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Zusammenfassung

Der Einflup der Phagozytose von Quarzpartikel wurde an in_ vitro kultivierten
Rinderalveolarmakrophagen (RAM) sowie an isolierten Lysosomen untersucht. Eine
membranolytische Aktivitdt von Quarz konnte an isolierten Lysosomen aus
Kontrollzellen nicht nachgewiesen werden. Auch partikelhaltige Phagolysosomen, die
aus Zellen nach der Phagozytose von Quarz isoliert worden waren, wurden durch
innen abgelagerte Partike!l nicht lysiert., Eine primire Schidigung der Lysosomen-
morphologie scheint somit nicht die Ursache fiir die zytotoxische Quarzwirkung zu
sein. Vielmehr deuten Hinweise darauf hin, dap die Funktion dieser Organellen
durch die intralysosomale Ablagerung von Quarz gestdrt wird., So ist die Aktivitdt
des elastinolytischen Enzyms Cathepsin B moéglicherweise aufgrund eines verdn-
derten pH-Wertes in den quarzhaltigen Phagolysosomen um mehr als 50% reduziert.
Die zytotoxische Quarzwirkung auf kultivierte RAM ist bereits mnach Kkurzen
Inkubationszeiten sowohl morphologisch als auch anhand eines starken Vitalitdts—
verlustes erkennbar. Nach ldngerer Inkubation (= 47 Stunden) treten jedoch
unempfindliche Subpopulationen auf, die morphologisch vé6llig intakt erscheinen,
Quarz, der vor der Phagozytose mit Dipalmitoyl Lecithin beschichtet wird, hat trotz
unverminderter Phagozytoserate 1iiber einen Zeitraum von bis zu 90 Stunden
keinerlei zytotoxische Wirkung auf die Zellen. Hier treten vermehrt vielkernige

Riesenzellen auf.




Morphological and biochemical investigations of the effect of quartz

on bovine alveolar macrophages

Abstract

The influence of quartz phagocytosis on cultured bovine alveolar macrophages
(BAM) and their lysosomal system was investigated. No membranolytic activity of
quartz was observed when either isolated lysosomes from control cells were incu-
bated with the particles or when quartz containing phagolysosomes were Kept in
vitro for up to two hours., Hence it seems that morphological damage of lysosomes
is not the primary reason for the cytotoxic quartz effects. More likely the depo-
sition of quartz in phagolysosomes seems to impair lysosomal function. This is
revealed by a more than 50% reduction of the activity of the elastinolytic
lysosomal enzyme cathepsin B in BAM after quartz phagocytosis, possibly because
of an increase of pH in quartz containing secondary lysosomes. Quartz phagocytosis
leads to morphological changes in BAM as well as to a rapid loss of cell vitality.
After longer periods of incubation (= 47 hours), however, quartz resistant
subpopulations were observed, which showed no signs of morphological alterations.
Quartz that has been coated with dipalmitoyl lecithin prior to phagocytosis had no
cytotoxic effects for up to 90 hours. The development of multinucleated giant cells

was observed in these cultures.
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1. EINLEITUNG

Die Lunge 1ist das primire Zielorgan fir gasfbrmige und partikulire
Schadstoffe, die sich in der Atemluft befinden. Die Inhalation und Ablagerung
von partikuldren Substanzen in der Lunge kann zu pathologischen
Verdnderungen fiihren, die unter dem  Begriff der "Pneumokoniose"
zusammengefaft werden, Diese Staublungenerkrankungen werden in der Medizin
in zwei Gruppen, die "benignen" und "malignen" Pneumokoniosen, eingeteilt
(PSCHYREMBEL 1985). Erstere ist dadurch charakterisiert, dap die in der Lunge
abgelagerten Stdube nicht zu fibrotischen Verdnderungen fiihren. Hierzu zédhlen
Stdube wie Eisenstaub (Siderose), reiner Kohlenstaub (Anthrakose) und
Schwergpatetauh (Barvtnse) aber sauch Latexpartikel, Titan(IV)Oxid- und
Korundstdube, die vielfach experimentell als Kontrollstdube genutzt werden
(zur detaillierten Ubersicht siehe PARKES 1982).

Bei den malignen Pneumokoniosen, oder Fibrosen, kommt es dagegen zu meist
irreversiblen Verdnderungen der alveoldren Strukturen durch verstirkte
Ablagerung von Koliagen und durch Narbenbildung in der Lunge. Sle werden
durch mineralische Stiube wie z.B. Quarz (Silikose), Asbest (Asbestose), Kaolin
(Kaolinose) aber auch durch pflanzliche Stiube z.B. von Getreide (Farmerlunge)
verursacht (MATTHYS 1982). Besonders gefiahrdet sind Menschen, die am
Arbeitsplatz einer hohen Staubbelastung ausgesetzt sind, wie Arbeiter im
Bergbau, in asbestverarbeitenden Betrieben (HOLT 1987, SCHLIPKOTER 1982),
aber z.B. auch in der Keramik- und Porzellanindustrie (WAGNER et al. 19886).
Durch die weitreichende Nutzung z.B. von Asbest in Bremsbeldgen oder
Dachziegeln, kommen jedoch die meisten Menschen auch im téglichen Leben

unabhingig von ihrem Arbeitsplatz in Kontakt mit derartigen Stduben.

Ein typischer Vertreter stark fibrogener und zytotoxischer Stldube ist
Quarzstaub. Bereits ein Quarzanteil von 3% in einem Staubgemisch geniigt, um
experimentell die Ausbildung einer fibroblastischen Gewebsreaktion zu
Induzieren (SCHLIPKOTER 1982). Quarz gehidrt zu den Silikaten, die als
wichtigste gesteinsbildende Minerale zu 95% am Aufbau der Erdkruste beteiligt
sind. In reiner Kkristalliner Form treten die Silikate in verschiedenen
Modifikationen des Siliciumdioxides auf, neben dem Quarz auch als Tridymit
und Cristobalit. Thre Kristallkonfiguration setzt sich aus Tetraedern zusammen,
in denen je zwei Silicium-Atome gemeinsam von vier Sauerstoffatomen umgeben
sind (HOHL 1981).




Aufgrund seiner weiten Verbreitung ist Quarzstaub von grofer klinischer und
sozialmedizinischer Bedeutung. Das pathologische Erscheinungsbild der Silikose,
einer noduldren Form der Pneumokoniose, 1ist durch das Auftreten
kn6tchenfoérmiger, bindegewebiger Agglomerationen an den
Staubablagerungsorten charakterisiert. Dort kommt es u.a. zur Ansammlung von
Makrophagen und zur vermehrten  Proliferation und Anheftung von
Fibroblasten, die verstirkt Kollagen synthetisieren. In schweren
Krankeitsfillen verschmelzen die Knétchen zu ausgedehnten Herden, die zu
Schrumpfungen und Verziehungen von Lungenteilen fiihren, so dap es zu
schweren Lungenfunktionsstérungen u.a. zZu Reizhusten, Atemnot,
Brustschmerzen und Funktionsminderung von Kreilslauf und Atmung kommt
(HILSCHER et al. 1987, NETTER 1982).

Zu den Besonderhelten der Silikose z4hlt, dap sie auch noch Jahwe nach der
Staubexposition fortschreitet und sich oft erst nach mehr als 10 Jahren
manifestiert (REISER & LAST 1979). Als "lungengingig" gelten Partikel, die
einen Durchmesser von weniger als 3 um Durchmesser haben (KLOSTERKOTTER
& ROBOCK 1975, NETTER 1982).

Die Genese der quarzinduzierten Lungenfibrose wird seit iiber 40 Jahren
intensiv untersucht. Einen Literaturiiberblick hierzu geben REISER & LAST
(1979). Der erste Hinwels auf die Risiken, die von Quarzstaub ausgehen,
stammt bereits aus dem Jahr 1656 von Agricola, der die Gefahr der Silikose im
Bergbau beschreibt (HOLT 19567). Die experimentelle Induktion fibroblastischer
Reaktionen durch Quarz anhand von in vivo-Experimenten gelang KING et al.
(1950) an Ratten und POWELL & GOUGH (1969) an Kaninchen. Seither wurden
in vivo-Untersuchungen an verschiedenen Tierarten durchgefiihrt, in jlingster
Zeit u.a. von ESKELSON et al. (1988), RENDALL et al. (1988), SJOSTRAND &
RYLANDER (1987).

Wesentliche Fortschritte in der Silikoseforschung erbrachte die Entwicklung
der Lungenlavage-Technik, die erstmals von MYRVIK et al. (1961) am
Kaninchen und von FINLEY et al. (1967) am Menschen beschrieben wurde. Mit
dieser Methode wurde es einerseits moglich, im in vivo-Experiment durch
Quarz induzierte Lungenverinderungen besser zu erfassen bzw. isolierte Zellen
und Alveolarfliissigkeit aus den Lungen kranker Personen zu untersuchen.
Andererseits erdffnete sich die Moéglichkeit, Alveolarmakrophagen zu isolieren,
in vitro zu kultivieren und als Testsystem fiir verschiedene Fragestellungen
Zu verwenden.

Als erste Priihreaktion nach Quarzinhalation wird eine verstﬁrkte Proliferation

und sekretorische Aktivitidt der Typ II-Pneumozyten beobachtet, die verstirkt



Surfactant sezernieren. Hierdurch kommt es zu elner starken Zunahme von
Phospholipiden in der Lunge (ESKELSON et al. 1988, HEATH et al. 1976,
SCHLIPKOTER 1982). Auperdem wird in der zellfreien Lavagefliissigkeit eine
Zunahme zytoplasmatischer und lysosomaler Enzyme beobachtet (DETHLOFF et
al. 1987, SJOSTRAND & RYLANDER 1987). Als zelluldre Friihreaktion treten
verstdrkt Neutrophile und Granulozyten auf bei gleichzeitig verminderter Zahl
von Alveolarmakrophagen (BEHRENDT et al., 1987). Aus diesen und anderen
Untersuchungen (u.a. Z{SKIND et al. 1976) geht hervor, dap die
Alveolarmakrophagen als Zielzellen fir lungengingige Staubpartikel anzusehen
sind und eine zentrale Rolle in der Pathogenese spielen (PARKES 1982).

Der Zelltyp der Makrophagen wurde von METCHNIKOFF (1887) entdeckt. Sie
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und in der peritonealen Leibeshdéhle vor. Der Ursprung der differenzierten
Gewebsmakrophagen liegt im Knochenmark, wo aus pluripotenten Stammzellen
Monozyten hervorgehen, die im Blut =zirkulieren und von dort aus in die
Gewebe einwandern (VAN FURTH 1970). Somit gehoOren diese Zellen gemeinsam
mit den Granulozyten, Lymphozyten, Thrombozyten wund Erythrozyten zum
Hidmatopoetischen Zellsystem. Bei der Maus differenzieren sich 66% der
Monozyten in der Leber zu Kupfferzellen, 15% in der Lunge 2zu
Alveolarmakrophagen und 8% in der Leibeshdhle zu Peritonealmakrophagen
(VAN FURTH 1981). Die Verweildauer der Monozyten im Blut betrigt 24
Stunden und in den Alveolen 4 Tage (BOWDEN & ADAMSON 1980).

Eine wichtige Funktion der Makrophagen ist ihre F#higkeit zur Phagozytose
(u.a. DAVIES & ALLISON 1984, FELS & COHN 1986), die bei
Alveolarmakrophagen durch ihre stindige Konfrontation mit inhalierten Stoffen
besondere Bedeutung hat. Fremdstoffe wie Stdube und Mikroorganismen werden
aufgenommen und entweder verdaut oder mit Hilfe des mucozilidren Transports
iilber die Bronchien oder durch das Interstitium in die Lymphgefape und
Lymphknoten aus der Lunge abtransportiert (BOWDEN 1984). Somit Kommt den
Alveolarmakrophagen  eine wichtige Rolle in der Reinhaltung der
Lungenoberfléiche zu.

Vielfiltige Bedeutung erlangen Makrophagen auch durch ihre Funktion als
sekretorische und zytotoxische Effektorzellen (FELS & COHN 1986, CARDELLA
et al. 1974), als akzessorische Zellen in der Immunabwehr (RICHES et al. 1988,
SHARMA 1986) und durch ihre Roile bei der Regulation des Lipidstoffwechsels

(KOTTKE 1987).

Heute ist allgemein akzeptiert, dap die Phagozytose der Quarzpartikel durch

Alveolarmakrophagen als erstes Ereignis in der Entwicklung der




pathogenetischen Verdnderungen anzusehen ist (u.a. ALLISON 1971). Der
ProzeB, der wvon der Phagozytose der Partikel Uber das Absterben der
Makrophagen bis hin zu den fibrotischen Prozessen in der Lunge fiihrt, ist
bisher jedoch wenig verstanden. Die Toxizitdt von Quarz auf in_ vitro-
kultivierte Peritoneal- und Alveolarmakrophagen konnte von MARKS (1957)
nachgewiesen werden. An in vitro-kultivierten Zellen koénnen die durch die
Quarzphagozytose induzierten Zellreaktionen gut untersucht werden, obwohl die
Extrapolation der Daten auf die in vivo-Situation nicht unumstritten ist. Zur
Untersuchung der grundlegenden Mechanismen, die mit der Phagozytose und
intrazelluldren Ablagerung der Partikel einhergehen, 1ist ein streng
standardisiertes in vitro-Modell mit Kkontrollierbaren Bedingungen jedoch
vorzuziehen. Derartige Untersuchungen stellen eine wichtige Ergdnzung zu den
iermodell ermittelten Ergebnissen dar. Guie Ubereinsilmmung zwischen der
relativen Toxizitdt von Quarz in vitro und der Pathogenitdt und fibrogenen
Aktivitdt in vivo geht auch aus verschiedenen Untersuchungen hervor (MARKS
& NAGELSCHMIDT 19569, MILLER 1979, VIGLIANI et al. 1961).

Von Alveolarmakrophagen phagozytierte Partikel werden in Phagosomen
aufgenommen, die daraufhin mit prim&ren Lysosomen fusionieren. Diese wurden
erstmals von DE DUVE et al. (1955) aus Leberhomogenat isoliert und
beschrieben. Die sauren Hydrolasen der Lysosomen ergiefen sich nach der
Fusion in das Phagosom und bauen dessen Inhalt ab (CAPO et al. 19883,
D'ARCY HART et al. 1983, MOR & GOREN 1987). Dieser Vorgang findet auch
statt, wenn unverdauliche inerte Partikel, wie z.B. Latexpartikel phagozytiert
werden. Da diese nicht abgebaut werden kénnen, verbleiben sie in der Zelle,
ohne jedoch Schiéden zu verursachen. Wird dagegen nativer Quarz phagozytiert,
sterben die Makrophagen innerhalb weniger Stunden ab (SEEMAYER 1985).
Auch diese Partikel werden in membranumgrenzten Phagosomen abgelagert
(ALLISON et al. 1966, SEIDEL et al. 1989). Nach einigen Stunden kann jedoch
eine zunehmende Desintegration des Zytoplasmas und der Zellmembran
beobachtet werden. Einige Arbeitsgruppen berichten von zunehmender Aktivitidt
der sauren Hydrolasen im Zytoplasma der Zellen, die auf eine intrazellulére
Zerstérung der Lysosomen- bzw. der Phagolysosomenmembran zuriickgefiihrt
wird (ALLISON & MORGAN 1979, KANE et al. 1985).

Die wichtige Frage nach dem primiren Schaden, der durch Quarz verursacht
wird und der zu den pathogenetischen Ereignissen in der Lunge fihrt, ist
bislang nicht geklirt. In der Vergangenheit wurde von der Hypothese einer
durch Quarz induzierten intrazelluliren Ruptur der Lysosomen ausgegangen
(ALLISON & MORGAN 1979). So konnten DEHNEN & FETZER (1967) sowie
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WEISSMANN & RITA (1972) in einem Modellsystem, in dem isolierte
Leberlysosomen in vitro mit Quarz inkublert wurden, eine verminderte Latenz
der Organellen feststellen. In jlingerer Zeit sind jedoch Zweifel an dieser
Hypothese aufgekommen (KANE et al. 1980, 1985). So konnte gezeigt werden,
dap die intrazelluléire Ruptur der Lysosomen nicht zum Absterben der Zellen

fihrt.

Da o-kristalliner Quarz In seinen Dbiologischen und physikalischen
Eigenschaften gut charakterisiert ist, erscheint es uns sinnvoll, anhand dieses
Materials der Frage nach den initialen pathogenetischen Ereignissen
nachzugehen, die nach seiner Inhalation in der Lunge auftreten., Besondere
Aufmerksamkeit soll der Frage einer moglichen primdren Lysosomenschidigung

gelten.

Die meisten Literaturdaten liegen zu dem Quarztyp DQ12 vor, der aus
tertidrem Quarzsand der Lagerstitte Dérentrup hergestellt wurde (BECK et al.
1973). Aber auch andere Quarztypen, wie z.B. Min-U-8il (LOCK et al. 1987,
NOLAN et al. 1987a) werden verwendet. Als modifizierende Parameter der
Quarztoxizitit werden u.a. Herstellungsverfahren, Korngrdfe und spezifische
Oberfldche der Partikel, Premdelementbeimischung in das Kristallgitter sowie
das Verhidltnis von Partikel- zu Zellzahl diskutiert (BECK et al. 1973, FUBINI
et al. 1987, KRIEGSEIS et al. 1987, NOLAN et al. 1987a, VILIM et al. 1987).
Welche dieser Parameter allein oder in Kombination mit anderen
ausschlaggebend sind ist bislang nicht geklirt,

In der geplanten Arbeit sollen an in vitro kuitivierten Zellen die Quarzty
DQ12 und Sicron F600 verschiedener Herkunft und Korngrépen vergleichend
untersucht werden. Ferner ist vorgesehen, die Quarzwirkung mit der Reaktion
der Zellen auf Kontrollstiube wie Latexpartikel und Titan(IV)Oxid (TiOz) zu
vergleichen. Latex wird in der Literatur als vollstindig inert beschrieben (u.a.
DAVIES & ALLISON 1984). Dagegen mehren sich Hinweise, wonach das ebenfalls
als inert geltende TiOz zumindest in vitro eine gewisse Aktivitdt besitzt
(FINCH et al. 1987, NOLAN et al. 1987b). Als Testparameter sind
Vitalitdtsverlust, PFreisetzung verschiedener Markerenzyme in das Kulturmedium

sowie morphologische Methoden geplant.

Als Modellsystem fiir diese Untersuchungen sollen Rinderalveolarmakrophagen
(RAM) eingesetzt werden, die als in vitro-Versuchsmodell gut charakterisiert
sind (BIELEFELDT OHMANN & BABIUK 1986, FINCH et al. 1987, FOX 1978,
McGUIRE & BABIUK 1982, SEIDEL et al. 1988, WIENER 1988). Vergleichende
Untersuchungen  von SCHIMMELPFENG (1989) an Alveolarmakrophagen
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verschiedener Spezies inklusive humaner 7Zellen Dbelegen die qualitativ
vergleichbaren Eigenschaften dieser Zellen in vitro. Sle kdnnen in groPer Zahi
und Reinheit isoliert werden, so daB verschiedene Versuchsansétze parallel an
genetisch identischem Zellmaterial durchgefiihrt werden konnen. AuPBerdem
stellen sie eine geelgnete Quelle fiir die Isolierung ausreichender Mengen

Lysosomen dar.

Zundchst sollen Lysosomen aus Kontroll-RAM isoliert und charakterisiert
werden. Hierzu bletet sich die Methode der differentiellen Zentrifugation an,
die in unserem Labor fiir die Isolierung von Leberlysosomen etabliert ist. Die
Eigenschaften der Lysosomen scllen anhand morphologischer Verfahren und
ihres Verhaltens in Dichtegradienten, in der Trigerfreien Elektrophorese sowie
anhand biochemischer Messungen der Latenz einiger typischer Enzyme ermittelt

werden.

Zur Untersuchung quarzinduzierter Veridnderungen der Organellen, die von
ALLISON & MORGAN (1979) als Ursache fiir die Quarztoxizitit genannt werden,
sind zwel Versuchsansitze geplant. Zum einen sollen in vitro kultivierten RAM
Quarzpartikel zur Phagozytose angeboten werden. Aus diesen Zellen sollen
partikelhaltige Phagolysosomen isoliert und moégliche quarzbedingie Effekte,
wie verminderte in vitro-Latenz oder verinderte Dichteeigenschaften der

Organellen untersucht werden.

Als zweiter Versuchsansatz 1ist vorgesehen, aus Kontrollzellen isolierte
Lysosomen mit Quarz 2zu inkubieren. Mit Hilfe dieser Anordnung Kkonnten
DEHNEN & FETZER (1967) und WEISSMANN & RITA (1972) aus Iisolierten
Leberlysogsomen eine quarzinduzierte PBEnzymfreisetzung nachweisen. Anhand
isolierter Organellen aus Alveolarmakrophagen soll diese.r Befund gepriift

werden.

Die intrazelluldre Quarzwirkung soll ferner anhand der subzelluldren
Verteilung einiger lysosomaler Markerenzyme quantifiziert und mit der

Verteilung aus unbehandelten Kontrollzellen verglichen werden.

Neben nativem Quarz sollen auch Partikel eingesetzt werden, die mit
Dipalmitoyl Lecitin (DPL), dem Hauptbestandteil des Lungensurfactants,
vorbehandelt sind. Hierdurch wird die Quarztoxizitit auf in vitro kultivierte
Zellen reduziert (WALLACE et al. 1985, 1986). Es soll gepriift werden, iiber
welchen Zeitraum dieser Schutzeffekt anhédlt und wie er sich auf die
subzelluldre Verteilung lysosomaler Enzyme sowie die Latenz der 1isolierten

Phagolysosomen auswirkt.



Die vorliegenden Arbeit hatte somit folgende Ziele:

1. Vergleichende Untersuchung verschiedener o-kristalliner Quarzstiube an in
vitro kultivierten Rinderalveolarmakrophagen (RAM) zur  Prufung  der
Zellreaktionen sowie der Validitit des Modellsystems anhand morphologischer

und biochemischer Parameter.

2. Charakterisierung isolierter nativer Lysosomen aus RAM in Bezug auf
Morphologie, Stabilitdt und Verhalten in der TriAgerfreien Elektrophorese sowie

in ionischen und nicht-ionischen Dichtegradienten.

3. Isolierung von Phagolysosomen aus quarzinkubierten Zellen,

g auf die lysoeomalen Komparfimente mittels

subzelluldrer Verteilung lysosomaler Fnzyme und in vitro-Stabilitdt sowie

Verhalten der Organellen in ionischen und nicht-ionischen Dichtegradienten,

4, Prifung der membranolytischen Aktivitdt von Quarz auf isolierte native

Lysosomen durch Bestimmung der Latenz.

5, Untersuchung der DPL-Schutzwirkung und Vergleich der Reaktionen der

Zellen und ihrer Organellen mit der Wirkung von nativem Quarz.




2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Kulturmedien und Puffer

2.1.1. Kulturmedien fiir Alveolarmakrophagen

KM 1 KM 2

(in_vitro-Kultur < 16 Stunden) (in vitro-Kultur > 16 Stunden)
RPMI-1640 (Sigma) RPMI-1640 (Sigma)

50 Einheiten Penicillin/ml 200 pg Ampicillin/ml

50 pg Streptomycin/m! 20 jpg Tetracyclin/ml

10 pl Amphotericin B/mi
10% foetales Kidlberserum
(FCS, hitzeinaktiviert, Gibco)

2.1.2. Puffer filr die Trigerfreie Elektrophorese

Elektrodenpuffer Kammerpuffer (KP)
Triethanolamin 10 mM 1 mM
Essigsiure 10 mM 1 mM
Naz~EDTA 10 mM 1 mM
Saccharose - 3086 mM

den pH mit konzentrierter NaOH auf 7.4 einstellen; mit H20btdest auf je 51

auffiillen (nach HENNING & HEIDRICH 1974).

2.1.3. Gradientenpuffer (GP)

250 mM Saccharose

10 mM Tris(hydroxymethyl)aminomethan

den pH mit HCl auf 8.6 einstellen.



2.1.4. Phosphatgepufferte Salzldésungen

PBS DPBS

137.0 mM NacCl 137.0 mM NacCl
2.7 mM KCl 3.0 mM KCl
0.9 mM CacClz 1.0 mM CaClz x 2H20
0.5 mM MgClz X 2H20 0.6 mM MgClza X 6H20
6.5 mM NazHPO4 x 2H20 8.0 mM NazHPO4 x 2Hz20
1.5 mM KH2PO4 1.0 mM KHzPO4

pH auf 7.4 einstelien pH auf 7.4 einsteliien

(nach WEISSMAN & RITA 1972)

2.1.5. Puffer fiir die Enzymbestimmungen

Carbonat-Bicarbonat-Puffer
Loésung A: 0.2 M NazC0s (21.2 g/1)
Losung B: 0.2 M NaHCOs (16.8 g/l)

Lésung A mit Losung B auf pH 10.5 einstellen.

Laktat-Puffer
40 mM Na-Laktat (4.48 g/l)
mit Milchsdure auf pH 3.7 einstellen

Glycin-HCI-Puffer
50 mM Glycin (3.75 g/1)
mit 1 M HCl auf pH 3.3 einstellen

Phosphatpuffer
Losung A: 100 mM NaHz2PO4 Xx H20 (18.8 g/l)
Lésung B: 100 mM NazHPO4 x 2H20 (17.8 g/l)

Losung A mit Lésung B auf pH 5.2 einstellen




zu 1000 ml Phosphatpuffer: 1.2 mM EDTA (446.7 mg/ml)

4.0 mM Cysteamin (308.4 mg/ml)

zugeben

den pH mit Phosphorsidure auf pH 6.2 einstellen.

