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Zusammenfassung

Durch Organverteilungsstudien an Ratten konnte gezeigt werden,
daB nach Injektion von Gewichtsdosen das Cer bei beiden
Geschlechtern vor allem in den Kupfferzellen abgelagert wird.
Nach Tradgerfreier Elektrophorese waren auch nach Gewichtsdosen
noch mindestens 50% des Cers an enzymatisch aktive Lysosomen
gebunden, dabei zeigten diese Lysosomen keine erhdhte Fragili-
tdt als mdglichen Ausdruck einer toxischen Schddigung. Durch
licht- und elektronenmikroskopische Aufnahmen sowie durch
Enzymmessungen im Serum konnte nachgewiesen werden, daB ein
geschlechtsabhdngiger Unterschied in der Empfindliichkeit auf
CeCl, besteht. Die Weibchen reagierten bereits auf 1,3 mg/kg
CeCl, mit erhdhter Fettablagerung, Kupfferzellischwellung, Hepato-
cyte%nekrosen sowie pathologisch erhdhten Serumenzymkonzentra-
tionen. An kultivierten Rattenhepatozyten konnte nach Cer keine
Schadigung nachgewiesen werden. Die als Modell fiir die Kupffer-
zellen eingesetzten Ratten- und Rinderalveolarmakrophagen
zeigten jedoch morphologisch und biochemisch eindeutige toxische
Reaktionen. Die in vivo- und in vitro-Ergebnisse sprechen bei den
Weibchen fiir einen durch Kupfferzellschddigung bedingten, indi-
rekten Leberschaden. Die geringere Empfindlichkeit der Mannchen
auf CeC13 scheint an Geschlechtshormone gebunden zu sein.

Investigations on the hepatotoxicity of Cerium:
In vivo experiments with rats and in vitro studies with hepato-
cytes and macrophages.

Abstract

After intravenous injection of 1416e with stable CeC13 Kupffer
cells were found to be the main deposition site for Cefrium in
both female and male rats. After carrier-free electrophoresis

at least 50% of the Cerium remained bound to enzymatic active
lysosomes. These lysosomes showed no higher fragility as a
possible sign of toxic damage. Lightmicroscopy, electronmicro-
scopy, and measurement of serum enzymes showed a higher sensi-
tivity of female rats to Cerium compared to male rats. Injection
of 1,3 mg/kg CeCl, to female rats resulted in an increase of

fat deposition, in the swelling of Kupffer cells, in hepatocyte-
necrosis, and in the pathological elevation of serum enzyme concen-
tration. No signs of damage were discovered in isolated rat
hepatocytes after in vitro cultivation with Cerium. However rat
and bovine alveolar macrophages, which were used as a model
system for Kupffer cells, showed unequivocal toxic morphological
and biochemical reactions to Cerium. In female rats the in vivo
and in vitro results suggest that the observed liver damage is
an indirect one, caused by the damage of the Kupffer cells.

The lower susceptibility of the male rats to Cerium seems to be
linked to sex-hormones.
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Abklirzungen

Subzellulidre Fraktionen

el

Sonstiges

EDTA
EGTA
ER
HEPES
i.p.
i.v.
TX

Gesamtleberhomogenat (erhalten durch Vereinigung von
N und E)

Sediment, bestehend aus Zellkernen, Zelltrimmern und
ganzen Zellen

Zellkernfreier Uberstand

Sediment, vorwiegend bestehend aus Mitochondrien

und Lysosomen

Uberstand iiber ML

Cytosol

Sediment, bestehend aus Plasmamembranfragmenten und

Endoplasmatischem Retikulum

Alkalische Phosphodiesterase
Arylsulfatase A,B
Glutamat-Dehydrogenase
Glutamat-Dehydrogenase
Glutamat-Oxalacetat-Transaminase
Glutamat-Pyruvat-Transaminase
v-Glutamyl-Transferase
Leucin-Arylamidase
Laktat-Dehydrogenase
N-Acetyl-B-Glucosaminidase

Saure Phosphatase

Athylendiamintetraessigsédure
Athylenglykoltetraessigsdure

Endoplasmatisches Retikulum
N-2-Hydroxymethylpiperazin-N-2-Ethansulfonsidure
intraperitoneal

intravends

Triton X 100




1. Einleitung

Das Lanthanid Cer und seine Verbindungen sind in der Industrie
weitverbreitete Werkstoffe. Man findet sie z.B. als Bestandteile
von Legierungen mit Aluminium, Magnesium und Mangan, sie werden
zum Polieren von Spiegeln und Linsen benutzt und Cermischmetalle
finden Verwendung fiir Ziindsteine. Ein ganz neuer Aspekt fiir die
industrielle Nutzung von Seltenen Erden ist die Verwendung von
Yttrium und Lanthan fiir die Herstellung von Hochtemperatursupra-
leitern (Rietschel et al. 1987). Das biologische Verhalten und
die Dekorporation von Cer im Siugerorganismus war aber in den
letzten 30 Jahren vor allem wegen seines Vorkommens unter den
Spaltprodukten von Kernreaktionen das Objekt ausgiebiger Unter-
suchungen (Catsch 1956, Catsch und L& 1957, Catsch 1961, Catsch et al.
1961,Moskalev 1961,Moskalev und Strel'tsova 1961,Hansmann et al. 1965,
Takada 1978, Gachalyi et al. 1986). In der vorliegenden Arbeit
diente Cer als Modellsubstanz fiir die Untersuchung von Verhalten
und Wirkungsmechanismen eines typischen hepatotoxischen und
lysosomotropen Stoffes, wobei die Ratte als Versuchstier ge-
widhlt wurde.

Cer wird bei Ratten vor allem in der Leber abgelagert (Schmautz
1964, Altenstetter et al. 1966) und fiihrt dort nach Verabrei-
chung von Dosen im Bereich einiger mg/kg Korpergewicht zur Aus-
bildung einer Fettleber (wir werden in dieser Arbeit derartige
Dosen als "Gewichfsdosen' bezeichnen im Gegensatz zum triger-

141Cer). Bemerkenswert ist, daRB Rattenweib-

frei verabreichten
chen schon nach Verabreichung von lmg/kg einen erhdhten Gesamt-
lipidgehalt in . der Leber hatten, wihrend bei Minnchen dafiir
mindestens 7mg/kg CeCly notwendig waren (Snyder et al.1959). Das
bedeutet, daB die Weibchen auf Gewichtsdosen von CeCl3 bedeutend
empfindlicher reagieren als die Minnchen. Der Gesamtlipidgehalt
der Leber erreicht am 2. bis 3. Tag nach der Injektion sein Maxi-
mum und f£411t am 6. bis 10. Tag wieder auf seinen Normalwert zu-

rick (Kyker et al. 1957, Snyder et al. 1960).

Die Reaktion der Ratten auf CeCl3 war somit bekannt, unaufge-
klédrt war jedoch der Mechanismus der Cerhepatotoxizitdt. Es lag
nahe, zur Aufklidrung des Mechanismus zundchst die subzellulire

Bindungsstelle des Cers genauer zu bestimmen,nachdem die Arbeit
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von Mahlum (1967) keine eindeutige Zuordnung des Ce zu Lyso-
somen oder Mitochondrien erbrachte. Daflir bot sich vor allem die

in unserem Labor fiir die Fragestellung der subzelluldren Radio-
nuklidablagerung vielfach bew#hrte Trigerfreie Elektrophorese an
(Seidel et al. 1984, 1985, 1986). Mit Hilfe dieser Methode ist es
moglich, native Lysosomen unter Umgehung der oft diskutierten
Nachteile der Gradientenverfahren (Winter und Seidel 1982, Siitterlin
1982) von anderen Zellorganellen zu trennen. Die Mdglichkeit einer
Artefaktbildung durch EDTA im Kammerpuffer darf dabei weitgehend

ausgeschlossen werden.

An die licht- und elektronenmikroskopischen Untersuchungen zur ge-
naueren morphologischen Analyse der Leberschiddigung sollte sich

die Charakterisierung der Certoxizitdt durch Messung von Enzymen

im Serum anschlieBen. Aus der klinischen Praxis ist bekannt, daB
bestimmte Leberkrankheiten zur Erh8hung bestimmter Enzyme im Serum
fihren. Es sollte daher auch fiir die Ratte mdglich sein, aus even-
tuellen Enzymveridnderungen im Serum Riickschliisse auf die Art der
Schéddigung zu ziehen.

Um die Cerhepatotoxizitidt einem bestimmten Leberzelltyp zuordnen

zu kdnnen, erschien es angebracht, homogene Zellpopulationen unab-
héngig voneinander zu untersuchen. Dies ist jedoch nur in vitro
anhand von Zellkulturen mdglich. Fir kultivierte Rattenhepatocyten
konnten einige wichtige in vivo-Leberreaktionen nachgewiesen wer-
den, so synthetisieren sie u.a. Albumin,Fibrinogen und Transferrin
(Koj et al. 1984) und kénnen auBerdem die hauptsdchlichen Phase I-
und ITI-Reaktionen, die mit der Biotransformation in Zusammenhang
stehen, in vergleichbarer Rate wie in vivo katalysieren (Jones et
al. 1986). Die Fidhigkeit zur Biotransformation ist ein wesentlicher
Gesichtspunkt fiir die Toxizitdtsuntersuchungen, da die dabei ent-
stehenden Reaktionsprodukte manchmal toxischer sind als die eigent-
“lichen Ausgangsverbindungen. Nakemura et al. (1985) untersuchten
die Wirkung von CClA auf isolierte Rattenhepatocyten mit dem Ergeb-
nis, daB es bei niedrigen Konzentrationen zu Permeabilitidtsdnderun-
gen der Zellmembran und bei hBheren Dosen zur Cytolyse der Zellen
fihrt. Die Schddigungen waren von Enzymfreisetzungen ins Kulturmedium
begleitet. CCl4fﬁhrte in Kultur bei Rattenhepatocyten auBerdem

zu morphologischen Verdnderungen wie Mikrovilliverlust, so-




wie Schwellung des endoplasmatischen Retikulums und der Mitochon-
drien (Berger et al. 1987). Da an Miusehepatocyten in vitro zu-
dem noch die Bildung freier Radikale nach CCl4 nachgewiesen wer-
den konnte (Ruch et al. 1986),darf festgestellt werden, daB

hier die wesentlichen in vivo-Toxizitdtskriterien auch in vitro

beobachtet werden konnten.

Selbstverstdndlich waren bei unseren in vitro-Versuchen auch
Kupffer-Zellen in Betracht zu ziehen. Die Gewinnung dieser Zellen
und ihre Verwendung fiir quantitative Enzymstudien erwies sich je-
doch rasch als auBerordentlich problematisch. Diese Probleme

(siehe Diskussion) hofften wir durch die Verwendung von Alveolar-
makrophagen als Modellsysteme umgehen zu konnen. Alveolarmakropha-
gen entstehen wie die Kupfferzellen aus den Zellen des Knochen-
marks, die als Monocyten in die Verschiedenen Gewebe einwandern

und erst dort - als Gewebemakrophagen - ihre endgiiltige Form an-
nehmen (Lohmann- Matthes 1981). Da neben diesem gemeinsamen Ur-
sprung zudem die Hauptaufgabe aller Makrophagen die Phagocytose

und Verdauung von Zelltriimmern und kdrperfremden Stoffen ist,

148t dies auf ein prinzipiell #hnliches Verhalten aller Makro-
phagen schlieBen. Als Modellsystem sollten vor allem die von

Miller (1986) und Taya (1986) in unserem Labor eingefiihrten Alveo-
larmakrophagen von Schlachtrindern benutzt werden, da sie nicht

nur einfach zu isolieren sind, sondern auch preiswert in grofer
Zahl zu erhalten sind. An den Rinderalveolarmakrophagen konnte
zudem bereits mehrfach die Beibehaltung makrophagenspezifischer
Funktionen in Kultur best#dtigt werden (siehe dazu McGuire und
Babiuk 1982, Hotz et al. 1987). Da durch Seltene Erden eine Blockade
des Retikuloendothelialen Systems in vivo beobachtet wurde (siehe
u.a. Lazar 1973), sollte an diesen Zellen untersucht werden, ob es
in vitro zu einer Hemmung der Phagocytose nach Inkubation mit CeClj
kommt. Dazu sollte neben der Messung der unspezifischen Phagocytose
von Latexpartikeln auch die Chemilumineszenzmessung herangezogen
werden. Diese Methode beruht darauf, daB die Phagocytose der Makro-
phagen von einem Anstieg in der Bildung von Sauerstoffradikalen
begleitet ist (Fels und Cohn 1986). Ein Absinken der Chemilumi-

neszenz und damit der Phagocytoserate konnte filir verschiedene




mineralische Stidube bei Meerschweinchenalveolarmakrophagen nach-
gewiesen werden (Tilkes und Beck 1983), ebenso auch flir Kupffer-
zellen Galaktosamin behandelter Ratten (Shiratori et al. 1986).

Bei der Aufklirung von Toxizitdtsmechanismen sind nicht nur die
Erfassung der in vivo-Reaktionen des ganzen Organismus und die
Analyse der Wirkung auf einzelne Zelltypen wichtig, sondern auch
Kenntnisse {iber das subzelluldre Verhalten des Schadstoffs sehr
niitzlich. Wir hatten bereits frither (Seidel et al. 1986) die Lyso-

141Ce—Citrat nachgewiesen. Wie wir zeigen werden,

somotropie von
konnten wir dies in der vorliegenden Arbeit auch fir CeCl3 besté-
tigen. Es lag daher nahe zu priifen, ob Lysosomotropie und Hepato-
toxizitdt des Cers in einem ursichlichen Zusammenhang stehen. Dies
sollte durch in vitro-Inkubationen von angereicherten Lysosomen-
prédparationen unter verschiedenen Bedingungen geschehen. Ein lyso-
somenschiddigender Effekt von Cer sollte sich z.B. in einer redu-
zierten Lysosomenlatenz mit anschlieBender Freisetzung hydrolyti-

scher Enzyme ins Cytoplasma bemerkbar machen.
Die vorliegende Arbeit hatte somit folgende Ziele:

1. Beschreibung des biologischen Verhaltens sowie des zellulidren
und subzelluldren Ablagerungsortes von intravents injiziertem
trdgerfreiem 141Ce mit Gewichtsdosen an CeCl3 mittels

subzelluldrer Fraktionierung, Trigerfreier Elektrophorese und

linearem Saccharosegradienten.

2. Charakterisierung der morphologischen Verdnderungen der Ratten-
leber nach intraventser Verabfolgung von CeCl4 mittels Licht-
und Elektronenmikroskopie, vor allem am flir die Toxizitédt wich-
tigen 2. Tag nach der Injektion. Begleitend dazu durchgefiihrte
Enzymbestimmungen im Serum sollten die morphologischen Befunde

ergdnzen.

3. Experimente mit homogenen Zellkulturen zur nidheren Aufklirung
der Wirkung von Cer auf Rattenhepatocyten, Ratten-Kupffer- und
Endothelzellen sowie auf die als Modellsysteme eingesetzten

Ratten- und Rinderalveolarmakrophagen.




Beantwortung der Frage, ob die Lysosomotropie des Cers die
Ursache fiir die Hepatotoxizit#t ist mittels Inkubations-

versuchen mit einer angereicherten Lysosomenfraktion.

Nédhere Beschreibung der Ursachen des ausgeprigten Geschlechts-

unterschiedes in der Reaktion von Ratten auf CeCl3.




2. Material und Methoden

2.1. Injektionsldsungen, NuklidmeBtechnik und Sedimentier-
barkeit des l4lce

Die 141Ce—LtSsung wurde tridgerfrei von Amersham Buchler, Braun-
schweig, bezogen. Benutzt wurde eine Stamml&ésung von l4lce in
0,1 M HC1. Aus dieser Stamml8sung wurde durch Verdiinnen mit

0,01 M HC1 die tridgerfreie Injektionsldsung hergestellt. Fiir

die Injektion von l4lCe mit 2 mg/kg CeCly als Trégermaterial
wurden die Tiere gewogen und dann soviel CeCl3 in der mit 0,01 M
HC1 verdiinnten 141Ce-Stamrnlb'sung geldst, daB die Tiere mit dem
injizierten Dosisvolumen von 0,25 ml genau die fiir ihr K&érper-
gewicht berechnete Trdgerdosis erhielten. Die injizierte Radio-

4Bq.

aktivitdtsmenge lag bei durchschnittlich 4x10
Die Herstellung der nicht radioaktiven Injektionsldsungen von
1,3, 2 oder 2,101 mg/kg CeCl3 bzw. 2 mg/kg GaC1:3 erfolgte
analog zur Herstellung der 141Ce—Injektionslésung mit 2mg/kg
CeCl3 als Trégermaterial, jedoch wurde hier das CeCl:3 oder
GaCl, in 0,01 M HCl ohne '*lCe gelsst.
Sowohl die Radionuklidinjektionen als auch die Injektionen
von nicht radioaktivem CeClg oder GaCl3 erfolgten intravenos
in eine der Schwanzvenen mit einem Dosisvolumen von 0,25 ml.

Die Injektionen wurden unter leichter Athernarkose verabreicht.

Der Nachweis der Y -Aktivitdt des l4lce geschah in direkter
Messung der jeweiligen Proben (ganze Organe, Zellfraktionen,
Fraktionen der Trdgerfreien Elektrophorese und der Saccharose-
gradienten, inkubierte Zellen und deren Uberstidnde). Die Mes-
sung erfolgte in einem Gamma-Spektrometer mit NaJ(Tl)-Bohrloch
Kristall (Gamma-8000 Beckman, 145 keV-Linie).

Da die Sedimentierbarkeit des Cers ein MaB fiir dessen kolloi-
dales Verhalten ist, wurden je 20 ml der Injektionsldsungen

und Kulturmedien mit l4lCe ohne und mit CeCl\,3 bei 205000 g zen-
trifugiert. Nach 60 Min. wurden die Zentrifugenrthrchen erschiit-

terungsfrei aus dem Rotor (Ti60) genommen und die zentrifugier-




ten Ldsungen in vier 5 ml-Aliquots (Fraktion 1-4) entnommen.

5 ml Aqua bidest wurden in die Zentrifugenrdhrchen gegeben
und das '"'Sediment'" mit einem Plastikspatel abgeschabt und re-
suspendiert (Fraktion 5). Diese Prozedur wurde auch durchge-
fihrt, wenn kein sichtbares Sediment vorhanden war. Die Radio-
aktivitidt der Fraktionen wurde gemessen und dann folgendes be-

rechnet:

Wiederfindbarkeit der l4lCe-Radioaktivitit (%)
Summe Uber die Radioaktivitidt wvon Fraktion 1-5 %100
Radioaktivitidt in 20ml unzentrifugierter Ldsung

Sedimentierte l%4lCe-Radioaktivit#t in Fraktion 445 ()

Radiocaktivitdt in Fraktion 4 + 5 <100
Summe Uber die Radioaktivitidt von Fraktion 1-5

Wie aus Tabelle 1 zu entnehmen ist, zeigten die beiden Injek-
tionsldsungen und die Inkubationsmedien mit HEPES ohne fdtales
Kélberserum das typische Verhalten von 18slichem Cer: etwa 100%
der Radioaktivitdt wurden wiedergefunden, 25-307 der Radioakti-
vitdt befanden sich in der bodenstidndigsten Fraktion und dem
Sediment. Wenn man dem HEPES—Medium 107 fotales Kédlberserum
hinzufigt , werden 67-847 der l4lCe-Radioaktivitit sedimentier-
bar, das 14lCe muB also zumindest teilweise kolloidal oder an
Protein gebunden vorliegen. In RPMI-Medium lag das 141ce ohne
und mit 107 fdtalem Kédlberserum fast vollstidndig in kolloidaler
Form oder an Protein gebunden vor, da 89-100% der l4lCe-Radioak-
tivitat in Fraktion 4 + 5 gefunden wurden. Auffdllig ist, daB

in den Inkubationsmedien mit fdtalem Kilberserum die Wiederfind-
barkeit der Radioaktivitidt hSher war als in den Medien ohne £fo6-
tales Kdlberserum. Dies ist vor allem dadurch zu erklédren, daR
man ohne Zusatz von Serum kein auffidlliges Sediment erkennen
kann, nach Zugabe von Serum farbte sich das Sediment dagegen
braun-gelb und konnte so gut aus den ZentrifugenrShrchen heraus-

geldst werden.




2.2. Versuche mit Ratten

2.2.1. Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten weibliche und mdnnliche Ratten der
Rasse Sprague Dawley, die von Charles River Wiga, Sulzfeld,
bezogen wurden. Das Gewicht lag zwischen 180 und 250 g. Die
Tiere hatten, wenn nicht anders angegeben, bis zur Sektion
freien Zugang zu Futter und Wasser. Soweit nicht anders er-

wdhnt, erfolgten die Sektionen unter Athernarkose.

2.2.2. Gewichte und Proteingehalt von Rattenlebern

Um den EinfluB von CeCl3 auf Leberfrischgewicht, Lebertrocken-
gewicht und Proteingehalt der Leber zu ermitteln, wurden gleich-
schweren Rattenweibchen 2 Tage vor der Sektion 2 mg/kg CeCl3 ver-
abreicht. Als Kontrollen dienten Weibchen, die am Injektionstag
das gleiche Kdrpergewicht hatten wie die mit CeCl3 behandelten

Tiere.

Den v8llig ausgebluteten Tieren wurde am Sektionstag die Leber
entnommen, &duBerlich trockengetupft und dann das Leberfrischge-
wicht durch Wiegen bestimmt. Ein Aliquot von 3 g wurde von jeder
Leber entnommen und solange bei 60 °C getrocknet, bis Gewichts-
stillstand eintrat. Ein weiteres Aliquot wurde homogenisiert
(siehe Kapitel 2.2.3.) und mit Homogenisationsmedium auf 30 ml
aufgeftillt. Die Proben wurden 20 Sek. beschallt (Branson Soni-
fier Cell Disruptor B 15, 30% Intensitit) und anschlieBend der

Proteingehalt bestimmt.

2.2.3. Pridparation der subzellulidren Fraktionen

Die Prédparation der subzellulidren Fraktionen durch differen-
tielle Zentrifugation aus Rattenleber erfolgte nach Gruner et
al. (1981) und Stahn et al. (1970) mit leichten Modifikationen.
Alle Priparationsschritte wurden auf Eis durchgefiihrt, die Zen-
trifugationen erfolgten bei 4 °C entweder in einer Beckman Zen-
trifuge, Spinco L 250 B oder in einer Contron Centrikon T-2060

Zentrifuge, jeweils mit einem Ti60 Rotor (Beckman).




