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Morphologische und biochemische Untersuchungen zur Wirkung von Seltenen 

Erdmetallverbindungen auf Rinderalveolarmakrophagen 

ln der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung von Seltenen Erdmetallverbindungen (SE) auf die Mor­

phologie sowie einige immunologisch relevante Funktionen von Rinderalveolarmakrophagen (RAM) 

untersucht. Die Inkubation der Zellen in LaCI3 bzw. CeCI3 führt zu einer deutlichen Vakuolisierung des 

Cytoplasmas. Die Vakuolen belnhalten typischerweise elektronendichte Stukturen, bei denen es sich 

um Verbindungen der Seltenen Erdmetalle handelt. Ein Vitalitätsverlust der Zellen konnte erst nach 20 

Stunden beobachtet werden. Dieser spiegelt sich auch in einer Freisatzung von cytoplasmatischen und 

lysosomalen Enzymen wider. LaBaCu03,s. ein Hochtemperatursupraleiter und La2o3 erwiesen sich 

ebenfalls als cytotoxisch. 

Neben diesen toxischen Wirkungen konnte durch die Inkubation mit allen untersuchten SE eine Freisat­

zung von Faktoren induziert werden, die auf andere RAM eherneattraktiv wirkten. Es gibt Hinweise dar­

auf, daß es sich bei ihnen u.a. um C5a, das eherneattraktive Fragment des Complementfaktors es, 
handeln könnte. 

Während RAM direkt nach ihrer Gewinnung keine Chemotaxis zeigten, konnte eine solche nach einer 

20-stündigen in vitro Kultur gegenüber Zymosan-aktiviertem Serum festgestellt werden. Diese konnte 

durch die Inkubation der Zellen mit SE deutlich gehemmt werden. LaCI3 und CeCI3 waren selbst in ge­

ringen Konzentrationen (0.01 mM) und nach kurzen Inkubationszeiten (2 Stunden) sehr wirksam, 

LaBaCu03,5 und La203 bewirkten demgegenüber erst bei höheren Konzentrationen und längeren In­

kubationszeiten eine Reduktion der Mobilität. Die immobilisierende Wirkung von LaCI3 bzw. CeCI3 kann 

nur z.T. auf ihre Eigenschaft als ea2 + -Kanalblocker zurückgeführt werden, denn auch nach der Kultur 

in Ca2 +-freiem Medium können die Zellen noch chemotaktische Bewegungen ausführen. Sowohl die 

Desintegration des Mikrotubuli- als auch des Aktinfilamentsystems führen zur Immobilisierung der 

Zellen. Eine Beeinflussung dieser Komponenten durch die SE konnte jedoch nicht nachgewiesen 

werden. Auch ein Einfluß auf die CSa-Rezeptoren oder der Adhäsionsfähigkeit der Zellen konnte als 

Wirkmechanismus ausgeschlossen werden. 

Aus den Ergebnissen kann darauf geschlossen werden, daß SE auf Alveolarmakrophagen cytotoxisch 

wirken und deren immunologische Funktionen beeinflussen können. Dies könnte zu einem besseren 

Verständnis der pulmonalen Veränderungen nach deren Inhalation beitragen. 



Morphological and biochemical investigations on the effect of rare earth compounds on 

bovine alveolar macrophages 

The influence of rare earth compounds (RE) upon the morphology and some immunologically relevant 

functions in bovine alveolar macrophages (SAM) have been investigated. The incubation of the cells 

wlth LaCI3 or CeCI3 caused the formation of large vacuoles wlthin the cytoplasm. Electron dense 

structures containing these rare earth elements were typically found Inside these vacuoles. 

A lost of viabillty could only be observed 20 hours after incubation. This was also reflected by the re­

lease of cytoplasmatic and Jysosomal enzymes. LaSaCu03,S• a high-T c superconducting material and 

La203 were also found to be cytotoxic. 

Seside this toxic effects, all of the RE studied were able to induce the release of some factors, which 

were chemoattractive for other SAM. One of these factors seems to be C5a, the chemoattractive frag­

ment of the complement factor C5. 

While SAM were unable to show any chemotactic movement directly after their Isolation, this could be 

observed towards Zymosan activated serum subsequent to an in vltro culture for 20 hours. lncubation 

wlth the RE strongly inhiblted this chemotactic mobllity. Whereas LaCJ3 and CeCJ3 were effective even 

in low concentrations (0.01 mM) and after short incubation times (2 h), LaSaCu03,5 and La20 3 only 

reacted in higher concentrations and after Ionger times. Their mode of action could only be explained in 

part by the blockage of the ea2 + -channels through the cellmembrane by the rare earth elements, 

because even after incubation in ea2 + -free medium, the chemotactic mobillty of the cells was only 

reduced slightly. ln contrast, a distinct decrease in the mobillty could be achieved by the disintegration 

of the actin- or microtubulisystem. However there is no indication for the influence of the RE upon these 

cytoskeletal components. Furthermore, an Interaction wlth the C5a-receptors or wlth the abillty of the 

cells to adhere could also be excluded. 

From these results lt can be concluded, that RE might be cytotoxic for alveolar macrophages and can 

interfere wlth some of their immunological functions. This could help to explain some of the alterations 

of the Jung which were observed after the Inhalation of RE. 
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1. EINLEITUNG 

Die Seltenen Erden sind eine Gruppe von metallischen Elementen, die neben den Lanthani­
den (Elemente mit der Ordnungszahl 57 bis 71) auch die Elemente Yttrium und Scandium 
umfaßt. Anders als ihre Gruppenbezeichnung vermuten liesse, treten sie in vielen Mineralien 
keineswegs selten auf und kommen in der Erdkruste mit einer Ausnahme häufiger vor als z.B. 
Quecksilber oder Wolfram (Muecke und Möller, 1988). Ihre Industrielle Anwendung nahm in 
den letzten Jahrzehnten stetig zu, so daß sie mittlerweile in vielen modernen Industriepro­

dukten eine wichtige Rolle spielen. Sie finden z.B. als Komponenten in Metallegierungen, in 

Laserkristallen, Halbleitern, beim Polieren von Spiegeln und optischen Linsen, als Katalysato­

ren bei der Erdöi-Raffinierung oder zur Veränderung des Brechungsindexes von Glaslinsen 
und Glasfasern Verwendung. Besondere Aufmerksamkeit erlangten sie jedoch neuerdings als 
Bestandteile der neuen Hochtemperatur-Supraleitermaterialien. 

Nicht zuletzt wegen dieser vielseitigen Verwendbarkeit der Seltenen Erdmetalle war das bio­
logische Verhalten von Lanthan und Cer, zwei Ihrer wichtigsten Vertreter, das Objekt zahl­
reicher Untersuchungen. Seide Elemente besitzen osteo- und hepatotrophe Eigenschaften, 
wobei allgemein die Leber als Hauptzielorgan ihrer Intoxikation gilt. Sowohl Lanthan (Das et 

al., 1988) als auch Cer (Wiener-Schmuck, 1988) können nach der intravenösen Applikation 
ihrer Chloride bei Ratten zur Ausbildung einer Fettleber und nachfolgend zu nekrotischen Ver­

änderungen führen. Für ihre Aufnahme in den Körper scheint der Nahrungspfad in der Regel 
jedoch nur eine untergeordnete Rolle zu spielen, da, unabhängig von ihrer chemischen Form, 
die Resorption aus dem Magendarmtrakt ( < 0.1% der verschluckten Menge) nur sehr gering 
Ist (Seidel, 1988). Neuere Untersuchungen weisen jedoch darauf hin, daß in Gebieten mit 
hohem natürlichen Cervorkommen (einige Regionen Indiens, Südamerikas und Afrikas) eine 
vermehrte Ceraufnahme mit der Nahrung erfolgt und diese in Verbindung mit Magnesium­
mangel zu der unter dem Namen "Tropischen Endomyokardflbrose" bekannten Herzerkran­
kung führen kann (Valiathan et al., 1989 und 1990). 

Außer durch Ingestion können die Seltenen Erdmetallverbindungen auch durch Inhalation 

inkorporiert werden. Die dadurch induzierten pulmonalen Veränderungen waren der Aufmerk­
samkeit von Klinikern und Pathologen lange entgangen. Erst 1955 wurde von Sehepers 

(Schepers, 1955) ein Zusammenhang zwischen röntgenologischen Veränderungen in den 
Lungen von Arbeitern der Cer-Industrie und der Staubexposition vermutet. 

Der häufigste berufliche Kontakt zu diesen Elementen fand sich bis etwa 1960 im druck­

graphischen Gewerbe, wo zur Ausleuchtung von Objekten Bogenlampen benutzt wurden, 
deren Dochtkohlen, zur Verbesserung der Lichtausbeute, mit Seltenen Erden versetzt waren. 
Beim Abbrennen der Kohle bildete sich eine weiße Flugasche, die sich im Arbeitsraum nieder­
schlug und auch eingeatmet wurde (Hecht und Wesch, 1980). Heute werden die Expositi­
onsmöglichkelten vorwiegend bei Hartmetallen und den Hochtemperatursupraleitern gesehen 

(Biome et al., 1989). 

Als charakteristische Befunde der durch die Seltenen Erdmetalle ausgelösten "Cer-Pneumo­

koniose" konnten morphologische Lungenveränderungen röntgenologisch (Heuck und 
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Hoschek, 1967) und histologisch (Egner, 1976) nachgewiesen werden. Röntgenologisch be­
stehen die Veränderungen in feinfleckigen, gleichmäßig über beide Lungenhälften verteilten, 

relativ scharf begrenzten sehr dichten Herden, die im Spätstadium der Krankheit von fibroti­
schen Lungenveränderungen begleitet sein können. Histologisch zeigten sich peribronchial, 
parivasal und in den interalveolären Septen staubhaltige Makrophagengranulome mit viel­
kernigen Riesenzellen. Elektronenmikroskopisch fanden sich in den Alveolarmakrophagen 
zahlreiche Phagosomen mit feinkristallinan Einschlüßen, bei denen es sich, wie energiedisper­
sive Röntgenmikroanalysen ergaben, um cer- und lanthanhaltige Phosphate handelte (Vogt et 
al., 1986). 

Cain et al. {1977) gelang es in den Lungen von Meerschweinchen durch die intratracheale 
Instillation einer Ceritoxyd-Suspension makrophagenreiche Granulemas und septale Fibrosen 
zu induzieren, deren Ausmaße von der Dauer und der Intensität der Exposition abhängig wa­
ren. 

Obwohl der pathogenetische Ver1auf dabei noch weitgehend unklar ist, ist es einsichtig, daß 
zunächst zelluläre Funktionen betroffen sein müssen, bevor Organfunktionen verändert 
erscheinen (Fischer, 1986). 

Als die primären Zielzellen von eingeatmeten Seltenen Erdmetallverbindungen innerhalb des 
respiratorischen Traktes gelten die Alveolarmakrophagen. Untersuchungen bei Ratten 
zeigten, daß bereits kurze Zeit nach einer CeCI3-Aerosolinhalation nahezu das gesamte Cer in 
den Alveolarmakrophagen nachgewiesen werden kann (Berry et al., 1989). Auch nach länge­
rer Expositionsdauer ist das Cer neben einem geringen Vorkommen in den Alveolarwänden, 
praktisch ausschließlich in den Makrophagen lokalisiert. ln der gleichen Weise wird auch das 
Yttrium nach einer intratrachealen Instillation von Yttriumchiarid fast vollständig in den Lyso­
somen der Makrophagen gefunden (Hirano et al., 1990a). 

Es ist deshalb von besonderem Interesse, die biologische Wirkung der Seltenen Erdmetall­
verbindungen speziell auf Alveolarmakrophagen zu untersuchen. Da derartige Untersuchun­
gen in vive jedoch kaum durchführbar sind, bietet sich ein in vitro-Testsystem mit isolierten 
Makrophagen an. Diese lassen sich mit der Technik der branchealveolären Lavage in über 
90%-iger Reinheit gewinnen. Bei der Verwendung von Rinder1ungen frisch geschlachteter 
Tiere können hierbei besonders große Zellausbeuten (bis zu 2 x 109 Zellen pro Tier) erzielt 

werden. Diese Möglichkeit wurde erstmals von Fox (1973) beschrieben und wird seither in 
zahlreichen Laboratorien genutzt. Wegen ihrer genetischen Homogenität und ihrer identi­
schen Vorgeschichte wurden die Rinderalveolarmakrophagen u.a. bereits für die Analyse von 
toxischen Stoffen ln komplexen Umweltproben und von verschiedenen metallischen Ver­

bindungen eingesetzt (Fisher et al., 1983; Finch et al., 1987; Müller, 1986; Wilczek, 1991). 

Fisher (1989) weist zwar darauf hin, daß speziesspezifische Unterschiede in der Reaktion der 
Makrophagen gegenüber verschiedenen Substanzen auftreten können, kommt jedoch zu der 
Auffassung, daß es in Bezug auf die Übertragbarkeit der potentiellen Toxizität auf den Men­
schen keine Spezies gibt, die den anderen vorzuziehen wäre. Zu dem gleichen Ergebnis 
kommt Schimmelpfeng {1989), die vergleichende Untersuchungen mit Alveolarmakrophagen 
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von Rindern, Ratten, Affen, Hunden und Menschen hinsichtlich ihrer Empfindlichkeit gegen­
über Quarzstaub und Asbestfasern durchführte. 

ln der vorliegenden Arbeit soll daher zunächst die zytotoxische Wirkung zweier löslicher 

(LaCI3 und CeCI3) und zweier partikulärer Seltenen Erdmetallverbindungen (La203 und 
LaBaCu03,5) auf Rinderalveolarmakrophagen untersucht werden. Als Parameter hierfür die­

nen neben der Morphologie der Zellen auch ihre Vitalität sowie die Freisatzung der Zyto­
plasmatischen Laktatdehydrogenase bzw. der Iysosomeien N-Acetyl-ß-D-Giucosaminidase. 

Die Eignung dieser Parameter als Maß für die Toxizität einer Substanz wurde bereits mehrfach 
beschrieben (Waters et al., 1975; Locket al., 1987; Pätzold, 1989). 

Wie in Vitra-Untersuchungen zeigten, besitzen die Seltenen Erdmetallverbindungen LaCI3 und 
CeCI3 gegenüber den Alveolarmakrophagen von Ratten eine ähnlich hohe Zytotoxität wie 
CdCI2 und führen selbst in geringen Konzentrationen zu morphologischen Veränderungen 
der Zellen (Palmer et al., 1987). Auch gegenüber den Alveolarmakrophagen von Rindern 
konnte bereits eine zytotoxische und morphologieverändernde Wirkung von CeCI3 doku­

mentiert werden (Wiener-Schmuck, 1988). 

Da die Alveolarmakrophagen bei der Abwehr von Lungenschädigungen durch Umweltein­

flüsse eine äußerst wichtige Rolle spielen, kann nicht nur die Verringerung ihrer Zahl durch 
das Inhalierte Agens, sondern auch die Veränderung ihrer Funktionen weltreichende Folgen 
für den gesamten Organismus mit sich bringen. 

Diese Funktionen umfassen so wichtige Aufgaben wie die Detoxifikation und Entfernung von 
inhalierten Partikeln, die Aufrechterhaltung der Sterilität, die Interaktion mit lymphatischen 
Zellen in immunologischen Reaktionen, die Beseitigung von beschädigten bzw. toten Zellen 
und die Rekrutierung und Aktivierung anderer inflammatorischer Zellen (Gardner, 1984). Diese 
breite funktionelle Kapazität der Alveolarmakrophagen wird hauptsächlich durch ihre Mobilität, 

ihre Fähigkeit zur Phagozytose und zur Erkennung externer Signale sowie Ihrer äußerst viel­

fältigen Möglichkeiten zur Produktion und Sekretion von Substanzen vermittelt (Crystal, 1991). 

Zu diesen gehören neben zahlreichen Enzymen (Saure Hydrolasen, neutrale Proteinasen, 
Proteinklnasen u.a.) und bioaktiven Uplden (Prostaglandine, Leukotriene u.a.) auch reaktive 
Sauerstoffmetaboliten (z.B. Superoxydanion) sowie diverse weitere Faktoren, die regulativ 
oder attraktiv auf andere Zellen wirken können (lnter1eukine, Reifungs- und Wachstumsfakto­
ren, Tumor Nekrose Faktor, alle Komponenten des Complementsystems u.a.) (Nathan, 1987; 
Papadlmitriou und Ashman, 1989). 

Wie bereits bekannt Ist, werden viele dieser Funktionen, die z.T. auch bei anderen Zelltypen, 

wie dem polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten (PMN) oder den Monozyten nachge­

wiesen wurden, durch Seltene Erdmetallverbindungen beelnflußt. 
So wird die Phagozytoserate von Lebermakrophagen (Kupfferzellen) schon durch niedrige 

GdCI3 -Konzentrationen sehr deutlich verringert (Husztik et al., 1980), während sie bei 

Lungenmakrophagen durch die Inkubation mit CeCI3 nicht beelnflußt wird (Wiener-Schmuck, 
1988). 
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LaCI3 hat auf die Erzeugung von Superoxydanionen durch humane PMN aufgrund einer 
Stimulierung mit dem Tripeptid Formyi-Methionyi-Leucyi-Phenylalanin (FMLP) eine ausge­
prägt Inhibitorische Wirkung (Simchowitz et al., 1990). Das gleiche gilt für Rinderalveolarma­
krophagen bei deren Aktivierung mit Zymosan. CeCI3 erwies sich hierbei sogar als noch ef­

fektiver. Demgegenüber besitzen Yttrium- und Gadoliniumchiarid nahezu keine Wirkung, wäh­
rend Ytterbium einen stimulierenden Effekt zu haben scheint (Wiener-Schmuck et al., 1990; 
Braune und Seidel, nicht veröffentlicht). 

Eine ganze Reihe weiterer Untersuchungen zeigen, daß die Seltenen Erdmetallverbindungen 
zwar hauptsächlich inhibltorische, z.T. aber auch stimulierende Wirkungen auf die Sekretion 
von bioaktiven Substanzen besitzen. Diese Effekte können sich sowohl auf die basale als 
auch auf die stimulusgekoppelte Freisatzung auswirken. So reduziert LaCI3 die thrombinindu­
zierte Serotoninfreisetzung bei Thrombozyten nahezu vollständig, ohne jedoch deren basale 
Sekretion zu verändern (Zilberman et al., 1982). Bei den Mastzellen wird die induzierte 
Histaminfreisatzung durch hohe LaCI3-Konzentrationen (1 mM) gehemmt, durch niedrigere 
Konzentrationen (0.01-0.1 mM) hingegen gefördert (Pearce und White, 1981). 

Da sich im Laufe einer entzündlichen Lungenreaktion, wie sie z.B. nach der intratrachealen 
Instillation von YCI3 auftritt (Hirano et al., 1990a), sowohl die Zahl der Granulozyten als auch 
die der Makrophagen in der Lunge drastisch erhöhen kann und dies sehr wahrscheinlich 
durch chemotaktische Faktoren Induziert wird, stellen die Untersuchungen zur Freisatzung 
von eherneattraktiven Faktoren und deren grobe Charakterisierung einen wichtigen Aspekt 
der vonlegenden Arbeit dar. Dabei wird untersucht, ob die Behandlung der Rinderalveolar­
makrophagen mit Seltenen Erdmetallverbindungen (partikuläre und nicht-partikuläre) zur Se­
kretion von eherneattraktiv wirksamen Faktoren führt und ob diese Sekretion spezifisch erfolgt 
oder durch die unspazifische Phagozytose bzw. durch die Zytotoxiztät der Substanzen aus­
gelöst wird. Zu diesem Zwecke werden Inkubationen mit biologisch Inertem Ti02 und mit 
zytotoxischen Quarz durchgeführt. Desweiteren wird überprüft ob eine stimulusgekoppelte 
Sekretion (mit Llpopolysaccharid als Stimulus) stattfindet und ob diese durch die Seltenen 
Erdmetallverbindungen beeinflußt wird. 

Zur Bestimmung von chemotaktischen Faktoren und der Mobilität von Zellen können ver­

schiedene Systeme benutzt werden. Neben dem "under-agarose assay" (Nelson et al., 1975), 
der eine Aussage über die Mobilität von Einzelzellen zuläßt, wird die Migration von Zellpopu­
lationen traditionsgemäß mit dem "boyden chamber assay" (Boyden, 1963) oder anderen 
damit eng verwandten Methoden bestimmt. Dabei wird entweder die Strecke, die die Zellen in 
einen Filter hinein (Nitrocellulosefilter) zurückgelegt haben, oder die Zahl der Zellen, die durch 
die Poren eines Filters (Polycarbonatfilter) gewandert sind, als Maß benutzt. 

Da sich zum einen die Alveolarrnakrophagen unterschiedlicher Spezies sowohl in ihrer Fähig­

kelt zur Migration als auch zur Erkennung chemotaktischer Agenzien unterscheiden (siehe 
Diskussion) und zum anderen keine Untersuchungen über die Chemotaxis von Rinder­
alveolarrnakrophagen vortiegen, müssen zunächst die Versuchsparameter dafür empirisch 
optimiert werden. 
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Die Mobilität der Alveolarmakrophagen innerhalb der Lunge stellt einen äußerst wichtigen 
Mechanismus dar, der bei der Eliminierung von Mikroorganismen und inhalierten Partikeln 

sowie bei der Akkumulation der Makrophagen an Entzündungsherden eine entscheidende 
Rolle spielt (Laplante und Lemaire, 1990). Einige Untersuchungen an verschiedenen Zelltypen 

deuten darauf hin, daß auch die Mobilität von Alveolarmakrophagen durch die Inkubation mit 
Seltenen Erdmetallverbindungen blockiert werden könnte. So stellten sowohl Boucek und 
Snyderman (1976) als auch Simchowitz und Cragoe (1990) bei humanen PMN nach der Inku­
bation mit LaCI3 eine Inhibierung der Chemotaxis gegenüber FMLP fest. Erstere wiesen zu­

dem darauf hin, daß auch humane Blutmonozyten durch die Behandlung mit LaCI3 ihre 
Fähigkeit zur chemotaktischen Migration verlieren. Da zudem auch die Lokomotion von 

Epithelzellen (Strohmeier und Bereiter-Hahn, 1984) und die Phototaxis von Chlamydomonas 
reinhardtii (Nultsch, 1979) durch La3+ gehemmt wird, scheint ein genereller und kein zelltyp­
oder speziesspezifischer Mechanismus betroffen zu sein. 

ln der vorliegenden Arbeit soll daher überprüft werden, ob Seltene Erdmetallverbindungen 
(partikulär und nicht partikulär) auch auf die Chemotaxis von Rinderalveolarmakrophagen 

inhibierend wirken was möglicherweise gravierende Folgen für die Ausübung ihrer Aufgaben 
mit sich brächte. Um allfällige spezifische Effekte von unspezifischen, die alleine auf der 
Phagozytose der Agenzien oder auf deren Zytotoxizität beruhen, unterscheiden zu können, 
werden, wie schon bei den Untersuchungen zur Freisatzung von chemotaktischen Faktoren, 
wieder Inkubationen mit TI02 und Quarz durchgeführt. 

Die Lanthanidionen (Ln3+) haben durch das, im Vergleich zu den ea2+ -Ionen, höhere 
LadungsjVolumenverhältnis bei ähnlichen Ionenradien oft eine stärkere Affinität zu den Ca2 +­
Bindungsstellen als die ea2 +-Ionen selbst und können diese dadurch reversibel oder irrever­

sibel in ihrer normalen Funktion blockieren. Der kontrollierte Kalziumtransport in die Zelle hin­

ein und aus der Zelle heraus ist für viele der basalen zellulären Prozesse und auch für zahl­
reiche stimulusgekoppelten Antworten sehr wichtig. Dieser Ein- und Ausstrom der ea2 +­

Ionen wird durch spezielle Ionenkanäle und Austauschmechanismen reguliert, die jeweils 
spezifische ea2 + -Bindungsstellen besitzen. Da die Ln3 +-Ionen die Plasmamembran einer 

intakten Zelle nicht durchqueren können (Evans, 1990), erklären die meisten Autoren deren 
physiologischen Wirkungen auf der Basis ihrer Anlagerung an die äußere Zellmembran und 

der dadurch bedingten Blockierung des zellulären Kalziumtransportes. 

Mit dieser plausiblen Hypothese können jedoch nicht alle biologischen, biochemischen und 
pharmakologischen Effekte der Seltenen Erdmetallverbindungen erklärt werden (Yamage und 

Evans, 1989). So gibt es Hinweise darauf, daß humane neutrophile Granulozyten, auch wenn 
sie in ea2 +-freien Medium bzw. zusammen mit einem Kalziumkanalblocker kultiviert worden 

waren, zur chemotaktischen Migration fähig sind (Wilkinson, 1975; Simchowitz und Cragoe, 
1990). 

Aus diesem Grunde sind weitere Untersuchungen zum Wirkungsmechanismus von La3 + auf 

die Chemotaxis von besonderem Interesse. Als Ansatzpunkte hierfür können neben den 
spezifischen Rezeptoren für die eherneattraktiven Stoffe, der Signaltransduktlonsweg von den 
Rezeptoren in die Zelle hinein, die Adhäsionsfähigkeit der Zelle und vor allem das zyto-
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skeletale Mikrofilament- und Mikrotubulisystem dienen. Wie bereits gezeigt werden konnte, 
führt die Desintegration eines dieser Filamentsysteme durch bestimmte Agenzien zur Inhibie­
rung der chemotakischen Antwort von Neutrophilen (Ward, 1974). Auch Slmchowltz und 
Cragoe (1990) schlagen für das La3 + einen Mechanismus vor, in dem eine direkte oder in­

direkte Wirkung des La3 + auf die Regulation des Aktingerüstes involviert Ist. 

Zusammenfassend können die Ziele der vonlegenden Arbeit folgendermaßen formuliert 

werden: 

1. Untersuchung der zvtotoxischen Wirkung von Seltenen Erdmetallen auf Rlnderalveolar­
makrophagen mit Hilfe von morphologischen Methoden und der Bestimmung des Vltalitäts­
ver1ustes sowie der Enzymfreisetzung. 

2. Untersuchungen zur Freisetzunq von chemotaktisch wirksamen Faktoren aufgrund einer 
Inkubation mit Seltenen Erdmetallverbindungen und eine Charakterisierung derselben. 

3. Bestimmung des Einflusses von Seltenen Erdmetallverbindungen auf die chemotaktische 

Mobilität der Rinderalveolarmakrophagen und die Einengung seiner Ursachen. 

4.) Biochemische und morphologische Analyse der Wirkung von Seltenen 
Erdmetallverbindungen auf das Aktin- und Mikrotubulisystem. 



2. MATERIAL UND METHODEN 

2.1 Puffer und Inkubationsmedien 

2.1.1 Puffer 

PBS 

137.0 mM NaCI 
2.7mM KCI 

0.9mM CaCI2 
0.5 mM MgCI2 x 2H20 

6.5 mM Na2HP04 x 2H20 
1.5 mM KH2P04 

mit HCI (37%) auf pH 7.4 einstellen 

50 mM Tris-Puffer 

30.29 g Tris 
29.22 g NaCI 

1.0 g Natriumazid 
ad 5 I Aqua bidest. 

mit 1 M HCI auf pH 7.55 einstellen 

2.1.2 Inkubationsmedien 
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PBS ohne Ca2 + und Mg2 + 

137.0 mM NaCI 
2.7mM KCI 

6.5 mM Na2HP04 x 2H20 
1.5 mM KH2P04 

mit HCI (37%) auf pH 7.2 einstellen 

Wenn nicht anders vermerkt, wurde fOr alle Versuche mit einer Kulturdauer unter 24 Stunden 
RPMI1640 (GIBCO), dem vor Gebrauch 100 Einheiten Penicillin/mi und 100 p. g Strepto­

mycin/mi zugegeben wurde, als Kulturmedium verwendet. Kulturen mit längerer Gesamt­
dauer wurden in RPMI1640 mit 2.5p. gjml Ampicillin (SIGMA), 20 p. gjml Tetracyclin (SIGMA) 

und 200 p. gjml Amphothericin B (SIGMA) durchgeführt. Für einige Untersuchungen zur 
chemotaktischen Mobilität wurde RPMI1640 ohne ea2+ und Mg2+ (GIBCO) benutzt, dem 

zusätzlich EGTA (Ethyleneglycol-bis-(ß-Aminoethyl Ether) N,N,N',N'-Tetraacetic acid, SIGMA) 
in einer Konzentration von 1 mM zugegeben worden war. 

2.1.2.1 Inkubationsmedien mit löslichen Metallverbindungen 

Als lösliche Verbindungen der zu untersuchenden Seltenen Erden Cer und Lanthan wurden 

ihre Chloride (CeCI3, SIGMA, LaCI3 x 6H20, Merck) verwendet. Diese wurden zur Herstellung 
von 1 0 mM Stammlösungen für 24 Stunden im Trockenschrank bei 1 oooc getrocknet, im 

Exsikkator abkühlen gelassen und anschließend in 0.9%-iger NaCI-Lösung (mit 1 M HCI auf 
pH 3 eingestellt) gelöst. Die fOr die Inkubationen mit löslichen Metallverbindungen benötigten 

Medien wurden jeweils kurz vor Versuchsbeginn frisch angesetzt. 
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2.1.2.2 Inkubationsmedien mit partikulären Metallverbindungen und Quarz 

Sämtliche Partikel wurden unmittelbar vor dem Inkubationsbeginn in der gewünschten 

Konzentration in Medium aufgenommen und, um eine möglichst homogene Verteilung zu er­

zielen, für 5 Minuten unter Eiskühlung mit Ultraschall behandelt (Branson Sonifier 815, Ein­
stellung: 50%). Für die Untersuchungen der chemotaktischen Mobilität und der Adhäsions­
fähigkeit der Rinderalveolarrnakrophagen nach der Inkubation mit löslichen oder partikulären 
Verbindungen wurden die jeweiligen Medien doppeltkonzentriert hergestellt, ein Farb­
umschlag des Indikators wurde dabei nie beobachtet. 

