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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Hintergrund: Die Asbestose ist eine von mehreren Lungenparenchymerkrankungen,
die mit einer diffusen interstitiellen Lungenfibrose einhergehen. Nach dem Register
der ,International Society of Heart and Lung Transplantation® (ISHLT) nimmt die
Anzahl der Patienten, die auf Grund einer Lungenfibrose transplantiert werden,
standig zu. Die Diagnose gestaltet sich nicht selten schwierig, ist jedoch fur die
Betroffenen mit positiver Berufsanamnese und Asbestexposition bedeutend.
Histologisch wird das Lungengewebe auf Fibroseareale und auf die Anwesenheit von
Asbestkorper untersucht. Ziel dieser Arbeit war es die anorganischen Fasern
unterschiedlicher Lungenerkrankungen mit Hilfe des Rasterelektronenmikroskops in
verschiedenen Vergro3erungen zu untersuchen und miteinander zu vergleichen.
Methoden: Sechs Gruppen menschlichen Lungen- und Lymphknotengewebes
wurden analysiert. 1. Kontrollgruppe, II. Silikose, Ill. Asbestose, IV. Chronisch
obstruktive Lungenerkrankung (COPD), V. Anthrakose, VI. Idiopathische
Lungenfibrose (UIP). Fiur die Faseranalysen wurden das Lichtmikroskop, die
Lungenveraschung und das Rasterelektronenmikroskop inklusive energiedispersive
Mikroanalytik verwendet.

Ergebnisse: Folgende Beobachtungen konnten im Vergleich der Lungenproben
gemacht werden. |I. Die Kontrollgruppe hatte die relativ  héchste
Kohlenstoffkonzentration (70,6 wt %). Il. Die Silikosegruppe hatte den hdchsten
Messwert fur Silizium (5,5 wt %) und Schwefel-Phosphat-Peak (1,2 wt %, 0,5 wt %).
lll. In der Asbestosegruppe waren sowohl die Silizium (4,2 wt%) als auch die
Aluminiumwerte (3,2 wt %) erhoht. IV. In der Gruppe der chronisch obstruktiven
Lungenerkrankungen konnte der geringste Kohlenstoffwert (61,4 wt %) und der
hdchste Magnesiumwert (0,5 wt %) gemessen werden. V. In der Anthrakosegruppe
war der hochste Chloridwert (2,5 wt %) nachweisbar. Auch waren die Werte fir Eisen
(2,6 wt %) und Silizium (2,4 wt %) erhoht. VI. In der Gruppe der idiopathischen
Lungenfibrose waren die geringsten Silizium (2,1 wt %) und Aluminiumwerte (0,7 wt
%). Die Elemente im Lungengewebe konnten ebenfalls im Lymphknotengewebe
nachgewiesen werden.

Unter den zehn verschiedenen Vergrol3erungen gab es keine reprasentative

Vergrof3erung fur alle Elemente oder Gewebsproben.



Zusammenfassung

Schlussfolgerungen: Die Rasterelektronenmikroskopie ist mit Hilfe der energie-
dispersiven Mikroanalytik eine gute Methode zur Identifizierung anorganischer
Fasern. Es war nicht moglich sich auf eine Vergrof3erung fur die Elemente oder

Gewebsproben festzulegen.



Zusammenfassung

Background: Asbestosis is a form of diffuse interstitial pulmonary fibrosis. Data of
the International Society of Heart and Lung Transplantation (ISHLT) showed an
increased number of patients with lungfibrosis and lung transplantation. The
diagnosis is difficult, however important for patients with anamnestically established
occupational exposure to asbestos fibers. Diagnosis rests on the pattern of fibrosis
and the presence of asbestos bodies by light microscopy in lung biopsies. The aim of
the study was to determine the asbestos fiber burden in patients with asbestosis
compared with fiber burden in different lung diseases under use of ten different
screen magnifications and the utilization of scanning electron microscope equipped
with X-ray energy-dispersive spectrometer.

Methods: Six groups of humans (each n=6) were analysed: I. Control, Il. Silicosis, Ill.
Asbestosis, IV. Chronic obstructive pulmonary disease (COPD), V. Anthracosis, VI.
Usual interstitial pneumonia (UIP). Fiber burden analysis was performed using light
microscopy, ash, scanning electron microscopy and energy-dispersive x-ray analysis
of lung parenchyma and lymph nodes.

Results: The observed specific differences in the local mineralogical analysis of lung
samples were: |. The control had the relative highest carbon (70.6 wt %)
concentrations. Il. Silicosis had the highest count of silicon (5.5 wt %) and a sulfur-
phosphate- peak (1.2 wt %; 0.5 wt %). Ill. In Asbestosis were distinctly elevated
silicon (4.2 wt %) and aluminum (3.2 wt %). IV. The chronic obstructive lung disease
had the lowest count of carbon (61.4 wt %) and the highest of magnesium (0.5 wt %).
V In Anthracosis was the highest chloride (2.5 wt %) concentration and elevated iron
(2.6 wt %) and silicon (2.4 wt %). VI. Usual interstitial pneumonia had lower silicon
(2.1 wt %) and aluminum (0.7 wt %) concentrations. Minerals of lung samples were
found in lymph nodes. In the ten screen magnifications were no representative
magnification for all minerals and samples.

Conclusions: Scanning electron microscopy with energy-dispersive x-ray analysis is
useful to identify difference of minerals in lung diseases. A specific magnification for

all minerals and lung samples was not found.
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Einleitung

2 Einleitung

Die Gewebebeurteilung von transplantationsbedurftigen parenchymatdsen diffusen
Lungenerkrankungen ist Aufgabe der klinischen Pathologie. Oft sind die
Krankheitsbilder bedingt durch eine auslésende Noxe (Pneumokoniosen), welche
histologisch nicht von denen mit ungeklarter Ursache zu unterscheiden sind. Dabei
ist bekannt, dass eine Korrelation zwischen der kumulativen Belastung gegenuber z.
B. silikogenen Stauben einerseits und der Haufigkeit einer COPD sowie obstruktiven
und restriktiven Lungenfunktionseinschrankungen andererseits besteht > 141 Fast
alle funktionell wirksamen Folgeerscheinungen nach Inhalationsschaden sind

berufsbedingt - 1% 19

Die Pathologie nimmt durch die Feststellung einer
Berufskrankheit oft eine gutachterliche Funktion ein. Interdisziplinar werden die fir
den Patienten herriihrenden Funktionseinschrankungen ermittelt, Heilbehandlungen
vorgeschlagen und die Minderung der Erwerbsféahigkeit festgelegt, welche ggf. durch
Geldleistung der gesetzlichen Unfallversicherung zu entschéadigen ist (nach 88 1 und
9 Abs. 1 SGB VII mit Nr. 4101 der BKV). Problematisch ist, dass das Beschwerdebild
des Patienten oft nicht mit der Bildgebung korreliert und andere
Untersuchungsverfahren keine hohe Aussagekraft besitzen oder mit einem hohen
Zeitaufwand verbunden sind '*°. Da je nach Krankheitshild nur wenige Monate bis
Jahre zwischen der Diagnosestellung und dem Versterben des Patienten liegen, sind
schnelle und objektive Verfahren mit der Mdglichkeit organische und anorganische
Noxen zu identifizieren notwendig **°. Zudem sieht die Falkensteiner Tagung 2010
bei  steigenden  Verdachtsanzeigen die  Dringlichkeit eines  sicheren
Feststellungsverfahrens fur die Betroffenen, deren Angehdrige und medizinische
Sachverstéandige (siehe Abb. 1).

Im klinischen Alltag werden Methoden wie lichtmikroskopische Begutachtung,
Lungenveraschung und bildgebende Verfahren eingesetzt. Die bisherigen
Untersuchungsverfahren sind jedoch vor allem in ihren analytischen Fahigkeiten und
der Bestimmung von Fasertypen beschrénkt und werden juristisch nicht immer
anerkannt ***. Besonders wegen der sehr langen Latenzzeit von Pneumokoniosen
von 10- 40 Jahren und somit der steigenden Bedeutung in den kommenden Jahren
richtet sich die Aufmerksamkeit auf Verfahren mit der Eventualitdt zur

190

Faseridentifizierung und Klassifizierung Das Raster- und

Transmissionelektronenmikroskop bietet mit Hilfe der EDX-Analyse die Mdoglichkeit

5



Einleitung

der Fasertypbestimmung *®°. Mit dem Rasterelektronenmikroskop (REM) lassen sich
auch bei geringer VergroBerung (1000x) Fasern zahlen. Die hoheren
VergréRerungen dienen dem Nachweis von Fasern, die 0,3 pm lang sind und einen

Durchmesser von 0,05 um aufweisen.

2000 4
1800 - 0 Expected ™ Occured
1600 -
1400 -
1200 A
1000 -
800 - =]
600 - —
400
200 -

g+ . g ‘ ‘ ‘ .
1996 2000 2004 2008 2012 2016 2020

Abbildung 1 Zunahme der berufsbedingten Pneumokoniosen
Abb. 1 Erwartete (1989) und aufgetretene BKen nach Nr. 4104 und 4105 **

2.1 Geschichte der Faseranalytik

Die ersten Publikationen zur Identifizierung von Asbestfasern stammen aus dem 20.
Jahrhundert.  Anfanglich  wurden die Asbestfasern als "eigentimliche
Pigmentiertkristalle" beschrieben %. Stewart und Haddow stellten eine Assoziation
mit der Asbestose her *®. Mit der Entwicklung der Elektronenmikroskopie von Knoll
und Ruska 1932, war es Kuhn 1941 mdglich die Asbestfasern in hoéhere

103, 107

VergroBerungen darzustellen Der entscheidende Schritt der heutigen

Faseranalytik gelang mit der Entwicklung der EDX-Technik.

Bereits 1976 beschrieben Berry et al. die elektronenmikroskopischen
Untersuchungen von Lungengewebe bei Patienten mit und ohne Pneumokoniosen
und wiesen auf den Zusammenhang zwischen der idiopathischen Lungenfibrose
(UIP) mit unbekannter Ursache und dem Vorfinden von anorganischen Partikeln

hin?3,



Einleitung

2.2 Translokation der anorganischen Fasern im menschlichen
Organismus

Lange Zeit ging man nach diversen Tierversuchen davon aus, dass sich die
Ausbreitung anorganischer Fasern allein auf das pulmonale Gewebe begrenzt und
es allenfalls zu einem Transport der Fasern in periphere Lungenanteile sowie der
Pleura kommt, was als ,Pleuradrift* bezeichnet wird . Ronald et al. ibertrugen diese
Hypothese auf den menschlichen Organismus®® 182,

Grundsatzlich muss die Verteilung der anorganischen Fasern nach aerogener
Aufnahme in eine primare und sekundare Translokation unterschieden werden.
Ersteres beinhaltet dabei den Abtransport der Fasern aus dem Lungengewebe durch
das lymphatische System. Besonders die hilaren Lymphknoten stellen eine der
Endstationen dar, wodurch die Anzahl der Silikatfasern hier oftmals 2-3mal hoher als
im Lungenparenchym ist. Die sekundare Translokation besteht im Wesentlichen aus
dem Ubertritt der Fasern aus dem Lymphsystem in die Blutbahn und somit in die
peripheren Organe, wobei stark durchblutete Organe wie Niere und Leber besonders

hohe Faserkonzentrationen aufweisen konnen'® 1%,

Beide Prozesse kdnnen sich iiber Jahre bis Jahrzehnte erstrecken (siehe Abb. 2) *#'.
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Abbildung 2 Primére und sekundare Translokation von anorganischen Fasern

Miserocchi et al. 2008 **’
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Die Alveolarmakrophagen spielen eine zentrale Rolle in der Verdauung der
eingeatmeten Asbestfasern. Allerdings ist die Arbeitsleistung der Makrophagen auf
eine FasergroRe von 10 pum begrenzt, wodurch die aufgenommenen Fasern nicht
vollstdndig abgebaut werden konnen. Es resultieren eine Selbstverdauung der
.Fresszellen* und das Freisetzen von verschiedenen Botenstoffen wie z. B.
Wachstumsfaktoren und Interleukin 1, wodurch Fibrozyten, Granulozyten und T-
Helferzellen in das Gewebe einwandern. Die Fibrozyten bilden vermehrt Typ IlI-
Kollagen, was letztendlich zu einer Fibrosierung des umliegenden Gewebes fihrt.
Auch nach Beendigung der Exposition setzt sich dieser Prozess unter Umstanden
fOft 60, 81, 135.

Die Lungenfibrose beginnt meistens subpleural und im Bereich der Bronchioli
respiratorii. Der Fibroseprozess schreitet in die Ductus alveoli, Alveolarsepten und
Bronchioli terminales fort. Es bilden sich im Lungeninterstitium Asbestosekorper
(siehe 2.4.2.5.6), die auch in den Lymphknoten nachgewiesen werden kénnen. Die
diffuse Fibrosierung der viszeralen Pleura ist assoziiert mit der Lungenfibrose. Ferner
kénnen Plaques in der Pleura parietalis nachgewiesen werden ***.

Auch auf zellularer Ebene kdnnen Veranderungen eintreten. Die Exposition mit
Asbest kann eine Inhibition der Glukose- 6 Phosphatdehydrogenase hervorrufen
oder beeinflusst die Genexpressionen, die fur die Steuerung der Proliferation und
1% Liu et al. beschrieben DNA-

Strangbriiche verursacht durch Krokydolith (Blauasbest) *°.

Apoptose der Zellen verantwortlich sind
Dies macht das
kanzerogene Potenzial deutlich. Davis et al. glaubte, dass Makrophagen mit Asbest
sich in Fibroblasten umwandeln und somit zur Entstehung der Fibrose beitragen
konnen *°.

Entscheidend scheint dabei auch der Asbesttyp zu sein. So weisen Amphibole
Fasern wie Krokydolith (siehe 2.4.2.5.3) eine hohere Uberlebenszeit im

68

menschlichen Organismus als andere Fasertypen auf Die gesteigerte

Biopersistenz ist auf eine erhdhte longitudinale Spaltung und auf eine geringere

Aufteilung in kleinere Fragmente zuriickzufiihren “°

. Im Gegensatz dazu wird vor
allem Weil3asbest in kleinere Bruchstiicke zerteilt, welche einfacher durch
Makrophagen verdaut bzw. Giber lymphatische Bahnen drainiert werden kénnen. Dies
erschwert unter Umsténden den Nachweis inhalierter anorganischer Fasern und wird

in der Literatur als das ,Fahrerfluchtphanomen* beschrieben %°.
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2.3 Rasterelektronenmikroskop

2.3.1 Funktionsweise

Das Rasterelektronenmikroskop (REM) ermdglicht eine Analyse organischer sowie
anorganischer Stoffe von einer Grol3e im nm- und pm- Bereich. Dabei erlaubt das
REM eine genaue Vorstellung der Morphologie, eine Elementanalyse sowie eine
sichere GréRenmessung der Partikel mit hoher Genauigkeit. VergroRerungen von 10-
100000x sind durchfihrbar. Die zu untersuchende Probe wird durch einen
Elektronenstrahl abgetastet. Durch die Interaktion der Elektronen mit der Oberflache
entstehen Sekundarelektronen und Ruckstreuelektronen. Je nach Detektor werden
diese registriert und nach verschiedensten elektronischen Prozessen in Grauwerte

am Bildschirm umgewandelt.

2.3.2 EDX- Analyse

Die energiedispersive  Mikroanalytik ist als Untersuchungsverfahren zur
Charakterisierung anorganischer Elemente in humanen Lungen - und

Lymphknotengewebe grundsatzlich geeignet %

. Aus der Zusammensetzung der
nachgewiesenen Elemente kann aufgrund bekannter Standards auf den Fasertyp (z.
B. von Asbestfasern) zuriickgeschlossen werden. Dabei werden die im
Periodensystem gangigen Elemente in nicht ionisierter Form erfasst und angegeben
%, Die Sensitivitat der Analytik ist hoch, so dass ein Minimum von 20 ppm Tremolit in
Chrysotil-Proben erkannt werden kann. Es liegen umfangreiche Kenntnisse der
Klassifikation der zu untersuchenden Lungenerkrankungen vor, so dass eine
eindeutige Zuordnung der Proben zu den entsprechenden Krankheitsentitaten

sichergestellt werden kann 3° 168183,



Einleitung

2.4 Pneumokoniosen

Der Begriff Pneumokoniosen wurde erstmals 1867 durch Friedrich A. Zenker
eingefithrt **, Dabei handelt es sich um Lungenerkrankungen, die durch Inhalation
von Stauben mit anschlielender Ablagerung in der Lunge und nachfolgender
Gewebereaktion hervorgerufen werden. Besonders anorganische Staube fuhren zur
Entstehung von entschadigungspflichtigen Berufserkrankungen wie der Silikose und
der Asbestose.

Je nach GroRRe, Konzentration und Expositionsdauer konnen die Auspragung der
Krankheit und Beschwerden der Betroffenen sehr unterschiedlich sein. Die Vielzahl
der in den alveolaren Kompartimenten der Lunge vorkommenden Zelltypen bieten
eine breite Angriffsflache fur entziindliche und benigne Veranderungen wie Fibrosen
und Asbestosen, aber auch fir Neoplasien wie das asbestassoziierte

Pleuramesotheliom " 125,

1935 beschrieben Lynch und Smith erstmals den
Zusammenhang zwischen der Inhalation von Asbest und der Entstehung von
malignen Lungenerkrankungen.

Auch nach Beendigung der Exposition besteht weiterhin ein Krebspotenzial durch
bereits inhalierte Fasern. Die Latenzzeit der Silikose ist kiirzer als die von Asbestose.
Allerdings kann diese durch eine besonders hohe Faserexposition verkirzt sein.
Somit ist in den nachsten Jahren 2015-2020 mit einem Anstieg an Pneumokoniosen
zu rechnen, was der Faseranalyse eine grof3e Bedeutung zukommen lasst.

Nicht zu vernachléassigen ist die synergistische Wirkung verschiedener Noxen.
Mehrfach ist ein vermehrtes Auftreten von Bronchialkarzinomen bei
asbestexponierten Rauchern als bei Nichtrauchern nachgewiesen worden 2.

Aber auch die Transportwege der aufgenommenen Fremdstoffe, speziell die
drainierenden Lymphbahnen bis hin zur Pleura viszeralis, kbnnen im Rahmen von
Krankheitsprozessen betroffen sein. Bedingt durch die Translokation und
Faserdigestion sind die Fasersuche- und Identifikation oft erschwert.

Drei grundsatzlich verschiedene Pathogenesen konnen fir die Entstehung von
Gewebsveranderungen als gesichert angesehen werden: Zum Ersten die Genese
auf dem Boden einer langfristigen chronischen Entzindungsreaktion im pulmonalen
Interstitium, zum Zweiten eine dominant interstitiell fibrosierende Reaktion, die als
Folge einer Asbestfaseraufnahme auftritt, und zum Dritten eine offenbar priméar aus

unbekannter Ursache fibrosierende Lungenerkrankung, die als idiopathische

10
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Lungenfibrose bezeichnet wird, und oft schon nach wenigen Jahren zur
respiratorischen Insuffizienz im Endstadium fahrt, die nur noch mit Hilfe einer
Transplantation behandelt werden kann. Im Gegensatz dazu imponiert das
histologische Bild der COPD durch eine oft massive Emphysembildung.

Im Laufe der Jahre hat neben der korperlichen Untersuchung, Rontgen- Thorax,
Lungenfunktionstests, Veraschungen, Biopsien, Sputumdiagnostik vor allem die
mikroskopische Begutachtung an Bedeutung gewonnen.

2.4.1 Silikose (BK Nr. 4101)
2.4.1.1 Definition

Bei der Silikose handelt es sich medizinisch betrachtet um morphologische
Veranderungen der Lunge, die durch die Inhalation von Quarzstaub (SiO2; 1- 5 pum)
oder  Staubgemischen  verursacht  werden®®*.  Demnach  wird die
Quarzstaublungenerkrankung in  die reine Quarzstaubsilikose und in die
Mischstaubsilikose unterteilt. Die haufigste Form der Mischstaubsilikose stellt die
Anthrakosilikose dar, wie sie vor allem bei Bergleuten vorkommt. Die Mortalitatsrate
betragt auf die europaischen Lander bezogen zwischen 0.91/100000 und
7.36/100000 von 1985-1986 '*°.

Durch das Einatmen dieser Noxen kommt es Uber die Ausschittung von Zytokinen
und Oxidantien zu Veranderungen und Entzindungen im Gewebe, die haufig in
einem Lungenemphysem, einer Lungenfibrose, einem Cor pulmonale oder in
restriktiven  Lungenerkrankungen miinden .  Die damit assoziierten
Lungenfunktionseinschrankungen mussen unter anderem fiir die Bestimmung der
Minderung der Erwerbsfahigkeit diagnostiziert, begutachtet und festgehalten werden.
Radiologisch sind disseminierte, teils rundliche Verschattungen unterschiedlicher
Grof3e und Dichte zu erkennen. Zusatzlich kdnnen sich Schwielenbildungen im Ober-
und/oder  Mittelfeld zeigen. In einem  Versicherungsfall muissen 2
Entschadigungsvoraussetzungen gewahrleistet sein: 1. Die Einwirkung von
kristallinen Kieselsauren ist durch die Arbeitsanamnese gesichert. 2. Durch eine RO-
Thorax- Aufnahme der Lunge mit der Streuungskategorie von mind. 1/1 (seit 1990)
nach der ILO-Klassifikation 1980 / 2000. Des Weiteren kann die CT-Klassifikation zur

Begutachtung herangezogen werden ®’. Allerdings korrelieren Beschwerdebild und
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% Demnach gilt in einem

der radiologische Befund nicht immer miteinander
Leistungsfall nach der S2- Leitlinie fur Diagnostik und Begutachtung der
Berufskrankheit Nr. 4101 Quarzstaublungenerkrankung (Silikose) der AWMF, dass
auch bei einem geringen Streuungsgrad in der Bildgebung, das entsprechende
Beschwerdebild und die standardisierte Diagnostik zur Einschatzung pulmonaler
Funktionsstérungen geniigen, um eine Entschadigung herbei zu fiihren **. Zu den
Risikofaktoren werden Staubkonzentration in der Atemluft, der Anteil der
alveolengangigen Staubfraktion, der Gehalt an freier Kieselsaure (SiO,), die Art der
Begleitstaube, die Expositionsdauer, die individuelle Suszeptibilitat auf Kieselsaure

und die Reinigungsfahigkeit der Lunge gezabhilt.

2.4.1.2 Histologie

Makroskopisch zeigen sich lber die gesamte Lunge verteilte Kndtchen, welche je
nach inhaliertem Staub unterschiedliche Farben haben kdnnen. Der Staub wird von
den Makrophagen im Lungeninterstitium und den Lymphknoten zusammengetragen
(siehe Abb. 3 und 4). Die Entziindungsreaktionen in den Depots gehen auch nach
Expositionsstopp  weiter. Es entstehen Fibrosezonen und sogenannte
Silikoseknodtchen, welche hyalinisieren konnen (siehe Abb. 5). Diese
Verschwielungen konfluieren und weisen zum Teil nekrotische Veranderungen auf.
,Das klassische Silikosegranulom besteht aus einem mehr oder weniger
konzentrisch  geschichteten Zentrum aus zwiebelschalenartig gelagerten
Kollagenfasern, umgeben von einem lockeren Staubzellensaum, welcher durch die
0.g. Mechanismen UuUber einen Recyclingprozess freigesetzter Kristalle die
,Wachstumszone“ des Granuloms darstellt *® "°. Reichel et al. fiihrten den Begriff
.Eierschalensilikose” ein und beschreiben damit die Verkalkung hilarer und
mediastinaler Lymphknoten.

Polarisationsoptisch zeigen sich u. a. doppelbrechende Quarzkristalle.

12
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Abbildung 3 Silikose Abbildung 4 Silikose
Abb. 3 Silikose Lungeninterstitium, Goldner-Farbung 5x
Abb. 4 Silikose Lymphknoten, Goldner-Farbung 20x

Abbildung 5 Silikose
Abb.5 Silikoseknétchen/ Granulom, HE-Farbung 10x
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2.4.1.3 Klassifikation

Beruhend auf die Klinik und Histologie existieren verschiedene Variationen der
Silikose: Die nodulare, komplizierte (massiv progressive Fibrose; Knodtchen > 1cm)
und die diffuse interstitielle Fibrose (chronisch) **°. Die Auspragung der silikotischen
Veranderungen wird pathologisch-anatomisch meist in 3 Schweregrade eingeteilt *°°.
Je nach Ausmald der radiologischen Veranderungen lasst sich die Silikose in
mehrere Stadien einteilen. Nach der bereits erwahnten ILO-Klassifikation wird
anhand des rontgenologischen Bildes u.a. nach der KnétchengrolRe (p = pinhead, bis
1,5 mm; m = micronodular, unter 3 mm; n = nodular, iber 3 mm), der Knétchendichte
(1 = vereinzelt, 2 = zahlreich, 3 = dichtstehend), und der Ausdehnung zu Herden
konfluierter Knétchen (HerdgroRen der Kategorien A = bis 5 cm, B = bis 1/3 der
Lungen, C = ausgedehnte Verschwielungen > B), sowie nach extrapulmonaler
Ausdehnung und Folgeerscheinungen (u.a. em = Emphysem, pl = pleurale
Beteiligung, hi = grofRe Hiluslymphknoten, cp = Cor pulmonale) die Einteilung

vorgenommen (siehe Anhang Abb. 59 und 60).

2.4.1.4 Diagnostik und Begutachtung

Neben der ausfuhrlichen Berufsanamnese muissen auf3erberufliche Ursachen
ausgeschlossen werden. Gibt die Berufsanamnese und Klinik (Husten, Sputum,
Dyspnoe) hinreichenden Verdacht auf das Bestehen einer Berufserkrankung, so
sollte eine Rontgen-Thorax veranlasst werden. Bestehen weiterhin Zweifel, muss ein
Zweitgutachter hinzugezogen werden. Konnen die Zweifel nicht ausgeraumt werden,
wird ein HRCT durchgefiihrt. Im Rontgen sind ein retikulares Muster und scharf
markierte disseminierte Knoétchen im Ober- und Mittellappen prominent. Die
Funktionseinschrankungen miussen objektiviert und quantifiziert werden und
erfordern somit eine qualitatsgesicherte Lungenfunktionsprifung auf der Basis der
Empfehlungen der wissenschaftlichen Fachgesellschaften 2% 147 1% Dabei miissen
Spirometrie  mit  Flussvolumenkurve, Ganzkorperplethysmografie  ggf.  mit
Bronchodilatationstest, Bestimmung der CO-Diffusionskapazitat, Blutgasanalyse,
Spiroergometrie, EKG und evil. Dopplerechokardiografie bei Hinweisen auf
Druckerhdhung im  kleinen  Kreislauf ~ durchgefuhrt werden. In  der
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rasterelektronenmikroskopischen EDX-Analyse zeigen sich im Spektrenbild neben
dem zu erwartenden Silizium und Sauerstoff (SiO,) Spuren von Aluminium, Eisen,

Mangan, Magnesium, Kalzium und Natrium 3.

2.4.1.5 Therapie

Eine wirksame Behandlung der Silikose gibt es derzeit nicht. Die weitere Exposition
des Schadstoffes sollte vermieden und wenn mdglich das Rauchen aufgegeben
werden. Allerdings kann durch Atemgymnastik die Atemhilfsmuskulatur trainiert
werden. Bei jungen Patienten wird neben einer Sauerstofftherapie und die
Behandlung mit antiinflammatorischen und/oder broncho-dilatorischen
Medikamenten auch eine Lungentransplantation in Betracht gezogen. Die WHO
empfiehlt ein Vergleichsrontgenbild zu Beginn der Berufsaufnahme. Anschliel3end
nach 2- 3 Jahren und dann alle 2- 5 Jahre. Es sollten jahrlich eine Spirometrie und
Fragebogen zu evtl. neu aufgetretenen Symptomen erfolgen. Ist dies nicht mdéglich,
ist in der gleichen Frequenz ein Rontgen-Thorax anzustreben. Eine generelle
Gesundheitsiberwachung zum Beispiel im Rahmen betriebsarztlicher/hausarztlicher
Untersuchungen sollte lebenslang erfolgen *%°.
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2.4.2 Asbestose (BK Nr. 4103)
2.4.2.1 Definition

Trotz des generellen Asbestverbots 1993 in Deutschland kann durch die
zunehmende Asbestverarbeitung in den Entwicklungslandern keine Reduktion des
Asbestverbrauchs verzeichnet werden. Russland nimmt dabei die fihrende Position
in der Asbestproduktion ein, gefolgt von Kanada und China. Die weltweite
Asbestproduktion im 20. Jahrhundert ist in Tabelle 1 dargestellt. Die hitze-, bruch-,
dehn- und saurefesten Asbest- und Mineralfasern dienten nicht nur der thermischen
Isolierung. Aufgrund ihrer Eigenschaften wurden diese seit 1920 unter anderem von
der Metall-, Bau- sowie der Textilindustrie in tiber 3000 Produkte verarbeitet 5. Die
Latenzzeit betragt 20-30 Jahre, wodurch in den kommenden Jahren mit einem
Anstieg an Erkrankungen zu rechnen ist. 1924 beschrieben Cook et al. erstmals das
Auftreten von fibrotisch veréanderten Arealen in der Lunge als asbestassoziierte
Erkrankung **. Ein Jahr spater wurde der Begriff Asbestose durch Thomas Oliver
eingefihrt. Letztlich handelt es sich um eine durch Asbestfaserstaub verursachte,
nicht granulomatdése Fibrose der Lunge mit Ahnlichkeiten zur Usual Interstitial
Pneumonia (UIP), mit begleitenden chronisch-entziindlichen Veranderungen und
Betonung der mittleren und basalen Lungenareale *°'. Die Inhalation von
Asbestfasern (>5 um; Lange- Breitenverhaltnis von 3:1; WHO Fibers) ist als
potenziell gesundheitsschadlich einzustufen und kann zu bdsartigen Veranderungen
im humanen Gewebe fuhren. Zu den asbestassoziierten Erkrankungen zahlen die
Asbestose, asbestassoziierte Pleurabefunde wie z. B. die Asbestpleuritis und
Pleuraplaques sowie das Pleuramesotheliom und andere maligne Prozesse *’. Eine
additive Wirkung bei Rauchern und dem Einwirken von Asbest ist bekannt und weist
eine 50-100 fach erhohte Inzidenz in der Entstehung von Malignomen auf ® *2. Die
Klinik kann sowohl asymptomatisch sein als auch mit Dyspnoe, trockenem Husten,

Thoraxschmerzen und zentraler Zyanose einhergehen.
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Asbestos production

Former Soviet Union

Canada

South Africa

Zimbabwe

China
Brazil
Italy

United States

World production

1900

102000

1960

598 743

1970

1065 943

983 200

Cumulati
ve during
the 20th
century

67100000

26436 | 313514 | 1014647 1507420 | 320 000 | 60500000
158 24 850 | 159540 | 287 416 18 782 | 9920000
NA 50809 | 121529 | 79832 145 000 | 8690000
NA 20015 | 81647 | 172 365 370 000 | 7700000
_ 500 3538 16 329 170 000 | 4540000
NA 8271 59914 | 118 536 _ 3860000
956 18198 | 41026 | 113683 5260 | 3280000
31587 | 573728 | 2213533 | 3493800 | 2070000 | 17400000
0

Tabelle 1 Asbestproduktion in Europa 1920- 2000 (in Tonnen)
Quelle: HESA Newsletter, 2005 (-- =zero; NA = no data available)
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2.4.2.2 Histologie

Die feste Asbestoselunge imponiert durch ihre grauliche Verfarbung. Zudem kénnen
die fibrotischen Verdnderungen vor allem auf den Schnittflachen der unteren
Lungenlappen festgemacht werden. Nebenbefundlich findet man Verklebungen der
Pleura und sogenannte Honigwabenstrukturen, die durch subpleurale zystenartige
Veranderungen sichtbar werden (Abb. 6 und 7). Histologisch ist die Asbestose von
der UIP abzugrenzen. Die Asbestose weist Asbestkorper (freiliegend oder/und
umhllt sog. ,, ferruginous bodies® (siehe 2.4.2.5.6) und eine interstitielle subpleurale
Fibrose auf. Allerdings ist diese Fibrose mit weniger Entzindungsreaktionen und
Fibroblastenherde vergesellschaftet. Auch ist bei der UIP nur selten eine Fibrose der
Pleura viszeralis, wie es bei der Asbestose der Fall ist, zu erkennen. Das
Lymphknotengewebe zeigt keine typischen Veranderungen. In der Mehrzahl sind sie
braunlich bis schwarz verfarbt und vergrof3ert. In den Helsinki- Kriterien werden fur
die Diagnose einer Asbestose eine interstitielle Fibrose in reprasentativem
Lungenparenchym (ohne Tumorgewebe) und der Nachweis von 2 oder mehreren
Asbestkorpern auf einer Probengrof3e von 1 cm? gefordert. Ferner kann auch der
Nachweis von unverhiillten Asbestfasern in Verbindung mit Asbestosen vom gleichen

Labor erbracht werden.

