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Zusammenfassung

Unsere Untersuchung sollte die Frage klaren, ob Ozon in umweltrelevanter Konzentration die
bronchiale Allergenempfindlichkeit am Tage nach der Exposition zu steigern vermag und ob
eine wiederholte Exposition mit Ozon diesen Effekt weiter verstarkt. Dazu wurden 11
Probanden mit allergischem Asthma bronchiale, 23 mit allergischer Rhinitis und 5
asymptomatische Atopiker jeweils einmalig gegenuber gefilterter Luft (FA), 125 ppb oder 250
ppb Ozon und an vier aufeinanderfolgenden Tagen gegentiber 125 ppb Ozon exponiert. Am
néchsten Morgen erfolgte eine einmalige Allergenprovokation. Gemessen wurden neben der
Lungenfunktionsantwort auch die Atemwegsempfindlichkeit auf Methacholin und Allergen
sowie die zelluldre und biochemische Zusammensetzung des induzierten Sputums und die
Konzentrationen von NO und H,O, in der Ausatemluft. Sowohl die funktionelle wie auch die
inflammatorische Reaktion auf Allergen und Ozon zeigten starke interindividuelle
Unterschiede. Der deutlichste Abfall des Atemstosses (FEV:) zum Zeitpunkt der
Sofortreaktion, und in geringerem Ausmal} auch zum Zeitpunkt der Spatreaktion, war nach
vorausgegangener einmalig, hoher sowie wiederholter, niedriger Ozonexposition zu
beobachten. Im Sputum waren die Zahl der Granulozyten und die Konzentration der LDH nach
diesen Expositionen am hochsten. Erhdhte Werte fur NO konnten nach den Expositionen
gegenuber FA und 125 ppb Ozon beobachtet werden, sowie zum Zeitpunkt der Spatreaktion.
Am deutlichsten waren die beschriebenen Effekte in der Regel bei den Patienten mit
allergischer Rhinitis. Darlber hinaus fand sich auch ein Zusammenhang zwischen der Gesamt-
und spezifischen IgE Konzentration im Blut und dem Ausmall der Verstarkung der
Allergenantwort durch Ozon. Unsere Daten zeigen, dafl wiederholte Expositionen mit Ozon in
umweltrelevanter Konzentration bei Patienten mit vorbestehender allergischer Atemwegs-
reaktion die Allergenantwort verstarken kdnnen.

The effect of repeated exposures to ambient air levels of ozone on the late
phase response to allergen in subjects with asthma and allergic rhinitis

Olaf Holz, Rudolf A. Jorres, Marion Miucke, Kerstin Paasch, Petra Timm, Stefanie Bohme,
Helgo Magnussen

Summary

The aim of our study was to reveal whether ambient air levels of ozone exert an effect on
bronchial allergen responsiveness the day after exposure, and whether repeated ozone
exposures lead to effects which are different from those of single exposures. To quantify the



response, we assessed lung function and airway responsiveness to methacholine and allergen,
and in addition potential cellular and biochemical effects by the method of induced sputum and
the analysis of exhaled NO and H,O,. We included 11 subjects with allergic asthma, 23
subjects with allergic rhinitis, and 5 subjects with a positive skin prick test to allergens without
a history of asthma or rhinitis. Subjects underwent either a single exposures to filtered air, 125
ppb or 250 ppb ozone, as well as four repeated exposures to 125 ppb ozone; the day after (the
last) exposure, allergen challenges and sputum induction were performed. The effect on lung
function as well as the effects on inflammatory parameters showed large interindividual
differences. After single exposure with 250 ppb and after the repeated exposures with 125 ppb
ozone we observed the largest decline in FEV; during early phase response and to a lower
extent during late phase response. Corresponding changes in induced sputum were
characterized by increases in the proportions of granulocytes and sputum fluid-phase
parameters such as LDH. Increased levels of NO in exhaled air could be deteccted after
exposure to filtered air and 125 ppb ozone, as well as during late phase response. The described
effects were most pronounced in subjects with rhinitis. In adddition we found an association
between the extent of ozone induced enhancement of the allergic response and the
concentration of total and specific IgE in blood. Our data demonstrate that repeated exposures
with high ambient concentration of ozone are able to enhance the response to allergen in
subjects with existing allergic airway reactions.

1 Einleitung

Epidemiologische Untersuchungen weisen darauf hin, daB Ozon klinisch signifikante
Verschlechterungen bei Patienten mit Asthma bronchiale hervorrufen kann und diese Effekte
verzogert auftreten (BURNETT et al. 1994; BAscom et al. 1996). Darlber hinaus haben experi-
mentelle Untersuchungen gezeigt, dal’ Ozon die allergische Sofortreaktion bei Patienten mit
Asthma oder Heuschnupfen verstarken kann (PEDEN et al., 1995; JORRES et al. 1995, 1996b).
Der EinfluR von Ozon auf die klinisch bedeutsame allergische Spéatreaktion ist allerdings nicht
bekannt. Wahrend die Lungenfunktion nach wiederholter Ozonexposition eine
Toleranzentwicklung zeigt (FOLINSBEE et al. 1994), gehen die in der bronchialen Lavage
mefRbaren entziindlichen Veranderungen des Bronchialsystem nach mehrmaliger Exposition
zuriick, sind aber in der Schleimhaut weiterhin zu beobachten (JORRES et al. 2000, CHRISTIAN
et al. 1998). Aufgrund dieser Befunde ist anzunehmen, dalR die Empfindlichkeit gegenliber
Ozon und das entsprechende individuelle Gesundheitsrisiko aus einem Zusammenspiel
funktioneller und entziindlicher Verénderungen, mdglichen Verstarkungsmechanismen wie
einer Allergenreaktion und Anpassungsreaktionen bei wiederholter Exposition resultieren.