Folgende Partikel kamen zur Anwendung: 

Lanthanoxid 

Als partikuläre Lanthanverbindung wurde Lanthan (111) oxid (HITEC, Kar!sruhe) verwendet. Die 

Korngrößenverteilung zeigt, daß der Durchmesser von etwa 85% aller Partikel kleiner als 5 J.1. m 
ist. 

Reinherrl 
Dichte 

Medianer geom.Durchmesse~ 
AMAD 

Spez. Oberfläche 

LaBaCuo3,5 

99.9% 
5.84 gjcm3 
2.67J.1.m 
6.45JJ.m 
n.b.* 

Als Ianthanhaitiger Hochtemperatursupraleiter wurde das metallische Mischoxid LaBaCu03,5 
(HITEC, Karlsruhe) verwendet. Die Korngrößenverteilung zeigt, daß der Durchmesser von 
etwa 33% aller Partikel kleiner als 5 J.1. m ist. 

Reinheit1 

Dichte 
Medianer geom.Durchmesser2 

AMAD 

Spez. Oberfläche 

1 Angabe des Herstellers. 
2 Ermittelt durch Hrn. Bürkin, KfK, IMT-1. 

* nicht bekannt 

99.999% 
n.b.* 

11.49JJ.m 
n.b.* 

n.b.* 
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Quarz 

Als zytotoxischer Kontrollstaub wurde eine Subfraktion des Quarzes Sikron F 600 (Palas, 

Kar1sruhe) verwendet. Diese wurde mit Hilfe eines five stage cyclone (Southern Research 

lnst., Alabama) bei der Fa. Palas hergestellt und zeigt eine gleichmäßige Partikelgrößenver­
teilung im Bereich von 0.92 - 1.6 J1. m. 

Reinheit1 

Dichte 
Medianer geom.Durchmesse~ 
AMAD 
Spez. Oberfläche 

Titandioxid 

99.0% 
2.66 gjcm3 

1.03 JJ.m 

1.7 JJ.m 

n.b.* 

Als biologisch inerter Kontrollstaub wurde Titandioxid der Konfiguration Anatase (Aidrich) 

verwendet. 

Reinheit1 

Dichte 
Medianer geom.Durchmesser 
AMAD 
Spez. Oberfläche3 

Kupferoxid (CuO) 

99.9% 
3.9 gjcm3 
n.b.* 
n.b.* 
6.7 m2jg 

Als partikuläre Kupferverbindung wurde Kupferoxid (Aidrich) verwendet. Die Korngrößenver­
teilung zeigt, daß der Durchmesser von 34% aller Partikel kleiner als 5 J1. m ist. 

Reinheit 

Dichte 
Medianer geom. Durchmesser2 

AMAD 

Spez. Oberfläche2 

1 Angabe des Herstellers. 
2 Ermittelt durch Hrn. Bürkin, KfK, IMT -1. 
3 Ermittelt durch Fr.Dr.Drosselmeyer, KfK, IGT. 

* nicht bekannt. 

n.b.* 
6.48 gjcrn3 

7.43JJ.m 

18.9 J1. m 
20.7 m2jg 
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2.1.2.3 Sonstige Inkubationsmedien 

Für einige Untersuchungen wurden Inkubationsmedien mit den folgenden Zusätzen benötigt. 
Diese wurden entweder in Form von Stammlösungen oder direkt dem Medium zugesetzt. 

Zusatz (Hersteller) Lösungsmittel 

Colchizin (SIGMA) DMSO 
Cytochalasin B (SIGMA) DMSO 

Verapamil Hydrochiarid 
(SIGMA) DMSO 

Lipopolysaccharide von 
Salmonella abortus equi 
(SIGMA) 0.9% NaCI 
Actinomycin D (SIGMA) 0.9% NaCI 
Acetylsalicylsäure (SIGMA) RPMI1640 
N-Propyi-Gallate (SIGMA) RPMI1640 

2.2 Zellkultur 

2.2.1 Isolierung der Rinderalveolarmakrophagen 

Konzentration 
d. Stammlsg. 

0.25 mgjml 
1.00 mgjml 

1.00 mM 

1.00 mgjml 
1.00 mgjml 

Die Alveolarmakrophagen (AM) wurden post mortem durch bronchoalveoläre Lavage aus den 
Lungen gesunder Rinder beidertel Geschlechts gewonnen. Die Isolierung der Zellen begann 
innerhalb einer Stunde nach dem Tod der Tiere (Schlachthof Kartsruhe). Hierzu wurde die 
Lunge 4 bis 6 mal mit je 3 bis 4 Litern NaCI-Lösung (0.9%, Raumtemperatur) gefüllt und vor­

sichtig massiert. Die auf diese Weise gewonnene Lavageflüssigkeit wurde durch Verbandmull 
und Nylongaze mit 100 1J. m Maschenweite (Seidengazefabrik Eckert, Waldkirch) filtriert und 

anschließend zentrifugiert (250 g, 10 Min., 4°C, Hettich Rotixa/RP, Rotor Nr.5096). Aus den 
vereinigten und gewaschenen (0.9% NaCI, 0°C) Zellsedimenten wurden die lebenden AM mit­
tels Ficoii-Paque (Pharmacia) angereichert. Hierfür wurden je 10 ml der Zellsuspension (in 
0.9%-iger NaCI, 0°C) mit 15 ml Ficoii-Paque (4°C) unterschichtet und für 20 Minuten bei 250 g 

und 4°C zentrifugiert. Nach der Entnahme aus der Trennschicht zwischen Ficoll und Na Cl­
Lösung wurden die Zellen wiederum gewaschen (0.9% NaCI, 4°C) und die Zellzahl bzw. die 

Vitalität in einer Neubauer-Zählkammer bestimmt. Pro Lunge konnten bis zu 2x1 o9 Zellen iso­
liert werden, deren Vitalität in der Regel über 90% lag. 
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2.2.2 Zellkulturbedingungen 

2.2.2. 1 Generelle Kulturbedingungen 

Das Zellsediment des letzten Isolierungsschrittes wurde in der gewünschten Konzentrationen 
in Kulturmedium resuspendiert und anschließend in die, je nach Versuchsansatz benötigten, 

Kulturgefäße ausgesät. Wenn nicht anders vermerkt, wurde nach 1-2 stündiger Anheftzeit im 
Brutschrank (Heraeus, 37"C, 5% C~ und 1 00% Luftfeuchtigkeit) das Medium gewechselt. 

Um den Einfluß einer Vorstimulation der Zellen durch die Prozedur der Isolierung auszuschlie­
ßen, erfolgte bei Untersuchungen an adhärenten Zellen der Start der Inkubationen erst am 
darauffolgenden Tag. Da Rinderalveolarmakrophagen in Suspension bei längerer Kulturdauer 
einen deutlichen Vitalitätsveriust zeigen, erfolgte der Inkubationsbeginn bei so kultivierten 
Zellen zum Zeitpunkt T = 20-t (t = Inkubationsdauer in Stunden). Hierdurch konnte die Ge­

samtkulturdauer für alle Zellen gleich auf 20 Stunden begrenzt werden. 

2.2.2.2 Kulturbedingungen für die licht-. raster-und fluoreszenzmikroskopischen Unter­
suchungen 

Für die mikroskopischen Untersuchungen wurden 2 ml Zellsuspension (1x1o6 Zellen/mi) in 
6X35 mm Makroplatten (Greiner, Nr.657160) ausgesät, die zuvor mit je einem Glasdeckglas 
(24x24 mm) bestückt worden waren. Am Versuchsende wurden die auf den Deckgläsern 
adhärierenden Zellen für die verschiedenen mikroskopischen Methoden präpariert. 

Bei den fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen direkt nach der Lavage oder nach 
Suspensionskultur dienten Polypropylen-Urinbecher (Sarstedt) als Kulturgefäße, da hierin 

keine Adhäsion der Zellen stattfindet. Es wurden jeweils 5 ml Zellsuspension (3x1 o6 Zel­
len/mi) pro Becher eingesetzt, ein Mediumwechsel erfolgte bei dieser Versuchsanordnung 

nicht. Zur Präparation wurde ein Tropfen Zellsuspension auf einen Glasobjektträger getropft, 
dieser mit einem Glasdeckglas bedeckt und die Reagenzien anschließend mit Hilfe von Zell­

stoff durchgesaugt. 

2.2.2.3 Kulturbedingungen für die transmissionselektronenmikroskopischen Untersuchungen 

Für die transmissionselektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden 2 ml Zellsuspen­
sion (3x1 o6 Zellenjml) auf Polycarbonat-Filtermembranen (0.8 J.J. m Porendurchmesser, 

Nuclepore) ausgesät. Die Membranen waren zuvor in 60 mm Petrischalen (Greiner) plaziert 
und zur Vermeidung des Aufschwimmens mit einem Teflonring (lnnendurchmesser: 38 mm) 

beschwert worden. 
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2.2.2.4 Kulturbedingungen für die Untersuchungen der Enzym- und Faktorenfreisetzunq sowie 
des Polymerisationsgrades von Aktin 

Für die Untersuchungen der Enzym- und Faktorenfreisatzung sowie des Polymerisationsgra­
des von Aktin wurden 2 ml Zellsuspension (3x1o6 Zellen/mi) in 6x35 mm Makroplatten 
(Greiner) ausgesät. 

Zur Gewinnung größerer Überstandsmengen, die für die Bestimmung des Molekulargewichtes 
der freigesetzten, chemotaktisch wirksamen Faktoren mittels Gelfiltration nötig waren, wurden 

25 ml Zellsuspension {3x1 o6 Zellen/mi) in große Kulturschalen (Greiner, Nr. 639160, Durch­

messer 145 mm) ausgesät. 

2.2.2.5 Kulturbeclinqunqen für die Untersuchungen der chemotaktischen Mobilität 

Für die Untersuchungen der chemotaktischen Mobilität wurde 1 ml Zellsuspension (6X1 o6 
Zellen/mi) in 6x35 mm Makroschalen (Greiner, Nr.657102) ausgesät und bei Inkubationsbe­
ginn mit 1 ml des gewünschten Inkubationsmediums (doppeltkonzentriert) versetzt. Die hier 

benutzten Kulturschalen sind nicht speziell beschichtet, so daß sich die AM nur sehr schwach 
anheften können und am Ende der Inkubation ohne Vitalitätsverlust abgespült bzw. abgekratzt 

werden können. Ein Mediumwechel erfolgte bei dieser Versuchsanordnung nicht. 

2.2.2.6 Kulturbedingungen für die Untersuchungen des F-Aktinqehaltes 

Für die Untersuchungen des F-Aktingehaltes und seiner Veränderung nach Stimulation wur­
den 150 IJ.I Zellsuspension (3x1 o6 Zellen/mi) in Mikrotest 111™ Gewebekulturplatten mit 96 
Vertiefungen (Falcon Primaria Nr.3872; Secton Dickinson) ausgesät. Um zeitliche Unter­
schiede beim Medien- und Reagenzienwechsel möglichst gering zu halten, wurden die einzel­
nen Vertiefungen einer Platte nicht nacheinander abgesaugt, sondern jeweils gleichzeitig aus­
geschleudert. 

2.2.2.7 Kulturbedingungen für die Untersuchungen der Adhäsionsfähigkeit 

Zur Untersuchung der Adhäsionsfähigkeit der AM wurden 5 ml Zellsuspension (6X106 Zel­
len/mi) in Polypropylen-Urinbechern (Sarstedt) im Brutschrank kultiviert und bei Inkubations­

beginn mit 5 ml des gewünschten Inkubationsmediums (doppeltkonzentriert) versetzt. Ein 
Mediumwechsel erfolgte bei dieser Versuchsanordnung nicht. 
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2.3 Untersuchungen der Morphologie 

2.3.1 Lichtmikroskopie 

2.3.1.1 Hämacolor-Schnellfärbung 

Als Standardfärbung zur Beurteilung der Zellen wurde die Hämacolor-Schnellfärbung für Blut­
ausstriche (Merck) nach Vorschrift verwendet. Nach der Herstellung von Dauerpräparaten in 

Eukitt (Kindler, Freiburg) erfolgte die Mikroskopie an einem Leitz Diaplan Mikroskop mit einer 

Photoausrüstung der Fa. Wild (Photoautomat MPS 45, Kamera MPS 51). 

2.3.1.2 Vitalitätsbestimmung mit Trvpanblau 

Die Bestimmung der Vitalität erfolgte nach der von Hanks et al. (1958) beschriebenen Trypan­

blau-Ausschluß-Methode. Dazu wurden die auf Deckgläsern festsitzenden Zellen am Inkubati­
onsende (s. 2.2.2.2) mit einer 0.25%-igen Trypanblau-Lösung (SIGMA) überschichtet, nach 
2 Minuten mit NaCI-Lösung (0.9%) gespült und die Zahl der gefärbten (toten) und ungefärbten 
(lebenden) Zellen mit einem Inversmikroskop (Leitz Fluovert, Objektiv: 32x, Okular mit Gitter: 
10x) bestimmt. Pro Versuchsansatz wurden 3 Gitternetze mit einer scheinbaren Kantenlänge 
von 150 J.1. m an verschiedenen Stellen des Deckgläschens ausgezählt. 

2.3.2 Rasterelektronenmikroskopie 

Die Präparation der Zellen erfolgte nach einer von Millipore (Eschborn) empfohlenen 
Methode. 

Chemikalien und Puffer 

PufferA 

10ml 0.2 M Cacodylatpuffer 
4ml 25% Glutaraldehyd 

6ml Aqua bidest. 

PufferB 
10ml 0.2 M Cacodylatpuffer 
10ml Aqua bidest. 
7.0% Sucrose 

Puffer C 
10ml 0.2 M Cacodylatpuffer 

10ml 4% wässrige Os04-Lösung 

Durchführung: 

Die Zellen wurden nach Ablauf der Inkubation (s. 2.2.2.2) dreimal mit PBS gewaschen, 

nacheinander für jeweils 30 Minuten bei ooc mit den Puffern A, B und C behandelt und an­

schließend mit Aqua bidest. (Raumtemperatur) gründlich gespült. Zur Entwässerung wurden 

sie durch die alkoholische Reihe (35%, 70%, 85%, 95% und 100% jeweils für 5 Minuten) ge-



14 

führt und schließlich, als Ersatz für eine kritisch Punkttrocknung (Nation, 1983), 5 Minuten mit 

Hexamethyldisilizane (SIGMA) überschichtet Nachfolgend wurden die Proben luftgetrocknet 

und bis zur Goldbedampfung im Exsikkator aufbewahrt. Die rasterelektronenmikroskopischen 

Aufnahmen wurden von Hr. Schüler (KfK, IMT) an einem Philips 525 M Rasterelektronen­

mikroskop hergestellt. 

2.3.3 Transmissionselektronenmikroskopie 

2.3.3.1 Einbettung. Kontrastierung. Mikroskopie 

Einbettung 

Die Einbettung der Zellen für die transmissionselektronenmikroskopischen Untersuchungen 

erfolgte nach einer von Wilczek (1991) abgewandelten Methode von Cornell {1969). 

Chemikalien und Puffer 

0.2 M Cacodylatpuffer 

0.2 M Na-Cacodylat x 3H20 (Serva) 

0.2 M Sucrose 

mit 1 M HCI auf pH 7.0 einstellen 

0.1 M Cacodylatpuffer 

50 ml 0.2 M Cacodylatpuffer 

50 ml Aqua bidest. 

Glutaraldehyd 1.0% 

0.4 ml Glutaraldehyd 25% (Serva) 

4.6 ml Aqua bidest. 

5.0 ml 0.2 M Cacodylatpuffer 

Veranalpuffer 

2.94 g Natriumdiäthylbarbitursäure (Balzer Union) 

1.94 g Natriumacetat x 3 H20 

ad 1 oo ml Aqua bidest. 

Osmiumtetroxid-Veronalpuffer nach Palade 

1.0 ml Veranalpuffer 

1.0 ml 0.1 M HCI 

1.25 ml 4%-ige Os04-Lösung 

1. 75 ml Aqua bidest. 

Uranylacetat 

2%-ige, wässrige Uranylacetat-Lösung (Fiuka) 



Epon-Araldite 
5 ml Epon 812 (Serva) 
11 ml Araldite Härter HY 964 (Serva) 
3 ml Araldite CY 206 (Serva) 
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Gut mischen und kurz vor dem Gebrauch 2% Araldite Beschleuniger DY 964 (Serva) zugeben. 

DurchfOhrung: 
Nach Ablauf der Inkubation (s. 2.2.2.3) wurden die Membranen 2-3 mal mit PBS gespült und 

mit einem Skalpell in etwa 1 mm breite Streifen geschnitten. Diese wurden zur Fixierung für 

1 Stunde in 1 %-iges Glutaraldehyd (0°C) überführt, nach dreimaligem Waschen (0.1 M Caco­
dylatpuffer) mit Palade-Puffer (2 h, ooq nachfixiert und anschließend für 1 Stunde mit 
Uranylacetat (0°C) blockkontrastiert. Zur Entwässerung wurde eine alkoholische Reihe 
durchlaufen, die folgende Stufen umfaßte: 

50% Ethanol; 10 Minuten 
95% Ethanol; 10 Minuten 

100% Ethanol; 2X je 20 Minuten 
Epon-AralditefEthanol1 : 1; 20 Minuten 

Die folgenden Inkubationen im Epon-Araldite wurden im evakuierten Exsikkator durchgeführt: 

Epon-Araldite, Ober Nacht, bei Raumtemperatur 
Epon-Araldite, 24 Stunden, bei Raumtemperatur 
Epon-Araldite, 60 Minuten, 60°C 

Die Einbettung erfolgte in Flachformen, die Polymerisation in drei Tagen bei 60°C. 

Kontrastierunq und Mikroskopie 

Chemikalien und Puffer 

Gesättigte, wässrige Uranylacetat-Lösung (Fiuka) 

Bleicitratlösung 

1.33 g Pb(N03)2 (Merck) 
2.11 g Natriumcitrat x 5.5 H20 

1. 76 g Natriumcitrat x 2 H20 

in 30 ml Aqua bidest. lösen, 5 Minuten schOttein und nach 30 Minuten 8 ml NaOH (1 M) zuge­
ben. Am nächsten Tag mit C02-freiem Aqua bidest. auf 50 ml auffüllen. 

DurchfOhrung: 
Die mit einem Diamantmesser an einem Sorvall MT2-B Ultramikrotom (Dupont) hergestellten 
Schnitte (Dicke: 100 nm) wurden auf unbeschichtete Kupfergrids aufgebracht und mit 

Uranylacetat (1 Min.) und Bleicitrat (5 Min.) kontrastiert. Anschließend wurden sie 2X mit C02-
freiem Wasser gewaschen und luftgetrocknet Das Mikroskopieren der Proben erfolgte an 

einem Siemens Elmiskop lA bei 80 kV Beschleunigungsspannung. 
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2.3.3.2 Saure Phosphatase-Zvtochemie 

Der zytochemische Nachweis der lysosomalen Sauren Phosphatase erfolgte in Abwandlung 
der bei Menard et al. (1990) beschriebenen Methode. 

Chemikalien und Puffer 

0.1 M Cacodylat-Puffer (pH 7.4) mit 4% Sucrose 

0.1 M Acetat-Puffer (pH 5.0) mit 5% Sucrose 

Inkubationsmedium 
2 mM Beta-Giycerophosphat (SIGMA) 
2 mM CeCI3 (SIGMA) 

0.00001% Triton X-100 
in 0.1 M Acetat-Puffer 

Das Inkubationsmedium wurde unmittelbar vor Gebrauch hergestellt und durch einen 

0.45 J.1. m Sterilfilter (Milllpore) filtriert. 

Durchführung: 
Am Ende der Inkubationszeit (s. 2.2.2.3) wurden die Membranen dreimal mit PBS gewaschen 

und, nachdem sie in ca. 1 mm breite Streifen geschnitten worden waren, für 30 Minuten in 
Glutaraldehyd (1% in Cacodylat-Puffer, 4°C) vorfixiert Anschließend wurde 3x mit Cacodylat­
Puffer und 2x mit Acetat-Puffer gespült. Nach einer 1-stündigen Inkubation bei 3rC mit Saure 
Phosphatase -lnkubationsmedium (nach 30 Minuten wurde das Medium durch frisches er­

setzt) wurden die Membranen je 2x mit Acetat-Puffer und 3x mit Cacodylat-Puffer gewaschen 
und, wie unter 2.3.3.1 beschrieben, fixiert, eingebettet und mikroskopiert. 

2.3.3.3 Energiedispersive Röntgenmikroanalyse (EDX-Verfahren)1 

Nach Ablauf der Inkubationszeit (s.2.2.2.3.) wurden die Membranen mit den adhärenten Zellen 

wie unter 2.2.3.1 beschrieben fixiert, eingebettet, geschnitten und kontrastiert. 

Anschließend wurde mit einem Hitachi H700H-ST -Elektronenmikroskop in verschiedenen 
Zytoplasmabereichen der Zellen eine energiedispersive Röntgenmikroanalyse (System Tracer 

Northern TN 5500/ Serie II) durchgeführt. Der für Cer charakteristische Energiebereich, der 
durch den Beschuß der Schnitte mit Elektronen Induzierten Röntgenstrahlung, diente zum 

Nachweis des Cers in der Probe. 

1 Die EDX-Analyse erfolgte durch Hrn. Thiele, KfK, TU. 
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2.3.4 Fluoreszenzmikroskopie 

2.3.4.1 Fluoreszenzmarkierung der Lysosomen mit Acridin Orange 

Die Markierung der Lysosomen bzw. der Phagolysosomen mit Acridin Orange erfolgte mit 

leichten Modifikationen nach der Methode von Kane et al. (1980). 

Chemikalien und Puffer 

Acridin Orange (AO)-Lösung 
100 11- g Acridin Orange (SIGMA) in 10 ml 0.9% -iger Na Cl lösen und lichtgeschützt 
aufbewahren. 

Durchführung: 
Am Versuchsende (s. 2.2.2.2) wurde das Medium abgesaugt und durch 2 ml AC-Lösung er­
setzt. Nach 15 minütiger Inkubation wurden die auf Deckgläsern festsitzenden Zellen gründ­

lich mit PBS gewaschen und für weitere 15 Minuten in Medium (37"C) kultiviert. Anschließend 
wurden die Deckgläser umgedreht auf Objektträger mit Abstandshaltern gelegt, mit Medium 

unterschichtet und an einem Fluoreszenzmikroskop (Leitz Diaplan, Filterblock 12, Anregungs­
wellenlänge: 450 - 490 nm, Emissionswellenlänge: > 515 nm) mit Photoausrüstung (Wild 
Photoautomat MPS 45, Kamera MPS 51) ausgewertet. 

2.3.4.2 Fluoreszenzmarkierung des F-Aktins mit Rhodamine-Phalloidln 

Die Markierung desF-Aktins mit Rhodamine-Phalloidin wurde in Abänderungen der vom Her­
steller (Molecular Probes) empfohlenen Methode durchgeführt. 

Chemikalien und Puffer 

PHEM-Puffer nach Schliwa und vanBierkom (1981) 

60 mM (Piperazine-N,N'-bis (2-ethane-sulfonic acid)) (PIPES) 
25 mM N-2-hydroxyethylpiperazine-N'-2-ethane-sulfonic acid (HEPES) 
10 mM Ethyleneglycol-bis-(ß-Aminoethyl Ether) N,N,N',N'-Tetraacetic acid (EGTA) 

2mM MgCI2 
mit 1 M NaOH auf pH 6.9 einstellen. 

Rhodamine-Phalloidin-Farblösung 
Die methanolische Rhodamine-Phalloidin-Lösung (Molecular Probes, Eugene, OR; 

100 Unlts/ml) wurde jeweils kurz vor dem Gebrauch mit PHEM-Puffer 1:100 verdünnt 

und auf 37"C vorgewärmt. 
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Durchführung: 

Die Zellen wurden am Inkubationsende (s. 2.2.2.2) zweimal mit PHEM-Puffer {3'rC) ge­

waschen und mit 2.5%-igem Glutaraldehyd (in PHEM-Puffer) für 10 Minuten bei 3'rC fixiert. 
Nach erneutem Waschen mit PHEM-Puffer wurden die Zellen in Glaspetrischalen überführt 
und 5 Minuten mit -20°C kaltem Aceton extrahiert. Zur Färbung wurden die luftgetrockneten 
Deckgläser umgekehrt auf Objektträger mit Abstandshaltern gelegt, mit Rhodamine­
Phalloidin-Farblösung unterschichtet und 1 Stunde bei 3'rC in einer feuchten Kammer inku­
biert. Die Proben wurden über Nacht in PHEM-Puffer gewaschen, umgekehrt auf einen 

Objektträger mit Abstandshaltern gelegt und nach der Unterschichtung mit PHEM-Puffer an 
einem Fluoreszenzmikroskop (Leitz Diaplan,Wetzlar, Filterblock N2, Anregungswellenlänge: 

530 - 560 nm, Emissionswellenlänge: > 580 nm) ausgewertet. 

2.3.4.3 Fluoreszenzmarkierung der Mikrotubull mit FITC-gekoppelten Antikörpern 

Die Markierung der Mikrotubuli mit FITC-gekoppelten Antikörpern wurde mit geringfügigen 

Abweichungen nach der von Birrell et al. {1989) beschriebenen Methode durchgeführt. 

Chemikalien und Puffer 

Stabilisierungspuffer 

100 mM Piperazine-n,n'-bis(2-ethane-sulfonic acid)) (PIPES) 
1.0 mM Ethyleneglycol-bis-(ß-Aminoethyl Ether) N,N,N',N'-Tetraacetic acid (EGTA) 
4% Polyethylenglycol6000 (PEG 6000) 

mit 1 M NaOH auf pH 6.9 einstellen 

1. Antikörper 

Monoclonal Anti-ß-Tubulin (Ascites Fluid, SIGMA, Clon-No.TUB 2.1) 
mit PBS kurz vor dem Gebrauch 1 :200 verdünnen 

2. Antikörper 

Anti-Mouse lgG {whole molecule) FITC conjugate (developed in Sheep, SIGMA, 
Nr.F-6257) 

mit PBS kurz vor dem Gebrauch 1:100 verdünnen 

Durchführung: 

Die Zellen wurden nach der Inkubation (s. 2.2.2.2) zweimal mit Stabilisierungspuffer (3'rC) 
gewaschen und 2 Minuten mit Glutaraldehyd (0.02% in Stabilisierungspuffer, 3'rC) vorfixiert. 

Nach einer 5 minütlgen Permeablllslerung mit Triton X-100 (0.4% in Stabilisierungspuffer, 

3'rC) und zweimaligem Waschen mit Stabilisierungspuffer wurden die Zellen zur Fixierung für 

5 Minuten in Glaspetrischalen mit -20°C kaltem Methanol überführt. Ohne anschließende Luft­
trocknung wurden die Deckgläser gewaschen (1x Stabilisierungspuffer, 1x PBS), umgekehrt 

auf einen Objektträger mit Abstandshaltern gelegt und mit dem ersten Antikörper für 1 Stunde 
bei 3'rC in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach zweimaligem Waschen erfolgte die Be­

handlung mit dem zweiten Antikörper unter den gleichen Bedingungen. Die Deckgläser wur-
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den anschließend 2 Stunden gewaschen (PBS), umgekehrt auf einen Objektträger mit 
Abstandshaltern gelegt und mit PBS unterschichtet Die Auswertung erfolgte an einem 
Fluoreszenzmikroskop (Leitz Diaplan, Filterblock 12, Anregungswellenlänge: 450 - 490 nm, 
Emissionswellenlänge: >515 nm). 

2.4 Untersuchungen der Enzymfreisatzung 

2.4.1 Vorbereitung der Proben 

Nach Ablauf der Inkubationszeit (s. 2.2.2.4) wurden die Kulturüberstände abgenommen und 
die Zelltrümmer und abgelösten Zellen sedimentiert (10 Min.; 4°C; 250 g). Die auf diese Weise 
erhaltenen Pellets und die mit einem Plastikschaber von der Kulturschale abgelösten Zellen 

wurden jeweils in 2 ml Medium aufgenommen und ebenso wie die Überstände sofort bei -20°C 
eingefroren. Vor den Enzymbestimmungen wurden sämtliche Proben unter Eiskühlung mit 10 
Pulsen Ultraschall behandelt (Branson Sonifler B15, Einstellung: 50%). 

2.4.2 Proteinbestimmung 

Der Gesamtproteingehalt der Proben wurde mit dem "Bio-Rad Protein Assay" (Bio-Rad­
Laboratories) bestimmt. Der Test beruht auf der Verschiebung des Absorptionsmaximums 
einer sauren Comessie Brilliant Blue G250-Lösung von 465 nm nach 595 nm durch die Bil­
dung eines Farbstoff-Protein-Komplexes (Bradford, 1976). Als Standard diente Rinderserum­
albumin (SIGMA). 

