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ZUSAMMENFASSUNG

Unter der Fragestellung, ob und wie Ozon die Freisetzung von Entziindungsmediatoren aus
Alveolarmakrophagen (AM) bei Patienten mit chronisch entziindlichen Lungenerkrankungen
beeinflussen kann, wurden im Projekt die AM von 87 Patienten in 99 in vitro
Expositionsexperimenten untersucht (13 bei 150 pg, 32 bei 300 pg, 16 bei 700pug und 38 bei
1000 pg Ozon/m®). Die AM wurden in Transwell-MembrankulturgefiBen exponiert und
waren apikal der Gasphase 1 Stunde direkt ausgesetzt. Die Befeuchtung erfolgte kapillar von
unten durch die porése Membran hindurch. Nach weiteren 4 Stunden Kultur mit Medium
bedeckt, wurden die Parameter im Kulturiiberstand gemessen.

Eine signifikant toxische Wirkung ist anhand der erh6hten LDH-Aktivitdt im Kulturiiberstand
der ozonexponierten AM ab 300 ug/m3 nachweisbar. Von Patient zu Patient gab es fiir die
einzelnen Parameter eine grofle individuelle Variabilitdt beziiglich Richtung und Hoéhe der
Ozonantwort. Die spontane Freisetzung von IL1o und B sowie IL8 zeigt im Mittel eine
diskrete Zunahme nach Ozon (p<0,05 bei 150 pg), wihrend fiir TNF zumeist eine Hemmung
festzustellen ist (p<0,05 bei 300 pg; p<0,01 bei 1000 pg Ozon). Die Patientengruppen
Sarkoidose, Fibrose und Bronchitis unterscheiden sich in ihrer Basisfreisetzung, wobei die
AM von Sarkoidosepatienten fiir die untersuchten Zytokine die hochsten Sekretionsraten
aufweisen. Die ozonbedingte Sekretionsidnderung zeigt keine signifikanten Unterschiede in
Hohe und Auslenkung zwischen den Patientengruppen. Der stirkste Ozoneffekt wird nach
zusdtzlicher Aktivierung der AM mit LPS ermittelt. Man findet eine stark verminderte
Freisetzung von TNF und IL6 bei allen untersuchten Ozonkonzentrationen. Die IL10-, B- und
IL8-Freisetzung wird dagegen wenig beeinflult. Die murine Makrophagenzellinie J774A.1
zeigt nach 300 pg Ozon und nachfolgender LPS-Stimulation eine TNF-Reduktion &dhnlich den
humanen AM. Eine funktionelle Schidigung des LPS-Rezeptors (CD14) durch Ozon kann
durch eine verminderte LPS-FITC-Bindung der ozonexponierten Zellen demonstriert werden.
Der Nachweis des Rezeptors durch markierten anti-CD14-Antikorper bleibt dagegen
weitgehend unbeeintrachtigt.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dal Ozon auch bei umweltrelevanten
Konzentrationen an AM funktionelle Schiden hervorruft und die Zytokinfreisetzung
moduliert, insbesondere nach zusitzlicher Aktivierung durch LPS. Die Ozonantwort selbst
scheint eher durch individuelle Faktoren als durch die Grunderkrankung der Patienten

beeinflufit zu werden.






Effect of ozone on in-vitro synthesis and release of inflammatory mediators and growth
factors from alveolar macrophages in patients with chronic inflammatory lung diseases.
Th. Muley, P. Segrife, M. Wiebel, V. Schulz, W. Ebert, - Thoraxklinik Heidelberg-Rohrbach

SUMMARY

The effect of ozone exposure on cytokine release was studied in alveolar macrophages (AM)
from patients with chronic inflammatory lung disease. AM of 87 patients entered 99 exposure
experiments (13 at 150pg, 32 at 300pg, 16 at 700pg, and 38 at 1000pg ozone/m’). AM were
exposed in a biphasic system consisting of membrane-culture insert of high porosity
(transwell). AM were directly exposed to ozone for 1 h, followed by 4 h of culture covered
with serum-free medium. The parameters were determined in culture supernatant by ELISA
(interleukin (IL) 1o, B, IL6, IL8, TNFa), by bioassay (TNFa), and by enzyme assay (LDH).
By increased LHD activities in culture supernatants of ozone exposed AM, a significant
cytotoxic effect was identified for ozone concentrations equal to or higher than 300 pg/m’.
Spontaneous release of IL1c, B and IL8 slightly increased after ozone exposure (p<0,05 at
150pug ozone]. TNF was released in reduced quantities (p<0,05 at 300 pg;p<0,01 at 1000 pg
ozone/m’ ). Patients with chronic bronchitis, fibrosis, and sarcoidosis differed significantly in
basic cytokine release of ILl1o—, B, IL8, and TNF, with sarcoidosis patients showing the
highest levels of cytokines measured. Nevertheless, the ozone induced changes for the various
cytokines were not significantly different between the above patient groups.

The most obvious effect of ozone could be observed after additional stimulation of AMs with
LPS. LPS induced secretion of TNF and IL6 were shown to be strongly inhibited by ozone,
even at ambient concentrations (150 and 300 pg/m?®). Little effect was seen regarding ILS,
IL1o, and B.

The murine macrophage cell line J774A.1, which proved to respond to LPS stimulation in a
similar reduction of TNF release after ozone exposure, was used as a model to study LPS
receptor binding.

After ozone exposure at 300pg/m’ LPS-FITC binding was reduced significantly
demonstrating impaired receptor function, whereas detection of receptor by monoclonal anti-
CD14-antibody was not altered significantly.

In conclusion, ozone impairs macrophage functions even at ambient concentrations, which
might interfere with host defence mechanisms. Some, but not all patients might therefore risk
of aggravation of their respective disease. Response to ozone seemed to be influenced rather

by the individual’s conditions than by the underlying disease.
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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Allgemeine Eigenschaften von Ozon

Ozon (griech: “das Duftende”) ist ein giftiges, in hohen Konzentrationen blau gefarbtes Gas
mit einer sehr geringen Wasserloslichkeit. Seinen Namen verdankt es seinem stechenden
Geruch, der schon in Konzentrationen von 40 - 50 pg/m’ Luft durch den Geruchssinn

nachweisbar ist [Wagner, 1991].

Man findet Ozon (O3) in der Umwelt zum einen in der Stratosphire (12 - 50 km {iber der
Erde) und dort besonders konzentriert in der sog. “Ozonschicht” in ca. 25 km Hohe, in der es

in Konzentrationen von 7 ppm (14.000 pg/ m®) vorliegt.

Zum anderen liegt Ozon in wesentlich geringeren Konzentrationen in der Troposphére vor (0 -
10 km iiber der Erde), in der Jahresmittelwerte von 0,01 - 0,04 ppm (20 - 80 pg/ m’) auftreten
[Schweisfurth, 1994, Elstner, 1996]. Eine drastische Erhohung der natiirlich vorkommenden
bodennahen Ozonkonzentrationen auf Werte von bis zu 0,3 ppm (600 pg/ m*) und mehr findet
vor allem im Sommer durch die verstirkte Bildung bei intensiver Sonneneinstrahlung in

Ballungsgebieten statt [Bascom et al., 1996].

Hierbei katalysieren Substanzen wie Stickoxide und fliichtige Kohlenwasserstoffe (»volatile
organic carbon«, VOC) aus Verkehr, Landwirtschaft und biogenen Emissionen die Bildung
und auch den Zerfall von Ozon [Chameides et al., 1988, Atkinson, 1988]. Der so entstehende
photochemische Smog (Sommersmog, Los Angeles-Smog) beinhaltet als einen der
wichtigsten Reizerreger Ozon [Beckett, 1991]. Daneben treten auch Peroxyacetylnitrat (PAN)

und Stickoxide in hohen Konzentrationen auf [Elstner, 1996].

1.2 Die Auswirkung von Ozon auf Tiere

Ozon greift als starkes Oxidationsmittel bei biologischen Materialien hauptsdchlich
Zellmembranen an, in denen die ungesittigten Fettsduren peroxidiert, aber auch Radikale
freigesetzt werden [Pryor et al., 1983, Borek, 1988]. Diese Produkte sind sehr
reaktionsfreudig und kénnen im Inneren der Zelle durch Reaktion mit z.B. Proteinen weitere

Schéden verursachen. AuBBerdem werden niedermolekulare Substanzen wie Thiole, Aldehyde,
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Ozonkonzentration Ort Jahr Tagesmittelwert
664 ng/ m’ Mannheim 1976 ¥2-Stunden-Mittelwert
546 pg/ m’ K&ln-Godorf 1981 15-Stunden-Mittelwert
430 pg/ m’ Braunschweig 1981 2-Stunden-Mittelwert
408 png/ m’ Mannheim 1982 3-Stunden-Mittelwert
408 pg/ m’ Karlsruhe 1982 3-Stunden-Mittelwert
373 ug/ m’ K&ln-Hiirth 1990 15-Stunden-Mittelwert
371 pg/ m’ Miihlheim-Styrum 1990 5-Stunden-Mittelwert
317 pg/ m’ Schauinsland 1990 72-Stunden-Mittelwert
346 ug/ m’ Worth 1994 1-Stunden-Mittelwert
325 pg/ m’ Wiesloch (Baden) 1995 1-Stunden-Mittelwert

Tabelle 0.1. Ozonspitzenwerte (Tagesmittelwerte) [aus: Wagner, 1992, erginzt aus Janositz,
1995, VDI-Richtlinien, 1987]

Amine, Alkoholgruppen und Proteine durch Ozon bzw. Ozonreaktionsprodukte oxidiert. In
biologischen Systemen sind durch diese Reaktionen neben den Zellmembranen Molekiile wie
z.B. die Glutathionoxidase, die Superoxiddismutase, die Acetylcholinesterase und die
Katalase betroffen. Des weiteren werden Aminosduren wie Cystein, Methionin und
Tryptophan oxidiert [Mudd et al., 1969, Freeman und Mudd, 1981]. Als Antioxidantien
wirken in allen Fillen die Vitamine C und E [Menzel, 1992], aber auch Glutathion und
Harnséure [Cross et al., 1992], die in der “lining fluid” der Atemwege vorkommen [Davis und

Pacht, 1991].

Laboruntersuchungen iiber die Ozonwirkungen bei Tieren zeigen, daB3 z.B. Ratten nach
chronischer Ozonexposition mit niedrigen Konzentrationen in der proximalen Alveolarregion
Epithelentziindung und interstitielle Fibrose aufweisen, sowie Epithelzellschdden in den
Bronchiolen [Last und Greenberg, 1980, Chang et al., 1991]. Bei Langzeitexpositionen iiber
30 Tage mit umweltrelevanten Ozonkonzentrationen tritt bei diesen Tieren eine Zunahme des
Lungenvolumens bei gleichzeitiger VergroBBerung des Alveolarvolumens auf [Bartlett et al.,

1975]. Bei Miusen findet man nach 0,4 ppm (800 pg/ m®) Ozon und einer Aerosol-Infektion

-
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mit Streptococcus-Bakterien eine verminderte antimikrobielle Abwehr, die bei noch héheren
Konzentrationen so massiv wird, da3 sie zum Tod der Tiere fiihrt [Gilmour et al., 1993]. Bei
Hunden induzieren sehr hohe Ozonkonzentrationen von 2,1 ppm (4200 pg/ m’) sowohl
Entziindung der Lunge als auch eine Hyperreaktivitit der Atemwege [Holtzman et al., 1983].
Rhesusaffen weisen nach 8-stiindiger Ozonexposition mit 0,96 ppm (1920 pg/ m?®) einen
starken Einstrom von Neutrophilen und Eosinophilen in die Lunge auf [Hyde et al., 1992].
Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dal Ozon bei Tieren Entziindungsprozesse in der

Lunge fordert und Lungenfunktionen einschrénkt.

1.3 Die Auswirkung von Ozon auf den Menschen

Die Wirkung von Ozon auf den Menschen wird durch seine geringe Wasserloslichkeit
bestimmt. Aufgrund dieser Eigenschaft dringt Ozon tief in die Lungen ein und verbleibt zu
90% im Atemtrakt in den oberen und proximalen unteren Atemwegen [Gerrity et al., 1988,
Biscardi et al., 1993]. Andere Untersuchungen belegen, dall ein Grofteil des eingeatmeten
Ozons die distalen Atemwegen und die Alveoli erreicht [Ultman et al., 1992, Hu et al., 1992]

und dort die oben beschriebene stark oxidierende Wirkung ausiibt [Menzel, 1984].

