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Summary

During the last years, comparatively high concentrations of platinum group elements derived
from automobile catalysts have been detected along high-traffic streets and in cities.
Nevertheless, only little is known about their toxic potentials. Aim of this project is to
investigate potential genotoxic effects of platinum and palladium compounds in mammalian
cells in culture. In cooperation with the group of Prof. Stiben a procedure was developed to
guantitate platinum- and palladium-induced DNA adducts by HR-ICP-MS. Our experiments
demonstrate a dose- and time-dependent induction of DNA adducts after exposure of A549
human lung cells towards platinum and palladium particles, including ALOs-Pt particles
resembling closely those emitted from automobile catalysts. The resistance of DNA adducts
towards nucleophils is comparable for ALOs-Pt particles and cis-Pt, indicating similar
stability. Furthermore, experiments are in progress to determine Pt binding to intracellular
proteins. Studies with water soluble PtCly and with ALOs-Pt particles demonstrate a time-

dependent increase of Pt binding to the nuclear protein fraction.
Zusammenfassung

Vergleichsweise hohe PGE-Emissionen aus Autokatalysatoren sind in den letzten Jahren
entlang von Autobahnen und in Stadten nachgewiesen worden, tber deren Toxizitdt bislang
nur wenig bekamnt ist. Ziel der Untersuchungen im Rahmen dieses Projektes ist die
Abklérung eines moglichen genotoxischen Potentias von Platin- und Palladiumverbindungen
in A549 menschlichen Lungenzellen. Es konnte in Kooperation mit dem Arbeitskreis von Fau
Prof. Stiiben eine Methode zum quantitativen Nachwels von Pt- und Pd-induzierten DNA-
Addukten mit Hilfe der hochauflésenden Massenspektrometrie mit induktiv gekoppelter
Plasma-lonisierung (HR-1ICP-MS) entwickelt werden. Unsere Experimente zeigen eine dosis-
und zeitabhangige Pt- bzw. Pd-Bindung an DNA; dies gilt auch fur Al,Osz-Pt-Partikel, die
weitgehend den von Katalysatoren emittierten Partikeln dhneln. Die Resistenz der PtDNA-
Addukte gegentiber nukleophilen Agentien ist vergleichbar nach Inkubation mit den ALOs-
Pt-Partikeln und dem Chemotherapeutikum Cisplatin, so dass von einer dhnlichen Stabilitét
der Addukte ausgegangen werden kann. Derzeit werden darUber hinaus Untersuchungen zur
intrazelluldren Proteinbindung durchgefihrt; erste Versuche mit wasserl6slichem PtCl, und

mit ALOg3-Pt-Partikeln zeigen eine zeitabhangige Anreicherung von Pt an Zellkernprote nen.



1 Einleitung

Platin-, Paladium- und Rhodiumverbindungen werden aus Automobil-Katalysatoren als
Metallpartikel oder Metalloxide in geringen Konzentrationen in die Umwelt freigesetzt (Wel
und Morrsion, 1994; Cubelic et al., 1997; LfU, 1999). Wahrend einige Literaturdaten zur
Toxikologie lédlicher Platin, Paladium und Rhodiumkomplexe vorliegen, ist Uber die
toxische Wirkung chronischer Expositionen gegentber Platingruppenelementen (PGE) aus
Autokatalysatoren noch vergleichsweise wenig bekannt. Die Frage einer mdglichen
Bioverfugbarkeit von Platin aus Katalysatoren wurde von Artelt et a. (1999) untersucht.
Hierbei wurde eine Modellsubstanz synthetisiert, bei der Platinpartikel 3 4 nm auf
Aluminiumoxidpartikel £ 5 um aufgebracht wurden. Diese Modellsubstanz zeigte eine nur
geringe Lodlichkeit in reinem Wasser, aber eine vergleichsweise hohe Lodichkeit in
physiologischer, 0,9 %iger Kochsalzlésung. In anschliefienden Versuchen mit Ratten, die
entweder durch intratracheale Instillation oder durch Inhalation exponiert wurden, waren bis
zu 30 % der inhalierten Platinpartikel bioverfligbar. Toxikologische Untersuchungen, wie
etwa eine mogliche DNA-Bindung oder Genotoxizitét, wurden von uns durchgeftihrt und sind

im Folgenden zusammengefasst.

