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Abstract
Isensee
Gabriele
Morphometrische Untersuchungen von Rattenlungen nach Einwirkung von Quarz mit
und ohne Polyvinylpyridin-N-Oxid (PVNO) Behandlung

Eine hochdosierte Quarzstaubapplikation  führt  bei Ratten regelmäßig über eine
Alveolarproteinose in Kombination mit einer Zunahme der
Pneumozytenproliferationsrate und chronischer Cholesterinpneumonie mit interstitieller
Fibrose zu einem progredienten Lungenumbau mit bronchiolo-alveolärer
Epithelhyperplasie (bzw. adenomatöser Hyperplasie der terminalen Bronchiolen), die
als präneoplastische Läsion anerkannt ist.

Die morphometrischen Untersuchungen in der Arbeit wurden an Schnittpräparaten von
insgesamt 30 Rattenlungen durchgeführt, die im Rahmen eines mehr als 27 Monate
dauernden Langzeitversuchs der Abteilung für experimentelle Hygiene des
Medizinischen Instituts für Umwelthygiene an der Heinrich-Heine-Universität
Düsseldorf intratracheal mit 15x3mg Min-U-Sil-Quarz belastet worden waren. Jeweils
die Hälfte der Versuchstiere erhielt zusätzlich subcutan 7x2mg einer 2%igen PVNO-
Lösung als quarzprotektive Substanz. Die Versuchstiere wiesen nach der Behandlung
eine Überlebenszeit von 66 bis 129 Wochen auf: Als Kontrollgruppe wurden die
Lungen von 10 NaCl-behandelten Wistar-Ratten morphometriert. Es sollte geklärt
werden, ob die quarzstaubinduzierte interstitielle Lungenfibrose ähnlich wie beim
Menschen auch im Tierexperiment mit potentiellen Tumorvorstufen räumlich assoziiert
ist und die infolge PVNO-Behandlung reduzierte interstitille Lungenfibrose mit einer
Verminderung der präneoplastischen Epithelveränderung einhergeht.

Die Untersuchungen zeigten, daß die Entwicklung adenomatös-hyperplastischer
Lungenareale und die Ausdehnung silikotischer Narben bei der Ratte nicht signifikant
korrelieren und damit im Tierexperiment kein morphologisches Korrelat zum
sogenannten silikotischen Narbenkarzinom besteht, welches bei der
versicherungsmedizinschen Begutachtungspraxis in der Humanpathologie eine große
Rolle spielt. Die bronchiolo-alveoläre Hyperplasie ist in der mit PVNO behandelten
Versuchstiergruppe zwar – wenn auch nicht signikant – in geringerer Ausprägung
vorhanden als in der unbehandelten Gruppe. Dieser protektive PVNO-Effekt auf die
Epithelzellen der bronchiolo-alveolären Endstrecke reicht aber offensichtlich bei diesem
Versuchsansatz nicht aus, die Entstehung von Tumoren zu reduzieren, was sich aus der



Analyse der Lungentumorstatistik der in der oben beschriebenen Weise behandelten
Versuchstiere im genannten Zeitraum ergibt.

Anders als beim Menschen ist die Tumorentwicklung bei der Ratte von einer
quarzstaubinduzierten Fibrose offensichtlich unabhängig und vermutlich eine
Langzeitfolge der partikelinduzierten Epithelschädigung im Bereich der bronchiolo-
alveolären Endstrecke..

Dekan: Prof. Dr.  med. U. Eysel
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1. Einleitung

An weiblichen Wistar-Ratten wurden durch intratracheale (i.tr.) Instillation und

Inhalation von diversen Staubsorten, wie z.B.: Diesel-Ruß, Nickel- und Titan-

Oxid sowie Quarzstaub (DQ 12 u. Min-U-Sil) charakteristische Veränderungen

im Bereich des Lungengewebes hervorgerufen (Pott 1993, Pott et al., 1994;

Muhle et al., 1989; Dungworth et al., 1994; Oberdörster und Yu, 1990). So

ließen sich bei Ratten mittels intratrachealer Instillation und Inhalation von

Quarzstaub gutartige und bösartige Lungentumoren induzieren (Groth und

Stettler, 1986; Holland, 1990;  Holland et al., 1983; 1986; Muhle et al., 1989;

Pott et al., 1994; Johanson et al., 1987)

In einer Zusammenfassung von epidemiologischen Daten kam Goldsmith 1982

zu dem Ergebnis, daß Quarzstaubeinwirkung beim Menschen die

Bronchialcarcinom-inzidenz erhöht. Zahlreiche epidemiologische

Untersuchungen kamen zu teilweise widersprüchlichen Ergebnissen (Pairon et

al., 1991;  Simonato, 1990). Die Problematik der präventivmedizinischen

Bewertung solcher  Untersuchungsbefunde besteht vor allem darin, daß bei

exponierten Personengruppen zusätzliche quarzstaubunabhängige Risiken für

die Karzinomentstehung ausgeschlossen werden müssen (Craighead, 1992). Die



Organisation IARC (International Agency for Research on Cancer)

veröffentlichte 1987 ihre Einstufung der kristallinen Silikate. Demnach ist die

karzinogene Wirkung im Tierversuch ausreichend bewiesen, während sie beim

Menschen eingeschränkt bewiesen ist. In der Veröffentlichung der IARC von

1991 wurde die Übertragung tierexperimenteller Befunde auf den Menschen als

sinnvoll beschrieben. Bereits 1996 wurde von der IARC  die Kanzerogenität

kristalliner Silikate auch für den Menschen als ausreichend bewiesen

dargestellt. Das standardisierte Mortalitätsverhältnis (SMR) für

Bronchialkarzinome ist in vielen Studien um so höher , je länger die berufs-

bedingte Quarzstaubexposition andauert und je höher die Staubkonzentration

am Arbeitsplatz war   (Klerk, de et al., 1995). Von Bedeutung ist auch er der

Quarzgehalt des bearbeiteten Materials  (Hilscher et al., 1995).
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Einige epidemiologiosche  Studien kommen zu dem Ergebnis, daß die

Bronchialkarzinominzidenz bei Silikosekranken deutlich erhöht ist (Goldsmith

et al., 1995; Amandus et al., 1995).

Die Entstehung bösartiger humaner Lungentumoren in Zusammenhang mit einer

beruflich bedingten Steinkohlestaubexposition  konnte bisher epidemiologisch

nicht eindeutig nachgewiesen werden und wird daher kontrovers diskutiert

(Ames et al., 1983; Craighead, 1992; Hnizdo, 1991; Merlo et al., 1990; Miller

et al., 1985; Pairon et al., 1991; Hilscher et al., 1991, Morfeld, 1998). So

gewinnen tierexperimentelle Untersuchungen bei der Risikobewertung von

Quarzstäuben an Bedeutung, zumal diesen nach den Richtlinien der

Enviromental Protection Agency zur Risikoabschätzung von Karzinogenen

gegenüber widersprüchlichen epidemologischen Untersuchungen Vorrang

eingeräumt werden soll (OSTP, 1985). Bei einem großen Teil der



quarzstaubinduzierten Lungentumoren handelt es sich um solche, welche sich

zytogenetisch von Typ-II-Pneumozyten ableiten (Johnson, 1987).

Die hoch dosierte intratracheale und inhalative Quarzstaubapplikation bei

Ratten führt regelmäßig über eine Alveolarproteinose in Kombination mit einer

dosis- und zeitabhängigen Zunahme der Pneumozytenproliferationsrate und

chronische Cholesterinpneumonie mit interstitieller Lungenfibrose zu einem

progredienten Lungenumbau mit bronchiolo-alveolärer Epithelhyperplasie

(bzw. adenomatöser Hyperplasie der terminalen Bronchiolen) (Friemann, et al.,

1994; Albrecht, et al. 1998;  Hilscher und J. Rossmanith, 1991;  Kissler, 1983).

Die in der Umgebung terminaler Bronchiolen gelegenen

Alveolarwandstrukturen werden dabei von kubischen Epithelzellen nach Art

von Bronchialwandepithelzellen bzw. Clarazellen  ausgekleidet (Mohr, 1992 ).

Diese Bronchialepithelmetaplasie der Alveolardeckepithelzellen als Folge der

Schädigung durch die Quarzstaubeinwirkung wird als Vorläufer von

Lungenadenomen gesehen (Kawada et al., 1989;  Mohr, 1992).

- 4 -

Beim Menschen tritt eine Alveolarproteinose im Verlauf akuter Siliokosen nur

nach hochdosierter Quarzstaubeinwirkung auf und führt nach wenigen Monaten

durch respiratorische Insuffizienz zum Tode (Banks, 1986; Büchner et al.1969;

Hoffmann et al., 1973;  Suratt et al., 1977; Zimmermann und Sinclair, 1988).