2 Fragestellung

Unsere Untersuchung sollte die Frage klaren, (1) ob Ozon in umweltrelevanten
Konzentrationen die bronchiale Allergenreaktion am Tage nach der Exposition steigern kann,
(2) ob dieser Effekt auch die klinisch relevante Spéatreaktion umfalit, (3) ob eine wiederholte
Ozonexposition andere Effekte auf die allergische Reaktion ausubt als eine einmalige
Exposition, (4) ob neben den funktionellen GroBen auch zellulare und biochemische
Veranderungen im induzierten Sputum und in der ausgeatmeten Luft durch die Kombination
von Ozon und Allergen auftreten, (5) ob diese Parameter mit den funktionellen Grélzen
korrelieren, moglicherweise sensitiver in der Detektion und Vorhersage klinisch bedeutsamer
Effekte sind, sowie ein Verstandnis der funktionellen Anderungen erlauben.



3 Methodik

3.1 Probanden

Es wurden 11 Patienten mit leichtgradigem allergischem Asthma, 23 Patienten mit allergischer
Rhinitis und 5 Probanden mit positivem Haut-Pricktest, jedoch ohne die Anamnese eines
Asthma bronchiale oder einer allergischen Rhinitis untersucht (Tabelle 1). Die Eignung der
Probanden wurde in drei Vortestungen geklart, welche eine Anamnese, Lungenfunktions-
messung, die Prifung auf die Fahigkeit, induziertes Sputum zu produzieren, die Bestimmung
von Standardlaborwerten, Gesamt- und spezifischem IgE, ferner Haut-Prick-Test, EKG, die
Messung von NO und H,O, in der Ausatemluft sowie je eine inhalative Methacholin- und
Allergenprovokation umfalsten. Alle Probanden waren Nichtraucher, nahmen zur Zeit der
Studie keine Corticosteroide, Theophyllin oder Dinatriumchromoglicinsdure und waren
mindestens 3 Wochen vor jeder Untersuchung frei von Atemwegsinfekten. Die Testungen
fanden auRerhalb der individuellen Allergensaison statt.

3.2. Protokoll

Es erfolgten vier Haupttestungen in zufalliger Reihenfolge und im Abstand von mindestens 4
Wochen, um Ubertragseffekte der Allergenreaktion zu vermeiden. In drei der Haupttestungen
wurden die Probanden jeweils an einem Tag gegeniiber Ozon (125 oder 250 ppb) oder
gefilterter Luft exponiert; am folgenden Tag fand morgens eine Allergenprovokation statt. In
der vierten Haupttestung wurde der Proband an vier aufeinanderfolgenden Tagen gegenuber
125 ppb Ozon exponiert, und am fiinften Tag erfolgte morgens wiederum eine Allergen-
provokation. Das Protokoll ist schematisch in Abbildung 1 dargestellt.

3.3 Exposition

Die dreistindige Ozonexposition erfolgte wahrend intermittierender korperlicher Belastung.
Die Probanden atmeten tber ein Mundstiick Ozon in einer Konzentration von 125 ppb (250
ng/m) oder 250 ppb (500 pg/ m®) oder gefilterte Luft ein. Hierbei alternierten jeweils 15 min
fahradergometrische Belastung und 15 min Ruhe. Nach jeweils einer Stunde wurde die
Lungenfunktion gemessen und ein Symptomen-Score erfragt. Dieses Protokoll orientierte sich
an gangigen und von uns bereits mehrfach verwandten Protokollen (JORRES et al. 1995, 1996b,
2000; HoLz et al. 1997).

3.4 Allergenprovokation

In der Voruntersuchung wurde geméR einem Standardverfahren (JORRES et al. 1995, 1996b) die
kumulative Provokationsdosis PD,FEV, des individuell ausgewahlten Allergens bestimmt, die
einen Abfall des Atemstosses FEV; um 20 % bewirkt. Zugleich wurde dabei die Dosis
PD,sFEV, ermittelt, die eine Abfall um 15 % hervorruft (Tabelle 1). Am Tage nach der
Exposition wurde jeweils als Einzeldosis die dem PD;sFEV; entsprechende Allergendosis
gegeben; diese Anordnung wurde getroffen, um bei einer eventuellen Steigerung der
Allergenempfindlichkeit die Atemwegsreaktion und gleichzeitig die Variabilitat der Antwort in
tolerablen Grenzen zu halten. Somit war in den Haupttestungen die Zielgrofle die
Atemwegsreaktion auf die Einatmung einer definierten einmaligen Allergendosis. Nach Gabe
des Allergens wurde die Lungenfunktion tGber 1 h im Labor, danach mit einem elektronisch



aufzeichnenden Peak-Flow-Meter in Mehrfachmessungen alle 60 min tber mindestens 10 h
erfalt (RICHTER et al. 1998).

3.5 Methacholinprovokation

Wir verwendeten ein von uns entwickeltes Schnellverfahren, das dem etablierten
Standardverfahren nach Chai und Rosenthal &quivalent ist (JORRES et al. 1997a), und
bestimmten in Ublicher Weise die Provokationskonzentration PC,,FEV1, die eine Abnahme des
FEV: um 20 % bewirkte. In den Haupttestungen hingegen wurde diejenige Konzentration
ermittelt, die einen Abfall des FEV; um nur 15 % hervorrief (PCsFEV;), um die Probanden so
wenig als moglich zu belasten und den Einfluf} auf den Gesamtablauf gering zu halten.

