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Morphologische und biochemische Untersuchungen zur Wirkung von Seltenen
Erdmetallverbindungen auf Rinderalveolarmakrophagen

In 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 LaCly bzw. CeClg fuhrt zu einer deutlichen Vakuolisierung des
Cytoplasmas. Die Vakuolen beinhalten typischerweise elektronendichte Stukturen, bei denen es sich
um Verbindungen der Seltenen Erdmetalle handelt. Ein Vitalitatsverlust der Zelien konnte erst nach 20
Stunden beobachtet werden. Dieser spiegelt sich auch in einer Freisetzung von cytoplasmatischen und
lysosomalen Enzymen wider. LaBaCuOg g, ein Hochtemperatursupraleiter und La,;0O4 erwiesen sich
ebenfalls als cytotoxisch.

Neben diesen toxischen Wirkungen konnte durch die Inkubation mit allen untersuchten SE eine Freiset-
zung von Faktoren induziert werden, die auf andere RAM chemoatiraktiv wirkten. Es gibt Hinweise dar-
auf, daB es sich bei ihnen u.a. um C5a, das chemoattraktive Fragment des Complementfaktors C5,
handeln konnte,

Wahrend RAM direkt nach ihrer Gewinnung keine Chemotaxis zeigten, konnte eine solche nach einer
20-stindigen in vitro Kultur gegentber Zymosan-aktiviertem Serum festgestelit werden. Diese konnte
durch die Inkubation der Zellen mit SE deutlich gehemmt werden. LaClz und CeClg waren selbst in ge-
ringen Konzentrationen (0.01 mM) und nach kurzen Inkubationszeiten (2 Stunden) sehr wirksam,
LaBaCu03,5 und Lay0O45 bewirkten demgegeniiber erst bei héheren Konzentrationen und langeren In-
kubationszeiten eine Reduktion der Mobilitat. Die immobilisierende Wirkung von LaClg bzw. CeCl3 kann
nur 2.T. auf ihre Eigenschaft als Ca2 * -Kanalblocker zuriickgefiihrt werden, denn auch nach der Kultur
in Ca2+-freiem Medium kénnen die Zellen noch chemotaktische Bewegungen ausfihren. Sowohl die
Desintegration des Mikrotubuli- als auch des Aktinfilamentsystems filhren zur Immobilisierung der
Zellen. Eine Beeinflussung dieser Komponenten durch die SE konnte jedoch nicht nachgewiesen
werden. Auch ein EinfluB auf die C5a-Rezeptoren oder der Adhésionsfahigkeit der Zellen konnte als
Wirkmechanismus ausgeschlossen werden.

Aus den Ergebnissen kann darauf geschlossen werden, daB SE auf Alveolarmakrophagen cytotoxisch
wirken und deren immunologische Funktionen beeinflussen kénnen. Dies kénnte zu einem besseren

Versténdnis der pulmonalen Verdnderungen 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 (BAM) have been investigated. The incubation of the cells
with LaCly or CeClg caused the formation of large vacuoles within the cytoplasm. Electron dense
structures containing these rare earth elements were typically found inside these vacuoles.

A lost of viability could only be observed 20 hours after incubation. This was also reflected by the re-
lease of cytoplasmatic and lysosomal enzymes. LaBaCuOg g, a high-T¢ superconducting material and
Lay,O5 were also found to be cytotoxic.

Beside this toxic effects, all of the RE studied were able to induce the release of some factors, which
were chemoattractive for other BAM. One of these factors seems to be C5a, the chemoattractive frag-
ment of the complement factor C5.

While BAM were unable to show any chemotactic movement directly after their isolation, this could be
observed towards Zymosan activated serum subsequent to an in vitro culture for 20 hours. Incubation
with the RE strongly inhibited this chemotactic mobility. Whereas LaClg and CeClz were effective even
in low concentrations (0.01 mM) and after short incubation times (2 h), LaBaCuOg g and LapyOg3 only
reacted in higher concentrations and after longer times. Their mode of action could only be explained in
part by the blockage of the Ca2*-channels through the cellmembrane by the rare earth elements,
because even after incubation in Ca2t-free medium, the chemotactic mobility of the cells was only
reduced slightly. In contrast, a distinct decrease in the mobility 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 with the C5a-receptors or with the ability of the
cells to adhere could also be excluded.

From these results it can be concluded, that RE might be cytotoxic for alveolar macrophages and can
interfere with some of their immunological functions. This could help to explain some of the alterations
of the lung 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
umfaBt. Anders als ihre Gruppenbezeichnung vermuten liesse, treten sie in vielen Mineralien
keineswegs selten auf und kommen in der Erdkruste mit einer Ausnahme haufiger vor als z.B.
Quecksilber oder Wolfram (Muecke und Mdller, 1988). Ihre industrielle Anwendung nahm in
den letzten Jahrzehnten stetig zu, so daB sie mittierweile 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 Erddl-Raffinierung oder zur Verdnderung 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, zwel ihrer wichtigsten Vertreter, das Objekt zahl-
reicher Untersuchungen. Beide Elemente besitzen osteo- und hepatotrophe Eigenschatten,
waobei allgemein die Leber als Hauptzielorgan ihrer Intoxikation giit. Sowonhl Lanthan (Das et
al., 1988) als auch Cer (Wiener-Schmuck, 1988) kdnnen nach der intravendsen Applikation
ihrer Chioride bei Ratten zur Ausbildung einer Fettleber und nachfolgend zu nekrotischen Ver-
anderungen fiihren. Fiir ihre Aufnahme in den Korper scheint der Nahrungspfad in der Regel
jedoch nur eine untergeordnete Rolle zu spielen, da, unabhangig 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, daB in Gebieten mit
hohem natiidichen Cervorkommen (einige Regionen Indiens, Stidamerikas und Afrikas) eine
vermehrte Ceraufnahme mit der Nahrung erfolgt und diese in Verbindung mit Magnesium-
mangel zu der unter dem Namen "Tropischen Endomyokardfibrose” bekannten Herzerkran-
kung fiihren kann (Valiathan et al., 1989 und 1980).

AuBer durch Ingestion kénnen die Seltenen Erdmetaliverbindungen auch durch Inhalation
inkorporiert werden. Die dadurch induzierten pulmonalen Veranderungen waren der Aufmerk-
samkeit von Klinikern und Pathologen lange entgangen. Erst 1955 wurde von Schepers
(Schepers, 1955) ein Zusammenhang zwischen réntgenologischen Veranderungen in den
Lungen von Arbeitern der Cer-Industrie und der Staubexposition vermutet.

Der haufigste 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 weiBe Fiugasche, die sich im Arbeitsraum nieder-
schlug und auch eingeatmet wurde (Hecht und Wesch, 1980). Heute werden die Expositi-
onsmoglichkeiten vorwiegend bel Hartmetallen und den Hochtemperatursupraleitern gesehen
(Blome et al., 1989).

Als charakteristische Befunde der durch die Seltenen Erdmetalle ausgeldsten "Cer-Pneumo-
koniose" konnten morphologische Lungenveranderungen rontgenologisch (Heuck und




Hoschek, 1967) und histologisch (Egner, 1976) nachgewiesen werden. Réntgenologisch be-
stehen die Veranderungen in feinfleckigen, gleichmaBig lber beide Lungenhdlften verteilten,
relativ scharf begrenzten sehr dichten Herden, die im Spétstadium der Krankheit von fibroti-
schen Lungenveranderungen begleitet sein konnen. Histologisch zeigten sich peribronchial,
perivasal und in den interalveoléren Septen staubhaltige Makrophagengranulome mit viel-
kernigen Riesenzellen. Elektronenmikroskopisch fanden sich in den Alveolarmakrophagen
zahlreiche Phagosomen mit feinkristallinen EinschliBen, bel denen es sich, wie energiedisper-
sive Rontgenmikroanalysen 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 Granulomas und septale Fibrosen
zu induzieren, deren AusmaBe von der Dauer und der Intensitét der Exposition abhéngig wa-
ren.

Obwohl der pathogenetische Verlauf dabei noch weitgehend unklar ist, ist es einsichtig, daB
zunéchst zelluldre Funktionen betroffen sein miissen, bevor Organfunktionen verandert
erschelnen (Fischer, 1986).

Als die priméaren Zielzellen von eingeatmeten Seltenen Erdmetallverbindungen innerhalb des
respiratorischen Traktes gelten die Alveolarmakrophagen. Untersuchungen bei Ratten
zeigten, daB bereits kurze Zeit nach einer CeCis-Aerosolinhalation nahezu das gesamte Cer in
den Alveolarmakrophagen nachgewiesen werden kann (Berry et al., 1989). Auch nach lange-
rer Expositionsdauer ist das Cer neben einem geringen Vorkommen in den Alveolarwéanden,
praktisch ausschlieBlich in den Makrophagen lokalisiert. In der gleichen Weise wird auch das
Yttrium nach einer intratrachealen Instillation von Yttriumchlorid fast volistandig 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 vivo jedoch kaum durchfithrbar sind, bietet sich ein in vitro -Testsystem mit isolierten
Makrophagen an. Diese lassen sich mit der Technik der bronchoalveoldren Lavage in (iber
90%-iger Reinheit gewinnen. Bel der Verwendung von Rinderlungen frisch geschlachteter
Tiere kénnen hierbei besonders groBe Zellausbeuten (bis zu 2 x 109 Zellen pro Tier) erzielt
werden. Diese Moglichkeit wurde erstmals von Fox (1973) beschrieben und wird seither in
zahireichen Laboratorien genutzt. Wegen ihrer genetischen Homogenitat und ihrer identi-
schen Vorgeschichte wurden die Rinderalveolarmakrophagen u.a. bereits fir die Analyse von
toxischen Stoffen In komplexen Umweltproben und von verschiedenen metallischen Ver-
bindungen eingesetzt (Fisher et al., 1983; Finch et al., 1987; Milller, 1986; Wilczek, 1991).

Fisher (1989) weist zwar darauf hin, daB speziesspezifische Unterschiede in der Reaktion der
Makrophagen gegeniiber verschiedenen Substanzen auftreten kénnen, kommt jedoch zu der
Auffassung, daB es in Bezug auf die Ubertragbarkeit der potentiellen Toxizitat auf den Men-
schen keine Spezies gibt, die den anderen vorzuziehen wére. Zu dem gleichen Ergebnis
kommt Schimmelpfeng (1989), die vergleichende Untersuchungen mit Alveolarmakrophagen




von Rindern, Ratten, Affen, Hunden und Menschen hinsichtlich ihrer Empfindlichkeit gegen-
{lber Quarzstaub und Asbestfasern durchfiihrte.

In der vorliegenden Arbeit soll daher zunéchst die zytotoxische Wirkung zweier I6slicher
(LaCl3 und CeClg) und zweier partikuldrer Seltenen Erdmetaliverbindungen (LaoO3 und
LaBaCuOg3 g) auf Rinderalveolarmakrophagen untersucht werden. Als Parameter hierfr die-
nen neben der Morphologie der Zellen auch ihre Vitalitdt sowie die Freisetzung der zyto-
plasmatischen Laktatdehydrogenase bzw. der iysosomalen N-Acetyi-B-D-Glucosaminidase.
Die Eignung dieser Parameter als MaB fiir die Toxizitat einer Substanz wurde bereits mehrfach
beschrieben (Waters et al., 1975; Lock et al., 1987; Patzold, 1989).

Wie in vitro-Untersuchungen zeigten, besitzen die Seltenen Erdmetallverbindungen LaClz und
CeCl3 gegeniiber den Alveolarmakrophagen von Ratten eine &hnlich hohe Zytotoxitat wie
CdCl, und fiihren selbst in geringen Konzentrationen zu morphologischen Verdnderungen
der Zellen (Palmer et al., 1987). Auch gegentiber den Alveolarmakrophagen von Rindern
konnte bereits eine zytotoxische und morphologieverandernde Wirkung von CeClg doku-
mentiert werden (Wiener-Schmuck, 1988).

Da die Alveolarmakrophagen bei der Abwehr von Lungenschéddigungen durch Umweltein-
filisse eine duBerst wichtige Rolle spielen, kann nicht nur die Verringerung ihrer Zahi durch
das inhalierte Agens, sondern auch die Veranderung ihrer Funktionen weitreichende Folgen
fuir den gesamten Organismus mit sich bringen.

Diese Funktionen umfassen so wichtige Aufgaben wie die Detoxifikation und Entfernung von
inhalierten Partikeln, die Aufrechterhaltung der Sterilitat, die Interaktion mit lymphatischen
Zellen in immunologischen Reaktionen, die Beseitigung von beschadigten bzw. toten Zellen
und die Rekrutierung und Aktivierung anderer inflammatorischer Zellen (Gardner, 1984). Diese
breite funktionelle Kapazitat der Alveolarmakrophagen wird hauptséchlich durch ihre Mobilitét,
ihre Fahigkeit zur Phagozytose und zur Erkennung externer Signale sowie ihrer duBerst viel-
faltigen Moglichkeiten zur Produktion und Sekretion von Substanzen vermittelt (Crystal, 1991).
Zu diesen gehéren neben zahireichen Enzymen (Saure Hydrolasen, neutrale Proteinasen,
Proteinkinasen u.a.) und bioaktiven Lipiden (Prostaglandine, Leukotriene u.a.) auch reaktive
Sauerstoffmetaboliten (z.B. Superoxydanion) sowie diverse weitere Faktoren, die regulativ
oder attraktiv auf andere Zellen wirken kénnen (Interleukine, Reifungs- und Wachstumsfakto-
ren, Tumor Nekrose Faktor, alle Komponenten des Complementsystems u.a.) (Nathan, 1987,
Papadimitriou 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 Erdmetaliverbindungen beeinflufit.

So wird die Phagozytoserate von Lebermakrophagen (Kupfferzellen) schon durch niedrige
GdCl3 -Konzentrationen sehr deutlich verringert (Husztik et al., 1980), wéhrend sie bei
Lungenmakrophagen durch die Inkubation mit CeClg nicht beeinfluBt wird (Wiener-Schmuck,
1988).




LaCla hat auf die Erzeugung von Superoxydanionen durch humane PMN aufgrund einer
Stimulierung mit dem Tripeptid Formyi-Methionyl-Leucyl-Phenyialanin (FMLP) eine ausge-
pragt inhibitorische Wirkung (Simchowitz et al., 1990). Das gleiche gilt fiir Rinderalveolarma-
krophagen bei deren Aktivierung mit Zymosan. CeClg erwies sich hierbei sogar als noch ef-
fektiver. Demgegentiber besitzen Yttrium- und Gadoliniumchlorid nahezu keine Wirkung, wéh-
rend Ytterbium einen stimulierenden Effekt zu haben scheint (Wiener-Schmuck et al., 1890;
Braune und Seidel, nicht veréffentlicht).

Eine ganze Reihe weiterer Untersuchungen zeigen, daB die Seltenen Erdmetallverbindungen
zwar hauptsachlich inhibitorische, z.T. aber auch stimulierende Wirkungen auf die Sekretion
von bioaktiven Substanzen besitzen. Diese Effekte kdnnen sich sowoh! auf die basale als
auch auf die stimulusgekoppelte Freisetzung auswirken. So reduziert LaClg die thrombinindu-
Zierte Serotoninfreisetzung bel Thrombozyten nahezu vollsténdig, ohne jedoch deren basale
Sekretion zu veréndern (Zilberman et al., 1982). Bei den Mastzellen wird die induzierte
Histaminfreisetzung durch hohe LaCls-Konzentrationen (1mM) gehemmt, durch niedrigere
Konzentrationen (0.01-0.1 mM) hingegen geférdert (Pearce und White, 1981).

Da sich im Laufe einer entziindlichen Lungenreaktion, wie sie z.B. nach der intratrachealen
Instillation von YClg auftritt (Hirano et al., 1990a), sowohl die Zahi der Granulozyten als auch
die der Makrophagen in der Lunge drastisch erhéhen kann und dies sehr wahrscheinlich
durch chemotaktische Faktoren induziert wird, stellen die Untersuchungen zur Freisetzung
von chemoattraktiven Faktoren und deren grobe Charakterisierung einen wichtigen Aspekt
der vorliegenden Arbeit dar. Dabei wird untersucht, ob die Behandlung der Rinderalveolar-
makrophagen mit Seltenen Erdmetallverbindungen (partikulare und nicht-partikulére) zur Se-
kretion von chemoattraktiv wirksamen Faktoren fiihrt und ob diese Sekretion spezifisch erfolgt
oder durch die unspezifische Phagozytose bzw. durch die Zytotoxiztit der Substanzen aus-
geldst wird. Zu diesem Zwecke werden Inkubationen mit biologisch inertem TiOo und mit
zytotoxischen Quarz durchgefiihrt. Desweiteren wird tiberpriift ob eine stimulusgekoppelte
Sekretion (mit Lipopolysaccharid als Stimulus) stattfindet und ob diese durch die Seltenen
Erdmetallverbindungen beeinfluBt wird. |

Zur Bestimmung von chemotaktischen Faktoren und der Mobilitat von Zellen kdnnen ver-
schiedene Systeme benutzt werden. Neben dem "under-agarose assay” (Nelson et al., 1975),
der eine Aussage (iber die Mobilitat von Einzelzellen zul&aBt, wird die Migration von Zellpopu-
lationen traditionsgemaB 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) zuriickgelegt haben, oder die Zahl der Zellen, die durch
die Poren eines Filters (Polycarbonatfilter) gewandert sind, als MaB benutzt.

Da sich zum einen die Alveolarmakrophagen unterschiedlicher Spezies sowohl in ihrer Fahig-
keit zur Migration als auch zur Erkennung chemotaktischer Agenzien unterscheiden (siehe
Diskussion) und zum anderen keine Untersuchungen {iber die Chemotaxis von Rinder-
alveolarmakrophagen vorliegen, miissen zunichst die Versuchsparameter dafiir empirisch
optimiert werden.




Die Mobilitat der Alveolarmakrophagen innerhalb der Lunge stelit einen duBerst wichtigen
Mechanismus dar, der bei der Eliminierung von Mikroorganismen und inhalierten Partikeln
sowie bei der Akkumulation der Makrophagen an Entziindungsherden eine entscheidende
Rolle spielt (Laplante und Lemaire, 1990). Einige Untersuchungen an verschiedenen Zelltypen
deuten darauf hin, daB auch die Mobilitat von Alveolarmakrophagen durch die Inkubation mit
Seltenen Erdmetallverbindungen blockiert werden konnte. So steliten sowoh! Boucek und
Snyderman (1976) als auch Simchowitz und Cragoe (1990) bei humanen PMN nach der Inku-
bation mit LaClg eine Inhibierung der Chemotaxis gegeniber FMLP fest. Erstere wiesen zu-
dem darauf hin, daB auch humane Blutmonozyten durch die Behandiung mit LaCly ihre
Fahigkeit zur chemotaktischen Migration veriieren. 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 zelityp-
oder speziesspezifischer Mechanismus betroffen zu sein.

In der vorliegenden Arbeit soll daher Gberpriift werden, ob Seltene Erdmetaliverbindungen
(partikuldr und nicht partikulér) auch auf die Chemotaxis von Rinderalveolarmakrophagen
inhibierend wirken was méglicherweise gravierende Folgen fiir die Austibung ihrer Aufgaben
mit sich brachte. Um allféllige spezifische Effekte von unspezifischen, die alleine auf der
Phagozytose der Agenzien oder auf deren Zytotoxizitat beruhen, unterscheiden zu kénnen,
werden, wie schon bei den Untersuchungen zur Freisetzung von chemotaktischen Faktoren,
wieder Inkubationen mit TiO5 und Quarz durchgefiihrt.

Die Lanthanidionen (Ln3*) haben durch das, im Vergleich zu den Ca2*-lonen, héhere
Ladungs/Volumenverhéltnis bei dhnlichen lonenradien oft eine stérkere Affinitat zu den Ca2+ -
Bindungsstellen als die Ca2*-lonen selbst und kénnen 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 fiir viele der basalen zellularen Prozesse und auch fiir zahl-
reiche stimulusgekoppelten Antworten sehr wichtig. Dieser Ein- und Ausstrom der Ca2*-
lonen wird durch spezielle lonenkanéle und Austauschmechanismen reguliert, die jeweils
spezifische Ca2* -Bindungsstellen besitzen. Da die Ln3*-lonen die Plasmamembran einer
intakten Zelle nicht durchqueren kénnen (Evans, 1990), erkidren die meisten Autoren deren
physiologischen Wirkungen auf der Basis ihrer Anlagerung an die duBere Zellmembran und
der dadurch bedingten Blockierung des zellularen Kalziumtransportes.

Mit dieser plausiblen Hypothese kénnen jedoch nicht alle biologischen, biochemischen und
pharmakologischen Effekte der Seltenen Erdmetallverbindungen erklart werden (Yamage und
Evans, 1989). So gibt es Hinweise darauf, daB humane neutrophile Granulozyten, auch wenn
sie in Ca2* -frelen Medium bzw. zusammen mit einem Kalziumkanalblocker kultiviert worden
waren, zur chemotaktischen Migration fahig 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 hierfiir kbnnen neben den
spezifischen Rezeptoren fiir die chemoattraktiven Stoffe, der Signaltransduktionsweg von den
Rezeptoren in die Zelle hinein, die Adhésionsfahigkeit der Zelle und vor allem das zyto-




skeletale Mikrofilament- und Mikrotubulisystem dienen. Wie bereits gezeigt werden konnte,
fiihrt die Desintegration eines dieser Filamentsysteme durch bestimmte Agenzien zur Inhibie-
rung der chemotakischen Antwort von Neutrophilen (Ward, 1974). Auch Simchowitz und
Cragoe (1990) schiagen fiir das La3+ einen Mechanismus vor, in dem eine direkte oder in-
direkte Wirkung des La3* auf die Regulation des Aktingerstes involviert ist.

Zusammenfassend kénnen die Ziele der vorliegenden Arbeit folgendermaBen formuliert
werden:

1. Untersuchung der zytotoxischen Wirkung von Seltenen Erdmetallen auf Rinderalveolar-
makrophagen mit Hilfe von morphologischen Methoden und der Bestimmung des Vitalitats-
verlustes sowie der Enzymfreisetzung.

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

3. Bestimmung des Einflusses von Seltenen Erdmetallverbindungen auf die chemotaktische
Mobilitét der Rinderalveolarmakrophagen und die Einengung seiner Ursachen.

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




2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Puffer und Inkubationsmedien

2.1.1 Puffer
PBS PBS ohne Ca2* und Mg2+
137.0 mM NaCl 137.0 mM NaCl
2.7 mM KCl 2.7 mM KCli
0.9 mM CaCly 6.5 mM NapHPO4 x 2H,0
0.5 mM MgClis x 2H,0 1.5 mM KHoPOy4
6.5 mM NapoHPO4 x 2H,0O

1.5 mM KHoPOy

mit HCI (37%) auf pH 7.4 einstellen mit HCI (37%) auf pH 7.2 einstellen

50 mM Tris-Puffer

30.29 g Tris
29.22 g NaCl
1.0 g Natriumazid
ad 5 | Aqua bidest.
mit 1 M HCI auf pH 7.55 einstellen

2.1.2 Inkubationsmedien

Wenn nicht anders vermerkt, wurde fiir alle Versuche mit einer Kulturdauer unter 24 Stunden
RPMI 1640 (GIBCO), dem vor Gebrauch 100 Einheiten Penicillin/mi und 100 1 g Strepto-
mycin/ml zugegeben wurde, als Kulturmedium verwendet. Kulturen mit lingerer Gesamt-
dauer wurden in RPMI 1640 mit 2.5 1 g/ml Ampicillin (SIGMA), 20 2 g/ml Tetracyclin (SIGMA)
und 200 1 g/ml Amphothericin B (SIGMA) durchgefiihrt. Fiir einige Untersuchungen zur
chemotaktischen Mobilitat wurde RPMI 1640 ohne Ca2* und Mg2+ (GIBCO) benutzt, dem
zusétzlich EGTA (Ethyleneglycol-bis-(B-Aminoethyl Ether) N,N,N’,N’-Tetraacetic acid, SIGMA)
in einer Konzentration von 1mM zugegeben worden war.

2.1.2.1 Inkubationsmedien mit |6slichen Metallverbindungen

Als I6sliche Verbindungen der zu untersuchenden Seltenen Erden Cer und Lanthan wurden
ihre Chloride (CeClg, SIGMA, LaClg x 6Ho0, Merck) verwendet. Diese wurden zur Herstellung
von 10 mM Stammlésungen fir 24 Stunden im Trockenschrank bel 100°C getrocknet, im
Exsikkator abkiihlen gelassen und anschlieBend in 0.9%-iger NaCl-Lésung (mit 1 M HCI auf
pH 3 eingestellt) geldst. Die fiir die Inkubationen mit 16slichen Metallverbindungen benétigten
Medien wurden jeweils kurz vor Versuchsbeginn frisch angesetzt.



2.1.2.2 Inkubationsmedien mit partikularen Metallverbindungen und Quarz

Séamtliche Partikel wurden unmittelbar vor dem Inkubationsbeginn in der gewiinschten
Konzentration in Medium aufgenommen und, um eine mdoglichst homogene Verteilung zu er-
zielen, fiir 5 Minuten unter Eiskiihlung mit Ultraschall behandelt (Branson Sonifier B15, Ein-
stellung: 50%). Fiir die Untersuchungen der chemotaktischen Mobilitat und der Adhasions-
fahigkeit der Rinderalveolarmakrophagen nach der Inkubation mit I6slichen oder partikuléaren
Verbindungen wurden die jewelligen Medien doppeltkonzentriert hergestellt, ein Farb-
umschiag des Indikators wurde dabei nie beobachtet.

Folgende Partikel kamen zur Anwendung:
Lanthanoxid
Als partikuldre Lanthanverbindung wurde Lanthan (lll) oxid (HITEC, Karlsruhe) verwendet. Die

KorngréBenverteilung zeigt, da der Durchmesser von etwa 85% aller Partikel kleiner als 5 um
ist.

Reinheit! 99.9%
Dichte 5.84 g/cm3
Medianer gec:m.Durchmesser2 267um
AMAD 6.45um
Spez. Oberflache n.b.*
LaBaCuOj 5

Als lanthanhaltiger Hochtemperatursupraleiter wurde das metallische Mischoxid LaBaCuO3 5
(HITEC, Karisruhe) verwendet. Die KorngréBenverteilung zeigt, daB der Durchmesser von
etwa 33% aller Partike! kleiner als 5 1t m ist.

