Molekulare Umwelttoxikologie — ein interdisziplinarer

Ansatz

H.F. Krug, S. Diabaté, S. Strack, ITG

Interdisziplinare Forschung: eine
Philosophie, ein Kunststil, ein Ar-
tefakt oder ein Antidot? So konn-
te die Frage provokativ gestellt
sein, aber die molekulare Um-
welttoxikologie — sowohl grundla-
gen- als auch anwendungsorien-
tiert — kommt ohne Interdiszipli-
naritat nicht aus. Von der Moleku-
larbiologie Uber die Biotechnolo-
gie bis hin zur Betrachtung von
Okosystemen ist hier alles ge-
fragt. Die toxikologischen Arbeits-
gruppen im Forschungszentrum
arbeiten nicht nur mit biologi-
schen, chemischen und physika-
lischen Instituten der Hermann
von Helmholtz-Gemeinschaft
Deutscher Forschungszentren
(HGF) zusammen, um z.B. die
gesundheitsschadlichen Wirkun-
gen ultrafeiner Staubpartikel zu
erforschen, sie sind mit der Tu-
morklinik in Freiburg dabei, Anti-
Tumormittel zu testen und setzen
auf neue Methoden im Bereich
der Gentechnik, die ihnen Hilfs-
mittel wie die fluoreszierenden Fu-
sionsproteine an die Hand geben,
um in lebenden Zellen toxische
Wirkungen verschiedener Um-
weltchemikalien erfassen zu kon-
nen. Anhand einiger pragnanter
Beispiele soll das interdisziplina-
re Vorgehen verdeutlicht werden.

Bereits der Titel — Molekulare
Umwelttoxikologie — beinhaltet in-
terdisziplinare Elemente. Das
Wort ,molekular” bezeichnet im
wesentlichen die Absicht, Wir-
kungsmechanismen verschiede-
ner toxischer Noxen auf moleku-
larer Ebene aufzuklaren und stellt
gleichzeitig einen Bezug zur ,Mo-
lekularbiologie“ her. Der Begriff
~LUmwelt” stellt hier klar, dass im
Vordergrund diejenigen Einfllisse
bzw. Substanzen stehen, die
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Abb. 1: Toxikologie als Querschnittsdisziplin. Das Fachgebiet , To-
xikologie" kann sich nur als Querschnitt bzw. Summe aus vielen
Einzeldisziplinen verstehen. Auf der Basis des Wissens aus Phy-
sik, Chemie und Biologie in Verbindung mit einer funktionstichti-
gen Informatik wird daraus der Ausgangspunkt fiir eine wieder-
um in die anderen Disziplinen hineinwirkende Toxikologie.

durch anthropogene Aktivitaten in
die Umwelt gelangen und von
dort auf lebende Organismen
zurickwirken. Und letztlich sagt
der Begriff ,Toxikologie aus,
dass damit schadliche Wirkungen
gemeint sind, die unsere Lebens-
qualitat direkt beeintrachtigen.
Dabei ist die Toxikologie allein be-
reits ein Fachgebiet, dass nicht
klar umrissen werden kann und
sich daher als eine ,Querschnitts-
disziplin“ darstellt. Die Grundla-
gen, die fur ein Verstandnis der
Toxikologie notwendig sind, set-
zen sich aus den fundamentalen
Kenntnissen der Physik, Chemie,
Biologie, Medizin und Informatik
zusammen. Die daraus gewonne-

nen Erkenntnisse und Daten
fuhren zu einem verbesserten
Wissen der Zusammenhange,
das von der Toxikologie innerhalb
unterschiedlicher wissenschaftli-
cher Sektoren, wie Pharmazie
und Medizin, Erndhrungswissen-
schaften und Okologie, aber auch
z.B. im Bauwesen, angewandt
wird (Abb. 1).

Auf dieser Basis baut die Fach-
disziplin Toxikologie auf, wobei
sie in eine Reihe weiterer Unter-
disziplinen unterteilt werden
kann. Grundsatzlich sind dabei
grob zwei Richtungen zu unter-
scheiden: die eher medizinisch
ausgerichteten toxikologischen
Schwerpunkte (Abb. 2, rote Kast-
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Abb. 2: Die Teilgebiete der Toxikologie. Die Umwelttoxikologie ist eines der vielen Teilgebiete der To-
xikologie, wobei allerdings eine Reihe von Teilgebieten auch gleichzeitig in die Umwelttoxikologie
als Oberbegriff hineinreichen (griine Kasten). Die roten Kasten demonstrieren die medizinischen

Teile der Toxikologie.

chen) und die auf die Umwelt des
Menschen zielenden Disziplinen
(griine Kastchen), die im wesent-
lichen alle Produktionsvorgange
und Produkte, aber auch andere
anthropogene Einflisse beinhal-
ten. In vielen Teilen Uberlappen
diese Bereiche und aus der Viel-
falt der Themen ergibt sich auch
die Interdisziplinaritat, die fur un-
seren Institutsteil Toxikologie an
einigen Beispielen genauer er-
[Autert werden soll.

