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Zusammenfassung

Im Rahmen dieses Projektes wurde untersucht, welchen Einflu? Ozon und Formaldehyd auf gesunde
bzw. chronisch entziindete Atemwegsschleimhaut der oberen Atemwege des Menschen austiben.
Hierflir wurden funktionelle und metabolische Effekte der nasalen respiratorischen Epithelien
untersucht, indem die ziliaren Schlagfrequenz (CBF) sowie die Freisetzung von Interleukin-8 (IL-8),
Interleukin-4 und gamma-Interferon bestimmt wurden.

Die vierwochige Exposition der primaren humanen Zellkulturen erfolgte an einer Gas-/Fllssigkeits-
Grenzschicht auf Polycarbonatmembranen gegentiber synthetischer Luft oder Ozon und Formaldehyd in
den Konzentrationen 100, 500 und 1000 pg/m3. Wéchentlich wurde die Zytokin-Freisetzung mittels
‘enzyme-immuno-assays' und die CBF unter Anwendung der Video-Interferenzkontrastmikroskopie
bestimmt. Die Vitalitats- und Zytotoxizitétskontrollen der Zellkulturen erfolgten durch Bestimmung der
zytosolischen Esteraseaktivitat, DNA-Farbbarkeit und LDH-Aktivitét.

Synthetische Luft veranderte die CBF wahrend der vierwdchigen Exposition nicht. Die IL-8 Freisetzung
unauffalliger und chronisch entziindeter Mucosa nahm wahrend dieses Expositionszeitraumes stetig ab.
Ozon beeinfluBte weder die CBF noch die IL-8 Freisetzung nach der ersten Expositionswoche bei
unauffalliger oder chronisch entziindeter Mucosa. Ab der zweiten Expositionswoche verminderte Ozon
die CBF fiir beide Gewebe. Ab der zweiten Expositionswoche verursachte Ozon bei unauffélliger und
chronisch entzlindeter Mucosa eine verminderte IL-8 Freisetzung. Zudem wurde bei den héheren Ozon-
Konzentrationen auch eine erhohte Zytotoxizitit gemessen, die flr chronisch entziindete héher lag, als
fur unaufféllige Mucosa. Formaldehyd verminderte die CBF unauffalliger und chronisch entziindete
Mucosa konzentrations- und zeitabhdngig. Hohe Formaldehyd-Konzentrationen flhrten bei
unauffélliger Mucosa nach der ersten und zweiten Expositionswoche, bei chronisch entziindeter nur
nach der ersten Expositionswoche zu eine erhdhten IL-8 Freisetzung. Mittlere und hohe Formaldehyd-
Konzentrationen verursachten nach der dritten und vierten Expositionswoche eine verminderte 1L-8
Freisetzung bei unauffélliger und entziindeter Mucosa gemessen. Formaldehyd verursachte weder bei
unauffalligen noch bei chronisch entziindlichen Mucosaproben eine erhdhte Zytotoxizitit. Die
Interleukin-4 und gamma-Interferon Freisetzung lag sowohl nach Formaldehyd- als auch nach Ozon-
Exposition unterhalb der Nachweisgrenze.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dal? Ozon in vitro nach einwdchiger Exposition keinen
Einflu auf die Schleimhautfunktion austibte, Formaldehyd jedoch bereits ab der ersten Woche eine
Beeintréchtigung der Funktion und fiir die erste Woche eine erhohte metabolische Aktivitat verursachte.
Entziindete Atemwegsschleimhaut zeigte unter den hier gewahlten in vitro Bedingungen, insbesondere
bei mittleren und hohen Konzentrationen eine, wenn auch nicht signifikante, erhdhte Sukzeptibilitat
gegentiber Ozon und Formaldehyd. Die Ubertragbarkeit dieser in vitro Daten auf die in vivo Situation
und die Beurteilung des Einflusses der Luftschadstoffe werden im Kontext publizierter Arbeiten zu
diesem Themenkomplex diskutiert.
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Summary

This study was initiated to investigate the effects of ozone and formaldehyde on normal and
chronically inflamed human uppper respiratory mucosa upon subchronic exposition.
Therefore, functional and metabolic effects on ciliary beat frequency (CBF) and release of
interleukin 8 (IL-8) interleukin-4 and gamma-interferon were monitored.

Primary cell culture of unaffected and chronically inflamed human nasal mucosa was exposed
to synthetic air, ozone, and formaldehyde using concentrations of 100, 500 or 1000 pg/m3.
The exposition was performed on an air/liquid interface for a four week period. Cytokine
release was quantified by enzyme-immuno-assays, CBF was monitored by video-interference
phasecontrast microscopy. Cellular viability and cytotoxicity were controlled by measuring of
lactat dehydrogenase activity, cytosolic activity of esterases and staining of nuclear DNA.
Synthetic air had no influence on CBF during the four week of exposition. 1L-8 release of
unaffected and chronically inflamed mucosa was continously diminished during this peroid of
exposure. Ozone neither effected CBF nor IL-8 release of unaffected and chronically inflamed
mucosa after the first week of exposure. After the secound week of ozone-exposure reduced
CBF and IL-8 release of both tissue. After the secound week of exposure to ozone the release
of IL-8 was reduced in unaffected and chronically inflamed mucosa. Furthermore the higher
concentrations of ozone caused increased cytotoxicity, which was for a higher extant in
chronically inflamed than in unaffected mucosa. Formaldehyde caused an concentration and
time dependend reduction of CBF in unaffected and chronically inflamed mucosa. High
concentrations of formaldehyde caused an elevated IL-8 release in unaffected mucosa after the
first and secound week of exposure, whereas in chronically inflamed mucosa this was true
only for the first week of exposure. After the third and fourth week of exposure intermediate
and high concentration of formaldehyde caused reduced IL-8 release in unaffected and
chronically inflamed mucosa. Formaldehyde had no effect on viability or cytotoxicity in both
tissues. The release of interleukin-4 and gamma-interferon was not detectable after exposure
to formaldehyd or ozone.

In conclusion, ozone has no effect after one week of exposure on upper respiratory epithelium
in vitro. But formaldehyde reduced the function of ciliated cells from the beginning.
Chronically inflamed mucosa of human upper respiratory epithelium had a higher, but not
significant, suceptibility to intermediate and high concentrations of ozone and formaldehyde
under the in vitro conditions used. The in vivo relevance of the data obtained by the in vitro
experiments will be discussed in accordance to the rating of air pollutants on differently pre-
affected human respiratory mucosa.
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1 Einleitung

1.1 Bedeutung der oberen Atemwege

Inhalierte gasférmige Chemikalien der Umwelt konnen nach ihrer Resorption den
Respirationstrakt nachhaltig schadigen und schadstoffinduzierte Entziindungsreaktionen mit
pathophysiologischer  Bedeutung auslésen (FRENCH 1973, McMANUS 1989,
WAKABAYASHI 1977). Die oberen Atemwege sind hier die primaren Kontaktflachen fir
inhalierte bakterielle, virale, chemische und physikalische Schadstoffe der Luft. Dabei kommt
dem mucoziliaren Transportsystem der oberen Atemwege eine bedeutende Funktion als erste
physikalische Barriere zu. Es ist Teil des nicht-immunologischen Abwehrsystems und dient
der Adsorbierung, Neutralisierung und Eliminierung inhalierter Schadstoffe (DEITMER 1989,
HEE 1977, PROCTER 1982, TOREMALM 1985). Beeintrachtigungen des mucoziliaren
Transportsystems und der epithelialen Mucosa beginnen mit Entzindungsreaktionen, die z.B.
durch Luftschadstoffe wie Formaldehyd oder Ozon ausgelost und durch Zytokinfreisetzung
der Epithelzellen unterhalten werden kénnen. Dies kann letzlich zu bronchialen Obstruktionen
fuhren (BROOKS 1985, FRENCH 1973, MAGNUSSEN 1989, McMANUS 1989, WAGNER
1994). Der Effektivitdit des mucoziliaren Transportsystems kommt somit eine groRe
Bedeutung zu. Sie wird durch eine koordinierte ziliare Schlagfrequenz (CBF) der
respiratorischen Epithelzellen und eine intakte Schleimschicht sichergestellt. Eine
Beeintrachtigung der CBF flhrt bekanntermalien zu einer verminderten Barrierefunktion des
mucoziliaren Transportsystems (RIECHELMANN 1994, 1995a 1995b und 1996, ROBSON
1992). Akute Effekte von Luftschadstoffen auf die oberen Atemwege des Menschen
hinsichtlich der CBF wurden von unserer Arbeitsgruppe in einem vorangegangenem Projekt
untersucht (BROMMER 1996 und 1998). Untersuchungen auf zellularer Ebene tber subakute
Effekte von Ozon oder Formaldehyd an humanen respiratorischen Epithelzellen wurden
bisher noch nicht beschrieben und waren daher Gegenstand dieses Projektes.

