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In vitro-Untersuchungen zum Einflul von Ozon auf Immunfunktionen von Alveolar-
makrophagen.

In der vorliegenden Arbeit wurde der EinfluB von Ozon auf die Morphologie und Cytokinfrei-
setzung von Rinderalveolarmakrophagen (RAM), humanen Alveolarmakrophagen (HAM) und zu
Makrophagen differenzierten HL-60 Zellen untersucht. Die Inkubation mit 0.25 bis 2.5 ppm Ozon
wurde in zwei verschiedenen Expositionssystemen durchgefiihrt, die insofern realititsnahe in vitro-
Modelle darstellten, als sie einen direkten Kontakt der Zellen mit dem Gas ermdglichten.

Ozon fiihrte bei Rinderalveolarmakrophagen zu einem konzentrations- und zeitabhingigen Anstieg
der Freisetzung des Tumor Nekrose Faktors oo (TNF), eines chemotaktischen Faktors (ChF) fiir
Makrophagen und eines chemotaktischen Faktors fiir neutrophile Granulozyten (vermutlich C5a und
IL8). Diese Effekte sind teilweise schon bei 0.25 ppm Ozon sehr ausgeprigt.

Die Phagozytose von Latex-Partikeln fiihrte bei RAM zu keiner Verinderung der Cytokinsekretion,
wiihrend die Phagozytose von Quarz- und denaturierten Albumin-Partikeln eine Freisetzung von
TNF und ChF fiir Makrophagen bewirkte. Durch die Kombination von Ozon mit einer vorangehen-
den Phagozytose kam es jedoch bei keinem der Stdube zu einem synergistischen Effekt.

Die Zugabe von Dipalmitoyllecithin bewirkte einen geringeren Vitalititsverlust und eine Verminde-
rung des Anstieges der Mediatorfreisetzung. Auch Vitamin E zeigte diesbeziiglich einen Schutz-
effekt, der allerdings nur bei Vorinkubation der RAM auftrat.

Die Untersuchungen mit den humanen AM zeigten, dal RAM und HAM beziiglich der Freisetzung
von TNF und IL8 nach Ozonbehandlung weitgehend iibereinstimmten. Eine Sonderstellung nahmen
die HAM von Sarkoidose-Patienten ein, deren Cytokinsekretion durch Ozon zum Teil gehemmt
wurde. Die Makrophagen-dhnlichen humanen HL-60 Zellen konnten durch Ozon zwar zur Frei-
setzung chemotaktischer Faktoren und IL6, nicht aber zur TNF-Sekretion stimuliert werden.

Aus den Ergebnissen kann geschlossen werden, dal Ozon in vergleichsweise geringen Konzentratio-
nen immunologische Funktionen von Alveolarmakrophagen beeinflussen kann. Es gibt jedoch dies-
beziiglich keine Hinweise auf synergistische Effekte bei einer Kombination von Ozon mit Staub-
partikeln.

In vitro-Studies on the Effects of Ozone on Immunofunctions of Alveoloar Macrophages

The influence of ozone on the morphology and cytokine release by bovine (BAM) and human
(HAM) alveolar macrophages as well as by macrophage-like HL-60 cells was investigated. The
exposure with 0.25 - 2.5 ppm ozone was performed in two different systems which allowed direct
contact between ozone and the cells. With BAM ozone induced the release of Tumor Necrosis
Factor o (TNF), a chemoattractant (ChF) for macrophages and a chemoattractant for neutrophils
(probably C5a and IL8 respectively). These effects to some extent are already well defined with
0.25 ppm ozone.

The phagocytosis of latex-particles was without any effects on BAM whereas the phagocytosis of
quartz or denatured albumin-particles caused the release of TNF and ChF for macrophages. No
synergistic effects were observed by combination of particles with ozone.

The addition of dipalmittoyl lecithin was followed by a protective effect concerning loss of viability
and mediator release. Analogous results were obtained by preincubation with vitamin E.

The results obtained with HAM were similar to those with BAM. However, in case of cells from
sarcoidosis patients ozone could even show an inhibitory effect on cytokine production. After ozone
exposure, the macrophage-like human HL-60 cells released chemotactic factors and IL6 but not
TNF.

The results show that comparatively low concentrations of ozone can influence immunological
functions of alveolar macrophages. There is, however, no evidence of synergistic effects between
particles and ozone.
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1. Einleitung

Ozon ist ein Reizgas mit stark oxidativem Potential, dessen gesundheitsschiadigender Einfluf3
insbesondere auf den Respirationstrakt aus zahlreichen Studien bekannt ist. In der Tropo-
sphare, d.h. in den unteren Luftschichten bis ca. 12 km Hohe, ist die Ozonkonzentration in
den Sommermonaten der letzten Jahre erheblich angestiegen.

Die natiirliche Ozonentstehung findet in der Stratosphire in 12 bis 50 km Hohe statt, indem
molekularer Sauerstoff (O,) nach Absorption ultravioletter Strahlung (< 248 nm) in Atome
zerfillt, die wieder mit molekularem Sauerstoff zu Ozon (O5) reagieren (Kay und McFarland,
1991). Diese Schicht ist wichtig fiir das Leben auf der Erde, da sie die gefihrliche kurzwellige
UV-Strahlung der Sonne abschirmt.

Von der Stratosphére gelangt das Ozon durch Vermischungsprozesse in die Troposphére und
erreicht nattirlicherweise Konzentrationen von 0.02 bis 0.03 ppm. Lediglich in Bergregionen
konnen hohere Konzentrationen durch Absinkprozesse aus groBeren Hohen gemessen wer-
den. So sind Spitzenwerte von tiber 0.1 ppm beispielswéise im Hochschwarzwald keine
Seltenheit (Umweltbundesamt/VDI-Nachrichten, 1993). Atmosphirische Ozonkonzentra-
tionen, die die natiirlichen "Hintergrundwerte" iiberschreiten, beruhen auf der Entstehung von
photochemischem Smog. Besonders in Ballungsgebieten, wo die Konzentrationen der lokalen
Vorldufer Stickoxide, Kohlenmonoxide und Kohlenwasserstoffe aus dem Kraftverkehr sehr
hoch sind, erfolgt unter dem Einfluf} des Sonnenlichtes eine Photooxidation, die zur Ent-
stehung grofler Mengen Ozon fiihrt (Wardlaw, 1993). Stickstoffdioxid (NO,) gilt als Vorléu-
fer des Ozons, da es durch Photolyse zu Stickstoffmonoxid (NO) und atomarem Sauerstoff
(O) zerfillt. Dieser atomare Sauerstoff verbindet sich mit dem Luftsauerstoff zu Ozon.
Stickstoffmonoxid reagiert nun mit Ozon zuriick und es kommt zur Entstehung eines dyna-

mischen Gleichgewichts:

N02+02+hVCZ>NO+O3

Hohere Ozonkonzentrationen entstehen dadurch, daB3 andere Radikale in das Reaktionsge-
schehen eingreifen und NO zu NO, oxidieren. Hierbei handelt es sich um HO,- Radikale und
Peroxiradikale, die aus Kohlenwasserstoffradikalen durch Reaktion mit Sauerstoff entstehen
(Elstner, 1990).

DaB fiir die Ozonbildung neben der Sonneneinstrahlung in erster Linie antropogene Schad-
stoffquellen verantwortlich sind, bestitigen die hohen Maximalwerte in GroBstidten wie z.B.
Los Angeles. Aber auch in Deutschland wurde nach Auskunft der Landesanstalt fir Umwelt-
schutz Baden-Wiirttemberg (LfU) im Jahr 1992 18 mal der Halbstundenwert von 300 pg/m?3
Ozon (entspricht 0.15 ppm) iiberschritten. Am 8.8.1992 wurde der hochste Wert Baden-
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Wiirttembergs mit 362 pug/m3 (entspricht 0.181 ppm) in Wiesloch gemessen. In der Regel
werden die hochsten Konzentrationen am spiten Nachmittag erreicht (Umweltbundesamt,
1991).

Die hohen Ozonkonzentrationen in den Vorstidten und lindlichen Gebieten beruhen auf dem
Transport der Lufimassen durch aufkommende Winde. In den Stidten sinken mit Einbruch
der Dunkelheit die Ozonwerte stark ab, was auf die NO-Emmission wihrend der abendlichen
Hauptverkehrszeit und die fehlende Sonneneinstrahlung zuriickzufiihren ist. In den landlichen
Gebieten erfolgt dagegen keine solche massive Emmission von NO, so daf3 dort das
Konzentrationsniveau weitgehend iiber Nacht erhalten bleibt (Umweltbundesamt, 1991;
Wardlaw, 1993). 1993 wurde beispielsweise in der Woche vom 2. bis 8. Juli ein Spitzenwert
von 284 pg/m3 (entspricht 0.142 ppm) in Witzenhausen (Hessen) gemessen (Umweltbundes-
amt/VDI-Nachrichten, 1993).

Der MIK (maximale Immissionskonzentrations)-Wert, der die Schwelle angibt, unterhalb der
eine Belistigung im Sinne des Wohlbefindens des Menschen ausgeschlossen ist, betrégt

120 ug/m3 als Halbstundenwert (entspricht 0.06 ppm). Der EU-Wert von 180 pg/m3 als
1-Stundenwert (entspricht 0.09 ppm) ist der Schwellenwert fiir die Unterrichtung der Bevol-
kerung,

Abgesehen von Schadstoffaufnahmen tiber die Haut oder die Schleimhiute der Augen geht
der Hauptwirkungspfad der Luftverunreinigungen im menschlichen Korper tiber den Atem-
trakt. Aus zahlreichen in vivo-Experimenten und epidemiologischen Studien ist die Beein-
trachtigung der Lungenfunktionen durch Ozoneinwirkung bekannt: Nach Exposition von ge-
sunden jungen Ménnern mit 0.08 ppm Ozon fiir 6.6 Stunden bei leichter Arbeit fanden
McDonnell et al. (1991) eine Verminderung der forcierten Vitalkapazitit (FVC) und des
forcierten expiratorischen Sekundenvolumens (FEV (), sowie eine signifikante Erhéhung des
Atemwegswiderstandes und der Atemwegsreaktivitdt. Auch Horstman et al. (1991)
bestétigten, daf} natiirlich vorkommende Ozonkonzentrationen (0.012 ppm, 6.6 Stunden pro
Tag) bei normaler Aktivitit der Versuchspersonen einen Riickgang des forcierten expiratori-
schen Volumens auslosten. Allerdings kam es am zweiten und dritten Tag der Ozonexposi-
tion bereits zu einer Abschwichung der Antwort. Im Gegensatz dazu ging die durch Ozon
erhohte Atemwegsreaktivitdt nach Metacholin-Provokation nicht zuriick. Bei Hunden nahm
nach zweistiindiger Exposition mit 0.5 ppm Ozon die Compliance (Lungendehnbarkeit) ab,
wihrend auch hier der Atemwegswiderstand zunahm (Fouke et al., 1991). Kinney et al.
(1989) untersuchten die Lungenfunktion von Kindern in Tenessee liber einen Zeitraum von
zwei Monaten und konnten einen Zusammenhang zwischen der Ozonkonzentration und
Kurzzeit-Lungenfunktionsveranderungen (FEV, FVC) nachweisen. Neben der Beeintrichti-
gung der allgemeinen Lungenfunktionen konnten Horstman et al. (1991) auch eine erhohte
Proteinmenge in der bronchoalveoliren Lavagefliissigkeit nach zweistiindiger Exposition mit
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0.4 ppm Ozon zeigen. Andere Autoren beschrieben einen Anstieg der Glucose-6-Phosphat-
Dehydrogenase, der Glutathion-Peroxidase (Rietjens et al., 1985) und des Kollagengehaltes
(Choi et al., 1994), Epithelzellveranderungen (Pinkerton et al., 1993) und den Influx von
Makrophagen und neutrophilen Granulozyten in die Lunge von Ratten (Bassett et al., 1988;
Chang et al., 1992; Hiroshima et al., 1987; Shima und Adachi, 1991),

Epidemiologische Untersuchungen mit Kindern wiesen auf einen méglichen Zusammenhang
zwischen erhohten Ozonkonzentrationen und dem Risiko fiir Atemwegserkrankungen hin
(Romieu et al., 1992). Auch Frischer et al. (1993) folgerten aus ihren Untersuchungen mit
Kindern, daB Ozon eine reversible Entziindungsantwort der Atemwege initiiert. Es ist sehr
auffillig, daf zahlreiche epidemiologische Studien mit Kindern durchgefiihrt wurden. Kinder
sind offensichtlich von Luftschadstoffen stirker betroffen als Erwachsene, da sie relativ zu
ihrer Grofe einen erhohten Sauerstoffbedarf haben, und damit ihre Atemfrequenz hoher ist.
AuBerdem verbringen sie hdufig mehr Zeit im Freien als Erwachsene (Reigart et al., 1993).
Eine weitere Gruppe, die besonders empfindlich auf erhohte Ozonkonzentrationen reagiert,
sind Allergiker und Asthmatiker, die eine Steigerung der bronchialen Allergieempfindlichkeit
nach Ozonexposition zeigten (White et al., 1994, Rusznak et al., 1994; Jorres et al., 1993;
Molfino et al., 1991; Eltschka et al., 1991).

Diese hier aufgefiihrten Untersuchungen sprechen dafiir, daB durch Ozon zunichst zellulire
immunologische Funktionen betroffen sind. Da Ozon ein schlecht wasserlosliches Gas ist,
wird es nicht wie beispielsweise SO, bereits in den oberen Atemwegen resorbiert, sondern ein
grofier Teil dringt tief in die Lungenperipherie bis zu den Alveolen vor (Hu et al., 1992). Hier
werden neben den Epithelzellen die Alveolarmakrophagen, die eine Quelle wichtiger proin-
flammatorischer Mediatoren darstellen, von dem Schadgas angegriffen.

Vor diesem Hintergrund erscheinen die Untersuchungen zur Ozonwirkung auf die Immun-
funktionen von Alveolarmakrophagen von besonderem Interesse. In der vorliegenden Arbeit
wurden durch bronchoalveoldre Lavage AM aus Rinderlungen und menschlichen Lungen
isoliert und in vitro mit verschiedenen Ozonkonzentrationen exponiert. AuBerdem solite
untersucht werden, ob zu Makrophagen differenzierte HL-60 Zellen als Modell fiir diese
Experimente geeignet sind.

Die in vitro-Versuche mit isolierten AM bzw. mit der Zellinie haben gegeniiber in vivo-
Experimenten den Vorteil, da der EinfluB von Ozon auf eine bestimmte Zielzelle betrachtet
werden kann, d.h. andere Storfaktoren, die bei in vivo-Experimenten die Feststellung einer
moglichen Ursache-Wirkungs-Beziehung erschweren, konnen in diesem System vollstindig
ausgeschlossen werden. Bei der Verwendung von Rinderlungen frisch geschlachteter Tiere
steht eine besonders groBe Anzahl genetisch homogener Zellen zur Verfiigung, die zahlreiche
Parallelansitze ermoglichen und die Ergebnisauswertung erleichtern. Aulerdem bringen
Laboruntersuchungen am Menschen eine Reihe praktischer Einschrinkungen und ethischer
Bedenken mit sich. Ein anderer, bedeutender Aspekt, der sich bei epidemiologischen
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Untersuchungen als Nachteil erweist, ist die Tatsache, daB3 Ozon in Kombination mit anderen
Luftschadstoffen in der AuBenluft auftritt, und daher eine genaue Zuordnung der gemessenen
Effekte schwierig erscheint. Dieses Problem kann durch die kontrollierte Exposition mit dem
Ozongenerator ausgeschlossen werden.

Fir die vorliegenden Experimente wurden zwei verschiedene Expositionssysteme eingesetzt,
die beide den direkten Kontakt der AM mit dem Schadgas ermoglichten. Bei der Inkubation
in der "Voisin-Kammer" wurden die Zellen die gesamte Zeit in Gasphase gehalten, wobei sie
sich mit Hilfe ihrer Pseudopodien, die durch die Membran hindurchgreifen, mit basal befind-
lichem Medium versorgen und von apikal mit Ozon begast werden. Im Gegensatz dazu wur-
den die AM fiir die Exposition auf der "Wippe" nach herkommlicher Art in Kulturflaschen
ausgesit und alternierend mit Ozon und Medium exponiert. Mit beiden Systemen sollte der
Einflu von Ozon in Abhingigkeit von der Konzentration und der Expositionsdauer unter-
sucht werden. Als Parameter hierfiir dienten zunidchst Morphologie, Vitalitit und Freisetzung
der cytoplasmatischen LDH. Um mégliche immunomodulatorische Effekte von Ozon auf
Alveolarmakrophagen zu bestimmen, wurde im folgenden auch die Sekretion der proinflam-
matorischen Mediatoren Tumor Nekrose Faktor o, Interleukin 8, Interleukin 6, sowie die
Freisetzung chemotaktischer Faktoren fiir Makrophagen und fir neutrophile Granulozyten
untersucht.

Der Mensch ist niemals Ozon als alleinigem Schadstoff ausgesetzt, sondern immer einer
Kombination verschiedener gasformiger und partikuldrer Noxen. Eine der Hauptaufgaben
von Alveolarmakrophagen ist es, die Lunge vor inhalierten Staubpartikeln durch Phagozytose
zu schiitzen. In Situationen, in denen sich gréBere Partikelmengen in der Lunge ansammeln,
sezernieren die aktivierten Makrophagen Mediatoren, die in die Pathogenese akuter und
chronischer Lungenerkrankungen involviert sind. In der Literatur gibt es zahlreiche Untersu-
chungen iiber den Einflu3 von Kohle-, Quarz- und Asbeststauben auf den Menschen, beson-
ders im Hinblick auf die Entwicklung einer Fibrose, die mit Veridnderungen der IL1- und
TNF-Sekretion einhergeht (Borm et al., 1992; Gosset et al., 1991, Lassalle et al., 1990).
Auch mit Ratten wurden viele Experimente durchgeflihrt, die eine erhdhte Anzahl von
neutrophilen Granulozyten, Lymphozyten und Alveolarmakrophagen in der bronchoalveola-
ren Lavage, sowie eine verstirkte Cytokinfreisetzung der Alveolarmakrophagen nach SiO,-
Exposition zeigten (Driscoll et al., 1990; Oghiso und Kubota, 1987, Ouellet et al., 1993). Im
Gegensatz dazu gibt es nur wenige Untersuchungen iiber Kombinationswirkungen von Ozon
und Partikeln. Da deren EinfluB} auf die Sekretion proinflammatorischer Mediatoren bislang
noch gar nicht untersucht wurde, sollte in der vorliegenden Arbeit geklirt werden, ob eine
Staubphagozytose mit anschlieBender Ozonexposition zu einer additiven oder moglicher-
weise sogar iiberadditiven Wirkung beziiglich der Cytokinfreisetzung von AM fiihrt.
Hinweise auf ein solches Verhalten gaben Untersuchungen von Morimoto et al. (1993), die
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nach Rauchinhalation und Mineralfaserinkubation bei Rattenalveolarmakrophagen eine
gesteigerte TNF-Sekretion fanden. Im Rahmen der Untersuchungen fuir diese Arbeit wurden
Latex-, Quarz- und denaturierte Albumin-Partikel eingesetzt, wobei mit Latex als Inertstaub

und mit Quarz als toxischem Teilchen zwei Extreme verwendet wurden.

Neben toxischen Staubpartikeln ist das sicherlich bekannteste Stimulans fur die Aktivierung
von Makrophagen eine bakterielle Infektion. Zellmembranen gramnegativer Bakterien
enthalten das Lipopolysaccharid (LPS), dessen Lipid A-Komponente, ein phosphoryliertes
Hexosamin-Disaccharid mit langen Fettsaureketten, die Freisetzung einer Vielzahl von
Cytokinen, Lipidmediatoren und Komplementfaktoren auslost (Rietschel et al., 1982). In
hohen Dosen fiihrt LPS zum septischen Schock (Welbourn und Young, 1992). Da Ozon
ebenfalls in die Freisetzung immunologischer Mediatoren eingreift, war die Untersuchung der
Wirkung einer Kombinationsapplikation von besonderem Interesse. In der Literatur ist zwar
eine allgemeine Steigerung der Empfindlichkeit gegeniiber Bakterieninfektionen nach
Ozonexposition beschrieben (Gilmour et al., 1991 und 1993a und b), allerdings liegen keine
genaueren Erkenntnisse iiber eine mogliche Beeinflussung von Ozon auf die Stimulierbarkeit
der Cytokinsekretion von AM vor. Aus diesem Grund sollte im folgenden untersucht werden,
ob die LPS-induzierte, Rezeptor-vermittelte Mediatorfreisetzung durch eine vorausgehende

Ozonexposition verindert wird.

Mit den fur die vorliegende Arbeit verwendeten Expositionssystemen, die einen direkten
Kontakt der AM mit dem Schadgas ermoglichten, sollte die Situation in der Lunge moglichst
naturgetreu imitiert werden. Allerdings ist in vivo die Oberfliche einer jeden Alveole mit Sur-
factant ausgekleidet. Surfactant setzt sich zu ca. 90% aus Lipiden und zu ca. 10% aus ver-
schiedenen Surfactant-Proteinen (SPA, SPB, SPC und SPD) zusammen. Dipalmitoyllecithin
(DPL) bildet mit 70-80% den Hauptbestandteil des Lipidgehaltes. Die Haupteigenschaft des
Surfactant ist die Verminderung der Oberflichenspannung zur Vermeidung eines expiratori-
schen Kollapses der Alveolen. Daneben wird ihm auch eine mogliche Funktion bei der
Lungenverteidigung zugeordnet (Harwood, 1987, Hamm et al., 1992). Um die verwendeten
in vitro-Systeme der Realitdt noch etwas besser anzupassen, erhielten die Makrophagen vor
Expositionsbeginn einen Zusatz von Dipalmitoyllecithin bzw. von Alveofact, einem kommer-
ziell erhaltlichem Surfactant-Priparat aus Rinderlungen, das seine klinische Anwendung bei
Kindern findet, die mit einem akuten Atemnotsyndrom geboren werden. Mit dieser Versuchs-
anordnung sollte untersucht werden, ob Surfactant die Ozonwirkung auf die AM verdndert,
wobei sowohl eine Verstirkung als auch ein Schutzeffekt denkbar wiren. AuBerdem konnte
eine solche Beeinflussung Hinweise auf den Mechanismus der Ozontoxizitit geben.

Um die Ozonwirkung etwas genauer zu untersuchen, wurde auch Vitamin E eingesetzt.
Vitamin E (oder DL-a. Tocopherol) ist ein wichtiges Antioxidans, das aufgrund seiner lipo-
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philen Eigenschaft in die Membran eindringen kann und so Schutz vor freien Radikalen bietet
(Packer et al., 1979). Seine cytoprotektive Wirkung ist bereits von vielen Autoren
beschrieben worden (Conti et al., 1993; Mayer, 1992; Menzel, 1993). In der vorliegenden
Arbeit sollte gepriift werden, ob durch den Zusatz des Radikalfingers zum Kulturmedium die
Ozon-induzierte Cytokinfreisetzung beeinflut wird. Dies wiirde eine durch Ozon vermittelte
Bildung freier Radikale bestitigen.

Wie bereits oben erwihnt, handelt es sich bei den untersuchten Cytokinen um TNF, IL8, IL6
sowie um chemotaktische Faktoren fiir Granulozyten und Makrophagen. Diese sind wichtige
proinflammatorische Mediatoren, die alle auch bei einer Stimulation der AM mit LPS

sezerniert werden.

Der humane Tumor Nekrose Faktor o hat ein Molekulargewicht von 17 kDa, das Protein
liegt als Trimer vor (Rock und Lowry, 1991). Es wird in erster Linie von stimulierten
Makrophagen und auch von Blut-Monozyten produziert (Martinet et al., 1988; Nii et al.,
1993). Der Tumor Nekrose Faktor erhielt seinen Namen aufgrund seiner Funktion als Aus-
16ser hamorrhagischer Nekrosen bestimmter Tumoren. Spiter zeigte sich, dal TNF ein gene-
reller Entziindungsmediator ist. Als solcher stimuliert er die Synthese von IL6 und IL8
(Sheron und Williams, 1992). Die Injektion von TNF fiihrt zum septischen Schock, der mit
Lungenddemen und Gewebeverletzungen einhergeht und letztlich zum Tod fuhren kann
(Tracey und Cerami, 1989). Bei lokalen Infektionen oder Entziindungen stellt TNF in kleinen
Mengen jedoch einen lebenswichtigen Mediator dar, der die Inmunantwort erhoht (Tracey
und Cerami, 1989). Zu den Wirkungen, die TNF bei Zielzellen verursacht, gehoren u.a. Ver-
dnderungen des Arachidonsdure-Metabolismus (Fletcher et al., 1993; Hayakawa et al., 1991),
Bildung freier Radikale (Das et al., 1990), Fibroblastenproliferation und Kollagenproduktion
der Fibroblasten (Elias und Reynolds, 1990), sowie die Beeinflussung der Neutrophilen-
Chemotaxis (Vollmer et al., 1992; Kownatzki et al., 1988). Zum Teil iiberschneiden sich die
Aktivititen von TNF mit denen von IL1, obwohl beide verschiedene Rezeptoren besitzen
(Van Deuren et al., 1992).

Interleukin 8 ist ein 8 kDa schweres Protein, das aus 79 Aminosduren besteht. Es gehort zu
der sogenannten C-X-C-Gruppe der Chemokine mit einem Glutamin-Rest zwischen seinen
ersten beiden Cystein-Resten und wird von vielen verschiedenen Zellarten nach Stimulation
mit Endotoxin, Phorbolester, TNF oder IL1 sezerniert. IL8, das frither auch mit dem Namen
NAP1 (Neurophil Activating Peptide 1) bezeichnet wurde, sorgt im Falle einer Infektion
dafur, dal3 neutrophile Granulozyten an den Entziindungsort gelockt werden. Daneben indu-
ziert es bei diesen Zellen die Degranulation sowie die Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies
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(Fujishima et al., 1993; Strieter et al., 1992, Baggiolini und Clark-Lewis, 1992, Schroder,
1992).

Bei Interleukin 6 handelt es sich um einen Schliisselmediator der komplexen Kaskade der
Akute-Phase-Antwort. Als solcher ist er involviert in die Entstehung von Fieber, die Synthese
von Akute-Phase-Proteinen und die Erhéhung des Glucocorticoidgehaltes im Serum (Brach
und Herrmann, 1992). Die IL6-Freisetzung kann ebenfalls stimuliert werden durch LPS, TNF
und IL1 (Van Deuren et al., 1992; Evans et al., 1992).

Der Nachweis dieser drei Cytokine konnte fiir humane Makrophagen mit ELISA-Testkits
durchgefiihrt werden. Der von Rinderalveolarmakrophagen sezernierte Tumor Nekrose
Faktor wurde mit der TNF-sensitiven Wehi 164-Zellinie quantifiziert,

Im Falle einer entziindlichen Lungenreaktion sind chemotaktische Faktoren dafur verantwort-
lich, daB3 weitere Abwehrzellen an den Infektionsort gelockt werden, um dort ihre immuno-
logischen Aufgaben zu tibernehmen. Da von mehreren Autoren nach Ozonexposition ein
Anstieg der Zahl der Granulozyten (Koren et al., 1989; Driscoll et al., 1993) und auch der
Makrophagen (Wright et al., 1987; Hotchkiss et al., 1989) in der Lunge beschrieben worden
war, stellten die Untersuchungen zur Sekretion von chemoattraktiv wirkenden Faktoren und
deren grobe Charakterisierung einen wichtigen Aspekt der vorliegenden Arbeit dar. Die
Bestimmung der Konzentration der chemotaktischen Faktoren fiir Makrophagen bzw. fiir
neutrophile Granulozyten in den Kulturiiberstinden erfolgte mit Hilfe von Bioassays. Hierbei
wurde die Migration der Zellen durch die Poren eines Filters (Polycarbonatfilter) bzw. in
einen Filter hinein (Nitrozellulosefilter) ausgewertet.

Durch solche Bioassays kann zwar die chemotaktische Aktivitat der Proben quantifiziert
werden, allerdings liefern sie keine Information iiber die Struktur oder Anzahl dieser Fakto-
ren. Aus diesem Grund sollte mit Hilfe von Antikdrpern gegen bekannte chemotaktische
Faktoren eine nihere Charakterisierung angestrebt werden. Desweitern wurde versucht, das

Molekulargewicht mit Membranfiltrationsexperimenten einzugrenzen.
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Zusammenfassend konnen die Ziele der vorliegenden Arbeit folgendermafBen formuliert

werden:

1. Vergleichende Untersuchungen zum EinfluB} von Ozon auf die Morphologie und die
Cytokinfreisetzung durch

¢ Rinderalveolarmakrophagen
e HL-60 Makrophagen
¢ humane Alveolarmakrophagen

bei direkter Exposition der Zellen mit dem Gas in zwei verschiedenen Expositions-

systemen.

2. Prifung der modifizierenden Wirkung von Partikeln, LPS, Surfactant-Bestandteilen und
Vitamin E auf die Effekte von Ozon.

3. Charakterisierung der Ozon-induzierten chemotaktischen Faktoren fiir Makrophagen und

fur polymorphonukleire neutrophile Granulozyten.
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2. Material und Methoden

2.1. Puffer und Zellkulturmedien
2.1.1. Puffer

PBS
137.0 mM  NaCl
27 mM KCl
09 mM CaCl,
0.5 mM MgCl, x 2H,0
6.5 mM  Na,HPO, x 2H,0
1.5 mM KH,PO,
Der pH-Wert wurde mit HCI (37%) auf 7.4 eingestellt.

PBS mit Penicillin/Streptomycin (P/S)
450 ml PBS (s.0.)
5 ml P/S (10 000 U/ml Penicillin und 10 000 pg/ml Streptomycin)

PBS ohne Ca++ und Mg++
1370 mM  NaCl
27 mM KCl
6.5 mM  Na,HPO, x 2H,0
1.5 mM KH,PO,
Der pH-Wert wurde mit HCI (37%) auf 7.2 eingestellt.