Thema 1: Toxikologie

der Metalle und ihrer
Verbindungen

Die Metalle stellen die grofite
Gruppe umweltbelastender Ein-
flisse durch den Menschen [1].
Die Wirkung, die von ihren welt-

weiten anthropogenen Emissio-
nen ausgeht, Ubertrifft dabei die
aller organischen Substanzen als
auch aller physikalischen Einflis-
se, wie ionisierende und nicht-io-
nisierende Strahlung und Larm.
Neben der krebserzeugenden
Wirkung einiger metallischer Ele-
mente bzw. Verbindungen (Tab. 1)
greifen verschiedene Metallver-
bindungen in den Stoffwechsel
der Organismen ein und kénnen
zu erheblichen Beeintrachtigun-
gen fuhren.

Der Beginn solcher Untersuchun-
gen setzt die Kenntnis voraus,
welche Konzentrationen in den
verschiedenen Umweltkomparti-
menten (Boden, Luft, Wasser, Or-
ganismen) vorliegen, also wird ei-
ne solide chemische Analytik"

bendtigt. Damit kann gezeigt wer-
den, dass bestimmte Verbindun-
gen wie Tributylzinn (TBT) in der
Nahrungskette akkumulieren
(Abb. 3). Die Biologie liefert ihrer-
seits Hinweise auf bereits beob-
achtbare Effekte im Freiland. So
fuhrt TBT entlang der grof3en
Schifffahrtswege und in Hafenge-
bieten zum Rickgang und Aus-
sterben verschiedener Meeres-
schneckenpopulationen [3]. Nun
kann die Molekulare Umwelttoxi-
kologie daran gehen, den Wir-
kungsmechanismus auf Organ-
und/oder Zellebene aufzuklaren,
um mogliche irreversible Schad-
wirkungen zu entlarven und not-
wendigen gesetzlichen Regelun-
gen zur eingeschrankten Verwen-
dung der Substanz eine wissen-
schaftliche Grundlage zu geben.

1) unterstrichen sind die an den Projekten jeweils beteiligten Disziplinen
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Metall Mensch? Tier? Einordnung?

Arsen (As) S L Gruppe 1
Cadmium (Cd) und seine Verbindungen S S Gruppe 1
Chrom (Cr-VI) Verbindungen S S3 Gruppe 1
Kobalt (Co) und seine Verbindungen | St Gruppe 2B
Blei (Pb) I S° Gruppe 2B
Nickel (Ni) und seine Verbindungen S S8 Gruppe 1

S = ausreichende Beweise vorhanden; L = schwache Befunde; | = nicht ausreichende Befunde.
Gruppe 1 = karzinogen bei Menschen; Gruppe 2B = mdglicherweise karzinogen bei Menschen.
Calciumchromat, Bleichromat, Strontiumchromat, Zinkchromat.

Metallpulver, Co(ll)oxid.

Anorganische Bleiverbindungen.

Nickelmonoxid, kristallines Nickelsulfid, Nickelhydroxide.

Tab. 1: Metalle, deren karzinogene Wirkung von der IARC (International Agency for Research on
Cancer) klassifiziert wurde [2].

—

e

w2 (CH)SnCl 5 10%ppm F
- e
e

Abb. 3: Anreicherung von Tributylzinn ((C,H,);SnCl) in der Nahrungskette. Vom Wasser (ca. 10° ppm)
bis hin zu den Mollusken (10* ppm) findet eine Anreicherung um mehr als millionenfach statt [Zah-
len aus 6 und 7].
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Abb. 4: Zeitlicher Verlauf der Apoptose in einer einzelnen RBL-Zelle. Die ba-
sophilen Leukadmiezellen der Ratte (RBL) wurden mit 5 uM TBT behandelt
und die zeitlichen Veranderungen der Morphologie im Mikroskop mit Diffe-
rential-Interferenz-Kontrast (DIC) verfolgt. Fir den Originalfilm wurde alle
5 sec ein Bild aufgenommen. Die gezeigten Ausschnitte beginnen nach
60 min Vorbehandlung mit TBT: (a) 0. Minute; (b) 13. Minute; (c) 29. Minute;
(d) 37. Minute (Objektiv 63fach, Olimmersion, MaRstab 10 um).

So konnten u.a. auch wir dazu
beitragen, dass die organischen,
trialkylierten Verbindungen von
Blei und Zinn als Ausléser des re-
gulierten Zelltodes (Apoptose) er-
kannt wurden (Abb. 4) und wie sie
dies auf molekularer Ebene an-
stellen [4, 5].

