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Zytotoxische Wirkungen von Quarz und Asbest: Ein in vitro Interspeziesver-
gleich mit Alveolarmakrophagen

Zusammenfassung

In dieser in vitro Studie wurde die zytotoxische Wirkung von Quarz und
Chrysotil Asbest auf Alveolarmakrophagen verschiedener Spezies verglichen.
Qualitativ war die Reaktion der Zellen auf die Stdube gleich: Thre Vitalitdt
nahm ab, und die Freisetzung von zytoplasmatischem und lysosomalem Enzym
nahm zu. Diese Vorgédnge waren verbunden mit morphologischen Zellverdnde-
rungen. Das AusmaB der Zellschddigung war konzentrationsabhéngig. Dabei
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chenbelegung der KulturgefdBe mit Stauben der fiir das AusmaB der Zellsché-
digung entscheidende Faktor war. Quantitativ ergaben sich Unterschiede in der
Empfindlichkeit der Zellen auf geringe Mengen an Quarz und Chrysotil Asbest
(50-100 pg/ml). Die Alveolarmakrophagen von Hund, Affe und Mensch wurden
in diesem Konzentrationsbereich starker geschédigt als die Zellen von Ratte
und Rind. Eine gleichzeitige Inkubation der Alveolarmakrophagen mit Dipalmi-
toyl-Lecithin und Quarz (250 pg/ml) bewirkte einen Schutz vor der toxischen
Quarzoberfldche. Das AusmafB des Schutzeffektes variierte speziesspezifisch.
Im Fall von Chrysotil Asbest konnte keine Reduktion der Fasertoxizitdt durch

Dipalmitoyl-Lecithin beobachtet werden.

Cytotoxic effects of quartz and asbestos: Interspecies comparison of alveolar
macrophages in vitro

Abstract

Cytotoxic effects of quartz and chrysotile asbestos on alveolar macrophages
of different species were compared in vitro. The type of cell reaction towards
the toxic dusts was always the same: a loss of viability was accompanied by
the release of cytoplasmic and lysosomal enzymes. In addition, morphological
changes were visible. The extent of cellular destruction depended on the
applicated dust concentration. In comparison with the results from other
groups it could be concluded, that the amount of cell damage correlated with
the surface cover of the culture vessel with dust. In the range of 50-100 ug
quartz or chrysotile asbestos/ml species specific variations in the sensitivity
of the cells were observed. At this concentration alveolar macrophages from
dog, monkey and man were destroyed to a greater extent than the cells from
rat and cattle. Simultaneous incubation of the cells with dipalmitoyi-iecithin
and quartz (250 pg/ml) resulted in a reduction of the cytotoxic effect of
quartz. The extent of this protective effect varied according to the species.
In the case of chrysotile asbestos, no reduction in the toxicity of the fibres

was observed in the presence of dipalmitoyl-lecithin.
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I. Einleitung

Die Emission gesundheitsgefdhrdender Feinstdube bildet in den Industrieldn-
dern ein Problem mit zunehmender Bedeutung. Spezifische Stiube sind fiir be-
rufsbedingte Lungenerkrankungen wie Silikose, Silikotuberkulose, rheumatische
Pneumokoniose, Kohlenarbeiterpneumokoniose (Anthrakose), Asbestose, Ge-
websreaktion durch Metalle und Mischstdube (Eisenoxid, Wolfram, Nickel,
Kadmium und Beryllium) und Pneumokoniosen durch verschiedene Minerale
(Graphit, Bleicherde und Kaolin) verantwortlich (Netter, 1982),

Asbestinduzierte Erkrankungen der Atemwege fanden in der letzten Zeit groBe
Beachtung in den Medien. So war von der Verseuchung von Schulgebduden
durch die Verwendung von asbesthaltigem Baumaterial die Rede (Asbestfrei
nur auf Helgoland, Mackenthun, 1988). Asbest zeichnet sich durch Feuer- und
Hitzebestdndigkeit, Verspinnbarkeit der Fasern zu feuerfesten Geweben und
durch mechanische Festigkeit aus. Er findet Anwendung in Hochdruck-Ze-
mentrohren, Filtertiiten fiir die chemische Industrie, Gasmasken, Brems- und
Kupplungsbeldgen. Eine weitere Verwendung findet er auch als hitzebestdn-
diger Asbestzement und in Form gepreBter Dachplatten. Der weitverbreitete
Arbeitsstoff Asbest nimmt heute den ersten Platz unter den krebserzeugenden
Arbeitsnoxen ein (Woitowitz et al., 1986).

Bei einer Inhalation von Asbest gelangen nur atemwegsgingige Fasern bis zu
50 um Ldnge und einem Durchmesser < 8,5 um in die Alveolen. Die Asbestose
ldBt sich meist durch die Anwesenheit von Asbestkorperchen (Asbestfasern
mit eisenreicher brdunlicher EiweiBhiille) im Sputum und in der Lunge nach-
weisen. Sie fiihrt in ihrem weiteren Verlauf zu der sogenannten "Wabenlunge"
und in fortgeschrittenen Stadien zur Entstehung peripherer Adenokarzinome
oder Plattenepithelkarzinome. In der letzten Zeit wurde die Zunahme der
besonders bosartigen Pleura- und Peritonealmesotheliome nach kurzer Asbest-
exposition beobachtet (Netter, 1982).

Bei der Inhalation von Quarz gelangen lediglich Partikel < 10 pm in die Lunge
und Partikel mit 1-3 pm Durchmesser in die Alveolen. Diese Teilchen fiihren
dort zu einer Freisetzung von Makrophagenenzymen, gefolgt von einer knot-
chenformigen Agglomeration. Eine Zuwanderung von weiteren Makrophagen
und Fibroblasten filihrt zu einer peripheren Zellreaktion, die das bekannte
"Zwiebelschalenmuster” verursacht. Es besteht aus konzentrisch geschichteten
Kollagenfasern. Bei Silikoseerkrankten besteht auBerdem eine hohe Pradisposi-
tion fiir eine Tuberkulose (Netter, 1982). Gefidhrdet sind Bergleute, Steinmet-
zen, Porzellan- und Glasarbeiter, Sandstrahler, GieBereiarbeiter und Industrie-
Ofenbauer.

Die Mechanismen der Fibroseentstehung sind heute noch nicht vollig aufge-
kldrt. Bekannt ist, daB die Inhalation von Asbest und Quarz zunichst eine
entziindliche Reaktion in der Lunge verursacht. Diese kann drei Ursachen ha-
ben: eine hohe Enzymfreisetzung durch Zelltod als Folge der zytotoxischen
Wirkung, die Abgabe von Mediatoren als Folge einer Zellstimulierung und eine
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zelluldare Immunantwort in Form einer gesteigerten Lymphozytenproliferation,
Immunglobulinsynthese oder Antigenprasentation. In allen drei Fidllen spielen
Alveolarmakrophagen eine zentrale Rolle. Andere Zelltypen wie Granulozyten,
Endothel- und Epithelzellen, Pneumozyten und Fibroblasten sind ebenfalls
aktiv am staubinduzierten pathologischen Ablauf beteiligt. Sie konnen die
primédre Reaktion verstdrken oder modulieren. Die pathologische Proliferation
von Fibroblasten fiihrt zur Entstehung der interstitiellen Fibrose, die Asbest-
induzierte Transformation von Epithelzellen und Mesothelzellen zur Entste-
hung von bronchogenen Karzinomen und den besonders bosartigen Meso-
theliomen (Mossmann und Marsh, 1985),

Durch Inhalationsstudien am Tier konnte gezeigt werden, daB staubinduzierte,
beim Menschen beobachtete Krankheitsbilder auch im tierischen Modell
kiinstlich induziert werden konnten. An diesen Tiermodellen konnte die Do-
sis-Effekt-Abhéngigkeit und die Pathogenitdt der getesteten Substanzen fest-
gestellt werden, um definitive Grenzwerte fiir den Menschen festzulegen. Seit
einiger Zeit konnen Tierversuche reduziert und einzelne Aspekte toxischer
Reaktionen in vitro an Zellkulturen untersucht werden. Eines der ersten Test-
systeme zur Untersuchung der Zytotoxizitdt von Stduben war das Erythro-
zyten-Hiamolysemodell (Nash et al., 1966; Harington et al., 1971). In vitro
Untersuchungen an Alveolar- und Peritonealmakrophagen folgten (Harington
und Allison, 1965, Robock et al., 1973 b, Beck et al., 1973; Davies et al., 1974).
Nach Morgan et al. (1980) war die Reaktion von Peritoneal- und Alveolar-
makrophagen qualitativ vergleichbar.

Die Toxizitdt von Stduben wird heute von zahlreichen Arbeitsgruppen an Ma-
krophagen verschiedener Spezies untersucht, allerdings zum Teil mit vollig
unterschiedlichen Versuchsanordnungen (Hill und Hobbs, 1982; Emerson und
Davis, 1983; Jaurand et al., 1984; White et al., 1983, Wallace et al., 1985,
Hahnon et al., 1986; Lock et al., 1986; Morrison et al., 1986; Pasanen und
Gustafsson, 1986; Donaldson et al., 1987, Benson et al., 1988 und Behrendt et
al., 1989). Manche Arbeitsgruppen bevorzugen auch Zellinien wie die Makro-
phagen-dhnliche Mauszellinie P388 Dt (Kane et al., 1980), die menschliche,
monozytédre Zellinie U937 (Leoni und Dean, 1983) oder aus Monozyten in vitro
gewonnene primdre Makrophagen (Seemayer und Braumann, 1985). Es ist jedoch
nicht bekannt, wie weit die Reaktion der Makrophagen verschiedener Spezies
auf toxische Stdube vergleichbar ist. Daher ist ein Interspeziesvergleich unter
methodisch gleichen Bedingungen von groBem Interesse. Um die Reaktion der
tierischen Zellen auf den Menschen extrapolieren zu konnen, miissen auch
menschliche Alveolarmakrophagen in diese Untersuchung mit einbezogen
werden. AuBerdem ist liber die Vergleichbarkeit von Ergebnissen in verschie-
denen Testsystemen mit anderen Zelldichten, Volumina, Staubkonzentrationen
oder Kulturfldchen nichts bekannt. Informationen iiber den EinfluB dieser Pa-
rameter sind unbedingt notwendig, damit die Ergebnisse der verschiedenen
Arbeitsgruppen tiberhaupt miteinander verglichen werden konnen. Diese drei
Aspekte, Interspeziesvergleich, Extrapolation auf menschliche Zellen und Ver-
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gleichbarkeit der Ergebnisse bei unterschiedlichen methodischen Ansétzen,
sollen in dieser Arbeit behandelt werden. Zusétzlich soll die Wirkung toxi-
scher Stdube auf eine undifferenzierte menschliche monozytdre Zellinie (U937)
untersucht werden. Monozyten sind die Vorlduferzellen von Makrophagen. Sie
wandern bei Entziindungsreaktionen der Lunge verstdrkt in das Gewebe ein.
Bei einer Ubereinstimmung der Ergebnisse von primiren Alveolarmakrophagen
und der Zellinie konnte bei weiteren Untersuchungen zum Mechanismus der
Zytotoxizitat von Stduben ganz auf die Verwendung primdrer Alveolarmakro-
phagen verzichtet werden.

Fiir die Untersuchungen wurden DQI2 Quarz, ein in der Forschung hiufig
verwendeter Standardquarz, und Chrysotil Asbest, ein ebenfalls hidufig ver-
wendeter Serpentinasbest, ausgewdhlt. Beide Stdube unterscheiden sich in
Form, chemischer Zusammensetzung, Oberflachenladung und Oberflicheneigen-
schaften (Robock, 1973 a; Beck et al.,, 1973; Harington, 1976). Aus der Literatur
ist bekannt, daB positiv oder negativ geladene Eisenpartikel durch unter-
schiedliche Mechanismen in die Zelle aufgenommen werden (Ono und Seno,
1986). Anionische Partikel werden selektiv nur von Makrophagen uber Bindung
an kationische Oberflachenrezeptoren in die Zelle aufgenommen und sehr
schnell in Phagolysosomen in ihre Bestandteile aufgelost. Kationische Partikel
werden an negativ geladene Oberfldchenmolekiile der Zellmembranen gebunden
und #hnlich wie die anionischen Partikel in die Zelle aufgenommen. Sie gelan-
gen jedoch nicht sofort, sondern friihestens 4-9 Stunden nach Aufnahme in
Kontakt mit Lysosomen, wobei sie in dieser Zeit in kanalartigen Zellstruktu-
ren verweilen. Es soll iiberpriift werden, ob die unterschiedliche Oberfldchen-
ladung von Quarz (negativ) und Chrysotil Asbest (positiv) auch zu nachweis-
bar unterschiedlichen Schidigungen bei den Alveolarmakrophagen filhrt.

Aus der Literatur war bekannt, daB die Abnahme der Zellvitalitat und die
Freisetzung von zytoplasmatischer Laktat-Dehydrogenase Indikatoren fiir Zell-
schiadigung sind. Da eine Aktivierung von Zellen eine selektive Freisetzung
lysosomaler Enzyme bewirkt (Unanue et al., 1976), soll auch die Freisetzung
von N-Acetyl-p-Glucosaminidase, einem lysosomalen Markerenzym, gemessen
werden. Als zusédtzlicher Parameter wird die Freisetzung von Gesamtprotein
bestimmt, damit zu erkennen ist, wann eine spezifische Enzymfreisetzung er-
folgt. Morphologische Untersuchungen auf Zellverdnderungen sollen gemein-
same oder unterschiedliche Schadenscharakteristika aufdecken. Durch diese
Kombination sollen, sofern vorhanden, Unterschiede im Reaktionsmuster der
Zellen auf Quarz und Asbest sichtbar gemacht werden.

In der hier vorliegenden Arbeit wird zun#dchst die Konzentrationsabhédngigkeit
toxischer Wirkungen von nativem Quarz und Asbest bestimmt. Dabei kann es
zu einer schnellen Schéddigung der Plasmamembran kommen, wie es im Ery-
thozyten-Hdmolysemodell der Fall ist. Die Schéddigung der Plasmamembran
wird bei Quarz nach aktuellen Schadenstheorien durch eine Protoneniibertra-
gung (Nash et al., 1966) oder durch einen Elektronentransfer nach Wolkenstein
(1964) verursacht. Die Folge ist eine Permeabilitdtsstorung der Plasmamembran
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und ein unkontrollierter Ein- und Ausstrom von Molekiilen. Dabei sind die
Protonen an der Quarzoberfldche fiir die Anheftung der Partikel und die
Sauerstoffatome flir die Lyse der Zelle verantwortlich (Nolan et al, 1981).

Die Moglichkeit einer Schadigung der Plasmamembran bestand auch bei der
Inkubation von Zellen mit nativem Asbest. Gallagher et al. (1987) spekulier-
ten, daB positive Partikel an Sialinsdure der Zellmembran gebunden werden.
Diese Annahme konnte durch Neuraminidasebehandlung von Erythrozyten be-
statigt werden. Nach der Entfernung der Sialinreste von der Membranoberfli-
che waren die behandelten Erythrozyten weniger empfindlich fiir Chrysotil
Asbest (Harington, 1976). Hier verursacht die Interaktion der an der Oberfla-
che positiv geladenen Asbestfasern mit negativ geladenen Glykoproteinen der
Zellmembran die Gruppenbildung von Proteinen (Leyko und Gendek, 1985).
Dadurch wird die Zellmembran fiir kleine Ionen durchlédssiger, was zu einem
osmotischen Ungleichgewicht und &hnlich wie bei Quarz zur Lyse der Zellen
filhren kann.

Untersuchungen an Rinder-Alveolarmakrophagen mit nicht phagozytierbarem,
festgeklebtem Quarz und Asbest (Hofheinz, 1988) haben jedoch ergeben, daB
die hier beobachtete &duBere Schadigung der Plasmamembran zu geringeren
Schédden fiihrte, als die Schiadigung durch phagozytierbaren Quarz oder Asbest.
Eine Schadigung der Zellen durch Quarz-induzierte Zerstorung der Lysosomen
beschrieben schon Harington und Allison (1965). Es kommt demnach zu einem
kombinierten Schaden von auBlen und von innen.

Um das in vitro Kultursystem moglichst realistisch zu gestalten, wird in
zusdtzlichen Untersuchungen der modifizierende Effekt von Dipalmitoyl-Leci-
thin (DPL) auf die Wirkung von Quarz und Asbest bestimmt. Damit werden
die natiirlichen Verhdltnisse in der Lunge in vitro simuliert. Die Alveolen sind
mit einem Gemisch aus Proteinen und Lipiden, dem Surfactant, ausgekleidet
(Harwood, 1987). Die Lipide werden von den TypIl Epithelzellen synthetisiert
und machen ca. 85-90 % des Surfactants aus. Sie sorgen fiir die geringe
Oberfldachenspannung des Surfactants, die das exspiratorische Kollabieren der
Alveolen verhindert. Phosphatidylcholine, zu denen auch Dipalmitoyl-Lecithin
gehort, machen 70-80 % der Lipidmasse aus. Beziiglich des Gehaltes an Phos-
phatidylcholinen konnten keine speziesspezifischen Unterschiede bei Ratte,
Rind, Hund und Mensch beobachtet werden. (Harwood, 1987). Die Proteine
setzen sich aus Serumalbumin und zwei niedermolekularen Proteinen zusam-
men. Sie machen ca. 10 % der Masse aus. Die Funktion des Serumalbumins ist
noch unbekannt, widhrend die Funktion der beiden anderen Proteine in der
schnellen Bildung des Phospholipidfilmes in den Alveolen liegt. Die Inhala-
tion von Quarz, Asbest oder Nickel fiihrt zu einem Anstieg des gesamten
Lungen-Phospholipidgehaltes mit besonders hohen DPL-Werten. Dieses wird
als korpereigener Schutz gedeutet, da die Partikel kurzfristig weniger zyto-
toxisch wirken (Harwood, 1987). Durch Spiilung von Lungen erhaltene Lavage-
fliissigkeit beinhaltet zusidtzlich einige Enzyme und andere Substanzen, die von
Zellen durch Lyse oder Synthese in das Lungenlumen abgegeben wurden.
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Hendersen et al. (1987) beschrieben bis auf kleinere speziesspezifische Varia-
tionen &dhnliche Werte fiir Protein- und Enzymgehalte in Lavagefliissigkeiten
von Hamster, Ratte, Meerschweinchen und Kaninchen. Staubpartikel konnen,
bevor sie von Makrophagen phagozytiert werden von diesem Surfactant um-
hiillt werden. Aus diesem Grund soll die modifizierende Wirkung von Lavage-
fliissigkeit und synthetischem DPL auf die Quarz- und Asbesttoxizitdt an Rin-
der-Alveolarmakrophagen untersucht werden und auf speziesspezifische Varia-
tionen beziiglich der DPL-Wirkung iiberpriift werden.

In dieser Arbeit soll gepriift werden, wie Alveolarmakrophagen verschiedener
Spezies und U937-Zellen qualitativ und quantitativ auf die Exposition mit
nativem Quarz oder Asbest reagieren. Dabei wird darauf geachtet, ob das
Muster der Protein- und Enzymfreisetzung durch die Zellen auf unterschied-
liche Mechanismen der Zellschdadigung durch Quarz- oder Asbest schlieBen
1aBt. Eine Untersuchung des modifizierten Effektes von Quarz und Asbest in
Gegenwart von DPL soll zeigen, ob speziesspezifische Unterschiede im DPL-
Schutzeffekt bestehen. Rinder-Alveolarmakrophagen stellen durch die hohe
Ausbeute an genetisch homogenem Zellmaterial (ca. 1,5 x 10? Zellen/Lunge)
ein geeignetes Testsystem zur Untersuchung der toxischen Wirkung auf Zel-
len oder deren Organellen (siehe Patzold, 1989) dar. Durch einen Vergleich mit
menschlichen Alveolarmakrophagen soll festgestellt werden, ob sie als Modell
zur Untersuchung der toxischen Wirkung von Stduben geeignet sind. Mit die-
ser Arbeit soll ein Beitrag zur besseren Vergleichbarkeit der in vitro an ver-
schiedenen tierischen Zellen gewonnenen Ergebnisse geleistet werden.
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IZI. Material und Methoden

2.1. Gewinnung der Alveolarmakrophagen
(Zellzusammensetzung in der Lavagefliissigkeit siehe Tabelle 1)

2.1.1. Rinder-Alveolarmakrophagen

Rinder- Alveolarmakrophagen wurden aus Lungen frisch geschlachteter Tiere,
hauptsdchlich ménnlicher Jungbullen, durch bronchoalveoldre Lavage gewon-
nen. Dabei wurden die Lungen ca. 6 mal mit 3 bis S 1 0,9 %iger Kochsalz-
|6sung gespiilt. Die Fliissigkeit wurde anschlieBend durch mehrere Lagen Mull
und feine Gaze {(ca. 150 pym Maschenweite) filtriert, danach wurden die Zellen
10 Minuten bei 250g und 4°C zentrifugiert. Die Pellets wurden in wenig
eiskalter Kochsalzldsung aufgenommen, auf zwei 50 ml Zentrifugenrdhrchen
verteilt und erneut zentrifugiert. Das Sediment wurde in 40 ml eiskalter
Kochsalzlosung resuspendiert, und je 10 ml Zellsuspension wurden in einem
Plastikzentrifugenrohrchen mit 15 ml Ficoll~Paque (Pharmacia Fine Chemicals
AB, Uppsala, Schweden) unterschichtet. Nach 15-miniitiger Zentrifugation bei
250 g (49C) waren die vitalen Alveolarmakrophagen in einer dicken Bande
tiber der Ficoll-Paque-Schicht angereichert. Diese Zellbande wurde abgenom-
men, in Kochsalzlosung gewaschen und erneut abzentrifugiert. Das Zellpellet
wurde in RPMI 1640 Medium mit 100 U Penicillin/ml und 100 pg Streptomy-
cin/ml resuspendiert und bis zur Aussaat der Zellen auf Eis aufbewahrt.

2.1.2. Ratten-Alveolarmakrophagen

Ratten-Alveolarmakrophagen wurden aus den Lungen ca. 250 g schwerer
méannlicher Sprague-Dawley Ratten (Wiga Versuchstierzucht, Sulzfeld ) durch
bronchoalveoldre Lavage gewonnen. In einem Vorversuch wurde der EinfluB
des Narkosemittels (Ather versus Nembutal) auf die Vitalitit und die Enzym-
freisetzung der Ratten-Alveolarmakrophagen untersucht. Wegen geringerer
Ausgangsvitalitdt der Zellen und (Abb. 1) erhohter Enzymfreisetzung (LDH)
durch die Kontrollzellen nach Betdubung der Tiere mit Ather wurden alle
weiteren Tiere mit Nembutal (Serva, Heidelberg, 120 mg/kg i.p.) narkotisiert
und durch Ausbluten (Offnen der Vena cava) getdtet. Nach dem Eroffnen des
Brustraumes und der Freilegung der Trachea wurde eine Kaniile mit abgerun-
deter Spitze in die Luftrohre eingefiihrt und dort festgebunden. AnschlieBend
wurde 6 mal mit je 5 ml 0,85 ¥Xiger Kochsalzlgsung (Brain, 1971) gespiilt.
Nach jeder Fiillung wurde die Lunge 30 Sekunden vorsichtig massiert. Da die
Zellausbeute bei 2 bis 3 x 10° Zellen je Lunge lag, wurden die Zellen ver-
schiedener Tiere in anféanglichen Versuchen (n = 4) separat verwendet und in
spdteren vereinigt. Beziiglich der Vitalitdt der Zellen und deren Enzymfreiset-
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zung konnte kein Unterschied gegeniiber den von mehreren Tieren vereinigten
Zellen festgestellt werden. Die Zellen wurden bis zu ihrer Aussaat auf Eis
aufbewahrt.

2.1.3. Hunde~ Alveolarmakrophagen

Die Lavage wurde von Dr. W. G. Kreyling, Dr. L. Ruprecht und Dr. E. Matejkova
(GSF, Miinchen) durchgefiihrt,

Minnlichen Beagle Hunden (ca. 2-3 Jahre alt, 10-13 kg Korpergewicht) wurde
10-15 Minuten vor der Narkose 1 ml 0,5 mg Atropin/ml s.c. (Fresenius, Bad
Homburg) injiziert. Danach wurde ihnen 15- 20 mg Surital/kg Korpergewicht
(Parke-Davis & Company, Miinchen) verabreicht. Nach Einfiihrung eines Fiber-
bronchoskopes durch die Mundoffnung wurden 3 Segmente von verschiedenen
Lungenlappen (Vorder-, Mittel- und Hinterlappen) der rechten Lunge mit
jeweils 3 x 15 ml gepufferter Kochsalzlosung PM 16 (Serva 33842, Heidel-
berg) gespiilt. Die instillierte Fliissigkeit wurde durch Erzeugung eines gerin-
gen Unterdrucks zuriickgewonnen. Die Zellen verschiedener Tiere wurden nicht
vereinigt und bis zu ihrer Aussaat auf Eis aufbewahrt.

2.1.4. Affen-Alveolarmakrophagen

Die Lavage wurde von Dr. F. Krombach (Institut fiir Chirurgische Forschung,
Klinikum GroBhadern, Universitiat Miinchen) durchgefiihrt.

Mannliche Rhesusaffen der Spezies Macaca fascicularis (ca. 3 Jahre alt, 3 - 4
kg Korpergewicht) wurden mit 15 mg Ketamin/kg Korpergewicht i.m. (Parke-
Davis & Company, Miinchen) und 2 mg Xylazin/kg Korpergewicht i.m. (Bayer,
Leverkusen) anisthesiert. Uber ein flexibles fiberoptisches Bronchoskop (BF
P10, Olympus, Miinchen) wurden insgesamt 100 ml sterile Kochsalzlosung in
20 ml Aliquots in den Hauptbronchus der linken Lunge instilliert. Nach jeder
Instillation wurde die Spiilfliissigkeit sofort wieder von Hand in eine Spritze
zuriickgezogen. Die Zellen der verschiedenen Tiere wurden nicht vereinigt und
bis zu ihrer Aussaat auf Eis aufbewahrt.

2.1.5. Menschliche Alveolarmakrophagen

Diese Lavage wurde von Dr. G. Wiirtemberger (Robert-Koch-Klinik, Universitat
Freiburg) durchgefiihrt.

Zu diagnostischen Zwecken wurden Patienten beiderlei Geschlechts nach Injek-
tion eines Beruhigungsmittels mit 1 %iger Novesine-Losung lokal an#sthesiert.
Die Einfiihrung eines Fiberbronchoskopes erfolgte im Gegensatz zu Hund und
Affe durch die Nasenoffnung. Terminale Bronchiolen und die Alveolen wurden
5 mal mit je 20 ml steriler 0,9 %iger Kochsalzlosung gespiilt und sofort nach
Instillation von Hand vorsichtig in die Spritze zuriickgezogen. Die Zellen,
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Alveolarmakrophagen eines Rauchers (69 Jahre, 50 - 66 "man pack years” mit
chronischer Bronchitis, sonst kein Lungenbefund) und zweier Sarkoidose Patien-
ten (einer Frau, 40 Jahre, Stadium I ohne Steroidvorbehandlung und eines
Mannes, 31 Jahre, Stadium II, mit 9-monatiger Steroidvorbehandlung, vor Zell-
entnahme 4 Monate behandlungsfrei) wurden auf Eis transportiert und konnten
ca. 2 Stunden nach ihrer Gewinnung in die Kulturschalen ausgesdt werden.

2.2. Zellkulturen (Ubersichtsschema zum gesamten Versuchs-
ablauf siehe Abbildung 2)

2.2.1. Anzucht der monozytiren Zellinie U937

Diese Zellinie wurde urspriinglich aus einem histiozytdren menschlichen Lym-
phom durch einfaches Passagieren gewonnen. Sie besitzt monozytire Merkmale
(Fc-Rezeptoren, Tab. 2) und Eigenschaften (Fahigkeit zur Phagozytose, Tab. 2).
In Gegenwart von TPA konnen die Zellen zu Makrophagen differenzieren
(Sundstrom und Nilson, 1976). Wir erhielten diese Zellinie (im folgenden als
Tiibinger U937-Zellen bezeichnet) iiber Herrn Prof. Dr. H. Rahmsdorf (KfK,
Karlsruhe) aus dem Labor von Herrn Prof. Dr. A. Ziegler (Universitit Tiibingen).
Da sich die Tiibinger U937-Zellen in einigen Parametern anders verhielten als
die in der Literatur beschriebenen Klassischen U937-Zellen, wurden bei der
ATCC-Gesellschaft (American Type Culture Collection, Rockville, Maryland)
Amerikanische U937-Zellen zum Vergleich mit den bisher verwendeten Tiibinger
U937-Zellen bestellt. Die Tiibinger U937-Zellen wurden zusé&tzlich von Herrn
Dr. R. Hass (Medizinische Hochschule Hannover, Molekularpharmakologie) auf
immunologische und biochemische Parameter, wie Prostaglandinsynthese nach
TPA-Differenzierung und Oberfldchenantigene Determinanten der Zellmembran
untersucht (Tab. 3). Diese Untersuchungen ergaben, daB es sich bei der von
uns verwendeten Tibinger U937-Zellinie voraussichtlich um einen in Richtung
Monozyt weiter entwickelten Subklon der urspriinglichen U937-Zellen handelt.
Die Tiibinger U937-Zellen (Tab. 3) wiesen gegeniiber den dort verwendeten
U937-Zellen (ATCC) vermehrt CDi4 Antigen, einen spezifischen Monozyten-
marker, an der Oberfldche der Plasmamembran auf. Die Tiibinger U937-Zellen
waren jedoch im Gegensatz zu den Klassischen U937-Zellen Esterase negativ
und synthetisierten kein Prostaglandin nach TPA induzierter Differenzierung.
Die Anzucht der Zellen erfolgte als Suspensionskultur in 250 ml Gewebekul-
turflaschen (Greiner 658170, Niirtingen) in RPMI 1640 Medium (Gibco limited,
Paisley, Schottland) mit 15 % FCS, 100 ug Ampicillin/ml (Boehringer T3258,
Mannheim) und 10 pg Tetracyclin/ml (Sigma 104397 25/01, St. Louis). Die Zel-
len wurden in einer Zelldichte von 0,1 bis 0,2 x 10® Zellen/ml ausgesit, Me-
diumwechsel erfolgte jeden zweiten bis dritten Tag. Die Verdopplungszeit be-
trug unter diesen Bedingungen 4 bis 6 Tage (Tab 2).
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2.2.2. Aussaat der Zellen

Nach der Bestimmung von Zellzahl (Neubauerkammer) und Vitalitdt der Zellen
(Trypanblau-AusschluBverfahren) erfolgte die Aussaat der Zellen in 35 mm
Zellkulturschalen (Falcon 3046/Becton Dickinson & Company, New Yersey). Es
wurde in zwei verschiedenen Ansédtzen gearbeitet:

2.2.2.1. Morphologischer Ansatz

Zur Bestimmung der Vitalitit der Zellen nach Staubexposition wurden die
Alveolarmakrophagen aller Spezies und die U937-Zellen in einer Dichte von
0,5 x 10° Zellen/ml RPMI 1640 Medium mit 100 U Penicillin/ml und 100 ug
Streptomycin/ml ausgesait.