Die Leber wurde entfernt und gewogen, jeweils 5 g mit einer Schere
zerkleinert und in etwa 20 ml Homogenisationsmedium (=Kammerpuffer,
siehe Kapitel 2.2.4.) aufgenommen. Die Homogenisation wurde in
einem 30 ml Potter Elvejhem Homogenisator (Braun, Melsungen) mit
Plastikpistill durch 3-4 Auf- und Abbewegungen bei 500 Umdrehungen
pro Minute durchgefiihrt. Das Homogenat wurde mit Homogenisations-
medium auf 30 ml aufgefiillt und 5 Min. bei 1760 g zentrifugiert.
Dadurch erhielt man den Uberstand Eq und das Sediment N . Nachdem Eq
abpipettiert war, wurde N1 mit einem Glaspistill der Spaltweite

"S" in einem 15 ml Dounce-Homogenisator (Braun, Melsungen) durch

5 manuelle Auf- und Abwirtsbewegungen resuspendiert, mit Homo-
genisationsmedium auf 25 ml aufgefiillt und erneut 5 Min. bei 1760 g
zentrifugiert. Der so erhaltene Uberstand E, wurde mit Eq vereinigt
und mit Homogenisationsmedium auf 50 ml aufgef{illt. Man erhielt

so E, den zellkernfreien Uberstand. Das verbleibende Sediment N
(Zellkerne, Zelltriimmer, ganze Zellen) wurde in insgesamt 50 ml
Homogenisationsmedium im 30 ml Dounce-Homogenisator durch 10 Auf-
und Abwirtsbewegungen mit einem Glaspistill der Spaltweite 'L"
resuspendiert. Durch Vereinigung gleicher Teile N und E erhielt
man N+E (Gesamtleberhomogenat). Fiir die weiteren Zentrifugations-
schritte wurden 30 ml E abgenommen und 10 Min. bei 40600 g zentri-
fugiert. Man erhielt das ML-Sediment (Mitochondrien und Lysosomen)
und den Uberstand X. Aus X wurde durch 40-minfitige Zentrifugation
bei 102000 g das Sediment P (Mikrosomenfraktion) und der Uberstand
5 (Cytosol) gewonnen. S wurde mit Homogenisationsmedium in einem
15 ml Dounce-Homogenisator durch 10 Auf- und Abwirtsbewegungen

mit einem Glaspistill der Spaltweite "L'" resuspendiert.

Um das ML-Sediment fiir die Trdgerfreie Elektrophorese und die
Saccharosegradienten weitgehend rein darzustellen, wurde es
noch viermal gewaschen, d.h.: Resuspendierung des ML-Sediments
in insgesamt 30 ml Homogenisationsmedium in einem 15 ml Dounce-
Homogenisator durch 5 Auf- und Abwirtsbewegungen mit einem Glas-
pistill der Spaltweite "L" und anschlieBend 10 Min. Zentri-
fugation bei 40600 g.
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Durch das Waschen gehen insgesamt maximal 167 an lysosomaler
Enzymaktivitidt verloren, es wird jedoch ein groBer Anteil des
Endoplasmatischen Retikulums herausgewaschen (Gesamtverlust
an NADPH—Cytochrom C-Reduktase etwas 507), so daB der relativ
geringe Verlust an lysosomaler Enzymaktivitdt zugunsten einer

reineren Darstellung des ML-Sediments verantwortet werden kann.

2.2.4. Trdgerfreie Elektrophorese

Die Vorschrift fir die Herstellung von Elektroden- und Kam-
merpuffer wurde der Arbeit von Henning et al. (1974) entnom-
men, jedoch wurde eine hohere EDTA-Konzentration gewdhlt. Der
Elektrodenpuffer enthielt jeweils 0,01 M Tridthanolamin, Essig-
sdure und Nap-EDTA, der Kammerpuffer enthielt jeweils 0,001 M

Tri&dthanolamin, Essigsdure und Nag-EDTA sowie 0,306 M Saccharose.

Elektroden— und Kammerpuffer wurden mit NaOH auf pH 7,4 einge-
stellt,.

Das aus der differentiellen Zentrifugation gewonnene, viermal
gewaschene ML-Sediment wurde in 20 ml Kammerpuffer (=Homogeni-
sationsmedium) resuspendiert und dann {iber einen Perfusor in

die Elektrophorese-Trennkammer eingeschleust.

Trennbedingungen:
Perfusoreinstellung: 2-3 ml/std.
DurchfluBgeschwindigkeit: 350 ml/Std.
Stromstdrke: 220 - 240 mA
Spannung: 1440 V
Kammertemperatur: 5,5 °C

Das Gerdt flir die Trigerfreie Elektrophorese (Elphor VAP-11)
stammte von der Firma Bender & Hobein, Minchen. Die Wiederfind-
barkeit des 14lCe betrug 80-100%.

2.2.5 Saccharose-Dichtegradienten

Die Vorschrift fiir die Auftrennung des ML-Sediments im linearen
Saccharosegradienten wurde der Arbeit von Miller (1986) entnom-
men.

Das viermal gewaschene ML-Sediment wurde mit Homogenisations-

medium auf 15 ml aufgefiillt, 2 ml dieser Suspension wurden dann
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auf den Gradienten gelegt. Die Zentrifugation erfolgte 2 Std.
bei 4 °C im Vertikalrotor VTi50 in einer Contron Centrikon
T-2060 Zentrifuge bei 60000 g. Danach wurden die Gradienten
in 22 Fraktionen ausgetropft. Aus der im Abbé Refraktometer
gemessenen Saccharosekonzentration der einzelnen Fraktionen
konnte mittels der Int. Critical Tables of Numerical Data,
Physical Chemistry and Technology (Vol. II, London, 1927) die
dazugehdrige Dichte ermittelt werden.

2.2.6. Isolierung von Hepatocyten aus der Rattenleber

Die Hepatocytenisolation erfolgte nach der Methode von
Ingebretsen und Wagle (1972), die Modifikationen wurden der
Arbeit von Gebhardt und Mecke (1979) entnommen.

Die Betdubung der Tiere erfolgte i .p. mit 0,2 ml Nembutal
(Na-Pentobarbital)-Stamml&ésung (30 mg Nembutal /ml A. bidest)
pro 100 g Lebendgewicht der Ratte. Die Blutgerinnung wurde
durch eine i.v. Injektion von 0,2 ml/100 g Ratte Vetren (He-
parin-Na, 100 Einheiten/ml) verhindert.

Nach Offnung des Bauchraums wurden drei lose Ligaturen mit
chirurgischer Seide angelegt: zwei um die Vena portae und
eine um die Vena cava caudalis oberhalb der Einmiindung in
den Nierenast. Widhrend das mit O) gesittigte, 37 °C warme
Préperfusionsmedium aus einer Tropfflasche lief, wurde eine
Brauniile (Braun, Melsungen) in die Vena portae eingefiihrt und
mit den beiden Ligaturen festgebunden. Gleichzeitig wurde die
Vena cava caudalis unterhalb der Ligatur durchtrennt, so daB
das Prédperfusionsmedium ungehindert auslaufen konnte. Das
Zwerchfell wurde aufgeschnitten und die Vena cava superior
durchtrennt. Nach dem Abbinden der Vena cava caudalis war die
DurchfluBrichtung des Prédperfusionsmediums eindeutig festge-
legt: durch die Vena portae zur Vena cava superior. Das Pré-
perfusionsmedium erfiillte die Aufgabe, die Leber blutfrei zu
waschen und endogenes Calt, das am Zell-Zellkontakt beteiligt
ist, mittels Komplexbildung mit EGTA herauszuldsen. In der
Perfusionsapparatur erfolgte der Wechsel von Prdperfusionsme-
dium auf Perfusionsmedium, gleichzeitig wurde dem Perfusions-
medium Kollagenase (0,05 %) zugesetzt sowie CaCly (4mM), da

fiir die Kollagenaseaktivitidt Ca2t als Cofaktor notwendig ist.
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Die Leber wurde bei Rattenweibchen 13 Min. und bei Rattenminnchen
15 Min. rezirkulierend bei 37 °C perfundiert, das Perfusionsmedi-
um wurde wdhrenddessen mit O) begast. AnschlieBend wurde die Leber
mit einer Schere eingeschnitten und die Zellen aus ihrer Bindege-
webskapsel in eiskaltem, Ojp-gesdttigtem Isolationsmedium ausge-
schiittelt. Die so erhaltene Zellsuspension wurde durch Nylongaze
abfallender Maschenweite bis 100 pym filtriert, so daB schlieBlich

weitgehend Einzelzellen vorlagen.

Die Abtrennung der Nicht-Parenchymzellen von den Leberparenchym-
zellen erfolgte durch drei Zentrifugationsschritte: einmal 80 g
und zweimal 50 g, je 4 Min. in einer Digifuge GL (Heraeus). Die
Leberparenchymzellen (Hepatocyten) befanden sich im letztlich

erhaltenen Sediment, die Nicht-Parenchymzellen in den Uberstén-
~den. Die Vitalit#dt der Zellen wurde mit Trypanblau bestimmt und
betrug durchschnittlich 807%, die Ausbeute lag im Mittel bei 320

Millionen Hepatocyten pro Leber.

2.2.7. Monolayerkultur von Hepatocyten

Flir die Hepatocytenkulturen wurden folgende Medien verwendet:

Waymouth MB 752/1 (Gibco) mit 107 fotalem Kdlberserum, 2 mM

Glutamin und 10-®M Dexamethason

Waymouth MB 752/1, supplemiert wie oben, jedoch zusdtzlich
mit 10-6 oder 10-8M Insulin

RPMI 1640 (Gibco), supplemiert wie Waymouth MB 752/1

RPMI 1640 ohne Supplemente

Alle Medien enthielten 50 Einheiten Penicillin/ml und 50 ug
Streptomycin/ml. Soweit nicht anders erwdhnt wurde das fdtale

Kdlberserum (Gibco) immer bei 65 °C 30 Min. hitzeinaktiviert.

Das in Kapitel 2.2.6. gewonnene Hepatocytensediment wurde in
dem jeweils verwendeten, 37 °C warmen Kulturmedium resuspen-
diert und ein Zelltiter von 1,5 x 106 lebende Zellen pro Milli-
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liter eingestellt. Dann wurden entweder 2 ml Zellsuspension

auf 35 mm Petrischalen oder 4 ml Zellsuspension auf 55 mm
Petrischalen (Nunc) gegeben, dies entspricht einer durchschnitt-
lichen Zelldichte von 3 x 102 Zellen/cm?, Die filir die Hepatocy-
tenkultur verwendeten Petrischalen waren 48 Std. vorher mit Rat-
tenschwanzkollagen (selbst hergestellt) beschichtet worden. Ein
bis zwei Stunden nach Aussien der Zellen wurde das Medium ge-
wechselt (2 ml Medium auf die 35 mm- und 4 ml auf die 55 mm
Petrischalen), um so die nicht adhidrenten Zellen zu entfernen.
Die Zellen verblieben dann die zwei Tage bis zum Versuchsbeginn
im Brutschrank (37 °C, 5-67 COp, 1007 Luftfeuchtigkeit), denn
erst nach zwei Tagen hat sich ein flir die Versuche verwendba-
rer Monolayer ausgebildet (siehe u.a. Ichiharaet al. 1982), das
Medium wurde t#glich gewechselt. Die Abb. 1 und 2 sollen einen
Gesamteindruck von Rattenhepatocyten in Monolayerkultur vermit-
teln. Die Abb. 1 a-c zeigen die Anheftungsphase und die begin-
nenden Kniipfungen von Zell-Zellkontakten nach 1 1/2 Stunden in
Kultur. Abb. 2 =zeigt eine Hepatocyte nach 2 Tagen in Kultur;
wdhrend die Zellen nach der Anheftungsphase einen Durchmesser
von 15-20 pm haben, hat die Hepatocyte am 2. Tag in Kultur mit

fast 40 pym ihren Durchmesser verdoppelt.

Zu Versuchsbeginn wurde das Medium abgesaugt, der Hepatocyten-
monolayer ein- bis zweimal mit Medium gewaschen und dann das
jeweilige Medium ohne oder mit CeCl3 auf die Zellen gegeben(fir
den Versuch mit RPMI ohne Supplemente waren die Zellen bis zum
Versuchsbeginn in RPMI mit Supplementen inkubiert worden). Nach
Ablauf der jeweiligen Inkubationszeit wurde der Uberstand abge-
nommen und die darin enthaltenen, nicht adhdrenten Zellen beil
80 g abzentrifugiert. Man erhielt einen zell- und zellbruch-
stlickfreien Uberstand. Der Hepatocytenmonolayer wurde zweimal
mit 0,97%iger NaCl gewaschen und dann in Kochsalzl&sung von der
Petrischale abgeschabt. Zur Untersuchung der Aufnahme von Cer
in den Hepatocytenmonolayer wurde vorgewérmtes bzw. vorgektihl-
tes Medium mit trédgerfreiem 141Ce oder 14lCe mit 10 uM CeCly auf
die Zellen gegeben, die dann anschlieBend entweder bei 37 °C
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im Brutschrank oder bei 0-2 °C im Kithlschrank 4 Std. inkubiert
wurden. Nach der Inkubation wurde der Uberstand abgenommen, die
Zellen zweimal mit 0,97iger NaCl gewaschen und die Hepatocyten
in Kochsalzldsung abgeschabt. Die Radioaktivitédt der Proben
wurde bestimmt und der Proteingehalt der Zellsuspension gemes-
sen. Die Wiederfindbarkeit der Radioaktivitdt in Uberstand,
Waschfllissigkeit und Zellen betrug zwischen 90 und 1007 der auf

die Kulturschalen gegebenen Radioaktivitdtsmenge.

2.2.8. Herstellung und Kultur von Hepatocytensphiroiden

Die Herstellung und Kultur der Hepatocytensphdroide erfolgte
nach einer bisher unverdffentlichten Arbeit von F. Schuler. Um
hochreine Hepatocyten zu erhalten, wurde das in Kapitel 2.2.6.
gewonnene Hepatocytensediment einer Dichtegradientenzentrifu-
gation in Percoll (Pharmacia) bei 4 °C unterworfen (Kreamer et
al. 1986), das dabei erhaltene Hepatocytensediment wurde in
Isolationsmedium aufgenommen und bei 80 g abzentrifugiert. Das
Sediment enthielt hochreine und hochvitale (Vitalitdt z 907%) He-
patocyten, die nun mit 37 °C warmem Waymouth-Medium (supple-
miert wie filir die Hepatocytenkultur) auf einen Zelltiter

2 x 102 Zellen/ml eingestellt wurden. 10 ml dieser Zellsuspen-
sion wurden nun auf 90 mm Petrischalen gegeben; diese Petri-
schalen waren nicht mit Rattenschwanzkollagen beschichtet,

um eine Anheftung der Zellen zu verhindern. Wenn sich nach
ein bis zwei Tagen im Brutschrank Zellaggregate gebildet hat-
ten, wurden die Zellaggregate von je 20 Petrischalen in eine
Spinnerflasche tiberfithrt (Bellco Brotechnology) und bei 37 °C
in den Wdrmeraum gestellt. Die Sphédroide wurden stidndig ge-
rihrt (90 Umdrehungen pro Minute) und mit einer Mischung aus
95% Luft und 5% COy begast. Das Medium wurde tidglich gewechselt
(supplemiertes Waymouth-Medium). Nach zwei Tagen Kultur in der
Spinnerflasche konnten die Sphiroide fiir den Versuch benutzt
werden. Sie hatten einen Durchmesser von durchschnittlich

200 pm und bestanden aus etwa 400 Zellen.

Fiir die Inkubationsversuche mit l4lCe wurden die Sphéroide
durch Beschleunigung auf 200 g abzentrifugiert, in *41Ce—hal-
tigem Medium (RPMIL, wie fiir Hepatocytenkultur supplemiert)'

ohne und mit 10 uM CeClj resuspendiert und wieder in die
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Spinnerflaschen {iberfithrt. Die Inkubationen erfolgten unter
Rihren entweder bei 37 °C im Widrmeraum oder bei 0 °C auf Eis.
Nach Ende der Versuchsdauer wurden die Sphdroide abzentrifu-
giert, zweimal in 0,9 %iger NaCl gewaschen und die Radioakti-
vitdt von Sphédroiden und Uberstinden gemessen. AuBerdem wurde

der Proteingehalt der Sphiroide bestimmt.

2.2.9. Kupffer- und Endothelzellisolierung aus der Rattenleber

und deren Kulturen

Die Isolation der Kupffer- und Endothelzellen erfolgte im
Prinzip wie bei Smedsrdd und Pertoft (1985) aus den Uberstin-

den mit den Nicht-Parenchymzellen von Kapitel 2.2.6.

Die Uberstdnde wurden bei 800 g abzentrifugiert (Cryofuge 6-6,
Heraeus Christ) und das Sediment in 10 ml Isolationsmedium re-
suspendiert. Die Zellsuspension wurde auf einen Gradienten auf-
getragen, dieser bestand aus 20 ml Percoll der Dichte 1.037 g/ml
und 15 ml der Dichte 1,066 g/ml. Nach 15 Min. Zentrifugation
bei 800 g ( 4 °C, Biihler Dichtegradient Zentrifuge ZS mit Spe-
zialseparationsgefdB 50 ml) enthielt die Bande in der Grenz-
schicht zwischen den beiden Percolldichten Kupffer- und Endo-
thelzellen. Diese Bande wurde abgesaugt, mit dem gleichen Vo-
lumen Isolationsmedium versetzt und bei 800 g pelletiert. Da ein
Auszéhlen der Zellen wegen der geringen Anzahl und GréBe mit un-
seren Methoden nicht mdglich war, wurde das Sediment standardmifig
in 9 ml RPMI (ohne Supplemente) aufgenommen und 2 ml-weise in

35 ml Glaspetrischalen ausgesdt. Nach 15 Min. hatten sich die
Kupfferzellen festgesetzt, der Uberstand wurde abgenommen und
noch zweimal mit RPMI gewaschen. Die Kupfferzellen wurden in 2 ml
Waymouth-Medium mit 307 fétalem Kédlberserum weiterkultiviert.
Zur Gewinnung der Endothelzellen erfolgte eine Zentrifugation
des zellhaltigen Uberstandes, der nach 15 Min. von den Kupffer-
zellen abgenommen worden war, bei 800 g; das Sediment wurde in

9 ml Waymouth-Medium (307 fétales Kidlberserum) resuspendiert und
je 2 ml auf mit Rattenschwanzkollagen beschichtete 35 mm Petri-
schalen gegeben. Nach 2 Std. wurde das Medium der Endothel-
zellkulturen durch frisches Waymouth-Medium (30% fotales K#l-
berserum) ersetzt, nach 24 Std. eriolgte. der Mediumwechsel durch
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Waymouth-Medium ohne und mit 10 pM_CeCl3. Die Inkubation der
Zellen erfolgte 20 Std. bei 37 °C im Brutschrank, danach wurde
der Uberstand abgenommen und bei 800 g die freischwimmenden
Zellen abzentrifugiert. Die auf der Kulturschale festsitzenden

Zellen wurden in 2 ml 0,9 7iger NaCl abgeschabt.

Um einen Eindruck von der Reinheit der Kupfferzellen in Kultur

zu gewinnen, wurde eine Peroxidasefdrbung durchgefihrt (nach
Summerfield et al. 1982). Die Anfirbung erfolgte nach 24 Std.

in Kultur, also vor Versuchsbeginn. In Abb. 3 ist zu erkennen,
daB alle Zellen mehr oder weniger stark Peroxidase-positiv wa-
ren; da die positive Peroxidasereaktion als Hauptunterscheidungs-
kriterium fiir Kupffer- und Endothelzellen gilt (siehe u.a.
Smedsré#d und Pertoft 1985 sowie Wisse 1974) kann davon ausge-
gangen werden, daB es sich bei Versuchen mit Ratten-Kupffer-

zellen um sehr reine Kulturen handelte.

Um die Phagocytoseaktivitédt kultivierter Kupfferzellen zu
priifen, wurden die Kulturen nach 24 Std. fiir 1 Std. in Way-
mouth-Medium (307 fotales Kidlberserum) mit Latex (Dow-Latex,
Serva, Durchmesser 2,02 pm) inkubiert. Die Weiterbehandlung

der Zellen erfolgte wie bei den mit Latex inkubierten Rinder-
alveolarmakrophagen (Kapitel 2.3.3.). Aus Abb. 4 ist zu ersehen,
daB die Kupfferzellen ihre typische Makrophagenfunktion, die
unspezifische Phagocytose von Latexpartikel, auch nach 24 Std.
in Kultur beibehalten hatten, zu Versuchsbeginn lagen somit

voll funktionsfidhige Makrophagen vor.
Wdhrend es sich bei den Kupfferzellkulturen also um sehr reine
Kulturen handelte, waren die Endothelzellkulturen mit bis zu

30 7 Hepatocyten und Kupfferzellen verunreinigt.

2.2.10. Kultur von Hepatocyten mit Uberstdnden von Kupffer-

zellkulturen

Rattenhepatocyten wurden mit einer Dichte von ca. 3 x 105

Zellen/cm2 in 90 mm Petrischalen ausgesdt und 36 Std. in
Waymouth-Medium (10 7 fétales Kdlberserum) kultiviert. Die
Ratten-Kupfferzellen desselben Tieres wurden 24 Sfd. in
Waymouth-Medium (30 7% fotales Kdlberserum) gehalten und an-
schlieBend 6 Std. in Waymouth-Medium (30 7% fotales Kdlberserum)
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ohne und mit 10 pM CeCl3 inkubiert. Die Uberstédnde wurden abge-
nommen und mit dem gleichen Volumen Waymouth-Medium (107 foétales
Kédlberserum) ohne und mit 10 pM CeCl3 versetzt. Es wurden 8 ml
dieser "Uberstandsmedien'" auf die Hepatocytenmonolayer gegeben
und 18 Std. inkubiert. Die Uberstidnde wurden dann abgenommen

und bei 80 g zentrifugiert, die Zellen wurden in 0,9 %Ziger NaCi ab-

geschabt.

2.2.11. In vitro-Inkubationen des Mitochondrien-Lysosomen
(ML) -Sediments

Fir die Inkubationsversuche wurde durch differentielle Zentri-
fugation ein ML-Sediment wie in Kapitel 2.2.3, hergestellt, Ab-
weichungen von diesem Schema sind im Text angegeben. Homogeni-
sation und Zentrifugationen erfolgten in Kammerpuffer (siehe

Kapitel 2.2.4.), das ML-Sediment wurde einmal gewaschen.

2.2.11.1. Inkubationen in Kammerpuffer

Fir diesen Versuch wurden 6,5 g Leber von Kontrollweibchen
und von Weibchen mit 2 mg/kg CeCl3 (2. Tag nach Injektion)
homogenisiert und daraus 60 ml E hergestellt. Das ML-Sedi-
ment wurde durch Zentrifugation aus 45 ml E gewonnen, es
wurde dann mit 37 °C warmem Kammerpuffer auf 150 ml aufge-
fillt und bei 37 °C ins Wasserbad gestellt. Zu verschiedenen
Zeiten nach Inkubationsbeginn wurden je 2 x 10 ml Probe ent-
nommen, sofort auf Eis gestellt und anschlieBend bei 40600 g
die Mitochondrien und Lysosomen abzentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgenommen und das Pellet in 10 ml Kammerpuffer resus-
pendiert. Sowohldie Uberstidnde als auch die resuspendierten Se-
dimente wurden mit 107 TX versetzt (1l%ig in den Proben) und
20 Sek. beschallt.

2.2.11.2. Inkubationen in Cytosol

Aus 6,2 g Leber von Kontrollweibchen und Weibchen, die 16 Std.
vor der Sektion 2 mg/kg CeCl3 erhielten,wurden 60 ml E gewon-
nen, der ML-Lauf erfolgte mit 55 ml E. Der Uberstand X wurde
mit Kammerpuffer auf 60 ml aufgefiillt, bei 102000g zentrifu-
giert und das so gewonnene Cytosol (= S der differentiellen

Zentrifugation) mit Kammerpuffer auf 60 ml aufgefiillt und auf
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37 °C vorgewdrmt. Die ML-Sedimente von Kontrolltieren wurden
entweder mit dem Cytosol anderer Kontrolltiere oder dem Cyto-
sol der mit CeCly behandelten Tiere bei 37 °C im Wasserbad
inkubiert. Zu verschiedenen Zeiten nach Inkubationsbeginn ent-
nahm man je 2 x 5 ml Probe, die weitere Verarbeitung der Proben

wurde wie in Kapitel 2.2.11.1. vorgenommen.

