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1 Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Die zur Abgasreinigung in Kraftfahrzeugen eingesetzten Katalysatoren stoßen bei normalem

Betrieb lungengängige Partikel aus, welche diePlatingruppenelemente (PGE) Platin, Palladi-

um und Rhodium enthalten. Die PGE scheinen auf den ersten Blick wegen ihrer chemischen

Inertheit keine Bedrohung für die menschliche Gesundheit darzustellen. Untersuchungen mit

Pt-haltigen Modellpartikeln, die den aus Abgaskatalysatoren emittierten ähneln, zeigen jedoch

im Tierversuch eine überraschend hohe Bioverfügbarkeit von Platin aus diesen Partikeln.

In der vorliegenden Arbeit wurde mit verschiedenen Mikroskopieverfahren nachgewiesen,

dass kultivierte menschliche Lungenzellen PGE-haltige Feinstpartikel aufnehmen können.

Anschließend kommt es zur Zunahme des Pt-Gehalts einer subzellulären Proteinfraktion so-

wie zur Bildung von Addukten an zellulärer DNA.

Mit speziellen Katalysator-Modellpartikeln konnten ausführlichere Untersuchungen durch-

geführt werden. Dabei wurde gezeigt, dass die entstandenen Addukte in ihren chemischen

Eigenschaften teilweise den durch das platinhaltige Zytostatikumcis-Diammindichloropla-

tin(II) (Cisplatin) hervorgerufenen ähneln. Ihre Resistenz gegenüber dem Nukleophil CN− ist

jedoch deutlich geringer ausgeprägt als beim Cisplatin. Außerdem haben die aus der Par-

tikelexposition resultierenden Addukte keine durch den HPRT-Test oder den Mikrokerntest

nachweisbare mutagene, klastogene oder zytotoxische Wirkung.

Abschließend kann von einem genotoxischen Potenzial der untersuchten Substanzen gespro-

chen werden. Für präzisere Angaben, insbesondere eine quantitative Risikoabschätzung, müs-

sen jedoch weitere Untersuchungen durchgeführt werden.
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2 Einleitung

2 Einleitung

2.1 Gesundheitsbelastung durch Feinstäube in der Atemluft

Bereits 1556 beschrieb Georgius Agricola in seiner AbhandlungDe Re Metallica, dass Berg-

leute die dem Staub bestimmter Minen ausgesetzt sind, ein erhöhtes Risiko für verschiedene

Krankheiten wie Auszehrung haben (Guthrie, 1997).

Epidemiologische Studien verbinden heute Luftverschmutzung durch Feinstäube mit einem

erhöhten Risiko für Erkrankungen der Atmungsorgane, wie Lungenkrebs, und des Herz-Kreis-

lauf-Systems (Abbeyet al., 1999). Speziell Schwebstäube mit einem Partikeldurchmesser un-

ter 2,5µm tragen zur Steigerung der Häufigkeit solcher Krankheiten bei. So steigt die Lungen-

krebsinzidenz um 8 %, wenn PM2,5 (particulatematter≤ 2,5µm) um 10µg/m3 zunimmt (Po-

peet al., 2002). Die Gesamtstaubmenge TSP (total suspendedparticles) lässt sich nach dem

aerodynamischen Durchmesser der Staubpartikel unterteilen. Dieser ist definiert als Durch-

messer einer Kugel mit Dichte 1 g/cm3, welche die gleiche Endsedimentationsgeschwindig-

keit wie das untersuchte Partikel aufweist (Smithet al., 1998). Die Einteilung erfolgt in grobe

(100 – 2,5µm), feine (2,5 – 0,1µm) und ultrafeine (≤0,1µm) Fraktionen (Krug, 2003). Durch

die Luftmessstationen werden üblicherweise TSP und PM10 (particulatematter≤ 10 µm),

manchmal auch PM2,5 als Massenkonzentration erfasst (Diabatéet al., 2002). Man geht da-

von aus, dass PM10 bis in die Bronchien vordringen kann, PM2,5 sogar bis in die Alveolen

(Valentine und Kennedy, 2001). Die Partikel können dann ihre Schadwirkung entweder direkt

an dieser Stelle entfalten, oder nach Translokation, z.B. über das lymphatische System, auch

andernorts. Der intraneuronale Transport von Partikeln ins Gehirn ist ursächlich mit Demenz-

krankheiten verbunden (Schwartz und Utell, 2002; Calderon-Garciduenaset al., 2003). Auch

eine systemische Wirkung von eingeatmeten Partikeln wird diskutiert (Zanobettiet al., 2000;

Ladenet al., 2000; Nemmaret al., 2002; Oberdörsteret al., 2002).

In den letzten Jahren konnte die TSP-Menge durch den Einsatz von Abgasfiltern und verbes-

serten Verbrennungsverfahren deutlich gesenkt werden. Es gibt jedoch Hinweise darauf, dass

insbesondere die feinen Partikel mit ihrem großen Verhältnis von Oberfläche zu Masse für die

schädlichen Wirkungen der Stäube verantwortlich sind. Ihre Zahl, gemessen als Teilchenkon-

zentration (N / m3), nahm in den vergangen Jahren sogar zu (Pitzet al., 2001).
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2 Einleitung

2.2 Platinmetalle in Feinstaubpartikeln der Atemluft

Nach welchem Mechanismus die Feinstäube ihre toxischen Effekte ausüben, ist noch weitge-

hend ungeklärt. So werden unter anderem die Oberflächeneigenschaften der Partikel, ihr Ge-

halt an Übergangsmetallen oder polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen, sowie ein

Endotoxingehalt für die Toxizität verantwortlich gemacht (Jimenezet al., 2000; Ladenet al.,

2000; Don Porto Careroet al., 2001). Doch gilt es auch einen weiteren Faktor in Betracht zu

ziehen, nämlichPlatingruppenelemente (PGE), die in atembaren Feinstäuben enthalten sind.

Eine Quelle für solche Partikel sind Abgaskatalysatoren in Kraftfahrzeugen. Diese senken den

Schadstoffausstoß, allerdings werden durch sie auch bis zu mehreren hundert Nanogramm

PGE-haltige Partikel pro Kilometer Fahrtstrecke emittiert. Diese mikrometergroßen Teilchen

bestehen hauptsächlich aus Aluminiumoxid (Al2O3)-Partikeln, auf deren Oberfläche sich na-

nometergroße PGE-Kristalle befinden (Nachtigallet al., 1996). Bedingt durch den Dispersi-

onsgrad dieser extrem kleinen Partikel werden die normalerweise reaktionsträgen Platinme-

talle verstärkt korrodiert.

In Inhalationsversuchen mit Ratten war das Pt aus Modellpartikeln, die den tatsächlich emit-

tierten sehr stark ähneln, bis zu 30 % bioverfügbar und reicherte sich in verschiedenen Organen

wie Leber, Niere und Knochen an. Auch eine Bindung des Platins an Makromoleküle konnte

so nachgewiesen werden, sie wurde jedoch nur grob spezifiziert (Artelt et al., 1999).

In Untersuchungen zur Kanzerogenität riefen partikuläre Nickelverbindungen viel stärkere Ef-

fekte als die gelösten Formen hervor. Deshalb wird vermutet, dass nach Exposition von Zellen

gegenüber den partikulären Nickelverbindungen die Ni-Konzentration in intrazellulären Va-

kuolen sehr hoch sein kann, es wird über denmolarenBereich diskutiert (Abbracchioet al.,

1982). Für Platinmetalle wäre eine ähnliche Anreicherung, gefolgt von einer DNA-Bindung,

denkbar. Die nach der Pearson-Theorie weichen Metalle, zu denen auch Pt und Pd zählen,

können an DNA binden und so toxisch wirken (Clarkeet al., 1999; McLaughlinet al., 1990;

Reedijk, 1987; Tselepi-Kalouli und Katsaros, 1990; Hollemann und Wiberg, 1995).

Die Löslichkeit von hoch dispersen Platinmetallen ist im Vergleich zu kompaktem Material

um ein Vielfaches erhöht, speziell in Verbindung mit gelöstem Chlorid und reaktiven Sauer-

stoffspezies (ROS), wie sie auch intrazellulär vorkommen (s.u.).

Es besteht also grundsätzlich die Möglichkeit, dass PGE-haltige Partikel von Lungenzellen

aufgenommen werden und es in Folge dessen zur Bildung von toxischen und mutagenen Ad-

dukten an DNA kommt.
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2 Einleitung

2.3 Einsatz von Katalysatoren zur Abgasreinigung in Kraftfahrzeugen

Beim Betrieb von Verbrennungsmotoren entsteht eine Reihe von Schadstoffen. Seit der Ein-

führung des Abgaskatalysators in Europa 1985 konnte der Ausstoß von Stickoxiden, Kohlen-

stoffmonoxid und unverbrannten Kohlenwasserstoffen entscheidend gesenkt werden. Welt-

weit besitzen jetzt über 85 % der Neuwagen einen Katalysator (Bosteels und Searles, 2002).

Er besteht üblicherweise aus einem monolithischen Cordierit-Träger in Wabenform (2MgO

· 2Al2O3 · 5SiO2), auf den ein "Washcoat" ausγ-Aluminiumoxid aufgebracht ist (Abb.1).

Dieser Washcoat ist mit PGE (zirka 0,1 % w/w) und Seltenerdmetallen dotiert. Die am häu-

figsten verwendeten PGE sind Platin, Palladium und Rhodium. Sie katalysieren den Abbau

der oben genannten Hauptschadstoffe in ungiftigere Substanzen. Dabei laufen mindestens 60

Einzelreaktionen ab, die sich wie folgt zusammenfassen lassen (Zereini und Alt, 2000):

2 CO + O2  2 CO2

2 H2 + O2  2 H2O

CxHy + (x + y/4) O2  x CO2 + y/2 H2O

CxHy + x H2O  x CO + (x+y/2) H2

2 CO + 2 NO 2 CO2 + N2

CxHy + (2 x + y/2) NO x CO2 + y/2 H2O + (x + y/4) N2

2 H2 + 2 NO 2 H2O + N2

CO + H2O  CO2 + H2

2.4 Emission PGE-haltiger Partikel durch Abgaskatalysatoren

Durch die thermische (bis zu 900°C) und strömungsmechanische Belastung sowie durch

fahrtbedingte Vibrationen werden aus Kfz-Katalysatoren je nach Fahrweise und Katalysator-

bauart (Monolith oder veralteter Pellet-Typ) unterschiedliche Mengen an PGE-haltigen Par-

tikeln freigesetzt (Palacioset al., 2000). Vergleicht man Daten aus Motorteststandversuchen

mit den in der Umwelt tatsächlich gefundenen PGE-Konzentrationen, so differieren sie um

Größenordnungen voneinander. Im tatsächlichen Straßenverkehr wird offensichtlich ein Viel-

faches der aus Motorteststandversuchen zu erwartenden Menge freigesetzt, da viele Automo-

toren schlecht eingestellt und gewartet sind (Moldovan et al., 2002). So berichtet Helmers

von bis zu 10µg Pt-Ausstoß pro gefahrenem Kilometer, während König lediglich eine Emis-
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Abb. 1: Schnittbild eines modernen Abgaskatalysators.Erkennbar sind die Lambdasonde
und die beiden Monolithen. Quelle: Eberspächer GmbH.

sion von zirka 0,1µg/km messen konnte (Zereini und Alt, 2000). Realistisch dürften neues-

ten Angaben zufolge im Mittel zirka 9 bis 124 ng/km freigesetzte PGE sein (Ravindraet al.,

2004). Die zunehmende Verwendung von speziellen Diesel-Katalysatoren wird aber den PGE-

Ausstoß weiter steigern (Moldovanet al., 2002).

Der Hauptanteil der Partikel besitzt einen aerodynamischen Durchmesser≤ 15 µm. So sind

11 – 36 % der Partikel kleiner als 3,14µm, 6 % sogar kleiner als 0,3µm (Artelt et al., 1999;

Hill und Mayer, 1977). Auch Spurny(1998) berichtet, dass insbesondere die PM2,5-Fraktion

Pt und Pd enthält. Platin liegt in den Partikeln überwiegend elementar vor, zirka 1 % aber

oxidiert, vermutlich als Pt4+ (Schlöglet al., 1987).

Die meisten Katalysatoren enthalten Pt und Rh im Verhältnis 5:1, und dieser Pt / Rh-Wert wird

auch entlang von Straßen wiedergefunden. Das ist ein starker Hinweis auf einen ursächlichen

Zusammenhang (Gomezet al., 2002). Jährlich werden in Deutschland auf diese Weise etwa

200 kg PGE emittiert. Für die kommenden Jahre wird eine weitere Zunahme, insbesondere

für Palladium, angenommen (Ravindraet al., 2004).

Die Platinmetalle reichern sich in der Umgebung von Hauptverkehrswegen an. So enthält der

Straßenstaub an Verkehrsknotenpunkten bis zu über 1000µg/kg PGE (Ravindraet al., 2004).

Die Pt-Konzentration im Erz aus Platinbergwerken ist teilweise nur drei- bis zehnmal so hoch,

und es gibt bereits Überlegungen für eine wirtschaftliche Nutzung dieser Ressourcen (Ely

et al., 2001).

Offensichtlich verändern sich die "inerten" Eigenschaften der PGE wenn sie in feinstver-
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teilter Form vorliegen, denn ein Teil der Katalysator-bürtigen PGE im Straßenstaub ist sehr

mobil und wird bereits durch Regenwasser gelöst (Stübenet al., 2003). Die resultierenden

Spezies werden von natürlichen Komplexbildnern wie Huminstoffen im Boden gebunden und

von Pflanzen und Tieren aufgenommen; sie können so in Lebensmittel gelangen (Eckhardt

und Schäfer, 1999; Zimmermannet al., 2002).

Die Luftbelastung mit PGE ist extrem schwierig zu messen und die Literaturangaben un-

terliegen dementsprechend starken Schwankungen. Fernab der Straßen werden Werte von

0,02 pg/m3 Pt gemessen, die in Verkehrsnähe auf bis zu 30 pg/m3 ansteigen (Zereini und Alt,

2000).

