haben einen aerodynamischen Durchmesser <0,1 µg und 

gehören somit zu der ultrafeinen Fraktion (Wichmann 2007, Peters et al. 1998). Ultrafeine Partikel mit 

ihrer im Verhältnis zur Masse sehr großen Oberfläche sind ein ideales Vehikel für den Transport 

schädlicher Substanzen in das Körperinnere. Die Russemissionen von Dieselmotoren wurden in den 

letzten Jahren durch Filter- und Katalysatoreinbau reduziert (Kralisch 2007). Diese Tatsache erschwert 

die Charakterisierung der Größenverteilung der emittierten Partikel und der chemischen Komponenten 

auf der Partikeloberfläche (Wichman 2007). Es ist bekannt, dass auf der Dieselrußpartikeloberfläche 

eine Vielzahl unterschiedlicher organisch-chemischer Substanzen, wie z.B. polycyclische aromatische 

Kohlenwasserstoffe, halogenierte und nicht-halogenierte aliphatische Kohlenwasserstoffe, Aldehyde, 

Ketone oder organische Säuren adsorbiert sind (Risse et al. 1999, Ono-Ogasawara 2004, Schober et 

al. 2006, 2007). Darüber hinaus ist schon längere Zeit bewiesen, dass einige dieser adsorbierten 

polyaromatischen Kohlenwasserstoffe kanzerogen auf den Menschen wirken können  (Hansen et al. 

1993). Weiterhin konnte in einer letztlich veröffentlichten Arbeit aufgezeigt werden, dass 

polyaromatische Kohlenwasserstoffe, die in vivo auf psoriatisch vorgeschädigte Haut appliziert wurden, 

die IgE-Antikörper Konzentration im Probandenserum signifikant steigerten (Mastrangelo et al. 2003). 

Auch führte die Inhalation von aus Dieselrußpartikeln isolierten polyaromatischen Kohlenwasserstoffen 

(PAH) zur Induktion der lokalen IgE-Produktion und Eosinophilendegranulation in der Nasenschleimhaut 

(Mastrangelo et al. 2003, Terada et al. 1997). In neuesten experimentellen wissenschaftlichen Arbeiten 

ließ sich eine direkte Aktivierung von Birkenpollen-stimulierten basophilen Granulozyten durch 

polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe nachweisen (Schober et al. 2006, 2007). Diese bereits 

durchgeführten Untersuchungen lassen darauf schließen, dass organisch-chemische Substanzen, 

welche auf der Partikeloberfläche von Dieselrußpartikeln adsorbiert sind, selbst immunmodulatorische 

Effekte im humanen Zellsystem auslösen.  

 

Deshalb wurde im Rahmen dieser Arbeit zum einen untersucht, ob reine Kohlenstoffpartikel, wie Printex 

und Printex 90 Partikel, die selben Effekte auf eosinophile Granulozyten direkt und indirekt, über 

Keratinozyten vermittelt, induzieren können, wie Dieselrußpartikel, die standardisiert mit einer Reihe von 
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unterschiedlichen polyaromatischen Kohlenwasserstoffen, wie z.B. Phenanthrenen, Benz(a)pyrenen 

und Fluoranthenen beladen sind.  

 

Zunächst war nachzuweisen, dass Überstände Dieselrußpartikel-stimulierter Keratinozyten im Vergleich 

zu Keratinozyten, die mit reinen Kohlenstoffpatikeln stimuliert wurden, die stärkste Induktion der 

Chemotaxis von eosinophilen Granulozyten verursachten (s. Abb. 33). Auch konnte durch Überstände 

Dieselpartikel-stimulierter Keratinozyten in eosinophilen Granulozyten die höchste ECP-Freisetzung im 

Vergleich zu den anderen eingesetzten Partikelarten induziert werden (s. Abb. 37). Darüber hinaus 

wurde durch Diesel Standard Partikel eine signifikant höhere GM-CSF-Ausschüttung bei der 

eingesetzten Konzentration 50µg/ml in humanen Keratinozyten ausgelöst (s. Abb. 36). Diese 

Ergebnisse weisen darauf hin, dass nicht nur der reine Kohlenstoffkern zur Aktivierung humaner 

Keratinozyten und somit zur indirekten Aktivierung eosinophiler Granulozyten in der Lage ist, sondern 

auch die der Dieselrußpartikeloberfläche aufgelagerten verschiedenen polyaromatischen 

Kohlenwasserstoffe einen adjuvanten Effekt bei der Zellaktivierung beisteuern.   

 

Allerdings zeigte sich bei der direkten Stimulation eosinophiler Granulozyten durch Kohlenstoffpartikel, 

dass Diesel Standard Partikel nicht den stärksten Effekt bezüglich der ECP-Ausschüttung auslösten. 

Bei den nicht vorstimulierten Eosinophilen war die höchste Induktion der ECP-Freisetzung durch Printex 

G Partikel, gefolgt von Printex 90 Partikeln nachzuweisen (s. Abb. 34). GM-CSF-geprimte Eosinophile 

setzten nach Simulation mit den verschiedenen eingesetzten Partikelarten im Vergleich etwa die gleiche 

ECP-Menge frei, ein signifikanter Unterschied war hier nicht zu erkennen (s. Abb. 35). Diese 

Ergebnisse, die sich im Vergleich zu den oben aufgeführten Ergebnissen divergent darstellen, lassen 

sich mit der im Kapitel 6.1 und 6.2 schon erwähnten Tatsache erklären, dass die ECP-Freisetzung nach 

Stimulation isolierter eosinophiler Granulozyten in vitro hohen Schwankungen unterliegt. Die Messung 

der ECP-Freisetzung ist bei in-vitro Experimenten als wesentlich komplexer anzusehen, hinzukommend 

unterliegt sie großen interindividuellen Unterschieden infolge des Einsatzes peripherer eosinophiler 

Granulozyten verschiedener Spender.  

 

In der Zusammenschau konnte man im Vergleich der verschiedenen Partikelarten eine Tendenz zur 

stärkeren Induktion der Chemotaxis und Degranulation eosinophiler Granulozyten durch Überstände 

Dieselpartikel-stimulierter Keratinozyten erkennen.  Allerdings konnten auch reine Kohlenstoffpartikel, 

zu denen Printex G und Printex 90 Partikel zählen, direkt und indirekt, über Keratinozyten vermittelt, 

eosinophile Granulozyten zur Degranulation und Migration anregen. Diese Ergebnisse bestätigen einen 
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adjuvanten, immunmodulierenden Effekt der organisch-chemischen Substanzen, die der 

Partikeloberfläche anhaften und noch biologisch aktiv sind (Cho et al. 2002). 