2.2.12. Bronchoalveoldre Lavage von Rattenlungen und Zell-

kulturen mit Rattenalveolarmakrophagen

Die bronchoalveoldre Lavage wurde in enger Anlehnung an die
Arbeit von Miiller (1986) durchgefiihrt. Eine Stahlkaniile ;
(0,8 % 120mm, an der Spitze zur Abstumpfung mit einem Tropfen
Zweikomponenten-Lack liberzogen) wurde in die Trachea eines

ausgebluteten Tieres eingefiihrt, dort festgebunden und auf

eine 5 ml-Spritze aufgesteckt. 5 ml 0,9%ige NaCl (Raumtemperatur)

wurden sehr langsam vier- bis fiinfmal in die Lunge hineinge-
drickt und wieder zurlickgezogen, dieser Vorgang wurde drei-

bis viermal wiederholt.

Die so gewonnenen Zellen wurden bei 300 g (Hettich Rotixa/K)
10 Min. abzentrifugiert und die Zellzahl bestimmt. Die mit
Trypanblau bestimmteVitalitdt lag im Durchschnitt bei 947,
die gewlinschte Zellzahl wurde mit RPMI-Medium (ohne foétales
Kdlberserum und Supplemente, mit 100 Einheiten/ml Penicillin
und 100 pg/ml Streptomycin) eingestellt und 1 ml Zellsuspen-
sion auf 35 mm Plastik-Petrischalen gegeben. Ein bis zwei
Stunden nach Aussden der Zellen wurde das Medium {iber den
abgesetzten Zellen abgesaugt und durch 2 ml Medium ohne und
mit CeCl_ ersetzt. Die Rattenalveolarmakrophagen verblieben

dann fiir die Dauer der Inkubation bei 37 °C im Brutschrank.

Da die Ausbeute an Alveolarmakrophagen aus einer Rattenlunge
maximal 3 x 100 Zellen betrug, wurden pro 35 mm Petrischale

durchschnittlich 7 x 102 Zellen ausgesdt. Wegen der geringen

Zellzahl muBte auf Enzymbestimmungen in Zellen und Uberstédn-
den verzichtet werden, die Versuchsauswertung beschrénkte

sich somit auf lichtmikroskopische Untersuchungen.
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2.3. Versuche mit Rinderalveolarmakrophagen

2.3.1. Bronchoalveolire Lavage von Rinderlungen und Aufarbeitung

der Makrophagen fiir die Kultur

Die Gewinnung von Rinderalveolarmakrophagen durch bronchoalveolidre
Lavage wurde #&hnlich wie bei Miiller (1986) und Taya (1986) durchge-
fihrt.

Die Rinderlungen stammten von gesunden Tieren beiderlei Geschlechts
und verschiedenen Alters, Bezugsquelle war die Metzgerei Mayer,
Karlsruhe-Weingarten oder der Stddtische Schlachthof in Karlsruhe¥*.
Die Lungen wurden 1-2 Std. nach dem Tod der Tiere mit ca. 20 1

0,97 NaCl (Raumtemperatur) gewaschen, die so gewonnene Lavage-
flissigkeit wurde.. durch vier Lagen Mullgaze sowie eine Lage Gaze
der Maschenweite 150 pm filtriert und bei 300 g 10 Min. zentrifu-
giert (Beckmann J2-21-Zentrifuge mit JA 10 Rotor, 4 °C). Das
Zellsediment wurde in eiskalter Kochsalzl&sung gewaschen, in

wenig 0,97iger NaCl resuspendiert und auf Eis gestellt. Deutlich
mit Erythrocyten verunreinigte Zellsedimente wurden verworfen.

Aus einer Lunge konnten bis zu 1,5 %109 Zellen gewonnen werden,

die mit Trypanblau bestimmte Vitalitdt lag bei durchschnittlich
85%; mehr als 90% der Zellen waren Makrophagen (Hemacolor-Firbung,
siehe auch Esterase-Firbungen in Abb. 24). Bei einem Teil der Ver-
suche mit Rinderalveolarmakrophagen wurde ein Reinigungsschritt
Uber Ficoll-Paque (Pharmacia) durchgeftihrt. Dazu wurden 20 ml des
in 0,97 NaCl resuspendierten Makrophagensediments mit 30 ml Ficoll-
Paque unterschichtet und 20 Min. bei 2069 g zentrifugiert; die vitalen
Makrophagen reicherten sich dabei in der Grenzschicht an wihrend
der groBte Teil der toten Zellen und Zelltriimmer im Sediment wie-
dergefunden wurde. Die Zellen in der Grenzschicht wurden abgenom-

men und nochmals mit Kochsalzldsung bei 300 g gewaschen.

Es wurde nachgewiesen, daR der Ficoll-Paque-Gradient zwar die
Vitalitdt um ca. 10-15% erhdht, jedoch war es fiir die Versuchs-

* Herrn Mayer (Metzgerei Mayer) sowie Herrn Dr. Botzenhardt
und den Mitarbeitern des Stddtischen Schlachthofes Karlsruhe

danke ich fiir die Bereitstellung der Rinderlungen.
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ergebnisse unerheblich, ob die Zellen diesem Reinigungsschritt
unterworfen worden waren oder nicht. Daher wurde in den Ergeb-
nissen kein Unterschied zwischen den ungereinigten und den Uber

Ficoll-Paque gereinigten Makrophagen gemacht.

2.3.2,Kulturmedien filir Rinderalveolarmakrophagen

Fiir die Inkubation der Rinderalveolarmakrophagen wurden folgen-

de Medien verwendet:
HEPES-Medium (siehe Muller 1986), jedoch mit Zusatz von 1 mM
CaCly und 0,5 mM MgClyp, pH 7,4.

RPMI 1640-Medium
Beide Medien enthielten 100 Einheiten Penicillin/ml sowie
100 pg Streptomycin/ml und wurden je nach Versuch ohne und

mit 107 hitzeinaktiviertem fotalem Kilberserum verwendet.

2.3.3. Kultur von Rinderalveolarmakrophagen

Das durch die Arbeitsschritte in 2.3.1 erhaltene Makrophagen-
sediment wurde in 37 °C warmem Medium resuspendiert, dabei

wurde eine Zellzahl von 3 x 100 lebende Zellen/ml eingestellt.

2 ml dieser Zellsuspension wurden auf 35 mm Plastik-Petrischalen
ausgesdt. Nach 3 Std. wurde das Medium Ulber den abgesetzten
Zellen (mit den nicht-adh#dreéenten Zellen) abgesaugt und durch 2 ml
Medium ohne und mit CeCl3 ersetzt. Nach Beendigung der Inku-
bationszeit wurde der Uberstand abgenommen und bei 300 g ab-
zentrifugiert; die Zellen wurden in 0,97 NaCl abgeschabt.

Fiir die Inkubation von Rinderalveolarmakrophagen mit Latex-
partikeln wurden die Zellen auf Deckglidschen in 35 mm Petri-
schalen aﬁsgesét und 3 Std. absitzen lassen. Nach 14 Std. In-
kubation im jeweiligen Medium mit und ohne CeCl3 wurde das
Medium abgesaugt und durch Medium mit Latex ersetzt (Dow-Latex,
Serva, Durchmesser 0,8 oder 2,02 ym, 100 pg Latex/ml Medium).
Nach einer Stunde bei 37 °C wurden die Deckglédser aus den
Petrischalen herausgenommen, mit Kochsalzldsung abgespiilt
und die Zellen in der Fixierl&sung der Hemacolor-Schnellfér-

bung fixiert. Die Aufldsung der nicht-phagocytierten Latexpar-

tikel erfolgte in Xylol (van Furth und Diesselhoff-den Dulk 1980).




2.3.4. Chemilumineszenzuntersuchungen mit Rinderalveolar-

makrophagen in Kultur

Die Chemilumineszenzmessungen wurden mit Herrn Dr. Baader,
Fakultdt fiir Biologie, Universitidt Konstanz, an einem Ray-
test LEA Luminescence Emissions Analyzer gemeinsam durchge-
fihrt. Die Kultivierung der Rinderalveolarmakrophagen erfolgte
wie in Kapitel 2.3.3. Bis zum Versuchsbeginn verbleiben die
Zellen 14-16 Std. bei 37 °C in RPMI-Medium ohne f&tales Kal-
berserum. Danach wurden die Makrophagen entweder direkt vor
der Messung mit RPMI-Medium ohne und mit CeCl3 versetzt oder
3-5 std. in Medium mit CeClgy bei 37 °C inkubiert und dann ge-
messen.

Zu Beginn der Messung wurde Luminol (Endkonzentration 5 pM im
Medium) direkt in die 35 mm-Petrischalen auf 2 ml Medium ge-
geben und die Petrischale in die auf 37 °C temperierte MeB-
kammer eingeschoben. Zu verschiedenen Zeitpunkten nach MeB-
beginn wurde Zymosan (0,5 mg/ml Medium, Zymosan war mit Hu-
manblutserum opsoniert) zum Medium zupipettiert und der Ver-
lauf der Chemilumineszenz der Zellen (gemessen in cps, Ordi-
nate) iber eine bestimmte Zeit (gemessen in Minuten, Abszisse)

beobachtet.

2.4, Protein- und Enzymbestimmung

Die Bestimmung des Proteingehalts erfolgte mit dem '"BIO-RAD
Protein Assay" (BIO-RAD-Laboratories, Miinchen), die Eichkurve
wurde mit Rinderserumalbumin als Proteineichsubstanz erstellt.
Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (GOT, E.C. 2.6.1.1.), Gluta-
mat-Pyruvat-Transaminase (GPT, E.C. 2.6.1.2.), Glutamat-Dehy-
drogenase (GLDH, E.C. 1.4.1.3.) und Leucin-Arylamidase (LAP,
E.C. 3.4.11.) wurden als typische Enzyme der Leberdiagnostik
ausgewdhlt und mit Test-Kits der Fa. Boehringer, Mannheim, im
hdmolysefreien Rattenserum sowie in Leberzellen in Kultur und
deren Uberstdnde bestimmt. Ebenfalls mit Test-Kits wurden die
Y -Glutamyl-Transferase (v-GT, E.C. 2.3.2.2.) sowie Phospholipide

und Gesamtcholesterin des Serums gemessen. AuBerdem wurden in
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den verschiedenen Versuchen folgende Leitenzyme gemessen:

Kompartiment Enzym Referenz
Cytoplasma Laktat-Dehydrogenase (LDH) Bergmeyer und
Bernt (1970)
Mitochondrien Glutamat-Dehydrogenase (GDH) Williamson et al.
(1967)
Endoplasma- NADPH-Cytochrom C-Reduktase Sottocasa et al.
tisches Re- (CCR) (1967)
tikulum
Lysosomen N-Acetyl-B-Glucosaminidase Beaufay et al.
(N-A-G) (1974)
Arylsulfatase A,B (AS) Roy (1954)
Saure Phosphatase (SP) Appelmans et al. ﬁ
(1955) |
Perizellulire Alkalische Phosphodiesterase Beaufay et al.
Membranen (AP) (1974)

Sowohl frische als auch aufgetaute Zellsuspensionen wurden zur Be-
stimmung von Protein-und Enzymgehalt 20 Sek. beschallt. Alle Ex-
tinktionsmessungen erfolgten in einem Beckman M25 Spektralphoto-

meter.,

Bei den mit Testkits bestimmten Enzymen konnten die Enzymaktivit&ten
in Units pro Liter den Tabellen des Herstellers entnommen werden,

1 Unit katalysiert hier die Umsetzung von 1 uMol Substrat pro Mi-
nute bei 25 °C. Auch die Konzentrationen an Phospholipiden und Ge-
samtcholesterin wurden in mg/dl den Herstellertabellen entnommen.
Die Glutamat-Dehydrogenase wurde nach zwei verschiedenen Methoden
bestimmt: Zum einen mit einem Test-Kit (im Ergebnis-und Diskussidns-
teil als GLDH bezeichnet) und zum anderen nach Williamson et al.
(1967, als GDH bezeichnet). Die Enzymaktivitdt der Laktat-Dehydro-
genase wurde durch die Abnahme der Absorption von NADH + H+ bei

365 nm bestimmt, der Molare Extinktionskoeffizient wvon NADH + H+
war 3,3 x 106 cm? /Mol bei 25 °C (Netheler 1970), die Schichtdicke
der Kivette betrug 1 cm. Die Enzymaktivitdten von N-Acetyl-B8-

Glucosaminidase und Arylsulfatase A,B wurden durch Endprodukt-
eichkurven ermittelt, im Fall von N-Acetyl-B-Gluccsaminidase
mit 4-Nitrophenol und fir Arylsulfatase A,B mit Nitrocatechol.
Da beide Enzyme bei 37 °C inkubiert wurden, katalysiert hier

1 Unit die Umsetzung von 1 uMol Substrat pro Minute bei 37 °C.
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2.5. Lichtmikroskopie

Die pathohistologische Begutachtung von formolfixierten Lebern
wurde durch Herrn Prof. Dr. W. Gusek (Pathologisches Institut
des Stddtischen Klinikums Karlsruhe) sowie Herrn Dr. E. Schif-
fer (Institut fir Biologie, Abteilung fiir Pathologie, Gesell-
schaft fiir Strahlen- und Umweltforschung, Minchen) vorgenommen.
Die routinemidBige Anfdrbung von Rinder- und Rattenalveolarmakro-
phagen erfolgte mit der Hemacolor-Schnellfdrbung flir Blutaus-
striche (Merck), diese Fadrbung wurde auch fiir die Latex- inku-
bierten Kupfferzellen und Rinderalveolarmakrophagen nach deren
Xylol-Behandlung gew#dhlt.

Der histochemische Nachweis fi{ir das Vorhandensein von unspe-
zifischer Esteraseaktivitdt in den Rinderalveolarmakrophagen

in Kultur wurde mit der "Lymphocyte Enzymes o-Naphthyl Esterase'-
Testpackung (Sigma Diagnostics) durchgefiihrt.

Flr die lichtmikroskopischen Untersuchungen wurde ein Leitz
Diaplan Mikroskop mit einem Wild MPS51 Kamerakdrper und MPS45
Photoautomaten benutzt, als Film wurde der Professional Film
Kodak Ektachrome 50, Kunstlicht, EPY 135-36 gewihlt.

2.6. Transmissionselektronenmikroskopie

Flir die transmissionselektronenmikroskopischen Untersuchungen
wurden Leberstiickchen von Rattenweibchen und -minnchen ohne
und mit 1,3 mg/kg CeCly oder 2 mg/kg GaCly mit 2,57 Glutaral-
dehyd in 0,1 M Cacodylatpuffer, pH 7,4, fixiert.
Rinderalveolarmakrophagen wurden 14 Std. in HEPES-Medium (mit
107 fotalem Kélberserum) ohne und mit CeC13(1000 pM oder 1 uM)
inkubiert, dann erfolgte eine 1std. Inkubation im jeweiligen
Inkubationsmedium mit Latex (Durchmesser 0,8 um). Danach wur-
de das Medium abgenommen und die Zellen dreimal mit 0,97 NaCl
abgespiilt. Die Alveolarmakrophagen wurden in Kochsalzldsung auf
Eis abgeschabt, bei 300 g abzentrifugiert, nochmals in NaCl

gewaschen und anschlieBend wie oben fixiert.
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Zur weiteren Prédparation wurden sowohl die Leberproben als auch
die Rinderalveolarmakrophagen dreimal mit 0,1 M Cacodylatpuffer
gewaschen und 2 Std. im Eisbad mit Osmiumsdure nach Palade nach-
fixiert. Nach Entwdsserung in der Alkoholischen Reihe verblieben
die Proben zweimal 1 Std. in Propylenoxid bei 20 °C, um anschlie-
Bend in Epon-Araldit eingebettet zu werden, Nachdem die Proben

3 Tage bei 60 °C getrocknet waren, wurden an einem Sorvall MT2-B
Ultramikrotom Ultradinnschnitte hergestellt und mit Uranylacetat
(1 Min.) und Bleicitrat (5 Min.) doppelkontrastiert. Die transmis-
sionselektronenmikroskopischen Aufnahmen stammten von einem

Elmiskop IA der Fa. Siemens.*

2.7. Rasterelektronenmikroskopie

Um einen Eindruck von der Formverinderung kultivierter Ratten-
hepatocyten zu gewinnen, wurden zum einen die Zellen direkt nach

1 1/2 Std. Absitzen und zum anderen am 2. Kulturtag auf der Pe-
trischale mit 2,57 Glutaraldehyd fixiert (Kultur in supplemier-
tem Waymouth Medium).

Fir den Versuch mit Rinderalveolarmakrophagen wurden Zellen in
RPMI -Medium (ohne fétales Kidlberserum) ohne und mit CeCl3y 14 Std.

inkubiert und nach dem Waschen der Zellen mit Kochsalzldsung

direkt auf der Platte wie fiir Transmissionselektronenmikroskopie fixiert.

Die Zellen auf den Petrischalen wurden nach der Fixierung in
der alkoholischen Reihe entwédssert und anschlieBend mit Gold
bedampft. Alle rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen er-

folgten an einem Phillips SEM 515.

2.8. Auswertungsverfahren und Présentation der Daten

Zur Bestimmung der 14lce-Radioaktivitdt in den Organen der Ratte

wurde die verabreichte Dosis mit 1007 angenommen. Fiir die Ermitt-

* Herrn Prof. Dr. G. Hotz und Frau R. Mauser, Institut fir
Genetik und Toxikologie von Spaltstoffen, Kernforschungszen-
trum Karlsruhe, danke ich fiir die Hilfe bei der Herstellung der

transmissionselektronenmikroskopischen Priparate.
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lung des Radionuklidanteils in den nach differentieller Zentri-
fugation erhaltenen Fraktionen wurde entweder die l4lCe-Radio-
aktivitdt des Gesamtleberhomogenates (N+E) oder der zellkern-
freie Uberstand (E) als 100%-Wert gesetzt. Fiir die Verteilung
von Enzymen in den Fraktionen der differentiellen Zentrifuga-
tion wurde die Extinktion von E mit 1007 angenommen und unter
Berlicksichtigung der jeweiligen Verdiinnung der prozentuale An-
teil des Enzyms in der Fraktion ermittelt.

Bei den Versuchen zur Tridgerfreien Elektrophorese zeigte sich,
daB nach Fraktion 49 keine Enzym- bzw. Radioaktivit#dt mehr nach-
weisbar war, daher wurden zur Auswertung nur die ersten 49 Frak-
tionen benutzt. Die Summe {iber die Radioaktivitidten bzw. Enzym-
aktivitédten (als Extinktionswerte) in diesen 49 Fraktionen wur-
de als 100%-Wert angenommen und die Aktivit#dt in den einzelnen
Fraktionen wurde als Prozentsatz hiervon ausgedriickt.

Die Auftragung der Verteilungsprofile fiir die Saccharose-Dich-
tegradienten erfolgte nach Beaufay et al. (1976).

Fir die Zellkulturversuche wurde als MaB fiir die Zelladhérenz
der Proteingehalt (in mg) pro Petrischale bestimmt; es handelt
sich hierbei um die auf der Platte noch festsitzenden Zellen
nach Beendigung der Inkubationszeit. Dieser Proteingehalt dien-
te auch als Bezugssystem fir die Enzymaktivitdten in den Zellen,
es wurde die Enzymaktivitdt (in Milliunits) pro mg Zellprotein
berechnet. Obwohl es bei wiederholten Zellkulturversuchen mit
Rattenleberzellen zum Teil zu Abweichungen in Protein- oder
Enzymeinzelwerten zwischen den Versuchen kam, wurde je ein
Versuch als représentativ ausgewdhlt, da die Gesamtaussage

des Versuchs davon nicht betroffen war.

Un zu Uberprifen, ob 0,1 mM CeCly in RPMI-Medium (ohne fdtales
Kédlberserum) bei Rinderalveolarmakrophagen eine Hemmung der
unspezifischen Phagocytose von 2,02 um- Latexpartikeln hervor-
ruft, wurden sowohl bei Kontrollen als auch bei den Cer-Kul-
turen auf je 3 Deckglédsern je zweimal 100 Zellen an verschie-
denen Stellen ausgezihlt. Die Anzahl der Zellen, die die ent-
sprechende Anzahl von Latexpartikeln beinhaltete (in 7%, Ordinate)
wurde gegen die Zahl der Latexpartikel pro Zelle (Abszisse)

aufgetragen.




In den in vitro-Lysosomeninkubationsversuchen wurde die Enzymak-
tivitdt im ML-Sediment zum Zeitpunkt 0 als maximal in den Uber-
stand freisetzbare Enzymaktivitdt angenommen und als 1007 ge-
setzt. Die Enzymaktivit&dt im Uberstand zum Zeitpunkt 0 war der
Nulleffekt und wurde folglich von der Enzymaktivitdt im Uber-

stand zu den verschiedenen Inkubationszeitpunkten subtrahiert.

Zur Beantwortung der Frage, ob ein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen zwei Mittelwerten besteht, wurde der
t-Test nach Student herangezogen. Die Signifikanzschranke
wurde auf 2p=0,05 festgesetzt: wenn der 2p-Wert kleiner als

0,05 war lag ein statistisch signifikanter Unterschied vor.
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3. Ergebnisse

3.1, Verhalten und Wirkung von Cer in der Rattenleber in vivo

3.1.1. EinfluB von 2 mg/kg CeCly auf die Verteilung und Reten-

tion von 141Ce in den Organen

In Tab. 2 ist das Retentionsverhalten von trigerfreiem ldlce
bzw. von 14lcCe mit 2 mg/kg CeCly als Trédgermaterial dargestellt.
Bei den Weibchen kommt es nach Injektion der Gewichtsdosis zu
einer drastischen Verzdgerung der Ausscheidung des 141ce aus
der Leber, ebenso ist eine ausgepridgte Erhdhung des Milzgehalts
durch das Trédgermaterial sichtbar. Im Femur der Weibchen findet
eine Anreicherung des 1%4lCe mit der Zeit statt, statistisch sig-
nifikante Unterschiede zwischen trégerfreiem 141ce und 14lce mit
2 mg/kg CeCly bestehen nur am 2. und 9. Tag nach der Injektion.
Bei Rattenmidnnchen fithrt die Injektion von 141lce mit 2 mg/ kg
CeCl3 zu einem Anstieg des 141ce-Gehalts der Leber gegenliber
dem trédgerfreien l4lce, die Erhdhung ist jedoch nur am 2. Tag
statistisch abgesichert. Wie bei den Weibchen ist auch bei den
Mé&nnchen der Trigereffekt in der Milz deutlich zu erkennen. Im
Femur der Minnchen ist sowohl am 2. als auch am 9. Tag nach In-
141Ce mit 2 mg/kg CeCl, signifikant weniger ldlce
eingelagert als bei tridgerfreiem 1g1Ce.