Durchtohrung: 

400J..I.I Probe 
1 00 J..l.l Biorad Protein Assay 

sofort sehr gut mischen. Die Messung der Absorption erfolgte nach 30 Minuten mit einem 
Beckman-DU65 Photometer bei 595 nm. 

2.4.3 Enzymbestimmungen 

2.4.3.1 Laktatdehydrogenase (LOH) 

Die quantitative Bestimmung der Zytoplasmatischen Laktatdehydrogenase erfolgte mit einem 
kommerziell erhältlichen Testkit (SIGMA). Zur Überprüfung der Methode wurde Precinorm E 
(Boehringer /Mannheim) als Standardkontrolle verwendet. 

Reaktion: 
[LOH] 

Pyruvat + NADH + H + -------> Laktat + NAD + 

Durchführung: 

Die Bestimmung wurde gemäß der dem Testkit beillegenden Vorschrift durchgeführt. Die 

Messung erfolgte an einem Beckman-DU-65 Photometer bei 340 nm. 
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2.4.3.2 N-AceM-ß-0-Giucosaminidase (NAG) 

Die quantitative Bestimmung des lysosomalen Enzyms NAG erfolgte nach der Methode von 

Andersen et al. (1982). 

Reaktion: 
[NAG] 

4-Methylumbelliferyi-N-Acetyl-ß-D-Giucosamid + H20 ---------> 4-Methylumbelliferon + 
Acetyl-ß-D-Giucosamin 

Chemikalien und Puffer 

Carbonat-Bicarbonat-Puffer 

Lösung A: 0.2 M Na2C03 (MERCK) 

Lösung B: 0.2 M NaHC03 (MERCK) 
Lösung A mit Lösung B auf den pH-Wert 10.5 titrieren. 

Laktatpuffer 

40 mM Natriumfaktat-lösung (4.48 g/1) 
mit Milchsäure auf pH 3. 7 einstellen. 

Substrat 

1 mM 4-Methylumbelliferyi-N-Acetyl-ß-D-Giucosamid (SIGMA) in Laktatpuffer. 

Durchführung: 
10JLI Triton X-100 (10%) 

100 JL I Probe (s. 2.4.1) 
1 00 JL I Substrat 

mischen und 30 Minuten bei 37"C inkubieren. Nach dem Stoppen der Reaktion mit 1 ml 

Carbonat-Bicarbonatpuffer erfolgte die Messung an einem Lumineszenzphotometer (Perkin­

Eimer, LS 58) bei einer Anregungswellenlänge von 371 nm und einer Emissionswellenlänge 
von 450 nm mit dem Filter 1% bei einer Spaltweite von 5 nm sowohl für die Anregung als auch 
für die Emission. 

2.5 Untersuchungen zur Freisetzung von chemotaktisch wirksamen Faktoren und zur 

MobilRät von Rlnderalveolarmakrophagen 

2.5.1 Versuchsanordnung und Auswertung 

Beide Untersuchungen wurden nach der Methode von Falk et al. (1980) in einer "blind weil" 

Chemotaxis-Kammer (Neuro Probe 48 Weil Mlcro Chemotaxis Chamber, Nuclepore) durch­
geführt. 
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Chemikalien und Puffer 

Zur Etablierung des Systems wurde bei den folgenden Substanzen die eherneattraktive Wir­
kung auf Rinderalveolarmakrophagen überprüft: 

Zymosan aktiviertes Serum (ZAS) 
Zur Herstellung von ZAS wurden 0.75 g Zymosan A von Saccharomyces cerevisiae (SIGMA) 
in 30 ml PBS gewaschen, sedimentiert (10 Min., 1000 g) und anschließend in 30 ml nicht hitze­
inaktiviertem, mykoplasmenfreiem FCS (Biochrom, Ch. Nr. 6H01) resuspendiert. Nach einer 
einstündigen Inkubation bei 37"C im Schüttelwasserbad und einer erneuten Zentrifugation 

(10 Min., 3500 g) erfolgte eine einstündige Hitzeinaktivierung des Überstandes bei 56°C. Das 
auf diese Weise aktivierte Serum wurde bis zum Gebrauch bei -20°C gelagert und für die Ver­

suche 1:10 mit Medium verdünnt. 

(AS) Aktiviertes Serum 
Die Aktivierung von Serum durch Quarz (QAS), Aktivkohle (AAS) und LaBaCuo3,5 
(LaBaCu03,s-AS) erfolgte mit der gleichen Methode (Oberdorster et al., 1989). Pro 10 ml 
Serum wurden dabei je 0.25 g Quarz oder LaBaCu03,5 bzw. 0.1 g Aktivkohle eingesetzt. Für 
die Versuche wurden die Seren 1:10 mit Medium verdünnt. 

FMLP (N-Formyi-L-Methionyi-L-Leucyi-L-Phenylalanin, SIGMA) 
Eine 10 mM FMLP -Stammlösung (in DMSO, Serva) wurde jeweils kurz vor Beginn des Ver­
suches mit Medium auf die gewünschte Konzentration verdünnt. 

LTB4 (Leukotrien B4, Serva) 

Eine 121J. M LTB4 -Stammlösung (in Ethanol, Roth) wurde jeweils kurz vor Beginn des Ver­
suches mit Medium auf die gewünschte Konzentration verdünnt. Die Stammlösung wurde 
nach jeder Entnahme frisch mit N2 überschichtet 

DurchfOhrung: 
Die Handhabung der Kammer erfolgte gemäß der Gebrauchsanweisung des Herstellers. Die 
Löcher des unteren Kammerteiles wurden mit je 251J.I des putativ eherneattraktiven Stoffes 
bzw. der Kontrolläsung gefüllt und gelegentlich auftretende Luftblasen sorgfältig entfernt. An­

schließend wurde eine polyvenylpyrrolidonfreie Polycarbonatmembran (Nuclepore, Poren­
durchmesser 51J. m, NMF-5, PVP free, 25x80 mm) aufgelegt und der obere Kammerteil aufge­

schraubt. Die Löcher des oberen Kammerteils wurden nun mit 50 IJ.I Zellsuspension (3x1 o6 
Zellenjml) gefüllt und anschließend die gesamte Kammer für 4 Stunden im Brutschrank (37"C, 

5% C02, 100% Luftfeuchtigkeit) inkubiert. Nach der Entnahme und dem Abstreifen der nicht­
gewanderten Zellen (obere Membranseite) wurde die Membran luftgetrocknet Die gewan­
derten Zellen (untere Membranseite) wurden mittels Hämacolorfärbung (s. 2.3.1.1) angefärbt, 
wobei in jeder Farblösung jeweils eine Minute lnkublert wurde. Die Auswertung des Versuches 
erfolgte durch die Messung der Farbintensität an einem Laserdensitometer (UitroScan XL, 
LKB) Im automatischen Peak-Integrationsmodus mit den Einstellungen für x-Width = 4 und 

y-Step = 5. 



22 

Zur Überprüfung der Methode wurde die Zahl der eingesetzten Zellen variiert und die jeweils 

vollständig durch die Poren gewanderten Zellen direkt mikroskopisch ausgezählt {400-fache 
Vergrößerung, je 4 Blickfelder pro Zellkonzentration). Die auf diese Weise bestimmten Zell­
zahlen wurden mit den an derselben Stelle densitometrisch gemessenen Werten verglichen. 
Der Korrelationskoeffizient lag dabei über 0.9. 

2.5.2 Untersuchungen zur Freisetzunq von chemotaktisch wirksamen Faktoren (CF) 

Durchführung: 

Die Untersuchung der Freisatzung von CF wurde nach der in 2.5.1 beschriebenen Methode 

durchgeführt und ausgewertet. Dazu wurden am Ende der Inkubation (s. 2.2.2.4) die Kultur­
überstande entnommen und zum Abtrennen von Partikeln, Zelltrümmern und abgelösten Zel­
len für 10 Minuten bei 3000 g zentrifugiert. Wenn nicht anders vermerkt wurden die Über­

stände ohne weitere Behandlung direkt in die Chemotaxiskammer pipettiert {25 J.L I) und als Ef­
fektorzellen unbehandelte, 20 Stunden vorinkubierte Rinderalveolarmakrophagen (s. 2.2.2.5) 

benutzt. Diese wurden kurz vor Versuchsbeginn vorsichtig mit einem Plasikschaber abgelöst, 
sedimentiert {10 Mln., 250 g) und in frischem Medium resuspendiert {2-3x1o61eb.Zellenjml). 
Um die Vergleichbarkeit zwischen den einzelnen Versuchen zu gewährleisten, wurde die 
eherneattraktive Wirkung von ZAS (10%) und die spontane Mobilität der jeweiligen Effektor­

zellen (mit Medium als Chemoattraktant) mitbestimmt. Die chemotaktische Attraktivität der 
Proben wurde dann in Relation zu diesen gesetzt und als chemotaktisches Potential (CP) de­
finiert (s. 2.1 0). 

Zum Nachweis von intrazellulär vorhandenen CF wurden die Zellen nach Ablauf der Inkubati­
onszeit mit einem Plastikschaber abgekratzt, in 2 ml Medium aufgenommen und anschließend 

mit Ultraschall (Branson B15, Einstellung 50%, 10 Pulse) aufgebrochen. Nach einer Zentrifu­
gation (10 Min., 3500 g) wurde das chemotaktische Potential des Überstandes bestimmt. Um 
die Vergleichbarkeit zu gewährleisten, wurden bei diesem Versuchsansatz die Kulturüber­
stände vor der Messung des CPs ebenfalls beschallt. 

ln einem Versuchsansatz wurde der zentrifugierte Kulturüberstand (10 Min., 3000 g) von 

LaBaCu03,5 -inkubierten Zellen (20 h, 50 J.L gjml) vor der Bestimmung des CPs für eine 
Stunde bei ooc mit Antiserum gegen humanen Complementfaktor C5 (Goat Antiserum to 

Human C5, ICN, Endverdünnung 1:1 00) inkubiert. Als Kontrolle wurde gleichermaßen inku­
biertes Medium und ZAS benutzt. 

Molekulargewichtsbestimmunq durch Gelfiltration 

Die Kulturüberstände von LaBaCuo3,5 inkubierten Zellen (20 h, 50 J.L gjml) wurden zur 
Abtrennung von Partikeln, Zellen und Zellfragmenten bei 3500 g zentrifugiert (10 Min.) und an­
schließend bei 4°C in einem Mikro-Uitrafiltrationssystem (Amicon, Modell 8MC) mit 5.5 bar ~ 

50-fach konzentriert (Trenngrenze 5 KDa., Diaflo-Membran YM5, Amicon). Nach dem Wechsel 

des Mediums gegen 50 mM Tris-Puffer (s. 2.1.1) wurden die CF auf einer Sephacryi-Säule 

(S200, Pharmacia) bei einer Durchflußrate von 1 mi/Min. aufgetrennt und fraktioniert (3 ml pro 
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Fraktion, Fraktionssammler Frac 300, Pharmacia). Die einzelnen Fraktionen wurden bis zur 

Bestimmung der jeweiligen CPs bei 4°C aufbewahrt. 

Die Eichung der Säule erfolgte mit den Proteineichstandards (Pharmacia) Ribonuclease A 
(13.7 KDa.), Ovalbumin (43 KDa.), Rinderserumalbumin (67 KDa.), Aldolase (158 KDa.) und 
Ferritin (440 KDa.). Das Ausschlußvolumen wurde mit Dextran Blau (Pharmacia) bestimmt und 
betrug 168 ml. 

2.5.3 Untersuchungen der chemotaktischen Mobilität 

Durchführung: 
Die Durchführung und Auswertung der Untersuchungen erfolgte nach der in 2.5.1 beschriebe­
nen Methode. Dazu wurden die Zellen am Ende der Inkubation (s. 2.2.2.5) vorsichtig mit 

einem Plastikschaber abgelöst, sedimentiert (10 Min.,250 g) und anschließend mit Medium in 
einer Konzentration von 2-3x1o61ebender Zellen pro Milliliter resuspendiert. Für einige Ver­

suche mit Cytochalasin B, Colchizin und LaCI3 wurde zum Resuspendieren nicht Medium, 
sondern der eigene Kulturüberstand verwendet, so daß sich die Zellen auch während des 
Aufenthaltes in der Chemotaxis-Kammer in dem jeweiligem Inkubationsmedium befanden. Als 
Chemoattraktant wurde bei allen Untersuchungen 10% -lges ZAS (s. 2.5.1) benutzt. 

2.6 Untersuchungen der C5a-Rezeptoren 

Die Untersuchung der C5a-Rezeptoren wurde nach Modifikation der Methode von Robbins et 
al.(1987) durchgeführt. 

Chemikalien und Puffer 

ZAS -Lösung (s. 2.5.1) 

1.Antikörper 

Goat Antiserum to Human C5 (ICN) 

mit PBS kurz vor Gebrauch 1:100 verdünnt. 

2.Antikörper 

Anti-Goat lgG (whole molecule) FITC Conjugate developed in rabbit (SIGMA, F-6133) 

mit PBS kurz vor Gebrauch 1 :200 verdünnt. 

Durchführung: 
Die Zellen wurden am Ende der Inkubationszeit (s. 2.2.2.2) mit warmem Medium gewaschen 
und anschließend für 15 Minuten mit ZAS-Lösung bzw. zur Kontrolle mit Medium überschich­
tet Nach zweimaligem Waschen mit eiskaltem PBS erfolgte eine einstündige Inkubation mit 
dem 1.Antikörper bei 4°C. Vor und nach der Inkubation mit dem 2.Antikörper (1 h, 4°C) wurden 
die Zellen erneut gründlich mit PBS WC) gewaschen. Die Auswertung erfolgte an der unter 

2.3.4.1 beschriebenen fluoreszenzmikroskopischen Einrichtung. 
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2. 7 Untersuchung des Polymerisationsgrades von Aktin 

Die Bestimmung des Polymerisationsgrades erfolgt(; in Anlehnung an die von Blikstad et al. 

(1978) beschriebenen Methode. 

Diese basiert auf der spezifischen Eigenschaft des globulären (G-) Aktins, stöchiometrisch an 
das Enzym DNase I zu binden und es dadurch in seiner Aktivität zu hemmen. Die Aktivität der 

DNase I bzw. Ihre Hemmung kann auf Grund der auftretenden Hyperchromizität bei 260 nm 
kinetisch am Photometer bestimmt werden. Dabei ist die Rate der Absorptionszunahme direkt 

proportional zur Menge des aktiven Enzyms. Der Polymerisationsgrad läßt sich aus dem An­
teil des G-Aktins am Gesamtaktingehalt, der durch vorheriges Depolymerisieren des filamen­

täsen (F-) Aktins bestimmt werden kann, berechnen. 

Chemikalien und Puffer 

Extraktionspuffer 

150.0 mM NaCI 
2.0mM MgCI2 
0.2 mM Adenosin 5'-Triphosphat (ATP, SIGMA) 
0.2 mM Dithloerythritol (DTE, SIGMA) 
0.5% Triton X-100 
0.01 mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF, SIGMA) 

in 5.0 mM Kaliumphosphat-Puffer (pH 7.6) 

Depolymerisationspuffer 

1.5 M Guanidine hydrochiarid (guHCI, SIGMA) 

1.0 M Natriumacetat (Merck) 
1.0 mM CaCI2 (Merck) 

1.0 mM Adenosin 5'-Triphosphat (ATP, SIGMA) 
in 20.0 mM Tris-HCI pH 7.5 (Merck) 

Desoxyribonuclease I (DNase I) -Puffer 

0.01 mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF, SIGMA) 

0.25 mM CaCI2 (Merck) 
in 50.0 mM Tris-HCI pH 7.5 (Merck) 



25 

Desoxyribonuclease I (DNase 1)- Lösung 

Kurz vor dem Gebrauch wurde 0.1 mg DNase I (EC 3.1.21.1, from Bovine Pancreas, SIGMA) 
in 1 ml DNase I -Puffer gelöst und bei ooc gelagert. 

Desoxyribonucleinsäure (DNA)-Puffer 

4.0 mM MgS04 (Merck) 
1.8 mM CaCI2 (Merck) 

in 0.1 M Tris-HCI pH 7.5 (Merck) 

Desoxyribonucleinsäure (DNA)-Lösung (Substratlösung) 
24 mg DNA-Fasern (Kalbsthymus DNA, Typ I, SIGMA) wurden mit einer Schere in kleine 

Stücke geschnitten, über Nacht unter langsamen Rühren bei Raumtemperatur in 400 ml DNA 
-Puffer gelöst und anschließend filtriert. Nach der Portionierung Oe 3 ml in 5 ml Reaktions­

gefäße, Sarstedt) wurde die DNA -Lösung bis zum Gebrauch bei -20°C eingefroren. 

Durchführung: 

Die Zellen wurden am Ende der Inkubationszeit (s. 2.2.2.4) je einmal mit Medium und Trypsin­
Lösung (0.25%) gewaschen, anschließend mit 2 Tropfen Trypsin-Lösung (1-2 Min., 3rC) von 
der Schale abgelöst und in 2 ml eiskaltem PBS ohne ea2 + und Mg2 + (s. 2.1. 1) aufgenom­
men. Nach einer ZentrHugation (3 Min., 1000 g) wurde das Zellpellet mit 250 J..l.l Extraktions­
puffer (0°C) resuspendiert und je 100 J..l.l davon zur Bestimmung des G-Aktingehaltes mit 
100 J..l.l Extraktionspuffer bzw. zur Bestimmung des Gesamtaktingehaltes mit 100 J..l.l Depoly­
merisationspuffer versetzt. Sofern bei diesen Verdünnungen eine vollständige Hemmung der 

DNase I -Aktivität eintrat wurde mit Extraktionspuffer bzw.einem Extraktions-Oepolymerisati­

ons-Puffergemisch (1 :1) entsprechend stärker verdünnt. Jeweils 10 J..l.l dieser Proben wurden 

mit 10 J..l.l DNase I -Lösung gemischt und Innerhalb von 5 Sekunden in 3 ml DNA-Lösung 
(25°C) pipettiert. Nach guter Durchmischung wurde die Messung der Enzymkinetik bei 25°C 
und 260 nm in QuarzkÜVetten an einem Beckman DU-65 Photometer über 3 Minuten (alle 15 

Sekunden eine Messung) durchgeführt. Der Proteingehalt der Proben wurde mittels Bio-Rad 
Protein Assay (s. 2.4.2) bestimmt. 

Die Berechnung der G-Aktinmenge pro Probe erfolgte in Inhibitorischen Einheiten mit Hilfe 

der in 2.10 erläuterten Formel. 

Zur Überprüfung der Methode wurde gereinigtes (F-) Aktin (from Bovine Muscle, SIGMA) de­
polymerisiert (1 mgjml Depolymerisationspuffer), in verschiedenen Konzentrationen verdünnt 

und jeweils die Inhibitorischen Einheiten bestimmt. 
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2.8 Untersuchungen des F-Aktingehaltes 

Zur Bestimmung des F-Aktinsgehaltes und seiner Veränderung nach Stimulation mit ZAS 
wurde die bei Simchowitz et al. (1990) beschriebene Methode etwas modifiziert. 

Chemikalien und Puffer 

ZAS -Lösung (s. 2.5.1) 

PHEM-Puffer (s. 2.3.4.2) 

Rhodamine-Phalloidin-Farblösung (s. 2.3.4.2) 

Durchführung: 
Am Ende der Inkubationszeit (s. 2.2.2.6) wurde das Medium entfernt und die Zellen für 0, 0.5, 
1, 2, 5, 15, 30 oder 45 Minuten mit 150 JJ.I ZAS (1 0%) bei 37"C im Brutschrank stimuliert und 

anschließend gründlich mit PHEM-Puffer gewaschen. Nach der Fixierung mit 150 JJ.I Glutar­
aldehyd (10 Min., 2.5% in PHEM-Puffer) und der Extraktion mit 150 f..L I Triton X-100 (10 Min., 

0.15% in PHEM-Puffer) erfolgte die Anfärbung des filamentäsen (F-)Aktins durch eine einstün­
dige Inkubation mit 150 JJ.I Rhodamine-Phalloidin-Farblösung bei Raumtemperatur. 

Um den nichtgebundenen Farbstoff vollständig zu entfernen wurde die Bestimmung des ge­

bundenen Farbstoffes erst nach 72 stündigem Waschen mit PHEM-Puffer WC) durchgeführt. 
Dazu wurde die Intensität der Emission (mittlere Fluoreszenzwellenlänge: 625 nm) nach An­
regung des Farbstoffes (mittlere Anregungswellenlänge: 540 nm) an einem Fluorescence 
Measurement System (CytoFiuor™ 2300, Millipore) ermittelt. Die Durchlässigkelten der be­

nutzten Filtereinheiten lagen bei 555 - 625 nm (Fluoreszenz) bzw. bei 505 - 555 nm 
(Anregung), die Empfindlichkeit wurde auf Stufe 7 eingestellt. 

2.9 Untersuchungen der Adhäsionsfähigkeit 

Die zur Untersuchung der Adhäsionsfähigkeit benötigte Zellzahlbestimmung erfolgte durch 
Bestimmung des DNA -Gehaltes nach der bei Xu et al. (1989) beschriebenen Methode. 

Chemikalien und Puffer 

Natriumdodecylsulfat (SOS) -Lösung 

0.1% Natriumdodecylsulfat-Lösung in Aqua bidest. 

Ethidiumbromid-Lösung 

6.0 J.1. gjml Ethidiumbromid (Boehringer, Mannheim) in Aqua bidest. 
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Durchführung: 

Am Ende der Inkubationszeit (s. 2.2.2. 7) wurde für jeden Versuchsansatz mit Hilfe einer 

Neubauer-Zählkammer die Vitalität bzw. die Zellzahl bestimmt und anschließend je 3x2 ml 
Zellsuspension in 6><35 mm Makroplatten (Greiner, Nr.657160) ausgesät. Nach einer einstün­
dlgen Anheftzeit Im Brutschrank wurde der Kulturüberstand vorsichtig abgesaugt und die 
nichtadhärenten Zellen durch zweimaliges vor- und zurückschwenken der Platten mit 1 ml 
warmem Medium abgewaschen. Die Lyse der adhärenten Zellen erfolgte durch eine 5 
minütige Behandlung mit 2 ml SOS-Lösung bei Raumtemperatur. Dieses Lysat wurde mit 2 ml 

Ethidiumbromid-Lösung gemischt und anschließend für 15 bis 30 Minuten unter Lichtabschluß 

stehen gelassen. Die Messung erfolgte an einem Lumineszenzphotometer (Perkin-Eimer LS 

SB) bei einer Anregungswellenlänge von 525 nm und einer Emissionswellenlänge von 600 nm. 
Als Eichstandard dienten Suspensionen von Rinderalveolarmakrophagen mit bekannter Zell­
zahl. 

2.10 Auswertung und Präsentation der Daten 

ln der Darstellung der Enzymfreisatzung wurden die ermittelten Daten als Prozentwerte der 
Kontrollgesamtaktivität wiedergegeben. Die Kontrollgesamtaktivität ergibt sich aus der Addi­

tion der Aktivitäten des Kulturüberstandes, der abgelösten und der adhärenten Kontrollzellen 
zum Zeitpunkt 2 Stunden. Die Summe wurde als 1 OO% genommen und bei der Berechnung 
der prozentualen Verteilungen in den Proben zugrunde gelegt. 

Bei den Untersuchungen zur Freisatzung von chemotaktisch wirksamen Faktoren wurde das 
chemotaktische Potential (CP) der Proben in Relation zu dem CP einer 1 0%-igen ZAS -
Lösung gesetzt und mit Hilfe der folgenden Definition und Formel berechnet. 

Def.: Das chemotaktische Potential einer Probe ist die Differenz zwischen seiner chemo­
taktischen Attraktivität und derjenigen vom Kontrollmedium (spontane Mobilität der Zellen). 

X-~PMI 
CP = --------------------- * 100 [Rei.Einheiten] 

X 

XZAs 

XRPMI 

XZAs -~PMI 

: Chemotaktische Attraktivität der Proben 
: Chemotaktische Attraktivität von ZAS 
: Chemotaktische Attraktivität von Medium (Spontane Mobilität) 

Bei den Untersuchungen der chemotaktischen Mobilität wurde die Zahl der gewanderten, un­
behandelten Kontrollzellen als 100% gesetzt und der Berechnung der Mobilität von behan­
delten Zellen zugrunde gelegt. 

Für die Untersuchungen des Polymerisationsgrades von Aktin wurden die Inhibitorischen Ein­

heiten [Units] der Proben mit Hilfe der folgenden Definition und Formel berechnet: 
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Def: Ein Unit ist die Menge an G-Aktin, die 1% der DNase I -Aktivität (0.1 mg DNase I jml) 
hemmt. 

(dEQ/dt) - (dE1 /dt) V 

Aktinmenge (Units] = ---------------------------------- * 100 * ---------

(dEo/dt) 

(dE1 /dt) 
V 

(dEo/dt) 10 1J I 

: Extinktionsänderung ohne Probe pro Minute 

: Extinktionsänderung mit Probe pro Minute 
: Volumen, in dem die Probe aufgenommen wurde [in 1J I] 

Der Gesamtaktingehalt wurde in Inhibitorischen Einheiten pro 1J g Protein angegeben, der G -
Aktingehalt als Prozentzahl des Gesamtaktins. 

Sofern mehr als 3 Werte vorlagen, wurde der Mittelwert mit Standardfehler angegeben. Die 
Überprüfung der Daten auf Normalverteilung (2p < 0.05) erfolgte durch die Ermittlung des 
David-Quotienten (Sachs, 1984). Statistische Unterschiede zwischen den Mittelwerten wurden 
mit Hilfe des t-Testes nach Student geprüft. Ein statistischer Unterschied wurde dann an­
genommen, wenn 2p kleiner als 0.05 war. 
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3. ERGEBNISSE 

3.1. Morphologische Untersuchungen 

3.1.1. Lichtmikroskopie 

Die Abb.1 a-f zeigt hämacolorgefärbte Rinderalveolarmakrophagen (RAM) nach Inkubation mit 
und ohne CeCI3 bzw. L.aCI3. Während selbst nach 20 -stOndiger Inkubation der Zellen in 
jeweils 10 J.LM Lösungen (Abb.1b, e), kein Unterschied zu den Kontrollzellen (Abb.1a, d) fest­
stellbar ist, kann bereits nach 4 Stunden in 1 00 J.L M Lösungen eine Vakuolisierung des Zyto­

plasmas beobachtet werden (nicht gezeigt). Diese wird im weiteren Verlauf der Inkubation 
immer deutlicher und manifestiert sich nach 20 Stunden häufig in einer sehr großen Vakuole 

oder in dem fast völligen Verlust der Anfärbbarkeit des Zytoplasmas (Abb.1 c, f). CeCI3 und 
l.aCI3 -inkubierte Zellen verhalten sich hinsichtlich der Ausprägung dieser Merkmale identisch. 

Wie in Abb.2a-c zu erkennen ist, fOhrt die 20 -stOndige Inkubation mit dem Ianthanhaitigen 

Hochtemperatursupraleiter (HTS) L.aBaCu03,5 bei den untersuchten Konzentrationen zu kei­
ner damit vergleichbaren morphologischen Veränderung der Zellen. Die meisten Partikel sind 

zu diesem Zeitpunkt von den Zellen aufgenommen oder mit ihren Oberflächen assoziiert, ihre 
Anzahl ist allerdings im Vergleich zur eingesetzten Partikelzahl stark reduziert. Im Gegensatz 

dazu kann nach der Inkubation mit L.a203 eine, dem L.aCI3 bzw. CeCI3 vergleichbare, Vakuo­
lisierung des Zytoplasmas beobachtet werden (Abb.2d, e). Bei der Mehrzahl der Zellen tritt 
diese jedoch erst nach 20 Stunden und mit 50 J.L gfml deutlich hervor, wobei in der Regel im 
lnnern der Vakuolen noch ein oder mehrere Partikel sichtbar sind. Die Inkubation mit 100 

J.L gjml führt demgegenüber meist nicht zu einer Vakuolisierung, sondern zu einer Akkumula­
tion der Partikel in oder an der Zelle (Abb.2f). 

3.1.2. Rasterelektronenmikroskopie 

Die Abb.3a-c zeigen rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von RAM nach 20 -stündiger 

Kultur in Kontrollmedium. Es Ist deutlich zu erkennen, daß es sich morphologisch um eine 
sehr heterogene Zellpopulation handelt. Neben den meist kugelförmlgen Zellen (Abb.3a, c) 
treten oft langgestreckte oder flache Formen (Abb.3a, b) auf. Auffallend ist die sehr stark 
strukturierte Oberfläche mit den flächigen L.amellipodien und den feinen, z.T. sehr langen File­

podien, die häufig Zell-Zell Kontakte ausbilden (Abb.3a). Durch eine 20 -stündige Inkubation 

mit 100 J.L M CeCI3 kommt es, wie in Abb.4a-c zu erkennen ist, zu deutlichen Veränderungen 

der Zelloberfläche. Die Zellen erscheinen wesentlich unstrukturierter (Abb.4a) und die Anzahl 

der Filepodien ist sehr stark reduziert. Die auffälligste Veränderung ist jedoch das Auftreten 
von •Membraneinstülpungen", die eine beträchtliche Größe erreichen können (Abb.4b). Es 
handelt sich hierbei wahrscheinlich um die lichtmikroskopisch erkennbaren Vakuolen, die prä­

perationsbedingt eingesunken sind. 