1.2 Untersuchte Luftschadstoffe

Ozon ist ein farbloses, instabiles, chlordhnlich stechend riechendes Gas mit sehr hohem
oxidativem Potential. Der MAK-Wert (Maximale Arbeitsplatz-Konzentration) betragt 200
pg/m3 (DFG 1995). Dieser Wert ist definiert Uber eine 8-stlindige Exposition und eine
durchschnittliche Wochenarbeitszeit von 40 Stunden, nach der keine gesundheitsschédlichen
Geféhrdungen zu erwarten sind. Der MIK-Wert (Maximale Immissions-Konzentration) wurde
von der Kommission Reinhaltung der Luft im VDI (Verband Deutscher Ingenieure) und DIN
(Deutsches Institut fir Normung) erarbeitet und ist die wesentliche Basis bei der Festlegung
der Immissionswerte der TA Luft. Der zum Schutz des Menschen festgelegte MIK-Wert flr
Ozon betragt 120 pg/m® (Bezugszeit 30 Minuten), der Luftqualitatsleitwert (Air Quality
Guidline) der Weltgesundheitsorganisation (WHQO) wurde mit 150-200 pg/m? (Bezugszeit 1
Stunde) bzw. 100-120 pug/m? (Bezugszeit 8 Stunden) festgelegt. Die Immissionsgrenzwerte in
den Richtlinien der Europaischen Gemeinschaft betragen 110 pug/m3 (Bezugszeit 8 Stunden)
als Schwellenwert fur den Gesundheitsschutz, 180 pug/m? (Bezugszeit Stundenmittelwert) fur
die Unterrichtung der Bevoélkerung und 360 pg/m? (Bezugszeit Stundenmittelwert) fir die
Ausldsung des Warnsystems (BRAUER 1997). Die Geruchsschwelle fir Ozon liegt bei 40-50
pg/m3 (COLBECK 1988, WAGNER 1994). Hohe Ozon-Konzentrationen der Umgebungsluft
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sind fast ausschlie3lich auf sonnenreiche Sommermonate beschrankt. Generell nehmen die
Mittelwerte der atmosphérischen Ozon-Konzentration in Bodenndhe in Deutschland
systematisch von Nord nach Sid, die Spitzenwerte von Nordosten nach Sldwesten zu. Die
héheren mittleren Immissionen treten in landlichen Gebieten, vor allem in h6heren Lagen auf,
Spitzenwerte jedoch im Umfeld von grélReren Stadtgebieten. Maximale Stundenmittelwerte
koénnen 300 pg/m3 (berschreiten. Ein Trend der Ozon-Immission lielR sich bisher nicht
erkennen. Die Jahresmittelwerte der Ozon-lmmissionskonzentrationen in Stadt- und
Waldgebieten in Deutschland lagen 1992 zwischen 19 und 79 pg/m3 (BRAUER 1997). Die
bisher hdchsten Ozonkonzentrationen wurden 1976 in Mannheim mit 664 pg/ms3
(Stundenmittelwert) gemessen. In Ludwigshafen wurde an 11 Tagen Ozonkonzentrationen
uber 120 pg/m3 gemessen, wéhrend in Los Angeles an 141 Tagen Konzentrationen von 120
pg/m3 und an 68 Tagen von 400 pg/m3 Uberschritten wurden. Typische Ozonquellen in
Innenrdumen sind Kopierer, Laserdrucker und Sonnenbanke. Die Ozonkonzentrationen liegen
in der Regel unter 100 pug/m3. Aufgrund seiner hohen Reaktionsfahigkeit mit den Raum- und
Einrichtungsoberflachen hat Ozon in Innenrdumen eine Halbwertszeit von 2 bis 6 Minuten
(WAGNER 1994). Technische Verwendung findet Ozon z.B. beim Bleichen von Olen,
Fetten, Wachsen, Synthesefasern, Papieren, Zellstoff und Textilien, zur Verbesserung der
Klebefahigkeiten von Kunststoffoberflachen, als Desinfektionsmittel in Brauhdusern und
Kihlrdumen und zur Reinigung bzw. Aufbereitung von Trink- und Abwassern
(NEUMULLER 1981a).

Die Zytotoxizitat des Ozons wird zum Teil auf die Oxidation ungeséttigter Fettsduren der
Zellmembran zuriickgefiihrt (NEUMULLER 1981b). Nach Kurzzeit- und Langzeitexposition
von Tieren (PINKERTON 1993) und Menschen (CARSON 1985) mit Ozon wurden keine
morphologischen Verdnderungen der Schleimhaut beobachtet. Jedoch wurden nach
Langzeitexposition (> 2 Stunden) oder intermittierender Kurzzeitexposition (6 2 Stunden) mit
Ozon entzlndliche Irritationen der Atemwege beobachtet. In humanen Bronchieallavagen
wurden vermehrt Macrophagen, neutrophile Granulozyten und andere Entziindungszellen
nachgewiesen (GERRITY 1993, JORRES 1994, KOREN 1989, WAGNER 1994). Auch
wurde eine Ozon-induzierte (1200 pg/m3, 2 Stunden) Hyperreagibilitat des Bronchialsystems
festgestellt, wobei die Expositionsdauer als wichtiger Faktor vermerkt wurde (HOLTZMAN
1979, LEBOWITZ 1985). Gleiche Expositionzeiten mit 200-400 pg/m? Ozon fiihrten auch zu
einer Erhéhung des mucoziliaren Transportes (FOSTER 1987). Bei Kindern, die in besonders
belasteten Gebieten lebten, wurde eine erhohte Rate an DNA-Schéden bei der Untersuchung
der nasalen Epithelzellen festgestellt (CALDERON-GARCIDUENAS 1996 und 1997). Auch
bei Erwachsenen wurden starke Verénderungen in Form nasaler Entziindungsprozesse nach
hoher Ozon-Exposition (ca. 10 Stunden/Tag, kumulativ 10644 pg/m3) beobachtet; erst 2
Wochen nach Expositionsende setzte eine Normalisierung des nasalen Epithels ein
(CALDERON-GARCIDUENAS 1994). Nach subakuter Ozon-Exposition (bis zu 3 Stunden,
10-1000 pg/m3) in vitro und in vivo wurde vor kurzem von unserer Arbeitsgruppe berichtet,
dalR Ozon im hier gewéhlten humanen System keinen EinfluR auf die ziliare Schlagfrequenz
und das mucoziliare Transportsystem ausiibt (BROMMER 1996).

Formaldehyd ist bei Raumtemperatur ein farbloses, stechend riechendes Gas. Der MAK-Wert
betragt 600 pg/m3 (DFG 1995). Der Luftqualitatsleitwert der WHO liegt bei 100 pg/m3
(Bezugszeit 30 Minuten). Der Geruchsschwellenwert, der jedoch keinen Grenzwert darstellt,
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wurde in einer vom Ld&nderausschufl  fir Immissionsschutz  veroffentlichten
Geruchsimmisions-Richtlinie von 1994 mit 100 pg/m3 (Bezugszeit 30 Minuten) festgelegt
(BRAUER 1997). Zur Vermeidung von Schleimhautreizungen und Bel&stigungen wurde 1977
vom Bundesgesundheitsamt als maximal zuldssige Konzentration in Innenrdumen ein Wert
von 120 pg/m3 empfohlen (BAHADIR 1995). Die Grundbelastung in Reinluftgebieten liegt
bei 1 bis 2 pg/ms3, in Ballungsgebieten treten durchschnittlich Werte von 10 pg/m3 auf,
Spitzenbelastungen der AuRenluft kdnnen 20 bis 40 pg/m3 betragen. Wesentliche Quellen des
anthropogenen Anteils von Formaldehyd in der AuBenluft sind der Kraftfahrzeugverkehr, die
Heizung und die Abfallverbrennung. Weiterhin enthélt der Rauch einer Zigarette ca. 1,5 mg
Formaldehyd. Die Emissionen der Formaldehydproduzenten und der weiterverarbeitenden
Industrie sind gering und werden mit unter 3% des anthropogenen Formaldehydanteils an der
AuRenluftkonzentration angegeben. Industriell werden durch saure katalytische Kondensation
von Formaldehyd mit Phenolen Kunststoffe (Phenol-Formaldehyd-Harze) synthetisiert, die
bei der Herstellung von Klebstoffen, Lacken, Farben, Holzschutzmitteln, Spanplatten und
Isolations-Ortsschdumen Anwendung finden. Formaldehyd verandert Proteine, indem es sie
unléslich macht, gerbt und damit das Gewebe verhartet. Daraus lait sich seine gute
bakterizide und viruzide Wirkung ableiten, weshalb es breite Anwendung als
Desinfektionsmittelzusatz in Reinigungsmitteln und als Konservierungsmittel in Kosmetika
findet. Die Bedeutung von Formaldehyd als gesundheitsgefahrdender Innenraumschadstoff ist
seit Beginn der 70er Jahre bekannt. Durch die Verwendung formaldehydhaltiger
Holzschutzmittel, Isolationsschaume, Spanplatten und Mobeln mit Harnstoffharzverleimung
kam es in Innenrdumen zu Uberschreitungen der zuldssigen Grenzwerte (DIEM 1978,
NEUMULLER 1981a, PESCH 1993, WIEZOREK 1996).

Die sterisch leicht zugéngliche, polarisierte Carbonylgruppe des Formaldehyd besitzt eine
hohe Reaktivitat. An ihr finden typischerweise nucleophile Additionen statt. Formaldehyd
geht daher relativ leicht elektrophile aromatische Substitutionen ein. Mit den aktivsten
Aromaten, den Phenolaten reagiert es auch ohne Zusatz eines sauren Katalysators
(MORRISON 1984). Formaldehyd besitzt eine gute Wasserloslichkeit. Formaldehyd wird
Uber Atemorgane, Haut und Magen-Darm-Trakt schnell resorbiert. Auf Augen sowie
Schleimhdute der Nase, des Mundes und der Lunge hat Formaldehyd eine irritierende und
entziindliche Wirkung (WAGNER 1994). Bei anamnestisch besonders empfindlichen
Personen erhoht Formaldehyd den nasalen Atemwegswiderstand und induziert eine nasale
Entzindungsreaktion, waéhrend bei anamnestisch unempfindlichen Personen keine
Veranderungen festgestellt wurden (FALK 1994, HOLMSTROM 1988, KOREN 1992). Eine
zweistlindige Exposition von Normalpersonen mit 500 pg/m3 Formaldehyd fihrte zu einer
nasalen Eosinophilie (PAZDRAK 1993). Langere berufliche Exposition fuhrte zu chronischen
Entzindungsreaktionen und plattenepithelialen Metaplasien (EDLING 1988). Obwohl in
Untersuchungen an Leichenbestattern gezeigt werden konnte, dal? Formaldehyd hier zu DNA-
Schédigungen in Form von Micronucleoli-Bildung fiihrten (SARUDA 1993), und
Formaldehydexposition bei Kinder zu erhdhten Irritationen der oberen Atemwege flihrten
(KOLTAI 1994), wurde im Rahmen einer umfangreichen Literaturstudie herausgearbeitet, daf}
Formaldehyd kein erhohtes Risiko fiir Lungenkarzinome verursacht, ein leicht vermindertes
Risiko fir sinonasale Karzinome bewirkt, aber ein leicht erhdhtes Risiko fur nasopharyngale
Karzinome hervorrufen kann (COLLINS 1997).
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Einige der konzentrationsabhangigen Effekte von Ozon und Formaldehyd sind in Tabelle 1
zusammengestellt.