2.1.6, Puffer fiir die Elektronenmikroskopie

2.1.6.1. Rasterelektronenmikroskopie

Puffer A
50 ml Cacodylat-Puffer (200 mM) (s. 2.1.6.2.)
20 ml 25% Glutaraldehyd
30 ml HzObidest
pH ca. 7.2

Puffer B
50 ml Cacodylat—-Puffer (200 mM) (s. 2.1.6.2.)
7 g Saccharose
50 ml HzObidest

Puffer C
50 ml Cacodylat—-Puffer (200 mM) (s. 2.1.6.2.)
50 ml 4% Osmiumtetroxid

2.1.6.2. Transmissionselektronenmikroskopie

Cacodylatpuffer

200 mM Na-Cacodylat (42.8 g/1)
mit 1 M HCL auf pH 7.0 einstellen



Bleicitratlésung
1.833 g Pb(NOa)z
2.11 g Na-citrat x 5.5H20
1.76 g Na-citrat x 2Hz20

in 30 ml COz-freiem H2z2O0nidest lOsen, nach 80 Min. 8 mi
NaOH (1M) dazugeben, mit COz-freiem HzOnidest auf 50 ml
auffiillen

Uranylacetat
gesdttigte, wissrige LOsung

Osmiumtetroxid—Losung
1 ml}l Veronal-Puffer 2.94 ¢ Na—diethylbarbiturs.’iur’e
1.94 g Na-acetat x 3Hz20
in 100 ml Hz2Obidest)
1 ml HCl (0.1 M)
1.25 ml 4% Osmiumtetroxid
1.75 ml Hz0bpidest

2.2. Staubsuspensionen
2.2.1. Latex

Als biologisch inerte Testpartikel wurden Latexpartikel (Dow-Latex, Serva) in
Konzentrationen von 100 bzw. 200 pg/ml KM1 verwendet (¢ 1.1 pm bzw. 2.02
pm). Die Inkubationszeiten mit Latex betrugen 2 und 4 Stunden fiir die bio-
chemischen Untersuchungen, 47 Stunden fiir die Rasterelektronenmikroskopie
und 60 Stunden fiir die Fluoreszenzmikroskopie.

Fiir die Hemacolor-Schnellfdrbung (s. 2.3.3.1.2.) wurden die mit Latex
inkubierten Zellen nach der Fixierung filr etwa 3 Stunden mit Xylol behandelt,
um die auPen an den Zeilen anhaftenden nicht phagozytierten Latexpartikel
aufzulésen (PAROD & BRAIN 1983, VAN FURTH & DIESSELHOFF-DEN DULK
1980).




2.2.2. Titan(IV)Oxid (TiOz2)

Als weiterer XKontrollstaub wurde Titandioxid der Konfiguration Anatas

(Aldrich) in Konzentrationen von 150 bzw. 250 ng/ml KMl verwendet.

Reinheit (1t. Hersteller) 99.9%
Dichte 3.9 g/cm?
spezifische Oberfliche (s. 2.2.3.) 6.7 m2/g
CMAD-Wert (s. 2.2.3.) 1.48 um

Die Inkubationszeiten der Zellen mit TiOz2 betrugen 2 und 4 Stunden fir die
biochemischen Untersuchungen, 47 Stunden fiir die Rasterelektronenmikroskopie

und 60 Stunden {ir die Fiuoreszenzmikroskopie

2.2.8. Quarz (SiO2)

In den Versuchen wurden folgende verschiedene Quarz-Typen unterschiedlicher

Herkunft sowie hieraus hergestellte Fraktionen verwendet:

Bezeichnung Quarz-Typ Quelle

Q1 Sicron F800-Quarz Fa, Palas GmbH, Karlsruhe
Q7 Subfraktion von Q1

Q2 DQl12-Quarz Dr. K.H.Friedrichs, Diisseldorf
Q5 Subfraktion von Q2

Q9 Subfraktion von Q5

Q3 DQ12~-Quarz Dr. K.Robock, Essen~Kray

Q6 Subfraktion von Q3

Q4 DQ12-Quarz Dr. L.Armbruster, Essen-Kray
Q8 DQl2-Quarz Dr. N.Seemayer, Diisseldorf

Bei allen Quarzen handelt es sich um o-kristallines Siliziumdioxid (Dichte
2.66 g/cm3),




Zur Herstellung der Quarzfraktionen verschiedener Korngréfen wurden je 1 g
der Quarze Ql, Q2 und Q3 in je 10 ml Hz2Obidest. aufgeschldmmt und durch
Filtration durch Nylongaze (Seidengazefabrik E.Eckert, Waldkirch) fraktioniert
(QR5, Q6 und Q7: sukzessive Filtration durch Gaze mit 20 pm, 10 pm und 5 pm
Maschenweite, Q9: zusitzliche Filtration durch Gaze mit 1 pm Maschenweite).

Insgesamt standen somit fiir die Versuche 9 verschiedene Quarzfraktionen zur

Verfliigung, die in drei Gr6pBenklassen eingeteilt wurden:

Quarzfraktion CMAD?
Q1 - Q8 1.76 - 1.4 pm
QR4 - Q8 1.1 = 0.7 nm
QY < 0.7 um

Von einigen Quarzfraktionen konnte mit dem BET-Stickstoffadsorptions-
verfahren nach BRUNAUER et al. (1938) die spezifische Oberfliche der Partikel

bestimmt werden:

Quarzfraktion spezifische Oberfliche!
Q1 2.72 m?/g
Q2 3.25 m?/g
Q3 3.39 m?/g

Die Quarze wurden in Konzentrationen von 150, 250 und 500 pg/ml KM1 ver-
wendet. Die Inkubationszeiten der Zellen mit nativem Quarz betrugen 2, 4 und
16 stunden fiir die biochemischen Untersuchungen, 47 Stunden fiir die Raster-

elektronenmikroskopie und 60 Stunden fiir die Fluoreszenzmikroskopie.

2.2.4. Phospholipid-behandelter Quarz

Neben dem nativen Quarz wurde auch @Quarz verwendet, der nach der Methode
von WALLACE et al (1985) mit L-a-Phosphatidylcholin-Dipalmitoyl (DPL,
Sigma) vorbehandelt worden war, Flir diese Versuche wurde die Quarzfraktion

Q5 benutzt.

'Von Frau Dr.E.Drosselmeyer (KfK, IGT) wurden die CMAD-Werte an einem TSI
Aerodynamic Particle Sizer (APS) und die spezifischen Oberflichen mit Hilfe
des Brunauer—Emmett—-Teller (BET)-Stickstoffadsorptionsverfahrens ermittelt.
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DPL wurde in einer Konzentration von 10 mg/ml KMl mit Ultraschall emulgiert
(2 X je 5 Min. im Eisbad) und anschliefend bei 300g 5 Min. zentrifugiert. Der
Uberstand wurde mit dem in 2 ml KMl resuspendierten Quarz in der Konzen-
tration 1.833 mg DPL/mg Quarz gemischt und 1 Stunde bel 37°C im Schiittel~-
wasserbad inkubiert. Danach wurde bei 1000g 10 Min. zentrifugiert und das
DPL-behandelte Quarzsediment in der Konzentration 250 pg/ml KM1 mit einer
Pipette resuspendiert.

Die Inkubationszeit der Zellen mit DPL-behandeltem Quarz betrug 16, 47, 69

und 90 Stunden und fir die Fluoreszenzmikroskopie 60 Stunden.

Vor dem Einsatz in den Zellkulturen wurden alle Stdube (aufer DPL-
behandeltem Quarz) in 6 ml KMl aufgenommen und auf Eis 2 Min., mit
elt {Branson Sondiier D 156, Einsiteliung 50%), wm eine
moglichat homogene Verteilung der Partikel zu erzielen (MUNCH et al. 1971).
Danach wurden die Suspensionen auf das gewiinschte Volumen mit KM1 aufge-
fillt und auf die Zellen pipettiert.

2.3. Zellkultur

2.3.1. Isolierung der Rinderalveolarmakrophagen

Alveolarmakrophagen (AM) wurden post mortem durch bronchoalveoliire Lavage
aus den Lungen gesunder Rinder beiderlei Geschlechts isoliert? Hierfiir wurden
die Lungen innerhalb einer Stunde nach dem Tod der Tiere 5 mal mit bis zu
20 1 0.9%iger NaCl gesplilt. Die Lavagefliissigkeit wurde durch Mull und
Nylongaze der Maschenweite 100 pm (Seidengazefabrik E.Eckert, Waldkirch)
filtriert und anschliefend bei 250g/4°C fir 10 Min. zentrifugiert (Zentrifugen:
Beckman J2-21, Rotor JA-10 bzw. Hettich Rotixa/RP, Rotor Nr.5096). Die Zell~
sedimente wurden vereinigt und nochmals mit eiskalter 0.9%iger NacCl
gewaschen., Leichte Kontaminationen mit Erythrozyten wurden durch Abspiilen
des Sediments mit 0.9%iger NaCl entfernt, deutlich verunreinigte Sedimente
jedoch verworfen,

Die Anreicherung der lebenden AM erfolgte durch eine Gradientenzentrifugation
mit Picoll-Paque (Pharmacia), indem 10 ml Zellsuspension (in 0.9%iger NacCl)
mit 15 ml Ficoll unterschichtet und fiir 20 Min. bei 200g/4°C zentrifuglert

wurden.

2Herrn Dr.Botzenhardt und den Mitarbeitern der Grofviehschlachthalle des
stddtischen Schlachthofes Karlsruhe danke ich an dieser Stelle fiir Ihre
verstindnisvolle Mitarbeit.



Aus der Trennschicht zwischen NaCl und Ficoll wurden die gereinigten AM mit
einer Pipette entnommen und wiederum in 0,9%iger NaCl gewaschen. Zur
Bestimmung der Zellzahl und der Vitalitdt wurden je 100 nl Zellsuspension und
Trypanblauldsung (0.5%ig in 0.9%iger NaCl) gemischt und in der Neubauer
Zahlkammer ausgezdhlt (MUONCH et al., 1971). Die Vitalitdt lag in der Regel bei

liber 90%. Pro Lunge konnten 1 - 2.5x10° lebende Zellen isoliert werden.

2.3.2. Primdrkultur der Alveolarmakrophagen

Das Zellsediment wurde in einer Konzentration von 3x10% Zellen/ml in 37°C
warmem KM1 resuspendiert, Die Zellen wurden je nach Versuchsansatz in
Plastikkulturschalen mit 3.6 cm oder i3.4 cm Durciunesser {(Faicon 3046 bzw.
Greiner No. 639160) oder in Kulturflaschen (Falcon 3028, 175 cm?) in einer
Dichte von 6x10% Zellen/cm? ausgesft. Nach 1 - 2 Stunden Kulturdauer (37°C,
5% CO2, 956% Luft) wurde das Medium mit den nicht-adhaerenten Zellen
entfernt und durch frisches KMl ersetzt. Nach Kultivierung iiber Nacht wurden
die Zellen fiir die Experimente mit staubsupplementiertem KM1 inkubiert.
Kontrollkulturen ohne Staubexposition wurden jeweils parallel angelegt.

Bei den Versuchen, die linger als 16 Stunden mit Staub inkubiert wurden,
erfolgte die Staubexposition zunfchst fir 4 Stunden in KM1. Dann wurde das
Medium entfernt und die adhaerenten Zellen griindlich gespiilt. Die weitere
Inkubation erfolgte dann in KM2 (s. 2.1.1.).

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Kulturiiberstinde abgenommen und
bel 250g/4°C fiir 10 Min. 2zentrifugiert. Die resultierenden Sedimente (ZU)
wurden in 0.9%iger NaCl aufgenommen. Die adhaerenten Zellen (Z) in den
Kulturschalen wurden in 0.9%iger NaCl mit einem Zellschaber abgeschabt. Die
zellfrelen Uberstidnde (00) sowie die Zellen ZU und Z wurden sofort bei -20°C

eingefroren,

2.3.3. Préaparation fiir Licht— und Elektronenmikroskopische Untersuchungen

Fiir die morphologische Untersuchung wurden parallel zu jedem Versuch Zellen
in Kulturschalen mit 3.5 cm Durchmesser ausgesit, die zuvor mit je einem
Glasdeckglas (24 x 24 mm) bestiickt worden waren. Mit diesen Kulturen wurde
ebenso verfahren wie unter 2.3.2. beschrieben. Nach Beendigung der Versuche
wurden die Zellen auf den Deckglidsern fir die verschiedenen mikroskopischen

Methoden prépariert.
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2.3.3.1. Lichtmikroskopie
2.8.3.1.1. Vitalitdisbestimmung der kultivierten Zellen

Nach Ablauf der jeweiligen Inkubationszeit wurde der Uberstand von den
Kulturen entfernt. Die adhaerenten Zellen wurden dann fiir 2 Min. mit 2 ml
einer 0.5%igen Trypanblauldsung (in 0.9%iger NaCl) angefdrbt. Danach wurden
die Zellen grindlich mit 0.9%iger NaCl gewaschen und mit dem Inversmikroskop
(Fluovert, Leitz) die Zahl der gefdrbten und ungefidrbten Zellen an mehreren

Stellen der Kulturen bestimmt,

2.3.3.1.2, Hemacolor-Schnellfirbung

Zur kontinuierlichen Beurteilung der Kulturen wurden Zellen mit der Hema-
color—Schnellfdrbung fiir Blutausstriche (Merck) nach Vorschrift fixiert und
angefirbt.

Diese Firbung entspricht einer May-Grinwald-Fidrbung. Dauerpriparate wurden
durch Einbettung der Deckgliser in Eukitt (Kindler, Freiburg) hergestelit.
Photographiert wurde mit einer Photoausriistung der Fa. Wild (Photoautomat
MPS 45, Kamera MPS 51, Kunstlichtfilm Kodak Ektachrome 50).

2.3.8.1.8. Fluoreszenzmarkierung mit Acridin Orange

Die Markierung der Zellen mit Acridin Orange (AO) erfolgte mit geringen
Abweichungen nach der Methode von KANE et al. (1980).

156 Min. vor Versuchsende wurde das Kulturmedium entfernt und durch eine
AO-Lésung (10 ng AO/ml 0.9%ige NacCl) ersetzt. Nach 16 Min. wurden die
Deckgliser mit den Zellen sehr griindlich mit PBS (s. 2.1.4.) gespiilt, umgedreht
auf einen Objekttriager gelegt und mit PBS unterschichtet. Die Auswertung
erfolgte am Fluoreszenzmikroskop (Leitz Diaplan, FPiiterblock I2, Anregungs-
wellenldnge 450 - 490 nm, FBEmissionswellenldnge 530 nm, Film Kodak
Ektachrome 400 ASA )2, |

SFrau A.Schmidt (KfK, IGT) danke ich fiir die methodische Einarbeitung.



2.3.3.2. Rasterelekironenmikroskopie

Fiir die Rasterelektronenmikroskopie wurden die Zellen nach der Methode von
NATION (1983) fixiert. Hierzu wurden die auf Deckglisern sitzenden Zellen mit
eiskalter 0.9%iger NaCl gespililt und nacheinander fir je 30 Min. auf Eis mit
den Puffern A, B und C (s. 2.1.6.1.) fixiert. Bei Raumtemperatur wurden die
Zellen dann 2 x 5 Min. in HzObidest gewaschen und anschliepend fiir je 5 Min.
durch die alkoholische Reihe gefilthrt (35%, 70%, 85%, 95% und 100% Ethanol).
An Stelle der kritischen Punkttrocknung wurden die Proben fir & Min. mit
Hexamethyldisilizan (HMDS, Sigma) behandelt, um Trocknungsschiden zu
vermeiden. Bis zur Goldbedampfung verblieben die Proben im Exsikkator mit
Silicageld,

ionen "N" und "ML" (s 2.5.1)) erfolgte wie
fiir die Zellen beschrieben. In den Zentrifugenréhrchen wurden die Sedimente,
ohne sie aufzuwirbeln, fixiert und entw#ssert. Teile der trockenen Sedimente
wurden nach Beendigung der Préparation auf Trigern fixiert und mit Gold

bedampft.

2.3.3.3. Transmissionselektronenmikroskopie

Fir die Transmissionselektronenmikroskopie wurden die Zellen nach Versuchs-
ende auf Eis mit einem Zellschaber vorsichtig in Glutaraldehyd (2.5%ig in
0.1 M Cacodylatpuffer (s. 2.1.6.2.)) von den Kulturschalen abgeschabt und bei
250g/4°C fir 10 Min. zentrifugiert. Das Sediment wurde noch 3x mit 0.1 M
Cacodylatpuffer gewaschen und fir 2 Stunden auf Eis mit OsO4-Losung (1%ig
in Veronal/HCl-Puffer, s. 2.1.6.2.) fixiert. Die in 8%igen Agar eingebetteten
Proben wurden dann in der alkoholischen Reihe entwissert, 2 x 60 Min., mit
Propylenoxid behandelt und in Epon-812-Araldit eingebettet. Nach 3 tigiger
Trocknung bei 60°C wurden mit einem Sorvall MT2-B Ultramikrotom Ultra-
diinnschnitte hergestellt und diese fiir 1 Min. mit Uranylacetat und fir & Min.
mit Bleicitrat (s. 2.1.6.2.) doppelkontrastiert. Die Schnitte wurden an einem
Elmiskop IA (Fa. Siemens)® ausgewertet.

Die Priparation der subzelluliren Fraktionen "N" und "ML" (s. 2.5.1.) fiir die
Transmissionselektronenmikroskopie erfolgte anaiog zu diesem Préparations-

schema,

4Herrn G.Schiiler (KfK, IKVT), der die REM~-Aufnahmen an einem Philips 625M
Rasterelektronenmikroskop aufgenommen hat, mdchte ich an dieser Stelle sehr
fiir sein Engagement und seine Mitarbeit danken.

5Fir die Unterstiitzung bei der Transmissionselektronenmikroskopie danke ich
besonders herzlich Frau R.Mauser (KfK, IGT).




2.4. Biochemische Untersuchungen

2.4.1. Proteinbestimmung

Der Gesamtproteingehalt der Proben wurde mit dem "Bio—Rad Protein Assay"
(BIO~RAD, Minchen) bestimmt. Die Messung beruht auf der Verschiebung des
Absorptionsmaximums von Comassie Brilliant Blue G-250 von 465 nm nach
595 nm durch die Bindung des Farbstoffs an Protein (BRADFORD 1976).
Aufgrund des geringen Proteingehalts in einigen Proben wurde mit dem "Mikro-
Assay" gemessen, das fiir einen Konzentrationsbereich von £ 25 ng/ml geeignet
ist. Hoéher konzentrierte Proben wurden entsprechend mit 0.9%iger NaCl
verdinnt.

Als Eichstandard wurden definierte Konzentrationen von Rinderserumalbumin

(Sigma) verwendet.

2.4.2. Enzymbestimmungen

Zum biochemischen Nachweis von Enzymen wurde das Untersuchungsgut
zundchst auf Eis 10 Sek. lang mit Ultraschall behandelt, um ein homogenes
Probenmaterial zu erzielen.

Die lysosomalen Enzyme wurden nach den von ANDERSEN et al. (1982)
beschriebenen Methoden gemessen und die Aktivitdten anhand von End-
produkteichkurven bestimmt (NAG und SP mit 4-Methylumbelliferon, Cathepsin
B mit p-Naphthylamin, beides Sigma). Die Enzyme GLDH und LDH wurden it
Testkits der Fa. Boehringer (Mannheim) gemessen. Die Enzymaktivititen
konnten anhand von angegebenen Faktoren direkt in U/l errechnet werden (1
Unit (U) katalysiert die Umsetzung von 1 uMol Substrat pro Min. bei 25°C).
Das Testsystem wurde mit Kontrollserum (Precinorm E, Boehringer, Mannheim)
tiberpriift.

Zur fluoreszenzphotometrischen Bestimmung der Aktivitdten der lysosomalen
Enzyme wurde das LS-5B Luminescence Spectrometer von Perkin-Elmer, zur
Extinktionsmessung im sichtbaren Bereich das Beckman DU-65-Spectrophoto-

meter benutzt.



Folgende Enzyme wurden gemessen:

Enzym Kompartiment
N-Acetyl-pB-D-Glucosaminidase Lysosomen

i

Saure Phosphatase

Cathepsin B

Glutamatdehydrogenase Mitochondrien

Laktatdehydrogenase Zytoplasma
2.4.2.1. N-Acetyl-B-D—-Glucosaminidase (NAG)

Reaktionsprinzip:

4-Methylumbelliferyl-N—-Acetyl-B~D~Glucosaminid + Hz20 ...NAG .
4~-Methylumbelliferon + N-Acetyl-B-D-Glucosamin

Substrat; 3.79 mg 4-Methylumbelliferyl-N-Acetyl-B-D-Glucosaminid
in 10 ml Laktat=Puffer (s. 2.1.56.) lésen (= 1 mM)

Reaktionsansatz:

10 pl TX-100 (10%)

100 ul Probe (1:10 verdinnt mit 0.9%iger NacCl)

100 ul Substrat
gut mischen und 30 Min. bei 87°C inkublieren
Reaktionsstop: 1 ml Carbonat-Bicarbonat-Puffer (s, 2.1.5.) zugeben
gemessen wird bei 371 nm (Anregungswellenlinge)

und 450 nm (Emissionswellenlinge)

2.4.2.2. Saure Phosphatase (SP)

Reaktionsprinzip:

4-Methylumbelliferylphosphat + HeO —_8SF ___
4-Methylumbelliferon + Phosphat




Substrat: 12.81 mg 4-Methylumbelliferylphosphat in 1 ml DMSO ldsen
mit Glycin-HCl-Puffer (s. 2.1.5.) 1:60 verdiinnen (= 1 mM)

Reaktionsansatz:

10 pl TX~-100 (10%)

100 pl Probe (1:10 verdiinnt mit 0.9%iger NacCl)

100 ul Substrat
gut mischen und 30 Min. bei 37°C inkubieren
Reaktionsstop: 1 ml Carbonat-Bicarbonat-Puffer (s. 2.1.5) zugeben
1 N (Alwegungswellenidnge)

und 450 nm (Emissionswellenlidnge)

2.4.2.3. Cathepsin B

Reaktionsprinzip:

Benzoyl—-Arginin-Bf-Naphthylamid + Hz0 Cathepsin B,

Benzoyl—-Arginin + B-Naphthylamin

Substrat: 22 mg Benzoyl-Arginin~-p-Naphthylamid in 1 ml DMSO lésen
mit Phosphat~Puffer (s. 2.5.1,) 1:12.5 verdiinnen (= 1 mM)

Reaktionsansatz:
10 pl TX-100 (1%)
100 ul Probe
100 ul Substrat
gut mischen und 60 Min. bei 37°C inkubieren

Reaktionsstop: 1 ml Carbonat-Bicarbonat-Puffer (s. 2.1.56.) zugeben

gemessen wird Dbei 340 nm {(Anregungswellenldnge)

und 406 nm (Emissionswellenlinge)



Als Leerwerte fiir die lysosomalen Enzyme wurden 100 pl Probe mit 10 ul TX-

100 inkubiert. Erst nach dem Abstoppen mit 1 ml Carbonat-Bicarbonat-Puffer

wurden 100 nl Substrat zugegeben.

2.4.2.4. Glutamatdehydrogenase (GLDH)

Reaktionsprinzip:

a-Ketoglutarat + NADH + NH*s .SLDH___,  Glutamat + NAD* + Hz20

Fiir die Bestimmung der GLDH wurde der Monotest GLDH aktiviert (Boehringer,

EC 1.4.1.8) benutzt. Die Reaktion wurde mii 20 pl u~Keioglutarai gestartet

und die Extinktionsabnahme {iber 5 Min. bei 340 nm gemessen.

2.4.2.5. Laktatdehydrogenase (LDH)

Reaktionsprinzip:

Pyruvat + NADH + H* ..LDE ., TLaktat + NAD*

Flir die Bestimmung der LDH wurde der Monotest LDH opt. (Boehringer, EC

1.1.1.27) benutzt. Die Extinktionsabnahme wurde i{iber 3 Min. bei 340 nm

gemessen,

2.5. Subzelluldre Fraktionierung der Alveolarmakrophagen durch differentielle

Zentrifugation

Die subzellulire Fraktionierung der Alveolarmakrophagen erfolgte mit einigen
Abweichungen nach der Methode von STAHN et al. (1970). Die Zellen wurden

in die folgenden Fraktionen aufgetrennt:




Fraktion wichtigste Bestandteile
"N" Nuclei, Zelltriimmer und intakte Zellen
"B" Uberstand iiber "N"
"ML" Mitochondrien und Lysosomen
"X Uberstand tiber "ML"
"p" Plasmamembranen und Endoplasmatisches Reticulum
s Zytosol mit geldsten Proteinen

Fir die Zentrifugationen standen eine Kontron Ultrazentrifuge Centrikon T-
2060 und eine Beckman Zentrifuge, Spinco I. 2560 B jeweils mit dem Rotor Ti60
zur Verfiigung. Alle Schritte wurden auf Eis ausgefiihrt, Zentrifugen und

1°C vorgekianit.

2.5.1. Praktionierung der Alveolarmakrophagen

Fir die Homogenisation wurden sowohl Kontrollzellen als auch AM verwendet,
die zuvor mit Quarz (@5 und Q5+DPL, 250 pg/ml) inkubiert worden waren.
Nach Ablauf der Inkubationszeit (2, 16 und 47 Stunden ) wurden die Zellen
mit einem Zellschaber in KP (s. 2.1.2.) von den Kulturschalen abgeschabt und
separat weiterverarbeitet., Das folgende Homogenisationsschema gilt sowohl fiir

Kontroll- als auch fiir quarzinkubierte Zellen,

Die abgeschabten Zellen wurden in einem 60 ml Dounce-Homogenisator (B.
Braun, Melsungen) mit eng sitzendem Glaspistill (Spaltweite "S") 5x vorsichtig
homogenisiert und bei 870g/4°C fir 10 Min. zentrifugiert. Der Uberstand "E1"
wurde auf Eis gestellt, Mit dem Sediment "N" wurde dieser Schritt insgesamt

3X durchgefiihrt. Das dritte Sediment "N" wurde suf Eis gestellt.