Zellen, die für 20 Stunden mit 100 J.L M L.aCI3 inkubiert worden waren, sind in Abb.5a-c darge­
stellt. Ebenso wie bei den CeCI3-inkubierten Zellen sind Reduzierungen der Oberflächen­

struktur (Abb.5a) und zahlreiche "Membraneinstülpungen" (Abb.5b) erkennbar. Diese zeigen 
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auch hier eine innere Oberflächenstrukturierung (Abb.5c). 

Ein davon völlig abweichendes Erscheinungsbild ist bei Zellen, die für 20 Stunden mit Quarz 
inkubiert worden waren zu erkennen (Abb.6a-c). Zwar ist auch hier die Oberflächenstrukturie­

rung stark vermindert und die Filepodienzahl reduziert, aber großflächige Einstülpungen tre­
ten nicht auf. Die Zellmembran ist so verändert, daß die Zellen z.T. ein schwammartiges Aus­
sehen besitzen (Abb.6a). Zudem sind in Ihnen sehr häufig Strukturen sichtbar, bei denen es 
sich möglicherweise um phagozytierte Quarzpartikel handeln könnte (Abb.6b, c). 

3.1.3 Transmissionselektronenmikroskopie 

Die Abb.7a-c zeigen transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen von Schnitten durch 
RAM nach 2, 4 und 20 -stündiger Kultur in Kontrollmedium. Wie ein Vergleich der Zellen er­
gibt, treten im Laufe der Kulturdauer keine wesentlichen morphologischen Veränderungen 

auf. Sie besitzen zu allen Inkubationszeiten ein stark strukturiertes Zytoplasma, in dem meist 
ein gut entwickelter Golgi-Apparat, zahlreiche Mitochondrien, rauhes und glattes ER, Fila­

mentbündel sowie diverse Einschlüsse bzw. Vakuolen sichtbar sind (Abb.7a). Wie in Abb.7b 
zu erkennen ist, kann die Vakuolisierung auch bei Kontrollzellen beträchtliche Ausmaße er­
reichen. Der Kern ist meist gebuchtet oder bohnenförmig und besitzt einen deutlichen Anteil 
an Heterochromatin. An der Zelloberfläche sind sehr viele Vorsprünge ausgebildet, die sich 
über die ganze Zelle erstrecken. ln Abb. 7c sind zudem einige pseudopodienartige Zellaus­
stülpungen zu erkennen, mit denen sich die Zelle vermutlich auf der Polycarbonatmembran 
verankert. 

Bereits nach 2 -stündiger Inkubation in 100 J.1. M CeCI3 ist eine deutliche Vakuolisierung des 

ansonsten unverändert strukturierten Zytoplasmas feststellbar (Abb.8a). Die Vakuolen sind 
meist nicht rund oder oval, sondern besitzen gebuchtete, langgestreckte z.T. sogar tubuläre 
Formen. Sie sind elektronenhell, enthalten aber typischerweise elektronendichte, nieder­
schlagsartige Strukturen. Diese Strukturen sind auch außerhalb der Zellen an der Zellmem­

bran nachweisbar und gelangen sehr wahrscheinlich mittels Phagozytose in das Zellinnere 

(Abb.Sa). Nach 4 -stündiger Inkubation in 100 J.1. M Ce03 sind noch immer zahlreiche kleine, 
voneinander getrennte, aber auch einige größere Vakuolen sichtbar. Ebenso können noch 

phagozytierende Zellen gefunden werden (Abb.8b). Abb.8c zeigt einen RAM, der 20 Stunden 
in 100 J.1. M CeCI3 in kubiert worden war. Das auffälligste Merkmal neben den häufig sehr 
großen Vakuolen mit Ihren Einschlüssen Ist die nahezu vollständig reduzierte Oberflächen­
struktur. Die Zytoplasma- und die Kernstruktur erscheint auch nach 20 -stündiger Inkubation 

unverändert. 

Wie energiedlspersive röntgenspektrographische Untersuchungen zeigen, handelt es sich bei 

den elektronendichten Strukturen im Inneren der Vakuolen um cerhaltige Verbindungen 

(Abb.9). Das Cer kann nur in diesen typischen, membranumschlossenen Vakuolen, nicht aber 
in der Matrix oder in anderen elektronendichten Zytoplasmaeinschlüssen nachgewiesen wer­

den. Auch in dem untersuchten lamellaren Körperehen Ist Cer nicht nachweisbar. 
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Die für CeCI3 -inkubierte RAM erhobenen Befunde treffen in völlig analoger Weise auch auf 

LaC13 -inkubierte Zellen zu (Abb.10a-d). Auch in diesen Zellen sind bereits nach 2 -stündiger 

Inkubation zahlreiche kleine Vakuolen mit elektronendichten Einschlüssen zu beobachten 
(Abb.10b). ln Abb.10a scheint gerade die Phagozytose solcher Strukturen erkennbar zu sein. 
Im Laufe der weiteren Inkubation nimmt die Größe der Vakuolen zu, ihre Anzahl jedoch ab 
(Abb.10c, d). Genau wie bei den CeCI3 -inkublerten Zellen erscheint die Oberflächenstruktur 
sehr stark reduziert (Abb.10d), während sowohl die Kern- als auch die Zytoplasmastruktur un­
verändert bleibt. Die ultrastrukturelle Lokalisation der Sauren Phosphatase (SP) in RAM nach 
20 -stündiger Inkubation mit und ohne LaCI3 Ist in Abb.11 a, b zu sehen. ln den Kontrollzellen 
sind einige der im Zytoplasma erkennbaren Organellen und Vakuolen SP-positiv (Abb.11 a). 
Diese SP -positiven Organellen sind jedoch morphologisch sehr heterogen. Neben einigen 
primären Lysosomen ( < 0.1/J. m) sind vor allem multivesikuläre Körperehen und andere 

sekundäre Lysosomen angefärbt. Auch in LaCI3-inkubierten Zellen sind SP-positive Organel­
len vorhanden. Sie sind sowohl in ihrer Heterogenität als auch in ihrer Häufigkeit mit denen 

der Kontrollzellen vergleichbar. Auffallend ist jedoch, daß die großen, bei LaCI3-Inkubationen 

auftretenden Vakuolen mit ihren charakteristischen Einschlüssen keine SP-Aktivität zeigen. 

3.1.4. Fluoreszenzmarkierung mit Acridin Orange (AO) 

Abb.12a-c zeigt Rinderalveolarmakrophagen nach 20 -stündiger Inkubation mit und ohne 
CeCI3 bzw. LaCI3, die anschließend mit Acridin Orange markiert worden sind. Dieser 
Fluoreszenzfarbstoff reichert sich in sauren Zellkompartimenten, hauptsächlich jedoch in 
Lysosomen an und fluoresziert je nach pH-Wert gelb bis rot. ln den Kontrollzellen (Abb.12a) 
sind sehr viele kleine bis mittelgroße, rot fluoreszierende Lysosomen zu erkennen. Die Zell­

kerne sind deutlich abgegrenzt, meist randständig und fluoreszieren grün. Sowohl in den 
CeCI3 (Abb.12b) als auch in den LaCI3 (Abb.12c) -inkubierten Zellen sind neben den zahl­
reichen kleinen bis mittelgroßen Lysosomen auch einige sehr große, rot fluoreszierende Kom­
partimente sichtbar. Ob es sich dabei ebenfalls um Lysosomen handelt ist aufgrund der 
Größe fraglich, vielmehr erscheint die Zuordnung zu den licht- und elektronenmikroskopisch 
identifizierten Vakuolen sinnvoll, die dann allerdings, wie die Fluoreszenzfarbe erkennen läßt, 
ein saures Milieu beinhalten. Zusätzlich zu diesen großen fluoreszierenden Kompartimenten 

sind in den CeCI3 bzw. LaCI3 -inkubierten Zellen vereinzelt auch völlig unmarkierte zu erken­
nen. 

3.2. Biochemische Untersuchungen 

3.2.1. Inkubationen mit CeC~ bzw. LaC~ 

Vitalität 
Rinderalveolarmakrophagen wurden 2, 4 und 20 Stunden mit CeCI3 bzw. LaCI3 in verschie­
denen Konzentrationen inkubiert. Der Einfluß dieser Inkubationen auf die Vitalität der Zellen ist 
in Abb.13 dargestellt. Bei keiner der untersuchten Zeiten und Konzentrationen können signifi­
kante Vitalitätsunterschiede (2p < 0.05) zwischen CeC13- und LaCI3-Inkubierten Zellen festge­
stellt werden. Auch im Vergleich zu den Kontrollzellen ist in den ersten 4 Stunden kein Unter­

schied zu beobachten. Ein solcher ergibt sich allerdings nach 20 -stündigen Inkubationen mit 
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50 p. M LaCI3 bzw. 100 p. M CeCI3. Nach 20 Stunden in jeweils 100 p. M Lösungen ist die Vitali­
tät der Zellen auf 57% (CeCI3) bzw. 54% (LaCI3) abgesunken. 

LDH-, NAG- und Proteinverteilung 

Neben der Vitalität wurden nach den jeweiligen Inkubationen in den drei Fraktionen: ad­
härente Zellen, abgelöste Zellen und KulturOberstand, die Enzymaktivitäten der Zytoplasmati­
schen LOH und der lysosomalen NAG sowie der Proteingehalt gemessen. Die Ergebnisse 
dieser Bestimmungen sind in Abb.14-16 dargestellt. 

Die Verteilung der LOH Ist in den ersten 4 Stunden der CeCI3- bzw. LaCI3-Inkubationen ver­

glichen mit den Kontrollen nahezu unverändert (Abb.14). Die Hauptaktivität befindet sich in 
den adhärenten Zellen und nur ein kleiner Prozentsatz ist im KulturOberstand bzw. in den ab­

gelösten Zellen nachweisbar. Nach 20 Stunden ist der Anteil im KulturOberstand merklich 
angestiegen, wobei ein signifikanter Unterschied zur Kontrolle jedoch erst bei Inkubationen 

mit 1 00 p. molaren Lösungen festzustellen ist. Dieses Freisatzungsmuster der LOH in den 
Überstand korreliert gut mit der Vitalitätsminderung. Die Gesamtaktivität ist durch die Inkuba­
tionen unbeeinflußt. 

Ebenso wie bei der LOH erfolgt die Freisatzung der NAG in den KulturOberstand erst nach 20 -
stOndiger Inkubation im nennenswerten Ausmaß (Abb.15). Im Gegensatz zur LOH kann die 

Freisatzung der NAG ln den Überstand jedoch schon nach der Inkubation in 50 p. molaren 
Lösungen festgestellt werden. Die Inkubationen in 1 o p. molaren Lösungen führen demgegen­

Ober selbst nach 20 Stunden im Vergleich zur Kontrolle zu keiner erhöhten Enzymaktivität im 
Überstand. Die Gesamtaktivität bleibt während der Inkubationen nahezu konstant. 

Das Verteilungsmuster des Proteins entspricht weitgehend dem der NAG. Signifikante Unter­
schiede im Proteingehalt des Überstandes im Vergleich zur Kontrolle zeigen sich erst nach 20 
Stunden bei den jeweils 50 p. molaren Lösungen (Abb.16). Die Gesamtproteinmenge ist nach 
20 -stOndiger Kultur, unabhängig von den CeCI3 bzw. LaCI3 -Konzentrationen, meist etwas 
vermindert. 

Die in den gezeigten Ergebnissen z.T. vorhandenen Unterschiede zwischen CeCI3- und 

LaCI3-Inkubationen konnten in Wiederholungsversuchen nicht bestätigt werden. Insgesamt 
scheinen sich die zytotoxischen Wirkungen dieser beiden Seltenen Erdmetalle nicht deutlich 

voneinander zu unterscheiden. 

3.2.2. Inkubationen mit La~~ 

Vitalität 

La203 hat auf Rinderalveolarmakrophagen eine deutlich zytotoxische Wirkung (Abb.17), wo­
bei der Vitalltätsver1ust sowohl zeit- als auch konzentrationsabhängig erfolgt. Im Gegensatz zu 
den Inkubationen mit CeC13 bzw. LaCI3 kann keine 4 -stOndige Latenzzeit festgestellt werden. 
Eine signifikante Vitalitätsminderung (2p < 0.05) tritt nach 2 Stunden mit 500 p. gjml, nach 4 

Stunden mit 50 p. gjml und nach 20 Stunden bereits mit 1 o p. gjml La203 ein. Es ist dabei 

allerdings zu berOckslchtigen, daß die eingesetzte Menge an Lanthan im Vergleich zu den 
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LaCI3-Inkubationen deutlich größer ist. So sind z.B. 100 J.L g La203 bezüglich des Lanthans 
1 ml einer 613 J.L M LaCI3 -Lösung äquimolar. 

LDH-, NAG- und Proteinverteilung 
Nach 2, 4 und 20 -stündigen Inkubationen der Rinderalveolarmakrophagen mit La20 3 wurden 
im Kulturüberstand, in den abgelösten und den adhärenten Zellen die Aktivitäten der Enzyme 
LOH und NAG sowie die Menge an Protein bestimmt. Ihre Verteilungen in den jeweiligen Ver­
suchsansätzen sind in Abb.18-20 dargestellt. 

Bereits nach 2 -stündiger Inkubation ist eine signifikante Erhöhung der LOH-Aktivität im Kul­

turüberstand festzustellen (Abb.18). Sehr deutlich wird dieser Anstieg allerdings erst nach 4 
Stunden mit 100 J.L gjml La2o3. Im weiteren Vertauf der Inkubation kommt es zu einer drasti­

schen Freisatzung der LOH aus den adhärenten Zellen in den Überstand, so daß sich z.B. 

nach der Inkubation mit 50 J.L gfml La203 78% der in diesen Versuchsansatz gefundenen Ge­

samtenzymaktivität im Überstand befinden. Inkubationen mit höheren Konzentrationen führen 
zu keiner vermehrten Enzymfreisatzung mehr. Die Gesamtenzymaktivität in den jeweiligen 
Ansätzen entspricht in etwa den jeweiligen Kontrollen. 

Die beobachteten Wirkungen der La203-Inkubationen auf die Verteilung der LOH-Aktivität in 
den verschiedenen Fraktionen sind in nahezu gleicher Weise auch für die Verteilungen der 
NAG-Aktivität (Abb.19) und des Proteins (Abb.20) feststellbar. 

3.2.3. Inkubationen mit LaBaCuO~ 

Vitalität 

Rinderalveolarmakrophagen, die mit LaBaCu03,5 inkubiert worden waren, zeigen einen deut­
lich konzentrations- und zeitabhängigen Vitalitätsvertust (Abb.21 ), der allerdings in den ersten 
4 Stunden nur relativ schwach ausgeprägt ist. Demgegenüber kann nach einer 20 -stOndigen 
Inkubation mit 200 J.L gjml eine drastische Reduzierung der Vitalität von 81% (Kontrolle) auf 
21% festgestellt werden. 

LDH-, NAG- und Proteinverteilung 

Der Einfluß von LaBaCu03,5-Inkubationen auf die Verteilung der Enzymaktivitäten und des 

Proteins in den Fraktionen Kulturüberstand, abgelöste und adhärente Zellen ist in Abb.22-24 
zu erkennen. Während sich selbst bei hohen LaBaCu03,s-Konzentrationen die Verteilung der 
LOH im Vergleich zur Kontrolle weder nach 2 noch nach 4 -stündigen Inkubationen deutlich 
verändert, ergibt sich nach 20 Stunden ein völlig anderes Verteilungsmuster (Abb.22). Neben 
dem unsystematisch auftretenden Ablösen der Zellen ist dabei vor allem die Erhöhung der 
Enzymaktivität im Überstand auffällig. Diese kann bereits nach Inkubationen mit 10 J.L gjml 
nachgewiesen werden (2p < 0.05) und erreicht mit 100 J.L gfml sowohl absolut, wie auch pro­
zentual einen maximalen Wert, der auch durch die Verdoppelung der Konzentration nicht 
übertroffen wird. Die in diesem Versuch nach 4 Stunden auftretenden signifikant erhöhten En­
zymaktivitäten konnten in Wiederholungsversuchen nicht bestätigt werden. ln allen Versuchen 

war die LDH-Gesamtaktivität nach 20 -stündigen Inkubationen mit 1 oo bzw. 200 J.L gjml 
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LaBaCu03,5 mehr oder weniger deutlich reduziert. 

Bei der Betrachtung der NAG- und Proteinverteilung (Abb.23 u. 24) ergibt sich ein der LOH­
Verteilung entsprechendes Bild. Wie bei Ihr findet die Freisatzung in den Überstand erst nach 

20 Stunden im größerem Ausmaße statt, dies allerdings schon bei 50 J..1. gjml. 

3.3. Untersuchungen zur Freisatzung von chemoattraktiv wirksamen Faktoren (CF) 

3.3.1. Chemoattraktlve Wirkung verschiedener Substanzen auf RAM 

Die Fähigkelt von Rinderalveolarmakrophagen, sich in den Konzentrationsgradienten ver­

schiedener chemoattraktlver Agenzien gerichtet zu bewegen, wurde sowohl eine Stunde nach 
der Lavage als auch nach 20 -stündiger Übernachtkultur untersucht. Wie in Abb.25 zu erken­
nen Ist, kann direkt nach der Lavage, bei dem als Negativkontrolle benutzten Medium (RPMI), 

eine geringe Wanderungsaktivität der Zellen beobachtet werden. Eine über diese spontane 
Migration hinausgehende Bewegung der Zellen ist jedoch weder mit Leukotrien 84 (LTB4) 
noch mit Formyi-Methionyi-Leucyi-Phenylalanin (FMLP) induzierbar. Anschließend an eine 20 
-stündige Übernachtkultur verändert sich weder die Anzahl der Zellen, die eine Spontanmigra­
tion zeigen, noch die Reaktivität der Zellen auf LTB4 oder FMLP. Demgegenüber kann mit 
hitzeinaktiviertem fötalem Kälberserum (FCS) und mit Aktivkohle- (AAS) oder Quarz- (QAS) 
aktiviertem Serum sowohl bei frisch isolierten, als auch bei Übernacht kultivierten Rinder­
alveolarmakrophagen eine Verminderung der Spontanmigration beobachtet werden (Abb.26). 

Wesentlich auffälliger ist jedoch die sehr starke chemotaktische Reaktion der RAM auf 
"Zymosan aktiviertes Serum" (ZAS), die jedoch nur von Zellen gezeigt wird, die zuvor für 20 
Stunden in Kultur gehalten wurden. Diese Reaktion ist deutlich konzentrationsabhängig und 
erreicht bei einer Verdünnung des ZAS von 1:1 o einen maximalen Wert (Abb.27). 

3.3.2. Freisetzunq von chemotaktisch wirksamen Faktoren durch RAM 

Im Kulturüberstand von Rinderalveolarmakrophagen, die mit CeCI3 inkublert worden waren, 
kann eine, auf andere, unbehandelte Rinderalveolarrnakrophagen chemoattraktlv wirkende, 

Aktivität festgestellt werden (Abb.28). Die Freisatzung dieser CF ist jedoch erst nach einer 20-
stündigen Inkubation signifikant nachzuweisen. Sie erfolgt dann streng dosisabhängig, wobei 

die, nach einer Inkubation mit 50 J..1. M bzw. 100 J..1. M CeCI3 freigesetzten CF, in ihrer Wirkung 
etwa 54% bzw. 97% derjenigen einer 10%-igen ZAS-Lösung entsprechen. Die hier zum ersten 

Mal beobachtete, aber auch in anderen Versuchsansätzen häufig auftretende Tendenz der 
Überstände von 2 Stunden inkubierten Kontrollzellen, die Mobilität der Effektorzellen zu inhi­

bieren, ist zwar auffällig, aber nur in wenigen Fällen statistisch nachweisbar. 

Die Inkubationen der Rinderalveolarrnakrophagen mit LaCI3 führen bzgl. der CF-Freisetzung 
prinzipiell zu den gleichen Ergebnissen (Abb.29). Während die 2 bzw. 4 -stündigen Inkuba­

tionen in 1 00 J..1. M LaCI3 keine Wirkung zeigen, tritt nach 20 Stunden schon mit 50 J..1. M LaCI3 
eine deutliche Erhöhung des chemotaktischen Potentials des Überstandes auf. 
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Auch nach der Inkubation von Rinderalveolarmakrophagen mit den partikulären Lanthanver­
bindungen La203 und LaBaCu03,5 ist die Freisatzung von CF in den KulturOberstand fest­

stellbar. Sie führt bei einer Konzentration von 100 iJ. gjml La203 nach 20 Stunden zu einem 
drastischen Anstieg des chemotaktischen Potentials auf etwa das 2.5 -fache einer 1 0%-igen 
ZAS-Lösung (Abb.30). Kurzzeitige Inkubationen zeigen keine Wirkung. 

Analog dazu, zeigen auch die Inkubationen mit LaBaCuOa,5 (Abb.31) nach 2 Stunden keine 
Wirkung, während sie nach 20 Stunden sowohl mit 50 als auch mit 100 iJ. gjml zu sehr deut­

lichen CF-Freisetzungen führen. Die, mit der hohen Konzentration induzierte Erhöhung des 
chemotaktischen Potentials Im Überstand erreicht dabei das mit La20a erhaltene Ausmaß. 

Wie in Abb.32 zu sehen ist, bewirkt Kupfer, ein Bestandteil des LaBaCu03,5 (1 o iJ. g CuO sind 
bzgl. des Kupfers mit ca. 50 iJ. g LaBaCuOa,5 äquimolar), wenn es als Kupferoxid verwendet 
wird, auch nach einer 20 -stOndigen Inkubation keine CF-Freisetzung aus Rinderalveolar­
makrophagen. 

Die Inkubationen mit Quarz und Ti02, die jeweils als zytotoxische bzw. als inerte Kontroll­
partikel benutzt wurden, führen nach 20 Stunden zu völlig konträren Ergebnissen. Während 

mit 250 iJ. gjml Quarz (Abb.33) das chemotaktische Potential des KulturOberstandes auf etwa 
das doppelte einer 10%-lgen ZAS-Lösung erhöht wird, kann mit der gleichen Menge TI02 
nicht die geringste Wirkung erzielt werden (Abb.34). Kurzzeitinkubationen haben weder mit 
Quarz noch mit Ti02 einen Effekt. 

Um zu überprüfen, ob die Inkubationen, neben den bereits beschriebenen Freisetzungen, 
auch zu Akkumulationen von CF innerhalb der Zellen führen, wurden die intrazellulären CF­
Gehalte der Rinderalveolarmakrophagen parallel zu Ihren Überständen bestimmt. ln Abb.35 ist 

zu erkennen, daß sich 2 Stunden nach Inkubationsbeginn weder in den Kontrollzellen noch in 
den LaCI3- bzw. CeC13-behandelten Zellen CF nachweisen lassen. Obwohl die LaCI3- bzw. 
CeCia-inkubierten Zellen nach 20 Stunden große Mengen an CF in den Überstand freigesetzt 
haben, sind bei Ihnen im Zellinneren ebenso, wie bei den Kontrollzellen, keine Faktoren mit 

eherneattraktiven Eigenschaften nachweisbar. Zu prinzipiell gleichen Ergebnissen führen die 

Inkubationen mit La203 bzw. LaBaCu03,5 (Abb.36) und mit Quarz bzw. Ti02 (Abb.37). Dabei 
konnte unabhängig von der jeweiligen Freisatzung in den Überstand bei keiner der benutzten 
Konzentrationen eine Anreicherung von CF in den Zellen nachgewiesen werden, die deutlich 

Ober die in Kontrollzellen bestimmte Menge hinausgeht. 

Die Freisatzung von CF kann auch durch eine Behandlung der Rinderalveoiarmakrophagen 
mit 10 iJ. gjml Lipopolysaccharid (LPS) induziert werden (Abb.38). ln Gegensatz zu den oben 
beschriebenen Freisetzungen durch die metallischen Verbindungen bzw. durch Quarz, er­
reicht das chemotaktische Potential des KulturOberstandes bereits nach 2-3 Stunden seinen 

maximalen Wert und sinkt im Laufe der weiteren Kulturdauer deutlich ab. Weder eine gleich­

zeitige Inkubation mit 100 iJ. M LaCI3 bzw. Ce03 (Abb.39) noch eine 16 -stündige Vorinkuba­

tion der Zellen in diesen Lösungen (Abb.40) hemmen die LPS-induzierte Freisatzung der CF. 
Die Überstände der vorbehandelten Zellen besitzen, verglichen mit denen von nicht vorbe­

handelten Zellen, nach der LPS-Stimulation sogar ein höheres chemotaktisches Potential. 
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3.3.3. Charakterisierunq der chemotaktisch wirksamen Faktoren 

Wie in Abb.41 a zu sehen ist, wird die LPS-induzierte Freisetzunq der CF durch die Hemmung 

der Prostaglandin-Synthese mittels 30 -minOtiger Vorinkubation mit 1 mM Acetylsalicylsäure 
nicht beeinflußt. Auch nach der Hemmung der Leukotrien-Synthese (durch die Vorinkubation 
der Zellen mit 200 J.L M n-Propyi-Gallate) können die Rinderalveolarrnakrophagen bei der Sti­
mulation mit LPS nahezu ebensoviel CF in den Überstand freisetzen wie Kontrollzellen 

(Abb.41 b). Eine Hemmung der Proteinsynthese durch die Inkubation mit 10 J.L gfml Actino­
mycin D führt demgegenüber zu einer deutlichen Reduktion des chemotaktischen Potentials 

im Überstand von LPS-stimulierten Zellen (Abb.42). Ebenso wie bei der Inkubation mit LPS 

kann auch bei der Inkubation mit LaBaCu03,5 die Freisetzunq der CF durch die Hemmung 

der Proteinsynthese reduziert werden. 

Ein Vergleich zwischen den Überständen von Zellen, die mit LPS (1 0 J.L gjml, 4 h) bzw. mit 
LaBaCu03,5 (1 oo J.L gjml, 20 h) lnkubiert worden waren, und ZAS zeigt bzgl. der Thermostabi­

lität ihrer CF deutliche Parallelen auf (Abb.43). Das chemotaktische Potential beider Über­
stände wird durch eine einstündige Erwärmung auf 56"C nicht beelnflußt. Über das unbe­
handelte ZAS kann keine Aussage getroffen werden, da es schon während seiner Herstellung 
bei 56"C hitzeinaktiviert wird (s. 2.5.1.), die CF scheinen dadurch offensichtlich nicht beein­

trächtigt zu werden. Die Erhitzung auf 1 oooc für eine Stunde führt sowohl bei den belden 
Überständen als auch bei ZAS zum vollständigen Verlust des chemotaktischen Potentials. 

Das chemotaktische Potential des Überstandes von LaBaCu03,5-inkubierten RAM (50 J.L gfml, 

20 h) und auch das von ZAS kann durch eine 2 -stündlge Inkubation mit Antiserum gegen C5 
deutlich vermindert werden (Abb.44). Dabei wird das chemotaktische Potential von ZAS um 

etwa 40%, das des Überstandes um etwa 70% reduziert. Interessanterweise besitzt das be­
nutzte Antiserum gegen C5 selbst sehr starke eherneattraktive Eigenschaften. 

Das Molekulargewicht der durch eine 20 -stündlge Inkubation mit 50 J.L gjml LaBaCu03,5 von 
Rinderalveolarmakrophagen in den Kulturüberstand freigesetzten CF wurde durch Gelfiltration 
ermittelt. Abb.45 zeigt das Elutionsprofil der chemotaktischen Aktivität nach der Filtration über 

eine Sephacryl (S-200)-Säule. Die höchste Chemoattraktlvität kann einem Molekulargewichts­
bereich von 10500 -17000 Da. (Eiutionsvolumen: 315-336 ml) zugeordnet werden. Das Maxi­

mum liegt bei 11700 Da. Neben diesem Hauptpeak können noch einige Nebenpeaks, die al­
lerdings deutlich kleiner sind, im hochmolekularen Bereich(> 250 kDa.) festgestellt werden. 

Untersuchungen der CF im Kulturüberstand von 20 Stunden mit 50 J.L gjml LaBaCu03,5 inku­

bierten Zellen in einem sog. "Checkerboard-Assay" (Tab.4) zeigen, daß diese wesentlich stär­
kere chemotaktische (bewirkt eine gerichtete Migration) als chemokinetische (bewirkt eine er­

höhte Mobilität ohne die Bevorzugung einer bestimmten Richtung) Eigenschaften besitzen. 
Ein negativer Gradient des Überstandes (seine Konzentration ist in der oberen Kammer, wo 
sich die Zellen befinden, höher als in der unteren) führt zu keiner erhöhten Migration der Zel­

len. Demgegenüber kann durch einen positiven Gradienten (die Konzentration ist in der unte­

ren Kammer höher als ln der oberen) eine deutliche Chemotaxis bewirkt werden. Auch ohne 
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einen Gradienten (gleiche Konzentrationen in der oberen und unteren Kammer) kommt es in 
Anwesenheit der CF zu einer verstärkten Wanderung der Zellen, allerdings in weit geringerem 

Maße. 