Auch Menschen sind nachweisbar betroffen. Im Urin von verkehrsbelasteten italienischen

Schulkindern wurden erhöhte Konzentrationen an Pd und Rh gefunden (Caroli et al., 2001)

und auch im Blut der australischen Bevölkerung ließen sich 0,6 ng/l Pt nachweisen (Nygren

et al., 1990).

Außer durch PGE in Atemluft und Lebensmitteln sind Menschen durch weitere Quellen be-

lastet. Hierzu gehören Zytostatika, wobei die Belastung entweder direkt als Patient oder durch

Klinikabwasser auftritt (Kümmereret al., 1999). Auch PGE-haltige Dentallegierungen (Bege-

row et al., 1999) und Pt-Rückstände in Silikon-Brustimplantaten sind verantwortlich. Im Fall

der Implantate wird Pt als Katalysator bei der Silikonherstellung verwendet und diffundiert

in das umgebende Fettgewebe (Lykissaet al., 1997; Flassbecket al., 2003). Hinzu kommen

Expositionen von Beschäftigten in der PGE-verarbeitenden Industrie (Faragoet al., 1998).

2.5 Bisher bekannte Toxizität der PGE

Über die Toxizität der PGE ist vergleichsweise wenig bekannt. Die Elemente gelten als weitge-

hend ungiftig, allerdings gibt es einige stark toxische Verbindungen wie OsO4 (Marquardt und

Schäfer, 1997). Des Weiteren haben besonders Halogenverbindungen von Pt und Pd ein aller-

genes Potenzial (Kielhorn et al., 2002; Faragoet al., 1998). Die am besten erforschte Gruppe

der PGE-Verbindungen sind die Pt-Zytostatika. Ihre Wirkung wurde 1962 zufällig entdeckt

(Rosenberget al., 1965). Sie bilden auch heute noch die Grundlage der Chemotherapie ei-

ner Reihe von Krebsarten. So ist die über 90 %ige Heilungsrate von rechtzeitig erkanntem

Hodenkrebs dem Einsatz von Cisplatin zu verdanken (Lempers und Reedijk, 1991).

Der Wirkungsmechanismus der Pt-Zytostatika konnte hauptsächlich durch Arbeiten der Grup-

pen von Lippard, Eastman und Reedijk sehr genau aufgeklärt werden. Cisplatin (Abb.2) ist
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Abb. 2: Strukturformel von Cisplatin (A) und Transplatin (B).

ungeladen und im Serum ( [Cl−] ' 100 mM) relativ stabil. Nach Diffusion in das Zellin-

nere ( [Cl−] ' 4 mM) wird sehr schnell ein Chloro-Ligand gegen Wasser ausgetauscht, und

das instabile Produkt reagiert mit nukleophilen Positionen von zellulären Molekülen, z. B.

den freien Elektronenpaaren der exozyklischen Stickstoffatome von DNA-Purinbasen zu ei-

nem sogenannten Mono-Addukt. In einem zweiten, langsameren Schritt wird eine weitere

kovalente Bindung zwischen Pt und einem nukleophilen Zentrum in unmittelbarer Nähe ge-

knüpft, wodurch sich ein verbrückendes Addukt bildet. Es entsteht eine ganze Reihe von Pt-

Addukten, z. B. sogenannte Interstrangaddukte zwischen verschiedenen DNA-Strängen sowie

Protein-DNA-Verknüpfungen. Die quantitativ wichtigsten Addukte sind die Intrastrangadduk-

te zwischen direkt benachbarten Guanin-Basen, bzw. Guanin-Adenin oder Guanin-X-Adenin,

wobei X eine beliebige Base ist. Die Pt-DNA-Addukte haben eine zytotoxische und muta-

gene Wirkung durch Verzerrung der DNA-Geometrie und daraus resultierender Hemmung

von DNA-prozessierenden Enzymen (Jamieson und Lippard, 1999). Die Stereochemie der Pt-

Spezies spielt dabei eine entscheidende Rolle. Das Stereoisomer trans-Platin (Abb.2) bindet

zwar ebenfalls kovalent an DNA, ist aber klinisch nicht antineoplastisch wirksam (Heiger-

Bernayset al., 1990; Johnson, 1982).

Bei Untersuchungen der DNA aus Patientenproben wie Leukozyten oder Tumorgewebe fällt

auf, dass der Pt-Gehalt von isolierter DNA einer enormen Schwankungsbreite unterliegt: Tab.1

zeigt dazu eine Übersicht der Literaturdaten.

Mögliche Erklärungen für die breite Streuung der Werte sowohl zwischen als auch inner-

halb einzelner Untersuchungen könnten ein inhomogenes Patientenkollektiv, verschiedene

Therapie-Abläufe und die unterschiedlichen Messmethoden sein. Ob der Behandlungserfolg

mit den beim einzelnen Patienten erreichten Adduktzahlen zusammenhängt, ist Gegenstand

kontroverser Diskussion (vgl. in der Tabelle genannte Literatur).
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Tabelle 1:Übersicht der Literaturangaben zur Zahl der Platin-Addukte während / nach
Chemotherapie mit Pt-Zytostatika. Dargestellt sind jeweils minimale und maxi-
male Mittelwerte der gemessenen Adduktzahlen in den in der Literatur angegebe-
nen Einheiten sowie umgerechnet auf Addukte / 108 Basenpaare. Leuz. = Leuko-
zyten, Biop. = Biopsie von Tumorgewebe.

Autor min max verwendete
Maßeinheit

min
Pt/108

Bp

max
Pt/108

Bp

Her-
kunft

Methode

Knox et al. (1986) 2,2 28,8 nmol/gDNA 145 1901 Biop. AAS

Bonettiet al. (1996) 1,91 2,61 fmol/µg DNA 126 172 Leuz. ICP-MS

Kloft et al. (1999) 1/105 12/105 Pt/Nukleotid 500 6000 Leuz. AAS

Parkeret al. (1991) 4,5 536,1 fmol/µg DNA 297 35383 Leuz. AAS

Reedet al. (1987) 0 ca. 390 amol/µg DNA 0 26 Leuz. ELISA

Poirieret al. (1992) 80 632 amol/µg DNA 5 42 Biop. ELISA

Reedet al. (1988) 3,3 34 Pt/106 Basen 165 1700 Biop. AAS

Motzeret al. (1994) 0 39,11 fmol/µg DNA 0 2581 Leuz. AAS

Motzeret al. (1994) 0 74,2 amol/µg DNA 0 5 Leuz. ELISA

2.6 Schutzmechanismen des Körpers gegenüber Schwebstäuben in der Atemluft

Die Lunge ist eines der größten Organe. Über ihre Oberfläche von mehr als 100 m2 werden

täglich bis zu 20 000 l Luft ausgetauscht. Der menschliche Körper verfügt daher über eine

Reihe effizienter Abwehrmaßnahmen gegen Feinstäube. So wird die Atemluft auf ihrem Weg

durch Nase, Rachen und Bronchien in die Lunge an Schleimhäuten vorbeigeführt, die mit

Flimmerhärchen (Zilien) besetzt sind. Schädliche Partikel schlagen sich zum Großteil in dem

zähen Schleim (Mucus) nieder und werden durch die Bewegung der Zilien aus dem Respira-

tionstrakt abtransportiert (mukoziliäre Clearance). In den Alveolen fehlt dieser Schutz, weil

durch deren dünne Wände der Gasaustausch stattfindet. Die Partikel werden in der dünnen,

niedrigviskosen Flüssigkeitsschicht (Surfactant) deponiert, die die Alveolen auskleidet (Gehr

und Heyder, 2000).

2.7 Endozytose

Im Surfactant nehmen spezielle Fress-Zellen, die Alveolarmakrophagen, eingedrungene Parti-

kel auf. Sie können in kürzester Zeit ein Mehrfaches ihrer Zelloberfläche phagozytieren (Bes-

terman und Low, 1983). Die körpereigene Abwehr ist jedoch nicht perfekt. Übrig gebliebene
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Partikel können von den Alveolarepithelzellen endozytiert werden. So hatChurg(1996) in au-

topsiertem Lungengewebe aus der gering belasteten Normalbevölkerung bis zu 107 Partikel/g

Gewebe (Trockengewicht) nachgewiesen.

Da in der Literatur keine einheitliche Nomenklatur existiert, sollen an dieser Stelle zunächst

die in dieser Arbeit verwendeten Begriffe für die Partikelaufnahme definiert werden. So soll

"Phagozytose" für die Partikelaufnahme ins Innere von spezialisierten, professionellen Fress-

zellen wie Makrophagen oder polymorphkernigen Leukozyten stehen. "Endozytose" dagegen

wird verwendet, wenn "nichtprofessionelle Phagozytierer", also fakultativ partikelaufnehmen-

de Zellen, wie die hier untersuchten A549-Epithelzellen oder auch Fibroblasten gemeint sind

(Couzinetet al., 2000). Die bei praktisch allen Säugerzellen konstitutiv ablaufende Pinozyto-

se (Steinmanet al., 1983) dient dem Austausch kleiner Flüssigkeitsvolumina, möglicherweise

können auf diese Weise aber auch Partikel≤ 200 nm unspezifisch in die Zelle eindringen

(Pratten und Lloyd, 1986; Ryseret al., 1982).

Generell läuft die Phagozytose wie in Abb.3 gezeigt ab. Partikel kommen mit der Außenseite

der Zellen in Kontakt. Entweder Rezeptor-vermittelt oder unspezifisch wird daraufhin im Zel-

linneren ein Reiz ausgelöst, der die Zellmembran eine Einbuchtung ("Pit") bilden lässt. Nach

dem sogenannten "Zipper"- Mechanismus wird dann das Partikel von Pseudopodien umgeben

und befindet sich anschließend in einem primären Phagosom. Dies geschieht innerhalb von

Sekunden bis Minuten.

Der pH-Wert im primären Phagosom wird auf Werte zwischen 4,6 und 6,1 abgesenkt (Tycko

und Maxfield, 1982), bevor sich Lysosomen anlagern, die lytische Enzyme in das Phago-

som freisetzen. Es entsteht ein sekundäres Phagosom, auch Phagolysosom genannt. Außer-

dem werden von der Zelle reaktive Sauerstoffspezies (ROS) gebildet. Vermutlich dienen die

Ansäuerung und die ROS-Synthese ursprünglich der Abwehr von in die Zelle eingedrungenen

Mikroben und Parasiten, sie könnten aber auch eine Rolle bei der Solubilisierung von PGE aus

endozytierten Partikeln spielen (Silversteinet al., 1977; Geisow und Evans, 1984; Marshet al.,

1983). Die sekundären Phagosomen werden schließlich entlang des Zytoskeletts in Kernnä-

he transportiert, dies geschieht häufig in "sprunghaften" Bewegungen (Dicksonet al., 1983;

Evanset al., 1982).

Der genaue Mechanismus der Endozytose bei der etablierten und in dieser Arbeit verwendeten

Zelllinie A549 und auch bei anderen Epithelzellen ist bemerkenswert unerforscht, er könnte

jedoch ähnlich wie der oben beschriebene Phagozytosemechanismus ablaufen (Stearnset al.,
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2001; Fosteret al., 2001; Stringeret al., 1996). Die Synthese von ROS in nichtprofessio-

nellen Phagozytierern, nämlich Typ II-Lungenepithelzellen der Ratte, konnte dagegen bereits

nachgewiesen werden (Kinnulaet al., 1991).

Abb. 3: Vereinfachte Darstellung des zeitlichen Ablaufs der Phagozytose. Partikel kom-
men mit der Zellmembran in Kontakt (1), werden von der Zelle aufgenommen (2) und
in spezielle Kompartimente (3) eingeschlossen. Dort findet möglicherweise ein Akti-
vierungsprozess durch Säure / ROS statt, infolgedessen zytosolische (4) und nukleäre
Proteine (5) sowie DNA (6) in Kontakt mit gelösten Metallspezies kommen.
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2.8 Mögliche Genotoxizität von inhalierten PGE-Partikeln

Die Aufnahme und darauf folgende Solubilisierung von PGE aus Feinstaubteilchen innerhalb

von Zellen nach den oben dargestellten Mechanismen erscheint möglich. Weiter ist vorstell-

bar, dass auf diese Weise gelöste PGE-Spezies an zelluläre DNA binden und genotoxische

Effekte ausüben.

In den aus der Literatur bekannten Abschätzungen des durch PGE-Partikelinhalation auftre-

tenden Gesundheitsrisikos fehlt dieser Aspekt aber völlig. Es wurden lediglich toxikologische

Daten zum sensibilisierenden Potenzial von löslichen Platin-Halogenverbindungen extrapo-

liert (Gomezet al., 2002; Zereini und Alt, 2000).

In Tierversuchen wurde jedoch eine 30 %ige Bioverfügbarkeit von Pt aus inhalierten Partikeln

sowie eine Bindung an zelluläre Makromoleküle nachgewiesen (Artelt et al., 1999). Dabei

wurde spekuliert, dass es sich bei diesen Makromolekülen um Proteine handelt. Eine mög-

liche DNA-Bindung wurde dagegen bisher nicht überprüft und es gibt auch keine weiteren

systematischen Untersuchungen zur genotoxischen Wirkung von partikulären Platingruppen-

elementen in der Literatur. Aus der hohen Affinität von PGE zu DNA-Bestandteilen muss aber

geschlossen werden, dass DNA ein bevorzugtes Ziel der Schadwirkung von PGE darstellt.

Partikuläre PGE treten verkehrsnah in hohen Konzentrationen auf. Für eine zuverlässigere

Beurteilung des Risikos für die Bevölkerung sind Untersuchungen zu ihrem genotoxischen

Potenzial daher dringend nötig.
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3 Zielsetzung der Arbeit

Die Belastung der Umwelt mit PGE-haltigen Partikeln aus Abgaskatalysatoren nimmt zu.