Tabelle 1: Effekte von Ozon und Formaldehyd auf den Menschen

Effekte Ozon Formaldehyd
geruchliche Wahrnehmung:
Normalpersonen 40-50 pg/m? 160 pg/m3
geruchsempfindliche Personen 60 pg/m3
Augenreizung 200 pg/ms 125-2000 pg/ms3
Kehlkopfreizung 600 pg/ms3
Reizung der Atemwege 200-700 pg/ms3 2500-3700 pg/m3
Atemstorung, Husten, Brennen in > 500 pg/m3 12500-25000 pg/m?3
Nase und Rachen, Tréanenflu (ab 1h Exposition)
Schleimhautnekrosen, 37000-62000 pg/m?3

Kehlkopfschwellung,
Stimmritzenkrampf, Lungentdem

MAK-Wert 200 pg/ms3 (8 h) 600 pg/ms3 (8 h)
MIK-Wert 120 pg/m3 (30 min)
Luftqualitatswert (WHO) 150-200 pg/m3 (1h) 100 pg/m3 (30 min)

100-120 pg/m? (8h)

1.3 Zilienschlag epithelialer Zellen

Die Bedeutung der ziliaren Funktion als eines der wichtigsten protektiven Elemente der
respiratorischen Epithelzellbarriere wird am deutlichsten, wenn man an das Fehlen dieses
Elementes bei der priméren ziliaren Dyskinesie denkt. Bei dieser angeborenen Krankheit
kommt es zu einem ineffektiven oder fehlenden mucoziliaren Transport (JORISSEN 1991).
Die gestorte ziliare Funktion fuhrt zu einem erhohten Infektionsrisiko der unteren und oberen
Atemwege (BROOKS 1985, FRENCH 1973, JORISSEN 1991, MAGNUSSEN 1989,
McMANUS 1989, WAGNER 1994). Als primére Kontaktflache sind die respiratorischen
Epithelien der nasalen Mucosa inhalativen Schadstoffe besonders intensiv exponiert. DaB die
Bestimmung der CBF bei Untersuchungen zu Wirkungen von Luftschadstoffen ein geeigneter
und weitgehend akzeptierter Parameter ist, wurde bereits mehrfach gezeigt. Insbesondere
erwies sich die Kultivierung primdrer humaner respiratorischer Zellen an einer Flissig-/Gas-
Grenzschicht als eine geeignete Methode (BROMMER 1996 und 1998, KENNEY 1994,
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KONDO 1991, McKINNON 1992, RIECHELMANN 1994, 1995a, 1995b und 1996,
ROBSON 1992, SCHAFER 1997 und 1998).

Uber subakute Expositionen humaner respiratorischer Epithelien mit Formaldehyd und dessen
EinfluR auf die CBF wurden bisher keine Arbeiten verdffentlicht. Jedoch gibt es
Untersuchungen an verschiedenen Tiermodellen, die sowohl von einer Verminderung als auch
Erhohung der CBF nach Formaldehyd-Exposition berichten (HASTIE 1990, MORGAN
1984). Ahnlich sieht es bei Untersuchungen von Ozon-induzierten Effekten auf die CBF aus
(ABRAHAM 1986, ALLEGRA 1991, FOSTER 1987, GROSE 1980, LIPPMANN 1989,
PHALEN 1980, SCHLESINGER 1992).

1.4  Zytokine

Zytokinen kommt bei entziindlichen Reaktionen der Atemwegsschleimhaut eine grundlegende
Bedeutung zu (BACHERT 1993, DURHAM 1992, OKAMOTO 1993), wobei deutliche
Unterschiede der Zytokinexpression zwischen gesunden Personen und Patienten mit chronisch
entziindlichen Erkrankungen festgestellt wurden (BACHERT 1993, DURHAM 1992,
XAUBET 1994). Zytokine koénnen somit als Marker fir die Erfassung zellulérer
Reaktionsmuster verwendet werden. Die Zytokinexpression der unteren Atemwege wurde
bereits im Rahmen anderer durch PUG geforderte Projekte untersucht (PUG L 88003, 89003,
93005, 93009 und 94003). Die Zytokinsynthese der oberen Atemwege des Menschen nach
Exposition mit Luftschadstoffen wie Ozon oder Formaldehyd wurde hingegen bisher wenig
untersucht. Aus der Gruppe der Zytokine wurde hier insbesondere ein von respiratorischen
Epithelzellen produziertes proinflammatorisches Zytokin (CALDERON 1997, KENNEY
1994) und zwei Zytokine, die lymphozytare Aktivitat anzeigen (IBELGAUFTS 1996 b und c),
ausgewadhlt.

Interleukin-8 (IL-8) gehort zur Superfamilie der Chemokine, einer Gruppe Kleiner (8-10 kDa)
induzierbarer, sekretierter, proinflammatorischer Zytokine, die in eine Vielzahl
immunologischer Antworten involviert sind und primar chemotaktisch sowie aktivierend auf
bestimmte Leukozyten wirken. IL-8 wurde 1987 identifiziert. Es handelt sich um ein 8383 Da
grolRes basisches Protein, dafl in Losung als Homodimer vorliegt, welches durch sechs
Wasserstoffbriickenbindungen stabilisiert wird (BAGGIOLINI 1992, BAGGIOLINI 1994,
MILLER 1992). Es ist aus 72 Aminosauren aufgebaut und wird von vielen Proteasen, wie z.B.
Elastasen nicht abgebaut. Die Chemokine werden wiederum in Abhéangigkeit konservierter
Cystein-Bereiche in vier Klassen eingeteilt. IL-8 gehort hier zur Klasse der C-X-C
Chemokine. Diese kdnnen weiter unterteilt werden in zwei Gruppen, wobei IL-8 zu den C-X-
C Chemokinen zéhlt, die charakteristische dreier-Aminoséuresequenz ELR (Glutamin-Leucin-
Arginin) aufweisen. Die Gene fur IL-8 und die anderen C-X-C Chemokine liegen auf dem
Chromosom 4q (BAGGIOLINI 1997, MACKAY 1997, SCHALL 1994). IL-8 entfaltet seine
Effekte durch Bindung an membranstandige Rezeptoren (CXCR-1, CXCR-2, CXCR-3,
CXCR-4), die zu der groRen Familie der G-Protein gekoppelten 7-transmembran Domanen
Rezeptoren gehdren. CXCR-1 besitzt hohe Spezifitat fur IL-8 , wéhrend an CXCR-2 auch
andere C-X-C Chemokine bindet (BAGGIOLINI 1997, HOLMES 1991, LEE 1992,
MURPHY 1994, SCHALL 1994). Die Gene fir die Rezeptoren sind auf Chromosom 2g35
lokalisiert (LLOYD 1993). IL-8 wird von Monozyten, Makrophagen, neutrophilen
Granulozyten, Fibroblasten und Endothelzellen synthetisiert; quantitativ weniger bedeutsam
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sind Lymphozyten. Eine Vielzahl endogener Mediatoren (Histamin, IL-1, TNF, GM-CSF,
Immunkomplexe) aber auch exogener Faktoren (LPS, Viren, Anderung des O,-Partialdrucks)
induzieren die IL-8 Synthese (BRAUN 1993, JEANNIN 1994, SAITO 1994). Mediatoren wie
TGF-i3 und Interleukin-4 oder Kortikosteroide hemmen die IL-8 Synthese.

IL-8 unterstitzt die Migration von Leukozyten, insbesondere neutrophiler Granulozyten, aus
dem Blutstrom in entziindetes Gewebe, weshalb IL-8 auch als proinflammatorisches Zytokin
eingestuft wird. Zudem konnte gezeigt werden, dal IL-8 ein autokriner Wachstumsfaktor fur
Melanomzellen ist (SCHADENDORF (1993) und die Angiogenese in vivo und in vitro
beginstigt (HU 1993, KOCH 1992). Anti-inflammatorische Eigenschaften von IL-8 werden
aus der Verminderung der Leukozytenadhdsion an Endothelzellen abgeleitet. Einen
inhibitorischen Effekt hat IL-8 auf die Interleukin-4 induzierte IgE Synthese. Auf andere
Immunglobulinklassen hat es keinen EinfluR (IBELGAUFTS 1996a). Hinsichtlich der 1L-8
Expression der Mucosa der oberen und unteren Atemwege wurden Unterschiede festgestellt
(XING 1993). Aus Versuchen mit immortalisierten humanen Bronchial-Zellinien ist zudem
bekannt, daB Ozon zu einer Erhéhung der Interleukin-8 Synthese dieser Zellen fihrt
(McKINNON 1992). Weiterhin wurde vor kurzem publiziert, dal Endothelzellen der nasalen
Mucosa IL-8 sekretieren (GREVERS 1997). Fur Ozon wurde berichtet, das eine Exposition
mit 200 pg/m3 flr 4 Stunden sowohl bei gesunden Probanden (BALMES 1996) als auch bei
Asthmatikern (SCANNELL 1996) IL-8 in der bronchialen Lavage erhoht ist, im Status
Asthmatikus ist IL-8 drastisch erhoht (LAMBLIN 1998). In Biopsie-Explantaten nasaler
Mucosa von Atopiker wurden erhohte IL-8 Konzentrationen gemessen (CALDERON 1997).
Die mRNA-Expression und IL-8 Synthese wurde fur humane nasale Mucosa ebenfalls
nachgewiesen (KENNEY 1994).