3.4. Untersuchungen der chemotaktischen Mobilität 

Rinderalveolarmakrophagen, die mit CeCI3 lnkubiert wurden, zeigen eine drastische Reduzie­

rung ihrer chemotaktischen Reaktion auf ZAS (Abb.46). Die Wirkung des CeCI3 erfolgt dabei 
sehr schnell und ist deutlich dosisabhängig. Bereits nach einer 2 -stündigen Inkubation in 
100 J.1. M CeCI3 beträgt die Mobilität der Zellen, verglichen mit Kontrollzellen, nur noch etwa 
25%. Eine Zeitabhängigkeit des Effektes ist ebenfalls feststellbar, wobei allerdings schon nach 

4 Stunden die maximale Wirkung der mittleren und hohen Konzentration erreicht zu sein 
scheint. Tendenziell ist auch bei der niedrigsten Konzentration eine Hemmung der Mobilität 

festzustellen, diese erreicht aber zu keinem Inkubationszeitpunkt statistische Signifikanz. 

Die Inkubation der Rinderalveolarmakrophagen mit LaCI3 führt zu Mobilitätseinbußen, die 
sowohl in Ihrer Höhe, als auch in ihrer zeitlichen Entwicklung mit den bei CeCI3 erhaltenen 
nahezu übereinstimmen (Abb.47). Unterschiede zu den Inkubationen mit CeCI3 sind nur nach 
4 Stunden bei der mittleren und der hohen Konzentration festzustellen, die jeweils geringere 
Effekte zeigen. Nach 20 Stunden ist dieser Unterschied jedoch nicht mehr vorhanden und die 
CeCI3 bzw. LaCI3 inkubierten Zellen besitzen gleichermaßen verringerte Mobilitäten. 

Ebenso wie die Inkubation mit LaCI3, so führen auch die Inkubationen mit den Ianthanhaitigen 

La203- (Abb.48) und LaBaCu03,5-Partikeln (Abb.49) bei Rinderalveolarmakrophagen zu Mo­
bilitätseinbußen. Diese treten beim La2o3 aber erst nach längeren Inkubationszeiten und 

höheren Lanthankonzentrationen (die Lanthanmenge in 50 J.1. g La2o3 ist mit 1 ml einer 307J.1. M 
LaCI3-Lösung äquimolar) auf und erreichen selbst nach 20 -stündiger Inkubation mit 5~ gjml 
mit 37% bei weitem nicht das mit 100 J.1. M LaCI3 (9%) beobachtete Ausmaß. Interessanter­
weise kann nach der 20 -stündigen Inkubation mit der geringen Konzentration (1 0 J.1. gjml) 
eine merklich erhöhte Mobilität der Zellen festgestellt werden. 

Auch bei den Inkubationen mit LaBaCu03,5 kommt es erst nach längeren Inkubationszeiten 
und bei höheren Konzentrationen zu einer deutlichen Mobilitätseinbuße. Anders als beim 

La203 werden jedoch nach 20 -stündigen Inkubationen Mobilitätsreduzierungen erreicht, die 
mit denen der LaCI3-Inkubationen vergleichbar sind. Eine Steigerung der Mobilität durch ge­

ringe Partikelkonzentrationen konnte beim LaBaCu03,5 nicht beobachtet werden. 

Quarz, der als zytotoxischer Kontrollstaub benutzt wurde, führt bei einer Konzentration von 
100 J.1. gjml bereits nach 2 Stunden zu einem Mobilitätsver1ust von etwa 40%, der sich im Laufe 
von 20 Stunden nur noch unwesentlich auf etwa 47% erhöht (Abb.50). Wie schon beim La203 
beobachtet, scheint die Mobilität der Zellen durch die Inkubationen mit niedrigen Konzentra­

tionen deutlich erhöht zu werden. 

Nach Inkubationen mit dem inerten Ti02 ist, im Gegensatz zu den anderen benutzen Parti-
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kein, selbst nach 20 Stunden kein Mobilitätsverlust festzustellen (Abb.51). Während sich in 

den ersten 4 Stunden bei keiner Konzentration ein signifikanter Effekt auf die Mobilität zeigt, 

kommt es nach 20 Stunden, übereinstimmend mit La203 und Quarz bei der geringeren und 
zusätzlich sogar bei der höheren Konzentration zu einer verstärkten Mobilität der Zellen. 

Die Mobilität der Rinderalveolarmakrophagen wird in gleichem Maße, wie durch eine Inkuba­
tion mit 100 J1. M LaCI3, dreh die Depolymerisierung sowohl der Aktinfilamente als auch der Mi­
krotubuli nahezu vollständig gehemmt (Abb.52). Während jedoch die für 4 Stunden mit 

Cytochalasin B bzw. Colchizin behandelten Zellen nach dem Auswaschen und einer 4 -stün­
digen Nachinkubation in Kontrollmedium wieder eine deutlich höhere Mobilität besitzen als 

davor, ist sie bei Zellen, die für 4 Stunden mit LaCI3 inkubiert worden waren, selbst nach 20 -
stündiger Nachinkubation in Kontrollmedium unverändert gering. 

Rinderalveolarmakrophagen, die für 16 Stunden in ea2+ -haltigem und anschließend für 4 

Stunden in ea2 +-freiem Kontrollmedium kultiviert wurden, zeigen in ihrer chemotaktischen 
Reaktion auf ZAS keinen Unterschied zu den 20 Stunden in Ca2 + -haltigem Medium kultivier­
ten Zellen (Abb.53a,b). Nach 20 Stunden in ea2 +-freiem Medium sinkt die Mobilität der Zellen 
jedoch auf etwa 60% ab. Eine 4 -stündige Inkubation mit dem Kalziumkanalblocker Verapamil 
führt bei den in Ca2 + -haltigen Medium kultivierten Zellen zu keiner veränderten Mobilität. Der 
Einfluß des LaCI3 auf die Mobilität der Zellen wird weder durch die Abwesenheit von ea2 +­

Ionen im Medium noch durch das Vorhandensein von Versparnil modifiziert. Eine Modifikation 
kann jedoch nach einer 30 -minütigen Vorbehandlung mit Acetylsalicylsäure (ASS) beobach­

tet werden (Abb.54). Dabei zeigen die mit 1 mM ASS vorbehandelten Zellen nach einer 4-
stündigen Inkubation mit LaCI3 eine, im Vergleich zu den nicht vorbehandelten Zellen (15%), 

wesentlich höhere Mobilität (63%). 

Abb.55a-d zeigt rasterelektronenmlkroskopische Aufnahmen von Rinderalveolarmakropha­
gen, die nach einer 4 ~stündigen Inkubation mit und ohne LaCI3 für weitere 4 Stunden in die 
Chemotaxis-Kammer überführt worden waren. Deutlich ist zu erkennen, daß sowohl die nicht­
gewanderten Kontrollzellen (Abb.55a) als auch die nichtgewanderten LaCI3-inkubierten Zellen 

(Abb.55b) sehr flach ausgebreitet auf der Membran festsitzen. Die mit LaCI3 inkubierten Zellen 
zeigen im Vergleich zu den Kontrollzellen keinerlei Besonderheiten wie z.B. Aggregationen, 

die ursächlich auf eine Mobilitätsminderung hinweisen würden. Die gewanderten Kontrollzel­
len (Abb.55c) sind noch flacher ausgebreitet und bedecken z.T. die gesamte Membranfläche 

einschließlich der Poren. Über die gewanderten LaCI3-inkubierten Zellen (Abb.55d) kann auf­
grund der geringen Anzahl keine Aussage gemacht werden. 

3.5. Untersuchungen der C5a-Rezeptoren 

Zur Untersuchung der C5a-Rezeptoren wurden RAM, nachdem sie für 4 Stunden mit bzw. 

ohne LaCI3 inkubiert worden waren, mit ZAS behandelt und anschließend, die an den 
Oberflächenrezeptoren gebundenen C5a-Moleküle mit einem Auoreszenzfarbstoff markiert 

(Abb.56a-d). Ein Vergleich zwischen den Kontrollzellen (Abb.56a) und den mit LaCI3 inku­
bierten Zellen (Abb.56b) zeigt bezüglich ihrer Oberflächenmarkierung keine Unterschiede. 

Sowohl die Anzahl der Zellen, die eine intensive Oberflächenmarkierung tragen als auch die 
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Intensität und die Verteilung der Fluoreszenz auf den jeweiligen Zellen scheint durch eine vor­
ausgehende Inkubation mit LaCI3 nicht beeinflußt zu werden. Wie in Abb.56c zu erkennen ist, 

kann auch ohne ZAS-Behandlung auf der Oberfläche von Kontrollzellen, allerdings im wesent­
lich geringerem Maße, gebundene Fluoreszenz nachgewiesen werden. Eine unspezHische, 

über die Fe-Rezeptoren vermittelte Bindung der Fluoreszenz kann bei ZAS-behandelten Kon­
trollzellen nicht festgestellt werden (Abb.56d). 

3.6. Untersuchungen des Zytoskeletts von Rinderalveolarmakrophagen 

3.6.1. Untersuchungen des Aktinsystems 

3.6.1.1. Fluoreszenzmarkierung des F-Aktins mit Rhodamin-Phalloidin 

Da es sich bei dem Mikrofilamentsystem um einen dynamisch veränderbaren Zellbestandteil 

handelt und die untersuchten Rinderalveolarmakrophagen zudem eine morphologisch sehr 
heterogene Zellpopulation darstellen, konntentrotzzahlreicher Untersuchungen keine einheit­

lichen Ergebnisse erhalten werden. Die folgenden Resultate zeigen deshalb meist nur Tenden­
zen auf, die mehrfach in unabhängigen Experimenten auftraten. 

Die Organisation der Aktinfilamente in Rinderalveolarmakrophagen direkt nach der Lavage ist 
in Abb.57a zu sehen. Eine dHfuse Anfärbung des gesamten Zytoplasmas läßt auf eine relativ 
gleichmäßige Verteilung der Filamente innerhalb der Zellen schließen. Demgegenüber ist nach 
20 -stündiger Kultur in Suspension eine völlige Umorganisation des Filamentsystems festzu­

stellen (Abb.57b). Die Zellen zeigen im cortikalen Zytoplasmabereich eine deutliche Anreiche­
rung des F-Aktins, ohne jedoch eine Polarisierung erkennen zu lassen. ln den inneren plas­
matischen Bereichen der Zellen ist es dagegen zu einer Verarmung an Filamenten gekom­
men. Der Einfluß des depolymerisierend wirkenden Cytochalasin B ist in Abb.57c dargestellt. 
Schon nach einer 30 -minütlgen Inkubation kommt es zu unregelmäßigen Akkumulationen der 
Fluoreszenz ohne erkennbare Ordnung. 

Wie die Suspensionskultur, so führt auch die Monolayerkultur der Rinderalveolarmakrophagen 

zu einer Neuorganisation des Aktinfilamentsystems (Abb.58a,b). Bereits nach einer 1 -stün­

digen Anheftzeit ist das F-Aktin fast ausschließlich im cortikalen Zytoplasmabereich konzen­

triert. Im Unterschied zu den in Suspension kultivierten Zellen lassen sich jedoch Polarttäten 

und häufig punktförmige Strukturen im Inneren erkennen (Abb.58a). Diese, wie auch der cor­
tikale Ring, befinden sich in direkter Nähe zu dem Substrat und scheinen bei der Adhäsion der 
Zellen eine Rolle zu spielen. Nach 3 -stündiger Anheftzeit zeigen die Zellen noch prinzipiell 
das gleiche Erscheinungsbild (Abb.58b), wobei sich im gesamten Zytoplasma wieder eine 

dHfuse Verteilung der Filamente etabliert. Diese ist nach einer 20 -stündigen Ruhephase und 
anschließender 2, 4 oder 20 -stündiger Inkubation deutlich sichtbar (Abb.59a-c). Die Organi­
sation der Aktinfilamente insgesamt ist jedoch bei den verschiedenen Zellen sehr heterogen, 
vor allem in der Ausbildung des cortikalen Ringes und der Polarität zeigen sich große Unter­

schiede. ln Abb.59d ist die Organisation des Aktinfilamentsystems einer 20 Stunden inkubier­
ten Kontrollzelle in stärkerer Vergrößerung zu sehen. Streßfasern, wie sie z.B. in Fibroblasten 

zu beobachten sind, konnten niemals festgestellt werden. 
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Weder die Inkubation in 1001J. M CeCI3 (Abb.60a-d) noch in 100 J1. M 1..2~13 (Abb.61a-d) tohrt zu 

einer signifikanten Umorganisation oder einer Zerstörung des Aktinge; ustes in den Zellen. 
Selbst nach 20 -stOndiger Inkubation ist die hochorganisierte Vernetzung der Filamente noch 

klar zu erkennen (Abb.60d, 61d). 

DemgegenOber ist während der Inkubation von Rinderalveolarmakrophagen mit Quarz die 

Umverteilung der Filamente direkt verfolgbar (Abb.62a-f). 15 Minuten nach der Zugabe des 

Quarzes sind vor allem im Randbereich des Zytoplasmas zahlreiche etwa 1JJ. m große punkt­

bzw. ringförmige Filamentverdichtungen zu beobachten (Abb.62a, b). Diese sind auch noch 

nach 2 bzw. 4 Stunden, jedoch wesentlich seltener, festzustellen (Abb.62c-e). Häufig ist zu 
diesen Zeitpunkten eine Anreicherung des F-Aktins im Inneren Zytoplasmabereich auffällig 
(Abb.62c). Nach 20 -stOndiger Inkubation sind zum einen fast keine treten Quarzpartikel mehr 
vorhanden, zum anderen ist die Organisation der Aktinfilamente mit derjenigen von Kontroll­
zellen vergleichbar. 

Auch durch die Inkubation mit Cytochalasin B kann ein völlig verändertes Erscheinungsbild 
der Zellen Induziert werden (Abb.63a). Wie bei den in Suspension kultivierten Zellen 

(vgi.Abb.57c), allerdings nicht in diesem Umfang, treten unregelmäßige Akkumulationen der 

Fluoreszenz auf. Diese Veränderung ist reversibel, denn nach dem Auswaschen des Cyto­
chalasin B und einer nachfolgenden 2 -stOndigen Kultur in Kontrollmedium sind zahlreiche 
Filamente sichtbar, die sowohl in ihrer Länge als auch in Ihrem Durchmesser diejenigen von 
Kontrollzellen Obertreffen (Abb.63b). Bei transmissionselektronenmikroskopischen Betrach­
tungen Ist nach der Behandlung der Zellen mit Cytochalasin B eine Vergröberung des Zyto­
plasmas festzustellen. Das vermehrte Auftreten von Vakuolen oder andere deutliche struktu­
rellen Veränderungen sind jedoch nicht zu beobachten (Abb.64). 

3.6.1.2. Bestimmung des Polymerisationsgrades von Aktin 

Wie der Tabelle 2 zu entnehmen Ist, hat sowohl die Kulturdauer als auch die Kulturart einen 

Einfluß auf den Polymerisationsgrad des Aktins bei Rinderalveolarmakrophagen. Direkt nach 

der Isolierung liegen 57% des gesamten in der Zelle vorhandenen Aktins in globulärer, nicht 
polymerisierter Form vor. Während dieser Anteil durch die 20 -stOndige Kultur in Suspension 
nicht verändert wird, kann kurz nach dem Anheften der Zellen an Plastikkulturschalen eine 
Reduzierung des G-Aktinanteils und damit eine Erhöhung des im polymerisierten Zustand be­

findlichen Aktins beobachtet werden. Im laufe der weiteren Monolayerkultur steigt der Anteil 
des G-Aktins wieder an und erreicht nach etwa 22 Stunden den kurz nach der L.avage festge­
stellten Wert. Bei länger inkublerten Zellen scheint der Prozentsatz an G-Aktin deutlich erhöht 
zu sein. 

Wie aus der Tabelle 3 ersichtlich ist, führen die 2 -stOndlgen Inkubationen der Rinderalveolar­

makrophagen mit 100 J1. M CeCI3 bzw. L.aCI3 zu keinen Veränderungen des Polymerisations­

grades von Aktin. Demgegenüber kann nach 4 Stunden eine depolymerislerende Wirkung 

beider Seltener Erden festgestellt werden, die allerdings nicht das durch Cytochalasin B be-
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wirkte Ausmaß erreicht und nach 20 Stunden nur noch bei LaCI3 nachzuweisen ist. Bei den 
zum Vergleich durchgeführten Inkubationen mit Quarz kommt es ebenfalls, jedoch schon 
nach 2 Stunden, zu einer signifikanten Depolymerisation des Aktins während bei Inkubationen 
mit Ti02 relativ große Schwankungen auftreten. Ein Einfluß auf den Gesamtaktingehalt konnte 

bei keiner Inkubation festgestellt werden. 

3.6.1.3. Untersuchung des F-Aktingehaltes 

Rinderalveolarmakrophagen, die mit verschiedenen LaCI3 bzw. CeCI3-Konzentrationen vorin­
kubiert waren, wurden für 15, 30 und 45 Minuten mit ZAS stimuliert und anschließend die 
Menge an filamentösem Aktin fluoreszenzphotometrisch bestimmt. Wie in Abb.65a, b zu er­
kennen ist, reagieren sowohl die mit LaCI3 als auch die mit CeCI3 für 4 Stunden vorinkubier­
ten Zellen auf die Stimulation mit ZAS im Prinzip gleich wie die Kontrollzellen. Nach einer an­
fänglichen Reduzierung der F-Aktinmenge erfolgt eine mehr oder weniger kontinuierliche Er­

höhung. Die Konzentrationsabhängigkeit der F-Aktinmenge zu Beginn der Stimulation konnte 
tendenziell in allen Versuchen festgestellt werden, spielt aber für die Untersuchung des Um­

baus von Aktin keine Rolle. Auch das gleichzeitige Vorhandensein von LaCI3 bzw. CeCI3 im 
Kulturmedium während der Stimulation mit ZAS verändert die Kinetik des Aktinumbaus der 

Zellen nicht (Abb.65c, d). Zwischen den mit 100 

#..' M LaCI3 bzw. CeCI3 vorinkubierten und den nicht vorinkubierten Zellen kann in diesem Ver­
suchsansalz ebenfalls kein Unterschied in der Kinetik des Aktinumbaus festgestellt werden. 

Diese Versuche wurden analog auch nach 20 -stündiger Vorinkubation mit den Verbindungen 

durchgeführt (Abb.66a-d). Zwischen Kontrollen und LaCI3- bzw. CeCI3 -behandelten Zellen 
war wiederum kein systematischer Unterschied bezüglich der Antwort auf die ZAS-Stimulation 
zu beobachten. 

3.6.2. Untersuchungen des Mikrotubulisystems 

3.6.2.1. Fluoreszenzmarkierung der Mikrotubuli mit FITC-gekoppelten Antikörpern 

Während direkt nach der Lavage in Rlnderalveolarmakrophagen keine Mikrotubuli nachweis­
bar sind (nicht gezeigt), sind diese nach einer Übernachtkultur in nahezu allen Zellen nach­

weisbar (Abb.67a-c). Die weitere Inkubationszeit hat auf die Verteilung keinen wesentlichen 
Einfluß mehr. Typischerwelse dehnen sich die Mikrotubuli strahlenförmig, wie feine Fäden, 
durch das gesamte Zytoplasma bis zur Zellperipherie hin aus. Den Ausgangspunkt der 
Strahlen bildet dabei immer ein eng begrenzter Zytoplasmabereich in unmittelbarer Nachbar­

schaft zum Zellkern (Mikrotubuli-Organisationszentrum). Sehr wahrscheinlich entspricht die in 
Abb.9 in der Mitte der Zelle erkennbare Struktur einem solchen Organisationszentrum. Die 

Verteilung der Mikrotubuli Ist am deutlichsten in flach ausgebreiteten oder in spindeiförmig 

langgestreckten Zellen zu erkennen. ln kugelförmig abgerundeten Zellen ist demgegenüber 

häufig keine klare Organisation sichtbar. 

Weder durch die Inkubation mit CeCI3 (Abb.68a-c) noch mit LaCI3 (Abb.69a-c) ergibt sich 
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eine Veränderung in der Organisation der Mikrotubuli. Selbst nach jeweils 20 -stündiger In­
kubation sind bei zahlreichen Zellen die Mikrotubuli-Organisationszentren und die einzelnen, 

strahlenförmig vertaufenden Mikrotubuli deutlich zu erkennen (Abb.68c, Abb.69c). Auffällig 
sind jedoch die Mikrotubuli-freien Bereiche Im Zytoplasma, die nach 4 -stündlger Inkubation 

auftreten und aufgrund ihrer Größe und Form an die bereits mit anderen Methoden dokumen­

tierten Vakuolen erinneren. 

Im Gegensatz zum Aktin werden die Mikrotubuli durch die Inkubation mit Quarz nicht umor­
ganisiert (Abb.70a-c). Die Partikel sind deutlich im Zytoplasma sichtbar, führen aber an keiner 

Stelle zu einer erkennbaren Schädigung oder Veränderung dieser zytoskeletalen Komponente 

(Abb.70a, b). Nach 20 -stündiger Inkubation mit Quarz Ist jedoch die Zahl der abgerundeten, 
kugelförmigen Zellen ohne erkennbare Mlkrotubuli-Organisation merklich erhöht. Es sind je­
doch noch zahlreiche Zellen vorhanden, bei denen sich die Anordnung der Mikrotubuli nicht 
wesentlich von der in Kontrollzellen unterscheidet (Abb.70c). Tendenziell tritt allerdings meist 

eine Reduzierung der Zahl der Mikrotubuli auf. 

Wie Abb.71a und b zeigen, hat auch die 2 bzw. 4 -stündige Inkubation mit La203 keine Aus­
wirkungen auf das Mikrotubuli-Gerüst der Rinderalveolarmakrophagen. Zwar sind in den Zel­
len nach 4 -stündiger Behandlung sowohl Partikel als auch vakuolenartige, mikrotubulifreie 
Zytoplasmabereiche zu beobachten, aber an keiner Stelle ist eine direkte Schädigung oder 
Veränderung nachwelsbar (Abb. 71 b). 

Um die Wirkung einer depolymerlslerenden Substanz auf die Organisation der Mikrotubuli zu 
untersuchen, wurden die Rlnderalveolarmakrophagen mit 0.1#). gjml Cholchizin inkubiert. Be­
reits nach 2 Stunden waren nahezu sämtliche Mlkrotubuli depolymerisiert (Abb. 72a) und so­
mit nicht mehr anfärbbar. Sie erholen sich jedoch nach dem Auswaschen des Agens relativ 

rasch wieder und schon nach 2 Stunden in Kontrollmedium sind ln vielen Zellen sternförmige 
Strukturen (Asteren) zu erkennen (Abb.72b), die sich stets ln direkter Nähe zum Kern be­

finden. 

3.6.3. Untersuchungen der Adhäsionsfähigkeit 

Zur Untersuchung des Einflusses verschiedener Substanzen auf die Adhäsionsfähigkeit von 
Rinderalveolarmakrophagen, wurden diese für 2, 4 und 20 Stunden in Suspension vorinkubiert 

und anschließend die Adhäsionsfähigkeit der vitalen Zellen auf Plastikoberflächen bestimmt. 

Wie sich aus Tab.1a-c entnehmen läßt, konnte durch keine der Inkubationen eine deutliche 

Veränderung der Absetzrate bewirkt werden. Nach den Inkubationen mit 100 1J. M CeCI3 oder 

LaCI3 zeigen die Zellen die Tendenz sich etwas schlechter festzusetzen (ausgenommen nach 
20 Stunden in laCI3). Während sich die Absetzrate bei Inkubationen mit Quarz im Laufe der 

Kulturdauer von "vermindert• zu "erhöht" verändert, ist sie nach den LaBaCu03,s-lnkubatio­
nen zu allen Kulturzelten reduziert. Ti02 hat demgegenüber zu keiner Inkubationszelt einen 

Einfluß auf das Absetzverhalten der Zellen. Von den beiden Substanzen, die auf das Zyto­
skelett der Zellen einwirken, führt interessanterweise das Colchizin zu einer niedrigeren Ab­

setzrate. 
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4. DISKUSSION 

Die sog. Seltenen Erden sind nicht so selten, wie zunächst angenommen worden war und ihre 
Bedeutung am Arbeitsplatz dürfte in den nächsten Jahrzehnten durch die Produktion von 
Hochtemperatursupraleitern drastisch ansteigen. Da ihre Inhalation zu Lungenveränderungen 
führen kann und zudem sehr viele immunologische Reaktionen durch sie beelnflußt werden 
(s. Einleitung), ist es von großem Interesse, ihre toxikologische und immunologische Wirkung 
auf immunkompetente Lungenzellen zu klären. Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher 

zunächst die allgemeine Zytotoxizität von Seltenen Erdmetallen auf Alveolarmakrophagen zu 

erfassen und ein System zur Messung chemotaktischer Bewegungen zu etablieren. Im An­

schluß daran sollte die Freisatzung von chemotaktisch wirksamen Faktoren untersucht und 
diese weitgehend charakterisiert werden. Ein weiteres Anliegen war die Überprüfung einer 
Beeinflußung der Chemotaxis und die Aufklärung der Ursachen hierfür, mit besonderem Au­
genmerk auf zytoskeletale Veränderungen. 

Allgemeine Zytotoxizität 

Die Morphologie unbehandelter Rinderalveolarmakrophagen (RAM) entspricht sowohl auf 

licht- als auch auf elektronenmikroskopischem Niveau der, von Alveolarmakrophagen (AM) 
anderer Spezies (vgl. Schimmelpfeng, 1989). Nach der Inkubation mit LaCI3 bzw. CeCI3 kann 
eine Verminderung der Oberflächenstrukturierung und eine starke Vakuolisierung des Zyto­
plasmas festgestellt werden. Die Veränderung der Oberflächenstruktur von Alveolarmakro­

phagen wurde bereits bei der Inkubation mit anderen Metallverbindungen beobachtet und je­
weils als sehr sensitiver Indikator für die Zytotoxizität des betreffenden Metalles gewertet. So 
konnten z.B. bei AM von Kaninchen nach der Behandlung mit CdCI2, NiCI2, MnCI2, CrCI3 und 
NH4 vo3 (Waters et al., 1975) ebenso wie mit Blei (DeVries et al., 1983) Oberflächenverände­
rungen festgestellt werden, die in Ihrem Ausmaß und Erscheinungsbild den Grad der Zell­
schädigung widerspiegeln. Das Ausmaß der bei RAM beobachteten Veränderung durch LaCI3 
bzw. CeCI3 (Abb.4 u. Abb.5) läßt auf eine zytotoxische Wirkung dieser Metallverbindungen 
schließen, die jedoch Im Vergleich zu anderen Schadstoffen, wie z.B. Quarz (Abb.6) oder 

Ni3S2 (Finch et al., 1987) geringer ist. Zu vergleichbaren Ergebnissen kamen sowohl Palmer 
et al., (1987), die bei AM von Ratten nach der Inkubation mit LaCI3 das Auftreten von "Biebs" 

sowie eine Filopodienatropie mit nachfolgender Entdifferenzierung der Oberflächenstruktur 
und dem Erscheinen von Löchern und Gruben in der Zellmembran feststellten als auch 
Wiener-Schmuck (1988), die bei RAM nach der Inkubation mit CeCI3 ebenfalls eine vermin­
derte Strukturierung der Zellmembran sowie Löcher bzw. Gruben beobachtete. 

Die transmissionselektronenmikroskopische Untersuchung von LaCI3 bzw. CeCI3 behandel­
ten Zellen bestätigt die bereits lichtmikroskopisch festgestellte Vakuollsierung des Zytoplas­
mas. Zusätzlich ist jedoch zu erkennen, daß die Vakuolen granuläre Einschlüsse enthalten, bei 

denen es sich im Falle der Inkubation mit CeCI3, wie die energiedisperse Röntgenspekrosko­
pie ergab, um cerhaltige Verbindungen handelt. Diese befinden sich nur in membran­

umschlossenen Veslkeln und nicht frei im Zytoplasma. 
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Eine Beeinflussung der Zytoplasmatischen Feinstruktur, wie dies bei der Inkubation mit Blei 
(DeVries et al., 1983) beschrieben wurde oder das vermehrte Auftreten von Lamellarkörper­

chen, wie nach der Inkubation mit Nickel und Chrom (Johansson et al., 1988) konnte weder 
mit LaCI3 noch mit CeCI3 festgestellt werden. 

Die Untersuchungen mit Acrldin Orange, bei denen nahezu alle Vesikel eine intensive Rot­

färbung zeigten, deuten darauf hin, daß die beobachteten Vakuolen Fusionsprodukte von 
Phagosomen und Lysosomen sind und daher mit sekundären Lysosomen gleichgesetzt wer­

den können (Goren et al., 1984). Die Beobachtung, daß in den niederschlaghaltigen Vakuolen 
bzw. Lysosomen keine Saure Phosphatase (SP) Aktivität nachzuweisen ist, steht dazu aller­

dings in einem gewissen Widerspruch, zumal in cerphosphathaltigen Lysosomen bereits hohe 
SP-Aktivitäten festgestellt wurden (Berry et al., 1988). Eine direkte Inaktivierung der SP durch 
La3 + , wie sie in gewissem Umfang tor ce3 + festgestellt wurde, kann als Ursache hierfür aus­
geschlossen werden (Palmer et al., 1987). Möglicherweise wirken sich jedoch bei der zyto­

chemischen Markierung der SP die intravakuolären Niederschläge störend auf die Reaktion 
aus. 