Fiir weitere histochemische Ansdtze (Hemacolor- und Esterase Fédrbungen) und
fiir Raster-Elektronenmikroskopische Pridparationen (REM-Préparate) wurden
auf Deckglaser (24 x 24 mm, Firma Menzel) oder in Plastikgewebekulturschalen
ausgesdte Monolayer Kulturen verwendet. Die Rinder-Alveolarmakrophagen
wurden in einer Dichte von 3 x 10 Zellen/ml, die Ratten- und U937-Zellen in
einer Dichte von 1 x 10® Zellen/ml ausgesit. Bei den Alveolarmakrophagen
von Hund, Affe und Mensch wurden aus Griinden der Zelleinsparung auf
Deckglaser aufgesetzte Silikonumrandungen (Heraeus Flexiperm, Miinchen) mit
1 cm Durchmesser verwendet. In diese wurden 300 pl Zellsuspension (0,5 x
10® Zellen/ ml) gegeben. Nach 2 Stunden Inkubation bei 37°C wurde die
Umrandung entfernt und die Zellen wie in den anderen Ansdtzen in | ml
Medium mit und ohne Staubzugabe inkubiert. Eine Variation der Zelldichte
war moglich, da sie keinen EinfluB auf das AusmaB der zytotoxischen Quarz-

effekte hatte (Abb. 3).

2.2.2.2. Biochemischer Ansatz

Fiir die biochemischen Untersuchungen (Freisetzung von Protein und Enzymen)
wurden die Zellen in einer Zelldichte von 1 x 10° Zellen/ml ausgesét. Eine
Ausnahme bildeten die Rinder-Alveolarmakrophagen, die im Gegensatz zu den
Alveolarmakrophagen der anderen Spezies in ausreichender Menge vorhanden
waren (ca. 1,5 x 10° Zellen/Lunge). Sie wurden in einer Dichte von 3 x 10°
Zellen/ml ausgesdt. Die eingebrachte Zellzahl hatte auch bei den bioche-
mischen Parametern keinen EinfluB auf das AusmaB der Zytotoxizitdt von
Quarz (Abb. 4). Die Alveolarmakrophagen wurden 2 Stunden zum Anheften in-
kubiert (37°C, 100 % Luftfeuchtigkeit, 5 % CO,). Danach erfolgte ein Me-
verschiedenen Stduben inkubiert. Die Vorinkubationszeit zur Anheftung entfiel
bei den U937-Zellen, da sie in diesem Zeitraum in Suspension blieben. Inner-
halb des 20-stiindigen Inkubationsintervalls heftete sich jedoch der groBte
Teil der U937-Zellen an den Plastikuntergrund an (Abb. 35 und 36).
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2.3. Vervwendete Stiube
(Ubersicht siehe Tabelle 4)

2 .3.1. Latex

Es wurde mit zwei verschiedenen Latex PartikelgroBen gearbeitet:

Standard Dow Latex: 0,822 ym + 0,0083 um (Serva 41947, Heidelberg)

+

Standard Dow Latex: 2,020 pym + 0,0135 pm (Serva 41953, Heidelberg)

+

2.3.2. Titandioxid (TiO,)

Titandioxid kommt in drei natiirlichen kristallinen Modifikationen vor: Rutil,
Anatas und Brookit, wobei Rutil die stabilste und h#ufigste Form darstellt.
Verwendet wurden folgende Formen:

Titandioxid, Anatas (Aldrich Chemical Company 23203, Milwaukee, Wisconsin)

Die Spurenelementanalyse (spektrografisch) der Herstellerfirma ergab folgende
Verunreinigungen:

Element ppm

Zr 100 - 200
Ca 4.0

Al 30 - 50
Si 3 - 10
Fe 2 - 5
Mn 1 - 3
Vv i - 3
Ag 1

Cu 1

Mg 1

Pb 1
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Titandioxid, Rutil (Aldrich Chemical Company 22422-7, Milwaukee, Wisconsin)

Die Spurenelementanalyse (spektrografisch) der Herstellerfirma ergab folgende
Verunreinigungen:

Blement pPpm
Ca 90
Al 10
Fe 10

Titandioxid, 98 ¥ Anatas, 2 ¥ Rutil (Polysciences, Inc. 16941, St Goar)

Vom Hersteller angegebene Verunreinigungen:

Blement (¥ w/w)
Si 0,03

Pb 0,01

Ca 0,001
Mg 0,001

2.3.3. Dorentruper Quarz, Fraktion 12 (DQ12)

Zusammensetzung des DQI12 Standard Quarzes nach Robock (1973 a):

Element (%)
kristalliner Quarz 87
amorphes SiO2 und Kaolinit 13
Ca 1,0
Ti 0,6
Fe 0,2
K 0,2
Al 0,1
Na,O 0,01
K,O 0,01

LiO2 < 0,01
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In dieser Arbeit wurde eine auf 300 mg limitierte DQI2 Fraktion (Sack 28,
1969) verwendet, die uns von.Herrn Prof. Dr. N. H. Seemayer (Medizinisches
Institut fiir Umwelthygiene, Universitdt Diisseldorf) zur Verfiigung gestellt
wurde. ;

Eine Rontgenstrahlen-Beugungs-Spektroskopie, durchgefiihrt von Herrn Prof.
Dr. C. Politis (KfK, INFP) ergab die gleiche hexagonale Kristallstruktur wie
fiir einen Standard-Nieder-(«)-Quarz des National Bureau of Standards der

USA.

2.3.4. Chrysotil Asbest (Kanadischer UICC Chrysotil A Asbest)

Es handelt sich bei Chrysotil Asbest um einen Serpentin Asbest. Die in dieser
Arbeit verwendeten Fasern wurden uns von Herrn Prof. Dr. K. Spurny (Fraun-
hofer-Institut, Schmallenberg-Grafschaft) zur Verfiigung gestellt. Die Faser-
langenverteilung flir den verwendeten Asbest wurde uns von Herrn Spurny wie

folgt angegeben:

Linge (um) < 0,5 < 1,0 < 2,0 < 5,0 < 10,0 < 25,0 < 50,0

Antell (%) 30,6 64,0 83,8 97,0 98,9 99,7 99,9

Folgende Verunreinigungen wurden von Frau Dr. C. Adelhelm (KfK, IMF D)

nachgewiesen:

Element (% Gewlicht)
Fe 1,73 + 0,35
Al 0,55 + 0,09
Ti 0,012 + 0,005

Alle Stdube wurden auf einer Analysenwaage frisch eingewogen, in RPMI 1640
Medium mit 100 U Penicillin/ml und 100 ug Streptomycin/ml suspendiert und
50 mal mit einem Branson Sonifier B15 bei 75 W pulsbeschallt. Der Asbest
wurde nicht beschallt, sondern intensiv geschiittelt, damit er nicht unkon-
trolliert in diinnere Fasern aufspaltete (Woitowitz et al., 1986).
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Die Bestimmung der spezifischen Oberfliche der Stdube wurde groBtenteils
von Frau Dr. E. Drosselmeyer (KfK, IGT) durchgefiihrt. Sie erfolgte nach dem
Brunauer, Emmet und Teller (BET) Verfahren.

Die Durchmesser der Partikel wurden an Transmissions- oder Raster~Elektro-
nenmikroskopischen Aufnahmen gemessen. Die Stdube wurden jedoch nach
Gewicht verabreicht, da eine genaue Bestimmung der Partikelzahl nicht mog-
lich war. Bei Titandioxid, Quarz und Asbest konnten nur mittlere GroBen
angegeben werden. Die Auswertung von Raster-Elektronenmikroskopischen
Aufnahmen ergab eine sehr starke Streuung der PartikelgroBen (Tab. 4). Zu-
satzlich wurde die Bildung von Aggregaten aus mehreren Partikeln beobachtet.
500 pg Titandioxid (Anatas, Aldrich) entsprachen ca. 2,9 x 10° Teilchen, und
500 pg Titandioxid (Rutil, Aldrich) entsprachen ca. 2,3 x 108 Teilchen. 250 ug
DQI12 Quarz entsprachen ca. 3,8 x 108 Teilchen. Bei den monodispersen Latex-
und Titandioxid-Teilchen war eine genauere Bestimmung der Partikelzahl
moglich. 50 pg Latex (0,8 um) entsprachen 7,4 x 108 Teilchen, 250 pg Latex
(2,0 um) entsprachen 5,7 x 107 Teilchen, und 500 pg Titandioxid (Anatas,
Polysciences) entsprachen 1,1 x 10?2 Teilchen.

Die Herstellung der unterschiedlichen Titandioxide erfolgte durch Hochtem-
peratur Hydrolyse von Titantetrachlorid Aerosoltropfen (Anatas, Polysciences),
die Sulfat-Methode (Anatas, Aldrich/mdl. Mitteilung, Frau v. Celiz, Firma Al-
drich) oder die Pyrit-Methode (Rutil, Aldrich/mdl. Mitteilung, Frau v. Celiz,
Firma Aldrich).

2.4. Kulturzusdtze

2.4.1. Lavageflilssigkeit
2.4.1.1. Gewinnung der Lavagefliissigkeit (LF,,,)

Die erste Kochsalzfiillung einer Rinderlunge (ca. 3 1, siehe 2.1.1.) wurde
10 Minuten (250 g, 49C) zentrifugiert. Der daraus resultierende Uiberstand
wurde anschlieBend 30 Minuten bei 3000 g zentrifugiert, um groBere Zell-
bestandteile (Zelltriimmer) aus der Losung zu entfernen. Fiir anféngliche Ver-
suche wurde die Lavagefliissigkeit sterilfiltriert. Dieser Vorgang reduzierte
jedoch die Phospholipid- und Proteinkonzentration auf ca. 36 % der Ausgangs-
menge. Bei den letzten Versuchen wurde daher auf die Sterilfiltration verzichtet.
Untersuchungen von Herrn Dr. W. Bernhard (Polyklinik, Phillips Universitat
Marburg) nach Mason et al. (1976) ergaben einen Gehalt von ca. 14 4 pg di-
saturierten Phosphatidylcholinen/ml Lavagefliissigkeit, die zu 70-86 % aus DPL
bestanden. Die Endkonzentration in den Kulturansédtzen betrug ca. 7 + 2 pg

DPL/ml und ca. 4 pg Protein/ml.
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2.4.1.2. Anreicherung der Lavagefliissigkeit (LFy nz)

Nach dem 3000 g Zentrifugationsschritt folgte eine weitere 30-miniitige Zentri-
fugation bei 190000 g und 4°C, um Phospholipide und Proteine aus dem
Uberstand anzureichern. Die Pellets (Ausgangsvolumen 30 ml) wurden in 1,5 ml
RPMI 1640 Medium aufgenommen.

2.4.2. L-a-Dipalmitoyl-Lecithin (DPL)

L-a-Dipalmitoyl-Phosphatidylcholin (Sigma 0763, St. Louis) wurde simultan
mit Quarz- oder Asbest auf die Zellen gegeben, so daB die Endkonzentration
der Stdube 250 pg/ml und die Endkonzentration der Lecithinlosung 333 pg/ml
RPMI 1640 Medium betrug (modifiziert nach Wallace et al., 1985). Eine Vorin-
kubation von Rinder-Alveolarmakrophagen mit DPL-Losung (Abb. 5) und an-
schlieBende Inkubation mit nativem Quarz (20 Stunden-Intervall) bewirkte kei-
nerlei Schutzeffekt fiir die Zellen und keine Minderung der zytotoxischen
Quarzwirkung.

2.4.4. Rinderserumalbumin (BSA)

Verwendet wurde eine doppelt konzentrierte BSA-LOosung (Serva, Heidelberg),
deren Endkonzentration nach Mischung mit der Staubsuspension S mg/ml
RPMI 1640 Medium betrug.

2.4.5. D-a-Tocopherolacetat (Vitamin E-Derivat)

Verwendet wurde eine doppelt konzentrierte D-o-Tocopherolacetatlosung
(Dr. Schiefer Arzneimittel GmbH, Koln), deren Konzentration nach Mischung
mit der Staubsuspension 1 mg/ml RPMI 1640 Medium betrug.

Die vier Suspensionen wurden in RPMI 1640 Medium mit Antibiotikazusatz in
den genannten Konzentrationen angesetzt und vor Gebrauch 3 Minuten auf Eis
beschalit.
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2. S. Staubexposition und weitere Verar-—
beitung der Kulturen

Nach einer Anheftungszeit von 2 Stunden wurden die Zellen 2 oder 20 Stun-
den in RPMI 1640 Medium mit 100 U Penicillin/ml und 100 pg Streptomycin/
ml ohne und mit Stduben (50-500 pg/ml) inkubiert. Nach Ablauf dieses Zeit-
intervalls wurde die Vitalitdt der adhdrenten Zellen in den dafiir vorgesehenen
Vitalitiétsansétzen durch das Trypanblau-AusschluBlverfahren bestimmt.

In den biochemischen Ansétzen wurden die Medieniiberstinde abgenommen
und zur Abtrennung der abgelosten Zellen und Zelltriimmer 10 Minuten (250 g,
40C) zentrifugiert. Lichtmikroskopische Untersuchungen nach Farbung mit
Trypanblau ergaben, daB die aus den Uberstinden von Kontrollkulturen ge-
wonnenen Pellets zu 80% aus lebenden Zellen, die Pellets von quarzbehandel-
ten Kulturen zu 80 % aus Zelltriimmern bestanden. Diese Pellets (P) wurden
in je 1 ml Medium aufgenommen und zusammen mit den nun zellbestandteils-
freien Uberstinden (W) bei - 20°C bis zur weiteren Verarbeitung eingefroren.
Die adhédrenten Zellen (Z) wurden mit einem Plastikschaber vom Untergrund
abgekratzt, in 1 ml Medium aufgenommen und ebenfalls bis zur weiteren
Verarbeitung bei - 20°C eingefroren.

2.5.1. Vitalitdtsbestimmung

Die Vitalitdtsbestimmungen wurden in zwei Parallelansédtzen angelegt. Die
Medieniiberstdnde wurden bei anfanglichen Versuchen mituntersucht, bei
spdteren verworfen. Da Makrophagen Trypanblau bei ausreichender Inkuba-
tionsdauer (> 5 Minuten) phagozytieren, wurden die adhérenten Zellen genau
3 Minuten mit einer 0,25 %igen Trypanblau-Losung gefarbt. Danach wurden
die Zellen vorsichtig mit 0,9 Z%iger Kochsalzlosung gewaschen und jeweils 3
bis 5 Gesichtsfelder unter dem Lichtmikroskop ausgewertet. Um die Aussage-
kraft der Vitalitdtsbestimmung bei adh&drenten Zellen beurteilen zu konnen,
wurde nachgepriift, ob sich die mit Stduben inkubierten Zellen stdrker abge-
16st hatten als die entsprechenden Kontrollzellen. Das war nicht der Fall
(Tab. 8). Aus diesem Grund geben die Vitalitatsbestimmungen adhdrenter Zel-
len ein realistisches Bild wieder.

2.5.2. Biochemische Untersuchungen
2.5.2.1. Protein-Bestimmung
Die Protein-Bestimmung wurde mit dem Bio-Rad Protein Assay {Bio-Rad Labo-

ratories, Miinchen) durchgefiihrt. Als Eichsubstanz wurde Rinderserumalbumin
verwendet.
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Reaktionsprinzip

Gemessen wurde die Verschiebung des Absorptionsmaximums einer sauren
Coomassie Brilliant Blue G-250 Losung von 465 nm nach 595 nm durch Bindung
von Protein.

Fiir die Bestimmung der Proteinverteilung in den einzelnen Fraktionen (Z, U
und P) wurde bei anfdnglichen Versuchen mit Rinder-Alveolarmakrophagen die
Makro-Methode verwendet, fiir alle spdteren Messungen wurde die Mikro-
Methode verwendet.

Makro-Methode

50 pl Probe und 2,5 ml Farbreagenz (Konzentrat 1 : 5 mit dest. Wasser ver-
diinnt) wurden sofort intensiv gemischt. Die optische Dichte bei 595 nm
konnte nach S Minuten in einem Zeitraum bis zu einer Stunde gemessen
werden. Die Nachweisgrenze lag bei 200-1400 pg Protein/ml.

Mikro-Methode

400 pl verdiinnte Probe und 100 pl Farbreagenz-Konzentrat wurden sofort ge-
mischt. Die Nachweisgrenze lag bei < 26 pg Protein/ml.

2.5.2.2. Lactat-Dehydrogenase -Bestimmung (LDH)
Die LDH-Bestimmung wurde mit dem Monotest a LDH opt. (Boehringer, Mann-
heim; 158 186) bei 25°C durchgefiihrt. Als Kontrollserum wurde Precinorm E

verwendet.

Reaktionsprinzip

Gemessen wurde die Extinktionsabnahme aufgrund der Umsetzung von NADH
zu NAD*. Im Gegensatz zu NAD" weist NADH bei 340 nm ein Absorptions-
maximum auf. Es kommt zu folgender chemischer Umsetzung:

> Lactat + NAD"

Pyruvat + NADH -+ H*

Methode

20 pl Probe (max. einmal aufgetaut) und 500 yl Reagenzldsung (25°C) wurden in
eine Kiivette pipettiert und gemischt. Nach ca. 30 Sekunden wurde die Extinktion
bei 340 nm gemessen. Die Messung wurde nach 1, 2 und 3 Minuten wiederholt.
Die Extinktionsabnahme pro Minute ergab mit dem Faktor 4127 multipliziert die
gemessenen mUnits LDH/ml Probe. Die Nachweisgrenze dieser MeBmethode lag
bei 4-8 mU LDH/ml Probe.
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Fiir die Messung der LDH-Gehalte in den Hunde- und Affen-Alveolarmakro-
phagen-Proben wurde eine LDH-Mikromethode verwendet. Dabei wurde das
eingebrachte Probenvolumen auf 40 pl und die Messung der Extinktionsab-
nahme auf 6 Minuten verdoppelt. Die Nachweisgrenze lag unter diesen Bedin-
gungen bei 1-2 mU LDH/ml Probe.

Losungen

Substratldosung 50 mmol/l Phosphatpuffer (pH 7,5)
0,6 mmol/l Pyrovat
0,18 mmol/l NADH

2.5.2.3. N-Acetyl-B8-Glucosaminidase~Bestimmung (NAG)

Die NAG-Bestimmung wurde modifiziert nach Andersen et al. (1982) durchge-
fiihrt. Als Eichsubstanz diente 4-Methylumbelliferon. Nach Durchfiihrung einer
"Messung mit konstanter Emissionswellenlange wurde 358 nm als Anregungs-
wellenldnge gewdhlt, nach Durchfiihrung einer Messung mit konstanter Anre-
gungswellenldnge wurde 447 nm als Emissionswellenldnge gewihlt.

Reaktionsprinzip

Gemessen wurde die Fluoreszenz des 4-Methylumbelliferon, das in folgender
Reaktion entsteht:

4-Methylumbelliferyl-N-Acetyl-B-D-Glukosaminid + H,0 —NAG—>

4-Methylumbelliferon + N-Acetyl-R-D-Glucosamin

Methode

100 pl Probe wurden mit 100 pl Substratlosung gemischt und 30 Minuten bei
379C im Wasserbad inkubiert. Der Reaktionsstop erfolgte mit 1 ml Carbonat-
Bicarbonat-Puffer (49C). Jede Probe wurde als zweifacher Ansatz gegen einen
Leerwert (Probe ohne Substrat inkubiert, Substratlosung nach Stoppen dazu

pipettiert) gemessen.

Losungen

Substratlosung 1 mmol/l 4-Methylumbelliferyl-N-Acetyl-8-D-Glucosa-
minid in Lactat-Puffer.
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Lactatpuffer 40 mmol/] Natriumlactat (pH 3,7)

Stoppuffer 0,2 mol/l Carbonat-Bicarbonatpuffer (pH 10,5):
21,2 g/l Natriumcarbonat
16,8 g/l Natriumbicarbonat

Die Protein- und LDH-Messungen wurden an einem Beckmann DU-65 Photo-
meter durchgefiihrt. Die NAG-Messung erfolgte in einem Perkin Elmer LS-5B
Lumineszenz Spektrometer.

Bei einer 20-stiindigen Inkubation bei 37°C von Zellhomogenat aus 3 x 10
Rinder-Alveolarmakrophagen/ml (bei -20°C eingefroren und nach dem Auf-
tauen S0 mal auf Eis bei 75 W pulsbeschalit) reduzierte sich die NAG-
Aktivitdt im Homogenat von 30-40 auf 5-10 mU/ml. Um die Auswirkung der
Quarz- oder Asbestanwesenheit auf die meB3bare Proteinmenge und die Enzym-
aktivitdten zu bestimmen, wurde das Zellhomogenat 20 Stunden in der Gegen-
wart von Quarz oder Asbest (250 pg/ml) inkubiert. Aufféllig war eine Reduk-
tion der LDH-Aktivitdt in Gegenwart von Quarz auf 81% und Asbest auf 64%
des Kontrollansatzes nach 20 Stunden Inkubation (Abb. 6).

2.5.3. Fc-Rezeptor vermittelte Rosettenformation

2.5.3.1. Bestimmung des Subagglutinationstiters

1 ml 0,25 %ige Schafserythrozyten-Ldsung (ca. 2,5 x 107 sRBC/ml RPMI 1640
Medium) wurde mit 1 ml verdiinnter Antikdrperlosung (I : 100, 1 : 1000, 1 :
2000, 1 : 4000, 1t : 7000 und 1 : 10000) gemischt und 20 Minuten bei 379C im
Wasserbad inkubiert. Gesucht war die schwéchste Antikorperverdiinnung, bei
der die Erythrozyten gerade noch nicht agglutinierten.

2.5.3.2. Kopplung von Antikdrpern und Erythrozyten

1 ml Hammelblut (Behringwerke RAW 30, Marburg) wurde mit 1 ml Antikorper-
verdiinnung (Anti Schafserythrozyten Serum vom Kaninchen, RLC 24 (1 : 300),
Ambozeptor 6000, Behringwerke, Marburg) gemischt und 30 Minuten bei
37°C im Wasserbad inkubiert. Die gleiche Menge an Hammelblut wurde mit
1 ml RPMI 1640 Medium gemischt und wie das Antikorper-Kopplungsgemisch
behandelt. Beide Losungen wurden 10 Minuten (700 g, 490) zentrifugiert, die
Pellets wurden in je 2 ml RPMI Medium aufgenommen. Dieser Schritt wurde
2 mal wiederholt.
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2.5.3.3. Inkubation von Zellen mit Erythrozyten (sRBC) und Antikorper-
markierten Erythrozyten (Ab-sRBC)

Bei den U937-Suspensionskulturen wurden 1 x 10% U937-Zellen 10 Minuten
(700 g) abzentrifugiert. Das Pellet wurde gelockert und mit 2 ml erythrozyten-
haltigem Medium (5 x 10°sRBC/ml) 1 Stunde bei 4°C inkubiert. AnschlieBend
wurden die Zellen abzentrifugiert und unter dem Lichtmikroskop ausgewertet,
Zellen mit > 3 sRBC/Zelle wurden als sRBC positiv gewertet. Die Differenz
zwischen sRBC-positiven und Fc-sRBC-positiven Zellen gab den Anteil der
Zellen mit Fc-Rezeptoren wieder.

2.5.4. Morphologische Untersuchungen

2.5.4.1. Lichtmikroskopie
Hemacolor Schnellfdirbung (Merck Diagnostika, Darmstadt)

Nachweisprinzip

Bei dieser Farbung handelt es sich um eine der May-Griinwald addquate Far-
bung. Das Farbeset enthdlt eine Fixierlosung (11955, enthdlt Methanol) und
zwei gepufferte Farblosungen: das Farbreagenz rot (11956, enthdlt Eosin) und
das Farbreagenz blau (11957, enthélt Thiazinlosung).

Methode

1. Zellausstriche oder Kulturen lufttrocknen lassen.

2. 14 mal in den Fixierpuffer tauchen.

3. 8 mal in Farblosung rot tauchen.

4. 3 - 6 mal in Farblosung blau tauchen.

5. Prédparat in Wasser tauchen, bis iiberschiissiger Farbstoff entfernt ist.

Xylol-Behandlung zur Bestimmung der Latexphagozytose

Zur Bestimmung der Anzahl phagozytierter Latexpartikel wurden die 20 Stun-
den mit 250 pg Latex (2,0 pm) inkubierten Zellen mit Hemacolor gefarbt und
dann 4 Stunden in Xylol eingetaucht, um &uBerlich gebundenes Latex abzuld-
sen.
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a-Naphtyl-acetat-Esterase Férbung (Sigma Diagnostics, 91-A, Deisenhofen)

Reaktionsprinzip

Die Anfarbung der Zellen beruht auf der Ausbildung eines braunschwarzen
Niederschlages in den positiven Zellen. Durch Hydrolyse von a-Naphtyl-acetat
entsteht eine Naphtolverbindung, die iiber eine Kopplungsreaktion mit einem
Diazoniumsalz reagiert,

Methode

1. Dest. Wasser auf 37°C vorwidrmen (ca. 50 ml).
2. Zellausstriche nach der Lavage, adhédrente Zellen auf Plastik oder Deck-
glasern 10 Sekunden fixieren.
3. Griindlich mit dest. Wasser spiilen (10 - 15 Sekunden).
4., Zu 1 ml Fast-Blue BB Losung 1 ml Natriumnitritlosung zugeben.
30 Sekunden kréaftig schiitteln und 2 Minuten stehen lassen.
40 ml Wasser (37°9C) zufiigen. Mischen.
5. 5 ml Trizmal™ 76 Pufferkonzentrat und 1 ml a-Naphtylacetatlosung zu-
geben. Mischen.
Ausstriche lichtgeschiitzt 30 Minuten bei 37°C inkubieren.
Griindlich mit dest. Wasser spiilen.
2 Minuten mit Hamatoxy linlosung gegenfarben.

© 0N

Mit Leitungswasser spillen, lufttrocknen.
10. Mikroskopisch auswerten.

Losungen

Citratlosung
18 mmol/1 Zitronensdure
9 mmol/1 Natriumcitrat
12 mmol/1 Natriumchlorid
pH 3,6 + 0,1

Citrat-Aceton-Formaldehyd-Fixierlosung
25 ml Citratlésung mit 65 ml Aceton und 8 ml Formaldehyd z.A. (37 %) mischen.

Fast Blue BB (Base) Losung (91-7)
15 mg/ml Fast Blue BB Base in 0,4 mol/l Salzsaure.

Natriumnitritlosung
0,1 mol/l Natriumnitrit

Trizmal 7,6 Pufferkonzentrat (91-8)
t mol/1 Trizma® Maleat, pH 7,6 + 0,15
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o~-Naphtyl-acetat-Losung
12,5 mg/ml Naphtylacetat in Methanol

Hématoxylin-Lésung Gill Nr.3 (Dunkel lagern!)
6,0 g/1 Hamatoxylin (mit Zertifikat)
0,6 g/l Natriumjodat
52,8 g/l Aluminiumsulfat

a~-Naphtyl-butyrat-Esterase Fidrbung (Sigma Diagnostics, 181-B, Deisenhofen)

Reaktionsprinzip

Durch Hydrolyse von a-Naphtyl-butyrat und Kopplung an ein azotiertes Pararos-
anilin entsteht in positiven Zellen ein rot-brauner, unldslicher, chromogener
a-Naphtyl-Hydrogen~ Pararosanilin-Komplex.,

Methode

—

40 ml Phosphatpufferlésung auf 37°C vorwirmen.

2. Zellausstriche (nach der Lavage, vor Aussaat der Zellen), adhidrente Zellen
in Plastikkulturschalen oder auf Deckgldsern werden 30 Sekunden bei RT
fixiert.

3. Mit dest. Wasser splilen (10 - 15 Sekunden).

Zu 1,5 ml Pararosanilinlosung 1,5 ml Natriumnitritlésung zufiigen.

30 Sekunden kréftig schiitteln und mindestens 5 Minuten stehen lassen.

40 ml vorgewdrmte Phosphatpufferlosung dazugeben.

5. 5§ ml oa-Naphtyl-butyrat-Losung zugeben. Gut mischen.

6. Ausstriche 1 Stunde lichtgeschiitzt bei 37°C inkubieren.

7. 2 - 3 Minuten in dest. Wasser spiilen.

8

9

o

. Ausstriche mindestens 15 Minuten lufttrocknen lassen.
S Minuten mit Methylenblau gegenfarben.
10. Mit dest. Wasser abspiilen, lufttrocknen lassen und mikroskopieren.

Losungen

Citratldsung 18 mmol/l Zitronensdure
9 mmol/l Natriumcitrat
12 mmol/l Natriumchlorid
pH 5,36 + 0,1

Citrat-Aceton-Formaldehyd-Fixierlosung
25 ml Citratlosung mit 65 ml Aceton und 8 ml Formaldehyd (37 %) mischen.
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Pararosanilinlésung
40 g/l Pararosanilin in 2 mol/l Salzsdure. (Dunkel lagern!)

Natriumnitritlosung
250 mg Natriumnitrit in 6 ml dest. Wasser ldsen. (Frisch ansetzen!)

Phosphatpuffer (Sigma 180-5)
Enthélt 0,067 mol/l Natrium- und Kaliumphosphat (pH 7,7). Der Flascheninhalt
wird in 500 ml dest. Wasser gelost.

a-Naphtyl-butyrat-Losung
2,4 g/l o-Naphtyl-butyrat in Methanol

Methylenblau-Férbeltsung

S ml 1,4 Ziges Methylenblau in 95 Y%igem Ethanol mit 45 ml dest. Wasser
mischen . (Frisch ansetzen!),

Fotodokumentation

Vitale Zellkulturen wurden in einem Leitz Flurovert Mikroskop (Ernst Leitz,
Wetzlar), gefiarbte Zellkulturen in einem Leitz Diaplan Mikroskop betrachtet,
Auf beide Mikroskope ist iiber einen Adapter ein Kameragehiduse (Wild MPS
51) aufsetzbar, das mit einem Fotoautomaten (Wild MPS 45, Heerbrugg) in
Verbindung steht. Als Filmmaterial wurden Kunstlicht Farbdiafilme (Kodak
Ektachrome 50, Hemel Hemstead, England) verwendet.

2.5.4.2 Raster- Elektronenmikroskopie (REM)

(Kurzmethode zur Vorbereitung von Zellen fiir Raster-Elektronenmikroskopische
Untersuchungen unter Umgehung der Kritischen-Punkt-Trocknung, Millipore)

Methode

Schritte 1 - 4 bei 4°C (auf Eis) durchfiihren.

1. Kultur 30 Sekunden in physiologischer Kochsalzlosung waschen,
2. Wechsel der Probe in Puffer A, 30 Minuten inkubieren.