Abbildung 6 Asbestose Abbildung 7 Asbestose

Abb.6 Rechter Unterlappen, Lunge, Goldner-Farbung, 20x

Abb.7 Linke Lunge, Asbestose und Pleuramesotheliom

18



Einleitung

2.4.2.3 Klassifikation

Nach den Vorgaben des Pneumokoniose-Komitees des Kollegs Nordamerikanischer

Pathologen wird die Asbestose in 4 Schweregrade eingeteilt "

,<Asbestose Grad 1 bzw. Minimalasbestose: Die Fibrose bezieht die Wand
wenigstens eines Bronchiolus respiratorius ein, mit oder ohne Ausdehnung in die
Septen der unmittelbar angrenzenden Alveolen. Eine Zone nicht fibrosierter
Alveolarsepten muss zwischen den benachbarten Bronchiolen vorhanden sein.
Asbestose Grad 2: Neben den Veranderungen wie bei der Asbestose 1. Grades sind
nun die Alveolargdnge mit zwei oder mehr Schichten der angrenzenden Alveolen
fibrosiert.

Asbestose Grad 3: Neben den Veranderungen wie bei der Asbestose 2. Grades lasst
sich eine Konfluenz der Fibrosierungen belegen. Die Fibrosierungen betreffen
mindestens die Alveolarsepten zweier benachbarter Bronchiolen.

Asbestose Grad 4: Neben den Veranderungen wie bei der Asbestose 3. Grades
lassen sich neu gebildete Hohlrdume nachweisen, deren GroRRe die eines Alveolus
Uberschreitet. Diese Verdnderungen werden auch unter dem Begriff ,Wabenlunge®

zusammengefasst > ¢,

2.4.2.4 Diagnostik und Begutachtung

Die Diagnostik der Asbestose unterliegt einem vorgegebenen Algorithmus (siehe
Anhang Abb. 62) '* °1 Im Wesentlichen stehen zur Objektivierung der
Lungenfunktionsstérungen die gleichen diagnostischen Mdglichkeiten zur Verfigung
wie bei der Silikose oder anderen pulmonalen Erkrankung. Eine Biopsie allein zur
Diagnosesicherung ist allerdings nicht zul&ssig. Auch hier kann auf eine Bildgebung
(Rontgen- Thorax, CT) nicht verzichtet werden. Dabei sind die Rontgenbilder durch
kleine irreguldre Verschattungen und Pleuraplagues gekennzeichnet. Eine
Minimalasbestose ist rontgenologisch nicht zu erfassen **8. Bei unklaren Befunden in
der Rontgen- Thoraxaufnahme ist ein HRCT indiziert. In den HRCT-Bildern lassen
sich typischerweise honigwabene Strukturen erkennen. Die Klassifizierung findet
nach der ILO und ICOERD statt " ¥, Eine Minimalasbestose ist laut den bisherigen

Kriterien nur dann zu diagnostizieren, wenn sich in den fibrotisch veranderten
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Lungenarealen auch Asbestkérper lichtmikroskopisch nachweisen lassen. Zu Recht
ist dies in der Falkensteiner Tagung 2010 diskutiert worden, denn die
Lichtmikroskopie lasst eine Diagnose bedingt durch die Fasertranslokation und
FasergroRe < 0,2 ym nur eingeschrankt zu. Betroffen ist davon vor allem das
Chrysaotil, welches sich einer lichtmikroskopischen ldentifizierung entzieht.

Des Weiteren besteht durch den sogenannten Mikado- Effekt die Mdglichkeit, dass
durch die unterschiedliche r&umliche Anordnung der Fasern viele Fasern nicht
identifiziert werden kdnnen, da sie nicht parallel zur Schnittflache liegen. Andere,
bereits umhiillte Fasern dirfen nicht zwangslaufig mit der Asbestose assoziiert
werden, solange nicht die eigentliche Faser (Kern) analysiert worden ist ** ***. Diese
umhullten Fasern sind allgemein in  Ferruginous Body und einem
Pseudoasbestkorper (eisenumhiillte nicht Asbestfaser z. Bsp. Aluminium, Talk) zu
unterscheiden. Gibt die lichtmikroskopische Untersuchung keinen ausreichenden
Hinweis auf Asbest als Ursache fir die Symptome sind Lungenstaubanalysen

unverzichtbar 1%,

Solche Faser- und Elementanalysen lassen sich mittels
Rasterelektronenmikroskop oder Transmissionsmikroskop und der Mdoglichkeit der
EDX-Analyse durchfihren, denn auch die Lungenveraschung liefert neben der
Asbestkorperkonzentration, der Grof3e und den Hullstrukturen keine Aussage Uber
die Faserart . Der Asbestnachweis mit dem REM ist durch die BIA Arbeitsmappe 26
Lfg. 1l/01 festgehalten. Folgend werden die fur die Asbesttypen spezifischen

Merkmale beschrieben.
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2.4.2.5 Asbestidentifizierung und EDX-typische
Spektrenunterschiede

Asbest wird in Serpentine und Amphibole unterteilt. Zu den Serpentinen gehort
Chrysotil (Weil3asbest) und zu den Amphibolen Anthophyllit, Krokydolith

(Blauasbest), Amosit (Braunasbest) und Tremolit (siehe Tab. 2).

2.4.2.5.1 Chrysotil 3Mg0.2Si0,.2H,0

Eine lang zurtickliegende Chrysotilexposition ist in der Regel durch staubanalytische
Untersuchungen nicht mehr nachweisbar. Nur in Einzelféllen konnten auch nach
langen Interimszeiten elektronenmikroskopisch erhdhte pulmonale Chrysotilgehalte

nachgewiesen werden. Zudem kann dann der Magnesiumgehalt verloren gehen **
109-110

2.4.25.2 Amosit 7Fe0.7Mg0.8Si0,.H,0

Siehe Tabelle 2.

2.4.25.3 Krokydolith Na20.Fe203.3Fe0.8Si0O,.H,0

Gefahrlichste Form unter den Asbesttypen aufgrund der erhdéhten Assoziation mit

dem Mesotheliom.

2.4.2.5.4 Aktinolith/Tremolit Ca, (Mg, Fe)s Si80,, (OH),

Genauso wie Anthophyllit kommt diesen beiden Typen keine grof3e kommerzielle
Bedeutung zu. Sie kommen aber gehauft mit anderen Mineralien wie Talk und

Eisenerz vor .

2.4.2.5.5 Anthophyllit 7Mg0.2Si0,.2H,0

Siehe Tabelle 2.
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2.4.2.5.6 Asbestos Bodies (Asbestosekdrper) und Ferruginous Bodies

Im Rahmen der Faseranalyse sind die sogenannten ,nackten“ Fasern von den
umhullten Fasern zu unterscheiden. Die Ferruginous Bodies gehdren zu den
umhullten Fasern und finden sich sowohl im Lungenparenchym als auch in den
lymphatischen Bahnen. Asbestkorper sind dabei transparente Asbestfasern
umgeben von Proteinen sowie gold gelben Eisenverbindungen und kdénnen eine
perlenschnurartige Formation annehmen. Die Lange variiert zwischen 10- 300 pm.
Ferruginous Bodies weisen eine &hnliche Morphologie auf, besitzen jedoch keine

Asbestfaser als zentrale Struktur 2> 3% 72,
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Faserart

Chrysotil

Amphibolasbest

Aktinolith

Anthophyllit

Krokydolith

Tremolit

Sonst.
anorg.
Fasern

Identifizierungkriterien

—Mg- und Si-Peak deutlich,
Verhéltnis

—Fe- und Mn-Peak maglich,
—Al-Peak fehlend oder sehr
klein

Bemerkung

Chrysotil aus Asbestzement:
zusatzlicher

Ca-Peak durch Bindemittelreste

maoglich

Chrysotil aus
Magnesiumestrich:
zusatzlicher Cl-Peak
moglich

Da es sich bei den
Amphibolasbesten um

eine Mineralgruppe

handelt, unterscheiden

sich die Spektren hinsichtlich
detektierter

Elemente und deren
Peakhohen

—Si-, Fe-, Ca-Peak deutlich

—Mg-Peak schwach bis
deutlich

—Na-Peak mdglich

—Al-Peak fehlend oder sehr

klein

Ubergange zu Tremolit
vorhanden

—Si-, Fe-Peak deutlich,
Verhaltnis

—Mg-Peak und Ca-Peak
moglich

—Al-Peak fehlend oder sehr

klein

— Si-, Mg-Peak deutlich

— Fe-Peak schwach bis deutlich

— Al-Peak fehlend oder sehr
klein

Eine Abgrenzung zu
Fetthaltigem

Talk ist mit

dieser Methode in der
Regel nicht mdglich.

— Si-, Fe-Peak deutlich

— Na-Peak schwach

— Al-Peak fehlend oder sehr
klein

— Si-, Mg-, Ca-Peak deutlich
— Al-Peak fehlend oder sehr
klein

Ubergénge zu Aktinolith
vorhanden

typische Hauptelemente
kénnen sein:

Na, Mg, Al, Si, K,

Ca, Fe

weiterhin kdnnen
auftreten:

Ti, Mn, Ba, Zr, B

Tabelle 2 Identifizierungskriterien fir Faserstdube durch der EDX-Analyse 24
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2.5 COPD
2.5.1 Definition

Die COPD gilt als die haufigste Lungenerkrankung, die sowohl tGiber inhalative Noxen
zur Aktivierung korpereigener Entzindungsreaktionen fihrt aber auch gleichzeitig
durch die Aufnahme von Fremdstoffen (u.a. Teerprodukte) primar betroffen ist. 2004
waren laut der WHO 64 Mio. Menschen an der COPD erkrankt, wobei in den
Industrielandern jahrlich ca. 400000 Menschen sterben ',

Aufgrund der COPD-typischen Einschrankung der Clearance-Funktion der
Atemwege kommt es fast regelhaft zu erheblichen sekundaren Ablagerungen von
Mischstaub in der Lunge.

Nach der Definition der ATS, ERS und GOLD handelt es dich bei der COPD um
einen vermeidbaren und behandelbaren Krankheitszustand mit vermindertem
Luftumsatz, welcher nicht vollstandig reversibel ist. Gewdhnlich ist diese Erkrankung
progredient und mit abnormalen Entzindungsreaktionen der Lunge gegenuber
Noxen oder Gasen vergesellschaftet, am ehesten verursacht durch Nikotinabusus.
Obwohl die COPD primar das Lungengewebe betrifft, entstehen ebenso
Konsequenzen fiir den gesamten menschlichen Organismus 4. Die Morbiditat steigt
mit dem Alter. Das Gewebe reagiert auf die verschiedenen Noxen mit
Entzindungsreaktionen, welche zu einem Gewebeuntergang fuhren und die
Abwehrmechanismen beeintrachtigen (siehe Abb. 8 und 9) *'. Diese Vorgénge
werden durch oxidativen Stress, dem Ungleichgewicht zwischen Proteasen und
Antiproteasen, die Anwesenheit von CD8+ Tcl Lymphozyten und Makrophagen
unterstitzt. Klinisch prasentiert sich die obstruktive Lungenerkrankung in

progressiver Dyspnoe, chronischem produktivem Husten und Gewichtsverlust **.

G14 ; .. 3
L T L AL L R T A ‘ ‘
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Abbildung 8 COPD Abbildung 9 COPD

Abb. 8 und 9 Lungengewebe und Lymphknoten eines COPD-Patienten
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2.5.2 Histologie

Das Lungengewebe fallt durch riesige Emphysembullae auf. Histologisch

manifestieren sich eine Drisenhypertrophie, Becherzellenvermehrung mit erhohter

Schleimproduktion, Basalmembranverdickung und zahlreichen Makrophagen bis hin
12, 189

zum zentroazinaren/zentrolobuldaren Emphysem (siehe Abb.10)

Abbildung 10 COPD
Abb. 10 Grobblasiges Lungenemphysem, HE-Farbung
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2.5.3 Diagnostik und Begutachtung

Zu den Standardverfahren zahlen eine ausfiihrliche Anamnese (Nikotinabusus,
Familienmitglieder mit COPD) und korperliche Untersuchung. Im Rahmen der
apparativen Diagnostik zeigt die Spirometrie eine verminderte Flusskurve
(postbronchodilatator FEV1/FEC < 70%). Je nach Beschwerdebild und Limitierung
der FEV1 teilt die GOLD die COPD in 4 Schweregrade ein. Der eingeschrankte
Gasaustausch spiegelt sich in einem erhdhten pCO2 in der Blutgasanalyse wieder.
Im Gehtest zeigt sich eine verminderte Belastbarkeit der Patienten. Die bildgebende
Diagnostik (Rontgen- Thorax, CT) kann Klarheit in Bezug auf Abgrenzung zu
anderen Erkrankungen bringen. Typisch sind Abflachung des Zwerchfells verursacht
durch das sogenannte Airtrapping und eine erhdhte Transparenz des

Lungengewebes *2.

2.5.4 Therapie

Neben dem Stopp des Nikotinabusus, Rehabilitation, Gewichtsreduktion,
Sauerstofftherapie und nicht invasiver Beatmung ist die Medikamentgabe mit 32-
Agonisten, Anticholinergika, Kortikosteroide, Phosphodiesterase 4 Inhibitoren,
Vakzinen, Antibiotika, Mukolytika, Antitussiva, Vasodilatoren bei pulmonaler
Hypertonie zur Verbesserung der Symptomatik moglich. Als operative
Therapieoptionen gelten die Bullektomie, die Lappenreduktion und schliel3lich die

Transplantation > *7°.

26



Einleitung

2.6 Idiopathische Lungenfibrose (UIP)

2.6.1 Definition

Die idiopathische Lungenfibrose wird zu den interstitiellen Lungenerkrankungen
gezahlt. Sie ist in der Regel eine progrediente, irreversible Erkrankung mit oft letalem
Ausgang unbekannter Ursache. Nach der American Thoracic Society und der
European Respiratory Society zahlt die idiopathische Lungenfibrose gegenwartig als

eigenstandige Entitat zu den idiopathischen interstitiellen Pneumonien, welche in

folgende Kategorien eingeteilt sind (siehe Abb. 11 und 12) *" 2,
e NSIP (nonspecific interstitial pneumonia)
e DIP (desguamative interstitial pneumonia)
e RB-ILD (respiratory bronchiolitis interstitial lung disease)
e COP auch BOOP (bronchiolitis obliterans organizing pneumonia)
o AIP (acute interstitial pneumonia)
e LIP (lymphoid interstitial pneumonia)

Neben den sieben Kategorien besteht die Gruppe ,nichtklassifizierbare interstitielle
Pneumonie®, die dann verwendet wird, wenn keine genaue Zuordnung maglich ist.
Die IPF mit unbekannter Ursache nimmt aufgrund der aggressiven Verlaufsform und
damit schlechten Prognose (MUZ 2,8 Jahre) eine Sonderstellung ein. In der Regel
manifestiert sie sich nach dem 5. Dezennium. Die Inzidenz liegt bei ca. 7-10 Féallen
pro 100000 “. Nikotinabusus und genetische Veranlagung stellen eigenstandige
Risikofaktoren dar.

Dyspnoe und Husten sind erste unspezifische Anzeichen. Obwohl definitionsgeman
eine Ursache nicht bekannt ist, treten bei Rauchern und in der Metall- und

Holzverarbeitung gehauft Falle mit UIP auf *.
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Abbildung 11 UIP Abbildung 12 UIP

Abb. 11 und 12 Fibrotisch verédndertes Lungengewebe eines UIP-Patienten

2.6.2 Histologie

Die UIP (Usual Interstitial Pneumonia) ist das histologische Korrelat zur
idiopathischen Lungenfibrose. Typisch ist das Auftreten von sogenannte UIP-Muster
(Siehe Anhang Abb. 63 und 64). Besonders in den subpleuralen und paraseptalen
Bereichen treten sowohl Fibrosezonen als auch honigwabene Gewebsstrukturen auf.
Die Luftraume kénnen dabei mit Schleim gefillt sein und das umliegende Gewebe
imponiert mit eingeschwemmten Entzindungszellen. Neben dem meist durch
vorangegangene Kollageneinlagerungen veréandertem Lungenparenchym existieren
parallel Lungenabschnitte mit akuten Prozessen, erkennbar an den
Fibroblastenherden bei erhaltener Architektur (Abb. 13 und 14). Die
Entzindungsreaktion ist eher schwach und es finden sich Lymphozyten,

Plasmazellen und eine Hyperplasie der Typ 2 Pneumozyten 1% 101157, 184

Abbildung 13 UIP Abbildung 14 UIP
Abb. 13 und 14 Lungen- und Lymphknotengewebe mit anthrakotischen Ablagerungen bei UIP, (40x),
Goldner-Farbung
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2.6.3 Diagnostik und Begutachtung

Um die Diagnose einer UIP stellen zu kbénnen, ist der histopathologische oder
radiologische Nachweis erforderlich. Dartber hinaus sollten alle anderen Ursachen
(Asbestose, Kollagenosen und EAA) eines fibrotischen Gewebsumbaus
ausgeschlossen sein *®. Seit 2011 ist es méglich aufgrund eines typischen CT-
morphologischen UIP-Musters die Diagnose zu stellen **’. Dem entsprechend ist das
Bild einer idiopathische Lungenfibrose im HRCT charakterisiert durch retikulare
Verdichtungen, Bronchiektasien und subpleurale Honigwabenstrukturen, die als
gebindelte zystische LuftrAume von ca. 3-10 mm Durchmesser auftreten. Die
mediastinalen Lymphknoten kdnnen vergro3ert sein (<1,5 cm). (siehe Anhang Abb.
63 und 64). Treten im CT keine typischen UIP-Pattern auf, so kann eine Biopsie und
mikroskopische Untersuchung Aufschluss geben. Histologisch sind UIP-Muster
typischerweise durch eine subpleurale oder paraseptale Komplexfibrosierung sowie
Honigwabenstrukturen, Heterogenitat beziglich der raumlichen Verteilung,
Fibroblasten- Foci und dem Fehlen eines anderen Musters gekennzeichnet *2.

Eine grindliche Anamnese und kdrperliche Untersuchung sind essenziell.

2.6.4 Therapie

Die Therapie besteht im Wesentlichen aus der Sauerstofftherapie und
medikamentoser Therapie mit Azathioprin (Cyclophosphamid), Acetylcystein,
Interferon-y, Bosentan, Pirfenidon oder im kurativem Ansatz die Transplantation **°.
Aktuell kann eine Monotherapie mit Corticosteroiden oder Colchicin nicht empfohlen

werden 8.
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2.7 Anthrakose
2.7.1 Definition

Das Einatmen von Kohlestaub (Umweltbelastung, Tabakrauch, Untertage) flhrt Gber
verschiedene Entzindungsreaktionen im Lungengewebe zu Kohlemakulae und
Kohleknétchen. Bei anhaltender Kohlestaubexposition kénnen die Inflammationen in
einer progressiven massiven Fibrose enden. Zu den immer wieder diskutierten
Risikofaktoren gehoren die Kohlestaubkonzentrationen, Expositionsdauer, Technik
der Kohlegewinnung, Inkohlungsgrad, genetische Disposition und nach neuesten

Untersuchungen der Eisengehalt *2*

. Quarz scheint hierbei nur eine untergeordnete
Rolle zu spielen. Die Therapie der Anthrakose besteht im Wesentlichen aus der

Kontaktvermeidung und einer symptomatischen Behandlung.

2.7.2 Histologie

Makroskopisch lassen sich schwarze isolierte Knoétchen, welche zum Tell
miteinander vernetzt sind unterhalb der Pleura, entlang den GefaRen und den
Septen erkennen. Histologisch zeigen sich fir die Anthrakose typisch irregulér
auftretende Kohlemakulae vor allem in den oberen Lungenabschnitten (siehe Abb.
15 und 16). Diese Kohlemakulae wurden von dem Comittee of the College of
American Pathologists definiert.

Die Makulae konnen eine GroRe von 1- 5 mm. Dennoch sollten bei irregularen
Verdichtungen auch immer an andere Staubeinwirkungen gedacht werden. Zu
beachten ist, dass die Unterscheidung der Zusammensetzung bei Menschen mit
einer positiven Berufsanamnese von denen, die Umweltstauben (Stadtbevdlkerung)

ausgesetzt sind, oft nicht moglich ist.
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Abbildung 16 Anthrakose

Abb.16 Lungengewebe mit anthrakotischen Ablagerungen, 5x, Eisenfarbung
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2.7.3 Klassifikation

Zur Einteilung steht die fir die Pneumokoniosen geltende ILO-Klassifizierung zur
Verfigung. Man unterscheidet zwischen dem Auftreten von kleinen und grof3en
Verschattungen. Unterschreiten die Verdichtungen eine Grol3e von 2 cm spricht man

von einer einfachen Anthrakose (coal workers simple pneumoconiosis) 2.

2.7.4 Therapie

Neben der Expositionsvermeidung bleibt oft nur die symptomatische Therapie.
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2.8 Kontrollgruppe

Die autosomal rezessiv vererbte cystische Fibrose ist durch eine Genmutation im
CFTR-Gen gekennzeichnet und resultiert in einem defekten Chloridkanal. Damit ist
die Wassersekretion vermindert und es kommt zu einer viskdsen Schleimproduktion
%5 Makroskopisch fallen in den Luftwegen quer verlaufende Muskelwiilste und
Schleimhautausbuchtungen auf, welche mit Schleim gefillt sind. Im Réntgenbild sind
diese Schleimansammlungen als Sekretanschoppung zu erkennen. Neben dem
beschriebenen pathologischen Gewebe finden sich auch nicht veranderte

Lungenabschnitte.

2.8.1 Histologie

Histologisch zeigt sich eine Hypertrophie der submukdsen Drusen bzw. Hyper- und
Metaplasien der Becherzellen. Diese bieten eine Angriffsflache fur Infektionen, die zu
weiteren Veranderungen im Lungengewebe fuhren. Daflr charakteristisch ist die
Infiltration von Granulozyten in den Bronchialwanden und im Lungenparenchym. Des
Weiteren kann es zu einer Dilatation der distalen Atemwege, den sogenannten
Bronchiektasien kommen.

Die cystische Fibrose ist eine sehr aggressive Erkrankung, die haufig nur mit einer
Lungentransplantation im jugendlichen Alter Uberlebt wird. Damit sind die
explantierten Lungen weniger stark mit Umweltgiften belastet, als in allen anderen
Gruppen (siehe Abb. 17).
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Abbildung 17 Kontrolle
Abb. 17 Gesundes Lungengewebe; 10x, HE-Farbung
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2.9 Fragestellung

Ziel der Untersuchungen ist die rasterelektronenmikroskopische Charakterisierung
energiedispersiver Spektren an einem gut dokumentierten klinischen Kollektiv von
transplantationsbedtrftigen Lungenerkrankungen (idiopathische Lungenfibrose,
COPD) in Relation zu Fallen mit bekannter Asbestbelastung, Quarzstaubbelastung
und einem Kontrollkollektiv (nicht-transplantierte Spenderlungen). Dabei sollen
sowohl das Lungenparenchym wie auch regionares Lymphknotengewebe analysiert

werden.

Die Auswertung erfolgt hinsichtlich der qualitativen Zusammensetzung und (semi-)
guantitativen Mengen mittels EDX nachgewiesener Elemente zum einen
intraindividuell (Lunge vs. LK) aber auch gruppenspezifisch (z. B. idiopathische
Lungenfibrose vs. Spenderlunge oder vs. Asbestoselunge) bei verschiedenen
VergroRerungen (100x-4000x bzw. 5000x).
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3 Material und Methoden

Im vorliegenden Projekt wurden rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen an
Lungengeweben explantierter humaner Lungen sowie autoptisch gewonnener
Lungen von Patienten mit transplantationsbedurftigen Lungenerkrankungen (z. B.
idiopathische Lungenfibrose, Endstadium-COPD) und von Patienten mit bekannter
Staub- bzw. Faserstaubbelastung durchgefiihrt. Dabei  wurde  sowohl
Lungenparenchym aus peripheren Anteilen der Lunge wie auch zentral gelegene
Hiluslymphknoten analysiert. Die histologische Beurteilung war zuvor in den

Instituten far Pathologie an den Universitatskliniken Giel3en und Homburg erfolgt.

Unter Beteiligung des Instituts fur Arbeits- und Sozialmedizin in Dusseldorf, des
Instituts und der Poliklinik flr Arbeitsmedizin und Sozialmedizin in GielRen, der
Gesellschaft fir Schadstoffmessung und Auftragsanalytik in Neuss und des
Mesotheliomregisters in Bochum, des berufsgenossenschaftlichen Instituts fur
Arbeitsschutz der Deutschen Gesetzlichen Unfallversicherung (BGIA) und des Max-
Planck-Instituts in  Dortmund im Jahre 2000 bis 2001 sind die
Unterscheidungskriterien der einzelnen Fasertypen im menschlichen Lungengewebe
klar  definiert (Lfg. 11l/2000 unter Verwendung eines Feldemissions-
Rasterelektronenmikroskops-FE-REM-Methode, nach BIA Arbeitsmappe 26 Lfg.
11/01; 7489/2001).

3.1 Patientenkollektiv und Proben

Zur rasterelektronenmikroskopischen Analytik mit anschlieRender Ermittlung der
EDX-Spektren wurden 37 Lungengewebsproben untersucht. Von denselben Fallen
wurde jeweils eine Probe von Lungenhiluslymphknotengewebe (n=37) zur EDX-
Analytik  vergleichend herangezogen. Insgesamt wurde Lungen- und
Lymphknotengewebe von 6 Patienten mit idiopathischer Lungenfibrose mit UIP-
Pattern, 6 Patienten mit fortgeschrittener COPD, 6 Patienten mit einer Asbestose, 7
Patienten mit einer Quarzstaubbelastung und 6 Patienten mit fortgeschrittener
Anthrakose untersucht. (siehe Abb. 18).
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10

Anzahlder Falle

1 T T T T T 1
ulip COPD Silikose Ashbestose Kontrollen Anthrakose

Diagnosen

Abbildung 18 relevante Gruppen: Referenzlungen und Erkrankungsgruppen

Als Kontrolle diente nicht-transplantiertes Lungengewebe (n=6) ohne wesentlichen
pathologischen Befund in der Lichtmikroskopie und Lungengewebe von Explantaten
junger Transplantatempfanger bei Mukoviszidose.

Die Patientengruppe wurde dabei von den Jahren 1997- 2008 zusammengestellt und
beinhaltet sowohl weibliche als auch mannliche Patienten. Das durchschnittliche
Alter der Patienten zum Zeitpunkt der Probegewinnung ist in Abb. 61 dargestellt.

Als Mindestanforderung ist eine Probe von ca. 1- 2 cm® peripherem Lungengewebe
erforderlich. Bei der Probe darf es sich nicht um Tumorgewebe oder entziindetes
Gewebe handeln. Eine reprasentative Probe sollte weder im Hinblick auf eine
besondere Unversehrtheit noch auf spezielle Ablagerungen oder Verfarbungen
ausgesucht werden. Wenn kein Nassgewebe mehr vorhanden sein sollte, kann auch
in Paraffin eingebettetes Gewebe verwendet werden. Der Gewebeaufschluss folgt
den Vorgaben der BIA- Arbeitsmappe 26 Lfg III/01 (Institut fur Arbeitsschutz—BGIA
der Deutschen Gesetzlichen Unfallversicherung e. V. (DGUV). Messung von
Gefahrstoffen—BGIA-Arbeitsmappe—Expositionsermittlung  bei  chemischen und
biologischen Einwirkungen. Loseblattsammlung, Stand 2009. Berlin: Erich Schmidt;
2009).
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1.

2.

Kontrollgruppe: Insgesamt wurden von 6 Probanden jeweils peripheres
Lungengewebe und Hiluslymphknoten untersucht. Die autoptisch
gewonnenen Gewebsproben stammten von jungen Patienten mit
angeborenen organischen Dysfunktionen. Als weiteres
Untersuchungsmaterial dienten Explantate von Patienten mit der Diagnose
einer cystischen Fibrose. Aufgrund des Alters konnte von einer sehr geringen
bis keinen Staubbelastung ausgegangen werden. Hinweise auf ein passives
Einatmen von Nikotin im elterlichen Haushalt konnten nicht eruiert werden.
Auch bei Patienten mit cystischer Fibrose sind neben den pathologisch
veranderten Bereichen unveranderte Lungengewebsareale vorhanden, die mit
gesundem funktionsfahigem Lungengewebe vergleichbar und somit als

Kontrollgruppe geeignet sind.

Silikosegruppe: f: (engl.) silicosis; syn. Quarzstaublunge; Form der
progredienten, kollagendsen Pneumokoniosen durch Inhalation
alveolengangigen, kieselsaureanhydridhaltigen Staubs (kristallines SiO2;
Cristabolit- o. Tridymit- Partikel < 5 Mikrometer), Es wurden jeweils 6
Lungengewebs- und 6 Lymphknotenproben analysiert. Zusétzlich ist eine
gestanzte Lungengewebsprobe aus einem Paraffinblock untersucht worden.
Das Material wurde von den oft untergewichtigen Lungen mit schwarz- grau
verfarbter Pleura viszeralis und kndtchenartigen Veranderung entnommen.
Bei der Gewinnung der Lymphknoten wurde besonders auf die fur die Silikose

typischen verschwielten Lymphknoten geachtet.

3. Asbestosegruppe: f: (engl.) asbestosis; syn. Asbeststaublunge,

Bergflachslunge; Form der progredienten, kollagentsen Pneumokoniosen
durch Inhalation asbestfaserhaltiger Staube. Auch in dieser Gruppe waren
von 6 Probanden jeweils eine Lungengewebsprobe und eine
Lymphknotenprobe Gegenstand der Untersuchung. Die Proben wurden zum
gro3en Teil von den unteren Lungenlappen entnommen. Auffallig waren vor

allem die Plaques, welche sich tGber Pleura erstreckten.
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4. COPD- Gruppe: f: (engl.) chronic obstructive pulmonary disease. “Chronische
Lungenkrankheit mit progredienter, nach Gabe von Bronchodilatoren und
/oder Glukokortikoiden nicht vollstandig reversibler Atemwegsobstruktion auf
dem Boden einer chronischen Bronchitis und/oder eines Lungenemphysems.“
Von den 6 Patienten wurde das Lungengewebe aus den emphysemartigen

Abschnitten der Lunge entnommen. Die Lymphknoten stammten vom Hilus.

