KiK 4172
EUR 10846 DE

Februar 1987

Zum biologischen Verhalten

| von Uran-Plutonium-
Mischoxidaerosolen:
inhalationsversuche mit Ratten
und in vitro-Studien mit
Alveolarmakrophagen

H.-L. Miiller, E. Drosselmeyer, G. Hotz, A. Seidel
Institut fiir Genetik und fiir Toxikologie von Spaltstoffen

H. Thiele, S. Pickering, I. L. Ray
Europdisches Institut fiir Transurane Karlsruhe

Kernforschungszentrum Karisruhe







KERNFORSCHUNGSZENTRUM KARLSRUHE

Institut fiir Genetik und flir Toxikologie von Spaltstoffen

KfK 4172

EUR 10846 DE

ZUM BIOLOGISCHEN VERHALTEN VON URAN-PLUTONIUM-
MISCHOXIDAEROSOLEN: INHALATIONSVERSUCHE MIT RATTEN
UND IN VITRO-STUDIEN MIT ALVEOLARMAKROPHAGEN

H.-L. Miller

E. Drosselmeyer, G. Hotz, A. Seidel

H. Thiele(*), S. Pickering (*), I.L. Ray (%*)

(*) Kommission der Europdischen Gemeinschaften
Gemeinsame Forschungsstelle
Forschungsanstalt Karlsruhe

Europédisches Insgtitut flir Transurane
Karlsruhe, Bundesrepublik Deutschland

Dieser Bericht ist die erweiterte Fassung einer
Digssertation, genehmigt von der Fakultdt flir Bio-
und Geowissenschaften der Universitdt Karlsruhe

Kernforschungszentrum Karlsruhe GmbH, Karlsruhe



Als Manuskript vervielfaltigt
Fur diesen Bericht behalten wir uns alle Rechte vor

Kernforschungszentrum Karlsruhe GmbH
Postfach 3640, 7500 Karlsruhe 1

ISSN 0303-4003




Studies on the biological behaviour of Uranium=-Plutonium mixed
oxide aerosols: Inhalation experiments with rats and in vitro
studies with alveolar macrophages

Abstract

The retention of spherical and of irregularly shaped (U,Pu) mixed
oxides in rat lung was analyzed after inhalation and intratrache-
al instillation. Their biological behaviour was relatively inde-
pendent of particle shape and application route with only a few
percent of radioactivity being transferred to other organs. in
vivo and in vitro uptake and intracellular distribution in rat
and bovine alveolar macrophages were analyzed as dependent on va-
rious parameters. In addition, detailed electron microscopic stu-
dies were performed demonstrating particles within membrane 1imi-
ted vacuoles as well as lying free in the cytoplasm. Under in
vitro conditions the uptake process was finished after a few hours.
After differential centrifugation of lung or macrophage homoge-
nates the particles sedimented in the first (1000 g) fraction.

Zusammenfassung

Der EinfluB der Partikelform auf das biologische Verhalten von
(U,Pu)~Mischoxidpartikeln nach Inhalation oder nach intratrache-
aler Instillation wurde vergleichend untersucht. Das biologische
Verhalten der Teilchen in der Rattenlunge war weitgehend unab-
hangig von der Teilchenform und der Applikationsart. Die Trans-
lTokation von Radioaktivitdt in andere Organe war minimal. Die
Aufnahme und intrazelluldre Verteilung der Partikel in Ratten-
makrophagen in vivo sowie in Rinderalveolarmakrophagen in vitro
wurde in Abhdngigkeit von verschiedenen Parametern untersucht und
elektronenmikroskopisch charakterisiert; die Partikel wurden
teils frei im Cytoplasma, teils in Phago(~-lyso-)somen nachgewie-
sen. Unter in vitro-Bedingungen war die Partikelaufnahme durch
Rinderalveolarmakrophagen innerhalb weniger Stunden abgeschlos-
sen. Nach differentieller Zentrifugation von Lungen- und Makro-
Phagenhomogenaten sedimentierten die Partikel lberwiegend in der
ersten (1000 g) Fraktion.
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Liste der Abkiirzungen |

Subzellulédre Fraktionen

BG

N

E
ML

S
Enzyme
AP

AS

GDH
LDH

NAG
5'-N
SP

Sonstige
AMAD

BSA
BSS
GMD
HM
IAD
NCS
SEM
STEM

Bindegewebe der Lunge

Kernfraktion: mit Zellkernen, Zellbruchstiicken und

ganzen Zellen

Uberstand der N-Fraktion
Mitochondrien-Lysosomen—Fraktion

Uberstand der ML-Fraktion

Mikrosomale Fraktion: mit Peroxisomen,
Endoplasmatischem Reticulum und Plasmamembran-
Bruchstiicken

Uberstand der P-Fraktion

Alkalische Phosphodiesterase
Arylsulfatase A,B
Glutamatdehydrogenase
Laktatdehydrogenase
N-Acetyl-fA-Glucosaminidase

5'-Nucleotidase

Saure Phosphatase
Medianer aerodynamischer Durchmesser ("Activity Median
Aerodynamic Diameter")
Rinderserumalbumin
"balanced salt solution" (siehe Material und Methoden)
Mittlerer geometrischer Durchmesser
Homogenisationsmedium

Initiale alveoldre Dosis

"newborn calf serum”
Scanning Electron Microscopy

Scanning Transmissions Electron Microscopy



1. EINLEITUNG

Bei der Fertigung von Uran—-Plutonium—Mischoxid kU,Pu)04 -
Brennstoffen zur Verwendung in Schnellen Brutreaktoren besteht
das Risiko einer wunfallbedingten Freisetzung entsprechender
Stdube in die Umgebungsluft am Arbeitsplatz. Die Inkorporation
solcher St#dube erfolgt fast ausschlieBlich durch Inhalation. Die
Inhalation dieser Stdube kann, wie dies vor allem mit PuOz in
Tierversuchen gezeigt wurde (Muggenburg et al., 1982; Sanders,
1977), auch mit (U,Pu)0z (Mewhinney et al., 1983; Mewhinney et
al., 1984) Lungenfibrosen und zu spéaten Zeiten Lungentumoren
selbst bei niedrigen inhalierten Dosen hervorrufen. Die
potentielle Gefahrdung der Lunge oder der anderen Korperorgane
wird wesentlich vom Loslichkeitsverhalten des inhalierten
Materials beeinfluBt. Wahrend iiberwiegend unlésliches Material
langsam aus der Lunge ausgeschieden wird und damit wegen der
langen Verweilzeiten das Risiko fiir dieses Organ erhoht ist,
kénnen Verbindungen mittlerer Loslichkeit, zum Beispiel Pu(NOa)a,
von der Lunge ins Blut iibertreten und sekundar fir lange Zeiten
in der Leber und besonders im Skelett abgelagert werden und sind
so in der Lage, dort Schéden zu verursachen. Neben der Inhalation
kénnen Transuranverbindungen auch in geringer Menge durch offene
Wunden inkorporiert werden. Diese Aufnahme in den Korper lagt
sich experimentell durch intramuskulédre und intrévenése

Injektionen simulieren.

Das Verhalten industrieller und im Labor erzeugter reiner
PuOz-Stdube wurde in der Vergangenheit sehr ausgiebig untersucht
(Lundgren et al., 1983; Mewhinney et al., 1976; Morgan et al.,
1983; Priest und Haines, 1982; Smith et al., 1977; Stather et

al., 1979). Gute Ubersichten iiber das biologische Verhalten von




PuOz und anderen Pu-Verbindungen ¢geben Bair et al. (1973) und
Nenot und Stather (1979). Studien zum biologischen Verhalten von
industriell erzeugten Mischoxiden wurden jedoch bisher nur von
zwei Arbeitsgruppen durchgefithrt: am '"Inhalation Toxicology
Research Institute" in Albugquerque, USA (Mewhinney et al., 1981lb;
Mewhinney et al., 1983; Stanley et al., 1982) und vom "National
Radiological Protection Board" in Harwell, England (James et al.,
1978; Stather et al., 1978). Stather et al. (1979) fanden eine
schnelle Translokation wvon maximal 1% Pu ins Blut innerhalb der
ersten Tage, die sie auf die Anwesenheit von Partikeln < 1 nm
entsprechend Cooper et al. (1978) wund Cooper et al. (1979)
zuriickfiihren. Zu spéteren Zeiten wurde eine zweite, langsamere
Translokationsphase beobachtet, die hauptsédchlich auf
Fragmentation und Auflosung von Partikeln in den alveoléaren
Regionen der Lunge beruhte. Insgesamt wurde sehr wenig Pu und Am
translokiert. Wahrend von Stather et al. (1979) kein
nennenswerter Unterschied in der Retention und Translokation von
Pu und Am beobachtet wurden, berichten Mewhinney et al. (1981b)

von einer geringfiigig hoheren Loslichkeit fiir Am in der Lunge,

Vor einer Verallgemeinerung der erwahnten Befunde schien es uns
geboten, auch Untersuchungen mit Mischoxiden aus
mitteleuropdischen Anlagen durchzufithren und diese auf das
Verhalten unterschiedlicher Partikelformen und Applikationsarten
zu erweitern. Neben irreguldren Partikeln, die den industriell
erzeugten Mischoxiden entsprechen, wurden kiinstlich hergestellte
spharische Partikel, die in vielerlei Hinsicht leichter
handhabbar waren, in den Versuchen verwendet. Die Technik der
intratrachealen Instillation filhrt im Vergleich zur Inhalation zu

einer ungleichmaBigeren Verteilung der Partikel in der Lunge




(Brain et al., 1976; Pritcﬁard et al., 1985), wobei die
Deposition durch Umgehung des "nasopharyngealen Filters" (siehe
ICRP-Lungenmodell; TGLD, 1966) wesentlich erhoht, die
Lungenclearance in denm ersten 48 Stunden wegen der weitaus
geringeren Partikeldeposition in den mucociliédren Lungenbereichen
wesentlich geringer ist (Brain und Valberg, 1979; Watson et al.,
1969). In bezug auf die alveoldren Vorgdange wird ein prinzipiell
gleiches Verhalten der Partikel nach 1Instillation wund nach
Inhalation postuliert, weshalb die experimentell aufwendige
Inhalation durch die sehr viel weniger Aufwand erfordernde
Instillation ersetzt werden kann. Die Giltigkeit dieser Annahme
wurde auch in der vorliegenden Arbeit fiir (U,Pu)-Mischoxide

untersucht.

Diese Studien stellen einen notwendigen und praktisch wichtigen
Aspekt unserer Arbeit dar, deren Schwerpunkt aber im Gegensatz zu
den meisten bisherigen Untersuchungen mit inhalierten Actiniden
auf der Analyse der zelluldren Aspekte des Verhaltens der
(U,Pu)Oz-Partikel in der Lunge liegen sollte. Grundsatzlich
konnten wir davon ausgehen, daB diese Partikel ebenso wie viele
andere von Alveolarmakrophagen aufgenommen werden. Die
Aufnahmekinetik von (U,Pu)0Oz-Partikeln durch Alveolarmakrophagen
in der Lunge kann beispielsweise nach bronchoalveoldrer Lavage im
AnschluB an die intratracheale Instillation durch Autoradiografie
von Zellausstrichen bestimmt (Sanders, 1969) und mit der
Partikelaufnahme durch Alveolarmakrophagen in vitro verglichen
werden. Mit der Technik der bronchoalveoléren Lavage lassen sich
Alveolarmakrophagen in uber 90%iger Reinheit ohne weitere

Anreicherungsschritte erhalten.




Nach der Inhalation von 23S Pu0Oz-Partikeln wurden diese
elektronenmikroskopisch oder autoradiografisch in
Alveolarmakrophagen (Bair et al., 1973; Sanders und Adee, 1968;
Sanders und Adee, 1970; Sanders et al., 1977) und nach
intraperitonealer Injektion in Peritonealmakrophagen (Adee et
al., 1968; Sanders, 1970) nachgewiesen. In Peritonealmakrophagen
waren die Partikel zu frithen Zeiten entweder in membranbegrenzten
Vesikeln (Sanders, 1970) oder in Vesikeln ohne erkennbare Membran
(Adee und Laidler, 1973), in Alveolarmakrophagen anfangs
ebenfalls in membranbegrenzten Vesikeln (Phagosomen), nach
7 Tagen in elektronendichten Vesikeln (Sanders und Adee, 1970).
Daneben wurden PuOz-Partikel ebenso wie Latex-Partikel (0,1 und 1
pm Adamson und Bowden, 1981) zu frithen Zeiten in der Lunge auch
in Typ-I-Alveolarzellen beobachtet. Mindestens 80 bis 90% des
PuOz werden von Alveolarmakrophagen aufgenommen (Rhoads et al.,

1982).

Neben elektronenmikroskopischen Methoden bot es sich an, das
intrazellulare Verhalten der (U,Pu)0z2-Partikel mittels

biochemischer Verfahren zu analysieren. Voraussetzung hierzu ist

zundchst die Isolation und Identifigzierung der einzelnen
Zellorganellen, wofiir es fiir die Leber inzwischen bewéahrte
Methoden gibt, In diesem Organ wurde die lysosomale Bindung von
241 A und 239pqu mittels Dichtegradientenzentrifugation,
Trédgerfreier Elektrophorese und elektronenmikroskopischer
Autoradiografie nachgewiesen (Boocock et al., 1970; Gruner, 1978;

Siitterlin, 1982; Wiener, 1984; Seidel et al., 1985 ; Seidel et
al., 1986). Jung et al. (1985) zeigten die lysosomale Bindung von

239Pu auch mit isolierten Hepatocyten.




Grundsatzlich lagsen sich die fiir Lebergewebe benutzten
ZellaufschluB-~ und Trennmethoden auch fiir die Lunge anwenden
(Glick, 1982; Taya, 1986), Jjedoch ist es unméglich, die
erhaltenen Organellen einem bestimmten Zelltyp zuzuordnen. Diese
Schwierigkeit hofften wir durch Verwendung von Alveolarmakro-
phagen, die in guter Ausbeute durch bronchoalveolidre Lavage von
zahlreichen Tierarten und aus menschlicher Lunge erhalten werden,
umgehen Zu konnen. Aus einer einzelnen Rattenlunge wird
allerdings durch Lavage keine ausreichende Zellmasse erhalten, so
daB die Lavage der TLungen groBerer Tiere notwendig wird. Als
brauchbar hierfiir hat sich, wie bereits Desai und Richards (1983)
an Schafen zeigten, Schlachtvieh erwiesen, sofern mit der
Lungenlavage innerhalb von 2zwei Stunden nach dem Tod der Tiere
begonnen werden kann. Schweine sind nach unseren Erfahrungen
wegen "der bei der Schlachtung tiblichen Briithung der Tiere, wobei
bis zu 70°C heiBes Brithwasser in die Lunge eindringen kann, im
Gegensatz zu Rindern wenig geeignet. Wir haben uns daher
entschlossen, ein System mit postmortal gewonnenen

Rinderalveolarmakrophagen auszuarbeiten.

Isolierte Alveolarmakrophagen konnen léngere Zeit in Kultur
genommen und mit (U,Pu)0z2 inkubiert werden. In der Lunge
allgegenwédrtige biologisch aktive Substanzen wie Serum— und
Surfaktantkomponenten, die den PhagocytoseprozeB beeinflussen
konnen, lassen sich in bezug auf ihre Wirkungsweise in diesen
Kulturen einzeln und unabhéngig voneinander untersuchen. Auch die
mogliche Freisetzung von Enzymen wiéhrend der Phagocytose (z.B.
Davies, 1980) ist in den Zellkulturiiberstdnden wesentlich

einfacher nachzuweisen als in der Lunge.




Grundsatzlich sind 2zwei Methoden der Kultivierung von Alveolar-
makrophagen mdglich. Nach der Auswaschung aus der Lunge konnen
sie entweder nach der Adsorption an geeignete KulturgefaB3-
oberfléachen als Monoclayer—-Kulturen oder durch Suspension in einem

geeigneten Kulturmedium als Suspensionskulturen angelegt werden.

Die Monolayer—~Kultur ist die gebrauchlichere. Sie hat die
Vorteile, daB adsorbierte Zellen hohere und zeitlich weitaus
léngere Uberlebensraten besitzen (Hunninghake et al., 1980), und

dal die Zellen nach der Festsetzung eine Differenzierung in

funktionell unterschiedliche obere und untere Zelloberflachen

infolge Polarisierung =zeigen (Silverstein et al., 1977); diese
Differenzierung ist auch filr Alveolarmakrophagen in vivo
wahrscheinlich. Die Phagocytoserate kann im Vergleich zur
Suspensionskultur vierfach hoher sein (Hunninghake et al., 1980).

Die Suspensionskultur bietet die Vorteile, daB groBe Zellzahlen
auf kleinem Raum inkubiert werden konnen und durch die stédndige
Bewegung der Kulturen eine homogene Verteilung partikularen
Materials erzielbar ist. Das Schiitteln hat aber wahrscheinlich in
Analogie zZu Beobachtungen an Monolayer-Kulturen (Hart und
Pittman, 1980) eine verringerte Phagocytoseaktivitdat zur Folge
und kann sich  ungiinstig auf die Uberlebensrate der Zellen

auswirken.

Zur Homogenisation und differentiellen Zentrifugation von
Rattenlunge wund Rinderalveolarmakrophagen wurden die fir die
Leber (Siitterlin, 1982) modifizierten Methoden von de Duve et al.
(19556) verwendet, wobei ein KompromiB zwischen der Freisetzung
von Organellen und deren Zerstorung wahrend der Homogenisation zu

schlieBen war (siehe Diskussion).




Die Verwendung der Tréagerfreien Elektrophorese zur Auftrennung
von Organellen war wegen der hohen nahezu irreversiblen
Adsorption frejer (U,Pu)OZ—Partike1 an Glas nicht ratsam,

wogegen die in wunserem Institut fir Organelltrennungen nach
Deposition 16slicher Pu-Verbindungen erfolgreich eingesetzte
Dichtegradientenzentrifugation ohne allzugroBe Radiovaktivitats-

verluste auch mit (U,Pu)0z erfolgreich war.

In Saccharose kénnen die Lysosomen von den Mitochondrien nur nach
Anderung ihrer Dichte, beispielsweise durch Einlagerung von
Triton WR 1339 (Gruner et al., 1981), abgetrennt werden. Mit
Metrizamid oder Nycodenz als Dichtemedium (Wattiaux et al., 1978;
Rickwood, 1983) kann eine solche Trennung nativer Lysosomen von
anderen Organellen mit Erfolg durchgefiihrt werden. Percoll und
Ficoll eignen sich andererseits besonders zum Auftrennen intakter

Zellen (Rickwood, 1984).

Biochemische Untersuchungen zur Ablagerung und zum Transport von
Transuranen in der Lunge gibt es im Gegensatz zur Leber nur sehr
wenige und auch nur fiir wultrafeine (Cooper et al., 1980;
Stradling et al., 1978) oder kolloidale Partikel (Gliick, 1982;
Taya, 1986). Fir uns bestand daher zundchst die Notwendigkeit,
die grundsédtzliche Eignung etablierter Methoden fiir Arbeiten mit

(U,Pu)0z iiberhaupt nachzupriifen.

Die Ziele der vorliegenden Arbeit koénnen somit folgendermalBen
formuliert werden:

1. Untersuchung des biologischen Verhaltens von lungengéngigen
(U,Pu)02~Stéduben in der Ratte in Abhdngigkeit von der

Partikelform, PartikelgroBe und von der Dosis. Vergleich von




Inhalation uﬁd intratrachealer Instillation. Vergleich der
Retention von (U,Pu)0z mit anderen Partikeln wie Coz04 und
Al203~1Inz20z.

2. Untersuchung der Aufnahme von (U,Pu)0Oz-Partikeln durch
Alveolarmakrophagen in vivo sowie der Moglichkeiten einer
therapeutischen Entfernung des inhalierten Materials aus der
Lunge durch bronchoalveoléare Lavage.

3. Untersuchung der (U,Pu)0Oz-Partikelaufnahme durch Alveolar-
makrophagen in vitro: Quantitative Erfassung der Einfliisse des
Inkubationsmediums sowie von Lungensurfaktant, Serum oder
Serumalbumin auf die Phagocytoserate. Begleitende
‘rasterelektronenmikroskopische Darstellung der Partikelaufnahme
in die Zelle,

4, Analytische subzelluléare Fraktionierung von nativen
Rattenlungen und Rinderalveolarmakrophagen mit dem Ziel der
Auftrennung einzelner Zellorganellen.

5. Untersuchungen zur intrazelluldren Ablagerung von (U,Pu)Oz-
Partikeln in der Rattenlunge und in Rinderalveolarmakrophagen
mittels Zentrifugation und Elektronenmikroskopie gekoppelt mit

encergiedispersiver Rontgenmikroanalyse.




2. MATERIAL UND METHODEN

2.1.Herstellung der Aerosole (Abkiirzungen siehe Liste)

2.1.1. (U,Pu)O2

2.1.1.1. Irreguldre Partikelform; AMAD: 1 ym

‘Eine (UgPu)(NO3)4-Lbsung, die aus der Wiederaufarbeitung von
Kernbrennstoffen stammte, wurde mit NH3 gesattigt. Die entstehen -
den Hydroxide wurden bei 900°C oder bei 650°C gegliiht. Das ent-
stehende Pulver wurde gepreft und die Pellets erneut bei 1650°¢C
gegliht. Die Pellets wurden vor Versuchsbeginn in einem Schiittel-
generator durch Vibration mit 50 Hz in einem siebartig durch-
bohrten Metallzylinder mit 5 cm Linge und mit 3 cm Durchmesser
zerkleinert. Darauf folgte eine Auftrennung nach PartikelgroBen.
Entweder wurden die Partikel in destilliertem Wasser suspen-
diert und die Suspension drei Tage lang ruhig stehen gelassen,
wonach der daraus resultierende Uberstand, der weniger als 1 %
des suspendierten Materials enthielt, weiterverwendet wurde,
oder die GroRenfraktionierung erfolgte in einem Inertial-

Spektrometer (V. Prodi, Lavoro i Ambiente, Bologna).

2.1.1.2. Irreguldre Partikelform; AMAD: O0.7pm und 1.5um
Die Herstellung entsprach 2.1.1.1.; zur Auftrennung nach

PartikelgroBen wurde ein Kaskaden-Impaktor ("Anderson Stack

Impactor") eingesetzt.

2.1.1.3. Sphdrische Partikel; AMAD: 0.9um
. Eine (U,Pu)(NOz)s—~Lbésung in Salpetersdure wurde 1in einem
De Vilbiss-Nebulisator (hergestellt bei LHG/Hagsfeld) vernebelt

und mit NHas gesdttigt. Die entstandenen Hydroxide wurden bei




300°C getrocknet wund bei 1150°C gegliiht. Die so gewonnenen
Oxidpartikel wurden im Kaskaden—Imﬁaktor groBenfraktioniert.

Die Herstellung samtlicher (U,Pu)-Mischoxide erfolgte im
Europdischen Institut fiir Transurane durch §S. Pickering und

S. Fourcaudot.

Die irreguléaren Mischoxide adsorbierten zZu einem nicht
unerheblichen Prozentsatz an vielen Oberfléachen, besonders stark
an Glas. Dies hatte teilweise sehr niedrige Radioaktivitéts—
ausbeuten zur Folge. Zur Entnahme von Aliquots wurde die
Stammsuspension gut geschiittelt und nach zehnmaligem Aufziehen
der Suspension in die Spritze das gewiinschte Volumen entnommen.
Die Verwendung von 0,9%iger NaCl-Lésung anstatt destilliertem
Wasser zur Suspendierung der Mischoxide fiithrte zu starken
Unterschieden im Radiocaktivitdtsgehalt einzelner Aliquots.

Das - Adéorptionsverhalten spharischer Mischoxide war deutlich
geringer. " Daraus resultierte eine gleichmédBigere
Radioaktivitdtsverteilung bei Entnahme mehrerer Aliquots aus der
gleichen Stammsuspension; Abweichungen 1lagen in der Regel

unterhalb 20%.

Das (U,Pu)0z setzte sich zusammen aus ungefadhr 80% UOz2 und 20%
PuOz. Uber 99% des im Mischoxid enthaltenen Urans war U-238. Das
im Mischoxid enthaltene Plutonium setzte sich folgendermaBen
zusammen (Werte in Gewichtsprozenten, gerundet): 0.07% Pu-238,
88.6% Pu-239, 10.3% Pu-240, 0.8% Pu-241 und 0.2% Pu-242. Wéhrend
der Anteil der Uranisotope an der Gesamt—Alpha-Radioaktivitat
vernachlédssigbar gering war, entfielen etwa 9% der Gesamt—-Alpha-
Radioaktivitat auf Pu-238, etwa 62% auf Pu-239 und etwa 26% auf
Pu-240. Am-241 hatte einen Anteil von etwa 3.5% an der Gesamt-

Alpha-Radioaktivitat.
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2.1.2. Co304

Monodisperses Co-57 markiertes Co0304 wurde bei der GSF in Miinchen
hergestellt (Kreyling und Ferron, 1984). Kobaltnitrat-Tropfen
wurden mittels eines "spinning top"-Aerosolgenerators vernebelt,
die Tropfen bei 800°C gegliiht und auf einem Filter gesammelt.
Zwei PartikelgroBen wurden fiir Inhalationsversuche verwendet:
eine Préaparation mit 1.7 pm und eine zweite mit 0.8 pm
geometrischem Durchmesser entsprechend 2.7 und 1.4 pm
aerodynamischem Durchmesser. Co-57 hat eine Halbwertzeit von 272
Tagen wund eine gut meBbare Gamma—-Linie bei 122 keV. Unmittelbar
vor den Inhalationsversuchen wurden die Filter in jeweils 10 ml
destilliertem Wasser mit 0,003% TWEEN 80 fiir finf Minuten
ultrabeschallt, um die Kobaltoxidpartikel zu suspendieren. Die

Vernebelung erfolgte im De Vilbiss—Nebulisator.

2.1.3. A1203—1n203

Zur Dotierung mit Indium wurden A1003—Pe11ets in eine

Inz (NOa)a-Loésung gelegt und anschlieBend getrocknet. Die
Kalzinierung erfolgte eine Stunde bei 100°C und zwei Stunden bei
500-600°cC, Die Pellets wurden vor Versuchsbeginn im
Schiittelgenerator =zerkleinert. Der so entstandene Staub zeigte
eine polydisperse log-Normalverteilung der Aerosole mit 4 pm AMAD

und einer unregelmédBigen Oberfléche.

Durch Neutronenaktivierung des Oxides mit thermischen Neutronen

im Forschungsreaktor TRIGA-HD II im Institut fiir Nuklearmedizin

am Deutschen Krebsforschungszentrum in Heidelberg entstand
In-114m, das eine Halbwertszeit von 49,5 Tagen und eine gut
meBbare Gamma-Linie von 192 keV hat. Durch Messung dieser

Gammalinie konnte der Alz20z-Inz203-~Gehalt der Proben berechnet

werden.




Fir die intratracheale Instillation wurde das Oxid vorher
neutronenaktiviert, widhrend die Inhalationsversuche mit inaktivem
Oxid dﬁrchgefﬁhrt wurden. Nach der Inhalation wurden die
getrockneten Rattenlungen und andere ausgewdhlte Organe
neutronenaktiviert und daraus der Oxidgehalt in den Organen

ermittelt.

Die Herstellung der Aluminiumoxide erfolgte durch die Ventron
GmbH, die Dotierung mit Indium im Europdischen Institut fiir

Transurane durch E. Drosselmeyer.

2.2.Versuche mit Ratten

2.2.1. Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten weibliche Albino-Ratten vom Stamm
Sprague-Dawley. Die Tiere waren bei Versuchsbeginn etwa acht
Wochen alt und wogen zwischen 180 und 240 Gramm. Als Nahrung
diente eine ALTROMINR-Standarddiét und Leitungswasser. Die Tiere

hatten zu allen Zeiten freien Zugang zu Futter und Wasser.

2.2.2. Intratracheale Instillation

0,4 ml Suspension wurden entsprechend 2.1.1.3. @8aus einem
SzintillationsgefdB mit einer. 1 ml-Luerspritze entnommen. Der
Stempel der Spritze wurde sodann auf 0,6 ml zuriickgezogen, damit
sich 2zwischen ihm und der Suspension ein Luftpolster ausbilden
konnte. Nach Jleichter Ather—-Narkose wurde je eine Ratte mit den
oberen Schneidezédhnen an einem Gummiband am oberen Ende eines um
etwa 30° gegen die Horizentale gekippten Operationstisches in
Dorsallage aufgehéngt. Die Zunge wurde mit einer stumpfen

Pinzette aus dem Rachenraum herausgezogen und eine um etwa 30°




abgebogene Stahlkaniile (0,8 x 120 mm), die an der Spitze

abgeschliffen und mit eipem Tropfen Zweikomponenten—-Lack
iberzogen war, in die Trachea eingefithrt. 0,4 ml Suspension
wurden dem Tier in der Inspirationsphase durch schnelles

Entleeren der Spritze in die Lunge instilliert. AnschlieBend
wurde das Tier eine Minute lang senkrecht mit dem Kopf nach oben
gehalten, wum zu verhindern, daB ein Teil der Flissigkeit vor

deren Resorption in der Lunge in den Rachenraum zuriicklief.

2.2.3. Intravenése und intramuskuldre Injektion

Intravendse Injektionen erfolgten in die Schwanzvene. Diese wurde
nach einem Léngsschnitt in die Schwanzhaut freiprédpariert. Mit
einer 1ml-Spritze wurden 0,25 ml (U,Pu)0Oz2-Suspension injiziert
und der Hautschnitt anschlieBend mit Histoacryl-Gewebekleber (B.