Bei erhohten Ozonkonzentrationen in der Luft treten bei ozonsensitiven Menschen
Beschwerden wie Husten und thorakale Schmerzen bei tiefer Inspiration auf, die sich bei
Konzentrationen iiber 0,12 ppm (240 pg/ m®) noch verstirken [Hazucha et al., 1992, Seal et
al., 1993]. Die Untersuchung der Schadgaswirkung auf Bevolkerungsgruppen erfolgt im
Rahmen epidemiologischer Untersuchungen, die den Vorteil bieten, dall die Menschen den in
der Umwelt auftretenden Schadstoffen direkt ausgesetzt sind. Allerdings ist darin auch eine
Unsicherheit bei der Auswertung dieser Untersuchungen begriindet, da beobachtete Effekte
auf die Lungenfunktion nicht direkt mit einem individuellen Schadstoff in Verbindung
gebracht werden konnen [Bascom et al., 1996]. Im Rahmen dieser epidemiologischen
Untersuchungen wurde ein Zusammenhang zwischen Ozonkonzentrationen der Umgebung
und einer erhohten Zahl an Krankenhauseinweisungen aufgrund von Asthma hergestellt
[Ponka, 1991, Thurston et al., 1992, Burnett et al., 1994]. Ein Grund fiir die verstirkt
auftretenden Asthmaanfille bei erhohter Ozonbelastung liegt wohl darin, da sich bei
Asthmatikern in Reaktion auf das Schadgas die Atemwege verengen und es so zu

lebensbedrohlichen Asthmaanfillen kommen kann [Molfino et al., 1991]. McDonnell et al.

3-
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[1985a] zeigten in einer kontrollierten Studie in Expositionskammern mit Kindern in North
Carolina, dall diese nach 2 Stunden Bewegung unter 0,12 ppm Ozon (240 pg/ m’) eine
signifikante Abnahme einzelner Lungenfunktionsparameter aufwiesen. Auch andere
Arbeitsgruppen  fanden  diese = Reaktion  sowie eine  Hyperreaktivitit  auf
bronchokonstriktorische Stimuli nach Ozonexposition [Holtzman et al., 1979, Kreit et al.,
1989, Higgins et al., 1990, Zwick et al., 1991, Castillejos et al., 1992]. Ahnliche Ergebnisse an
gesunden Erwachsenen bei 0,08 - 0,12 ppm (160 - 240 pg/ m’) bestitigen diese Aussage
[Folinsbee et al., 1988, Horstman et al., 1989].

Eine Stadt, in der schon seit den fiinfziger Jahren die Auswirkung von Ozon auf die
Bevolkerung untersucht wird, ist Los Angeles (USA) [Goldstein et al., 1969], da hier der
Sommersmog mit Ozonkonzentrationen von > 0,2 ppm (> 400 pg/ m’) seit langem bekannt
ist. So weill man, dall diese Konzentrationen im Zusammenwirken mit den anderen
Schadstoffen in der Luft zu obstruktiven Lungenerkrankungen fiihren konnen [Lippmann,
1989]. Allerdings ist auch bekannt, dal alteingesessene Biirger dieser Stadt wesentlich
schwicher auf sehr hohe Ozonkonzentrationen in Bereichen von 0,4 - 0,5 ppm (800 - 1000
g/ m’) reagieren als neu Hinzugezogene [Hackney et al., 1976, Horvath et al., 1981]. Dieses
als Adaptation bekannte Phdnomen ist auch aus kontrollierten Ozonexpositionen im Labor
bekannt und tritt sogar bei Probanden auf, die ein hyperreagibles Bronchialsystem aufweisen

[Hackney et al., 1977, Jorres und Magnussen, 1996].

Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse nimmt man an, daB besonders Personen mit
Bronchitis, Asthma oder einem hyperreagiblen Bronchialsystem durch die hohen
Ozonkonzentrationen in der Umwelt betroffen sind, wobei schon die Entstehung dieser
Erkrankungen durch Luftverschmutzung sowie durch individuelle Schadstoffbelastung wie
Rauchen begiinstigt wird [Vedal, 1995, Enarson, 1995]. Eine weitere durch Ozon betroffene
Gruppe sind wahrscheinlich Sduglinge und Kleinkinder, da sie durch ihr hdheres
Atemminutenvolumen einer groBeren Schadgasdosis ausgesetzt sind als Erwachsene
[Schweisfurth, 1994]. Hinsichtlich der Ozonwirkung ist die Auswirkung bereits bestehender
Lungenerkrankungen auf die Reaktivitidt gegeniiber Schadstoffen vor allem anhand von
Asthma untersucht worden [Molfino et al., 1991, Ponka, 1991]. Es interessieren aber auch
andere die Lunge betreffende Krankheiten, die durch einen chronischen Verlauf zu einer

stetigen Beeintrachtigung der Atemfunktionen fiithren, wie z.B. die im Tierversuch durch
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Ozon induzierbare Fibrose [Freeman et al., 1973, 1974] oder chronisch obstruktive

Lungenerkrankungen (Emphysem).

1.4 Untersuchung der Ozonwirkung auf isolierte Zellen

Fiir Untersuchungen der Schadgaswirkung auf zelluldrer Ebene werden bevorzugt prominente
Zellen des Atemtraktes verwendet. Die ersten zelluldiren Bestandteile, die mit inhalierten
Gasen und Partikeln in Beriihrung kommen, sind die Alveolarmakrophagen (AM), weswegen
mit diesen hdufig in in vitro-Systemen gearbeitet wird. Diese permanent in der Lunge
vorhandenen Leukozyten differenzieren sich zum grofiten Teil immer von neuem aus
Monocyten, die permanent aus der Blutbahn emigrieren. Die Gewinnung von humanen AM
fiir in vitro-Expositionen erfolgt mit Hilfe der bronchoalveolaren Lavage (BAL). Hierbei wird
ein fiberoptisches Bronchoskop in die Lunge, meist in die Lingula oder den rechten
Mittellappen eingefiihrt, so dal durch Instillation von 100-300 mL Salzlosung in diese
Bereiche Zellen unter geringen Verlusten durch Zelltod gewonnen werden kdnnen [Reynolds

und Newball, 1974, Hunninghake et al., 1979, Strumpf et al., 1981, Reynolds 1987].

Makrophagen haben in allen Geweben, in denen sie auftreten, eine wichtige Schliisselposition
bei der Induktion und Steuerung entziindlicher Prozesse inne. In der Lunge stehen sie in
Verdacht, an der Pathogenese von Erkrankungen wie z.B. der Lungenfibrose, der Sarkoidose
und dem erworbenen Lungenemphysem maligeblich beteiligt zu sein. Aullerdem vermutet
man in den Alveolarmakrophagen einen Induktor der in Reaktion auf die Inhalation von
infektiosen Agentien auftretenden Entziindungen [Sibille und Reynolds, 1990], da sie die
ersten Zellen des Abwehrsystems sind, die mit den inhalierten Substanzen in Beriihrung
kommen. Pathologische Prozesse in der Lunge werden ebenfalls durch Alveolarmakrophagen
beeinfluft. Die Zellen konnen durch die Sekretion von z.B. Zytokinen Schidigungen des
Lungengeriists hervorrufen oder auch die dort ablaufenden Reparaturprozesse beeinflussen
[Sibille und Reynolds, 1990]. Aber auch durch die Aktivierung oder Hemmung anderer
Lungenzellen wie Bronchialepithelzellen, Fibroblasten oder auch Leukozyten kommt den AM
eine Schliisselposition bei z.B. der Fibrose [Costabel, 1996] oder der Alveolitis zu [Sibille
und Reynolds, 1990].

Eine der wesentlichen Eigenschaften von Makrophagen ist die Phagocytosefdhigkeit, die
durch Opsonierung der zu phagocytierenden Partikel erleichtert wird [Naegel et al., 1984].

-5-
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Neben den dafiir bendtigten Fc-Rezeptoren existieren auf der Zelloberfliche der Makrophagen
Komplementrezeptoren, die zu deren Aktivierung fiihren, sowie Rezeptoren fiir Zytokine,

Leukotriene und weitere Substanzen [Sibille und Reynolds, 1990].

Daneben sezernieren Makrophagen nicht konstitutiv, aber im Rahmen ihrer Funktionen bei
der Infektabwehr die unterschiedlichsten Substanzen, angefangen bei Hydroxylradikalen, {iber
verschiedene Zytokine bis hin zu so groBen Molekiilen wie op-Macroglobulin. Die
Sauerstoffmetabolite, die z.B durch Lektine, fMLP, IFNy und TNF stimuliert werden, nehmen
dabei eine wichtige Stellung bei der friihen Infektabwehr ein [Nathan, 1987]. Die ebenfalls
synthetisierten und sezernierten Zytokine spielen eine wichtige Rolle bei der parakrinen und
autokrinen Zellkommunikation. Mit einem Molekulargewicht von 5 - 35 kDa sind diese
extrazelluldren Signalmolekiile grofer als z.B. Kinine, Prostaglandine oder Leukotriene. Sie
wirken iiber kurze Entfernungen auf Zellwachstum und -differenzierung, auf die Chemotaxis
verschiedener Zellen, sowie auf das Zytoskelett, die extrazellulire Matrix oder auch die
Apoptose der sie umgebenden Zellen. Alle Zytokine binden an einen oder mehrere spezielle
Membranrezeptoren, die dann iiber intrazelluldre Signalwege wirken [Kelley, 1990, Calhoun

und Kelley, 1993].

Die beiden proinflammatorischen Zytokine IL1 und TNF, die in vitro durch Endotoxin, andere
Zytokine, aber auch durch gasformige Substanzen stimuliert werden [Schollmeier, 1990,
Arsalane et al., 1995, Kienast et al., 1996], stehen am Beginn der Entziindungskaskade
[Hunninghake, 1984, Bachwich et al., 1986]. Im Netzwerk der Immunantwort aktiviert z.B.
IL1 T-Lymphocyten, die darauthin IL2 sezernieren und IL2-Rezeptoren exprimieren [Smith,
1984]. TNF ist ein wichtiger frither Entziindungsmarker, der eine Schliisselrolle bei der
Induktion der Entziindungsantwort spielt [Aderka et al., 1992]. Seine als erstes erkannte
Funktion ist allerdings die Induktion der hdmorrhagischen Nekrose von Tumoren [Old und
Boyse, 1973]. In vitro wirkt dieses Zytokin zytostatisch oder zytotoxisch auf verschiedene
Tumorzellinien, wobei dieser Effekt durch die Gabe von Inhibitoren des Zellmetabolismus
verstarkt werden kann; es hat aber keinen Effekt bei normalen unbehandelten Zellen [Le und
Vilcek, 1987]. Die Ergebnisse aus in vitro-Ozonexpositionen sind in Bezug auf die
Zytokinsekretion divergierend. Es gibt Resultate, die keine Anderung der Zytokinsekretion

nach der Kurzzeitexposition (0,1-1 ppm iiber 2-4 h) von humanen Alveolarmakrophagen
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aufweisen [Becker et al., 1991], andere zeigen eine eindeutige Zunahme in deren Freisetzung

nach dhnlichen Expositionsbedingungen (0,1-1 ppm iiber 1 h) [Arsalane et al., 1995].

Sowohl IL1 als auch TNF modulieren, dhnlich wie IL8, die Expression von
Adhisionsmolekiilen auf Endothel, Epithel und PMN, so daB letztere aus dem Blut emigrieren
konnen [Kohase et al., 1986, Oster et al., 1987, Pfizermaier et al., 1987, Pober, 1987,
Springer, 1990, Baggiolini et al., 1994]. IL1 und IL8 iiben dariiber hinaus auch einen
chemotaktischen Effekt auf PMN aus [Pober et al., 1986, Baggiolini et al., 1994], stimulieren
die Freisetzung von Enzymen aus der sekunddren Granula und die Produktion von
Sauerstoffmetaboliten [Le und Vilcek, 1987]. Da nach Ozonexposition von Probanden in der
nachfolgend durchgefiihrten bronchoalveolaren Lavage eine gesteigerte Neutrophilenzahl
festgestellt werden konnte [Devlin et al., 1991], ist ein direkter Zusammenhang zwischen
Zytokinausschiittung und zelluldren Verdnderungen in der Lunge nicht auszuschlieBen. Aber
auch andere Substanzen wie FGF, das in vitro die Proliferation von Fibroblasten induziert
[Bitterman et al., 1986], das in der extrazelluldren Matrix vorliegende Fibronektin [Rennard,
1981], PDGF, TGF-B, verschiedenen Interferone sowie weitere Mediatoren werden nach
Stimulation durch das Schadgas von AM sezerniert [Nugent et al., 1985, Robinson et al.,
1985, Derynck et al., 1985].