Hank's Balanced Salt Solution (HBSS)

0.185 g/l CaCl, x H,0

0.100 g/l  MgSO,

0400 g/  KCl

8.000 g/l  NaCl

0.448 g/l  Na,HPO, x 2H,0

1.000 g/l  K,HPO,

1.000 g/ D-Glucose

Diese Zutaten wurden mit Aqua bidest. auf 1000 ml aufgefiillt und mit 0.35 g NaHCO4
versetzt. Vor der Sterilfiltration (Millipore Schlauchpumpe, Medium-sterivex GV-Filter-
einheit mit Fiillglocke) wurde der pH-Wert mit 1N HC! oder 1N NaOH auf 7.4 eingestellt.
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HBSS mit Rinderserumalbumin (RSA): fiir die Primarkultur der polymorphonukleiren

neutrophilen Granulozyten

HBSS (s.0.)
0.5% RSA
2.1.2. Zellkulturmedien
KM 1. fiir die Primérkultur der bovinen und humanen Alveolarmakrophagen
450 ml RPMI 1640
5 ml P/S (10 000 U/ml Penicillin und 10 000 pg/ml Streptomycin)
oder
5 ml Tetracyclin-Hydrochlorid (Stammlosung: 1 mg/ml)
KM 2: fiir die in vitro-Kultur unter 20 Stunden
450 ml RPMI 1640
5 ml P/S
50 ml fotales Kalberserum (FCS, 30 Minuten hitzeinaktiviert bei 560C)
und gegebenenfalls
5 ml Amphothericin B (Stammlosung: 250 pg/ml)
KM 3: fur die in vitro-Kultur tiber 20 Stunden
450 ml RPMI 1640
50 ml FCS (hitzeinaktiviert s.0.)
ml P/S
ml Ampbhothericin B (s.0.)
KM 4: fur die Kultivierung von HL-60 Zellen
450 ml RPMI 1640
75 ml FCS (hitzeinaktiviert s.0.)
75 ml L-Glutamin (200 mM)
ml MEM 100 (Non Essential Aminoacids)
ml Natriumpyruvat (100 mM)
ml P/S
KM 5: fur die Kultivierung von Wehi-164 Zellen
450 ml RPMI 1640
50 ml FCS (hitzeinaktiviert s.0.)
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5 ml L-Glutamin (200 mM)
ml P/S

2.1.3. Kulturzusitze

2.1.3.1. Partikulire Zusiitze

Quarz (Si0,)

Bei den verwendeten Staub-Partikeln handelt es sich um eine Subfraktion des Quarzes
Sikron F 600 (Palas GmbH, Karlsruhe), die mit Hilfe eines five stage cyclone (Southern
Research Inst. Alabama) bei der Fa. Palas hergestellt wurde. Die Rontgenstrukturanalyse
(Prof. Politis, IFKP, KfK) zeigt, daB3 es sich um ein kristallines Siliziumdioxid mit einer
Reinheit von 99% handelt. Die PartikelgroBenverteilung des Quarzes liegt im Bereich
von 0.92 - 1.6 um (ermittelt durch Herrn Biirkin, IMT-1, KfK), der AMAD ist 1.7 pm.
Die spezifische Oberflache des Quarzes (ermittelt durch Frau Dr. Drosselmeyer, ITOX,
KfK) betriigt 2.72 m2/g, die Dichte 2.66 g/cm3. Fiir die Inkubationsversuche wurde der
Quarz in einer Konzentration von 50 pug/ml in PBS mit P/S aufgenommen und an-
schlieBend fiir 5 Minuten auf Eis mit Ultraschall (Branson Sonifier B15, Einstellung
50%, pulsed) resuspendiert.

Latex
Als biologisch inerte Testpartikel wurden Latex-Partikel (Dow-Latex, Serva) mit einem
Durchmesser von 1.1 um in einer Konzentration von 250 pg/ml PBS mit P/S verwendet.

Albumin

Die Albumin-Partikel wurden aus Rinderserumalbumin (RSA) mit Hilfe eines sogenannten
"compressed air nebulizers" zur Herstellung von Aerosolen von Herrn Dr. Raghunath im
ITOX (KfK) gemacht (Raghunath et al. 1990). Hierbei wird die RSA-Losung der
Druckluft (25 psi) tropfchenweise ausgesetzt, und die dabei entstehenden Partikel wurden
auf einer Aluminiumfolie gesammelt. AnschlieBend wurden sie 90 Minuten bei 2000C
denaturiert. Der mittlere aerodynamische Durchmesser betrug 0.8 pm. Die Albumin-
Partikel wurden in einer Konzentration von 108 Teilchen pro ml PBS mit P/S eingesetzt.
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2.1.3.2. Surfactant

DPL

Dipalmitoyllecithin (L-a DPL), das den Hauptbestandteil des Surfactant darstellt, wurde

in einer Konzentration von 100 pg/ml in PBS mit P/S aufgenommen und anschlie3end

5 Minuten auf Eis mit Ultraschall behandelt (siehe 2.1.3.1.).

Alveofact

Alveofact ist ein kommerziell erhiltliches Phospholipidgemisch, das bei Neugeborenen
mit dem akuten Atemnotsyndrom eingesetzt wird. Es wurde in der gleichen Konzentra-
tion wie DPL verwendet und genauso behandelt.

2.1.3.3. Sonstige Zusiitze

Folgende Substanzen wurden dem Medium fiir bestimmte Versuche in Form von

Stammlésungen zugesetzt:

Zusatz Losungs- Konz. der Endkon-
mittel Stammlsg. zentration

Lipopolysaccharid 0.9% NaCl 1 mg/ml 10 pg/ml

von Salmonella

abortus equi

Actinomycin D 0.9% NaCl 1 mg/ml 10 pg/ml

Calcitriol EtOH jyrigs, 104 M 106 M

(1-a 15, Dihydroxy-

Vitamin D5) ‘

DL-a Tocopherol EtOHrigs, 10 mM 100 M
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2.2. Zellmaterial fiir die Versuche mit gas- und partikelformigen
Schadstoffen

2.2.1. Rinderalveolarmakrophagen
2.2.1.1. Gewinnung der Rinderalveolarmakrophagen (RAM)

Die Alveolarmakrophagen (AM) wurden post mortem durch bronchoalveolire
Lavagierung aus Rinderlungen (Stédt. Schlachthof Karlsruhe, Fa. Langendoérfer) ge-
wonnen. Nach Uberpriifen der Lunge auf Bluteintritt, mechanische Unversehrtheit und
deutliche sichtbare Emphyseme wurde die Lunge mit insgesamt 9 Liter isotonischer
Kochsalzlosung mit Hilfe eines Schlauches iiber die Trachea gefiillt. Dieses Fliissigkeits-
volumen wurde je nach GroBe der Lunge auf 2 bis 3 Spiildurchgiinge verteilt, wobei die
Lunge jedesmal kriftig massiert wurde, um die Ausbeute zu erhohen. Die auf diese
Weise gewonnene Lavagefliissigkeit wurde durch sterilen Verbandmull (amicus-Ver-
bandmull, VM 20 DIN, 61630, Michalik) und Nylongaze mit 100 pym Maschenweite
(Seidengazefabrik Eckert, Waldkirch) filtriert und anschlieBend 10 Minuten mit 250 g bei
40C zentrifugiert (Hettich Rotixa IRP, Rotor Nr. 5096). Nach dem Dekantieren des
Uberstandes wurde das Zellpellet in kalter NaCl resuspendiert und erneut zentrifugiert
(10 Minuten, 250 g, 4°C). Geringe Mengen an Erythrozyten, die sich auf dem Makro-
phagenpellet befanden, wurden mit Hilfe einer Transferpipette vorsichtig abgespiilt und
zusammen mit dem Uberstand verworfen. Die gereinigten Pellets wurden in insgesamt
60 ml Kochsalzlosung in Zentrifugenrohrchen (Greiner) aufgenommen. Zur Abtrennung
unerwiinschter Begleitzellen und toter Alveolarmakrophagen wurden jeweils 30 ml
Zellsuspension mit 20 ml Ficoll-Paque (Pharmacia) vorsichtig unterschichtet und 20
Minuten bei 250 g und 4°C zentrifugiert. Die lebenden Alveolarmakrophagen wurden an
der Grenzschicht zwischen NaCl und Ficoll-Paque angereichert und konnten mit einer
Transferpipette abgenommen werden. Zur Entfernung von Ficoll-Resten wurde die
Zellsupension nochmals mit NaCl gewaschen und zentrifugiert (10 Minuten, 250 g,
49C). SchlieBlich wurden die gereinigten Rinderalveolarmakrophagen in Kulturmedium 1
(siehe 2.1.2.) resuspendiert und die Zellzahl sowie die Vitalitit bestimmt (siehe 2.4.1.2.).
Pro Lunge konnten 0.7 - 1.2 x 109 Zellen isoliert werden, die Vitalitat lag in der Regel
tiber 90%. Bei Vitalitatsraten unter 80% wurden die Zellen dieses Tieres nicht verwen-
det.
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2.2.1.2. Zellkulturbedingungen

a) Kulturbedingungen fiir die Ozonexpositions-Versuche (unter 20 Stunden)

Da die Ozonexposition mit zwei verschiedenen Expositionssystemen erfolgte (siehe 2.3.4.)
wurde die Zellsuspension mit 3 x 100 Zellen pro ml je nach Versuch folgendermafen in die
Kulturgefifle ausgesit:

¢ Kleine Kulturflaschen (25 cm? Wachstumsfliche, Greiner) fiir die Expositionsver-
suche mit der Wippe erhielten 4 ml Zellsuspension. Nach zweistiindiger Inkubations-
zeit im Brutschrank (Héreus) wurde das Medium einschlieBlich der nicht adhirenten
Zellen abgesaugt. Die Monolayer in den Kulturflaschen erhielten jeweils 4 ml KM 2.

e  Fir die Versuche mit der Voisin-Kammer wurden die in der folgenden Abbildung
dargestellten Luftkulturschilchen ("Transwell", Costar) verwendet. Hierbei handelt
es sich um Zellkulturplatten mit 6 Vertiefungen. In diese Vertiefungen sind Schal-
chen eingesetzt, deren Boden aus einer Polycarbonatmembran mit 0.4 pm Poren-
weite bestehen (siehe Abbildung). Diese Membranen haben keinen Kontakt zu den
Vertiefungen der Zellkulturplatten.

EE

Membraneinsafz—/ —

Polycarbonatmembran ‘/
Boden der Petrischale

Es wurde jeweils 1 ml Zellsuspension direkt auf die Membran gegeben. Solange die

Membran von unten nicht befeuchtet wurde lief keine Fliissigkeit durch. Nach zwei-
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stiindiger Inkubationszeit im Brutschrank wurde das Medium abgesaugt und bis
zu Versuchsbeginn erhielten die Zellen KM 2. Hierflir wurden jeweils 1.5 ml Me-
dium oben auf die Membran gegeben und weitere 2.5 ml in den Zwischenraum
unterhalb der Membran pipettiert, so daB die Zellen von allen Seiten mit Medium

umsplt waren.

b) Kulturbedingungen fiir eine mehrtéigige Kultur (iiber 20 Stunden)

Um die Rinderalveolarmakrophagen mehrere Tage zu kultivieren, wurden sie in mittlere
Kulturflaschen mit 75 cm2? Wachstumsfliche ausgesit (45 x 10° Zellen pro 15 ml) und fur
2 Stunden in den Brutschrank gestellt. AnschlieBend wurde das Medium mit den nicht
adhérenten Zellen abgesaugt und jeweils 15 ml KM 3 zugegeben, Dieses enthielt
Amphotericin B zur Vermeidung einer Kontamination mit Pilzen bei Langzeitkulturen.

¢) Kulturbedingungen fiir lichtmikroskopische Untersuchungen

e Fir die lichtmikroskopischen Untersuchungen von Alveolarmakrophagen, die mit
Staubpartikeln inkubiert werden sollten, wurden Deckgliser durch Eintauchen in
EtOH,; s, und Abflammen sterilisiert und in Zellkulturschalen mit 6 Vertiefungen
(je 10 cm2 Wachstumsfliche, Greiner) gelegt. Pro Vertiefung wurden 2 ml Zellsus-
pension (3 x 10© Zellen pro ml) ausgesit. Nach zweistiindiger Inkubation im Brut-
schrank wurde das Medium abgesaugt und durch je 2 ml KM 2 ersetzt.

e  Fir die lichtmikropkopischen Untersuchungen Ozon-exponierter Makrophagen

wurden diese wie unter a) beschrieben behandelt.

2.2.2. Humane Alveolarmakrophagen
2.2.2.1. Herkunft der humanen Alveolarmakrophagen (HAM)

Die in dieser Arbeit verwendeten humanen Alveolarmakrophagen stammten alle von
Patienten der Thoraxklinik in Heidelberg/Rohrbach. Die bronchoalveoldren Lavagefliissig-
keiten (BAL) wurden mir freundlicherweise von Herrn Dr. Moley im Einverstédndnis mit
Herrn Prof. Dr. Ebert zur Verfiigung gestelit. Aus den Untersuchungsberichten der be-
handelnden Arzte erhielt ich Informationen iiber die Krankheitsgeschichte eines jeden der
sechs Patienten sowie iiber die prozentuale Verteilung der verschiedenen Zelltypen in den

Lavageflussigkeiten:
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Patient 1:

Bei dem Patienten lag eine rezidivierende Pleuropneumonie vor. In den letzten Monaten
waren wiederholt pleuritische Beschwerden mit infiltrativen Veranderungen sowohl rechts
als auch links in der Lunge aufgetreten. Im Bronchialsekret wurde zusitzlich Staphylo-

coccus aureus nachgewiesen.

Patient 2:

Hier handelte es sich um eine interstitielle Lungenerkrankung unklarer Genese, die zu einer
restriktiven Ventilationsstérung mit Partialinsuffizienz der Atmung und eingeschrénkter
Diffusionskapazitit geflihrt hatte. Es lagen Verdickungen sé@mtlicher Interlobuldrsepten
vor sowie Noduli in beiden Lungen. Der Patient war starker Raucher. ‘

Patient 3:

Dieser Patient hatte von 1968 bis 1971 Kontakt mit Asbest. Eine Fibrosierung und
anthrakotisches Pigment waren sichtbar, so daf3 eine Asbestose nicht ganz ausgeschlossen
werden konnte, jedoch wurde der Befund vom Pathologen am ehesten auf eine chronisch
obstruktive Atemwegserkrankung bei Nikotinabusus zuriickgefiihrt.

Patient 4:

Es wurde eine interstitielle Lungenerkrankung mit retikulonoduldrer Zeichnungsvermeh-
rung diagnostiziert. Aufgrund dieser Erkrankung zeigte sich bei der Lungenfunktions-
untersuchung eine leichte restriktive Ventilationsstérung. Zusitzlich lag eine chronisch

obstruktive Bronchitis vor sowie schwerer Nikotinabusus.

Patient S:

Hier handelte es sich um eine Lungensarkoidose Typ II ohne derzeitige wesentliche inter-
stitielle Fibroseneigung. Die Bronchoskopie zeigte ein kleines epitheloidzelliges Granulom
ohne zentrale Nekrose und méBiggradig interstitiell eingelagerte mononukleére und partiell
auch granulozytire Infiltrate.

Patient 6:

Bei diesem Patienten wurde eine interstitielle Lungenerkrankung mit histologisch nach-
weisbarer Fibrosierungstendenz nachgewiesen bei gleichzeitig auftretender bihilédrer
Lymphadenopathie. Es bestand der Verdacht auf eine Sarkoidose Typ II.
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Zellverteilung in der BAL

Zellzahl/ml AM Lym. PMN Eos. sonstige
Patient 1 28x105 92% 5% 1% 2% -
Patient2 5.0x 105 79% 7% 5% 9% -
Patient 3 1.4 x 103 keine Angaben
Patient4 6.5x105 95% 2% 2% 1% -
Patient 5 2.1x105 73% 23% 3% - 1%
Patient 6 4.7x105 36% 63% 1% - -

Aufgrund der verschiedenen Krankheitsbilder lieBen sich die Patienten nicht als homogene
Gruppe zusammenfassen. Deshalb wurden auch die Ergebnisse der jeweiligen Alveolar-
makrophagen getrennt nach Patient 1 bis 6 dargestellt. Eine Ausnahme bildeten die Patien-
ten 5 und 6 mit der Diagnose Sarkoidose Typ II bzw. Verdacht auf Sarkoidose Typ II,
deren BAL durch die hohe Zahl an Lymphozyten auffiel. Sie wurden auch im Ergebnisteil
gesondert betrachtet.

2.2.2.2. Gewinnung der humanen Alveolarmakrophagen

Die erhaltene bronchoalveolire Lavagefliissigkeit wurde mit 250 g bei 4°C 10 Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet mit isotonischer NaCl
resuspendiert und erneut zentrifugiert. Nach dem Dekantieren der Kochsalzlosung wurde
das gereinigte Zellpellet in 10 ml KM 2 aufgenommen und die Zellzahl mit Hilfe der
Trypanblau-Methode bestimmt.

2.2.2.3. Zellkulturbedingungen

e Die humanen Alveolarmakrophagen, die fiir die Ozonexpositions-Vesuche mit der
Wippe benutzt wurden, wurden in kleine Kulturflaschen ausgesit. Jede Kulturflasche
enthielt 4-5 x 106 Zellen. Nach zwei Stunden fand ein Mediumwechsel mit KM 2
statt. Im folgenden wurden die humanen Alveolarmakrophagen genau wie die Rinder-
alveolarmakrophagen weiterbehandelt.

Bei den Zellkulturen der Sarkoidose-Patienten wurde bei jedem Mediumwechsel
zusitzlich einmal gewaschen, um die Lymphozyten, die nicht adhérent waren, zu
entfernen.
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o Fir die Versuche mit der Voisin-Kammer wurden in jede Vertiefung der Luftkultur-
schélchen 2 x 106 Zellen pipettiert, die ebenfalls wie die RAM weiterbehandelt

wurden,

2.2.3. HL-60 Zellen

Die in dieser Arbeit verwendeten Zellen stammten von der American Type Culture
Collection Maryland, U.S.A.. Es handelt sich um eine promyeloische Leukamiezellinie
menschlichen Ursprungs, die durch verschiedene Agenzien in Richtung Granulozyten
(mittels DMSO) oder in Richtung Monozyten/Makrophagen (mittels Calcitriol oder TPA)
differenziert werden kann (Harris und Ralph, 1985).

2.2.3.1. Zellkulturbedingungen

a) Generelle Kulturbedingungen

Bei den HL-60 Zellen handelte es sich um eine Suspensionskultur, die durch einfaches
Uberfiihren des gewiinschten Aliquots in eine neue Kulturflasche passagiert werden
konnte. Es wurden alle 3-4 Tage 5 x 10¢ Zellen in 20 ml frischem KM 4 in mittlere
Kulturflaschen (75 cm? Wachstumsflache) ausgesit. Hierbei wurde die Zellzahl und die
Vitalitat mit Hilfe der Trypanblau-Methode bestimmt (siehe 2.4.1.2.).

Fir die Differenzierung der HL-60 Zellen in Richtung Monozyten/Makrophagen in
mittleren Kulturflaschen wurden 107 Zellen fiir 3 Tage mit 20 ml KM 4 mit 10" molarem
Calcitriol inkubiert. Nach dieser Zeit hatte sich die Zellzahl verdreifacht.

b) Kulturbedingungen fiir die Ozonexpositionsversuche

Aufgrund der mangelnden Adhirenz der HL-60 Makrophagen erfolgte die Ozonexposition
ausschlieBlich in Luftkulturschalen in der Voisin-Kammer. Hierfiir wurden 1 x 10% HL-60
Zellen auf jede Membran ausgesit, die von beiden Seiten mit insgesamt 4 ml Calcitriol-

haltigem Medium umgeben war. Nach einer Differenzierungszeit von 3 Tagen wurden die
Zellen fiir den Versuch eingesetzt.
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2.3. Inkubationsversuche

Da zwei verschiedene Systeme fuir die Ozonexposition der Makrophagen verwendet
wurden, muB bei der Vorinkubation mit Stduben bzw. Surfactant-Phospholipiden
unterschieden werden zwischen Versuchen in Luftkulturschilchen (fur die Voisin-
Kammer) und solchen in kleinen Kulturflaschen (fir die Wippe, siehe 2.3.4.).

2.3.1. Inkubation mit Stiuben

Um den EinfluB3 einer der Ozonexposition vorangehenden Staubphagozytose zu untersu-
chen, erhielten die Zellen eine Stunde vor Expositionsbeginn die unter 2.1.3.1. angegebe-
nen partikuldren Zusétze.

Bei den in kleinen Kulturflaschen gehaltenen bovinen und humanen Alveolarmakrophagen
wurde ca. 16 Stunden nach der Aussaat das Medium abgezogen und durch 2.5 ml PBS mit
dem jeweiligen partikulidren Zusatz ersetzt. Die Kontrollen wurden entsprechend nur mit
PBS (mit P/S) inkubiert.

Fir die Staubinkubation in Luftkulturschilchen wurde zunéchst der Unterstand, d.h. das
Medium unterhalb der Membran, abgesaugt. Innerhalb von 10 Minuten lief das restliche
Medium nach unten durch, so daB3 es ebenfalls entfernt werden konnte. Nun wurde pro
Vertiefung 1 ml der vorbereiteten Staublosung auf die Membran appliziert. Diese Metho-
de ermoglichte es, bei den wenig adhidrenten HL-60 Makrophagen keine Zellzahlverluste

in Kauf nehmen zu miissen.

2.3.2. Inkubation mit Surfactant-Phospholipiden

Um eine mogliche Interaktion von Surfactant-Bestandteilen mit Ozon zu untersuchen,
wurde die DPL- bzw. Alveofact-Lésung wie unter 2.1.3.2. beschrieben hergestellt und

10 Minuten vor Expositionsbeginn auf die Zellen gegeben. Die Applikation erfolgte genau
wie die der partikuldren Zusétze.

In den Luftkulturschélchen lief die Flissigkeit durch die Membranen durch und hinterlief3
einen Phospholipidfilm auf den Zellrasen.
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2.3.3. Inkubation mit Vitamin E

Fir diejenigen Zellkulturen, die das DL-aTocopherol nur wahrend der Ozonexposition
erhielten, wurde ein entsprechendes Aliquot der Stammlosung (siehe 2.1.3.3.) dem PBS
unmittelbar vor Expositionsbeginn zugegeben. Bei einem Teil der Makrophagenkulturen
fand eine 24-stiindige Vorinkubation mit Tocopherol statt. Hierfur erhielten die RAM
direkt nach der Lavagierung einen Tocopherol-Zusatz zum Kulturmedium.

2.3.4. Exposition der Zellen mit Ozon
2.3.4.1. Expositionssystem Wippe

Ozon wurde mit Hilfe eines Ozongenerators (Ozomat, Anseros) durch Spannungsentla-
dungen aus synthetischer Luft mit 5% CO, hergestellt. Dieses Gemisch gelangte aus einer
Gasflasche tiber einen Druckminderer zum Generator. Die Gasanlage zur Entnahme von
synthetischer Luft mit 5% CO, inklusive Druckminderer, DurchfluBmessern und Sicher-
heitsschrank wurden von der Fa, Messer Griesheim, Karlsruhe, installiert. Dem Ozongene-
rator angeschlossen war ein Photometer, welches die Ozonkonzentration durch UV-Licht
kontinuierlich bestimmte und iiber einen "feed-back"-Mechanismus regulierte. Die einge-
setzten Ozonkonzentrationen lagen zwischen 0.25 und 2.5 ppm. Bei dem Expositions-
system Wippe, das von Mayer (1992) entwickelt worden war, gelangte das Ozon mit 5%
CO, uiber Teflonschlduche zu 3 DurchfluBmessern, die jeweils eine Durchflufigeschwin-
digkeit von 3 I/Stunde gewihrleisteten. Parallel hierzu wurde das Luft/CO,-Gemisch
direkt aus der Gasflasche tiber einen Druckminderer 3 weiteren DurchfluBmessern zu-
gefiihrt. Diese 6 DuchfluBmesser waren iiber Teflonschlduche, die mit einem Gummi-
stopfen am Flaschenhals festgemacht wurden, mit den kleinen Kulturflaschen verbunden.
Ein abfiihrender Schlauch, der in der durchbohrten Flaschenriickwand steckte, fiihrte in die
Auflenluft. Die Kulturflaschen mit den Makrophagen befanden sich in einem auf 370C
beheizbaren Plexiglaskasten, der auf einer Wippe (Rockomat, Tecnomara) stand. Diese
wurde auf eine Wippbewegung pro Minute eingestellt. So waren die Zellen wechselweise
dem Gas und der Fliissigkeit ausgesetzt. Die Expositionszeit betrug 2 oder 4 Stunden. Die
gesamte Apparatur ist in der folgenden Abbildung schematisch dargestellt.
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2.3.4.2. Expositionssystem Voisin-Kammer

Bei diesem System wurde die Exposition der Zellen mit Ozon in Anlehnung an eine
Methode von Voisin et al. (1977) in 2 speziell angefertigten Expositionskammern (Fa.
Maton, Lille, Frankreich) vorgenommen. Hierfir wurden die in Luftkulturschilchen aus-
gesiten bzw. differenzierten Zellen verwendet, sodal ein direkter Kontakt der Zellen mit
dem Gas gewahrleistet war.

Eine der Expositionskammern war tiber einen Druckminderer und DurchfluBmesser direkt
mit der Gasflasche mit synthetischer Luft und 5% CO, verbunden. Fiir die zweite Expo-
sitionskammer wurde das Luft/CO,-Gemisch noch tiber den Ozongenerator mit Photo-
meter geleitet und gelangte dann tiber einen zweiten DurchfluBmesser in die Ozonkam-
mer. Der Druckminderer direkt an der Entnahmestelle senkte den schwankenden Vor-
druck des Leitungssystems auf 1 bar, und der DurchfluBmesser unmittelbar vor der Kam-
mer gewébhrleistete einen konstanten GasfluB3 von 0.5 I/min. Als Verbindungsstiicke

wurden ausschlieBlich Teflonschlduche verwendet.
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Das System bestand aus einer Auflenkammer, die mit Wasser gefiillt war, das auf 370C
beheizt werden konnte. In diese AuBenkammer war eine zweite Kammer eingesenkt, in der
die Ozonexposition stattfand. Diese Innenkammer besal einen fest anschraubbaren
Deckel, der zur Beschickung der Kammer mit Zellkulturschalen vor Versuchsbeginn ge-
offnet und nach Beschickung wieder fest verschlossen werden konnte. Dies war fur die
anschlielende Inkubation von Bedeutung, fiir die die gesamte Innenkammer in das
Wasserbad der Aufenkammer abgesenkt und fixiert wurde. Das 37°C warme Wasser
umspiilte dann die gesamte Innenkammer. Auf der Oberseite der Innenkammer befanden
sich auch die Ein- und Austrittsstutzen fiir das Gas, das durch das Seitenteil eines Loch-
blecheinsatzes in den eigentlichen Expositionsraum ein- und auf der gegentberliegenden
Seite wieder austrat, um dann tiber einen Teflonschlauch in die AuBBenluft zu gelangen.
Der Boden des Einsatzes diente als Standflache fiir die Luftkulturschélchen. Der
Zwischenraum zwischen Boden der Innenkammer und Boden des Einsatzes wurde mit
Wasser gefiillt, um eine geniigend hohe Lufifeuchtigkeit fiir die Zellkultur zu gewihr-
leisten. In der folgenden Abbildung ist im oberen Teil die gesamte Anlage zur Ozon- bzw.
Luftexposition in den Voisin-Kammern zu sehen und im unteren Teil das Schema einer
einzelnen solchen Kammer,
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Die Ozonkonzentration des einstromenden Gases wurde auch hier kontinuierlich wihrend
des ganzen Versuches mittels des Photometers gemessen und durch einen "feed-back"-
Mechanismus reguliert. In regelmiBigen Abstinden wurde auch die aus der Kammer
ausstromende Gaskonzentration bestimmt, die um 1 bis 5% unter der eingestellten Soll-

Konzentration lag,

2.3.5. Gewinnung Cytokin-haltiger Uberstinde

Nach Beendigung der Luft- bzw. Ozonbegasung wurden die kleinen Kulturflaschen aus
dem Expositionssystem Wippe herausgenommen und die jeweilige Inkubationslésung
abgesaugt. Jede Kulturflasche erhielt nun 3 ml KM 2 und wurde zur Freisetzung von
Cytokinen in den Kulturiiberstand fiir zwei Stunden im Brutschrank inkubiert.

Durch Vorversuche konnte gezeigt werden, daf3 bei einer zweistiindigen Inkubation die
maximale Cytokinkonzentration (nach LPS-Stimulation) in den Uberstinden gemessen
werden konnte (vgl. Abb. 1 und 2).

Die Luftkulturschilchen wurden ebenfalls aus der Luft- bzw. Ozonkammer herausgeholt
und der Mediumunterstand fiir die Bestimmung der cytoplasmatischen Lactatdehydroge-
nase abgenommen. Jeder Versuchsansatz wurde in 4 gleichbehandelten Membranein-
sdtzen der Kulturschalen durchgefiihrt, von denen jeweils eine unmittelbar nach der
Gasexposition zur Vitalitatsbestimmung mit der Ethidiumbromid/FDA-Methode (siehe
2.4.2.1.) entnommen wurde. Pro verbleibende Vertiefung wurden 1.5 ml KM 2 unter die
Membran und 1.5 ml auf den Zellrasen appliziert. Es folgte eine zweistiindige Inkubation

im Brutschrank.