Als Vorraussetzung zur Übertragung tierexperimenteller Daten auf den

Menschen muß geklärt werden, ob auch die Entwicklung eines

quarzstaubinduzierten Tumors im Tierexperiment (z.B. in der Rattenlunge)

direkt mit einer lokalen Reizwirkung des silikotischen Narbengewebes auf die



Bronchialschleimhaut in Zusammenhang steht, wie es beim Menschen postuliert

wird (Müller und Reitemeyer, 1986; Reitemeyer, 1986).

Es muß also geprüft werden, inwieweit die quarzstaubinduzierte

Bindegewebsneubildung auch räumlich mit der Tumorentstehung bzw. der

Entwicklung von Tumorvorstufen im Tierexperiment assoziiert ist.

Experimentelle Hygieniker bzw. Toxikologen erklären die Tumorentstehung mit

dem sogenannten Partikeleffekt (Borm et al., 1996; Driscoll et al., 1997;

Oberdörster und Yu, 1990; Dungworth et al., 1994): danach reichen allein die

durch Aufnahme partikelförmiger Substanzen bedingten Epithelschädigungen

als Auslöser für die Tumorentwicklung aus. Der Umstand, daß Partikel in

Rattenlungen Tumore auch ohne eine begleitende Bindegewebsneubildung

auslösen, hindert sie nicht daran, diese Befunde auch für den Menschen als

gültig anzusehen.

Ausführliche Forschungsarbeiten zeigten, daß unter der Einwirkung der

chemischen Substanz Polyvinyl-pyridin-N-Oxid (PVNO) die Entwicklung einer

quarz-staubinduzierten Lungenfibrose verhindert wird (Schlipköter und

Brockhaus, 1960, 1961;  Schlipköter, 1966; Barhad et al., 1967; Klosterköter

und Gono, 1969; Rodkine und Bolonova, 1979; Bruch et al., 1977; Weller,

1967,1975; Goldstein und Rendall, 1987; Erdogdu und Hasirci, 1997) und die

Lebensdauer der Versuchstiere zunimmt  (Pott et al., 1991).

- 5 -

PVNO vermag nur die Fibrogenität von reinem Quarz zu inhibieren. Auf die

durch Grubenstaub induzierte Fibrose hat PVNO keine positive, d.h. protektive

Wirkung (OSTP, 1985; Joos et al., 1987). Nachdem Schlipköter und Brockhaus



(1961) die günstige Wirkung von PVNO bei der tierexperimentellen Silikose

veröffentlicht hatten, wurde herausgefunden, daß diese Substanz nicht nur

prophylaktisch die Entwicklung der fibrotischen Quarzreaktion hemmt oder

verhindert, sondern in der Lage ist, eine Rückbildung bereits fortgeschrittener

experimenteller Silikose bei Ratten und Mäusen herbeizuführen. (Schlipköter

und Brockhaus, 1963; Schlipköter und Schlensky, 1994; Pott et al. 1968;

Weller, 1967; Pott, et al., 1970; Grundmann und Schlipköter, 1967).

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es zu untersuchen, in wieweit die quarzstaub-

induzierte interstitielle Lungenfibrose bei Ratten ähnlich wie beim Menschen

mit potentiellen Tumorvorstufen assoziiert ist, oder ob sie für die Entstehung

experimenteller Lungentumoren nach Quarzstaubeinwirkung keine Rolle spielt.

Ferner  soll herausgefunden werden, ob im Tierexperiment ein morphologisches

Korrelat zum sogenannten silikotischen Narbenkarzinom wie beim Menschen

besteht. Vor diesem Hintergrund wurden bei Lungen von mit Quarzstaub

behandelten Wistar-Ratten morphometrische Untersuchungen mit dem Ziel

durchgeführt, herauszufinden, ob die durch PVNO reduzierte

quarzstaubinduzierte Fibrose auch mit einer Verminderung  präneoplastischer

Epithelveränderungen einhergeht. Wenn im Tierexperiment die Entwicklung

von Tumorvorstufen – und damit auch von manifesten Tumoren –

fibroseassoziiert abläuft, müßte eine Reduktion der Fibrose auch die

Tumorinzidenz und die Häufigkeit des Auftreten präneoplastischer

Epithelveränderungen reduzieren.
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2. Material und Methoden



2.1 .   Tierexperimentelles Untersuchungsgut

Bei den in der Abteilung für experimentelle Hygiene (ehemaliger Leiter Prof.

Dr. med. F. Pott), des medizinischen Institutes für Umwelthygiene an der

Heinrich Heine Universität Düsseldorf  durchgeführten tierexperimentellen

Untersuchungen (Versuch 86/12; Versuchsbeginn: 15.09.1986; Versuchsende

15.03.1989) wurden insgesamt 400 weiblichen Wistar-Ratten intratracheal

verschiedene nicht faserige Stäube instilliert, die sich unter anderem durch ihre

spezifische Oberfläche von-einander unterschieden. Ziel dieses

Forschungsplans war die Prüfung von verschiedenen Quarzen ( Min-U-Sil,  DQ-

12, F 600), Magnetit, Erionit und Die-selruß auf ihre kanzerogene Wirkung

nach intratrachealer Instillation bei der Ratte und der Einfluß von PVNO auf die

durch Quarz bzw. Erionit induzierte Tu-morrate. Die Ratten wurden unter SPF-

Bedingungen gezogen und waren bei Versuchsbeginn ca. 15 Wochen alt, mit

einem Durchschnittsgewicht von 185 g. Sie wurden in CO2-Narkose getötet

oder verstarben spontan.

Pott et al. instillierten im Rahmen dieser Versuchsreihe u.a. 40 Wisatr-Ratten in

wöchentlichen Abständen insgesamt 15 Suspensionen mit jeweils 3 mg DQ-12

Quarz intratracheal. Eine weitere Versuchstiergruppe erhielt zusätzlich 7 s.c.

In-jektionen von PVNO.

Die folgende Abbildung zeigt, daß neben der längeren Lebenserwartung der mit

PVNO behandelten Versuchstiergruppe die Zahl der malignen Tumoren unter die-ser

Behandlung zunahm.
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Abb. 1: Lebenserwartung von Wistarratten in Pronzent nach 15 intratrachealen

Instillatio-nen von 3 mg DQ12-Quarz in zwei Versuchstiergruppen. Eine Gruppe

erhielt 7 s.c. Injektionen PVNO. Das Sterbedatum der Ratten  mit benignen und

malignen Lungentumoren sind markiert. (Pott et al. 1994)

Für unsere Auswertungen wählten wir die Min-U-Sil-Quarz-Gruppe mit und

ohne PVNO-Behandlung aus, bei der die Versuchstiere jeweils mit 3 mg Staub

wöchentlich über 15 Wochen (Beginn September 1986) intratracheal exponiert

worden waren. Die PVNO-Versuchstiergruppe erhielt zusätzlich 7 Injektionen

subcutan von je 2 ml 2%iger PVNO-Lösung in NaCl im Abstand von jeweils 4

Monaten, beginnend einen Tag vor der ersten Staubinstillation. (PVNO-

Behandlung: am 16.09.86, 13.01.87, 19.05.87, 15.09.87, 18.01.88, 15.05.88,

15.09.88).

Pro Versuchstiergruppe wurden Lungen von 15 Ratten ausgewählt, die in einem

Alter von 66-129 Wochen verstorben waren.



Es wurden hierzu die aus diesem Versuchsvorhaben vorliegenden mit

Hämatoxilin-Eosin  gefärbten Schnittpräparate, die später mit Siriusrot

umgefärbt wurden und zusätzlich archiviertes Feuchtmaterial, das gezielt im

Bereich makroskopisch tumorfreier Areale zugeschnitten wurde, verwandt.

Als Kontrollgruppe dienten 10 Versuchstiere, denen 15x0,4ml 0,9% NaCL-

Lösung intratracheal appliziert worden war.

Das in dieser Arbeit ausgewertete Untersuchungsmaterial ist in Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1 Untersuchungsmaterial

Tierzahl   Appl.art   Dosis               Agenz         Versuchsdauer (Mo.)    Überlebenszeit (Wo.)