AuBer dem durch die injizierte Cer-Dosis bedingten Unterschied
in der Organverteilung besteht z.T. auch ein geschlechtsbeding-
ter Unterschied im Organgehalt, der besonders auffallend am

2. Tag nach Injektion von trédgerfreiem 14lce ist.

Die Rattenweibchen hatten am 2. Tag nach der Injektion von

2 mg/kg CeCly als Trigermaterial ein rdudiges Aussehen und
zeigten bei der Sektion eine sehr helle, offensichtlich
schlecht durchblutete Leber (siehe auch 3.1.8.). Dieser Effekt
tritt nur bei Rattenweibchen und nur am 2. Tag nach der Injek-

tion auf, er ist reversibel und bereits am 9. Tag nach Injek-

jektion bei

tion nicht mehr zu beobachten.
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3.1.2. Gehalt an 1%4lCe in den Fraktionen nach differentieller

Zentrifugation

Die subzelluldre Verteilung von 141Ce in der Leber in Abhingigkeit
von Trédgerdosis und Geschlecht ist in Tab. 3 und 4 dargestellt.
Unabhédngig vom Geschlecht bewirkt der Trdgerzusatz eine ErhShung

des 14lce-Gehaltes in N und eine entsprechende Erniedrigung in E

am 2. Tag, bei Mdnnchen auch am 9. Tag nach der Injektion (Tab.3).

An dem fir die geschlechtsabhéngigen toxischen Wirkungen wichti-
gen 2, Tag ist nach Injektion von Trigerdosen der relative Ge-
halt an 141Ce in N und E bei Weibchen und Minnchen mit jeweils
ca. 507 praktisch identisch.

Der Bezug der Daten von ML, P und S auf den 141ce-Gehalt in E
(als 100%, Tab. 4) ist vorzuziehen, da hier eventuelle Ungleich-
méBigkeiten der Homogenisation nicht ins Gewicht fallen. Bei
beiden Geschlechtern fithrt der Trdgerzusatz am 2. Tag zu einer
Zunahme des 14lCe-Gehalts im ungewaschenen ML und einer Abnahme
in P und S. Der Verlust an 1%4lCe-Radioaktiviti#t aus dem ML-Sedi-
ment durch das Waschen unterliegt weder bei Weibchen noch bei
Médnnchen einer systematischen Ordnung und betrigt durchschnitt-
lich 167.

3.1.3. Verteilungsprofile von 141Ce und Enzymen aus der ML-

Fraktion der Leber nach Trédgerfreier Elektrophorese

Das 141Ce—Verteilungsprofil ist sowohl bei Rattenweibchen (Abb.5)
als auch bei Rattenmidnnchen (Abb.6) am 2. und 9. Tag nach der In-
jektion von trigerfreiem 14lce eingipflig. Auch die Profile der
lysosomalen Enzyme SP, N-A-G und AS bei den Weibchen sowie - als
reprédsentatives lysosomales Enzym - die N-A-G der Minnchen sind
eingipflig, die Maxima der lysosomalen Enzyme sind nie mehr
als zwei Fraktionen vom 1%41Ce-Maximum getrennt. Bei beiden Ge-
schlechtern decken sich die Verteilungsprofile von l4lce und
lysosomalen Enzymen zu tiber 90%. Die AP wurde nur bei den Weib-
chen gemessen, sie ist um 3 Fraktionen vom Radioaktivitdtmaximum
getrennt. Das Maximum der eingipfligen GDH ist sowohl bei Weib-
chen als auch bei Mi#nnchen um 6 Fraktionen deutlich von 1%41lCe-
Maximum getrennt.

Bei Injektion von 14lCe mit 2 mg/kg CeCly sind die l14lgce-Pro-

file am 2. und 9. Tag nach der Injektion sowohl bei den Weib-
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chen (Abb. 7) als auch bei den Minnchen (Abb. 8) zweigipflig,
die Maxima sind um 11 bzw. 12 Fraktionen voneinander getrennt.
Eine Korrelation besteht nur zwischen den Profilen der lysoso-

malen Enzyme und dem rasch wandernden 141ce-Maximum.

3.1.4. Verteilungsprofile von 141ce und Enzymen im linearen

Saccharosegradienten

Nach Injektion von trédgerfreiem 141ce sind die Verteilungspro-
file aus der ML-Fraktion von Lebern von Rattenweibchen und
-mdnnchen am 2. und 9. Tag nach der Injektion alle eingipflig'
(Abb. 9 und 10). Sowohl das 14lCe-Profil als auch die lysoso-
malen Enzyme SP, N-A-G und AS erreichen ihren Maximalwert bei
einer Dichte von etwa 1,2 g/cm3. Ahnlich verhdlt sich die GDH,
das AP-Maximum liegt dagegen bei 1,15 g/cm3.

Die Injektion von 14lCe mit 2 mg/kg CeCly als isotopischem
Tridger fihrt am 2. und 9. Tag nach der Injektion weder bei
Weibchen (Abb. 11) noch bei Minnchen (Abb. 12) zu einer Ver-
dnderung der Verteilungsprofile gegeniiber denen des tréger-
freien l4lce.

Es ist deutlich, daB die Verteilungsmuster von 141ce und En-
zymen im Saccharosegradienten unabhidngig vom Geschlecht und
von der Verabreichung von 2 mg/kg CeCl3 als Trdgermaterial
sind: Weder bei den Radionuklid- noch bei den Enzymprofilen
kann eine Dichteverschiebung festgestellt werden, was insbe-
sondere im Zusammenhang mit der friher vermuteten Lipidein-

lagerung wichtig ist (siehe Diskussion).

3.1.5. Verhalten von Enzymen, Gesamtcholesterin und Phospho-%

lipiden im Serum

In Tab. 5-7 sind die Ergebnisse mehrerer Versuchsreihen zu-
sammengefaBt, nidmlich Kurzzeitversuche (bis 48 Std.) mit einer
Dosis von 2 mg/kg CeCl3 (Tab. 5) sowie Langzeitversuche mit
1,3 mg/kg CeCl3 und 2 mg/kg GaCly (Tab. 6 und 7). Die Werte
fir die Kontrolltiere sind fiir beide Versuchsserien verei-
nigt worden. Aus den drei Tabellen kann ersehen werden, daB

| die Wirkung des Cers abhidngig von Geschlecht, Zeit und inji-

zierter Dosis ist.
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Tab. 5 zeigt, daB es bei den Rattenweibchen 24-48 Std. nach
Injektion von 2 mg/kg CeCly zu einer Erhdhung von GOT, GPT,
LAP und GLDH‘im Serum kommt; die lysosomalen Enzyme N-A-G

und AS sind nur unwesentlich erhdht, das Gesamtcholesterin

und die Phospholipide sind gegenliber der Kontrolle deutlich
erniedrigt. Bei Rattenmidnnchen kommt es nach Verabreichung von
2 mg/kg CeCl3 zu einer Erhdhung von GOT und GLDH sowie von

‘A8 nach 24-48 Std.

Ausgehend davon, daB Minnchen am 2. Tag nach Injektion etwa
47 weniger Cer in der Leber zuriickbehalten als die Weibchen
(Tab. 2), wurde Médnnchen 2,101 mg/kg CeCl3 verabreicht; bei
dieser Dosis haben dann die Minnchen die gleiche Cerkonzen-
tration in der Leber wie die Weibchen mit 2 mg/kg CeCl3. Doch
auch hier ergibt sich keine groRe Verdnderung gegeniiber den
injizierten 2 mg/kg CeCl3 (Tab. 5, unterste Zahlenreihe);
GOT, GLDH und AS sind jedoch etwas stédrker erhéht als mit

2 mg/kg CeCly. Nach Injektion von 2 mg/kg CeCl3 kommt es
also wiahrend der ersten 48 Std. bei Rattenweibchen zu Ver-
dnderungen von Enzymen, ?hospholipiden und Gesamtcholesterin
im Serum, die v6llig verschieden sind von den Anderungen bei
den Minnchen nach Injektion von 2 oder 2,101 mg/kg CeCljy.

Fir die Langzeitversuché mit 1,3 mg/kg CeCl3 bzw. 2 mg/kg
GaCly (Tab. 6 und 7) wurden mit GOT, GPT, GLDH und Y-GT vier
typische Enzyme der Leberdiagnostik gemessen. Bereits 1,3 mg/
kg CeCl3 verursachen bei Rattenweibchen (Tab. 6) am 2. Tag
nach der Injektion eine Erh&hung von GOT, GPT und GLDH ge-
genliber der Kontrolle, die Erhshungen sind jedoch geringer
als nach Verabreichung von 2 mg/kg CeCly zum gleichen Zeit-
punkt. Die ErhShung der Enzyme im Serum ist reversibel und
bereits am 9. Tag nach der Injektion nicht mehr nachweis-
bar.

Um das Verhalten der Enzyme im Serum auf ein anderes be-
kanntes lysosomotropes Element zu testen, wurde den Ratten

2 mg/kg GaCly injiziert. Bei den Weibchen (Tab. 6) kommt

es zu keinem Zeitpunkt nach Injektion von GaCl3 zu einer
drastischen Anderung der Serumenzyme. Im Gegensatz zur 2 mg
Dosis (vgl. Tab. 5) haben 1,3 mg/kg Ce bei Minnchen offenbar
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bereits keinerlei Kurzzeiteffekt mehr (Tab. 7), auch Gallium
zeigt keine unmittelbare Wirkung auf die’Serumenzyme. Auffal-
lend sind aber die aus Tab. 7 zu erkennenden Enzymerh&hungen
am /0. Tag.

Die v-GT muB in Tab. 6 und 7 als weitgehend unverindert ange-
sehen werden, da sich dieses Enzym im Rattenserum an der Nach-
weisgrenze bewegt und die Ver#dnderungen wohl methodische

Schwankungen sind.

3.1.6. Gehalt an Enzymen in den Fraktionen nach differenti-

eller Zentrifugation

In Tab. 8 ist die Verteilung von Enzymen zwischen den ein-
zelnen subzelluldren Fraktionen aus Rattenleber als 7 von E

am 2. Tag nach Injektion von 2 mg/kg CeCl3 bei Rattenweib-
chen dargestellt. Sowohl bei den Kontroll- als auch bei denmit
Cer behandelten Tieren enthdlt die ML-Fraktion eine hohe An-
reicherung an lysosomalen Leitenzymen und an GDH. Von den ly-
sosomalen Enzymen hat die SP mit 12 bzw. 157 den hdchsten nicht
sedimentierbaren Anteil. Die CCR-Enzymaktivitdt 14Bt sich etwa
zur H&lfte in ML sedimentieren. Die geringe Anreicherung des
GOT in ML erkldrt sich aus der Tatsache, daf die GOT sowohl

in Mitochondrien als auch im Cytoplasma vorkommt. Vergleicht
man die relative Verteilung der Enzyme von Kontrollen und von
Cer behandelten Tieren, so findet man lediglich bei der GOT

in ML, der N-A-G in S und der SP in P einen statistisch sig-

nifikanten Einfluf von CeClj.

3.1.7. Freisetzung von Enzymen aus der ML-Fraktion von Lebern

von Rattenweibchen in den Uberstand

Aus Tab. 9 kann man entnehmen, daf bei Inkubation des ML-Sedi-
mentes die drei gemessenen Enzyme (GOT, GLDH und N-A-G) sowohl
bei den Kontrollen als auch bei den mit CeCl3 behandelten Tie-
ren mit zunehmender Inkubationszeit in Kammerpuffer im Uber-
stand ansteigen. Bei keinem der Enzyme kann ein deutlicher

Unterschied zwischen dem Kontroll-ML und dem ML der mit Cer
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behandelten Tiere festgestellt werden, es kann in diesem Inkuba-
tionstest keine erhothte Fragilitét‘der Mitochondrien und Lysoso-
men manifestiert werden.

Tab. 10 zeigt die Freisetzung von GOT und N-A-G aus den ML-Frak-
tionen von Kontrolltieren, die entweder mit dem Cytosol anderer
Kontrolltiere oder aber dem Cytosol von Tieren, die 16 Std. vor
der Sektion 2 mg/kg CeCly erhielten, inkubiert wurden. Mit zu-
nehmender Inkubationszeit findet auch hier ein Anstieg der En-
zymaktivitdt im Uberstand statt. Ein Unterschied zwischen ML
mit Kontrolltiercytosol und ML mit Certiercytosol kann weder beil
GOT noch bei N-A-G zu irgendeinem Zeitpunkt gefunden werden,
nach 240 Minuten sind die in den Uberstand freigesetzten En-
zymaktivitdten jedoch deutlich hdher als bei der Inkubation im

Kammerpuffer.

3.1.8. Lichtmikroskopische Morphologie der Rattenleber

Aus Tab. 11 ist ersichtlich, daB die Verabreichung von 2 mg/kg
CeCl3 bei Weibchen eine Reduktion im Leberfrischgewicht und im
Trockengewicht pro Gramm Leberfrischgewicht gegeniiber der Kon-
trolle bewirkt, statistisch zur sichern war jedoch nur der
Trockengewichtsverlust. Der Proteingehalt pro Gramm Leber-
frischgewicht bleibt praktisch unbeeinfluBt. Sowohl die fri-
schen als auch die getrockneten Lebern haben bei den mit Cer
behandelten Tieren eine deutlich hellere Farbe als die Kontrol-
len.

Die pathohistologische Begutachtung der Lebern erbrachte fol-
genden Befund: Sowohl die weiblichen als auch die mdnnlichen
Kontrolltiere weisen ein normal strukturiertes Lebergewebe

auf mit einem mdRiggradigen Glykopioteidgehalt der Hepatocy-
ten. Das Sternzellsystem scheint geringgradig aktiviert zu
sein.

Die Versuchétiere zeigten insgesamt eine deutlichere "Stern-
zellschwellung', eine Faserverdnderung gegeniiber der Kontrolle
oder eine signifikante Anderung an den Kernen war nicht fest- .
zustellen. Es 14Bt sich eine geringe Glykoproteidverarmung ge-
geniliber den Kontrollen beobachten. Bei den Rattenweibchen, die
2 mg/kg CeCl3 erhalten hatten, ist eine fein- bis mittelvakuo-
ldre Cytoplasmaumgestaltung als deutlichster Befund erkennbar.
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Die Vakuolen sind ohne Fettinhalt, so daB offenbar eine hydro-
pische Vakuolisierung des Cytoplasmas vorliegt, ohne daR die
Zellen jedoch angeschwollen widren. Es finden sich unter den
Weibchen auch Versuchstiere mit scholligen oder globoiden Gly-
koproteidablagerungen in einigen Hepatocyten oder extrazellu-
l&r. Alle weiblichen Versuchstiere haben gering bis mittelgra-

dig Fett in den Zellen abgelagert.

Die Mannchen zeigen am 2. Tag nach Injektion von 2 mg/kg

CeCl3 den gleichen Befund wie die Kontrolltiere. Auch die Er-
hohung der Dosis auf 2,101 mg/kg CeClj bringt keine wesentli-
chen Anderungen gegeniiber der Kontrolle. Lediglich ein M#nn-
chen zeigt eine Vakuolisierung des Cytoplasmas, Glykoproteid-
ablagerungen und einen vermehrten Fettgehalt. Bei Rattenweib-
chen, die nur 1,3 mg/kg CeCl3 bzw. 2 mg/kg GaCly erhielten,
kann am 2. Tag nach der Injektion kein gr&berer pathologischer

Befund entdeckt werden.

3.1.9. Transmissionselektronenmikroskopische Morphologie der

Rattenleber

In £bb. 13 a und b sind Hepatocyten von Kontrollweibchen zu
sehen. Die zahlreichen Mitochondrien sind hinsichtlich Gr&Be
und Innenstruktur uniform, sie haben intakte Membranen und
sind fast durchweg vom Cristae-Typ. Im Cytoplasma sind nur
wenige Lipidablagerungen zu sehen, die Zellkerne zeigen kaum
Invaginationen, die Kernmembran ist intakt und einige wenige

Nukleoli sind sichtbar.

Am 2. Tag nach 1,3 mg/kg CeCly ist bel den Weibchen ultra-
strukturell eine deutliche Umgestaltung der Hepatocyten er-
kennbar (Abb. 14). Die Zellkerne zeigen z.T. Einstiilpungen
der Kernhiille, die Nukleolen erscheinen vergrdBert (Abb. 14 a).
Sowohl in Abb.l4a als auch in 14b ist eine Polymorphie der Mi-
tochondrien erkennbar: neben normalen Mitochondrien erschei-
nen einige aufgetrieben und z.T. sogar geplatzt. Die geschwol-
lenen Mitochondrien sind gekennzeichnet durch eine Verdiinnung
der Matrix sowie durch Desorientierung und Reduktion der
Cristae. Auffdllig ist auch die Vakuolisierung des Cytoplas-
mas sowie die Anhdufung verschieden groBer Lipidablagerungen.

Die Ver#dnderungen der Hepatocyten der Rattenmidnnchen am 2. Tag
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nach 1,3 mg/kg CeCly (Abb. 15) sind wesentlich geringer als beil
den Weibchen. Einige Mitochondrien erscheinen zwar aufgetrieben,
die Mehrzahl ist jedoch intakt mit normaler Innenstruktur. Die
Lipidablagerungen sind im Vergleich zu den Kontrollen etwas ver-
mehrt, jedoch deutlich geringer als bei den mit Cer behandelten
Weibchen.

Nach Injektion von 2 mg/kg GaCly ist am 2. Tag weder bei den
Rattenweibchen (Abb. 16) noch bei den Médnnchen (Abb. 17) eine
wesentliche Verdnderung gegeniiber der Kontrolle sichtbar (bei
dieser detaillierten morphologischen Auswertung war Herr Prof.
Gusek, Pathologisches Institut des Stddt. Klinikums Karlsruhe,
maBgeblich beteiligt).

3.2. Verhalten und Wirkung von Cer in Zellkulturen

3.2.1. Aufnahmeversuche mit Hepatocyten im Monolayer und in

Sphdroiden

In Tab. 12 sind die Ergebnisse der 141Ce-Aufnahmeversuche an
Hepatocyten in Monolayer- und Sphiroidkultur zu sehen. Das

MaB fiir die tatsédchlich aufgenommene Radioaktivitdt ist hier-

bei die Differenz zwischen dem wiedergefundenen 14lce bei 37 °C

und 0 - 2 °C, da man bei 0-2 °C lediglich die membrangebundene, nicht
internalisierte l4lCe-Aktivitédt wiederfindet.

Betrachtet man die relativ pro Milligramm Protein wiederge-
fundene l4lCe-Radioaktivitdt, so findet bei mit tridgerfreiem
141ce inkubierten Monolayern und Sphédroiden, unabhédngig von
der Wahl des Mediums, keine erkennbare Aufnahme statt; bei
Inkubation mit 141Ce mit 10 pM CeCly liegt die Differenz bei
maximal 0,22 7 (Waymouth-Medium).

Einen genauen Wert flir die prozentual wiedergefundene Radio-
aktivitdt ergibt sich aus dem Absolutwert des wiedergefunde-
nen 141Ce, weil hier das Angebot am 141lce pro Milligramm Pro-
tein naturgemidfB kleiner ist als das insgesamt angebotene l4dlge,
daher kann auch eine geringe Aufnahme erfaBt werden. Auch hier
1l4Bt sich jedoch erkennen, daB unabhédngig vom Medium und vom
Vorhandensein des Trigers sehr wenig 14lce in die Zellen auf-
genommen wird, ein Differenzwert von 1,3 7 wird nicht Uber-

schritten.
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3.2.2. Wirkung von Cer auf Rattenleberzellen

Die Tab. 13-19 zeigen die Ergebnisse der Inkubationsversuche von
Rattenhepatocyten in Monolayerkultur in Abhingigkeit von Cerdo-
sis, Inkubationszeit, Geschlecht, Insulinzusatz, Medium und Hitze-
inaktivierung des Serums. Die Daten wurden auf ihre Signifikanz
Uberprift, bei der Fiille der Daten kann aber nicht auf jeden ein-
zelnen signifikanten Unterschied eingegangen werden. Man findet
in Einzelfdllen Erhdhungen und Erniedrigungen gegeniiber der Kon-
trolle, diese sind jedoch unsystematisch, so daB man insgesamt
keine Ver&nderungen in den Hepatocytenkulturen in Abhidngigkeit

von den oben angefiihrten Parametern erkennen kann.

3.2.2.1. Hepatocyten in Waymouth-Medium

Tab. 13 zeigt den Effekt verschiedener CeCl3-Konzentrationen
in supplemiertem Waymouth-Medium (107 f&tales Kdlberserum)
auf die Hepatocyten von Rattenweibchen. Lediglich im LDH-Gehalt

der Zellen kann nach 4 und 21 Std. eine z.T. signifikante Erho-
hung der Werte durch Cerzusatz festgestellt werden (die grofen
Unterschiede des absoluten Enzymgehalts ist in diesem speziellen
Fall methodisch bedingt). Der Gehalt an Zellprotein auf den Pe-
trischalen nimmt mit der Zeit ab, was offenbar auf ein natiir-
liches Abldsen der Zellen aus dem Monolayer zuriickzufiihren ist
und keinen Cer-induzierten Effekt darstellt.

Die korrespondierenden Uberstidnde zu den Hepatocyten von Tab. 13
sind in Tab. 14 dargestellt. Es zeigt sich, daB die Enzymfrei-
setzung in den Uberstand bei allen gemessenen Enzymen mit der
Zeit ansteigt, jedoch ist kein EinfluB des Cers zu erkennen,
der beispielsweise systematisch dosis- oder zeitabhingig

wire,

Auch in den in supplemiertem Waymouth-Medium (107 fdtales K&dl-
berserum) inkubierten Hepatocyten der Rattenminnchen (Tab. 15)
kam - wie schon bei den Weibchen - keine wesentliche Anderung

im Enzymgehalt der Zellen nach 20 Std. festgestellt werden, das
Zellprotein auf den Petrischalen ist mit Cer eher hdher als bei
der Kontrolle. In den Uberstidnden 14Bt sich als einzige deutli-
che Anderung eine Erniedrigung des GLDH-Gehalts bei 1 und 0,1 uM
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CeCly erkennen. Tab. 16 und 17 zeigen Ergebnisse von analogen
Versuchen wie die soeben fiir Weibchen und Minnchen beschrie-
benen, jedoch wurde hier dem Medium 10-6 bis 10-8 M Insulin
zugesetzt. Wiederum ergeben sich keine deutlichen Anhaltspunkte
fiir eine durch Cer bedingte Zellsch#ddigung nach 24 Stunden Inku-
bation. Enzymfreisetzungen bzw. -erniedrigungen in den Zellen
sind zwar vorhanden, jedoch nicht gleichsinnig und auch nicht
sehr ausgeprdgt. Ein sehr dhnliches Ergebnis wurde auch nach

4 Stunden Inkubationsdauer erhalten (die Daten sind der bes-

seren Ubersicht halber nicht aufgefiihrt).

3.2.2.2. Hepatocyten in RPMI-Medium

Tab. 18 zeigt die Ergebnisse der Inkubation von Hepatocyten
von Rattenweibchen in supplemiertem RPMI-Medium (107 f&tales
Kélberserum). RPMI-Medium wird ebenfalls von vielen Autoren

zur Hepatocytenkultur benutzt, hier wurde es aber verwendet,

um einen direkten Vergleich zu den Alveolarmakrophagen zu ha-
ben, die z.T. in RPMI-Medium inkubiert wurden. Auch aus Tab. 18
148t sich weder nach 4 noch nach 24 Std. ein Effekt von 10 pM
CeCly auf Zellen oder Uberstidnde erkennen. Der starke GLDH-
Abfall der Zellen mit Cer nach 24 Std. konnte im Wiederholungs-

versuch nicht bestdtigt werden.