Die Synthese von IL6 durch AM, die ebenso wie die des TNF durch Lipopolysaccharide stark
stimuliert wird, wird wahrscheinlich durch die beiden frithen proinflammatorischen Zytokine
ILT und TNF gesteuert [Gershenwald et al., 1990]. Nach Ozonexposition bei
umweltrelevanten Konzentrationen kann in der BAL humaner Probanden u.a. auch eine
erhohte Menge an IL6 nachgewiesen werden [Koren et al., 1991]. IL6 spielt im Organismus
eine zentrale Rolle bei der Induktion der Akute-Phase-Reaktion, die immer kurzfristig nach
verschiedensten Verletzungen und Irritationen ablduft [Ibelgaufts, 1992]. Bei dieser Reaktion
werden verschiedenste Zellen aktiviert und daneben in der Leber die Synthese der Akute-

Phase-Proteine stimuliert, die dann regulierend in die komplexe Immunantwort eingreifen.

Diese komplexen Zusammenhinge zwischen dem die Lungenoberfliche auskleidenden
Epithel, den innerhalb der Lunge ausdifferenzierten Alveolarmakrophagen und den aufgrund

verschiedener Faktoren einwandernden Zellen wie PMN bediirfen weiterer Untersuchungen.
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Einleitung

1.5 Fragestellung

Ozon kann in der Lunge einen Entziindungsprozess in Gang bringen. Neben den Epithelzellen
des oberen und unteren Respirationstraktes sind die Alveolarmakrophagen (AM) mit die
Ersten, die sich mit dem Luftschadstoff ausecinander setzen miissen. AM sezernieren eine
Vielzahl I6slicher Faktoren und steuern dadurch Entziindungsprozesse der Lunge. Auflerdem
stehen sie im Verdacht, an zahlreichen pathophysiologischen Lungenverdnderungen
malgeblich beteiligt zu sein. Im Projekt soll deshalb die Ozonwirkung auf
entziindungsrelevante Eigenschaften von AM untersucht werden. Die Exposition gegeniiber
unterschiedlichen Ozonkonzentrationen erfolgt in einem realitdtsnahen, biphasischen in-vitro
Modell, bei dem die AM auf pordsen Membranen wachsend, apikal der Gasphase direkt
ausgesetzt sind. Die AM werden aus der bronchoalveoldren Lavage (BAL) von Patienten mit
manifester Lungenerkrankung isoliert. Dieser Personenkreis mufl aufgrund der bereits
bestehenden chronischen Lungenschidigung bei Schadgas bzw. Ozonexposition als
besonderst gefdhrdet angesehen werden. In den Experimente soll neben der spontanen
Freisetzung ausgewéhlter Mediatoren der AM auch die LPS-induzierbare Freisetzung, d.h.
nach zusdtzlicher Aktivierung der AM, im Vergleich zu luftexponierten AM untersucht
werden. Neben der Datenanalyse basierend auf dem Gesamtkollektiv, sollen Patientengruppen
(Sarkoidose, Fibrose, chronische Bronchitis) miteinander verglichen werden. Dabei
interessiert neben einer unterschiedlichen Basisfreisetzung der verschiedenen Mediatoren
auch eine ggf. differierende Ozonantwort der AM des Gesamtkollektives sowie eine
spezifische Ozonantwort bei den einzelnen Patientengruppen. Erfahren AM - unabhingig vom
individuellen Aktivierungsgrad - eine zusétzliche Aktivierung? Die Daten sollen Hinweise
dafiir geben ob Ozon zu einer Verstirkung bestehender Entziindungen fiihren und damit zur

Chronizitdt von Lungenerkrankungen beitragen kann.



2 Material und Methoden

2.1 Bezugsguellen

2.1.1 Chemikalien

Materia und Methoden

Alle nicht néher bezeichnete Chemikdien wurden in p.A.-Quditd von den Firmen Merck
(Darmgtadt), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg), Riedd-de Haén (Sedlze) und Fluka (Buchs,

CH) bezogen.

2,2’ -Azino-bis-(3-ethylbenzthiazolin-6-
sulfonsiure)-diammoniumsalz- (ABTS) Ldsung
Actinomycin C, (bzw.D)

Aquasol Universd LSC Cocktall

Cytochdasin B aus Helminthosporum demeatiodeum
3,3 -Dihexyloxacarbocyaniniodid (DiOCq(3))
Dimethysulfoxid (DM SO)
N-Formyl-methionyl-leucyl-phenyldanin (fMLP)
Glycerin

HEPES

L actatdehydrogenase aus Muskd (Kaninchen)
Lipopolysaccharid E. cali

Lipopolysaccharid K. pneumoniae
Fluoresceinisothi ocyanat-gekoppel tes
Lipopolysaccharid E. coli

Mowiol 4,88
3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-
tetrazolium (MTT)

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Natriumcacodylat

Paraforma dehyd

Prifgas Synthetische Luft/ 5% CO,
Rinderserumabumin (BSA), endotoxinfrel
Trighydroxymethyl)-aminoethan (Tris)

Triton X-100

Boehringer, Mannheim

Boehringer, Mannheim

DuPont, Dreieich
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Molecular Probe, Eugene (USA)
Serva, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Delsenhofen
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Boehringer Ingdheim, Wien (A)
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Calbiochem, Bad Soden
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

Messer Griesheim, Darmstadit
Boehringer, Mannheim
Riedd-de Haén, Sedlze
Serva, Heidelberg
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Anseros Ozonmonitorcards Anseros, Tubingen
Nylonfilter (100 um Porengrofie) NeoL ab, Heidelberg
Fpetten 1 ml, 2ml, 5ml, 20ml, 25 ml Becton-Dickinson, Heidelberg

Dunn, Asbach
6-Loch-Zdlkulturplatten Nunc, Wiesbaden
Membraneinsédtze fir 6-Loch-Platten, 0,45 pm Becton-Dickinson, Heidelberg
Porenweite, high dengity (HD)

Mikrotest-Platten, Primaria 96-Loch Becton-Dickinson, Heidelberg

2.1.3 Antikorper und rekombinante Zytokine

monoklonder Maus anti-human IL8-Antikorper Biomar, Marburg
monoklonaer Ratte anti-Maus CD14-Antikorper, Pharmingen, Hamburg
PE-gekoppelt

humanes rekombinantes L8
humanes rekombinanter TNFa

214 ELISA und Testkits

IL1a, b
IL6, IL8, TNFa

Cytotoxicity Detection Kit, LDH

2.1.5 Zdlkulturmaterial

Nichtessentielle Aminosauren 100x
Penicillin (20.000 U/ ml)/ Streptomycin
(20.000 pg/ ml) 100x

L-Glutamin 100x

Natriumpyruvat

Fetales Kéberserum (FKS)

RPMI 1640

DMEM

DMEM F12 NutMix

PBSw/o Ca™, Mg~

PBS

Trypanblau
Trypsin-Lésung
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DPC Biermann, Bad Nauhem
Boehringer, Mannheim

Hofmann-La Roche, Basel (CH)
Cdl Systems, Remagen;
Immunotech, Hamburg
Boehringer, Mannheim

Life Technologies, Eggengein
Life Technologies, Eggengtein

Life Technologies, Eggengein
Life Technologies, Eggengtein
Life Technologies, Eggengtein
Life Technologies, Eggengtein
Life Technologies, Eggengtein
Life Technologies, Eggengein
Life Technologies, Eggengtein
Life Technologies, Eggengtein
Serva, Heidelberg

ccPro, Neustadt
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2.2 Patienten

Im Zeitraum von Juni 1994 bis November 1996 wurden Alveolarmakrophagen (AM) nach einem
gandardiserten Verfahren [Muley et d., 1994] aus der bronchoaveol&ren Lavage von 87 Peatienten
isoliert. Diese AM gingen in insgesamt 99 Expositionsexperimente en. Die Patienten wurden anhand
der Synopsis der Parameter Lungenfunktion (Spirometrie, Bodyplethysmographie, Lungendiffusion),
Réntgenbefund (Rontgen, Computertomographie), histologischer Befund der Biopsie (transbronchid,
gof. Kellresektat), Laborwerte sowie physsche Untersuchung und Krankengeschichte in die
Gruppen Sarkoidose, Fibrose und chronische Bronchitis eingeteilt. Die Diagnose Sarkoidose,
Fibrose oder chronische Bronchitis konnte flr insgesamt 67 Patienten nach folgenden Kriterien
gedtellt werden:

Eine chronische Bronchitis liegt nach WHO-Kriterien dann vor, wenn an zwe
aufeinanderfolgenden Jahren jewells mindestens 3 Monate starker Husten und Auswurf auftreten.

Die Diagnose einer Lungenfibrose wurde mittels der postiven Biopse und eines entsprechenden
Rontgenbefundes  (interditidle  Zeichungsvermehrung)  diagnodtiziet. Eine ba  der
Lungenfunktionsandyse erkennbare Redtriktion und Diffusionsainschrankung sowie eine erhdhte
Neutrophilenzahl in der BAL waren zuséizliche Hinweise fir das Vorliegen einer Lungenfibrose.

Eine Sarkoidose der Rontgenstadien 1-111 wurde durch Nachwel's nicht-verkésender Granulome
in der Biopse sowie den entsprechenden Rontgenbefunden diagnogtiziert. Weltere fakultative
Parameter der Diagnosesicherung waren ein erhhter Lymphozytenantell in der BAL-HUssigkeit,
en erhohtes Verhdtnis von CD4-positiven zu CD8-positiven T-Lymphozyten sowie eine erhdhte
Neopterin- und/oder ACE-Konzentration im Serum.
20 Patienten, bei denen ein anderes Krankheitsbild imponierte (z.B. Tumorerkrankung, Pneumonie
etc.) bzw. mit unscherem Befund (z.B. keine histologische Sicherung bel Sarkoidoseverdacht),
wurden fur den Gruppenvergleich (Krankheitsbild) nicht berlickschtigt. Dadurch ergibt sich fur die
0.g. Patientengruppen folgende Vertellung:

Sarkoidose Fibrose chronische
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Bronchitis
Patientenanzahl 16 25 26
MW Alter 38,1+ 13,3 60,4+ 7,8 522+124
m/w 6/10 13/12 21/5
R/NR/EXR 4/8/4 6/12/7 16/2/6

Tabelle 2.1. Patientenkollektive (R=Raucher, NR=Nichtraucher, ExR=Exraucher)

2.3 Puffer und Zdlkulturmedien

PBS Begasung
500 m PBSw/o Ca™, Mg™
5m PIS
5m Napyruvat

KMZ1: firr die Kultur von Alveolarmakrophagen

500 m DMEM

5m P/S

5m Nichtessentielle Aminosduren
0,1 % Rinderserumabumin (BSA)

KM?2: fur die Kultur von WEHI 164/13

500 m RPMI 1640
50 m fetdes Kdberserum (FK'S; 30 min hitzeinaktiviert bel 56°C)
5m PIS
5m Nichtessentielle Aminosduren
5m Na-pyruvat
5m L-Glutamin

KM3: fur die Kultur von J774.A1

500 m DMEM
50 m FKS
5 m PIS

Lysemedium fir Zdllyse nach der Gasexposition
KM2 + 1% (v/v) Triton X-100
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TNFa-Standard fir WEHI-Assay

0,1 ug hrTNFa in KM1; gevilfiltriert

MTT-L6sung fur WEHI-Assay

5mgMTT/ ml PBS, deilfiltriert

SDY HCI-L6sung fiur WEHI-Assay
15% SDSin 15 mM HCI

2.4 Zdlkulturtechniken

2.4.1 Gewinnung und Kultivierung von humanen Alveolar makrophagen

AM wurden aus der bronchoaveoléren Lavage (BAL) der Patienten isoliert. Bel der BAL werden
180 ml (9 x 20 ml) physiologische Kochsdzldsung in die Lingula bzw. den rechten Mittellappen des
Petienten indtilliert. Die riickgewonnene BAL-HUssgket (BALF) wird in glikonigerten Gefal3en
aufgefangen. Ein Aliquot der Origind-BALF verwendet man zur Bestimmung der Zdlzahl und zur
Hergelung von Zytospinpréparaten. Die zdlulére Zusammensetzung wird durch Differenzierung
geférbter Zytozentrifugate (Pappenheim-Farbung) ermittelt.