Thema 2: Synthetische
Phospholipide als

Antitumormittel: ein
neues Konzept

Unter diesem Titel haben wir im
vergangenen Jahr an gleicher
Stelle GUber ein ,Nebenprodukt"
unserer Apoptose-Forschung be-
richtet [8]. In Zusammenarbeit mit
Chemikern und Medizinern der Tu-

morbiologie in Freiburg wurde eine
Gruppe neu synthetisierter Lipide
(Fette) untersucht, die einen hem-
menden Effekt auf das Wachstum
von Tumorzellen austiben. Die Mo-
lekulare Umwelttoxikologie tber-
nahm die Aufgabe, den genauen
molekularen Mechanismus ihrer
Wachstumshemmung aufzu-
klaren. Aus dieser Kooperation,
die immer noch andauert, resul-
tierten Ergebnisse, die auf zwei in-
ternationalen Tagungen mit Prei-
sen ausgezeichnet wurden [9, 10].
Die Erkenntnisse aus unseren Ar-
beiten [11] sollen zu einer Opti-
mierung der Substanzen fihren,
so dass diese in absehbarer Zeit
einmal als Anti-Tumormittel einge-
setzt werden kdnnen.

Thema 3: Fluoreszenz-
verfahren in der

Molekularen Umwelt-
toxikologie

Fir die Untersuchung cytotoxi-
scher Effekte von Umweltgiften
werden heute Gewebekulturen
von unterschiedlichsten tieri-
schen oder menschlichen Zellen
verwendet, in denen mit Hilfe von
fluoreszenz-mikroskopischen
Methoden die toxischen Einwir-
kungen direkt sichtbar gemacht
werden kénnen. Die Fluoreszenz-
mikroskopie mit ihren heute weit-
reichenden Madglichkeiten fir
Strukturuntersuchungen und bio-
chemische Analysen in zeitlicher
und réumlicher Auflésung kann
nicht nur zur Veranschaulichung
biologisch-toxikologischer Pro-
zesse beitragen, sondern auch
zu ihrer Aufklarung und sogar
zum quantitativen Nachweis — di-
rekt am Reaktionsort — einen
wichtigen Beitrag leisten. Hypo-
thesen zu molekularen Mecha-
nismen in der Zelle, die aufgrund
von biochemischen Bestimmun-
gen im Lysat* der untersuchten
Zellen entwickelt wurden, kénnen
durch Visualisierung der Vorgén-
ge in den Zellorganellen bestatigt
oder verworfen werden.

Mit Hilfe der Gentechnik lassen
sich neue fluoreszierende Protei-
ne herstellen und in lebende Zel-
len einschleusen. Diese, unter
der Bezeichnung ,grin fluores-
zierendes Protein* (GFP) be-
kannt gewordenen Fluorochro-
me, wurden urspriinglich aus der
pazifischen Qualle Aequoria vic-
toria isoliert. Durch geeignete
Vektoren*, z.B. ringformige DNA-
Plasmide*, die das GFP-Molekul

*) Diese Begriffe sind im Glossar erlautert
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und ein zelleigenes Protein co-
dieren, werden sogenannte Fu-
sionsproteine, das sind zelleige-
ne Proteine mit einem ,,GFP-An-
hangsel“, von der Zelle selbst ge-
bildet. Diese Fusionsproteine
stellen dann hervorragende Son-
den zum Aufspiren und zum Ver-
folgen von biochemischen Vor-
géngen in Zellgeweben dar. Die
spektroskopischen Eigenschaf-
ten des GFP konnten durch Mu-
tationen zusatzlich verandert
werden, so dass fur diese Unter-
suchungen eine Reihe verschie-
denfarbiger GFP-Fluorochrome
zur Verfugung stehen: blau
(BFP), cyan (CFP), gelb (YFP)
und ein verwandtes rotes (ds-
Red), das aus der Seeanemone
Discosoma sp. isoliert wurde.

Hierdurch haben sich die Einsatz-
mdglichkeiten in der biologisch-
toxikologischen Forschung noch-
mals erheblich erweitert. Neben
der Moglichkeit zwei verschiede-
ne Zielstrukturen mit unterschied-
lichen Farben zu versehen (Dop-
pelmarkierung) gibt es dariber
hinaus noch die Mdglichkeit fur
den Nachweis spezifischer Pro-
tein-Protein-Interaktionen in der
lebenden Zelle. Bei der Fluores-
zenz-Resonanz-Energie-Trans-
fer-Methode (FRET) wird bei ei-
ner Anlagerung z.B. eines cyanen
Proteins an ein gelbes bei Anre-
gung mit blauem Licht eine gelbe
Fluoreszenz beobachtbar, die da-
durch entsteht, dass das gelbe
Protein durch das cyan-farbene
Licht des benachbarten Proteins
angeregt wird (Abb. 5). Diese und
eine groRe Anzahl weiterer flu-
oreszenz-mikroskopischer Me-
thoden sind in jingster Zeit durch
das fruchtbare Zusammenwirken
von physikalischem, chemi-

Glossar

Apoptose

Blebbing

DNA-Plasmid

Enzym

Fluoreszenz

Klonierung

Lysat

Meta-Analyse

Modalwert

Nekrose

Systemische
Wirkung

Toxin

Transformation

Vektoren

Wirkmechanismus

Zelllinien

Ein genetisch festgelegter Plan fur den ,programmierten, regulierten
Zelltod“. Die Zellen sterben ab, ohne dass ein Entziindungsherd
gebildet wird. Durch Anschalten dieses ,Selbstmordprogrammes*
kénnen lberschiissige, entartete oder geschadigte Zellen auf
unproblematische Art vom Organismus eliminiert werden.

