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Abstract (deutsch)

Sieben fibrogene und fiinf nicht fibrogene (inerte) Mineralstiube wurden auf ihr
Adsorptionsvermogen gegeniiber Lipoproteinen untersucht. Die Adsorption erfolgte aus
menschlichem Serum bzw. bovinem Lipoproteinkonzentrat. Die spezifischen Oberflachen der
Staube wurden mit Hilfe einer neuen Methode ermittelt, die auf der Adsorption von
Nonadecansiure beruht. Sie vernachlissigt Oberflichenporen mit Offnungsdurchmessern
<2,5nm. Als entscheidendes Ergebnis zeigt sich, dass die fibrogenen Stiube signifikant mehr
high density lipoproteins (HDL) adsorbieren, als die inerten Stdube. Die HDL Adsorption auf
Quarz ldsst sich durch Zugabe von Polyvinylpyridin-N-Oxid (PVPNO), einem
Silikoseschutzstoff, um bis zu 96% reduzieren. Moglicherweise spielt die HDL- Adsorption eine

Rolle im Entstehungsprozess mineralstaubinduzierter Fibrosen.
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Abstract (english)

Seven fibrogenic and five nonfibogenic (inert) mineral dusts were examined for their adsorption
capacity for lipoproteins. Lipoproteins came from human serum and bovine lipoprotein-
concentrate. The specific surface areas of the dusts were determined with the help of a new
method, which is based on the adsorption of nonadecanoic acid. It neglects surface pores with
opening diameters less than 2,5nm. The most important result is that fibrogenic dusts adsorb
significantly more high density lipoproteins (HDL), than the inert dusts. The adsorption of HDL
on quartz can be reduced up to 96% by addition of Polyvinylpyridine-N-oxide (PVPNO), an
inhibitor of quartz- induced fibrosis. The HDL- adsorption might play a role during the

developing process of mineral-dust-induced fibrosis.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Literaturiibersicht

1.1.1. Fremdkorperreaktion auf anorganischen Staub

Anorganischer Staub kann durch Inhalation in den menschlichen Kdrper gelangen. Staubteilchen
mit einem Partikeldurchmesser > 5-10um werden im oberen Atemtrakt zuriickgehalten, von wo
sie durch das Flimmerepithel der auskleidenden Schleimhaut wieder in Richtung Mundhdhle
transportiert werden. Staubpartikel mit Durchmessern < Sum sind dagegen in der Lage, bis in
den Alveolarraum vorzudringen [1]. Die Reaktion des Korpers auf diese alveoldr deponierten
Staubpartikel variiert in Abhdngigkeit von physikalischen und chemischen Eigenschaften des

Staubs sowie der individuellen Empfindlichkeit und der Immunitétslage des Organismus [2].

Grundsitzlich spricht man bei allen durch Inhalation anorganischen Staubs hervorgerufenen
Lungenverdnderungen von Pneumokoniosen. Sie konnen in kollagenerzeugende, d.h.
fibrosierende und nicht kollagenerzeugende, d.h. nicht fibrosierende Pneumokoniosen unterteilt

werden [3].

Eine bekannte fibrosierende Pneumokoniose ist die Silikose, die auch als Quarzstaublunge
bezeichnet wird. Sie wird durch Inhalation von kristalliner Kieselsdure (Si0;) in verschiedenen
Modifikationen, wie beispielsweise a- Quarz, Cristobalit und Tridymit hervorgerufen. Unter
einer Fibrose versteht man die Vermehrung des Kollagens in einer Volumen- oder
Gewichtseinheit [4]. Die Ursache liegt in einer Proliferation von Fibroblasten. Der unmittelbare
Stimulus, der die Fibroblastenproliferation bewirkt, ist bisher nicht mit Sicherheit nachgewiesen.
Die Inhalation von Asbestfasern flihrt ebenfalls zu einer fibrosierenden Lungenerkrankung, der
Asbestose. Daneben kommen beim Menschen die Berylliose (nach Exposition gegeniiber Staub,
der Berylliumverbindungen enthélt), Silikatosen (durch Inhalation verschiedener Silikate, z.B.
Talk, Kaolin), die Graphitfibrose, die Aluminose (durch Inhalation reinen Aluminiums in hohen
Konzentrationen) und die sogenannte Hartmetallfibrose (hervorgerufen durch die Inhalation von
Titan- oder Wolframcarbidhaltigem Staub) vor [5]. Die Silikose (BK-Nr.4101), Asbestose (BK-
Nr.4103), Aluminose (BK-Nr.4106), Berylliose (BK-Nr.1110) sowie die ,,Lungenfibrose durch
Metallstdube bei der Herstellung oder Verarbeitung von Hartmetallen (BK-Nr.4107) sind in
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Deutschland als Berufskrankheiten anerkannt, wobei der Silikose die grofite Bedeutung
zukommt. Zwar hat die Zahl der angezeigten und als Berufskrankheit anerkannten Silikosefille
seit der Mitte des zwanzigsten Jahrhunderts stetig abgenommen, und es wird mit einem weiteren
Riickgang in der Zukunft gerechnet. Dennoch ist ihre Bedeutung nicht zu unterschitzen, wenn
man bedenkt, dass zwischen 1993 und 1995 bei anndhernd 10.000 Verdachtsfillen in
Deutschland 6.446 als Berufkrankheit anerkannt wurden, und die Silikose damit im Jahr 1995

nach der Larmschwerhorigkeit die zweithdufigste anerkannte Berufskrankheit darstellte [6].

Nicht fibrosierende Pneumokoniosen werden durch sogenannte inerte Mineralstdube ausgelost.
Im Zuge der Staubinhalation kommt es hier lediglich zu interstitiellen Staubablagerungen im
Lungengewebe ohne Krankheitswert. Zu den inerten Stiduben zdhlen Eisenoxide. Die durch
Eisenoxide ausgeldste nicht fibrosierende Pneumokoniose wird als Lungensiderose bezeichnet
[7]. Auch andere Oxide, Titandioxid, o- Korund (ein Aluminiumoxid) und Zinndioxid fiihren
nach Inhalation nicht zu Bindegewebsneubildung, sondern werden lediglich im Gewebe
abgelagert [7,8], was keine Beeintrachtigung der Lungenfunktion zur Folge hat. Titandioxid wird
aufgrund seines inerten Verhaltens hédufig als Negativkontrolle in tierexperimentellen Studien

zur Staublungenforschung eingesetzt.

1.1.2. Die Silikose

Die Silikose war und ist arbeitsmedizinisch sehr relevant und Gegenstand intensiver
Forschungen. Die fibrosierenden Pneumokoniosen durch andere Mineralstdube sind dagegen
seltener und weniger gut untersucht. An dieser Stelle soll ein Uberblick iiber den jetzigen Stand

der Silikoseforschung gegeben werden.

Als Silikose bezeichnet man eine durch die Inhalation von kristalliner Kieselsdure (z.B. Quarz)
hervorgerufene Lungenfibrose. Betroffen sind vor allem Arbeiter im Bergbau, in der
steinverarbeitenden Industrie, der Keramik- und Putzmittelindustrie sowie Gussputzer und
Sandstrahlreiniger [9]. In der zweiten Hélfte des neunzehnten und zu Beginn des zwanzigsten
Jahrhunderts lag das Maximum der Erkrankungspridvalenz, was mit der zunehmenden
Industrialisierung und dem damit verbundenen Auftreten groBer Mengen maschinell erzeugten

lungengéngigen Quarzstaubes zusammenhangt.

Die Ausbildung einer Silikose bei Exponierten ist abhéngig von der Quarzstaubdosis in der
Atemluft, der Zusammensetzung der Staubpartikel, der Partikelgroe und der Expositionsdauer.

Daneben konnen auch individuelle genetische oder immunologische Faktoren entscheidend dafiir

9
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sein, ob ein Exponierter eine Silikose entwickelt [10]. Nachdem ein Zusammenhang von
Quarzstaubdosis und dem Auftreten der Silikose erkannt worden war, konnte die Zahl der
Neuerkrankungen durch geeignete Schutzmafinahmen, wie Atemmasken und Festlegung von
zuldssigen Maximalwerten, reduziert werden. In den USA gilt heutzutage eine maximal
zuldssige Atemluftkonzentration von 100ug alveolengédngigen Quarzstaubs pro Kubikmeter Luft
[10]. In Deutschland liegen die Werte fiir die maximale Arbeitsplatzkonzentration (MAK) bei

150pg/m’ fiir Quarzfeinstaub und bei 4000pg/m’ fiir quarzhaltigen Feinstaub [5].

Bei Silikosepatienten werden unterschiedliche Formen der Erkrankung beobachtet [10]:

1. Einfache chronische Silikose
2. Progressive massive Fibrose
3. Akzelerierte Silikose

4. Akute Silikose

Die hidufigste und deshalb hier kurz besprochene Form ist die einfache chronische Silikose, die
nach einer iiber mehrere Jahrzehnte andauernden Quarzexposition auftritt. Charakteristisch sind
2- Smm groB3e, konzentrisch geschichtete Granulome, die vorwiegend in den Lungenmittel- und
oberlappen auftreten. Das Granulomzentrum besteht aus hyalinisiertem Bindegewebe, das von
zellarmem, kollagenreichem Gewebe umgeben ist. Darin findet man Gewebsspalten mit
eingeschlossenen Quarzkristallen. Die &duBerste Schicht der Silikosekndtchen zeigt die Zeichen
einer chronischen Entziindung mit zahlreichen staubbeladenen Makrophagen und
Lymphozyteninfiltraten [9]. Die einfache chronische Silikose kann in eine progressive massive

Fibrose iibergehen, bei der es zu einer Verschmelzung der einzelnen Silikoseknoten kommt.
Der Krankheitsverlauf wird rontgenologisch in drei Stadien unterteilt [9,11]:

e Stadium [ zeichnet sich durch HiluslymphknotenvergroBBerungen und feinretikulédre

Zeichnung der Lungenperipherie aus.

e Stadium II ist gekennzeichnet durch kndtchenformige Verschattungen in den

Lungenmittelfeldern.

e Im Stadium III findet eine Verschmelzung der einzelnen Knoten zu groBeren Schwielen statt.

Rontgenologisch finden sich Anzeichen von Schrumpfungsprozessen.

Im Verlauf der chronischen Silikose kommt es zundchst zu restriktiven, spiter auch obstruktiven
Ventilationsstorungen. Bei weiterer Progredienz kann es zu einer erheblichen Beeintrachtigung
des Gasaustauschs sowie zu Emphysembildung kommen. Die Lungenverdanderungen konnen

10
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durch die Rechtsherzbelastung zur Ausbildung eines chronischen Cor pulmonale fiihren [11].

Der Pathomechanismus, der zur Ausbildung der Erkrankung fiihrt, konnte trotz intensiver
Forschung bisher nicht vollstindig aufgekldrt werden. Im Folgenden wird der aktuelle

Wissensstand dargestellt.

Quarz wirkt hdmolytisch [12] und auf Makrophagenkulturen membranolytisch und zytotoxisch
[13,14]. Die zytotoxische Wirkung von Quarz ist seit langem bekannt und wurde fiir seine
fibrogene Wirkung verantwortlich gemacht. Als Ursache der Zytotoxizitit werden
Silanolgruppen (SiOH) auf der Oberfldche des Quarzes angesehen, die mit Estergruppen von
Membranphospholipiden reagieren, dadurch den Membranauftbau storen und zum
Zusammenbruch der Zellhomoostase und damit zur Zellnekrose fiihren [14]. Die Zytotoxizitét
von frisch gebrochenem Quarz ist besonders hoch [15]. Ursache hierfiir sind vermutlich
Radikale, die beim Brechen auf der Quarzoberfliche entstehen und ihrerseits zur Bildung von
hochreaktiven OH- Radikalen in der Lage sind [16]. Diese konnen mit Membranen reagieren
und sollen so fiir die Zelllyse verantwortlich sein [15]. Eine weitere Theorie, mit der die
Zytotoxizitdt von Quarz erklart wird, geht davon aus, dass die negative Ladung, die an der
Kristalloberfliche durch dort vorhandene ionisierte Silanolgruppen (SiO”) vorliegt, den

entscheidenden Schaden an biologischen Membranen setzt und so zur Zelllyse fiihrt [17].

Die fibrogene Wirkung von kristallinem SiO, wurde lange als Folge seiner Zytotoxizitit
gesehen. So ging man davon aus, dass von Alveolarmakrophagen phagozytierte Quarzpartikel
durch ihre membranschddigenden FEigenschaften zur Membranolyse der quarzhaltigen
Phagolysosomen und im Folgenden zur Nekrose der Phagozyten fiihren. Die absterbenden
Makrophagen setzen dieser Theorie nach Faktoren frei, die das umliegende Gewebe schadigen

und zu einer Entziindungsreaktion fiihren [18,19].

In neuerer Zeit gewinnt ein anderer moglicher Pathomechanismus in der Silikoseforschung an
Aufmerksamkeit. Setzt man Makrophagen in vitro einer vergleichsweise geringen Quarzdosis
aus, so verschwindet die zytotoxische Wirkung. Stattdessen werden die exponierten Zellen zur
Produktion und Freisetzung von Mediatoren (Zytokinen und Proteasen) angeregt [20]. Es findet

demnach eine Stimulation und keine Zellzerstorung statt.

Die Wirkung des Quarzes auf Zellen und Gewebe hat demnach eine zytotoxische und eine
zellstimulierende Komponente. Die unterschiedlichen Quarzwirkungen zeigen eine
Abhingigkeit von der Dosis. Die Zytotoxizitdt beobachtet man bei hohen Quarzdosen, wihrend

die Zellstimulation bei geringerer Staubbelastung auftritt [20].

11
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Alveolarmakrophagen sind die Zellen, mit denen die inhalierten Quarzpartikel zuerst in Kontakt
treten. Die ersten Hinweise auf eine makrophagenstimulierende Wirkung von Quarz ergaben
sich 1984 [21]. Seither wird vermutet, dass diese den entscheidenden Mechanismus im
Fibroseentstehungsprozess darstellt [13]. Es ist unklar, wie es zur Stimulation der Makrophagen
kommt. Allison [14] schldgt drei mogliche Mechanismen vor. Durch Interaktion des Quarzes mit
Enzymen und Fetten in der Membran werden Signalkaskaden ausgeldst, die zur Freisetzung der
Mediatoren fithren. Gleiches konnte durch Reaktion des Quarzes mit membranstindigen
Rezeptorproteinen geschehen, und schlieBlich konnte die Bildung von Sauerstoffradikalen fiir
die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren verantwortlich sein, was zu einer verstirkten
Genexpression fithren wiirde. Auch eine durch die Einwirkung von Quarzpartikeln gestorte

Kalziumhomoostase im Makrophagen wird als mogliche Ursache der Zytokinproduktion

diskutiert [13].

Die von den aktivierten Makrophagen und mdglicherweise weiteren Zellen freigesetzten
Mediatoren (bekannt sind u.a. der Tumornekrosefaktor a (TNF-a), die Interleukine 1 und 6 (IL1,
IL6), a-1-Antitrypsin, Elastase, Bombesin sowie der platelet derived growth factor (PDGF)
[13,22]) sollen iiber ein komplexes Zusammenwirken, das noch nicht verstanden wird,
letztendlich zur Fibrose fiihren [13]. Durch Freisetzung der Proteasen Elastase und o-1-
Antitrypsin werden Alveolarzellen vom Typl sowie die angrenzende Basalmembran zerstort.
Dies ermoéglicht den Quarzpartikeln den Eintritt in das Interstitium [13]. Bedeutung fiir die
Fibroseentstehung hat vermutlich auch die Tatsache, dass Makrophagen durch Quarzexposition
in ihrer Beweglichkeit und Phagozytosefahigkeit eingeschrinkt werden [23-25]. Dies behindert
den Abtransport der inhalierten Staubpartikel. Quarz kann aus nekrotischen Makrophagen wieder
freigesetzt werden [23], wodurch eine erneute Phagozytose moglich wird. So kommt es zur

Chronifizierung des entziindlichen Geschehens, das auch lange nach Expositionsende anhilt.

