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Meinen Eltern

L~LZwei Dinge sollen Kinder von ihren Eltern bekommen:
Wurzeln und Fligel.”

Johann Wolfgang von Goethe
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Asbest

1.1.1 Alilgemeines

Asbest ist ein natlrlicher Rohstoff, der sich besonders durch eine enorme Deh-
nungsfestigkeit, Hitzestabilitat und Saurefestigkeit auszeichnet. Der Begriff leitet sich
aus dem Griechischen ab und bedeutet sinngemafl ,unausldschlich®. Bereits vor
4000 Jahren machten sich die Einwohner Finnlands die Eigenschaften des Asbests
zu Nutze [Schmolz, 1989]. Durch das Hinzufiigen von Asbest zu dem Material Ton
konnten bruch- und feuerfeste Gefal’e hergestellt werden. Daruber hinaus war es als
Luxusartikel nur der wohlhabenden Gesellschaft vorbehalten und wurde zu Textilien
verarbeitet.

Mit Beginn der Industrialisierung wurde Asbest zu einem vielseitig eingesetzten
Rohstoff, der vor allem in der Isolier- und Feuerschutzmittelindustrie Verwendung
fand [Konietzko und Teschler, 1992].

1.1.2 Zusammensetzung
Asbest ist der Uberbegriff einer Gruppe von Silikaten mit charakteristischer feinfase-
riger Struktur. Innerhalb der Asbestfamilie wird unterschieden zwischen den Serpen-
tinen mit dem Hauptvertreter Chrysotil (auch als ,Weilasbest® bezeichnet) und den
Amphibolen mit den bekanntesten Vertretern Krokydolith (auch ,Blauasbest® ge-
nannt), Amosit und Anthophyllit sowie Tremolit und Aktinolith. Die Serpentine und die
Amphibole unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Form und Zusammensetzung.
Chrysotil, schematisch dargestellt in Abb. 1, ist gekennzeichnet durch dinne, ge-
wellte Faserelemente, die sich vorrangig in Langsrichtung spalten [Konietzko und
Teschler, 1992]. Das Grundgeriust des Chrysotils ist Sili-
;@e@g g@)-g@g ziumdioxid und findet sich auch bei den Amphibolen, jedoch
C’”@%‘%g;’;ﬁiﬁgﬁg?o ist der Hauptbestandteil der Serpentine Magnesium. Dabei
@@Z L;@G@Z_ 2@0 ergibt sich folgende Formel: 3MgO- 2SiO,- 2H,0

®-CQ@ ®LCQ
o Q o Q

Abb. 1:
Grundstruktur von Chrysotil [Friemann, 1992].

Charakteristisch flr die Amphibole, speziell fir das Krokydolith, ist die Speerform.

Das Krokydolith, dessen Aufbau in Abb. 2 schematisch dargestellt ist, kann che-

9



Einleitung

misch eindeutig vom Chrysotil unterschieden werden. Es enthalt neben dem Sili-
ziumdioxid Natrium und Eisen, wodurch folgende Formel entsteht:
NaZO- F6203' FeO- 88I02 HQO

o 9 Q
Q @rﬁo\@ ,g©u @,ogn@f :’@ ‘Q%D
@®.

© Pg & O ¢
o ugJ nng@ugﬂ@mgﬂ )

Abb. 2:
Grundstruktur von Krokydolith [Friemann, 1992].

Darluber hinaus kann das Krokydolith, im Gegensatz zu Chrysotil, nach der Phago-
zytose durch die Makrophagen nicht abgebaut werden.

Haufig sind die reinen Asbestfasern kontaminiert mit anderen Asbestarten oder
Stauben, wie z.B. Eisenoxid, Quarz oder Kalk [Friemann, 1992]. Eine typische Ei-
genschaft der Asbestfasern ist die leichte Zerfaserung und Spaltung in Langsrich-
tung, wodurch feinste Faserstaube entstehen. Diese Eigenschaft ist sehr viel starker
bei den Asbestfasern ausgepragt als bei kinstlich hergestellten Mineralfasern, so
dass Beschaftigte in der asbestverarbeitenden Industrie einer sehr hohen Faser-

staubkonzentration ausgesetzt waren und noch immer sind.

1.1.3 Vorkommen

Die Asbesterze werden unter Tage abgebaut. Die Abbaugebiete des Rohstoffs be-
finden sich heute noch u.a. in Russland, Sudafrika, Australien und Kanada. Am hau-
figsten gewonnen und weiterverarbeitet wird das Chrysotil. Das hauptsachlich in
Sudafrika gewonnene, jedoch auch biologisch starker kanzerogene Krokydolith, wird
heute kaum noch abgebaut und weiterverarbeitet [Konietzko und Teschler, 1992].

In vielen EU-Landern ist die Asbestproduktion und —verarbeitung bereits verboten,
darunter in Osterreich seit 1990, in den Niederlanden seit 1991, in Finnland und Ita-
lien seit 1992, in Deutschland und Frankreich sowie in Polen seit 1997. Allerdings
wird in einigen Landern noch immer Asbest abgebaut, z.B. in Kanada, Russland, In-

dien und den USA [http://www.asbestopfer.ch/].
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1.1.4 Exposition

Unter Zugabe von Asbest war man in der Lage, die Werkstoffeigenschaften eines
Produktes erheblich zu verbessern, u.a. die Brandfestigkeit, die Warme- oder Hitze-
vertraglichkeit, die Zugfestigkeit (fester als Stahldrahte gleichen Querschnittes) und
die Chemikalienbestandigkeit. Der Einsatz erfolgte vor allem in den Bereichen der
industriellen Herstellung und Bearbeitung von Asbestzementprodukten (Fassaden-
isolierung, Dachziegel, Luftungsanlagen, FulBbodenbelage, asbesthaltige Spachtel-
masse im Fliesenbetrieb), in der Textilienherstellung (die gute Verspinnbarkeit wurde
genutzt zur Herstellung von Schnuren, Seilen, Dichtungen, Handschuhen und Anzu-
gen) und in der Automobilindustrie zur Herstellung von Brems- und Kupplungsbela-
gen [Konietzko und Teschler, 1992]. Noch heute sind Arbeiter stark exponiert, wenn
sie in Sanierungsbetrieben tatig sind. Vor allem nach den Sanierungsarbeiten wer-
den erhohte Konzentrationen von Asbeststaub in der Luft gemessen [Friemann,
1992]. Um die Expositionen gegenuber Asbest so gering wie moglich zu halten, wer-
den von den Betrieben Schutzausrustungen zur Verfugung gestellt, u.a. Schutzmas-
ken, Schutzanzuge, Augenschutz, Schutzhelme sowie Schutzhandschuhe. Darlber
hinaus haben Betriebe die Auflage, in einer asbestbelasteten Umgebung flur eine
entsprechende Frischluftzufuhr und getrennte Abluft mit entsprechender Reinigung
der Luft von den Faserstauben zu sorgen. Problematisch sind allerdings sehr hohe
Konzentrationen von Faserstauben nach den Sanierungsarbeiten mit Uber 15.000
Fasern/m3. Folglich muss die Faserstaubkonzentration der Luft genau bestimmt wer-
den, bevor nach einer Asbestsanierung in Betrieben oder Buroraumen der alltagliche
Arbeitsablauf wieder aufgenommen werden kann

[www.abbruch-dienst.de/Asbestinfo/asbestinfo.html].

1.1.5 Asbestassoziierte Erkrankungen

Ab 1900 erfolgten erste Untersuchungen asbestinduzierter Erkrankungen. Seit 1930
wurden erstmals Falle in Deutschland untersucht [Konietzko und Teschler, 1992], bei
denen eine fibrosierende Wirkung von Asbest erkannt wurde. Seit 1937 gilt die As-
bestose (asbestinduzierte Lungenfibrose) bei entsprechendem Nachweis als Berufs-
krankheit [Friemann, 1992]. Zu Beginn des 20. Jahrhunderts wurde der Verdacht ge-
aulert, dass eine Exposition gegenuber Asbest zu Lungenkrebs flhren kann

[Schmolz, 1989]. In Retrospektivstudien von Doll et al. (1955) zeigte sich bereits
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1955 ein deutlicher Zusammenhang zwischen der Asbestexposition und der Erkran-
kung an Bronchialkarzinomen. Eine Assoziation mit dem Mesotheliom wurde dann
1960 von Wagner et al. (1960) beschrieben. Somit ist das Bronchialkarzinom eine
der haufigsten mit Asbestexposition assoziierten Erkrankungen, bei der Uberwiegend
das Platten- und Adenokarzinom gefunden wird [Gillissen et al., 2006]. Es besteht
eine jahrzehntelange Latenzzeit (im Durchschnitt ca. 25 Jahre [Schmolz, 1989]) zwi-
schen Exposition und asbestinduzierter Fibrose und Tumoren. In Abhangigkeit von
der Starke eines evil. bestehenden Zigarettenkonsums, aber auch genetischer Dis-
position, steigt das Risiko, ein Bronchialkarzinom zu entwickeln proportional zur Zeit
und zur Menge der Asbeststaubexposition. Das jedoch sehr haufig mit Asbestexpo-
sition einhergehende Pleuramesotheliom steht jedoch nicht in Zusammenhang mit
der Expositionsdauer oder dem Zigarettenkonsum. Die Entstehung eines Mesothe-
lioms wurde bereits nach einer Expositionsdauer von ein bis zwei Jahren [Gillissen et
al., 2006] bei einer hohen Faserkonzentration (2000 Fasern/m?®) diagnostiziert
[Schmolz, 1989]. Aufgrund der langen Latenzzeiten zwischen Asbestexposition und
moglichen Lungenerkrankungen ist noch heute die berufliche Anamnese genau zu
erheben und bei entsprechender Exposition sind Folgeuntersuchungen einzuleiten
[Friemann, 1992].

1.1.6 Formale Pathogenese

Bei der Pathogenese der Lungenasbestose spielen die Alveolarmakrophagen eine
entscheidende Rolle. Die Makrophagen nehmen die Fasern durch Phagozytose auf.
Dabei kann deren Membran beschadigt werden, wodurch die Zelle abstirbt. Dartber
hinaus setzen die Makrophagen Entzindungsmediatoren (z.B. Zytokine) frei, wo-
durch Entzindungszellen gebildet und Fibroblasten aktiviert werden. Durch die an-
haltende Faserpersistenz wird der Entzindungsprozess kontinuierlich aufrecht er-
halten. Auch Jahrzehnte nach einer Asbestexposition konnen die Fasern im Lungen-
gewebe nachgewiesen werden. Chrysotil unterliegt im Laufe dieses Zeitraumes einer
Strukturveranderung, da das Magnesium von der Oberflache abgelost wird. Die Res-
te werden wiederum von den Makrophagen aufgenommen. Wahrend des Ent-
zundungsprozesses synthetisieren Fibroblasten Kollagen. Dies fuhrt Uber Jahrzehnte
zur Bildung von Narben und Fibrosen. Dabei kommt es zu einer Vermehrung von kol-

lagenem Bindegewebe der Lunge im gesamten Lungenparenchym einschlie3lich der
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viszeralen Pleura. Diese ,generalisierte”, durch Asbest verursachte Fibrose der Lun-
ge wird auch als Asbestose bezeichnet. Sie fuhrt zu einem Verlust der Elastizitat und
der Vitalkapazitat der Lunge. Unabhangig davon kann die chronische Entzindung zu
einer Entstehung von Tumoren fuhren, so dass es auch nach Beendigung der Expo-
sition zu einer Progredienz der Erkrankung kommen kann [Konietzko und Teschler,
1992].

Lénge-zu-Durchmesser-Verhéltnis der Fasern

Von entscheidender Bedeutung fur die Ablagerungen von Fasern in der Lunge ist
das kritische Verhaltnis von Faserdurchmesser zu Faserlange. Dieses liegt bei 1:3
[DFG, 2007]. Besonders Fasern mit einer Lange von 4-6 ym (bei Nasenatmung) bzw.
7-9 ym (bei Mundatmung) werden in den Bronchien abgelagert. Die in die Alveolen
gelangten Fasern weisen hingegen eine GrofRe von 2-3 um (bei Nasenatmung) bzw.
3-4 ym (bei Mundatmung) auf. Abb. 3 stellt die mdglichen Ablagerungslokalisationen
eines Aerosols in der Atemluft dar.

. . nicht eingeatmeter
Agrosol i Atembereich ™ Anteil Die Eindringtiefe in das bronchiale
4 System korreliert jedoch auch mit
- v ~__ Insgesamt deponierter Anteil " dem Durchmesser. Ein kanzero-
-« Eingeatmeter > Im Nasen- Rachen- Kehlkopf-

Anteil Bereich deponierter Anteil genes Potential besteht Vor a”em

bei Fasern mit einem Durchmes-

In den Thorax Im Tracheo-Bronchalbaum

Ausgeatmeter
Anteil

| gelangter Anteil deponierter Anteil .
| ‘ , ser von weniger als 0,25 ym und
In den Im Alveolarbereich . .
Alveolarbereich deponierter Anteil eliner Lange von ca. 8 pm

gelangter Anteil - : [Schmolz, 1989]

Abb. 3:

Beziehungen zwischen den arbeitsmedizinisch-toxikologisch definierten Anteilen des ,Aerosols im
Atembereich” und deren Deposition. Der Ubergang des eingeatmeten Anteils des im Atembereich
enthaltenen Aerosols in den Thorax und den Alveolarbereich mit Alveolen, zilienfreien Bronchiolen
und Ductus alveolares wird durch Pfeile symbolisiert. Nach rechts weisende Pfeile kennzeichnen den
Ubergang zu den in den Atmungsorganen deponierten Anteilen, nach links zeigende Pfeile bezeich-
nen den von dort ausgeatmeten Anteil [DFG, 2007].

Die Lange der Fasern wird insbesondere in tieferen Lungenabschnitten relevant, wo-
bei von einer erhdhten Kanzerogenitat besonders bei sehr dunnen und langen Fa-
sern auszugehen ist. Dabei sollten auch kurzere Fasern nicht unterschatzt werden,
denn speziell die kleinen Fasern (unter 5 um Lange) gelangen durch Transportpro-

zesse in die Lymphknoten [Dodson et al., 2003].
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Auf dem Weg in die tieferen Lungenabschnitte kdnnen sich die Fasern entlang der
Atemstromachse ausrichten und Bronchuswande perforieren. Bei hohem Atemzug-
volumen und niedriger Atemstromstarke gelangen mehr Fasern in die alveolaren Be-
reiche der Lunge. Besteht bereits eine Atemwegsobstruktion, werden die Fasern vor

allem in den zentralen Atemwegen abgelagert [Konietzko und Teschler, 1992].

Clearance

Bei der Fasereliminierung kommt einerseits die mukoziliare Clearance zum Einsatz,
wobei bis zu zwei Drittel der Fasern oralwarts transportiert werden kénnen. Anderer-
seits nehmen die Makrophagen eine entscheidende Rolle bei der Beseitigung der
Fasern ein. Die Zellen versuchen, die bis in die Alveolen gelangten Fasern zu pha-
gozytieren. Bei Kontakt des Makrophagen mit der Faser wickelt er sich um deren
Ende bis sie komplett phagozytiert ist. Erreicht der Makrophage die Faser ausgehend
von der Mitte, breitet er sein Zytoplasma aus, bis sie komplett umhdullt ist [McLemore
et al., 1979].

Kleinere Fasern werden Uber die mukoziliare Clearance abtransportiert oder gelan-
gen uber das Lymphsystem in die regionalen Lymphknoten. Dringen jedoch sehr
lange Fasern in die tiefen Lungenabschnitte ein, verfangen sich diese bei der Exspi-
ration in den Alveolen. Durch den Versuch der Alveolarmakrophagen, diese aufzu-
nehmen, werden bei kleinem Durchmesser der Makrophagen und zunehmender Fa-
serlange die Zellen durchspieft. Die Enden der Fasern ragen aus den Makrophagen
heraus [McLemore et al.,, 1980] und die Zellen sterben ab. Sind die Fasern klein,
werden sie zwar von den Zellen aufgenommen, kdnnen aber nicht abgebaut werden.
Sie bleiben in den Zellen liegen und werden dort in einen Proteinmantel (eisenbin-
dendes Protein) eingehdllt [Konietzko und Teschler, 1992; Friemann, 1992]. Aller-
dings ist die Tendenz zur Bildung von Asbestkorperchen durch Chrysotil sehr viel ge-
ringer als die bei Krokydolith [Hoffmeyer et al., 2007]. Dabei scheinen die umhullten
Fasern weniger toxisch zu sein als ahnliche Mengen ,nackter” Fasern [McLemore et
al., 1980].

1.1.7 Mechanismen der Faserwirkung
Die Wirkungen von Asbest kdnnen in zwei unterschiedliche (zytotoxische und geno-

toxische) Effekte unterteilt werden. Durch die langere Bestandigkeit, vor allem bei
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Blauasbest, wird eine Fibrosierung hervorgerufen. Dabei wird verstarkt Bindegewebe
gebildet und das ursprungliche Gewebe verliert seine Funktion. Am haufigsten ent-
steht dieses Narbengewebe in der Lunge durch Inspiration der Fasern. Darlber hi-

naus besteht ein hohes Risiko der Karzinomentwicklung [Schmolz, 1989].

Zytotoxische und genotoxische Effekte

Schon frih wurden die zytotoxischen Auswirkungen sowohl fur Krokydolith als auch
fur Chrysotil nach der Phagozytose durch humane Fibroblasten nachgewiesen
[Chang et al., 1983]. In Abhangigkeit von der Zellart kam es zu einer Wachstums-
hemmung, am haufigsten wurde eine Apoptose hervorgerufen. Sie ist die aktive
Form des zellularen Suizids, bei dem typischerweise einzelne Zellen betroffen sind.
Dabei kommt es zu einer Veranderung der zellularen Struktur, bei der sich Ausstul-
pungen, so genannte Blasen (Blebs), in der zytoplasmatischen Membran bilden. In
spateren Stadien der Apoptose schrumpfen die Zellen und in dem Zellkern wird die
DNA fragmentiert. Es bilden sich Halbmonde und Mikronuklei. Im Vergleich dazu ist
die Zellnekrose eine Form des Zelltodes, die durch schadliche Substanzen oder Ver-
letzungen hervorgerufen wird. Chrysotil bewirkt eine starkere Induktion der Apoptose
als Krokydolith, jedoch erst nach langerer Einwirkzeit und bei hoheren Konzentrati-
onen. Diese ist wahrscheinlich bedingt durch die unterschiedliche chemische Struktur
[Dopp et al., 1995]. Aullerdem konnte von Hong et al. (1997) beobachtet werden,
dass sich die Fasern nach der Phagozytose Uberwiegend in der Nahe des Zellkerns
anhaufen und sich mit bis zu zehn Kernen pro Zelle bei steigender Asbestkonzentra-
tion multinukleare Riesenzellen bildeten [Hong et al., 1997]. Dabei konnten vermehrt
Fasern in der Nahe des mitotischen Apparates ermittelt werden. Die Anzahl der Mi-
kronuklei nahm in Abhangigkeit von Dosis und Expositionszeit zu. Bei sehr hohen
Asbestkonzentrationen verstarkten sich die zytotoxischen Effekte [Poser et al., 2004].
Nach der Phagozytose reichert sich Asbest bevorzugt in der perinukledren Region an
und wurde von Dopp et al. (1995) in der Nahe des mitotischen Apparates (Spindel-
apparat) der Zelle gefunden [Dopp et al., 1995]. Der mitotische Apparat spielt eine
wichtige Rolle bei der Zellteilung und sorgt unter normalen Umstanden fir die
gleichmalige Verteilung der Chromosomen. Trotz der fehlenden direkten Interaktion
des Asbests mit dem mitotischen Apparat wurden von Dopp et al. (1995) Einflisse

auf die Zellteilung beobachtet, bei der es zu einer ungleichmalligen Verteilung der
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Chromosomen bzw. zu Aneuploidie kam, sowie zu Chromosomenbriichen und zu
einer vermehrten Mikronukleusbildung. Diese Effekte zeigten sich vor allem nach der
Exposition gegenuber Krokydolith.

Neben den beschriebenen Auswirkungen des Asbests auf die Zelle wurde von
Panduri et al. (2005) eine (durch Asbest induzierte) mitochondriale Dysfunktion in al-

veolaren Epithelzellen beobachtet [Panduri et al., 2005].

Reaktive Sauerstoffspezies

Die Auswirkungen der Asbestfasern konnen nicht nur auf direktem, mechanischem
Weg erfolgen.

Bedingt durch die Phagozytose der Fasern kann es durch die Produktion von freien
Radikalen (ROS = reactive oxygen species, RNS = reactive nitrogen species) zu indi-
rekten genotoxischen Effekten kommen. Beispiele fir ROS sind Hyperoxid-Anionen
Oz und Hydroxylradikale OH-, fur RNS Stickstoffmonoxid NO- und Peroxynitrit
ONOO-. Mit einer sehr kurzen Halbwertszeit von 10 bis zu 7 Sekunden [Sies, 1993]
sind die ROS/RNS sehr kurzlebig [Halliwell et al., 1999]. Sie besitzen ungepaarte Va-
lenzelektronen und sind sehr reaktiv. Durch ihre Fahigkeit zur Oxidation kdnnen sie
leicht mit den Strukturen der Zellen reagieren, z.B. Proteinen, Lipiden sowie Enzy-
men, aber auch mit der zellularen DNA. Dadurch sind sie in der Lage, zellulare
Schadigungen und Mutationen herbeizufihren [Sies, 1993]. Auch ohne exogene Ein-
flisse werden vor allem die ROS gebildet. Sie entstehen Uberwiegend wahrend me-
tabolischer Stoffwechselprozesse und werden aber auch von den Entziindungszel-
len, vor allem Makrophagen, zur Immunabwehr benutzt. Allerdings verfugen die Zel-
len auch Uber antioxidative Mechanismen, z.B. Glutathion (GSH) oder Laktatdehy-
drogenase (LDH), wodurch die Uberschissigen ROS und RNS wieder abgebaut
werden kénnen [Gosslau und Rensing, 2002]. Die antioxidativen Enzyme werden
durch ROS oxidiert und schliefdlich durch enzymatische Prozesse wieder reduziert.

Am Beispiel von GSH ergibt sich folgende Formel:
2 GSH + R-O-OH — GSSG + H,O + R-OH

Das GSSG (Glutathiondisulfid) stellt hierbei die oxidierte Form des GSH dar. Da die
Asbestfasern nicht abbaubar sind, kann es zu einer persistierenden, signifikanten
Produktion [Bhattacharya et al., 2007; Quinlan et al., 1994] vor allem von Hydroxyl-
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radikalen und Hyperoxid-Anionen kommen [Okada, 2007]. Die starkste ROS-Bildung
geht von den Plasmamembranen der phagozytierenden Zellen (Alveolarmakropha-
gen, Neutrophile) sowie vom Endoplasmatischen Retikulum und den Peroxisomen
aus [Thannickal et al., 2000]. Folglich werden durch die Uberproduktion von ROS in
der Zelle die antioxidativen Mechanismen ausgeschopft und ein oxidativer Stress

ausgelost [Gosslau und Rensing, 2002].

Relevanz von Eisen

Obwohl die Phagozytose der Asbestfasern eine gro3e Rolle bei der Produktion von
ROS spielt, ist jedoch auch die chemische Zusammensetzung der einzelnen Faser-
arten von Bedeutung. Dabei ist der Bestandteil an Eisen ausschlaggebend [Rahman
et al., 2000]. Vor allem Krokydolith enthalt hohe Eisenanteile (bis zu 36 %), welche in
der chemischen Struktur gebunden sind. Dagegen macht der Eisenanteil im Chrysotil
nur 1 % aus [Marczynski, 1999]. Obwohl Eisen nicht in der chemischen Struktur des
Chrysotil verankert ist, wird es zu einem geringen Anteil als Verunreinigung in Form
des dreiwertigen Eisens durch die Siliziumhydroxylgruppen (,Si-OH®) gebunden
[Ghio et al., 1998].

Nachdem insbesondere das Krokydolith, z.B. durch Einatmung, in den Organismus
eingedrungen ist und von den Zellen phagozytiert wurde, kann das Eisen aus der
Faser beispielsweise durch zellulare Chelatoren wie Zitrat mobilisiert werden. Die
Freisetzung des Eisens aus dem Krokydolith kann in der Zelle zu einer zytotoxischen
,Eisenuberladung” fihren [Gardi et al., 1997]. Da in biologischen Systemen gleichzei-
tig Sauerstoff (O2) und Wasserstoffperoxid (H2O2) metabolisiert bzw. produziert wer-
den, katalysiert die Anwesenheit von Eisen Reaktionen, die an der Bildung freier Ra-
dikale beteiligt sind [Ghio et al., 1998]. Das Eisen (Fe>") reagiert dabei mit dem Hy-
peroxid-Anion (O2™) und wird zu einem zweiwertigen lon (Fe?*) reduziert. In der zwei-
ten, so genannten Fenton-Reaktion, entstehen durch die Reaktion mit H,O2 Hydroxy-
ionen und —radikale. Gleichzeitig wird das Fe?* zu einem dreiwertigen lon oxidiert,

welches wiederum mit O™~ reagieren kann [Gosslau und Rensing, 2002].

(1) Fe*" + 0,- — Fe* + 0, (Reduktions-Reaktion)
(2) Fe** + H,0, — Fe** + OH + OH-  (Fenton-Reaktion)
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Diese Reaktion lasst sich auch als Haber-Weiss-Reaktion zusammenfassen:
(3) Oz + HyO2 — Oy + OH + OH-

In der folgenden Abb. 4 wird ein Uberblick tiber die nachfolgenden Reaktionen in der

Lunge nach der Ablagerung von Asbestfasern dargestellt.

Faserablagerungen und Persistenz in der Lunge

Umhiillung mit Surfactant Bildung von freien Radikalen

Oxidation von Ascorbat

Adsorption von Proteinen Eisenkatalysierte Reaktionen:
Obsonisation

Reduktionszyklus von Eisen

+ <

Erschopfung des antioxidativen Schutzes
@ Ascorbat
® GSH

l

oxidativer Stress

Produk tion von Zytokinen und inflamm atorischen Mediatoren— Abb. 4:

DNA-Schidigung Rolle der Oberflachenreaktivitat der Asbestfa-
sern hinsichtlich der Bildung freier Radikale
[nach Kane, 2003].

Zellschadigung und Proliferation

Folgen fir die nukledre und mitochondriale DNA

Der oxidative Stress kann auch zu einem Austausch von Schwesterchromatiden [Xu
et al., 2002], Chromosomenaberration und DNA-Strangbriichen [Rahman et al.,
2000] sowie zu einer Modifikation der Basen in der DNA fiihren. Die DNA zeichnet
sich durch eine gute chemische Reaktionsfahigkeit aus. Insbesondere die durch As-
bestfasern gebildeten OH- Radikale reagieren sehr schnell mit dem Guanin, wodurch
das 8-Hydroxydesoxyguanosin (8-OHdG) entsteht [Halliwell et al., 1999]. Die dauer-
hafte Produktion von ROS bewirkt eine permanente Bildung von 8-OHdG. Dieses
paart sich bei der Replikation der DNA falschlicherweise mit Adenosin anstatt mit Cy-
tosin. Es kommt zu einer Transversion (G zu T), welche nun eine Inaktivierung von
Tumorsuppressorgenen bzw. eine Aktivierung von Onkogenen herbeifihren kann
[Marczynski et al., 1999; Dopp et al., 2002]. Zu den Tumorsuppressorgenen gehoren
u.a. das RB1 (Retinoblastomgen) und das p53.

Das Tumorsuppressorprotein P53 ist ein transkriptionaler Faktor, der durch das p53-
Gen verschlusselt wird. Die Aktivierung von P53 beeinflusst zahlreiche Gene, die das
Zellwachstum hemmen und somit eine Zeitreserve gibt, DNA-Schaden zu reparieren.

Sind die DNA-Schaden zu ausgedehnt, wird die Apoptose eingeleitet [Panduri et al.,
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2006]. Durch Chrysotil und Krokydolith kommt es zu einer Phosphorylierung von p53
an spezifische Bindungsstellen (Serin 15) bei gleichzeitig erhohter Produktion des
P53-Proteins. Entsprechend wurde von Matsuoka et al. (2003) angenommen, dass
es durch die Phosphorylierung zu einer Akkumulation von P53 kommt und die durch
Asbestexposition hervorgerufene Fibrose dadurch progressiv verstarkt wird.

In den Zellen hoherer Organismen findet sich DNA nicht nur in den Chromosomen
des Zellkerns. Auch in den Mitochondrien lasst sich ringformige DNA nachweisen
[Doenecke et al., 2005]. Um sich vom Zytoplasma der Zelle abzugrenzen, werden die
Mitochondrien von zwei Membranen umgeben. Die Mitochondrien sind fir die Ener-
gieproduktion in den Zellen in Form von Adenosintriphosphat (ATP) unentbehrlich
(oxidative Phosphorylierung durch Sauerstoff). Sie spielen auRerdem eine wichtige
Rolle bei der Produktion von Lipiden, Aminosauren und Nukleotiden, lonenhomdo-
stase, aktiven Transportprozessen (z.B. Elektronentransport) sowie Zellbeweglichkeit
und Zellproliferation [Delsite et al., 2002]. Fir diese Prozesse verschlisselt die mito-
chondriale DNA (mtDNA) Proteine sowie transfer- und ribosomale Ribonukleinsaure
(RNA). Zum Entschlisseln dieser Informationen werden jedoch Proteine bendtigt, die
von der DNA des Zellkerns verschlUsselt und fur die Replikation, Translation und
Transkription der mtDNA entschlusselt werden [Delsite et al., 2002]. Diese konstante
Kommunikation zwischen Zellkern und Mitochondrien wird als ,Mitochondrien-zu-
Nukleus-Interaktion“ (oder auch ,Crosstalk®) bezeichnet [Poyton et al., 1996; Delsite
et al., 2002]. Darlber hinaus sind die Mitochondrien bedeutende Regulatoren der
Apoptose [Kamp et al., 2002; Delsite et al., 2002; Verma et al., 2007], was auch als
mitochondrialer (intrinsischer) Sterbeverlauf [Panduri et al., 2003] bezeichnet wird.
Des Weiteren tragen diese Zellorganellen zur ROS-Produktion bei [Park et al., 2004].
Im Gegensatz zur nuklearen DNA ist die mtDNA viel anfalliger flr oxidativen Stress
und besitzt eine zehnfach hohere Mutationsrate [Kamp et al., 2002; Panduri et al.,
2003]. Obwohl die Mitochondrien selbst an der Produktion von ROS beteiligt sind,
kann eine Ubermafige Produktion dieser Radikale mit Reaktionen der mtDNA zu de-
ren Schadigung flihren. Gleichzeitig kann es auch zu einer Stérung der Funktion der
mitochondrialen Membran kommen. Kamp et al. (2002) beobachteten eine mito-
chondriale Dysfunktion mit Veranderung des mitochondrialen Membranpotentials in
alveolaren Epithelzellen nach der Exposition gegenliber Asbest. Dabei kam es be-

sonders durch das Krokydolith zu deutlichen Auswirkungen auf die mitochondriale
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Membran, bedingt durch eine erhdhte eisenkatalysierte ROS-Produktion. Die gebil-
deten ROS koénnen mit der aulleren Membran der Mitochondrien reagieren, wodurch
die Elektronentransportprozesse gestort bzw. unterbrochen und schlieRlich Durch-
gangsporen gedffnet werden. Diese Poren werden normalerweise durch einen lonen-
bzw. Elektronengradienten angetrieben. Durch die Offnung der Durchgangsporen
kann es zu einem Angleichen der lonen- und Elektronengradienten zwischen dem
Inneren des Mitochondriums und seiner Umgebung kommen [Kamp et al., 2002]. Die
Reduktion des mitochondrialen Membranpotentials durch ROS mit erhohter Permea-
bilitat der Membranen fuhrt auRerdem zu einer Freisetzung apoptotischer Wirkstoffe
(Cytochrom C, Caspase 9, AIF = apoptosis-inducing factor). Diese Wirkstoffe liegen
im Normalfall im Zwischenraum beider Mitochondrienmembranen und werden durch
die resultierende Entkopplung der Elektronentransportkette mit darauffolgender Ein-
leitung der Apoptose freigesetzt.

