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1 Einleitung

1 Einleitung

Seit vielen Jahren stehen Erkrankungen und ihr Zusammenhang mit unterschiedlichen
Risikofaktoren im Mittepunkt der Forschung. Der Fokus vieler Untersuchungen liegt
mitunter auf den Einwirkfaktoren am Arbeitsplatz oder auf der taglichen Umgebung des
Menschen. Einige Arbeiten beschéftigen sich unter anderem mit den Karzinomen der

oberen Luftwege und ihrer Entstehung im Zusammenhang mit der Umwelt.

Aktuell rickt die Belastung der Umwelt mit Schwebestaub sowie Staubexposition am
Arbeitsplatz ins offentliche Interesse. Dabei wird vor allem inhalierbaren Feinpartikeln
von einer GréRe PM10 (Partikulate Matter 10 ym Durchmesser) oder PM5 (<5 um
Durchmesser) und der komplexen Zusammensetzung dieser aus Schwermetallen,
organischen, sauren, alkalischen und anderen Komponenten eine grof3e Beachtung
geschenkt. Die Gemische aus feinen, ultrafeinen und nanofeinen Stauben entstehen bei
Verbrennungsprozessen jeglicher Art, im StraRenverkehr, bei industriellen Vorgangen,

im Bergbau, beim Rauchen sowie auch bei Bauarbeiten.

GroRRere Partikel werden durch die natirlichen Reinigungsmechanismen des
menschlichen Korpers, wie zum Beispiel der mucoziliaren Clearance zuriickgehalten.
Die Nasenschleimhaute sind jedoch nicht in der Lage die feinen Staubpartikel zu
retenieren, deshalb gelangen diese beim Einatmen Uber den Respirationstrakt bis in die
Alveolen der Lunge. Da diese Partikel keine Gase sind, sondern feste Stoffe konnen sie
dort weder umgesetzt noch ausgeatmet werden — sie verbleiben unverandert in der

Lunge. (www.huss-umwelt.com)

Angriffsorte Luftschadstoffe

Nasen-
Rachenraum 5-10 um

Luftréhre 3-5 pm

Bronchien 2-3 pm

Bronchiolen 1-2 pm

Alveolen
(Lungenbld@schen) 0,001-1pm

Abbildung 1: Der Durchgangigkeit der einzelnen PartikelgroBen durch die Luftwege. (Quelle: www.huss-
umwelt.com)



1 Einleitung

Das Gelangen und das Persistieren der Partikel in den Atemwege fuhrt im Verlauf zu
inflammatorischen Reaktionen (Borm and Tran, 2002), die akute und chronische
Erkrankungen der Atemwege hervorrufen.

Umweltaerosole werden getestet, um eine Risikowarnung an die Allgemeinheit
auszusprechen. Eine der Studien richtete ihre  Aufmerksamkeit den
Verbrennungsaerosolen. Dibatié und seine Arbeitsgruppe untersuchten in vielen in vitro
Versuchen die Auswirkungen der Flugasche auf unterschiedliche Stammzellen aus der
Lunge von Mensch und Ratte. Daneben wurden auch Modellpartikel eingesetzt, unter
anderem der Dorentruper Quarz DQ12. Man fand heraus, dass mit abnehmender
Partikelgrof3e die zytotoxische Wirkung zunahm. Auch die Wasserloslichkeit bestimmt
uber die toxische Wirkung von Partikeln, je I6slicher diese waren, desto geringer war die
Toxizitat. Des Weiteren zeigte sich, dass die mit TNFa oder Lipopolysachariden (LPS)
stimulierte Zellen starker auf die Exposition mit den Partikeln reagierten. Da die
Ursache der Toxizitat in dem induzierten oxygenen Stress gesucht wird, konnte mit Hilfe
von Radikalfangern die ROS-Bildung reduziert oder vollstandig gehemmt werden. Somit
zeigte diese Studie deutlich, dass Schwebestaub bei empfindlichen Personen
Krankheiten auslésen bzw. verschlimmern kann, indem in das sensible Abwehrsystem

eingegriffen wird.

Die Schwebestaubbelastung begegnet uns auch auf dem Arbeitsplatzt. Bei Bauarbeiten
bilden die Baustoffe einen hohen Anteil an inhalierbaren Partikeln, zu denen auch

Zemente gezahlt werden.

Zement ist ein Baustoff, der durch seine chemische Zusammensetzung in der Lage ist
mit Wasser zu reagieren und fur andere Bausubstanzen als eine Art Kleber zu
fungieren, indem er diese verbindet und erhartet (www.vdz-online.de). Aus diesem

Grund sind Zemente die meist verwendeten Baumaterialien.

Tausende von Bauarbeitern sind taglich der Exposition mit Zementen ausgesetzt und
vergessen oft seine gesundheitlichen Risiken. Neben Kalziumoxid, das vor allem ftr die
alkalischen Eigenschaften verantwortlich ist, enthalten Zemente Spurenelemente wie
Chrom und Nickel, Siliziumdioxid und Anteile von Quarz. Diese Stoffe kénnen im
nassen sowie im trockenen Zustand, als Staub bzw. Partikel gesundheitliche Schaden
verursachen. Die betroffenen Organe sind Haut, Augen, Nase, die ganzen oberen
Luftwege und die Lunge. Aul3er nicht malignen Krankheiten beobachtet man auch
maligne Prozesse. Beim direkten Kontakt der Haut mit Zementen fihrt vor allem die

Alkalitat zu Irritationen. Es kénnen neben Verbrennungen und Ulzerationen auch
9



1 Einleitung

Hautdermatitis entstehen, beim gelangen von Zement in die Augen kommt es zu
Reizungen und Entziindungen. Daneben stellt das Inhalieren von Zementstaub einen
der schwerwiegendsten Probleme dar, dabei gelangen die Zementpartikel Uber die
Nase, den Mund und restlichen Luftwege in die Lunge und richten bereits auf dem Weg
zahlreiche Schaden an. Entzindungen und chronische Lungenerkrankungen wie COPD
(chronical obstructive pulmonary disease), chronische Bronchitis und Silikose unter
anderem hervorgerufen durch kristallinen Quarz sind die Folge. (www.elcosh.org;

www.osha.de)

Die Rhein-Neckar-Larynx-Studie nahm besonders das Karzinom des Larynx (die
Inzidenz liegt in Deutschland bei 5-10/100000 (www.tumorzentrum-son.de/leitlinien))
zum Gegenstand ihrer Forschung und betrachtete in einer Fall-Kontroll-Studie neben
dem Rauchen und Alkoholkonsum, das Risiko maligner Effekte ausgehend von Bau-
bzw. Zementstaub. So wurde festgestellt, dass Bauarbeiter einem hoéheren Risiko
ausgesetzt sind an einem Larynx-Karzinom zu erkranken, insbesondere aufgrund der

Belastung mit Bauzementen (Dietz et al., 2004).

1.1 Fragestellung

Aufgrund der Ergebnisse der epidemiologischen Rhein-Neckar-Studie wuchs der
Verdacht, dass Bauzemente neben den bekannten akuten und chronischen
Erkrankungen auch Krebserkrankungen verursachen kénnen. Zu den toxikologischen

Auswirkungen gibt es jedoch kaum Erkenntnisse oder Untersuchungen.

Mit dieser Arbeit wird die epidemiologische Rhein-Neckar-Studie aufgegriffen und es
wird versucht die Ergebnisse dieser Studie mit Hilfe von in vitro Untersuchungen

nachzuvollziehen.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung der Zemente A-D, Klinker und
Kalksteinmehl europdaischer Herkunft auf zytotoxische und gentoxische Effekte auf
humane Lungenzellen der Linie A549. Es wird die Wirkung der Zementpartikeln,
suspendiert in Hank’s BSS und als Zementsuspension bezeichnet, mit Hilfe etablierter

Testverfahren untersucht und ausgewertet.

Zum Nachweis einer Zytotoxizitat wird der Erythrosin B- und der WST-1-Assay zum
10



1 Einleitung

Einsatz kommen.

Des Weiteren soll mittels Comet-Assay geprift werden, ob sich durch eine Belastung

der Lungenzellen mit den Zementstauben eine Gentoxizitat nachweisen lasst.

Die Ergebnisse stellen insgesamt einen Beitrag zu einer kritischen Bewertung der
gesundheitlichen Wirkung von Zementstauben in humanen Lungenzellen dar und sollen
damit Hinweise Uber deren gesundheitliche Wirkung fir Menschen am Arbeitsplatz

liefern.

1.2 Vorstellung der Testsysteme

1.2.1 WST-I-Essay

Zur Uberpriifung der zytotoxischen Effekte auf die verwendeten Lungenzellen der
Stammzellreihe A549 wurde das Testsystem mit dem WST-1 (water soluble

tetrazolinium) verwendet.

WST-1 (4-[3-(4-lodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-Benzol-Disulfonat) ist
ein Farbstoff, der seinen Einsatz bei den Proliferationsessays findet, die benutzt
werden, um die Anzahl der lebensfahigen Zellen zu bestimmen. In dieser Arbeit wird fur
die Bestimmung der Zellvitalitat dieser Farbstoff aufgrund seiner reagiblen
Eigenschaften verwendet. An der Reaktion des Tetrazolinium-Salzes, im Medium

gelodst, wird die Aktivitat der Zellen gemessen.

Das Tetrazolinium-Salz wird mit Hilfe der Succinat-Tetrazolinium-Reduktase im
Rahmen einer Reduktionsreaktion zum Tetrazolam-(Formazan)-Farbstoff gespalten.
Dieses Enzym ist in der Atmungskette in den Mitochondrien eingebaut und ist nur in

lebensfahigen Zellen aktiv.

11
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NOz
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SCsNa S0sNa
WST-1 Formazan
(leicht rotlich) (dunkel rot)

Abbildung 2: Reaktionsweg des Tetrazoliniumsalzes zu Formazan (EC = Elektronenaufnehmer; RS = Succinat-

Tetrazoliniumreduktase)

1 2 3 4 5
Abbildung 3: Farbpalette des Reaktionsweges des WST-1 (1= hohe Zellaktivitat, 5= geringe Zellaktivitat)

Mit Hilfe eines Spectralphotometers (Elisa) kann die Absorption des Farbstoffes, welche
sich linear zur Aktivitat der Zellen verhalt, bei der Wellenlange von 450 nm detektiert

und ausgewertet werden. (Roche Applied Science, Berridge, et al., 1996)

1.2.2 Erytrosin B-Assay

Ein weiteres Testsystem, das seine Anwendung in dieser Arbeit findet, ist das Erytrosin
B-Assay.

Mit dem Erytrosin B-Farbstoff lasst sich zum einen die Zellzahl einer Zellkultur, zum
anderen die Vitalitat der Zellen bestimmen.

12



1 Einleitung

Durch die Substanz Erytrosin B werden tote Zellen rot angefarbt, so dass sie unter
einem Mikroskop sichtbar werden. Die Methode beruht darauf, dass der Farbstoff die
intakte Membran der Zellen nicht Gberwinden kann, jedoch die porése Zellmembran der

toten Zellen passiert und sie rot einfarbt.

Die Zahlung der Zellen erfolgt mit Hilfe der Neubauer Zahlkammer, vom Ergebnis kann
dann Uber einen Rechenweg (s. S. 25) auf die Anzahl der Zelle in einem Mikroliter

geschlossen werden.
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Abbildung 4: Neubauer Zdahlkammer mit Deckglas Abbildung 5: Aufbau des Zahlfeldes

1.2.3 Alkalische Einzelgelelektrophorese (Comet-Assay)

Zur Testung der gentoxischen Auswirkungen der Testsubstanzen wurde in dieser

Studie die alkalische Einzelgelelektrophorese verwendet.

Die Einzelzellgelelektrophorese (engl. single cell gel electrophoresis) oder Comet-Assay
ist eine sehr sensible Methode, die heutzutage in vielen verschiedenen
wissenschaftlichen Forschungen ihren Einsatz findet. Dieses Testsystem erlaubt DNA-
Schéaden auf der Ebene einzelner Zellen nachzuweisen und als DNA- Migration sichtbar
und damit auch messbar zu machen (Wojewodzka et al., 2001; Tice und Strauss,
1995).

Zuerst wurde in einem neutralen System, beschrieben von O. Ostling und K. J.
Johanson (1984), gearbeitet. Dabei konnten vor allem die Einzelstrangbriche als
gentoxische Wirkung markiert werden (Anderson et al., 1989), die jedoch schnell zu

13



1 Einleitung

reparieren waren und keine geniigenden mutagenen Veradnderungen aufzeigten (Collins
et al., 1997).

Das alkalische System, entwickelt bei Singh et al. 1988 und Olive 1989, gibt die
Maoglichkeit zusatzlich DNA-Doppelstrangbriiche zu betrachten, was zu einer Erhéhung
der Sensitivitdit des Testsystems fihrt. Jedoch verursachen viele gentoxische
Substanzen keine oder kaum DNA-Strangbriche direkt. Es entstehen vor allem
alkalilabile Stellen, die dann bei einem pH-Wert von >13 aufbrechen. Aul3erdem kdnnen
mit dieser Methode die erhdhten Reparaturaktivititen aufgezeigt werden, die durch

Lasionen an zu reparierenden Stellen imponieren. (Collins et al., 1997)

Zellen mit ladierter DNA weisen unter Fluoreszenzmikroskop einen Schweif, der die
Migration der DNA aus dem Zellkern darstellt, auf. Der Kopf des Kometen ist der
Zellkern. Der Anteil von DNA in dem Kometenschweif und seine Lange sind ein Mal3 fur
die DNA-Schadigung durch die getestete Substanz. Zellen mit unbeschadigter DNA
zeigen keine Kometen. (Tice et al., 2000, Olive et al., 1990)

Abbildung 6: Darstellung der Cometen in A549-Lungenzellen

Das Aussehen der Cometen ist je nach der Starke der DNA-Zerstorung unterschiedlich.
Zuerst kommt es zur Auflockerung der DNA-Schleifen, die sich im Kometen-Schweif
wiederfindet. Je mehr von den DNA-Schleifen entstehen, desto mehr davon wandern in
den Schweif und erhéhen damit seine Intensitat. Die Lange wird kaum veréandert, sie
wird wiederrum nur durch die Grol3e der DNA-Fragmente bestimmt. Zudem fiihren auch

Apoptose und Nekrose zur Ausbildung von Kometen.

14



1 Einleitung

Es ist bis heute noch umstritten, ob die Vorgange nur durch gentoxische Effekte oder
auch durch die Zytotoxizitat verursacht werden. Die Schwierigkeit liegt darin zu
unterscheiden, ob die Induktion der DNA-Migration durch das eine oder durch das
andere hervorgerufen wird (Storer et al., 1996), wobei eine zu starke Zerstérung durch
die Betrachtung der einzelnen Zellen unter dem Floureszenzmikroskop sichtbar ist,
denn durch die exzessive Zytotoxizitat zeigen die geschéadigten Zellen so eine starke
DNA-Streuung, dass kein Zellkern erkennbar ist (Hartmann und Speit, 1997). Um
diesen Effekten vorzubeugen, sollte die zytotoxische Wirkung einer Substanz im Voraus
limitiert werden. Henderson et al beschreibt in seiner Publikation, dass eine Zellvitalitat
von mehr als 75% vorhanden sein muss, um im Comet-Assay falsch positive
Ergebnisse zu vermeiden. Storer fand in seiner Revalidierung eine 70%ige Zellviabilitat
als gentigend, um bei den bekannten Wirkungen seiner getesteten Substanzen auf 92%

der Ubereinstimmungen zu kommen.