Interleukin-4 (IL-4) wird vorwiegend von T-Lymphozyten synthetisiert. Endogene Stimuli
sind IL-2, IL-3 und PAF; TGF-8 hemmt die IL-4 Synthese. IL-4 steigert die Proliferation und
Differenzierung von T-Lymphozyten, hemmt aber die gamma-Interferon Synthese dieser
Zellen. Aktivierte B-Lymphozyten werden in ihrer Proliferation und Differenzierung durch
IL-4 ebenfalls unterstitzt. I1L-4 fihrt zu einer erhohten MHC-II Expression der B-
Lymphozyten und einer erhohten Sensitivitat dieser Zellen gegenlber anderen Stimuli. IL-4
erhoht die Leukozytenadhésion an Endothelzellen und aktiviert neutrophile Granulozyten.
Andererseits hemmt IL-4 die IL-6 und IL-8 und TNF Synthese, weshalb es auch als anti-
inflammatorisches Zytokin eingestuft (IBELGAUFTS 1996b) wird. Gamma-Interferon (g-
INF) wird vorwiegend von T- und B-Lymphozyten sowie den natirlichen Killerzellen
synthetisiert. Seine Synthese wird durch verschiedenste Antigene, und endogene Mediatoren
wie IL-2 oder EGF induziert, wéhrend Kortikosteroide und Cyclosporin A die g-INF Synthese
hemmen. Dem g-INF kommt eine wesentliche immunmodulierende Funktion zu. Es wirkt
anti-viral, anti-parasitisch aber auch anti-proliferativ. Dabei hat es umfangreiche stimulierende
Effekte auf Makrophagen, T-Lymphozyten, NK-Zellen, Granulozyten sowie die Reifung und
Proliferation von B-Lymphozyten. Hingegen hemmt g-INF das Wachstum glatter
Muskelzellen und die Proliferation von Tumorzellen (IBELGAUFTS 1996¢). Der Nachweis
von IL-4 und g-IFN erfolgte zum AusschluB lymphozytarer Zytokineinflisse der kultivierten
respiratorischen Zellen.
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1.5 Ziel der Untersuchungen

Die hier durchgefihrten Experimente sollten die Frage beantworten, ob unaufféllige (gesunde)
und chronisch entziindete (polypds veranderte) nasale humane Mucosa in vitro im Laufe einer
vierwdchigen Exposition mit variablen Konzentrationen von Ozon oder Formaldehyd
unterschiedliche Sukzeptibilitdten gegenuber diesen Substanzen aufweisen. Hierflr wurde
zum einen die ziliare Schlagfrequenz bestimmt, um die integrierte zellulare Funktion der
zilientragenden respiratorischen Epithelzellen zu erfassen und dadurch die Effekte exogener
Noxen auf das mukoziliaren Transportsystem beurteilen zu kénnen. Zum anderen wurde die
Freisetzung des proinflammatorischen Interleukin-8 untersucht, um abzuschéatzen, inwieweit
die exogenen Noxen entziindliche Reaktionen an den respiratorischen Epithelzellen auslésen
bzw. unterhalten. Als Kontrolle der Reinheit der isolierten Epithelzellen von Lymphozyten
wurde die Freisetzung von IL-4 und g-INF bestimmt.
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2 Material und Methoden

2.1 Patientengut

Im Rahmen chirurgischer Eingriffe wurde unauffallige Mucosa (Patienten ohne chronisch
entziindliche Atemwegserkrankungen) und chronisch entziindete Mucosa (Patienten mit
Polyposis nasi) von jeweils 50 Patienten gewonnen. Das mittlere Alter der Patienten betrug 53
Jahre und umfalite die Altersgruppe von 25 bis 73 Jahren.

2.2 Methoden

2.2.1 Probengewinnung und Exposition

Die Gewebeproben wurden mechanisch zerkleinert und tber 24 Stunden bei 4°C mit einem
0,05%igen pronasehaltigen Medium Kalt trypsinisiert. Danach erfolgte die Digestion tber 15
Minuten bei 37°C. AnschlieBend wurden die Zellen in phosphat-gepufferter Losung (PBS) mit
Hilfe eines Zellsiebes vereinzelt und abzentrifugiert. Die Vitalitatsbestimmung erfolgte mit
Trypanblau und lag tiber 97%. Die Zellen wurden in Konzentrationen von 3x10° Zellen/ml auf
Polycarbonatmembranen mit Collagenbeschichtung (Fa. Costar) auf einer Flache 1 cm? an
einer Gas-/Flussigkeits-Grenzschicht in DMEM/HAM’s F12 (Fa. Sigma) kultiviert. In
Vorversuchen zeigten wir, daR diese Expositionsbedingungen, gegentiber anderen, Vorteile
hinsichtlich Vitalitdt und Funktionalitdt fur die vierwdchige Exposition aufwiesen
(SCHAFER 1997 und 1998). Die Exposition erfolgte gegeniiber synthetischer Luft (mit 5%
CO, Anteil) oder gegniiber Formaldehyd bzw. Ozon angereicherter synthetischer Luft in den
Konzentrationen 100, 500 oder 1000 pg/m? fir die Dauer von vier Wochen bei 37°C. Hierbei
handelte es sich um die Erfassung subakuter schéadlicher Effekte gemall 85 Abs. 6 der
ChemPrufV, die fir diese Einstufung Expositionszeiten von mindestens 28 Tagen festlegt.
Das Kulturmedium wurde dreimal je Woche gewechselt, wobei die Uberstinde einer Woche
vereinigt und bei -20°C gelagert wurden. Bei den Expositionsexperimenten handelte es sich
um gebundene Proben, da von dem selben Patienten alle Expositionsformen flr den gesamten
Expositionszeitraum  durchgefihrt  wurden. Somit wurde eine hochstmdgliche
Vergleichbarkeit der gewonnenen MeRwerte gewéhrleistet.

2.2.2 Bestimmung der ziliaren Schlagfrequenz

Fur die Bestimmung der CBF wurden von jeder Probe an zehn verschiedenen Orten mit Hilfe
eines Phasenkontrastmikroskopes in Verbindung mit einer Video-Kamera und unter
Einblendung des Zeitverlaufes fur mindestens 10 Sekunden auf einem Magnetband der
Zilienschlag dokumentiert. AnschlieRend erfolgte die Auswertung im Zeitlupe-Modus fur
jeden dokumentierten Ort fur zehn verschieden Zeiteinheiten (RIECHELMANN 1994).
SchlieRlich wurde der Mittelwert dieser 100 Bestimmungen je Expositionsform und Probenart
berechnet.
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2.2.3 Zytokinbestimmung

Die quantitative Bestimmung von Interleukin-8, Interleukin-4 und gamma-Interferon erfolgte
fir jede Probe in Duplikaten mit kommerziell erhéltlichen Sandwich-'enzyme-immuno-assays'
(Fa. R&D Systems) unter Anwendung der mitgelieferten Assay-Durchfiihrungsbestimmungen.

2.2.4 Zytotoxizitats- und Vitalitatsnachweise

Die LDH-Aktivitat der Kulturiberstinde wurden mit einem handelstblichen Test (Fa.
Boehringer-Mannheim) gemall den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die Vitalitat der
Primarzellkultur wurde zudem durch Messung der zytosolischen Esteraseaktivitat sowie der
gleichzeitigen Messung der DNA-Farbung unter Verwendung der Fluoreszenzfarbstoffe
Calcein AM (Extinktion 485 nm, Emission 530 nm) und Ethidium Homodimer-1 (Extinktion
485 nm, Emission 600 nm) unter Beachtung der Durchfuihrungsbestimmungen des Herstellers
(Fa. Molecular Probes) tberprift. Die Bestimmung der relativen Fluoreszenzaktivitat (RFU)
erfolgte mit Hilfe des Fluoreskan Ascent (Fa. Labsystems).

2.2.5 Immunhistologie

Fur den immunhistologischen Nachweis wurden die kultivierten Epithelzellen mit Aceton
fixiert und anschlieBend mit monoklonalen Antikérpern gegen Vimentin (Nachweis von
Fibroblasten und Myofibroblasten), L26-Antigen (Nachweis von B-Lymphozyten), CD 3
(Nachweis von T-Lymphozyten), Cytokeratin-8 (Nachweis von Epithelzellen), SM-Aktin
(Nachweis von glatten Muskelzellen und Myofibroblasten), CD 68 (Nachweis von
Makrophagen) oder CD 15 (Nachweis von Granulozyten) angefarbt. Die AntikOrper wurden
nach Angabe der Hersteller verdinnt eingesetzt. Als sekundérer Antikorper wurde ein
Meerrettich-Peroxidase gekoppelter polyklonaler Antikorper verwendet. Als Farbprazipitat
wurde 3,3'-Diaminobenzidin (DAB) verwendet.

2.2.6 Darstellung der MeRwerte

Die Ergebisse fur die gegenuber synthetischer Luft exponierten Proben wurden fur IL-8 in
ng/ml bzw. pg/ml (bezogen auf 3x10° eingesetzte Zellen in 12-Lochplatten mit Einsétzen aus
Polykarbonatmembranen) angegeben. Von jeder Probe, die grundsatzlich als Duplikate
analysiert wurden, erfolgte die Berechnung des arithmetischen Mittelwertes. Der
arithmetische Mittelwert der CBF dieser Proben wurde in Hz angegeben. Die Ergebnisse der
Formaldehyd- und Ozon-Expositionen wurden als prozentuale Anderung gegeniiber der mit
synthetischer Luft exponierten Probe angegeben. Hierbei wurden die Melwerte jedes
Patienten individuell normiert und anschlieBend der arithmetische Mittelwert der jeweiligen
Patientengruppe bzw. des entsprechenden Zeitpunktes und der entsprechenden Ozon- bzw.
Formaldehyd-Konzentration berechnet. Die statistische Datenanalyse erfolgte mit dem
zweiseitigen parameterfreien Test flr gepaarte Stichproben (Wilcoxon-Signed-Rank-Test)
bzw. Wilcoxon-Test fiir unabhangige Stichproben unter Verwendung des Stastikprogramms
SPSS. Signifikante Ergebnisse (gegenube der Kontrolle) wurden bei p<0,05 angenommen und
mit [+] in den Graphiken gekennzeichnet.
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3 Ergebnisse

3.1 Exposition mit synthetischer Luft

3.1.1 Zusammenhang von IL-8 und CBF

Ein Zusammenhang zwischen CBF und IL-8 wurde nicht beobachtet. Wie aus den
Abbildungen 1.1A und 1.1B zu ersehen ist, kam es wahrend der vierwdchigen Exposition
gegenuber synthetischer Luft zu einer Abnahme der IL-8 Freisetzung bei unauffalliger
(15,3/7,7/3,6/2,1 ng/ml) und chronisch entziindeter (16,7/12,5/6,4/1,3 ng/ml) Mucosa, jedoch
blieb die CBF wahrend dieses Zeitraumes unbeeinflufit (9,2/9,5/9,5/9,3 Hz bzw.
5,2/5,2/5,3/4,8 Hz). Die CBF chronisch entziindeter Mucosa war wéhrend des
Beobachtungszeitraumes signifikant niedriger als bei unauffélliger Mucosa.