Da jedoch nicht nur die Membran, sondern auch die mtDNA oxidativ verandert wer-
den kann, besteht die Moglichkeit, dass ein maligner Zellklon mit mutierter DNA ent-
steht [Kamp et al., 2002], der die Gefahr der Krebsentstehung mit sich bringt [Delsite
et al., 2002; Verma et al., 2007]. Die Ursache konnte dabei in einer veranderten
Interaktion zwischen Mitochondrien und Zellkern liegen.

An dieser veranderten ,Mitochondrien-zu-Nukleus-Interaktion® konnen zusatzlich
auch Mutationen in der nuklearen DNA durch eine Veranderung des bereits oben er-
lauterten p53 [Panduri et al., 2006] beitragen. Somit kann eine verstarkte Expression
des p53 eine starke Wechselwirkung mit den Mitochondrien hervorrufen, wodurch
eine veranderte Genexpression der mtDNA auftreten und eine asbestinduzierte mito-
chondriale Dysfunktion in alveolaren Epithelzellen vermittelt werden kann [Panduri et
al., 2006; Verma et al., 2007].

Entziindungsprozesse

Die Asbestexposition bedingt eine verstarkte Proliferation von Fibroblasten mit ver-
mehrter Bildung von Kollagen, zunachst vor allem Typ llI-Kollagen und spater das fur
Narben typische, nicht mehr abbaubare Typ I-Kollagen [Konietzko und Teschler,
1992]. Diese Narbenbildung, hervorgerufen durch die Asbestfasern, wird durch Ent-

zundungsreaktionen ausgelost.
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In vivo und in vitro Studien zeigten Hinweise auf die Freisetzung von Entziindungs-
mediatoren, z.B. Fibronektin, PDGF (platelet-derived growth factor), TNF-a (Tumor-
nekrosefaktor a), Interleukin-13, (IL-18) und IGF-1 (Insulin-like growth factor-1), wel-
che die Lungenfibroblastenproliferation stimulieren. Diese einzelnen Mediatoren spie-
len eine wichtige Rolle in der Pathogenese der Asbestose (vgl. Abschnitt 1.1.6.). Vor
allem TNF-a, ein proinflammatorisches Zytokin, und IL-13 werden nach Stimulation
von Makrophagen mit Asbestfasern verstarkt ausgeschuttet [Adamson et al., 1997;
Mutsaers et al., 1998].

Die ROS und die Phagozytose der Fasern kdnnen auch die Freisetzung und Aktivie-
rung des nuklearen Faktors kappa B (NF-kB) hervorrufen. NF-kB ist ein Transkripti-
onsfaktor, der sich an bestimmte regulatorische Abschnitte der DNA bindet und somit
die Transkription von Genen beeinflusst. Er spielt eine wichtige Rolle bei der Regula-
tion der Immunantwort, der Zellproliferation und dem Zelltod [Mossman et al., 1997].
TNF-a besitzt spezifische Bindungsstellen fir NF-kB. Die Gene fir TNF-a werden
durch NF-kB reguliert. TNF-a kann nach dem Verbrauch von GSH zu einer Induktion
der Apoptose fuhren [Thannickal et al., 2000 und Bhattacharya et al., 2007].

1.2 Partikel: Toner und Kohlenruf

1.2.1 Allgemeines zu Feinstauben

Feinstaube haben in den letzten Jahren zunehmend an Bedeutung gewonnen. Es
sind komplexe Mischungen aus Schadstoffen, die vor allem in der Auf3enluft von Bal-
lungsraumen gemessen werden. Hauptverursacher erhohter Feinstaubkonzentrati-
onen sind Dieselfahrzeuge und Kraftwerke, die durch industrielle Verbrennungspro-
zesse Ruly produzieren (IndustrieruRe) [Kappos et al., 2003]. Feinstaube spielen
deshalb eine wichtige Rolle, weil sie besonders durch Einatmung zu gesundheit-
lichen Beeintrachtigungen, vor allem zu pulmonalen Erkrankungen, fihren kénnen
[Krzyzanowski, 2005; Gillissen et al., 2006]. Folglich wurde von der Europaischen
Union uUber eine Feinstaubrichtlinie entschieden und ein Jahresgrenzwert von
40 pg/m?® sowie ein 24-Stunden-Grenzwert von 50 ug/m? festgelegt, der an hochstens
35 Tagen im Jahr Uberschritten werden darf [Gillissen et al., 2006;
http://www.epochtimes.de/articles/2007/02/27/93049.html].

Feinstdube werden in primare und sekundare Partikel unterteilt. Die primaren Partikel

entstehen durch direkte Verbrennungsprozesse, z.B. in Verbrennungsmotoren, Ver-
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feuerung von Festbrennstoffen wie z.B. Kohle, Aufwirbelung von Industriestauben, im
Bergbau und in der Zement- und Keramikindustrie, aber auch durch mechanischen
Abrieb der Strallenbelage, Bremsen und Reifen. Dazu zahlen auch die industriell
hergestellten Rule (Carbon black), welche z.B. in der Druck- und Farbindustrie so-
wie als Fullstoffe in der Reifen- und Polymerindustrie Verwendung finden [Schmidt,
2003]. Sekundare Partikel bilden sich in der Atmosphare vor allem durch chemische
Reaktionen gasformiger Stoffe. Dazu gehoren die Stickstoffoxide, die durch den Ver-
kehr und die Industrie produziert werden, sowie Schwefeldioxid, welches durch die
Verbrennung schwefelhaltiger Materialien entsteht [Krzyzanowski, 2005].

Die Unterteilung der Feinstaube erfolgt anhand ihres Partikeldurchmessers: Teilchen
mit weniger als 10 um tragen die Bezeichnung PMo (PM = particulate matter). Dazu
zahlt der inhalierbare Feinstaub. Lungengangiger Feinstaub, der bis in die Alveolen
gelangt, hat einen Durchmesser von unter 2,5 ym (PM;5). Daneben gibt es noch die
ultrafeinen Partikel (UFP), auch als Nanopartikel bezeichnet, mit einem Durchmesser
von unter 0,1 ym [Gillissen et al., 2006; DFG, 2007]. Abb. 5 zeigt den Vergleich der

einzelnen Partikelgrof3en mit verschiedenen Beispielen.
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Abgesehen von den Feinstaubbelastungen in der Aufenluft kann es auch in Blro-
raumen zu einer erhdohten Belastung mit Feinstauben kommen. Der regelmafige
Einsatz tonerhaltiger Gerate, z.B. Laserdrucker in Blroraumen, kann umwelt- und
gesundheitsrelevante Mengen an Staub, Tonerpartikeln, Gummiabriebe sowie fllich-
tige organische Verbindungen freisetzen.

Zur Farbgebung des Toners dienen Rufle (synthetische Kohlenstoffpartikel bzw.
Carbon black). Als Schwarzpigment machen sie einen wichtigen Bestandteil des To-

ners aus [http://www.tonerstaub.info/html/gefahr_durch_toner.html].
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Bei den Tonerpartikeln handelt es sich um lungengangigen Feinstaub mit einer
durchschnittlichen GroRe von 2-10 ym [UGZ, 2008]. Im Vergleich dazu kann die
Grole des Carbon black 20-200 nm betragen [Watson und Valberg, 2001].

1.2.2 Toner

1.2.2.1 Zusammensetzung

Toner sind industriell hergestellte Kunststoffverbindungen. Es sind sehr komplexe
Verbindungen mit verschiedenen physikalischen und chemischen Eigenschaften. Die
Tragersubstanz von Tonerstauben ist Harz (ein Styrolacrylatpolymer), welcher 90 %
der Inhaltsstoffe ausmacht. Seltener finden sich als Bestandteil Polyester- oder
Epoxidharze sowie Polypropylene (Zuschlagstoffe). Der Anteil an Farbstoffen betragt
ca. 5 %. Als Farbpigmente wurden friher haufig Azofarbstoffe verwendet, woraus
kanzerogene Substanzen (aromatische Amine) entweichen kénnen [Computer Bild,
2006]. Heute werden uberwiegend Triphenylmethane, Perylene, aber auch
Industrierul3 (Carbon black) eingesetzt [Muller et al., 2007]. Zudem lassen sich
verschiedene Metalle und Oxide nachweisen, wie z.B. Chrom, Eisen, Strontium,
Titan, Zink sowie Nickel, Kobalt, Quecksilber, Blei, die als so genannte
Carrierverbindungen die Aufladung und den Transport der Tonerteilchen verbessern
sollen [Hahn et al., 2004]. Darlber hinaus kdnnen noch weitere in der Harzmatrix
gebundene, geringe Mengen flichtiger organischer Verbindungen wie z.B. Toluol,
Xylol, Aldehyde, Ketone, Carbonsauren, Phenol, Ethylbenzol, das gesundheits-
schadliche Styrol und das leukamieerregende, genotoxische Benzol enthalten sein
[Stelting, 2005; Muller et al. 2007]. Auch zinnorganische Verbindungen, wie
Dibutylzinn und Tributylzinn, kdénnen in verschiedenen Tonerpulvern gefunden
werden, da diese vorrangig als Katalysatoren bei der Herstellung der Polyesterharze
verwendet werden [Hahn et al., 2004; Computer Bild, 2006].

1.2.2.2 Vorkommen und Exposition
Tonerhaltige Materialien werden in Tonerpatronen fur Laserdrucker, Kopierer, Laser-
fax- und Multifunktionsgerate verwendet [Stelting, 2003]. Einen Eindruck Uber das in

den Experimenten verwendete Tonerpulver gibt Abb. 6.
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Tonerbestandteile finden sich sowohl in schwarzen Kartuschen als auch in Farbpa-
tronen. Messungen zeigen, dass es wahrend des Druckerbetriebs zur Freisetzung
von fluchtigen organischen Verbindungen, Organozinn,
Quecksilber sowie Tonerstauben und sogar Benzol kommt
[Hahn et al., 2004; Stelting, 2006]. Aber auch die Partikel
selbst kdonnen wahrend eines hohen Druckbetriebes aus-

gestollen werden. Der Partikelausstol3 ist vor allem bei

TONER

Abb. 6: " i
Tonerpulver aus der Kartu- Laserdruckern gerateabhangig [He et al., 2007]. In der
sche eines Kopierers. Studie von He et al. (2007) wurden 62 Laserdrucker un-

terschiedlicher Hersteller (HP, Canon, Mita, Toshiba, Ricoh) hinsichtlich ihrer Parti-
kelemission nach 48 Stunden untersucht. Dabei ergab sich, dass im taglichen Be-
trieb wahrend der Arbeitszeit die durchschnittliche Partikelemissionsrate finfmal ho-
her als normal war, wobei in dem untersuchten Gebaude die Raumtemperatur klima-
tisiert und Rauchen verboten war. Weiterhin wurde beobachtet, dass die Partikel-
emission unmittelbar nach dem Druckstart beginnt. Die Partikelgrof3e reichte dabei
von 15 bis 750 nm. Ebenso wurde festgestellt, dass die einzelnen Emissionsraten
innerhalb der Hersteller bei verschiedenen Modellen unterschiedlich waren. 15 der
62 untersuchten Gerate setzten mittlere bis hohe Emissionen frei. Die Autoren ver-
muteten, dass sowohl das Modell, aber auch die flachenmaRige Tonernutzung und
das Alter der Kartuschen bedeutende Faktoren sind, die zu unterschiedlichen Emis-

sionsraten der einzelnen Drucker fuhren.

In den Kopiergeraten wird mit Hilfe eines Laserstrahls eine Trommel belichtet und
aufgeladen. Durch Druck und Hitze (ca. 120-170 °C) schmilzt der Hauptanteil an
Harz im Toner und die Tonerpartikel werden an das Papier gebunden. Der Toner er-
reicht dabei eine Temperatur von etwa 130 °C, das Papier maximal 100 °C [Stelting,
2006].

Da Tonergerate, vor allem Laserdrucker, einen schnellen Papierdurchsatz haben und
auch Kopiergerate mittlerweile unentbehrlich geworden sind, findet man diese Gerate
heutzutage in jedem Buro. Daher kommt es vor allem bei Buroangestellten zu einem
sehr haufigen, teilweise sogar dauerhaften Kontakt mit Tonergeraten [Stelting, 2006].

Eine besonders starke Exposition findet sich auch bei den Servicetechnikern, bei de-
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nen der direkte Kontakt mit Tonerstauben Uber die Haut oder durch Einatmen bei der

Reinigung und Wartung von Tonergeraten nicht zu umgehen ist [Hahn et al., 2004].

1.2.2.3 Gesundheitliche Auswirkungen

Die genaue Wirkung von Tonerstduben auf die menschliche Gesundheit ist bisher
nicht bekannt. In Tierversuchen hat sich bislang gezeigt, dass es zu bronchopulmo-
nalen Entzindungen kommen kann, wobei auch Lungenfibrosen beschrieben wur-
den [Muller et al., 2007].

Beim Menschen ergeben sich Hinweise auf pseudoallergische Reaktionen. Seit No-
vember 1998 werden von der Interessengemeinschaft Tonergeschadigter [ITG,
2007] Hinweise auf gesundheitliche Schadigungen durch Tonerstaube zusammenge-
tragen. Dabei ergaben sich in den vergangen Jahren gehauft Hinweise auf Erkran-
kungen, die durch vermehrten Kontakt mit Toner auftraten, wobei Laserdrucker als
potenziell schadigender zu betrachten sind als Kopiergerate. Die Erkrankungen kon-
nen nicht nur vom Staub verursacht worden sein, sondern auch von den fluchtigen
Substanzen, die durch die Erhitzung frei werden [Link, 2001]. Bei den Beschwerden
handelt es sich in den meisten Fallen um Haut- und Schleimhauterkrankungen. Am
haufigsten wurde von rezidivierenden Entziindungen der Atemwege mit Rhinitis,
Epistaxis, Sinusitis, Bronchitis und Asthma bronchiale berichtet. Haufig kam es auch
zu einem hyperreagiblen Bronchialsystem. Die ITG beschrieb Entzindungen der
Haut (Hautjucken und —reizung sowie Exantheme), Erkrankungen des Magen-Darm-
Traktes und sogar Unfruchtbarkeit. Krebsfalle durch Tonerexposition wurden jedoch
vorrangig mit einer Exposition gegenuber entstehender Dampfe, wie z.B. Benzol, in
Verbindung gebracht [Stelting, 2003]. Armbruster et al. (1996) beschrieben den Fall
eines 39 Jahre alten Patienten mit einer granulomatésen Pneumonitis und mediasti-
naler Lymphadenopathie. Die Erkrankung wurde auf eine 18-monatige Tatigkeit in
einer Zeitungsagentur zuruckgefuhrt, bei der der Patient standigen Kontakt mit To-
nerstaub hatte. Durch Funktionstests der Lunge wurde eine bronchiale Obstruktion
festgestellt. Bei der Rontgenuntersuchung der Lunge fanden sich beidseits mikrono-
dulare Verschattungen und eine VergréRerung der hilidaren und mediastinalen
Lymphknoten. Zudem wurde eine Bronchoskopie mit bronchoalveolarer Lavage
durchgefuhrt, bei der eine Erhdhung von Entziindungszellen (Neutrophile Granulozy-

ten, Lymphozyten, Makrophagen) festgestellt wurde. Weitere Proben wurden durch
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eine transbronchiale Lungenbiopsie und eine Mediastinoskopie gewonnen und zu-
sammen mit dem Tonermaterial in der Rasterelektronenmikroskopie untersucht.
Durch die Elementanalyse konnten sowohl im Tonerstaub, als auch in den Proben
der Lymphknoten und der Lunge Kupfer- und Siliziumanreicherungen gefunden wer-
den. Die Erkrankung wurde auf eine Tonerstaubemission zurtickgefiihrt [Armbruster
et al., 1996].

Zellulére Reaktionen

Bei der Untersuchung von Tieren nach Tonerstaubexposition wurden durch Bellman
et al. (1992) weibliche Ratten an sechs Tagen pro Woche fir finf Stunden tber eine
Dauer von drei Monaten gegenuber Tonerstaub exponiert. Der mittlere Durchmesser
des Staubes betrug 4,0 um. Die Inhalation erfolgte Uber die Nase mit Aerosolkon-
zentrationen von 0, 10 und 40 mg/m3. Nach Beendigung der Exposition konnte in den
Lungen eine Tonerkonzentration von 0,4 mg bei geringen und 3 mg bei hohen Aero-
solkonzentrationen ermittelt werden. Nach weiteren 15 Monaten lagen die Werte bei
0,12 bzw. 2,65 mg. Daruber hinaus waren in der mit hohen Konzentrationen expo-
nierten Gruppe die Werte fur LDH (ein Enzym in der Lunge, welches sich an der
Energiegewinnung beteiligt), B-Glucuronidase (ein hydrolytisches Enzym in den Ly-
sosomen, welches durch Zellnekrose freigesetzt wird) und Neutrophile deutlich er-
hoht. Die Anzahl der Makrophagen blieb in beiden Expositionsgruppen gleich niedrig.
Sowohl die LDH als auch die Glucuronidase werden als Marker fur die Zytotoxizitat
eingesetzt.

Es zeigte sich, dass die alveolare Clearance auch zwodlf Monate nach Beendigung
der Exposition bei hohen Expositionskonzentrationen eingeschrankt blieb. Dabei
wurden Ansammlungen von mit Toner beladenen Makrophagen in einigen Arealen
gefunden. Im grofdten Teil der Lunge waren sie nur sporadisch zu finden. Zusatzlich
wurde von Bellman et al. (1992) vermutet, dass sterbende Makrophagen Partikel
freisetzen und diese erneut von anderen Makrophagen Uber Phagozytose aufge-
nommen werden, da die Menge an tonerbeladenen Makrophagen innerhalb von
15 Monaten von 25 auf 85 % anstieg. Sie vermuteten auch, dass partikelbeladene
Makrophagen chemotaktische Stoffe freisetzen, was dazu fuhrt, dass andere bereits

beladene Zellen in der Umgebung verharren und nicht entfernt werden.
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1.2.3 KohlenruB3 (Carbon black)

1.2.3.1 Vorkommen und Exposition

Industrierul3 (englisch: Carbon black) ist ein schwarzer, pulverformiger Feststoff, der
durch kontrollierte partielle Verbrennung oder Pyrolyse (thermische Spaltung che-
mischer Verbindungen) von Erdél, Steinkohlenteer, Ethylen
oder auch Pflanzendl hergestellt wird. Die Herstellung von
Carbon black kann in unterschiedlichen Verfahren erfolgen.

Am haufigsten wird das so genannte ,Furnace-Verfahren®

CARBON BLACK angewendet. Hierbei werden die Ausgangsstoffe in ein
Abb. 7: . .
Partikelpulver des Carbon Reaktorsystem eingeleitet, unter Sauerstoffmangel ver-
black. brannt, aufgespalten und dehydriert. Dabei entstehen pul-

verformige Rulpartikelansammlungen mit einer Grofde von 40 bis 48 und 49 bis
100 nm. Zur Verbesserung der Handhabung des Carbon blacks wird die Pulverform
des IndustrieruRes durch eine Granulierung in eine geperlte Form Uuberfuhrt
[http:www.degussa-fp.com/fp/de/gesch/gummiru/herstellung].

Dadurch entstehen Aggregate (vgl. Abb. 8) mit einem Durchmesser von 100 bis 430
nm [Kerr et al., 2002]. Das in den Experimenten dieser Arbeit verwendete Carbon
black, dargestellt in Abb. 7, wurde durch das ,Furnace-Verfahren“ gewonnen. Neben
dem ,Furnace-Verfahren“ werden auch das Gasrul3-, Lamprul3-, Acetylenruf3- und
ThermalruRverfahren angewendet, die ahnlich wie das ,Furnace-Verfahren“ ablaufen
[Yang et al., 2007].

Die Industrieruf3e sind zu unterscheiden von den Rulden, die als Nebenprodukt bei
der Verbrennung von ru3haltigen Materialien entstehen und aus verschiedenen und
oft unbekannten Stoffen zusammengesetzt sind [Baan, 2007].

Der Hauptbestandteil der Industrierul3e ist Kohlenstoff. Daneben kénnen noch an-
dere Elemente wie z.B. Wasserstoff, Sauerstoff, Stickstoff und Schwefel enthalten
sein. An diese Verbindungen sind zusatzlich funktionelle Gruppen gebunden, z.B.
Carboxyl- und Phenylgruppen. Diese tragen zu einer Verstarkung der elastischen
Fahigkeiten bei [Park und Kim, 2000]. Industrierule kdnnen zudem polyzyklische
aromatische Kohlenwasserstoffe (PAK) enthalten, oder es kbnnen Benzene mit ei-
nem Anteil von 1,7 % gebunden sein [Rausch et al., 2004]. Die Eigenschaften von
Carbon black sind abhangig von der Grolde, der Morphologie, der Oberflachenbe-

schaffenheit, der kristallinen Struktur und ihrer Hitzestabilitat. Beispielsweise sind
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FlammrulRe (,Furnace Black®) und das ,Channel Black® runde Partikel mit einer Gro-
Re von 10-100 nm, die sich zu Agglomeraten formen. Hier spricht man auch von ul-
trafeinem Carbon black (ufCB). Abb. 8 stellt den Unterschied der Agglomerate zu
den Aggregaten dar. Dagegen sind die so genannten ,Thermal Carbon blacks®, mit
Verwendung in der Feuerfestzement-, Metall- und Kunststoffindustrie, eher grobkor-
nig und haben eine GrofRe von durchschnittlich 120 bis 200 nm bzw. max. 500 nm
[Yang et al., 2007]. Diese bezeichnet man allgemein auch als feines bzw. nicht-
ultrafeines Carbon black.

10 bis 100 nm 50 bis 500 nm >1 um

Abb. 8:

RuR-Basispartikel fusionieren
miteinander im Reaktor und
¢ bilden Aggregate und Agglo-
mit graphitischen Zonen merate_. Die Agglomerate sind
eine dichte Ansammlung von
Aggregaten [Accorsi, 1999].

(crystallites) Aggregat Agglomerat
und amorphem Kohlenstoff

Durch die komplexe chemische Zusammensetzung ergeben sich spezifische, in der
Industrie gut nutzbare, physikalische und chemische Eigenschaften, die hauptsach-
lich zur Herstellung von Gummimaterialien, vor allem Autoreifen, genutzt werden.
Den Industrierulen kommt ebenso eine besondere Bedeutung durch die Verwen-
dung als ,Pigment-Rul3“ zu. Hier erfolgt der vielfaltige Einsatz in Druckerpatronen als
Druckerschwarze, z.B. fur Laserdrucker, aber auch als schwarze Farbkomponente in
Lacken und Farben, Beschichtungsmaterialien und Kunststoffen. Wichtige Beispiele,
bei denen auch IndustrierulRe verwendet werden, sind Schuhleder, Mobel und Auto-
mobile [Spindler et al., 2000; Baan, 2007].

Die Herstellung von Industrieruf3en erfolgt zwar in komplett abgeschlossenen Reak-
toren, jedoch nicht in abgegrenzten Gebauden. Dadurch kann es im regelmaligen
Betrieb zu einer geringen Partikelfreisetzung kommen, mit denen die Angestellten in
Kontakt geraten. In der anschlieBenden Verarbeitung (Pulverisierung, Granulierung,
Trocknung) bestehen fabrikabhangig unterschiedlich hohe Risiken der Exposition, da
die Verarbeitung in freier Umgebung oder unter abgeschlossenen Raumen erfolgen

kann. Bei der Verpackung sind die Arbeiter den Partikeln am starksten ausgesetzt.
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Durch Einpacken in Papier-, Faser- oder Kunststoffoeutel oder beim Stapeln der
Container fur den Transport per Schiff oder Eisenbahn kommt es zur Freisetzung

grolder Staubmengen [Kerr et al., 2002].

1.2.3.2 Gesundheitliche Auswirkungen

Rausch et al. (2004) stellten Symptome von beruflich exponierten Patienten zusam-
men. Dabei wurden Irritationen der Nasenschleimhaute mit chronischer Rhinitis, blu-
tiges Nasensekret und leichte Hautirritationen beschrieben [Rausch et al., 2004]. In
einer Studie von Gardiner et al. (1993) wurde versucht, eine Beziehung zwischen
kumulativer Carbon black-Exposition und der Lungenfunktion darzustellen. Die vor-
zugsweise mannlichen Fabrikangestellten berichteten Uber Beschwerden wie Hus-
ten, Auswurf, chronische Bronchitis, Pfeifen beim Atmen und Atemnot (Dyspnoe).
Die Symptome nahmen bei hdherer Exposition sowie mit zunehmendem Alter und
starkerem Zigarettenkonsum deutlich zu. In den Lungenfunktionstests zeigte sich mit
steigender Exposition eine zunehmende Abnahme der Lungenfunktion, vor allem bei
dem forcierten exspiratorischen Volumen (FEV,) [Gardiner et al., 1993].

Eine weitere Studie von Gardiner et al. (2001) konzentrierte sich besonders auf
Symptome einer chronischen Lungenerkrankung. Sie untersuchte das Verhaltnis
zwischen der Carbon black-Exposition und respiratorischen Symptomen sowie einer
eingeschrankten Lungenfunktion bei Angestellten ohne zuvor bestehende Lungen-
schadigung. Durch die Unterteilung der Angestellten in Nichtraucher, ehemalige und
aktuelle Raucher konnten Anzeichen einer Interaktion zwischen Exposition und Rau-
chen festgestellt werden. Im Gegensatz zu den aktuellen Rauchern waren die Symp-
tome der Sputumproduktion bei den Nichtrauchern und das Symptom Husten bei
ehemaligen Rauchern starker. Bei kumulativer Staubexposition war der Husten das
vorherrschende Symptom, wohingegen eine erhdhte Sputumproduktion sowohl bei
kumulativer als auch gesamter Exposition bestand. In Bezug auf eine aktuelle und
kumulative Staubexposition ergaben die Lungenfunktionstests eine Verschlechterung
des FEV2s¢,.75¢, (forcierter mittlerer Exspirationsfluss) sowie eine Abnahme des Ver-
haltnisses FEV(forciertes exspiratorisches Volumen)/FVC (forcierte Vitalkapazitat).
Die Testergebnisse waren bei den rauchenden Arbeitern am schlechtesten. Bei stei-
gender Staubexposition war eine vermehrte Auspragung der Symptome Husten mit

Auswurf und Sputumbildung deutlich. Zusatzlich konnten auch Anzeichen einer
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chronischen Bronchitis ermittelt werden. Daraus wurde die Schlussfolgerung gezo-
gen, dass die Exposition gegenuber Carbon black deutlich schadigende Auswir-
kungen auf das respiratorische System und die Lungenfunktion hat. Die kumulative
Exposition zeigte den starkeren negativen Einfluss. Bei den Rauchern waren die
Symptome nicht so stark. Deshalb wurde als Vermutung geaulert, dass die Folgen
der Staubexposition nicht so ausgepragt sind wie langes, starkes Rauchen [Gardiner
et al., 2001]. Harber et al. (2003) untersuchten spater die Auswirkungen einer Car-
bon black-Exposition bei Arbeitern, die vor allem in der Carbon black-Herstellung ta-
tig waren. In der Studie wurde zwischen inhalierbaren und respirablen Staubanteilen
unterschieden. Der inhalierbare Staubanteil bezeichnet den eingeatmeten Anteil, aus
dem groRere Partikel vor allem in der Nase, dem Rachen und im Kehlkopf deponiert
werden. Der respirable Staubanteil bezeichnet die Fraktion, die bis in die Alveolen
vordringen kann, wobei eine Teilmenge auch dort abgelagert wird (vgl. Abb. 3)
[DFG, 2007]. Bei langzeitexponierten Personen, die einer Carbon black-Konzentra-
tion von 1 mg/Jahr ausgesetzt waren, konnte im Lungenfunktionstest ein statistisch
signifikanter Abfall des FEV, festgestellt werden. Daruber hinaus zeigte sich eine
leicht erhdhte Neigung der Nichtraucher, an einer chronischen Bronchitis zu erkran-
ken sowie eine leicht gesteigerte Tendenz eine chronische Sputumproduktion bei
gesteigerter Staubexposition zu entwickeln [Harber et al., 2003]. Puntoni et al. (2001)
berichteten von einer erhdhten Inzidenz von Harnblasenkrebs bei Werftarbeitern, die
durch das manuelle Verladen des Carbon blacks in Papiersacke einer sehr hohen
Partikelkonzentration ausgesetzt waren. Ebenfalls wurde ein vermehrtes Auftreten
von Lungenkrebs mit einer erhohten Carbon black-Exposition in Verbindung ge-
bracht. Morfeld und McCunney (2007) konnten eine erhdhte Mortalitat bei Angestell-
ten einer Carbon black-Produktionsfabrik feststellen. Dabei wurde auch noch nach
Beendigung des Arbeitsverhaltnisses ein vermehrtes Auftreten von Lungenkrebs be-

obachtet.

1.2.3.3 Zellulare Wirkung von Carbon black

Ablagerung und Phagozytose sowie Zytotoxizitét

Donaldson et al. (2001) stellten bei der Untersuchung der Phagozytose von ufCB
durch Alveolarmakrophagen fest, dass eine schadliche Wirkung dieser Partikel durch

Hemmung der Phagozytose vermittelt werden kann. Bei steigenden Dosierungen

30



Einleitung

kam es zu einer Beeintrachtigung der Phagozytose durch die Makrophagen bis hin
zu einer ,volumetrischen Uberladung* mit Partikeln. Infolgedessen wurde die Vermu-
tung aufgestellt, dass durch verminderte Phagozytose eine verstarkte Interaktion
zwischen den Partikeln und dem Alveolarepithel stattfindet. Nach der Respiration
kommt es zur Ablagerung kleinerer Mengen von Partikelagglomeraten auf der alveo-
laren Oberflache. Die einzelnen Partikel lagern sich in einem gleichformigen Muster
ab, was zu einer gesteigerten Aufnahme durch alveolare Epithelzellen fuhrt. Die Be-
eintrachtigung der Phagozytose, bis hin zu einer Uberladung, war bei ufCB starker
als bei den Feinpartikelaquivalenten. Diese Effekte wurden auf Unterschiede in Gro-
Re, Anzahl und Oberflache der Partikel zuriickgefuhrt. Im Vergleich zu den Feinparti-
keln haben die ultrafeinen Partikel eine sehr viel groRere Oberflache bezogen auf die
Menge [Renwick et al., 2001]. Renwick et al. (2001) stellten daher die Vermutung
auf, dass eine beeintrachtigte Phagozytose durch Makrophagen vermittelt wird, in-
dem Zell-Zell-Kontakte verhindern, dass angrenzende Makrophagen neue Partikel
aufnehmen. Dadurch kommt es zu einer gesteigerten Partikelretention. Ein zusatz-
liches Anzeichen fur eine Zytotoxizitat ist die Freisetzung von Enzymen. In vitro Ver-
suche von Barlow et al. (2005) wiesen eine signifikante LDH-Freisetzung aus
L2-Zellen, einer rattenalveolar Typ-II-Epithelzelllinie, nach. Ein Uberblick tiber die pa-
thogenetischen Zusammenhange nach Partikelexposition von Zellen ist in Abb. 9

dargestellt.
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Fasern und Partikel

Fibrose

Targetzelle

DNA-Schaden Zellfunktion Proto- NF-kB

Ca’* p53 onkogene Aktivierung
Tumorsuppressorgene

DNA-Reparatlyr

Apoptose Onkogene Zytokine + Wachstumsfaktoren

rd

Mutationen Apoptose ——J» Proliferation

[ — —
Abb. 9:

Mdgliche pathogenetische Zusammenhange, die nach Inhalation von Fasern und Partikeln zur
Entstehung von Fibrose und Krebserkrankungen fiihren kdnnen [nach Geh, 2005].