Braun Melsungen AG, Spangenberg) verschlossen.

Die intramuskulidren Injektionen erfolgten in den rechten
Oberschenkelmuskel. 0,1 ml {U,Pu)0z-Suspension wurde nach
vorheriger Desinfektion der Inféktionsstelle mit Ethanol etwa 0,5

cm tief in den Muskel injiziert.

2.2.4. Inhalationsversuche
Die Aufstellung der Inhalationsanlage erfolgte in einer

Handschukasten-Kette im Europdischen Institut fir Transurane.

Schema der Handschuhkasten-Kette:

I AEROSOL- IT INHALATIONS- IIT IV TIER-

GENERATOR KAMMER HANDHABUNG HALTUNG
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In den Handschuhkédsten (1170 x 870 x 770 mm) wurde ein von IV
nach I ansteigender Unterdruck gegeniiber der Caisson-Atmosphére
eingestellt.

Die einzelnen Handschuhkidsten waren durch beidseitig mit einem
abnehmbaren Deckel verschlossene Tunnelschleusen miteinander
verbunden. Mit der Wechselsacktechnik konnte Material in die

Kédsten I, III und IV ein— und ausgeschleust werden.

Handschuhkasten I diente der Handhabung der Aerosole und enthielt

den Aerosolgenerator, einen de Vilbiss-Nebulisator. Dieser war
iiber einen Schlauch mit dem oberen AnschluBstutzen der
Expositionskammer verbunden. Vor Versuchsbeginn wurde er mit
10 ml Aerosolsuspension gefiillt und im Falle der

Al203-In203-Versuche 3,5 Liter Luft pro Minute, im Falle der
Kobalt- und (U,Pu)0z-Versuche ein Liter Luft pro Minute
hindurchgeleitet.

Handschukasten II enthielt die beigder Fraunhofer-Gesellschaft in
Schmallenberg angefertigte Inhalationskammer, Diese war ein
quaderformiger Kasten mit der Lange 500 mm, der Hoéhe 650 mm und
der Tiefe 150 mm. An oberen und unteren Ende verlief iiber die
gesamte Kammerlédnge je ein Rohr aus Metall. Die Rohre waren mit
in regelmidBigen Abstdnden angebrachten Bohrungen versehen, durch
die die von auBen oben eintretende Luft mit den Aerosolen in die
Kammer iibertrat, diese vertikal durchstrémte und durch die
Bohrungen des unteren Rohres die Kammer wieder verlieB. FEine der
Seitenflédachen der Kammer war mit dreiBig kreisrunden Offnungen
mit 55 mm Duchmesser versehen, die mit O-Ringen aus Gummi

ausgestattet waren und in die die Inhalationsrodhren aus
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Plexiglas eingesetzt werden konnten. Bei Betrieb der Anlage
herrschte an jeder Expositionsoffnung innerhalb weniger Minuten
nach dem Einschalten der Pumpen eine homogene
Aerosolkonzentration und -groéBenverteilung (gemessen mit Al203,

AMAD: 4 pm. Drosselmeyer et al., 1986).

Das Schema I zeigt den Aufbau der Inhalationsanlage: iiber eine
elektrisch betriebene Kompressorpumpe (I) wurden bei den
Aluminium~Versuchen 8,5 Liter, bei den Kobalt- und
(U,Pu)0z-vVersuchen 10 Liter Luft pro Minute aus der Kammer
gepunmpt, diese wurde iber 2zwei Nuclepore-Filter (Durchmesser
5 cm, PorengroBe 0,2 pum) vorgefiltert, bevor sie iiber ein
Absolutfilter aus dem Handschukasten zur Pumpe geleitet wurde.
Die Nuclepore-Filter wurden nach jedem Versuch erneuert. Die
Féorderleistung der Pumpe wurde mittels eines DurchfluBmanometers
liberwacht und reguliert. Die Aerosole wurden im Nebulisator aus
wéssriger Suspension vernebelt und in die Kammer geblasen. Uber
eine mit einer Schlauchklemme versehene Zuleitung, die an eine
der Expositionséffnungen angeschlossen war, wurde ein
Kammerunterdruck von etwa 20 mm Wassersdule eingestellt. Der
Kammerunterdruck wurde mittels eines parallel zur Beliftung

angeschlossenen U-Rohr-Flissigkeitsmanometers gemessen.

Durch eine der Inhalationsréhren wurde ein Stahlrohr bis zur
vorderen O0ffnung gefihrt und durch dieses wiéhrend der
Versuchsdauer ein konstantes Luftvolumen von 0,1 Liter pro Minute
gesaugt; durch ein Zellulosenitratfilter (Porenweite: 0,2 pm)
Der ausgefilterte

wurden die abgesaugten Aerosole ausgefilterti.

Staub wurde gemessen und aus diesem Wert die Aerosolkonzentration

berechnet.




Die Inhalationsrdhren (225 x 65 mm) aus Plexiglas liefen vorn
konisch zu und waren an der Spitze mit einer Uffnung versehen,
durch die die Tiere gerade ihre Nase stecken konnten. Jede Rohre
war mit einem verschiebbaren, durch einen 0-Ring abgedichteten
Stempel versehen; dieser konnte mit einer Klemmschraube in jeder
Position arretiert werden. Dadurch wurden die Tiere wadhrend des

Versuches im vorderen Teil der Rohre gehalten.

Im Handschuhkasten IV befanden sich vier Makrolon-Tierkdfige.
Zwolf Tiere pro Versuch wurden im AnschluB an die Inhalation in
Vierergruppen auf drei Kafige verteilt. Fellkontaminations-
messungen wurden mit einer Alphasonde und mit einem modifizierten
Wischtest vorgenommen. Drei Tage nach Versuchsende lag die
Radioaktivitdat in den Wischtests und die Raumluftmessung unter der

Freigrenze, und die Tiere konnten aus dem Handschuhkasten ent-

nommen werden.

2.2.5, Bestimmung der Lungen— und Organretention

Je 2 Tiere wurden zu verschiedenen Zeiten nach Inhalation, je 1

bis 11 Tiere zZu verschiedenen Zeiten nach Instillation,
dthernarkotisiert, ausgeblutet und die Lunge mit Trachea, Leber,
Milz, rechte Niere wund linker Femur entnommen. Die Lungen der

Inhalationstiere wurden aufgeteilt in Trachea, linke Lunge und in
die vier morphoiogisch voneinander getrennten Lungenlappen der
rechten Lunge (Raabe et al.,1977). Die Tungen der intratracheal
instillierten Tiere wurden im Spektrometer Beckman Gamma 8000
gemessen (NaJ~Tl-Bohrloch-Kristall) wund danach fir die Messung
der Alpha-Aktivitdt in 4 etwa gleichgroBe Teile zerlegt und die

Teile einzeln gemessen. Leber, Milz, Niere und Femur wurden




ebenfalls komplett im Beckman Gamma 8000 gemessen; Milz, Niere
und Femur wurden danach in 2 etwa gleichgroBe Teile zerlegt. Aus
der Leber wurden 3 etwa 0,4 g schwere Stiicke entnommen und die
Alpha-Aktivitidt des Leberteilgewichts auf das Gesamtlebergewicht
hochgerechnet. Die MeBwerte fir die Niere wurden mit 2

multipliziert.

2.3.Bronchoalveoldre Lavage von Rattenlungen

Eine an der Spitze mit Zweikomponenten-Lack beschichtete gerade
Stahlkaniile (0,8 x 120 mm) wurde mit einer 20 ml-Spritze fest

verschraubt und pro lLavage 5 ml eiskalte 0,9% NaCl-Losung langsam

zehnmal nacheinander in die Lunge eines vorher ausgebluteten

Tieres eingefillt und in die Spritze zuriickgezogen. Diese

Prozedur wurde pro Tier drei- oder viermal ausgefiithrt. Die

ausgewaschenen Zellen wurden bei 250 g 5 Minuten abzentrifugiert

und anschlieBend gemessen. Rattenlungen wurden zu verschiedenen

Zeiten nach (U,Pu)0z -Instillation gewaschen.

2.4.Zellkulturen mit Rinderalveolarmakrophagen

2.4.1. Bronchoalveoldre Lavage von Rinderlungen

Rinderlungen von gesunden Tieren unterschiedlichen Alters und
Geschlechts wurden vom Stadtischen Schlachthof Karlsruhe bezogen
und innerhalb vbn 2 Stunden nach dem Tod des Tieres mit 10 bis 15
Litern 0,9% NaCl-Lésung gewaschen. Die Zellen wurden in einer
Beckman J2-2]1-B-Zentrifuge im Rotor JAlO bei 200 g fiir 10 Minuten
sedimentiert und einmal mit Salzlosung gewaschen. Die gewaschenen

Zellen wurden in 20 ml Medium resuspendiert und bis zum Ansetzen

der Kulturen auf Eis aufbewahrt. Die Zellzahl wurde mit einer




Neubauer-Zahlkammer ermittelt: 4x108 bis 10° Zellen konnten pro
Lunge ausgewaschen werden. Bei Vorhandensein von mehr als 10%
Erythrocyten wurden die Zelien nicht verwendet. Mehr als 85% der

Zellen nahmen kein Trypanblau auf.

Fir die differentielle Cytologie wurden Ausstriche der
Zellpréparationen hergestellt, mit May-Griinwald-Giemsas geféarbt
und im Lichtmikroskop analysiert. Neben mehr als 90%

Alveolarmakrophagen fanden sich regelmaflig 1 bis 2% Epithelien
und ein wechselnder Prozentsatz von 1l bis 8% Lymphocyten, sowie
Spuren von Leukocyten wund FErythrocyten. Unsere Ergebnisse der
Ausstriche wurden vom Bronchialcytologischen Labor der
Robert-Koch—-Klinik in Freiburg nachgepriift. Dort kam man zu den

gleichen Ergebnissen.

2.4.2. Kulturmedien
Rinderalveolarmakrophagen wurden in folgenden Medien inkubiert:

HEPES-Medium (Castranova et al., 1980) hatte folgende Zusammen-

setzung:

0,14 M NacCl
5 mM KC1

5 mM Glucose

il

1 mM HEPES (N-2-Hydroxymethylpiperazin-N-2-
Ethansul fonsaure, Sigma)
Der pH wurde mit NaOH auf 7,4 eingestellt.

Waymouth MB 752/1:

Das von Gibco Europa, Schottland, hergestellte Pulver wurde in

10 Litern A.bidest,aufgeldst,22 g NaHCOa zugesetzt und der Ansatz

autoklaviert.




Waymouth-Medium enthélt verschiedene Salze, Aminosiduren, Vitamine
und 5 g Glucose pro Liter; die genaue Beschreibung kann dem
Gibco-Produktekatalog entnommen werden. Als weiteres Puffersystem
wurden dem Medium 10mM HEPES, pH 7,4, zugesetzt. Das Pilz- und
Bakterienwachstum blieb bei Inkubationszeiten bis zu 3 Stunden
gering; nach mehr als sechzehnstiindiger Inkubation fanden sich
viele Bakterien in den Kulturen. Die Uberlebensrate der Zellen
sank innerhalb von 20 Stunden auf unter 20%. Zugabe von 50
Einheiten/ml Penicillin und 50 pg/ml Streptomycin verhinderte das
Bakterienwachstum; die Uberlebensrate der Zellen lag nach 20

Stunden bei iiber 50%.

Der die Alveolen auskleidende, hauptsiachlich Phospho- und
Sphingolipide enthaltende Lungensurfaktant wurde mit der
Waschflissigkeit aus der Lunge ausgewaschen; nach dem

Abzentrifugieren der Zellen aus der ersten Lavage diente dieser
erste Uberstand als sogenannter "Lungensurfaktant". Ein Volumen
dieses Uberstandes wurde mit einem Volumen Waymouth-Medium

vermischt und die Zellen darin inkubiert.

Als weltere Zusidtze zum Waymouth-Medium wurden 4% (w/v)
Rinderserumalbumin (Sigma) oder 20% (v/v) NCS (newborn calf

serum, Gibco) verwendet,

In einem Teil der Versuche wurden Jje 0,5 ml einer zehn-
prozentigen Suspension sphédrischer Latexpartikel (GMD 0,8 pm,
Dow-Latex, Serva) in 45 ml Waymouth-Zellkultur suspendiert und
die Zellen 10 Minuten bei 37°C inkubiert. Danach wurden die

Zellen 5 Minuten bei 250 g sedimentiert, in 45 ml frischem




Waymouth-Medium resuspendiert und bei 37°C mit (U,Pu)O:

inkubiert.

Der EinfluB der Vorinkubation von Makrophagen bei 37°C in
Waymouth-Medium wurde untersucht, indem die Vorinkubatlion in
einigen Kulturen von 15 Minuten auf eine Stunde ausgedehnt

wurde.,

Ein Teil der Rattenalveolarmakrophagen-Kulturen wurden in BSS
(balanced salt solution) mit (U,Pu)0z inkubiert. BSS hatte

folgende Zusammensetzung:

0,15 M NacCl

6 mM KCl

5 mM KH2PO4
5 mM Glucose

25 mM HEPES; pH auf 7,4

2.4.3. Kulturbedingungen

Zellkulturen mit 45 ml Volumen und Zellkonzentrationen von 1 bis
4 Millionen Zellen pro Milliliter wurden angesetzt; als
Kulturgefdfe dienten 100 ml-Urinbecher der Firma Sarstedt. Diese
Suspensionskulturen wurden in einem Julabo-Schiittelwasserbad mit
80 linearen horizontalen Hin- und Herbewegungen pro Minute fiir 15
Minuten vorinkubiert, Dann wurde pro Kultur 1 ml wédssriger
(U,Pu)0z2-Partikelsuspension zupipettiert und der 241 Am-Gehalt in
der Kultur im Berthold-Ganzkérperzdhler gemessen; aus dieser
Messung wurde der Alpha-Radioaktivitatsgehalt als 100% zugesetzte
Radioaktivitat errechnet und der Radiocaktivitdtsgehalt der Zellen

zu verschiedenen Zeiten nach Inkubation auf diesen Wert bezogen.




Zu verschiedenen Zeiten nach Zugabe von (U,Pu)0Oz wurden mit einer

Pipette ,je 5 ml Zellkultur entnommen, mit 250 g fiinf Minuten in

einer Laborzentrifuge mit Ausschwingrotor (Martin Christ,
Osterrode/Harz) sedimentiert und das Zellpellet einmal mit
frischem, eiskalten Medium gewaschen. Das endgiiltige Zellpellet

wurde in 1 ml Medium resuspendiert und die Radioaktivitdt

gemessgen,

Fir alle Versuche wurden sphérische (U,Pu)0Oz2-Partikel verwendet;

fir einen kleinen Teil der Versuche wurde eine Partikel-
suspension benutzt, die bis zu 2zehn Prozent faserartiger
Kristalle enthielt (rasterelektronenmikroskopischer Befund).
Diese Fasern waren mit je einem oder wenigen sphédrischen

Partikeln aggregiert und traten nicht frei auf. Die Aufnahme
dieses Materials in vitro erfolgte langsamer wihrend der ersten
halben Stunde verglichen mit den rein sphérischen Partikeln; nach
spitestens zwei Stunden wurden gleiche Werte wie mit rein

sphéarischen Partikeln erreicht.

Fir die Bestimmung freigesetzter Enzyme wihrend der Inkubation
wurden die Kulturiberstdnde sofort ~auf Eis gekiithlt und am
gleichen Tag bei -20°C bis zur Enzymbestimmung eingefroren. Fiir
die Kontrollwerte der Enzymbestimmungen dienten Zellkulturen ohne
(U,Pu)02>. 1In jeder Inkubationsserie wurden Kulturen, die auf Eis
inkubiert wurden, um die Phagocytose zu blockieren,'mitgefuhrt.
Die Entnahme von 5 ml-Aliquots erfolgte zu gleichen Zeiten wie
bei den 37°C-Kulturen; die aus den gewaschenen Zellpellets
ermittelte Radioaktivitdt vonm 20 bis 30% der eingesetzten
Gesamtradioaktivitdat zeigte widhrend 10 Minuten bis 2,5 Stunden

nach Inkubationsbeginn keinen zeitlichen Anstieg, 8o daB der
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Mittelwert aller Einzelmessungen einer Inkubationskultur auf Eis
gebildet und von den 37°C-Werten der entsprechenden Kultur aus

der gleichen Inkubationsserie abgezogen wurde.

Um abzusichern, daB die oben erwihnte Methode zur Bestimmung der
Phagocytoserate durch Sedimentation verldBliche Werte ergibt,
wurden in Parallelversuchen 10 und 90 Minuten nach Inkubation bei
37°C, sowie w8uf Eis, Jje 5 ml Zellkultur bei 250 g 5 Minuten
abzentrifugiert, in 1 ml frisches Médium aufgenommen und die
Zellen iber lineare Saccharose-Dichtegradienten bei 2000 g

30 Minuten im Schwingbecherrotor 8SW 27/2 in einer J2-65B
Beckman-Ultrazentrifuge bei +40C von nicht zellgebundener
Radioaktivitdt abgetrennt. Nach Fraktionierung des Gradienten in

einzelne 1,85 ml-Fraktionen wurden Fraktionen mit mehr als 5% der

Gesamtradioaktivitit im Gradienten und hoherer Dichte als
1,170g/cm3 addiert und diese Summe als zellgebundene
Radioaktivildt definiert. Die Richtigkeit dieser Annahme wurde

sowohl durch Messung von NAG und LDH (2.8), die im gleichen
Dichteintervall prominent waren, als auch durch zehnminiitige
Vorinkubation der Makrophagen mit Latexpartikeln (GMD:0,8um;
2.4.2.) und daraus resultierender Verschiebung von

Radioaktivitdats— und Enzymprofilen zu geringerer Dichte bestéatigt

(Abb. 16).

2.5. Bestlimmung der Radioaktiviltél

2.5.1. Ganzkiorpermessung

Zur Bestimmung der in den Tieren enthallenen Gamma-Radioaktivi-
tdt wurde ein Kleintier-Ganzkorperzédhler (Laboratorium Prof. Dr.

Berthold, Wildbad) verwendet.
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Durch Verwendung eines speziellen Einsatzes koonten die nach
Sektion' entnommenen Lungen upnd anderen Organe in Szintillations-

gelfiBen auch in diesem Gerit gemessen werden.
Fiir die (U,Pu)0Oz2-Parlikel wurde die 60 keV-Gamma-Linie des aus

241 pPu durch Beta-Zerfall eptslandenen 241 Am gemessen.

Den Messungen lagen folgende Daten zugrunde:

Nuklid MeBbereich (keV) MeBeffektivitat (%)
241 Am 58 - 178 ca. 20
57Co 107 - 157 27

2.5.2, Messung der Gamma-Radioaktivitdt in den Organen

Die Bestimmung der Radioaktivit#dt von 24'Am und von 57Co erfolgte

auBerdem durch die Messung ihrer Emissionraten in einem Beckman
Gamma 8000 Szintillationsspektrometer. Als Detektor diente ein
NaJ (T1)-Bohrlochkristall mit 7,6 em Durchmesser. Folgende

Einstellungen wurden gewdhlt:

Nuklid MeBbereich (keV) MeReffektivitdt (%)

241 Am 50 - 90 40

57 Co 75 - 145 ca. 60




— D4 —

2.5.3. Messung der Alpha—-Radioaktivitédt

Die Gesamt—-Alpha-Radioaktivitdat von (U,Pu)02 in den verschiedenen

Organen,‘ Zellen, Zell- und Gradientenfraktionen wurde nach NaB-
veraschung (Seidel und Volf, 1972) summarisch in einem
Flissigkeits-Szintillations-Spektrometer (Packard Tri Carb)

gemessen. Die Proben wurden mit je einem Milliliter 70% HClOs4 und
30% H202 (1:1) versetzt und nach 24 Stunden bei 60°C zweieinhalb
Stunden lang im Trockenschrank erhifzt. Nach Abkiihlung der Proben
wurden 15 Milliliter Insta-Gel als Szintillator zugesetzt, gut

geschiittelt und die Proben sofort gemessen.

2.6, Subzelluldre Fraktionierung von Rattenlunge und Rinder-

alveolarmakrophagen durch differentielle Zentrifugation

Rattenlungen wurden zu verschiedenen Zeiten nach intratrachealer
Instillation von (U,Pu)0z2 zusammen mit der Trachea aus den Tieren
entnommen, mit einem Skalpell grob zerkleinert und durch ein
Metallsieb mit zwei Millimeter Porendurchmesser gepreBt. Trachea,
Bronchien und grobes Bindegewebe blieben auf dem Metallsieb
zuriick und wurden insgesamt als "Bindegewebe" bezeichnet. Die das
Sieb passierenden Gewebestiicke wurden iﬁ eiskaltem
Homogenisationsmedium (HM:0.25M Saccharose, gepuffert mit 10 mM
Tridthanolamin-HCl, pH 7,4) suspendiert und durch dreimaliges
Niederdriicken eines mit 500 Umdrehungen pro Minute rotierenden
Teflonpistiilg in einem 30 ml Elvejhem-Potter (B.Braun,
Melsungen) weiter zerkleinert. Das Homogenat wurde in einem 20 ml
Dounce-Homogenisator (B.Braun, Melsungen) mit éinem Pistill der
Spaltweite "L" durch‘ entweder 5- oder 10-maliges Niederdricken

von Hand zum endgiiltigen Homogenat verarbeitet. Alle Schritte




— 05 —

wurden auf Eis ausgefiithrt. Wegen der auBerordentlichen Z&dhigkeit
des Lungenhomogenates war eine weitere Zerkleinerung im
Dounce-"S"-Homogenisator nicht méglich, Rinderalveolarmakrophagen

wurden ebenfalls in eiskaltem Homogenisationsmedium suspendiert

und durch zehnmaliges Homogenisieren in einem 20 ml
Dounce-"S"-Homogenisator aufgebrochen. Bei Homogenisation im
Dounce-"L"-Homogenisator blieben die Makrophagen weitgehend
intakt. Das Homogenat aus Jje einer Lunge oder aus je 500

Millionen Makrophagen wurde mit Homogenisationsmedium auf 10
Milliliter aufgefiillt und in einem Beckman 60 Ti-Festwinkelrotor
in einer Beckman-Spinco-L2-65B - Ultrazentrifuge bei +4°C mit
2100 g 5 Minuten =zentrifugiert, das Pellet in 10 Millilitern
Homogenisationsmedium resuspendiert; fiinfmal oder 2zehnmal im
Dounce homogenisiert und bei 1100 g erneut 5 Minuten
zentrifugiert. Das Pellet wurde in 20 ml Homogenisationsmedium
resuspendiert, fiinfmal im Dounce homogenisiert und wird in der

Folge mit "N" bezeichnet.

Die beiden Uberstédnde wurden vereinigt und als "E" bezeichnet.
Vor der Weiterverarbeitung wurde dieses "E" wvollstandig im
Ganzkdrperzahler und im Beckman Gamma 8000 gemessen. Dann wurden
18 ml  "E" bei 40500 g 10 Minuten zentrifugiert, das Pellet "ML"

in 5 Milliliter Homogenisationsmedium resuspendiert und finfmal

im Dounce homogenisiert. Der verbleibende tiberstand "X" wurde
meist nicht weiterverarbeitet, da er fast keine Radioaktivitét
mehr aufwies. Bei einem Teil der Rattenlungen - Homogenisationen

wurde "X" fir 40 Minuten mit 101 000 g zentrifugiert. Das Pellet
"P" wurde mit Homogenisationsmedium auf 5 Milliliter aufgefiillt
und  fiinfmal im Dounce homogenisiert; der verbleibende Uberstand

wurde "S" genannt.




2.7. Dichtegradientenzentrifugation

Alle verwendeten linearen Gradienten wurden mit Hilfe eines
Zwei—Kammér—Gradientenformers gelegt. Fiur die Auftrennung der N-
und ML-Fraktionen wurden Jje 17 Milliliter der schwereon und 21
Milliliter der leichten Komponente vorgelegt und der Gradient in
einem Beckman-QuicksealR-Polyallomer-Zentrifugenrdohrchen gelegt.
Nach Uberschichtung des Gradienten mit 2 Milliliter Probe wurde
das Rohrchen zugeschweiBt und 2 Stunden bei 60 000 g im
Vertikalrotor VTi 50 in einer Beckman~L8—Ultr§zentrifuge

zentrifugiert.

Fir die Auftrennung von Zellmaterial und bei Verwendung von
Percoll und Ficoll wurden 14 Milliliter der schweren und
17 Milliliter der leichten Komponente vorgelegt, der Gradienl in
einem offenen Zellulosenitrat-Zentrifugenrohrchen gelegt und mit
2 Milliliter Probe iiberschichtet. Die Zentrifugation erfolgte mit
2000 g fiir 30 Minuten im Schwingbecherrotor S8SW 27/2 in der

Beckman-12-65B~-Ultrazentrifuge mit ungebremstem Auslauf.

Nach der Zentrifugation wurden die Rohrchen unten angestochen und
durch schrittweises Ausdriicken des Gradienten mit Paraffin in 22

bzw. 19 Fraktionen mit je 1,85 Milliliter Volumen fraktioniert.

Der Brechungsindex "c¢" dieser Fraktionen wurde bei 20°C im Abbhe-
Refraktometer gemessen. Die Fraktiopnen wurden fur weilere

Analysen bei -20°C eingefroren.

2.7.1. Saccharose-Dichtegradienten

Aus 62%iger Saccharose (W/w) (gelost in A.bidest) als schwerar




Komponente und aus Homogenisationsmedium als leichter Komponente
wurden lineare Gradienten gelegt, Der prozentuale
Saccharosegehalt der einzelnen Fraktionen konnte im Abbe-
Refraktométer direkt abgelesen werden. Die dazugehbrige Dichte
wurde den Int. Critical Tables of Numerical Data, Physical

Chemistry and Technology (Vol. II, London, 1927) entnommen.

Nach NaBveraschung der saccharosehaltigen Proben wurden diese nur

bis auf 500C statt auf 60°C erhitzt.

2.7.2. Metrizamid- und Nycodenz-Dichtegradienten

Metrizamid (2—(3—Acetamido—5—N—Methyl—Acetamido—z,4,6~Triiodo—
benzamido)2-Deoxy-D-Glucose; Serva, Heidelberg) wurde in
Konzentrationen von 9,1% (w/v) und 50,6% (w/y) in A.bidest gelost
verwendet. Die Fraktionsdichten konnten aus dem Brechungsindex
"c" tber die lineare Beziehung p = 3,35C - 3,462 (Rickwood, 1983)

bestimmt werden.

Nycodenz (N,N-bis(2,3-Dihydroxypropyl)-5-N-(2,3-Dihydroxypropyl)
Acetamido-2,4,6-Triiodo-Isopthalamid; Serva, Heidelberg) wurde
wie Metrizamid verwendet. Die Fraktionsdichten wurden aus
p = 3,242¢c - 3,323 (Rickwood, 1983) bestimmt. Die Alpha-
Radioaktivitdat der Fraktionen konnte nur ohne NaBveraschung der

Proben gemessen werden.

2.7.3. Percoll-Dichtegradienten

Bei Percbll (Pharmacia, Freiburg) handelt es sich um eine
kolloidale Suspension aus Silikon-Partikeln (ca. 17 nm Durch-
messer), die mit Polyvinylpyrralidon beschichtet sind. 9 Teile

Percoll-Stammlésung wurden mit einem Teil 2,5 M Saccharose




gemischt; diese Mischung wurde als schwere Komponente fiir die
Herstellung linearer Percoll-Gradienten verwendet. Als leichte
Komponente diente Homogenisationsmedium. Die Fraktionsdichten
wurden éus p =7,042C - 8,448 ermittelt. Die Zentrifugation
erfolgte im SW 27/2 Schwingbecherrotor mit 2000g fir eine Stunde

mit ungebremstem Auslauf.

2.7.4. Ficoll-Dichtegradienten

Ficoll (Typ 400, Sigma) ist ein hochmolekulares Copolymer aus
Saccharose und Epichlorohydrin. Es zeichnet sich gegeniber
Saccharose durch einen ¢geringen osmotischen Druck aus. Eine
27%ige Losung (w/w) in Homogenisationsmedium geldst diente als
schwere Komponente. Homogenisationsmedium diente als 1leichte
Komponente, Die Zentrifugation linearer Gradienten erfolgte im
Beckman SW'27/2 Schwingbecherrotor mit 2000g fiir eine Stunde mit
ungebremstem Auslauf. Die Fraktionsdichten konnten iber

P =2,381c - 2,175 (Rickwood, 1984) bestimmt werden.

2.8. Enzymbestimmungen

Als Leitenzyme Zum Nachweis von Lysosomen dienten
N-Acetyl-fB~Glucosaminidase, Saure Phosphatase und Arylsulfatase.
Mitochondrien wurden anhand der Glutamatdehydrogenase—Aktivitat,
Plasmamembranen mit Alkalischer Phosphodiesterase nachgewiesen.
Laktatdehydrogenase wurde als cytoplasmatisches Leitenzym
gewahlt. Die Bestimmung des Proteingehaltes in den Proben wurde
mit dem "B10O-RAD Protein Assay" (BJO-RAD-Laboratories GmbH,
Minchen) vorgenommen. Der Test beruht auf einer Verschiebung des
Iichtabsorptionsmaximums einer sauren Coomassie Brilliant Blue
G-250 Losung von 465 nm auf 595 nm nach Bindung an Proteine.