3. Probe in Puffer B transferieren, 30 Minuten inkubieren.

4, 30 Minuten in Puffer C inkubieren.
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Schritte 5 - 11 bei RT durchfiihren.

5. Probe 5 Minuten in Wasser waschen. Schritt wiederholen.
6. Schrittweises Entwédssern der Probe durch Inkubation in aufsteigender
Alkoholreihe .

35 % EtOH, 5 Minuten
70 % EtOH, 5 Minuten
85 % EtOH, 5 Minuten
95 % EtOH, 5 Minuten
100 % EtOH, 5 Minuten

o a0 o

7. Probe in HMDS-Losung 5 Minuten unter einem Abzug inkubieren., (Dieser
Schritt ersetzt die Kritische-Punkt-Trocknung).

8. Probe 30 Minuten Lufttrocknen lassen und auf Trockengel bis zur weiteren
Bearbeitung fiir das Raster-Elektronenmikroskop aufbewahren.

Die weitere Verarbeitung wurde von Herrn G. Schueler (KfK, IKVT) durchge-
fiithrt:

9. Probe auf REM Halter mit Leit-C nach Gocke (Graphit in Acrylharzen, Ger-
hard Neubauer, Miinster) elektrisch leitend befestigen.

1. Probe ca. 2 Minuten mit leitendem Metall (Gold) in einer Klein-Beschichtungs-
anlage Balzers MED 010 (Balzers, Liechtenstein) besputtern. Beschichtungs-
dicke ca. 15 - 20 nm.

12. Untersuchung am REM (PHILIPS 525, Eindhofen) bei einer variierten Be-
schleunigungsspannung von 10 - 20 KV.

Losungen

Puffer A 0,1 M Cacodylat
S % Glutaraldehyd (Serva 23114, Heidelberg)
pH ca. 7,2

Puffer B 0,1 M Cacodylat
7 % Sucrose (7g/100ml)

Puffer C 0,1 M Cacodylat

2 % Osmiumtetroxid

HMDS Hexamethyldisilizane (Sigma H-4875, Deisenhofen)
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Fotodokumentation

Die fotografischen Aufnahmen wurden mit einer am Aufnahmebildschirm des
REM's angebrachten Kamera, Typ Contax 137 MA Quarz (Yashica, Tokio), er-
stellt. Als Film wurde der Panatomic X 32 ASA (Kodak, Hemel Hemstead,
England) verwendet.

2.6. Auswertung der Ergebnisse

Bei der Auswertung der biochemischen MeBwerte wurde die im Gesamtansatz
vorhandene Protein- oder Enzymmenge jedes Ansatzes gleich 100 % gesetzt.
Danach wurde der prozentuale Anteil der einzelnen Fraktionen (Z, P und U)
bestimmt und das Ergebnis in Form eines Balkendiagrammes dargestellt.

Fiir den Interspeziesvergleich wurden die Absolutwerte der Protein- oder En-
zymfreisetzung in den Uberstand auf die jeweilige Kontrollfreisetzung be-
zogen. Die Ergebnisse wurden in Tabellen oder Kurvendiagramm dargestellt.
Hier wurde auch die Vitalitdt der adhdrenten Zellen in Prozent der Kontroll-
vitalitdt angegeben.

Um eine Information liber die Selektivitdt der staubinduzierten LDH- oder
NAG-Freisetzung in den Uberstand zu erhalten, wurde das Verhdltnis von LDH
zu NAG in dieser Fraktion ermittelt. Es wird im folgenden vom LDH/NAG-
Quotienten gesprochen. Zusétzlich wurden die Enzymkonzentrationen im Uber-
stand auf die ermittelte Proteinmenge bezogen. Diese Aktivitdten (U LDH oder
NAG)/mg Protein werden im folgenden als spezifische Enzymaktivitdten be-
zeichnet.

Fiir die Berechnung des DPL-Schutzeffektes wurde von der durch Quarz oder
Asbest induziert freigesetzten Absolutmenge an Protein, LDH oder NAG die
durch die Kontrollzellen freigesetzte Absolutmenge abgezogen. Man erhielt so
die durch den Staub verursachte Nettofreisetzung, den reinen Schadenseffekt.
Zu diesen Werten wurde die auf die gleiche Weise berechnete durch Staub
und DPL induzierte Restfreisetzung in Relation gesetzt. Die Differenz zum
100-prozentigen Schaden ergab das AusmafB des Schutzeffektes (Tab. 13).

2.7. Statistik

Die statistische Signifikanz wurde mit dem Student's T-Test iiberpriift. Der
Entscheidung iiber die statistische Signifikanz wurde ein 95 Ziges Signifikanz-
niveau zugrunde gelegt. War 2p < 0,05 lag ein statistisch signifikanter Unter-
schied vor.
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IIT. Ergebnisse

3.1. Wirkungen von Kontrollstidiuben auf
Rinder—Alveoclarmakrophagen

Veréinderungen in der Vitalitéit und den blochemischen Parametern

Da Rinder-Alveolarmakrophagen einfach und in groBer Quantitit (ca. 1,5 x 10°
Zellen/Lunge) zu gewinnen waren, wurde mit ihnen das Testsystem zur Be-
stimmung der Zytotoxizitdt von Stduben etabliert.

Als erstes wurde die Freisetzung von lysosomalem Enzym (NAG, Tab. 5 und
Abb. 7) nach 2- und 20-stiindiger Inkubation der Rinder-Alveolarmakrophagen
mit Latex (50 pg/ml) und Titandioxid (Rutil und Anatas, jeweils 500 pg/ml)
bestimmt. Es erfolgte eine zeitabhingige Freisetzung von NAG in den Uber-
stand. Im Gegensatz zu den Latex-inkubierten Zellen und den Kontrollzellen
setzten Titandioxid-inkubierte Zellen zu beiden Zeitpunkten signifikant mehr
NAG in den Medieniiberstand frei (Tab. 5).

Weitere Versuche zur 20-stiindigen Inkubation von Zellen mit verschiedenen
Titandioxiden ergaben interessante Unterschiede in der Protein- und Enzym-
freisetzung (Tab. 6). Verglichen wurde die Reaktion der Zellen auf Anataspar-
tikel der Firmen Aldrich oder Polysciences. Sie unterschieden sich in der
Herstellungsweise (siehe Kapitel 2.3.2.), der Partikelform und dem geometri-
schen Durchmesser (siehe Tab. 4). In beiden Fallen kam es zu einer konzen-
trationsabhangigen Freisetzung von Proteinen und Enzymen (Tab. 6), wobei die
NAG-Freisetzung bei beiden Formen jeweils bei der 500 pg/m! Konzentration
signifikant gegeniiber der Kontrolle erhoht war (Tab. 5). Die NAG-Freisetzung
war im Fall des Titandioxides der Firma Aldrich wesentlich starker als im
Fall des Titandioxides der Firma Polysciences und von einer hoheren Protein-
und LDH-Freisetzung begleitet.

Morphologische Verdnderungen

Die 20-stiindige Inkubation der Zellen mit Titandioxid (Anatas, Aldrich, 250
pug/ml) fiihrte zu deutlichen morphologischen Verdnderungen (Abb. 8 a-c). Die
Zellen wiesen nach der Prdparation fiir die Raster-Elektronenmikroskopie
groBe Vertiefungen auf, wie sie bei Latex-inkubierten Zellen (2,0 ym geome-
trischer Durchmesser, 250 pg/ml) seltener zu beobachten waren (Abb. 8 d-e).
Diese Vertiefungen waren vermutlich Pridparationsartefakte durch Kollabieren
von instabilen Vakuolen (siehe 3.2.1.).
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3. 2. Wirkungen von Quarz und Asbest
auf Alveolarmakrophagen verschie—
dener Spezies und auf eine mono—
zyvtiEre Zellinie

Die Dosis-Effekt-Abhéangigkeit der Vitalitdt von Alveolarmakrophagen und
monozytdren U937-Zellen nach Inkubation mit 0-500 pg DQI2 Quarz oder
Chrysotil Asbest/ml wurde im linearen MafBstab fiir alle Spezies gemeinsam
schematisch in Abbildung 9 und 10 dargestellt. Zur weiteren Auswertung wur-
den die Daten mit Angabe der StichprobengroBe und der Standardfehler im
halblogarithmischen MaBstab in Abbildung 40 und 41 aufgetragen. Im folgen-
den werden die Ergebnisse zuerst fiir jede Spezies einzeln betrachtet, eine zu-
sammenfassende Darsteliung erfolgt in Kapitel 3.3.3..

3.2.1. Rinder-Alveolarmakrophagen

Verdnderungen in der Vitalitéit und den biochemischen Parametern

Die Inkubation von Rinder-Alveolarmakrophagen mit 50-500 pg DQI2 Quarz
oder Chrysotil Asbest/ml fiihrte zu einer linearen Abnahme der Zellvitalitdt
(Abb. 9 und 10) im Bereich von 50-250 pug/ml. Die Vitalitdt blieb dann im Be-
reich von 250-500 pg/ml relativ konstant. Bei einer Konzentration von 100-250
g Quarz/ml waren 50 % der Zellen mit Trypanblau angefédrbt (Abb. 9). Quarz
erwies sich in diesem Parameter als toxischer, als die gleiche Konzentration
an Asbest. Die 50 % Vitalitdtsmarke wurde bei 250 pg Chrysotil Asbest/ml
unterschritten (Abb. 10).

Bei den biochemischen Ergebnissen zeigte sich eine lineare, konzentrationsab-
hangige Protein- und Enzymfreisetzung in den Uberstand (Abb. 11 und 12). Im
niedrigen Konzentrationsbereich (50 pg/ml) wurde von den Zellen zunichst
vermehrt NAG freigesetzt, ohne daB sich eine weitere Verdnderung ergab. Hier
zeigte sich, wie sinnvoll es war, die Kulturiiberstdande abzuzentrifugieren; man
hdtte sonst die Verdnderungen im niedrigen Konzentrationsbereich (50-100
pg/ml) nicht bemerken konnen. Im Konzentrationsbereich von 100-250 pg/ml
nahmen die Protein-, LDH- und NAG-Freisetzung in den Uberstand linear und
im quantitativ gleichen Umfang zu. Die Vitalitdt der Zellen nahm entspechend
der freigesetzten Protein- und Enzymmenge in den Uliberstand ab.

Die ansteigende Protein- und Enzymfreisetzung beruhte nicht auf einer Neu-
synthese, da die Gesamtmengen an Protein- und Enzym in den Quarz- und
Asbest-Ansédtzen im Vergleich zu den Kontrollansdtzen nicht anstiegen, son-
dern teilweise sogar abnahmen. Bei Quarz-inkubierten Zellen (250 pg/ml)
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erfolgte eine Abnahme der LDH-Gesamtmenge auf 65,6 + 4,2 % des Kontroll-
ansatzes (n = 9); bei Asbest-inkubierten Kulturen (250 pg/ml) reduzierte sich
der LDH-Gehalt .auf 82,9 + 2,8 % des Kontrollwertes (n = 5),

Interessant war auch die Abnahme des Protein-, LDH- und NAG-Gehaltes der
Fraktion der adhidrenten Zellen nach Inkubation der Zellen mit Quarz (Abb. 11)
oder Asbest (Abb. 12), obwohl die Zellen sich nicht ablosten (Tab. 8). Zus#dtz-
lich nahm auch die spezifische LDH-Aktivitdt in den Zellen ab (Tab. 7), wah-
rend die spezifische NAG-Aktivitat konstant blieb, so daB der Quotient aus
LDH/NAG in der Fraktion der adhadrenten Zellen kleiner wurde. Der Proteinge-
halt dieser Fraktion war bei Quarz- oder Asbest-exponierten Zellen gegeniiber
dem Proteingehalt der Pelletfraktion von Kontrollansidtzen reduziert (Tab. 8).
Zusitzlich waren die spezifischen Aktivitdten von NAG und LDH im gleichen
quantitativen AusmaB vermindert (Tab. 7), so dafl der Quotient LDH/NAG
gegeniiber der Kontrolle konstant blieb.

Insgesamt fiel auf, daB die Freisetzung von Protein, LDH und NAG im Kon-
zentrationsbereich 50-250 pg Quarz oder Asbest/ml parallel und im gleichen
AusmaB verlief. Dies blieb auch bei der 500 pg Quarz/ml Konzentration der
Fall. Bei 250-500 pg Asbest/ml stieg die LDH-Freisetzung im Gegensatz zu
der NAG- und der Protein-Freisetzung in den Medieniiberstand weiter an. Die-
ser Effekt war jedoch nicht von einer weiteren Vitalitdtsabnahme begleitet
(Abb. 12).

Bei der Inkubation von Zellen mit Quarz oder Asbest (250 pg/ml) in Gegen-
wart von DPL kam es im Fall von Quarz zu einem modifizierten Effekt
(Abb. 15). Die Enzymfreisetzung der Zellen war nach gleichzeitiger Inkubation
mit Quarz und DPL signifikant gegeniiber der durch nativen Quarz induzierten
Freisetzung vermindert, verbunden mit einer geringen Vitalitdtsabnahme ge-
geniiber der Kontrolle. Die durch Quarz und DPL induzierte Freisetzung un-
terschied sich nicht signifikant von der Freisetzung durch Kontrollzellen mit
DPL. Der Schutzeffekt betrug fast 100 % (Tab. 13). Im Fall von Asbest konnte
jedoch iiberhaupt kein Schutzeffekt durch DPL-Zusatz beobachtet werden
(Abb. 15, Tab. 13).

Bei diesen Versuchsansédtzen zeigte sich wiederum, wie niitzlich das Ab-
zentrifugieren des Uberstandes war. Es wire sonst, trotz reduzierter Vitali-
tdt, ein DPL-Schutzeffekt vor Asbest zu vermuten gewesen (Abb. 15). Dabei
hatte die Protein- und Enzymfreisetzung in den Uberstand zu- und der Anteil
der drei Komponenten in der Pelletfraktion abgenommen.

Die Vitalitat der Zellen korrelierte bei Kontrollen mit den Protein-, LDH-
oder NAG-Anteilen der Fraktion der adhirenten Zellen und des Uberstands-
pellets (Abb. 15), also invers zur Freisetzung der drei Komponenten in den
Uberstand. Bei Quarz- oder Asbest-behandelten Zellen korrelierte die Vitalitit
mit dem Anteil des LDH~Gehaltes in der Fraktion der adhidrenten Zellen, im
wesentlichen auch mit der freigesetzten Menge an Protein, LDH oder NAG.
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Morphologische Verénderungen

Die Population der Rinder-Alveolarmakrophagen setzte sich aus unterschiedlich
stark an den Untergrund angehefteten und ausgebreiteten Zellen zusammen
(Abb. 13 a und d). Dabei kam es zu groBflachigen Zellausldaufern (Lamellipo-
dien) oder zu feinen, fadenformigen (Filopodien) Zellausldufern (Abb. 16 A).
Die Zelloberfldche war mit Mikrolamellae bedeckt.

Nach der Inkubation der Zellen mit DQI2 Quarz (250 pg/ml) besaBen ca. 30 %
der Zellen eine glatte Oberfldche, weitere 30 % der Zellen wirkten wie ab-
gestorben; die restlichen 40 % der Zellen sahen intakt aus (Abb. 16 A). Nach
der Hemacolor-Methode gefidrbte Zellen mit Quarz waren deutlich schwicher
angefidrbt, als die Kontrollzellen (Abb. 16 B, Bild a und b). Ca. 40 % der Zel-
len waren nur diffus angefdrbt; einige kraftiger angefdrbte Zellen wiesen
randstédndige Zellkerne, quarzhaltige FEinschliisse und kleine Vakuolen (ca.
75 % der Zellen) auf. Bei ca. 40 % der Zellen war eine intakte Zellkern- und
Zytoplasmabegrenzung zu beobachten. Sie wirkten trotz ihres quarzhaltigen
Zytoplasmas intakt,

Bei der Inkubation der Zellen mit Chrysotil Asbest fiel bei Vitalitdtsbestim-
mungen im Lichtmikroskop (Abb. 13) die Vakuolisierung von ca. 30 % der Zei-
len auf. Dieser Effekt trat schon bei der niedrigsten Asbestkonzentration
(50 pg/ml, Abb. 13 b, e) auf. Interessanterweise waren die vakuolenhaltigen
Zellen meist vital (Abb. 13 b und ¢). Eine weitere Besonderheit nach Inkuba-
tion der Zellen mit Asbest war die Formation zu Faser-assoziierten Zellgrup-
pen (Abb. 14). Diese Gruppenbildung konnte man bei Quarz-inkubierten Zellen
und Kontrollzellen nicht beobachten. Bei Raster-Elektronenmikroskopischen
Aufnahmen (Abb. 16 A) fiel auf, daB ca. 30 % der Zellen eine gegeniiber der
Kontrolle geglidttete Oberflache besaBlen und ca. 1S % der Zellen poros und
funktionsunfihig wirkten. Von diesen beiden Zellgruppen hatten ca. 30 % der
Zellen groBe Zellvertiefungen. Bei den Vertiefungen handelte es sich sich, wie
schon erwiahnt, sehr wahrscheinlich um Préparationsartefakte. Im Lichtmikros-
kop waren sehr groBe, nahe der Plasmamembran gelegene Vakuolen gesehen
worden (Abb. 13), die bei der Pridparation flir das Raster-Elektronenmikroskop
kollabiert sein konnten. In Abbildung 16 B (Bild ¢) ist eine Zelle zu erkennen,
in der die Vakuolen entlang einer besonders dicken Asbestfaser orientiert
liegen. Im Raster-Elektronenmikroskop konnte diese Zelle wie in Abb. 16 A

aussehen.

Die Inkubation der Zellen mit DPL verdnderte das morphologische Aussehen
der Kontrollzellen nicht (Abb. 16 A), sie fiarbten sich jedoch intensiver bei der
Hemacolor-Farbung an (Abb. 16 B). Mit Quarz und DPL inkubierte Zellen sa-
hen beziiglich ihrer Oberflachenstrukturen wie intakte Kontrollzellen aus. We-
niger als 10 % der Zellen waren glatt oder mit Lochern in der Zellmembran
versehen. Einige mit Quarz und DPL inkubierte Zellen, die sichtbar Quarzpar-
tikel phagozytiert hatten und ein groBflachig ausgebreitetes Zytoplasma be-
saBen, wiesen im Vergleich zu den Kontrollen mit DPL ein weniger angeférb-
tes Zytoplasma auf (Abb. 16 B).
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Nach gleichzeitiger Asbest- und DPL-Inkubation war kein Unterschied zu den
nur mit nativem Asbest inkubierten Zellen zu beobachten (Abb. 16 A und B).
Ca. 30 % der Zellen hatten eine glatte Zelloberfldche, weitere 30 % der Zellen
waren mit Vertiefungen in der Plasmamembran versehen (Abb. 16 A). Bei den
lichtmikroskopischen Aufnahmen der mit der Hemacolor-Methode gefirbten
Zellen waren ca. 50 % der Zellen voller groBer Vakuolen, weitere 25 % der
Zellen besafBlen segmentierte Zellkerne, und bei ca. 40 % der Zellen wirkte das
Zytoplasma in einigen Bereichen der Frontlamellen wie ausgelaufen (Abb. 16
B). Die einzelnen Beobachtungsmerkmale iiberschnitten sich bei einigen Zellen.

3.2.2. Ratten-Alveolarmakrophagen

Veridnderungen in der Vitalitéit und den biochemischen Parametern

Bei der Inkubation von Ratten-Alveolarmakrophagen mit 50-500 ypg DQIi2
Quarz/ml kam es zu einem linearen Vitalitdtsabfall (Abb. 9). Dabei waren bei
einer Inkubation der Zellen mit 100-250 pg Quarz/ml mehr als 50 % der Zel-
len nach der Trypanblau-Methode abgestorben, die 50 % Vitalitdtsmarke wurde
jedoch mit bis zu 500 pg Asbest/m! nicht unterschritten (Abb. 10). Die Reak-
tion der Ratten-Alveolarmakrophagen auf Chrysotil Asbest war gering ausge-
pragt.

Die Inkubation der Zellen mit 50-500 pg Quarz/ml (Abb. 17) fiihrte zu einer
im Bereich zwischen 50 und 250 pg/ml linearen Protein- und Enzymfreiset-
zung in den Uberstand. Dabei stieg die Freisetzung von Proteinen und Enzy-
men gleichméBig an. Da die Kontrollzellen sehr viel LDH freisetzten, iiberrag-
te die Freisetzung von LDH immer die von Protein und NAG. Die Vitalitat der
Zellen korrelierte im Bereich von 50-100 pg/ml mit dem Protein- und NAG-
Gehalt der Fraktion der adhédrenten Zellen bzw. mit der freigesetzten Menge.
Im Bereich von 250-500 pg/ml entsprach der Anteil vitaler Zellen dem LDH-
Anteil der Fraktion der adhidrenten Zellen (Abb. 17). Bei der Inkubation der
Ratten-Alveolarmakrophagen mit 50-500 pg Asbest/ml (Abb. 18) #dnderte sich
der Proteinanteil der Uberstandsfraktion gegeniiber den unbehandelten Zellen
nicht, in der Fraktion der adhérenten Zellen nahm er jedoch ab. Es fand eine
Verschiebung in die aus dem Uberstand abzentrifugierte Pelletfraktion statt,
die im Bereich von 100-500 pg/ml deutlich gegeniiber der Kontrolle zunahm.
Im gesamten Konzentrationsbereich fand eine lineare Freisetzung von LDH in
den Uberstand statt. NAG wurde nur im Bereich von 50-100 ug/ml linear
freigesetzt. Thr Anteil im Uberstand blieb dann konstant. Die Abnahme der
NAG in der Fraktion der adhdrenten Zellen verlief jedoch iiber den gesamten
Konzentrationsbereich linear, so daB auch hier im Bereich von 100-500 pg/ml
ein geringer Zuwachs des Pelletanteiles stattfand. Bei der Inkubation der
Zellen mit Asbest korrelierte die Vitalitdt der Zellen mit ihrem Anteil an

Gesamtprotein und an NAG.
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Bei der Inkubation von Zellen mit Quarz oder Asbest (250 pg/ml) in Gegen-
wart von DPL kam es im Fall von Quarz zu einem modifizierten Effekt. Die
Freisetzung von Protein und Enzymen war signifikant vermindert gegeniiber
dem nativen Quarzeffekt (Abb. 19). Der Schutz betrug 81 % fiir die Reduktion
der Freisetzung von Protein, 64 % fiir die Reduktion der Freisetzung von LDH
(Tab. 13). Die Freisetzung von NAG blieb jedoch erhcht. Bei Chrysotil Asbest
wurde kein DPL-Schutzeffekt beobachtet (Abb. 19, Tab. 13).

Morphologische Verdnderungen

Die Ratten-Alveolarmakrophagen wirkten relativ homogen in ihrer duBleren Er-
scheinung. Auch sie besaBen Filopodien- und Lamellipodien-artige Zellaus-
laufer (Abb. 20 A). Einige Kontrollzellen (< 20 %) enthielten groBere Vakuolen
(Abb. 20 B).

Nach 20-stiindiger Inkubation der Zellen mit Quarz (250 pg/ml) hatte sich die
Zelloberflache vieler Zellen stark verdndert (Abb. 20 A). Das Zytoplasma der
meisten Zellen war weniger mit Hemacolor angefdarbt und stédrker vakuolisiert
als bei den entsprechenden Kontrollzellen (Abb. 20 B). Bei ca. 25 % der Zellen
war das Zytoplasma weit ausgebreitet (Abb. 20 B, Bild b) und blieb vollig
ungefarbt.

Die Inkubation der Zellen mit Chrysotil Asbest (250 pg/ml) bewirkte auch bei
den Ratten-Alveolarmakrophagen eine Vakuolisierung der Zellen, zum Teil
entlang zellassoziierter Fasern (Abb. 20 B, Bild c¢). Im Raster-Elektronen-
mikroskop war eine Vergroflerung des Zelldurchmessers einiger Zellen durch
ein stark ausgebreitetes Zytoplasma zu sehen (Abb. 20 A und B). Die Inkuba-
tion der Zellen mit DPL bewirkte keine Verdnderung der Zellmorphologie
(Abb. 20 A). Die Zellen lieBen sich jedoch auch hier stdrker mit Hemacolor
anfarben (Abb. 20 B).

Die mit Quarz und DPL inkubierten Zellen entsprachen in ihrem Aussehen
eher den Kontrollzellen, als den mit nativem Quarz inkubierten Zellen. Der
Zelldurchmesser von ca. 25 % der mit Quarz und DPL inkubierten Zellen war
vergroBert (Abb. 20 A und B). Bei den mit Asbest und DPL inkubierten Zellen
war kein Schutzeffekt zu beobachten. Ca. 70 % der Zellen mit nativem oder
DPL-Asbest enthielten sehr viele Vakuolen (Abb. 20 B, Bild ¢ und f).

3.2.3. Hunde-Alveolarmakrophagen

Verénderungen in der Vitalitéit und den biochemischen Parametern

Nach 20-stiindiger Inkubation von Hunde-Alveolarmakrophagen mit 50-500 pg
DQ12 Quarz/ml nahm die Vitalitat der adhirenten Zellen im Konzentrations-
bereich von 50-100 pg Quarz/ml sehr stark ab (Abb. 9) und unterschritt
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schon im Bereich < 50 pg/ml die 50 % Vitalitdtsmarke. Bei hoheren Konzentra-
tionen (100-500 pg Quarz/ml) verlief die Vitalitdtsabnahme gemiaBigt. Die
Inkubation der Zellen mit gleichen Chrysotil Asbestkonzentrationen (50-500
pwg/ml) fithrte zu einem &dhnlichen Kurvenverlauf (Abb. 10) mit deutlich gerin-
gerer Vitalitdtsabnahme im Vergleich zu den gleichen Quarzkonzentrationen,
Dabei unterschritt die Vitalitdt die 50 % Marke erst im Bereich von 100-250
g Asbest/ml.

Die biochemischen Daten unterstiitzten diesen Befund. Die Freisetzung von
Protein-, LDH- und NAG in den Medieniiberstand war bei gleicher Konzentra-
tion von Quarz und Asbest (250 pg/ml, Abb. 23) bei Asbest-exponierten Zel-
len geringer. Aufféllig hoch war, wie im Fall der Ratten-Alveolarmakrophagen,
die LDH-Freisetzung durch die Kontrolizellen. Sie iiberragte in allen Konzen-
trationsbereichen die Freisetzung von Protein und NAG in den Medieniiber-
stand. Die Inkubation mit 50 pg Quarz/ml fiihrte zu einer mehr als 100 %-
igen Steigerung der Protein- und Enzymfreisetzung in den Uberstand (Abb. 21).
Die NAG-Freisetzung betrug sogar fast 500 % der Freisetzung durch die Kon-
trolle (Tab. 10). Im Bereich von 50-500 pg Quarz/ml &dnderte sich das AusmaB
der Protein- und NAG-Freisetzung nicht mehr; die LDH-Freisetzung nahm
jedoch noch geringfiigig mit steigender Konzentration zu, der LDH-Gehalt der
Fraktion der adhirenten Zellen entsprechend ab., Die Pelletfraktion blieb,
nachdem sie sich bei 50 pg Quarz/ml gegeniiber der Kontrolle stark vermin-
dert hatte, im Bereich von 50-500 ug/ml konstant. Der Protein- und NAG-
Gehalt der Pelletfraktion verhielt sich entsprechend. Die Vitalitdt der Zellen
korrelierte bei den Ansdtzen mit 50-500 pg Quarz/ml mit dem Anteil des
LDH-Gehaltes in der Fraktion der adhirenten Zellen, bei der Kontrolle mit
der Summe des LDH-Anteiles aus Zell- und Pelletfraktion, also mit der frei-
gesetzten Menge.

Die Inkubation der Hunde-Alveolarmakrophagen mit 50-250 pg Chrysotil As-
best/ml fiihrte zu einer konzentrationsabhdngigen, gegeniiber den Kontrollzel-
len ansteigenden Protein-, LDH- und NAG-Freisetzung in den Uberstand
(Abb. 22). Durch die hohe LDH-Freisetzung der Kontrollzellen iiberragte der
LDH-Gehalt des Uberstandes in allen Ansitzen den NAG-Gehalt dieser Frak-
tion. Im Bereich von 100-250 pg/ml war die Asbest-induzierte Freisetzung von
LDH in den Uberstand deutlich hdher als die Freisetzung von Proteinen und
NAG. Das Verteilungsmuster in den Kulturansdtzen #nderte sich im Bereich
von 250-500 pg/ml nicht mehr. Die Vitalitit der Zellen nahm jedoch noch
weiter ab. Der Anteil vitaler Zellen entsprach im wesentlichen dem LDH-An-
teil der Fraktion der adhérenten Zellen, bei Kontrollansdtzen der Summe des
LDH-Anteiles der Pelletfraktion und der Fraktion der adhidrenten Zellen.

Morphologische Verénderungen
Hunde-Alveolarmakrophagen wiesen wie die Alveolarmakrophagen der anderen

Spezies verschiedene Formen von Zellausldufern auf (Abb. 24 A). Sie hatten
diinne fadenformige Filopodien und flachige Lamellipodien iiber den Unter-
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grund aus Glas ausgebreitet und besaBen auBlerdem auch unterschiedliche
Formen von Mikrovilli an der Zelloberfldche. Die Hunde-Alveolarmakrophagen
fielen durch besonders lange, diinne Zellausldufer auf.

Die Inkubation der Zellen mit 250 pg DQI12 Quarz/ml fiihrte bei den meisten
Zellen zu einer drastischen Zerstorung der Zellmorphologie. Die Zellgrenzen
einiger Zellen waren im Lichtmikroskop nicht mehr zu erkennen (Abb. 24 B).
AuBerdem waren Asbest-exponierte Zellen gegeniiber den Kontrollzellen nur
schwach mit Hemacolor gefarbt. Ca. 70 % der Zellen enthielten groBie Vakuo-
len, die im Raster-Elektronenmikroskop wieder als Vertiefungen der Plasma-
membran erschienen (Abb. 24 A).

Nach 20-stiindiger Inkubation mit 250 pg Chrysotil Asbest/ml war ein &dhnli-
cher Schaden an den Zellen zu erkennen. Ca. 50 % der Zellen enthielten grofle
Vakuolen (Abb. 24 B). Bei einigen Zellen war kein Zellkern oder kein Zyto-
plasma mehr zu erkennen., Auch waren die Grenzen zwischen Zelle und Um-
gebung an manchen Stellen fliéBend. Die mit Asbest inkubierten Zellen waren
jedoch stédrker mit Hemacolor gefdrbt als die mit Quarz behandelten Zellen.
Bei ca. 60 % der Zellen war eine glatte Zelloberflache zu beobachten (Abb. 24
A). Besonders interessant war auch, daB bei den Hunde-Alveolarmakrophagen
nach Inkubation mit Quarz oder Asbest die Filopodien und Lamellipodien trotz
der iibrigen morphologischen Zellverdnderung erhalten blieben (Abb 24 A).