Produktion von Radikalen und oxidativem Stress

Aam und Fonnum (2007) konnten in Zellkulturversuchen mit Rattenalveolarmakro-
phagen die Produktion reaktiver Sauerstoffradikale nachweisen. Auch Shukla et al.
(2000) beobachteten eine intrazellulare Oxidantienproduktion in pulmonalen Epithel-
zellen nach einer Exposition gegenuber ufCB bei einer Konzentration von 10 pug/cm?.
Des Weiteren waren Carbon black Partikel in der Lage, DNA-Schadigungen in A549-
Zellen (humane Typ-llI-Alveolarepithelzellen) und humanen Monozyten hervorzuru-
fen. Diese DNA-Schadigungen zeigten sich in den Zellkulturversuchen mit Monozy-
ten von Don Porto Carero et al. (2001) bereits nach Carbon black-Expositionen bei
Konzentrationen von 16 ng bis 1,6 pg/ml. Stone et al. (1998) exponierten A549-
Zellen gegenuber Carbon black, um die Rolle des oxidativen Stresses und die Pro-
duktion freier Radikale zu untersuchen. Bewertet wurden der intrazellulare Gehalt an
GSH und seiner oxidierten Form GSSG sowie die Bildung von Hydroxylradikalen
durch Gebrauch des Hydroxylradikalfangers Mannitol. Die Produktion der Hydroxyl-
radikale wurde sowohl nach Exposition gegenuber ultrafeinem als auch gegenuber
feinem Carbon black nachgewiesen. Daruber hinaus konnten Spaltungen in der DNA

der Zellen beobachtet werden. Aulerdem zeigte sich eine Hemmung der metabo-
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lischen Aktivitat, die durch Zugabe von Mannitol leicht gemindert werden konnte. Die
Effekte waren bei ultrafeinem Carbon black starker als bei feinem Carbon black [Sto-
ne et al., 1998].

Apoptose

Neben der Zytotoxizitat, die sich u.a. in den Zellkulturversuchen von Renwick et al.
(2001) zeigte, konnte von Modller et al. (2002) eine Apoptoseinduktion beobachtet
werden, nachdem primare Alveolarmakrophagen uber 24 Stunden gegenuber Car-
bon black exponiert waren. Allerdings sank die zellulare Lebensfahigkeit bei einer
Konzentration von 100 pg/ml/10° Zellen nicht unter 75 %. Bei sehr hohen Konzentra-
tionen von 360 pg/ml/10° Zellen kam es jedoch zu einem deutlichen Anstieg nekro-
tischer Zellen. Im Vergleich dazu war die Anzahl apoptotischer Zellen deutlich gerin-
ger. Auch Sydlik et al. (2006) konnten in Lungenepithelzellen eine Apoptose nach ei-
ner Carbon black-Exposition Uber 24 Stunden nachweisen. Die Konzentration des
Carbon blacks betrug dabei 5 pg/cm?. Gleichzeitig wurde eine verstarkte Proliferation
der Zellen durch das ufCB induziert. Dies fuhrte zu der Vermutung, dass die Prolife-
ration als Kompensation einsetzt, um die durch Apoptose ausgefallenen Zellen zu

ersetzen.

Entziindungsreaktionen und Einfluss auf die Genexpression

Durch den anhaltenden oxidativen Stress, der nach der Phagozytose der Partikel in-
duziert wird, werden nicht nur Zytotoxizitat und Apoptose, sondern auch Entzin-
dungsreaktionen (Inflammationen) ausgelost. Eine besondere Rolle spielen neben
den Makrophagen auch die alveolaren Epithelzellen vom Typ Il, da sie zahlreiche Zy-
tokine und Chemokine produzieren, die zu einer Proliferation und Inflammation fih-
ren kdnnen. Nach der Phagozytose von ufCB durch die Epithelzellen konnen diese
proinflammatorischen Zytokine ausgeschuttet werden. Monteiller et al. (2007) stellten
in ihren Zellkulturversuchen eine Erhdhung von Interleukin-8 fest. Allerdings werden
nicht nur Zytokine und Chemokine freigesetzt. Es kann, ebenso wie bei Asbest, zu
einer Aktivierung von NF-kB kommen, wie bereits von Shukla et al. (2000) bei einer
Partikelkonzentration (PM25) von 10 pg/cm? beobachtet werden konnte. Monteiller et
al. (2007) wiesen nach, dass nach einem partikelinduzierten GSH-Abfall ebenfalls

eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB stattfindet.
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2 Ziel der Arbeit

Die gesundheitlichen Auswirkungen wie Entzindungen, Fibrose und Krebs nach In-
halation von luftgetragenen Fasern und Partikeln sind an vielen Beispielen belegt.
Besonders die kanzerogenen Eigenschaften von Asbest sind hinlanglich bekannt und
gut untermauert. Allerdings wurden die zellularen Mechanismen, die zur Krankheits-
entstehung fuhren, bisher weniger untersucht. Daher werden in der vorliegenden Ar-
beit, ausgehend von 3 asbestinduzierten Lungenerkrankungen an Patientenmaterial,
die zellularen Mechanismen, die nach einer Faser- und auch nach einer Partikelex-
position zum Tragen kommen, naher beleuchtet. Dazu werden Fibroblasten in vitro
gegenuber verschiedenen Partikelarten (Toner, Carbon black) und gegenlber As-
best (Chrysotil, Krokydolith) exponiert. Die zellularen Effekte (Zytotoxizitat, Apoptose)
werden ermittelt und mit den beobachteten Effekten des Patientenmaterials vergli-
chen. Daruber hinaus wird auch die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies untersucht
und die Reaktivitat der Faser- und Partikelproben vergleichend analysiert.

Die in der Arbeit erzielten Ergebnisse sollen Ruckschlisse auf die zellularen Mecha-
nismen, die nach der Exposition gegenuber Asbestfasern und Partikeln ausgelost
werden, zulassen. Des Weiteren sollen die Ergebnisse eine Einschatzung der Wir-
kung des bislang unbekannten zytotoxischen Potentials von Toner- und Kohlenrul3-

partikeln ermoglichen.
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3 Material und Methoden

Alle eingesetzten Materialien, Gerate und Chemikalien sowie die in den Versuchen
verwendeten Substanzen sind zusammen mit dem Hersteller und Bezugsort tabella-

risch im Anhang 1 aufgelistet.

3.1 Patientenmaterial

Zur histologischen Analyse von asbestinduzierten Lungenerkrankungen wurden drei
Patientenfalle von Lungenasbestose ausgewertet. Dazu wurden von jedem Patienten
Proben der Lungenresektate in Paraffin eingebettet. Die Patientenproben wurden
sowohl mit dem Lichtmikroskop als auch im Raster- und Transmissionselektronen-
mikroskop am Elektronenmikroskopischen Zentrum der Universitat Rostock und in
der Abteilung Medizinische Biologie (Leiter: Prof. Dr. L. Jonas) untersucht.

Der 1. Fall wurde mir mit freundlicher Unterstitzung vom HELIOS Klinikum Schwerin
uberlassen.

Fall 2 stammt aus dem Probenmaterial des Institutes fur Pathologie des Universitats-
klinikums Rostock.

Der 3. Fall wurde mir mit freundlicher Unterstlitzung von Herrn Prof. Dr. med. Klaus-
Michael Mdaller, Institut fur Pathologie der Ruhr-Universitat Bochum, zur Verfugung
gestellt.

Von Fall 1 und 2 konnten mir die pathologischen Sektionsprotokolle bereitgestellt

werden. Das Protokoll des 3. Falles stand leider nicht mehr zur Verfigung.

3.2 Zellkultur
Die in vitro Versuche wurden am Universitatsklinikum Essen, Institut fir Hygiene und
Arbeitsmedizin (Prof. Dr. A. W. Rettenmeier) in der AG ,In-vitro- und Molekulare Toxi-

kologie® (Priv.-Doz. Dr. E. Dopp) durchgefuhrt.

3.2.1 Zelllinie

Fur die in vitro Versuche wurden 3T3-Zellen, primare embryonale, genetisch unver-
anderte Mausefibroblasten (American Type and Culture Collection ATCC, USA), wie
in Abb. 10 dargestellt, verwendet. Die Kultivierung erfolgte bei 37 °C und einem CO,-
Gehalt von 5 %.
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Abb. 10:
Adhéarent wachsende 3T3-Zellen in Zellkultur.
200fache Vergrofierung.

Die Verdopplungszeit der Zellen betragt ca. 18 Stunden. Da die Zellen kontaktinhi-

biert sind, stoppt ihre Proliferation (Vermehrung) bei gegenseitigem Kontakt. Die 3T3-
Zellen sind eine etablierte Zelllinie. In der Zellkultur nehmen die Zellen, wie in
Abb. 11 zu sehen ist, eine langgestreckte Form ein. Uber zytoplasmatische Fortsatze

stehen sie untereinander in Kontakt (Abb. 10 und 12).

v ‘, ’?
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Abb. 11: Abb. 12:
Transmissionselektronenmikroskopische Darstel- Darstellung der Fibroblastenkultur mit Hilfe der
lung des zellularen Aufbaus eines Fibroblasten. Rasterelektronenmikroskopie. Die Zellen stehen
Deultlich sichtbar ist der Zellkern (1) mit Nukleo- Uber zytoplasmatische Fortsatze (*) untereinan-
lus (2). Charakteristisch ist die langgestreckte der in Kontakt. Sie nehmen ungefahr eine GréRe
Form der Fibroblasten. VergréRerung 11000x. von 25 um ein. VergréRerung 450x.

Kommt es in Geweben zu Entzindungsprozessen, weil z.B. Fasern oder Partikel in
die Lunge eingedrungen sind, werden zunachst die nicht ortsstandigen Makrophagen
aktiviert. Diese kénnen auch in Diffusionsluftrdume wie den Alveolen eindringen und
produzieren z.B. Chemokine und Zytokine. Dadurch kommt es zu einer Aktivierung
der ortsstandigen Fibroblasten. Durch deren Produktion von Kollagen verursachen

sie Umbauvorgange bzw. produzieren Narbengewebe (Fibrose). Die Fibroblasten
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besitzen auch die Fahigkeit zur Phagozytose. Sie wurden in den Zellkulturversuchen
verwendet, um Reaktionen zu untersuchen, die unabhangig von anderen Zellen (z.B.
Makrophagen, Epithelzellen) stattfinden und somit zusatzlich zu Entzindungsprozes-

sen beitragen kdonnen.

3.2.2 Kultivierung von Zellen

Das Nahrmedium fur die 3T3-Zellen war aus DMEM (Dulbecco’s modified Eagle me-
dium), 15 % Fetales Kalberserum (nicht hitzeinaktiviert), 0,5 % Gentamycin und 2 %
L-Glutamin zusammengesetzt.

Die Arbeit in der Zellkultur wurde unter der sterilen Werkbank durchgefihrt. Ein Me-
diumwechsel erfolgte alle 2 Tage. Hatten die Zellen eine Konfluenz von 90 % er-
reicht, bestand die Notwendigkeit der Subkultivierung. Dazu wurde das Kulturmedium
aus der Kulturflasche entfernt und die Zellen mit PBS (Phosphate Buffered Saline)
gewaschen. In Abhangigkeit von der Grolle der Kulturflasche mussten 3 bis 5 ml
Trypsin-EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure) mit einer Konzentration von 0,05 %
Trypsin und 0,02 % EDTA hinzugegeben werden. Dann wurde die Flasche fur
25 Sekunden geschwenkt, das Trypsin mit Hilfe einer Pipette entfernt und die Kultur-
flasche fir etwa 5 Minuten in den Brutschrank gestellt. Nach Ablauf der Zeit konnte
durch Klopfen gegen die Seitenwande der Kulturflasche geprift werden, ob sich die
Zellen vom Boden gelost hatten. War dies noch nicht erfolgt, kamen die Zellen fur
weitere 2 Minuten in den Brutschrank. Eine FlieBbewegung im Zellrasen zeigte, dass
sich die Zellen gelost hatten. Anschlieend wurden sie mit frischem, vorgewarmtem
Kulturmedium resuspendiert (vereinzelt) und in neue Kulturflaschen ausgesat, in die
bereits, in Abhangigkeit von der FlaschengrofRe, Medium vorgelegt war. Fur die ver-
schiedenen Zellkulturversuche war jeweils eine definierte Zellzahl erforderlich. Um
die gewlnschte Zellzahl in die einzelnen Kulturflaschen auszusaen, wurden die Zel-
len nach dem Vorgang des Trypsinierens in einer definierten Menge Kulturmedium
resuspendiert, mittels Hamozytometer (Neubauer Zahlkammer) [Lindl, 2000] ausge-

zahlt und die erforderliche Zellmenge in Kulturflaschen tberfuhrt.
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3.2.3 Kryokonservierung und Rekultivierung von Zellen

Auftauen von Zellen

Die Kryordohrchen mit den 3T3-Zellen wurden aus dem flussigen Stickstoff genom-
men und im Wasserbad bewegt, bis sich die Eisklimpchen geldst hatten. Unter der
sterilen Werkbank wurden die Réhrchen von aufen mit 70-prozentigem Ethanol des-
infiziert. In 10 ml Zentrifugenrohrchen wurden 8 ml vorgewarmtes Medium vorgelegt
und der Inhalt der Kryoréhrchen in die Rohrchen Uberfuhrt. Durch das Zentrifugieren
bei 160 x g fur 5 Minuten sollte das noch vorhandene Einfriermedium von den Zellen
getrennt werden. Nach dem Abpipettieren des Uberstands im Zentrifugenréhrchen
konnten die 3T3-Zellen in dem Kulturmedium resuspendiert und in vorbereitete Kul-

turflaschen (25 cm? mit 5 ml Medium) gegeben werden.

Einfrieren von Zellen

Um die Bildung schadigender Eiskristalle beim Einfrieren der Zellen zu verhindern,
sollte dem Einfriermedium 5 bis 10-prozentiges Dimethylsulfoxid (DMSO) und 20-pro-
zentiges FKS hinzugefugt werden. Anschlielend musste das Medium auf Eis gelegt
und im Kuhlschrank auf 0 °C abgekuhlt werden. Wie bereits bei der Kultivierung von
Zellen beschrieben, wurde zur Vorbereitung flr das Einfrieren das Kulturmedium aus
den Kulturflaschen entfernt und die 3T3-Zellen mit PBS gewaschen. Nach Zugabe
von Trypsin und einer Einwirkzeit von ca. 25 Sekunden musste das Trypsin verwor-
fen werden und die Kulturflaschen fur 5 Minuten im Brutschrank inkubieren. Hatten
sich die 3T3-Zellen vom Boden der Kulturflasche geldst, konnten sie mit etwa 10 ml
Kulturmedium resuspendiert, die Zellzahl mittels Hdmozytometer bestimmt und an-
schlieBend fur 5 Minuten bei 160 x g zentrifugiert werden. Nach dem Verwerfen des
Uberstandes, erfolgte die Resuspension des Zellpellets mit dem gekihlten Einfrier-
medium. Es wurden 1,8 ml der Zellsuspension in vorgekuhlte Kryorohrchen mit einer
Zelldichte von etwa 1,5 bis 2 x 10° Zellen (ca. 1 Million Zellen pro ml) pipettiert. Der
Einfrierprozess erfolgte zunachst fur ein bis zwei Stunden bei -20 °C. Als die Kryo-
réhrchen tief gefroren waren, wurden sie fir maximal 24 Stunden bei -80 °C aufbe-
wahrt. Am nachsten Tag konnten die Réhrchen in Flussigstickstoff (-196 °C) Uber-

fuhrt werden.
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3.3 Faser- und Partikelproben
3.3.1 Asbest
Die verwendeten Asbestfasern Krokydolith und Chrysotil besallen UICC-Standard

und wurden von Dr. Liannainmaa (Universitat Helsinki, Finnland) bezogen.

Krokydolith

Die typischerweise langgestreckte, speerartige Krokydolithfaser, wie deutlich in
Abb. 13 sichtbar wird, ist gekennzeichnet durch eine Spaltung in Langsrichtung.
Charakteristisch sind auch sehr kleine Faserbruchstucke.

Bei der Bestimmung der Fasergeometrie lagen die durchschnittlichen Werte flr Kro-
kydolith bei 0,25 pm im Durchmesser und 1,71 ym in der Lange. Etwa 5 % der Kro-
kydolithfasern wiesen eine Lange von mehr als 5 ym auf. Bei der Beurteilung der Fa-

seranzahl wurden 1,4 x 10° Krokydolithfasern pro Mikrogramm ermittelt.

Abb. 13:
Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme des Krokydoliths.
VergrofRerung: 15000x.

Die genaue Analyse der Faserzusammensetzung ist im Ergebnisteil 4.2.1.1 angege-

ben.

Chrysotil

Chrysotil besitzt eine gewellte Struktur. Die Enden fachern sich pinselférmig ausein-
ander, wie es auch in Abb. 14 zu sehen ist. Bei der Ermittlung der fasergeome-
trischen Werte fur Chrysotil ergaben sich ein mittlerer Durchmesser von 0,1 um und
eine durchschnittliche Lange von 2,24 ym.

Ungefahr 5 % der Chrysotilfasern wiesen eine Lange von mehr als 5 ym auf. Bei der
Bestimmung der Faseranzahl wurden 11,2 x 10° Chrysotilfasern pro Mikrogramm er-

mittelt.
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Abb. 14:
Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme des Chrysatils.
U ez \/ergrofderung: 3000x.

A

Die Zusammensetzung der Chrysotilfasern wurde analysiert und im Ergebnisteil
4.2.1.2 dargestellt und aufgelistet.

3.3.2 Partikel

Toner

Die Tonerprobe wurde einer Tonerkartusche (MITA Copystar America Inc., heute un-
ter KYOCERA MITA Deutschland GmbH, Meerbusch, bekannt) entnommen.

Abb. 15:
Rasterelektronenmikroskopische Darstellung der Toner-

ND | Mag | HV |Det|Spot

) 10.0pm: . n
o 100000200 KV E D 5T partikel. VergroRerung: 10000x.

Der Toner gehort zu den Feinpartikeln und ist in Abb. 15 dargestellt. Die Ergebnisse
der durchgefihrten Analyse der Tonerpartikel werden im Abschnitt 4.2.2.1 darges-
tellt.

Carbon black
Das Carbon black wurde von der Aditya Birla Group (Indien) bezogen. Die Partikel

des Carbon blacks neigen dazu, Agglomerate zu bilden, wie in Abb. 16 sichtbar ist.
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Der Unterschied zwischen Aggregaten und Agglomeraten wurde bereits in Abb. 8
veranschaulicht. Anhand der REM wurde die Zusammensetzung und GroRe des
Carbon blacks bestimmt und ist im Abschnitt 4.2.2.2 erlautert.

Abb. 16:
Rasterelektronenmikroskopische Darstellung des Carbon
blacks. Vergrofierung: 400000x.

Titandioxid

Als Negativkontrolle in den Zellkulturversuchen wurde Titandioxid (Anatas: 90 % Ti-
tandioxid; Evonik Degussa GmbH, Frankfurt am Main) verwendet. Das Titandioxid
neigt durch seine feine Partikelstruktur, ebenso wie das Carbon black, zu einer Ag-
glomeratbildung, wie es in Abb. 17 zu erkennen ist. Mit Hilfe der Rasterelektronenmi-
kroskopie wurde das Titandioxid auf seine Grofle und Zusammensetzung untersucht.
Zur Einsicht der Ergebnisse dieser Analyse wird auch hier auf den Abschnitt 4.2.2.3

verwiesen.

Abb. 17:
Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme des Titan-

HV | Det Spot

e dioxids (TiO,).Vergrofierung: 200000x.

Fir die Zellkulturversuche wurde eine Stammkonzentration sowohl fur die Partikel als
auch fur die Fasern von 5 mg/ml verwendet. Die Fasern und Partikel wurden in PBS
aufgenommen und suspendiert. Da fur die einzelnen Versuche unterschiedliche Pro-

benkonzentrationen verwendet wurden, waren verschiedene Volumina der Proben
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erforderlich (genaue Berechnung vgl. Anhang 2.1). Vor der Applikation in die Zellkul-
tur mussten die Lésungen mit den Fasern und Partikeln fir 10 Minuten in ein Ultra-
schallbad (Bandelin Sonorey Super PK 1028, Bandelin electronic, Berlin) gestellt
werden. Dabei wurden die Proben hochfrequenten Schallwellen ausgesetzt, um die

Suspension der Stoffe zu verbessern und eine Reinigung der Proben zu erzielen.

3.4 Mikroskopie

3.4.1 Lichtmikroskopie

Die Proben der Patienten wurden im Durchlichtmikroskop (Leica DM LB, LEICA,
Wetzlar) untersucht. Bei diesem Mikroskop wird das Praparat von unten mit Licht
durchstrahlt, bevor das Bild vom Objektiv aufgefangen wird. Gelegentlich war es je-
doch notwendig, die Zellen in den Kulturflaschen zu untersuchen, z.B. um zu kontrol-
lieren, ob sie ausreichend konfluent waren. Hierfur war das Durchlichtmikroskop auf-
grund des geringen Arbeitsabstandes zwischen Objektiv und Objekttisch ungeeignet.
Daher musste fur die Untersuchung der Zellen in den Flaschen das Inversmikroskop
(Axiovert 10, ZEISS, Jena) verwendet werden. Im Gegensatz zum Durchlichtmikro-
skop wird bei dem Umkehrmikroskop die Probe aus der Richtung des Objektivs be-
leuchtet. Die gewtlinschte VergroRerung des Bildes kann bei beiden Mikroskoparten
durch die Auswahl des Objektivs zwischen 10x, 40x, 60x oder 100x und durch den

Vergrollerungsfaktor der Okulare (8, 10 oder 12x) variiert werden.

Probenvorbereitung

Die in Paraffin eingebetteten Patientenproben wurden mit einem Mikrotom (Leica,
Wetzlar) in 2 ym dunne Scheiben geschnitten und in ein Wasserbad gelegt. Von dort
mussten die Schnitte auf einen beschichteten Objekttrager Uberflihrt und getrocknet
werden. Danach erfolgte die Einfarbung der Schnitte mit der Hamatoxylin-Eosin-
Farbung (H.-E.) bzw. mit der Eisenfarbung (Berliner Blau). Fur die Eisenfarbung nach
Berliner Blau wurden Kaliumferrocyanid und Salzsaure sowie Kernechtrot verwendet.
Zur Herstellung der H.-E.-Farbung wurden Hamalaun, Natriumiodad, Aluminiumka-
liumsulfat, Essigsaure und Eosin eingesetzt. Nach dem Trocknen wurden Deckglas-
chen auf die einzelnen Schnitte gebracht und mit Einschlusslack befestigt, um das

Praparat dauerhaft zu versiegeln.
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3.4.2 Elektronenmikroskopie
3.4.2.1 Rasterelektronenmikroskopie (REM) und energiedispersive

Rontgenmikroanalyse (EDX)

Prinzip der Rasterelektronenmikroskopie

Das Rasterelektronenmikroskop (REM) bietet die Mdglichkeit, die Oberflachenstruk-
tur von Objekten im Nanometerbereich zu untersuchen. Dabei wird ein Elektronen-
strahl erzeugt und Uber Magnetspulen abgelenkt. Die Probe wird an der Oberflache
nacheinander von dem Elektronenstrahl abgerastert. Dabei werden die Oberflachen-
atome in Schwingung versetzt und senden ihrerseits Sekundarelektronen ab, die
aufgenommen und gebundelt werden, damit auf einem Bildschirm ein Abbild erzeugt
werden kann. Durch die unterschiedliche Topographie der Proben treffen die aus-
gestrahlten Elektronen (Sekundarelektronen) in einem bestimmten Winkel auf den
Detektor. Von dem Einfallswinkel ist die Ausbeute der Sekundarelektronen abhangig.
Je hoher die Ausbeute ist, desto mehr Energie wird detektiert. Demzufolge sind eini-
ge Stellen heller als andere, und auf dem Monitor des REM entsteht der Eindruck ei-

nes raumlichen Bildes.

Prinzip der energiedispersiven Rontgenmikroanalyse

Die energiedispersive Rontgenanalyse (EDX = energy dispersive X-ray analysis) wird
durchgefuhrt, um mit Hilfe von Rdntgenstrahlung die qualitative und quantitative Zu-
sammensetzung bestimmter Elemente in einer Probe zu analysieren. Hierbei wird ein
Elektronenstrahl auf die zu untersuchende Probe gerichtet. Dadurch werden ele-
mentspezifisch Rontgenquanten aus den angeregten Atomen freigesetzt. Die ent-
standene Elektronenllicke in einer inneren Schale wird durch Elektronen mit héherer
Energie aus den aul3eren Schalen wieder aufgefullt. Dabei kommt es zur Abstrahlung
einer Energiedifferenz, die der Energie der Rontgenstrahlung entspricht und analy-
siert werden kann. Die austretende Rontgenstrahlung wird Uber einen entsprechen-
den EDX-Detektor aufgezeichnet. Fir jedes Element ist eine bestimmte Energie-
menge charakteristisch. Im EDX-Spektrum werden dann die Peaks der einzelnen

Elemente erfasst.
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Abb. 18:
Rasterelektronenmikroskop der Universitat
1 Rostock. Elektronenmikroskopisches Zentrum.

Probenvorbereitung fiir die Rasterelektronenmikroskopie

Fur die Rasterelektronenmikroskopie mussten die Zellen zunachst eine Stunde mit
4-prozentiger Glutaraldehyd-Losung (verdinnt mit einem einmolaren Natriumphos-
phatpuffer) fixiert werden. Nach dem Spillen mit Natriumphosphatpuffer wurden sie
mit gepuffertem, einprozentigem Osmiumtetroxid fir 30 Minuten fixiert. Anschliel3end
mussten die Zellen nochmals gewaschen und in einer aufsteigenden Acetonreihe (30
bis 100 %) dehydriert werden. Danach wurden die Zellen im Critical Point Dryer K850
(EMI-TECH, Ashford, England) getrocknet, auf spezielle Objekttrager appliziert und
in einem Spezialbedampfungsgerat (Sputter Coater SCD004, BAL-TEC, Lichten-
stein) in einer Argonatmosphare mit feinem Golduberzug beschichtet. Der Golduber-
zug ist notwendig, um die Leitfahigkeit des Praparates fur die Elektronen zu verbes-
sern. Andernfalls wirde sich die Probe elektrisch aufladen, so dass nur weile Bilder
aufgenommen werden und eine Analyse nicht moglich ware.

Zur Analyse der in Paraffin eingebetteten Gewebeproben der Patienten wurden zu-
nachst mit einem Mikrotom Paraffinschnitte von 5 bis 10 um angefertigt und auf Ob-
jekttragern fixiert. Danach erfolgte eine Entparaffinierung zunachst dreimal mit rei-
nem Xylol und dann mit einer absteigenden Ethanolverdinnungsreihe (3x 99 %;
1x 96 %; 1x 70 %; 1x 50 %). AnschlieRend mussten die Objekttrager mit den Paraf-
finschnitten dreimal fur 5 Minuten mit 50-prozentigem Ethanol gewaschen und
schlie3lich in Wasser gespult werden. Nach dem Trocknen konnten die Proben fur
die Untersuchung mit Gold beschichtet und mit dem Rasterelektronenmikroskop
DSM 960A (Zeiss, Oberkochen), wie in Abb. 18 dargestellt, untersucht werden.
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3.4.2.2 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) und

Elementanalyse (EELS)

Prinzip der Transmissionselektronenmikroskopie

Zur Abbildung des Objektes im Transmissionselektronenmikroskop (TEM), wie in
Abb. 19 dargestellt, wird eine Elektronenquelle verwendet. Durch das TEM wird es
moglich, z.B. die innere zellulare Struktur zu untersuchen. Bei der TEM wird das Pra-
parat mit Elektronen durchstrahlt. Dazu wird innerhalb des Mikroskops ein Vakuum
erzeugt, um einen zielgerichteten Elektronenstrahl zu gewahrleisten. Die Elektronen
werden von einer Kathode erzeugt und mit einer Hochspannung beschleunigt. Ma-
gnetspulen bzw. elektrische Linsen bundeln den Elektronenstrahl, der die Probe
durchdringt und dann auf einen Leuchtschirm trifft. Uber elektromagnetische Linsen
konnen hohe VergroRerungen erzeugt werden. Mit Hilfe eines Leuchtschirmes wird
das Bild sichtbar gemacht und kann bei Bedarf mit einer Kamera oder einer Fotoplat-

te aufgenommen werden.

Prinzip der Elementanalyse

Um einzelne Elemente in der Probe bestimmen zu kénnen, wird die so genannte
Elektronen-Energieverlustspektroskopie (EELS) durchgeflihrt. Dabei treffen alle Elek-
tronen mit gleicher Energie auf das Objekt. Beim Durchtritt durch das Praparat ent-
steht jedoch ein Energieverlust, der von der chemischen Zusammensetzung des
Praparates abhangig ist. Uber ein spezielles Prisma wird der Elektronenstrahl in sei-
ne einzelnen energetischen Anteile gespalten. Die Elektronen, die in dem zu unter-
suchenden Objekt besonders interessant sind, konnen Uber eine Blende durch den
Elektronenverlust aussortiert werden, um ein Bild zu erzeugen, das mit der entspre-
chenden Elementverteilung Ubereinstimmt. Die Ladungen der einzelnen Elemente
(vgl. Anhang 3) kdnnen aus Tabellen abgelesen werden. Mit Standardkurven kann

man den Verlauf bzw. die Ubereinstimmung der gemessenen Elemente ermitteln.
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Abb. 19:
Transmissionselektronenmikroskop der Universitat
Rostock. Elektronenmikroskopisches Zentrum.

Probenvorbereitung

Um die 3T3-Zellen im Elektronenmikroskop auf ihre Ultrastruktur zu untersuchen,
wurden sie zunachst mit 4-prozentigem Glutaraldehyd fixiert und dann im Kuhl-
schrank fur 2 bis 24 Stunden inkubiert. Dann wurden die Praparate mit einprozenti-
gem Osmiumtetroxid nachfixiert, in einer aufsteigenden Acetonreihe (30 bis 100 %)
entwassert und anschlie®end Uber Aceton-Epoxidharzgemische in Durcapan Araldite
Base Embedding ACM (Araldite casting resin M) eingebettet. Zur Polymerisierung
des Epoxidharzes mussten die Praparate im Brutschrank fur 48 Stunden bei 58 bis
60 °C aufbewahrt werden. Um Ultradinnschnitte herzustellen, wurden die gewon-
nenen Zellblocke mit Hilfe einer Rasierklinge pyramidenférmig zugespitzt. Mit einem
Diamantmesser wurden Ultradinnschnitte mit einer Dicke von 50 nm angefertigt und
auf Kupfernetze (Grids) aufgezogen. Danach erfolgte die Kontrastierung der Schnitte
durch Applikation von je einem Tropfen Uranylacetat und Bleizitrat (zusammenge-
setzt aus Bleinitrat, Natriumhydroxid, Natriumzitrat) mit einer jeweils anschlieRenden
Inkubation von 10 Minuten.

Um die Patientenproben mit dem in Abb. 19 gezeigten Transmissionselektronenmi-
kroskop EM 902A (Zeiss, Oberkochen) zu betrachten, wurden von den Praparaten
Ultradinnschnitte angefertigt, diese auf die Kupfernetze gezogen und durch Applika-

tion von je einem Tropfen Uranylacetat und Bleizitrat kontrastiert.