Die BALF wird abzentrifugiert (4°C, 250g, 10 min), die peletierten Zelen werden 2x mit katem
DMEM gewaschen, in KM1 suspendiert und auf Membraneinséize fir 6-Loch-Kulturplatten mit
einer Zdldichte von 1-1,5x10° AM/ Membraneinsatz ausplattiert. Nach Inkubation (1-2 Std., 37°C
[/ 5% CO,;) im Brutschrank werden nicht-adhé&rente Zdlen (im wesentlichen Lymphozyten,
Eosinophile, Neutrophile) mit KM1 abgewaschen und in der Neubauer-Kammer ausgezéhlt. Ca
80-90% der AM adhérieren nach unserer Erfahrung auf der Membran. Die AM werden Uber Nacht
bei 37°C / 5% CO, in 3 ml KM1 submers kultiviert und am néchgten Morgen fr die jeweiligen
Expositionsexperimente verwendet. In Vorversuchen konnte gezeigt werden, dal3 in diesem Zeitraum

die adhérenzinduzierte Zytokinsekretion abklingt.
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2.4.2 Kultur der murinen Makrophagenlinie J774A.1

J774A.1 Zdlen wurden uns von der Tumorbank des Deutschen Krebsforschungszentrums (DKFZ,
Heddberg) zur Verfiigung gestdlt. Se werden in KM3 ba 37°C / 5% CO, his zur Konfluenz
kultiviert und nach Abschaben passagiert. Fir die weitere Kultur werden 1x10° Zdlen in 175 cn-
Kulturflaschen ausplattiert.

Fur die Ozonexposition werden die Zdlen von den Haschenbdden abgeschabt und nach Ermittlung
des Anteils toter Zdlen (Trypanblau-Exklusonstest) in einer Dichte von ~2x10° |ebende Zdlen/
Membraneinsatz in KM3 ausplattiert. Nach 1-2 Stunden bei 37°C / 5% CO, im Brutschrank
werden nicht-adhérenten Zellen abgewaschen und in der Neubauer-Kammer gezéhlt. Die adhérenten
J7r74A.1-Zdlen werden ebenso wie humane AM vor der Schadgasexpostion submers mit 3 ml
KM1 Uber Nacht bei 37°C / 5% CO, vorkultiviert.

2.4.3 Kultur der murinen Fibrosarkomlinie WEHI 164/13

WEHI 164/13 Zdlen werden fur den TNF-Bioassay bendtigt und wurden uns von Prof. A. Seidd
(ITOX, Forschungszentrum Karlsruhe) zur Verfiigung gestdlt. Die murine Zdlinie wird in KM2 bis
zur Konfluenz bei 37°C / 5% CO, kultiviert. Zum Passagieren werden die Zdlen mit PBS
gewaschen, abtrypsniert (10 min, RT) und abzentrifugiert (10 min, 250g). Das Zdlpdlet wird in
KM2 suspendiert und 1x10° Zellen in eine neue 175 cnf-Flasche ausplattiert. Die Zelen werden
maximal bis zur Passagenzahl 17 kultiviert.

2.5 Ozonexposition von Zellen

2.5.1 Expostionsanlage

Die Expodtion erfolgt in e@nem biphasischen Sysem in Anlehnung an das Verfahren von Voisn et d.
[1977]. Die Expodtion der Zdlen wird in eigens angefertigten Ededahlbehdtern (DKFZ,
Heidelberg) der Mal3e 26cm x 15cm x 5em (Val. » 20) durchgefiinrt. Die Zdlen kultiviert man auf
Membraneinsdtzen fir 6-Loch-Kulturplatten der Porenweite 0,45 um mit hoher Porendichte (Falcon
high density, Becton-Dickinson). Wéhrend der Begasung sind die Zellen apika direkt der Gasphase
ausgesatzt. Die Versorgung mit Néhrgtoffen und Flissgket efolgt kapillar von der basolaterden
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Sate (Begasungs-PBS). Zur Aufrechterhatung einer wasserdampfgeséttigten Atmosphére werden
sowohl die Kammer (ca. 1 1) ds auch das Reservoir der 6-Loch-Kulturschae mit Wasser gefilllt.

Die Expositionskammern werden im Wasserresarvoir des Brutschrankes auf 37°C temperiert.

Ozongas wird mittels Ozongenerator (Ozomat GP 6000, Anseras, Tubingen) aus synthetischer Luft
mit 5 Vol% CO, hergestdllt und mittels Analysator (MP 6060, Anseros, Tibingen) sténdig gemessen
und auf den Sollwert engeregdt. Ozonhdtige Luft wird Uber en Teflonschlauchsysem in die
Edestahlkammer geleitet und stromt direkt unter dem Deckd der 6-Loch-Kulturschae aus. Das
Gesamtsystern wird mindestens 24 h vor Versuchsbeginn bel der entsprechenden Ozonkonzentration
aquilibriet. An der Ausstroméffnung liegt die eingestdite Ozonkonzentration deshdb ohne
nennenswerte Zehrungsverluste an. Die 6-Loch-Kulturplatten, die fir die Ozonexposition vorgesehen
snd, werden in der Kammer Uber Nacht mit Ozon abgeséttigt. Dadurch wird verhindert, dal3 Ozon
wéhrend der Expostion der Zdlen bereits an der Plastikoberfléche der Kulturplatten abreagiert.
Wdhrend der Exposdtion wird das enwirkende Ozon mittddls Ozonindikatorpapier
(Ozonmonitorcard, Anseros, Tubingen) direkt unter dem Deckd der Kulturplatte semiquantitativ
nechgewiesen. Die Kammer wird bel @nem Gasfluld von 20 | pro Stunde mit ozonhaltiger Luft
durchspiilt. Als Kontrolle dienen jewells Zdlen desselben Patienten, die unter ansonsten identischen
Bedingungen synthetischer Luft, 5Vol% CO, exponiert waren. Die Expositionskammern sind in
Abb. 2.1 dargestdlt.

2.5.2 Gasexposition von Alveolar makrophagen

Die uber Nacht in den Membraneinsdizen vorkultivieten AM werden nach dem Entfernen des
Mediums 1x mit PBS gewaschen. Daraufhin werden die fir die Ozonexposition vorgesehenen Zdlen
in ene Uber Nacht mit Ozon abgesitigte 6-Loch-Platte Uberfiihrt und digenigen fur die
Luftexpogition in eine frische 6-Loch-Platte. Dann werden unter die Membraneinsiize ca. 700 U
,PBS Begasung” pipettiert, so dal3 die Zdlen apika direkt der Luft bzw. dem Ozon ausgesetzt snd
und nur von basolateral mit Feuchtigkeit versorgt werden. Die hohe Porendichte der Membran

gewéahrleigtet eine ausreichende Versorgung der Zdllen wahrend der Expositionsphase (Abb.2.2).

-15-



Materia und Methoden

Abb. 2.1. Versuchsanordnung - Expositionskammer
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Die 6-Loch-Platten werden dann in die Expostionskammern fur Luft bzw. Ozon gestelt, die
entweder von synthetischer Luft mit 5% CO, (Kontrolle) oder von mit Ozon angereicherter
synthetischer Luft mit 5% CO, durchstrémt werden.

Nach der Gasexpodtion werden die Membraneinsétze in eine frische 6-Loch-Platte umgesetzt. Die
Zdlen werden dort fir weitere 4 Stunden submersin KM1 bzw. in KM1 + 10 ug LPS ml bei 37°C
| 5% CO, kultiviert. Nach Beendigung der Inkubation wird das Kulturmedium geerntet und
abzentrifugiert (15.000g, 20min, 4°C). Der Uberstand wird portioniert und bei -80°C aufbewahrt.
Die Zdlen werden in den Membraneinsitzen mit ,,Lysemedium® 5min be Raumtemperatur unter
leichtem Schiitteln lysert, das Lysat wird ebenfdls portioniet und bel -20°C aufbewahrt. Die
Expositionsbedingungen sind in Abb. 2.3. schematisch dargestellt. In Tab 2.2. ist die Anzahl der
durchgefiihrten  Expositionsexperimente  beztiglich  Ozonkonzentration und  Peatientenkollektive
zusammengesdlit.

Ozonexpositionen

Ozonkonzentration unbehandelt LPS-Aktivierung

150 pg/ms3 n=13 n= 9
300 pg/m?3 n=32 n=9
700 pg/m3 n=16 n=15
1000 pg/ms3 n=38 n=19

PATIENTENGRUPPEN

Bronchitis n=26 (30 Expositionen)
Fibrose n=25 (31 Expositionen)
Sarkoidose n=16 (16 Expositionen)
andere n=20 (22 Expositionen)

Gesamt: 99 Expositionen mit 87 Patienten

Tab. 2.2. Durchgefihrte Expositionsexperimente
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Abb. 2.2. Aufnahmen zweler AM die auf ener Falcon Transwell-Membran der Porenweite
0,45 um HD (Falcon) kultiviert wurden - Konfokale L aser scanning Mikraoskopie.

Die Transwel-Membran mit den AM wurde mit dem Huoreszenzfarbstoff DIOC; (6) benetzt, der
sowohl Plasmamembranen ds auch intrazellulére Membranen anférbt. Die Transwell-Membran wird
nach Einbettung in Mowiol von der Untersaite her mit dem Laserscanning Mikroskop betrachtet.
Das Prgparat wurd in 1 pm Schritten schichtweise abgeragtert. Die Schnittbildern sind pardld zur
Membran angeordnet. Man erkennt 2 Makrophagen sowie durch kapillare Farbstoffeinlagerung
ungpezifisch angeférbte Poren der Transwel-Membran.

EXPOSITION KULTUR

Ozon bzw. L uft

OO OO O
PBS/0,1% BSA DMEM /0,1% BSA

Abb. 2.3. Schema der AM-Kultur in den Membranensitzen. Links; wéahrend der
Gasexpaodtion (1h; 201/h , rechts: wahrend der Submerskultur (4h, mit/ohne 10pug/ml LPS).
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2.5.3 Gasexposition von J774A.1

Die Zdlen werden, wie berets fir humane AM beschrieben, in Membraneinsitze ausplattiert und
Uber Nacht submers mit KM1 kultiviert. Am néchsten Morgen werden die Zellen nach Entfernen des
Mediums mit PBS gewaschen, die Halfte der Membraneinsétze wird in die Ozonkammer Uberfiihrt,
die verbliebenen Membraneinsédize in die L uftexpositionskammer.

Nach Beendigung der einsttindigen Expaosition wird das ,,PBS Begasung”“ abgesaugt und die Zdlen
werden je nach Versuchsablauf entweder fir weiter 4 Stunden kultiviert oder fir FACS-Messung
direkt weiterbehandelt.

2.6 Parameter bestimmung

2.6.1 Testkits

Die Zytokine IL1a und IL1R wurden mit ELISA-Testkits der Firma Hoffmann-La Roche bestimmt,
die uns von Dr. Fischer (Thoraxklinik, Heiddlberg) kostenlos zur Verfigung gestdlt wurden. Die
Zytokine IL6 (nur nach LPS-Induktion der AM), IL8 und TNFa wurden mit ELISA-Kits der Firma
Perseptive Diagnogtics (Cdlsystems, Remagen) sowie mit Kits der Firma Coulter/ Immunotech
(Hamburg) bestimmt. Fur die Messung der Laktatdehydrogenaseaktivitét - as Mald der direkten
Zdl-/Membranschadigung - stand der Cytotoxicity Detection Kit der Fa. Boehringer, Mannheim
bereit.

2.6.2 TNF-Bioassay mit WEHI 164/13

TNFa wirkt zytotoxisch auf Actinomycin D vorbehandete WEHI 164/13 Zdlen. Die Sengbilitét ist
konzentrationsabhéngig und kann durch den gdblichen Farbstoff MTT dchtbar gemacht werden.
MTT dringt in dle Zdlen en, wird aer nur in lebenden Zdlen durch die den Tetrazoliumring
gpatende mitochondridle Dehydrogenase in das blaue Formazan umgewanddt. Da TNFa auf
Actinomycin D-behandelte WEHI-Zdlen letd wirkt, korrdiert die Menge an gebildetem Formazan
mit der Anzahl lebender Zellen. Das Formazan kann nach Lyse der Zellen bel 550 nm photometrisch

gemessen werden [Lindl und Bauer, 1989].
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Fur den TNF-Bioassay werden die Zdlen trypsniert und nach der Pdletierung in KM2 mit 2 ug
Actinomycin D/ ml suspendiert. Die Zdlzahl wird auf 1x10% ml eingestellt. Es werden 50 pl der
Zdlsuspenson/ Loch mittels einer Multipette in 96-Loch-Mikrotestplatte Uberfiihrt. Die Zelen
werden dann 1 Stunde zum Adhérieren bei 37°C / 5% CO, im Brutschrank inkubiert.