5. Anthrakosegruppe: f: (engl.) anthracosis, black lung; syn. Kohlenstaublunge;
Form der persistierenden, nicht kollagendsen Pneumokoniosen durch
Ablagerung eingeatmeten Kohlenstaubs. Besonderes Augenmerk wurde auf
die makroskopisch sichtbaren anthrakotischen Ablagerungen bei der
Resektion der Gewebsproben gelegt. Enthommen wurden von 6
Testpersonen jeweils eine Lungengewebs- und eine Lymphknotenprobe.

Vorzugsweise wurden die Proben aus den unteren Lungenlappen gewonnen.

6. UIP- Gruppe: Diese Erkrankung gehért zu den interstitiellen
Lungenerkrankungen und fuohrt im Verlauf zu Entzindungen des
Lungeninterstitiums mit Einbeziehung der alveolo-kapillaren Membranen.
Durch Zunahme des Bindegewebes kommt es zu einer Lungenfibrose z.T. mit
Honigwabenstruktur. Die zu untersuchende Probenzahl und —art ist mit den

Ubrigen Gruppen identisch.
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3.2 Rasterelektronenmikroskop mit EDX-Analysen

Die Proben wurden mit dem Rasterelektronenmikroskop von FEI/ Philips (FEI/ Philips
XL30 FEI Company, Hillsboro, Oregon, USA) und mit EDX-Analysen (EDAX Super
ultra thin 91 Mc Kee Drive, Window technology, Mahwah, NJ 07430, USA)
gemessen. Die Messtechnik des Rasterelektronenmikroskop und der EDX-Analysen

sind fur die vorgenommenen Probenmessungen ein etabliertes Verfahren.

3.2.1 EDX- Analysen an asbesthaltigen Dachplatten

Bevor die Messungen der Proben stattfinden konnten, wurde das Gerét kalibriert.
Anschlieend erfolgten mehrere EDX-Analysen an asbesthaltigen Eternitplatten
(Chrysotil) (siehe Abb. 19 und 20). Dazu wurde die Beschleunigungsspannung auf
20 kV und die Arbeitsentfernung (working distance) auf 10 mm eingestellt. Die
Einstellung des Fokus ist Uber die z-Richtung des Probentisches durchgefuhrt
worden. Die abgebildeten Spektren zeigen die fir Asbest typische
Elementkonstellation. Alle fir die Untersuchung wichtigen Elemente sind darstellbar.
Da die Peakhtohen von dem verwendeten Detektor und den Gerateparametern
abhangen, missen unter den gegebenen Bedingungen eigene Referenzspektren

von den Faserarten, z. B. unter Zuhilfenahme von Standardproben, erstellt werden.

i

I Eternit M1 Chrysotil

1.00 200 .00 4.00 5.00 5
[SIEEREET DT26:27 Lsec: 80 Prst:Mone [Crts:87 lken 1 460 Fs:2390

Abbildung 19 EDX- Analyse
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Abbildung 20 EDX- Analyse

3.2.2 Probenauswahl und Ausschlusskriterien

Vor Beginn der Untersuchung am REM wurde die Eignung der jeweiligen Proben
durch die lichtmikroskopische Begutachtung an Routine- (HE) und Goldner-
Farbungen der korrespondierenden Schnittflache Uberprift. Dabei bezogen sich die
Auswahlkriterien auf die fur die einzelnen Gruppen spezifischen histologischen
Merkmale. Préparate mit entziindlichen Ver&nderungen oder Anzeichen fur ein

malignes Geschehen wurden von den Untersuchungen ausgeschlossen.

Die durchschnittliche ProbengréRe des peripheren Lungengewebes und der
Hiluslymphknoten betrug ca. 0,5- 1cm®. Im Anschluss wurde eine Halfte des Blockes
in Paraffin (Paraffin, Muller GmbH KAUFMANNS und Co. KG, Wetzlar, Deutschland)
eingebettet. Dazu wurde das in Formalin (Formaldehydlosung 4 %, Otto Fischar
GmbH & Co. KG, Saarbricken, Deutschland) fixierte Gewebe mit Hilfe einer
aufsteigenden Alkoholreihe (Ethylalkohol, Berkel AHK, Alkoholhandel GmbH & Co.
KG, Ludwigshafen, Deutschland) entwassert und in das Intermedium Xylol (Xylol,
Otto Fischar GmbH & Co. KG, Saarbrticken, Deutschland) gegeben. Anschliel3end
wurde das Xylol durch heiRes Paraffinwachs ersetzt. Die Gewebsstliicke wurden
dann vollstandig mit Paraffin in einer Schale bedeckt. Sobald das Paraffin erkaltet

war, konnte es aus der Giel3form entfernt und Paraffinschnitte angefertigt werden.
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Die andere Halfte wurde wieder in Formalin gegeben und diente der EDX-Analyse
am REM. Die nicht korrespondierende Flache wurde mittels Farbe zur spateren
Identifizierung markiert (siehe Abb. 21).

Karres. |SF
LM REM 1ecm

e— 1em——]

Abbildung 21 Schnittflache.
Abb.21 Lichtmikroskop (LM), Rasterelektronenmikroskop (REM), korrespondierende Schnittflache
(Korres. SF).

3.2.2.1 Herstellung von Paraffin-Schnittpraparaten

Die Paraffinschnitte wurden mittels Schlittenmikrotom (Mod. 2035 Biocut, Leica,
Instruments GmbH, Nussloch, Deutschland) angefertigt. Von dort werden die ca. 4
Mikrometer dicke Schnitte auf ein erhitztes Wasserbad (40 °C) (Typ WB 24, EDAX
Nagel GmbH, Kiel, Deutschland) tbertragen, wo durch die Oberflachenspannung der
Schnitt gedehnt und Falten geglattet wurden. Hinterher konnten die Schnitte auf
saubere und fettfreie Standardobjekttrager (76x 26 mm, R. Langenbrinck,
Emmendingen, Deutschland) aufgenommen und zum Trocknen in einem 37 °C
warmen Brutschrank (Memmert GmbH & Co KG, Schwabach, Deutschland) platziert

werden.
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3.2.2.2 Hamatoxylin-Eosin-Farbung Automat

Die Paraffinschnitte wurden zum Entparaffinieren zuerst 4 x fir eine Minute in Xylol
und anschlieBend fur eine weitere Minute in Alkohol gegeben. Nach einer kurzen
Spulung mit Wasser (Aqua, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland)
wurden die Schnitte fir 10 Minuten in die Hamatoxylinldosung (Hamatoxylinlésung,
Waldeck GmbH & CoKG, Division Chroma Munster; Deutschland) getaucht. Dadurch
werden vor allem die Zellkerne gefarbt. Sie erscheinen im Lichtmikroskop blau,
dunkelviolett bis schwarz. Eine weitere 10-minutige Spulung mit Wasser folgte. Nach
der Gegenfarbung mit Eosin (Eosin G 0,5% wassrig, Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland) und erneuter Spilung wurden die Schnitte zum Wasserentzug in eine
aufsteigende Alkoholreihe bis zu absolutem Alkohol fiir jeweils 3 Minuten gegeben.
Durch das Eosin werden Zytoplasma, Kollagen, Erythrozyten und Keratin in
unterschiedlichen Rottonen gefarbt. Schlie3lich werden die Proben 2 x in Xylol
gegeben und eingedeckt. Nach kurzem Trocknen erfolgte eine Qualitats- und
Eignungskontrolle mittels Lichtmikroskop (Olympus BX 50, Olympus Deutschland
GmbH, Hamburg, Deutschland).

3.2.2.3 Goldner-Farbung

Auch bei dieser Farbung wurden die Schnitte zunachst entparaffiniert und mit Alkohol
bedeckt. Danach gelangten die Proben fir 5 Minuten in die Elastikalosung (Elastika
v. Gieson Kit A+B, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland). Nach ausreichendem
Spulen mit Wasser wurde Ponceau-Saurefuchsin-Azophloxin  (Ponceau-
Saurefuchsin, MORPHISTO Evolutionsforschung und Anwendung GmbH, Frankfurt
am Main, Deutschland) hinzugegeben, welche mit 1,5 % Essigsaurelésung
(Essigsaure; MORPHISTO Evolutionsforschung und Anwendung GmbH, Frankfurt
am Main, Deutschland) ausgewaschen wurde. Zur Entfarbung des Bindegewebes
wurde die Phosphorwolframsaure Orange G Losung, (Phosphormolybdéansaure
Orange G Il A, MORPHISTO Evolutionsforschung und Anwendung GmbH, Frankfurt
am Main, Deutschland) verwendet. Diese Losung wurde wiederum mit Essigsaure
abgespult. Folglich fand eine Gegenfarbung mit Lichtgrin (Lichtgrin; MORPHISTO
Evolutionsforschung und Anwendung GmbH, Frankfurt am Main, Deutschland) statt.
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Abschlie3end konnten die Schnitte gereinigt und mit Hilfe von Alkohol entwassert
werden. Die Vorgange des Eindeckens und der Qualitatskontrolle entsprachen der
HE-Farbung.

Diese Farbung dient der differenzierten Darstellung von Bindegewebskomponenten.
Das Farbergebnis spiegelt sich in braunschwarze bis blauschwarze Kerne, orangem
bis rotem Zytoplasma, leuchtend roten Erythrozyten, hellrotem Muskelgewebe und

grinem Bindegewebe und Kollagen wider.

3.2.3 Versuchsablauf
3.2.3.1Vorversuche

3.2.3.1.1 Spektrenanalyse mit konventionellen Methoden

Es stellte sich im Verlauf der Untersuchungen heraus, dass eine korrekte Beurteilung
der EDX- Spektren nur dann vorgenommen werden konnte, wenn die konventionelle
Probenvorbereitung der Rasterelektronenmikroskop modifiziert wurde, da das
eingebrachte Osmium (Osmium, Science Services, Munchen, Deutschland) zu

Uberlagerungen mit anderen Elementen (v.a. Aluminium) fiihrte.

3.2.3.1.2 Veraschungsfilter

Als Alternative sollte die Untersuchung von Veraschungsfilter durch das REM dienen.
Die Herstellung des Veraschungsfilters erfolgte nach dem Standard Operating
Procedure des Instituts fir Allgemeine und Spezielle Pathologie des
Universitatsklinikums des Saarlandes, Homburg/Saar (Siehe Anhang, Tab. 16, SOP
Asbestkorperchen Nachweis). Nach Empfehlungen der ERS Working Group sollten
die Lungengewebsproben aus den Apices von Ober- und Unterlappen sowie aus den
basalen Anteilen des Unterlappens eines Lungenfliigels gewonnen werden. Als
Mindestanforderung sind ca. 1-2 cm® peripheres Lungengewebe erforderlich. Bei der
Probe sollte es sich nicht um Tumorgewebe oder entziindetes Gewebe handeln. Die
Probe sollte weder auf eine besondere Unversehrtheit noch auf massive
Ablagerungen ausgesucht werden. Der Durchmesser des Veraschungsfilters betragt
ca. 5 cm. Da ein solch grolB3er Probenteller zurzeit nicht im Sortiment des
Elektronenmikroskopzubehdrs auf dem Markt zu finden ist, wurde dieser manuell

hergestellt. Dazu wurde wiederum das Technovit 3040 angerthrt und in einen aus
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Plastik bestehenden Messbehalter gegeben bis dieser bis zur 5 ml Grenze mit dem
Kleber befullt war. Nach der Polymerisation und Auskihlung wurde die nun harte
Plastikscheibe aus dem Messbecher entfernt und die Scheibe konnte unmittelbar zur
Weiterbearbeitung genutzt werden. Um diesen Probentrdger vor Ruickstrahlung/
Streustrahlung zu schitzen wurde er nun mit doppelseitig klebenden Kohleband
(Kohleband G 3939 A, PLANO GmbH, Wetzlar, Deutschland) vollstandig beklebt. Der
Rand wurde zusatzlich mit Aluminium (Aluminisiertes G 265, PLANO GmbH, Wetzlar,
Deutschland) versehen. Damit der Probenteller Halt auf dem Probentisch im REM
hat, wurde ein konventioneller Probenteller an der Mitte der Unterseite befestigt. Soll
ein bereits mit Entellan eingebetteter Filter untersucht werden, muss dieser bis zu
mehreren Tagen in Xylol geldst werden. Eine ausreichende Trocknung des Filters ist
unumganglich, da er sonst bei der Kohleverdampfung verbrennt. Deshalb sollte ein
Besputtern mit Gold bevorzugt werden (siehe Abb. 22). Die Methode ist wie die
Lichtmikroskopie zur ldentifizierung von (Pseudo)- Asbestkdrpern einsetzbar (siehe
Abb. 23 und 24). Letztlich ist die Methode durch die Probengré3e und den damit
verbundenen Zeitaufwand sowie der Hitzeunbestandigkeit gegenuber dem

Elektronenstrahl des Rasterelektronenmikroskops beschrankt.
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Abbildung 22 Veraschungsfilter

c

ng 24 Asbestfaser

Abbildung 23 Asbestfaser Abbild

Abb. 23 Elektronenmikroskopaufnahme einer Asbestfaser

Abb. 24 Lichtmikroskopaufnahme (40 x) einer Asbestfaser
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3.2.3.1.3 Gewebevorbereitung fur das REM

Zunachst mussten die Proben in Anpassung an die Grof3e in Alkohol in aufsteigender
Reihe 30 %, 40 %, 50 %, 70 %, 80 % und 90 %, 96 % jeweils fir eine halbe Stunde
entwassert werden.

Danach wurden die Proben aus dem Alkoholbecken in das Becken mit der
Fixierungslosung gelegt. Dabei sollten die Proben nicht zwischengelagert werden,
um ein Austrocknen des Gewebes zu verhindern. Die Fixierungsfliissigkeit bestand
zu gleichen Teilen aus 96%igen oder absoluten Ethanol (50 ml) und der Basislosung
des Technovits 7100 (50 ml) (Technovit 7100, Heraeus Kulzer GmbH, Werheim/ Ts,
Deutschland). Zu diesen 100 ml wurden 1 g Harter 1 (Pulver) (Technovit 7100,
Heraeus Kulzer GmbH, Werheim/ Ts, Deutschland) gegeben. Diese
Vorbereitungslosung ist fur 4 Wochen gekuhlt bei 4 °C haltbar. Je nach Gewebeart
und -dicke wurden die Préaparate 12 bis 24 h infiltriert. Nach dieser Zeit wurden zu 15
ml Vorbereitungslésung 1 ml Harter 2 (Technovit 7100, Heraeus Kulzer GmbH,
Werheim/ Ts, Deutschland gegeben und diese dann in die Histoform (Histoformen S,
Heraeus Kulzer GmbH, Werheim/ Ts, Deutschland) eingebracht (siehe Abb. 25 und
26). Die Praparate wurden in diesen Formen ausgerichtet und evtl. mit weiterer
Flussigkeit aufgefullt bis sie vollstandig bedeckt waren. Hinterher musste die Form
mit Plastikfolien luftdicht abgeschlossen werden. Evtl. entstandene Blasen kdnnen
mit einer Nadel und einer Tuberkulinspritze (1 ml Spritzen, B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland) aufgefullt werden. Mit elastischer Folie (Parafim ,M“
Laboratory Film, Pechiney Plastic Packing, Chicago, USA) wurde das gesamte
System luftleer abgedichtet. Nach Aushartung wurden die Plastikfolien entfernt und
die Oberflache trocken gewischt. Ein schnellhartender Kunststoff (Technovit 3040,
Heraeus Kulzer GmbH, Werheim/ Ts, Deutschland), welcher als Kleber zur
Befestigung der Probe am Histoblock (Histoblock, Heraeus Kulzer GmbH, Werheim/
Ts, Deutschland) fungierte, wurde auf das ausgehartete Methacrylat verteilt.
Nachdem dieser ausgehartet war, lie3 sich das eingebettete Praparat aus der
Histoform entfernen (siehe Abb. 26). Nun wurden die Proben mit Hilfe eines
Mikrotoms (Feather Microtome Blade A 35, Produkte fiir die Medizin AG, Koéln,
Deutschland) so lang bearbeitet bis die gesamte Flache des Gewebes angeschnitten

war (siehe Abb. 27). Auch diese Schnitte wurden mittels Goldner-Farbung koloriert.
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Die Farbezeiten mussten  entsprechend angepasst  werden. Nach
lichtmikroskopischer Begutachtung wurden die zu messenden Stellen durch ein
Skalpell fir das REM markiert. Humanes Gewebe ist in der Regel nicht elektrisch
leitend. Gold, Silber und Kohle stellen hier die géangigsten Sputtersubstanzen
(Sputter Coater, Quorum Technologies, Newhaven, UK) dar, um die Proben leitfahig
zu machen (siehe Abb. 28). Bei der Auswahl des Sputtermaterials wurde jedoch
darauf geachtet, dass keine zusatzlichen Elemente im Spektrumbild erscheinen, die
besonderer Erlauterung bedurfen. Deshalb wurde auf die Kohlefadenverdampfung
(Balzers SCD 030 Kohle-Verdampfer, Bal-Tec AG, Furstentum, Lichtenstein) bei ca.
1 Torr Arbeitsvakuum zuriickgegriffen. Eine Behinderung der Asbestidentifikation
findet durch Kohle, Gold oder Silber nicht statt. Des Weiteren ist bei der Analyse die
Schwefelkomponente des Probentellers (Probenteller LEO FEI/ Philips, FEI
Company, Hillsboro, Oregon, USA) zu bericksichtigen. Der Kontakt zwischen dem

Primar- Elektronenstrahl und dem Probenteller sollte daher unbedingt vermieden

werden.

Abbildung 25 Histoform Abbildung 26 Histoform

Abbildung 27 Histoblock mit Lymphknoten Abbildung 28 REM Préaparat

Abb. 25 bis 28 Probenvorbereitungen fir das REM
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3.2.4 Stanzen

Die Schnitte der in Paraffin eingebetteten Proben wurden ebenfalls
lichtmikroskopisch untersucht. Folgend wurde der fir die Analyse interessante
Bereich aus dem Paraffinblock ausgestanzt (Biopsiestanze, pfm-Produkte fir die
Medizin AG, Koln, Deutschland). Fur die folgenden Schritte musste die Probe
zunachst entparaffiniert werden. Bei kleinerer Analyseflache und hdherer Belastung
durch den Elektronenstrahl wurde diese Probe in den harteren Kunststoff Epon
(Epon, Dodenyl Succinic Anhydride, SEM bed-812, Minchen; Deutschland)
eingebettet. Dieser Kunststoff wurde in mehreren Schritten vorbereitet. Zunéchst
wurden daflir die zwei Stammlésungen A und B hergestellt. Die Stammlésung A
bestand aus 116 ml Dodenyl Succinic Anhydride (DDSA) und aus 73,33 ml Epon EM
bed- 812 (Epon). 100 ml Epon und 89 ml Nadic Methyl Anhydride (NMA) stellten die
Bestandteile der Stammlosung B dar. Beide Stammldsungen wurden zu gleichen
Teilen vermischt. Zur Fertigstellung des Kunststoffs wurde dann auf 10 ml 0,2 ml
Benzyldimethylamin (BDMA) hinzugegeben. Die Fertigmischung muss dann ruhen
bis alle Gasblaschen restlos verschwunden sind. Die LOsung muss dann im
Gefrierschrank aufbewahrt werden. Die Stammldsungen bleiben im Kuhlschrank
haltbar. FUr das Einbetten wurde das Gewebe zunéchst fur je 10 Minuten in 0,1 M
Cacodylatpuffer (1% Glutaraldehyd + 1% Formalaldehyd) gewaschen. Der folgende
Schritt bestand aus einer mehrstindigen Waschung in 2% iger Osmiumlésung
(Osmiumtetroxid und Puffer 1:1) welches durch Aqua dest. wieder herausgewaschen
wurde. Nun wurde das Gewebe in aufsteigender Reihe in Ethanol getrankt. Das 100
% Ethanol wurde dann durch 100% Aceton (Aceton, Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland) ersetzt. Nach und nach wurde nun Epon dazugegeben bis das
Verhéltnis Aceton zu Epon 1:3 betragt. Die Proben mussten dann eine Stunde in
reinem Epon bei 40 °C und eine Stunde bei Raumtemperatur schwimmen. Zum
Auspolymerisieren wurden die mit Epon beflllten Kautschukférmchen (12x6x5 mm;
PO Box 550, Electron microscopy Sciences, Hatfield, USA) mit der bereits
orientierten Probe fir 2 Tage bei 60 °C in den Warmeschrank gestellt. Auch diese
Proben mussten fir das REM leitfahig gemacht werden. Die daflir bendtigten
Arbeitsschritte sind identisch mit denen der Methacrylatproben. Je nach
gewilnschtem Hartegrad kann das Verhdaltnis der Stammldsungen variiert werden
(siehe Tab.3).
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Die Untersuchung von Lungengewebe in Stanzenform mittels
Rasterelektronenmikroskop in Kombination mit der EDX-Analyse ist moglich.
Aufgrund einer einzelnen Probengewinnung und Messung sind die Ergebnisse nicht

in die statistische Berechnungen und Auswertung eingegangen.

Tabelle 3 Eponmischung

3.2.5 Fotodokumentation

Die Makrobilder der zu untersuchenden Lungen und Lymphknoten wurden mit einer
Digitalkamera (AxioCam MRc 5, Zeiss, Gottingen, Deutschland) und die
histologischen Praparate mit Hilfe des Lichtmikroskops (Axioskop 40, Zeiss,
Gottingen, Deutschland) unter Zuhilfenahme eines Programms (AxioCam MRc 5,

Zeiss, Gottingen, Deutschland) fotografiert.

3.2.6 Analyse und Messungen

Nach den entsprechenden Einstellungen am REM wurde jede Probe bei den
verschiedenen VergréfRerungen (100x, 200x, 400x, 800x, 1000x, 1500x, 2000x,
2500x, 3000x, 4000x). Danach wurden die Markierungen aufgesucht oder die Probe
auf anthrako-/ silikotische Ablagerungen sowie faseréahnliche Strukturen abgesucht.
Da die Morphologie keine Ruckschlisse auf die Messergebnisse zulasst, wurden in
jeder VergrofRerung 10 Bereiche gewdahlt Die entsprechenden Elemente und deren

Spektrenbild wurde quantitativ in Wt% angegeben.
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3.2.7 Software

Das Rasterelektronenmikroskop wurde mittels der ,Microscope control® Software
gesteuert. Im Rahmen der EDX-Analyse wurde mit der EDX Control Software User’s
Manual gearbeitet. Zur Nachbearbeitung der Fotografien wurde mit dem Programm
,Photoshop Version 2008“ gearbeitet. Bei Bedarf wurden die Bilder maf3stabsgetreu
elektronisch angepasst.

Die Programme Sigmastat® 3.1, SPSS 17.0 Inc. (IBM, Chicago, IL, USA) dienten der
statistischen Auswertung. Im Anschluss wurden mittels Microsoft Excel und
SigmaPlot® 9.0 die Diagramme erstellt. Fir die Textverarbeitung wurde Microsoft
Word 2007 verwendet.

3.3 Statistik

Eine vor Beginn der Auswertung durchgefuhrte ,power‘-Analyse (gewinschte
.power‘ = 0,8; p<0,05) ergab eine Probenanzahl von mindestens 12, um fur die
folgend beschriebenen Tests signifikante Ergebnisse zu erhalten. Pro Gruppe gab es
6 Patienten mit jeweils 10 Messungen bei unterschiedlichen Vergré3erungen. Die
Messungen bei den VergroRerungen 100x, 200x und 400x waren nicht ausreichend
um alle Elemente zu messen, deswegen wurden fir die Auswertung die
VergréRerungen von 800x bis 4000x ausgewahlt. Dies waren insgesamt 7
Messungen fir jeweils 6 Patienten. Damit kamen wir auf 42 Proben pro Gruppe und
auf eine Power von grof3er 0,8, welches signifikante Aussagen ermadglichte.

Die Auswertung der ermittelten Daten erfolgte in Zusammenarbeit mit PD Dr. Graber
(ehem. Direktor des Instituts fir Medizinische Biometrie, Epidemiologie und
Medizinische Informatik). Alle Daten wurden als Mittelwert + SEM (standard error of
the mean) angegeben. Die Analyse der verbundenen Stichproben, welche gleich der
Zeitpunkte innerhalb einer Gruppe sind, wurde mittels einer "One Way Repeated
Measures ANOVA" untersucht. Zuvor wurden die Daten mittels Kolmogorov-
Smirnov-Test auf eine Gaul¥’sche Verteilung Uberpruft. Im Falle einer nicht-
Gaul¥’schen Verteilung wurde eine "One Way Repeated Measures ANOVA on ranks"
durchgefuhrt. Als post-hoc-Test kam ein Dunnett-Test zur Anwendung, ein p<0,05

wurde als signifikant betrachtet.
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Die unverbundenen Stichproben wurden mit "Compare many groups One Way
Analysis of Variance" (ANOVA) untersucht. Bei nicht-Gauly'scher-Verteilung wurde
mit "Compare many groups ANOVA on ranks" untersucht. Als post-hoc-Test kam ein
Student-Newman-Keuls-Test zur Anwendung. Die Gauss'sche Verteilung (normal
Verteilung) wurde wie zuvor mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test berechnet. Samtliche
statistische Analysen wurden mittels eines Statistik-Software-Programmes
(Sigmastat® 3.1, SPSS Inc., Chicago, IL, USA) durchgefihrt.
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4 Ergebnisse
4.1 Nachweisbare chemische Elemente in den Gruppen

Im Lungengewebe der Silikosegruppe wurde mit tber 90 % Kohlenstoff (65,4 wt %),
Sauerstoff (20,5 wt %) und Silicium (5,5 wt %) gemessen. Die restlichen messbaren
Anteile entfielen auf Aluminium (3,3 wt %), Eisen (1,8 wt %), Schwefel (1,2 wt %),
Kalium (1,0 wt %), Natrium (0,6 wt %) und Phosphat (0,5 wt %). In geringen Spuren
konnten auch, Magnesium (0,2 wt %), Chlorid (0,01 wt %) und Calcium (0,08 wt %)
gemessen werden (Abb. 28).

In den Lymphknoten der Silikosegruppe bildeten Kohlenstoff (66,4 wt %), Sauerstoff
(20,6 wt %) und Silicium (4,7 wt %) den grof3ten Anteil. Eisen (2,3 wt %), gefolgt von
Aluminium 1,9 (wt %), Schwefel 1,3 (wt %), Phosphat (0,7 wt %), Kalium (0,6 wt %)
und Natrium (0,5 wt %). In geringen Spuren wurden auch Chlorid (0,01 wt %),
Calcium (0,07 wt %) und Magnesium (0,07 wt %) gemessen (siehe Abb. 29).
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Lungengewebe Silikosegruppe Lymphknoten

LG LK

0,01
0,07

Abbildung 29 Elemente der Silikosegruppe in (wt %)

Im Lungengewebe rechts und in den Lymphknoten links. C: Kohlenstoff, O: Sauerstoff, S: Schwefel,
Si: Silicium, Al: Aluminium, Mg: Magnesium, Fe: Eisen, Na: Natrium, K: Kalium, Cl: Chlorid, Ca:
Calcium und P: Phosphat.
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Die Messungen im Lungengewebe von Patienten mit Asbestose ergaben, dass
Kohlenstoff (66,6 wt %), Sauerstoff (21,3 wt %) und Silicium (4,2 wt %) einen Anteil
von dber 90 % hatten. Danach folgten Aluminium (3,2 wt %), Kalium (0,9 wt %),
Natrium (0,8 wt %), Schwefel (0,7 wt %) und Eisen (0,7 wt %) in den EDX-Analysen.
In geringen Konzentrationen konnten ferner Calcium (0,4 wt %), Phosphat (0,3 wt %),
Magnesium (0,2 wt %) und Chlorid (0,06 wt %) nachgewiesen werden (Abb. 29).

Im Lymphknotengewebe der Asbestosegruppe waren Kohlenstoff (67,6 wt %),
Sauerstoff (19,6 wt %) und Silicium (4,9 wt %) am haufigsten messbar, gefolgt von
Eisen (2,5 wt %), Aluminium (1,6 wt %), Natrium (1,1 wt %), Schwefel (0,9 wt %) und
Kalium (0,8 wt %). In geringen Spuren konnten auch Magnesium (0,2 wt %), Calcium
(0,1 wt %), Phosphat (0,1 wt %) und Chlorid (0,07 wt %) gemessen werden (siehe
Abb. 30).

Lungengewebe Asbestosegruppe Lymphknoten
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Abbildung 30 Elemente der Asbestosegruppe in (wt %)
Im Lungengewebe rechts und in den Lymphknoten links. C: Kohlenstoff, O: Sauerstoff, S: Schwefel,
Si: Silicium, Al: Aluminium, Mg: Magnesium, Fe: Eisen, Na: Natrium, K: Kalium, CI: Chlorid, Ca:

Calcium und P: Phosphat.
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Im Lungengewebe der COPD-Patienten sind Kohlenstoff (61,4 wt %), Sauerstoff
(20,0 wt %) und Calcium (5,0 wt %) mit Gber 85 % am haufigsten gemessen worden,
gefolgt von Eisen (3,7 wt %), Silicium (3,2 wt %), Aluminium (2,0 wt %), Schwefel
(1,3 wt %), Phosphat (0,9 wt %), Natrium (0,6 wt %) und Kalium (0,6 wt %). In
kleinsten Mengen wurden auch noch Magnesium (0,5 wt %) und Chlorid (0,1 wt %)
gefunden (Abb. 30). Die Messung im Lymphknoten der COPD-Gruppe ergaben die
hdchsten Konzentrationen fir Kohlenstoff (59,8 wt %), Sauerstoff (21,5 wt %) und
Silicium (5,7 wt %), gefolgt von Aluminium (3,6 wt %), Calcium (3,3 wt %), Phosphat
(2,2 wt %), Schwefel (2,0 wt %), Eisen (1,5 wt %) und Natrium (1,1 wt %). In Spuren
konnten auch Kalium (0,5 wt %), Chlorid (0,2 wt %) und Magnesium (0,07 wt %)

gemessen werden (siehe Abb. 31).

Lungengewebe COPD- Gruppe Lymphknoten

GG

Abbildung 31 Elemente der COPD-Gruppe in (wt %)

Im Lungengewebe rechts und in den Lymphknoten links. C: Kohlenstoff, O: Sauerstoff, S: Schwefel,

Si: Silicium, Al: Aluminium, Mg: Magnesium, Fe: Eisen, Na: Natrium, K: Kalium, Cl: Chlorid, Ca:

Calcium und P: Phosphat.
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In der UIP-Gruppe sind Kohlenstoff (67,4 wt %) und Sauerstoff (20,0 wt %) die
Elemente mit den héchsten Konzentrationen im Lungengewebe, gefolgt von Silicium
(2,1 wt %), Eisen (1,8 wt %), Phosphat (1,7 wt %), Schwefel (1,5 wt %), Natrium (1,5
wt %), Calcium (1,0 wt %) Aluminium (0,7 wt %) und Kalium (0,5 wt %). In Spuren
konnte noch Chlorid (0,2 wt %) gemessen werden.

Im Lymphknoten der UIP-Gruppe liegen Kohlenstoff (68,9 wt %) und Sauerstoff (18,3
wt %) in den hochsten Konzentrationen vor, gefolgt von Silicium (5,1 wt %), Eisen
(1,5 wt %), Aluminium (1,5 wt %), Schwefel (1,3 wt %), Phosphat (1,0 wt %), Natrium
(0,8 wt %) und Kalium (0,5 wt %). In geringsten Mengen wurden ferner Calcium (0,4
wt %) und Magnesium (0,1 wt %) gemessen (siehe Abb. 32).