Die drei 870g-Uberstinde ("E1", "E2" und "E3") wurden vereinigt ("E") und bei
16,000g/4°C 20 Min. lang zentrifugiert.

Aus dem 16,000g-Uberstand "X" wurde durch 40 Min. Zentrifugation mit
102,000g das Sediment "P" vom Uberstand "S" abgetrennt.

Das 16,000g-Sediment "ML" und das 870g-Sediment "N" wurden vorsichtig mit
einem 20 ml Dounce-Homogenisator (Spaltweite "L") in KP oder DPBS (s. 2.1.2,
bzw. 2.1.4,) resuspendiert. Diese "ML"~ und "N"-Suspensionen gelangten in den

entsprechenden Verdiinnungen in die weiteren Versuche.



Von allen Fraktionen ("N", "E", "ML", "X", "P" und "S") wurden vor deren
weiterer Verarbeitung je 2 ml-Aliquots entnommen und 2zur spiteren

Bestimmung der Enzymverteilung bei -20°C eingefroren.

2.56.2. Préparation der "ML"-Praktion aus Kontrollzellen fiir die Trégerfreie

Elektrophorese

Zur Isolierung reiner Lysosomen aus Kontrollzellen wurde die "ML"-Fraktion
mittels Tréigerfreier Elektrophorese weiter aufgetrennt. Hierzu wurde das "ML"
in KP aufgenommen, vorsichtig 10x in einem 20 ml Dounce-Homogenisator
(Spaltweite "L") resuspendiert und mit 16,000g/4°C 20 Min. zentrifugiert.
Insgesamt wurde dieser Vorgang 4x wiederholt. Das gewaschene "ML"-Sediment
wurde in einer Konzentration, die 5x107 Zellen pro ml entsprach, in KP

resuspendiert und der Trigerfreien Elektrophorese zugefiihrt.

2.56.2.1. Tragerfreie Elektrophorese der "ML"-Fraktion

Die Trégerfreie Elektrophorese erfolgte im wesentlichen wie bei NEU-MULLER
(1988) Dbeschrieben. Es wurden die unter 2.1.2. beschriebenen Puffer
verwendet.

Das 4x gewaschene und in KP resuspendierte "ML"-Sediment wurde iiber einen
PP 50-Perfusor (Hoechst) kontinuierlich in die mit KP durchstrémte Trenn-
kammer der Apparatur (Elektrophorese—Apparatur VaP 11, Bender & Hobein,

Miinchen) in die rechte der insgesamt drei Offnungen eingeschleust.

Trennungsbedingungen:

Kammertemperatur 5.6°C
Stromstirke 220-240 mA
Spannung 1400 V
Durchflupgeschwindigkeit des KP 350 ml/h
Probeneinfiithrung 2-3 mi/h
Nach der Elektrophorese wurden die Fraktionen 1 -~ 50 der insgesamt 90

Fraktionen bis zur Bestimmung der lysosomalen und mitochondrialen Leit-

enzyme (s. 2.4.2.1. bzw. 2.4.2.4.) bei -20°C eingefroren.




2.56.2.2. Transmissionselekironenmikroskopie hochreiner Lysosomen

Fir die transmissionselektronenmikroskopische Prédparation der gereinigten
Lysosomen wurden noch wihrend der Trigerfreien Elektrophorese in den
Fraktionen 1 - 50 die Leitenzyme fiir Lysosomen (NAG) und Mitochondrien
(GLDH) gemessen. Anhand der ermittelten Enzymprofile wurden die Praktionen,
in denen die Lysosomen mit weniger als 10% der Mitochondrien verunreinigt
waren (Fraktion 1 - 20), vereinigt und bei 16,000g/4°C fiir 20 Min. zentri-
fugiert. Das Sediment wurde, wie unter 2.3.3.3. fiir die Zellen beschrieben,

fixiert und fir die Transmissionselektronenmikroskopie prapariert.
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gunarzinkubierten Alveolarmakrophagen

Aus Kontroll- und quarzinkubierten Zellen (Q5 und Q5+DPL, 250 ng/ml)
wurden, wie unter 2.5.1. beschrieben, "N"- und "ML"-Fraktionen hergestellt und
in einer Konzentration, die 107 Zellen pro ml entsprach, in KP bzw. DPBS
resuspendiert. Sofort (= Zeitpunkt 0 Min.) und nach 120 Min. Inkubation bel
37°C im Wasserbad wurden jeweils 3 Aliquots (8 ~ 4 ml) entnommen und bei
16,000g/4°C 20 Min. lang zentrifugiert (Zentrifuge s. 2.5,, Rotor Ti60). Die
Uberstéinde wurden abpipettiert und die Sedimente in den entsprechenden
Volumina KP bzw. DPBS resuspendiert. Bis zur biochemischen Auswertung

wurden die Proben bei -20°C eingefroren.

2.5.3.1. Dichtegradientenzentrifugation der "N"- und "ML"- Frakiionen

Von den in KP resuspendierten "N"- und "ML"-Fraktionen aus Kontroll- und
quarzinkubierten Zellen wurden zu den Zeitpunkten O Min. (= sofort nach der
Isolierung) und 120 Min. (= nach Inkubation bei 37°C) jeweils 1.7 mi-Aliquots
entnommen und in linearen Saccharose—~ und Metrizamiddichtegradienten
zentrifugiert. In zwel Versuchen wurden zusitzlich ein Kontroll-"ML" und ein
"ML" aus quarzinkubierten Zellen mit TX-100 versetzt (Endkonzentration 1%)
und anschlieBend im Saccharosedichtegradienten zentrifugiert, um einen
Vergleich der Enzymfreisetzung aus zerstorten und intakien Lysosomen zu

erhalten.

Sowohl die Saccharose~ als auch die Metrizamiddichtegradienten wurden nach
SUTTERLIN (1982) mit Hilfe eines Zweikammer-Gradientenformers in Beckman-

QuicksealR-Polyallomer-Zentrifugenréhrchen gelegt.



Saccharosedichtegradient: 14.7 ml Saccharose (62%ig in Hz20)
+ 18.3 ml GP (s. 2.1.8.)
pH 7.4
Metrizamiddichtegradient: 14.7 ml Metrizamid (50.6%ig in H20)
+ 18.3 ml Metrizamid (9.2%ig in Hz20)
pH 7.6

Osmolalitdt: 120 — 140 mOs/kg Hz20
(RICKWOOD & BIRNIE 1975)

Mit einem Abbé-Refraktometer (Fa. Zeif) wurde die Saccharosekonzentration
bestimmt, aus der mit Hilte der Int. Critical Tables of Nulnerical Data,
Physical Chemistry and Technology (Vol. II, London 1927) die Dichte p
ermittelt werden konnte,

Ebenfalls im Abbé Refraktometer wurde der Brechungsindex c¢ der Metrizamid-
fraktionen ermittelt, der nach der Formel p = 8.35 x ¢ - 3.462 (BIRNIE et al.
1973) die Dichte p bestimmt.

Da die Osmolalitit der Metrizamidlésungen sehr gering ist (Metrizamid bildet
in Hz0 nichtionische Lésungen) wurden die Metrizamidgradienten im Gegensatz
zu den Saccharosegradienten unter- und nicht tiberschichtet. Dieses Verfahren

erwies sich als schonender fiir die Lysosomen,

Nachdem die Proben {ber bzw. unter die Gradienten geschichtet worden waren,
wurden die R8hrchen verschweipt und in der Kontron Zentrifuge (s. 2.5.) im
Vertikalrotor VTi 50 2 Stunden bei 60,000g/4°C zentrifugiert. Danach wurden‘
die Gradienten in 22 Fraktionen ausgetropft, die bis zur Enzymbestimmung bei

-20°C eingefroren wurden.

2.5.4. Inkubation isolierter Lysosomen mit verschiedenen Stiuben

2.5.4.1. "ML" aus Kontroll-Alveolarmakrophagen

Kontroll-"ML" wurde in DPBS in der doppelten Konzentration (d.h. 2x107 Zelien
pro ml entsprechend), in einem 20 ml Dounce-Homogenisator (Spaltweite "L")

resuspendiert. Aliquots hiervon wurden mit den gleichen Volumina der

verschiedenen Staubsuspensionen (Latex, TiOz (Anatas ), DQ12-Quarz (Q8), in




DPBS) vermischt. Die Endkonzentrationen der Stiube in den Inkubations-
ansftzen betrugen fir Latex 100 ug/ml, fir TiOz 150 ng/ml und fir Quarz
150, 250 und 500 pg/ml.

Die "ML"-Staub-Gemische wurden fir 2 Stunden in 50 ml-Plastikzentrifugen-
rohrchen (2.7 em x 11 cm, Fa. Falcon) bei 37°C inkubiert. Wihrend der
Inkubation wurden die Gemische mit Hilfe eines "Wheaton Roll-Apparates" (Fa.
Wheaton Instruments) mit 2 Umdrehungen pro Min. gerollt, um eine konstante

Durchmischung der Proben zu gewéihrleisten.

Sofort nach dem Mischen des "ML" mit den Staubsuspensionen (= 0 Min.) sowie
nach 120 Min. Inkubation bel 37°C wurden je Ansatz 3 Aliquots (3 - 4 ml)

entnommen, die zunichst fiir 6 Min. bei 500g/4°C zentrifugiert wurden (Hettich

Rotiva/K), um dle @Stiube =zu gedimentisren. Die 500
anschliefend bei 16,000g/4°C 20 Min. zentrifugiert (s. 2.5.1.).
Die 16,000g-Uberstinde (V) wurden abpipettiert und die 16,000g-Sedimente

(81) ebenso wie die 500g-Sedimente (S2) in den entsprechenden Volumina DPBS
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resuspendiert.

Die resuspendierten 500g-Sedimente wurden mit TX-100 (Endkonzentration 1%)
versetzt, gut gemischt und nochmals bei 500g zentrifugiert. Die resultierenden
500g-Uberstinde wurden ebenso wie die Proben S1 und U bis zur Messung der
Enzyme bei -20°C eingefroren.

In den letzten 500g-Sedimenten (Stidube) waren weder Enzymaktivitdten noch

Proteine mePbar, so dap sie verworfen wurden.

2.56.4.2. "ML" aus Rattenleber

Parallel zu den Freisetzungsversuchen mit "ML" aus Alveolarmakrophagen
unter Quarzeinflup (s. 2.6.4.1.) wurde auch "ML" aus Rattenleber untersucht.
Aus dem Homogenat von 5 g Rattenleber (Rasse Sprague Dawley) wurde nach
dem bei WIENER (1988) beschriebenen Homogenisationsschema das "ML" isoliert.
Das "ML" wurde in KP und DPBS resuspendiert und wie Makrophagen-"ML" mit
verschiedenen Staubsuspensionen inkubiert. In KP wurde die Wirkung von
Latex (¢ 1.1 um, 100 pg/ml), TiO2 (Anatas ) und Quarz (Q1l, beide 150 pg/ml)
untersucht. In DPBS wurde "ML" mit @i (150 npg/mi) inkubiert. Mit den "ML"-

Staubgemischen wurde wie unter 2.5.4.1. beschrieben verfahren,



2.5.5. Inkubation der Fraktionen "P" und "S" mit DQ12-Quarz (Q8)

Das 102,000g-Sediment "P" (s. 2.5.1.) aus dem Homogenat von 7x108 Zellen
wurde mit dem 20 ml Dounce Homogenisator (Spaltweite "L") in 35 ml DPBS-
Puffer resuspendiert. Diese Suspension und das Zytosol "S" aus der 102,000g-
Zentrifugation wurden mit Quarzsuspensionen vermischt. Die Quarz-Endkon-
zentrationen betrugen 250 und 500 pg/ml fiir "P" und 500 pg/ml fiir "S".

Diese Mischungen wurden, wie unter 2.5.4.1. beschrieben, inkubiert. Mit den
Aliquots, die nach 0 Min. und 120 Min., entnommen wurden, wurde analog zu

den "ML"-Proben (s. 2.5.4.1.) verfahren.

2.6. Auswertung und Prasentation der Daten

In den Zellinkubationsversuchen wurden die ermittelten Daten als Prozentwerte
aufgetragen. Als 'Gesamtaktivitdt der Kontrolle' wurde die Summe der Werte
aus zellfreiem Uberstand, Zellen im Uberstand und adhaerenten Zellen gebildet
(OU+ZU+Z). Diese Werte wurden zu 100% gesetzt und der Berechnung der
prozentualen Verteilungen in den Proben zugrundegelegt.

Fir die Verteilung von Enzymen und Protein in den subzelluldren Fraktionen
wurde die Summe der Werte ("N"+"E") zu 100% gesetzt und die prozentualen
Anteile in den einzelnen Fraktionen unter Beriicksichtigung der jeweiligen
Verdiinnung errechnet.

Die in vitro-Freisetzung der Enzyme aus den isolierten Fraktionen "N" und
"ML" wurde als Prozent der in ("N"+"ML") gemessenen Gesamtaktivitit eines
jeden Versuchsansatzes errechnet.

Die Enzym- und Proteinprofile der Saccharose- und Metrizamiddichtegradienten
wurden nach BEAUFPAY & AMAR-COSTESEC (1976) in der Form AQ/Ap (Ordinate)
als Funktion der Dichte p (Abszisse) aufgetragen. Ap entspricht der
Dichtezunahme innerhalb der einzelnen Fraktionen, AQ ist der prozentuale
Anteil, den jede Fraktion gemessen an der Gesamtaktivitdt im Gradienten
ausmacht. Die Verteilungsprofile wurden mit Hilfe eines computergesteuerten
Plotters (Benson Plotter) aufgezeichnet. Die Programme hierfiir wurden von
Dr.Thies und Dr.Haffner (IGT, KfK) geschrieben,

Fir die "ML"-Auftrennung tiber Trdgerfreie Elektrophorese wurde die Gesamt-
aktivitdt der dargestellten Fraktionen zu 100% gesetzt und hiervon die
prozentualen Anteile in den einzelnen Fraktionen errechnet.

Anhand des T-Test nach Student wurden die Mittelwerte der Versuche
miteinander verglichen und auf statistisch abzusichernde Unterschiede hin

gepriift. Die Signifikanzschranke wurde auf 2p<0.05 festgesetzt.




3. ERGEBNISSE
3.1. Morphologische Untersuchungen

Die Morphologie der Rinderalveolarmakrophagen, die mit den verschiedenen
Stduben inkubiert worden waren, wurde mikroskopisch untersucht. Die
Priparation der Zellen und der isolierten Organellen fiir die Licht-,
Fluoreszenz~, Transmissions- und Rasterelektronenmikroskopie erfolgte wie

unter 2.3.3. beschrieben.

3.1.1. Lichtmikroskopie

Fiir die Lichtmikroskopie wurden die Kulturen wie unter 2.3.3.1. beschrieben
pripariert.

Abb. la - c¢ zeigt in einer Bildsequenz die Verdnderungen der Zellen, die nach
2 Stunden und 16 Stunden Inkubation mit TiOz auftreten. Schon nach 2
Stunden Inkubation weisen die Zellen eine deutliche Vakuolisierung auf. Dieser
Prozep setzt sich mit zunehmender Inkubationsdauer fort, und nach 60 Stunden
sind die meisten Zellen sehr stark aufgebldht (s. auch Abb. 4c). Werden die
Zellen nach der Hemacolor-Farbung fixiert und angefirbt (s. 2.8.3.1.2.), so
sind diese Vakuolen nur sehr schwach sichtbar. Die Kontrollen zeigen wihrend
der gesamten Inkubationsdauer keine derartige auffillige Vakuolisierung (s.
Abb, 4a).

ie 16 Stunden mi
in Abb. 2b gezeigt. Nach Inkubation mit Quarz lassen sich die Zellen in der
Kultur nicht mehr im selben MaBe homogen anfidrben wie die Kontrolle, einige
Zellen zeigen eine roétliche Firbung und unscharfe Konturen. Die meisten
Quarzpartikel sind in die Zellen aufgenommen oder zumindest mit ihnen
assoziiert. Einzeln vorhandene Quarzpartikel ohne erkennbaren Zellkontakt
liegen in Gruppen vor. Hier handelt es sich wahrscheinlich um Quarz, der
zundchst von Zellen phagozytiert und nach deren Untergang wieder freigesetzt
worden ist.

Im Gegensatz zu den mit nativem Quarz inkublerten Zellen zeigen die mit
DPL-behandeltemm Quarz inkubierten Zellen auch nach lidngerer Inkubationszeit
keine erkennbaren Schidden (Abb. 3b-d). Nach 47-stiindiger Phagozytose sind
die Zellen bereits prall mit Quarzpartikeln angefiillt (Abb. 3b) und die Zell-
form hat sic‘h stark abgerundet. In den Kulturen fallen einige sehr grofe,
mehrkernige Zellen auf. Dieses Erscheinungsbild #&ndert sich im weiteren
Verlauf der Inkubation nicht. Auch nach 90 Stunden ist dardber hinaus kein

morphologischer Unterschied zur Kontrolle zu erkennen (Abb. 8d).



3.1.2. Fluoreszenzmikroskopie

Nach 60-stiindiger Inkubation mit verschiedenen Stiduben wurden die Zellen
mit Acridin Orange, einem Farbstoff, der sich in den Lysosomen anreichert,
markiert (Abb. 4a-e). Die Kontrollzellen (Abb. 4a) zeigen deutlich rot fluores-
zierende Lysosomen, die gut einzeln identifizierbar sind. Die Zellkerne
erscheinen schwach griin geférbt.

Abb. 4b zeigt Zellen nach Latexphagozytose. Die meisten Latexpartikel sind
rot gefirbt oder weisen zumindest einen roten Saum auf,

Deutlich anders ist das Erscheinungsbild der mit TiOz inkubierten Zellen (Abb.
4c). Im Zellinneren sind kaum klar umgrenzte Kompartimente zu erkennen. Das

phagozytierte TiOz erscheint als diffus kodrnige Struktur. Die Zelle rechts der
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den eigentlichen Zellkérper mit den aufgenommenen TiOz-Partikeln stark
einengt. Alle Zellen erscheinen gelblich~griin mit nur sehr wenigen orange
fluoreszierenden Stellen. |

Einen interessanten Befund ergibt die 60-stiindige Inkubation der Zellen mit
Quarz (Abb. 4d, e). Zwischen den mit nativem und DPL-behandeltem Quarz
inkubierten Zellen sind keine Unterschiede mehr zu erkennen. Die aufge-
nommenen Quarzpartikel sind unabhingig von ihrer Grofe deutlich rot gefirbt
im Zellinneren zu sehen (Pfeile). Nach kiirzeren Inkubationszeiten (bis 16
Stunden) waren in den mit nativem Quarz behandelten Kulturen viele Zellen
tot (erkennbar an einer nur noch sehr schwachen griinen Fluorenszenz). Die
lebenden Zellen enthielten vermehrt gelb-griinlich leuchtende Vesikel

(Ergebnis nicht dargestellt).

3.1.3. Rasterelekironenmikroskopie

Fiir die rasterelekironenmikroskopischen Untersuchungen wurden die Kulturen
nach 2, 16 und 47 Stunden Staubinkubation prépariert.

Die Kontrollzellen zeigen die typische, stark strukturierte Zellmembran und
sind mit gut ausgebildeten Pseudopodien auf dem Substrat festgeheftet (Abb.
5b, 6a, 7a). Innerhalb von 47 Stunden Inkubation #ndert sich weder die Form
noch die Grofe der Zellen. Zwischen einzelnen Zellen sind zu allen Zeiten
Zellbriicken erkennbar, die zum Teil als sehr lange, diinne Filopodien

susgebildet sind.




e 30—

Auch Zellen, die mit Latex (¢ 2.02 nm) inkubiert worden sind, zeigen keine
auffilligen Verdnderungen (Abb. 7b). Nach 47 Stunden Inkubation sind sie
prall mit Partikeln angefilllt. Die Plasmamembran Ist stark gedehnt und
umspannt deutlich sichtbar die aufgenommenen Partikel.

Abb. 7c¢ zeigt Zellen, die filr 47 Stunden mit TiOz inkubiert worden sind.
Einige Zellen weisen tiefe Einsenkungen auf, bei denen es sich wahrscheinlich
um die im Lichtmikroskop (Abb. 1, 4c) beobachteten gropen Vakuolen handelt,
die durch die Prdparation fir die Rasterelektronenmikroskopie nicht erhalten
werden konnten. In den Einsenkungen sind die kleinen kodrnigen Anataspartikel

zu erkennen (Pfeile).

Zellen, die fiir 2, 16 und 47 Stunden mit nativem Quarz inkublert worden
sind, sind in Abb. 6c¢, d, 6b = d und 7d dargestellt., Auch hier treten, dhnlich
wie bei den Kontrollen, Zellbrticken in Form von langen diinnen Filopodien auf.
Nach 2 und 16 Stunden Inkubation welsen die Zellen an mehreren Stellen
Locher auf (Pfeilspitzen) (Abb. 6c¢, d, 6d). Ob es sich dabel um "echte" Locher
in der Zellwand handelt oder aber um Einstdlpungen derselben, die z.B. durch
die Aufnahme von Partikeln in die Zelle entstehen, kann anhand der Bilder
nicht eindeutig beurteilt werden. Abb. 6c¢ zeigt Quarzpartikel, die zum Teil
schon von einer Zelle aufgenommen worden sind (Pfeile). In den Zellen der
Abb. 5¢ sind dagegen einige Strukturen zu sehen, bel denen es sich um voll-
stindig aufgenommene, noch peripher liegende Quarzpartikel handeln kdnnte
(Pfeile). Im Gegensatz zu den Kulturen nach 2-stitndiger Inkubation (Abb. 5¢,
d) sind nach 16 Stunden Inkubation nur noch wenige frel liegende Quarz-
partikel zu sehen (Abb. 6b - d). Nach 47 Stunden Inkubation mit nativem
QRQuarz welsen die Zellen, die noch adhaerent sind, keine auffilligen morpholo-
gischen Verdnderungen auf (Abb. 7d). Ihre Zellmembran ist deutlich struktu-
riert mit auf dem Substrat ausgebreiteten Pseudopodien. Verglichen mit der
Kontrolle ist die dargestellte Zelle jedoch stark vergrépert. Auch hier ist
unterhalb der Zellmembran ein eckiger UmriB, mdéglicherweise eines aurge-
nommenen Quarzpartikels, zu erkennen (Pfeil). Insgesamt unterscheiden sich
die mit nativem Quarz inkubierten Zellen nach 47 Stunden nicht wesentlich
von den Zellen, die mit DPL-behandeltem Quarz inkubiert worden sind (Abb.
7e, f). Diese sind ebenfalls welt ausgestreckt, mit Pseudopodien auf dem

Substrat festgeheftet und weisen eine unregelmipige Zelloberfliche auf.



3.1.4. Transmissionselektronenmikroskopie

Im Transmissionselektronenmikroskop wurden Zellen nach 2-stiindiger Inkuba-
tion mit nativem Quarz untersucht., Abb. 8 zeigt eine Kontrollzelle mit gut
strukturiertem Zytoplasma. Unter anderem sind der bohnenformige Zellkern,
Lysosomen, zahlreiche Mitochondrien und rauhes Endoplasmatisches Retikulum

zu erkennen.

Ein Ausschnitt einer Zelle nach 2-stiindiger Quarzphagozytose ist in Abb. 9
gezeigt. Zu erkennen sind die Bruchstiicke eines Quarzpartikels, die von einer
Membran umschlossen sind. Am unteren Bildrand ist der Zellkern ange-
schnitten., Bedingt durch die Hirte der Quarzpartikel kommt es in den
Praparaien bei der Hersieilung der Uliradinischnitie haduflg zu gropen Loc

unmittelbar um die Partikel herum.







Abb. 1: Alveolarmakrophagen in Kultur nach Inkubation mit TiOz (Anatas ).
{a) lebende Kultur (Phasenkontrast) nach 2 Stunden (i50ug/ml),
VergropBerung: x 512
(b) lebende Kultur (Phasenkontrast) nach 16 Stunden (250ug/ml),
Vergroferung: x 512
(¢) fixierte Zellen (Hemacolor-Schnellfirbung) nach 16h (250pg/ml);

die Pfeile weisen auf Vakuolen hin, Vergréperung: x 1600







Abb. 2: Alveolarmakrophagen nach 16 Stunden Inkubation mit nativem Quarz.
(Hemacolor-Schnellfirbung), Vergréferung: x 1600
(a) Kontrollzellen
(b) quarzinkubierte Zellen (Q5, 250 nug/ml)







Abb. 3: Alveolarmakrophagen nach Inkubation mit DPL-behandeltem Quarz.
(Hemacolor-Schnellfarbung), VergréBerung: x 1600
(a) Kontrollzellen
(b) 47 Stunden
(¢) 67 Stunden Inkubation mit DPL-behandeltem Quarz
(d) 90 Stunden (Q5+DPL, 250 pg/ml)
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Abb. 4.

e 3Q e

Acridin Orange Farbung von Alveolarmakrophagen nach 60 Stunden

Inkubsation mit verschiedenen Stduben, Vergréperung: x 1600.