Reinheit! 99.999%
Dichte n.b.*
Medianer geom.Durchmesser2 11.494m
AMAD nb.*
Spez. Oberfliche nb.*

1 Angabe des Herstellers.
2 Ermittelt durch Hrn. Biirkin, KK, IMT-!.

* nicht bekannt




Quarz

Als zytotoxischer Kontrollstaub wurde eine Subfraktion des Quarzes Sikron F 600 (Palas,
Karlsruhe) verwendet. Diese wurde mit Hilfe eines five stage cyclone (Southern Research
Inst., Alabama) bei der Fa.Palas hergestellt und zeigt eine gleichmaBige PartikelgréBenver-
teilung im Bereich von 0.92 - 1.6 um.

Reinheit! 99.0%
Dichte 2.66 g/cm3
Medianer geom.DurchmesseIZ 1.03um
AMAD 1.74m
Spez. Oberflache n.b.*
Titandioxid

Als biologisch inerter Kontrolistaub wurde Titandioxid der Konfiguration Anatase (Aldrich)
verwendet.

Reinheit! 99.9%
Dichte 3.9 g/cmd
Medianer geom.Durchmesser nb.*
AMAD nb.”
Spez. Oberflache> 6.7m2/g

Kupferoxid (CuO)

Als partikuldre Kupferverbindung wurde Kupferoxid (Aldrich) verwendet. Die KorngréBenver-
teilung zeigt, daB der Durchmesser von 34% aller Partikel kleiner als 5 (4 m ist.

Reinheit n.b.*
Dichte 6.48 g/cm?3
Medianer geom.Durchmesser2 7.434m
AMAD 189um
Spez. Oberflache? 20.7 m2/g
1

Angabe des Herstellers.
2 Ermittelt durch Hrn, Biirkin, KfK, IMT-!.
3 Ermittelt durch Fr.Dr.Drosseimeyer, KiK, IGT.

nicht bekannt.
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2.1.2.3 Sonstige Inkubationsmedien

Fir einige Untersuchungen wurden Inkubationsmedien mit den folgenden Zusétzen benétigt.
Diese wurden entweder in Form von Stammiésungen oder direkt dem Medium zugesetzt.

Zusatz (Hersteller) Lésungsmittel Konzentration
d. Stammlisg.

Colchizin (SIGMA) DMSO 0.25 mg/mi

Cytochalasin B (SIGMA) DMSO 1.00 mg,/ml

Verapamil Hydrochlorid

(SIGMA) DMSO 1.00 mM

Lipopolysaccharide von

Salmonella abortus equi

(SIGMA) 0.9% NaCl 1.00 mg/ml

Actinomycin D (SIGMA) 0.9% NaCl 1.00 mg/mi

Acetylsalicylsdure (SIGMA) RPMI 1640

N-Propyl-Gallate (SIGMA) RPMI 1640

2.2 Zellkultur

2.2.1 Isolierung der Rinderalveolarmakrophagen

Die Alveolarmakrophagen (AM) wurden post mortem durch bronchoalveolare Lavage aus den
Lungen gesunder Rinder beiderlei Geschlechts gewonnen. Die Isolierung der Zellen begann
innerhalb einer Stunde nach dem Tod der Tiere (Schlachthof Karlsruhe). Hierzu wurde die
Lunge 4 bis 6 mal mit je 3 bis 4 Litern NaCl-Losung (0.9%, Raumtemperatur) gefiillt und vor-
sichtig massiert. Die auf diese Weise gewonnene Lavagefliissigkeit wurde durch Verbandmull
und Nylongaze mit 100 um Maschenweite (Seidengazefabrik Eckert, Waldkirch) filtriert und
anschlieBend zentrifugiert (250 g, 10 Min., 4°C, Hettich Rotixa/RP, Rotor Nr.5096). Aus den
vereinigten und gewaschenen (0.9% NaCl, 0°C) Zellsedimenten wurden die lebenden AM mit-
tels Ficoll-Paque (Pharmacia) angereichert. Hierfiir wurden je 10 mi der Zellsuspension (in
0.9%-iger NaCl, 0°C) mit 15 ml Ficoll-Paque (4°C) unterschichtet und fiir 20 Minuten bei 250 g
und 4°C zentrifugiert. Nach der Entnahme aus der Trennschicht zwischen Ficoll und NaCl-
Lésung wurden die Zellen wiederum gewaschen (0.9% NaCl, 4°C) und die Zelizahl bzw. die
Vitalitat in einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Pro Lunge konnten bis zu 2x10° Zellen iso-
liert werden, deren Vitalitat in der Regel {iber 0% lag.
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2.2.2 Zellkulturbedingungen

2.2.2.1 Generelle Kulturbedingungen

Das Zellsediment des letzten Isolierungsschrittes wurde in der gewiinschten Konzentrationen
in Kulturmedium resuspendiert und anschlieBend in die, je nach Versuchsansatz benétigten,
KulturgefaBe ausgesat. Wenn nicht anders vermerkt, wurde nach 1-2 stiindiger Anheftzeit im
Brutschrank (Heraeus, 37°C, 5% CO, und 100% Luftfeuchtigkeit) das Medium gewechselt.

Um den EinfiuB einer Vorstimulation der Zellen durch die Prozedur der Isolierung auszuschiie-
Ben, erfolgte bei Untersuchungen an adharenten Zellen der Start der inkubationen erst am
darauffolgenden Tag. Da Rinderalveolarmakrophagen in Suspension bei iangerer Kulturdauer
einen deutlichen Vitalitatsveriust zeigen, erfolgte der Inkubationsbeginn bei so kultivierten
Zellen zum Zeitpunkt T = 20-t (t = Inkubationsdauer in Stunden). Hierdurch konnte die Ge-
samtkulturdauer fir alle Zellen gleich auf 20 Stunden begrenzt werden.

2.2.2.2 Kulturbedingungen fiir die licht-, raster- und fiuoreszenzmikroskopischen Unter-
suchungen

Fir die mikroskopischen Untersuchungen wurden 2 ml Zelisuspension (1x10€ Zellen/ml) in
6x35 mm Makroplatten (Greiner, Nr.657160) ausgesét, die zuvor mit je einem Glasdeckglas
(24x24 mm) bestiickt worden waren. Am Versuchsende wurden die auf den Deckglésern
adhérierenden Zellen fiir die verschiedenen mikroskopischen Methoden prapariert.

Bei den fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen direkt nach der Lavage oder nach
Suspensionskultur dienten Polypropylen-Urinbecher (Sarstedt) als KulturgeféaBe, da hierin
keine Adhasion der Zellen stattfindet. Es wurden jewells 5 ml Zelisuspension (3x106 Zel-
len/ml) pro Becher eingesetzt, ein Mediumwechse! erfolgte bei dieser Versuchsanordnung
nicht. Zur Praparation wurde ein Tropfen Zellsuspension auf einen Glasobjekttrager getropft,
dieser mit einem Glasdeckglas bedeckt und die Reagenzien anschiieBend mit Hilfe von Zell-
stoff durchgesaugt.

2.2.2.3 Kulturbedingungen fiir die transmissionselektronenmikroskopischen Untersuchungen

Fiir die transmissionselektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden 2 ml Zelisuspen-
sion (3x106 Zellen/ml) auf Polycarbonat-Filtermembranen (0.8 4 m Porendurchmesser,
Nuclepore) ausgesét. Die Membranen waren zuvor in 60 mm Petrischalen (Greiner) plaziert
und zur Vermeidung des Aufschwimmens mit einem Teflonring (Innendurchmesser: 38 mm)
beschwert worden.
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2.2.2.4 Kulturbedingungen fiir die Untersuchungen der Enzym- und Faktorenfreisetzung sowie
des Polymerisationsgrades von Aktin

Fir die Untersuchungen der Enzym- und Faktorenfreisetzung sowie des Polymerisationsgra-
des von Aktin wurden 2 ml Zellsuspension (3x106 Zellen/ml) in 6x35 mm Makroplatten
(Greiner) ausgesét.

Zur Gewinnung gréBerer Uberstandsmengen, die fiir die Bestimmung des Molekulargewichtes
der freigesetzten, chemotaktisch wirksamen Faktoren mittels Gelfiltration nétig waren, wurden
25 ml Zellsuspension (3x108 Zellen/ml) in groBe Kulturschalen (Greiner, Nr. 639160, Durch-
messer 145 mm) ausgesét.

2.2.2.5 Kulturbedingungen fiir die Untersuchungen der chemotaktischen Mobilitét

Fiir die Untersuchungen der chemotaktischen Mobilitat wurde 1 ml Zelisuspension (6x106
Zellen/ml) in 6x35 mm Makroschalen (Greiner, Nr.657102) ausgesét und bei Inkubationsbe-
ginn mit 1 mi des gewiinschten Inkubationsmediums (doppeltkonzentriert) versetzt. Die hier
benutzten Kulturschalen sind nicht speziell beschichtet, so daB sich die AM nur sehr schwach
anheften kénnen und am Ende der Inkubation ohne Vitalitatsveriust abgespiilt bzw. abgekratzt
werden kdnnen. Ein Mediumwechel erfolgte bel dieser Versuchsanordnung nicht.

2.2.2.6 Kulturbedingungen fiir die Untersuchungen des F-Aktingehaltes

Fir die Untersuchungen des F-Aktingehaltes und seiner Veranderung nach Stimulation wur-
den 150 i1 Zellsuspension (3x106 Zellen/ml) in Mikrotest ITM Gewebekulturplatten mit 96
Vertiefungen (Falcon Primaria Nr.3872; Becton Dickinson) ausgeséat. Um zeitliche Unter-
schiede beim Medien- und Reagenzienwechsel méglichst gering zu halten, wurden die einzel-
nen Vertiefungen einer Platte nicht nacheinander abgesaugt, sondern jeweils gleichzeitig aus-
geschleudert.

2.2.2.7 Kulturbedingungen fiir die Untersuchungen der Adhésionsfahigkeit

Zur Untersuchung der Adhasionsfahigkeit der AM wurden 5 mi Zellsuspension (6x108 Zel-
len/ml) In Polypropylen-Urinbechern (Sarstedt) im Brutschrank kultiviert und bei Inkubations-
beginn mit 5 ml des gewiinschten 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 Hamacolor-Schnellfarbung

Als Standardfarbung zur Beurteilung der Zellen wurde die Himacolor-Schnelifarbung fiir Blut-
ausstriche (Merck) nach Vorschrift verwendet. Nach der Herstellung von Dauerpraparaten in
Eukitt (Kindler, Freiburg) erfoigte die Mikroskopie an einem Leitz Diaplan Mikroskop mit einer
Photoausriistung der Fa. Wild (Photoautomat MPS 45, Kamera MPS 51).

2.3.1.2 Vitalitatsbestimmung mit Trypanblau

Die Béstimmung der Vitalitat erfolgte nach der von Hanks et al. (1958) beschriebenen Trypan-
blau-AusschiuB-Methode. Dazu wurden die auf Deckgldsern festsitzenden Zellen am Inkubati-
onsende (s. 2.2.2.2) mit einer 0.25%-igen Trypanblau-Lésung (SIGMA) liberschichtet, nach

2 Minuten mit NaCl-Losung (0.9%) gesptilt und die Zahl der gefarbten (toten) und ungefarbten
(lebenden) Zellen mit einem Inversmikroskop (Leitz Fluovert, Objektiv: 32x, Okular mit Gitter:
10x) bestimmt. Pro Versuchsansatz wurden 3 Gitternetze mit einer scheinbaren Kantenlange
von 150 4 m an verschiedenen Stellen des Deckgldaschens ausgezéhit.

2.3.2 Rasterelektronenmikroskopie

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

Chemikalien und Puffer

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

Putfer B
10 ml 0.2 M Cacodylatpuffer
10 ml  Aqua bidest.
7.0% Sucrose

Pufter C
10 ml 0.2 M Cacodylatpuffer
10ml 4% wassrige OsO4-Losung

Durchfiihrung:

Die Zellen wurden nach Ablauf der Inkubation (s. 2.2.2.2) dreimal mit PBS gewaschen,
nacheinander fiir jeweils 30 Minuten bei 0°C mit den Puffern A, B und C behandelt und an-
schlieBend mit Aqua bidest. (Raumtemperatur) griindlich gespiilt. Zur Entwéasserung wurden
sie durch die alkoholische Reihe (35%, 70%, 85%, 95% und 100% jeweils fir 5 Minuten) ge-
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fihrt und schlieBlich, als Ersatz flr eine kritisch Punkttrocknung (Nation, 1983), 5 Minuten mit
Hexamethyldisilizane (SIGMA) lberschichtet. Nachfolgend wurden die Proben luftgetrocknet
und bis zur Goldbedampfung im Exsikkator aufbewahrt. Die rasterelektronenmikroskopischen
Aufnahmen wurden von Hr. Schiller (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 fir die transmissionselektronenmikroskopischen Untersuchungen
erfolgte nach einer von Wilczek (1991) abgewandelten Methode von Cornell (1969).

Chemikalien und Puffer

0.2 M Cacodylatpuffer
0.2M Na-Cacodylat x 3H,0 (Serva)
0.2M 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.
5.0ml 0.2 M Cacodylatpuffer

Veronalpuffer
2.94 g Natriumdiathylbarbitursaure (Balzer Union)
1.94 g Natriumacetat x 3 HoO
ad 100 ml Aqua bidest.

Osmiumtetroxid-Veronalpuffer nach Palade
1.0 ml Veronalpuffer
1.0ml 0.1 M HCI
1.25 ml 4%-ige OsO4-L6sung
1.75 ml Aqua bidest.

Uranylacetat
2%-ige, wassrige Uranylacetat-Losung (Fluka)
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Epon-Araldite
5 ml Epon 812 (Serva)
11 mi Araldite Harter HY 964 (Serva)
3 ml Araldite CY 206 (Serva)
Gut mischen und kurz vor dem Gebrauch 2% Araldite Beschleuniger DY 964 (Serva) zugeben.

Durchfiihrung:

Nach Ablauf der Inkubation (s. 2.2.2.3) wurden die Membranen 2-3 mal mit PBS gespiilt und
mit einem Skalpell in etwa 1 mm breite Streifen geschnitten. Diese wurden zur Fixierung fiir

1 Stunde in 1%-iges Glutaraldehyd (0°C) (iberfiihrt, nach dreimaligem Waschen (0.1 M Caco-
dylatpuffer) mit Palade-Puffer (2 h, 0°C) nachfixiert und anschlieBend fir 1 Stunde mit
Uranylacetat (0°C) blockkontrastiert. Zur Entwéasserung wurde eine alkoholische Reihe
durchlaufen, die folgende Stufen umfaBie:

50% Ethanol; 10 Minuten

95% Ethanol; 10 Minuten

100% Ethanol; 2x je 20 Minuten
Epon-Araldite/Ethanol 1 : 1; 20 Minuten

Die folgenden Inkubationen im Epon-Araldite wurden im evakuierten Exsikkator durchgefiihrt:
Epon-Araldite, iiber 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.

Kontrastierung und Mikroskopie

Chemikalien und Puffer
Geséttigte, wassrige Uranylacetat-Losung (Fluka)

Bleicitratibsung
1.33g Pb(NOg3)s (Merck)
2.11 g Natriumcitrat x 5.5 H,O
1.76 g Natriumcitrat x 2 H,O

in 30 ml Aqua bidest. I6sen, 5 Minuten schiitteln und nach 30 Minuten 8 mi NaOH (1 M) zuge-
ben. Am néchsten Tag mit CO,-freiem Aqua bidest. auf 50 ml auffiilien.

Durchfihrung:

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. AnschlieBend wurden sie 2x mit CO5 -
freiem Wasser gewaschen und luftgetrocknet. Das Mikroskopieren der Proben erfolgte an
einem Siemens Elmiskop |A bei 80 kV Beschleunigungsspannung.
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2.3.3.2 Saure Phosphatase-Zytochemie

Der zytochemische Nachweis der lysosomalen Sauren Phosphatase erfolgte in Abwandlung
der bei Ménard 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-Glycerophosphat (SIGMA)
2 mM CeClg (SIGMA)
0.00001% Triton X-100
in 0.1 M Acetat-Putfer

Das Inkubationsmedium wurde unmittelbar vor Gebrauch hergestelit und durch einen
0.45 u m Sterilfilter (Millipore) filtriert.

Durchfiihrung:

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, fiir 30 Minuten in
Glutaraldehyd (1% in Cacodylat-Puffer, 4°C) vorfixiert. AnschlieBend wurde 3x mit Cacodylat-
Puffer und 2x mit Acetat-Puffer gesplilt. Nach einer 1-stiindigen Inkubation bel 37°C mit Saure
Phosphatase -Inkubationsmedium (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 Réntgenmikroanalyse (EDX-Verfahren)1

Nach Ablauf der Inkubationszeit (s.2.2.2.3.) wurden die Membranen mit den adharenten Zellen
wie unter 2.2.3.1 beschrieben fixiert, eingebettet, geschnitten und kontrastiert.

AnschlieBend wurde mit einem Hitachi H700H-ST-Elektronenmikroskop in verschiedenen
Zytoplasmabereichen der Zellen eine energiedispersive Rontgenmikroanalyse (System Tracor
Northern TN 5500/ Serie Il) durchgefiihrt. Der fiir Cer charakteristische Energiebereich, der
durch den BeschuB der Schnitte mit Eiektronen induzierten Réntgenstrahlung, 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
lelchten Modifikationen nach der Methode von Kane et al. (1980).

Chemikalien und Puffer

Acridin Orange (AO)-Lésung
100 u g Acridin Orange (SIGMA) in 10 ml 0.9% -iger NaCl 16sen und lichtgeschiitzt
aufbewahren.

Durchfihrung:

Am Versuchsende (s. 2.2.2.2) wurde das Medium abgesaugt und durch 2 ml AO-Ldsung er-
setzt. Nach 15 minditiger Inkubation wurden die auf Deckglasern festsitzenden Zellen griind-
lich mit PBS gewaschen und fiir weitere 15 Minuten in Medium (37°C) kultiviert. AnschlieBend
wurden die Deckgldser umgedreht auf Objekttrager mit Abstandshaltern gelegt, mit Medium
unterschichtet und an einem Fluoreszenzmikroskop (Leitz Diaplan, Filterblock 12, Anregungs-
wellenldnge: 450 - 490 nm, Emissionswellenlange: > 515 nm) mit Photoausristung (Wild
Photoautomat MPS 45, Kamera MPS 51) ausgewertet.

2.3.4.2 Fluoreszenzmarkierung des F-Aktins mit Rhodamine-Phalloidin

Die Markierung des F-Aktins mit Rhodamine-Phalloidin wurde in Abanderungen der vom Her-
steller (Molecular Probes) empfohlenen Methode durchgefiihrt.

Chemikalien und Puffer

PHEM-Pufier nach Schliwa und vanBlerkom (1981)
60 mM (Piperazine-N,N'-bis (2-ethane-sulfonic acid)) (PIPES)
25 mM N-2-hydroxyethyipiperazine-N’-2-ethane-sulfonic acid (HEPES)
10 mM Ethyleneglycol-bis-(B-Aminoethyl Ether) N,N,N’,N'-Tetraacetic acid (EGTA)
2 mM MgCl,
mit 1 M NaOH auf pH 6.9 einstellen.

Rhodamine-Phalloidin-Farblésung
Die methanolische Rhodamine-Phalloidin-Lésung (Molecular Probes, Eugene, OR;
100 Units/ml) wurde jeweils kurz vor dem Gebrauch mit PHEM-Puffer 1:100 verdiinnt
und auf 37°C vorgewdarmt.
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Durchfihrung:

Die Zellen wurden am Inkubationsende (s. 2.2.2.2) zweimal mit PHEM-Puffer (37°C) ge-
waschen und mit 2.5%-igem Glutaraldehyd (in PHEM-Puffer) fiir 10 Minuten bei 37°C fixiert.
Nach erneutem Waschen mit PHEM-Puffer wurden die Zellen in Glaspetrischalen tiberfiihrt
und 5 Minuten mit -20°C kaltem Aceton extrahiert. Zur Farbung wurden die luftgetrockneten
Deckglaser umgekehrt auf Objekttrager mit Abstandshaltern gelegt, mit Rhodamine-
Phalloldin-Farblésung unterschichtet und 1 Stunde bei 37°C in einer feuchten Kammer inku-
biert. Die Proben wurden iber Nacht in PHEM-Puffer gewaschen, umgekehrt auf einen
Objekttrager mit Abstandshaltern gelegt und nach der Unterschichtung mit PHEM-Puffer an
einem Fluoreszenzmikroskop (Leitz Diaplan,Wetzlar, Filterblock N2, Anregungswellenlange:
530 - 560 nm, Emissionswellenldnge: >580 nm) ausgewertet.

2.3.4.3 Fluoreszenzmarkierung der Mikrotubuli mit FITC-gekoppelten Antikérpern

Die Markierung der Mikrotubuli mit FITC-gekoppelten Antikérpern wurde mit geringfiigigen
Abweichungen nach der von Birrell et al. (1989) beschriebenen Methode durchgefiihrt.

Chemikalien und Puffer

Stabilisierungspuffer
100 mM Piperazine-n,n’-bis(2-ethane-sulfonic acid)) (PIPES)
1.0 mM Ethyleneglycol-bis-(B-Aminoethyl Ether) N,N,N’,N'-Tetraacetic acid (EGTA)
4% Polyethylenglycol 6000 (PEG 6000)
mit 1 M NaOH auf pH 6.9 einstellen

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

2. Antikdrper
Anti-Mouse IgG (whole molecule) FITC conjugate (developed in Sheep, SIGMA,
Nr.F-6257)
mit PBS kurz vor dem Gebrauch 1:100 verdiinnen

Durchfiihrung:

Die Zellen wurden nach der Inkubation (s. 2.2.2.2) zweimal mit Stabilisierungspuffer (37°C)
gewaschen und 2 Minuten mit Glutaraldehyd (0.02% in Stabilisierungspuffer, 37°C) vorfixiert.
Nach einer 5 miniitigen Permeabillisierung mit Triton X-100 (0.4% in Stabillisierungspuffer,
37°C) und zweimaligem Waschen mit Stabilisierungspuffer wurden die Zellen zur Fixierung fiir
5 Minuten in Glaspetrischalen mit -20°C kaltem Methanol dberfiihrt. Ohne anschlieBende Luft-
trocknung wurden die Deckglaser gewaschen (1x Stabilisierungspuffer, 1x PBS), umgekehrt
auf einen Objekttrager mit Abstandshaltern gelegt und mit dem ersten Antikérper fiir 1 Stunde
bei 37°C in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach zweimaligem Waschen erfolgte die Be-
handlung mit dem zwelten Antikérper unter den gleichen Bedingungen. Die Deckglaser wur-
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den anschlieBend 2 Stunden gewaschen (PBS), umgekehrt auf einen Objekttrager mit
Abstandshaltern gelegt und mit PBS unterschichtet. Die Auswertung erfolgte an einem
Fluoreszenzmikroskop (Leitz Diaplan, Filterblock 12, Anregungswellenléange: 450 - 430 nm,
Emissionswellenlange: >515 nm).

2.4 Untersuchungen der Enzymireisetzung

2.4.1 Vorbereitung der Proben

Nach Ablauf der Inkubationszeit (s. 2.2.2.4) wurden die Kulturiiberstande abgenommen und
die Zelitrimmer und abgeldsten Zellen sedimentiert (10 Min.; 4°C; 250 g). Die auf diese Weise
erhaltenen Pellets und die mit einem Plastikschaber von der Kulturschale abgel&sten Zellen
wurden jeweils in 2 mi Medium aufgenommen und ebenso wie die Uberstande sofort bei -20°C
eingefroren. Vor den Enzymbestimmungen wurden samtliche Proben unter Eiskiihlung mit 10
Pulsen Ultraschall behandelt (Branson Sonifier 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 Comassie Brilliant Blue G250-Lésung von 465 nm nach 595 nm durch die Bil-
dung eines Farbstoff-Protein-Komplexes (Bradford, 1976). Als Standard diente Rinderserum-
albumin (SIGMA).

Durchfihrung:

400 111 Probe

100 1| Biorad Protein Assay
sofort sehr gut mischen. Die Messung der Absorption erfolgte nach 30 Minuten mit einem
Beckman-DU65 Photometer bei 535 nm.

2.4.3 Enzymbestimmungen
2.4.3.1 Laktatdehydrogenase (LDH)

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

Reaktion:
[LDH]
Pyruvat + NADH + Ht ————-> Laktat + NAD*

Durchfiihrung:
Die Bestimmung wurde geméaB der dem Testkit beiliegenden Vorschrift durchgefihrt. Die
Messung erfolgte an einem Beckman-DU-65 Photometer bei 340 nm.
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2.4.3.2 N-Acetyl-8-D-Glucosaminidase (NAG)

Die quantitative Bestimmung des lysosomalen Enzyms NAG erfolgte nach der Methode von
Andersen et al. (1982).

Reaktion:
[NAG]
4-Methylumbelliferyl-N-Acetyl-8-D-Glucosamid + HpO --------- > 4-Methylumbelliferon +
Acetyl-B-D-Glucosamin
Chemikalien und Puffer

Carbonat-Bicarbonat-Puffer
Lésung A: 0.2 M NayCOg (MERCK)
Losung B: 0.2 M NaHCO3 (MERCK)
Losung A mit Losung B auf den pH-Wert 10.5 titrieren.

Laktatpuffer
40 mM Natriumlaktat-ldsung (4.48 g/1)
mit Milchsaure auf pH 3.7 einstellen.

Substrat
1 mM 4-Methylumbelliferyl-N-Acetyi-B8-D-Glucosamid (SIGMA) in Laktatpuffer.

Durchfihrung:

10 | Triton X-100 (10%)

100 14| Probe (s. 2.4.1)

100 11 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-
Elmer, LS 5B) bei einer Anregungswellenlange von 371 nm und einer Emissionswellenldnge
von 450 nm mit dem Filter 1% bei einer Spaltweite von 5 nm sowohl fiir die Anregung als auch
fiir die Emission.