Aus dem englischen entnommener Begriff der ,Blasenbildung” auf
der Zelloberflache.

Kleines ringférmiges DNA-Molekil, das oft als Vektor* fur die Klonie-
rung* von DNA verwendet wird.

Protein, das chemische Prozesse in der Zelle katalysiert.

Die Eigenschaft eines Stoffes, Licht von hoher Energie zu ab-
sorbieren und Licht mit einer niedrigeren Energie abzustrahlen.

Bildung von Zell- oder Organismenpopulationen durch wiederholte
(asexuelle) Teilung. Bei der Klonierung von Genen wird eine grof3e
Anzahl von Kopien eines Gens hergestellt.

Inhalt von Zellen, der nach ZerreiRen der Zellmembran frei wird.

Wird teilweise mit dem Begriff ,systematische Ubersicht* synonym
verwendet. Streng genommen versteht man unter einer Meta-Ana-
lyse eine Methode, mit der die Resultate mehrerer Studien zu
einer bestimmten Fragestellung gesammelt, beurteilt und in einem
komplizierten statistischen Verfahren miteinander verglichen
werden.

Derjenige Wert einer Verteilung, welcher am haufigsten besetzt ist.

Zell- oder Gewebetod durch direkte schadigende Einwirkungen.
Durch die Nekrose wird meist eine Entziindung hervorgerufen, da
der Zellinhalt unkontrolliert in die Umgebung abgegeben wird.

eine Wirkung, die sich im Korper entfaltet, also erst am gewiinsch-
ten Ort bzw. Organ

Im allgemeinen ein giftiger Stoff

Eine Veranderung der Erbinformation einer Zelle durch Einbau von
~Fremd-DNA*, die haufig zur Veranderung ihrer Eigenschaften fiihrt.

In der Zellbiologie verwendetes Element (Virus oder Plasmid), um
genetisches Material in eine Zelle oder einen Organismus einzu-
bringen.

Eines der Ziele medizinischer Grundlagenforschung ist die Aufklarung
der Mechanismen von therapeutisch bedeutsamen Substanzen.
Dabei sind Fragen zu beantworten, welcher Art die Wirkung ist und
auf welchem Wege sie zustande kommt. Im einzelnen muss gepruift
werden, an welchem Punkt der Zelle die Substanz angreift, welche
Signale dadurch ausgel6st werden und was dadurch letztendlich in-
nerhalb der Zelle fur Veranderungen stattfinden.

Zellkulturen, die sich nahezu unbegrenzt permanent zichten
lassen, da sich ihre Eigenschaften meist durch Transformation*
soweit geandert haben, daR sie nicht mehr absterben.
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Abb. 5: Schematisches Prinzip der Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer Mikroskopie (FRET).
Messung von Protein-Protein-Interaktionen mit Hilfe von FRET, bei Markierung von Proteinen mit ei-
nem geeignetem Paar verschiedener GFP-Varianten (z.B. CFP/YFP) wird bei engem Kontakt unter
Blaulicht-Anregung nur gelbes Licht emittiert.

schem, biologischem und ingeni-

eurwissenschaftlichem  Know-
how entstanden. In Tab. 2 sind als
Beispiel einmal alle sogenannten
.F-Techniken* zusammengestellt,
die in diesem Zusammenhang
heute von Bedeutung sind.

FSPIM

FRET

FLIM

SFLIM

FRAP

FLIP

FCS

Fluorescence spectral imaging
microscopy

Fluorescence resonance
energy transfer

Fluorescent life time imaging
microscopy

Spectrally resolved fluorescent
life time imaging microscopy
Fluorescence recovery after
photo-bleaching

Fluorescence loss of intensity
after photo-bleaching

Fluorescence correlation
spectroscopy

Tab. 2: Zusammenstellung einer Auswabhl
von sog. ,F-Techniken*, die in jungster
Zeit fur die Fluoreszenz-Mikroskopie ent-
wickelt wurden.