3.6 Analyse der Ausatemluft

Die Konzentration von Wasserstoffperoxid (H,0,), einem vermuteten Marker der endogenen
und exogenen oxidativen Belastung, wurde fluorometrisch im Exhalat gemessen, welches unter
Messung der Ventilation wahrend einer Ruheatmung von 20 min Dauer durch Ausfrieren
gewonnen wurde. Ferner bestimmten wir die Konzentration von Stickstoffmonoxid (NO),
einem Marker der Zellaktivierung, in der Ausatemluft mittels eines schnellansprechenden
Chemilumineszenz-Analysators (Sievers NOA 280). Zu diesem Zweck atmeten die Probanden
gegen definierte Widerstdnde mit konstanter Strémungsgeschwindigkeit aus. Durch einen
Uberdruck von 20 cmH,O wurde ein VerschluR des Gaumensegels erreicht, so dal
Kontaminationen durch die nasale NO-Produktion ausgeschlossen werden konnten.

3.7 Induziertes Sputum

Zur Sputuminduktion atmeten die Probanden nach Gabe eines R,-Sympatikomimetikums
steigende Konzentrationen (3, 4, 5 %) einer ultraschallvernebelten Kochsalzlosung fir
insgesamt 3x10 min ein. Um das Auftreten einer Bronchokonstriktion zu erkennen, wurde die
Lungenfunktion alle 5 min tberprift. Erstmals nach 10 min und sodann alle 5 min versuchte
der Proband, Sputum zu produzieren, welches flr die drei aufeinanderfolgenden 10minitigen
Perioden getrennt gesammelt und aufgearbeitet wurde. Dieses VVorgehen sollte eine Zuordnung
der Proben zu verschiedenen Tiefen der Atemwege ermdglichen (HoLz et al. 1998). Durch die
Trennung der Sputumflocken vom Speichel unter mikroskopischer Kontrolle wurde die
Kontamination mit Plattenepithel und Bakterien weitgehend vermiedem. Sodann wurde das
Sputum durch Inkubation mit Dithiotreitol (Sputolysin) homogenisiert; anschlieend wurden
Uberstand und Zellen voneinander getrennt.

Nach Zellzahlung und Vitalitatsbestimmung wurden Zytospinpraparate hergestellt. Zwei
Préaparate wurden fiir die Zelldifferenzierung herangezogen. Die Uberstiande wurden bei -80 °C
bis zur Analyse der 16slichen Komponenten gelagert.

Die Zelldifferenzierung wurde von zwei unabhéangigen Untersuchern vorgenommen. Hierbei
wurden mindestens 400 nichtplattenepitheliale Zellen ausgezéhlt und die Ergebnisse der
Auswerter gemittelt. Zum Zweck der Darstellung wurden fir die Daten der 3 aufeinander-
folgenden, getrennt aufgearbeiteten Proben unter Berticksichtigung der absoluten Zellzahlen
gepoolte Werte berechnet. Die 16slichen Komponenten wurden aus Mengengrinden in dem aus
den drei Teilproben gepoolten Gesamtsputum untersucht. Hierbei wurden Laktatdehydro-
genase (LDH), Mastzell-Tryptase und Histamin bestimmt.



3.8 Auswertung

Fur die vorliegende Darstellung berechneten wir arithmetische Mittelwerte und Standard-
abweichungen (SD) oder Standardfehler (SEM). Fur Parameter, die keine Normalverteilung
aufwiesen, werden geometrische Mittel und Mediane angegeben. Vergleiche zwischen den
Expositionen wurden mittels ANOVA und mittels des Wilcoxon-Matched-Pairs-Testes
durchgefinhrt.

4 Ergebnisse

Insgesamt wurden 60 Probanden voruntersucht, von denen aufgrund der Anamnesedaten sowie
der Allergen- und Methacholinvortestungen 55 Probanden fur die Studie geeignet waren, bei
denen die komplette Vortestung durchgefuhrt wurde. 11 Probanden traten aus unterschied-
lichen Grinden die Haupttestungen nicht an, 5 brachen nach 1 bzw. 2 Haupttestungen die
Studie, hauptséchlich aus Termingrinden, ab. Somit konnten wir im Rahmen dieser Studie bei
39 der geplanten 40 Probanden die Untersuchung abschlieRen.

Das Protokoll sah einen Zeitabstand von mindestens 28 Tagen zwischen den Allergen-
inhalationen vor, die Mediane dieser Abstande lagen bei 85, 36, 46 und 42 Tagen. Der Median
der Gesamtdauer der Studie pro Proband lag bei 330 Tagen.

4.1 Belastungsparameter und Lungenfunktion

Die Belastungsstarken auf dem Fahrradergometer wéhrend der verschiedenen Expositionen
waren gleich gewahlt. Bei einer Belastung von im Mittel (£SD) 82 + 23 Watt lag die
Herzfrequenz im Mittel bei 118 + 9 Schldagen/min. Unter Ruheatmung betrug sie 82 + 9
Schlage/min. Die Ventilationsrate lag unter Belastung bei 28 £ 6 L/min und in Ruhe bei 8 + 2
L/min. Die Anderungen des AtemstoRes (FEV,) und der langsamen inspiratorischen
Vitalkapazitat (VK) sind in Abb. 2 und 3 dargestellt. Nach Einatmung von 125 ppb Ozon traten
im Mittel kleine Anderungen, nach 250 ppb Ozon deutlichere Anderungen der Lungenfunktion
auf. Nach wiederholter Exposition gegenuber 125 ppb Ozon zeigte sich eine Adaptation der
Lungenfunktion, insbesondere in der Gruppe der Rhinitiker.