Ausgehend von der Uberlegung, daB Cer unter in vivo -Bedingungen
im Serum an ein Protein binden koénnte, wurden Hepatocyten von

Rattenweibchen in supplemiertem RPMI-Medium mit 107% nicht hit-

zeinaktiviertem fdtalen Kidlberserum inkubiert (Tab. 19), da
durch die Hitzeinaktivierung etwaige Bindungs-Proteine in-

aktiviert werden kénnten. Nach 22 Std. Inkubation l&Rt sich
jedoch mit 10 pM CeClj keine signifikante Anderung gegeniiber
der Kontrolle bei den Zellen sichern. In den Uberstédnden ist

lediglich die GOT leicht, aber signifikant, erniedrigt.

Um einen Vergleich zu den z.T. ohne Serum inkubierten Alveo-
larmakrophagen zu haben, wurden Hepatocyten von Rattenweib-
chen bis zu 9 Std. in RPMI-Medium ohne f&tales Kdlberserum und
Supplemente inkubiert (Tab. 20 und 21). Wie man aus Tab. 20 er-
sehen kann, ist der LDH-Gehalt der Zellen mit 100 uM CeClj
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nach 2, 4 und 9 Stunden erniedrigt, auch mit 1 uM CeCl3 scheint
die LDH der Zellen zumindest nach 9 Std. abgesunken. CeClj hat
sicherlich zu keinem Zeitpunkt einen EinfluBf auf den N-A-G-Ge-
halt der Zellen, dagegen ist der Proteingehalt auf den Petri-
schalen mit 100 pM CeCls zu allen Zeitpunkten etwas niedriger
als die Kontrolle, dieser Unterschied war jedoch statistisch
nicht zu sichern. In Tab. 21 findet man den Enzymgehalt der Uber-
stdnde zu den Zellen von Tab. 20. Es ist deutlich zu beobachten,
daB die LDH im Uberstand mit 100 uM CeCl3 nach 2, 4 und 9 Std.
erhdht ist, auch mit 1 pM CeClj findet man zu allen Zeitpunk-
ten hbhere LDH-Werte als bei der Kontrolle. Der N-A-G-Gehalt

der Uberstdnde ist so niedrig, daR den signifikanten Erhdhungen

keine Bedeutung beigemessen werden kann.

Zusammenfassend l4Bt sich sagen, daB es bei Inkubation in
Waymouth- oder RPMI-Medium mit fotalem Kidlberserum, unabhin-
gig von den gewidhlten Parametern, zu keiner ausgeprédgten oder
systematischen Anderung in Zellen oder Uberstidnden kommt. Le-
diglich bei Inkubation in RPMI-Medium ohne Serum sieht man
eine Reaktion: mit 100 pM CeCl3 nimmt der LDH-Gehalt der Zel-
len ab und die LDH-Konzentration im Uberstand zu.

3.2.2.3. Hepatocyten in Uberstidnden von Kupfferzellkulturen

Da die Mdglichkeit besteht, daB die Kupfferzellen nach in vivo-
oder in vitro-Behandlung mit CeCl3 toxische Stoffe freisetzen,

die dann eine schddigende Wirkung auf die Hepatocyten ausiiben,
wurden Hepatocyten von Rattenweibchen mit den Uberstinden von
Kupfferzellen inkubiert. Wie man aus Tab. 22 ersehen kann,

kommt es auch bei diesem Versuch mit 10 pM CeClj zu keiner drasti-
schen oder systematischen Anderung gegeniiber der Kontrolle.

Nur die GOT und GPT der mit Cer inkubierten Zellen sind ernie-
drigt, der Proteingehalt auf dén Petrischalen bleibt dagegen
unverédndert. In den Uberstidnden 1dRt sich keine Erhohung oder

Erniedrigung der Enzymkonzentration erkennen.
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3.2.2. 4. Kupffer- und Endothelzellen

In Tab. 23 ist der Enzymgehalt von Ratten-Kupffer- und Endothel-
zellen nach 20 Std. Inkubation in supplemiertem Waymouth-Medium
(307 fotales Kidlberserum) ohne und mit 10 pM CeCl3 dargestellt.
Weder die Kupfferzellen der Mdnnchen noch die der Weibchen zei-
gen mit 10 pM CeCl3 eine statistisch signifikante Anderung im
Enzymgehalt pro Milligramm Protein oder im Proteingehalt auf den
Petrischalen gegeniliber den Kontrollen. Auch bei den Endothelzel-
len der Weibchen ist keine Verdnderung mit Cer feststellbar. Die
teilweise sehr starke Streuung der Werte ist mit der kleinen An-
zahl der Petrischalen und dem geringen Proteingehalt auf den Pe-
trischalen zu erklédren. Die zu den Kupffer- und Endothelzellen
gehdrigen Uberstdnde sind in Tab. 24 zu sehen. Bei den Kupffer-
zellen der Mdnnchen findet man keine signifikante Erhdhung der
Enzyme im Uberstand, bei den Weibchen erkennt man eine leichte
Erh6hung von GOT und GLDH in den Kupfferzelliiberstédnden. Bei den
Endothelzellen der Weibchen tritt keine Anderung des Enzymgehalts
mit 10 pM CeCly auf.

Wie bei den Hepatocyten in Kultur 148t sich auch bei den kul-
tivierten Kupffer- und Endothelzellen nach Inkubation mit

CeCl3 kein Effekt feststellen, der die Anderung der Serumenzym-
werte der Ratten am 2. Tag nach Injektion von 2 mg/kg CeClzy wi-
derspiegelt.

3.2.3. Wirkung von Cer auf Rattenalveolarmakrophagen (Lichtmi-

kroskopie)

Die Einwirkung von CeCl3 auf Rattenalveolarmakrophagen wurde

nur lichtmikroskopisch untersucht, die Befunde sind in Abb. 18
und Abb. 19 zu sehen. Fiir Abb. 18 a und b wurden Alveolarmakro-
phagen von Rattenweibchen 18 Std. in RPMI-Medium ohne (Abb. 18 a)
und mit 100 pM CeCl3 (Abb. 18 b) inkubiert. Die Kontrollzellen
in Abb. 18 a sind zum Teil vakuolisiert; man erkennt, daB sich
die groRen Vakuolen vor allem im Randbereich der Zellen befin-
den. Die mit Cer inkubierten Makrophagen (Abb. 18 ) unterschei-

den sich deutlich von der Kontrolle: ihr Zellvolumen hat stark
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zugenommen, die diskrete Vakuolisierung des Cytoplasmas ist ver-
schwunden, das Cytoplasma der Zellen ist durchsichtig und nicht

mehr gut anfdrbbar. Auch in den Alveolarmakrophagen der Ratten-
mdnnchen erkennt man in den Kontrollzellen (Abb. 19 a) eine Fein-
vakuolisierung des Cytoplasmas. Die mit 100 pM CeCly inkubierten
Zellen (Abb. 19 b) zeigen z.T. ebenfalls eine starke Zunahme des

Zellvolumens und eine Abnahme der Anfidrbbarkeit des Cytoplasmas.
Das Material im Hintergrund stellt Uberreste bereits zerstérter,

wahrscheinlich geplatzter Zellen dar.

3.2.4, Wirkung von Cer auf Rinderalveolarmakrophagen

3.2.4.1, EinfluB von CeCly auf die Freisetzung von Enzymen

In Tab. 25 ist der EinfluB verschiedener CeCl3-Konzentrationen
auf kultivierte Rinderalveolarmakrophagen in verschiedenen In-
kubationsmedien dargestellt. Ein deutlicher Effekt tritt vor-
wiegend in den Uberstidnden der serumfreien Medien mit 100 uM
CeCly auf, hier findet man sowohl in RPMI- als auch in HEPES-
Medium eine starke Erhdhung der LDH, ebenso ist in RPMI der

N-A-G-Gehalt des Uberstands drastisch angestiegen. Bei Inku-
bation mit 10 pM CeCl3 kdnnte es in RPMI- und HEPES-Medium ohne Serum zu

einem Anstieg der Enzyme im Uberstand kommen, dies ist jedoch
durch die schmale Datenbasis nicht abzusichern. In den Medien
mit 1 pM CeCl3y findet sich eine Erh&hung der N-A-G im

Uberstand in RPMI-Medium mit Serum. Bei den Zellen zeigt sich
mit 100 pM CeCly die einzige sichtbare Anderung in HEPES-Medium
ohne Serum, hier kommt es zu einem Absinken des LDH-Gehalts pro
Milligramm Protein gegeniiber der Kontrolle. Eine Anderung des
Proteingehalts pro Petrischale war nicht erkennbar (Daten nicht

aufgefiihrt).

3.2.4.2. EinfluB von CeCly auf Phagocytose und Chemilumineszenz

Abb. 20 zeigt die Hiufigkeitsverteilung der Zahl aufgenommener
Latexpartikel pro Zelle. Es 148t sich kein statistisch signi-
fikanter Unterschied zwischen Kontrollzellen und den mit 100 uM
CeCl3 inkubierten Rinderalveolarmakrophagen beziiglich der Phago-
cytoserate sichern. Etwa 507 der Zellen haben nach einer Stunde
Inkubation mit Latex noch keinen Partikel aufgenommen, ungef&hr
30% haben 1-3 Partikel phagocytiert und in den restlichen 207
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findet man 4-16 Latexpartikel.

In Abb. 21 ist die Chemilumineszenzmessung an Rinderalveolar-
makrophagen bei Inkubation in RPMI-Medium ohne und mit CeCljy
dargestellt. Nach Zugabe von Zymosan allein zeigt sich das ty-
pische Bild der Luminol-abhingigen Chemilumineszenz (Abb. 21 a).
CeCl3 allein fihrt nicht zur Ausldsung von Chemilumineszenzreak-
tionen, weder sofort nach Cer-Zugabe (Abb. 21bH) noch nach Ablauf
von 3-5 Std. (Abb. 21 ¢ und d). Die Zymosan induzierte Chemilumi-
neszenz ist auch in Anwesenheit von CeCl3 vorhanden, der Kurven-
anstieg konnte jedoch nach 3 Std. Vorinkubation mit 100 pM CeClj3

etwas verzbgert und die Plateauphase leicht verlédngert sein.

3.2.4.3. Lichtmikroskopie von Rinderalveolarmakrophagen

Abb. 22 zeigt Rinderalveolarmakrophagen in Kultur nach 14 Std.
Inkubation in RPMI-Medium ohne und mit 100 pM CeCl3. Gegeniiber
den Kontrollzellen (Abb. 22 a) haben die mit Cer inkubierten Zel-
len in Abb. 22 b ihr Volumen z.T. mehr als verdoppelt, das Cyto-
plasma dieser Zellen ist stark ausgebreitet und kaum noch anfdrb-
bar. Die Kerne dieser Zellen sind an den duBersten Zellrand ge-
preBt, eine Cytoplasmaschicht zwischen Kern und Zellmembran ist

nicht mehr erkennbar.

Die Zellen der Abb. 23 wurden zuerst 14 Std. in RPMI-Medium ohne
und mit 100 pM CeCl3 inkubiert und anschlieBend in ihrem jeweili-
gen Medium mit Zusatz von 2,02 pm Latexpartikeln. Sowohl Kontroll-
alveolarmakrophagen (Abb. 23a) als auch die mit 100 pM CeClj3 inku-
bierten Makrophagen (Abb. 23 b) haben Latexpartikel inkorporiert.
Eine Verminderung der Phagocytose von Latexpartikel nach Inkuba-
tion mit CeCly ist nach 1 Std. nicht zu erkennen, selbst die deut-
lich angeschwollenen und vergr&Berten Zellen sind noch zur unspe-
zifischen Phagocytose von Latexpartikel fdhig. Eine interessante
Beobachtung kann man in Abb. 23 a machen: hier findet man eine
Zelle, die sich gerade in der Mitose befindet und sogar einen
Latexpartikel aufgenommen hat; sich teilende Zellen sind in den

Rinderalveolarmakrophagenkulturen eine Seltenheit.
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Abb. 24 zeigt, daB die Rinderalveolarmakrophagen auch nach 14 Std.
in Kultur noch die flir Makrophagen typische positive unspezifische
Esterase-Reaktion zeigen. Man erkennt in Abb. 24 a die dunkle Fir-
bung des Cytoplasmas, die lediglich die Kernregioﬁ ausspart
(Pfeil: Kern). Auch die mit 100 uM CeCls inkubierten Zellen

(Abb. 24 b) weisen diese dunkle Esterase-Firbung auf, es 14Rt

sich aber deutlich erkennen, daR das Cytoplasma der aufgebldhten
Zellen nur sehr schwach angefdrbt ist (Doppelpfeil). Die positive
Reaktion erfaBt hier nicht das ganze Cytoplasma, sondern nur ein
bestimmter, relativ scharf abgegrenzter Bereich ist dunkel ange-
farbt.

3.2.4.4, Transmissions- und Rasterelektronenmikroskopie von

Rinderalveolarmakrophagen

Die Abb. 25 a-d zeigen transmissionselektronenmikroskopische Auf-
nahmen von Schnitten durch Rinderalveolarmakrophagen, die Zellen
wurden 14 Std. in HEPES-Medium (107 f&tales Kdlberserum) ohne und
mit CeCl3 gehalten. In Abb. 25 a wurde ein Kontrollalveolarmakro-
phage aufgenommen. Die Zelle weist die fiir Makrophagen typische
irregulédre Oberflidche mit pseudopodienartigen Ausldufern auf. Im
Cytoplasma sind einige mittelgroBe Vakuolen zu erkennen, anson-
sten kann man Golgi-Membranen und Vesikel mit mehr oder weniger
elektronendichten Einschlissen finden. Die mit 1000 pM CeClj in-
kubierten Makrophagen sind in Abb. 25 b und c dargestellt, das
auffdlligste Unterscheidungsmerkmal gegeniiber den Kontrollen ist
das stark vakuolisierte Cytoplasma. Die Zelle von Abb. 25 d wurde
mit 1 pM CeCls inkubiert, sie entspricht im wesentlichen der in

Abb. 25 a gezeigten Kontrollzelle.

Die Abb. 26 zeigt rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von
Rinderalveolarmakrophagen, die 14 Std. in RPMI-Medium ohne und
mit CeCljy inkubiert wurden‘und anschliefend direkt auf der Platte
fixiert wurden. Die in Kontrollmedium inkubierten Makrophagen
(Abb. 26 a) sind rund bis halbkugelig und weisen zahlreiche Aus-
ldufer auf, mit Hilfe derer sie auf der Platikpetrischale veran-
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kert sind; die Zelloberfliche ist deutlich strukturiert. Be-
reits auf dem Ubersichtsbild der mit 100 uM CeCl3 inkubierten
Makrophagen (Abb. 26 b) kann man sehen, daB sich die Zellen ein-
deutig von den Kontrollen unterscheiden. Man erkennt Ldcher
(Pfeil) und groBe Einsttiilpungen (Doppelpfeil) in den Zellen,
teilweise fehlt eine Strukturierung der verbleibenden Ober-
flache. Die Einstiilpungen und L&écher sind in Abb. 26 c noch
besser zu seheh, hier kann auch beobachtet werden, daB innerhalb
der Einstililpungen eine Strukturierung der Oberflédche vorliegt
(Doppelpfeil). Die Gesamtoberflidche der geschiddigten Zellen
scheint jedoch insgesamt glatter zu sein als bei den Kontroll-
zellen. Ein #hnliches Aussehen wie die Kontrollzellen haben im
Ubersichtsbild (Abb. 26 d) die mit 1 pM CeCl3 inkubierten
Zellen. Sie weisen lediglich kleine L&écher auf (Pfeil), die je-
doch auch in den Kontrollzellen beobachtet werden. In den grdRer
dargestellten Zellen mit 1 pM CeCl, (Abb. 26e) konnen keine
Locher oder sonstige UnregelmdBigkeiten der Zelloberfléche

beobachtet werden.
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4. Diskussion

Zu Beginn der Diskussion sei nochmals auf die Zielsetzung der
Arbeit verwiesen. Sie bestand darin, das biologische Verhalten
und die subzelluldre Bindungsstelle des Cers zu beschreiben,
sowie die biochemischen und morphologischen Effekte von Cer in
Vivo und in vitro unter besonderer Berticksichtigung der Lysosomen
zu untersuchen. Ein Grundgedanke dabei war, die Mechanismen der
Cer-Wirkung allgemein aufzukliren und die Ursache flir deren aus-
gesprochenen Geschlechtsunterschied aufzufinden. Entsprechend

diesen Zielen soll die Diskussion der Ergebnisse gestaltet werden.

Zundchst soll die Organverteilung besprochen werden. In Uberein-
stimmung mit den fiir 144Ce in der Literatur vorhandenen Daten
(Schmautz 1964, Altenstetter et al. 1966, Takada et al. 1970)

ist der Hauptablagerungsort fiir 141Ce bei beiden Geschlechtern

die Leber (Tab.2). Wir beobachten . bei Weibchen nach Gewichts-
dosen eine stark verzdgerte Ausscheidung des 141Ce aus der Leber,
kdnnen dies jedoch iliberraschenderweise, im Gegensatz zu Takada

et al. (1970), fir Minnchen nicht nachweisen. Die Verabreichung
des isotopischen Tridgers fiihrt aber bei beiden Geschlechtern zu
einer gleichartig verdnderten Verteilung des 141Ce, ndmlich zu
einer Zunahme in der Leber, einer {iber 10-fachen Erhdhung in der
Milz und zur Abnahme im Skelett. Eine solche Verteilung ist ty-
Pisch fir kolloidale Stoffe und wird als retikuloendotheliales
Verteilungsmuster bezeichnet. Seidel et al. fanden 1970, daB
88YC13 nach Verabreichung mit inaktivem YCl3 ebenfalls bevorzugt
im Retikuloendothel abgelagert wird, was die Autoren auf die Bildung
unléslicher oder kolloidaler Yttriumverbindungen zuriickfithrten. In
der Leber sind die Zellen des Retikuloendothels die Kupfferzellen;
daB Radiokolloide von Lanthaniden dort tatsichlich bevorzugt ab-
gelagert werden, konnten Grigorescu und Weber (1969) mittels
Autoradiographie fiir 147PmCl3 mit CeCl3als Trager fir die Ratte
zeigen, ebenso wiesen dies Graul und Hundshagen (1958) mit
kolloidalem 90Y fir das Meerschweinchen nach. In Ubereinstim-
mung mit der entsprechenden Literatur fiir 144Ce (Schmautz 1964,
Altenstetter et al. 1966) diirfte isotopisch verdiinntes 144Ce

im Blut in weitgehend kolloidaler Form vorliegen und so bei

beiden Geschlechtern in den Kupfferzellen abgelagert werden.
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Auch in den Endothelzellen, durch deren Fenster Partikel bish
0,1 pm ungehindert passieren kénnen (Wisse 1977, Seljelid 1980),
kdénnte ein gewisser Teil der Kolloide deponiert werden. Bei tré-

141

gerfreiem Ce scheint dagegen die monomere Form, die wohl vor

allem in die Hepatocyten geht, vorzuherrschen.

Was die subzelluldre Verteilung betrifft, so fand bereits Mahlum
(1967), daB 184ce mic 4 mg/kg CeCl, bei Rattenweibchen und -minn-
chen vorwiegend in der '"mitochondrialen' Fraktion abgelagert wird,
er rdumte jedoch richtigerweise ein, daB in dieser Fraktion wahr-
scheinlich der gr&Bte Teil der Lysosomen enthalten ist. Somit
diirfte diese "mitochondriale'" Fraktion im wesentlichen unserer
ML-Fraktion entsprechen, in der wir bei beiden Geschlechtern am

2. Tag nach 2 mg/kg CeCl3 etwa 707 des 141Ce (%Z von E, Tab. 4)
wiederfinden. Der relative Anteil in ML gegeniliber der trédgerfreien
Applikation ist somit um etwa 207 angestiegen. Unterwirft man
nun dieses ML-Sediment zur niheren Bestimmung der subzelluléren
Bindungsstelle des Cers einer Trigerfreien Elektrophorese, so
sieht man, daB das Geschlecht keinen EinfluB auf die subzellulédre
Bindung des 141Ce nach trédgerfreier Injektion hat (Abb. 5 und 6):
das Radionuklidprofil ist in beiden Fillen eingipflig und der

141

Ce erscheint an Lysosomen gebunden. Die

Uberwiegende Teil des
141Ce_

Mitochondrien scheiden durch ihre scharfe Abtrennung vom
Profil als Bindungsstelle fiir Cer weitgehend aus. Man findet zwar
eine teilweise Uberlappung des 141Ce—Profils mit den perizellu-

lédren Membranen, es kommt aber nicht zur Deckung der Profile.
141 ‘ 141
Ce

Eine Lysosomotropie von trigerfreiem Ce konnte auch fir
Citrat bei Rattenweibchen beobachtet werden (Seidel et al.1986),
ebenso filir monomeres 239Np, das ebenfalls als hepatotoxisch gilt.
Die Verabreichung von 141Ce mit 2 mg/kg CeCl3 andert das Vertei-
lungsprofil des Radionuklids fiir beide Geschlechter gleichsinnig
(Abb. 7 und 8). Es ist auch erwdhnenswert, daB die subzellulire
Bindung des 1410e am 2. und 9. Tag nach Injektion die gleiche ist,
d.h. der Grund fiir die Reversibilit#dt der Hepatotoxizitdt bei den
Weibchen ist sicher nicht in der Umverteilung des Cers auf ein

anderes Kompartiment zu suchen. Das 141Ce—Profil ist nach Verabrei-

141

chung von Gewichtsdosen zweigipflig, eine Bindung von Ce an
Mitochondrien oder perizelluldre Membranen darf aber wohl auch
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hier ausgeschlossen werden. Widhrend der anodenseitige Nuklid-
gipfel, der etwa 507 der 141Ce-Gesamtaktivitét ausmacht, den
Lysosomen zuzuordnen ist, kann der zweite Gipfel mit keinem
Enzym in Einklang gebracht werden. Ahnliches wurde auch flr

15 mg/kg 237Np—Nitrat bei weiblichen Ratten beobachtet (Seidel

et al. 1986). Bei dieser elektrophoretisch langsamer wandernden
Fraktion kénnte es sich um enzymatisch inerte Speicherorganellen,
sogenannte Telolysosomen, handeln, die ihre Enzymaktivitdt ein-

gebliBt haben (Seidel et al. 1985).

Eine Denkmdglichkeit fiir die von vielen Autoren beobachtete Leber-
verfettung bei Rattenweibchen (siehe dazu Haley 1965, Schmautz
1964, Kyker et al. 1957, Snyder et al. 1960) ist die Einlagerung
von Lipiden in Lysosomen. Lipidspeichernde Lysosomen wurden fiir
den Syrischen Hamster beschrieben (Nehemia und Novikoff 1974,
Warburton und Wynn 1977), sie miiRten im linearen Saccharosegra-
dienten eine geringere Dichte haben wie 'mormale' Lysosomen.
Solche lipidspeichernden Lysosomen scheiden jedoch als Ursache
der Fettleber aus, da weder der Trdgerzusatz noch das Geschlecht

einen EinfluR auf die Lysosomendichte hat (Abb. 9-12).