Gelb-markiertes Aktin als
Sonde fiir das Cytoskelett

Bei der Untersuchung toxischer
Wirkungen von Organometallen,
werden von uns solche Methoden
eingesetzt. Eine der wirksamsten
Verbindungen dieser Art, das
TBT (Tributylzinn, vgl. Thema 1),
wird noch immer in sogenannten
LAnti-fouling“  Anstrichen bei
Schiffen und in Antiseptika ver-
wendet, aber es wurde in jungster
Zeit bei uns auch in Textilien
nachgewiesen, wo es vermutlich
als Verunreinigung der als Kon-
servierungsstoffe verwendeten
dialkylierten Zinnverbindungen
enthalten war. TBT 18st in Kultu-
ren von menschlichen Zellen und
auch in Zellen von Saugern
Apoptosen aus, wenn die Kon-
zentration im Medium im Bereich
zwischen 0,2 und 5,0 uM (00,07
bis 1,8 mg/l <1 ppm) liegt.

Fur die Untersuchungen verwen-
den wir beispielsweise Epithel-
oder Bindegewebszellen, die mit
GFP-Vektoren transfiziert wur-

den. Diese Vektoren enthalten ein
Fusionsprotein des Aktins, das
bei Anregung gelb fluoresziert
und sich somit gut zur Darstel-
lung des Cytoskeletts eignet. Die
Zellen werden auf Deckglasern
angezlchtet und mit einem Flu-
oreszenz-Mikroskop in einer kli-
matisierten Kammer flir mehrere
Stunden beobachtet. Mit einer Vi-
deo-Kamera kdénnen nun Zeitraf-
fer-Aufnahmen von lebenden Zel-
len aufgenommen werden.

Eine der ersten beobachtbaren
Verdnderungen wahrend des
streng regulierten Absterbens
(Apoptose) stellt neben der Ab-
rundung und einem Schrumpfen
der Zellen eine markante Umor-
ganisation des Aktin-Cytoskeletts
dar. Aktin-begrenzte Ausstilpun-
gen der Zelle werden schon Mi-
nuten nach der Applikation von
TBT zuruckgezogen. Stressfa-
sern, die besonders charakteri-
stisch fur epitheliale und Binde-
gewebszellen sind, I6sen sich an-
schlielend von ihren extrazell-
lularen Anheftungspunkten, so
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dass sich die meist unter
Spannung stehenden Fasern in
sich zusammenziehen (Abb. 6a
und b, weitere Bilder und Filmbei-
spiele: http://itgmv1.fzk.de/www/
toxikologie/index.htm). Je nach
Anzahl und Anordnung der Fa-
sern kdnnen sie sich so zu ring-
férmigen Strukturen um den Zell-
kern herum konzentrieren
(Abb. 6¢). SchlieRlich zerfallen die
Aktin-Strukturen (Abb. 6d) bis
schlie3lich die gesamte Zellsub-
stanz einschlie3lich Aktin in den
apoptotischen Kérpern ,verpackt"
ist (siehe auch Abb. 4). In vivo,
d.h. im lebenden Organismus,
kénnen diese dann von umlie-
genden Zellen des Gewebes
oder von Makrophagen aufge-
nommen werden, ohne dass der
Inhalt der abgestorbenen Zelle
freigesetzt wird und dadurch Ent-
zundungsprozesse auslost.

Thema 4:

Inhalationstoxikologie
der Nanoteilchen

.10od vom Allerfeinsten“ lautete
kirzlich eine Schlagzeile in der
»Zeit* vom 30.08.2001 [12]. Winzi-
ge Staubpartikel sollen daftr ver-
antwortlich sein, dass Menschen
ernsthaft erkranken oder sogar
sterben. Was steckt dahinter?

Staub gehort neben SO,, NO, CO
und Ozon zu den klassischen
Luftschadstoffen. Durch effektive
Minderungsmaf3nahmen ist heute
die Staubkonzentration in der Um-
welt auf sehr niedrige Werte
zurickgegangen. Studien im
Raum Erfurt seit 1991/92 [13, 14]
sowie in anderen Regionen der
Welt [15] zeigen, dass zwar die
Massenkonzentration des Stau-
bes reduziert wurde, die Anzahl-

Abb. 6: Verdnderungen des Cytoskeletts einer Epithel-Zelle
wahrend der Apoptose. Innerhalb von ca. 20 min wird das mar-
kante Netz von Stressfasern umorganisiert. Das zelleigene Aktin
wurde durch YFP sichtbar gemacht: a) 20 Minuten nach Zugabe
vonTBT (2 UM TBT) ins Kulturmedium setzt das Zusammenziehen
der Stressfasern ein; (b) nach 25 min ist der Abbau der Fasern
weit fortgeschritten; ¢) das Aktin ordnet sich um den Zellkern he-
rum an (36 min); d) die gesamte Zellsubstanz einschliel3lich des
weitgehend abgebauten Aktins (41 min) wird schliel3lich in den
apoptotischen Koérpern ,verpackt* (siehe auch Abb. 4), Objektiv
40fach, Olimmersion, MaRstab 10 um.