4.2 Methacholinprovokation

Die unspezifische Atemwegsempfindlichkeit war nach der Exposition gegeniber der hohen
Ozonkonzentration (250 ppb) signifikant verstarkt (Abb. 4). Dartiberhinaus war ein Trend zu
einer Adaptation der Methacholinreaktion wahrend der wiederholten Exposition gegeniiber 125
ppb Ozon zu beobachten.

4.3 Allergenprovokation

Die Sofortreaktion auf Allergen am Tage nach der Exposition gegeniiber gefilterter Luft oder
Ozon war interindividuell stark verschieden (Abb. 5). Dennoch zeigte sich in der Gruppe der
Rhinitiker, daR sowohl eine vorausgegangene einmalige Exposition mit 250 ppb Ozon als auch
die wiederholte Exposition mit 125 ppb Ozon die allergische Sofortreaktion zu steigern
vermogen. Innerhalb der Gruppe der leichtgradigen Asthmatiker war ein &hnlicher Verlauf zu
beobachten, aber die Unterschiede in der Sofortreaktion nach den verschiedenen Expositionen
waren aufgrund der hoheren Variabilitdt in dieser Gruppe nicht signifikant. In einer



Untergruppe der Asthmatiker (n=8) mit einer Rastklasse >10 war nach 250 ppb Ozon ein
Trend zu einer im Mittel gesteigerten Sofortreaktion (p=0.068) zu beobachten.

Die Héaufigkeit des Auftretens einer klinisch relevanten Sofortreaktion, dafd heil3t eines Abfalls
von FEV; um mindestens 20 %, war nach der einmaligen hohen und der wiederholten
niedrigen Ozonexposition erhoht. Wir beobachteten 6 derartige Félle nach gefilterter Luft, 8
nach 125 ppb, 14 nach 250 ppb und 13 Félle nach wiederholter Exposition mit 125 ppb Ozon.
Auch hier traten die meisten Falle (n=29) in der Gruppe der Rhinitiker auf, ein Fall wurde nach
250 ppb in der Gruppe der asymptomatischen Atopiker und insgesamt 11 Falle in der Gruppe
der leichtgradigen Asthmatiker beobachtet.

Die allergischen Spatreaktion (Abfall im FEV; 6-13 Std nach Allergenprovokation) fiel
insgesamt niedriger aus als die Sofortreaktion. Im Mittel waren auch hier bei den Rhinitikern
die Reaktionen nach vorausgegangenen Ozonexpositionen starker ausgepragt, diese
Verstarkungen erreichten aber keine statistische Signifikanz.

Die Zahl der klinisch bedeutsamen Abfélle im FEV; (>15 %) wahrend der Spatreaktion war
mit 8 Féllen nach wiederholter Exposition mit 125 ppb Ozon am hochsten. Nach gefilterter
Luft wurden 3 Félle, nach 125 ppb Ozon 2 Falle und nach 250 ppb Ozon wurden 4 derartige
Falle beobachtet. In der Gruppe der Rhinitiker traten insgesamt 7 Félle auf, und zwar
ausschlieBlich nach 250 ppb und wiederholter Exposition mit 125 ppb Ozon. Insgesamt 2 Falle
wurden bei den asymptomatischen Atopikern beobachtet, und 8 Falle bei den Asthmatikern.

Um zu prifen, welche Faktoren die funktionelle Reaktion auf Allergen beeinflussen, haben wir
die Probanden in drei Gruppen eingeteilt. Die erste Gruppe umfalite die Probanden, bei denen
weder die Sofort- noch die Spéatreaktion durch Ozon verstéarkt wurde (n=10), die zweite Gruppe
die Probanden, bei denen entweder die Sofort- oder die Spéatreaktion durch Ozon verstarkt war
(n=15), und die dritte Gruppe alle Probanden, bei denen sowohl die Sofort- als auch die
Spétreaktion durch Ozon verstérkt wurde (n=14). Auffallend war, daR sowohl das Gesamt-IgE
als auch das spezifische IgE im Serum in der Gruppe 3 am hdchsten war.

4.4 Analyse der Ausatemluft

4.4.1. Stickstoffmonoxid

Im Vortest und zu allen drei Meflzeitpunkten (1 h nach Exposition, 1 h und 6 h nach
Allergenprovokation) waren die mittleren NO-Konzentrationen bei den asymptomatischen
Atopikern am niedrigsten. Sie waren bei den Rhinitikern leichtgradig erhoht, und bei den
Asthmatikern fanden sich die héchsten NO-Konzentration in der ausgeatmeten Luft. Da die
NO-Konzentrationen auch im Vergleich langer auseinanderliegender Messungen hochgradig
korreliert waren, ist von einer sehr guten Reproduzierbarkeit dieses Melparameters
auszugehen. Im Vergleich zum Vortest fanden sich unmittelbar nach Exposition gegenuiber FA,
125 ppb und wiederholt 125 ppb Ozon signifikant erhohte NO-Werte. Der Vergleich der 3
MeRzeitpunkte fir die 4 verschiedenen vorausgegangenen Expositionen zeigte, daf} die
signifikant niedrigsten NO-Konzentration nach der Sofortreaktion und nach 250 ppb Ozon
auftraten (Abb. 7).



4.4.1. Wasserstoffperoxid

Wahrend die Konzentration von NO in der Ausatemluft auch Uber langere Zeitrdume nur
geringen Schwankungen unterlag, beobachteten wir fiir die Konzentration von H,O, im
Exhalat nur zwischen der Messung unmittelbar nach Allergenprovokation und der Messung 6 h
spater eine gute Korrelation. Diese zeigte, daR die beobachten Schwankungen weniger auf
meftechnische Faktoren als auf intraindividuelle Veranderungen zuriickzufuhren waren.
Aufgrund dieser Variabilitdt war nur eine eingeschrankte Interpretation dieses Parameters
maoglich. Im Vergleich zum Vortest konnten unmittelbar nach den Expositionen gegeniiber FA
und Ozon keine signifikanten Anderungen beobachtet werden. Ahnlich wie beim NO wurden
zum Zeitpunkt der Sofortreaktion die niedrigsten Werte beobachtet, es konnte aber kein
konsistenter EinfluR der Ozonexposition beobachtet werden (Abb.6).