2.5 Untersuchungen zur Freisetzung von chemotaktisch wirksamen Faktoren und zur
Mobilitit von Rinderalveolarmakrophagen

2.5.1 Versuchsanordnung und Auswertung

Beide Untersuchungen wurden nach der Methode von Falk et al. (1980) in einer "blind well*
Chemotaxis-Kammer (Neuro Probe 48 Well Micro Chemotaxis Chamber, Nuclepore) durch-
gefiihrt.
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Chemikalien und Puffer

Zur Etablierung des Systems wurde bei den folgenden Substanzen die chemoattraktive Wir-
kung auf Rinderalveolarmakrophagen berpruft:

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 anschlieBend in 30 mi nicht hitze-
inaktiviertem, mykoplasmenfreiem FCS (Biochrom, Ch. Nr. 6H01) resuspendiert. Nach einer
einstiindigen Inkubation bei 37°C im Schittelwasserbad und einer erneuten Zentrifugation

(10 Min., 3500 g) erfolgte eine einstiindige Hitzeinaktivierung des Uberstandes bei 56°C. Das
auf diese Weise aktivierte Serum wurde bis zum Gebrauch bei -20°C gelagert und fir die Ver-
suche 1:10 mit Medium verdiinnt.

(AS) Aktiviertes Serum

Die Aktivierung von Serum durch Quarz (QAS), Aktivkohle (AAS) und LaBaCuO3 g
(LaBaCuOg 5-AS) erfoigte mit der gleichen Methode (Oberdorster et al., 1989). Pro 10 ml
Serum wurden dabei je 0.25 g Quarz oder LaBaCuOg g bzw. 0.1 g Aktivkohle eingesetzt. Fir
die Versuche wurden die Seren 1:10 mit Medium verd{innt.

FMLP (N-Formyl-L-Methionyl-L-Leucyl-L-Phenylalanin, SIGMA)
Eine 10 mM FMLP -Stammi6sung (in DMSO, Serva) wurde jeweils kurz vor Beginn des Ver-
suches mit Medium auf die gewlinschte Konzentration verdiinnt.

LTB4 (Leukotrien B4, Serva)

Eine 12 4 M LTB4 -Stammldsung (in Ethanol, Roth) wurde jeweils kurz vor Beginn des Ver-
suches mit Medium auf die gewiinschte Konzentration verdiinnt. Die Stammi&sung wurde
nach jeder Entnahme frisch mit No Uberschichtet.

Durchfiihrung:

Die Handhabung der Kammer erfolgte gemaB der Gebrauchsanweisung des Herstellers. Die
Locher des unteren Kammerteiles wurden mit je 25 11 des putativ chemoattraktiven Stoffes
bzw. der Kontrolidsung gefiillt und gelegentlich auftretende Luftblasen sorgfaltig entfernt. An-
schlieBend wurde eine polyvenylpyrrolidonfrele Polycarbonatmembran (Nuclepore, Poren-
durchmesser 5 4 m, NMF-5, PVP free, 25x80 mm) aufgelegt und der obere Kammerteil aufge-
schraubt. Die Lécher des oberen Kammerteils wurden nun mit 50 i | Zellsuspension (3x106
Zellen/ml) gefiillt und anschlieBend die gesamte Kammer fiir 4 Stunden im Brutschrank (37°C,
5% COo, 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 Himacolorfarbung (s. 2.3.1.1) angeféarbt,
wobei in jeder Farblésung jeweils eine Minute inkubiert wurde. Die Auswertung des Versuches
erfolgte durch die Messung der Farbintensitét an einem Laserdensitometer (UltroScan XL,
LKB) im automatischen Peak-Integrationsmodus mit den Einstellungen fiir x-Width = 4 und
y-Step = 5.
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Zur Uberpriifung der Methode wurde die Zahl der eingesetzten Zellen variiert und die jeweils
vollstandig durch die Poren gewanderten Zellen direkt mikroskopisch ausgezahit (400-fache
VergroBerung, 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 tiber 0.9.

2.5.2 Untersuchungen zur Freisetzung von chemotaktisch wirksamen Faktoren (CF)

Durchfihrung:

Die Untersuchung der Freisetzung von CF wurde nach der in 2.5.1 beschriebenen Methode
durchgefiihrt und ausgewertet. Dazu wurden am Ende der Inkubation (s. 2.2.2.4) die Kultur-
liberstande entnommen und zum Abtrennen von Partikeln, Zelltrimmern und abgeltsten Zeil-
len fiir 10 Minuten bei 3000 g zentrifugiert. Wenn nicht anders vermerkt wurden die Uber-
stédnde ohne weitere Behandiung direkt in die Chemotaxiskammer pipettiert (25 1£1) und als Ef-
fektorzellen unbehandelte, 20 Stunden vorinkubierte Rinderalveolarmakrophagen (s. 2.2.2.5)
benutzt. Diese wurden kurz vor Versuchsbeginn vorsichtig mit einem Plasikschaber abgelost,
sedimentiert (10 Min., 250 g) und in frischem Medium resuspendiert (2-3x106 leb.Zellen/ml).
Um die Vergleichbarkeit zwischen den einzelnen Versuchen zu gewahrleisten, wurde die
chemoattraktive Wirkung von ZAS (10%) und die spontane Mobilitét der jeweiligen Effektor-
zellen (mit Medium als Chemoattraktant) mitbestimmt. Die chemotaktische Attraktivitat der
Proben wurde dann in Relation zu diesen gesetzt und als chemotaktisches Potential (CP) de-
finiert (s. 2.10).

Zum Nachweis von intrazellular vorhandenen CF wurden die Zellen nach Ablauf der Inkubati-
onszeit mit einem Plastikschaber abgekratzt, in 2 ml Medium aufgenommen und anschlieBend
mit Ultraschall (Branson B15, Einstellung 50%, 10 Pulse) aufgebrochen. Nach einer Zentrifu-
gation (10 Min., 3500 g) wurde das chemotaktische Potential des Uberstandes bestimmt. Um
die Vergleichbarkeit zu gewahrieisten, wurden bei diesem Versuchsansatz die Kulturiiber-
sténde vor der Messung des CPs ebenfalls beschallt.

In einem Versuchsansatz wurde der zentrifugierte Kulturiiberstand (10 Min., 3000 g) von
LaBaCuOg g -inkubierten Zellen (20 h, 50 4 g/ml) vor der Bestimmung des CPs fiir eine
Stunde bei 0°C mit Antiserum gegen humanen Complementfaktor C5 (Goat Antiserum to
Human CS, ICN, Endverdiinnung 1:100) inkubiert. Als Kontrolle wurde gleichermaBen inku-
biertes Medium und ZAS benutzt.

Molekulargewichtsbestimmung durch Gelfiltration

Die Kuituriibersténde von LaBaCuOj3 g inkubierten Zellen (20 h, 50 4 g/ml) wurden zur
Abtrennung von Partikeln, Zellen und Zellfragmenten bei 3500 g zentrifugiert (10 Min.) und an-
schilieBend bei 4°C in einem Mikro-Ultrafiltrationssystem (Amicon, Modell 8MC) mit 5.5 bar Np
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 Sephacryl-Saule
(5200, Pharmacia) bei einer DurchfluBrate von 1 ml/Min. aufgetrennt und fraktioniert (3 mi pro
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Fraktion, Fraktionssammier Frac 300, Pharmacia). Die einzelnen Fraktionen wurden bis zur
Bestimmung der jeweiligen CPs bei 4°C aufbewahrt.

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

2.5.3 Untersuchungen der chemotaktischen Mobilitét

Durchfiihrung:

Die Durchfiihrung 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 abgeldst, sedimentiert (10 Min.,250 g) und anschlieBend mit Medium in
einer Konzentration von 2-3x106 lebender Zellen pro Milliliter resuspendiert. Fiir einige Ver-
suche mit Cytochalasin B, Colchizin und LaClz wurde zum Resuspendieren nicht Medium,
sondern der eigene Kulturiiberstand verwendet, so da8 sich die Zellen auch wéhrend des
Aufenthaltes in der Chemotaxis-Kammer in dem jeweiligem Inkubationsmedium befanden. Als
Chemoattraktant wurde bei allen Untersuchungen 10% -iges 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) durchgefiihrt.

Chemikalien und Puffer
ZAS -Lésung (s. 2.5.1)

1.Antikérper
Goat Antiserum to Human C5 (ICN)
mit PBS kurz vor Gebrauch 1:100 verdiinnt.

2.Antikérper
Anti-Goat IgG (whole molecule) FITC Conjugate developed in rabbit (SIGMA, F-6133)
mit PBS kurz vor Gebrauch 1:200 verdinnt.

Durchfiihrung:

Die Zellen wurden am Ende der Inkubationszeit (s. 2.2.2.2) mit warmem Medium gewaschen
und anschlieBend fiir 15 Minuten mit ZAS-Losung bzw. zur Kontrolle mit Medium {iberschich-
tet. Nach zweimaligem Waschen mit eiskaltem PBS erfolgte eine einstiindige Inkubation mit
dem 1.Antikérper bei 4°C. Vor und nach der Inkubation mit dem 2.Antikérper (1h, 4°C) wurden
die Zellen erneut griindlich mit PBS (4°C) 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 erfolgte in Anlehnung an die von Blikstad et al.
(1978) beschriebenen Methode.

Diese basiert auf der spezifischen Eigenschaft des globulédren (G-) Aktins, stéchiometrisch an
das Enzym DNase | zu binden und es dadurch in seiner Aktivitat zu hemmen. Die Aktivitat der
DNase | bzw. ihre Hemmung kann auf Grund der auftretenden Hyperchromizitat bei 260 nm
kinetisch am Photometer bestimmt werden. Dabei ist die Rate der Absorptionszunahme direkt
proportional zur Menge des aktiven Enzyms. Der Polymerisationsgrad l&Bt sich aus dem An-
teil des G-Aktins am Gesamtaktingehalt, der durch vorheriges Depolymerisieren des filamen-
tésen (F-) Aktins bestimmt werden kann, berechnen.

Chemikalien und Puffer
Extraktionspuffer

150.0 mM NaCl

2.0 mM MgCl,

0.2 mM Adenosin §'-Triphosphat (ATP, SIGMA)

0.2 mM Dithioerythritol (DTE, SIGMA)

0.5% Triton X-100

0.01mM Phenylmethylsulfonylfiuorid (PMSF, SIGMA)
in 5.0 mM Kaliumphosphat-Puffer (pH 7.6)

Depolymerisationspuffer

1.5 M Guanidine hydrochlorid (guHCI, SIGMA)

1.0 M Natriumacetat (Merck)

1.0 mM CaCl, (Merck)

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

Desoxyribonuclease | (DNase |) -Puffer

0.01 mM Phenylmethylisulfonyifiuorid (PMSF, SIGMA)
0.25 mM CaCl, (Merck)
in 50.0 mM Tris-HCl pH 7.5 (Merck)
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Desoxyribonuclease | (DNase I)- Losung

Kurz vor dem Gebrauch wurde 0.1 mg DNase | (EC 3.1.21.1, from Bovine Pancreas, SIGMA)
in 1 ml DNase | -Pufter gelost und bei 0°C gelagert.

Desoxyribonucleinsaure (DNA)-Puffer

4.0 mM MgSO4 (Merck)
1.8 mM CaCl, (Merck)
in 0.1 M Tris-HCl pH 7.5 (Merck)

Desoxyribonucleinsaure (DNA)-Losung (Substratiésung)

24 mg DNA-Fasern (Kalbsthymus DNA, Typ |, SIGMA) wurden mit einer Schere in kleine
Stiicke geschnitten, (iber Nacht unter langsamen Riihren bei Raumtemperatur in 400 ml DNA
-Puffer gel6st und anschlieBend filtriert. Nach der Portionierung (je 3 ml in 5 mi Reaktions-
gefaBe, Sarstedt) wurde die DNA -Lésung bis zum Gebrauch bei -20°C eingefroren.

Durchfiihrung:

Die Zellen wurden am Ende der Inkubationszelt (s. 2.2.2.4) je einmal mit Medium und Trypsin-
Lésung (0.25%) gewaschen, anschlieBend mit 2 Tropfen Trypsin-Losung (1-2 Min., 37°C) von
der Schale abgeldst und in 2 ml eiskaitem PBS ohne Ca2+ und Mg2* (s. 2.1.1) aufgenom-
men. Nach einer Zentrifugation (3 Min., 1000 g) wurde das Zellpellet mit 250 p1| Extraktions-
puffer (0°C) resuspendiert und je 100 1| davon zur Bestimmung des G-Aktingehaltes mit

100 1| Extraktionspuffer bzw. zur Bestimmung des Gesamtaktingehaltes mit 100 it | Depoly-
merisationspuffer versetzt. Sofern bel diesen Verdiinnungen eine vollstandige Hemmung der
DNase | -Aktivitét eintrat wurde mit Extraktionspuffer bzw.einem Extraktions-Depolymerisati-
ons-Puffergemisch (1:1) entsprechend stirker verdiinnt. Jeweils 10 | dieser Proben wurden
mit 10 | DNase | -Ldsung gemischt und innerhalb von 5 Sekunden in 3 mi DNA-L&sung
(25°C) pipettiert. Nach guter Durchmischung wurde die Messung der Enzymkinetik bei 25°C
und 260 nm in Quarzkiivetten an einem Beckman DU-65 Photometer liber 3 Minuten (alle 15
Sekunden eine Messung) durchgefiihrt. 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 erauterten Formel.

Zur Uberpriifung der Methode wurde gereinigtes (F-) Aktin (from Bovine Muscle, SIGMA) de-
polymerisiert (1 mg/ml Depolymerisationspuffer), in verschiedenen Konzentrationen verdinnt
und jeweils die Inhibitorischen Einheiten bestimmt.
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2.8 Untersuchungen des F-Aktingehaltes

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

Chemikalien und Puffer

ZAS -Losung (s. 2.5.1)

PHEM-Puffer (s. 2.3.4.2)

Rhodamine-Phalloidin-Farblésung (s. 2.3.4.2)

Durchfiihrung:

Am Ende der Inkubationszeit (s. 2.2.2.6) wurde das Medium entfernt und die Zellen fir 0, 0.5,
1, 2, 5, 15, 30 oder 45 Minuten mit 150 w1 ZAS (10%) bei 37°C im Brutschrank stimuliert und
anschlieBend griindlich mit PHEM-Puffer gewaschen. Nach der Fixierung mit 150 | Glutar-
aldehyd (10 Min., 2.5% in PHEM-Puffer) und der Extraktion mit 150 | Triton X-100 (10 Min.,
0.15% in PHEM-Puffer) erfolgte die Anfarbung des filamentdsen (F-)Aktins durch eine einstiin-
dige Inkubation mit 150 12| Rhodamine-Phalloidin-Farblosung bei Raumtemperatur.

Um den nichtgebundenen Farbstoff vollstandig zu entfernen wurde die Bestimmung des ge-
bundenen Farbstoffes erst nach 72 stiindigem Waschen mit PHEM-Puffer (4°C) durchgefiihrt.
Dazu wurde die Intensitat der Emission (mittlere Fluoreszenzwellenldange: 625 nm) nach An-
regung des Farbstoffes (mittlere Anregungswellenldange: 540 nm) an einem Fluorescence
Measurement System (CytoFluorTM 2300, Millipore) ermittelt. Die Durchlassigkeiten der be-
nutzten Filtereinhelten lagen bel 655 - 625 nm (Fiuoreszenz) bzw. bei 505 - 555 nm
(Anregung), die Empfindlichkeit wurde auf Stufe 7 eingestelit.

2.9 Untersuchungen der Adhisionsfahigkeit

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

Chemikalien und Puffer
Natriumdodecylsulfat (SDS) -Ldsung

0.1% Natriumdodecyisulfat-Losung in Aqua bidest.
Ethidiumbromid-Lésung

6.0 1 g/ml Ethidiumbromid (Boehringer, Mannheim) in Aqua bidest.
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Durchfiihrung:

Am Ende der Inkubationszeit (s. 2.2.2.7) wurde fiir jeden Versuchsansatz mit Hilfe einer
Neubauer-Zahlkammer die Vitalitat bzw. die Zellzah! bestimmt und anschlieBend je 3x2 ml
Zellsuspension in 6x35 mm Makroplatten (Greiner, Nr.657160) ausgesét. Nach einer einst{in-
digen Anheftzeit im Brutschrank wurde der Kultur(iberstand vorsichtig abgesaugt und die
nichtadhérenten Zellen durch zweimaliges vor- und zuriickschwenken der Platten mit 1 ml
warmem Medium abgewaschen. Die Lyse der adharenten Zellen erfolgte durch eine 5
miniitige Behandlung mit 2 ml SDS-Ldsung bei Raumtemperatur. Dieses Lysat wurde mit 2 ml
Ethidiumbromid-Lésung gemischt und anschlieBend fiir 15 bis 30 Minuten unter Lichtabschlu
stehen gelassen. Die Messung erfolgte an einem Lumineszenzphotometer (Perkin-Eimer LS
5B) bei einer Anregungswellenlange von 525 nm und einer Emissionswellenlange von 600 nm.
Als Eichstandard dienten Suspensionen von Rinderalveolarmakrophagen mit bekannter Zell-
zahl,

2.10 Auswertung und Priasentation der Daten

in der Darstellung der Enzymfreisetzung wurden die ermittelten Daten als Prozentwerte der
Kontrollgesamtaktivitat wiedergegeben. Die Kontrollgesamtaktivitét ergibt sich aus der Addi-
tion der Aktivitaten des Kultur{iberstandes, der abgelésten und der adhérenten Kontrolizellen
zum Zeitpunkt 2 Stunden. Die Summe wurde als 100% genommen und bei der Berechnung
der prozentualen Verteilungen in den Proben zugrunde gelegt.

Bei den Untersuchungen zur Freisetzung von chemotaktisch wirksamen Faktoren wurde das
chemotaktische Potential (CP) der Proben in Relation zu dem CP einer 10%-igen ZAS -
Lésung gesetzt und mit Hilfe der folgenden Definition und Formel berechnet.

Def.: Das chemotaktische Potential einer Probe ist die Differenz zwischen seiner chemo-
taktischen Attraktivitat und derjenigen vom Kontrolimedium (spontane Mobilitét der Zellen).

X - XgpMmI
CP = * 100 [Rel.Einheiten]
XZAS - XRPMI
X : Chemotaktische Attraktivitit der Proben

Xzas  : Chemotaktische Attraktivitit von ZAS
XgpMmi : Chemotaktische Attraktivitédt von Medium (Spontane Mobilitét)

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

Fiir 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 | -Aktivitat (0.1 mg DNase |/ml)
hemmt.

(dEg/dt) - (dE4/dt) v
Aktinmenge [Units] = * {00 ¥ cooemeeme
(dEg/dt) 104

(dEg/dt) : Extinktionsénderung ohne Probe pro Minute
(dE4/dt) : Extinktions&nderung mit Probe pro Minute
\ : Volumen, in dem die Probe aufgenommen wurde [in 4]

Der Gesamtaktingehalt wurde in Inhibitorischen Einheiten pro i g Protein angegeben, der G -

Aktingehalt als Prozentzahl des Gesamtaktins.

Sofern mehr als 3 Werte vorlagen, wurde der Mittelwert mit Standardfehler angegeben. Die
Uberpriifung 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 gepriift. 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.1a-f zeigt hamacolorgefarbte Rinderalveolarmakrophagen (RAM) nach Inkubation mit
und ohne CeClg bzw. LaClz. Wahrend selbst nach 20 -stindiger Inkubation der Zellen in
jeweils 10 4 M Lésungen (Abb.1b, e), kein Unterschied zu den Kontrollzellen (Abb.1a, d) fest-
stellbar ist, kann bereits nach 4 Stunden in 100 £ M Lésungen eine Vakuolisierung des Zyto-
plasmas beobachtet werden (nicht gezeigt). Diese wird im weiteren Verlauf der Inkubation
immer deutlicher und manifestiert sich nach 20 Stunden haufig in einer sehr groBen Vakuole
oder in dem fast volligen Verlust der Anfarbbarkeit des Zytoplasmas (Abb.1c, f). CeClz und
LaClg -inkubierte Zellen verhalten sich hinsichtlich der Auspragung dieser Merkmale identisch.

Wie in Abb.2a-c zu erkennen ist, fithrt die 20 -stiindige inkubation mit dem lanthanhaltigen
Hochtemperatursupraleiter (HTS) LaBaCuOg g bei den untersuchten Konzentrationen zu kei-
ner damit vergleichbaren morphologischen Verénderung der Zellen. Die meisten Partikel sind
zu diesem Zeitpunkt von den Zellen aufgenommen oder mit ihren Oberfiichen assoziiert, ihre
Anzahl ist allerdings im Vergleich zur eingesetzten Partikelzahl stark reduziert. Im Gegensatz
dazu kann nach der Inkubation mit LapO3 eine, dem LaCly bzw. CeClg 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 u g/ml deutlich hervor, wobei in der Regel im
Innern der Vakuolen noch ein oder mehrere Partikel sichtbar sind. Die Inkubation mit 100

w1 g/mi fihrt demgegeniiber 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 -stiindiger
Kultur in Kontrolimedium. Es ist deutlich zu erkennen, daB es sich morphologisch um eine
sehr heterogene Zellpopulation handelt. Neben den meist kugelférmigen Zellen (Abb.3a, c)
treten oft langgestreckte oder flache Formen (Abb.3a, b) auf. Auffallend ist die sehr stark
strukturierte Oberfiache mit den fiachigen Lamellipodien und den feinen, z.T. sehr langen Filo-
podien, die haufig Zell-Zell Kontakte ausbilden (Abb.3a). Durch eine 20 -stiindige Inkubation
mit 100 4 M CeCly kommt es, wie in Abb.4a-c zu erkennen ist, zu deutlichen Verénderungen
der Zelloberflache. Die Zellen erscheinen wesentlich unstrukturierter (Abb.4a) und die Anzahl
der Filopodien ist sehr stark reduziert. Die auffélligste Verdnderung ist jedoch das Auftreten
von "Membraneinstiilpungen®, die eine betrichtliche Gré8e erreichen kénnen (Abb.4b). Es
handelt sich hierbei wahrscheinlich um die lichtmikroskopisch erkennbaren Vakuolen, die préa-
perationsbedingt eingesunken sind.

Zellen, die fir 20 Stunden mit 100 1M LaClg inkubiert worden waren, sind in Abb.5a-c darge-
stellt. Ebenso wie bei den CeClz-inkubierten Zellen sind Reduzierungen der Oberfiachen-
struktur (Abb.5a) und zahireiche “Membraneinstiilpungen” (Abb.5b) erkennbar. Diese zeigen
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auch hier eine innere Oberflachenstrukturierung (Abb.5c).

Ein davon véllig abweichendes Erscheinungsbild ist bei Zellen, die fiir 20 Stunden mit Quarz
inkubiert worden waren zu erkennen (Abb.6a-c). Zwar ist auch hier die Oberflachenstrukturie-
rung stark vermindert und die Filopodienzahl reduzient, aber groBfiachige Einstiilpungen tre-
ten nicht auf. Die Zellmembran ist so verandert, daB die Zellen z.T. ein schwammartiges Aus-
sehen besitzen (Abb.6a). Zudem sind in ihnen sehr haufig Strukturen sichtbar, bei denen es
sich méglicherweise um phagozytierte Quarzpartikel handeln kénnte (Abb.6b, c).

3.1.3 Transmissionselektronenmikroskopie

Die Abb.7a-c zeigen transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen von Schnitten durch
RAM nach 2, 4 und 20 -stiindiger Kultur in Kontrolimedium. Wie ein Vergleich der Zellen er-
gibt, treten im Laufe der Kulturdauer keine wesentlichen morphologischen Veranderungen
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-
mentbiindel sowie diverse Einschliisse bzw. Vakuolen sichtbar sind (Abb.7a). Wie in Abb.7b
zu erkennen ist, kann die Vakuolisierung auch bei Kontrollzellen betrachtliche AusmaBe er-
reichen. Der Kern ist meist gebuchtet oder bohnenférmig und besitzt einen deutlichen Anteil
an Heterochromatin. An der Zelloberflache sind sehr viele Vorspriinge ausgebildet, die sich
liber die ganze Zelle erstrecken. in Abb.7c sind zudem einige pseudopodienartige Zellaus-
stlpungen zu erkennen, mit denen sich die Zelle vermutlich auf der Polycarbonatmembran
verankert.

Bereits nach 2 -stiindiger Inkubation in 100 M CeClg ist eine deutliche Vakuolisierung des
ansonsten unverandert strukturierten Zytoplasmas feststellbar (Abb.8a). Die Vakuolen sind
meist nicht rund oder oval, sondern besitzen gebuchtete, langgestreckte z.T. sogar tubulére
Formen. Sie sind elektronenhell, enthalten aber typischerweise elektronendichte, nieder-
schlagsartige Strukturen, Diese Strukturen sind auch auBerhalb der Zellen an der Zellmem-
bran nachweisbar und gelangen sehr wahrscheinlich mittels Phagozytose in das Zellinnere
(Abb.8a). Nach 4 -stiindiger Inkubation in 100 4 M CeClj sind noch immer zahireiche kieine,
voneinander getrennte, aber auch einige gréBere Vakuolen sichtbar. Ebenso kénnen noch
phagozytierende Zellen gefunden werden (Abb.8b). Abb.8¢ zeigt einen RAM, der 20 Stunden
in 100 4 M CeClj inkubiert worden war. Das auffélligste Merkmal neben den haufig sehr
groBen Vakuolen mit ihren Einschliissen ist die nahezu volistindig reduzierte Oberflachen-
struktur. Die Zytoplasma- und die Kernstruktur erscheint auch nach 20 -stiindiger Inkubation
unverandert.

Wie energiedispersive rontgenspektrographische 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 Zytoplasmaeinschliissen nachgewiesen wer-
den. Auch in dem untersuchten lamellaren Kérperchen ist Cer nicht nachweisbar.
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Die fiir CeCl3 -inkubierte RAM erhobenen Befunde treffen in véllig analoger Weise auch auf
LaCl -inkubierte Zellen zu (Abb.10a-d). Auch in diesen Zellen sind bereits nach 2 -stiindiger
Inkubation zahireiche kieine Vakuolen mit elektronendichten Einschliissen zu beobachten
(Abb.10b). In Abb.10a scheint gerade die Phagozytose solcher Strukturen erkennbar zu sein.
Im Laufe der weiteren Inkubation nimmt die GroBe der Vakuolen zu, ihre Anzahl jedoch ab
(Abb.10c, d). Genau wie bei den CeCls -inkubierten Zellen erscheint die Oberfiachenstruktur
sehr stark reduziert (Abb.10d), wahrend sowoh! die Kern- ais auch die Zytoplasmastruktur un-
verandert bleibt. Die ultrastrukturelle Lokalisation der Sauren Phosphatase (SP) in RAM nach
20 -stiindiger Inkubation mit und ohne LaClg ist in Abb.11a, b zu sehen. In den Kontrollzellen
sind einige der im Zytoplasma erkennbaren Organellen und Vakuolen SP-positiv (Abb.11a).
Diese SP -positiven Organellen sind jedoch morphologisch sehr heterogen. Neben einigen
priméren Lysosomen (< 0.1 & m) sind vor allem multivesikulare Kérperchen und andere
sekundére Lysosomen angeférbt. Auch in LaCls-inkubierten Zellen sind SP-positive Organel-
len vorhanden. Sie sind sowohl in ihrer Heterogenitét als auch in ihrer Haufigkeit mit denen
der Kontrolizellen vergleichbar. Auffallend ist jedoch, daB die groBen, bei LaCls-Inkubationen
auftretenden Vakuolen mit ihren charakteristischen Einschliissen keine SP-Aktivitét zeigen.