A: unauffallige Mucosa B: chronisch entziindete Mucosa
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Abb. 1.1: IL-8 Freisetzung und CBF nach Exposition mit synthetischer Luft
Exposition humaner nasaler respiratorischer Epithelzellen, isoliert aus unauffélliger und chronisch
entziindeter Mucosa, gegenuber synthetischer Luft fir 1 bis 4 Wochen. Dargestellt ist der Mittelwert
der IL-8 Freisetzungswerte von 30 Patienten je Gewebeart. Die IL-8 Freisetzung und CBF-
Bestimmung wurden aus gebundenen Stichproben bestimmt.
*: signifikante Anderung der 1L-8 Freisetzung gegeniiber dem Wert nach der 1. Expositionswoche
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3.1.2 EinfluR der Inkubationszeit auf die Vitalitat

Die vierwodchige Exposition gegentiber synthetischer Luft hatte keinen Einflul} auf die LDH-
Aktivitat oder Zytotoxizitat der kultivierten respiratorischen Epithelzellen (s. Abb. 1.2). Dies
wurde auch durch die Auswertung fluoreszensmikroskopischer Aufnahmen bestétigt (s. Abb.
1.3). Es wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen unauffélliger und chronisch
entziindeter Mucosa festgestellt.

A: unauffallige Mucosa B: chronisch entziindete Mucosa
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Abb. 1.2: LDH-AKktivitat, Zytotoxizitat und Vitalitat nach Exposition mit synthetischer Luft

Exposition respiratorischer Epithelzellen unauffalliger und chronisch entziindeter nasaler Mucosa
gegeniiber synthetischer Luft fir 1 bis 4 Wochen. Die LDH-Aktivitét ist als prozentualer Anteil
gegeniiber der maximal induzierbaren Zytotoxizitdt dargestellt. Die LDH-Aktivitdt und
fluorometrisch  bestimmte  Zytotoxizitdt stellen zwei unterschiedliche  Verfahren der
Zytotoxizitatsbetsimmung dar. Zum Probenumfang s. Abb. 1.1
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Abb. 1.3: LIVE/DEAD Nachweis mittels Fluoreszensmikroskopie

Abgebildet sind nasale respiratorischer Epithelzellen, die gleichzeitig mit Calcein AM (griin) und

Ethidium Homodimer-1 (rot) beladen wurden. Vitale Zellen setzen Calcein AM mit Hilfe

zytoplasmatischer Esterasen zu einem grin fluoreszierenden Farbstoff um und speichern ihn im

Zytoplasma. Nur bei geschadigten Zellen mit nicht mehr intakter Zytoplasmamembran kann

Ethidium Homodimer-1 in den Zellkern eindringen und mit den Nukleinsduren interkalieren,

wodurch es zu roter Fluoreszens kommt. Bei toten Zellen oder Zellen, die Membranschédigungen

aufweisen kommt es gleichzeitig zu einer Abnahme der zytoplasmatischen Grunfarbung durch

Ausflielen des Zytoplasmas.

Extinktion: 485 nm, Emission: 536 nm (Calcein AM) bzw. 620 nm (Ethidium Homodimer-1)

Abb. 1.3 A: vitale primédre nasale Epithelzellen unauffalliger Mucosa; 4 wdchige Exposition mit
synthetischer Luft; Anfarbung des Zytoplasma durch Calcein AM;
Phasenkontrastaufnahme in Verbindung mit fluoreszenzmikroskopischer Aufnahme
(200 fache VergroRerung)

Abb. 1.3 B: tote primére nasale Epithelzellen polypdser Mucosa; 4 wdchige Exposition mit Ozon
(1000 pg/md); Anfarbung der zellularen Nukleinsduren durch Ethidium Homodimer-1
fluoreszenzmikroskopischer Aufnahme (200 fache VergroBerung)

Abb. 1.3 C: absterbende Zellen polypdser Mucosa nach 2 wdchiger Exposition mit Ozon (100
pg/m3); abnehmende zytoplasmatische Féarbung bei gleichzeitiger zunehmender
Farbung des Zellkerns; fluoreszenzmikroskopischer Aufnahme (400 fache VergroRerung)
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3.1.3 Histologische Auswertung

In allen untersuchten Proben fuhrte die immunhistologische Markierung der Zellen mit dem
anti-Cytokeratin-8 Antikorper zu einer positiven Féarbung. Dies wurde als erfolgreiche
Isolierung von epithelialen Zellen gewertet. Die Verwendung des anti-Vimentin Antikorpers
ergab eine sehr schwache Anfarbung (ca. 2-4% der Gesamtzellen) der Préparate. Dies wurde
als Hinweis auf geringfugige Kontamination der isolierten Zellen mit Fibroblasten
interpretiert. Die ausbleibende Farbung nach Markierung mit dem anti-CD68 Antikorper
sprach fiir das Fehlen von Makrophagen in den primdren Zellkulturen. Die ausbleibende bis
sehr schwache Farbung (0-2% der Gesamtzellen) nach Markierung mit dem anti-CD15
Antikorper wurde als Granulozyten-freie Préparation der priméren Zellkulturen interpretiert.
Die negativen Farbungen mit dem anti-L26 oder anti-CD3 Antikorper standen fur eine B-
Lymphozyten- bzw. T-Lymphozyten-freie Préparation der primadren Zellkulturen. Die letzten
zwei Markierungsergebnisse korrelierten gut mit den ebenfalls negativen Nachweisen fur die
IL-4 und g-INF Freisetzung in den Zellkulturiberstanden. Weiterhin fuhrte auch die
Markierung mit dem anti-SM-Aktin Antikdrper zu einem negativen Ergebnis, welches flr das
Fehlen von glatten Muskelzellen oder Myofibroblasten stand.

Zusammenfassend zeigten die histologischen Ergebnisse, dal} die verwendete Technik ein
geeignetes Verfahren zur Isolierung nahezu reiner nasaler Epithelzellen war.
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3.2 Ozon-Exposition

3.2.1 Effekte von Ozon auf die CBF

Nach der 1. Expositionswoche hatte Ozon unabhéngig von der gewéhlten Konzentration
(100/500/1000 pg/m3) sowohl bei unauffalliger Mucosa als auch bei chronisch entziindeter
Mucosa keinen signifikanten Einflu auf die CBF. Dies galt auch fir die 2. bis 4
Expositionswoche mit der niedrigen Ozon-Konzentration (100 pg/ms).

Hingegen flhrten mittlere Ozon-Konzentrationen (500 bzw. 1000 pg/m®) nach der 2.
Expositionwoche bei unauffalliger Mucosa zu einer leichten (7,1 bzw. 10,3%), bei chronisch
entziindeter Mucosa zu einer signifikanten Verminderung der CBF (20,5 bzw. 16,4%).

Ab der 3. und 4. Expositionswoche war die CBF nach hoheren Ozon-Konzentrationen (500
bzw. 1000 pg/m3) sowohl bei unauffélliger (3. Woche: 18,7 bzw. 37,5% und 4 Woche: 11,1
bzw. 33,3%) als auch bei chronisch entziindeter Mucosa (3. Woche: 33,8 bzw. 26,8 und 4.
Woche 21,4 bzw. 38,6%) signifikant vermindert.

Bei niedrigen Ozon-Konzentrationen (100 pg/m3)unterschieden sich die CBF unauffélliger
und chronisch entziindeter Mucosa nicht. Bei mittleren und hohen Ozon-Konzentrationen war
die CBF chronisch entzindeter Mucosa tendenziell (nicht signifikant, p<0,8 bis 0,13)
vermindert. (s. Abb. 2.1 A bis C).
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Abb. 2.1;

A: Ozon - 100 pg/m3
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Ozon-Exposition

Exposition respiratorischer Epithelzellen unaufféalliger und chronisch
entziindeter nasaler Mucosa gegeniiber variablen Konzentrationen von
Ozon fir 1 bis 4 Wochen. Dargestellt ist der Mittelwert der CBF-
Werte von jeweils 10 Patienten je Ozon-Konzentration. Berechnet
wurde die prozentuale Anderung gegeniber der jeweiligen
individuellen Kontrolle nach Exposition mit synthetischer Luft. Es
handelte sich um gebundene Stichproben.

*: signifikante Anderung im Vergleich zur Kontrolle, die gegeniiber
synthetischer Luft exponiert wurde (p<0,05)
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3.2.2 Effekte von Ozon auf die IL-8 Freisetzung

Die IL-8 Freisetzung unaufféalliger Mucosa wurde nach der 1. Expositionswoche mit Ozon
unabh&ngig von der Konzentration (100/500/1000 pg/ms3) nicht beeinfluldt. Fir chronisch
entziindete Mucosa wurde fur die niedrige Ozon-Konzentration (100 pg/ms3) kein EinfluR auf
die IL-8 Freisetzung gemessen. Jedoch wies sie gegeniiber unauffalliger Mucosa wahrend
dieses Expositionszeitraumes fir die héheren Ozon-Konzentrationen (500 und 1000 pg/m3)
eine signifikante Verminderung (25,8 und 22,6%) IL-8 Freisetzung gemessen wurde.

Ab der 2. Expositionswoche mit Ozon (100/500/1000 pg/m3) zeigten sowohl unauffallige
Mucosa (2. Woche: 24,1/60,5/41,6%; 3. Woche: 25,2/63,7/56,1%; 4. Woche:
54,9/82,8/85,9%) als auch chronisch entziindete Mucosa (2. Woche: 27,1/56,1/67,7%; 3.
Woche: 55,9/73,9/70,9%; 4. Woche: 41,1/86,5/93,8%) eine konzentrations- und zeitabhangige
Verminderung der IL-8 Freisetzung. Diese IL-8 Freisetzungen waren gegenuber den
jeweiligen Kontrollen signifikant (p<0,05) vermindert. Die IL-8 Freisetzung zeigten nach den
hohen Ozon-Expositionen (500 und 1000 pg/m?3) jedoch keine Konzentrationsabhangigkeit
mehr, weder bei unauffélligem noch bei chronisch entziindetem Gewebe.