konzentration jedoch nicht. Dies
ist auf den zahlenmaRig hohen
Anteil an feinen (< 1 um) und ul-
trafeinen Partikeln (UFPR,
< 100 nm) zurickzufihren, die
nur geringflgig zur Massenkon-
zentration beitragen. In epidemio-
logischen Untersuchungen wird
statistisch eine Assoziation zwi-
schen Staubkonzentration, ge-
messen als PM,, (Particulate
Matter < 10 pm), und Wirkungen
auf die menschliche Gesundheit
beobachtet. Bereits bei geringem

Anstieg der Staubkonzentrationen
erhoht sich die Anzahl der Erkran-
kungen der Atemwege bzw. des
Herz-Kreislauf-Systems sowie die
Mortalitat aufgrund dieser Erkran-
kungen. Diese akuten Effekte tre-
ten jedoch kaum bei gesunden,
sondern insbesondere bei bereits
erkrankten, sehr jungen und alte-
ren Menschen auf. Eine Meta-
Analyse* zeigt, dass ein Anstieg
der PM,,-Konzentration um
10 pg/m® mit einem Anstieg der
Mortalitat um ca. 1% assoziiert ist.
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Erkrankungen des Respirati-
onstraktes und des Herz-Kreis-
laufsystems werden meistens
durch mehr als einen Faktor aus-
geldst. Zur Lésung der komplexen
Fragestellungen zum Zusammen-
hang zwischen den Umwelt-
schadstoffen und diesen Erkran-
kungen werden Kenntnisse aus
den verschiedensten Fachberei-
chen bendtigt: Physik und Ingeni-
eurwissenschaften, um die Emis-
sionen zu messen und die Parti-
kel zu charakterisieren, Chemie,
um die chemische Zusammenset-
zung unbekannter Partikel zu
analysieren, Meteorologie, um
den Transport von der Emissions-
quelle bis zum Wirkort zu berech-
nen, Toxikologie und Molekular-

Von der PartikelgréfRe hangt ab,
welche Teilchen eingeatmet wer-
den und wo die Ablagerung im
Atemtrakt erfolgt. Aus den hierflr
vorliegenden  experimentellen
Daten (Abb. 8) wurden fur die wir-
kungsbezogene Messung von

Staub Konventionen in der
DIN I1SO 7708 [16] festgelegt. Die
gesamte einatembare Fraktion
wird durch PM,, und die bis in die
Alveolen vordringende Fraktion
durch PM,s (Particulate Matter
< 2,5 pym) anndherungsweise er-

biologie, um die biologischen Wir-
kungen von Partikeln mit Hilfe von
in vitro und in vivo Methoden zu
untersuchen, Epidemiologie und
Medizin, um die Korrelationen
zwischen Luftschadstoffen und
Gesundheitseffekten in der Bevol-
kerung und am Arbeitsplatz zu er-
mitteln und wiederum Physik und
Ingenieurwissenschaft, um nach
Identifizierung der toxischen Kom-
ponenten Minderungsstrategien
zu entwickeln. Die genannten Ar-
beitsgebiete werden im Pro-

gramm ,Gesundheit — Umweltbe-
dingte Stérungen der Gesundheit"
zusammengefasst (Abb. 7).

Partikel- Partikel- Partikel-
durchmesser anzahl oberflache
(um) (nfcm?) (um?3/cm?)
0,02 2.400.000 3.016
0,5 153 120
25 1 24

Ziel: Reduktion von gesundheitlich relevanten Aerosolen aus anthorpogenen Quellen

Minderungs-

strategie

Transport

Ingenieurtechnische
Entwicklungen

N

Bevilkerung, Arbeitsplatz
in vivo Modellorganismen
in vitro Modellzellsysteme

Aerosol-

Biologische
quelle

Wirkung

Chemisch-physikalische Analytik

Abb. 7: Arbeitskonzept des ,, Aerosolprojekts”, das zusammen mit
dem GSF-Forschungszentrum fur Umwelt und Gesundheit und
anderen Einrichtungen der Hermann von Helmholtz-Gemein-
schaft Deutscher Forschungszentren (HGF) erarbeitet wurde. Die
offenen Fragen zu den gesundheitsrelevanten Aerosolen kénnen
nur durch interdisziplindre Zusammenarbeit beantwortet werden.

/ iR, Abscheidegrad von Partikeln und Aerosolen > 50%
L

Nasenschleimhéute und Rachen > 10 pm
Kehlkopf 4,7 - 5,8 pm

Luftrohre und Bronchien 3,3 - 4,7 ym

sek. und terminale Bronchien 1,1 - 3,3 pm

Alveolen<1,1pm

nach DIN IS0 7708
VDI 2463 BI. 1

Tab. 3: Anzahl und Oberflache von mo-
nodispersen Partikeln gleicher Dichte bei
einer Konzentration von 10 pg/m?[17].