 

Als letzter Punkt dieser Dissertationsarbeit sollte exploriert werden, welche der adsorbierten organisch-

chemischen Substanzen, eine wesentliche Rolle bei der direkten und indirekten Aktivierung von 

eosinophilen Granulozyten im in-vitro Modell spielen. Hierzu wurde die Migration von eosinophilen 

Granulozyten auf Überstände humaner Keratinozyten, die mit Benz(a)pyrenen oder Phenanthrenen 

stimuliert wurden, gemessen. Phenanthrene und Benz(a)pyrene wurden äquivalent zu den 

Konzentrationen eingesetzt, in denen diese auf der Partikeloberfläche der Diesel Standard Partikel 

vertreten sind (0,1 nM, 1 nM und 10 nM). Es konnte weder durch Überstände Benz(a)pyren-, noch 

durch Überstände Phenanthren-stimulierter humaner Keratinozyten eine signifikante Induktion der 

Chemotaxis nachgewiesen werden (s. Abb. 38). Diese Ergebnisse sind allerdings erste Ansätze zur 

Identifikation des auslösenden Agens auf der Dieselrußpartikeloberfläche, weitere Untersuchungen sind 

im Rahmen kommender experimenteller Studien notwendig. 

 

Zusammenfassend ist festzustellen, dass die Ursachen, die in den letzten Jahren zu einem signifikanten 

Anstieg der Prävalenz von Erkrankungen aus dem atopischen Formenkreis führen, sich komplex 

darstellen. Jedoch ist unbestreitbar, dass das vermehrte Auftreten atopischer Erkrankungen parallel mit 

einer rapiden Industrialisierung und Urbanisierung in vielen Teilen der Welt einhergeht (Riedl und Diaz-

Sanchez 2005). Deshalb sind heutzutage die Menschen größeren aerogenen Schadstoffbelastungen 

ausgesetzt als zu jedem früheren Zeitpunkt in der Weltgeschichte. Besonders die inhalierbare Fraktion 

des Schwebstaubes, die feinen und ultrafeinen Partikel, kann in auch niedriger Konzentration zu 

gravierenden adversen Gesundheitseffekten, welche das Herzkreislaufsystem, die Lungenfunktion und 

Erkrankungen aus dem atopischen Formenkreis betreffen, führen (Heinrich und Wichmann 2004, Yue et 

al. 2006, Wichmann 2007).  In vielen klinischen und epidemiologischen Studien wurde bereits eine 

Korrelation zwischen erhöhter Feinstaubbelastung der Umwelt und einer Exazerbation und 

Aggravierung von Erkrankungen aus dem atopischen Formenkreis aufgedeckt (Ring et al. 1999, Kimata 

2004, Peters et al. 1998, Krämer et al. 2000, Morgenstern 2008). Diese Arbeit trägt ihren Teil dazu bei, 

die Mechanismen dieses Phänomens besser verstehen zu können und so neue Therapieansätze und 

prophylaktische Maßnahmen zur Vermeidung der Neuentstehung und Aggravierung von Erkrankungen 

aus dem atopischen Formenkreis finden zu können.    
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7 Zusammenfassung 

 

Gerade in jüngster Zeit häufen sich Berichte über erhöhte Feinstaubbelastungen in den Städten. Es 

konnte durch viele wissenschaftliche Arbeiten ein erhöhtes Mortalitätsrisiko durch kardiopulmonale 

Erkrankungen nach Dieselrußexposition belegt werden (Maier et al. 2008, Wichmann 2007, Yue et al. 

2007). Neuere epidemiologische Daten zeigen auf, dass die Exposition gegenüber partikulären 

Luftschadstoffen, insbesondere feinen und ultrafeinen Partikeln, mit Exazerbation und Aggravierung 

von Erkrankungen aus dem atopischen Formenkreis assoziiert ist (Heinrich und Wichmann 2004, Ring 

et al. 1999, Kimata 2004). Zudem wurde ein gehäuftes und verstärktes Auftreten von atopischen 

Ekzem bei Kindern, die an Straßen mit erhöhter Verkehrsbelastung wohnen, beobachtet (Krämer et al. 

2000). In einer aktuellen epidemiologischen Untersuchung an insgesamt 5921 Kindern im Münchner 

Raum konnte nachgewiesen werden, dass die Nähe des Wohnortes zu einer verkehrsbelasteten 

Hauptstraße mit dem Auftreten und der Ausprägung von Erkrankungen aus dem atopischen 

Formenkreis deutlich korreliert, wobei das stärkste Erkrankungsrisiko für Kinder bestand, welche 

weniger als 50 Meter von der Hauptverkehrsstraße wohnten (Morgenstern et al. 2008). Zusätzlich war 

die NO2-Exposition der Kinder mit dem Auftreten oder der Exazerbation eines Atopischen Ekzems 

assoziiert (Morgenstern et al. 2008).  

 

Weil eosinophile Granulozyten in den Pathomechanismus von zahlreichen entzündlichen Prozessen, 

z.B. Parasiteninfektionen, anderen Erkrankungen (z.B. Churg-Strauß-Syndrom, 

Hypereosinophiliesyndrom) und Erkrankungen aus dem atopischen Formenkreis, zu denen das 

Asthma bronchiale allergicum, die Rhinokonjunktivitis allergica und das atopische Ekzem zählen, 

involviert sind, wurde im Rahmen dieser Dissertation deren Interaktion mit Rußpartikeln untersucht 

(Plötz et al. 2001, Ring et al. 2001, Hogan 2007). 