Auch dem Surfactant kommt moglicherweise eine Bedeutung in der Pathogenese der Silikose zu.
Der Surfactant ist eine oberflichenaktive Substanz, die von Typ II- Alveolarzellen gebildet wird
und als diinner Film die Innenwinde der Alveolen auskleidet. Inhalierte Quarzpartikel kommen
im Alveolarraum mit diesem Fliissigkeitsfilm in Berlihrung und adsorbieren vermutlich
Surfactantbestandteile an ihrer Oberfldche [26]. Die membranolytische Aktivitdt von Quarz lasst
sich in vitro durch vorherige Adsorption von Surfactant oder einzelnen Surfactantbestandteilen
auf der Quarzoberfldche unterdriicken [27]. Wie diese Beobachtungen mit der Pathogenese der

Silikose zusammenhéngen, ist unklar [26].
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1.1.3. Hemmung der silikogenen Wirkung von Quarz durch Polyvinylpyridin-N-oxid

In den sechziger Jahren des zwanzigsten Jahrhunderts entdeckten Schlipkdter et al. [28], dass das
Polymer Polyvinylpyridin-N-oxid (PVPNO) in der Lage ist, die zytotoxische Wirkung von
Quarzstaub zu hemmen. In Studien verschiedener Autoren konnte in der Folge gezeigt werden,
dass sowohl die zytotoxische Komponente in vitro als auch die fibrogene Komponente der
Quarzwirkung im Tierversuch durch subkutane, intravendse oder inhalative Gabe von PVPNO

wirksam blockiert werden konnen [29].

Die antisilikogene Wirkung von PVPNO wird zum einen mit seiner Fahigkeit erklirt, als
Protonenakzeptor zu fungieren [12]. Die fiir die pathogene Wirkung von Quarz wichtigen
Silanolgruppen (SiOH) auf der Kristalloberfliche werden demnach durch Bildung von
Wasserstoftbriickenbindungen mit dem Polymer unschédlich gemacht (s. Abb. 1).

H H H H
Fo ||
_(i_c - CI—C— FPYFPHO
H H
Bn PN
1 ]
2 =
I-: I-i = === Wasserstoffhrickenbindung
| I
0 0
I I Quarz- Oherfliche
s S

e RN e D

2

Abb.1: Modell der Bindung des Silikosehemmstoffs PVPNO an o- Quarz. Modifiziert nach
Castranova [29].

Zum anderen wird gemutmalt [30], dass sich PVPNO als eine mehrere hundert Angstrom dicke
Schutzhiille auf der Quarzoberfldche ablagert und so die Reaktion von Oberflichenbestandteilen
des Quarzkristalls mit biologischen Membranen rein mechanisch verhindert. Die Gegenwart des
Polymers hemmt nicht die Phagozytose der Quarzpartikel durch Makrophagen, wohl aber die

Membranolyse der quarzhaltigen Phagosomen [31].
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1.1.4. Lipoproteine

1.1.4.1.  Einteilung und physiologische Bedeutung der Lipoproteine

Lipoproteine sind Bestandteile des Blutplasmas, die dem Transport und Stoffwechsel von
weitgehend wasserunloslichen Lipiden dienen. Sie sind groftenteils sphédrische Partikel,
bestehend aus Cholesterolestern, Triglyzeriden und wasserunloslichen Vitaminen, die den Kern
der Partikel bilden und von Phospholipiden, unverestertem Cholesterol und Proteinen, den
sogenannten Apoproteinen umgeben sind [32]. Die Zusammensetzung der Lipoproteine aus den
genannten  Bestandteilen variiert stark. Man unterscheidet deshalb verschiedene
Lipoproteinklassen. Die gebrduchlichste Einteilung und Benennung der Lipoproteine folgt der

Dichte der Teilchen. Demnach gibt es sechs Lipoproteindichteklassen [33]:

1. Chylomikronen,

2. Chylomikronen- Remnants,

3. Very Low Density Lipoproteins (VLDL),
4. Intermediate Density Lipoproteins (IDL),
5. Low Density Lipoproteins (LDL),

6. High Density Lipoproteins (HDL).

Zwischen den verschiedenen Lipoproteinen existiert ein sehr komplexes Netz von Austausch-
und Umwandlungsvorgéngen, das erst zum Teil verstanden wird. Jede Lipoproteinklasse verfiigt
tiber spezielle Apoproteine, die zum einen als Strukturproteine, zum anderen fiir die Regulation

der Stoffwechselvorgénge von entscheidender Bedeutung sind [33].

Die wesentlichen Bestandteile und Funktionen der einzelnen Lipoproteine sind im Folgenden

zusammengestellt.

Chylomikronen werden von Mukosazellen des Darms aus Nahrungsfetten, Phospholipiden und
den Apoproteinen apoA-I, apoA-II, apoA-IV und apoB-48 synthetisiert. Ihr Hauptbestandteil
sind mit 86% die Triglyzeride. Sie gelangen mit der Lymphe iiber den Ductus thoracicus in die
vendse Blutbahn, wo es zum Austausch von Apoproteinen kommt [32]. Die Chylomikronen
geben apoA-I und apoA-IV ab und nehmen apoC und apoE auf. ApoC-II aktiviert die
Lipoproteinlipase (LPL), ein kapillarwandstindiges Enzym, das Triglyzeride aus den

Chylomikronen hydrolysiert. Die entstehenden freien Fettsduren werden vom Gewebe
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aufgenommen, wihrend die verbleibenden Partikel als sogenannte Chylomikronen- Remnants
zur Leber gelangen. Hier werden sie iiber apoE rezeptorvermittelt in die Hepatozyten

aufgenommen und abgebaut [32].

Very Low Density Lipoproteins (VLDL) werden von Hepatozyten gebildet. Sie transportieren
endogen synthetisierte Triglyzeride und Cholesterol von der Leber zu peripheren Geweben.
Hauptbestandteil sind auch hier die Triglyzeride, die 53% des Teilchens ausmachen [34].
Zunichst enthalten sie die Apoproteine apoB-100 und apoE und nehmen &dhnlich wie die
Chylomikronen im Blutplasma Apoproteine der C- Klasse auf, was ebenfalls iiber eine
Aktivierung der Lipoproteinlipase (LPL) zur Spaltung der Triglyzeride und Freisetzung freier
Fettsduren fiihrt, die vom Zielgewebe aufgenommen werden. Durch diesen Vorgang werden die
Teilchen triglyzeridirmer und relativ cholestrolreicher, wodurch ihre Dichte zunimmt. Sie
werden jetzt als Intermediate Density Lipoproteins (IDL) bezeichnet. Der grofBite Teil der IDL
wird durch Hepatozyten weiter abgebaut, wobei Lipoproteine geringer Dichte (LDL) entstehen.
Ein Teil der LDL wird direkt im Blutplasma aus IDL gebildet [32].

Low Density Lipoproteins (LDL) entstehen wie oben beschrieben beim Abbau der VLDL. Durch
den Verlust von Triglyzeriden beim Abbau der VLDL bestehen die LDL nur noch zu 6-10% aus
Triglyzeriden und zu 45- 50% aus ihrem Hauptbestandteil Cholesterol. Ihr Apoprotein ist apoB-
100, welches konstant im Teilchen verbleibt, also keinem Austausch mit anderen
Lipoproteinklassen unterliegt [32]. LDL transportieren endogen synthetisiertes Cholesterol von
der Leber zu peripheren Organen. lhre Aufnahme durch die Zielzellen erfolgt iiber einen
spezifischen LDL- Rezeptor, der auch als B,E- Rezeptor bezeichnet wird. Ligand am Rezeptor
ist das Apoprotein B-100. Die Funktionsweise des LDL- Rezeptors ist weitgehend erforscht
[32,35]. Durch die Bindung von LDL an Rezeptoren bilden sich sogenannte coated pits,
Griibchen in der Plasmamembran, in denen sich LDL- Rezeptoren ansammeln und an deren
zytosolischer Seite Klathrinmolekiile in vernetzter Form vorliegen. Durch Endozytose wird der
gesamte Rezeptor- Lipoprotein- Komplex in die Zelle aufgenommen, wo die Lipoproteine von
den Rezeptoren gelost werden. Letztere werden in Vesikeln zur Plasmamembran
zuriicktransportiert, wo sie zur erneuten LDL- Bindung zur Verfiigung stehen, was als Rezeptor-
Recycling bezeichnet wird. Das lipoproteinhaltige Endosom fusioniert mit einem Lysosom. Es
folgt die Spaltung der Proteine und Lipide. Das dabei freigesetzte Cholesterol bewirkt eine
Hemmung sowohl der LDL- Rezeptorsynthese als auch der Synthese von 3-Hydroxy- 3-
methylglutaryl -CoA- Reduktase (HMG-CoA-Reduktase), dem Schliisselenzym der

Cholesterolbiosynthese. Beide Mechanismen verhindern bei ausreichendem Angebot an freiem
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Cholesterol eine Uberladung der Zelle mit diesem Metaboliten.

Eine Besonderheit stellen in diesem Zusammenhang Makrophagen dar. Sie verfiigen iiber
Rezeptoren zur Aufnahme von modifiziertem LDL, die sogenannten Scavenger- Rezeptoren
(SR). Die LDL- Aufnahme {iber SR unterliegt keinem der beschriebenen

Regulationsmechanismen [36].

High Density Lipoproteins (HDL) werden in der Leber aus Phospholipiden, freiem Cholesterol
und in der Hauptsache Apoproteinen der Gruppe A gebildet. In dieser Zusammensetzung
imponieren sie zunéchst als scheibchenformige Gebilde. Die Apoproteine machen mit 47-48%
fast die Halfte der Teilchen aus, wihrend sie nur zu 20% aus Cholesterol bestehen [32]. Sie sind
in der Lage, Cholesterol aus peripheren Geweben aufzunehmen und zur Leber, dem
Ausscheidungsorgan von Cholesterol zu transportieren. Dieser Prozess wird als ,reverse
cholesterol transport™ bezeichnet [37]. Der Mechanismus der Cholesterolaufnahme durch HDL

ist noch nicht abschlieend geklért.

Ein beschriebener Mechanismus ist die sogenannte ,,aqueous diffusion® [38,39]. Danach
diffundiert Cholesterol entlang eines Konzentrationsgefilles zwischen Plasmamembran und
HDL durch die wissrige Phase. Durch die Funktion des Enzyms Lecithin- Cholesterol-
Acyltransferase (LCAT) kann der Gradient zugunsten der Cholesterolaufnahme ins HDL
beeinflusst werden. LCAT verestert freies Cholesterol, wobei Apoprotein A-I als Aktivator
fungiert [40]. Die entstehenden Cholesterolester gelangen ins Innere der HDL- Partikel, wodurch
diese eine zunehmend sphérische Gestalt annehmen. Durch diese Reaktion vermindert sich der
Gehalt an freiem Cholesterol im HDL, und das Konzentrationsgefille verschiebt sich wie oben
beschrieben. Der Prozess der ,,aqueous diffusion® findet apolipoproteinunabhingig statt. Es

scheint jedoch ein relativ uneffizienter Mechanismus des Cholesteroleffluxes zu sein [41].

Ein weiterer Mechanismus zur Cholesterolaufnahme durch HDL wird von Oram und Yokoyama
[42] als ,,Apolipoprotein-mediated lipid removal pathway* bezeichnet und erfordert die
Dissoziation von Apoprotein A-I vom HDL und die anschlieBende Bindung von apoA-I an
spezifische Bindungsstellen in der Plasmamembran. Die Bindung von apoA-I stimuliert die
Mobilisation von Cholesterol und hemmt die intrazelluldre Veresterung von Cholesterol durch
das Enzym AcylCoA- Cholesterol- Acyltransferase (ACAT). So wird die Einlagerung von
Cholesterolestern in der Zelle verhindert. Anstelle der Dissoziation der Apoproteine vom HDL
konnen diese auch direkt von der Leber als lipidarme Apolipoproteine synthetisiert werden und

dann in gleicher Weise zum Cholesterolefflux beitragen. Die Mboglichkeit zur
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Cholesterolaufnahme durch lipidarme Apolipoproteine ist abhingig von der Stoffwechsellage
der Zellen. So konnte gezeigt werden, dass die Erhohung des Gehaltes an freiem Cholesterol in
den Zellen den Efflux ebenso erhoht, wie die Zugabe von cAMP zur Zellkultur [41], wobei
cAMP f{iber eine Induktion der Apolipoproteinbindungsstellen in der Zellmembran wirken soll,
wiéhrend hohe Konzentrationen an freiem Cholesterol die Lipiddoménen der Zellmembran so
modifizieren kdnnen, dass ein besserer Kontakt zwischen Apolipoproteinen und Lipiddoménen

moglich wird [41].

Nach der Aufnahme des Cholesterols und anschliessender Veresterung durch die LCAT
tibertragen die HDL- Partikel Cholesterolester mit Hilfe des Cholesterolester- Transferproteins
(CETP) auf triglyzeridreiche Lipoproteine, wie z.B. VLDL Remnants, die dann zur Leber
gelangen, wo Cholesterol umgebaut und in Form von Gallensduren ausgeschieden werden kann
[32]. Die cholesterolesterreichen HDL konnen auch direkt von der Leber aufgenommen werden,
wo sie einem Abbau unterliegen [43]. Johnson et al. [38] vermuten, dass das Enzym Hepatische
Lipase die Aufnahme von Cholesterol aus HDL durch die Hepatozyten erleichtert. Seit 1996 ist
die Existenz eines HDL- Rezeptors (SR-BI) in der Maus bekannt [44], der die selektive
Aufnahme von Cholesterolestern aus HDL durch Hepatozyten und Zellen der steroidbildenden
Gewebe ermoglicht. Es kommt dabei nicht zur Internalisierung des gesamten HDL- Partikels,
wie es beim LDL- Rezeptor der Fall ist. Stattdessen wird die selektive Aufnahme von
Cholesterolestern in die Zelle vermittelt. Die DNA des entsprechenden Rezeptors im Menschen
(human Scavenger receptor, classB, type I (hSR-BI)) wurde schon 1993 isoliert [45] und als
cDNA unbekannter Funktion mit der Bezeichnung CLA-1 versehen. Es wird vermutet, dass
hSR-BI im Menschen eine dem SR-BI der Maus vergleichbare Rolle im HDL- Metabolismus
spielt [46,47].

1.1.4.2.  Pathologische Bedeutung der Lipoproteine

Lipoproteine spielen eine entscheidende Rolle im Entstehungsprozess der Arteriosklerose. Die
LDL- Konzentration im Blutplasma korreliert positiv mit dem Auftreten der Erkrankung [48],

wihrend die HDL- Konzentration eine negative Korrelation zeigt [49].