KM 2 erhielt 10% FCS, welches zur Stabilisation der freigesetzten Cytokine notwendig

war.
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Untersuchung der LPS-induzierten Cytokinfreisetzung

Um den EinfluB von Ozon auf die LPS-induzierte Cytokinfreisetzung zu untersuchen,
erhielt KM 2 wihrend der zweistiindigen Inkubation 10 pg/ml LPS (siehe 2.1.3.3.).

LPS ist ein Standardstimulans zur Cytokinfreisetzung bei Makrophagen. Es bildet mit dem
LPS-bindenden-Protein (LBP) einen Komplex, der von dem durch CD14 codierten
Zellrezeptor erkannt wird (Tobias et al., 1992). Dieses LBP ist in fotalem Kéalberserum

enthalten, welches dem KM 2 zugesetzt wurde.

Nach der Inkubation im Brutschrank wurde bei allen Ansitzen das Medium abgenommen
und 7 Minuten mit 250 g bei 4°C zentrifugiert, um nicht adhirente Zellen zu entfernen.
Die Uberstinde wurden anschlieBend aliquotiert und bei -20°C fiir die Bestimmung der
sezernierten Cytokine aufbewahrt.

Die verbleibenden Kulturflaschen mit den Alveolarmakrophagen wurden zur Bestimmung
von Zellzahl und Vitalitét verwendet (siehe 2.4.1.2.).

2.3.6. Zeitlicher Versuchsablauf

a Bronchoalveolire Lavage und ca. 16 Stunden Inkubation im Brutschrank bei
RAM und HAM bzw. 3 Tage Differenzierung bei HL-60 Zellen

b Gegebenenfalls einstiindige Phagozytose von Staubpartikeln
c Zwei- oder vierstiindige Ozonexposition gegebenenfalls mit Surfactant oder
Vitamin E

d Mikroskopische Untersuchung der Morphologie bzw. Mediumwechsel, LDH-
Bestimmung und zweistiindige Inkubation im Brutschrank zur Cytokinfreiset-

zung, gegebenenfalls mit LPS

e Abnehmen der Uberstinde
Bestimmung von Zellzahl, Vitalitdt und Cytokinfreisetzung
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2.4. Morphologische und biochemische Untersuchungen
2.4.1. Lichtmikroskopie
2.4.1.1. Hemacolorfirbung

Nach Absaugen des Mediums wurden die Alveolarmakrophagen auf den Deckglasern
(siehe 2.2.1.2.c) mit der Hemacolor-Schnellfirbung behandelt. Die Mikroskopie der
Deckgliser erfolgte mit Olimmersionsobjektiven an einem Leitz Diaplan Mikroskop
(VergroBerung: x 10 x 100), wihrend die AM in Kulturflaschen mit einem Inversmi-
kroskop (Leitz Fluovert, VergroBerung: x 10 x 10 bzw. x 10 x 20) betrachtet wurden.
Zur fotografischen Dokumentation diente eine Fotoausriistung der Fa. Wild (Photoauto-
mat MPS 45, Kamera MPS 51).

2.4.1.2. Vitalitits- und Zellzahlbestimmung mit Trypanblau

Die Bestimmung der Vitalitit erfolgte nach der von Hanks und Wallace (1958) beschrie-
benen Trypanblau-AusschluB-Methode. Als Stammlosung wurde eine 0.5%ige Losung
Trypanblau in 0.9%iger NaCl-Losung hergestellt. Am Inkubationsende erhielt jede
Kulturflasche 2 ml dieser Losung, die nach zwei Minuten wieder abgenommen wurde
und durch 2 ml PBS ersetzt wurde. Trypanblau konnte die Zellmembranen intakter
Zellen nicht durchdringen, sodaB nur die toten Zellen eine tiefblaue Firbung aufwiesen.
Die Zahl der lebenden und toten Zellen wurde mit dem Inversmikroskop (s.o0., Objektiv
mit Gitter: x 10) bestimmt. Pro Kulturflasche wurden 3 Gitternetze mit einer scheinbaren
Kantenlidnge von 150 um an verschiedenen Stellen des Flaschenbodens ausgezihlt, um

den Anteil toter Zellen zu bestimmen.

Die exakte Bestimmung der Gesamtzellzahl pro Kulturflasche erfolgte am Ende der
Inkubationszeit durch zweimaliges Waschen jeweils einer der Kontrollkulturen mit je

2.5 ml einer warmen, 0.25%igen Trypsinlosung, wobei beim zweiten Waschvorgang ca.

1 ml dieser Losung fir 5 Minuten auf dem Zellrasen belassen wurde. Die abgelosten
Zellen wurden anschlieBend in PBS aufgenommen. 200 ul der Zellsuspension wurden mit
200 ul der Trypanblaustammlosung gemischt und mit Hilfe einer Neubauerkammer
(Brand) die Zellzahl und Vitalitit im Lichtmikroskop ermittelt.

Fur die Zellzahlbestimmung der HL-60 Makrophagen in den Luftkulturschilchen wurden
die Schalen mit PBS ausgespiilt und die erhaltene Zellsuspension analog gefirbt und

ausgezihlt,
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2.4.2. Fluoreszenzmikroskopie
2.4.2.1. Vitalitiitsbestimmung mit Ethidiumbromid und Fluoresceindiacetat

Fir die Vitalitatsbestimmung der Makrophagen in den Luftkulturschalen wurde eine
Firbelosung aus Ethidiumbromid und Fluoresceindiacetat verwendet, da eine Bestim-
mung mit Trypanblau nicht moglich war, Diese farbt zwar die toten Zellen blau, die
lebenden sind allerdings aufgrund der Membran im Lichtmikroskop nicht sichtbar.

Der hier verwendete Vitalititstest wurde nach einer Methode von Dankberg und Per-
sidsky (1976) durchgefiihrt. Vitale Zellen mit intakten Zellmembranen fluoreszieren griin,
da Fluoresceindiacetat als unpolarer, fluoreszierender Ester in die Zelle eindringt und im
Zellinneren durch Esterasen gespalten wird. So kommt es zur Freisetzung von Fluores-
cein, das ein polares Molekiil ist und die intakte Zelle nicht verlassen kann. Es reichert
sich rasch in der Zelle an und fuhrt zu einer griinen Fluoreszenz unter UV-Anregung.
Sind die Zellmembranen geschédigt, tritt das Fluorescein so schnell aus wie das Fluores-
ceindiacetat in die Zelle eindringt, es ist keine Fluoreszenz sichtbar. Diese toten Zellen
sind an dem rot fluoreszierenden Zellkern zu erkennen, da Ethidiumbromid aufgrund der
zerstorten Membranen leicht in die Zelle eindringen kann und mit der DNA einen rot
fluoreszierenden Komplex bildet.

Fur alle durchgefiihrten Experimente wurden Stammldsungen von Ethidiumbromid

(200 pg/ml in HBSS) und Fluoresceindiacetat (5 pg/ml in Aceton) hergestellt und bei
200C aufbewahrt. Fiir jeden Versuch wurde die Fluoresceindiacetat/Ethidiumbromid-Ge-
brauchslosung frisch hergestellt. Dazu wurden 100 ul der Ethidiumbromidstammlsung
und 2 pl der Fluoresceindiacetatstammldsung mit 4.9 ml HBSS vermischt. Die Membran
wurde mit einem Skalpell aus ihrer Halterung herausgeschnitten, in eine Petrischale
gelegt und fiir 10 Minuten mit 2 ml der Gebrauchslésung bei Raumtemperatur inkubiert.
Danach wurde die Membran auf einen mit HBSS befeuchteten Objekttrager tiberfiihrt
und mit einem Deckglas bedeckt. Im Fluoreszenzmikroskop (Leitz Diaplan, Ver-
grofBerung: x 12,5 x 10 bzw. x 12.5 x 20) konnten mit Hilfe zweier verschiedener Filter
die griin-gelblich fluoreszierenden, lebenden Zellen (Anregungswellenlange 450-490 nm)
und die rot fluoreszierenden, toten Zellen (Anregungswellenldnge 530-560 nm) betrach-
tet werden. Die Vitalitdt wurde durch Auszihlen bestimmt. Zu Versuchsbeginn lag die
Vitalitit in jedem Fall {iber 90%.
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2.4.3. Rasterelektronenmikroskopie

Fiir die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen der RAM wurden die Zellen wie
unter 2.2.1.2.a) ausgesit und mit dem Expositionssystem Voisin-Kammer dem Ozon
bzw. der synthetischen Luft ausgesetzt (siehe 2.3.4.2.).

Anschlieend wurde die Membran der Luftkulturschilchen mit einem Skalpell herausge-
schnitten, und die Préiparation der Zellen erfolgte nach einer von Millipore (Eschborn)
empfohlenen Methode. Hierflir wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und auf
Eis jeweils 30 Minuten mit Puffer A, B und C behandelt.

Puffer A: 10 ml 0.2M Cacodylatpuffer
4 ml 25% Glutaraldehyd
6 ml Aqua bidest,

Puffer B: 10 ml 0.2M Cacodylatpuffer
10 ml Aqua bidest.
7 % Sucrose
Puffer C: 10 ml 0.2M Cacodylatpuffer
10 ml 4% wissrige 0s04-Losung

Daraufhin wurde mit Aqua bidest. gespiilt. Uber eine aufsteigende Alkoholreihe (35, 70,
85, 95 und 100%, jeweils fiir 5 Minuten) wurden die Zellen entwissert und abschlieBend
mit Hexamethyldisilazan fir 5 Minuten iiberschichtet. Nach kurzem Trocknen an der Luft
wurden die Proben bis zur Goldbedampfung im Exsikkator aufbewahrt. Die rasterelek-
tronenmikroskopischen Aufnahmen wurden von Herrn Schiiler (KfK, IMT) an einem
Philipps 525 M Rasterelektronenmikroskop angefertigt.

2.4.4. Transmissionselektronenmikroskopie
Folgende Losungen wurden hergestellt:

0.2M Cacodylatpuffer

214 g Na-Cacodylat x 3 H,O (Serva)

ad 500 ml H,O dest.

Der pH-Wert wurde mit 1M HCI auf 7.0 eingestellt.
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0.2M Cacodylatpuffer mit 0.2M Sucrose

214 g Na-Cacodylat x 3 H,0

3423 g Sucrose

ad 500 ml H,O dest.

Der pH-Wert wurde mit 1M HCI auf 7.0 eingestellt.

0.1M Cacodylatpuffer mit 0.1M Sucrose

50 ml 0.2M Cacodylatpuffer

3423 g Sucrose

ad 100 ml H,O dest.

Der pH-Wert wurde mit 1M HCI auf 7.0 eingestellt.

2% Glutaraldehydldsung

08 ml Glutaraldehyd 25% (Serva)

42 ml H,O0 dest.

50 ml 0.2M Cacodylatpuffer mit 0.2M Sucrose

Veronalpuffer
294 mg  Na-Diithylbarbitursidure (Balzer Union)

1.94 mg  Na-Acetat x 3 H,O
ad 100 ml H,O dest.

Paladepuffer
1.00 ml Veronalpuffer

1.00 ml IM HCI
125 ml 4%ige OsO4-Losung
1.75 ml H,0

2%ige Uranylacetatlosung (Fluka)

Epon-Araldite
5 ml Epon 812 (Serva)
11 ml Araldite Hérter HY 964 (Serva)
3 ml Araldite CY 206 (Serva)
Diese Zutaten wurden gut gemischt und kurz vor Gebrauch wurde 2% Araldite
Beschleuniger DY 964 (Serva) zugegeben.
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Bleicitratlosung
133 g Pb(NO5), (Merck)

211 g Na-Citrat x 5.5 H,0

1.76 g Na-Citrat x 2 H,O

ad 30 ml H,O dest.

Die Losung wurde fuir 5 Minuten geschiittelt, und nach 30 Minuten wurden 8 ml 1M
NaOH zugegeben. Am nichsten Tag wurde mit CO,-freiem Aqua bidest. auf 50 ml
aufgefiillt.

Die Zellen wurden fiir die transmissionselektronenmikroskopischen Untersuchungen
nach einer von Wilczek (1991) modifizierten Methode von Cornell (1969) eingebettet.
Nach der Lufi- bzw. Ozonexposition wurden die Membranen genau wie fur die raster-
elektronenmikroskopischen Aufnahmen ausgeschnitten (siehe 2.4.3.). Sie wurden
zweimal mit PBS gespiilt und iiber Nacht in der 2%igen Glutaraldehydlésung im Kiihl-
schrank aufbewahrt. Samtliche nun folgenden Inkubationen in Puffer oder Ethanol wur-
den auf Eis durchgefiihrt. Am néchsten Tag wurden die Membranen dreimal mit 0.1M
Cacodylatpuffer gewaschen und anschlieBend in schmale Streifen geschnitten. Nach einer
zweistiindigen Inkubation mit Paladepuffer folgte die Kontrastierung mit Uranylacetat
fur eine Stunde, dann wurde fur 15 Minuten HoO zugegeben. Zur Entwiésserung wurde
eine Alkoholreihe durchlaufen, wobei jeweils einmal fiir 15 Minuten mit 70%, 90% und
95% Ethanol inkubiert wurde und je zweimal fir 15 Minuten mit 100% Ethanol und mit
100% Ethanol, das mit CuSOy gesiittigt war. AnschlieBend wurden die Membranstreifen
fiir 20 Minuten in eine Epon-Araldite/Ethanol-Mischung (1:1) gegeben. Die Inkubatio-
nen mit Epon-Araldite wurden in einem evakuierten Exsikkator durchgefiihrt. Die Mem-
branstreifen wurden zweimal fiir 24 Stunden in Epon/Araldite bei Raumtemperatur auf-
bewahrt und dann fir eine Stunde bei 60°C in frischem Epon/Araldite inkubiert. Die
Einbettung erfolgte in Flachformen, die zur Polymerisation des Epon/Araldite fur drei
Tage bei 609C aufbewahrt wurden. Die 100 nm-dicken Schnitte wurden mit einem
Diamantmesser an einem Sorvall MT2-B Ultramikrotom angefertigt und auf unbe-
schichtete Kupfergrids aufgebracht. Die Kontrastierung erfolgte durch Inkubation in der
Uranylacetatlosung fiir eine Minute und in der Bleicitratlosung fur fiinf Minuten. Die
transmissionselektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden von Frau Kampmann (KfK,
ITOX) an einem Siemens Elmiskop IA bei 80 kV Beschleunigungsspannung angefertigt.
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2.4.5. Bestimmung der Lactatdehydrogenase-Freisetzung

Unmittelbar nach der Ozonexposition in der Voisin-Kammer wurde der Kulturunterstand
der Zellen aus den Luftkulturschilchen entnommen. Die quantitative Bestimmung der
cytoplasmatischen Lactatdehydrogenase (LDH) erfolgte mit einem kommerziell erhaltli-
chen Testkit (Sigma). Als Standard wurde Precinorm E verwendet.
Reaktionsprinzip:

LDH
Pyruvat + NADH+H* —» — — Lactat + NAD'

Die Bestimmung wurde gemalB der dem Testkit beiliegenden Vorschrift durchgefiihrt. Die
Extinktionsabnahme wurde iiber 3 Minuten bei 340 nm im Beckmann DU-65 Photometer
gemessen. Die LDH-Aktivitdt (Units pro Liter) wurde aus der Extinktionsabnahme pro
Minute errechnet.

2.5. Untersuchungen zur Cytokinfreisetzung

2.5.1. Tumor Nekrose Faktor a - Bestimmung mit Wehi-164 Zellen
2.5.1.1. Alligemeines

Bei den Wehi-Zellen handelt es sich um eine TNF-sensitive Fibroblastenzellinie der Maus.
Der Subklon 164/13 wurde auf seine Sensitivitdt gegeniiber TNFa selektiert. Wir erhielten
die Zellen freundlicherweise von der Arbeitsgruppe Prof. Wendel, Institut fiir Biochemie
und Pharmakologie der Universitit Konstanz. In unserem Labor wurde der TNF-Bioassay
durch Matejka (1992) nach der Methode von Espevik und Nissen-Meyer (1986) einge-
fuhrt.

Inkubiert man die Wehi-Zellen mit TNF-haltigem Medium, fithrt dies aufgrund der cyto-
toxischen Wirkung des Cytokins zu einem Vitalititsverlust, der in bestimmten Konzen-
trationsbereichen linear mit der TNF-Konzentration korreliert. Nach einer bestimmten
Inkubationsdauer der Standardverdiinnungen bzw. der zu untersuchenden Proben wurde
MTT (3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-Tetrazoliumbromid) zugesetzt,
welches von den Mitochondrien der noch lebenden Zellen durch eine Succinat-abhéngige
Dehydrogenase zu dem blauen Farbstoff Formazan umgesetzt wurde. Dieser wurde durch
Lyse der Zellen mit einem Detergens freigesetzt und spektralphotometrisch bei 550 nm
gemessen,
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2.5.1.2. Kultur der Wehi-Zellen

Wehi-Zellen wachsen in Kultur als adhdrente Monolayer. Sie wurden in Zellkultur-
flaschen mit 75 cm2 Wachstumsfliche gehalten und regelmédBig auf ihre Zelldichte hin
uberprift. In Abstéinden von 3 bis 4 Tagen war ein konfluenter Monolayer erreicht und
die Kulturen wurden passagiert. Hierflir wurde das Medium abgezogen und zweimal mit
je 5 ml einer 0.25%igen Trypsinlosung gewaschen, wobei beim zweiten Waschvorgang
ca. 1 ml dieser Losung auf dem Zellrasen belassen wurde. Die abgelosten Zellen wurden
anschlieffend in KM 5 aufgenommen und 10 Minuten mit 250 g bei 40C zentrifugiert.
Das Zellpellet wurde erneut in KM 5 aufgenommen, und die Zellzahl und Vitalit4t wurde
mit Hilfe der Trypanblau-Ausschlu3-Methode (siehe. 2.4.1.2.) bestimmt. Die Vitalitit lag
in jedem Fall {iber 95%. Dann wurden 1 x 106 Zellen mit 20 ml KM 5 in eine neue
Kulturflasche tiberfiihrt und die Passagezahl um eins erhoht. Die Wehi-Zellen wurden

maximal bis zur Passagezahl 17 verwendet.

2.5.1.3. TNF-Bioassay

Fir die Tumor Nekrose Faktor-Bestimmung mit Hilfe des Bioassays wurden konfluente
Wehi-Zellkulturen wie unter 2.5.1.2. beschrieben mit Trypsin behandelt und die Zellsus-
pension abzentrifugiert. Es wurde eine Zellzahl von 3 x 105 Zellen pro ml eingestellt. Die
Aussaat der Zellen erfolgte in 96 well-Mikrotiterplatten (Falcon, Primaria) mit Hilfe einer
Multi-Pipette (Flow Laboratories). Jede Vertiefung erhielt 200 pl Zellsupension (6 x 104
Zellen), wobei die letzte Reihe jeder Platte leergelassen wurde. AnschlieBend wurden die
Mikrotiterplatten fur 5 Stunden im Brutschrank inkubiert, um die Zellen wieder adharent
werden zu lassen.

Fir die exakte Bestimmung des TNF-Gehaltes wurde eine Standardreihe mit 9 verschie-
denen Konzentrationen von humanem rekombinantem (hr-) TNF hergestellt (1000, 500,
250, 100, 50, 25, 10, 5, 1 pg/ml). Die Proben wurden ebenfalls seriell verdiinnt (1:2, 1:4,
1:10, 1:40, 1:100), um eventuell auftretende hohe TNF-Konzentrationen, die nicht im
linearen Bereich der Eichkurve (zwischen 1 und 50 pg/ml) lagen, durch eine Verdiinnung
zu erfassen und eine ebenso mogliche Maskierung unverdiinnter oder gering verdiinnter
Proben zu kompensieren. Die Verdiinnungen von Standard und Proben erfolgte mit KM 5.
Nach der Inkubation der Mikrotiterplatten wurden diese fiir 5 Minuten bei 250 g (Mikro-
titerplattenrotor, Zentrifuge Hettich Rotixa) zentrifugiert, und zur Entfernung des Me-
diums wurden sie auf Zellstoff ausgeschlagen. Es folgte die Zugabe der Standard- und

Probenverdiinnungen:
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Die letzte Reihe jeder Mikrotiterplatte, die keine Zellen enthielt, diente als Leerwert, des-
sen Mittelwert nach der photometrischen Messung von allen Me3werten abgezogen
wurde. Aus diesem Grund erhielt jede Vertiefung dieser Reihe 100 ul KM S. In die Ver-
tiefungen der ersten Reihe jeder Platte wurde ebenfalls nur Medium ohne TNF pipettiert,
da sie als Kontrollreihe diente und somit ein Mal3 war fiir die maximale Vitalitat bzw.
Farbstoftbildung der Zellen. Von jeder Proben- bzw. Standardverdiinnung wurden 4
Ansitze gemacht, wobei pro Vertiefung 100 pl auf die Zellen pipettiert wurde. Nach-
folgend erhielten alle Platten pro Vertiefung 100 ul Actinomycin D-Losung (10 pg/ml in
KM 5, siehe 2.1.3.3.), die mit der Multi-Pipette zugegeben wurde. AnschlieBend wurden
die Platten zur Inkubation fiir 18 Stunden in den Brutschrank gestellt. Zu allen Uberstin-
den wurden dann jeweils 20 pl einer MTT-Lésung (5 mg/ml in PBS ohne Cat*/Mg*t)
gegeben. Nach weiteren vier Stunden Inkubation im Brutschrank erhielt jede Vertiefung
60 pl einer SDS-Losung (20% Sodiumdodecylsulfat in 0.02M HCL), die tiber Nacht die
Lyse der Zellen bewirkte. Am nichsten Morgen wurden die Platten mit dem ELISA-
Reader (Titertek Multiskan Plus MK II, Labsystems) bei 550 nm gemessen. Je niedriger
hierbei die gemessene Absorption war, desto weniger Formazan war von den Zellen
gebildet worden, d.h. desto héher war die Cytotoxizitit bzw. der TNF-Gehalt der je-
weiligen Proben- bzw. Standardlosung. Die Cytotoxizitit wurde nach folgender Formel
berechnet:

Absorption Kontrolle - Absorption Probe
% Cytotoxizitit = x 100
Absorption Kontrolle

Zur TNF-Quantifizierung wurde die Cytotoxizit4t der Standardverdiinnungen in Ab-
hingigkeit von der TNF-Konzentration aufgetragen, was eine typische Cytotoxizitatskurve
ergab (vgl. Abb. 3). Uber eine lineare Regression im Bereich zwischen 0 und 50 pg
TNF/ml konnten die TNF-Gehalte der Proben berechnet werden.

2.5.2. Cytokinbestimmung mittels ELISA

Allgemeines Prinzip:

Beim ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) wird die zu untersuchende Losung
auf den Antikorper-beschichteten Boden einer Mikrotiterplatte pipettiert. Der spezifische
Antikorper bindet nun das Antigen aus der Losung, und nach einer gewissen Inkubations-
zeit wird die Platte gewaschen, um sonstige nicht gebundene Antigene zu entfernen. Nun
wird eine Losung mit dem gleichen Antikérper zugegeben, an den allerdings ein Enzym
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gekoppelt ist. Wihrend der folgenden Inkubation bindet dieser Antikorper an das Antigen,
das bereits mit dem Platten-beschichteten Antikorper reagiert hat. Die Platte wird erneut
gewaschen, und im néchsten Schritt wird eine Substratlosung zugegeben, die von dem
Antikorper-gebundenen Enzym zu einer photometrisch mefBbaren Farblosung umgesetzt
wird. Diese enzymatische Reaktion wird nach einer bestimmten Zeit abgestoppt und die
Messung vorgenommen. Die Absorption ist nun proportional zum Enzymgehalt und somit

proportional zum Antigengehalt der zu untersuchenden Losung.

Um eine exakte Cytokin-Quantifizierung vornehmen zu konnen, wird eine Standardreihe
des zu bestimmenden Cytokins hergestellt und genau wie die Proben behandelt. Nach der
photometrischen Messung konnte eine Eichgerade erstellt werden, um die erhaltenen
Absorptionen der Probeldsungen der jeweils entsprechenden Cytokinkonzentration

zuzuordnen,

Samtliche in dieser Arbeit verwendeten ELISA-Testkits stammten von der Fa. Biermann
(‘Quantikine'). Sie enthielten neben den mit dem jeweiligen Antikorper beschichteten
Mikrotiterplatten die Waschpuffer-Stammlésung, Farbreagenz A und Farbreagenz B
(Tetramethylbenzidin und stabilisiertes H,O,, die zusammen die Substratldsung ergaben),
sowie die Stopplosung (2N Schwefelsidure). Je nach zu bestimmendem Cytokin beinhaltete
das Testkit den entsprechenden Standard und das 'Konjugat', eine Lésung polyklonaler
Antikérper, an die eine Meerrettichperoxidase gebunden ist.

Da die kommerziell erhiltlichen ELISA-Testkits nur mit Antikrpern gegen humane

Cytokine erhaltlich waren, konnten damit nur die Uberstande der Versuche mit humanen
Alveolarmakrophagen und mit HL-60 Makrophagen untersucht werden. Fiir die Bestim-
mung der Sekretion boviner Cytokine wurden die zuvor beschriebenen Bioassays heran-

gezogen.

2.5.2.1. TNFa

Zunichst wurde der hr-TNF-Standard gelost und folgende Konzentrationen hergestellt:
15.7,31.3, 62.5, 125, 250, 500 und 1000 pg/ml. Die Verdinnung erfolgte mit dem
Medium, das auch fur die jeweiligen Proben verwendet wurde. Als Nullwert diente
Medium ohne TNF-Zusatz. Von den Probe- bzw. Standardlésungen wurden je 200 ul in
zwei parallele Vertiefungen pipettiert und die Platte fiir zwei Stunden im Brutschrank
inkubiert.

Das Absaugen der Uberstinde und das dreimalige Spiilen mit 400 ul des zuvor 1:50
verdiinnten Waschpuffers erfolgte mit einem ELISA-Plattenwascher (SCT 812 SW 1,
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Vertrieb SCT Labinstruments). AnschlieBend wurde 200 ul TNF-Konjugat pro Vertiefung
zugegeben. Nach weiteren zwei Stunden Inkubation im Brutschrank wurden die Platten
erneut gewaschen (s.0.) und in jede Vertiefung 20 ul Substratlésung pipettiert. Diese
wurde aus gleichen Teilen Farbreagenz A und B unmittelbar vor Gebrauch hergestellt.
Nach 20 Minuten Inkubationszeit bei Raumtemperatur im Dunkeln wurde die Reaktion
mit 50 ul Stoppldsung pro Ansatz unterbrochen. Die entstandene blduliche Farbung der
Substratlosung schlug durch die 2N Schwefelsdure nach gelb um. Innerhalb von 30
Minuten wurde die Absorption bei 450 nm mit einem ELISA-Reader (s.0.) gemessen.
Uber die Daten der Regressionsgeraden der Standardwerte konnten die TNF-Gehalte der
Proben berechnet werden.

2.5.2.2. IL6

Der Interleukin 6-ELISA lief im wesentlichen wie der TNF-ELISA ab. Die Inkubationen
fanden allerdings bei Raumtemperatur statt. AuBerdem wurde in jede Vertiefung 100 pl
eines mitgelieferten Verdunners pipettiert, bevor 100 pl der Probe-bzw. Standardlosung
hinzugegeben wurde. Als Standard wurden Losungen folgender IL6-Konzentrationen
hergestellt: 3.13, 6.25, 12.5, 25, 50 und 100 pg/ml.

2.5.2.3. IL8

Der Interleukin 8-Assay entsprach weitestgehend dem IL6-ELISA. Die Standardverdiin-
nungen waren 31.3, 62.5, 125, 250, 500, 1000 und 2000 pg/ml. Je nach Versuch muf3ten
die Proben um den Faktor 50 bzw. 100 verdiinnt werden, damit die gemessenen Absorp-
tionen innerhalb des Standardbereiches lagen.

2.5.3. Bestimmung des Chemotaktischen Faktors fiir Makrophagen
2.5.3.1. 48 well Microchemotaxis-Kammer-Methode

Diese Methode wurde nach Falk et al. (1980) in einer speziellen Chemotaxiskammer
(Neuro Probe 48 Micro Chemotaxis Chamber, Nucleopore) durchgefiihrt. Sie wurde in
unserem Labor von Polzer (1992) etabliert.

Die Handhabung der Kammer erfolgte gemiB der Gebrauchsanweisung des Herstellers.
In die Locher der unteren Kammerhilfte wurden jeweils 25 pl der zu untersuchenden
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Probe bzw. des Standards pipettiert. Pro Ansatz wurden 6 Locher gefiillt. Auf die luft-
blasenfrei gefiillten Locher wurde eine Polycarbonatmembran (PVPF, 25 x 80 mm,
Nucleopore) gelegt, deren Porenweite fiir die Versuche mit RAM 5 pm und fiir die
etwas kleineren HL-60 Makrophagen 3 pm betrug. Uber eine Dichtung wurde der obere
Kammerteil fest verschraubt und die gesamte Kammer fiir 30 Minuten in den Brut-

schrank gestelit.

In der Zwischenzeit wurde mit den vorbereiteten RAM (siehe 2.2.1.2.b) bzw. HL-60
Makrophagen (siehe 2.2.3.1.a) eine Zellsuspension mit einer Zelldichte von 3 x 106
Zellen pro ml hergestellt.

Bei den RAM wurde das Medium abgesaugt und jede Flasche zweimal mit je 5 ml einer
0.25%igen Trypsinlosung gewaschen, wobei beim 2. Waschvorgang ca. 1 ml der Tryp-
sinlosung auf dem Zellrasen belassen und fiir 5 Minuten im Brutschrank inkubiert wurde.
Als sich alle RAM vom Flaschenboden abgeldst hatten, wurde die Zellsuspension in

30 ml KM 1 aufgenommen und 10 Minuten mit 250 g bei 4°C zentrifugiert. An-
schliefend wurde der Uberstand dekantiert, das Zellpellet in KM 1 aufgenommen und
Zellzahl und Vitalitit (siehe 2.4.1.2.) bestimmt. Die Vitalitét lag in jedem Fall tiber 85%.
Die RAM, die fiir den Chemotaxis-Assay eingesetzt wurden, sollten nach Moglichkeit
aus derselben Lunge stammen, aus der auch die Alveolarmakrophagen stammten, die flir
die Gewinnung der cytokinhaltigen Uberstéinde eingesetzt wurden. Die Zellen wurden fiir
vier Tage in Kulturflaschen gehalten (siehe 2.2.1.2.b), wodurch sie auch erst die Migra-
tionsfahigkeit erwarben.