Abb. 8: Mittlere Wahrscheinlichkeit fur Schwebstaub, in bestimm-
te Bereiche des Atemtraktes vordringen zu kdnnen (Abscheide-
grad, nach DIN ISO 7708).
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fasst. In der Europaischen Union
gilt gegenwartig eine Richtlinie
fur die Luftqualitat fur PM,, von
50 mg/m?® (Jahresmittelwert). Die
amerikanische Umweltbehotrde
Environmental Protection Agency
(EPA) hat kirzlich auch einen
neuen Richtwert fur PM,s mit
25 mg/m?® eingefiihrt.

Dass ultrafeine Partikel nur sehr
wenig zur Massenkonzentration,
jedoch enorm viel zur Anzahlkon-
zentration und zur Partikelober-
flache beitragen, zeigt die folgen-
de Beispielrechnung (Tab. 3). Es
geniigt ein Partikel/cm® mit einem
Durchmesser von 2,5 pym fir
eine Massenkonzentration von
10 pg/cm®. Bei Partikeln der
Grolie 20 nm bendtigt man mehr
als 2 Mio. Partikel/cm?, um die
gleiche Massenkonzentration zu
erhalten.

Die GroBenverhaltnisse werden
durch einen direkten Vergleich
von ultrafeinen Partikeln und zel-
lularen  Strukturen  deutlich
(Abb. 9).

Die anthropogen verursachten
Komponenten der Umweltaero-
sole stammen vor allem aus indu-
striellen Verbrennungsprozessen
sowie aus Verbrennungen in
Haushalten und aus dem
StralRenverkehr [18]. Sie enthal-
ten neben 30-50% Ruf’ auch Me-
talle, Sauren, organische Stoffe
oder biogene Materialien. Fir in-
dustrielle Anwendungen und fir
medizinische Zwecke werden in
zunehmenden Male Nanopar-
tikel produziert, die u.U. Aus-
wirkungen auf die Arbeitsplatz-
sicherheit haben.

Bisher ist nicht bekannt, welche
Partikeleigenschaften fur die Ge-
sundheitseffekte von Bedeutung
sind. Aul3erdem gibt es zum Me-
chanismus der Aufnahme von
UFP in Zellen und ihren biologi-
schen Wirkungen noch Kkeine
Klarheit. In der Toxikologie des
ITG soll daher am Beispiel eines
umweltrelevanten Aerosols mit
lungenspezifischen in vitro Tests
herausgefunden werden, welche
chemischen Bestandteile und

welche PartikelgroRenfraktionen
zur toxischen Wirkung beitragen.
Als Beispiel fur Umweltpartikel
wurde Flugstaub aus einer indu-
striellen Hausmullverbrennungs-
anlage ausgewahlt, weil der Ver-
brennungsprozess, ahnlich wie
bei der Kohleverbrennung, gut un-
tersucht ist und weil dieses The-
ma eines der Arbeitsschwerpunk-
te des Forschungszentrums dar-
stellt [19]. Die zu untersuchende
Flugasche besteht zu 70% aus
wasserldslichen  Sulfaten und
Chloriden von Na, K und Ca, so-
wie aus verschiedenen Metallen.
Der Modalwert* der PartikelgréRe
liegt bei 200 nm, es ist jedoch
auch eine ultrafeine Fraktion mit
nur 3% Massenanteil und 31%
Anteil an der Partikelanzahl ent-
halten (Abb. 10). Die Partikel sol-
len einerseits als Suspension im
Kulturmedium und andererseits
als Aerosol an Zielzellen aus der
Lunge appliziert werden und die
biologischen Wirkungen werden
mit denen von inerten Kontrollpar-
tikeln verglichen. Beide Vorge-
hensweisen haben Vor- und

Abb. 9: Darstellung von Partikeln im Raster-Elektronenmikroskop (REM). Links: REM-Aufnahme
(B. Neufang, HVT-HZ) von ultrafeinen Hamatitpartikeln (Fe,O;, mittlerer Durchmesser 70 nm), die von
W. Ferstl (ITC-WGT) synthetisiert wurden. Rechts: REM-Aufnahme (H. Zdltzer, Uni Kassel, Human-
biologie) eines Makrophagen der Maus-Zelllinie RAW 264.7 (gelb), der Hamatitpartikel phagozytiert

(rot).




Nachteile. Die Resuspension von
Flugasche in Kulturmedium er-
laubt rasche Analysen, die 16sli-
chen und unléslichen Bestandtei-
le kénnen getrennt untersucht
werden, andererseits kodnnen
Fehleinschatzungen der Ergeb-
nisse nicht vollig ausgeschlossen
werden, da z.B. die Wechselwir-
kungen der Partikel mit Medium-
bestandteilen zu veréanderten Re-
aktionen der Zellen fuhren kén-
nen. Die Resuspension in Luft ist
technisch sehr aufwendig, die
realen Verhaltnisse in der Lunge
kdnnen bei direktem Kontakt des
Aerosols mit den Zielzellen je-
doch erheblich besser simuliert
werden. Dazu wird aus der Flug-
asche ein definiertes Aerosol her-
gestellt. Die Lungenzellen werden
Uber die Gasphase exponiert [20].