Die Durchfiihrung des Comet-Assay sieht vor Zellen, die zuvor einer zu testenden
Substanz ausgesetzt wurden, in Agarose gebettet, auf einen Objekttrager aufzutragen.
Nach einer Lyse bei einem pH-Wert von 10-12 werden die Objekttrager in einer
alkalischen Elektrophoreselésung mit einem pH-Wert von >13 nach einer kurzzeitigen
Lagerung einer Elektrophorese unterzogen. Das alkalische Milieu bewirkt ein Entwinden
der DNA aufgrund der Auflésung von Wasserstoffbrickenbindungen, so dass die
geschadigte DNA aus dem Zellkern in Richtung Anode durch das Gel wandert.
Hochmolekulare nicht geschadigte DNA kann den Zellkern nicht verlassen. Nach dem
Waschvorgang werden die Objekttrager mit einem fluoreszierenden Farbstoff (z.B.
Ethidiumbromid) angefarbt und unter einem Fluoreszenzmikroskop ausgewertet (Tice et
al., 2000, Olive et al., 1990, Hartman et al., 2003).

15



2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Verwendetes Material und Hersteller

2 Material und Methoden

Chemikalien

Hersteller

0,5% Low Melting Point Agarose

Serva, Heidelberg

0,7% Normal Melting Point Agarose

Merck, Darmstadt

1% Normal Melting Point Agarose

Serva, Heidelberg

Aceton

Serva, Heidelberg

Agarose (Low Melting Point)

Merck, Darmstadt

Agarose (Normal Melting Point)

Merck, Darmstadt

DMEM (Dulbecco’s minimal essential medium)

PAA, Pasching/Austria

Dulbecco’s PBS

PAA, Pasching/Austria

EDTA Dinatriumsaltz Dihydrat
(Titrierkomplex III)

Roth, Karlsruhe

Erythrosin B

Merck, Darmstadt

Ethanol absolut

Riedel-de Haén, Seelze

Ethidiumbromid, 10 mg/ml

Sigma- Aldrich, Steinheim

FCS (Fetales Kalberserum)

PAA, Pasching/Austria

HBSS (Hank’s Buffered Saline Solution)

PAA, Pasching/Austria

HEPES

Sigma, Minchen

Kalksteinmehl

VDZ Deutsche Zementindustrie,

Dusseldorf

Klinker VDZ Deutsche Zementindustrie,
Dusseldorf

Natriumhydroxid Roth, Karlsruhe

Natriumchlorid

Roth, Karlsruhe

Ddrentruper Quarz

IUFZ, Dusseldorf
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Titandioxid (Anatase)

IUFZ, Dusseldorf

Tris Puffer Roth, Karlsruhe
Triton-X-100 Merck, Darmstadt
Trypsin PAA, Pasching/Austria

Wasserstoffperoxid 30% H,O, (Perhydrol)

Merck, Darmstadt

Zement A, B, C,D

VDZ Deutsche Zementindustrie,
Dusseldorf

Gerate und besondere Materialien

Hersteller

Comet Programm

Systat, Comet 5.0, Kinetic Imaging
Ltd., Liverpool, GB

Elektronikrthrer

Thermo Fisher Scientific,

Variomag, Deutschland

Electrophoresis Power Supply

Pharmacia Biotech, Freiburg

Elektrophoresekammer

Biostep, Jahnsdorf

FalconTube 10 und 50ml

Greiner, Flacht

Feinwaage

OHAUS Pine Brook (US)

Fluoreszenzmikroskop

Leica, Solms

Inkubator

WTC Binder, Tuttlingen

Laminar Flow Bench

Kendro Laboratory Products

Lichtmikroskop

Leica, Solms

Neubauer Zahlkammer

Brand, Wertheim

Objekttrager, ganz matiert

Langenbrink, Emmendingen

Ofen

Memmert, Schwabach

pH-Meter

inoLab (WTW), Weilheim

Ultraschall-Kompaktgerat

Roth, Karlsruhe

Standrohrchen

Greiner, Flacht

Vakuum-Saugpumpe

HLC, Bovenden

Vortexer IKA, Staufen

Waage SCALTEC, Gottingen
Wasserbad Medingen

Zentrifuge Eppendorf, Hamburg

Zellkultur(Gewebe-)Schale, 12 well

Greiner, Flacht
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2.1.2 Losungen

Agaroseldsungen fur Objekttragerbeschichtung

2 Material und Methoden

1. Schicht: 1% Normal Melting Point Agarose 0,59

Auf 50 mL PBS

2. Schicht: 0,7% Normal Melting Point Agarose 0,14 ¢

Auf 20 mL PBS

3. Schicht 0,5% Low Melting Point Agarose 0,19

Auf 20 mL PBS

Elektrophoresepuffer
pH > 13: NaOH (0,3 M) 12 g.

EDTA- Titriplex (1 mM) 10 mL (von 0,1 M Stammlésung)

Auf 1 L Aqua dest.

Lyselésung

pH= 10: NaCl (2,5 M) 146,1 g
EDTA- Titriplex (100 mM) 37,224 g
NaOH (0,2 M) 89
Triton-X-100 (1%) 2 mL

(auf 200 mL Lysestammlésung kurz vor Gebrauch)

Neutralisationspuffer
pH=7,5: Tris (0,4 M) 48,44 g/L

Auffullen

2.1.3 Zellkultur

Fur die Experimente wurden Zellen der Zelllinie A549 herangezogen.
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Die A549-Zelllinie stammt urspringlich aus einem Tumor, der im Jahr 1972 aus der
Lunge eines 58-jarigen Kaukasiers entfernt wurde. Die Zellen des Tumorgewebes
wurden dann fur mehr als drei Jahre und tUber 1000 Generationen in vitro exprimiert.
Diese Adenokarzinomzellen besitzen den menschlichen Karyotyp und imponieren durch
ihre Morphologie, ihre Zellorganellen und den Besitz von multilamellaren Kdérperchen
den Alveolar Typ Il Zellen der menschlichen Lunge. Auch nach vielen Teilungen
behielten diese Zellen viele Eigenschaften und Funktionen der Mutterzellen. Darunter
fallt die Fahigkeit bestimmte Enzyme zu produzieren, die fir die Synthese von
verschiedenen Phospholipiden bendétigt werden und damit die Synthese von

Lungensurfactant (physiologischen Schutzschicht der Lungenzellen) erméglichen.

Viele Untersuchungen haben gezeigt, dass die Zellen der A549-Zelllinie den Alveolar
Typ Il Zellen sehr ahnlich und damit fir experimentelle Untersuchungen mit Bezug auf

die menschliche Lunge geeignet sind. (Lieber et. al., 1976)

Abbildung 7: A549 Zellen unter Subkonfluenz mit ca. 80% (Quelle: www.sigmaaldrich.com)
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Abbildung 8: Diese Abbildung stellt Lungenzellen unter Einwirkung von toxischen Substanzen (z.B. H,0,) dar. So
zeigen sich die ersten Anzeichen der Zytotoxizitat, wenn die Zellen sich abrunden und von der Unterlage

ablésen. (Quelle: www.idw-online.de)

2.1.4 Referenzen

Als Referenzen kommen Medium (DMEM) als Losungsmittelkontrolle und
Wasserstoffperoxid in Konzentrationen 25 pg/L, 50 pg/L, 100 pg/L, 200 pg/L als positive

Kontrolle zum Einsatz.

2.1.4.1 Quarz.

Als weitere positive Kontrolle, vor allem wegen ihrer ahnlichen Beschaffenheit zu den
Proben, wird der Dérentruper Kaolinit Sand verwendet. Dieser hat als Standardquarz
(DQ12) vor allem in die Lungenkrebsforschung Einzug gehalten. Quarz gilt seit 1997
nach der Klassifikation von der International Agency for Research of Kancer als
Karzinogen der Gruppe |, wobei die Wirkmechanismen noch nicht vollstandig geklart
sind. Die Effekte, die zu der Zelltoxizitat fuhren, sind neben Entziindungsreaktionen
durch Makrophagen und Leukozyten, die zur Bindegewebsvermehrung fuhren, vor

allem die Entstehung von Sauerstoffradikalen (Borm et al., 2000).
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2.1.4.2 Titaniumdioxid

Als eine negative Kontrolle wurde das TiO, eigesetzt. Es galt bisher als gesundheitlich
unbedenklich. Titaniumdioxid kommt in zwei unterschiedlichen partikularen Gré3en, fein
und ultrafein vor. Die feinen Partikeln, die in dieser Arbeit Verwendung finden, werden

immer noch im Gegensatz zu den ultrafeinen Partikeln als unschéadlich angesehen.

2.1.5 Zu untersuchenden Proben

Untersucht wurde zum einen Kalksteinmehl, das durch seine nicht toxische
Beschaffenheit bekannt ist. Zum anderen wurden vier Portlandkompositzemente
(Puzzolan-, Schiefer-, Kalkstein- und Huttenzement), zur vereinfachten Darstellung mit
A, B, C, D benannt, und Klinker in Form einer Suspension auf die Zellen in
Konzentrationen 25 pg/cm?, 50 pg/cm2, 100 pg/cm2, 200 pg/cm? aufgetragen und
geprift. Die vollstandigen Inhaltsstoffe der jeweiligen Zemente sind in den folgenden

Graphiken dargestellt.

OA
400 rsen
_ @Beryllium
350 OCadmium
OKobalt
300 B Chrom
] OKupfer
250 B Quecksilber
OMangan
= 200 ,
3 ® Nickel
150 EBlei
OAntimon
100 OZinn
B Thallium
50 ®Vanadium
B Zink
0 - mTellur
A (< 10 pm) B (<10 um) C (<10 pm)
BSelen

Graphik 1: Darstellung der Inhaltsstoffe der Zemente, erstellt anhand einer chemischen Analyse

(freundlicherweise von VDZ zur Verfiigung gestellt)
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Graphik 2: Darstellung der Inhaltsstoffe der Zemente, erstellt anhand einer chemischen Analyse

(freundlicherweise von VDZ zur Verfiigung gestellt)

Die folgende Tabelle zeigt die Kodierung der Zemente fur diese Arbeit wie auch die
GroRRe der einzelnen Partikeln und den Anteil der bekannt toxischen Substanz
Siliziumdioxid, welche zu einem Anteil von 90% in der hier verwendeten positiven

Kontrolle enthalten ist.

Kode Identifikation GroRRe Spezifische SiO;,
(D50) Oberflache cm?/cm3 | in %
A CEMII/B-P 15-20 89659 26,56
B CEMII/B-T 15-20 85940 20,12
C CEMII/A-LL 15-20 79238 14,76
D CEMII/A-S 15-20 95206 17,51
Kalksteinmehl VDZ 1,0-15 58803 0,61
Klinker Klinker 20,82
DQ12-Quarz IUF 1,0-2,0 >90

Tabelle 1: Kodierung der Zemente und der Referenzen
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Hauptbestandteile 1! =
g §
% = =
g = ] g E g
E ] 3 = w - u; T Ex - o £
1] 23 H = = N E= = E &
5 g E Ea g BN | ZH | 3% EE £3 F g
] = 5 ST ce T 2 E_ 5 E =3 E -2
2 a3 g =z | & Sy | B | & 8 ¥
3 5 H ® a2 | & B3 |?° | 7% 85| 2% =
g E a
K S D P Q W w T L LL
CEM | | Portlandzement | CEM | 95-100 -5
Portlandhitten- CEM I/A-5 |80-34 | 6-20 05
zement CEM IVB-5 |65-79 |21-35 05
Portlandsilica-
staubzement CEM I/A-D |90-34 610 05
CEM I/A-P |B0-84 6-20 -5
Portland- CEM IVB-P |65-79 21-35 05
puzzolan-
zement CEM I/A-Q |B0-34 6-20 05
CEM I/B-Q |65-79 21-35 05
CEM IFA-Y |B0-34 620 05
Portland- CEM II/B-V |65-79 21-35 05
CEM II| flugasche-
sement CEM IVA-W |80-84 520 05
CEM IUB-W | 65-79 21-35 05
Portland- CEM IUA-T |80-94 620 05
schisferzement | cEn |1B-T [65-79 21-35 05
CEM IFA-L |B0-34 6-20 0-5
Portland- CEM IUB-L |65-79 21-35 05
kalkstein-
zement CEM IUA-LL |80-94 620 | 05
CEM IUB-LL | 6579 2135 | 05
Portlandkom po- CEM IFA-M |B0-34 6-20 0-5
sitzement CEM I/B-M [65-79 21-35 05

Tabelle 2: Zementarten und ihre Zusammensetzung gemaR SN EN 197-1:2000 (auf die Auflistung von CEM llI, IV

und V wurde verzichtet, da in dieser Arbeit nur ausgewahlte Zemente der Art CEM Il verwendet wurden)
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultivierung

Alle Arbeiten mit den Zellen fanden unter sterilen Bedingungen unter einer Arbeitsbank
statt. Die verwendeten Proben und Lésungen waren ebenfalls steril oder wurden
sterilisiert. Die Inkubation der Zellen erfolgte in einem Brutschrank mit einer
Luftfeuchtigkeit von 95%, unter 5% CO,-Atmosphare bei 37°C.

Vor dem Beginn der Zellkultivierung wurden die benétigten Chemikalien im Wasserbad

bei 37°C erwarmt.

Passagieren von A549

Die Kulturflasche mit den Zellen wurde zunachst makroskopisch auf Auffalligkeiten, wie
Farbumschlag des Mediums, untersucht, dann mikroskopisch auf Mikroorganismen
oder sonstige Verunreinigungen begutachtet. AnschlieRend wurde das Medium
abgesaugt und die Zellkultur zweimal mit PBS gewaschen, um die abgestorbenen

Zellen zu entfernen.

Fur die verwendeten Flaschen (75 cm?) bendtigte man zur Ablésung der Zellen vom
Kulturmedium eine Trypsinmenge von 3 mL, die gleichmalig auf dem Zellrasen verteilt
wurde. Nach einer 3-5 minatigen Inkubation der Zellkultur im Warmeschrank wurden die
Zellen erneut mikroskopisch betrachtet, um die Zellablosung vom Boden der Flasche
festzustellen. Diese durch Trypsin vermittelte Wirkung wurde dann mit 7 mL Vollmedium
gestoppt, wonach die gesamte Zellsuspension nach Aufnahme mit einer Pipette und
nach mehrmaligem Spilen in ein vorbereitetes Falkon Uberfiihrt wurde. Die Flasche
wurde weiterhin mit 10 mL Vollmedium nachgespult und der Zellsuspension zugefugt.
Im nachsten Schritt erfolgte die Zellzahlbestimmung. Dazu wurden 50 pL der Zelllésung
entnommen und in einem 1,5 mL Eppendorf Cup mit Erytrosin B zusammengegeben.
Nach kurzem Vortexen pipettierte man von dem Gemisch 10 pL auf eine
Neubauerzahlkammer. Es wurden 4 Felder mit je 16 kleinen Feldern ausgezahlt, wobei
die Zellen am linken und am unteren Rand mitgezahlt wurden. Die Bestimmung der

Zellzahl geschah nach der folgenden Rechnung:
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Zellzahl/pL = gezahlte Zahl x 10/4 x 2 (Verdinnung)

Gesamtzellzahl = Zellzahl/pL x pL Zellsuspension (20 000)

Nach der Zellbestimmung wurde ein Teil der Zellsuspension im Verhaltnis 1:10 (1 mL
Zellsuspension mit 10 mL Medium) in eine vorbereitete und mit Vollimedium gefullte
Kulturflasche gegeben und in den Warmeschrank gestellt, der andere Teil wurde

entweder fir die Versuche gebraucht oder verworfen.