Da die mit Calcitriol differenzierten HL-60 Makrophagen nur schwach adhérent waren,
wurden sie mit Hilfe eines Zellschabers vom Flaschenboden gelost. Die Zellsuspension

wurde anschlieBend ebenfalls zentrifugiert, in KM 1 aufgenommen und gezéhit.

Jedes Loch der oberen Kammerhilfte der Chemotaxiskammer erhielt 50 ul der Zellsus-
pension, wobei darauf geachtet wurde, Lufiblasen zu vermeiden. Nach vierstiindiger
Inkubation im Brutschrank wurde die Kammer auseinandergeschraubt, die Membran
entnommen und die nicht hindurchgewanderten Zellen von der oberen Membranseite
abgestreift. Die Membran wurde tiber Nacht luftgetrocknet. Mittels Hemacolorfirbung
wurden die gewanderten Makrophagen (untere Membranseite) angefirbt, wofur die
Membran in jeder Farblosung fiir eine Minute inkubiert wurde. Die Auswertung des
Versuchs erfolgte nach einer von Cerra und Nathansson (1989) beschriebenen Methode
durch die Messung der Farbintensitit an einem Laserdensitometer (Ultroscan XL, LKB)
in automatischem Peak-Integrationsmodus mit der Einstellung fur x-Width=4 und

y-Step=5.
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Die zu untersuchenden Proben der Ozon-exponierten Makrophagen wurden unverdiinnt
eingesetzt, wobei jede Probe sechsfach gemessen wurde. Die Kontrolle bestand aus dem
Medium, in dem auch die Proben aufgenommen waren. Als Standard diente 10% Zymo-
san aktiviertes Serum (ZAS) in KM 1. Mit dieser ZAS-Konzentration wurde in Vorver-
suchen mit 0 - 20% ZAS die maximal mégliche Chemotaxis sowohl fiir RAM als auch
fur HL-60 Makrophagen erreicht (vgl. Abb. 4 und 5). Die chemotaktische Aktivitat der
untersuchten Uberstéinde wurde in relativen chemotaktischen Einheiten angegeben,
wobei die Migration bei Kontrollmedium 0 und bei 10% ZAS 100 relativen Einheiten
entsprach. Sie wurde nach folgender Formel berechnet:

X- XKo

Chemotaktische Aktivitit = x 100 [relative Einheiten]
XzAs - XKo

X . Chemotaktische Wirkung der Proben

Xko : Chemotaktische Wirkung der Kontrolle (Medium)
Xzas : Chemotaktische Wirkung der 10%igen ZAS-Losung

Herstellung von Zymosan aktiviertem Serum (ZAS)

0.75 g Zymosan A von Saccharomyces cerevisiae wurden in 30 ml PBS gewaschen,

10 Minuten mit 1000 g zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in
30 ml nicht hitzeinaktiviertem FCS resuspendiert und eine Stunde im Schiittelwasserbad
bei 370C inkubiert. Nach einer erneuten Zentrifugation fiir 10 Minuten (3500 g) erfolgte
eine einstindige Hitzeinaktivierung des Uberstandes bei 56°C. Das aktivierte Serum
wurde nun aliquotiert und bei -20°9C gelagert.

2.5.4. Bestimmung des Chemotaktischen Faktors fiir polymorphonukleére
neutrophile Granulozyten

2.5.4.1. Gewinnung der polymorphonukleiiren neutrophilen Granulozyten

Zur Gewinnung der polymorphonukledren neutrophilen Granulozyten wurde frisches
Rinderblut, das uns vom Schlachthof Karlsruhe zur Verfiigung gestellt wurde, mit 20
Einheiten Heparin pro ml (Liquemin, La Roche) versetzt und 1:3 mit HBSS verdiinnt.
Die Isolation der bovinen PMN erfolgte nach der Methode von Chodirker et al. (1968).
Durch vorsichtiges Uberschichten von 20 ml Ficoll-Paque (Pharmacia) mit 25 ml des
Blut-HBSS-Gemisches und anschlieBender Zentrifugation mit 500 g fiir 30 Minuten bei
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Raumtemperatur konnte folgende Fraktionierung erreicht werden: ganz unten im Zentri-
fugenrohrchen sammelten sich die Erythrozyten und Granulozyten, die von den mo-
nozytiren Leukozyten und dem klaren HBSS bedeckt waren. Nun wurde von oben abge-
saugt, sodaB3 nur das Erythrozyten/Granulozyten-Pellet zuriickblieb. Um die Granulo-
zyten zu isolieren, muBten nun die Erythrozyten lysiert werden. Hierfiir wurde jedes Pel-
let ca. 20 Sekunden lang mit 20 ml 0.2%iger NaCl resuspendiert, und anschlieBend wur-
den jeweils weitere 20 ml 1.6%ige NaCl hinzugefligt, damit eine physiologisch Konzen-
tration vorlag. Nach der Zentrifugation (250 g, 7 Minuten) wurde der Uberstand ver-
worfen. Diese Behandlung zur Lyse der Erythrozyten wurde 4 bis 5 Mal wiederholt. Das
erhaltene weifle Pellet mit den Granulozyten wurde in HBSS mit 0.5% Rinderserum-
albumin aufgenommen und Zellzahl und Vitalitit mit Trypanblau bestimmt. Die Zell-

suspension wurde auf 0.6 x 106 Zellen pro ml eingestellt.

2.5.4.2. Leading-Front-Methode

Die Quantifizierung der Granulozyten-Migration wurde nach Kownatzki et al. (1986) auf
der Grundlage der Methode von Zigmond und Hirsch (1973) in speziellen Chemotaxis-
kammern (Nucleopore) durchgefiihrt. Im Unterschied zur 48 well Microchemotaxis-
Kammer hatte jede Kammer nur eine Vertiefung mit 13 mm Durchmesser, und es wurden
150 pm dicke Cellulosenitrat-Membranen (Sartorius) mit 3 pm Porendurchmesser ver-
wendet, in die die Zellen hineinwanderten. Auch hier gab es ein unteres Kammerteil, in das
200 pl des zu testenden Uberstandes pipettiert wurden, und ein oberes Kammerteil, das
800 pl Zellsuspension erhielt. Die Cellulosenitrat-Membranen wurden unmittelbar vor dem
Auflegen auf die untere Kammerhilfte mit HBSS getrinkt. Jede Probe wurde unverdiinnt
und 1:10 verdiinnt eingesetzt, als Kontrolle diente das Kulturmedium, in dem auch die
Proben aufgenommen waren, und als Standard-Chemoattraktant wurde auch hier ZAS
(siehe 2.5.3.1.) verwendet. Vorversuche ergaben, daB die maximale Migration mit einer
ZAS-Konzentration von 10% zu erreichen war. Nachdem die Kammern verschlossen und
geflillt waren, folgte eine Inkubation im Brutschrank fir 90 Minuten. Im AnschluB daran
wurden die Kammern aufgeschraubt, die Membranen entnommen und wie folgt fixiert und

gefarbt:

Propanol 100% 1 Minute
Hiamatoxylin-Harris 6 Minuten
Wasser kurz!
Propanol 70%-HCI 30 Sekunden

Wasser kurz!




2. Material und Methoden Seite 38

Blueing Agent 3 Minuten
Wasser kurz!

Propanol 70% 2 Minuten
Propanol 95% 2 Minuten
Propanol 100% 2 Minuten
Propanol 2 Minuten
Xylol 4 Minuten

Einbetten in Kanadabalsam.
1Unter flieBendem Wasser, bis keine Farbe mehr herauslief,

24 Stunden nachdem die Membranen eingebettet worden waren, wurden sie unter einem
Leitz Diaplan Mikroskop (Vergroflerung x 10 x 40) ausgewertet. Hierfur wurde bei jeder
Membran an vier verschiedenen Stellen mit dem Mikroskop die Membranoberfliche
scharfgestellt. Mit Hilfe einer Mikrometerschraube wurde nun solange durch die Membran
durchfokusiert bis die Ebene, auf der die letzten Zellen zu sehen waren, erreicht war. Diese
Zellen bildeten die sogenannte "Leading-Front". Von einem speziell angefertigtem
Mefgerit, das mit der Millimeterschraube gekoppelt war, wurde die Migrationsentfernung
angezeigt. Die chemotaktische Aktivitit wurde auch hier in relativen Einheiten angegeben,
wobei das Kontrollmedium 0 und 10% ZAS 100 relative Einheiten enthielt.

2.5.5. Charakterisierung der chemotaktischen Faktoren

2.5.5.1. Neutralisation mit Anti-IL8, Anti-MIP-1a und Anti-CS

Zur ndheren Charakterisierung der in den Ozon-exponierten Makrophageniiberstinden
befindlichen Faktoren, die fiir Makrophagen bzw. fiir neutrophilie Granulozyten chemo-
taktisch wirkten, wurden diese vor dem jeweiligen Chemotaxis-Assay mit verschiedenen
Antikorpern inkubiert. Durch eine einstiindige Inkubation der zu untersuchenden Probe
mit dem Antikorper bei 379C konnte der chemotaktische Faktor neutralisiert werden. Es
wurden monoklonale Antikérper gegen humanes IL8 und MIP-1a (Biermann, Endkon-
zentration: 10 ug/ml) sowie gegen den Komplementfaktor C5 (goat Antiserum to Human
C5, ICN, Endverdiinnung: 1:100) eingesetzt.
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2.5.5.2. Molekulargewichtsbestimmung des ChF fiir Makrophagen

Um das Molekulargewicht der in den Ozon- bzw. Quarz-exponierten Makrophagen-
Uberstanden vorhandenen chemotaktischen Faktoren fiir Makrophagen einzuschitzen,
wurden die jeweiligen Uberstinde durch spezielle Membranfilter zentrifugiert. Es han-
delte sich hierbei um Polypropylenréhrchen mit Filtereinheiten, deren Membranen eine
Abscheidungsgrenze von 30 bzw. 10 kDa hatten (Ultrafree-MC-Filtereinheit, Millipore).
Nach der Zentrifugation (2000 g, 45 Minuten) wurden die filtrierten Medien zum
Chemotaxis-Assay mit der 48 well Mikrochemotaxis-Kammer-Methode eingesetzt.

2.6. Bezugsquellen

Actinomycin D Sigma
Alveofact Thomae
Amphotericin B Boehringer
Calcitriol La Roche
(1-a 15, Dihydroxy-Vitamin D5)

DMSO Sigma

L-a DPL Sigma
Ethidiumbromid Serva
EtOH s, Merck
FCS Gibco
FDA Sigma
L-Glutamin Sigma
Hemacolor-Schnellfiarbung Merck
Hexamethyldisilazan Sigma
Lipopolysaccharid von Sigma
Salmonella abortus equi

MEM 100 Gibco
MTT Serva
Natriumpyruvat Sigma
Precinorm E Boehringer
P/S Gibco
RPMI 1640 Gibco
RSA Serva
Synthetische Luft mit 5% CO, Messer Griesheim
DL-a Tocopherol Merck
Trypsin Gibco
Zymosan von Saccharomyces Sigma

cerevisiae
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2.7. Statistik

Bei allen in den Abbildungen dargestellten MeBdaten handelt es sich um arithmetische
Mittelwerte. Die Fehlerbalken geben die Standardfehler wieder.

Um zu tiberpriifen, ob die Daten normalverteilt sind, wurde der David-Quotient (Sachs,
1984) ermittelt, wobei eine Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% zugrunde gelegt wurde. Die
statistische Signifikanzanalyse des Unterschiedes zweier Mittelwerte wurde mit Hilfe des
t-Testes nach Student durchgefiihrt (Ehrenberg, 1986). Unter Beriicksichtigung, ob es sich
um MeBwertpaare oder unabhingige Stichproben handelt, wurde ein statistisch signifikan-
ter Unterschied dann angenommen, wenn p < 0.05 war.
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3. Ergebnisse

3.1. EinfluB von Ozon auf Rinderalveolarmakrophagen - Vergleich
zweler verschiedener Expositionssysteme

Um den Einfluf} der Expositionsanordnung bei der Begasung von Alveolarmakrophagen mit
Ozon zu untersuchen, wurden die meisten Untersuchungen von RAM sowohl mit der
Wippe als auch mit der Voisin-Kammer durchgefiihrt.

3.1.1. Morphologische und biochemische Untersuchungen

Lichtmikroskopie und Fluoreszenzmikroskopie

Bei lichtmikroskopischer Betrachtung der Alveolarmakrophagen nach Exposition auf der
Wippe konnte kein Unterschied zwischen der Behandlung mit Ozon und synthetischer Luft
festgestellt werden. Dies galt unabhingig von der Ozonkonzentration und der Expositions-

dauer.

Die Abbildungen 6 und 7 zeigen RAM nach vierstiindiger Exposition in der Voisin-Kammer
mit synthetischer Luft bzw. 0.5 ppm Ozon und anschlieBender Farbung mit Ethidiumbromid
und Fluoresceindiacetat. Die Zellen befanden sich auf den Membranen der Luftkultur-
schilchen. Durch die Ozonexposition kam es zu einem deutlichen Vitalitdtsverlust, der
durch die verminderte Anzahl griin-gelblich fluoreszierender Zellen bei gleichzeitig erhohter

Anzahl rot fluoreszierender Zellkerne sichtbar ist.

Elektronenmikroskopie

Die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen von RAM nach zweistiindiger Exposition
mit synthetischer Luft in der Voisin-Kammer (Abb. 8a-c) zeigen die meist kugelférmigen
Zellen mit stark strukturierter Oberfliche. Zum Teil haben sie sehr lange Pseudopodien, mit
denen sie in den Poren der Membran verankert sind oder auch Zell-Zell-Kontakte kniipfen
(Abb. 8a). Bereits durch eine zweistiindige Exposition mit 0.5 ppm Ozon kam es zu deutli-
chen Veranderungen der Zelloberfliche. Die Zellen erscheinen flacher und es sind einige
Zelitrimmer zu sehen. Die auffilligste Verinderung ist jedoch das Aufireten von "Léchern”
in der Zellmembran (Abb. 9a-c).

Die transmissionselektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden an den gleichen
Proben durchgefiihrt wie auch die rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen. Man
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sieht in Abbildung 10a-c Aufnahmen von Schnitten durch RAM nach zweistiindiger Ex-
position mit synthetischer Luft. Die Zellmembranen sind intakt, das Cytoplasma ist stark
strukturiert und zum Teil sind Mitochondrien, der Golgi-Apparat sowie zahlreiche Vesikel
und Vakuolen zu erkennen. Der lingliche Zellkern weist einen deutlichen Anteil an Hetero-
chromatin auf (Abb. 10b und c). In Abbildung 10a sind die zahlreichen Zellauslaufer gut zu
erkennen, mit denen die Makrophagen in der Membran verankert sind (Abb. 10c).

Die Aufnahmen der Schnitte nach zweistiindiger Exposition mit 0.5 ppm Ozon (Abb. 11a-d)
zeigen deutliche Unterschiede zu den Aufnahmen der lufibegasten Kontrollen. Alle Zellen
sind wesentlich flacher und bei vielen ist die Zellmembran zum Teil bzw. vollstidndig zerstort
(Abb. 11a). In Abbildung 11b ist ein noch intakter RAM mit deutlich reduzierter Zell-
oberflichenstruktur direkt neben einer Zelle mit bereits aufgeloster Membran zu erkennen.
Zellorganellen sind bei derart geschadigten Zellen nur noch vereinzelt vorhanden (Abb. 11¢
und d).

Vitalititsbestimmung

Abbildung 12 zeigt die Vitalitdt von RAM nach Exposition mit Ozon fiir vier Stunden in
Abhéngigkeit von der Konzentration und vom Expositionssystem. Zu Versuchsbeginn lag
die Vitalitit der RAM in jedem Fall {iber 95%. In Analogie zu den lichtmikroskopischen
Betrachtungen konnte bei den Experimenten mit der Wippe bis zu 2 ppm Ozon kein

signifikanter Unterschied zu den Luft-exponierten Zellen festgestellt werden.

Ein deutlicher, fast linearer Vitalititsverlust im Bereich zwischen 0.25 und 2 ppm war bei
den Zellen sichtbar, die in der Voisin-Kammer begast wurden, wobei der Unterschied
zwischen 0 und 0.25 ppm Ozon noch nicht signifikant war. Da nach der Exposition mit

2 ppm Ozon 65% der Zellen tot und zum groBten Teil nicht mehr adhédrent waren, wurde
als Obergrenze fir die Versuche mit der Voisin-Kammer eine Konzentration von 1 ppm
Ozon festgelegt, was einem maximalen Vitalitatsverlust von ca. 35% entsprach.

Die Bestimmung der freigesetzten cytoplasmatischen LDH im Kulturmedium diente der
Verifizierung der durch Auszihlen ermittelten Vitalititsraten,

Bei den Versuchen mit der Wippe konnte keine Freisetzung der cytoplasmatischen LDH ins
Kulturmedium gemessen werden, da durch die Ozonbegasung bei gleichzeitiger Wippbewe-
gung das Protein LDH zerstort wurde. So konnten in Kontrollexperimenten von 100 U/
einer LDH-Standardlsung nach der vierstiindigen Begasung mit 1 ppm Ozon nur noch

23 U/l nachgewiesen werden (Daten nicht dargestellt).

Abbildung 13 zeigt die LDH-Freisetzung von RAM wihrend einer vierstiindigen Ozonexpo-
sition in der Voisin-Kammer in Abhingigkeit von der Konzentration. Es ist ein deutlicher
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Anstieg der LDH im Kulturunterstand zu sehen, der bei 1 ppm Ozon 180 U/l erreichte.
Dieser Anstieg korrelierte gut mit der Vitalitdtsminderung.

3.1.2. Untersuchungen zur Cytokinfreisetzung

Die in diesem Abschnitt dargestellten Ergebnisse der Untersuchungen zur Freisetzung von
Cytokinen nach Ozonexposition sind eine Zusammenstellung vieler verschiedener Versuche.
Da es zwischen den RAM, die aus verschiedenen Lungen isoliert wurden, teilweise grofle
Unterschiede in Bezug auf eine "Voraktivierung" bzw. Spontanfreisetzung der untersuch-
ten Cytokine gab, wurden fur die Darstellung der Konzentrationsabhingigkeiten nur
Versuche miteinbezogen, deren Kontrollen keine oder nur eine geringe Spontansekretion
aufwiesen. Auf mogliche Ursachen dieser "Voraktivierung" wird in der Diskussion einge-

gangen.

Die Freisetzung der verschiedenen Cytokine konnte nicht wihrend der Ozonexposition
bestimmt werden, da Vorversuche ergaben, daf3 das Reizgas Ozon neben der LDH auch
andere Proteine wie z.B TNF oder IL8 zerstort. Infolgedessen fand unmittelbar nach der
Ozonexposition ein Mediumwechsel statt. Nach weiteren zwei Stunden wurde dieses
Medium dann zur Bestimmung der Cytokinkonzentrationen abgenommen.

Die Inkubationsdauer von zwei Stunden ergab sich aus weiteren Vorversuchen tiber die
zeitabhingige Freisetzung von TNF und dem ChF fiir Makrophagen nach LPS-Stimulation,
die zeigten, daf} zwei Stunden nach Stimulation die maximalen Cytokingehalte gemessen
werden konnten (siehe 2.3.5. und Abb. 1 und 2)

TNFa
Abbildung 14 zeigt die Freisetzung des Polypeptidmediators Tumor Nekrose Faktor o nach

Ozonexposition auf der Wippe in Abhingigkeit von der Expositionszeit und der Ozonkon-
zentration bei RAM., Man erkennt eine deutliche konzentrationsabhingige Zunahme des
TNF-Gehaltes, wobei aber kein wesentlicher Unterschied zwischen der zwei- und der vier-
stiindigen Exposition zu verzeichnen war.

Auch die TNF-Freisetzung nach Ozonexposition in der Voisin-Kammer stieg kontinuierlich
an (Abb.15). Beim Vergleich der beiden Expositionssysteme war besonders auffillig, dal3
bei jeweils vierstiindiger Ozonexposition mit der Voisin-Kammer wesentlich hohere TNF-
Konzentrationen erreicht wurden als mit der Wippe. So lag der TNF-Gehalt nach 1 ppm
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Ozon mit der Wippe bei 17 pg pro ml Kulturiiberstand (Abb. 14) und mit der Voisin-
Kammer bei 85 pg pro ml (Abb. 15).

ChF fiir Makrophagen
Im Kulturiiberstand von RAM, die mit Ozon exponiert worden waren, konnte eine auf

unbehandelte Rinderalveolarmakrophagen chemoattraktiv wirkende Aktivitdt festgestellt
werden. Die Freisetzung dieses ChF fiir RAM wurde zu der einer 10%igen ZAS-Losung in
Relation gesetzt. Die Festlegung auf eine 10%ige ZAS-Losung als Standard-Stimulans
ergab sich aus Vorversuchen mit verschiedenen ZAS-Konzentrationen, wobei die maximale
Migrationsfiéhigkeit durch 10% ZAS erreicht wurde (siehe 2.5.3.1. und Abb. 4).

Betrachtet man Abbildung 16, erkennt man, dal3 die Freisetzung des ChF fiir AM nach
Ozonexposition mit der Wippe in Abhingigkeit von der Konzentration sowohl bei zwei-
stiindiger als auch bei vierstiindiger Inkubation anstieg. Die vierstiindige Exposition be-
wirkte dabei ungefihr eine doppelt so hohe Freisetzung wie die zweistiindige Exposition.
Abbildung 17 zeigt den ebenfalls konzentrationsabhingigen Anstieg der Sekretion des ChF
bei Ozonbehandlung in der Voisin-Kammer. In Analogie zu den Ergebnissen der TNF-Mes-
sung war die vierstiindige Ozonexposition in der Voisin-Kammer ein wesentlich potenterer
Stimulus als diejenige auf der Wippe (Abb. 16).

ChF fur polymorphonukleire neutrophile Granulozyten

Die Kulturiiberstinde ozonexponierter RAM enthielten neben dem ChF fiir unbehandelte
RAM auch einen solchen, der chemotaktische Aktivitdt fiir PMN aus Rinderblut aufwies.
Auch hier wurde die Konzentration in relativen Einheiten wiedergegeben, wobei 100 rela-

tive Einheiten der chemoattraktiven Wirkung einer 10%igen ZAS-Losung entsprachen.

In Abbildung 18 ist zu sehen, daB eine zweistiindige Ozonexposition mit der Wippe bis zu

1 ppm Ozon keine Freisetzung von ChF fiir PMN ausloste, und es erst bei 2.5 ppm Ozon zu
einer geringen Zunahme kam. Im Gegensatz dazu bewirkte die vierstiindige Exposition bei
steigender Ozonkonzentration einen steilen, fast linearen Anstieg der PMN-ChF-Konzen-
tration, wobei durch 1 ppm Ozon schon 96% der chemotaktischen Wirkung einer 10%igen
ZAS-Losung erreicht wurden.

Die in Abbildung 19 dargestelite Freisetzung dieses Faktors nach vierstiindiger Ozon-
exposition in der Voisin-Kammer entsprach weitestgehend den Ergebnissen, die mit der

Wippe erzielt worden waren.
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3.2. EinfluB von Ozon auf HL-60 Makrophagen

Die promyeloischen HL-60 Zellen, die durch Applikation von 10-6 M Calcitriol innerhalb
von drei Tagen zu Makrophagen-ahnlichen Zellen differenzierten, waren nur schwach
adhirent und 16sten sich durch eine zwei- bis vierstiindige Wippbewegung vom Boden der
Kulturflaschen ab. Daher wurden alle Untersuchungen zum Einflul von Ozon auf HL-60
Makrophagen in den Luftkulturschélchen und in der Voisin-Kammer durchgefiihrt.

3.2.1. Fluoreszenzmikroskopie und Vitalitiitsbestimmung

Abbildung 20 zeigt fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von HL-60 Makrophagen nach
vierstiindiger Exposition mit synthetischer Luft. Die Zellen erscheinen rund und sind etwas
kleiner als die RAM (Abb. 6). Wie aus Abbildung 21a und b deutlich wird, bewirkte die
Exposition mit 0.5 ppm Ozon einen starken Vitalitatsverlust. Dieser ist durch die vermin-
derte Anzahl lebender, grin-gelblich fluoreszierender Zellen bei gleichzeitig erhohter Anzahl

toter, rot fluoreszierender Makrophagen sichtbar.

Die quantitative Bestimmung der Vitalitdt von HL-60 Makrophagen in Abhéngigkeit von
der Ozonkonzentration ist in Abbildung 22 dargestellt. Die Vitalitit der Zellen wurde durch
Ozon stark vermindert und lag nach zweistiindiger Exposition mit 1 ppm Ozon nur noch bei
40%. Eine vierstiindige Ozonexposition bewirkte bereits bei 0.5 ppm eine 40%ige Vitali-
tatsminderung, so daB keine hoheren Konzentrationen fiir die weiteren Untersuchungen

eingesetzt wurden,

Die Freisetzung der cytoplasmatischen LDH in den Kulturunterstand von HL-60 Makro-
phagen (Abb. 23) war durch die vierstiindige Exposition mit 0.5 ppm Ozon im Vergleich
zur Exposition mit synthetischer Luft signifikant erhoht. Dies steht in guter Korrelation zu

der ermittelten Vitalitditsminderung.
3.2.2. Untersuchungen zur Cytokinfreisetzung
Im folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse der Untersuchungen zur Freisetzung ver-

schiedener Cytokine in Abhéngigkeit von der Ozonkonzentration und der Expositionszeit
dargelegt. Da es sich bei den differenzierten HL-60 Makrophagen um eine humane Zellinie
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handelt, und fiir humane Cytokine Antikérper verfligbar sind, konnte die Bestimmung von
TNF, IL8 und IL6 mit ELISA-Testkits durchgefiihrt werden. In Vorversuchen zeigte sich,
daB hiermit fiir TNF eine wesentlich genauere Quantifizierung moglich war als mit dem
Wehi-Assay.

INFa

In Abbildung 24 sind die Ergebnisse der Freisetzung von TNF in den Kulturtiberstand bei
verschiedenen Ozonkonzentrationen dargestellt. Es kam bei keiner der eingesetzten Ozon-
konzentrationen weder durch die zweistiindige noch durch die vierstiindige Exposition zu
einem signifikanten Unterschied zu den Kontrollen. Allenfalls bei der vierstiindigen Ex-
position war in Abhéngigkeit von der Ozonkonzentration ein tendenzieller Anstieg der
TNF-Sekretion sichtbar.

ChF fiir Makrophgen
Die Freisetzung des ChF fiir HL-60 Makrophagen (Abb. 25) wurde bei beiden Expositions-
zeiten durch 0.5 ppm Ozon signifikant erhoht gegeniiber der Kontrolle. Die induzierte

Migration der Makrophagen lag jedoch bei allen Experimenten unter 10% derjenigen,
welche durch ZAS (10%ige Losung) ausgeldst wurde, und ist somit als duBlerst gering zu
beurteilen.

IL8

Die Untersuchungen zur Freisetzung von IL8 bei HL-60 Makrophagen ergaben, daf} die
Zellen spontan, d.h. auch ohne vorherige Stimulation, gro3e Mengen an IL8 sezernierten.
Die Sekretion war allerdings durch Standardstimulantien wie LPS noch um ein Vielfaches
steigerungsfihig.

Bei Betrachtung der Abbildung 26 sieht man, dal die Konzentration von IL8 im Kultur-
tiberstand durch Ozon nicht beeinfluBBt wurde. Die Werte nach vierstiindiger Exposition
lagen zwar deutlich hoher als nach zweistiindiger Exposition, allerdings galt das auch fur die
Kontrollen. Aus diesem Grund muf} davon ausgegangen werden, daf3 die HL-60 Makropha-
gen bei diesem Versuchsansatz von vornherein eine hohere Spontansekretion zeigten. Der
einzige signifikante Anstieg der IL8-Freisetzung wurde nach zweistiindiger Exposition mit

0.5 ppm Ozon gemessen.

IL6
Abbildung 27 zeigt die Freisetzung von IL6 bei HL-60 Makrophagen in Abhingigkeit von
der Ozonkonzentration'und der Expositionszeit. Sowohl bei der zweistiindigen als auch bei
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der vierstiindigen Exposition kam es erst durch 0.5 ppm Ozon zu einem signifikanten
Anstieg der IL6-Konzentration im Kulturiiberstand.

3.3. EinfluB von Ozon auf humane Alveolarmakrophagen

Wie in 2.2.2.1. beschrieben, wurden Alveolarmakrophagen von insgesamt 6 Patienten fur
die Experimente eingesetzt, wobei zwei davon aufgrund der Diagnose Sarkoidose Typ II
getrennt betrachtet wurden. Alle Untersuchungen zum EinfluB von Ozon auf humane
Alveolarmakrophagen (HAM) wurden mit der Wippe als Expositionssystem durchgefiihrt.

3.3.1. Lichtmikroskopie und Vitalititsbestimmung

Die lichtmikroskopischen Aufnahmen lebender HAM nach zweistiindiger Exposition mit
synthetischer Luft (Abb. 28a und b) und mit 1 ppm Ozon (Abb. 29) auf der Wippe zeigten
morphologisch keine Ozon-induzierten Unterschiede. Nach Applikation von Trypanblau
war auch beziiglich der Vitalitdt kein Unterschied zu sehen. Bei den abgebildeten Zellen
handelte es sich um Zellen von Patient 4, in dessen BAL 95% der Zellen Makrophagen
waren, die einen dichten, gut adhdrenten Zellrasen bildeten. Auffillig war, daf fast alle AM
aufgrund des starken Nikotinabusus des Patienten 4 sehr stark granuliert waren.