Zusammenfassend 148t sich zum bisher Diskutierten sagen,. daB die
Unverteilung in die Organe des Retikuloendothels und die Reten-
tionsverlangsamung (die wir zumindest bei Weibchen beobachten)
nach Injektion von Gewichtsdosen von Cer zusammen mit Befunden

aus der Literatur deutlich fiir eine Kupfferzellablagerung bei
beiden Geschlechtern sprechen, wobei noch mindestens 507 des

1410e an enzymatisch aktive Lysosomen gebunden ist. Eine Lipid-
ablagerung in den Lysosomen scheidet als Ursache fiir die Fettleber
aus, Geschlechtsunterschiede im subzelluldren Verhalten bestehen

nicht.

Wenden wir uns nun der Morphologie der Leber zu, so ist schon

am 2. Tag nach 2 mg/kg CeCl3 bei Rattenweibchen makroskopisch

eine Verdnderung der Leber zu erkennen (siehe 3.1.1. und 3.1.8.).
Die von Kyker et al. (1957) beschriebene Erhdhung des Leberge-
wichts sowie die Aufblidhung der Leber und eine Zunahme des Trocken-

gewichts kann jedoch nicht beobachtet werden (Tab.1ll). Wichtig ist
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aber vor allem, daB es nach unseren Erkenntnissen zu keiner
Odematdsen Verdnderung der Leber kommt. Dies deckt sich mit der
lichtmikroskopisch-pathohistologischen Begutachtung, die keine
8dematbse Schwellung der Hepatocyten nachweisen kann (siehe 3.1.8.).
Man findet aber bei Weibchen Fettablagerungen, die fiir Midnnchen

auch nach 2,101 mg/kg CeCl3 nicht aufzufinden sind.

Auch nach Injektion von 1,3 mg/kg CeCl3 laBt sich elektronenmi-
kroskopisch nur am 2. Tag und nur bei Weibchen eine deutliche
Verdnderung gegeniiber der unbehandelten Kontrolle erkennen (vgl.

Abb. 13-15). Ver#dnderungen der Leberzellstruktur wurden auch fir

die durch 12 mg/kg 23%@%Ciﬁ%¢.hemmmgerufene Fettleber beobachtet:
hier kommt es zu ER-Dilatationen und dem Anstieg typischer Lipidein-
schliisse (Berlin und Mahlum 1967). DaB diese ultrastrukturellen
Verdnderungen am 9. Tag nach CeCl3 nicht mehr zu finden sind, spricht

erneut flir die Reversibilitidt der Schiden.

Es stellt sich nun die Frage, ob und wie sich die elektronenmi-
kroskopisch und lichtmikroskopisch beobachteten Verdnderungen der
Leberzellen bei der Messung der Enzyme der Leberdiagnostik nieder-
schlagen. Dies ist in der Tat der Fall, wie die Betrachtung der
Serumenzymwerte zeigt (Tab. 5 und 6). Auch der morphologisch erfaBte
Geschlechtsunterschied ist in der Enzymreaktion vorhanden (vgl.
Tab. 5 und 6 mit Tab. 7). Die Enzymerhdhung bei Weibchen ist dosis-
proportional und reversibel (Tab. 5 und 6). Die beschriebenen
Enzymverdnderungen sind sowohl typisch fiir experimentelle Leber-
schdden durch CCl4 (Yasuda et al. 1986, Mizrahi et al. 1987),

das wie CeCl3 zur Verfettung (Dianzani 1976) und zu Zellnekrosen
(Dinman et al. 1963) in der Leber fiihrt, ebenso sind sie typisch
fir Leberzellschiden verschiedener Genese beim Menschen (siehe dazu
WeiB 1976,1979). Es sei an dieser Stelle erwdhnt, daB nicht jedes
lysosomotrope Metall unweigerlich eine hepatotoxische Reaktion
herbeifitihrt, denn auch Gallium ist lysosomotrop (Berry et al.
1984), fiihrt jedoch, wie man im Elektronenmikroskop (Abb. 16 und
17) und anhand der Serumenzyme (Tab. 6 und 7) erkennen kann, bei
keinem der Geschlechter zu einer Schddigung der Leber nach Kérper-
dosen von 2 mg/kg GaCl3. Es sei hierzu aber erwidhnt, daB GaCl3

in der Leber nur die zweith&chste Anreicherung nach den Knochen
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hat (Heidenreich et al. 1974). Zusammenfassend sprechen die makro-
skopischen, histopathologischen und klinisch-chemischen Befunde
fir einen reversiblen Leberschaden nach Cer-Injektion bei den

Weibchen.

Aus den bisherigen Ausfiihrungen ergibt sich einerseits, daf durch
Cer ein (direkter oder indirekter) Hepatocytenschaden hervorge-
rufen wird, andererseits sind es die Makrophagen, die das kolloi-
dale Cer hauptsichlich speichern und die offenbar in vivo auch ge-
schidigt werden (siehe 3.1.8. sowie Lazar 1973). Wie im folgenden
besprochen werden soll, haben wir in den in vitro-Versuchen mit
Makrophagen und Hepatocyten wohl Hinweise flir Cer-Effekte auf
Makrophagen erhalten, nicht jedoch fiir die Hepatocyten. Die Inkuba-
tionen von Kupffer- und Endothelzellen beider Geschlechter mit
CeCl3 fihrt zu keiner Verdnderung der gemessenen Enzyme in Zellen
oder Uberstand (Tab. 23 und 24). Wegen der kleinen Zahl der Paral-
lelansdtze sowie der geringen ZellgréBe und Zellzahl kommt es je-
doch zu einer breiten Streuung, in der evtl. vorhandene Effekte
verloren gehen kénnten. Es war daher und auch wegen des enormen
methodischen Aufwands nahezu unumginglich, weitere detaillierte
Untersuchungen an Modellsystemen durchzufiihren. Makrophagen sind
aus der Rattenlunge problemlos, wenn auch nicht in allzu groBer
Menge, zu gewinnen. Bei aller Wiirdigung der Unterschiede zwischen
Makrophagen verschiedener Gewebe haben wir zundchst Rattenalveolar-
makrophagen als Testmodell eingesetzt. Tatsdchlich 14Bt sich aus
Abb. 18 und 19 ersehen, daf die Rattenalveolarmakrophagen beider
Geschlechter auf 100 uM CeCl3 mit einer starken Zunahme des Zell-

volumens reagieren.

Eine Quelle fir praktisch unbegrenzte Mengen an Makrophagen ist
die Rinderlunge (Walser et al. 1987). Rinderalveolarmakrophagen
reagieren z.B. auf Quarz sehr dhnlich wie Rattenalveolarmakro-
phagen (Schimmelpfeng et al. unverdffentlicht) und sind vor allem
fir Enzymfreisetzungsversuche hervorragend geeignet. Werden Rin-
deralveolarmakrophagen mit CeCl3 inkubiert (Tab. 25), findet man
vor allem in den Medien ohne f6tales Kilberserum eine Enzymfrei-
setzung ins Medium, wobei die Vitalitdt der adhdrenten Zellen
nicht wesentlich beeinfluBt wird. Es wird also ohne Serumzusatz

eine eindeutige Enzymfreisetzung aus den Alveolarmakrophagen
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beobachtet. Ein v8llig gleichartiger Effekt fand sich auch nach
analogen Experimenten mit einer menschlichen, makrophagenartigen
Zellinie (Seidel wunverdffentlicht). Bereits diese biochemischen
Ergebnisse sprechen deutlich fiir .einen cytotoxischen Effekt, der
aber auch morphologisch beobachtet werden konnte (Abb. 22-26).
Anderungen der Makrophagenmorphologie in Form von Gruben und
Lochern in der Zellmembran sowie einer Abnahme der Oberflidchen-
strukturierung wurden fiir Alveolarmakrophagen nach Inkubation

mit LaC13, CdCl3 und CdO beschrieben (Coin und Stevens 1986,
Palmer et al. 1987). Eine Anderung der Makrophagenmorphologie
scheint daher ein sehr sensitiver Cytotoxizit#dtsparameter fir
Makrophagen zu sein. Die morphologisch und biochemisch faBbaren
Makrophagenverédnderungen haben allerdings in vitro keinen EinfluB
auf die Phagocytosefunktion, weder hinsichtlich der Latex-Phago-
cytoserate (Abb. 20 und 23) noch bezliglich der Chemilumineszenz-
phé&nomene widhrend der Zymosan-Phagocytose (Abb. 21). Die von anderen
Autoren in vivo nachgewiesene Blockierung der Phagocytosefdhigkeit
von Miuse- und Ratten-Kupfferzellen (Lazar 1973, Husztik et al.
1980, Lazar et al. 1983, 1985) findet also in vitro zunichst kein
Korrelat. Alle Befunde sprechen somit dafilir, daB Lanthanide, hier

speziell Cer, in vivo und in vitro toxisch flir Makrophagen sind.

Der oben bereits angesprochene ''Schutzeffekt'" des fdtalen Kdlber-
serums auf die Rinderalveolarmakrophagen ist auch bei den Hepato-
cyten zu finden, denn auch hieér kommt es nur ohne Serum zu einer
deutlichen Reaktion der gemessenen Enzyme (Tab. 20 und 21). Eine
Verminderung der Cytotoxizitdt (Parameter: LDH-Freisetzung und
Zellwachstum) durch das Vorhandensein von Serum oder Serumalbu-
min im Medium konnte ebenfalls fiir CdCl2 an Bl14F28-Zellen, einer
proliferierenden Zellkultur des Chinesischen Hamsters, beobachtet
werden (Fischer 1985). Eine Erniedrigung akkumulierten Cadmiums
mit steigendem Serumgehalt wurde auch filir Kupffer- und Endothel-
zellen der Ratte nachgewiesen (Caperna und Failla 1984). Im Rahmen
dieser Arbeit war es nicht mdglich, die Natur der Schutzwirkung

eines Serumzusatzes aufzuklidren.

Der Anstieg der Konzentrationen an GPT, GOT u.a. Enzymen im Serum

weist nach allen experimentellen und klinischen Erfahrungen auf
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eine direkte oder indirekte Schidigung von Hepatocyten hin. Es
lag daher nahe, nach einer solchen Schidigung unter Verwendung
von Hepatocytenkulturen zu suchen. Wie man aus Tab. 13-19 ent-
nehmen kann, ist jedoch keine Reaktion erkennbar, die die in vivo-

Enzymfreisetzung ins Serum der Weibchen am 2. Tag nach CeCl3 auch

nur anndhernd widerspiegelt.

Nachdem nun eine gewisse Klarheit dariiber gewonnen ist,welche
Zelltypen in die Cytotoxizitdt involviert sind, stellt sich die
Frage, ob der subzellulidre Wirkungsort des Cers genauer definiert
werden kann. Auf Grund der bereits besprochenen Lysosomotropie

des Cers stehen hier naturgemidR die Lysosomen im Vordergrund.

Da isolierte Lysosomen prinzipiell noch Mikropinocytose durch-
fihren kdnnen (Marzella et al. 1980, Ahlberg und Glaumann 1985),
wdre es denkbar, daB auch exogenes CeCl3 aufgenommen wird und zur
Permeabilitidtsstdrung oder Destruktion der Lysosomenmembran fiihrt,
wie dies Lindquist (1968) nach Zusatz von Kupfer zu Lysosomen-
prdparationen beobachtete. Auch cytosolisches Cer kénnte bereits
einen toxischen Effekt auf die Lysosomen haben. Bei unseren Ver-
suchen ergaben sich jedoch weder bei den in vivo mit Cer beladenen
Lysosomen (Tab. 9) noch bei den mit Cer-haltigem Cytosol behandel-
ten Lysosomen (Tab. 10) irgendwelche Hinweise fi{ir die Richtigkeit
dieser Annahme. Ein einfacher Zusammenhang zwischen Lysosomotropie
und Hepatotoxizitdt des Cers erscheint daher sehr unwahrscheinlich.
Eher ist es wohl so, daB die Ablagerung des Cers in Lysosomen
einen Schutzeffekt darstellt, was fiir andere Metalle durchaus

auch diskutiert wird (siehe z.B. Helman et al. 1985).

Wir kommen nun zu der zentralen Frage, wie sich die Leberschédden
bei Weibchen am 2. Tag nach Cer-Injektion deuten lassen und warum
bei Minnchen keine Effekte auftreten. Nachdem eine direkte Wirkung
auf das Leberparenchym wohl auszuschlieBen ist, gehen wir derzeit
von der Hypothese eines durch Makrophagen-Schddigung bedingten,
indirekten Leberschadens aus. Dieser widre zwanglos durch die
Annahme eines ischidmischen Leberschadens zu erkldren, der sowohl
von Erh6hungen der entsprechenden Enzymkonzentrationen im Serum
als auch von morphologischen Verdnderungen begleitet ist (Frederiks
et al. 1983). In der Tat war die Perfundierbarkeit der Lebern von

Rattenweibchen am 2. Tag nach Cerinjektion in unseren Versuchen
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duBerst reduziert (Ergebnisse nicht aufgefiihrt). Mikrozirkula-
tionsstdrungen in der Leber durch Schiddigung von Kupffer- und
Endothelzellen konnten nach Endotoxingabe beobachtet werden
(McCuskey et al. 1982) und sicherlich sind auch die von Lazar
(1973) und Husztik et al. (1980) beschriebenen Funktionsausfidlle
des Leber-Retikuloendothels nach Injektion von Seltenen Erden
ein sehr deutliches Indiz flir eine drastische Makrophagenschi-
digung. Diese in vivo- und unsere in vitro-Befunde sprechen
somit filir die M6glichkeit eines Kupfferzellschadens mit nachfol-
gender Freisetzung von Prostaglandinen, reaktiven Sauerstoff-
spezies und anderen Mediatoren, wie dies fir aktivierte Kupffer-
zellen bereits mehrfach nachgewiesen werden konnte (Decker 1986,
Dieter et al. 1986, Laskin und Pilaro 1986, Shiratori et al.
1986).

Ubrig bleibt nun die Frage, warum ein solch ausgeprigter Ge-
schlechtsunterschied in der Reaktion auf CeCl3 besteht. Geschlechts-
spezifische Unterschiede in der Verteilung, auch auf subzellulirem
Niveau, kdnnen ausgeschlossen werden (Tab. 3 und 4). Auch scheint,
in Ubereinstimmung mit Schmautz (1964), die um etwa 47 hohere
Cerablagerung in der Leber der Weibchen (Tab. 2) nicht der Grund
fir die Toxizitidt zu sein, da auch eine Erhdhung der Kérperdosis
auf 2,101 mg/kg CeCly bei den Minnchen weder eine makroskopische
Verdnderung der Leber noch das Enzymmuster bei den Weibchen

(Tab. 5) oder die fir die Weibchen beobachteten pathologischen
Verdnderungen der Leber (siehe 3.1.8.) herbeiflihrt.
Unterschiedliche Reaktionen der Geschlechter auf hepatotoxische
Stoffe sind aus der Literatur hinreiched bekannt, bieten jedoch
kein einheitliches Bild. So reagierten Mdnnchen auf 2-Acetylamino-
fluoren (Jackson und Irving 1972, 1973, McQueen et al. 1986)und
CCly (Julicher et al. 1984) empfindlicher als Weibchen, widhrend die
Weibchen empfindlicher fiir 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin waren
(Al-Bayati et al. 1987). Fiir Weibchen konnte auch eine stédrkere
Sensitivitdt fir das lysosomotrope 237Np nachgewiesen werden
(Mahlum und Clarke 1966, Berlin und Mahlum 1967). Snyder et al.
(1959) konnten zeigen, daB kastrierte Minnchen nach Cer-Behand-
lung &hnlich hohe Lipidwerte in der Leber erreichen wie die Weib-
chen,und daB Testosteron eine signifikante Reduktion im Leberfett

intakter und ovariectomisierter Weibchen verursacht. Die Induktion
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einer Fettleber ist nicht nur fir CeCly beschrieben, sie ist
vielmehr ein Effekt des ersten Drittels der Seltenen Erden

im Periodensystem, n#mlich der Elemente Lanthan bis Samarium
(Snyder et al. 1959, Kyker et al. 1957, Haley 1965). Da auch
hier die Reaktion bei Weibchen und kastrierten Midnnchen immer
ausgeprigter ist, wire es denkbar, daR ein HormoneinfluR

bei der Empfindlichkeit der Leber auf CeClj besteht. Ob sich
dieser schon bei der Wirkung von Cer auf Makrophagen bemerkbar
macht (in unseren Versuchen mit Rattenalveolarmakrophagen war
dies wohl nicht der Fall) oder erst bei der indirekten Schidi-
gung der Hepatocyten nach Kupfferzellschddigung ist jedoch noch
offen.
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5. Zusammenfassung und SchluBfolgerung

1. Der Hauptablageruﬁgsort fir Cer ist bei beiden Geschlechtern
die Leber. Die Injektion von Trdgerdosen an CeClj3 fiihrt zur
Bildung von Kolloiden im Blut und daher zur erhdhten Ablagerung
von Cer in den Organen des Retikuloendothels, d.h. in der Leber
wohl vor allem in den Kupfferzellen. Mittels Trédgerfreier Elek-
trophorese kann gezeigt werden, daB nach tridgerfreier l4lce-
Applikation eine tiber 90%ige Korrelation zwischen dem Radio-
nuklidprofil und den Lysosomen besteht. Auch nach Injektion von
Cer-Gewichtsdosen bleiben noch mindestens 507 der Radioaktivitit
an enzymatisch aktive Lysosomen gebunden. Eine Dichtednderung
der Lysosomen im Saccharosegradienten ist - unabhingig von der
Verabreichungsform des Cers und des Geschlechts - nicht zu be-

obachten, was gegen Lipideinlagerungen spricht.

2. Anhand von licht- und elektronenmikroskopischen Aufnahmen der
Leber sowie von Enzymmessungen im Rattenserum kann nachgewiesen
werden, daB am 2. Tag nach der Injektion ein geschlechtsspezifi-
scher Unterschied in der Empfindlichkeit auf CeCl3 besteht.
Weibchen reagieren schon ab 1,3 mg/kg CeCl3 mit der Ausbildung
eines unspezifischen toxischen Leberschadens in Form erhdhter
Fettablagerung, Sternzellschwellungen, Hepatocytennekrosen sowie
pathologisch erh8hten Serumenzymkonzentrationen. Diese Schiden
sind reversibel und bereits am 9. Tag nach der Injektion nicht

mehr zu erkennen.

3. Wdhrend man bei den Hepatocyten in Kultur kaum eine direkte
Schiddigung nachweisen kann, reagieren die als Modell benutzten
Ratten- und Rinderalveolarmakrophagen auf CeCl3-Inkubationen
mit einem Anschwellen der Zellen, Anderungen der Morphologie
der Zelloberfldche und Enzymfreisetzungen. Eine Phagocytose-
hemmung kann jedoch nicht beobachtet werden. Fdtales Kidlber-
serum scheint sowohl auf die Hepatocyten als auch auf die

Makrophagen einen Schutzeffekt auszuiiben.

4. Die Leberlysdsomen zeigen nach in vivo-Verabfolgung von Cer
keine erhdhte Fragilitidt, weder bei der Zellfraktionierung selbst
noch nach mehrstiindiger Inhkubation. Auch die Latenz in vitro

inkubierter Lysosomen wird weder durch exogenes noch internali-

»
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siertes Cer beeinfluBt. Eine Lysosomenschiddigung als priméres

Ereignis der Hepatotoxizitdt ist daher unwahrscheinlich.

5. Durch die in vivo- und in vitro-Ergebnisse ergibt sich fiir
die Rattenweibchen folgender Toxizit#dtsmechanismus: Kolloidales
Cer wird in die Kupfferzellen inkorporiert und fithrt zu deren
Schddigung. Vermutlich resultiert daraus eine Ischimie der Leber,

so daB es indirekt zu der in vivo nachweisbaren Beeintridchtigung

der Hepatocyten kommt.

6. Der ausgeprédgte Geschlechtsunterschied in der Reaktion auf
CeCl3 scheint auf den EinfluB von Geschlechtshormonen zuriick-
zugehen. Da wir keinen GeschlechtseinfluB auf die Empfindlichkeit
der als Modell fiir Kupfferzellen benutzten Rattenalveolarmakro-
phagen auf Cer gefunden haben, miiBte ein solcher eher auf der

Seite der Blutgef#dBe oder Hepatocyten liegen.
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7. Tabellen und Abbildungen




141Ce in den Injektionsldsungen und

Tabelle 1: Sedimentierbarkeit von
in den Inkubationsmedien fiir die Zellkulturen nach Zentrifu-

gation bei 205 000 g

Wiederfindung Von der gesamten
der Radioaktivitat im
Losung Radioaktivitat Zentrifugenrohrchen
(%) befinden sich 1in
Fraktion 4+5 (%)
141ce in 0,01 M HC 103 26
(= Injektionslosung tragerfrei)
141ce + 120 mg Ce-heptachlorid 109 25
in 50 m1 0,01 M HCT
(= Injektions1dsung 2 mg/kg CeCl3)
ohne CeCl3-Zusatz 74 £ 2 28 + 3
141ce in  mit 1 mM CeCly 101 27
HEPES .
ohne Fcs ™Mit 0,1 mM CeClg3 86 £ 1 30 £ 3
mit 0,001 mM CeClg 88 25
ohne CeCl3-Zusatz 95 68
141ce in  mit 1 mM CeCls 99 70
HEPES .
mit 10% mit 0,1 mM CeCl3 98 + 2 84 + 3
FCS mit 0,001 mM CeCl3 97 ¢ 67 + 1
ohne CeCl3-Zusatz 37 100
141Ce in
RPMI
ohne FCS mit 0,1 mM CeClj 41 100
ohne CeCl3-Zusatz 85 89
141 .
Ce in
RPMI mit
10% FCS mit 0,1 mM CeClj 89 : 99

FCS = fotales Kdlberserum
Fraktion 4 war die unterste Fraktion im Zentrifugenrohrchen,

Fraktion 5 war das Sediment
Mittelwerte + Standardfehler aus zwei Versuchen bzw. Einzelwerte
Nahere Erlauterungen und Berechnungen siehe unter 2.1.