Die Zellpassagierung erfolgte je nach Zellwachstum 2-3 mal die Woche. Am Montag,
Mittwoch und Freitag wurden die Zellen 2 mal mit jeweils 10 mL PBS gewaschen und

mit frischem Medium versetzt.

2.2.2 Probenaufbereitung

Die Zementstdube, ausgewogen zu 8-10 mg wurden in Glaschen (20 mL Fassungs-
vermogen) Uberfuhrt und mit Alufolie versiegelt. Anschlie3end wurden alle Staube 16
Stunden bzw. Uber Nacht in einem Backofen bei 215°C hitzedeaktiviert, um evtl.

vorhandene Endotoxine zu zerstoren.

Herstellung einer Stammldsung (Zementsuspension):

Da die zu testenden Stoffe nicht l8slich waren, sondern aus granularen Partikeln
bestanden, konnten sie nur suspendiert werden. Die Zellbehandlung erfolgte in der
Einheit pg/cm?, weil die Zementbestandteile sich nach einiger Zeit absetzten und sich

auf der Zellkultur verteilten.

Unmittelbar vor jedem Versuchsbeginn wurde eine Stammldsung angesetzt in der
Konzentration 400 pg/cmz2. Die in dieser Arbeit gebrauchten Well-Platten hatten je nach
der Anzahl der Wells unterschiedliche Flachen. Bei der 96-well-Platte, die fir den WST-
I-Assay verwendet wurde, betrug die Flache nach Angaben des Herstellers 0,32 cm?,
bei der 12-well-Platte betrug sie nach eigenen Ausmessungen und Berechnungen 3,14

cm2.
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Um die 400 g auf die Flache von 1 cm? als Endkonzentration zu bekommen, musste
eine Umrechnung auf die Flache von 0,32 cm? bzw. 3,14 cm? mittels Dreisatz erfolgen.
Daraus folgte ein Ergebnis von 128 pg/0,32 cm? bzw. 1256 pg/3,14 cm?, dieses auf die
jeweiligen Volumina Ubertragen, bedeutete die Herstellung einer Lésung mit 128 ug/100
puL bzw. 1256 pg/mL (Beispiel: 128 pug/100 pL entspricht 1280 pg/mL, daraus folgt: fur
eine Einwaage von 8 mg Zement wird 8 : 1,28 = mL L6sungsmittel gebraucht). Als
Losungsmittel wurde die Pufferldosung HBSS verwendet. Es musste eine Losung ohne
EiweiRbestandteile (FCS) sein, damit die Effekte der positiven Kontrolle Quarz nicht

abgepuffert wurden.

Zur besseren Suspension wurde die Losung in einem Ultraschallbad mit 100 mL
Wasser bei einer Temperatur von 37°C (Sonorex 120 W, 50/60 Hz) fir mindestens 10
min. beschallt. Vor jedem Weiterverarbeiten der Stammlésung musste auf eine
sorgfaltige Durchmischung geachtet werden, das bedeutete ein Vortexen und eine

Resuspension mit der Pipette 3-5 mal vor jedem weiteren Arbeitsschritt.

Nach dem Ultraschallbad wurde eine Verdiunnungsreihe im Verhaltnis 1:1 hergestellt.
Dafur wurden z. B. 2 mL der Stammldsung mit 2 mL Hank’s Solution gemischt, um die
Konzentration von 200 pg/cm2 zu bekommen und so fortgesetzt bis zu einer

Konzentration von 25 pg/cmz2.

2.2.3 Durchfiihrung der Experimente

2.2.3.1 WST-1-Assay

Vorbereitungsphase
Zellaussaat:

Vor dem Experimentbeginn mussten 20 000 Zellen 24 Stunden lang in 96-well-Platten

kultiviert werden.

Die Behandlung erfolgte so wie bei der Zellpassagierung. Nach dem Absaugen des
Mediums und zweimaligen waschen, wurde in die Kulturflaschen das Trypsinreagens
gegeben. Nach 5 Minuten wurde die Zellablésungsreaktion mit dem Medium gestoppt

und die Zellzahl bestimmt. In jede Vertiefung wurde die bendtigte Menge der
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Zellsuspension gegeben, mit Medium auf 200 pL aufgefillt und in den Brutschrank

gestellt.
Probenvorbereitung:

Die Zemente wurden ausgewogen und Uber Nacht bei 215 °C hitzedeaktiviert. Bei
diesem Test wurde als positive Referenz Triton-X-100 verwendet. Es wurden 20 pL der
Substanz mit 10 mL HBSS vermischt. In die Wells kamen dann 100 und 50 pL der
Stamml6sung, was einer Konzentration von 0,01% bzw. 0,005% entspricht.

Versuchstag
Belastung der Zellen:

Am Versuchstag beurteilte man als erstes makroskopisch den Zustand und
mikroskopisch die Konfluenz (=Ausbreitung der Zellen tber die vorhandene Flache, die
bei 80% liegen sollte, da bei vollstandiger Bedeckung der Flache die Zellen einander
behindern wirden um ihren hdchsten Wachstum zu erreichen und die

Stoffwechselvorgange eingeschrankt waren) der Zellen.

Dann wurden die Zementproben zur jeweiligen Stammlésung verarbeitet und
Verdinnungsreihen hergestellt. Bei einem Experimentdurchlauf konnten 3 Proben und
damit 3 Konzentrationsreihen mit Konzentrationen ab 400 pg/cm? bis 12,5 pg/cm?2

gemessen werden.

Als nachstes wurden die Zellen wieder aus dem Brutschrank genommen. Das Medium
wurde von den Platten abgeschlagen, indem sie mit den Offnungen nach unten auf
saugfahige Ticher gelegt wurden. Es folgte eine einmalige Waschung mit 200 uL PBS
und die Bedeckung der Zellen mit 100 uL HBSS, um die Austrocknung der Kultur zu

vermeiden.

Jede Konzentration der Zemente sowie Triton-X-100 0,01% und 0,005% wurden jeweils
in vier Wells gegeben. Die restlichen Wells wurden mit HBSS aufgeftllt und als negative
Referenz gesehen. Die Zellen wurden den Zementsupensionen, den positiven und

negativen Kontrollen 4 Stunden lang unter Inkubationsbedingungen ausgesetzt.

Auswertung:
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Fur die Auswertung des Versuches benotigte man eine Farbeldsung, fur die in diesem
Fall der WST-1-Farbstoff dienen sollte. Die Herstellung der Lésung erfolgte am Tag der
Farbeaktion. Dafur wurde 1 mL der WST-1-Reaktionslosung mit 19 mL DMEM

vermischt.

Die 96-well-Platten wurden nach 4 h aus dem Brutschrank entnommen. Es wurden die
Lésungen abgeschlagen und die Platten zweimal mit PBS gewaschen. Folgend erfolgte
eine vorsichtige Zugabe von 200 pL der WST-1-Farbel6sung in jedes Well und danach

1 Stunde Inkubation unter den bekannten Bedingungen.

Die Auswertung geschah mit Hilfe von Elisa, wobei bei 450 nm/620 nm die Absorption
gemessen, in Excel-Tabellen tbertragen und im Computer gespeichert wurde. Aus den
vielen Messwerten wurde fur die jeweilige Konzentration ein Mittelwert berechnet und in

die folgende Gleichung eingesetzt:

Mittelwert der Probe
Vitalitat in % = . , x 100%
Mittelwert der negativen Kontrollen

Damit lie sich die Vitalitat der Zellen in % berechnen.

2.2.3.2 Erythrosin B-Assay

Es wurden 50 pL der Zellldsung (verdinnt auf 20 mL) enthommen und in einem 1,5 mL
Eppendorf Cup mit 50 mL Erytrosin B zusammengegeben. Nach kurzem Vortexen
pipettierte man von dem Gemisch 10 pL auf eine Neubauerzéahlkammer. Es wurden 4
Felder mit je 16 Kkleinen Feldern bei einer 100 fachen Vergréf3erung unter dem
Mikroskop ausgezahlt, wobei die Zellen am linken und unteren Rand mitgezahlt wurden.
Fur die Bestimmung der Zellzahl wurden nur ungefarbte Zellen, fur die

Zellvitalitatsbestimmung beide Arten gezahlt.

Die Ermittlung der Werte geschah nach den folgenden Rechnungen:

I. Zellzahl/uL = gezahlte Zahl x 10/4 x 2 (Verdinnung)

Gesamtzellzahl = Zellzahl/pL x yL Zellsuspension (20 000)

Erytrosin- B neg. Zellen

1. Zellvitalitat (%) = : 28 -
(Erytrosin- B neg. Zellen) + (Erytrosin- B pos. Zellen)
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2.2.3.3 Alkalische Einzelgelelectrophorese (Comet-Assay)

In dieser Arbeit wurde ein modifiziertes Protokoll, das bereits bei Singh et al.

beschrieben wurde, verwendet. Alle Zeiten wurden fiir diese Versuche standardisiert.

Im folgenden ist eine schematische Ubersicht des Ablaufs des Versuches abgebildet:

Comet Assay Overview
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Abbildung 9: Darstellung des Ablaufs des Versuches (Quelle: www.sigmaaldrich.com; (mit Bearbeitung))

Vorbereitungsphase
Zellaussaat:

Fur die Durchfihrung des Versuches mussten die Zellen 24 Stunden vor dem
Versuchsbeginn in 12-well-Platten kultiviert werden. Die Behandlung erfolgte wie bei
der Zellpassagierung. Aus den Kulturflaschen wurde das Medium abgesaugt, nach dem
zweimaligen Waschen wurden die Zellen mit Hilfe von Trypsin abgeldst. Nachdem die
Reaktion mit Medium gestoppt wurde, konnte die Zellzahl bestimmt werden. In jede
Vertiefung der 12-well-Platten wurden dann 100 000 Zellen gegeben, mit Medium auf 2

mL aufgefullt und in den Brutschrank gestellt.

Objekttragerbeschichtung:

Zunachst wurde 1% Agaroselésung hergestellt, indem 0,5 g Agarose in 50 mL PBS-

Puffer gegeben und unter standigem Ruhren und Erhitzen auf 200° C gel6st wurde. Die
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angerauten Objekttrager wurden mit Ethanol abgespilt und entfettet. Nach dem
vollstandigen Auflosen des Agarosepulvers wurde die 1. Schicht auf die Objekttrager
pipettiert und gleichmafig verteilt. AnschlieBend wurden diese kodiert, denn die
Auswertung sollte blind erfolgen, in einen Rack sortiert und in einen Trockenschrank mit
37°C, um die Beschichtung austrocknen und aushéarten zu lassen, gestellt. Nach 24 h

konnten die Objekttrager bei Raumtemperatur gelagert werden.

Probenvorbereitung:

Zemente und die Kontrollen wurden 24 h vor dem Versuch ausgewogen und

hitzedeaktiviert.

Versuchstag

Zu Beginn wurden die Zellkulturplatten makroskopisch und mikroskopisch beurteilt, um

mit dem Versuch starten zu kénnen.

Als Nachstes wurden die Zementproben und die Kontrollen, gemafR dem Protokoll der
Probenaufbereitung auf Seite 25, zu Suspensionsstammlésungen verarbeitet und die

Verdinnungsreihen hergestellt.

Dann widmete man sich wieder der Zellkultur. Nach Absaugen des Mediums wurde die
Zellkultur zweimal mit jeweils 1 ml PBS-Puffer gewaschen. Um die Austrocknung der
Zellen zu vermeiden, wurde in jede Vertiefung 1 mL Hank's BSS vorgelegt. Damit
konnten die Suspensionen der Zemente, der Positivkontrolle DQ12 und der
Negativkontrolle TiO, in Ruhe jeweils zu einem ml in jeweiliger Konzentration beigefigt
werden, wobei héufiges Vortexen und Mischen der Lésungen erforderlich war.
Zusatzlich wurde auf jeder Platte ein Well nur mit HBSS, als zweite Negativkontrolle,
und ein weiteres Well mit 950 pL HBSS, welches nach zwei Std. mit 50 puL H,O, (=
zweite Positivkontrolle) vervollstandigt wurde, aufgefillt. Die behandelten Zellplatten

wurden in den Inkubator Gberfihrt und fur 4 Stunden bei 5% CO, und 37°C exponiert.

In der Zwischenzeit wurden alle benotigten Losungen fir die Versuchsdurchfiihrung
frisch fabriziert, unter anderem 0,7%ige NMP- und 0,5%ige LMP- Agaroseldsung. Dazu
wurde PBS-Puffer mit den jeweils zugefugten Mengen (s. S. 18) erhitzt. Fur die 2.
Schicht wurden 100 pL der 0,7%igen Agaroseldsung auf die vorbereiteten Objekttrager

gegeben, mit Deckglaschen blasenfrei bedeckt, gleichmafig verteilt und fir mindestens
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2 Material und Methoden

15 min im Kihlschrank aufbewahrt. Zudem wurden 200 mL einer Lyseldsung in einer

Schieferdeckerkammer angesetzt und bei 4 °C gelagert.
Aufbereitung der Zellkulturen:

Von den Zellkulturplatten wurde nach 4 Std. das Hank’'s BSS abgesaugt und zweimal
mit 1 mL PBS sorgfaltig gewaschen. Sofort wurden 500 pL Trypsin zugefiigt, nach 5-
minutiger Inkubation erfolgte die Beurteilung der Zellabldsung unter dem Mikroskop. Bei
nicht erfolgreicher Trypsinierung wurden noch einmal 500 pL Trypsin zugeflgt.
Anschlie3end beendete man die Reaktion mit Medium im Verhdltnis 1:1, versuchte mit
einer Pipette mdoglichst alle Zellen vom Boden abzulésen und Uberfihrte die
Zellsuspension in die dafiur vorbereiteten 10 mL Eppendorfbehalter. Ab diesem
Zeitpunkt wurde im Dunkeln bzw. unter Rotlicht gearbeitet, um phototoxische Schaden

an den Zellen zu vermeiden.

Aus jedem Behalter wurden 50 pL Zellsuspension entnommen und in die 1,5 mL
Eppendorfgefalie tbertragen um die Vitalkontrolle mit Hilfe des Erytrosin B-Assays (s.
S. 28) durchzufihren.

Die restliche Zellsuspension wurde bei 4°C und 1200 Umdrehungen/min in einer
Zentrifuge zentrifugiert. Nach dem Vorgang erfolgte die Dekantierung des Uberstandes,
indem die Réhrchen auf einem Papiertuch abgetropft wurden. Das Zellpellet wurde mit
150 pL der 0,5%igen LMP-Agarose, die vorher erhitzt und auf ca. 40°C abgekuhlt
wurde, resuspendiert und mit Vortex gemischt. Folgend wurden 100 uL der Zell-
Agarose-Mischung auf die praparierten Objekttrager aufgebracht, mit einem
Deckglaschen bedeckt und bei 4°C gekuhlt.

Lyse:

Nach 15-minutiger Kihlungszeit wurden die Deckglaschen entfernt und die Objekttrager
in die Kammer mit der Lyseldsung einsortiert, um mindestens eine Stunde im

Kuhlschrank zu verweilen.