Die bronchoalveoliren Lavagefliissigkeiten der Sarkoidose-Patienten (Patient 5 und 6)
zeichneten sich durch eine hohe Anzahl an Lymphozyten aus. Diese wurden nicht adhérent
und konnten durch zusitzliches Spiilen vor Versuchsbeginn vom Zellrasen der adharenten

Makrophagen entfernt werden.

3.3.2. Untersuchungen zur Cytokinfreisetzung

TNFa

In den Abbildungen 30 und 31 ist die TNF-Freisetzung in den Kulturiiberstand der HAM
von vier verschiedenen Patienten nach Exposition mit synthetischer Luft bzw. Ozon dar-
gestellt. Laut Untersuchungsberichten (siehe 2.2.2.1.) handelte es sich zwar bei allen vier
Patienten um solche mit einer fibrosierenden Lungenerkrankung, allerdings zeigten die
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Kontrollwerte der TNF-Freisetzung nach Behandlung der AM mit synthetischer Luft sehr
unterschiedliche Ergebnisse. So lag bei Patient 3 und besonders bei Patient 4 eine starke
Spontansekretion vor. Sehr auffillig ist jedoch, daB durch Ozon die TNF-Sekretion der AM
aller vier Patienten signifikant anstieg, und zwar sowohl durch 0.5 ppm Ozon als auch durch
1 ppm Ozon.

IL8

Die Ergebnisse der IL8-Freisetzung von HAM (Abb. 32 und 33) nach Luft- bzw. Ozon-
exposition sind zum Teil widerspriichlich. Auch hier muf berticksichtigt werden, daB es sich
um vier verschiedene Patienten mit unterschiedlichen Krankheitsbildern handelte. Bei den
HAM von Patient 1 und 2 bewirkte die Exposition mit 1 ppm Ozon fiir 2 bzw. 4 Stunden
einen deutlichen Anstieg der IL8-Sekretion. Kein signifikanter Unterschied der IL8-Konzen-
tration konnte dagegen in den Uberstinden der HAM von Patient 3 festgestellt werden. Bei
den Zellen von Patient 4 kam es sogar zu einer Verminderung der IL8-Freisetzung.

IL6

Bei Betrachtung der Abbildungen 34 und 35 zeigt sich, daB3 die AM der vier Patienten nach
Exposition mit synthetischer Luft (Kontrollen) sehr unterschiedliche Mengen an IL6 pro ml
Kulturiiberstand sezernierten. Das korreliert sehr gut mit den entsprechenden Ergebnissen
der TNF-Sekretion. Wihrend die Zellen von Patient 1 und 2 kaum IL6 freisetzten, lagen die
entsprechenden Werte bei Patient 3 und 4 bei 380 pg pro ml Kulturiiberstand. Durch Ozon
kam es allerdings bei keinem der vier Experimente zu einer signifikanten Anderung der IL6-
Sekretion.

3.3.3. Cytokinfreisetzung bei HAM von Sarkoidose-Patienten

INFa

In Abbildung 36 ist der Einflu einer Exposition mit synthetischer Luft bzw. Ozon auf die
TNF-Freisetzung der AM von Patient 5 (a) und Patient 6 (b) dargestellt. In beiden Fillen
zeichnete sich die BAL durch eine hohe Anzahl an Lymphozyten aus. Ozon bewirkte bei
den AM von Patient 5 eine signifikante Abnahme der TNF-Sekretion im Vergleich zur
Kontrolle, wogegen bei Patient 6 kein signifikanter Unterschied festgestellt werden konnte.
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IL8

Nach der vierstiindigen Exposition mit 0.5 ppm (Abb. 37a) bzw. mit 1 ppm Ozon (Abb.
37b) kam es bei den HAM der Sarkoidose-Patienten zu einer signifikanten Abnahme der
IL8-Sekretion im Vergleich zu den luftbegasten Kontrollen.

IL6

Abbildung 38 zeigt den EinfluB} einer vierstiindigen Exposition mit synthetischer Luft bzw.
0.5 ppm Ozon auf die IL6-Freisetzung der AM von Patient 5. Es ist ein signifikanter An-
stieg durch Ozon erkennbar. In den Kulturiiberstinden der AM von Patient 6 konnte kein

IL6 nachgewiesen werden.

3.4. EinfluBl von Ozon in Kombination mit Stiuben

Um die Kombinationswirkungen von Gasen mit Staubpartikeln auf AM zu untersuchen,
wurde der Lufi- bzw Ozonexposition auf der Wippe eine einstiindige Inkubation mit den
jeweiligen partikuldren Stduben vorangestellt. Samtliche Versuche wurden mit RAM
durchgefiihrt,

3.4.1. Lichtmikroskopie

Zunichst wurde durch Hemacolorfirbung und lichtmikroskopische Betrachtung der Zellen
nach der jeweiligen Staubinkubation tberpriift, ob die RAM die Partikel tatsichlich phago-
zytiert hatten. Abbildung 39 zeigt Kontrollzellen, die ohne Partikel in Medium kultiviert
wurden. Der Zellkern sowie das partikelfreie Cytoplasma sind deutlich zu sehen. Nach einer
zweistiindigen Inkubation von RAM mit Latex-Partikeln (Abb. 40) sind zum Teil iiber
zwanzig dieser Partikel im Cytoplasma einer Zelle sichtbar. Ebenfalls konnte bei der
lichtmikroskopischen Betrachtung die Phagozytose der Quarz-Partikel (Abb. 41) und der
denaturierten Albumin-Partikel (Abb. 42) bestitigt werden.
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3.4.2. Untersuchungen der Cytokinfreisetzung

Die in den folgenden Abbildungen dargestellten Ergebnisse zeigen den Einflul der Kombi-
nation verschiedener Ozonkonzentrationen mit Latex-, Quarz- oder Albumin-Partikeln auf
die Freisetzung von TNF und ChF fiir Makrophagen. In allen Abbildungen sind im oberen
Teil (a) die Ergebnisse der Luftexposition neben denen der Staubphagozytose mit an-
schlieBender Luftexposition dargestellt. Im unteren Teil (b) sind die Ergebnisse der Expo-
sition mit Ozon allein neben denen der Kombinationsapplikation Partikel plus Ozon ab-
gebildet. Auf den direkten Vergleich der Behandlung mit synthetischer Luft oder Ozon
wurde verzichtet, da dies in 3.1. bereits ausfiihrlich besprochen wurde.

Latex

Latex ist bekannt als biologisch inerter Staub und hatte als solcher keinen Einfluf3 auf die
Vitalitit der RAM.

In Abbildung 43a sind die Ergebnisse der Exposition mit synthetischer Luft dargestellt.
Weder durch synthetische Luft allein noch durch die vorangestellte Phagozytose von Latex-
Partikeln wurde die TNF-Freisetzung beeinfluft. Dasselbe Ergebnis wurde fiir die Sekretion
des ChF fur Makrophagen ermittelt (Abb. 44a). Die zweistiindige Exposition mit der hohen
Konzentration von 2.5 ppm Ozon bewirkte einen deutlichen Anstieg sowohl der TNF-
(Abb. 43b) als auch der ChF-Freisetzung (Abb. 44b). Im Vergleich zu der Behand-lung mit
Ozon allein konnte durch die Kombination von Latex plus Ozon nur ein leichter Anstieg der
TNF-Freisetzung nicht aber der ChF-Freisetzung in den Kulturiiberstand erreicht werden.
Ganz ghnlich waren die Ergebnisse der Exposition mit 1 ppm Ozon in Kombination mit
Latex (Abb. 45 und 46). Es zeigte sich eine sehr geringe Freisetzung an TNF und ChF fur
Makrophagen durch synthetische Luft, die auch durch Latex nicht signifikant veridndert
wurde. Im Vergleich dazu bewirkte die Exposition der RAM mit 1 ppm Ozon nur eine
leichte Sekretionssteigerung der beiden untersuchten Cytokine, und durch die Kombination
mit Latex kam es auch hier zu keinem zusitzlichen signifikanten Effekt (Abb. 45b und 46b).

Quarz

Quarz-Partikel sind in hohen Konzentrationen toxisch fiir AM. Die hier eingesetzte ver-
gleichsweise geringe Konzentration von 50 ug pro ml bewirkte innerhalb einer zweistiin-
digen Inkubation einen Vitalitdtsverlust von weniger als 10%.

Abbildung 47a zeigt, daB es durch die Phagozytose von Quarz-Partikeln zu einer Stimu-
lation der TNF-Sekretion im Vergleich zu den Kontrollen kam. Dasselbe wurde bei der
Freisetzung des ChF fiir Makrophagen ermittelt (Abb. 48a). Die zweistiindige Exposition
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mit 2.5 ppm Ozon 16ste eine starke TNF- (Abb. 47b) und ChF-Freisetzung (Abb. 48b) aus,
wobei nur die ChF-Freisetzung durch die Inkubation mit Quarz zusitzlich stimuliert werden
konnte.

Die in den Abbildungen 49 und 50 dargestellten Ergebnisse nach Exposition mit syntheti-
scher Luft bzw. 1 ppm Ozon in Kombination mit Quarz zeigen ein dhnliches Verhalten der
Makrophagen: Quarz in Kombination mit Luft bewirkte einen deutlichen Anstieg der TNF-
(Abb. 49a) und ChF-Sekretion (Abb. 50a). Die Ozon-induzierte Freisetzung der beiden
Cytokine konnte jedoch durch die zusitzliche Quarz-Phagozytose nicht mehr gesteigert
werden (Abb. 49b und 50b).

In den Abbildungen 51 und 52 sind die Freisetzungen der Cytokine nach Behandlung der
RAM mit 0.5 ppm Ozon gezeigt. Die Ergebnisse stimmen gut mit denen der Inkubation mit
1 ppm (Abbildungen 49a und 50a) tiberein. Die Exposition mit 0.5 ppm Ozon bewirkte eine
deutliche TNF-Sekretion, die durch Vorinkubation mit Quarz nicht verindert wurde (Abb.
51b). Die Freisetzung des ChF fiir Makrophagen wurde in diesem Fall jedoch durch Ozon
allein kaum stimuliert, so daf3 erst Quarz hier zu einem Anstieg der Konzentration dieses
ChF fiihrte.

Die Ergebnisse der Kombinationsapplikation von Quarz mit synthetischer Luft bzw.

0.25 ppm Ozon auf die TNF- und ChF-Freisetzung sind in den Abbildungen 53 und 54
gezeigt. Wie bei den hoheren Konzentrationen kam es auch hier durch die Quarz-Inkubation
allein zu einer Erhohung der Cytokinkonzentration im Vergleich zu den luftbegasten
Kontrollen (a). Die Exposition mit 0.25 ppm Ozon (b) bewirkte keine signifikant hohere
Freisetzung von TNF oder ChF fiir Makrophagen als diejenige mit synthetischer Luft. Die
zusitzliche Quarz-Phagozytose fuhrte zu einem Anstieg beider untersuchten Cytokine,
allerdings unterscheiden sich die Werte nicht von denjenigen, die nach Behandlung mit

Quarz allein erhalten wurden.

Albumin

Als Beispiel fur biogenes Material wurden denaturierte Albumin-Partikel hergestellt und in
Kombination mit synthetischer Luft bzw. Ozon eingesetzt. Die Konzentration betrug 108
Teilchen pro ml, wobei pro Kulturflasche (3 x 106 Zellen) 3 ml zugesetzt wurden.

In Abbildung 55a und 56a ist dargestellt, da3 die Albumin-Partikel in Kombination mit syn-
thetischer Luft die Freisetzung von TNF und ChF fiir Makrophagen auslésten. Die durch
Ozon induzierte (in diesem Fall vergleichsweise niedrige) TNF-Sekretion wurde durch die
Albumin-Phagozytose nicht veriandert (Abb. 55b). Im Gegensatz dazu kam es bei denselben
Experimenten zu einem signifikanten Anstieg der Freisetzung des ChF fur Makrophagen
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durch Albumin (Abb. 56b), die Werte unterscheiden sich aber nicht signifikant von denen,
die nach Behandlung mit Albumin plus Luft gemessen wurden.

Die Ergebnisse der Kombinationsversuche mit verschiedenen Stauben und Ozon zeigten in
keinem der untersuchten Fille einen additiven oder sogar synergistischen Effekt auf die
Cytokinfreisetzung von RAM.

3.5. EinfluBl von Ozon in Kombination mit Surfactant-Phospholipiden -
Vergleich zweier verschiedener Expositionssysteme

Als Surfactant-Phospholipide wurden Dipalmitoyllecitin (DPL) und Alveofact in einer
Konzentration von 100 pg pro ml verwendet. Um festzustellen, ob die Surfactant-Bestand-
teile die Wirkung von Ozon auf AM veriandern, wurden diese Untersuchungen mit beiden
Expositionssystemen durchgefiihrt. Fiir die Experimente mit der Wippe wurde das DPL
dem Medium zugegeben. Vor der Inkubation der Luftkulturschalchen in der Voisin-
Kammer fand ein "Coaten" der Zellen statt: Das Medium im Kulturunterstand wurde ent-
fernt, und anschlieBend wurde die DPL- bzw. Alveofact-Losung auf die RAM gegeben.
Diese lief durch die Membran hindurch und hinterlief einen Phospholipidfilm auf dem
Zellrasen.

3.5.1. Fluoreszenzmikroskopie und Vitalititsbestimmung

Wie in 3.1.1. beschrieben hat eine Ozonexposition mit der Wippe keinen Einfluf} auf die
Morphologie bzw. Vitalitit der AM. Entsprechend konnte auch durch DPL keine Verinde-
rung ermittelt werden (ohne Abb.). Im Gegensatz dazu zeigen die fluoreszenzmikroskopi-
schen Aufnahmen von RAM nach vierstiindiger Exposition mit Ozon in der Voisin-Kammer
(Abb. 58a und b) im Vergleich zu Luft-exponierten Zellen (Abb. 57a und b) einen deutli-
chen Vitalitatsverlust, der durch die Zugabe von DPL stark vermindert wurde (Abb. 59a
und b). Quantitative Vitalititsbestimmungen sind in Abb. 64 und 67 dargestellt, wo sie je-
weils neben der dazugehérigen Untersuchung der Cytokinfreisetzung aufgefiihrt sind. Die
Abbildungen zeigen, dal weder DPL noch Alveofact in Kombination mit synthetischer Luft
die Vitalitit der RAM beeinfluten (a). Der durch 0.5 ppm (Abb. 64b) bzw. 0.25 ppm Ozon
(Abb. 67b) induzierte Vitalititsverlust wurde aber nahezu verhindert.
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3.5.2. Untersuchungen der Cytokinfreisetzung

In den Abbildungen 60 bis 63 ist der EinfluB} einer vierstiindigen Exposition mit syntheti-
scher Luft bzw. Ozon in Kombination mit DPL auf die Freisetzung von TNF und ChF fur
RAM gezeigt. Die Exposition mit 1 und 0.5 ppm Ozon fand auf der Wippe statt. Im oberen
Teil (a) jeder Abbildung ist zu erkennen, daf3 die Zugabe von DPL in den Kulturiiberstand
keine signifikante Verdnderung der Cytokin-Freisetzung bewirkte. Auch auf die Ozon-
induzierte TNF- (Abb. 60b und 62b) und ChF-Freisetzung (Abb. 61b und 63b) hatte DPL
keinen Einfluf3.

Ganz anders stellten sich die Ergebnisse nach Exposition mit der Voisin-Kammer dar. Wie
bereits beschrieben, bewirkte Ozon hier eine stirkere Freisetzung der untersuchten Cytokine
als bei Exposition mit der Wippe. DPL, das in Kombination mit synthetischer Luft auch hier
keinen Effekt zeigte (Abb. 65a und 66a), bewirkte eine Verminderung der Cytokin-Freiset-
zung durch Ozon. Der Unterschied zur Ozonbehandlung ohne DPL war fir TNF allerdings
nicht signifikant (Abb. 65b), dagegen kam es bei der Freisetzung des ChF fiir Makrophagen
zu einem hoch signifikanten Unterschied (Abb. 66b).

Alveofact, das schon bei der Vitalititsbestimmung den gleichen Effekt wie DPL zeigte
(siehe 3.5.1.), konnte die Ozon-induzierte Cytokinfreisetzung bei RAM ebenfalls hemmen.
Die unteren Teile der Abbildungen 68 und 69 zeigen, daB bei der Exposition mit 0.25 ppm
Ozon die Konzentration von TNF und ChF im Kulturiiberstand durch Alveofact niedriger
war, allerdings ist der Unterschied nicht signifikant. Im Gegensatz dazu kam es bei dem
analogen Experiment mit 1 ppm Ozon (Abb. 70 und 71) zu einer signifikanten Hemmung
der Cytokinfreisetzung durch Alveofact. Auffillig ist hier, daB besonders die Freisetzung
des ChF fiir Makrophagen von diesem Schutzeffekt des Alveofact betroffen ist (Abb. 71b),
was sich ja auch schon bei der DPL-Applikation zeigte (Abb. 66b).

Bei Betrachtung der Abbildungen 70a und 71a erkennt man, dafl die RAM in diesem Ver-
such "voraktiviert" waren, d.h. daB sie bei Behandlung mit synthetischer Luft allein
(Kontrolle) bereits TNF und vor allem ChF fur Makrophagen freisetzten. Diese Sekretion
wurde durch Alveofact ebenfalls etwas gehemmt.

Die letzte Abbildung (Abb. 72a und b) in diesem Kapitel zeigt die Ergebnisse eines Experi-
ments mit humanen AM von Patient 4 (siehe 2.2.2.1.). Analog zu den Ergebnissen mit
RAM wurde auch hier durch Zugabe von DPL der durch Ozon ausgeloste Anstieg der
TNF-Sekretion sowie die erhdhte Spontanfreisetzung vermindert.
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3.6. EinfluB von Ozon in Kombination mit LPS

Im folgenden Abschnitt sollte iiberpriift werden, inwieweit eine Ozonbehandlung mit der
Voisin-Kammer die stimulierte Cytokinfreisetzung beeinflufit. Lipopolysaccharid, das als
Standardstimulans fur die Freisetzung aller untersuchten Cytokine diente, wurde dem Kul-
turmedium unmittelbar nach der Luft- bzw. Ozonexposition zugegeben, und nach zwei
Stunden wurden die Ubersténde abgenommen.

3.6.1. Untersuchungen zur Cytokinfreisetzung

Die Ergebnisse der LPS-Stimulation der RAM nach zweistiindiger Begasung mit syntheti-
‘scher Luft zeigen eine deutliche Steigerung der Freisetzung von TNF (Abb. 73a) und ChF
fir Makrophagen (Abb. 74a) gegeniiber den Kontrollen. In Abbildung 73b ist zu sehen, daf3
die Ozon-induzierte TNF-Sekretion durch LPS-Inkubation zusitzlich stimulierbar war,
jedoch gehen die Werte nicht iiber die einer einfachen LPS-Stimulation hinaus. Fiir die Frei-
setzung des ChF fiir Makrophagen gilt im Prinzip dasselbe, allerdings wurde hier durch die
Kombination Ozon plus LPS eine hohere ChF-Konzentration erreicht als durch LPS allein,
so dal3 man hier von einer additiven Wirkung sprechen kann,

Gangz ghnlich waren die Ergebnisse der vierstiindigen Exposition mit Luft bzw. 0.5 ppm
Ozon und anschlieBender LPS-Inkubation (Abb. 75 und 76). Auch hier kam es durch LPS
allein zu der bekannten Sekretionssteigerung der beiden untersuchten Cytokine (a). Die
Ozon-induzierte TNF- (Abb 75b) und ChF-Freisetzung (Abb. 76b) wurde durch LPS zwar
etwas verstérkt, aber es war ebenfalls in keinem Fall ein synergistischér Effekt durch die
Kombination Ozon plus LPS sichtbar.

In Abbildung 77a bis ¢ sind die Ergebnisse eines Vergleichsexperiments mit HAM von
Patient 2 dargestellt. Es wird jeweils die Kombination synthetische Luft plus LPS mit der
Kombination Ozon plus LPS verglichen. Die zweistiindige Exposition mit 1 ppm Ozon fand
auf der Wippe statt und fiihrte zu keiner signifikanten Verianderung der LPS-induzierten
TNF-Freisetzung (a). Die Mediumkonzentration von IL8 wurde durch Ozon erhéht (b) und
diejenige von IL6 vemindert (c).

Da es, wie in den Abbildungen 73 bis 76 gezeigt, nur fiir den ChF flir Makrophagen zu einer
Erhohung der LPS-induzierten Sekretion durch Ozon kam, wurde im folgenden Experiment
untersucht, ob dieser Ozoneffekt durch die Zugabe von DPL verhindert werden konnte. In
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Abbildung 78a und 79a ist dargestellt, dal sowohl durch 1 ppm als auch durch 0.5 ppm
Ozon die ChF-Konzentration anstieg. Dieser Anstieg wurde durch DPL verhindert (Abb.
78b und 79b), so daB beziiglich der LPS-Stimulierbarkeit kein signifikanter Unterschied
mehr zwischen Luft- und Ozon-exponierten Zellen feststellbar war.

3.7. EinfluB von Ozon in Kombination mit Vitamin E
3.7.1. Untersuchungen zur Cytokinfreisetzung

DL-a Tocopherol (Vitamin E), dessen antioxidative Eigenschaft bekannt ist, wurde in einer
Konzentration von 100 pM eingesetzt, um einen moglichen Schutzeffekt gegeniiber Ozon
Zu untersuchen.

Die Abbildungen 80a und 80b zeigen die Ergebnisse einer zweistiindigen Exposition von
RAM, mit 1 ppm Ozon auf der Wippe in Kombination mit Vitamin E. Bei der Vitamin E-
Inkubation wurde zwischen zwei verschiedenen Behandlungsweisen unterschieden: Entwe-
der erhielten die Zellen den Vitamin E-Zusatz erst zu Beginn der Ozonexposition (C), oder
sie wurden bereits nach der Lavagierung in Vitamin E-haltigem Medium kultiviert und
waren somit ca. 24 Stunden vorinkubiert (D). Die Konzentration von TNF (Abb. 80a) als
auch die von ChF fiir Makrophagen (Abb. 80b) war nach der Ozonbehandlung (B) deutlich
hoher als bei der luftbegasten Kontrolle (A). Die Vitaminzugabe wihrend der Ozonexposi-
tion (C) bewirkte keine Verminderung der Cytokinfreisetzung. Im Gegensatz dazu fiihrte
die Vorinkubation mit Vitamin E (D) zu einer Hemmung der Ozon-induzierten TNF- und
ChF-Freisetzung. Die Werte der TNF-Sekretion zeigten nicht einmal mehr einen signifikan-
ten Unterschied zu den Kontrollwerten (A), wogegen die Konzentration des ChF bei D
noch iiber Kontrollniveau lag.

3.8. Charakterisierung der chemotaktischen Faktoren

Die Quantifizierung der chemotaktischen Faktoren, die in den Ergebnissen dargestellt sind,
wurde mit Hilfe von Bioassays durchgefiihrt, wobei es sich im Falle des ChF fiir Granulo-
zyten um die Leading-Front-Methode handelte und im Falle des ChF fiir Makrophagen um




3. Ergebnisse Seite 56

die 48 well Mikrochemotaxis-Kammer-Methode. Durch nachfolgende Experimente wurde
versucht, die einzelnen Faktoren, die diese Migration auslosten, ndher zu bestimmen.

3.8.1. ChF fiir polymorphonukleire neutrophile Granulozyten

Da IL8 als ChF fiir neutrophile Granulozyten bekannt ist, wurde untersucht, ob es sich bei
dem in dieser Arbeit gemessenen ChF fiir PMN ebenfalls um IL8 handeln konnte. In Abbil-
dung 81a ist die Migration der Granulozyten in Abhingigkeit von der IL8-Konzentration
dargestelit. Die maximale Wanderung wurde bei 1 ng IL8 pro ml erreicht. Zum Vergleich ist
in Abbildung 81b die chemotaktische Aktivitit von ZAS gezeigt, dessen 10%ige
Konzentration in allen Untersuchungen als Standardstimulans und zur Definition von 100
relativen Einheiten diente.

Nachdem geklirt war, daB hr-IL8 chemotaktische Aktivitdt fir bovine PMN besal}, wurde
versucht, diese Wirkung des IL8 durch Kombination mit einem monoklonalen Antikorper
gegen hr-IL8 zu neutralisieren. Abbildung 82 macht deutlich, daB durch die einstiindige In-
kubation von IL8 mit Anti-IL8 die chemotaktische Aktivitdt stark vermindert wurde
(mittlere Sdule). Anti-IL8 allein bewirkte keine Migration der Granulozyten.

Im folgenden ging es darum herauszufinden, ob der durch Ozon induzierte ChF fiir Granu-
lozyten ebenfalls IL8 ist. Hierfiir wurde ein RAM-Uberstand, der nach vierstiindiger Expo-
sition mit 1 ppm Ozon gewonnen worden war, mit Anti-hr-IL8 inkubiert. Abbildung 83
zeigt, daf} die hohe chemotaktische Ausgangsaktivitit von 92 relativen Einheiten durch
Anti-IL8 konzentrationsabhingig bis auf 20 relative Einheiten neutralisiert werden konnte.
Die durch LPS-Inkubation der RAM induzierte chemotaktische Aktivitat im Kulturiiber-
stand konnte durch Anti-IL8 ebenfalls vermindert werden. Es blieb jedoch bei einer Rest-
aktivitdt von 30 relativen Einheiten (Abb. 84).

3.8.2. ChF fiir Makrophagen

Um den Faktor, der fiir AM chemotaktische Aktivitit besitzt, niher zu bestimmen, wurde
zunichst untersucht, ob das fiir die Granulozyten-Migration verantwortliche IL8 auch fur
Makrophagen chemotaktisch wirkt. In Abbildung 85a ist deutlich zu erkennen, daB3 IL8 un-
abhingig von der Konzentration keine chemotaktische Aktivitit fiir RAM aufweist. Abbil-
dung 85b zeigt im Vergleich die durch das Standardstimulans ZAS induzierte Migration der
Makrophagen. Entsprechend wurde auch, wie in Abbildung 86 zu sehen ist, durch Anti-IL8
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keine Neutralisation der chemotaktischen Aktivitat in den Uberstinden, die nach vierstiindi-
ger Exposition mit 1 ppm Ozon gewonnen worden waren, erreicht.

Im Gegensatz dazu konnte, wie Abbildung 87 zeigt, die chemotaktische Aktivitat des Ozon-
exponierten RAM-Uberstandes (a) durch die Inkubation mit Antikérpern gegen C5 deutlich
vermindert werden (c). Verwunderlich war hier allerdings, daB der Antikorper allein eine
gewisse Migration der Makrophagen ausloste (b).

Als weiterer méglicher ChF fiir Makrophagen wurde MIP-1q. in Betracht gezogen. Wie
Abbildung 88 zeigt, konnten jedoch keine Hinweise auf eine Neutralisation der chemo-
taktischen Aktivitdt mit Anti-MIP-1a. gefunden werden.

Mit Hilfe spezieller Membranfilter, deren Abscheidungsgrenze 30 bzw. 10 kDa betrug,
wurde versucht, den ChF fiir Makrophagen iiber das Molekulargewicht etwas niher zu
charakterisieren. Zunichst wurde der ChF untersucht, der sich in den Uberstanden von
RAM nach vierstiindiger Exposition mit Ozon befand (Abb. 89). Nach Zentrifugation mit
einem Filter, dessen Membran eine Abscheidungsgrenze von 30 kDa hatte, konnte noch eine
deutliche chemotaktische Aktivitit im Kulturiiberstand gefunden werden. Diese lag sogar
uber der Ausgangsaktivitit, was eine Folge der Aufkonzentrierung durch die Filtration war.
Im Gegensatz dazu war nach Zentrifugation mit dem 10 kDa-Membranfilter keine chemo-
taktische Aktivitit mehr meBbar, Diese Ergebnisse lassen darauf schlieen, dal das Moleku-
largewicht des durch Ozonexposition induzierten ChF fiir Makrophagen zwischen 10 und
30 kDa liegt.

Dieselbe Behandlung der mit Quarz inkubierten RAM-Uberstinde (Abb. 90) fithrte zu dem
Uberraschenden Ergebnis, daB es sich hierbei nicht um denselben ChF fiir Makrophagen
handeln konnte, der nach Ozonexposition freigesetzt wurde. Die Membranfiltrationen zeig-
ten namlich deutlich, daB auch nach der Zentrifugation mit dem 10 kDa-Membranfilter noch
chemotaktische Aktivitit im Kulturiiberstand vorhanden war. Somit muf3 das Molekular-
gewicht des durch Quarz induzierten ChF fiir Makrophagen kleiner als 10 kDa sein.
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4. Diskussion

Ozon ist ein Luftschadstoff, der durch die steigenden Konzentrationen in der Troposphére
in den letzten Jahren erheblich an Bedeutung gewonnen hat. Fiir die erhohte Ozonbildung
sind hauptsichlich antropogene Schadstoffquellen verantwortlich (siehe Einleitung). Aus
zahlreichen Untersuchungen geht hervor, dafB in erster Linie der Respirationstrakt von den
toxischen Effekten des Reizgases betroffen ist. Durch die Inhalation von Ozon kommt es
neben Verianderungen der Lungenfunktionen (Kinney et al., 1989; Lippmann, 1989; Bates,
1989; Koenig und Pierson, 1991) auch zur Beeinflussung immunologischer Reaktionen
(Frischer et al., 1993; Zwick et al., 1991). Dies war einer der Griinde, warum in der vor-
liegenden Arbeit der EinfluBB von Ozon auf Alveolarmakrophagen, die eine Quelle wichtiger
proinflammatorischer Mediatoren darstellen, untersucht wurde.