Lungengewebe UIP- Gruppe Lymphknoten

LG LK

Abbildung 32 Elemente der UIP-Gruppe in (wt %)

Im Lungengewebe rechts und in den Lymphknoten links. C: Kohlenstoff, O: Sauerstoff, S: Schwefel,
Si: Silicium, Al: Aluminium, Mg: Magnesium, Fe: Eisen, Na: Natrium, K: Kalium, Cl: Chlorid, Ca:

Calcium und P: Phosphat.
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In dem Lungengewebe der Anthrakosegruppe waren Kohlenstoff (67,1 wt %) und
Sauerstoff (19,2 wt %), die in den hochsten Konzentrationen gemessenen Elemente.
Eisen (2,6 wt %), Chlorid (2,5 wt %), Silicium (2,4 wt %), Calcium (1,9 wt %),
Schwefel (1,5 wt %), Aluminium (1,5 wt %), Natrium (1,3 wt %), Phosphat (1,0 wt %)
und Kalium (0,7 wt %) sind weitere im Lungengewebe nachgewiesene Elemente. In
Spuren konnte auch Magnesium (0,3 wt %) nachgewiesen werden (Abb. 31).
Kohlenstoff (63,2 wt %) und Sauerstoff (19,4 wt %) sind die am haufigste
gemessenen Elemente in der Anthrakosegruppe im Lymphknoten, gefolgt von
Silicium (5,3 wt %), Calcium (4,0 wt %), Phosphat (2,5 wt %), Aluminium (1,3 wt %),
Schwefel (1,2 wt %), Magnesium (0,8 wt %), Eisen (0,5 wt %) und Natrium (0,5 wt
%). In Spuren konnte noch Kalium (0,3 wt %) nachgewiesen werden (siehe Abb. 33).

Lungengewebe Anthrakosegruppe Lymphknoten
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Element Element |wt %

Element Element |wt%

Abbildung 33 Elemente der Anthrakosegruppe in (wt %)
Im Lungengewebe rechts und in den Lymphknoten links. C: Kohlenstoff, O: Sauerstoff, S: Schwefel,
Si: Silicium, Al: Aluminium, Mg: Magnesium, Fe: Eisen, Na: Natrium, K: Kalium, CI: Chlorid, Ca:

Calcium und P: Phosphat.
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In der Kontrollgruppe waren Kohlenstoff (70,6 wt %) und Sauerstoff (21,7 wt %) mit
Uber 90 % im Lungengewebe messbar, Schwefel (2,5 wt %), Calcium (2,1 wt %),
Phosphat (1,3 wt %) und Natrium (1,0 wt %) mit Gber 7,5 %. In geringen Spuren
konnten auch Silicium (0,3 wt %), Aluminium (0,3 wt %) und Kalium (0,07 wt %) im
Lungengewebe nachgewiesen werden.

In den Lymphknoten der Kontrollgruppe war Kohlenstoff (71,1 wt %) am haufigsten
auffindbar, gefolgt von Sauerstoff (13,4 wt %), Schwefel (2,3 wt %), Calcium (0,6 wt
%) und Natrium (0,5 wt %). In geringen Spuren wurden auch Phosphat (0,3 wt %),
Kalium (0,3 wt %), Aluminium (0,3 wt %), Chlorid (0,2 wt %), Eisen (0,09 wt %) und
Silicium (0,06 wt %) gemessen (siehe Abb. 34).

Lungengewebe Kontrollgruppe Lymphknoten

A
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Element Element

Abbildung 34 Elemente der Kontrollgruppe in (wt %)

Im Lungengewebe rechts und in den Lymphknoten links. C: Kohlenstoff, O: Sauerstoff, S: Schwefel,
Si: Silicium, Al: Aluminium, Mg: Magnesium, Fe: Eisen, Na: Natrium, K: Kalium, CI: Chlorid, Ca:

Calcium und P: Phosphat.
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4.2 Vergleich der Elemente zwischen Lungengewebe und
Lymphknoten

In der Kontroll-, Asbestose- und COPD-Gruppe konnten keine signifikanten
Unterschiede zwischen Lungen- und Lymphknotengewebe festgestellt werden. In der
Silikosegruppe konnte eine Tendenz (p=0,086) gemessen werden. Auch in der
Anthrakosegruppe konnte eine Tendenz (p=0,063) gemessen werden. Das
Lymphknotengewebe der UIP-Patienten enthielt signifikant mehr Silicium als das

Lungengewebe (siehe Abb. 35).
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Abbildung 35 EDX-Spektrenanalyse zum Silicium (wt %) Lungen-vs.LK- Gewebe
Der Boxplot zeigt Standardabweichungen und Absolutwerte. Die durchgehende Linie ist der Median,
die gestrichelte Linie stellt den Mittelwert dar. UIP (idiopathische Lungenfibrose).
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Die Kontrollgruppe zeigt keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf Aluminium
zwischen Lungengewebe und Lymphknoten. Dem gegeniber stehen die Silikose-
und Asbestosepatienten. Die Probanden dieser Gruppen hatten signifikant mehr
Aluminium im Lungengewebe als im Lymphknotengewebe. Fir die COPD- Gruppe
und Anthrakosegruppe konnten keine signifikanten Unterschiede in der EDX-Analyse
festgestellt werden. Genauso wie die Siliciumwerte sind auch die Aluminiumwerte in
der UIP-Gruppe im Lymphknoten signifikant hoher als im Lungengewebe (siehe Abb.
36).
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Abbildung 36 EDX-Spektrenanalyse zum Aluminium (wt %) Lungen-vs.LK- Gewebe
Der Boxplot zeigt Standardabweichungen und Absolutwerte. Die durchgehende Linie ist der Median,
die gestrichelte Linie stellt den Mittelwert dar. UIP (idiopathische Lungenfibrose).
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In der Kontrollgruppe konnte kein Magnesium im Lungengewebe und Lymphknoten
gemessen werden. Das Lungengewebe in der Silikosegruppe enthielt signifikant
mehr Magnesium als das Lymphknotengewebe. In der Asbestosegruppe und UIP-
Gruppe konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Geweben ermittelt
werden. Die COPD-Gruppe und die Anthrakosegruppe zeigten beide im
Lungengewebe signifikant hohere Magnesiumwerte als im Lymphknotengewebe
(siehe Abb. 37).
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Abbildung 37 EDX-Spektrenanalyse zum Magnesium (wt %) Lungen-vs. LK- Gewebe
Der Boxplot zeigt Standardabweichungen und Absolutwerte. Die durchgehende Linie ist der Median,

die gestrichelte Linie stellt den Mittelwert dar. UIP (idiopathische Lungenfibrose).
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Die Kontroll-, Silikose- und UIP-Patienten zeigten keine signifikanten Unterschiede in

Bezug auf die Eisenwerte zwischen Lungengewebe und Lymphknoten. In der

Asbestosegruppe konnte eine Tendenz (p=0,074) gezeigt werden, dass in den

Lymphknoten mehr Eisen gemessen werden konnte als im Lungengewebe. Neben

dem Magnesium ist auch Eisen in der COPD-Gruppe und in der Anthrakosegruppe

signifikant mehr im Lungengewebe als im Lymphknoten vorhanden (siehe Abb. 38).
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Abbildung 38 EDX-Spektrenanalyse zum Eisen (wt %) Lungen-vs. LK-Gewebe

Der Boxplot zeigt Standardabweichungen und Absolutwerte. Die durchgehende Linie ist der Median,

die gestrichelte Linie stellt den Mittelwert dar. UIP (idiopathische Lungenfibrose).
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In der Kontroll- und COPD-Gruppe gab es keine signifikanten Unterschiede in Bezug
auf Natrium zwischen dem Lungengewebe und dem Lymphknotengewebe. In der
Silikosegruppe konnte signifikant mehr Natrium im Lungen- als im
Lymphknotengewebe gemessen werden. Weiterhin konnte eine Tendenz (p=0,095)
in der Asbestosegruppe gezeigt werden. Hier war tendenziell mehr Natrium im
Lungengewebe messbar. Signifikante Unterschiede konnten auch in der
Anthrakosegruppe gezeigt werden. Demzufolge war mehr Natrium im
Lungengewebe. Die UIP-Patienten zeigten eine Tendenz (p=0,078) mit mehr Natrium

im Lungengewebe (siehe Abb. 39).
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Abbildung 39 EDX-Spektrenanalyse zum Natrium (wt %) Lungen-vs LK-Gewebe
0,64 und 0,54 sind Mittelwerte. Der Boxplot zeigt Standardabweichungen und Absolutwerte. Die
durchgehende Linie ist der Median, die gestrichelte Linie stellt den Mittelwert dar. UIP (idiopathische

Lungenfibrose).
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In allen untersuchten Gruppen konnte kein signifikanter Unterschied zwischen
Lungengewebe und Lymphknoten in Bezug auf Kohlenstoff in der EDX-Analyse
festgestellt werden (Abb. 45).

Die Kontroll-, Silikose-, Asbestosegruppe und COPD-Gruppe zeigten keine
signifikanten Unterschiede der Calciummesswerte zwischen dem Lungengewebe
und dem Lymphknotengewebe. Die Anthrakosegruppe zeigte im Lymphknoten
signifikant héhere Calciumwerte als im Lungengewebe. Im Gegensatz dazu war im
Lungengewebe mit idiopathischer Lungenfibrose signifikant mehr Calcium als im
Lymphknoten (siehe Abb. 40).
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Abbildung 40 EDX-Spektrenanalyse zum Calcium (wt %) Lungen-vs. LK-Gewebe
1,02 und 0,43 sind Mittelwerte. Der Boxplot zeigt Standardabweichungen und Absolutwerte. Die
durchgehende Linie ist der Median, die gestrichelte Linie stellt den Mittelwert dar. UIP (idiopathische

Lungenfibrose).
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In allen untersuchten Gruppen konnte kein signifikanter Unterschied zwischen
Lungengewebe und Lymphknoten in Bezug auf Kohlenstoff in der EDX-Analyse
festgestellt werden (siehe Abb. 41).
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Abbildung 41 EDX-Spektrenanalyse zum Kohlenstoff (wt %) Lungen-vs. LK-Gewebe
Der Boxplot zeigt Standardabweichungen und Absolutwerte. Die durchgehende Linie ist der Median,

die gestrichelte Linie stellt den Mittelwert dar. UIP (idiopathische Lungenfibrose).
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Fur das untersuchte Element Sauerstoff konnte nur in der Kontrollgruppe zwischen
Lungengewebe und Lymphknoten eine Signifikanz festgestellt werden. Demzufolge
enthalt das Lungengewebe der Kontrollpatienten signifikant mehr Sauerstoff als das
Lymphknotengewebe. Die Ubrigen Gruppen zeigten keine signifikanten Unterschiede
(siehe Abb. 42).
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Abbildung 42 EDX-Spektrenanalyse zum Sauerstoff (wt %) Lungen-vs. LK-Gewebe
Der Boxplot zeigt Standardabweichungen und Absolutwerte. Die durchgehende Linie ist der Median,

die gestrichelte Linie stellt den Mittelwert dar. UIP (idiopathische Lungenfibrose).
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In allen untersuchten Gruppen konnte kein signifikanter Unterschied zwischen
Lungengewebe und Lymphknoten in Bezug auf Schwefel in der EDX-Analyse
festgestellt werden (siehe Abb. 43).

. Kontrolle I COPD
10 ~ 10

-

Schwefel [wt %]
N
|
Schwefel [wt %]
ON N O ©

e Silikose I Anthrakose
10 10
S 8- g 8
2 6 2 6
© ] ° ©
N : H i i
Z 24 . 7 Z 2
% 04 ‘ & ‘ g 8 0
I Asbestose . UIP

10 10 4

= L -

Lungengewebe Lymphknoten Lungengewebe Lymphknoten

Schwefel [wt %]
oON DM O ©
Schwefel [wt %]
I
|

Abbildung 43 EDX-Spektrenanalyse zum Schwefel (wt %) Lungen-vs. LK-Gewebe
Der Boxplot zeigt Standardabweichungen und Absolutwerte. Die durchgehende Linie ist der Median,

die gestrichelte Linie stellt den Mittelwert dar. UIP (idiopathische Lungenfibrose).
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Die Probanden der Kontroll-, Asbestose- und UIP-Gruppe wiesen keine signifikanten
Unterschiede in Bezug auf die Kaliummesswerte zwischen Lungen- und
Lymphknotengewebe auf. Jedoch zeigten die Silikose-, COPD- und
Anthrakosegruppe signifikant héhere Kaliumwerte im Lungengewebe als in den
Lymphknoten (siehe Abb. 44).
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Abbildung 44 EDX-Spektrenanalyse zum Kalium (wt %) Lungen-vs. LK-Gewebe
Der Boxplot zeigt Standardabweichungen und Absolutwerte. Die durchgehende Linie ist der Median,

die gestrichelte Linie stellt den Mittelwert dar. UIP (idiopathische Lungenfibrose).
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Die Kontroll-, Silikose- und Asbestosegruppe zeigten keine signifikanten
Unterschiede der Chloridmesswerte zwischen dem Lungengewebe und dem
Lymphknotengewebe. Die Uubrigen drei Gruppen zeigten signifikant hohere

Chloridwerte im Lungengewebe als im Lymphknotengewebe (siehe Abb. 45).
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Abbildung 45 EDX-Spektrenanalyse zum Chlorid (wt %) Lungen-vs. LK-Gewebe
0,13 und 0,16 sind Mittelwerte. Der Boxplot zeigt Standardabweichungen und Absolutwerte. Die
durchgehende Linie ist der Median, die gestrichelte Linie stellt den Mittelwert dar. UIP (idiopathische

Lungenfibrose).
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Die Kontroll- und Anthrakosegruppe zeigten keine signifikanten Unterschiede der
Phosphatmesswerte zwischen dem Lungengewebe und dem Lymphknotengewebe.
Tendenzen zeigten sich sowohl in der Silikosegruppe (p=0,086) als auch in der
COPD-Gruppe (p=0,058). In beiden Gruppen gab es Hinweise auf einen gesteigerten
Phosphatwert im Lymphknoten. In der Asbestose und UIP- Gruppe enthielt das
Lungengewebe signifikant mehr Phosphat als in den Lymphknoten (siehe Abb. 46).
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Abbildung 46 EDX-Spektrenanalyse zum Phosphat (wt %) Lungen-vs. LK-Gewebe

0,52, 0,66, 0,30 und 0,14 sind Mittelwerte. Der Boxplot zeigt Standardabweichungen und
Absolutwerte. Die durchgehende Linie ist der Median, die gestrichelte Linie stellt den Mittelwert dar.
UIP (idiopathische Lungenfibrose).
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4.3 Vergleich der Elemente im Lungengewebe zwischen den
Gruppen

Fur die Lungengewebsproben der Kontrollgruppe wurde unter Spektralanalyse
signifikant weniger Silicium ermittelt gegentber den Ubrigen Gruppen. Mit Ausnahme
der Asbestosegruppe zeigten Patienten mit Silikose signifikant hohere Siliciumwerte
im Vergleich zu den anderen untersuchten Gruppen. Die Asbestosepatienten zeigten
in ihren Lungengewebsproben signifikant héhere Werte gegeniiber den Anthrakose-
und UIP-Patienten. Die COPD-Patienten und Anthrakosepatienten zeigen ferner
signifikant hohere Siliciumanreicherungen im Lungengewebe als Patienten mit UIP
(siehe Abb. 47).
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Abbildung 47 EDX-Spektrenanalyse zum Silicium (wt %) in der Lunge

Der Boxplot zeigt Standardabweichungen und Absolutwerte. Die durchgehende Linie ist der Median,
die gestrichelte Linie stellt den Mittelwert dar. * p<0.05 versus Kontrolle. ¥ p<0.05 versus Silikose.
# p<0.05 versus Asbestose. + p<0.05 versus COPD. 8§ p<0.05 versus Anthrakose. t p<0.05 versus
UIP (idiopathische Lungenfibrose).
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Die Werte der Spektrenanalyse fir Aluminium in der Kontrollgruppe sind abgesehen
von den Patienten mit idiopathischer Lungenfibrose signifikant geringer gegeniber
den Ubrigen Gruppen. Das Lungengewebe der Silikosegruppe enthielt signifikant
mehr Aluminium als das Lungengewebe der COPD-, Anthrakose- und UIP-Gruppen.
Dies qilt auch fur die Asbestosegruppe. Zusatzlich konnten in der COPD-Gruppe

signifikant hohere Aluminiumwerte nachgewiesen werden als in der UIP-Gruppe
(siehe Abb. 48).
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Abbildung 48 EDX-Spektrenanalyse zum Aluminium (wt %) in der Lunge
Der Boxplot zeigt Standardabweichungen und Absolutwerte. Die durchgehende Linie ist der Median,
die gestrichelte Linie stellt den Mittelwert dar. * p<0.05 versus Kontrolle. T p<0.05 versus Silikose.

# p<0.05 versus Asbestose. + p<0.05 versus COPD. 8§ p<0.05 versus Anthrakose. t p<0.05 versus
UIP (idiopathische Lungenfibrose).
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Die Kontrollgruppe zeigte signifikant geringere Messwerte fur Magnesium gegeniber
den ubrigen Gruppen. Es konnten keine Ruickstdnde von Magnesium im
Lungengewebe der Kontrollgruppe nachgewiesen werden. Im Vergleich zu der
Asbestose- und UIP-Gruppe waren in der Silikosegruppe signifikant hohere
Magnesiumwerte messbar. In der COPD-Gruppe wurden die signifikant hdchsten
Messwerte gegeniiber den anderen Gruppen ermittelt. Letztendlich zeigten sich in
der Anthrakosegruppe signifikant grof3ere Magnesiumwerte als bei Patienten mit
idiopathischer Lungenfibrose (siehe Abb. 49).
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Abbildung 49 EDX-Spektrenanalyse zum Magnesium (wt %) in der Lunge

Der Boxplot zeigt Standardabweichungen und Absolutwerte. Die durchgehende Linie ist der Median,
die gestrichelte Linie stellt den Mittelwert dar. * p<0.05 versus Kontrolle. ¥ p<0.05 versus Silikose.
# p<0.05 versus Asbestose. + p<0.05 versus COPD. 8§ p<0.05 versus Anthrakose. t p<0.05 versus
UIP (idiopathische Lungenfibrose).
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Im Lungengewebe der Kontrollgruppe war kein Eisen detektierbar. Somit sind die
Messwerte fur Eisen in der Kontrollgruppe signifikant geringer als in den anderen
Untersuchungsgruppen. Das Lungengewebe der Silikose- und COPD-Patienten

enthielt signifikant mehr Eisen als das der Asbestosegruppe (siehe Abb. 50).
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Abbildung 50 EDX-Spektrenanalyse zum Eisen (wt %) in der Lunge

Der Boxplot zeigt Standardabweichungen und Absolutwerte. Die durchgehende Linie ist der Median,
die gestrichelte Linie stellt den Mittelwert dar. * p<0.05 versus Kontrolle. T p<0.05 versus Silikose.
# p<0.05 versus Asbestose. + p<0.05 versus COPD. § p<0.05 versus Anthrakose. ¥ p<0.05 versus
UIP (idiopathische Lungenfibrose).
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Die Natriumwerte in der EDX-Analyse zeigten keine signifikanten Unterschiede
innerhalb der einzelnen Gruppen und insbesondere im Vergleich mit der
Kontrollgruppe (siehe Abb. 51).
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Abbildung 51 EDX-Spektrenanalyse zum Natrium (wt %) in der Lunge

Der Boxplot zeigt Standardabweichungen und Absolutwerte. Die durchgehende Linie ist der Median,
die gestrichelte Linie stellt den Mittelwert dar. * p<0.05 versus Kontrolle. T p<0.05 versus Silikose.
# p<0.05 versus Asbestose. + p<0.05 versus COPD. 8§ p<0.05 versus Anthrakose. t p<0.05 versus
UIP (idiopathische Lungenfibrose).
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Die Kontrollgruppe weist signifikant héhere Calciumwerte auf gegenuber der Silikose-
und Asbestosegruppe. Die beiden zuletzt genannten Gruppen zeigten zuséatzlich
signifikant geringere Werte gegeniber der COPD-, Anthrakose- und UIP-Gruppe
(siehe Abb. 52).
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Abbildung 52 EDX-Spektrenanalyse zum Calcium (wt %) in der Lunge

Der Boxplot zeigt Standardabweichungen und Absolutwerte. Die durchgehende Linie ist der Median,
die gestrichelte Linie stellt den Mittelwert dar. * p<0.05 versus Kontrolle. T p<0.05 versus Silikose.
# p<0.05 versus Asbestose. + p<0.05 versus COPD. § p<0.05 versus Anthrakose. ¥ p<0.05 versus
UIP (idiopathische Lungenfibrose).

Die uUbrigen Messwerte zu den folgenden Elementen Kohlenstoff, Sauerstoff,

Schwefel, Kalium, Chlorid und Phosphat sind im Anhang in den Abbildungen 65- 70
zu finden.
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4.4 Vergleich der Elemente im Lymphknotengewebe zwischen den
Gruppen

Die Kontrollgruppe zeigte signifikant niedrigere Siliciumwerte gegenuber den ubrigen
Gruppen. Innerhalb der anderen Gruppen gab es keine signifikanten Unterschiede
hinsichtlich der Siliciumwerte in der EDX-Spektrenanalyse (siehe Abb. 53).
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Abbildung 53 EDX-Spektrenanalyse zum Silicium (wt%) im LK-Gewebe

Der Boxplot zeigt Standardabweichungen und Absolutwerte. Die durchgehende Linie ist der Median,
die gestrichelte Linie stellt den Mittelwert dar. * p<0.05 versus Kontrolle. T p<0.05 versus Silikose.
# p<0.05 versus Asbestose. + p<0.05 versus COPD. 8§ p<0.05 versus Anthrakose. t p<0.05 versus
UIP (idiopathische Lungenfibrose).
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Die Kontrollgruppe zeigt signifikant niedrigere Aluminiumwerte gegenuber allen
anderen Gruppen. Zudem ergaben die Messungen des Aluminiumgehalts in der
COPD-Gruppe signifikant hohere Werte im Vergleich zur Silikose-, Asbestose-,
Anthrakose und UIP-Gruppe (siehe Abb. 54).
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Abbildung 54 EDX-Spektrenanalyse zum Aluminium (wt%) im LK-Gewebe
Der Boxplot zeigt Standardabweichungen und Absolutwerte. Die durchgehende Linie ist der Median,
die gestrichelte Linie stellt den Mittelwert dar. * p<0.05 versus Kontrolle. T p<0.05 versus Silikose.

# p<0.05 versus Asbestose. + p<0.05 versus COPD. 8§ p<0.05 versus Anthrakose.  p<0.05 versus
UIP (idiopathische Lungenfibrose).
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Die EDX-Spektrenanalyse flir Magnesium ergab signifikant niedrigere Werte in der
Kontrollgruppe gegenuber der Silikose-, Asbestose- und der COPD-Gruppe.
Innerhalb der anderen Gruppen gab es keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich
der Magnesiumwerte in der EDX-Spektrenanalyse (siehe Abb. 55).
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Abbildung 55 EDX-Spektrenanalyse zum Magnesium (wt%) im LK-Gewebe

Der Boxplot zeigt Standardabweichungen und Absolutwerte. Die durchgehende Linie ist der Median,
die gestrichelte Linie stellt den Mittelwert dar. * p<0.05 versus Kontrolle. T p<0.05 versus Silikose.
# p<0.05 versus Asbestose. + p<0.05 versus COPD. § p<0.05 versus Anthrakose. § p<0.05 versus
UIP (idiopathische Lungenfibrose).

83



Ergebnisse

Die Eisenmessungen in der EDX-Spektrenanalyse im Lymphknotengewebe der
Kontrolle ergaben signifikant niedrigere Werte im Vergleich zur Silikose, Asbestose-
und UIP-Gruppe. Innerhalb der anderen Gruppen gab es keine signifikanten
Unterschiede hinsichtlich der Eisenwerte in der EDX-Spektrenanalyse (siehe Abb.
56).
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Abbildung 56 EDX-Spektrenanalyse zum Eisen (wt%) im LK-Gewebe

Der Boxplot zeigt Standardabweichungen und Absolutwerte. Die durchgehende Linie ist der Median,
die gestrichelte Linie stellt den Mittelwert dar. * p<0.05 versus Kontrolle. T p<0.05 versus Silikose.
# p<0.05 versus Asbestose. + p<0.05 versus COPD. 8§ p<0.05 versus Anthrakose.  p<0.05 versus
UIP (idiopathische Lungenfibrose).

84



Ergebnisse

Die Messungen der Natriumwerte in den unten aufgefihrten Gruppen ergab keine
signifikanten Unterschiede (siehe Abb. 57).
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Abbildung 57 EDX-Spektrenanalyse zum Natrium (wt%) im LK-Gewebe
Der Boxplot zeigt Standardabweichungen und Absolutwerte. Die durchgehende Linie ist der Median,
die gestrichelte Linie stellt den Mittelwert dar. * p<0.05 versus Kontrolle. ¥ p<0.05 versus Silikose.

# p<0.05 versus Asbestose. + p<0.05 versus COPD. § p<0.05 versus Anthrakose. § p<0.05 versus
UIP (idiopathische Lungenfibrose).
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Die Messungen fiur Calcium zeigten signifikant héhere Werte in der COPD- und
Anthrakosegruppe im Lymphknotengewebe gegenuber den anderen Gruppen.
Zwischen der COPD- und der Anthrakosegruppe gibt es keinen signifikanten
Unterschied hinsichtlich des Calciumgehalts (siehe Abb. 58).
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Abbildung 58 EDX-Spektrenanalyse zum Calcium (wt%) im LK-Gewebe

Der Boxplot zeigt Standardabweichungen und Absolutwerte. Die durchgehende Linie ist der Median,
die gestrichelte Linie stellt den Mittelwert dar. * p<0.05 versus Kontrolle. T p<0.05 versus Silikose.
# p<0.05 versus Asbestose. + p<0.05 versus COPD. § p<0.05 versus Anthrakose. ¥ p<0.05 versus
UIP (idiopathische Lungenfibrose).

Die uUbrigen Messwerte zu den folgenden Elementen Kohlenstoff, Sauerstoff,
Schwefel, Kalium, Chlorid und Phosphat sind im Anhang in den Abbildungen 71- 76

zu finden.
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45 Nachweisbare Elemente in den einzelnen
Mikroskopvergrof3erungen

In der Silikosegruppe zeigen die unterschiedlichen Vergré3erungen, dass ab 800x
eine grof3e Anzahl von Elementen messbar waren (siehe Tab. 4). Es konnte keine
VergroRerung gefunden werden, mit der es mdglich war, alle Elemente bei einer
Patientenanzahl von n=6 zu messen. In der VergroRerung 800x konnten die meisten
Elemente im Lungengewebe und in den Lymphknoten gemessen werden (siehe Tab.
11 im Anhang)

Tabelle: Lungengewebe der Silikosegruppe bei unterschiedlichen VergréRerungen.*
Elemente
C (0] S Si Al Mg Fe Na K Cl Ca P

100x

n 6 6 6 5 3 0 0 1 0 0 0 2

wt% 74+#1 232 1,2+0,2 1,6¢1,1 0,2+0,1 0 0 0,1+0,1 0 0 0 0,2+0,1
200x

n 6 6 6 4 2 0 1 2 0 0 0 3

wt% 732 23+1 1,3%0,2 1,1+0,1 0,2#0,1 0 0,3+0,3 0,240,1 0 0 0 0,3#0,1
400x

n 6 6 6 6 6 0 3 3 3 0

wt% 58+8 23+4 1,0¢0,3 2,2+0,8 1,7+0,7 0 58+4,1 3,4%2,8 0,402 0 0 4,2+0,3
800x

n 6 6 6 6 6 4 3 4 4 1 1 2

wt% 61#3 23+3 0,9+0,3 6,7+1,4 4,6+08 0,4+0,1 0,7+04 0,9+0,5 1,104 0,1+0,1 0,2#0,2 0,4%0,2
1000x

n 6 6 6 6 6 4 3 4 6 0 1 4

wt% 67+2 161 1,0+0,2 7,5+0,8 5,3x0,6 0,3x0,1 0,8+0,5 0,4+0,2 1,5+0,4 0 0,1+0,1 0,3%#0,2
1500x

n 6 6 6 6 6 4 3 5 6 0 0 5

wt% 65+4 19+3 1,7+0,6 5,6+0,8 3,6+0,5 0,3+0,2 1,3+0,6 0,6+0,1 1,7+0,4 0 0 0,6+0,2
2000x

n 6 6 6 5 5 1 1 4 3 0 0 4

wt% 71+4 19+2 1,4+0,5 4,3+x1,0 2,3+0,7 0,1+0,1 0,2+0,2 0,6+0,3 0,5+0,3 0 0 0,3+0,1
2500x

n 6 6 6 6 5 4 3 5 4 0 0

wt% 71#3 183 1,5+0,2 4,3%0,7 2,3x0,5 0,2+0,1 1,55+1,2 0,6%0,2 0,5%0,2 0 0 0,7+0,2
3000x

n 6 6 6 5 5 1 1 6 3 0 1 3

wt% 56+#5 27+2 1,1+0,3 6,8+2,5 3,013 0,1+0,1 3,3+x3,3 1,0£0,1 0,8+0,6 0 0,1+0,1 1,0+0,4
4000x

n 6 6 6 6 5 3 4 3 4 0 1 4

wt% 67+#4 21+3 1,1+0,2 3,2+13 2,1+10 0,2+0,2 4,6+¢3,0 0,3+0,1 0,7+0,3 0 0,2+0,2 0,3#0,1

Tabelle 4 VergréRBerungen des Lungengewebes der Silikosegruppe.
Mittelwerte mit Standardfehler. n: Patientenanzahl bei denen das Element nachweisbar war. Die n<6
Werte betreffen in den VergréRerungen 800x-4000x unterschiedliche Patienten. Um représentative

Messungen von n>1 Patienten zu erhalten, wurden die VergroRerungen 800x-4000x gemittelt.
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Ab einer VergroRerung von 800x konnte in der Asbestosegruppe eine

grol3e

Patientenanzahl mit einer grof3en Anzahl von Elementen gemessen werden (siehe

Tab. 5). Es konnte keine Vergrdl3erung gefunden werden, mit der es mdglich war,

alle Elemente bei einer Patientenanzahl von n=6 zu messen. In der VergroR3erung

2500x konnten die meisten Elemente bei groRer Patientenanzahl fir

das

Lungengewebe und in den Lymphknoten bei 800x gemessen werden (siehe Anhang

Tab. 12).