Fir niedrige (100 pg/m3) Ozon-Expositionen wurde kein Unterschied hinsichtlich der IL-8
Freisetzung zwischen unauffélliger und chronisch entzlindeter Mucosa gemessen. Nach
Exposition mit mittleren oder hohen Ozon-Konzentrationen (500 bzw. 1000 pg/m?) war die
IL-8 Freisetzung in entziindetem Gewebe nicht signifikant niedriger (p>0,07 bis 0,15) als in
unauffalligem Gewebe. (s. Abb 2.2)

3.2.3 Effekte von Ozon auf die IL-4 und g-1FN Freisetzung

Die IL-4 und g-IFN Freisetzung lag fur alle Ozon-Expositionen sowie fiir unauffélliges und
entziindetes Gewebe unterhalb der Nachweisgrenze der verwendeten Methoden.
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Abb. 2.2:

A: Ozon - 100 pg/m?3
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IL-8 Freisetzung unauffalliger und entzindeter Mucosa
nach Ozon-Exposition

Exposition respiratorischer Epithelzellen unauffalliger und chronisch
entziindeter nasaler Mucosa gegeniiber variablen Konzentrationen von
Ozon fur 1 bis 4 Wochen. Dargestellt ist der Mittelwert der 1L-8
Freisetzungswerte von jeweils 10 Patientenproben je Ozon-
Konzentration. Dargestellt wurde die prozentuale Anderung gegeniiber
der jeweiligen individuellen Kontrolle nach Exposition mit
synthetischer Luft.

*: signifikante Anderung im Vergleich zur Kontrolle, die gegeniiber
synthetischer Luft exponiert wurde (p<0,05)

22




Vorhabens-Nummer: PUG L 96002 AbschluRbericht

3.2.4 Effekte von Ozon auf die Zytotoxizitat

Nach der 3. und 4. Expositionwoche mit Ozon wurde sowohl eine signifikant erhohte LDH-
Aktivitat, als auch ein signifikant erhohter Anteil zytotoxischer Zellen gemessen. (s. Abb.
2.5). Dabei wiesen Zellen aus chronisch entzlindeter Mucosa gegenuber denjenigen aus
unauffalliger Mucosa tendenziell hohere, jedoch nicht signifikante Werte fir LDH-Aktivitat
bzw. fluorometrisch bestimmter Zytotoxizitat auf. (s. Abb 2.3)
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Abb. 2.3: Zytotoxizitat und Vitalitdt nach Ozon-Exposition

Exposition respiratorischer Epithelzellen unauffalliger und chronisch entziindeter nasaler Mucosa
gegeniiber synthetischer Luft fir 1 bis 4 Wochen. Die LDH Aktivitét ist als prozentualer Anteil
gegeniiber der maximal induzierbaren Zytotoxizitdt dargestellt. Die LDH-Aktivitdt und
fluorometrisch ~ bestimmte  Zytotoxizitdt stellen zwei unterschiedliche Verfahren der
Zytotoxizitatsbetsimmung dar. Probenumfang je Konzentration und Zeitpunkt: N = 10 Patienten
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3.3 Formaldehyd-Exposition

3.3.1 Effekte von Formaldehyd auf die CBF

Formaldehyd (100/500/1000 pg/m3) bewirkte bei unauffalliger Mucosa eine konzentrations-
und zeitabhangige Verminderung der CBF Uber den gesamten Beobachtungszeitraum (1.
Woche: 11,4/12,6/14,3%; 2. Woche: 17,9/19,9/43,8%; 3. Woche: 20,3/15,4/45,9%; 4. Woche:
29,5/43,9/51,4%). Die hoheren Formaldehyd-Konzentrationen (500 und 1000 pg/ms3) fuhrten
unabh&ngig von der Expositionszeit zu einer signifikanten Verminderung der CBF.

Bei Zellen chronisch entziindeter Mucosa zeigte die niedrige Formaldehyd-Konzentration
(100 pg/m3) nach der 1. bis 3. Woche keinen Effekt auf die CBF. Nach der 4 Woche war die
CBF signifikant (19,8 %) vermindert. Mittlere (500 pg/m3) bzw. hohe (1000 pg/ms)
Formaldehyd-Konzentration fiihrten bei diesen Zellen nach der 1. bis 4 Woche zu einer
signifikanten Verminderung (18,7/23,3/26,6/37,2% bzw.18,8/35,1/36,2/41,3%) der CBF.
Zellen chronisch entziindeter Mucosa reagierten bei niedrigen Formaldehyd-Konzentrationen
(100 pg/m3) mit einer gegenuiber unauffaliger Mucosa nicht signifikant erhdhten CBF. Nach
Exposition mit mittleren (500 pg/m?3) oder hohen (1000 pg/ms3) Formaldehyd-Konzentrationen
wurde hinsichtlich der CBF kein Unterschied zwischen chronisch entziindeter und
unauffalliger Mucosa festgestellt (s. Abb. 3.1 A bis C).
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Abb. 3.1;
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Vergleich der CBF unauffalliger und entziindeter Mucosa
nach Formaldehyd-Exposition

Exposition respiratorischer Epithelzellen unaufféalliger und chronisch
entziindeter nasaler Mucosa gegeniber variablen Konzentrationen von
Formaldehyd fiir 1 bis 4 Wochen. Dargestellt ist der Mittelwert der
CBF-Werte von jeweils 10 Patienten je Formaldehyd-Konzentration.
Berechnet wurde die prozentuale Anderung gegeniiber der jeweiligen
individuellen Kontrolle nach Exposition mit synthetischer Luft. Es
handelte sich um gebundene Stichproben.
*: signifikante Anderung im Vergleich zur Kontrolle (p<0,05)
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3.3.2 Effekte von Formaldehyd auf die IL-8 Freisetzung

Bei unauffélliger Mucosa zeigte die niedrige Formaldehyd-Konzentration (100 pg/ms)
wéhrend der vierwochigen Exposition keinen signifikanten EinfluR auf die IL-8 Freisetzung.
Die hoheren Formaldehyd-Konzentrationen (500 und 1000 pg/me) bewirkten nach der 1.
Expositionswoche eine leichte (4,9 und 17,2%) und nach 2. Expositionswoche eine
signifikante (22,8 und 28,8%) konzentrationsabh&ngige Erhohung der IL-8 Freisetzung. Nach
der 3. Woche kam es nur noch zu einer leicht erh6hten IL-8 Freisetzung (15,8 und 9,5%).
Nach der 4. Woche wurde ein signifikant verminderte IL-8 Freisetzung gemessen (25,4 und
40,3%).

Chronisch entziindete Mucosa zeigte nur nach der 1. Expositionswoche fir die hohen
Formaldehyd-Konzentrationen (500 und 1000 pg/m?) eine konzentrationsabhéngig signifikant
erhohte IL-8 Freisetzung (11,19 und 20,3%). Fur die nachfolgenden Expositionswochen flihrte
Formaldehyd hier zu einer konzentrationsabhéngigen signifikant verminderten IL-8
Freisetzung (2. Woche: 12,4 und 17,2%; 3. Woche: 13,6 und 50,5%; 4. Woche: 39,6 und
57,6%).

Fur niedrige Formaldehyd-Expositionen (100 pg/ms3) wurde hinsichtlich der IL-8 Freisetzung
kein Unterschied zwischen unauffalliger und chronisch entzindeter Mucosa festgestellt.
Mittlere und hohe Formaldehyd-Konzentrationen (500 und 1000 pg/ms3) flhrten zu einer
tendenziell, jedoch nicht signifikant hoheren IL-8 Freisetzung bei entziindetem Gewebe. (s.
Abb. 3.2 A bis C).

3.3.3 Effekte von Formaldehyd auf die IL-4 und g-1FN Freisetzung

Die IL-4 und g-IFN Freisetzung lag fur alle Formaldehyd-Expositionen sowie fir
unauffalliges und entziindetes Gewebe unterhalb der Nachweisgrenze der verwendeten
Methoden.
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Abb. 3.2:

A: Formaldehyd - 100 pg/m?3
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IL-8 Freisetzung unauffalliger und entziindeter Mucosa
nach Formaldehyd-Exposition

Exposition respiratorischer Epithelzellen unaufféalliger und chronisch
entziindeter nasaler Mucosa gegeniiber variablen Konzentrationen von
Formaldehyd fiir 1 bis 4 Wochen. Dargestellt ist der Mittelwert der IL-
8 Freisetzungswerte von jeweils 10 Patientenproben je Formaldehyd-
Konzentration. Berechnet wurde die prozentuale Anderung gegeniiber
der jeweiligen individuellen Kontrolle nach Exposition mit
synthetischer Luft.

*: signifikante Anderung im Vergleich zur Kontrolle (p<0,05)
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3.3.4 Effekte von Formaldehyd auf die Zytotoxizitat

Es konnte keine Formaldehyd-induzierte verénderte Zytotoxizitdt oder Vitalitdt gemessen
werden (s. Abb. 3.3).
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Abb. 3.3: LDH-AKktivitat, Zytotoxizitat und Vitalitat nach Formaldehyd-Exposition

Exposition respiratorischer Epithelzellen unauffalliger und chronisch entziindeter nasaler Mucosa
gegeniiber synthetischer Luft fir 1 bis 4 Wochen. Dargestellt ist der mittlere Wert der LDH-Aktivitét
und die mittlere Zytotoxizitat (prozentuale Anteil gegeniiber Maximal-Kontrolle). Probenumfang: je
Konzentration und Zeitpunkt: N = 10 Patienten
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4 Diskussion

Untersucht wurde die Wirkung von Ozon und Formaldehyd auf kultivierte humane
Atemwegsschleimhaut im Verlauf einer vierwochigen Exposition. Die analysierten Effekte
umfalten die ziliare Schlagfrequenz (CBF), die IL-8 Freisetzung und Vitalitat der Zellen.
Zusétzlich erfolgte ein  Vergleich von unauffalliger und chronisch entziindeter
Atemwegsschleimhaut. Ozon bewirkte, unabhéangig von der gewahlten Konzentration, ab der
zweiten Expositionswoche eine um ca. 10% leicht verminderte CBF. Gleiches galt fir die IL-
8 Freisetzung. Die hohen Ozon-Konzentrationen (500 und 1000 pg/m3) fuhrten hier zu einer
ca. 40-90%, die niedrige Ozon-Konzentration (100 pug/ms3) zu einer ca. 25-40% verminderten
IL-8 Freisetzung. Die IL-8 Freisetzung verminderte sich mit zunehmender Expositionsdauer.
Gleichzeitig stieg auch die Zytotoxizitat. Dabei konnte kein wesentlicher Unterschied
zwischen unauffalliger und chronisch entziindeter Mucosa beobachtet werden. Formaldehyd
verminderte die CBF konzentrations- und zeitabhéngig um ca. 10-50%, zunehmend Uber den
gesamten Expositionszeitraum. Die IL-8 Freisetzung unauffalliger Mucosa war hingegen fir
die hohen Formaldehyd-Konzentrationen nach der ersten Woche um ca. 5-17% sowie nach
der zweiten Woche um 20-28% erhoht und fir die nachfolgenden Wochen reduziert (ca. 10-
40%). Chronisch entziindete Mucosa wies nur nach der ersten Expositionswoche mit hohen
Formaldehyd-Konzentrationen eine um ca. 10-20% erhohte IL-8 Freisetzung auf. Ab der
zweiten Expositionswoche wurde eine um ca. 12-57% verminderte IL-8 Freisetzung
gemessen. Insgesamt wies die chronisch entziindete Atemwegsschleimhaut tendenziell eine
hohere Sukzeptibilitat gegenlber den Schadstoffen auf.