   15            i.tr.        15x3mg/0,5ml   Min-U-Sil               > 27                             66-127

   15            i.tr.        15x3mg/0,5ml   Min-U-Sil                >27                             71-129

                   s.c.         7x2mg/ 0,5ml   2% PVNO

   10            i.tr.        15x0,4ml           Nacl
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2.2. Entnahme und Aufbereitung des Untersuchungsmaterials

a) Entnahme und Fixierung des Untersuchungsmaterials

Die Lungen wurden nach medianer Sternotomie unter CO2-Narkose entnommen

und in 4%iger Formaldehydlösung nach Lillie (gepuffert mit Natriumphosphat

bei einem ph-Wert von ca. 7) expandiert fixiert. Nach zwölfstündiger Fixierung

wur-den die fünf Lungenlappen longitudinal bzw. transversal zum



Hauptbronchus in zwei Hälften nach dem in Abb.2 dargestellten Schema geteilt,

routinemäßig in maximal 4mm Dicke zugeschnitten und anschließend über die

aufsteigende Alkoholreihe und das Medium Xylol in Paraplast vollständig

eingebettet.

b)  Einbettung des Untersuchungsmaterials

Die Einbettung wurde nach der üblichen Technik durchgeführt (Romeis 1968),

wobei Paraplast anstelle von Paraffin verwendet wurde. Die Lungenstücke

wurden maschinell mit dem Fixationsautomaten Whipp Vacuuminfiltrations

Prozessor für die Einbettung vorbereitet. Dabei wurden sie jeweils eine Stunde

lang bei 40°C in einem Automaten unter Vakuum nach dem Prinzip der

aufsteigenden Alkoholreihe (2x 70% iger, 2x96%  iger, 2x ca.99% iger,

2xXylol) entwässert. Im Anschluß an diese Vorbereitung wurden die Präparate

mit frischem Paraplast und Hilfe eines Einbettungssystems (Tissue-TeK 3 der

Firma Miles-Scientific) in Metallgieß-förmchen gegossen und auf die Rückseite

der Einbettkosette aufgeblockt.

c) Anfertigung von Paraffinschnitten

1. Einspannen in den Präparatehalter eines Schlittenmikrotoms und Anfertigung

von 3-5  m dicken Schnittpräparaten.

2. Strecken der Schnittpräparate in einem 40°C warmen Wasserbad

3. Aufziehen der Schnittpräparate auf gekennzeichnete und mit

Chromalaungelatine beschichteten Objektträger und Trocknung bei 60°C über

20 Minuten.
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Abb. 2: Präparatentnahmestelle in der Rattenlunge

Schnittebene:longitudinal und transversal zum

Hauptbronchus

Lokalisationen: 1.   linker Lungenlappen longitudinal

 2.   rechter Unterlappen longitudinal

3.   rechter Oberlappen transversal

4.   rechter Mittellappen longitudinal

5.   Nebenlappen transversal
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2.3. Histochemische Färbungen

2.3.1.  Hämatoxylin und Eosin (H&E) Färbung

Bei der HE-Färbung dient das Hämatoxylin zur Anfärbung der Kerne (blau). Das

Eosin dient als Bindegewebs-und Zytoplasmafärbung (rot).

Die Schnitte wurden manuell mit Hilfe von Glasküvetten gefärbt. Dabei wurden

sie mit jeweils 15 Sekunden Abtropfzeit zwischen den Bädern in folgender

Reihenfolge gespült: zweimal Xylol je 5-10 Minuten, zweimal absoluter

Alkohol ca. eine Minute, zweimal 96%iger und zweimal 70%iger Alkohol

jeweils ca. eine Minute, Leitungswasser, Hämatoxylin (sauer) nach Mayer,

Leitungswasser, 70% ige Salzsäure, Leitungswasser, Eosin, Leitungswasser,

zweimal 70%iger Alkohol je eine Minute, zweimal 96%iger Alkohol je eine

Minute, zweimal absoluter Alkohol je eine Minute, zweimal Xylol über je 5-10

Minuten. Anschließend  wurden die Schnitte mit Eukitt der Fa. Kindler

eingedeckt. Die absteigende Alkoholreihe dient zur Entparaffinisierung der

geschnittenen Präparate, damit diese transparent werden und gefärbt werden

können. Zum Eindecken der Schnitte werden die Objektträger durch die

aufsteigende Alkoholreihe gebracht, um sie entwässern zu können.

2.3.2. Siriusrotfärbung

Die Siriusrotfärbung  dient zur spezifischen Darstellung der Kollagenfasern.

Kollagene Fasern erscheinen rosa-purpurrot vor hellem Hintergrund. Nur

wenige Strukturen sind deutlich unterscheidbar. Aus meßtechnischen  Gründen

werden die Kerne nicht gefärbt. Die Kollagenfärbung entspricht einer Von-

Gieson-Färbung ohne Hämatoxylin-Gegenfärbung.



Die Schnitte wurden fünf Minuten mit Aqua dest behandelt. Anschließend

wurden sie Sirius-Lösung überführt. Nach einer Färbedauer von zehn Minuten

wurden die Schnitte dreimal in Acrton abgespült und differenziert, danach in

Xylol überführt und mit Eukitt eingedeckt.
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Herstellung der Siriusrot-Gebrauchslösung:

Siriusrot-Stammlösung:

1g Siriusrotpulver mit Aqua dest auf 100ml auffüllen und mit einigen Tropfen

Eisessig ansäuern. (unbegrenzte Haltbarkeit)

Siriusrot-Gebrauchslösung:

Stammlösung 1:10  (1+9) mit gesättigter, wäßriger Pikrinsäure verdünnen.

2.4.  Histologische Untersuchungsbefunde

In unserem Tierexperiment induzierte der Quarzstaub zum größten Teil eher

kollagene faserarme Staubzellknötchen und eine interstitiellen Fibrose mit nur

geringem Staubzellgehalt.

Histologisch zeigten die Rattenlungen neben diesen typischen silikotischen

Veränderungen, Alveolarproteinoseherde (Abb.4) und charakteristischen Ver-

änderungen  im Bereich der bronchiolo-alveolären Endstrecke, eine sogenannte

adenomatöse Hyperplasie bzw. eine bronchiolo-alveoläre Hyperplasie (Abb.3).



Die Alveolarwände in der Umgebung terminaler Bronchiolen sind dabei von

einreihig angeordneten, hochprismatischen bis kubischen Epithelzellen

ausgekleidet. Es kommt dadurch zum Verlust der runden bis polygonalen

Alveolenform.

Bei den zusätzlich mit PVNO behandelten Rattenlungen zeigte sich zusätzlich

das Bild einer Desquamativpneumonie (Abb.5) mit im Vergleich zu

unbehandelten Versuchstieren verminderter interstitieller Fibrose (Abb.6).
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Abb. 4: Schnittpräparat der Rattenlunge 28 Monate nach i.tr. Instillation

   von 15x3mg Min-U-Sil-Quarz mit dem Befund einer Alveolar-

   proteinose; H&E; (Vergrößerung 100x)
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Abb. 5: Schnittpräparat der Rattenlunge 26,5 Monate nach i.tr.

Instillation

   Von 15x3mg Min-U-Sil-Quarz und 7x2ml 2%iger PVNO-Lösung

s.c.

   Mit dem Befund einer Desquamativpneumonie; H&E;

(Vergrößerung 100x)
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Abb. 6:  Schnittpräparat der Rattenlungem24,75 Monate nach i.tr.

Instillation

    von 15x3mg Min-U-Sil-Quarz mit dem Befund einer

quarzstaubindu-

    zierten Fibrose (Silikose); Siriusrot; (Vergrößerung 100x)
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2.5. Morphometrische Untersuchungen

2.5.1. Das Interaktive Bildanalysesystem (IBAS)

a)  Hardware-Voraussetzung



    Das IBAS der Firma Kontron ist ein auf Basis eines Z80 Mikriprozessors

arbeitendes Computersystem, welches speziell für die Auswertung und

Analyse von Bildinformationen entwickelt worden ist. Es gliedert sich in

zwei Computereinheiten, die unterschiedliche Aufgaben erfüllen:

 Das IBAS I ist ein unter dem Betriebssystem CP/M arbeitender Computer

mit 64 k Byte Arbeitsspeicher und separatem 16k Byte Grafikspeicher.

Diese Systemeinheit dient einerseits der statistischen Erfassung des

anfallenden Datenmaterials sowie der Steuerung der peripheren Bausteine

(Videokamera, Mikroskop, Objekttisch, Diskettenlaufwerk, Drucker).

Andererseits überwacht das IBAS I die Bildverarbeitungsprozesse im IBAS

II.

Das IBAS II ist ein Computer, der einen speziell für die schnelle

Verarbeitung großer Datenmengen, wie sie bei der Bildverarbeitung

anfallen, entwickelten Mikroprozessor enthält.

In dieser Systemeinheit findet die Umwandlung des analogen Videobildes

in einen digitalen Bildaufbau, d.h. die Reduktion eines Videobildes mit

theoretisch unendlich vielen Grauwerten (analoges Videobild) in ein Bild

mit nur zwei Grauwerten (digitales Bild), nämlich Weiss und Schwarz,

statt. Außerdem wird auch der eigentliche Bildverarbeitungsprozess im

IBAS II durchgeführt. Dieser Computer besitzt zur internen Verarbeitung

von Bildern 15 Speicher, in denen Zwischenstufen einer Bildverarbeitung

abgelegt werden können. Die Auflösung eines solchen digitalen Bildes

beträgt 512 x 512 PIXEL (Bildpunkte), die in 255 Graustufen (8 Bit)

angesprochen werden können.