Der proatherogene Effekt der LDL tritt auf, nachdem die Lipoproteine durch
konzentrationsabhingigen, aktiven, transepithelialen Transport in Endothelvesikeln extrazellulir
im Interstitium von Gefdwénden abgelagert wurden [36]. Werden LDL durch Alterung oder
Radikalbildung im Gewebe oxidativ modifiziert, so kdnnen sie iiber den Scavenger- Rezeptor

(SR) von ins Interstitium eingewanderten Makrophagen aufgenommen werden. Diese Zellen
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konnen das mit den LDL aufgenommene Cholesterol nicht abbauen. Eine Entladung der Zellen
von Cholesterol ist nur durch den ,,reverse cholesterol transport* mittels HDL mdglich. Ist dieser
Mechanismus unzureichend, z.B. bei unphysiologisch hohen LDL- bzw. niedrigen HDL-
Konzentrationen, so kommt es zur Uberladung der Makrophagen mit Cholesterol und zum
anschlieenden Zelltod. Die dabei entstehenden Cholesterolkristallablagerungen im Gewebe
bilden den Kern von sich zur Arteriosklerose weiterentwickelnden Atheromen [36]. Die
Féhigkeit von LDL, iiber spezielle Domdnen des apoB100 besonders gut an Proteoglykane der
extrazelluldren Matrix sowie an Kollagenfasern zu binden, sowie die Induktion von vermehrter
Leukozytenadhédrenz an Endothelzellen durch LDL werden ebenfalls als wichtige proatherogene

Eigenschaften dieser Lipoproteindichteklasse angesehen [36].

Die antiatherogene Wirkung der HDL wird zum einen ihrer Féhigkeit zum ,,reverse cholesterol
transport zugeschrieben, wodurch Cholesterol aus peripheren Geweben, z.B. aus lipidbeladenen
Makrophagen in der GefdBwand entfernt werden kann (s.1.1.4.1. Einteilung und physiologische
Bedeutung der Lipoproteine). Zum anderen konnte gezeigt werden [50], dass HDL in der Lage
sind, die oxidative Modifikation von LDL zu hemmen. Entscheidende Faktoren hierfiir sind nach
bisherigen Erkenntnissen die Enzyme Paraoxonase und Platelet activating factor acetyl hydrolase
(PAFAH) [51-53]. Auch das Apolipoprotein des HDL apoA1l [54,55] und das HDL- assoziierte
Enzym Lecithin- Cholesterol- Acyltransferase (LCAT) [56] scheinen fiir die Hemmung der
oxidativen LDL- Modifizierung von Bedeutung zu sein. Eine weitere Erkldrung der protektiven
Eigenschaften findet sich in der Tatsache, dass die LDL- Bindung an Proteoglykane durch HDL

verhindert werden kann [36].

In neueren Studien werden verstirkt die Stoffwechselvorgénge nach der Aufnahme fettreicher
Mahlzeiten  untersucht, da  man annimmt, dass  postprandial auftretende
Lipoproteinkonstellationen einen groBen Einfluss auf die Ausbildung von Vorstufen der

arteriosklerotischen Plaques haben [57].

1.2. Problemstellung und Zielsetzung

Einige anorganische Mineralstdube besitzen ein fibrogenes Potential, das bei anderen nicht
vorhanden ist. Die Ursachen dafiir sind bis heute ungekldrt. Es ist denkbar, dass eine
gemeinsame Eigenschaft innerhalb der Gruppe der fibrogenen Mineralstidube existiert, die fiir

ihre fibrogene Wirkung verantwortlich ist.

18



Einleitung

Bereits in den fiinfziger Jahren des 20. Jahrhunderts untersuchten und beschrieben Riittner et al.
[58] die Rolle von Adsorptionsvorgingen an Quarzoberfldchen in der Pathogenese der Silikose.
Sie fanden damals jedoch keine spezifischen Adsorptionseigenschaften, die Quarz von anderen

Substanzen unterschied.

Im Rahmen noch nicht veroffentlichter Untersuchungen zur Karzinogenese stellte Contag (TFH,
Berlin) fest, dass Quarzstaub aufféllig stark Lipoproteine aus menschlichem Serum auf seiner
Oberflache adsorbiert. Schon 1965 fanden McFee und Tye [59] bei immunoelektrophoretischen
Untersuchungen heraus, dass die ,,schnellen Lipoproteine* selektiv auf der Oberfliche von
Quarz und Cristobalit (zweier Strukturvarianten von SiO,), adsorbieren. Noishiki [60] sowie
Breemhaar et al. [61] machten Anfang der achtziger Jahre unabhingig voneinander die
Beobachtung, dass Lipoproteine auf der Oberfliche fibrogener Kunststoffe stark adsorbiert

werden.

Diese Befunde fiihrten zu der Uberlegung, ob moglicherweise die Fihigkeit zur
Lipoproteinadsorption eine Ursache fiir die fibrogenen Eigenschaften eines Mineralstaubes sein
konnte. Auch die Tatsache, dass die fiir die Silikose als wursdchlich angenommene
Zytokinproduktion von Makrophagen durch Quarz nur in Anwesenheit von Serum, nicht jedoch
in serumfreier Kultur angeregt wird [20], deutet darauf hin, dass Serumbestandteile in der

Fibroseentstehung eine Rolle spielen kénnten.
In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht,

e ob die Lipoproteinadsorption eine gemeinsame Eigenschaft fibrogener Mineralstdube

darstellt, die sie von inerten Mineralstduben unterscheidet,

e inwieweit Unterschiede im Adsorptionsverhalten gegeniiber den Lipoproteindichteklassen

HDL und LDL existieren,

e ob und wie das Polymer Polyvinylpyridin-N-oxid (PVPNO) das Adsorptionsverhalten von

Lipoproteinen auf Quarzoberflichen beeinflusst.
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2. Material und Methoden

2.1. Grundlagen der Versuchsanordnung

2.1.1. Die Experimente

Um eine Aussage treffen zu konnen, ob die bevorzugte Lipoproteinadsorption eine gemeinsame
Eigenschaft fibrogener Mineralstidube darstellt, die sie von inerten Mineralstauben unterscheidet,
wurden in vitro Adsorptionsversuche durchgefiihrt und das Adsorptionsverhalten fibrogener mit

dem inerter Mineralstiube verglichen.

Die Adsorption erfolgte aus einer reinen bovinen Lipoproteinlosung und aus menschlichem
Serum. Die Adsorption aus Serum unterscheidet sich von der aus reiner Lipoproteinldsung durch
das Auftreten von Konkurrenz, da alle im Serum befindlichen Substanzen als potentielle
Adsorbate um die auf dem Mineralstaub zur Verfligung stehende Fliche konkurrieren.
Unterschiede im Adsorptionsverhalten, die unter diesen Bedingungen auftreten, kommen der
Realitdt im Korper vermutlich nédher als solche, die bei fehlender Konkurrenz beobachtet werden

konnen.

Auch die Fahigkeit des Polymers Polyvinylpyridin-N-oxid (PVPNO), die Oberfliche von Quarz
zu maskieren und so seine silikogene Wirkung zu hemmen, wurde genutzt, um zu iiberpriifen, ob
Lipoproteine in der Pathogenese der Silikose eine Rolle spielen konnten. Die Adsorption von
Lipoproteinen aus Serum an Quarz wurde in An- und Abwesenheit von PVPNO in der
Suspension durchgefiihrt. Das Polymer wurde dem Serum in einer Konzentration von einem
Massenprozent zugesetzt. Dies entspricht in der Gréenordnung den PVPNO- Konzentrationen,

unter denen die Verminderung pathogener Effekte von Quarz beobachtet werden konnten [29].

Die Bestimmung von Menge und Art der adsorbierten Lipoproteine erfolgte iiber die Messung
der durch den Mineralstaubkontakt verursachten Konzentrationsabnahme von LDL-, HDL-, und

Gesamtcholesterol in den untersuchten Losungen.
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2.1.2. Auswahl der Mineralstdube

Unter den Mineralstduben gibt es faserformige (z.B. Asbest) und granulidre (z.B. Quarz).
Aufgrund dieses Unterschiedes in der physikalischen Eigenschaft folgt die pathologische
Wirkung auf Zellen und Gewebe einem moglicherweise grundlegend anderen Mechanismus. So
sollen bei der Entstehung der Asbestose Lange und Durchmesser der Asbestfasern einen Einfluss
auf die Ausbildung der Fibrose haben [62,63], ein Mechanismus, der in der Silikoseentstehung
keine Rolle spielt.

Die vorliegende Arbeit beschrinkt sich auf die Untersuchung granuldrer Mineralstdube, um
zusitzliche Konfusion durch die Verwendung von Stduben mit unterschiedlicher physikalischer

Struktur zu vermeiden.

Fiir die Adsorptionsversuche mussten Mineralstaube ausgewéhlt und nach vorhandenem bzw.
fehlendem fibrogenen Potential in zwei Gruppen unterteilt werden. Um eine Aussage iiber das
fibrogene Potential eines Staubes machen zu konnen, wurden Tierversuchsstudien und
epidemiologische Studien iiber das Auftreten von Staublungenerkrankungen bei exponierten
Menschen ausgewertet. Dabei traten Schwierigkeiten auf, die im Folgenden kurz erldutert

werden.

Den verschiedenen Studien liegt kein einheitlicher Versuchsaufbau zugrunde. So wurden die zu
untersuchenden Stdube im Tierversuch teils intratracheal appliziert, teils der normalen Atemluft
zugesetzt. Andere Autoren injizierten Staub intraperitoneal oder intravends. Dies erschwerte die
Vergleichbarkeit und fiihrte zum Teil zu widerspriichlichen Aussagen in bezug auf die
Fibrogenitit eines Staubes. Ein weiteres Problem ergab sich daraus, dass in Tierversuchsstudien
meist gleiche Massen verschiedener Stdube eingesetzt werden, nicht gleiche Oberflichen. Da
nach unserer Vorstellung die Lipoproteinadsorption aus Korperfliissigkeiten an die Oberfliche
des Mineralstaubs fiir dessen Fibrogenitdt ursdchlich sein konnte, stellte sich die Frage,
inwieweit Studien aussagekriftig sind, in denen Substanzen zwar anhand gleicher Massen,
moglicherweise aber stark voneinander abweichender Oberflachen auf ihr fibrogenes Potential
hin verglichen wurden. Weiterhin war es problematisch, Gewebereaktionen verschiedener
Versuchstiere miteinander zu vergleichen oder daraus Riickschliisse auf mogliche Reaktionen
beim Menschen zu ziehen, zumal die nach unserer Vorstellung moglicherweise entscheidenden
Lipoproteine bei den verschiedenen Tieren in unterschiedlichen Serumkonzentrationen vorliegen

und auch eine unterschiedliche Dichte und chemische Zusammensetzung aufweisen konnen
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[64,65], was zu verdnderten Adsorptionseigenschaften fiihren kénnte. Bei der Auswertung der
epidemiologischen Studien iliber das Auftreten von Pneumokoniosen bei exponierten Menschen
entstand das Problem, dass die inhalierten Stdube oft nicht eindeutig charakterisiert sind, da es
sich um Staubgemische handelt. In diesen Fillen war es schwer moglich, das fibrogene Potential
einem der beteiligten Mineralstdube allein zuzuschreiben. Moglicherweise sind eher die

Verunreinigungen urséchlich beteiligt.

Nach Auswertung der vorhandenen Literatur wurden folgende Mineralstdube in die
Versuchsreihen aufgenommen. Die Zuteilung zu beiden Gruppen erfolgte anhand der in

Klammern angegebenen Literatur.

Mineralstdube mit fibrogenem Potential:

e a-Quarz (SiO, der Firma Sigma) [5,66,67],
e o-Quarz (Si0, DQ12) [5,66,67],

e o-Quarz (SiO, F600) [5,66,67],

e Graphit (C) [5,68],

e Titancarbid (TiC) [5,7,66,69],

e Kaolin (Al4[(OH)g/Si4010]) [5,7,70,71],

e Talk (Mg3[(OH)2/ Si4010]) [72-75]

Inerte Mineralstaube:

e Anatas (TiO,) [76-79],

e Himatit (a- Fe;03) [5,7,66,80,81],
e Magnetit (Fe;04) [7,66],

e Zinndioxid (SnO,)[7],

e Korund (a- Al,03) [7,81,82].

o- Quarz ist der am besten untersuchte Mineralstaub hinsichtlich seiner Wechselwirkung mit
dem Organismus. In den verschiedenen Tierversuchsstudien und in vifro Experimenten werden

in Europa vorwiegend die Standard- o.- Quarze Quarzpgi2 und Quarzgsoo verwendet. Es erschien
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deshalb interessant, auch das Adsorptionsverhalten dieser Quarze vergleichend zu untersuchen.
Die Mineralstdube Talk und Kaolin gehéren zu den Silikaten und enthalten im Kristallgitter

unter anderem auch SiO4- Tetraeder, aus denen auch o- Quarz aufgebaut ist.

2.1.3. Die Oberflache der Staube

In der vorliegenden Arbeit wurde quantitativ die Adsorption von Lipoproteinen auf den
Oberflachen verschiedener Stdube untersucht. Daflir war es notwendig, jeweils Staubmengen
gleicher Oberfliche zu verwenden. Die Kenntnis der spezifischen Oberflachen der Stdube, d.h.
der Fliche in Quadratmetern, die ein Gramm des Stoffes besitzt, war deshalb eine

Grundvoraussetzung.

Eine verbreitete Methode, die die Bestimmung der spezifischen Oberflache erlaubt, ist die
Brunauer-Emmett-Teller (BET) Gasadsorption [83]. Hier wird gasformiger Stickstoff auf die
Oberflache von Stiuben aufgebracht und aus der adsorbierten Gasmenge auf die spezifische
Oberfliche (Aggr) des Staubes riickgeschlossen. Der Platzbedarf eines Stickstoffmolekiils in
monomolekularer ~ Schicht auf der  Stauboberfliche @ wird unter  definierten
Umgebungsbedingungen mit 0,162nm* angegeben [84]. Die Oberfliche von Mikroporen in der
Stauboberfliche, deren Offnungsfliche groBer als der Durchmesser der Gasteilchen ist, geht in

die Oberflachenbestimmung ein.

Der Durchmesser der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Lipoproteine liegt zwischen 5nm
und 25nm [43]. Damit steht die Oberfliche der Mikroporen den wesentlich groferen
Lipoproteinen nicht als Adsorptionsfliche zur Verfiigung. Diese nicht nutzbare Fliche variiert
mit der Porositdt von Stoff zu Stoff, sodass ein systematischer Fehler resultieren wiirde. Deshalb
wurde fiir diese Arbeit eine Methode zur Bestimmung der Oberfliche entwickelt, bei der die
Mikroporen eines Staubes nicht in die Messung eingehen. Bei der Methodenentwicklung konnte
auf nicht ver6ffentlichte Ideen und Vorversuche von Contag (TFH Berlin) zur

Oberflachenbestimmung kanzerogener Stdube zuriickgegriffen werden.

Das Prinzip der entwickelten Methode ist die Adsorption von in Ldsung befindlichen
Nonadecansiduremolekiilen an die zu bestimmende Oberfliche. Als Losungsmittel wurde n-
Hexadecan verwendet. Man kann davon ausgehen, dass eine monomolekulare Schicht der
langkettigen Fettsdure auf der Stauboberfliche entsteht, da nach Bigelow et al. [85]
unverzweigte, langkettige Fettsduren mit n-Hexadecan als Losungsmittel auf Glas- und

Metalloberflichen in Form einer monomolekularen Schicht abgeschieden werden. Um das
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Adsorptionsverhalten zu {iberpriifen, wurde die Adsorptionsisotherme aufgenommen. Der
Platzbedarf eines Fettsduremolekiils in monomolekularer Schicht betrigt ca. 0,2nm’ [86-89]. Die
Lénge der hydrophoben Kohlenstoffkette ldsst sich nach Zocher et al. [90] berechnen und betragt
fiir Nonadecanséure etwa 2,5nm. Da die Fettsdure mit der funktionellen Carboxylgruppe an der
Stauboberfldche adsorbiert, steht die Oberfliche von Poren mit einem Durchmesser kleiner als
2,5nm aufgrund der Linge der nach auBlen stehenden Kette nicht als Adsorptionsfliche zur
Verfiigung, d.h. diese Mikroporen werden bei der Oberflichenbestimmung nicht erfasst. Poren
mit Durchmessern zwischen 2,5nm und 5nm stellen eine Fehlerquelle bei den
Lipoproteinadsorptionsversuchen dar, da ihre Fliche zwar in die Oberflichenbestimmung

eingeht, nicht aber fiir die Adsorption von Lipoproteinen zur Verfiigung steht.