Tabelle: Lungengewebe der Asbestosegruppe bei unterschiedlichen VergréRRerungen.*

Elemente
C 0] S Si Al Mg Fe Na K Cl Ca

100x

n 6 6 4 2 2 0 1 2 1 0 1

wt% 658 26+1 1,0£0,4 0,8t0,5 0,5+0,3 0 3,0£3,0 0,3t0,2 0,1+0,1 0 0,3+0,3
200x

n 6 6 4 2 1 0 0 1

wt% 731 25%#1 1,0¢0,4 0,6+0,4 0,2+0,2 0 0 0,1+0,1
400x

n 6 6 4 4 2 0 0 1 1 0

wt% 751 23+2 0,9+0,4 1,3+0,8 0,5+0,3 0 0 0,1+0,1 0,1+0,1 0
800x

n 6 6 4 5 5 1 0 5 4 0 1

wt% 665 21+2 1,0+0,7 5,4#1,8 3,7¢1,2 0,1+0,1 0 0,8+0,3 1,0+0,4 0 0,1+0,1
1000x

n 6 6 5 3 3 0 2 3 3 0 1

wt% 655 20£3 1,005 4,7#2,5 2,312 0 3,2¢3,1 0,3x0,1 1,3x0,7 0 1,6+1,6
1500x

n 6 6 3 5 5 1 1 2 3 0 1

wt% 714 19+1 0,3%0,2 2,1+1,1 3,219 0,2+0,2 0,4+0,4 1,9+1,7 0,9+1,6 0 0,2+0,2
2000x

n 6 6 3 6 6 1 1 4 5 2

wt% 64+1 27+2 0,3%0,1 3,9+1,0 2,840,7 0,2+0,2 0,4+0,4 1,2+0,6 0,9+0,3 0,2+0,1 0
2500x

n 6 6 4 5 6 1 1 5 5 1 1

wt% 64+3 22+2 0,5+0,2 3,8+#1,6 2,7¢0,6 0,1+0,1 0,2+0,2 1,0+0,3 1,104 0,2+0,2 0,2+0,2
3000x

n 6 6 4 5 5 2 1 2 4 0 1

wt% 683 18+3 0,9+0,5 5,0%#1,7 5,9+3,3 0,2+0,1 0,1+0,1 0,2#0,1 0,7+0,3 0 0,4+0,4
4000x

n 6 6 4 4 5 3 1 2 4 0

wt% 69+3 22+1 0,7+0,3 4,8+2,1 2,105 0,4+0,2 0,7+0,7 0,3%#0,2 0,6x0,2 0

1
0,1+0,1

0,1+0,1

0,1+0,1

2,1+21

Tabelle 5 VergréRBerungen des Lungengewebes der Asbestosegruppe.

Mittelwerte mit Standardfehler. n: Patientenanzahl bei denen das Element nachweisbar war. Die n<6

Werte betreffen in den VergréRerungen 800x-4000x unterschiedliche Patienten. Um représentative

Messungen von n>1 Patienten zu erhalten, wurden die VergrofRerungen 800x-4000x gemittelt.

88




Ergebnisse

Ab der

VergroRerung 800x wurden in der COPD-Gruppe alle Elemente gemessen

(siehe Tab. 6). Eine VergroRerung mit allen Elementen bei einer Patientenanzahl von

n=6 konnte nicht gefunden werden. Die Vergr6Rerung 3000x hatte die hdchste

Patientenanzahl bei der alle Elemente im Lungen- und Lymphknotengewebe

nachzuweisen waren. (siehe Anhang Tab. 13).

Tabelle:

100x
n

wt %
200x
n

wt %
400x
n

wt %
800x
n

wt %
1000x
n

wt %
1500x
n

wt %
2000x
n

wt %
2500x
n

wt %
3000x
n

wt %
4000x

n
wt %

Lungengewebe der COPD- Gruppe bei unterschiedlichen VergréRerungen.*
Elemente
C (@) S Si Al Mg Fe Na K Cl Ca P
6 6 6 2 2 0 0 2 1 1 0 2
741  25+1 1,4+0,2 0,2+#0,2 0,2+0,2 0 0 0,3x0,2 0,1+0,1 0,1+0,1 0 0,2+0,1
6 6 6 2 3 0 1 3 0 1 1 3

75+1 22+#1 1,4+#0,1 0,2+0,1 0,3%0,2 0 0,4+0,4 0,3+0,2 0 0,1+0,1 0,1+0,1 0,4+0,2

6 6 6 4 4 1 2 4 3 0 2
69+5 21+2 1,3+0,1 1,2+0,7 0,904 0,1+0,1 1,0+0,7 0,7+0,2 0,3+0,2 0 0,4+0,2 0,7+0,2

6 6 6 6 5 5 4 4 6 1 1 3
62+3 212 1,2+40,2 5,6+2,6 1,6+0,6 0,8+04 5,0+2,7 0,8+0,2 1,1+04 0,1+0,1 0,1+0,1 1,0+0,6

6 6 6 6 5 3 4 2 5 1 4 4
64+4 22+2 1,1+0,1 2,0+0,7 0,8+0,4 0,4+0,2 2,5+2,3 0,3%0,2 0,4+0,1 0,1+0,1 6,0+4,5 0,6+0,5

6 6 6 6 6 4 3 4 4 2 2

61+4 20+3 1,6+0,3 4,4+1,7 1,9+0,8 0,3+0,1 3,4+3,2 0,5+0,2 0,8+0,4 0,2+0,1 4,0£1,9 0,9+0,6

66+4 22+2 1,1+0,2 1,6+0,5 1,304 0,5+0,2 3,2#3,1 0,9+0,3 0,5+0,2 0,1+0,1 2,5+2,3 1,0+0,5

58+7 204 1,3+0,1 3,3%0,7 2,1+0,7 0,3%0,2 3,1+3,1 0,7¢0,2 0,3+0,1 0,2+0,1 10#9 0,9+0,5

6 6 6 6 6 5 1 4 6 2 3 4
62+2 20+#3 1,3+0,3 3,0+0,7 4,8+2,6 0,604 3,333 0,6+0,3 0,7¢0,2 0,2+0,1 3,1+2,9 0,9+0,6

6 6 5 6 6 5 3 3 4 1 2 4
5746 15#4 1,3+0,4 2,6+0,6 1,9+0,4 0,5+0,2 5,2+4,7 0,5+0,3 0,4+0,2 0,1+0,1 9+8 1,1+0,7

Tabelle 6 VergréBerungen des Lungengewebes der COPD-Gruppe.

Mittelwerte mit Standardfehler. n: Patientenanzahl bei denen das Element nachweisbar war. Die n<6

Werte betreffen in den VergréRerungen 800x-4000x unterschiedliche Patienten. Um représentative

Messungen von n>1 Patienten zu erhalten, wurden die VergrofRerungen 800x-4000x gemittelt.
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Ab den 800x VergrofRerungen wurden bis auf Chlorid in der UIP-Gruppe alle

Elemente gemessen (sieheTab. 7). Eine Vergrdl3erung mit allen Elementen konnte

nicht ermittelt werden. Die VergrofRerung mit den meisten Elementen und hdchsten

Patientenzahlen war bei den Messungen im Lungengewebe 2500x und 3000x und in

den Lymphknoten 1500x (siehe Anhang Tab. 15).

Tabelle: Lungengewebe der UIP- Gruppe bei unterschiedlichen VergréRerungen.*

Elemente

C (@) S Si Al Mg Fe Na K
100x
n 6 6 6 0 0 0 0 4 2
Wt% 74+l  24+1 1,4+0,2 0 0 0 0 0,7£0,2 0,2+0,1
200x
n 6 6 6 0 0 0 0 6 3
wt % 751 23+1 1,3#0,2 0 0 0 0 0,7+0,1 0,2+0,1
400x
n 6 6 6 1 1 0 1 6 1

wt % 71+#5 20+#3 1,5+0,3 0,1+0,1 0,1#0,1 0 1,2+#1,2 1,9+0,7 0,4+0,4
800x

n 6 6 6 2 1 1 0 6 1

wt % 72+5 23+4 1,7+0,5 6,0#4,0 0,1+0,1 1,3+1.3 0 2,4+1,0 0,4+0,4
1000x

n 6 6 6 2 1 0 1 5 3

wt % 62+4  23+3 1,2+0,3 1,4+1,3 1,3%¥1,3 0 1,1#1,1 3,410 0,6+0,4
1500x

n 6 6 6 2 4 0 2 6 5

wt % 67+4 2043 1,2+0,2 1,6+1,0 1,4+0,7 0 4,5+2,8 1,1+0,2 0,5+0,1
2000x

n 6 6 5 1 1 1 2 5 3

wt % 67+4 2043 1,0+0,2 2,3+2,3 0,4+0,4 1,2+1,2 23+1,9 0,8+0,3 0,4+0,2
2500x

n 6 6 6 2 1 1 2 5 4

wt % 67+2 1943 2,6+1,2 0,6+0,6 0,2+0,2 0,3+0,3 2,0+1,9 0,8+0,2 0,3+0,2
3000x

n 6 6 6 4 4 1 3 4 3

wt % 74+4  19+4 1,2+0,2 1,1+0,5 1,1+0,4 0,1+0,1 2,5+1,9 0,6+0,2 0,2+0,1
4000x

n 6 6 6 2 1 1 1 5 3

wt % 731 16+1 1,504 1,3¢x1,2 0,3#0,3 0,4+0,4 0,1+0,1 1,0+0,3 0,9+0,6

Cl

1
0,2+0,2

1

0,2+0,2

0,4+0,4

0,2+0,2

0,1+0,1

0,1+0,1

0,1+0,1

0,1+0,1

1,0+1,0

Ca

0,8+0,7

0,6+0,6

1,9+0,8

0,3+0,3

0,5+0,3

2,6£1,0

0,4+0,2

0,8+0,3

0,5+0,1

0,4+0,1

5
2,3£1,1

6

2,3+1,0

4,7+2,0

5

0,5+0,2

1,1+0,3

6
1,5+0,5

4
0,5+0,2

5
1,3+0,5

Tabelle 7 VergréRBerungen des Lungengewebes der UIP-Gruppe.

Mittelwerte mit Standardfehler. n: Patientenanzahl bei denen das Element nachweisbar war. Die n<6

Werte betreffen in den VergroBerungen 800x-4000x unterschiedliche Patienten. Um représentative

Messungen von n>1 Patienten zu erhalten, wurden die VergrofRerungen 800x-4000x gemittelt.
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Ergebnisse

Die Vergrol3erung 800x in der Anthrakosegruppe hatte in den Messungen eine grol3e
Patientenanzahl bei der alle Elemente nachweisbar waren (siehe Tab. 8). Es konnte
keine Vergrof3erung mit allen Elementen und allen Patienten gefunden werden. Alle
Elemente mit der hdchsten Patientenanzahl wurden im Lungengewebe bei 3000x

und in den Lymphknoten bei 1500x gefunden (siehe Anhang Tab. 14).

Tabelle: Lungengewebe der Anthrakosegruppe bei unterschiedlichen VergréRerungen.*

Elemente
C (0] S Si Al Mg Fe Na K Cl Ca P

100x

n 6 6 6 5 3 0 0 1 0 0 2

wt % 731 25+1 1,3+0,2 0,4+0,1 0,2+0,1 0 0 0,1+0,1 0 0 0,2+0,1
200x

n 6 6 6 5 2 0 1 2 1 1 1 2

wt % 7242 20+3 1,3x0,3 0,4+0,1 0,1+0,1 0 0,3+0,3 0,2#0,1 0,1+0,1 0,1+0,1 0,5+0,5 0,4%+0,3
400x

n 6 6 6 3 4 3 1 4 1 1 2 3

wt % 6518 23+3 1,5+0,4 1,4+1,2 12+11 0,3%0,2 1,2+1,2 0,7+0,3 0,2+0,2 0,1+0,1 3,6£3,4 2,5+2,0
800x

n 6 6 5 3 3 3 1 3 3 3

wt % 59+5 21+4 1,6+0,6 0,5+0,3 0,3+0,1 0,2+0,1 2,0+2,0 2,8t1,8 0,7+0,3 3,2+2,1 6,4+4,9 1,5+0,8
1000x

n 6 6 5 3 2 5 3 2 3 5

wt % 6713 19+3 1,9+0,6 1,6+1,2 0,4+0,2 0,1+0,1 2,8+1,9 1,6+0,7 0,9+0,6 0,8+0,7 2,6+2,0 2,0+1,0
1500x

n 6 6 6 5 5 3 5 6 2 2 3

wt % 6414 23+2 1,0+0,3 4,6+1,6 2,5+0,9 0,9+0,8 2,8+1,1 1,3+0,5 0,6+0,5 1,0+0,8 0,2+0,1
2000x

n 6 6 6 4 1 5 4 4 1 4

wt % 69+2 20+1 1,2¢0,4 1,7+0,9 4,2+2,2 0,1+0,1 1,9+1,2 1,2+0,7 1,1+0,7 13+11 0,2+0,2 0,4+0,2
2500x

n 6 6 6 2 3 1 5 3 3 2 3

wt % 72+3 16+2 1,3t04 2,4+1,6 0,5+0,3 0,1+0,1 7,2+5,2 0,3+0,2 0,3+0,1 0,3+0,2 3,5+2,7 0,5+0,3
3000x

n 6 6 6 5 5 4 3 3 1 3 4

wt % 6615 20+2 1,4+0,5 4,4+2,2 1,7+0,6 0,5+0,2 3,1+1,5 0,5+0,3 0,5+0,3 0,1+0,1 0,7+0,4 0,6+0,3
4000x

n 6 6 6 4 4 1 2 1 3 1 1 4

wt % 74+2 15+3 1,9+0,4 1,6+0,8 1,1+0,6 0,1+0,1 1,0+0,8 0,3+0,2 0,4+0,2 0,2+0,2 1,7+1,7 1,4+1.2

Tabelle 8 VergréBerungen des Lungengewebes der Anthrakosegruppe.
Mittelwerte mit Standardfehler. n: Patientenanzahl bei denen das Element nachweisbar war. Die n<6
Werte betreffen in den VergréRerungen 800x-4000x unterschiedliche Patienten. Um représentative

Messungen von n>1 Patienten zu erhalten, wurden die VergroRerungen 800x-4000x gemittelt.
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Ergebnisse

Die unterschiedlichen VergroRerungen der Kontrollgruppe zeigen, dass ab der

Vergro3erung 800x eine grol3e Anzahl von Elementen gemessen werden konnte. Es

gab keine Vergrof3erung in der alle Elemente nach gewiesen konnte. Gleiches trifft

fur die Patientenanzahl zu (siehe Tab. 9). Die VergroRerung mit den meisten

Elementen und den groRten Patientenzahlen war fir das Lungengewebe die

800fache und die 2500x fur die Lymphknoten (siehe Anhang Tab. 10).

Tabelle: Lungengewebe der Kontrollgruppe bei unterschiedlichen Vergréerungen.*

100x
n
wt %
200x
n

wt %
400x
n
wt %
800x
n

wt %
1000x
n

wt %
1500x
n

wt %
2000x
n

wt %
2500x
n
wt %
3000x
n

wt %
4000x
n

wt %

73%1

741

67+6

63+8

69+7

64+12

7214

7445

78+4

6
75+3

6
25+1

25+1

272

26+4

22+3

24+5

6
23+2

6
1943

6
19+4

6
20£3

1,7+0,2

5,4+3,9

1,3+0,2

6
1,8+0,7

6

2,3+0,8

5,6+3,4

6
1,8+0,5

6

2,2+0,7

2,1+0,6

6
2,0+0,5

Si

0,9+0,7

0,8+0,8

0,1+0,1

0,4+0,4

0
0

Al

2
0,5+0,3

1
0,8+0,8

2
0,5+0,4

1
0,4+0,4

Elemente
Mg Fe

0 0
0

Na

0,2+0,2

0,2+0,2

0,3+0,3

2,7£2,5

1,713

0,1+0,1

3

0,4+0,2

1,211

0,1+0,1

2
0,8+0,6

0,3+0,3

0,1+0,1

0,1+0,1

Cl

o o

Ca

3,3+3,3

0,2+0,2

6,5+4,4

2,3+2,2

0,1+0,1

1,2+0,8

1,1+0,6

0,1+0,1

0,3+0,2

2,1£2,0

2

2,0+1,8

3,3+3,1

0,1+0,1

2

0,3+0,2

3,0+£2,7

0,6+0,5

Tabelle 9 VergréRBerungen des Lungengewebes der Kontrollgruppe.

Mittelwerte mit Standardfehler. n: Patientenanzahl bei denen das Element nachweisbar war. Die n<6

Werte betreffen in den VergréRerungen 800x-4000x unterschiedliche Patienten. Um représentative

Messungen von n>1 Patienten zu erhalten, wurden die VergrofRerungen 800x-4000x gemittelt.
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5 Diskussion

5.1 Hintergrund

Ziel der Untersuchungen ist die Charakterisierung energiedispersiver Spektren an
einem gut dokumentierten klinischen Kollektiv von transplantationsbedurftigen
Lungenerkrankungen (idiopathische Lungenfibrose, COPD) in Relation zu Fallen mit
bekannter Asbestbelastung, Quarzstaubbelastung und einem Kontrollkollektiv (nicht-
transplantierte Spenderlungen) mittels Rasterelektronenmikroskopie. Dabei sollen
sowohl das Lungenparenchym wie auch regionares Lymphknotengewebe analysiert

werden.

Die Auswertung erfolgt hinsichtlich der qualitativen Zusammensetzung und (semi-)
guantitativen Mengen mittels EDX nachgewiesener Elemente zum einen
intraindividuell (Lunge vs. LK) aber auch gruppenspezifisch (z. B. idiopathische
Lungenfibrose vs. Spenderlunge oder vs. Asbestoselunge) in unterschiedlich grof3en
Parenchymabschnitten bei 100x-4000x bzw. 5000x facher Vergr63erung. Hierbei
wurde besonderer Wert auf die peribronchiolovasalen Parenchymzonen gelegt, in

denen die interstitiellen Fibrosierungen bei Pneumokoniosen in der Regel beginnen.

Seit den 30er Jahren des letzten Jahrhunderts wird Uber den Zusammenhang von
Asbestinhalation, Lungentumoren und Mesotheliomen berichtet .

Die Asbestexposition ist bisher die einzige identifizierte Hauptursache fir das
maligne Mesotheliom * *® **°_ Fiir die Entstehung von Lungenkarzinomen ist vor
allem der Tabakkonsum urséchlich %177,

Etwa 4-12 % der malignen Lungentumore sollen auf eine berufliche Asbestexposition
zuriick zu fuhren sein % 118 1% Bewijesen ist eine additive Wirkung zwischen Asbest
und Tabakkonsum, so dass viele Asbest assoziierten Lungentumore im
Zusammenhang mit Tabakkonsum stehen *’. Firr die Anerkennung einer BK 4104
(Lungenkrebs oder Kehlkopfkrebs in Verbindung mit Asbeststaublungenerkrankung
oder mit durch Asbeststaub verursachter Erkrankung der Pleura) sind
Briickenbefunde wie eine Asbestose, in Verbindung mit durch Asbeststaub

verursachter Erkrankungen der Pleura oder der Nachweis der Einwirkung einer
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kumulativen Asbestfaserstaubdosis am Arbeitsplatz von mindestens 25 Faserjahren
vorausgesetzt®.

Sind eine oder mehrere der genannten Bruckenbefunde nicht nachzuweisen, sind die
Kriterien zur Durchfiihrung einer Staubanalyse gegeben.

So lassen sich im Rahmen einer Staubanalyse mittels Rasterelektronenmikroskopie
(REM) durch die Identifizierung der anorganischen Fasern/Staube Noxen fur die
bestehende Erkrankung nachweisen und eine berufliche Asbestexposition von ggf.
Heimatland-typischen Asbestfasern unterscheiden. Bei der Feststellung einer
Kausalitat zwischen einer Erkrankung und Asbesteinwirkung kann diese nicht durch
den z.B. zusatzlichen privaten Tabakkonsum widerlegt werden.

Analysen zu Asbest Dosis-Wirkungs-Beziehungen sind schwierig, da die zu
vergleichenden Gruppen oft weitere Risikofaktoren aufweisen und sich dahingehend
unterscheiden .

Das grolite karzinogene Potenzial fir das Mesotheliom geht von Amphibol-Fasern
aus im Vergleich mit Chrysotil-Fasern ® °% "8 AuRerdem wurde fir Amphibol-
Fasern ein groRReres Potenzial fir Lungentumore beobachtet, als fur Chrysotil-,
Amosit- und Krokydolith-Fasern .

Als Ursache fir die Entstehung von Lungentumoren wird auch die asbestbedingte
Lungenfibrose diskutiert ®. In Studien aus den 30er Jahren wurde angedeutet, dass
die Lungentumore durch Asbest induzierte bronchiolo-alveolare Hyperplasien und
diffuse interstitielle Fibrosen ausgelést werden *4°.

Die Fibrose-Karzinom Hypothese sieht die asbestbedingte interstitielle Fibrose als
eine obligatorische Vorstufe zum Lungenkarzinom 97

Beflrworter dieser Hypothese fiihren Studien zur Usual interstitial pneumonia
(Idiopathische Lungenfibrose, UIP) an % *. In einer Studie zur UIP von Nagai et al.
wird von einer Lungenkarzinom- Inzidenz von 38 % bei Rauchern berichtet und von 8
% bei Nichtrauchern **.

Im Gegensatz dazu fanden Wells und Mannino bei UIP nur eine Inzidenz von 5 % fur
Lungenkarzinome im Vergleich mit einer Inzidenz von 27 % bei asbestbedingter
Fibrose . Die Verbindung von Asbestose und Lungentumoren wird weiter dadurch
untermauert, dass 25-45 % der Asbestose Patienten an Lungentumoren erkranken

und dies die haufigste Todesursache darstellt 133 14°,
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Paris et al. zeigten eine unabhangige Assoziation zwischen hochgradigen
intraepithelialen bronchialen mukosalen Lasionen (jede Dysplasie und jedes
Carcinoma in situ) und der Haufigkeit von Asbestose 43,

Die Mechanismen der Fibrose-Karzinom Hypothese sind nicht restlos aufgeklart. Es
wird vermutet, dass Asbest oxidative Schaden in der DNA verursacht und dartber

Fibrose und Lungentumore induzieren kann 1'%

. Der Zusammenhang, dass
Asbest zu Fibrose und Lungentumoren fihrt ist gut belegt. Aber der obligatorische
Zusammenhang zwischen Fibrose und Lungentumoren konnte bislang nicht

gefunden werden %',

Bisherige Diagnostikverfahren wie RoOntgenbilder bieten keine ausreichende
Aussagekraft und Sicherheit in der Diagnostik von transplantationsbedurftigen
parenchymatdsen Lungenerkrankungen. Hnizdo et al. zeigten, dass besonders
Rontgenbilder nur eine geringe Sensitivitat fur kleinere rundliche Verschattungen
(ILO <1/1) und somit fur die Anfangsstadien der einzelnen Krankheitsbilder besitzen.
Allerdings kdnnen neben den falsch negativen auch falsch positive Befunde auffallen
%0 Zusatzlich kommt es bei der Begutachtung bildgebender Verfahren oft zur
Vernachlassigung weiterer morphologischer Veranderungen des Lungengewebes
wie Emphysembildungen, welche im Friihstadium nicht immer durch das Rontgenbild
zu diagnostizieren sind. Hilfreich und unterdessen Standard ist die hochauflésende
Computertomographie. Weder die radiologischen noch die pathologisch-
anatomischen Befunde sind pathognomonisch und erlauben, solange keine
Asbestkorperchen oder Asbestfasern im Gewebe nachgewiesen werden, keine
eindeutige Abgrenzung zwischen Asbestose und idiopathischer Lungenfibrose vom
UIP-Typ. Des Weiteren konnte vor Jahren gezeigt werden, dass auch die Zahlung
von Asbestkoérpern im Sputum zwar mit der Anzahl im Lungengewebe korreliert.
Jedoch kann diese Methode lediglich eine stattgefundene Exposition untermauern,
aber nicht als einziges diagnostisches Verfahren genutzt werden 2.

Die Untersuchung von Gewebe mit Hilfe des Lichtmikroskops Ilasst eine
Identifizierung von Asbestkdrperchen zu, jedoch kdnnen sich die nicht umbhillten
Fasern dem Untersucher entziehen. Zusatzlich kann die Veraschung von
Lungengewebe richtungsweisend sein. Die Anzahl der Fasern sollte in Bezug auf
das Feucht- bzw. Trockengewebe ermittelt werden. Einige Autoren empfehlen die

Darstellung der Faseranzahl in Gramm Trockengewebe. Aber auch hier lassen sich
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nur Fasern mit einer bestimmten Lange identifizieren und eine Zuordnung der Faser
ist ebenfalls nicht méglich *°.
Methoden, bei denen das Gewebe priméar getrocknet wird, sollten vermieden werden,

da dies zur Aufspaltung der Fasern fiihrt ©.

Auch die gezielte Identifikation von Asbestose Patienten mit mineralhaltigen Fasern
ist schwierig. Es hat sich bewahrt, unterschiedliche Methoden miteinander zu
kombinieren. Zu diesen Methoden gehdren chemische Massenanalysen,
Polarisations-Mikroskopie, rontgengraphische Untersuchung der Feinstruktur, REM,
Elektronenbeugung und EDX *°

In der Praxis gilt es folgende Probleme zu beriicksichtigen: Die kleinen Fasern und
die teilweise geringe Faseranzahl erschweren eine Abgrenzung zu dem umliegenden
Lungengewebe und eine sichere Identifizierung. Umso wichtiger ist es diese mit Hilfe
des hoch auflosenden Rasterelektronenmikroskops darzustellen und gleichzeitig die
Zusammensetzung nicht humaner Partikel zu erkennen.

Die meisten in der Lunge gefundenen Partikel sind Silikate. Eine Trennung dieser
Silikatmineralien ist mit der roéntgengraphischen Untersuchung der Feinstruktur fast
unmdglich, da die Spektralhdchstwerte sich Gberlappen. Das Gleiche gilt auch fir die
chemischen Massenanalysen, so dass beide Verfahren fast keine Anwendung
finden.

Die kleine Grol3e der Fasern und die Einbettung ins Lungengewebe machen auch
die Polarisations-Mikroskopie wirkungslos.

Im Gegensatz dazu ist das REM eine wertvolle Hilfe zur Identifikation von
WeilRasbest, aufgrund ihrer runden Form und tubuléren Struktur.

Allerdings kénnen Mineralien wie Halloysit und bakterielle Pilae &hnlich in
Erscheinung treten. Ferner muss bedacht werden, dass Chrysotil-Asbestfasern durch
chemische Kontaminierung ihre tubulare Struktur verlieren konnen.

Andere faserhaltige Mineralien, die in der Lunge gefunden werden kdénnen wie
Attapulgit (Lehm) und Apatit (Calcium Phosphat) sind gleich in Gré3e und Form mit
chrysotilen Asbestfasern. Eine morphologische Unterscheidung ist nicht méglich, so
dass weitere Analyseverfahren notig sind.

Die amphibolen mineralhaltigen Asbestfasern sind besser zu unterscheiden. Sie sind
langer und breiter als die chrysotilen Fasern und fast identisch untereinander.

Amphibole Asbestfasern zeigen eine gerippte Struktur im REM, aber auch das ist
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kein unikates Diagnostikmerkmal. Die Unterscheidung von amphibolen Fasern mit
anderen mineralhaltigen Fasern wie Rutil (TiO,) oder Calciumsulfat (CaSQy) ist Uber
die Morphologie nicht mdglich.

Die Faseranalyse mittels REM ist in Kombination mit der EDX-Analyse in der Lage
kleinste Partikel eindeutig chemisch zu analysieren und ist damit allen anderen
Methoden der Identifikation von Asbestfasern tberlegen.

Bei diesem Verfahren werden Elektronenstrahlen gezielt auf die zu untersuchende
Probe gegeben. Dabei kommt es flr jeden Bestandteil des Materials zur Entstehung
von sogenannten Sekundarstrahlen, die Uber einen Detektor aufgefangen werden
und ein fur das Material charakteristisches Spektrenbild zeigen. Das Spektrenbild
spiegelt Elementzusammensetzungen und Quantitat der einzelnen Elemente wider.
In diesem Zusammenhang lassen sich Asbestfasern in ihre einzelnen Gruppen
unterscheiden und dem Asbesttyp zuordnen. Als nachteilig sind der hohe

Zeitaufwand und die relativ hohen Kosten durch Materialanschaffung anzufithren **°.

5.1.1 Risikofaktoren fur Ablagerungen in der Lunge

Nicht nur der berufliche Werdegang tragt zur Ablagerung von Asbestfasern im
Lungengewebe bei. Umweltbedingt lassen sich Asbestfasern auch in den Lungen der
,Normalbevélkerung® nachweisen *. So beschreibt Schreiber et. al eine
Konzentration von Asbestfasern im Jahresmittel zwischen 50-150 Fasern/m3 in der
AuRenluft von Ballungsgebieten*™. An den entsprechenden Arbeitsplatzen liegt die
Faserkonzentration oft bis zu 100.000 fach héher. Der EU-Arbeitsplatzgrenzwert
wurde auf 100.000 Fasern/m? festgelegt (EU-Richtlinie 2009/148/EG). Generell gibt
es bei der  Beurteilung der  Asbestbelastung keine  tolerierbare
Asbestfaserkonzentration in der Atemluft. Romer et. al konnte zeigen, dass der
Asbestkonzentrationsbereich in Normallungen (keine berufliche Staubbelastung)
geringer gegenuber denen mit Mesotheliom und beruflicher Asbestbelastung ist.
Allerdings lag bei 3 Fallen der Mesotheliomgruppe die Asbestkonzentration unter
dem Durchschnittswert der Normallungen®®®. Eine Referenzwertermittiung findet auch
innerhalb des Deutschen Mesotheliomregisters statt. In der Normalbevélkerung
(ohne berufliche Exposition) liegt die Grenze lichtmikroskopisch bei 22 Asbestkorper
pro cm 3 bzw. pro Gramm Feuchtgewebe und elektronenmikroskopisch fur

Amphibolfasern 1,0 x 10* und fiir Chrysotilfasern 1,8 x 10* pro Gramm Feuchtgewebe
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(Lange >5um). Bei Asbestosen (Grad I-IV) wurde ein Richtwert fir den gleichen
Fasertyp von 10° bis 10° pro Gramm Feuchtgewebe ermittelt'®’.

Studien zeigten in einem Vergleich von Lungengeweben mit Asbestfasern- und
koérpern, ohne Asbestfasern und die Kombination von Asbestfasern mit Nicht-
Asbestfasern, dass diese zu verschiedenen asbestassoziierten Lungenerkrankungen
fuhren konnen. So ist in fibrotisch verandertem Lungengewebe eine hohere Anzahl
an Fasern nachzuweisen als in gesunden Lungenarealen. Ob eine hohere Faserlast
mit einer vermehrten Fibrosebildung einhergeht oder mit einer verringerten
Clearance der Fasern zusammen hangt, konnte nicht nachgewiesen werden. Ein
weiterer Risikofaktor stellt die Gewebeart dar. So scheint die Pleura mehr sensitiv fur
anorganische Fasern zu sein als das Lungengewebe. Der Fasertyp spielt ebenfalls
eine wichtige Rolle in der Entstehung von Gewebsveranderungen % 9% 137. 178193

Im Rahmen der Feststellung zum Vorliegen einer Berufskrankheit kann ggf. neben
den medizinischen Befunden auch die Ermittlung sogenannter Faserjahre (1x 10°

[(Fasern/ms3) x Jahre]) nétig werden (siehe Anerkennung der BK 4104).

5.2 Methodik

Grundsatzlich sind sowohl das Rasterelektronenmikroskop als auch das
Transmissionselektronenmikroskop (TEM) fir diese Untersuchungen geeignet.
Bereits seit uUber 30 Jahren werden Untersuchungen, mit dem Ziel ein
standardisiertes Verfahren zur Analyse anorganischer Fasern zu etablieren,
durchgefiihrt. Folgend kann festgehalten werden, dass es nicht nur zwischen den
verschiedenen Analyseverfahren (Lichtmikroskop, REM, TEM) zu unterschiedlichen
Messergebnissen, sondern auch bei der Anwendung der gleichen Methode zu
Ergebnisabweichungen kommen kann. Gylseth et al. gaben diesbezuglich
Lungengewebe der gleichen Probanden an verschiedene Labore, welche die oben
aufgezahlten Messverfahren anwendeten. Besonders bei der Anwendung des REM
kam es zu Abweichungen der Messergebnisse. Ein Zusammenhang zwischen dem
Gebrauch des REM und den abweichenden Messergebnissen konnte nicht
hergestellt werden. Es sollte jedoch bertcksichtigt werden, dass zum Zeitpunkt
dieser Untersuchungen keine einheitliche Definition beziglich der zu zahlenden
Asbestfasern und FasergroRe vorlag®. Folgend wurden nicht zuletzt in der S2-

Leitlinie zur Diagnostik und Begutachtung asbestbedingter Berufskrankheiten die
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Anforderungen an das optimale Lungenareal sowie Gewebe und der kanzerogenen
FasergroRRe von Asbest festgehalten®.