Die in vitro bei RAM gefundenen Anreicherungen von Cer bzw. Lanthan in den Lysosomen 
stehen im guten Einklang mit in bzw. ex vive Ergebnissen mit Rattenalveolarmakrophagen. 
Dabei konnte gezeigt werden, daß nach der Inhalation von CeCI3 das Cer ebenfalls aus­

schließlich in den Lysosomen und nicht frei im Zytoplasma nachzuweisen ist (Berry et al., 

1989). Auch Yttrium, ein den Seltenen Erdmetallen chemisch nahe verwandtes Element, wird 

nach der Instillation von Yttriumchiarid in die Lunge intrazellulär ausschließlich in den Lyso­
somen von AM gefunden (Hirano et al., 1990a). Bei dieser intralysosomalen Speicherung als 
unlösliche Metallverbindungen könnte es sich um einen Eliminationsmechanismus der AM 
handeln, der dem Schutz der Lunge und anderer Organe dient (Berry et al., 1988). 

Die morphologischen Befunde spiegeln sich in einem Vertust der Vitalität nach der Inkubation 

mit LaCI3 bzw. CeCI3 wider. Im Vergleich dazu, finden Palmer et al. (1987) bei LaCI3 bzw. 

CeCI3 mit AM von Ratten wesentlich höhere Zytotoxizitäten, die in etwa derjenigen von CdCI2 
entspricht. Diese Diskrepanz könnte jedoch auf speziesspezifischen Unterschieden in der 
Empfindlichkeit der AM gegenüber LaCI3 bzw. CeCI3 beruhen. So findet Wilczek (1991) bei 

Untersuchungen mit AM von Rindern eine Zytotoxizltät von YCI3, die mit der von LaCI3 bzw. 
CeC13 vergleichbar ist, wohingegen Hirano et al. (1990a) bei den AM von Ratten eine wesent­
lich höhere Wirkung feststellten. 

Parallel zur Vitalitätsminderung erfolgte nach der Inkubation der RAM mit LaCI3 bzw. CeCI3 
ein Anstieg der Enzymaktivität im Kulturüberstand. Während die LOH-Aktivität jedoch, ebenso 

wie der Vertust der Vitalität, erst nach 20 Stunden und bei hohen Konzentrationen auftritt, ist 
die N-Acetyl-ß-Giucosaminldase (NAG)- Aktivität im Überstand tendenziell bereits zu früheren 

Zeltpunkten und bei niedrigeren Konzentrationen verstärkt zu messen. Das Auftreten von 
lysosomalen Enzymen im Medium ohne eine adäquate Erhöhung der Zytoplasmatischen Mar­

ker, weist aber auf sekretorische Prozesse hin (Locket al., 1987). Aufgrund der geringen Aus­
prägung dieses Effektes kann eine solche Deutung allerdings nur mit Vorbehalt erfolgen. 
Demgegenüber konnten die morphologischen Befunde und die Ergebnisse der Vitalitätstests 
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durch die Bestimmung der Enzymfreisatzungen voll bestätigt werden. Danach besitzen L.aCI3 
und CeCI3 eine nahezu gleichgroße, im Vergleich zu CuCI2 (vgl. Wilczek, 1991) jedoch eher 
geringe zytotoxische Wirkung auf RAM. 

Die Zytotoxizität von l.a203 auf RAM ist im Vergleich zum L.aCI3 deutlich geringer und ent­
spricht in etwa dem von Palmer et al. (1987) bei AM von Ratten für Lanthanoxid bestimmten 

Wert. Während von den gleichen Autoren auch für das Ceroxid eine niedrige Zytotoxizität ge­
funden wurde, zeigte das Kadmiumoxid eine sehr hohe, die sogar diejenige von CdCI2 über­

traf. Diese großen Unterschiede, die zwischen den jeweiligen Chloriden nicht auftraten, wer­
den sicherlich durch die unterschiedliche intrazelluläre Löslichkelt der jeweiligen Partikel aus­
gelöst. Interessanterweise kann bei den Inkubationen mit L.a203 sowohl bei der Freisatzung 
der LOH als auch der NAG ein Sättigungseffekt festgestellt werden, der möglicherweise auf 

eine resistente Subpopulation der RAM hindeutet. Ähnliche Beobachtungen, die bei der Inku­
bation von RAM mit Quarz gemacht wurden, führten zu der Hypothese, daß diesen über­

lebenden Zellen, aufgrund einer möglicherweise veränderten Mediatorenabgabe, bei patho­
genen Gewebeveränderungen eine große Bedeutung zukommt (Pätzold, 1989). 

Der lanthanhaltige Hochtemperatursupraleiter (HTS) L.aBaCu03,5 bewirkt bei RAM ebenfalls 

einen Vitalitätsverlust . Während jedoch beim l.a203 offensichtlicherweise nur das Lanthan als 
toxisches Agens in Frage kommt, kann die zytotoxische Wirkung des L.aBaCu03,5 durch 

mehrere Metalle vermittelt werden. Wilczek (1991) konnte in seinen Untersuchungen zur Toxi­
zität verschiedener HTS zeigen, daß die Zytotoxizltät von YBa2cu3o 6_7 nahezu vollständig 

auf der Wirkung des Kupfers beruht, und daß diejenigen HTS-Stäube, die den höchsten 
Kupfergehalt haben, auch zu dem stärksten Vltalitätsverlust führen. Ebenso kann bei Nickel­
Kupfer-Oxiden mit wechselnder Zusammensetzung eine Korrelation zwischen dem Kupfer­
gehalt und der zytotoxischen Wirkung auf AM gefunden werden (Benson et al. 1988). Eine 
Verknüpfung der Toxizität mit dem Kupfer ist auch für L.aBaCuo3,5 sehr wahrscheinlich. 

Maßsystem 

Während es eine ganze Reihe von Untersuchungen zur Chemotaxis von neutrophilen Granu­
lozyten (PMN) und den Faktoren, die auf sie chemotaktisch wirksam sind, gibt, wurden 
gleichartige Versuche mit AM durch die relativ schwache Reaktion dieser Zellen auf die 
meisten chemotaktischen Stoffe erschwert. Zudem zeigte es sich, daß sowohl spezies- als 
auch differenzierungsspezifische Unterschiede in der Reaktion der AM auf verschiedene 
Chemotaxien existieren. So migrieren die AM von Mensch (Ciemente et al., 1986, Martin et al., 
1984) und Affe (Kazmierowski et al., 1977) nur sehr schlecht, während diejenigen von Meer­
schweinchen, die praktisch nicht auf C5a zuwandern, sehr gut auf das synthetische Peptid 

FMP reagieren (Lugano et al., 1981). Demgegenüber kann bei Rattenalveolarmakrophagen 

sowohl durch FMLP (L.aplante und Lemaire, 1990) als auch durch C5a eine deutliche chemo­

taktische Bewegung bewirkt werden, die allerdings erst am dritten Tag nach der Geburt fest­
zustellen ist und bei Neugeborenen noch völlig fehlt (Kurland und Dauber, 1991). Über die 

Chemotaxis der AM von Rindern liegen bisher noch keine Angaben vor, in der vorliegenden 
Arbeit konnte jedoch gezeigt werden, daß diese direkt nach der Isolierung auf keinen, der 
üblicherweise benutzten chemotaktischen Stoffe reagieren. Nach einer 20-stündigen in vltro-
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Kultur konnte allerdings Ihre Fähigkelt zur Chemotaxis gegenüber Zymosan aktiviertem 
Serum (ZAS), nicht aber gegenüber den anderen Agenzien, festgestellt werden (Abb.26). 

Die fehlende Ch('rnotaktische Migration gegenüber FMLP beruht sehr wahrscheinlich auf dem 

Fehlen von FMLP-Rezeptoren bei RAM (Bielefeldt-Ohmann und Babiuk, 1984). Diese Eigen­
schaft fehlt neben den AM auch den PMN von Rindern, Pferden (Carroll et al., 1982), 
Schweinen und Katzen, während sie bei Mensch, Hund, Meerschweinchen und Hase nach­

zuweisen ist (Unnekin et al., 1990). 

Fehlende Rezeptoren können jedoch bei den mit Quarz, Aktivkohle und LaBaCu03,5 akti­
vierten Seren nicht als Erklärung dienen, denn die Inkubation des Serums mit den Partikeln 
induziert den alternativen Weg der Complement-Aktivierung und führt zur Bildung des Faktors 
CSa (Oberdorster et al., 1989). Dieser Faktor, der in der gleichen Weise durch die Aktivierung 
des Serums mit Zymosan erzeugt wird, ist jedoch in ZAS auf RAM chemotaktisch wirksam. 

Demnach besitzen die RAM, zumindest nach 20-stündiger in vltro-Kultur, funktionstüchtige 
C5a-Rezeptoren, so daß die mangelnde Chemotaxis gegenüber den mit Partikeln aktivierten 

Seren sehr wahrscheinlich nicht in den Effektorzellen, sondern eher in den Seren begründet 
liegt. Möglicherweise sind die hier benutzten Partikel nicht in der Lage den Complementfaktor 

CSa zu generieren. Von Leukotrien B4 wird angenommen, daß es in der Lunge weniger auf 
die Makrophagen als vielmehr auf die PMN chemotaktisch wirkt (Martin et al., 1984). Die 
chemotaktische Reaktion der RAM auf ZAS kann interessanterweise erst nach einer 20-
stündigen in vltro-Kultur und nicht direkt nach der Lavage beobachtet werden. Da die AM in 
vivo jedoch gerichtete Migrationen ausführen können und dies für ihre Funktion auch 
unbedingt notwendig ist (Crystal, 1991), wäre es denkbar, daß der in vltro-Mangel direkt nach 

der Isolierung ein artifizieller Zustand der Zellen ist, der sich im Laufe der Kultivierung wieder 
normalisiert. Dieser könnte z.B. durch die Prozedur der Lavage und Reinigung der Zellen 

ausgelöst worden sein. Hinweise darauf liefern Befunde von Lind (1989), die bei RAM direkt 
nach der Lavage, nicht aber nach einer Übernachtkultur, eine spontane Superoxidanionen­

Freisetzung, einen Marker für die Aktivierung der Zellen, feststellte. Murata und Hirose (1991) 
konnten zudem bei Kälbern nachweisen, daß allein durch einen ein- bzw. vierstündigen 
Transport der Tiere die Aktivität der Lymphozyten und Alveolarmakrophagen verändert wird. 
Die Aktivierung der Makrophagen kann jedoch unter Umständen zur Migrationsinhibition 

führen (Gordon et al., 1987). Auch bei Monozyten kann nach der Aktivierung der Zellen eine 
Reduktion der Rezeptorenzahl auf der Zellmembran und damit verbunden, eine verminderte 

Chemotaxis beobachtet werden (Katona et al., 1991). 

Die gerichtete Bewegung der AM von Rindern nach einer 20-stündigen Kultur ist etwa 3-4mal 

höher als ihre spontane Migration und liegt damit im Vergleich mit der von AM anderer 
Spezies zwischen Hund bzw. Ratte (2X) und Meerschweinchen (20x) (Mueller et al., 1990). 
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Freisatzung von chemotaktisch wirksamen Faktoren 

Nach der Inkubation mit dem zytotoxischen und fibrogenen Quarz (Abb.33) oder dem in der 
Lunge entzündungsauslösendem bakteriellen Endetoxin (LPS) (Abb.38), setzen die RAM 

Faktoren in ihren Überstand frei, die auf unbehandelte AM chemotaktisch wirken. Das gleiche 
Ergebnis ist nach der Behandlung der RAM mit Seltenen Erdmetallverbindungen (Abb.28-31) 
zu beobachten. Diese Wirkung kann nicht durch phagozytotische Prozesse erklärt werden, da 
Ti02, das, wie frühere Untersuchungen zeigen (Schimmelpfeng, 1989), ebenso wie 

LaBaCu03,5 bzw. La203 (Abb.2) von den RAM aufgenommen wird, keine Freisatzung von 
chemotaktisch wirksamen Faktoren (CF) bewirkt. Dies steht im Einklang zu den von Dauber 
und Danlele (1980) mit Meerschweinchen erhaltenen Ergebnissen. Sie konnten im Überstand 
von AM nach 2 -stündlger Inkubation mit Latexpartikeln zwar ein erhöhtes chemotaktisches 
Potential feststellen, dieses war aber nur speziell auf neutrophlle Granulozyten, jedoch nicht 
auf peritoneale oder alveoläre Makrophagen, wirksam. Nach 6 Stunden war es zudem völlig 

verschwunden, während bei der Inkubation mit Seltenen Erdmetallverbindungen eine Frei­
satzung von CF erst nach 20 Stunden festzustellen ist. 

Im Gegensatz zu LaCI3 oder La203 kann die durch LaBaCu03,5 induzierte Freisatzung von 
CF, wie schon bei seiner Zytotoxizität diskutiert, durch mehrere Metalle induziert werden. Da 
die Inkubation mit CuO jedoch im Gegensatz zu La20 3 keine Erhöhung des chemotaktischen 
Potentials im Kulturüberstand von RAM bewirkt (Abb.32), liegt zunächst die Vermutung nahe, 
daß die Wirkung des LaBaCu03,5 durch das Lanthan und nicht, wie die Zytotoxizität, durch 
das Kupfer vermittelt wird. Die Ergebnisse von Wilzcek (1991) deuten jedoch darauf hin, daß 
das hier verwendete CuO, im Gegensatz zu dem Hochtemperatursupraleitermaterial intrazel­

lulär nur sehr schlecht solubilisiert wird und biologisch nahezu Inert ist. Die Zuordnung der 

Wirkung des LaBaCu03,5 auf die Freisatzung von CF zu seinem Lanthananteil kann deshalb 
nur mit Vorbehalt erfolgen. 

Während es zur Freisatzung von CF durch metallische Verbindungen nur sehr wenige Unter­
suchungen gibt, und dabei meist nur die Wirkung auf neutrophile Granulozyten bestimmt 

wurde (z.B. für Mn02; Snella, 1985), existieren zu mineralischen Stäuben und Fasern einige 
Vergleichsangaben. So setzen auch die AM von Ratten (Oghiso et al., 1984) und Meer­

schweinchen (Miller et al., 1979) nach der Inkubation mit Quarz Faktoren frei, die auf ruhende 
AM chemotaktisch wirken. ln einem gewissen Gegensatz dazu stehen die Ergebnisse von 

Lugano et al. (1982), die bei AM von Meerschweinchen nach der Behandlung mit Quarz zwar 

gleichermaßen die Freisatzung von CF aufzeigen, diese sind jedoch nur auf PMN und peri­

toneale, nicht jedoch auf alveolare Makrophagen wirksam. Da in diesen Untersuchungen je­
doch keine entsprechende Positivkontrolle angegeben ist, könnte die fehlende Chemotaxis 

der AM, außer mit einer mangelnden Sekretion von CF, auch durch eine verminderte Reakti­
vität der Effektorzellen erklärt werden. So zeigen zum Beispiel, wie bereits diskutiert, die AM 

von Rindern direkt nach ihrer Isolierung eine defiziente Chemotaxis (Abb.25 u.26). 

Interessanterweise kann durch die Inkubation der RAM mit LPS eine wesentlich schnellere 
Freisatzung der CF, als durch die metallischen Verbindungen oder Quarz, Induziert werden. 
Auch Hunninghake et al. (1978) finden bereits nach 3 -stOndiger Inkubation mit hitzegetöteten 
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Bakterien im Überstand der AM von Meerschweinchen Faktoren, die auf Monozyten, in stär­

kerem Maße jedoch auf PMN chemotaktisch wirksam sind. Die Inkubation der gleichen Zellen 

mit LPS fOhrt sogar schon nach einer Stunde zur Freisatzung von CF (Snella und Rylander, 
1985). 

Die beobachtete zeitliche Differenz zwischen dem Auftreten von CF bei den Inkubationen mit 
den Seltenen Erdmetallverbindungen und denen mit LPS, könnte auf gänzlich unterschied­
liche Mechanismen der Freisatzung oder auf verschiedene Faktoren mit der gleichen Wirkung 

hindeuten. Zum einen könnten die CF aufgrund einer aktiven Sekretion der AM direkt freige­
setzt worden sein, wie dies z.B. bei den AM von Affen nach einer einstündigen Inkubation mit 
opsonlslerten Bakterien (Kazmierowski et al., 1977) beobachtet wurde, zum anderen könnte 

aber auch die Zytolyse der AM eine Rolle spielen, wie es von Fox et al. (1983) bei der Frei­

satzung von CF durch Sauerstoff angenommen wird. Für beide Mechanismen können aus 
den Daten Hinweise erhalten werden. Da bei den Kurzzeitinkubationen mit LPS kein Vitalitäts­

verlust eintritt, erfolgt die Erhöhung des chemotaktischen Potentials hier sehr wahrscheinlich 
durch die direkte Sekretion. Auch bei den Inkubationen mit LaCI3 bzw. CeCI3 lassen die bio­
chemischen Ergebnisse z.T. auf sekretorische Prozesse schließen. Die CF müßten dann aller­
dings nach der Neusynthese oder der Aktivlerung sofort sekretiert werden, da sich weder im 
Zytoplasma von Kontrollzellen noch in den mit den Seltenen Erdmetallverbindungen oder 
Quarz behandelten Zellen eine chemotaktische Aktivität feststellen läßt (Abb.35-37). Die Be­

obachtung, daß die Freisetzungen von CF durch die metallischen Verbindungen oder Quarz 
erst bei Konzentrationen und nach Inkubationszeiten auftreten, die auch zu Vitalitätsverlusten 

führen (Nach 20 -stündlger Inkubation mit 250 J.1. gjml Quarz beträgt die Vitalität ca. 30%, 
Seidelet al., 1989) deutet auf einen möglichen Zusammenhang zwischen der Zytotoxizität der 

Materialien und der Fähigkeit zur Generierung eines chemotaktischen Potentials hin. Der 
zytolytischen Wirkung von Quarz auf AM und der damit verbundenen Freisatzung von Fakto­

ren, die u.a. chemotaktisch auf Fibroblasten wirken, wird seit geraumer Zelt eine wichtige 
Rolle in der Silikoseentstehung zugeschrieben (Miller et al., 1979; Brain, 1980). Eine Sekretion 

von Inaktiven Faktoren und die anschließende Aktivierung infolge zytolytischer Enzymfreisat­
zung könnte die Ergebnisse, speziell das völlige Fehlen einer intrazellulären chemotaktischen 

Aktivität, erklären. Durch die Sekretion von Enzymen, die extrazellulär chemotaktische Fakto­
ren generieren oder inaktivieren, können Entzündungsreaktionen von humanen PMN in ähn­

licher Weise moduliert werden (Hara et al., 1989). 

Neben dem Quarz, wurde die in vltro -Frelsetzung von CF durch AM bereits für Asbest (Rola­

Pieszczynski et al., 1984), Bleomycin (Denholm et al., 1989) und einige organische Substan­

zen wie z.B. Tannin (Rohrbach et al., 1989) beschrieben. All diese Substanzen können in vive 
zu schweren Lungenveränderungen führen, in deren pathogenetischem Verlauf regelmäßig 

Akkumulationen von AM und/oder PMN auftreten. Die Anhäufung der AM durch die Ein­
wanderung von Blutmonozyten in die Alveolen erfolgt sehr wahrscheinlich unter Einwirkung 

von CF, die auch bereits bei allen genannten Substanzen nach der Inhalation in der Lavage­
flüssigkelt nachgewiesen werden konnte. Das Auftreten von CF nach der Inkubation mit 

Seltenen Erdmetallverbindungen kann daher, unabhängig von dem tatsächlichen Frel­
setzungsmechanlsmus, als starkes Indiz für eine mögliche lungenpathogene bzw. zumindest 

lnflamrnatorische Wirkung dieser Stoffe gewertet werden. 
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Dies ist auch deshalb sehr interessant, weil den Seltenen Erden bisher hauptsächlich anti-in­
flammatorische Eigenschaften zugesprochen wurden (Evans, 1990). Auf das immunologische 

Verhalten der RAM bzgl. der LPS-induzierten Sekretion von CF haben Lanthan und Cer dem­
gegenüber keinen Einfluß. Auch Schmidt et al. (1991) konnten bei der LPS-Stimulierung der 

RAM oder der, mit Calzitriol makrophagenartig ausdifferenzierten, HL-60 Zellen nicht die in 
vlvo beobachteten anti-inflammatorischen Wirkungen von Lanthan und Cer feststellen. Eben­
sowenig führt eine Vorinkubation der RAM mit den Seltenen Erden zu einer Verminderung, 
sondern eher zu einer Erhöhung der durch LPS freigesetzten CF. 

Charakterisierung der CF 

Die partielle Charakterlsierung der CF liefert Hinweise darauf, daß zumindest ein Teil der frei­
gesetzten chemotaktischen Aktivität durch C5a, einem Fragment des Complementfaktors C5, 
vermittelt wird. Da einerseits Acetyl-Salicylsäure spezifisch die Synthese der Prostaglandine 
hemmt (Vane, 1971) und andererseits N-Propyi-Gallate, als Inhibitor der Lipoxygenase (Smith 

et al., 1985) u.a. die Synthese der Leukotriene, beide aber keinen Einfluß auf die Freisatzung 
der CF haben, Ist die Zugehörigkeit der CF zu diesen Lipidmediatoren sehr unwahrscheinlich. 
Vielmehr deutet die Hemmung der Freisatzung durch Actinomycin D, einem Transkriptions­
hemmer, darauf hin, daß es sich bei den CF um Peptide oder Proteine handelt. Zwischen 
Ihnen und den CF von ZAS, dessen chemotaktische Wirkung zum größten Teil auf C5a be­
ruht, sind in der Hitzelabilität und in der größeren chemotaktischen gegenüber der eherna­

kinetischen Wirkung auffällige Gemeinsamkeiten zu beobachten. Auch ihr Molekulargewicht 
(10 -17 kDa.) liegt in einem Bereich in dem sich die C5a-Molekulargewichte vieler anderer 

Spezies befinden z.B. Meerschweinchen und Maus (10- 15 kDa.), Mensch (11 kDa.), Schwein 
und Ratte (8-9 kDa.) (Hugli, 1981). Der stärkste Hinweis auf die Identität der CF mit C5a ist 

jedoch die Abschwächung des chemotaktischen Potentials durch Antiserum gegen C5. 
Obwohl es sich bei den benutzten Antikörper um solche gegen humanes C5 und nicht gegen 
bovines C5a handelte, sind die Ergebnisse dennoch aussage kräftig, da einerseits Hugli (1981) 
zeigen konnte, daß z.B. Antikörper gegen Schweine-C5a mit C5a von Ratte, Schwein, Maus, 
Meerschweinchen und Mensch kreuzreagieren, und daß auch Kreuzreaktionen von Anti­
körpern gegen C5 mit C5a-Fragmenten üblich sind. Andererseits kann mit den gleichen 

Antikörpern auch das chemotaktische Potential von ZAS reduziert werden. Kazmierowski et 

al. (1977) kamen aufgrundähnlicher Ergebnisse zu dem gleichen Schluß. Sie fanden bei Affen 

4 Stunden nach einer Initialen brachealveolären Lavage in der nachfolgenden Lavageflüssig­

keit einen chemotaktischen Faktor, der ein Molekulargewicht von 15 kDa. hatte, bei 56"C stabil 
war und durch Antiserum gegen humanes C5 in seiner Wirkung deutlich vermindert werden 
konnte. Sie schlossen daraus, daß die chemotaktische Wirkung durch C5a vermittelt wird. 

Die Fähigkelt der Makrophagen zur Sekretion von Complementfaktor C5 wurde schon mehr­
fach beschrieben (Nathan, 1987; Johanson und Hetland, 1988). Auch sämtliche Kom­
ponenten des klassischen und alternativen Weges der Complementaktlvierung konnten im 

Überstand von in vitro kultivierten Lungenmakrophagen nachgewiesen werden (Martin und 
Laos, 1989). Zusätzlich konnte in Makrophagen ein C5-spaltendes Enzym nachgewiesen wer­

den, welches in der Lage ist C5 direkt, ohne Aktivierung der Complementkaskade zu frag-
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mentieren (Ward, 1974), so daß es sogar zwei Möglichkeiten zur völlig autonomen Generie­
rung von C5a durch die AM bestehen. 

Trotz der starken Hinweise auf C5a, könnten die durch die Seltenen Erdmetallverbindungen 
freigesetzten CF auch noch mit einer ganzen Reihe anderer chemotaktischer Faktoren iden­
tisch sein, deren Produktion durch Makrophagen zwar beschrieben, aber ihre Wirkung häufig 

nur auf PMN und nicht auf AM oder Monozyten getestet wurde. 

Ihre vollständige Auflistung würde den Rahmen dieser Arbeit sprengen, einige besonders er­

wähnenwerte sollen dennoch aufgeführt werden. So fanden zum Beispiel Goodman et al. 

(1991) nach der Stimulation von Schweinealveolarmakrophagen mit LPS im Kulturüberstand 
zwei verschiedene chemotaktische Faktoren, die sie AMCF-1 und AMCF-2 nannten und bei 
denen es sich um Peptide mit einem Molekulargewicht von jeweils ca. 1 0 kDa. handelte. Auch 
bei den AM von Rindern wurde bereits die Sekretion von CF nach der Inkubation mit Zymosan 

beschrieben (McGuire und Babluk, 1984), aber nur in ihrer Wirkung auf PMN charakterisiert. 
Ebenfalls mit Zymosan konnten Christman et al. (1985) bei AM von Ratten die Freisatzung von 

Faktoren induzieren die auf PMN, aber, wie die weitere Untersuchung zeigte, zugleich auf 
andere AM chemotaktisch wirkten. Die gleichen Zellen setzen bei einer Inkubation mit Asbest 

Faktoren in den Überstand frei, die auf ruhende AM chemotaktisch wirksam sind (Kagan et al., 
1983). Diese sind thermolabil, in Ihrer Freisatzung durch Actlnomycin D hemmbar und be­
sitzen Molekulargewichte von jeweils 13 -15 kDa., 23-26 kDa. und 45-46 kDa. Desweiteren 
könnte es sich bei den CF um proteelytische Spaltprodukte von Fibronectin handeln, die auf 
Makrophagen und Fibroblasten, nicht aber auf PMN eherneattraktiv wirken (Norris et al., 
1982) und deren Freisatzung durch AM bereits beobachtet wurde (Rennard et al., 1981). Ihr 

Molekulargewicht schwankt in sehr weiten Grenzen (20-220 kDa.) und ihre Wirkung auf 
Monozyten ist erheblich stärker chemotaktisch als chemokinetisch. 

Eher unwahrscheinlich ist demgegenüber die Identität der CF mit NAP-1 /IL-8 (10 kDa.), einem 
sehr wichtigen Chemoattraktant der Lunge, von dem allerdings bekannt ist, daß es sehr 

selektiv auf PMN und kaum auf AM wirkt (Kunkel et al., 1991). Auch das auf Monozyten wir­

kende "Monocyte chemotactic protein"(MCP-1) scheidet wohl aus, da es nicht von Makro­

phagen, sondern hauptsächlich von Endothelzellen und Fibroblasten gebildet wird (Kunkel et 

al., 1990). Natürlich kann auch die Möglichkeit nicht außer Acht gelassen werden, daß es sich 
um einen bisher noch nicht beschriebenen CF handelt. 

Chemotaxis 

LaCI3 bzw. CeCI3 hemmen die Chemotaxis von RAM bereits nach kurzen Inkubationszeiten 
und bei Konzentrationen nahezu vollständig, bei denen weder ein Vitalitätsvertust noch eine 
Enzym- bzw. CF-Freisetzung zu beobachten ist (Abb.46, 47). Ebenso, wenn auch im abge­

schwächtem Maße, kann nach der Inkubation mit partikulären Seltenen Erdmetallverbindun­

gen oder Quarz eine deutlich reduzierte Mobilität der AM beobachtet werden. Da die Inkuba­

tion mit TI02 nicht zu einer Verminderung der Chemotaxis führt, scheidet die unspazifische 
Inhibition aufgrund der Betadung der Zellen mit Partikeln als Ursache hierfür sehr wahrschein­

lich aus. Die unspazifische Hemmung der Mobilität von AM durch Partikelaufnahme konnte 
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schon mehrfach gezeigt werden, und stützt u.a. die Hypothese, daß für eine Staubüberlastung 
der Lunge, die bei längerer Exposition in hohen Staubkonzentrationen auftritt, der Mobilitäts­
verlust der AM verantwortlich Ist (Yu et al., 1989). Dabei spielt vor allem die Höhe der Zellbe­
ladung und weniger die Art der Partikel die entscheidende Rolle. So kann auch mit Latexparti­
keln eine Mobilitätsminderung der AM induziert werden (Mueller et al., 1990). Diese tritt nach 
Untersuchungen von Morrow (1988) allerdings erst bei einem phagozytierten Partikelvolumen 

von 60 1J. m3 1 AM auf und erreicht Ihr Maximum bei 600 1J. m3 I AM. Diese Werte werden jedoch 

bei den benutzten LaBaCu03,5-, La203-, Quarz- und Ti02-Konzentrationen nicht erreicht, bei 
denen z.B. die Inkubation mit 100 1J. glml Ti02, bei einer angenommenen gleichmäßigen Ver­
teilung der Partikel auf die Zellen, nur zu einem phagozytierten Volumen von ca. 10 1J. m3 1 AM 

führt. Während demzufolge die Inhibition der Chemotaxis bei den hier benutzten hohen Kon­
zentrationen auf spezifischen Ursachen beruht, scheint die bei niedrigen Konzentrationen be­
obachtete Erhöhung eher unspezifisch zu sein. Zum einen tritt sie bei allen untersuchten Ma­
terialien (mit Ausnahme von LaBaCu03,5) auf, zum anderen fanden auch Mueller et al. (1990) 
nach einer Instillation von Latexpartikeln in Ratten- und Hundelungen eine erhöhte Mobilität 
der lavagierten AM, die sich mehr in einer verstärkten Chemokinetik als in einer erhöhten 

Chemotaxis äußerte. 