3.1.4. Fluoreszenzmarkierung mit Acridin Orange (AQ)

Abb.12a-c zeigt Rinderalveolarmakrophagen nach 20 -stiindiger Inkubation mit und ohne
CeClg bzw. LaCl3, die anschlieBend mit Acridin Orange markiert worden sind. Dieser
Fluoreszenzfarbstoff reichert sich in sauren Zellkompartimenten, hauptséachlich jedoch in
Lysosomen an und fluoresziert je nach pH-Wert gelb bis rot. In den Kontrolizellen (Abb.12a)
sind sehr viele kieine bis mittelgroBe, rot fluoreszierende Lysosomen zu erkennen. Die Zell-
kerne sind deutlich abgegrenzt, meist randstandig und fluoreszieren griin. Sowohl in den
CeCly (Abb.12b) als auch in den LaCl (Abb.12c) -inkubierten Zellen sind neben den zahl-
reichen kieinen bis mittelgroien Lysosomen auch einige sehr groBe, rot fluoreszierende Kom-
partimente sichtbar. Ob es sich dabei ebenfalls um Lysosomen handelt ist aufgrund der
GroBe fraglich, vielmehr erscheint die Zuordnung zu den licht- und elektronenmikroskopisch
identifizierten Vakuolen sinnvoll, die dann allerdings, wie die Fluoreszenzfarbe erkennen laBt,
ein saures Milieu beinhalten. Zusétzlich zu diesen groBen fluoreszierenden Kompartimenten
sind in den CeClg bzw. LaCly -inkubierten Zellen vereinzelt auch véllig unmarkierte zu erken-
nen.

3.2. Biochemische Untersuchungen

3.2.1. Inkubationen mit CeC|§ bzw. LaClg

Vitalitat

Rinderalveolarmakrophagen wurden 2, 4 und 20 Stunden mit CeClz bzw. LaCly in verschie-
denen Konzentrationen inkubiert. Der Einflu dieser Inkubationen auf die Vitalitat der Zelien ist
in Abb.13 dargestelit. Bei keiner der untersuchten Zeiten und Konzentrationen kénnen signifi-
kante Vitalitatsunterschiede (2p < 0.05) zwischen CeCl3- und LaClz-inkubierten Zellen festge-
stellt werden. Auch im Vergleich zu den Kontrolizellen ist in den ersten 4 Stunden kein Unter-
schied zu beobachten. Ein solcher ergibt sich allerdings nach 20 -stiindigen inkubationen mit
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50 4 M LaCl3 bzw. 100 4 M CeClz. Nach 20 Stunden in jewells 100 11 M Lésungen ist die Vitali-
tat der Zellen auf 57% (CeClg) bzw. 54% (LaCl3) abgesunken.

LDH-, NAG- und Proteinverteilung

Neben der Vitalitdt wurden nach den jeweiligen Inkubationen in den drei Fraktionen: ad-
harente Zellen, abgeltste Zellen und Kulturliberstand, die Enzymaktivitaten der zytoplasmati-
schen LDH und der lysosomalen NAG sowie der Proteingehalt gemessen. Die Ergebnisse
dieser Bestimmungen sind in Abb.14-16 dargestelit.

Die Verteilung der LDH ist in den ersten 4 Stunden der CeCls- bzw. LaCls-Inkubationen ver-
glichen mit den Kontrollen nahezu unverédndert (Abb.14). Die Hauptaktivitét befindet sich in
den adhéarenten Zellen und nur ein kleiner Prozentsatz ist im Kulturiiberstand bzw. in den ab-
gelosten Zellen nachweisbar. Nach 20 Stunden ist der Antell im Kulturiiberstand merklich
angestiegen, wobei ein signifikanter Unterschied zur Kontrolle jedoch erst bei Inkubationen
mit 100 i molaren Losungen festzustellen ist. Dieses Freisetzungsmuster der LDH in den
Uberstand korreliert gut mit der Vitalitatsminderung. Die Gesamtaktivitat ist durch die Inkuba-
tionen unbeeinfluft.

Ebenso wie bei der LDH erfolgt die Freisetzung der NAG in den Kulturiiberstand erst nach 20 -
stiindiger Inkubation im nennenswerten AusmaB (Abb.15). Im Gegensatz zur LDH kann die
Freisetzung der NAG in den Uberstand jedoch schon nach der Inkubation in 50 u molaren
Lésungen festgestelit werden. Die Inkubationen in 10 £ molaren Lésungen filhren demgegen-
lber selbst nach 20 Stunden im Vergleich zur Kontrolle zu keiner erhohten Enzymaktivitat im
Uberstand. Die Gesamtaktivitét bleibt wahrend der Inkubationen nahezu konstant.

Das Verteilungsmuster des Proteins entspricht weitgehend dem der NAG. Signifikante Unter-
schiede im Proteingehalt des Uberstandes im Vergleich zur Kontrolle zeigen sich erst nach 20
Stunden bei den jeweils 50 4 molaren Lésungen (Abb.16). Die Gesamtproteinmenge ist nach
20 -stiindiger Kultur, unabhéngig von den CeClz bzw. LaCl3 -Konzentrationen, meist etwas
vermindert.

Die in den gezeigten Ergebnissen 2.T. vorhandenen Unterschiede zwischen CeCls- und
LaCl3-Inkubationen konnten in Wiederholungsversuchen nicht bestéatigt werden. Insgesamt
scheinen sich die zytotoxischen Wirkungen dieser beiden Seltenen Erdmetalle nicht deutlich
voneinander zu unterscheiden.

3.2.2. Inkubationen mit La_g_Q_

Vitalitdt

LayOg hat auf Rinderalveolarmakrophagen eine deutlich zytotoxische Wirkung (Abb.17), wo-
bei der Vitalitatsveriust sowohl zeit- als auch konzentrationsabhéngig erfolgt. Im Gegensatz zu
den Inkubationen mit CeClz bzw. LaClz kann keine 4 -stiindige Latenzzelt festgestelit werden.
Eine signifikante Vitalitdtsminderung (2p < 0.05) tritt nach 2 Stunden mit 500 1 g/ml, nach 4
Stunden mit 50 1 g/ml und nach 20 Stunden bereits mit 10 4 g/ml LapOg ein. Es ist dabei
allerdings zu beriicksichtigen, daB die eingesetzte Menge an Lanthan im Vergleich zu den
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LaClz-Inkubationen deutlich gréBer ist. So sind z.B. 100 4 g LapO3 bezliglich des Lanthans
1 ml einer 613 u M LaCl; -Lésung dquimolar.

LDH-, NAG- und Proteinverteilung

Nach 2, 4 und 20 -stiindigen Inkubationen der Rinderalveolarmakrophagen mit LaoOg wurden
im Kuiturliberstand, in den abgeldsten und den adhérenten Zellen die Aktivitaten der Enzyme
LDH und NAG sowie die Menge an Protein bestimmt. ihre Verteilungen in den jeweiligen Ver-
suchsansétzen sind in Abb.18-20 dargestelit.

Bereits nach 2 -stiindiger Inkubation ist eine signifikante Erhéhung der LDH-Aktivitat im Kul-
turliberstand festzustellen (Abb.18). Sehr deutlich wird dieser Anstieg allerdings erst nach 4
Stunden mit 100 4 g/mi LayOg3. Im weiteren Verlauf der inkubation kommt es zu einer drasti-
schen Freisetzung der LDH aus den adhérenten Zellen in den Uberstand, so daB sich z.B.
nach der Inkubation mit 50 1 g/ml LasOg 78% der in diesen Versuchsansatz gefundenen Ge-
samtenzymaktivitat im Oberstand befinden. Inkubationen mit héheren Konzentrationen fithren
zu keiner vermehrten Enzymfreisetzung mehr. Die Gesamtenzymaktivitat in den jeweiligen
Ansétzen entspricht in etwa den jeweiligen Kontrollen.

Die beobachteten Wirkungen der LapyOgz-Inkubationen auf die Verteilung der LDH-Aktivitat in
den verschiedenen Fraktionen sind in nahezu gleicher Weise auch fiir die Verteilungen der
NAG-Aktivitat (Abb.18) und des Proteins (Abb.20) feststellbar.

3.2.3. Inkubationen mit LaBaCuO§1_5

Vitalitat

Rinderalveolarmakrophagen, die mit LaBaCuOg g inkubiert worden waren, zeigen einen deut-
lich konzentrations- und zeitabhéngigen Vitalititsverlust (Abb.21), der allerdings in den ersten
4 Stunden nur relativ schwach ausgepréagt ist. Demgegen(ber kann nach einer 20 -stiindigen
Inkubation mit 200 1. g/ml eine drastische Reduzierung der Vitalitét von 81% (Kontrolle) auf
21% festgestellt werden.

LDH-, NAG- und Proteinverteilung

Der Einflu von LaBaCuOg g-Inkubationen auf die Verteilung der Enzymaktivitéten und des
Proteins in den Fraktionen Kulturiiberstand, abgeltste und adhérente Zellen ist in Abb.22-24
zu erkennen. Wahrend sich selbst bei hohen LaBaCuO3 5-Konzentrationen die Verteilung der
LDH im Vergleich zur Kontrolle weder nach 2 noch nach 4 -stiindigen Inkubationen deutlich
verandert, ergibt sich nach 20 Stunden ein véllig anderes Vertellungsmuster (Abb.22). Neben
dem unsystematisch auftretenden AblGsen der Zellen ist dabei vor allem die Erhéhung der
Enzymaktivitat im Uberstand auffallig. Diese kann bereits nach Inkubationen mit 10 u g/ml
nachgewiesen werden (2p < 0.05) und erreicht mit 100 1 g/ml sowohl absolut, wie auch pro-
zentual einen maximalen Wert, der auch durch die Verdoppelung der Konzentration nicht
libertroffen wird. Die in diesem Versuch nach 4 Stunden auftretenden signifikant erhéhten En-
zymaktivitdten konnten in Wiederholungsversuchen nicht bestéatigt werden. In allen Versuchen
war die LDH-Gesamtaktivitat nach 20 -stiindigen inkubationen mit 100 bzw. 200 1 g/mi
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LaBaCuOg g mehr oder weniger deutlich reduziert.

Bei der Betrachtung der NAG- und Proteinverteilung (Abb.23 u. 24) ergibt sich ein der LDH-
Verteilung entsprechendes Bild. Wie bei ihr findet die Freisetzung in den Uberstand erst nach
20 Stunden im gréBerem AusmaBe statt, dies allerdings schon bei 50 11 g/ml.

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

3.3.1. Chemoattraktive Wirkung verschiedener Substanzen auf RAM

Die Fahigkeit von Rinderalveolarmakrophagen, sich in den Konzentrationsgradienten ver-
schiedener chemoattraktiver Agenzien gerichtet zu bewegen, wurde sowohl eine Stunde nach
der Lavage als auch nach 20 -stiindiger Ubernachtkultur untersucht. Wie in Abb.25 zu erken-
nen ist, kann direkt nach der Lavage, bei dem als Negativkontrolle benutzten Medium (RPMI),
eine geringe Wanderungsaktivitat der Zellen beobachtet werden. Eine liber diese spontane
Migration hinausgehende Bewegung der Zellen ist jedoch weder mit Leukotrien B4 (LTB4)
noch mit Formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanin (FMLP) induzierbar. AnschlieBend an eine 20
-stiindige Ubernachtkultur veréndert sich weder die Anzahl der Zellen, die eine Spontanmigra-
tion zeigen, noch die Reaktivitat der Zellen auf LTB4 oder FMLP. Demgegeniiber kann mit
hitzeinaktiviertem fétalem Kélberserum (FCS) und mit Aktivkohle- (AAS) oder Quarz- (QAS)
aktiviertem Serum sowohl! bei frisch isolierten, als auch bel Ubernacht kultivierten Rinder-
alveolarmakrophagen eine Verminderung der Spontanmigration beobachtet werden (Abb.26).

Wesentlich auffalliger ist jedoch die sehr starke chemotaktische Reaktion der RAM auf
"Zymosan aktiviertes Serum" (ZAS), die jedoch nur von Zellen gezeigt wird, die zuvor fiir 20
Stunden in Kultur gehalten wurden. Diese Reaktion ist deutlich konzentrationsabhéngig und
erreicht bei einer Verdiinnung des ZAS von 1:10 einen maximalen Wert (Abb.27).

3.3.2. Frelsetzung von chemotaktisch wirksamen Faktoren durch RAM

Im Kulturiberstand von Rinderalveolarmakrophagen, die mit CeClj inkubiert worden waren,
kann eine, auf andere, unbehandelte Rinderalveolarmakrophagen chemoattraktiv wirkende,
Aktivitat festgestelit werden (Abb.28). Die Freisetzung dieser CF ist jedoch erst nach einer 20 -
stiindigen Inkubation signifikant nachzuweisen. Sie erfolgt dann streng dosisabhéngig, wobei
die, nach einer Inkubation mit 50 1 M bzw. 100 4 M CeClig freigesetzten CF, in ihrer Wirkung
etwa 54% bzw. 97% derjenigen einer 10%-igen ZAS-Ldsung entsprechen. Die hier zum ersten
Mal beobachtete, aber auch in anderen Versuchsanséatzen haufig auftretende Tendenz der
Ubersténde von 2 Stunden inkubierten Kontrolizellen, die Mobllitét der Effektorzellen zu inhi-
bieren, ist zwar auffallig, aber nur in wenigen Fiéllen statistisch nachweisbar.

Die Inkubationen der Rinderalveolarmakrophagen mit LaClj filhren bzgl. der CF-Freisetzung
prinzipiell zu den gleichen Ergebnissen (Abb.29). Wahrend die 2 bzw. 4 -stiindigen Inkuba-
tionen in 100 4 M LaCls keine Wirkung zeigen, tritt nach 20 Stunden schon mit 50 4 M LaClig
eine deutliche Erhdhung des chemotaktischen Potentials des Uberstandes auf.
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Auch nach der inkubation von Rinderalveolarmakrophagen mit den partikuléren Lanthanver-
bindungen LapO3 und LaBaCuOg g ist die Freisetzung von CF in den Kulturliberstand fest-
stellbar. Sie fiihrt bei einer Konzentration von 100 4 g/ml LapOg nach 20 Stunden zu einem
drastischen Anstieg des chemotaktischen Potentials auf etwa das 2.5 -fache einer 10%-igen
ZAS-Losung (Abb.30). Kurzzeitige Inkubationen zeigen keine Wirkung.

Analog dazu, zeigen auch die Inkubationen mit LaBaCuO3 g (Abb.31) nach 2 Stunden keine
Wirkung, wahrend sie nach 20 Stunden sowoh! mit 50 als auch mit 100 u g/ml zu sehr deut-
lichen CF-Freisetzungen fiihren. Die, mit der hohen Konzentration induzierte Erhéhung des
chemotaktischen Potentials im Uberstand erreicht dabei das mit LapOg erhaltene Ausmas.

Wie in Abb.32 zu sehen ist, bewirkt Kupfer, ein Bestandteil des LaBaCuOg g (10 4 g CuO sind
bzgl. des Kupfers mit ca. 50 1 g LaBaCuOg g &quimolar), wenn es als Kupferoxid verwendet
wird, auch nach einer 20 -stiindigen Inkubation keine CF-Freisetzung aus Rinderalveolar-
makrophagen.

Die Inkubationen mit Quarz und TiO,, die jeweils als zytotoxische bzw. als inerte Kontroll-
partikel benutzt wurden, fiihren nach 20 Stunden zu véllig kontraren Ergebnissen. Wéahrend
mit 250 u g/ml Quarz (Abb.33) das chemotaktische Potential des Kulturliberstandes auf etwa
das doppelte einer 10%-igen ZAS-Lésung erhéht wird, kann mit der gleichen Menge TiO,
nicht die geringste Wirkung erzielt werden (Abb.34). Kurzzeitinkubationen haben weder mit
Quarz noch mit TiO5 einen Effekt.

Um zu {iberpriifen, ob die Inkubationen, neben den bereits beschriebenen Freisetzungen,
auch zu Akkumulationen von CF innerhalb der Zelien fiihren, wurden die intrazelluldren CF-
Gehalte der Rinderalveolarmakrophagen parallel zu inren Ubersténden bestimmt. In Abb.35 ist
zu erkennen, daB sich 2 Stunden nach Inkubationsbeginn weder in den Kontrolizellen noch in
den LaClz- bzw. CeCls-behandelten Zellen CF nachweisen lassen. Obwonhl die LaCls- bzw.
CeClg-inkubierten Zellen nach 20 Stunden groSe Mengen an CF in den Uberstand freigesetzt
haben, sind bei ihnen im Zellinneren ebenso, wie bei den Kontrollzellen, keine Faktoren mit
chemoattraktiven Eigenschaften nachweisbar. Zu prinzipiell gleichen Ergebnissen filhren die
Inkubationen mit LapO3 bzw. LaBaCuOj g (Abb.36) und mit Quarz bzw. TiO, (Abb.37). Dabei
konnte unabhéngig von der jewelligen Freisetzung in den Uberstand bei keiner der benutzten
Konzentrationen eine Anreicherung von CF in den Zellen nachgewiesen werden, die deutlich
liber die in Kontrolizellen bestimmte Menge hinausgeht.

Die Freisetzung von CF kann auch durch eine Behandlung der Rinderalveolarmakrophagen
mit 10 1 g/ml Lipopolysaccharid (LPS) induziert werden (Abb.38). In Gegensatz zu den oben
beschriebenen Freisetzungen durch die metallischen Verbindungen bzw. durch Quarz, er-
reicht das chemotaktische Potential des Kulturiiberstandes bereits nach 2-3 Stunden seinen
maximalen Wert und sinkt im Laufe der weiteren Kulturdauer deutlich ab. Weder eine gleich-
zeitige Inkubation mit 100 1 M LaClz bzw. CeClg (Abb.39) noch eine 16 -stiindige Vorinkuba-
tion der Zellen in diesen Lésungen (Abb.40) hemmen die LPS-induzierte Freisetzung der CF.
Die Uberstdnde der vorbehandelten Zellen besitzen, verglichen mit denen von nicht vorbe-
handelten Zellen, nach der LPS-Stimulation sogar ein héheres chemotaktisches Potential.
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3.3.3. Charakterisierung der chemotaktisch wirksamen Faktoren

Wie in Abb.41a zu sehen Ist, wird die LPS-induzierte Freisetzung der CF durch die Hemmung
der Prostaglandin-Synthese mittels 30 -mindtiger Vorinkubation mit 1mM Acetyisalicyiséure
nicht beeinfluBt. Auch nach der Hemmung der Leukotrien-Synthese (durch die Vorinkubation
der Zellen mit 200 4 M n-Propyl-Gallate) kbnnen die Rinderalveolarmakrophagen bei der Sti-
mulation mit LPS nahezu ebensoviel CF in den Uberstand freisetzen wie Kontrollzellen
(Abb.41b). Eine Hemmung der Proteinsynthese durch die Inkubation mit 10 . g/ml Actino-
mycin D fuihrt demgegeniiber zu einer deutlichen Reduktion des chemotaktischen Potentials
im Uberstand von LPS-stimulierten Zellen (Abb.42). Ebenso wie bei der Inkubation mit LPS
kann auch bei der Inkubation mit LaBaCuO3 g die Freisetzung der CF durch die Hemmung
der Proteinsynthese reduziert werden.

Ein Vergleich zwischen den Ubersténden von Zellen, die mit LPS (10 i g/ml, 4 h) bzw. mit
LaBaCuOg 5 (100 1 g/ml, 20 h) inkubiert worden waren, und ZAS zeigt bzgl. der Thermostabi-
litat ihrer CF deutliche Parallelen auf (Abb.43). Das chemotaktische Potential beider Uber-
stande wird durch eine einstiindige Erwarmung auf §6°C nicht beeinfluft. Uber das unbe-
handelte ZAS kann keine Aussage getroffen werden, da es schon wahrend seiner Herstellung
bei 56°C hitzeinaktiviert wird (s. 2.5.1.), die CF scheinen dadurch offensichtlich nicht beein-
trachtigt zu werden. Die Erhitzung auf 100°C fiir eine Stunde fiihrt sowohl! bei den beiden
Ubersténden als auch bei ZAS zum vollstandigen Verlust des chemotaktischen Potentials.

Das chemotaktische Potential des Uberstandes von LaBaCuOg s-inkubierten RAM (50 wg/mi,
20 h) und auch das von ZAS kann durch eine 2 -stlindige Inkubation mit Antiserum gegen C5
deutlich vermindert werden (Abb.44). Dabei wird das chemotaktische Potential von ZAS um
etwa 40%, das des Uberstandes um etwa 70% reduziert. Interessanterweise besitzt das be-
nutzte Antiserum gegen C5 selbst sehr starke chemoattraktive Eigenschaften.

Das Molekulargewicht der durch eine 20 -stiindige Inkubation mit 50 4 g/ml LaBaCuOg 5 von
Rinderalveolarmakrophagen in den Kulturiiberstand freigesetzten CF wurde durch Gelfiltration
ermittelt. Abb.45 zeigt das Elutionsprofil der chemotaktischen Aktivitdt nach der Filtration tber
eine Sephacryl ($-200)-Saule. Die héchste Chemoattraktivitat kann einem Molekulargewichts-
bereich von 10500 -17000 Da. (Elutionsvolumen: 315-336 ml) zugeordnet werden. Das Maxi-
mum liegt bei 11700 Da. Neben diesem Hauptpeak kénnen noch einige Nebenpeaks, die al-
lerdings deutlich kieiner sind, im hochmolekularen Bereich (> 250 kDa.) festgestellt werden.

Untersuchungen der CF im Kulturiiberstand von 20 Stunden mit 50 4 g/mi LaBaCuOg g inku-
bierten Zellen in einem sog. "Checkerboard-Assay” (Tab.4) zeigen, daB diese wesentlich stér-
kere chemotaktische (bewirkt eine gerichtete Migration) als chemokinetische (bewirkt eine er-
héhte Mobilitat ohne die Bevorzugung einer bestimmten Richtung) Eigenschaften besitzen.
Ein negativer Gradient des Uberstandes (seine Konzentration ist in der oberen Kammer, wo
sich die Zellen befinden, héher als in der unteren) fithrt zu keiner erhhten Migration der Zel-
len. Demgegentiber kann durch einen positiven Gradienten (die Konzentration ist in der unte-
ren Kammer héher als in 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 verstéarkten Wanderung der Zellen, allerdings in weit geringerem
Mage.

3.4. Untersuchungen der chemotaktischen Mobilitét

Rinderalveolarmakrophagen, die mit CeCly inkubiert wurden, zeigen eine drastische Reduzie-
rung ihrer chemotaktischen Reaktion auf ZAS (Abb.46). Die Wirkung des CeClj erfolgt dabei
sehr schnell und ist deutlich dosisabhéngig. Bereits nach einer 2 -stlindigen Inkubation in

100 4 M CeClg betragt die Mobilitét der Zellen, verglichen mit Kontrollzellen, nur noch etwa
25%. Eine Zeitabhangigkeit des Effektes ist ebenfalls feststellbar, wobei allerdings schon nach
4 Stunden die maximale Wirkung der mittieren und hohen Konzentration erreicht zu sein
scheint. Tendenziell ist auch bei der niedrigsten Konzentration eine Hemmung der Mobilitat
festzustellen, diese erreicht aber zu keinem Inkubationszeitpunkt statistische Signifikanz.

Die Inkubation der Rinderalveolarmakrophagen mit LaClg fiihrt zu MobilitatseinbuBen, die
sowohl in ihrer Hohe, als auch in ihrer zeitlichen Entwicklung mit den bei CeClg erhaltenen
nahezu iibereinstimmen (Abb.47). Unterschiede zu den Inkubationen mit CeClg 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
CeClg bzw. LaCly inkubierten Zellen besitzen gleichermaBen verringerte Mobilitéten.

Ebenso wie die Inkubation mit LaCls, so fiihren auch die Inkubationen mit den lanthanhaltigen
LapO3- (Abb.48) und LaBaCuO3 g-Partikeln (Abb.49) bei Rinderalveolarmakrophagen zu Mo-
bilitatseinbuBen. Diese treten beim Lay O aber erst nach langeren Inkubationszeiten und
héheren Lanthankonzentrationen (die Lanthanmenge in 50 1 g LapOg ist mit 1 mi einer 307u M
LaCl3-Lésung dquimolar) auf und erreichen selbst nach 20 -stiindiger Inkubation mit 50u g/ml
mit 37% bei weitem nicht das mit 100 u M LaCl3 (9%) beobachtete AusmaB. Interessanter-
weise kann nach der 20 -stiindigen Inkubation mit der geringen Konzentration (10 . g/ml)
eine merklich erhéhte Mobilitat der Zellen festgestelit werden.

Auch bei den Inkubationen mit LaBaCuOg g kommt es erst nach langeren Inkubationszeiten
und bei hdheren Konzentrationen zu einer deutlichen MobilitatseinbuBe. Anders als beim
LapOg werden jedoch nach 20 -stiindigen Inkubationen Mobilitatsreduzierungen erreicht, die
mit denen der LaCls-Inkubationen vergleichbar sind. Eine Steigerung der Mobilitat durch ge-
ringe Partikelkonzentrationen konnte beim LaBaCuOg g nicht beobachtet werden.

Quarz, der als zytotoxischer Kontrollstaub benutzt wurde, fiihrt bei einer Konzentration von
100 1t g/ml berelts nach 2 Stunden zu einem Mobilitatsveriust von etwa 40%, der sich im Laufe
von 20 Stunden nur noch unwesentlich auf etwa 47% erhoht (Abb.50). Wie schon beim LapsOg
beobachtet, scheint die Mobilitat der Zellen durch die Inkubationen mit niedrigen Konzentra-
tionen deutlich erhoht zu werden.