Elektrophorese:

Nach dem die Elektrophoresekammer auf 4°C abgekihlt und der Elektrophoresepuffer

in die Kammer geflllt wurde, konnten die Objekttrager aus der Lyseldsung enthommen

und in die Kammer einsortiert werden. Nach 20-mindtiger Inkubationszeit wurde der
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2 Material und Methoden

Vorgang bei einer Stromstarke von 300 mA und einer Spannung von 25 Volt (diese

Bedingungen wurden durch Entnahme und Zugabe des Puffers erreicht) gestartet.
Neutralisation:

Nach 25 min. wurden die Objekttrager aus der Kammer genommen und in eine
Schiefferdeckerkammer einsortiert. Durch Zugabe der Neutralisationslésung wurden die
Objekttrager 10 min. lang neutralisiert, danach der Puffer entfernt, die Objekttrager
zweimal mit Aqua dest. vorsichtig gespult und zum Trocknen ausgelegt. Nach einer
Trockenzeit von etwa 10 min. konnten die Objekttrager in ein Rack einsortiert und bei

Zimmertemperatur gelagert werden.

Auswertung der Zytotoxizitat:

Die Zytotoxizitat wurde mit Hilfe des Erytrosin B-Assays bestimmt. Alle Experimente
wurden bei einer Zellvitalitat > 70% ausgewertet. Auferdem wurden auch nur die
Konzentrationen im Comet-Assay eingesetzt, die keine Zytotoxizitdt im WST-1-Assay

aufwiesen.

Farbung:

Das Anfarben der Objekttrager erfolgte unmittelbar vor dem Auswerten. Dafur wurden
60 pL der Ethidium-Bromidlésung, wobei bei Titaniumdioxid der Farbstoff Acridin-
Orange verwendet wurde, auf die Objekttrager aufgebracht und mit einem
Deckglaschen verteilt. Diese wurden dann auf einen angefeuchteten Tuch in eine

Kammer einsortiert, um das Austrocknen der Farbe zu vermeiden.

Auswertung:

Fur die Auswertung stand ein Fluoreszenzmikroskop zur Verfigung. Dieses war mit
einer Kamera ausgestattet, die die Verbindung zum Computer herstellte. Es wurden pro
Objekttrager 100 Zellen mit dem Programm Comet 5.0 von Systat (Kinetic Imaging Ltd.,
Liverpool, GB) ausgemessen und der Parameter Olive Tail Moment (OTM= ein Produkt
aus Schweiflange und dem Anteil der DNA im Schweif bzw. Schweifintensitiat)
betrachtet.
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2 Material und Methoden

Abbildung 10: Darstellung der Ausmessung der Schweiflinge (Quelle: www.cometassayindia.org mit

Bearbeitung)

2.2.4, Statistik

Die Ergebnisse der Untersuchungen zur mdoglichen Zyto- und Gentoxizitat von
Zementen auf humane Lungenzellen werden nachfolgend im Kapitel 3 in Form von
Balkendiagrammen dargestellt. Diese Balken zeigen jeweils die errechneten Mittelwerte
von je drei voneinander unabhangig durchgefuhrten Versuchen. Die jeweiligen
Standardabweichungen wurden mit Hilfe des Programms Microsoft Excel ermittelt. Des
Weiteren wurde das Programm fur die Berechnung der statistischen Signifikanz, fur
deren Nachweis der Studen’s t-Test herangezogen wurde, verwendet. Der Test wurde

zweiseitig durchgefuhrt.

Der Vergleich der Mittelwerte der Proben erfolgte mit den Mittelwerten der
Negativkontrollen.  Zur  besseren  Veranschaulichung wurden auch die
Referenzkontrollen in die Diagramme aufgenommen und auf die gleichen Werte
bezogen. Der Grad der Signifikanz mit p <0,05 bzw. p <0,01 wurde mit einem (*) bzw.

zwei (**) Sternchen gekennzeichnet.

Die Ergebnisdarstellung des Cometassays erfolgte anhand des Parameters Olive Tail
Moment“ (OTM), dies ist das Produkt aus der gewanderten DNA-Menge im Schweif

(gemessen an Intensitat) und Schweiflange.
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3 Ergebnisse

3 Ergebnisse

3.1 Zytotoxizitat von Zementstauben

Die Uberpriifung der zytotoxischen Effekte von Zementen erfolgte mit Hilfe des WST-1-
Farbstoffes, der die Funktion der mitochondrialen Reduktase in lebensfahigen Zellen

aufzeigt.

Folgende Abbildungen (11-19) prasentieren die Zellvitalitat von A549 nach Exposition
mit DQ12, TiO,, Zement A, Zement B, Zement C, Zement D, Klinker sowie
Kalksteinmehl. Aus den Ergebnissen erkennt man deutlich, dass die metabolische
Aktivitat der A549-Epithelzellen unabhéngig von der Konzentrationssteigerung der
einwirkenden Zementstaube im Bereich von 80-100% liegt. Lediglich die hochste
Konzentration von Kalksteinmehl zeigt eine geringe Aktivitdtsherabsetzung auf 74%.
Deutliche Toxizitat zeigen die hohen Konzentrationen von Quarz mit p = 0,014 bei der
Konzentration 100 pg/cm2 und mit p = 0,016 bei der Konzentration 200 pg/cm?, wobei

die Konzentrationen 50 und 25 pg/cmz? eine Zellvitalitdt von um die 100% aufweisen.
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Abbildung 11: Darstellung der Zellviabilitat der A549-Zellen in % in Relation zur Kontrolle, bestimmt mit Hilfe
von WST-1 nach Inkubation iiber 4 Stunden mit DQ12 in Konzentrationen von 25, 50, 100 und 200 pg/cm?. Alle

Werte stellen die Mittelwerte + Standardabweichungen aus drei unabhangigen Versuchen (N=3) dar.
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Abbildung 12: Darstellung der Zellviabilitat der A549-Zellen in % in Relation zur Kontrolle, bestimmt mit Hilfe
von WST-1 nach Inkubation Giber 4 Stunden mit TiO, in Konzentrationen von 25, 50, 100 und 200 pg/cm?. Alle

Werte stellen die Mittelwerte + Standardabweichungen aus drei unabhangigen Versuchen (N=3) dar.
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Abbildung 13: Darstellung der Zellviabilitat der A549-Zellen in % in Relation zur Kontrolle, bestimmt mit Hilfe
von WST-1 nach Inkubation iiber 4 Stunden mit Zementen A-Suspension in Konzentrationen von 25, 50, 100 und
200 pg/cm?. Alle Werte stellen die Mittelwerte + Standardabweichungen aus drei unabhingigen Versuchen

(N=3) dar.
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Abbildung 14: Darstellung der Zellviabilitat der A549-Zellen in % in Relation zur Kontrolle, bestimmt mit Hilfe
von WST-1 nach Inkubation liber 4 Stunden mit Zement B-Suspension in Konzentrationen von 25, 50, 100 und
200 pg/cm?. Alle Werte stellen die Mittelwerte + Standardabweichungen aus drei unabhingigen Versuchen

(N=3) dar.
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Abbildung 15: Darstellung der Zellviabilitat der A549-Zellen in % in Relation zur Kontrolle, bestimmt mit Hilfe
von WST-1 nach Inkubation iiber 4 Stunden mit Zement C-Suspension in Konzentrationen von 25, 50, 100 und
200 pg/cm?. Alle Werte stellen die Mittelwerte * Standardabweichungen aus drei unabhingigen Versuchen

(N=3) dar.
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Abbildung 16: Darstellung der Zellviabilitat der A549-Zellen in % in Relation zur Kontrolle, bestimmt mit Hilfe
von WST-1 nach Inkubation iiber 4 Stunden mit Zement D-Suspension in Konzentrationen von 25, 50, 100 und
200 pg/cm?. Alle Werte stellen die Mittelwerte + Standardabweichungen aus drei unabhingigen Versuchen

(N=3) dar.
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Abbildung 17: Darstellung der Zellviabilitdt der A549-Zellen in % in Relation zur Kontrolle, bestimmt mit Hilfe
von WST-1 nach Inkubation tiber 4 Stunden mit Klinker in Konzentrationen von 25, 50, 100 und 200 pg/cm?. Alle

Werte stellen die Mittelwerte * Standardabweichungen aus drei unabhangigen Versuchen (N=3) dar.
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Abbildung 18: Darstellung der Zellviabilitdt der A549-Zellen in % in Relation zur Kontrolle, bestimmt mit Hilfe
von WST-1 nach Inkubation liber 4 Stunden mit Kalksteinmehl in Konzentrationen von 25, 50, 100 und 200
ug/cm?. Alle Werte stellen die Mittelwerte + Standardabweichungen aus drei unabhingigen Versuchen (N=3)

dar.
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Abbildung 19: Darstellung aller Zellviabilitdten der A549-Zellen in % in Relation zur Kontrolle, bestimmt mit Hilfe
von WST-1 nach Inkubation liber 4 Stunden mit Zementen, Kalksteinmehl und Klinker sowie Positiv-Kontrolle
DQ12 und Negativ-Kontrolle TiO, in Konzentrationen von 25, 50, 100 und 200 pg/cm?. Alle Werte stellen die

Mittelwerte + Standardabweichungen aus drei unabhangigen Versuchen (N=3) dar, (*p <0,05)

Insgesamt koénnen nach 4-stiindiger Inkubation der Epithelzellen mit Stauben keine
signifikanten zytotoxischen Auswirkungen von den Zementen A, B, C und D sowie
Klinker und Kalksteinmehl wie auch von der negativen Referenz Titaniumdioxid
festgestellt werden. Hingegen fuhrt die positive Kontrolle Quarz zu zytotoxischen
Effekten.
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3 Ergebnisse

3.2 Gentoxizitat von Zementstauben

(* = Titaniumdioxid ist mit Acridin-Orange gefarbt)

3.2.1 Gentoxische Effekte der Referenzen

3.2.1.1 H;0,

Im Folgenden ist die Darstellung der Konzentrations-Wirkungsgraphik der
Positivkontrolle Wasserstoffperoxid aufgezeigt. Die Zellen wurden tber 2 h gegenuber
H,0, exponiert, wobei alle getesteten Konzentrationen eine signifikante Erhéhung der
OTM-Werte im Vergleich zu der Ldsungsmittelkontrolle HBSS erkennen lassen und
zwar die Konzentration 25 pg/L mit p=0,042, die Konzentration 50 pg/L mit p=0,038 und
die Konzentration 100 pg/L mit p=0,017.
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Abbildung 20: Darstellung der DNA-Migration (Balken) nach Exposition von A 549-Lungenzellen gegeniiber 25,
50 und 100 pg/cm? H,0, iiber 2 Stunden in Relation zu der Negativkontrolle HBSS. Weiterhin dargestellt de
Zellviabilitat. Die OTM- Daten sind Mittelwerte + Standardabweichungen aus drei unabhangigen Versuchen

(N=3), (*p < 0,05, **p < 0,01)
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3 Ergebnisse

3.2.1.2 DQ12

Folgende Abbildung zeigt die DNA-Wanderung (OTM) nach 4 stuindiger Exposition der
A549-Zellen mit Dorentruper-Quarzsuspension DQ12 in Relation zur positiven Kontrolle
H,O, und der Ldosungsmittelkontrolle HBSS. Die Konzentrationen 50 und 100 pg/cm?2
weisen signifikante DNA-Migration (p=0,007 und p=0,018) bei ca. 75%iger Viabilitat auf.
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Abbildung 21: Darstellung der DNA-Migration (Balken) nach Exposition von A 549-Lungenzellen gegeniiber 25,
50, 100 und 200 pg/cm? DQ12 iiber 4 Stunden in Relation zu der Positivkontrolle H,0, sowie Negativkontrolle
HBSS. Weiterhin dargestellt die Zellviabilitit. Die OTM- Daten sind Mittelwerte * Standardabweichungen aus

drei unabhédngigen Versuchen (N=3), (*p < 0,05, **p < 0,01)

Die hochste Konzentration von Quarz zeigte sich so stark zytotoxisch, dass kaum
Zellen zu finden waren und bei vorhandenen Zellen aufgrund der Streuung im Schweif

keine Messung mehr moglich war.
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3 Ergebnisse

3.2.1.3TiO,

Die Testung des Titaniumdioxid erbringen keine OTM-Wert-Steigerung, sodass die

Werte im Bereich der Losungsmittelkontrolle HBSS schwanken.
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Abbildung 22: Darstellung der DNA-Migration (Balken) nach Exposition von A 549-Lungenzellen gegeniiber 25,
50, 100 und 200 pg/cm? TiO, liber 4 Stunden in Relation zu der Positivkontrolle H,0, sowie Negativkontrolle
HBSS. Weiterhin dargestellt die Zellviabilitit. Die OTM- Daten sind Mittelwerte * Standardabweichungen aus

drei unabhédngigen Versuchen (N=3), (*p < 0,05, **p < 0,01)

3.2.2 Gentoxische Effekte von Zementstauben

Die Gentoxizitat der einzelnen Zementstaube wurde mittels Comet-Assay uberprft. In
den folgenden Abbildungen (19-24) sind die Ergebnisse zur Induktion von DNA-
Migration in Ab549-Zellen durch Zementstaube A, B, C, D sowie Klinker und
Kalksteinmehl in Relation zur Viabilitat dargestellt. Die Zellen wurden fir 4 h gegeniber
den flissigen Verdinnungen der Zementsuspension sowie gegeniuber den positiven
Kontrollen Quarz (DQ12) und Wasserstoffperoxid (H,O,) und negativen Kontrollen

Titaniumdioxid (TiO,) und HBSS exponiert.

42



3 Ergebnisse
3.2.2.1 Zement A

Der Zement A zeigt vor allem in den héheren Konzentrationen einen Anstieg an DNA-
Schéaden. Die DNA-Migration gemessen als OTM wird ab einer Konzentration von 200
pg/cmz im Vergleich zur HBSS- Kontrolle mit p=0,028 signifikant erhéht.
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Abbildung 23: Darstellung der DNA-Migration (Balken) nach Exposition von A 549-Lungenzellen gegeniiber 25-
200 pg/cm? Zement A iiber 4 Stunden in Relation zu den Positivkontrollen DQ12 und H,0, sowie
Negativkontrollen HBSS und TiO,. Weiterhin dargestellt die Zellviabilitit. Die OTM- Daten sind Mittelwerte +

Standardabweichungen aus drei unabhangigen Versuchen (N=3), (*p < 0,05, **p < 0,01)

Die niedrigeren Konzentrationen von 100, 50 und 25 pg/cm? zeigen eine gering
konzentrationsabhangige nicht signifikante Erhdhung. Dagegen sind die positiven
Kontrollen Quarz (100 pg/cm?2) mit p=0,018 und H,O, (100 pmol/L) mit p=0,038
gegeniber der Kontrolle deutlich signifikant erhoht. Der OTM-Wert der maximal
getesteten Konzentration des Zementes (200 pg/cm?) liegt bei 1,52 = 0,21, dies
entspricht dem 1,81fachen der Losungsmittelkontrolle HBSS. Der Wert befindet sich
jedoch um das 1,69fache unter dem Wert der Positivkontrolle Quarz DQ12 (100 ug/cm?)
und um das 2,95fache unter dem Wert von H,O..