3.5 Ermittlung der Zytotoxizitat mit Trypan Blau-Farbung

Prinzip:
Trypan Blau ist ein pH-abhangiger Farbstoff mit sauren Eigenschaften. Er wirkt als

Anion und kann Proteine leicht binden. Der pH-Bereich ist ziemlich eng begrenzt, ei-
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ne maximale Aufnahme von Trypan Blau erfolgt bei einem pH-Wert von 7,5. Zudem
sollte sich im Medium keine Serumsubstanz mehr befinden, da sich mit steigender
Serumkonzentration die Anzahl gefarbter Zellen vermindert. Dies wirde eine Lebens-
fahigkeit der Zellen vortauschen. Der Trypan Blau-Farbetest wird angewendet zur
Bestimmung des Verhaltnisses zwischen vitalen und apoptotischen Zellen. Vitale Zel-
len mit intakter Zellmembran nehmen den Farbstoff nicht auf und bleiben weil}. Da es
bei apoptotischen Zellen zu einer Zerstorung der Membran kommt, kann der Farb-
stoff in die Zellen eindringen und farbt das Zytoplasma blau. Weil Trypan Blau ein zy-
totoxischer Farbstoff ist und ein Absterben vitaler Zellen bewirkt, missen die Zellen
innerhalb kirzester Zeit ausgezahlt werden. Andernfalls kommt es zu einem Anstieg

der als tot gezahlten (apoptotischen oder nekrotischen) Zellen.

Vorbereitung:

Fur das Experiment wurden ca. 400 000 Zellen/12,5 cm? Kulturflasche eingesat und
24 Stunden inkubiert. Danach erfolgte die Exposition gegenlber den Faser- und Par-
tikelproben (0,5; 1; 5; 10; 50; 100; 200 ug/cm?) Uber einen definierten Zeitraum (24;
48; 72 Stunden). Damit nach der Exposition ein Absinken der Partikel auf den Zellra-
sen gewahrleistet werden konnte, wurden die Zellen auf einen im Inkubator befindli-
chen Kleinschuttler (IKA-VIBRAX, Staufen) mit sehr geringer Bewegungsstufe ge-
stellt.

Durchflhrung:

Die Zellen wurden, wie bereits unter Abschnitt 3.2.2 beschrieben, fur die Trypsinie-
rung vorbereitet. Nach dem Abldsen der Zellen vom Boden der Kulturflaschen wur-
den sie in PBS aufgenommen und gut resuspendiert. Ein Verhaltnis von 500 pl Zell-
suspension und 500 pl Trypan Blau wurde gemischt. Im Anschluss daran mussten
die Zellen fur 4 Minuten im Brutschrank inkubiert werden. Danach erfolgte das Aus-
zahlen der Zellen im Hamozytometer. Lebende Zellen blieben weil3, tote Zellen wur-
den blau angefarbt, wobei auch nur schwach blau gefarbte Zellen als tot betrachtet
wurden. Bei 10-facher VergréRerung erfolgte das Auszahlen von 4 Groliquadraten.
Der Prozentsatz an lebenden Zellen wurde nach folgender Formel berechnet.

ungefirbte Zellen
ungefirbte + gefirbte Zellen

% lebende Zellen = x 100

Aus den vier Ergebnissen wird der Mittelwert gebildet.
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3.6 Nachweis reaktiver Sauerstoffverbindungen
Sauerstoffradikale sind hochreaktive und sehr kurzlebige, instabile Verbindungen, die

eine Zellschadigung hervorrufen konnen.

Prinzip:
Zum fluorimetrischen Nachweis der Bildung von ROS wurde der Farbstoff 2°,7 -Di-
chlorodihydrofluorescein (H,DCF) verwendet. In der Zelle wird durch ROS das nicht

fluoreszierende Molekul H,DCF zu 2°,7°-Dichlorofluorescein (DCF) oxidiert. Das Oxi-

dationsprodukt DCF besitzt ein konjugiertes n-System, das durch Strahlung der Wel-
lenlange A = 485 nm zur Fluoreszenz angeregt und somit in einem Fluoreszenzspek-
trofotometer gemessen werden kann. Damit H,DCF die Zellmembran besser uber-
winden kann, wird es als 2’,7 -Dichlorodihydrofluorescein-Diacetat (H,DCF-DA) ein-
gesetzt. In der Zelle spalten Esterasen die Esterbindung zu Acetat und H,DCF, so
dass der hydrophilere Farbstoff nun in seiner reduzierten, nichtfluoreszenten Form

vorliegt.

Durchflhrung:

Zunachst ist die Messung standardisiert worden (vgl. Anhang 5). Fur das Experiment
musste von dem Farbstoff eine Stammldsung hergestellt werden, indem 1,2 mg
H,DCF-DA in 25 ul Dimethylsulfoxid (DMSQO) geldst wurden. Um das Endvolumen
der Stammldsung zu erhalten, wurden die 25 pl DMSO mit 25 ml PBS verdinnt, was
einer H,DCF-DA-Konzentration von 100 yM entspricht. Als Arbeitslésung wurde eine
Verdunnung von 1:10 verwendet (vgl. Anhang 2.4).

In eine Multiwellplatte mit 24 Wells wurden 200 000 Zellen pro Platte ausgesat. Dann
wurden je 2 ml DMEM in jedes Well hinzugegeben und die Zellen anschliefend fir
24 Stunden inkubiert. Am nachsten Tag erfolgte ein Mediumwechsel und eine defi-
nierte Menge an Asbestfasern (Krokydolith) und Partikeln (Titandioxid, Toner, Carbon
black) wurde zu den Zellen gegeben. Im Fall des Experimentes waren es 5 ug Parti-
kel/cm?. Die Exposition erfolgte Uber die Zeitraume von 15, 30 und 45 Minuten sowie
1, 3, 6 und 12 Stunden. Im Inkubator wurden die Platten auf den Kleinschuttler ge-
stellt, um das Absinken der Partikel zu erleichtern. Nach Ablauf der Zeit mussten die
Zellen einmal mit PBS gewaschen werden. In jedes Well wurden 500 ul (10 uM) des

vorbereiteten H,DCF-DA gegeben, der Farbstoff in den Platten belassen und die
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Platte fur 20 Minuten zurlck in den Brutschrank gestellt. Nach dem Entfernen der
Farbstofflosung wurden die Zellen noch einmal mit 500 ul PBS gesplilt. Anschlielend
wurden erneut 200 yl PBS hinzugefugt und die Zellen kraftig gelost. Hatte sich ein
Grolteil der Zellen vom Boden der Wells abgeldst, konnte die Mischung aus der
Farbstofflosung und den Zellen in Eppendorf-Reaktionsgefalle pipettiert und diese
bei 220 x g fur 5 Minuten zentrifugiert werden. Im Anschluss wurde der restliche
Farbstoff entfernt, die Zellen mit 500 pl PBS resuspendiert, noch einmal zentrifugiert
und das Pellet mit 200 yl PBS erneut resuspendiert. Zum Schluss wurden die Zellen
in 96 Mikrotitierplatten pipettiert und die Fluoreszenz mit dem Microplattenleser
GENios mit dem Programm XFLUOR4 Version: V 4.51 (TECAN, Crailsheim) gemes-
sen. Die Fluoreszenzmessung erfolgte bei einer Erregungswellenlange von 485 nm
und einer Emissionswellenlange von 535 nm. Da der Fluoreszenzfarbstoff lichtemp-

findlich ist, sollte beim Arbeiten direkter Lichteinfall vermieden werden.

3.7 Apoptosemessung mittels FACS-Analyse

;;f ' b, 1o

Abb. 20:

Apoptotische Zelle im Stadium der Kondensation und Schrump-

fung (Transmissionselektronenmikroskopische Untersuchung des
Nl - 3. Patientenbeispiels). VergroRerung: 450x.

Die Durchflusszytometrie kann die relative ZellgroRe, Granularitat und drei verschie-
dene Fluoreszenzfarben bei mehr als zehntausend Zellen in weniger als einer Minute
bestimmen [Raffael, 1988]. Voraussetzung fur die Analyse mit einem Durchflusszy-
tometer ist, dass die Probe als Einzelzellsuspension vorliegt. Die Zellen werden vor
der Untersuchung mit Annexin V gefarbt. Damit die Zellen im Durchflusszytometer
gemessen werden koénnen, ist an das Annexin V der Fluoreszenzfarbstoff FITC
(Fluorescein-5-isothiocyanat) gebunden.

Jede Zelle besteht aus einer Doppelmembran, die sich aus Lipiden und Proteinen
zusammensetzt. Den Hauptbestandteil der Lipide bilden die Phospholipide, wozu

u.a. das Phosphatidylcholin und Phosphatidylserin (PS) gezahlt werden. In lebenden
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Zellen ist das Phosphatidylcholin zum Uberwiegenden Teil nur auf der aul3eren Seite
der Zellmembran, das PS nur auf der Innenseite der Membran zu finden [van Enge-
land et al., 1998]. Setzt die Apoptose ein, kommt es zu einer Kondensation und
Schrumpfung der Zelle mit Auflosung der Zellmembran, wie es in Abb. 20 dargestellt
ist. Zu Beginn der Apoptose wird das PS auf die Aulenseite der Zellmembran, in
Abb. 21 veranschaulicht, verlagert. Zum Nachweis der Apoptose kann man An-
nexin V verwenden. Dieses Protein bindet, in Gegenwart von Ca?* - lonen, spezifisch
an PS.

-
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Abb. 21:

. Schematische Darstellung der Bindung
~ von Annexin V-FITC an Phoshatidylse-
rin (hier orange markiert) bei einer

) apoptotischen Zelle [nach van Engeland
Normale Zelle Apoptotische Zelle etal., 1998]

[ Annexin V)
S
o
o
&ultere Membran | An L‘lnncxm V)
?—dfi :1‘ f J':f“ A‘ e ey
' '
TR Tﬂn’nrﬂrWn &

—|T \‘—r"l

Dytoplasmembran

Da an das Annexin V der Fluoreszenzfarbstoff FITC gebunden ist, kdnnen die apop-
totischen Zellen im Durchflusszytometer nachgewiesen werden.

Um frihapoptotische von spatapoptotischen und nekrotischen Zellen unterscheiden
zu kénnen, muss gleichzeitig eine Farbung mit Propidiumjodid (Pl) und Annexin V
erfolgen. Werden die Zellen nekrotisch, wird die Membran durchlassig, das PI dringt
in die Zellen ein und farbt deren DNA. Somit kann auch das Annexin V in die Zellen
eindringen und sich an die Innenseite der Zellen binden. Zellen, die sich im Frihsta-
dium der Apoptose befinden, werden nur mit Annexin V positiv angefarbt. Befindet
sich die Zelle bereits im Stadium der spaten Apoptose, wird sie sowohl mit Annexin V
als auch mit Pl gefarbt. Nekrotische Zellen werden uberwiegend mit Pl gefarbt und
sind erscheinen Annexin V-negativ, da das Annexin V-FITC Signal gegenuber dem
roten PI-Signal deutlich abgeschwacht ist (vgl. auch Abb. 23) [Vermes et al., 1995].

Probenvorbereitung

Je 300 000 Zellen wurden in 12,5 cm? grof3e Kulturflaschen eingesat und 24 Stunden

inkubiert. Die Exposition der Zellen erfolgte gegenuber den Substanzen Krokydolith,
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Toner, Carbon black und Titandioxid mit einer Konzentration von 10 ug/cm? sowie
Chrysotil mit einer Konzentration von 5 ug/cm?.

Als Positivkontrolle bei der Apoptosemessung wurde das Zytostatikum Cisplatin
(SIGMA-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) verwendet mit einer Konzentration von
100 uM je 12,5 cm? Kulturflasche [Berechnung im Anhang 2.2].

Die Fasern und Partikel wurden 24 Stunden auf den Zellen belassen, wahrend die
Kulturflaschen im Inkubator auf dem Kleinschuttler standen. Danach mussten die Zel-
len mit PBS gewaschen, mit Trypsin abgel6st und eine Zellsuspension mit PBS her-
gestellt werden. Da fur die Durchflusszytometrie nicht mehr als 100 000 Zellen bené-
tigt wurden, mussten die Zellen im Hamozytometer gezahlt werden. Die Zellsuspen-
sion wurde in Rohrchen, die sich speziell fur die Analyse in der Durchflusszytometrie
eignen, Uberfiihrt und fiir 5 Minuten bei 500 x g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Zellpellet in 100 ul eiskaltem Bindungspuffer resuspendiert
[zur Herstellung des Bindungspuffers vgl. Anhang 2.5]. Nach der Zugabe von 5 ul der
Annexin V-FITC-Lésung zur Zellsuspension inkubierten die Zellen 10 Minuten im
Dunkeln. Danach mussten 2,5 ul des Pl zur Zellsuspension hinzugeflugt, die Losung
vorsichtig gemischt und erneut fir 10 Minuten im Dunkeln inkubiert werden. Die In-
kubation der Zellen mit Annexin V und PI sollte auf Eis erfolgen, um weitere Reak-
tionen zu verhindern. Im Anschluss wurden 400 pl des eiskalten Bindungspuffers zu
den Praparaten hinzugefugt und vorsichtig gemischt. Innerhalb von 30 Minuten
mussten die Zellpraparate mit der Durchflusszytometrie analysiert werden [vgl. An-
hang 2.5]. Die Analyse der Messwerte erfolgte mit dem Programm ,Expo 32 ADC
XL 4 Color®.

Ablauf der FACS — Analyse

Fur die Untersuchungen wurde ein FACSScan® -Gerat der Firma Beckman Coulter
(Coulter Epics XL MCL, Coulter Corporation, Miami, USA) verwendet. Die Abkirzung
FACS bedeutet Fluorescence Activated Cell Sorting oder auch Fluoreszenzaktivierter
Zellsortierer. Das Prinzip der FACS-Analyse wird in Abb. 22 dargestellt.
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Probenstrom
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© Abb. 22:

©e Prinzip der FACS-Analyse:
® Die Zellen erreichen den Analysepunkt. Uber
® einen Laserstrahl werden die fluoreszensgefarb-
® abge:leﬂkte ten einzelnen Zellen angeregt. Die von der Zelle
® ellen

ausgesendeten Lichtsignale werden (iber Detek-

toren empfangen und gemessen [nach
sortierte http://www.facslab.toxikologie.uni-

Abfall Zellen mainz.de/zytometrie.jsp].
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Die gefarbte Zellsuspension in den FACS-Rohrchen wird in das Gerat eingesetzt.
Durch Uberdruck gelangen die Zellen tiber eine Stahlkapillare in die Messkivette. In
der Messkammer werden die Zellen stark beschleunigt, wodurch sich die einzelnen
Aggregate auftrennen und den Analysepunkt erreichen (hydrodynamische Fokussie-
rung). Gleichzeitig werden die Zellen durch einen luftgekihlten Argonionenlaserstrahl
zur Fluoreszenz angeregt. Dieser erzeugt Licht mit einer Wellenlange von 488 nm.
Ein Durchflusszytometer kann bis zu 5 Eigenschaften (2 Lichtstreuungen und 3 Fluo-
reszenzen) messen. Diese von der Zelle ausgesendeten Signale werden von Detek-
toren empfangen und Uber elektronische Schaltungen gemessen und quantifiziert.
Das Setzen eines Filters, auch als Gate bezeichnet, lasst nur Zellen mit einer be-
stimmten Parameterkombination zu, z.B. die Streulichteigenschaften Vorwarts- und
Seitwartsstreulicht. Andere Parameter wie z.B. Staubkdrnchen oder Zelltrimmer
werden dadurch ausgeschlossen. Die Werte werden dann als ,Dot-Plot* (korrelierte
Zweiparameterdarstellung), wie in Abb. 23 verdeutlicht, oder als Histogramm (Hau-

figkeitsverteilung), wie in Abb. 24 erkennbar, dargestellt.
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50 Aligemeine Aufnahme eines ,Dot-Plot* nach
Vitale Zellen: Frahapoptotische Zellen:  der durchflusszytometrischen Messung von
Qﬂ"_e"'"“ Annexin: + Annexin V- und Pl-gefarbten, in den eigenen

e Experimenten verwendeten, 3T3-Zellen.

Abb. 24:

Allgemeine Darstellung Annexin V-gefarbter
3T3-Zellen in einem Histogramm nach der
durchflusszytometrischen Analyse. Die Abszis-
se stellt die Fluoreszenz der Zellen dar. Die
101 102 10° Ordinate kennzeichnet die Anzahl der Zellen.

Anzahl fluoreszierender Zellen

Annexin

In dem ,Dot-Plot* (Abb. 23) werden 2 Parameter miteinander korreliert. Die Intensitat
der beiden gemessenen Parameter wird fur jede Zelle in dem Diagramm aufgetra-
gen, so dass flur jede Subpopulation ein charakteristisches Muster entsteht.

In dem Histogramm (Abb. 24) werden die Fluoreszenz auf der Abszisse und die An-

zahl der Zellen auf der Ordinate dargestellt.
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3.8 Statistische Auswertung

Der Trypan Blau-Farbetest (vgl. Abschnitt 2.5) wurde in drei separaten Versuchen
durchgefuhrt. Die Auszahlung der Zellen erfolgte mit dem Hamozytometer, wobei pro
erhaltene Zellmenge jeweils vier Werte (vier grof3e Quadranten) je Kulturflasche aus-
gezahlt wurden.

Aus den erhaltenen Werten wurde der arithmetische Mittelwert sowie die entspre-
chende Standardabweichung berechnet. Die statistische Auswertung erfolgte mit

dem t-Test.

Die Messung der reaktiven Sauerstoffverbindungen (vgl. Abschnitt 2.6) wurde in zwei
separaten Versuchen mit jeweils vierfacher Messreihe durchgefuhrt. Von den erhal-
tenen Werten wurde auch hier der arithmetische Mittelwert mit Standardabweichung
errechnet. Durch Abzug der Kontrollwerte von den Versuchsergebnissen konnten be-
reinigte Messwerte erstellt werden.

Die gewonnenen Rohdaten der einzelnen Versuche waren sowohl innerhalb der
Zeitabschnitte als auch untereinander, aufgrund einer starken Streuung der einzel-
nen Messwerte, nicht vergleichbar. Daher wurde die Kontrolle auf 100 gesetzt und
die einzelnen Werte Uber ein Verhaltnis darauf bezogen. Dadurch entstanden unter-
einander vergleichbare Werte. Um die statistische Signifikanz mit dem t-Test zu be-

stimmen, mussten beide Versuchsdurchfuhrungen separat berechnet werden.

Die Apoptosemessung wurde in zwei separaten Versuchsansatzen mit doppelter
Messreihe durchgefiihrt. Die genaue Versuchsdurchfihrung wurde unter Abschnitt
2.7 beschrieben. Aus den Ergebnissen der Messreihen wurde das arithmetische Mit-
tel und die Standardabweichung berechnet. Die statistische Signifikanz wurde mit

dem t-Test bestimmt.
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4 Ergebnisse

4.1 Patientenmaterial

4.1.1 Analyse des Ersten Falls

Die Praparate stammten von einem 59-jahrigen mannlichen Patienten. Er wurde
1905 geboren und verstarb 1964. Aus dem Obduktionsbericht ging hervor, dass der
Patient ein Jahr vor seinem Tod an einer Dyspnoe litt, welche sich zunehmend ver-
schlechterte. Am Tag vor dem Tod des Patienten trat eine hochgradige Zyanose und
Dyspnoe auf, an deren Folgen er verstarb. Zu Lebzeiten arbeitete der Patient bis et-
wa zum 30. Lebensjahr als Fliesenarbeiter. Dabei war er mdglicherweise bei der
Herstellung von Fliesen und asbesthaltigem Fliesenfugenmaterial gegenuber hohen
Konzentrationen von Asbest ausgesetzt. Anschlielend arbeitete er in einer Spirituo-
senfabrik. Es ist jedoch nicht bekannt, welcher Tatigkeit er in dieser Fabrik nachge-
gangen ist. Bei dem Patienten wurde 13 Jahre vor dem Tod eine Silikose der Lunge
diagnostiziert. Aus dem pathologischen Bericht geht nicht hervor, ob der Patient
Raucher oder Nichtraucher war. In dem Bericht wurde jedoch uber eine haufige Teil-
nahme des Patienten an Heilverfahren in Rehabilitationskliniken fur Lungenerkran-

kungen berichtet.

Mikroskopische Auswertung

Zur Untersuchung des Patienten standen Sektionspraparate der Lunge zur Verfu-
gung. Um einen Uberblick Uber die Lungenstruktur und ihrer pathologischen Be-
schaffenheit zu bekommen, wurden zunachst lichtmikroskopische Schnitte (vgl. Ab-
schnitt 3.4.1) angefertigt und diese uber die Berliner Blau- bzw. H.-E.-Farbung ange-
farbt. Beide Schnitte wurden im Lichtmikroskop untersucht, jedoch nur mit der Berli-

ner Blau-Farbung lieRen sich Asbestkdrperchen bzw. Asbestfasern darstellen.

Lichtmikroskopie

In den lichtmikroskopischen Aufnahmen (Abb. 25 bis 31 sowie 32a und 33a) ist Lun-
gengewebe abgebildet. Dieses ist an der typischen feinen Struktur der Lunge zu er-
kennen. Besonders gut sind die alveolaren Epithelzellen in Abb. 25 dargestellt. Die
Alveolen zeigen durch fibrotische Umbauvorgange (Narbengewebe) nicht mehr den
charakteristischen Aufbau. Diese starken Verdichtungen des Lungengewebes sind
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besonders gut in Abb. 28 und 32a zu sehen. Einer der typischen Bronchioli termina-
les ist nur in Abb. 33a sichtbar.

Das gesamte Lungengewebe des Patienten ist durch fibrotische Narben gekenn-
zeichnet. Diese Narben konnten durch die hohe Anzahl von Asbestfasern, die sich im
gesamten Lungengewebe darstellen lassen, verursacht worden sein. Als Folge der
Fibrose und der damit verbundenen Minderbeliftung der einzelnen Lungenabschnitte
ist die Anzahl der Alveolen insgesamt vermindert, und es haben sich emphysemar-
tige Aufweitungen (Abb. 28 und 32a) gebildet. In den Alveolen zeichnen sich ent-
zundliche Infiltrate ab, bestehend aus Granulozyten, Lymphozyten, Makrophagen
sowie Histiozyten und es sind starke Schleimansammlungen zu sehen. Darlber hi-
naus finden sich, neben den Erythrozyten in den Gefal3querschnitten, Hinweise auf

Erythrozytenansammlungen im Alveolarraum und im Bindegewebe (Matrix).
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Abb. 25: Abb. 26:

Ubersichtsaufnahme, in der zahlreiche Ansamm- Quersegmentierungen (*9) der Proteinhullen der
Iungen von Asbestfasern zu sehen sind. Die Pfei- Asbestfasern. 125fache Vergr(’jﬂerung_

le weisen auf einen GefaRquerschnitt (*->) mit

Erythrozyten bzw. auf alveolare Epithelzellen

(**->) hin. 80fache Vergrofierung.

Abb. 27:

Ansammlung von Partikeln, Fasern und Entzin-
dungszellen. Diese Ansammlung wird abgegrenzt
durch eine Umkapselung. 80fache Vergréerung.
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Die Asbestfasern liegen in der Lunge Uberwiegend in Form von Asbestkdrperchen
vor. Die Asbestkorperchen werden im Englischen als ,asbestos bodies® bezeichnet.
Sie stellen die umhdillte Form der Asbestfaser dar. Die Faser ist der zentrale Be-
standteil dieses Korperchens und wird von Ferroproteinen (Transferrin) umhullt. Die
Umwandlung findet im Korper vor allem in den Makrophagen statt und ist eine lokale
Reaktion. Charakteristisch flr die Asbestkorperchen ist die Hantelform, bei der die
Enden verdickt sind. Die Proteinhulle um die Zentralfaser ist in Quersegmente unter-

teilt. Die durchschnittliche Lange der Fasern liegt bei 30 bis 50 pm.
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Abb. 28:

Unvollstandige Phagozytose einer Asbestfaser
durch einen Makrophagen (). Das untere Fa-
serende liegt noch auflerhalb. Um den Makro-
phagen befinden sich Ansammlungen von Ent-
ziuindungszellen und Erythrozyten sowie Narben-

Abb. 29:

Mehrkernige Riesenzelle (*->) bei der Phagozy-
tose von 3 Asbestfasern.

Starke Infiltration bestehend aus Granulozyten,
Lymphozyten, Histiozyten (**->). 130fache Ver-
groflerung.

gewebe (*) und emphysemartige Aufweitungen
(**).100fache Vergrofierung.

Mit Hilfe der Berliner Blau-Farbung lassen sich in der Ubersicht (Abb. 25) reichlich
Ansammlungen von Asbestkorperchen mit ihrer typischen Hantelform und der Seg-
mentierung erkennen, die noch deutlicher in den VergroRerungsaufnahmen zu erfas-
sen sind (Abb. 26, 27, 29). Daruber hinaus stellen sich auch Asbestfasern ohne Pro-
teinmantel dar (Abb. 28, 30). Sie sind gekennzeichnet durch ihre lanzettenartige
Form. Des Weiteren sind in den Abb. 28 und 29 Makrophagen bzw. mehrkernige
Riesenzellen zu erkennen, die die Asbestfasern nur unvollstandig phagozytiert ha-
ben. Zusatzlich zu den Asbestansammlungen zeigen sich in den Abb. 25, 26, 30, 31
und 33a zahlreiche Ablagerungen nicht gefarbter schwarzer Partikel. Bei diesen Par-
tikelablagerungen konnte es sich um Kohlenstoffablagerungen handeln. Einerseits

konnten diese Ablagerungen einen Hinweis darauf geben, dass der Patient Raucher
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war. Andererseits kommen meist in allen Lungen alterer Menschen zusatzlich Anrei-
cherungen von Gesteinsstaub und Kohlenstaubpartikel vor, was auch als Anthrakose

bezeichnet wird.
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Abb. 30: Abb. 31:

Makrophage () mit phagozytierten Asbestfasern  Makrophagen () mit phagozytierten schwarzen
und zahlreichen schwarzen Partikeln. 130fache Partikeln. Rechts daneben teilweise umhiillte As-

Vergrofierung. bestfaser mit trommelschlagelartiger Form (*).
125fache Vergroflerung.

Anhand der lichtmikroskopischen Aufnahmen konnte keine Aussage Uber die mogli-
che Zusammensetzung dieser schwarzen Partikel getroffen werden. Um daruber hi-
naus die Elementzusammensetzung der Fasern im Gewebe zu analysieren, wurden
die Proben sowohl im Raster- als auch im Transmissionselektronenmikroskop unter-

sucht.

Elementanalyse mit Hilfe der Rasterelektronenmikroskopie (REM)

Um eine Elementanalyse mit der REM zu erhalten, wurden die in Abb. 32a und 33a
dargestellten Praparate untersucht. Da mit der REM keine gute bildliche Darstellung
wie mit der Lichtmikroskopie moglich ist, wurden zur Veranschaulichung der unter-
suchten Praparate die lichtmikroskopischen Bilder aufgezeigt. Um diese lichtmikro-
skopischen Aufnahmen mit Hilfe der REM untersuchen zu kénnen, musste bei der
Anfertigung der Praparate auf Objekttragern (vgl. Abschnitt 3.4.1) auf die Deckglas-
chen verzichtet werden.

Die Untersuchung wurde sowohl an einem Praparat des rechten Lungenmittellap-
pens (re. LML) als auch des linken Lungenunterlappens (li. LUL) durchgefuhrt.

Im li. LUL (Abb. 32a) stellen sich zahlreiche Ablagerungen von Asbestfasern dar. Im
re. LML (Abb. 33a) sind die Asbestansammlungen nicht so zahlreich ausgepragt.

Dafir sind im re. LML Akkumulationen schwarzer Partikel zu erkennen, bei denen es
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sich, anhand der Elementanalyse (Abb. 33b) verdeutlicht, um Kohlenstoff handelt.
Diese Kohlenstoffablagerungen geben einen deutlichen Hinweis darauf, dass der Pa-
tient Raucher gewesen ist oder anderen Kohlenstaubquellen ausgesetzt war (z.B.
Heizungsmaterial, Rauch von Holz- und Kohlefeuern). Zum Vergleich der Mess-

ergebisse aus li. LUL und re. LML wurden die Analysen nacheinander aufgeflhrt.

~ | Abb. 32a:
e * ] Lichtmikroskopische  Darstellung
i aus dem linken Lungenunterlappen
s wl (li. LUL). Alveolen sind nicht mehr
3 s erkennbar. Sie sind durchsetzt mit
SR S Entziindungszellen und Narbenge-
webe (*) sowie emphysemartigen
(**) Aufweitungen. Reichliche An-
R sammlungen von Asbestkorper-
‘ & chen und Asbestfasern (). Uber-
sichtsaufnahme mit 10facher Ver-
gréRerung.
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" I Die EDX-Messung des lichtmikro-
S YANAVEN AT N skopischen Praparates des li. LUL
’ ] ! I T I 1 aus Abb. 32a mit erhéhten Peaks
fur Natrium, Magnesium, Silizium.
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Die Messung im Rasterelektronenmikroskop wurde bei einer Beschleunigungsspan-
nung von 10 keV durchgefuhrt. Bei der REM-Untersuchung konnten erhohte Peaks
fur Natrium (Na), Magnesium (Mg), Silizium (Si) und Phosphor (P) ermittelt werden
(vgl. Abb. 32b und Abb. 33b). Darlber hinaus zeigten sich ein deutlicher Peak fur
Kohlenstoff (C) und nur ein minimaler Anteil an Calcium (Ca). Der Sauerstoffanteil ist
im Vergleich zu allen anderen Elementen deutlich erhoht.

Calcium kann zu geringen Anteilen im Lungengewebe vorkommen. Die Anteile an
Phosphor und Magnesium kénnen durch Verunreinigungen der Asbestfasern bedingt
worden sein. Die stark erhéhten Peaks fur Silizium und Natrium geben bereits Hin-
weise darauf, dass es sich bei den dargestellten Fasern wahrscheinlich um Asbest-

fasern (speziell Krokydolith) handelt. In diesem Fall konnte mit der EDX kein Eisen
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nachgewiesen werden, was durch den geringen Eisengehalt in diesem Praparat be-

dingt sein kénnte. Die Empfindlichkeit der EDX-Methode, um Eisen nachzuweisen,

war fur dieses Praparat zu gering.

Abb. 33a:

Lichtmikroskopische Darstellung des rechten Lungen-
mittellappens (re. LML).

Deutlich zu erkennen sind die Anhaufungen schwarzer
Partikel (=, moglicherweise Kohlenstoffablagerungen).
Bronchiolus terminalis (*).

Ubersichtsaufnahme mit 10facher VergréRerung.
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=T ([ : Abb. 33b:

LI i EDX-Analyse im re. LML.

o D O Stark erhohte Peaks fiir Kohlenstoff

S R e | ~ (C), Sauerstoff (0), Natrium (Na) und
! : : 4 5 ' Silizium (Si).

Auch im re. LML konnte, wie Abb. 33b zeigt, kein Eisen nachgewiesen werden. Der
starke Peak fir Sauerstoff, in den beiden Abb. 32b und 33b erkennbar, stammt ei-
nerseits vom Lungengewebe, andererseits von der Fixierung. Dadurch kann es zu
einer Oxidation im Gewebe gekommen sein. Daruber hinaus ist Sauerstoff in den
Fasern enthalten und wurde daher zu einem hohen Anteil nachgewiesen. Im Gegen-
satz zur Abb. 32b ist der Kohlenstoffpeak in Abb. 33b deutlich héher. Dies gibt einen
deutlichen Hinweis auf die starken Kohlenstoffablagerungen. Da dieser Patient mog-
licherweise ein Raucher gewesen ist, liegt die Vermutung nahe, dass es sich bei die-
sen schwarzen Ablagerungen auch um Rulle aus dem Zigarettenrauch handeln
kénnte, wobei an diese Partikel zusatzlich polyzyklische aromatische Kohlenwasser-

stoffe (PAK) gebunden sein kdénnen.
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Analyse in der Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Zusatzlich zur REM wurde die TEM durchgefiihrt, um die Einschlisse naher charak-
terisieren zu kénnen. Die zelluldare Aufnahme der Fasern und die entsprechenden
TEM-Bilder von Fasern und Partikeln wurden in den Zellkulturversuchen genauer
analysiert und unter Abschnitt 4.3.1 erlautert.