Die Konzentrationen von NO und H»O, waren nicht miteinander korreliert; daher scheint es
sich um zwei unabhangige Parameter zu handeln.

4.5 Induziertes Sputum
4.5.1 Allgemein

Insgesamt wurden im Rahmen dieser Studie an den eingeschlossenen Probanden 194
Sputuminduktionen durchgefihrt (1 Proband wurde aus Sicherheitsgriinden nicht gegenuber
250 ppb Ozon exponiert). Nur in einem Fall war das gesamte wéhrend der Induktion
produzierte Material ungenligend, in weiteren 16 Féllen konnte nur wahrend einer oder zwei
der drei Induktionsperioden Material in ausreichender Qualitat produziert werden. In zwei
dieser Félle fiel der Wert des FEV; wahrend Sputuminduktion um mehr als 20 %, so daR die
Induktion aus Sicherheitsgriinden abgebrochen wurde. In beiden Fallen waren die Probanden
vorher gegenuber 250 ppb Ozon exponiert worden und hatten bereits Probleme wéhrend der
Sofortreaktion.

Es wurden im Mittel 35.4, 45.4 und 54.9 mg Sputum wahrend der drei aufeinanderfolgenden
Induktionsperioden gewonnen. Durch die vorgenommene Selektion der Sputumflocken aus
dem Speichel konnte die Plattenepithelkontamination des Sputums mit im Mittel 7.4, 4.1 und
6.1 % niedrig gehalten werden. Die Vitalitat der Zellen lag bei 74.5, 75.3 und 72.1 %.

4.5.1 Zelldifferenzierung

In den Vortestungen zeigten die Asthmatiker im Vergleich zu den Rhinitikern und
asymptomatischen Atopikern leicht erhéhte Anteile eosinophiler Granulozyten im Sputum der
drei aufeinanderfolgenden Induktionsperioden (3.5, 2.0 und 1.4 % vs. 1.3, 0.7 und 1.0 % vs.
1.1, 0.8 und 1.1 %). Dieser Unterschied war jedoch nicht signifikant, und hinsichtlich der
anderen Zellarten konnten ebenfalls keine Unterschiede zwischen den Gruppen beobachtet
werden.

Im Vergleich zum Vortest war die prozentuale Zusammensetzung des Sputums in den
Haupttestungen hinsichtlich der Anteile der Makrophagen, neutrophilen und eosinophilen
Granulozyten signifikant veréandert. Der Anteil der Granulozyten stieg nach den Expositionen
und Allergenprovokationen deutlich an, wahrend der Anteil der Makrophagen
korrespondierend abnahm (Abb. 8). Diese Anderungen waren in der Gruppe der Rhinitiker in
der Regel am groBten, aber die in der Richtung der Anderungen unterschieden sich die
Gruppen der Probanden nicht voneinander.



Im Vergleich zur Exposition gegentber gefilterter Luft lag der Anteil der Makrophagen nach
wiederholter Exposition mit 125 ppb Ozon signifikant niedriger (47.8 vs 40.8, p=0.044). Die
hochsten Werte der neutrophilen Granulozyten wurden nach 250 ppb Ozon beobachtet, ohne
jedoch statische Signifikanz zu erreichen. Die hdchsten Anteile der eosinophilen Granulozyten
wurden nach wiederholter Exposition mit 125 ppb Ozon beobachtet (p=0.06 im Vergleich zur
Exposition mit gefilterter Luft). Da die Reaktion auf Ozon eher eine neutrophile Antwort
beinhaltet, die Reaktion auf Allergen aber sowohl einen Anstieg der eosinophilen wie auch der
neutrophilen Granulozyten bewirkt, wurden auch die Gesamt-Granulozyten analysiert. Die
Anteile der Summe der Granulozyten waren nach wiederholter Exposition gegenuber 125 ppb
Ozon am groRten (Abb. 9). Im Vergleich zur Exposition mit gefilterter Luft war dieser Effekt
signifikant (42.6 % vs 52.5 %, p=0.044). Allergen- oder expositionsbedingte Effekte auf die
Anteile der Lymphozyten wurden nicht beobachtet.

Wie aus vorangegangenen Untersuchungen bekannt, konnten wir auch in dieser Studie die
typischen Anderungen der Zellzusammensetzung wihrend der Sputuminduktion beobachten.
Die Anteile der Makrophagen nahmen wahrend der Induktion zu, die Anteile der Granulozyten
nahmen ab. Dieser Effekt, der fir die Herkunft des Sputums aus tieferen Regionen der
Atemwege im Laufe der Induktion spricht, wurde weder durch das Allergen noch durch die
Expositionen beeinfluf3t.

45.2. Zellzahlen

Die mittlere Zellzahl pro mL Sputum lag im Vortest bei 6.1 Mio Zellen/mL. Nach den
Expositionen und den Allergenprovokationen stiegen die Werte im Mittel um ca. 2 Mio
Zellen/mL an und waren nach wiederholter Exposition gegentiber 125 ppb Ozon mit 10.4 Mio
Zellen'mL am hochsten  (p=0.03 gegenuber Vortest). Dieses spricht flir einen
entziindungsbedingten Zelleinstrom in die Atemwege. Entsprechend der Anderungen der
Anteile der einzelnen Zelltypen zeigten sich bei den Granulozyten auch die hdchsten
Zellzahlen/mL nach wiederholter Exposition gegenliber 125 ppb Ozon.