Bei der Ursache der Mobilitätsminderung muß sicherlich zwischen den ionischen und den 
partikulären Verbindungen unterschieden werden. Ein möglicher Mechanismus der Inhibition 
durch die Inkubation mit den Partikeln wird von Miller et al. (1979) aufgezeigt. Sie fanden, daß 
die AM von Meerschweinchen, die Quarzpartikel inhaliert hatten, keine Chemotaxis mehr 

zeigten und schlossen u.a. daraus auf eine in vivo Inaktivierung der Zellen durch den Kontakt 
mit chemotaktischen Faktoren. Auch andere Autoren beobachteten nach Inkubation mit z.B. 
CSa oder FMLP eine Desensibilisierung von PMN und AM durch die Internalisierung besetzter 
Rezeptoren und damit den Verlust der Chemotaxis (Daughaday et al., 1985; Nelson et al., 
1982; Chenoweth und Goodrnan, 1982). Der gleiche Mechanismus könnte auch bei der Im­
mobilisierenden Wirkung der partikulären Verbindungen eine Rolle spielen. Diese setzen mit 

Ausnahme von Ti02 chemotaktische Faktoren (wahrscheinlich CSa) frei, die an die Rezepto­
ren von Nachbarzellen binden und deren Chemotaxis dadurch inhibieren könnten. Die Korre­

lation zwischen der Freisatzung von CF und der Hemmung der Chemotaxis nach der Inkuba­

tion mit den verschiedenen Partikeln steht Im guten Einklang mit dieser Hypothese. 

Demgegenüber deutet einerseits die sehr schnelle Wirkung von LaCI3 bzw. CeCI3 auf die 
Chemotaxis der RAM und andererseits die Fähigkeit von LaCI3 auch völlig andersartige Zel­
len, wie z.B. Epidermiszellen von Xenopus laevis (Strohmeier und Bereiter-Hahn, 1984) zu 

immobilisieren, auf einen generellen Mechanismus hin. Da die Chemotaxis ein äußerst kom­
plexer Vorgang ist, sind sehr viele Ansatzpunkte denkbar. Zum einen muß die Signalerken­
nung über spezielle Rezeptoren und die Signaltransduktion über einen rezeptorgekoppelten 
G-Protein-Komplex gewährleistet sein, zum anderen muß der Auf- und Abbau zytoskeletaler 

Elemente zur Generierung der erforderlichen Kräfte und die Ausbildung bzw. Auflösung von 
adhäsiven Interaktionen zwischen der Zelle und Ihrem Substrat in einem koordinierten Zu­

sammenspiel erfolgen (Senior und Daughaday, 1991). 
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Die Untersuchung der C5a-Rezeptoren ergab keinen Hinweis auf eine Beeinflussung ihrer An­
zahl oder Ihrer Affinität durch LaCI3. Eine so spezifische Wirkung erscheint auch wenig wahr­

scheinlich, da LaCI3 bei humanen PMN die Chemotaxis sowohl gegenüber C5a (Boucek und 
Snyderman, 1976) als auch gegenüber FMLP (Simchowitz und Cragoe, 1990) hemmt und 
diese jeweils durch verschiedene Rezeptoren vermittelt wird. Zudem kann in Abwesenheit von 
chemotaktischen Faktoren durch hohe LaCI3-Konzentrationen auch die spontane Migration 

der PMN gehemmt werden (Boucek und Snyderman, 1976). 

Ebensowenig scheint eine Beeinflussung der Adhäsion bei der Immobilisierung der Zellen 
durch Lact3 bzw. CeCI3 eine Rolle zu spielen. Die beobachtete Reduzierung der Absetzrate 

ist zu gering um damit die nahezu vollständige Hemmung der Chemotaxis erklären zu kön­
nen. Methodisch bedingt wurden die Untersuchungen jedoch nicht auf den in der Chemo­

taxiskammer benutzten Membranen, sondern in normalen Kulturschalen durchgeführt. Ob­
wohl verschiedene Substrate zu einer unterschiedlich starken Intensität der Adhäsion führen 

(Gehret al., 1989) gibt es keine Anhaltspunkte dafür, daß sich die mit LaCI3 vorinkubierten 
RAM auf den Membranen anders festsetzen würden als die Kontrollzellen. So lassen z.B. die 

rasterelektronenmikroskoplschen Bilder von RAM, die auf diesen Membranen adhärieren 
(Abb.55) einen derartigen Schluß nicht zu. Auch auf Glasdeckgläschen wird die Adhäsions­
fähigkeit durch LaCI3 nicht verändert (Simchowitz und Cragoe, 1990). 

Demgegenüber gibt es zahlreiche Hinweise darauf, daß die meisten der Inhibitorischen Wir­
kungen von La3+ -Ionen (eine gute Übersicht gibt Das et al., 1988) auf Ihrer Fähigkeit be­
ruhen, ea2 + von der Zellmembran zu verdrängen und zu ersetzen, und dadurch eine Blockie­
rung des transmembranen Ca2 + -Fiuxes bewirken. 

Boucek und Snyderman (1976) nehmen diesen Wirkungsmechanismus auch bei der Hem­
mung der Chemotaxis an. Sie fanden bei der Inkubation von PMN mit LaCI3 neben der Im­
mobilisierung der Zellen auch die Inhibition des Einstromes von extrazellulärem ea2 + und 
schlossen daraus, daß der ea2 + -Einstrom für die Chemotaxis unbedingt notwendig ist. 

Rinderalveolarmakrophagen zeigen jedoch auch in ea2 +-freiem Medium, in dem kein ea2 +­

Einstrom stattfinden kann, eine normale chemotaktische Bewegung. Dies ist unerwartet, da 

normalerweise in Leukozyten unmittelbar nach Zugabe von chemotaktischen Stoffen ein An­

stieg der freien zytosolischen ea2 +-Konzentration zu beobachten ist (Snyderman und Uhing, 

1988). Diese ea2+ -Ionen spielen im Mechanismus der Zellbewegung eine wichtige Rolle, in­
dem sie u.a. den Umbau des Aktins durch die Interaktion mit aktinregulierenden Proteinen, 

wie z.B. Alpha-Actinin, Gelsolln oder Caldesmon, steuern (Hartwig, 1991). Die Erhöhung der 
freien zytosolischen Ca2 +-Konzentration geschieht jedoch biphasisch, wobei nach einem 
schnellen Anstieg, der durch die Mobilisierung aus Internen Speichern erfolgt, zunächst ein 
ea2 + -Efflux und erst dann ein ea2 + -lnflux aus dem Medium zu beobachten Ist (Romeo et al., 

1982). Nur dieser zweite Intrazelluläre ea2 +-Anstieg wird durch Lanthan gehemmt 

(Randriamampita und Trautman, 1989). 
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Es wäre daher denkbar, daß in ea2 +-freiem Medium die Chemotaxis der RAM und die dafür 
notwendige Erhöhung der freien zytosolischen Ca2 +-Konzentration durch die Mobilisierung 

von ea2 + aus intrazellulären Speichern aufrechterhalten werden kann. Die nach 20-stündiger 
Inkubation in ea2 +-freiem Medium um ca. 40% reduzierte Chemotaxis könnte entsprechend 
auf eine Verarmung der internen Speicher im Laufe der Kultur zurückgeführt werden. ln ent­
sprechender Weise kann auch die fehlende Wirkung von Verapamil auf die Mobilität der RAM 
interpretiert werden, wobei jedoch zu beachten ist, daß Verapamil nicht alle, sondern haupt­
sächlich die spannungsgesteuerten ea2 +-Kanäle blockiert, so daß ein ea2 + -lnflux über 

andere Kanäle erfolgen könnte. 

Gegenüber den RAM zeigen humane PMN eine größere Abhängigkeit von extrazellulären 
Ca2 +-Ionen. Zum einen kann bereits unmittelbar nach Ihrem Entzug eine um ca. 35% redu­
zierte chemotaktische Migration festgestellt werden (Simchowitz und Cragoe, 1990), zum an­
deren wurde nach der Inkubation mit Verapamil schon mehrfach eine Inhibition der Chemo­

taxis beobachtet. Diese könnte allerdings auch auf Mechanismen beruhen, die nicht durch 
Kalzium vermittelt werden, da sie häufig erst bei höheren Verapamii-Konzentrationen auftritt 

als für die Blockade der Kanäle notwendig ist (Harvath, 1989). 

Der Unterschied zu den RAM hängt möglicherweise damit zusammen, daß die PMN nur 
wenige Mitochondrien (u.a. Speicherorte des ea2+) besitzen (Romeo et al., 1982) und in 
Medien mit geringer Ca2 +-Konzentration sehr schnell ihr intrazelluläres ea2 + verlieren. 
Becker et al. (1982) wiesen deshalb darauf hin, daß die verminderte Reaktivität der PMN in 
Ca2 +-freien Medien nicht nur durch einen fehlenden ea2 + -Einstrom erklärt werden kann, 
sondern auch dadurch, daß die extrazellulären ea2 +-Ionen zur Aufrechterhaltung des labilen 
intrazellulären Kalzium-Pools nötig sind. 

Aus den Ergebnissen mit RAM ergibt sich einerseits, daß ein Anstieg der zytosolischen ea2 +­
Konzentration, wie er von vielen Autoren im Verlauf der chemotaktischen Antwort als notwen­
dig erachtet wird, wahrscheinlich durch die Mobilisierung interner Kalziumspeicher gewähr­
leistet ist und andererseits, daß zur Erklärung der immobilisierenden Wirkung des LaCI3 die 

Annahme einer einfachen Blockade des transmembranen Kalzlum-Fiuxes vermutlich nicht 
ausreicht, zurnal CeCI3 denselben Effekt verursacht. 

Der Inhibitorische Effekt von LaCi3 bzw. CeCI3 auf die Chemotaxis könnte auch durch eine 

Beeinflussung des Zytoskeletts erfolgen. Die Wichtigkeit des Zytoskeletts für die gerichtete 
Bewegung konnte auch bei RAM gezeigt werden. Die Inkubation mit Cytochalasin B führt 
neben einer Zerstörung des F-Aktingerüstes (Abb.63) zu der vollständigen Hemmung der 
Chemotaxis. Analog dazu kann nach der Inkubation mit Colchizin die Zerstörung des Mikro­

tubulisystems (Abb.72) und ebenfalls die Inhibition der gerichteten Bewegung beobachtet 
werden. Während das Aktingerüst u.a. bei der Gel-Sol-Umwandlung in der hyalinen Cortex 

und der Generierung der erforderlichen Kräfte benötigt wird (Stossel, 1990), scheint das 
Mikrotubulisystem bei der Bestimmung der Migrationsrichtung eine Rolle zu spielen (Allison et 

al., 1971). 
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Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen von RAM zeigten, daß diese bzgi. der Verteilung 
und der Umorganisation desF-Aktins während des Festsetzens und in Monolayer-Kultur, mit 

Makrophagen anderer Spezies Obereinstimmen (vgl. Arnato et ai., 1983). Nach den Inkubatio­
nen mit LaCI3 bzw. CeCI3 konnten keine Anhaltspunkte fOr eine Veränderung dieser zyto­
skeletalen Komponente festgestellt werden. DemgegenOber kann bei Inkubationen mit Quarz 
eine Umstrukturierung des F-Aktlnsystems beobachtet werden. Diese tritt aber sehr wahr­
scheinlich nur aufgrund der Phagozytose von Partikeln auf, da die gleichen Vorgänge bereits 
bei der Phagozytose von Hefezellen durch Makrophagen beschrieben wurden (Stendahl et 

al., 1980) und deshalb nicht als quarzspezifisch bewertet werden können. 

Die Untersuchungen des Polymerisationsgrades von Aktin bei RAM zeigten, ebenso wie die 
Mikroskopie, kulturbedingte Veränderungen der Aktinorganisation auf. Direkt nach der Isolie­
rung liegen ca. 57% des gesamten Aktins in Form von G-Aktin vor. Im Vergleich dazu wird der 
Prozentsatz an G-Aktin bei humanen Thrombozyten mit 59% und der von Lymphozyten mit 

62% angegeben (Biikstad et ai., 1978). 

Im Gegensatz zu den morphologischen Ergebnissen konnte nach der Inkubation mit LaCI3 
bzw. CeCI3 eine Erhöhung des G-Aktinanteils, d.h. eine Wirkung auf das Aktinsystem fest­

gestellt werden. Diese resultiert wahrscheinlich aus einer Depolymerisation von F-Aktin und 
nicht aus einer Neusynthese von G-Aktin, da die Gesamtaktinmenge durch die Inkubationen 

nicht beeinflußt wird. Eine direkte Interaktion mit dem Aktinsystem ist allerdings wenig wahr­
scheinlich, denn wie Untersuchungen mit isolierten G-Aktin zeigen, führen die Lanthanide (mit 

Ausnahme von Lanthan) zu einer Erhöhung seiner Polymerisationsrate (Evans, 1983). Es ist 
denkbar, daß die festgestellte Depolymerisation mit den phagozytoseartigen Prozessen in 
Verbindung steht, die bei der Inkubation mit LaCI3 bzw. CeC13 zu beobachten sind (Abb.10), 
da es auch nach der Inkubation mit Quarz und tendenziell ebenfalls mit Ti02 zu einer Er­

höhung des G-Aktinanteils kommt. Die Depolymerisation des F-Aktins durch LaCI3 bzw. 
CeCI3 ist jedoch sicher1ich nicht die Ursache der Immobilisierung von RAM, da in derzeit­

lichen Entwicklung zwischen diesen beiden Merkmalen keiner1ei Korrelation zu erkennen ist. 

Die Organisation des Mikrotubulisystems von RAM ist, ebenso wie das AktingerOst, mit dem 

von Makrophagen anderer Spezies vergleichbar (vgi. Cain et al., 1981 ). Auch bei dieser 

zytoskeletalen Komponente ist keine Beeinflussung durch die Behandlung mit LaCI3 bzw. 
CeCI3 festgestellbar. Eine Beteiligung des Zytoskeletts an der immobilisierenden Wirkung von 

LaCI3 bzw. CeCI3 scheint daher nicht gegeben zu sein. Hierbei muß jedoch berücksichtigt 
werden, daß diese Untersuchungen an ruhenden Zellen gemacht wurden, währenddessen die 

Chemotaxis einen dynamischen Umbau der zytoskeletalen Elemente erfordert. Es ist daher 
durchaus denkbar, daß LaCI3 bzw. CeCI3 ihre Wirkung nicht auf das •statische" Zytoskelett 

ausüben, sondern auf seine Regulation während der Migration. 

Einen ähnlichen Wirkungsmechanismus schlagen auch Simchowitz und Cragoe (1990) vor. 
Sie stellten fest, daß La3+ die Chemotaxis von humanen PMN hemmt, und daß diese Hem­

mung durch die Blockade des Na+ ;ea2 + -Austauschmechanismus mit Benzamll, welches 
interessanterweise selbst keinen Einfluß auf die Migration hat, unterdrückt werden kann. Zu­

dem fanden sie eine Inhibition der FMLP-stimulierten F-Aktinpolymerisation durch La3+, die 
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ebenfalls durch die Blockade des Na+ ;ea2 + -Austauschmechanismus mit Benzarnil ver­
schwindet. Daraus schlossen sie, daß bei der Stimulation mit FMLP das La3 + anstelle des 
ea2 + über den Na+ /Ca2 + -Austauschmechanismus in das Zytoplasma gelangt und dort 
entweder direkt oder indirekt die F-Aktinpolymerisation und dadurch die Chemotaxis verhin­

dert. 
Eine Indirekte Wirkung ist dabei allerdings wahrscheinlicher, da die Latexphagozytose bei 

RAM, die ebenfalls einen komplexen Umbau des Aktingerüstes erfordert, durch die Inkubation 
mit CeCI3 nicht beeinflußt wird (Wiener-Schmuck, 1988). 

Ähnlich durchgeführte Untersuchungen mit RAM kamen zu anderen Ergebnissen, die aller­

dings nur z.T. Im Widerspruch zu diesen stehen. Verapamil führt zwar ebenso wie Benzarnil 
nicht zu einer Hemmung der Chemotaxis, kann aber, im Gegensatz zu diesem, die Wirkung 

von LaCI3 nicht unterdrücken (Abb.53). Da die beiden ea2 +-Blocker jeweils auf verschiedene 
Einstromwege des ea2 + einwirken, könnte das Ergebnis auch als Hinweis auf den 
Na+ ;ea2 + -Austauschmechanismus als Weg des La3 + in die Zelle gewertet werden. 

Die Untersuchungen der F-Aktinpolymerisation nach der Stimulation wurden, da die RAM 
keine FMLP-Rezeptoren besitzen, mit ZAS durchgeführt. Überraschenderweise unterscheidet 

sich der zeitliche Verlauf der Reaktion bei RAM völlig von dem bei PMN. Deren Stimulation mit 
FMLP führt innerhalb von Sekunden zu einer drastischen Zunahme des F-Aktingehaltes, der 
sich nachfolgend langsam wieder normalisiert. Diese Kinetik wurde bei PMN bereits mehrfach 
beobachtet (Howard und Oresajo, 1985; Packman und Llchtman, 1990) und es gibt keine be­
gründeten Zweifel an Ihrer Richtigkeit. Im Gegensatz dazu kann bei RAM innerhalb der ersten 
drei Minuten nach der Stimulation keinerlei Reaktion nachgewiesen werden (Daten nicht ge­
zeigt). Die F-Aktinpolymerisation tritt erst nach 15 Minuten, im Anschluß an eine meist deut­
liche Depolymerisation auf. Die Richtigkeit dieser Kinetik kann, da es an Vergleichsmöglich­
keiten mangelt, nur sehr schwer beurteilt werden und eine Interpretation der Ergebnisse ist 
deshalb nur mit Vorbehalt möglich. Es ist jedoch offensichtlich, daß unbehandelte RAM eine 
F-Aktinpolymerisation durchführen können und diese in der gleichen Weise auch von vor­
behandelten Zellen ausgeführt wird. 

Auch die gleichzeitige Anwesenheit von LaCI3 bzw. CeC13 Im Stimulationsmedium führt im 

Vergleich zum Kontrollmedium zu keiner unterschiedliche Reaktion, so daß der von 
Simchowitz und Cragoe (1990) bei PMN gefundene Wirkungsmechanismus von La3+ auf die 

Chemotaxis, bel den RAM zunächst nicht bestätigt werden konnte. Dies könnte zum einen an 
der Verschiedenartigkeit der benutzten Zellen, zum anderen aber auch an den 
unterschiedlichen Stimulantlen liegen, die wahrscheinlich über verschiedene 
Reaktionsmechanismen wirken. So stellte Romeo et al. (1982) fest, daß die Stimulation von 
PMN mit Phorbol12-myristate, 13-acetate (PMA), wie mit FMLP, zu einem Einstrom an 
extrazellulärem ea2 + führt, die Stimulation mit C5a hingegen nicht. ZAS enthält zudem noch 

eine Vielzahl weiterer biologisch aktiver Substanzen, deren Wirkungen auf das 
Versuchsergebnis nicht abgeschätzt werden können. Möglicherweise handelt es sich daher 

bei der beobachteten F-Aktinpolymerisationsklnetik nicht um eine spezifische Reaktion der 
RAM auf die chemotaktischen Faktoren von ZAS, sondern auf andere Faktoren oder um das 

Ergebnis mehrerer gleichzeitiger Reize. ln diesem Falle könnte aber, wenn von einem 
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indirekten Einfluß des La3 + auf die F-Aktinpolymerisation ausgegangen wird, der fOr PMN 
vorgeschlagene Mechanismus der Immobilisierung durchaus auch für die RAM zutreffen. 

Hinweise dafür geben die Untersuchungen mit Acetyl-Salicylsäure (ASS), als deren 
Wirkungsmechanismus, neben der Hemmung der Prostaglandinsynthese, die Beeinflussung 

bestimmter Pertussis-ToxinsensitiverG-Proteine diskutiert wird (Weissmann, 1991). Diese 
können durch die vorherige Inkubation mit ASS gegenüber der inhibierenden Wirkung des 
Toxins geschOtzt werden. Es wäre denkbar, daß der beobachteten Reduktion der 

immobilisierenden Wirkung von LaCl3 durch ASS ein ähnlicher Mechanismus zugrunde liegt. 

Daraus könnte dann auf eine direkte oder indirekte Interaktion zwischen La3 + und speziellen 

G-Proteinen und eine dadurch veränderte Signaltransduktion, geschlossen werden. Dieser 

Schluß ist zwar reizvoll, da sowohl die bei RAM als auch bei PMN (Simchowitz und Cragoe, 
1990) gefundenen Ergebnisse damit im Einklang stehen, jedoch ohne die genaue Wirkung 
von ASS zu kennen und die Frage der F-Aktinpolymerisationsklnetik bei RAM geklärt zu 
haben, Ist er etwas verfrüht. 

Die bei RAM gefundene Hemmung der Chemotaxis durch LaCI3 bzw. CeCI3, bestätigt die bei 

PMN erhobenen Befunde, könnte jedoch bei Ihrer Übertragung auf das in vivo-System 
schwerwiegendere Auswirkungen haben. Diese könnten sich beispielsweise in einer vermin­

derten Abtötungsrate von inhalierten Mikroorganismen und einer verzögerten Lungen­
clearance manifestieren. Möglicherweise spielt die Immobilisierung der AM, neben dem von 

Berry et al. (1988) vorgeschlagenen Speichermechanismus, eine weitere Rolle bei der, im 
Vergleich zu Zink (14 Stunden; Hlrano et al., 1989) oder Kupfer (7.5 Stunden; Hirano et al., 

1990b), relativ langen Halbwertszeit von Cer und Yttrium (168 Tage; Hirano et al., 1990a) in 
der Lunge. 

Zusammenfassung und Schlußfolgerung 

ln der vor11egenden Arbeit konnte aufgrund von morphologischen und biochemischen Unter­
suchungen gezeigt werden, daß die Seltenen Erdmetallverbindungen auf RAM eine zytotoxi­

sche Wirkung ausüben. Diese ist bei den Chloriden höher als bei dem Oxid, bei dem Ianthan­

haitigen Hochtemperatur-Supraleitermaterial jedoch wahrscheinlich auf den Kupferanteil 

zurückzuführen. Desweiteren konnten verschiedene immunrelevante Wirkungen der Seltenen 

Erdmetallverbindungen beschrieben werden. Einerseits führen sie zur Freisatzung eines oder 
mehrerer chemotaktisch wirksamer Faktoren, zu denen möglicherweise auch der Com­

plementfaktor C5a gehört. Andererseits inhibieren sie die Chemotaxis der RAM über Mecha­
nismen, die weder mit Ihrer ea2 +-Kanal blockierenden Wirkung noch mit der Adhäsion, den 

Rezeptoren oder dem Zytoskelett selbst eindeutig in Zusammenhang gebracht werden 
konnten, sondern sehr wahrscheinlich dessen dynamische Regulation bzw. die Signaltrans­

duktion betreffen. Aus diesen Ergebnissen kann geschlossen werden, daß die Seltenen Erd­
metallverbindungen wichtige Immunologische Funktionen der Makrophagen beeinflussen 

können. Viele Ihrer bekannten in vivo Effekte wie z.B. die Lungenfibrose oder die Hepatotoxi­

zität sind möglicherweise dadurch erklärbar. Lanthanhaltige Hochtemperatursupraleiter sind 

potentiell toxisch und könnten zu schweren Lungenentzündungen oder Lungenveränderun­
gen führen. 
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ZUSAMMENFASSUNG 

ln der vorliegenden Arbeit wurde mittels morphologischer, biochemischer und zellbiologi­

scher Methoden, die Wirkung von Seltenen Erdmetallverbindungen auf Rinderalveolarmakro­

phagen (RAM) untersucht. 

Die Inkubation der Zellen in L.aCI3 bzw. CeCI3 führt zu deutlichen morphologischen Verände­

rungen, die sich in der Vakuolisierung des Cytoplasmas und der Reduzierung der Zellober­

flächenstrukturen äußern. Die Vakuolen beinhalten typischerweise elektronendichte Ein­

schlüsse, bei denen es sich, wie EDX-Analysen an CeCI3-inkubierten Zellen zeigen, um cer­

haltige Verbindungen handelt. Der Inhalt der Vakuolen besitzt meist einen niedrigen pH-Wert, 
Saure Phosphatase-Aktivität kann in Ihnen jedoch nicht nachgewiesen werden. 

Ein Vitalitätsverlust der Zellen nach einer Inkubation mit L.aCI3 bzw. CeCI3 kann erst nach 20 

Stunden beobachtet werden. Dieser spiegelt sich auch in einer erhöhten Freisatzung von cy­
toplasmatischen und Iysosomeien Enzymen in das Medium wider. Der Hochtemperatur­

supraleiter L.aBaCu03,5 und L.a203 erwiesen sich ebenfalls als cytotoxisch und führen in glei­
cher Weise zur Freisatzung der Markerenzyme. 

Durch die Inkubation mit L.aCI3 bzw. CeCI3 wird die Freisatzung von eherneattraktiv wirken­

den Faktoren (CF) Induziert. L.aBaCu03,5• L.a203 und Quarz haben die gleiche Wirkung, wäh­
rend TI02 keinen Einfluß hat. Eine zusätzliche Akkumulation von CF innerhalb der Zellen 

konnte in keinem Falle nachgewiesen werden. Auch die Stimulation der Zellen mit Lipopoly­

saccharid führt zur Freisatzung von CF, deren Ausmaß durch L.aCI3 bzw. CeCIJ nicht beein­

flußt wird. Bei den CF handelt es sich um peptidische Verbindungen mit einem Molekularge­
wicht von ca. 12 kDa. Ihre Wirkung Ist chemotaktisch, nicht chemokinetisch, und kann durch 
eine thermische Behandlung zerstört werden. Es gibt Hinweise darauf, daß es sich bei ihnen 
u.a. um C5a, dem eherneattraktiven Fragment des Complementfaktors C5, handeln könnte. 

RAM zeigen direkt nach ihrer Gewinnung keine chemotaktische Aktivität. Nach einer 20-stün­

digen in vitro Kultur kann jedoch gegenüber Zymosan-aktiviertem Serum eine gerichtete Be­

wegung festgestellt werden. Bereits eine kurzzeitige Inkubation der Zellen mit L.aCI3 bzw. 

CeCI3 führt zu einer Inhibierung ihrer Chemotaxis. Auch L.aBaCu03,5• L.a203 und Quarz, je­
doch nicht Ti02, bewirken eine Reduktion der Mobilität, die allerdings erst nach 20 Stunden 

sichtbar wird. Die immobilisierende Wirkung von L.aCI3 bzw. CeCI3 kann nur z.T. auf ihre Ei­
genschaft als ea2 + -Kanalblocker zurückgeführt werden, denn auch nach der Kultur in Ca2 +­
freiem Medium können die Zellen chemotaktische Bewegungen ausführen. Sowohl die Des­

integration des Mikrotubuli- als auch des Aktinfilamentsystems führen zur Immobilisierung der 

Zellen. Eine Beeinflussung dieser Komponenten durch die Seltenen Erdmetallverbindungen 

konnte jedoch nicht nachgewiesen werden. Auch ein möglicher Einfluß auf die C5a-Re­

zeptoren der Zellmembran oder der Adhäsionsfähigkeit der Zellen konnte als Wirkmechanis­

mus ausgeschlossen werden. Eine Beeinflussung des Signaltransduktionsweges ist jedoch 

denkbar. 
Aus den Ergebnissen kann darauf geschlossen werden, daß Seltene Erdmetallverbindungen 

auf Alveolarmakrophagen cytotoxisch wirken und deren immunologischen Funktionen 
beeinflussen können. Dies könnte zu einem besseren Verständnis der pulmonalen 

Veränderungen nach deren Inhalation beitragen. 
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TABELLEN UND ABBILDUNGEN 
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Konzentration des Überstandes a) von 

LaBaCu03 5 -inkubierten Zellen 

(20h; 50 g/ml) in der oberen Kammerb) 

0% 50% 100% 

Konzentra- 0% 6±0 8±2 7 ± 1 

tion des 

Überstandes a) 

von LaBaCuo3,5-

inkubierten 

Zellen 50% 125 ± 5 49 ± 5 17 ± 1 

(20h;50 gjml) 

in der 

unteren 
Kammer 

100% 130 ± 6 93 ± 4 48 ± 2 

Tab. 1: Anzahl der gewanderten Rinderalveolarmakrophagen pro Blickfeld mit und ohne positiven bzw.negativen 

Konzentrationsgradienten. 