Rinderserumalbumin (Sigma) diente als Proteinstandard. Der Test
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wurde nach der den Farblosungen beiliegenden Vorschrift durchge-
fiihrt.
Die Durchfiihrung der einzelnen Enzymtests ist den nachfolgenden

Aufstelluﬁgen zu entnehmen:

N-Acetyl-B-Glucosaminidase (Beaufay et al., 1974)

4-Nitrophenyl-2-Acetamido-2-Desoxy-B-D-Glucopyranosid +

NAG
H20 ——— 2-Acetamido-2-Desoxy-B-D-Glucose + 4-Nitrophenol

Ansatz: 0.2 ml Probe
+ 0.5 ml Puffer (47.04g Natriumcitrat mit A.bidest auf
l Liter; pH auf 4.5 mit O.1N HC1l)
+ 0.1 ml Substrat (60 mg p-Nitrophenyl-B-D-Gluco-
pyranosid mit A.bidest auf 10 ml)

eine Stunde bei 37°C inkubieren; mit 0,5 ml eiskaltem, absolutem
Ethanol stoppen und 15 Minuten auf Eis stellen; bei 2500 g

15 Minuten zentrifugieren.
0.5 ml des tUberstandes + 2.5 ml Natriumhydrogencarbonat-Lésung

(42g NaHCOz mit A.bidest auf 1 Liter)

Messung der Extinktion bei 400 nm im Photometer

Arylsulfatase A,B (Roy, 1954)

Z”HYdroxy—S—Nitrophenylsulfat-ﬁga 2-Hydroxy-5—-Nitrophenol+Sulfat

Ansatz: 0.2 ml Probe + 0.01 ml TX-100 (10% wéssrige Losung)
+ 0.2 ml Substrat (0.124 g 2-Hydroxy-5-Nitrophenylsulfat

in 20 ml Natriumacetatpuffer (41.015 ¢




CHaCOONa/l; mit Essigsaure auf pH 6.0))

zwei Stunden bei 37°C inkubieren; mit 2 ml PTA (2 g Phosphor-
wolframséﬁre in 0.1 N HCl geldst und mit 0.1 N HC! auf 100 wml
aufgefiillt) stoppen und 15 Minuten auf Eis stellen; bei 2500 g .15
Minuten zentrifugieren.

1 ml des Uberstandes + 2 ml frisch angesetzte Chiponldsung (1 ml
Lésung I (=4% Hydrochinon in 0,1 N HCl) + 20 ml Losung I1 (=10 g
NaOH + 5 g Na25802, wasserfrei, in 100 ml A.bidesl) solange
riithren, bis die Griinfarbung verschwindet; Messung der Extinktion
bei 515 nm im Photometer

(TX-100: Triton X-100, nichtionisches Detergenz)

Saure Phosphatase (Appelmans et al., 1955)

SP
Natriumglycerophosphat + Hz20 =——— Glycerin + Phosphat

Ansatz: 0.2 ml Probe + 0.01 ml TX-100 (10% wéssrige LOsung)
+1 ml Puffer (4.1 g Natriumacetat + 1.86 g Naz2-EDNTA auf
1l Liter; pH auf 5.0 mit Essigsiure)
+0.1 ml Substrat (0.331 g Natriumglycerophosphat 1+ 7 m]

A.bidest)

eine Stunde bei 37°C inkubieren; mit 0.2 ml 2.4 N HClOa stoppen
und 15 Minuten auf Eis stellen; bei 2500 g 1L Minnlen

zentrifugieren.

I ml des Uberstandes + 2.5 ml Losung A + 0.5 ml locung B+ 0. lml
TX-100 (10%ig) gut mischen.

Messung der Extinktion bei 660 nm im Photometcr,




Losung A: 5 g Ammoniummolybdat in A.bidest geldst; 28 ml konz.
H2 804 in A.bidest gelost; die Losungen werden vereinigt und mit

A.bidest auf 2 Liter aufgefillt.

Lésung B: 5.7 g Natriumhydrogensulfit + 0,2 g Natriumsulfit +
0.1 g 1-2-4-Aminonaphtolsulfonsdure mit A.bidest auf 100 ml

Alkalische Phosphodiesterase (Beaufay et al., 1974)

2-Desoxythymidin-5’-p~-Nitrophenylphosphat + Hz20 —iglé 2-Desoxy-
thymidin-5*-Phosphat + 4-Nitrophenol
Ansatz: 0.1 ml Probe (1l:11 verdinnt fir Rattenlunge, unverdinnt
fiir BAM)
+ 0.5 ml Puffer (17.84 g Glycin—-HCl + 0.72 g Zinkacetat in
1 Liter A.bidest 1ldésen; pH auf 9.6 mit
konz. NaOH)
+ 0.1 ml Substrat (189.3 g Thymidin-5’-Phosphat-4-Nitro-~
phenol mit A.bidest auf 10 ml)

30 Minuten bei 37°C inkubieren; mit 0.5 ml eiskaltem Ethanol

stoppen, Messung der Extinktion bei 400 nm im Photometer.

Laktatdehydrogenase (Bergmeyer und Bernt, 1970)

Pyruvat + NADH + H*t —EBE—+ Laktat + NAD*

Losung I: 7 ¢ K2HPOa + 900 mg KHz2POa + 30 mg Na-Pyruvat auf 900
ml mit A.bidest; pH 7.5 mit KOH

Losung II: 10 mg NADH + 1 ml Hz20 + 0.5 ml einer Loésung aus 300




mg NaHCOas in 10 ml A.bidest
Ansatz: 1.5 ml Losung 1 + 0.025 ml Losung II
béi 25°C Reaktion mit 0.05 ml Probe starten und die

Extinktionsabnahme bei 365 nm 4 Minuten lang messen

Glutamatdehydrogenase (Williamson et al.,, 1967)

GDH
Alpha-Ketoglutarat + NHs + NADH + H* — Glutamat + NAD* + Hz20

Ansatz: 1 ml Puffer (6.57 g Triethanolaminhydrochlorid + 3.72 ¢
Na~-EDTA + 3.85 g Ammoniumacetat auf 1 1

mit A.bidest; pH auf 8.0 mit KOH

+ 0.4 ml Probe
“+ 0,05 ml NADH+H* (0.0178 g NADH+H* auf 5 ml mit

A.bidest)
+ 0.03 ml ADP (0.133 g ADP auf 5 ml mit A.bidest)

Reaktion durch Zugabe von 0.1 ml Alpha-Ketoglutarat (0.285 g + 15
ml A.bidest) starten.

Extinktionsabnahme bei 365 nm 4 Minuten lang messen.

2.9. Autoradiografie

Ausstriche von Rattenalveolarmakrophagen, die durch Lavage von
zuvor mit (U,PU)Oz2-Partikeln instillierten Lungen gewonnen
wurden, wurden kurzzeitig in Chromalaun-Gelatine-lLosung getaucht

und anschlieBend mit Kodak-Stripping-Film AR 10 iiberzogen. Nach
einwéchiger Exposition bei +4°C wurde der Film in Kodak D19-
Entwickler entwickelt, mit Kodak Unifix fixiert und die Zellen

mit der May-Griinwald-Giemsas—-Standardfédrbung gefarbt. Der Anteil




an freien und zellgebundenen Teilchen wurde im Lichtmikroskop
durch Auszsahlung von 100 Tracks pro Ausstrich bestimmt, der
Prozentsatz radioaktivitdtshaltiger Zellen durch Auszdhlung von

viermal 160 Zellen pro Ausstrich ermittelt.

2.10. Elektronenmikroskopie und energiedispersive Mikroanalyse

Finzelne Rattenlungen wurden 4, 111 und 473 Tage nach
intratrachealer Instillation von 17, 12 und 20 kBq/kg sphéarischen
(U,Pu)Oz-Partikeln (AMAD: 0,9 pm) in 8 Teile zerlegt, die Teile
im Ganzkorperziéhler gemessen und der Teil mit der héchsten
Radioaktivitat bei.  +4°C  in 2,5% Glutaraldehyd in 0,1 M
Cacodylat-Puffer, pH 7,4, fixiert. Nach dreiméligem Waschen in
0,1 M Cacodylatpuffer und 2 Stunden Nachfixierung in 0s0O4 nach
Palade wurden die Gewebsstiicke in der Alkoholreihe entwissert,
Zwelimal eine Stunde in Propylenoxid gelegt wund in Epon
812-Araldit eingebettet. Schnitte von 0,1-0,2 pum Dicke wurden mit
einem Sorvall MT2-B Ultramikrotom hergestellt und mit Bleicitrat
kontrastiert. Auf Uranylacetat als Co-Kontrastierungsmittel wurde

verzichtet, da es beim Nachweis des (U,Pu)0z2 stéren kann.

Mit (U,Pu)02-Partikeln in vitro-inkubierte Makrophagen von Ratte
und Rind wurden 1in 2,5% Glutaraldehyd bei +4°C fixiert, in 3%
Agar eingegossen und wie Lungengewebe eingebettet. Die Zellen fiir
die Rasterelektronenmikroskopie wurden nach Fixierung in der
Alkoholreihe entwdssert und die Suspension direkt auf

Nuclepore~Filter aufgetropft.

Fur die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen wurde ein

Philips SEM 515-Rasterelektronenmikroskop verwendet.
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Ein Hitachi H700 H-ST-Elektronenmikroskop, das sowohl im
Transmissions- als auch im Raster-Modus betrieben werden konnte,
war mit einem Si-(Li)- Detektor fir energiedispersive
Rontgenspektroskopie (PGT, Princeton Gamma Tech, Princeton, New
Jersey) ausgestattet. Der fir Plutonium charakteristische
Energiebereich der durch BeschuB der Probe mit FElektronen
induzierten Rontgenstrahlung diente zum Nachweis des Plutoniums
in der Probe. Einbetten und Schneiden der Proben wurde von der
Arbeitsgruppe Dr. Hotz (IGT), die elektronenmikroskopischen
Untersuchungen wurden im Institut ‘fUr Transurane,

Euratom—-Karlsruhe von H. Thiele durchgefiihrt.

2.11. Auswertungsverfahren und Prédsentation der Dalen

Fiir die Retentionsdaten wurden die im Ganzk&drperzdahler
ermittelten Gamma-Aktivitdtswerte des 24'Am in den Tieren nach
drei Tagen nach Instillation oder Inhalation zugrundegelegt
(MeBwerte (A)). Zwei Tiere einer jeden Gruppe wurden nach 3 Tagen
seziert, die 291 Am—-Gamma—-Aktivitat der beiden Lungen im
Ganzkdrperzéahler (MeBwerte (B)) und im Beckman Gamma 8000
(MeBwerte (C)) und die Gesamt-Alpha-Aktivitat der beiden Lungen
im Packard Tri Carb (MeBwerte (D)) gemessen. Der Mittelwert des
Quotienten aus den jeweils im Ganzkorpergzahler ermittelten
3-Tage-Meflwerten der beiden Lungen und den 3-Tage-Mefllwerten der
zugehorigen Tiere ergab den TFaktor Fz. Der Millcelwert des

Quotienten aus den im Beckman ermittelten beiden Lungenwerten

((C)) und den Ganzkorperwerlen dieser Lungen ((B)) wurde mil F{y)
bezeichnet; der entsprechende Mittelwert des Quotienlen nus den
im Packard Tri Carb ermittelten beiden Lungenwerten ((1)) (also
Gesamt-Alpha-Radiocaktivitat) und den Ganzkérperwerten dieser

Lungen ((B)) wurde F(a) genannl. Als Ausgangspunkl [ «lie
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Berechnung des 100%-Wertes fiir die Retention des 241Am, gemessen
im Beckman, und fiir die Gesamt-Alpha-Retention, gemessen im
Packard, in der Lunge und den anderen untersuchten Organen
standen néturgeméﬂ Jewelils nur die Ganzkorperzdhler—-MeBwerte
aller Tiere nach 3 Tagen ((A)) zur Verfiigung. Aus diesen und aus
den berechneten Quotienten F2, F(x) und F(a) konnte der 100%-Wert
fir den Radioaktivitédtsgehalt der Lungen nach 3 Tagen (hier
definiert als die "initiale alveolédre Dosis" = IAD) errechnet
werden durch Multiplikation des MeBwertes (A) des Tieres nach
3 Tagen im Ganzkorperzdhler mit dem allgemeinen Faktor Fz und des
daraus resultierenden Wertes mit entweder F(y) fir die

241 Am-Retention oder F(«a) fiir die Gesamt-Alpha-Retention.

FormelmaBig l1aBt sich der oben beschriebene Rechengang

folgendermaBen zusammenfassen:

100% IAD des 241Am im Beckman Gamma 8000: IAD(y) = (A)xFaxF(y)
100% IAD der Gesamt-Alpha-Aktivit&at im Packard Tri Carb:

IAD(a) = (A)xF2xF(a).

Fir die Kobalt-Versuche wurden zwei Co3z0s-Standardproben in einem
Germanium-Lithium-Halbleiterzahler (Canberra; Dr. Gantner,
Institut fiir Radiochemie) quantitativ gemessen und mit den
gleichen Standards die MeBeffektivitdt des Ganzkorperzéhlers fir
7Co mit 27% bestimmt. Aus diesem Wert und der Halbwertszeit von
271 Tagen fiir %57Co wurden fiir alle Kobaltmessungen 100%
Gamma-Radioaktivitdt am 1.3.1985 (definiert als t = 0) in
Becquerel errechnet. Die IAD lieB sich aus der Formel:Ganzkdrper-
messung des Tieres nach 3 Tagen x Fz x 1/60 x 100/27 x e-M:(miL t

= 0 fiir den 1.3.85) in Becauerel berechnen.




Die relativen Konzentrationen der Radioaktivitdt in den einzelnen
Lungenlappen (Raabe et al., 1977) wurden fiir Co304 direkt aus den
Beckman Gamma B000-MeBwerten, fir (U,Pu)0Oz direkt aus den Packard
Tri Carb-MeBwerten und aus den Gewichten der einzelnen
Lungenteile nach den Angaben in den FuBnoten der entsprechenden

Tabellen berechnet.

Die Halbwertszeiten fir die Lungen— und Ganztierretentionen
wurden mit Hilfe eines Computer-Fitprogrammes (Dr, Thies und Dr.
Haffner) nach der Methode der kleinsten Fehlerquadrate bestimmt.
Die so ermittelten Halbwertszeiten sind insbesondere fiir die
zweite [Exponentielle infolge der relativ geringen Zahl der

MeBdaten nur als Nidherungswerte zu betrachten,

Die Verteilungsprofile der Radio—- und Enzymaktivitat aus den

Dichtegradienten wurden nach Beaufay et al. (1976) in der Form

AQ/ Ap (Ordinate) als Funktion der Dichte (Abszisse)
sufgetragen, A Q entspricht dem prozentualen Anteil der
Gesamt-Aktivitat im Gradienten fiir die einzelne Fraktion.

Ao beschreibt die Zunahme der Dichte innerhalb der einzelnen
Fraktion. Die Abbildungen wurden mit einem computergesteuerten

Plotter angefertigt (Programme von Dr. Thies und Dr. Haffner).

Statistische Unterschiede zwischen einzelnen Mittelwerten wurden
mit. dem t-Test von Student geprift. Bel Vorliegen von
Sitgnifikanzen wurden die zugehorigen Werte fiir 2p im Text

angogeben,




3. ERGEBNISSE

3.1. Retention von (U,Pu)O2 nach Instillation und nach

Inhalation

3.1.1. Retention sphéarischer Partikel

Sphérische (U,Pu)02-Partikel 1in widssriger Suspension zeigt die
rasterelektronenmikriskopische Abb. 27a,

Tab. la gibt Auskunft iiber die Radioaktivitdtsverteilung in der
Lunge und anderen ausgewdhlten Organen der Ratte nach
intratrachealer Instillation. Die Ausscheidung aus der Lunge ging
biexponentiell vonstatten (Tab. 4): 22% der Alpha—Radioaktivitat
wurden mit einer Halbwertszeit von 5 Tagen, die restlichen 78%
der initialen alveoléren Alpha-Dosis mit einer Halbwertszeit von
253 Tagen aus der Lunge ausgeschieden. Nach Inhalation einer
vergleichbaren Dosis sphéarischer Mischoxide verlieBen 56% der
Alpha-Aktivitdt mit einer Halbwertszeit von 29 Tagen und 44% mit

einer Halbwertszeit von etwa 169 Tagen die Lunge (Tab. 1b).

Fine fiinffach niedrigere Dosis (Tab. lc) fithrte in der

Beobachtungszeit zu einem monoexponentiellen Ausscheidungsmodus

mit einer Halbwertszeit von 68 Tagen.

Beim Vergleich der Instillation mit der Inhalation sphéarischer
Partikel (Abb. 1) fiihrte die Inhalation bei gleicher und bei
niedrigerer initialer alveolarer Dosis 2zu einer deutlich
schnelleren Lungen—-Clearance gegeniiber der Instillation. In
keinem der anderen untersuchten Organe Leber, Milz, Nieren und
Femur lieBen sich wdhrend des Untersuchungszeitraums mehr als 2%
der initialen alveoldren Alpha-Dosis nachweisen (tendenziell
zeigte die Radioaktivitat im Femur und somit im Skelett einen

langsamen Anstieg iiber die Zeit).




Abb.la zeigt die Lungenretention nach 1Inhalation sphérischer

Partikel (IAD: 13,1 kBq/kg) im Vergleich mit der Ganzkérper-

retention. Die Ganzkorperretention wurde iber die Am-241-
Gamma—-Radioaktivitat, die Lungenretention iber die Gesamt-Alpha-
Radioaktivitat bestimmt. Die Unterschiede zwischen Ganzkorper-

und Lungenretention waren fir alle anderen im Rahmen dieser
Arbeit durchgefithrten Inhalations- und Instillationsversuche
dhnlich. Die langsamere Ausscheidung der Radioaktivitdat aus den
Tieren im Vergleich zur Ausscheidung aus der Lunge beruht auf der

Translokation eines Teils der anfangs in der Lunge deponierten

Radioaktivitat in andere Organe (hauptsédchlich Leber und
Skelett).
Abb. 2 zeigt den Unterschied in der Retention nach intra-

trachealer Instillation einer hohen und einer um mehr als das
Siebenfache niedrigeren Dosis von sphérischen Partikeln. Hier
wurde die Gamma-Radioaktivitdt des 242Am in den Tieren gemessen
und somit die Ganztierretention fiir dieses Nuklid ermittelt. Die
efrechneten Halbwertszeiten (Tab. 4) betrugen 25 Tage fir 54% der
Radioaktivitat und 928 Tage fiir die restlichen 46% nach
Instillation der hoheren Dosis; fir die niedrige Dosis waren es
20 Tage und 83% sowie 470 Tage und 16%. Die hohere Dosis hatte
eine deutlich verlangsamte Ausscheidung der Radioaktivitét aus
dem Koérper und wegen der geringen Translokation in andere
Korperorgane auch in der Lunge zur Folge. Die Halbwertszeit fir
die zweite Exponentielle konnte wegen der starken Streuung der

MeBwerte pur sehr ungenau bestimmt werden.

Die Abnahme der Gamma-Radioaktivitédt in den Tieren betrug wédhrend

der ersten 3 Tage nach intratrachealer Instillation der
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niedrigeren Dosis im Mittel 16% der instillierten Dosis und nach
intratrachealer Instillation der hohen Dosis 22,7% der

instillierten Dosis.

3.1.2. Retention irregulérer Partikel

Einen typischen Vertreter der fiir die Instillation verwendeten
irreguldren Partikel mit 1 pm AMAD zeigt die rasterelektronen-
mikroskopische Abbildung 28. Fiir die Inhalation verwendete
irreguldre (U,Pu)Oz-Partikel mit 1,5 pm AMAD unterschieden sich

von diesen Partikeln nur in ihrer GréBe.

Tab. 2a gzeigt die Radiosktivitdtsverteilung in den untersuchten
Organen der Ratte nach intratrachealer Instillation wvon
irreguldren Partikeln. Tab. 2b und 2c¢ zeigen die entsprechende

Verteilung nach Inhalation einer etwa zweifach héheren und einer
etwa dreifach niedrigeren Dosis. Widhrend sich die Alpha-Lungen-

retention nach Instillation der Partikel mit zwei Exponentiellen

am genauesten beschreiben 1lieB, hatte die Alpha-Retention nach
Inhalation der Partikel fir beide Dosen innerhalb der
Beobachtungszeit einen monoexponentiellen Verlauf, der mit
Halbwertszeiten von 45 Tagen fiir die hohere und 55 Tagen fiir die
niedrigere Dosis in beiden Fédllen sehr dhnlich war. Hinsichtlich
der Absolutmenge irreguldrer Partikel in der Lunge wéhrend der
ersten 100 Tage lieB sich ein Unterschied zwischen Inhalation und
Instillation nicht sichern (Abb.3). Bei Verwendung der Daten nur
bis zum 159. Tag nach intratrachealer Instillation konnte eine
monoexponentielle Retentionskinetik mit einer Halbwertszeit von
48 Tagen berechnet werden; bei Beriicksichtigung aller MeBRdaten

bis zum 368. Tag war der biexponentielle Retentionsverlauf mit
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Halbwerteszeiten von 4 Tagen fiir 36% und von 95 Tagen fiir 64% des

instillierten Materials zu errechnen.

Die Abnahme der Gamma-Radioaktivitdt in den Tieren betrug wihrend

der ersten 3 Tage im Mittel 21,1% der instillierten Dosis,

Die in Abb.3a dargestellten Ganzkorper—Retentionskurven machen
deutlich, daB nach intratrachealer Instillation irregulérer
Partikel eine nur geringfﬁgig hohere Dosis bereits zu einer
verzogerten Radioaktivitatsausscheidung fithren kann. Wé&hrend der
ersten 100 Tage ist die Retention fiir beide Dosen annédhernd
gleich, danach nimmt die Alpha-Radioaktivitdt in der Lunge nach

Instillation der niedrigeren Dosis schneller ab,

Die Deposition von Alpha-Radioaktivitat nach Inhalation und
Instillation irregulérer (U,Pu)0Oz2-Partikel in den anderen unter-
suchten Organen der Ratte betrug auch fiir dieses Material nicht
mehr als 1% der initialen alveolédren Dosis. Einzige Ausnahme war
der Magen-Darm-Trakt, der 3 Tage nach Inhalation der héheren

Dosis 3% der initialen alveolédren Gamma-Aktivitét enthielt.

Der Vergleich beider Partikelformen zeigte nach Inhalation (Abb.4

und Taeb., 1lc und 2b) eine etwas schnellere Ausscheidung des

irregulédren Materials.

Intratracheal instillierte irregulére Partikel mit 0,7 pm AMAD,
die im Anderson-Stack-Impaktor angereichert wurden (Tab, 3),

verlieBen die Lunge langsamer als die im Inertial-Spektrometer
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angereicherten 1 pm~Partikel (Abb.5); die
Alpha—Radioaktivitétsabnahme in der Lunge war nidherungsweise
monoexponentiell mit einer Halbwertszeit von 98 Tagen. Im
Vergleich zur Instillation einer neunfach hoheren Dosis
sphéarischer 0,9 pm-Partikel (Abb. 5) erfolgte die Alpha-
Aktivitatsabnahme in der Lunge schneller. Die Gamma— und Alpha-
Radioaktivitdat in den anderen untersuchten Organen war zu keinem
Zeitpunkt der Untersuchung hioher als 1% der initialen alveoliédren

Dosis,

Wiahrend der ersten 3 Tage nach intratrachealer Instillation der
irregulédven Partikel mit 0,7 pm AMAD verlieBen im Mittel 32,8%
der instillierten Gamma-Radioaktivitidt die Tiere; dieser Wert
liegt deutlich hoher im Vergleich zu dem fiir die spharischen

0,9 pm--Partikel.

3.1.3. Elektronenmikroskopische Untersuchungen im Anschluf3 an die

intratracheale Instillation

4 Tage nach intratrachealer Instillation von spharischen
(U,Pu)0z~Partikeln konnten die meisten Partikel in
Lungenmakrophagen nachgewiesen werden, GroBtenteils wurden die

Partikel in Alveolarmakrophagen gefunden (Abb. 29-33). Ein Teil
der (U,Pu)0z-haltigen Zellen in der Lunge war von mehr oder
minder kompaktem Gewebe umgeben, in dem zahlreiche Kapillaren mit
angeschnittenen Erythrozyten auffielen; Bindegewebsfasern waren
in diesen Regionen nicht zu beobachten; deshalb ist nicht sicher

zu entscheiden, ob es sich bei den (U,Pu)Oz-haltigen Zellen um
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interstitielle oder um ungiinstig angeschnittene alveolédre
Makrophagen handelte (Abb.34 und 35). Das Cytoplasma der Mehrzahl
dieser Zellen war mit elektronendichten Vesikeln geringen
Durchmessers angefiillt, wogegen in freien alveoldren Makrophagen
zusdtzlich zahlreiche elektronendurchléssige Vesikel

unterschiedlicher Durchmesser gefunden wurden.

Ahnlich sahen Alveolarmakrophagen aus, die im AnschluB an die
intratracheale 1Instillation von (U,Pu)0z mit 0,9% NaCl aus der
Rattenlunge ausgewaschen wurden: 2 Tage nach intratrachealer
Instillation sphédrischer Partikel (0,9 pm AMAD; Abb.36) war das
Cytoplasma mit sehr heterogenen Vesikeln wunterschiedlicher
Elektronendichte ausgefiillt. 8 Tage nach Instillatioﬁ irregulérer
Partikel (0,7 pm AMAD; Abb.37) waren die Zellen mit
elektronendurchlédssigen Vesikeln angefiillt., Die Makrophagen-

oberfldache war zu beiden Zeitpunkten stark unregelméBig.

Aus Rinderlunge ausgewaschene Alveolarmakrophagen dhnelten
denjenigen, die nach 2 Tagen aus der Rattenlunge auswaschbar
waren (Abb.38 und 39). Rinderalveolarmakrophagen, die mit der

ersten Lavage ausgewaschen wurden (Abb.38) unterschieden sich
morphologisch nicht von solchen, die mit einer spdteren Lavage

auswaschbar waren (Abb.39).

111 Tage nach (U,Pu)0Oz-Instillation lieBen sich die Partikel
einzeln (Abb.41; Abb.42; Abb.44) und oft auch zu mehreren

(Abb.40a und b; Abb.43) innerhalb einzelner ausgedehnter Bereiche
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im Cytoplasma von Zellen beobachten. Das die Partikel enthaltende
elektronendichte Material war sehr stark eisenhaltig und deutlich
gegen das iibrige Cytoplasma abgegrenzt. Einige der
(U,Pu)Oz—haltigen Zellen enthielten zahlreiche groBe Vesikel
geringer  Elektronendichte  (Abb.42), ein Hinweis auf Zell-
schddigungen. Teilweise fanden sich Gruppen von Faserbiindeln in
der Nachbarschaft (U,Pu)Oz-haltiger Zellen (Abb.40; 41; 43; 44).
Besonders aus der Ubersichtsaufnahme 41 geht hervor, daB die
Integritdat des Lungengewebes weitgehend verlorengegangen war:
Zwischen den unregelmaBig angeordneten Faserbiindeln waren

zahlreiche Zellbruchstiicke, insbesondere einzelne und

Zusammengesetzte Vesikel, sichtbar.

473 Tage nach Instillation wurden die Partikel wie auch nach 111
Tagen ausnahmslos innerhalb eisenhaltiger Granula gefunden
(Abb.45a und b; Abb.46a; Abb.47). Fast alle nach dieser Zeit noch
in der Lunge vorhandenen (U,Pu)Oz-Partikel erschienen weit
weniger elektronendicht und kompakt als zu den fritheren

Untersuchungszeiten (Abb.45b).

3.1.4. Retention von Co30a- und Al20a-Inz0sz-Partikeln nach
Inhalation

Die Awusscheidung des Markernuklids 57Co aus der Rattenlunge im
AnschluB an die Inhalation von Co0304 lieB sich fiir beide
Partik elgroBen am besten anhand je einer Exponentiellen mit einer
Halbwe rtszeit von 60 Tagen fiir die gréBeren und mit einer
Halbwe rtszeit von 26 Tagen fir die kleineren CoaOa-Partikel
beschr eiben (Abb. 6 und Tab. 5a und 5b). Wdhrend das Verhalten

der groBeren Coa0Oa-Partikel dem der (U,Pu)Oz-Partikel nach




— 44 —

Inhalation von 0,4 bis 2,9 kBq/kg #@hnlich war (Abb.1 und 3),
verlieBen die kleineren Kobaltoxid-Partikel die Lunge fast
doppelt so schnell., 1In keinem der anderen untersuchten Organe
konnte wéhrend der Versuchsdauer mehr als 1% der 57Co-IAD
gemessen werden. Eine Ausnahme hiervon machte nur der
Magen-Darm—-Trakt: nach Inhalation der gréBeren Partikel waren
dort nach 3 Tagen immerhin 5 % der initialen alveolédren Dosis
meBbar. Nach 28 und nach 56 Tagen waren es noch 1% der initialen
alveoléren Dosis, 8o daB in diesem Zeitraum eine mucocilidére
Clearance iiber die Trachea und den Magen—-Darm~Trakt durch diese

Messungen direkt bestédtigt werden konnte.

Inhalations-~ und Instillationsversuche wurden auch mit
irregulédren Indium-dotierten Aluminiumoxid-Partikeln (AMAD:4pm)
durchgefiihrt; hier sollen nur die wichtigsten Ergebnisse
angefiihrt werden;

Inhalation- und Instillation von einem bis einigen mg/kg
Aluminiumoxid-Partikeln hatten bei monoexponentieller
Retentionskinetik wdhrend der Beobachtung bis zu 63 Tagen
biologische Halbwertszeiten von weit tiber 100 Tagen fiir die Lunge
zur Folge. Weniger als 2% der initialen alveoldren Dosis konnten
innerhalb von 60 Tagen nach Instillation in Leber, Milz, Nieren

oder Femur nachgewiesen werden.