Mit humanem rekombinantem TNFa-Standard (Stammlésung 1280 pg/ ml) wird ene
Verdinnungsreihe von 320 pg/ ml bis 1,25 pg ml in KM1 edgdlt. Die TNFa-hdtigen
Proben/Kulturtibersténde werden routineméssg in 1:10 bzw. 1:20 Verdinnung gemessen. Sofern mit
hohen TNFa -Konzentrationen gerechnet wird, werden zusétzlich Verdiinnungen von 1:40 ergelt.
Nach Ablauf der Adhdsionszeit werden 50 pl Standard bzw. Probe je Loch in 4-fachen Ansétzen
pipettiert und die Platten dann fir 21 Stunden bel 37°C / 5% CO, im Brutschrank inkubiert. Daran
anschlief?end werden 10 pl MTT-L6sung/ Loch pipettiert und die Platten fir weitere 4 Stunden bel
37°C [/ 5% CO, inkubiert. Danach werden die Zdlen durch Zugabe von 100 pl SDSY HCI-Lésung
lysgert. Um eine homogene Mischung des gebildeten Formazans zu erhdten und eine vollsdndige
Degradierung der freigewordenen DNA zu gewdhrleisten, werden die Platten Uber Nacht bet 37°C/
5% CO, im Brutschrank aufbewahrt und am néchsten Morgen im Photometer bei 550 nm gemessen.

2.6.3 Bestimmung der LPS-Bindung an J774A.1-Zdlen durch FACS-Analyse
Membrankultivierte J774A.1-Zdlen werden entweder ohne besondere Vorbehandiung oder nach

der Gasexposition fur 15 min mit KM1/ 0,25% PFA im Brutschrank bei 37°C / 5% CO, vorfixiert.
Dann werden de mit enem Zdlschaber vorschtig von der Oberfléche gddst und in KM/
0,25% PFA in Suspension gebracht. Nach enmaiger Zentrifugation bei 250g werden die Zdlen in
100 pl KM 1/ 0,25% PFA suspendiert [Grigg et al., 1994]. Anschlief3end werden 10 pl Medium fir
den Leerwert bzw. PE-gekoppdter Antikorper oder FITC-gekoppeltes LPS zugegeben und fir
30 minim Dunkeln bel RT inkubiert.

Nach Ablauf der Inkubationszeit werden die Zellen 1x mit NaCl gewaschen und anschliel¥end in 1%
PFA suspendiert. Die Messung der gebundenen Fluoreszenz erfolgt anschlief3end im FACS.
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2.7 Statistische Analysen

Die datistische Auswertung erfolgte mit der Software PC-Statistik (Topsoft, Hannover). Die
MeRwerte wurden auf 1x10° Alveolarmakrophagen normdisert. Bei normaverteilten Daten
(Kolmogorov-Smirnov-Test) wird mittels Student t-Test bzw. Vaianzandyse auf dgnifikente
Unterschiede geprift, be nicht normavertelten Daen unter Verwendung entsprechender
paraneterfraer Prifverfahren (Kruskd WalisTest, Wilcoxon-Test fir unabhéngige Stichproben;
Friedman-Test, Vorzeichen-Rang-Test flr gepaarte Stichproben). Signifikante Unterschiede wurden

bel p < 0,05 (zweisatiger Test) angenommen.

Die Daten sind ds Mittedwert + Standardfenler (MW + SEM) oder as Box- und Whisker-Plot
(Vertellungsdiagramm) dargestellt. Die Plots stellen die 25 und 75% Perzentile (Box), den Median (-
) sowie den Streubereich dar. Extremwerte wurden aus Ubersichtlichkeitsgriinden nicht dargestelt.
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3 Ergebnisse

3.1 Zytotoxischer Effekt des Ozons auf Alveolar makrophagen

Der Nachweis der zytoplasmatischen LDH im Kulturberstand ist ein Indiz fir die Zelschéadigung.
Be dlen verwendeten Ozonkonzentrationen findet man eine erhdhte LDH-Konzentration im
Kulturiiberstand der ozonexponierten AM verglichen mit den luftexponierten Kontrollanséizen. Die
LDH-Aktivititszunehme it mit Ausnehme von 150 pg Ozonnt bei dlen untersuchten
Ozonkonzentrationen signifikant, im Trend erkennt man eine anndhernd von der Ozonkonzentration
abhangige Zunahme der LDH-AKktivitét im Kulturiberstand der AM. In Abb. 3.1 i die Zunahme
der LDH-Aktivitét in Prozent der korrespondierenden Luftkontrolle dargestdllt. Die veranderte LDH
Konzentration zeigte keine signifikante Korrelation mit den nachfolgend ausgefiihrten Anderungen

der Zytokinfre setzung.
% Anderung der LDH-Aktivitat
300
p<0,01
2001 'I' p<0,01
. p<0,01

1004  P70.25 T

01 —_ _J_

-100 T T T T
150 300 700 1000 pug
Ozon/m?3

Abb. 3.1 Prozentude Anderung der LDH-Aktivitdt im Kulturiberstand ozonexponierter
Alveolarmakrophagen im Vergleich zur korrespondierenden Luftkontrolle.
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3.2 Ozoneffekt auf die spontane Zytokinfreisetzung beim Gesamtkollektiv

In Tabelle 3.1 snd die Daten der Zytokinmessungen nach Expositionsexperimenten bel 150, 300,
700 und 1000 pg/nt Ozon zusammengefaldt. Die Konzentration der einzelnen Zytokine zeigt fir das
Gesamtkollektiv im Mittel nur relativ geringe Unterschiede zwischen Ozon- und Luftexpostion. Fir
IL8, IL1a und 3 zeichnet Sch bei den mesten Patienten (ca. 2/3 der Falle) eine diskrete Zunahme
nach der jeweligen Ozonexpodtion ab. TNFa wird dagegen bereits ba umwetrdevanten
Ozonkonzentrationen (300 pg, p<0,05) in verminderter Menge freigesetzt, be hoherer
Konzentration (1000 pg) i die Hemmung hochsgnifikant (p<0,01). Innerhdb des
Gesamtkollektives findet man jedoch sowohl Petienten mit erhdhter d's auch verminderter Sekretion
der verschiedenen Zytokine. Aul3erdem ist neben der Richtung auch die Héhe der Ozonantwort der
AM von Pdient zu Patient variabd. Zur Verdeutlichung dieses Sachverhdts it die prozentuaen
Anderung in der Zytokinfreisetzung bei den untersuchten Ozonkonzentrationen ist fir die individuellen
Zytokine in den Abbildungen 3.2-3.6 ds Verteilungsdiagramme (Boxplots) dargestet.

%

300
ILla P08
p<0,01 0<0,01
2001 001 I
100
0 N I ............... l .....................................
'100 L T L] L]
150 300 700 1000 pg
Ozon / m3

Abb. 3.2 Prozentuae Anderung in der spontanen 1L 1a -Freisetzung der AM nach Ozonexposition.
Das angegebene Sgnifikanzniveau bezieht Sch jewells auf den Vergleich zur Luftkontrolle.

SPONTANE ZYTOKINFREISETZUNG
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LUFT OZON

1000 ug n MW+SEM Median MW+SEM  Median p-Wert
IL-1a [pg/ml] 36 29,1+8,6 12,7 37,6+8,6 18,7 <0,01
IL-1R [pg/m] 35 1258+£33,9 29,9 231,1+90,0 46,1 ns
IL-8 [ng/m] 38 184+34 128 19,5+3,2 14,7 =0,16
TNFa [pg/ml] 38 50,8+9,2 38,1 40,075 25,9 =0,01
Zytotox. [U/ml] 38 38,1+11,3 16,0 26,0+6,4 16,1 <0,01
700 ug

IL-1a [pg/ml] 13 41,2+21,4 7,6 50,8+19,1 17,8 =0,18
IL-10 [pg/ml] 10 296,0+184,9 20,9 508,9+300,4 92,3 <0,05
IL-8 [ng/ml] 16 14,9+3,9 9,9 18,1+5,7 10,3 =0,05
TNFa [pg/ml] 16 34,4+4.3 30,0 33,2+5,6 26,5 n.s.
Zytotox. [U/ml] 16 17,3+4,0 10,8 20,2+5,1 14,0 =0,14
300 pg

IL-1a [pg/ml] 32 12,334 4,1 17,8+4,1 7,6 <0,01
IL-1R [pg/m] 32 106,5+36,7 26,9 1232+384 255 ns.
IL-8 [ng/ml] 32 9,3+1,8 6,0 9,7+1,7 6,3 ns.
TNFa [pg/mi] 32 47,8+7,2 38,2 40,4+7,8 24,3 <0,05
Zytotox. [U/ml] 32 23,7+3,6 19,2 20,4+3,4 124 =0,09
150 ug

IL-1a [pg/ml] 12 10,0+4,3 3,5 33,0+22,8 9,7 <0,01
IL-1R [pg/m] 12 42,5+20,1 7,8 79,8+423 257 =0,05
IL-8 [ng/m] 13 12,4+4,6 7,3 13,3+4,8 6,7 <0,05
TNFa [pg/ml] 13 29,5+8,0 21,4 34,9+9,5 26,8 n.s.
Zytotox. [U/ml] 13 27,2+6,5 19,3 27,7+6,7 16,9 n.s.

Tab.3.1 Spontane Zytokinfreisetzung von Alveolarmakrophagen nach Exposition gegentber

synthetischer Luft bzw. Ozon. Zytotox. = TNF durch Bioassay bestimmt; n.s. = nicht signifikant
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Abb. 3.3 Prozentuale Anderung in der spontanen IL1b-Freisetzung der AM nach Ozonexposition.

Das angegebene Signifikanzniveau bezieht Sch jewells auf den Vergleich zur Luftkontrolle.

%

100
IL8
p=0,16
p=0,05
n.s.
507
p<0,05
N
_50 T T T T
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Abb. 3.4 Prozentude Anderung in der spontanen IL8-Freisetzung der AM nach Ozonexposition.

Das angegebene Sgnifikanzniveau bezieht Sch jewells auf den Vergleich zur Luftkontrolle.
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%
100 : o .
Zytotoxische Aktivitat (TNF-Bioassay)
p=0,09 p=0,14
50 1

-100

150 300 700 1000 pg
Ozon /m?3

Abb. 3.5 Prozentuade Anderung in der spontanen TNF-Freisstzung (Bioassay-Messung) der AM
nach Ozonexpaosition. Das angegebene Signifikanzniveau bezieht sich jewells auf den Vergleich zur
Luftkontrolle.
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Abb. 3.6 Prozentuale Anderung in der spontanen TNF-Freisetzung (ELISA-Messung) der AM nach
Ozonexpodtion. Das angegebene Signifikanzniveau bezieht sch jewells auf den Vergleich zur
Luftkontrolle.

3.3 Ozoneffekt auf die spontane Zytokinfreisetzung bei Patientengruppen

Die Makrophagen der Petientengruppen Fibrose, Sarkoidose und chronische Bronchitis zeigen eine
deutlich unterschiedliche Basdfreisetzung fur die individudlen Zytokine, wobe die AM von
Sarkoidosepatienten die héchsten mittleren Sekretionsraten aler untersuchten Zytokine aufweisen
(Tab. 3.2). Die ozonbedingte prozentuale Anderung in der Zytokinfreisetzung unterscheidet jedoch
nicht zwischen den einzelnen Petientengruppen. Abb. 3.7 und Abb. 3.8 zeigt diese Daten fir die
beiden umfangreichsten Patientenkollektive (Exposition bei 300 und 1000 pg Ozon/nt) fir die
Zytokine 1L8 und TNF. Nur fur IL1R nach 300 pg Ozon kann eine sgnifikant unterschiedliche
Anderung der Freisetzung bei Bronchitikern und Fibrosepatienten verglichen mit Sarkoidosepatienten
demondtriert werden (Abb. 3.9). Be hoherer Ozonkonzentration ergeben sich jedoch auch fur
dieses Zytokin im Mittel keine unterschiedlichen Sekretionsraten metr.

Die Hohe und Richtung der azonbedingten Anderung der Zytokinsekretion scheint demnach vom
individuellen Peatienten und nicht von der Grunderkrankung beeinflul® zu werden. In Abb. 3.10 ist
dieser Befund am Beispid der IL8-Sekretion der AM von Sarkoidosepatienten nach 1000 pg
Ozon/m? dargestdllt.

Sarkoidose Fibrose Bronchitis
n=16 n=25 n =26
IL-1a [pg/mi] 25,6+4,3 17,9+4,4 14,5+5,9
IL-1b [pg/ml] 164,8+50,2 § 119,3+41,7 132,2+71,4 #
IL-8 [ng/ml] 19,9+3,6 14,7+4,8 15,0+3,4
TNFa [pg/ml] 78,22+16,9 8 46,1+7,5 30,0+8,5*
Cytotox. [U/ml] 52,2+22 5 31,07+8,4 22,2+6,1*
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Tab. 3.2 Basdresstzung der Alveolarmakrophagen von Petientengruppen.