Die auf der Oberfliche adsorbierte Masse Nonadecansdure (NDS) wurde bestimmt, indem
mittels Infrarotspektrometrie die Konzentrationsdnderung der Losung NDS in n-Hexadecan
ermittelt wurde. Anhand von Eichsubstanzen, deren spezifische Oberflichen bekannt waren,
wurde die Masse NDS ermittelt, die in monomolekularer Schicht pro Quadratmeter Oberflédche
binden kann. Als Eichsubstanzen wurden Quarzsiande verwendet unter der Annahme, dass Sande
eine porenfreie Oberflache besitzen. Diese Annahme bestitigte sich spéter durch die ermittelte
Packungsdichte der NDS- Molekiile (vergleiche hierzu 3.1 Die Mineralstauboberflichen). Aus
der Masse NDS, die in monomolekularer Schicht pro Quadratmeter Oberflache binden kann,
konnte die spezifische Oberfliche der untersuchten Mineralstaube bestimmt werden. Die so
ermittelte Oberfliche unterscheidet sich von derjenigen, die mittels BET- Methode ermittelt
wiirde (Aggr) um die Flidche der Mikroporen mit Offnungsdurchmesern <2,5nm und wird im
folgenden mit Axps bezeichnet. Die genaue Beschreibung der Methode findet sich unter 2.2.3
Durchfiihrung.
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2.2. Bestimmung der Mineralstauboberflichen

2.2.1. Material

n-Hexadecan (CH;3(CH»)14CHj3) (Sigma, H-0255),
Nonadecanic acid (CH3(CH;);7COOH) (Sigma, N-5252),

Quarzsand (Eichsubstanz fiir Blaine-Geréte der Amtlichen Materialpriifanstalt fiir Steine und

Erden, Clausthal-Zellerfeld, Spezifische Oberfliche 0,299m%/g),

Quarzsand (Eichsubstanz fiir Blaine-Gerite der Amtlichen Materialpriifanstalt fiir Steine und

Erden, Clausthal-Zellerfeld, Spezifische Oberfldche 0,4O6m2/g),

a-Quarz (SiO;) (Sigma, S-5631),

a-Quarz (Si0;) (DQ12) (zur Verfligung gestellt von Prof. Pott, Diisseldorf),
a-Quarz (Si0;) (F600) (zur Verfiigung gestellt von Prof. Pott, Diisseldorf),
Graphit (C) (Merck, 42006),

Titancarbid (TiC) (Goodfellow, Ti 546010/1),

Kaolin (Al4[(OH)s/Si4010]) (Sigma, K-7375),

Talk (Mg3[(OH)2/Si4010]) (Sigma, T-2015),

Anatas (TiO;) (Sigma, T-8141),

Hématit (a-Fe,O3) (Merck, 3924),

Magnetit (Fe;O4) (Aldrich, 31.006-9),

Zinn(IV)oxid (SnO,) (Merck, 7818),

Korund (a-ALO3) (Sigma, A- 2039).
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2.2.2. Qerate

e Infrared Fourier Transform Spectrometer 1720 (Perkin-Elmer),
e Zentrifuge: ehrist, Typ UJ1, No 30615, 100 Watt,
e Schiittelmaschine: heidolph,

e Waage: Sartorius, Kleinstwert der Fehlergrenze: 0,5mg.
2.2.3. Durchfiihrung

Die Bestimmung der Oberflichen erfolgte bei Raumtemperatur (22 +/- 2°C). Zur Herstellung
einer nahezu geséttigten LoOsung von Nonadecansdure in n-Hexadecan wurden 150mg
Nonadecansdure im Messkolben mit n-Hexadecan auf 100ml aufgefiillt und geschwenkt.
Erleichtertes Losen lieB sich durch Erwdrmung im Wasserbad sowie mit Hilfe eines
Magnetriihrers erreichen. Von dieser Losung (1,50mg/ml) wurden durch Mischen mit n-
Hexadecan Losungen folgender Konzentrationen hergestellt: 1,25mg/ml, 1,00mg/ml, 0,75mg/ml,
0,50mg/ml und 0,25mg/ml. Sie dienten zur Erstellung der Eichkurve am Infrarotspektrometer.
Verwendet wurde eine NaCl- Kiivette mit der Schichtdicke 0,lmm. Die Messung erfolgte bei
1714cm™, was dem Absorptionsmaximum der C=0- Schwingung entspricht. Die Kiivette wurde
vor jeder Messung mit Petrolether gespiilt, anschlieBend mit einer Wasserstrahlpumpe getrocknet
und mit der zu messenden Losung dreimal durchgespiilt, um den Fehler durch Verunreinigung
der Kiivette zu minimieren. Die Extinktion wurde mit je zwei Messungen bestimmt. Bei
deutlicher Abweichung der beiden Messwerte voneinander wurden noch eine dritte oder vierte
Messung angeschlossen. Ursache fiir Abweichungen waren moglicherweise Verunreinigungen
durch Partikel auf der KiivettenauBenseite. Die Werte fiir die Eichkurve wurden an jedem
Messtag bestimmt, um die Vergleichbarkeit der Extinktionswerte an den einzelnen Messtagen zu
iiberpriifen. Aus den erhaltenen Wertepaaren von Nonadecansdurekonzentration und
Extinktionswert wurde eine Eichkurve erstellt und deren Steigung als Steigung der

Regressionsgeraden durch alle ermittelten Werte mit Gleichung 1 bestimmt.
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Gleichung 1 zur Bestimmung der Steigung der Regressionsgeraden:

b any—(ZyXZx)
anz —(Zx)z

mit

n: Anzahl der Wertepaare (x/y)
x: Konzentration Nonadecansdure in n-Hexadecan [mg/ml]
y: Messwert der Extinktion am Infrarotspektrometer

b: Steigung der Eichkurve [ml/mg]

Ebenfalls durch Verdiinnung mit n-Hexadecan wurden aus der Ausgangslosung (1,50mg/ml)
Losungen der folgenden Konzentrationen hergestellt: 1,20mg/ml, 0,90mg/ml, 0,60mg/ml,
0,30mg/ml. Mit diesen Losungen wurde eine Adsorptionsisotherme aufgenommen, die den

Verlauf der Adsorption von Nonadecansdure aus n-Hexadecan an eine Quarzsandoberfléche

bei 22°C in Abhingigkeit von der Nonadecansidurekonzentration zeigt. Dazu wurden jeweils
einem Quadratmeter eines Quarzsandes mit bekannter spezifischer Oberflache (0,406m”/ g) 10ml
der verschiedenen LoOsungen zugesetzt. Die erhaltenen Suspensionen wurden auf einer
Schiittelmaschine fiir eine Stunde waagerecht liegend geschiittelt. Anschlieend wurde der Staub
20 Minuten bei 1000g abzentrifugiert. Im Uberstand lag nun eine Nonadecansiurekonzentration
vor, die aufgrund der stattgefundenen Adsorption um einen bestimmten Wert unter der
urspriinglichen Konzentration lag. Die Nonadecansiurekonzentration im Uberstand wurde
infrarotspektrometrisch bestimmt. Die Messung am Spektrometer erfolgte wie oben beschrieben.
Die Differenz aus Ausgangskonzentration und Konzentration im Uberstand ergab bei bekanntem
verwendeten Volumen (10ml) nach Gleichung 2 die adsorbierte Masse Nonadecansdure pro

Quadratmeter. Es wurden jeweils drei Messungen durchgefiihrt und der Mittelwert gebildet.
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Gleichung 2 zur Berechnung der adsorbierten Masse Nonadecanséure pro Quadratmeter Oberfldche:

14 E
M 4 :AT*(CO —z)
o Mo

mit

Mags: Adsorbierte Masse Nonadecansédure pro Quadratmeter Oberflache [mg/m?]
Co: Konzentration der zugegebenen Losung [mg/ml]

V: zugegebenes Volumen der Losung [ml]

E: Extinktionswert am Infrarotspektrometer nach Adsorption

b: Steigung der Eichkurve [ml/mg]

Aq: spezifische Oberfldche Quarzsand [m?/mg]

mgq . Eingewogene Masse Quarzsand [mg]

Die Masse Nonadecansdure, die aus der nahezu gesittigten Losung pro Quadratmeter
Quarzsandoberfldche adsorbierte, wurde aulerdem fiir den oben verwendeten und einen weiteren
Quarzsand mit der bekannten spezifischen Oberfliche von 0,299m*/g mit jeweils sieben
Messungen in gleicher Weise bestimmt. Der Mittelwert diente als Referenz fiir die Bestimmung

der spezifischen Oberflachen der einzelnen Mineralstiube.

Zur Bestimmung ihrer spezifischen Oberfliche wurde jeweils die Masse der einzelnen
Mineralstiube abgewogen, die in etwa 0,4m® entsprach. Die ungefihre Masse eines
Quadratmeters war im Vorfeld der eigentlichen Messreihen durch Vorversuche mit
verschiedenen Einwaagen ermittelt worden. Die Stdube wurden in Zentrifugengldsern mit je Sml
der nahezu gesittigten Losung (1,50mg/ml) versetzt, verschlossen, kriftig per Hand geschiittelt
und anschliefend fiir eine Stunde waagerecht liegend auf einer Schiittelmaschine geschiittelt.
Nach 20- miniitiger Zentrifugation bei 1000g wurde die Nonadecansdurekonzentration im
Uberstand wie oben beschrieben mittels Infrarotspektrometrie bestimmt. Fiir jeden Mineralstaub

wurden mindestens drei Messreihen aufgenommen.

Unter der Annahme, dass die Masse Nonadecansédure, die pro Quadratmeter Oberfldche bindet,

fiir alle untersuchten Stdube den glei
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chen Wert hat (vergleiche hierzu 4.1 Methode der Oberflichenbestimmung mittels
Nonadecansdureadsorption), konnte mit Gleichung 3 die spezifische Oberfliche aus den

ermittelten Extinktionen errechnet werden.

Gleichung 3 zur Berechnung der spezifischen Oberfldche Ayps der verwendeten Mineralstdube:

efe,-5)

*
M, *m

ANDS -

mit

Anps: spezifische Oberfliche [m?*/mg]

m: eingewogene Masse des Mineralstaubs [mg]

Co: Konzentration der zugegebenen Losung [mg/ml]

V: zugegebenes Volumen der Losung [ml]

E: Extinktionswert am Infrarotspektrometer nach Adsorption
b: Steigung der Eichkurve [ml/mg]

Mags: Masse Nonadecanséure, die pro Quadratmeter Oberfldche bindet [mg/m?]
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2.3. Lipoproteinadsorption

2.3.1. Material

e Mineralstdube (s. 2.2.1 Material),

e Lipoproteins from bovine plasma (Sigma:L-3626, HDL cholesterol: 90,8%, LDL cholesterol
8,1%),

e Serum eines 68- jdhrigen Mannes (aus am Messtag frisch entnommenem Blut),
e Polyvinylpyridin-N-oxid (PVPNO)( (zur Verfiigung gestellt von Prof. Pott, Diisseldorf),
e NaCl-Lsg. (0,9%, eigene Herstellung),

e Reaktionslosung (Ecoline 25) zur Cholesterolbestimmung nach der CHOD-PAP- Methode
(Merck, 14830),

e Calibrator (Merck, 19720),
e LDL- Fallungsreagenz (Merck, 14992),

e HDL- Fillungsreagenz (Merck, 14210).
2.3.2. Gerite
e Photometer (cecil instruments, Cambridge, ce 1010, serial No. 90403, 90 Watt)

2.3.3. Durchfiihrung

2.3.3.1.  Adsorptionsisothermen mit bovinem Lipoproteinkonzentrat

Zunidchst wurden fiir einen Teil der Mineralstdube die Adsorptionsisothermen bei einer
Temperatur von 22°C aufgenommen. Dazu wurde das Lipoproteinkonzentrat mit
physiologischer Kochsalzlosung auf Werte von 800mg Cholesterol pro Deziliter, 600mg/dl,
400mg/dl und 200mg/dl verdiinnt. Jeweils 3ml der jeweiligen Losung wurden zu 1m?®
Mineralstaub in ein Reagenzglas gegeben und durch kriftiges Schiitteln per Hand vermengt. Im
Anschluss wurden die Gefde eine Stunde lang waagerecht liegend auf einer Schiittelmaschine
geschiittelt. Der Mineralstaub wurde dann durch 20- miniitige Zentrifugation bei 1000g

abgetrennt. Pro Mineralstaub und Cholesterolkonzentration wurden drei Messungen
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durchgefiihrt. Der klare Uberstand wurde abpipettiert und zur Cholesterolbestimmung (siehe
2.3.3.5 Cholesterolbestimmung) bereit gestellt. Eine Differenzierung der Dichteklassen HDL und

LDL wurde nicht vorgenommen.

2.3.3.2.  Adsorption bei konstanter Konzentration aus bovinem

Lipoproteinkonzentrat

Das Lipoproteinkonzentrat wurde mit physiologischer Kochsalzlosung auf eine Konzentration
von 200mg Cholesterol pro Deziliter verdiinnt. Die Losung wurde anschliefend im Wasserbad
auf 37°C erwirmt bzw. in einer weiteren Versuchsreihe bei einer Raumtemperatur von 22°C
ohne Erwirmung, wie oben beschrieben (siche 2.3.3.1 Adsorptionsisothermen mit bovinem
Lipoproteinkonzentrat), den Stiuben zugesetzt. Das Verhidltnis betrug ebenfalls 3ml
Lipoproteinkonzentrat pro Quadratmeter Stauboberfliche. Das anschlieBende Schiitteln erfolgte
fiir die eine Versuchsreihe im 37°C warmen Wasserbad, ansonsten glich das weitere Vorgehen
mit Zentrifugation und Cholesterolbestimmung dem oben fiir die Aufnahme der Isothermen
beschriebenen Verfahren. Mit jedem Mineralstaub wurden drei Messungen durchgefiihrt. Eine

Differenzierung der Dichteklassen HDL und LDL wurde nicht vorgenommen.
2.3.3.3.  Adsorption bei konstanter Konzentration aus menschlichem Serum

Alle Versuche wurden mit frisch entnommenem Blut eines 68-jdhrigen Mannes durchgefiihrt.
Die Blutentnahmen erfolgten jeweils zu Beginn eines Messtages unter gleichbleibenden
Bedingungen. Nach der Gewinnung des Serums durch 10- miniitige Zentrifugation bei 1000g
wurden die Cholesterolkonzentrationen im nativen Serum bestimmt (siche 2.3.3.5
Cholesterolbestimmung). Das unverdiinnte, auf 37°C erwdrmte Serum wurde im Verhiltnis von
3ml Serum zu Im’ Mineralstaub den Stiuben zugesetzt. Im Weiteren wurde wie oben
beschrieben verfahren (siehe 2.3.3.1 Adsorptionsisothermen mit bovinem
Lipoproteinkonzentrat). Der Schiittelvorgang erfolgte im 37°C warmen Wasserbad. Auch die
Adsorptionsversuche mit menschlichem Serum wurden fiir jeden Mineralstaub dreimal

durchgefiihrt. Die HDL- und LDL- Adsorption wurden getrennt ermittelt.