Da das Arbeiten mit humanen AM aus verschiedenen Griinden problematisch war (siehe
4.1.), sollte zunichst geklart werden, inwieweit RAM und HL-60 Makrophagen als Modell
fur die Experimente mit Ozon geeignet sind. Die Ozonexposition fand in zwei verschiedenen
Expositionssystemen statt, die in Bezug auf die Ubertragbarkeit auf die in vivo-Situation
miteinander verglichen wurden. Hauptziel der vorliegenden Arbeit war es, Ozon-induzierte
Verinderungen der Morphologie und Cytokinfreisetzung von Makrophagen zu erfassen,
dartiberhinaus sollte gepriift werden, ob Vitamin E und Surfactantbestandteilen hierbei eine
modifizierende Wirkung zuzuordnen ist. Aulerdem wurden Kombinationswirkungen von
Ozon mit anderen Stimuli, wie Staubphagozytose oder LPS-Inkubation, untersucht. Bei den
untersuchten Cytokinen handelte es sich um den Tumor Nekrose Faktor o, Interleukin 8,
Interleukin 6 sowie um chemotaktische Faktoren fiir Makrophagen und Granulozyten, die
abschlielend naher charakterisiert wurden.

4.1. Eignung von Makrophagen verschiedener Herkunft zur
Untersuchung der Ozonwirkung

Da die bronchoalveolire Lavagefliissigkeit, die uns von der Thoraxklinik Heidelberg/Rohr-
bach zur Verfligung gestellt wurde, nur 5 - 20 x 106 humane Alveolarmakrophagen enthielt,
konnten bei den Untersuchungen des Einflusses von Ozon auf HAM nur wenige Parallelan-
sdtze durchgefiihrt werden. Aulerdem handelte es sich durchweg um Zellen von Patienten
mit unterschiedlichen pathologischen Vorgeschichten. Die Patienten waren auch zum
groften Teil starke Raucher, so daf3 nicht auszuschlieBen war, da} zusitzliche Faktoren die
Experimente mit Ozon beeinflussen konnten.

Aus diesen Griinden sollte geklirt werden, ob Rinderalveolarmakrophagen, die in unserem
Labor bereits fur Untersuchungen zur Cytokinfreisetzung nach Inkubation mit NO, (Lind,
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1993) und seltenen Erden (Schmidt, 1992; Polzer, 1992) eingesetzt worden waren, fiir die
Ozonexperimente ein geeignetes Modell darstellen. Das Arbeiten mit RAM hatte den
grofen Vorteil, da3 problemlos ca. 109 AM aus einer Lunge erhalten wurden, und durch die
grof3e Anzahl einer genetisch homogenen Zellpopulation konnten zahlreiche Vergleichs-
experimente zur Untersuchung von Morphologie und Cytokinfreisetzung durchgefiihrt wer-
den. Allerdings muf} bedacht werden, daf3 es zwischen bovinen und humanen Makrophagen
zum Teil Unterschiede in Bezug auf die Membranrezeptoren gibt. So konnten Bielefeldt-
Ohmann und Babiuk (1984) zeigen, daB Rinderphagozyten z.B. keine fMLP-Rezeptoren
aufweisen.

Als zweite Alternative zu den HAM wurden HL-60 Zellen eingesetzt. Da es sich hierbei um
eine Zellinie handelte, konnten problemlos geniigend Zellen bereitgestellt werden. Ein wei-
terer Vorteil war, daf} es sich um humane Zellen handelte, was den Einsatz von ELISA-
Testkits zur hochspezifischen Quantifizierung der Cytokingehalte erméglichte. Allerdings
waren diese promyeloischen Leukimiezellen mit Calcitriol nur in Richtung Monozyten/
Makrophagen differenzierbar, d.h. sie wiesen zwar viele Eigenschaften von Makrophagen
auf, wie z.B. Phagozytoseaktivitit, Sekretion der unspezifischen Esterase und Migrations-
fahigkeit, allerdings zeigten sie kaum Plastik-Adhirenz (Collins, 1987). Aufgrund dessen
konnten sie nicht flir die Versuche mit dem Expositionssystem Wippe eingesetzt werden.

Bei der Vitalititsbestimmung zeigte sich bei den HAM nach Ozonexposition auf der Wippe
keine Verdnderung. Dies war unabhingig von der Ozonkonzentration. Auch bei den RAM
fuhrte die Ozonapplikation auf der Wippe zu keinem Vitalitatsverlust. Dagegen konnten
sowohl bei RAM als auch bei HL-60 Zellen mit dem Expositionssystem nach Voisin
Vitalititsverluste festgestellt werden, die jedoch bei den HL-60 Zellen wesentlich hoher
lagen. So bewirkte die vierstiindige Exposition mit 1 ppm Ozon bei den Rinderzellen einen
Vitalitatsverlust von 40% (Abb. 12), wihrend bei den HL-60 Makrophagen dies bereits bei
0.5 ppm Ozon erreicht wurde (Abb. 22).

Um die Ergebnisse der Cytokinfreisetzung zwischen HAM einerseits und RAM und HL-60
Zellen andererseits zu vergleichen, werden nur die Ergebnisse der HAM von Patient 1 bis 4
herangezogen, da die Sarkoidose-Patienten (Patient 5 und 6) getrennt betrachtet werden
sollten. Bei den HAM aller vier Patienten war eine Ozon-induzierte Stimulation der TNF-
Freisetzung zu erkennen (Abb. 30 und 31). Analog dazu beschrieben Paulesu et al. (1991)
eine Induktion der TNF-Freisetzung bei menschlichen Blut-Leukozyten durch Ozon. Die
IL8-Sekretion der Patienten 1 und 2 wurde durch Ozon ebenfalls stimuliert, wihrend die
Freisetzung von IL6 unbeeinfluBit blieb (Abb. 32 bis 34). Auch die RAM zeigten eine deutli-
che TNF-Sekretionssteigerung (Abb. 14 und 15) durch Ozon sowie einen Konzentrations-
anstieg des ChF fiir PMN (Abb. 18 und 19), bei dem es sich mit hoher Wahrscheinlichkeit
um IL8 handelte (siehe 4.5.). Dies korreliert gut mit dem haufig beschriebenen Anstieg von
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neutrophilen Granulozyten in der BAL nach in vivo-Exposition mit Ozon (Koren et al.,
1989; Bassett et al. 1988).

Samet und Friedman (1992) verwendeten bereits HL-60 Zellen, um den Einflufl von Ozon
auf die Produktion des Pldttchen-Aktivierenden-Faktors zu untersuchen. Hierfiir wurden die
Zellen allerdings mit TPA zu Makrophagen differenziert. Bei den in der vorliegenden Arbeit
eingesetzten Calcitriol-differenzierten HL-60 Makrophagen bewirkte Ozon keine signifi-
kante Steigerung der TNF- und IL8-Freisetzung. Die Sekretion von IL6 konnte jedoch
durch 0.5 ppm Ozon stimuliert werden (Abb. 24, 26 und 27). Somit zeigten die Ergebnisse
der Ozon-induzierten Cytokinfreisetzung von HL-60 Makrophagen groBe Unterschiede zu
denen von HAM.

Aufgrund dieser vergleichenden Untersuchungen konnte eindeutig entschieden werden, daf3
RAM als Modell zur Untersuchung des Einflusses von Ozon auf humane AM besser geeig-
net sind als HL-60 Makrophagen. Die Eignung von RAM konnte auBlerdem durch die
Analogie der Ergebnisse der Cytokinfreisetzung von HAM und RAM nach Inkubation mit
DPL bzw. LPS bestitigt werden: Bei beiden Zellarten fiihrte eine Surfactant-Beschichtung
der Zellen in den Luftkulturschilchen zu einer protektiven Wirkung beziiglich der TNF-
Freisetzung (Abb. 70 und 72). Ebenso bewirkte LPS in beiden Fillen einen deutlichen An-
stieg der TNF-Sekretion, der durch Ozon nicht mehr wesentlich gesteigert werden konnte
(Abb.73, 75 und 77a). Moglicherweise sind die Rinderzellen in Bezug auf die Sensitivitit
gegeniiber Ozon besser mit den HAM vergleichbar, weil es sich bei ihnen ebenfalls um
'Alveolar'-Makrophagen handelt, wogegen es sich bei den HL-60 Makrophagen, die zwar
humaner Herkunft sind, um promyeloische Zellen handelt, die aber lediglich in Richtung
Monozyten/ Makrophagen differenziert wurden.

4.2. Vergleich zweier verschiedener Expositionssysteme - Einflufl von
Surfactant-Bestandteilen

In der Literatur sind mehrere verschiedene Systeme zur in vitro-Begasung von Zellen be-
schrieben. Da das Ozon bei einigen dieser Versuchsanordnungen ins Kulturmedium geleitet
wurde (Konings, 1986; Sweet et al., 1980), ist der direkte EinfluB3 des Gases auf die Zellen
nur schwer quantifizierbar. Man muf3 davon ausgehen, daB sich die applizierte Ozonkonzen-
tration zumindest zum Teil im Kulturmedium 16st (Mortimer, 1987) und daher nicht in
vollem MafBe auf die Zellen einwirkt. Ganz davon abgesehen, dall moglicherweise durch die
Interaktion zwischen Kulturmedium und Ozon Artefakte entstehen konnten, die dann ganz
andere Effekte bei den Zellen hervorrufen konnten, als dies fr Ozon allein zutrife. Deshalb
wurden in der vorliegenden Arbeit fiir die Ozonbegasung der RAM zwei verschiedene
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Expositionssysteme verwendet, die einen unmittelbaren Kontakt der Makrophagen mit dem
Schadgas ermgglichten.

Fir die Exposition mit der Wippe wurden die Zellen in den Kulturflaschen mit einer diinnen
Flussigkeitsschicht bedeckt. Hierfir wurde PBS verwendet, um die in der Literatur (Wenzel
und Morgan, 1982) erwihnten Einfliisse von Zellkulturmedium auf die Ozontoxizitdt aus-
zuschlieBen. Durch die Wippbewegung waren die Makrophagen wechselweise dem durch-
stromenden Gas und der Fliissigkeit ausgesetzt. Obwohl die Wippbewegungen sehr langsam
waren, konnte der Zellrasen niemals vollig austrocknen, was der Situation in der Lunge, wo
auch keine véllige Trockenheit vorliegt, sehr nahe kam. Allerdings wurde in diesem System
jeweils nur ein Teil der Makrophagen mit Ozon exponiert, wihrend der andere unter Fliis-
sigkeit, und damit nicht angreifbar fiir das schlecht wasserlgsliche Ozon war. Dies hat eine
deutlich kiirzere effektive Inkubationszeit zur Folge, und das konnte auch ein Grund sein,
weshalb mit der Wippe, selbst bei hohen Ozonkonzentrationen, wesentlich geringere
Vitalitatsverluste und Cytokinfreisetzungen erreicht wurden als mit der Voisin-Kammer
(Abb. 12 und 14 bis 19). Ein zusitzliches Problem bei der Ozonexposition mit der Wippe
war die Tatsache, daB nicht alle Makrophagen gleich gut adhirent waren und sich zum Teil
Zellen durch die Wippbewegung ablisten. Deshalb wurde die maximale Inkubationszeit auf
vier Stunden limitiert. Um mogliche Unterschiede auszugleichen, wurden auflerdem am
Versuchsende die adhérenten Zellen gezihlt und die Ergebnisse auf 106 Zellen normiert.

Fiir die Exposition in der Voisin-Kammer wurden die Makrophagen in den Luftkultur-
schilchen ausgesit, wo sie sich mit Hilfe ihrer Pseudopodien von der unter der Membran
befindlichen Fliissigkeitsschicht ernihrten. Der Zellrasen erschien von oben véllig trocken
und war somit dem Ozon unmittelbar ausgesetzt. Dies ist sicherlich der Grund fur die deut-
lich hoheren Werte des Vitalititsverlustes sowie der Freisetzung aller untersuchten Cytokine
im Vergleich zu den Ergebnissen mit der Wippe (siehe oben).

Um das System der Realitit, d.h. der in vivo-Situation in der Lunge, etwas starker anzupas-
sen, wurden die Zellen mit einer diinnen Schicht Surfactant bedeckt. Die Ozonexposition
der mit Surfactant beschichteten RAM fiihrte zu einem deutlich geringeren Vitalitatsverlust
im Vergleich zur Ozonbehandlung ohne Phospholipide (Abb. 57-59, Abb. 64). Zwischen
dem verwendeten reinen DPL und Alveofact, einem Phospholipidgemisch mit groem DPL-
Anteil, war kein qualitativer Unterschied feststellbar. Der Schutzeffekt des Surfactant zeigte
sich auch beziiglich der Ozon-induzierten Freisetzung von TNF und ChF fur Makrophagen
(Abb. 68 - 72) sowohl bei RAM als auch bei HAM. Besonders stark wurde die Sekretion
des ChF durch DPL (Abb. 66) bzw. Alveofact (Abb. 71) gehemmt. Eine ebenfalls inhibito-
rische Wirkung von synthetischem Surfactant auf die Sekretion von TNF, IL1, IL6 und IL8
bei HAM nach LPS-Stimulation fanden Thomassen et al. (1992). Dies 143t darauf schlieBen,
daB Surfactant moglicherweise eine immunoregulatorische Funktion beziiglich der Cytokin-
produktion in der Lunge einnimmt. Das wire auch eine mégliche Erklarung fiir die Vermin-
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derung der teilweise erhohten Spontanfreisetzung (Abb. 70 bis 72) durch den Zusatz von
Surfactant. Andererseits liegt im Falle der Ozonexposition die Vermutung nahe, daf3 durch
das "Coaten" der Zellen die Membran vor dem oxidativen Angriff des Reizgases geschuitzt
wurde. Hierfiir sprechen auch die Ergebnisse der Vitalititsbestimmungen (Abb. 64 und 67).
Dieselbe Art der DPL-Applikation wurde bereits bei Lind (1993) in Kombination mit NO,
eingesetzt und fithrte dort zu einer protektiven Wirkung beziiglich der Freisetzung des
Superoxidanionenradikals bei RAM. Da ein DPL-Zusatz zum Kulturmedium bei Ozonex-
position mit der Wippe die Cytokinproduktion nicht vermindern konnte (Abb. 60 bis 63),
war es fiir die protektive Wirkung offensichtlich entscheidend, daB sich der Phospholipid-
film unmittelbar auf dem Zellrasen befand.

Beim Vergleich der beiden Expositionssysteme zeigt sich ganz deutlich, daf die Exposition
der Zellen in der Voisin-Kammer mit direktem Gaskontakt ein stirkeres Stimulans fur die
RAM darstellte als die Ozonbehandlung in Kulturflaschen auf der Wippe. Allerdings wurden
diese Unterschiede wieder etwas ausgeglichen durch die Surfactant-Beschichtung der Zellen
in den Luftkulturschilchen, womit auch das methodisch bedingte Austrocknen des Zell-
rasens verhindert werden konnte. So stellte jedes der beiden Expositionssysteme ein
geeignetes Modell zur Untersuchung des Einflusses von Ozon auf Alveolarmakrophagen
dar.

In beiden Untersuchungssystemen zeigten die RAM dasselbe immunologische Verhalten wie
in der konventionellen Submerskultur, was mit den Untersuchungen mit synthetischer Luft
in Kombination mit Quarz bzw. Latex verifiziert werden konnte: Die bei Schmidt (1992)
dargestellte Freisetzung von TNF nach Quarzinkubation von RAM im Brutschrank wurde
mit den hier benutzten Expositionssystemen nach der Phagozytose von Quarz und
anschlieBender Begasung mit synthetischer Luft ebenfalls beobachtet (Abb. 47a und 49a).
Latex dagegen blieb als Inertstaub auch in Kombination mit synthetischer Luft ohne Einflu3
auf die TNF- und ChF-Freisetzung (Abb. 43 - 46). Zu demselben Ergebnis bezuglich des
Expositionssystems Voisin-Kammer kam auch Lind (1993). Dies bedeutet fiir die hier
durchgefiihrten Experimente, dal} die beiden présentierten Versuchsanordnungen in keinem
Fall eine Verdnderung der physiologisch-immunologischen Reaktionsmechanismen der
Zellen zur Folge haben.

4.3. EinfluBl von Ozon auf Makrophagen

In der Literatur sind zahlreiche in vivo-Experimente beschrieben, die die toxischen Effekte
von Ozon untersuchen. Bereits 1957 wurde von Stokinger die LDs, d.h. diejenige Ozon-
dosis, durch die 50% der untersuchten Tiere getotet werden, bestimmt. Bei einer vierstiin-
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digen Exposition entsprach sie flir Mduse einem Wert von 3.8 ppm. In den letzten Jahren
wurden in vivo-Experimente mit niedrigeren Ozonkonzentrationen (0 bis 1 ppm) durchge-
fuhrt, um den Einflul umweltrelevanter Konzentrationen zu untersuchen. Neben Verinde-
rungen von Lungenfunktionen, wie der Verminderung der Vitalkapazitdt und der expiratori-
schen Sekundenkapazitit (McDonnell et al., 1991), gibt es Hinweise auf Ozon-induzierte
Entziindungsprozesse (Chang et al., 1992). Auch epidemiologische Studien bestitigen einen
signifikanten Zusammenhang zwischen Atemwegserkrankungen und hohen Ozonkonzentra-
tionen in Suidkalifornien (Ostro et al., 1993; Frischer et al., 1993) und in Mexico-City
(Romieu et al., 1992). Allerdings kann nur durch in vitro-Experimente der EinfluB} von
Ozon auf verschiedene immunologische Parameter einzelner Zellarten der Lunge untersucht
werden. Um den Mechanismus der Ozontoxizitit fiir Makrophagen genauer zu kliren,
sollen im folgenden die Ozon-induzierten Verinderungen beziiglich der Vorginge an der
Zellmembran sowie die Veridnderungen der Cytokinfreisetzung besprochen werden.

4.3.1. Ozon-induzierte Verinderungen an der Zellmembran von Alveolar-
makrophagen

Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen der Ozon-exponierten RAM (Abb. 58a und b)
sowie der HL-60 Makrophagen (Abb. 21a und b) zeigen einen deutlichen Vitalitdtsverlust,
der durch die Freisetzung der LDH bestitigt werden konnte (Abb. 13 und 23). Zu dem
gleichen Ergebnis kamen auch Dumler et al. (1994) nach Ozonexopsition nasaler und
bronchialer Epithelzellen. Im Gegensatz zu fluoreszenzmikroskopischen Aufhahmen von
RAM mit NO, (Lind, 1993) ist hier keine Bildung von "Blebs" an der Zelloberfliche zu
sehen. Stattdessen bewirkte Ozon Membranzerstorungen, die erst mit Hilfe der Rasterelek-
tronenmikroskopie (Abb. 9a-c) und der Transmissionselektronenmikroskopie (Abb. 11a-c)
sichtbar gemacht werden konnten. Besonders die mit dem TEM gemachten Aufnahmen
zeigen deutliche "Locher” in der Zellmembran, durch die der groBite Teil des Cytoplasmas
ausgetreten ist (Abb. 11c und d). Wahrscheinlich verliduft diese Ozon-bedingte Zerstorung
der Membranen tiber die Bildung von freien Radikalen (Mehimann und Borek, 1987), die
dann einerseits fiir die Oxidation von Thiolen, Aminen und Proteinen verantwortlich sind
und andererseits die Peroxidation der Membranlipide auslésen. Nach Morgan und Wenzel
(1985) wird der Ozoneffekt hauptsichlich iiber Wasserstoffperoxid und daneben auch iber
das Superoxidanionenradikal und das Hydroxylradikal vermittelt. Diese reaktiven Sauer-
stoffspezies oxidieren mehrfach ungesittigte Fettsduren, und es kommt in Anwesenheit von
Sauerstoff zur Entstehung von Lipidperoxyl- und Lipidalkoxylradikalen (Cheeseman, 1993),
die so die Kettenreaktion immer wieder neu entstehender Radikale fortsetzen. Im Gegensatz
dazu geht Menzel (1993) davon aus, daBB Ozon direkt mit den Ethylengruppen einer mehr-
fach ungesittigten Fettsdure zum 'Criegie-Ozonid' reagiert, das dann tiber die Bildung eines
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sekundiren Ozonides ebenfalls zur Entstehung von Alkoxyl- und Peroxylradikalen fiihrt.
Diese beiden moglichen Reaktionswege wurden auch schon von Alink und Rietjens (1990)
aufgezeigt.

Die Theorie des iiber freie Radikale vermittelten Ozoneffektes konnte in der vorliegenden
Arbeit durch die Untersuchungen mit dem Radikalfinger Vitamin E bestitigt werden,
dessen antioxidative Funktion auf seine phenolische Hydroxylgruppe zuriickzufiihren ist.
Wie in Abbildung 80 dargestellt ist, konnte bei RAM durch eine Vorinkubation mit DL-o
Tocopherol die Ozon-induzierte Cytokinfreisetzung vermindert werden. Die bloe Zugabe
von Vitamin E zum Kulturmedium wihrend der Ozonexposition zeigte jedoch keinen
Effekt. Das legt die Vermutung nahe, daf das lipophile Antioxidans mit der Isoprenoid-
Seitenkette erst dann seine protektive Wirkung entfalten kann, wenn es in die Zellmembran
eingebaut worden ist. Dieser Einbau konnte wihrend der Vorinkubation erfolgen. Diplock
(1982) geht davon aus, daf3 Vitamin E in biologische Membranen inkorporiert wird durch
eine physiko-chemische Assoziation der a Tocopherol-Seitenkette mit Arachidonsdure-
Resten der Membranphospholipide. Die Interaktion mit Membranphospholipiden wurde
auch von Salgado et al. (1993) beschrieben.

Neben Vitamin E sind in der Literatur noch viele andere Radikalfinger wie z.B. Superoxid-
dismutase, Glutathion, Glutathionperoxidase oder Ascorbinsiure (Vitamin C) erwihnt.
Rietjens et al. (1986) fanden, daB bei einer Exposition von Rattenalveolarmakrophagen mit
NO, Vitamin C das bessere Antioxidans war, wihrend vor Ozon Vitamin E besser schiitzte.
Mayer (1992) konnte eine cytoprotektive Wirkung von Vitamin C beziiglich der Mortalitat
von Lungenfibroblasten nach Ozonexposition nachweisen, und Banks et al. (1991) ermittel-
ten nach Taurin-Zugabe zum Kulturmedium von Ozon-exponierten Rattenalveolarmakro-
phagen einen verminderten Vitalititsverlust und eine geringere ATPase-Freisetzung. Aus
allen hier aufgefiihrten Literaturstellen geht eindeutig hervor, dafl Ozon tber die Bildung
von freien Radikalen zur Lipidperoxidation fithrt. Von DL-a Tocopherol wird diese Ketten-
reaktion gestoppt, indem es mit Peroxylradikalen reagiert und so deren Angriff auf neue
ungesittigte Fettsduren verhindert (Liebler, 1993).

Bei den Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit wurde ein Schutzeffekt vor Ozon auch
durch das "Coaten" der RAM mit DPL (Abb. 64) bzw. Alveofact (Abb. 67) erreicht. Da die
- Zugabe von DPL zum Kulturmedium bei Exposition mit der Wippe ohne Einfluf} blieb
(Abb. 60 bis 63), scheint die Anwesenheit des Phospholipidfilms direkt auf dem Zellrasen
von entscheidender Bedeutung zu sein. Dies ist ein weiteres Indiz dafiir, dal Ozon zunéchst
an der Zellmembran angreift. Der genaue Schutzmechanismus von DPL ist allerdings
unklar, da das Phosphatidylcholin mit seinen beiden Palmitinsiuren keine Doppelbindungen
enthélt, um einen Angriff freier Radikale abzufangen. Die von Prof. Dr. Miiller an der Uni-
versitétsklinik Marburg mit der HPLC durchgefithrten Analysen einer DPL-Losung, die von
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uns mit Ozon exponiert worden war, ergaben ebenfalls keine Hinweise auf Verinderungen
am DPL-Molekiil.

4.3.2. Ozon-induzierte Veridnderungen der Cytokinproduktion bei Alveolar-
makrophagen

Cytokine sind wichtige multifunktionale Mediatoren fiir das Zellverhalten und die Zell-Zell-
Kommunikation. In der Lunge werden sie zum grofen Teil von Makrophagen freigesetzt.
Die Exposition von RAM mit Ozon bewirkte einen deutlichen konzentrationsabhéngigen
Anstieg der Sekretion von TNF, ChF fir Makrophagen und ChF fiir neutrophile Granulo-
zyten (Abb. 14 bis 19). Dies galt fir beide Expositionssysteme, wobei die vierstiindige
Exposition zu deutlicheren Effekten fiihrte als die zweistiindige.

Die Quantifizierung des TNF-Gehaltes in den Kulturiiberstinden der RAM erfolgte mit
Wehi-Zellen. Schmidt (1992) diskutierte bereits ausfiihrlich, daB die im Bioassay gemessene
Cytotoxizitat tatsachlich durch TNF ausgelost wurde. Die wichtigsten Argumente hierfuir
waren, dall sowohl mit Wehi-Zellen als auch mit der murinen Zellinie L929 dieselbe cyto-
toxische Wirkung eines entsprechenden Kulturiiberstandes gefunden wurde, und daf} diese
Wirkung durch Inkubation mit einem humanen monoklonalen Antikérper um 30% reduziert
werden konnte. Antikorper gegen bovines TNF standen und stehen bis heute leider nicht zur
Verfiigung. Eine etwas stirkere Neutralisation von bovinem TNF mit Anti-hr-TNF erhielten
Bienhof et al. (1992).

Wie bereits unter 4.1. erwihnt, konnte von Paulesu et al. (1991) eine TNF-Freisetzung bei
menschlichen Blut-Leukozyten nach Ozonexposition gezeigt werden. Dieselbe Gruppe
konnte auch einen Anstieg der TNF-Sekretion von Rattenalveolarmakrophagen nach
Exposition mit Zigarettenrauch, einem ebenfalls oxidierend wirkenden Schadgas, nachwei-
sen (Pessina et al., 1993). Im Gegensatz hierzu konnten Becker et al. (1991) nach Exposi-
tion von HAM mit 1 ppm Ozon fiir zwei Stunden keine erhohte TNF-Konzentration in den
Kulturiiberstinden finden. Dies konnte aber daran liegen, daB8 deren Uberstinde erst nach
18 Stunden abgenommen und untersucht wurden. Die in Abbildung 1 dargestellten Vorver-
suche zeigten namlich, dal die TNF-Konzentration im Uberstand bei LPS-Stimulation
bereits nach einer Stunde ihr Maximum erreichte, nach sechs Stunden sank die Konzen-
tration aber schon erheblich ab. Vermutlich wird das TNF wieder von den Zellen aufge-
nommen. Ebenfalls keinen signifikanten Anstieg der TNF-Sekretion fanden Zelikoff et al.
(1991), deren Nachweisgrenze fiir TNF jedoch bei 3 U/ml, d.h. bei 150 pg/ml lag. Werte in
diesem Bereich konnten in der vorliegenden Arbeit auch erst durch starke Stimulation der
AM erreicht werden.

Die durch Ozon induzierte Sekretionssteigerung des ChF fir Makrophagen (Abb. 16 und
17) bestitigt die Ergebnisse von Hotchkiss et al. (1989), die eine signifikant erhohte Anzahl
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von AM 42 Stunden nach einer sechsstiindigen in vivo-Exposition mit 0.8 ppm Ozon in der
BAL von Ratten fanden. Schultheis und Bassett (1994) konnten in der BAL von Meer-
schweinchen sogar eine Verdoppelung der Anzahl von Alveolarmakrophagen zwei Tage
nach einer vierstiindigen Exposition mit 2 ppm Ozon nachweisen. Die entsprechenden in
vitro-Experimente zu diesem Thema stammen von Driscoll und Schlesinger (1988), die
Rattenalveolarmakrophagen mit 0.3 und 1.2 ppm Ozon exponierten und im Medium chemo-
taktische Aktivitat fiir Monozyten und PMN aus dem Blut fanden. Diese Ergebnisse stehen
in guter Ubereinstimmung mit dem in Abbildung 18 und 19 dargestellten Ozon-induzierten,
steilen Anstieg der Sekretion von ChF fiir neutrophile Granulozyten aus Rinderblut. Damit
korreliert auch die von Koren et al. (1989) beschriebene 8.2-fache Erh6hung der PMN-
Anzahl in der BAL 18 Stunden nach einer zweistiindigen Exposition mit 0.4 ppm Ozon bei
Menschen. Alle diese Daten weisen darauf hin, daB3 eine Ozoninhalation inflammatorische
Prozesse in der Lunge initiiert und damit méglicherweise zur Entwicklung von Atemwegs-
erkrankungen beitrigt.

Wie bereits im Ergebnisteil angesprochen, trat bei einigen Experimenten mit RAM eine ge-
wisse "Voraktivierung", d.h. eine Spontanfreisetzung der untersuchten Cytokine bei Inku-
bation mit synthetischer Luft auf. Dies konnte durch Amphothericin B ausgelost worden
sein, das einigen Kulturen zur Vermeidung von Pilz-Kontaminationen zugesetzt wurde. Eine
vergleichbare Wirkung von Amphothericin B zeigen Untersuchungen von Wolf und Massof
(1990), die eine erhohte O, -Sekretion nach Zugabe des Antimykotikums nachweisen konn-
ten. Aus den Untersuchungen von Tokuda et al. (1993) geht hervor, da3 eine Vorinkuba-
tion mit Amphothericin B bei Peritonealmakrophagen die TNF-Produktion nach LPS-Sti-
mulation deutlich erhohte. Neben diesem methodisch bedingten Grund konnte fiir die
spontane "Voraktivierung" der RAM auch die individuelle Vorgeschichte eines jeden Tieres
verantwortlich sein.