Schnittstelle zum Untersucher sind bei der Bildanalyse ein RGB-Monitor

(Farbmonitor mit besonders guter Punktauflösung und Farbwiedergabe), auf

dem die Ergebnisse des Rechenprozesses ohne Zeitverzögerung

nachvollzogen werden können, und ein Kontrollmonitor, auf dem der vom



IBAS als nächstes abzuarbeitende Befehl sowie die den Befehl

charakterisierenden Rechenparameter dargestellt werden. Bei eventuellen

Änderungen dieser Rechenparameter kann der Untersucher mit Hilfe einer

Tastatur sowie eines Digitalisiertabletts korrigierend in den

Untersuchungsvorgang eingreifen. Der  elektronische Bildeinzug in das

IBAS- Computersystem wird mit Hilfe einer Videokamera der Firma

Siemens vollzogen. Für die lichtmikroskopische Wiedergabe wurde ein

Mikroskop der Firma Zeiss (großes Forschungsmikroskop universal für

Durchlicht) mit bis zu 65-facher Vergrößerung des zu untersuchenden

Präparates verwandt.

b) Software-Voraussetzungen

        Für die morphometrische Untersuchung wurde das zum IBAS-System

gehörige Softwarepaket Rel. 4.4 verwandt, mit der die Meßprogramme für

die jeweilige Fragestellung programmiert werden können.

2.5.2. ASM 68K – Analysing System Manuel der Fa. Leitz

a) Software-Voraussetzungen

Es wurde das zum ASM 68 K gehörige Softwarepaket verwandt, welches

eine halbautomatische Bildanalyse ermöglicht und mit welchem

Meßprogramme für die jeweilige Fragestellung erstellt werden können.

b)  Hardware-Voraussetzungen und Technische Daten

      Für die Steuer- und Auswertungseinheit steht ein Einplatinen-Computer mit

Motorola-68000 Mikroprozessor mit zwei 5 ¼  Floppy-Disk-Laufwerken

(DS/DD/96tpi) zur Verfügung.



Das System verfügt über eine Tafel mit dichtem Meßraster und

elektronischem Zeichenstift, dem  „Cursor“. Die angefertigten Transparent-

skizzen werden auf die Tafel gelegt, unter visueller Kontrolle die Umrisse

der jeweiligen Bezirke nachgezeichnet und die Fläche ermittelt.

Bei Aufsetzen des Stiftes gibt die Elektronik der Tafel die Lagekoordinaten

des Stiftes in Bezug zum nächsten Netzschnittpunkt an. Alle Positionen des

Stiftes werden von einem Mikrocomputer erfaßt und automatisch alle

quantitativen Parameter gespeichert.

        Das Meßprinzip beruht somit auf der koordinatenmäßigen Erfassung der

Randpunkte der zu untersuchenden Strukturen. Die Meßgenauigkeit

beträgt 10 Rasterpunkte pro Millimeter. Die einfache automatische

Kalibrierung erfolgt durch Vorgabe des gewünschten Maßstabes. Selbst

wenn keine Bildvorlagen zur Verfügung stehen, können mit Hilfe eines

Videomischers mikro- und makroskopische Bilder, die von der

Fernsehkamera aufgenommen wurden, vermessen werden. Darüber hinaus

bietet das ASM ein Arbeits -und Sicherheits-Kontrollsystem.

2.5.3 Sony Digital Color Printer

Die Darstellung der Meßparameter der  morphometrischen Auswertungen

erfolgte retrospektiv anhand von Videobilder, die ein Sony Digital Color Printer

Mavigraph UP 1510 CNE herstellte, der am IBAS-Nachfolgemodell KS 400

angeschlossen worden war.
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2.5.4 Messparameter

Bei den Voruntersuchungen erwies sich eine automatisierte Auswertung des

histologischen Materials auf Grund mangelhafter Standardisierbarkeit der zu

untersuchenden Präparate in Bezug auf die Schnittdicke und Transparenz als zu

ungenau. Es wurde daher ein Programm entwickelt, welches dem Untersucher

die Möglichkeit gibt, korrigierend in den Untersuchungsvorgang einzugreifen.

Das erstellte Programm dient sowohl der besseren Darstellung zu

untersuchender Strukturen auf digitalem Wege als auch der Flächenmessung

und der Speicherung  gewonnener Daten auf einem Datenträger

(Diskettenlaufwerk).

Die morphometrische Auswertung erfolgte an Lungenschnitten mit einer mittl.

Schnittdicke von 3-5 µm.

Die Gesamtheit der pro Versuchstier zur Verfügung stehenden

Lungenschnittflächen (1,59-2,58cm) wurden vollständig morphometrisch

ausgewertet.

Bei der morphometrischen Auswertung wurden an zunächst HE-gefärbten und

später mit Siriusrot umgefärbten Präparaten folgende Parameter bestimmt:

1. Gesamtfläche des Epithels in adenomatös-hyperplastischen Lungenabschnitten  (Objektiv 10x)
(Abb. 3 u. 4).

Die Bezirke der adenomatösen Hyperplasien (Abb.7) wurden in dem zu

messenden Gesichtsfeld grob interaktiv eingegrenzt (Abb.8 u.9) und das übrige

Bild gelöscht (Abb.10). Über die automatische Grauwertdiskriminierung

wurden nur die durch intensive Kernfärbung sehr dunkel dargestellten

Epithelzellflächen erfaßt. Der Auswerter konnte mit Hilfe eines Overlays,

welches in das Originalgrauwertbild eingeblendet wurde, die automatische

Diskriminierung kontrollieren und gegebenenfalls ändern.
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2. Gesamtfläche „ nicht atmendes Lungengewebe“, d.h. Gesamtfläche

silikotischen Narbengewebes (bei ausschließlich mit Min-U-Sil behandelten

Versuchstieren) bzw. Gesamtfläche unbelüfteten Lungengewebes, d.h.

Gesamtfläche silikotisches Narbengewbe und Desquamativpneumonie (bei mit

Min-U-Sil und PVNO behandelten Versuchstieren). (Objektiv 6,3) (Abb.5 u. 6).

Die Vermessung von „nicht atmendem Lungengewebe“ (Abb.11 -16), d.h. der

Anteil des alveolären Lungenparenchyms, das für den Gasaustausch nicht zur

Verfügung stand, erfolgte am Computersystem IBAS II durch interaktive

Eliminierung von Gefäßen (Abb.12) und automatische Eliminierung der Septen

(Abb.14) bzw. nicht relevanter, kleiner Partikel (Abb.13) zwecks Beurteilung

des Einflusses der „Minderbelüftung“ auf die Aussprossung terminaler

Bronchiolen.

2. Fläche der insgesamt ausgewerteten Lungenabschnitte (ohne Bronchien,

Gefäße und Tumorgewebe)   (Abb. 17)

     Eine genauere Erfassung von Arealen wie Gefäßen und Bronchien, bei der

Bestimmung der    „Gesamtpräparatefläche“ als Bezugsgröße durch das

Flächenmeßsystem ASM erforderte eine Vergrößerung dieser Flächen. Zur

Bestimmung der Gesamtschnittfläche des histologischen Präparates als

Bezugsgröße pro Versuchstier, wurden daher alle Schnitte mit Hilfe eines

Diaprojektors vergrößert und auf eine Mattscheibe projiziert. Anschließend

wurden die Schnittumrisse sowie die großen Gefäße und Bronchien des

projizierten Bildes  auf Transparentpapier übertragen. Zur Ermittlung des

Vermessungsmaßstabes wurde der entsprechende Vergrößerungsfaktor zu 1

cm Längenbasis bestimmt (Abb.17). Die Vermessung der Umrisse der

Transparenzskizze erfolgte am ASM 68 K der Firma Leitz, in dem die



Kontur auf dem Transparentpapier mit Hilfe eines Cursors auf einem

Digitizertablett umfahren wurde. Die großen Bronchien, Gefäße und

Tumoren wurden separat vermessen und von der Gesamtfläche substrahiert.

- 22 -

4. Fläche der Fibrosebezirke mit dem ASM (Abb.6)

    Zur Bestimmung der Ausdehnung fibrotisch umgewandelter

Lungenabschnitte wurden die zuvor mit dem IBAS ausgewerteten HE-

Präparate mit Siriusrot  umgefärbt. Unter visueller Kontrolle wurden die

Umrisse der gesamten Fibrosebezirke nachgezeichnet und die Fläche mit dem

ASM halbautomatisch bestimmt (Abb.18,19)..