2.3.3.4.  Adsorption bei konstanter Konzentration aus menschlichem Serum in

Gegenwart von Polyvinylpyridin-N-oxid (PVPNO)

Um die Wirkung des Polymers PVPNO auf das Adsorptionsverhalten von Lipoproteinen auf

Quarzoberflichen zu untersuchen, wurde dem unverdiinnten, 37°C warmen Serum
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pulverformiges PVPNO im Verhiltnis von 1g auf 100ml Serum unter stindigem Schwenken
zugesetzt. Das Schwenken verhinderte ein Verklumpen des Polymers im Serum. Im Weiteren
wurde wie oben verfahren (sieche 2.3.3.1 Adsorptionsisothermen mit bovinem
Lipoproteinkonzentrat). In diese Versuchsreihe wurden nur die drei verschiedenen o- Quarze
(Sigma, DQ12, F600) einbezogen, da fiir a- Quarz eine fibrosehemmende Wirkung von PVPNO
gezeigt wurde [91]. Die HDL- und LDL- Adsorption wurden getrennt ermittelt.

2.3.3.5.  Cholesterolbestimmung

Die Cholesterolbestimmung erfolgte in den durch Zentrifugation erhaltenen klaren Uberstéinden
der oben genannten Ansétze. Die Bestimmung erfolgte nach der CHOD-PAP-Methode. Mit
Detergentien werden Cholesterol und Cholesterolester bei dieser Methode aus Lipoproteinen
freigesetzt. Die Cholesterolester werden durch Cholesterolesterase hydrolysiert und das freie
Cholesterol dann durch Cholesteroloxidase enzymatisch oxidiert. Das dabei entstehende H,O;
wird in einer Peroxidase- katalysierten Reaktion zu einem farbigen Chinonimin umgesetzt,

dessen Konzentration photometrisch bestimmt werden kann.

Zur Bestimmung der Gesamtcholesterolkonzentration wurden je 0,01ml Uberstand abgenommen
und zur Cholesterolbestimmung mit je 1ml Reaktionslosung in 10mm- Einmalkiivetten gemischt.
Nach zehnminiitiger Reaktionszeit folgte die photometrische Messung bei 500nm gegen die
reine Reaktionslosung. Als Standard fungierte eine von Merck vorgesehene Kalibratorldsung,
mit einem bekannten Cholesterolgehalt von 225mg/dl. Von jeder Probe wurden mindestens zwei

Extinktionen bestimmt und diese anschlieBend gemittelt.

Zur Bestimmung des HDL- Cholesterols wurden vom Uberstand je 0,1ml abgenommen und in
Eppendorfgefaen mit je 0,25ml HDL- Fillungsreagenz versetzt. Das Féllungsreagenz fallt
Lipoproteine aller Dichteklassen aufler HDL. Die Gefale wurden gut geschiittelt und nach 15
Minuten Fillzeit 20 Minuten bei 1000g zentrifugiert. Vom klaren Uberstand wurden 0,1 ml zur
Cholesterolbestimmung mit je 1ml Reaktionslosung gemischt. Die photometrische Messung
erfolgte wie oben beschrieben. Die Kalibratorlosung wurde im gleichen Verhéltnis wie die zu

untersuchenden Proben mit physiologischer NaCl- Losung verdiinnt (0,1ml zu 0,25ml).

Zur Bestimmung der LDL- Cholesterolkonzentration wurden je 0,04ml vom Uberstand
abgenommen und in Eppendorfgefaen mit je 0,4ml LDL- Féllungsreagenz versetzt. Es wurde
gut geschiittelt und nach 15 Minuten Fillzeit 20 Minuten bei 1000g zentrifugiert. Vom klaren

Uberstand wurden 0,1 ml zur Cholesterolbestimmung mit je 1ml Reaktionsldsung gemischt. Die
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photometrische Messung erfolgte wie oben beschrieben. Die Kalibratorlésung wurde im gleichen
Verhéltnis wie die zu untersuchenden Proben mit physiologischer Kochsalzlosung verdiinnt
(0,04ml zu 0,4ml). Das LDL- Fallungsreagenz féllt nur LDL. Daraus ergab sich, dass die LDL-
Konzentration aus der Differenz der nach der Fillung verbliebenen Cholesterolkonzentration und

der Gesamtcholesterolkonzentration errechnet werden musste.

2.4. Statistische Methoden

Aufgrund der kleinen Fallzahlen und der schiefen Verteilung der Merkmale erfolgte die
statistische Auswertung der Versuchsergebnisse mit nichtparametrischen Tests. Demnach kam
beim Vergleich unabhingiger Stichproben der Mann- Whitney- U- Test fiir nichtparametrische,
unverbundene Stichproben zur Anwendung, abhédngige Stichproben wurden mit dem Wilcoxon-
Test fiir nichtparametrische, verbundene Stichproben iiberpriift. Verwendet wurde das Software-

Programm SPSS.
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3. Ergebnisse

3.1. Die Mineralstauboberflichen

In Abb. 2 ist die Adsorptionsisotherme (aufgenommen bei einer Temperatur von 22°C) von in n-
Hexadecan geldster Nonadecansdure auf Quarzsand dargestellt. Bei einer Konzentration von
1,5mg/ml liegt eine nahezu gesittigte Losung der Fettsdure im Alkan vor. Die Isotherme zeigt

einen einphasigen Verlauf, das Plateau wird bei einer Konzentration von 1,5mg/ml erreicht.
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Abb. 2: Adsorptionsisotherme von Nonadecansdure (NDS) aus n-Hexadecan auf Quarzsand bei 22°C
(Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei Messungen).
Der Wert fiir die Nonadecansdureadsorption im Plateau der Isotherme wurde fiir den Quarzsand
mit der bekannten spezifischen Oberfliche A;=0,406 * 10 m*/g mit sieben Einzelmessungen
ermittelt und anhand eines weiteren Quarzsandes mit der bekannten spezifischen Oberfliche A,=
0,299 * 10 m*/g tiberpriift. Als Ergebnis von jeweils 7 Einzelmessungen ergab sich, dass die
verwendeten Quarzsdnde pro Quadratmeter Oberflache 2,58 +/- 0,12mg Nonadecansdure binden.
Der Platzbedarf eines Fettsduremolekiils auf der Quarzoberflache, errechnet aus molarer Masse
und der adsorbierten Masse pro Fliche, betrdgt somit 0,192 +/- 0,009nm’ . Der ermittelte
Platzbedarf bestdtigt die Annahme, dass sich auf der Stauboberfliche eine monomolekulare
Schicht der Fettsdure gebildet hat, da der Platzbedarf langkettiger Fettsduren in

monomolekularen Schichten von verschiedenen Autoren mit Werten um 0,2nm’ angegeben wird

[86-89].
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Tab. 1 stellt die ermittelten Werte der Oberflichen (Axps) der einzelnen Mineralstdube dar. Die
Werte liegen zwischen 0,3m*/g und 7,7m?/g. Die groBen Unterschiede zwischen den einzelnen
Mineralstauben machen deutlich, wie wichtig die Kenntnis der Oberfldche pro Masseneinheit ist,
will man die Stiube in Bezug auf ihre Adsorptionseigenschaften sinnvoll miteinander

vergleichen.

Tab. 1: Mit der Methode der Nonadecansdureadsorption ermittelte Oberfliche (Anps) der
Mineralstiube in m*/g (Mittelwerte und Standardabweichungen aus je drei Messungen)

Substanz Anps [m*/g]
Graphit 0,63 +/-0,11
Titancarbid 0,30 +/-0,02
Kaolin 7,69 +/-0,97
Quarzpg), 3,13 +/-0,45
Quarzggg 1,52 +/-0,19
Quarzgigma 2,38 +/-0,22
Talk 1,92 +/-0,17
Zinndioxid 7,14 +/-0,87
Hématit 222 +/-022
Magnetit 1,04 +/-0,05
Korund 0,36 +/-0,07
Titandioxid 7,14 +/-0,60

Quarzpqi> und Quarzreo sind sogenannte Standardquarze. Ihre spezifischen Oberflachen sind
bekannt. So liegt die mittels BET- Methode bestimmte spezifische Oberfldche fiir Quarzpg, bei
Aggr = 8,48 +/- 0,08m?/g, fiir Quarzggoo bei Aggr = 3,65 +/- 0,02m?/g [92]. Die Oberflichen, die
mit der Nonadecansédureadsorptionsmethode ermittelt wurden liegen fiir Quarzpgi> bei Anps =
3,13 +/- 0,45m2/g, fir Quarzgsoo bei Anps = 1,52 +/- 0,19m2/g. Die beiden Methoden
unterscheiden sich darin, dass die Nonadecansdureadsorption die Oberfliche von Mikroporen
mit einem Offnungsdurchmesser von weniger als 2,5nm vernachlissigt. Vergleicht man die
Ergebnisse beider Methoden so fillt auf, dass Aggr jeweils etwa 2,5mal so grof} ist wie Anps.

Das bedeutet, dass beide Standardquarze eine mikropordse Struktur aufweisen.
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3.2. Lipoproteinadsorption

3.2.1. Adsorption von Lipoproteinen aus bovinem Lipoproteinkonzentrat an

fibrogene und inerte Mineralstdube

3.2.1.1.  Adsorptionsisothermen

Die Adsorption erfolgte aus einem bovinen Lipoproteinkonzentrat. Zundchst wurden die
Adsorptionsisothermen der fibrogenen und eines Teils der inerten Mineralstdube bei einer
Raumtemperatur von 22°C aufgenommen. Die Adsorption wurde fiir Konzentrationen des
Lipoproteinkonzentrates zwischen 200mg/dl und 1000mg/dl ermittelt. Die Isothermen sind in
Abb.3 dargestellt.
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Abb. 3: Isothermen der Adsorption von Lipoproteinen aus Lipoproteinkonzentrat mit ansteigender
Konzentration an Mineralstauboberflichen bei 22°C. Angegeben ist die adsorbierte Masse Cholesterol
pro Quadratmeter Stauboberflache. Mittelwerte und Standardabweichung aus jeweils drei Messungen.
Fehlende Fehlerindikatoren bedeuten, dass die Standardabweichung innerhalb des jeweiligen Symbols
liegt.

36



Ergebnisse

Es fillt auf, dass alle Isothermen der untersuchten Stiube mit Ausnahme von Korund ein
Maximum durchlaufen. Das heif3t, je groBer das Cholesterolangebot in der Losung wird, desto
geringer ist ab einer bestimmten Konzentration die absolute Menge an adsorbiertem Cholesterol.
Dieses zunéchst unverstindliche Phdnomen konnte auch bei anderen Substanzen beobachtet
werden und wird als ,,Vroman- Effekt“ bezeichnet [93]. Der Vroman- Effekt beschreibt ein
Verhalten, bei dem die Proteinadsorption aus Plasma oder Proteingemischen bei einer
bestimmten Verdiinnung ein Maximum erreicht. Bei geringerer Verdiinnung, d.h. bei héherer
Konzentration des untersuchten Proteins, nimmt die Adsorption dagegen wieder ab. Eine
Ursache dieses Verhaltens soll die Konkurrenz durch andere in der Losung vorhandene Proteine
sein, deren Menge bei starker Verdiinnung nicht fiir eine Verdrangung des untersuchten Proteins
von der Adsorptionsfliche ausreicht [93]. Dass es sich auch im vorliegenden Fall um eine
Verdriangung durch konkurrierende Adsorbate handelt, ist wegen der Reinheit des
Lipoproteinkonzentrates wenig wahrscheinlich. Vorstellbar ist dagegen, dass sich bei hoheren
Konzentrationen Lipoproteinaggregate im Konzentrat ausbilden. So kénnten beispielsweise mit
zunehmender Konzentration Wechselwirkungen zwischen den polaren Gruppen von apoA-I-
Molekiilen auftreten, die zu Aggregatbildung von HDL- Partikeln fiihren. Damit stiinden Teile
der im Konzentrat vorwiegend vorhandenen HDL nicht mehr als potenzielle Adsorbate zur
Verfligung, was den Riickgang der adsorbierten Lipoproteinmengen auf den Stauboberflachen
mit zunehmender Konzentration erkldren konnte. Die Adsorptionsisotherme von Korund zeigt

als einzige einen zweigipfligen Verlauf. Die Ursache hierfiir ist ungeklart.
3.2.1.2.  Adsorption aus Lipoproteinkonzentrat konstanter Konzentration

Die Adsorption aus bovinem Lipoproteinkonzentrat wurde bei 37°C bzw. 22°C durchgefiihrt.
Der Cholesterolgehalt des Lipoproteinkonzentrates nach Verdiinnung betrug bei sechs Proben
und jeweils zwei Messungen 190 +/- 11mg/dl. Das Ergebnis der Adsorption ist graphisch in
Abb. 4 dargestellt. Es zeigt, dass alle untersuchten Stdube Lipoproteine aus der
Lipoproteinldsung adsorbieren. Auffallig ist, dass Graphit und Titancarbid mit 93% bzw. 94%
bei 37°C fast die gesamten in der Ausgangslosung befindlichen Lipoproteine an ihrer Oberflidche
adsorbieren. Die drei verschiedenen a-Quarze adsorbieren bei 37°C zwischen 36% und 42%.
Kaolin adsorbiert bei 37°C 43%. Der am schwéchsten adsorbierende fibrogene Stoff ist Talk mit
32% bei 37°C. Alle inerten Substanzen adsorbieren bei 37°C weniger als 25% der in der
Ausgangslosung vorhandenen Lipoproteine. Die Adsorption bei 22°C zeigt nur geringe relative

Abweichungen gegeniiber der Adsorption bei einer Temperatur von 37°C.
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Die statistische Auswertung zeigt, dass die fibrogenen Mineralstdube signifikant mehr

Lipoproteine adsorbieren, als die inerten Mineralstdube (Mann- Whitney U- Test, p = 0,003).
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Abb. 4: Lipoproteinadsorption aus bovinem Lipoproteinkonzentrat (>90% HDL- Cholesterol) an die
Oberfldche fibrogener und inerter Mineralstdube, ausgedriickt als Relation der am Mineralstaub
adsorbierten Cholesterolmasse zur Cholesterolmasse in der Ausgangslosung in Prozent. Der
Cholesterolgehalt im Konzentrat betrug 190 +/- 11mg/dl. Mittelwerte und Standardabweichungen aus
jeweils drei Messungen.

3.2.2. Adsorption von Lipoproteinen aus menschlichem Serum an fibrogene bzw.

inerte Mineralstdube

In dieser Versuchsreihe wurde die Adsorption der beiden Lipoproteindichteklassen High density
lipoprotein (HDL) und Low density lipoprotein (LDL) getrennt untersucht. Dazu wurde die
Abnahme der Konzentration an HDL- Cholesterol und LDL- Cholesterol im Serum einzeln
bestimmt. Im Unterschied zur Lipoproteinadsorption aus Lipoproteinkonzentrat handelt es sich
um eine konkurrierende Adsorption verschiedenster im Serum enthaltener potenzieller
Adsorbate. Da fiir alle Versuchsreihen ausschlieBlich Serum einer Einzelperson verwendet
wurde, ist nicht auszuschlieBen, dass es sich bei den im Folgenden dargestellten Ergebnissen um
Einzelbefunde handeln konnte, die mit dem Serum anderer Personen so nicht zu beobachten
wiren. Deshalb erscheint es sinnvoll, die durch diese Arbeit gewonnenen Erkenntnisse an

groBBeren Populationen zu liberpriifen.