Die in vitro Exposition humaner respiratorischer Epithelien an einer Luft/Flissigkeits-
Grenzschicht ist eine etablierte Methode fir Schadstoffuntersuchungen (BROMMER 1996
und 1998, KENNEY 1994, KONDO 1991, McKINNON 1992, RIECHELMANN 1994,
1995a, 1995b und 1996, ROBSON 1992, SCHAFER 1997 und 1998). Jedoch wurde diese
Methode bisher nur fiir kurzzeitige (maximal sechsstiindige) Expositionen verwendet. Uber
die Anwendung dieser Expositionsmethode fir langere Zeitrdume wurde bisher, mit
Ausnahme unserer Vorversuche (SCHAFER 1997 und 1998), noch nicht berichtet. Die hier
vorgestellten Ergebnisse zeigten, daR diese Methode auch fiir subakute Expositionen flr eine
Zeitraum von bis zu vier Wochen geeignet ist. Sowohl die CBF als auch die Vitalitat der
kultivierten priméren Epithelzellen von unauffélliger und chronisch entzindeter
Atemwegsschleimhaut blieben nach vierwochiger Exposition mit synthetischer Luft
unverandert (s. Abb. 1). Auch die linear abnehmende Freisetzung des proinflammatorischen
IL-8 wird im Sinne eines sich stabilisierenden in vitro Systems interpretiert: Die enzymatische
Dissoziation der Epithelzellen kann als sehr starker inflammatorischer Reiz angesehen
werden. Hiervon erholen sich die Zellen wéhrend der nachfolgenden Kultivierungsperiode
kontinuierlich, was als lineare Abnahme der IL-8 Freisetzung gemessen wurde. Dal} humane
nasale Epithel- und Endothelzellen die mRNA exprimieren und IL-8 auch unter Exposition
mit synthetischer Luft freisetzen, wurde vor kurzem gezeigt (CALDERON 1997, GREVERS
1997, KENNEY 1994).

Dennoch ist dieses in vitro Expositionsverfahren kritisch hinsichtlich der Ubertragbarkeit auf
die in vivo Situation zu sehen. Nach in vivo Exposition muriner nasaler Epithelien mit
Formaldehyd konnte gezeigt werden, daB dieser Schadstoff sehr schnell und effektiv von der
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Mucosa abtransportiert wird (PRIHA 1996). Obwohl in der von uns gewéhlten
Versuchsanordung das Kulturmedium alle zwei bis drei Tage erneuert wurde, handelte es sich
im Vergleich zur in vivo Situation um ein eher statisches Expositionsmodell. Mdégliche
Effekte von Schadstoffen nach langerer Exposition kdnnten hier falsch positive Ergebnisse
widerspiegeln, da, im Gegensatz zur in vivo Situation, ein stetiger Abtransport des
Formaldehyds in vitro nicht erfolgen konnte. Hierauf wird bei der Diskussion der einzelnen
Schadstoffe noch eingegangen werden. Auch die Ubertragbarkeit der zuvor erwahnten
tierexperimentellen Ergebnisse ist problematisch, da von Interspezies-Unterschieden berichtet
wurde. So konnte gezeigt werden, dal} Formaldehyd von murinem nasalem Epithel besser
abgebaut wurde, als dies bei Ratten der Fall war (BOLT 1987). Desweiteren gibt es
kontroverse Ergebnisse hinsichtlich der CBF fur die unterschiedlichen tierexperimentellen
Ansatze (MORGAN 1984, HASTIE 1990, ZWARST 1988, PHALEN 1980), worauf
nachfolgend noch ausfihrlicher eingegangen wird.

Ein direkter Vergleich unserer Ergebnisse mit anderen Arbeiten zur Ozon- oder Formaldehyd-
Exposition ist nicht mdglich, da einerseits kiirzere Expositionszeiten (meist ein bis sechs
Stunden) gewahlt wurden und andererseits unterschiedliche Expositionsformen und Spezies
bzw. Zelltypen verwendet wurden.

Zur Ozon-Exposition der oberen Atemwegsschleimhaut liegen einige Arbeiten vor, die einen
eingeschrankten Vergleich mit unseren Experimenten erméglichen.

Unsere Versuche ergaben, dalR Ozon in allen getesteten Konzentrationen (100, 500 und 1000
pg/m3) die CBF in der ersten Expositionswoche nicht beeinfluBte, jedoch danach deutlich
verminderte (s. Abb. 2.1). Gleiches galt bei der IL-8 Freisetzung insbesondere fir die beiden
hoheren Konzentrationen (500 und 1000 pg/ms3), wahrend die niedrige Ozon-Konzentration
(100 pg/m3) hier einen schwécheren EinfluR ausiibte (s. Abb. 2.2). Zudem wurde mit
zunehmender Expositionsdauer eine erhéhte Zytotoxizitat gemessen (s. Abb. 2.3).

In den publizierten Arbeiten Gber den EinfluR von Ozon auf die CBF findet man lediglich
Untersuchungen zu kurzzeitigen, maximal funfstindigen, Expositionen. Dabei handelt es sich,
mit Ausnahme der von unserer Arbeitsgruppe Kkirzlich publizierten Experimente
(BROMMER 1994, Schafer 1998b) fast ausschlie3lich um tierexperimentelle Ansétze. Die
publizierten Ergebnisse sind zum Teil widerspruchlich. Eine Erhéhung der CBF nasaler
Epithelzellen wurde flir hohe und kurzzeitige Expositionen bei Ratten (1600 pg/ms, 4h;
PHALEN 1980) und Schafen (2000 pg/m3, 2h; ALLEGRA 1991), sowie fir kultivierte
humane bronchiale Epithelzellen (DEVALIA 1996) gemessen. Andere Untersuchungen
konnten keinen Effekt auf die CBF bei Ratten (196 pg/ms3, 3h; GROSE 1980), Schafen
(1000pug/m3, 2h; ABRAHAM 1986) oder Hasen (SCHLESINGER 1989, 1992) nachweisen.
Einen Verlust der Zilien nach Exposition mit 200 bis 800 pg/m3 Ozon wurde bei Epithelzellen
der Ratte gesehen (REUZEL 1990). In vivo Exposition von Bonnet-Affen (Makaken) mit
Ozon (0-300 pg/ms, bis zu 90 Tagen) fuhrte zu Nekrosen der zilientragenden Zellen, zum
Einstrom von Entziindungszellen und zu L&sionen des Nasenepithels (HARKEMA 1987 und
1997). Personen, die umweltbedingt fir langere Zeit sehr hohen Konzentrationen von Ozon
ausgesetzt waren (ca. 5000 pg/ms3, 10h/d), wiesen auch bis zu zwei Wochen nach Expositions-
ende erhohte Schadigungen der nasalen Epithelzellen auf (CALDERON-GARCIDUENAS
1994). Kurzzeitige Expositionen mit mittleren Ozon-Konzentrationen (400 pg/m3, 4h) flhrten
bei gesunden Probanden zu morphologischen Veranderungen, ohne daR es Hinweise auf
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Verletzungen des Epithels gab (CARSON 1985). Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe
konnten keinen EinfluR kurzzeitiger Ozon-Expositionen (10, 100 oder 500 pg/ms3; 1 oder 2h)
auf die CBF nachweisen (BROMMER 1994, SCHAFER 1998b).

Hinsichtlich der IL-8 Freisetzung liegen Ergebnisse aus Messungen in humaner nasaler
Lavage vor. Niedrige Ozon-Konzentrationen (80 bis 240 pg/m3) bei kurzen Expositionszeiten
(1,5 bis 8h) flihrten hier grundsatzlich zu einer erhdhten 1L-8 Freisetzung (FRAMPTON 1997,
HILTERMANN 1997, McBRIDE 1994, STEERENBERG 1996, TORRES 1997). Dabei
wurde kein Unterschied der IL-8 Freisetzung zwischen Asthmatikern, Ozon-sensitiven
Asthmatikern und gesunden Probanden (McBRIDE 1994) oder Rauchern und Nichtrauchern
(FRAMPTON 1997) gemessen. Ahnliche Ergebnisse wurden nach der Analyse humaner
bronchioalveolare Lavage von Personen berichtet, die vergleichbaren Ozon-Konzentrationen
ausgesetzt waren (stellvertretend seien hier BALMES 1996, FRAMPTON 1997, SCANNELL
1996 und TORRES 1997 genannt). Auch nach Exposition humaner Alveolarmakrophagen
(100-1000 pg/m3, ARSALANE 1995), humaner Atemwegsepithelzellinien (0-2000 pg/mé,
DEVLIN 1994, NORGAUER 1997) oder primarer bronchialer Epithelzellen (0-500 pg/ms,
RUSZNAK 1996) wurde eine erhohte IL-8 Freisetzung gemessen. Aber auch Ozon-exponierte
Alveolarmakrophagen von Patienten mit unterschiedlichen Krankheitsbildern (Sarkoidose,
Fibrose, Bronchitis) wiesen keinen Unterschied hinsichtlich der IL-8 Freisetzung auf
(MULEY 1997).

Die von uns gemessene erhdhte Zytotoxizitat ab der zweiten Expositionswoche bei hdheren
Ozon-Konzentrationen (500 und 1000 pg/m3) steht in Ubereinstimmung mit den stark
membranschédigenden Eigenschaften des Ozons durch Oxidation ungeséttigter Fettsauren
(NEUMULLER 1981b). Auch die ausbleibende Reaktion bei Funktion und metabolischer
Aktivitét, d.h. kein EinfluR auf die CBF oder IL-8 Freisetzung nach einwdchiger Exposition,
wird durch andere Untersuchungen - keine morphologischen Verénderungen der Schleimhaut
- an Menschen (CARSON 1985) und Tieren (PINKETRON 1993) untermauert.