4.5.3 Analyse der Sputumuberstande

Die Ergebnisse der Analyse der Sputumuberstédnde sind in Abb. 10-12 dargestellt. Beim LDH
fanden sich nach Reinluftexposition im Mittel nur geringfiigig hohere Werte im Vergleich zu
den Vortestungen. Dieser Parameter spiegelte daher scheinbar eher die Folgen der Exposition
wider, weniger die Effekte der Allergenprovokation. Im Gegensatz dazu wurde die
Konzentration der Tryptase im Sputumuberstand deutlich durch die Allergenprovokation
beeinflullt, die Verstarkung dieses Effektes durch Ozon war jedoch nur gering. Dennoch
wurden auch hier die hochsten Werte nach wiederholter Exposition gegentiber 125 ppb Ozon
gefunden. Die Ergebnisse fir Histamin waren vergleichbar den Daten der Tryptase. Der
Einflul? des Allergens war hier noch etwas starker ausgepragt. Flr beide Parameter waren die
Effekte in der Gruppe der Rhinitiker am deutlichsten.

4.5.4 Reproduzierbarkeit der Allergenantwort

Sowohl der Anteil der eosinophilen als auch derjenige der neutrophilen Granulozyten wurden
deutlich durch die Allergenprovokation erhoht. Vergleicht man die die Anteile dieser Zelltypen
zwischen den 4 Haupttestungen, so fand sich flr beide Zellarten eine sehr gute Korrelation. Die
zelluldre Antwort auf das Allergen war folglich gut reproduzierbar. Es gab sowohl Probanden,
die immer mit einer starken Neutrophilie bzw. Eosinophilie auf ein inhalatives Allergen
reagierten, und solche, die in der Regel nur schwache Effekte zeigten. Abbildung 13 zeigt die



Korrelationen fiir die Anderungen der Granulozyten nach den Ozonexpositionen im Vergleich
zu gefilterter Luft.

5 Diskussion

Unsere Untersuchung sollte zunéchst die Frage klaren, ob Ozon auch in umweltrelevanter
Konzentration die bronchiale Allergenreaktion am Tage nach der Exposition steigern kann.
Frihere Daten, u.a. aus einer vorangegangenen, vom PUG geforderten Studie (JORRES et al.
1996b), haben gezeigt, dal hohe Ozonkonzentrationen die Allergenempfindlichkeit zu steigern
vermogen. Im Gegensatz zu dieser ersten Studie, die bei fast allen Probanden eine eindeutige
Steigerung des Allergeneffektes 3 h nach der Exposition ergab, wurde in der vorliegenden
Untersuchung die Allergenexposition erst am Morgen nach der Ozonexposition vorgenommen.
Damit wurde das Allergen nicht mehr wahrend der akuten ozonbedingten Entziindungsreaktion
gegeben, und die Effekte fielen nach 250 ppb Ozon ingesamt schwéacher und starker variabel
aus. Dennoch war auch in dieser Studie eine Verstarkung der allergischen Sofortreaktion zu
beobachten. Zuséatzlich konnten wir diesen Effekt auch nach wiederholter umweltrelevanter
Exposition gegentiber 125 ppb Ozon zeigen.

Als zweites sollte die Frage geklart werden, ob Ozon auch die klinisch relevante allergische
Spatreaktion verstirkt. Ahnlich wie bei der Sofortreaktion zeigte auch die Spatreaktion starke
interindividuelle Unterschiede; jedoch war die Zahl der klinisch relvanten Abfélle des FEV;
nach wiederholter Exposition gegentiber 125 ppb Ozon am hdchsten. Neben der Beeinflussung
der Lungenfunktion wurde auch die inflammatorische Antwort erfait. Da die Sputuminduktion
6-7 h nach der Allergenprovokation, also zum Zeitpunkt einer beginnenden bzw. bereits
laufenden Spatreaktion durchgefiihrt wurde, spiegelt sie die Prozesse innerhalb der Atemwege
zu diesem Zeitpunkt wider. Die Analyse des induzierten Sputums zeigte die starksten
Verdnderungen nach wiederholter Ozonexposition in umweltrelevanter Konzentration. So
fanden wir die héchsten Anteile an Granulozyten, aber auch durch die hdchsten Werte fir
LDH, Tryptase und Histamin im Sputumiberstand nach vorausgegangener wiederholter
Exposition gegentiber 125 ppb Ozon.

Als drittes sollte die Frage geklart werden, ob eine wiederholte Ozonexposition andere Effekte
auf die allergische Reaktion ausiibt als eine einmalige Exposition. Zu diesem Zweck hatten wir
auch eine einmalige Exposition mit 125 ppb Ozon in das Studiendesign mit aufgenommen. Es
zeigte sich deutlich, dal? sich die Effekte nach der einmaligen Exposition gegeniiber dieser
Konzentration beziglich der funktionellen Antwort Uberhaupt nicht und bezlglich der
inflammatorischen Antwort nur in Ausnahmefallen von den Kontrollwerten nach gefilterter
Luft unterschieden. Nach wiederholter Exposition mit 125 ppb fanden sich dagegen sowohl
funktionell als auch inflammatorisch Effekte, die den Effekten nach einmaliger Exposition
gegenuber 250 ppb Ozon vergleichbar waren oder diese noch Uberstiegen. Diese
Beobachtungen stehen mit unseren Daten aus einem vorrausgegangenen PUG-Projekt in
Einklang (JORRES et al. 1996b), die zeigen konnten, dal die funktionelle Antwort auf
wiederholte Ozonexpositionen (250 ppp) eine Adaptation oder Toleranz zeigt, die
inflammatorische Antwort aber erhalten bleibt bzw. sich hinsichtlich der zelluldren Reaktion in
der Atemwegsmukosa sogar verstarkt (JORRES et al. 2000). Die vorliegende Untersuchung ist
die erste, welche wiederholte Ozonexpositionen in umweltrelevanter Konzentration verwandte
und dabei zeigte, dal3 (1) die funktionelle Allergenantwort gesteigert wurde und dal’ (2) die
starksten Veranderungen der Sputumzusammensetzung nach der wiederholten Exposition mit
nachfolgender Allergenprovokation zu beobachten waren.