Es zeigt sich eine deutliche Verteilung der HDL- Adsorption zwischen den beiden untersuchten

Mineralstaubgruppen. Die Adsorption von HDL erfolgt deutlich stirker auf Oberflichen von
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Stauben, die ein fibrogenes Potenzial aufweisen, als auf Oberflichen inerter Stdube. Letztere
adsorbieren praktisch kein HDL. Lediglich 0-3% des vorhandenen HDL werden an der
Oberflache inerter Stdube adsorbiert. Die fibrogenen Stdube adsorbieren dagegen bis zu 40% des
im Serum enthaltenen HDL. Hierbei féllt besonders auf, dass die drei Quarze, die unter den
untersuchten Substanzen das hdochste fibrogene Potenzial aufweisen, auch die mit Abstand
stairkste HDL- Adsorption zeigen. Sie adsorbieren 22%- 40% des im Serum vorhandenen HDL.
Die entsprechenden Adsorptionswerte fiir die anderen untersuchten fibrogenen Mineralstdube
liegen zwischen 6% und 11%. Die statistische Auswertung zeigt hier, dass die fibrogenen
Mineralstdube signifikant mehr HDL aus menschlichem Serum adsorbieren, als die inerten

Mineralstaube (Mann- Whitney U- Test, p = 0,003).

Die Féhigkeit zur Adsorption von LDL zeigt sich dagegen unabhéngig vom fibrogenen Potenzial
der Stiube. Die stirkste LDL- Adsorption zeigt o- Quarzgisma mit 45%. Der ebenfalls fibrogene
Titancarbidstaub adsorbiert dagegen im messbaren Bereich kein LDL. Dementsprechend ergibt
die statistische Auswertung, dass die fibrogenen Mineralstdube nicht signifikant mehr LDL

adsorbieren, als die inerten Mineralstdube (Mann- Whitney U- Test, p = 0,639).

Die Abbildungen 5 und 6 stellen das Verhalten der fibrogenen und inerten Mineralstdube in
bezug auf die Adsorption von HDL und LDL aus menschlichem Serum prozentual dar. Die
Gesamtcholesterolkonzentration im verwendeten Serum lag bei den an 10 Tagen entnommenen
Blutproben bei 169 +/-9mg/dl, bei einer HDL- Cholesterolkonzentration von 59 +/- Smg/dl und

einer LDL- Cholesterolkonzentration von 102 +/- 8mg/dl.

Die funktionellen Gruppen auf den Oberfldchen der untersuchten Mineralstdube kdnnen anhand
ihrer chemischen Eigenschaften eingeteilt werden in neutrale, saure und basische Gruppen. Die
Ergebnisse zeigen, dass HDL unter den gegebenen Versuchsbedingungen aus humanem Serum
bevorzugt an Stdube adsorbiert, die gleichzeitig saure und basische funktionelle Gruppen
aufweisen. Das sind die a- Quarze und die Silikate. Auch an die neutralen Stoffe Graphit und
Titancarbid erfolgt eine starke HDL- Adsorption. LDL wird ebenfalls in groBem Male an der
Oberflache der Silikate und o- Quarze adsorbiert. Die neutralen Substanzen Graphit und
Titancarbid adsorbieren dagegen praktisch kein LDL, vielmehr erfolgt eine bevorzugte
Adsorption von LDL an die Oxide Zinndioxid und o- Korund. Mdglicherweise spielt der

amphotere Charakter dieser Oxide hierbei eine Rolle.
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Abb. 5: HDL- Adsorption aus menschlichem Serum an fibrogene und inerte Mineralstdube,
ausgedriickt als Relation der am Mineralstaub adsorbierten HDL-Cholesterolmasse zur HDL-
Cholesterolmasse im zugegebenen Serum in Prozent. Mittelwerte und Standardabweichungen aus jeweils
drei Messungen. Die HDL- Cholesterolkonzentration im Ausgangsserum lag an den verschiedenen
Messtagen zwischen 54mg/dl und 64mg/dl.
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Abb. 6: LDL- Adsorption aus menschlichem Serum an fibrogene und inerte Mineralstiube,
ausgedriickt als Relation der am Mineralstaub adsorbierten LDL-Cholesterolmasse zur LDL-
Cholesterolmasse im zugegebenen Serum in Prozent. Mittelwerte und Standardabweichungen aus jeweils
drei Messungen. Die LDL- Cholesterolkonzentration im Ausgangsserum lag an den verschiedenen
Messtagen zwischen 94mg/dl und 110mg/dl.
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Die bei den Untersuchungen erhaltenen Messwerte fiir die LDL- und HDL- Adsorption lassen
sich auch direkt in Beziehung zueinander setzen, wenn man die adsorbierten Cholesterolmassen
vergleicht, wie es in Abb. 7 zu sehen ist. Aufgrund der Versuchsanordnung wurde jeweils die
adsorbierte Masse an HDL- bzw. LDL- Cholesterol gemessen und nicht die adsorbierte
Lipoproteinmasse selbst. Es muss deshalb beim direkten Vergleich die unterschiedliche
Zusammensetzung der beiden untersuchten Lipoproteindichteklassen beachtet werden. So

besteht LDL zu ca. 50% aus Cholesterol, HDL dagegen nur zu ca. 20% [64].
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Abb. 7: LDL- und HDL-Cholesteroladsorption an der Oberfldche fibrogener und inerter Mineralstdube
in mg Cholesterol pro Quadratmeter Stauboberflache. Mittelwerte und Standardabweichungen aus jeweils
drei Messungen. Die Cholesterolkonzentrationen im Ausgangsserum lagen an den verschiedenen
Messtagen fiir HDL zwischen 54mg/dl und 64mg/dl sowie fiir LDL zwischen 94mg/dl und 110mg/dl.

3.2.3. Adsorption von Lipoproteinen aus menschlichem Serum an a-Quarz in

Anwesenheit von Polyvinylpyridin-N-oxid (PVPNO)

Die Versuche dieses Abschnitts unterscheiden sich von denen im vorigen lediglich durch die
Zugabe von 1g der antisilikogenen Substanz Polyvinylpyridin-N-oxid (PVPNO) zu 100 ml
Serum. Alle anderen Versuchsbedingungen blieben unveridndert. Untersucht wurde die Fahigkeit
der drei verschiedenen a- Quarze zur Adsorption von HDL und LDL aus dem mit PVPNO
versetzten Serum. Die Versuche zeigen, dass die Adsorption von HDL auf der Oberfldche von

Quarz durch das Vorhandensein von PVPNO im Serum stark reduziert wird.
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Tab. 2: Beeinflussung der Lipoproteinadsorption aus humanem Serum an o- Quarzstdube durch das
Polymer PVPNO. Angegeben ist die Masse HDL- bzw. LDL- Cholesterol, die pro Quadratmeter Staub

adsorbiert.
HDL- Cholesterol ~LDL- Cholesterol
[mg/mz] [mg/mz]

ohne 0,69 +/- 0,03 0,65 +/- 0,18
QuarzDQ 12 PVPNO

mit 0,05 +/-0,08 0,23 +/-0,09

ohne 0,48 +/- 0,06 0,55 +/- 0,14
QuarZF(,()() PVPNO

mit 0,03 +/- 0,02 0,49 +/- 0,11

ohne 0,39 +/- 0,05 1,36 +/- 0,1
Quarzgigy, PVPNO

mit 0,20 +/- 0,05 1,72 +/- 0,09

Die Werte aus Tab. 2 zeigen, dass die Masse von adsorbiertem HDL- Cholesterol auf o-
Quarzpgi2 und a- Quarzgey in Anwesenheit von PVPNO um mehr als 90% gegeniiber dem
reinen Serum reduziert wird. Die Adsorption von HDL- Cholesterol auf a- Quarzgigm, wird um
49% gesenkt. Dagegen wird die LDL- Adsorption durch die Zugabe von PVPNO zum Serum
nicht einheitlich verdndert. Die LDL- Adsorption auf a- Quarzpgiz und o- Quarzre wird
ebenfalls reduziert. Die LDL- Adsorption auf o- Quarzgigma verstirkt sich durch PVPNO. Die
Ursache dieser Zunahme ist unbekannt. Die statistische Auswertung ergibt, dass die Adsorption
von LDL auf allen drei Quarzoberflichen durch die Anwesenheit von PVPNO nicht signifikant
reduziert wird (Wilkoxon-Test, p = 0,593). Die Reduktion der HDL- Adsorption durch PVPNO
ist knapp nicht signifikant (Wilkoxon-Test, p = 0,109). Es ist zu vermuten, dass bei gréeren
Fallzahlen eine signifikante Reduzierung der HDL- Adsorption durch PVPNO hitte

nachgewiesen werden konnen.

In Abb. 8 ist die Verdnderung der HDL- Adsorption in Gegenwart von PVPNO im Vergleich zur
HDL- Adsorption aus reinem Serum dargestellt. Das Gleiche stellt Abb. 9 fiir die Adsorption
von LDL dar.
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Abb. 8: HDL- Adsorption aus menschlichem Serum mit und ohne Zusatz von PVPNO an drei
verschiedene a- Quarze, ausgedriickt als Relation der am Mineralstaub adsorbierten HDL-
Cholesterolmasse zur HDL- Cholesterolmasse im zugegebenen Serum in Prozent. Mittelwerte und
Standardabweichungen aus jeweils drei Messungen. Die HDL- Cholesterolkonzentration im
Ausgangsserum lag an den verschiedenen Messtagen zwischen 54mg/dl und 64mg/dl.
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Abb. 9: LDL- Adsorption aus menschlichem Serum mit und ohne Zusatz von PVPNO an drei
verschiedene o- Quarze, ausgedriickt als Relation der am Mineralstaub adsorbierten LDL-
Cholesterolmasse zur LDL- Cholesterolmasse im zugegebenen Serum in Prozent. Mittelwerte und
Standardabweichungen aus jeweils drei Messungen. Die LDL- Cholesterolkonzentration im
Ausgangsserum lag an den verschiedenen Messtagen zwischen 94mg/dl und 110mg/dl.
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4. Diskussion

4.1. Methode der Oberflichenbestimmung mittels Nonadecansiureadsorption

Die Annahme, dass die verwendete langkettige Fettsdure eine monomolekulare Schicht auf der
Stauboberfldche bildet wird durch den ermittelten Platzbedarf pro Molekiil bestitigt. Dieser
betrdgt 0,192 +/- 0,009nm2 und liegt damit im Bereich der O,2nm2, die von verschiedenen
Autoren als Platzbedarf langkettiger Fettsduren in monomolekularen Schichten ermittelt wurden
[86-89]. Die Adsorptionsisotherme (vergleiche Abb.2) spricht mit ihrem Verlauf ebenfalls fiir
die Annahme, dass es sich bei der Adsorption der Nonadecansiure auf der Quarzsandoberflédche
um die Bildung einer monomolekularen Schicht handelt. Es findet sich eine gleichméfige
Adsorptionskurve ohne Spriinge, die die Bildung von bi- oder trimolekularen Schichten anzeigen
wiirden. Da es sich bei den verwendeten Eichsubstanzen um natiirlich vorkommende Sinde
handelt, kann man davon ausgehen, dass sie weitgehend frei von Mikroporen sind. Unter dieser
Bedingung erhdlt man mit der angewandten Methode der Nonadecansdure- Adsorption die
gleichen Werte fiir die spezifische Oberfliche, wie mit anderen Methoden, die die Oberfldche

von Mikroporen nicht vernachldssigen.

Sing [84] nennt grundsitzliche Schwierigkeiten, die bei der Bestimmung der spezifischen
Oberfliche mittels Adsorption aus einer fliissigen an eine feste Phase auftreten konnen. So sind
die meisten Kristalloberflichen heterogen und die entstehende Schicht des adsorbierten Stoffes
infolgedessen nicht gleichmifBig iiber die gesamte Oberfliche verteilt. Die Anordnung der
einzelnen Molekiile des Adsorbates auf der Oberfliche kann in Abhédngigkeit von der
Oberflachenstruktur von Stoff zu Stoff variieren. AuBBerdem kann der Einbau von Molekiilen des
Losungsmittels in die monomolekulare Schicht eine Fehlerquelle darstellen. Die genannten
Probleme gelten grundsitzlich auch fiir die in dieser Arbeit angewandte Methode. Allerdings ist
der Einbau von Molekiilen des Losungsmittels in die monomolekulare Fettsdureschicht aufgrund

der grofen Kettenldngen sehr unwahrscheinlich.

Die Bestimmung von Stauboberfldchen ist grundsétzlich mit relativ groBen Fehlern behaftet. Fiir
die Stickstoffadsorption, die in der weit verbreiteten BET- Methode zum Einsatz kommt, werden
Abweichungen von bis zu 30% zwischen der ermittelten und der tatsdchlichen Oberfliche

angenommen, die in Abhingigkeit von der strukturellen Beschaffenheit der untersuchten
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Oberflache auftreten konnen [84].

Die Methode der Nonadecansdureadsorption in der vorliegenden Untersuchung liefert
Oberflichenwerte mit Fehlern zwischen +/-5% und +/-19% (vergleiche Tab.1). Deren Ursache
konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht gekldrt werden. Vermutlich sind die einzelnen
verwendeten Stdube nicht ganz einheitlich in bezug auf den Mahlgrad der enthaltenen
Staubpartikel. Andere Ursachen kdnnten im Schiittelvorgang begriindet sein. Moglicherweise
kommt es stellenweise zu Staubverklumpungen wéhrend des Schiittelns, sodass nicht immer die

gesamte Stauboberfldche als Adsorptionsfliche zur Verfiigung steht.

AbschlieBend betrachtet handelt es sich bei der Methode der Nonadecansdureadsorption um eine
Alternative zu etablierten Oberflaichenbestimmungsmethoden, die dann sinnvoll angewendet
werden kann, wenn die Oberfliche von Poren mit einem Offnungsdurchmesser < 2,5nm

vernachléssigt werden soll.

4.2. Lipoproteinadsorption

Bei der Adsorption von Lipoproteinen aus bovinem Lipoproteinkonzentrat zeigt sich, dass in der
Gruppe der fibrogenen Mineralstidube mit 32-93% (bei 37°C) bzw. 40-95% (bei 22°C) der
vorhandenen Lipoproteine signifikant (p = 0,003) mehr adsorbiert wird, als in der Gruppe der
inerten Staube mit Werten von 18- 24% (bei 37°C) bzw. 17-28% (bei 22°C). Das verwendete

Konzentrat besteht in seinem Cholesterolanteil zu >90% aus HDL- Cholesterol.

Im néchsten Schritt wurde anstelle des Lipoproteinkonzentrates menschliches Serum verwendet.
Das Adsorptionsverhalten der Lipoproteindichteklassen HDL und LDL wurde dabei separat
untersucht. Die Adsorption von Lipoproteinen aus Serum wird, im Gegensatz zur Adsorption aus
Konzentrat, durch das Auftreten von Konkurrenz mit anderen potenziellen Adsorbaten
beeinflusst. So enthdlt Serum sehr viele Proteine, die ebenfalls auf der Stauboberfliche
adsorbieren konnen und dieses in Abhéngigkeit von Konzentration und Affinitit tun. Es ist
deshalb mdoglich, dass ein Staub, der groBe Mengen an Lipoproteinen aus einem
Lipoproteinkonzentrat adsorbiert, nahezu keine Lipoproteine aus Serum an seiner Oberfldche
bindet, wenn die gesamte Oberfliche von einem oder mehreren Adsorbaten mit hoherer Affinitét
und/ oder Konzentration besetzt wird. Die konkurrierenden Adsorbate kdnnen fiir die einzelnen
Mineralstdube unterschiedlich sein und somit auch das Ausmall der Beeinflussung des

Adsorptionsverhaltens der Stdube gegeniiber Lipoproteinen.
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In diesem Zusammenhang muss auch auf die Bedeutung der Proteine und Lipide des Surfactant
als potenziell konkurrierende Adsorbate hingewiesen werden. Inhalierte Staubpartikel kommen
im Alveolarraum mit diesem Fliissigkeitsfilm in Beriihrung und adsorbieren vermutlich
Surfactantbestandteile an ihrer Oberfliche. Ein Einfluss dieser Adsorption auf die Fibrogenitét
eines Staubes wird diskutiert [26]. Es erscheint deshalb interessant, auch den Einfluss von

Surfactant auf das Lipoproteinadsorptionsvermdgen von Mineralstduben zu untersuchen.