Tabelle 2:

Retention von 141ce

-mdannchen nach i.v.

bzw. von 14lce mit

in den Organen von Rattenweibchen und

Injektion von trdgerfreiem 141ce (=tf)

2 mg/kg CeCl3 als Tragermaterial

Tage % der injizierten Dosis
nach
Injektion n Leber Milz Femur
8 7842 0,36+0,02 0,71+0,03
141¢e, 9 605 0,32+0,04 0,83:0,01
tfF | 30 3 8+1 (2) 0,26+0,01 0,76+0,04
70 4 240,34y 0,30+0,02 0,86+0,09
Weibchen .
141(:@ 2 7 81l+1 3,9 0,2 0,52+0,05
+ 9 4 68+4 (3) 3,9 0,4 0,65+0,06
2mg/kg | 3p 5 51+3 2.8 10,2 0,88+0,04
CeCly
70 3 40+2 2,6 0,4 0,98+0,07
141ce, 5 53+3 0,26+0,05 1,54+0,15
tf 6 4345 0,19+0,01 1,13+0,08
Mannchen
141ce 2 6 7741 3,0 0,2 0,53%0,02
+
2mg/kg 9 7 5442 3,6 +0,3 0,52+0,03
CeClg

Mittelwerte + Standardfehler

n: Zahl der Versuchstiere. Abweichende Versuchstierzahlen sind jeweils

in Klammern angegeben




Tabelle 3: Relative subzelluldre Verteilung von i.v. injiziertem trigerfreien (= tf) 141ce bzw. von 141ce mit

2 mg/kg CeCl3 als Trédgermaterial in der Leber von Rattenweibchen und -mannchen nach differentieller

Zentrifugation
% von (N + E)
Tagi h Rattenweibchen Rattenmannchen
c
T”j?§; 141Ce, tf 14le, 4 2mg/kg CeClj 141Ce, tf 141Ce+2mg/kg CeCl3
Fraktion 2 9 30 70 2 g9 30 70 2 9 2 9
N 24+1 3543 3942 472 51+1 37+1 40+3 5642 2142 23+1 48+2 66+2
(7) (5) (3) (2) (6) (4) (3) (3) (4) (6) (4) (5)
E 76+1 66+3 6242 59+0,3 | 50+2 6342 61+3 48+2 82+2 77+1 52+1 35+2
(7) (5) (3) (2) (6) (4) (3) (3) (4) (6) (4) (5)
ungewaschenes 37+1 47+5 41+1 33+0,5 §35+1 35+1 31+1 26+0,1 44+1 52+1 371 28+3
ML (6) (4) (3) (2) (4) (3) (3) 2) | (4 (6) (4) (5)
gewaschenes 31 34 20 21 30+0,4 37 34+0,3 23
ML (1) (1) (1) (1) (2) (1) (2) (1)
S 19+1 9zx1 9+1 11+1 9:+1 14+2 91 5+0,4 23+1 101 8+2 30,4
(7) (4) (3) (2) (5) (4) (3) (3) (4) (6) (4) (5)
p 14+0,3 81 6+1 9+1 6+1 13+2 17+1 1241 1140,5 1141 3+0,2 30,2
(7) (4) (3) (2) (5) (4) (3) (3) (4) (6) (4) (5)

Mittelwerte + Standardfehler oder Einzelwerte
Die Zahlen in Klammern geben die Zahl der Versuchstiere an
Abkiirzungen siehe Abkiirzungsliste




Tabelle 4: Relative subzelluldre Verteilung von i.v. injiziertem trdgerfreien (= tf)

141 141

Ce bzw. von Ce mit

2 mg/kg CeClg als Trédgermaterial in der Leber von Rattenweibchen und -mannchen nach differentieller

Zentrifugation

% von E
Weibchen Mannchen
141Ce,’ tf 141Ce + 2 mg/kg CeCljz 141Ce, tf 141Ce+2mg/kg CeCl3

Fraktion 2 9 30 70 ) 2 9 30 70 2 9 2 9
ungewaschenes 49+1 71+4 67+2 57#1 69+1 54+l 51+0,4 b55+4 54z+1 68+2 7143 771
ML (6) (4) (3) (2) (4) (3) (3) (2) (4) (6) (4) (4)

gewaschenes 40 54 40 36 36+1 48 | 65+1 63
' ML (1) (1) (1) (1) (2) (1) (2) (1)
S 25+1 14+2 14+2 1843 18+3 2243 15+1 9+0,3 28+0,5 14+1 16+3 8+1
(7) (4) (3) (2) (5) (4) (3) (3) (3) (6) (4) (5)
P o 19+0,4 12«1 10+1  15%2 11+x1  20+2 28+1 25+1 13+0,4 1422 5+0,4 8+1
(7) (4) (3) (2) (5) (4) (3) (3) (3) (6) (4) (5)

Mittelwerte + Standardfehler oder Einzelwerte
Die Zahlen in Klammern geben die Zah1l der Versuchstiere an
Abkiirzungen siehe Abkiirzungsliste




Jabelle 5: Verhalten von Enzymen im Serum sowie von Gesamtcholesterin und Phospholipiden im Serum

bei Rattenweibchen und -minnchen zu kurzen Zeiten (bis 48 Std.) nach der Injektion von

2 mg/kg CeCl3 (zum Vergleich: Mannchen, 2,101 mg/kg CeClj, 48 Std. nach Injektion).

t gor? Gp7? LAP? GLOK? N-A-GP asP Gesamt-C  Phospho-©
cholesterin 1ipide
Ko 55+ 3 41+ 4 26 1 6+ 2 1811 1241 713+7 130410
S (@ (8) 8] (8) (7) (7) (7 (1)
30 46+ 3 25+ 4% 31t 1* 5¢ 1 1812 12:1 8514 129+ 3
Min. (4) (5) (5) (5) (5) (5) (4) (4)
=9
.% 90 58+ 3 15 1% 31 1* 6+ 1 19:0,2 1011 6516 106+ 8
2 Min. (10) (10) (7) (5) (7 (7 (10) (10)
@
= 24 1143 6% 47+ 3 43t 1* 27+ 4% 2511% 1311 30+11% 53 7%
Std. (9) (8) (7} (8) (6) (6) (8) (8)
48 463:193 303+134 63:11% 74118% 2242 15¢1 161 5% 46+11%
Std. (5) (5) (5) (5) (5) (5) (5) (5)
Ko 64 3 41+ 4 431 4 7+ 1 2812 1111 82+ 4 117+ 7
(9) (8) (6) (8) (5) (5) (6) (6)
24 108+ 4% 40+ 3 45+ 2 30+ 2% 85113 118+15
. Std. (6) (6) (6) (6) (6) (6)
[
'§ 48 79+ 4% 44 2 41t 1 38t 6% 26:0,3 1741* 85+ 7 126114
£ Std. (5) (5) (5) (4) (5) (5) (5) (5)
=
zum Vergleich: Mannchen, 2,101 mg/kg CeCly
48 109+ 6* 42+ 5 45+ 2 59122% 3012 2312% 60:13 101+16
Std. (4) (4) (4) (4) (4) (4) (4) (4)

Ko = Kontrolle

Mittelwerte + Standardfehler

*Statistisch signifikanter Unterschied gegentiber der Kontrolle (2 p < 0,05)
Die Zahlen in Klammern geben die Zahl der Versuchstiere an

3In U/1. 1 Unit (U) katalysiert 1 pMol Substrat pro Minute bei

25%

bIn U/1. 1 Unit (U) katalysiert 1 pMol Substrat pro Minute bei 37%

€In mg/d1

Abkiirzungen siehe Abkiirzungsliste




1,3 mg/kg CeCl3 oder 2 mg/kg GaClg

GoT2 GpTe GLDH® Y-GT2

Kontrolle 55+ 3 41 + 4 : 6 + 2 0,91 + 0,21

(8) (8) (8) (6)
2. Tag CeClj 136 + 27% 72 + 10% 27 + 4% 0,82 + 0,15

(3) (3) (3) (3)
9. Tag CeClj 44 + 3% 40 + 1 6+ 1 1,45 + 1,2

(4) (4) (4) (4)
70. Tag CeCl3 65 + 2% 37 + 3 9+ 4 0,71 + 0,08

(4) (4) (4) (4)
2. Tag GaClj 62 + 9 36+ 5 17 + 7 0,19 + 0,06%

(4) (4) (4) (4)
9. Tag GaClj 45 + 2% 31+ 2 7+ 2 2,2 + 0,13%

(4) (4) (4) (4)
70. Tag GaClj 68 + 16 45 + 8 24 + 12 0,31 + 0,11%

(4) (4) (6) (4)

Mittelwerte + Standardfehler

*Statistisch signifikanter Unterschied gegeniiber der Kontrolle (2 p < 0,05)
Die Zahlen in Klammern geben die Zahl der Versuchstiere an

3In U/1. 1 Unit (U) katalysiert 1 uMol Substrat pro Minute bei 25°¢C

Abkiuirzungen siehe Abkiirzungsliste




1,3 mg/kg CeCl3 oder 2 mg/kg GaClsz

GoT® GPT? GLDH? v-GT?
Kontrolle 64 + 3 41 + 4 7+ 1 1,03 + 0,13
(9) (8) (8) (3)
2. Tag CeCl3 54 + 1% 44 + 5 5+ 1 1,68 + 0,24
(4) (4) (4) (4)
9. Tag CeClj3 49 + 1% . 44 + 2 5+ 0,4 0,17 + 0,17%
(3) (3) (3) (3)
70. Tag CeCl3 65 + 6 48 + 5 23 + 4% 0,23 + 0,03*
(4) (4) (4) ' (4)
2. Tag GaClj 50 + 4% 48 + 1 4 + 0,4 1,13 + 0,08
(4) (4) (4) (4)
9. Tag GaClj 56 + 3 43 + 2 4 + 1 1,48 + 0,17
(3) (3) (3) (3)
70. Tag GaClg 109 + 26 65 + 9% 56 + 28 1,34 + 0,3
(4) (4) (4) (4)

Mittelwerte # Standardfehler
*Statistisch signifikanter Unterschied gegeniiber der Kontrolle (2 p < 0,05)

Die Zahlen in Klammern geben die Zahl der Versuchstiere an

aIn U/1. 1 Unit (U) katalysiert 1 pMol Substrat pro Minute bei 250C

Abkiirzungen siehe Abklirzungsliste

von




Tabelle 8: Relative subzellulare Verteilung von Enzymen nach differentieller
Zentrifugation der Leber (unbehandelte Rattenweibchen bzw. Weibchen

am 2. Tag nach i.v. Injektion von 2 mg/kg CeCl3)

% von E
Enzym ML S P
NAG 92 + 1 4+ 0 t 1
AS 124 + 1 5+ 1 + 1
SP 84 + 3 12 £+ 2 13+0
Kontrolle GOT 36 + 0 49 + 4 2 +1
GDH 91 + 5 3+ 1 511
CCR 53 + 3 18 + 5 25 £ 1
NAG 86 + 3 8 + 0% 4+ 0
AS 121 + 8 £ 1 3¢l
Sp 8l +3 15 + 2 8 + 1¥
2 mg/kg CeCly GOT 47 + 0% 41 + 2 1+0
GDH 97 + 3 3+ 1 4 1
CCR 55 + 2 20 + 0 25+ 3

Mittelwerte + Standardfehler

* Statistisch signifikanter Unterschied gegeniiber der Kontrolle
(2 p <0,05)

Je zwei Tiere pro Gruppe

Abklirzungen siehe Abkiirzungsliste




Tabelle 9: Freisetzung von Enzymen aus der ML-Fraktion von Lebern von Rattenweibchen in den Uberstand
(ML-Inkubation in Kammerpuffer, 370C)

%_der jnsgesamt freisetzbaren Enzymaktivitdt im Uberstand
Inkubatlons= GOT GLDH N-A-G
(Min.) Kontrolle CeCl3y Kontrolle CeCljg Kontrolle CeCl3
0 0 0 0 0 0 0
55 1,9 + 0,6 0,5 £ 0,5 5,4 + 0,6 6,6 + 0,7
110 4,2 + 0,9 2,7 + 0,5 8,4 + 0,4 9,0 + 1,5
170 6,7 + 1,9 4,5 + 1,2 8,6 + 1,1 10,5 + 0,8
240 8,6 + 1,9 6,0 + 0,7 9,9 + 3,3 5,7+ 0,8{ 12,9 + 0,2 14,4 + 1,5

Inkubiert wurde die ML-Fraktion von Kontrolltieren (2 Tiere)
sowie die ML-Fraktion von Tieren, die 2 Tage vor der Sektion
2 mg/kg CeCl3 erhielten

Mittelwerte + Standardfehler

Abkiirzungen siehe Abkiirzungsliste




Tabelle 10: Freisetzung von Enzymen aus der ML-Fraktion von Lebern von Rattenweibchen in den Uberstand
(ML-Inkubation mit Cytosol, 379C)

B % der insgesamt freisetzbaren Enzymaktivitdt im Uberstand
GOT N-A-G
Inkubationszeit Kontroll-ML mit Kontrol1-ML mit Kontroll1-ML mit Kontrol1-ML mit

(Min.) Cytosol von Cytosol von Cytosol von Cytosol von

: Kontrolltieren Ce-Tieren Kontrolltieren Ce-Tieren

0 0 0 0 0

65 0,3 +0,3 0 0,5 + 0,5 1,7 + 0,5

120 3,1+ 3,1 0 2,8 + 0,1 2,3 +0,8

180 12,0 + 2,8 7,3 +2,0 11,9 + 0,7 8,3 +1,9

240 27,4 + 3,7 40,9 +18,6 25,7 £ 0,6 23,2 + 6,0

Inkubiert wurde die ML-Fraktion eines Kontrolltjeres mit dem Cytosol eines
anderen Kontrolltieres (2 Ansdtze) sowie die ML-Fraktion eines Kontrolltieres
mit dem Cytosol eines Tieres, das 16 Std. vor der Sektion 2 mg/kg CeCljy
erhielt (2 Ansdtze).

Mittelwerte + Standardfehler

Abklirzungen siehe Abkiirzungsliste




Tabelle 11: EinfluB von 2 mg/kg CeCl3z auf Lebergewichte und Proteingehalt
bei Rattenweibchen am 2. Tag nach i.v. Injektion

Zahl der  Leberfrisch-  Trockengewicht Protein pro Gramm
Versuchs- gewicht pro Gramm Leberfrischgewicht
tiere (g) Leberfrisch- (mg)
gewicht (g)
Kontrolle 5 8,88 + 0,48 0,31 + 0,002 205 + 2
2 mg/kg CeClg 6 7,78 + 0,20 0,29 + 0,005% 200 + 4

Mittelwerte + Standardfehler

*Statistisch signifikanter Unterschied gegeniiber der Kontrolle
(2 p <0,05)
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Tabelle 12: Aufnahmeversuche an Hepatocyten in Monolayerkultur und Sphiroiden mit trigerfreiem 141Ce (= tf)
bzw. mit 141Ce mit 10 pM CeCla

wiedergefundene Radioaktivitdt pro mg Protein (%)
relativd absolutb

Medium 37% 0-2° 37% 0-2°
Waymouth 1,24+0,17 1,2410,14 7,60+0,63 6,5510,56
Hepatocyten (3) (3) (3) (3)
141Ce tF RPHI 1,0310,13 1,0310,3 4,87+0,36 4,4211,18
(4) (4) (4) (4)

Sphiroide RPMI 0,2210,02 0,58 0,9510,01 2,25
(2) (1) (2) (1)
Waymouth 0,7210,12 0,5010,09 3,9040,66 2,77t0‘74
Hepatocyten (3) (3) (3) (3)
l‘uce RPMI 0,8710,16 0,66+0,11 4,1510,69 2,85+0,29
+ 10 M CeCly (4) (4) (4) (4)
Spharoide RPMI 0,30t0,14 0,250,058 0,9210,37 0,6510,01
(5) (2) () (2)

Inkubationsmedium: Waymouth oder RPMI mit 10% fotalem Kilberserum
Inkubationszeit: 3 - 4,5 Std.

Mittelwerte + Standardfehler oder Einzelwerte

Die Zahlen in Klammern geben die Zahl der Versuche an

a_pyo mg Protein wiedergefundene 141Ce-Radioaktivitiit X 100 (%)

insgesamt pro Hepatocyten bzw. Spharoidkultur
angebotene 141Ce-Radioaktivitit

b pro mg Protein wiedergefundene 141Ce-Radioaktivitit

x 100 (%)
pro mg Protein tatsichlich angebotene 141lCe-Radioaktivitit




Tabelle 13: Effekt verschiedener CeCij-Konzentrationen auf die Hepatocyten (Enzymgehalt in den Zellen und
Zellprotein auf der Petrischale) von Rattenweibchen

n  gor? P73 GLDH? Lap? LoH? N-A-GP mg Zellprotein
pro Petrischale

Kontrolle 5| 3241 9 17714 157435 4,9:0,7 81:22 4910,4 *2,09:0,07
10 uM CeCly | 5 | 412415% 17245 137420 6,8:1,8 83124 4611 2,0910,06

2 std. 1 uM CeCls | 5 | 350122 17915 92112 6,911,6 69122 4711 2,0640,06
0,1uM CeCly | 5 | 354+28 18413 108+18 7,5¢1,1 91426 4711% 2,0240,06
Kontrolle 5 | 60929 11242 1670428 4,611,1 316140 4611 2,0210,04

(3) (%)

10 uM CeCly | 5 | 556+34 11641 1612459 5,241,3 369163 4411 1,9640,07

4 sed. 1 pM CeCly | 5 | 593230 11943 1621129 3,7¢1,5 4641+45% 4410,2 2,0110,02
0,1pM CeClz | 5 | 523223* 1232%  1560122% 6,310,8 468149% 4612 1,9110,02%
Kontrolle 5 | 234167 5212 1574151 7,212,7 316477 3541 1,9120,085
10 uM CeClz | 3 | 139+ 4 6013 1534428 1,741,7 614115% 3611 1,8740,09

2 Std'l WM-CeCly | 4 | 162¢ 5 63:2% 167538 1,5£0,9 456115 3640,4 1,7740,05
0,1uM CeCly | 4 | 155+ 9 58t1%  1716:31% 0% 441154 3712 1,7610,04%

Inkubationsmedium: Waymouth mit 10% fotalem Kalberserum

Reprdsentativ fiir zwei Versuche

Mittelwerte : Standardfehler

*Statistisch signifikanter Unterschied gegeniiber der Kontrolle (2 p < 0,05)

n: Zahl der Petrischalen. Wenn die Zahl der Petrischalen von der in der entsprechenden Reihe angegebenen
Zah) abweicht, so ist sie in Klammern angegeben

an mU/mg Zellprotein. 1 Unit (U) katalysiert 1 pMol Substrat pro Minute bei 25°C

bIn mU/mg Zellprotein. 1 Unit (U) katalysiert 1 pMol Substrat pro Minute bei 37%

Abkiirzungen siehe Abkiirzungsliste
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Jabelle 14: Effekt verschiedener CeCl3-Konzentrationen auf die Freisetzung von Enzymen aus Hepatecyten

A

n gor? apT? GLDH® LAP? LoH? N-A-GP

Kontrolle 5 8,4+1,1 3,310,5 8,6:1,6 0 19111 0,8:0,05

, 10 UM CeCl3 5 13,3:1,8%  6,9:1,6  12,3:2,2 1,2£0,7 76129 0,610,2
Std.

1 uM CeCl3 5 13,1£1,2%  5,5:0,6%  9,8:1,0 0,6:0,2% 33315 0,9:0,1
0,1pM CeClg 5 15,6:2,4%  9,1:1,7% 12,2317 0,2:0,1 25112 1,1:0,2
Kontrolle 5 13,0:1,3  5,410,3 7,540,7 0,2:0,1 49: 8 0,9:0,1

‘s 10 uM CeCls 5 7,310,4%  3,8:0,3*  4,5:0,6%  0,5:0,1 161 6% 1,040,1
td.

1 uM CeCls 5 18,2:1,7%  8,710,8% 12,0:1,5%  0,3:0,1 71:10 1,10,2
0,1M CeCly 5 15,6:1,9  7,9s1,1 9,8:0,9 0,3:0,1 49: 9 0,8:0,1
Kontrolle 5 29,1:3,6  7,8:0,5  18,3:0,8 1,740,2 101125 3.3:0,1

21 std 10 M CeCl3 3 24,2:41,6  7,7:0,3  13,4:1,1*  1,7:0,1 73: 5 3,8:1,1
1 Std.

1 uM CeCly 4 32,3:0,7 10,7:0,3* 16,3:0,9 1,9:0,05 1111 3 3,840,1*

0,1pM CeClg 4 34,6:4,7 12,0:1,6%  17,0:2,1 1,8:0,1 120125 3,810,2

Inkubationsmedium: Waymouth mit 10% fdotalem Kélberserum
Reprasentativ fiir zwei Versuche
Mittelwerte + Standardfehler

*Statistisch signifkanter Unterschied gegenilber der Kontrolle (2 p < O,

n: Zahl der Petrischalen

05)

an mU/mt Uberstand, 1 Unit (U) katalysjert 1 pMo) Substrat pro Minute bei 25%¢C
In mU/mt Uberstand. 1 Unit (U) katalysiert 1 pMol Substrat pro Minute bei 37%

Abkiirzungen siehe Abkilrzungsliste
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Tabelle 15: Effekt verschiedener CeCl3-Konzentrationen auf Hepatocyten von gpgpgpmﬁgpgpgg nach 20 Std.