(a) Kontrollzellen

(b) Latex (¢ 2.02um, 200 upg/ml)

(¢) TiOz (Anatase, 250 pg/ml), starke Vakuolisierung der Zellen
(Pfeile)

(d) nativer Quarz (Q5, 250 ng/ml), aufgenommener Quarz fluoresziert
rot (Pfeile)

(e) DPL-behandelter Quarz (Q5+DPL, 250 pg/ml), aufgenommener Quarz
fluoresziert rot (Pfeile)
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Abb. 5:

— 41—

 1Pum240kV 310EZ 0005-18 ML-9KUT

1BumliBBLY 1EZ2E: BBIG-0BE MLIBKUT

Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Alveolarmakrophagen
nach 2 Stunden Inkubation mit nativem Quarz.
(a,b) Kontrollzellen
(c,d) quarzinkubierte Zellen, (c) @5, (d) @6, (e 500 pg/ml)
Pfeilspitzen weisen auf "Lécher" in der Zellmembran hin
Pfeile weisen auf phagozytierte Quarzpartikel hin
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Abb. 6:
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Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Alveolarmakrophagen
nach 16 Stunden Inkubation mit nativem Quarz.

(a) Kontrollzellen

(b,c,d) quarzinkubierte Zellen, (b) @8, (c.d) Q5 (Je 250 pg/ml)

Pfeile weisen auf unvollstindig phagozytierten Quarz hin
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Abb. 7:

Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Alveolarmakrophagen

nach 47 Stunden Inkubation mit verschiedenen Stduben.

{(a)  Kontrollzellen

(b) Latex (¢ 2.02 pm, 250 pg/ml)

(c) TiOz (Anatas, 250 pg/ml), Pfeile markieren kollabierte Vakuolen

(d) nativer Quarz (Q5, 250 ug/ml), Pfeil markiert phagozytierte
Quarzpartikel

(e,f) DPL-behandelter Quarz (Q5+DPL, 250 ng/ml)



Abb. 8: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme eines Kontroll-
Alveolarmakrophagen, Vergroferung: x 12,000,
M: Mitochondrien, rER: rauhes Endoplasmatisches Retikulum

N: Nucleus, L: primédres Lysosom, P: Phagosom
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Abb. 9: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme eines Alveolar-
makrophagen nach 2 Stunden Inkubation mit nativem Quarz
(Q5, 250 pg/ml), Vergréferung: x 21,000,

P: quarzhaltiges Phagosom, N: Nucleus
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3.2. Biochemische Untersuchungen
3.2.1. Einflup der in vitro—-Kultivierung

Fir die in vitro-Inkubationsversuche mit Alveolarmakrophagen (AM) wurden
die Zellen in Monolayerkulturen gehalten. Tab. 1 zeigt den Einfluf der in
vitro~Kultivierung auf Enzym- und Proteingehalt von Kontrollzellen.
Aufgefihrt ist die Summe der Enzymaktivitdien bzw. des Proteins aus Kultur-
iiberstand und adhaerenten Zellen, Wihrend des gesamten Inkubationszeit-
raumes kommt es in den unbehandelten Kontrollen zu keinen signifikanten
Verdnderungen von Gesamtenzym- bzw. Proteingehalt. Diese Werte bilden die
Berechnungsgrundlage fiir die FErgebnisse der Versuche mit staubinkubierten

Zellen (s. 2.6.).

Tab. 1: Absolute Enzymaktivitdten und Gesamtproteingehalt von Kontroll-

Alveolarmakrophagen nach verschiedenen Inkubationszeiten

Inkubations— NAG® Spa Cath.B® GLDHP LDHP Proteinc
zeit (Std.)
2 16.8+3.9 4.6+3.1 1.6£0.7 18.6%2, 14440 113.0+£20
(8} [2] (2] (3] (8] (8]
4 29.3+7.0 n.b. 2.4+0.5 16.3. .94+62 161.2+11
13} (2] 1] {3] i2j
16 17.6+£2.7 n.b. 1.920.4 30.9+14 216+49 176.56+20
(6] (4] [3] 5] (6]

Mittelwerte + Standardfehler

Zahl der Versuche in Klammern

amU/ml Medium; 1Unit (U) katalysiert die Umsetzung von 1 pMol Substrat
pro Minute bei 37°C

bmU/ml Medium; 1Unit (U) katalysiert die Umsetzung von 1 pMol Substrat
pro Minute bei 25°C

cng/ml Medium

n.b.: nicht bestimmt

Abkilirzungen siehe Abkilrzungsliste




3.2.2. Inkubationen mit verschiedenen Stiuben

AM wurden filir 2 Stunden und 4 Stunden mit den Kontrollstduben Latex und
TiOz (Anatas ) und mit DQl2-Quarz (Q8) inkubiert. Die Verteilung des
lysosomalen Enzyms NAG sowie des zytoplasmatischen BEnzyms LDH in
Uberstand und adhaerenten Zellen wurde bestimmt.

Nach 2 Stunden Inkubation erfolgt, verglichen mit den unbehandelten
Kontrollen, in keinem der Versuchsansitze eine erhéhte Enzymfreisetzung in
die Kulturiberstinde (Abb. 10). Die Aktivitdten in den adhaerenten Zellen
sind leicht erhdht.
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Abb. 10: Verteilung der NAG in Kulturiiberstand (U) und adhaerenten Zeilen
(Z) nach 2 und 4 Stunden Inkubation mit Latex (100 pg/ml), TiOz
(A) und Quarz (Q8, je 150 pg/ml) bei 37°C,
{in % der Kontroll-Gesamtaktivitdt (U+2Z) zum jeweiligen Zeitpunkt)
Représentativ fiir 2 Versuche
Arithmetische Mittelwerte * Standardfehler, n=3
*statistisch signifikanter Unterschied zur Kontrolle

Abkiirzungen siehe Abkilirzungsliste



LDH

Nach 4 Stunden sind die Enzymverteilungen bei den mit TiOz und Q8
inkubierten Zellen verschoben (Abb. 11). W#hrend im Uberstand die Aktivi-
tdten deutlich erhSht sind, haben sie in den adhaerenten Zellen abgenommen.
Besonders deutlich ist dieser Effekt bei den mit Q8 inkubierten Kulturen. Die
Enzymverteilungen der mit Latex inkubierten Zellen sind unverindert

verglichen mit den Kontrollen.

= 120} 2h 4h

= 100

=

e 80 |

I 60

% 40 f

@ 20

O 0

3 20F *

£ X =

= 80 | ==

° 100fF "= - U

2\1 120 0z
Ko L A Q8 Ko L A Q8

Abb. 11: Verteilung der LDH in Kulturiiberstand () und adhaerenten Zellen
(Z) nach 2 und 4 Stunden Inkubation mit Latex (100 ng/ml), TiO2
(A) und Quarz (@8, je 150 pg/ml) bei 37°C.
(in % der Kontroll-Gesamtaktivitdt (U+Z) zum jeweiligen Zeitpunkt)
Reprisentativ fir 2 Versuche
Arithmetische Mitteiwerte * Standardfehler, n=3
*statistisch signifikanter Unterschied zur Kontrolle

Abkiirzungen siehe Abkiirzungsliste




3.2.3. Wirkung von Quarz auf Alveolarmakrophagen

3.2.3.1. Vergleich verschiedener Quarzfraktionen

3.2.8.1.1. Vitalitit

Zellkulturen wurden mit je 6500 npg/ml nativem Quarz verschiedener Grofien-
klassen (2.2.3.) inkubiert., Der Einflup auf die Vitalitdt in Abh#ngigkeit der
Zeit ist in Abb. 12 dargestellt. Bei der eingesetzten Dosis koénnen keine
Unterschiede zwischen den verschiedenen Quarzfraktionen festgestellt werden.
Mit zunehmender Kulturdauer kommt es zu einer drastischen Abnahme der

Vitalitdt bis auf etwa 20% nach 16 Stunden Inkubation.
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Quarz (Q5+DPL) inkubiert worden waren, iiber einen Zeitraum von 90 Stunden
noch {iber 95% und ist somit unverdndert gegeniiber den Kontrollen (Daten

nicht aufgefiihrt).
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Abb. 12: Einflup verschiedener Quarzfraktionen (Ql -~ Q9, jeweils 500 ng/ml)
auf die Vitalitﬁf von Alveolarmakrophagen (bestimmt durch Anfarben
der Kulturen mit Trypanblau).

Arithmetische Mittelwerte + Standardfehler, n=4

Abkiirzungen siehe Abkiirzungsliste und 2.2.3.



3.2.8.1.2. Enzym- und Proteinverteilung

Nach 2, 4 und 16 Stunden Inkubation der AM mit je 500 ng/ml der verschie-
denen Quarzfrakitionen wurden in Kulturiiberstdnden und adhaerenten Zellen
(s. 2.8.2.) die Aktivitdten von lysosomalen und zytoplasmatischen Marker—
enzymen sowie der Proteingehalt bestimmt. Die Verteilungen sind in Abb. 13 -
16 dargestellt.

Mit zunehmender Inkubationszeit kommt es unabhidngig von der eingesetzten
Quarzfraktion zu einer ansteigenden Freisetzung von NAG, LDH und Protein in
den Uberstand. Parallel dazu nimmt die Aktivitdt in den Zellen mit der
Inkubationsdauer ab. Dieser Effekt ist bei der LDH am deutlichsten ausgeprigt
(Abb. 15) und Kkorreliert gut mit der Abnahme der Vitalitit (s. Abb. 12).
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Wahrend nach 16 Stunden Inkubation mi
den adhaerenten Zellen gemessen werden, verringern sich NAG und Protein in
den Zellen auf etwa 40%.

Die Summe der NAG aus Uberstinden und Zellen bleibt {iber die gesamte
Versuchszeit hinweg nahezu konstant (Abb. 13). Dagegen ist der Gehalt der
LDH und des Proteins bei den quarzinkubierten Zellen nach 16 Stunden leicht

vermindert gegeniiber der Kontrolle (Abb. 15, 16).

Ein anderes Bild ergibt sich aus der Betrachtung des Cathepsin B (Abb. 14).
Nach 2 Stunden Inkubation mit Quarz ist bereits eine Abnahme der Aktivitit
in den Zellen zu beobachten, die zundchst nicht von einer Zunahme in den
Uberstinden begleitet wird. Erst nach 4 Stunden sind die Werte in den Uber-
stinden signifikant hoher als die Kontrolle. Nach 16 Stunden Inkubation
schlieflich ist sowohl die Aktivitdt in den Uberstinden als auch in den
adhaerenten Zellen deutlich geringer als in der Kontrolle. Insgesamt konnten
in den quarzinkubierten Kulturen weniger als 40% der Kontroll-Gesamt~

aktivitidt gemessen werden (s. auch Abb. 18).
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Einflup verschiedener Quarzfraktionen (Q1 - Q9, je 500 ng/ml) auf die Verteilung
der NAG von Alveolarmakrophagen in Kulturiiberstand (U0) und adhaerenten Zellen (Z)
nach 2, 4 und 16 Stunden Inkubation bel 37°C. |

(in % der Kontroll-Gesamtaktivitdt (U+Z) zum jeweiligen Zeitpunkt)

Arithmetische Mittelwerte * Standardfehler, n=3

Einzelversuch

*statistisch signifikanter Unterschied zur Kontrolle

Abkiirzungen siehe Abklirzungsliste und 2.2.3.



(% der Kontroll-Gesamtaktivitat)

Cathepsin B

Abb.

16 h

20 -

20

40 |-

60 |-

80 |

100 +

T

120

1

CIE
N C

123 45678 9 123 45678 9 123 45678
Ko Quarz-Nr. Ko Quarz-Nr. Ko Quarz-Nr.

14: Einflup verschiedener Quarzfraktionen (Ql1 - Q9, je 500 pg/ml) auf die Verteilung von
Cathepsin B von Alveolarmakrophagen in Kulturiiberstand (0) und achaerenten Zellen (Z)
nach 2, 4 und 16 Stunden Inkubation bei 37°C.

{in % der Kontroll-Gesamtaktivitat (0+Z) zum jeweiligen Zeltpunkt)
Arithmetische Mittelwerte + Standardfehler, n=3

Einzelversuch

*statistisch signifikanter Unterschied zur Kontrolle

Abkiirzungen siehe Abkfirzungsliste und 2.2.3.
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Elnfluf verschiedener Quarzfraktionen (Ql - Q9, je 500 pg/ml) auf die Verteilung
der LDH von Alveolarmakrophagen in Kulturiiberstand (U) und adhaerenten Zellen (Z)
nach 2, 4 und 16 Stunden Inkubation bei 37°C.

(in % der Kontroll-Gesamtaktivitit (0+Z) zum jeweiligen Zeitpunkt)

Arithmetische Mittelwerte % Standardfehler, n=3

Einzelversuch

*statistisch signifikanter Unterschied zur Kontrolle

Abkilirzungen siehe Abkilirzungsliste und 2.2.3.
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Einfluf verschiedener Quarzfraktionen (Ql - Q9, je 500 pg/ml) auf die Verteilung des
Gesamtproteins von Alveolarmakrophagen in Kulturiiberstand () und adhaerenten Zellen
(Z) nach 2, 4 und 16 Stunden Inkubation bel 37°C

{in % der Kontroll-Gesamtaktivitit (U0+Z) zum jeweiligen Zeitpunkt)

Arithmetische Mittelwerte * Standardfehler, n=3

Einzelversuch
*statistisch signifikanter Unterschied zur Kontrolle
Abkiirzungen siehe Abklrzungsliste und 2.2.3.
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3.2.8.2. Vergleich von nativem und Phospholipid-behandeltem Quarz (Q5)

Kultivierte AM wurden mit 250 pg nativem Q6/ml fiir 2, 4 und 16 Stunden
inkubiert. In den Kulturiiberstinden und adhearenten Zellen wurden die
Aktivitdten von NAG, Cathepsin B, LDH und der Proteingehalt gemessen. Aus
Abb. 17 und Abb. 20 ist ersichtlich, dap weder NAG noch Protein nach 2 und
4 Stunden Unterschiede zur Kontrolle zeigen. Erst nach 16 Stunden kommt es
zu erhdhter Freisetzung in den Uberstand bei gleichzeitiger Abnahme in den
Zellen (Protein: 2p<0.02).
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Abb. 17: Einflup der Inkubationsdauer mit nativem Quarz (Q5, 250 ng/ml,
37°C) auf die Verteilung der NAG von Alveolarmakrophagen in
Kulturiiberstand () und adhaerenten Zellen (Z).

{in % der Kontroll-Gesamtaktivitit (U+2Z) zum jeweiligen Zeltpunkt)
Arithmetische Mittelwerte + Standardfehler

Zahl der Versuche in Klammern

Abkilirzungen siehe Abkirzungsliste
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Abb. 18: Einfluf der Inkubationsdauer mit nativem Quarz (Q5, 250 pg/ml,
37°C) auf die Verteilung von Cathepsin B von Alveolarmakrophagen
in Kulturiiberstand (U) und adhaerenten Zellen (Z).
(in % der Kontroll-Gesamtaktivitdt (U+Z) zum jeweiligen Zeitpunkt)
Arithmetische Mittelwerte * Standardfehler
Zahl der Versuche in Klammern

Abkilirzungen siehe Abkiirzungsliste

Das 2zweite lysosomale Enzym Cathepsin B zeigt dagegen eine andere
Verteilung (Abb. 18). In der Kontrolle bleibt der Enzymgehalt in Uberstand
und Zellen bis zu 4 Stunden nahezu konstant. Erst nach 16 Stunden
Inkubation \&erden 26% in den Uberstand freigesetzt. Bei den mit Q5
inkubierten Kulturen ist die Aktivitdt in den Uberstinden im gesamten
Beobachtungszeitraum vergleichbar mit der Kontrolle. In den Zellen kommt es
dagegen zu einer drastischen Abnahme des Enzymgehaltes auf 55% nach 4
Stunden und auf 30% nach 16 Stunden Inkubation (2p<0.02).




Auch der LDH~-Gehalt der quarzinkubierten Zellen betridgt nach 16 Stunden nur
noch etwa 55% der Kontroll-Gesamtaktivitdt (Abb. 19). In den Ubersténden ist
der LDH~-Gehalt zu den drei Zeitpunkten jeweils doppelt so hoch wie in der
Kontrolle. In den Zellen nimmt die LDH-Aktivitdt mit zunehmender Inkuba-

tionsdauer bis auf 20% ab (2p<0.01).
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Abb. 19: Einflup der Inkubationsdauer mit nativem Quarz (Q5, 250 ug/ml,
37°C) auf die Verteilung der LDH von Alveolarmakrophagen in
Kulturiiberstand (U) und adhaerenten Zellen (Z).

(in % der Kontroll-Gesamtaktivitdt (U+Z) zum jeweiligen Zeitpunkt)
Arithmetische Mittelwerte *+ Standardfehler
Zahl der Versuche in Klammern

Abkiirzungen siehe Abkilirzungsliste



Abb. 20:
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Einflup der Inkubationsdauer mit nativem Quarz (Q5, 250 ng/ml,

37°C) auf die Verteilung des Gesamtproteins von Alveolar-

makrophagen in Kulturiiberstand (U) und adhaerenten Zellen (Z).
(in % der Kontroll-Gesamtaktivitdt (U0+2Z) zum jeweiligen Zeitpunkt)
Arithmetische Mittelwerte % Standardfehler

Zahl der Versuche in Klammern

Abkiirzungen siehe Abkilirzungsliste



Die oben beschriebenen Quarzwirkungen konnten durch die DPL-Vorbehandlung
des Quarzes vollstindig verhindert werden (Abb., 21, 22)., Die Kulturen wurden
90 Stunden lang beobachtet. Sowohl die Verteilung der NAG als auch der LDH
ist in diesem Zeitraum nahezu identisch mit der Kontrolle. Nach 90 Stunden
ist die NAG-Aktivitdt in den adhaerenten Zellen in den mit Q&6+DPL-
inkubierten Kulturen sogar signifikant hdéher (2p<0.025) und der LDH-Gehalt
im Uberstand signifikant niedriger (2p<0.001) als in der Kontrolle.
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Abb. 21; Einflup der Inkubationsdauer mit DPL-behandeltem Quarz (Q5+DPL,
260 ng/ml, 837°C) auf die Verteilung der NAG von Alveolar-
makrophagen in Kulturiiberstand (U) und adhaerenten Zellen (Z).
(in % der Kontroll-Gesamtaktivitdt (U+Z) zum jeweiligen Zeitpunkt)
fiir Inkubationszeiten 247h wurden die Zellen in KM 2 inkubiert
Arithmetische Mittelwerte # Standardfehler von 2 Versuchen

Abklirzungen siehe Abkirzungsliste



Abb. 22:
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Einflup der Inkubationsdauer mit DPL-behandeltem Quarz (Q5+DPL,
2560 pg/ml, 37°C) auf die Verteilung der LDH von Alveolar-—
makrophagen in Kulturiiberstand (U) und adhaerenten Zellen (Z).
(in % der Kontroll-Gesamtaktivitdt (U+Z) zum jeweiligen Zeitpunkt)
fiir Inkubationszeiten 247h wurden die Zellen in KM 2 inkubiert
Arithmetische Mittelwerte * Standardfehler von 2 Versuchen
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3.3. Untersuchungen an fraktionierten Zellen

3.3.1. Trigerfreie Elektrophorese der "ML"-Fraktion

Aus angereichertem "ML" von Kontroll-AM (s. 2.5.2.) wurden durch Trigerfreie
Elektrophorese reine Lysosomen dargestellt. Abb. 23 zeigt die Profile der
Leitenzyme NAG und SP fiir Lysosomen und GLDH fir Mitochondrien in den
ersten 55 der insgesamt 90 Fraktionen. Wihrend die NAG nur ein Maximum in
der 17.Fraktion zeigt, weist die SP ein Profil mit zwei Maxima auf. Der erste
Gipfel fallt mit dem der NAG zusammen, der zweite liegt in Fraktion 27. Das
Profil der GLDH zeigt ebenfalls zwel Maxima in Fraktion 26 und 30 und liegt

somit an vergleichbarer Stelle wie der zweite Gipfel der SP.

3.3.1.1. Verhalten geldster Enzyme in der Trigerfreien Elektrophorese

Kontroll-"ML" wurde mit Ultraschall behandelt, die sedimentierbaren Anteile
abzentrifugiert und sowohl der Uberstand (U) als auch das Sediment (ML) in
der Trégerfreien Elektrophorese aufgetrennt (Abb. 24).

In ¥ zeigen die Enzymprofile ilibereinstimmend eine Verschiebung nach rechts
verglichen mit den sedimentierbaren Anteilen in ML. Besonders ausgeprigt ist
dieser Befund bei der gel6sten NAG, deren Profil zwei Gipfel in Fraktion 52
und 64 aufweist. In ML hat die NAG nur ein einziges Maximum in Fraktion
21/22. Die gel6ste SP in U zeigt ein Maximum in Fraktion 883, die sedimen-
tierbare SP dagegen zwei Maxima in Fraktion 22 und 31, Fir die GLDH ergibt
sich nur in U ein einheitliches Profil mit einem Hauptgipfel in Fraktion 38
und einem kleineren, jedoch sehr scharf ausgeprigten Gipfel in Fraktion 55,
Die Verteilung der sedimentierbaren GLDH in ML ist ohne deutliches Maximum

und reicht von Fraktion 5 bis 48.
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Abb. 23: Verteilung der NAG, SP und GLDH aus der frisch isolierten "ML"-
Fraktion von Kontroll-Alveolarmakrophagen nach Tréigerfreier
Elektrophorese (Anode auf der linken Seite).
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Abb. 24: Verteilung der NAG, SP und GLDH aus der mit Ultraschall behandelten "ML"-Fraktion von

Kontroll-Alveolarmakrophagen nach Trigerfreier Elektrophorese (Anode auf der linken Seite).
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3.3.2. Morphologische Untersuchungen an isolierten Organellen

Durch differentielle Zentrifugation wurden aus Kontrollzellen die Fraktionen
"N" und "ML" Iisoliert, die wie unter 2.3.3.3. beschrieben fiir die Trans-

missionselektronenmikroskopie pripariert wurden.

Die frisch isolierte "ML"-Fraktion aus Kontrollzellen ist in Abb. 25 zu sehen.
Innerhalb der zahlreichen Membranvesikel kénnen Mitochondrien und Lysosomen
angesprochen werden. Hochreine Lysosomen, die durch Auftrennung der "ML"-
Fraktion in der Trigerfreien Elektrophorese isoliert wurden (s. 2.5.2.2.), sind
in Abb. 26 abgebildet. Auch hier handelt es sich um eine heterogene Popu-
lation. Einige Vesikel zeigen membranumschlossene Vakuolen, andere wiederum
zeigen Bereiche geringer BElektronendichte, die nicht von Membranen begrenzt
sind. Méglicherweise handelt es sich um sekundire Lysosomen. Am Bildrand ist
ein groPes primires Lysosom 2zu erkennen, das anhand der gleichméBigen

Elektronendichte identifiziert werden kann.

Abb. 25: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme der frisch
isolierten "ML"-Fraktion aus Kontroll-Alveolarmakrophagen.
Vergroferung: x 15,000
M: Mitochondrien, L: primdres Lysosom, P: Phagosom




Abb. 26: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme hochreiner
Lysosomen nach Trégerfreier Elektrophorese der "ML"-Fraktion von
Kontroll-Alveolarmakrophagen.

VergréBerung: x 30,000

L: primires Lysosom, P: Phagosomen

Auch in der Fraktion "N" aus Kontrollzellen sind einige Vesikel als primére
Lysosomen und Phagosomen 2zu unterscheiden (Abb. 27). Die stellenweise
auftretenden Bereiche mit feiner koérniger Struktur stellen die Uberreste aus
zerstdrten Zellkernen dar.

Organellen aus Zellen, die zuvor mit Acridin Orange angefirbt worden waren,
wurden fluoreszenzmikroskopisch untersucht (Abb. 28). Die Lysosomen erweisen
sich als erstaunlich stabil und behalten iiber einen lidngeren Beobachtungs-

zeltraum hinweg die fiir einen niedrigen pH-Wert typische rote Fluoreszenz.
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Abb. 27: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme der frisch
isolierten "N"-Fraktion aus Kontroll-Alveolarmakrophagen.
Vergrdferung: x 30,000

L: primires Lysosom, P: Phagosom, N: Nucleus-Material

Abb. 28: Isolierte Lysosomen (Pfeile) aus Acridin Orange gefirbten Kontroll-

Alveolarmakrophagen. Vergréferung: x 1600




3.3.2.1. isolierte Organellen aus quarzinkubierten Zellen

Aus den quarzinkubierten Zellen wurden die Praktionen "N" und "ML" isoliert
und elektronenmikroskopisch untersucht, um den Verbleib des Quarzes in den
Zellen nach der Phagozytose zu kldren. Abb. 29 zelgt eine "ML"-Fraktion, die

aus Zellen nach 2-stiindiger Quarzphagozytose isoliert und nach der Isolierung

Abb. 29: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme der "ML"-Fraktion
nach 120 Min. Inkubation bei 37°C; isoliert aus Alveolarmakrophagen
nach 2 Stunden Inkubation mit nativem Quarz (Q5, 250 pg/ml).
Vergroperung: x 15,000

L: primire Lysosomen, P: Phagosom, Q: Quarzpartikel
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fiir weitere 120 Min. bei 37°C inkubiert worden ist. Sie weist keine erkenn-
baren Unterschiede zu einem Kontroll-"ML" auf (s. Abb. 26). Prim#re Lysoso~-
men sowie Phagosomen und Mitochondrien sind zu erkennen, In der Fraktion
"ML" sedimentiert nur ein #uPerst geringer Teil des eingesetzten Quarzes.

Der Hauptantell des Quarzes sedimentiert in der Fraktion "N". Hier liegen die
Partikel hiufig in membranumschlossenen Phagosomen vor (Abb. 80). Bedingt
durch die Hirte des Quarzes kommt es hier unmittelbar um die Partikel herum
oft zu Priparationsartefakten.