    Die Untersuchungen zum Vergleich der Ausdehnung des nicht atmenden

Lungengewebes in beiden Versuchsgruppen sind erfolgt, um herauszufinden,

ob der Tatbestand „Minderbelüftung“ allein – unabhängig davon, ob er durch

eine Desquamativpneumonie oder eine Vernarbung induziert wird - geeignet

ist, das Aussprossen terminaler Bronchiolen im Sinne einer bronchiolo-

alveolären Hyperplasie in den beiden Versuchsgruppen zu begünstigen. Um

den Einfluß einer quarz-staubinduzierten Fibrose auf die Entstehung einer

adenomatösen Hyperplasie genauer zu untersuchen, mußte gesondert auch

die Ausdehnung der adenomatösen Hyperplasie bezogen auf das belüftete

Lungengewebe erfaßt werden. Nur so hätte eine stärker entwickelte

adenomatöse Hyperplasie außerhalb fibrotischer Lungenbezirke in

quarzexponierten Lungen ohne PVNO-Behandlung erkannt werden können.

Zur Bestimmung der adenomatösen Hyperplasien im belüfteten

Lungengewebe wurde von der zuvor ermittelten Gesamtschnittfläche des

histologischen Präparates die Fläche des nicht atmenden Lungengewebes

(gleichgültig ob in Folge einer Fibrosierung oder einer



Desquamativpneumonie) substrahiert. Die Meßergebnisse wurden auf ein 1

cm² bereinigte Lungenschnittfläche bezogen, d.h. das gesamte alveoläre

Lungenparenchym ohne große Gefäße, Bronchien und Tumorgewebe.
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                      Abb. 8:  Isolierte Overlaydarstellung der adenomatösen Hyperplasie mit

                                   Kontur nach Löschung des übrigen Bildes
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Abb. 9: Binärbild der zu vermessenden Bezirke der adenomatösen

Hyperplasien



                      Abb. 10:  Overlaydarstellung der ausgemessenen Flächen der

                                     adenomatösen Hyperplasienen – gelb markiert
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                Abb. 11:  Videoprintbild der Rattenlunge 26 Monate nach i.tr. Instillation

von

                               15x3 mg Min-U-Sil-Quarz und Injektion von 7x2 ml 2%iger PVNO-

                               Lösung s.c. mir Darstellung von „nicht atmendem Lungengewebe“;

                               H&E

                Abb.  12: Originalbild „nicht atmendes Lungengewebe“ nach interaktiver

                               Eliminierung von Gefässen  (vergl. Abb. 11)
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                  Abb. 13:  Binärbild nach Reinigung von kleinen, nicht zur Messung

                                 gehörender Partikel



Abb. 14: Binärbild nach Eliminierung von Septen und Entfernung

     weiterer kleiner Teilchen



Abb. 15:  Overlaydarstellung „nicht atmendes Lungengewebe“ mit

     Kontur im Originalbild



Abb. 16: Overlaydarstellung „nicht atmendes Lungengewebe“ mit
Darstellung der

   tatsächlich gemessenen Bezirke
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Abb. 17: Schnittumriß des histologischen Präparats Nr.: 2283/88

QDI nach

     Vergrößerung durch Diaprojektion und Übertragung auf

Trans-

     parentpapier  (5-fache Vergrößerung)
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Abb. 18: Videoprintbild der Rattenlunge 24,75 Monate nach i.tr.
Instillation von

   15x3mg Min-U-Sil-Quarz mit dem Befund einer Fibrose;
Siriusrot



Abb. 19:  Overlaydarstellung „Fibrose-Bezirke“mit Kontur im

Originalbild
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2.6 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Statistischen  Analysesystem

SAS. Es wurden die Mittelwerte der Standardabweichung und mit dem Students

t-Test die Mittelwertunterschiede zwischen den  verschiedenen Gruppen auf

Signifikanz geprüft.

Liegt die Irrtumswahrscheinlichkeit bei < 5% (p=< 0,05), so unterscheiden sich

die Gruppenmittelwerte signifikant voneinander.



Der Zusammenhangs zweier Variablen wurde durch die Bestimmung des

Korrelationskoeffizienten  nach Pearson ermittelt..

Zur Überprüfung der Linearität des Zusammenhangs wurden die Werte

zusätzlich grafisch aufgetragen und die Regressionsgerade eingezeichnet, um

Ausreißer zu finden sowie aus der Steigung der Regressionsgeraden und den

Abweichungen der Werte von den Regressionsgeraden  die Stärke des

Zusammenhangs zu erkennen.
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3. Morphometrische Untersuchungsbefunde

Die morphometrisch ermittelte Ausdehnung des silikotischen Narbengewebes

bzw. der interstitiellen Fibrose zeigte, daß die quarzstaubinduzierte

Lungenfibrose in der PVNO behandelten Gruppe deutlich geringer ausfiel (0,85

mm²  Fibrose auf 100 mm²  Lungengewebe), als in der nicht mit PVNO

behandelten quarzstaub- exponierten Versuchstiergruppe (9,93 mm²  Fibrose

auf 100 mm² Lungengewebe)  (Abb.20).   Dieses Merkmal wurde mit p=0,0001

als signifikant eingestuft.

Darüber hinaus wurde das Ausmaß der adenomatösen Hyperplasie

morphometrisch pro Versuchstier erfaßt. Die morphometrische Bestimmung der

Ausdehnung derartiger metaplastisch umgewandelter Alveolarepithelabschnitte

(d.h. adenomatös-hyperplastische Lungenbezirke) bezogen auf 100 mm²

Lungenschnittfläche ergab deutliche Unterschiede zwischen der ausschließlich

mit Min-U-Sil und der mit Min-U-Sil und PVNO behandelten



Versuchstiergruppen. In den Lungen mit ausgeprägter quarzstaubinduzierter

Fibrose entsteht eine stärkergradige adenomatöse Hyperplasie (0,42 mm² auf

100 mm² Lungenschnittfläche) als in den zusätzlich mit PVNO behandelten

Versuchstieren (0,24 mm²  auf 100 mm²  Lungenschnttfläche) (Abb.21,22).

Dieser Unterschied ist aber nicht signifikant (p=0,0607).

Der Anteil der adenomatös hyperplastischen Lungenbezirke am belüfteten

Lungengewebe  ( = Präparatefläche minus nicht atmendes Lungengewebe) lag

bei den ausschließlich mit Quarzstaub exponierten Versuchstieren um 29%

höher als bei den sowohl mit Quarz als auch mit PVNO behandelten

Versuchstieren (Abb.23, 24, 25).  Mit p=0,05 ist dieses Ergebnis nicht

signifikant.

Es konnte morphometrisch nachgewiesen werden, daß die sogenannten „nicht

atmenden“ Lungengewebe, d.h. des Anteils des Lungenparenchyms, welcher für

den Gasaustausch nicht mehr zur Verfügung stand, zum Zeitpunkt des Ablebens

der Nager in beiden Vergleichsgruppen keine signifikanten Unterschiede

aufwies (Abb.26,27). Dabei handelt es sich bei der ausschließlich mit Min-U-

Sil behandelten Versuchstiergruppe um silikotische Narbenfelder bzw.

Lungenfibrose (34,08 mm²  auf 100 mm²  Lungenschnittfläche). Bei der mit

Min-U-Sil und PVNO behandelten Versuchstiergruppe zeigte sich in gleicher

Flächenausdehnung eine Desquamativpneumonie (28,36 mm²  auf 100 mm²

Lungenschnittfläche).
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PVNO ersetzt somit quarzpartikelhaltiges Narbengewebe durch Desquamativ-

bzw. Cholesterin-pneumonien.



Die Unterschiede bei der Ausdehnung des unbelüfteten Lungengewebes sind in

beiden Versuchsgruppen aber deutlich weniger stark ausgeprägt als die

Unterschiede bezüglich der Ausdehnung der adenomatösen Hyperplasie,

weswegen die Belüftung alleine kein ursächlich entscheidender Faktor für die

Läsion sein kann.

Die Korrelation der flächenhaften Ausdehnung der Fibrose mit dem Ausmaß der

adenomatösen Hyperplasie bei dem ausschließlich mit Quarz behandelten

Versuchstieren beträgt r=0.22 und ist mit p=0.4233 nicht signifikant (Abb. 28).

Die Korrelation der flächenhaften Ausdehnung der Fibrose mit dem Ausmaß der

adenomatösen Hyperplasie bei der zusätzlich mit PVNO behandelten

Versuchstier-gruppe beträgt r=0.46 und ist mit p=0.0841 nicht signifikant (Abb.

29).
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4. Diskussion

Nach den bisher vorliegenden Befunden führt die Quarzstaubinhalation bei

Nagern im Gegensatz zu Befunden bei der chronischen Silikose des Menschen

regelmäßig zu einer Alveolarproteinose  (Abb. 4) mit reaktiver Hyperplasie der



Pneumozyten vom Typ II als Folge einer quarzstaubinduzierten

Epithelschädigung (Hilscher et al., 1991;  Kissler, 1983).