Nach Inkubationen mit dem inerten TiO, ist, im Gegensatz zu den anderen benutzen Parti-
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keln, selbst nach 20 Stunden kein Mobilitdtsverlust festzustellen (Abb.51). Wahrend sich in
den ersten 4 Stunden bei keiner Konzentration ein signifikanter Effekt auf die Mobilitat zeigt,
kommt es nach 20 Stunden, libereinstimmend mit LapO3 und Quarz bei der geringeren und
zusatzlich sogar bei der hdheren Konzentration zu einer verstéarkten Mobilitat der Zellen.

Die Mobilitat der Rinderalveolarmakrophagen wird in gleichem MaBe, wie durch eine inkuba-
tion mit 100 4 M LaClg, drch die Depolymerisierung sowohl der Aktinfilamente als auch der Mi-
krotubuli nahezu vollsténdig gehemmt (Abb.52). Wahrend jedoch die fiir 4 Stunden mit
Cytochalasin B bzw. Colchizin behandelten Zellen nach dem Auswaschen und einer 4 -stiin-
digen Nachinkubation in Kontrollimedium wieder eine deutlich héhere Mobilitat besitzen als
davor, ist sie bei Zellen, die fir 4 Stunden mit LaClg inkubiert worden waren, selbst nach 20 -
stiindiger Nachinkubation in Kontrollmedium unveréandert gering.

Rinderalveolarmakrophagen, die fiir 16 Stunden in Ca2* -haltigem und anschlieBend fiir 4
Stunden in Ca2 * -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 Ca2*-freiem Medium sinkt die Mobilitat der Zellen
jedoch auf etwa 60% ab. Eine 4 -stiindige Inkubation mit dem Kalziumkanalblocker Verapamil
fiihrt bei den in Ca2t-haltigen Medium kultivierten Zellen zu keiner veranderten Mobilitit. Der
EinfluB des LaCls auf die Mobilitét der Zellen wird weder durch die Abwesenheit von Ca2+ -
fonen im Medium noch durch das Vorhandensein von Verapamil modiffiziert. Eine Modifikation
kann jedoch nach einer 30 -minitigen Vorbehandlung mit Acetyisalicylsiaure (ASS) beobach-
tet werden (Abb.54). Dabei zeigen die mit 1 mM ASS vorbehandelten Zellen nach einer 4 -
stiindigen Inkubation mit LaCl3 eine, im Vergleich zu den nicht vorbehandelten Zellen (15%),
wesentlich héhere Mobilitét (63%).

Abb.55a-d zeigt rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Rinderalveolarmakropha-
gen, die nach einer 4 -stiindigen Inkubation mit und ohne LaClj fiir weitere 4 Stunden in die
Chemotaxis-Kammer Uberfiihrt worden waren. Deutlich ist zu erkennen, daB sowohl die nicht-
gewanderten Kontrollzellen (Abb.55a) als auch die nichtgewanderten LaCls-inkubierten Zellen
(Abb.55b) sehr flach ausgebreitet auf der Membran festsitzen. Die mit LaClg inkubierten Zellen
zeigen im Vergleich zu den Kontrollzellen keinerlei Besonderheiten wie z.B. Aggregationen,
die urséchlich auf eine Mobilitdtsminderung hinweisen wiirden. Die gewanderten Kontrollzel-
len (Abb.55c) sind noch flacher ausgebreitet und bedecken 2.T. die gesamte Membranfliche
einschlieBlich der Poren. Uber die gewanderten LaClz-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 fiir 4 Stunden mit bzw.
ohne LaCl3 inkubiert worden waren, mit ZAS behandelt und anschlieBend, die an den
Oberfiachenrezeptoren gebundenen C5a-Molekille mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert
(Abb.56a-d). Ein Vergleich zwischen den Kontrollzellen (Abb.56a) und den mit LaClj inku-
bierten Zellen (Abb.56b) zeigt beziiglich ihrer Oberflichenmarkierung keine Unterschiede.
Sowohl die Anzahl der Zellen, die eine intensive Oberflichenmarkierung tragen als auch die
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Intensitat und die Verteilung der Fluoreszenz auf den jeweiligen Zellen scheint durch eine vor-
ausgehende Inkubation mit LaClg nicht beeinfiuBt zu werden. Wie in Abb.56¢ zu erkennen ist,
kann auch ohne ZAS-Behandlung auf der Oberfiache von Kontrolizellen, alierdings im wesent-
lich geringerem MaBe, gebundene Fiuoreszenz nachgewiesen werden. Eine unspezifische,
liber die Fc-Rezeptoren vermittelte Bindung der Fluoreszenz kann bei ZAS-behandelten Kon-
trolizellen nicht festgestelit 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 verdnderbaren Zellbestandteil
handelt und die untersuchten Rinderalveolarmakrophagen zudem eine morphologisch sehr
heterogene Zellpopulation darstelien, konnten trotz zahireicher Untersuchungen keine einheit-
lichen Ergebnisse erhalten werden. Die folgenden Resultate zeigen deshalb meist nur Tenden-
zen auf, die mehrfach in unabhédngigen Experimenten auftraten.

Die Organisation der Aktinfilamente in Rinderalveolarmakrophagen direkt nach der Lavage ist
in Abb.57a zu sehen. Eine diffuse Anfarbung des gesamten Zytoplasmas 148t auf eine relativ
gleichmaéBige Verteilung der Filamente innerhalb der Zellen schlieBen. Demgegeniiber ist nach
20 -stiindiger Kultur in Suspension eine véllige 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. In den inneren plas-
matischen Bereichen der Zellen ist es dagegen zu einer Verarmung an Filamenten gekom-
men. Der EinfluB des depolymerisierend wirkenden Cytochalasin B ist in Abb.57¢ dargestellt.
Schon nach einer 30 -miniitigen Inkubation kommt es zu unregeiméBigen Akkumulationen der
Fluoreszenz ohne erkennbare Ordnung.

Wie die Suspensionskultur, so fiihrt auch die Monolayerkuitur der Rinderalveolarmakrophagen
zu einer Neuorganisation des Aktinfilamentsystems (Abb.58a,b). Bereits nach einer 1 -stiin-
digen Anheftzeit ist das F-Aktin fast ausschliellich im cortikalen Zytoplasmabereich konzen-
triert. Im Unterschied zu den in Suspension kultivierten Zellen lassen sich jedoch Polarititen
und haufig punktférmige Strukturen im Inneren erkennen (Abb.58a). Diese, wie auch der cor-
tikale Ring, befinden sich in direkter Nahe zu dem Substrat und scheinen bei der Adhésion der
Zellen eine Rolle zu spielen. Nach 3 -stiindiger Anheftzeit zeigen die Zellen noch prinzipiell
das gleiche Erscheinungsbild (Abb.58b), wobeli sich im gesamten Zytoplasma wieder eine
diffuse Verteilung der Filamente etabliert. Diese ist nach einer 20 -stindigen Ruhephase und
anschlieBender 2, 4 oder 20 -stiindiger Inkubation deutlich sichtbar (Abb.59a-c). Die Organi-
sation der Aktinflamente insgesamt ist jedoch bei den verschiedenen Zellen sehr heterogen,
vor allem in der Ausbildung des cortikalen Ringes und der Polaritét zeigen sich groe Unter-
schiede. In Abb.59d ist die Organisation des Aktinfilamentsystems einer 20 Stunden inkubier-
ten Kontrolizelle in stérkerer VergréBerung zu sehen. StreBfasern, wie sie z.B. in Fibroblasten
zu beobachten sind, konnten niemals festgestellt werden.




40

Weder die Inkubation in 1004 M CeCl3 (Abb.60a-d) noch in 100 4 M Lz"l3 (Abb.61a-d) fihrt zu
einer signifikanten Umorganisation oder einer Zerstérung des Aktingei ustes in den Zellen.
Selbst nach 20 -stlindiger Inkubation ist die hochorganisierte Vernetzung der Filamente noch
klar zu erkennen (Abb.60d, 61d).

Demgegeniiber ist wahrend 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 zahireiche etwa 11 m groBe punkt-
bzw. ringférmige Filamentverdichtungen zu beobachten (Abb.62a, b). Diese sind auch noch
nach 2 bzw. 4 Stunden, jedoch wesentlich seltener, festzustellen (Abb.62c-e). Haufig ist zu
diesen Zeitpunkten eine Anreicherung des F-Aktins im inneren Zytoplasmabereich aufféllig
(Abb.62c). Nach 20 -stiindiger Inkubation sind zum einen fast keine freien 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 véllig verandertes Erscheinungsbild
der Zellen induziert werden (Abb.63a). Wie bei den in Suspension kultivierten Zellen
(vgl.Abb.57c), allerdings nicht in diesem Umfang, treten unregelmaBige Akkumulationen der
Fluoreszenz auf. Diese Verdnderung ist reversibel, denn nach dem Auswaschen des Cyto-
chalasin B und einer nachfolgenden 2 -stiindigen Kultur in Kontrollmedium sind zahlreiche
Filamente sichtbar, die sowoh! in ihrer Lange als auch in ihrem Durchmesser diejenigen von
Kontrollzellen {ibertreffen (Abb.63b). Bei transmissionselektronenmikroskopischen Betrach-
tungen ist nach der Behandlung der Zellen mit Cytochalasin B eine Vergréberung des Zyto-
plasmas festzustellen. Das vermehrte Auftreten von Vakuolen oder andere deutliche struktu-
rellen Veranderungen sind jedoch nicht zu beobachten (Abb.64).

3.6.1.2. Bestimmung des Polymerisationsgrades von Aktin

Wie der Tabelle 2 zu entnehmen ist, hat sowoh! die Kulturdauer als auch die Kulturart einen
EinfluB auf den Polymerisationsgrad des Aktins bei Rinderalveolarmakrophagen. Direkt nach
der Isolierung liegen 57% des gesamten in der Zelle vorhandenen Aktins in globularer, nicht
polymerisierter Form vor. Wahrend dieser Anteil durch die 20 -stiindige Kultur in Suspension
nicht veréndert wird, kann kurz nach dem Anheften der Zellen an Plastikkulturschalen eine
Reduzierung des G-Aktinanteils und damit eine Erhdhung 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 Lavage festge-
stellten Wert. Bei langer inkubierten Zellen scheint der Prozentsatz an G-Aktin deutlich erhéht
2y sein.

Wie aus der Tabelle 3 ersichtlich ist, flihren die 2 -stiindigen Inkubationen der Rinderalveolar-
makrophagen mit 100 4 M CeClz bzw. LaClj zu keinen Verdanderungen des Polymerisations-
grades von Aktin. Demgegeniiber kann nach 4 Stunden eine depolymerisierende Wirkung
beider Seltener Erden festgestellt werden, die allerdings nicht das durch Cytochalasin B be-
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wirkte AusmaB erreicht und nach 20 Stunden nur noch bei LaClg nachzuweisen ist. Bei den
zum Vergleich durchgefiihrten Inkubationen mit Quarz kommt es ebenfalls, jedoch schon
nach 2 Stunden, zu einer signifikanten Depolymerisation des Aktins wahrend bei Inkubationen
mit TiO,, relativ groBe Schwankungen auftreten. Ein EinfluB auf den Gesamtaktingehalt konnte
bei keiner Inkubation festgestellt werden.

3.6.1.3. Untersuchung des F-Aktingehaltes

Rinderalveolarmakrophagen, die mit verschiedenen LaClz bzw. CeClz-Konzentrationen vorin-
kubiert waren, wurden flir 15, 30 und 45 Minuten mit ZAS stimuliert und anschliefiend die
Menge an filamentosem Aktin fluoreszenzphotometrisch bestimmt. Wie in Abb.65a, b zu er-
kennen ist, reagieren sowohl die mit LaClj als auch die mit CeClg fiir 4 Stunden vorinkubier-
ten Zellen auf die Stimulation mit ZAS im Prinzip gleich wie die Kontrolizellen. Nach einer an-
fanglichen Reduzierung der F-Aktinmenge erfolgt eine mehr oder weniger kontinuieriiche Er-
héhung. Die Konzentrationsabhangigkeit der F-Aktinmenge zu Beginn der Stimulation konnte
tendenziell in allen Versuchen festgestelit werden, spielt aber fiir die Untersuchung des Um-
baus von Aktin keine Rolle. Auch das gleichzeitige Vorhandensein von LaClz bzw. CeClg im
Kulturmedium wahrend der Stimulation mit ZAS veréndert die Kinetik des Aktinumbaus der
Zellen nicht (Abb.65c, d). Zwischen den mit 100

1M LaClz bzw. CeCl3 vorinkubierten und den nicht vorinkubierten Zellen kann in diesem Ver-
suchsansatz ebenfalls kein Unterschied in der Kinetik des Aktinumbaus festgestellt werden.

Diese Versuche wurden analog auch nach 20 -stiindiger Vorinkubation mit den Verbindungen
durchgefiihrt (Abb.66a-d). Zwischen Kontrollen und LaCl3- bzw. CeCl3 -behandelten Zelien
war wiederum kein systematischer Unterschied bezlglich der Antwort auf die ZAS-Stimulation
zu beobachten.

3.6.2. Untersuchungen des Mikrotubulisystems

3.6.2.1. Fluoreszenzmarkierung der Mikrotubuli mit FITC-gekoppelten Antikdrpern

Wahrend direkt nach der Lavage in Rinderalveolarmakrophagen keine Mikrotubuli nachweis-
bar sind (nicht gezeigt), sind diese nach einer Ubernachtkultur in nahezu allen Zellen nach-
weisbar (Abb.67a-c). Die weitere Inkubationszeit hat auf die Verteilung keinen wesentlichen
EinfluB mehr. Typischerweise dehnen sich die Mikrotubuli strahlenférmig, wie feine Faden,
durch das gesamte Zytoplasma bis zur Zellperipherie hin aus. Den Ausgangspunkt der
Strahlen bildet dabel 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 spindelférmig
langgestreckten Zellen zu erkennen. In kugelférmig abgerundeten Zellen ist demgegentiber
haufig keine kiare Organisation sichtbar.

Weder durch die Inkubation mit CeClz (Abb.68a-c) noch mit LaCl3 (Abb.69a-c) ergibt sich
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eine Veranderung in der Organisation der Mikrotubuli. Selbst nach jeweils 20 -stindiger In-
kubation sind bei zahireichen Zellen die Mikrotubuli-Organisationszentren und die einzelnen,
strahlenférmig verlaufenden Mikrotubuli deutlich zu erkennen (Abb.68c, Abb.69c). Aufféllig
sind jedoch die Mikrotubuli-freien Bereiche im Zytoplasma, die nach 4 -stiindiger Inkubation
auftreten und aufgrund ihrer GréBe 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, filhren aber an keiner
Stelle zu einer erkennbaren Schiadigung oder Veranderung dieser zytoskeletalen Komponente
(Abb.70a, b). Nach 20 -stiindiger Inkubation mit Quarz ist jedoch die Zahl der abgerundeten,
kugelférmigen Zellen ohne erkennbare Mikrotubuli-Organisation merklich erhéht. 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 -stiindige Inkubation mit LaoO3 keine Aus-
wirkungen auf das Mikrotubuli-Geriist der Rinderalveolarmakrophagen. Zwar sind in den Zel-
len nach 4 -stiindiger Behandlung sowohl Partikel als auch vakuolenartige, mikrotubulifreie
Zytoplasmabereiche zu beobachten, aber an keiner Stelle ist eine direkte Schadigung oder
Verédnderung nachweisbar (Abb.71b).

Um die Wirkung einer depolymerisierenden Substanz auf die Organisation der Mikrotubuli zu
untersuchen, wurden die Rinderalveolarmakrophagen mit 0.1 i g/ml Cholchizin inkubiert. Be-
reits nach 2 Stunden waren nahezu samtliche Mikrotubuli depolymerisiert (Abb.72a) und so-
mit nicht mehr anfarbbar. Sie erholen sich jedoch nach dem Auswaschen des Agens relativ
rasch wieder und schon nach 2 Stunden in Kontrollmedium sind in vielen Zellen sternférmige
Strukturen (Asteren) zu erkennen (Abb.72b), die sich stets in direkter Nahe zum Kern be-
finden.

3.6.3. Untersuchungen der Adh&sionsfahigkeit

Zur Untersuchung des Einflusses verschiedener Substanzen auf die Adhésionsfahigkeit von
Rinderalveolarmakrophagen, wurden diese fir 2, 4 und 20 Stunden in Suspension vorinkubiert
und anschlieBend die Adhasionsfahigkeit der vitalen Zellen auf Plastikoberflachen bestimmt.

Wie sich aus Tab.1a-c entnehmen IaBt, konnte durch keine der Inkubationen eine deutliche
Verénderung der Absetzrate bewirkt werden. Nach den Inkubationen mit 100 4 M CeCl3 oder
LaClj zeigen die Zellen die Tendenz sich etwas schlechter festzusetzen (ausgenommen nach
20 Stunden in LaCl3). Wéhrend sich die Absetzrate bei Inkubationen mit Quarz im Laufe der
Kulturdauer von *vermindert* zu “erh6ht" veréndent, ist sie nach den LaBaCuOj g-Inkubatio-
nen zu allen Kulturzeiten reduziert. TiO, hat demgegentber zu keiner Inkubationszeit einen
EinfluB auf das Absetzverhalten der Zellen. Von den beiden Substanzen, die auf das Zyto-
skelett der Zellen einwirken, fihrt interessanterweise das Colchizin zu einer niedrigeren Ab-
setzrate.
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4. DISKUSSION

Die sog. Seltenen Erden sind nicht so selten, wie zuné&chst angenommen worden war und ihre
Bedeutung am Arbeitsplatz diirfte in den nachsten Jahrzehnten durch die Produktion von
Hochtemperatursupraleitern drastisch ansteigen. Da ihre Inhalation zu Lungenveranderungen
flhren kann und zudem sehr viele immunologische Reaktionen durch sie beeinfluBt werden
(s. Einleitung), ist es von groBBem Interesse, ihre toxikologische und immunologische Wirkung
auf immunkompetente Lungenzellen zu kidren. Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher
zunéchst die allgemeine Zytotoxizitat von Seltenen Erdmetallen auf Alveolarmakrophagen zu
erfassen und ein System zur Messung chemotaktischer Bewegungen zu etablieren. Im An-
schluB daran sollte die Freisetzung von chemotaktisch wirksamen Faktoren untersucht und
diese weitgehend charakterisiert werden. Ein weiteres Anliegen war die Uberpriifung einer
BeeinfluBung der Chemotaxis und die Aufkidrung der Ursachen hierfiir, mit besonderem Au-
genmerk auf zytoskeletale Veranderungen.

Allgemeine Zytotoxizitat

Die Morphologie unbehandelter Rinderaiveolarmakrophagen (RAM) entspricht sowohl auf
licht- als auch auf elektronenmikroskopischem Niveau der, von Alveolarmakrophagen (AM)
anderer Spezies (vgl. Schimmelpfeng, 1989). Nach der Inkubation mit LaCl3 bzw. CeClz kann
eine Verminderung der Oberfiachenstrukturierung und eine starke Vakuolisierung des Zyto-
plasmas festgestellt werden. Die Veranderung der Oberflachenstruktur von Alveolarmakro-
phagen wurde bereits bei der Inkubation mit anderen Metallverbindungen beobachtet und je-
weils als sehr sensitiver Indikator fiir die Zytotoxizitat des betreffenden Metalles gewertet. So
konnten z.B. bei AM von Kaninchen nach der Behandlung mit CdCls, NiCly, MnClo, CrCls und
NH4VO3 (Waters et al., 1975) ebenso wie mit Blei (DeVries et al., 1983) Oberflaichenverande-
rungen festgestellt werden, die in ihrem AusmaB und Erscheinungsbild den Grad der Zell-
schédigung widerspiegeln. Das AusmaB der bei RAM beobachteten Verénderung durch LaCig
bzw. CeCl; (Abb.4 u. Abb.5) 148t auf eine zytotoxische Wirkung dieser Metallverbindungen
schlieBen, die jedoch im Vergleich zu anderen Schadstoffen, wie z.B. Quarz (Abb.6) oder
NigSs (Finch et al., 1987) geringer ist. Zu vergleichbaren Ergebnissen kamen sowohl Palmer
et al., (1987), die bei AM von Ratten nach der inkubation mit LaCl3 das Auftreten von "Blebs"
sowie eine Filopodienatropie mit nachfolgender Entdifferenzierung der Oberfldchenstruktur
und dem Erscheinen von Lochern und Gruben in der Zellmembran feststellten als auch
Wiener-Schmuck (1988), die bei RAM nach der Inkubation mit CeClg ebenfalls eine vermin-
derte Strukturierung der Zellmembran sowie Locher bzw. Gruben beobachtete.

Die transmissionselektronenmikroskopische Untersuchung von LaClg bzw. CeCly behandel-
ten Zellen bestitigt die bereits lichtmikroskopisch festgestellte Vakuolisierung des Zytoplas-
mas. Zusatzlich ist jedoch zu erkennen, daB die Vakuolen granulére Einschliisse enthalten, bei
denen es sich im Falle der Inkubation mit CeClg, wie die energiedisperse Rontgenspekrosko-
pie ergab, um cerhaltige Verbindungen handeit. Diese befinden sich nur in membran-
umschlossenen Vesikeln und nicht frel 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 Lamellarkérper-
chen, wie nach der Inkubation mit Nickel und Chrom (Johansson et al., 1988) konnte weder
mit LaCl3 noch mit CeClj festgestelit werden.

Die Untersuchungen mit Acridin Orange, bei denen nahezu alle Vesikel eine intensive Rot-
farbung zeligten, deuten darauf hin, daB die beobachteten Vakuolen Fusionsprodukte von
Phagosomen und Lysosomen sind und daher mit sekundéren Lysosomen gleichgesetzt wer-
den kdnnen (Goren et al., 1984). Die Beobachtung, daB in den niederschlaghaltigen Vakuolen
bzw. Lysosomen keine Saure Phosphatase (SP) Aktivitat nachzuweisen ist, steht dazu aller-
dings in einem gewissen Widerspruch, zumal in cerphosphathaltigen Lysosomen bereits hohe
SP-Aktivitaten festgestellt wurden (Berry et al., 1988). Eine direkte Inaktivierung der SP durch
La3*, wie sie in gewissem Umfang fiir Ce3* festgestellt wurde, kann als Ursache hierfiir aus-
geschlossen werden (Palmer et al., 1987). Moglicherweise wirken sich jedoch bei der zyto-
chemischen Markierung der SP die intravakuolaren Niederschlage stérend auf die Reaktion
aus.

Die in vitro bel RAM gefundenen Anreicherungen von Cer bzw. Lanthan in den Lysosomen
stehen im guten Einklang mit in bzw. ex vivo Ergebnissen mit Rattenalveolarmakrophagen.
Dabei konnte gezeigt werden, daB nach der Inhalation von CeCls das Cer ebenfalls aus-
schlieBlich 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 Yttriumchlorid in die Lunge intrazellular ausschlieBlich in den Lyso-
somen von AM gefunden (Hirano et al., 1990a). Bei dieser intralysosomalen Speicherung als
unlésliche Metallverbindungen kénnte 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 Verlust der Vitalitat nach der Inkubation
mit LaClz bzw. CeClg wider. Im Vergleich dazu, finden Palmer et al. (1987) bei LaClg bzw.
CeClz mit AM von Ratten wesentlich héhere Zytotoxizititen, die in etwa derjenigen von CdCly
entspricht. Diese Diskrepanz kénnte jedoch auf speziesspezifischen Unterschieden in der
Empfindlichkeit der AM gegeniiber LaClg bzw. CeClz beruhen. So findet Wilczek (1991) bei
Untersuchungen mit AM von Rindern eine Zytotoxizitét von YClg, die mit der von LaCly bzw.
CeClg vergleichbar ist, wohingegen Hirano et al. (1990a) bei den AM von Ratten eine wesent-
lich héhere Wirkung feststellten.

Parallel zur Vitalitdtsminderung erfolgte nach der Inkubation der RAM mit LaClz bzw. CeClg
ein Anstieg der Enzymaktivitat im Kulturiiberstand. Wahrend die LDH-Aktivitét jedoch, ebenso
wie der Verlust der Vitalitat, erst nach 20 Stunden und bei hohen Konzentrationen auftritt, ist
die N-Acetyl-B-Glucosaminidase (NAG)- Aktivitat im Uberstand tendenziell bereits zu fritheren
Zeltpunkten und bei niedrigeren Konzentrationen verstérkt zu messen. Das Auftreten von
lysosomalen Enzymen im Medium ohne eine adaquate Erhdhung der zytoplasmatischen Mar-
ker, weist aber auf sekretorische Prozesse hin (Lock et al., 1987). Aufgrund der geringen Aus-
pragung dieses Effektes kann eine solche Deutung allerdings nur mit Vorbehalt erfolgen.
Demgegeniiber konnten die morphologischen Befunde und die Ergebnisse der Vitalitdtstests
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durch die Bestimmung der Enzymfreisetzungen voll bestétigt werden. Danach besitzen LaCly
und CeClg3 eine nahezu gleichgroBe, im Vergleich zu CuCl, (vgl. Wiiczek, 1991) jedoch eher
geringe zytotoxische Wirkung auf RAM.

Die Zytotoxizitat von LapOg auf RAM ist im Vergleich zum LaClg deutlich geringer und ent-
spricht in etwa dem von Palmer et al. (1987) bei AM von Ratten fir Lanthanoxid bestimmten
Wert. Wahrend von den gleichen Autoren auch fiir das Ceroxid eine niedrige Zytotoxizitét ge-
funden wurde, zeigte das Kadmiumoxid eine sehr hohe, die sogar diejenige von CdCls, iiber-
traf. Diese groBen Unterschiede, die zwischen den jeweiligen Chioriden nicht auftraten, wer-
den sicherlich durch die unterschiedliche intrazelluldare Léslichkelt der jeweiligen Partikel aus-
geldst. Interessanterweise kann bei den Inkubationen mit LapOg sowohl bei der Freisetzung
der LDH als auch der NAG ein Sattigungseffekt festgestellt werden, der méglicherweise auf
eine resistente Subpopulation der RAM hindeutet. Ahnliche Beobachtungen, die bei der Inku-
bation von RAM mit Quarz gemacht wurden, fiihrten zu der Hypothese, daB diesen iiber-
lebenden Zellen, aufgrund einer méglicherweise veranderten Mediatorenabgabe, bei patho-
genen Gewebeverdnderungen eine groBe Bedeutung zukommt (Patzold, 1989).