3.1.5, Relative Radioaktivitdtsverteilung in den einzelnen
Lungenlappen der Ratte nach Inhalation

Die entsprechenden Daten sind fiir Kobaltoxid in den Tabellen 6a

und b, fiir sphérisches (U,Pu)02 in Tab. 7a wund b und fiir

irreguléres (U,Pu)O02 in Tab. 8a und b dargestellt. Allen
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Versuchen gemeinsam war eine deutlich erhdéhte Deposition im
apikalen ,Lungenlappen 2. Die Ausscheidungsrate dort war nach
(U,Pu)02-Inhalation niedrig und filhrte infolgedessen zu einer
langsamen Zunahme der relativen Konzentration iiber die Zeit in
diesem Lungenteil. Nach Kobaltoxid-Inhalation war ein Anstieg der
relativen Konzentration in Teil 2 nur innerhalb der ersten 2 bis
3 Monate zu verzeichnen; pach 180 Tagen lag die relative
Radioaktivitdatskonzentration im Bereich des mittleren
Gesamtlungenwertes. Gleichzeitig nahm in beiden Kobaltversuchen
die relative Radioaktivitdtskonzentration im 1intermedidren
Lungenlappen 6 deutlich zu, das heiBt, dort war zu spateren
Zeiten als 90 Tage nach Inhalation die Kobaltoxid-Ausscheidung
deutlich vermindert.

Der Unterschied der relativen Radioaktivitatskonzentration im

apikalen Lungenlappen 2 zur Restlunge war nach Inhalation der

groBeren Kobaltoxid-Partikel é&hnlich deutlich wie nach (U,Pu)0z-
Inhalation. Nach Inhalation der kleineren Kobaltoxid-Partikel war
eine Erhéhung in Teil 2 nur zwischen 28 und 91 Tagen zu

verzeichnen.

Die relativen Radioaktivitdtskonzentrationen in den iibrigen
Lungenteilen waren einander relativ &#hnlich wund wichen nicht
allzusehr vom Lungenmittelwert ab; etwas ausgepridgter waren die
Unterschiede bei den Kobaltversuchen. Der relative Radio-
aktivitdtsgehalt der Trachea mit den hiléren Lymphknoten war bei

allen Versuchen im allgemeinen um den Faktor 10 niedriger als in

den einzelnen Lungenteilen.
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3.1.6. Intraventdse und intramuskuldre Injektion von
(U,Pu)0z-Partikeln

Die intraventse Injektion sphdrischer Partikel (Tab. 9a) fiihrte
zZu schneller Deposition von mehr als 90% der injizierten
Alpha~Radioaktivitdt in der Leber; 4 bzw. 1% der injizierten
Alpha-Dosis wurden nach einer Woche in Milz und Lunge gemessen.
Der Radioaktivitdtsgehalt des Femurs lag weit unter 1%. Im Blut
lag die Radioaktivitdt einen Tag nach Injektion unter 1% und war

dort nach 7 Tagen nicht mehr nachweisbar.

Ein &hnliches Depositionsverhalten war auch nach intravendser

Injektion irreguldrer Partikel zu beobachten (Tab. 9b). Ein
wesentlicher Unterschied war in bezug auf die Lunge =zu
beobachten; nach 4 Tagen waren 17% der injizierten Dosis in der

Lunge deponiert.

In der Leber nahm nach intravenodser Injektion Dbeider
Partikelformen die Radioaktivitat iiber die Zeit ab; in Lunge,
Milz und Femur erfolgte iiber den gleichen Zeitraum eine Zunahme

der Radioaktivitat,

Nach intramuskuldrer Injektion irregulédrer (U,Pu)Oz-Teilchen (0,5
kBq/kg) in den linken Oberschenkelstrecker wurden innerhalb von
47 Tagen 5% der Alpha-Radicaktivitdt hauptsédchlich in die Leber

translokiert; Milz und Femur enthielten nach dieser Zeit weniger

als 1% der injizierten Dosis.
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3.2 Bronchoalveolédre Lavage von Rattenlungen

Abb. 7 und 8 geben Auskunft iiber die auswaschbare Radioaktivitat
und das AusmaB der Bindung der Teilchen an die Zellen in der
Lavage-Fliissigkeit. Unabhéngig von der Art der Teilchen nahm die
auswaschbare Radioaktivitat innerhalb wvon 2 bis 3 Tagen auf 5%
der instillierten Dosis ab. Der Prozentsatz der freien Teilchen
nahm im gleichen Zeitraum ebenso drastisch ab, wdhrend jener der
radioaktiven Zellen ungeféhr gleichblieb. In dem in Abb. B
beschriebenen Versuch wurde viermal statt dreimal gewaschen,
wodurch der etwas hohere Prozentsatz an ausgewaschener

Radiocaktivitat zustande kam.

3.3. In vitro-Versuche mit Rinderalveolarmakrophagen

Von den beiden untersuchten Kulturmedien HEPES und Waymouth (Abb.
9) wurde Waymouth der Vorzug gegeben, da dort die Aufnahme von

Radioaktivitat iiber die Zeit mit 2p <0,001 signifikant héher war.

Der Hauptunterschied in der Radioaktivitdt manifestierte sich
innerhalb der ersten 10 Minuten nach (U,Pu)0z-Zugabe; danach war
die Aufnahmerate in Waymouth-Medium nur noch geringfiigig
schneller als in HEPES-Medium. Bei Inkubation von Makrophagen in
Gegenwart von 50% "Lungensurfaktant" erfolgte eine etwas
schnellere Radioaktivitdtsaufnahme in die Zellen innerhalb der
ersten 10 Minuten (Abb. 10); der Unterschied zwischen den mit und
ohne "Surfaktant" inkubierten Zellen blieb dann mit 3 bis 10% der
Inkubations-Radioaktivitat wdhrend der folgenden 2 Stunden
gleich, die =zugehdérigen Kurven sind zwischen 10 und 150 Minuten
parallelverschoben. Statistisch 1lieB sich ein Unterschied zu

keiner Zeit sichern.
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Zusatz von 20% Kéalberserum aus neugeborenen Tieren fithrte zu
einem sehr starken Anstieg der Phagocytoseaktivitat (Abb. 11);
wdhrend der ersten 10 Minuten wurde in Gegenwart des Serums mehr
als dreimal soviel Radioaktivitdt in den Zellen gefunden als bei
Inkubation mit Waymouth-Medium allein (untere Kurve). Der
Unterschied war mit 2p <0,01 nach 10 und 45 Minuten und 2p <0,025
nach 90 Minuten =zu sichern. Nach 150 Minuten bestand kein
signifikanter Unterschied mehr 2zwischen beiden Kulturen. Zugabe
von 4% Rinderserumalbumin zum Waymouth-Medium hatte fTast den
gleichen Effekt wie Kélberserum; die Streuung 2zwischen den
einzelnen Versuchen war mit BSA aber griBler, so daB sich ein
Unterschied mit 2p <0,025 nur fiir den ersten Wert nach 10 Minuten

sichern lieB.

Fine einstiindige Vorinkubation von Rinderalveolarmakrophagen bei
37°C in zusatzfreiem Waymouth-Medium fiihrte zu einer etwas
geringeren Phagocytoserate nach (U,Pu)Oz-Inkubation. Nach 18 bis
20 Stunden lieB sich kein Unterschied zu den 15 Minuten
vorinkubierten Zellen mehr feststellen., Die Phagocytoserate nach
18 bis 20 Stunden lag bei 50 bis 70% der Inkubationsdosis.

Mit den auf Eis inkubierten Rinderalveolarmakrophagen
sedimentierten im Mittel 36% der Inkubations—-Radioaktivitat nach
L0 bis 150 Minuten Inkubation in Waymouth- und 30% nach
Inkubation in HEPES—Medium. Durch Unterschichtung wvon 0,1 ml
einer 62%igen Saccharoselosung unter ein freie Partikel
enthaltendes Medium im Zentrifugenrohrchen konnten aus
Waymouth-Medium im Mittel 24%, aus HM-EDTA 18% der
Gesamt-Radioaktivitdt sedimentiert werden. Somit waren ungeféhr

Zwel Drittel der nach Inkubation auf Eis sedimentierbaren




Radioaktivitat freie (U,Pu)02-Teilchen oder Aggregate.

Bei Inkubation von Rinderalveolarmakrophagen in Waymouth-Medium
ergab sich sowohl bei Inkubation bei 37°C als auch bei Inkubation
auf Eis eine lineare Beziehung 2zwischen Inkubationsdosis und
zellgebundener Radioaktivit#at (Abb. 12). Eine Verdopplung der
Dosis fiithrte stets zZu einer Verdopplung der absoluten

sedimentierbaren Radioaktivitat.

Die Bestimmung der Phagocytoserate nach der Dichtegradienten-
methode fiithrte zZwar im Mittel zZu nahezu 50% weniger
phagocytierter Radioaktivitdt nach 10 Minuten (Abb. 13), ein
‘Unterschied war jedoch statistisch nicht 2zu sichern. Nach 90
Minuten Inkubation wurden die gleichen Werte ermittelt wie bei

der Zentrifugationsmethode.

Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von 30 Minuten in vitro
mit sphédrischen (U,Pu)Oz-Partikeln in BSS inkubierten Ratten-
alveolarmakrophagen sind in Abb.48-55 gezeigt: Die Zellen besaBlen
eine  unregelmifBige Zelloberfldache und h&ufig cytoplasmatische
Fortsdtze am Zellrand. Sowohl einzelne Partikel (Abb.48a und b;
50ci 62; 54; 55) als auch Gruppen von Partikeln (Abb.50b; 51; 53)
waren an den Zelloberfldchen gebunden. Diese erschienen mehr oder

weniger tief in den Zelleib eingesenkt wund meist von der

Zellmembran iberzogen.

Abb.56-59 zeigen Rinderalveolarmakrophagen nach einstiindiger in

vitro—-Inkubation mit spharischen (U,Pu)0z-Partikeln in




HEPES-Medium. Auch hier waren die (U,Pu)0z— Partikel sowohl
einzeln (Abb.57: 58a und b; 59) als auch in Gruppen (Abb.56) mit
Zellen assoziiert. Stellenweise sichtbare glatte Zelloberflédchen

wiesen lochartige Einsenkungen auf (Abb.58a rechts unten).

90 Minuten auf Eis mit sphérischen (U,Pu)0z2-Partikeln in HEPES-

oder in Waymouth-Medium (Abb.60) inkubierte Rinderalveolar-—
makrophagen wiesen keine (U,Pu)0Oz-Partikel im Bereich der
Zelloberfldche auf., Diese Zellen hatten eine deutlich rauvhere

Oberfléche als die bei 37°C mit (U,Pu)0z inkubierten Zellen.

Im Rasterelektronenmikroskop dhnelten die 10 Minuten in
Waymouth—-Medium mit sph&rischen (U,Pu)0Oz-Partikeln bei 37°C
inkubierten Rinderalveolarmakrophagen (Abb.6la) den auf Eis
inkubierten Makrophagen; bei zahlreichen Zellen wurde aber
bereits nach dieser Inkubationszeit eine glattere Zelloberflache
festgestellt. Nach 45 Minuten Inkubation bei 37°C wiesen viele
Zellen ausgedehnte Bereiche mit glatter Zelloberfldche auf, die
ebenfalls lochartige Einsenkungen erkennen lieBen (Abb.61b); nach
dieser Inkubationszeit wurden auch mehrere unterschiedlich groBe
Zellaggregate beobachtet. Nach 18 Stunden Inkubation bei 37°C
(Abb.61lc) hatte weit mehr als die Hdlfte der Zellen eine glatte

Zelloberfldche.

Elektronenmikroskopische Schnitte durch 3 Stunden in vitro
inkubierte Rinderalveolarmakrophagen (Abb.62 und 63) zeigen, daB
(U,Pu)0z2-Partikel sowohl einzeln als auch in Gruppen phagocytiert
werden koénnen. In Abbildung 62a und b sind innerhalb jeweils

einer Schnittebene 3 aggregierte und 4 einzeln liegende Partikel




— 5] —

und Partikelbruchstiicke angeschnitten. Besonders in der zweiten
Abbildung, ist gut zu erkennen, daB die Partikelgruppe von einer
gemeinsamen Membran umschlossen war. Abbildung 63a und b zeigen
eine einzelne Partikel in einer stark formveranderten Zelle. Eine
Vakuole um die Partikel fehlte hier; eine eng anliegende

membranartige Struktur umgab den gréBten Teil der Partikel.

Nach 18 Stunden Inkubation in vitro (Abb.64a-d) waren viele der
(U,Pu)0z2-haltigen Zellen auseinandergebrochen (Abb.&64b und c),
wobei die (U,Pu)02-Partikel ¢groBenteils von einer Membran
umschlossen im Medium flottierten, Untersuchungen mit Trypanblau
ergaben eine Abnahme der Uberlebensrate um etwa 45%; dieser Wert
wurde allerdings auch bei den Kontrollkulturen ohne‘(U,Pu)Oz nach
dieser Inkubationszeit gefunden. Die unzerbrochenen,
(U, PU)Oz2 -Partikel enthaltenden Zellen (Abb.64a) waren alle
weitgehend bis vollig abgerundet und zeigten somit nicht mehr die
fiir die frithen Inkubationszeitpunkte typischen Auffaltungen und
Pseudopodienbildungen an der Zelloberflédche. Zellen ohne (U,Pu)O2
hatten zumindest zum Teil auch nach dieser Inkubationszeit eine

unregelmidBige Oberflache (Abb.64d).

Nach 4 Tagen Inkubation in vitro (Abb.65) waren die meisten
Zellen abgestorben. Die nach dieser Inkubationszeit noch zu
beobachtenden Zellen waren kugelig abgerundet, hatten eine glatte
Zelloberflidche und enthielten zahlreiche groBe Vesikel, welche

elektronenmikroskopisch weitgehend leer erschienen.
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Beim Vergleich von Waymouth-Medium mit und ohne Zusatz von
Penicillin und Streptomycin in bezug auf die Freisetzung von
Enzymen und Proteinen aus den Makrophagen (Abb. 14 und 15)
konnten fiir das cytoplasmatische Markerenzym Laktatdehydrogenase
sowie fir die Proteinkonzentration im Kuituruberstand kein
Unterschied festgestellt werden. Dariiberhinaus lag die Enzym— und
Proteinkonzentration wédhrend der Inkubationszeit von 10 bis 150
Minuten im Konzentrationsbereich der Kontrollen. Bei Inkubation
von Rinderalveolarmakrophagen in Waymouth-Medium ohne
Antibiotika-Zusatz  (Abb. 14) mit (U,Pu)0z nahm die Enzym-
aktivitdt von Laktatdehydrogenase und die Konzentration von
Proteinen im Medium nur unwesentlich zu und blieb im Bereich der
Enzym- und Proteinfreisetzung der Kontrolle ohne (U,Pu)02. Zusatz
von Penicillin und Streptomycin zum Kulturmedium #nderte daran
nichts (Abb. 15).

Unterschiede fanden sich hingegen bei der Freisetzung des
lysosomalen Markerenzyms N-Acetyl-B-Glucosaminidase: Wahrend die
Enzymaktivitat im Medium in Gegenwart von Penicillin und
Streptomycin gegeniiber der Kontrolle kaum erhéht war, konnte im
antibiotikafreien Waymouth-Medium eine deutlich hohere
Enzymkonzentration gegeniiber der Kontrolle mit einem Maximum nach
45 Minuten beobachtet werden. Die mittlere Phagocytoserate war
insbesondere wahrend der ersten 10 Minuten hoher ohne
Antibiotika~Zusatz. Die Uberlebensrate der kultivierten Zellen
ohne Antibiotika 1lag bei Kontrolle und (U,Pu)Oz-Kultur nach
3 Stunden bei 85%, nach 18 Stunden bei 20%. In den Kulturen
mit Penicillin und Streptomycin sank die Uberlebensrate nach 20

Stunden Inkubation von 90% auf 50%.




3.4, Ergebnisse nach differentieller Zentrifugation

3.4.1. Rattenlunge

Tab. 10 zeigt die Alpha-Aktivitadtsverteilung in der N- und
E-Fraktion sowie im Bindegewebe nach Rattenlungenhomogenisation.
Weitgehend unabhéngig von der Zeit und der Partikel-
charakteristik wurden 5 bis 74 Tage nach intratrachealer
Instillation 87 bis 98% der nicht im Bindegewebe enthaltenen
Radioaktivitat in der N-Fraktion gefunden.

7 bis 26% der Gesamt-Lungenaktivitét blieben im als Bindegewebe
bezeichneten Siebquetschenmaterial =zuriick; die Unterschiede in
den ersten beiden Gruppen der Tabelle sind auf verschiedene
Chargen der gleichen Partikelart zuriickzufiihren. Die
Radioaktivitatsausbeute zeigte merkliche Schwankungen und lag
zwischen 49 und 86% der Aktivitdat in der Lunge bei Sektion.

60 Minuten Vorverdauung der Lunge durch intratracheale
Instillation einer Enzymlésung in HM fithrte mit 0,3% Elastase
plus 0,0256% Trypsin 2zu einer unwesentlichen Erhoéhung der
Radioaktivitat in E nach 3, 9 und 76 Tagen. 30 Minuten
Vorverdauung mit 0,3% Kollagenase plus 0,1% Trypsin fﬁhrte 5 Tage
nach intratrachealer Instillation von (U,Pu)0z 2zu einer
Verdopplung der Alpha-Radioaktivitdat in E. Die gleiche Wirkung
hatte eine einstiindige Vorverdauung der Rattenlungen mit 0,2%
Kollagenase plus 0,3% Elastase 12 Tage nach intratrachealer

Instillation von (U,Pu)0z.,

Nach Homogenisation wvon Rattenleber 11, 47 und 155 Tage nach
intravenséser Injektion irregulédrer (U,Pu)Oz-Partikel (1 um AMAD)
sedimentierten mehr als 90% der Alpha-Radioaktivitdt von N+E in

der N-Fraktion.
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Tab. 11 zeigt die subzellulédre Verteilung von
Alpha-Radioaktivitat und Leitenzymen nach Rattenlungen—
homogenisation 7 bis 56 Tage nach Instillation irreguldrer 1 um-
Partikel. Von der Radioaktivitdt warenm npur 4%, von den

lysosomalen Enzymen fast zwei Drittel und von der mitochondrialen

Enzymaktivitat 50% in der E-Fraktion, 2zusammen mit 74% des
Gesamtproteins. Mit Ausnahme der Proteine, die vorwiegend in der
S-Fraktion zuriickblieben, war der groBte Anteil der Radio- und
Enzymaktivitat aus der E-Fraktion in der ML-Fraktion

sedimentierbar.

3.4.2. Rinderalveolarmakrophagen

Homogenisation von in vitro—-inkubierten Rinderalveolarmakro-
phagen fiuhrte 2zu einer sehr dhnlichen Radioaktivitédtsverteilung
wie in den Ganzlungenversuchen (Tab. 12). Homogenisation mit dem
Dounce "S" anstatt mit den Dounce "L" hatte einen prozentual
hoheren Aktivitdatsgehalt in E =zur Folge. Gleichartig wirkten
hohere Sedimentationskrédfte, wobei aber die Radioaktivitédts-
ausbeute deutlich abnahm. Um einen Vergleich mit Rattenlunge zu
ermoglichen, wurde der héheren g-Zahl zur Untersuchung der
subzelluldren Enzym— und Radioaktivitéatsverteilung troizdem der
Vorzug gegeben (Tab. 13). Drei Viertel bis vier Funftel der
Enzymaktivitdten flir Lysosomen, Mitochondrien und perizellulére
Membranen waren zusammen mit einem Viertel der Radioaktivitat in

der E-Fraktion nachweisbar.




3.5, Dichtegradientenzentrifugation von intakten Makrophagen,

der N- und der ML-Fraktion

3.5.1. Verhalten von intakten Makrophagen

DreiBigminiitige Zentrifugation mit 2000 g von zuvor 90 Minuten
mit sph#arischen (U,Pu)Oz2-Partikeln inkubierten Rinderalveolar-
makrophagen ergab im Saccharose-Gradienten ein ausgepragtes
Alpha-Radioaktivitdtsmaximum bei 1,18 g/cm® (Abb. 16). Ein
schwdcherer Peak war bei der niedrigsten Dichte im Bereich des
Auftragungsortes nachweisbar. Die Markerenzyme N-Acetyl-
Glucosaminidase und Laktatdehydrogenase zeigten eine

entsprechende Verteilung; der Nebenpeak fiir das lysosomale Enzym

war nur schwach, der des cytoplasmatischen Enzymes Laktat-
dehydrogenase hingegen deutlich ausgepréagt. Zehnminitige
Vorinkubation mit Latexpartikeln, die in Saccharose nicht

schrumpfen kénnen und ihre Dichte von 1,05 g/cm® behalten,
verschoben sowohl den Alpha—-Aktivitatshauptpeak als auch die
Enzymmaxima deutlich in den niedrigeren Dichtebreich von etwa
1,13 g/cm3., Dies beweist einerseits die Assoziatioh der Haupt-
radioaktivitdat mit den Alveolarmakrophagen und andererseits die
Integritét des grofBten Teils der Zellen bei der Auftrennung im
Gradienten. Die Dichtegradientenzentrifugation freier Teilchen in
Waymouth-Medium und in Waymouth-Medium mit 20% K&lberserum aus
neugeborenen Tieren ergab ein sehr deutliches oa-Aktivit&tsmaximum
im Dichtebereich 1,05 g/cm® und ein schwaches Nebenmaximum bei
etwa 1,10 g/cm®, wobei die Radioaktivitdtsausbeute mit weniger
als 20% &uBerst gering war. Der GroBteil der in den Fraktionen
fehlenden Radioaktivitdt konnte sowohl hier als auch bei den

meisten anderen Gradientenzentrifugationen mit freien Teilchen im




unteren Drittel des leeren Grandientenrdhrchens nachgewiesen
werden, war also an der Wand haften geblieben. Vorinkubation
freier (U,Pu)0Oz2-Teilchen mit Latexpartikeln in Waymouth-Medium
dnderte nichts am Alpha-Aktivitédtsprofil nach Zentrifugation im
Saccharose-Gradienten, doch war die Alpha-Ausbeute mit etwas mehr

als 30% besser.

Makrophagen, die 2. Stunden, 2 Tage und 6 Tage nach
intratrachealer Instillation sphdrischer (U,Pu)Oz-Partikel aus
der Rattenlunge ausgewaschen worden waren, zeigten im linearen
Percoll-Gradienten nach einer Stunde Zentrifugation bei 2000 g
ein. Alpha~Aktivitatsmaximum  bei 1,07 g/cm® (Abb. 17). Aus der
Rattenlunge.  ausgewaschene Zellén hatten nach 2,5 Stunden
Inkubation in HM mit sphérischen Teilchen ein Alpha-Aktivitats-
maximum bei geringerer Dichte von 1,05 g/cma‘in Percoll. Ahnlich
war dié Radioaktivitatsverteilung nach Zentrifugation von
Rinderalveolarmakrophagen = nach fiinfzehnminitiger Inkubation mit
(U,Pu)02 in Waymouth-Medium. Freie Teilchen fanden sich nach
Auftrennung in Percoll groBtenteils auf dem Gradienten, die

Alpha-Ausbeute war mit 26% schlecht.

Die Auftrennung des gleichén Zellmaterials wie in Abb. 17 im
linearen Ficoll-Gradienten (Abb. 18) fithrte bei den gleichen
Zentrifugationsbedingungen mit ausgewaschenen aktiven
Rattenmakrophagen zu einem Alpha-Aktivitdtsmaximum bei 1,06 bis
1,07 g/cm®., Dort fand sich auch das Radioaktivitédtsmaximum der in
vitro-inkubierten Rindermakrophagen und ein schwach ausgeprégter
Peak fir die in vitro-Rattenmakrophagen. Die beiden Maxima am

Anfang und am Fnde dieser Gradienten entsprechen der Verteilung
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freier Partikel in Ficoll. Auf das Vorhandensein vieler
(U,Pu)0Oz2-Partikel in den in vitro-Rattenmakrophagen—-Gradienten

weist die niedrige Radioaktivitatsausbeute zusadtzlich hin.

3.5.2. Untersuchungen zur Radioaktivitétsverteilung nach
Dichtegradientenzentrifugation der N-Fraktion

Nach Homogenisation von Rattenlunge und Auftrennung der daraus

gewonnenen N-Fraktion im linearen Saccharose-Dichtegradienten war

fast die gesamte Alpha-Aktivitéat im Dichtebreich 1,20 bis

1,25 g/cm3 zu finden (Abb. 19). Die Untersuchungen der N-Fraktion

im Elektronenmikroskop zeigten, daB das Homogenat zum groBen Teil

neben Zellkernen aus gréBeren Zellbruchstiicken bestand.

Das Verhalten der Radioaktivitat aus N entsprach nicht dem
Verhalten freier Partikel im Saccharose-Gradienten, da diese nach
gleichartiger Auftrenpnung mit weniger als 10% Ausbeute am
Auftraegungsort bei 1,05 g/cm® und bei 1,10 g/cm3 zu finden waren.
Die Auftrennung der N-Fraktionm aus Rattenleber nach intravenoser
Injektion von irreguldrem (U,Pu)0z im Saccharose-Gradienten
zeigte die gleiche Radioaktivitatsverteilung wie N aus der Lunge.
Im linearen Metrizamid-Gradienten war das Verhalten freier
Partikel sehr @dhnlich wie in Saccharose. Nach Auftrennung von N
lag das Alpha-Aktivitatsmaximum bei etwas geringerer Dichte als

in Saccharose.

Percoll erwies sich als wenig geeignet fur die Auftrennung der
N-Fraktion, da bei den gewdahlten Zentrifugationsbedingungen die

Radioaktivititsprofile mit denen freier Teilchen interferierten.
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Ahnlich lagen die Verh#dltnisse nach Auftrennung der N-Fraktion
aus in vitro-inkubierten Rinderalveolarmakrophagen im Saccharose-
und Metrizamid-Dichtegradienten (Abb. 20). Der entsprechende
Alpha-Aktivitdtspeak lag bei etwas hoherer Dichte; gleichzeitig
trat ein ausgeprédgter zweiter Peak am Auftragungsort bei etwa
1,06 g/cm® auf. 1In Nycodenz lag der untere Aktivitétspeak bei
etwas geringerer Dichte als in Saccharose und Metrizamid; das
Nebenmaximum im Bereich des Auftragungsortes der Proben enthielt

fast 50% der gesamten im Gradienten meBbaren Radioaktivitat.

Elektronenmikroskopische Untersuchungen der N-Fraktion aus der

Rattenlunge ergaben, daB der iiberwiegende Teil der Lungenzellen
aufgebrochen war. Ein Teil der Organellen blieb in
unterschiedlich grofBBen Zellbruchstiicken eingeschlossen und

sedimentierte mit den Kernen in der N-Fraktion (Abb.66). Des-—
weiteren enthielt die N-Fraktion Gruppen'von Bindegewebstasern.
Nach Auftrennung dieser N-Fraktion im Saccharose-Dichte-
gradienten wurde diejenige Fraktion mit dem Radioaktivitéts-
maximum elektronenmikroskopisch untersucht (Abb.67); sie bestand
iiberwiegend aus stark geschrumpftem membrandésem Material,
Kernbruchstiicken und Bindegewebsfasern und zeigte somit eine

ahnliche Zusammensetzung wie die urspriingliche N-Fraktion.

Die bei der Homogenisation von Rattenlunge anfallende ML-
Fraktion ist im elektronenmikroskopischen Bild in Abbildung 68
gezeigt: Neben viel membranésem Material (Flasmamembranen,
Endoplasmatisches Retikulum und Vesikel anderer Herkunft) sind

nur wenige Mitochondrien vorhanden.
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Zum Vergleich mit dem Rattenlungen—-ML isl in Abbildung 69 eine
ML-Fraktion aus 1isolierten Rinderalveolarmakrophagen gezeigt:
Auffédllige Unterschiede sind die geringere GréBe eines GroBteils
der Vesikel sowie das geh#dufte Auftreten multivesikulédrer Korper;

vermutlich handelt es sich dabei um sekundire Lysosomen.

3.5.3. Untersuchungen zur Radiovaktivitédts— und Leitenzym-—
verteilung aus der Mitochondrien-Lysosomen-Fraktion (ML)

Das ML aus der Lunge einer 29 Tage zuvor mit sphérischen
(U,Pu)02-Teilchen instillierten Ratte (Abb. 21) =zeigte nach
Auftrennung im Nycodenz-Dichtegradienten eine relativ
gleichméBige Alpha-Radioaktivitédtsverteilung iiber den gesamten
Dichtebereich., Die Trennung der Mitochondrien von den Lysosomen
und Membranen war nicht optimal. Bemerkenswert ist der
Unterschied in der Verteilung der beiden lysosomalen Enzyme:
wdhrend die Arylsulfatase - &dhnlich wie die 5’-Nucleotidase -
eine zweigipflige Verteilung aufwies, wurde fiir die N-Acetyl-

Glucosaminidase nur ein Maximum bei 1,14 g/cm® gemessen.