Diese Partikel können teilweise vom Menschen eingeatmet werden. So besteht ein positi-

ver Zusammenhang zwischen der Verkehrsbelastung und dem Auftreten erhöhter Palladium-

und Rhodium-Konzentrationen im Urin von italienischen Schulkindern. Platin aus Modellpar-

tikeln, die den tatsächlich emittierten Teilchen weitestgehend ähneln, ist im Tierversuch an

Ratten zu einem unerwartet hohen Maß bioverfügbar. Allerdings gibt es bisher keine genau-

en Untersuchungen darüber, wie das Pt im Körper vorliegt und welche eventuell toxischen

Effekte es auf zellulärer Basis ausübt. Insbesondere eine DNA-Bindung analog der von Pt-

Zytostatika bekannten kovalenten Bindung erscheint vorstellbar.

Gesamtziel dieser Arbeit ist daher die umfassende Untersuchung einer etwaigen genotoxi-

schen Wirkung PGE-haltiger Partikel auf Zellen des primär exponierten Organs, der mensch-

lichen Lunge.

Dabei gilt es zunächst geeignete Modellpartikel zu beschaffen und sie zu charakterisieren,

insbesondere ihre Größenverteilung und Löslichkeit zu bestimmen. Anschließend muss eine

mögliche Internalisierung der Partikel durch menschliche Lungenzellen untersucht werden.

Dieser Vorgang wäre eine wichtige Grundlage für die Erklärung von Schadwirkungen.

Die Etablierung eines Testsystems zur empfindlichen Bestimmung von DNA-Addukten ist

Voraussetzung für den Nachweis einer möglichen Dosis-Wirkungsbeziehung zwischen der

Exposition von Zellen mit PGE-haltigen Partikeln und einer PGE-DNA-Bindung. Dabei muss

gleichzeitig sichergestellt sein, dass keine Artefakte aus der geplanten Versuchsdurchführung

resultieren. Wenn es tatsächlich zu einer Adduktbildung kommen sollte, muss näher untersucht

werden, welche Form der PGE dafür verantwortlich ist. So ist für Nickel- und Cadmiumver-

bindungen bekannt, dass partikuläre Formen erheblich stärker toxisch sind als gelöste Spezies.

Im weiteren Verlauf der Arbeit gilt es dann, mögliche DNA-Addukte näher zu charakterisie-

ren: Bindungs-Art und Bindungs-Partner sind von größtem Interesse. Darüber hinaus bietet es

sich an, die intrazelluläre Verteilung der PGE-Spezies auf verschiedene Proteinfraktionen zu

bestimmen.

Sollte sich in den so durchgeführten Experimenten Anzeichen für eine Genotoxizität von PGE

finden, muss abschließend das mutagene Potenzial der Partikel mit geeigneten Testverfahren

überprüft werden.

20



4 Material und Methoden

4 Material und Methoden

4.1 Zellkultur

4.1.1 Gewährleistung der Keimfreiheit

Sämtliche Verbrauchsmaterialien wurden vor der Verwendung mit trockener (180°C) oder

feuchter (121°C) Hitze bzw. durch Filtrieren (0,2µm) sterilisiert. Alle Arbeiten, die sterile

Bedingungen erfordern, wurden mit Hilfe einer Laminar-Flow-Werkbank durchgeführt.

4.1.2 Charakteristika der verwendeten Zelllinien

Nahezu alle beschriebenen Versuche wurden mit der Zelllinie A549 (ATCC CCl 185) durch-

geführt. Sie wurde 1972 aus Lungenepithelzellen eines 58-jährigen männlichen Weißen ge-

wonnen.

Der in den Abschnitten4.13und5.12beschriebene HPRT-Test wurde mit der Zelllinie V79

durchgeführt. Diese Lungenfibroblasten aus dem Chinesischen Hamster sind ebenfalls sehr

gut charakterisiert. Sie verdoppeln sich ungefähr alle 12 Stunden und haben einen stabilen

Chromosomensatz, verfügen jedoch in Kultur nicht über ein funktionierendes Cytochrom

P450-Enzymsystem (Bradleyet al., 1981).

4.1.3 Kulturbedingungen

Die Zellen wurden bei 37°C und 100 % Luftfeuchtigkeit in einer Atmosphäre mit 5 % CO2

kultiviert. Als Kulturmedium wurde DMEM (Dulbecco’s modified eagle medium) mit 10 %

FKS (fötales Kälberserum) und 100 Einheiten/ml Penicillin sowie 100µg/ml Streptomycin

verwendet. Die Zellen wuchsen adherent als Monolayer in Zellkulturschalen aus Polystyrol.

Vor Erreichen der Konfluenz, also einer vollständigen Bedeckung der Wachstumsfläche, wur-

den die Zellen "passagiert". Dazu wurden sie mit Hilfe von Trypsin von der Schale abgelöst,

verdünnt und ein Aliquot mit frischem Medium neu ausgesät. Die Versuche wurden an Zellen

der Passagen 6 bis 26, ausgehend von den durch ATCC erhaltenen, durchgeführt.

Langzeitkonservierung der Zellen A549- und V79-Zellen wurden in einer Mischung aus

90 % FKS und 10 % DMSO (Dimethylsulfoxid) in flüssigem Stickstoff aufbewahrt.
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4.2 Verwendete Partikel

Zur Etablierung der Testsysteme wurden Versuche mit kommerziell erhältlichen, reinen Me-

tallpartikeln durchgeführt. Die spätere Verwendung von speziellen Modellpartikeln erlaubt

zuverlässigere Aussagen zur Genotoxizität.

4.2.1 Angegebene Partikeleigenschaften

Reine Metallpartikel Die Pt-Partikel stammen von der FirmaALFA AESARund haben laut

Hersteller einen Durchmesser von 0,2 – 1,6µm. Der Pt-Gehalt wird mit 99,9 % angegeben.

Die reinen Pd-Partikel stammen ebenfalls von der FirmaALFA AESAR und haben eine Teil-

chengröße von 0,25 – 0,55µm, ihr Pd-Gehalt beträgt 99,95 %.

Al 2O3-Pt-Partikel Von Rühleet al. (1997) wurden mehrere Chargen an Al2O3-Pt-Partikeln

mit einem aerodynamischen Durchmesser≤ 5 µm synthetisiert. Sie wurden mit einer Reihe

von Methoden bezüglich ihrer Größenverteilung, ihres Pt-Gehalts, der Größe der einzelnen

Pt-Nanopartikel auf den Al2O3-Trägerpartikeln, der Pt-Oxidationsstufe und den katalytischen

Eigenschaften charakterisiert. Die Partikel entsprechen in allen Eigenschaften nahezu exakt

den tatsächlich von Abgaskatalysatoren emittierten Teilchen, lediglich ihr Pt-Gehalt ist etwa

30-mal höher als der der tatsächlich emittierten Partikel, um die Sensitivität der toxikologi-

schen Experimente zu steigern. Die in dieser Arbeit untersuchten Partikel stammen aus einer

Charge ("pt-4") mit 3 % (w/w) Pt-Gehalt, die auch bei den Tierversuchen vonArtelt et al.

(1999) verwendet wurde. Der aerodynamische Durchmesser der Partikel ist als≤ 5 µm mit

einem Mittelwert von 1,3µm angegeben (Nachtigallet al., 1996).

4.2.2 Partikelcharakterisierung durch Rasterelektronenmikroskopie

Die Al2O3-Pt-Partikel wurden freundlicherweise von Herrn Axel Müller am Institut für Werk-

stoffe der Elektrotechnik der Universität Karlsruhe (TH) mit Hilfe eines Rasterelektronenmi-

kroskops (REM) vom TypLEO 1530 näher charakterisiert. Dabei wurden die Partikel auf eine

Aluminiumscheibe aufgebracht und anschließend ohne weitere Behandlung im Hochvakuum

des REM mit einem Elektronenstrahl rasterförmig abgetastet. Aus den rückgestreuten Elektro-

nen wird bei diesem Verfahren ein hochaufgelöstes Bild (Vergrößerung bis über 50 000fach)
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mit großer Schärfentiefe erzeugt, aus dem sich Rückschlüsse auf deren Größenverteilung zie-

hen lassen.

4.3 Versuche zur Löslichkeit der Partikel

Um eine Abschätzung des Beitrags der partikulären vs. gelösten Spezies an den biologischen

Effekten treffen zu können, wurden Löslichkeitsversuche durchgeführt.

4.3.1 Direkte Bestimmung der Löslichkeit in Kulturmedium

Die Löslichkeit des in den Al2O3-Pt-Partikeln enthaltenen Platins unter normalen Versuchs-

bedingungen wurde untersucht, indem 300µg Al2O3-Pt-Partikel, entsprechend 5µg/cm2, als

Suspension zu 10 ml DMEM-Kulturmedium mit 10 % FKS in eine 100 mm-Kulturschale ge-

geben und analog zu den anderen Versuchen, aber ohne Zellen, für 24 h inkubiert wurden.

Anschließend wurde der Schaleninhalt in ein Zentrifugenröhrchen gegeben und bei 3220×g

1 h abzentrifugiert. 8 ml des Überstandes wurden vorsichtig abgenommen und gleichmäßig

auf vier Mikroreaktionsgefäße (2 ml) verteilt. Dann wurde bei 20 000×g 1 h abzentrifugiert,

erneut 4 ml vom Überstand abgenommen und auf zwei Reaktionsgefäße verteilt. Nach einem

dritten Zentrifugationsschritt bei 20 000×g wurden je 1 ml der Lösung getrocknet, mit HNO3/

H2O2 verascht und wie unter4.8.3beschrieben quantifiziert.

4.3.2 Zellinkubation mit Zentrifugationsüberstand

Der Anteil von gelöst vs. partikulär in die Zelle aufgenommenem Platin wurde bestimmt, in-

dem je 300µg Al2O3-Pt-Partikel, entsprechend 5µg/cm2, in vier Zellkulturschalen (∅ 100

mm) zu je 10 ml DMEM-Kulturmedium mit 10 % FKS gegeben und 24 h analog zu den übli-

chen Versuchen im Brutschrank bei 37°C inkubiert wurden. Dann wurden ungelöste Partikel

in zwei Zentrifugationsschritten mit je 3220×g für 1 h unter sterilen Bedingungen entfernt.

Mit dem auf diese Weise von partikulärem Pt befreiten Medium wurden A549-Zellen analog

den Partikel-Versuchen für 24 h inkubiert, bevor die DNA isoliert und ihr Pt-Gehalt gemessen

wurde.
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4.3.3 Lösliche Vergleichssubstanzen

Zum Vergleich zwischen partikulären und gelösten Pt-Spezies wurden zusätzlich die löslichen

Platinverbindungen Cisplatin sowie Platintetrachlorid (PtCl4) verwendet. Im Cisplatin liegt

Pt zweiwertig, im PtCl4 vierwertig vor. Die Stammlösungen wurden jeweils frisch angesetzt,

beim Cisplatin 1 mM in DMSO, beim PtCl4 20 mM in dest. Wasser.

4.4 Eigenschaften der kultivierten Lungenzellen

In der menschlichen Lunge gibt es 40 bis 60 verschiedene Zelltypen. Die wichtigsten Epi-

thelzellen in den Alveolen sind die flachen Typ I- und die kuboidalen Typ II-Zellen. Letztere

dienen der Synthese von Surfactant sowie als Vorläuferzellen für die Typ I-Zellen.

Bei den im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Zelllinie A549 handelt es sich um Adenokar-

zinomzellen, die in ihren Eigenschaften weitgehend den Alveolarepithelzellen vom Typ II

entsprechen. Sie haben auch in Kultur Lamellarkörperchen, produzieren pulmonares Surfac-

tant (Speirset al., 1991) und kommunizieren miteinander, indem sie eine ganze Reihe von

Mediatoren bilden (Khirwadkaret al., 1993). Sie verfügen außerdem über eine umfangreiche

Ausstattung mit Cytochrom-P450-Enzymen (Hukkanenet al., 2000). Ihre Verdopplungszeit

beträgt 24 h.

A549-Zellen wurden vonWottrich (2003) mittels Durchflusszytometrie auf mögliche "Auto-

Apoptose" bzw. Nekrose nach konfluenter Langzeitkultur untersucht, zeigten jedoch erst nach

4 Tagen einen schwachen Anstieg der Zahl apoptotischer und nekrotischer Zellen und sind

daher für die bei dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen uneingeschränkt verwendbar

(Wottrich, 2003; Jyonouchiet al., 1998).

4.5 Inkubation der Zellen mit den Partikeln

3 bis 6 mg Partikel wurden eingewogen, bei 120°C für 1 h sterilisiert, in dest. Wasser auf-

genommen und durch 10minütige Behandlung im Ultraschallbad sowie starkes Schütteln mit

einem "Vortex" Vibrationsschüttler-Gerät suspendiert. 10 bis 100µl der Suspension wurden

in das Kulturmedium gegeben und sorgfältig verteilt.

Alle Versuche wurden mit 100 mm-Zellkulturschalen durchgeführt, die eine Wachstumsfläche

von 60 cm2 besitzen. Das Mediumvolumen betrug jeweils 10 ml.
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4.6 Koloniebildungsfähigkeit

Die Zytotoxizität der Partikel wurde über die Koloniebildungsfähigkeit der Zellen ermittelt.

Dazu wurden je 1×106 Zellen in eine Zellkulturschale ausgesät. Nach 24 h wurde mit der zu

prüfenden Substanz inkubiert, die nach weiteren 24 h wieder abgewaschen wurde. Von den

behandelten Zellen wurden 300 in eine weitere Zellkulturschale ausgesät. Nach 7 Tagen wur-

den die gebildeten Kolonien gewaschen, mit Ethanol fixiert und mit Giemsa-Lösung gefärbt.

Sie wurden mit dem bloßen Auge unter Zuhilfenahme eines "Colony Counters" ausgezählt.

Mit jeder zu prüfenden Konzentration wurden Dreifachbestimmungen durchgeführt, das Er-

gebnis wurde bezogen auf die unbehandelte Kontrolle angegeben.

4.7 Internalisierung der Partikel

Die Aufnahme der Partikel in Zellen ist ein wesentlicher Bestandteil ihrer Toxizität. Zu ihrer

Untersuchung wurden verschiedene Nachweismethoden verwendet.

Konventionelle Lichtmikroskopie A549-Zellen wurden nach Partikelinkubation sowohl

mit demZEISSAxiovert Inversmikroskop als auch mit dem PhasenkontrastmikroskopZEISS

Axioskop beobachtet. Es wurden Aufnahmen mit 400 und 1000facher Vergrößerung gemacht.