Der lanthanhaltige Hochtemperatursupraleiter (HTS) LaBaCuOg 5 bewirkt bei RAM ebenfalls
einen Vitalitatsveriust . Wahrend jedoch beim Lay O3 offensichtlicherweise nur das Lanthan als
toxisches Agens in Frage kommt, kann die zytotoxische Wirkung des LaBaCuOg3 g durch
mehrere Metalle vermittelt werden. Wilczek (1991) konnte in seinen Untersuchungen zur Toxi-
zitat verschiedener HTS zeigen, daB die Zytotoxizitat von YBa,CuzOg.7 nahezu vollstandig
auf der Wirkung des Kupfers beruht, und daB diejenigen HTS-Staube, die den héchsten
Kupfergehalt haben, auch zu dem starksten Vitalitatsverust fithren. 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
Verkniipfung der Toxizitat mit dem Kupfer ist auch fiir LaBaCuOg g sehr wahrscheinlich.

MefBsystem

Wahrend 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, daB sowohl spezies- als
auch differenzierungsspezifische Unterschiede in der Reaktion der AM auf verschiedene
Chemotaxien existieren. So migrieren die AM von Mensch (Clemente et al., 1986, Martin et al.,
1984) und Affe (Kazmierowski et al., 1977) nur sehr schlecht, wahrend diejenigen von Meer-
schweinchen, die praktisch nicht auf C5a zuwandern, sehr gut auf das synthetische Peptid
FMP reagieren (Lugano et al., 1981). Demgegeniber kann bei Rattenalveolarmakrophagen
sowohl durch FMLP (Laplante 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 véllig fehit (Kurland und Dauber, 1991). Uber die
Chemotaxis der AM von Rindern liegen bisher noch keine Angaben vor, in der vorliegenden
Arbeit konnte jedoch gezeigt werden, daB diese direkt nach der Isolierung auf keinen, der
Ublicherweise benutzten chemotaktischen Stoffe reagieren. Nach einer 20-stiindigen in vitro-




46

Kultur konnte allerdings ihre Fahigkelt zur Chemotaxis gegeniiber Zymosan aktiviertem
Serum (ZAS), nicht aber gegeniiber den anderen Agenzien, festgestellt werden (Abb.26).

Die fehlende cheriotaktische Migration gegeniiber FMLP beruht sehr wahrscheinlich auf dem
Fehien von FMLP-Rezeptoren bei RAM (Bielefeldt-Ohmann und Babiuk, 1984). Diese Eigen-
schatft fehit neben den AM auch den PMN von Rindern, Pferden (Carroll et al., 1982),
Schweinen und Katzen, wahrend sie bei Mensch, Hund, Meerschweinchen und Hase nach-
zuweisen ist (Linnekin et al., 1990).

Fehlende Rezeptoren kénnen jedoch bei den mit Quarz, Aktivkohle und LaBaCuOj3 g akti-
vierten Seren nicht als Erklarung dienen, denn die Inkubation des Serums mit den Partikeln
induziert den alternativen Weg der Complement-Aktivierung und fiihrt zur Bildung des Faktors
C5a (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-stiindiger in vitro-Kultur, funktionstiichtige
Cba-Rezeptoren, so daB die mangelnde Chemotaxis gegeniiber den mit Partikeln aktivierten
Seren sehr wahrscheinlich nicht in den Effektorzellen, sondern eher in den Seren begriindet
liegt. Moglicherweise sind die hier benutzten Partikel nicht in der Lage den Complementfaktor
C5a zu generieren. Von Leukotrien B4 wird angenommen, daB 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-
stiindigen in vitro-Kuitur und nicht direkt nach der Lavage beobachtet werden. Da die AM in
Vivo jedoch gerichtete Migrationen ausfiihren konnen und dies fir ihre Funktion auch
unbedingt notwendig ist (Crystal, 1991), wére es denkbar, daB der in vitro-Mangel direkt nach
der Isolierung ein artifizieller Zustand der Zellen ist, der sich im Laufe der Kultivierung wieder
normalisiert. Dieser kdnnte z.B. durch die Prozedur der Lavage und Reinigung der Zellen
ausgeldst worden sein. Hinweise darauf liefern Befunde von Lind (1989), die bei RAM direkt
nach der Lavage, nicht aber nach einer Ubernachtkultur, eine spontane Superoxidanionen-
Freisetzung, einen Marker fiir die Aktivierung der Zellen, feststellte. Murata und Hirose (1991)
konnten zudem bei Kalbern nachweisen, da8 allein durch einen ein- bzw. vierstiindigen
Transport der Tiere die Aktivitat der Lymphozyten und Alveolarmakrophagen verdndert wird.
Die Aktivierung der Makrophagen kann jedoch unter Umsténden zur Migrationsinhibition
fuhren (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-stiindigen Kultur ist etwa 3-4mal
héher 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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Freisetzung von chemotaktisch wirksamen Faktoren

Nach der Inkubation mit dem zytotoxischen und fibrogenen Quarz (Abb.33) oder dem in der
Lunge entziindungsauslésendem bakterielien Endotoxin (LPS) (Abb.38), setzen die RAM
Faktoren in ihren Uberstand 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 erkiart werden, da
TiO,, das, wie frithere Untersuchungen zeigen (Schimmelpfeng, 1989), ebenso wie
LaBaCuOg 5 bzw. LayO3 (Abb.2) von den RAM aufgenommen wird, keine Freisetzung von
chemotaktisch wirksamen Faktoren (CF) bewirkt. Dies steht im Einkiang zu den von Dauber
und Daniele (1980) mit Meerschweinchen erhaltenen Ergebnissen. Sie konnten im Uberstand
von AM nach 2 -stiindiger Inkubation mit Latexpartikeln zwar ein erhéhtes chemotaktisches
Potential feststellen, dieses war aber nur speziell auf neutrophile Granulozyten, jedoch nicht
auf peritoneale oder alveolare Makrophagen, wirksam. Nach 6 Stunden war es zudem véliig
verschwunden, wahrend bei der Inkubation mit Seltenen Erdmetallverbindungen eine Frei-
setzung von CF erst nach 20 Stunden festzustellen ist.

Im Gegensatz zu LaCl3 oder Laz03 kann die durch LaBaCuOg 5 induzierte Freisetzung von
CF, wie schon bei seiner Zytotoxizitat diskutiert, durch mehrere Metalle induziert werden. Da
die Inkubation mit CuO jedoch im Gegensatz zu La,0O4 keine Erhéhung des chemotaktischen
Potentials im Kulturiiberstand von RAM bewirkt (Abb.32), liegt zunéchst die Vermutung nahe,
daB die Wirkung des LaBaCuOg g durch das Lanthan und nicht, wie die Zytotoxizitét, durch
das Kupfer vermittelt wird. Die Ergebnisse von Wilzcek (1991) deuten jedoch darauf hin, daB
das hier verwendete CuO, im Gegensatz zu dem Hochtemperatursupraleitermaterial intrazel-
lular nur sehr schlecht solubilisiert wird und biologisch nahezu inert ist. Die Zuordnung der
Wirkung des LaBaCuO3,5 auf die Freisetzung von CF zu seinem Lanthananteil kann deshalb
nur mit Vorbehalt erfolgen.

Wahrend es zur Freisetzung von CF durch metallische Verbindungen nur sehr wenige Unter-
suchungen gibt, und dabei meist nur die Wirkung auf neutrophile Granulozyten bestimmt
wurde (2.B. fir MnOo; Snella, 1985), existieren zu mineralischen Stauben 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 frel, die auf ruhende
AM chemotaktisch wirken. In einem gewissen Gegensatz dazu stehen die Ergebnisse von
Lugano et al. (1982), die bei AM von Meerschweinchen nach der Behandlung mit Quarz zwar
gleichermaBen die Freisetzung 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, kdnnte die fehlende Chemotaxis
der AM, auBer mit einer mangelnden Sekretion von CF, auch durch eine verminderte Reakti-
vitét der Effektorzellen erkiart werden. So zeigen zum Belspiel, 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
Freisetzung der CF, als durch die metallischen Verbindungen oder Quarz, induziert werden.
Auch Hunninghake et al. (1978) finden bereits nach 3 -stiindiger Inkubation mit hitzegetdteten
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Bakterien im Uberstand der AM von Meerschweinchen Faktoren, die auf Monozyten, in stér-
kerem MaBe jedoch auf PMN chemotaktisch wirksam sind. Die Inkubation der gleichen Zellen
mit LPS fiihrt sogar schon nach einer Stunde zur Freisetzung 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, kénnte auf ganzlich unterschied-
liche Mechanismen der Freisetzung oder auf verschiedene Faktoren mit der gleichen Wirkung
hindeuten. Zum einen kénnten die CF aufgrund einer aktiven Sekretion der AM direkt freige-
setzt worden sein, wie dies z.B. bei den AM von Affen nach einer einstlindigen Inkubation mit
opsonisierten Bakterien (Kazmierowski et al., 1977) beobachtet wurde, zum anderen kdnnte
aber auch die Zytolyse der AM eine Rolle spielen, wie es von Fox et al. (1983) bei der Frei-
setzung von CF durch Sauerstoff angenommen wird. Fir beide Mechanismen kénnen aus
den Daten Hinweise erhalten werden. Da bei den Kurzzeitinkubationen mit LPS kein Vitalitats-
verlust eintritt, erfolgt die Erhdhung des chemotaktischen Potentials hier sehr wahrscheinlich
durch die direkte Sekretion. Auch bei den Inkubationen mit LaClg bzw. CeCl3 lassen die bio-
chemischen Ergebnisse z.T. auf sekretorische Prozesse schlieBen. Die CF miiiten dann aller-
dings nach der Neusynthese oder der Aktivierung sofort sekretiert werden, da sich weder im
Zytoplasma von Kontrollzellen noch in den mit den Seltenen Erdmetallverbindungen oder
Quarz behandelten Zellen eine chemotaktische Aktivitit feststellen 148t (Abb.35-37). Die Be-
obachtung, daB die Freisetzungen von CF durch die metallischen Verbindungen oder Quarz
erst bei Konzentrationen und nach Inkubationszeiten auftreten, die auch zu Vitalitatsverlusten
fihren (Nach 20 -stindiger Inkubation mit 250 1 g/ml Quarz betrégt die Vitalitéat ca. 30%,
Seidel et al., 1989) deutet auf einen moglichen Zusammenhang zwischen der Zytotoxizitat der
Materialien und der Fahigkeit zur Generierung eines chemotaktischen Potentials hin. Der
zytolytischen Wirkung von Quarz auf AM und der damit verbundenen Freisetzung von Fakto-
ren, die u.a. chemotaktisch auf Fibroblasten wirken, wird seit geraumer Zeit eine wichtige
Rolle in der Silikoseentstehung zugeschrieben (Miller et al., 1979; Brain, 1980). Eine Sekretion
von inaktiven Faktoren und die anschiieBende Aktivierung infolge zytolytischer Enzymfreiset-
zung konnte die Ergebnisse, speziell das vollige Fehlen einer intrazelluldaren chemotaktischen
Aktivitat, erkidren. Durch die Sekretion von Enzymen, die extrazellular chemotaktische Fakto-
ren generieren oder inaktivieren, konnen Entziindungsreaktionen von humanen PMN in &hn-
licher Weise moduliert werden (Hara et al., 1989).

Neben dem Quarz, wurde die in vitro -Freisetzung von CF durch AM bereits fiir Asbest (Rola-
Pleszczynski 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 kénnen in vivo
zu schweren Lungenverénderungen fiihren, in deren pathogenetischem Verauf regelmésig
Akkumulationen von AM und/oder PMN auftreten. Die Anhaufung der AM durch die Ein-
wanderung von Blutmonozyten in die Alveolen erfolgt sehr wahrscheinlich unter Einwirkung
von CF, die auch bereits bel allen genannten Substanzen nach der Inhalation in der Lavage-
filissigkelt nachgewiesen werden konnte. Das Auftreten von CF nach der Inkubation mit
Seltenen Erdmetallverbindungen kann daher, unabhangig von dem tatséchlichen Frei-
setzungsmechanismus, als starkes Indiz fiir eine mégliche lungenpathogene bzw. zumindest
inflammatorische Wirkung dieser Stoffe gewertet werden.
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Dies ist auch deshalb sehr interessant, weil den Seltenen Erden bisher hauptséchlich 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-
gegeniiber keinen EinfluB. Auch Schmidt et al. (1991) konnten bei der LPS-Stimulierung der
RAM oder der, mit Calzitriol makrophagenartig ausdifferenzierten, HL-60 Zellen nicht die in
vivo beobachteten anti-inflammatorischen Wirkungen von Lanthan und Cer feststelien. Eben-
sowenig fihrt eine Vorinkubation der RAM mit den Seltenen Erden zu einer Verminderung,
sondern eher zu einer Erhéhung der durch LPS freigesetzten CF.

Charakterisierung der CF

Die partielle Charakterisierung der CF liefert Hinweise darauf, daB zumindest ein Tell der frei-
gesetzten chemotaktischen Aktivitat durch C5a, einem Fragment des Complementfaktors C5,
vermittelt wird. Da einerseits Acetyl-Salicyisaure spezifisch die Synthese der Prostaglandine
hemmt (Vane, 1971) und andererseits N-Propyl-Gallate, als Inhibitor der Lipoxygenase (Smith
et al., 1985) u.a. die Synthese der Leukotriene, beide aber keinen EinfluB auf die Freisetzung
der CF haben, ist die Zugehorigkeit der CF zu diesen Lipidmediatoren sehr unwahrscheinlich.
Vielmehr deutet die Hemmung der Freisetzung durch Actinomycin D, einem Transkriptions-
hemmer, darauf hin, daB es sich bei den CF um Peptide oder Proteine handeit. Zwischen
ihnen und den CF von ZAS, dessen chemotaktische Wirkung zum gréBten Teil auf C5a be-
ruht, sind in der Hitzelabilitat und in der gréBeren chemotaktischen gegentiber der chemo-
kinetischen Wirkung aufféllige Gemeinsamkelten 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 starkste Hinweis auf die Identitat der CF mit C5a ist
jedoch die Abschwéchung des chemotaktischen Potentials durch Antiserum gegen C5.
Obwohl es sich bei den benutzten Antikérper um solche gegen humanes C5 und nicht gegen
bovines C5a handelte, sind die Ergebnisse dennoch aussagekraftig, da einerseits Hugli (1981)
zeigen konnte, daB z.B. Antikorper gegen Schweine-C5a mit C5a von Ratte, Schwein, Maus,
Meerschweinchen und Mensch kreuzreagieren, und daB auch Kreuzreaktionen von Anti-
kdrpern gegen C5 mit C5a-Fragmenten {iblich sind. Andererseits kann mit den gleichen
Antikdrpern auch das chemotaktische Potential von ZAS reduziert werden. Kazmierowski et
al. (1977) kamen aufgrund &hnlicher Ergebnisse zu dem gleichen SchiuB. Sie fanden bei Affen
4 Stunden nach einer initialen brochoalveoldren Lavage in der nachfolgenden Lavagefliissig-
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, daB die chemotaktische Wirkung durch C5a vermittelt wird.

Die Fahigkeit der Makrophagen zur Sekretion von Complementfaktor C5 wurde schon mehr-
fach beschrieben (Nathan, 1987; Johanson und Hetland, 1988). Auch sédmtliche Kom-
ponenten des klassischen und aiternativen Weges der Complementaktivierung konnten im
Uberstand von in vitro kultivierten Lungenmakrophagen nachgewiesen werden (Martin und
Loos, 1989). Zusétzlich 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 daB es sogar zwei Moglichkeiten zur véllig autonomen Generie-
rung von C5a durch die AM bestehen,

Trotz der starken Hinweise auf C5a, kbnnten die durch die Seltenen Erdmetaliverbindungen
freigesetzten CF auch noch mit einer ganzen Reihe anderer chemotaktischer Faktoren iden-
tisch sein, deren Produktion durch Makrophagen zwar beschrieben, aber ihre Wirkung héufig
nur auf PMN und nicht auf AM oder Monozyten getestet wurde.

Ihre vollstandige Aufiistung wiirde den Rahmen dieser Arbeit sprengen, einige besonders er-
wihnenwerte sollen dennoch aufgefiihrt werden. So fanden zum Beispiel Goodman et al.
(1991) nach der Stimulation von Schweinealveolarmakrophagen mit LPS im Kulturliberstand
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. 10 kDa. handelte. Auch
bei den AM von Rindern wurde bereits die Sekretion von CF nach der Inkubation mit Zymosan
beschrieben (McGuire und Babiuk, 1984), aber nur in ihrer Wirkung auf PMN charakterisiert.
Ebenfalls mit Zymosan konnten Christman et al. (1985) bei AM von Ratten die Freisetzung 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 Uberstand frei, die auf ruhende AM chemotaktisch wirksam sind (Kagan et al.,
1983). Diese sind thermolabil, in ihrer Freisetzung durch Actinomycin D hemmbar und be-
sitzen Molekulargewichte von jeweils 13 -15 kDa., 23-26 kDa. und 45-46 kDa. Deswelteren
konnte es sich bei den CF um proteolytische Spaltprodukte von Fibronectin handeln, die auf
Makrophagen und Fibroblasten, nicht aber auf PMN chemoattraktiv wirken (Norris et al.,

1982) und deren Freisetzung durch AM bereits beobachtet wurde (Rennard et al., 1981). lhr
Molekulargewicht schwankt in sehr weiten Grenzen (20-220 kDa.) und ihre Wirkung auf
Monozyten ist erheblich starker chemotaktisch als chemokinetisch.

Eher unwahrscheinlich ist demgegeniiber die Identitét der CF mit NAP-1/IL-8 (10 kDa.), einem
sehr wichtigen Chemoattraktant der Lunge, von dem allerdings bekannt ist, daB 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 hauptséchlich von Endothelzellen und Fibroblasten gebildet wird (Kunke! et
al., 1990). Natirich kann auch die Maglichkeit nicht auBer Acht gelassen werden, daB es sich
um einen bisher noch nicht beschriebenen CF handeit.

Chemotaxis

LaClg bzw. CeClg hemmen die Chemotaxis von RAM bereits nach kurzen Inkubationszeiten
und bei Konzentrationen nahezu vollstandig, bei denen weder ein Vitalitatsverlust noch eine
Enzym- bzw. CF-Freisetzung zu beobachten ist (Abb.46, 47). Ebenso, wenn auch im abge-
schwachtem MaBe, kann nach der Inkubation mit partikularen Seltenen Erdmetallverbindun-
gen oder Quarz eine deutlich reduzierte Mobilitat der AM beobachtet werden. Da die Inkuba-
tion mit TiO, nicht zu einer Verminderung der Chemotaxis filhrt, scheidet die unspezifische
Inhibition aufgrund der Beladung der Zellen mit Partikeln als Ursache hierfiir sehr wahrschein-
lich aus. Die unspezifische Hemmung der Mobilitat von AM durch Partikelaufnahme konnte
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schon mehrfach gezeigt werden, und stiitzt u.a. die Hypothese, daB fir eine Staubiiberlastung
der Lunge, die bei langerer Exposition in hohen Staubkonzentrationen auftritt, der Mobilitéts-
verlust der AM verantwortlich ist (Yu et al., 1989). Dabel spielt vor allem die Héhe der Zelibe-
ladung und weniger die Art der Partikel die entscheidende Rolle. So kann auch mit Latexparti-
keln eine Mobilitatsminderung der AM induziert werden (Mueller et al., 1990). Diese tritt nach
Untersuchungen von Morrow (1988) allerdings erst bei einem phagozytierten Partikelvolumen
von 60 & m3/AM auf und erreicht ihr Maximum bei 600 &+ m3/AM. Diese Werte werden jedoch
bei den benutzten LaBaCuOg s5-, Lay03-, Quarz- und TiOo-Konzentrationen nicht erreicht, bei
denen z.B. die Inkubation mit 100 1 g/ml TiO», bei einer angenommenen gleichmaBigen Ver-
teilung der Partikel auf die Zellen, nur zu einem phagozytierten Volumen von ca. 10 4 m3/AM
fuhrt. Wahrend demzufolge die Inhibition der Chemotaxis bei den hier benutzten hohen Kon-
zentrationen auf spezifischen Ursachen beruht, scheint die bei niedrigen Konzentrationen be-
obachtete Erhéhung eher unspezifisch zu sein. Zum einen tritt sie bei allen untersuchten Ma-
terialien (mit Ausnahme von LaBaCuOg g) auf, zum anderen fanden auch Mueller et al. (1990)
nach einer Instillation von Latexpartikeln in Ratten- und Hundelungen eine erhohte Maobilitat
der lavagierten AM, die sich mehr in einer verstarkten Chemokinetik als in einer erhéhten
Chemotaxis auBerte.

Bei der Ursache der Mobilitatsminderung muB sicherlich zwischen den ionischen und den
partikuldren Verbindungen unterschieden werden. Ein méglicher Mechanismus der Inhibition
durch die Inkubation mit den Partikeln wird von Miiler et al. (1979) aufgezeigt. Sie fanden, daB
die AM von Meerschweinchen, die Quarzpartike! inhaliert hatten, keine Chemotaxis mehr
zeligten 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.
C5a 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 Goodman, 1982). Der gleiche Mechanismus kdnnte auch bei der im-
mobilisierenden Wirkung der partikulédren Verbindungen eine Rolle spielen. Diese setzen mit
Ausnahme von TiO, chemotaktische Faktoren (wahrscheinlich C5a) frei, die an die Rezepto-
ren von Nachbarzellen binden und deren Chemotaxis dadurch inhibieren kénnten. Die Korre-
lation zwischen der Freisetzung von CF und der Hemmung der Chemotaxis nach der Inkuba-
tion mit den verschiedenen Partikeln steht im guten Einklang mit dieser Hypothese.

Demgegeniiber deutet einerseits die sehr schnelle Wirkung von LaClz bzw. CeCl3 auf die
Chemotaxis der RAM und andererseits die Fahigkeit von LaClg auch véllig andersartige Zel-
len, wie 2.B. Epidermiszellen von Xenopus laevis (Strohmeier und Bereiter-Hahn, 1984) zu
immobilisieren, auf einen generellen Mechanismus hin. Da die Chemotaxis ein auBerst kom-
plexer Vorgang ist, sind sehr viele Ansatzpunkte denkbar. Zum einen muB die Signalerken-
nung Uber spezielle Rezeptoren und die Signaltransduktion liber einen rezeptorgekoppelten
G-Protein-Komplex gewéhrieistet sein, zum anderen muB der Auf- und Abbau zytoskeletaler
Elemente zur Generierung der erforderlichen Krifte und die Ausbildung bzw. Aufiésung von
adhasiven 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 Affinitat durch LaClg. Eine so spezifische Wirkung erscheint auch wenig wahr-
scheinlich, da LaClz bei humanen PMN die Chemotaxis sowohl gegeniiber C5a (Boucek und
Snyderman, 1976) als auch gegeniiber FMLP (Simchowitz und Cragoe, 1990) hemmt und
diese jeweils durch verschiedene Rezeptoren vermittelt wird. Zudem kann in Abwesenheit von
chemotaktischen Faktoren durch hohe LaClz-Konzentrationen auch die spontane Migration
der PMN gehemmt werden (Boucek und Snyderman, 1976).

Ebensowenig scheint eine Beeinflussung der Adhésion bel der Immobilisierung der Zellen
durch LaClg bzw. CeClgj eine Rolle zu spielen. Die beobachtete Reduzierung der Absetzrate
ist zu gering um damit die nahezu volistandige Hemmung der Chemotaxis erklaren zu kon-
nen. Methodisch bedingt wurden die Untersuchungen jedoch nicht auf den in der Chemo-
taxiskammer benutzten Membranen, sondern in normalen Kulturschalen durchgefiihrt. Ob-
wohl verschiedene Substrate zu einer unterschiedlich starken Intensitét der Adhéasion fiihren
(Gehr et al., 1989) gibt es keine Anhaltspunkte dafiir, daB sich die mit LaClg vorinkubierten
RAM auf den Membranen anders festsetzen wiirden als die Kontrollzellen. So lassen 2.B. die
rasterelektronenmikroskopischen Bilder von RAM, die auf diesen Membranen adhérieren
(Abb.55) einen derartigen SchluB nicht zu. Auch auf Glasdeckglaschen wird die Adhéasions-
fahigkeit durch LaClg nicht verdandert (Simchowitz und Cragoe, 1990).

Demgegeniiber gibt es zahireiche Hinweise darauf, daB die meisten der inhibitorischen Wir-
kungen von La3*-lonen (eine gute Ubersicht gibt Das et al., 1988) auf ihrer Fahigkeit be-
ruhen, Ca2* von der Zellmembran zu verdrangen und zu ersetzen, und dadurch eine Blockie-
rung des transmembranen Ca2 * -Fluxes bewirken.

Boucek und Snyderman (1976) nehmen diesen Wirkungsmechanismus auch bei der Hem-
mung der Chemotaxis an. Sie fanden bei der Inkubation von PMN mit LaCl3 neben der Im-
mobilisierung der Zellen auch die Inhibition des Einstromes von extrazelluldrem Ca2+ und
schlossen daraus, daB der Ca2*+-Einstrom fiir die Chemotaxis unbedingt notwendig ist.

Rinderalveolarmakrophagen zeigen jedoch auch in Ca2* -freilem Medium, in dem kein Ca2*-
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 Ca2 * -Konzentration zu beobachten ist (Snyderman und Uhing,
1988). Diese Ca2* -lonen 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, Gelsolin oder Caldesmon, steuern (Hartwig, 1991). Die Erhéhung der
freien zytosolischen Ca2+-Konzentration geschieht jedoch biphasisch, wobei nach einem
schnellen Anstieq, der durch die Mobilisierung aus internen Speichern erfolgt, zunichst ein
Ca2*-Effiux und erst dann ein Ca2+-Influx aus dem Medium zu beobachten ist (Romeo et al.,
1982). Nur dieser zweite Intrazellulire Ca2 * -Anstieg wird durch Lanthan gehemmt
(Randriamampita und Trautman, 1989).
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Es wire daher denkbar, daB in Ca2 * -freiem Medium die Chemotaxis der RAM und die dafiir
notwendige Erhéhung der freien zytosolischen Ca2 * -Konzentration durch die Mobilisierung
von Ca2* aus intrazelluléren Speichern aufrechterhalten werden kann. Die nach 20-stiindiger
Inkubation in Ca2*-freiem Medium um ca. 40% reduzierte Chemotaxis kbnnte entsprechend
auf eine Verarmung der internen Speicher im Laufe der Kultur zuriickgeflhrt werden. In ent-
sprechender Weise kann auch die fehlende Wirkung von Verapamil auf die Mobilitat der RAM
interpretiert werden, wobei jedoch zu beachten ist, daB Verapamil nicht alle, sondern haupt-
séchlich die spannungsgesteuerten Ca2*-Kanile blockiert, so daB ein Ca2*-Influx iiber
andere Kanéle erfolgen kénnte.