Der Erytrosin B-Test zeigt fur die Verdiinnungen der Zementsuspension und fur Quarz
DQ12 keine erkennbare Abnahme der Viabilitat (75-100%).
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3.2.2.2 Zement B

Bei der Exposition der Zellen mit dem Zement B erkennt man keine DNA-Migration in
allen Konzentrationen. Alle Werte der Konzentrationsreihe entsprechen den Werten der
Negativ-Kontrollen HBSS und TiO, und zeigen keine signifikanten Veranderungen

gegenuber den Negativkontrollen.
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Abbildung 24: Darstellung der DNA-Migration (Balken) nach Exposition von A 549-Lungenzellen gegeniiber 25-
200 pg/cm? Zement B Uber 4 Stunden in Relation zu den Positivkontrollen DQ12 und H,0, sowie
Negativkontrollen HBSS und TiO,. Weiterhin dargestellt die Zellviabilitit. Die OTM -Daten sind Mittelwerte +

Standardabweichungen aus drei unabhéngigen Versuchen (N=3), (*p < 0,05, **p < 0,01)
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3.2.2.3Zement C

Bei den Ergebnissen der Exposition mit dem Zement C liegen die OTM-Werte im
Bereich von 0,56 + 0,04 bis 0,75 + 0,06. Es werden keine signifikanten Abweichungen
von den Negativkontrollen beobachtet.
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Abbildung 25: Darstellung der DNA-Migration (Balken) nach Exposition von A 549-Lungenzellen gegeniiber 25-
200 pg/cm? Zement C iber 4 Stunden in Relation zu den Positivkontrollen DQ12 und H,0, sowie
Negativkontrollen HBSS und TiO,. Weiterhin dargestellt die Zellviabilitit. Die OTM- Daten sind Mittelwerte +

Standardabweichungen aus drei unabhéngigen Versuchen (N=3), (*p < 0,05, **p < 0,01)
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3.2.2.4 Zement D

Die OTM-Mittelwerte der gepriften Konzentrationen der Zementsuspension D zeigen
keine konzentrationsabhangigen Erhdhungen und schwanken im Bereich von 0,63 und
0,77.
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Abbildung 26: Darstellung der DNA-Migration (Balken) nach Exposition von A 549-Lungenzellen gegeniiber 25-
200 pg/cm? Zement D liber 4 Stunden in Relation zu den Positivkontrollen DQ12 und H,0, sowie
Negativkontrollen HBSS und TiO,. Weiterhin dargestellt die Zellviabilitit. Die OTM- Daten sind Mittelwerte +

Standardabweichungen aus drei unabhédngigen Versuchen (N=3), (*p < 0,05, **p < 0,01)
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3.2.2.5 Klinker

Beim Klinker beobachtet man keine Induktion der DNA-Migration, sondern nur
Schwankungen der OTM-Werte im Bereich von 0,72-0,76, wobei keine
Konzentrationsabhangigkeit zu sehen ist. Alle Werte liegen im Bereich der
Schwankungen der negativen Referenzen und sind mit einem grof3en Abstand von den

Positivkontrollen entfernt.
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Abbildung 27: Darstellung der DNA-Migration (Balken) nach Exposition von A 549-Lungenzellen gegeniiber 25-
200 pg/cm? Klinker iiber 4 Stunden in Relation zu den Positivkontrollen DQ12 und H,0, sowie Negativkontrollen
HBSS und TiO,. Weiterhin dargestellt die Zellviabilitat. Die OTM- Daten sind Mittelwerte *

Standardabweichungen aus drei unabhangigen Versuchen (N=3), (*p < 0,05, **p < 0,01)
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3.2.2.6 Kalksteinmehl

Kalksteinmehl lasst ebenfalls keinen konzentrationsabhéangigen Anstieg der OTM-Werte
erkennen, wobei der Wert der niedrigsten Konzentration bei 0,68 + 0,08 und bei 0,84 +
0,06 fur die héchste Konzentration liegt. Alle Werte sind nicht signifikant und sind um

das 3-3,8fache unter der Positivkontrolle Quarz.
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Abbildung 28: Darstellung der DNA-Migration (Balken) nach Exposition von A 549-Lungenzellen gegeniiber 25-
200 pg/cm? Kalksteinmehl liber 4 Stunden in Relation zu den Positivkontrollen DQ12 und H,0, sowie
Negativkontrollen HBSS und TiO,. Weiterhin dargestellt die Zellviabilitdt. Die OTM Daten sind Mittelwerte *

Standardabweichungen aus drei unabhangigen Versuchen (N=3), (*p < 0,05, **p < 0,01)

3.2.2.7 Zusammenfassende Betrachtung

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass bei der Prufung der Suspensionen
der Zemente A, B, C, D sowie von Klinker und Kalksteinmehl auf DNA-Schaden im
Comet-Assay keine der gepriften Proben eine lineare Konzentrations-
Wirkungsbeziehung aufwies. Lediglich die Suspension des Zementes A zeigte bei der
hochsten gepruften Konzentration eine signifikante DNA-Migration, jedoch in einem
deutlich geringeren Ausmald als die Positivkontrolle Quarz DQ12. Alle anderen

Zemente, Klinker und Kalksteinmehl befanden sich im Schwankungsbereich der
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3 Ergebnisse

Losungsmittelkontrolle  HBSS und lieferten damit keinerlei Hinweise auf einen

gentoxischen Effekt der Testsubstanzen.
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4 Diskussion

Viele Studien beschaftigen sich mit den Auswirkungen der inhalierbaren Partikel auf
den menschlichen Organismus und versuchen vor allem die Mechanismen, die zur

Entstehung von Krankheiten fihren, zu klaren.

Mittlerweile gibt es viele partikulare Stoffe, die oft genug untersucht wurden, um als
Modellpartikel zu gelten. Fur Dérentruper Quarz wurde von zahlreichen Arbeitsgruppen
eine entziindungsfordende sowie eine karzinogene Wirkung nachgewiesen (Borm et.al.,
2000, Albrecht et.al., 2004).

Auch Titaniumdioxid hat das jahrelange Interesse auf seiner Seite und wurde erst als
unbedenklich eingestuft, wobei die neusten Studien einen anderen Trend aufdecken
und viel differenzierter an diese Substanz herangehen (Donaldson et al., 2001;
Oberddrster et al., 2005 in Wahrheit et al., 2006).

Diese beiden Substanzen finden in dieser Arbeit ihren Einsatz als Referenzpartikel.

4.1 Referenzen

4.1.1 Wirkmechanismus von Quarz

Quarz wurde in dieser Studie als Positivkontrolle eingesetzt, um vor allem die
Wirkmechanismen von zu untersuchenden partikularen Proben vergleichen zu kdnnen.
Quarz ist ein Mineral, das Uberall in der Natur vorkommt. Der Ddrentruper Kaolinit Sand
(DQ12) mit einem Siliziumdioxidgehalt von tber 90 %, welcher hier zum Einsatz kommt,
ist als Standardquarz etabliert und spielt vor allem in der Lungenkrebsforschung eine
grof3e Rolle. Die GroRRe der Partikel ist bei <5 pm anzusiedeln, weswegen die Partikel in

der Lage sind die Zellmembran zu passieren.

Siliziumdioxid ist das zweithaufigste Mineral der Erde und aus der Industriewelt nicht
wegzudenken. Quarz findet seine Verwendung in der Zement-, Keramik-, Glas-,

Schmuckindustrie, chemischen Industrie und vielen mehr. Bei seiner Verarbeitung und
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Forderung kommt es zur Entstehung von feinstem Quarzstaub, wobei die Exposition

gegenuber diesem als gesundheitsgeféahrdend einzustufen ist.

Seit den 90 Jahren ist Quarz als ein Karzinogen weltweit bekannt. Dazu trugen in vivo
Untersuchungen, die den Zusammenhang der Quarzexposition mit der Entstehung von
Tumoren in peripheren Lungenzellen von Ratten aufzeigten (Johnson et al., 1987, Hext
et al., 1994, Fubini et.al., 2003), wobei die Karzinogenese und die Mechanismen, die
dazu fuhren, noch nicht ganzlich geklart sind.

Ein mdglicher Entstehungsweg von Tumoren scheint tGber eine chronische Entziindung
zu laufen. Die Entzindungsreaktionen wurden in vivo an Ratenlungen und in vitro
beobachtet, dabei wird Quarz von Makrophagen, die zum Abwehrsystem der Lunge
gehdren, aufgenommen. Dieser Vorgang induziert eine Freisetzung von
Inflammationsmediatoren. Die produzierten NT-kB und TNF-a sind nur ein paar Marker
fur eine akute Entzindung oder eine kontinuierliche Inflammation, wobei die
Entzindungsreaktion wie z. B. die Proliferation von Entziindungszellen, gemessen
anhand eines Anstieges der Gesamtzellzahl (bestehend hauptséachlich aus
Alveolarmakrophagen und Neutrophilen) in der bronchoalveolaren Lavageflissigkeit
(BALF) ab einer eingeflé3ten Quarzdosis von 2 mg hervorgerufen wird. Folgend fuhren
vor allem die chronischen Vorgénge zur Vermehrung von Bindegewebe und damit zur

Fibrose, was wiederum eine Entstehung von Tumoren begunstigt. (Albrecht et al., 2004)

Ein weiterer Mechanismus, der zur Entstehung eines Tumors beitragt, ist das
Hervorrufen von DNA-Schéaden. Dieses kommt zustande durch reaktive oxygene

Spezies (ROS), die durch Quarzeinwirkung entstehen.

Schins et al. (2002) zeigten unter anderem die wichtige Rolle von Hyroxylradikalen, die
durch Sauerstoffreduktion in wéassrigen Medien unter Anwesenheit von Quarz gebildet
werden, auf. Die Radikale fuhren durch ihr Angreifen an der DNA zu Strangbrichen.
Diese Effekte korrelieren mit der bekannten Gentoxizitdt von Wasserstoffperoxid. Des
Weiteren wies die Arbeitsgruppe die Generierung von 8-Hydroxydeoxyguaninen (8-
OHdG) bei der Exposition der RLE-Zellen (imortalisierte alveolare Epithelzellen der
Rattenlunge) und der alveoléren Epithelzellen der humanen Stammzellreihe A549 nach.
Die DNA-Schaden, die mit dem Auftreten von 8-OHdG sichtbar werden und als
Indikator fur oxidative DNA-Schaden gelten, werden als Verursacher von
Veranderungen in krebsinduzierbaren Genen gesehen (Floyd, 1990, Kasai und
Nishimura, 1991).
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Anderen Untersuchungen zur Folge liegt der Verdacht nahe, dass die Genotoxizitat von
Quarz im engen Zusammenhang mit der Zytotoxizitat steht. Cakmak et al. (2004)
verglichen mittels SCGE die Genotoxizitdt und mittels MTT und LDH-Tests die
Zytotoxizitdt von unterschiedlichen Quazproben in Alveolarzellen und beobachteten,
dass bei hohen Konzentrationen sowohl die zytotoxischen, wie auch die gentoxischen
Effekte sich signifikant zeigten, bei niedrigen Konzentrationen jedoch bei hoher
Zellviabilitat auch keine Gentoxizitat sich mehr nachweisen liel3.

Knaapen et al. (2002) machten aufRerdem auf die Oberflache von Quarzteilchen
aufmerksam. Dabei wurden Ratten mit Quarz exponiert, dessen Oberflache mit
Polyvinylpyridin-N-Oxid (PVNO) und Aluminiumlaktat (AL) beschichtet wurde. Die
Inkubation der Lungenzellen mit behandelter Oberflaiche fuhrten zu keinen DNA-
Schaden, wohingegen die unbehandelten Quarzoberflachen eine signifikante
Steigerung dieser verursachten. Beide behandelten Oberflachen verhindern die
Induktion von Entziindungsprozessen und somit die Veranderungen an der DNA. Dies
lieferte den Beweis fur die Wichtigkeit der Oberflachenbeschaffung fur die Gentoxizitat

von Quarz.

Neben den Mechanismen, die Uber Entzindungsreaktionen zur Tumorentstehung
beitragen, werden auch Tumorursachen anderer Genese diskutiert. Es deutet sich an,
dass bei Rauchern mit Quarzexposition ein erhdhtes Risiko fur Lungenkrebs besteht.
So lagen Uberlegungen nahe, dass bestimmte Enzyme wie P450 1A1 (= CYP1A1), die
in die Kanzerogenese des Rauchens eingebunden sind, auch von Quarz beeinflusst
werden konnen. CYP1Al spielt eine groRe Rolle bei der Umwandlung von
polycyclischen Aromaten, wie z.B. Benzo(a)pyren aus Zigarettenrauch in
krebsinduzierende Epoxide. Die Hypothese konnte unterstitzt werden, indem man in
vitro in Rattenlungenzellen nach Quarzexposition eine dosis-abhangige Induktion von
CYP1A1-mRNA und in vivo eine Erhohung der Expression des Aryl-Hydrokarbon-
Rezeptors beobachtet hat und zum Entschluss kam, dass die Effekte von Quarz als

kokarzinogen gesehen werden kdnnen.(Becker et al., 2006)

Insgesamt betrachtet, lasst sich sagen, dass die Effekte von Quarz und vor allem die
Mechanismen, die fur die Gentoxizitat verantwortlich sind, auch nach zahlreichen
Studien noch nicht bis ins kleinste Detail geklart sind. Fest steht jedoch, dass toxische
Wirkungen von Quarz belegt und vor allem auf die gesteigerte Produktion von
Sauerstoffspezies und damit auf die Erzeugung von oxidativen Stress zurtickzufiihren
sind. Sowohl Entzindungsreaktionen mit Steigerung des TNF-a und des
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Transkriptionsfaktors NT-kB und damit mit Steigerung der Makrophagen- und
Neutrophilenproliferation (Albrecht et al., 2004) wie auch erhthte Expression
bestimmter Enzyme z.B. P450 1Al (Becker et al., 2006) spielen bei der

Tumorentstehung nach Quarzexposition eine wichtige Rolle.

4.1.2 Wirkmechanismus von TiO,

Seit vielen Jahren wird Titaniumdioxid als Modellpartikel fir negative Referenz bei

vielen Untersuchungen zur Staubexposition herangezogen.

Es kommt in der Natur als natirliches Mineral in unterschiedlicher kristallinen Struktur
wie limenit, Anatase und Rutile vor. Am haufigsten wird es jedoch industriell hergestellt
und vielen Kosmetikprodukten und Lebensmitteln beigefiigt. Zudem ist es ein
Bestandteil von Pharmaka und bildet bis zu 70% des Gehaltes von Farben, womit es fur
die Farbstoffproduktion existenziell wichtig wird. Titaniumdioxid kann feinpartikular (>0,2
pum im Durchmesser) sowie ultra-feinpartikular, definitionsgemafd <100 nm vorkommen
bzw. hergestellt werden. Lange Zeit galt TiO, als inert und gesundheitsunschéadlich,

doch die neusten Studien zeigen eine deutlich andere Tendenz an. (monograph iarc)

Seit der in die offentliche Diskussion kommenden Nanotechnologie stehen die
ultrafeinen Titaniumdioxid-Partikel unter Beobachtung. In vivo Studien an Ratten
erbrachten einige Hinweise, dass ultrafeine Partikel eine stéarkere Entziindungsantwort
induzierten, als die dazu verglichenen groBeren Teilchen (Donaldson et al., 2001,
Oberdoérster et al., 2005, Wahrheit et al., 2006). Auch andere Untersuchungen zur
Toxizitat von Nanopartikeln neben feinen Carbon black- und TiO,-Partikeln auf Lungen
in Ratten und Mausen zeigten ahnliche Ergebnisse und demonstrierten ein hdheres
inflammatorisches Potenzial der kleineren, als das der gré3eren Teilchen (Bermudez et
al., 2004, Wahrheit et al. 2006). Zum einen wird dabei mehr der Grof3e, zum anderen
der spezifischen Oberflachenbeschaffung der ultrafeinen Partikel (PM < 100 nm.) eine
wichtigere Rolle bei der Erklarung der Ergebnisse zugesprochen, als der Bedeutung
von unterschiedlichen Konzentrationen der instillierten Substanz (Donaldson et al.,
2001; Oberdorster et al., 2005, Wahrheit et al., 2006). Sogar bei einer Uberladung an
Schwebepartikeln von 23 mg/m?3 zeigte sich eine héhere Entzindungsreaktion durch

ultrafeine Partikel als durch feine Partikel (PM,o) (Ferin et. al. in Donaldson et. al. 2001).
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Am meisten reagierten Ratten, weniger Mause und Hamster mit chronischen
Entzindungsantworten, Proliferation von Bindegewebe und Tumorentwicklung auf
subchronische Einwirkung von hohen Konzentrationen von Titaniumdioxidpartikeln
(Bermudez et al., 2002).