Gor? GpT? GLDH? LAP? LoH? N-A-6P mg Ze)lprotein
pro Petrischale
Kontrolle 456433 1310,4 14111104 8,510,3 162114 4843 1,8040,05
100uM CeCly 380+19 1211,1 14321104 6,310,8% 149+ 8 4713 2,00:0,07%
Zellen 10 pM CeClj 409141 13£1,0 1312+ 46 6,7+0,6% 129+14 4144 2,14:0,03%
1 uM CeCly 447429 141+1,8 1330+ 87 6,9:0,9 144+ 3 5113 1,9110,11
0,1uM CeCl3 433419 20+5,1 1560+ 49 7,7+1,0 122115 5313 1,9410,09
Kontrolle 491 5 3,140,3 341 9 1} 169120 0
100uM CeCl3 47+ 2 3,410,2 20: 4 0 189+ 7 0
22;;;e 10 uM CeCl3 49+ 2 3,0:0,1 35:14 0 194114 0
1 uM CeCls3 59t 2 3,040,4 11+ 5% 0 212+ 4% 0
0,1uM CeClj 56+ 4 3,810,3 4 4% 0 180115 0

Inkubationsmedium: Waymouth mit 10% fotalem Kalberserum
Reprédsentativ fiir drej Versuche

Mittelwerte + Standardfehler

*Statistisch signifikanter Unterschied gegeniiber der Kontrolle (2 p < 0,05)

n: Zahl der Petrischalen

a1 mU/mg Zellprotein (Zellen) bzw. mu/ml Uberstand (Uberstdnde). 1 Unit (U) katalysiert 1 pMol Substrat

pro Minute bei 25%C

b

Akarzungen siehe Abkiirzungsliste

In mU/mg Zellprotein (Zellen) bzw. mU/m) Uberstand (Uberstinde). 1 Unit (U) katalysiert 1 uMol Substrat
pro Minute bei 37°C
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Tabelle 16: Effekt von 10-6 bzw. 10'8 M Insulin sowie verschiedener Ce013-Konzentrationen auf die
Hepatocyten (Enzymgehalt in den Zellen und Zellprotein auf der Petrischale) von Ratten-
weibchen nach 24 Std.

n  GoT? GPT®  GLDH® Lap? LDH® N-A-GP mg Zellprotein
pro Petrischale
Kontrolle 5 | 90:3 1312 863126 1,130,565 31121 5812 1,56+0,03
?:2511" 100 M CeCl, | 5 | 8749 152 694162* 0,1:10,1  53:24  62:2 1,4610,02%
1M ceCly | 5 | 93:3 1814 815:38 0,6:0,6 12+ 6 6412 1,4810,03
" Kontrolle 5 1 5132 1911 751143 0 137126 4411 1,86:0,05
it
%O-GTi 100 wM CeCl, | 5 [ 5444 2212 829158 0 155:14  4710,5 1,85:0,04
nsuilin
1M ceCly | 5 | 4743 1742 699459 0 128:33  45%1 1,9410,05
it Kontrolle 5 | 8147 1410,5 1005:53 0 10340 511%4) 1,7940,05
;
10784 100 M CeC) 5 | 54:6%  19:2% 883149 0 155135  50%) 1,88:0,02
Insulin 3
1M CeCly [ 4 | 56:2%  17:1%  785:30 0 11037 494 1,8310,02
(5)

- i T g —

Inkubationsmedium: Waymouth mit 10% fotalem Kilberserum

Représentativ flr zwei Versuche

Mittelwerte + Standardfehler

*Statistisch signifikanter Unterschied gegeniiber der Kantrolle (2 p < 0,05)

n: Zahl der Petrischalen. Wenn die Zahl der Petrischalen von der in der entsprechenden Reihe angegebenen
Zah) abweicht, so ist sie in Klammern angegeben

Ndhere Erlduterungen siehe Tab, 13

Abkiirzungen siehe Abklirzungsliste
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Tabelle 17: Effekt von 10™° bzw. 107 M Insulin sowie verschiedener CeCl,-Konzentrationen auf die
Freisetzung von Enzymen aus Hepatocyten von Rattenweibchen in den Uberstand nach 24 Std.

a a a a a b
n GOT GPT GLOH LAP LDH N-A-G
Kontrolle 5 10,611,4 4,810,4 0 0 3116 0,310,2
Ohne
Insulin 100 pM CeCl3 5 12,210,6 6,010,6 0 0 3912 0,940,5
1 M CeC’I3 5 11,210,3 4,410,2 0 0 4314 2,240,5%
Kontrolle 5 11,540,9 4,2+1,0 0 0 3615 0,110,05
Mit
10-6M 100 uM CeC13 5 12,711,1 2,610,6 0 0 3517 0,410,2
Insulin
1 M 5 9,910,8 3,340,6 0 0 3616 0,140,04
Kontrolle 5 9,6+1,4 4,710,6 0 0 3114 0,0510,05
Mit
10-8m 100 uM CeC13 5 9,611,6 4,410,4 0 0 2515 0,210,1
Insulin
1M CeCl3 4 10,910,8 6,4¢1,4 0 4} 2817 0,340,2

Inkubationsmedium: Waymouth mit 10% fotalem Kdlberserum

Repridsentativ fiir zwei Versuche

Mittelwerte + Standardfehler

*Statistisch signifikanter Unterschied gegeniiber der Kontrolle (2 p < 0,05)
n: Zahl der Petrischalen

Ndhere Erlduterungen siehe Tab. 14

Abklirzungen siehe Abkiirzungstiste




Tabelle 18: Effekt von 10 uM CeCl3 auf Hepatocyten von Rattenweibchen in RPMI-Medium mit 10% fétalem Kilberserum

n coT? GpT® GLDH? LAP? LDH? N-A-G®  mg Zellprotein
pro Petrischale
Kontrolle 4 203+ 8 32+1 12204107 21+1 74712 61+3 4,23+0,08
4 Std.
o 10 uM CeCl3] 4 229115 33:1 1434+ 82 15+2* 758+20 68+1 4,10+0,16
:é Kontrolle 4 229+ 2 14+1 1351+ 89 23+1 656122 70+2 4,18+0,11
24 Std.
10 uM CeCl3| 4 201+21 16+1 1022+ 33% 20+1 668+27 69+2 4,09+0,04
Kontrolle 4 4,9+0,4 1,0+0,2 0,2+0,2 0 8,4+3,6 0
L 4 Std.
= 10 uM CeCl3f 4 5,3+40,8 0,6+0,2 0,3+0,1 0,02+0,02 4,8+1,9 0
49
[72]
° Kontrolle 4 26+1 0,2+0,2 0,1:0,1 0,2#0,1 11,9+4,6 0
B 24 Std.
10 pM CeClzf 4 20+2% 0,60,6 0,1:0,1 0,4+0,05*% 10,7+4,9 0

Inkubationsmedium: RPMI mit 10% fotalem K&lberserum

Reprasentativ fiir zwei Versuche

Mittelwerte + Standardfehler

*Statistisch signifikanter Unterschied gegeniiber der Kontrolle (2 p < 0,05)

n: Zahl der Petrischalen

Nshere Erliduterungen siehe Tab. 13 und 14

Abklirzungen siehe Abklirzungsliste




Tabelle 19: Effekt von 10 pM CeCl3z auf Hepatocyten von Rattenweibchen in RPMI-Medium mit 10% nicht hitze-

inaktiviertem fotalen Kdlberserum nach 22 Std.

n GoT® GpT? GLDH? Lap@ LDH3 N-A-GP mg Zellprotein
pro Petrischale
Kontrolle | 3 | 317.33 18+1 61976 1443 387423 4744 3,69+0,10
Zellen )
10 M ceCla| 4 | 262:28 2042 375+94 643 392435 3944 3,60+0,14
Kontrolle | 3 25:0.4 2.740,2 0,640,2 0,640,3 52+16 0
Uberstiande
10 UM CeCls| 4 2140,9%  2,240,2 0,840,2 0,6+0,1 6213 g

Inkubationsmedium: RPMI mit 10% fotalem Kalberserum. Im Gegensatz zu allen anderen Hepatocytenincubationsversuchen
war bei diesem Versuch das fotale Kdlberserum nicht hitzeinaktiviert.

Ein Versuch

Mittelwerte + Standardfehler

*Statistisch signifikanter Unterschied gegeniiber der Kontrolle (2 p < 0,05)

n: Zahl der Petrischalen

Ndhere Erlduterungen siehe Tab. 13 und 14

Abkiirzungen siehe Abkiirzungsliste




Tabelle 20: Effekt verschiedener CeClz-Konzentrationen auf die Hepatocyten (Enzymgehalt in den
Zellen und Zellprotein auf der Petrischale) von Rattenweibchen in RPMI-Medium ohne

fotales Kalberserum.

a b mg Zellprotein
n LDH N-A-G pro Petrischale

Kontrolle ) 4 1125 + 31 35 + 0,5 2,05 + 0,05

2 Std. 100 pM CeCljy 4 750 + 64% 34 + 2 1,89 + 0,11
1 uM CeClj 4 892 1109 33+ 1 1,99 + 0,01

Kontrolle 4 995 + 40 32 +1 2,21 + 0,03

4 Std. 100 pM CeCT3 4 651 + 71% 7 32 ¢+ 1 2,04 + 0,09
1 pM CeCl3 4 972 + 57 35 + 0,3* 2,14 + 0,10

Kontrolle 4 915 +113 41 + 1 1,53 + 0,09

9 Std. 100 uM CeClj 4 706 £ 19 41 £ 3 1,39 + 0,05
1 pM CeCla 4 563 101 38 * 1,52 + 0,15

Inkubationsmedium: RPMI ohne fotales Kadlberserum und Supplemente

Ein Versuch

Mittelwerte + Standardfehler

*Statistisch signifikanter Unterschied gegeniiber der Kontrolle (2 p < 0,05)
n: Zahl der Petrischalen

Ndhere Erlduterungen siehe Tab. 13

Abkiirzungen siehe Abkiirzungsliste




Tabelle 21: Effekt verschiedener CeClz~Konzentrationen auf die

Freisetzung von Enzymen aus Hepatocyten von Rattenweijbchen

(in RPMI-Medium ohne fotales Kalberserum) in den Uberstand

n LoH? N-A-GP

Kontrolle 4 65 + 5 0,2 + 0,1
2 Std. 100 pM CeCl3 4 117 + 9% 0,7 + 0,1%
1 uM CeCl3 4 106 + 17 0,6 + 0,1%*

Kontrolle 4 103 + 15 0,3 + 0,1

4 Std. 100 uM CeCl3 4 161 + 12% 0,3 +0,2

1 uM CeCl3 4 123 + 16 0,2 + 0,1

Kontrolle 4 116 + 20 0,6 + 0,4

9 Std. 100 uM CeClj3 4 167 + 7 0,6 + 0,2

1 uM CeCl3 4 180 + 7% 0,7 + 0,3

Inkubationsmedium: RPMI ohne fotales K&dlberserum und Supplemente

Ein Versuch

Mittelwerte + Standardfehler

*Statistisch signifikanter Unterschied gegeniiber der Kontrolle
(2 p < 0,05)

n: Zahl der Petrischalen

Ndhere Erléduterungen siehe Tab. 14

Abkiirzungen siehe Abklirzungsliste




Tabelle 22: EinfluB der Uberstdnde von Kupfferzellen (nach 6 Std. Inkubation ohne und mit 10 uM CeC13) auf
Hepatocyten von Rattenweibchen (18 Std. Inkubation)

a a a a a _a_prb mg Protein
n GOT GPT GLDH LAP LDH N-A-G pro Petrischale
Kontrolle 2 726+14 123+1 1255+ 62 0 711+24 47+1 5,56+0,15
Hepatocyten
10 uM CeCl3 3 64148 112+2% 1237+153 0 702+51 48+2 5,55+0,16
ﬁepatocyten-KontPO]]e 2 19,7+0,4 6,3+0,1 7,2¢0,1 0,2+0,2 94+0 2,6x0,02
Uberstdnde 19.m cec13 | 3 | 17,7¢2,2  7,000,7  7,7¢0,2  0,2:0,1  89:8 2.3:0,12

Inkubationsmedium siehe 2.2.10.

Ein Versuch

Mittelwerte + Standardfehler

*Statistisch signifikanter Unterschied gegeniiber der Kontrolle (2 p < 0,05)
n: Zahl der Petrischalen

Néhere Erlduterungen siehe Tab. 13 und 14

Abkiirzungen siehe Abkiirzungsliste




Tabelle 23: Effekt von 10 uM CeCl3 auf Kupffer- und Endothelzellen (Enzymgehalt in den Zellen und Zellprotein auf

der Petrischale) von Rattenweibchen und -mdnnchen in Kultur nach 20 Std.

GoT? GpT? GLDH? LAP® LDH? N-A-GP mg Zellprotein
pro Petrischale

< Kontrolle 86+15 0 180+18 0 201+ 60 138+13 0,16+0,01
o]
< Kupffer-
= zellen 16 CeCls 97+17 3,4+3,4 200427 0 175+146 113425 0,13+0,04
=

Kupffer- Kontrolle 40+17 8,1+4,2 17+ 9 0 40+ 35 14+ 6 0,35+0,26
g zellen  1oM ceClq 59+26 12,0+1,4 45120 0 67+ 15 2+ 2 0,080,02
a
2 poiothel- Kontrolle 49+ 5 0 95 " 0 44+ 44 11+ 5 0,15+0,04

zellen 14 ceCl 44+ 3 0 97+ 0 0 53+ 53 8+ 1 0,09+0

3

Inkubationsmedium: Waymouth mit 30% fotalem Kdlberserum

Weibchen: Ein Versuch

Mannchen: Reprdsentativ fiir zwei Versuche

Mittelwerte + Standardfehler oder Einzelwerte

*Statistisch signifikanter Unterschied gegeniiber der Kontrolle (2 p < 0,05)

n: Zahl der Petrischalen. Wenn die Zahl der Petrischalen von der in der entsprechenden Reihe angegebene Zahl

abweicht, so ist sie in Klammern angegeben

Nahere Erlduterungen siehe Tab. 13

Abklirzungen siehe Abkiirzungsliste




Tabelle 24: Effekt von 10 pM CeCly auf die Freisetzung von Enzymen aus Kupffer- und Endothelzellen von

Rattenweibchen und -m&nnchen in Kultur in den Uberstand nach 20 Std.

GoT® GPT® GLDH® LAP2 LDH? N-A-GP

_ Kontrolle 3,2:0,6  1,3:0,2 0 0 2,2:0,5  1,240,5
2 Kupffer-
2 zellen
£ 10 UM CeCl3 4,0:0,8  0,8:0,5 0,9:0,5 0 11,5¢5,0  2,5:1,3
2

Kupffer- Kontrolle 2,2¢0,2  1,310,3 0,6:0,3 0,2+0,1 15,2+0,8  8,6+0,4
@ zellen 10 uM CeCl3 3,4:0,2%  1,4:0,5 2,4:0,2% 0,120 5,5¢5,5  6,5+1,9
(&
£
;g Endothel - Kontrolle 3,8+0,6 1,4+0,2 2,7+0,3 0 13,549,8 7,3%3,0

zellen 10 uM CeCl3 2,5¢0,3  1,310,6 1,7+0,1 0 13,5:¢4,9  8,1+2,6

Inkubationsmedium: Waymouth mit 30% fotalem K&lberserum

Weibchen: Ein Versuch

Mannchen: Reprdsentativ fiir zwei Versuche

Mittelwerte = Standardfehler

- *Statistisch signifikanter Unterschied gegeniiber der Kontrolle (2 p < 0,05)

n: Zahl der Petrischalen

Ndhere Erlduterungen siehe Tab. 14

Abkilirzungen siehe Abklirzungsliste




Tabelle 25: Effekt verschiedener CeCl3-Konzentrationen auf Uberstinde und Zellen kultivierter Rinderalveolarmakrophagen

in verschiedenen Inkubationsmedien mit und ohne fotales Kilberserum (FCS)

RPMI-Medium

% der Kontrolle?

HEPES-Medium

cecls mit 10% FCS ohne FCS mit 10% FCS ohne FCS

trationen LDH N-A-G LDH N-A-G LDH N-A-G LDH N-A-G
100uM CeClg | 75:14  298+164 236+18 7224120 130458 124416 409127  145:23
(3) (5) (6) (6) (5) (5) (7) (7)

Uber-  10uM CeClz | 88416 88+ 5 111 143 29420 73+ 4 200 135
sténde (3) (2) (1) (1) (2) (3) (1) (1)
1uM CeCla | 152:48 233+ 67 66+21 76+ 27 52422 116431 98: 35  102:24
(2) (3) (3) (3) (2) (2) (3) (3)
Zellen  1004M CeCl, | 9837 1012 8946 97+2 89 100 3149 118+16

(2)

(4)

(4)

(1)

(1)

(3)

(3)

Inkubationszeit: 14 Std.

Mittelwerte + Standardfehler oder Einzelwerte

Die Zahlen in Klammern geben die Zahl der Versuche an

aDie mU/m1 Uberstand (Uberstdnde) bzw. die mU/mg Zellprotein (Zellen) der jeweiligen Kontrollen

Abkurzungen siehe Abkiirzungsliste

wurden als 100% gesetzt
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Abb. 1 : Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Rattenhepatocyten auf
kollagenisierten Petrischalen nach 1 1/2-stiindigem Absitzen in
supplemiertem Waymouth-Medium (10% fotales Kalberserum)

la: Ubersichtsbild der festgesetzten Hepatocyten

1b: Festgesetzte Hepatocyten, die bereits Zell-Zellkontakte ausgebildet
haben oder gerade ausbilden

lc: Festgesetzte Hepatocyte, die bereits mit dem Abflachen und Ausbreiten
beginnt




Abb. 2 :
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L

Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme einer Rattenhepatocyte nach
2-tagiger Inkubation in supplemiertem Waymouth-Medium (10% fotales
Kdlberserum). Das Bild zeigt den Zustand der Zellen zu Versuchs~-
beginn. Der Kern ist zentral als Einbuchtung zu erkennen




Abb. 3 :
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Farbung auf Peroxidaseaktivitdt an Kupfferzellen von Rattenweib-
chen .in Kultur nach 24-stiindiger Inkubation in supplemiertem Way-
mouth-Medium (30% fotales Kalberserum). Das Bild zeigt den Zustand
der Zellen zu Versuchsbeginn

VergroBerung: x1600




Abb. 4 :
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Kupfferzellen von Rattenmannchen. in Kultur nach 24-stiindiger In-
kubation in supplemiertem Waymouth-Medium (30% fotales Kdlberserum)
und anschlieBender 1-stiindiger Inkubation in RPMI-Medium (ohne
Supplemente) mit 2,02 pm Latexpartikel

Hemacolor-Schnellfarbung

VergroBerung: x1600




PROZENTUALE AKTIVITAET

Abb. 5 :
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Abszisse: Nummer der Fraktion

Ordinate: Anteil der jeweiligen Komponente in der Fraktion als
Prozentsatz der erhaltenen Gesamtaktivitdt in allen
Fraktionen

Anode linke Seite

Abklirzungen siehe Abklrzungsliste
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FRAKTION

Verteilung von trdgerfreiem 141Ce (2. und 9. Tag nach Injektion)

und Enzymen aus der ML-Fraktion von Lebern von Rattenmannchen nach
Tragerfreier Elektrophorese. Reprdsentativ fiir drei Versuche. Das
l41Ce-Profi1 ist bei den Enzymen nochmals gestrichelt eingezeichnet,

Nahere Angaben siehe Abb. 5
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von Lebern von Rattenweibchen nach Trigerfreier Elektrophorese.

Réprésentativ flir drei Versuche. Das 141

nach der Injektion von

Ce-rrofil ist bei den En-

zymen nochmals gestrichelt eingezeichnet.
Ndhere Angaben siehe Abb. 5
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nach der Injektion von 141Ce mit 2 mg/kg CeC13 aus der ML-Fraktion
Rattenmannchen nach Tragerfreier Elektrophorese.
181 ceprofil ist bei den En-
zymen nochmals gestrichelt eingezeichnet.

Nahere Angaben siehe Abb. 5
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Abb. 9 :

.05 1.10 1.15 1,20 1.25 1.301.05 1.10 .15 1.20 1.25 1.30

Zuckerdichte [g/cm ]

Verteilung von trdgerfreiem 141Ce (2. und 9. Tag nach Injektion)

und Enzymen aus der ML-Fraktion von Lebern von Rattenweibchen nach

Zentrifugation im linearen Saccharosegradienten. Reprdsentativ

fur zwei Versuche. Das 14lCe—Profﬂ ist bei den Enzymen nochmals

gestrichelt eingezeichnet.

Abszisse: Zuckerdichte

Ordinate: Quotient aus relativem Gehalt der Komponenten in der
Fraktion (A Q) und Dichteunterschied zwischen den Frak-
tionen (ap)

Abklirzungen siehe Abkiirzungsliste
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141Ce (2. und 9. Tag nach Injektion)

Verteilung von tragerfreiem
und Enzymen aus der ML-Fraktion von Lebern von Rattenminnchen nach
Zentrifugation im Tinearen Saccharosegradienten. Reprédsentativ fiir

drei Versuche. Das 141

Ce-Profil ist bei den Enzymen nochmals ge-
strichelt eingezeichnet

Nahere Angaben siehe Abb. 9
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Zuckerdichte (g/cm®)

Verteilung von 141Ce (2. und 9. Tag nach Injektion) und Enzymen nach

Injektion von 141Ce mit 2 mg/kg CeCT3 aus der ML-Fraktion von Lebern
von Rattenweibchen nach Zentrifugation im linearen Saccharosegrad-
jenten. Reprasentativ flir drei Versuche. Das 141Ce-Profﬂ ist bei
den Enzymen nochmals gestrichelt eingezeichnet

Nahere Angaben siehe Abb. 9
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Verteilung von 141Ce (2. und 9. Tag nach Injektion) und Enzymen nach

Injektion von 181ce mit 2 mg/kg CeC13 ausAder'ML—Fraktion von Lebern
von Rattenmannchen nach Zentrifugation im linearen Saccharosegrad-
jenten. Repradsentativ fiir drei Versuche. Das l41Ce-Profﬁ1 ist bei
den Enzymen nochmals gestrichelt eingezeichnet

Nahere Angaben siehe Abb. 9
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Abb.13 a+b: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen
von Kontrollweibchen
VergroBerung: x6000

von Rattenlebern
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Abb.14 a+b: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen von Lebern von
Rattenweibchen am 2. Tag nach der Injektion von 2 mg/kg CeCl3
VergroBerung: x6000
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Abb.15 : Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme von Lebern von
Rattenmdnnchen am 2. Tag nach der Injektion von 2 mg/kg CeC]3
VergroBerung: x6000
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Abb.16 : Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme von Lebern von
Rattenweibchen am 2. Tag nach der Injektion von 2 mg/kg GaC]3
VergroBerung: x6000
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Abb.17 : Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme von Lebern von
Rattenmannchen am 2. Tag nach der Injektion von 2 mg/kg GaC13
VergroBerung: x6000
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Alveolarmakrophagen von Rattenmannchen in Kultur nach 18 Std. Inkub-
ation in RPMI-Medium ohne und mit 100 uM CeC13
Hemacolor-Schnellfarbung

Vergroferung: x1600

Inkubation in RPMI-Medium ohne CeC]3

Inkubation in RPMI-Medijum mit 100 uM CeC13




% der Gesamtzellzahl

Abb.20 :
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Zahl phagocytierter Latexpartikel pro Zelle

Hiufigkeitsverteilung der Phagocytose von Latexpartikel bei Rinder-
alveolarmakrophagen in Kultur. Die Zellen wurden 14 Std. in RPMI-
Medium ohne (=Kontrolle) und mit 100 uM CeC13 inkubiert und an-
schlieRend 1 Std. in ihrem jeweiligen Medium mit 2,02 pum Latex-

partikel
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Chemilumineszenzmessungen an Rinderalveolarmakrophagen in Kultur.
Bis zum Versuchsbeginn (=Start der Messung oder Beginn der Vorinkub-
ation) wurden die Zellen 14-16 Std. in RPMI-Medium ohne CeC13 in-
kubiert. Z=Zymosanzugabe

Kontrolle, Messung in RPMI-Medium ohne CeC1
Messung in RPMI-Medium mit 100 pM CeC]3

3 Std. Vorinkubation in RPMI-Medium mit 100 pM CeC13,ansch1ieBend
Messung im selben Medium

5 Std. Vorinkubation in RPMI-Medium mit 1 uM CeC13, anschlieBend
Messung im selben Medium

3
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Abb.23 : Rinderalveolarmakrophagen in Kultur nach 14 Std. Inkubation in RPMI-
Medium ohne und mit 100 uM CeC]3 und anschlieBender l-stiindiger In-
kubation im jeweiligen Medium mit 2,02 um Latexpartikel
Hemacolor-Schnellfarbung
VergroBerung: x1600

23a: Inkubation in RPMI Medium ohne CeC13
23b: Inkubation in RPMI-Medium mit 100 uM CeC]3
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Abb.24 : Farbung auf Unspezifische Esteraseaktivitdt an Rinderalveolarmakro-

24a
24b

phagen in Kultur nach 14 Std. Inkubation in RPMI-Medium ohne und
mit 100 uM CeCl,. Der Pfeil weist auf die Kerne hin

VergroBerung: x1600

Inkubation in RPMI-Medium ohne CeC13

Inkubation in RPMI-Medium mit 100 uM CeC13. Der Doppelpfeil weist

auf das nur schwach angefarbte Cytoplasma der aufgeblshten Zellen
hin
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Abb.25 : Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen von Rinderalveolar-
makrophagen in Kultur nach 14 Std. Inkubation in HEPES- Medium (10%
fotales Kédlberserum) ohne und mit CeC]3 und anschlieBender 1-stiind-
iger Inkubation im jeweiligen Medium mit 0,8 um Latexpartikel
VergroBerung: x6000

25a: Inkubation in Medium ohne CeC13

25b: Inkubation in Medium mit 1000 pM CeC]3
25c: Wie 25b

25d: Inkubation in Medium mit 1 pM CeC13
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Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Rinderalveolarmakro-
phagen in Kultur nach 14 Std. Inkubation in RPMI-Medium ohne und
mit CeC]B.Die Zellen verblieben fiir die Aufnahmen auf den Petri-
schalen. Der Pfeil weist auf die Locher, der Doppelpfeil auf die
Einstilpungen in den Zellen hin

Inkubation in RPMI-Medium ohne CeC]3
Inkubation in RPMI-Medium mit 100 uM CeC13,
Inkubation in RPMI-Medium mit 100 uM CeC]3
Inkubation in RPMI-Medium mit 1 uM CeC13, Ubersichtsaufnahme
Inkubation in RPMI-Medium mit 1 pM CeC]3

Ubersichtsaufnahme