3.2.4. Affen-Alveolarmakrophagen

Verdnderungen in der Vitalitit und den biochemischen Parametern

Bei Affen-Alveolarmakrophagen war eine drastische Minderung der Zell-
vitalitdt nach 20-stiindiger Inkubation mit 50-500 pg DQI2 Quarz/ml zu beob-
achten (Abb. 9). Die Vitalitdt der Zellen sank im Konzentrationsbereich < 50 pg
Quarz/ml unter die 50 % Vitalitdtsmarke. Im Konzentrationsbereich von 100-
250 pg/ml nahm sie weiter linear ab und erreichte bei 500 pg/ml den Null-
punkt. Ein #hnlicher Verlauf der Vitalititsabnahme war bei der Inkubation von
Affen-Alveolarmakrophagen mit 50-500 pg Chrysotil Asbest/ml zu beobachten
(Abb. 10).

Im Kontrollansatz hatten sich wihrend des 20-stiindigen Inkubationsintervalls
ca. 25 % der Zellen abgelost. Dieses war durch einen gleichméBig hohen Anteil
von Protein und Enzymen in der Pelletfraktion zu erkennen (Abb. 25). Die Vita-
litdt der adhdrenten Zellen korrelierte mit dem LDH-Anteil der Fraktion der
adhirenten Zellen oder mit dem Anteil an nicht freigesetzten Proteinen, LDH
oder NAG.

Die Inkubation der Zellen mit 100 pg DQI2 Quarz/ml fiihrte zu einem Anstieg
von Proteinen, LDH und NAG im Uberstand. Dabei wurde deutlich mehr LDH
als NAG freigesetzt (Tab. 14). Durch die Freisetzung groBer Protein- und
LDH-Mengen, aber relativ geringer NAG-Mengen, war die spezifische LDH-
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Aktivitit im Uberstand deutlich erhoht, die spezifische Aktivitit der NAG
jedoch nicht (Tab. 14), Wihrend die Freisetzung von Protein und LDH bei ei-
ner Erhohung der Quarzkonzentration auf 250 pg/ml weiter zunahm, blieb der
NAG-Anteil in der Uberstandsfraktion konstant. Die Vitalitat der mit 100 oder
250 pg Quarz/ml behandelten Zellen entsprach dem Anteil des LDH-Gehaltes
in der Fraktion der adhadrenten Zellen. Die Inkubation der Zellen mit 100 oder
250 pg Chrysotil Asbest/ml bewirkte den gleichen Effekt in quantitativ gerin-
gerem AusmalB (Abb. 26). Bei 250 pg Asbest/ml war die spezifische LDH-Ak-
tivitdt im Uberstand gegeniiber den Kontrollwerten stirker erhoht als bei 250
g Quarz/ml (Tab. 14).

Morphologische Verénderungen

Adhdrente Affen-Alveolarmakrophagen besaBen wie die Alveolarmakrophagen
der anderen Spezies Filopodien- und Lamellipodien-artige Ausliaufer auf dem
Glasuntergrund. Auch hier wiesen einige Kontrollzellen Vakuolen auf (Abb. 27 B).

Die mit DQ12 Quarz (250 pg/ml) inkubierten Zellen waren stark zerstort
(Abb. 27 A). Einige noch intakt wirkende Zellen hatten groBfldchige Zellaus-
laufer ausgebildet. Bei den mit Quarz oder Asbest behandelten Zellen war das
Zytoplasma nur gering durch Hemacolor angefdrbt (Abb. 27 B). Bei einigen
Zellen war kein Zytoplasma, bei anderen Zellen kein Zellkern zu erkennen.
Nur ca. 25 % der Zellen wirkten intakt. Nach der Inkubation mit Chrysotil
Asbest (250 pg/ml) waren im Raster-Elektronenmikroskop fast nur runde oder
abgeflachte Zellen mit glatter Oberfldche zu sehen, die nicht mehr intakt
wirkten (Abb, 27 A). Bei den Hemacolor-gefidrbten Zellen waren Vakuolen im
Zytoplasma zu erkennen (Abb. 27 B). Ca. 30 % der Zellen besaBlen einen ver-
groflerten Zelldurchmesser.

3.2.5. Menschliche Alveolarmakrophagen
Leider konnten keine Alveolarmakrophagen von gesunden Nichtrauchern unter-
sucht werden. Es war jedoch mdglich, durch Untersuchungen an Alveolarma-

krophagen von Patienten (Raucher, Sarkoidose Patienten) ein MaB fiir die Re-
aktion von Zellen verschieden vorbelasteter Personenkreise zu erhalten.

Verénderungen in der Vitalitéit und den biochemischen Parametern

Raucher

Die Inkubation von Alveolarmakrophagen eines Rauchers mit chronischer Bron-
chitis mit 50-500 pg DQI12 Quarz/ml flihrte zu einer konzentrationsabhingigen
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Vitalitdtsabnahme der Zellen (Abb. 9). Im Bereich von 50-100 pg Quarz/ml er-
folgte eine sehr starke lineare Abnahme der Zellvitalitdt, bei der die 50 %
Marke unterschritten wurde. Im Bereich 100-500 pg Quarz/ml war die Vitali-
tdtsabnahme deutlich geringer. Die 20-stiindige Inkubation der Zellen mit
50-500 pg Chrysotil Asbest/ml (Abb. 10) fiihrte zu einer wesentlich geringe-
ren konzentrationsabhingigen Vitalitdtsabnahme als die Inkubation mit der
gleichen Quarzkonzentration. Die 50 % Vitalitdtsmarke wurde zwischen 250
und 500 pg Asbest/ml unterschritten,

Die Kontrollzellen des Rauchers besaBen im Vergleich zu den Alveolarmakro-
phagen anderer Herkunft die hochste Vitalitdt nach dem 20-Stunden-Intervall
und den hochsten Anteil an Protein und Enzymen in der Fraktion der adhia-
renten Zellen (Abb. 28). Die Pelletfraktion war daher vernachlédssigbar klein.
Nach der Inkubation mit 100 pg DQI12 Quarz/ml war der Anteil der Fraktion
der adhdrenten Zellen drastisch reduziert. Dabei war die Verlagerung von LDH
in den Uberstand am groBten und die Freisetzung von Gesamtprotein am
geringsten. AnteilsméfBig wurde etwas weniger NAG als LDH freigesetzt. Auf
Grund der geringen Freisetzung durch die Kontrollen kam es zu einer Verdn-
derung des LDH/NAG-Verhéltnisses (Tab. 14). Die spezifische LDH-Aktivitat
im Uberstand blieb bei Quarz-exponierten Zellen konstant, die spezifische
NAG-Aktivitdt war jedoch gegeniiber der Kontrolle erhoht. Daraus resultierte
eine Abnahme des LDH/NAG-Quotienten. Die Vitalitdt der Zellen korrelierte
mit dem LDH-Anteil der Fraktion der adhédrenten Zellen.

Die Inkubation der Zellen mit 50-250 pg Chrysotil Asbest/ml fiihrte zu einer
linearen Freisetzung von Gesamtprotein und den gemessenen Enzymen (Abb. 29).
Dabei folgte die Freisetzung dem gleichen Muster wie beim Quarz. Durch eine
geringere spezifische LDH-Aktivitdt und eine hohere NAG-Aktivitdt im Ver-
gleich zur Kontrolle kam es gegeniiber Quarz-inkubierten- und Kontrollzellen
zu einem noch kleineren Quotienten aus LDH/NAG (Tab. 14). Die Vitalitiat der
Zellen korrelierte mit dem Anteil von Protein, LDH und NAG in der Fraktion
der adhérenten Zellen.

Bei der gleichzeitigen Inkubation der Zellen mit Quarz und DPL wurde signi-
fikant weniger Protein und Enzym freigesetzt als bei der Inkubation mit
nativem Quarz (Abb. 28). Die Freisetzung blieb jedoch signifikant von der
Freisetzung durch die Kontrollzellen verschieden. Die Vitalitdt der Zellen war
nach Inkubation mit DPL und Quarz nur geringfiigig hoher als nach Inkuba-
tion mit nativem Quarz (Abb. 28). Der DPL-Schutzeffekt betrug je nach ge-
messenem Parameter 30-55 % (Tab. 13). Der Schutzeffekt von DPL auf die
Wirkung von Chrysotil Asbest konnte wegen zu geringen Zellmaterials nicht
bestimmt werden.

Sarkoidose Patienten

Die Vitalitdtsabnahme von Alveolarmakrophagen eines Sarkoidose Patienten
nach 20-stiindiger Quarzexposition erfolgte dhnlich wie bei den Alveolarmakro-
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phagen des Rauchers (Abb. 9). Die SO % Vitalitdtsmarke wurde bei < 50 pg/ml
unterschritten. Moglicherweise waren die Zellen des Sarkoidose Patienten in
diesem Bereich empfindlicher. Der beobachtete Unterschied konnte aber auch
im Bereich interindividueller statistischer Schwankungen liegen.

Bei einer Inkubation der Zellen mit 50-500 pg Chrysotil Asbest/ml kam es
bei 100-250 pg/ml zu einer Abnahme der Zellvitalitdt unter die 50 %-Marke
(Abb. 10). Bei 500 pg/ml lag die Vitalitdt der Zellen unter 10 %.

Die biochemischen Untersuchungen blieben wegen des geringen Zellmaterials
auf die 250 pg/ml Konzentration beschrdnkt. Die Ergebnisse mit Alveolarma-
krophagen eines Patienten (Abb. 31 a) und einer Patientin (Abb. 3t b) unter-
schieden sich nicht. Verglich man jedoch die spezifischen Enzymaktivitdten, so
konnte man feststellen, daB bei den Zellen der Patientin das Verhaltnis von
LDH zu NAG im Uberstand in allen Ansdtzen konstant blieb, wihrend es bei
der Inkubation der Zellen des Patienten mit Quarz und Asbest zu einer Erho-
hung der LDH gegeniiber der NAG kam (Tab. 14). Die Vitalitdt der Zellen
korrelierte mit dem LDH-Anteil der Fraktion der adhdrenten Zellen.

Die gleichzeitige Inkubation der Zellen mit Quarz und DPL fiihrte zu einem
geringen, aber signifikanten Schutzeffekt fiir die Zellen (Abb. 31 a). Dabei ver-
minderte sich die Freisetzung von Protein und Enzymen in den Uberstand. Die
Vitalitdt der Zellen blieb unverédndert niedrig. Der DPL-Schutzeffekt betrug je
nach gemessenem Parameter 7 - 37 % (Tab. 13). Im Fall von Asbest war kein
DPL-Schutzeffekt zu beobachten (Abb. 31 a, Tab. 13).

Morphologische Verdnderungen
Raucher

Die menschlichen Alveolarmakrophagen besaBen von allen untersuchten Spe-
zies den grofiten Zelldurchmesser. Er reichte von 10 - 40 gm (Abb. 30). Ca.
20 % der Zellen des Rauchers hatten besonders weite Zellauslaufer (Lamelli-
podien) ausgebildet, und ca. 40 % der Zellen waren abgerundet.

Nach 20-stiindiger Inkubation der Alveolarmakrophagen mit DQI12 Quarz (250
ug/ml) waren keine intakten Zellen mehr in der Kulturschale zu erkennen
(Abb. 30). Die Zelloberfliche war vollig zerstort.

Die mit Chrysotil Asbest (250 pg/ml) inkubierten Zellen wirkten nicht so be-
schadigt (Abb. 30). lhre Oberflachenstrukturen waren jedoch gegeniiber den
Kontrollzellen teilweise verdndert. Bei einigen Zellen war die Oberfldche glatt
geworden, bei anderen hatte sich die Gestalt der Mikrovilli verandert (Abb.
30). Es gab auch Zellen, die vollig abgerundet vorlagen und wie ein Zellske-
lett wirkten.

Bei gleichzeitiger Inkubation der Zellen mit DPL und Quarz konnte ein Schutz-
effekt beobachtet werden. Die Zellen glichen den Kontrollzellen, es waren je-
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doch mehr Zellen (ca. 40 %) besonders stark auf dem Untergrund ausgebrei-
tet. Einige Zellen (ca. 10 %) wiesen die gleichen Zellvertiefungen auf (Abb. 30),
wie sie schon bei Rinder-Alveolarmakrophagen mit Titandioxid und seltener
mit Latex beobachtet worden waren (Abb. 8).

Sarkoidose Patienten

Auch bei den Alveolarmakrophagen eines Sarkoidose Patienten fiel zunichst
die GroBe der Zellen auf (Abb. 32).

Die mit DQI2 Quarz (250 pg/ml) inkubierten Zellen besaBen viele mit Hema-
color nicht angefédrbte Vakuolen (Abb. 32 b). Der Zellkern war oft randstan-
dig, das Zytoplasma enthielt zahlreiche Quarzpartikel. Die Zellgrenzen waren
nicht eindeutig zu erkennen.

Bei den mit Chrysotil Asbest (250 pg/ml) inkubierten Zellen waren einzelne
Asbestfasern im Bereich des Zytoplasmas zu erkennen (Abb. 32 c¢). Das Zyto-
plasma war vollig von Vakuolen durchsetzt.

In Gegenwart von Quarz und DPL war kein Unterschied zu nur mit nativem
Quarz behandelten Zellen zu erkennen (Abb. 32 e). Das Zytoplasma war ge-
nauso stark vakuolisiert. Bei der gleichzeitigen Inkubation von Zellen mit As-
best und DPL war kein Unterschied zum nativen Asbesteffekt zu sehen (Abb.
32 f).

3.2.6. Monozytére Zellinie U937

Verénderungen in der Vitalitit und den biochemischen Parametern

Die menschliche, monozytédre Zellinie U937 zeigte sich gegeniiber 50-500 pug
DQI12 Quarz/ml als wesentlich unempfindlicher als die menschlichen Alveolar-
makrophagen (Abb. 9). Dabei nahm die Vitalitdt der Zellen zunédchst stédrker
im Bereich von 50-100 pg/ml ab und dann schwédcher im Bereich von 100-500
ug Quarz/ml. Dabei unterschritt sie die 50 %-Marke nicht.

Die Kontrollzellen der Tiibinger U937-Zellen fielen durch eine sehr geringe
Freisetzung von Proteinen, LDH und NAG im 20 Stunden Intervall auf (Abb. 33).
Nach Inkubation mit S0-100 pg Quarz/ml war zundchst der Anteil von LDH
und NAG im Uberstand erhoht, so daB es zu einer gegeniiber der Kontrolle
sehr groBen Zunahme an spezifischer LDH- und NAG-Aktivitdat kam. Der An-
teil von NAG in der Uberstandsfraktion blieb im Bereich von 50-500 ug
Quarz/ml fast unveridndert, es erfolgte jedoch eine bis zur Konzentration 250
wg/ml lineare LDH-Freisetzung. Der Proteinanteil in der Uberstandsfraktion
nahm erst im Bereich 100-500 pg/ml linear zu. Bei der Konzentration 500 pg
Quarz /ml nahm der Anteil der nicht adhdrent gewordenen Zellen (Pelletfrak-
tion) deutlich zu.




- 43 -

Diese Reaktion der Tiibinger U937-Zellen glich der Reaktion von Amerika-
nischen U937-Zellen (Abb. 35 c), die schon bei der 250 pg/ml Konzentration
deutlich weniger adhédrent wurden als die Kontrollzellen ohne Quarz. Es kam
bei den Amerikanischen U937-Zellen wahrend des 20-Stunden-Intervalls nicht
zu einer verstdrkten Protein- oder Enzymfreisetzung gegeniiber der Kontrolle,
Die Vitalitdt der Zellen war jedoch auf 73 % der Kontrollvitalitdt reduziert
(Abb. 35 o).

In einem spéteren Wiederholungsversuch mit Tiibinger U937-Zellen zeigte sich
keine deutliche Protein- oder Enzymfreisetzung in den Uberstand (Abb. 35 b).
Nur die Vitalitdt der Zellen reduzierte sich auf 81 % der Kontrolle, Es ist
moglich, daB sich die Zellen durch Einfrieren oder durch hohere Passagen-
zahlen verdndert hatten.

Die Tiibinger U937-Zellen erwiesen sich gegeniiber Chrysotil Asbest beziiglich
ihrer Vitalitdt als resistent (Abb. 10). Es kam auch bei der Verteilung von
Protein, LDH und NAG nur zu einer ganz schwachen Veridnderung. Es erfolg-
te eine kleine Erhohung des LDH-Gehaltes der Uberstandsfraktion. Durch eine
konzentrationsabhingige Erhohung der spezifischen LDH-AKktivitdt in der
Uberstandsfraktion bei konstanter NAG-Aktivitit kam es zu einer Erhohung
des Quotienten aus LDH/NAG (Tab. 14). Es wurde demnach selektiv LDH in
den Uberstand freigesetzt.

In allen Ansdtzen mit Quarz und DPL konnte eine Modifikation gegeniiber
dem nativen Quarzeffekt beobachtet werden (Abb. 35). Die Tiibinger U937-
Zellen setzten deutlich weniger Protein und Enzym in den Medieniiberstand
frei ( Abb. 35 a). Der Schutzeffekt betrug 66 - 97 % (Tab. 13). Die Vitalitét
der mit Quarz und DPL inkubierten Zellen entsprach der Kontrolle. Die Ame-
rikanischen U937-Zellen wurden deutlich adhdrenter in Gegenwart von Quarz
und DPL (Abb. 35 c), ihre Vitalitdt entspach der Kontrolle.

Morphologische Verdnderungen

Bei den Raster-Elektronenmikroskopischen Aufnahmen waren nur adhéarent ge-
wordene U937-Zellen zu sehen (Abb. 36 A). Sie besaBen einige filopodienartige
Zellausldaufer, die sie auf dem Glasuntergrund ausgebreitet hatten. Bei den mit
Hemacolor gefidrbten Zellen waren zwei verschieden angefédrbte Zellgruppen zu
erkennen (Abb. 36 B). Die dunkler gefdrbten Zellen waren moglicherweise we-
niger auf dem Untergrund ausgebreitet, als die heller gefarbten Zellen. Insge-
samt waren die Zellkerne der Zellen schlecht vom Zytoplasma abzugrenzen.
Nach einer 20-stiindigen Inkubation mit DQI2 Quarz (250 pg/ml) waren nur
wenige U937-Zellen geschédigt, die meisten Zellen wirkten vollig intakt (Abb.
36 A). Im Lichtmikroskop waren einzelne mit Hemacolor kaum gefidrbte weit
ausgebreitete Zellreste zu sehen (Abb. 36 B, Bild b) und weiterhin viele dunkel
angefdrbte Zellen. Nur wenige Zellen enthielten Vakuolen, und nur ca. 25 %
der Zellen schienen Quarz aufgenommen zu haben.
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Mit Chrysotil Asbest (250 pg/ml) inkubierte U937-Zellen wirkten vollig intakt,
einige Zellen waren jedoch deutlich abgeflachter (Abb. 36 A). Die mit Quarz
oder Asbest inkubierten Zellen wiesen verstdrkt Mikrovilli an ihrer Zellober-
fliche auf (Abb. 36 A). Bei den mit der Hemacolor-Methode gefdrbten Zellen,
die 20 Stunden mit Asbest inkubiert worden waren, enthielten ca. 25 % der
Zellen Vakuolen und ca. 40 % der Zellen segmentierte Zellkerne (Abb. 36 B,
Bild ¢). Insgesamt waren mehr Zellen dunkler angeféarbt als bei den Kontrollen.

In Gegenwart von Quarz und DPL sahen fast alle Zellen intakt aus (Abb. 36 A).
Sie wiesen im Vergleich zu den Kontrollzellen deutlich vermehrte Oberflachen-
stukturen auf. Die mit Hemacolor gefidrbten Zellen mit Quarz und DPL sahen
wie die Kontrollen mit DPL aus. Einige Zellen hatten vermehrt Zellausldufer
an ihrer Oberfldche ausgebildet (Abb. 36 A). Ca. 21 % der Zellen hatten sich
stdrker ausgebreitet, Quarzpaftikel phagozytiert und groflere Vakuolen ausge-
bildet (Abb. 36 B).

3.3. Interspezies Vergleich
3.3.1. Kontrollzellen

Die Kontrollzellen der verschiedenen Spezies zeigten im 20-Stunden-Inkuba-
tionsintervall ein unterschiedliches Abloseverhalten (Abb. 39 a). Daher war es
sinnvoll, die Uberstinde zur Entfernung der abgelosten Zellen zu zentrifu-
gieren. Es erfolgte auBerdem eine unterschiedliche Freisetzung von Protein
und Enzymen in den Medieniiberstand unter den gewidhlten Kulturbedingungen.
Verglich man die Gesamtmengen an Protein und Enzym, so fiel auf, daB die
Kontrollzellen der verschiedenen Spezies und der Zellinie unterschiedliche
Mengen enthielten (Tab. 9). Daraus ergaben sich unterschiedliche spezifische
Enzymaktivitdten (Abb. 37), obwohl bei den meisten Alveolarmakrophagen
mehr LDH als NAG vorhanden war (Tab. 9). Eine Ausnahme bildeten die Af-
fen-Alveolarmakrophagen. Sie enthielten mehr NAG als LDH.

Bezogen auf die Zellzahl fielen die Alveolarmakrophagen des Rauchers mit
einem sehr hohen und die Alveolarmakrophagen der Hunde mit einem sehr
niedrigen Proteingehalt auf (Tab. 9). Die Hunde-Alveolarmakrophagen enthiel-
ten auBerdem sehr wenig LDH bezogen auf 1 x 10® Zellen, wihrend die Tii-
binger U937-Zellen in diesem Rahmen wegen eines ungewdhnlich hohen LDH-
Gehaltes auffielen. Gemeinsam mit den Ratten-Alveolarmakrophagen wiesen
sie den hochsten LDH/NAG-Quotienten auf (Tab. 9). Der NAG-Gehalt der
verschiedenen Zellen variierte am stdrksten (Tab. 9),

Ahnliche speziesspezifische Variationen wie bei dem Gehalt an biochemisch
nachgewiesener lysosomaler NAG zeigten sich auch bei dem Gehalt an histo-
chemisch nachgewiesenen substratspezifischen Esterasen in den Lysosomen der
Alveolarmakrophagen. Rinder- und Ratten-Alveolarmakrophagen waren stark
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a~Naphtyl-butyrat-Esterase positiv (Abb. 38 A), wi&hrend die Alveolarmakro-
phagen von Hund, Affe und Mensch (Raucher und Sarkoidose Patient) nur
wenige positive Bereiche aufwiesen., Die Reaktion auf «-Naphtyl-acetat-Estera-
se war bei den Zellen einheitlicher (Abb. 38 B). Amerikanische und Tiibinger
U937 erwiesen sich beziiglich beider Enzyme bis auf wenige positive Bereiche
in den Zellen (Abb. 38 A und B) als negativ.

Die Anwesenheit von DPL hatte wahrend des 20-Stunden-Intervalls keinen
EinfluB auf die Vitalitdt der Zellen und ihre Protein- und Enzymverteilung
(Abb. 15 und 19). Daher wurde bei den meisten Darstellungen auf die Angabe
der Werte fiir die Kontrolle mit DPL verzichtet.

3.3.2. Kontrolistdube

Eine 20-stiindige Inkubation von Rinder- und Ratten-Alveolarmakrophagen und
U937-Zellen mit 250 pg/ml Titandioxid (Anatas, Aldrich) bewirkte keine ge-
geniiber der Kontrolle signifikant erhohte Freisetzung von Proteinen oder En-
zymen (Abb. 39). Die Inkubation der Zellen mit Titandioxid bewirkte auch kei-
ne Verdnderung der spezifischen Enzymaktivititen in den verschiedenen Frak-
tionen des Kulturansatzes gegeniiber der Kontrolle.

3.3.3. Toxische Stdube

Die Wirkung der Stdube wurde in verschiedenen Parametern gemessen. Im Fol-
genden wird zunéchst auf jeden Parameter einzeln eingegangen. Dabei werden
die Ergebnisse bei den Alveolarmakrophagen der verschiedenen Spezies und
der menschlichen Zellinie untereinander verglichen.

3.3.3.1. Vitalitdtsminderung durch Quarz und Asbest

Bei der Inkubation der Zellen mit 50-500 pg DQI12 Quarz/ml und 20-stiindiger
Exposition zeigte sich eine dosisabhédngige Vitalitdtsabnahme in zwei Abschit-
ten (Abb. 9 und 40). Eine steil verlaufende lineare Vitalititsabnahme im Be-
reich von 50-100 pg Quarz/ml ging in einen weniger steilen linearen Verlauf
im Bereich von 100-500 pg Quarz/ml iiber. Dabei kristallisierten sich im Be-
reich von 50-100 pg Quarz/ml zwei unterschiedlich empfindliche Zellgruppen
heraus (Abb. 9). Die Alveolarmakrophagen von Hund, Affe und Mensch waren
in diesem Konzentrationsbereich deutlich empfindlicher (Vitalitat < 50 %) als
die Alveolarmakrophagen von Rind und Ratte und die U937-Zellen (Vitalitat >
S0 %). Betrachtete man den Verlauf der Vitalitdtsabnahme im Konzentrations-
bereich von 250-500 pg Quarz/ml, so ndherten sich die Alveolarmakrophagen
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der verschiedenen Spezies einem gemeinsamen Endpunkt bei 500 pg/ml
(Abb. 9). Bei logarithmischer Darstellung der Vitalitdtsachse wurde im Konzen-
trationsbereich von 100-500 pg/ml ein fast paralleler Verlauf der Vitalitdts-
abnahme bei den Zellen der verschiedenen Spezies sichtbar (Abb. 40). Eine
Ausnahme in Bezug auf die Empfindlichkeit der Zellen bildeten die U937-
Zellen, deren Vitalitdt zwar im niedrigen Konzentrationsbereich 50-100 pg
Quarz/ml) stdrker, im hohen Konzentrationsbereich (250-500 pg/ml) jedoch
kaum noch abnahm. Die Vitalitdt der Zellen von Hund, Affe und Mensch
(Sarkoidose Patient) unterschritt bei < 50 pg Quarz/ml die 50 % Vitalitdtsmar-
ke, bei den menschlichen Alveolarmakrophagen vom Raucher bei < 100 pg/ml
und bei den Alveolarmakrophagen von Rind und Ratte bei < 250 pg/ml. Fiir
die U937-Zellen lag die SO %-Marke bei 500 pg/ml.

Bei der Vitalitdtsabnahme der Zelien nach Inkubation mit 50-500 pg Asbest/mi
zeigte sich ebenfalls ein konzentrationsabhéngiger Geradenverlauf in zwei Ab-
schnitten (Abb. 10). Im Konzentrationsbereich von 50-100 pg Asbest/ml waren
dieselben unterschiedlich empfindlichen, Gruppen wie im Fall der niedrigen
Quarzkonzentrationen zu beobachten. Im Vergleich zur zytotoxischen Quarz-
wirkung war jedoch das AusmaB der Zellzerstorung durch Asbest bei gleicher
Staubkonzentration geringer. Dies zeigte sich auch in einem weniger steilen
Verlauf der Vitalitdtsabnahme nach Inkubation der Zellen mit 100-500 pg As-
best/ml (Abb. 9 und 10). Ein gemeinsamer Endpunkt war vermutlich erst bei
einer Konzentration > 500 pg Asbest/ml zu erreichen (Abb. 10). Bei logarith-
mischer Darstellung der Vitalitdtsachse zeigte sich ein anndhernd paralleler
Verlauf in der Vitalititsabnahme der Alveolarmakrophagen von Ratte, Rind,
Affe und Raucher im Dosisbereich von 100-500 pg Asbest/ml (Abb. 41). Die
50 % Vitalitdtsmarke lag fiir die Alveolarmakrophagen der Affen bei 50-100
pg/ml, fiir die Zellen von Hund und Mensch (Sarkoidose Patient) bei < 250
uwg/ml, fiir die Rinder-Alveolarmakrophagen bei ca. 250 pg/ml und fiir die
menschlichen Zellen (Raucher) bei < 500 pg/ml. Die Ratten-Alveolarmakropha-
gen und die U937-Zellen erwiesen sich als am unempfindlichsten gegeniiber
Chrysotil Asbest. lhre Vitalitdit nahm bei den getesteten Asbestkonzentratio-

nen kaum ab.

3.3.3.2. Protein- und Enzymfreisetzung durch Quarz und Asbest

Bezug der freigesetzten Menge auf den Gesamtgehalt des Kulturansatzes

Die erste Berechnung der Protein- und Enzymfreisetzung erfolgte als % Frei-
setzung von der Gesamtmenge des gemessenen Parameters (% von Z + P + ).
Bei allen untersuchten Spezies war eine durch die toxischen Stdube induzierte
Erhohung von Protein und Enzymen im Uiberstand zu beobachten. Die meBbare
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zytotoxische Wirkung der Stdube setzte bei der Staubkonzentration ein, bei
der durch eine Schiddigung der Plasmamembran (von.auBen durch die Stdube
oder von innen durch den Zerfall staubhaltiger Lysosomen und anschlieBender
Schadigung der Plasmamembran) zytoplasmatische LDH aus der Zelle austre-
ten konnte. Diese LDH-Freisetzung war nicht auf eine Sezernierung durch die
Zellen zuriickzufiihren, da die im Kulturansatz enthaltene Gesamtmenge an
LDH durch den EinfluB der Stdube nicht zunahm. Die LDH konnte allein oder
in Begleitung von NAG und anderen Proteinen aus der Zelle ausstromen. Die
Gesamtmenge an Protein und NAG im Kulturansatz blieb ebenfalls konstant.

Bei den Rinder-Alveolarmakrophagen erfolgte die erste staubinduzierte LDH-
Freisetzung im Bereich von 100 pg DQI12 Quarz/ml (Abb. 11) und 100-250 ug
Chrysotil Asbest/ml (Abb. 12). Bei den Ratten-Alveolarmakrophagen fand sie
bei 50-100 pg Quarz/ml (Abb. 17) und bei 250 pg Asbest/ml (Abb. 18) statt,
Hunde-Alveolarmakrophagen setzten gegeniiber den unbehandelten Zellen ver-
stiarkt LDH bei < S50 pg Quarz/ml (Abb. 21) und zwischen 50 und 100 pg
Asbest/ml (Abb. 22) frei. Bei den Affen-Alveolarmakrophagen erfolgte die
LDH-Freisetzung bei < 100 pg Quarz/ml (Abb. 25) und bei < 100 pg Asbest/ml
(Abb. 26). Menschliche Alveolarmakrophagen (Raucher) reagierten in gleicher
Weise. Bei ihnen wurde ebenfalls LDH bei < 100 pg Quarz (Abb. 28) oder
Asbest (Abb. 29) freigesetzt. Da bei den Alveolarmakrophagen der beiden
Sarkoidose Patienten nur eine Staubkonzentration getestet werden konnte,
kann an dieser Stelle nur ausgesagt werden, dafl die Zellen im Bereich bis
250 pg/ml auf beide Stdube reagierten (Abb. 31). Die Tiibinger U937-Zellen
setzten deutlich mehr LDH als unbehandelte Zellen bei < 50 pg Quarz/ml
(Abb. 33) und 100-500 pg Asbest/ml (Abb. 34) frei.