Die Dokumentation erfolgte photografisch auf Kleinbildfilm.

Video-unterstützte Lichtmikroskopie Das Forschungszentrum Karlsruhe stellte freundli-

cherweise ein System zur zeitaufgelösten Video-Mikroskopie der FirmaIMPROVISION zur

Verfügung. Dabei ist ein Phasenkontrast-Mikroskop (NIKON "Eclipse" TS 100) mit einer

CCD-Kamera gekoppelt. Durch eine klimatisierte (37°C, 5 % CO2) Kammer um den Objek-

tivtisch ist es möglich, lebende Zellen über einen längeren Zeitraum zu beobachten und die

intrazellulären Bewegungen mithilfe der Software "OPENLAB" zu dokumentieren.

Transmissions-Elektronenmikroskopie A549-Zellen wurden inTRANSWELL-Kultursys-

teme auf Polyestermembranen mit 0,4µm großen Löchern ausgesät und nach 24 h mit 5µg

Al 2O3-Pt-Partikeln / cm2 Wachstumsfläche behandelt. Nach weiteren 24 h wurden die Zellen

wie in Wottrich (2003) beschrieben fixiert und kontrastiert. Diese Arbeiten wurden von mir
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unter Anleitung durch Herrn Ralf Wottrich vom Institut für Toxikologie und Genetik (ITG)

am Forschungszentrum Karlsruhe durchgeführt.

Die Polyesterfolien mit den Zellen wurden ausgeschnitten, mindestens 12 h mit 1 %igem Glut-

araldehyd1 in 0,2 M Cacodylatpuffer fixiert und anschließend mit Sucrosepuffer gewaschen.

Zur Nachfixierung und Kontrastierung wurde 2 h mit OsO4-Lösung behandelt, gefolgt von

1 h Inkubation mit 2 % wässrigem Uranylacetat. Alle diese Schritte wurden bei 4°C durch-

geführt. Dann wurde mit einer aufsteigenden "Ethanolreihe" (50, 70, 80, 90, 95, 2× 100 %)

entwässert und in Spurr-Harz eingebettet. Die nach einer Woche ausgehärteten Harzblöcke

wurden freundlicherweise von Herrn Wottrich mit einemLKB 2088 Ultratom in ca. 100 nm

dicke Scheibchen geschnitten und dann mit einemZEISSEM109T Elektronenmikroskop un-

tersucht, die Dokumentation erfolgte mit photografischem Film.

4.8 Bestimmung des PGE-Gehalts der zellulären DNA

Die direkte Untersuchung der PGE-Konzentration erfordert eine schonende DNA-Isolierung

aus den Zellen, die genaue Bestimmung der DNA-Ausbeute sowie eine empfindlichen Mes-

sung der PGE-Konzentration.

4.8.1 Zellaufschluss und DNA-Extraktion

Das Verfahren basiert auf dem Zellaufschluss mit Detergens, dem anschließenden enzymati-

schen Verdau störender Proteine und RNA-Bestandteile und der Extraktion der DNA nach der

Phenol-Chloroform-Methode (Sambrooket al., 1989; Schwerdtle, 2002).

Für die Versuche wurden jeweils 2× 106 A549-Zellen ausgesät. Nach 24 h wurden sie mit

den Testsubstanzen inkubiert und diese nach weiteren 24 h wieder abgewaschen. Die ab-

trypsinierten Zellen (zirka 7× 106) wurden in 5 ml eiskalter Tris-gepufferter Kochsalzlö-

sung (TBS) aufgenommen und 4 min bei 300×g (4 °C) zentrifugiert. Nach einem erneu-

ten Wasch- und Zentrifugationsschritt wurde das Zellpellet vorsichtig in 100µl Tris-EDTA-

Puffer (TE) aufgenommen und die Zellsuspension nach Zugabe von 900µl Extraktionspuffer

1 h bei 37°C inkubiert. Nach Zugabe von Proteinase K (Endkonzentration 100µg/ml) und

3 h Verdau im Schüttelinkubator bei 50°C wurde die Lösung zunächst auf Raumtemperatur

1Lösungen und Puffer siehe Anhang.
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abgekühlt. Zur Abtrennung der DNA von den Proteinen wurde die Lösung mit dem glei-

chen Volumen einer Mischung aus Tris-gepuffertem Phenol, Chloroform und Isoamylalkohol

(25:24:1) versetzt, 1 min stark geschüttelt und danach zur Phasentrennung mit 10 000×g

bei Raumtemperatur 1 min zentrifugiert. Mit der oberen wässrigen Phase wurde die Phenol-

Chloroform-Isoamylakohol-Extraktion ein- bis zweimal wiederholt, bis keine Interphase mehr

beobachtet wurde. Zur vollständigen Entfernung des Phenols aus der wässrigen Phase schloss

sich eine Extraktion mit Chloroform-Isoamylalkohol (24:1) analog der Phenol-Chloroform-

Isoamylalkohol-Extraktion an.

Nachfolgend wurde die DNA durch Zugabe von 0,2 Volumenteilen 10 M Ammoniumacetat-

lösung zur wässrigen DNA-Lösung und 2 Volumenteilen Ethanol ausgefällt und mindestens

12 h bei -18°C aufbewahrt. Nach 10 min Zentrifugation bei 6000×g (4 °C) wurde das DNA-

Pellet vorsichtig in 70 %igem Ethanol aufgenommen und anschließend erneut bei 6000×g

(4 °C) 10 min zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde dreimal wiederholt.

Bei jeder Versuchsreihe wurde zur Wachstumskontrolle der Zellen eine Kulturschale mit ei-

nem elektronischenCASY-Zellzählgerät analysiert.

4.8.2 Photometrie und Veraschung der Proben

Im Anschluss an die eigentliche Isolierung wurde das gereinigte DNA-Pellet in 500µl bidest.

Wasser aufgenommen. Für die unter Punkt4.9 beschriebenen Versuche mit Zyanid wurde in

50 mM Tris-HCl-Puffer (pH 7,4); für den in Abschnitt4.10beschrieben enzymatischen Ver-

dau in 20 mM Natriumacetat-Puffer (pH 5,0) aufgenommen.

Die DNA-Konzentration wurde photometrisch anhand der Absorption bei 260 nm bestimmt.

Eine optische Dichte von 1 entspricht dabei 50µg DNA. Die Quotienten A260/A280 sowie

A260/A230 geben Aufschluss über die Reinheit der DNA. Reine, proteinfreie DNA hat ein Ver-

hältnis A260/A280 ≥ 1,8 und ein Verhältnis A260/A230 ≥ 2,0. Allerdings gibt es Zweifel an der

Aussagekraft dieser photometrischen Methode (Wilfinger et al., 1997). Eine eventuelle Ver-

unreinigung mit Proteinen wurde daher zusätzlich mit dem Bradford-Verfahren (siehe4.12.1)

überprüft. Eine Kontamination mit RNA, z.B. durch unvollständigen Verdau mit RNAse, wur-

de durch RT-PCR (Reverse Transkriptase - Polymerasekettenreaktion) nach dem inEhleben

(2002) angegebenen Protokoll überprüft.

Nach Bestimmung der Konzentration wurde die DNA erneut ausgefällt, getrocknet und an-

schließend mit einer Mischung aus je 100µl konzentrierter HNO3 ("subboiled") und 30 %igem
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H2O2 ("suprapur") umgesetzt, und nach 1 h Wartezeit bei Zimmertemperatur durch Veraschen

bei 85°C über Nacht mineralisiert.

4.8.3 Bestimmung des Platinmetallgehalts der DNA

Die Massenspektrometrie mit induktiv gekoppelter Plasma-Ionisierung (ICP-MS) wurde zur

Bestimmung des PGE-Gehalts der DNA verwendet. Neben der adsorptiven Voltammetrie ist

die ICP-MS das zur Zeit am besten geeignete Verfahren für die Metall-Spurenanalytik (Cam-

mann, 2003).

Die Messungen wurden freundlicherweise von Herrn Christoph Menzel, Frau Claudia Mößner

und Frau Joulia Dikikh am Institut für Mineralogie und Geochemie der Universität Karlsruhe

(TH) durchgeführt.

Bei dem ICP-MS Gerät handelt es sich um ein doppelt fokussierendes Modell "Axiom" der

Firma THERMO VG ELEMENTAL . Seine maximale Auflösung liegt bei R = 10000. Die ge-

naue Verfahrensbeschreibung ist vonMenzel(2002) dargelegt.

Der mineralisierte Rückstand aus der Veraschung der DNA-Proben wurde in 2 ml (Gesamt-

volumen nach Zugabe der internen Standards, s.u.) 1 % HNO3 aufgenommen und bis zur

vollständigen Lösung im Ultraschallbad behandelt. Es wurde eine externe Kalibrierung mit

einer zertifizierten PGE-Multielementstandardlösung (SPEX-CERTI Prep. Inc.) gewählt. Zu-

sätzlich wurde eine interne Standardisierung mit115In für Pd und mit165Ho und169Tm für Pt

durchgeführt, um Matrixeffekte und mögliche instrumentelle Drift auszugleichen.

Sämtliche Verdünnungen wurden mit 1 % v/v HNO3 ("subboiled" Qualität) / 1 % v/v H2O2

("suprapur") vorgenommen, um die Matrix der Kalibrationslösungen an die der Aufschlusslö-

sungen anzugleichen. Um den Einfluss möglicher Interferenzen abzuschätzen, wurden zusätz-

lich bei jeder Messung die Intensitäten der für PGE typischen Störelemente (Cl, Cu, Zn, Sr,

Zr, Cd, Hf) aufgenommen. Bei jeder zehnten Messung wurde die 125 ppt Standard-Lösung

gemessen, um eine Kontrolle über die Hintergrundwerte zu haben. Die Aufnahme erfolgte

bei R = 400 mit 3 Messungen pro Probe und 70 s Waschphase nach jeder Probe. Es werden

die Mittelwerte der jeweils 3 Isotope194Pt, 195Pt und196Pt beziehungsweise105Pd,106Pd und
108Pd verwendet.

Die Angabe der Zahl der Metall-Addukte pro 108 Basenpaaren basiert auf der Annahme, dass

1 fmol Pt / µg DNA 66 Pt-Molekülen pro 108 Basenpaaren entspricht (Reedet al., 1988). Für

Palladium gilt: 1 fmol Pd /µg DNA entspricht 122,5 Pd-Molekülen pro 108 Basenpaaren.
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4.9 Bestimmung der chemischen Stabilität der Pt-DNA-Addukte

Um eine Aussage über die Art der Adduktbindung an DNA treffen zu können, wurde ihre

Resistenz gegenüber Zyanid-Ionen im Vergleich mit Cisplatin-Addukten ermittelt.

Die experimentelle Durchführung der Versuche war wie folgt: Die nach 24 h Inkubation der

Zellen mit 5µg Al2O3-Pt-Partikel / cm2 bzw. mit 10µM Cisplatin adduktierte DNA wurde wie

unter Punkt4.8.1beschrieben isoliert und in 50 mM Tris-HCl-Puffer (pH 7,4) gelöst. Dann

wurden jeweils 200µl DNA-Lösung mit 0 bis 100µmol Zyanid (2 M NaCN in 50 mM Tris-

HCl-Puffer) behandelt. Das Gesamtvolumen des Ansatzes betrug jeweils 300µl.

Anschließend wurde die DNA mit NH4Ac / EtOH ausgefällt und überschüssiges CN− so-

wie abgelöstes [Pt(CN)4]2− abgewaschen. Nach Wiederauflösen und erneuter photometrischer

Konzentrationsbestimmung der DNA-Lösung wurde sie zum zweiten Mal ausgefällt, wie un-

ter Punkt4.8.2 beschrieben verascht und der Rest-Metallgehalt an der DNA über ICP-MS

quantifiziert.

4.10 Nähere Charakterisierung des Bindungspartners der Pt-DNA-Addukte

Für die Addukte des Zytostatikums Cisplatin an DNA konnte eine selektive Bindung an die

exozyklischen N-Atome der Purinbasen Guanin und Adenin nachgewiesen werden. Um eine

ähnliche Verteilung von Addukten aus Al2O3-Pt-Partikel-Exposition zu untersuchen, wurde

die DNA enzymatisch gespalten und der Verdau mit präparativer Hochleistungs-Flüssigkeits-

chromatographie (HPLC) aufgetrennt. Der Platingehalt der auf diese Weise erhaltenen Frak-

tionen wurde mittels ICP-MS untersucht.

A549-Zellen wurden mit Al2O3-Pt-Partikeln inkubiert, ihre DNA wie unter4.8.1beschrieben

isoliert und jeweils zirka 150µg in 200µl 20 mM Natriumacetat-Puffer (pH 5,0) gelöst. Die

DNA-Lösung wurde nach Zugabe von 5µl ZnSO4 (20 mM) 2 min auf 95°C erhitzt, um so die

Doppelhelix aufzuschmelzen und besser für die Enzyme zugänglich zu machen. Anschließend

wurde im Eisbad abgekühlt, mit 3 Einheiten Nuclease P1 versetzt und bei 50°C im Schütte-

linkubator zu den Nukleotiden verdaut. Nach einem Alkalisierungsschritt (10µl 1 M Tris-HCl

pH 8,5) wurde mit je 5 U alkalischer Phosphatase bei 37°C zu den Nukleosiden verdaut. Nach

dem Rücksäuern mit zirka 10µl 3 M Ammoniumacetat (pH 5,0) wurden diese an einer RP-18

Säule (Eurospher-100 mit 5µm Packung, 4,6× 250 mm) isokratisch mit einer Mischung aus

75 % 50 mM Ammoniumacetat / 10 mM NaN3 (pH 5,0) und 25 % Methanol bei 1 ml/min
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mit einemGYNKOTEK-HPLC-System getrennt. Detektiert wurde mit einem UV-Detektor bei

254 und 280 nm. Die Peaks wurden über Kochromatographie mit Vergleichssubstanzen (Re-

tentionszeit, Verhältnis der Absorption bei 254 und 280 nm) identifiziert. Zur Bestimmung

des Pt-Gehalts der einzelnen Nukleoside wurden 30-sekündige Fraktionen geschnitten, das

Fließmittel bei 90°C abgedampft und der Rückstand mit HNO3 / H2O2 verascht. Anschlie-

ßend wurde der Pt-Gehalt mit ICP-MS gemessen; wenn er zu niedrig war, wurde angereichert

indem mehrere HPLC-Läufe vereinigt wurden.