 

Unter der Hypothese, dass humane eosinophile Granulozyten Targetzellen für feine und ultrafeine 

Partikel darstellen, wurde hier zum einen exploriert, ob Luftschadstoffpartikel und eosinophile 

Granulozyten  direkt interagieren, zum anderen, ob Eosinophile durch Überstände Partikel-stimulierter 

Keratinozyten aktiviert werden können und die Keratinozyten somit in die immunologisch-entzündliche 

Reaktion eingebunden sind. Untersucht wurde die Chemotaxis, die Aufregulierung von 

Adhäsionsproteinen und die Freisetzung von Granulaproteinen aus Eosinophilen nach direkter 

Stimulation oder nach Inkubation mit Überständen Partikel-stimulierter Keratinozyten.  
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Es zeigte sich, dass die ausgewählten Kohlenstoffpartikelarten in den eingesetzten Konzentrationen 

(0,5, 5, 50 µg/ml/106Zellen) die Vitalität eosinophiler Granulozyten nicht beeinflussten und nicht  direkt 

chemotaktisch auf Eosinophile wirkten. Alle untersuchten Partikelarten (Diesel Standard SRM 1650a, 

Printex G und Printex 90) konnten in eosinophilen Granulozyten eine  vermehrte Freisetzung von 

eosinophilem cationischen Protein (ECP) induzieren. Darüber hinaus wurde beobachtet, dass 

Überstände Partikel-stimulierter (0,5, 5, 50 µg/ml/106Zellen, 48 h) primärer humaner Keratinozyten, 

über eine dosisabhängige signifikant erhöhte GM-CSF Freisetzung, eosinophile Granulozyten zur 

Chemotaxis und ECP-Freisetzung anregten.   

 

Ultrafeine und feine Partikel können demnach in biologische Systeme der Haut eingreifen und 

proinflammatorische Entzündungsprozesse induzieren, indem Überstände Rußpartikel-aktivierter 

Keratinozyten eosinophile Granulozyten zur Chemotaxis und Degranulation anregen. 

  

Die dargelegten Befunde sind von umweltmedizinischer Bedeutung, da die Zahl dieselbetriebener 

Fahrzeuge hoch ist und vermutlich weiter steigen wird. So waren 1998 in Europa von allen verkauften 

Autos circa 25% dieselbetrieben (D'Amato 2000).Die wichtigste Quelle für Dieselrußpartikel stellen 

weiterhin Straßenverkehrsfahrzeuge dar, jedoch spielen auch andere Dieselmaschinen wie zum 

Beispiel Motoren in Lokomotiven, Marine-Fahrzeugen und der Schwermetallverarbeitung vor allem bei 

der beruflichen Partikelexposition eine große Rolle (Wichman 2007).  
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II  Anhang 
  
Ad 4.1 Verwendete Partikel 
 
- Certificate of Analysis, SRM 1650a Diesel Particulate Matter, NIST, Gaithersburg, MD  
(07 November 2000). 
 
- Sicherheitsdatenblatt Printex 90, Degussa, 01.02.2002, 1-8. Im Internet  bei „Fa. Degussa“ abrufbar. 
http://www.degussa.de/degussa/de/produkte/produktdatenbank/default.htm?action=details&page=3&pid
=121747&rno=25 , zuletzt abgerufen am 11.07.2008 
 
- Sicherheitsdatenblatt Printex G, Degussa, 01.02.2002, 1-8. Im Internet bei  „Fa. Degussa“ abrufbar.  
http://www.degussa.de/degussa/de/produkte/produktdatenbank/default.htm?action=details&page=4&pid
=121758&rno=35, zuletzt abgerufen am 11.07.2008 
 
 
 
Ad 4.4  Isolierung und Anreicherung peripherer eosinophiler Granulozyten: 

 

MACS-Puffer: Zu 500 ml Dulbecco- PBS, ohne Calcium und Magnesium (Firma Gibco), wurden 2 ml 5M 

EDTA (2 mM) und 0,5% BSA (2,5 g) hinzugegeben. Danach wurde das Gemisch steril filtriert und, für 

die Verwendung in der CS-Säule, im Ultraschallbad bei offenem Deckel 30 min entgast. 

 

Standardmedium: Zu 500 ml RPMI 1640 mit L-Glutamin (Firma Gibco) wurden 5,6 ml nicht-essentielle 

Aminosäuren,  5,6 ml Sodium Pyruvat  und 0,5% BSA (2,5 g) hinzugegeben. Daraufhin wurde das 

Medium bei 0,2 µm Porengröße steril filtriert und bei 4°C im Kühlschrank aufbewahrt. 
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Ad 4.5  Kultivierung von primären humanen Keratinozyten: 
 
 
KP0 =  Keratinozyten, welche frisch aus dem Vorhautmaterial von männlichen Säuglingen gewonnen   

wurden  

 

KP1=  Keratinozyten, welche nach frischer Gewinnung aus Vorhautmaterial einmal bei -180°C 

eingefroren und für den Versuchsansatz wieder aufgetaut wurden 

 

Isolierung von Keratinozyten aus Vorhäuten: 

 

1. Biopsie-Transportmedium:    400 ml DMEM (Gibco 22320-022) 

            + 100 ml FCS 

             + 5 ml Penicillin/Streptomycin (Gibco 15140-114) 

    Aliquotierung in 50 ml Falcon-Tubes a 10 ml. 

Aufbewahrung bei -4°C. 

 

2. Antibiotika-Antimycotica:  Lösung I: 500 ml MEM (Gibco 32360-026) 

 + 15 ml Gentamycin (Gibco 15710-049) 

  + 20 ml Antibiotic-Antimycoticsolution (Gibco 15240-062) 

Lösung II:  250 ml Lösung I + 250 ml MEM 

Lösung III:  250 ml MEM + 2, 5 ml Antibiotic-Antimycoticsolution 

Aliquotierung in 15 ml Falcon-Tubes a 10 ml. Aufbewahrung bei –20°C. 

 

3. Dispase:   Gebrauchslösung 2 U/ml (Gibco 17105-041) in DPBS 

Aliquotierung in 15 ml Falcon-Tubes a 10 ml.  

Aufbewahrung bei –20°C. 

 

4. DPBS ( w/o Ca and Mg) Waschlösung (Gibco 14190-094) 

 

5. Trypsin-EDTA (Gibco 25300-054) 
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6. Primärkeratinozytenmedium: 500 ml K-SF (Gibco 17005-034) 

     + 2,5 µg Supplement EGF (Gibco 37000-015) 

     + Rinderhypophysenextrakt (Gibco 3700-015) ½ Röhrchen   

       + 5 ml Penicillin/Streptomycin 

Sterilfiltration mittels Nalgen Filtrationseinheit 0,2 µm 

 

7. Primärfibroblastenmedium = Biopsie-Transportmedium (siehe oben) 

 

8. Keratinozytenmedium:  Keratinocyte Basal Medium 2 (Firma promo cell Cat.No.C-20211) 

     

 

Ad 4.9.1  Herstellung der Zytopräparate und Färbung nach Pappenheim:  

 