Die gleichartige Auftrennung von ML aus in vitro mit sphiarischen

(U,Pu)0z2-Partikeln inkubierten Rinderalveclarmakrophagen im
Nycodenz-Dichtegradienten (Abb. 22) ergab Fir N-Acetyl-
Glucosaminidase ebenfalls | ein Maximum, allerdings bei der
wesentlich geringeren Dichte von 1,06 g/cm?. Die

Glutamatdehydrogenase als Mitochondrienleitenzym hatte eine dem

Rattenlungen-ML entsprechende Verteilung, das Membranleitenzym
Alkalische Phosphodiesterase war bei niedriger Enzymaktivitat

relativ gleichméBig iber den gesamteun Dichtebereich verteilt mit




einem schwach angedeuteten "Maximum'" im unteren Dichtebereich,
Bei einer mittleren Alpha-Radioaktivitdtsausbeute von 43% waren

zwei Maxima bei 1,05 und bei 1,19 g/cm® 2zu beobachten.

Nach Auftrennung eines ML aus in vitro mit spharischen
(U,Pu)0z-Partikeln inkubierten Rinderalveolarmakrophagen im
Metrizamid-Dichtegradienten (Abb. 23) war die Alpha-Radio-

aktivitdtsverteilung bei 65% Ausbeute ebenfalls zweigipflig. Das
Hauptmaximum im wunteren Dichtebereich trat bei etwas hoherer
Dichte auf als in Nycodenz, das wenig ausgepriégte zweite Maximum

war am unteren Ende des Gradienten zu beobachten.

Die Verteilung der Leitenzyme nach Zentrifugation einer
ML-Fraktion aus frischen nicht inkubierten Rinderalveolarmakro-
phagen im Metrizamid-Dichtegradienten (Abb. 24) war #&hnlich wie
in Nycodenz. Die Mitochondrien waren sehr gut von den Lysosomen
und von den Membranen abgetrennt. Fiir beide lysosomale Enzyme war
neben dem Hauptmaximum bei 1,07 g/cm® ein weiterer Peak bei
1,12 g/cm® angedeutet. Die Alkalische Phosphodiesterase hatte
eine zweigipflige Verteilung dhnlich den lysosomalen Enzymen, nur

wurde der zweite Peak bei 1,11 g/cm® zum Hauptmaximum.

Auftrennung der ML-Fraktion aus nicht inkubierten
Rinderalveolarmakrophagen im Saccharose-Dichtegradienten (Abb.25)
fihrte =zu einer schlechten Trennung der einzelnen Leitenzyme fiir

Lysosomen, Mitochondrien und Membranen. Die Verteilung der

lysosomalen Enzyme war zweigipflig mit Dichten von 1,05 und

1,16 g/cm® fir die Maxima. Das zweite Maximum der lysosomalen




Enzyme war an der gleichen Stelle wie das Glutamatdehydrogenase-
Maximum. Zwei- bis dreimaliges Waschen des ML mit HM + 1 mM EDTA
vor der Auftrennung fithrte =zu einer leichten Verschiebung des
zweilen Maximums der N-Acetyl-Glucosaminidase bei gleichzeitigem
starken Abnehmen des ersten Maximums; Saure Phosphatase,
Glutamatdehydrogenase und Alkalische Phosphodiesterase wurden in
Bezug auf ihre Dichteverteilung durch das Waschen nicht
beeinflufit. Das Membranleitenzym Alkalische Phosphodiesterase
zelgte eine von den anderen Enzymen etwas abweichende Verteilung
mit einer breiten Verteilung iber das Dichteintervall von 1,10

bis 1,20 g/cm® mit angedeuteter Zweigipfligkeit bei 1,13 und

1,20 g/em®. Die Auftrennung von ML aus in vitro mit sphéarischen
(U,Pu)0z2-Partikeln inkubierten Rinderalveolarmakrophagen im
Saccharose-Dichtegradienten (Abb. 26) ergab fir alle drei

Organellklassen eine maximale Enzymaktivitat bei etwa gleicher
Dichte von 1,18 g/cm¥ ., Das Alpha-Radioaktivitatsmaximum war
breiter wund mit einem wesentlichen Anteil zu noch hoherer Dichte

verschoben, Die Alpha-Radicaktivitatsausbeute lag bei 37%.




4. DISKUSSION

Zu Beginn der Diskussion mdchten wir nochmals auf die eingangs

formulierten Ziele dieser Arbeit verweisen, die die Analyse von

Lungenretention, Phagocytose und intrazelluldrer Ablagerung von
(U,Pu)02-Partikeln sowie die Isolation wund Auftrennung von
Organellen aus Lungenzellen betrafen. Entsprechend soll im

Folgenden auch die Diskussion der Ergebnisse gestaltet werden.

Lungenretention

Ein Vergleich unserer Ergebnisse nach (U,Pu)0Oz-Inhalation mit
denen in der Literatur zeigt sehr groBe Ahnlichkeiten in bezug
auf die Retention in der Lunge; dies gilt fiir beide ﬁntersuchten
Partikelformen (Abb. 7¢). Beziiglich der Translokation in andere
Organe sind unsere Werte etwas hoher als die der anderen Autoren;
allerdings ist zu beriicksichtigen, daB unsere Mischoxide mit B80%
mehr Uran enthielteni nach Stather et al.(1979) fiuhrt sleigender
Urangehalt 1im Mischoxid zu steigender Pu- und Am-Translokation.
In vitro-Loslichkeitsuntersuchungen ergaben beispielsweise
(Eidson et al.,1983) fir Hanford- (U,Pu)0O2 mit 74% Uran und 2.5

pm AMAD Loslichkeiten von 2% fiir Pu, 3% fiur Am und 10% fir U nach
100 Tagen in 0,1 M HCI. Mewhinney et al. (198la) berichten iiber
Loslichkeiten von 1% fir Pu, 1,5% fiir Am und mehr als 50% (!) fur
U innerhalb von 4 Wochen in einem synthetischen
Blutserumultrafiltrat. Das gleiche Mischoxid zeigte nach
Inhalation durch Fischer-344-Ratten (Mewhinney et al., 1981lb)
weniger als 2% Deposition auBerhalb der Lunge im Koérper und keine
signifikant wunterschiedliche Retention fiir Am wund Pu in der
Lunge. Interessant an dieser Studie ist dariiberhinaus, daff in den
Faeces das 50- bis 100-fache des mit dem Urin ausgeschiedenen Pu
innerhalb eines Jahres gefunden wﬁrde, welches einen direkten

Beweis fiir die ganz iiberwiegende mucociliédre Clearance solchen




unléslichen Materials darstellt. Bei Hund und Affe fand Mewhinney
eine hdhere Léslichkeit fiir Am in der Lunge verglichen mit Pu;
Stanley et al. (1982) bestdtigen diesen Befund, nannten aber fiir
die Ratte eine schnellere 24lAm-Lungenclearance und eine etwa
zehnfach hohere Deposition in Leber plus Skelett nach einem Jahr,
In unseren Versuchen lieB sich eine statistisch mnicht zu
sichernde schnellere Clearance fiir 24l1Am  nur nach Inhalation
sphdrischer Partikel beobachten, nicht aber fiir die irreguléaren
Partikel. Die Unterscheidung zwischen beiden Nukliden wurde
dadurch erschwert, daB die MeBeffektivitat fiir die 241 Am—-60 keV-

Gammalinie wum mehr als den Faktor 50 niedriger war als fir die
Alphamessungen. Insgesamt kann das in dieser Untersuchung
verwendete Material ebenfalls als biologisch unloslich angesehen

werden.

Die Deposition wvon inhalierten Partikeln in den Alveolen wird
unter anderem beeinfluBt von der PartikelgroBe (TGLD, 1966; Brain

und Valberg, 1979). Die intratracheale Instillation umgeht dieses

Problem; mit dieser Technik lassen sich auch groBere, bei der
Inhalation nicht lungengédngige Partikel in den Alveolen
deponieren. Wie wir aus unseren Befunden schlieBen, sind die

Clearanceraten fiir beide Applikationstechniken nach wmehr als

2 Tagen grundsatzlich gleich. Vorteile fiir die
Instillationsmethode sind die Deposition einer vorher
bestimmbaren Dosis innerhalb kiirzester Zeit und - bei Verwendung
gefdhrlicher Stoffe - ein weitaus geringeres Risiko fir den

Experimentator.

Einer der wesentlichen Nachteile ist die sehr inhomogene




Radioaktivitdtsverteilung in der Lunge: Wiahrend nach Inhalation

eine weitgehend homogene Verteilung der Alpha—-Aktivitat zu
erzielen ist (siehe auch Tabellen zur relativen
Radioaktivitatskonzentration in den einzelnen Lungenlappen),

konnten in unseren Versuchen bis zu 80% des deponierten Materials
in einem Areal gefunden werden, das etwa einem Viertel der
Lungenmasse entsprach. Brain et al. (1976) fanden ebenfalls
homogenere Aerosolkonzentrationen in der Lunge von
Sprague-Dawley-Ratten nach Inhalation von 998Tcz287-Kolloiden
(0,01-3pm GMD) als nach Instillation dieser Kolloide. Pritchard
et al. (1985) beobachteten bei der Auswertung von
Autoradiografien von Lungenschnitten eine bis viermal hohere
lokale CeOz ~-Konzentration nach Instillation verglichen mit
Inhalation; die hochste relative '41Ce-Konzentration fanden sie
nach Neutronenaktivierung des CeOz im apikalen Lungenlappen 2.
Raabe et al, (1977) beobachteten nach Inhalation von
169 Yb-markierten Aluminiumsilikatpartikeln mit 0,5-3pum
aerodynamischem Durchmesser die hochste Konzentration bei Ratte
und Syrischem Goldhamster ebenfalls im apikalen Lungenlappen 2
mit steigender Deposition bei steigendem Durchmesser. Diese
Befunde koénnen wir fiir die Aerosolverteilung in der Lunge nach
Inhalation von (U,Pu)0z und von Coa0Os4 bestdtigen. Wiahrend zu
frihen Zeiten nach Inhalation der gréBeren Coa0Oa-Partikel (2,7um
AMAD) relativ Viei nmehr °? Co im Lungenteil 2 meBbar war als nach
Inhalation der kleineren Co30O4-Partikel (AMAD: 1,4um), war dieser
Unterschied nach Inhalation irregularer (AMAD: 1,5pm) und
spharischer (AMAD: 0,9 pm) (U,Pu)0z-~Partikel sehr gering.
Grundsédtzlich konnten die von Morgan et al. (1983) mit PuOz an

Mausen gewonnenen Ergebnisse, daB groBere Partikeldurchmesser die




relative Konzentration in Lungenteil 2 erhodhen, bestédtigt

werden.

Wird nach Raabe et al. (1977) das Atemminutenvolumen der Ratte
mit 111 ml angenommen, so sind 3 Tage nach der
(U,Pu)0z2~Inhalation im Mittel 20+1% des mit diesem
Atemminutenvolumen theoretisch inhalierten Mischoxides in der
Lunge deponiert, nach intratrachealer Instillation aber etwa 80%
der instillierten Dosis. Der Wert fiir die alveolare Deposition
nach Inhalation stimmt sehr gut mit der Literatur iiberein (ICRP,

1986: 25% fir den Menschen).

Zu spadteren Zeiten ist das Verhalten instillierten wund
inhalierten Materials kaum wunterschiedlich in der Rattenlunge.
Eine etwas hohere Clearance—Rate fiir groBere Teilchen wurde von
Mewhinney et al. (1976) fiir 238Pu02 berichtet. Dort handelte es
sich um Inhalationsversuche \ mit Hunden unter Verwendung

spharischer Partikel mit 0,8um, 1,3um, 1,9pm und 3,0pm AMAD.

Umgekehrt lagen die Verhdltnisse fiir die Kobaltoxid-Retention:
obwohl das bei 800°C gegliihte C€o0304 nur schwer léslich war
(Kreyling und Ferron, 1984), ist es am ehesten wahrscheinlich,
daB die Retentionsunterschiede auf eine hohere Loslichkeit fiir
die kleineren Partikel zuriickzufithren sind. Ein weiterer Grund
fir die schnellere Clearance der kleineren Partikel diirfte deren
homogenere Verteilung in der Lunge gewesen sein. Bailey et al.
(1986) zeigen neben unseren Ergebnissen mit Sprague-Dawley-Ratten
dhnliche Lungenretentionen des Kobaltoxids in anderen

Rattenstédmmen sowie den Vergleich mit anderen Saugerarten. Rhoads




und Sanders (1985) bestimmten fiir bei 600°C gegliihtes Co304 nach
intratrachealer Instillation von 1,5ug pro Tier in
Fischer-344-Ratten eine Halbwertszeit von 15 Tagen fiir die
Lungenretention sowie keine nennenswerte Ablagerung in anderen

Organen.

Zusammenfassend 1Bt sich feststellen, daB sich (U,Pu)0Oz-Partikel
sowohl nach Inhalation als auch nach Instillation in der
Rattenlunge &hnlich verhalten, solange die Dosis relativ niedrig
ist. Mit steigender Dosis zeigen die Clearance-Mechanismen nach
Instillation wesentlich frﬁher‘ eine Verlangsamung als nach
Inhalation. Als plausibelste Ursache kénnen wir radiotoxische
Effekte auf Alveolarmakrophagen und damit einen hemmenden Effekt
auf‘ die mechanische Clearance annehmen. Die Alveolarmakrophagen
nehmen nach Sanders (1972) iber 95% der in den Alveolen
deponierten Mischoxide auf, Wahrscheinlich gelangen mit
steigender Dosis und entsprechend hoherer Partikelzahl auch mehr
Partikel i{ber Typ-I-Alveolarzellen (Sanders et al., 1977) in die
Alveolarwinde und konnen dort von interstitiellen Zellen
aufgenommen werden. Dies wiirde zu einer wesentlich verléngerten
Retention dieser Partikel fiihren. Sanders et al. (1977) fanden
nach Inhalation von PuOz (AMAD: 2,5um) bei weniger als 9 bis 18
kBq/kg keine Aggregation von PuOz-Partikeln innerhalb einzelner
Alveolarmakrophagen uﬁd ungefahr 50 Tage Halbwertszeit fiir die
Rattenlungenretention. Bei hodheren Dosen fanden sie Anderungen in
der Lungenclearance infolge friher Makrophagen—-Toxizitédt.
Zahlreiche Autoren (z.B. Moores et =al., 1983) berichten
iibereinstimmend von einer deutlichen Abnahme der Zellzahl und der

Vitalitédt von Alveolarmakrophagen nach Inhalation von mehr als 20




Bq 239pu0: in der Miuselunge. Bair et al. (1973) geben fiir einen
239Pu0z2-Partikel von 0,25pum Durchmesser eine Dosisbelastung von 5

rad/h fir den diesen Partikel enthaltenden Phagocyten an.

Wie schon erwiahnt, haben wir zur Ergédnzung und als Kontrolle die
Teilchen auch intravends injiziert. Partikuldres Material im Blut
gelangt normalerweise fast vollstdndig in die Leber (Priest und
Hainesgs, 1982); dies wurde wvon uns auch fir (U,Pu)0z2 nach
intravendser Injektion gefunden. Smith et al. (1977) erhielten
nach intravendser Injektion von 239Pu0z in die Ratte iiber B0%
Deposition in der Leber fiir PartikelgrdBen von 0,025 bis 1,2pm,
Weniger als 10% injizierter 0,00lpum-Partikel wurden in der Leber
deponiert; iiber ©60% dieses Materials wurden im Restkadaver und
somit vermutlich hauptsdchlich im Skelett abgelagert. Fiir keine
der untersuchten PartikelgrdBen betrug die Deposition in der
Lunge allerdings mehr als 2%, wahrend wir fir irreguléares
Material mehr als 10% fanden. Eine mdgliche Erkléarung fir die
hohe Deposition dieser Partikel in der Lunge geben Wilkins und
Myers (1972): Fiir negativ geladene KXolloide geben sie als
Depositionsort vorwiegend die Leber an, fiir positiv geladene
Kolloide anfangs zum Teil die Lunge. Eine andere Erklarung wire
die Annahme, daB sich im Blut gréBere Aggregate bilden, die in

den Lungenkapillaren abgefangen werden.

Unsere FErgebnisse mit intravends injizierten Partikeln zeigen,
dafB3 aus der Lunge ins Blut iibertretendes partikulédres Material
vorwiegend in die Leber gelangt. Losliches Pu wird vorwiegend im
Skelett deponiert (Stitterlin, 1982). Die geringe und wenig

unterschiedliche Deposition von Radioaktivit#dt in Leber und Femur




und die 1angsame Radioaktivitdtszunahme im Femur mit der Zeit
sprechen fiir eine vorwiegende Translokation léslichen Materials

aus den in der Lunge deponierten Mischoxiden ins Blut. Die

elektronenmikroskopisch gefundene niedrige Elektronendichte
angeschnittener Partikel in der Rattenlunge 473 Tage nach
intratrachealer Instillation ist ein Hinweis fiir eine solche

langsame Solubilisierung partikuldren Materials.

Bronchoalveolidre Lavage und Autoradiografie dienten zur
Untersuchung der (U,Pu)0z-Partikelaufnahme durch
Alveolarmakrophagen in der Rattenlunge. Aus methodischen Griinden
erwies sich drei- oder viermalige Lavage als optimal, obwohl
damit nicht alle freien Zellen und nur ein Teil der alveolér
deponierten Radioaktivitat auszuwaschen waren. Brain und Frank
(1968) beispielsweise wuschen aus Sprague-—-Dawley-Ratten mit
zwolfmaliger Lavage die doppelte Makrophagenzahl aus im Vergleich
zu viermaliger Lavage in der vorliegenden Studie. Mindestens 30%
des instillierten Mischoxides waren mit viermaliger Lavage nach 2
Stunden auswaschbar (Abb. 8). Der Prozentsatz an auswaschbarer
Radioaktivitdt nahm in den ersten Tagen viel schneller ab als der
Radioaktivitédtsgehalt der Lunge. Dies spricht filr eine
Translokation von Partikeln aus den Alveolen in die
Alveolarsepten (siehe auch elektronenmikroskopische Befunde fir
Ratfenlunge nacﬁ intratrachealer Instillation: Partikel in
interstitiellen Makrophagen). Eine Therapie durch Lavage zur
Reduzierung inhalierten unléslichen Materials in der Lunge wére
somit auch im Falle der (U,Pu)0z-Partikel nur innerhalb der
ersten Stunden sinnvoll, solange freie Partikel, die ins

Interstitium gelangen konnen, in den Alveolen vorhanden sind. Die




fir die Bestimmung der in vivo-Phagocytose benutzte
Autoradiografie hat den Nachteil, daB bei =zellassoziierter
Radioaktivitdt nicht unterschieden werden kann zwischen Aufnahme
von Partikeln in Makrophagen und Adsorption an deren Oberfléche.
Die tatsdchlichen Phagocytoseraten waren somit wahrscheinlich
besonders zu friihen Zeiten etwas niedriger als die mit dieser
Methode ermittelten Werte. 2 Stunden nach Instillation
sphérischer Partikel war die Halfte der auswaschbaren Partikel
nicht =zellgebunden; weniger als 10% der ausgewaschenen Zellen
enthielten Radioaktivitat. Sanders (1969) fand mit vier Lavages
nach Inhalation wesentlich héherer Dosen von 23°9Pu02 nach einer
Stunde 51% der Partikel in 47% der ausgewaschenen Zellen, nach 3
Stunden 83% der Partikel in 74% der Zellen und nach 2 Tagen 91%
der Partikel in 75% der Zellen mit autoradiografischer
Bestimmung. Da die dort deponierte hohere Partikelzahl zu eiﬁem
wesentlich hoheren Prozentsatz von mit Radioaktivitdt beladenen
Makrophagen fiihrte, so ist es in unserem Falle wahrscheinlich,
daB mehr als 10% phagocytotisch aktive Makrophagen in den
Alveolen vorhanden waren, die instillierte Partikelzahl aber

nicht ausreichte, alle zur Phagocytose zu veranlassen.

Das Vorkommen freier (U,Pu)Oz-Partikel nach mehr als 2 Tagen geht
moglicherweise auf die Freisetzung von Partikeln aus zerstérten
Makrophagen iﬁ die Alveolen zuriick. Die kurze biologische
Halbwertszeit von 4 Tagen fiir Alveolarmakrophagen (Bowden, 1984)
macht solche Partikelfreisetzungen und ihre Wiederaufnahme durch
andere Alveolarmakrophagen erforderlich, um die weitaus léngeren

Halbwertszeiten der Lungenretention dieser Partikel zu erklaren.




In vitro-Phagocytose

Zur Untersuchung der Phagocytose von (U,Pu)0Oz-Partikeln wurde von
uns ein in vitro-Modell mit Rinderalveolarmakrophagen entwickelt.
Diese Zellen konnen 1in sehr hoher Ausbeute erhalten und fiir

mindestens 20 Stunden problemlos in Kultur genommen werden.

Das Hauptproblem bei der Bestimmung der Phagocytoseraten in vitro
ist die Unterscheidung in phagocytiertes und nur an die
Zelloberflédchen gebundenes Material. Unterhalb 18°C findet keine
Phagocytose statt; die Bindung von Partikeln an den
Zelloberfldachen wird durch Temperaturabsenkung nicht beeinfluB3t
(Silverstein et al., 1977). Durch Inkubation auf Eis ldaBt sich
der nicht phagocytierte Anteil der Partikel bestimmen. Der Anteil
co—éedimentierender freier Partikel wurde von Robinson und
Schneider (1980) durch differentielle Zentrifugation von in vitro
mit 241Am02 inkubierten Kaninchenalveolarmakrophagen in 23%iger
Rinderserumalbuminlosung bestimmt, wobei die intakten Zellen oben
blieben, die freien Partikel aber sedimentierten. Hahn et al.
(1977) benutzten ein dhnliches System fiir die Trennung von
Kaninchenalveolarmakrophagen und 239Pu0Oz-Partikeln in 30% Ficoll.
Beide‘ obengenannten Methoden zZur Quantifizierung
nichtphagocytierter Partikel wurden in den Saccharose-Dichte-
gradientenbestimmungen kombiniert angewandt fiir die
Zentrifugationsmethode wurde die Phagocytosehemmung bei niedriger
Temperatuf zur Bestimmung der nichtphagocytierten Radioaktivitét

im Zellpellet verwendet.

Von den ©beiden Methoden ist die Saccharose-Dichtegradienten-

zentrifugation genauer. Erstens ist die Zellassoziation von
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Mischoxidpartikeln durch . die {iberlagerung von zellulédren
Leitenzymen mit dem Radioaktivitatsprofil sowie deren
Verschiebbarkeit durch Aufnahme von Latex in die Zellen (Abb.16)
direkt beweisbar. Zweitens 1ist die Uberlagerung =zellularen
Materials mit freien Partikeln weitgehend auszuschlieBen, da sich
nach Auftrennung freier Partikel in dem in Frage kommenden
Dichtebereich so gut wie keine Radiocaktivitdt nachweisen lieB.
Die weitgehende Ubereinstimmung der Resultate beider Methoden
(Abb. 13) bestdtigt, daB jede gut geeignet war, um die echte

Phagocytoserate zu ermitteln.

Durch Hinzunahme der elektronenmikroskopischen Ergebnisse wird
bewiesen, daB Phagocytose durch Rinderalveolarmakrophagen 1in
vitro tatséchlich stattfand und die Partikel im Zellinnern
deponiert wurden. Die Frage nach dem "Ort" der Deposition wird
spater im Zusammenhang mit differentieller und Dichtegradienten-
zentrifugation diskutiert.

Mit der Zentrifugationsmethode wurde wéahrend zweistiindiger
Inkubation von Rinderalveolarmakrophagen mit (U,Pu)0z in
HEPES—Medium eine lineare Zunahme der in die Zellen aufgenommenen
Radioaktivitdt gemessen in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen
von Robinson und Schneider (1980) und von Hahn et al. (1977). Bei
Verwendung von Waymouth-Medium fiir die Inkubation (Desai und
Richards, 1983) wurde eine schnelle Radioaktivitdtsaufnahme
innerhalb der ersten 10 Minuten beobachtet; danach erfolgte die
weitere Zunahme der Radioaktivitét bis zu 2 Stunden Inkubation
sehr viel langsamer, aber stetig. Ahnlich ermittelten Warheit et
al. (1984) das Phagocytosemaximum fiir Carbonyl-Eisen-Partikel in

Gegenwart von Kédlberserum mit 55% nach einer Stunde und danach




keine wesentliche Anderung mehr. Zeidler und Kim (1985)
beobachteten ein Maximum der Aufnahme von "0il Red 0" (Sigma)
durch Schweinealveolarmakrophagen nach Inkubation in BSS bereits

nach wenigen Minuten Inkubation.

Alle weiterfiihrenden Untersuchungen wurden mit Waymouth-Medium
durchgefiihrt, da es sich durch wesentlich hohere Phagocytoseraten
gegeniiber HEPES-Medium auszeichnete (Abb. 9). Der Zusatz von
Rinderserum (NCS) und von Rinderserumalbumin (BSA) fithrten zu
einer deutlichen Phagocytosesteigerung wéhrend der ersten 10
‘Minuten (Abb. 11). Die von Reobinson und Schneider (1980)
beobachtete Verdopplung der Phagocytéserate nach BSA-Zugabe und 1
bis 2 Stunden Inkubation mit 241Am0Oz war in unseren Versuchen mit
(U,Pu)02 nur bis zu einer Stunde Inkubation zu beobachten. 20%
NCS im Medium hatten bei uns die gleiche Wirkung wie Albumin,
wohingegen Robinson und Schneider mit 10% foetalem Kdlberserum
zwar eine Steigerung gegeniiber der Kontrolle, aber eine deutlich

niedrigere Phagocytoserate als mit Albumin erhielten.

Sowohl nach NCS~ als auch BSA-Zusatz zum Kulturmedium ist eine
Opsonierung der Partikel denkbar, die dazu fithrt, daB Partikel an
Fc—- oder/und Csb-Rezeptoren der Makrophagen gebunden werden und
somit tiber den immunspezifischen Phagocytosemechanismus in die
Zelle gelangen kbnnen. Ein Anhaltspunkt fiir diese Vermutung ist
die von Zeidler und Kim (1985) gefundene Verdreifachung der "0il
Red O"—Aufnahme durch Schweinealveolarmakrophagen nach
Opsonierung der Partikel. Andererseits kann nicht ausgeschlossen
werden, daB es sich, zumindest bei NCS-Zugabe, um eine Reaktion

der Zellen auf irgendeinen im Serum enthaltenen




Makrophagen-stimulierenden Faktor handeln koénnte, der fir die

Steigerung der Phagocytoserate verantwortlich zu machen ist.

Surfactantzusatz zum Waymouth-Medium hatte ebenfalls eine Zunahme
der Radioaktivitat in den Zellen zur Folge; die Steigerung war
aber deutlich geringer als nach NCS- und BSA-Zusatz. Surfactant
enthalt offenbar keine Komponenten, die zu einer die
Proteinwirkung iUbertreffenden Phagocytosesteigerung fihren. Somit
ist in der Anwesenheit von Proteinen am wahrscheinlichsten das

phagocytoseaktivierende Prinzip zu vermuten,

Die Zellkulturen mit Rinderalveolarmakrophagen waren wahrend der
ersten 3 Stunden ohne und mit Penicillin/Streptomycin weitgehend
stabil. Dies zeigte sowohl die hohe Uberlebensrate wahrend der
Inkubation als auch die geringe Protein- und
LDH-Aktivitdtszunahme in den Kulturiberstanden (Abb. 14 und 15).
Nach 20 Stunden Inkubation waren die Unterschiede in der
Uberlebensrate der Zellen hingegen deutlich. In den
Penicillin/Streptomycin-haltigen Kulturen iuberlebten weit mehr

Zellen,

Da die 1{berlebensraten und die Protein- und LDH-Konzentrationen
im Kulturiiberstand von Kontrollen und mit (U,Pu)Oz-Partikeln
inkubierten Kulturen wadhrend der ersten 3 Stunden nicht
signifikant verschieden waren, konnen direkte cytotoxische
Effekte durch die hier verwendeten (U,Pu)0O:-Konzentrationen als
vernachlidssigbar gering betrachtet werden. Anders verhalt es sich
mit der erhohten Freisetzung lysosomaler Enzymaktivitat in

Abwesenheit von Penicillin/Streptomycin in den (U,Pu)Oz-haltigen




Kulturen. Eine erhbhte Freisetzung des lysosomalen Enzyms infolge
Zelltod kann durch die gleichzeitig nur geringe Zunahme von LDH
und Protein im Kulturiiberstand ausgeschlossen werden. Da das
Bakterienwachstum in diesen Kulturen nicht gehemmt war, konnte
die erhohte NAG-Freisetzung durch eine Makrophagen-—
Bakterien-Wechselwirkung, sei es durch Phagocytose derselben oder

durch andere, unbekannte Effekte verursacht worden sein.

Keeling und Henson (1982) fanden eine finffach erhohte
-Glucosaminidase-Freisetzung nach einstiindiger Inkubation von
menschlichen, Monocyten mit Latexpartikeln (6,7 pm ) in
Hanks-Medium mit 0,25% BSA in Abwesenheit von
Penicillin/Streptomycin. Phagocytose opsonierter Zymosan-Partikel
fihrte =zu einer noch hoheren Freisetzung dieses Enzyms., Im
Gegensatz dazu beobachteten Pailes et al. (1984) keine erhohte
NAG—Freisetzung nach Inkubation von Kaninchenalveolarmakrophagen
mit Latexpartikeln (1,09pm) in Gegenwart von
Penicillin/Streptomycin und Kanamycin in Medium 199, Mit Asbest
(Chrysotil) hingegen fanden sie eine erhéhte NAG-Freisetzung ins

Medium, die proportional mit der Asbestkonzentration anstieg.