Als viertes sollte die Frage geklart werden, ob neben den funktionellen GroRen auch zellulére
und biochemische Veréanderungen im induzierten Sputum und in der ausgeatmeten Luft durch
die Kombination von Ozon und Allergen auftreten. Weiterhin sollte dabei geklart werden, ob
diese Parameter mit den funktionellen Grol3en korrelieren oder mdglicherweise sensitiver in
der Detektion und Vorhersage klinisch bedeutsamer Effekte sind, sowie ein Verstandnis der
funktionellen Anderungen erlauben. Insgesamt zeigten sich nur schwache Korrelationen
zwischen den funktionellen und inflammatorischen Parametern, die bei der Vielzahl der
maoglichen Vergleiche auch mit der entsprechenden Vorsicht interpretiert werden missen. Es
zeigte sich z.B. ein Zusammenhang zwischen der Zahl der Eosinophilen im Sputum und dem
Ausmal} der ca. 6 h von der Induktion aufgetretenen allergischen Sofortreaktion. Die
Konzentration von Histamin im Sputumuiberstand schien dagegen umso héher, je deutlicher die
Spétreaktion ausgefallen war.

Im Gegensatz zur Ausgangshypothese, war ein vorbestehendes Asthma bronchiale nicht mit
deutlicheren Reaktionen verbunden. Vielmehr war es die Gruppe der Rhinitiker, die die
eindeutigsten und starksten Reaktion auf Allergen und Ozon zeigten. Es ist dabei zu
berucksichtigen, dal die Allergendosis in dieser Gruppe etwa um den Faktor 10 hoher lag als
bei den Asthmatikern. Zum zweiten zeichneten sich die Asthmatiker durch eine hohere
intrinsische Variabilitat aus, die eventuell auch auf Reaktionen auf unvermeidbare
Allergenkontakte (Hausstaubmilbe, Katze) im Alltag zuriuckzufihren und damit schlechter
kontrollierbar waren.

Die BeeinfluBung der allergischen Reaktion durch Ozon schien mit der allergischen
Reaktionsbereitschaft allgemein zusammenzuhdngen. So zeigte sich, dal} insbesondere bei den
Probanden mit einem hohen Gesamt- und spezifischen IgE im Serum die Reaktion auf
Allergen durch Ozon verstarkt wurde. Da die Messung dieser Parameter nicht so aufwendig ist,
waéren sie moglicherweise zur Vorhersage einer moglichen Geféahrdung bei gleichzeitiger Ozon
und Allergenexposition geeignet.

Zusétzlich zur zelluldren Analyse des induzierten Sputums verwandten wir die nichtinvasive
Messung von Komponenten in der ausgeatmeten Luft bzw. des Exhalats. Es zeigte sich, dal}
NO auch Uber lange Zeitrdume reproduzierbar nachweisbar war, wahrend H,O, nur fir die
Messungen innerhalb eines Tages gute Korrelationen und damit eine gute Reproduzierbarkeit
aufwies. Im Vergleich zu den Ausgangsmessungen aus den Vortestungen zeigten sich erhohte
NO-Werte unmittelbar nach der Exposition und zum Zeitpunkt der Spéatreaktion. Dies galt
nicht fur die Exposition gegenlber 250 ppb Ozon, da hier im Vergleich zu den anderen
Expositionen deutlich niedrigere Werte gemessen wurden. Diese Beobachtung und die
niedrigeren Werte zum Zeitpunkt der Sofortreaktion sind zum Teil durch die Einschrankung
der Lungenfunktion nach dieser Exposition bzw. zu diesem Zeitpunkt zu erklaren.

Fur H,O, kénnen nur eingeschrankte Aussagen gemacht werden. Hier waren die Werte im
Mittel zum Zeitpunkt der Sofortreaktion erniedrigt. Da auch fur H,O, eine FluRabhé&ngigkeit
der ausgeatmeten Konzentration beobachtet wurde, kénnten auch hier noch vorhandene leichte
Einschrankungen der Lungenfunktion fir diesen Effekt verantwortlich sein.

Zusammenfassend  konnten wir in dieser Studie zeigen, dafl wiederholte (4malige)
Expositionen gegentiber Ozon in umweltrelevanter Konzentration (125 ppb) die allergische
Sofort- und Spatreaktion verstarken konnten. Dieser Effekt war zwar aufgrund der Variabilitét
der allergischen Atemwegsreaktionen im Mittel nur schwach ausgepragt, zeigte sich jedoch in
einer deutlichen Zunahme Klinisch relevanter Lungenfunktionsreaktionen. Er war in der
Gruppe der Rhinitiker am starksten, und diejenigen, bei denen Ozon die Allergenantwort



verstarkte, zeichneten sich durch héhere Konzentrationen an Gesamt- und spezifischem IgE im
Serum aus. Neben den funktionellen Parametern zeigten sich die grof3ten Anderungen der
zelluldren Zusammensetzung ebenfalls nach wiederholter Exposition gegentiber 125 ppb Ozon.