Ziel der toxikologischen Untersuchungen im Rahmen dieses Projektes ist die Abklarung der
Partikelaufnahme in menschliche Zellen sowie eines moglichen genotoxischen Potentials von
Platin- und Palladiumverbindungen in Saugerzellen. Von besonderem Interesse sind dabei
zum einen partikuldre Verbindungen, die aus Katalysatoren emittiert werden, sowie die
Verbindungsformen, die nach Transformationsprozessen in der Umwelt bzw. im
menschlichen Organismus auftreten bzw. vermutet werden. Diese Untersuchungen sollen in
moglichen Zielzellen der toxischen Wirkung (Lungenzellen, Darmepithel zellen) durchgefiihrt

werden.



2 Material und Methoden

2.1 Zdlkultur

A549-Zellen (DSM, ATCC 107) werden in DMEM-Medium (10 % FKS,
100 U Penicillin/ ml, 100 pg Streptomycin/ ml) im Brutschrank bei 37°C, 5% CO, und
100 % L uftfeuchtigkeit als Monolayer kultiviert.

2.2 Vorbereitung der Partikel und Inkubation

Direkt vor Versuchsbeginn werden die Partikel im Trockenschrank 20 min bei 110°C
sterilisiert und eine Stammsuspension (jeweils 23 mg Metallpulver / ml in bidestilliertem,
autoklaviertem Wasser) 10 min in einem Ultraschallbad behandelt. Anschlief3end werden
logarithmisch wachsende A549 Zellen inkubiert. Nachfolgend werden die Zellen vierma mit

PBS gewaschen, abtrypsiniert und die DNA wird isoliert.

2.3 DNA-Isolierung
Die Isolierung der DNA basiert auf einer modifizierten Methode nach Sambrock et al. (1998).

Die abtrypsinierten Zellen (3 - 6 x 10°) werden in eiskalter TBS-Lésung (0,0027 M KCl,
0,137 M NaCl, 0,025 M Tris-Base, pH 7,4) aufgenommen und 4 min bel 300 g (4°C)
zentrifugiert. Nach einem erneuten Wasch- und Zentrifugationsschritt wird das Zellpellet
vorsichtig in 100 pl TE-Puffer (10 mM Tris-HCl,1 mM EDTA, pH 8) aufgenommen und die
Zellsuspension nach Zugabe von 900 pl Extraktionspuffer (10 mM Tris-HCI, pH 8, 0,1 M
EDTA, 20 pg/ml RNase (DNase-frei), 0,5 % SDS) 1 h bei 37°C inkubiert. Nach Zugabe von
Proteinase K (Endkonzentration 100 pg/ml) wnd 3 h Verdau im Schittelinkubator bei 50°C
wird die Losung zunéchst auf Raumtemperatur abgekihlt. Zur Abtrennung der DNA von den
Proteinen wird die Lésung mit dem gleichen Volumen einer Mischung aus Tris- gepuffertem
Phenol, Chloroform und Isoamylalkohol (25:24:1) versetzt, geschittelt und danach zur
Phasentrennung mit 10000 g bel Raumtemperatur 1 min zentrifugiert. Mit der oberen
waldrigen Phase wird die Phenol-Chloroformlsoamylakohol- Extraktion ein- bis zweimal
wiederholt, bis keine Interphase mehr beobachtet wird. Zur vollstandigen Entfernung des
Phenols aus der waéssrigen Phase schliefit sich eine Extraktion mit  Chloroform
Isoamylalkohol (24:1) analog der Phenol-ChloroformIsoamylakohol- Extraktion an.
Nachfolgend wird die DNA durch Zugabe von 0,2 Vol 10 M AmmoniumacetatlGsung zur



wassrigen DNA-L6sung und 2 Vol Ethanol (absolut) ausgefdlt und 12 h be -18°C
aufbewahrt. Nach 10 min Zentrifugation bei 6000 g (4°C) wird das DNA-Pellet vorsichtig in

70%igem Ethanol aufgenommen und anschlielfend erneut bei 6000 g (4°C) 10 min
zentrifugiert. Dieser Waschschritt wird viermal wiederholt. Zuletzt wird das gereinigte DNA-
Pellet in einem definierten Volumen bidest. Wasser aufgenommen und die Konzentration
wird photometrisch anhand der Absorption bei 260 nm bestimmt. Die Quotienten Apso/A2so
sowie Agso/Azz0 geben Aufschlufd Uber die Reinheit der DNA.