Hierfuir sprechen auch die Ergebnisse der erhohten Cytokinfreisetzung der HAM nach
Exposition mit synthetischer Luft. Alle Alveolarmakrophagen stammten von Patienten mit
verschiedenen Krankheitsbildern, die jedoch unter dem weiten Begriff 'fibrosierende Erkran-
kungen' zusammengefaflt werden konnen. Vergleichbare Ergebnisse fanden Zhang et al.
(1993), die bei Alveolarmakrophagen von Patienten mit fibrotischen, interstitiellen Lungen-
erkrankungen ebenfalls eine erhohte TNF-Sekretion nachgewiesen haben. Auffillig war
auch, daf3 die erhohte Spontansekretion bei Patient 3 und 4 nicht nur TNF (Abb. 31) betraf,
sondern auch IL6 (Abb. 35). Bei Patient 3 zeigte sich zusitzlich eine leicht erhéhte IL8-
Freisetzung nach Lufiexposition (Abb. 33a). Dies korreliert gut mit den Ergebnissen von
Sheron und Williams (1992), bei denen TNF als zentraler Mediator einer Cytokin-Kaskade
zeitversetzt die Freisetzung von IL8 und IL6 ausléste. Dieselbe Meinung vertreten auch
Van Deuren et al. (1992).
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Die Ozonexposition bewirkt bei den HAM genau wie bei den RAM einen Anstieg der TNF-
Sekretion (Abb. 30 und 31). Beziiglich IL8 (Abb. 32 und 33) war die Reaktion jedoch un-
einheitlich, da es nur bei den Zellen ohne "Voraktivierung" (von Patient 1 und 2) zu einem
Ozon-induzierten Sekretionsanstieg kam. Dies steht in guter Ubereinstimmung mit der von
Aris et al. (1993) gefundenen signifikanten Erhohung der IL8-Konzentration in der Lavage
der proximalen Atemwege 18 Stunden nach einer vierstiindigen Exposition mit 0.2 ppm
Ozon bei gesunden jungen Freiwilligen. Die IL6-Freisetzung wurde von Ozon nicht beein-
fluBt, unabhingig davon, ob die HAM vorstimuliert waren (Abb. 35) oder nicht (Abb. 34).
Im Gegensatz dazu ermittelten Devlin et al. (1991) bei Menschen eine erhhte IL6-Kon-
zentration in der BAL nach zweistiindiger Exposition mit Ozon. Eine mégliche Ursache fiir
die unterschiedlichen Ergebnisse ist die Tatsache, daf die in der vorliegenden Arbeit einge-
setzten HAM alle von Rauchern stammten, wihrend es sich bei der von Devlin et al. (1991)
untersuchten Gruppe um gesunde Nichtraucher handelte, Bestitigt wird diese Vermutung
von Soliman und Twigg (1992), die ebenfalls fanden, daB die stimulierte Sekretion von IL6
bei AM von Rauchern vermindert war.

Die Patienten 5 und 6 bildeten die Sondergruppe der Sarkoidose-Patienten. "Sarkoidose ist
eine multisystemische Erkrankung unbekannten Ursprungs, die charakterisiert ist durch eine
Alveolitis und die Anwesenheit von Granulomen innerhalb der Lunge" (Orosi und Nugent,
1993). Die BAL zeichnet sich durch eine erhohte Anzahl von Makrophagen und Lympho-
zyten aus. Die AM der beiden Patienten zeigten eine deutliche Spontansekretion aller unter-
suchten Cytokine (Abb. 36-38). Zu diesem Ergebnis kamen auch Baughman et al. (1990)
sowie Terao et al. (1993) beziiglich TNF und Homolka und Miiller-Quernheim (1993)
beziiglich IL6. Im Gegensatz zu den Ergebnissen der HAM von Patient 1 bis 4 kam es hier
durch Ozon zu keinem Anstieg der TNF-Sekretion. Die IL8-Freisetzung wurde in beiden
Fillen inhibiert. Dies steht in guter Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der vorstimulier-
ten HAM der Patienten 3 und 4, bei denen Ozon ebenfalls eine Hemmung der IL8-Sekretion
bewirkte. Aufgrund der relativ kleinen Patientenzahl und dem Fehlen "echter" Kontrollzel-
len, d.h. AM von gesunden Nichtrauchern, konnen im Rahmen der vorliegenden Arbeit
jedoch keine endgiltigen Ausagen iiber die Cytokinproduktion der AM von Sarkoidose-
Patienten gemacht werden. Hierfiir wiren weitere umfassende Untersuchungen mit dieser
Patientengruppe notwendig.

Auffillig war bei allen Experimenten mit HAM, daB der EinfluB von Ozon auf die Cytokin-
produktion sehr stark abhéngig war von dem jeweiligen Krankheitsbild und der damit
verbundenen méglichen "Voraktivierung" der AM: RAM und HAM ohne Vorstimulation
(Patient 1) zeigten nach Ozonbehandlung einen deutlichen Anstieg der Freisetzung aller
untersuchten Cytokine. Bei vorstimulierten HAM und auch bei denen von Sarkoidose-
Patienten bewirkte Ozon eine Inhibition, besonders beziiglich der IL8-Freisetzung.
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Neben den hier beschriebenen Veridnderungen der Cytokinfreisetzung sind aus der Literatur
weitere Ozoneffekte wie die Verminderung der Phagozytoseaktivitit (Canning et al., 1991)
und der O,"-Produktion (Ryder-Powder et al., 1988) von AM sowie die Erhohung des
Arachidonsdure-Metabolismus (Friedman et al., 1992) bekannt. Somit kann davon aus-
gegangen werden, dal Ozon eine weitreichende immunomodulatorische Wirkung sowohl
inhibierender als auch stimulierender Natur auf die Lunge hat. Wie aus mehreren Unter-
suchungen hervorgeht (Molfino et al., 1992; Jorres et al., 1993, White et al., 1994), macht
sich dieser EinfluB von Ozon besonders bei vorbelasteten Menschen wie beispielsweise
Asthmatikern durch gehduftes Aufireten allergischer Atemwegsreaktionen bemerkbar.

4.4. Ozonwirkung auf Alveolarmakrophagen in Kombination mit anderen
Stimulantien

4.4.1. Stiiube

Eine der Hauptaufgaben von AM ist es, inhalierte Staubpartikel zu phagozytieren. Daf3
Stdube einen EinfluBl auf die Cytokinproduktion haben, ist aus vielen Literaturstellen
bekannt (Kagan et al, 1983; Oghisio und Kubota, 1987; Gosset et al., 1991; Ouellet et al.,
1993). In der vorliegenden Arbeit wurden die als biologisch inert geltenden Latex-Partikel
und die als toxisch bekannten Quarz-Partikel (Matthay et al., 1978) als zwei Extreme ver-
wendet, um die Kombinationswirkungen mit Ozon zu untersuchen. Die Phagozytose von
Latex-Partikeln bewirkt keine Verinderung der Vitalitit oder der Cytokinfreisetzung von
AM (Abb. 43 bis 46). Dies bestitigen Untersuchungen von Kobzik et al. (1993), die
ebenfalls keine TNF-Freisetzung bei AM von Hamstern nach Latex-Phagozytose gefunden
haben.

Im Gegensatz dazu induziert die Quarz-Phagozytose bei Makrophagen neben der Freiset-
zung von O," (Berg et al., 1993) und Arachidonsdure-Metaboliten (Koren et al., 1992;
Kuhn et al., 1993) auch die Sekretion von Cytokinen (Abb. 47 bis 54). Die in der vorliegen-
den Arbeit gezeigte Quarz-induzierte TNF-Produktion fanden auch Donaldson et al. (1992)
bei Rattenalveolarmakrophagen und Schmidt (1992) bei RAM. Die gleichzeitig erhohte
Konzentration von ChF fiir Makrophagen im Kulturiiberstand korreliert gut mit den Ergeb-
nissen von Polzer (1992) und mit der von Driscoll et al. (1990) beschriebenen Akkumula-
tion von Makrophagen in der Lunge nach in vivo-Exposition mit SiO, bei Ratten. Die
Toxizitit von Quarz kommt nach Dalal et al. (1990) durch freie Radikale zustande, die an
der Oberflache des gemahlenen Quarzes entstehen. Diese Radikale sind involviert in die
Initiation einer oxidativen Kettenreaktion, die zur Zerstorung der Membranen durch Lipid-
peroxidation fithrt.
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Neben den anorganischen Partikeln wurden als Beispiel fiir biogenes Material denaturierte
Albumin-Partikel eingesetzt, die in Kombination mit synthetischer Luft die RAM zur Frei-
setzung von TNF und ChF fiir Makrophagen stimulierten (Abb. 55 und 56). Dies paft gut
zu den Ergebnissen von Shacter et al. (1993), die eine Stimulation der IL6- und PGE,-
Sekretion von Peritonealmakrophagen durch Albumin-Polymere zeigen konnten.

Mit der Kombinationsapplikation von Stduben plus Ozon sollte ein méglicher synergisti-
scher Effekt auf die Cytokinproduktion untersucht werden. Hinweise auf eine solche Wir-
kung gibt es von in vivo-Experimenten mit Ratten, bei denen nach mehrtigiger Exposition
mit Ozon in Kombination mit Ammoniumsulfat-Aerosolen mehr Makrophagen und Mono-
zyten in der Lunge nachgewiesen wurden als nach Behandlung mit Ozon allein (Last et al.,
1984). Auch Jakab und Hemenway (1994) konnten eine Verstirkung der Ozon-induzierten
Hemmung der Phagozytoserate und auch eine Verianderung der Zellverteilung in der BAL
nach einer vierstiindigen Koexposition von 1 ppm Ozon mit inerten Kohlestaub-Partikeln
zeigen. Morimoto et al. (1993) fanden einen synergistischen Effekt auf die TNF-Freisetzung
bei Ratten nach achtstiindiger in vivo-Exposition mit Rauch und anschlieBender Inkubation
der AM mit Chrysotil- und Keramik-Fasern fiir 24 Stunden. Mit den in der vorliegenden
Arbeit durchgefiihrten in vitro-Experimenten konnte ein méglicher synergistischer Effekt
von Latex-, Quarz- oder Albumin-Partikel und Ozon nicht nachgewiesen werden, da die
Cytokinfreisetzung, die durch die Phagozytose dieser Stiube induziert wurde, durch die
Ozonexposition nicht wesentlich beeinflult wurde (Abb. 43 bis 56). Moglicherweise bedarf
es hierfur einer langeren Inkubationszeit. Zwischen Quarz und Ozon konnten auch
Shiotsuka et al. (1986) keine Interaktion feststellen beziiglich des Hydroxyprolin-Gehaltes
der Lunge als Hinweis auf die Entwicklung einer Lungenfibrose.

4.4.2. Lipopolysaccharid (LPS)

LPS ist ein makromolekulares Glykolipid, das Bestandteil der Zellmembran gramnegativer
Bakterien ist. Seine Lipidkomponente, das sogenannte Lipid A, ist flir die biologische
Wirkung verantwortlich, die iiber die Aktivierung immunkompetenter Zellen bis hin zum
septischen Schock und zu Multiorganversagen fiihren kann (Rietschel et al., 1982; Tracey
und Cerami, 1989). Die bei Infektionen zunichst betroffenen Zellen sind die neutrophilen
Granulozyten und die Makrophagen. Besonders von den Makrophagen werden nach LPS-
Stimulation neben dem Superoxidanionenradikal eine Reihe von Cytokinen und Lipidmedia-
toren sezerniert (Welbourne und Young, 1992; Schade et al., 1993).

Wie sich in Vorversuchen fiir diese Arbeit herausstellte, konnte die Cytokinfreisetzung der
Makrophagen durch die Anwesenheit von FCS oder RSA im Kulturmedium deutlich gestei-
gert werden. Hierfiir ist das LPS-bindende-Protein (LBP) verantwortlich, das mit LPS einen
Komplex bildet, der von dem durch CD14 codierten Zellrezeptor erkannt wird und so die
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LPS-vermittelte Freisetzung von IL1, TNF, IL6 und IL8 auslost (Jirillo et al, 1993;
Khemlani et al., 1992; Tobias et al., 1992). Die LPS-induzierte Freisetzung von TNF und
ChF fur Makrophagen konnte in unserem Labor bereits von Schmidt (1992) und von Polzer
(1992) gezeigt werden.

In der vorliegenden Arbeit ging es unter anderem um die Fragestellung, ob die Kombi-
nationsinkubation von Ozon und LPS einen EinfluB auf die Cytokinfreisetzung von
Alveolarmakrophagen hat. Bei in vivo-Experimenten mit Ratten (van Loveren et al., 1988)
und Mausen (Gilmour et al., 1993a und b), die mit Bakterien infiziert worden waren, be-
wirkte eine vorausgehende Ozonexposition eine Hemmung der Phagozytoseaktivitéit und
eine verminderte Sekretion lysosomaler Enzyme bei den Makrophagen, d.h. Ozon erhéhte
die Empfindlichkeit gegeniiber Bakterieninfektionen. Die in dieser Arbeit dargestellten
Ergebnisse zeigen, daB3 LPS die Ozon-induzierte Cytokinfreisetzung signifikant verstirkte,
allerdings ging die Stimulation mit Ozon plus LPS beziiglich der TNF-Freisetzung nicht we-
sentlich tiber die Stimulation mit LPS allein hinaus (Abb. 73, 75 und 77a). Dies steht in
guter Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Becker et al. (1989), die feststellten, daB3
die durch Endotoxin induzierte IL1-Produktion humaner Monozyten von Ozon nicht
beeinfluflt wurde. Die LPS-induzierte Sekretion des ChF fiir Makrophagen stieg jedoch
durch die vorausgegangene Ozonexposition deutlich an. Dieser Effekt war allerdings nur
additiv und in keinem Fall iiberadditiv (Abb. 74 und 76). Er war aber eindeutig durch Ozon
ausgelost, da die zusitzliche Sekretion des ChF durch die Beschichtung der Zellen mit der
"Schutzsubstanz" DPL verhindert werden konnte (Abb. 78 und 79).

Man kann also davon ausgehen, daB die Rezeptorbindung von LPS und die dadurch ausge-
16ste Cytokinproduktion durch die Ozonbehandlung der Makrophagen nicht wesentlich be-
einfluBt wird. Auch bei den HAM kam es nur zu geringfiigigen Verinderungen der LPS-in-
duzierten Cytokinfreisetzung durch Ozon (Abb. 77). Somit zeigte Ozon eine ganz andere
Wirkung auf Alveolarmakrophagen als NO,, da ndmlich eine Exposition von RAM mit

3 ppm NO, die LPS-induzierte TNF-Freisetzung vollig verhindern konnte (Lind, 1993).

4.5. Charakterisierung der chemotaktischen Faktoren
4.5.1. ChF fiir polymorphonukleiire neutrophile Granulozyten

Aus zahlreichen Literaturstellen ist bekannt, daB Interleukin 8 ein chemotaktischer Faktor
fur neutrophile Granulozyten ist (Baggiolini und Clark-Lewis, 1992; Bickel, 1993;
Schroder, 1992; Kunkel et al., 1991; Rot, 1993). Chemotaktische Faktoren binden an
spezielle Membranrezeptoren und verursachen biochemische und strukturelle Veran-
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derungen in den PMN (Harvath, 1989). So kommt es zur Umorganisation von Cytoskelett-
Proteinen als Voraussetzung fuir die gerichtete Migration.

Die Ergebnisse der Untersuchungen der vorliegenden Arbeit mit humanem IL8 und Anti-
korpern gegen IL8 machen deutlich, dafl IL8 auch chemotaktische Aktivitit aufweist fiir
bovine PMN (Abb. 81 und 82). IL8 wird von vielen verschiedenen Zellen nach Stimulation
mit z.B. Endotoxin, TPA, IL1 oder TNF freigesetzt (Miller und Krangel, 1992). Die durch
LPS-Stimulation der RAM induzierte chemotaktische Aktivitit in den Kulturiiberstinden
konnte durch Anti-hr-IL8 nicht vollig neutralisiert werden (Abb. 84). Dies liegt sehr wahr-
scheinlich darin begriindet, da3 nach LPS-Stimulation nicht nur IL8, sondern auch andere
ChF fur neutrophile Granulozyten sezerniert werden wie z.B. LTB,, fMLP oder C5a
(Koyama et al., 1991; Rankin et al., 1990, Baggiolini, 1992). Die durch Ozonexposition
ausgeloste Freisetzung des ChF fiir PMN war ebenfalls zum grofiten Teil auf IL8 zuriickzu-
fuhren (Abb. 83). Da die IL8-Sekretion auch durch TNF stimuliert wird (Fujishima et al.,
1993; Sheron und Williams, 1992) und sowohl LPS als auch Ozon die TNF-Freisetzung
auslosen, konnte es sich hierbei um eine indirekte iber TNF vermittelte Sekretion handeln.
Eine solche Interaktion von TNF und IL8 beziiglich der PMN-Chemotaxis vermuten auch
Smith et al. (1993).

4.5.2. ChF fiir Makrophagen

Aufgrund der Untersuchungen zur Charakterisierung des ChF fiir Makrophagen mit IL8
und Anti-IL8 kann mit Sicherheit ausgeschlossen werden, daf3 IL8 auch fiir Alveolarmakro-
phagen chemotaktische Aktivitit besitzt (Abb. 85 und 86). Dieselbe Meinung vertreten auch
Kunkel et al. (1991). Im Gegensatz dazu konnte mit Antikorpern gegen den humanen
Komplementfaktor C5 die chemotaktische Aktivitit der untersuchten Uberstinde deutlich
reduziert werden (Abb. 87). Vom Komplementfaktor C5 wird bei Aktivierung der Kom-
plementkaskade iiber den klassischen oder alternativen Weg das C5a-Fragment durch die
C5-Konvertase abgespalten (Roitt et al., 1987). C5a ist ein Peptid mit 74 Aminosduren und
15 kDa und stellt einen wichtigen ChF fiir Leukozyten dar. Da bislang kein Antikorper ge-
gen das C5a-Fragment kommerziell erhéltlich ist, wurde in den vorliegenden Untersuchun-
gen ein Antikorper gegen das Vorldufer-Peptid C5 verwendet. Kreuzreaktionen von Anti-
korpern gegen CS mit C5a-Fragmenten wurden schon von Hugli (1981) beschrieben.

Aus diesen Griinden gaben die Ergebnisse der Experimente mit Anti-C5 einen starken
Hinweis darauf, daB C5a ein ChF von und fiir Makrophagen ist. Ahnliche Untersuchungen
wurden von Polzer (1992) durchgefiihrt, der ebenfalls eine Abschwichung der chemotak-
tischen Aktivitat durch Antiserum gegen C5 zeigen konnte und seine Ergebnisse mit denen
von Kazmierowski et al. (1977) verglich, die in der BAL von Affen einen ChF mit einem
Molekulargewicht von 15 kDa fanden. Sie konnten die chemotaktische Aktivitit dieses
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Faktors durch Antikorper gegen humanes C5 deutlich vermindern und schlossen daraus,
daB es sich im C5a handelte.

Die Anwesenheit von C5a-Rezeptoren auf der Zelloberfliche von Makrophagen ist bekannt,
(Chenoweth und Goodman, 1982) und ihre Fihigkeit, C5 zu sezernieren, wurde von Martin
und Loos (1989) beschrieben. Die chemotaktische Wirkung von ZAS, das in allen Ver-
suchen als Positivkontrolle eingesetzt wurde, beruht auch zum groften Teil auf CSa
(Chenoweth und Goodman, 1982).

Die aufgrund der vorliegenden Ergebnisse naheliegende Vermutung, daf3 der durch Ozon
induzierte ChF C5a ist, wurde auch schon von Driscoll und Schlesinger (1988) geéduf3ert.
Sie konnten mit der 48 well Mikrochemotaxis-Kammer-Methode zeigen, da8 Alveolarma-
krophagen von Kaninchen durch 0.3 und 1.2 ppm Ozon zur Freisetzung von ChF fiir neu-
trophile Granulozyten und fiir Monozyten stimuliert wurden. Allerdings gehen sie davon
aus, daf3 von Ozon-stimulierten Makrophagen ein proteolytisches Enzym sezerniert wird,
das CS5 spaltet. Die Fahigkeit von Makrophagen, ein solches Enzym zu sezernieren,
beschrieb bereits Ward (1974).

Wenn es sich bei dem ChF fiir Makrophagen tatsdchlich um C5a handelt, der auch ein ChF
fiir neutrophile Granulozyten ist, wire dies auch eine Erkldrung dafiir, daf die chemotakti-
sche Aktivitat der RAM-Uberstinde nach Ozon-bzw. LPS-Inkubation durch Anti-IL8 nur
zu ca. 75% neutralisiert werden konnte (sieche Abb. 83 und 84).

Trotz der starken Hinweise auf CSa konnte nicht véllig ausgeschlossen werden, da3 Ma-
krophagen durch Ozon noch zur Produktion anderer ChF stimuliert wurden. Die Liste der
bekannten ChF ist sehr lang, allerdings haben nur wenige die Eigenschaften, von Makro-
phagen sezerniert zu werden und gleichzeitig chemotaktisch auf Makrophagen bzw. Mono-
zyten zu wirken. Ein weiterer Faktor, der diese Anforderungen erfiillt, ist das Macrophage
Inflammatory Protein-1a, das einen wichtigen Mediator der Monozyten- und PMN-Chemo-
taxis darstellt (Standiford et al., 1993), wobei dessen Hauptzielzellen die mononukleiren
Leukozyten sind (McColl et al., 1993). Obwohl die Ergebnisse der vorliegenden Unter-
suchungen mit den Antikérpern gegen hr-MIP-1a keinen Hinweis auf eine Beteiligung von
MIP-1a an der Ozon-induzierten chemotaktischen Aktivitit der RAM-Uberstinde geben
(Abb. 88), ist dies nicht mit volliger Sicherheit auszuschlieBen, da moglicherweise auch der
Anikorper gegen humanes MIP-1a das bovine MIP-1a. nicht neutralisieren konnte.
Klirendere Informationen hierzu lieferten die Membranfiltrationsexperimente: Es zeigte
sich, da3 der Ozon-induzierte ChF fiir Makrophagen groBer als 10 kDa und kleiner als

30 kDa ist (Abb. 89). Somit konnte einerseits MIP-1a, dessen Molekulargewicht 8 kDa
betrigt (Wolpe und Cerami, 1989), ausgeschlossen werden. Andererseits bestitigen diese
Ergebnisse die Vermutung, daf es sich um C5a handelt, dessen Molekulargewicht bei
Rindern zwar nicht bekannt ist, aber bei Mensch, Maus und Meerschweinchen zwischen 10
und 15 kDa liegt (Hugli, 1981).
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Ieressanterweise zeigten dieselben Untersuchungen zur Charakterisierung des ChF fur
Makrophagen nach Quarzinkubation von RAM, daf3 das Molekulargewicht dieses Faktors
unter 10 kDa liegt (Abb. 90). Daher muf3 davon ausgegangen werden, da3 RAM durch
Ozon zur Sekretion eines anderen ChF als durch Quarz stimuliert werden. Bei diesem
Quarz-induzierten ChF konnte es sich nun um MIP-1a handeln. Dies entspricht Ergebnissen
von Driscoll et al. (1993), die nach in vivo-Exposition von Ratten mit Quarz-Staub MIP-1a
in der BAL fanden, und die auch nachweisen konnten, da8 Alveolarmakrophagen in der
Lage sind, MIP-1a zu sezernieren. Um diese Vermutung aber mit letzter Sicherheit zu
bestitigen, miiiten weitere Untersuchungen durchgefiihrt werden. Wichtig und neu war in
diesem Zusammenhang der Befund, daB die durch verschiedene Stimuli induzierte chemo-
taktische Aktivitat fiir RAM in den Kulturiiberstinden auf unterschiedlichen Faktoren
beruhen kann.

4.6. Zusammenfassende Diskussion

In der vorliegenden Arbeit konnte aufgrund von vergleichenden morphologischen und bio-
chemischen Untersuchungen gezeigt werden, daB RAM ein besseres Modell zur Unter-
suchung des Einflusses von Ozon auf humane AM sind als differenzierte HL-60 Zellen.
Beide hierfiir eingesetzten Expositionssysteme ermglichen einen direkten Kontakt der
Zellen mit dem Schadgas und sind somit gut geeignet zur in vitro-Untersuchung der Ozon-
wirkung. Durch die Applikation von Surfactant-Bestandteilen konnte die Exposition in den
Luftkulturschélchen noch "realititsnaher" gestaltet werden.

Bei den morphologischen Untersuchungen zeigten sich Ozon-induzierte Verinderungen, die
besonders die Zellmembran betrafen. Der durch Applikation des Radikalfingers Vitamin E
aufgetretene Schutzeffekt deutet auf eine tiber freie Radikale vermittelte Oxidation von
Membranlipiden und -proteinen hin, Uber die Membran gelangte der EinfluB3 von Ozon
dann, vermutlich iiber Beeinflussung der Signaltransduktion, in das Zellinnere und bewirkte
hier eine Verinderung der Cytokinfreisetzung, die jedoch unabhingig war von einer zusitz-
lichen Staubphagozytose oder Rezeptor-vermittelten Stimulation mit LPS. Grundsitzlich
kam es durch die Ozonexposition zu einem Anstieg der Freisetzung von TNF, von einem
ChF fur Makrophagen, bei dem es sich vermutlich um den Komplementfaktor C5a handelt,
und von einem ChF fiir PMN, bei dem es sich um IL8 handelt. Eine Ausnahme bildeten
jedoch die HAM von Sarkoidose-Patienten, bei denen sich eine Verminderung der Spontan-
sekretion durch Ozon andeutete. Aufgrund dieser Veranderungen der Cytokinproduktion
mul} man davon ausgehen, dal Ozon in Konzentrationen, die nur um den Faktor 2 bis 3
uber den im Sommer erreichten Spitzenwerten liegen, in die Regulation der Mediatorfrei-
setzung eingreift. Somit koénnte es wichtige immunologische Funktionen der Makrophagen
beeinflussen, was besonders fiir vorbelastete Personen wie z.B. Asthmatiker von grofler
Bedeutung ist.
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S. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde der EinfluB von Ozon auf die Morphologie und Cytokinfrei-
setzung von Rinderalveolarmakrophagen (RAM), humanen Alveolarmakrophagen (HAM) und
zu Makrophagen differenzierten HL-60 Zellen untersucht. Die Inkubation mit 0.25 bis 2.5 ppm
Ozon wurde in zwei verschiedenen Expositionssystemen durchgefiihrt, die insofern realitdtsnahe
in vitro-Modelle darstellten, als sie einen direkten Kontakt der Zellen mit dem Gas erméglichten,

Die morphologischen Untersuchungen der RAM zeigten Ozon-induzierte Verinderungen an
der Zellmembran. Damit verbunden war die Sekretion der cytoplasmatischen LDH.

Ozon fuhrte bei Rinderalveolarmakrophagen zu einem konzentrations- und zeitabhéngigen
Anstieg der Freisetzung des Tumor Nekrose Faktors o (TNF), eines chemotaktischen Faktors
(ChF) fur Makrophagen und eines chemotaktischen Faktors fiir neutrophile Granulozyten.
Untersuchungen zur niheren Charakterisierung der chemotaktischen Faktoren gaben Hinweise
darauf, daB es sich bei dem ChF fiir neutrophile Granulozyten um Interleukin 8 handelte und
bei dem ChF fiir Makrophagen vermutlich um den Komplementfaktor C5a.

Die Phagozytose von Latex-Partikeln fithrte bei RAM zu keiner Verinderung der Cytokin-
sekretion, wihrend die Phagozytose von Quarz- und denaturierten Albumin-Partikeln eine
Freisetzung von TNF und ChF fiir Makrophagen bewirkte. Durch die Kombination von Ozon
mit einer vorangehenden Phagozytose kam es jedoch bei keinem der Stiube zu einem syner-
gistischen Effekt.

Lipopolysaccharid 16ste eine deutliche Cytokinfreisetzung aus, die aber durch eine zusitzliche
Ozonexposition nicht mehr wesentlich gesteigert werden konnte.

Um der in vivo-Situation in der Lunge niher zu kommen, wurde Dipalmitoyllecithin als Haupt-
bestandteil des Lungensurfactant eingesetzt. Wenn dieses direkt auf den Zellrasen gegeben
wurde, fithrte es bei Ozonexposition zu einem geringeren Vitalitatsverlust und der Vermin-
derung des Anstieges der Mediatorfreisetzung.

Auch Vitamin E zeigte diesbeziiglich einen Schutzeffekt, der allerdings nur bei 24-stindiger
Vorinkubation der RAM aufirat und wahrscheinlich auf dessen antioxidative Eigenschaft
zurtickzuflihren ist.

Die Untersuchungen mit den humanen AM zeigten, da3 RAM und HAM beziiglich der Frei-
setzung von TNFo und IL8 nach Ozonbehandlung weitgehend iibereinstimmten. Allerdings
stammten alle HAM von Patienten mit unterschiedlichen Krankheitsbildern, die die Ergebnisse
beeinflufiten. Eine Sonderstellung nahmen die HAM von Sarkoidose-Patienten ein, deren
Cytokinsekretion durch Ozon zum Teil gehemmt wurde.

Die in der Arbeit ebenfalls eingesetzten Makrophagen-ahnlichen humanen HL-60 Zellen
reagierten beziglich der Vitalitat empfindlicher auf die Ozonbehandlung als die RAM und
HAM und konnten durch Ozon zwar zur Freisetzung chemotaktischer Faktoren und IL6 nicht
aber zur TNF-Sekretion stimuliert werden.