Gegeniiber den RAM zelgen humane PMN eine gréBere Abhangigkelt von extrazellularen
Ca2*-lonen. Zum einen kann bereits unmittelbar nach ihrem Entzug eine um ca. 35% redu-
Zlerte chemotaktische Migration festgestelit werden (Simchowitz und Cragoe, 1890), zum an-
deren wurde nach der Inkubation mit Verapamil schon mehrfach eine Inhibition der Chemo-
taxis beobachtet. Diese kénnte alierdings auch auf Mechanismen beruhen, die nicht durch
Kalzium vermittelt werden, da sie haufig erst bei hdheren Verapamil-Konzentrationen auftritt
als f{ir die Blockade der Kanale notwendig ist (Harvath, 1989).

Der Unterschied zu den RAM hédngt moglicherweise damit zusammen, daB die PMN nur
wenige Mitochondrien (u.a. Speicherorte des Ca2 *) besitzen (Romeo et al., 1982) und in
Medien mit geringer Ca2+-Konzentration sehr schnell ihr intrazelluldres Ca2+ verlieren.
Becker et al. (1982) wiesen deshalb darauf hin, daB die verminderte Reaktivitat der PMN in
Ca?* -freien Medien nicht nur durch einen fehlenden Ca2 * -Einstrom erkiért werden kann,
sondern auch dadurch, daB die extrazellularen Ca2 *-lonen zur Aufrechterhaltung des labilen
intrazelluldren Kalzium-Pools nétig sind.

Aus den Ergebnissen mit RAM ergibt sich einerselts, daB ein Anstieg der zytosolischen Ca2+-
Konzentration, wie er von vielen Autoren im Verlauf der chemotaktischen Antwort als notwen-
dig erachtet wird, wahrscheinlich durch die Mobilisierung interner Kalziumspeicher gewéhr-
leistet ist und andererseits, daB zur Erklarung der immobilisierenden Wirkung des LaCl3 die
Annahme einer einfachen Blockade des transmembranen Kalzium-Fluxes vermutlich nicht
ausreicht, zumal CeCl3 denselben Effekt verursacht.

Der inhibitorische Effekt von LaClg bzw. CeCly auf die Chemotaxis kbnnte auch durch eine
Beeinflussung des Zytoskeletts erfolgen.Die Wichtigkeit des Zytoskeletts fiir die gerichtete
Bewegung konnte auch bei RAM gezeigt werden. Die Inkubation mit Cytochalasin B fiihrt
neben einer Zerstérung des F-Aktingeriistes (Abb.63) zu der volistandigen Hemmung der
Chemotaxis. Analog dazu kann nach der inkubation mit Colchizin die Zerstérung des Mikro-
tubulisystems (Abb.72) und ebenfalls die Inhibition der gerichteten Bewegung beobachtet
werden. Wahrend das Aktingertst u.a. bei der Gel-Sol-Umwandlung in der hyalinen Cortex
und der Generierung der erforderichen Kréafte bendtigt 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, daB diese bzgl. der Verteilung
und der Umorganisation des F-Aktins wahrend des Festsetzens und in Monolayer-Kultur, mit
Makrophagen anderer Spezies (ibereinstimmen (vgl. Amato et al., 1983). Nach den Inkubatio-
nen mit LaClz bzw. CeCly konnten keine Anhaltspunkte fir eine Verdnderung dieser zyto-
skeletalen Komponente festgestellt werden. Demgegeniiber kann bei Inkubationen mit Quarz
eine Umstrukturierung des F-Aktinsystems beobachtet werden. Diese tritt aber sehr wahr-
scheinlich nur aufgrund der Phagozytose von Partikeln auf, da die gleichen Vorgénge bereits
bel der Phagozytose von Hefezellen durch Makrophagen beschrieben wurden (Stendahl et
al., 1980) und deshalb nicht als quarzspezifisch bewertet werden kénnen.

Die Untersuchungen des Polymerisationsgrades von Aktin bei RAM zeigten, ebenso wie die
Mikroskopie, kulturbedingte Veranderungen 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 bel humanen Thrombozyten mit 59% und der von Lymphozyten mit
62% angegeben (Blikstad et al., 1978).

Im Gegensatz zu den morphologischen Ergebnissen konnte nach der Inkubation mit LaClg
bzw. CeCl3 eine Erhdhung 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 beeinfluBt wird. Eine direkte Interaktion mit dem Aktinsystem ist allerdings wenig wahr-
scheinlich, denn wie Untersuchungen mit isolierten G-Aktin zeigen, fihren die Lanthanide (mit
Ausnahme von Lanthan) zu einer Erhéhung seiner Polymerisationsrate (Evans, 1983). Es ist
denkbar, daB die festgestelite Depolymerisation mit den phagozytoseartigen Prozessen in
Verbindung steht, die bei der inkubation mit LaClg bzw. CeCl3 zu beobachten sind (Abb.10),
da es auch nach der Inkubation mit Quarz und tendenziell ebenfalls mit TiO5 zu einer Er-
héhung des G-Aktinanteils kommt. Die Depolymerisation des F-Aktins durch LaClg bzw.
CeClj ist jedoch sicherich nicht die Ursache der Immobillisierung von RAM, da in der zeit-
lichen Entwicklung zwischen diesen beiden Merkmalen keinerlei Korrelation zu erkennen ist.

Die Organisation des Mikrotubulisystems von RAM ist, ebenso wie das Aktingerist, mit dem
von Makrophagen anderer Spezies vergleichbar (vgl. Cain et al., 1981). Auch bei dieser
zytoskeletalen Komponente ist keine Beeinflussung durch die Behandiung mit LaClg bzw.
CeClj festgestellbar. Eine Beteiligung des Zytoskeletts an der immobilisierenden Wirkung von
LaClz bzw. CeClg scheint daher nicht gegeben zu sein. Hierbei muB jedoch beriicksichtigt
werden, daB diese Untersuchungen an ruhenden Zellen gemacht wurden, wahrenddessen die
Chemotaxis einen dynamischen Umbau der zytoskeletalen Elemente erfordert. Es ist daher
durchaus denkbar, daB LaClg bzw. CeClg ihre Wirkung nicht auf das “statische" Zytoskelett
ausiiben, sondern auf seine Regulation wéahrend der Migration.

Einen ahnlichen Wirkungsmechanismus schlagen auch Simchowitz und Cragoe (1990) vor.
Sie stellten fest, daB La3+ die Chemotaxis von humanen PMN hemmt, und daB diese Hem-
mung durch die Blockade des Na* /Ca2* -Austauschmechanismus mit Benzamil, welches
interessanterweise selbst keinen EinfluB auf die Migration hat, unterdriickt werden kann. Zu-
dem fanden sie eine Inhibition der FMLP-stimulierten F-Aktinpolymerisation durch La3t, die
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ebenfalls durch die Blockade des Nat /Ca2t -Austauschmechanismus mit Benzamil ver-
schwindet. Daraus schiossen sie, daB bei der Stimulation mit FMLP das La3* anstelle des
Ca2* (iberden 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 Aktingeriistes erfordert, durch die Inkubation
mit CeClg nicht beeinflut wird (Wiener-Schmuck, 1988).

Ahnlich durchgefiihrte Untersuchungen mit RAM kamen zu anderen Ergebnissen, die aller-
dings nur 2.T. im Widerspruch zu diesen stehen. Verapamil fuhrt zwar ebenso wie Benzamil
nicht zu einer Hemmung der Chemotaxis, kann aber, im Gegensatz zu diesem, die Wirkung
von LaClg nicht unterdriicken (Abb.53). Da die beiden Ca2*-Blocker jeweils auf verschiedene
Einstromwege des Ca2* einwirken, kénnte das Ergebnis auch als Hinweis auf den
Nat/Ca2* -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 durchgefiihrt. Uberraschenderweise unterscheidet
sich der zeltliche Verlauf der Reaktion bei RAM véllig von dem bei PMN. Deren Stimulation mit
FMLP fihrt 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 Lichtman, 1990) und es gibt keine be-
grindeten 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 AnschiuB an eine meist deut-
liche Depolymerisation auf. Die Richtigkeit dieser Kinetik kann, da es an Vergleichsmdoglich-
keiten mangelt, nur sehr schwer beurtellt werden und eine Interpretation der Ergebnisse ist
deshalb nur mit Vorbehalt méglich. Es ist jedoch offensichtlich, daB unbehandeite RAM eine
F-Aktinpolymerisation durchfiihren kénnen und diese in der gleichen Weise auch von vor-
behandelten Zellen ausgefihrt wird.

Auch die gleichzeitige Anwesenheit von LaClz bzw. CeCly im Stimulationsmedium fiihrt im
Vergleich zum Kontrolimedium zu keiner unterschiedliche Reaktion, so daB der von
Simchowitz und Cragoe (1990) bei PMN gefundene Wirkungsmechanismus von La3+ auf die
Chemotaxis, bei den RAM 2unéchst nicht bestétigt werden konnte. Dies kénnte zum einen an
der Verschiedenartigkeit der benutzten Zellen, zum anderen aber auch an den
unterschiedlichen Stimulantien ilegen, die wahrscheinlich iiber verschiedene
Reaktionsmechanismen wirken. So stellte Romeo et al. (1982) fest, daB die Stimulation von
PMN mit Phorbol 12-myristate, 13-acetate (PMA), wie mit FMLP, zu einem Einstrom an
extrazelluldrem Ca2+ fiihrt, die Stimulation mit C5a hingegen nicht. ZAS enthlt zudem noch
eine Vielzahl weiterer biologisch aktiver Substanzen, deren Wirkungen auf das
Versuchsergebnis nicht abgeschétzt werden kdnnen.Maglicherweise handelt es sich daher
bel der beobachteten F-Aktinpolymerisationskinetik nicht um eine spezifische Reaktion der
RAM auf die chemotaktischen Faktoren von ZAS, sondern auf andere Faktoren oder um das
Ergebnis mehrerer gleichzeitiger Reize. In diesem Falle konnte aber, wenn von einem
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indirekten EinfluB des LaS * auf die F-Aktinpolymerisation ausgegangen wird, der fir PMN
vorgeschlagene Mechanismus der Iimmaobillisierung durchaus auch fiir die RAM zutreffen.
Hinweise daflr geben die Untersuchungen mit Acetyl-Salicylsiure (ASS), als deren
Wirkungsmechanismus, neben der Hemmung der Prostaglandinsynthese, die Beeinflussung
bestimmter Pertussis-Toxin sensitiver G-Proteine diskutiert wird (Weissmann, 1991). Diese
kénnen durch die vorherige Inkubation mit ASS gegeniber der inhibierenden Wirkung des
Toxins geschiitzt werden. Es wére denkbar, daB der beobachteten Reduktion der
immobilisierenden Wirkung von LaClz durch ASS ein &hnlicher Mechanismus zugrunde liegt.
Daraus kénnte dann auf eine direkte oder indirekte Interaktion zwischen La3* und speziellen
G-Proteinen und eine dadurch veranderte Signaltransduktion, geschlossen werden. Dieser
SchluB 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-Aktinpolymerisationskinetik bei RAM geklart zu
haben, ist er etwas verfriiht.

Die bei RAM gefundene Hemmung der Chemotaxis durch LaClg bzw. CeCl3, bestétigt die bei
PMN erhobenen Befunde, kénnte jedoch bei ihrer Ubertragung auf das in vivo-System
schwerwiegendere Auswirkungen haben. Diese kénnten sich beispielsweise in einer vermin-
derten Abtétungsrate von inhalierten Mikroorganismen und einer verzégerten Lungen-
clearance manifestieren. Moglicherweise 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; Hirano 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 SchiuBfolgerung

In der vorliegenden Arbeit konnte aufgrund von morphologischen und biochemischen Unter-
suchungen gezeigt werden, daB die Seltenen Erdmetaliverbindungen auf RAM eine zytotoxi-
sche Wirkung ausiiben. Diese ist bei den Chloriden héher als bei dem Oxid, bei dem lanthan-
haltigen Hochtemperatur-Supraleitermaterial jedoch wahrscheinlich auf den Kupferanteil
zuriickzufiihren. Desweiteren konnten verschiedene immunrelevante Wirkungen der Seltenen
Erdmetallverbindungen beschrieben werden. Einerseits fithren sie zur Freisetzung eines oder
mehrerer chemotaktisch wirksamer Faktoren, zu denen moglicherweise auch der Com-
plementfaktor C5a gehént. Andererseits inhibieren sie die Chemotaxis der RAM {iber Mecha-
nismen, die weder mit Ihrer Ca2 * -Kanalblockierenden Wirkung noch mit der Adhasion, 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, daB die Seltenen Erd-
metallverbindungen wichtige immunologische Funktionen der Makrophagen beeinflussen
kdnnen. Viele ihrer bekannten in vivo Effekte wie 2.B. die Lungenfibrose oder die Hepatotoxi-
zitat sind méglicherweise dadurch erklarbar. Lanthanhaltige Hochtemperatursupraleiter sind
potentiell toxisch und kénnten zu schweren Lungenentziindungen oder Lungenveranderun-
gen fihren,
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ZUSAMMENFASSUNG

In 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 LaClg bzw. CeClg fiihrt zu deutlichen morphologischen Verénde-
rungen, die sich in der Vakuolisierung des Cytoplasmas und der Reduzierung der Zellober-
fiachenstrukturen duBern. Die Vakuolen beinhalten typischerweise elektronendichte Ein-
schiiisse, bei denen es sich, wie EDX-Analysen an CeClg-inkubierten Zellen zeigen, um cer-
haltige Verbindungen handelt. Der inhait der Vakuolen besitzt meist einen niedrigen pH-Wert,
Saure Phosphatase-Aktivitat kann in lhnen jedoch nicht nachgewiesen werden.

Ein Vitalitatsveriust der Zellen nach einer inkubation mit LaCl3 bzw. CeCl3 kann erst nach 20
Stunden beobachtet werden. Dieser spiegelt sich auch in einer erhéhten Freisetzung von cy-
toplasmatischen und lysosomalen Enzymen in das Medium wider. Der Hochtemperatur-
supraleiter LaBaCuOg 5 und LapOg erwiesen sich ebenfalls als cytotoxisch und fiihren in glei-
cher Welse zur Freisetzung der Markerenzyme.

Durch die Inkubation mit LaClz bzw. CeCl3 wird die Freisetzung von chemoattraktiv wirken-
den Faktoren (CF) induziert. LaBaCuO3 s, LayO3 und Quarz haben die gleiche Wirkung, wéh-
rend TiO» keinen EinfluB hat. Eine zusétzliche Akkumulation von CF innerhalb der Zellen
konnte in keinem Falle nachgewiesen werden. Auch die Stimulation der Zellen mit Lipopoly-
saccharid fihrt zur Freisetzung von CF, deren AusmaB durch LaClg bzw. CeClg nicht beein-
fluBt wird. Bei den CF handelt es sich um peptidische Verbindungen mit einem Molekularge-
wicht von ca. 12 kDa. lhre Wirkung Ist chemotaktisch, nicht chemokinetisch, und kann durch
eine thermische Behandlung zerstért werden. Es gibt Hinweise darauf, daB es sich bei ihnen
u.a. um Cba, dem chemoattraktiven Fragment des Complementfaktors C5, handeln konnte.

RAM zeigen direkt nach ihrer Gewinnung keine chemotaktische Aktivitat. Nach einer 20-stiin-
digen in vitro Kultur kann jedoch gegeniiber Zymosan-aktiviertem Serum eine gerichtete Be-
wegung festgestellt werden. Bereits eine kurzzeitige Inkubation der Zellen mit LaClg bzw.
CeClg fihrt zu einer Inhibierung ihrer Chemotaxis. Auch LaBaCuOg g, LapOg und Quarz, je-
doch nicht TiO,, bewirken eine Reduktion der Mobilitét, die allerdings erst nach 20 Stunden
sichtbar wird. Die immobilisierende Wirkung von LaClg bzw. CeCl3 kann nur 2.T. auf ihre Ei-
genschatft als Ca2 * -Kanalblocker zurtickgefiihrt werden, denn auch nach der Kultur in Ca2* -
freiem Medium kénnen die Zellen chemotaktische Bewegungen ausfithren. Sowohl die Des-
integration des Mikrotubuli- als auch des Aktinfilamentsystems flihren zur immobilisierung der
Zelien. Eine Beeinflussung dieser Komponenten durch die Seltenen Erdmetallverbindungen
konnte jedoch nicht nachgewiesen werden. Auch ein mdglicher EinfluB auf die C5a-Re-
zeptoren der Zellmembran oder der Adhésionsfahigkelt der Zellen konnte als Wirkmechanis-
mus ausgeschlossen werden, Eine Beeinflussung des Signaltransduktionsweges ist jedoch
denkbar.

Aus den Ergebnissen kann darauf geschiossen werden, daB Seltene Erdmetallverbindungen
auf Alveolarmakrophagen cytotoxisch wirken und deren immunologischen Funktionen
beeinflussen kénnen. Dies kénnte zu einem besseren Verstandnis der pulmonalen
Verdnderungen nach deren Inhalation beitragen.
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Konzentration des Uberstandes @) von

LaBaCuOj g -inkubierten Zellen

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

0% 50 % 100 %
Konzentra- 0% 6+0 82 71
tion des
Uberstandes @)
von LaBaCuO3,5-
inkubierten
Zellen 50 % 126 £+ 5 49 + 5 17 =1
(20h;50 g/ml)
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 Uberstand wurde mit Medium verdiinnt
b) Rinderalveolarmakrophagen + jeweilige Verdiinnung.
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Kulturbedingungen n Kulturdauer Anteil des
G-Aktins am Gesamt-
Aktingehalt [%]

Suspensionskultur 4 1.5h 57 £ 3
3 20.0 h 56 + 3
Monoiayerkultur 6 1.5h 43 + 3
6 22.0h 59 +7
6 240h 53+4
6 440h 66 + 6
3 5d 84 + 2

Tab. 2:  EinfluB der Kulturbedingungen und der Kulturzeit auf den Polymerisationsgrad von
Aktin bei Rinderalveolarmakrophagen.
Mitteiwerte mit Standardfehler.
n: Zahl der ausgewerteten Proben.
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Inkuba- Inkubations- n Aktingehalt G-Aktingehalt
tions- medium [Inhibatorische [% des Gesamt-
2eit Einheiten pro aktins]
14 g Protein]
Kontrolle (RPMI 1640) 9 25+ 2 47 £ 7
CeCl3 (100 uM) 5 27+ 3 47 + 8
2h LaClg (100 M) 9 27+ 3 50 + 6
Quarz (250 wg/ml) 9 22 * 1 59+5 "
TiOp (250 pg/ml) 8 23 + 1 53+ 6
Cytochalasin B 3 32 = 1 77+7"
(10 wg/mi)
Kontrolle (RPMI 1640) 8 25+3 53 +3
CeClz (100 LM) 9 24 + 3 677"
4h LaClg (100 M) 7 23 + 1 62+ 5 "
Quarz (250 pg/ml) 8 23 + 1 63 7
TiOp (250 pg/mi) 5 24 +3 58 + 10
Cytochalasin B 6 26 + 1 89 £6 "
(10 g/mi)
Kontrolle (RPMI 1640) 6 23+ 2 64 +4
CeClgz (100 uM) 3 253 67 £ 6
20h LaClz (100 pM) 3 24 + 1 761"
Quarz (250 pg/ml) 4 26 + 1 69 £ 2
TiOo (250 pg/mi) 3 20 + 1 60 + 15
Tab. 3: EinfluB verschiedener inkubationsmedien und -zeiten auf den Polymerisationsgrad von

Aktin bel Rinderalveolarmakrophagen.

Mittelwerte mit Standardfehler.

n: Zahl der Versuche.

* Statistisch signifikanter Unterschied zur Kontrolle (2p < 0.05)
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Zahl der Vitalitat Zahl der Absetzrate
2h n ausplat. der ausplat. adharenten (Adh.Zellen/
Zellen Zellen Zellen Leb.ausplat.
(x104) (%) (x104) Zellen)*100
Kontrolle 6 243 + 15 81 £6 106 £ 3 56 + 3
CeCI3
100 pM 6 267 + 27 77+3 102 + 3 50+ 1"
LaCl,
100 uM 6 262 + 29 78 + 6 108 * 2 54 + 3
Quarz
100 pg/mi 6 271 + 14 81+6 107 + 2 49 1%
TiO,,
100 pug/mi 4 249 + 13 857 108 + 4 51 =1
LaBaCuO3 5
100 pg/ml 6 299 + 9 77 +1 104 =+ 1 41"
Colchizin
1 pg/ml 6 282 + 12 80 + 3 102 + 1 45+ 1%
Cyto-
chalasin B 6 300 = 6 78 + 1 116 + 1 51 +1"
10 pg/mi

Tab.4a: EinfluB einer 2 -stiindigen Vorinkubation mit verschiedenen Inkubationsmedien auf die Adhésions-
fahigkeit von Rinderalveolarmakrophagen auf Kunststoffoberflaichen.
Mittelwerte mit Standardfehler.
n: Zahl der ausgewerteten Proben.
* Statistisch signifikanter Unterschied zur Kontrolle. (2p < 0.05)
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Zahl der Vitalitat Zahl der Absetzrate
4h n ausplat. der ausplat. adharenten (Adh.Zellen/
Zellen Zellen Zellen Leb.ausplat.
(x10%) (%) (x104) Zellen)*100
Kontrolle 6 271 + 34 77 £ 2 84 + 3 46 * 1
CeCl3
100 pM 6 275 + 62 81 + 1 88 + 3 41 £3"
LaCl,
100 uM 6 281 + 46 76 + 2 87 + 4 41 + 2"
Quarz
100 pg/ml 6 259 + 57 77 £ 4 90 = 4 46 + 2
TiO,
100 pg/mi 4 242 + 31 80 +8 92 + 1 48 + 1
LaBaCuO3 5
100 wg/ml 4 346 + 39 78 + 4 93 + 2 35 +1"
Colchizin
1 wg/ml 6 301 + 43 75+ 3 87 + 1 39+1"
Cyto-
chalasin B 6 329 + 36 75«5 113 + 1 46 + 1
10 pg/ml

Tab.4b: EinfiuB einer 4 -stiindigen Vorinkubation mit verschiedenen Inkubationsmedien auf die Adhésions-
tahigkeilt von Rinderalveolarmakrophagen auf Kunststoffoberflachen.
Mittelwerte mit Standardfehler.
n: Zahl der ausgewerteten Proben.
* Statistisch signifikanter Unterschied zur Kontrolie. (2p < 0.05)
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Zahl der Vitalitat Zah! der Absetzrate
20h ausplat. der ausplat. adharenten (Adh.Zellen/
Zellen Zellen Zelien Leb.ausplat.
(x10%) (%) (x104) Zellen)*100
Kontrolle 290 * 15 86 + 2 111 + 8 44 + 3
CeC|3
100 u M 274 = 17 83 +3 95 +2 42 +1
LaCl,
100 uM 216 + 25 77+9 98 + 1 59+ 1%
Quarz
100 pg/ml 232 + 24 82+8 122 = 1 64+ 1"
Tio,
100 pg/ml 328 + 26 58 + 5 94 + 4 48 = 2
LaBaCuO3 5
100 pg/ml 212 + 11 365 25 + 1 33+2"

Tab.4c: EinfluB einer 20 -stiindigen Vorinkubation mit verschiedenen Inkubationsmedien auf die Adhésions-
fahigkeit von Rinderalveolarmakrophagen auf Kunststoffoberflachen.
Mittelwerte mit Standardfehler.

n: Zahl der ausgewerteten Proben.

* Statistisch signifikanter Unterschied zur Kontrolle. (2p < 0.05)
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Abb. 1:

i

Rinderalveolarmakrophagen nach 20-stiindiger Inkubation in:

a) Medium (Kontrollzellen) d) Medium (Kontrollzellen)
b) 10uM CeCI3 e)10uM LaCl3
c)100uM CeCI3 fy1io0uMm LaCI3

Hamacolor-Schnellfarbung
VergroBerung: 1600x







Abb. 2: Rinderalveolarmakrophagen nach 20
a) 10 g/ml LaBaCuOs,s
b) 50 ug/ml LaBaCuO3’5
c) 100 s g/ml LaBaCuO3,5

Hamacolor-Schnellfarbung
VergroéBerung: 1600x

89

-stiindiger Inkubation mit:
d) 10 pg/ml Lazo3
e) 25 ug/ml La,04
f) 100 & g/mi Lay0g

i



Abb. 3:

90

Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Rinderalveolarmakrophagen nach 20 -stiindiger
Inkubation in Medium (Kontrollzellen).

a) VergroBerung: 2020x
b) VergréBerung: 5000x
¢) VergréBerung: 5000x
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Abb. 4:

92

Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Rinderalveolarmakrophagen nach 20 -stiindiger
Inkubation in 100 uM CeCIa.

a) VergroBerung: 2020x
b) VergréBerung: 5000x
c¢) VergréBerung: 5000x
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Abb. 5:

94

Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Rinderalveolarmakrophagen nach 20 -stiindiger
Inkubation in 100 u M LaCl3

a) VergréBerung: 2020x
b) VergroBerung: 5000x
c) VergréBerung: 5000x
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Abb. 6: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Rinderalveolarmakrophagen nach 20 -stiindiger
Inkubation mit 250 1 g/ml Quarz

a) VergroBerung: 2100x
b) VergroBerung: 5000x
c) VergréBerung: 5000x
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Abb. 7:

98

Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen von Rinderalveolarmakrophagen nach
inkubation in Medium (Kontrollzellen).

a) 2 -stiindige Inkubation. VergréBerung: 9700x
b) 4 -stiindige Inkubation. VergréBerung: 7000x
c) 20 -stiindige Inkubation. VergréBerung: 7800x







Abb. 8:

100

Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen von Rinderalveolarmakrophagen nach
Inkubation in 100 u M CeCI3.

a) 2 -stindige Inkubation. VergréBerung: 9000x
b) 4 -stiindige Inkubation. VergréBerung: 6500x
¢) 20 -stiindige Inkubation. VergroBerung: 8900x










Abb.9a:

103

Transmissionse‘ektronenmikroskopische Aufnahme eines Rinderalve
op-stiindiger Inkubation in 100 M CeClg.

Die nummerierten Pleile (1-9) entsprechen den MeBpunkten der
energiedispersiven Rontgenmikroanalyse.