Die Patientenpraparate wurden in der TEM untersucht, um die Struktur der Fasern
und die sie umgebenden Proteinhullen zu verdeutlichen. Darliber hinaus erfolgte die
Elementanalyse EELS zur Charakterisierung eines bestimmten Elementes. Um die
TEM durchflhren zu kénnen, wurden vom Patientenmaterial einige Proben vorberei-
tet (vgl. Abschnitt 3.4.2.2).

Auch diese Proben (Abb. 34 und 35) wurden erneut mit der EDX untersucht, um ei-
nen Aufschluss Uber die enthaltenen Elemente zu bekommen. Dabei ergab die Mes-
sung Eisen und Silizium (Abb. 36), aber auch Kupfer (Cu), Blei (Pb) und Osmium
(Os). Allerdings stammt bei dieser Analyse das Kupfer von dem Kupfernetz, auf wel-
ches das Praparat aufgebracht wurde. Blei und Osmium stammen von der Kontras-

tierung und der Nachfixierung mit einprozentigem Osmiumtetroxid.

Abb. 34: Abb. 35:
Die Proteinhiille (*-), die um die Faser gebildet Im Zentrum ist die lange, transparente und gera-
wurde, ist sehr gut dargestellt. In unmittelbarer de Asbestfaser (=) sichtbar. Sie wird umgeben
Umgebung fallen die Anhaufungen nicht umhdill- von der aus Ferroprotein bestehenden Hiille. Be-
ter Fasern (=) auf. Artefakte (**). sonders deutlich bei dieser Abbildung ist die cha-
TEM. VergroRerung: 425x. rakteristische Quersegmentierung der Protein-
hille. Artefakte (**). TEM. VergréRerung: 6000x.
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Die Untersuchung in der TEM zeigt deutlich die Proteinhllle, die um die Faser gebil-

det wurde. Besonders Abb. 35 stellt die charakteristische Quersegmentierung dieser

Proteinhdlle dar. Dartber hinaus ist die leicht transparente Zentralfaser gut zu erken-

nen. Aber auch die nackten Fasern in Abb. 34 sind eindeutig identifizierbar.

Bei der TEM-Untersuchung sind die Praparate einem Elektronenstrahl ausgesetzt,

der eine starke Beanspruchung fur das Gewebe darstellt. Daher kommt es haufig
zum Reillen des Gewebes, wodurch Artefakte (Abb. 34, 35) entstehen, die sich in

Form von Lochern darstellen. Dies gestaltet sich fur die Darstellung der Elemente in

der TEM als schwierig. Aus diesem Grund wurde ein weiteres Praparat (Abb. 37a)

fur die TEM vorbereitet und zur EDX-Analyse der enthaltenen Elemente erneut im

REM (vgl. Abb. 37c¢) untersucht.

Abb. 37a:

Zentralfaser (=) mit der sie umgebenden Pro-
teinhllle. Gut zu erkennen sind die Querseg-
mente der Proteinhille. TEM. VergroRerung:
10000x.

Abb. 37b:

Dieselbe Faser aus Abb. 37a in der Darstellung
als Falschfarbenbild. Dabei wurde der Eisenge-
halt rot dargestellt. Das Eisen ist sowohl in der
Faser als auch in der Proteinhiille nachweisbar.
TEM. Vergrofierung: 19000x.
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\o i j\ Abb. 37c:
i M M EDX-Analyse der in Abb. 37a gezeigten
AR ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ | | | Faser. Erhohte Peaks fiir Silizium (Si)
y ] ! : : : ’ c ; ® und Eisen (Fe).

Auch in diesem Praparat (Abb. 37a) konnten erhdhte Peaks flr Silizium und Eisen
(vgl. Abb. 37c) sowie ein hoher Kohlenstoffpeak ermittelt werden. Die analysierten
Elemente Aluminium (Al) und Kupfer stammen von dem aus Aluminium bestehenden
REM-Praparatehalter bzw. vom Kupfernetz (Fremdmaterialien). Silizium und Eisen
weisen wiederum auf das Vorkommen der Asbestfasern hin.

Da diese Probe, im Gegensatz zu den Proben in Abb. 34 und 35, gut intakt war,
konnte eine Analyse mit der TEM durchgefuhrt werden. Dabei wurde eine Falschfar-
bendarstellung fur Eisen (vgl. Abb. 37b) erzeugt, da das Eisen sowohl in den Fasern
als auch in der Proteinhulle nachweisbar ist. Dazu wurde zunachst die Starke des Ei-
sengehaltes (Abb. 38) ermittelt. Hier entspricht der Verlauf der roten Messkurve der
grunen Standardkurve. Durch diese Analyse wurde das so genannte Falschfarben-
bild erstellt, aus dem ersichtlich ist, dass Eisen nicht nur in der Proteinhdlle, sondern
auch mit einem hohen Anteil in der Asbestfaser enthalten ist. Somit handelt es sich
bei der Asbestexposition des Patienten moglicherweise um eine Krokydolithexposi-

tion.
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Abb. 38:

Nachweis des Eisens aus dem Praparat aus der
Abb. 37a. Die rote Kurve stellt die Eisenmessung mit
EELS dar; die grine Kurve kennzeichnet die Stan-
dardkurve. TEM (EELS).
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Abb. 39:

Die Messung des Siliziums weist starke Schwankungen
in der roten Kurve auf. Die tiurkisfarbene Kurve stellt die
Standardkurve dar. TEM (EELS).
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Abb. 40:

Nachweis des Magnesiumgehaltes. Die rote Messkur-
ve zeigt einen deutlichen Ausschlag fir Magnesium
(Mg). Die Standardkurve fir Magnesium ist dunkelblau
markiert. TEM (EELS).
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Gleichzeitig wurden der Silizium- und Magnesiumgehalt untersucht. Die Analyse fur
Silizium (Abb. 39) ergab im Unterschied zu Eisen keine eindeutigen Ergebnisse. An-
ders als die EDX-Untersuchung (Abb. 37c) zeigte die Magnesiumanalyse (Abb. 40)
Hinweise auf einen leichten Magnesiumgehalt. Jedoch kam es bei dieser Analyse zu

einer starken Schwankung in der Kurve im Gegensatz zu der Eisenkurve.

4.1.2 Analyse des Zweiten Falls

Der Patient lebte von 1932 bis 2002. Aus dem Obduktionsbericht geht hervor, dass
der Patient an einer akuten fulminanten Lungenembolie verstarb. Zudem wird er-
wahnt, dass bei dem Patienten 17 Jahre vor dem Tod eine Pneumektomie rechts
wegen eines Bronchialkarzinoms durchgefuhrt wurde. Aus dem Bericht geht nicht
hervor, ob der Patient Raucher oder Nichtraucher war. Des Weiteren gibt der Bericht
keine Auskunft darliber, welcher beruflichen Tatigkeit der Patient nachgegangen ist.
Die im Folgenden dargestellten Ansammlungen von Asbestfasern im Lungengewebe
lassen jedoch auf eine berufliche Exposition gegenltber Asbest schliel3en, die jedoch

im Vergleich zum 1. Fall méglicherweise geringer war.
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Mikroskopische Auswertung
Fir die Untersuchung des 2. Falles wurden zunachst lichtmikroskopische Schnitte
angefertigt. Dabei zeigte sich eine ahnliche strukturelle Veranderung der Lunge wie

im 1. Fall.

Lichtmikroskopie

In der lichtmikroskopischen Abbildung (Abb. 41) wird Lungengewebe dargestellt. Die
Alveolen sind emphysemartig vergroRert, wodurch ein Gasaustausch nicht mehr
méglich ist. Ahnlich wie in dem 1. Fall sind einige Bereiche der Lunge zu fibrotischem
Narbengewebe umgewandelt. Im Gegensatz zum 1. Fall sind jedoch deutlich weniger
Ansammlungen von Asbest in der Lunge vorhanden und es lassen sich keine
Schleimansammlungen finden. Ebenso ist die Anzahl der Entzindungszellen etwas
geringer als im 1. Fall. Allerdings zeigen sich auch im 2. Fall Anhaufungen unge-
farbter schwarzer Partikel, so dass angenommen werden kann, dass es sich bei die-
sem Patienten auch um einen Raucher gehandelt haben konnte. Ferner besteht die
Maoglichkeit, dass es sich hier um Kohlenstaubablagerungen durch Heizungsmaterial
(Briketts), Rauch von Holz- oder Kohlefeuern, Autoabgase oder andere Emissions-

quellen handeln kdnnte.

Vi)
.{" 1
v 2 . Abb.41:

v o, .| Emphysemartig vergréfRerte Alveolen (1) und

i # fibrotisches Narbengewebe (2). Die Anhau-

e 3 . fungen von Asbestkorperchen (3->) sind in

4 ‘%i Lungenwebe eingelagert. Die schwarzen
3 | Partikelablagerungen sind nur schwach zu

erkennen (4->). Lichtmikroskopische Uber-
sichtsaufnahme bei 10facher VergrofRerung.

Untersuchung in der Elektronenmikroskopie
Bedauerlicherweise standen von diesem Patienten nur 2 Paraffinblocke des Lungen-
gewebes zur Verfigung. Die EDX-Analyse, mittels REM (vgl. Abb. 42), ergab deut-

lich das Vorkommen von Silizium und Eisen.
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A T WA ~den Abb. 43a und 44a mit deutlicher
: ) ’ ’ " “ * * Silizium- und Eisenkurve.

FUr die Analyse im TEM wurden zwei markante Stellen ausgewahlt, bei denen es
sich an erster Stelle (Abb. 43a) um eine Anhaufung von Asbestfasern handelt. Die
Fasern weisen eine gestreckte Form auf und sind nicht mit Ferroprotein umhilit. Die
zweite Stelle ist durch einen Querschnitt durch die Proteinhulle (Abb. 45a) gekenn-
zeichnet, wobei sich die zentrale Asbestfaser nicht mehr im Zentrum des Asbestkor-
perchens befindet, sondern aulerhalb in unmittelbarer Nachbarschaft.

Bei der TEM-Analyse des Faserhaufens und der Proteinhille ergab sich fir Eisen ein
deutlicher Ausschlag in der gemessenen Kurve (Abb. 44 und 46). Dabei war der Ei-
senanteil im analysierten Faserhaufen (Abb. 44) ahnlich hoch wie der gemessene
Eisenanteil in der Proteinhtlle (Abb. 46). Obendrein zeigt die rote Messkurve in bei-

den Abbildungen einen ahnlichen Verlauf wie die grine Standardkurve.

Abb. 43a: Abb. 43b:

Nicht umhdillte Fasern, in einem Faserhaufen zu- Darstellung des Eisengehaltes in den reinen As-
sammenliegend. Die Lécher im Praparat sind die bestfasern durch Erstellung eines Falschfarben-
Folge der hohen Elektronenbelastung. TEM. Ver- bildes. Der Eisengehalt wurde rot markiert. TEM.
groflerung: 20000x. VergrofRerung: 20000x.
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Abb. 44:
Eisennachweis der in Abb. 43a dargestellten Asbest-

fasern. Die rote Kurve ist die Messkurve, griin die
500 700 300 100 Standardkurve fiir Eisen. TEM (EELS).
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Abb. 45a: Abb. 45b:

Proteinhiille (schwarzer Kreis) einer Asbestfaser, Rote Markierung des Eisengehaltes in der Pro-
Anteile der grofitenteils fehlenden zentralen teinhille durch ein Falschfarbenbild.

Asbestfaser sind noch sichtbar (=2). TEM. TEM. VergroRerung: 8500x.

VergréRerung: 8500x.
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Abb. 46:

Nachweis eines Eisengehaltes in der Proteinhiille,
die um die Asbestfaser gebildet wurde, wobei rot
die Messkurve und griin die Standardkurve dar-
40000.0 L L L L stellt. TEM (EELS)
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60000.0

Um den Eisengehalt, wie bereits im 1. Fall erlautert, genau zu charakterisieren, wur-
de sowohl fur den Asbestfaserhaufen als auch fir die Proteinhille ein Falschfarben-
bild (Abb. 43b und 45b) erstellt. Dabei sollte gezeigt werden, dass nicht nur die Pro-
teinhdlle, sondern auch die Fasern stark eisenhaltig sind.

Wie im 1. Fall lasst der Befund des 2. Falles vermuten, dass der 2. Patient verstarkt

gegenuber Krokydolith exponiert war. Einen weiteren Hinweis auf eine Krokydolith-
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exposition zeigt die Darstellung der Fasern in Abb. 43a, denn im Gegensatz zur ge-
wellten Struktur des Chrysotil weisen diese Fasern eine gerade lanzettenartige Form

auf.

4.1.3 Analyse des Dritten Falls

Der Obduktionsbericht zu diesem Patienten konnte leider nicht mehr ausfindig ge-
macht werden. Der hohe Gehalt an Asbestfasern fuhrte jedoch zu der Vermutung,
dass der Patient zu Lebzeiten einer hohen Asbestexposition ausgesetzt war. Sehr
auffallig sind die Ahnlichkeiten zum 1. und 2. Fall in Bezug auf die Asbestfasern, aber

auch die partikularen EinschlUsse.

Mikroskopische Analyse

Bei der Untersuchung des dritten Patienten wurden, wie auch schon in den ersten
beiden Fallen, zwei markante Stellen untersucht, um die Resultate der ersten Analy-
se mit dem Ergebnis der zweiten Analyse zu untermauern. Da beide Untersuchungs-

ergebnisse ahnlich waren, werden diese zusammen beschrieben.

Analyse mit dem Raster- und Transmissionselektronenmikroskop

Die EDX-Untersuchung von zwei Praparaten mittels REM zeigte bei beiden Analysen
Anteile von Eisen und Silizium (in Abb. 48 und 51 mit Pfeilen markiert). Ebenso
konnte in beiden Praparaten ein hoher Kohlenstoffanteil ermittelt werden.

Die gemessenen Anteile von Kupfer stammen vom Kupfergitter (Grid), Aluminium
vom REM-Praparatehalter und Osmium von der Fixierung mit Osmiumtetroxid.

Bei der Analyse im TEM konnte die Hantelform (vgl. Abb. 47a) mit der typischen
Quersegmentierung dargestellt werden, die durch die Bildung eines Asbestkorper-
chens entsteht. Dartber hinaus befindet sich in unmittelbarer Umgebung eine nackte
Asbestfaser. Auch in Abb. 50a sind nackte Asbestfasern erkennbar, die allerdings in

eine granulare Struktur eingelagert sind.
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Abb. 47a:

Darstellung einer zentralen Asbestfaser (1). Sie
wird umgeben von der quer segmentierten Pro-
teinhllle (2). Leicht transparente, gut sichtbare
Struktur der nicht umhdiliten Faser (3) in unmittel-
barer Umgebung, sowie Ablagerungen schwarzer
Partikel (4). TEM. VergroRerung: 8500x.
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Abb. 47b:

Falschfarbendarstellung der zentralen Asbest-
faser mit der sie umgebenden Proteinhiille. Der
Eisengehalt wurde rot markiert und ist sowohl in
der Asbestfaser als auch in der Proteinhille zu
finden. TEM. VergroRerung: 8500x.
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Abb. 49:

Deutlicher Eisenpeak des aus Abb. 47a dargestellten
Asbestkorperchens. Die rote Kurve ist die Messkurve,
die grine die Standardkuve. TEM (EELS).
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Abb. 50a: Abb. 50b:
Einlagerung von Asbestfasern (=) in einer granu- Darstellung des Eisengehaltes in den Asbestfa-
laren Struktur. TEM. VergréRerung: 27000x. sern durch rote Markierung mittels Falschfarben-

bild. TEM. VergréRerung: 27000x.
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\ H EDX-Faseranalyse der aus Abb. 50a
a1 % dargestellten Faseransammlung. Ho-
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Abb. 52:
20000 - Eisennachweis in den Fasern. Sauerstoff als Ver-
ot gleichswert. TEM (EELS).
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Die Elementanalyse mit EELS zeigte bei diesem Fall in beiden Praparaten aus
Abb. 49 und 52 deutliche Eisenanteile. Durch diese Analyse konnte auch hier ein
Falschfarbenbild fur die beiden untersuchten Stellen erzeugt werden (Abb. 47b
und 50b), wodurch der hohe Eisengehalt vor allem in den Fasern deutlich wird. Die
Analyse zeigt deutliche Asbestvorkommen in der Lunge des Patienten. Wie schon in
den ersten beiden Fallen scheint der Patient wahrend seiner beruflichen Tatigkeit ei-
ner hohen Konzentration gegenuber Asbestfasern, vor allem Krokydolith, ausgesetzt

gewesen zu sein. Darlber hinaus ist auch eine Anthrakose sichtbar.
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4.2 Zellkulturversuche

Um die Aufnahme der Asbestfasern und die partikularen Einschlliisse naher zu cha-
rakterisieren, wurden Zellkulturversuche durchgefuhrt. Zunachst wurden jedoch die
GroRenverteilung der Fasern und Partikel sowie deren Elementzusammensetzung
bestimmt. Die untersuchten Fasern und Partikel wurden bereits unter Abschnitt 3.3

vorgestellt.

4.2.1 GroRenverteilung und Elementanalyse der Faser- und Partikelproben fir
die Zellkulturversuche

Die einzelnen Faser- und Partikelproben wurden mit der EDX analysiert, um die Zu-
sammensetzung der einzelnen Proben zu bestimmen. Die Verteilung der einzelnen
Elemente wurde durch die Peaks dargestellt. Die Flachen der Peaks reprasentieren
den prozentualen Massenanteil der Elemente. Die Goldpeaks (Au) in den Abbildun-
gen der Elementanalyse entstanden durch das Beschichten der Proben mit Gold. Die
Palladiumpeaks (Pd) stellen ebenfalls Verunreinigungen durch das Beschichten dar.
Daher sind Gold und Palladium nicht bei der Analyse berucksichtigt und auch nicht in

den Tabellen dargestellt worden.

4.2.1.1 Asbest

Krokydolith

Die Analyse der GroRRenverteilung der Asbestfasern ergab fur Krokydolith einen mitt-
leren Durchmesser von 0,25 ym. Bei der durchschnittlichen Lange wurden 1,71 pym
bestimmt. Die EDX-Analyse fur Krokydolith (vgl. Abb. 53) zeigte grole Mengen an
Silizium, Eisen und Natrium. Aber auch Spuren von Magnesium konnten nachgewie-
sen werden. Die prozentuale Verteilung der einzelnen Elemente gibt die folgende

Tab. 1 wieder.

Si

Abb. 53:
Na ‘ Elementare =~ Zusammensetzung

von Krokydolith. EDX (GréRenein-
N A teilung der x-Achse in keV).
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Tab. 1: Prozentuale Verteilung der einzelnen Elemente im Blauasbest Krokydolith.

Krokydolith
Enthaltene Elemente | Mengenanteil in %
O 45,54
Si 19,24
Fe 18,27
Cc 11,95
Na 3,79
Mg 1,21

Chrysotil

Bei der REM-Analyse der Grdolenverteilung fur Chrysotil ergab sich ein mittlerer
Durchmesser von 0,1 ym. Die Lange betrug im Schnitt 2,24 ym. Die umfassende Un-
tersuchung hinsichtlich der Elementanalyse (vgl. Abb. 54) wies eindeutig auf die Be-

standteile von Magnesium und Silizium hin. Aber auch ein minimaler Anteil von Eisen

wurde gefunden, wie es in Tab. 2 dargestellt wird.

Au

Impulse
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EDX.
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Abb. 54:
. J Elementare Zusammensetzung des Chrysotils.

Tab. 2: Prozentuale Verteilung der einzelnen Elemente im Weilasbest Chrysotil.

Chrysotil
Enthaltene Elemente | Mengenanteil in %
0] 51,98
Mg 24,93
Si 21,39
Fe 1,69
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4.2.1.2 Partikel

Toner

Bei der REM-Analyse ergab sich fur Toner eine durchschnittliche Grofde von 10 bis
20 um je Partikel. Die Elementanalyse ermittelte einen 100-prozentigen Anteil an

Kohlenstoff (vgl. Abb. 55).

C

Abb. 55:
Elementare Zusammensetzung des
ﬂ Au pg Toners. EDX (GréReneinteilung der
A W x-Achse in keV).

1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00

Carbon black

Carbon black ist sehr fein und liegt, wie bereits unter Abschnitt 1.2.3.1 beschrieben,
in Agglomeraten vor. Die Carbon black-Partikel weisen eine durchschnittliche Groflie
von 55 nm auf. Bei der EDX-Analyse (vgl. Abb. 56) fand sich ein sehr hoher Anteil an
Kohlenstoff. Wie in Tab. 3 zu sehen ist, sind jedoch auch geringe Mengen an
Sauerstoff und Schwefel (S) nachweisbar.

[

Abb. 56:

Elementare Zusammensetzung des
o . Carbon blacks. EDX (GréReneinteilung

Tab. 3: Prozentuale Verteilung der einzelnen Elemente im Carbon black.

Carbon black

Enthaltene Elemente | Mengenanteil in %

C 88,55
O 10,80
S 0,65
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Titandioxid

Titandioxid weist ein ungefahr gleiches Grollenverhaltnis auf wie Carbon black. Die
Partikel nehmen eine durchschnittliche Groze von 50 nm ein. Bei der Elementvertei-
lung (vgl. Abb. 57) von Titandioxid macht Titan (Ti) den grof3ten Bestandteil dieses
Partikels aus, wie Tab. 4 zeigt. Sauerstoff und geringe Mengen von Kohlenstoff sind

ebenso nachweisbar.

Abb. 57:
- Elementare Zusammensetzung von
Titandioxid. EDX (GréReneinteilung
der x-Achse in keV).

Tab. 4: Prozentuale Verteilung der einzelnen Elemente im Titandioxid.

Titandioxid

Enthaltene Elemente | Mengenanteil in %

Ti 55,98
40,98
C 3,04

4.3 Zellulare Aufnahme von Fasern und Partikeln (REM, TEM)

Zur Untersuchung der zellularen Aufnahme von Fasern und Partikeln wurden die
3T3-Zellen gegenuber den Asbestfasern Krokydolith und Chrysotil sowie, beispielhaft
fur die Partikel, gegentber Toner mit einer Konzentration von 5 ug/cm? fur 24 Stun-
den exponiert. Mit dem REM sollte die aul3ere Struktur der Zellen und maégliche Ver-
anderungen beurteilt werden. Mit Hilfe des TEM wurde die Phagozytose der Fasern

und Partikel untersucht.
4.3.1 Aufnahme von Fasern

Die REM-Aufnahme stellt die Fibroblasten in Zellkultur nach der Exposition gegen-

Uber Asbestfasern dar. Man kann erkennen, wie sich die Zellen sowohl nach Kroky-
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dolithexposition (Abb. 58) als auch nach Chrysotilexposition (Abb. 60) Uber die Fa-
sern gelegt haben.

Die Untersuchung mit dem TEM (Abb. 59 und 61) zeigt deutlich die Fasern in den
Fibroblasten. Die Fasern wurden Uber die Phagozytose aufgenommen. Die Phagozy-
tose bezeichnet die Aufnahme fester Stoffe. Sowohl Krokydolith (Abb. 59) als auch
Chrysotil (Abb. 61) sind im Zytoplasma der 3T3-Zellen in der Nahe des Zellkerns lo-
kalisiert, jedoch nicht in diesen eingedrungen. Auch die anderen Zellorganellen, wie
die Mitochondrien und die Endoplasmatischen Retikula, die in der TEM eindeutig
identifizierbar sind (vgl. Abb. 59 und 61), blieben von der Faseraufnahme unbeein-
trachtigt. Auffallig ist die Abkapselung der Faseransammlungen, die sich in den trans-
missionselektronenmikroskopischen Abb. 59 und 61 fur Krokydolith bzw. fur Chryso-
til darstellen. Die Fasern sind im Zytoplasma der Zelle in Vesikel (Abb. 59 und 61)

eingeschlossen.

Krokydolith

Nach der Krokydolithexposition erscheinen die Fibroblasten in der REM-Aufnahme,
wie Abb. 57 zeigt, im Gegensatz zu Chrysotil, auRerlich etwas deformiert. Die gleich-
formige Morphologie, wie sie bereits eingangs unter Abschnitt 3.2.1 in Abb. 12 dar-
gestellt wurde, erscheint unregelmafig. Weiterhin sind in der TEM nach der Krokydo-
lithaufnahme (Abb. 58) fruhe Apoptosen sichtbar. Das wird besonders an den zwei
scheinbaren Nukleoli deutlich. Diese entstehen durch DNA-Fragmentation, die durch

Endonukleasen bewirkt wird. Dabei kommt es zu einer Heterochromatinbildung.

Abb. 58:

Veranschaulichung der Fibroblasten in Zellkultur nach
Krokydolithexposition. Ein Fibroblast (*->) hat sich be-
reits der Krokydolithfaser (**-) angenahert.

REM. VergrofRerung: 700x.
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| Abb. 59:
- Ansammlungen von Krokydolith in den Fibroblasten in
. Vesikel nach der Phagozytose.
Vakuole (1); phagozytierte Krokydolithfasern im Vesikel
(2); Nukleus mit zwei scheinbaren Nukleoli (3) als ein
frihes Anzeichen der Apoptose (DNA-Fragmentation);
~ Mitochondrium (4); Endoplasmatisches Retikulum (5).
% TEM. Vergroferung: 9750x.

Chrysotil

Bei der REM-Aufnahme weisen die Zellen, im Gegensatz zu Krokydolith, nach Chry-
sotilexposition eine regelmafige Struktur auf (Abb. 60). Bereits bei diesen Aufnah-
men lassen sich die in Apoptose befindenden Zellen darstellen, wobei die Apoptose
noch deutlicher nach der TEM-Analyse (Abb. 61) erkennbar ist.

Abb. 60:

Aufnahme der Fibroblasten nach Chrysotilexposition.

Die gewellte Chrysotilfaser (*->) ist deutlich zu erken-

nen, aber auch eine geschrumpfte apoptotische Zelle
: } (**->) mit ausgedehnter Blasenformation.

EVILIH S - e REM. VergréRerung: 760x.

In Abb. 61 liegen zwei Fibroblastenzellen nebeneinander. Bei der Zelle auf der linken
Seite des Bildes beginnt sich der Zellkern aufzulésen. In unmittelbarer Nachbarschaft
dieses veranderten Zellkerns sind deutlich Chrysotilfasern nachweisbar. Im Vergleich
dazu ist der Zellkern der Nachbarzelle mit vier scheinbaren Kernkdrperchen (Nukleo-
li) deutllich zu erkennen. Bei diesen Nukleoli handelt es sich um eine frithe Form der
Apoptose mit der Bildung von Heterochromatin (DNA-Fragmentation durch Endonu-
kleasen). Im spateren Verlauf entstehen Halbmonde und Kernfragmente. Die Zellor-

ganellen sind jedoch in beiden Fibroblasten noch gut erhalten.
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Abb. 61:

Darstellung von zwei nebeneinanderliegenden Fibroblasten
in Zellkultur nach Chrysotilexposition. Beide Fibroblasten
befinden sich in Apoptose. Bei einem der beiden Fibroblas-
ten (*->) ist die Apoptose bereits deutlich fortgeschritten,
erkennbar an der Auflésung des Zellkerns.

Auflosung des Zellkerns (1); phagozytierte Chrysotilfasern
im Vesikel (2); Zellkern (3) mit vier scheinbaren Nukleoli
(DNA-Fragmentation); Mitochondrium (4); Endoplasmati-
. sches Retikulum (5). TEM. VergrofRerung: 10500x.

4.3.2 Aufnahme von Partikeln

Toner

In den Abb. 62a und 62b des REM sieht man sowohl die Tonerpartikel als auch
apoptotische Zellen. Die Zellen besitzen Mikrovilli an ihrer Oberflache und erscheinen
daher rau und uneben. Sie sind dadurch gut von den Tonerpartikeln zu unterschei-
den. Die Partikel sind durch ihre glatte Oberflache gekennzeichnet und sind kleiner

als die intakten und apoptotischen Zellen (vgl. Abb. 62a).
Ry .

EMZUniRo EMIUniRe

Abb. 62a: Abb. 62b:

Fibroblasten (1) nach Exposition gegeniber To- REM-Darstellung einer apoptotischen Zelle (4)
nerpartikeln (2). In unmittelbarer Umgebung be- mit Blasenformation zwischen intakten Fibroblas-
finden sich auch apoptotische Zellen (3). Diese ten. Mikrovilli (5) einer intakten Zelle. REM. Ver-
Praapoptose ist durch die Abrundung der Zellen gréRerung: 1500x.

gekennzeichnet. REM. VergréRerung: 3700x.
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Die Darstellungen des TEM in den Abb. 63a und 63b zeigen deutlich die erfolgte
Aufnahme der Tonerpartikel in die Zellen. Auch hier ist der Toner im Zytoplasma lo-
kalisiert. GroRe Anteile wurden mit Hilfe von Lysosomen (Heterolysosomen) abge-
kapselt. Genauso wie bei den Asbestfasern bleiben auch beim Toner die anderen

Zellorganellen unbeeintrachtigt.
Vi fl P W

*

aawre L

Abb. 63a: Abb. 63b:

Kleinere Anhaufungen des Toners (1) in Lysoso- Abkapselung der Tonerakkumulationen (*->) Deut-
men (2), Nukleus (3) mit schwach erkennbarem lich zu erkennen sind die kleinen rundlichen Parti-
Nukleolus (schwarz angedeutet), Lysosom bzw. kel. Mitochondrium (**->).

Vakuole (4), Endoplasmatisches Retikulum (5). TEM. VergréRerung: 36000x.

TEM. VergroRerung: 11500x.

4.4 Zytotoxizitat

Die Zytotoxizitatsversuche mit den 3T3-Zellen wurden Uber die Zeitraume von 24, 48
und 72 Stunden durchgefuhrt. Dabei ergab das zytotoxische Verhalten der einzelnen
Fasern und Partikel sehr unterschiedliche Ergebnisse. Fur Krokydolith und Titandi-
oxid wurden Konzentrationen bis 100 ug/cm? verwendet. Fur Toner und Carbon black
wurden Konzentrationen bis 200 ug/cm? eingesetzt.

Die in den Versuchen eingesetzten Fibroblasten sind schnell proliferierende Zellen
mit einem Verdopplungszeitraum von 18 Stunden, so dass nach einer Expositionszeit
von 72 Stunden bereits vier Proliferationszyklen abgelaufen sind. 72 Stunden sind
daher ein langer Zeitraum fur die Exposition gegeniber den einzelnen Fasern und
Partikeln. Nach einem Zeitraum von 72 Stunden wurden bei Faser- und Partikelkon-
zentrationen bis 10 ug/cm? sehr viele vitale Zellen ausgezahlt. Dartber hinaus be-

steht die Moglichkeit, dass die Zellen bei sehr hohen Partikelkonzentrationen von 50
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bis 200 ug/cm? zur Proliferation angeregt wurden. Andererseits sind bereits viele Zel-
len abgestorben und durch neue Zellen ersetzt worden. Nach 72 Stunden haben sich
die toten Zellen aus dem Zellverband geldst und schweben im Medium. Da die Zellen
vor dem Auszahlen in den Kulturflaschen mit PBS gespdllt worden sind, wurden be-

reits abgestorbene Zellen verworfen und konnten nicht mehr ausgewertet werden.