2.4 Quantifzierung der PGE-DNA-Addukte mittelsHR-ICP-M S
Die Quantifizierung der PGE-DNA-Addukte erfolgt im Arbeitskreis von Prof. Stiiben und ist
im Teil A des Statusbericht detailliert beschrieben.

Zur Vorbereitung der Analyse wird die DNA erneut in Ethanol ausgeféllt und insgesamt
viermal gewaschen. Anschlief?end wird das DNA-Pellet bei Raumtemperatur 4 h getrocknet,
mit 200 ul frisch angesetzter Aufschlussiosung (1 Teil HNO3 65 % v/v suprapur + 1 Tell
H.O» 30 % v/v p.a) versetzt, vorsichtig gemischt, 1 h bel RT stehengelassen und dann Gber
Nacht bei 85 °C bel gedffnetem Reaktionsgeféld verascht. Unmittelbar vor der ICP-MS-
Messung wird die veraschte Probe in 2 ml 1 % v/iv HNOj3 (subboiled) aufgenommen und
gemessen. Sdmtliche Gefalie, die mit der spéter eingesetzten Aufschlulésung in Kontakt
kommen, werden zur Vermeidung von Kontaminationen mit 0,2 %iger HNO3; gesplilt. Die
Details der Kalibrierung und der weiteren Messprozedur Snd im Teil A des Statusberichts
ausgefuhrt.

2.5 Bestimmung der Cytotoxizitat der Partikel anhand der Koloniebildungsfahigkeit

Jeweils eine Million Zellen pro Ansatz werden in eine Kulturschale ausgeséat und fir einen
Tag anwachsen gelassen. Dann wird 24 hmit den Partikeln inkubiert; nach dem Abwaschen
der Partikel werden die Zellen abgel 6st, gezéhlt und jewells genau 300 Zellen werden erneut
ausgesdt. Nach 7 Tagen im Brutschrank werden die entstandenen Kolonien mit PBS
gewaschen, mit Ethanol fixiert, mit Giemsa-Mischung geférbt, erneut mit Wasser gewaschen

und nach dem Trocknen ausgezéhlt. Ergebnisse werden bezogen auf die Kontrolle angegeben.

2.6 Messung der Reversibilitat der Metall-DNA-Bindung
Art und Festigkeit der Bindung des Metalls an die DNA werden durch Ablésungsversuche
bestimmt.



Die nach Inkubation der Zellen mit den Partikeln adduktierte DNA wird wie unter Punkt 2.3
beschrieben isoliert und eine konstante Menge an DNA wird mit den gelsten Nukleophilen
Zyanid und Thioharnstoff (je 1 Volumenteil 100 mM Nukleophil fir 24 h be 37 °C)
behandelt. Anschliessend wird die DNA erneut ausgefdlt und die Reagentien sowie die von
ihnen abgeldsten Metalle werden abgewaschen. Nach Wiederauflésen und erneuter
photometrischer Konzentrationsbestimmung der DNA-L6sung wird zum zweitenmal
ausgefallt, wie unter Punkt 2.3 beschrieben verascht und der Rest-Metallgehalt an der DNA
Uber ICP-MS im Labor von Prof. Stiben quantifiziert (Fichtinger-Schepman et al. 1995,
Lemaire, et a. 1991).

2.7 Intrazellulare Proteinbindung nach Platin-Inkubation
Zusédtzlich zur DNA-Bindung wurden die Metallgehalte verschiedener zellulérer

Proteinfraktionen mittels Graphitronr-AAS bestimmt. A549-Zellen werden mit gelGstem
PtCl4 beziehungsweise AbLOs-Pt-Partikeln inkubiert, anschliessend abtrypsiniert und
gewaschen. Nach der Bestimmung der Zellzahl mit einem automatischen Zellzahlgerét wird
die Zellsuspension zur Bestimmung von Platin in Cytoplasma und Zellkernextrakt aliquotiert.
Nach der anschliessenden Proteinisolierung aus den Zellfraktionen wird zunéchst jeweils der
Proteingehalt mit der Bradford-Methode (bezogen auf Rinderserumalbumin) bestimmt und
anschliessend der Platingehalt mittels Graphitrohr-AAS  (Atomabsorptionspektroskopie)
gemessen. Daraus wird der Metallgehalt bezogen auf die Proteinmenge berechnet.