Obwohl beide Verfahren (REM und TEM) mit der EDX-Analyse zu koppeln sind,
mussen folgende Vor- und Nachteile berlcksichtigt werden. Mit dem TEM lassen
sich auch kleinste Fasern nachweisen (< 5 pm). Im Vergleich zwischen dem REM
und TEM zeigte das TEM eine 3- fach hohere Faserzahlung als das REM *°*. Auch
kann mittels TEM und Feinbereichsbeugung die kristalline Struktur des
anorganischen Materials festgestellt werden, wenn eine genaue Abgrenzung zu
anderen Fasern bei &hnlichem Spektrenbild nicht mdglich ist. Die
Probenvorbereitung fiir beide Verfahren ist standardisiert, jedoch ist die Analyse sehr
zeitaufwendig. Zudem st die Probenvorbereitung fir das REM einfacher, da
ganzheitliche Gewebestiicke mit einer Kantenlange von 1 cm zur Analyse genutzt
werden konnen, wohingegen fur das TEM unter anderem Ultradiinnschnitte
erforderlich sind.

Lee et al. kbnnen die Verwendung zur Untersuchung von anorganischen Fasern mit
dem Rasterelektronenmikroskop nicht empfehlen. Sie bevorzugen das Verfahren mit
dem Transmissionselektronenmikroskop aufgrund der zeitgleichen Untersuchung
mittels prazisem Elektronenstrahl und Elementanalyse *°.

Weiter kann mit dem TEM das Lungengewebe bei hdheren VergroRerungen (bis
50000x) untersucht werden. Allerdings lassen VergroRerungen unter 5000x keine
Detektion von Fasern dunner als 0-2 pm zu. So kann sich z. B. Krokydolith und
Chrysotil der Analyse entziehen. Die Fasern kénnen an unterschiedlicher Stelle
analysiert werden und mittels EDX einem Fasertyp zugeordnet werden 2.

Des Weiteren unterliegt besonders Weillasbest dem  sogenannten
,Fahrerfluchtphanomen®. So kénnen Fasern, die wahrend und zeitnah nach der
Exposition aufgedeckt werden nach Jahren im Gewebe nicht mehr nachweisbar sein.
Tiermodelle zeigten, dass sogar einzelne Elemente wie Magnesium ,verloren® gehen

kénnen. Dies kann zu Fehlinterpretationen fiihren .
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5.2.1 Proben "sample error"

In dieser Arbeit wurde sowohl Lungen- als auch Lymphknotengewebe untersucht.
Wir wahlten peribronchiale und hilusnahe Lymphknoten, da dort eine besonders
hohe Belastung mit mineralhaltigen Makrophagen zu finden sein soll. ”® Sowohl in
Formalin fixiertes Lungengewebe als auch unbehandeltes natives Gewebe kann fur
diese Methodik benutzt werden. Aus der Literatur von Gibbs et al. ergaben sich
Hinweise auf eine variable Faseranzahl abhdngig vom Lungenareal. Besonders bei
vielen kleinen Proben der gleichen Lunge soll die Faseranzahl voneinander
abweichen. Dennoch empfehlen die Autoren Proben aus den folgenden
Lungenabschnitten zu entnehmen: Apikaler Anteil des oberen Lungenlappen,
apikaler Anteil des unteren Lungenlappen und von basaler Anteil der Lunge. Wenn
maglich sollen die Gewebsproben tumorfrei und frei von Entziindungen sein, da dies
zu falsch negativen Ergebnissen oder zu einer geringeren Faserzahl pro Gramm
Lungengewicht fithren kann °.

Laut Roggli et al. kann sich somit der Fasergehalt des einen Lungenareals um bis
zum 3-10 fachen von einem anderen Lungenareal des selben Individuums
unterscheiden 2,

Churg et al fanden keine Unterschiede in Hinsicht auf die Asbestkdrperbelastungen
zwischen peripheren und zentralen Lungengewebe % “°. Die Faserzahlungen sind
abhéngig von der Faserlange und der subjektiven Einschatzung und kdénnen von
Labor zu Labor unterschiedlich sein. Neben den unverhillten Fasern sind auch
Asbestkérper im Lungengewebe und Lymphknoten zu finden. Churg et al.
untersuchten dazu 600 Asbestkorper wovon 98% einen Amphibolkern und 2% einen
Chrysotilkern hatten. Allerdings lassen sich diese Asbestkdrper morphologisch nicht

von den sogenannten Pseudoasbestkérpern (Talk, Quarz) abgrenzen 3% %°.

Zudem werden die Biopersistenz der Fasern, die Spaltung der Fasern im Rahmen
der Probenpréaperation, die Gewebefixation und die Lagerung des Gewebes fir ein
Abweichen der Messergebnisse verantwortlich gemacht. So kann eine Trocknung
des Gewebes zu einem Zerbrechen der Fasern fihren und in der Auswertung eine
falsch hohe Faserzahl und kleinere Fasergrél3en ergeben. Eine Verunreinigung mit

Starke und Talk durch den Gebrauch chirurgischer Handschuhe, organische Fasern
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der Kleidung oder Asbest kontaminiertes Paraffin sind nur einige Beispiele, die zu
einer Erschwerung der Analyse fiihren kénnen® 2,

Des Weiteren kann trotz einer grindlichen Zwischenreinigung des Arbeitsplatzes
eine Kontamination unter den verschiedenen Proben nicht ganzlich ausgeschlossen

werden’®.
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5.3 Diskussion der Resultate

5.3.1 Elementnachweis in Abhangigkeit der untersuchten Feldgrof3e

Wir konnten zeigen, dass die 800x bis 4000x VergréfRerungen zum Nachweis von
chemischen Elementen (C, O, S, Si, Al, Mg, Fe, Na, K, CI, Ca, P) im Lungen- und
Lymphknotengewebe geeignet sind. Je nach VergréRerung werden Feldmessungen
(100x-400x) oder punktuelle Messungen (800x-4000x) durchgefuhrt. Die FeldgréRe
bewegt sich daher zwischen 248504,89 nm2 und 693301562500,00 nm?2.
Entscheidend ist dabei, dass der gleiche Abstand zur untersuchenden Probe
eingehalten wird, da sich sonst trotz gleicher Bereichsmessung die Feldgrof3e andern
kann. Chronische Lungenerkrankungen, insbesondere die Pneumokoniosen
entstehen u.a. durch die Inhalation von z.B. siliciumhaltigen Stauben (Silikose) oder
Eisenoxiden (Sidero-Silikose). Letztlich konnen alle in 5.4 diskutierten Elemente (Si,
Al, Mg, Fe, Na, Ca) zur Entstehung von chronischen Lungenerkrankungen beitragen.
Eine Uberlegenheit einer einzelnen VergroRerung zur Darstellung der Elemente
konnte nicht gezeigt werden. Dargelegt werden konnte aber, dass sich die einzelnen
VergroR3erungen in messbaren Elementen und Patientenanzahl erganzen.

Musste man sich auf eine optimale VergroRerung pro Gruppe festlegen, so wére das
fur das Lungengewebe der Silikosegruppe die 800x VergréRerung mit der grol3ten
Patientenanzahl, bei denen die oben genannten Elemente nachweisbar waren.
Vernachlassigt man hierbei die fur die Silikose untypischen Elemente wie Cl und Ca
und fokussiert sich auf die Silikose typischen Elemente wie Si, Al, S und P wirde
man in der VergroRerung 1500x die héchste Patientenzahl mit den entsprechenden
Elementen finden (siehe 5.3.3). In der Asbestosegruppe liegt die hdchste
Patientenzahl mit den am meisten nachgewiesenen Elementen in der Vergro3erung
2500x vor. Die hochste Patientenzahl mit den fur die Asbestose typischen Elementen
wie Fe und Mg war jedoch in der 4000x Vergrof3erung zu dokumentieren. Die 3000x
Vergrofierung war bei den COPD- Patienten, die 1500x Vergrof3erung in der
Anthrakose- und UIP-Gruppe die mit der héchsten Patientenzahl und
entsprechenden Elementennachweis. In der Kontrollgruppe muss aus
physiologischen Griunden mit allen genannten Elementen in geringer Dosierung
gerechnet werden. So lassen sich fir gesundes Lungengewebe in der 800x

Vergrolierung alle wichtigen Elemente (C, O, S, Si, Al, Na, K, Ca, P) auch zur
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Abgrenzung zur Elementverteilung der chronischen Lungenerkrankungen darstellen
(siehe Tab. 4-9).

In den Lymphknoten sind die aussagekraftigsten VergréfRerungen, die 2500x in der
Kontrollgruppe, die 800x und 1000x in der Silikose- und Asbestosegruppe, die 3000x
bei den COPD-Patienten, die 1500x in der Anthrakose- und UIP-Gruppe (siehe
Anhang Tab. 10- 15). Eine Vergleichbarkeit ist bei einer einzigen Vergrof3erung nicht
gegeben. Fur eine bestmadgliche Vergleichbarkeit zwischen den Gruppen wahlten wir
die Mittelwerte der VergroRerungen 800x bis 4000x. Dadurch erreichten wir eine
Power von groRBer als 0,8 in den zu vergleichenden Elementen und eine
Reproduzierbarkeit aller Elemente bei fast allen Patienten (siehe 3.3).

In der Literatur wird dieses Problem nicht thematisiert und die einzelnen Studien
haben unterschiedliche Vergré3erungen. Auffallend ist, dass haufig die 1000x
VergroBerung gewahlt wird % 16416918 Eine VergroBerung, die auch wir zusammen
mit der 800x VergroRerung als Grenze zum Nachweis von Elementen gesetzt haben.
Weitere VergroBerung in der Literatur sind 1250x **2, 1600x *"°, 1800x ® und 2000x
64, 102, 121 " Alles VergroRBerungen, die wir in unserer Studie abgedeckt haben. Ob
deren VergrolRerungen jedoch mit in dieser Arbeit angewendeten Vergrél3erungen
identisch sind, lasst sich nicht eruieren, da die Mdglichkeit einer anderen
Abstandsweite zur Probe besteht und auf diesen Umstand in den angegebenen
Arbeiten nicht naher eingegangen wird. Zudem wurden in diesen Arbeiten neben
Lungengewebe u.a. Veraschungsfilter untersucht und keineswegs
Lymphknotengewebe. Es gibt ferner Studien, die deutlich gré3ere Vergrolerungen
angeben 10000x 2! ®% 1%° 20000x > und 33000x *?°. Wir konnten in Vorversuchen
keine Reproduzierbarkeit bei solchen VergroRerungen feststellen und beschréankten
uns daher auf VergroRerungen von maximal 4000x.

Eine Fragestellung dieser Arbeit ist, ob es eine optimale Vergré3erung gibt, um die
zeitaufwendigen Analysen optimieren zu kdnnen.

Am ehesten ist die 2500x VergroRerung zu empfehlen, da dort fast alle Elemente bei
hoher Patientenzahl und noch wichtiger, alle relevanten Elemente, die zur
Entstehung chronischer Lungenerkrankungen beitragen koénnen und zur
Charakterisierung der Asbestfasern dienen, gemessen werden konnten (siehe Tab.
4- 15).
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5.3.2 Kontrollgruppe

Die Spektrenanalyse fur Kohlenstoff in der Kontrollgruppe ergab relativ h6here Werte
gegenuber all den anderen Gruppen (siehe Abb. 65). Fur Sauerstoff konnten keine
signifikanten Unterschiede zu den anderen Gruppen gemessen werden (siehe Abb.
66). Kohlenstoff und Sauerstoff sind die 2 Hauptelemente aus denen Lungengewebe
besteht %%, Dass beide Elemente mit tiber 92 % dominieren, spricht fiir eine geringe
Verunreinigung mit exogenen Noxen. Die erhohten Werte des Nicht-Metalls Schwefel
im Vergleich mit den anderen Untersuchungsgruppen konnten auch bei
SchweilRerlungenfibrose beobachtet werden, aber nur in Kombination mit extrem

31 Die metallischen Elemente konnten aber in der

erhbhten Werten fir Eisen
Kontrollgruppe nur in Spuren oder gar nicht gemessen werden. Silicium, Aluminium,
Magnesium und Eisen waren signifikant geringer gegeniber allen anderen
Untersuchungsgruppen (siehe Abb. 47-50). Damit sind die metallischen Elemente,
welche charakteristisch fur Asbestkorper sind, flr das untersuchte Lungengewebe in
der Kontrollgruppe nicht nachweisbar % 2% 144,

Auch Verunreinigungen, wie sie bei der Exposition mit Kohlestaub beobachtet
werden, kénnen damit ausgeschlossen werden .

Das physiologische Element Natrium ist in der Kontrollgruppe hoher als in der
Silikosegruppe und COPD-Gruppe und geringer als in den Lungenproben der
Anthrakose- und UIP-Patienten (siehe Abb. 51). Ein Krankheitswert lasst sich daraus
nicht rekonstruieren, da der Nachweis fur die metallischen Elemente nicht erbracht
werden konnte ** ° Dies gilt auch firr die folgenden Elemente, beispielsweise
Kalium, das in den Lungenproben der Kontrollgruppe wieder die geringsten Werte
hat (siehe Abb. 68). Auch Chlorid, das nicht messbar war, ist signifikant geringerer
gegeniber den COPD-, Anthrakose- und UIP-Patienten (siehe Abb. 69).

Dagegen ist Calcium signifikant erhoht gegenuber der Silikose- und
Asbestosegruppe (siehe Abb. 52). Der Nachweis von erhohtem Calcium wird fr
Tremolit und Aktinolith beschrieben, aber nur im Zusammenhang mit erhdhten
Magnesiumwerten **°, die nicht in der Kontrollgruppe gefunden wurden.

Mit Ausnahme der UIP-Gruppe ist auch Phosphat im Vergleich mit den anderen
Gruppen signifikant mehr vorhanden (siehe Abb. 70). Fur das Krankheitsbild der

Anthrakose werden erhéhte Phosphatwerte beschrieben, aber nur im
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Zusammenhang mit dem vermehrten Nachweis von Schwefel, Silicium und
Aluminium %.

Diese Ergebnisse sind identisch mit vorangegangenen Studien zu Lungengeweben
ohne Asbestbelastung. So wurde in der Arbeit von Ferrer et al. Lungengewebe und
Pleura von Silikosepatienten, von Patienten mit positiver Berufsanamnese aber ohne
entsprechenden Gewebsveranderungen und einer Referenzgruppe mittels REM und
EDX-Analyse untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass Silicium und Calcium
vermehrt bei Silikosepatienten auftreten, jedoch auch im Gewebe der
Referenzgruppe nachweisbar ist. Dieser Zusammenhang wird vor allem durch die
unweigerliche Inhalation von Umweltstduben bei Stadtbewohnern erklart. Zudem ist
Calcium bereits physiologisch in den Kdrperflissigkeiten zu finden. Die Detektion von

Eisen wird durch das Vorhandensein von Eisen in der Erdoberflache begriindet %% ®”

71, 130

Die untersuchten Elemente zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen
Lungengewebe und Lymphknoten (siehe Abb. 35-41, 44-46).

Auffallig ist, dass die Elemente Eisen und Chlorid in geringen Spuren nur im
Lymphknoten messbar waren. Besonders Eisen wirde in gro3en Mengen fur

30

exogene Noxen sprechen °%, aber nicht in so geringen Mengen wie in der

Kontrollgruppe gemessen wurde (siehe Abb. 38).

Vergleicht man das Lymphknotengewebe der Kontrolle mit dem LK-Gewebe der
anderen untersuchten Gruppen zeigt sich ebenfalls eine geringere Ansammlung von
Silicium, Aluminium, Magnesium und Eisen. Kohlenstoff ist auch hier im LK-Gewebe
der Kontrollgruppe relativ mehr vorhanden gegeniber den anderen Gruppen. Diese
Messungen entsprechen denen der Lungengewebsuntersuchungen und sprechen fir
keine bis geringe Exposition gegenuber Stauben oder anorganischen Fasern (siehe
Abb. 53-58, 71).
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5.3.3 Silikose

Silicium ist in den Lungengewebsproben gegeniber allen anderen Gruppen
signifikant haufiger messbar, mit Ausnahme der Asbestose Gruppe (siehe Abb. 35).

Silicium ist auch haufigster Bestandteil der Quarzstdube, dessen Inhalation zur

66

Silikose fluhren Des Weiteren sind die Werte der metallischen Elemente

Aluminium, Eisen und Magnesium signifikant hoéher als im Lungengewebe der

Kontrollgruppe. Alles Elemente, die fur eine erhdhte Staubexposition mit letztlich

kristallinen Strukturen sprechen kénnen %% 2% 144

150

, aber nicht in den gemessenen
Verhaltnissen Auch frihere Studien ergaben, dass in Silikoselungen im
wesentlichen die Elemente Silicium, Aluminium, Eisen und Calcium nachzuweisen

waren 66-67, 71, 98, 130, 133

. In Quarzstaub Analysen wurden Silicium als haufigster
Bestandteil beschrieben. Auffallend ist, dass Schwefel und Phosphat signifikant
erhoht sind gegentber der Asbestose Gruppe, welches fir eine Silikose spricht
(sieche Abb. 67 und 70) % % 133 Der Schwefel-Phosphat-Peak wurde von Evans et
al. beschrieben und ist ein klares Unterscheidungsmerkmal im Vergleich mit der
Asbestose . Fiir die Asbestose werden solche Peaks nicht beschrieben * *° |n
der Spektrenanalyse fur Kohlenstoff ergab sich ein signifikant geringerer prozentualer

Anteil als im Lungengewebe der Kontrollgruppe (siehe Abb. 41, Anhand Abb. 65).

Die Elemente Natrium und Kalium sind im Lungengewebe signifikant mehr
vorhanden als im Lymphknoten (siehe Abb. 39 und 44). Dagegen war das Element
Phosphat tendenziell mehr im Lymphknoten messbar als im Lungengewebe (siehe
Abb. 46). Fur Silicium konnte in der Silikosegruppe eine tendenziell geringere
Konzentration im Lymphknoten gemessen werden (p=0,086) (siehe Abb. 35). Auch
fur Aluminium und Magnesium wurden im Lungengewebe hohere Anteile
nachgewiesen als in den Lymphknoten, die sogar signifikant waren (siehe Abb. 36

und 37). Alles Elemente, die in exogenen Noxen nachweisbar sind 2.

Far das Lymphknotengewebe kdnnen die Ergebnisse der
Lungengewebsuntersuchungen nur teilweise Ubernommen werden. So gab es
zwischen den einzelnen Gruppen hinsichtlich des Siliciums keinen signifikanten
Unterschied. Ebenso wenig fir Magnesium, Schwefel und Eisen. Allerdings konnten
auch im Lymphknotengewebe signifikant hohere Werte fiir Phosphat gegeniber der
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Asbestosegruppe gemessen werden, was wie bereits beschrieben ein

Abgrenzungsmerkmal zur Asbestose darstellen kann (siehe Abb. 53-56, 73, 76).
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5.3.4 Asbestose

Die ldentifizierung von lungengangigen Asbestfasern und die Unterscheidung von
Asbestfasertypen erfolgt mit dem von Berufsgenossenschaften anerkannten REM-
Analyseverfahren BGI (Berufsgenossenschaftlichen Informationen) 505-46.

Demnach werden 4 verschiedene Fasertypen unterschieden:

Chrysotilasbest: Mg- und Si-Linie deutlich, Fe, Al, Mn—Linien schwach mdglich,
andere Linien je nach Begleitsubstanz mdglich.

Amphibolasbest (Amosit, Krokydolith, Aktinolyth, Tremolit und Anthophyllit):
Si- und Fe-Linie deutlich, Mg-Linie schwach maéglich, andere Linien je nach

Begleitsubstanz maoglich.

Calciumsulfat: Ca-Linie deutlich, S-Linie vorhanden, andere Linien, bei nicht reinem
CaS04

Sonstige anorganische Fasern: andere Elementspektren mit mindestens einer

Linie

Die alleinige Anwendung der oben genannten Kriterien Dbeinhaltet eine
Verwechslungsgefahr mit anderen Mineralpartikeln (Magmatiten, Talk, Schiefer),
welche ebenfalls Si, Al, Mg und Fe enthalten kdnnen. Ergadnzend bzw. zur
Abgrenzung zu anderen typischen Mineralen potenziell asbesthaltiger Gesteine
erarbeitete Mattenklott et al. einen Kriterienkatalog der chemischen Elemente zur
Bestimmung der Asbestfasern und/oder Mineralen. Des Weiteren werden
sogenannte ,exotische® Asbestvarianten® erwahnt, bei denen z.B. Chrysotil
ungewohnlich viel Ca oder auffallend niedrigere Werte an Mg aufweisen kann oder
fehlende Ca-Anteile in Tremolit/  Aktinolith auftreten’®.  Aufgrund von
Mischkristallbildungen kann in Hinsicht der Verteilung der chemischen Elemente nur
eine Spannbreite angegeben werden™®.

Berucksichtigt werden sollte, dass die zitierten Arbeiten Materialien untersuchten,
welche nicht den physiologischen Abbauvorgdngen des menschlichen Organismus

unterlagen.
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Der Nachweis fur Silicium, Aluminium, Magnesium und Eisen deckt sich mit den

99, 150, 192

Bestandteilen von Amosit-Fasern Der Nachweis von Silicium und

Magnesium mit Chrysotil-Fasern 9 121 150, 192

. Chrysotil-Fasern werden in der
Literatur mit einer prozentualen Sterblichkeit pro Faserjahr bzw. mil-Jahr von 0,0009
bis 0,0130 beschrieben " !, Im Gegensatz dazu wird fiir Amosit-Fasern eine
prozentuale Sterblichkeit pro Faserjahr bzw. ml-Jahr von 0,06 bis 0,12 berichtet /" *,
Eine potentere karzinogene Wirkung fur Amosit-Fasern im Gegensatz zu Chrysotil-
Fasern wird auch von Roggli et al. beschrieben, nach der Analyse von 234 Féllen 4,
Das starkste karzinogene Potenzial wird den Krokydolith-Fasern zugeschrieben mit
einer prozentualen Sterblichkeit pro Faserjahr bzw. ml-Jahr von 0,59 bis 0,68 *" ..
Durch die Konstellation mit dem Element Natrium kénnten auch Krokydolith-Fasern
im Lungengewebe enthalten sein °* % 192 die das groRte karzinogene Potenzial

aller Asbestfasern zeigen ’" 9.

Silicium ist in der Asbestosegruppe signifikant haufiger vorhanden (siehe Abb. 47)
gegenuber der Kontroll-, der Anthrakose- und UIP-Gruppe. Die Unterscheidung zu
den COPD-Patienten ist Uber signifikant hohere Aluminiumwerte mdglich (siehe Abb.
48). Die Aluminiumwerte sind mit Ausnahme der Silikosegruppe gegenuber allen
Gruppen signifikant erhoht. Die Abgrenzung zur Silikose ist unter anderem uber
Schwefel und Phosphat moglich, da der Asbestose der Schwefel-Phosphat-Peak der
Silikose fehlt > *,

Die Metalle Aluminium, Magnesium und Eisen sind in der Asbestose signifikant mehr
vorhanden als in der Kontrolle (siehe Abb. 48- 50). Diese Konstellation ist fur die

192 Kohlenstoff ist in der

Asbestose in Studien bereits beschrieben worden
Asbestosegruppe in signifikant geringeren Dosen vorhanden als in der
Kontrollgruppe (siehe Abb. 59). Interessant in unseren Messungen sind
insbesondere die Verteilungen. Die grof3ten Peaks sind fur Silicium und Aluminium
gemessen worden, gefolgt von Eisen und Magnesium. Genau diese Verteilung hat
Dernevik aus der Herz-Thorax-Chirurgie in Sahlgrenska 1985 fiir die Asbestose bei

52

"shrinking pleuritis" mit Atelektasen beschrieben "shrinking pleuritis" mit

Atelektasen ist auch assoziiert mit dem Postmyokardinfarkt-Syndrom *"° bei
Asbestose %8,
Eine Sonderstellung nimmt Magnesium ein. Magnesium ist nicht immer in den

Asbestfasern enthalten, sondern ist Bestandteil der Hulle, die sich um die
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Asbestfaser im Lungengewebe bildet ***. Nachgewiesen wurde, dass Magnesium in
Verbindung mit viszeralen Kalzifikationen beobachtet wurde . Es wird spekuliert,
dass die Unloslichkeit der Asbestkdrperchen im Zusammenhang mit den von

Magnesium vermittelten Kalzifikationen steht "4

Fur Aluminium und Phosphat wurden in den Lymphknoten signifikant geringere
Werte gemessen (siehe Abb. 36 und 46). Dagegen sind fir Eisen und Natrium in den
Lymphknoten tendenziell hdhere Werte vorhanden (siehe Abb. 38 und 39). Dies sind
Elemente, die vor allem in Amosit- und Krokydolith-Fasern vorkommen und nicht in
Chrysotil-Fasern 2% % 1% Es konnte nachgewiesen werden, dass die Elemente wie
Mg, Ca, C, O, S, K und Cl im Lungengewebe auch in den Lymphknoten messbar
sind °’. Signifikante Unterschiede ergaben sich dabei nicht, was auch fir die
Vergleiche der Lymphknotengewebe zwischen den Gruppen zutrifft.

Ferner wird vermutet, dass eine hohere Exposition mit einer Noxe, eine erhéhte
Clearance im Lungengewebe oder eine verminderte Clearance in den Lymphknoten
zu einer héheren Konzentration der Elemente im Lymphknoten fiihrt °8,

Die Clearance der Asbestfasern im Lungengewebe ist einerseits abhangig von der
FasergrofRe. Fasern kleiner als 5 um werden 7 bis 80mal langsamer abgebaut, als
Fasern groRer als 20 pm %% "3, Andererseits ist die Clearance abh&ngig von der
Faserqualitat. Chrysotil Fasern (<20 um) sind nach 90 Tagen um den Faktor 100 im
Lungengewebe reduziert. Dagegen ist die Anzahl von Amosit-Fasern (<20 um)/ g

2! Diese deutlich

Lungengewebe selbst nach 350 Tagen nicht stark verringert
verlangerte Biopersistenz kann das hdhere karzinogene Potenzial der Amosit- und
Krokydolithfasern mit erklaren “" °.. Da in den Lymphknoten unserer
Asbestosegruppe vor allem Elemente der Amosit- und Krokydolith-Fasern vorhanden
sind, kann vermutet werden, dass eine erhdhte Exposition gegenuber diesen Fasern

bestand.
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5.3.5 COPD

Die COPD-Patienten zeigen eine hodhere Siliciumanreicherung gegenuber der UIP-
Gruppe. Die Schwefel- und Phosphatkonzentrationen sind auf dem Niveau der
Silikosegruppe. Die Silikosegruppe hat aber signifikant héhere Bestandteile von
Silicium und Aluminium im Lungengewebe als das untersuchte Lungengewebe der
COPD-Patienten (siehe Abb. 47 und 48) und ist damit klar von der COPD
abgrenzbar. Das Lungengewebe der COPD-Gruppe hat die relativ geringsten
Kohlenstoffkonzentrationen von allen Gruppen (siehe Abb. 65). Ein weiteres klares
Unterscheidungsmerkmal im Vergleich zu allen anderen Gruppen: Magnesium,
welches in signifikant héheren Konzentrationen im Lungengewebe vorhanden ist
(siehe Abb. 49).

Magnesium ist bei inflammatorischen Gewebe- und Tumorerkrankungen erhoht
198

197-

. Weitere Studien sehen Magnesium bei der Vermittlung inflammatorischer

123, 172

Prozesse und bei Geweberegenerationen Ferner wird postuliert, das

Magnesium Uber verschiedene Mechanismen als Antioxidans im Korper wirkt 1139,
Die COPD entsteht durch chronische Entziindungen des Lungengewebes ?. Die
haufigste Noxe mit 97 % ist der Zigarettenkonsum 2. Durch Inhalation von
Zigarettenrauch im Tiermodell der Maus wurde eine COPD induziert, unter anderem

durch die Freisetzung von Proteasen und Elastasen %’

EDX-Analysen an
Zigarettenfiltern zeigen Peaks fiir Aluminium und Calcium *. Dies deckt sich mit
unseren Messungen im Lungengewebe. Calcium ist interessanterweise auch
signifikant hoher als in der Silikose- und Asbestosegruppe und damit ein weiteres
Unterscheidungsmerkmal (siehe Abb. 52).

Nichtsdestotrotz entwickeln auch Patienten ohne Zigarettenkonsum eine COPD, aus
unterschiedlichen Grunden. Der Nachweis von Magnesium und Silicium in unseren
Messungen kann auch vom Talk kommen. Talk besteht aus Magnesium und Silicium
8 und wird bei industrieller Luftverschmutzung gemessen *'. Es konnte in mehreren
Studien gezeigt werden, dass Talk im Lungengewebe zur Entstehung einer COPD
fihrt 8 142 188 Mineralhaltige Staube aus der Luftverschmutzung kénnen zur
Freisetzung von Proteasen und Elastasen fuhren und damit auch zur Entstehung

einer COPD 37,48, 174, 194-195
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Magnesium, Eisen und Kalium sind in den Lymphknoten in signifikant geringeren
Mengen vorhanden als im Lungengewebe (siehe Abb. 37,38 und 44). Dagegen sind
Calcium signifikant mehr und Phosphat mehr in den Lymphknoten gemessen worden
als im Lungengewebe (siehe Abb. 40 und 46). Dies spricht fir eine geringe
Exposition von Noxen mit einer langen Biopersistenz und hohen Metallanteilen, wie
Asbestfasern # %1% Die hohere Konzentration von Calcium in den Lymphknoten im
Vergleich zum Lungengewebe und im Ubrigen auch gegenuber dem
Lymphknotengewebe der anderen Gruppen konnte mit den typischen
Entzindungsvorgdngen der COPD in Verbindung stehen (siehe Abb. 58).
Entzindungsmediatoren wie Leukotrien B4, TNF- alpha und Interleukin 8 sind fur die
erhohte Anzahl von Makrophagen und Neutrophilen verantwortlich. Der durch die
Zellen sezernierte Mukosaschleim kann Calcium enthalten. AuRerdem konnte bereits
gezeigt werden, dass das Gewebshormon Histamin zu einer Aktivierung der
Calciumkanale fuhrt und somit zu einer vermehrten Calciumausschittung fuhrt.
Andere Entziindungsmediatoren kénnten den gleichen Effekt haben 2.