Im Gegensatz dazu fand die Arbeitsgruppe von Warheit (2006) keinen signifikanten
Unterschied bei der Toxizitat der ultrafeinen Partikel nach Exposition der Rattenlungen
im Vergleich zum feinen Titaniumdioxid. Es lieRen sich vorubergehende
Entzindungsreaktionen und Zellschadigungen detektieren, die in gleicher Weise bei
den groReren TiO,-Partikeln sichtbar waren. Diese geringen pulmonalen Effekte reichen
auf keinen Fall an die starken toxischen Wirkungen von Quarz im Sinne einer
chronischen inflammatorischen Reaktion, ausgeldst durch Makrophagen-Aktivierung mit
Entwicklung von Fibrose, heran. Auch die grol3e Bedeutung, die in anderen Studien
(Donaldson et al., 2001; Oberddrster et al., 2005) der gréf3eren messbaren Oberflache
der kleineren Partikeln verglichen mit den grof3eren Partikeln bei gleicher chemischer
Zusammensetzung beigemessen und postuliert wurde, konnte seinerseits nicht

nachvollzogen werden.

Eine andere Studie zeigte, dass bei Belastung der Lungen von Ratten mit
Konzentrationen, die die Lungenclearance weit Uberschreiten, bekannt inerte Staube
toxische Effekte auslosen kdonnen. Beide PartikelgroRen (feine und ultrafeine Partikel)
induzierten gleichermaRen Tumoren bei der chronischen Uberladung der Lunge mit
inhalierbarem Staub. (Heinrich et al., 1995; Lee et al., 1985 in Wahrheit et al., 2006).
Andere Effekte, die man anhand der unterschiedlichen Tumor-Formationen beim feinen
und ultrafeinen Titaniumdioxid, obwohl die Entztindungsreaktionen gleich waren, erfasst
hat, konnten als direkte Einwirkung von ultrafeinem TiO, interpretiert werden (Borm,
2000).

Diese kontroversen Meinungen veranlassten die IARC das Titaniumdioxid 2006 als ein

maogliches Karzinogen in die Gruppe 2B einzustufen.

Zusammenfassend betrachtet, scheint es, dass ultrafeiner TiO, nicht mehr so ohne
Weiteres als Negativkontrolle eingesetzt werden kann. Es verursacht in in vivo Studien
eine deutliche akute, wie auch chronische Inflammation und in manchen Fallen sogar
eine Tumorinduktion, wobei nur ansatzweise diskutiert wurde, welchen Einfluss dabei

die Oberflache der Teilchen ausibt. Feiner TiO, jedoch macht viel geringere Effekte wie
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z. B. kurzfristige Inflammationsantworten nach intratrachealer EinfloBung von 5 mg/kg
bei Ratten (Wahrheit et al., 2006).

4.2.3 Bewertung eigener Ergebnisse

Die Testreihnen zu den verwendeten Positivkontrollen erbrachten eindeutige
Konzentrations-Wirkungsbeziehungen fur Quarz und Wasserstoffperoxid.

Beim DQ12 beobachtete man ab einer Konzentration von 50 pg/cmz? einen im Vergleich
zur Kontrolle signifikant erhéhten Wert und damit eine gentoxische Wirkung auf die
A549-Lungenzellen. Dieses stimmt mit den Beobachtungen von Schins et al (2002)
Uberein. Die Zytoviabilitat lag bei dieser Konzentration bei 79% und konnte als Ursache
fur die DNA-Migration ausgeschlossen werden. Bei der Konzentration von 100 pg/cm?
war der durchschnittliche Absolutwert von OTM mit 2,57 noch hdher als der getesteten
Konzentration von 50 pug/cmz?, die Signifikanz jedoch mit p = 0,018 gegenuber p = 0,007
niedriger, aufgrund der gréReren Schwankungen der Werte. Die Zellvitalitat bestimmt
mit Hilfe des Erytrosin B-Assays lag im Vergleich zu den Ergebnissen aus der Studie
Schins im niedrigeren Bereich bei 73%, wobei jedoch beim WST-1-Assay eine etwas
noch niedrigere Zellviabilitdt gesehen wurde, und die hochste getestete Konzentration
des Quarzes von 200 pg/cm? erwies sich in beiden Zytotoxizitat-Assays sogar als
extrem toxisch, so dass keine Zellen zu finden und auszuwerten waren. Da in einigen
Publikationen 70%ige Zytoviabilitéat als ausreichend akzeptiert wird, um falsch positive
Ergebnisse auszuschlie3en (Storer et al., 1996), wurde in dieser Arbeit die 100 pg/cms2-
Konzentration von Quarz mit der Zellvitalitdt von 73% als positive Referenz fir weitere

Darstellung und weitere Vergleiche festgesetzt.

Fur H,O, wurde ebenfalls eine Dosis-Wirkungsabhangigkeit vorgetestet. Die Werte
zeigten &hnliches signifikantes Verhalten wie die des Quarzes, sowohl fur Gentoxizitat
in etwas hoherem Bereich mit OTM-Werten von 2,29 (50 umol/L) und 4,49 (100
pmol/L), wie auch fir die Zytotoxizitat im gleichen Bereich mit 78% (50 umol/L) und
73% (100 pmol/L). Bei der Konzentration von 50 umol/L konnte eine deutliche Toxizitat
auf die Lungenzellen beobachtet werden.

Titaniumdioxid bereitete bei den Vortests die meisten Schwierigkeiten. Bei allen
Versuchen wurden Staubsuspensionen angewendet, die auf Alveolarzellen aufgetragen
wurden. Beim Abwaschen konnte keine vollstandige Entfernung der Stdube erreicht

werden. Bei der Durchfiihrung des Comet-Assays wurde fiir die Auswertung von TiO,-
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behandelten Lungenzellen die Farbung mit Ethidiumbromid ausprobiert. Es zeigte sich
eine starke Eigenfloureszenz der Partikel (Karlson, 2010) bei diesen Zellen, sodass das
Ausmessen der Zellen sich schwierig gestaltete.

Abbildung 29: A549-Zelle nach Exposition mit Titaniumdioxid (200 pg)

und nach Anfarben mit Ethidiumbromid

Abbildung 30: A549-Zellen nach Exposition mit Titaniumdioxid (100 pg)

und nach Anfiarben mit Ethidiumbromid

Aus diesem Grund erfolgte die Farbung mit Acridinorange (= *). Mit Hilfe dieses
Ansatzes konnte die Auswertung ausgefuhrt, TiO, als nicht gen- oder zytotoxisch

erkannt und als negative Kontrolle eingesetzt werden.
56



4 Diskussion

4.2 Zemente

4.2.1 Bisherige Daten zur Toxizitat von Zementen

Zement ist eine Substanz, die aus gemahlenen, anorganischen und nichtmetallischen
Bestandteilen zusammengesetzt ist. Er besitzt die Fahigkeit in Verbindung mit Wasser
zu erharten und lasst sich danach auch nicht wieder auflésen. Den Hauptbestandteil der
chemischen Zusammensetzung des Zementes bilden die kieselsauren Calciumsalze
sowie Aluminium-, Eisen- und Sulfatanteile. Seine Hauptaufgabe liegt darin Mértel und
Beton zu verbinden, zwei Bausubstanzen, die mit Hilfe von Hydratationsreaktionen zu
ihrer dauerhaften Festigkeit gelangen, die gegeniiber den Umwelteinflissen standhaft
bleibt.

Die Herstellung des Portlandzementes erfolgt groRindustriell aus Kalkstein, Sand, Ton
und Eisenerz. Durch Zufiihren von weiteren Bestandteilen wie Hittensand, Puzzolan,
Flugasche und Kalkstein resultieren Zemente mit verschiedenen chemischen und
physikalischen Eigenschaften. (www.vdz-online.de)

Da Zement zu den meistverwendeten Baumaterialien gehort, wecken die méglichen
Risiken und Gefahren bei seiner Herstellung und Verwendung das Interesse von
Arbeitsmedizinern und Umweltinstituten. Neben den bereits langer bekannten
Krankheiten wie z.B. Zementekzeme (ca. 300 Falle/Jahr) (www.lubw.baden-
wuerttemberg.de) oder obstruktive Atemwegserkrankungen (ca. 800 Féalle/2011 als
Berufskrankheit anerkannt) (DGUV-Statistiken fur die Praxis 2011) wird die
Aufmerksamkeit immer mehr auf weitere, vor allem durch Inhalation von
Zementstauben induzierbaren Krankheiten gelenkt. Demnach werden neben chemisch-
irritativen Effekten auch karzinogene Effekte auf den respiratorischen Trakt mit der
Folge von z.B. Larynx-Karzinom in einigen epidemiologischen Studien behandelt und
diskutiert. (Dietz et al., 2004).

Es zeigte sich 1998 in Untersuchungen von &thiopischen Fabrikarbeitern, die drei
unterschiedlichen berufsspezifischen Stauben, entstanden bei Zement-, Garn- und
Tabakherstellung, ausgesetzt waren, dass staubexponierte Personen hohere
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Erkrankungshaufigkeit an chronischem Husten, chronischer Bronchitis und an Asthma
bronchiale, als die Kontrollgruppe aufwiesen, wobei die Effekte bei Zementstaub- und
Baumwollstaubexposition ein hoheres Signifikanzniveau mit p = <0,001 zeigten, im
Gegensatz zu den mit Tabakstaub exponierten Arbeitern (p = <0,05). Das Rauchen, als
bekannter Risikofaktor fiir Lungenkrankheiten wurde hierbei ausgeschlossen
(Mengesha et al., 1998).

Eine Studie von Al-Neiami et al. (2001) erbrachte ahnliche Ergebnisse. Dort zeigten
36% der untersuchten exponierten Personen Ventilationseinschrankungen der Lunge
gemessen anhand FEV4/FVC (wird zum Diagnostizieren einer Obstruktion genutzt,
solange die Vitalkapazitdt im Normbereich liegt), welche nur bei 10% der nicht
exponierten Arbeiter gesehen wurden. Weitere gemessene Parameter wie die
Vitalkapazitat (VC) (vermindert bei restriktiven Funktionsstérungen) zeigten sich
reduziert bei belasteten Personen. Bei den anderen Symptomen wie Sinusitis (27%),
Atemnot (8%) und Dyspnoe (21%) beobachtete man &ahnliches Verhaltnis zugunsten
der nicht belasteten Gruppe (11%, 4%, 5%). Die Ergebnisse dieser Studie konnten nicht
mit anderen Risikofaktoren wie Alter, Ubergewicht und Rauchen begriindet und

mussten auf die zementinduzierten Effekte zurtickgefuhrt werden.

Auf der anderen Seite gibt es Studien, die keine héhere Pravalenz bei Aussetzung dem
Zementstaub gegenlber zeigten. Norwegische Zementarbeiter wiesen nahezu
identische Symptomhaufigkeiten der Atmungsorgane wie die Kontrollgruppe auf. Somit
konnte die Annahme, dass Zementstaube Ventilationsstérungen verursachen oder eine
Steigerung der Krankheitssymptome des Respirationstraktes bedingen wirden, nicht
belegt werden (Fell et al., 2003).

Auch Vestbo et al. (1990) fand keine Korrelation zwischen Erkrankungshéaufigkeit und
Zementexposition, die er anhand von Krankenhausaufenthalten wegen respiratorischen
Krankheiten von Zementfabrikarbeitern und Kohlefabrikarbeitern in Danemark
untersuchte. Ahnliche Ergebnisse erbrachte seine Fall-Kontroll-Studie zur Morbiditét
(Erkrankungshaufigkeit) von Karzinomen. Dort gab es keinen signifikanten Unterschied

zwischen den beiden Gruppen (Vestbo et al., 1991).

Nichtdestotrotz diskutiert man weiterhin Uber das Risiko nicht nur fir chronische
Krankheiten der Atemorgane, sondern sogar fur das Auftreten maligner Erkrankungen
in Assoziation mit Zementstaubbelastung, insbesondere das Risiko fir Karzinome der
Luftwege. So konzentrierte sich eine in Deutschland durchgefiihrte Studie auf das

Larynxkarzinom und verglich die Risikofaktoren von 257 Patienten mit histologisch
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nachgewiesenem Kehlkopfkarzinom mit 769 Personen aus der Bevolkerung. Es wurde
ein Fragenkatalog erstellt, welcher Fragen zur berufsbedingten Exposition mit
Schadstoffen und anderen Faktoren wie das Rauchen und Alkohol enthielt und in
personlichen Interviews erfragt wurde. Nachdem ein kompletter Arbeitslebenslauf
individuell erstellt wurde, suchte man Berufe mit berufsassoziierten Schadstoffen, die
potenzielle Karzinogene fir Larynxkarzinome darstellten aus und sammelte noch
ausfuhrlichere Informationen mit Hilfe von berufsspezifischen Fragen. Als Ergebnis
dieser Studie zeigte sich ein vom Rauchen, Alkohol und sozialem Status unabhangiges
signifikant erhéhtes Risiko fir Larynx-Karzinome nach Exposition mit Zementstaub.
(Dietz et al., 2004)

Auf der Basis bisheriger epidemiologischer Studien beschéaftigen sich in den letzten
Jahren einige Arbeitsgruppen mit diesem Thema und fihren in vitro Versuche durch.
Die Studie von Sgambato et al. (2010) nahm sich die Uberpriifung der Zytotoxizitat und
Genotoxizitdt von Zementstauben auf Rattenfibroblasten zum Gegenstand lhrer Arbeit.
Die Fibroblastenzelllinie wurde sowohl direkt gegentber verschiedenen Zementstauben
mit Konzentrationen von 10, 25, 50, 100 und 1000 pg/cm?, wie auch gegenuber
Zementen in Suspensionen geldst zu 0, 10, 20, 40, 60, 80 und 100% exponiert und mit
Zellen im Kulturmedium verglichen. Es wurde neben den Effekten auf den Wachstum
der Zellen und Zellproliferation auch DNA-schadigende Effekte beobachtet. Dabei
konnte auch ein Unterschied zwischen direktem und indirektem (in Loésung geldste
Staube) Staubkontakt herausgearbeitet werden. Jeweils zwei Konzentrationen (25 und
50 pg/cm? und 10 und 20%), die keine Zytotoxizitat aufwiesen, wurden flr weitere
Versuche herangezogen. Alle Zemente im direkten Kontakt mit Zellen zeigten in der
hdchsten getesteten Konzentration von 50 pg/cmz2 eine Hemmung des Zellwachstums,
beim indirekten Kontakt zeigten alle Extrakte erhebliche Effekte auf das Zellwachstum
mit Ausnahme von TX Active white-Zement. Die DNA-schadigenden Effekte wurden bei
Konzentrationen von 20% fir Extrakte und von 25 pg/cm? im direkten Kontakt getestet
und anhand des Tail Moment nach 1 und 12 Stunden gemessen. Alle Proben fuhrten
zum Anstieg der DNA-Schaden, jedoch signifikant geringer als die positive Kontrolle.
Interessanterweise waren jedoch die toxischen Auswirkungen der Zemente reversibel,
so dass nach Entfernen der Zementstaube die Reparaturmechanismen der Zellen
eingriffen und kaum Effekte mehr zu sehen waren. Insgesamt konnte diese Studie zwar

die Zemente als gefahrliche Stoffe ausweisen, beurteilt jedoch eher nicht die
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Langzeitwirkung oder die potentielle Kanzerogenitat dieser Stoffe. (Sgambato et al.,
2010)

4.2.2 Uberlegungen zu gentoxischen Wirkmechanismen von Zement-

Staubpartikeln und Inhaltsstoffen

Nach dem Erscheinen der Rhein-Neckar-Studie wurden die Uberlegungen zur
Gentoxizitat von Zementstaubexposition aufgegriffen. Die potentiellen Risiken von
Partikeln mit ihren Eigenschaften sowie die Mechanismen der méglichen Schadigungen
des oberen Respirationstraktes wurden diskutiert. Es muss zwischen mehreren
Vorgangen, ausgelost durch Beschaffenheit der Zementpartikel und weiteren damit
assoziierten Eigenschaften unterschieden werden. Die Ursachen fur die Induktion von
schadigenden Wirkungen liegen zum einen in der Alkalitdt der Zementgemische zum
anderen in den darin enthaltenen metallischen lonen sowie in der direkten Einwirkung
der feinen Teilchen. AuRerdem sind weitere Inhaltsstoffe der Zemente wie Puzzolane

und Siliziumdioxid nicht auRer Acht zu lassen.