(Freisetzung nach Luftexposition) (1h Expostion, 4h mit Kulturmedium bedeckt)

* = p<0,05; sgnifikant vs. Fibrose, Sarkoidose; # = p<0,05; sgnifikant vs. Sarkoidose;, § =
p<0,05; sgnifikant vs. Fibrose

% Anderung der TNF-Freisetzung (Bioassay)

100
300 ug/m30zon ] 1000 pg/m30zon

50 1

-50 1

L

-100

Bronchitis Fibrose Sarkoidose Bronchitis Fibrose Sarkoidose
n=10 n=9 n=7 n=10 n=14 n= 8

Abb. 3.7 Prozentuale Anderung in der TNF-Freisetzung der AM (Bioassaymessung) nach 300 bzw.
1000 pg Ozon/nT. Es ergeben sich keine signifikant unterschiedlichen Anderungen zwischen den
Peti entengruppen.
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% Anderung der IL8-Freisetzung

100
300 ug/m=30zon 1000 pg/m30zon
50 1
o Q g 1
-50

Bronchitis Fibrose Sarkoidose Bronchitis Fibrose Sarkoidose
n=10 n=9 n=17 n=10 n= 14 n= 8

Abb. 3.8 Prozentuale Anderung in der IL8-Freisetzung der AM nach 300 bzw. 1000 pg Ozor/n.
Es ergeben sich keine signifikant unterschiedlichen Anderungen zwischen den Patientengruppen

% Anderung der IL1R-Sekretion

150

p<0,05

|
p<0,05————

100:..._._...._. ]
50] ‘

L
M+SEM

100

Bronchitis Fibrose Sarkoidose

n=10 n=7 n=7
Abb. 3.9 Prozentude Anderung der IL1R-Sekretion nach 300 pug Ozon/n?. Wéhrend die 1111
Freisetzung bei AM von Sarkoidosepatienten im Mittel vermindert wird, findet man ene erhdhte
IL1R-Sekretion bei AM von Bronchitikern und Fibrosepatienten. Die Sarkoidosepatienten
unterscheiden sich signifikant von den beiden anderen Patientengruppen.
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Abb. 3.10 IL8-Sekretion der AM von Sarkoidosepatienten nach Luftexposition und 1000 pg/ me
Ozon. Dargdlung der individudlen Ozonantwort die von Patient zu Petient in Richtung und Hohe

vaiieren kann.

3.4 Ozoneffekt auf die LPSinduzierte Zytokinfreisetzung der

Alveolar makrophagen

Lipopolysaccarid  (LPS), ene Zdlwandkomponente Gram-negativer Bakterien, ist ene
Moddlsubstanz zur Aktivierung von AM. Diese Aktivieeung efolgt Uber membrangtdndige
Rezeptoren (CD 14-Molekll). Die Aktivieeung mit LPS fihrt zu ener verdndeten
Zytokinauschittung der AM.

Ozon bewirkt eine Hemmung der LPS-induzieten Freisstzung von TNF und IL6 der AM,
wohingegen die LPS-induzierte IL1a, IL 13 sowie IL8 Sekretion unter den gegebenen Bedingungen
durch Ozon weitgehend unbesinflu® bleiben (Tab. 3.3). Die prozentude Anderung in der
Zytokinfreisstizung i fur die Zytokine IL6 und TNF in den Abb.3.11 und Abb. 3.12
zusammengefdd. TNF kann as Indikator fur die durch Ozon hervorgerufene Hemmung der LPS
induzierten Makrophagenaktivierung fungieren.
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Abb. 3.11 Wirkung von Ozon auf die LPS-induzierte I1L6-Sekretion humaner AM. Prozentude

Anderung nach Ozonexpostion verglichen mit der Luftexposition. Im Trend findet man eine

zunehmende Inhibition der IL6-Sekretion mit seigender Ozonkonzentration.

(0= Signifikanzniveau im Vergleich Luft versus Ozon)
LPSINDUZIERTE ZYTOKINFREISETZUNG

LUFT OZON

1000 pg n MW+SEM  Median MWxSEM Median p
IL-1a [pg/mli] 17 23,1+10,7 89 21,9+4,6 18,1 <0,05
IL-1b [pg/ml] 17 54,5+16,0 34,4 190,3+95,5 31,2 ns.
IL-8 [ng/ml] 19 19,2+2,6 19,2 18,5+2,4 19,2 n.s.
TNFa [pg/ml] 19 802,2+118,0 800,5 365,2+61,6 356,6 <0,0001
Zytotox. [U/ml] 19 632,4+116,0 570,1 298,61511,9 2734 <0,0001
IL-6 [pg/ml] 18 57,6+10,1 54,1 25,7+4,8 27,4  <0,0001
700 pg

IL-1a [pg/mli] 11 55,9+24,6 8,5 58,8+24,7 25,1 ns.
IL-1b [pg/ml] 9  510,6+342,3 855  336,4+141,4 126,5 n.s.
IL-8 [ng/m] 15 21,5+5,9 15,4 21,2+5,8 14,3 ns.
TNFa [pg/ml] 14 710,5+149,4 505,6 475,0+£78,0 4475 =0,01
Zytotox. [U/ml] 15 460,8+58,3 479,2 314,5+42,6 1934 =0,0002

-31-




Ergebnisse

IL-6 [pg/mi] 5 68,3+21,4 49,7 42,0+16,1 45,9 =0,06
300 pg

IL-1a [pg/ml] 9 19,0+8,1 51 22,4+6,6 17,3 n.s.
IL-1b [pg/ml] 9 168,8+108,5 7,5 111,5+50,1 47,8 n.s.
IL-8 [ng/m] 9 15,9+4,9 10,7 15,7+4,6 11,8 n.s.
TNFa [pg/mi] 9  3577,2+979,1 26363  2447,8+691,5 21264  =0,004
Zytatox. [U/m] 8 1509,9+262,8 1474,4 883,8+143,3 765,9 =0,008
IL-6 [pg/ml] 5 139,9+61,4 117,0 76,5£29,8 58,5 =0,12
150 pg

IL-1a [pg/mi] 8 12,575 24 42,4+31,7 9,9 <0,05
IL-1b [pg/mi] 8  120,7+1134 7.9 27,8+11,1 18,3 ns.
IL-8 [ng/ml] 9 11,9+1,9 11,6 11,9+2,0 13,6 ns.
TNFa [pg/mi] 9 3950,5+1156,9 2636,3 3056,6+1102,1 2162,0 =0,12
Zytotox. [U/ml] 8 1172,1+302,1 1092,9 813,2+213,8 873,3 =0,19
IL-6 [pg/ml] 5 62,9+20,6 69,4 35,2+22,0 32 =0,06

Tab. 3.3 LPS-induzierte Zytokinfreisstzung von Alveolarmakrophagen nach Exposition gegentber

gynthetischer Luft bzw. Ozon.. (n.s. = nicht Sgnifikant; Zytotox. = TNF durch Bioassay gemessen)

% Anderung
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Abb. 3.12 Wirkung von Ozon auf die LPS-induzierte TNF-Sekretion humaner AM. Prozentuae
Anderung nach Ozonexpostion verglichen mit der Luftexposition. Im Trend findet man eine
zunehmende Inhibition der TNF-Sekretion mit steigender Ozonkonzentration. (p = Signifikanznivesu
im Vergleich Luft versus Ozon)

3.5 Wirkung von Ozon auf den LPS-Rezeptor - Untersuchung mit
J774A.1-M akrophagen

Primérer Angriffspunkt der Schadwirkung von Ozon it wahrscheinlich die Zdlmembran und die
darin eingebetteten Rezeptormolekile. Um zu Uberpriifen, ob der Hemmeffekt von Ozon auf die
LPS-induzierte Zytokinfreisetzung (TNF, IL6) auf eine ozonbedingte Schédigung der LPS
Rezeptoren (zB. Affinitétsverminderung  etc.) beruht, wurden Rezeptorbindungsstudien mit
fluorezenzmarkiertem LPS durchgefiihrt. Diese Experimente kdnnen mit humanen AM im
algemeinen nicht durchgeftihrt werden (Verfligbarkeit, Menge, Heterogenitét, sarke Autofluoreszenz
der AM). Da auch keine brauchbare humane Makrophagenzdlinie zur Verfligung steht, wurde fur
die Bindungsstudien auf die murine Makrophagenlinie J774A.1 zurtickgegriffen. Mittels TNF ds
Markerzytokin kann gezeigt werden, dal? diese Makrophagenlinie dhnlich wie humane AM auf Ozon
(300 pg/md) reagieren. Wahrend die spontane TNF-Freisetzung weitgehend unbeainflufld bleibt, wird
die LPS-induzierte TNF-Sekretion um durchschnittlich 54% reduziert (n=6, p=0,03) (Abb. 3.13).
Die J774A.1-Zdlinie i demnach ein geeignetes Moddl, um den Hemmeffekt des Ozons auf die
LPS-induzierte Zytokinfreisstzung ndher zu untersuchen. Da Ozon seine Wirkung primér an der
Zdlmembran entfatet, scheint ein mdglicher Mechanismus dieser Inhibition darin zu liegen, dal3 unter
Ozonwirkung der LPS-Rezeptor (CD14) oxidiert wird und dadurch LPS schlechter bzw. nicht mehr
bindet. Mit enem Rezeptorbindungsassay kann bal der murinen Makrophagenlinie nach Expogtion
bel 300 g Ozon eine um durchschnittlich 44% verminderte Bindung von LPS-FITC an den LPS
Rezeptor nachgewiesen werden (Abb. 3.14). Die vorhandene Menge an CD14-Rezeptor,
nachgewiesen durch den PE-gekoppelten anti-CD14-Antikorper, wird durch Ozon kaum beeinfluf.
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Abb. 3.13 Wirkung von 300 pg Ozon/nt auf die spontane und L PS-induzierte TNF-Freisetzung von
J774A.1-Makrophagen.
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Abb. 3.14 Wirkung von 300 ug Ozor/nT auf die Bindung von LPS-FITC (links) bzw. anti-CD14-

Antikorper (rechts). bel J774A.1-Makrophagen.
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4 Diskussion

Zahlreiche Studien belegen, dal das Einatmen von Ozon einen Entziindungsprozel in der
Lunge induzieren kann, der gekennzeichnet ist durch einen Einstrom von Entziindungszellen
(Neutrophile) in die Lunge sowie ein Ansteigen von Entziindungsmediatoren in der
bronchoalveoldren Lavagefliissigkeit [Bascom et al., 1996] . Um die Wirkung von Ozon auf
zelluldrer Eben besser zu verstehen, sind neben Untersuchungen an Gesamtorganismen auch
in vitro Untersuchungen an isolierten Zellsystemen notwendig. Verschiedene
Expositionsysteme wie das ,,Wippe-System‘ oder biphasische Systeme [Voisin et al., 1977,
Becker et al., 1991, Mayer und Branscheid 1992, Devlin et al., 1994, Arsalane et al., 1995]
ermoglichen eine kontrollierte direkte Exposition der primér durch das Schadgas betroffenen
Zelltypen. So konnen die den in vivo beobachteten physiologischen Verdnderungen
zugrundeliegenden Mechanismen detailliert untersucht werden. Hierbei werden bevorzugt
Kurzzeitexpositionen durchgefiihrt, da die Problematik der Zellviabilitdit einen
beschrankenden Einflul auf die Expositionsdauer in vitro hat [Bascom et al., 1996]. Aus
diesen Untersuchungen konnen Informationen tiber die toxische Wirkung des Schadstoffes auf
einzelne Zelltypen gewonnen werden. Der Vergleich der in vitro Daten mit den Ergebnissen
von in vivo oder ex vivo Studien ergeben dann Anhaltspunkte, um z.B. Grenzwerte fiir den

Umgang mit dem Schadstoff festzulegen.