4.4.1 Krokydolith

Bei geringen Faserkonzentrationen bis 5 ug/cm?, in den gemessen Zeitraumen von
24, 48 und 72 Stunden, bestand kaum ein Einfluss auf die Lebensfahigkeit der Zel-
len. Die Anzahl vitaler Zellen lag ungefahr in dem gleichen Bereich wie der Anteil vi-
taler Zellen bei den Kontrollen. Ab einer Faserkonzentration von 10 ug/cm? kam es
zu einem tendenziellen Abfall vitaler Zellen in allen 3 Zeitrdumen, wie in Abb. 64 zu
erkennen ist. Dabei zeigte sich sowohl nach 24 als auch nach 48 und 72 Stunden bei
einer Krokydolithkonzentration von 100 pg/cm? ein hohes zytotoxisches Potential mit
verstarktem Abfall der Zellvitalitat. Hierbei sank die Anzahl vitaler Zellen auf 59,5 %
nach 24 Stunden. Nach 48 Stunden konnten nur 57,7 % vitale Zellen ausgezahlt
werden, wobei eine statistische Signifikanz von p < 0,05 ermittelt wurde. Bei der Ex-
positionszeit von 72 Stunden betrug der Anteil an vitalen Zellen nur noch 57,2 %
(p £ 0,05). Die einzelnen ermittelten Werte, mit Markierung der statistischen Signifi-

kanz mittels Sternchen, sind im Anhang 4 (Tab. 2) aufgelistet.

Zytotoxizitat Krokydolith
120

100
80 +
60 ——24h

—m—48h

—&—T72h

Abb. 64:
Nachweis der Zytotoxizitat mit Trypan Blau

° 05 1 5 10 50 100 bei Krokydolith.
Konzentration in pg/cm?

40

% vitale Zellen

20

4.4.2 Titandioxid

Im Gegensatz zu Krokydolith ist die Lebensfahigkeit der Zellen nach Titandioxidex-
position weniger beeinflusst. Wie Abb. 65 zeigt, blieb die Vitalitat der Zellen in den
Zeitrdumen von 24, 48 und 72 Stunden bei geringen Partikelkonzentrationen bis

5 pg/cm? unbeeinflusst. Bei steigenden Partikelkonzentrationen von 10 bis
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100 pg/cm? kam es zu einer Reduktion der Zellvitalitat auf 66,8 % nach 24 Stunden
sowie auf 65,5 % nach 48 Stunden. Dabei konnte jeweils eine statistische Signifikanz
von p<0,05 ermittelt werden. Nach 72 Stunden betrug die Zellvitalitat 76,9 %
(p > 0,05). Dies weist auf einen fehlenden zytotoxischen Einfluss auf die 3T3-Zellen
hin. Die Wertetabelle 3 mit Markierung der statistischen Signifikanzen befindet sich

im Anhang 4.

Zytotoxizitit Titandioxid

120

100
&
= &0 T
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® &0 ——24h
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Abb. 65:
0 ‘ . . ‘ ‘ . Zytotoxischer Nachweis mit Trypan Blau
0 0,5 1 5 10 50 100 bei Titandioxid.
Konzentration in gg/cm?

4.4.3 Toner

Toner ist ein Kunststoff, der sich aus relativ groben Partikeln zusammensetzt. Unter
1.2.1 und 1.2.2 erfolgte bereits die genauere Beschreibung des Toners. Da das To-
nermaterial wasserabweisend ist, schwammen nach der Exposition eine grole An-
zahl der Partikel an der Oberflache des Kulturmediums. Aus diesem Grund mussten
die Zellkulturflaschen im Inkubator auf einen Kleinschuttler gestellt werden, wie be-
reits im Abschnitt 3.5 erwahnt wurde, um ein Absinken der Tonerpartikel zu errei-
chen. Wie die TEM-Aufnahmen unter Abschnitt 4.3.2 zeigten, wurden die Tonerparti-
kel von den 3T3-Zellen aufgenommen.

Zytotoxizitdt Toner
120

100
s 80
Ve ——24h
3 —=— 4Bh
T 40
= —A—T2h

20

0 , , , ‘ Abb. 66:

0 05 1 5 10 50 100 200 Nachweis der Zytotoxizitat mit Trypan blau
Konzentration in pg/cm? bei Toner.
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Bei sehr niedrigen Tonerkonzentrationen (bis 1 pg/cm?) blieb die Zellvitalitat Gber die
Expositionszeitraume von 24, 48 und 72 Stunden unbeeinflusst, wie in Abb. 66 dar-
gestellt ist. Ein Einfluss auf die Vitalitat der Zellen konnte bei steigenden Konzentra-
tionen (ab 10 ug/cm?) gezeigt werden. Hierbei wurde ein zytotoxisches Potential
nach einer Expositionszeit von 24 Stunden gegenuber Toner mit einer Konzentration
von 10 pug/cm? ermittelt. Die Vitalitat der Zellen sank hierbei im Vergleich zur Kontrol-
le auf 65,7 % (p <0,05). Die hochsten zytotoxischen Effekte ergaben sich nach
48 Stunden bei einer Konzentration von 100 pg/cm?. Hier konnte nur noch eine Zell-
vitalitat von 51,1 % mit p < 0,05 ermittelt werden. Im Anhang 4 befindet sich die Wer-
tetabelle 4 fur Toner. Sehr auffallig ist ein Anstieg der vitalen Zellen bei einer Parti-

kelkonzentration von 200 pg/cm?.

4.4.4 Carbon black

Carbon black, unter Abschnitt 1.2.3 eingehender erlautert, zeigte einen tendenziellen
Abfall der Zellvitalitat nach allen Expositionszeiten. Obwohl die Nanopartikel Titan-
dioxid und Carbon black im gleichen Grofienbereich liegen, wie die REM-
Untersuchungen unter Abschnitt 3.3.2 und 4.2.2 zeigten, kam es bei Carbon black im
Gegensatz zu Titandioxid zu deutlicheren Reaktionen. Ein starker Einfluss auf die
Zellvitalitat zeigte sich besonders nach der 24-stiindigen Expositionszeit. Bei mittle-
ren (5 und 10 pg/cm?) und hohen Konzentrationen (100 und 200 pg/cm?) kam es zu
einer deutlichen Verminderung der Zellvitalitat (vgl. Abb. 67). Dabei sank die Vitalitat
der Zellen auf 66,9 % (p <0,05) bei 5pug/cm? bzw. auf 64,4 % (p <0,05) bei
10 uyg/cm?. Eine hohe Zytotoxizitat wurde durch eine Partikelkonzentration von
200 pg/cm? ausgeubt. Hier fiel die Zellvitalitat auf 45,5 % (p < 0,01). Auch nach den
Expositionszeiten von 48 und 72 Stunden wurde gegenuber der hohen Partikelkon-
zentration von 200 pg/cm? eine Verminderung der vitalen Zellen sichtbar (69,9 % mit
p < 0,05 nach 48 Stunden sowie 54,3 % mit p < 0,05 nach 72 Stunden; siehe auch
Wertetabelle 5 im Anhang 4).

81



Ergebnisse

Zytotoxizitdt Carbon black
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Abb. 67:
0 ‘ ‘ ' ‘ ' ‘ ' Nachweis der Zytotoxizitat mit dem Trypan
0 05 1 5 10 50 100 200 Blau-Farbetest bei Carbon black.

Konzentrationin pg/cm?

Bei der Exposition mit Carbon black finden sich ahnliche Verlaufe wie bei Toner. Die
zytotoxischen Effekte von Konzentrationen bis zu 5 ug/cm? der Partikel Carbon black
und Toner sind bei geringen Konzentrationen klein, steigen jedoch bei sehr hohen
Konzentrationen an (100-200 pg/cm?). Bei hohen Konzentrationen ist die Zytotoxizitat

beider Partikel (vor allem bei Carbon black) vergleichbar mit Krokydolith.

4.5 Bildung reaktiver Sauerstoffverbindungen

Um die Freisetzung intrazellularer Radikale bestimmen zu kénnen, wurde eine Fluo-
reszenzmessung mit H,DCF-DA durchgefuhrt. Die Messung erfolgte mit einer Menge
von 5 ug Fasern bzw. Partikeln je cm?. Getestet wurde in den Zeitabschnitten von 15,
30 und 45 Minuten sowie 1, 3, 6 und 12 Stunden. Dabei sollte gezeigt werden, wel-
che Auswirkungen sowohl die Asbestfasern (Krokydolith, Chrysotil) als auch die Par-
tikel (Toner, Carbon black, Titandioxid) bereits in geringen Konzentrationen auf die

Zellkultur haben. Zusatzlich sollte die Toxizitat von Fasern und Partikeln verglichen

werden.
Radikalmessung 5 pg Substanz je cm?
250
g, 200 r*_—-x\ —e— Kontrolle
e} ) Abb. 68:
% - o % :f:;jl’;';d Nachweis der intrazellu-
= _ laren ROS-Produktion
& T Kekdlh it dem Farbstoff
§ 100 T Toner H,DCF-DA bei ver-
E e schiedenen Fasern und
5 80 Partikeln Gber unter-
schiedliche Zeitraume
0 : . ‘ - bei einer jeweiligen
15min  30min  45min  1h 3h Bh 12h Konzentration von
Zeit 5 pg/cm>.
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Zu Beginn ist fur alle Fasern und Partikel, wie Abb. 68 zeigt, ein Anstieg der Kurve
nach 30 Minuten mit unterschiedlicher Intensitat erkennbar. Nach 45 Minuten kam es
zu einem Abfall der Radikalbildung, jedoch nicht zurick auf das Ausgangsniveau.
Nach 1 Stunde konnte bei allen Fasern und Partikeln ein erneuter, jedoch auch er-
hdhter Anstieg der Radikale dargestellt werden. Sehr auffallig ist eine starke Radikal-
freisetzung nach Krokydolithexposition, die wahrend 1 Stunde anstieg und ihr Maxi-
mum nach 6 Stunden erreicht hat, um anschlieend wieder deutlich zu sinken. Im
Vergleich zu den anderen Partikeln und Fasern (Toner, Carbon black, Titandioxid
sowie Chrysotil) war bei der Asbestfaser Krokydolith die hdchste Radikalbildung fest-
zustellen.

Das Maximum der Radikalfreisetzung bei Titandioxid, Toner, Carbon black und Chry-
sotil wurde nach 1 Stunde erreicht. Die Bildung der Radikale bei Chrysotil war im
Vergleich zu den anderen Substanzen am schwachsten ausgepragt und begann be-
reits nach 1 Stunde wieder deutlich unter das Niveau der anderen Partikel zu sinken.
Titandioxid, das eigentlich als Negativkontrolle eingesetzt wurde, erreichte nach
1 Stunde sehr hohe Werte hinsichtlich der Radikalbildung. Allerdings besitzt Titan-
dioxid eine sehr starke Eigenfluoreszenz, die einen hohen Einfluss auf die Messwerte
nimmt, wodurch die reine Reaktion dieser Partikel mit den Zellen schlecht zu beurtei-
len war. Toner und Carbon black zeigen einen gleichférmigen Kurvenverlauf, d. h. die
3T3-Zellen weisen Ahnlichkeiten hinsichtlich der Radikalproduktion auf. Obwohl die
Radikalbildung bei Carbon black etwas starker ausgepragt ist als bei Toner und Ti-
tandioxid, liegt sie jedoch im Vergleich zu Chrysotil deutlich héher. Nach 1 Stunde
kam es zu einem leichten Abfall der Radikalbildung bei Carbon black und Toner,
blieb dann aber bis zu 12 Stunden auf einem &hnlich hohen Niveau. Nach
12 Stunden lag die Menge der gebildeten Radikale bei den Substanzen auf einem
ungefahr gleich hohen Stand. Die Daten aus den einzelnen Versuchen bzw. die da-
raus im Verhaltnis berechneten Werte, wie bereits unter Abschnitt 3.8 erklart, sind im
Anhang 5 (Tab. 7 und 8) aufgelistet. Die Signifikanz wurde fur beide Versuchsdurch-
gange separat anhand der Rohdaten berechnet (vgl. Anhang 5, Tab. 9). Dabei ergab
sich fur beide Versuchsdurchfuhrungen eine statistische Signifikanz nach 30 Minuten
fur Titandioxid, Krokydolith, Toner und Carbon black. Auch nach 1 Stunde und

3 Stunden im 1. Versuchsdurchgang sowie nach 6 und 12 Stunden in der Wiederho-
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lung zeigte sich fur Titandioxid, Krokydolith, Toner und Carbon black eine statistische

Signifikanz.

4.6 Induktion von Apoptose durch Fasern und Partikel

| . Die Analyse der Apoptose wurde mittels FACS durch eine
Annexin V-FITC-Farbung durchgefihrt (vgl. Abschnitt 3.7).

Die Induktion der Apoptose durch die Asbestfasern Krokydo-

ro Kanal
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p

Anzahl der Zellen

lith und Chrysotil wurde bereits in Vorversuchen mit Rinder-
fibroblasten untersucht (wie die Abb. 69 und die Abbildun-

200

Channels (FLZA)

— gen 2-5 im Anhang 6 darstellen). Dabei wurden eine Exposi-

tionszeit von 6 und 12 Stunden sowie eine Konzentration von

oro Kanal

5 pyg/cm? gewahlt. Fur Chrysotil wurde im Gegensatz zu Kro-
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Anzehl der Zellen
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kydolith nach 12 Stunden Exposition eine erhohte Apopto-

ke i " seinduktion ermittelt.
Abb. 69:
Apoptoseinduktion in den 3T3-Zellen durch Krokydolith und Chrysotil nach einer Expositionszeit

von 12 Stunden bei einer Konzentration von 5 ug/cm?.

Tab. 5: Prozentuale Verteilung friihapoptotischer, spatapoptotischer, nekrotischer und vitaler 3T3-
Zellen nach FACS-Analyse mit Durchflusszytometrie + Standardabweichung.

Die Exposition gegentiber den verschiedenen Fasern und Partikeln erfolgte tUber 24 Stunden. Fir die
Expositionen wurden fur Cisplatin 100 uM, fir Chrysotil 5 uyg/cm? eingesetzt. Die Expositionen mit
Krokydolith, Titandioxid, Toner und Carbon black erfolgten mit 10 pg/cm?2.

(Anzahl der Versuche n = 4)

Friihapoptotisch  Spatapoptotisch Nekrotisch Vitale
(Annexin pos.) [%] (Annexin/Pl pos.) [%] (Pl pos.) [%] (ungefarbte) [%]

Kontrolle 09+04 3,2+3,1 8,9+3,8 87+4
Cisplatin 0,4+0,3 0,9+0,6 12,5+ 3,5 86,2 + 3,1
Chrysotil 04+04 0,4+0,3 10,4 £ 3,5 88,8+ 3,3
Krokydolith 0,3+0,4 0,2+0,2 12,7 £ 3,1 86,9+29
Titandioxid 1,4+1,7 27+39 10,5+ 3,8 85,4+9,2
Toner 1,722 09+1,1 11,7149 85,7+44
Carbon black 1,1+0,8 27+29 10,1+£2)9 86,2+ 6,2

Die Apoptoseinduktion in den Versuchen mit der Fibroblastenzelllinie 3T3 war bei
den verschiedenen Fasern und Partikeln gering. Sowohl die apoptotischen als auch
die nekrotischen Effekte in den Zellen innerhalb eines Gates waren minimal. Das
Schadigungsmuster der betrachteten Zellen lag insgesamt zwischen 13,1 % und

14,6 %. Die prozentuale Verteilung frihapoptotischer, spatapoptotischer und nekroti-
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scher Zellen ist in Tab. 5 gegenubergestellt. Eine Darstellung der absoluten Werte
findet sich im Anhang 7, Tabelle 10.

Im Vergleich zur Kontrolle kam es zu einer Induktion von Apoptose bei Toner mit ei-
nem Anteil von 1,7 % frGhapoptotischer Zellen (Abb. 70) sowie bei Titandioxid und
Carbon black mit einem Anteil der frihapoptotischen Zellen von 1,4 % bzw. 1,1 %.
Die Asbestfasern Krokydolith und Chrysotil sowie das Cisplatin zeigten genauso wie
die Kontrolle keine Erhdhung frihapoptotischer Zellen. Alle Analysen hinsichtlich der

frihen Apoptose waren nicht statistisch signifikant (vgl. Tab. 11 im Anhang 7).

Frithe Apoptose
e 30 Abb. 70:
.°E T Prozentualer Anteil Annexin-
< 2,5 T gefarbter 3T3-Zellen nach einer
E 20 - T 24-stindigen Inkubation bei einer
H 2
s 45 | ; Konzentration von 10 pyg/cm?.
© | [ |
B 1.0 L  BEE EEE B K =Kontrolle
£ 05 | == = B = Cis. = Cisplatin
E ’ N B B = BE B B Chry. = Chrysotil
g 00 == == == == == = = Krok. = Krokydolith
K Cis. Chry. Krok. Tit. To Cb Tit. = Titandioxid
To = Toner
Fasern und Partikel Cb = Carbon black

Der Anteil spatapoptotischer Zellen (Abb. 71) fiel nur sehr gering aus und war, wie
bei der Kontrolle, nicht erhdht. Bei der Kontrolle erreichte der Anteil spatapoptoti-
scher Zellen 3,2 %. Im Vergleich dazu betrug der Anteil spatapoptotischer Zellen bei
Carbon black und Titandioxid 2,7 %. Bei Cisplatin und Toner konnte nur ein Anteil
von 0,9 % spatapoptotischer Zellen ermittelt werden. Chrysotil und Krokydolith wie-
sen nur geringe Werte von 0,4 % bzw. 0,2 % auf. Die Ergebnisse der Analyse spat-

apoptotischer Zellen zeigten im t-Test keine statistische Signifikanz.
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. Spate Apoptose
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Der Anteil nekrotischer Zellen (Abb. 72) lag im Vergleich zur Kontrolle bei allen Fa-
sern und Partikeln bei Uber 10 %. Dabei zeigten Cisplatin und Krokydolith die hoch-
ste Nekroseinduktion mit 12,5 % bzw. 12,7 %. Bei Chrysotil lag der Anteil nekroti-
scher Zellen bei 10,4 %. Allerdings ergab sich fur Titandioxid eine ebenso hohe Ne-
kroserate. Bei Toner ist der hohe Anteil nekrotischer Zellen mit 11,7 % sehr auffallig.
Bei Carbon black wurden dagegen nur 10,1 % ermittelt. Die Analyse der nekroti-
schen Zellen war mit p > 0,05 fur alle Fasern und Partikel nicht statistisch signifikant
(Anhang 7, Tab. 11).

» Nekrotische Zellen Abb. 72:
© . Prozentualer Anteil Pl-gefarbter
c 12 3T3-Zellen nach einer Inkubati-
g 10 onszeit von 24 Stunden mit einer
3 8- Konzentration von 10 pyg/cm?.
P
= K =Kontrolle
s 4 1 Cis. = Cisplatin
T 2 Chry. = Chrysatil
0 - Krok. = Krokydolith
. , Tit. = Titandioxid
K Cis. Chry. Krok. Tit. To Cb To = Toner
Fasern und Partikel Cb = Carbon black

Bei allen Substanzen (Fasern und Partikel) war der Anteil nekrotischer Zellen im
Vergleich zu den Kontrollen um 1,2 % bis 3,8 % hoher. Durch den sehr kurzen Proli-
ferationszyklus werden apoptotische Zellen sehr schnell verdrangt, so dass in den
Ergebnissen die Auswirkungen deutlich geringer ausfielen als erwartet.

Insgesamt betrachtet, war der Anteil nekrotischer Zellen im Vergleich zu den frih-
und spatapoptotischen Zellen am hdchsten. Der Anteil frihapoptotischer, annexin-
gefarbter Zellen war bei allen Substanzen - ausgenommen Toner - geringer als der

Anteil spatapoptotischer, doppelgefarbter Zellen.
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5 Diskussion

5.1 Auswirkungen der Inhalation von Fasern und Partikeln auf exponierte
Arbeitnehmer
Die Asbestose wird definiert als eine bilaterale, diffuse, interstitielle Fibrose der Lun-
ge, die durch die Inhalation von Asbestfasern verursacht wird. Die diffuse interstitielle
Fibrose erscheint im fortgeschrittenen Fall wie eine interstitielle Pneumonie, aber
auch das Vorhandensein von Asbestkorperchen ist ein entscheidendes Merkmal fur
die Diagnose der Erkrankung [Mossman und Churg, 1998].
In allen drei untersuchten Patientenfallen lieRen sich Asbestfasern in der Lunge
nachweisen, die offensichtlich zu der Entstehung einer Asbestose flihrten. Beson-
ders im 1. Fall war die Asbestose sehr stark ausgepragt. Starke Entzindungszellan-
sammlungen mit fibrotischer Umwandlung des Lungengewebes fuhrten zu einer re-
spiratorischen Insuffizienz des Patienten. Durch die Minderbellftung der Lunge ent-
standen emphysemartige VergroRerungen. In der Folge traten starke Verschlei-
mungen auf, an denen der Patient, aufgrund seiner eingeschrankten Lungenfunktion,
wahrscheinlich erstickte.
Ein reichliches Vorkommen an Asbestfasern und Asbestkdrperchen konnte im 1. Fall
nachgewiesen werden. Im Allgemeinen unterliegt das Verhaltnis von Asbestkorper-
chen zu Asbestfasern starken Schwankungen. Je langer sich die Fasern in der Lun-
ge befinden und je grolRer die aufgenommene Fasermenge und Faserlange ist, desto
mehr Asbestkodrperchen werden gebildet [Konietzko und Teschler, 1992; Dodson et
al., 2003]. Chrysatil gilt als eher schlechter Asbestkdrperchenbildner und wird als ge-
ring lungenpathogen eingestuft [Mossman und Churg, 1998; Gillissen et al., 2006].
Amphibole Fasern (z.B. Krokydolith) neigen dagegen starker zur Bildung von Asbest-
korperchen und werden im Gegensatz zu Chrysotil nicht abgebaut. Die amphibolen
Fasern verbleiben in der Lunge oder werden in Abhangigkeit von ihrer GroRe in an-
dere Gewebe transportiert [Schmolz, 1989]. Mit Hilfe der energiedispersiven Ront-
genanalyse (EDX) wurden in den eigenen Analysen der Lungenpraparate mit den
enthaltenen Asbestfasern gleichzeitig die Elemente Eisen (Fe) und Silizium (Si)
nachgewiesen. Im 1. Fall konnte dartber hinaus Magnesium (Mg) in den Lungenpro-
ben ermittelt werden. Es ware daher mdglich, dass der Patient aus dem 1. Fall ver-
starkt verschiedenen Asbestfasern, vor allem Krokydolith und Chrysotil, ausgesetzt
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war, so dass es zu einer Mischasbestose kam. Chrysotil wird jedoch im Laufe der
Jahre abgebaut. Aus dem Chrysotilgerust, vor allem nach der zellularen Aufnahme,
werden die Magnesiumbestandteile herausgeldst [Schmolz, 1989]. Im Verlauf vieler
Jahre sind die Chrysotilfasern dann nicht mehr nachweisbar. Im Gegensatz dazu
kénnen Krokydolithfasern nicht abgebaut werden [Schmolz, 1989; Konietzko und Te-
schler, 1992]. Diese Fasern lieRen sich besonders im 1. Fall anhand der transmissi-
onselektronenmikroskopischen Abbildungen gut darstellen, obwohl der Autopsiebe-
richt des Patienten keine Aussage darlber gab, ob und wie lange der Patient gegen-
Uber Asbest exponiert war. Es wurde nur eine Silikose erwahnt. Diese kann in seiner
Tatigkeit in den Fliesenwerken begrindet sein. Die Ursache der Asbestose konnte
daher mit der beruflichen Exposition zusammenhangen. Vermutlich war er mit der
Herstellung von Fugenmaterial beschaftigt, was die Asbestose ausldste. Die Beteili-
gung an der Herstellung der Fliesen kdnnte eine Ursache der Silikose sein. Da eine
genaue berufliche Anamnese nicht mehr herauszufinden war, bleiben hier nur Spe-
kulationen. Aufgrund der eigenen Analysen liegt die Vermutung nahe, dass der Pa-
tient Uberwiegend gegenluber Amphibolfasern exponiert war. Selbst wenn der Patient
nicht sehr lange mit Asbest oder asbesthaltigen Stoffen gearbeitet hat, muss er auf-
grund des hohen Asbestfaser- und Asbestkérperchengehaltes der Lunge hohen As-
bestdosen ausgesetzt gewesen sein.

Obwohl im 2. und im 3. Fall nichts Uber die berufliche Anamnese der beiden Patien-
ten bekannt ist, waren beide Patienten gegenltber Asbest exponiert. In beiden Fallen
wurde mittels EDX kein Magnesium in den Lungenproben ermittelt, sondern nur Ei-
sen und Silizium, so dass vermutlich eine Gberwiegende Amphibolexposition vorlag.
Die Anzahl der Asbestfasern und -korperchen war im 2. Fall allerdings am gering-
sten, so dass dieser Patient mdglicherweise nur sporadisch gegenuber dem Asbest
exponiert war. Aus seiner Anamnese ist bekannt, dass der Patient zuvor wegen ei-
nes Bronchialkarzinoms operiert wurde. Die Ursache daflr kénnte in Zusammenhang
mit der Asbestexposition stehen. Das Bronchialkarzinom konnte durch einen mog-
lichen Zigarettenabusus und evtl. genetische Dispositionen begunstigt worden sein
[Gillissen et al., 2006].

Da fur den 3. Fall kein Patientenbericht zur Verfigung stand, kénnen auch hier nur

Spekulationen vorgenommen werden. Aufgrund der hohen Dichte von Asbestfasern
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und -kdérperchen muss der Patient in diesem Fall hohen Asbestfaserdosierungen
ausgesetzt gewesen sein.

Speziell im 1. und 2. Fall zeigten sich neben den Asbestansammlungen auch Abla-
gerungen ungefarbter schwarzer Partikel. Moglicherweise kam es sowohl im 1. als
auch im 2. Fall durch die Ablagerung von zwei Staubarten (Asbest und Rul3partikel)
zu einer Triggerung der Lungenerkrankung. Denn wie es aus dem pathologischen
Bericht des 1. Falles und auch anhand der lichtmikroskopischen Bilder hervorging, litt
der Patient unter einer starken Lungenfibrose. Diese wies zudem Ahnlichkeiten mit
einer massiven Pneumonie auf.

Mit Hilfe der EDX im Rasterelektronenmikroskop (REM) konnten besonders im 1. und
2. Fall, aber auch im 3. Fall, hohe Mengen des Elementes Kohlenstoff nachgewiesen
werden. Kohlenstoff ist ein typischer Bestandteil von RufRen. Bei allen Patienten
konnte eine zusatzliche Partikel- oder Staubexposition anamnestisch nicht eruiert
werden. Es ist auRerdem nicht bekannt, ob die Patienten Raucher oder Nichtraucher
gewesen sind. Die Analyse von Kohlenstoff und auch das Erscheinungsbild der
schwarzen Partikel in der Lunge der Patienten (Anthrakose), besonders im 1. Fall,
geben deutliche Hinweise darauf, dass es sich um Rulpartikel handelt. In den Unter-
suchungen von Boland et al. (1999) sind humane bronchiale Epithelzellen mit dem
Transmissionselektronenmikroskop (TEM) untersucht worden, nachdem sie gegen-
Uber Partikeln aus Dieselabgasen exponiert wurden. Dabei konnten ebenfalls
schwarze Partikel intrazellular dargestellt werden. Die Ursache fur die gefundenen
partikularen Ablagerungen in den drei Patientenfallen konnte in der beruflichen
Staubbelastung, wie sie vor allem in der Industrie besteht, zu finden sein. Dartber
hinaus ist die Wahrscheinlichkeit sehr hoch, dass alle Patienten Raucher gewesen
sind. Somit kdnnte es sich ebenso um Rufablagerungen aus dem Zigarettenrauch
handeln. Eine weitere Rolle bei der Progression der Erkrankung kdénnten die polyzy-
klischen aromatischen Kohlenwasserstoffe (PAK) gespielt haben. Diese sind als
Grundbelastung nicht nur im Tabakrauch enthalten, sondern sie finden sich auch in
Kohle, in KraftstoffruRpartikeln (engl. DEP = Diesel Exhaust Particles) und kdnnen an
Feinstaubpartikel gebunden sein. Die PAK besitzen ein mutagenes Potential und
sind potentielle Kanzerogene. Auch in dem Bericht von Xia et al. (2004) wurde die

Schlussfolgerung gezogen, dass besonders die an Dieselabgaspartikel (DEP) oder

89



Diskussion

ultrafeinen Partikel gebundenen aromatischen Kohlenwasserstoffe fir eine hohe Zell-
toxizitat verantwortlich sind.

Da die Patienten in jedem Fall RulBpartikeln ausgesetzt waren, konnten sich die
RuRpartikel zusatzlich zum Asbest in der Lunge ablagern. Dementsprechend sind die
Patienten moglicherweise auch mit PAK in Berihrung gekommen, wodurch die Pro-
gression der Lungenerkrankungen bzw. der Asbestose wahrscheinlich verstarkt wur-

de und sich bei dem Patienten im 2. Fall ein Bronchialkarzinom entwickelte.

5.2 Vergleich der unterschiedlichen zellularen Wirkung von Fasern und
Partikeln
Um die zellulare Aufnahme der Fasern und Partikel zu untersuchen, wurden Fibro-
blasten gegenuber Krokydolith- und Chrysotilasbest sowie Tonerpartikeln exponiert.
Bei den eigenen durchgeflhrten Experimenten konnte in der REM im Vergleich zur
Kontrolle nach der Expositionsdauer von 24 Stunden gegenulber Krokydolith eine
Veranderung der Morphologie der Zellen beobachtet werden. Im Gegensatz dazu
blieb die Morphologie der Zellen nach Chrysotilexposition unverandert. In der TEM-
Aufnahme wurde die Abkapselung der Fasern sowohl nach Krokydolith- als auch
nach Chrysotilexposition deutlich.
Renwick et al. (2001) konnten Uber Mikrofotografie die Aufnahme von ultrafeinem
Carbon black (ufCB) durch Makrophagen beobachten. In den eigenen Versuchen
wurde die Partikelaufnahme am Beispiel des Toners untersucht. Dieser ist im Ge-
gensatz zu Carbon black den Feinstaubpartikeln zuzuordnen. Bereits Furukawa et al.
(2002) untersuchten die Aufnahme von Toner durch Makrophagen nach einer Expo-
sitionszeit von 18 Stunden und konnten durch REM- und TEM-Aufnahmen die Loka-
lisation des Toners im Zytoplasma der Zellen belegen. In den eigenen Experimenten
war der Toner nach der Aufnahme durch die 3T3-Zellen ebenfalls im Zytoplasma lo-
kalisiert. Auch hier waren sowohl der Zellkern als auch die Zellorganellen (Mito-
chondrien und Endoplasmatische Retikula) nicht beeintrachtigt. Auch Bhattacharya
(2008) demonstrierte in seinen Experimenten mit Lungenfibroblasten, dass der Zell-
kern und die Zellorganellen nach der Aufnahme von Feinpartikeln und ultrafeinen
Partikeln nicht beeintrachtigt werden. Bei seinen in vitro Versuchen stellte er auch

fest, dass die Feinpartikel und agglomerierten Nanopartikel Uber eine Umschliel3ung
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durch Filopodien (zytoplasmatische Ausstllpungen der Zelle) in das Zellinnere auf-
genommen wurden. Somit kam es zu einer Phagozytose durch Pseudopodien und
einer Invagination der Fremdkorper. Diese sind in Taschen an der Zelloberflache

konzentriert und locker gebunden.

5.2.1 Vergleich der Zytotoxizitat durch die verschiedenen Fasern und Partikel
Bei den Zytotoxizitatsversuchen mit den 3T3-Zellen zeigten die Fibroblasten unter-
schiedliche Reaktionen nach der Exposition gegenliber den verschiedenen Fasern
und Partikeln. Die ermittelte Zytotoxizitat war sowohl bei der Asbestfaser Krokydolith
als auch bei den Partikeln Toner und Carbon black am starksten. Im Gegensatz dazu
zeigte Titandioxid nur geringe zytotoxische Auswirkungen auf die Fibroblasten.