Abb, 30: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme der frisch
isolierten "N"-Fraktion von Alveolarmakrophagen nach 16 Stunden
Inkubation mit nativem Quarz (Q5, 250 ug/mi\)i
Vergrdéferung: x 16,600
P: quarzhaltige Phagosomen, N: Nucleus-Material




Aus Kontroll- und quarzinkubierten Zellen wurden die "ML"- und "N"-
Fraktionen isoliert und fiir das Rasterelektronenmikroskop pripariert.

Die "ML"-Fraktionen sind in Abb. 31 dargestellt. In Abb. 31a ist das Kontroll-
"ML", in Abb. 31b das "ML" aus den quarzinkubierten Zellen zu sehen. In
beiden Féllen erkennt man neben schlauchférmigen Strukturen auch Vesikel
von maximal 1 um Durchmesser., Auffallend ist das GréBenverhiltnis von
Quarzpartikeln zu Vesikeln. '

14m200kU 161E4 8007,25 MLKOKUT

Abb. 31: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der frisch isolierten "ML"-
Fraktion; isoliert aus Alveolarmakrophagen nach 16 Stunden
Inkubation mit nativem Quarz.

(a) aus Kontrollzellen

(b) aus quarzinkubierten Zellen (@5, 250 pg/ml)



In Abb. 32a ist die "N"-Fraktion von Kontrollzellen abgebildet. In "N" sind
relativ grofe schollenférmige Gebilde zu erkennen, bei denen es sich eventuell
um Zellkerne oder um Zelltrimmer handelt. Abb. 32b zeigt die "N"-Fraktion
aus quarzinkubierten Zellen. Die in dieser Fraktion sedimentierenden Quarz-
partikel (Pfeile) sind von zelluldrem Material iiberzogen. Ob es sich hierbel um
die im Transmissionselektronenmikroskop beobachteten Membranen oder um
aggregiertes zytoplasmatisches Material handelt, kann aufgrund dieser Auf-

nahme nicht abschlieBend beurteilt werden.

Abb. 82: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der frisch isolierten "N"-
Fraktion; isoliert aus Alveolarmakrophagen nach 16 Stunden
Inkubation mit nativem Quarz,

(a) aus Kontrollzellen

(b) aus quarzinkubierten Zellen (Q5, 250 ng/ml)




3.3.3. Quarzeinflup auf Freisetzung und subzellulire Verteilung von Enzymen

und Protein

Kultivierte Alveolarmakrophagen wurden fiir 2 und 16 Stunden mit nativem
und flir 16 und 47 Stunden mit DPL-behandeltem Quarz (Q5) inkubiert (s.
2.2.8. bzw. 2.2.4.). Die Quarzdosis betrug 250 pg/ml. Nach Ablauf der Inkuba-
tionszeit wurden die Uberstinde entnommen und wie unter 2.3.2. beschrieben
behandelt. Die Zellen (Z) wurden in KP abgeschabt und homogenisiert (s.
2.5.1.). Die subzelluldren Fraktionen "N" und "ML" wurden sowohl elektronen-
mikroskopisch als auch biochemisch anhand der Markerenzyme fiir Lysosomen
und des Proteingehaltes charakterisiert. Auch in den Zellen, die aus den
Uberstinden abzentrifugiert wurden (ZU), sowie in den =zellfreien Uberstinden
(00) wurden Markerenzyme fiir Lysosomen und der Proteingehalt gemessen. Die
Gesamtausbeute der Kontroll=-Kulturen (0U0+20+Z) wurde jeweils zu 100%
gesetzt. Anhand dieser Werte wurde die Ausbeute und Freisetzung sowie die
subzellulidre Verteilung der Enzyme und des Proteins unter Quarzeinflup

bestimmmt.
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Abb. 38: Einflup von 2 Stunden Inkubation der Alveolarmakrophagen mit
Quarz (Q5, 2560 pg/ml) auf die Freisetzung der NAG in den Kultur-
tiberstand (0U+Z0) und ihre Verteilung in den fraktionierten Zellen
(Z). (in % der Kontroll-Gesamtaktivitit (UU+Z0+2Z))
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3.3.3.1. Einfluf von nativem Quarz

Abb, 33 und 34 zeigen die Verteilung der NAG nach 2- bzw. 16- stiindiger
Inkubation mit nativem Q5. In diesem Zeitraum bleibt die Gesamtausbeute in
Kontrolle und Q@Q6-inkubierten Zellen nahezu unverfindert. Der prozentuale
Anteil in Uberstand und adhaerenten Zellen zeigt nach 2 Stunden Inkubation
mit Q5 nur geringe Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 83). Dagegen
sind nach 16 Stunden in den quarzbehandelten Zellen bereits 53% der NAG in
den Uberstand freigesetzt (Kontrolle: 24%), davon 40% in den zellfreien Uber-
stand (Kontrolle: 4%, 2p<0.001, Abb. 34).
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Abb, 34: Einfluf von 16 Stunden Inkubation der Alveolarmakrophagen mit
nativem (Q5) und DPL-behandeltem Quarz (Q5+DPL, je 250 pg/ml)
auf die Freisetzung der NAG in den Kulturiiberstand (UOU0+ZU) und
ihre Verteilung in den fraktionierten Zellen (Z),

(in % der Kontroll-Gesamtaktivitdt (U0U+Z0+2Z))
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ZU = Zellen im Kulturiiberstand

Z = adhaerente Zellen

Arithmetische Mittelwerte + Standardfehler von 3 Versuchen
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In den subzelluldren Fraktionen zeigt die NAG folgende Verteilung: Gemessen
an der Kontroll-Gesamtaktivitit (00+Z0+Z) sind in "N" und "S" der quarz-
behandelten Zellen weder nach 2 Stunden noch nach 16 Stunden Inkubation
Unterschiede zur Kontrolle zu erkennen. Der Anteil der NAG in "ML" nimmt im
Vergleich zur Kontrolle mit zunehmender Inkubationszeit stark ab, von 20%
nach 2 Stunden (Kontrolle: 41%, 2p<0.05) auf 12% nach 16 Stunden (Kontrolle:
41%, 2p<0.01).

Die Verteilung der SP wurde nach 2 Stunden Inkubation mit nativem Q5
bestimmt (Abb. 35). Unterschiede zur Kontrolle sind bei "N" und "ML" zu
erkennen. Gemessen an der Kontroll-Gesamtaktivitit steigt der SP-Anteil in
"N" auf 20% an (Kontrolle: 8%), gleichzeitig verringert er sich in "ML" auf

29% (Kontrolle: 50%).
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Abb. 35: Einflup von 2 Stunden Inkubation der Alveolarmakrophagen mit
nativem Quarz (@5, 250 ng/ml) auf die Freisetzung der SP in den
Kulturiiberstand (0U+Z0) und ihre Verteilung in den fraktionierten
Zellen (Z). (in % der Kontroll-Gesamtaktivitit (0U+ZU0+2Z))

UU = zellfreier Kulturiiberstand
20 = Zellen im Kulturiiberstand
Z = adhaerente Zellen
Einzelversuch
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Nach 16 Stunden Inkubation wurde neben der NAG auch Cathepsin B gemessen
(Abb. 36). Durch die Inkubation mit nativem Quarz kommt es zu einem Verlust
an Gesamt-Enzymaktivitdt von 52%. Die mePbare Aktivitidt verteilt sich zu
29% auf die adhaerenten Zellen (Z) und zu 19% auf den Gesamtiiberstand
(00+Z0). Die Verteilung zwischen zellfreiem Uberstand und sedimentierbaren
Zellen aus dem Uberstand verh#lt sich #hnlich wie bei der NAG: der Haupt-
anteil der Aktivitdt befindet sich im zellfreien Uberstand (U0).

Ebenfalls vergleichbar mit der NAG 1ist der Befund der subzelluldren
Verteilung. "N" und "S" der quarzinkubierten Zellen bleiben, berechnet in
Prozent der Kontroll-Gesamtaktivitdt (UOU+ZU+Z), unverdndert. "ML" nimmt
durch die Inkubation mit Quarz auf 11% ab (Kontrolle: 52%, 2p<0.001),
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Abb. 36: Einflup von 16 Stunden Inkubsation der Alveolarmakrophagen mit
nativem (@5) und DPL-behandeltem Quarz (Q5+DPL, je 250 pg/ml)
auf die Freisetzung von Cathepsin B in den Kulturiiberstand
(OU+ZU) und die Enzymverteilung in den fraktionierten Zellen (Z).
(in % der Kontroll-Gesamtaktivitdt (0U+Z0+Z))
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Die Verteilung des Gesamtproteins wurde ebenfalls nach 2 und 16 Stunden
gemessen (Abb. 37 und 38). Nach 2 Stunden zeigen sich Unterschiede im zell-
freien Uberstand (UU), in "N", "ML" und "S" (Abb. 87).

Gemessen an der Kontroll-Gesamtaktivitdt (00+ZU0+Z) steigt der Proteinanteil
im zellfreien Uberstand (UU) auf 14% (Kontrolle: 3%, (2p<0.01)) und in “N" auf
256% an (Kontrolle: 9%). Dagegen nimmt der Proteingehalt in "ML" bis auf 11%
(Kontrolle: 17%, (2p<0.05)) und in "S8" bis auf 37% ab (Kontrolle: 56%).
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Abb. 37: Einfluf von 2 Stunden Inkubation der Alveolarmakrophagen mit
Quarz (Q6, 250 ng/ml) auf die Freisetzung von Protein in den
Kulturiiberstand (UU+Z0) und die Proteinverteilung in den
fraktionierten Zellen (Z).

(in % der Kontroll-Gesamtaktivitdt (0U+Z0+Z))

UU = zellfreier Kulturiiberstand

ZU = Zellen im Kulturiiberstand

Z = adhaerente Zellen

Arithmetische Mittelwerte + Standardfehler von 3 Versuchen
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Nach 16 Stunden Inkubation mit nativem Q5 (Abb. 38) ist der Proteinanteil im
gesamten Uberstand auf 46% angestiegen, wobei der gropte Anstieg im zell-
freien Uberstand (UU) zu beobachten ist (Q5: 37%, Kontrolle: 3%, 2p<0.001),
Der Proteinanteil in "ML" und "8" der quarzbehandelten Zellen ist gemessen an
der Kontroll-Gesamtaktivitdt (00+Z0+Z) mit 2zunehmender Inkubationszeit
deutlich reduziert: in "ML" auf 5% (Kontrolle: 13%, 2p<0.05) und in "S8" auf
17% (Kontrolle: 47%, 2p<0.005).
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Abb. 38: Einfluf von 16 Stunden Inkubation der Alveolarmakrophagen mit
nativem (@5) und DPL-behandeltem Quarz (Q5+DPL, je 250 pg/ml)
auf die Freigsetzung von Protein in den Kulturiiberstand (UU+ZU) und
die Proteinverteilung in den fraktionierten Zellen (Z).

(in % der Kontroll-Gesamtaktivitdt (OU+Z0+Z))
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Wird die subzellulidre Verteilung der Enzyme und des Proteins nach 16 Stunden
Inkubation mit nativem Q5 nicht anhand der Kontroll-Gesamtaktivitit
(0U+20+2Z) berechnet sondern nur anhand der Aktivitdten bzw. des Gehaltes
in den adhaerenten Zellen (Z) der jeweiligen Kultur, so ergibt sich fir die

Fraktionen "N" und "S" ein anderes Bild.

Der Anteil der lysosomalen Enzymaktivitdt, der in "N" und "S" sedimentiert,
ist nahezu verdoppelt. Die NAG-Aktivitdi sieigi in "N" auf 41% (Kontrolle;
25%) und in "S" auf 35% (Kontrolle: 19%). Ahnlich verhdlt es sich mit der
Cathepsin B-Aktivitdt, die in "N" auf 46% (Kontrolle: 21%) und in "8" auf 12%
(Kontrolle: 3%) steigt.

Dasselbe gilt fiir den Proteingehalt in "N". Auch hier verdoppelt sich der
Gehalt auf 84% (Kontrolle: 17%, 2p<0.026). In "8"  sedimentlert mit 42%

dagegen etwas weniger Protein (Kontrolle: 58%)

Die Abnahme der lysosomalen Enzymaktivitdt in "ML" wird dagegen auch nach
dieser Berechnungsmethode deutlich. Nach 16-stiindiger Inkubation mit Qb
betrigt die NAG-Aktivitdt in "ML" nur noch 22% (Kontrolle: 53%, 2p<0.02) und
die Cathepsin B-Aktivitdt nur noch 39% (Kontrolle: 70%, 2p<0.05).

Der Proteingehalt in "ML" ist nur wenig verindert, von 16% in der Kontrolle

auf 11% in "ML" der quarzinkubierten Zellen,

3.3.3.2. EBinflup von Phospholipid—~behandeltem Quarz

Der Einflufp von DPL-behandeltem Quarz (Q5+DPL) auf Freisetzung und intra-
zelluldre Vertellung von NAG, Cathepsin B und Protein wurde nach 16 Stunden
und fiir die NAG auch nach 47 Stunden Inkubation bestimmt.

Abb. 34, 86, 38 und 39 zeigen in der Jewells rechten Siule die Ergebnisse

dieser Versuche.



Weder in der Freisetzung in den Uberstand noch in der Ausbeute oder der
subzellulidren Verteilung konnten im untersuchten Zeitraum fir die gemessenen
Parameter Unterschiede zu den Kontrollen nachgewiesen werden. Interessant
ist der Befund, dap durch die Behandlung des Quarzes mit DPL kein Verlust
der Cathepsin B-Gesamtaktivitdt auftritt (Abb. 36).
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Abb. 39: Einflup von 47 Stunden Inkubation der Alveolarmakrophagen mit DPL
behandeltem Quarz (Q5+DPL, 250 pg/ml, Inkubation in KM 2) auf die
Freisetzung der NAG in den Kulturiiberstand (UU+Z0) und ihre
Verteilung in den fraktionierten Zellen (Z).

(in % der Kontroll-Gesamtaktivitidt (0U+Z0+Z))

U0 = zellfreier Kulturiiberstand

20 = Zellen im Kulturiiberstand

Z = adhaerente Zellen

Arithmetische Mittelwerte # Standardfehler von 2 Versuchen
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Freisetzung von SP aus N und ML

(% von N+ML)

3.3.4. Stabilitdt der Lysosomen aus guarzinkubierten Zellen

Aus Zellen, die mit nativem bzw. DPL-behandeltem Quarz (Q5 und @Q5+DPL)
inkubiert worden waren, wurden die Fraktionen "N" und "ML" isoliert (s.
2.56.1.). In KP oder DPBS resuspendiert wurden sie fiir die Untersuchung der
Lysosomenstabilitdt nach Quarzphagozytose verwendet (s. 2.5.8.). Als Kontrolle
dienten "N" und "ML" aus unbehandelten Zellen. Die Summe von "N" und "ML"
aus Jjedem Ansatz wurde zu 100% gesetzt und fiir die Berechnung der

prozentualen Vertellung zugrunde gelegt,
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Abb. 40: Einflup von in vitro-Inkubation und von 1% TX-100 auf die Frei-
setzung von SP aus isolierten "N"— und "ML"-Fraktionen (120 Min.
Inkubation in KP und DPBS bei 37°C); (in % der Ausbeute ("N"+"ML")
in jedem Ansatz); "N" und "ML" isoliert nach 2 und 16 Stunden
Inkubation der Zellen mit Quarz (Q5 und @Q5+DPL, je 250 pg/ml)
Arithmetische Mittelwerte * Standardfehler
Zahl der Versuche in Klammern
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schraffierte Flichen: nach 120 Minuten freigesetzter Enzymanteil




Freisetzung von NAG aus ML und N
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Abb. 41: Einflup von in vitro-Inkubation und von 1% TX-100 aul die Frei-

setzung von NAG aus isolierten "N"- und "ML"-Fraktionen (120 Min.
Inkubation in KP und DPBS bei 37°C); (in % der Ausbeute ("N"+"ML")
in jedem Ansatz); "N" und "ML" isoliert nach 2, 16 und 47 Stunden
Inkubation der Zellen mit Quarz (Q5 und Q5+DPL, je 250 ng/ml).
Arithmetische Mittelwerte + Standardfehler

Zahl der Versuche in Klammern

Abkiirzungen siehe Abkiirzungsliste

schraffierte Flichen: nach 120 Minuten freigesetzter Enzymanteil




In Abb. 40 - 42 ist die Freisetzung von drei lysosomalen Markerenzymen nach
120 Min. Inkubation von "N" und "ML" aus quarzinkubierten Zellen dargestellt.
Bel den mit nativem Q56 inkublerten Zellen nimmt der Anteil der lysosomalen
Enzymaktivitdt, der in "N" lokalisiert ist, mit zunehmender Inkubationszeit zu,
in "ML" entsprechend ab. Die Verteilung der Enzymaktivitit in "N" und "ML"
aus den Zellen, die mit Q6+DPL inkubiert worden waren, ist dagegen identisch
mit der‘Vertellung aus den Kontrollzellen (s. Abb., 40, 41).

16h KP ' 16h DPBS
= [3] : 2]
5 | /
z
» |
3 80 :
m
= |
a7 i |
g 60
= |
=
2 6 40 t '
S 2 |
D')Q\_, |
S
N 20 1 I
.% | EIN
LT_ 0 | ML
Ko Q5 Q5+ Ko Q5 831
DPL

AbD. 42: Einflup von in vitro-Inkubation auf dle Freisetzung von Cathepsin B
aus isolierten "N"- und "ML"-Fraktionen (120 Min. Inkubation in KP
und DPBS bei 37°C); (in % der Ausbeute ("N"+"ML") in jedem Ansatz)
"N" und "ML" isoliert nach 16 Stunden Inkubation der Zellen mit
Quarz (Q5 und Q5+DPL, je 250 pg/ml).

Arithmetische Mittelwerte + Standardfehler
Zahl der Versuche in Klammern

Abkilrzungen siehe Abkilirzungsliste

schraffierte Flichen: nach 120 Minuten frelgesetzter Enzymanteil

_____________ gibt kelner der
untersuchten Parameter einen Hinweis auf eine hierdurch bedingte héohere
Fragilitdt der isolierten Lysosomen in "N" oder "ML". Die maximal mogliche
Enzymfreisetzung aus "N" und "ML" unter dem Einflup von TX-100 ist in der

Jeweils ersten S#dule in Abb. 40 und 41 dargestellt.




Der Einflup des Inkubationspuffers auf die Enzymfreisetzung wurde an
Fraktionen untersucht, die aus Zellen nach 16-stiindiger Quarz-Inkubation
isoliert worden waren. Auch hier gibt es keine Unterschiede zwischen den
Fraktionen aus Kontroll- und aus quarzinkubierten Zellen. Die Organellen in
"N" sind jedoch in DPBS weniger stabil als in KP. Dieser Effekt ist am
deutlichsten bei Cathepsin B zu erkennen (Abb. 42).

Auch die Proteinverteilung und -freisetzung aus "N" und "ML" zeigt dieselben
Tendenzen wie die lysosomalen Enzyme (Abb. 43). Der Proteingehalt in "N" aus
den mit nativem Q5 behandelten Zellen ist hdher, in "ML" dagegen niedriger
als in der Kontrolle und in den mit DPL-behandeltem Q5 inkubierten Zellen.
Hier ist die Verteilung nahezu identisch. Unterschiede in der Proteinfrei-

setzung zwischen den in KP und DPBS inkubierten Anséizen ireien nichi auf.
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Abb. 43: Einflup von in vitro-Inkubation auf die Freisetzung von Protein aus
isolierten "N"- und "ML"-Fraktionen (120 Min. Inkubation in KP und
DPBS bei 87°C); (in % der Ausbeute ("N"+"ML") in jedem Ansatz);
"N" und "ML" isoliert nach 2 und 16 Stunden Inkubation der Zellen
mit Quarz (@5 und Q5+DPL, je 250 pg/ml).
Arithmetische Mittelwerte # Standardfehler
Zahl der Versuche in Klammern

Abkiirzungen siehe Abkilirzungsliste

schraffierte Flachen: nach 120 Minuten freigesetzter Enzymanteil




3.3.5. Dichtegradientenzentrifugation der "N"- und "ML"-Fraktion
3.3.5.1. Vertellungsprofile im linearen Saccharosedichtegradienten

Aliguots der frisch isolierten "N"— und "ML"-Fraktionen von unbehandelten
Kontrollzellen und von Zellen, die zuvor 2 und 16 Stunden mit nativem Quarz
(Q5) inkubiert worden waren, wurden In linearen Saccharosegradienten

zentrifugiert (s. 2.6.3.1.).
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Abb. 44: Verteilung von lysosomalen Enzymen und GLDH aus der mit TX~100
(Endkonzentration 1%) behandelten "ML"-Fraktion von Kontroll-
Alveolarmakrophagen nach Zentrifugation im linearen Saccharose-~

Ap = Dichteunterschied zwischen den Fraktionen
Représentativ fiir 2 Versuche
Abkilirzungen siehe Abklrzungsliste
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In Abb. 44 ist der Einflup von TX-100 auf das Verhalten von lysosomalen
und mitochondrialen Markerenzymen aus Kontroll-"ML" dargestellt. Die Zugabe
von TX-100 zu "ML" vor der Zentrifugation bewirkt eine vollstdndige
Zerstdérung von Lysosomen und Mitochondrien, deren freie Enzyme sich in den
Fraktionen mit der geringsten Dichte (1.06 g/cm8) anreichern. Wihrend bei

NAG, SP und GLDH dieser Effekt nahezu 100%ig ist, zeigt Cathepsin B einen
kleinen Gipfel von 20% in der Dichte 1.20 g/cm?,
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Abb. 45: Verteilung der NAG der frisch isolierten "N"- und "ML"-Fraktionen
von Kontroll- und quarzinkubierten Alveolarmakrophagen (Q5, 250
ng/ml, Inkubationszeit 2 Stunden) nach Zentrifugation im linearen
Saccharosedichtegradienten (60,000g/2 Stunden; Vertikalrotor).
ndhere Einzelheiten siehe Abb. 44

Einzelversuch
Abkiirzungen siehe Abklirzungsliste

______ Kontrolle ——— quarzinkubierte Zellen




Die Enzymprofile der NAG aus der frisch isolierten "N"- und "ML"-Fraktion
von Zellen nach 2-stiindiger Quarzphagozytose sind in Abb. 45 dargestellt.
Anhand der medianen Dichten ("ML" Kontrolle: 1.166, Q@5-inkublerte Zellen:
1.170; "N" Kontrolle: 1.165, @5-inkubierte Zellen: 1.171, Einheit jeweils g/cm?)
kénnen keine Unterschiede zwischen den Fraktionen aus Kontroll- und Q5-
behandelten Zellen festgestellt werden. Sowohl in "N" als auch in "ML" zeigt
die Verteilung ein Hauptmaximum im Dichtebereich von 1.15 bis 1.20 g/cm8

und einen kleinen Gipfel in dem Bereich geringster Dichte (1.056 g/cm?).

In den Abb. 46 und 47 sind die Profile von NAG, Cathepsin B, Protein und
GLDH aus der "N"- und "ML"-Fraktion von Zellen dargestellt, die fiir 16
Stunden mit Quarz inkubiert worden waren. Abb. 46 zeigt die Verteilung aus
den frisch isolierten Fraktionen, Abb. 47 die Verteilung nachdem die Isolate
fiir 120 Minuten bel 87°C inkublert worden waren (s. 2.5.3.1.). Auch hier sind
keine deutlichen quarzspezifischen Veridnderungen in den Profilen zu erkennen.
Die lysosomalen Enzyme der Praktionen "N" reichern sich In einem etwas
breiteren Dichtebereich (1.15 bis 1.22 g/cm®) an als die der entsprechenden
"ML"-Fraktionen (1.14 bis 1.19 g/cm®). Beide Fraktionen aus den quarz-
inkubierten Zellen zeigen im niedrigen Dichtebereich wvon 1.056 g/cm® einen
etwas groperen Gipfel als die Kontrolle.

Die Profile von Protein und GLDH sind sehr breit iiber den gesamten
Gradienten verteilt. In "N" liegt das Maximum jeweils bei einer Dichte von
1.15 g/cm3, in "ML" bei 1.18 bis 1.17 g/cm® Auffallend ist das fast vollige
Fehlen eines GLDH-Gipfels im Dichtebereich von 1.06 g/cm®, vor allem bei der
"ML"-Fraktion.

Auch nach 2-stiindiger Inkubation der isolierten Fraktionen stimmen die
Enzym- und Proteinprofile aus Kontroll- und @Q5-behandelten Zellen iberein
(Abb. 47). Im Vergleich zu den frischen Isolaten (Abb. 46) reichern sich hier
die Enzyme und besonders das Protein der Fraktion "N" verstirkt im Bereich

geringster Dichte an.