In Bezug auf den ersten deutlichen staubinduzierten Anstieg der LDH im
Uiberstand erwiesen sich die Alveolarmakrophagen von Hunden, Affen und
Menschen und die Tiibinger U937-Zellen als am empfindlichsten gegeniiber
Quarz. In Bezug auf Asbest reagierten die Alveolarmakrophagen von Hunden,
Affen und Menschen am empfindlichsten. Dieses Ergebnis entspricht mit einer
Ausnahme, den U937-Zellen, dem Ergebnis der Vitalitdtsbestimmungen (Abb. 9

und 10).

Bezug der freigesetzten Menge mit der durch Kontrollzellen freigesetzten
Menge an Enzymen

Da die Enzymfreisetzungen durch die Kontrollzellen bei den verschiedenen
Spezies stark unterschiedlich waren (Abb. 39), wurden in einem weiteren Ver-
gleichsschritt die durch Quarz oder Asbest induzierten Enzymleckagen durch
Bezug auf die jeweiligen Kontrollwerte (% Kontrolle) relativiert (Abb. 42).

In Abbildung 42 ist die Quarz-induzierte LDH-Freisetzung dargestelit.

Menschliche Alveolarmakrophagen eines Rauchers und U937-Zellen setzten
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relativ mehr LDH im Vergleich zu ihren Kontrollen in den Uberstand frei, als
die Alveolarmakrophagen von Affen, Rindern und Sarkoidose Patienten. Am
geringsten war bei dieser Art des Vergleiches die LDH-Freisetzung bei Rat-
ten-, Hunde- und Rinder-Alveolarmakrophagen. Im Fall der Rinder-Alveolar-
makrophagen ergab eine mehrfache Reproduktion des Versuchsansatzes mit
250 pg Quarz/ml (n = 9) einen hoheren Wert fiir die Quarz-induzierte Enzym-
freisetzung. Er betrug 781 + 153 % der Kontrollfreisetzung. Die relativ nied-
rigen Enzymfreisetzungen durch Quarzexposition bei Hund und Affe resultier-
ten aus hohen LDH-Freisetzungen bereits durch die Kontrollzellen (Abb. 23
und 25). Ahnlich der LDH-Freisetzung verlief auch die Freisetzung von NAG in
der gleichen Reihenfolge (Tab. 10).

In Abbildung 43 sind die durch Chrysotil Asbest induzierten LDH-Freiset-
zungen dargestellt. Auch hier erfolgte bei den Alveolarmakrophagen von
Mensch (Raucher), Affe und Rind die relativ hochste und bei den Zellen der
Sarkoidose Patienten, Hunde und Ratten die relativ niedrigste Enzymfreiset-
zung gegeniiber der Kontrolle. Die NAG-Freisetzung entsprach wieder der
gleichen Reihenfolge (Tab. 10).

Spezifische Enzymaktivititen

Ein weiterer Aspekt betraf die Selektivitit der LDH- oder NAG-Freisetzung in
den Medieniiberstand. Betrachtete man zundchst die Ergebnisse mit Rinder-
Alveolarmakrophagen, so war festzustellen, daB der Quotient aus LDH/NAG
in der Uberstandsfraktion von Quarz-exponierten Zellen konstant blieb. Pro-
tein, LDH und NAG wurden in gleichem Umfang in den Uberstand freigesetzt
(Tab. 14). Bei der Bestimmung der Dosis-Effekt-Verhéltnisse (Abb. 11, n = 1)
wurde allerdings eine konzentrationsabhdngige lineare Abnahme des LDH/
NAG-Quotienten und eine Zunahme der spezifischen NAG-Aktivitit im Uber-
stand beobachtet. Bei der Inkubation der Zellen mit Asbest ergab sich im
Konzentrationsbereich bis 250 pug/ml eine Abnahme des LDH/NAG-Quotienten
gegeniiber der Kontrolle. Die spezifische NAG-Aktivitdit nahm in diesem Be-
reich im Uberstand zu (Tab. 14). Im Bereich von 250-500 ug Asbest/ml nahm
jedoch die LDH-Freisetzung zu (Abb. 12), was zu einer Zunahme des LDH/
NAG-Quotienten fiihrte. Hier nahm die spezifische NAG-Aktivitédt ab.

Bei den Alveolarmakrophagen der Ratte erhohte sich nach Inkubation der Zel-
len mit DQI2 Quarz (250 pg/ml) der LDH/NAG-Quotient gegeniiber dem Kon-
trollwert (Tab. 14). Die spezifische LDH-Aktivitdit der Uberstandsfraktion war
gegeniliber der Kontrolle erhoht. Bei der Inkubation der Zellen mit Chrysotil
Asbest (250 pg/ml) blieb das Verhdltnis von LDH zu NAG im Uberstand
gleich. Die beiden spezifischen Aktivititen von LDH und NAG waren erhoht.

Bei den U937-Zellen kam es nach Inkubation der Zellen mit DQi2 Quarz
(50-500 pg/ml) zu einem deutlichen konzentrationsabhéngigen Anstieg des
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LDH/NAG-Quotienten gegeniiber der Kontrolle. Die spezifische LDH-Aktivitét
im Uberstand war erhoht (Tab. 14), wihrend die spezifische NAG-Aktivitit
konstant blieb, Bei der gemessenen minimalen Asbest-induzierten Enzymfrei-
setzung wurde ebenfalls ein mit der Asbestkonzentration zunehmender An-
stieg der spezifischen LDH-Aktivitdt in der Uberstandsfraktion beobachtet
(Tab. 14). Der Quotient aus LDH/NAG nahm zu.

Obwoh!l die Alveolarmakrophagen von Rind und Ratte und die U937-Zellen zu
den im niedrigen Dosisbereich von Quarz und Asbest unempfindlicher reagie-
renden Zellen gehorten, zeigten sie doch speziesspezifische Unterschiede im
Reaktionsmuster auf DQIi2 Quarz. Die Rinder-Alveolarmakrophagen setzten
nicht wie die Zellen von Ratten oder der U937-Zellinie selektiv vermehrt LDH
in den Uberstand frei. Betrachtete man das entsprechende Reaktionsmuster
der Zellen auf Chrysotil Asbest, so stellte man fest, dal die Rinder-Alveolar-
makrophagen im niedrigen Konzentrationsbereich verstdrkt NAG freisetzten
und im hohen Konzentrationsbereich verstdrkt LDH. Bei den Ratten-Alveolar-
makrophagen blieb der LDH/NAG-Quotient liiber den gesamten Konzentra-
tionsbereich konstant, da eine quantitativ gleiche, konzentrationsabhdngige
Zunahme der LDH- und NAG-Freisetzung erfolgte. Bei den Tiibinger U937-
Zellen erfolgte eine geringe selektive LDH-Freisetzung in den Uberstand. Nach
diesen Ergebnissen existieren speziesspezifische Unterschiede unabhédngig von
dem verwendeten Staub. Zus#tzlich bestehen auch Unterschiede im Reaktions-
muster der Zellen gleicher Herkunft auf die beiden unterschiedlichen St&ube.
Dieses galt auch fiir die Alveolarmakrophagen der Spezies, die besonders emp-
findlich auf Quarz und Asbest reagierten. Die Alveolarmakrophagen von
Hunden, Affen und Menschen reagierten ebenfalls ganz unterschiedlich in
Bezug auf die Selektivitdt der durch die Staube verursachten Freisetzung.

Bei den Hunde-Alveolarmakrophagen blieb der Quotient aus LDH/NAG in der
Uiberstandsfraktion bei Quarz-exponierten Zellen gegeniiber der Kontrolle
konstant. Es erfolgte eine konzentrationsabhiéngige lineare Zunahme der spe-
zifischen LDH- und NAG-Aktivitat. Die Inkubation der Zellen mit Chrysotil
Asbest bewirkte eine der Kontrolle gegenilber gesteigerte spezifische NAG-
Aktivitat im Uberstand (Tab. 14). Die spezifische LDH erhdhte sich nur leicht.
Es kam zu einer Abnahme des LDH/NAG-Quotienten gegeniiber der Kon-

trolle.

Bei den Affen-Alveolarmakrophagen kam es bei der Inkubation der Zellen mit
250 pg/ml Quarz zu einer konzentrationsabhingigen Zunahme der spezifischen
LDH-Freisetzung (Tab 14). Es ergab sich ein gegeniiber der Kontrolle erhohter
LDH/NAG-Quotient. Im Fall von Asbest erhdhte sich auch die spezifische
NAG-Aktivitat im Uberstand mit der Konzentration des Staubes. Der Quotient
aus LDH/NAG stieg durch die stdrkere Erhohung der spezifischen LDH-Akti-
vitdt dhnlich wie beim Quarzeffekt an (Tab. i4).
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Bei den menschlichen Alveolarmakrophagen (Raucher) sank das Verhiltnis von
LDH/NAG im Uberstand DQI2 Quarz-inkubierter Zellen ab. Die spezifische
LDH-Aktivitdt in dieser Fraktion blieb konstant, wihrend die spezifische
NAG-Aktivitdit im Uberstand zunahm. Das gleiche Ergebnis zeigte sich auch
nach der Inkubation der Zellen mit Asbest (Tab. 14).

Die Alveolarmakrophagen des Sarkoidose Patienten zeigten eine andere Reak-
tion. Hier stieg im Fall von Quarz und Asbest der LDH/NAG-Quotient an,
verursacht durch eine Abnahme der spezifischen NAG-Aktivitidt, die in Gegen-
wart von Quarz (250 pg/ml) stédrker ausgepridgt war als bei Asbest (Tab. 14).
Die spezifische LDH-Aktivitdt der Uberstandsfraktion Quarz-exponierter Zel-
len blieb gegeniiber der Kontrolle konstant, wadhrend sie bei Asbest-exponier-
ten Zellen anstieg (Tab. 14),

Bei den Zellen einer Sarkoidose Patientin war der gleiche LDH/NAG-Quotient
wie bei der Kontrolle zu beobachten, da die spezifischen Aktivititen von LDH
und NAG im Uberstand im gleichen AusmaB erhoht waren (Tab. 14).

Diese Unterschiede in den spezifischen Enzymaktivititen oder in den LDH/
NAG-Quotienten der Medieniiberstdnde konnen ein Hinweis auf unterschied-
liche Schadensabldufe (Mechanismen oder zeitliche Effekte) bei den Zellen der
verschiedenen Spezies und den beiden untersuchten Stauben sein.

3.3.3.3. Morphologische Veriénderungen

Mit der Vitalitdtsabnahme und der Freisetzung von Gesamtprotein, LDH und
NAG fanden morphologische Verédnderungen an den Zellen statt. Die Form der
Verdnderung hing mit dem AusmaB der Zellschiadigung zusammen.

Bei der Inkubation der Zellen mit DQI2 Quarz (250 pg/ml) kam es bei allen
Spezies zur Ausbildung von Vakuolen in den Zellen (Abb. 16 B, 20 B, 24 B,
27 B, 32 und 36 B). Bei den Rinder-Alveolarmakrophagen enthielten ca. 75 %
der Zellen Vakuolen, bei den Ratten ca. 70 % (hier enthielten jedoch auch
< 20 % der Kontrollzellen Vakuolen), bei den Hunden ca. 70 %, bei den Affen
ca. 62 %, bei den Tibinger U937-Zellen ca. 25 %, und bei den menschlichen
Zellen enthielten 100 % der Zellen Vakuolen. Die Anzahl vakuolenhaltiger Zel-
len konnte also keine Auskunft liber die Vitalitdt oder das AusmaB der Zell-
schadigung geben, da alle phagozytierenden Zellen &hnlich viele Vakuolen nach
der Inkubation mit Quarz enthielten, aber unterschiedlich stark geschadigt
waren.

Bei stark geschiddigten Zellen war der Anteil der Zellen mit glatter Ober-
flache erhdht. Bei den Rinder-Alveolarmakrophagen waren ca. 30 % der Zellen
glatt und 30 % der Zellen deformiert, bei den Hunden waren ca. 80 % der
Zellen glatt oder anderweitig entstellt. Bei den Affen sahen ca. 85 % der Zel-
len glatt oder anders defekt aus, und beim Menschen (Raucher) waren alle
Zellen bei dieser Konzentration so stark geschadigt, dafl sie entweder gilatt
oder wie zertriimmert aussahen (Abb. 30). Bei Kontrollzellen wurden solche
deformierten Zellen fast nie beobachtet (< 10 %).
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Bei der Inkubation mit Chrysotil Asbest (250 pg/ml) wurden die gleichen Pha-
nomene beobachtet., Es war kein groBer Unterschied in der Anzahl der As-
best-induzierten Vakuolen zu der gleichen Quarzkonzentration zu beobachten.
Die Asbest-induzierten Vakuolen schienen jedoch groBer zu sein als die
Quarz-induzierten, wurden aber nicht quantitativ vermessen,

Die Verdnderung der Zelloberfldche fiel nach der Inkubation mit Asbest zum
Teil gleich (Hund und Affe) und zum Teil etwas geringer als bei der gleichen
Quarzkonzentration aus. Bei den Rinder-Alveolarmakrophagen sahen ca. 30 %
der Zellen glatt und 15 % briichig aus, bei der Ratte waren ca. 30 % der Zel-
len glatt. Bei den menschlichen Alveolarmakrophagen des Rauchers wurden
neben poros wirkenden Zellen (ca., 20 %) auch Zellen mit modifizierten Mikro-
villi an der Oberflache (Abb. 30) beobachtet. Bei den Tiibinger U937-Zellen
wurden iiberhaupt keine glatten Zellen beobachtet.

Durch die Inkubation der Zellen mit Quarz oder Asbest ergab sich eine Zu-
nahme der vakuolenhaltigen Zellen gegeniiber den Kontrollen. Das Ausmaf} der
toxischen Wirkung der Stdube korrelierte mit dem Erscheinen von glatten und
wie ein eingefallenes Zellgeriist wirkenden Zellen.

3.3.4. DPL-Schutzeffekt

Einen wichtigen Aspekt stellte der DPL-Schutzeffekt dar. Ein Vergleich der
Protein- und Enzymfreisetzungen als % der Kontrollwerte nach Inkubation der
Zellen mit 250 pg/ml Quarz (Tab. 11) oder Asbest (Tab. 12) mit und ohne
DPL-Zusatz ergab jedoch kein quantitatives MaB fiir den Schutzeffekt. Zur
quantitativen Bestimmung der Giite des DPL-Schutzeffektes wurde eine wei-
tere Art der Berechnung durchgefiihrt (siehe Kapitel 2.6.) Auf diese Weise
konnte sichtbar gemacht werden, daB es bei allen getesteten Spezies einen
DPL-Schutzeffekt vor Quarz, nicht aber vor Asbest gab. Das AusmalB war je-
doch unterschiedlich. Bei den Rinder-Alveolarmakrophagen und den Tiibinger
U937-Zellen war der Schutzeffekt hoch signifikant (2 p < 0,001, Tab. 13).
Etwas geringer war der Schutzeffekt bei den Ratten-Alveolarmakrophagen (2 p
< 0,05). Die NAG-Freisetzung blieb nach Inkubation der Zellen mit Quarz (250
ug/ml) und DPL unvermindert hoch (Tab. 13). Der DPL-Schutzeffekt war bei
menschlichen Alveolarmakrophagen deutlich geringer als bei den Alveolar-
makrophagen von Rind und Ratte und den U937-Zellen (Tab. 13). Bei den Al-
veolarmakrophagen des Rauchers schien ein hoherer DPL- Schutzeffekt vor
Quarz vorzuliegen als beim Sarkoidose Patienten. Dieser Befund bedarf aber
dringend einer weiteren Uberpriifung, da eine zu geringe Zahl an Versuchen

vorliegt.

Leider konnten die Daten der DPL-Schutzeffekte fiir Hund und Affe nicht
verwertet werden, da nicht klar war, ob durch die Benutzung der in den aus-
wirtigen Labors vorhandenen Ultraschall-Wasserbdder die DPL-Stamml8sungen
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ausreichend intensiv dispergiert vorlagen. Bei den im eigenen Labor durchge-
filhrten Versuchen stand ein wesentlich stdrker dispergierendes Gerdt, ein
Branson Sonifier B15, zur Verfiigung. Die Mikroverteilung der DPL-Suspension
hat bei der simultanen Gabe von DPL-Losung und Stauben sicher einen Ein-
fluB auf das AusmafB der Partikelumhiillung und somit auf den resultierenden
Schutzeffekt.

Morphologische Verédnderungen

Nach Inkubation der Zellen mit Quarz und DPL waren die Vakuolen in den
Zellen und die bei einigen Zellen beobachtete starke Ausbreitung des Zellzyto-
plasmas noch vorhanden, die Oberflachenstruktur der Zellen jedoch besser
erhaiten. Bei den Ratten- und Rinder-Aiveoiarmakrophagen wurden mit QGuarz
und DPL wie bei den Kontrollzellen keine glatten oder porosen Zellen beob-
achtet. Aus diesem Grund sind die beiden zuerst genannten Phédnomene eher
der Aktivierung der Zellen durch die Phagozytose zuzuordnen. Die Oberfla-
chenstruktur der Zellmembran stellt einen Indikator fiir die Zytotoxizitdt von
Quarz und Asbest dar. :

Die Inkubation der Zellen mit Asbest und DPL bewirkte in keinem der unter-
suchten Fidlle einen morphologischen Unterschied zur Wirkung von nativem
Asbest.

3.3.5. Latex-Phagozytose

Eine mogliche Ursache fiir die speziesspezifischen Unterschiede in der Sensitivi-
tdt der Zellen gegeniiber Quarz und Asbest konnte in einer unterschiedlichen
Phagozytoseleistung der Zellen begriindet sein. Dieses vor allem dann, wenn
Schaden erst nach der Aufnahme der Partikel durch Phagozytose initiiert wird,
was aber sicher nicht der einzige Mechanismus ist (vergleiche Hofheinz, 1988).
Da die Phagozytose von Quarz und Asbest wegen der starken Zellzerstérung
nach 20-stiindiger Inkubation nicht bestimmt werden konnte, wurde stellver-
tretend die Phagozytose von 2 pym Latexpartikeln nach 20-stiindiger Inkubation
bestimmt. Am Beispiel der Latexphagozytose ist zu sehen, daB3 Zellen mit
dghnlicher Phagozytoseleistung (Alveolarmakrophagen von Rind und Affe,
Abb. 44), dennoch unterschiedlich geschddigt werden konnen (Abb. 11 und 25).

3.4. Weitere Kulturzusiéitze

Um das in vitro Testsystem so realistisch wie moglich zu gestalten, wurde
die Schutzwirkung von Lavagefliissigkeit bestimmt. Die Anwesenheit einer
durch physiologische Kochsalzlosung und RPMI 1640 Medium verdiinnten
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Lavagefliissigkeit (LF,,.) bewirkte bei Rinder-Alveolarmakrophagen einen
deutlichen Schutzeffekt vor bis zu 250 pg DQI2 Quarz /ml. Dabei entsprach
die Vitalitdt der Zellen der von Kontrollzellen (Abb. 45). Die Inkubation der
Zellen mit Quarz (250 pg/ml) und verdiinnter Lavagefliissigkeit fiihrte gegen-
liber nativem Quarz zu einer signifikant verminderten Protein- und Enzymfrei-
setzung (Abb. 46). Dabei wurde die LDH-Freisetzung am stdrksten reduziert,
blieb aber gegeniiber der Kontrollfreisetzung erhoht.

Wurde statt der urspriinglichen Lavagefliissigkeit eine durch Ultrazentrifuga-
tion angereicherte Fraktion (LF,,,, ) verwendet, konnte der Schutzeffekt auf
hohere Quarzkonzentrationen (500 pg/ml) ausgedehnt werden (Abb. 45). Dieser
Schutz hielt nur 20 Stunden an (Abb. 47 c). Bei einer 40-stiindigen Inkubation
von Zellen mit 250 pg Quarz/ml und verdiinnter Lavagefliissigkeit zeigte sich
eine deutliche Vitalitdtsabnahme bei den Zellen (Abb. 47 b} verbunden mit
einer gegeniiber der Kontrolle verstdrkten Protein- und Enzymfreisetzung
(Abb. 48). Im Gegensatz dazu hielt der DPL-Schutz ldnger als 40 Stunden an
{Abb. 47). Es kam zu keiner gegeniiber der Kontrolle verstidrkten Protein- und
Enzymfreisetzung in den Uberstand (Abb. 48). Untersuchungen zur Bestim-
mung der DPL-Konzentration der verwendeten Lavagefliissigkeit ergaben einen
Gehalt von ca, 7 + 2 ug disaturierter Phosphatidylcholine, die zu 70-86 % aus
DPL bestanden (siehe Kapitel 2.4.1.) im Gegensatz zu der verwendeten DPL-
Stammlosung mit 333 pg/ml,

Da in der Lunge auch andere Substanzen wie Serumalbumin (Harwood, 1987)
oder antioxidative Substanzen wie z.B. Vitamin E vorhanden sind (Pacht et al,,
1986), wurde stichprobenartig ilberpriift, welche der Substanzen den hochsten
Modifikationseffekt bei DQ12 Quarz und Chrysotil Asbest bewirkten. Serumal-
bumin hatte in beiden Fédllen keinen ausgeprdgten Schutzeffekt (Abb. 46 und
49). Erstaunlich war eine scheinbare Erhohung der Vitalitdt Quarz- oder Asbest-
inkubierter Zellen mit BSA gegeniiber der Vitalitit von Zellen, die nur mit
den nativen Stduben inkubiert waren. Bei diesem Phédnomen handelte es sich
vermutlich um ein &hnliches Artefakt, wie es bei der Vitalitdtsbestimmung in
serumhaltigem Medium vorkommt (Phillips, 1973).

Lavagefliissigkeit und Vitamin-E-Zusatz zeigten eine Tendenz zum Schutz-
effekt vor Chrysotil Asbest, was die Freisetzung der zytoplasmatischen LDH
betraf. Eine leichte Erhohung der NAG-Freisetzung wie beim nativen Asbest-

effekt blieb bestehen (Abb. 49).
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IV. Diskussion

Ziel dieser Arbeit war die Analyse zytotoxischer Wirkungen von Quarz und
Asbest mit dem Schwerpunkt eines Interspeziesvergleiches. Es sollte heraus-
gefunden werden, ob die Alveolarmakrophagen verschiedener Saugetiere quali-
tativ und quantitativ unterschiedlich auf toxische Stdube reagieren. Zu diesem
Zweck wurden zwei in vielen Parametern sehr unterschiedliche Stdube, DQI12
Quarz und Chrysotil Asbest, ausgewdhlt. Dabei sollte festgestellt werden, ob
die Zellen unterschiedliche Reaktionsmuster auf verschiedene Stdube zeigen
und ob sich diesbeziiglich speziesspezifische Variationen ergeben. Von grofBlem
Interesse war auch die Reaktion der monozytdren menschlichen Zellinie U937
auf die ausgewdhlten Stdube. Dabei sollte geklart werden, ob diese Zellen als
Ersatz fiir primédre Alveolarmakrophagen zur Untersuchung zytotoxischer
Quarz~ und Asbesteffekte geeignet sind. Zu diesem Zweck wurde zunidchst
das Testsystem mit Rinder-Alveolarmakrophagen und Kontrollstduben etabliert.

Kontrollstiube

Um das AusmaB zytotoxischer Wirkungen von Phagozytose-induzierten Effek-
ten zu unterscheiden, wurden Rinder-Alveolarmakrophagen 2 und 20 Stunden
mit Latex- oder Titandioxidpartikeln inkubiert. Dabei zeigte sich, daB die
Inkubation der Zellen mit Latex (0,8 pm, 50 pg/ml) keine wesentlichen Ver-
anderungen bewirkte, was die Vitalitdt der Zellen und ihre Protein- und En-
zymverteilung im Kultursystem betraf (Abb. 7, Tab. 5), wdhrend Titandioxid-
inkubierte Zellen einige Modifikationen aufwiesen.

Monodisperses Titandioxid (Anatas, Polysciences, 500 pg/ml) bewirkte eine
geringe, gegeniiber Kontrollzellen signifikant erhohte NAG-Freisetzung in den
Uiberstand (Tab. 6), ohne eine begleitende LDH-Freisetzung zu verursachen.
Die Freisetzung von lysosomalen Enzymen entspricht der normalen sekreto-
rischen Funktion von Makrophagen (Rich, 1988). Dieser Vorgang wird durch
einen Stimulus induziert und als reverse Endozytose bezeichnet (Unanue et
al., 1976). Dabei betrdgt die selektive Enzymfreisetzung hodchstens 10-25 % der
Gesamtmenge und wird nie von einer LDH-Freisetzung begleitet. Da dieser
Vorgang Stimulus-induziert ist, kann man in diesem Zusammenhang von einer
Aktivierung der Zellen durch Titandioxid sprechen.

Titandioxid (Anatas, Aldrich, 500 pg/ml) hingegen bewirkte eine kombinierte,
von der Kontrolle signifikant verschiedene LDH- und NAG-Freisetzung (Abb. 7,
Tab. 6) nach 20-stiindiger Inkubationsdauer. Im Gegensatz zu monodispersem
Titandioxid (500 pg/ml) war hier eine Vitalitatsminderung von 95,4 + 2,1 % auf
82,6 + 1,5 % zu beobachten. Die Merkmale Vitalitdtsminderung und LDH-Frei-
setzung gelten allgemein als Indikatoren fiir die Zytotoxizitat von Stduben.
Bei der Inkubation von Rinder-Alveolarmakrophagen mit Titandioxid (Anatas,
Aldrich, 250 pg/ml) fielen morphologische Verdnderungen an den Zellen auf.
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Cirka 40% der Zellen wiesen auf Raster-Elektronenmikroskopischen Aufnahmen
groBe Vertiefungen der Plasmamembran auf (Abb. 8 a-c). Da jedoch im Licht-
mikroskop groBe Vakuolen in Titandioxid-exponierten Zellen beobachtet wur-
den (Pdtzold, 1989), konnen die im Raster-Elektronenmikroskop beobachteten
Locher ein Préparationsartefakt durch kollabierte Vakuolen sein. Dieses Phé-
nomen wurde auch bei ca. 18 % der mit Latex (2 pgm, 250 pg/ml) inkubierten
Zellen beobachtet (Abb. 8 d-f). Im Gegensatz zu den mit Latex inkubierten
Zellen fanden sich nach 20-stiindiger Inkubation mit Titandioxid (Anatas, Al-
drich, 250 pg/ml) einzelne Zellen mit einer glatten Oberfldche (Abb. 8 c). Die
. glatte Zelloberfldache kann auf die starke Ausdehnung dieser Zellen zuriickzu-
filhren sein, sie kann aber auch Indikator einer Staub-induzierten Zelldege-
neration sein (Coin und Stevens, 1986; Finch et al., 1987). Bei den durch Ti-
tandioxid (Anatas, Aldrich) induzierten Verdnderungen (Anstieg der LDH im
Medium, Vitalitdtsabnahme und Verdnderungen an der Zellmembran) handeit
es sich daher um geringe zytotoxische Effekte.

Die Ansichten iiber die Zytotoxizitdt von Titandioxid sind in der Literatur ge-
teilt. Einige Autoren fanden hdmolytische Effekte im Erythrozytenmodell (Zit-
ting und Skyttd, 1979) und schlossen leichte Lungenschéadigungen (Elo et al,,
1972) oder die Entstehung von Lungenkrebs (Yamadori et al., 1986) durch
Inhalation von Titandioxid nicht aus. Andere Autoren bezeichneten Titandioxid
als inert, obwohl sie #dhnliche Vitalitiatsabnahmen und LDH-Freisetzungen bei

Makrophagen fanden (White et al.,, 1983; Pasanen und Gustafsson, 1986; Do-
naldson et al.,, 1987). Dabei wurden oft die verwendeten Stdube zu wenig

charakterisiert. Einen sehr wesentlichen Beitrag in dieser Hinsicht leisteten
Nolan et al. (1987) mit ihren in vitro Untersuchungen am Erythrozytenmodell.
Sie untersuchten die Wirkung verschiedener Titandioxidpolymorphe an einem
Erythrozyten-Hidmolyse-Modell - mit dem Ergebnis, daB ihre hdmolytische Wir-
kung sehr variierte. Die Toxizitdt hing von der Wasserstoffbindungsfahigkeit
der Mineraloberfliche ab, und diese war bei natiirlichen und synthetischen
Titandioxiden verschieden. Am Beispiel des Titandioxides wird hier sehr gut
sichtbar, daB eine chemische Substanz je nach Beschaffenheit ihrer Oberfldche
sowohl inert, als auch toxisch wirken kann. Im Folgenden werden zunéchst
die Ergebnisse der einzelnen Spezies mit den Ergebnissen anderer Arbeits-

gruppen verglichen.

Reaktion der einzelnen Spezies auf toxische Stidube

Die Inkubation von Rinder-Alveolarmakrophagen mit niedrigen Konzentrationen
toxischer Stdube (50 pug Quarz oder Asbest/ml) fiihrte zu dem bei Titandioxid
Anatas (Polysciences, 500 pg/ml) beobachteten Phénomen der Zellaktivierung
(selektive NAG-Freisetzung ohne Vitalitdtsminderung, Tab. 6, Abb. 9-12). Uber
eine Zellstimulation bei niedrigen Quarzkonzentrationen berichtete auch Hil-
scher (1984). Nach 40-stiindiger Inkubation der Zellen mit 50 pg Quarz/ml
kam es jedoch zu einer Vitalititsminderung auf ca. 59 % der Kontrollvitalitét

(Abb. 47 a).
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Die Abnahme der Zellvitalitdt nach 20-stiindiger Inkubation mit Chrysotil As-
best stimmte mit der bei White et al. (1983) beschriebenen Vitalitdtsabnahme
iiberein (Tab. 15). Die Ergebnisse sind sehr &hnlich, trotz unterschiedlicher
Asbestkonzentrationen. Die Ahnlichkeit beruht sehr wahrscheinlich auf der
gleichen Flachenbelegung mit Asbest. Sie betrug in beiden Systemen 25-26
pg/cm?2,

Bei der Inkubation von Rinder-Alveolarmakrophagen mit Quarz oder Asbest
(250 pg/ml) nahm der Gesamtgehalt an LDH im Kulturansatz ab. Der Gehalt
an NAG blieb konstant. Uber die Abnahme des LDH-Gehaltes im Vergleich zu
einem konstant bleibenden NAG-Gehalt nach 17-stiindiger Inkubation von
Rinder-Alveolarmakrophagen mit Chrysotil Asbest berichteten auch White et
al. (1983). Eine Inkubation von Zellhomogenat und Stduben in gleicher Kon-
zentration wie sie im Zellkulturansatz verwendet wurden (3 x 10® Zellen und
250 pg Staub/ml), fiihrte zu einem interessanten Ergebnis: Quarz und Asbest
reduzierten die LDH-Konzentration wéahrend einer 20-stiindigen Inkubation bei
37°C (Abb. 6). Im Fall von DQ12 Quarz wurde auch eine Inaktivierung von
Cathepsin B, einem lysosomalen Enzym, beobachtet (Patzold, 1989). Proteinab-
sorptionseffekte sind seit ldngerem fir Quarz (Desai et al., 1975/78, Emerson
und Davis, 1983) und fiir Asbest (Desai et al., 1975/78, Bignon und Jaurand,
1983) bekannt. Der Effekt der Enzyminhibierung beruht mdglicherweise auf der
Maskierung des aktiven Enzymzentrums oder auf der Denaturierung des En-
zyms nach elektrostatischer Bindung an die Stdube. Eine der Denaturierung
ahnliche Konformationsdnderung bei Interaktion mit Quarz konnte fiir BSA
beobachtet werden (Rainbow et al., 1987).