Um die aus Al2O3-Pt-Partikel-Exposition resultierenden DNA-Addukte mit den Cisplatin-

DNA-Addukten vergleichen zu können, wurden auch Versuche mit Kalbsthymus-DNA durch-

geführt. Die DNA wurde dazuin vitro mit Cisplatin umgesetzt. Kalbsthmyus-DNA wurde in

50 mM Tris-HCl-Puffer (pH 7,4) gelöst und dann mit 100µmol Cisplatin in DMSO für 24 h

bei 37°C inkubiert. Anschließend wurde mit EtOH / NH4Ac gefällt, mehrfach mit 70 %igem

EtOH gewaschen, in NaAc-Verdaupuffer aufgenommen und dann wie oben beschrieben en-

zymatisch umgesetzt.

In separaten Experimenten wurde ein möglicher Einfluss von Pt auf die Retentionszeit der Nu-

kleoside überprüft. Dazu wurden käufliche Nukleosidstandards mit 500µM Cisplatin für 24 h

bei 37°C umgesetzt und nach dem Verdünnen mit NaAc-Puffer mittels HPLC-UV untersucht.

4.11 DNA-Isolierung mit der QIAGEN -Methode

Als zweite Methode zur DNA-Isolierung wurde das kommerziell erhältlicheQIAGEN-System

"GenomicTip 100" nach dem Protokoll des Herstellers benutzt (Qiagen, 2001). Die Zusam-

mensetzung der verwendeten Pufferlösungen ist im Anhang unter Punkt8.3aufgeführt.

A549-Zellen wurden mit Al2O3-Pt-Partikeln inkubiert und nach 24 h abgewaschen (siehe Ka-

pitel 4.5). Dann wurden die Zellen mit Hilfe von Trypsin von der Schale abgelöst und bei

1500×g abzentrifugiert. Nach zweimaligem Resuspendieren in PBS und anschließendem

Abzentrifugieren wurde das Pellet in 2 ml PBS aufgenommen und mit 2 ml C1-Puffer so-

wie 6 ml dest. Wasser (jeweils 4°C) vermischt. Nach 10 min Inkubation auf Eis wurde bei

1300×g abzentrifugiert und das Pellet erneut mit 2 ml C1-Puffer und 6 ml dest. Wasser (je-

weils 4°C) resuspendiert. Der letzte Zentrifugations- und Waschschritt wurde wiederholt, das

Pellet aus den Zellkernen in 5 ml G2-Puffer resuspendiert und 100µl Proteinase K-Lösung

(20 mg/ml) zugegeben.
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Der Ansatz wurde 1 h bei 50°C inkubiert und dann auf eine mit 4 ml QBT-Puffer equilibrierte

QIAGEN-Säule gegeben. Störsubstanzen wurden durch zweimaliges Waschen mit je 7,5 ml

QC-Puffer entfernt und die DNA anschließend mit 5 ml QF-Puffer eluiert. Nach dem Ausfäl-

len mit Isopropanol wurde die DNA in Wasser gelöst und der Gehalt photometrisch bestimmt.

Die weitere Aufarbeitung geschah wie unter4.8.2beschrieben.

Der zusammengefasste Ablauf der beschriebenen Verfahren zur Untersuchung von PGE-DNA-

Addukten ist vereinfacht in Abb.4 dargestellt.

Abb. 4: Schema der verschiedenen Methoden die zur Charakterisierung von Zahl, Bin-
dungsart sowie Bindungsort der Addukte an DNA angewandt wurden.Unter-
suchung von Konzentrations- und Zeitabhängigkeit sind durch schwarze Pfeile sym-
bolisiert. Die Resistenz der Addukte gegenüber nukleophilem Angriff durch Zyanid-
Ionen wird wie die gestrichelten Pfeile zeigen bestimmt (siehe4.9) und die chroma-
tographische Trennung nach Verdau verläuft wie von den grauen Pfeilen dargestellt
(siehe4.10). Die oberen vier Schritte sind unter Punkt4.8.1beschrieben.
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4.12 Intrazelluläre Verteilung von Platin

A549-Zellen wurden mit Al2O3-Pt-Partikeln und PtCl4 inkubiert. Der Pt-Gehalt der beiden

Zellkompartimente Zytosol und Zellkern wurde dann nach Isolierung der jeweiligen Protein-

fraktionen mit elektrothermaler Atomabsorptionsspektroskopie untersucht.

4.12.1 Proteinisolierung

Der Zellaufschluss zur Isolierung der intrazellulären Zytosol- und Kernproteine erfolgt in

mehreren Schritten mit verschiedenen Detergenz-Konzentrationen. So wird sukzessive die äu-

ßere Zellmembran aufgeschlossen, die Zytoplasmaproteine nach einem Zentrifugationsschritt

als Überstand abgenommen, die Zellkerne werden im Pellet in einem zweiten Lyseschritt auf-

geschlossen und nach einem weiteren Zentrifugationsschritt die Kernproteine als Überstand

abgenommen. Die Methode basiert auf der vonHartmann und Hartwig(1998) beschriebenen,

die verwendeten Puffer sind im Anhang aufgeführt.

Die Zellen wurden nach dem Abwaschen der Prüfsubstanzen mit Hilfe von Trypsin von der

Kulturschale entfernt und in phosphatgepufferter Kochsalzlösung (PBS) mit 10 % FKS aufge-

nommen. Nach 5 min Zentrifugation bei 100×g und 4°C wurde der Überstand entfernt und

das Pellet mit PBS resuspendiert und erneut zentrifugiert. Der Zentrifugations- und Wasch-

schritt wurde zweimal wiederholt. Das Pellet wurde mit 500µl / 106 Zellen frisch zubereite-

tem Zelllysepuffer resuspendiert und 15 min auf Eis gestellt. Anschließend wurden 25µl / 106

Zellen 10 %iges eisgekühltes NP-40-Detergenz zugegeben und die Lösung für 10 s gevortext.

Danach wurde für 15 min bei 3220×g und 4°C zentrifugiert, das im Überstand enthaltene

Zytoplasma abgenommen und bei -80°C aufbewahrt. Das Pellet wurde zweimal mit Zellly-

sepuffer gewaschen. Anschließend wurde das Pellet in 100µl / 106 Zellen frisch zubereitetem

Kernlysepuffer resuspendiert und nach Schütteln 30 min auf Eis gestellt. Nach Zentrifugation

bei 20 000×g und 4°C für 15 min wurde der Überstand mit den Zellkernproteinen bei -80°C

aufbewahrt.

4.12.2 Bestimmung der Proteinausbeute

Der Proteingehalt der nach4.12.1isolierten Lösungen wurde nach der Methode von Brad-

ford (Bradford, 1976) mit demBIO-RAD-Reagenz (siehe Anhang) und Rinderserumalbumin
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(BSA) als Standard bestimmt. Hierfür wurde jeweils ein Aliquot der Proteinlösung mit Was-

ser auf 100µl aufgefüllt und mit 900µl verdünntem Bradford-Reagenz vonBIO-RAD (700µl

Wasser und 200µl Reagenz) versetzt (Bradford, 1976). Die Proben der Kalibriergeraden und

die zu messenden Proteinproben wurden in eine Mikrotiterplatte gegeben und mit einem Pho-

tometer (TECAN SpectraFlour) die Absorption bei 595 nm gemessen.

4.12.3 Bestimmung des Metallgehalts der Proteinlösungen

Zur Bestimmung des Pt-Gehalts der Proteinlösungen wurde die Atomabsorptionsspektroskop-

ie mit elektrothermaler Ionisierung verwendet.

Die Messungen erfolgten mit dem AAS-Gerät 4110 ZL vonPERKIN-ELMER und der Soft-

ware AAWinLabAnalyst vonPERKIN-ELMER. Es wurde eine Hohlkathodenlampe mit einer

Emission bei 265,0 nm bei einer Stromstärke von 30 mA verwendet. Während des Heizvor-

ganges wurde ein Argonstrom durch den Ofen geleitet, um eine Oxidation des Graphits zu

verhindern und sich verflüchtigende Probenbestandteile aus dem Ofen zu entfernen. Dieser

Gasstrom wurde bei der Messung der Absorption abgeschaltet, um das Messergebnis nicht zu

verfälschen. Als Lösungsmittel für die Proben wurde 0,2 %ige Salpetersäure eingesetzt. Es

wurde ein Probenvolumen von 20µl in den Graphitrohrofen eingebracht. Die Quantifizierung

erfolgte mit Hilfe einer Kalibriergerade. Das Temperaturprogramm der Analyse war wie folgt:

Tabelle 2:Temperaturprogramm für die AAS-Messung von Platin. Als Inertgas wurden
250 ml Argon / min verwendet.

Prozess Temperatur Ramp time (s) Hold time (s) Inertgas

Trocknen 120˚C 1 30 Ja

Trocknen 250˚C 15 30 Ja

Pyrolyse 1200˚C 10 20 Ja

Atomisierung 2550˚C 0 5 Nein

Ausheizen 2600˚C 1 3 Ja
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4.13 HPRT-Genmutationstest

Mit diesem Verfahren werden Vorwärtsmutationen in dem für die Hypoxanthin-Phosphori-

bosyl-Transferase codierenden Gen erfasst. Dazu werden die Zellen in einem Selektivmedium

gezüchtet.

Zu Versuchsbeginn wurden jeweils 500 000 V79-Zellen in 100 mm Kulturschalen ausgesät

und nach 24 h mit der Testsubstanz inkubiert bzw. mit UVC-Licht als Positivkontrolle be-

strahlt. Nach 24 h wurden die Zellen gewaschen und zur Expression des Phänotyps für die

Dauer von 6 Tagen zweimal passagiert (1. und 2. Subkultur). Anschließend wurden je 5×
200 000 Zellen in Kulturschalen (∅ 100 mm) mit Selektivmedium gegeben. Zu diesem Zweck

wurde DMEM mit 10µg/l 6-Thioguanin benutzt. Die resultierenden Mutanten-Kolonien wur-

den nach einigen Tagen gewaschen, mit Ethanol fixiert, mit Giemsa-Lösung gefärbt und aus-

gezählt. Jeweils zum Zeitpunkt der ersten Subkultur und der Selektion wurden darüber hinaus

drei Aliquote von je 300 Zellen in normales DMEM-Medium ausgesät. Sie dienten zur Be-

stimmung der Koloniebildungsfähigkeit nach der Substanzbehandlung bzw. der Lebensfähig-

keit zum Zeitpunkt der Selektion. Die Berechnung der Mutationsfrequenz erfolgte bezogen

auf die Zahl lebensfähiger Zellen (Glatt, 1993).

4.14 Mikrokerntest

Der Mikrokerntest beruht auf der quantitativen Erfassung der Zahl der nach der Kernteilung

auftretenden Mikrokerne. Er kann mit A549-Zellen durchgeführt werden und ist für die Erfas-

sung von Schäden, die durch Partikel induziert werden, geeignet (Ohshimaet al., 1998).

Bei der Durchführung wurden je 50 000 Zellen in "QuadriPERM"-Schalen auf Objektträgern

ausgesät und nach 24 h mit den Al2O3-Pt-Partikeln inkubiert. Der zeitliche Ablauf wurde ana-

log dem vonOhshimaet al. (1998) für A549-Zellen beschriebenen gewählt. Nach weiteren

24 h wurden die Partikel abgewaschen und 48 h nach Ende der Partikelinkubation wurden die

Zellen mitCarnoys Fixansoder Formaldehydlösung fixiert. Zu diesem Zeitpunkt haben alle

Zellen mindestens eine Zellteilung durchlaufen. Die Kerne wurden mit DAPI-Antifade (4’,

6–Diamidino–2–phenylindol) angefärbt und mindestens 1000 Kerne pro Konzentration nach

standardisierten Kriterien unter dem Fluoreszenz-Mikroskop ausgezählt. Mikrokerne liegen

maximal drei Kerndurchmesser vom Hauptkern entfernt, weisen maximal1/3 Hauptkerndurch-

messer auf, haben keine Verbindung zum Hauptkern, liegen in der gleichen Fokusebene und

haben einen glatten, runden bis ovalen Umfang (Kirsch-Volderset al., 2003; Fenech, 2000;
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Countryman und Heddle, 1976).

Das verwendete Mikroskop ist einNIKON "Eclipse" TE 400 kombiniert mit einer Spot-RT

monochrom CCD-Digitalkamera (DIAGNOSTIC INSTRUMENTS) und der Software MetaView

von METAV ISION. Die Anregung erfolgte mit UV-Licht bei 330 – 380 nm, Emission wurde

durch einen dichroistischen Spiegel (400 nm) und einen 420 nm Filter mit 10x Okular und 63

oder 100x Objektiv beobachtet.
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5 Ergebnisse und Diskussion

Im Verlauf dieses Kapitels sollen zuerst die Daten bezüglich der Eigenschaften der Partikel

und ihrer Aufnahme in Zellen präsentiert werden, bevor ihre Wechselwirkung mit der DNA

beschrieben wird. Auf eventuelle Auswirkungen dieser DNA-Bindung wird am Ende des Ka-

pitels, nach der Beschreibung der Proteinbindung, eingegangen.

5.1 Beschreibung der verwendeten Partikel

Um die verwendeten Testsysteme zu etablieren, wurden Versuche mit reinen Metallpartikeln

durchgeführt. Diese sind jedoch nur ein sehr unvollkommenes Modell der Abgaskatalysator-

Emissionen. So ist z. B. ihre Dichte um ein Vielfaches größer, was sie schneller sedimentieren

lässt. Außerdem weisen sie eine im Vergleich zu den weiter unten beschriebenen Al2O3-Pt-

Partikeln inhomogene Größenverteilung auf und neigen zur Agglomeratbildung. Ihre Hand-

habung ist deshalb sehr schwierig.

Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde von Mitarbeitern des Fraunhofer Instituts für Toxi-

kologie und Experimentelle Medizin (ITEM), Hannover, freundlicherweise eine Charge Pt-

beschichteter Aluminiumoxidpartikel zur Verfügung gestellt. Diese Partikel entsprechen wei-

testgehend den tatsächlich von Abgaskatalysatoren emittierten und wurden daher in der vor-

liegenden Arbeit am gründlichsten untersucht.

Rhodium ist leider nicht in der benötigten Teilchengröße erhältlich. Auch mit den kleinsten

auf dem Markt verfügbaren Partikeln ließ sich keine Suspension erzeugen, die länger als 10 s

stabil war. Obwohl eine DNA-Bindung von Rh-Komplexen nachgewiesen wurde (Tselepi-

Kalouli und Katsaros, 1990), konnten keine Versuche dazu durchgeführt werden.

5.2 Rasterelektronenmikroskopische Charakterisierung

Die Größenverteilung und das Agglomerationsverhalten der Partikel wurden am Institut für

Werkstoffe der Elektrotechnik mit demLEO 1530 Rasterelektronenmikroskop untersucht.
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5.2.1 Reine Metallpartikel

Die von der FirmaALFA AESAR gemachten Angaben zum Durchmesser der reinen Metall-

partikel konnten bestätigt werden, er war in beiden Fällen≤ 1,5µm. Allerdings zeigte sich

sowohl bei den Pt- (Abb.5 A), als auch bei den Pd-Partikeln (Abb.5 B) starke Agglomerati-

on. Die eigentlich sehr kleinen Partikel lagern sich zu großen Aggregaten zusammen. Zum

Aufbrechen dieser "Zusammenballungen" wurde vor der Zellinkubation eine Ultraschall-

Behandlung durchgeführt (siehe4.5).

Abb. 5: REM-Aufnahmen der Pt- (Bild A, 2000fache Vergrößerung)und Pd-Partikel
(Bild B, 5000fache Vergrößerung). Neben einzelnen Partikeln sind Partikel-
Agglomerate zu erkennen. Der Balken entspricht 10 (Pt) bzw. 3µm (Pd).

5.2.2 Al2O3-Pt-Partikel

Auch von den Al2O3-Pt-Partikeln konnten rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen ge-

macht werden. Sie zeigen sehr eindrucksvoll die Größenverteilung der Partikel. Die meisten

von ihnen haben einen geometrischen Durchmesser von zirka 1µm, einige größere Partikel

haben bis zu zirka 5, in Ausnahmefällen 30µm Durchmesser (Abb.6). Die vonRühleet al.

(1997) angegebenen Daten konnten also bis auf das vereinzelte Auftreten von deutlich größe-

ren Partikeln bestätigt werden.

Verglichen mit den oben beschriebenen Metallpartikeln kommt es bei den Al2O3-Modellparti-

keln kaum nicht zum Auftreten von Agglomeraten. Ihre Suspension in Wasser ist für mehrere

Minuten stabil (Metallpartikel: wenige Sekunden) und dadurch exakter dosierbar.
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Abb. 6: REM-Aufnahmen der Al 2O3-Pt-Partikel. Bild A: Überblick der Größenverteilung
bei 5000facher Vergrößerung. Die Mehrzahl der Partikel weist einen Durchmesser
von zirka 1 – 2µm auf, in der Bildmitte oben ist ein zirka 10µm großes Partikel zu
erkennen. Bild B: Einzelnes Partikel. Die Balken geben jeweils 10µm an.

5.3 Partikellöslichkeit

Der in2.8postulierten Hypothese zufolge gelangen die Partikel durch einen endozytoseartigen

Vorgang in die Zellen. Vorstellbar wäre aber auch ein partielles Auflösen von PGE-Partikeln

außerhalb der Zelle, gefolgt von anschließender Diffusion oder aktiver Aufnahme der lösli-

chen Spezies in die Zelle. Die Bestimmung der Löslichkeit ist daher sowohl für allgemeine

Aussagen zur Bioverfügbarkeit, als auch für eine Abschätzung des Verhältnisses gelöst vs.

partikulär in die Zellen aufgenommener PGE von maßgeblicher Bedeutung (siehe auch Kapi-

tel 5.7.5).

Die Partikel wurden dazu analog den Versuchen mit A549-Zellen mit DMEM-Vollmedium

behandelt und anschließend sehr sorgfältig abzentrifugiert. Der PGE-Gehalt des Überstandes

wurde durch ICP-MS bestimmt, die Ergebnisse sind in Tab.3 dargestellt.

Die vergleichsweise hohe Löslichkeit der Edelmetalle aus den Partikeln bereits unter chemisch

milden Bedingungen bestätigt Messungen vonArtelt et al.(1999), die für die hier verwendeten

Al 2O3-Pt-Partikel eine Pt-Löslichkeit von 0,1 % angeben. Die entsprechenden Versuche wur-

den jedoch nur über einen Zeitraum von 30 min mit 0,9 %iger Kochsalzlösung durchgeführt2.

Nachtigallet al. (1996) konnten für die Löslichkeit ähnlicher Al2O3-Pt-Partikel ("AC430")

in 0,9 % NaCl einen Wert von 1,36 % bestimmen. Aus dem Vergleich der beiden dort ver-

wendeten Verfahren adsorptive kathodische Voltammetrie und ICP-MS wurde geschlossen,

2Genaue Temperaturangaben fehlen leider.
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Tabelle 3:Prozentuale Löslichkeit± SD der verschiedenen Partikel in Zellkulturmedi-
um mit 10 % FKS. Die experimentellen Bedingungen waren exakt wie bei den
Versuchen mit A549-Zellen (24 h bei 37°C). Dargestellt sind Mittelwerte aus Drei-
fachbestimmungen± Standardabweichung (SD).

Probe Löslichkeit in %

Pd-Partikel 0,09± 0,009

Pt-Partikel 0,04± 0,005

Al 2O3-Pt-Partikel 1,5± 0,05

dass die gelösten Spezies in ionischer Form vorlagen und nicht als suspendierte elementare

Feinstpartikel. Diese könnten aus unzureichender Zentrifugation herrühren und das Ergebnis

verfälschen.

Die Differenz der Literaturdaten zu den hier bestimmten Werten lässt sich mit den unterschied-

lichen Versuchsbedingungen erklären.

Die Hauptursache für die hohe Löslichkeit ist in der geringen Teilchengröße der Partikel zu

finden, sie ermöglicht nicht-klassische Korrosionsphänomene (Rühleet al., 1997). Besonders

auffällig wird dieser Zusammenhang beim Vergleich der reinen Pt-Partikel mit den Al2O3-

Pt-Partikeln. Deren fein verteiltes Pt ist rund 35 mal besser löslich als Pt aus den kompakten

Metallpartikeln.

Auch das Vorhandensein von Chloridionen erleichtert die Oxidation von Pt und Pd durch

Sauerstoffspuren im Lösungsmittel (Hollemann und Wiberg, 1995). Es kommt zu einer Ab-

senkung des entsprechenden elektrochemischen Normalpotentials E0. Daraus lässt sich auch

die bei vergleichbarem Partikeldurchmesser bessere Löslichkeit von Palladium ableiten.

Pt2+ + 2 e−  Pt E0 = + 1,188 V

PtCl42−  Pt + 4 Cl− E0 = + 0,758 V

Pd2+ + 2 e−  Pd E0 = + 0,915 V

PdCl42−  Pd + 4 Cl− E0 = + 0,62 V

O2 + 4 H+ + 4 e−  2 H2O E0 = + 1,229 V
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5.4 Inkubation der Zellen mit den Prüfsubstanzen

Die reproduzierbare Inkubation der Zellen mit den Partikeln war von entscheidender Bedeu-

tung für den Erfolg der Experimente.

Am besten geeignet erwies sich folgende Vorgehensweise: Die Partikelsuspension wurde ge-

nau 5 s mit dem Vibrationsschüttler "gevortext", dann sofort ein Aliquot ins Kulturmedium auf

die Zellen gegeben und die Pipettenspitze zweimal gespült. Die Partikel wurden mit kreisför-

migen Bewegungen gleichmäßig verteilt. Ebenfalls maßgeblich war nach der entsprechenden

Inkubationszeit das Abwaschen der Partikel von den Zellen. Im Gegensatz zu Literaturanga-

ben (Ohshimaet al., 1998) war es nicht ratsam, möglichst oft zu waschen. Entscheidend war

vielmehr ein kraftvolles Pipettieren mit einer möglichst kleinen Pipette, auch am Schalenrand.

Anschließend dürfen die abgelösten Partikel nicht wieder auf die Zellen sedimentieren, son-

dern müssen sofort mit der Waschlösung abgesaugt werden. Die Kontrolle unter dem Mikro-

skop zeigte den Wascherfolg. Dieser Wasch-Schritt war sehr kritisch: Wurde er nicht korrekt

durchgeführt, kam es zu einer Verschleppung von Partikeln durch den Aufarbeitungsprozess

hindurch und die gemessenen Werte waren um ein Mehrhundertfaches erhöht (nicht gezeigt).
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5.5 Zytotoxizität

Die Zytotoxizität der Partikel wurde mit dem Test auf Koloniebildungsfähigkeit ermittelt. Da-

zu wurden A549-Zellen unter den gleichen Bedingungen wie bei den sonstigen Versuchen mit

den Prüfsubstanzen inkubiert. Anschließend wurde eine exakt definierte Anzahl von Zellen

für mehrere Tage normal weitergezüchtet. Anhand der Zahl der gebildeten Kolonien bezogen

auf die unbehandelten Kontrollzellen ließ sich dann eine Aussage über die Zytotoxizität der

Substanz treffen. Die Bestimmung der Koloniebildungsfähigkeit ist der aussagekräftigste der

üblicherweise verwendeten Zytotoxizitätstests (Brown und Wouters, 1999).

Weder die gelöste Platinverbindung PtCl4, noch die untersuchten reinen Metallpartikel (Pd,

Pt) waren im verwendeten Konzentrationsbereich stark zytotoxisch. Die Koloniebildungsfä-

higkeit nach 24 h Inkubation mit den Testsubstanzen lag stets bei über 70 % der Kontrolle.

Die Al2O3-Pt-Partikel zeigten in Konzentrationen bis 10µg/cm2 keine stark zytotoxische Wir-

kung, wie die Ergebnisse in Abb.7 verdeutlichen.

Abb. 7: Koloniebildungsfähigkeit von A549-Zellen nach 24 h Inkubation mit Prüfsub-
stanzen.Graphik A: gelöstes PtCl4, Graphik B: Pd-, Pt- und Al2O3-Pt-Partikel. Dar-
gestellt sind Mittelwerte aus mindestens Dreifachbestimmungen + SD.
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5.6 Internalisierung der Partikel

Eine ganze Reihe von Untersuchungen zeigten bereits, dass A549-Zellen prinzipiell Partikel

mit einem Durchmesser von 50 nm – 10µm aufnehmen können (Stearnset al., 2001; Foster

et al., 2001; Hetlandet al., 2001; Schinset al., 2002; Wottrich, 2003). Die Aufnahme hängt

jedoch von den jeweiligen Partikeln ab (Brück et al., 2001). Daher war für den Fortgang der

Arbeit entscheidend zu überprüfen, ob die untersuchten Partikel überhaupt in das Zellinnere

gelangen können.

Ein zweifelsfreier Nachweis einer Partikelaufnahme in Zellen gilt als sehr schwierig. Er kann

momentan nur durch zwei Methoden erfolgen, die konfokale Fluoreszenzmikroskopie und

die optische oder Transmissionselektronenmikroskopie von fixierten Zellschnitten. Für erstere

Methode eignen sich jedochper senur fluoreszenzaktive Partikel, üblicherweise handelt es

sich dabei um markierte "Beads".

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die reinen Metallpartikel nur lichtmikroskopisch,

die Al2O3-Pt-Partikel zusätzlich auch mit Elektronenmikroskopie untersucht.

5.6.1 Lichtmikroskopie

Man kann mit dem Auge und konventioneller Hellfeld-Mikroskopie bei starker Vergrößerung

die Aufnahme von Pd-, Pt- und Al2O3-Pt-Partikeln in A549-Zellen wahrnehmen. Die photo-

Abb. 8: A549-Zelle mit internalisierten Pt- (Bild A) und Pd-Partikeln (Bild B). Dunkle
Bildteile stellen die Partikel dar. Vergrößerung: 1000fach.

grafische Dokumentation dieser Beobachtungen erwies sich aber als ungleich schwieriger. Mit

den in Abb.8 gezeigten Aufnahmen lässt sich auf Papier ausgedruckt nur schlecht beurteilen,
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ob sich die als dunkle Punkte erkennbaren Partikel innerhalb der Zellen befinden oder nur an

deren Oberfläche adheriert sind.

Bei geringerer Vergrößerung ist auch direkt am Mikroskop eine Aussage zur Partikelinter-

nalisierung kaum mehr möglich. In Abb.9 wird ein typischer Zell-Monolayer mit Pd- bzw.

Al 2O3-Pt-Partikeln bei 200facher Vergrößerung gezeigt. Eine Internalisierung ist nur schlecht

erkennbar. Eine Ausnahme stellt die Aufnahme sehr großer Partikel dar, wie für die Pd-Partikel

im Bild A gezeigt.

Abb. 9: A549-Zell-Monolayer mit Pd- (Bild A) und Al2O3-Pt-Partikeln (Bild B). Pfeile
weisen in Abbildung A auf Zellen, die vermutlich Pd-Partikel aufgenommen haben.
Vergrößerung: 200fach.