Hiufigkeit (4Q/ap)

Abb. 46:

R 89 —
N ML

40

2 NAG NAG

20

10

40

30

20

40

Protein Protein
30

20

40

30

20

10

1,05 L.10 L.iS5 1,20 1.25 1.301.05 1.10 L.15 1.20 1.2 .30
Saccharosedichte (g/cm3)

Verteilung von NAG, Cathepsin B, GLDH und Protein der frisch

isolierten "N"~ und "ML"-Fraktionen von Kontroll- und quarz-
inkubierten Alveolarmakrophagen (Q5, 250 pg/ml,Inkubationszeit 16
Stunden) nach Zentrifugation im linearen Saccharosedichte- |
gradienten (60,000g/2 Stunden; Vertikalrotor).

ndhere Einzelheiten siehe Abb. 44

Repridsentativ fiir 2 Versuche
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3.3.6.2. Verteilungsprofil der NAG im linearen Metrizamiddichtegradienten

Parallel zu den Zentrifugationen im Saccharosedichtegradienten wurde das
Verhalten der NAG der Fraktionen "N" und "ML" aus quarzbehandelten Zellen
im linearen Metrizamiddichtegradienten untersucht (s. 2.5.3.1.). Hierbei stellte
es sich als sinnvoll heraus, die Gradienten zu unter- statt zu iiberschichten.
Abb. 48 zeigt den Vergleich dieser beiden Méglichkeiten. Das NAG-Profil des
iberschichteten Gradienten weist eine starke Anreicherung im geringen
Dichtebereich (1.06 bis 1.08 g/cm?®) auf. Im unterschichteten Gradienten liegt

das Maximum dagegen im Dichtebereich von 1.12 bis 1.16 g/cms.
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ADbb. 48: Verteilung der NAG der frisch isolierten "ML"-Fraktion von Kontroll
Alveolarmakrophagen nach Zentrifugation im linearen Metrizamid-—
dichtegradienten (60,000g/2 Stunden; Vertikalrotor).
links : Gradient mit 1.7ml "ML" Uberschichtet
rechts: Gradient mit 1.7ml "ML" unterschichtet
ndhere Einzelheiten siehe Abb. 44
Reprisentativ fiir 2 Versuche
Abkilirzungen siehe Abkiirzungsliste

In Abb. 49 sind die NAG-Profile der frisch isolierten sowie der 120 Minuten
inkubierten "N"- und "ML"-Fraktionen aus Zellen dargestellt, die 16 Stunden
mit Quarz inkubiert worden waren. Die Verteilungen aus "ML" stimmen mit der
Kontrolle {iberein. In "N" ist das Maximum des NAG-Profils der quarz-

inkubierten Zellen geringfligig zu geringeren Dichtebereichen hin verschoben.




Die medianen Dichten stimmen jedoch weitgehend {iberein (0 Min.: Kontrolle:
1.138, @5~inkublerte Zellen: 1.139; 120 Min.: Kontrolle: 1.156, @5-inkubierte
Zellen: 1.152, Rinheit jewells g/cm3).

Wihrend die Profile aus den frischen Isolaten relativ scharfe Maxima zeigen,
verteilt sich die NAG-Aktivitdt nach 120 Minuten Inkubation iiber einen
breiten Dichtebereich, Bei allen Gradienten fehlt der Gipfel in der geringsten

Dichtefraktion.
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Abb. 49: Verteilung der NAG der "N"- und "ML"- Fraktionen von Kontroli-
und quarzinkubierten Alveolarmakrophagen (Q65, 250 ng/ml, Inkuba-
tionszeit 16 Stunden) nach Zentrifugation im linearen Metrizamid—
dichtegradienten (60,000g/2 Stunden; Vertikalrotor), sofort nach der
Isolierung von "N" und "ML" (0 Min.) und nach 120 Min. Inkubation
von "N" und "ML" in KP bei 37°C.
nidhere Einzelheiten siehe Abb. 44
Einzelversuch

Abkiirzungen siehe Abkiirzungsliste

______ Kontrolle —— quarzinkubierte Zellen
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3.3.6. Inkubationsversuche mit der "ML"-Fraktion aus Kontrollzellen
3.3.6.1. "ML" aus Alveolarmakrophagen

Die isolierte "ML"-Fraktion aus Kontroll-AM wurde bei 87°C in DPBS~Puffer
mit Latex-, TiOz~ und Quarzsuspensionen (Q8) vermischt (s. 2.5.4.1.). Die
Stabilitdt der Lysosomen unter dem Einfluf der Staubinkubation wurde nach 0
und 120 Minuten anhand der Verteilung von NAG, SP und Protein untersucht.
In Tab. 2 - 4 sind die Ergebnisse dieser Versuche aufgefiihrt.

Tab, 2 und 3 zeigen die Verteilung der NAG und der SP. Innerhalb des
Beobachtungszeitraumes kommt es bei keinem der beiden lysosomalen Enzyme

zu einer deutlichen staubbedingten Frelsetzung in den 16,000g-Uberstand.

Tab. 2: Verteilung der NAG der "ML"-Fraktion von Alveolarmakrophagen ("ML"-
Inkubation in DPBS, 37°C) ‘

in % der Kontroll-Gesamtaktivitite

Inkubations- 500g- 16,000g- 16,000g~ Ausbeute
zeit (Min.) Sediment Sediment Uberstand
(s2) (S1) ()
Kontrolle 0 17 £ 1 59 + 1 24 + 1 100
120 156 £ 2 51 + 1 33 + 0.4 100
Latex? 0 23 £ 1* 53 £ 3 24 £ 0.6 100
120 19 £ 1 50 £ 2 33 £ 2 101
TiO22 0 28 + 1* 35 £ 0.5 23 £ 0.5 86
120 27 £ 1* 30 £ 0.4* 36 £ 0.4~ 93
Quarz? 0 33 &£ 4~ 39 + 0.5¢ 23 £ 0.5 95
120 29 + 2 33 £ 0.4 37 £ 0.4~ 99

8Ko: 0 Min.= 21.0 mU/ml, 120 Min.= 23.4 mU/ml

1 Unit (U) katalysiert die Umsetzung von 1 uMol Substrat pro Minute bei 37°C
Reprisentativ fiir 3 Versuche

Mittelwert * Standardfehler, n=3

*statistisch signifikanter Unterschied gegeniiber der Kontrolle (2p<0.05)

1100 pg/ml, ¢ l.1pm

2150 pg/mi, Anatas

3150 pg/ml, DQ12-Quarz (Q8)




Eine Umverteilung findet hingegen zwischen den bei 500g (zusammen mit den
Stduben) und den bei 16,000g sedimentierbaren Anteilen statt. Schon
unmittelbar nach dem Mischen der "ML"-Fraktionen mit den Staubsuspensionen
(= Zeitpunkt O Min.) sind die Aktivitdten beider Enzyme in den 500g-
Sedimenten signifikant hoéher als in der Kontrolle. Bei den mit Latex
inkubierten Proben st dieser Effekt im Verlauf der Inkubationszeit reversibel,
bei den mit TiOz und Q8 behandelten Proben dagegen nicht. Hier bleiben die
bei 500g sedimentierbaren Enzymaktivititen im gesamten Beobachtungszeitraum
etwa doppelt so hoch wie bei der Kontrolle. Gleichzeitig sind die Anteile in
den 16,000g-Sedimenten deutlich geringer als in der Kontrolle und in den mit

Latex inkubierten Proben.

Tab. 3: Verteilung der SP der "ML"-Fraktion von Alveolarmakrophagen
("ML"~-Inkubation in DPBS, 37°C)

in % der Kontroll-Gesamtaktivitidte

Inkubations— 500g~ 16,000g- 16,000g~ Ausbeute
zeit (Min.) Sediment Sediment Uberstand
(82) (81) (t)
Kontrolle 0 13 + 2 76 £ 3 11 £ 1 100
120 8 £ 1 71 £ 2 20 £ 0.5 100
Latex! 0 18 £ 1* 72 £ 4 9 % 0.3 99
120 10 £ 0.2 71 £ 2 22 + 0.5¢ 103
Ti022 0 21 £ 1* 43 + 1~ 7 + 1 71
120 18 £ 1* 44 + 1* 23 + 0.2~ 85
Quarz? 0 27 + 38* 49 + 1~ 8 £ 1 84
120 18 + 1* 51 + 1* 23 £ 1* 92

aKo: 0 Min.= 3.8 mU/ml, 120 Min.= 4.2 mU/ml

1 Unit (U) katalysiert die Umsetzung von 1 pMol Substrat pro Minute bei 37°C
Reprdsentativ filr 8 Versuche

Mittelwert * Standardfehler, n=38.

*statistisch signifikanter Unterschied gegeniiber der Kontrolle (2p<0.05)

1100 pg/ml, ¢ 1.1um

2150 pg/ml, Anatas

3150 ng/ml, DQ12-Quarz (Q8)




In Tab. 4 ist die Verteilung des Proteingehaltes dargestellt, die sich im
wesentlichen so verhilt wie fiir die lysosomalen Enzyme beschrieben. Es ist
ebenfalls keine staubbedingte Freisetzung in den Uberstand feststellbar, wohl

aber eine signifikant h6here Sedimentierbarkeit bei 500g. Der Proteingehalt in

den 16,000g~-Sedimenten ist bei den mit TiOz und Q8 behandelten Proben
signifikant geringer als in der Kontrolle.
Tab. 4: Verteilung des Proteingehalts der "ML"-Fraktion von Alveolar-
makrophagen ("ML" Inkubation in DPBS, 37°C)
in % der Kontroll-Gesamtaktivitéte
Inkubations- 500g- 16,000g- 16,000g~ Ausbeute
zeit (Min.) Sediment Sediment Uberstand
(s2) (s1) (0)
Kontrolle 0 69 + 3 28 + 3+£1 100
120 B9 + 4 32 £ 1 9 %1 100
Latex? 0 81 £ 1* 35 £ 2 6 £ 1°* 122
120 72 £ 1~ 41 £ 1* 7 £ 0.1 120
TiO22 0 88 + 12 20 £ 0.4° 1 + 0.1 109
120 87 + 4* 21 £ 2~ 8 + 0.8 116
Quarz3 0 87 £ 4* 21 £ 1” 3 £ 0.3 111
120 983 £ 1 24 + 0.4* 9 + 0.3 126

8Ko: 0 Min.= 77.4 ug/ml, 120 Min.= 71.1 ng/ml

Reprédsentativ fiir 83 Versuche

Mittelwert £ Standardfehler, n=3

*statistisch signifikanter Unterschied gegeniiber der Kontrolle (2p<0.05)
1100 pg/ml, ¢ 1.1um

2150 pg/ml, Anatas

3150 ng/ml, DQ12-Quarz (Q8)




3.3.6.2. "ML" aus Rattenleber

Neben der "ML"-Fraktion aus Alveolarmakrophagen wurde "ML" aus Rattenleber
hergestellt (s. 2.5.4.2.) und ebenfalls mit verschiedenen Stiuben inkubiert.
Das Verhalten der mit Quarz (Ql) behandelten Proben wurde in zwel ver-
schiedenen Puffern (DPBS und KP) vergleichend untersucht. Tab. 5 zeigt die
Verteilung der NAG. In DPBS waren die Organellen in "ML" weniger stabil als
in KP. Wie schon bei der "ML"~Fraktion aus Alveolarmakrophagen (Tab. 2)
erfolgt auch hier weder in KP noch in DPBS nach 120 Min. Inkubation eine
quarzbedingte Enzymfreisetzung in den 16,000g-Uberstand. Allerdings konnte
bei "ML" aus Rattenleber keine Umverteilung der Enzymaktivitdt zwischen dem

500g- und dem 16,000g--Sediment festgestellt werden.

Tab. &6: Verteilung der NAG der "ML"-Fraktion von Ratitenleber
("ML"-Inkubation in KP oder DPBS, 37°C)

% der Kontroll-Gesamtaktivitdta

Inkubations- 500g- 16,000g~ 16,000g- Ausbeute
zeit (Min.) Sediment Sediment Uberstand
(82) (s1) (0)
KpP
Kontrolle 0 4 + 1 89 + 1 7 £ 1 100
120 4 + 0.6 80 + 47 17 £ 0.1 100
Latex! 0 2 £ 0.1 84 + 2 5 % 0,1 92
120 4 + 0.3 89 + 3 12 + 0.4 106
TiQ22 0 5 + 0.3 86 + 3 6 £ 1 97
120 4 + 0.4 87 + 2 156 & 1 106
Quarz? 0 3 £ 0.1 83 = 1 5 + 0.1 91
120 4 + 0.6 90 % 13 £ 0.1 107
DPBS
Kontrolle 0 65 + 1 73 £ 2 22 + 0.3 100
120 3+ 0.2 44 + 0.5 583 + 0.6 100
Quarz? 0 3 %+ 0.2 68 + 3 28 + 2 99
120 3 %+ 056 51 + 2 56 + 2 109

aKo: KP: 0 Min.= 19 mU/ml, 120 Min.= 17 mU/ml
DPBS: 0 Min.= 13 mU/ml, 120 Min.= 12 mU/ml
1 Unit (U) katalysiert die Umsetzung von 1 pMol Substrat pro Minute bei 37°C
Reprisentativ fiir 8 Versuche, Mittelwerte * Standardfehler, n=38
1100 pg/ml, ¢ 1.1um
2150 ug/ml, Anatas
3150 ng/ml, Sicron F600 (Q1)
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3.3.6.3. Einflup der Quarzdosis auf "ML" aus Alveolarmakrophagen

Um zu tberpriifen, ob die Enzym- bzw. Proteinfreisetzung in den 16,000g~
Uberstand von der eingesetzten Quarzdosis abhingt, wurde Kontroll-"ML" mit
steigenden Quarzdosen (Q8) bei 37°C in DPBS inkubiert (s. 2.5.4.) und die
Verteilung der Markerenzyme sowie des Proteins im 500g- und 16,000g-

Sediment sowie im 16,000g-Uberstand bestimmt.

Abb., 50 - 52 zeigen die Verteilungen der NAG, SP und des Cathepsin B. Auch
mit ansteigender Quarzdosis ist weder sofort nach dem Mischen der "ML"-
Fraktion mit den Staubsuspensionen noch nach 120 Min. Inkubation der
Gemische bei 87°C eine erhohte quarzbedingte Enzymfreisetzung in den
Uberstand zu erkennen.

Ein Dosiseffekt ist dagegen im Anstieg der lysosomalen Enzymaktivitit im
500g-Sediment gegeben. Dieser Effekt tritt spontan schon zum Zeitpunkt O
Min. auf. In allen wuntersuchten Dosisbereichen ist der bei 500g
sedimentierbare Anteil lysosomaler Enzyme signifikant hoher als in der
Kontrolle. Besonders deutlich ist dies bei Cathepsin B zu sehen, hier betridgt
die Enzymaktivitdt im 500g~-Sediment der mit 500 pg @8/ml inkubierten Probe
das Doppelte des Kontrollwertes. Nach 120 Min. Inkubation sedimentieren
insgesamt weniger lysosomale Enzyme bei 500g, die Werte der beiden hdheren
Quarzdosen kénnen jedoch auch hier statistisch abgesichert werden.

Einen umgekehrten Dosiseffekt zeigen dagegen die 16,000g-Sedimente, die mit
steigender Dosis gegeniiber der Kontrolle signifikant abnehmen. Die Ausbeute
aus Uberstand, 500g- und 16,000g-Sediment der untersuchten Enzyme wird
durch die Inkubation mit Quarz nicht beeinflupt.

Vergleichbar mit den lysosomalen Enzymen ist die Situation auch fir die
Proteinverteilung (Abb. 53). Mit steigender Quarzdosis nimmt der Proteingehalt
im 500g-Sediment zu und im 16,000g-Sediment ab. Nach 120 Min. Inkubation
ist dies etwas deutlicher zu sehen als zum Zeitpunkt 0 Min. Bei den beiden
hoheren Dosen ist der Unterschied zur Kontrolle statistisch zu sichern. Im
Uberstand findet, wie schon fiir die lysosomalen Enzyme beschrieben, keine

staubbedingte Verdnderung statt,




60

] 0 Min. 120 Min.
- 50 } /,-"—§ V‘A_—i/ﬁ
'é & _'/"/ e e U —— (]
s 40 N T — - s — i - S
= §,>* —-o—- 52 —-e—- 52
o - N
@ AN }\ _______ %
@ 30f 5 N P
s ~ -
<] I ~ o
S 20F B N Fm 4
- \£\ S
3 ~ ~
2 10} S~ =

%
E
0 1 ] ] L I N L i
0 150 250 500 0 150 250 500

Quarzkonzentration {ug/ml)

Abb. 50: Einflup steigender Quarzdosen (Q8) auf die Verteilung der NAG der "ML" Fraktion aus
Kontroll-Alveolarmakrophagen sofort nach dem Mischen von "ML" mit Q8 (0 Min.) und
nach 120 Min. Inkubation in DPBS bei 37°C.

(in % der entsprechenden Kontroll-Gesamtaktivitit (U+S1+82))
U = geldste Enzyme im 16,000g-Uberstand

S1 = bei 16,000g sedimentierbare Enzyme

S2 = Dbei 500g sedimentierbare Enzyme

Reprisentativ fiir 2 Versuche

Arithmetische Mittelwerte #* Standardfehler, n=3
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3.3.6.4. Quarzeinflup auf "P" und "S" aus Alveolarmakrophagen

Um zu kldren, ob sich die bei der "ML"-Fraktion beobachtete Adsorption der
lysosomalen Enzyme an den Quarz im 500g-Sediment auf die geldsten Enzyme
im Zytosol oder auf Komponenten in "P" zuriickfliihren 14Bt, wurden diese
beiden Fraktionen ebenfalls mit Quarz (Q8) inkubiert (Tab. 6 und 7).

Die Inkubation von "P" ist in Tab. 6 dargestellt. Im untersuchten Dosisbereich
von 250 und 500 ug/ml ist in den Uberstinden keine Verinderung gegeniiber
der Kontrolle zu erkennen. Zwischen dem 500g- und dem 16,000g-Sediment
findet dagegen die bei der "ML"-Inkubation beobachtete Umverteilung statt.
Mit steigender Dosis nimnmt der NAG-Anteil im 500g-Sediment zu und im

16,000g-Sediment ab.

Tab. 6: Einfluf von Quarz auf die Verteilung der NAG in der "P"- Fraktion

von Alveolarmakrophagen ("P"- Inkubation in DPBS, 37 °C)

in % der Kontroll-Gesamtaktivitiie

Inkubations- 500g- 16,000g~ 16,000g- Ausbeute
zeit (Min.) Sediment Sediment Uberstand
(82) (s1) (0)
Kontrolle 0 14 + 0.3 31 + 3 656 £ 3 100
120 10 £ 1 33 + 3 57 =+ 2 100
250 npg/ml 0 24 + 1* 34 £ 3 69 £ 7 127
Quaral 120 20 £ 1* 10 £ 3* 57 + 0.3 87
500 pg/ml 0 34 + 1* 7 £ 2* 34 + 3* 75
Quarzt 120 23 + 1* 3 £ 0.3* 53 + 3 79

aKo: 0 Min.= 3 mU/ml, 120 Min.= 3 mU/ml

1 Unit (U) katalysiert die Umsetzung von 1 uMol Substrat pro Minute bei 37°C
Einzelversuch

Mittelwerte £ Standardfehler, n=3

*statistisch signifikanter Unterschied gegeniiber der Kontrolle

(2p<0.05)

1DQ12~Quarz (Q8)
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Tab. 7 gibt die Verteilung von NAG, SP und Protein aus der "S$"-Fraktion nach
Inkubation mit 500 ug Quarz/ml wieder. Hier tritt die in "ML" und "p"
beobachtete Umverteilung zwischen dem 500g~ und dem 16,000g-Sediment
nicht auf. Mindestens 90% der Enzymaktivitit bzw. des Proteingehaltes liegen

auch nach 120 Min. Inkubation noch geldst im 16,000g-Uberstand vor.

Tab. 7: Einflup von Quarz auf die "S$"—-Fraktion von Alveolarmakrophagen
("8"-Inkubation in DPBS, 37°C)

in % der Kontroll-Gesamtaktivitit?

Inkubations~- 500g- 16,000g— 16,000g~ Ausbeute
zeit (Min.)  Sediment Sediment Uberstand
(82) (S1) ()
NAG
Kontrolle 0 1 + 0.2 4 + 1 96 + 0.2 100
120 3+ 0.1 4 £ 0,5 98 + 1 100
Quarzt 0 + 0.4* 5 %1 97 + 1 105
120 1 + 0.1" 4 * 93 + 108
SP
Kontrolle 0 3 +£1 6 + 0.3 91 £ 5 100
120 5 + 0.5 9 * 0.5 86 £ 27 100
Quarzi 0 3 £ 0.1 6 + 0.3 83 + 8 92
120 5 + 0.3 7 + 0.5* 106 £ 6 117
Proteingehalt
Kontrolle 0 1 + 0.1 4 + 0.5 95 + 0.03 100
120 1 + 0.1 4 + 0.4 95 + 1 100
Quarzt 0 4 + 1* 5 % 0.3 94 + 1 103
120 2 + 0.1 4 + 1 86 + 7 92

aKo: NAG: 0 Min.= 10 mU/ml, 120 Min.= 10 mU/ml
SP: 0 Min.= 3 mU/ml, 120 Min.= 2 mU/ml

Prot.: 0 Min.= 345 pg/ml, 120 Min.= 348 ng/ml
1 Unit (U) katalysiert die Umsetzung von 1 uMol Substrat pro Minute bei 37°C
Einzelversuch
Mittelwerte * Standardfehler, n=3
*statistisch signifikanter Unterschied gegeniiber der Kontrolle (2p<0.08)
1DQ12-Quarz (Q8), 500 nug/ml
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4. DISKUSSION

Das zentrale Anliegen der vorliegenden Arbeit bestand darin, die Eigen-
schaften von Lysosomen aus Rinderalveolarmakrophagen (RAM) zu charakteri-
sleren und ihre Reaktion auf Quarz als mdgliches primires Schadensereignis zu
prilfen. In direktem Zusammenhang hiermit stand die Untersuchung der in vitro
kultivierten RAM alg Testsystem fiir die Wirkung von Quarz und anderen
Stduben und die Bedeutung von Schutzmechanismen wie z.B. die Vorbehandlung
des Q@Quarzes mit Phospholipiden. In dieser Reihenfolge sollen im welteren

unsere Befunde diskutiert werden.

4.1. Lysosomen und ihre Reaktlon auf Partikel

In der Vergangenheit wurden fiir Untersuchungen an Iisolierten Lysosomen
hauptsichlich Zellorganellen aus Leberhomogenat verwendet (AHLBERG &
GLAUMANN 1985, DEHNEN & FETZER 1967, MARZELLA et al. 1980, SUTTERLIN
1982). Aus Alveolarmakrophagen (AM) wurden Organellen bisher nur bei
Kaninchen isoliert (COHN & WIENER 1963, LOWRIE et al. 1979, PILATTE et al.
1987) wihrend Untersuchungen an isolierten Lysosomen aus RAM noch nicht

durchgefiihrt wurden.

Die Lysosomen der RAM lassen sich morphologisch sowohl im Fluoreszenz-
mikroskop als auch im Elektronenmikroskop darstellen. Sie sind in Acridin
Orange (AO) markierten Zellen als Population unterschiedlich groper Vesikel zu
erkennen, die aufgrund ihres sauren Milleus rot fluoreszierem. Auch lsolierte
Lysosomen aus AO-markierten Zellen behalten in_ wvitro ihre rote Fluoreszenz.
BEs kann daher davon ausgegangen werden, dap auch in vitro die Lysosomen-—
membran der isolierten Organellen ihre Eigenschaft, einen Protonengradienten
aufzubauen, behidlt. Die Untersuchung der Isolierten und in der Trigerfreien
Elektrophorese gereinigten Organellen im Transmissionselektronenmikroskop
(Abb. 26) belegt ihre Ahnlichkeit mit isolierten Lysosomen anderer Tierarten
(ADAMSKI et al 1987, STAHN et al. 1970). In der rasterelektronen-
mikroskopischen Priparation der isolierten "ML"-Fraktion sind die Organellen
als kieine Vesikel von maximal einem pm Durchmesser zu erkennen, Jjedoch
kénnen mit dieser Methode die verschiedenen Organellen im Gegensatz zur
Transmissionselektronenmikroskopie nicht unterschieden werden.

Der Vergleich der Enzymprofile in der Trigerfreien Elektrophorese der "ML"-

Fraktion vor und nach ihrer Behandlung mit Ultraschall zeigt, dap die



— 106 —

Organellen weltgehend intakt isoliert werden koénnen (8.8.1.). Die Profile der
lysosomalen Enzyme aus der "ML"-Fraktion nach der Tragerfreien Elektro-—
phorese stimmen gut mit den von SEIDEL et al. (1986) ermittelten Profilen von
Leberlysosomen verschiedener Tierarten iiberein. Eine Besonderheit ist das
zweigipfelige Profil der Sauren Phosphatase, das im Profil von Rattenleber-
lysosomen nicht beobachtet wird (WIENER 1988). Ob es sich hier um eine
heterogene Lysosomenpopulation mit unterschiedlicher Wanderungs-
geschwindigkeit im elektrischen Feld handelt, ist nicht bekannt. Auffillig ist,
dap der langsam wandernde Gipfel an der selben Stelle liegt wie der Gipfel
der Sauren Phosphatase nach der Behandlung von "ML" mit Ultraschall
(Abb.24). Fir die Untersuchung quarzspezifischer Lysosomenschiden wurden
diese hochreinen Lysosomen nicht verwendet, da sich die Ausbeute nach der
Trégerfreien Blektrophorese als zu gering erwiesen hat.

Die Zentrifugation in ionischen und nicht-ionischen Dichtegradienten bestdtigt
ebenfalls die Integritit der isolierten Organellen, die auch durch eine 2-
stiindige in vitro-Inkubation weder Veridnderungen der Latenz noch der Dichte
erkennen lassen. Die Lage der Gipfel der lysosomalen Enzyme im linearen
Saccharosegradienten stirnmt gut mit den Befunden von LOWRIE et al. (1979)
dberein, die filir Lysosomen aus Kaninchen—-AM ein Dichtemaximum von 1.16
g/cm® angeben. Isolierte Lysosomen aus AM weisen somit eine geringere Dichte
auf als Lysosomen aus Rattenleber (1.20 g/cm8, SUTTERLIN 1982).