Die Fraktionierung der Zellen basiet auf ener Methode zur Prdparation von
Zellkernextrakten (Hartmann und Hartwig, 1998). Die Methode wurde in einzelnen Punkten

modifiziert und erweitert.

Hierzu werden 1 — 2*10° Zdlen in 500 pl/10° Zellen eiskaltem Zelllysepuffer (10 mM
HEPES pH 7,9, 10 mM KCl, 1,5 mM MgCh, 0,3 M Saccharose, 0,5 mM DTT, 0,6 mM
PMSF, 4,7 mM Leupeptin) resuspendiert und 15 min auf Eis gestellt. Nach der Zugabe von
eiskaltem 10 %igem NP-40 (25 ul/10° Zellen) wird 10 s mittels Vortex gut durchmischt und
bei 1500 g und 4°C 15 min zentrifugiert. Der Uberstand, welcher die Cytoplasmaproteine
enthdlt, wird vorsichtig abgenommen und ein Aliquot zur Proteinbestimmung (Bradford)
eingesetzt. Der Rest wird bis zur AAS-Analyse bei —80°C gelagert. Das Pellet mit den
Zellkernen wird mindestens zweimal mit dem Zelllysepuffer gewaschen und 30 min unter
Schiitteln auf Eis mit 100 pl/10° Zellen Kernlysepuffer (10 mM HEPES pH 7,9, 400 mM
KCI, 1,5 mM MgCh, 25% Glycerin, 0,5 mM DTT, Q6 mM PMSF, 4,7 mM Leupeptin)
inkubiert. Nach erneutem Abzentrifugieren (15 min bei 10000g und 4°C) wird der Uberstand,
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welcher die Zellkernproteine enthélt, vorsichtig abgenommen und en Aliquot zur
Proteinbestimmung nach Bradford eingesetzt. Der Rest wird bis zur AAS-Analyse bel —-80°C
gelagert. Cytoplasma- und Zellkernproteinlosung werden zur AAS-Analyse nach Bedarf
verdinnt und in HNOs suprapur (Endkonzentration 1 %) gelost. Vor jeder AAS-Analyse wird

eine Kalibriergerade mit kauflicher Pt Standardl6sung (Alfa-Aesar) aufgenommen .



3 Ergebnisse und Diskussion

In den bisherigen Projektphasen konnte fur kaufliche Platine und Palladiumpartikel nach
Inkubation von menschlichen Lungenzellen eine dosis- und zeitabhangige Zunahme der
Metalladdukte an zelluldrer DNA nachgewiesen werden. Dabei waren keine cytotoxischen
Effekte beziglich der Koloniebildungsfahigkeit nachweisbar. In diesem Berichtszeitraum
wurde die Bildung von DNA-Addukten nach Inkubation mit den in der Einleitung
beschriebenen ALO3-Pt-Modellpartikeln untersucht.

3.1 Auswahl, Charakterisierung und Aufbereitung der Edelmetallpulver

Das Fraunhofer Ingtitut fir Toxikologie und Aerosolforschung in Hannover stellte uns
freundlicherweise speziell synthetisierte Aluminiumoxidpartikel (ALO3) aus "Siralox" zur
Verfigung, die mit 3 % (w/w) elementarem Platin beschichtet sind. Dies sind auch die
Partikel, die von Artelt et a. in den urspringlichen Versuchen zur Bioverfligbarkeit nach
Inhalation in Ratten verwendet wurden (s.0.). Die Partikel wurden von uns zunéchst
rasterelektronenmikroskopisch charakterisiert (Abbildung 1). Auf diesem Bild ist sehr gut die
im Vergleich zu den bisher verwendeten Partikeln (Bilder siehe zurlckliegende
Statusberichte) homogenere GrolRenverteilung zu erkennen.
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Abb. 1. Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der Al,Os -Pt-Partikel in 5000facher
VergroRerung. Die Riefen im Hintergrund stammen von dem metalischen
Objekttrager.