Färbung nach Pappenheim: 

a) May- Grünwald (Merck 1.01424.0500, Darmstadt)   Küvette 1 3 min 

b) Aqua bidest.        Küvette 2 20 s 

c) Aqua bidest.          Küvette 3 1 min 

d) Giemsa (Merk 1.09204) (1:20 mit Weise'scher Pufferlösung)  Küvette 4 15 min  

e) Objektträger gründlich mit Leitungswasser abspülen 

f) Aqua bidest.        Küvette 2 30 s 

g) Objektträger schrägstehend lufttrocknen lassen 

 

Weise´sche Pufferlösung: Kalium-di-hydrogenphosphat 0,49g + di-Natriumhydrogenphosphat x 2 H2O 

1,14g + gereinigtes Wasser ad 100,00 g 

 

Ad 4.10  Chemotaxisassay der Transwell-Kammersysteme 

 

Chemotaktischer Index = Migrationsindex [MI] = migrierte Zellen des Ansatzes/ migrierte Zellen der 

Negativkontrolle 
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Ad 4.12  Detektion des Zelloberflächenantigens CD11b  mittels durchflusszytometrischer 

Methoden 

 

FACS-Puffer: 500ml Dulbecco-PBS, ohne Calcium und Magnesium (Firma Gibco), 25ml 469 FCS (5% 

fetal calve serum) und 100mg Natriumacid (0.02%) 

 
 
Ad 5.1.2  Vitalitätsmessung an Partikel-exponierten eosinophilen Granulozyten 
 
 
Abbildung 10: 
 

Inkubation: 1x106Zellen/ml; 1,5h; 37°C; 5% CO²   

Vitale Eosinophile [%], n=2    

Proband: Atopiker    

Medium LPS 100ng/ml Diesel 0,5µg/ml Diesel 5µg/ml Diesel 50 µg/ml 

97,7 96,0 94,7 93,6 93,7 

94,4 93,3 96,0 95,0 93,8 
 

Inkubation: 16h; 37°C; 5% CO²;    

Vitale Eosinophile [%], n=2    

Proband: Atopiker    

Medium LPS 100ng/ml Diesel 0,5µg/ml Diesel 5µg/ml Diesel 50µg/ml 

82,8 87,6 84,8 82,4 74,5 

84,1 88,2 83,5 81,3 74,4 
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Ad 5.1.3  Einfluss von DEP, Printex G und Printex 90 auf die Migration von eosinophilen 

Granulozyten  

 

Abbildung 11: 

 

Inkubation: 1x105Zellen/well; 1,5h; 37°C;   
Migrationsindex: Migrierte Zellen Ansatz/Migrierte Zellen Mediumkontrolle 
Probanden: Atopiker; n=2     
  0,5µg/ml 5µg/ml 50µg/ml 
Diesel SRM 1,3 1,2 1,3 
  0,9 1,2 1,1 
Printex 90 1,1 1,2 1,2 
  1,5 1 1,3 
Printex G 1,3 0,8 0,9 
  1,1 1,3 1,1 
Eotaxin 100ng/ml 6,5     
  6,3     

 

 

Ad 5.1.4  Einfluss von DEP, Printex G und Printex 90 auf die Freisetzung von Granulaproteinen 

aus eosinophilen Granulozyten 

 

ECP-Index= ECP-Ausschüttung der stimulierten Zellen/ECP-Ausschüttung Medium inkubierter Zellen 

 

Abbildung: 12 

 

Stimulation: 1x106Zellen/ml; 1,5h; 37°C;      
ECP-Ausschüttung in pg/ml ohne GM-CSF-Vorstimulation   

Probanden: Atopiker; n=3;       
  Medium Diesel 0,5µg/ml Diesel 5µg/ml Diesel 50µg/ml 
ED-24 11,9 12,6 16,9 28,6 
ED-17 10,7 12,6 13,7 19,8 
ED-4 118 118 150 122 
     
ECP-Index:      
    Diesel 0,5µg/ml Diesel 5µg/ml Diesel 50µg/ml 
Mittelwert   1,08 1,36 1,66 
Standw.t-test oben  0,07 0,05 0,66 
Standw.t-test unten 0,06 0,05 0,47 
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Abbildung 13: 

 

Stimulation: 1x106Zellen/ml; 1,5h; 37°C;     
Vorstimulation: 25min; 1µg/ml GM-CSF     
ECP-Ausschüttung in pg/ml       
Probanden: Atopiker; n=4;       
  Medium Diesel 0,5µg/ml Diesel 5µg/ml Diesel 50µg/ml 
ED-20 7,8 16,4 17,2 17,8 
ED-5 257 312 358 379 
ED-19 7,77 7,75 9,26 8,11 
ED-18 9,21 9,35 9,42 9,53 
     
ECP-Index:      
    Diesel 0,5µg/ml Diesel 5µg/ml Diesel 50µg/ml 
Mittelwert   1,36 1,54 1,55 
Standardabw. T-Test oben 0,48 0,43 0,68 
Standardabw. T-Test unten 0,35 0,34 0,48 
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Abbildung 14: 

 

Stimulation: 1x106Zellen/ml; 1,5h; 37°C;     
Vorstimulation: 25min; 1µg/ml GM- CSF     
ECP-Ausschüttung in pg/ml       
Probanden: Atopiker; n=3;       
  Medium Printex 90 0,5µg/ml Printex 90 5µg/ml Printex 90 50µg/ml 
ED-19 7,77 12 6,32 9,14 
ED-20 7,8 26,35 17,55 24,2 
ED-32 146 135 159 146 
     
ECP-Index      
    Printex 90 0,5µg/ml Printex 90 5µg/ml Printex 90 50µg/ml 
Mittelwert   1,7 1,26 1,55 
Standardabw. T-Test oben 0,9 0,52 0,76 

 

Stimulation: 1x106Zellen/ml; 1,5h; 37°C;     

ECP-Ausschüttung in pg/ml ohne GM-CSF-Vorstimulation   

Probanden: Atopiker; n=3;       

  Medium Printex 90 0,5µg/ml Printex 90 5µg/ml Printex 90 50µg/ml 

ED-24 11,90 16,80 19,91 15,81 

ED-20 18,90 61,35 52,95 41,63 

ED-32 14,50 14,71 101,02 124,03 

     

ECP-Index:      

  Printex 90 0,5µg/ml Printex 90 5µg/ml Printex 90 50µg/ml 

Mittelwert   1,67 3,13 2,92 

Standardabw. T-Test oben 0,82 1,42 2,66 

Standardabw. T-Test unten 0,55 0,98 1,39 
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Abbildung 15: 

 