Bei den Ratten-Alveolarmakrophagen (Abb. 19 a) fiel im Vergleich zu den
Alveolarmakrophagen der anderen Spezies und im Vergleich zu den Ergebnis-

sen einiger anderer Arbeitsgruppen (Emerson, 1983; Nadeau, 1987) eine unge-
wohnlich hohe selektive LDH-Freisetzung in den Medieniiberstand auf. Die Vi~
talitdt der Zellen korrelierte nicht mit der LDH-Freisetzung. Sie entsprach je-
doch der von unbehandelten Zellen anderer Spezies. Da die Zellen nach
20-stiindiger Kulturdauer einen hoheren LDH/ NAG-Quotienten als die Alveo-
larmakrophagen der anderen Spezies aufwiesen (Tab. 9), bestand die Miglich-
keit, daB sie im Gegensatz zu den Zellen der anderen Spezies LDH syntheti-
siert und sezerniert hatten. In unserer Arbeitsgruppe setzten in HEPES-ge-
pufferter Kochsalzlosung kultivierte Ratten-Alveolarmakrophagen desselben
Rattenstammes (ebenfalls mannliche Tiere) nach 18-stiindiger Inkubation deut-
lich weniger LDH frei (Wiener-Schmuck, personliche Mitteilung). Moglicher-
weise hing die selektive LDH-Freisetzung der Zellen in meinem Testsystem
mit RPMI 1640 Medium mit den Kulturbedingungen zusammen. In der Litera-
tur waren dazu keine Anhaltspunkte zu finden.

Nach Inkubation der Ratten-Alveolarmakrophagen mit Quarz wurde eine dosis-
abhangige Vitalitdtsabnahme und Enzymfreisetzung beobachtet. Die aus der
Literatur bekannten Ergebnisse wirkten zundchst sehr unterschiedlich. Bezog
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man den Quarzeffekt jedoch nicht auf die Konzentration der Staubsuspensio-
nen, sondern auf die Flachenbelegung der Kulturschale, so ergaben sich er-
staunliche Ubereinstimmungen in den Ergebnissen der verschiedenen Arbeits-
gruppen (Tab. 15). Bei Pasanen und Gustafsson (1986) war bei einer Fldchenbe-
legung von 10 pg/cm? eine Reduktion der Vitalitit um 69 % gegeniiber der
Kontrolle (24 Stunden Exposition) zu beobachten, was der Vitalitdtsminderung
um 48 % bei einer Fldchenbelegung von 26 pg/cm?2 (20-Stunden-Exposition) in
meinem System entsprach (Tab. 15). Bei Donaldson et al. (1987) konnte die
Flichenbelegung mit DQI2 Quarz bei 56 pg/cm? (100 pg/ml) gelegen haben,
was die hohe Vitalitdtsabnahme bei 24-stiindiger Inkubation auf ca. 11 % der
Kontrollzellen erkldren wiirde. Emerson und Davis (1983) fanden ebenfalls eine
dosisabhédngige LDH-Freisetzung bei Ratten-Alveolarmakrophagen, die 24
Stunden mit 50-400 pg/ml thermalfusioniertem Quarz (Montville, N.J.) inku-
biert worden waren. Danach stieg die LDH-Freisetzung von 18 + 3 % bei unbe-
handelten Zellen auf 74 + 5 % bei mit 400 pg Quarz/ml behandelten Zellen
an, was meinen Ergebnissen entspricht (Abb. 17). Die Fldchenbelegung mit
Stduben kdnnte wie in meinem System gewesen sein, die Angaben zur Metho-
dik waren jedoch diesbeziiglich nicht vollstédndig. Emerson et al. (1983) fiihr-
ten ihre Versuche in DMEM Medium mit 10 % FCS durch. FCS bietet keinen
Schutz vor Quarz, was auch Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen bestitig-
ten (Tilkes und Beck, 1983).

Die Inkubation der Ratten-Alveolarmakrophagen mit Chrysotil Asbest ergab
eine starke Unempfindlichkeit der Zellen mit geringer Asbest-induzierter
Protein- und Enzymfreisetzung. Andere Autoren fanden scheinbar hohere
LDH- Freisetzungen nach Inkubation von Ratten-Alveolarmakrophagen mit
Chrysotil Asbest. Ging man jedoch wieder von der Fldachenbelegung aus (Tab. 15),
so fand man auch hier groBe Ubereinstimmungen zwischen den Ergebnissen
der Arbeitsgruppen. Bei Nadeau et al. (1987) kam es zu einer gegeniiber unbe-
handelten Zellen um 15 % hGheren LDH-Freisetzung nach Inkubation der Zel-
len mit 25 pg Chrysotil Asbest/cm? Diese Differenz zu den Kontrollzellen
entspricht der in meinen Ansédtzen mit 26 pg/cm?2 gefundenen um 18 % erhoh-
ten LDH-Freisetzung (Tab. 15). Donaldson et al. (1987) beobachteten nach
24-stiindiger Inkubation mit 100 yg Chrysotil Asbest/ml (< 56 pg/cm?) eine
Abnahme der Vitalitdt auf ca. S5 % der Kontrollvitalitdt. Dieses Ergebnis
stimmt mit der in meinem Testsystem beobachteten Vitalitdatsabnahme auf 51 %
der Kontrollvitalitit bei 500 pug Asbest/ml (52 pg/cm?) iiberein.

Unbehandelte Hunde-Alveolarmakrophagen setzten wie die Kontrollzellen der
Ratten ungewdohnlich viel LDH selektiv wahrend der 20-stiindigen Inkuba-
tionszeit frei. Die Griinde sind vermutlich &@hnlich. Hill und Hobbs (1982) fan-
den nach 2 x 48-stiindiger Vorinkubation von Beagle-Alveolarmakrophagen ei-
ne deutlich geringere LDH-Freisetzung durch die Kontrolizeilen. Nach 24-
stiindiger Inkubation der Zellen mit 100 pg DQI12 Quarz/ml (7,1 pg/cm?2)
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fanden sie eine LDH-Freisetzung von ca. S0 * 10 %, 43 % mehr als bei den
unbehandelten Zellen. In meinem Testsystem setzten die Zellen nach 20-stiin-
diger Inkubation mit S0 pg DQI2 Quarz/ml (5,2 pg/cm?2) 79,1 + 0,6 % LDH in
den Uberstand frei, 47 % mehr, als die Kontrollzellen mit 32,5 + 7,5 % LDH-

Freisetzung.

Die Affen-Alveolarmakrophagen reagierten in diesem in vitro Testsystem
besonders empfindlich. Dieses war auch bei in vivo Inhalationsstudien (Krom-
bach et al., 1987) beobachtet worden. Nach 22-monatiger Exposition der Affen
mit S mg DQI2 Quarz/m3 (8 Stunden/Tag, S Tage/Woche) fanden sich starke
fibrotische Gewebeverdnderungen und grole Mengen LDH in der Lavagefliis-

sigkeit Quarz-exponierter Tiere. Bei den Kontrolltieren fand man 1,3 U/], bei
den Quarz-exponierten Tieren waren es 82,6 U/l. Hier sind noch keine in vitro
Daten fiir Quarz und Asbest bekannt.

Nach 60-miniitiger in vitro Inkubation im Schiittelwasserbad von Alveolarma-
krophagen der Kontrolltiere mit 5 x 107 Latexpartikeln (1,91 um) hatten 52,2 +
7,6 % der Zellen Latexpartikel phagozytiert (Krombach et al., 1987). Dieses
entspricht der Phagozytoseaktivitdt nach 20-stiindiger Inkubation mit 5,7 x 107
Latexpartikel (2,0 pm, Abb. 44) in meinem Testsystem,

In meinem Testsystem erwiesen sich die menschlichen Alveolarmakrophagen
eines Rauchers und zweier Sarkoidose-Patienten als deutlich Quarz-empfind-
licher als z. B. Ratten-Alveolarmakrophagen (Vitalitdt siehe Abb. 9, Enzyme
siehe Abb. 17, 28, 31). Zu entgegengesetzten Ergebnissen kamen Behrendt et
al. (1989) mit Rattenmakrophagen und menschlichen, aus Monozyten gewon-
nenen Makrophagen. Die menschlichen Monozyten waren nach 24-stiindiger
Inkubation mit DQI2 Quarz (225 pg/ml, < 94 ug/cmz, Tab. 15) zu 55 % vital
(Kontrolle: 95 %) und setzten ca. 24 mU LDH/ml (Kontrolle: 4 mU/ml) frei
(Seemayer und Braumann, 1985). In meinem Kultursystem waren 11 % der
menschlichen Alveolarmakrophagen (Raucher) nach 20-stiindiger Inkubation mit
DQI2 Quarz (250 pg/ml, 26 pg/cm?) vital (Kontrolle: 99,5 %) und setzten 69
mU LDH/ml frei (Kontrolle: 3 mU/ml).

In einer anderen Studie von Martin et al. (1984) wurden menschliche Alveolar-
makrophagen gesunder Probanden 24 Stunden mit 1 mg Min-U-Sil/ml (ca. 104
ug/cm?), einem anderen Referenz-o-Quarz, inkubiert, Sie setzten in diesem
Zeitraum ca. 220 mU LDH/ml gegeniiber ca. 100 mU/m!| bei unbehandelten
Zellen frei. Die Vitalitat der Zellen betrug nach Inkubation mit Quarz ca. 60 %
(Kontrolle: ca. 85 %). Andererseits beschrieb auch Morrison et al. (1986) eine
sehr hohe Empfindlichkeit von menschlichen Alveolarmakrophagen gesunder
Probanden nach 24-stiindiger Inkubation mit 50 pg Chrysotil Asbest/ml. Die
Flichenbelegung betrug ca. 5 oder 28 yg/cm? (genaue Angaben fehlen). Bei
einer Konzentration von 10 pg/ml iiberlebten ca. 35 % der Zellen die 24-stiin-
dige Inkubation. In diesem Testsystem waren die menschlichen Zellen beson-

ders empfindlich.
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Alveolarmakrophagen von Sarkoidose Patienten (Kelly et al., 1988) oder Rau-
chern (Davis et al., 1988 und Pacht et al., 1986) sind im Vergleich zu Alveo-
larmakrophagen von gesunden, nicht rauchenden Personen aktiviert, Um die
Validitdt meiner Ergebnisse richtig einschidtzen zu konnen, miiBte bekannt
sein, ob aktivierte Alveolarmakrophagen in zytotoxischen Parametern empfind-
licher gegeniiber Quarz und Asbest reagieren als nicht aktivierte Zellen. Von
Endotoxin-stimulierten Makrophagen ist z. B. eine erhohte Mediatorsynthese
(Interleukin-1) nach Inkubation mit Quarz bekannt (Kampschmidt et al., 1986).
Welchen Einfluf3 die Aktivierung von Makrophagen auf die Empfindlichkeit der
Zellen hat ist jedoch noch unklar.

Unter der Annahme, daB menschliche Alveolarmakrophagen durch ihre nahe
Verwandtschaft dhnlich wie Affen-Alveolarmakrophagen reagieren, scheint eine
hohe Empfindlichkeit der menschlichen Zellen gegeniiber Quarz und Asbest
wahrscheinlich.

Bei der Charakterisierung der Tiibinger U937-Zellen fiel auf, daB die Zellen
weder o~Naphtyl-acetat-, noch a-Naphtyl-butyrat-Esterase-positiv waren (Tab. 2,
Abb. 38). Dies ist nicht in Einklang mit Literaturangaben zu bringen (Harris
und Ralph, 1985; Rozenszajn et al., 1968). Da sie vermehrt CD14 Antigen, einen
spezifischen Monozytenmarker, an ihrer Zelloberfldche exponiert hatten, kann
aber davon ausgegangen werden, daf3 sie einen stédrker monozytdren Charakter
besitzen als die Klassischen U937-Zellen.

Die Inkubation von Tiibinger U937-Zellen mit 250 pg DQI2 Quarz/ml bewirkte
eine Minderung der Zellvitalitdt von 85 auf 47 % (Tab. 15). Die Enzymfreiset-
zung nach Quarzinkubation war im Vergleich zu den Alveolarmakrophagen der
verschiedenen Spezies am geringsten. Eine makrophagendhnliche Zellinie
(P388D1 -Zellen der Maus) erwies sich als deutlich empfindlicher gegeniiber
Quarz als die U937-Zellen (Kane, 1980). In dieser Studie wurden adhirente
Zellen 3 Stunden mit 150 pg Quarz inkubiert. Danach waren ca. 60 % der Zel-
len abgestorben. Leider finden sich auch in dieser Arbeit keine vollstédndigen
Angaben zur Berechnung der Flachenbelegung mit Quarz. Die Fldchenbelegung
konnte bei ca. 74,6 pg/cm?2 gelegen haben, was die unterschiedlichen Ergeb-
nisse erkldren wiirde. Ein weiterer Unterschied zwischen den beiden Zellinien
bestand darin, daB die P388 Di-Zellen im Vergleich zu den Tiibinger U937-
Zellen sehr stark Quarz phagozytierten. Mehr als 80 % der Zellen nahmen in
3 Stunden > 5 Partikel auf. Die Tiibinger U937-Zellen phagozytierten nur zu
ca. 25 % Quarz innerhalb 20 Stunden und zu 30 % Latex, davon sogar nur 6 %
> § Teilchen pro Zelle (Abb. 44).

Interessant waren in diesem Zusammenhang auch die Ergebnisse von Nieder
(1989). Bei den von ihr verwendeten TPA-differenzierten HL60-Zellen (mensch-
liche Zellen aus dem peripheren Blut eines Patienten mit promyelozytérer
Leukdmie, Harris und Ralph, 1985) war eine vollige Resistenz gegeniiber ver-
schiedenen Fraktionen von Sikron F 600 Quarz (250 pg/mi, 52 pgg/cm? und 20
Stunden Inkubation) zu beobachten. Die Zellen hatten jedoch Quarzpartikel
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phagozytiert. Moglicherweise besitzen die verschiedenen transformierten Zell-
linien unterschiedlich empfindliche Membranen oder bilden sogar eine extra-
zellulare Matrix aus, die sie vor dem QuarzeinfluB3 schiitzt,

Bei den verwendeten Amerikanischen U937-Zellen wurde ein ganz anderes
Phanomen sichtbar (Abb. 35 c). Die mit Quarz (250 pg/ml) inkubierten Zellen
wurden wahrend der 20-stilindigen Inkubationsdauer deutlich weniger adhdrent
als ihre jeweiligen Kontrollen. Dabei kam es zu keiner signifikant erhchten
Freisetzung von Enzymen. Hier besteht der Verdacht, daB die Quarzpartikel an
Oberfldachenstrukturen der Zellen binden, die die Adhdrenz an das Substrat
vermitteln, Diese Glykoproteine und ihre Funktionen wurden durch die Ent-
deckung von Defektmutationen bekannt (Fischer und Lisowska-Grospierre,
1988). Das Phdnomen der verminderten Adhdrenz, Motilitit und Phagozytose
war auch bei Makrophagen beobachtet worden, die mit einer subletalen
Quarzkonzentration behandelt worden waren {Daniele, 1985).

In vitro Inkubationen von Maus-Peritonealmakrophagen mit Listeria Bakterien
filhrten, nachdem die Zellen eine Stunde mit Quarz (100 pg/ml) vorbehandelt
wurden, zu einer verminderten Fahigkeit der Zellen, Listeria Bakterien zu pha-
gozytieren und intrazelluldr abzutoten (Zimmerman et al.,, 1986). Aus diesem
Phénomen konnte die verminderte Immunabwehr bei Patienten mit silikotischer

Staublunge resultieren.

Die Inkubation von Tiibinger U937-Zellen mit bis zu 500 pg Chrysotil As-
best/ml bewirkte keine groBe Verdnderung gegeniiber Kontrollzellen (Abb. 10
und 34). Zu dem gleichen Ergebnis (Tab. 15) kamen auch Leoni und Dean
(1983).

Interspeziesvergleich

Ein Vergleich von Alveolarmakrophagen verschiedener Spezies ergab grofle
Unterschiede in der Empfindlichkeit der Zellen gegeniiber kleineren Quarz-
und Asbestkonzentrationen (Abb. 9 und 10, 42 und 43). Die unterschiedliche
Empfindlichkeit zeigte sich in der Abnahme der Zellvitalitdt, der Zunahme von
freigesetzten Proteinen und Enzymen in den Uberstand. Je stdrker die Reak-
tion der Zellen war, desto haufiger wurden Zellen mit glatter Oberfldche im
Raster-Elektronenmikroskop beobachtet. Die Alveolarmakrophagen von Ratte
und Rind waren gegeniiber Quarz und Asbest resistenter als die Alveolar-
makrophagen von Hund, Affe und Mensch. Ahnliche Unterschiede waren schon
von Benson et al. (1988) fiir andere toxische Partikel beschrieben worden. Bei
der Inkubation von Ratten-, Maus- und Hunde-Alveolarmakrophagen mit
Nickeloxiden oder Nickel-Kupferoxiden erwiesen sich die Zellen von Ratte und
Maus als resistenter als die Hunde-Alveolarmakrophagen.

Eine selektive NAG-Freisetzung im geringen Konzentrationsbereich von Quarz
oder Asbest konnte nur bei Rinder-Alveolarmakrophagen beobachtet werden.
Bei den Alveolarmakrophagen von Hund, Affe und Mensch (Sarkoidose Patien-
ten) war das AusmaB der Zellschadigung, definiert durch die Abnahme der
Vitalitat und die Freisetzung von LDH in den Medieniiberstand, schon bei der
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kleinsten verwendeten Konzentration der Stdube sehr stark ausgepriagt. Mog-
licherweise hdtte bei diesen Spezies eine selektive NAG-Freisetzung als Zei-
chen einer Aktivierung der Zellen bei kleineren Staubkonzentrationen als den
getesteten beobachtet werden konnen. Im Folgenden wird zunédchst auf die
Vitalitdt, das LDH/NAG-Verhéltnis, die freigesetzte Protein- und Enzymmenge
bezogen auf den Gesamtgehalt des Kulturansatzes sowie auf die durch Kon-
trollzellen freigesetzte Menge ndher eingegangen.

Vitalitdt

Die staubinduzierte Vitalitdtsabnahme wurde mit dem Trypanblau-Ausschluf3-
verfahren bestimmt. Die Ergebnisse der Vitalitdtsbestimmung deuten auf
speziesspezifische Unterschiede in der Empfindiichkeit der Zellen hin, da sich
im niedrigen Konzentrationsbereich von Quarz oder Asbest (50-100 pg/ml)
zwei unterschiedlich empfindliche Gruppen gebildet haben (Abb. 9 und 10) mit
der Rangfolge Affe > Hund > Mensch > Rind > Ratte > U937-Zellen. Bei der
Bestimmung der Vitalitdt von Zellen mufB jedoch beachtet werden, daB das
Trypanblau-AusschluBverfahren als einziges Kriterium unzuldnglich ist, da es
lediglich eine Aussage liber die Integritdt der Plasmamembran ermdglicht und
nicht iiber den metabolischen Zelltod (Roper und Drewinko, 1976; Bhuyan et

al., 1976 und Tsukeda et al., 1978).

LDH/NAG-Verhaltnis

Die Alveolarmakrophagen der getesteten Spezies setzten entweder verstérkt
LDH in den Uberstand frei (LDH/NAG nahm gegeniiber der Kontrolle zu bei
Alveolarmakrophagen von Ratte, Affe, Sarkoidose Patient und U937-Zellen)
oder LDH und NAG in gleicher Quantitdt (LDH/NAG blieb konstant bei Al-
veolarmakrophagen von Rind, Hund, Sarkoidose Patientin). Dabei waren die
Unterschiede zwischen den verschiedenen Séugetierspezies groBer als die Un-
terschiede zwischen Quarz und Asbest. Es fielen jedoch schon bei den Uliber-
stinden der Kontrollzellen starke interindividuelle und speziesspezifische Un-
terschiede im LDH/NAG-Quotienten auf (Tab. 14).

Bezug der freigesetzten Protein- und Enzymmenge auf den Gesamtgehalt des

Kulturansatzes

Betrachtete man nicht die Verdnderung des LDH/NAG-Verhéltnisses, sondern
die prozentuale Enzymfreisetzung in Bezug auf die Gesamtmenge, so ergaben
sich etwas andere Gruppen. Alveolarmakrophagen von Rind und Mensch (Rau-
cher) setzten nach Inkubation mit Quarz ungefdhr gieiche Mengen an LDH
und NAG in den Medieniiberstand frei, Alveolarmakrophagen von Hund, Ratte
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(beide bei hoher LDH-Freisetzung durch die Kontrollzellen), Affe und Mensch
(Sarkoidose Patienten) und die Tiibinger U937-Zellen setzten deutlich mehr
LDH als NAG in den Uberstand frei. Die Proteinfreisetzung entsprach der
NAG-Freisetzung, so dafl es sich bei den zuletzt genannten Spezies um eine
selektive LDH-Freisetzung handeln muBte.

Nach Inkubation mit Chrysotil Asbest setzten die Alveolarmakrophagen von
Rind (mit Tendenz zu mehr NAG bei < 500 pg/ml), Ratte (bei hoher LDH-
Freisetzung durch die Kontrollzellen), Hund, Affe und Sarkoidose Patienten
und die Tiibinger U937-Zellen mehr LDH als NAG frei. Die Alveolarmakropha-
gen vom Raucher setzten als einzige gleiche Mengen an LDH und NAG in den
Uberstand frei. Auch nach dieser Berechnungsweise variiert das Reaktionsmu-
ster der Zellen nicht zwischen den beiden Stduben, sondern innerhalb der
verschiedenen Spezies. In den meisten Fallen wurde jedoch mehr LDH als NAG
durch die Stdube freigesetzt, was fiir eine Schiddigung der Plasmamembran
durch native Stdube spricht. Die Empfindlichkeit der Zellen gegentiber 50-100 ug
Quarz oder Asbest/ml entspricht der im Abschnitt "Vitalitdt" genannten,

Bezug der freigesetzten Protein- und Enzymmenge auf die durch Kontrollzel-

len freigesetzte Menge

Bei der Berechnung der Enzymfreisetzung nach Inkubation mit Quarz oder As-
best als Prozent der durch die Kontrollzellen freigesetzte Enzymmenge wurde
ein ganz anderer Aspekt beriicksichtigt, die Hohe der Kontrollfreisetzung. Um
ein relatives MaB fiir die Quarz- oder Asbest-induzierte Enzymfreisetzung zu
erhalten, wurde sie mit der von unbehandelten Zellen verglichen. Da die Kon-
trollfreisetzungen bei Alveolarmakrophagen von Ratte und Hund sehr hoch
(vielleicht durch die fiir sie ungiinstigeren in vitro Bedingungen) und bei
U937-Zellen besonders niedrig waren, fiihrte diese Art der Berechnung zu ei-
ner modifizierten Aussage, die sich nicht mit den beobachteten Vitalitdtswer-
ten korrelieren lieB (Abb. 40-43). So konnte diese Berechnungsweise grund-
sdtzlich fiir jede Spezies einzein betrachtet Auskunft iiber die Quarz~ und
Asbest-induzierte Steigerung der relativen Freisetzungen geben. Fiir einen
Vergleich der Zellreaktionen innerhalb der verschiedenen Spezies war sie
weniger gut geeignet, da sie nicht mit den Vitalitdtsdaten korrelierte.

Um die Empfindlichkeit der Zellen gegeniiber Quarz und Asbest zu er-
mitteln, erwiesen sich vor allem die Vitalitdtsbestimmungen und die damit
korrelierende LDH-Freisetzung sowie der LDH-Anteil der adhadrenten Zellen
als geeignet. Die Untersuchungen an U937-Zellen ergaben, daB sie nicht als
Ersatz fiir Alveolarmakrophagen geeignet sind, da sie wesentlich unempfind-
licher auf Quarz und Asbest reagieren. Die Reaktion aller Zellen war auf
Quarz immer stdrker als auf die gleiche Asbestkonzentration (Abb. 42 und 43).
Titandioxid (Anatas, Aldrich, 250 pg/ml) erwies sich in dieser Konzentration
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als inert. Ein Vergleich der Toxizitdt von Titandioxid, Quarz und Chrysotil
Asbest fiihrte bei anderen Arbeitsgruppen (Lock et al., 1986; Pasanen und
Gustafsson, 1986; Donaldson et al.,, 1987; White et al., 1983) zu derselben
Rangfolge.

Bei Morgan und Allison (1980) war eine selektive, hohe NAG-Freisetzung nach
18-stiindiger Inkubation mit Chrysotil Asbest (100 pg/ml) bei Maus-Peritone-
almakrophagen und bei Meerschweinchen- Alveolarmakrophagen zu sehen, die
nicht von einer starken LDH-Freisetzung begleitet wurde. Die Asbest-indu-
zierte NAG-Freisetzung durch menschliche Alveolarmakrophagen entsprach in
ihrem Testsystem der Freisetzung durch Meerschweinchen-Alveolarmakropha-
gen. Im Gegensatz zu diesen und den Ergebnissen von Davies et al. (1974) mit
Maus-Peritonealmakrophagen und Jaurand et al. (1980) mit Kaninchen-Alveo-
larmakrophagen wurde in meinem Testsystem keine hohe, selektive NAG—Frei-
setzung gefunden. Die durch Chrysotil Asbest induzierte NAG-Freisetzung
wurde immer von einer hohen LDH-Freisetzung begleitet.

Nadeau et al. (1987) fanden bei der Inkubation von Ratten-Alveolarmakropha-
gen mit Chrysotil Asbest den gleichen Kombinationseffekt. Auch Hahnon
(1986) fand nach zweistiindiger Inkubation von Ratten-Alveolarmakrophagen
mit 1 mg/ml Chrysotil Asbest eine hohe LDH- und NAG-Freisetzung in den
Medieniiberstand. In Ubereinstimmung hierzu fanden auch Harington et al.
(1971) eine ausgepridgte toxische Wirkung von Chrysotil Asbest bei mensch-
lichen Erythrozyten.

Es wire interessant herauszufinden, worauf die unterschiedlichen Ergebnisse
beruhen. Moglicherweise existieren auch bei UICC Chrysotil A Asbestproben
Modifikationen, die unterschiedlich toxisch wirken. Diese Beobachtung wurde
in unserem Labor fiir DQI12 Quarze (< 5 um) aus verschiedenen Quellen gemacht
(Drosselmeyer, 1988).

Bei der Phagozytose von Latex wurden speziesspezifische Variationen festge-
stellt (Abb. 44). Benson et al. (1988) fanden ebenfalls Unterschiede in der
Phagozytoseleistung von Ab-sRBC bei verschiedenen Alveolarmakrophagen mit
folgender Rangfolge: Hund > Ratte > Maus. Warheit et al. (1987) berichteten
liber speziesspezifische Unterschiede bei der Phagozytoseaktivitdt von Nagern.
Da Alveolarmakrophagen von Rind und Affe in einem &hnlichen Umfang Latex
phagozytierten, aber unterschiedlich stark durch geringe Quarz- oder Asbest-
konzentrationen geschéddigt wurden, lag der SchluBB nahe, daB weitere Fak-
toren fiir die unterschiedliche Empfindlichkeit der Zellen verantwortlich sind.
Diese Annahme wird dadurch bestdrkt, daB Alveolarmakrophagen, die durch
das Festkleben von Quarz oder Asbest diese nicht phagozytieren konnten, we-
niger geschidigt wurden als im gleichen Ansatz mit phagozytierbarem Quarz
oder Asbest (Hofheinz, 1988).

Griinde fiir die Interspeziesunterschiede bei der Zytotoxizitdt von nativem
Quarz oder Asbest konnten auf eine unterschiedlich starke Schadigung der
Plasmamembran und/oder der Lysosomenmembran zuriickzufiihren sein. Die
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Stabilitdt von Membranen hdngt nach Weissmann und Rita (1972) und nach
Ruiz et al. (1988) von ihrer Zusammensetzung ab. Diese konnte bei den ver-
schiedenen Spezies variieren. Godleski (1984) fand z. B. eine unterschiedliche
Zusammensetzung von Antigenen Determinanten in der Plasmamembran von
Alveolarmakrophagen verschiedener Spezies.,

Untersuchungen zur Empfindlichkeit einzelner Subpopulationen bei Rinder-Al-
veolarmakrophagen auf Quarz (Schimmelpfeng et al., 1989) deuten ferner da-
rauf hin, daB nicht alle Alveolarmakrophagen gleich geschddigt werden, son-
dern bestimmte Subpopulationen mehr als andere. In der Zusammensetzung
dieser Subpopulationen ware demnach auch eine mogliche Ursache fiir Inter-
speziesunterschiede zu sehen.

Beide Staube, Quarz und Asbest, libertragen Elektronen auf biologische Mem-
branen (Robock et al., 1973 b, Beck et al., 1973, Fisher et al., 1987; Fubini et
al., 1987). Dadurch kann in aerober Umgebung die Bildung von OZ " induziert
werden (Roitt et al., 1987). Uber die Quarz- und Asbest-induzierte Produktion
reaktiver Sauerstoffspezies berichteten Hedenborg und Klockars (1987). Viele
Reaktionen der Zellen auf Quarz und Asbest, wie Vitalitdtsverlust und Frei-
setzung von LDH, entsprechen den Reaktionen von Zellen bei Oxidanzstress
(Forman et al., 1987). Die Zellen verschiedener Spezies konnten demnach auch
durch eine unterschiedliche Toleranz fiir Radikale speziesspezifische Variatio-
nen im AusmaB der Quarz- und Asbest-induzierten Schadigung aufweisen. In
dieser fiir Asbest und Quarz gleichen Wirkung auf die Zellen ist auch ein
Grund fiir die dhnliche Reaktion der Zellen auf beide Stdube zu sehen.

Modifizierung der Partikeloberfléche

Nach Wallace et al. (1985) bewirkte die Vorinkubation von Quarzteilchen mit
DPL eine vollige Inhibierung der zytotoxischen Quarzwirkung. Da dieser An-
satz unrealistisch war, wurde in unserem Testsystem DPL simultan mit den
verwendeten Stduben appliziert, was auch in der Lunge der Fall ist.