Fir die Untersuchung der Quarzwirkung auf intrazelluldre Strukturen als
mogliches prim#res Schadensereignis wurde die Quarzfraktion Q5 verwendet.
Der Durchmesser der Quarzpartikel dieser FPraktion betrug 0.7 - 1.1 um
(CMAD). Die Partikel entsprechen somit der Grépe der Lysosomen und sind
daher gut zur Isolierung quarzhaltiger Phagolysosomen und zur Untersuchung
der Bedeutung ihrer Ablagerung In diesen Organellen geeignet.

Die intrazellulire Lokalisation des phagozytierten Quarzes In Vesikeln kann
elektronenmikroskopisch in der Fraktion "N" gezeigt werden (s. 3.3.2.1.), in
der der gro6fte Anteil des Quarzes sedimentiert. Die Phagosomen mit dem
aufgenommenen Material fusionieren in den Zellen mit Lysosomen, die ihre
sauren Hydrolasen an die Phagosomen abgeben. Die fusionierten Vesikel sind
im Elektronenmikroskop anhand ihrer Aktivitit fiir Saure Phosphatase
charakterisierbar (SEIDEL et al. 1989). Auch im Pluoreszenzmikroskop zeigen
die aufgenommenen Partikel in Acridin Orange-markierten Zellen eine rote
Fluoreszenz (s. 3.1.2.). Dieser Befund wurde auch von anderen Arbeitsgruppen
nach der Phagozytose von partikuldren Substanzen beobachtet (CAPO et al.
1983, D'ARCY HART et al. 1983, MOR & GOREN 1987) und wird allgemein als

Zeichen einer erfolgten Phagosomen-Lysosomen—Fusion gedeutet. Im REM
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erscheinen die Quarzpartikel aus "N" von zelluliren Bestandteilen umhiillt (s.
3.3.2.1.). Ob es sich hierbel allerdings um die Phagosomenmembranen handelt
kann bezweifelt werden, da diese durch die angewandte Priparationsmethode
wahrscheinlich nicht erhalten werden kénnen. Zur genaueren rasterelektronen-
mikroskopischen Untersuchung quarzhaltiger Vesikel kdénnte sich die Methode

des Gefrierbruchs als niitzlich erweisen.

Mit zunehmender Inkubationszeit hat die Quarzexposition der Zellen und die
Phagozytose der Partikel elne Abnahme der Aktlvitdt saurer Hydrolasen in der
subzelluldren Fraktion "ML" und eine Zunahime in "N" und "8" zur Folge (s.
3.3.8.). Die Fusion partikelhaltiger Phagosomen mit prim#ren Lysosomen und
die Bildung sekundirer Lysosomen oder zumindest eine Assoziation von
Phagosomen und Lysosomen koéonnen die Zunahme der Aktivitit in "N" erkliren.
Die lysosomale Aktivitdt sedimentiert daher nicht mehr in "ML" sondern in
"N". Da sich die LDH-Verteilung in den subzelluldren Fraktionen aus
quarzinkubierten Zellen nicht wvon den aus Kontrollzellen unterscheldet
(Ergebnis nicht dargestellt), handelt es sich bel der lysosomalen Enzym-
aktivitdt in "N" nicht um unvollstidndig homogenisierte Zellen, sondern in der
Tat um isolierte Organcllen. Dies kann auch durch die Behandlung von "N" mit
dem Detergens TX-100 nachgewiesen werden, durch das die Lipidmembranen
zerstdrt werden und die lysosomalen Enzyme nicht mehr sedimentierbar sind
(Abb., 40, 41, LOWRIE et al. 1979).

Die Aktivitdtszunahme In der Fraktion "S" ist entweder auf die Zerstdérung von
Organellen wihrend der Homogenigation oder auf eine Permeabilitdtsidnderung
der Organellen bereits in den Zellen zurlickzufiihren. Dieser Effekt tritt nicht
auf, wenn die Zellen mit DPL-behandeltem Quarz inkubiert werden (Abb. 34).
Es handelt sich hier also um einen spezifischen Effekt des nativen Quarzes,
der die Phagosomenmembranen in ihrer Stabilitit verdndert. Méglicherweise ist
dies auf eine direkfte Interaktion zwischen den Quarzpartikeln und den

Phagosomenmembranen zuriickzufihren.

Dagegen zeigen die aus quarzinkubierten Zellen isolierten Organellen in "ML"
und "N" nach in vitro-Inkubation weder eine verminderte Latenz (s. 3.3.4.)
noch eine Anderung der Dichte (Abb. 47, 49) im Vergleich mit den Organellen
aus unbehandelten Kontrollen. Diese Befunde sind iberraschend, da sowohl
eine h8here Permeabilitdt der Organellenmembranen als auch eine Verschiebung
des Dichtemaximums der partikelhaltigen sekundiren Lysosomen aufgrund der
hohen Quarzdichte zu erwarten gewesen wiren.

Eine denkbare Erkldrung hierfiir kénnte sein, dap Phagosomen und Lysosomen

nicht vollstdndig fusioniert, sondern nur assoziiert sind, und sich wdhrend der
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in vitro—Inkubation und der Gradientenzentrifugation wieder voneinander
10sen. Die enzymatisch verfolgbaren Organellen kénnten sich daraufhin wieder
wie Organellen aus unbehandelten Kontrollen verhalten. Aufschluf dariber
konnte ein Vergleich der Enzym- mit der Quarzverteilung im Gradienten geben,
der jedoch in der vorliegenden Arbeit nicht durchgefilhrt werden konnte,
Gegen diese Moglichkeit spricht allerdings der Befund von SEIDEL et al.
(1989), wonach in partikelhaltigen Vesikeln histochemisch Saure
Phosphataseaktivitit nachgewiesen werden kann. Da dieser elektronen-
mikroskopische Nachwels keine gquantitative Beurteilung erlaubt, ist eine
Aussage ilber den Anteil der Saure Phosphatase-positiven partikelhaltigen
Vesikel nicht méglich. Andere Autoren weisen darauf hin, dap nach Quarz-
inkubation die Saure Phosphataseaktivitit der Phagosomen nachlidpt (ZIESCHE
et al, 1988) bzw. nur noch diffus im Zytoplasma vorkommt (ALLISON et al.
1966).

Denkbar ist auch, daB durch Quarz bereits vorgeschiidigte Phagolysosomen
durch die Homogenisation selektiv zerstdrt worden sind und den Anstieg in "S"
bewirkt haben. Mdglicherweise konnten daher nur diejenigen Organellen isoliert
werden, die durch Quarz noch nicht beeintrichtigt waren, sei es, weil die
Phagolysosomen erst relativ neu gebildet waren oder, weil aufgrund eines noch
unbekannten Schutzmechanismus keine Schidigung erfolgt ist. Diese letzt-
genannte Hypothese wird durch den morphologischen Befund gestiitzt, wonach
selbst nach langen Inkubationszeiten von iber 47 Stunden elnige Zellen noch
intakt erscheinen (Abb. 4d, 7d). Diese milssen lber einen bislang unbekannten
Mechanismus verfiigen, der sie vor der Toxizitdt des intrazelluldr abgelagerten

Quarzes schiltzt (auf diesen Punkt wird spiter genauer eingegangen).

Zur Priifung der membranolytischen Aktivitdt von Quarz, dle in der Literatur
gut belegt ist (ALLISON & MORGAN 1979, NASH et al. 1966), wurden aus
Kontrollzellen isolierte, native Lysosomen in vitro mit Quarz inkubiert. Mit
diesem Versuchsansatz konnten DEHNEN & FETZER (1967) sowie WEISSMANN &
RITA (1972) eine Freilsetzung von lysosomalen Enzymen aus isolierten Leber-
organellen nachwelsen. Im Gegensatz hilerzu zeigen die in vitro mit Quarz
inkubierten Organellen aus RAM keinerlei Anzeichen einer quarzbedingten Lyse
(Tab. 2, 3). Somit ist die Iin der Literatur beschriebene Freisetzung saurer
Hydrolasen aus Lysosomen durch in vitro-Inkubation der isolierten Organellen
mit Quarz in diesem System nlicht reproduzierbar. Auch Iisolierte Lysosomen
aus Rattenleber (Tab. 5) und aus Makrophagen, die aus HL-60-Zellen
differenziert wurden (NIEDER, persdnliche Mitteilung), werden durch in vitro
Inkubation mit Quarz nicht lysiert.

Die Ursache hierfiir liegt moglicherweise in den deutlichen Differenzen der
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methodischen Ansdtze. So verwendeten WEISSMANN & RITA (1972) fir die
Inkubation isolierter Kaninchenleberlysosomen sehr kleine Quarzpartikel (g 80
- 150 A) mit groBer spezifischer Oberfliche (380 m2/g) und DEHNEN & FETZER
(1967) inkublerten Rattenleberlysosomen mit einer sehr hohen Quarzdosis von
10 mg/ml Lysosomensuspension. Im vorliegenden Fall wurden dagegen Quarz-
partikel des Durchmessers 0.7 - 1.1 pm in der Dosis 250 ug Quarz/ml
Lysosomensuspension verwendet.

Beli diesen Versuchen zeigt sich dagegen eine spontane dosisabhingige
Adsorption von enzymhaltigen Organellen an die Partikel (s. 8.3.6.3.), bel der
es sich nicht um die Adsorption von gel8sten Enzymen (Tab. 7), sondern
vielmehr von membrangebundener Enzymaktiviidt (Tab. 6) handelt. Da hier die
dem Zytoplasma zugewandte Seite der Lysosomenmembranen in Kontakt zu den
Quarzpartikeln stand, licgt eine Brklidrung fur diesen belfund wmogiicherweise in
der Geometrie der Versuchsanordnung. Interessanterweise findet eine

Organellenadsorption auch an Anatase, aber nicht an Latexpartikel statt.

Die von ALLISON & MORGAN (1979) entwickelte Hypothese der Permeabilitits—
dnderung der Membran sekundidrer Lysosomen durch Quarz, wodurch saure
Hydrolasen ins Zytoplasma freigesetzt werden und den Zelltod ausldsen, kann
anhand der beiden in vitro—Inkubationen somit nicht nachvollzogen werden,
Keine der beiden benutzten Versuchsanordnungen erbrachte Hinweise filr eine
verminderte Stabilitdt der Organellen. Weder durch die intralysosomale
Ablagerung von Quarz noch durch den Kontakt der Lysosomenmembran mit
Quarz "von auBen" war die Latenz reduziert. Die Umverteilung der Enzym-
aktivitit von "ML" in die Fraktionen "N" wund "S", die durch die
Vorbehandlung des Quarzes mit DPL verhindert werden kann, kann jedoch ein
Hinweis fir eine quarzbedingte Beeintrichtigung der Membranintegritdt sein,
die mit den benutzten Methoden nicht erfaBbar ist.

Eine Ursache fiir das Fehlen eines meBbaren Effekts konnte in der relativ
kurzen 2-stiindigen in vitro-Inkubation der isolierten Organellen begriindet
liegen. Moéglicherweise ist die Permeabilititsinderung der Phagolysosomen-
membran und die Freisetzung lysosomaler Enzyme erst 2zu einem sgp8teren
Zeitpunkt erkennbar. Es wire auch denkbar, dap der Quarz in dem in vitro-
System mit einer Schutzschicht, die méglicherweise aus Proteinen besteht,
iiberzogen wurde, bevor er in Kontakt mit den Organellen kommen konnte. Die
Adsorption von Proteinen an Quarzoberfiichen wird von verschiedenen
Arbeitsgruppen beschrieben (DESAI & RICHARDS 1978, SINGH et al. 1984,
JONES et al. 1972, RAINBOW et al. 1987). Die Adsorption von Rinderserum-
albumin an Quarz schiitzt jedoch Meerschweinchen—AM nicht vor der toxischen

Wirkung dieser Partikel, und auch Serumzusatz bewirkt erst in elner
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Konzentration von 30 = 40% eine Schutzwirkung (s. 4.2., TILKES & BECK
1983). Der Proteingehalt in den Inkubationsansitzen ist mit maximal 75 ng/ml

sehr gering, so dap ihm hier keine Bedeutung zukommt,.

Neben den sauren Hydrolasen sind die sauren Proteasen wichtige Enzyme der
Sdugerzellen, deren Existenz erstmals von SALKOWSKI (1890) postuliert wurde.
Saure Proteasen in Makrophagen wurden zuerst von OPIE (1906) beim Hund
nachgewiesen.

Die saure Protease Cathepsin B, ein Glycoprotein, gehért zur Gruppe der
Thiol- oder Cystein-Proteasen, die im aktiven Zentrum eine Thiolgruppe
besitzen (OTTO 1971, SNELLMAN 1971). Im Proteaserepertoire der AM gehdren
dle Cystein-Proteinasen 2zu den wichtigsten elastinolytischen Enzymen
(CHAPMAN & STONE 1984). Cathepsin B ist zusammen mit anderen sauren
Proteasen am intrazelluliiren Abbau von Bindegewebsfragmenten beteliligt, die
zuvor von neutralen Profeasen, wie z.B. Collagenasen und Elastasen, extra-—
zelluldr vorverdaut werden (BURLEIGH 1977, PARAKKAL 1969, WIBO & POOLE
1974). Eine weitere Bedeutung kommt Cathepsin B in der Prozessierung von
Fremdproteinen oder Antigenen zu (SCHNEIDER et al. 1978). Isoliertes,
gereinigtes Cathepsin B baut in vitro lésliches und unldsliches Kollagen,
Kollagenfragmente, Elastin und Glycoproteine (BURLEIGH et al. 1974,
ETHERINGTON 1976, MASON et al. 1986, WERB et al. 1980) sowie Aktin und
Myosin ab (SCHWARTZ & BIRD 1977). Das Enzym wird als hochmolekulares
Procathepsin B an membrangebundenen Polysomen des Endoplasmatischen
Retikulums synthetisiert. Durch limitierte Proteolyse, die im sauren Milieu der
Lysosomen wahrscheinlich durch die lysosomale Aspartyl-Protease Cathepsin D
stattfindet, wird das Procathepsin B zum funktionsfihigen Glycoprotein
prozessiert (NISHIMURA & KATO 1987). Diese Prozessierung findet nur bei
saurem pH (pH 8.0) statt und ist durch Chloroquin hemmbar (SCHNEIDER et al.
1978). Da es sich bei Chloroquin um eine schwache Base handelt diffundiert
diese Substanz in saure Kompartimente, in denen sie sich in protonierter Form
anreichert und so die Acidifikation "stort. Infolgedessen kommt es dort zum
Anstieg des pH-Wertes (DARNELL et al 1986, KIRSCHKE & BARRETT 1987).

In den Makrophagen kommt es nach Inkubation mit Quarz zu einer drastischen
Abnahme der Cathepsin B—Gesamtaktivitdt (Abb. 14, 18). Der Enzymgehalt in
den Uberstdnden ist nach 16 Stunden Inkubation signifikant geringer als in
der Kontrolle. Dieses BErgebnis steht in deutlichem Gegensatz zu den anderen
untersuchten lysosomalen Enzymen, deren Aktivitdt in den Uberstinden durch

Quarzinkubation zeitabhingig zunimmt. Ein 38hnliches FErgebnis an Maus-
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peritonealmakrophagen erzielte LOCK et al. (1987), der nach 17 Stunden
Quarzinkubation zwar eine Preisetzung von 85% LDH und 82% NAG, jedoch
keine Frelsetzung von sauren Proteasen in den Uberstand feststellen konnte.
Uber den Gehalt an sauren Proteasen in den Zellen nach Quarzphagozytose
werden jedoch keine Angaben gemacht. Nach 24 stindiger Phagozytose von
inerten Latexpartikeln durch Mausperitonealmakrophagen nimmt die intra-
zelluldre Cathepsin B-Aktivitit dagegen zu (M@RLAND & PEDERSEN 1979).

Die Reduktion der Cathepsin B - Aktivitdt nach Quarzphagozytose kann
verschiedene Ursachen haben. Da die Inkubation Iisolierter Lysosomen aus
Kontrollzellen mit Quarz keinen Verlust der Cathepsin B Aktivitit bewirkt
(AbDb. 52) und auch die Aktivitdt von gereinigtem Cathepsin B (Sigma) durch

i 4 I A R Y [y o K P
sbnis nicht dargestelll), 1st eine direkie

Quarz nicht gehemmt wird {(Er
Hemmung oder Zerstérung dieses Enzyms durch Quarz auszuschlieBen. Der
Effekt tritt nur auf, wenn die nativen Quarzpartikel von den Zellen
aufgenommen werden und in intrazellulire KXompartimente gelangen. Da
Cathepsin B ein Enzym mit relativ kurzer biologischer Halbwertszeit ist (20 -
24 Stunden bei Rattenleberisolaten, KATUNUMA et al. 1988), spricht der
Befund fiir eine verminderte Synthese und/oder fiir eine Stérung der
Prozessierung des inaktiven Procathepsin B. Eine quarzbedingte Erhbéhung des
intralysosomalen pH dadurch, daBf der Quarz mit der Phagosomenmembran
reaglert und die ATP-abhdngige Protonenpumpe inaktiviert, koénnte hierfiir
eine Erklidrung sein. Ebenso ist auch ein zytoplasmatischer Inhibitor denkbar,
der entweder induziert wird oder durch eine erhShte Permeabilitdt der
Membranen quarzhaltiger Phagolysosomen (ALLISON & MORGAN 1979, KANE et
al. 1985, NASH et al. 1966) mit dem intralysosomalen Cathepsin B in Kontakt
kommt. Die Existenz endogener Inhibitoren fiir dieses Enzym wurde bereits filr
Skelett— und Herzmuskelzellen verschiedener Spezies nachgewiesen (SCHWARTZ
& BIRD 1977). Ein wichtiges inhibitorisches Plasmaprotein ist z.B. das Alphaz~
Makroglobulin (STARKEY & BARRETT 1973). Fir die Aktivitdt eines Inhibitors
spricht auch die Tatsache, dap in der zytosolischen Praktion "S" sowohl von
homogenisierten Kontroll- als auch von guarzinkubierten Zellen nur eine
duPerst geringe Cathepsin B-Aktivitdt gemessen werden kann (Abb. 386),
wéhrend NAG zu 156% in "S" vorhanden ist (Abb. 34).

Die geringe mepbare Enzymaktivitit in den Kulturiiberstdnden konnte auch
eine Folge der von KIRSCHKE & BARRETT (1987) beschriebenen Instabilitdt von
Cathepsin B im neutralen pH-Bereich sein. KEILOVA (1971) gibt dagegen einen
pH~Bereich von 4 - 7.8 an, in dem das Enzym stabil ist, und auch M@RLAND
& PEDERSEN (1979) beschreiben einen mefbaren Anstieg von Cathepsin B im
Kulturmedium nach 72 stindiger Latexphagozytose.
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Wichtig sind in diesem Zusammenhang die FErgebnisse von PADILLA et al.
(1988). Durch in vivo-Instillation von FElastase bzw. Bleomycin wurden in
Ratten Lungenemphyseme bzw. -fibrosen induziert. In den emphysematdsen
Lungen, die durch einen verstirkten Abbau von Bindegewebe charakterisiert
sind, wurde eine erhohte Cathepsin B-Aktivitdt In den AM gemessen. Im
Gegensatz hierzu war die Cathepsin B-Aktivitdt in den AM der Bleomycin-
behandelten Tiere, die Fibrosen entwickelten, reduziert. Fibrosen sind durch
verstdrkte Ablagerungen von Bindegewebe charakterisiert, so daB dieser
Befund fir einen gestdérten Proteinmetabolismus spricht. Neben Cathepsin B
kdénnen daran auch andere Proteasen beteiligt sein. In diesem Zusammenhang
wire es daher wichtig zu untersuchen, ob der fiir Cathepsin B beobachtete
Aktivititsverlust durch die Inkubation mit Quarz moéglicherweise auch fir
weitere Proteasen zutrifft und an welcher Stelle im Proteinmetaboiismus eine

Stérung vorliegt.

4.2. Rinderalveolarmakrophagen und ihre Reaktion auf Partikel

Die in  vitro-Kultur von RAM ist tber einen Becobachtungszeitraum von
mehreren Stunden ohne Vitalitdtsverlust (Abb. 12), Veridnderung von Enzym-
und Proteingehalt (Tab. 1) oder morphologische Veridnderungen méglich, Auch
- fiir menschliche AM wird dieses in vitro-Verhalten von GOLDER & DOE (1981)
beschrieben. Die Morphologie der RAM ist durch kugelige Zellkdrper, reich
strukturierte Zelloberflichen und weit auf dem Substrat ausgebreitete
Pseudopodien charakterisiert und wurde uw.a. von MILLER (1980) und PARAKKAL
et al. (1974) fir Ratten-AM und von SCHIMMELPFENG (1989) fiir AM
verschiedener Tierarten beschrieben, An diesem in_ vitro-Modell mit RAM, das
bereits flir anderen Fragestellungen eingesetzt wurde (BIELEFELDT OHMANN &
BABIUK 1986, FINCH et al. 1987, FOX 1973, McGUIRE & BABIUK 1982), konnten
Quarze verschiedener Herkunft und unterschiedlicher Korngrépe und Oberfliche
getestet und mit StdAuben, die als inert gelten, verglichen werden. Als Test-
parameter wurden Vitalitdt, Morphologie und das Verhalten verschiedener

Markerenzyme untersucht.

Die Inkubation mit Latex ergibt weder morphologische noch enzymatische
Verdnderungen (s. 8.2.2.). Der Befund, dap die Phagozytose unverdaulicher,
inerter Partikel (Latex, Polystyren) Iim Gegensatz zu der Aufnahme z.B. von
Proteinen nicht zu einem intrazelluldren Anstieg lysosomaler Enzyme (fiihrt,
wird Ubereinstimmend auch von AXLINE & COHN (1970) und DAVIES & ALLISON
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(1984) berichtet. Morphologisch erscheinen die Zellen nach Latexphagozytose
grof und abgerundet mit nur wenigen Pseudopodien (Abb. 7b, s.a. PARAKKAL
et al. 1974).

Im Gegensatz hierzu zelgen slch durch die Inkubation mit den Stiuben Anatase
und Quarz morphologisch und biochemisch meBbare Ver#nderungen in den
Zellkulturen.

Obwohl TiOz2 als Inertstaub gili, wurden bereits von anderen Arbeitsgruppen
in vitro-Effekte auf Zellen beobachtet. So berichten FINCH et al. (1987) und
SCHIMMELPFENG (1989) wvon morphologischen Verinderungen von RAM,
HEDENBORG (1988) von verstirkter Chemolumineszenz von  humanen
polymorphkernigen Leukozyten und ZITTING & SKYTTA (1979) sowie NOLAN et
al. (1987b) von membranolytischer Aktivitit von TiO2 im Haemolyseversnch
mit, Erythrozyten. TiOz verh#lt sich demnsach zwar in vive weltgehend Ilnert
und induzlert nach Inhalation keilne fibrosierenden Lungenverinderungen (ELO
et al. 1972, FERIN & OBERDORSTER 1985, KLOSTERKOTTER & EINBRODT 1969,
RICHARDS et al. 1985, SJOSTRAND & RYLANDER 1987), in vitro besitzt es
Jedoch durchaus biologische Aktivitat.

Durch die Inkubation mit Anatase sind bereits nach 2 Stunden deutliche
morphologische Verinderungen in Form einer starken Vakuolisierung der Zellen
erkennbar, wihrend die Vitalitdt der Zellen nicht reduziert ist (Ergebnis nicht
dargestellt). Nach 16 Stunden erscheinen die Zellen sehr stark aufgebldht
(Abb. 1Db, ¢), das Zytoplasma und die aufgenommenen Anatase-Partikel sind an
der Membran dicht zusammengedringt. Nach 47 Stunden sind im Raster-
elektronenmikroskop (REM) grofe "Lécher" oder "Einstiilpungen" in den Zellen
zu erkennen, die wahrscheinlich die genannten Vakuolen darstellen. Diese
kénnen moglicherweise durch die Pridparation nicht erhalten werden. Ein
4hnliches Phinomen beschreibt WIENER (1988) nach Inkubation von RAM mit
CeCls. Die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung Acridin Orange-markierter
Zellen zeigt keine rote Firbung (s. 8.1.2.). Dies deutet darauf hin, dap der
PH-Wert in diesen Vakuolen vom sauren in den neutralen Bereich verschoben

ist.

Die durch TiOz induzierten Effekte sind jedoch sehr gering verglichen mit der
zytotoxischen Wirkung veon o-kristallinem Quarz auf in_vitro-kuitivierte
Zellen. Rapider Vitalitdtsverlust sowie starke Verinderungen der Morphclogie
und des Verhaltens verschiedener Markerenzyme sind in der Literatur gut
dokumentiert (u.a. ALLISON et al. 1966, DOGRA & KAW 1988, KANE et al.
1980 KRIEGSEIS et al. 1987, LOCK et al. 1987, MILLER 1980, SEEMAYER 1985).
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Die wichtigsten Ergebnisse der Inkubation von RAM mit nativem Quarz sind:
1. morphologische Verinderungen der Zellen,

2. eine erhéhte Aufnahme von Trypanblau als Folge verminderter Vitalitit,
3. Freisetzung verschiedener Markerenzyme in den Uberstand und
4

. Verlust von Cathepsin B-Gesamtaktivitidt in den Kulturen.