Beim Menschen tritt eine Alveolarproteinose im Verlauf akuter Silikosen nur

nach hochdosierter Quarzstaubeinwirkung auf. Eine respiratorische Insuffizienz

führt in der Regel in diesen Fällen bereits nach einigen Monaten zum Tode

(Banks,1986; Büchner u. Ansari, 1969; Hoffmann et al., 1973; Suratt et al.,

1977; Zimmermann u. Sinclair, 1988). Die Entstehung bösartiger

Lungentumoren beim Menschen kann daher nicht mit der Entwicklung einer

Alveolarproteinose in Zusammenhang gebracht werden.

Die Überlebensrate von Ratten mit einer quarzinduzierten Alveolarproteinose

ist dagegen im Vergleich zur behandelten Kontrollgruppe nicht signifikant

reduziert (Hilscher et al., 1991; Thome u. Koep, 1991; Kissler,1983). In den

hochbelasteten Rattenlungen können daher reaktive Epithelveränderungen im

Zusammenhang mit einer Alveolarproteinose über einen längeren Zeitraum

hinweg zunehmen. Im Verlauf von mehreren Wochen bis Monaten kommt es zu

einer Bronchialisierung des alveolären Lungenparenchyms, die im Schrifttum

als bronchiolo-alveoläre Hyperplasie bezeichnet wird (Mohr, 1992).

An der bronchiolo-alveolären Endstrecke erfolgt eine Vermehrung von flachen

bis kubischen, z.T. Zilien tragenden Epithelzellen. Die Alveolarwände in der

Umgebung terminaler Bronchiolen sind von meistens einreihig

hochprismatischen bis kubischen Epithelzellen ausgekleidet. Es kommt zum

Verlust der rund-polygonalen Alveolarform. Da die Veränderung als

Aussprossung terminaler Bronchiolen aufgefaßt werden können und einer

glandulären Hyperplasie von Schleimhäuten ähneln, werden sie auch als

adenomatösen Hyperplasie bezeichnet (Friemann et al., 1994).
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Die erhöhte proliferative Aktivität bronchialer Epithelzellen ist eine wichtige

Voraussetzung für die Tumorentstehung in der Rattenlunge (Friemann et al.,

1994).  Das vermehrte Auftreten bronchiolo-alveolärer Hyperplasien wird als

präneoplastische Läsionen anerkannt. Diese Bronchial-epithelmetaplasie der

Alveolardeckepithelzellen wird als Vorläufer von Lungenadenomen beschrieben

(Mohr, 1992).

Sowohl Clarazellen als auch Typ-II-Pneumozyten werden als Ursprungszellen

von Lungentumoren angesehen. Zwischen der bronchiolo-alveolären

Hyperplasie und Adenomen gibt es Übergangsformen. Charakteristisch für eine

bronchiolo-alveolärer Hyperplasie vom bronchiolären Typ ist eine Proliferation

von Clarazellen. Eine bronchiolo-alveoläre Hyperplasie vom alveolären Typ ist

durch eine Proliferation von Typ-II-Pneumozyten gekennzeichnet. Einige

Tumoren in quarzstaubexponierten Rattenlungen weisen enge topographische

Beziehungen zu adenomatös-hyperplastisch umgebauten Lungenarealen auf

(Mohr, 1992).

In unserem Versuch erfolgte die morphometrische Auswertung der

Gesamtfläche derartiger metaplastisch umgewandelter

Alveolarepithelabschnitte, d.h. adenomatös-hyperplastischer Lungenbezirke.

Bei beiden von uns untersuchten Versuchstiergruppen läßt sich morphometrisch

allerdings eine nur nicht signifikant unterschiedliche Ausprägung des Merkmals

adenomatöse Hyperplasie nachweisen, obwohl die PVNO-Behandlung

bekanntermaßen  zu einer Reduktion der toxischen Quarzstaubwirkung und

Alveolarproteinose führt (Schlipköter et al.,1963).

In nicht mit PVNO behandelten  Rattenlungen mit quarzstaubinduzierter

Fibrose ist die adenomatöse Hyperplasie im Vergleich mit den mit PVNO

behandelten Vergleichstiergruppen stärker ausgeprägt.
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Es besteht daher die Möglichkeit, daß die beschriebenen Veränderungen im

Bereich der terminalen Bronchiolen durch die quarzstaubinduzierte

Lungenfibrose begünstigt wird.

Danach wäre eine  interstitielle Fibrose ein die adenomatöse Hyperplasie

begleitendes Phänomen, aber nicht das ursächlich entscheidende. Das ist nach

den bisher vorliegenden Ergebnissen auch nicht zu erwarten, da die

adenomatöse Hyperplasie auch früher einsetzt als eine Fibrosierung (Bruch u.

Schlösser, 1977) und nicht mit den Fibrosearealen räumlich assoziiert ist. Sie

muß als Folge der partikel-induzierten Epithelschädigung und nicht als

Reaktion auf die Bindegewebsneubildung aufgefaßt werden.

Wenn die Ausdehnung der quarzstaubinduzierten Fibrose einen Einfluß auf die

adenomatöse Hyperplasie gehabt hätte, wäre es nicht auszuschließen gewesen,

daß ein Bezug der Meßwerte der Ausdehnung der bronchiolo-alveolären

Hyperplasie auf die gesamte Lungenschnittfläche zu einer Fehlinterpretation der

Befunde geführt hätte. Es hätte z.B. eine stärker entwickelte  adenomatöse

Hyperplasie außerhalb fibrotischer Lungenbezirke in ausschließlich

quarzexponierten Lungen unerkannt bleiben können, wenn man davon ausgeht,

daß die adenomatös-hyperplastischen Areale sekundär in die Fibroseareale

inkorporiert und damit nicht in die Messung eingegangen wären.

Die geringere Ausprägung dieses Merkmals in der mit Quarz und PVNO

behandelten Versuchsgruppe scheint die durch Quarzstaub induzierte

Lungentumorraten nicht zu beeinflussen.



Beide Tiergruppen entwickelten im Langzeitversuch Lungentumoren. Die

Tumorhäufigkeit der beiden Min-U-Sil-Gruppen mit und ohne PVNO waren

praktisch gleich hoch. Etwa 70% der Ratten entwickelten Lungentumoren (Pott

et al., 1991).
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Bei den Untersuchungen von Weller et al. (1967, 1971) entstanden nach

chronischer P204-Applikation Polymertumoren ausschließlich an der

Applikationsstelle, jedoch niemals an den Ablagerungsorten der Substanz in

den Organen. Das läßt darauf schließen, daß diese Substanz am

Zustandekommen der Lungentumoren keinen Anteil hatte. Obwohl der

Fibroseanteil in den mit PVNO behandelten Rattenlungen geringer ausfiel als in

den mit Quarzstaub behandelten Lungen (Joos et al., 1987; Schlipköter u.

Brockhaus, 1963; Schlipköter u. Sklen-sky, 1994/95; Grundmann u.

Schlipköter, 1969; Pott et al., 1968; Schlipköter und Brockhaus, 1961), war

infolge einer kräftig entwickelten Desquamativpneumonie bei den mit PVNO

behandelten Versuchstieren die Ausdehnung des für den Gasaustausch zur

Verfügung stehenden, ausreichend belüfteten alveolären Lungenparenchyms in

beiden Gruppen gleich beschaffen.

Nach den hier vorgestellten Untersuchungsbefunden besteht zwischen der

Entwicklung und Inzidenz der bronchiolo-alveolären Hyperplasie als Vorstufe

experimenteller quarzstaubinduzierter Lungentumoren und der Intensität der

silikotischen Narbenbildung offensichtlich keine signifikante Korrelation d.h.

kein ursächlicher Zusammenhang.

In der Humanpathologie wird die Entwicklung eines silikotischen

Narbenkarzinoms direkt mit einer lokalen Reizwirkung silikotischen



Narbengewebes auf die Bronchialschleimhaut in Zusammenhang gebracht

(Müller u. Reitemeyer, 1986;  E. Reitemeyer, 1986).