Da eine einstiindige Vorinkubation der Zellen mit DPL, gefolgt von einer
20-stiindigen Quarzinkubation (250 pg/ml), keinerlei Schutz bewirkte (Abb. 5),
handelte es sich nicht um einen durch Interaktion mit der Makrophagenmem-
bran ausgelosten, sondern um einen durch Interaktion von DPL mit Quarz
induzierten Schutzeffekt fiir die Zellen. Als Bestédtigung ergaben Untersu-
chungen von Yui und Yamazaki (1987), daB Phosphatidylcholin iiberhaupt nicht
an Makrophagenmembranen bindet.

Bei der Quarz-DPL-Interaktion ist zu vermuten, daB es zu einer elektro-
statischen Anziehung zwischen der negativ geladenen Quarzoberfldche
und positiv geladenen Gruppen (R—N(CH3)38+) in der polaren Kopfregion
der DPL-Molekiile kommt (Depasse, 1985). Dabei kann es zur Ausbildung
von Wasserstoffbriicken mit Phosphatestern kommen. Da beide Kompo-
nenten (Quarz und Phospholipid) von einem wdassrigen Milieu umgeben
waren, bildete sich moglicherweise eine schiitzende DPL-Doppelschicht um die
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Quarzpartikel, dhnlich einer Zellmembran. Dieser Vorgang dauert im Fall von
BSA und Chrysotil Asbestfasern 20 Minuten (Valerio et al., 1986). Die Dauer
des Adsorptionsvorganges fiir Quarz und DPL ist nicht bekannt. Am Beispiel
der Rinder-Alveolarmakrophagen war jedoch zu sehen, daB dieser Prozess
rechtzeitig abgeschlossen ist, so daB die Zellen nicht mehr in Kontakt mit
der zytotoxisch wirkenden Quarzoberflache kamen. Ein &dhnlicher Schutzeffekt
wurde durch die Verwendung von PVPNO, einer synthetischen Substanz, er-
reicht (Nash et al., 1966; Robock et al., 1973 b). Die zytotoxische Wirkung des
Quarzes beruht demnach auf einer Oberfldcheneigenschaft und ist durch Um-
mantelung der Quarzpartikel mit DPL oder PVPNO zu unterbinden.

In der vorliegenden Arbeit konnte fiir jede der getesteten Spezies ein DPL-
Schutz beobachtet werden. Dieser Schutz fiel jedoch unterschiedlich stark aus
(Tab. 13). Je nach getestetem Parameter war der Schutzeffekt fiir Rinder-
Alveolarmakrophagen und Tiibinger U937-Zelien am stdrksten, gefolgt von
einem geringeren Schutzeffekt bei Ratten-Alveolarmakrophagen. Der geringste
Schutz war bei menschlichen Alveolarmakrophagen zu beobachten, wobei die
Zellen des Rauchers resistenter gegeniiber Quarz und DPL zu sein schienen,
als die Zellen des Sarkoidose Patienten. Dieser Befund bedarf jedoch einer er-
neuten Uberpriifung.

Diese Ergebnisse deuten an, daB es einen intrazelluldren Prozess der DPL-
Quarzretoxifizierung gibt, der auf die Entfernung des DPL durch lysosomale
Phospholipasen zuriickgefiihrt werden kann (Keane et al., 1989; Miles et al.,
1988). Bei dieser Retoxifizierung existieren speziesspezifische Variationen
(Tab. 13). Eine unterschiedliche Geschwindigkeit oder ein unterschiedliches Po-
tential der Partikelretoxifizierung konnte die Ursache sein. Die Unterschiede
bei den Zellen verschiedener Spezies kdnnten durch den Einsatz unterschied-
licher Enzyme (PL-A,, PL-A,, PL-C, Lysophospholipasen oder Diacylglycerol-
Lipasen), durch unterschiedliche Enzymaktivitdten oder unterschiedliche En-
zymkonzentrationen zustande kommen. Einen Hinweis auf diese Erkldrung ge-
ben die Unterschiede beziiglich der a-Naphtyl-butyrat-Esterase bei den Zellen
(Abb. 36 a und b) und ihre unterschiedlichen NAG-Gehalte (Tab. 9). Hier
besitzen die Spezies mit den hdchsten DPL-Schutzeffekten (Rind, Ratte und
U937) auch die geringsten NAG-Gehalte. Speziesspezifische Unterschiede in
den lysosomalen pH-Werten kdnnten die Aktivitat der Phospholipasen beein-
flussen (van den Bosch, 1980). Auch eine Kombination aus unterschiedlicher
Phagozytosegeschwindigkeit, gefolgt von einer frithen oder spédten Fusion der
quarzhaltigen Phagosomen mit den enzymhaltigen Lysosomen konnte eine
Auswirkung auf die Geschwindigkeit der DPL-Quarz Retoxifizierung haben.

In meinem Testsystem war der DPL-Schutz bei Ratten-Alveolarmakrophagen
geringer ausgepréagt, als bei Wallace et al. (1985). Dieser Unterschied beruhte
sicher nicht auf der unterschiedlichen DPL-Behandlung. Bei Rinder-Alveolar-
makrophagen war der DPL-Schutz bei beiden Inkubationsweisen derselbe, sie-
he Piatzold (1989) zum DPL-Schutzeffekt nach Vorinkubation von Quarz mit
DPL. Er hielt in beiden Systemen sogar 40 Stunden und ldnger an (Abb. 47,
48 und Pdtzold (1989). Der unterschiedliche DPL-Schutz bei den Ratten-Alveo-
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larmakrophagen beruht wahrscheinlich auf der kiirzeren Inkubationszeit bei
Wallace. Sie betrug nur 2 Stunden, und es ist sehr wahrscheinlich, daf3 in
diesem kurzen Zeitraum die Phospholipasen oder andere lysosomale Enzyme
den DPL-Quarz nicht retoxifizieren konnten,

Mit Hinblick auf realistische Vorgédnge in der Lunge konnte in Anwesenheit
von Lavagefliissigkeit ein deutlicher Schutzeffekt vor DQI2 Quarz beobachtet
werden (Abb. 45-48). Eine Adsorption von Surfactant an die Quarzoberfliche
wurde von Desai und Richards (1978) nachgewiesen. Danach adsorbieren 250 pg
Min-U-Sil Quarz ca. 42 pg Surfactant oder 4 pg BSA. Das AusmaB des mit
Rinder-Alveolarmakrophagen beobachteten Schutzes vor Quarz in Gegenwart
von angereicherter Lavagefliissigkeit stimmte mit den Ergebnissen von Emer-
son und Davis (1983) lberein. In beiden Studien wurden &hnliche Fldchenbele-
gungen mit Quarz verwendet (Tab. 15). Bei Emerson und Davis nahm die Frei-
setzung von LDH durch Ratten-Alveolarmakrophagen in Anwesenheit von an-
gereicherter Lavagefliissigkeit nach 20-stiindiger Inkubation mit Quarz von
18 % (Kontrolle) auf 39 % (400 pg/ml) zu. In meinem Testsystem mit Rinder-
Alveolarmakrophagen und angereicherter Lavagefliissigkeit wurde ein Anstieg
der LDH-Freisetzung von 6 % (Kontrolle) auf 14 % bei 20-stiindiger Inkubation
mit 500 pg Quarz/ml gemessen. Der Schutz durch die Lavagefliissigkeit nahm
im Gegensatz zum DPL-Schutz im Zeitraum zwischen 20 und 40 Stunden ab
(Abb. 47 und 48). Die Ursachen sind noch unbekannt. Entweder war die DPL-
Konzentration in der Lavagefliissigkeit zu gering (ca. 7 pg/250 pg Quarz), so
daB die wenigen schiitzenden DPL-Molekiile nach 20-40 Stunden durch lyso-
somale Enzyme von der Quarzoberflache abgelost worden waren oder der
Schutz der Lavagefliissigkeit war nicht allein auf den DPL-Gehalt zuriickzu-
fiihren. Lavagefliissigkeit enthdlt neben dem DPL auch andere Komponenten,
wie Proteine und Enzyme (Hendersen et al., 1987) oder auch Antioxidantien,
wie Vitamin E (Pacht et al, 1986). Moglicherweise war die Schutzwirkung ein
Kombinationseffekt verschiedener Komponenten, deren Schutzwirkung unter-
schiedlich lange anhielt.

Obwohl BSA an Quarz adsorbierte (Rainbow et al., 1983), schiitzte es Rinder-
Alveolarmakrophagen nicht vor der zytotoxischen Quarzwirkung (Abb. 46).
Dieser Befund wurde durch Untersuchungen von Tilkes und Beck (1983) an
Meerschweinchen-Alveolarmakrophagen bestédtigt. Bei BSA wurde eine sehr
lockere Adsorption einer duBeren BSA-Schicht an Quarz beobachtet und eine
irreversible Adsorption, verbunden mit einer hitzedenaturierungséhnlichen
Konformationsdnderung bei einer inneren BSA-Schicht (Rainbow et al., 1987).
Da BSA eine Halbwertszeit von 20 Stunden in Lysosomen besitzt (Dice et al.,
1987), kann nicht eine schnelle Degradierung des BSA von der Quarzoberflédche
durch lysosomale Enzyme die Ursache fiir die beobachteten zytotoxischen
Quarzeffekte sein. Die adsorbierte Menge, 4 pg BSA/250 pg Quarz im Gegen-
satz zu 42 pg Surfactant/250 pg Quarz reichte vermutlich nicht aus, um die
toxische Wirkung der Quarzoberfldache zu inhibieren.

Bei Chrysotil Asbest wurde bei keiner getesteten Spezies ein DPL-Schutz-
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effekt beobachtet (Tab. 13), obwohl DPL an der Oberfliche von Chrysotil As-
best adsorbiert wird (Bignon und Jaurand, 1983). Dieses steht im Einklang mit
den Beobachtungen anderer Autoren (White et al., 1983 und Morrison et al.,
1986). PVPNO, eine synthetische Substanz, die wie DPL vor Quarz schiitzte,
bot ebenfalls keinen Schutz vor Chrysotil Asbest (Robock et al., 1973 b). BSA
adsorbierte zwar an Chrysotil Asbest (Valerio et al., 1986/87), schiitzte jedoch
auch nicht vor Asbest (Abb. 49). Zu diesem Ergebnis gelangten auch White et
al. (1983).

Aus der Literatur war bekannt, daB die Oberfldche von Chrysotil Asbest
durch Behandlung mit Siure modifiziert werden konnte (Sample und Horn,
1979; Morrison et al., 1986). In einer Studie von Jaurand et al. (1984) wurde
ein pH-abhéngiges Herauslosen des Magnesiums in Lysosomen (pH 4) von
Kaninchen-Alveolarmakrophagen gemessen. Die innerhalb eines Tages nach
Phagozytose von Chrysotil Asbest in den Lysosomen herausgeloste Magne-
siummenge betrug fast 40 % und wurde auch durch die vorherige Adsorption
von Erythrozytenmembranen an Asbest nicht wesentlich gemindert. Kam Chry-
sotil Asbest in Kontakt mit S&duren, so wurde demnach die &duBere Brucit-
schicht herausgelost (Jaurand et al., 1984) und die darunterliegenden Silanol-
gruppen exponiert (Sample und Horn, 1979). Dieses konnte hier genauso wie
bei den RBC-ummantelten Fasern trotz DPL-Adsorption der Fall gewesen sein.
Die geschiitzte Asbestoberfldche wiirde abgetragen und eine Quarz-#hnliche
Oberfldache kdme darunter zum Vorschein.

Lavagefliissigkeit wurde ebenfalls von Chrysotil Asbest adsorbiert, ca. 51 pg
Surfactant/250 pg Asbest (Desai und Richards, 1978). Im Gegensatz zu DPL
bewirkte Lavagefliissigkeit zumindest tendentiell einen Schutzeffekt vor As-
best (Abb. 49). Die schiitzende Wirkung von Lavagefliissigkeit vor der hédmo-
lytischen Wirkung von Chrysotil Asbest war schon von Desai et al. (1975) und
Light und Wei (1980) beschrieben worden. Dieser Schutzeffekt kann also auf
einen Schutz der Plasmamembran zuriickzufiihren sein. Da Alveolarmakropha-
gen die Asbestfasern phagozytieren, muB3 der Schutzeffekt auf jeden Fall auf
eine andere Komponente als das unwirksame DPL zuriickzufiihren sein. Die
Ursache fiir die leichte Schutzwirkung wurde in der vorliegenden Arbeit nicht
gekldrt. Es war jedoch auffillig, daB sich die Reaktionsmuster der mit Chry-
sotil Asbest und Lavagefliissigkeit oder mit Chrysotil Asbest und Vitamin E
behandelten Ansidtze glichen (Abb. 49). Bei beiden war die LDH-Freisetzung
gegeniiber nativem Asbest reduziert, wahrend die NAG-Freisetzung ungemin-
dert erschien. Nach Fisher et al. (1987) beruhen zytotoxische Asbesteffekte
auch auf der Fzhigkeit von Chrysotil Asbest, Elektronen auf die biologische
Zellmembran zu iibertragen. Es ist also denkbar, daB Vitamin E oder andere
Antioxidantien aus der Lavagefliissigkeit diese zytotoxischen Prozesse redu-
zierten und daher eine geringe Minderung des Schadens verursachen konnten.
Andere zytotoxische Effekte wie das Exponieren der Quarz-dhnlichen Oberfla-
che nach Herauslosen der Brucitschicht in den Lysosomen blieben bestehen.

Ein weiterer Aspekt der Asbest-induzierten Zytotoxizitdt betrifft die Dimen-
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sion der Asbestfaser. In einer Arbeit von Hahnon et al. (1986) wurde ersicht-
lich, daB intermedidre Fasern (21 x 0,17 pm) in ihrer Toxizitdt weniger durch
Beschichtung mit Metallsalzen (NH,Fe(SO,),) reduziert werden konnten als
kiirzere Fasern (2,1 x 0,07 ym). Nach diesen Ergebnissen zu urteilen bildet die
Faserldnge eine weitere Ursache fiir die zytotoxische Asbestwirkung. Dieser
Effekt wédre demnach auch nicht durch eine Verdnderung der Faseroberfliche
zu modifizieren.

‘Ahnlich wie bei Whydler et al. (1988) ergibt sich folgende SchluBfolgerung:
Die meBbare Toxizitdt von Chrysotil Asbest konnte ein Resultat von drei Faser-
eigenschaften sein: der Faserdimension, der chemischen Zusammensetzung und
dem Potential zur Radikalkatalyse.

Allgemeine Probleme

Um die Ergebnisse von Toxizitdtstests unter verschiedenen Bedingungen (Va-
riationen in Zellzahl, Kulturflache, Medienvolumen und Staubkonzentration)
besser vergleichbar zu machen, wurde der EinfluB3 einzelner Parameter genau
untersucht, Dabei stellt sich heraus, daB das AusmaB des Quarzeffektes liber-
haupt nicht von der Fldchenbelegung mit Zellen abhing (Abb. 3 und 4). Hier-
fir gibt es folgende Erkldrung. Die Quarzpartikel sanken auf den Plastikun-
tergrund und kamen dort in Kontakt mit den adhédrenten Zellen (Robock et
al., 1973 b). Dieser Kontakt reduzierte die Mobilitit der Zellen und ihre Pha-
gozytoseaktivitdt (Daniele, 1985; Zimmerman et al., 1985), so daB die Zellen
keinen weiteren Quarz aufnehmen konnten. Bansal und Kaw (1981) berichteten
ergdnzend von der Quarz-induzierten Verdnderung des LDH-Isoenzymmusters
in den Makrophagen. Dabei kam es zu einer Verschiebung von aerober zu
anaerober Glykolyse in den Quarz-behandelten Zellen. Die Folge war ein Man-
gel an Energienachschub in der Zelle, der zur Abnahme der Phagozytoseakti-
vitat fiihrte. Unter der Annahme, daB die Zellen durch Quarz sehr schnell im-
mobilisiert und in ihrer Phagozytoseaktivitdt gehemmt werden, kann die Zer-
storung der Zellen direkt von der applizierten Flachenbelegung mit Quarz ab-
hiangen. Ein Vergleich von Literaturwerten unter diesem Aspekt ldBt sehr
schnell eine starke Ubereinstimmung der Ergebnisse verschiedener Arbeits-
gruppen bei gleicher Flachenbelegung mit Stduben (Tab. 15) erkennen. Daraus
ergibt sich die SchluBfolgerung, daB das quantitative Ausmafl des Quarzeffek-
tes nicht allein von der Konzentration der Staubsuspensionen, sondern haupt-
sdchlich von der Fldchenbelegung mit Stduben abhéngt.

Extrapolationen von in vitro gewonnenen Daten sind nicht leicht. Genaue Er-
gebnisse dhnlicher in vivo Studien sind dazu notwendig, da im Organismus ei-
ne Vielzahl von Parametern die Fibroseentstehung beeinfluBt. Dabei spielen die
Lungenvolumina, die Atemfrequenz und der Aufbau des gesamten Respirations-
traktes eine Rolle fiir die tatsichliche Lungenbelastung bei Individuen ver-
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schiedener Spezies trotz gleicher Staubkonzentration in der AuBenluft. Die
Reaktion der lokal vorhandenen Zellen hdngt wiederum von der Art der
Wechselwirkung verschiedener Zelltypen, der Abgabe von Mediatoren, der
Zellzusammensetzung und von korpereigenen Schutzmechanismen ab. In allen
aufgezdhlten Komponenten kann es speziesspezifische Variationen geben.

Eine interessante, neue Variante eines erweiterten in vitro Testsystems bot
das Kultursystem von Placke et al. (1987). Gewebeschnitte von Lungen ver-
schiedener Spezies wurden mit 0-5000 pg Krokidolit Asbest/ml ldnger als 4
Wochen in Kultur genommen. Dabei kam es zu einer konzentrationsabhingigen
Schéddigung des Lungengewebes mit dhnlichen fibrotischen Verdnderungen, wie
sie in vivo beobachtet wurden. Die Schadigungsmerkmale waren bei dem Ge-
webe von Mensch und Ratte stdrker ausgeprédgt als bei dem Gewebe von Rind
und Hamster. In meiner Untersuchung reagierten die menschlichen Alveolar-
makrophagen ebenfalls am empfindlichsten auf Chrysotil Asbest und die Al-
veolarmakrophagen vom Rind resistenter. Die Zellen der Ratte waren jedoch
gegeniiber Asbest besonders unempfindlich, mdglicherweise jedoch stark akti-
viert. Sie konnten fibroseinduzierende Mediatoren abgegeben haben, deren
Wirkung in meinem Testsystem nicht erfaB8t wurde, wohl aber in dem Test-
system von Placke et al..

Da in vivo sehr kleine Quarz- oder Asbestmengen inhaliert werden, kann ne-
ben der Freisetzung lytischer Enzyme durch absterbende Alveolarmakrophagen
die Aktivierung der librigen Zellen wichtige Auswirkungen haben. Nicht letal
geschidigte Alveolarmakrophagen mit intakten Stoffwechselfunktionen konnen
Mediatoren freisetzen, die sekundéar zur Fibroseentstehung fiihren (Heppleston,
1984; Bowden, 1987). Die Lidnge der bis zum Eintreten der zytotoxischen Wir-
kung andauernden Latenzzeit entscheidet daher moglicherweise iiber die Inten-
sitdt der nachfolgenden fibrotischen Reaktion der betroffenen Zellen.

Daher bietet das Kultursystem von Placke et al. (1987) eine sinnvolle Erweite-
rung und ein Bindeglied zwischen den in vitro Untersuchungen an reinen
Monokulturen und den wesentlich komplexeren in vivo Studien. Die in vitro
Untersuchungen an Monokulturen bleiben jedoch weiter sehr geeignet, um
einzelne Aspekte an bestimmten Zelltypen zu untersuchen. Placke et al. (1987)
konnte zwar die Schiddigung von Alveolarmakrophagen durch Asbest beobach-
ten, jedoch keine ndhere Aussage iiber den Mechanismus der Schadigung
machen. Leider gibt es zur Zeit noch zu wenige direkt vergleichbare in vivo
und in vitro Untersuchungen. Hier liegt eine sinnvolle Zielsetzung fiir zu-
kiinftige Studien.
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V. Zusammenfassung

Alveolarmakrophagen verschiedener Spezies reagierten auf DQ12 Quarz oder
Chrysotil Asbest qualitativ gleich. Dabei nahm die Vitalitdt der Zellen ab und
die Freisetzung von zytoplasmatischer Laktat-Dehydrogenase (LDH) und lyso-
somaler N-Acetyl-B-Glucosaminidase (NAG) in den Uberstand zu. Es zeigte
sich folgendes:

(1) Es bestand eine deutliche Konzentrationsabhéangigkeit der Quarz- und As-
besttoxizitdt in allen getesteten Parametern.

(2) Chrysotil Asbest erwies sich bei der Applikation gleicher Konzentrationen
als weniger toxisch als DQI2 Quarz.

(3) Die Quarztoxizitdt hing nicht von der Fléachenbelegung mit Zellen, sondern
von der Fldchenbelegung mit Quarzpartikeln ab. Ein Vergleich mit Ergebnissen
anderer Arbeitsgruppen zeigte, daB das AusmaB der Zellschadigung direkt von
der Fldchenbelegung mit Stduben und nicht von der Konzentration der Staub-
losung abhidngt.

(4) Quantitativ betrachtet variierte die Empfindlichkeit der Alveolarmakropha-
gen gegeniiber Quarz und Asbest speziesspezifisch. Es kristallisierten sich
zwei verschiedene Gruppen heraus. Die Alveolarmakrophagen von Mensch, Affe
und Hund waren im niedrigen Konzentrationsbereich (50-100 pg/ml) in allen
getesteten Parametern empfindlicher als die Zellen von Rind und Ratte. Bei
500 pg/ml zeigte sich in der Reaktion Quarz-exponierter Zellen ein gemein-
samer Endpunkt beziiglich der Vitalitdtsabnahme, der bei Asbest-exponierten
Zellen vermutlich bei einer hdheren Asbestkonzentration lag.

(5) Die undifferenzierten U937-Zellen erwiesen sich als wesentlich unempfind-
licher gegeniiber Quarz und Asbest als die untersuchten priméren Alveolarma-
krophagen.

(6) Die in Punkt 4 und S5 genannten Unterschiede lieBen sich nicht allein auf
eine unterschiedliche Phagozytoseaktivitdat der Zellen zuriickfiihren.

(7) Bei der beobachteten Reaktion der Zellen auf die Stdube lieBen sich keine
einheitlichen Reaktionsmuster feststellen. Die Interspeziesvariationen innerhalb
eines getesteten Staubes waren grofler als die Unterschiede in der Reaktion
auf die verschiedenen Stdube.

(8) Die zytotoxische Quarzwirkung konnte durch simultane Inkubation von
Rinder-Alveolarmakrophagen mit Quarz und Dipalmitoyl-Lecithin (DPL) oder
Lavagefliissigkeit aufgehoben werden. Dabei hielt der DPL-Schutzeffekt lénger
als 40 Stunden an, wdhrend die Wirkung der Lavagefliissigkeit etwa 20 Stun-
den nach Quarz-Phagozytose nachlieB. Bei der Verwendung von Rinderserum-
albumin statt DPL wurde kein Schutzeffekt vor Quarz oder Asbest bei Rin-
der-Alveolarmakrophagen beobachtet.

(9) Der DPL-Schutz vor der zytotoxischen Quarzwirkung trat bei allen getes-
teten Spezies auf, jedoch in unterschiedlicher Quantitdt. Bei den Alveolarma-
krophagen von Rind, Ratte und den U937-Zellen war der Schutz am stédrksten,
bei menschlichen Alveolarmakrophagen am schwichsten.

(10) Bei gleichzeitiger Inkubation der Zellen mit Chrysotil Asbest und DPL war
kein DPL-Schutzeffekt bei den getesteten Spezies zu beobachten.
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VI. Tabellen und Abbildungen







Tabelle i:

Zusammensetzung der Zelltypen in der Lavagefliissigkeit bei verschiedenen
Spezies®. Ein Vergleich der Ergebnisse dieser Arbeit mit Literaturangaben

Mekrophagen Granulozyten Lymphozyten Autoren

(%) (%) (%)
Rind > 95 b
> 90 c
93 + 2 3 + 2 5§ + 1
92 + 3 2 =+ 2 + 4 e
Ratts 96 + 1 i £ 1 0 f
92 + 1 i i i = 2 f
93 1+ 2 6 3 2 g
91 + 2 (] 9 + 3 e
Hund 81 + 5 12 + 4 + 3 h
75 4 21
Affe 90 + 2 <1 6 + 2 i
79 + 1 o 21 + 1 e
ENSC
Kontrolle 92 1 7 j
91 =+ 2 1 8 + 7 k
71 o+ 7 7 = 2 23 = 7 1
Raucher 96 1 3 j
100 0 (¢ e
Sarkoidose Patient 61 2 37 j
44 % 2 58 =+ k
70 + S 2 28 = § 1
59 « 2 + 1 39 = e

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler.

Miller (1979)
Harmsen et al. (1985)
Krombach et al. (1987)
Costabel et al. (1986)
Shindoh et al. (1986)
Duffy et al. (1986)

a Angaben in % der erhaltenen Gesamtzellzahl
Bielefeldt Ohmann et al. (1984)

White et al. (1983)

Bielefeldt Ohmann et al. (1986)

>n
o al

Schimmelpfeng, diese Arbeit
Henderson et al. (1987)

= 0 L Q
_— e
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Tabelle 2: Eigenschaften von U937-Zellen aus verschiedenen Quellen? (Teil 1)

Klassische U937 Tibinger U937 Amerikanische U937
a-Nephtyl-ecetat—
EHaterase stark positivb negativ negativ
a~Naphty l-butyrat—
Haterase - negativ negativ
Verdopplungszeit 4 Tage _ 5 +1 Tage 5 + 1 Tage
Suspensionskulturform Zellen vereinzelt Aggregatbildung Zellen vereinzelt
Phagozytose von:
2 uym Latex (1h 37°C) 20 % - -
{2-5 Latexpartikel/Zelle)
2 pym Latex (20h 37°C)
{1-5 Latexpartikel/Zelle) - 23 + 4 % -
{> 5 Latexpartikel/Zelle) - 6 + 1 % -
Rogettenformation mit:
saRBC ( 3 sRBC/Zelle) 0%X_.4 15 + 10 % -
Ab-sRBC ( 3 sRBC/Zelle) 31 % c 49 + 23 % -
A (Ab-sRBC - sRBQC) 31 % 34 + 13 % -

Abkilirzungen siehe Liste.
a Nidhere Beschreibung der Quellen siehe Kapitel 2.2.1,
Rozensjain et al. (1968)

b
< Sundstrém et al. (1976)
d Die verwendeten Schafserythrozyten (sRBC) wurden mit Neuraminidase behandelt
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Tabelle 3: Eigenschaften von U937-Zellen aus verschiedenen Quellen? (Teil 2)

Klasasische U937

Tubinger U937 Amerikanische U937

Adhlirenz nach 20h

in RPMI-Medium negativ sehr stark stark
Adhlirenz nach TPA sehr stark sehr stark sehr stark
PGHy Synthese nach TPA positivy negativ -
Oberflichenepitope _

CDiila 0,6 % b 4,0 % b -
CD11b 8,4 % b 6,8 % b -
CD1ic 141 % b 5,3 % b -
Transferrin-Rezeptor 99.6 %, 99,7 % ¢ -
CD14 0,5 % b 20,2 % b -
Fc-Rezeptor 0,7 % b 6,3 % b -
CD18 84,2 % b 89,9 % b -

Abkirzungen siehe Liste.

a Nihere Beschreibung der Quellen siehe Kapitel 2.2.1.
b Hass, schriftliche Mitteilung (1989)

c Immunologischer Nachweis,

auch Fischer et al. (1988)

siehe Hass et al. (1989), Bedeutung der Epitope siehe




Tabeile 4:

Zusammenfassung verschiedener physikalischer Eigenschaften der verwendeten Stdube
(Ndheres siehe Kapitel 2.3.)