Das Phanomen der konkurrierenden Adsorption findet sich im Ergebnis der Adsorptionsversuche
aus humanem Serum. Widhrend bei der Adsorption aus Lipoproteinkonzentrat alle Stidube
Lipoproteine adsorbieren, zeigt die Adsorption von HDL aus menschlichem Serum eine
eindeutige, statistisch signifikante (p = 0,003) Verteilung in dem Sinne, dass alle inerten
Mineralstdube so gut wie kein HDL adsorbieren (0-3%), wihrend die fibrogenen Stiube
zwischen 6 und 40% des vorhandenen HDL binden. Hier fallt innerhalb der Gruppe der
fibrogenen Stdube auf, dass der als besonders stark fibrogen bekannte Quarzpgi> auch die
stairkste HDL- Adsorption zeigt, wahrend der als nur schwach fibrogen, teilweise sogar als inert

bezeichnete Talk [80,94] eine vergleichsweise geringe HDL- Adsorption von 6% aufweist.

Die Adsorption von LDL zeigt eine unregelmiflige Verteilung zwischen beiden untersuchten

Gruppen.

Die Zugabe von PVPNO, einem Hemmstoff der Silikoseentstehung zum Serum fiihrt bei sonst
gleichen Versuchsbedingungen zu einem Riickgang der HDL- Adsorption auf a- Quarz um 93%

fiir Quarzpqi2, 94% fiir Quarzreoo sowie 49% fiir Quarzgigma.

Demnach ist die durch PVPNO hemmbare, bevorzugte Adsorption von HDL eine gemeinsame

Eigenschaft der fibrogenen Mineralstiube, die sie von den inerten Mineralstduben unterscheidet.
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4.2.1. Die Bindung zwischen HDL und a- Quarz

Die Abildungen 10 und 11 zeigen die Adsorption von Lipoproteinen aus Lipoproteinkonzentrat

neben der Adsorption von HDL aus Serum.
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Abb. 10: Adsorption von Lipoproteinen aus Lipoproteinkonzentrat (>90% HDL- Cholesterol) an die
Oberfldche fibrogener und inerter Mineralstdube im Vergleich zur Adsorption von HDL aus Serum an
diese Oberflichen. Angegeben ist die jeweils adsorbierte Masse Cholesterol pro Quadratmeter
Stauboberfliche. Mittelwerte und Standardabweichungen aus jeweils drei Messungen. Die
Cholesterolkonzentration ~ betrug  im  Lipoproteinkonzentrat ~ 190+/-11mg/dl, die = HDL-
Cholesterolkonzentration im Serum betrug 59+/-5mg/dl.
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Abb. 11: Adsorption von Lipoproteinen aus Lipoproteinkonzentrat (>90% HDL- Cholesterol) an die
Oberfldche fibrogener und inerter Mineralstdube im Vergleich zur Adsorption von HDL aus Serum an
diese Oberflaichen. Angegeben ist jeweils die Relation der am Mineralstaub adsorbierten
Cholesterolmasse zur Cholesterolmasse in der Ausgangslosung in Prozent. Mittelwerte und
Standardabweichungen aus jeweils drei Messungen. Die Cholesterolkonzentration betrug im
Lipoproteinkonzentrat 190+/-11mg/dl, die HDL- Cholesterolkonzentration im Serum betrug 59+/-5mg/dl.

Da das Konzentrat nicht ausschlief3lich, sondern nur zu >90% aus HDL- Cholesterol besteht und
die Ausgangskonzentrationen in Serum und Konzentrat nicht identisch sind, lassen sich die
Absolutwerte nicht vergleichen. Vergleicht man jedoch die einzelnen Mineralstiube
untereinander, so fillt auf, dass die Differenz zwischen der Adsorption aus Konzentrat und der
aus Serum bei den drei a- Quarzen geringer ist, als bei den anderen Mineralstduben. Ursache der
Differenz sind zum einen die oben beschriebenen Konzentrationsunterschiede. Diese gelten
jedoch fiir alle Stdube in gleichem Mafle. Zum anderen ergibt sich die Differenz durch
konkurrierende Adsorbate, die im Serum, nicht jedoch im Konzentrat vorliegen. Die
unterschiedliche Abnahme des HDL- Adsorptionsvermdgens der einzelnen Stdube ist daher
vermutlich Ausdruck der unterschiedlich starken Konkurrenz durch Serumbestandteile. Die
geringe Differenz, die bei den o- Quarzen zu beobachten ist, spricht dafiir, dass
Serumbestandteile die HDL Adsorption auf den Quarzoberflichen in geringerem Male
beeinflussen, als die HDL- Adsorption auf den Oberflichen der anderen Mineralstdube. Dies

lasst auf eine vergleichsweise stabile Bindung zwischen der Quarzoberfliche und den HDL-
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Partikeln schlieBen. Auf die Frage, wie diese stabile Bindung aussehen konnte, und welche

Strukturen sich mdglicherweise daran beteiligen, soll im Folgenden eingegangen werden.

Der Proteinanteil der HDL setzt sich zusammen aus den Apolipoproteinen apoA-I, apoA-II,
apoA-1V, apoCI-III und apoE [95]. ApoA-I stellt den Hauptbestandteil dar und hat eine grof3e
Bedeutung fiir die Funktion der HDL durch seine Féhigkeit zur Lipidbindung [96] und seine
Cofaktorwirkung bei der Aktivierung des Enzyms Lecithin- Cholesterol- Acyltransferase

(LCAT) [40].

In den Sekundirstrukturen aller genannten Apoproteine des HDL treten charakteristischerweise
sogenannte amphipatische o- Helices auf [97]. Darunter versteht man eine besondere Form der
o- Helix, bei der eine Seite entlang der Léangsachse des Helixstranges von polaren Gruppen
gebildet wird, die gegeniiberliegende Seite von unpolaren Gruppen. Diese Strukturen bieten sich

an als Assoziationsstellen fiir Lipide.

Klimov et al. [98] untersuchten die Bindung von Cholesterol an apoA-I und apoE und kommen
zu dem Schluss, dass es eine Bindung iiber zwei verschiedene Strukturen gleichzeitig gibt. Diese
Zwei- Punkt- Bindung fiihrt zu einer groBBen Stabilitét. So kann die polare Hydroxylgruppe des
Cholesterolmolekiils an der Aminosdure Arginin im apoA-I bzw. apoE binden, indem eine
Wasserstoftbriickenbindung und/ oder Ionen- Dipol- Beziehung zwischen der Hydroxylgruppe
des Cholesterols einerseits und der positiv geladenen Guanidingruppe des Arginin andererseits
ausgebildet wird. Gleichzeitig kann die aliphatische Seitenkette des Cholesterolmolekiils in eine
hydrophobe Wechselwirkung mit einer neutralen Aminosdure treten und so die zweite
Bindungsstelle ausbilden. Klimov et al. [98] fanden ein hdufig wiederkehrendes Muster in den
Primérstrukturen von apoA-I und apoE, bei dem jeweils die dritte Aminosdureposition vor oder
nach Arginin durch eine Aminosdure mit hydrophobem Rest als moglichem Partner zur

Wechselwirkung mit der hydrophoben Seitenkette des Cholesterolmolekiils besetzt ist.

Nimmt man an, dass o- Quarz bei seiner Bindung an HDL dhnlich wie Cholesterol eine Bindung
iiber zwei Bindungsstellen eingehen kann, konnte dies eine Erkldrung fiir die Festigkeit der

Bindung sein.

o~ Quarz besitzt an seiner Oberflache Silanol (SiOH)- und ionisierte Silanolgruppen (SiO"), die
als mogliche Bindungspartner fiir Aminosduren der Apoproteine im HDL in Frage kommen.
Eine Bindung der sauren Silanolgruppe konnte als Wasserstoffbriickenbindung an die bei

physiologischem pH- Wert negativ geladene Carboxylgruppe (COO") der Aminosduren
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Asparaginsdure und Glutaminsdure erfolgen, wihrend als Bindungspartner der negativ geladenen
ionisierten Silanolgruppe (SiO7) die bei physiologischem pH- Wert positiv geladenen
Aminogruppen der Aminosduren Arginin und Lysin in Frage kommen. Hier konnte sich eine

Ionen- Ionen- Beziehung ausbilden (sieche Abb.12).

/

o]
—Si—0O -— ARG bzw. LYS
0
=S/ X =— Ionen- Ionen- Beziehung
\ ————— Wasserstoffbriickenbindung
0 X
—8i—OH ----- 0‘\
/0 /C — ASP bzw. GLU
Oberfliche des Si0, - a-Helix eines Apoproteins im
Kristalls HDL- Molekiil

Abb. 12: Hypothetisches Modell einer Zwei- Punkt- Bindung zwischen o- Quarz und
Apolipoproteinen des HDL

Von den geladenen Aminosduren Asparaginsdure, Glutamaminséure, Arginin und Lysin wird die
polare Seite der amphipatischen a- Helix gebildet [97]. Untersucht man die Primérstrukturen der
Apolipoproteine in bezug auf die vier genannten Aminoséuren, so fallt wie in den Tabellen 3 bis
9 dargestellt auf, dass dhnlich der von Klimov et al. [98] bemerkten festen Abstinde zwischen
bestimmten Aminosduren auch unter den als Quarzbindungspartner in Frage kommenden
Aminosduren hdufig eine Sequenz der Form Asparaginsdure (Glutaminsdure) — X — X— Arginin
(Lysin) auftritt. Das bedeutet, dass mdgliche Bindungspartner der Silanolgruppe (Asparaginsiure
und Glutaminsdure) in einem jeweils definierten Abstand, ndmlich an dritter Position vor oder
nach einem mdglichen Bindungspartner der ionisierten Silanolgruppe (Arginin oder Lysin)
anzutreffen sind. Besonders haufig erscheint diese Sequenz im apoA-I, das bei einer Gesamtzahl
von 243 Aminosduren 27 mal die spezifische Sequenz Asparaginsdure (Glutaminsdure) — X —
X— Arginin (Lysin) beinhaltet. Im apoA-II- Molekiil findet sich diese Sequenz unter 77
Aminosduren 5 mal, im apoA-IV unter 376 Aminosduren 27 mal, im apoE unter 299
Aminosduren 15 mal, im apoC-I unter 57 Aminoséduren 7 mal, im apoC-II unter 79 Aminosduren

4 mal, im apoC-III unter 79 Aminosduren 1 mal.
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Tab. 3: Spezifische Sequenzen der Form ASP(GLU) — X — X— ARG(LYS) im apoA-I- Molekiil und
ihre Position innerhalb der Aminoséuresequenz. (Die Sequenz wurde entnommen aus Mahley et al. [95]).
ASP = Asparaginsdure, GLU = Glutaminsdure, ARG = Arginin, LYS = Lysin.

Saure

Aminodure

ASP

ASP

ASP

ASP

GLU

GLU

GLU

GLU

GLU

ASP

GLU

GLU

GLU

GLU

GLU

GLU

ASP

ASP

ASP

GLU

GLU

GLU

GLU

GLU

GLU

GLU

Position im Protein

9-X-X-12

13-X-X-10

20-X-X-23

24 -X-X-27

62-X-X-59

80-X-X-77

80-X-X-83

85-X-X-88

91 -X-X-9%4

103 -X -X-106

110-X-X-107

113-X-X-116

120-X-X-123

128 -X-X-131

136 -X-X-133

146 - X - X - 149

150 -X-X-153

157-X-X-160

168§ -X-X-171

179 -X-X-182

191 - X -X - 188

198 - X -X-195

205 - X - X —-208

212-X-X-215

223 - X -X-226

235 -X-X-238

Basische

Aminosaure

LYS

ARG

LYS

ARG

LYS

LYS

ARG

LYS

LYS

LYS

LYS

ARG

ARG

ARG

LYS

ARG

ARG

ARG

ARG

LYS

ARG

LYS

LYS

ARG

LYS

LYS
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Tab. 4: Spezifische Sequenzen der Form ASP(GLU) — X — X— LYS im apoA-II- Molekiil und ihre
Position innerhalb der Aminosduresequenz. (Die Sequenz wurde entnommen aus Mahley et al. [95]). ASP

= Asparaginsdure, GLU = Glutaminsiure, LYS = Lysin.

Saure

Aminodure

ASP

GLU

GLU

GLU

GLU

Position im Protein

20-X-X-23

27-X-X-30

33-X-X-30

47-X - X - 44

43 -X - X -46

Basische

Aminosaure

LYS

LYS

LYS

LYS

LYS

Tab. 5: Spezifische Sequenzen der Form ASP(GLU) — X — X— ARG(LYS) im apoA-IV- Molekiil und
ihre Position innerhalb der Aminosiuresequenz. (Die Sequenz wurde entnommen aus Elshourbagy et al.
[91]). ASP = Asparaginsdure, GLU = Glutaminsiure, ARG = Arginin, LYS = Lysin.

Saure

Aminodure

GLU

ASP

GLU

ASP

GLU

GLU

GLU

GLU

GLU

ASP

ASP

ASP

GLU

ASP

GLU

ASP

Position im Protein

48 - X — X — 45

55-X-X-58

76 -X-X-173

T4 -X-X-=-T77

76 -X-X-79

80-X-X-77

81 -X-X-284

87T-X-X-84

87 -X-X-90

106 - X -X-103

106 - X - X -109

120-X-X-122

131 -X-X-134

164 - X -X-167

175 -X-X-178

186 - X -X —-189

Basische

Aminosdure

LYS

LYS

LYS

LYS

LYS

LYS

LYS

LYS

ARG

LYS

ARG

ARG

ARG

LYS

LYS

LYS
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GLU

GLU

GLU

GLU

GLU

GLU

GLU

GLU

GLU

GLU

GLU

197 - X -X -200

198 - X - X -201

227 -X-X-230

230 -X -X-233

241 - X — X — 244

225 -X-X-228

281 -X-X-284

282 -X-X-285

288 - X -X-285

302 - X -X-305

342 -X-X-339

ARG

ARG

LYS

LYS

ARG

ARG

ARG

ARG

ARG

ARG

LYS

Tab. 6: Spezifische Sequenzen der Form ASP(GLU) — X — X— ARG(LYS) im apoE- Molekiil und
ihre Position innerhalb der Aminosduresequenz. (Die Sequenz wurde entnommen aus Mahley et al. [95]).
ASP = Asparaginsdure, GLU = Glutaminsdure, ARG = Arginin, LYS = Lysin.

Saure

Aminosdure

ASP

ASP

GLU

GLU

GLU

ASP

ASP

GLU

GLU

ASP

GLU

ASP

GLU

ASP

Position im Protein

35-X-X-32

35-X-X-38

66 -X-X-69

87-X-X-90

131 -X-X-134

153 -X-X-150

154 -X-X-157

186 - X -X - 189

212-X-X-215

227 -X-X-224

231 -X-X-228

230 -X -X-233

245 -X -X 242

271 - X -X-274

Basische

Aminosdure

ARG

ARG

LYS

ARG

ARG

ARG

LYS

ARG

ARG

ARG

ARG

LYS

LYS

ARG

53



Diskussion

Tab.7: Spezifische Sequenzen der Form ASP(GLU) — X — X— LYS im apoC-I- Molekiil und ihre
Position innerhalb der Aminosduresequenz. (Die Sequenz wurde entnommen aus Mahley et al. [95]). ASP
= Asparaginsdure, GLU = Glutaminsiure, ARG = Arginin, LYS = Lysin.