Intrazelluldres Verhalten

Eine der wesentlichen Fragestellungen der vorliegenden Arbeit
betraf den Ablagerungsort der (U,Pu)Oz2-Partikel in der Zelle.
Eine oft benutzte analytische Methode zur Klarung dieser Frage
ist die subzelluldre Verteilung der zu untersuchenden Komponenten
nach Homogenisation und differentieller Zentrifugation des
biologischen Materials, deren Ergebnisse zundchst diskutiert

werden sollen. AnschlieBend werden wir auf unsere
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elektronenmikroskopischen Befunde zuriickkommen.

Im Gegensatz Zum Verhalten léslicher 239pu-— und
24l Am-Verbindungen in der Leber verschiedener Saugerarten
(Boocock et .al., 1970; Bruenger et al., 1976; Gruner, 1978;

Gruner et al., 1981; Winter und Seidel, 1982), die iiberwiegend in
der E~Fraktion zu finden waren, sedimentierte der groBte Teil der
Alpha- und Gamma-Radioaktivitét in der N-Fraktion. Dies galt fiir
die Rattenlunge nach intratrachealer Instillation ebenso wie fiir
in vitro-inkubierte Rinderalveolarmakrophagen und auch fir die
Rattenleber nach intravenoser Injektion ven (U,Pu)0z.
Subzelluldare Fraktionen aus der Rattenlunge zu verschiedenen
Zeiten nach intratrachealer Instillation waren in bezug auf die
Radioaktivitatsverteilung 50 wenig verschieden, daB eine
zeitliche Anderung des Sedimentationsverhaltens ausgeschlossen
werden kann (Tab. 10). Die subzelluldre Verteilung der
Radioaktivitat =zeigte mnach intratrachealer Instillation in die
Rattenlunge fiir sphéidrische und fiir irregulédre (U,Pu)0z-Partikel
keinen signifikanten Unterschied - ein Beweis fiur das

gleichartige Verhalten beider Partikelformen in der Zelle.

Flir den hohen Anteil der Radioaktivitat in der N-Fraktion sind

mehrere Ursachen denkbar:

1. Die meisten der Zellen, die die Radioaktivitdt eplhaltlen,

sind nach der Homogenisation noch unzerstort und

sedimentieren in N.

So konnten Makrophagen, die nur 6% der Lungenzellen (BRarvy et

al., 1979) und nur 1% des Lungenvolumens ausmachen (Sanders et




al., 1977), als iiberwiegend freibewegliche Zellen im Lungengewebe

einer mechanischen Zerstorung bei der Homogenisation zu einem

groBen Teil entgehen. Bei der elektronenmikroskopischen
Untersuchung entsprechender N-Fraktionen wurden mehrere nur
leicht beschadigte Zellen sowie zahlreiche groBere
Zellbruchstiicke beobachtet. Fir eine iiberwiegend gute

Homogenisation der Zellen spricht aber das Auftreten von 60 bis
75% der Rattenlungenlysosomen (Tab. 11) und von fast 80% der
Lysosomen aus Rinderalveolarmakrophagen (Tab. 13) in der
E~-Fraktion (abgeleitet aus der subzelluldren Verteilung der
lysosomalen Leitenzyme). Das zu ¢geringerer Dichte verschobene
Radioaktivitdtsmaximum nach Auftrennung von N aus Rattenlunge in
Percoll (Abb, 19) im Vergleich zur Auftrennung intakter
(U,Pu)0z2-haltiger Rattenalveolarmakrophagen in Percoll (Abb. 17,.
oben) ist ebenfalls ein Hinweis auf die Uberwiegende Zerstorung

der Zellen infolge der Homogenisation.

2, Freie Partikel sedimentieren aufgrund ihrer hohen

theoretischen Dichte als solche oder unspezifisch an

schwere Komponenten des Homogenates gebunden in der

N-Fraktion.

Freie Partikel waren in Gegenwart von HM oder von Kulturmedium
nur zu maximal 30% sedimentierbar. Sowohl nach Inkubation von
Rattenlungen~ﬁomoéenaten mit irregulédren Partikeln in HM auf Eis
als auch nach Inkubation von N und  von ML aus
Rinderalveolarmakrophagen in HM mit ImM EDTA auf Eis
sedimentierten 70% der Radioaktivitdt in N. Auftrennung des
N-Pellets im Saccharose— und im Metrizamid-Dichtegradienten ergab

im ersten Fall ein Radioaktivitdtsmaximum bei etwa 1,20 g/cm3,




fiir die auf Eis inkubierten Rinderalveolarmakro-
phagen-Fraktionen ein Radioaktivitdtsmaximum 2zwischen 1,05 und
1,10 g/cm® und bei 1,20 g/cm® nur ein schwaches Nebenmaximum fir
die Radioaktivitat (Daten nicht gezeigt). Aus der hohen
Sedimentationsrate fir die Radioaktivitédt 1aBt sich eine
ausgepridgte unspezifische Bindung freier Partikel an biologisches
Material ableiten, die im ersten Fall sehr fest war, da die
Radioaktivitdt iiberwiegend zusammen mit einem wesentlichen Teil
biologischen Materials bei hoher Dichte in den Gradienten zu
finden war, Da das Verhalten idirregulédrer Partikel nach
intravendser Injektion dem von positiv geladenen Partikeln

entsprach (siehe oben) und nach Arborgh et al. (1974b) Kationen

Verklumpung und Aggregation cytoplasmatischer Komponenten
verursachen koénnen, konnte diese feste Bindung =zwischen
irregularem (U,Pu)0z mit zellularen Komponenten in den

Dichtegradienten eine den Zentrifugationskraften widerstehende
Ionenbindung an negativ geladene Strukturen der Zellen sein. Im
zweiten Fall 4&hnelte die Dichteverteilung der Radioaktivitdt in
den Gradienten eher derjenigen freier Partikel, worauf auch die
dort beobachtete schlechte Radioaktivitatsausbeute von weniger

als 20% hinweist.

Die Adsorptionsfahigkeit freier Partikel an biologisches Material
konnte nach dém eben Gesagten tatsdchlich zu einer Erhdhung der
Radioaktivitdat in der N-Fraktion fithren, sobald (U,Pu)Oz-Partikel
wiahrend der Homogenisation entweder direkt aus dem Cytoplasma
(siehe elektronenmikroskopische Befunde: Partikel frei im
Cytoplasma) oder aus zerstérten Organellen freigesetzt wérden.

Die Frage nach primérer oder sekundérer Assoziation von Partikeln




mit Organellen ist mit den Ergebnissen der differentiellen und
der Dichtegradientenzentrifugation nicht sicher zu beantworten;
niedrige Radioaktivitdtsausbeuten weisen aber auf sekundéare
Bindungen hin, wobei ein Teil des freigesetzten Materials durch

Adsorption an die GefdBwande verlorengehen diirfte.

3. Das (U,Pu)02 ist zwar in den Phago(lyso)somen, #ndert deren

Dichte aber dahingehend, daB sie in der N- anstatt in der

ML-Fraktion sedimentieren.

Fir Dichtednderungen von zelluldren Vesikeln nach Inkorporation
von zellfremdem Material finden sich zahlreiche Hinweise in der
Literatur. So wurde die Abnahme der Dichte isolierter
Phagolysosomen aus Kaninchenalveolarmakrophagen (Werb und Cohn,
1974) und aus Amoben (Wetzel und Korn, 1969) nach Phagocytose von
Latexpartikeln im Saccharose-Dichtegradienten nachgewiesen. Wir
konnten diese Dichtednderung, wie gezeigt, sogar fiur intakte
Zellen nachweisen (Abb. 16). Langere Inkubationszeiten bei Wetzel
und Korn sowie BCG- (BCG=Bacillus Calmette Guerin; Sorber et al.,
1974) statt Latex—-Inkubation fithrte 2zu Dichteerhdhungen der
Phagolysosomen. Entsprechend war die Dichte lysosomaler Enzyme
nach Auftrennung eines Homogenates aus thioglycollatstimulierten
Mauseperitonealmakrophagen im Saccharose-Dichtegradienten erhéhf,
wobei eine erhohte Fragilitadt der schweren Granula wéhrend der
Homogenisation beobachtet wurde (Wienmer und Curelaru, 1974)., Eine

Erhohung der Dichte von Lysosomen der Leber lieB sich durch

intravendse Injektionen von Jectofertk, einem
Eisencitrat—-Sorbitol-Komplex (Arborgh et al., 1974a; Winter,
1980) hervorrufen. Veranderungen in der Dichte von

Phago(lyso)somen durch Einlagerung von (U,Pu)Oz-Partikeln sind




nach den oben genannten Beispielen als durchaus moglich
anzunehmen.
Nach unserer Meinung ist die 1im 3. Punkt angesprochene

Dichteerhshung der Phago(lyso)somen hauptverantwortlich fir die
Sedimentation der Radioaktivitdat in N nach der Homogenisation von
Rattenlunge. Durch die grindlichere Homogenisation von
Rinderalveolarmakrophagen im Dounce-"S"-Homogenisator werden dort
die unter 2. beschriebene Partikelfreisetzung und die sekundidren
Bindungsprozesse als weiterer wesentlicher Effekt angenommen. Die
unvollstandige oder fehlende Zellzerstoérung spielt nur eine

untergeordnete Rolle.

Die nach Auftrennung der N-Fraktionen in Saccharose, Metrizamid
und Nycodenz gefundenen Radioaktivitdts—-Dichteprofile mit den
Hauptmaxima bei hoher Dichte (Abb. 19 und 20) konnten mit keinem

der Organelleitenzyme nach Auftrennung aktiver und inaktiver

ML—Fraktionen im jeweils gleichen Dichtemedium zur Deckung
gebracht werden, womit  gezeigt werden konnte, daB keine
unverandert "normalen" Lysosomen, Mitochondrien oder Membranen
als Bindungsorte der Partikel in Frage kommen konnten.

Elektronenmikroskopische Préparate der radioaktiven Fraktionen

nach Auftrennung von N aus Rattenlunge im
Saccharose-Dichtegradienten enthielten neben Zellkernen
geschrumpftes vesikuléres Material und verschieden grole

Zellbruchstiicke.

Das Auftreten eines Teils der Radiocaktivitidt bei niedrigen
Dichten nach Auftrennung der N-Fraktion aus in vitro-inkubierten

Rinderalveolarmakrophagen (Abb. 20) kann das Vorhandensein frecier
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(U,Pu)02-Partikel in den Gradienten als Ursache haben, die durch
die verhéltnismaBig kr#daftige Homogenisation durch den Dounce "S"
sekunddr freigesetzt wurden. Die niedrige Radioaktivitatsausbeute
in Saccharose spricht fiir, die relativ hohen Ausbeuten in
Metrizamid und Nycodenz gegen diese Annahme. Eine weitere Ursache
konnte die Anwesenheit leichter Phago(lyso)somen mit (U,Pu)0z in
diesen Fraktionen sein. Diese Moéglichkeit soll anhand der

Ergebnisse mit den ML-Fraktionen diskutiert werden.

Unsere Dichtwegradientenuntersuchungen mit der ML-Fraktion haben
aus zweierlei Grinden fiir die Bestimmung der intrazellulé&ren
Ablagerung von (U,Pu)Oz2-Partikeln offenbar keine entscheidende
Bedeutung erlangt. Erstens ist der in ML zu findende Prozentsatz
an Radioaktivitét 80 gering, daB er kaum reprédsentativ fiir die
gesamte deponierte Radioaktivitdt sein dirfte. Zweitens ist nach
(U,Pu)0Oz-Aufnahme in Zellorganellen mit einer Dichtednderung
derselben zu rechnen; da wegen der geringen Partikelzahlen pro
Zelle in wvivo und in vitro nur ein Bruchteil dieser Organellen
betroffen sein kann, ist nach Auftrennung der Organellen im
Dichtegradienten mit einer deutlichen Diskrepanz zwischen
Enzymhaupt—- und Radioaktivitédtsprofil zu rechnen. Steinman et al.
(1983) geben fiir kultivierte Makrophagen iiber 1000 Lysosomen pro
Zelle an, die mindestens 2 bis 5% des Zellvolumens ausmachen. Der
(U,Pu)Oz—Partikeléehalt kann selbst bei optimistischer Schéatzung
in Anlehnung an elektronenmikroskopische und autoradiografische
Befunde in vitro kaum mehr als 10 Partikel pro Zelle betragen.
Auf ein Phagolysosom mit (U,Pu)0Oz kamen so 100 Lysosomen, ein

Verhédltnis, das obige Annahme vollauf bestatigt.




Saccharose-Dichtegradienten erwiesen sich als wenig geeignet zur
Abtrennung der Mitochondrien von den Lysosomen. Fir den leichten
Anteil der Membranen war eine Abtrennung von den ibrigen
Organellen aber moglich (Abb. . 25). Diese leichte
Membrankomponente verschwand bei Auftrennung von ML aus mit
(U,Pu)02 inkubierten Rinderalveolarmakrophagen (Abb. 26). Wegen
der gleichzeitigen Uberlagerung mit dem groBten Teil des
Radioaktivitatsprofils wird eine Bindung schwerer

(U,Pu)02-Partikel an diese Membrankomponente vermutet, die die

Verschiebung bewirkte. Membrangebundene, aber noch nicht
phagocytierte Partikel oder wadhrend der Homogenisation
freigesetzte und sekundér an Membranbruchstiicke gebundene
Partikel kénnen diese Membranverschiebungseffekte verursacht
haben.

Mit Metrizamid und Nycodenz konnte eine gute Trennung der
Mitochondrien von den Lysosomen erreicht werden. Lysosomen und
Membranen waren infolge der &hnlichen Dichteverteilung nicht
voneinander zu trennen. In Nycodenz stimmte die Dichteverteilung
der Radioaktivitdt mit keinem der untersuchten Leitenzyme iiberein
(Abb. 21 und 22), hatte aber Ahnlichkeiten mit der NAG-Verteilung

im niedrigen Dichtebereich.

Im unteren | Dichtebereich in Metrizamid zeligte das
Radioaktivitats—-Dichteprofil nach Auftrennung von ML aus in
vitro~inkubierten Rinderalveolarmakrophagen (Abb. 23) eine gute
Ubereinstimmung mit der Dichteverteilung der lysosomalen Enzyme
NAG und SP nach Auftrennung von ML aus nichtinkubierten

Rinderalveolarmakrophagen (Abb. 24).
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Fir die Dichteverteilung der Mitochondrien wurde kein
nennenswerter Unterschied zwischen ML aus
Rinderalveolarmakrophagen und ML aus Rattenlunge nach Auftrennung
in Metrizamid und Nycodenz gefunden. Ein wesentlicher Unterschied
ergab sich aber in der Lage des Dichtemaximums fiir die
NAG-Aktivitat: fiilr ML aus Rinderalveolarmakrophagen erschien
dieses Maximum 2zwischen 1,05 und 1,08 g/cm®, wahrend es fiir ML
aus Rattenlunge bei wesentlich hoéherer Dichte zwischen 1,10 und
1,15 g/cm® zu finden war (siehe auch Gliick, 1982 und Taya, 19886).
Diese Verschiebung des NAG-Maximums zu npiedriger Dichte nach
Auftrennung von ML aus Rinderalveolarmakrophagen kann 2zweil
Ursachen haben: Efstens eine Zerstorung lysosomaler Membranen
duréh Homogenisation mit dem Dounce "S8", woraufhin die
iiberwiegend fest an die Lysosomenmembran gebundene NAG-Aktivitat
(Baccino et al., 1971) mit diesen Bruchstiicken bei niedriger
Dichte erscheint. Zweitens konnte es das Auftreten leichter
Lysosomen bedeuten, sei es durch Einlagerung groéBerer Mengen von
Phospholipid (Heath et al., 1976) durch Phagocytose wvon,
moglicherweise denaturiertem, Surfactant in der Rinderlunge vor
der Lavage oder durch Aufnahme groBer Fliissigkeitsmengen aus dem
Inkubétionsmedium (yergleiche starke Vesikelbildung im Cytoplasma
von in vitro—inkubierten Rinderalveolarmakrophagen im
elektronenmikroskopischen Bild) mit anschliefBendem Abbau

organischer Komponenten durch lysosomale Enzyme.

Es sei zum SchluB noch einmal darauf hingewiesen, daB in ML nicht
mehr als 10% der im Homogenat vorhandenen Radiocaktivitat

sedimentierten. Das bedeutet, daB mit den ML-Gradienten nur ein




kleiner, kaum als reprédsentativ anzusehender Teil der tatsédchlich
in die Zelle aufgenommenen Radioaktivitdat untersucht wurde. Die
eigentliche Bedeutung der Dichtegradientenversuche liegt unseres
Erachtens darin, daB sich Mdglichkeiten zur 1Isolation wund
Trennung von Organellen aus Alveolarmakrophagen ergeben. Wie wir
zeigen konnten, sind Organellen auch nach Beschrénkung auf einen
einzigen von iber 40 Zelltypen der Lunge nach der Wahl geeigneter
Objekte in geniigender Menge i1solierbar, um damit solche

Untersuchungen durchfithren zu kdénnen.

Bei elektronenmikroskopischer Betrachtung finden sich 4 Tage nach

intratrachealer Instillation spharischer Partikel neben
(U,Pu)0z2-Partikeln in scharf begrenzten elektronendichten
Vesikeln auch solche, die ohne erkennbare Membran frei im

Cytoplasma der Zelle zu liegen scheinen. Ahnliche Beobachtungen
wurden auch fiir 239Pu0Oz-Partikel in Rattenperitonealmakrophagen
(Adee und Laidler, 1973) und fir Thorotrast-Partikel
(Thoriumoxid) in Kupfferzellen der menschlichen Leber gemacht
(Irie und Mori, 1984). Eine denkbare Ursache im Falle von
239%9Pu-haltigen Teilchen ist die Zerstorung der Phagosomenmembran
infolge der hohen Strahlendosis. Sanders (1970) berichtet von
Zellschidden durch die hohe Strahlenbelastung in Makrophagen nach
239Pu0z2 -Aufnahme; auch sei nochmals auf die bereits oben zitierte
Dosisbelastung von 5 rad/h fir eine Zelle, die weinen
239Pu0z2-Fartikel wvon 0,25 pm Durchmesser phagocytiert hat (Bair

et al., 1973), erinnert.

Adee et al. (1968) wiesen intraperitoneal injizierte

239Pu02~Partikel nach 1 und 2 Stunden in membranbegrenzten
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Vakuolen von Peritonealmakrophagen nach. Sanders und Adee (1970)
fanden im AnschluB an die Inhalation von 23%PuOz-Partikeln diese
in membranbegrenzten Vakuolen von Alveolarmakrophagen, nach 7
Tagen in elektronendichten lysosomalen Strukturen. Die friihen
Befunde wurden mit Rinderalveolarmakrophagen in vitro bestatigt:
nach 3 und 18 Stunden Inkubation mit sphédrischen
(U,Pu)0z2-Partikeln waren diese eindeutig in membranbegrenzten
Vakuolen in der Zelle deponiert (Abb. 62a,b, 63a,b, 64a)
Rasterelektronenmikroskopische Studien machen neben der Aufnahme
einzelner Partikel auch die gleichzeitige Aufnahme mehrerer
Partikel nach deren Anhdufung an der Zelloberflache
wahrscheinlich (Abb. 48 - 59 ), In die Zelle

inkorporierte Einzelpartikel lieBen oft nur eine der Partikel eng
anliegende Membran erkennen (Abb. 63a,b). Die Umwandlung
elektronendurchlédssiger groBer Vesikel mit (U,Pu)02 in viel
kleinere elektronendichte Vesikel =zu spédteren Zeiten wird bei
Steinman et al. (1983) diskutiert: Die elektronendurchlédssigen
Vesikel stellen nach der dortigen Auffassung "Endosomen" dar, die
noch nicht mit primédren Lysosomen fusioniert sind. Im AnschluB an
solche Fusionen wird verdaubares Material abgebaut, brauchbare
Verbindungen ausgeschleust und unbrauchbares unverdauliches

Material durch Schrumpfung der Vesikel konzentriert.

Bei der im | Elektronenmikroskop mit energiedispersiver
Rontgenmikroanalyse nachweisbaren hohen Eisenkonzentrationen in
der Umgebung der (U,Pu)0z-Partikel zu spaten Zeiten (Abb. 40-47)

handelt es sich vermutlich vorwiegend um Hémosiderin als
Alterungsprodukt von Ferritin; die Granula wéren somit als

Siderosomen zu bezeichnen. Auch Priest und Haines (1982) weisen




darauf hin, daB in Makrophagen Plutonium in léslicher Form haufig
zusammen mit Eisenablagerungen zu finden ist. Ob das gemeinsame
Auftreten von hohen Eisenkonzentrationen und (U,Pu)Oz-Partikeln
auf einer den polymeren Verbindungen &hnlichen Affinitat von
(U,Pu)0Oz2-Partikeln Zu Ferritin beruhen konnte, ist eine
auBlerordentlich interessante Frage, erscheint aber wegen der
GroBe wund vor allem wegen der fast vollig fehlenden Loslichkeit
der (U,Pu)02~-Partikel sehr unwahrscheinlich. Weitaus
wahrscheinlicher 1ist ein zufdllig gleicher Ablagerungsort von
(U,Pu)0z und organischen Eisenverbindungen in den Makrophagen.
Die Ursache fiir die teilweise sehr groBe Ausdehnung dieser
"Siderosomen" zu spaten Zeiten nach intratrachealer Instillation
(Abb. 40 - 47 ) ist uns nicht bekannt; wir vermuten aber einen
direkten Zusammenhang mit der Anwesenheit des (U,Pu)0Oz fiir deren
Entstehung, da Schnitte durch nicht (U,Pu)0z enthaltende Zellen
Strukturen dieses AusmaBes nicht zeigten. Costabel et al. (1984)
berichten von hohen Ferritingehalten von bis zu 8,5 pg Ferritin
in 10% Humanalveolarmakrophagen und der Fiahigkeit dieser Zellen
zur Ferritinsynthese, Diese hohe Eigenproduktion konnte ein
Hinweis darauf sein, daB Ferritin oder das Abbauprodukt
Hdmosiderin als eine Art Abschirmung gegen Stoffe, die fiir die
Zelle gefidhrlich sein konnen, wirkt. So wurde Eisen in Endosomen
von Alveolarmakrophagen 1in gréBerer Menge auch zusammen mit
Cro&idolithsbeét beobachtet (Oghiso et al., 1984).

Versuchen wir abschlieBend eine zusammenfassende
SchiuBbetrachtung unserer FErgebnisse, so laBt sich feststellen,
dafl  wahrend der ersten 3 bis 4 Monate mnach JInhalation die

Lungenretention von (U,Pu)02-Teilchen bei Hatten erstaunlich




unabhédngig von der Teilchenform (irregular-sphéarisch) und der
Dosis (0,4 bis 13 kBq/kg) ist. Die Eliminationsrate aus der Lunge
entspricht wungeféhr jener, wie sie fiir dieses Material aus
anderen Produktionsstidtten von friiheren Autoren gefunden wurde;
ebenso kénnen wir die sehr geringe Loslichkeit des Materials

bestatigen.

Rinderalveolarmakrophagen konnen fir in vitro-Studien mit
(U,Pu)0z2-Teilchen erfolgreich eingesetzt werden. Aus diesen
Zellen sind durch Dichtegradientenverfahren die einzelnen
Organellen voneinander unterscheidbar und abtrennbar. Die
Partikel werden, insbesondere in Anwesenheit von
Serumbestandteilen, rasch phagocytiert und befinden sich anfangs
in vzum Teil relativ groBen Phagosomen, die durch Einlagerung von
Lungensurfactant oder Kulturflissigkeit eine geringe Dichte
aufweisen konnen. Bei der Homogenisation wird ein GroBteil der
Partikel freigesetzt, bindet sekundar an schwere Komponenten des
Homogenats und erscheint damit in der N-Fraktion. Nach Fusion der
Phagosomen mit Lysosomen und dem Abbau verdaubaren Materials
schrumpfen diese nun als Phagolysosomen zu bezeichnenden Vesikel.
Dadurch und durch Akkumulation von zum Teil eisenhaltigen
Komponenten erhoht sich deren Dichte. Die lokale hohe
Strahlendosis fiihrt zu teilweiser Zerstérung von Vesikelmembranen
und gegebenenfalls auch zum Tod der Zelle mit erneuter
Partikelfreisetzung. In vivo kommen die Mischoxide zu spédten

Zeiten in der Lunge in stark eisenhaltigen Zellregionen vor.

Die Analyse des intrazellulédren Verhaltens der Partikel mittels

konventioneller biochemischer Techniken 1ist sehr schwierig, da
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bisher nicht eindeutig zwischen a priori frei im Cytoplasma
befindlichen, artifiziell durch die Homogenisation freigesetzten

und intralysdsomalen Partikeln unterschieden werden kann.




5. ZUSAMMENFASSUNG

1. Es wurde das biologische Verhalten von irregulédren
("realistischen") und spharischen ("kiinstlichen") (U,Pu)02-
Partikeln (0,7 bis 1,5 pm AMAD) nach Inhalation und
intratrachealer Instillation bei weiblichen Sprague-Dawley-
Ratten untersucht. Die Retention war weitgehend unabhéngig von
der Partikelform wund -groéBe. Intratracheale Instillation hatte
gegeniiber der Inhalation =2zu spidten Zeiten eine verzoégerte
Ausscheidung der Radiocaktivitadat aus der Lunge zur Folge. Durch
Instillation hoher Dosen lieB sich eine Abnahme der
Lungenclearance erzielen. Die biologische Loéslichkeit des

Materials in der Lunge war sehr gering.

2. Die Auswaschbarkeit instillierter (U,Pu)Oz-Partikel aus der
Rattenlunge durch bronchoalveolédre Lavage nahm sehr schnell ab.
Einen Tag nach Instillation waren iiber 90% der ausgewaschenen
(U,Pu)0z-Partikel in Alveolarmakrophagen nachweisbar; der
Prozentsatz der Partikel-beladenen Zellen blieb zwischen dem 2.

und 6. Tag konstant bei 10%.

3. Mit Rinderalveolarmakrophagen konnte ein in vitro-Zellsystem
zum Studium der Phagocytose und des intrazelluldren Verhaltens
der Teilchen etabliert werden. Die Phagocytose von (U,Pu)O2z in
vitro war abhdngig vom Kulturmedium und wurde durch Serum- und
Surfaktantkomponenten erhoht. Erhohte Enzymfreisetzung ins Medium
wadhrend der '(U,Pu)Oz—Aufnahme wurde fir N-Acetyl-B-
Glucosaminidase in Abwesenheit von Penicillin und Streptomycin

beobachtet.

4. Mit differentieller Zentrifugation von Lungen— oder

Makrophagenhomogenaten sedimentierte der grofite Teil der




Radioaktivitat bei niedrigen g—Zahlen in der N-Fraktion

unabhangig von der Verweilzeit der Partikel in der Lunge.

5. Organellen aus Rinderalveolarmakrophagen und Rattenlungen
konnten mittels Dichtegradientenzehtrifugation aufgetrennt
werden. Die Dichte des lysosomalen Enzyms N-Acetyl-8-
Glucosaminidase aus Rinderalveolarmakrophagen war deutlich
niedriger als diejenige aus Rattenlunge in Metrizamid und
Nycodengz; die Dichten von Mitochondrien und perizelluléren
Membranen zeigten keine nennenswerten Unterschiede fir

Rattenlungen- und Rinderalveolarmakrophagen-Organellen.

6. Die Ablagerung der (U,Pu)Oz-Partikel 1in der Zelle konnte
keiner der untersuchten Organellen eindeutig zugeordnet werden,
da nach Dichtegradientenzentrifugation keine Korrelation zwischen
dem Verhalten der Partikel und der Verteilung von Lysosomen,

Mitochondrien und perizelluldren Membranen gefunden wurde.