Unsere Untersuchungen kdnnen somit als Bestétigung der festgelegten Richt- und Grenzwerte
flir Ozon (s. Tab. 1) interpretiert werden, soweit die hier diskutierte Aussagekraft der von uns
gewahlten Versuchsbedingungen und MeRparameter Berlicksichtigung findet. Dies gilt zum
einen fur den Luftqualitatswert der WHO von 100-120 pg/mé (BAUER 1997) oder den
Immissionsgrenzwert von 110 pg/m3 als Schwellenwert fur den Gesundheitsschutz der
Bevolkerung (BAUER 1997) in den Richtlinien der Européischen Gemeinschaft. Auch findet
die Festlegung des héheren Schwellenwertes von 360 pg/m3 (BAUER 1997) fir die
Ausldsung der Warnsysteme in unseren Untersuchungen insoweit ein Korrelat, als daf3 wir fiir
héhere Konzentrationen (500 und 1000 pg/m3) eine verminderte CBF (ca. 20-40%) sowie eine
erhdhte Zytotoxizitdt gemessen haben. Das erste Ergebnis spricht fiir eine potentielle
Schédigung des mukoziliaren Transportsystems und damit flir eine Beeintrachtigung der
priméren Barriere des humanen respiratorischen Epithels bei langer andauernder Exposition
mit Ozon. Das zweite Ergebnis gibt einen Hinweis auf einen mdéglichen zugrundeliegenden
zelluldren Mechanismus: namlich den der bereits ertrterten oxidativen Schadigung zellularer
Membranen. Unsere Ergebnisse stehen auch in Ubereinstimmung mit Untersuchungen, die
zeigten, dall erhohte Ozon-Konzentrationen der Umgebungsluft zu vermehrten DNA-
Schédigungen insbesondere bei Kindern fuhrten (CALDERON-GARCIDUENAS 1996 und
1997). Exposition von Ratten mit hohen Ozon-Konzentrationen (1600 pg/ms, 7 Tage) fuhrte
zu voriibergehend erhohter DNA-Replikation im Ubergangsepithel der Nase (JOHNSON
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1990). Zudem wurde gezeigt, daB hohere Ozon-Konzentrationen (1200 pg/ms, 2h) eine
Hyperreagibilitit des humanen Bronchialsystems verursachen (HOLTZMANN 1979,
LEBOWITZ 1985). Andererseits wurde auch berichtet, dal etwa zwei Wochen nach
Expositionsende eine Erholung des nasalen Epithels einsetzt (CALDERON-GARCIDUENAS
1994). Dies wiederum sind dynamische Prozesse, die in der von uns gewahlten statischen
Versuchsanordnung (Austausch des Zellkulturmediums nur alle zwei bis drei Tage, keine
Erneuerung der Epithelzellen durch Reifung von Basalzellen, keine Unterstiitzung durch
endogene Wachstumsfaktoren oder Antioxidantien durch die Submucosa) nicht untersucht
werden konnten, weshalb das hohe MaR an Zytotoxizitét nicht berbewertet werden sollte.

Die hier vorgestellten Versuche zur Formaldehyd-Exposition zeigten eine Verminderung der
CBF von der ersten bis zur vierten Expositionswoche. Die IL-8 Freisetzung wurde durch
Formaldehyd nach der ersten Woche erhoht und von der zweiten bis zur vierten Woche
vermindert. Eine mogliche Erklarung dieser verminderten I1L-8 Freisetzung kénnte sein, daf3
Formaldehyd mit zunehmender Expositionszeit eine Vernetzung zellulérer Proteine
verursacht, wodurch es zu einer verminderten IL-8 Freiseztung im Zellkulturiiberstand
kommt. Formaldehyd beeinfluf3te in der von uns gewahlten Versuchsanordnung die Vitalitét
der kultivierten respiratorischen Epithelzellen nicht nachteilig.

Wie von unserer Arbeitsgruppe vor kurzem fiir die kurzzeitige Exposition humaner nasaler
respiratorischer Epithelzellen mit Formaldehyd (100, 500 5000 ug/ms3, 1 oder 2h) berichtet
wurde, fiihrte nur die héchste Formaldehyd-Konzentration bei der langsten Expositionszeit zu
einer Verminderung der CBF (BROMMER 1994, SCHAFER 1998b). Bei Tracheaexplantaten
vom Hasen und Hausschwein verminderte Formaldehyd auch hier konzentrationsabhangig die
CBF bei gleichzeitiger Koordinationsstorung des gerichteten Zilienschlages (HASTIE 1990).
Untersuchungen am Gaumenapparat des Frosches zeigten, dal nach Formaldehyd-Exposition
anfanglich eine erhohte CBF gemessen wurde, jedoch spater bei héheren Konzentrationen
eine Hemmung der CBF auftrat (MORGAN 1984). Untersuchungen zum Einflul auf die
Clearance der humanen nasalen Mucosa stellten ebenfalls einen hemmenden EinfluR fest
(HOLMSTROM 1988). Léngere Expositionen von Ratten mit Formaldehyd (ca. 300 bis 3700
pg/ms3, 6h/d, 5d/w, 13 w) verursachten bei der hohen Konzentration eine Schadigung des
Epithels (EDLING 1988, ZWART 1988). In einem anderen Versuch langzeitiger
Formaldehyd-Expositionen von Ratten wurde zudem ein Verlust zilientragender Zellen
beobachtet (REUZEL 1990). Hinsichtlich des Einflusses von Formaldehyd auf die IL-8
Freisetzung konnten noch keine Publikationen gefunden werden.

Die fur Formaldehyd festgelegten hoheren Schwellenwerte (MAK-Wert, Reizung der
Atemwege, s. Tab. 1) werden insoweit durch die hier vorgestellten Versuche bestatigt, als dal3
mit zunehmender Expositionsdauer die ziliare Aktivitat abnimmt und damit die Funktion der
respiratorischen Epithelien beeintrachtigt wird. Auch steht die anfanglich erhéhte IL-8
Freisetzung in Ubereinstimmung mit dem Modell, daB IL-8 als proinflammatorischer Marker
die Induktion einer Entziindungsantwort anzeigt. Dennoch sind die langerfristigen
Expositionen mit Formaldehyd in dem von uns gewéhlten Modell kritisch zu bewerten, da
Formaldehyd sich in vitro im Kultursystem anreichern kann. In vivo hingegen wird
Formaldehyd, wie bereits zuvor ausgefiihrt, sehr ziigig und effektiv von der mucosalen
Epithelschicht entfernt wird. Dieser Prozel konnte in dem wvon uns gewéhlten
Expositionsmodell nicht gewahrleistet werden. Daher erscheint dieses Modell der
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Langzeitexposition respiratorischer Zellen fur Stoffe mit solchen komplexen biologischen
Eigenschaften nur bedingt geeignet, da es hier mit hoherer Wahrscheinlichkeit falsch positive
Ergebnisse liefert und solchen Stoffen zu starke biologische Aktivitaten zuordnet.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dal das von uns verwendete in vitro
Expositionsmodell realitatsnahe Ergebnisse flr ein- bis zweiwochige Expositionszeiten liefern
kann, obwohl die Funktion respiratorischer Zellen - gemessen als CBF - durchaus bis zu vier
Wochen verfolgt werden kann. Effekte nach langeren Expositionszeiten sind kritisch zu
bewerten, da der in vivo stattfindende Abtransport von Schadstoffen bei diesem in vitro
Modell nicht mitberiicksichtigt werden konnte.

Hinsichtlich der Effekte ergab sich fiir Ozon nach einwdchiger Dauerexposition kein Hinweis
auf eine Funktionsstorung der respiratorischen Epithelzellen. Jedoch zeigten sich nach zwei-
bis vierwdchiger Exposition mit mittleren und hohen Ozon-Konzentrationen zellschadigende
Wirkungen. Formaldehyd wirkte hemmend auf diese zellulare Funktion, zeigte jedoch keine
Konzentrationsabhangigkeit. Wahrend Formaldehyd anfanglich eine Entziindungsantwort in
Form einer erhéhten Freisetzung des proinflammatorischen Interleukin-8 induzierte, konnte
dies fur Ozon-Expositionen nicht gemessen werden.

Obwohl das verwendete Expositionsmodell mit den oben beschriebenen Einschrankungen
behaftet ist, kann festgehalten werden, daR die beiden Luftschadstoffe, Ozon und
Formaldehyd, die Funktion und Freisetzung proinflammatorischer Zytokine unterschiedlich
beeinflussen. Eine generell signifikant unterschiedliche Reaktion von chronisch entziindeter
und unauffalliger Atemwegsschleimhaut konnte nicht gemessen werden, jedoch zeichnete sich
eine tendenziell hohere Sukzeptibilitat der chronisch entziindeten Atemwegsschleimhaut ab.
Dies steht in Einklang mit anderen Beobachtungen nach Formaldehyd-Exposition, wonach
z.B. Kinder zu erhéhten Irritationen neigen (KOLTAI 1994) und Explantate nasaler Biopsien
von Atopikern eine erhéhte IL-8 Freisetzung zeigen, oder sensitive Personen auf Ozon stérker
reagieren als insensitive (CALDERON 1997, SCANNELL 1996). Bedeutsam ist weiterhin
eine Untersuchung an nasalen Epithelzellen der Ratte nach Exposition mit verschiedenen
Gemischen aus Ozon und Formaldehyd (CASSEE 1994, REUZEL 1990). Diese
histopathologischen Untersuchungen ergaben unterschiedliche Schadigungen der Epithelien je
nach gewdhlter Schadstoffkombination, wobei die Schadigungen sich von denen, die durch
die Einzelschadstoffe verursacht wurden, unterschieden. Zukiinftige Projekte sollten daher
kombinierte Schadstoffgemische als Untersuchungsschwerpunkt haben, um dadurch das
Schédigungspotential umweltrelevanter Gemische auf die Funktion und Zytokinfreisetzung
humaner Atemwegsschleimhaut mit Hilfe von in vitro Verfahren abschatzen zu kénnen.
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