Stimulation: 1x106Zellen/ml; 1,5h; 37°C;     

Vorstimulation: 25min; 1µg/ml GM- CSF     

ECP-Ausschüttung in pg/ml       

Probanden: Atopiker; n=3;       

  Medium Printex 90 0,5µg/ml Printex 90 5µg/ml Printex 90 50µg/ml 

ED-19 7,83 12 6,32 9,14 

ED-20 7,84 26,35 17,55 24,2 

ED-32 146 135 159 146 

     

ECP-Index      

    Printex 90 0,5µg/ml Printex 90 5µg/ml Printex 90 50µg/ml 

Mittelwert   1,7 1,26 1,55 

Standardabw. T-Test oben 0,9 0,52 0,76 

Standardabw. T-Test unten 0,6 0,36 0,52 
 

 

Abbildung 16: 

 

 
Stimulation: 1x106Zellen/ml; 1,5h; 37°C;     

ECP-Ausschüttung in pg/ml ohne GM-CSF-Vorstimulation   

Probanden: Atopiker; n=3;       

  Medium Printex G 0,5µg/ml Printex G 5µg/ml Printex G 50µg/ml 

ED-24 11,9 37,1 40,1 26,3 

ED-20 18,9 60,6 37,2 53,6 

ED-32 14,5 103 200 163 

     

ECP-Index:       

    Printex G 0,5µg/ml Printex G 5µg/ml Printex G 50µg/ml 

Mittelwert   4,17 4,47 4,17 

Standardabw. T-Test oben 1,58 4,24 3,24 

Standardabw. T-Test unten 1,12 2,18 1,88 
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Abbildung 17: 

 

Stimulation: 1x106Zellen/ml; 1,5h; 37°C;     

Vorstimulation: 25min; 1µg/ml GM- CSF     

ECP-Auschüttung in pg/ml       

Probanden: Atopiker; n=3;       

  Medium Printex G 0,5µg/ml Printex G 5µg/ml Printex G 50µg/ml 

ED-24 15,2 13,9 22,0 16,5 

ED-20 7,8 24,3 17,7 16,3 

ED-32 146 123 147 179 

     

ECP-Index:      

    Printex G 0,5µg/ml Printex G 5µg/ml Printex G 50µg/ml 

Mittelwert   1,34 1,49 1,41 

Standardabw. T-Test oben 0,85 0,45 0,37 

Standardabw. T-Test unten 0,51 0,36 0,28 
 

 

Ad 5.1.5  Einfluss von Dieselrußpartikeln auf die CD11b-Aufregulierung von eosinophilen 

Granulozyten 

 

Abbildung: 18 

 

Stimulation: 1x106Zellen/ml; 2h; 37°C     
CD11b-Expression in Prozent über der Mediumkontrolle [%] 
N=2; Proband: Atopiker     
  Diesel 0,5µg/ml Diesel 5µg/ml Diesel 50µg/ml 
Ansatz 1 6,3 23,3 22,8 
Ansatz 2 5,3 7,5 18,4 
Mittelwert 5,8 15,4 20,6 
Standardabw. 0,5 7,9 2,2 
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Ad 5.2.2  Freisetzung Eosinophilen-aktivierender Mediatoren durch Partikel-stimulierte 

 Keratinozyten 

 

MIP-3α Ausschüttung von stimulierten Keratinozyten; 1x106Zellen/ml; 48h; 37°C   
Ausschüttung in pg/ml; n=2       
Probanden: Nicht-Atopiker      
    50µg/ml 5µg/ml 0,5µg/ml 
Medium 8,61    
  9,63    
LPS 100ng/ml 8,34    
  10,75    
Diesel SRM  7,79 7,41 9,39 
   8,46 6,74 8,35 
Printex 90  4,64 11,39 9,79 
   6,86 6,89 10,67 
Printex G  7,09 12,79 10,78 
   4,87 8,59 7,78 
 

Eotaxin Ausschüttung von stimulierten Keratinozyten; 1x106Zellen/ml; 48h; 37°C   
Ausschüttung in pg/ml; n=2       
Probanden: Nicht-Atopiker      
    50µg/ml 5µg/ml 0,5µg/ml 
Medium 0,15    
  0,00    
LPS 100ng/ml 0,24    
  0,00    
Diesel SRM  0,00 0,16 1,79 
   0,00 0,00 1,52 
Printex 90  0,00 0,00 0,00 
   0,00 0,00 0,48 
Printex G  0,60 0,47 1,30 
   0,00 0,00 0,00 
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RANTES Ausschüttung von stimulierten Keratinozyten; 1x106Zellen/ml; 48h; 37°C   

Ausschüttung in pg/ml; n=2       

Probanden: Nicht-Atopiker      

    50µg/ml 5µg/ml 0,5µg/ml 

Medium 0,00    

  0,00    

LPS 100ng/ml 0,00    

  0,00    

Diesel SRM  0,00 0,00 0,00 

   0,00 0,00 0,00 

Printex 90  0,00 14,68 0,00 

   0,00 4,67 0,00 

Printex G  0,00 8,59 0,00 

   0,00 0,00 0,00 
 

IL-18 Ausschüttung von stimulierten Keratinozyten; 1x106Zellen/ml; 48h; 37°C   

Ausschüttung in pg/ml; n=3       

Probanden: Nicht-Atopiker     

    50µg/ml 5µg/ml 0,5µg/ml 

Medium 0,00    

  32,38    

  37,32    

LPS 100ng/ml 0,00    

  0,00    

  0,00    

Diesel SRM  29,17 35,93 0,00 

   29,07 35,16 0,00 

   37,05 0,00 0,00 

Printex 90  0,00 0,00 0,00 

   0,00 0,00 0,00 

   0,00 0,00 0,00 

Printex G  0,00 0,00 0,00 

   0,00 0,00 0,00 

   0,00 0,00 0,00 
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TARC Ausschüttung von stimulierten Keratinozyten; 1x106Zellen/ml; 48h; 37°C   
Ausschüttung in pg/ml; n=3       
Probanden: Nicht-Atopiker      
    50µg/ml 5µg/ml 0,5µg/ml 
Medium 0,00    
  0,00    
  0,00    
LPS 100ng/ml 0,00    
  0,58    
  0,00    
Diesel SRM  0,00 0,39 4,16 
   1,89 0,00 1,70 
   0,00 0,00 0,49 
Printex 90  4,59 15,45 5,26 
   0,00 2,64 0,00 
   0,86 3,11 0,00 
Printex G  0,00 1,12 4,97 
   0,00 0,00 1,96 
   0,00 0,00 0,00 
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Abbildung 21-23: 