Diese Daten deuten an, dal zumindest einzelne Personen mit allergischen Atemwegs-
erkrankungen markante Verstarkungen der Allergenreaktion durch Ozon erleiden kénnen und
dal? dieser Effekt nach wiederholter Exposition gegentber einer hohen, jedoch in der Umwelt
tatsachlich vorkommenden Ozonkonzentration auftreten kann. Es erscheint bemerkenswert,
dal’ angesichts der unkontrollierbaren Umweltbedingungen, denen die Probanden wéhrend der
im Mittel ein Jahr in Anspruch nehmenden Untersuchung ausgesetzt waren, dennoch ein
experimenteller Nachweis moglich war.
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Vortest

|Anamnese, Klin. Untersuchung, Lungenfunktion | | Sputum |
|NO, H,0, | |Blutabnahme, Pricktest, Methacholinprovokation |
[Allergeniprovakation |
Haupttest:
(zuféllige Reihenfolge, Abstand mindestens 4 Wochen)
1.-3. HT
1. Tag:
| Exposition | [NO,H,0,| | Methacholin |
gefilterte Luft oder 125 oder 250
2. Tag:
[Aleigeri-| [ NO, H,0, NO, H,0, | [ Sputum ]
4. HT:
1. Tag:
| Exposition | [NO,H,0,| [Methacholin
125 ppb Ozon
2. Tag:
| Exposition | [NO,H,0,|  [Methacholin
125 ppb Ozon
3. Tag:
| Exposition | | NO, H,0, | |Methach0|in|
125 ppb Ozon
4. Tag:
| Exposition | [NO,H,0.| [Methacholin]
125 ppb Ozon
. Tag:

[Allergeri-| [ NO, H,0,

NO, H,0, | | Sputum |

Abbildung 1: Studiendesign
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Abbildung 2: Mittelwert und Standardfehler der Anderung des FEV, wihrend der Exposition. (F: gefilterte Luft,
N: 125 ppb, H: 250 ppb W: wiederholte Exposition mit 125 ppb Ozon an 4 aufeinanderfolgenden Tagen). (*: p <
0.05 im Vergleich zur Exposition mit gefilterter Luft)
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Abbildung 3: Mittelwert und Standardfehler der Anderung der Vitalkapazitit (VK) wéhrend der Exposition (F:
gefilterte Luft, N:125 ppb, H: 250 ppb W: wiederholte Exposition mit 125 ppb Ozon an 4 aufeinanderfolgenden
Tagen). (*: p <0.05 im Vergleich zur Exposition mit gefilterter Luft).
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Abbildung 4: Mittelwert und Standardfehler der Atemwegsempfindlichkeit nach Ozonexposition. (F: gefilterte
Luft, N:125 ppb, H: 250 ppb W: wiederholte Exposition mit 125 ppb Ozon an 4 aufeinanderfolgenden Tagen). (*:
p < 0.05 im Vergleich zur Exposition mit gefilterter Luft).
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Abbildung 5: Mittelwert und Standardfehler der Anderung des FEV, innerhalb 1 Std. nach Allergenprovokation.
(F: gefilterte Luft, N:125 ppb, H: 250 ppb W: wiederholte Exposition mit 125 ppb Ozon an 4
aufeinanderfolgenden Tagen). (*: p < 0.05 im Vergleich zur Exposition mit gefilterter Luft).
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Abbildung 6: Geometrischer Mittelwert und Standardfehler der H,O,-Konzentration im Exhalat. (a: nach
Exposition, b: 1h nach Allergenexpaosition, c: 6h nach Allergenexposition).
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Abbildung 7: Mittelwert und Standardfehler der NO-Konzentration in der ausgeatmeten Luft (a: nach Exposition,
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Abbildung 8: Zellzusammensetzung des induzierten Sputums 6-7 h nach Allergenprovokation. (F: gefilterte Luft,
N:125 ppb, H: 250 ppb W: wiederholte Exposition mit 125 ppb Ozon an 4 aufeinanderfolgenden Tagen). AM:
Alveolarmakrophagen, NG: neutrophile Granulozyten, EOS: eosinophile Granulozyten).
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Abbildung 10: Geometrischer Mittelwert und Standardfehler der Summe der Granulozyten im induzierten
Sputum. (*: p < 0.05)
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Abbildung 11: Geometrischer Mittelwert und Standardfehler der LDH-Konzentration. (F: gefilterte Luft, N:125
ppb, H: 250 ppb W: wiederholte Exposition mit 125 ppb Ozon an 4 aufeinanderfolgenden Tagen).
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Abbildung 12: Geometrischer Mittelwert und Standardfehler der Tryptase-Konzentration. (F: gefilterte Luft,
N:125 ppb, H: 250 ppb W: wiederholte Exposition mit 125 ppb Ozon an 4 aufeinanderfolgenden Tagen).
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Abbildung 13: Geometrischer Mittelwert und Standardfehler der Histamin-Konzentration. (F: gefilterte Luft,
N:125 ppb, H: 250 ppb W: wiederholte Exposition mit 125 ppb Ozon an 4 aufeinanderfolgenden Tagen).
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Abbildung 14: Anderung der Gesamtzahl der Granulozyten im Vergleich zu gefilterter Luft. A: Korrelation

zwischen der Anderungen nach 125 ppb und 250 ppb Ozon, B: Korrelation zwischen der Anderungen nach 250
ppb und wiederholter Exposition mit 125 ppb Ozon, C: Korrelation zwischen der Anderungen nach 125 ppb und
wiederholter Exposition mit 125 ppb.
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