Die Morphologie der RAM ist nach Exposition mit a~-kristallinem Quarz deutlich
verdndert. Bereits nach zwei Stunden sind die Zellkdérper abgeflacht mit
Léchern und glatter, wenlg strukturierter Zellmembran (Abb. 5c¢), die auch
MILLER (1980) bel Ratten-AM nach Quarzphagozytose beobachtet hat. Nach
langeren Inkubationszeiten (16 und 47 Stunden) mit nativem Quarz sind die
meisten Zellen entweder vollstdndig lysiert oder 2zumindest sehr stark
geschidigt, so dap sie im Lichtmikroskop zunehmend "konturlos" erscheinen.
Die wenigen morphologisch intakten Zellen, die einen Kklar begrenzien Zell-
kérper haben (Abb. 2b), weisen jedoch im REM genau wie die Kontrollen eine
unregelmépige Oberfliche mit Mikrovilli, ausgebreitete Pseudopodien und einen
kugeligen Zellkoérper auf (Abb., 6b - d, 7d).

Da die Zellen in 47-stilndiger Kultur in serumhaltigem Medium (10% FCS)
inkubiert wurden, kénnte hilerdurch die Quarzwirkung reduziert worden sein
(ALLISON & MORGAN 1979). TILKES & BECK (1983) beobachten jedoch erst bei
30 - 40% Serumzusatz eine Schutzwirkung bel o-kristallinem Quarz. Die
Serumkomponenten, die diesen Schutz bewirken, werden nicht spezifiziert. Von
anderen Autoren wird jedoch die Adsorption von Proteinen an mineralische
Stdube beschrieben (DESAI & RICHARDS 1978 und 1983, JONES et al. 1972,
RAINBOW et al. 1987, SINGH et al. 1984, VALERIO et al. 1986).

Die Beobachtung, dap einige Zellen durch die Phagozytose von Quarz nicht
geschidigt werden, deutet auf unterschiedlich empfindliche Populationen
innerhalb der Kultur hin. Wihrend der weltaus gropte Tell der Zellen
innerhalb der ersten 16 Stunden zugrunde geht, {berleben einige die
Phagozytose des Quarzes und bleiben zumindest morphologisch noch {iber einen
lingeren Zeitraum hinweg intakt (s. 3.1.2., 38.1.8.). Die Mechanismen, mit denen
sich diese Zellen vor der toxischen Quarzwirkung schiltzen koénnen, sind nicht
bekannt. Ein 3hnliches Resultat findet NIEDER (unverdffentlicht) nach Quarz-
exposition wvon Makrophagen, die durch TPA-Behandlung aus HL-60 Zellen
differenziert wurden. Dlese Zellen scheinen ebenfalls resistent gegeniiber der
zytotoxischen Wirkung der Quarzpartikel iu sein, da sle nach Quarz-
phagozytose weder Vitalitdtsverlust noch Freisetzung von Enzymen in das
Kulturmedium zeigen,

Bei den Makrophagen, die trotz Phagozytose von Quarzpartikeln vital bleiben,
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kénnte es slch um unterschiedliche Subpopulationen handeln, deren Existenz
von mehreren Autoren diskutiert wird (BIELEFELDT OHMANN & BABIUK 1986,
LEHNERT & MORROW 1984, OGHISO 1987, SEIDEL et al. 1988). Bisher ist jedoch
nicht geklért, ob es sich bei den beobachteten morphologisch und funktionell
unterschiedlichen Subpopulationen tatsichlich um verschiedene Makrophagen-
typen oder aber um unterschiedliche Differenzierungsstadien der selben Zellen
handelt, die auch in_ vivo existieren. Bin Effekt durch die Isolation und in

vitro~Kultur der Zellen kann ebenfalls nicht ausgeschlossen werden.

Den Zellen, die durch die Quarzphagozytose nicht sofort absterben, kommt
méglicherweise in der Entstehung von pathogenen Gewebeveridnderungen eine
gropfere Bedeutung zu. Diese Zellen kdnnen durch die Wirkung des intrazelluldr
relagerten Quarses dazu angeregi werden, Uber einen idngeren Zeitraum
hinweg Botenstoffe zu synthetisieren und an ihre Umgebung abzugeben. So ist
aus der Llteratur bekannt, daPp in vitro mit Quarz inkubierte Makrophagen
verstirkt Faktoren in den Kulturilberstand abgeben, die die Proliferation und
Anheftung von Fibroblasten und deren Kollagensynthese stimulieren (AALTO et
al, 1979, ALLISON & MORGAN 1979, BROWN et al. 1988). Neben stimulierenden
Faktoren geben Makrophagen auch Botenstoffe zur Hemmung der Fibroblasten-
Proliferation ab, wie z.B. Prostaglandin Ez (PGEz). Interessant ist, dap die
PGEz—-Synthese durch die in vitro-Inkubation von Makrophagen mit Quarz
inhibiert wird (BROWN et al. 1988).

So kann von den iiberiebenden quarzhaltigen AM durch die Abgabe
stimulierender Faktoren einerseits, und durch das Fehlen von Hemmfaktoren
andererseits, eine starke Proliferation und sekretorische Aktivitit von
Fibroblasten induziert werden., Zusitzlich spricht die diskutierte Hemmung der
Cathepsin B-Aktivitdt in den Kulturen dafiir, daB durch Quarz auch der
Proteinmetabolismus gestért sein konnte, So entsteht méglicherweise in der
Lunge ein Kreislauf 2zwischen Fibroblasten-Proliferation, vermehrter Bildung
und gleichzeitig reduziertem Abbau von Bindegewebe. Es wire daher wichtig zu
untersuchen, ob mit dem konditionierten Kulturmevdium der beschriebenen RAM-
Subpopulationen Fibroblasten zur verstirkten Proliferation und Kollagen-

synthese angeregt werden kénnen.

Eine weitere auffallende morphologische Verdnderung ist das Auftreten langer,
diinner Filopodien in den Langzeitkulturen von 47 Stunden. HIRSCH et al.
(1985), MILLER (1980) und PARAKKAL et al. (1974) berichten ebenfalls von
Filopodien mit bis zu 60 um Linge bei Makrophagen verschiedener Spezies
nach Inkubation mit unterschiedlichen partikuldren Substanzen, unter anderem

auch mit Quarz. Uber die biologische Bedeutung der Filopodien ist bisher
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wenig bekannt. Nach PARAKKAL et al. (1974) kénnten sie den Makrophagen
dazu dienen, ihren Abstand untereinander beizubehalten, und zytoplasmatische

Bestandteile oder spezielle Botenstoffe auszutauschen.

Neben den besprochenen morphologischen Ver#nderungen treten in den RAM-
Kulturen auch mepbare biochemische Effekte, sowohl nach Inkubation mit TiO2
als auch mit Quarz, auf.

Durch die Exposition mit Anatase kommt es zu einer erhhten Freisetzung der
zytoplasmatischen und lysosomalen Enzyme LDH und NAG in den Uberstand (s.
3.2.2.). Diese Beobachtung stimmt gut mit der Freisetzung von LDH und
lysosomalen Enzymen iiberein, die von SCHIMMELPFENG (1989) flir RAM und
von DAVIES (1980) fiir Mausperitonealmakrophagen beschrieben wird.

Die Inkubation mit nativem a-kristallinen Quarz hat im Vergleich zu TiO2
wesentlich stirkere Effekte zur Folge. In quarzinkubierten RAM-Kulturen tritt
eine zeltabhingige Verminderung der Vitalitit auf (s. 3.2.3.1.1.), die gut mit
der beobachteten Freisetzung des zytoplasmatischen Enzyms LDH in den
Uberstand korreliert (s, 8.2.3.1.2.). Vergleichbare Angaben zur LDH-Freigetzung
werden von LOCK et al. (1987) und SCHIMMELPFENG (1989) fir Makrophagen
verschiedener Tierarten nach Quarzinkubation gemacht, Beide Parameter
werden als Map fiir eine Permeabilititsdnderung der Plasmamembran und fiir
eine toxische Schidigung der Zellen angesehen (KAW & WASEEM 1988,
SEEMAYER 1985). Im Gegensatz hierzu stellen KANE et al. (1985) bei der
Mausmakrophagen-Zellinie P388D1 nach Quarzinkubation eine gegeniiber dem
Vitalititsverlust verzbdgerte LDH-Frelsetzung fest.

Neben der LDH wird das lysosomale Enzym NAG in das Kulturmedium frei-
gesetzt (8.2.3.1.2.). Dieser Befund stimmt mit den von SCHIMMELPFENG (1989)
an RAM und von LOCK et al. (1987) an Mausperitonealmakrophagen ermittelten
Ergebnissen iiberein. Die Freisetzung von zytoplasmatischem und lysosomalem
Enzym findet praktisch gleichzeitlg statt, auch wenn eine Tendenz zur
vorzeitigen FPrelsetzung der LDH erkennbar ist. In keinem Fall wurde
beobachtet, dap lysosomale Enzyme vor dem zytoplasmatischen Enzym
freigesetzt wurden.

Auch aus diesen Versuchen geht demnach Kkein Hinwels fir eine primire
Schadigung von Lysosomen nach Quarzphagozytose hervor. Als erstes Ereignis
nach der Inkubation der RAM mit nativem Quarz scheint eine Schidigung der
Zellmembran aufzutreten, in deren Folge die sauren Hydrolasen Ins Medium
gelangen, Dies wird auch durch TEM-Beobachtungen von SEIDEL et al. (1989)
bestétigt, die als erste quarzbedingte Verdnderung Membranschiden wund
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Desintegration des Zytoplasmas beobachten, wihrend die intrazelluldren
quarzhaltigen Vesikel zunédchst intakt bleiben. Dieser Befund deutet zusammen
mit der Beobachtung der unverminderten in vitro-Latenz der isolierten
Phagolysosomen darauf hin, daB eine prim#re Lysosomenschidigung als erstes

Schadensereignis nach Quarzexposition nicht stattzufinden scheint.

Die Reaktionen der Zellen auf die verschiedenen eingesetzten Quarzfraktionen
gind fliir die untersuchten Parameter vergleichbar (s. 3.2.8.1.), obwohl es In
der Literatur Hinweise auf die Bedeutung der Partikelgrdpe fiir das Ausmap
der schidigenden Wirkung von Quarz gibt. Die Zunahme des fibrogenen bzw.
zytotoxischen Potentials mit abnehmender Partikelgrépe konnte sowohl In vivo
afi Ratien nach Inhalaiion von Quarz der KorngroBen <2 - 16 nm (RENDALL et
al. 1988) als auch In_vitro nach Inkubatlon von Makrophagen mit Gruben-
stjuben des Durchmessers 1.1 - 7.8 um (SEEMAYER 1983) gezeigt werden.
Auch NOLAN et al. (1985) fanden einen Zusammenhang zwischen der Korngrofe
und der haemolytischen Aktivitit verschiedener Quarze mit 1 - 20 pm Durch-
messer, Die In der vorliegenden Arbelt benutzten Quarzfraktionen liegen mit
0.7 - 1.756 um jedoch im unteren Korngrépfenbereich, sodaB sich hieraus eine

Erkl8rung fiir das weitgehend gleichartige Verhalten der Zellen ergibt,

Neben der TeilchengréBe gilt als weiterer wichtiger Parameter fir die Quarz-
toxizitit die spezifische Oberfliche der Partikel. Sie wird aus der Anzahl der
Gasmolekille berechnet, die bei konstanter Temperatur in Abh#ngigkeit vom
Druck eine vollstdndige monomolekulare Schicht auf der Feststoffoberfliche
bilden (BRUNAUER et al. 1938). So finden VILIM et al. (1987) einen
Zusammenhang zwischen der Induktion von Chemolumineszenz bei Makrophagen
und NOLAN et al. (1985) eine Abhingigkeit der haemolytischen Aktivitit von
Quarz in Abhinglgkeit der spezifischen Partikeloberfliche.

Die Messung der spezifischen Oberfldiche von drei Proben (s. 2.2.8.) ergab
einen Anstieg der Werte in der Reihenfolge Q1 < Q2 < Q3, wobei Q3 gegeniiber
Q1 eine um 25% grofere spezifische Oberfliche aufwelst. Mit dieser Relhen-
folge Q1 < Q2 < Q3 ist die Zunahme der Freisetzung von NAG, LDH und
Protein in den Uberstand und die gleichzeitige Abnahme dieser Marker in den
adhaerenten Zellen nach 4 und 16 Stunden Inkubation korreliert (s.8.2.8.1.2.).
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4.3. Phospholipid-Schutzeffekt

Staubpartikel, die in die Lungenalveolen eindringen, werden dort von Lungen-
surfactant umkleidet bevor sie von AM phagozytiert werden. Surfactant kleidet
die Alveolen aus und verhindert deren Kollabieren. Beim Rind ist er zu 18%
aus Proteinen und zu 79% aus Lipiden zusammengesetzt, die wiederum zu 71%
aus Phosphatidylcholin bestehen. Die im Surfactant vorhandenen Fettsiuren
bestehen zu 64% aus Palmitinsiure (HARWOOD et al. 1975).

Surfactant, der aus der Lavagefliissigkeit isoliert werden kann, reduziert als
Zusatz In der Kultur die Quarztoxizitiét (SCHIMMELPFENG 1989). In diesem
System wurde nach 40 Stunden Inkubation elne Retoxifizierung festgestellt.

Méglicherweise kommt den im Surfactant geldsten Proteinen dabel eine
> k¥3nnen von intralyscosomalen Protessen abgedaunt
werden und hinterlassen so "Locher" in der Schutzschicht des Quarzes, von
denen aus der Abbau der Lipide erfolgen kann.

Auch die Behandlung des Quarzes mit Dipalmitoyl Lecithin (DPL), dem Haupt-
bestandteil des Lungensurfactants, reduziert die Quarztoxizitit, ALLISON &
MORGAN (1979) verweisen auf einen in vitro— Schutzeffekt durch die
Behandlung von Quarz mit Phosphatidylcholin und WALLACE et al. (1985)
konnten zeigen, dap in vitro kultivierte Ratten—AM durch DPL-Vorbehandlung
des Quarzes fiir einen Zeitraum von 2 Stunden vollstindig geschiitzt waren.
Durch Vorinkubation des DPL-geschitzten Quarzes mit Phospholipase A2, die
die beiden Palmitinsiurereste von der Phosphatgruppe abspaltet (KEANE et al.
in Vorbereltung), konnte der Quarz wleder retoxifiziert werden. Nach WALLACE
et al. (1986) verliert der Quarz durch den Kontakt mit DPL zunidchst seine
Toxizitdt und kann, ohne Membranschiden 2zu verursachen, in die AM
aufgenommen werden. Nach der Fusion der quarzhaltigen Phagosomen mit
Lysosomen dauen deren saure Hydrolasen die DPL-Schutzschicht ab und stellen
so die toxische Wirkung des Quarzes wieder her. Einen Hinweis filr einen
4hnlichen Schutzmechanismus in vivo sehen die Autoren im Auftreten der
"Lipidose" nach Staubexposition, die durch eine Aktivierung der Typ II-
Pneumozyten und eine gesteigerte Surfactantproduktion charakterisiert ist
(FASSKE & MORGENROTH 1985). Diese erste Frithreaktion der Lunge wurde u.a.
von ESKELSON et al. (1988) fiir Inhalationsversuche mit Quarz an Ratten

beschrieben.

Die vorliegenden Ergebnisse und die Arbeit von SCHIMMELPFENG (1989) an AM
verschiedener Tierarten bestidtigen die Schutzwirkung von DPL. Durch die
Vorbehandiung des Quarzes mit DPL wurde eine vollstidndige Reduzierung der
Quarztoxizitit erzielt. Im Gegensatz zu der von WALLACE et al. (1986)

postulierten Retoxifizierung des Quarzes durch intrazelluldre Phospholipasen
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bleiben die RAM jedoch Uiber einen Zeitraum von bis zu 90 Stunden vollstindig
geschiitzt, In dieser Zeit wird der Quarz quantitativ aufgenommen (Abb. 8b -
¢) und in sauren Kompartimenten abgelagert (Abb. 4e). Dennoch ist weder die
Vitalitdt vermindert noch werden vermehrt zytoplasmatische oder lysosomale
Enzyme oder Proteine in das Kulturmedium abgegeben (s, 3.2.3.2.). Auch der
Gesamtenzymgehalt von Cathepsin B ist nicht reduziert (Abb. 36).

Die Mechanismen, die zum dauerhaften Erhalt der Schutzwirkung des DPL in
den Phagosomen der RAM fiihren, sind bisher nicht geklirt. MILES et al.
(1988) konnten an in vitro kultivierten Ratten—-AM zeigen, dap diese Zellen
aus Surfactant isoliertes Dipalmitoyl Lecithin aufnehmen und innerhalb von 6
Stunden abbauen koénnen. Miglicherweise gilt dies nicht fiir DPL, das an Quarz
adsorbiert ist. Im Gegensatz zu Surfactant besteht die DPL~-Schutzschicht
ausschlieBlich aus Lipiden ohne Protein, so dap hierdurch der Lipidabbau
verhindert oder zumindest stark verzdgert sein kann.

Andererselts gibt es Hinweise fiir eine Hemmung oder Verzégerung der Fusion
von Lysosomen mit Phagosomen, die DPL-behandelten Quarz beinhalten, so dap
der DPL-Abbau nicht oder erst zu einem spliteren Zeitpunkt erfolgen kann.
OLIVER & BERLIN (1976) weisen darauf hin, dap die Fusion von Lysosomen und
Phagosomen von der Zusammensetzung der Membranen abhingt. Fir eine
Fusionshemmung oder -verzdgerung sprechen die Ergebnisse aus der
Homogenisation von mit DPL-Quarz inkubierten Zellen. Die Verteilungen der
lysosomalen Enzyme in den Fraktionen "N", "ML", und "8" unterscheiden sich
nicht von den Kontrollen (s. 3.3.3.2.). Wenn die quarzhaltigen Phagosomen mit
Lysosomen fusioniert wiren, miifte die Bnzymaktivitidt in "N" &hnlich wie bei
nativem Quarz erh6ht sein. Nach 47 Stunden Inkubation mit DPL~behandeltem
Quarz ist die NAG-Aktivitdt in "N" geringfligig erh6ht gegeniiber der Kontrolle
(Abb. 39). Ob sich diese Tendenz mit zunehmender Inkubationszeit fortsetzt,
kdnnte anhand von ldngeren Inkubationszeiten gepriift werden. Ein wichtiger
Beitrag wire daher zu iiberpriifen, ob mdoglicherweise durch DPL die Fusion von
Phagosomen mit Lysosomen verzégert wird.

Diese Befunde, die fiir eine Fusionshemmung von Lysosomén und Phagosomen
sprechen, werden aufgrund anderer Ergebnisse nicht bestidtigt. So ist -
zumindest in einem Teil der Phagosomen, die DPL-behandelten Quarz
beinhalten - histochemisch Saure Phosphataseaktivitit nachweisbar (WILCZEK
persdnliche Mitteilung). Auch sind in Kulturen, die mit Acridin Orange
markiert wurden, die Partike! klar erkennbar in rot fluoreszierenden
Organellen lokalisiert (Abb. 4e), die aligemein als fusionierte Phagolysosomen
mit saurem pH interpretiert werden (CAPO et al. 1983, D'ARCY HART et al.
1987, MOR & GOREN 1987). Von anderen Arbeltsgruppen wird jedoch berichtet,

dap die Phagosomen schon vor der Fusion mit Lysosomen acidifiziert werden
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(FELS & COHN 1986, FOK et al, 1987, JACQUES & BAINTON 1978, REEVES
1984) da nur dann die Fusion mit Lysosomen stattfinden kann (FOK et al.
1987). Da Acridin Orange in saurem Milieu immer rot fluoresziert, kénnen die
rot markierten quarzhaltigen Vesikel somit auch als unfusionierte, acide
Phagosomen interpretiert werden.

Als aufféllige Verdnderung nach Inkubation mit DPL-behandeltem Quarz ist
das vermehrte Auftreten von vielkernigen Riesenzellen zu verzeichnen. Diese
Zellen stellen fusionierte Makrophagen im End-Reifestadium dar. Thre Bildung
kann in_ vitro In Makrophagenkulturen, die aus Blutmonozyten differenziert
werden, durch Lymphokine (Interleukin-4) und t-Interferon induziert werden
(KREIPE et al., 1988, McINNES & RENNICK 1988, WEINBERG et al. 1984). Viel-

kernige Riesenzellen sind hochaktiviert. So ist z.B. ihre Sauerstoffradikal-
...... g nach Zymosan-Stimulierung etwa 20 - 30fach erhdht gegenilber
unfusionierten Zellen, und sie zeigen eine erhoéhte Aktivitdt von o-Naphthyl
Acetat — Esterase (KREIPE et al. 1988). In vivo ftreten Riesenzellen in
entzindlichen Granulomen auf, die z.B. 50 Wochen nach Quarzinhalation in
Lungen von Meerschweinchen (SJOSTRAND & RYLANDER 1987) wund bel
Tuberkulose (VAN DER RHEE et al. 1979) auftreten. Diesen Zellen kommt somit
moglicherweise bel der langfristigen Schidigung der Lunge durch Quarz eine

wichtige Bedeutung zu.

Aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit kann folgendes zusammengefaft
werden;

In dem benutzten Modell konnte gezeigt werden, dap sich Titan(IV)Oxid in
vitro nicht wvollstindig inert verhidlt, sondern Zellreaktionen in Form von
Enzymfreisetzung und starker Vakuolisierung hervorruft.

Fiir die Hypothese einer primiren Lysosomenschidigung durch die intra-
zelluldre Ablagerung von nativem Quarz konnten mit isolierten Lysosomen
keine Hinweise gefunden werden. Weder war die Latenz isolierter, quarzhaltiger
Organellen in vitro reduziert, noch konnte durch die in vitro-Inkubation von
nativen Organellen mit Quarz eine Lyse induziert werden. Vielmehr deuten die
Ergebnisse der Zellinkubationen auf eine primire Schidigung der Plasma-
membran hin. Der Verlust an Cathepsin B—Aktivitidt in den RAM-Kulturen
durch Quarz konnte allerdings ein Hinweis fiir eine Iintralysosomale
Verdnderung des pH-Wertes sein, wodurch die Lysosomen
nicht morphologisch veridndert werden. Die Beobachtung, dap elnige Zellen in
den RAM-~-Kulturen durch die Quarzphagozytose nicht absterben, sowie das
Auftreten vielkerniger Riesenzellen in Langzeitkulturen mit DPL-behandeltem
Quarz, deuten darauf hin, dap mbglicherweise bestimmten Makrophagen-
Subpopulationen im pathologischen Geschehen nach Quarzexposition eine

wichtige Rolle zukommt.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Rinderalveolarmakrophagen wurden in einem in vitro-Kultursystem flr die

Untersuchung der Toxizitdt von Quarz untersucht.

1. In Kontrollinkubationen mit Titan(IV)Oxid kommt es bei kultivierten RAM zu
Enzymfreisetzungen und starker Vakuolisierung der Zellen. Somit erweist sich

dieses Material in vitro als nicht vollstindig inert.

2. Die Inkubation mit nativem Quarz filhrt zu morphologischen Ver#inderungen,

die bereits nach kurzen Inkubationszeiten (2 Stunden) in Form von glatter

Zellmembran sowie von "Lichern" auftreten. Mach lingeren Inkubsticnszelten
mit nativem Quarz (247 Stunden) sind nur noch wenige Zellen adhaerent, die
sich jedoch nicht von den unbehandelten Kontrollen unterscheiden. Auffallend

ist die Bildung langer Filopodien.

3. Nativer Quarz fithrt in Abhédngigkeit der Inkubationszeit 2zu einem
drastischen Vitalitdtsverlust sowle 2zu einer verstirkten Freisetzung von
zytoplasmatischem sowie lysosomalem Enzym (LDH und NAG) und Protein in das

Kulturmedium.

‘4, Ein anderes Ergebnis ergibt die Untersuchung der lysosomalen sauren
Protease Cathepsin B. Hler kommt es durch die Inkubation der Zellen mit
nativem Quarz zu einer starken Reduzierung der Cathepsin B-Gesamtaktivitit
in den Kulturen. Dieser Rffekt tritt nur auf, wenn der Quarz von den Zellen
phagozytiert und intrazelluldr abgelagert wird. Werden isolierte Lysosomen in

vitro mit Quarz inkublert, wird kein Enzymverlust beobachtet.

6. In den Zellen kommt es durch nativen Quarz zu einer Umverteilung von
lysosomaler Enzymaktivitit von der "ML"-Fraktion in dle Fraktionen "N" und
"S". Weder die Latenz noch die Dichte der isolierten Lysosomen in "N" und
"ML" lst durch die vorherige Inkubation der Zellen mit Quarz beeinfluft. In
"N" kénnen anhand von elektronenmikroskopischen Untersuchungen quarz-
nachigewiesen werden.

6. Die Latenz isolierter Lysosomen aus Kontrollzellen ist durch die in vitro-
Inkubation mit Quarz nicht verdndert, jedoch kommt es zu einer spontanen

dosisabhingigen Adsorption von lysosomalen Enzymen an die Quarzpartikel.
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7. Durch die Vorbehandlung des Quarzes mit a-Phosphatidylcholin-Dipalmitoyl
(DPL) sind die Zellen bis zu 90 Stunden vollstindig vor der zytotoxischen
Quarzwirkung geschiitzt. Es kommt weder zur Vitalitdtsabnahme noch zur
Freisetzung von zytoplasmatischen und lysosomalen Enzymen in den Uberstand,
noch zur Umverteilung lysosomaler Enzyme in den subzelluldren Fraktionen.
Auch der Cathepsin B-Verlust wird durch DPL-Behandlung des Quarzes vdllig

verhindert.

8. Aus den Ergebnissen kann geschlossen werden, dap das primdre Schadens-—
ereignis nach Quarzexposition nicht In der Desintegration quarzhaltiger
Organellen sondern der Zellmembran begriindet liegt. Hinweise deuten auf
einen gestorten Proteinmetabolismus der Zellen durch Quarz, sowie auf eine
mogliche Bedeutung resistenter Subpopulationen und der Bildung vielkerniger

Riesenzellen in den Kulturen hin.
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