Die extreme Heterogenität der Aufnahme in Zellen war für alle lichtmikroskopisch beob-

achteten Partikel auffallend. Nur eine geringe Zahl (geschätzt≤ 5 %) der Zellen internali-

sierten sichtbar überhaupt Partikel. Sie füllten dann aber einen großen Anteil des jeweiligen

Einzelzellvolumens aus. Diese Beobachtungen lassen sich leider nur schlecht dokumentieren

(Abb. 10), da entweder bei hoher Vergrößerung die tatsächliche Internalisierung sichtbar ist,

oder bei geringer Vergrößerung derselben Zellpopulation der Anteil vermutlich partikelhalti-

ger Zellen erkennbar wird.
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Abb. 10: Subkonfluentes A549-Zell-Monolayer mit reinen Pt-Partikeln.Die Zellen wur-
den 24 h mit den Partikeln inkubiert, dann abgewaschen und mikroskopiert.
(Phasenkontrast-Aufnahme, Vergrößerung: 200fach).

5.6.2 Video-unterstützte Lichtmikroskopie

Bei Versuchen mit dem vom Forschungszentrum Karlsruhe bereitgestellten Videomikrosko-

pie-System konnte mit Pd-Partikeln eine Serie von 90 Aufnahmen mit jeweils 10 s Abstand

erstellt werden, die zusammen einen 15 Sekunden dauernden Zeitrafferfilm ergeben. Der Film

kann gemeinsam mit der vorliegenden Dissertation vom Server der Universitätsbibliothek

Karlsruhe heruntergeladen werden und trägt die Bezeichnung "ZellerVideoMikroskopie.avi".

Im Film ist deutlich zu erkennen, dass eine A549-Zelle ein zirka 3µm großes Pd-Partikel

internalisiert hat. Im Zytoplasma der Zelle sind außerdem einige kleinere Partikel von zirka

0,5µm Durchmesser zu erkennen, die sich mit der Zytoplasmaströmung zielgerichtet bewe-

gen. Dies ist ein deutlicher Hinweis auf ihre Lokalisierung innerhalb der Zelle.

Aufgrund der äußerst aufwändigen Versuchsdurchführung kann das Videomikroskopie-Ver-

fahren leider nicht routinemäßig eingesetzt werden. Es beweist aber eindrucksvoll die Inter-

nalisierung der Partikel.
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5.6.3 Transmissionselektronenmikroskopie

Wenn Zellen tatsächlich Partikel internalisiert haben, müssten sie in den Mikrotomschnitten

der fixierten Harzpräparate vorzufinden sein. Dies war auch tatsächlich der Fall, ein Beweis

für die Internalisierung der Al2O3-Pt-Partikel durch A549-Zellen. Abb.11B und C zeigen bei-

spielsweise die Kernregion sowie das Zytosol einer A549-Zelle nach Inkubation mit Al2O3-

Pt-Partikeln. Endozytierte Al2O3-Pt-Partikel sind als kreisrunde elektronendichte, also dunkle,

Regionen zu erkennen. Auf dem Bild der Negativkontrolle (Abb.11A) sind diese elektronen-

dichten Stellen nicht zu sehen.

Abb. 11: Ultradünnschnitte durch A549-Zellen.Bild A: Kontrolle, Bild B: Kernregion nach
24 h Inkubation mit Al2O3-Pt-Partikeln, Bild C: Zytosol nach 24 h Inkubation mit
Al2O3-Pt-Partikeln. Jeweils zirka 100 nm dicke Schnitte nach Fixierung mit Glut-
araldehyd / OsO4, Einbettung in Spurr-Harz und Kontrastierung mit Uranylacetat.
Graue Bereiche im Bild C sind Mitochondrien. Vergrößerung 12000fach, Balken
geben 0,6µm an.

Bei der Betrachtung der TEM-Aufnahmen fiel jedoch auf, dass in der Mehrzahl der untersuch-

ten Ultradünnschnitte keine elektronendichten Stellen, also internalisierte Partikel, nachweis-

bar waren (nicht gezeigt). Das gemessen an der eingesetzten Partikelzahl seltene Auftreten

von Partikeln in Zellschnitten beruht wahrscheinlich auf der bereits beschriebenen inhomo-

genen Verteilung der Partikelaufnahme innerhalb der Zellpopulation. Außerdem könnte eine

apparative Einschränkung beteiligt sein. So sind für die TEM höchstens 100 nm dicke Zellsch-

nitte möglich, sonst können sie von dem Elektronenstrahl nicht durchdrungen werden. Beim

Schneiden dieser Ultradünnschnitte werden die harten Al2O3-Pt-Partikel unter Umständen

nicht mitgeschnitten, sondern werden vom Mikrotom-Messer aus den Harzblöcken "herausge-

drückt" und gehen wie vonHetlandet al. (2001) beschrieben, verloren. So können lediglich

in Ausnahmefällen vereinzelte, noch kleinere Partikel in den Schnitten nachgewiesen werden.
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Zusammengefasst ist die Aussagekraft der verwendeten lichtmikroskopischen Methoden be-

grenzt. Für einzelne Pt-, Pd- und Al2O3-Pt-Partikel konnte eine Internalisierung erkannt und

auch in begrenztem Umfang dokumentiert werden. So gelang sogar die Aufnahme eines Zeit-

rafferfilms von Pd-Partikel-Bewegungen innerhalb von Zellen. Eine Quantifizierung durch

Angabe eines "Phagozytose-Index", als Anteil partikelhaltiger Zellen an der Gesamtzellzahl,

war jedoch nicht möglich.

Auch die Transmissionselektronenmikroskopie von Zellschnitten nach Al2O3-Pt-Partikel-Ex-

position beweist deren Internalisierung, lässt aber keine detaillierte Aussage zu. Die einzige

denkbare Möglichkeit einer genaueren Untersuchung der Internalisierung von harten Partikeln

mit einem Durchmesser zwischen 0,5 und 1,5µm ist die Lichtmikroskopie von mehreren Mi-

krometer dicken Schnitten der in Harz fixierten Zellen (Schinset al., 2002). Leider stand eine

solche Methode beim Anfertigen der Arbeit nicht zur Verfügung.

Qualitativ betrachtet werden alle eingesetzten Partikelsorten von den A549-Zellen interna-

lisiert, die Partikelaufnahme ist jedoch ungleichmäßig über die Zellpopulation verteilt. Auf

Basis der lichtmikroskopischen Beobachtungen wurde geschätzt, dass zirka 1 % der Zellen

Partikel aufgenommen haben.

5.7 PGE-Gehalt von zellulärer DNA

Zur zuverlässigen Bestimmung der PGE-Konzentration in DNA wurde ein geeignetes Test-

system etabliert und optimiert. Es basiert auf einer schonenden und gleichzeitig schnellen

Methode zur DNA-Isolierung aus Zellen. Sie beruht auf einem weit verbreiteten Verfahren

und wurde so modifiziert, dass möglichst viele Proben parallel aufgearbeitet werden konnten.

Zum Testsystem gehört die anschließende Bestimmung der DNA-Ausbeute, die vollständige

Mineralisierung und die empfindliche Messung des PGE-Gehalts mit einem ICP-MS-Gerät.

5.7.1 DNA-Isolierung aus kultivierten Zellen

Die Zellen wurden mit den Prüfsubstanzen inkubiert und nach maximal 30 h wieder abge-

waschen. Dann wurden die Zellen von der Kulturschale abgelöst, die DNA mit dem unter

Abschnitt4.8.1beschriebenen Phenol-Chloroform-Verfahren isoliert und die Ausbeute pho-

tometrisch bestimmt.
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Die Quotienten A260/A280 sowie A260/A230 geben Aufschluss über die Reinheit der DNA. Rei-

ne, proteinfreie DNA hat ein Verhältnis A260/A280 ≥ 1,8 und ein Verhältnis A260/A230 ≥ 2,0.

Allerdings gibt es Zweifel an der Aussagekraft dieser photometrischen Methode (Wilfinger

et al., 1997). Eine eventuelle Verunreinigung mit Proteinen wurde daher zusätzlich mit dem

Bradford-Verfahren (siehe4.12.1) überprüft. Eine Kontamination mit RNA, z.B. durch unvoll-

ständigen Verdau mit RNAse, wurde durch RT-PCR (Reverse Transkriptase - Polymeraseket-

tenreaktion) nach dem inEhleben(2002) angegebenen Protokoll überprüft.

Mit der verwendeten Zellzahl von 7× 106 erbrachte die DNA-Isolierung durchschnittlich

108± 21 µg DNA mit einem Verhältnis A260/A280 von 1,83± 0,04 und einem Verhältnis

A260/A230 von 2,73± 0,25.

Kontaminationen durch Proteine oder RNA konnten auch mit dem Bradford-Proteinassay bzw.

RT-PCR (siehe4.12.1und 4.8.1) nicht nachgewiesen werden. Zu dieser Problematik muss

jedoch auf Punkt5.9verwiesen werden.

5.7.2 Bestimmung des PGE-Gehalts der Proben

Nach der Veraschung der Proben wurde ihr PGE-Gehalt gemessen. Dabei konnte trotz der

schwierigen Matrix mit hohem Salzgehalt eine robuste und sensitive ICP-MS-Methode eta-

bliert werden. Ihre instrumentelle Nachweisgrenze bei Massenauflösung R = 400 berechnet

über das 3σ-Kriterium nach DIN EN ISO 11885 lag bei 1,3 ng/l für Pt bzw. 3,3 ng/l für Pd.

Die relativen Standardabweichungen der aus den drei Isotopen gebildeten Mittelwerte der Ein-

zelmessungen für eine Probe lagen für 91 % der Proben unter 3 %, bei 39 % der Proben sogar

unter 1 % (Stübenet al., 2003).

Bei einer typischen Ausbeute der DNA-Isolierung aus 7× 106 Zellen von 108µg entspre-

chen die PGE-Konzentrationen der obengenannten Nachweisgrenzen zirka 20 Pt- bzw. 80

Pd-Addukten pro 108 DNA-Basenpaaren und damit 1200 bzw. 4800 Addukten pro Zelle.

5.7.3 Reine Pd- und Pt-Partikel

In Versuchen mit reinen Metallpartikeln wurde zunächst die grundsätzliche Durchführbarkeit

der Methode überprüft. Dazu wurden die Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen an

reinen, kommerziell erhältlichen Pt- und Pd-Partikeln inkubiert. Außerdem wurden sie für

verschiedene Zeiträume einer konstanten Konzentration an Pd-Partikeln ausgesetzt.
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Abb. 12: DNA-Addukte in A549-Zellen nach Inkubation mit reinen Pt- und Pd-
Partikeln. Graphik A: DNA-Addukte in A549-Zellen nach 24 h Inkubation mit Pt-
oder Pd-Partikeln. Graphik B: Zeitabhängigkeit der Adduktbildung normiert auf
24 h-Wert. Dargestellt sind Mittelwerte aus Dreifachbestimmungen, Fehlerbalken
stellen die Standardabweichung dar.

Abb. 12 A zeigt die konzentrationsabhängige Zunahme der Zahl der Metall-Addukte nach

24 h Inkubation von A549-Zellen mit Partikeln aus reinem Platin und reinem Palladium. Die

Suspensionen der reinen Metallpartikel sind sehr instabil. Sie neigen zur Agglomeration und

sedimentieren schnell, so dass eine präzise Dosierung schwierig ist.

Dennoch lässt sich ein deutlicher Zusammenhang zwischen eingesetzter Konzentration und

Adduktzahl sowohl mit Pt- als auch mit Pd-Partikeln erkennen. Die Ergebnisse konnten in

weiteren Versuchen bestätigt werden (Daten nicht gezeigt). Dabei fiel auf, dass Pd bei gleicher

Konzentration jeweils eine stärkere Wirkung als Pt erzeugte. Eine höhere Bioverfügbarkeit des

Palladiums wie vonSureset al. (2002) beschrieben, lässt sich wegen der unterschiedlichen

Teilchendurchmesser der Pt- und Pd-Partikel hieraus aber nicht ableiten.

Eine Zunahme der Adduktzahlen mit der Partikelkonzentration wäre wahrscheinlich auch ge-

geben, wenn die Addukte nicht aus der Inkubation mit den Partikeln selbst, sondern aus dem

Aufarbeitungsprozess resultieren würden. Vorstellbar wäre z. B. eine Verschleppung der Parti-

kel infolge unzureichendem Abwaschen der Zellen. Dass dies aber nicht der Fall ist, zeigt der

zeitliche Verlauf der Adduktbildung. Wie in Abb.12 B gezeigt wird, haben sich bereits nach

2 bis 4 h, 40 bzw 50 % der Addukte bezogen auf den 24 h-Wert gebildet, weitere 2 h später ist

der Anteil auf 100 % gestiegen.
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5.7.4 Al2O3-Pt-Modellpartikel

Die bisher verwendeten Metallpartikel sind, wie bereits in Abschnitt4.2beschrieben, nur sehr

bedingt geeignet, um Aussagen über das genotoxische Potenzial von tatsächlich aus Kataly-

satoren emittierten Partikeln zu treffen. Daher wurden alle weiteren Versuche mit den Al2O3-

Pt-Partikeln durchgeführt, die diesbezüglich eine hervorragendes Modell darstellen.
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Abb. 13: Konzentrationsabhängigkeit der Adduktbildung. A549-Zellen wurden 24 h mit
Al2O3-Pt-Partikeln inkubiert, anschließend die DNA isoliert und ihr Pt-Gehalt mit-
tels ICP-MS bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte aus Dreifachbestimmungen±
SD.

Konzentrationsabhängigkeit der Adduktbildung Die 24stündige Inkubation von A549-

Zellen mit 1 – 10µg Al2O3-Pt-Partikeln / cm2 führt, wie in Abb.13dargestellt, zur konzentra-

tionsabhängigen Bildung von zirka 700 bis über 5000 Pt-Addukten / 108 Basenpaaren. Damit

induzieren sie in den Zellen eine ähnlich große Zahl an Pt-DNA-Addukten wie die reinen Pt-

Metallpartikel, obwohl die Al2O3-Pt-Partikel nur zu 3 % (w/w) aus Pt bestehen. Das feiner

verteilte Platin der Katalysator-Modellpartikel ist also rund 30-mal besser bioverfügbar. Diese
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Zahl stimmt gut mit dem Löslichkeitsunterschied überein (siehe Punkt5.3).