Aus den Ergebnissen kann geschlossen werden, daBl Ozon in vergleichsweise geringen Kon-
zentrationen immunologische Funktionen von Alveolarmakrophagen beeinflussen kann. Es gibt
jedoch diesbeziiglich keine Hinweise auf synergistische Effekte bei einer Kombination von
Ozon mit Staubpartikeln.
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Abb. 1: Zeitabhangige Freisetzung von TNF in den Kulturiiberstand nach zweistiindiger
LPS-Stimulation (10 pg/ml) von RAM,
Arithmetische Mittelwerte +Standardfehler, n=4
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Abb. 2: Zeitabhingige Freisetzung von ChF fiir Makrophagen in den Kulturiiberstand
nach zweistiindiger LPS-Stimulation (10 ug/ml) von RAM.
Arithmetische Mittelwerte +Standardfehler, n=6
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Abb. 3: Cytotoxizitit von TNF fiir Wehi 164/13-Zellen in Abhéngigkeit von der
Konzentration,
Arithmetische Mittelwerte +Standardfehler, n=4




7. Abbildungen Seite 94

ZAS—-Standardkurve fir RAM

=
= - -
= 100 v————""‘I 1
[s4 L i
- ]
= 2
g } E
© g
g & - 1
:
s o I T
o >
2 3
s 3
o £ 1ot i
L8] r ]
N [ ]
g i ]
i R ]

L a 1

1 . R .
1 10

% Zymosan aktiviertes Serum

Abb. 4: Chemotaktische Aktivitit von ZAS fiir RAM in Abhéngigkeit von der
Konzentration.
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Abb. 5: Chemotaktische Aktivitit von ZAS fiir HL-60 Makrophagen in Abhangigkeit von
der Konzentration.
Arithmetische Mittelwerte +Standardfehler, n=6
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Abb. 6: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von RAM nach vierstiindiger Exposition
mit synthetischer Luft in der Voisin-Kammer. Anregungswellenliinge: 450-490 nm,
VergroBerung: x 150

Abb. 7: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von RAM nach vierstiindiger Exposition
mit 0.5 ppm Ozon in der Voisin-Kammer. Anregungswellenldnge: 450-490 nm,
VergroBerung: x 150
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Abb. 8a: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von RAM nach zweistiindiger
Exposition mit synthetischer Luft in der Voisin-Kammer. VergréBerung: x 4000

Abb. 8b: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von RAM nach zweistlindiger
Exposition mit synthetischer Luft in der Voisin-Kammer. Vergroerung: x 4500
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Abb. 8c: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von RAM nach zweistiindiger
Exposition mit synthetischer Luft in der Voisin-Kammer. VergroBerung: x 7000

Abb. 9a: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von RAM nach zweistiindiger
Exposition mit 0.5 ppm Ozon in der Voisin-Kammer. Vergroferung: x 2200
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Abb. 9b: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von RAM nach zweistiindiger
Exposition mit 0.5 ppm Ozon in der Voisin-Kammer. Vergrofierung: x 4000

Abb. 9c: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von RAM nach zweistiindiger Exposition
mit 0.5 ppm Ozon in der Voisin-Kammer, VergroBerung: x 7500
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Abb. 10a: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme von RAM nach zweistiindiger
Exposition mit synthetischer Luft in der Voisin-Kammer.
Vergroferung: x 6000
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Abb. 10b: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme von RAM nach zweistiindiger
Exposition mit synthetischer Luft in der Voisin-Kammer,
Vergrifierung; x 10500

Abb. 10c: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme von RAM nach zweistiindiger
Exposition mit synthetischer Luft in der Voisin-Kammer.
Vergroflerung: x 14250
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Abb. 11a: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme von RAM nach
zweistiindiger Exposition mit 0.5 ppm Ozon in der Voisin-Kammer.
VergroBerung: x 7500

Abb. 11b: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme von RAM nach
zweistlindiger Exposition mit 0.5 ppm Ozon in der Voisin-Kammer.
VergriBerung: x 7500
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Abb. 11¢: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme von RAM nach
zweistiindiger Exposition mit 0.5 ppm Ozon in der Voisin-Kammer.
Vergrofierung: x 6000

Abb. 11d: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme von RAM nach
zweistiindiger Exposition mit 0.5 ppm Ozon in der Voisin-Kammer.
Vergrofierung: x 6000
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Abb. 12: Vitalitit von RAM nach Exposition mit Ozon fiir 4 Stunden in Abhingigkeit von
der Ozonkonzentration und vom Expositionssystem,

Arithmetische Mittelwerte +Standardfehler, n=8

* steht fiir signifikant verschieden von der Kontrolle (0 ppm) fiir p<0.05
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Abb. 13: LDH-Freisetzung von RAM wihrend einer vierstiindigen Ozonexposition in der
Voisin-Kammer in Abhingigkeit von der Konzentration.

Arithmetische Mittelwerte +Standardfehler, n=4

* steht fiir signifikant verschieden von der Kontrolle (0 ppm) fiir p<0.05
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Abb. 14: Freisetzung von TNF nach Ozonexposition auf der Wippe in Abhéngigkeit von
der Expositionszeit und der Ozonkonzentration bei RAM.

Arithmetische Mittelwerte +Standardfehler, n=6

* steht fiir signifikant verschieden von der Kontrolle (0 ppm) fiir p<0.05
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Abb. 15: Freisetzung von TNF nach vierstiindiger Ozonexposition in der Voisin-Kammer
in Abhéngigkeit von der Konzentration beit RAM.

Arithmetische Mittelwerte +Standardfehler, n=6

* steht fur signifikant verschieden von der Kontrolle (0 ppm) fiir p<0.05
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Abb. 16: Freisetzung von ChF fiir RAM nach Ozonexposition auf der Wippe in
Abhangigkeit von der Expositionszeit und der Ozonkonzentration,
Arithmetische Mittelwerte tStandardfehler, n=6

* steht fiir signifikant verschieden von der Kontrolle (0 ppm) fur p<0.05
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Abb. 17: Freisetzung von ChF fir RAM nach vierstiindiger Ozonexposition in der Voisin-
Kammer in Abhéngigkeit von der Konzentration,

Arithmetische Mittelwerte +Standardfehler, n=6

* steht fur signifikant verschieden von der Kontrolle (0 ppm) fiir p<0.05
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Abb. 18: Freisetzung von ChF fiir PMN nach Ozonexposition auf der Wippe in
Abhéngigkeit von der Expositionszeit und der Ozonkonzentration bei RAM.
Arithmetische Mittelwerte +Standardfehler, n=4

* steht fiir signifikant verschieden von der Kontrolle (0 ppm) fiir p<0.05
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Abb. 19: Freisetzung von ChF fiir PMN nach vierstiindiger Ozonexposition in der Voisin-
Kammer in Abhéngigkeit von der Konzentration bei RAM.

Arithmetische Mittelwerte +Standardfehler, n=6

* steht fiir signifikant verschieden von der Kontrolle (0 ppm) fiir p<0.05
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Abb. 20a und b: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von HL-60 Makrophagen nach
vierstiindiger Exposition mit synthetischer Luft in der Voisin-Kammer. Die lebenden Zellen
fluoreszieren griin-gelblich (a, Anregungswellenldnge: 450-490 nm), die toten fluoreszieren
rot (b, Anregungswellenléinge: 530-560 nm). Vergroferung: x 150

Abb. 21a und b: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von HL-60 Makrophagen nach
vierstiindiger Exposition mit 0.5 ppm Ozon in der Voisin-Kammer. Die lebenden Zellen
fluoreszieren griin-gelblich (a, Anregungswellenlinge: 450-490 nm), die toten fluoreszieren
rot (b, Anregungswellenléinge: 530-560 nm). Vergroferung: x 150
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Abb. 22: Vitalitit von HL-60 Makrophagen nach Ozonexposition in der Voisin-Kammer
in Abhingigkeit von der Expositionszeit und der Ozonkonzentration,

Arithmetische Mittelwerte +Standardfehler, n=4

* steht fiir signifikant verschieden von der Kontrolle (0 ppm) fiir p<0.05

160
- | |
g 140 | . .
preeg
2 I ..
8 120} -
o 5 .
g
5 100 | .
= : |
=5 o~
R < 80 | i
gd
5 60 b .
o
2 2 i
a 40 + ~
o i |
g 20
N B 7777 T
R Y

syn. Luft Ozon

Abb. 23: LDH-Freisetzung von HL-60 Makrophagen wihrend einer vierstiindigen
Exposition mit synthetischer Luft bzw. 0.5 ppm Ozon in der Voisin-Kammer.
Arithmetische Mittelwerte +Standardfehler, n=4

* steht fiir signifikant verschieden von der Kontrolle (syn. Luft) fur p<0.05
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Abb. 24: Freisetzung von TNF nach Ozonexposition in der Voisin-Kammer in
Abhingigkeit von der Expositionszeit und der Ozonkonzentration bei HL-60 Makrophagen
Arithmetische Mittelwerte +Standardfehler, n=4

* steht fiir signifikant verschieden von der Kontrolle (0 ppm) fiir p<0.05
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Abb. 25: Freisetzung von ChF fiir HL-60 Makrophagen nach vierstiindiger
Ozonexposition in der Voisin-Kammer in Abhéngigkeit von der Expositionszeit und der
Ozonkonzentration.

Arithmetische Mittelwerte ZStandardfehler, n=4

* steht fur signifikant verschieden von der Kontrolle (0 ppm) fir p<0.05
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Abb. 26: Freisetzung von IL8 nach Ozonexposition in der Voisin-Kammer in Ab-
hangigkeit von der Expositionszeit und der Ozonkonzentration bei HL-60 Makrophagen.
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Abb. 27: Freisetzung von IL6 nach Ozonexposition in der Voisin-Kammer in Ab-
héngigkeit von der Expositionszeit und der Ozonkonzentration bei HL-60 Makrophagen.
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Abb. 28a und b: Lichtmikroskopische Aufnahmen von lebenden HAM nach zweistiindiger
Exposition mit synthetischer Luft auf der Wippe. VergréBerung: x 150 (a), x 480 (b)

Abb. 29: Lichtmikroskopische Aufnahme von lebenden HAM nach zweistiindiger
Exposition mit 1 ppm Ozon auf der Wippe. Vergroferung: x 480




7. Abbildungen

Seite 112

Patient 1: 1 ppm Ozon, 4 Stunden

ug 70 | N a
3
0 60 |- -
b Setetodoteleded
é eatte
o 50
3
: —
ZE 40}
P
g2
o 30
2
[
o 20 -
=]
>
N 10 |
a
< 77

0

syn. Luft Ozon

Patient 2: 1 ppm Ozon, 2 Stunden

160

. b
140

120

100

40 |

20 |-

Konz. von TNF im Kulturiiberstand
in pg/ml

R3S e
oleletelele%%

0 1.0.9.9,0,0,9,0.

Abb. 30a und b: Einfluf} einer zwei- und
vierstiindigen Exposition mit synthetischer
Luft bzw. 1 ppm Ozon auf der Wippe auf die
TNF-Freisetzung von HAM.

Arithm. Mittelwerte *Standardfehler, n=4

* steht fiir signifikant verschieden von der
Kontrolle (syn. Luft) fiir p<0.05
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Abb. 31a und b: EinfluB} einer vier-
stindigen Exposition mit synthetischer
Luft bzw. 0.5 ppm Ozon auf der Wippe
auf die TNF-Freisetzung von HAM.
Arithm, Mittelwerte £Standardfehler, n=4
* steht fiir signifikant verschieden von der
Kontrolle (syn. Luft) fiir p<0.05
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Abb. 32a und b: EinfluB} einer zwei- und
vierstiindigen Exposition mit synthetischer
Luft bzw. 1 ppm Ozon auf der Wippe auf
die IL8-Freisetzung von HAM.

Arithm. Mittelwerte +Standardfehler, n=4
* steht fiir signifikant verschieden von der
Kontrolle (syn. Luft) fiir p<0.05
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Abb. 33a und b: EinfluB einer vier-
stiindigen Exposition mit synthetischer
Luft bzw. 0.5 ppm Ozon auf der Wippe
auf die IL8-Freisetzung von HAM. .
Arithm. Mittelwerte +Standardfehler, n=4
* steht fiir signifikant verschieden von der
Kontrolle (syn. Luft) fiir p<0.05
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Abb. 34a und b: Einfluf} einer zwei- und
vierstiindigen Exposition mit synthetischer
Luft bzw. 1 ppm Ozon auf der Wippe auf
die IL6-Freisetzung von HAM.

Arithm. Mittelwerte +Standardfehler, n=4
* steht fiir signifikant verschieden von der
Kontrolle (syn. Luft) fir p<0.05
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stiindigen Exposition mit synthetischer
Luft bzw. 0.5 ppm Ozon auf der Wippe
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Arithm. Mittelwerte £Standardfehler, n=4
* steht fiir signifikant verschieden von der
Kontrolle (syn. Luft) fiir p<0.05
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Abb. 36a und b: Einfluf} einer vier-
stiindigen Exposition mit synthetischer
Luft bzw. 0.5 und 1 ppm Ozon auf der
Wippe auf die TNF-Freisetzung von
HAM. (Patient 5 und 6: Sarkoidose).
Arithm. Mittelwerte £Standardfehler, n=4
* steht fiir signifikant verschieden von der
Kontrolle (syn. Luft) fiir p<0.05
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Abb. 37a und b: EinfluB einer vier-
stiindigen Exposition mit synthetischer
Luft bzw. 0.5 und 1 ppm Ozon auf der
Wippe auf die IL8-Freisetzung von HAM.
(Patient 5 und 6: Sarkoidose).

Arithm. Mittelwerte +Standardfehler, n=4
* steht fiir signifikant verschieden von der
Kontrolle (syn. Luft) fir p<0.05
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Abb. 38: EinfluB einer vierstiindigen Exposition mit synthetischer Luft bzw. 0.5 ppm
Ozon auf der Wippe auf die IL6-Freisetzung von HAM. (Patient 5: Sarkoidose).
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* steht fur signifikant verschieden von der Kontrolle (syn. Luft) fiir p<0.05
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Abb. 39: Lichtmikroskopische Aufnahme (Olimmersion) von Rinderalveolarmakrophagen
(Kontrolle).

Hemacolorfirbung, Vergroferung: x 1500

Abb. 40: Lichtmikroskopische Aufnahme (Olimmersion) von Rinderalveolarmakrophagen
nach zweistiindiger Inkubation mit Latex-Partikeln.
Hemacolorfirbung, VergroBerung: x 1500
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Abb. 41: Lichtmikroskopische Aufnahme (Olimmersion) von Rinderalveolarmakrophagen
nach zweistiindiger Inkubation mit Quarz-Partikeln.
Hemacolorfirbung, VergréRerung: x 1500

Abb. 42: Lichtmikroskopische Aufnahme (Olimmersion) von Rinderalveolarmakrophagen
nach zweistiindiger Inkubation mit Albumin-Partikeln.
Hemacolorfirbung, Vergrofierung: x 1500
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Abb. 43a und b: Einfluf} von
synthetischer Luft bzw. 2.5 ppm Ozon fiir
2 Stunden in Kombination mit Latex

(250 pg/ml) auf die TNF-Freisetzung von
RAM bei Exposition mit der Wippe.
Arithm. Mittelwerte +Standardfehler, n=6
* steht fur signifikant verschieden von der
Kontrolle fur p<0.05

Abb. 44a und b: Einfluf} von
synthetischer Luft bzw. 2.5 ppm Ozon fur
2 Stunden in Kombination mit Latex

(250 pg/ml) auf die Freisetzung von ChF
fiir RAM bei Exposition mit der Wippe.
Arithm, Mittelwerte +Standardfehler, n=6
* steht fiir signifikant verschieden von der
Kontrolle fiir p<0.05
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Abb. 45a und b: EinfluB von
synthetischer Luft bzw. 1 ppm Ozon fiir
2 Stunden in Kombination mit Latex

(250 pg/ml) auf die TNF-Freisetzung von
RAM bei Exposition mit der Wippe.
Arithm, Mittelwerte +Standardfehler, n=6
* steht fur signifikant verschieden von der
Kontrolle fiir p<0.05

Abb. 46a und b: EinfluB von
synthetischer Luft bzw. 1 ppm Ozon fir
2 Stunden in Kombination mit Latex
(250 pg/ml) auf die Freisetzung von ChF
fiir RAM bei Exposition mit der Wippe.
Arithm. Mittelwerte +Standardfehler, n=6
* steht fiir signifikant verschieden von der
Kontrolle fiir p<0.05
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Abb. 47a und b: Einfluf} von
synthetischer Luft bzw. 2.5 ppm Ozon fiir
2 Stunden in Kombination mit Quarz

(50 pg/ml) auf die TNF-Freisetzung von
RAM bei Exposition mit der Wippe.
Arithm, Mittelwerte £Standardfehler, n=6
* steht fiir signifikant verschieden von der
Kontrolle fiir p<0.05
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Abb. 48a und b: Einflul von
synthetischer Luft bzw. 2.5 ppm Ozon fiir
2 Stunden in Kombination mit Quarz

(50 pg/ml) auf die Freisetzung von ChF
fiir RAM bei Exposition mit der Wippe.
Arithm, Mittelwerte Standardfehler, n=6
* steht fir signifikant verschieden von der
Kontrolle fiir p<0.05
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Abb. 49a und b: Einfluf von
synthetischer Luft bzw. 1 ppm Ozon fiir
2 Stunden in Kombination mit Quarz

(50 pg/ml) auf die TNF-Freisetzung von
RAM bei Exposition mit der Wippe.
Arithm. Mittelwerte +Standardfehler, n=6
* steht fur signifikant verschieden von der
Kontrolle fiir p<0.05
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Abb. 50a und b: Einflul} von
synthetischer Luft bzw. 1 ppm Ozon fir
2 Stunden in Kombination mit Quarz

(50 pg/ml) auf die Freisetzung von ChF
fiir RAM bei Exposition mit der Wippe.
Arithm, Mittelwerte +Standardfehler, n=6
* steht fur signifikant verschieden von der
Kontrolle fiir p<0.05
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Abb. 51a und b: Einflull von
synthetischer Luft bzw. 0.5 ppm Ozon fur
2 Stunden in Kombination mit Quarz

(50 pg/ml) auf die TNF-Freisetzung von
RAM bei Exposition mit der Wippe.
Arithm, Mittelwerte tStandardfehler, n=6
* steht fiir signifikant verschieden von der
Kontrolle fir p<0.05
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Abb. 52a und b: Einflufl von
synthetischer Luft bzw. 0.5 ppm Ozon fiir
2 Stunden in Kombination mit Quarz

(50 pg/ml) auf die Freisetzung von ChF
fiir RAM bei Exposition mit der Wippe.
Arithm. Mittelwerte +Standardfehler, n=6
* steht fiir signifikant verschieden von der
Kontrolle fiir p<0.05
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Abb. 53a und b: EinfluB von
synthetischer Luft bzw. 0.25 ppm Ozon
fiir 2 Stunden in Kombination mit Quarz
(50 pg/ml) auf die TNF-Freisetzung von
RAM bei Exposition mit der Wippe.
Arithm, Mittelwerte +Standardfehler, n=4
* steht fr signifikant verschieden von der
Kontrolle fiir p<0.05
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Abb. 54a und b: EinfluB} von
synthetischer Luft bzw. 0.25 ppm Ozon
fiir 2 Stunden in Kombination mit Quarz
(50 pg/ml) auf die Freisetzung von ChF
fiir RAM bei Exposition mit der Wippe.
Arithm. Mittelwerte £Standardfehler, n=4
* steht fiir signifikant verschieden von der
Kontrolle fur p<0.05
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Abb. 55a und b: EinfluB von
synthetischer Luft bzw. 1 ppm Ozon fur 4
Stunden in Kombination mit Albumin-
Partikeln auf die TNF-Freisetzung von
RAM bei Exposition mit der Wippe.
Arithm. Mittelwerte +Standardfehler, n=4
* steht fiir signifikant verschieden von der
Kontrolle fiir p<0.05
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Abb. 56a und b: Einflu von
synthetischer Luft bzw. 1 ppm Ozon fur
4 Stunden in Kombination mit Albumin-
Partikeln auf die Freisetzung von ChF fiir
RAM bei Exposition mit der Wippe.
Arithm. Mittelwerte +Standardfehler, n=4
* steht fiir signifikant verschieden von der
Kontrolle fur p<0.05
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Abb. 57a und b: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von RAM nach vierstiindiger
Exposition mit synthetischer Luft in der Voisin-Kammer.

Die lebenden Zellen fluoreszieren griin-gelblich (a, Anregungswellenldnge: 450-490 nm),
die toten fluoreszieren rot (b, Anregungswellenliinge: 530-560 nm). Vergrofierung: x 300
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Abb. 58a und b: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von RAM nach vierstiindiger
Exposition mit 0.5 ppm Ozon in der Voisin-Kammer.

Die lebenden Zellen fluoreszieren griin-gelblich (a, Anregungswellenlinge: 450-490 nm),
die toten fluoreszieren rot (b, Anregungswellenlinge: 530-560 nm). Vergroferung: x 300
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Abb. 59a und b: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von RAM nach vierstiindiger
Exposition mit 0.5 ppm Ozon in Kombination mit DPL (100 pg/ml) in der Voisin-Kamimer.
Die lebenden Zellen fluoreszieren griin-gelblich (a, Anregungswellenliinge: 450-490 nm),
die toten fluoreszieren rot (b, Anregungswellenliinge: 530-560 nm). VergroBerung: x 300
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4 Stunden in Kombination mit DPL
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Abb. 63a und b: Einflufl von
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fiir RAM bei Exposition mit der Wippe.
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Abb. 64: Einfluf} von synthetischer Luft bzw. 0.5 ppm Ozon fiir 2 Stunden in Kombination
mit DPL (100 pg/ml) auf die Vitalitdt von RAM bei Exposition mit der Voisin-Kammer.
Arithm, Mittelwerte +Standardfehler, n=4

* steht fiir signifikant verschieden von der Kontrolle fiir p<0.05




7. Abbildungen Seite 132
synthetische Luft, 2 h synthetische Luft, 2 h
65 70
o 60 |- g o 65 a H
=] Y} 60 | -
3 55 g =
)] [ER $} 56 L. .
K 50 |- & 2
% 45 L. »-g‘ B—J' 50 - —
. 45 |- ,
3 40 + 5o
E 3 L 40} -
-~ 35}
2E £ 35t .
ES 272 30t .
m ™ 25 | I = 8 25| =
z & 20 S n
i P -
S 15 | // 5% 15f ]
g 10 | g 3 10 =
= 5k 8 3 5 1 .
2 0 A = = 0 vy RRRARIRA
Kontrolle DPL Kontrolle DPL
0.5 ppm Ozon, 2 h 0.5 ppm Ozon, 2 h
65 70
= 60 | E o 65 b A
K] 55 o S 60 T -
£ os0f 92 55 7 i
[ T o = /
2 7 < =2 50 .
2 45 / B .
. 45 | -
o - PERIIITIY o=
=R s 23 40l ]
35 |- . S
= & o £ 35t .
B 80F £7g 30+ .
& g 25 - = 3 25 . .
o (2]
e 201 O & 20} .
g g 8 T
g 15 - g :E 15 - .
L 1of / o2 1ot .
g 5 | / £33 5t / 4
Gl S =
< 0 /A M 0 /A

Kontrolle

Abb. 65a und b: EinfluB von
synthetischer Luft bzw. 0.5 ppm Ozon fiir
2 Stunden in Kombination mit DPL

(100 pg/ml) auf die TNF-Freisetzung von
RAM bei Exposition mit der Voisin-
Kammer,
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Abb. 66a und b: Einflufl von
synthetischer Luft bzw. 0.5 ppm Ozon fiir
2 Stunden in Kombination mit DPL

(100 pg/ml) auf die Freisetzung von ChF
fiir RAM bei Exposition mit der Voisin-
Kammer.

Arithm. Mittelwerte £Standardfehler, n=6
* steht fiir signifikant verschieden von der
Kontrolle fiir p<0.05
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Abb. 67a und b: Einfluf von synthetischer Luft bzw. 0.25 ppm Ozon fiir 4 Stunden in
Kombination mit Alveofact (100 pg/ml) auf die Vitalitit von RAM bei Exposition mit der
Voisin-Kammer.

Arithm. Mittelwerte £Standardfehler, n=4
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fir 4 Stunden in Kombination mit
Alveofact (100 pg/ml) auf die TNF-
Freisetzung von RAM bei Exposition mit
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Abb. 69a und b: Einflufl von synthe-
tischer Luft bzw. 0.25 ppm Ozon fiir

4 Stunden in Kombination mit Alveofact
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Abb. 72a und b: EinfluBl von synthetischer Luft bzw. 0.5 ppm Ozon fiir 4 Stunden in
Kombination mit DPL (100 pg/ml) auf die TNF-Freisetzung von HAM bei Exposition mit
der Voisin-Kammer.

Arithm. Mittelwerte +Standardfehler, n=4
* steht fur signifikant verschieden von der Kontrolle fiir p<0.05
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Abb. 74a und b: Einflufl von
synthetischer Luft bzw. 1 ppm Ozon fiir
2 Stunden auf die LPS (10 pg/ml)-
induzierte Freisetzung von ChF fur RAM
bei Exposition mit der Voisin-Kammer,
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Abb. 77a, b und c: Einflufl von
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Abb. 78a und b: Einfluf} von
synthetischer Luft bzw. 1 ppm Ozon fiir
2 Stunden in Kombination mit DPL

(100 pg/ml) auf die LPS (10 pg/ml)-
induzierte Freisetzung von ChF fur RAM
bei Exposition mit der Voisin-Kammer.
Arithm. Mittelwerte +Standardfehler, n=4
* steht fiir signifikant verschieden von der
Kontrolle (syn. Luft) fir p<0.05
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Abb. 79a und b: EinfluB} von
synthetischer Luft bzw. 0.5 ppm Ozon fir
4 Stunden in Kombination mit DPL

(100 pg/ml) auf die LPS (10 pg/ml)-
induzierte Freisetzung von ChF fiir RAM
bei Exposition mit der Voisin-Kammer,
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* steht fur signifikant verschieden von der
Kontrolle (syn. Luft) fiir p<0.05
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Abb. 80a und b: EinfluB von synthetischer Luft bzw. 1 ppm Ozon fiir 2 Stunden in
Kombination mit Vitamin E auf die Freisetzung von TNF (a) und ChF (b) von RAM bei
Exposition mit der Wippe.

A: Kontrolle mit synthetischer Luft

B: 1 ppm Ozon fiir 2 Stunden

C: Vitamin E wihrend der Exposition zugesetzt

D: Vitamin E-Vorinkubation (24 Stunden vor Exposition zugesetzt)
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* steht fiir signifikant verschieden von der Kontrolle (syn. Luft) fiir p<0.05
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Abb. 81a und b: Chemotaktische Aktivitit von hr-IL8 (a) und Zymosan aktiviertem
Serum (ZAS) (b) fiir bovine polymorphonukleére neutrophile Granulozyten (PMN) in
Abhangigkeit von der Konzentration.
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Abb. 82: Chemotaktische Aktivitit von hr-IL8 (1 ng/ml) fiir bovine polymorphonukledre
neutrophile Granulozyten (PMN) in Kombination mit Anti-hr-IL8 (2 pg/ml).
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Abb. 83: Chemotaktische Aktivitit von RAM-Uberstdnden (nach vierstiindiger Exposition
mit 1 ppm Ozon auf der Wippe) fiir bovine polymorphonukleére neutrophile Granulozyten
(PMN) vor und nach Inkubation mit Anti-hr-IL8 (2 bzw. 10 pg/ml).
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Abb. 84: Chemotaktische Aktivitit von RAM-Uberstinden nach LPS-Stimulation fur
bovine polymorphonukleiire neutrophile Granulozyten (PMN) vor und nach Inkubation mit
Anti-hr-IL8 (10 pg/ml).
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Abb. 85a und b: Chemotaktische Aktivitit von hr-IL8 (a) und Zymosan aktiviertem
Serum (ZAS) (b) firr Rinderalveolarmakrophagen (RAM) in Abhéngigkeit von der
Konzentration.
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Abb. 86: Chemotaktische Aktivitit von RAM-Uberstinden (nach vierstiindiger Exposition
mit 1 ppm Ozon auf der Wippe) fiir Rinderalveolarmakrophagen (RAM) vor und nach
Inkubation mit Anti-hr-IL8 (2 bzw. 10 pg/ml).

Arithm. Mittelwerte +Standardfehler, n=6
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Abb. 87: Chemotaktische Aktivitit von RAM-Uberstinden (nach vierstiindiger Exposition
mit | ppm Ozon in der Voisin-Kammer) fiir Makrophagen in Kombination mit Antikérpern
gegen den humanen Komplementfaktor C5 .

a: Uberstand von Ozon-exponierten RAM

b: Anti-C5

c: Uberstand von Ozon-exponierten RAM nach einstiindiger Inkubation mit Anti-C5
Arithm. Mittelwerte +Standardfehler, n=6
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Abb, 88: Chemotaktische Aktivitit von RAM-Uberstiinden (nach vierstiindiger Exposition
mit 1 ppm Ozon in der Voisin-Kammer) fiir Makrophagen in Kombination mit AntikOrpern
gegen hr-MIP 1o (monocyte inflammatory protein, 10 pg/ml).

a: Uberstand von Ozon-exponierten RAM

b: Anti-MIP lo

¢: Uberstand von Ozon-exponierten RAM nach einstiindiger Inkubation mit Anti-MIP 1o
Arithm. Mittelwerte +Standardtehler, n=6
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0.5 ppm Ozon, 4 h
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unbe— 30 kD 10 kD Abscheidungsgrenze
handelt der Membran
Abb. 89: Chemotaktische Aktivitit eines Uberstandes von Ozon-exponierten (0.5 ppm, 4h)

RAM nach Membranfiltration mit 30 und 10 kD Abscheidungsgrenze der Membran.
Arithm. Mittelwerte Standardfehler, n=6

Quarz (50 ug/ml)
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Abb. 90: Chemotaktische Aktivitit eines Uberstandes von Quarz-inkubierten (50 pg/ml,
3h) RAM nach Membranfiltration mit 30 und 10 kD Abscheidungsgrenze der Membran.
Arithm. Mittelwerte +Standardfehler, n=6
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