Bei gleicher Tumorrate im Langzeitversuch (Pott et al., 1991) fällt die

silikotische Narbenbildung bei den mit Min-U-Sil-Quarz und PVNO

behandelten Versuchstieren wie oben erwähnt geringer aus als in der

Vergleichtiergruppe. Die Entwicklung adenomatös-hyperplastischer

Lungenareale und die Ausdehnung silikotischer Narben sind bei der Ratte nicht

signifikant korreliert. Die mit und ohne PVNO-Behandlung quarzexponierten

Tiere weisen zwar eine gleiche Tumorrate auf,  jedoch tritt nach PVNO-

Behandlung ein größerer Anteil  maligner Tumoren auf, was wahrscheinlich an

der längeren Überlebensdauer liegt (Pott et al., 1991; W.Weller, 1971). Sowohl

die quarzstaubinduzierte Alveolarproteinose als auch die adenomatöse

Hyperplasie treten als regelmäßige Begleiterscheinung in quarzbehandelten

Lungen mit manifesten Lungentumoren auf.
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Zusammenfassend müssen die morphometrischen Untersuchungen zur

Ausdehnung adenomatös-hyperplastischer Lungenareale nach

Quarzstaubbehandlung so interpretiert werden, daß bei der Entstehung der

experimentellen Rattenlungentumoren - anders als man es beim Menschen

bisher beobachtet hat - der silikotischen Narbe offensichtlich nicht die

Bedeutung eines sogenannten Krebsrealisationsfaktors zukommt. Dieser

Umstand eröffnet neue Perspektiven für die pathologisch-anatomische

Aufarbeitung staubexponierter Lungen des Menschen, da zukünftig der

präneoplastischen Potenz von Epithelveränderungen der bronchiolo-alveolären

Endstrecke auch außerhalb silikotischer Störfelder mehr Aufmerksamkeit

geschenkt werden muß. Ferner sollten die dargestellten



Untersuchungsergebnisse Veranlassung sein, die Übertragung

tierexperimenteller Untersuchungen zur lungenkarzinogenen Wirkung von

Quarz auf den Menschen kritisch zu überprüfen.

Es besteht die Möglichkeit, daß die experimentellen Lungentumoren bei der

Ratte evtl. als Regenerationskrebs nach Überdosierung aufzufassen sind.

Vielleicht fällt die Entscheidung zur Tumorentstehung dabei auf molekular

chromosomaler Ebene bereits schon kurze Zeit nach der massiven

Staubexposition. Gegebenenfalls werden hier bereits sehr früh Gendefekte

gesetzt, die später nicht mehr reparaturfähig sind. Letztendlich könnten nur

Analysen von Chromosomenstrangbrüchen, die teilweise nach

Quarzstaubexpostion der Lunge durchgeführt werden können, zur endgültigen

Klärung der Frage beitragen (IARC, 1997).
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5. Zusammenfassung

Bei Ratten führt eine hoch dosierte intratracheale und inhalative

Quarzstaubapplikation regelmäßig über eine Alveolarproteinose in Kombination

mit einer dosis- und zeitabhängigen Zunahme der

Pneumozytenproliferationsrate und chronische Cholesterinpneumonie mit

interstitieller Fibrose zu einem progredienten Lungenumbau mit bronchiolo-

alveolärer Epithelhyperplasie (bzw. adenomatöser Hyperplasie der terminalen

Bronchiolen), die als präneoplastische Läsion anerkannt ist und als Vorläufer

von Lungenadenomen beschrieben wird. Wir sind mit unserer Untersuchung der

Frage nachgegangen, ob die quarzstaubinduzierte interstitielle Lungenfibrose

bei Ratten ähnlich wie beim Menschen mit potentiellen Tumorvorstufen



assoziiert ist, oder ob sie für die Entstehung experi-menteller Lungentumoren

nach Quarzstaubeinwirkung keine Rolle spielt. Es soll die Frage beantwortet

werden, ob im Tierexperiment ein morphologisches Korrelat zum sogenannten

silikotischen Narbenkarzinom  wie beim Menschen besteht.

Vor diesem Hintergrund erfolgte die morphometrische Auswertung an

Lungenschnittpräparaten (mittlere Schnittdicke 3-5 µm) von 30 Wistar-Ratten

aus der Versuchsreihe (Versuch 86/12)  von Herrn  Professor Pott und wurde

mit dem Ziel durchgeführt, herauszufinden, ob die durch PVNO reduzierte

Fibrose auch mit einer Verminderung präneoplastischer Veränderungen

einhergeht. Die Ratten wurden unter SPF-Bedingungen gezogen und waren bei

Versuchsbeginn ca. 15 Wochen alt, mit einem Durchschnittsgewicht von  185 g.

Sie wurden unter CO2-Narkose getötet oder verstarben spontan. Für unsere

Untersuchungen wählten wir Versuchstiere, die in einem Alter von 66-129

Wochen verstorben waren. Wir werteten 15 Lungenpräparate der Min-U-Sil-

Quarz-Gruppe mit und 15 Lungenpräparate ohne PVNO-Behandlung aus. Den

Versuchstieren wurden jeweils 3 mg Staub wöchentlich über 15 Wochen

intratracheal instilliert. Die PVNO-Ver-suchstiergruppe erhielt zusätzlich 7

Injektionen subcutan von je 2ml einer 2%igen PVNO-Lösung in NaCl im

Abstand von jeweils 4 Monaten, beginnend einen Tag vor der ersten

Staubinstillation. Als Kontrollgruppe dienten 10 Versuchstiere,  denen

15x0,4ml 0,9% NaCl-Lösung intratracheal appliziert worden waren.
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Es wurden sowohl aus diesem Versuchsvorhaben vorliegende mit Hämatoxilin-

Eosin gefärbte Schnittpräparate, die später mit Siriusrot umgefärbt wurden, als

auch zusätzlich archiviertes Feuchtmaterial, das gezielt im Bereich

makroskopisch tumorfreier Areale zugeschnitten wurde, verwandt.



Bei der morphometrischen Auswertung wurden folgende Parameter bestimmt:

1. Gesamtfläche des Epithels in adenomatös-hyperplastischen Lungenabschnitten

2. Gesamtfläche des  „nicht atmenden Lungengewebes“

3. Fläche der insgesamt ausgewerteten Lungenabschnitte (ohne Bronchien, Gefäße

    und Tumorgewebe)

4. Fläche der Fibrosebezirke

Die Untersuchungen zeigten, daß die Entwickung adenomatös-hyperplastischer

Lungenareale und die Ausdehnung silikotischer Narben bei der Ratte nicht

signifikant korrelieren. Durch die mehrmalige intratracheale Staubapplikation

werden Epitheldefekte gesetzt , die zu einem progredienten Lungenumbau

führen, der sich in der mit PVNO behandelten Gruppen nicht signifikant von

der unbehandelten Gruppe unterscheidet. Das morphologische Korrelat einer

Reparation dieser Epithelschädigung, nämlich die adenomatöse Hyperplasie, ist

aber in der mit PVNO behandelten Versuchstiergruppe - wenn auch nicht

signifikant - in geringerer Ausprägung vorhanden. Hieraus kann auf einen

protektiven Effekt von PVNO bezüglich dieser Läsionen geschlossen werden,

wie er hinsichtlich der Membranstabilisierung von Makrophagen bereits

mehrfach beschrieben wurde. (E. Grundmann, 1967; J. Bruch, 1973; J. Bruch,

J. W. Schlösser, 1977; H. Idel, 1981; M. R. Joos, J. Bruch, B. Rehn, I. Hille,

1987). Der protektive  PVNO-Effekt auf die Epithelzellen der terminalen

Bronchiolen und die alveolären Deckzellen reicht jedoch in diesem Tiermodell

offensichtlich nicht aus, um die Entstehung von Tumoren zu verhindern.

Anders als beim Menschen ist die Tumorentwicklung bei der Ratte

offensichtlich unabhängig von einer quarzstaubinduzierten Fibrose, die in der

einen Versuchsgruppe durch die PVNO-Behandlung weitgehend verhindert

wurde.
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6. Anhang

6.1. Abkürzungen

ADFL =   Adenomatöse Hyperplasie (mm²)

ADANZ       =    Anzahl der getrennt liegenden Areale der adenomatösen Hyperplasien

UMF             =    Umfänge der einzelnen Areale der adenomatösen Hyperplasien (mm)

NATFL  =    Nicht atmendes Lungengewebe (ohne Tumoren) (mm²)

PRFL             =    Präparategesamtfläche ohne große Bronchien, ohne Tumoren (cm²)

FIBR           =    Fibroseanteile (mm²) (ASM) in den Bezirken des nicht atmenden
                                Lungengewebes am Gleichen Präparat nach Umfärbung mit Siriusrot

ADBELU =    Prozentualer Anteil der adenomatösen Hyperplasie am  belüfteten
           Lungengewebe

ADFLCM2   =    Adenomatöse Hyperplasie in 1 cm² Lungengewebe (%)

ADANZCM  =    Anzahl der adenomatösen Hyperplasie in 1 cm² Lungengewebe (%)

UMFCM2      =    Umfänge der adenomatösen Hyperplasie in 1 cm² Lungengewebe (%)

BELU            =    Belüftetes Lungengewebe = Präparatefläche minus Fläche nicht atmen-
                                des Lungengewebe

ADBELU      =    Prozentualer Anteil der adenomatösen Hyperplasie am belüfteten
                                Lungengewebe