Siehe Spektren Abb.9b.

olarmakrophagen nach

IR
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Abb.9b: Energiedispersive Réntgenspektren aus dem Praparat in Abb.9a.

a) Cerhaltige Einschliisse ; MeBpunktNr.: 1 -6
b) Lamelidre und elektronendichte Struktur ; MeBpunkt Nr.: 7 + 8
c) Cytoplasma der Zelle (Matrix) ; MeBpunkt Nr.: 9
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Abb.10: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen von Rinderalveolarmakrophagen nach
Inkubation in 100 u M LaCI3.

a) 2 -stindige Inkubation. VergréBerung: 8800x
b) 2 -stiindige inkubation. VergroBerung: 9700x
¢) 4 -stiindige Inkubation. VergroBerung: 10100x
d) 20 -stiindige Inkubation. VergréBerung: 6600x




107







109

Abb.11: Ultrastrukturelle Lokalisation der Sauren Phosphatase in Rinderalveolarmakrophagen nach 20 -
stiindiger Inkubation in:

a) Medium (Kontrollzellen). VergréBerung: 10000x
b) 100 4 M LaCls. VergroBerung: 6500x
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Abb.12: Acridin Orange Farbung von Rinderalveolarmakrophagen nach 20 -stiindiger Inkubation in:

a) Medium (Kontrollzellen)
b) 100 u M CeCl,

c) 100 u M LaCl,
VergréBerung: 1000x
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Vitalitat [%]
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Abb.13:
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EinfluB verschiedener CeCI3 und LaCI3 -Konzentrationen auf die Vitalitat von
Rinderalveolarmakrophagen nach 2, 4 und 20 Stunden Inkubation.
Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler. n = 6
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Abb.14: EinfluB verschiedener CeCl; und LaCl, -Konzentrationen auf die Verteilung der LDH von RAM in
Kulturiberstand (Uberstand), abgeldste (Pellet) und adhérente Zellen (Zellen) nach 2, 4 und 20
Stunden Inkubation. (in % der Kontrollgesamtaktivitat zum Zeitpunkt 2 Stunden)
Arithmetischer Mittelwert mit Standardfehler. n = 3. Reprasentativ fur 3 Versuche.
* Statistisch signifikanter Unterschied zur Kontrolle. (2p < 0.05)
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Abb.15: EinfluB verschiedener CeC|3 und LaCl3 -Konzentrationen auf die Verteilung der NAG von RAM in
Kulturiberstand (Uberstand), abgeléste (Pellet) und adhérente Zellen (Zellen) nach 2, 4 und 20
Stunden Inkubation. (in % der Kontroligesamtaktivitit zum Zeitpunkt 2 Stunden)
Arithmetischer Mittelwert mit Standardfehler. n = 3. Reprasentativ fiir 3 Versuche.
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Abb.16: EinfluB verschiedener CeCI3 und La\CI3 -Konzentrationen auf die Verteilung des Proteins von RAM in
Kulturiiberstand (Uberstand), abgeldste (Pellet) und adhérente Zellen (Zellen) nach 2, 4 und 20 Stunden
Inkubation. (in % des Kontrollgesamtgehaltes zum Zeitpunkt 2 Stunden)

Arithmetischer Mittelwert mit Standardfehler. n = 3. Représentativ fir 3 Versuche.
* Statistisch signifikanter Unterschied zur Kontrolle. (2p < 0.05)
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Abb.17: EinfluB verschiedener L3203 -Konzentrationen auf die Vitalitit von Rinderalveolarmakrophagen
nach 2, 4 und 20 Stunden Inkubation.

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler. n = 9







140 | -
2 h 4 h 20 h ]
— 120 - x ok % x
_i§ 100 - BRI
N
5 80 —
Pé* 60 —
o *
E 40 * .
© * X * *
8 20 - * * * * -
@)
- I 0
a =
— 5 20 + _
_f_—; * * * %
c 40 —
@]
~ 60 - -
S -
5 80t
PO B -~
3o 100 |- [ JUberstand
120 I KR Peliet
— 23 B Zellen
140 1 1 1 1 1 i { 1 { { | i 1 | I 1 | I [ i
0 10 50 100 250500 0 10 50 100 250 500 0O 10 50 100 250 500

LaZOB—Konzentration [g/ml]

ADbb.18: Einfluf} verschiedener La203 -Konzentrationen auf die Verteilung der LDH von RAM in Kulturiiberstand
(Uberstand), abgeldste (Pellet) und adhirente Zellen (Zellen) nach 2, 4 und 20 Stunden Inkubation.
(in % der Kontrollgesamtaktivitit zum Zeitpunkt 2 Stunden)
Arithmetischer Mittelwert mit Standardfehler. n=3
Einzelversuch.
* Statistisch signifikanter Unterschied zur Kontrolle
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Abb.21; EinfluB verschiedener LaBaCuO3 5 -Konzentrationen auf die Vitalitat von Rinderalveolarmakrophagen
nach 2, 4 und 20 Stunden Inkubation,
Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler.n = 9
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Abb.22: Einfluf} verschiedener LaBaCuO3,5 -Konzentrationen auf die Verteilung der LDH von RAM in Kulturiiberstand
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Arithmetischer Mittelwert mit Standardfehler. n=3
Reprisentativ fiir 3 Versuche.
* Statistisch signifikanter Unterschied zur Kontrolle
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Abb.23: EinfluB verschiedener LaBaCuO3 5 -Konzentrationen auf die Verteilung der NAG von RAM in Kulturiiberstand
(Uberstand), abgeldste (Pellet) und adhiirente Zellen (Zellen) nach 2, 4 und 20 Stunden Inkubation.
(in % der Kontrollgesamtaktivitit zum Zeitpunkt 2 Stunden)
Arithmetischer Mittelwert mit Standardfehler. n=3
Reprisentativ fiir 3 Versuche.
* Statistisch signifikanter Unterschied zur Kontrolle

€CT







Protein

Abb.24:

140 |- * -]
2 h 4 h 20 h
— 120 |- -
0
9 100} * .
e - <
o 80 ]
S 60 - -
g B
@ * *
5 20 -
T o
: .
o) 20 - —
£
-‘E 40 * * .
@]
A 60 —
n *
O 80 - —
o
2N 190 [ JUberstand 7
s 120 - PR Pellet
BB Zellen
140 |- ~
1 1 | 1 1 { 1 1 I 1 | 1 {
0 10 50 100 200 0 10 50 100 200 50 100 200

LaBaCuO 3 5—Konzentration [ng/ml]
Einfluf} verschiedener LaBaCuO3 5 -Konzentrationen auf die Verteilung des Proteins von RAM in

Kulturiiberstand (Uberstand), abgeldste (Pellet) und adhirente Zellen (Zellen) nach 2, 4 und 20 Stunden
Inkubation.

(in % des Kontrollgesamtgehaltes zum Zeitpunkt 2 Stunden)
Arithmetischer Mittelwert mit Standardfehler. Reprisentativ fiir 3 Versuche. n=3
* Statistisch signifikanter Unterschied zur Kontrolle

SET







137

200 @ )
. I Ih
o
§ 150 i
m
o (15) (15) (14) (18) (11)
o 100 | .
<
E 2 Ty ]
G 50 .
o~ T

0
b
- 200 | 20h -
o
~
= 150 |- -
Mm
o (15) (12) (15) (12) (10)
S 100 F . |
)
& T ! .
g 50 L T - -
0

RPMI  LTB, LTB, FMLP  FMLP
(0.3uM) (0.03uM) (10uM) (1uM)

Abb.25: EinfluB verschiedener chemoattraktiver Stoffe auf die Zahl der gewanderten Rinderalveolarmakrophagen
pro Blickfeld zu verschiedenen Zeitpunkten.

a) 1 Stunde nach der Lavage.

b) 20 Stunden nach der Lavage.

Mittelwerte mit Standardfehler. (Zahl der Proben in Klammer)
* Statistisch signifikanter Unterschied. (2p < 0.05)
Abkiirzungen siehe AbkUlrzungsliste.
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Abb.26: EinfluB verschiedener chemoattraktiver Stoffe auf die Zahl der gewanderten Rinderalveolarmakrophagen
pro Blickfeld zu verschiedenen Zeitpunkten.

a) 1 Stunde nach der Lavage.

b) 20 Stunden nach der Lavage

Mittelwerte mit Standardfehler. (Zahl der Proben in Klammer)
* Statistisch signifikanter Unterschied. (2p < 0.05)
Abkirzungen siehe Abkirzungsliste.
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Abb.27: EinfluB verschiedener Konzentrationen von Zymosan aktiviertem Serum (ZAS) auf die Zahl der
gewanderten Rinderalveolarmakrophagen pro Blickfeld.
Mittelwerte mit Standardfehler. n = 6
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Abb.28: Zeit- und Konzentrationsabhingigkeit der Freisetzung von chemotaktisch wirksamen Faktoren durch Rinder-
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alveolarmakrophagen bei Inkubationen mit CeCl3.
Mittelwerte mit Standardfehler. (Zahl der Proben in Klammer)
* Statistisch signifikanter Unterschied.
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Abb.29: Zeit- und Konzentrationsabh#ingigkeit der Freisetzung von chemotaktisch wirksamen Faktoren durch Rinder-
alveolarmakrophagen bei Inkubationen mit LaCl;.
Mittelwerte mit Standardfehler. (Zahl der Proben in Klammer)
* Statistisch signifikanter Unterschied. (2p < 0.05)
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Abb.30: Zeit- und Konzentrationsabhangigkeit der Freisetzung von chemotaktisch wirksamen Faktoren durch
Rinderalveolarmakrophagen bei inkubationen mit La203.
Mittelwerte mit Standardfehler. (Zahl der Proben in Klammer).
* Statistisch signifikanter Unterschied. (2p < 0.05)
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Abb.31: Zeit- und Konzentrationsabhéngigkeit der Freisetzung von chemotaktisch wirksamen Faktoren durch
Rinderalveolarmakrophagen bei Inkubationen mit LaBaCuOS’S.
Mittelwerte mit Standardfehler. (Zahl der Proben in Klammer)
* Statistisch signifikanter Unterschied. (2p < 0.05)
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Abb.32: Freisetzung von chemotaktisch wirksamen Faktoren durch Rinderalveolarmakrophagen nach

20 -stiindiger Inkubation mit verschiedenen CuO -Konzentrationen.
Mittelwerte mit Standardfehler. n = 3
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Abb.33: Zeit- und Konzentrationsabhangigkeit der Freisetzung von chemotaktisch wirksamen Faktoren durch
Rinderalveolarmakrophagen bei inkubationen mit Quarz.
Mittelwerte mit Standardfehler. (Zahl der Proben in Klammer)
* Statistisch signifikanter Unterschied. (2p < 0.05)
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Abb.34: Zeit- und Konzentrationsabhangigkeit der Freisetzung von chemotaktisch wirksamen Faktoren durch
Rinderalveolarmakrophagen bei Inkubationen mit TiO,.
Mittelwerte mit Standardfehler. (Zahl der Proben in Klammer)
* Statistisch signifikanter Unterschied. (2p < 0.05)
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Abb.35: Zeitliche Veranderung des zellularen und extrazelluliren Gehaltes an chemotaktisch wirksamen
Faktoren bei Inkubationen von Rinderalveolarmakrophagen mit LaCl3 bzw. CeCl, .
a) Nach 2 -stiindiger Inkubation.
b) Nach 20 -stiindiger inkubation.
Mittelwerte mit Standardfehler. (Zahi der Proben in Klammer)
* Statistisch signifikanter Unterschied. (2p < 0.05)
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Abb.36: Zeitliche Veranderung des zelluldren und extrazellularen Gehaltes an chemotaktisch wirksamen
Faktoren bei Inkubationen von Rinderalveolarmakrophagen mit La, O, bzw. LﬂBaCuO&5 .
a) Nach 2 -stiindiger Inkubation.
b) Nach 20 -stiindiger Inkubation.
Mittelwerte mit Standardfehler. (Zahl der Proben in Klammer)
* Statistisch signifikanter Unterschied. (2p < 0.05)
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Abb.37: Zeitliche Veranderung des zelluldren und extrazelluldren Gehaltes an chemotaktisch wirksamen
Faktoren bei Inkubationen von Rinderalveolarmakrophagen mit Quarz bzw. TiO2
a) Nach 2 -stiindiger Inkubation.
b) Nach 20 -stiindiger Inkubation.
Mittelwerte mit Standardfehler. (Zah! der Proben in Kiammer)
* Statistisch signifikanter Unterschied. (2p < 0.05)
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Abb.38: Zeitabhangigkeit der Freisetzung von chemotaktisch wirksamen Faktoren durch Rinderalveolar-
makrophagen bei Inkubationen mit Lipopolysaccharid von Salmonella abortus equi (LPS, 10w g/ml).
Mittelwerte mit Standardfehler. (Zahl der Proben in Klammer)
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Abb.39: EinfluB einer gleichzeitigen Inkubation mit LaCl, (100 1 M) oder CeCly (100 p M) auf die LPS-induzierte
(10 pg/ml) Freisetzung von chemotaktisch wirksamen Faktoren durch Rinderalveolarmakrophagen.
Mittelwerte mit Standardfehler. n = 3.
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Abb.40: EinfluB einer 16 -stiindigen Vorinkubation mit Medium (RPMI), LaCl, (100 M) oder CeCl, (100 2 M) auf
die LPS -induzierte Freisetzung (10 4 g/ml) von chemotaktisch wirksamen Faktoren durch Rinder-
alveolarmakrophagen.

Mittelwerte mit Standardfehler. n = 3
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Abb.41: EinfiuB der Vorinkubation mit Acetylsalicylsdure bzw. N-Propyl-Gallate auf die LPS-induzierte
Freisetzung von chemotaktisch wirksamen Faktoren durch Rinderalveolarmakrophagen.
a) 30 -minitige Vorinkubation mit Medium (RPMI) oder
1 mM Acetylsalicylsdure und nachfolgende Stimulation mit LPS (3h, 10 1 g/mi).
b) 30 -miniitige Vorinkubation mit Medium (RPMI) oder
200 1 M N-Propyl-Gallate und nachfolgend gleichzeitige Inkubation mit LPS (3h, 10 . g/mi).
Mittelwerte mit Standardfehler. n = 3
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Abb.42: EinfluB von Actinomycin D (10 1 g/mi) auf die LPS- (3h, 10 £ g/ml) bzw. LaBaCuOS’5 (20h, 50 L g/mli)
induzierte Freisetzung von chemotaktisch wirksamen Faktoren durch Rinderalveolarmakrophagen.
Mittelwerte mit Standardfehler. (Zahl der Proben in Klammer)

* Statistisch signifikanter Unterschied. (2p < 0.05)
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Abb.43: Thermische Beeinflussung des chemotaktischen Potentials der Uberstande von LPS- bzw. LaBaCuO, ¢
-inkubierten Rinderalveolarmakrophagen und von ZAS.
Mittelwerte mit Standardfehler. (Zahl der Proben in Klammer)
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Abb.44: EinfluB einer 2 -stiindigen Inkubation mit Antikérpern gegen Komplementfaktor C5 auf das
chemotaktische Potential des Uberstandes von LaBaCuO&5 -inkubierten Rinderalveolarmakrophagen
bzw. von ZAS.

Mittelwerte mit Standardfehler. (Zahl der Proben in Klammer)
* Statistisch signifikanter Unterschied. (2p < 0.05)
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Abb.46: Einflul verschiedener CeCl3 -Konzentrationen und Inkubationszeiten auf die Mobilitat von Rinderalveolarmakro-
phagen.
(in % der Kontrollzellen)
Mittelwerte mit Standardfehler. (Zahl der Proben in Klammer)
* Statistisch signifikanter Unterschied. (2p < 0.05)
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Abb.47: EinfluB3 verschiedener LaCl3 -Konzentrationen und Inkubationszeiten auf die Mobilitit von Rinderalveolarmakro-
phagen.
(in % der Kontrolizellen)
Mittelwerte mit Standardfehler. (Zahl der Proben in Klammer)
* Statistisch signifikanter Unterschied. (2p < 0.05)
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Mittelwerte mit Standardfehler. (Zahl der Proben in Klammer)
* Statistisch signifikanter Unterschied. (2p < 0.05)
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Abb.51: EinfluB verschiedener TiO, -Konzentrationen und inkubationszeiten auf die Mobilitat von Rinder-
alveolarmakrophagen. (in % der Kontrollzellen)
Mitteiwerte mit Standardfehler. (Zahl der Proben in Klammer)
* Statistisch signifikanter Unterschied. (2p < 0.05)
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Abb.52: Einflufl einer 4 -stiindigen Inkubation mit LaCl,y (100 uM), Cytochalasin B (10 pg/ml) und Colchizin

(0.25 pg/ml) sowie einer 4 bzw. 20 -stiindigen Nachinkubation in Medium (RPMI) auf die Mobilitit von
Rinderalveolarmakrophagen.

(in % der Kontrollzellen)
Mittelwerte mit Standardfehler. (Zahl der Proben in Klammer)
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* Statistisch signifikanter Unterschied. (2p < 0.05)
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Abb.54: Beeinfiussung der Wirkung einer 4 -stiindigen LaCI3 -Inkubation auf die Mobilitat von Rinder-

alveolarmakrophagen durch eine 30 -miniitige Vorinkubation mit verschiedenen Acetylsalicylsaure-

Konzentrationen

Mittelwerte mit Standardfehler. (Zahl der Proben in Klammer)

* Statistisch signifikanter Unterschied. (2p < 0.05)
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Abb.55: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Rinderalveolarmakrophagen nach 4 -stiindigem
Aufenthalt in der Chemotaxis-Kammer.
a) Nichtgewanderte Kontrollzellen (Membranoberseite).
VergréBerung: 1010x
b) Nichtgewanderte LaCl, -inkubierte Zellen (4h, 100 1 M)
VergroBerung: 965x
c) Gewanderte Kontrollzellen (Membranunterseite)
VergréBerung: 1150x
d) Gewanderte LaCl, -inkubierte Zellen (4h, 100 u M)
VergroBerung: 1010x
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Abb.56: Darstellung der C5-Rezeptoren auf Rinderalveolarmakrophagen durch indirekte Immunfluoreszenz

a) Kontrolizellen nach 30 -miniitiger ZAS-Behandlung.
b) LaCl, -inkubierte Zellen (4h, 100 u M) nach 30 -mintitiger ZAS-Behandlung.

VergroBerung jeweils 1000x.
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Abb.56: Darstellung der C5-Rezeptoren auf Rinderalveolarmakrophagen durch indirekte Immunfiuoreszenz
c) Kontrolizellen nach 30 -miniitiger ZAS-Behandlung ohne Inkubation mit Antikérper gegen C5.
d) Kontrolizellen ohne 30 -miniitige ZAS-Behandlung.
VergréBerung jeweils 1000x.
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Abb.57: Organisation der F-Actinfilamente von nicht adhérenten Rinderalveolarmakrophagen.
a) Direkt nach der Lavage. VergroBerung: 1000x
b) Nach 20 -stiindiger Suspensionskultur. VergréBerung: 1000x
¢) Nach 20 -stiindiger Suspensionskultur und anschlieBender 30 min(tiger Inkubation mit 10 1 g/ml
Cytochalasin B. VergréBerung: 1000x
Rhodamin Phalloidin-Farbung
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Abb.58: Organisation der F-Aktinfilamente von adharenten Rinderalveolarmakrophagen.
a) Nach 1 -stiindiger Anheftungszeit. VergroBerung: 1000x
b) Nach 3 -stiindiger Anheftungszeit. VergroBerung: 1000x
Rhodamin Phalloidin-Farbung
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Abb.59: Organisation der F-Aktinfilamente von Rinderalveolarmakrophagen nach Inkubation in Medium
(Kontrollzellen).
a) Nach 2 -stiindiger Inkubation. VergréBerung: 1000x
b) Nach 4 -stiindiger inkubation. VergréBerung: 1000x
c¢) Nach 20 -stiindiger inkubation. VergréBerung: 1000x
d) wie ¢) VergréBerung: 1600x
Rhodamin Phalloidin-Farbung
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Abb.60: Organisation der F-Aktinfilamente von Rinderalveolarmakrophagen nach Inkubation in 100 u M CeCla.
a) Nach 2 -stiindiger Inkubation. VergroBerung: 1000x
b) Nach 4 -stiindiger Inkubation. VergroBerung: 1000x
¢) Nach 20 -stiindiger Inkubation. VergréBerung: 1000x
d) wie c) VergréBerung: 1600x
Rhodamin Phalloidin-Farbung
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Abb.61: Organisation der F-Actinfilamente von Rinderalveclarmakrophagen nach Inkubation
in 100 4 M LaCl,.
a) Nach 2 -stiindiger inkubation. VergréBerung: 1000x
b) Nach 4 -stiindiger Inkubation. VergréBerung: 1000x
¢) Nach 20 -stiindiger inkubation. VergréBerung: 1000x
d) wie c) VergroBerung: 1600x
Rhodamin Phalloidin-Farbung
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Abb.62: Organisation der F-Aktinfilamente von Rinderalveolarmakrophagen nach Inkubation mit Quarz,
a) und b) Nach 15 -mindtiger Inkubation mit 250 1 g/ml Quarz. VergréBerung: 1000x
¢) und d) Nach 2 -stiindiger Inkubation mit 250 & g/ml Quarz. VergréBerung: 1000x
e) Nach 4 -stiindiger inkubation mit 250 1. g/ml Quarz. VergréBerung: 1000x
f) Nach 20 -stiindiger Inkubation mit 100 1 g/ml Quarz. VergréBerung: 1000x
Rhodamin Phalloidin-Farbung
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Abb.63: EinfluB einer 30 -minitigen Inkubation mit 10 £ g/ml Cytochalasin B auf die Organisation der F-Aktin-
filamente von Rinderalveolarmakrophagen nach 20 Stunden in Monolayer-Kuitur.
a) Direkt nach der Inkubation mit Cytochalasin B. VergréBerung: 1000x
b) Nach weiteren 2 Stunden Kultur in Medium. VergréBerung: 1000x
Rhodamin Phalloidin-Farbung
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Abb.64: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme von einem Rinderalveolarmakrophagen nach
20 Stunden in Monolayer-Kultur und anschlieBender 30 -minitigen Inkubation mit 10 . g/ml
Cytochalasin B. VergréBerung: 9400x
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Abb.65: Emission des gebundenen Rhodamin-Phalloidin, als MaB fir die vorhandene F-Aktinmenge in
Rinderalveolarmakrophagen, nach 15, 30 und 45-miniitiger Stimulation mit ZAS.

a) Die Zellen waren mit verschiedenen LaCI3 -Konzentrationen flir 4 Stunden vorinkubiert worden.
b) Die Zellen waren mit verschiedenen CeCl3 -Konzentrationen fir 4 Stunden vorinkubiert worden.

c) Die Stimulation erfolgte mit ZAS in 100 & M LaCi3 nach 4-stiindiger Vorinkubation mit 100 u M LaCls.
d) Die Stimulation erfolgte mit ZAS in 100 £ M CeCl, nach 4-stiindiger Vorinkubation mit 100 4 M CeCls.

Mittelwerte mit Standardfehler. n = 5. Reprasentativ fiir 3 Versuche.
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Abb.66: Emission des gebundenen Rhodamin-Phalloidin, als Ma8 fiir die vorhandene F-Aktinmenge in
Rinderalveolarmakrophagen, nach 15, 30 und 45-minltiger Stimulation mit ZAS.
a) Die Zellen waren mit verschiedenen LaCl‘.3 -Konzentrationen fiir 20 Stunden vorinkubiert worden.
b) Die Zellen waren mit verschiedenen CeCI3 -Konzentrationen fiir 20 Stunden vorinkubiert worden.
c) Die Stimulation erfolgte mit ZAS in 100 uM LaCl3 nach 20-stiindiger Vorinkubation mit 100 4 M LaCl,.
d) Die Stimulation erfolgte mit ZAS in 100 uM CeCI3 nach 20-stiindiger Vorinkubation mit 100 4 M CeCly.
Mittelwerte mit Standardfehler. n = 5. Représentativ fiir 3 Versuche.




212

Abb.67: Organisation der Mikrotubuli von Rinderalveolarmakrophagen nach Inkubation in Medium
(Kontrolizellen).
a) Nach 2 -stiindiger Inkubation. VergréBerung: 1000x
b) Nach 4 -stiindiger Inkubation. VergroBerung: 1000x
¢) Nach 20 -stiindiger Inkubation. VergréBerung: 1000x
Indirekte Immunfiuoreszenzmarkierung.
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Abb.68: Organisation der Mikrotubuli von Rinderalveolarmakrophagen nach inkubation in
100uM CeCla.
a) Nach 2 -stiindiger Inkubation. VergréBerung: 1000x
b) Nach 4 -stiindiger Inkubation. VergroBerung: 1000x
¢) Nach 20 -stiindiger Inkubation. VergroBerung: 1000x
Indirekte Immunfluoreszenzmarkierung.







216

Abb.69: Organisation der Mikrotubuli von Rinderalveolarmakrophagen nach Inkubation in
100 M LaCl,.
a) Nach 2 -stiindiger Inkubation. VergréBerung: 1000x
b) Nach 4 -stiindiger Inkubation. Vergré8erung: 1000x
¢) Nach 20 -stiindiger Inkubation. VergréBerung: 1000x
Indirekte Immunfluoreszenzmarkierung.
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Abb.70: Organisation der Mikrotubuli von Rinderalveolarmakrophagen nach Inkubation mit
100 i g/ml Quarz.
a) Nach 2 -stiindiger Inkubation. VergréBerung: 1000x
b) Nach 4 -stiindiger Inkubation. VergréBerung: 1000x
c¢) Nach 20 -stiindiger Inkubation. VergréBerung: 1000x
Indirekte Immunfluoreszenzmarkierung.
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Abb.71: Organisation der Mikrotubuli von Rinderalveolarmakrophagen nach Inkubation mit

100 u g/mil La,04.
a) Nach 2 -stiindiger |
b) Nach 4 -stundiger |

nkubation. VergréBerung: 1000x
nkubation. VergréBerung: 1000x

Indirekte Immunfluoreszenzmarkierung.
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Abb.72: EinfluB einer 2 -stiindigen Inkubation mit Colchizin (0.1 1 g/ml) auf die Organisation der Mikrotubuli von
Rinderalveolarmakrophagen nach 20 Stunden Monolayer-Kultur.
a) Direkt nach der Inkubation Colchizin. VergréBerung:1000x
b) Nach weiteren 4 Stunden Kultur in Medium. VergréBerung: 1000x
indirekte Immunfluoreszenzmarkierung.
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