 

GM-CSF Ausschüttung von stimulierten Keratinozyten   
Ausschüttung in pg/ml; Stimulation 1x106 Zellen/ml; 48h; 37°C   
N=4; Probanden: Nicht-Atopiker       
          
  Medium Diesel SRM 0,5µg/ml Diesel SRM 5µg/ml Diesel SRM 50µg/ml 
  21,07 23,55 34,29 90,67 
  14,99 18,79 17,13 102,45 
  3,92 17,08 15,08 67,89 
  17,59 20,21 39,00 83,03 
Mittelwert 14,39 19,91 26,37 86,01 
Standardabw. 6,42 2,38 10,43 12,54 
     
  Medium Printex 90 0,5µg/ml Printex 90 5µg/ml Printex 90 50µg/ml 
  14,99 12,60 32,49 10,03 
  4,08 11,35 19,37 16,76 
  3,92 10,89 17,38 13,88 
  17,59 19,34 17,77 8,17 
Mittelwert 10,14 13,55 21,75 12,21 
Standardabw. 6,21 3,40 6,25 3,34 
     
  Medium Printex G 0,5µg/ml Printex G 5µg/ml Printex G 50µg/ml 
  21,07 36,55 49,52 82,98 
  26,73 8,92 14,44 28,40 
  1,95 10,78 2,50 24,23 
  17,59 16,41 27,11 37,10 
Mittelwert 16,84 18,16 23,39 43,18 
Standardabw. 9,19 10,97 17,41 23,44 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 127

Ad 5.3.1  Vitalitätsstudien an mit Keratinozytenüberständen stimulierten Eosinophilen 

 

Apoptose+/- Nekroserate [%] von Eosinophilen + Keratinozytenüberstände     

Inkubation: 2x106/Zellen/ml = 200.000/Ansatz; 1,5h; 37°C; n=2       

Probanden: Eosinophile von Atopikern, Keratinozyten von Nicht-Atopikern     

Apoptoserate     Keratinozyten +       

  Medium 
GM-CSF 
1µg/ml  Medium 

Diesel 
0,5µg/ml 

Diesel 
5µg/ml 

Diesel 
50µg/ml 

  40,18 6,34 19,41 20,8 18,11 23,05 

  28,19 6,42 18,03 20,74 26,21 23,18 

Mittelwert 34,19 6,38 18,72 20,77 22,16 23,12 

Standardabw. 4,89 0,03 0,56 0,02 3,31 0,05 

Apoptose- + Nekroserate   Keratinozyten +       

  Medium 
GM-CSF 
1µg/ml Medium 

Diesel 
0,5µg/ml 

Diesel 
5µg/ml 

Diesel 
50µg/ml 

  61,85 20,22 28,65 34,68 27,21 31,3 

  35,91 20,21 36,58 30,11 39,41 36,16 

Mittelwert 48,88 20,22 32,615 32,395 33,31 33,73 

Standardabw. 10,59 0,00 3,24 1,87 4,98 1,98 
 

 

Ad 5.3.2 Einfluss der Überstände von DEP, Printex G und Printex 90-stimulierten Keratinozyten 

auf die Chemotaxis Eosinophiler  

 

Abbildung 25: 

 

Migration auf Keratinozytenüberstände       
[Migrationsindex= Migration Ansatz/Migration Mediumkontrolle]   
Migration: 1x105Zellen/well; 1,5h; 37°C; n=4     
Probanden: Keratinozyten: Nicht-Atopiker; Eosinophile: 3xAtopiker; 1xNicht-Atopiker 
 Keratinozyten +       
  Medium LPS 100ng/ml Diesel 0,5µg/ml Diesel 5µg/ml Diesel 50µg/ml 
ED-14 3,18 3,58 4,38 4,12 3,97 
ED-29 1,32 1,53 1,16 1,92 3,13 
ED-36 2,01 1,87 1,65 2,16 3,20 
ED-36 1,45 1,76 1,51 1,89 2,40 
Mittelwert 1,99 2,18 2,18 2,52 3,17 
Stabwn 0,66 0,73 1,15 0,83 0,50 
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Abbildung 26: 

 

Migration auf Keratinozytenüberstände       

[Migrationsindex= Migration Ansatz/Migration Mediumkontrolle]     

Migration: 1x105Zellen/well; 1,5h; 37°C; n=4       

Probanden: Keratinozyten: Nicht-Atopiker; Eosinophile: 3xAtopiker; 1xNicht-Atopiker   

  Medium LPS 100ng/ml 
Printex 90 
0,5µg/ml 

Printex 90 
5µg/ml 

Printex 90 
50µg/ml 

ED-14 3,18 3,58 4,46 4,31 5,62 

ED-39 1,57 1,66 1,56 1,67 1,65 

ED-36 1,45 1,76 1,34 1,42 1,58 

ED-29 1,32 1,53 1,32 1,78 1,96 

Mittelwert 1,88 2,13 2,17 2,30 2,70 

Stabwn 0,76 0,84 1,33 1,17 1,69 
 

Abbildung 27: 

 

 
Migration auf Keratinozytenüberstände       

[Migrationsindex= Migration Ansatz/Migration Mediumkontrolle]     

Migration: 1x105Zellen/well; 1,5h; 37°C; n=5     

Probanden: Keratinozyten: Nicht-Atopiker; Eosinophile: 4xAtopiker; 1xNicht-Atopiker 

  Medium LPS 100ng/ml Printex G 0,5µg/ml Printex G 5µg/ml Printex G 50µg/ml 

ED-29 1,32 1,53 1,66 1,43 2,69 

ED-14 3,18 3,58 4,28 4,56 4,71 

ED-36 1,45 1,76 1,29 1,66 2,26 

ED-39 1,71 1,33 1,61 2,08 1,86 

ED-39 1,54 1,66 1,93 1,99 1,72 

Mittelwert 1,84 1,97 2,15 2,34 2,65 

Stabwn 0,62 0,74 0,99 1,03 0,99 
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Ad 5.3.3  Einfluss der Überstände von DEP, Printex G und Printex 90-stimulierten Keratinozyten 

auf die Freisetzung von Granulaproteinen aus eosinophilen Granulozyten 

 

Abbildung 28:  

 

ECP-Werte von mit Keratinozytenüberständen stimulierten Eosinophilen [pg/ml]   