Saure Basische
Aminosdure Position im Protein Aminosdure
GLU 13-X-X-10 LYS

ASP 20-X-X-23 ARG

GLU 24-X-X-21 LYS

GLU 33-X-X-30 LYS

GLU 40-X-X-37 LYS

GLU 51-X-X-48 LYS

GLU 51-X-X-54 LYS

Tab.8: Spezifische Sequenzen der Form ASP(GLU) — X — X— LYS im apoC-II- Molekiil und ihre
Position innerhalb der Aminosduresequenz. (Die Sequenz wurde entnommen aus Mahley et al. [95]). ASP
= Asparaginséure, GLU = Glutaminsdure, ARG = Arginin, LYS = Lysin.

Saure Basische
Aminosdure Position im Protein Aminosdure
GLU 27-X-X-30 LYS

GLU 47 -X-X-50 ARG

ASP 51-X-X—-48 LYS

GLU 79-X-X-76 LYS

Tab.9: Spezifische Sequenzen der Form ASP(GLU) — X — X— LYS im apoC-III- Molekiil und ihre
Position innerhalb der Aminosduresequenz. (Die Sequenz wurde entnommen aus Mabhley et al. [95]).
GLU = Glutaminséure, LYS = Lysin.

Saure Basische
Aminosdure Position im Protein Aminosdure
GLU 63— X -X-60 LYS

54



Diskussion

In einer a- Helix, wie sie die genannten Apoproteine als Sekundirstruktur aufweisen [97],
betrdgt die Ganghohe einer Windung 0,54nm bei 3,6 Aminosédureresten pro Windung [99]. Das
bedeutet, dass die potenziellen Quarzbindungsstellen der Sequenz Asparaginsiure
(Glutaminsdure) — X — X— Arginin (Lysin) in der Helix einen Hohenunterschied von 0,45nm

aufweisen und um 60° versetzt liegen.

Die Kristallstruktur von a-Quarz zeigt einen Aufbau aus liber Sauerstoff verkniipften SiOs-
Tetraedern, die in Richtung der kristallographischen a- Achse einen definierten Abstand von
0,491nm voneinander haben [100]. In diesem Abstand befinden sich demnach die funktionellen
Gruppen (SiOH und SiO") auf der Stauboberfliche. Andere fibrogene Modifikationen des
Siliziumdioxids, wie Cristobalit und Tridymit sowie die SiO4- Tetraeder im Talk und im Kaolin
zeigen entlang dieser kristallographischen Achse einen dhnlichen Abstand. Die Werte sind in
Tabelle 10 zusammengestellt. Sie liegen in einem engen Bereich von 0,51 +/- 0,02nm. Der
Tabelle ist auch zu entnehmen, dass die Abstinde entlang der kristallographischen a- Achse fiir
die nur gering fibrogenen Kristallmodifikationen des Siliziumdioxids Coesit und Stishovit [1]

nicht in diesem Bereich zu finden sind.

Tab. 10: Abstéinde der SiO4- Tetraeder entlang der kristallographischen a- Achse in den Kristallgittern
verschiedener Minerale. Entnommen aus Strunz, Mineralogische Tabellen [100].

Mineral a [nm]
a- Quarz (Si0,) 0,491
a~Cristobalit (SiO,) 0,497
B-Tridymit (SiO,) 0,503
Kaolin(Al4[(OH)g,Si4O10]) 0,514
Talk (Mg;[(OH)y/ Si4010]) 0,527
Coesit (Si0,) 0,723
Stishovit (Si0,) 0,418

Der Abstand zwischen den funktionellen Gruppen auf der Oberfliche der genannten fibrogenen
Mineralstaube (0,51 +/- 0,02nm) sowie der Abstand zwischen ihren mdglichen Bindungspartnern
in der a- Helix der Apoproteine (0,45nm) liegen so dicht beieinander, dass man vermuten kann,
dass es zu epitaktischen Phanomenen kommt. Die Aminosdurereste von Arginin und Lysin sind
lang und flexibel [99] und sollten in der Lage sein, die Streckendifferenz und die Rotation um

60° auszugleichen.
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4.2.2. Mogliche Bedeutung der HDL- Adsorption fiir die Fibroseentstehung

Die untersuchten fibrogenen Mineralstiube adsorbieren signifikant mehr HDL, als die

untersuchten inerten Stdube. Die HDL- Adsorption kann durch PVPNO gehemmt werden.

Ein moglicher pathogenetischer Zusammenhang von HDL- Adsorption und Fibrogenitét eines
Staubes wurde bisher nicht untersucht. Im Folgenden werden Ideen und moégliche neue
Erklarungsansétze fiir bisher nicht erkldrbare Phinomene der Silikoseforschung aufgezeigt, die
sich aus einem moglichen pathogenetischen Zusammenhang ergeben konnten. Es handelt sich
um Anregungen, die im Rahmen entsprechender experimenteller Untersuchungen iiberpriift

werden sollten.

Die Aufnahme von oxidativ modifiziertem LDL durch Makrophagen ist ein Faktor in der
Pathogenese der Arteriosklerose [101]. Die Mdglichkeiten zur Aufnahme von LDL durch
Makrophagen sind bekannt. Dagegen ist nicht sicher geklirt, ob Makrophagen auch in der Lage
sind, HDL- Partikel aufzunehmen. Der vor einigen Jahren entdeckte HDL bindende Scavenger-
Rezeptor SR- BI bewirkt nicht die Aufnahme des gesamten HDL- Partikels in die Zelle, sondern
vermittelt Cholesterolaustauschvorginge iiber die Zellmembran [47,102]. Der fiir die
Internalisierung von oxidativ modifiziertem LDL verantwortliche Scavenger- Rezeptor ist nicht
in der Lage, natives HDL zu binden [103]. Mit Kupferionen oxidiertes HDL kann dagegen nach
La Ville et al. [103] tiber den Scavenger- Rezeptor aufgenommen werden, wihrend dies nach

den Ergebnissen von Parthasarathy et al. [50] nicht moglich ist.

Die Adsorption von HDL an der Oberfliche von Staubpartikeln stellt eine Moglichkeit dar, wie
HDL- Partikel von Makrophagen aufgenommen werden konnten. Die mit HDL beladenen
Staubpartikel kdnnten als Ubertriiger fungieren, indem HDL im Rahmen der Partikelphagozytose
rezeptorunabhéngig in die Makrophagen gelangen konnte. Moglicherweise sind auf diese Weise
internalisierte HDL- Partikel die Ausloser der Freisetzung fibrogener Mediatoren durch

Makrophagen, wie sie im Rahmen der Pathogenese der Silikose beobachtet werden kann [20].

Die Tatsache, dass die Zugabe des Polymers PVPNO zum Serum eine Hemmung der HDL-
Adsorption bewirkt, spricht fiir die Vorstellung, dass adsorbiertes HDL die Fibrogenitit eines
Mineralstaubs beeinflusst. PVPNO ist ein starker Protonenakzeptor und in der Lage mit
Silanolgruppen der Quarzoberfliche Wasserstoftbriickenbindungen einzugehen [29]. Das
Polymer kann die Entstehung einer Silikose verhindern [28]. Unter Einbeziehung der

vorangegangenen Uberlegungen lisst sich die Wirkung des PVPNO folgendermafen erkliren.
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Durch die Besetzung der Silanolgruppen konnte PVPNO die Ausbildung einer stabilen Zwei-
Punkt- Bindung zwischen der Quarzoberfliche und HDL verhindern, da eine der beiden
benoétigten Bindungsstellen, die Silanolgruppe, nicht mehr fiir HDL zur Verfligung steht. Andere
potenzielle Adsorbate wiren nun in der Lage, weniger fest gebundenes HDL von der
Quarzoberfliche zu verdringen. Damit konnten die eigentlich fibrogenen Stdube nicht mehr als

HDL- Ubertréiger wirksam werden, wodurch sie ihre Fibrogenitit verloren.

Neben PVPNO ist auch das dreifach positiv geladene Aluminiumion (AI’") in der Lage, die
fibrogene Aktivitit von Quarz zu inhibieren [104]. Al’" bindet vermutlich an die ionisierte
Silanolgruppe (SiO") auf der Quarzoberfliche [104]. Auch durch die Bindung von AI’" wire
demnach die Ausbildung einer stabilen Zwei- Punkt- Bindung zwischen Quarz und HDL nicht
mehr moglich. Wie im Falle des PVPNO wiirde dadurch die angenommene HDL-

Ubertrigerfunktion von Quarz gestdrt und die Fibrogenitiit von Quarz inhibiert.

Die Vorstellung einer besonders stabilen Bindung zwischen Quarz und den Apolipoproteinen im
HDL durch die Bindung iiber zwei verschiedene Bindungsstellen liefert somit eine neue
Erkliarung fiir die Tatsache, dass zwei an unterschiedlichen Strukturen angreifende Substanzen
(PVPNO und AI’") dieselbe Wirkung, nimlich die Verhinderung der durch Quarz ausgelosten

fibrotischen Reaktion, erzielen.

Die vorgeschlagene stabile Zwei- Punkt- Bindung konnte ebenfalls erkldren, weshalb
Siliziumdioxid in seiner amorphen Struktur eine nur sehr geringe fibrogene Wirkung aufweist
[105,106]. Erst die kristalline Struktur ermoéglicht das Auftreten eines geometrisch festen
Musters an Silanol- (SiOH) und ionisierten Silanolgruppen (SiO"), die als Bindungsstellen fiir
die ebenfalls in festen Abstinden vorkommenden Aminosduren im Apoprotein zur Verfiigung
stehen. Im amorphen Siliziumdioxid sind die Abstinde zwischen den einzelnen Siliziumatomen
nicht durch ein Kristallgitter definiert. Dies bedeutet, dass definierte Abstinde zwischen
funktionellen Gruppen, die mit den entsprechenden Aminosduren zur Ausbildung von Zwei-

Punkt- Bindungen fiithren konnten, nur zuféllig und damit sehr viel seltener auftreten.

Untersuchungen [20] ergaben, dass Quarz stark zytotoxisch auf humane Alveolarmakrophagen
wirkt, wenn ein serumfreies Kulturmedium verwendet wird. Werden dem Kulturmedium jedoch
10% Rinderserum zugesetzt, so verschwindet der zytotoxische Effekt und es kommt zur
Stimulation der Makrophagen mit der Freisetzung verschiedener Zytokine. Auch fiir dieses
Phidnomen kann die HDL- Adsorption auf der Quarzoberfliche eine Erkldrung liefern. Im

serumfreien Medium kommen die zytotoxischen Gruppen der Quarzoberflache (SiOH und SiO")
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in direkten Kontakt mit den Makrophagen und konnen dort ihre zytotoxische Wirkung entfalten.
Durch Zugabe des Serums werden diese funktionellen Gruppen durch HDL- Adsorption
maskiert, die zytotoxische Wirkung des Quarzes wird aufgehoben. Dagegen wiirde erst durch die
HDL- Bindung ein =zellstimulierender Effekt auftreten, indem Quarz im Rahmen der
Phagozytose HDL in die Makrophagen {tbertrdgt und diese moglicherweise dadurch zur
Zytokinproduktion anregt.

Die durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit entstandene Vorstellung, dass die Adsorption
von HDL einen Faktor in der mineralstaubinduzierten Fibroseentstehung darstellen konnte, sollte
in geeigneten Experimente ndher untersucht werden. Moglicherweise liesse sie sich auf
fibrogene Feststoffe generell ausweiten und bliebe nicht auf Stdube beschrinkt. Darauf deutet
hin, dass HDL auch als bevorzugtes Adsorbat auf diversen Kunststoffen ausgemacht wurde
[60,61,93,107,108]. Implantiert man im Tierversuch Scheiben oder Folien aus polymeren
Kunststoffen, so reagiert das umliegende Gewebe mit der Bildung einer fibrosen Kapsel [109].
Die Implantatoberfliche wird dabei zu einem Grofiteil von Makrophagen bedeckt [109]. Man
kann vermuten, dass HDL auf der Implantatoberfliche adsorbiert wird und von den dort
befindlichen Makrophagen im Rahmen vergeblicher Phagozytoseversuche aufgenommen werden
konnte. So konnten die internalisierten HDL- Partikel wiederum als Ausléser von

Zytokinproduktion und lokaler Fibrose fungieren.

Bezugnehmend auf die in der Einleitung genannten Ziele der Arbeit, lassen sich folgende

Feststellungen treffen:

e Die bevorzugte HDL Adsorption stellt eine gemeinsame FEigenschaft fibrogener

Mineralstidube dar, die sie von inerten Mineralstduben unterscheidet.

e Das Adsorptionsverhalten der Lipoproteindichteklassen HDL und LDL auf Mineralstduben
unterscheidet sich in dem Sinne, dass nur HDL eine deutliche, statistisch signifikante
Verteilung zwischen inerten und fibrogenen Mineralstduben zeigt, wihrend die Adsorption

von LDL nicht mit der Fibrogenitét eines Staubes korreliert.

e Das Polymer PVPNO verringert die Adsorption von HDL auf a- Quarz erheblich.
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5. Zusammenfassung

Einige Mineralstdube (z.B. Quarz) wirken nach Inhalation fibrogen wihrend sich andere (z.B.
Titandioxid) unter gleichen Bedingungen inert verhalten. Der Entstehungsmechanismus der
mineralstaubinduzierten Fibrose und die Ursachen des unterschiedlichen Verhaltens
verschiedener Stiube sind bisher nicht restlos geklért. In der vorliegenden Arbeit wurde
untersucht, ob die bevorzugte Adsorption von Lipoproteinen eine gemeinsame Eigenschaft der

fibrogenen Mineralstdube darstellt, die sie von inerten Mineralstduben unterscheidet.

Es wurden Adsorptionsversuche mit menschlichem Serum und bovinem Lipoproteinkonzentrat
durchgefiihrt. Zur Oberfldchenbestimmung der Stdube wurde ein Verfahren entwickelt, welches
die Oberfliche von Mikroporen unberiicksichtigt ldsst, da Lipoproteine aufgrund ihres
Teilchendurchmessers nicht in die Mikroporen der Stauboberfldchen eindringen konnen. Dieses
neue Verfahren basiert auf der Adsorption von Nonadecansdure aus dem stark hydrophoben
Losungsmittel n-Hexadecan und ermoglicht es, unterschiedlich stark porige Stiube miteinander

zu vergleichen.

Es konnte gezeigt werden, dass alle sieben untersuchten fibrogenen Stiube signifikant mehr
High density lipoproteins (HDL) adsorbieren, als die fiinf untersuchten inerten Stdube. Dieses
unterschiedliche Verhalten wurde in Gegenwart konkurrierender Adsorbate (Serumproteine)
besonders deutlich. Desweiteren konnte gezeigt werden, dass das als Silikoseschutzstoff
bekannte Polymer Polyvinylpyridin-N-oxid (PVPNO) die HDL- Adsorption auf

Quarzstauboberflichen hemmt.

Die Adsorption von Low density lipoproteins (LDL) zeigte eine unregelmédssige Verteilung

zwischen beiden Mineralstaubgruppen.

Die bevorzugte Adsorption von HDL stellt somit eine gemeinsame Eigenschaft der untersuchten
fibrogenen Mineralstdube dar, die sie signifikant von den untersuchten inerten Mineralstduben

unterscheidet.
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