4.1 Expositionssytem

Die Methode der Zellexposition in einem biphasischen System, bei dem die Zellen auf einer
permeablen Membran sitzen und von basolateral mit Feuchtigkeit versorgt werden wurde aus
einem urspriinglich von Voisin et al. [1977] beschriebenen System weiterentwickelt. Es hat
gegeniiber anderen verwendeten Systemen z.B. in Zellkulturflaschen auf der Wippe [Mayer
und Branscheid, 1992] oder der permanent submersen Kultur in wenig Medium [Sweet et al.,
1980] sowie der Exposition in rotierenden Kulturflaschen [Norgauer und Kownatzki, 1995]
den Vorteil, dal die Exposition den in vivo herrschenden Bedingungen sehr dhnlich ist, da die
Zellen permanent und nicht periodisch dem Gas ausgesetzt sind. Daneben werden mdogliche

Wechselwirkungen zwischen Schadgas und Kulturmedium minimiert, so dafl die
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beobachteten Effekte nicht durch eventuell entstehende toxische Zwischenprodukte des
Mediums induziert werden. Auch die Dosis, der die Zellen bei der biphasischen Exposition
ausgesetzt sind, 14Bt sich besser ermitteln als im System auf der Wippe oder gar bei der
Submerskultur. Als Kontrolle werden in dieser Arbeit die Zellen des gleichen Patienten
synthetischer Luft mit 5% CO, ausgesetzt, so dal immer ein direkter Vergleich zu den

gefundenen Ozoneffekten vorliegt.

Die relativ geringen Kammervolumina von ca. 2 1 haben den Vorteil, dal die
Expositionskammern nach dem Beladen mit Versuchszellen schnell wieder mit dem
jeweiligen Gas gesittigt sind. Durch die Ndhe der Ausstromoffnungen zu den Zellen wird
gewihrleistet, da3 diese ohne Verzogerung mit dem Schadgas in Kontakt kommen. Der bei
unseren Standardexpositionen gewéhlte Gasdurchflu3 entspricht ungefédhr dem 20-fachen des
durchstromten Kammerrestvolumens. So kann eine gute Benetzung der Zellen mit Ozon bei
vernachldssigbaren Auswirkungen auf die Zellviabilitit durch Trocknungseffekte
gewihrleistet werden. Vorversuche zu vorliegenden Arbeit ergaben, dhnlich wie bei Devlin et
al. [1994] wund Arsalane et al. [1995] beschricben, einen EinfluB der
GasdurchfluBgeschwindigkeit sowie der Expositionsdauer auf die Zytotoxizitdt weswegen der
relativ kurze Expositionszeitraum von 1 Stunde fiir das Standardexpositionsschema gewéhlt

wurde.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Ozonkonzentrationen zwischen 150 und 1000
ng/ m* angewendet. Die beiden hohen Konzentrationen von 1000 und 700 pg/ m* wurden in
Anlehnung an die Literatur ausgewéhlt, in der hdufig Expositionen bei 800 - 2000 pg/ m? (0,4
bis 1,0 ppm) beschrieben sind [Becker et al., 1991, Gilmour et al., 1993, Devlin et al., 1994].
Allerdings treten solch hohe Konzentrationen in unseren Breiten in der Umwelt kaum auf,
weswegen hier zusitzliche, wesentlich niedrigere und daher umweltrelevante Konzentrationen
mit 300 und 150 pg/ m* erforderlich sind. Diese Ozonkonzentrationen werden in den
Sommermonaten an zahlreichen Orten Deutschlands erreicht oder gar {iberschritten, z.B. auch

im Zentrum Heidelbergs, wie Tabelle 5.1 belegt.
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1992 1993 1994 1995 1996
Mai 522 232 98 237 18
Juni 223 224 208 99 106
Juli 265 154 453 337 62
August 213 194 198 315 69

Tabelle 4.1. /2-Stunden-Mittelwertmaxima [pg/ m?*] in Heidelberg in den Sommermonaten
[Quelle: Amt fiir Umweltschutz und Gesundheitsforderung der Stadt Heidelberg (1996)]

Die Tabellen 1.1 und 5.1 belegen, daB in den Sommermonaten immer wieder
Ozonspitzenwerte auftreten, die im Bereich oder oberhalb der von der EU festgesetzten
Schwellenwerte (1Std.-Mittelwerte) von 180 pg/m’ (Grenzwerte fiir die Unterrichtung der
Bevolkerung) bzw. 360 ug/ m* (Schwellenwert fiir die Auslosung des Warnsystems) liegen
(EU Richtlinie 92/72/EWG vom 21.09.92). Die Air-Quality-Guidlines (Richtwerte ohne
gesetzliche Verbindlichkeit), 1987 herausgegeben von WHO-Regionalbiiro Europa, betragen
150 - 200 pg/m? (1 Std. Mittelwert).

Die in der Arbeit verwendeten umweltrelevanten Konzentrationen von 150 und 300 pg
Ozon/ m?, denen die Zellen in Kurzzeitexpositionen ausgesetzt wurden, liegen somit innerhalb

der hier aufgefiihrten Spitzenwerte.

4.2 Ozonwirkung

4.2.1 Zytotoxischer Effekte

Ozonexposition fiihrt in unseren Experimenten bereits bei einer Konzentration von 300pg/m?
zu einem signifikanten Ansteigen der extrazelluliren LDH-Konzentration. Dieser Effekt ist
auf eine direkte Zellschiddigung der AM zuriickzufiihren. Gleiche Wirkung kann bei nahezu
allen in vitro untersuchten Zell- und Expositionssystemen aufgezeigt werden [Mayer und
Branscheid, 1992; Devlin et al, 1994]. Dabei handelt es sich jedoch nicht um einen
ausschlieBlich in vitro auftretenden Effekt. Nach Ozonatmung von Probanden findet man in
der BAL ebenfalls einen signifikanten Anstieg der LDH-Konzentration, der auf eine
ozonbedingte Zellschiadigung auch in vivo hindeutet [Devlin et al., 1991; Aris et al 1993]. Der
zytotoxische Effekt ist nicht typisch fiir AM von Patienten, man findet ihn gleichfalls nach
Ozonexposition der AM gesunder Probanden [Devlin et al, 1994].
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4.2.2 Spontane Zytokinfreisetzung der AM

Entzlindungsprozesse sind eine Folge von Reaktionen mit der Zielsetzung, die Ausbreitung
einer Gewebeschddigung oder eines Infektionserregers einzudimmen. Zelluldre und humorale
Mechansimen interagieren dabei in einem komplexen Netzwerk. Im Mittelpunkt dieses
Netzwerkes steht der Alveolarmakrophage, der mit seinen Mediatoren den Verlauf
entzlindlicher Prozesse der Lunge steuern kann. Neben seinen physiologischen Aufgaben wie
Phagozytose von inhalierten Mikroorganismen, Partikeln, Zellderitus usw., sind AM und ihre
Mediatoren allerdings auch an einer ganzen Reihe von pathophisiologischen Verédnderungen
direkt oder indirekt beteiligt. Die in der vorliegenden Studie ausgewéhlten Zytokine sind
zentrale Mediatoren der Entzlindungskaskade und spielen als proinflammatorische Effektor
bei den untersuchten Lungenerkrankungen wahrscheinlich eine Rolle [Sibille und Reynolds,
1990] . IL1, TNF und IL8 steuern u.a. den Einstrom der Neutrophilen in die Lunge und
aktivieren diese [Kelley, 1990] . Die aktivierten Neurophilen und ihre freigesetzten Produkte
wie Sauerstoffanionen, Myeloperoxidase, Elastase, Collagenasen, sowie weitere Proteasen
spielen bei der Pathogenese der Lungenfibrose, sowie den chronisch obstruktiven
Lungenerkrankungen (Bronchitis, Emphysem) eine wichtige Rolle [Hunninghake et al, 1981,
Calhoun und Kelley, 1993]. Eine erhohte Freisetzung dieser Zytokine nach Ozonexposition
hitte eine Verstirkung der Entziindungsreaktion und damit eine erhohte Gewebsschadigung
zur Folge. IL1 und TNF beeinfluBen auBerdem die Expression und Freisetzung von Zytokinen
(z.B. 1IL8), Wachstumsfaktoren (z.B. Fibronektin) und Adhisionsmolekiilen (z.B. ICAM-1)
von Bronchialepithelzellen und Lungenfibroblasten [Sibille und Reynolds, 1990, Kelley,
1990, Calhoun und Kelley, 1993, Costabel,1996].

Die in dieser Arbeit bei der Untersuchung der Zytokinsekretion ermittelten Ergebnisse zeigen
fiir das Gesamtkollektiv und alle verwendeten Ozonkonzentrationen im Mittel einen diskreten
Anstieg in der IL1o—, IL1B- und IL8-Sekretion im Vergleich zur luftexponierten Probe. Die
TNF-Freisetzung wird dagegen durch das Schadgas bei den hohen Konzentrationen im Mittel
signifikant reduziert, bei den umweltrelevanten Konzentrationen ist diese Minderung

allerdings wesentlich schwicher ausgepragt.

Im Rahmen unserer Studie wurden AM aus Patienten mit unterschiedlichen Erkrankungen der
Lunge isoliert. Inwieweit die bestehende Vorerkrankung Einfluf auf die Ozonantwort der AM
hat, wird bei der Unterteilung des Gesamtkollektivs in die Gruppen Sarkoidose, Fibrose und

chronische Bronchitis deutlich.
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Die Sarkoidose ist eine systemische Granulomatose unbekannter Atiologie, die in 90% der
Félle mit einer Lungenbeteiligung einhergeht [Kirsten, 1996a, b]. Da schon unstimulierte
BAL-Zellen aus diesen Patienten im Vergleich zu Lungengesunden erhohte IL1B-, IL6-,
TNFo- und GM-CSF-Sekretionen aufweisen [Prior et al., 1996], konnte ecine weitere
Stimulation durch Ozon zu einer Verstirkung der durch die Zytokine in vivo hervorgerufenen
Effekte bzw. Folgereaktionen fiihren. Auch in unserer Studie weisen die AM von
Sarkoidosepatienten im Vergleich zu Bronchitikern und Fibrosepatienten die hdochste
Basisfreisetzung der untersuchten Zytokine auf. Allerdings kann im Mittel keine durch Ozon
hervorgerufene spezifische Verdnderung der Zytokinsekretion fiir diese oder eine andere
Gruppe ermittelt werden. Obwohl bei einzelnen Patienten sehr wohl ein Anstieg oder auch
eine Hemmung in der Zytokinfreisetzung auftritt, was auf eine Personen-spezifische und nicht
auf eine Krankheits-spezifische Stimulation schlieBen 148t, findet innerhalb der
Sarkoidosepatienten keine Gruppen-spezifische Anderung statt. Diese Resultate decken sich
weitgehend mit den Ergebnissen von Vorversuchen die zusammen mit der Arbeitsgruppe von
Prof. A. Seidel an einer sehr kleinen Serie von Patienten-AM bei hoherer Ozonkonzentration

mit dem Wippe-Expositionssytem erzielt wurden [Mosbach et al, 1994].

Bei der Lungenfibrose spielen zu Beginn der Erkrankung hochstwahrscheinlich aktivierte AM
und PMN eine wichtige Rolle. Durch deren initiale Schiddigungen des Lungengeriists und der
extrazelluldren Matrix werden Fibroblasten zur Proliferation angeregt, was schlie8lich mit
einem irreversiblen Umbau des Lungengeriists endet [Costabel, 1996]. Es ist auch bekannt,
daB die AM aus Fibrosepatienten in erhohtem Malle chemotaktische Verbindungen
sezernieren [Wesselius et al., 1984]. Dazu gehort auch Fibronektin, das ein Wachstumsfaktor
fiir Fibroblasten ist [Bitterman et al., 1983, Costabel, 1996] und somit ebenfalls zu einer

Aktivierung der Kollagen-produzierenden Zellen beitrégt.

Aus Tierversuchen ist bekannt, da3 Ozon bei verschiedenen Spezies Verdnderungen dhnlich
der Lungenfibrose induzieren kann [Last et al., 1979, Fukase und Hashimoto, 1982], die auch
nach ldngerer Erholung der Tiere in sauberer Luft Bestand hat [Gross und White, 1987]. Die
im Rahmen der Untersuchungen dieser Autoren beobachteten entziindlichen Prozesse in der
Lunge scheinen vorwiegend auf Makrophagen zuriickzugehen [Castleman et al., 1973,

Hotchkiss et al., 1989].
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In der vorliegenden Studie weisen die Patienten mit Lungenfibrose im Vergleich mit den
anderen beiden Gruppen (Sarkoidose, chronische Bronchitis) eine hohe PMN-Zahl in der
BAL auf. Dieser Befund zeigt Ubereinstimmung mit bekannten Literaturdaten, die sowohl in
Lungenbiopsien als auch in der BAL von Fibrosepatienten erhohte PMN-Werte nachgewiesen
haben [Crystal et al., 1974, Reynolds et al., 1977]. In vitro konnte gezeigt werden, da3 AM
aus Fibrosepatienten spontan Mediatoren wie z.B. IL8 freisetzen, die chemotaktisch auf PMN
wirken [Hunninghake et al., 1981, Sibille und Reynolds, 1990, Carr¢ et al., 1991]. AM sind
eine Hauptquelle fiir IL8 in den Lungenalveolen, weswegen deren IL8-Freisetzung im
Rahmen dieser Arbeit untersucht wurde. Daneben konnen auch Bronchialepithelzellen und
Fibroblasten nach entsprechender Stimulation, z.B. mit TNF dieses chemotaktische Zytokin
sezernieren. Die hier durchgefiihrten Untersuchungen zeigen aber weder in der
Basisfreisetzung der AM von Fibrosepatienten noch nach zusétzlicher Ozonexposition der

Zellen eine generell erhohte IL8-Sekretion.