7. Elektronenmikroskopisch 1lieBen sich (U,Pu)Oz-Partikel nach
weniger als 24 Stunden Inkubation mit Rinderalveolarmakrophagen
in membranbegrenzten Vakuolen in den Zellen nachweisen. In der
Rattenlunge waren sie 4 Tage nach Instillation teilweise frei im
Cytoplasma und teilweise in elektronendichten Vesikeln geringen
Durchmesgsers in interstitiellen und Alveolarmakrophagen
nachweisbar. Nach 111 und 473 Tagen wurden meist mehrere Partikel
zusammen in auffdllig groBen elektronendichten und eisenhaltigen

Bereichen in interstitiellen Zellen gefunden.
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Tab. 1la: Retention sphdrischer (U,Pu)C,-Partikel (AMAD:0,9um; "Anderson Stack-Impactor"-Trennung) in der Ratte

nach intratrachealer Instillation
(initiale alveoldre o-Dosis 13,4 kBq/kg; 31,2 ug (U,Pu)0,/kg)

Zeit nach
Instillation 4(2) 21(2) 88( 3) 146(2) 412(1) 473(2)
Tage

Organ a b a b a b a b a b a b
Lunge 97 97 68 69 71 68 55 54 30 26 32 21
(#1) (£9) (+11) (£5) (£3)

Leber 1 «1 2 <1 1 1 1 1 1 1 <1 1
Milz <1 0 <1 0 <1 <1 <1 «1 <1 <1 0 <1
Nieren <1 0 <1 0 <1 O <] 0 0 <1 <1 <1
Femur <1 0 <1 «1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1

Einzelwerte oder Mittelwerte aus 2-3 Tieren (Tierzahl in Klammern)

a  Map-activitat
b Gesamt-a-Aktivitdt (+ Standardfehler)

Instillierte Gesamt-a-Dosis: 17,3 K8q/kg; 40 ug (U,Pu)0,/kg

— 60L —




Tab. 1b: Retention Sphérischer (U,Pu)0,-Partikel (AMAD: 0,9 um; "Anderson-Stack-Impactor"-Trennung) in der Ratte
nach vierstiundiger Inhalation
(initiale alveoldre a-Dosis: 13,1 kBg/kg; 30,5 ug (U,Pu)0,/kg)
Werte in % der initialen alveoldren Dosis

eit nach
nhalation 3 7 28 63 91 181
Tage
Organ a b a b a b a b a b a b
Lunge 100 100 94 94 78 74 43 46 37 39 19 22
Leber <1 <1 1 <1 1 <1 1 <1 1 <1 <1 <1
l
Milz <1 0 <1 0 <1 0 0 0 <1 0 0 0 g
Nieren 0 0 10 <10 10 0 0 10
Femur <] 0 <1 0 <] 0 <1 <1 <1 <1 <1 <1
Magen-Darm-Trakt 1 - <1 - - - - - - - - -

Mittelwerte aus je 2 Tieren pro Zeitpunkt

2 Mlanoaktivitit
b Gesamt-a-Aktivitdt




— =

Tab. 1c: Retention sphdrischer (U,Pu)0,-Partikel (AMAD: 0,9 pm; "Anderson-Stack-Impactor”-Trennung) in der Ratte
nach zweistindiger Inhalation
(initiaie alveoldre o-Dosis: 2,7 kBg/kg; 6,2 ug (U,Pu)0,/kg)
Werte in % der initialen alveoldren Dosis
eit nach
nhalation 3 28 63 91 182
Tage
Organ a b a b a b a b a b a b
Lunge 100 100 91 95 65 73 52 58 42 52 15 19
Leber 1 <1 1 <1 <1 <1 1 <1 1 <1 <1 <1
Milz 0 0 0 0 0 0 0 0 <1 0 <1 0
Nieren 1 <1 0 0 0 0 <1 <1 <1 <1 <1 0
Femur 1 0 0 0 0 <1 <l <1 <1l <1 <1 <1
Magen-Darm-Trakt 1 - =1 - - - - - - - - 0

Mittelwerte aus 2 Tieren pro Zeitpunkt

a  Manaktivitit

b Gesamt-a-Aktivitat




Tab. 2a: Retention irreguldrer (U,Pu)0,-Partikel (AMAD: lum; Inertial-Spektrometer-Trennung) in der Ratte
nach intratrachealer Instillation
(initiale alveoldre a-Dosis: 1,4 kBg/kg; 3,3 ug (U,Pu)0,/kg)
Werte in % der initialen alveoldren Dosis

Zeit nach

pstillation| 5(2) 24(2) 40(4) 56(4) 74(2) 159(2) 222(11) 319(4) 368(5)

Organ 129 a b a b a b a b a b a b a b a b a b
Lunge 78 88 76 76 48 48 35 33 46 40 14 12 13 11 8 7 4 5
(+2) (+8) (+3) (+8) (+7) (+1) (£2) (+1) (+1)

Leber <1 <1 1 1 2 0 <1 0 1 <1 <1 1 1 1 1 <1 <1 1
Milz 0 O <1 O 1 0 1 0 1 0 0 O <l <1 <1 O <1 0
Nieren - - 1 <1 1 0 <1 O 1 0 <1 0 - - <1 O <1l <1
Femur 0 0 <1 0 1 0 <10 <1 0O <1 0 <1 <1 <1 <1 <1 <1

— bl —

Mittelwerte aus 2-11 Tieren (Tierzahl in Klammern)
a  Mlan-aktivitat

b Gesamt-a-Aktivitdt (+ Standardfehler)

- nicht gemessen

Instillierte Gesamt-o-Dosis: 1,7 kBq/kg; 4 ug (U,Pu)0,/kg




Tab. 2b: Retention irreguldrer (U,Pu)0,-Partikel (AMAD: 1,5 um; "Anderson-Stack-Impactor"-Trennung) in der Ratte

nach vierstindiger Inhalation
(initiale alveoldrea -Dosis: 2,9 kBg/kg; 6,7 ug (U,Pu)0,/kg)
Werte in % der initialen alveolaren Dosis

/21t nach «
Inhalation 3 7 *27 57 91 118
lage
Organ a b a b a b a b a b a b
Lunge 100 100 98 100 67 65 48 47 25 27 16 16
Leber <1 <1 <1 <1 0 <1 0 1 <1 <1 <] <l
Milz <1 0 0 0 0 0 0 <1 <1 0 <1 0
Nieren 0 0 0 0 1 0 0 <1 0 <1 <1 0
Femur <1 0 <1 0 <1 0 <1 «1 <1 0 0 0
Magen-Darm-Trakt 3 - - - - - - - - - - -

Mittelwerte aus 2 Tieren pro Zeitpunkt (*ein Tier filir 27 Tage und fir 118 Tage)

2 Manoaktivitit

b Gesamt- a-Aktivitat

— Ll —




Tab. 2c: Retention irreguldrer (U,Pu)0,-Partikel (AMAD: 1,5 um; "Anderson-Stack-Impactor"-Trennung) 1nbder Ratte
nach vierstindiger Inhalation
(initiale alveoldre a-Dosis: 0,4 kBg/kg; 0,9 pg (U,Pu)0,/kg)
Werte in % der initialen alveolaren Dosis

3(1) 7(2) 28(1) 64(2) 90(2) 97(1)
Lunge 100 95 57 50 36 31 |
Leber 0 2 <1 - - - f
Milz 0 <1 0 - - -
Nieren <1 <1 0 - - -
Femur 0 <1 <1 - - -

Einzelwerte oder Mittelwerte (Zahl der Tiere pro Zeitpunkt in Klammern)

Gesamt-a-Aktivitat




Tab. 3: Retention irreguldrer (U,Pu)0,-Partikel (AMAD: 0,7 um; "Anderson-Stack-Impactor”-Trennung) in der Ratte

nach intrarachealer Instillation

(initiale alveoldre a-Dosis: 1,4 kBg/kg; 3,3 nug (U,Pu)0,/kg
Werte in % der initialen alveoldren Dosis

Zeit nach
Instillation] 3(2) 8(2) 22(2) 114 (1) 204(3) 280(4)
Tage
Organ a b a b a b a b a b a b
~

Lunge 100 100 91 93 91 92 - 45 30 22 24 17
(£12) (£3) (£3) (£5)

Leber 0 <1 0 0 1 <1 - <1 <1 1 1 <1
Milz <1 O 0 O <1 0 - <1 <1 0 <1 0
Nieren <1 0 0 0 <1 0 - <1 <1 0 1 0
Femur <1 0 0 0 <1 0 - <1 <1 <1 <1 <1

Einzelwerte oder Mittelwerte aus 2-4 Tieren (Tierzahl in Klammern)

a
D

Instillierte Gesamt-w-Dosis: 2,1 kBg/kg; 5 ng (U,Pu)0,/kg

281 pnoAktivitat

Gesamt-a-Aktivitdat (+ Standardfehler)

nicht gemessen

— Gtb —




Tab. 4 :

Daten zur Berechnung der biologischen Halbwertszeiten fiir die Lungen- und Ganztierretention der

Radioaktivitdt nach intratrachealer Instillation oder nach Inhalation von (U,Pu)0,-Partikeln

- -Al't . -)\2 . t
R(t) ap + a3, - e
Partikel- AMAD 1initiale Ort der Darreichungs-  gemessene Retentions-
form um alveoldre Retention form Aktivitdt a; A HWZ, a, A, HWZ, kurve darge-

Dosis % Tage % Tage stellt in

kBg/kg Abb.
spharisch 0,9 13,4 Lunge intratracheal Gesamt-a 22 0,148 522 78 0,003 25323
spharisch 0,9 13.1 Lunge Inhalation Gesamt-~-a 56 0,024 29+11 44 0,004 169+121 1 =
spharisch 0,9 2,7 Lunge Inhalation Gesamt-a 99 0,010 68%7 T

241
spharisch 0.9 19,0 Ganztier  intratracheal ,4;Am 54 0,028 25=%3 46 0,001 928+327 2
spharisch 0,9 2,5 Ganztier  intratracheal Am 83 0,035 20s3 16 0,001 470+485
irregular 1,0 1.4 Lunge intratracheal Gesamt-a 36 0,172 4%2 64 0,007 95«8
irregular 1,5 2,9 Lunge Inhalation Gesamt-o 100 0,015 45%3 3
irregular 1,5 0,4 Lunge Inhalation Gesamt-a 100 0,013 557
241

irreguldar 1,0 1,3 Ganztier  intratracheal Am 50 0,045 1615 52 0,007 10528
irregular 0,7 1,4 Lunge intratracheal Gesamt-a 100 0,007 98+6 5
HWZ biologische Halbwertzeit(en) * Standardfehler
R(t) Retention; zur Zeit t im Tier bzw. in der Lunge vorhandene Radioaktivitdt in % der initialen alveoldren Dosis

Abkiirzungen: siehe Liste




Tab. 5a: Retention von

Werte in % der initialen alveoldren Dosis

57

Co-dotierten Co30,-Partikeln (GMD:
(initiale alveoldre y-Dosis: 0.5 kBg/kg)

1,7 uym) in der Ratte

nach vierstiindiger Inhalation

Zeit nach
Inhalation 3 7 28 56 91 185
Tage
Organ

Lunge 100 91 82 48 39 15
Leber 1 0 0 <1 1 0
Milz 1 0 1 <1 <1 0
Nieren <1 1 0 0 1 0
Femur - 0 <1 0 1 0
Magen-Darm-Trakt 5 <1 1 1 - -

Mittelwerte aus 2 Tieren pro Zeitpunkt (- nicht gemessen)

— iy —




Tab. 5b:

(initiale alveoldre y-Dosis:

57
Retention von  Co-dotierten Co;30,-Partikeln (GMD:
4.9 kBq/kg)
Werte in % der initialen alveolaren Dosis

Zeit nach

nhalation 3 7 28 56 91 183
Organ

Lunge 100 90 53 25 8 1
Leber <1 <1 <1 <1 <1 0
Milz 0 <1 1 0 0 <1
Nieren 0 <1 <1 0 0 0
Femur <1 <1 <1 ¢ 0 <1
Magen-Darm-Trakt <1 <1 - - - -

Mittelwerte aus 2 Tieren pro Zeitpunkt (- nicht gemessen)

0,8 um) in der Ratte nach vierstiindiger Inhalation

— 8t —
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Tab. 6a: Relative Konzentration (RK)Sger v-Radioaktivitdt in den einzelnen Lungenlappen der Ratte zu verschiedenen
Zeiten nach Inhalation von  Co-dotierten Co,0,-Partikeln (GMD: 1,7 pm)
(initiale alveoldre y-Dosis: 0.5 kBg/kg)
Zeit nach
nhalation
Tage 3 7 28 56 *91 185
Lungenteil

2 2,0 1,1 1,7 1,6 2,0 1,2

3 0,9 1,2 0,8 0,9 0,7 0,9

4 1,1 0.8 0,9 0,8 0,9 0,9

5 0,8 1,0 1,1 1,0 1,0 0,8

6 0,7 1,0 0,6 0,9 0,9 1,7

Mittelwerte aus 2 Tieren pro Zeitpunkt (* ein Tier nach 91 Tagen)

RK = % der Gesamt-Lungen-y-Aktivitdt im betreffenden Lungenlappen

% des Gesamt-Lungengewichtes des betreffenden Lungenlappens




Tab. 6b: Relative Konzentration (RK)Sger y-Radioaktivitdt in den einzelnen Lungenlappen der Ratte zu verschiedenen
Zeiten nach Inhalation von Co-dotierten Co;04-Partikeln (GMD: 0,8 um)
(initiale alveoldre y-Dosis: 4,9 kBg/kg)

Zeit nach
nhalation

Tage 3 7 28 56 91 183
Lungenteil

2 1,1 1,1 1,3 1.5 1,4 1,1
3 1,0 1,2 1,0 1.1 1,2 1,0 é
4 1,0 0,9 0.9 0.8 0,8 1,0 |
5 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 0,9
6 1,1 1,0 1,1 1,2 1,1 1,4

Mittelwerte aus 2 Tieren pro Zeitpunkt

RK = % der Gesamt-Lungen-y-Aktivitdt im betreffenden Lungenlappen
% des Gesamt-Lungengewichtes des betreffenden Lungenlappens




Tab. 7a:

Zeiten nach vierstiindiger Inhalation von spharischen (U,Pu)0,-Partikeln (AMAD: 0,9 um)

(initiale alveoldre a-Dosis: 13,1 kBg/kg; 30,5 ug (U,Pu)0,/kg)

Relative Konzentration (RK) der o-Radioaktivitdat in den einzelnen Lungenlappen der Ratte zu

Zeit nach
~ I”ha}at“’” 3 7 28 63 91 181
age
Lungenteil

2 1,3* 1,3 1,2 1,3 1.4 1.9
3 1,0* 1,0 1,0 1,0 1,1 1,1
4 0,9 1.0 1.0 0,9 0,9 0.8
5 1.1 0,9 1,0 1.0 0,9 1,0
6 0,8 0,9 1,0 0,9 0,9 0,9

Mittelwerte aus 2 Tieren pro Zeitpunkt (*Einzelwerte)

RK = % der Gesamt-Lungen- o-Aktivitdt im betreffenden Lungenlappen

% des Gesamt-Lungengewichtes des betreffenden Lungenlappens

verschiedenen

— el —




Tab. 7b: Relative Konzentration (RK) der a-Radioaktivitdt in den einzelnen Lungenlappen der Ratte zu verschiedenen
Zeiten nach zweistiindiger Inhalation von spharischen (U,Pu)0,-Partikeln (AMAD: 0,9 um)
(initiale alveoldre a-Dosis: 2,7 kBq/kg; 6,2 ug (U,Pu)0,/kg)

Zeit nach
"“a]a$ggg 3 7 28 63 91 182
Lungenteil
2 1.5 1.3 1,2 1,3 1,3 1.5
3 0,9 0,9 1,0 1,1 1,1 1,1
4 0,9 1,0 0,9 0,9 0,9 0,8
5 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
6 1,1 1,1 1,0 0,9 1,0 0,9

Mittelwerte aus 2 Tieren pro Zeijtpunkt

RK = % der Gesamt-Lungen- o-Aktivitat im betreffenden Lungenlappen

" % des Gesamt-Lungengewichtes des betreffenden Lungenlappens

— act —




Tab. 8a: Relative Konzentration (RK) der a-Radioaktivitdt in den einzelnen lLungenlappen der Ratte zu verschiedenen
Zeiten nach vierstilindiger Inhalation von irreguldren (U,Pu)0,-Partikeln (AMAD: 1,5 um)

(initiale alveoldre o-Dosis: 2,9 kBg/kg; 6,7 ug (U,Pu)0,/kg)

Zeit nach

nhalation
Tage 3 7 27 57 91 118

Lungenteil

2 1,4 1,4 1,3 1,4 1,4 1,6 1

3 0,9 0,9 0,9 1,0 1,3 1,0 |
IEN :
w

4 0,9 0,9 0,9 0,9 0,7 0,9 JB |

5 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

6 0,9 0,9 1,1 1,0 1,0 0,9

Mittelwerte aus 2 Tieren pro Zeitpunkt

RK = % der Gesamt-Lungen-o-Aktivitdt im betreffenden Lungenlappen
% des Gesamt-Lungengewichtes des betreffenden Lungenlappens




Tab. 8b: Relative Konzentration (RK) der a«-Radioaktivitdt in den einzelnen Lungenlappen der Ratte zu verschiedenen
Zeiten nach vierstiindiger Inhalation von irreguldren (U,Pu)0,-Partikein (AMAD: 1,5 um)
(initiale alveoldre a-Dosis: 0,4 kBg/kg; 0,9 ug (U,Pu)0,/kg)

Zeit nach
nhalation 3 7 28 64 90 97
Tage

Lungenteil

2 1,5 1,6 1,6 1,6 1,8 1,7 1

3 0,8 0,9 0,9 1,0 1,2 1,0 %
4 0,8 0,9 1,0 0,9 0,9 0,9 db > |
5 1,1 1,0 0,8 1,0 0,8 1,0 J

6 1,0 0,8 1,1 0,9 1,0 0,9

Mittelwerte aus 2 Tieren pro Zeitpunkt

RK = % der Gesamt-Lungen-a-Aktivitdt im betreffenden Lungenlappen
% des Gesamt-Lungengewichtes des betreffenden Lungenlappens




Tab. 9a: Retention sphdarischer (U,Pu)0,-Partikel (AMAD: 0,9 um; "Anderson-Stack-Impactor"-Trennung) in der Ratte
nach intravendser Injektion
(injizierte Gesamt-a-Dosis: 6,6 kBg/kgs; 15,3 ug (U,Pu)0,/kg)
Werte in % der injizierten Dosis

Zeit nach
nstillation| 1(1) : 7(3) 27(2) 75(2) 152(2) 234(2)
Tage
Organ a b a b a b a b a b a b
Lunge 1 <1 1 1 1 1 2 1 3 3 4 4
|
Leber 95 93 94 97 91 94 76 72 55 60 42 40 2
[02]
Milz 2 2 4 4 4 4 6 6 8 8 10 11 *
Nieren 0 0 0 0 <1 0 1 <1 0 <1 1 <1
Femur <1 0 <1 <1 <1 <1 1 1 1 1 1 2

Einzelwerte oder Mittelwerte aus 2-3 Tieren (Tierzahl in Klammern)

a 241Am—Akt1vitét
b Gesamt-a-Aktivitit




Tab. 9b:
nach intraventser Injektion

(injizierte Gesamt-o-Dosis: 1,7 kBg/kg; 4 ug (U,Pu)C,/kg)

Werte in % der injizierten Dosis

Retention irreguldrer (U,Pu)0,-Partikel (AMAD: 1 um; Inertial-Spektrometer-Trennung) in der Ratte

Zeit nach -
Injektion 1(2) 4(2) 11(1) 47(1) 118(2) 155(1) 271(1)

Organ & a b a b a b a b a b a b a b
Lunge 9 7 20 17 21 17 11 7 16 14 12 11 37 32
Leber 80 78 77 77 66 67 66 67 69 67 46 46 44 39
Milz 6 6 7 7 6 5 9 9 11 11 10 10 16 15
Nieren 1 0 <1 0 <1 0 0 0 <1 0 0 0 3 «1
Femur 1 <1 0 <1 <1 <1 1 <1 <1 1 1 1 1 1

Einzelwerte oder Mittelwerte aus 2 Tieren (Tierzahl in Klammern)

a  Mlan pAktivitat
b Gesamt-o-Aktivitdt

— 9t —




Tab. 10:

von (U,Pu)0,-Partikeln in Abhdngigkeit von der Zeit nach der Instillation, von den Homogenisationsbedingungen

und

von der Partikelcharakteristik

Relative subzelluldre Verteilung der a-Radioaktivitit aus der Rattenlunge nach intratrachealer Instillation

Art der Teilchenform Zeit nach Instillation % Lungenaktivitéta IN+E® Zahl der Lungen
Homogenisation © Tage ' im BG in N din E  %Ausbeute | in N in E} pro Versuch
7 13 70 3 86 96 4 x 1
irregular
5 y uLn AMAD: 1 um 56 7 58 1 66 98 4
74 14 41 56 97 2
5 21 55 7 83 88 12 1
10 26 23 3 52 87 12 1
10 x "L" irreguldr 38 21 42 1 64 97 3 2 x 1
AMAD: 1 pm 53 20 51 4 75 94 6 1
14 9 58 3 70 95 5 2
10 x "Lt sphdarisch 21 20 25 4 49 88 12 1
AMAD: 0.9 um 29 17 64 83 98 2 2
a Lungenaktivitdt: o-Radioaktivitdtsgehalt der Lunge(n) bei der Sektion;

100 % N+E entspricht der Summe der o-Radioaktivitdt in den beiden Fraktionen N und E

b Homogenisation in HM durch je 5 oder 10 Auf- und Abschldge mit dem Dounce-"L"-Homogenisator

Abkurzungen siehe Liste

— L2} —




Tab. 11: ReTative subzelluldre Verteilung von o-Radioaktivitdt und Leitenzymen aus der Rattenlunge nach
intratrachealer Insti]]ationd von irregularen (U,Pu)0,-Partikeln (AMAD: 1 um) und differentieller

Zentrifugationb
v el 9 g2
% N+E ° Busbeute
in N in E n in ML in P in S % von E n

o-Radioaktivitdt 97 + 1 4+ 1 84 + 12 3+1 2 + 89 6
N-Acetyl-B-Glucos- 41+ 5 59+ 5 55 + 2 6+ 1 2 +1 63 |
aminidase - -
Arylsulfatase 41+ 8 59+ 8 6 46 + 6 + 33 +3 85 T
Glutamatdehydro- 51 + 13 49 + 13 6 28 + 10 + 2 5+ 2 43
genase
Protein 26+ 2 74+ 2 4 13+ 1 5+1 62 + 3 80 4

Mittelwerte + Standardfehler; n = Zahl der Versuche (eine oder vier Lungen pro Versuch)

a 100 % N+E entspricht der Summe der Enzym- bzw. a-Radiocaktivitdt in den beiden Fraktionen N und E
100 % E entspricht der gesamten in E meBbaren Enzym- bzw. o-Radioaktivitdt
a~ Radiocaktivitdtsausbeute: 67 % der zum Zeitpunkt der Sektion in der Lunge meBbaren Radioaktivitdt sind in N+E
nachweisbar

b  Homogenisation in HM durch je 5 Auf- und Abschldge mit dem Dounce-"L"-Homogenisator; N-, ML- und P-Lauf wie in
Material und Methoden beschrieben

d Homogenisation 7 - 56 Tage nach intratrachealer Instillation;
Abkurzungen siehe Liste




Tab.

et

nach differentieller Zentrifugation in Abhangigkeit von den Homogenisations- und Zentrifugationsbedingungen

und von der Partikelcharakteristik

2: Relative subzelluldre Verteilung der y-Radioaktivitdt aus in vitro-inkubierten® Rinceralveolarmakrophagen

Art der b Art der Zentrifugation % Radioaktivitdat im Ze]]pe]éeta 2 N+ g2 Partikelform
Homogenisation N-Lauf in N in E %Ausbeute in N in 0,9 um AMAD
L 200 g/5 Minuten 87 + 5 3+1 90 97 + 1 3+ spharisch
s 200 g/5 Minuten 78 + 5 9 +1 87 90 + 10 + spharisch
"t 200 g/5 Minuten 68 + 3 17 +1 85 81 + 0 20 + spharisch und
faserartig
"S 2000 g/5 Minuten 44 + 17 13 +3 57 76 + 7 24 + spharisch

Mitteiwerte + Standardfehler; n = Zahl der Versuche

a  Radioaktivitat im Zellpellet: y-Radioaktivitdtsgehalt
100 - N + E entspricht der Summe der y-Radiocaktivitat

b Homogenisation in HM + 1 mM EDTA durch je 10 Auf- und

C 1 - 3 Stunden Inkubation in Waymouth bei 37°C mit (U,Pu)0,-Partikeln

Abklrzungen siehe Liste

einmal gewaschener Zellen nach Inkubation®
in den beiden Fraktionen N und E

Abschlage mit dem Dounce "L" oder "S"-Homogenisator

und Sedimentation;

— 62l —




Tab. 13: Relative subzelluldre Verteilung von y-Radioaktivitdt und Leitenzymen aus in vitro inkubierten®
Rinderalveolarmakrophagen nach differentieller Zentrifugationb

9 N+E2 9 g2 Ausbeute

in N in E n in ML in X % von E n
y-Radicaktivitdt 76 + 7 24 + 3 68 + 9 30 + 27 98 2
N-Acetyl-B-Glucos- 21 + 3 79 + 4 28+ 1 23+ 6 51 2
aminidase - - )
Glutamatdehydro- 22 + 4 78 + 4 4 34+ 0 41+ 4 75 2 3
genase ?
Alkalische Phospho-| 24 + 14 76 + 14 3 14 + 13 7+ 7 21 2
diesterase

Mittelwerte + Standardfehler; n = Zahl der Versuche

a 100 % N+E entspricht der Summe der Enzym- bzw. der y-Radioaktivitdt in den beiden Fraktionen N und E
100 % E entspricht der gesamten in E meBbaren Enzym- bzw. y-Radiocaktivitdt
y-Radioaktivitdatsausbeute: 57 % der in den Zellen enthaltenen y-Radioaktivitdt sind in N+E nachweisbar

b Homogenisation in HM + 1 mM EDTA durch je 10 Auf- und Abschldge mit dem Dounce-"S"-Homogenisator; N- und ML-Lauf
wie in Material und Methoden beschrieben

¢ 1 - 3 Stunden Inkubation in Waymouth-Medium bei 37°C mit sphdarischen (U,Pu)0,-Partikeln (AMAD: 0,9 pm);
Abkiirzungen siehe Liste




Tab. 14:

Zusammenstellung der in der Literatur publizierten Studien mit (U,Pu)-Mischoxiden und Pu0,

Autoren Material Chemische  Isotopen- initiale  AMAD Rattenstamm Definition Symbole
Zusammen-  zusammen- alveoldre Form IAD in Abb.70
setzung setzung Dosis

kBa/kg
Stanley et al.  UOp+Pu0; 77% U0y 0,069Gew.% 238puy 10,9 2,3 um Fischer-344 4d
(1982) 750°C 86,16 Gew.% 239py irregulir
"ball milling"  23% Pu0p 11,61 Gew.% 240py
1,98 Gew.% 241py
0,18 Gew.% 242py
Mewhinney (U,Pu)0y 75% U02 0,58 Gew.% 238py 4 2,3 um Fischer-344 4d
et al. (1981 b) 1750°C 72,11 Gew.% 239y irreguldr
"sintered” 19,25 Gew.% 240py |
25% Pulp 6,15 Gew.% 24lpy -
1,91 Gew.% 242py i
Mewhinney (U,Pu)0sp wie bei 1 Fischer-344 7d ®
et al. (1983) 1750°C Mewhinney
"sintered" et al. (1981 b)
Stather et al.  (U,Pu)0s 75% U027 1,3 um HMT B
(1978) "exploding
wire tech- 25% Pulp
nique"
Lundgren Pu0sy 163yb-markiertes 1 1 pm Fischer-344

et al. (1983)

PuOsp

initiale alveoldre Dosis (IAD)

= Lungenaktivitatsgehalt am 4. usw. Tag
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Abb.1: Vergleich der Lungenretention in der Ratte nach intra-
trachealer Instillation und nach Inhalation sphérischer
(U,Pu)0z-Partikel (Gesamt-a—-Radioaktivitét).

Abkiirzungen siehe Liste.

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler

Tierzahl siehe Tab. 1 und 2
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Abb. l1a: Vergleich der Gesamt-Alpha-Lungenretention mit der

Am~241-Ganzkorperretention in der Ratte nach Inhalation
spharischer (U,Pu)OZ—Partikel (0,9 pm  AMAD; IAD:
13,1kBg/Kkg Gesamt-Alpha-Radioaktivitat).

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler

2 Tiere pro Zeitpunkt
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§\
{ ! sphirisch; 0,9 im AMAD,IAD: 25kBq/kg
ot T f‘
5 ] ]
0 200 400
Tage nach Instillation
Ganzkodrperretention von 241 Am nach intratrachealer

Instillation sphédrischer (U,Pu)0Oz2-Partikel in die Ratten-
lunge; die Dosisangaben beziehen sich auf die Gegsamt-a-

Radioaktivitat.

Abkirzungen siehe Liste.

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler

4 Tiere pro Zeitpunkt
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Abb. 3:
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100
;T\'\\
) “ Inhalation
Tl irregular; 1,5m AMAD
-~ JAD 10,4 kBq / kg
\ '\'
RN
k% \‘\'\' N
S ‘ N intratracheal
& irrequldr; 1,0pmAMAD
S \ «|AD 1,4 kBq/ kg
=
S
= Inhalation N
=2 irreqular; 1,5pum AMAD =
IAD 7,9 kBq /kg \
10 '
0 100 200
Toge nach Instillation/Inhalation
Vergleich der Lungenretention in der Ratte noach intra-

trachealer 1Instillation und nach Iphalation irrogulidrer

(U,Pu)0z2-Partikel (Gesamt-a-Radioaktivitat).

Abkiirzungen siehe Liste.

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler

Tierzahl siehe Tab. 1 und 2




241 Ay - Gehalt der Tiere
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- 50t £§ o
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Abb. 3a: Ganzkorperretention von 241Am nach intratrachealer

Instillation irregularer (U,Pu)OZ—Partikel in die

Rattenlunge: die Dosisangaben beziehen sich auf die
Gesamt~Alpha-Radicaktivitat.

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler

8 Tiere fur die niedrigere, 7 Tiere fiur die hohere Dosis

— 9gl —
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100
50
_ spharisch; 09pm AMAD
\ |AD: 2,7kBq/ kg
\\\\

- N

irregular; 1,5 pm AMADY

|AD: 2,9kBq/kg

\\

10 =

0 100
Tage nach Inhalation

200

Vergleich der Lungenretention in der Ratte nach Inhalation

und irreguléren

von sphédrischen
(Gesamt-a—Radioaktivitadt).

Abkirzungen siehe lListe.