Passend zum Lungengewebe ist auch im Lymphknotengewebe der COPD-Gruppe

Aluminium signifikant mehr vorhanden als in den anderen Gruppen (siehe Abb. 54).
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5.3.6 UIP

Die UIP ist klar von der Silikose, Asbestose, COPD und Anthrakose abgrenzbar
durch signifikant geringere Konzentrationen von Silicium und Aluminium (siehe Abb.
47 und 48). Dies deckt sich mit Beobachtungen einer vorangegangenen Studie von
Dufresne et al., bei der Lungengewebe mit fibrotischen Veranderungen mit oder
ohne Lungenkarzinom auf den Gehalt verschiedener Elemente wie z.B. Silicium,
Calcium und Phosphat untersucht wurde. Die Resultate zeigten, dass Silicium
weniger in der Gruppe mit fibrotischen Gewebsstrukturen als bei den
Lungengewebsproben mit einer Silikose, fibrotischen Anteilen und Lungenkarzinom
vorhanden war. Der Phosphat- und Calciumgehalt war dagegen erhoht 2. Monso et
al. berichten dber ein erhohtes Silicium/Schwefel Verhéltnis von dber 0,6 im
Vergleich mit einer Kontrolle, wo das Verhaltnis unter 0,2 lag ***. In unserer Kontrolle
lag das Verhaltnis bei 0,12 und bei der UIP bei 1,4, was somit den Ergebnissen der
Studie entspricht (siehe Abb. 47 und 67). Die Ergebnisse decken sich auch mit
Analysen von UIP- Patienten, bei denen das Auftreten der UIP nicht nur mit einem
erhdhten Silicium/Schwefel Verhaltnis assoziiert war, sondern auch mit erhdhten
Aluminium-, Magnesium- und Eisenkonzentrationen °2. Alle drei Elemente waren
auch in unseren Ergebnissen in héheren Konzentrationen in der UIP vorhanden als
in der Kontrolle (siehe Abb. 47-50). Der erhdhte Nachweis im Lungengewebe der
UIP-Gruppe von Metallen wie Silicium, Eisen, Aluminium und Magnesium gegenuber
einer Kontrolle wurde auch von Monso et al. und Tsuchiya et al. gezeigt. Da die
genannten Elemente auch ohne entsprechender Berufsanamnese nachweisbar
waren, wird vermutet, dass es oft zu Staubinhalationen kommt, denen keine groRere
Beachtung geschenkt werden **% '8 |m Tiermodell der Ratte konnte gezeigt werden,
dass unter anderem die Inhalation von Eisen bei Schweil3errauch nach 90 Tagen zur
Fibrose im Lungengewebe fiihrt >®. Ferner kénnen auch andere messbare Elemente
der taglichen Luftverschmutzung, wie Silicium, Magnesium etc., die auch in unseren
Untersuchungen vermehrt nachweisbar waren, zur Entstehung der Fibrose beitragen
37.%% Fibrose kann auch durch Asbestfasern ausgeldst werden &. In der UIP-Gruppe
ist die Kohlenstoffkonzentration relativ geringer als in der Kontrolle (siehe Abb. 65),

dies deutet auf eine erhohte Konzentration von Fremdelementen hin.
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Silicium und Aluminium sind in den Lymphknoten in signifikant hdheren
Konzentrationen messbar als im Lungengewebe der UIP (siehe Abb. 35 und 36). Der
erhohte Nachweis dieser Elemente konnte auch von Kitamura et al. erbracht werden
192 Chlorid, Calcium und Phosphat sind in signifikant kleineren Mengen im
Lymphknoten vorhanden als im Lungengewebe (siehe Abb. 40,45 und 46). Die
Ergebnisse zeigen eine lange Exposition mit nicht-organischen Noxen, wie sie flr die

Pathogenese der UIP beschrieben wird 101102 132185

Hinsichtlich der Elementverteilungen im Lymphknotengewebe der UIP-Gruppe

ergaben sich keine nennenswerten Besonderheiten.
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5.3.7 Anthrakose

Die fur die Asbestose und Silikose typischen hohen Konzentrationen von Silicium
und Aluminium konnten in der Anthrakosegruppe nicht gemessen werden (siehe
Abb. 47 und 48). Trotzdem sind die Konzentrationen von Silicium und Aluminium
signifikant hoher als in der Kontrolle oder der UIP. Eine weitere Differenzierung bietet
Chlorid, das signifikant zu allen Gruppen erhéht ist, mit Ausnahme der COPD, bei der
es im Vergleich nur tendenziell erhdht vorliegt (siehe Abb. 69). Aber eine eindeutige
Unterscheidung zur COPD ist uber die signifikant geringen Konzentrationen von
Magnesium im Lungengewebe maoglich (siehe Abb. 49).

Eisen und Silicium sind signifikant erhdoht gegentiber der Kontrolle, Beobachtungen
die auch in aktuellen Studien gemacht wurden " %2 Eine weitere Studie berichtet
Uber erhdhte Bestandteile von Kalium, Natrium und Magnesium . Alles Elemente,
die auch in unseren Messungen in signifikant hoéheren Konzentrationen im
Lungengewebe der Anthrakose zu finden sind als in der Kontrollgruppe.

Anthrakose kann durch Luftverschmutzung induziert werden *°, insbesondere durch
Kohlestaub 2°. EDX-Analysen ergaben als Hauptelemente Silicium, Aluminium, Eisen
und Calcium #°. Auch Calcium ist im Lungengewebe der Anthrakose in signifikant
hoéheren Konzentrationen zu finden als in der Kontrolle (siehe Abb. 52). Unsere
Ergebnisse zeigen, dass die Elemente der ausldsenden Noxen im Lungengewebe
der Anthrakose alle nachweisbar sind. In der Anthrakosegruppe ist die relative
Kohlenstoffkonzentration niedriger als in der Kontrollgruppe, was fur eine

Verunreinigung der Lunge mit inhalierten Stauben spricht (siehe Abb. 65).

Far Silicium sind tendenziell hbhere Konzentrationen in den Lymphknoten gefunden
worden als im Lungengewebe (siehe Abb. 35). Diese deckt sich mit Beobachtungen

in einer friheren Studie #®

. Eisen, Natrium, Kalium und Chlorid sind in den
Lymphknoten signifikant weniger vorhanden als im Lungengewebe (siehe Abb. 38,
39, 44 und 45). Dagegen sind Magnesium und Calcium signifikant mehr im
Lymphknoten messbar (siehe Abb. 37 und 40). Die Ergebnisse sprechen fir eine
lange Exposition mit pathogenen Noxen, wie Kohlestaub 2% 8 welches im Einklang
mit der Pathogenese der Anthrakose ist 2.

Vergleicht man das Lymphknotengewebe der Anthrakose-Gruppe mit den uUbrigen

Gruppen, fallen signifikant héhere Calcium- und Phosphatwerte gegeniber der
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Kontroll-, Silikose-, Asbestose- und UIP-Gruppe auf (siehe Abb. 58,76). Die
Verbindung zu erhéhten Calcium- und Phosphatwerten im Lungengewebe ist bereits
erlautert worden. In Bezug auf das Lymphknotengewebe gibt es bislang keine

stichhaltige Erklarung.
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5.4 Diskussion der Elemente Si, Al, Mg, Fe, Na, Ca

Die Morphologie und die Zusammensetzung der Elemente der inhalierten Fasern
oder Partikel erlaubt mit Hilfe des Rasterelektronenmikroskops und der
anschlieBenden EDX-Analyse eine Klassifizierung der anorganischen Partikel. Die
Gruppen anorganischer Teilchen werden in Silikate, nicht-faserreiche Silikate,
Asbestfasern und Teilchen von Schwermetallen unterteilt. Hinsichtlich der
Elementverteilung sind in der nicht-faserreichen Silikatgruppe alle o.a. Elemente
vertreten ***. Die Konstellationen der Elemente der verschiedenen Asbesttypen sind
in der Tabelle 2 unter 2.4.2.5 dargestellt. Dass Asbestfasern ein kanzerogenes
Potential aufweisen ist allgemein bekannt. Pott et al. untersuchten die
Kanzerogenitat von Nicht- Asbestfasern.

Aus den Untersuchungen ergab sich ein Zusammenhang zwischen der
Kanzerogenitat und der Fasergrof3e. Ein handfester Beweis dafir, dass die
chemische Zusammensetzung und die Mineralstruktur fir den Mechanismus der
Kanzerogenitat verantwortlich sind, fehlt bislang. Dagegen koénnen die folgend
beschriebenen Elemente die Biobestandigkeit der Fasern beeinflussen und
infolgedessen deren Aktivitat > '*.

5.4.1 Silicium

Silicium ist ein klassisches Halbmetall und kommt in unterschiedlichen Verbindungen
im menschlichen Kérper vor. In die Lunge gelangt es unter anderem durch die
Inhalation von kristallinem Quarzstaub (< 10 pm) und fihrt zu makro- und
mikroskopisch nachweisbaren Gewebsveranderungen'*. Eine langandauernde
Exposition begunstigt die Entstehung der sogenannten Silikoselunge, der COPD und
Lungenkrebs.

Es konnten bereits im Tiermodell mittels EDX-Analyse erhohte Siliciumwerte im

% Eine

Lungengewebe mit Quarzstaubablagerungen nachgewiesen werden
Untersuchung an Schweinen zeigte neben dem Auftreten von Silicium bei
Quartzexposition Schwefel, Kalium, Calcium, Aluminium und Eisen ®’. Auch in
humanem Lungengewebe wurden signifikant erhéhte Siliciumwerte bei Mitarbeitern

einer GieRerei festgestellt *>3.
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Diese Ergebnisse stimmen weitestgehend mit den Resultaten der Untersuchungen
der vorliegenden Arbeit tUberein. Patienten mit Silikose zeigten mit Ausnahme der
Asbestosegruppe signifikant hoéhere Siliciumwerte im Vergleich zu den anderen
Gruppen (siehe Abb. 47). Silicium ist in nahezu allen Asbestfasertypen vorhanden.
So Uberrascht es nicht, dass auch die Asbestosegruppe erhohte Siliciumwerte

aufweist 14°,

5.4.2 Aluminium

Aluminium zahlt als Spurenelement zu den natirlichen Bestandteilen des
menschlichen Korpers und verteilt sich zu grol3en Teilen in der Lunge. Zudem
befindet sich Aluminium in kristallinen Fasern wie Asbestfasern. Aluminium wird
jedoch nicht nur bei untersuchtem Lungengewebe mit bekannter Exposition, sondern
auch bei Patienten ohne entsprechende Berufsanamnese nachgewiesen. Man weif3,
dass durch alltagliche Inhalation des Umweltstaubes Aluminium in die Lunge gelangt.
Zur kanzerogenen Wirkung von Aluminium liegen bisher keine Daten vor. Dessen
ungeachtet kann der Zusammenhang von Aluminium- haltigen Staub und der
Entstehung von Fibrose bzw. UIP Aufschluss tber das Potenzial von Aluminium mit
humanem Gewebe in Interaktion zu treten, geben *2°.

In den dargestellten Ergebnissen konnte kein erhéhter Aluminiumgehalt in der UIP-

Gruppe nachgewiesen werden (siehe Abb. 48).

5.4.3 Magnesium

Kristalline Fasern wie Chrysotil, Amosit und Tremolit sowie Talk beinhalten
Magnesium. Die signifikant hochsten Magnesiumwerte wurden in der COPD-Gruppe
nachgewiesen, gefolgt von der Silikosegruppe. Mdgliche Ursachen daflr sind unter
5.3.4 erlautert. Der geringere Anteil in der Asbestosegruppe kann durch den Verlust
von Magnesium besonders bei Asbestfasern vom Chrysotiltyp erklart werden, da das
Magnesiummolekul an der AufRenseite der Fasern und somit durch den Prozess der
Faserclearance direkt angegriffen werden kann # % Der Nachweis mittels EDX-
Analyse wird dadurch erschwert. Auf der anderen Seite wird davon ausgegangen,
dass die Ablagerungen von Magnesium auf den Chrysotilfasern durch die Aufnahme

weiterer exogener Noxen begrindet werden kann.
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Die Rolle fir Magnesium in Hinsicht auf die Kanzerogenitat ist noch nicht
ausreichend geklart. Man geht davon aus, dass Magnesium als Kofaktor der DNA-
Polymerase der Krebsentstehung entgegen wirkt **. Andere Untersuchungen zeigten
jedoch einen erhdéhten Anteil von Magnesium im malignen Gewebe neben Zink,

Eisen und Calcium %,

5.4.4 Eisen

Eisen ist ein elementarer Bestandteil vieler enzymatischer Reaktionen im
Organismus des Menschens und wird u.a. mit der Nahrung aufgenommen.
Asbestkorper- und Fasern kdnnen Eisen beinhalten. Der Eisengehalt variiert unter
den einzelnen Asbesttypen. Neuste Untersuchungen bei Ratten zeigen jedoch, dass
besonders Chrysotil und eine lokale Eisenlberladung zur Entstehung eines malignen
Mesothelioms beitragen *. Man geht davon aus, dass die Entstehung freier Radikale
durch Eisenionen an der Faseroberflache die Zytotoxizitat und Genotoxizitat durch
DNA-Strangbriiche begiinstigen’®. Dagegen wird in einer anderen Arbeit von
Shannahan et al. vermutet, dass Eisen zu einer Hemmung der
Entziindungsreaktionen im Lungengewebe fiihrt 7°.

In den vorliegenden Ergebnissen konnte kein erhohter Eisengehalt in der
Asbestosegruppe gegeniber den anderen untersuchten Gruppen nachgewiesen

werden (siehe Abb.50).

5.4.5 Natrium

Natrium ist ein fir den menschlichen Kérper unverzichtbares Element und gehort
physikalisch  betrachtet zu den Leichtmetallen. Es gibt zahlreiche
Natriumverbindungen wie zum Beispiel Krylith, was zur Herstellung von Aluminium
verwendet wird. Zudem dient es haufig als Zusatz von Silicium-Aluminium-
Legierungen. Asbestfasern vom Typ Aktinolith und Krokydolith kdnnen Natrium in der
Spektrenanalyse aufweisen®.

Die signifikant hoéchsten Natriumwerte mit Ausnahme gegeniber der
Anthrakosegruppe konnten in der UIP-Gruppe nachgewiesen werden (siehe Abb.51).
Bisher liegen keine Daten vor, die den Zusammenhang zwischen Natrium und eine

kanzerogenen Wirkung beschreiben.
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5.4.6 Calcium

Calcium ist im humanen Organismus vor allem in den Knochen und Zahnen zu
finden. In der Umwelt kommt es als Anteil von Mineralien wie Kalk, Kreide und Gips
vor. Calcium ist ein Bestandteil der Hille der Asbestkdrper und konnte nicht in den
,nackten Fasern“ nachgewiesen werden. Der Nachweis von Calcium wird auf eine
mogliche Kalzifizierung zuriickgefiihrt, welche im Beisein von Eisen auftreten kann'®.
Dies konnte zumindest die erhdhten Messungen von Kalzium in der Kontrollgruppe
gegenuber der Asbestose- und Silikosegruppe erklaren (siehe Abb. 52).

Eine direkte kanzerogene Wirkung von Calcium in anorganischen Fasern ist bisher
nicht bekannt. Allerdings geht ein paraneoplastisches Geschehen oft mit einer
laborchemisch nachweisbaren Hyperkalzamie einher *°. Bolland et al. konnten durch
die Einnahme von Calciumpraparaten zwar ein erhohtes Herzinfarktrisiko durch
vorzeitige Verkalkungen der Koronararterien nachweisen, jedoch keine Beziehung

zwischen einer Kalziumeinnahme und einem erhdhten Krebsrisiko herstellen 2% %,
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5.5 Fazit

In dieser Arbeit wurden 6 verschiedene Lungenerkrankungen auf ihre
Elementverteilungen im Lungengewebe und Lymphknoten mit der REM-EDX
Analyse untersucht. Alle Untersuchungen und Analysen wurden von einer Person
unter immer gleichen und reproduzierbaren Bedingungen durchgefiihrt. Die
Messungen jedes Praparates erfolgten jeweils in 10 verschiedenen Vergrof3erungen.
In die Auswertung eingeschlossen sind 7 Vergro3erungen, die alle die Kriterien der
Reproduzierbarkeit erfullen und eine statistische Power (ANOVA, ANOVA on ranks,

Dunnett-Test) von grof3er als 0,8 haben.

Von besonderem Interesse war die Elementverteilung bzw. Konstellation zwischen
den untersuchten Patientengruppen. Die Ergebnisse der Untersuchungen decken
sich mit den Ergebnissen in der Literatur zu den Elementen im Lungengewebe fir die
Krankheitsbilder Silikose, Asbestose, COPD, Anthrakose und UIP. Dariber hinaus
konnten bei den Fallen der Silikose, Asbestose und Anthrakose auch die Elemente
der dazu gehdrigen Noxen nachgewiesen werden. Die Unterscheidung der einzelnen
Krankheitsbilder anhand der Elemente ist wie folgt.

1. Die Spektrenanalyse fiur Kohlenstoff in der Kontrollgruppe ergab relativ héhere
Werte gegeniber allen anderen Gruppen.

2. Das Krankheitsbild der Silikose ist in der gezielten EDX-Analyse tber den héheren
prozentualen Anteil des Siliciums abgrenzbar zur Kontrolle, COPD, Anthrakose und
UIP. Die Unterscheidung zur Asbestose ist Uber die Elemente Schwefel und
Phosphat mdglich, welche erhéht sind im Lungengewebe der Silikose.

3. In den asbestosebedingten Fibrosierungszonen ist Silicium signifikant h&ufiger
vorhanden als in der Kontrolle, der Anthrakose und der UIP. Die Unterscheidung zu
den COPD-Patienten ist Uber signifikant hohere Aluminiumwerte moglich. Die
Aluminiumwerte sind, mit Ausnahme der Silikosegruppe, gegeniber allen Gruppen
signifikant erhoht. Die Abgrenzung zur Silikose ist unter anderem tber Schwefel und
Phosphat messbar, da der Asbestose der Schwefel-Phosphat-Peak der Silikose fehlt.
4. Die COPD ist in den Zonen mit Pigmentablagerungen klar von den anderen
Gruppen abgrenzbar, durch ihren signifikant geringeren Anteil an Kohlenstoff und
den signifikant hochsten Anteilen an Magnesium.
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5. Die Anthrakose ist deutlich abgrenzbar zur Silikose und Asbestose Uber geringere
Konzentrationen von Silicium und Aluminium. Bis auf die COPD lassen sich alle
Gruppen durch signifikant geringere Konzentrationen von Chlorid unterscheiden.

6. Die UIP ist klar von der Silikose, Asbestose, COPD und Anthrakose abgrenzbar

durch signifikant geringere Konzentrationen von Silicium und Aluminium.

Der Nachweis von Asbestfasern anhand ihrer Elemente war mit EDX-Messungen fur
Lungengewebe mit Asbestose erfolgreich. Insbesondere der Nachweis der

karzinogenen Asbestfaser Krokydolith.

Weiterhin wurde die Elementverteilung in der Lunge und den zugehérigen
Lymphknoten gruppenspezifisch untersucht. In der UIP-Gruppe sollte nach den
vorliegenden Ergebnissen eine zusatzliche Untersuchung der Lymphknoten
stattfinden, da vor allem Silicium und Aluminium hier signifikant hoher als im
Lungengewebe auftrat. Uberwiegend lieRen sich die Elemente im Lungengewebe

zum Teil signifikant erhdht gegentber dem Lymphknotengewebe nachweisen.

Eine weitere Fragestellung dieser Arbeit war, ob es eine optimale Vergrof3erung gibt,
um die zeitaufwendigen Analysen optimieren zu kénnen. Insbesondere stellte sich
diese Frage fur die Asbestosegruppe, da dort nach wie vor ein sehr aufwendiges
Diagnostikschema zur Erkennung genutzt wird.

Die elektronenmikroskopische VergréR3erung 2500x war zu empfehlen. Dort lieRen
sich fast alle Elemente bei zahlreichen Untersuchungsproben sicher nachweisen.
Insbesondere konnten alle Elemente zur Charakterisierung von Asbestfasern
gemessen werden. Morphologisch relevante Befunde lieRen sich bei dieser

Vergro3erung am besten zuordnen.

Insgesamt ergab sich, dass die heterogene Verteilung der Elemente durch die
Kombination von Licht- und Rasterelektronenmikroskopie erleichtert wurde und im
Wesentlichen die rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen in Verbindung
mit der EDX-Analyse bei einer 2500fachen VergroRerung fur differenzierte
diagnostischen Untersuchungen am geeignetsten erschienen. Zudem kdnnen

charakteristische Spektrenbilder bei fibrosierenden Lungenerkrankungen zu einer
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klaren Unterscheidung von Lungenerkrankungen wie der Asbestose flihren und

somit eine idiopathische Lungenfibrose (UIP) abgrenzen.
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5.6 Ausblick

Es wurde eine Vielzahl von nicht-organischen Elementen im Lungengewebe der
verschiedenen Krankheiten identifiziert, die alle zu einem pathologischen Geschehen
passen. Insbesondere die Asbestose ist seit Jahrzehnten in Ursache und Wirkung
bekannt, sodass heute Asbest als offenes Baumaterial in Deutschland verboten ist.
Die Hoffnung besteht, dass nach dem zu erwartenden Peak an malignen
Lungenerkrankungen wie dem malignen Mesotheliom im Jahre 2030 ein Rickgang
der Inzidenz zu erwarten ist.

Einen Riuckgang der Inzidenz von Lungenkrebserkrankungen hatte man sich auch
durch den Rlckgang des Zigarettenkonsums erhofft. Zwar sind die
Plattenepithelkarzinome in der Inzidenz gesunken, aber dafir ist das Adenokarzinom
in der Inzidenz gestiegen. Eine Erkrankung, die vor allem jingere Menschen betrifft
und fatal im Krankheitsverlauf ist, mit kaum Aussicht auf Heilung. Die Ursache fir
den Anstieg der Inzidenz ist spekulativ > %%,

Vor diesem Hintergrund ist eine gute Diagnostik umso wichtiger. Im Rahmen dieser
Arbeit konnte durch EDX-Analysen am Rasterelektronenmikroskop gezeigt werden,
dass mit Hilfe charakteristischer Elementverteilungen eine Identifizierung bzw.
Abgrenzung von idiopathischen Lungenerkrankungen (UIP) zu Lungenerkrankungen
mit positiver Berufsanamnese maglich sind.

Nanopartikel sind aus der modernen Industrie nicht mehr wegzudenken. In den
letzten Jahren sind EDX-Analysen zu Nanopartikeln (Gold-, Silber-, Eisen- und

Siliciumnanopartikel) mehr und mehr in den Fokus gertickt 6. Die Ergebnisse der

Studien sind erstaunlich. Es werden einerseits die gleichen pathogenen Elemente im
Lungengewebe gefunden, wie sie aus der Asbestforschung bereits bekannt sind und
andererseits die gleichen pathophysiologischen Wirkungen auf die menschlichen

Zellen 1 202

. Die EDX-Analysen von z.B. Siliciumnanopartikel zeigen nahezu
identische  Spektrenbilder wie die der in der Arbeit untersuchten

Lungengewebsproben der Asbestose- und Silikosegruppe 61115 .

Es wird daher noch zu klaren sein, ob die gleichen Elemente mit den gleichen
Wirkungen auf das Lungengewebe womdglich zu den gleichen Krankheiten fuhren.
Es gilt weitere Untersuchungsverfahren zu entwickeln, um auch in Zukunft z.B.
idiopathische Lungenerkrankungen von denen durch Nanopartikel verursachte

Gewebsveranderungen der Lunge unterscheiden zu koénnen. Aus der
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Asbestoseforschung wissen wir, dass Jahrzehnte vergehen konnen bis die
begleitenden Krankheitsbilder auftreten. Aber wir wissen auch, dass das karzinogene
Potenzial umso groRer ist, je kleiner die Fasern sind ' °*. Nanopartikel sind noch
kleiner und damit kénnte die Inkubationszeit kirzer sein. Untersuchungen am
Tiermodell zeigten bereits, dass durch Nanopartikel hervorgerufene entzindliche
Reaktionen des Organismus nicht von der applizierten Masse abhéangig sind,
sondern viel mehr von der Beschichtung und Oberflache der Nanopartikel. So ist eine
umfassende Charakterisierung der Nanopartikel unumganglich.

Deswegen ist die Forschung von Ursache und Wirkung und damit die EDX-Analyse

am Lungengewebe nach wie vor hochaktuell und notwendig.
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6 Anhang

Internationale Staublungenklassifikation (Lo 2000 - beutsche version)

Schema nach Prof. Dr. med. J. Thirauf, & 2004 ) ) _ _

{Vgl. ILO Occup. Saf. Hith: Ser. No. 22 (Rev. 2000) ISBN 92-2-102463-6; Hering KG et al. (15 Zweiteurleiler): Die Weilerenlwicklung
der Internationalen Staublungenklassilikation - von der ILO 1980 zur ILO rsion Bundesrepublik Deutschland,

Arbeilsmed. Sozialmed. Umweltmed. 38, 10, 504-512, 2003 dito in: Pneumclogie, 57; 10; 576-584, 2003)

Bildgiite =gut = annehmbar = mangelhaft EI: unbrauchbar

% zusétzlich mit Begrindung: | T |= Technik; Kommentar zu Mangelin

Lungen- Streuung 12-Stufen-Skala fiir 0/ 1o 21 32
Schatten  Streuungsdichte (vg. Standard-Fiime) 0/0 1M 22 33
01 172 213 3+

Verbreitung (Lungenfeider) Rechtes Oberfeld = [RO][LO] = Linkes Oberfeld
Rechtes Mittelfeld = [RM][LM] = Linkes Mittelfeld
Rechtes Unterfeld = [RU][LU] = Linkes Unterfeld

GroBe
kleine Schatten

Form: rundlich |E|=--1,5mm @z. >1,5-3mmm=. >3-10mm
unregelméBig @rete)[8] =4 -1,5mm [t]= ¢ >15-3mm [u]= ’ >3- 10 mm
gemischt (z8.) [sit], etc.

groBe Schatten (in om bzw [0} Fidche) | A] =1-5cm o (+8) [ B]>5 cm — [c]=>[RO]

Kostophrenischer Winkel  Adhérenz Rechlsseitig = [R] [L]= Linksseitig (vai. Standara-Fitme 171 11 rechtsseitig|

Pleura-Verdickung [ ]im Profil [ ]in Aufsicht
Dicke (max. Saumbraite inmm) [ ]=<3 [a]=3-5 [b]=5-10 [g]==>10
Verbreitung (Gesamt-Lange, Summe maximaler ﬂusdehnungsn. getrennt fiir jede Seita)
laterale Brustwand als Bezugsgrife H} M=<i [2]=1-% Bl=>1}
pdiffus, seitliche Brustwand (Saum, tangential im Pro /Aufsicht
Lokalisation vgl. Vorderseite, z.B. RechtsOben = [RO] etc.

p umschrieben
- hyaline Plagques
Lokaligation - Brustwand - Zwechlell (unbericksichtigl bei Gesamtlange)
—verkalkte Plaques jewsils Rechts = [R]  [L] = Links

P Pleuraverkalkung Lokalisation (als einzige Angabe) Zwechfell - Brustwand - Sonstige (z.B. Mediastinum};
jewails Rechts = [R]  [L] = Links

Symbole {mil oder ohne Bezug zu pneumokenitischen Veranderungen; Originaltext englisch)

cv = Caverna

aa = Aorlen-Atheromatose di = Distorsion ﬁ\l‘erzlehung} me = Mesotheliom der Pleura
at = Pleurakuppenschwiela el = Effusion (Pleuraergusss) od = sonstige AuttElligkeiten/Erkrankungen
ax = Koaleszanz em- Emphysem angaben (2.8, Penunonia; Aspergillom,
bu = bullkises Emphysem = Eigrschalenhilus. {Verkalkungen) Struma: Hiatushernia)
ca = Karzinom der Lunge il‘ = Fraktur der Rippe(n) pa = Plattenatelekinse
cg = verkalkie Granulome oder andare hi = Hilus- oder Mediasbnal- pb = Parenchymband
nicht-pneumckoniotische Knbichen ﬂpﬁknﬂwnwmmw pl = Pleuraverdickung, (interiobar, ca. 1 mm)
cn = Calcification in kleinen benlun: px = Pneumathorax
pneumokonegtischen Schatten hi = Zmldlbilmscnirfe (= 1/3 Zwerchielindifte) ra = Rundherdatelektase
o = Cor, Grofle/Form-Veranderungen it = Herskonturunschare (= 143 li, Herzrand) p = rheumataide Pneumokoniose (Caplan-Syndrarm)
ep = Cor pulmenale kl = Kerley-Linien (basal, perihdar} th = Tuberkulose

Abbildung 59 Staublungenklassifikation
Abb. 59 Beurteilungsbogen fiir Arbeitsmedizinische Vorsorgeuntersuchungen, Satz IV
"Roéntgenbefund nach der ILO-Klassifikation 2000 / Bundesrepublik" *
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I CT-Klassifikation

GDNR: I I | l l I I I I l l CT-Nr./ Datum Qualitit | Position
Name: Schichtzahl Sequenztechnik | () [kv 10| 8L |©
Vorname: Schichtdicke Single sice Spir.| C) e ol 2|0 r [©
geb.: e O Mol sice Spr._| Csec O
CT-Befund 2001
Ist der gesamte Film ohne Befund ? nemO ;-0 -
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e | CEERPEENCEERPEEN OAx
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R=>3-10mm = »Q (m) u OOOOOODO ED (mET
— Fddeﬂsmmgng CDCA
T [0]1]2[3 |01 ][2]
I o =0 O O | © 00000600 197
nein Q) ;‘-O Interlobulér nein Q) sQ o M 000@0@0@ streuung ODI
L 00000000 [1] |5,
& oTi 23 001 2] Orr
3 | e arousd gless | © _@_@_oo,@_o@_@_ Oks
mmo pO noinO ,.0 M @@O@O@@@ ltreuung OFP
u OOO@OO@@ (L] Ok
} R A b On
[071[2[3[0[1/2[3 Emphysem [0]1 ]2 3,ov1,2.3
Honeycomiing  © OOOOQO0O0OO0 | .. ©° 00000000 | O
Q »Q M O0O000000 o M OO0 OOOOO streuung | OV°
L 00000000 L 00000000 [[] | O
Gesamtstreuung E]:l Ors
R L 3:2
- AD @ 0 O Héufigster parenchymaler Befund
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BO M O O RS R GG HC EM Gs OTB
@) »O © vo o O rQ «Q «Q «Q «=O O™
Hlu;lm
| Ausdehnung / Dicke
Pleurale sty """8 ”8. 8 RO 6 ERESCEERE)
g  Donoe et 1o =) +Q) . 00000000
3 O O “-Q O] O | vO O Eeamaaam
& o -0 0| 0| Jo o 90909990
C:::.I:mgen Lokalisation
mmCJ FCJ w(j MCD DC)
Bemerkungen / Zusammenfassung

L

Abbildung 60 Beurteilungsbogen

9666451513

Abb. 60 Beurteilungsbogen fir Arbeitsmedizinische Vorsorgeuntersuchungen, Satz IV
"Réntgenbefund nach der ILO-Klassifikation 2000 / Bundesrepublik" 8,

128



Anhang

90 4

il *+ 1 *+¥

“t#§

70 1

I

60 1

50 1

40 1

Alter [a]

| t#est
30

20 1

10 1

& $
¥ &
?.

Abbildung 61 Alter der Patienten

Der Boxplot zeigt Standardabweichungen und Absolutwerte. Die durchgehende Linie ist der Median,
die gestrichelte Linie stellt den Mittelwert dar. * p<0.05 versus Kontrolle. T p<0.05 versus Silikose.
# p<0.05 versus Asbestose. + p<0.05 versus COPD. 8§ p<0.05 versus Anthrakose. t p<0.05 versus
UIP (idiopathische Lungenfibrose).