Diese Gegebenheiten erschweren zu einem grof3en Teil einen schlissigen Aufbau einer
Studie in der die Effekte der Zemente auf die Gesundheit des Menschen untersucht
werden kénnen. So existieren nur wenige Studien bzw. Publikationen, die einige
Vorschlage zu den Wirkmechanismen machen oder sich an den Nachweis von
karzinogenen Effekten von Zementen oder seinen Komponenten herantrauen. (Borm,
Cemberau, 2006)

Mogliche Hypothesen wurden von Knaapen et al. aufgestellt. Es wird der Verdacht
ausgesprochen, dass partikulare Stoffe die Generation von ROS (reactive oxygen
species) und RNS (reactive nitrogen species) in Gang setzten und damit die
Karzinogenese des Respirationstraktes beglnstigen. Dabei sollte zwischen von den
Partikeln selbst induzierten Reaktionen sowie zwischen von ihnen in Gang gesetzten
zellularen Vorgangen wie zum Beispiel Aktivierung von Mitochondrien oder Enzymen,
die fur eine Entstehung von freien Radikalen und fur eine Steigerung des oxidativen
Stresses verantwortlich sind, diskriminiert werden. Neben diesen primaren, von den
Partikeln und vor allem von den Eigenschaften ihrer Oberflache ausgelosten Effekte,
unterscheidet man die sekundaren, durch eine Entzindung hervorgerufenen

Auswirkung. Alle diese Wirkungsbeziehungen sind in der Lage gentoxische Effekte

60



4 Diskussion

auszulésen und in der Karzinogenese eine wichtige Rolle zu spielen. (Knaapen et al.,
2004)

Folgende schematische Zeichnung skizziert die Mechanismen, die als Hypothese fur

diese Arbeit herangezogen wurde.

Cement particles
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Abbildung 31: Schematische Darstellung der Studienhypothese. (Borm, Cembureau, 2006) (Epithel
cell=Epithelzelle, Soluble metals=I16sliche Metalle, Particle surface=Partikeloberfliche, ELF (epithel lining

fluid=Epithel umgebende Fliissigkeit, Inflammatory cells=Entziindungszellen, Cement particles=Zementpatikel)

Es ist bekannt, dass alle Zementgemische eine eigene Alkalitat besitzen, damit Beton
gegenuber sauren Milieus standhaft bleibt und lange Zeit seine Festigkeit behalt
(www.iemb.de, www.vdz-online.de). Diese Alkalitat wird fur die chemisch-irritative
Wirkung im Zusammenhang mit Zementstaubexposition auf den oberen
Respirationstrakt verantwortlich gemacht und verursacht entziindliche und obstruktive
Atemstorungen (Sicherheitsdatenblatt gemalR der EU-Richtlinie 91/155/EWG).

Als erstes wird angenommen, dass auch Partikel selbst fahig sind den pH-Wert in der
flussigen Umgebung der Epithelzellen zu verédndern. Zweitens liegt die Vermutung
nahe, dass auch Zementpartikel sowie der veranderte pH-Wert eine
Entziindungsreaktion triggern und damit zu einer DNA-Zerstorung fuhren kdnnten (s.
Abbildung unter II). Ein weiterer Prozess hangt vermutlich mit der direkten Einwirkung
der Partikel und Metalle auf die DNA und damit verbundenen gentoxischen Resultaten
auf den menschlichen Respirationstrakt zusammen. (Borm, Cembureau, 2006) Schaltet
man diesen bekannten Storfaktor, namlich die Alkalitdt, was auch in dieser Studie
erfolgte, aus, kann man sich auf die von Zementpartikeln direkt ausgehende Wirkung

konzentrieren.
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Da es bisher keine tierexperimentellen bzw. in vivo sowie keine in vitro Studien gibt, die
die oben genannten Uberlegungen belegen, bleiben die Wirkmechanismen der
Zemente noch ungeklart.

4.2.3 Bewertung eigener Ergebnisse

Im Rahmen dieser Forschungsarbeit wurden Testreihen mit europdischen
Portlandkompositzementen, Klinker und Kalksteinmehl, die vom Verein Deutscher
Zementwerke (VDZ) Ddusseldorf Anfang 2006 vorbereitet, kodiert und unserer
Arbeitsgruppe zur Verfiigung gestellt wurden, durchgefihrt. Alle Untersuchungen mit
den zu priufenden Zementen verliefen blind. Insgesamt waren 11 Staubproben getestet
worden, 5 der Zemente (Zement G, H1, K, L und M) wurden von Noak, N. mit gleichen

Methoden Uberpruft.

Von den 6 in dieser Studie getesteten Zement-Staubproben zeigte einzig Zement A
eine Zunahme der DNA-Migration. Die htéchste getestete Konzentration von 200 pg/cm?
prasentierte sich signifikant erhoht und wies damit bei dieser Konzentration auf eine
gentoxische Wirkung auf die Epithelzellen A549 hin, jedoch im weit geringeren Ausmal3
als die positive Referenz Quarz (DQ12), was auf eine deutlich geringere Gentoxizitat

des Zementes A im Vergleich zum Quarz hinweist.

Alle anderen Staube schwankten bezuglich der DNA-schadigenden Wirkung im Bereich
der Lésungsmittelkontrollen und zeigten kaum Dosis-Wirkungsbeziehungen.

Die Vitalitat der behandelten Zellen wurde bei allen Testreihen und bei allen Proben im
Erytrosin B-Assay auf 280% bestimmt. Im WST-1-Assay konnte bei der hdchsten
Konzentration des Kalksteinmehls eine gering reduzierte Vitalitdt von 73% gesehen
werden, ohne dass die anderen Proben diese Effekte aufwiesen. Somit kdnnen alle

Zemente als nicht zytotoxisch eingestuft werden.

Verantwortlich fur die toxischen Effekte der Zemente auf die Lungenepithelzellen
kénnen neben der ZementstaubgréRe, auch die pH-Werte der Zemente, die chemische

Zusammensetzung und die gepriften Konzentrationen sein.

Alle zu testenden Zementproben wurden mit einem Zick-Zack-Sichter separiert, um
einen medianen Durchmesser der Partikelgrol3en zwischen 1 bis 3 um zu erhalten bei
einem maximalen Durchmesser aller Partikel <10 um. Bereits bei dieser Verteilung der

Partikelgré3en mit grofiem Anteil an inhalierbaren und bis zu Bronchiolen und Alveolen
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vordringenden Teilchen mit <2,5 um waren zytotoxische und gentoxische Effekte zu
erwarten. Weiterhin sollte auch die kleine Fraktion der ultrafeinen Teilchen, die trotz der
geringen Konzentration moglicherweise zu toxischen Effekten fuhren kdnnte, nicht
aulBer Acht gelassen werden. Diese biologische Einflisse sind bereits in mehreren
Studien nachgewiesen (Diabaté et. al., 2004, Sydlik, 2006). Da in dieser Studie nur
beim Zement A gentoxische Ereignisse gezeigt wurden und alle weiteren untersuchten
Proben ohne Nachweis von Gentoxizitat bei gleicher GrofR3enverteilung der Partikel
blieben, scheint die PartikelgréRe fur diese Experimente keine gravierende Rolle
gespielt zu haben. Weitere Untersuchungen mit genauerer Auftrennung der Fraktionen

konnten hierfur weiterfihrende Erkenntnisse bringen.

Ein weiterer Einflussfaktor auf die Toxizitdt der Zemente ist die Dosis der geprtften
Staube (25 pg/cm?, 50 pg/cm?, 100 pg/cm?, 200 upg/cm?), der die Lungenzellen
ausgesetzt sind. Der menschliche Respirationstrakt verfigt durch seine Anatomie tber
verschiedene Abwehr- und Reinigungsmechanismen gegeniuber inhalierbaren
Schadstoffen. Unter den nichtspezifischen Mechanismen ist die Atemwegsclearance mit
Husten und Tatigkeit des Flimmerepithels (mucozilidre Clearance) angesiedelt. Der
Abtransport der inhalierten Partikel wird durch tracheobronchiale und alveolare Sekrete
(Surfactant) mit zellularen Komponenten wie Lysozyme und Kompliment begtinstigt.
Folgend werden Teilchen im Schleim fixiert und mit Bewegung der Zilien nach oral
mobilisiert. Im Larynx angelangt, findet das Abhusten oder das Verschlucken der

Staubkdrnchen statt.

Abbildung 32: Flimmerharchen und Schleim in den Luftwegen, Staub wird hinauf transportiert. (Quelle: Valic, E

2005)

Des Weiteren erfolgt die Elimination der korpuskularen Stoffe mit Hilfe von zellularen

Schutzfunktionen. Zellen wie Makrophagen in den Alveolen oder Monozyten im Blut
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phagozytieren bestimmte Teilchen, um sie dann mukoziliar, lymphogen oder
hamatogen abzutransportieren. Die Dauer des Reinigungsvorgangs richtet sich nach
der Konzentration der Stadube und verlangert sich mit steigender Konzentration. Wird
dieser Reinigungsmechanismus Uberstrapaziert, kommt es zum kompletten Sistieren
der Makrophagenfunktion, sodass feine und ultrafeine Partikeln Monate bis Jahre in den
Atemwegen verweilen. Die Storung dieser Wirkmechanismen haben die Entwicklung
von akuten und chronischen Lungenerkrankungen zur Folge, bei Quarzstauben wird
sogar eine karzinogene Wirkung in der Literatur beschrieben. (Lingappa, Physiologie
Silbernagel) Im Hinblick auf die Testreihen waren bei Existenz von den o.g.
Abwehrmechanismen die getesteten Konzentrationen und damit die Starke der
Belastung der Alveolarzellen physiologisch kaum zu erreichen. Dennoch sieht man das
Fehlen der entsprechenden toxischen Effekte bei fast allen Zementproben, sodass der
Einfluss der Partikelanzahl in dieser Experimentenreihe wahrscheinlich zu

vernachlassigen ist.

Der Zement mit seinen Inhaltsstoffen muss den Anspriichen und den Bauvorschriften
als Baustoff entsprechen. Nach Zugabe von Wasser entsteht eine Suspension, die eine
hohe Alkalitat mit pH-Werten von bis zu 13 aufweist, um den nétigen Korrosionsschutz
fur den Baustahl als Bindemittel zu gewahrleisten. Diese Eigenschatt ist fur ihre atzende
und irritative Wirkung bekannt. In allen Versuchen mit den Zementsuspensionen wurde
ein Medium (HBSS) verwendet, welches fir die A549-Lungenzellen ein Milieu im
physiologischen pH-Bereich um 7,40 bereitstellte. HBSS fuhrte aufgrund seiner
Puffereigenschaft dazu, dass die hohe Alkalitat des Zement-Losungsmittel-Gemisches
annahernd bis zum physiologischen pH-Wert abgepuffert wurde. Damit konnten die
schadigenden Auswirkungen auf die Epithelzellen, die von einem hohen pH-Wert
ausgehen wurden, eliminiert werden, um der Verfalschung der Messergebnisse
vorzubeugen. Betrachtet man dieses aus einer anderen Sicht, erfolgt durch die
Neutralisation der Staubsuspensionen eine Verzerrung der tatsachlichen
Gegebenheiten in den Atemwegen. Dort werden die Staubpartikel in das zum gréf3ten
Teil aus Wasser und Mucinen bestehende Sekret impaktiert ohne eine gravierende pH-
Wert-Abpufferung zu erfahren. Somit ist anzunehmen, dass die toxischen Effekte der
Zemente in Wirklichkeit unter physiologischen Bedingungen deutlich starker sein

mussten.

Andererseits zeigten die Experimente trotz der pH-Neutralitit eine Toxizitat des

Zementes A. Daher mussen zum Schluss die Wichtigkeit und der wahrscheinliche
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Einfluss der Inhaltsstoffe einzelner Staubproben betrachtet werden. Aus dem
Analysebericht von VDZ (s.0.) ist es ersichtlich, dass neben den Schwermetallen wie
z.B. Eisen, Kupfer, Blei, Zink, Zinn, Nickel, Cadmium, Chrom usw. auch Siliziumdioxid
zu den chemischen Bestandteilen der Zemente gehort. Siliziumdioxid seinerseits ist der
Hauptbestandteil des Quarzsandes und bildet 90% des Ddrentruperquarzes, welcher in
dieser Arbeit als Positivkontrolle eingesetzt wurde. Betrachtet man den Inhalt des
Zementes A naher, ist zu erkennen, dass Siliziumdioxid darin zu einem Anteil von >25%
enthalten ist. Folgend erhalt man beim Umrechnen der Maximalkonzentration von 200
pg/cm? eine Quarzkonzentration von ungefahr 50 pg/cm?, die, wie bereits aus mehreren
Studien von Schins et. al. bekannt und auch in dieser Arbeit auf die A549-Zellen
gentoxisch wirkt. Dies konnte der fur die Gentoxizitat des Zementes A verantwortliche

Faktor sein.