(U,Pu)0z-

Partikeln

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler

Tierzah! siehe Tab. 1 und 2



(U.Pu) 0, -Gehalt der Lungen

Abb.5:
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100 ,\é
L N _ sphérisch; 0,9 pm AMAD
= } }irreguldr; 0,7 um AMAD §
5 10 } { irregular; 1,0 pm AMAD
E ™
0] {
0 ' 200 400

Tage nach Instillation

Verleich der Lungenretention in der Ratte nach intratra-
chealer Instillation von irregulédren (1,4 kBq/kg IAD fir 1
pm-Partikel wund fiir 0,7 pm-Partikel) und sphérischen
(U,Pu)0z2-Partikeln (13,4 kBq/kg IAD fiir 0,9 pm—Partikel);
die Dosisangaben beziehen sich auf die Gesamt-a-
Radioaktivitat.

Abklirzungen siehe Liste.

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler

Tierzahl siehe Tab. 1 und 2




Co;0, -Gehalt der Lungen

Abb.6:
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Tage nach Inhalation

Vergleich der Lungenretention in der Ratte nach Inhalation
von Coa0a-Partikeln mit wunterschiedlichem Durchmesser
(¥-Radioaktivitat; 0,5 kBgq/kg TAD fiir 1,7 pm- Partikel und
4,9 kBq/kg IAD fir 0,8 pm-Partikel).

Abkirzungen siehe Liste.
Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler

2 Tiere pro Zeitpunkt
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Tage nach Instillation
241 Am-y-Radioaktivitat in der Lavagefluissigkeit. Zu

verschiedenen Zeiten nach intratrachealer Instillation von
(U,Pu)0z2-Partikeln wurden je 2 oder 3 Rattenlungen dreimal
mit 6 ml 0,9% NaCl gewaschen (Instillierte Gesamt—oa-
Radioaktivitat: 13,0 kBq/kg fir spharische, 2,3 und
3,9 kBq/kg fiir irregulére Partikel).

Abkiirzungen siehe Liste.

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler
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Tage nach Instillation

241 Am-y-Radioaktivitat, freie Teilchen und Prozentsatz der
mit Radioaktivitat assoziierten Zellen in der lLavage-—
flissigkeit. Zu verschiedenen Zeiten nach intratrachealer

Instillation

von sphéarischen (U,Pu)Oz-~Partikeln wurden je
2

Rattenlungen viermal mit 5 ml 0,9% NaCl gewaschen
(Tnstillierte Gesami-a—Radioaktivitat: 3,7 kBq/kg).

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler
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Inkubationszeit (Minuten)
Assoziation der Gesamt-a-Radioaktivitat mit Rinder-

alveolarmakrophagen wdhrend zweistiindiger Inkubation mit
spharischen (U,Pu)0Oz2-Partikeln in Waymouth- und in HEPES-
Medium in % der zugegebenen Radioaktivitat (10-132 Bq/lo®
Zellen fiir Waymouth; 8-53 Bq/108 Zellen fir HEPES).

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler

3 -~ 5 Versuche
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Abb.10: Assoziation der Gesamt—-o—-Radioaktivitat mit Rinder-
alveolarmakrophagen wiadhrend zweieinhalbstiundiger

Inkubation mit sphﬁrischen (U,Pu)0z-Partikeln ohne und
mit 50% Lungensurfaktant in Waymouth-Medium in % der
zugegebenen Hadioaktitivitat (9-56 Bq/108 Zellen).
Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler

3 Versuche
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Abb.1l: Assoziation der Gesamt—-a-Radioaktivitat mit Rinder-
alveolarmakrophagen wihrend zweieinhalbstiindiger
Inkubation mit spharischen (U,Pu)0z2-Partikeln in

Waymouth--Medium ohne Zusidtze und mit 4% Rinderserum-
albumin {BSA) oder mit 20% Kalberserum (NCS) in % der
auwdegebenen Radioaktivitat (5278 Bq/108 Zellen).
Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler

3 Yersuche
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Abb.12: Assoziation der Gesamt-a-Radioaktivitdt mit

Rinder-

alveolarmakrophagen nach einstiindiger Inkubation

sphérischen (U,Pu)0z2-Partikeln in Waymouth-Medium

Abhéngigkeit von der zugegebenen Radioaktivitét.

Einzelwerte
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Abb.13:
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Vergleich der Bestimmungsmethoden (differentielle wund
Dichtegradientenzentrifugation, siehe Methodik) fiir die
Assoziation der Gesamt-a-Radioaktivitat mit Rinder-
alveolarmakrophagen; 10 und 90 Minuten 1Inkubation mit
sphdrischen (U,Pu)0z- Partikeln in Waymouth-Medium (9-54
Bq/108 Zellen).

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler

3 Versuche
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Inkubation von Rinderalveolarmakrophagen mit sphivischen
(U,Pu)0z-Partikeln (11-12 Bq/108 Zellen) in Waymouth -
Medium ohne Zusatz von Penicillin/Streptomycin.
Leitenzyme und Protein im Medium und zellnssozilertie
(lesamt-a~Radioaktivitét.

Abkiirzungen siehe Liste.

Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler
2 Versuche
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Inkubationszeit (Minuten)
Inkubation von Rinderalveolarmakrophagen mit sphérischen
(U,Pu)02~-Partikeln (52-61 Bq/l0% Zellen) in Waymouth-
Medium mit Zusatz von Penicillin/Streptomycin. Leitenzyme
und Protein im Medium und zellassoziierte Gesamt-o-
Radioaktivitat,

Abkiirzungen siehe Liste.
Arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler
3 Versuche
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Abb.16:

1.30 1.05 1.10 1.15 1.20 1.25 1.30 1.05 1.10 .15 1.20 1.25 1.30

Saccharosedichte [g/cm?]

Verhalten von Rinderaiveolarmakrophagen im Saccharose-
Dichtegradienten nach g0 Minuten Inkubation mit
spharischen (U,Pu)Oz-Partikeln (AMAD: 0,8 pum) allein oder
nach 10 Minuten Vorinkubatioﬁ mit Latexteilchen (GMD: 0,8
pm) in Waymouth-Medium. a-Radioaktivitdtsausbeute = 97%.

Abkiirzungen siehe Liste.

3 Versuche
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Abb.17:
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Verteilung der Gesamt-a—Radioaktivitéat nach
Zentrifugation von Ratten— und Rinderalveolarmakrophagen
im linearen Percoll-Dichtegradienten (2000 g/1 h;
Schwingbecher).

RAM in vivo = Rattenalveolarmakrophagen 2 h, 2 Tage und 6
Tage nach intratrachealer Instillation sphédrischer
(U,Pu)0z2-Partikel durch bronchoalveolére Lavage isoliert.
a-Radioaktivitdtsausbeute = 81%. ‘

RAM in vitro = Rattenalveolarmakrophagen 2,5 h bei 37°C
mit sphédrischen (U,Pu)Oz2-Partikeln in HM inkubierct.
a-Radioaktivitdtsausbeute = 43%.

BAM in vitro = Rinderalveolarmakrophagen 15 Minuten bei
37°C mit sphidrischen (U,Pu)Oz-Partikeln in HM inkubiert,
a-Radioaktivitdtsausbeute = 86%.

Zahl der Versuche in Klammern.

Abkiirzungen siehe Liste.
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Abb.18:
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Verteilung der Gesamt-oa—-Radioaktivitat nach
Zentrifugation von Ratten- und Rinderalveolarmakrophagen
im linearen Ficoll~Dichtegradienten (2000 g/1 h;
Schwingbecherrotor). Gleiche 7Zellen wie in Abb. 17

(Bedingungen siehe dort).

RAM in vivo: o~Radioaktivitdtsausbeute = 42%
RAM in vitro: a-Radicaktivitétsausbeute = 27%
BAM in vitro: oa—-Radioaktivitdtsausbeute = 82%.

Zahl der Versuche in Klammern.

Abkirzungen siehe Liste.
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Abb.19:

15 -

Verteilung der Gesamt-a-Radioaktivitat nach
Zentrifugation der N-Fraktion aus Rattenlunge im linearen
Saccharose-, Metrizamid- (60 000 g/2 h; Vertikalrotor)
und Percoll-Gradienten (2000 g/1 h; Schwingbecherrotor) 3
bis 38 Tage nach 1intratrachealer Instillation von
irregulédren (U,Pu)02-Partikeln (AMAD: 1pm) .
Homogenisation in HM durch je 10 Auf- und Abschlédge mit
dem Dounce-"L"~Homogenisator. a-Radioaktivitdtsaus-
beuten: 53% fiir Saccharose, 54% fir Metrizamid und 54%
fir Percoll,

Zahl der Versuche in Klammern; Percoll repréasentativ fir
3 Versuche.

Abkiirzungen siehe Liste.
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Abb.20:
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Verteilung der Gesamt-a—~Radioaktivitédt nach

Zentrifugation der N-Fraktion aus in vitro—inhubierten

"Rinderalveolarmakrophagen im linearen Saccharose-,

Metrizamid- und Nycodenz-Dichtegradienten (60 000 g/2 h;
Vertikalrotor). 1 bis 2,56 h Inkubation mit sphédrischen
(U,Pu)0z-Partikeln (AMAD: 0,9 ym) bei 37e¢C in
Waymouth-Medium. Homogenisation in HM mit lmM EDTA durch
Jje 10 Auf- und Abschlége mit dem Dounce-"§"-
Homogenisator, a-Radioaktivitdtsausbeuten: 19% fir
Saccharose, 69% fiur Metrizamid und 63% fiir Nycodenz.

Zahl der Versuche in Klammern.

Abkiirzungen siehe Liste.
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GOH

NAG

AS

1.05 1.10 1.15 1.20 1.25 1.05 1.10 1.15 1,20 1,25

Nycodenzdichte [g/cm3]

Verteilung von Gesamt-a-Radioaktivitdt (gestrichelt) und
Leitenzymen nach Zentrifugation der ML-Fraktion aus
Rattenlunge im linearen Nycodenz-Dichtegradienten

(60 000 g/2 h; Vertikalrotor). Einzelversuch.

in HM durch je 10 Auf- und Abschlége mit

29

Homogenisation
nach intra-

(U,Pu)02-

dem Dounce-"L"-Homogenisator; Tage

trachealer Ingtillation von sphédrischen

Partikeln. a~Radioaktivitétsausbeute = 39%.

Abkiirzungen siehe Liste.
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RA GOH
(4] _ [2)

40 |

AP
(2]
1.65 1.10 1.15 1.20 L,és 1.05 1.10 1.15 1.%0: 1,25
Nycodenzdichte [g/cm3]
Verteilung von Gesamt—a—-Radioaktivitidt (RA) und

Leitenzymen nach Zentrifugation der ML-Fraktion aus in
vitro-inkubierten Rinderalveolarmakrophagen im linearen
Nycodenz-Dichtegradienten (60 000g, 2h; Vertikalrotor).
a—Radioaktivitdtsausbeute = 43%. Inkubations-— und
Homogenisationsbedingungen wie flir Abb. 20 beschrieben;
Inkubation mit sphérischen (U,Pu)0Oz-Partikeln.

Zahl der Versuche in Klammern.

Abklirzungen siehe Liste.
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1.05 I.10 L.15 1.20 125 1.30
Metrizamiddichte [g/cm3]

Verteilung der Gesamt-a-Radioaktivitéat nach

Zentrifugation vder ML-Fraktion aus in vitro—inkubierten
Rinderalveolarmakrophagen im linearen Metrizamid-
Dichtegradienten (60 000 g/2h; Vertikalrotor).
2 Versuche, a«-Radioaktivitédtsausbeute = 656%. Inkubations-
und Homogenisationsbedingungen wie fiir Abb. 20
beschrieben; Inkubation mit sphédrischen (U,Pu)02-
Partikeln.

Abkirzungen siehe Liste.
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NAG GOH
(3] (3]
L
3
SP AP
(2] r (2]
F
F
I
1.05 1.10 1.15 1.20 1.25 1.30.05 1.10 1.15 1.20 1.25 1.

Metrizamiddichte [g/cm3]

Verteilung von Leitenzymen

Fraktion frischen

im

aus

Me

o

makrophagen linearen

(60 000 g/2h;
wie fiir Abb.

Vertikalrotor).
20 beschrieben.
Zahl der Versuche in Klammern.

Abkiirzungen siehe Liste.

30

nach Zentrifugation der ML-
nichtinkubierten Rinderalveoclar-
rizamid—-Dichtegradienten

Homogenisationsbedingungen
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AS 5P
GDH GDH
AP AP
1.05 1.10 l‘ ‘ '—""_h . ‘ .

Saccharosedichte [g/cm3]

Verteilung von Leitenzymen nach Zentrifugation der ML-
Fraktion aus frischen nichtinkubierten Rinderalveolar-
makrophagen im linearen Saccharose-Dichtegradienten

(60 000 g/2h; Homogenisationsbedingungen

wie fir Abb.

Vertikalrotor).
20 beschrieben.
Links ungewaschenes ML (2 Versuche), rechts ML zwei- oder
dreimal mit HM mit 1 mM EDTA gewaschen (3 Versuche).

Abkiirzungen siehe Liste.
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Haufigkeit [AQ/AS]

40

30 AP

20

1.05 1. 10 1,15 L.20 1.25 1.30

Saccharosedichte [g/cm3]

Verteilung von Gesamt-a—Radioaktivitdt (gestrichelt) und
Leitenzymen nach Zentrifugation der ML-Fraktion aus in
vitro—inkubierten Rinderalveolarmakrophagen im linearen
Saccharose-Dichtegradienten (60 000g/2h; Vertikalrotor).
Einzelversuch. a-Radioaktivitdtsausbeute = 37X,
Inkubations- und Homogenisationsbedingungen wie fiir
Abb.20 beschrieben; Inkubation mit sphérischen (U,Pu)0z~-
Partikeln.

Abkiirzungen siehe Liste,
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Abb.27a: Sphidrische (U,Pu)Oz—Partikel (AMAD: O,9um) aus wdssriger

Suspension; SEM-Aufnahme (SEM = Scanning Electron Microscopy)

Abb.27b: Energiedispersives R&ntgenspektrum der Partikel in Abb.27a.
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Abb.28: Irregulare (U,Pu)0,-Partikel (AMAD: lym) aus wassriger

2
Suspension; SEM-Aufnahme
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Abb.29 - 35: Rattenlunge 4 Tage nach intratrachealer Instillation
von sphdrischen (U,Pu)O,-Partikeln (0,9um AMAD;
instillierte Dosis: 17 kBg/kg Gesamt - Alpha -

Radioaktivitat). Die Pfeile markieren die

(U,PU)02~Partikel,

-
Abb.29%a: 3 (U,Pu)OZ—Partikel im Inneren einer Lungenzelle;
Ubersicht.

Abb.29%b: Ausschnitt mit 2 der 3 Partikel.
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Abb.29c: STEM - Aufnahme dieses Ausschnitts (STEM = Scanning

Transmission Electron Microscopy).

Abb.29d: Verteilung von Pu in der STEM-Aufnahme, sogenanntes

'mapping’'.

Abb.29%e: Energiedispersives Rontgenspektrum einer der beiden

(U,Pu)Oz—Partikel.
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Abb.30a: Alveolarmakrophage mit (U,Pu)Oz-partikelbruchstUck;

der Makrophage liegt frei auf der Alveolenoberflache.

Abb.30b: Ausschnitt
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Abb.31a: Alveolarmakrophage mit (U,Pu)OZ-PartikelbruchstUck.

Abb.31b: Ausschnitt




Abb.32:

Abb.33:
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(U,Pu)Oz—Partikel im Innern einer alveolaren Zelle.,

(U,PU)OZ-Partikel im Innern einer alveolaren

der Zellkern zeigt eine blasige Struktur.

Zelle:
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Abb.34a: Rattenlungenzelle mit sphadrischer (U,Pu)Oz—Partikel,

von kompaktem Gewebe umgeben.

Abb.34b: Der Ausschnitt =zeigt, daB die Partikel wvon einem

elektronendichten Areal umgeben ist.
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Abb.35a: Rattenlungenzelle mit spharischer (U,Pu)Oz_Partikel,

von kompaktem Gewebe umgeben.

Abb.35b: Der Ausschnitt zeigt, daB die Partikel im Gegensatz zu

der in Abb. 34 b frei im Cytoplasma liegt sowie weniger

kompakt erscheint.
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Abb.37:
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2 Tage nach intratrachealer Instillation von spharischen
(U,PU)OZ—Partikein (0,9um  AMAD; IAD: 2,7kBg/kg
Gesamt-Alpha-Radiocaktivitat) aus der Rattenlunge

ausgewaschener Alveolarmakrophage.

8 Tage nach intratrachealer Instillation von irreguléaren
(U,Pu)OZ—Partikeln (0,7 pm AMAD; IAD: 1,4kBa/kg
Gesamt-Alpha-Radioaktivitat) aus der Rattenlunge

ausgewaschener Alveolarmakrophage.




Abb.38:

Abb.39:
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Mit der ersten Lavage (mit 3 Litern 0,9% NaCl) aus der
Lunge eines etwa eine Stunde zuvor getoteten Rindes

ausgewaschene Rinderalveolarmakrophagen.

Mit der dritten Lavage (mit 3 Litern 0,9% NaCl) aus
der gleichen Rinderlunge wie in Abb.38 ausgewaschener

Rinderalveolarmakrophage
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Abb.40 - 44

¢ Rattenlunge 111 Tage nach intratrachealer
Instillation von spharischen (U,Pu)Oszartikeln

(0,9am AMAD; 17 kBg/kg Gesamt-Alpha-Radioaktivitat).

Die Pfeile markieren die (U,Pu)Oz—Partikel.

Abb.40a: Rattenlungenzelle mit 7 Partikeln, die im Innern eines
elektronendichten Bereiches gelegen sind. Neben stark
eisenhaltigen Bereichen 1ist denaturiertes membrandses

Material sichtbar.

Abb.40b: VergroBerter Ausschnitt
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Abb.41: Rattenlungenzelle mit einer (U,Pu)Oszartikel; in
der Umgebung Gruppen von Fasern mit unterschiedlicher

Orientierung.

Abb.42: Rattenlungenzelle mit einer Partikel; auBerhalb des

eisenhaltigen dunklen Areales sind zahlreiche |
elektronendurchlassige Vesikel im Cytoplasma der Zelle

vorhanden.
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Abb.43: Rattenlungenzelle mit 4 (U,Pu)Oz—Partikeln im Innern
eines ausgedehnten elektronendichten Bereiches; dieser
enthalt Eisen und filillt fast die gesamte Zelle aus. In

der Umgebung mehrere quer angeschnittene Faserbiindel.

Abb.44: Rattenlungenzelle mit einer (U,Pu)Oz-Partikel in der

Nachbarschaft bindegewebiger Fasern.
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Abb.45 - 47: Rattenlunge 473 Tage nach intratrachealer
Instillation von sphérischen (U,Pu)OZ—Partikeln

(0,9pm AMAD; 17 kBg/kg Gesamt-Alpha-Radioaktivitat)

Die Pfeile markieren die (U,Pu)OZ-Partikel.

Abb.45a: Rattenlungenzelle wit einer (U,Pu)oz-partikel im

Alveolarseptum. Die Partikel ist von einem

elektronendichten eisenhaltigen Areal umgeben.

Abb.45b: Der vergroBerte Ausschnitt aus Abb.45a zeigt, daB die
Elektronendichte der Partikel im Vergleich mit den

frihen Zeitpunkten deutlich abgenommen hat.
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Abb.45c: Energiedispersiye Rontgenspektren aus dem Prdparat
in Abb.45a; von oben nach unten :
Cytoplasma der Zelle

Eisenhaltige Matrix
(UsPu)0,-Partikel
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Abb.46a:

Abb.46b:

Rattenlungenzelle mit einer (U,Pu)OZ-Partikel in
einer mit fasrigem Material angefillten Alveole. Die

Zelle ist groBtenteils mit elektronendichtem

eisenhaltigem Material ausgefiillt.

Folgeschnitt der in Abb.46 a gezeigten Zelle. In diesem
Schnitt ist kein (U,Pu)o2 vorhanden: die

elektronendichten Areale entsprechen in ihrer raumlichen
Anordnung denen in Abb.46a und sind ebenfalls
eisenhaltig. 3 Alveolen sind angeschnitten; die linke
untere enthalt keine Fasern, ist aber mit kontrastiertem

Material angefiillt.
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Abb.47: (U,Pu)O,-Partikel im Innern einer eisenhaltigen

Zelle im Rattenlungen-Interstitium.
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Abb.48 - 55: Rattenalveolarmakrophagen nach 30 Minuten Inkubation
mit sphédrischen (U,PU)OZ—Partikeln (0,9am  AMAD;
131 kBq/1O6 Zellen Gesamt-Alpha-Radioaktivitat)

in balancierter Salzldsung (BSS) bei 37°cC.

(Abb. 48 - 55 sind SEM - Aufnahmen)

Abb.48a: Rattenalveolarmakrophage mit 2 (U,Pu)OZ_Partikeln

®

nach Auftropfen von fixierten Zellen auf einen Nuclepore-

4

Filter.

Abb.48b: Ausschnitt der Zellregion mit den beiden assoziierten

Partikeln.
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Abb.49a: Gruppen von (U,Pu)Oz-Partikeln an der
Zelloberfliache: in dem groBen kugelfdrmigen Korper ist

kein Pu nachweisbar.

Abb.49b: Ausschnitt aus dem rechten oberen Drittel der

Zelloberfliache mit 3 Partikeln.
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i
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Abb.50a: Rattenalveolarmakrophage mit im Bereich des linken

oberen Zellfortsatzes gebundenen (U,Pu)OZ—Partikelna

Abb.50b: 3 an der Zelloberflache gebundene Partikel, die

teilweise in die Zelle eingesenkt erscheinen.
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Abb.50c: 3 einzeln gebundene, teilweise in die Zelle eingesenkte

Partikel.
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Abb.51: Gruppe von 3 +teilweise in den Zelleib eingesenkten

(U,Pu)OZ_Partikelna
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Abb.52: Einzelne (U,Pu)Oz—Partikel in einer Einsenkung der

Zelloberflache.




Abb.53:
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Gruppe von 3 (U,Pu)OZ—Partikeln an der
Makrophagenoberflache;diese sind zum Teil in den Zelleib
eingesenkt: zumindest die untere rechte Partikel scheint

von der Zellmembran uberzogen zu sein.




Abb,54:

Abb .55
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Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme eines
Rattenalveolarmakrophagen mit mehreren teilweise in den
Zelleib eingesenkten sphdrischen (U,Pu)Oz—Partikeln

an der Zelloberfliache.

Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme eines
Rattenalveolarmakrophagen mit 2 spharischen (U,Pu)Oz—

Partikeln und zahlreichen Filopodien.
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Abb.56 - 59: Rinderalveolarmakrophagen nach einstilindiger

Inkubation mit spharischen (U,Pu)Oz—Partikeln

(0,9pm AMAD; 2,9 kBg/10° ZzZellen Gesamt-Alpha-

Radioaktivitdat) in HEPES-Medium bei 37°C.

(SEM-Aufnahmen)

Abb.56: Ausschnitt aus der Zelloberflache eines Rinder-

alveolarmakrophagen mit einer Gruppe zellassoziierter

Partikel.
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Abb.57: Rinderalveolarmakrophage mit einer (U,Pu)OZ—Partikel
an der Zellperipherie.Die groBtenteils glatte Zell-
oberflache ist ein Hinweis auf eine Schadigung der

Zelle,
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Abb.58a: Zellaggregat von Rinderalveolarmakrophagen mit 2 an der %

Zelloberflache gelegenen (U,Pu)Oz_Partikeln=

Abb.58b: VergroBerter Ausschnitt aus Abb.58a
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Rinderalveolarmakrophage mit

gebundener (U,Pu)oz_Partikel.

an

der




Abb.60:
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Rinderalveolarmakrophage nach 90 Minuten Inkubation

spharischen (U,Pu)OZ—Partikeln in Waymouth-Medium

mit

auf Eis. Die Zelloberflache weist deutliche Faltungen

auf .
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Abb.61a - c: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von bei
37°C  mit spharischen (U,Pu)Oz-Partikeln |

(0,9pm AMAD: 2,8 kBq/1O6 Zellen Gesamt-Alpha-

Radioaktivitat) in Waymouth-Medium inkubierten

Rinderalveolarmakrophagen. '

184m302ky B@SE3 @935-01 EURATOM

Abb.61a: Rinderalveolarmakrophage nach 10 Minuten Inkubation mit

(0,Pu)o Der grofite Teil der Zellen besaBl nach

20

dieser Zeit eine liberwiegend rauhe Zelloberflache.



Abb.61b:

Abb.61c:
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Rinderalveolarmakrophagen nach 45 Minuten Inkubation mit
(U,Pu)OZ. Die Abbildung zeigt 2 Zellaggregate:neben

Zellen mit unregelmaBiger Oberflache traten nach dieser
Inkubationszeit gehduft Zellen mit glatter Oberflache

und lochartigen Einsenkungen auf.

Rinderalveolarmakrophagen nach 18 Stunden Inkubation mit

(U,Pu)Oz. Ein sehr groBer Teil der Zellen besaB nach

dieser Inkubationszeit eine glatte Oberflache.




Abb.62 -

Abb.62a:

Abb.62b:
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63: Rinderalveolarmakrophagen nach 3 Stunden Inkubation
mit sphdrischen (U,Pu)OZ—Partikeln (0,9pm  AMAD;
3,1kBq/106 Zellen Gesamt-Alpha-Radioaktivitat)

bei 37°C in.HEPES-Medium mit Zusatz von 3 %

Rinderserumalbumin,

Schnitt durch eine Zelle mit 3 aggregierten (U,Pu)oz—

Partikeln im Innern einer Vakuole

Schnitt durch eine Zelle mit vereinzelten (U,Pu)oz-
Partikeln wund Partikelbruchsticken im Innern einer

membranbegrenzten Vakucle.
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Abb.63a: Einzelne (U,Pu)OZ—Partikel im Cytoplasma einer stark

formveranderten Zelle.

Abb.63b: Ausschnitt aus Abb.63a




Abb.64a

Abb.64a:

Abb.64b:
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- d: Rinderalveolarmakrophagen nach 18 Stunden Inkubation
mit sphdrischen (U,Pu)Oz-Partikeln (0,9pm AMAD;
2,8 kBq/lO6 Zellen Gesamt-Alpha-Radiocaktivitat)
bei 37°C in HEPES- gepuffertem Waymouth-Medium

mit Penicillin- und Streptomycinzusatz.

pur

Schnitt durch einen abgerundeten Rinder -
alveolarmakrophagen, der eine in einem Vesikel gelegene
(U,Pu)OZ-Partikel enthalt.

Zellbruchstilicke aus der 18-Stunden-~Kultur: in der Mitte

eine von einer Membran umgebene (U.PU)OZ—Partikel,




Abb.b4c:

Abb.64d:
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In Auflosung begriffene Zelle nach 18 Stunden
Inkubation: eine (U,Pu)OZ-Partikel ist von einer
Membran umschlossen.

Weitgehend intakt erscheinender Rinderalveolarmakrophage
nach 18 Stunden Inkubation mit (U,Pu)O2 in vitro. In

der Schnittebene ist kein (U,Pu)O2 nachzuweisen; die
Zelloberflache erscheint unregelmafig, das Cytoplasma

enthalt zahlreiche Vakuolen.
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Abb.65: 2 Rinderalveolarmakrophagen nach 4 Tagen Inkubation mit
spharischen (U,PU)OZ-Partikeln (0,9pm AMAD;
3 kBq/1O6 Zellen Gesamt-Alpha-Radicaktivitat) bei
37°C in Waymouth-Medium mit 20% Kidlberserum (NCS).
Die linke der beiden Zellen erscheint abgerundet und

stark vakuolisiert: die rechte (U,Pu)Oz—haltige

Zelle ist abgestorben und in Auflosung begriffen.
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Abb.66: N-Fraktion aus Rattenlunge; Homogenisation 4 Tage nach
intratrachealer Instillation irregularer (U,Pu)oz_
Partikel durch je 10 Auf- und Abschlage mit dem Dounce-

'L '-Homogenisator.

Abb.67: Elektronenmikroskopische Aufnahme der Fraktion mit dem

hochsten Radioaktivitdtsgehalt aus der Auftrennung der N-
Fraktion in Abb. 66 im linearen Saccharose-

Dichtegradienten (Versuchsbedingungen siehe Abb.19).
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Abb.68: ML-Fraktion aus Rattenlunge;Homogenisation 4 Tage nach
intratrachealer 1Instillation irreguléarer (U,Pu)Oz—
Partikel durch je 10 Auf- und Abschlage mit dem Dounce-

'L'~-Homogenisator.

Abb.69: ML-Fraktion aus isolierten Rinderalveolarmakrophagen;
Homogenisation durch je 10 Auf- wund Abschldage mit dem

Dounce-~'S'-Homogenisator.




Abb.70:

— 204 —

100 =
2
ST
TJ: U02 + PUUQ
2 5y b “... (Stanley et al.1982)
— \ T
[} \ bt
] \ N
= \ ®
= \
< \
|am ) \
s \ |
§ \\\ (U,Pu) [_']\2\\\'\‘\\,\_
8 N\ (Mewhiriney et al198T)~~=x
E' \\\ U,PU)DZ
= M . lrreguldr
& e (U PO
Pu0, “~._ (Stather et al. 1978)
(Lundgren et al. 1983) ™. _
10 - - :
0 100 200
Tage nach Inhalation
Vergleich der Retention sphéarischer und irregulédrer

(U,Pu)0z2-Partikel nach Inhalation mit in der Literatur
publizierten Daten fiir ahnliche (U,Pu)0Oz2-Partikel und fiir
PuOz -Partikel.

Einzelheiten siehe Tab. 14.
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