3.2 Mikroskopische Bestimmung der Partikelphagozytose

Ein quantitativer Nachweis der Phagozytose ist mit einem einfachen Lichtmikroskop
momentan nicht mdglich. Durch Kooperation mit Herrn PD  Dr. Krug vom
Forschungszentrum Karlsruhe konnten jedoch Aufnahmen mit dem Videomikroskop
durchgefuhrt werden: dabel ist sehr schon zu erkennen, wie sich kleinere Pd-Partikel
innerhab einer Zelle im Cytoplasma bewegen. Der Zeitraffer-Film Uber 15 min vermittelt
einen Eindruck, welche Wegstrecken die phagozytierten Partikel innerhalb der Zelle
zuriicklegen. Ahnliche Versuche sollen auch mit den ALO3-Pt-Partikeln durchgefiihrt werden.

3.3 Cytotoxizitat der untersuchten Partikel

Wie unter 2.5 beschrieben, wurden Untersuchungen zur Cytotoxizitdt von AlLOs — Pt -
Partikeln durchgefiihrt. Dabei zeigte sich bei Dosen bis zu 10 pg/cn? Wachstumsflache keine
signifikante Hemmung der Koloniebildungsfahigkeit. Das Ergebnis ist in Abbildung 2
dargestellt.
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Abb. 2: Koloniebildungsfahigkeit von A549-Zellen nach 24 h Exposition mit AbO3 — Pt -
Partikeln



3.4 Analyseder Pt-DNA-Gehalte nach Inkubation von A 549 Zellen

Zunéchst wurden logarithmisch wachsende A549 Zellen mit ALO3-Pt-Partikeln inkubiert und
die DNA wurde wie beschrieben isoliert. Fir die Analyse der Pt-Gehalte durch die HR-1CP-
MS wurde eine Veraschung mit HNOs/H>O- durchgefihrt.

In den letzten beiden Statusberichten wurden Daten prasentiert, die eine dosiss und
zeitabhangige Zunahme der DNA-Adduktzahlen nach Inkubation mit reinen Platin- und
Palladiumpartikeln zeigen. Diese Partikel sind jedoch wegen ihrer hohen Dichte und
inhomogenen GroRenverteilung nur sehr schwer handhabbar. Die im letzten Projektabschnitt
hauptsachlich verwendeten Aluminiumoxidpartikel sind hier Uberlegen und &hneln auf3erdem
weitestgehend den durch Katalysatoren emittierten Partikeln.

In Abbildung 3 ist die dosisabhangige Zunahme an Pt-DNA-Addukten dargestellt.

24 h

Addukte / 108 Basenpaare
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Abb. 3: Konzentrationsabhangige Bildung von Pt-DNA-Addukten: A549-Zellen wurden mit
verschiedenen Mengen an ALOz— Pt /cn? Wachstumsflache 24 h inkubiert.
Dargestellt sind Mittelwerte aus Dreifachbestimmungen, Fehlerbalken geben die
Standardabweichung an.
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Um auszuschlief3en, dass die Adduktbildung auf einer Verschleppung der Partikel wahrend
der Aufarbeitung beruht, wurden Versuche zur Zeitabhangigkeit der Adduktbildung
durchgefiihrt. Dabel wurde Uber unterschiedliche Zeitraume mit konstanter Partikelmenge
inkubiert. Wie in Abbildung 4 erkennbar ist, besteht auch hier ein Zusammenhang zwischen
Inkubationsdauer und der Adduktzahl.
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Abb. 4: Adduktbildungskinetik: A549-Zellen wurden mit einer konstanten Menge von
5 pg ALbOs — Pt / c? Wachstumsflache inkubiert. Dargestellt sind Mittelwerte aus
Dreifachbestimmungen, Fehlerbalken geben die Standardabweichung an.

3.6 Reversibilitat der Metallbindung an DNA

Die experimentelle Durchfuhrung dieser Versuche ist unter Punkt 2.6 beschrieben, die
Ergebnisse sind in Abbildung 5 dargestellt. Zyanid und Thioharnstoff lassen die DNA intakt,
entfernen jedoch die Platinaddukte teillweise, wobel Zyanid bei &juimolarer Menge die
Addukte effektiver as Thioharnstoff abltst. Die durch die Partikel induzierten Addukte sind
etwas labiler gegentiber Zyanid aber etwas stabiler gegentiber Thioharnstoff verglichen mit
den Addukten, die durch Cisplatin induziert werden; insgesamt lasst sich aber schlussfolgern,
dass beide Platinverbindungen zu chemisch ahnlich stabilen DNA-Addukten fihren.
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Abb. 5: Einfluss nukleophiler Reagentien auf die Persistenz von Pt-DNA-Addukten nach
Inkubation von A549-Zellen mit Cisplatin oder AlLOs-Pt-Partikeln.