Chemische Formel Dichte Spezifiache Geometrischer
[g/cmal Oberfliiche Durchmesser
ImZ/g] [um]

Lateax (Polystyrol) 1,05

0,82 + 0,01

2,02 + 0,01

Ti02 3’9a,b 6v7f 0,44 + 0,11
Tisandioxid TiO, 3.9 . 2,1 ¢ 1,00 + 0,46
Rutil 4,25 b
(Aldrich)
JTitandioxid TiO, 3,9 4,5 0,6
a a

Anates
(Polyaclences)
DQuprz
DQi2 SiO2 2.7b 7,4-C 0,80 + 0,20
Asbest Faserdurchmesser:
Chrysotil A 3Mg0'2$i02'2H20 2,6e 17—54d.e ca. 95 ¥ < 0,5 y.mg
UICC Faserlidnge:

97 %4 < S8 pm
a Angaben der Herstellerfirma
b Lax (1964)
c Robock (1973)
d Nadeau et al. (1987)

®

-

g.h

Hahnon et al. (1986)

Drosselmeyer, schriftiiche Mitteilung (i588)

Spurny, schriftliche Mitteilung (g: 1989, h: 1986)




Tabelle 5:

Freisetzung von N-Acetyl-B-Glucosaminidase (mU/ml) durch Rinder-
Alveolarmakrophagen nach 2- oder 20-stiindiger Inkubation mit Latex
(0,8 um, 50 pg/ml) oder Titandioxid (Rutil und Anatas, Aldrich,

500 ug/ml)

(n) 2 Stunden (n) 20 Stunden_
Kontrolle (5) 0,5 + 0,1 (7) 6,3 + 1,5
Latex (5) 06 + 0,1 (3) 4.8 + 2.8
Rutil (5) 1,3 + 0,3, (5) 19,9 + 3,5y
Anatas (5) 1,3 =+ 0.2y (3) 18,7 + 2,3C

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern. Signifikant

von der

Kontrolle verschieden mit a (2p < 0,05), b (2p < 0,01) oder ¢ (Zp < 0,008).

n Anzahl der getesteten Individuen




Tabelle 6:

Protein-, LDH- und NAG-Freisetzung durch Rinder-Alveolarmakrophagen nach 20-
stiindiger Inkubation mit Titandioxid (Anatas, Aldrich und Polysciences)

Titandioxid— (n) Protein LDH NAG
Konz. (ug/ml) (ug/mi)- (mUu/ml) (mUu/ml)
iontrolle (13) 20 + &6 14 =+ s 2 + 0,3
Aldrich:

250 (4) 18 + 3 24 + 10 6 + 4
500 2) 68 + 8y 27 =+ 2, 23 + 8,
Polysciences:

250 (1) 8 =+ 8 3 + 2 3 =+ 0,2
500 2 47 + 37 11 + 3 6 + 01,

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern. Signifikant von der Kontrolle ver—
schieden mit & (2p < 0,05) oder b (Z2p < 0,001). Abklirzungen siehe Liste.

n Anzahl der getesteten Individuen




Tabelle 7;

Spezifischer Enzymgehalt und LDH/NAG-Verhiltnis in verschiedenen Kultur-
fraktionen nach 20-stiindiger Inkubation von Rinder-Alveolarmakrophagen mit

79 -

DQ12 Quarz oder Chrysotil Asbest (250 yg/ml)

(n) U LDH/mg Prot U NAG/mg Prot LDH/NAG
Zenen:
Kontrolle (13) 0,69' + 0,11 0,14 + 0,02 5,4 + 09
Quarz 9) 0,35 + 0,11 0,18 + 0,05 2,5 + 0,7
Asbheat (4) 0,35 + 0,11 0,18 + 0,03 2,1 + 05
tiberstiinde;
Kontrolle (13) 0,94 + 0,26 0,15 + 0,03 58 + 12
Quarz (9) 0,66 + 0,12 0,12 + 0,01 5,4 + 1,0
Asbest 4) 0,56 + 0,07 0,21 + 0,01 2,8 + 04
Pellets:
Kontrolle (13) 1,15 + 0,39 0,50 + 0,31 5,7 + 1,3
Quarz 9 0,50 + 0,10 0,33 + 0,11 40 + 11
Asbest (4) 0,41 + 0,10 0,16 + 0,04 4.4 + 1.8
Summe:
Kontrolle (13) 0,66 + 0,10 0,14 + 0,02 55 + 1,0
Quarz 9) 0,59 + 0,14 0,16 + 0,04 4.6 + 1,2
Asbest 4) 0,39 + 0,09 0,i6 + 0,03 2,5 + 04

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern. Abkiirzungen siehe Liste.

n Anzahl der getesteten Individuen




Tabelle 8:

Vitalitat, Adhdrenz und Proteinfreisetzung nach 20-stiindiger Inkubation von Rinder-
Alveolarmakrophagen mit verschiedenen Stiduben (250 pg/ml) ohne und in Gegenwart
von DPL

Zehl der Vitalitiit Protein im Protein im

adhirenten (¥ Kontrollel tiberstand tiberstands-

Zallen (% der Ge- pellet [% der

() (% Kontrollel samtmengel] Gesamtmengel

Kontrolle (13-15) 100 100 7 + 2 15 + 2
Kontrolle + DPL (6-10) 101 + 9 105 + 3 7+ 1 23 + 6
Latex 0.8 pm 1-2) 115 105 3 + 2 5 « 5
Titandioxid
Anatas (Aldrich) (4) 84 + 16 104 + 3 6 + 2 25 + 7
Quarz (7-9) 96 + 7 27 7y 58 + 4 8 + 3
Quarz + DPL (3-6) 90 + 10 93 + 3 6 + 3 16 + 4
Asbesat (4.-5) 100 + 11 48 + 8, 24 + 5, 9 + 4
Asbest. + DPL (4) 74 + 12 61 + 2, 22 + 3, 14 + 4

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern. Signifikant von der Kontrolle ver-
schieden mit a (Zp < 0,01) oder b (2p < 0,001). Abklirzungen siehe Liste.

n  Anzahl der getesteten Individuen




Tabelle 9:

Zellzahl bezogene Protein- und Enzymgehalte von Alveolarmakrophagen verschiedener
Spezies und Tiibinger U937-Zellen?®

Protein LDH NAG LDH/NAG

_ (m)  (ugr106z) (mu/1062) (mu/10%2)

Rind (13) 81 =+ 9 59 =+ 12 11 + 2 5
Ratte (8) 127 + 32 80 + 1§ S = 1 15
Hund 4) 38 + 6 8 =+ 1 4 + 1 2
Affe 3) 80 = 14 40 + 6 67 + 12 <1
Raucher (1) 386 + 8 73 = 14 50 + 4 2
Sarkoidose Patienten (2) 159 + 42 95 =+ 47 49 =+ 10 2
Tibinger U937 (3) 225 x+ 38 268 + S50 2 = 1 27
Amerikaniache U937 () 267 + 5 95 + 12 27 + 1 4

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern. Abklirzungen siehe Liste.
a Die Zellen befanden sich vor der Analyse 20 Stunden in Kultur

n Anzah! der untersuchten Individuen




Tabelle 10:

Konzentrationsabhingige Freisetzung von N-Acetyl-f-Glucosaminidase nach 20- stiindiger
Inkubation von Alveolarmakrophagen verschiedener Spezies und U937-Zellen mit DQI2
Quarz oder Chrysotil Asbest?®

(n) 80 pg/mi (n) 100 pug/mi (n) 250 pg/ml (n) 500 pg/ml
uarz:
Rind 1) 126 1) 206 (9) 1226 +200 (1) 650
Ratte (1) 168 (1) 228 (4) 244 + 22 1) 266
Hund 1) 523 1) 400 (3) 260 + 64 Q) 492
Affe (2) 384 =+121 (3) 487 + 84
Raucher (1) 3936 (1) 3760
Tiubinger U937 (1) 298 a 177 (2) 345 + 56 (1 395
Asbest:
Rind (2) 241 =+ 56 (2) 394 + 57 (4) 578 + 38 (2) 574 +129
Ratte (2) 124 + 3 (2) 95 + 22 (4, i43 + 22 (2) 103 =+ 34
Hund 1) 256 1) 300 (3) 270 + 86 1) 263
Affe (2) 280 +129 3) 566 + 84
Raucher 1) 1691 (1) 2705
TUbinger U937 (1) 84 Q) 76 (1) 80 (1) 52

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern.

a Die Werte sind in ¥ der der Freisetzung durch die Kontollzellen ausgedriickt

n Anzahl der getesteten Individuen




Tabelle 11:

Vitalitdt, Protein- und Enzymfreisetzung durch Alveolarmakrophagen verschiedener
Spezies und U937-Zellen nach 20-stiindiger Inkubation mit DQ12 Quarz (250 ug/ml)
mit und ohne DPL-Zusatza

(n) Vitalitlit Protein LDH NAG

nativer Quarz:

Rind (7-9) 27 + 7 1474 + 404 782 + 153 1226 + 200
Ratte (4) 41 + 14 217 + 20 294 + 24 244 + 22
Raucher 1 11 1908 2021 3760
Sarkoidose Patienten (2) 12 + 10 657 + 421 737 + 381 392 + 67
TUblnger U937 1-2) 56 351 + 200 1436 + 431 345 + 56
Quarz mit DPL:

Rind (3-6) 93 + 3 117 + 72 312 + 176 193 + 92
Ratte (3) 69 + 4 134 + 52 164 =+ 7 174 + 11
Raucher (1) 30 1172 96 6 2282
Sarkoidose Patient (1) 14 1005 746 417
Tilbinger U937 1-2) 96 110 + 13 564 + 413 100 + 3

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern. Abkilrzungen siehe Liste.
a Die Werte sind in % der Freisetzung durch die Kontrollzellen ausgedrilickt

n Anzahl der getesteten Individuen




Tabelle 12:

Vitalitat, Protein- und Enzymfreisetzung in den Medieniiberstand von Alveolar-
makrophagen verschiedener Spezies nach 20-stiindiger Inkubation mit Chrysotil Asbest
(250 pg/ml) mit und ohne DPL-Zusatz?

(n) Vitalite Protein LDH NAG

Nativer Asbest:

Rind (5) 48 + 8 565 + 171 629 + 141 578 + 38
Ratte (4) 63 + 8 90 + 7 132 + 16 143 + 22
Sarkoldose Patienten (2) 29 + 10 354 + 235 511 + 296 298 + 112
Asbest mit DPL:

Rind (4) 61 + 2 351 + 67 618 + 90 466 + 36
Ratte (4) 66 + 3 92 * 18 112 + 22 90 + 15
Sarkoidose Patient (1) 13 744 806 387

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern. Abkirzungen siehe Liste.
a Die Werte sind in ¥ der Freisetzung durch die Kontrollzellen ausgedriickt

n Anzahl der getesteten Individuen




Tabelle 13:

Quantitative Angaben zum DPL-Schutzeffekt bei Inkubation von Alveolarmakrophagen
verschiedener Spezies und U937-Zellen mit DQ12 Quarz oder Chrysotil Asbest (250 yug/ml)
mit DPL 2

DRIl —Schutzeffelct L3X3
(n) Vitalithe Protein LDH NAG
[¥ Kontrollel

Quarz mit DPL:

Rind (3) 93 + 4 95 + 8 90 + 7 90 + 10
Ratte (2-3) 69 + 4 81 + 19 64 + 10 0+ O
Raucher 1) b 30 35 55 40
Sarkoidose Patient (1) 14 7 37 12
Tibinger U937 1-2) 96 78 + 23 66 + 24 97 + 3
Asbest mit DPL:

Rind (4) 61 + 2 25,3 + 1 156 + 9 6,2 + 4
Ratte (4) 66 + 3 n.b. n.b. n.b.
Sarkoidose Patlent (1) 13 0o 0o 7

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern. Abkilrzungen siehe Liste.

a
b
n

n.b.

100 % entspricht vollstindiger Schadensverhiitung, Berechnung siehe Kapitel 2.6.
Bezogen auf die Kontrolle ochne DPL

Anzahl der getesteten Individuen

Nicht berechenbar, da bei diesen Parametern keine statistisch signifikante Anderung

auftrat




Tabelle 14:

Spezifischer Enzymgehalt und LDH/NAG-Verhiltnis in der Uberstandsfraktion
von Alveolarmakrophagen verschiedener Spezies und U937-Zellen nach
20-stiindiger Inkubation mit DQ12 Quarz oder Chrysotil Asbest (250 pg/ml)

() LDH/NAG U LDH/mg Prot U NAG/mg Prot
Kontrolle (13) 58 + 1,2 0,94 + 0,26 0,15 + 0,03
Quearz (9) 5.4 + 1,0 0,66 + 0,12 0,12 + 0,01
Asbast (4) 2,8 + 0,4 0,56 + 0,07 0,21 + 0,01
te:
Kontrolle (8) 36,4 * 4.2 1,60 + 0,28 0,05 + 0,01
Quarz, (4) 59,9 =+ 6,0 3,34 + 0,96 0,06 = 0,01
Asbest (4) 36,8 + 12,0 2,73 + 0,77 0,10 + 0,05
Hund:
Kontrolle 4) 6,9 + 2,3 0,32 + 0,04 0,05 + 0,01
Quarz 3) . 7,7 0,2 0,43 + 0,04 0,04 + 0,01
Asbest (3) 4.8 + 0,1 0,58 + 0,06 0,09 + 0,03
Affe;
Kontrolle (3) 1,0 # 0,2 0,38 + 0,04 0,43 + 0,11
Quearz (3) 1,8 + 0,5 0,74 + 0,16 0,44 + 0,06
Asbast (3) 1,6 =+ 0,4 1,10 + 0,24 0,74 + 0,12

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern. Abklirzungen siehe Liste.

n Anzahl der getesteten Individuen




Tabelle 14: (Fortsetzung)

(n) LDH/NAG U LDH/mg Prot U NAG/mg Prot
Raucher:
Kontrolle (1) 3,9 0,32 0,08
Quarz 1) 2.1 0.34 0,16
Asbest ) 1,7 0,25 0,15
Sarkoidose
Patient:
Kontrolle (1) 1,1 0,86 0,77
Quarz w 2,7 0,89 0.33
Asbest (1) 2,2 1,18 0,54
(¢) ge
Patientin:
Kontrolle (1) 4,6 0,76 0,16
Quarz (1) 5,0 1,15 0,23
Asbeat (1) 5,3 1,38 0,26
937-Zellen
Kontrolleb 2) 113,2 + 40,5 0,56 + 0,01 0,006 + 0,002
Qumb (2) 427,33 + 41,8 2,84 + 0,97 0,007 + 0,003
Kontrolle . (1) 22,7 0,05 0,002
Asbest () 39,1 0,17 0,004

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern. Abkilrzungen siehe Liste.
a Titbinger U937-Zellen

b Zellen wie in Abbildung 35 a

c Zellen wie in Abbildung 35 b

n Anzahl der getesteten Individuen




Tabelle 15:

Vergleich von Literaturwerten und Ergebnissen dieser Arbeit unter Beriicksichtigung
der Konzentration und der Flichenbelegung mit Stduben

Spezies Autoren Konzen— Pléichen- Bxposi- Hrgebnisse
tration belegung  tions— (Differenz zur
(ug/ml) (pg/em2) dauer (h) Kontrolle, (%))

Quaxz
Pasanen et al. (1986) 50 i0 24 Vie. - 69
LDH + 44
Emerson et al. (1983) 200 21 24 LDH + 43
RAEEE  — e e e e
Schimmelpfeng 250 26 20 Vie., - 48
LDH + 46
Asbest
Nadeau et al. (1987) 33 25 i8 LDH + i5
Schimmelpfeng 250 26 20 LDH + 18
Asbest
White et al. (1983) 100 25 17 Vit. - 32
LDII + 31
d T e e e e e
Schimmelpfeng 250 26 20 Vit., - 46
LDH + 29

Legende siehe Portsetzung auf der nichsten Seite




M& 15; (Fortsetzung)

Spezies Autoren Konzen— Fléichen- Bxposi- Hrgebnisse
tration belegung tlona— (Differenz zur
{ug/ml) (ug/cm?2) dauer (h) Kontrolle, (%))

Quarz
Hill et al. (1982) 100 7 24 LDH + 43
Hund =~  — o e e e e e e e e e
Schimmelpfeng i00 5 20 LDH <+ 47
Quarz
Seemayer et al. (1985), 225 £ 94 24 Vit. - 40
LDH 600 % K
Schimmelpfengb 250 26 20 Vit., - 88
LDH 2021 ¥ K
Schlmmelpfengc 250 26 20 Vic,. - 71
LDH 737 % K
Menach
Quarz
Schimmelpfengd 250 26 20 Vit. - 38
LDH 1436 # K
Asbest
Leoni et al. (1983), 50 25 18 LDH + 1
Schimmelpfengd 250 26 20 LDH + 2
a Menschliche, aus Monozyten gewonnene Makrophagen
b Menschliche Alveolarmakophagen von einem Raucher
c Menschliche Alveolarmakrophagen von Sarkoidose Patienten
d Tiibinger U937-Zellen, monozytire Zellinie

0]

Monozytidre Zellinie U937; hier wurde die verwendete Asbestsorte nicht genannt
und die Staubinkubation erfolgte in Gegenwart von Serum

Vit., Vitalitic

LDH Laktat-Dehydrogenase
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Abb. 1: EinfluB des Betiubungsmittels auf Vitalitdt, Protein- und Enzymfreisetzung von Ratten-
Alveolarmakrophagen nach 20-stiindiger Inkubation mit und ohne DQI2 Quarz (250 ug/ml). Arith-
metische Mittelwerte mit Standardfehlern eines Versuches mit Duplikatansédtzen. Abkiirzungen

siehe Liste.
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Abb. 3: EinfluB der Zelldichte auf das AusmaB der DQI12 Quarz-induzierten Vitalititsabnahme bei
Rinder-Alveolarmakrophagen nach 20-stiindiger Inkubation mit 250 ug/ml. Die Aussaatdichte be-
trug 3 (@), 1 (a), 0,5 (0) und 0,1 x 10% (O) Zellen/ml. Arithmetische Mittelwerte mit Standard-
fehlern. Die Anzahl der getesteten Individuen ist neben den MeBpunkten angegeben.
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Individuen an der Basis jeder Sdule.
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Abb. 3: EinfluB einer einstiindigen DPL-Vorinkubation von Rinder-Alveolarmakrophagen auf die
DQ12 Quarz (250ug/ml) induzierte Vitalititsminderung und Protein- und Enzymfreisetzung nach
20-stiindiger Inkubation. Mittelwerte mit Standardfehlern, ein Versuch mit Duplikatansitzen. Ab-
kiirzungen siehe Liste.
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Abb, 6; EinfluB von 250 yg/ml DQI2 Quarz (o) oder Chrysotil Asbest (a) auf die
Protein- und Enzymkonzentration eines Zellhomogenates aus Rinder-Alveolarmakro-
phagen (o) nach 20-stlindiger Inkubation mit und ohne Stidube (n = 1). Methodik
siehe Kapitel 2.5.2., Abkiirzungen siehe Liste.
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Abb. 7: Staubinduzierte Freisetzung von N-Acetyl-B-Glucosaminidase in das Kulturmedium nach 2-
und 20-stiindiger Inkubation von Rinder-Alveolarmakrophagen mit Latex (50 yg/ml) oder Titandi-
oxid (Rutil oder Anatas, 500 ug/ml). Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern, (n = 5).
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Abb. 8: Raster-Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Rinder-Alveolarmakropha-
gen nach 20-stiindiger inkubation mit 250 pg/m! Titandioxid (Anatas, Aldrich; a - <)
oder Latex (0.8 ym: d - f). Die Linge des weiBen Balken entspricht der im Bildtext
angegebenen Linge.
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Abb. 9: Vitalititsabnahme nach 20-stiindiger Inkubation von Alveolarmakrophagen verschiedener
Spezies und U937-Zellen mit 0-500 yug DQ12 Quarz/ml. Anzahl der getesteten Individuen und
Standardfehler siehe Abb. 40.
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Abb. 10: Vitalititsabnahme nach 20-stiindiger Inkubatiom von Alveolarmakrophagen verschiedener
Spezies und U937-Zellen mit 0-500 pg Chrysotil Asbest/ml. Anzahl der getesteten Individuen und
Standardfehler siche Abb. 41.
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Abb. 1f: Vitalitdt, Protein- und Enzymverteilung nach 20-stiindiger Inkubation von Rinder-Alveo-
larmakrophagen mit 0-500 uyg DQ12 Quarz/ml. Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern, ein

Versuch mit Duplikatansitzen. Abkiirzungen siehe Liste.
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Abb. 12: Vitalitit, Protein- und Enzymverteilung nach 20-stiindiger Inkubation von Rinder-Alveo-
larmakrophagen mit 0-500 ug Chrysotil Asbest/ml. Arithmetische Mittelwerte zweier Versuche
mit Standardfehlern. Abkiirzungen siehe Liste.
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Abb, 13: Vitalititsbestimmungen (Trypanblau) bei Rinder-Alveolarmakrophagen nach
20-stiindiger Inkubation (a, d) ohne Zusatz, (b, e) mit 50 pg/ml und (c, f) mit 250
tg/ml Chrysotil Asbest. Die Abbildungen d, e und f wurden mit Phasenkontrast
aufgenommen. Die Linge des schwarzen Balkens entspricht 10 pm.
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Abb, 14: Raster-Elektronenmikroskopische Ubersichtsaufnahmen von Rinder-Alveolar-
makrophagen nach 20 Stunden Kultur. Kontrollzellen (oben) und DQi2 Quarz (250
gg/ml) behandelte Zellen (Mitte) sind gleichmiBig iiber den gesamten Bildauschnitt
verteilt. Chrysotil Asbest (250 pg/ml) exponierte Zellen (unten) befinden sich in
Trauben an den Asbestfasern. Die Liange der weiBen Balken entspricht 100 pm.
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Abb. 16:
(A)

Raster-Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Rinder-Alveolarmakrophagen
(B) Hemacolor-gefarbte Rinder-Alveolarmakrophagen

nach 20-stiindiger Inkubation ohne (a-c) und mit Zusatz von Dipalmitoyl-Lecithin
(d-f); (a, d) Kontrollzellen, (b, e) Zellen mit DQi2 Quarz (250 ug/ml), (c, f) Zellen
mit Chrysotil Asbest (250 wg/ml). Die Linge des angegebenen Balken entspricht 10 ym.
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Abb. 17: Vitalitdt, Protein- und Enzymverteilung nach 20-stiindiger Inkubation von Ratten-Alveo-
larmakrophagen mit 0-500 yg DQI12 Quarz/ml. Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern, ein
Versuch mit Duplikatansétzen. Abkiirzungen siche Liste.
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Abb. 18; Vitalitit, Protein- und Enzymverteilung nach 20-stiindiger Inkubation von Ratten-Alveo-
larmakrophagen mit 0-500 ug Chrysotil Asbest/ml. Arithmetische Mittelwerte zweier Versuche

mit Standardfehlern. Abkiirzungen siehe Liste.
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(A) Raster-Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Ratten-Alveolarmakrophagen
(B) Hemacolor gefirbte Ratten-Alveolarmakrophagen

nach 20-stiindiger Inkubation ohne (a-c) und mit Zusatz von Dipalmitoyl-Lecithin
(d-f); (a, d) Kontrollzellen, (b, e) Zellen mit DQ12 Quarz (250 ug/ml), (¢, f) Zellen
mit Chrysotil Asbest (250 pg/ml). Die Linge des angegebenen Balken entspricht 10 ym.
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Abb. 24:;

(A) Raster-Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Hunde-Alveolarmakrophagen
(B) Hemacolor-gefiarbte Hunde -Alveolarmakrophagen

nach 20-stiindiger Inkubation. (a) Kontrollzellen, (b) Zellen mit DQI12 Quarz (250
ug/ml) und (c¢) Zeillen mit Chrysotil Asbest (250 pug/ml). Dle Linge des angegebenen
Balken entspricht 10 ym.
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Abb. 27;

(A) Raster-Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Affen-Alveolarmakrophagen
(B) Hemacolor-gefirbte Affen-Alveolarmakrophagen

nach 20-stiindiger Inkubation. (a) Kontrollzellen, (b) Zellen mit DQI2 Quarz (250
ug/ml) und (c) Zellen mit Chrysotil Asbest (250 pg/ml). Die Linge des angegebenen
Balken entspricht 10 ym.
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Abb. 28: Vitalitdt, Protein- und Enzymverteilung nach 20-stiindiger Inkubation von menschlichen
Alveolarmakrophagen (Raucher) mit 0-250 pg DQ12 Quarz/ml ohne und mit Zusatz von DPL.
Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern, ein Versuch mit Duplikatansitzen. Abkiirzungen
siehe Liste. a: Vom nativen Quarzschaden signifikant verschieden (2p < 0,05).
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Abb. 30; Raster-Elektronenmikroskopische Aufnahmen von menschlichen Alveolarma-
krophagen (Raucher) nach 20-stiindiger Inkubation mit und ohne 250 pg/ml DQIi2
Quarz oder Chrysotil Asbest. Linke Seite: ohne Zusatz. Rechte Seite: mit Zusatz von
Dipalmitoyl-Lecithin (DPL). Die Kontrollzellen sind oben, Quarz behandelte Zellen in

der Mitte und Asbest behandelte Zellen unten abgebildet. Die Linge des weiBen
Balken entspricht 10 ym.
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menschlichen Alveolarmakrophagen (Sarkoidose Patienten) mit 250 pg/ml DQI2 Quarz
oder Chrysotil Asbest. Die Kulturen wurden ohne und mit Zusatz von DPL ange-
Duplikatansdtzen (Zellen eines Patienten), (b) mit einer Stichprobe (Zellen einer

legt. Abkiirzungen siehe Liste. Arithmetische Mittelwerte eines Versuches, (a) mit
Patientin). ¢: Vom nativen Quarzansatz signifikant verschieden (2p < 0,05).

Abb. 31; Vitalitat, Protein- und Enzymverteilung nach 20-stiindiger Inkubation von
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Abb. 32: Lichtmikroskopische Aufnahmen von Hemacolor-gefirbten menschlichen
Alveolarmakrophagen eines Sarkoidose Patienten nach 20-stiindiger Inkubation der
Zellen ohne (a-c) und mit Zusatz von Dipalmitoyl-Lecithin {d-f); {a, d} Kontrollzel-
len, (b, e) Zellen mit DQI2 Quarz (250 pyg/ml) und (c, f) Zellen mit Chrysotil Asbest
(250 pg/ml). Die Ldange des angegebenen Balken entspricht 10 um.
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Abb. 33: Vitalitdt, Protein- und Enzymverteilung nach 20-stiindiger Inkubation von U937-Zellen
mit 0-500 pg DQI12 Quarz/ml. Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern, ein Versuch mit
Duplikatansédtzen. Abkiirzungen siehe Liste.

-
o
N 100 e -100
[0 )
S % 7 :
> [P 7
3 E T
3 % Z 7 e
g 5 ? 7 7 Z 2 70 Lo
pet ’ 1
e .1 7 0 o
" 70 7 7 7
O
% 7 Z
g 0 // 4 pd / // 4 0
a- Prot LDH NAG Vit Prot LDH NAG Vit Prot LDH NAG Vit Prot LDH NAG Vit Prot LDH NAG Vit
0 50 100 250 500

Vitalitat ( °%)

- 0€T -



Protein-und Enzymverteilung (% von Z+P+0)

d 7B
é 7 / TW T/; % %7/
P O U T T 7
501 | 7, Z 7 50
5 1
z? % / Zi 2
0 vy, /,/ / w2 A 1,

Prot LDH NAG Vit

0 50

Prot LDH NAG Vit

100

Prot LDG NAG Vit

Prot LDH NAG Vit

250

Asbest-Konzentration (pg/ml)

Abb. 34: Vitalitit, Protein- und Enzymverteilung nach 20-stiindiger Inkubation von U937-Zellen
mit 0-500 yg Chrysotil Asbest/ml. Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern, ein Versuch

mit Duplikatansitzen. Abkiirzungen siehe Liste.

Prot LDH NAG Vit

500

Vitalitat (%)

- 1g1 -




— 132 —

(%) IDINDLIA

8 2 o S 3 o 2 o
NSNS /// \ NN NN E
NN ///// ALY N E:

Al DAY N NN E
N \ ... Ay
RO R NN , DU ,/,,/ z
, SRR ////////// // N IS
. . . ENNNNNNNE
: w////,ﬂ//// ] INNNNNE
NN /// N\ \ DR RN ///////// =
AN DT /// AR ,..,.,/W__/,v,,,,%,/_///w g
Al \ //,/////////4,//////%,/ ///// ///// NN E
SRS NN R U//cxv//c g
Do N - ) o N a D O N o
s : s : s :

(N*d+Z UOA 9% ) BunzyisesiaijwAzuz pun-u1ajoud

Quarz Quarz+DPL

Kontrolle

Abb. 35: Vitalitdt, Protein- und Enzymverteilung nach 20-stiindiger Inkubation mit

250 ug DQI12 Quarz/ml. Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern. Abkiirzungen

= 2),

siehe Liste. (n) Anzahl der durchgefiihrten Versuche. (a) Tiibinger U937-Zellen, (n
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Abb. 36:

(A) Raster-Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Tiibinger U937-Zellen

(B) Hemacolor-gefirbte Tiibinger U937-Zellen

nach 20-stiindiger Inkubation ohne (a-c) und mit Zusatz von Dipalmitoyl-Lecithin
(d-£); (a, d) Kontrollzellen, (b, €) Zellen mit DQI2 Quarz (250 yg/ml) und (c, f) Zellen
mit Chrysotil Asbest (250 yg/ml). Die Linge des angegebenen Balken entspricht 10 ym.
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Abb, 38;

(A) o-Naphtyl-butyrat-Esterase gefirbte Zellen. Positive Zellen sind am rotbraunen
Niederschlag zu erkennen.

(B) a-Naphtyl-acetat-Esterase gefiarbte Zellen. Positive Zellen sind am schwarzbrau-
nen Niederschiag zu erkennen,

Die Alveolarmakrophagen von Rind (a), Ratte (b), Hund (c), Affe (d) und Mensch
((e) Raucher, (f) Sarkoidose Patient und (g) Sarkoidose Patientin) und die Tiibinger
U937-Zellen (h) waren 20 Stunden ohne Zusitze kultiviert worden.




- 140 -



- 141 -

100 == -100
U ] J

35 Pl bk % N
d ) | 7
P 7 . 7
S 50 i % 50
2|7 7 %7
- |1 Z
- / .
N S
Y / / —
L Jelaalasl Vslsialsl 1o e s .

100 1= 2 7, v . T .
4 P ) > >
UEJ -k //é
2 7% - 7
c .
1 504 -50
s |l /
@]
o

/
b WA il oy vovalas |,

Prot LDH NAG Vit Prot LDH NAG Vit Prot LDH NAG Vit

Rind Ratte U937

Abb 39: Vitalitit, Protein- und Enzymverteilung nach 20-stiindiger Inkubation von
Rinder- und Ratten-Alveolarmakrophagen und Tiibinger U937-Zellen mit 250 ug Titan-
dioxid/ml (Anatas, Aldrich). Mittelwerte mit Standardfehlern. Anzahl der Versuchs-
durchfiihrung an der Basis jeder Saule. Abkiirzungen siehe Liste. (a) Kontrollen,
(b) Titandioxid-inkubierte Zellen
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Abb. 40: Speziesspezifische Vitalititsabnahme von Alveolarmakrophagen und Tiibinger
U937-Zellen nach 20-stiindiger Inkubation mit 0-500 yg DQi2 Quarz/ml. Die Vitali-
tdtsachse ist logarithmisch dargestellt. Arithmetische Mittelwerte mit Standardfeh-
lern. Die Anzahl der getesteten Individuen ist neben den MeBwerten angegeben.
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Abb. 41; Speziesspezifische Vitalititsabnahme von Alveolarmakrophagen und Tiibinger
U937-Zellen nach 20-stiindiger Inkubation mit 0-500 ug Chrysotil Asbest/ml. Die
Vitalitdtsachse ist logarithmisch dargestellt. Arithmetische Mittelwerte mit Standard-
fehlern. Die Anzahl der getesteten Individuen ist neben den MeBwerten angegeben.
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Abb. 42: Speziesspezifische Freisetzung von Laktatdehydrogenase (LDH) in den Uberstand nach
20-stiindiger Inkubation von Alveolarmakrophagen und U937-Zellen mit 0-500 pg DQ12 Quarz/ml.
Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern. Die Anzahl der getesteten Individuen ist neben
den MeBwerten angegeben.
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Abb. 43: Speziesspezifische Freisetzung von Laktatdehydrogenase (LDH) in den Uiberstand nach
20-stiindiger Inkubation von Alveolarmakrophagen und U937-Zellen mit 0-500 ug Chrysotil As-
best/ml. Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern. Die Anzahl der getesteten Individuen ist
neben den MeBwerten angegeben.
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Abb. 45: Vitalititsabnahme nach 20-stiindiger Inkubation von Rinder-Alveolarmakrophagen mit
0-500 pg DQ12 Quarz/ml im nativen Zustand und in Gegenwart von Lavagefliissigkeit (LF). Arith-
metische Mittelwerte mit Standardfehlern. Die Anzahl der Versuche ist neben den MeBwerten
angegeben. Abkiirzungen siehe Liste.
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Mittelwerte mit Standardfehlern. Anzahl der getesteten Individuen an der Basis jeder Sdule. Ab-
kiirzungen siehe Liste. (a) Signifikant verschieden von der Kontrolle (2p < 0,001). (b-d) Signifi-
kant verschieden vom nativen Quarzeffekt (b) 2p < 0,02, (c) 2p < 0,005, (d) 2p < 0,001.
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Abb, 47: Zeitlicher Verlauf der Vitalititsabnahme bei Rinder-Alveolarmakrophagen
nach Inkubation mit (a) 50 (b)250 und (c¢) 500 pg DQI2 Quarz/m! und verschiedenen
Zusétzen. Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehlern. Anzahi der getesteten In-
dividuen neben den MeBwerten. Abkiirzungen siehe Liste.
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