Fur die Exposition werden die
Zellen auf Transwell®-Membranen
ausgesat, die in Zellkulturschalen
in das Kulturmedium eingesetzt
werden. Die Poren in der Mem-
bran mit dem Durchmesser

0,4 um stellen sicher, dass sich
die Zellen mit Flussigkeit versor-
gen koénnen. Nach der Exposition
werden die Zellen auf ihre Vitalitat
und das Kulturmedium auf den
Gehalt an freigesetzten Gewebs-
hormonen untersucht, die cha-
rakteristisch fur entzindliche Ver-
anderungen sind.

Bei bisherigen Versuchen konnte
gezeigt werden, dass das Verfah-
ren zur Resuspension von Fluga-
sche in Luft und die Exposition
von Lungenzellen Uber die At-
mosphare prinzipiell funktions-
fahig ist. Die Zellen zeigten nach
der Exposition mit zunachst nied-
rigen  Aerosolkonzentrationen
und kurzen Expositionszeiten
noch keine signifikanten Veran-
derungen im Vergleich zu den
Kontrollzellen. Dagegen konnte
bei der Exposition im Kulturmedi-
um schon flr niedrige Konzentra-
tionen gezeigt werden, dass Flug-
aschepartikel normale Funktio-
nen der Zellen erheblich verstér-
ken. Ubertragen auf die menschli-

che Gesundheit ist dies ein Hin-
weis, dass eine Partikelexposition
bei einer gleichzeitigen Lungen-
erkrankung, wie Bronchitis,
Keuchhusten, u.a., zur Stérung
der Abwehrreaktionen fuhren
koénnen [21, 22].

Mit Hilfe der beschriebenen Un-
tersuchungen sollen Informatio-
nen zur Verfigung gestellt wer-
den, mit denen die Gesundheits-
effekte durch partikulare Luftver-
schmutzungen aus einzelnen
Quellen beurteilt werden kénnen,
um dann gezielte technische
Malnahmen zur Emissionsmin-
derung vorzunehmen. Genauso
wichtig ist die Einschatzung der
Partikelemissionen, die bei der
Anwendung von neuen Technolo-
gien oder beim Einsatz von neu-
en Brennstoffen entstehen kén-
nen, damit die Entwicklungen so
frihzeitig wie mdoglich in die richti-
ge Richtung gelenkt oder Ent-
scheidungen Uber eine ausge-
dehntere Anwendung getroffen
werden kdnnen.

Anzahlkonzentration dN/dlog(Dp), #/cm®

1.0E+04 0.9
-0.8
6.0E+04 0,=1,7 AH?
Yog = 200 M Ay r0.7
5.0E+04 - mod p A e
[ 3 - 0.6
4.0E+04 1 J ¥ 05
3.0E+04 1 af i 0.4
vy l.. |
2064047 % -~ _ Y 03
- w1 J - Experiment %, L 0.2
. i o5 ’ — Berech .
1.0E+04 Brecinung % Lo
0.0E+04 ; 0
10 100 1000
Partikeldurchmesser [nm]

Abb. 10: Charakterisierung der Partikel aus Flugasche. Links: REM-Aufnahme der verwendeten Flugasche
(M. Hauser, ITC-TAB). Rechts: PartikelgroRenverteilung der resuspendierten Flugasche (S. Milhopt, ITC-TAB).
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Zusammenfassung und

Ausblick

Die medizinischen und 6kologi-
schen Erkenntnisse der letzten
100 Jahre verdeutlichen eindring-
lich, dass eine technische Ent-
wicklung die begleitende Risiko-
bewertung der Prozesse und ih-
rer Einflisse auf die Umwelt auch
in der Zukunft unbedingt erfor-
dert. Schon wéahrend der Erfor-
schung neuer Techniken missen
mogliche Risiken ermittelt und
weitestgehend ausgeschlossen
werden. Dazu gehdrt eine starke
Toxikologie, die sich von der rei-
nen klinischen Form grundséatz-
lich unterscheidet. Die umweltbe-
zogene Toxikologie mul3 daher

moglichst einfache Modelle ent-
wickeln und bereitstellen, um sol-
che Fragestellungen angehen zu
kénnen. Daraus resultieren Vor-
stellungen zu schadlichen Wir-
kungen von Chemikalien, techni-
schen Einflissen und Entwicklun-
gen, die eine Risikoabschatzung
ermaoglichen. Diese ist dann die
Grundlage fur Entscheidungen,
Veranderungen z. B. in Produkti-
onsanlagen einzufiihren.
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