Mittelwert mit Standardfehler von 3 Bestimmungen. 

a) Der Überstand wurde mit Medium verdünnt 

b) Rinderalveolarmakrophagen + jeweilige Verdünnung. 
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Kulturbedingungen n Kulturdauer Anteil des 
G-Aktins am Gesamt-
Aktingehalt [%] 

Suspensionskultur 4 1.5 h 57± 3 

3 20.0 h 56± 3 

Monolayerkultur 6 1.5 h 43 ± 3 

6 22.0 h 59± 7 

6 24.0 h 53± 4 

6 44.0 h 66 ± 6 

3 5d 84 ± 2 

Tab. 2: Einfluß der Kulturbedingungen und der Kulturzeit auf den Polymerisationsgrad von 

Aktin bei Rinderalveolarmakrophagen. 

Mittelwerte mit Standardfehler. 

n: Zahl der ausgewerteten Proben. 
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lnkuba- Inkubations- n Aktingehalt G-Aktlngehalt 
tions- medium [lnhibatorische [% des Gesamt-
zeit Einheiten pro aktins] 

J.l.g Protein] 

Kontrolle (RPMI1640) 9 25 ± 2 47 ± 7 

CeCI3 (1 00 J.l. M) 5 27 ± 3 47 ± 8 

2h LaCI3 (1 00 J.l. M) 9 27 ± 3 50± 6 

Quarz (250 J.l. gjml) 9 22 ± 1 59± 5 * 

Ti02 (250 J.l. gjml) 8 23 ± 1 53± 6 

Cytochalasin 8 3 32 ± 1 77 ± 7 * 

(10 J.l.gfml) 

Kontrolle (RPMI 1640) 8 25 ± 3 53 ± 3 

CeCI3 (100 J.l. M) 9 24 ± 3 67 ± 7 * 
4h LaCI3 (1 00 J.l. M) 7 23 ± 1 62 ± 5 * 

Quarz (250 J.l. gjml) 8 23 ± 1 63 ± 7 

Ti02 (250 J.l. gjml) 5 24 ± 3 58± 10 

Cytochalasin 8 6 26 ± 1 89 ± 6 * 

(10 J.l.g/ml) 

Kontrolle (RPMI 1640) 6 23 ± 2 64 ± 4 

CeCI3 (1 00 J.l. M) 3 25 ± 3 67 ± 6 

20h LaCI3 (1 00 J.l. M) 3 24 ± 1 76 ± 1 * 
Quarz (250 J.l. gjml) 4 26 ± 1 69 ± 2 

Ti02 (250 J.l. gjml) 3 20 ± 1 60 ± 15 

Tab. 3: Einfluß verschiedener Inkubationsmedien und -zeiten auf den Polymerisationsgrad von 

Aktin bei Rinderalveolarmakrophagen. 

Mittelwerte mit Standardfehler. 

n: Zahl der Versuche. 

* Statistisch signifikanter Unterschied zur Kontrolle (2p < 0.05) 
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Zahl der Vitalität Zahl der Absetzrate 

2h n ausplat. der ausplat. adhärenten (Adh.Zellenj 

Zellen Zellen Zellen Leb.ausplat. 

(x1 o4) (%) (x1 o4) Zellen)*100 

Kontrolle 6 243 ± 15 81 ± 6 106 ± 3 56± 3 

CeCI3 
100 J.L M 6 267 ± 27 77 ± 3 102 ± 3 50± 1 * 

LaCI3 
100 J.L M 6 262 ± 29 78 ± 6 108 ± 2 54± 3 

Quarz 

100 J.L gjml 6 271 ± 14 81 ± 6 107 ± 2 49 ± 1 * 

Ti02 
100 J.Lg/ml 4 249 ± 13 85 ± 7 108 ± 4 51 ± 1 

LaBacuo3,5 
46 ± 1 * 100 J.LQ/ml 6 299 ± 9 77 ± 1 104 ± 1 

Colchizin 

1 J.L gjml 6 282 ± 12 80 ± 3 102 ± 1 45 ± 1 * 

Cyto-

chalasin B 6 300 ± 6 78 ± 1 116 ± 1 51 ± 1 * 

10 J.L gjml 

Tab.4a: Einfluß einer 2 -stündigen Vorinkubation mit verschiedenen Inkubationsmedien auf die Adhäsions­

fähigkeit von Rinderalveolarmakrophagen auf Kunststoffoberflächen. 

Mittelwerte mit Standardfehler. 

n: Zahl der ausgewerteten Proben. 

* Statistisch signifikanter Unterschied zur Kontrolle. (2p < 0.05) 
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Zahl der Vitalität Zahl der Absetzrate 

4h n ausplat. der ausplat. adhärenten (Adh.Zellenj 

Zellen Zellen Zellen Leb.ausplat. 

(x1o4) (%) (x1o4) Zellen)*100 

Kontrolle 6 271 ± 34 77 ± 2 94 ± 3 46 ± 1 

CeCI3 
100 J.L M 6 275 ± 62 81 ± 1 88 ± 3 41 ± 3 * 

LaCI3 
100 J.L M 6 281 ± 46 76 ± 2 87 ± 4 41 ± 2 * 

Quarz 

100 J.L gjml 6 259 ±57 77 ± 4 90 ± 4 46 ± 2 

Ti02 
100 J,.Lgjml 4 242 ± 31 80 ± 8 92 ± 1 48 ± 1 

LaBaCuo3,5 
35 ± 1 * 100 J.Lgjml 4 346 ± 39 78 ± 4 93 ± 2 

Colchizin 

1 J.L gjml 6 301 ± 43 75 ± 3 87 ± 1 39 ± 1 * 

Cyto-

chalasin B 6 329 ± 36 75 ± 5 113 ± 1 46 ± 1 

10 J.Lgjml 

Tab.4b: Einfluß einer 4 -stündigen Vorinkubation mit verschiedenen Inkubationsmedien auf die Adhäsions­

fähigkeit von Rinderalveolarmakrophagen auf Kunststoffoberflächen. 

Mittelwerte mit Standardfehler. 

n: Zahl der ausgewerteten Proben. 

* Statistisch signifikanter Unterschied zur Kontrolle. (2p < 0.05) 
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Zahl der Vitalität Zahl der Absetzrate 

20h n ausplat. der ausplat. adhärenten (Adh.Zellenj 

Zellen Zellen Zellen Leb.ausplat. 

(x1o4) (%) (x1o4) Zellen)*100 

Kontrolle 6 290 ± 15 86 ± 2 111 ± 8 44 ± 3 

CeCI3 
100 J..LM 6 274 ± 17 83 ± 3 95 ± 2 42 ± 1 

LaCI3 
100 J..LM 6 216 ± 25 77 ± 9 98 ± 1 59± 1 * 

Quarz 

100 J.,Lgjml 4 232 ± 24 82 ± 8 122 ± 1 64 ± 1 * 

Ti02 
100 J..Lgjml 6 328 ± 26 58± 5 94 ± 4 48 ± 2 

LaBacuo3,5 
33 ± 2* 100 J..LQ/ml 3 212 ± 11 36 ± 5 25 ± 1 

Tab.4c: Einfluß einer 20 -stündigen Vorinkubation mit verschiedenen Inkubationsmedien auf die Adhäsions­

fähigkelt von Rinderalveolarmakrophagen auf Kunststoffoberflächen. 

Mittelwerte mit Standardfehler. 

n: Zahl der ausgewerteten Proben. 

* Statistisch signifikanter Unterschied zur Kontrolle. (2p < 0.05) 
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Abb. 1: Rinderalveolarmakrophagen nach 20-stündiger Inkubation in: 

a) Medium (Kontrollzellen) d) Medium (Kontrollzellen) 

b) 10JLM CeCI3 e) 10JLM LaCI3 
c) 100JLM CeCI3 f) 100JLM LaCI3 

Hämacolor-Schnellfärbung 

Vergrößerung: 1600x 
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Abb. 2: Rinderalveolarmakrophagen nach 20 -stOndiger Inkubation mit: 
a) 10J.I.gfml LaBaCu0

3 5 d) 10/Lgfml ~03 
b) so IL gfml LaBacuo

3
',
5 

e) 25/L gfml La2o 3 

c) 100JJgfml LaBaCu03,5 f) 100/Lgfml ~03 

Härnacolor-Schnellfärbung 

Vergrößerung: 1600x 
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Abb. 3: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Rinderalveolarmakrophagen nach 20 -stündiger 

Inkubation in Medium (Kontrollzellen). 

a) Vergrößerung: 2020x 

b) Vergrößerung: sooox 
c) Vergrößerung: sooox 
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Abb. 4: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Rlnderalveolarmakrophagen nach 20 -stündiger 
Inkubation in 100 J.L M CeCI3. 

a) Vergrößerung: 2020x 
b) Vergrößerung: sooox 
c) Vergrößerung: sooox 
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Abb. 5: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Rinderalveolarmakrophagen nach 20 -stündiger 
Inkubation in 100 JL M LaCJ3 

a) Vergrößerung: 2020x 
b) Vergrößerung: sooox 
c) Vergrößerung: sooox 
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Abb. 6: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Rinderalveolarmakrophagen nach 20 -stündiger 

Inkubation mit 250 J.1. gjml Quarz 

a) Vergrößerung: 2100x 

b) Vergrößerung: sooox 
c) Vergrößerung: sooox 
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Abb. 7: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen von Rinderalveolarmakrophagen nach 

Inkubation in Medium (Kontrollzellen). 

a) 2 -stOndige Inkubation. Vergrößerung: 9700x 

b) 4 -stOndige Inkubation. Vergrößerung: 7000x 

c) 20 -stOndige Inkubation. Vergrößerung: 7800x 
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Abb. 8: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen von Rinderalveolarmakrophagen nach 

Inkubation in 1 00 tJ. M CeCI3. 

a) 2 -stOndlge Inkubation. Vergrößerung: 9000x 

b) 4 -stOndige Inkubation. Vergrößerung: 6500x 

c) 20 -stOndige Inkubation. Vergrößerung: 8900x 
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Abb.9a: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme eines Rinderalveolarmakrophagen nach 

20-stündiger Inkubation in 100 J..l, M CeCt3. 
Die nummerierten Pfeile (1 - 9) entsprechen den Maßpunkten der 

energiedispersiven Röntgenmikroanalyse. 

Siehe Spektren Abb.9b. 
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Abb.9b: Energiedlspersive Röntgenspektren aus dem Präparat in Abb.9a. 

a) Cerhaltige Einschlüsse ; Meßpunkt Nr.: 1 -6 

b) Lamelläre und elektronendichte Struktur ; Meßpunkt Nr.: 7 + 8 

c) Cytoplasma der Zelle (Matrix) ; Meßpunkt Nr.: 9 

I 

J 

lU.";:4U 
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Abb.1 0: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen von Rinderalveolarmakrophagen nach 

Inkubation in 100 1-' M LaCI3. 

a) 2 -stOndige Inkubation. Vergrößerung: 8800x 

b) 2 -stOndige Inkubation. Vergrößerung: 9700x 

c) 4 -stOndige Inkubation. Vergrößerung: 10100x 

d) 20 -stOndige Inkubation. Vergrößerung: 6600x 
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Abb.11: Ultrastrukturelle Lokalisation der Sauren Phosphatase in Rinderalveolarmakrophagen nach 20-

stündiger Inkubation in: 

a) Medium (Kontrollzellen). Vergrößerung: 10000x 

b) 100 #J. M LaCI3. Vergrößerung: 6500x 
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Abb.12: Acridin Orange Färbung von Rinderalveolarmakrophagen nach 20 -stündiger Inkubation in: 

a) Medium (Kontrollzellen) 

b) 100J..LM CeCI3 
c) 100J..LM LaCI3 
Vergrößerung: 1000x 
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Abb.13: Einfluß verschiedener CeCI3 und LaCI3 -Konzentrationen auf die Vitalität von 

Rinderalveolarmakrophagen nach 2, 4 und 20 Stunden Inkubation. 
Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler. n = 6 
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Abb.14: Einfluß verschiedener CeCI3 und LaCI3 -Konzentrationen auf die Verteilung der LDH von RAM in 

KulturOberstand (Überstand), abgelöste (Pellet) und adhärente Zellen (Zellen) nach 2, 4 und 20 

Stunden Inkubation. (in% der Kontrollgesamtaktivität zum Zeitpunkt 2 Stunden) 

Arithmetischer Mittelwert mit Standardfehler. n = 3. Repräsentativ für 3 Versuche. 

* Statistisch signifikanter Unterschied zur Kontrolle. (2p < 0.05) 
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Abb.15: Einfluß verschiedener CeCI3 und LaCI3 -Konzentrationen auf die Verteilung der NAG von RAM in 
Kulturüberstand (Überstand), abgelöste (Pellet) und adhärente Zellen (Zellen) nach 2, 4 und 20 

Stunden Inkubation. (in %der Kontrollgesamtaktivität zum Zeitpunkt 2 Stunden) 
Arithmetischer Mittelwert mit Standardfehler. n = 3. Repräsentativ für 3 Versuche. 
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Abb.16: Einfluß verschiedener CeCI3 und LaCI3 -Konzentrationen auf die Verteilung des Proteins von RAM in 

Kulturüberstand (Überstand), abgelöste (Pellet) und adhärente Zellen (Zellen) nach 2, 4 und 20 Stunden 

Inkubation. (in % des Kontrollgesamtgehaltes zum Zeitpunkt 2 Stunden) 

Arithmetischer Mittelwert mit Standardfehler. n = 3. Repräsentativ für 3 Versuche. 

* Statistisch signifikanter Unterschied zur Kontrolle. (2p < 0.05) 
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Abb.17: Einfluß verschiedener La2o3 -Konzentrationen auf die Vitalität von Rinderalveolarmakrophagen 
nach 2, 4 und 20 Stunden Inkubation. 

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler. n = 9 
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Abb.l8: Einfluß verschiedener La2o3 -Konzentrationen auf die Verteilung der LDH von RAM in Kulturüberstand 
(Überstand), abgelöste (Pellet) und adhärente Zellen (Zellen) nach 2, 4 und 20 Stunden Inkubation. 
(in % der Kontrollgesamtaktivität zum Zeitpunkt 2 Stunden) 
Arithmetischer Mittelwert mit Standardfehler. n=3 
Einzel versuch. 

* Statistisch signifikanter Unterschied zur Kontrolle 
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Abb.l9: Einfluß verschiedener La2o3 -Konzentrationen auf die Verteilung der NAG von RAM in Kulturüberstand 
(Überstand), abgelöste (Pellet) und adhärente Zellen (Zellen) nach 2, 4 und 20 Stunden Inkubation. 
(in % der Kontrollgesamtaktivität zum Zeitpunkt 2 Stunden) 
Arithmetischer Mittelwert mit Standardfehler. n=3 
Einzel versuch. 

* Statistisch signifikanter Unterschied zur Kontrolle 
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Abb.20: Einfluß verschiedener La2o3 -Konzentrationen auf die Verteilung des Proteins von RAM in Kulturüberstand 
(Überstand),abgelöste (Pellet) und adhärente Zellen (Zellen) nach 2, 4 und 20 Stunden Inkubation. 
(in % des Kontrollgesamtgehaltes zum Zeitpunkt 2 Stunden) 
Arithmetischer Mittelwert mit Standardfehler. 
Einzel versuch. 

* Statistisch signifikanter Unterschied zur Kontrolle 
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Abb.21: Einfluß verschiedener LaBaCuo3,5 -Konzentrationen auf die Vitalität von Rinderalveolarmakrophagen 

nach 2, 4 und 20 Stunden Inkubation. 

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler. n = 9 
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Abb.22: Einfluß verschiedener LaBaCu03 5 -Konzentrationen auf die Verteilung der LDH von RAM in Kulturüberstand 
(Überstand), abgelöste (Pellet) un'd adhärente Zellen (Zellen) nach 2, 4 und 20 Stunden Inkubation. 
(in Ofo der Kontrollgesamtaktivität zum Zeitpunkt 2 Stunden) 
Arithmetischer Mittelwert mit Standardfehler. n=3 
Repräsentativ für 3 Versuche. 

* Statistisch signifikanter Unterschied zur Kontrolle 
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Abb.23: Einfluß verschiedener LaBaCu03 5 -Konzentrationen auf die Verteilung der NAG von RAM in Kulturüberstand 
.. ' 

(Uberstand), abgelöste (Pellet) und adhärente Zellen (Zellen) nach 2, 4 und 20 Stunden Inkubation. 
(in % der Kontrollgesamtaktivität zum Zeitpunkt 2 Stunden) 
Arithmetischer Mittelwert mit Standardfehler. n=3 
Repräsentativ für 3 Versuche. 
* Statistisch signifikanter Unterschied zur Kontrolle 

....., 
w 
w 





~ ...... 
Q) 
+' 
0 
h 

0-. 

,--, 
IZl 
Q) 

+' ......... 
ro 

..c: 
Q) 

b.O 
+' 

8 
ro 
IZl 
Q) 

0 
I 

......... ......... 
0 
h 
+' 
~ 
0 
~ 

IZl 
Q) 

'"d 

~ 

'--' 

140 1-

2 h 
120 I-

100 I-

80 1-

60 I-

40 I-

20 I-

20 I-

40 1-

60 1-

80 f- ~ 
100 f- -

120 I-

140 1-
1 

* 

1 ~ _I I 

0 1 0 50 1 00 200 

4h 

* 
~ ~ ~ 

* 

~ 

* 
r=­

~ 

I 

0 1 0 50 1 00 200 

20 h 

~ 
* 

r=-, 

* 

* 
r-l 

-

-

-

* -

r=-. -

~~ ~ 
...., 

* 
~ 

* * -
-

* -

CJÜberstand ~ 
f:S29Pellet _ 

~Zellen 
-

~ ~ ~ 

0 10 50 100 200 

LaBaCuO -Konzentration Lug/ml] 
3,5 

Abb.24: Einfluß verschiedener LaBaCu03 5 -Konzentrationen auf die Verteilung des Proteins von RAM in 

Kulturüberstand (Überstand), abgelöste (Pellet) und adhärente Zellen (Zellen) nach 2, 4 und 20 Stunden 
Inkubation. 

(in % des Kontrollgesamtgehaltes zum Zeitpunkt 2 Stunden) 

Arithmetischer Mittelwert mit Standardfehler. Repräsentativ für 3 Versuche. n=3 
* Statistisch signifikanter Unterschied zur Kontrolle 
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Abb.25: Einfluß verschiedener eherneattraktiver Stoffe auf die Zahl der gewanderten Rinderalveolarmakrophagen 

pro Blickfeld zu verschiedenen Zeitpunkten. 
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Abb.46: Einfluß verschiedener CeCl3 -Konzentrationen und Inkubationszeiten auf die Mobilität von Rinderalveolarmakro­

phagen. 
(in % der Kontrollzellen) 

Mittelwerte mit Standardfehler. (Zahl der Proben in Klammer) 
* Statistisch signifikanter Unterschied. (2p < 0.05) 

I-' 
-..J 
w 





100 

,---.., 90 
~ 
Q) 

...--< 

...--< 80 
Q) 

N 
...--< 
~ 70 0 
~ 

...j-l 

~ 60 
0 
~ 

~ 50 
Q) 

'"d 
40 

~ 
'----.l 

...j-l 30 
:cd 
...j-l 
• .-1 
...--< 20 . .-1 

...0 
0 
~ 10 

0 

f- 2h - f- ( 11) 4h - f- 20ll. 
(3) 

f- - f- * - f- * (3) .,... 

r- * (3) - r- ( 11) - r-
T 

00. 
f- * - f- * - 1-

_I (3) 
?":>< r- - - - -

(')" 
* (6) 
T - - - - -

?":>< (')" * ~ - - - (28) - 1-

* f- - - - 1- (B) 
_I. (')" * P>< ><X< X' r- - f- [)< Y< - f-

[)< 
v(< h. (')" 

[)< X' IX XX 

10 50 100 10 50 100 10 50 100 

LaCl3-Konzentration LuM] LaCl 3-Konzentration [,uM] La Cl 3- Konzentration [,uM] 

Abb.47: Einfluß verschiedener LaC13 -Konzentrationen und Inkubationszeiten auf die Mobilität von Rinderalveolarmakro­
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Abb.55: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Rinderalveolarmakrophagen nach 4 -stündigem 

Aufenthalt in der Chemotaxis-Kammer. 

a) Nichtgewanderte Kontrollzellen (Membranoberseite). 

Vergrößerung: 1010x 
b) Nichtgewanderte LaCI3 -in kubierte Zellen (4h, 100 J.L M) 

Vergrößerung: 965x 
c) Gewanderte Kontrollzellen (Membranunterseite) 

Vergrößerung: 1150x 
d) Gewanderte LaCI3 -in kubierte Zellen (4h, 1 oo J.L M) 

Vergrößerung: 101 ox 
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Abb.56: Darstellung der CS-Rezeptoren auf Rinderalveolarmakrophagen durch indirekte Immunfluoreszenz 

a) Kontrollzellen nach 30 -minOtiger ZAS-Behandlung. 
b) LaCJ

3 
-in kubierte Zellen (4h, 100 J.1. M) nach 30 -minOtiger ZAS-Behandlung. 

Vergrößerung jeweils 1 OOOx. 
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Abb.56: Darstellung der C5-Rezeptoren auf Rinderalveolarmakrophagen durch indirekte Immunfluoreszenz 

c) Kontrollzellen nach 30 -minütiger ZAS-Behandlung ohne Inkubation mit Antikörper gegen C5. 

d) Kontrollzellen ohne 30 -minütige ZAS-Behandlung. 

Vergrößerung jeweils 1 ooox. 
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Abb.57: Organisation der F-Actinfilamente von nicht adhärenten Rinderalveolarmakrophagen. 

a) Direkt nach der Lavage. Vergrößerung: 1 ooox 
b) Nach 20 -stündiger Suspensionskultur. Vergrößerung: 1000x 

c) Nach 20 -stündiger Suspensionskultur und anschließender 30 minütiger Inkubation mit 1 o 1J. gfml 

Cytochalasin B. Vergrößerung: 1000x 

Rhodamin Phalloidin-Färbung 
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Abb.58: Organisation der F-Aktinfilamente von adhärenten Rinderalveolarmakrophagen. 

a) Nach 1 -stündiger Anheftungszeit. Vergrößerung: 1 ooox 
b) Nach 3 -stündiger Anheftungszeit. Vergrößerung: 1 ooox 
Rhodamin Phalloidin-Färbung 
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Abb.59: Organisation der F-Aktinfilamente von Rinderalveolarmakrophagen nach Inkubation in Medium 

(Kontrollzellen). 
a) Nach 2 -stündiger Inkubation. Vergrößerung: 1000x 
b) Nach 4 -stündiger Inkubation. Vergrößerung: 1000x 
c) Nach 20 -stündiger Inkubation. Vergrößerung: 1000x 

d) wie c) Vergrößerung: 1600x 
Rhodamin Phalloidin-Färbung 
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Abb.60: Organisation der F-Aktinfilamente von Rinderalveolarmakrophagen nach Inkubation in 100 J.L M CeCI3. 
a) Nach 2 -stündlger Inkubation. Vergrößerung: 1000x 

b) Nach 4 -stündiger Inkubation. Vergrößerung: 1000x 
c) Nach 20 -stündiger Inkubation. Vergrößerung: 1000x 
d) wie c) Vergrößerung: 1600x 
Rhodamin Phalloidin-Färbung 



199 



200 

Abb.61 : Organisation der F-Actinfilamente von Rinderalveolarmakrophagen nach Inkubation 

in 100 J.L M LaCI3. 
a) Nach 2 -stündiger Inkubation. Vergrößerung: 1 OOOx 
b) Nach 4 -stündiger Inkubation. Vergrößerung: 1000x 
c) Nach 20 -stündiger Inkubation. Vergrößerung: 1000x 
d) wie c) Vergrößerung: 1600x 
Rhodamin Phalloidin-Färbung 
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Abb.62: Organisation der F-Aktinfilamente von Rinderalveoiarmakrophagen nach Inkubation mit Quarz. 
a) und b) Nach 15 -minütiger Inkubation mit 250 J1. gjml Quarz. Vergrößerung: 1 ooox 

c) und d) Nach 2 -stündiger Inkubation mit 250J.Lg/ml Quarz. Vergrößerung: 1000x 
e) Nach 4 -stündiger Inkubation mit 250 J1. gjml Quarz. Vergrößerung: 1 ooox 

f) Nach 20 -stündiger Inkubation mit 1 oo J1. gjml Quarz. Vergrößerung: 1 OOOx 
Rhodamin Phalloidin-Färbung 
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Abb.63: Einfluß einer 30 -minütigen Inkubation mit 1 o J1. gjml Cytochalasin B auf die Organisation der F-Aktin­

filamente von Rinderalveolarmakrophagen nach 20 Stunden in Monolayer-Kultur. 
a) Direkt nach der Inkubation mit Cytochalasin B. Vergrößerung: 1000x 

b) Nach weiteren 2 Stunden Kultur in Medium. Vergrößerung: 1 ooox 
Rhodamin Phalloidln-Färbung 





207 

~I 

Abb.64: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme von einem Rinderalveolarmakrophagen nach 

20 Stunden in Monolayer-Kultur und anschließender 30 -minütigen Inkubation mit 10 J.L gjml 

Cytochalasin B. Vergrößerung: 9400x 
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Abb.65: Emission des gebundenen Rhodamin-Phalloidin, als Maß für die vorhandene F-Aktinmenge in 

Rinderalveolarmakrophagen, nach 15, 30 und 45-minütiger Stimulation mit ZAS. 

a) Die Zellen waren mit verschiedenen LaCI3 -Konzentrationen für 4 Stunden vorinkubiert worden. 

b) Die Zellen waren mit verschiedenen CeCI3 -Konzentrationen für 4 Stunden vorinkubiert worden. 

c) Die Stimulation erfolgte mit ZAS in 100 J.L M LaCI3 nach 4-stündiger Vorinkubation mit 100 J.L M LaCI
3
. 

d) Die Stimulation erfolgte mit ZAS in 100 J.L M CeCI3 nach 4-stündiger Vorinkubation mit 100 J.L M CeCI3. 
Mittelwerte mit Standardfehler. n = 5. Repräsentativ für 3 Versuche. 
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Abb.66: Emission des gebundenen Rhodamin-Phalloidin, als Maß für die vorhandene F-Aktinmenge in 

Rinderalveolarmakrophagen, nach 15, 30 und 45-minütiger Stimulation mit ZAS. 

a) Die Zellen waren mit verschiedenen LaCI3 -Konzentrationen für 20 Stunden vorinkubiert worden. 

b) Die Zellen waren mit verschiedenen CeCI3 -Konzentrationen für 20 Stunden vorinkubiert worden. 

c) Die Stimulation erfolgte mit ZAS in 100 J.L M LaCI3 nach 20-stündiger Vorinkubation mit 1 oo J.L M LaCI
3

. 

d) Die Stimulation erfolgte mit ZAS in 100 J.L M CeCI3 nach 20-stündiger Vorinkubation mit 100 J1. M CeCI
3

. 
Mittelwerte mit Standardfehler. n = 5. Repräsentativ für 3 Versuche. 
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Abb.67: Organisation der Mikrotubuli von Rinderalveolarmakrophagen nach Inkubation in Medium 

(Kontrollzellen). 

a) Nach 2 -stündiger Inkubation. Vergrößerung: 1000x 

b) Nach 4 -stündiger Inkubation. Vergrößerung: 1 ooox 
c) Nach 20 -stündiger Inkubation. Vergrößerung: 1 OOOx 

Indirekte lmmunfluoreszenzmarkierung. 
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Abb.68: Organisation der Mikrotubuli von Rinderalveolarmakrophagen nach Inkubation in 

100 1-' M CeCI3. 
a) Nach 2 -stündiger Inkubation. Vergrößerung: 1000x 
b) Nach 4 -stündiger Inkubation. Vergrößerung: 1000x 
c) Nach 20 -stündiger Inkubation. Vergrößerung: 1000x 
Indirekte lmmunfluoreszenzmarkierung. 
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Abb.69: Organisation der Mikrotubuli von Rinderalveolarmakrophagen nach Inkubation in 

100 11-M LaCI3. 

a) Nach 2 -stündlger Inkubation. Vergrößerung: 1000x 
b) Nach 4 -stündlger Inkubation. Vergrößerung: 1 ooox 
c) Nach 20 -stündiger Inkubation. Vergrößerung: 1000x 
Indirekte lmmunfluoreszenzmarkierung. 
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Abb. 70: Organisation der Mikrotubuli von Rinderalveolarmakrophagen nach Inkubation mit 

100 J.L gjml Quarz. 
a) Nach 2 -stOndiger Inkubation. Vergrößerung: 1000x 
b) Nach 4 -stündiger Inkubation. Vergrößerung: 1000x 
c) Nach 20 -stOndiger Inkubation. Vergrößerung: 1000x 
Indirekte lmmunfluoreszenzmarkierung. 
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Abb.71: Organisation der Mikrotubuli von Rinderalveolarmakrophagen nach Inkubation mit 

1 oo J.1. gjml La2o3. 
a) Nach 2 -stündiger Inkubation. Vergrößerung: 1000x 

b) Nach 4 -stündiger Inkubation. Vergrößerung: 1000x 

Indirekte I mmunfluoreszenzmarkierung. 
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Abb. 72: Einfluß einer 2 -stündigen Inkubation mit Colchizin (0.1 J..L gjml) auf die Organisation der Mikrotubuli von 

Rinderalveolarmakrophagen nach 20 Stunden Monolayer-Kultur. 

a) Direkt nach der Inkubation Colchizin. Vergrößerung: 1 ooox 
b) Nach weiteren 4 Stunden Kultur in Medium. Vergrößerung: 1000x 

Indirekte lmmunfluoreszenzmarkierung. 
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