Ein weiterer Unterschied der Staubprobe A zu den anderen Staubproben ist der hohe
Gehalt an Puzzolanen, die unter Verdacht stehen toxische Wirkung aufzuweisen.
Puzzolan ist ein Gestein vulkanischen Ursprungs und enthalt neben Siliziumdioxid
Aluminiumoxid  (Tonerde)  (www.vdz-online.de, = www.wikipedia.de,  www.bvk-
online.com). Aluminiumoxid ist ebenfalls fur seine toxische Wirkung bekannt. Neben
Hautreaktionen wie Kontaktdermatitis bei direktem Kontakt, kann Aluminiumstaub nach
monate- bis jahrelanger Inhalation zu Lungenfibrose fihren. (Daunderer-Handbuch der

Umweltgifte 6/2006 unter www.toxcenter.de)

Insgesamt betrachtet, gibt es viele Inhaltsstoffe und Eigenschaften der Zemente, die
einzeln oder zusammen toxische Wirkungen ausuben kdnnten. Dennoch zeigen die
Bauzemente in dieser Studie mit geringen Einschrankungen kaum negative Effekte.
Jedoch kann die Relevanz der Toxizitat des Zementes A in dieser Studie nicht komplett
geprift werden. Auch die Ubertragung in die Realitat ist nur eingeschrankt moglich.
Andererseits wird nur die Wirkung der Zemente nach 4 Stunden betrachtet und stellt
somit nur eine Momentaufnahme dar. Vollzieht man jedoch die Uberlegungen weiter
und transferiert diese ins tagliche Geschehen am Arbeitsplatz und damit auf eine
kontinuierliche Belastung des menschlichen Respirationstraktes, kann die Relevanz der
maoglichen gentoxischen Effekte des Zementes A sowie auch der anderen, hier nicht

positiv getesteten Zemente, noch gravierender sein als vermutet.
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5 Zusammenfassung

Aus mehreren epidemiologischen Studien ersichtlich, stehen die Bauzemente unter
Verdacht neben akuten und chronischen Atemwegserkrankungen auch
Krebserkrankungen zu verursachen. Aktuell sind jedoch kaum in vitro Studien existent,

die diese Vermutungen belegen kénnen.

In der vorliegenden Dissertation wurden Staubproben von den Zementen A, B, C, D
sowie Staubproben von Klinker und Kalksteinmehl auf ihr Potential zyto- und
gentoxische Effekte in A 549-Lungenepithelzellen zu induzieren, untersucht.

Die A549-Zelllinie erweist sich seit vielen Jahren als eine hervorragend geeignete
Zelllinie fur in vitro Toxizitdtsuntersuchungen und zeigt eine mittlere Empfindlichkeit
gegenuber gentoxischen Substanzen wie Quarz oder Wasserstoffperoxid. Durch die
Abstammung der Zellen aus einem Lungenadenom haben diese ihre Eigenschaften und
Stoffwechselvorgange zu einem groBen Teil behalten und kénnen in ihrer
Reaktionsfahigkeit auf unterschiedliche Expositionen gegentber Testsubstanzen mit

dem menschlichen Respirationstrakt verglichen werden.

Als negative Kontrolle wurde Titaniumdioxid (TiO,), als positive Kontrolle der
Dorentruper Quarz (DQ12) eingesetzt. Beide Staube waren Gegenstand vieler in vitro
Experimente, haben sich als Modellpartikel schon lange bewahrt und konnten auch in
dieser Arbeit ihre Verwendung rechtfertigen. Als weitere positive chemische Kontrolle
fungierte  Wasserstoffperoxid  (H,O,) und die Pufferlosung HBSS als

Losungsmittelkontrolle.

Die Untersuchungen erfolgten jeweils in 3 voneinander unabhangigen Experimenten mit
drei etablierten Testsystemen. Um die Zytotoxizitat zu Gberprifen wurden der Erytrosin
B-Assay und der WST-1-Assay angewendet. Der Nachweis einer Gentoxizitdt konnte
mit Hilfe des Comet-Assay erbracht werden, in dem der Schaden an der DNA anhand
der DNA-Migration gemessen und im OTM-Wert ausgedrickt wurde.

Von den 6 gepriuften Staubsuspensionen lie3 nur Zement A in der hochsten
Konzentration von 200 pug/cm? eine signifikante gentoxische Wirkung (p = <0,05) auf die
Epithelzellen erkennen. Die Ursache fiur dieses toxische Potential kénnte in dem Gehalt
an Siliziumdioxid bzw. Quarz, welches als einer der Inhaltsstoffe in diesem Zement zu
finden ist, liegen. Zement A verfugt im Vergleich zu den anderen Zementen tber den
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hdchsten Anteil davon. Alle anderen Proben zeigten keine erhéhten DNA-Schaden. Ein
zytotoxisches Potential konnte bei allen 6 gepruften Staubsuspensionen sowohl im
WST-1-Assay wie auch im Erytrosin B-Assay nicht beobachtet werden.

Insgesamt lassen die Ergebnisse dieser experimentellen Arbeit eher keine toxischen
Wirkungen der untersuchten Zemente auf den Respirationstrakt vermuten (Ausnahme
Zement A), dennoch sollten keine voreilige Rickschlisse gezogen werden, denn der
Ausmal der Relevanz fur die menschliche Gesundheit ist ganzlich unbekannt und

bedarf weiterer Studien.
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6 Summary

As seen from different epidemiological studies, the cements are suspicious of causing
acute and chronic respiratory disease apart from being carcinogenic. However there are
hardly in vitro studies, that support these suppositions.

It was tested in this dissertation cement A, B, C, D and dust probes Clinker and
limestone to evaluate their potential toxicity in inducing gene or cell changes to A 459
alveolar cells. The A459-cellline has been proved over the years to be excellent culture
for different substances for in vitro experiments and shows medial sensitivity to known
gentoxins. Because these cells descent from pulmonary adenoma, they have retain
their attributes and metabolic processes and their reactivity can be compare at different

exposure levels with that of human cells from the respiratory tract.

As negative reference was used Titaniumdioxid, as positive control Dérentruper quartz.
Both dusts were objects of many in vitro experiments, established as model particles for
a long time and justify their use in this dissertation. As another positive chemical control

functioned hydrogen peroxide and the buffer solution HBSS as negative control.

The tests were made in 3 studies independently from each other with 3 established test
systems. To verify the cytotoxicity was adopt the Erytrosin B-Assay and the WST-1-
Assay. The information about genotoxicity could be generate with the aid of the Comet-
Assay, in those was DNA-damage detect on the basis of the DNA-Migration and

demonstrate in OTM.

Only cement A shows in the highest concentration of 200 pg/cm? of 6 tested dust-
suspensions significant genotoxically effects (p = <0,05) on epithelial cells. The cause
for this toxically potential could be in the concentration of siliciumdioxid or rather quartz,
those is to find in this cement as one of ingredients. Cement A contains the most
fraction of this in compare to the other cements. All the other probes shows not any
elevated DNA-damage. A cytotoxically potential was not seen on all 6 test stuffs in

WST1l-assay and in Erytrosin B-assay.

As a result this experimental study didn't shows toxically effect of cements on the
respiratory tract (except cement A), nevertheless we should not draw hasty conclusions,
because the relevance for humans health is completely unknown and requires further

studies.
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8 Anhang

8 Anhang
Rohdaten der Experimente
DQ12
OTM1 |OTM2 | OTM 3 |Mittelwert | STABW | TTEST | Viability in %
HBSS 0,518 0,741 0,873 0,71 0,160 95
DQ1225ug/cm? 1,085 [1,034 [1,478 |1,20 0,217 |0,054 |87
DQ1250 ug/cm?  |1,552 |1,367 |1,499 |1,47 0,085 0,007 |79
DQ12 100 yg/cm? 2,273 3,185 |2,26 2,57 0,475 0,018 |73
DQ12 200 pg/cm? | toxisch |toxisch |toxisch 59
H,0, 50 pg/l 2,191 1,733 2954 [2,29 0,55 0,038 |78

Tabelle 3: OTM nach Exposition von A 549 gegeniiber 25-200 ug/cm? Quarz-Suspension (4 h).
Mittelwert, Standardabweichung (STABW), TTEST.

H20.

OTM1 |OTM 2 |OTM 3 | Mittelwert | STABW |TTEST | Viability in %
HBSS 0,518 0,741 |0,873 |0,71 0,16 95
H.0,25pug/L 1,325 [1,34 1,978 [1,55 0,33 0,042 |86
H.O,50 ug/L 2,191 1,733 |2,954 [2,29 0,55 0,038 |78
H.0, 100 pg/L 3,422 |5,028 |5,027 [4,49 0,83 0,017 |73

Tabelle 4: OTM nach Exposition von A549 gegeniiber 25-100 pg/l H,0, (4 h).
Mittelwert, Standardabweichung (STABW), TTEST.

TiO,
OTM1 |OTM2 |OTM 3 |Mittelwert |STABW |TTEST |Viability in %

HBSS 0,518 0,741 (0,873 |0,71 0,16 95

TiO, 25 pg/cm2 0,311 0,338 |0,326 0,33 0,012 0,057 |93

TiO, 50 pg/cm? | 0,328 0,279 10,339 0,32 0,029 0,051 |95

TiO, 100 pg/cm? | 0,402 0,622 10,429 0,48 0,107 0,183 |94

TiO, 200 pg/cm? | 0,82 0,94 0,82 0,86 0,062 0,132 |92

H,O, 50 pg/L 2,191 1,733 2,954 [2,29 0,55 0,038 |78

Tabelle 5: OTM nach Exposition von A 549 gegeniiber 25-200 pug/cm2 Titaniumdioxid-Suspension (4 h).
Mittelwert, Standardabweichung (STABW), TTEST.
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8 Anhang

Zement A
OTM1 |OTM2 |OTM 3 |Mittelwert | STABW |TTEST | Viability in %

HBSS 1,099 (0,826 |0,58 0,84 0,232 95
TiO, 100 ug/cm2 | 0,402 |0,622 |0,429 |0,48 0,107 0,130 94
A 25 pg/cm? 1,004 [1,061 |0,556 |0,87 0,247 0,869 94
A 50 pg/cm? 1,031 [1,024 (0,818 |0,96 0,108 0,514 88
A 100 pg/cm? 1,534 [1,349 |[1,088 |1,32 0,200 0,070 81
A 200 pg/cm? 1581 |[1,724 |1,259 |1,52 0,213 0,028 80
DQ12100 pg/cm? | 2,273 [3,185 |2,26 2,57 0,475 0,015 73
H,0, 50 pg/L 2,191 [1,733 |2,954 |2,29 0,55 0,039 78

Tabelle 6: OTM nach Exposition von A 549 gegeniiber 25-200 pug/cm? Zement A -Suspension (4 h).

Mittelwert, Standardabweichung (STABW), TTEST.

Zement B
OTM1 |OTM 2 |OTM 3 |Mittelwert | STABW |TTEST | Viability in %

HBSS 1,099 [0,826 |0,58 0,84 0,232 95
TiO2 100 pg/lcm?* 0,402 |0,623 |0,429 |0,48 0,107 0,13 94
B 25 pg/cm2 0,666 |0,596 |0,625 |0,63 0,032 0,303 |90
B 50 pg/cm? 0,955 |0,621 |0,499 |0,69 0,211 0,519 |90
B 100 ug/cm? 1,222 ]0,584 |0,544 0,78 0,340 0,857 |84
B 200 pg/cm? 1,095 |0,745 |0,593 0,81 0,230 0,915 |85
DQ12 100 ug/cm? |2,273 |3,185 [2,26 2,57 0,475 0,016 |73
H,0, 50 ug/L 2,191 [1,733 |2,954 |2,29 0,55 0,038 |78

Tabelle 7: OTM nach Exposition von A 549 gegeniiber 25-200 pg/cm? Zementsuspension B (4 h).

Mittelwert, Standardabweichung (STABW), TTES.

Zement C
OTM1 |OTM2 |OTM 3 |Mittelwert | STABW | TTEST | Viability in %

HBSS 0,549 |0,484 |0,630 |0,55 0,065 95
TiO, 100 ug/cm2* | 0,402 |0,622 |0,429 0,48 0,107 |0,444 94
C 25 pg/cm? 0,620 |0,538 |0,536 |0,56 0,043 0,849 94
C 50 pg/cm? 0,730 |0,572 0,493 |0,60 0,108 |0,625 87
C 100 pg/cm? 0,822 |0,586 |0,591 |0,67 0,121 |0,292 85
C 200 pg/cm? 0,819 |0,680 |0,754 |0,75 0,062 |0,028 88
DQ12 100 ug/cm? [2,273 [3,185 |[2,26 2,57 0,475 |0,021 73
H,0, 50 pg/L 2,191 1,733 |2,954 |2,29 0,55 0,038 78

Tabelle 8: OTM nach Exposition von A 549 gegeniiber 25-200 ug/cm? Zementsuspension C (4 h).

Mittelwert, Standardabweichung (STABW), TTEST.
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8 Anhang

Zement D
OTM1 |OTM2 |OTM 3 |Mittelwert | STABW | TTEST | Viability in %

HBSS 0,549 0,484 0,630 |[0,55 0,065 95
TiO, 100 pg/cm2* | 0,402 |0,622 |0,429 0,48 0,107 |0,444 94
D 25 pg/cm? 0,633 |0,593 |0,669 |0,63 0,034 |0,203 94
D 50 pg/cm? 0,910 |0,636 |0,770 |0,77 0,123 |0,093 87
D 100 pg/cm2 0,722 0,668 |0,697 |[0,70 0,024 |0,065 91
D 200 pg/cm? 0,887 |0,67 0,746 |0,77 0,099 |0,058 94
DQ12 100 pg/cm? [2,273 [3,185 |[2,26 2,57 0,475 |0,021 73
H,0, 50 pg/l 2,191 1,733 |2,954 |2,29 0,55 0,038 78

Tabelle 9: OTM nach Exposition von A 549 gegeniiber 25-200 pg/cm? Zementsuspension D (4 h).

Mittelwert, Standardabweichung (STABW), TTEST.

Klinker
OTM1 |OTM2 |OTM 3 |Mittelwert | STABW |TTEST | Viability in %

HBSS 0,493 0,759 |0,735 |0,66 0,132 95
TiO, 100 ug/cm?* | 0,402 |0,622 |0,429 |0,48 0,107 0,183 |94
KLI 25 pg/cm? 0,679 /0,792 |0,745 |0,74 0,051 0,476 |93
KLI 50 pg/cm? 0,630 0,779 |0,760 |0,72 0,073 0,575 |91
KLI 100 pg/cm? 0,69 0,830 |0,756 |0,76 0,067 0,386 |92
KLI 200 pg/cm? 0,587 0,787 |0,797 |0,72 0,106 0,606 |90
DQ12 100 pg/cm? 2,273 3,185 |2,26 2,57 0,475 0,019 |73
H,0, 50 pg/L 2,191 1,733 |2,954 |2,29 0,55 0,038 |78

Tabelle 10: OTM nach Exposition von A 549 gegeniiber 25-200 pg/cm? Zementsuspension Klinker (4 h).

Mittelwert, Standardabweichung (STABW), TTEST.

Kalksteinmehl

OTM1 |[OTM2 |OTM 3 | Mittelwert | STABW | TTEST | Viability in %
HBSS 0,491 0,759 0,735 0,66 0,132 95
TiO, 100 pg/cm?* {0,402 0,622 |0,429 0,48 0,107 0,183 94
KSM 25 pg/cm? 0,585 0,742 0,715 [0,68 0,075 0,863 93
KSM 50 pg/cm? 0,577 |0,765 0,736 [0,69 0,090 0,785 92
KSM 100 pg/cm? | 0,722 |0,904 |0,829 0,82 0,082 0,209 92
KSM 200 pg/cm? | 0,92 0,829 0,782 0,84 0,063 0,155 89
DQ12 100 pug/cm? 2,273  |3,185 |2,26 2,57 0,475 0,019 73
H,O, 50 pg/L 2,191 1,733 [2,954 [2,29 0,55 0,038 78

Tabelle 11: OTM nach Exposition von A 549 gegeniiber 25-200 pg/cm? Suspension Kalksteinmehl (4 h).

Mittelwert, Standardabweichung (STABW), TTEST.
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