Stimulation: 1x106Zellen/ml; 1,5h; 37°C; n=3       

Probanden: Keratinozyten: Nicht-Atopiker; Eosinophile: Atopiker     

    Keratinozyten+       

  Medium Medium LPS 100ng/ml Diesel 0,5µg/ml Diesel 5µg/ml Diesel 50µg/ml 

ED-17 10,70 11,10 14,60 36,50 20,60 14,20 

ED-6 6,30 13,20 13,60 23,21 16,00 12,16 

ED-14 2,00 5,80 8,26 9,75 8,63 10,07 

Mittelwert 6,33 10,03 12,15 23,15 15,08 12,14 

Stabwn 3,08 2,70 2,41 9,46 4,27 1,46 
 

 

Abbildung 29:  

 

ECP-Werte von mit Keratinozytenüberständen stimulierten Eosinophilen [pg/ml]   

Stimulation: 1x106Zellen/ml; 1,5h; 37°C; n=3       

Probanden: Keratinozyten: Nicht-Atopiker; Eosinophile: Atopiker     

    Keratinozyten+       

  Medium Medium 
LPS 
100ng/ml 

Printex G 
0,5µg/ml 

Printex G 
5µg/ml 

Printex G 
50µg/ml 

ED-21 65,70 51,10 40,30 69,30 61,90 71,10 

ED-20 33,85 45,90 43,00 28,40 50,40 36,90 

ED-14 2,00 5,80 8,26 11,10 10,95 9,33 

Mittelwert 33,85 34,27 30,52 36,27 41,08 39,11 

Stabwn 26,01 17,53 13,66 21,13 18,90 21,88 
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Abbildung 30: 

 

ECP-Werte von mit Keratinozytenüberständen stimulierten Eosinophilen [pg/ml]   

Stimulation: 1x106Zellen/ml; 1,5h; 37°C; n=3       

Probanden: Keratinozyten: Nicht-Atopiker; Eosinophile: Atopiker     

    Keratinozyten+       

  Medium Medium LPS 100ng/ml 
Printex G 
0,5µg/ml 

Printex G 
5µg/ml 

Printex G 
50µg/ml 

ED-21 65,70 51,10 40,30 69,30 61,90 71,10 

ED-20 33,85 45,90 43,00 28,40 50,40 36,90 

ED-14 2,00 5,80 8,26 11,10 10,95 9,33 

Mittelwert 33,85 34,27 30,52 36,27 41,08 39,11 

Stabwn 26,01 17,53 13,66 21,13 18,90 21,88 
 

 

Ad 5.3.4  Einfluss der Überstände von DEP-stimulierten Keratinozyten auf die CD-11b 

Hochregulierung von eosinophilen Granulozyten 

 

Abbildung 31: 

 

CD-11b Expression von mit Keratinozytenüberständen stimulierten 
Eosinophilen     

Mittlere Fluoreszenzintensität [%]           

Stimulation: 1x106 Zellen/ml=200.000 Zellen/Ansatz; 2h; 37°C       

n=5; Eosinophile: Atopiker; Keratinozyten: Nicht-Atopiker         

     Keratinozyten+       

  Medium 
Eotaxin 
100ng/ml Medium 

LPS 
100ng/ml 

Diesel 
0,5µg/ml 

Diesel 
5µg/ml 

Diesel 
50µg/ml 

  27,02 75,17 64,38 20,49 48,64 59,10 28,12 

  67,83 94,19 46,64 39,43 45,66 49,96 47,51 

  16,86 18,93 20,04 13,54 17,50 16,70 15,34 

  29,59 71,43 13,04 15,72 11,20 15,74 18,42 

  46,57 54,37 13,92 13,52 20,48 18,41 19,02 

Mittelwert 37,57 62,82 31,60 20,54 28,70 31,98 25,68 

Stabwn 17,89 25,33 20,45 9,78 15,39 18,66 11,72 
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Ad 5.4 Unterschiede zwischen Zellen von atopischen und nicht-atopischen Probanden 

 

Migration: 1x105Zellen/well; 1,5h; 37°C; n=3     
[Migrationsindex= Migration Ansatz/Migration Mediumkontrolle   
Migration auf Atopikerkeratinozytenüberstände/Atopikereosinophile   
  Keratinozyten+     
  Medium Printex G 0,5µg/ml Printex G 5µg/ml Printex G 50µg/ml 
  1,80 1,68 2,16 1,73 
  1,70 1,44 1,93 1,95 
  1,63 1,71 2,14 1,91 
Mittelwert 1,71 1,61 2,08 1,86 
Stabwn 0,07 0,12 0,10 0,10 
Migration auf Nicht-Atopiker Keratinozytenüberstände/Atopikereosinophile 
  Medium Printex G 0,5µg/ml Printex G 5µg/ml Printex G 50µg/ml 
  1,57 1,91 2,12 1,68 
  1,51 1,95 1,85 1,75 
  1,54 1,93 1,99 1,72 
Mittelwert 1,54 1,93 1,99 1,72 
Stabwn 0,02 0,02 0,11 0,03 
Migration auf Nicht-Atopiker Keratinozytenüberstände/Nicht-Atopiker Eosinophile 
  Medium Printex G 0,5µg/ml Printex G 5µg/ml Printex G 50µg/ml 
  1,32 1,66 1,43 1,73 
  1,47 1,85 1,42 1,54 
  1,16 1,45 1,45 1,79 
Mittelwert 1,32 1,65 1,43 1,69 
Stabwn 0,13 0,16 0,01 0,11 
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Migration: 1x105Zellen/well; 1,5h; 37°C; n=3     
[Migrationsindex= Migration Ansatz/Migration Mediumkontrolle   
Migration auf Atopikerkeratinozytenüberstände/Atopikereosinophile   
  Keratinozyten +     
  Medium  Printex 90 0,5µg/ml Printex 90 5µg/ml Printex 90 50µg/ml 
  1,80 1,68 1,65 1,25 
  1,70 1,74 1,80 1,10 
  1,63 1,95 1,33 1,00 
Mittelwert 1,71 1,79 1,59 1,12 
Stabwn 0,07 0,12 0,20 0,10 
Migration auf Nicht-Atopiker Keratinozytenüberstände/Atopikereosinophile 
  Medium  Printex 90 0,5µg/ml Printex 90 5µg/ml Printex 90 50µg/ml 
  1,57 1,56 1,67 1,65 
  1,51 1,81 1,83 1,40 
  1,54 1,69 1,75 1,53 
Mittelwert 1,54 1,69 1,75 1,53 
Stabwn 0,02 0,10 0,07 0,10 
Migration auf Nicht-Atopiker Keratinozytenüberstände/Nicht-Atopiker Eosinophile 
  Medium  Printex 90 0,5µg/ml Printex 90 5µg/ml Printex 90 50µg/ml 
  1,32 1,32 1,78 1,96 
  1,47 1,44 2,36 2,12 
  1,16 1,21 1,46 1,65 
Mittelwert 1,32 1,32 1,87 1,91 
Stabwn 0,11 0,08 0,32 0,17 