129



Anhang

nein

i
i

nein 4

i

—_
(+1}

Abbildung 62 Algorithmus zur Diagnostik der Asbestose **
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Zentrale Stellung der hochauflosenden Computertomografie
(HRCT) bei der Diagnostik der IPF: HRCT-Kriterien

(modifiziert nach [33])

UIP Muster UIP moglich keine UIP

(alle 4 Kriterien) (alle 3 Kriterien)

subpleural, basal betont subpleural, basal betont Betonung Ober-, Mittelfeld
retikuldres Muster retikulares Muster peribronchovaskular
Honigwaben mit/ohne kein anderes Muster deutliches Milchglas

Traktionsbronchiektasien

kein anderes Muster Mikronoduli
zystisches Bild
Mosaikpattern

Konsolidierung

UIP: usual interstitial pneumonia

Abbildung 63 Bildmorphologische Diagnostik von UIP-Muster **

Histopathologie der VATS-Biopsie bei der Diagnostik der IPF:

Kriterien (modifiziert nach [33])

UIP Muster UIP wahrscheinlich UIP maglich

(alle 4 Kriterien)

subpleural, paraseptale Komplexfibrosierung fleckige oder diffuse
Komplexfibrosierung +/- Honigwaben Fibrosierung

+/- Honigwaben +/- Inflammation
Heterogenitat bzgl. der Fehlen der Heterogenitat keine weiteren UIP-
raumlichen Verteilung bzgl. der raumlichen Vertei- Kriterien

lung oder der Fibroblasten-
Foci (aber nicht beides)

Fibroblasten-Foci kein anderes Muster oder nur  kein anderes Muster
Honigwaben

kein anderes Muster

keine UIP
hyaline Membranen
Bronchiolitis obliterans oder organisierende Pneumonie (BO, OP)
Granulome
ausgepragte interstitielle Entziindung jenseits der Honigwaben

bronchiolozentrisches Muster

VATS: video assisted thorascopic surgery; UIP: usual interstitial pneumonia

Abbildung 64 Histopathologische Diagnostik von UIP-Muster **°
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Abbildung 65 EDX-Spektrenanalyse zum Kohlenstoff (wt %) in der Lunge

Der Boxplot zeigt Standardabweichungen und Absolutwerte. Die durchgehende Linie ist der Median,
die gestrichelte Linie stellt den Mittelwert dar. * p<0.05 versus Kontrolle. T p<0.05 versus Silikose.
# p<0.05 versus Asbestose. + p<0.05 versus COPD. 8§ p<0.05 versus Anthrakose. t p<0.05 versus
UIP (idiopathische Lungenfibrose).
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Abbildung 66 EDX-Spektrenanalyse zum Sauerstoff (wt %) in der Lunge
Der Boxplot zeigt Standardabweichungen und Absolutwerte. Die durchgehende Linie ist der Median,
die gestrichelte Linie stellt den Mittelwert dar. * p<0.05 versus Kontrolle. T p<0.05 versus Silikose.

# p<0.05 versus Asbestose. + p<0.05 versus COPD. 8§ p<0.05 versus Anthrakose.  p<0.05 versus
UIP (idiopathische Lungenfibrose).
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Abbildung 67 EDX-Spektrenanalyse zum Schwefel (wt %) In der der Lunge

Der Boxplot zeigt Standardabweichungen und Absolutwerte. Die durchgehende Linie ist der Median,
die gestrichelte Linie stellt den Mittelwert dar. * p<0.05 versus Kontrolle. T p<0.05 versus Silikose.
# p<0.05 versus Asbestose. + p<0.05 versus COPD. 8§ p<0.05 versus Anthrakose.  p<0.05 versus
UIP (idiopathische Lungenfibrose).

134



5 -
: * *1: (o] *T#
4i ¥ o o
] o o °
— : (o]
X 3 - *
= 1 8
. o 8 o
E 5 | T#+§% °
© |
X | o
1; S I
0{  ====
NN A L LN
< 8 xS O NS
QS A & o &
& © O N
e ?S\

Abbildung 68 EDX-Spektrenanalyse zum Kalium (wt %) in der Lunge

Der Boxplot zeigt Standardabweichungen und Absolutwerte. Die durchgehende Linie ist der Median,
die gestrichelte Linie stellt den Mittelwert dar. * p<0.05 versus Kontrolle. T p<0.05 versus Silikose.
# p<0.05 versus Asbestose. + p<0.05 versus COPD. 8§ p<0.05 versus Anthrakose. t p<0.05 versus
UIP (idiopathische Lungenfibrose).
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Abbildung 69 EDX-Spektrenanalyse zum Chlorid (wt %) in der Lunge

Der Boxplot zeigt Standardabweichungen und Absolutwerte. Die durchgehende Linie ist der Median,
die gestrichelte Linie stellt den Mittelwert dar. * p<0.05 versus Kontrolle. T p<0.05 versus Silikose.
# p<0.05 versus Asbestose. + p<0.05 versus COPD. 8§ p<0.05 versus Anthrakose. t p<0.05 versus
UIP (idiopathische Lungenfibrose).
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Abbildung 70 EDX-Spektrenanalyse zum Phosphat (wt %) in der Lunge

Der Boxplot zeigt Standardabweichungen und Absolutwerte. Die durchgehende Linie ist der Median,
die gestrichelte Linie stellt den Mittelwert dar. * p<0.05 versus Kontrolle. T p<0.05 versus Silikose.
# p<0.05 versus Asbestose. + p<0.05 versus COPD. 8§ p<0.05 versus Anthrakose. t p<0.05 versus
UIP (idiopathische Lungenfibrose).
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Abbildung 71 EDX-Spektrenanalyse zum Kohlenstoff (wt%) im LK-Gewebe

Der Boxplot zeigt Standardabweichungen und Absolutwerte. Die durchgehende Linie ist der Median,
die gestrichelte Linie stellt den Mittelwert dar. * p<0.05 versus Kontrolle. T p<0.05 versus Silikose.
# p<0.05 versus Asbestose. + p<0.05 versus COPD. § p<0.05 versus Anthrakose. ¥ p<0.05 versus
UIP (idiopathische Lungenfibrose).
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Abbildung 72 EDX-Spektrenanalyse zum Sauerstoff (wt%) im LK-Gewebe

Der Boxplot zeigt Standardabweichungen und Absolutwerte. Die durchgehende Linie ist der Median,
die gestrichelte Linie stellt den Mittelwert dar. * p<0.05 versus Kontrolle. T p<0.05 versus Silikose.

# p<0.05 versus Asbestose. + p<0.05 versus COPD. § p<0.05 versus Anthrakose. ¥ p<0.05 versus

UIP (idiopathische Lungenfibrose).
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Abbildung 73 EDX-Spektrenanalyse zum Schwefel (wt%) im LK-Gewebe

Der Boxplot zeigt Standardabweichungen und Absolutwerte. Die durchgehende Linie ist der Median,
die gestrichelte Linie stellt den Mittelwert dar. * p<0.05 versus Kontrolle. T p<0.05 versus Silikose.
# p<0.05 versus Asbestose. + p<0.05 versus COPD. § p<0.05 versus Anthrakose. ¥ p<0.05 versus
UIP (idiopathische Lungenfibrose).
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Kalium [wt %]
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Abbildung 74 EDX-Analyse zum Kalium (wt%) im LK-Gewebe

Der Boxplot zeigt Standardabweichungen und Absolutwerte. Die durchgehende Linie ist der Median,
die gestrichelte Linie stellt den Mittelwert dar. * p<0.05 versus Kontrolle. T p<0.05 versus Silikose.
# p<0.05 versus Asbestose. + p<0.05 versus COPD. § p<0.05 versus Anthrakose. ¥ p<0.05 versus
UIP (idiopathische Lungenfibrose).
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Abbildung 75 EDX Analyse zum Chlorid (wt%) im LK-Gewebe

Der Boxplot zeigt Standardabweichungen und Absolutwerte. Die durchgehende Linie ist der Median,
die gestrichelte Linie stellt den Mittelwert dar. * p<0.05 versus Kontrolle. T p<0.05 versus Silikose.
# p<0.05 versus Asbestose. + p<0.05 versus COPD. § p<0.05 versus Anthrakose. ¥ p<0.05 versus
UIP (idiopathische Lungenfibrose).
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Abbildung 76 EDX-Analyse zum Phosphat (wt%) im LK-Gewebe

Der Boxplot zeigt Standardabweichungen und Absolutwerte. Die durchgehende Linie ist der Median,
die gestrichelte Linie stellt den Mittelwert dar. * p<0.05 versus Kontrolle. T p<0.05 versus Silikose.
# p<0.05 versus Asbestose. + p<0.05 versus COPD. § p<0.05 versus Anthrakose. ¥ p<0.05 versus
UIP (idiopathische Lungenfibrose).
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Tabelle: Lymphknoten der Kontrollgruppe bei unterschiedlichen VergréoRerungen.*

100x

1000x

%

1500x

%

2000x

%

2500x

%

3000x

%

4000x
N

wit
%

6
74+1

75+1

762

755

67+6

6

6
24+1

231

6

6
1,6+0,2

1,5+0,4

1,6+0,5

1,6+0,9

2,60,7

2,6+0,8

1,4+0,5

2,7+1,0

2,2+0,7

6

Si

1

Al

1

0,1+0,1 0,1+0,1

1

1,717

1

0,2+0,2 0,2+0,2

1

1

0,1+0,1 0,1+0,1

1

1

80+3 12+2 2,8+0,9 0,1+0,1 0,1+0,1

Mg

0

o

0
0

Elemente
Fe

0
0

Na

0,2+0,2

0,2+0,2

0,3+0,3

1,0+0,7

1,7+#1,3

0,4+0,3

2
0,6+0,5

2

0,1+0,1

0,2+0,2

2

Cl

1

Ca P
0 1
0 0,240,2
0 1
0 0,340,2
0 2
0 0,4+0,3
1 2

0,1+0,1 0,2+0,1

2,5+2,2 0,3%0,3

0 2
0 0,7+0,5
0 1
0 0,2+0,2
1 2

0,3+0,2 1,6#1,5 1,5+1,5 0,6+0,6 0,2+0,2

2

1

1

2 1

0,3+0,2 0,2+0,2 0,2+0,2 1,0+0,6 0,3+0,3

2
0,4+0,2

0

0

2 2
0,3+0,3 0,4+0,3

Tabelle 10 VergroBerungen der Lymphknoten der Kontrollgruppe.

Mittelwerte mit Standardfehler. n: Patientenanzahl bei denen das Element nachweisbar war. Die n<6

Werte betreffen in den VergréRerungen 800x-4000x unterschiedliche Patienten. Um représentative

Messungen von n>1 Patienten zu erhalten, wurden die Vergré3erungen 800x-4000x gemittelt.
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Tabelle: Lymphknoten der Silikosegruppe bei unterschiedlichen VergréRerungen.*

100x

1000x

%

1500x

%

2000x

%

2500x

%

3000x

%

4000x
N

wit
%

6
75+1

76x1

751

57+5

63+5

71+4

70+5

64+4

6

6
23+1

231

20+1

27+3

203

15+3

24+3

6

S

6
1,1+0,1

1,1+0,1

1,2+0,1

0,5+0,2

0,9+0,2

2,8+1,9

1,0+0,3

1,7+0,7

1,0+0,3

6

Si

1
0,2+0,2

0,3+0,2

0,4+0,2

8,4+2.3

3,8+1,7

2,6+0,9

2,9+0,9

4,2+1,5

6,7+1,8

5

Al

1
0,1+0,1

0,2+0,1

0,3+0,2

3,415

2,3+1,0

2,0+0,7

2,3+0,7

1,8+0,9

1,0+0,4

2

Elemente
Mg Fe
0 0
0 0
0 0
0 0
0 2
0 5,6+4,1
1 2
0,1+0,1 0,2+0,2
1 3
0,1+0,1 2,3+2,2
1 3
0,1+0,1 4,3+2,9
1 2
0,1+0,1 2,3+2,1
1 3
0,1+0,1 9,7+8,0
0 2
0 0,5+0,3
1 4

Na

1
0,2+0,2

0,5+0,3

1,815

0,3+0,2

0,3+0,2

0,2+0,1

0,3+0,2

2

71+5 18+3 0,9+0,3 4,6+1,6 0,5+0,2 0,1+0,1 0,8+0,3 0,4+0,3

1

1

1

0,1+0,1 0,1+0,1 0,3%0,3

2

0

0

1,0+0,7 0,1+0,1 0,2+0,2

0,8+0,7

0,6+0,3

0,4+0,2

0,5+0,4

0,8+0,5

0,3+0,2

0,2+0,2

0,1+0,1

0,1+0,1

0,2+0,1

0,5+0,3

4
0,4+0,2

0,3+0,2

0,6+0,2

0,3+0,1

0,9+0,4

3

0,4+0,2

0,1+0,1

Tabelle 11 VergréRerungen der Lymphknoten der Silikosegruppe.

Mittelwerte mit Standardfehler. n: Patientenanzahl bei denen das Element nachweisbar war. Die n<6

Werte betreffen in den VergréRerungen 800x-4000x unterschiedliche Patienten. Um représentative

Messungen von n>1 Patienten zu erhalten, wurden die VergrolRerungen 800x-4000x gemittelt.
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Tabelle: Lymphknoten der Asbestosegruppe bei unterschiedlichen VergréRerungen.*

Elemente
C O S Si Al Mg Fe Na K Cl Ca P
100x
N 6 6 6 2 1 0 0 0 1 0 0 0
% g 74+1 24+1 1,1+0,3 0,3+0,2 0,1+0,1 0 0 0 0,1+0,1 0 0 0
200x
N 6 6 6 6 3 0 0 1 2 1 1 1
% wt 75+1 22+1 0,8+0,2 2,6+1,8 0,3%0,2 0 0 0,1+0,1 0,2+0,1 0,1+0,1 0,1+0,1 0,1+0,1
400x
N 6 6 6 6 4 1 0 2 3 1 1 2
% gt 72+2 22+2 1,0+0,3 3,4+1,5 0,8+0,3 0,1+0,1 0 0,2+0,1 0,3+0,2 0,1+0,1 0,6+0,6 0,1+0,1
800x
N 6 6 6 5 5 2 3 4 4 1 2 1
% wt 65+4 19+2 0,6+0,1 5,5+2,2 2,1+1,0 0,1+0,1 3,4+2,9 0,7+0,4 0,5+0,2 0,1+0,1 0,5+0,4 0,1+0,1
1000x
N 6 6 6 6 5 4 4 3 4 0 0 4
% ot 61+2 23+3 0,7+0,2 6,9+1,9 2,8+0,7 0,8+0,4 2,7+1,4 0,2+0,1 1,7+0,9 0 0 0,340,2
1500x
N 6 6 4 5 4 0 1 3 3 0 1 1
% wt 66+2 20+3 0,6+0,3 7,5+2,4 1,8+0,8 0 0,5+0,5 0,2+0,1 1,8%1,1 0 0,1+0,1 0,1+0,1
2000x
N 6 6 6 5 4 2 3 3 3 1 1 2
% it 70+4 17+2 1,3x0,4 3,3+1,9 1,2+0,5 0,2+0,2 5,8+4,2 0,3+0,2 0,4+0,2 0,1+0,1 0,2+0,2 0,3%0,2
2500x
N 6 6 5 4 3 1 2 2 3 2 0 1
% wt 71+3 20+2 1,2+0,5 2,1+0,9 1,2+0,6 0,1+0,1 3,0+x1,9 0,2+0,1 0,4+0,2 0,2+0,1 0 0,1+0,1
3000x
N 6 6 5 6 5 1 1 2 3 1 1 1
% gt 69+3 20+2 1,1+0,2 4,9+2,1 1,3+0,6 0,1+0,1 0,4+0,4 2,3+2,1 0,6+0,4 0 0,1+0,1 0,1+0,1
4000x
N 6 6 6 4 3 0 1 2 2 2 1 1
wit

72+2 19+3 1,1+0,3 4,0+1,3 1,0+0,6 0 15+1,5 3,8+3,6 0,5+0,3 0,2+0,1 0,2+0,2 0,1+0,1

%

Tabelle 12 VergréRerungen der Lymphknoten der Asbestosegruppe.
Mittelwerte mit Standardfehler. n: Patientenanzahl bei denen das Element nachweisbar war. Die n<6
Werte betreffen in den VergroRBerungen 800x-4000x unterschiedliche Patienten. Um repréasentative

Messungen von n>1 Patienten zu erhalten, wurden die VergrolRerungen 800x-4000x gemittelt.
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Tabelle: Lymphknoten der COPD- Gruppe bei unterschiedlichen VergréRerungen.*

Elemente
(3 (@] S Si Al Mg Fe Na K Cl Ca P
100x
N 6 6 6 1 0 0 0 0 0 0 0 0
% UL 74+1 24+1 1,3+0,1 0,2+0,2 0 0 0 0 0 0 0 0
200x
N 6 6 6 2 0 0 0 0 0 0 0 1
% wt 75+1 23+1 1,2+0,2 0,5+0,1 0 0 0 0 0 0 0 0,1+0,1
400x
N 6 6 6 4 2 0 0 3 0 1 2 3
% ot 74+1 20+1 1,1+0,2 1,1+0,5 0,3%0,2 0 0 1,2+0,7 0 0,1+0,1 0,4+0,3 1,0+0,5
800x
N 6 6 5 4 6 1 1 3 4 0 3 2
% wt 52+3 24+3 0,7+0,4 9,7+4,7 4,315 0,2+0,2 0,5+0,5 2,0+1,6 0,3+0,1 0 5,6+3,5 3,8%2,6
1000x
N 6 6 6 6 4 1 1 3 0 1 1 2
% it 55+2 23+3 0,8+0,3 6,1+1,9 8,6%4,7 0,1+0,1 7,0+7,0 1,8+1,5 0 0,1+0,1 1,1+1,1 1,1+0,9
1500x
N 6 6 6 4 5 0 0 5 3 0 3 4
% wt 62+2 22+2 4,1+3,1 4,6%1,7 3,6%1,3 0 0 0,9+0,4 2,0+1,6 0 3,1+1,9 2,1+1,3
2000x
N 6 6 6 5 5 0 0 5 2 0 2 4
% gt 63+3 20+1 1,0+0,2 5,6%1,4 2,2+0,9 0 0 1,1+0,3 0,3+0,2 0 4,743,3 3,3%2,1
2500x
N 6 6 6 6 5 0 1 4 2 1 3 3
% wt 60+2 21+2 1,4+0,4 6,3+1,8 2,5%1,3 0 0,2+0,2 1,2+0,5 0,2+0,1 0,1+0,1 3,7+1,9 2,4+1,3
3000x
N 6 6 6 4 5 2 1 1 4 1 2 4
% gt 63+4 21+2 4,3+2,9 4,3+2,8 1,4+0,7 0,2+0,1 0,6+0,6 0,2+0,2 0,4+0,2 0,1+0,1 1,7#1,1 1,5+0,8
4000x
N 6 6 6 5 5 2 1 3 3 1 2 3
wit

64+2 19+2 1,5+0,4 3,3+1,3 2,4+10 0,1+0,1 1,9+19 0,4+0,2 0,3+0,2 0,9+0,9 3,1+2,0 1,5+1,3

%

Tabelle 13 VergréRerungen der Lymphknoten der COPD-Gruppe.
Mittelwerte mit Standardfehler. n: Patientenanzahl bei denen das Element nachweisbar war. Die n<6
Werte betreffen in den VergréRerungen 800x-4000x unterschiedliche Patienten. Um représentative

Messungen von n>1 Patienten zu erhalten, wurden die VergrolRerungen 800x-4000x gemittelt.
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Tabelle: Lymphknoten der Anthrakosegruppe bei unterschiedlichen VergréRerungen.*

Elemente
C 0 S Si Al Mg Fe Na K Cl
100x
N 6 6 6 1 1 0 0 1 0 0
% et 69+4 24+1 1,3+0,1 0,1+0,1 0,2+0,1 0 0 0,2+0,2 0 0
200x
N 6 6 6 1 1 0 0 1 0 0
% wt 72+2 23+1 1,2+0,2 0,2+0,2 0,1+0,1 0 0 0,1+0,1 0 0
400x
N 6 6 5 2 1 0 0 1 0 0
% ot 69+4 22+1 1,1+0,3 0,7+0,5 0,1+0,1 0 0 0,4+0,3 0 0
800x
N 6 6 5 4 3 1 0 2 1 0
% wt 61+4 21+2 1,2+0,5 6,8+3,3 1,1+0,7 0,3%0,3 0 0,4+0,3 0,1+0,1 0
1000x
N 6 6 6 5 3 1 1 3 2 0
% ot 58+4 22+4 0,9+0,3 6,8+2,8 1,6+0,8 1,9+1,9 0,2+0,2 1,2+0,9 0,2+0,2 0
1500x
N 6 6 6 5 5 1 2 2 3 0
% wt 66+7 19+2 1,1+0,2 3,1+1,4 1,5+0,7 0,1+0,1 1,1+0,9 0,4+0,3 0,5+0,3 0
2000x
N 6 6 6 4 4 1 1 1 2 0
% gt 65+7 18+3 1,3+0,2 4,5+2,0 0,8+0,4 1,6+1,6 1,9+1,2 0,2+0,2 0,3+0,3 0
2500x
N 6 6 6 4 3 2 0 2 3 0
% wt 70+5 16+3 2,0+0,5 2,1+0,9 0,6+0,3 1,8+0,5 0 0,4+0,2 0,5+0,2 0
3000x
N 6 6 6 5 4 0 1 2 1 0
% it 63+6 17+3 1,2+0,4 9,0+2,7 1,6%0,6 0 1,8+1,8 0,7+0,4 0,1+0,1 0
4000x
N 6 6 6 4 4 0 0 2 2 0
wit

% 61+7 23+1 0,8+0,2 4,6%2,5 1,7+0,7 0 0 0,3+0,2 0,2+0,2 O

Ca

1
3,0£3,0

1,717

4,025

3,942,9

4,242,6

4,7+4,0

4,6+4,0

3,5+2,7

3,8+3,0

3,1+2,6

1
1,7+1,7

1
0,8+0,8

2,4+15

3,0£1,9

2,515

2,8+2,2

3,7+2,2

2,2+1,5

2,3+1,8

1,8+1,4

Tabelle 14 VergréRerungen der Lymphknoten der Anthrakosegruppe.

Mittelwerte mit Standardfehler. n: Patientenanzahl bei denen das Element nachweisbar war. Die n<6

Werte betreffen in den VergroBerungen 800x-4000x unterschiedliche Patienten. Um représentative

Messungen von n>1 Patienten zu erhalten, wurden die Vergrof3erungen 800x-4000x gemittelt.
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Tabelle: Lymphknoten der UIP- Gruppe bei unterschiedlichen VergréfRerungen.*

Elemente
C 0 S Si Al Mg Fe Na K cl Ca P
100x
N 6 6 6 4 2 1 0 3 0 0 0 2
% g 74+1 23+1 1,4+0,2 0,7+0,3 0,2+0,1 0,1+0,1 0 0,3+0,2 0 0 0 0,2+0,1
200x
N 6 6 6 5 2 0 0 4 0 0 0 4
% wt 74+1 23+1 1,3+%0,2 0,9+0,3 0,2+0,1 0 0 0,5+0,2 0 0 0 0,5+0,2
400x
N 6 6 6 4 2 0 0 5 0 0 1 4
% ot 7545 21+1 1,2+0,2 1,0+0,5 0,3%0,2 0 0 0,740,2 0 0 0,2+0,2 0,9+0,3
800x
N 6 6 6 5 4 1 1 5 4 0 1 4
% wt 63+3 22+1 0,8+0,2 7,0+1,8 2,7+#1,1 0,1+0,1 0,3+0,3 0,8+0,3 1,640,5 0 0,4+0,4 0,9+0,6
1000x
N 6 6 5 5 5 1 2 4 1 0 2 5
% gt 67+3 20+2 1,1+0,3 3,4+#1,5 1,3+0,6 0,1+0,1 1,5+#1,3 0,9+0,5 0,303 0 0,9+0,8 2,0%1,2
1500x
N 6 6 6 6 6 2 1 4 1 0 2 4
% wt 68+4 18+3 1,3+0,4 6,4+2,3 2,3+0,9 0,1+0,1 0,8+0,8 1,1+0,6 0,1+0,1 0 0,3+0,3 0,5+0,2
2000x
N 6 6 6 6 5 2 2 2 3 0 0 4
% gt 75+2 1443 1,7+0,4 4,8+0,8 1,6+0,6 0,1+0,1 2,3+x1,9 0,3+0,2 0,5+0,2 0 0 0,4+0,2
2500x
N 6 6 6 4 1 1 1 5 2 0 2 5
% wt 69+4 20+3 1,304 4,9+1,8 1,1+0,4 0,1+0,1 0,9+0,9 0,9+0,3 0,3%0,2 0 0,2+0,2 0,8+0,3
3000x
N 6 6 6 6 5 0 2 4 2 0 0 4
% gt 69+2 20+1 1,3+0,3 3,7+1,1 1,3+0,6 0 1,7¢1,4 1,0+0,4 0,6%0,4 0 0 1,0+0,6
4000x
N 6 6 6 2 5 1 1 3 2 0 1 5
wit

% 72+3 14+3 1,5+0,4 5,5+2,0 0,5+0,2 0,4+0,4 2,5+25 0,604 0,2+0,1 0O 0,7+0,7 1,4+0,9

Tabelle 15 VergréRerungen der Lymphknoten der UIP-Gruppe.
Mittelwerte mit Standardfehler. n: Patientenanzahl bei denen das Element nachweisbar war. Die n<6
Werte betreffen in den VergréRerungen 800x-4000x unterschiedliche Patienten. Um représentative

Messungen von n>1 Patienten zu erhalten, wurden die VergrolRerungen 800x-4000x gemittelt.
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Arbeitsanweisung
Standard Operating Procedure

Titel: Asbestkdrperchen Nachweis

Diese SOP gilt ab: Sofort

Diese SOP ersetzt die

] Neue Vorschrift
Fassung vom:

Allgemeine Arbeitsanweisung (SOP) fir den

Zielsetzung: Asbestkérperchen Nachweis

Verantwortlich far Mitarbeiter im Mol. Pathologie Labor

die Ausfihrung:
Anderungshinweise: Neue Vorschrift

Datum / Unterschrift
Verfasst:

A. Romer
Uberpruft:

Prof. Dr. R. Grobholz
Genehmigt:

Prof. Dr. R. M. Bohle
Verteiler: Mol. Pathologie
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Asbestkorperchen im Gewebe

1. Ziel der Methode:

Quantitative Ermittlung der Asbestkdrperchen pro
Gramm Trockengewebe.

2. Prinzip der Methode:

Nach Empfehlungen der ERS Working Group sollen
die Lungengewebsproben aus den Apices von Ober-
und Unterlappen sowie aus dem basalen Unterlappen
eines Lungenfligels gewonnen werden. Von dort
werden jeweils zwei benachbarte etwa 1 cm®groRe
Wirfel herausgeschnitten, méglichst ohne grofRe
Blutgefalie, grofl3e Bronchien, Tumor und fibrosierte
Pleura. Die Wirfel nach der Préaparation nochmals mit
Formalin ndssen und abwiegen. Die jeweils
benachbarten Wiirfel sollten gleich viel wiegen.
Anschliel3end wird einer der Wurfel in kleinere Stlicke
geschnitten und Uber Nacht in 50ml
Wasserstoffperoxid zersetzt (keine Trocknung, da
eine eventuelle Zerstérung der Asbestfasern droht).
Der Vergleichswirfel wird gut luftgetrocknet und am
nachsten Tag nochmals abgewogen und das
Trockengewicht bestimmt (dient zur Ermittlung eines
Umrechnungsfaktors von Anzahl Asbestkdrperchen/g
feuchtes Lungengewebe in Anzahl
Asbestkorperchen/g trockenes Lungengewebe). Das
in Wasserstoffperoxid vorgedaute Gewebe wird am
Tag darauf durch erwarmen auf handelsiublichen
Kochplatten vollstandig aufgelost.

Mit Hilfe einer Vakuumpumpenvorrichtung wird die
Flussigkeit durch einen Cellulose-Nitrat Filter gesaugt,
welcher anschlieRend luftgetrocknet wird. Nach
Klarung des weil3en Filters in Xylol wird er auf einen
Objekttrager aufgezogen und mit Entellan
eingedeckelt. Auf dem Deckglas wird mit Filzstift ein
aus 1 cm groR3en Quadraten bestehendes Raster
eingezeichnet. AnschlieRend erfolgt die
mikroskopische Asbestkdrperchen-Auszahlung bei
100- bis 400-facher VergréfRerung. Die ermittelte
Asbestkorperchen-Anzahl wird mit dem Kehrwert des
Trockengewichts multipliziert um die Anzahl an
Asbestkdrperchen in 1 g trockenem Lungengewebe
zu bestimmen.
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3. Manual:

- aus Apex OL und UL sowie Basis UL jeweils zwei
benachbarte 1 cm?® groRRe formalinfixierte
Lungengewebsstlcke praparieren

- in Formalin nassen und abwiegen, Gewicht der
jeweils benachbarten Stiicke sollte gleich sein

- einen Warfel lufttrocken lassen und am néchsten
Tag das Trockengewicht bestimmen.

- den zweiten Wirfel in kleine Stiicke zerschneiden
und in 50ml 30%Wasserstoffperoxid vorzugsweise
tber Nacht bei RT inkubieren

- Durch Erwarmen auf 60°C. und gelegentliches
Umriuhren die Lungenstiicke vollstandig verkochen,
einkochen vermeiden, evtl. Wasserstoffperoxid
zugeben

- abkulhlen lassen

- durch einen Cellulose Nitrat Filter filtrieren

- Filter sehr gut lufttrocknen lassen, evtl. im
Brutschrank

- in Xylol geben, vollstandig klaren lassen

- auf einen Grossflachen-OT Entellan geben

- Filter mit der Seite nach oben luftblasenfrei auf die
Entellanschicht geben

- ein grol3es Deckglas mit Entellan beschichten

- Filter mit Deckglas luftblasenfrei eindecken

- Rander mit Entellan gut versiegeln

- Uber Nacht trocknen lassen und danach evtl.
vorhandene Blasen eliminieren

- Mit Xylol den OT reinigen wenn er verklebt ist

4. Solution Manual /
Haltbarkeit

Wasserstoffperoxid 30% (Apotheke)
Xylol
Entellan

5. Material

Skalpell und Schneidebrett

Becherglaser fur 150ml, Glasruhrstabchen
Petrischalen

Cellulose Nitrat Filter Porengrosse 1,2 um ( Sartorius /
Goettingen / Bst.Nr. 11303-47-N)

Glasgefalie fur die Vakuumpumpe

Objekttrager fur Grossflachenschnitte und passende
Deckglaser

6. Gerate / Messgerate

Thermoplatten (IKA)
Vakuumpumpe

7. Hinweis:

FFPE-Material

Den Paraffinblock 2h in gewarmtes in Xylol geben um
das Gewebestiick zu entparaffinieren. Anschlie3en
das Gewebestuck fur 1h in 100 % Ethanol geben um
das Xylol zu ersetzen. Danach das Gewebestlck 1
Tag lufttrocken. Das Trockengewicht bestimmen und
dann kleinschneiden.

Restliche Verarbeitung bleibt gleich.

8. Troubleshooting

Beim Eintauchen ins Xylol werden die Filter nicht klar:
Filter sind nicht trocken genug. Bei 37°C im Ofen
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trocknen

9. Auswertung /
Dokumentation /
Beurteilung :

Im Ordner fur Asbestnachweis, Eingangsdatum sowie
Fall und Anzahl , Nass und Trockengewicht
vermerken, ebenso das Ausgangsdatum

10. Literatur :

De Vuyst P, Karjalainen A, Dumontier P, Pairn JC,
Monso E, Brochard P, Teschler H, Tossavainen A,
Gibbs A. Guidelines for mineral fibre analyses in
biological samples: report on ERS working group. Eur
Respir J. 11:1416-1426, 1998

Tabelle 16 Arbeitsanweisung zur Herstellung eines Veraschungsfilters
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