Es ist bekannt, daf3 die Umwelt belastende Faktoren und vor allem auch das Zigarettenrauchen
einen EinfluB auf Husten und Sputumproduktion haben [Vedal, 1995]. Treten starker
produktiver Husten im Laufe von 2 Jahren fiir mindestens 3 Monate pro Jahr auf, so leidet der
Patient laut WHO-Definition an einer chronischen Bronchitis. Da ein Grofteil der Patienten
(90-95%) mit dieser Diagnose auch Raucher ist, 146t sich der zusitzliche Einflul von Ozon im
Rahmen epidemiologischer Studien nur schwer abschitzen [Vedal, 1995, Schwartz, 1994]. Es
scheint allerdings bei Rauchern zu geringeren Abnahmen in der Lungenfunktion und
allgemeinen Symptomen in der Ozonantwort zu kommen als bei Nichtrauchern [Frampton et
al., 1997]. Ob diese abgeschwicht vorliegenden Effekte auf einer Adaptation der Zellen an
Schadstoffbelastungen oder auf einer Vorschiddigung beruhen, ist nicht bekannt. Die
Bronchitikerin unserer Studie wiesen eine hohe AM-Zahl in der BAL auf, was offensichtlich
mit der hohen Anzahl an Rauchern in diesem Patientenkollektiv zusammenhéngt. Bei diesen
Patienten laufen, induziert durch den Zigarettenrauch, permanent entziindliche Prozesse in der
Lunge ab [Sibille und Reynolds, 1990]. Die Basisfreisetzung des TNFa ist bei den AM von
Bronchitikern am geringsten, verglichen mit den anderen beiden Krankheitsbildern, aber auch
hier ist nach Ozonexposition keinerlei krankheitsspezifische, sondern eine individuelle

Reaktion der AM feststellbar.
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4.2.3 LPS-induzierte Zytokinsekretion der AM

LPS oder Endotoxin ist ein Zellwandbaustein Gram-negativer Bakterien und induziert in
isolierter Form eine Vielzahl von Wirkungen, die als ,,bakterielle Sepsis® bekannt sind. LPS
aktiviert das Monocyten/ Makrophagensystem, was u.a. in einer Freisetzung
proinflammatorischer Zytokine resultiert, z.B. IL1, TNF, TGF-8, IL8 oder IL6 [Leonhard und
Yoshimura, 1990, Rietschel et al., 1993, Xing et al., 1994].

Wie sich eine zusitzliche Ozonexposition auf die LPS-induzierte Zytokinfreisetzung auswirkt,
ist in dieser Arbeit bei verschiedenen Ozonkonzentrationen (150, 300, 700 und 1000 pg/ m?)
untersucht worden. Das Schadgas reduziert die LPS-induzierte Sekretion des Markerzytokins
TNFa teilweise um mehr als 40%, wobei eine anndhernd konzentrationsabhingige Minderung
erkennbar ist. Auch die IL6-Sekretion wird unter den gegebenen Versuchsbedingungen bei
allen Ozonkonzentrationen stark vermindert. Allerdings wurden die Messungen der Sekretion
nicht zum optimalen Zeitpunkt durchgefiihrt, so da3 zu einem spéteren Messzeitpunkt (6-8 h
post-Aktivierung) wahrscheinlich groflere und ggf. deutlichere Differenzen zwischen ozon-
und luft-exponierten AM zu erwarten sind. Die LPS-induzierte IL1o—, IL1B- sowie ILS8-
Freisetzung wird durch Ozon unter den gegebenen Bedingungen wenig beeinfluflt und ist im

Vergleich zur gepaarten Luftkontrolle praktisch unveréndert.

Der Vergleich mit den relativ spérlichen Literaturdaten zur Untersuchung von Ozonwirkung
auf humane AM ist aufgrund der methodischen Unterschiede (Expositionssystem,
Expositionsbedingungen und Probandenauswahl) nur begrenzt moglich. Trotzdem lassen sich
einige Ubereinstimmungen aufzeigen. Becker et al. [1991] fanden mit einem Wippesystem
nach 2-4-stiindiger Exposition bei sehr hoher Ozonkonzentration (1ppm = 2000 pg/m?) keine
signifikante Anderung in der spontanen TNFa-, IL1- und IL6-Sekretion mit AM gesunder
Probanden. Nach LPS-Aktivierung trat jedoch eine deutlich verminderte Zytokinfreisetzung
auf. Zusitzlich beschrieben sie eine verminderte Phagozytoseleistung der AM nach

Ozonexposition.

Unsere Daten, die mit AM von Patienten mit manifester Lungenerkrankung gewonnenen
wurden, ergaben bereits bei umweltrelevanten Ozonkonzentrationen und nach nur
einstiindiger ~ Exposition  eine  vergleichbare = Hemmung der  LPS-induzierten
Zytokinfreisetzung, insbesondere fiir TNF das Markerzytokin der AM-Aktivierung. Der
Vergleich der Daten zeigt, dal die Untersuchungskollektive in beiden Studien trotz der
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unterschiedlichen gesundheitlichen Voraussetzungen im Mittel sehr dhnlich auf das Schadgas
reagieren. Neuere Untersuchungen von Devlin et al. [1994] ergaben nach 10-20 miniitigen
Kurzzeitexposition bei 200 pg und nachfolgender Zellkultivierung von nur 1-2 h keine
signifikant unterschiedliche IL6- und IL8-Freisetzung bei AM gesunder Probanden.
Andererseits fanden Arsalane et al (1995) einen Anstieg der Zytokine IL163, IL8 und TNFo
nach 0,4 ppm Ozon sowie von TNFa nach 0,1, 0,2 und 1 ppm Ozon mit Am gesunder
Probanden (Raucher). Im Trend finden wir dhnliche Resultat fiir IL18 und IL8, fiir TNFo
ermitteln wir bei den Patient eher eine Hemmung der Freisetzung, insbesondere bei hoher
Ozonkonzentration. Die Unterschiede zur vorgenannten Arbeitsgruppe konnen sowohl in der
Probandenzusammensetzung, als auch durch den unterschiedliche Experimentellen Ansatz
begriindet sein. Arlsalane et al fiihrten ihrer Zytokinmessung erst 18 h nach der Exposition
durch. In unserer Studie wurden die Kulturiiberstinde bereits nach 4 h gemessen. Arsalane et
al kultivierten die AM wihrend der 18 h in serumhaltigen RPMI-Kulturmedium. Dieses
Medium enthélt u.a. eine hohe Konzentration an Antioxidantien wie z.b. Glutathion, die in
dem von uns verwendeten Medium (DMEM, serumfrei) nicht vorhanden waren. Wie bereits
von diese Arbeitsgruppe diskutiert scheint die ozoninduzierte Zytokinproduktion erheblich

von den Kulturbedingungen abzuhingen.

4.2.4 Auswirkung von Ozon auf den LPS-Rezeptor CD14

Wie Uppu et al. [1995] an Membranen von roten Blutkorperchen nachgewiesen haben,
entfaltet Ozon seine schiadliche Wirkung an der Zellmembran. Es werden sowohl die darin
enthaltenen Proteine als auch ungesittigte Fettsduren durch Ozon oxidiert. Verschiedene
Aminosduren werden durch das Gas ozonisiert, unter anderem auch Cystein, das bei der

Bildung der Tertidrstruktur von Proteinen eine wichtige Rolle spielt [Pryor et al., 1983].

In der Annahme, da3 der Hemmung der LPS-induzierten TNF-Freisetzung ein ozoninduzierter
Rezeptordefekt zugrunde liegt, wurden weitere Untersuchungen zur Funktion des auf AM
exprimierten LPS-Rezeptors (CD14-Molekiil) durchgefiihrt []. Dieses 55 kDa grof3e Protein
ist ein myeloides Differenzierungsantigen [Morrison et al., 1993, Striz et al., 1995], das iiber
einen Glycosylphosphatidylinositol-(GPI-) Anker in der Zellmembran verankert ist [Haziot et
al., 1988]. Um mit einem kontinuierlich vorhandenen Zellmodell arbeiten zu kdnnen, wurde
auf die murine Makrophagenlinie J774A.1 zuriickgegriffen. Deren LPS-Rezeptor weist eine

66%-ige Homologie mit humanen CD14 auf [Ferrero et al., 1990].
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J774A.1-Makrophagen zeigen nach Ozonexposition eine &dhnlich Hemmung der LPS-
induzierten TNF-Freisetzung wie humane AM. Sie sind deshalb ein adidquates Modell, um

den zugrundeliegenen Mechanismus dieser Hemmung zu untersuchen.

Im LPS-Bindungsassay findet man bei ozonexponierten J774A.1-Zellen (300pg/m?)
gegeniiber luftexponierten Kontrollen eine um 44% geringere Bindung von
fluoreszenzmarkiertem LPS. Dies weist auf eine funktionelle Beeintrichtigung des LPS-
Rezeptors hin. Die Bindung eines spezifische CD14-Antikorpers, der Hinweise auf die Menge
an vorhandenen Rezeptormolekiilen pro Zelle gibt, wird nach Ozonexposition jedoch kaum
verdndert. Die Ergebnisse demonstrieren eine funktionelle Schidigung der LPS-Rezeptoren

bei umweltrelevanter Ozonkonzentration.

Dieses Ergebnis steht im Zusammenhang mit Befunden, nach denen weitere Rezeptor-
vermittelte Funktionen bei AM aus Médusen oder humanen Probanden nach Ozonexposition
beeintrachtigt sind. So ist z.B. in vivo die Clearence von Gram-positiven Bakterien nach
dreistiindiger Ozonexposition mit 0,4 ppm stark vermindert [Gilmour et al., 1993]. Auch die
rezeptorvermittelte Phagocytose humaner AM wird durch Ozon sowohl ex vivo (0,08 ppm,
2 h) als auch in vitro (0,5 ppm, 4 h) beeintriachtigt [Becker et al., 1991, Devlin et al., 1991].
Alle diese Befunde stiitzen die Erkenntnis, dall Ozorn in vivo neben den akuten Reaktionen im
Bereich der lungenfunktionellen Parameter einen duBlerlich erst mit Verzogerung sichtbaren

Einfluf auf wichtige Bereiche der Infektabwehr haben kann.

4.3 SchluBlfolgerungen

Die Ergebnisse zeigen, dal Ozon bereits bei umweltrelevanten Konzentrationen an AM

funktionelle Schdaden hervorruft und die Zytokinfreisetzung moduliert.

Die Variabilitit der Ozonantwort beziiglich der spontanen Zytokinfreisetzung in Hohe und
Richtung (Stimulation/Hemmung) und von Patient zu Patient, 148t keine fiir die verschiedenen
Patientengruppen spezifische bzw. typische Reaktion erkennen. Die Ozonantwort der AM
scheint von individuellen noch unbekannten Faktoren der Patienten abzuhidngen. Zumindest
bei einigen Patienten, deren AM nach Ozon einen entsprechenden Mediatoranstieg aufwiesen,

muB jedoch mit einer Verschlimmerung der individuellen Entziindung gerechnet werden.

Die stirksten Ozoneffekte in Form einer Hemmung von z.B. TNF findet man nach

zusatzlicher Aktivierung der AM mit Endotoxin (LPS), einer Zellwandkomponente Gram-

43-



Diskussion

negativer Bakterien. Diese Hemmung beruht wahrscheinlich auf einer funktionellen
Schiadigung der membrangebundenen LPS-Rezeptoren. Die starke Hemmung der LPS-
induzierten Zytokinfreisetzung nach Ozonexposition zeigt, daBl Mechanismen in

Mitleidenschaft gezogen werden, die in Zusammenhang mit der Infektabwehr stehen.

Um eine Anndherung an die in vivo herrschenden Bedingungen zu erreichen und um das
komplexe Zusammenspiel (,,Zytokinnetzwerk*) der verschiedenen in der Lunge lokalisierten
Zellsysteme besser zu verstehen, sind weitere Experimente in Richtung einer Co-Kultur von

AM mit anderen Lungenzellen, wie Epithelzellen oder Fibroblasten, notwendig.
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