FIBRCM2    =    Fibroseanteil in 1cm² Lungengewbe

ADFLFIBR   =    Prozentualer Anteil der adenomatösen Hyperplasie an der Fibrose

TNR             =    Tiernummer

Q                   =    Gruppe Quarz

P                   =    Gruppe PVNO



Lf.Nr.   =    Laufende Nummer
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6.2 Tabelle ausgewertete Tiergruppen und ausgemessene Flächen

Lf.Nr.        Gruppe       TNR       ADFL       ADANZ       UMF       NATFL       PRFL       FIBR

    1                  q             59093      0.7008           208           59.88         57.54           1.95         17.91
    2                  q             59093      1.8200           395         141.37         38.94           2.33         21.11
    3                  q             59193      0.3990             85           31.67         32.23           2.05         23.04
    4                  q             59193      2.2100           226         115.79       154.05           2.65         45.67
    5                  q             59293      1.4000           230           89.85         76.23           1.93         13.42
    6                  q             59293      0.6850           122           50.84         40.11           1.25         26.44
    7                  q             59393      2.4300           472         173.70         64.39           2.17         31.58
    8                  q             59393      1.3600           187           94.02         49.22           1.73         47.68
    9                  q             59493      1.9100           243           83.54       136.17           2.77         22.73
  10                  q             59493      0.4700             91           37.60         58.36           2.23         10.69
  11                  q             59593      1.3800           281         102.53         84.15           2.43         12.25
  12                  q             59593      0.5200             92           33.32         84.09           1.92         18.02.
  13                  q               1330      0.2100             96           39.36         48.41           1.60         10.11
  14                  q               1332      1.3800           399         170.02         39.84           1.60           6.21
  15                  q               1333      0.1600             41           27.67         44.69           0.95         19.25
  16                  q               2283      1.2900           454         158.26         77.86           2.04         17.13
  17                  q               2284      0.6500           155         117.20         73.61           2.55         14.37
  18                  q               2285      0.2300           143           53.03         53.62           2.85         11.87
  19                  q               2286      0.1600             68           33.57         59.65           1.76           8.72
  20                  q               2287      0.1300             60           23.95         61.18           1.75         24.64
  21                  q               2288      0.6800           304         129.72         84.88           1.74         19.26
  22                  p             59693      1.2100           141           64.83         69.00           2.48           1.52
  23                  p             59693      0.2600             55           21.19       108.74           1.87           2.54
  24                  p             59793      0.2600             27           12.11         58.33           2.59           2.37
  25                  p             59793      0.0880               8             5.64         76.58           2.28           2.41
  26                  p             59893      1.8500           350         147.86       125.36           2.52           3.21
  27                  p             59893      0.1100             19             8.31         57.89           1.97           5.70
  28                  p             59993      0.5300           236           62.62         74.21           1.54           0.67
  29                  p             59993      0.4000             93           30.95         60.01           2.80           1.80
  30                  p             60093      0.2960             37           28.62         48.17           1.11           5.13
  31                  p             60093      0.2500             62           20.85         81.90           2.44           1.73
  32                  p             60193      2.1200           260         117.66         50.58           2.58           2.73
  33                  p             60293      1.4900           230           94.10       140.11           2.98           2.62
  34                  p             60293      0.3300             49           22.36         26.98           0.57           4.91
  35                  p               1334      0.6140           293         118.28         45.65           1.22           0.49
  36                  p               1335      0.0610             27           12.09         25.50           1.28           0.68
  37                  p               2292      0.1560             47           24.32         29.43           2.43           0.59
  38                  p               2293      0.2200             47           31.25         17.39           1.18           0.67



  39                  p               2294      0.1800             39           28.67         26.49           1.73           0.65
  40                  p               2296      0.0270             11             5.43         35.24           1.42           0.27
  41                  p               2297      0.1000             34           18.09         57.69           2.35           1.99
  42                  p               2298      0.0730             37           14.78         71.65           2.13           0.11
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6.3 Statistiktabellen

Gruppe = Quarz

Variable                N                    Mean                    Std Dev                    Minimum                 Maximum

ADFL 15                0.8354933               0.5628069                    0.1300000                 1.8950000
ADANZ             15            202.4000000           126.5310803                  41.0000000             454.0000000
UMF           15              83.9890000             47.9898680                  23.9500000             170.0200000
NATFL              15              65.4320000             18.3586581                  39.8400000               97.2650000
PRFL                     15                1.9696667               0.4793093                    0.9500000                 2.8500000
FIBR                     15              18.4533333               8.9994646                    6.2100000               39.6300000
ADFLCM2          15                0.4246962               0.2889051                    0.0742857                 0.9717949
NATFLCM2        15              34.0768676               8.4512852                  18.8140351               48.7816092
ADANZCM2      15            104.8631841             69.9423493                  34.2857143             249.3750000
UMFCM2            15              43.7458683             26.7969908                  13.6857143             106.2625000
BELU                    15            131.5346667             41.9776607                  50.3100000             231.3800000
ADBELU              15                0.6484231               0.4170034                    0.0994036                 1.3712508
FIBRCM2             15                9.9322034               5.4141419                    3.8812500               20.3230769
ADFLFIBR          15                5.2456105               5.2072522                    0.5282406               22.2222222

Gruppe = Quarz + PVNO

Variable                 N                    Mean                   Std Dev                    Minimum                 Maximum

ADFL             15                0.4725333              0.5539952                   0.0270000                    2.1200000
ADANZ               15              96.5666667            90.9503135                 11.0000000
293.0000000
UMF                     15              42.0193333            36.5262078                   5.4300000
118.2800000
NATFL                 15              54.9140000            24.3042055                 17.3900000
91.6250000
PRFL                     15                1.9296667              0.4804777                   1.1800000        
2.5800000
FIBR                     15                1.6990000              1.3955634                   0.1100000
4.4550000



ADFLCM2           15                0.2360222              0.2363824                   0.0190141             
0.8217054
NATFLCM2        15              28.3623610            10.7750345                 12.1111111
47.0676056
ADANZCM2      15              53.2170380            59.8116281                   7.1868583                240.1639344
UMFCM2            15              23.2846198            23.8015984                   3.6447639
96.9508197
BELU                    15            138.0526667            41.2925114                 76.3500000
213..5700000
ADBELU              15                0.3558830              0.3592551                   0.0252904
1.0220808
FIBRCM2             15                0.8496409              0.6640330                   0.0516432
2.1211268
ADFLFIBR          15              34.3703957            32.8190140                   5.0251256
125.3061224
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The SAS System

Variable:  FIBRCM2

Gruppe                  N                     Mean                                 Std Dev                                 Std Error

Quarz                    15                  9.93220343                         5.41414189                            1.39792543
Quarz+PVNO       15                  0.84964092                         0.66403304                            0.17145259

Variance          T                DF
Prob>ITI_______________________________________________

           
Unequal               6.4489                14.4                                    0.0001
Equal                  6.4489                28.0                                    0.0000

Variable:  BELU

Gruppe                  N                     Mean                                Std Dev                                  Std Error

Quarz                    15                   131.53466667                    41.97766066                        10.83858538
Quarz+PVNO       15                   138.05266667                    41.29251142                        10.66168060



Variance          T                DF
Prob>ITI_____________________________________________

Unequal               -0.4287               28.0                                     0.6714
Equal                    -0.4287               28.0                                     0.6714
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Variable: ADBELU

Gruppe               N                     Mean                                Std Dev                                  Std Error

Quarz                    15                   0.64842310                           0.41700345                          0.10766983
Quarz+PVNO       15                   0.35588296                           0.35925511                          0.09275927

Variances                T                      DF                                    Prob> ITI

Unequal                 2.0585               27.4                                     0.0492
Equal                      2.0585               28.0                                     0.0490

Variable: ADFLCM2

Gruppe                 N                       Mean                                 Std Dev                                 Std
Error

Quarz                      15                      0.42469615                         0.28890511                           0.07459498   
Quarz +PVNO        15                      0.23602221                         0.23638243                           0.06103368

Variance           T                   DF
Prob>ITI_______________________________________________

Unequal               1.9576                   26.9                                     0.1179
Equal                    1.9576                   28.0                                     0.0603



Variable: NATFLCM2

Gruppe          N                       Mean                                 Std Dev                                 Std Error

Quarz                15                      34.07686759                        8.45128521                           2.18211246
Quarz+PVNO       15                      28.36236096                      10.77503452                           2.78210195

Variance          T                 DF
Prob>ITI________________________________________________

Unequal                1.6162                26.5                                     0.1179
Equal                  1.6162                28.0                                     0.1173

Variable: ADFLFIBR

Gruppe                N                        Mean                                  Std Dev                                 Std
Error

Quarz                   15                       5.24561047                          5.20725216                            1.34450673
Quarz+PVNO     15                     34.37039572                        32.81901404                            8.47383299

Variance            T               DF
Prob>ITI______________________________________________

Unequal                  -3.3946              14.7                                      0.0041
Equal                       -3.3946              28.0                                      0.0021
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