3.7 Intrazellulére Proteinbindung nach Platin-Inkubation

Zusétzlich zur PtBindung an zelluldre DNA soll die intrazelluldre Proteinbindung und
diesbeziigliche Verteilung von Pt untersucht werden. Es wurde zunéchst mit geléstem PtCly
inkubiert, um das System zu etablieren, anschlief3end wurde mit Partikeln gearbeitet. Dabei
konnten Platin-Addukte an zelluléren Proteinen nachgewiesen werden. Wie Abbildungen 6
und 7 zeigen, nimmt nach Inkubation mit gelostem PtCly die Zahl der Platin-Addukte an
cytosolischen Proteinen mit zunehmender Inkubationszeit ab bzw. bleibt im Fall von AlOs-
Pt-Partikeln gleich, wéhrend der Pt-Gehalt der Kernproteine zunimmt. Dieser Befund deutet

auf eine Anreicherung von Platin im Kern hin.
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Abb. 6: Nachweis der Platinbindung an cytosolische Proteine und Kernproteine nach
Inkubation von A549 — Zellen mit 67 uM PXCly fur 24, 48 und 72 h. Gezeigt sind
Mittelwerte aus Dreifachbestimmungen, Fehlerbalken geben die Standardabweichung
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Abb. 7: Nachweis der Platinbindung an cytosolische Proteine und Kernproteine nach
Inkubation von A549 — Zedlen mit 3 pg/cm? ALOs-Pt-Partikeln fur 24 und 48 h.
Gezeigt sind Mittelwerte aus Dreifachbestimmungen, Fehlerbalken geben die
Standardabweichung an.
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4 Zusammenfassende Bewertung und Ausblick

In den vorangegangenen Projektphasen wurde zunéchst in Kooperation mit der Arbeitsgruppe
von Frau Prof. Stiben ein empfindliches System etabliert, mit dem der PGE-Gehalt von
zelluldrer DNA nach Exposition durch PGE-Partikel bestimmt werden kann. Anschlief3end
wurde eine konzentrations- und zeitabhangige Bildung von DNA-Addukten durch reine

Platin- und Palladiumpartikel nachgewiesen.

In diesem Berichtszeitraum wurden d&hnliche Untersuchungen mit synthetischen
platinbeschichteten ALOs-Pt-Partikeln durchgefiihrt, die den von Kfz emittierten Partikeln
sehr stark @hneln. Obwohl sie nicht cytotoxisch sind, konnte analog zu den reinen
Edelmetallpartikeln eine dosis- und zeitabhangige Zunahme Pt-DNA-Addukte nachgewiesen
werden. Die Zeitabhangigkeit schliefdt Artefakte, beispielsweise nach Verschleppung von
Partikeln wahrend der Aufarbeitungsprozedur, aus. Bezogen auf den Pt-Gehalt werden bei
gleicher Partikelmenge wesentlich mehr DNA-Addukte gebildet as bel reinen PtPartikeln,

was auf eine erhdhte Bioverfligbarkeit hindeutet.

Durch Untersuchungen zur Reversibilitdt der Metall-DNA-Bindung durch nukleophile
Agentien konnte gezeigt werden, dass die gebildeten Metalladdukte dhnlich stabil sind wie
die Addukte, die nach Exposition gegentiber dem Cytostatikum Cisplatin entstehen.

Schliefdlich ergaben Versuche zur Pt-Proteinbindung mit zunéchst wasserl6slichem PtCl, eine
deutliche "Wanderung" des Platins in den Zellkern mit zunehmender Inkubationsdauer. In
Kirze sollen entsprechende Untersuchungen mit den platinbeschichteten ALOs-Partikeln
erfolgen. Dartber hinaus sind Versuche zur Lodichkeit der Partikel in unterschiedlichen
Medien, zur Identifizierung der von der Pt-Bindung betroffenen DNA-Basen sowie zur
resultierenden Mutagenitét der Partikel geplant.
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