In den eigenen Versuchen konnte nach der Exposition der Zellen gegenuber hohen
Krokydolithkonzentrationen ein starker Abfall der Zellvitalitat beobachtet werden. Die
Zellen zeigten sich gegenuber geringen Faserkonzentrationen jedoch eher unbeein-
trachtigt. Ahnliche Ergebnisse fanden auch Hong et al. (1997) bei den Versuchen mit
Hamsterlungenfibroblasten (V79) und stellten nach 24 Stunden eine dosisabhangige
Induktion der Zytotoxizitat durch Krokydolith fest. Sie ermittelten nach einer Krokydo-
lithkonzentration von 20 pg/ml nur noch 49,8 x10* vitale Zellen im Vergleich zur Kon-
trolle mit 87,8 x10* vitalen Zellen.

Ebenso ahneln die Ergebnisse der eigenen Experimente den Versuchen von Craig-
head et al. (1980) sowie Chang et al. (1983), die bereits in den achtziger Jahren die
zytotoxischen Effekte von Asbest auf Fibroblasten nachwiesen [Craighead et al.,
1980; Chang et al., 1983]. Im Falle von Chang et al. (1983) zeigte sich jedoch auch,
dass die Expositionen gegenuber Krokydolith und Chrysotil zu einer Stimulation der
DNA-Synthese fiuhrten. Bei einer Konzentration von 10 pg/ml konnte nach
28 Stunden eine verstarkte Proliferation der Fibroblasten beobachtet werden. In den
eigenen Versuchen wurde die Proliferation nur indirekt gemessen. Dabei wurde fest-
gestellt, dass die Proliferation der 3T3-Zellen zunachst konstant blieb, dann jedoch
bei einer hohen Konzentration von 100 ug/cm? sehr stark sank. In den eigenen Ver-
suchen konnte bei dem Vergleich der Asbestfaser Krokydolith mit den Partikeln To-
ner und Carbon black beobachtet werden, dass die Zellen bei niedrigen Partikelkon-

zentrationen zur Proliferation angeregt wurden. Im Gegensatz dazu induzierten hohe
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Asbestfaser- und Partikelkonzentrationen, in Abhangigkeit von der Zeit, ihrer Struktur
und chemischen Zusammensetzung, ungefahr eine gleich hohe Zytotoxizitat. Obwohl
Toner den Feinpartikeln und Carbon black den ultrafeinen Partikeln zuzuordnen ist,
waren die zytotoxischen Auswirkungen bei beiden Partikeln bei einer Konzentration
von 100 pg/cm? gleich hoch. Es war jedoch auffallig, dass es bei einer Konzentration
von 200 pyg/cm? bei Toner, im Gegensatz zu Carbon black, zu einem erneuten An-
stieg der Proliferation kam. Da es sich, wie bereits erwahnt, bei dem Toner um einen
Feinstaubpartikel handelt, der sich in seiner Struktur und Zusammensetzung vom
ufCB unterscheidet, wurde in den 3T3-Zellen ein Proliferationsschub ausgeldst.

Auch Gminski et al. (2008) untersuchten die Zytotoxizitdt von Toner an Lungen-
epithelzellen (A549). Dabei ermittelten sie nach 24 Stunden eine Zytotoxizitat bei ei-
ner Konzentration von 80 ug/cm?. Eine konzentrationsabhangige Zytotoxizitat konnte
ebenso durch Lin (1999) gezeigt werden. Im Gegensatz dazu konnten Furukawa et
al. (2002) keine Zytotoxizitat feststellen, nachdem sie Rattenalveolarmakrophagen
in vivo Uber 18 Stunden gegentber Tonerkonzentrationen bis 60 ug/ml exponierten.
Keine schadigenden Auswirkungen fanden sich auch bei Mdller et al. (2002) bei Ver-
suchen mit Rattenalveolarmakrophagen. Sie beobachteten eine erhdohte Zytotoxizitat
in den Alveolarmakrophagen des Meerschweinchens nach der Exposition gegenlber
Tonerkonzentrationen von 120 pg/10°® Zellen. Jedoch wurde keines dieser Experi-
mente mit dem Trypan Blau-Test, sondern nur mit dem LDH-Test durchgefuhrt. In
der Literatur waren allerdings keine Studien, die den Nachweis der Zytotoxizitat von
Toner mittels Trypan Blau-Test priften, aufzufinden. Daruber hinaus wurden bei
samtlichen Versuchen keine Fibroblasten, sondern Makrophagen, Epithelzellen und
Mesothelzellen verwendet. Somit kann kein Vergleich zu den eigenen Ergebnissen
gezogen werden.

In den eigenen durchgefuhrten Versuchen verhielt sich die Zellvitalitat der Fibro-
blasten nach der Exposition gegenliber Carbon black, ahnlich wie nach der Expositi-
on gegenuber Toner. Im Vergleich zu den eigenen Experimenten mit Carbon black,
untersuchten Renwick et al. (2001) ebenfalls die Zytotoxizitat von ufCB in Mausema-
krophagen (J774-Zellen). Dabei konnten sie eine signifikante Zytotoxizitat nach
48 Stunden bei einer Konzentration von 78 ug/cm? nachweisen. Auch Monteiller et al.
(2007) fanden in ihren Versuchen mit A549-Zellen eine leicht erhohte Zytotoxizitat bei

geringen Konzentrationen (bis 62 pyg/ml). Dabei zeigten sich jedoch keine Auswir-
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kungen auf die Zellproliferation. In den Versuchen von Don Porto Carero et al. (2001)
mit A549-Zellen konnte die Zytotoxizitat des Carbon blacks jedoch nicht bestatigt
werden. Die Studien, sowohl zu Toner als auch zu Carbon black, wurden fast aus-
schlieBlich mit Makrophagen und nicht, wie in den eigenen Versuchen, mit Fibro-
blasten durchgeflhrt. Somit ist auch eine zell- und artspezifische Reaktion denkbar.
Fibroblasten sind anscheinend robuster als Epithelzellen und Makrophagen und re-
agieren mit einer erhohten Proliferation nach Faser- und Partikelexposition, was auch
die Fibrose der Lunge erklaren konnte. Sie weisen aber auch, wie die Makrophagen,
bei hohen Faser- und Partikelkonzentrationen eine Abnahme der Zellvitalitat auf. An-
hand der eigenen Ergebnisse zeigte sich, dass nicht nur Krokydolith starke zytotoxi-
sche Wirkungen auf die Zellen hat. Auch Toner und Carbon black weisen bei hohen
Konzentrationen und nach langerer Expositionszeit eine deutliche Zytotoxizitat auf,
die mit der Starke von Krokydolith vergleichbar ist. Bei dem Vergleich von Carbon
black und Toner mit Titandioxid weist das Titandioxid geringere zytotoxische Wir-
kungen auf. Ahnliche Ergebnisse konnten Brunner et al. (2006) nachweisen, nach-
dem 3T3-Zellen Uber drei Tage gegenuber Titandioxid exponiert wurden. Es wurden
in den Versuchen Konzentrationen von 30 pg/ml verwendet. Die Zellvitalitat war nur
gering reduziert auf 80 %. Eine hohe zytotoxische Auswirkung fand sich auch bei
diesen Konzentrationen nach einer Expositionszeit von sechs Tagen. Bei Konzentra-
tionen von weniger als 5 pg/cm? konnte nach 72 Stunden eine gro3ere Anzahl vitaler
Zellen ausgezahlt werden. Bhattacharya (2008) stellte in seinen Experimenten mit
humanen Lungenfibroblasten (IMR-90) zytotoxische Effekte fest, die sich verstarkt
bei héheren Titandioxidkonzentrationen von 10 pg/cm? bzw. 50 ug/cm? nach einer
Expositionszeit von 24 Stunden und 48 Stunden zeigten. Die Zellvitalitdt lag nach
24 Stunden nur noch bei 58 %. Die ermittelte Zytotoxizitat des Titandioxids konnte

auch mit seiner bekannten Phototoxizitat zusammenhangen.

5.3 Auswirkungen der Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) auf Zellen
und Gewebe

Die ROS entstehen unter normalen Bedingungen in der Zelle als Nebenprodukte von

Reaktionsprozessen und metabolischen Vorgangen, wie z.B. der Energiegewinnung

durch die Mitochondrien.
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Die zellulare Aufnahme von Fasern und Partikeln flhrt zu einer Steigerung der ROS-
Produktion. Diese Uberproduktion an ROS (oxidativer Stress) kann zu einer Zell-
schadigung fuhren. Um die Starke der Radikalproduktion der einzelnen Fasern und
Partikel zu vergleichen, wurden die 3T3-Zellen gegenuber Asbestfasern (Krokydolith
und Chrysotil) sowie Partikeln (Toner, Carbon black, Titandioxid) exponiert.

Bei den Ergebnissen der Versuche war auffallig (Abb. 68, Abschnitt 4.5), dass es
nach einem anfanglichen Kurvenanstieg nach 30 Minuten zu einem Kurvenabfall
nach 45 Minuten kam, der anschlieRend wieder stieg, um nach einer Stunde sein
Maximum zu erreichen. Der Abfall nach 45 Minuten ist mdglicherweise erklarbar mit
der Eigenreaktion des Farbstoffes in den Zellen. Dieser stellt ebenso einen Schad-
stoff dar und hat, wenn er zu lange einwirkt, eine ebenso toxische Wirkung. Der er-
neute Anstieg der Kurven nach 45 Minuten kdonnte mit der Partikelaufnahme zusam-
menhangen. Nach einer Stunde sind ausreichend Partikel aufgenommen worden, um
eine Radikalproduktion zu induzieren, denn tendenziell kommt es in der Zeit zwi-
schen 15 Minuten und einer Stunde zu einem stetigen Anstieg in der Radikalproduk-
tion, die nach diesem Maximum bei allen Substanzen, bei Krokydolith etwas spater,
wieder fallt.

In vielen Studien wurde bisher gezeigt, dass es durch die Phagozytose von Asbest
zu einer verstarkten Produktion von Radikalen kommt [Bhattacharya et al., 2005;
Marczynski et al., 1999; Jaurand, 1997; Quinlan et al., 1994]. In den eigenen Versu-
chen konnte gezeigt werden, dass von den Asbestfasern (Krokydolith und Chrysotil)
das Krokydolith am starksten zur Bildung von ROS neigt. Im Gegensatz dazu war die
Bildung von ROS durch Chrysotil nur sehr gering. Es liegt nahe, dass dies durch den
hohen Eisengehalt, der ein Bestandteil von Krokydolith ist, verursacht worden sein
kann. Dadurch kann eine verstarkte Bildung von Radikalen hervorgerufen werden,
wie es aus der Fenton- bzw. Haber-Weiss-Reaktion (vgl. Abschnitt 1.1.7) hervorgeht
[Rahman et al., 2000]. Eine kurze Zusammenfassung der Reaktionen und der damit

verbundenen Folgen wird in Abb. 73 dargestellt.
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Die Fahigkeit von Krokydolith hohe Mengen an ROS zu produzieren, wurde durch die
Oxidation von 2‘,7‘-Dichlorodihydrofluorescein (H.DCF) zu 2‘,7'-Dichlorofluorescein
(DCF) unter Verwendung von 2°,7'-Dichlorodihydrofluorescein-Diacetat (H.DCF-DA)
ebenso in den Studien von Liu et al. (2000) sowie Xu et al. (2002) nachgewiesen. Bei
der Produktion von ROS durch Asbestfasern kann es sich sowohl um Hydroxylradi-
kale (OH-) und Wasserstoffperoxid (H20,) als auch um Peroxynitrit (ONOO-) oder
Hyperoxidanionen (O2+) handeln [Aam und Fonnum, 2007]. Xu et al. (2002) und Liu
et al. (2002) fuhrten ihre Studien mit humanen Hamster-Hybridzellen bzw. Kanin-
chenmesothelzellen durch. Wie jedoch der Vergleich von Mesothelzellen und Fibro-
blasten in den Experimenten von Kopnin et al. (2004) mit Chrysotilfasern zeigt, re-
agieren verschiedene Zellarten sehr unterschiedlich auf die Asbestfaserexposition.
Genau wie in den eigenen Experimenten, konnten Kopnin et al. (2004) nur eine
schwache ROS-Bildung nach einer Inkubation der Zellen mit 5 pg/cm? Chrysotil Gber
6 Stunden ermitteln. Ebenso stellten die Wissenschaftler auch eine verminderte Proli-
feration der Zellen fest, nachdem diese gegenuber Chrysotil exponiert waren. Im Ge-
gensatz dazu neigten die Zellen in den eigenen Versuchen nicht zu einer Stagnation
der Proliferation.
Vergleicht man die Radikalproduktion der Asbestfaser Krokydolith mit den Partikeln
Toner und Carbon black, ist ein ahnlich hohes Niveau der ROS-Produktion auffallig.
Die starkste Radikalproduktion wird durch Krokydolith induziert. Im Gegensatz dazu
ist die Radikalproduktion nach Chrysotilexposition am geringsten. Die Starke der Ra-
dikalproduktion nach der Exposition gegenuber Toner und Carbon black, aber auch
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von Titandioxid lag deutlich Gber der von Chrysotil. Ebenso sanken die Messwerte
von Chrysotil schneller auf das Ausgangsniveau zurlick. Die beobachtete, starke
ROS-Produktion durch Titandioxid kdnnte an der Eigenfluoreszenz des Titandioxids
liegen. Die erhohte Radikalbildung nach der Exposition gegenuber Titandioxid wurde
auch in den Experimenten von Bhattacharya (2008) mit humanen Bronchialepithel-
zellen (BEAS-2B) nachgewiesen. Die Reaktion des Titandioxids sollte in den eigenen
Versuchen nur als Negativkontrolle dargestellt werden. Dessen ungeachtet konnten
Bhattacharya et al. (2008) in ihren Versuchen eine zytotoxische und auch eine geno-
toxische Wirkung aufgrund der Radikalbildung nicht ausschlieRen.

Aam und Fonnum (2007) wiesen in vivo mittels H,DCF-DA nach der Exposition von
Ratten gegenuber Carbon black eine dosisabhangige Steigerung der Radikalbildung
nach. Dabei erreichte das Carbon black mit einer Konzentration von 20 pg/ml nach
einer Inkubationszeit von 2 Stunden die hochste Intensitat in Alveolarmakrophagen.
Eine Unterscheidung in Bezug auf feines oder ufCB wurde nicht erwahnt. Wilson et
al. (2002) fanden dagegen bei dem Vergleich von feinem und ufCB nur eine erhdhte
ROS-Produktion fur ufCB. Bei ihren Versuchen exponierten sie, im Gegensatz zu
den eigenen Experimenten, humane Makrophagen gegenuber feinem und ufCB mit
einer Konzentration von 15,5 ug/ml Uber eine Dauer von 24 Stunden. Eine Radikal-
produktion nach der Exposition gegenlber feinem Carbon black konnte nicht ermittelt
werden. In den eigenen Versuchen konnte jedoch eine deutliche ROS-Produktion der
3T3-Zellen nach der Exposition sowohl gegentber dem ufCB als auch dem Feinpar-
tikel Toner dargestellt werden. Die Auswirkungen der ROS-Produktion werden nach-
folgend (vgl. Abb. 74) diskutiert.

Das ufCB hat im Verhaltnis zu seiner kleinen Masse eine recht grof3e Oberflache. Im
Gegensatz dazu besitzt der Feinpartikel Toner im Verhaltnis zu seiner Masse eine
sehr kleine Oberflache. Deshalb konnten weniger Tonerpartikel aufgenommen wer-
den. Dennoch zeigte sich in den eigenen Versuchen, dass die ROS-Produktion von
Toner annahernd so hoch ist wie die des ufCB.

Daruber hinaus muss erwahnt werden, dass mit der EDX-Analyse des Toners nur
Elemente wie Kohlenstoff nachgewiesen werden konnten. Allerdings wurden vom
Hersteller des Toners noch andere Inhaltsstoffe angegeben (vgl. Anhang 2.3). Diese
chemischen Bestandteile sind jedoch mit der EDX nicht detektierbar. Aullerdem ist

die EDX nicht empfindlich genug, um die in Spuren enthaltenen Elemente zu ermit-
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teln. Bei den zusatzlich enthaltenen Inhaltsstoffen des Toners handelt es sich, wie
bereits in der Einleitung unter Abschnitt 1.2.2.2 aufgeflihrt wurde, um die flichtigen
organischen Verbindungen Dibutylzinn, Tributylzinn sowie um Schwermetalle, z.B.
Cadmium, Blei, Quecksilber und Nickel [Einsiedler et al., 2003]. Diese kdnnen eben-
so deutliche, gesundheitsschadigende Auswirkungen haben [Stelting, 2003; Muller et
al., 2007]. Zeitschriften wie Oko-Test und Computer Bild haben Untersuchungen
durchfuhren lassen, bei denen festgestellt wurde, dass einige Laserdrucker hohe
Mengen dieser Schadstoffe (Styrol, Phenol, Dibutylzinn und Tributylzinn) wahrend
des Druckvorganges freisetzen kénnen [Computer Bild 2006; Link, 2001]. Obwohl
diese chemischen Verbindungen ebenfalls gesundheitliche Beeintrachtigungen her-
vorrufen kdnnen, sollte jedoch in den eigenen Versuchen nur der reine Partikeleffekt
betrachtet werden.

Ein wichtiger Punkt bei der Radikalproduktion ist die ROS-vermittelte Entziindungs-
reaktion. Dabei fihren von aul3en zugefihrte, inhalierte Schadstoffe wie Zigaretten-
rauch, Asbest und Partikel zu einer verstarkten ROS-Produktion durch die verschie-
denen Zellen (Makrophagen, Neutrophile, Epithelzellen) und es wird eine Lipidper-
oxidation (vgl. Abb. 74) eingeleitet. Sie spielt eine wichtige Rolle, da die Lipide der
Zellmembran, vor allem Phospholipide, einen bedeutenden Angriffspunkt flr die ROS
darstellen und sehr schnell oxidiert werden [Gosslau und Rensing, 2002]. Dabei ent-
stehen Schadigungen der Zellorganellen und -membranen, wodurch u.a. proinflam-
matorische Mediatoren, wie z.B. Zytokine, freigesetzt werden und eine Entzindung

ausgelost wird.

S

Inhalierte Schadstoffe

Zigarettenrauch
Asbest
Partikel

Gentranskription
der Zytokine

i L 4
Neutrophile Makrophagen O/ OH Chetrln":kine
H.0, + > Lipidperoxidation + >

Oxidativer N
Freisetzung von

Epithel

pro -
inflammatorischen
Mediatoren

Abb. 74:
Mechanismus der ROS vermittelten Entziindungsreaktion. Die Inflammation wird durch inhalierte
Schadstoffe vermittelt [nach Rahman, 2003].
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Dies ist ein mdglicher Mechanismus, der zur Induktion der Lungenfibrose und damit
zu den Folgeerkrankungen geflhrt haben kénnte, wie sie bei den untersuchten Pa-
tientenfallen dargestellt wurden. Nicht nur der mogliche Zigarettenrauch, sondern
auch die gefundenen Asbestfasern und RufRpartikel in den Lungen fuhrten zu einer
fortwahrenden Entzindungsreaktion mit Produktion von ROS. Einen zusatzlichen
Beitrag zur Progression der Erkrankungen konnte die durch die Fasern und Partikel
eingeleitete Apoptose und Nekrose, oder auch die induzierte Zelltransformationen

geleistet haben.

5.4 Induktion der Apoptose

Die Versuche der Induktion von Apoptose durch Asbestfasern (Krokydolith, Chrysotil)
und Partikel (Toner, Carbon black, Titandioxid) wurden mittels Annexin V-FITC-/PI-
Farbung durchgefliihrt. Insgesamt war bei den Versuchen auffallig, dass es nach der
Exposition sowohl gegenuber den Asbestfasern als auch gegenuber den Partikeln
eher zu einer Nekrose kam. Im Gegensatz dazu blieb im Vergleich zur Kontrolle die
Induktion der Apoptose gering oder ganz aus. In den Vorversuchen mit Rinderfibro-
blasten bei einer Exposition gegentber Chrysotil und einer Asbestfaserkonzentration
von 5 ug/cm? konnte eine deutliche Apoptoseinduktion ermittelt werden. Dem gegen-
Uber konnte bei Krokydolith keine Apoptose beobachtet werden. Im Vergleich zu den
Vorversuchen zeigte sich auch in anderen Studien, dass Asbest zu einer deutlichen
Apoptoseinduktion in verschiedenen Zellarten fihren kann, wie z.B. in alveolaren
Epithelzellen [Kamp et al., 2002], in Mesothelzellen [Liu et al., 2000; Burmeister et
al., 2004] und in Alveolarmakrophagen [Hamilton et al., 1996]. Auch Dopp et al.
(1995) konnten eine Apoptose induzieren, nachdem sie Hamsterfibroblasten gegen-
Uber einer Chrysotilkonzentration von 5 ug/cm? exponiert hatten. Allerdings be-
obachteten sowohl Broaddus et al. (1996) als auch Goldberg et al. (1997) eine Apop-
toseinduktion durch Krokydolithkonzentrationen von 5 pug/cm?.

In den aktuellen Versuchen mit 3T3-Zellen (Mausefibroblasten) zeigte sich jedoch
keine erhdhte Apoptose bei einer Chrysotilkonzentration von 5 ug/cm?. Nach der Ex-
position gegenuber Krokydolith und Chrysotil bestand eine leicht erhdhte Tendenz
zur Nekrose der 3T3-Zellen. Die Ursache kdnnen speziesspezifische Reaktionen
nach der Exposition gegenuber den Asbestfasern sein. Bei den Mausefibroblasten

3T3 konnte eher eine Nekrose induziert werden. Kopnin et al. (2004) ermittelten nach
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einer Exposition von Lungenfibroblasten der Ratte gegentber den Chrysotilkonzen-
trationen 5 pg/cm? und 10 pg/cm? Uberwiegend eine Nekrose. Dies entspricht den
Ergebnissen der eigenen Experimente. Dementsprechend besteht die Maoglichkeit,
dass Fibroblasten, im Gegensatz zu anderen Zellarten, vermehrt zu einer Nekrosein-
duktion (in Abhangigkeit von der Tierspezies) neigen. Die Nekroseinduktion ist ent-
scheidend flr die Entziindungsreaktion. Die Zelltrimmer férdern die Entziindung. Die
Apoptose hingegen induziert keine Entzindung, so dass durch die erhohte Nekrose
die Bildung einer Lungenfibrose verstarkt werden kann [Junqueria, L.C. et al., 1996;
Bahling et al., 2000].

Es ware allerdings auch moglich, dass die verminderte Induktion einer Apoptose und
Nekrose mit der hohen Proliferationsrate der 3T3-Zellen zusammenhangt. Da diese
nur etwa 18 Stunden betragt, konnten bereits in Apoptose Ubergegangene Zellen von
den wachsenden Zellen verdrangt worden sein. Besonders deutlich sichtbar wurde
dies anhand der Positivkontrolle mit dem stark toxischen Cisplatin. Der Anteil vitaler
Zellen der Kontrolle unterschied sich kaum von der Positivkontrolle. Ahnlich verhielt
sich auch der Anteil fruhapoptotischer Zellen. Die wachsenden Zellen, die dennoch
Asbest phagozytiert hatten, blieben aul3erlich unverandert. Mdglicherweise haben sie
eine genetische Veranderung davongetragen, die erst in spateren Proliferationszy-
klen offensichtlich geworden ware [Broaddus et al., 1996]. Andererseits besteht die
Maoglichkeit der kompensatorischen Hyperplasie, d.h. die Zellen ersetzen unterge-
gangene Zellen durch eine verstarkte Proliferation [Goldberg et al., 1997], um die
entstandenen Lucken im Zellverband zu schliel3en.

Die Ergebnisse der Zellversuche nach der Partikelexposition verhielten sich anna-
hernd wie die Ergebnisse der asbestexponierten Zellen. Der Anteil nekrotischer Zel-
len nach Titandioxid-, Toner- und Carbon black-Exposition war etwa genauso hoch
wie bei den asbestexponierten Zellen. Eine minimale Steigerung zeigte sich bei dem
Anteil frihapoptotischer Zellen. Demnach kénnten die Partikel eher zu einer Indukti-
on der Apoptose in den 3T3-Zellen fuhren als die Asbestfasern. Dies mag vielleicht
auch an dem Verhaltnis der Oberflache zur Masse der Partikel liegen. Bei Toner
wurde der hdchste Anteil frihapoptotischer Zellen gefunden. Im Falle des Carbon
blacks konnten Chin et al. (1998) nach der Exposition von Rattenalveolarmakropha-
gen gegenuber ufCB keine Apoptose nachweisen. Allerdings konnten Sydlik et al.

(2006) eine erhohte Apoptoserate ermitteln, nachdem sie Rattenlungenepithelzellen
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gegenuber 5 pg/cm? und 10 pg/cm? Carbon black exponiert hatten. Sowohl die Apop-
tose als auch die Induktion der Proliferation erfolgten dosisabhangig, wobei eine
Konzentration von 10 pg/cm? die starkste Apoptoseinduktion herbeifthrte.

Nicht nur bei der Induktion der Apoptose, sondern auch bei der Nekrose spielen die
Radikale eine wesentliche Rolle. Wie die eigenen Versuche zur Radikalbildung zeig-
ten, kann es nach Faser- und Partikelexposition zu einer starken ROS-Produktion
(OH-, H20,, Oy+) kommen, die einerseits von der chemischen Zusammensetzung
[Upadhyay und Kamp, 2003; Liu et al., 2000], andererseits aber auch von der Form
und Masse der Fasern und Partikel abhangig ist. Die ROS sind in der Lage, biolo-
gische Makromolekile einschlieRlich der Proteine und Zellmembranen zu zerstéren
oder auch Nukleinsauren zu verandern [Bergamini et al., 2004]. Die Bildung der ROS
erfolgt in den Zellen in der Nahe des Zellkerns bzw. der DNA. Dadurch wird
8-Hydroxydesoxyguanosin (8-OHdG) gebildet [Vallyathan und Shi, 1997], wodurch
Mutationen ausgeldst werden kénnen. Kann diese DNA-Schadigung nicht repariert
werden, folgt eine Transformation der Zelle [Upadhyay und Kamp, 2003] oder der
Zelltod (Apoptose/Nekrose). Durch die massive Produktion der ROS werden auch die
Mitochondrien beeintrachtigt. Durch die Phagozytose von Fremdstoffen werden sie
zu einer Uberproduktion von ROS angeregt (vgl. Abb. 75). Es kommt zu einer Sté-
rung des zellularen Metabolismus, da speziell die Asbestfasern nicht oder nur sehr
schlecht abgebaut werden kdnnen. Da die Produktion von ROS auch im Zytoplasma
der Zellen erfolgt, wird die zellulare Membran der Mitochondrien angegriffen und so-
gar zerstort. Dadurch werden intramembranare Enzyme (z.B. Cytochrom C, Caspa-

sen) freigesetzt, welche die Apoptose, wie in Abb. 75 dargestellt, einleiten.
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Von Verma et al. (2007) wurde weiterhin die Mdglichkeit der mitochondrialen Dys-
funktion beschrieben. Dabei kommt es u.a. durch die Stérung der mitochondrialen
Membran zu einer Beeintrachtigung des Elektronentransportes [Panduri et al., 2003],
zu einem damit verbundenen Ungleichgewicht des mitochondrialen Membranpoten-
tials (AW) sowie zu einer verminderten Energiegewinnung in Form eines ATP-
Verlustes. Infolgedessen wird die Nekrose eingeleitet. Die mitochondriale Dysfunkti-
on kann aber auch eine Resistenz gegenlber der Apoptose bewirken [Verma et al.,
2007]. Durch die ROS werden Schadigungen an der mitochondrialen DNA hervorge-
rufen, die zehnmal sensitiver gegenuber genetischen Schadigungen ist als die nu-
kledre DNA. Dies kann zu einer Stérung bzw. Veranderung der Mitochondrien-zu-
Nukleus-Kommunikation fUhren [Delsite et al., 2002; Verma et al., 2007]. Eine solche
Veranderung kénnte die Transformation einer Zelle zur Folge haben.

Durch die sehr lange Persistenz der Asbestfasern und der Partikel in der Zelle wer-
den vermehrt ROS produziert. Somit ist nicht nur bei den Fasern, sondern auch bei
den Partikeln eine gestérte Mitochondrien-zu-Nukleus-Kommunikation denkbar. Ob-

wohl Toner und Carbon black in den eigenen Versuchen keine Apoptoseinduktion

101



Diskussion

zeigten, konnte dennoch in den Radikalversuchen ein eindeutiger Anstieg von ROS
fur beide Partikel ermittelt werden. Die starke Bildung von ROS durch die Zellen
konnte die Nekrose der Zellen begunstigt haben. Ebenso kann es zu zellularen oder
mitochondrialen DNA-Mutationen gekommen sein, die sich allerdings nur durch ge-
netische Analysen bzw. durch Langzeitexpositionen ermitteln lassen.

Obwohl die in vitro Versuche nicht unbedingt vergleichbar sind mit Reaktionen in vivo
[Brunner et al., 2006], bieten die Tests eine Maoglichkeit zur Beurteilung der schadi-
genden Auswirkungen der Partikel.

Fur die Untersuchungen wurden Mausefibroblasten verwendet, da diese ein etablier-
tes Zellsystem darstellen. Die Fibroblasten sind eine sehr robuste Zellpopulation.
Dies wurde vor allem durch eine relativ starke Resistenz gegenuber der Apoptosein-
duktion nach einer Kurzzeitexposition von 24 Stunden gegenuber den Asbestfasern
und Partikeln deutlich. Moglicherweise reagieren andere Zellen (z.B. Makrophagen,
Epithelzellen) empfindlicher. Die in den eigenen Versuchen durch die Fasern und
Partikel induzierte Nekrose ist jedoch von entscheidender Bedeutung.

Im Gegensatz zur Apoptose werden bei der Nekrose durch die entstandenen Zell-
trammer proinflammatorische Interleukine und Zytokine freigesetzt. Diese aktivieren
Immunzellen (somit auch Fibroblasten) und kdnnen die chronische Fibrose, wie z.B.
die Asbestose in den untersuchten Patientenfallen, begtinstigen [Junqueria et al.,
1996; Buhling et al., 2000].
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6 Zusammenfassung

Das Ziel dieser Arbeit war es, anhand von Patientenbeispielen und Zellkulturversu-
chen in vitro, die zellularen Mechanismen der Krankheitsentstehung nach einer Fa-
ser- und Partikelexposition zu untersuchen.

Die energiedispersive Rontgenanalyse mittels Rasterelektronenmikroskopie und die
Untersuchungen im Transmissionselektronenmikroskop zeigten, dass die Patienten
eindeutig an einer Asbestose litten. Alle drei Falle wiesen Ahnlichkeiten auf, wobei
die Asbestose des 1. Falles am starksten ausgepragt war. Die eingetretene Folgeer-
krankung des 1. Patienten mit Dyspnoe und pneumonieartigen Symptomen sind ty-
pisch fur die Asbestose. Auch das Bronchialkarzinom des 2. Patienten kénnte in der
Asbesterkrankung begrundet sein. Bei den Patienten hat der Asbeststaub die Lun-
genasbestose ausgeldst, aber auch andere Toxine, wozu auch das Rauchen zahilt,
konnten zu einer Verstarkung der Krankheitserscheinungen (Dyspnoe, Bronchialkar-
zinom) gefuhrt haben. Darlber hinaus waren in allen drei Fallen schwarze Partikel in
den Lungen abgelagert, bei denen es sich um Ruf3e handeln kdnnte.

Um die Reaktionen von Asbest und Partikeln auf zellularer Ebene (also Asbestose
und Anthrakose) zu untersuchen, wurden beispielhaft Zellen gegenltber Fasern und
Partikeln exponiert. Dabei wurde mittels Transmissionselektronenmikroskopie beob-
achtet, dass sowohl die Asbestfasern (Krokydolith, Chrysotil) als auch die Partikel
(am Beispiel von Toner) von den Zellen aufgenommen wurden.