 

 

Ad 5.5.1  Vergleich der eingesetzten Partikelarten DEP, Printex G und Printex 90 

 

Abbildung 33: 

 

Vergleich der Partikelarten bezüglich der Chemotaxis     
[Migrationsindex: Migration Ansatz/Migration Mediumkontrolle]   
Diesel SRM n=4; Printex 90 n=4; Printex G n=5;     
Migration: 1x105Zellen/well; 1,5h; 37°C;       
    Medium 0,5µg/ml 5µg/ml 50µg/ml 
Diesel SRM Mittelwert 1,99 2,18 2,52 3,17 
  Stabwn 0,66 1,15 0,83 0,50 
Printex 90 Mittelwert 1,88 2,17 2,31 2,71 
  Stabwn 0,76 1,33 1,17 1,69 
Printex G Mittelwert 1,84 2,15 2,34 2,65 
  Stabwn 0,62 0,99 1,03 0,99 
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Abbildung 34: 

 

ECP-Ausschüttung Eosinophiler ohne GM-CSF-Vorstimulation   
Stimulation: 1x106Zellen/ml; 1,5h; 37°C     
[ECP-Index: ECP-Freisetzung Ansatz/ECP-Freisetzung Mediumkontrolle] 
Diesel SRM n=3; Printex 90 n=3; Printex G n=3;    
    0,5µg/ml 5µg/ml 50µg/ml 
Diesel SRM  Mittelwert 1,08 1,36 1,66 
  Stabwn oben 0,07 0,05 0,66 
  Stabwn unten 0,06 0,05 0,47 
Printex 90 Mittelwert 1,67 3,13 2,92 
  Stabwn oben 0,82 1,42 2,66 
  Stabwn unten 0,55 0,98 1,39 
Printex G Mittelwert 4,17 4,47 4,17 
  Stabwn oben 1,58 4,24 3,24 
  Stabwn unten 1,12 2,18 1,88 

 

 

Abbildung 35: 

 

ECP-Ausschüttung Eosinophiler mit GM-CSF-Vorstimulation [1µg/ml; 25min] 
Stimulation: 1x106Zellen/ml; 1,5h; 37°C     
[ECP-Index: ECP-Freisetzung Ansatz/ECP-Freisetzung Mediumkontrolle] 
Diesel SRM n=4; Printex 90 n=3; Printex G n=3;    
    0,5µg/ml 5µg/ml 50µg/ml 
Diesel SRM Mittelwert 1,36 1,54 1,55 
  Stabwn oben 0,48 0,43 0,68 
  Stabwn unten 0,35 0,34 0,48 
Printex 90 Mittelwert 1,70 1,26 1,55 
  Stabwn oben 0,90 0,52 0,76 
  Stabwn unten 0,60 0,36 0,52 
Printex G Mittelwert 1,34 1,49 1,41 
  Stabwn oben 0,85 0,45 0,37 
  Stabwn unten 0,51 0,36 0,28 
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Abbildung 36: 

 

GM-CSF Ausschüttung Partikel-stimulierter Keratinozyten   

Stimulation: 1x106Zellen/ml; 48h; 37°C;       

[GM-CSF-Index: GM-CSF-Freisetzung Ansatz/GM-CSF-Freisetzung Mediumkontrolle] 

Diesel SRM n=4; Printex 90 n=4; Printex G n=4;      

    0,5µg 5µg 50µg 

Diesel SRM Mittelwert 1,63 2,00 7,08 

  Standardabw. oben 0,80 0,75 3,39 

  Standardabw. unten 0,55 0,55 2,51 

Printex 90 Mittelwert 1,90 2,60 2,14 

  Standardabw. oben 0,73 1,56 2,03 

  Standardabw. unten 0,50 0,94 1,00 

Printex G Mittelwert 2,10 1,70 3,24 

  Standardabw. oben 1,70 0,34 3,07 

  Standardabw. unten 0,90 0,34 1,74 
 

 

Abbildung 37: 

ECP-Index=  ECP-Freisetzung von Eosinophilen + Überstände Partikel-stimulierter Keratinozyten 
 ECP-Freisetzung von Eosinophilen + Überstände Medium-inkubierter Keratinozyten

  
  

ECP-Ausschüttung durch Überstände Partikel-stimulierter Keratinozyten 

Stimulation: 1x106Zellen/ml; 1,5h; 37°C       

[ECP-Index: ECP-Freisetzung Ansatz/ECP-Freisetzung Mediumkontrolle] 

Diesel SRM n=3; Printex 90 n=3; Printex G n=3;      

    0,5µg 5µg 50µg 

Diesel SRM Diesel SRM 2,37 1,49 1,50 

  Standardabw. oben 0,88 0,28 0,23 

  Standardabw. unten 0,64 0,23 0,20 

Printex 90 Printex 90 2,14 1,49 1,29 

  Standardabw. oben 1,10 0,11 0,53 

  Standardabw. unten 0,73 0,10 0,37 

Printex G Printex G 1,37 1,36 1,31 

  Standardabw. oben 0,39 0,34 0,28 

  Standardabw. unten 0,30 0,27 0,23 
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Abbildung 38: 

 

Migration: 1x105Zellen/well; 1,5h; 37°C; n=2;     

Probanden: Atopikereosinophile; Nicht-Atopikerkeratinozyten   

  Keratinozyten +     

  Medium Phenanthren 0,1nM Phenanthren 1nM Phenanthren 10nM 

  1,41 0,90 0,85 1,55 

  1,22 1,10 1,15 1,25 

Mittelwert 1,32 1,00 1,00 1,40 

Standardabw 0,08 0,08 0,12 0,12 

  Medium Benz(a)pyren 0,1nM Benz(a)pyren 1nM Benz(a)pyren 10nM 

  1,41 1,00 1,00 1,05 

  1,22 1,30 1,10 1,00 

Mittelwert 1,32 1,15 1,05 1,03 

Standardabw 0,08 0,12 0,04 0,02 
 