In den Zytotoxizitatsversuchen zeigte sich bei geringen Konzentrationen zunachst
eine Induktion der Proliferation. Sowohl héhere Asbestfaserkonzentrationen (Kroky-
dolith) als auch Partikelkonzentrationen (Toner und Carbon black) fuhrten zu schadi-
genden Auswirkungen. Auch bei den Untersuchungen zur Bildung von reaktiven
Sauerstoffradikalen (ROS) konnte eindeutig eine starke Reaktion der Fibroblasten
nach Faser- und Partikelexposition ermittelt werden.

Die Versuche zur Apoptoseinduktion zeigten dagegen eine hohere Neigung der Fi-
broblasten zur Nekroseinduktion, jedoch waren sowohl die Apoptose als auch die

Nekrose nur schwach ausgepragt.
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7 Thesen

1. Die Asbestose trat in den Patientenfallen als Folge einer Exposition gegen-

uber Asbestfasern ein.

2. Die Krankheitssymptome wurden offensichtlich durch Partikeleinlagerungen

(Rauchen) verstarkt.

3. Die Exposition gegenuber Partikeln liel3 sich mit der Transmissionselektro-
nenmikroskopie sowie anhand der energiedispersiven Rontgenanalyse mittels

Rasterelektronenmikroskopie nachweisen.

4. Sowohl die Fasern als auch die Partikel (Toner) wurden von den Zellen aufge-

nommen und in Vesikel eingeschlossen.

5. Durch die Aufnahme der Fasern und Partikel kam es zu einer erhéhten Prolife-

ration der Fibroblasten.

6. Nach der Phagozytose von Krokydolith sowie den Partikeln Toner und Carbon

black wurde bei hohen Konzentrationen eine starke Zytotoxizitat induziert.
7. Nach der Exposition der Zellen gegenuber den Asbestfasern (Krokydolith,
Chrysotil) und den Partikeln (Toner, Carbon black, Titandioxid) kam es zu ei-

ner starken Radikalproduktion in Form von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS).

8. Die Phagozytose der Fasern und Partikel konnte keine Apoptose induzieren,

sondern zeigte eine erhdhte Tendenz zur Nekroseinduktion.
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Anhang 1

Tab. 1: Auflistung der verwendeten Materialien und Geréate.

l. Zellen
3T3-Fibroblasten

Il. Zellkulturmedium

Dulbecco's modified eagle medium

(4,5 g/l Glucose)

L-Glutamin

Fetales Kalberserum

Gentamycin

Phosphat-Buffer-Solution (PBS-DULBECCO)
Trypsin/EDTA

(0,05% Trypsin, 0,02% EDTA)

lll. Substanzen fiir die Versuche
lll.1. Farbstofflosung fiir die Zytotoxizitat
Trypan Blau

American Type Culture Collection

CC-PRO, Oberdorla

CC-PRO, Oberdorla
GIBCO, Karlsruhe
CC-PRO, Oberdorla
GIBCO, Karlsruhe
CC-PRO, Oberdorla

GIBCO, Karlsruhe

lll.2. Fluoreszenzfarbstoff fiir die indirekte Radikalmessung

Dichlorodihydrofluoreszein, H,DCF-DA
(MG 487,29)
Dimethylsulfoxid, DMSO

INVITROGEN, Oregon, USA

FLUKA, Steinheim

lll.3. Fluoreszenzfarbstoff fiir die Apoptosemessung

Annexin V-FITC Kit (mit Bindungspuffer, Propi-
diumiodid, Annexin V), PN IM 2375 20 Tests

IV. Chemikalien fiir die Elektronenmikroskpie
Ethanol

Aceton

Aceton-Epoxidharzgemische (Durcapan Araldite
Base Embedding ACM)

Natriumphosphatpuffer

Glutaraldehyd

Uranylacetat

BECKMANN-COULTER, Marseille, Frankreich

RIEDEL-DE Haén, SIGMA-Aldrich Laborchemi-
kalien, Seelze

LABSCAN, Gliwice, Polen

FLUKA, Steinheim

MERCK, Darmstadt
MERCK, Darmstadt
TED PELLA, Redding, CA, USA
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Xylol
Osmiumtetroxid

Bleizitrat (zusammengesetzt aus):

- Bleinitrat
- Natriumhydroxid
- Natriumcitrat

V. Chemikalien fiir die Lichtmikroskopie

Hamatoxylin-Eosin-Farbung (hergestellt aus):

- Hamalaun

- Natriumiodat

- Aluminiumkaliumsulfat
- Essigsaure

- Eosin

Berliner Blau-Farbung (hergestellt aus):

- Kaliumferrocyanid
- Salzsaure

- Kernechtrot

VI. Materalien
Kulturflaschen 12,5 cm?

Kulturflaschen 25; 75; 150 cm?

Pipetten (1; 2; 5; 10; 25 ml, steril)
Pipettenspitzen (p10; p20; p100; p1000; steril)
Zentrifugenréhrchen (15; 50 ml)
Eppendorf-Reaktionsgefalle

FACS-Ro6hrchen

24er Well plates

96 Well Polystyrol Zellkultur Microplatten,
schwarz (Kat.-Nr. 655086)

Kupfernetze

BAKER ANALYSED, Deventer, Holland
VEB (Altbestande)

VEB (Altbesténde)
MERCK, Darmstadt
MERCK, Darmstadt

FLUKA, Steinheim

MERCK, Darmstadt

MERCK, Darmstadt

J. T. BAKER, Deventer, Holland
MERCK, Darmstadt

MERCK, Darmstadt
MERCK, Darmstadt
MERCK, Darmstadt

FALCON, Heidelberg

TPP (Techno Plastics Products) AG,
Transadingen, Schweiz

GREINER Bio-one GmbH, Frickenhausen
GREINER Bio-one GmbH, Frickenhausen
GREINER Bio-one GmbH, Frickenhausen
GREINER Bio-one GmbH, Frickenhausen
BD FALCON, Franklin Lakes, USA
GREINER Bio-one GmbH, Frickenhausen
GREINER Bio-one GmbH, Frickenhausen

PLANO, Wetzlar
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VII. Gerite
CO,-Brutschrank
Hamozytometer
Sterilwerkbank

Wasserbad

Zentrifuge
Kleinschuttler
Ultraschallbad

Inversmikroskop

Durchlichtmikroskop
Transmissionselektronenmikroskop EM 902A
Rasterelektronenmikroskop DSM 960A
Mikrotom

Klingen (Microtome Blade)

Diamantmesser

Microplattenleser GENios

FACSScan®

Critical Point Dryer
Sputter Coater

VIII. Sonstige
Skinsept zur Handedesinfektion

Perform zur Flachendesinfektion

FORMA-SCIENTIFIC, Ohio, USA
BRAND, Wertheim
STEAG, Pfullingen

GFL (Gesellschaft fur Labortechnik GmbH),

Burgwedel

KENDRO, Osterode

IKA-VIBRAX-VXR, Labortechnik Staufen
Bandelin Sonorey Super PK 1028,
Bandelin electronic, Berlin

Axiovert 10, ZEISS, Jena (Rostock) bzw.
Labovert FS, LEITZ, Wetzlar (Essen)
Leica DM LB, LEICA, Wetzlar

ZEISS, Oberkochen

ZEISS, Oberkochen

LEICA, Wetzlar

PFM AG, Koln (FEATHER, Osaka, Japan)
DIATOME AG, Biel, Schweiz

TECAN, Crailsheim
BECKMANN-COULTER; Coulter Corpora-
tion, Miami, USA

K850 EMI-TECH, Ashford, England
SCDO004, BAL-TEC, Lichtenstein

ECOLAB, Dusseldorf
SCHULKE & MAYR, Norderstedt
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Anhang 2

2.1 Herstellung der Substanzlosungen der Faser- und Partikelproben

Das applizierte Endvolumen (ug/cm?) wurde berechnet aus der Konzentration der
Stammldsung, bezogen auf die GrofRe der Kulturflaschen:

Absolute Konzentration in ug = Substanzprobenkonzentration x Grof3e der Kulturfla-
sche

absolute Konzentration

Appliziertes Endvolumen in pl = - —
Konzentration der Stammlosung (Smg/ml)

Beispiel:
Bei der Verwendung von 5 ug in einer 12,5 cm? Kulturflasche:
Abs. Konz.: 5 ug * 12,5 cm? = 62,5 ug/cm?

62,5 ug/cm?

Appl. Endvol.: =62,5"0,2=12,5 pl je 12,5 cm? Kulturflasche.

Smg/ml

2.2 Herstellung einer 100 uM Cisplatin-Konzentration

Biochemischer Name: cis-Diammineplatinum(ll) dichloride; Formel: Pt(NH3),Cl,,
Molekulargewicht: 300.05 g*mol”

300g/121M
30 g/l 2100 mM
0,030 g/l =30 mg/l £ 100 uM, d.h. 3 mg Cisplatin/100 ml sterilem PBS

2.3 Inhaltsangabe des Toners laut Hersteller

Kohlenstoff - Industrierul® (Carbon Black)

weitere Inhaltsstoffe (nicht messbar in EDX):

2-Propansaure, 2-Methyl-butylester, Polymer mit Evinylbenzol,

1-Propan, Homopolymer; Chromat(1-), bis[1-[(5-chloro-2-hydroxyphenyl) azo]-2-
naphthalenolat(2-)]-,hydrogen; Silan, dichlormethyl- Reaktionsprodukte mit Silizium-
oxid, Aluminiumoxid

Anmerkung:

Kohlenstoff besitzt eine hohe Streuung und eine hohe Absorbtionsrate bei sehr geringen
Konzentrationen anderer Elemente (Silizium und Aluminium). Nach dem Besprihen mit Gold
haben sowohl Silizium als auch Aluminium nur eine geringe Austrittstiefe im EDX, d.h. die
EDX ist nicht empfindlich genug, um die in Spuren enthaltenen Elemente nachzuweisen. Die
zusatzlich laut Hersteller enthaltenen Bestandteile im Toner sind nur durch besondere che-
mische Verfahren (z.B. Ausgasung des Toners) mdglicherweise nachweisbar.
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2.4 Messung der reaktiven Sauerstoffspezies (2', 7’ Dihydrodichlorofluorescein
Diacetate) — Radikalmessung
Bendtigte Lésungen:

H,DCF-DA: 100 mM Stammlosung in DMSO

DMEM — Medium
HZOZ

Protokoll Standardisierung 3T3

Um zu bestimmen, ob die Zellen bei starker Exposition Radikale bilden, muss eine

Standardreihe mit H,O, gemessen werden. Aulierdem muss die Beobachtung der
optimalen Fluoreszenz-Farbstoffkonzentration erfolgen.
Bei der Standardisierung wurden 24er well plates verwendet. In jedes Napfchen wur-

den 400 000 Zellen pro well 24 Stunden vor der Versuchsdurchfuhrung eingesat.

Verwendete Konzentrationen
H2O02: 2 uM, 5 uM, 10 uM, 15 uM, 20 pM, 25 uM, 30 uM, 35 uM, 40 uM
Farbstoff (H,DCF-DA): 5 uM, 10 uM, 20 uM

Vorbereitung von H,O;

H>0O, — Molekulargewicht — 34,01 g/l

— 34 yl (H202- 30 %ige Losung) in 100ml (Aqua Bidest) => 10 mM

— von 10 mM Stammldsung => 1:10 (Aqua Bidest) => 1mM (1000 uM)

— von 1 mM Stammlésung => 1:10 (Aqua Bidest) => 100 uM = Stammldsung

Die Zellen werden gegenuber H,O, exponiert, indem in jedes Napfchen eine Menge

von 2000 pl eingefullt wird:

Fir 40 uM => 800 pl von 100 yM Stammlsg
Fir 35 uM => 700 pl von 100 uM Stammlsg
Fir 30 uM => 600 pl von 100 uM Stammlsg
Fur 25 yM => 500 pl von 100 yM Stammlsg
Fur 20 uM => 400 pl von 100 yM Stammlsg
Fir 15 yM => 300 pl von 100 yM Stammlsg
Fir 10 uM => 200 pl von 100 uM Stammlsg
Fur 5 yM => 100 pl von 100 yM Stammisg.
Fir 2 yM => 40 pl von 100 yM Stammlsg. +

.+ 1200 pl Medium
.+ 1300 pl Medium
. + 1400 pl Medium
.+ 1500 pl Medium
.+ 1600 pl Medium
.+ 1700 pl Medium
.+ 1800 pl Medium
+ 1900 pl Medium
1960 pl Medium
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H,DCFDA-Vorbereitung
Stammldsung — 1,2 mg I6sen in 25 yl DMSO

Diese 25 ul in 25 ml Aqua Bidest. I6sen (Stammlosung mit Konzentration von
100 uM)

Herstellung des Endvolumens mit PBS:

5 uM Stammlsg. — 200 pl der Stammlsg. in 4 ml PBS

10 uM Stammlsg. — 400 pl der Stammlsg. in 4 mI PBS  (Endvol.)
20 uM Stammlsg. — 800 pl der Stammlsg. in 4 ml PBS

Die Zellen wurden 24 Stunden in den 24 Well plates inkubiert bei einer Konzentration
von 400 000 Zellen pro Well. Anschlielend wurden die Zellen gegenuber den ver-
schiedenen Konzentrationen von H,O, fur 30 Minuten exponiert. Danach wurde das
H.O, entfernt, die Zellen mit PBS gewaschen, die drei verschiedenen Konzentrati-
onen des H,DCF-DA hinzugegeben und 20 Minuten inkubiert. Anschlielend mussten
die Zellen mit PBS gewaschen und in jeweils 200 pyl PBS resuspendiert werden. Die
Suspension wurde in 96er black Wellplatten geflllt und es erfolgte die Messung an
einem ELISA Plattenleser (Genios TECAN).

Da die Zellen eine starke Radikalbildung zeigten, konnte der Versuch mit den 3T3-

Zellen durchgefuhrt werden.

2.5 Messung der Apoptose mittels Annexin V-FITC
(Anleitung aus PN IM2375 — 20 Tests —Ubersetzt aus dem Englischen)

Reagenzien:

1 Ampulle Annexin V-FITC, gebrauchsfertig; flissig; 100 pl, enthalt 1 mg/ml BSA
1 Ampulle 10x konzentrierter Bindungspuffer,; flissig; 1,7 ml
1 Ampulle Propidiumiodid, rotes Pulver; 250 ug

Fluoreszenz:

Annexin V-FITC:
Absorptionsmaximum: 492 nm
Emissionsmaximum: 520 nm

Propidiumiodid:
Absorptionsmaximum: 370 nm, 520 nm
Emissionsbreite: 560-680 nm
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Vorbereitung:

Der 10x konzentrierte Bindungspuffer wurde mit destillietem Wasser 10fach ver-

dunnt und der 1x Bindungspuffer anschliefend auf Eis gelegt. Es wurde eine Menge

vorbereitet, die ausreichend war fur die erwartete Anzahl von Analysen.

250 ug des Propidiumiodid (PI) wurden in 1 ml des 1x Bindungspuffers geldst und die

Lésung auf Eis gelegt.

Nach dem Gebrauch sollten die Losungen bei 2 bis 8 °C gelagert werden.

Vorgehensweise

Erfassung der Apoptose in Zellsuspension:

1.

Die Zellsuspension wurde mit eiskaltem Kulturmedium oder PBS gewaschen
und zentrifugiert fir 5 Minuten bei 500 x g bei 4 °C. Der Uberstand wurde ver-
worfen und das Zellpellet in 100 pl eiskaltem 1x Bindungspuffer resuspendiert

zu 5 x10° — 5 x10° Zellen pro ml. Die Tubes wurden auf Eis gelegt.

. 5 pl der Annexin V-FITC-Lésung wurden zur Zellsuspension hinzugefugt und

10 Minuten im Dunkeln inkubiert.

Danach wurden 2,5 yl des Pl zur Zellsuspension hinzugefligt, diese wurde
vorbereitet wie in Schritt 1 beschrieben. Die Lésung wurde vorsichtig ge-
mischt.

Die Tubes wurden im Eis aufbewahrt und im Dunkeln fur weitere 10 Minuten
inkubiert.

Jeweils 400 pl des eiskalten 1x Bindungspuffers wurden zu den Praparaten
hinzugefligt und vorsichtig gemischt.

Die Zellpraparate sollten innerhalb von 30 Minuten mit Durchflusszytometrie

analysiert werden.

Die Inkubation der Zellen mit Annexin V und PI sollte auf Eis erfolgen, um einen Fort-

schritt der Zellen durch die einzelnen Stadien anzuhalten,

Lebensfahigkeit — Apoptose — sekundare Nekrose.
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Durch Messung im FACSScan® in Vorversuchen mit Cisplatin ergaben sich folgende

Messwerte:
FS SS FITC PE ECD PC5 AUX

Voltage 90 350 606 750 557 915 500

Integral 1.0 2.0 1.0 1.0 1.0 1.0 10.0
FS SS FITC PE ECD PC5 AUX

Dicriminator 30 OFF OFF OFF OFF OFF OFF
FITC PE ECD PC5

FL1 0 5

FL2 0 0

FL3 30.2

FL4 0 0 0

Laser Power (mW) 15.00

Anhang 3

Verwendete Elektronenvolt (eV)-Bereiche zur Analyse der einzelnen Elemente in der
TEM.

Eisen (Fe) M: 54 eV; L1: 702 eV; L2: 720 eV
Silizium (Si) L2/3: 100 eV; L1: 149,5 eV
Natrium (Na) L: 30,5 eV; K: 1075 eV
Magnesium (Mg) | L2/3: 54,5 eV; K: 1301 eV
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Anhang 4

Analyse der Zytotoxizitat mittels Trypan blau-Farbetest
In den Tabellen 2 bis 5 erfolgte die Angabe der lebenden Zellen in % * Standardabweichung.

Tab. 2: Zytotoxizitat von Krokydolith.
statistische Signifikanz: * p < 0,05; ** p < 0,01 (Angabe der lebenden Zellen in % * Standardabwei-

chung; n = 3)

Konzentration Krokydolith in pg/cm?

Zeit 0 0,5 1 5 10 50 100
24h 84,7 82,1 86,3 84,2 79,1 76,5 59,5
11,5 2,7 2,7 5,9 +10,7 9,2 +16,3
48h 84,9 93,7 90,5 73,4 76,2 80,8* 57,7**
+5,2 2,2 24 14,3 12,1 3,2 +18,3
72h 77,7 84,4 93,2* 79,7 79,0 79,2* 57,2
11,1 4,0 2,8 +10,9 +10,4 +6,8 7,6

Tab. 3: Zytotoxizitat von Titandioxid.
statistische Signifikanz: * p < 0,05 (Angabe der lebenden Zellen in % * Standardabweichung ; n = 3)

Konzentration Titandioxid in pg/cm?

Zeit 0 0,5 1 5 10 50 100
24h 84,7 81,4 84,8 86,1 79,8 78,0 66,8"
+11,5 +2,1 9,5 £6,5 9,2 43 +5,8
48h 84,9 91,0 90,7 80,6 75,2 90,2* 65,5"
+5,2 4,0 49 +8,3 9,8 1.1 55
72h 77,7 89,7 87,3 82,2 81,3 86,1 76,9

11,1 +3,5 +5,8 12,3 +10,3 1,0 159

Tab. 4: Zytotoxizitat von Toner.
statistische Signifikanz: * p < 0,05; ** p < 0,01 (Angabe der lebenden Zellen in % + Standardabwei-

chung; n = 3)

Konzentration Toner in pg/cm?

Zeit 0 0,5 1 5 10 50 100 200
24h 84,7 83,6 72,9 73,6 65,7* 89,2 79,5 78,7
+11,5 +86 £75 £11,5 11,6 29 +10,8 +10,3
48h 84,9 84,9 86,5 65,5 78,9** 82,1 51,1* 88,6
£5,2 +50 £28 19,9 +153 2,7 12,0 +94
72h 77,7 89,4 88,8 74,5 75,4 86,4 60,9 77,7

11,1 +1,2 +6,6 +13,5 + 14,0 5,6 +10,7 +13,9

Tab. 5: Zytotoxizitat von Carbon black.
statistische Signifikanz: * p < 0,05; ** p < 0,01 (Angabe der lebenden Zellen in % * Standardabwei-

chung; n = 3)

Konzentration Carbon black in pg/cm?

Zeit 0 0,5 1 5 10 50 100 200
24h 84,7 82,7 80,2 66,9* 64,4* 84,2 63,2* 45,5**
+11,5 +30 472 214 +233 +4,8 £8,0 +12,6
48h 84,9 88,3 88,8” 87,0 89,0 87,7 74,0** 69,9*
5,2 +34 40 49 53 23 16,2 +10,4
72h 77,7 88,3 86,3 72,1 79,9 81,2 78,2 54,3*

+ 11,1 +43 +372 +13 12,9 +8,2 +13,0 + 13,6
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Anhang 5

Intrazellulare ROS-Produktion

Intensitit

4l

Abb. 1:
Standardisierung der 3T3-Zellen mit H,O, um zu Uberprifen, ob Gberhaupt eine Radikalbildung statt-

findet. Die hdchste Radikalbildung ergab sich bei einer Farbstoffkonzentration von 20 pM.

Tab. 6: Ergebnisse der Standardisierung der ROS-Messung fiir eine Konzentrationsreihe des Farb-
stoffes H,DCF-DA und H,O, + Standardabweichung.

H,DCFDA Konzentration von H,0,in pm
Kontrolle 2 5 10 15 20 25 30 35 40
5 uM 12999 15301 16580 12282 13919 19798 20702 12391 10928 16135
+4926 +7179 +842 +782 +890 +7769 +10964 =+ 1602 - + 1047
10 uyM 15533 12337 16401 16823 14895 17608 12542 16550 14379 15528
+1150 +1249 +660 +1060 =*1817 +4671 +3361 +5168 2367 12825
20 uyM 26938 20829 22243 30151 35929 32096 32894 25358 30709 35035
+4658 +2491 +3604 +5961 +4962 +15105 +2338 +7688 +4483 + 1314
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Tab. 7: Intrazellulare ROS Messung mit dem Farbstoff H.DCF-DA nach der Exposition mit Fasern und
Partikeln bei einer Konzentration von 5 ug/cm? tiber verschiedene Zeitraume.
Da diese Messwerte (+ Standardabweichung) untereinander aufgrund hoher Schwankungen nicht mit-
und untereinander vergleichbar sind, wurden die Werte in ein Verhaltnis gesetzt, wobei die Kontrolle
100 gesetzt wurde. Die Versuche mit 4 Messwerten wurden im Doppelansatz wiederholt.

Zeit

15 min 30 min 45 min 1h 3h 6h 12h

Kontrolle 16837 9360 1543 6945 4805 2724 9542
+ 15289 + 9400 + 953 +7016 + 1022 + 768 + 9339

Chrysotil 17326 12066 1701 10199 5784 3155 10658
*+ 15675 + 12702 + 1039 + 10195 + 1451 + 454 + 10108

Titandioxid 15595 18517 2220 18973 13238 7531 21480
+ 13315 + 18924 + 1042 + 18942 + 3439 + 1094 + 20846

Krokydolith 17943 14897 1715 13122 8057 4581 13831
+ 16196 + 15074 +914 + 13132 + 1214 + 376 + 12988

Toner 15423 14432 2012 14184 7552 4712 13803
+ 13267 + 14669 + 1101 + 14089 1217 + 801 + 13006

Carbon black 22333 18554 2373 16595 9342 5518 17843
+ 19891 + 18576 + 1261 + 16500 + 821 + 1054 + 16588

Tab. 8: Verhaltnistabelle aus den Rohdaten

+ Standardabweichung. Die Kontrolle wurde 100 gesetzt.

Zeit

15 min 30 min 45 min 1h 3h 6h 12 h

Kontrolle 100 100 100 100 100 100 100

Chrysotil 1013 126 £ 18 1135 138 £15 120+ 3 118 £ 29 114
Titandioxid 102 £ 18 152+ 8 132+45 182+37 181+44 182+22 155+12
Krokydolith 104 £ 3 16715 140+ 26 206 £ 0 212+ 0 216 £36 182+ 25
Toner 103+13 152+12 132+19 189+ 14 1720 182+54 163 +19
Carbon black 1140 169 + 1 148+30 206+22 175+15 18973 179+36

123



Anhang

Tab. 9: Signifikanz (Signif.) der einzelnen Substanzversuche (aus den Rohdaten) aus der Messung

der intrazellularen Radikale anhand des t-Test: n.s. nicht signifikant;

statistische Signifikanz: * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001

1.Durchgang

Wiederholung

p-Wert Signif. p-Wert Signif.
15 min Chrysotil 0,977 n.s. 0,751 n.s.
Titandioxid 0,009 > 0,444 n.s.
Krokydolith 0,46 n.s. 0,514 n.s.
Toner 0,473 n.s. 0,397 n.s.
Carbon black 0,055 n.s. 0,068 n.s.
30 min Chrysotil 0,317 n.s. 0,386 n.s.
Titandioxid 0,017 * 0,013 *
Krokydolith 0,012 * 0,048 *
Toner 0,047 * 0,002 **
Carbon black 0,003 ** 0,0003 ok
45 min Chrysotil 0,750 n.s. 0,569 n.s.
Titandioxid 0,007 ** 0,019 *
Krokydolith 0,140 n.s. 0,060 n.s.
Toner 0,086 n.s. 0,069 n.s.
Carbon black 0,044 * 0,013 *
1h Chrysotil 0,150 n.s. 0,056 n.s.
Titandioxid 0,014 * 0,041 *
Krokydolith 0,041 * 0,062 n.s.
Toner 0,035 * 0,065 n.s.
Carbon black 0,020 * 0,026 *
3h Chrysotil 0,112 n.s. 0,531 n.s.
Titandioxid 0,00001 bl 0,008 **
Krokydolith 0,001 o 0,072 n.s.
Toner 0,002 ** 0,106 n.s.
Carbon black 0,001 ok 0,019 *
6h Chrysotil 0,627 n.s. 0,019 *
Titandioxid 0,015 ** 0,007 **
Krokydolith 0,072 n.s. 0,002 **
Toner 0,113 n.s. 0,002 *x
Carbon black 0,059 n.s. 0,001 xx
12 h Chrysotil 0,356 n.s. 0,431 n.s.
Titandioxid 0,030 * 0,036 *
Krokydolith 0,048 * 0,028 *
Toner 0,081 n.s. 0,031 *
Carbon black 0,027 * 0,018 *
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Anhang 6

Vorversuche der Apoptosemessung mit Rinderfibroblasten.

PATIENT 1D: Fibrobl
SAMPLE ID: Chrys. 22.10.07

210
1

Anzahl der Zellen pro Kanal

ra
A e

a
1

Abbildung 2:

0 150
Channels (FL2-A)

File analyzed: Jonas 25.10.2007.005
Date analvzed: 16-Nov-2007

Model: 1nn0A_DSF

Analysis type: Manual analysis

Diploid: 100.00 %
Dip G1: 88.11 % at 46.22
Dip G2: 3.77 % at 93.02
Dip S: 8.12 % G2/G1: 2.01
%CV: 10.77

Total S-Phase: 8.12 %
Total B.A.D.: 0.00 % no debris no aggs

Apoplosis: 460 % Mean: 18.48

Debris: %
Aggregates: 0.00 %

Modeled events: 4753

All cycle events: 4534
Cycle events per channel: 95
RCS: 2.158

Chrysotil nach 6 Stunden Exposition mit

5 pg/cm?. FACS-Analyse.

PATIENT 1D: Fibrobl
SAMPLE ID: Chiys. 22.10.07

File analyzed: Jonas 25.10.2007.002
Date analvzed: 16-Nov-2007

Model: 1nn0A_DEF

Analysis type: Manual analysis

1 Diploid: 100,00 %
24 Dip G1: 93.97 % at 4428
Dip G2: 0.18 % at 84.33
= Dip §: 585 % G2/G1: 2.13
IR %CV; 9.88
2
£ Total S-Phase: 5.85 %
28 Total B.AD.: 0.00 % no debris no agg:
@
E
‘52- Apoplosie. 9.53 % Mean: 20 42
= Debris: %
§E- Aggregates: 0.00 %
< 7 Modeled events: 863
All cycle events: 781
24 Cyele avente par channel: 15
RCS: 0.474
o T i T
T ado 2do

1040 150
Channels (FL2-A)

Abbildung 3:
Chrysotil nach 12 Stunden Exposition mit
5 pg/cm?. FACS-Analyse.

PATIENT ID: Fibrobl
SAMPLE ID: Krocid. 22.10.07

saa

0 Kanal
Q00

Lisaalasaalaaaatasaalassafoas

Anzahl der Zellen pri
200 300

100

Abbildung 4:

0 150
Channels (FL2-A)

File analyzed: Jonas 25.10.2007.003
Date analvzed: 16-Nov-2007

Model: 1nnOA_DSF

Analysis type: Manual analysis

Diploid: 100.00 %
Dip G1: 91.18 % at 44.35
Dip G2: 3.66 % at 92.25
Dip S: 5.16 % G2/G1: 2.08
%CV: 8.19

Total S-Phase: 5.16 %
Total B.A.D.: 0.00 % no debris no aggs

Apoptosis: 6.10 % Mean: 36.90

Debris: %
Aggregates: 0.00 %

Modeled events: 5782

All cycle events: 5429

Cycle events per channel: 111
RCS: 0.750

Krokydolith nach 6 Stunden Exposition mit

5 pg/cm?. FACS-Analyse.

PATIENT 1D Fibrol
SAMPLE ID: Krocid. 22 10.07

Fila analyzed: Jonas 25.10.2007,
Jate analvzed: 16-Mov-2007
Model. 1nnbA_DS7

Analysls type: Manual analysis

j Diploid: 100.00 %
4 Dip G@1: 81.79 % al 47.13
E: Dip G2: 2.13 % al 84.28
aeta Dip 8: 6.08 % Q2/Q1: 2.00
B 1 %CV: 6.58
23]
2" Total 5-Phase: 6.08 %
& Tolal B.A.D.: 0.00 % no debris no
L
7.§:
e Apoplosis, 0.45 % Mean: 16.64
gg_' Debris: %
a2 1 Aggregates; 0.00 %
z ] Modeled events: 10872
L All eycle events: 10823
§'_ Cycle avents per channel: 225
4 RCS: 3.344
° ey '...J.'.'zJull‘Z!u

1do 180
Channels (FL2-A)

Abbildung 5:
Krokydolith nach 12h Stunden Exposition mit
5 pg/cm?. FACS-Analyse.
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Anhang 7
Bestimmung der Apoptose

Tab. 10: Absoluter Anteil an apoptotischen 3T3-Zellen + Standardabweichung (n = 4).

Frihapoptotisch Spatapoptotisch Nekrotisch Vitale
(Annexin pos.) (Annexin/PI pos.) (PI pos.) (ungefarbte)
Kontrolle 60,75 217,5 652,75 6253
+ 25,71 + 209,91 + 307,35 +1102,49
Cisplatin 25 60,75 773,75 544225
+ 17,03 +43,8 + 184,62 + 877,07
Chrysotil 23 21,5 406,75 3905,25
+ 25,47 + 23,35 + 180,6 + 2068,07
Krokydolith 14,75 8,5 570 3936
+ 20,29 +11,79 + 160,31 + 866,78
Titandioxid 68,75 129,5 724,75 3200,25
+ 82,83 + 191,37 + 286,7 + 1348,69
Toner 128,25 61,5 726,75 5411
+ 176,62 + 72,41 + 265,18 +1018,81
Carbon black 62,75 161,75 287,75 5080,75
+ 49,74 + 169,19 + 160,57 + 738,28

Tab. 11: Statistische Signifikanz der Apoptosewerte. Im t-Test konnte kein statistisch signifikanter
Unterschied fir die einzelnen Messwerte ermittelt werden.

p-Wert fiir Apoptose
Cisplatin Chrysotil Krokydolith Titandioxid Toner Carbon black

Nekrotisch 0,32 0,67 0,32 0,71 0,47 0,75
Spatapoptotisch
(SA) 0,41 0,32 0,3 0,88 0,42 0,89
Vitale 0,57 0,23 0,88 0,82 0,09 0,88
Friihapoptotisch
(FA) 0,22 0,38 0,27 0,7 0,63 0,82
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