Der große Einfluss der PGE-Partikelgröße auf die Bioverfügbarkeit und damit auch das geno-

toxische Potenzial macht deutlich, dass praxisrelevante Untersuchungen nur mit Modellparti-

keln erfolgen können, die den realen Katalysator-Partikeln weitestmöglich entsprechen.
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Abb. 14: Zeitabhängigkeit der Adduktbildung. Pt-Addukte an DNA von A549-Zellen nach
Inkubation mit konstanter Menge (5µg/cm2) Al2O3-Pt-Partikeln. Dargestellt sind
Mittelwerte aus Mehrfachbestimmungen (n = Anzahl der Bestimmungen), Fehler-
balken geben die Standardabweichung an. Die Werte bei 2 bis 30 h unterscheiden
sich signifikant von den Werten bei 0,03 h (= 2 min): Student’s t-Test jeweilsp ≤
0,006.

Zeitabhängigkeit der Adduktbildung Die in Abb. 14 dargestellten Daten zeigen die zeit-

abhängige Bildung von DNA-Addukten nach Inkubation von A549-Zellen mit Al2O3-Pt-Par-

tikeln. Auch hier kann daraus geschlossen werden, dass es sich bei den Pt-DNA-Addukten

nicht um experimentelle Artefakte handelt. Die Zunahme der Adduktzahl geschieht innerhalb

der ersten beiden Stunden sehr schnell und verlangsamt sich dann. Die Werte nach 2 h In-

kubation unterscheiden sich statistisch nicht mehr signifikant3 von den folgenden. Man kann

3Student’s t-Testp≥ 0,08.
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von der Bildung einer Art "Plateau" sprechen. Über die Ursache für diese Sättigung der Ad-

duktbildung kann nur spekuliert werden. Möglicherweise werden die Addukte von zellulären

Systemen repariert, und es bildet sich ein Fließgleichgewicht zwischen Adduktentstehung und

Reparatur. Vorstellbar wäre aber auch die Sättigung eines aktiven Pt-Transports bzw. einer

passiven Pt-Wanderung zum Kern. Die Plateaubildung lässt sich nicht mit einer Zunahme der

DNA-Menge und daraus resultierender Abnahme des Verhältnisses Pt/DNA im Verlauf des

Zellzyklusses erklären. Die isolierte DNA-Menge bleibt im Versuchsverlauf praktisch kon-

stant.

5.7.5 Gelöste Platinspezies

Der Vergleich zwischen partikulären und gelösten Pt-Spezies war ein entscheidender Punkt

der Arbeit. So wurde untersucht, ob die nachgewiesenen Pt-Addukte aus einer Internalisie-

rung der Partikel oder aus der Aufnahme bereits gelöster Spezies in die Zellen resultieren.

Als lösliche Platinverbindungen wurden Cisplatin sowie Platintetrachlorid (PtCl4) eingesetzt.

Das Pt-Atom im Cisplatin-Molekül hat die Oxidationsstufe +2, während Pt in Platintetrachlo-

rid vierwertig ist und damit der vermutlichen Oxidationsstufe des oxidierten Platinanteils in

tatsächlich von Katalysatoren emittierten Partikeln entspricht (Schlöglet al., 1987). Pt4+ kann

im Körper z. B. durch Glutathion (GSH) zu Pt2+ reduziert werden und wird für die Anwen-

dung in neuen, oral einsetzbaren Platin-Medikamenten getestet (Natile und Coluccia, 2001).

Die bei der Partikel-Auflösung entstehenden Pt-Spezies könnten sich aber auch vom PtCl4

unterscheiden. Aus diesem Grund wurde zusätzlich ein Versuch mit bereits gelösten Al2O3-

Pt-Partikeln durchgeführt. Dazu wurden, wie in Abschnitt4.3.2beschrieben, Zellen mit dem

Zentrifugationsüberstand von Partikel-Lösungsversuchen (5µg/cm2) inkubiert und nach 24 h

analog den unter Punkt5.7.4 beschriebenen Versuchen die DNA isoliert und ihr Pt-Gehalt

gemessen.

Die in Abb. 15 dargestellten Resultate zeigen, dass die nach Partikelexposition gemessenen

Adduktzahlen erst nach Inkubation mit sehr großen Konzentrationen an gelöstem PtCl4 er-

reicht werden (siehe Abb.13 und 14). Eine 1 mM Lösung erzeugt ungefähr genauso viele

Pt-DNA-Addukte wie 10µg Al2O3-Pt-Partikel / cm2. Im Fall der Partikel enthält das Zellkul-

turmedium dann aber nur 136 nmol Pt/l, also rund 7400 mal weniger (siehe Kapitel5.3).

Der Zentrifugationsüberstand, also das gelöste Platin aus den Partikeln, induzierte lediglich

145 Addukte / 108 Basenpaare. Das ist in Übereinstimmung mit den weiter oben angeführ-
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ten Resultaten ein deutlicher Hinweis darauf, dass der überwiegende Teil der Pt-Addukte an

die DNA aus einer Partikelinternalisierung und nicht aus der Aufnahme bereits gelöster Me-

talle herrührt. Die Endozytose ist also ein wesentlicher Aspekt der Toxizität von Pt-haltigen

Partikeln.

Der Einfluss der eingesetzten Pt-Spezies zeigt sich auch beim Vergleich mit Cisplatin. Die

24stündige Inkubation der Zellen mit einer 10µM Cisplatin-Lösung induziert zirka 1000 Ad-

dukte / 108 Basenpaare. Das ist mehr als das Zwölffache der Werte beim PtCl4, vermutlich

weil die ungeladenen Cisplatin-Moleküle besser als die Pt-Ionen durch die Zellmembran dif-

fundieren können.
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Abb. 15: Pt-DNA-Addukte in A549-Zellen nach 24 h Inkubation mit gelöstem PtCl4 und
Cisplatin bzw. Zentrifugationsüberstand aus Partikel-Löslichkeitsversuchen.
Gezeigt sind Mittelwerte aus Dreifachbestimmungen, Fehlerbalken stellen die Stan-
dardabweichung dar. Man beachte die halblogarithmische Darstellung.
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5.8 Resistenz der Addukte gegenüber Zyanid

Die bisher beschriebenen Ergebnisse zeigen eine konzentrations- und zeitabhängige Indukti-

on von DNA-Addukten durch PGE-haltige Partikel. Allerdings lassen sie offen, auf welche

Art und Weise die Metalle an DNA gebunden sind. Vorstellbar wären z. B. eine kovalente

Bindung, oder eine elektrostatische Wechselwirkung der Metallkationen mit dem polyanio-

nischen DNA-Rückgrat (Clarkeet al., 1999). Es ist für die toxikologische Beurteilung von

entscheidender Relevanz, Aussagen über die Bindungsart treffen zu können.

Aus Versuchen mit dem Chemotherapeutikum Cisplatin ist bekannt, dass Platinaddukte an die

DNA teilweise äußerst stabil sind und nur durch sehr starke Nukleophile wieder von ihr abge-

löst werden können. Die dazu verwendeten Zyanid-Ionen CN− bilden mit Platin den extrem

stabilen Komplex [Pt(CN)4]2− (Ks =1041). Bei den hier vorgestellten Untersuchungen wurde

daher ein Vergleich zwischen den sehr genau charakterisierten Cisplatin-DNA-Addukten und

den durch Partikel induzierten Addukten durchgeführt (Jamieson und Lippard, 1999; Bauer

et al., 1978).

Zu diesem Zweck wurden Zellen mit Cisplatin oder den Al2O3-Pt-Partikeln inkubiert, die

DNA isoliert und anschließend mit Zyanid umgesetzt. Entstandene Zyanid-Pt-Komplexe wur-

den abgewaschen und der Rest-Platingehalt der DNA mit ICP-MS quantifiziert (siehe4.9).

Die Methode konnte etabliert und entsprechende Experimente erfolgreich durchgeführt wer-

den. Die Zyanid-Ionen führten nicht zu photometrisch messbaren Schäden der DNA. Auch

den Literaturangaben zufolge wird DNA nicht durch CN− angegriffen und es entstehen keine

Schäden wie z.B. Strangbrüche (Olinski et al., 1992).

Abb. 16 demonstriert die Resistenz der Addukte gegenüber Zyanid-Ionen. Wie vonLemaire

et al. (1991) beschrieben sind die verschiedenen Cisplatin-DNA-Addukte teilweise von enor-

mer Stabilität gegenüber nukleophilen bzw. komplexbildenden Reagenzien. Selbst in mehr

als 160 mM Zyanidlösung lassen sich nur maximal 40 % der Addukte von der DNA ablö-

sen. Vermutlich ist ein nukleophiler Angriff durch CN–-Ionen auf bestimmte Addukte von den

exozyklischen Sauerstoffatomen benachbarter Thyminbasen sterisch gehemmt (Frommer und

Lippert, 1990). Die Kurve zeigt bei 100 mM einen Knick; das bestätigt mit ähnlichen CN−-

Konzentrationen (200 mM) erzielte Ergebnisse, denen zufolge die verschiedenen Cisplatin-

Addukte auch unterschiedlich resistent gegenüber Zyanid sind (Decovilleet al., 1993).

Bei den aus Al2O3-Pt-Partikel-Exposition resultierenden Addukten bietet sich ein anderes

Bild. Ein deutlich größerer Anteil der Addukte kann abgelöst werden, aber auch hier verbleibt
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ein Rest von zirka 20 % nach Inkubation in 166 mM CN− an der DNA. Dieser Teil der Ad-

dukte ist also ähnlich resistent gegenüber Zyanid wie die Cisplatin-Addukte. Der Verlauf der

als graue Linie dargestellten Kurve ist im Anfangsbereich bis 20 mM CN− deutlich steiler als

beim Cisplatin und knickt dann ab. Das deutet darauf hin, dass auch hier mindestens zwei ver-

schiedene Addukte gebildet werden: ein gegen CN− relativ empfindliches und ein stabileres,

das aber bei Weitem nicht so persistent wie das entsprechende Cisplatin-Addukt ist. Um die

Addukte näher zu charakterisieren, wurden Experimente mit dem Komplexbildner Ethylendia-

mintetraacetat (EDTA) und dem im Gegensatz zum "harten" Zyanid "weichen" Nukleophil

Thioharnstoff durchgeführt. Sie erbrachten leider keine befriedigenden Ergebnisse.

Das Vorhandensein von mindestens zwei verschiedenen Addukten könnte jedoch mit Hilfe

von NMR-Spektroskopie der195Pt- bzw. 1H-Kerne näher aufgeklärt werden (Hartwig und

Lippard, 1992; Comesset al., 1990).
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Abb. 16: Resistenz der Addukte aus Cisplatin- und Al2O3-Pt-Partikel-Exposition der
Zellen gegenüber CN−. Adduktierte DNA wurde aus Zellen isoliert, mit CN– be-
handelt und nach dem Abwaschen der Zyanid-Pt-Komplexe das verbleibende Pt mit
ICP-MS bestimmt. Dargestellt sind die Ergebnisse je eines Versuchs; vergleichbare
Effekte wurden in Wiederholungsversuchen beobachtet.
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Die angeführten Resultate lassen zusammengefasst den Schluss zu, dass es nach Cisplatin-

und Partikelexposition der Zellen jeweils zur Bildung verschiedener Addukte kommt. In bei-

den Fällen ist aber mindestens eine Fraktion dieser Addukte vollkommen resistent gegenüber

einem nukleophilen Angriff durch Zyanid-Ionen. Insgesamt sind die Partikel-induzierten Ad-

dukte deutlich empfindlicher gegenüber CN– als die Cisplatin-Addukte.

5.9 Bindungsort an der DNA

Etwa 80 % der Cisplatin-DNA-Addukte betreffen die Purinbasen Desoxyguanin und Desoxya-

denin. Um eine mögliche Basenspezifität der durch Al2O3-Pt-Partikel entstandenen Addukte

zu untersuchen, wurde die DNA enzymatisch verdaut, auf der Nukleosidebene mit HPLC ge-

trennt und der Pt-Gehalt im Eluat gemessen4.

Wie Fichtinger-Schepmanet al. (1985) mit Hilfe von präparativer HPLC in Kombination mit

AAS herausgefunden haben, kommt es im Fall einerin vitro Umsetzung von Kalbsthymus-

DNA mit Cisplatin hauptsächlich zur Bildung von folgenden Addukten: dG-Pt-dG (50 %) und

dA-Pt-dG (28 %), sowie zu einer Reihe weiterer Addukte mit Anteilen unter 10 %. Wegen der

vergleichsweise geringen Empfindlichkeit der AAS musste bei diesen Experimenten jedoch

DNA verwendet werden, die 3,2× 106 Pt-Addukte / 108 Basenpaare enthielt. Durch Anwen-

dung von ICP-MS anstelle von AAS waren immer noch 2× 106 Pt-Addukte / 108 Basenpaare

für eine Bestimmung nötig (Morrison et al., 1993). Erst durch Einsatz radioaktiver Isotope

und RP-HPLC (RP = Umkehrphase) konnte der für die Analyse benötigte Pt-Gehalt der DNA

auf 50 000 Addukte / 108 Basenpaare erniedrigt werden (Eastman, 1983). Auch für zelluläre

DNA konnte mit der Radioisotopenmethode eine Adduktcharakterisierung erfolgen (Eastman,

1991).

Bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen wurden keine radioaktiven

Isotope eingesetzt, doch bestand die Hoffnung, mit moderner ICP-MS-Technologie die Nach-

weisgrenze für diese Art von Experiment deutlich zu senken. Dazu wurde eine Kombination

der Trennmethode von Eastman (RP-HPLC) mit einem hochauflösenden ICP-MS-Gerät an-

gewandt.

In Vorversuchen zeigte sich jedoch, dass die Empfindlichkeit des ICP-MS-Verfahrens nicht

ausreicht, um den Platingehalt direkt im Eluat zu messen. Daher wurden Fraktionen mit je-

4In diesem Kapitel verwendete Abkürzungen: dA = Desoxyadenosin, dC = Desoxycytidin, dG = Desoxygua-
nosin, dT = Desoxythymidin, rA = Adenosin, rC = Cytidin, rG = Guanosin, rU = Uridin.
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weils gleicher Retentionszeit vereinigt und durch Trocknen bei 80°C aufkonzentriert. Die

Retentionszeiten der Nukleoside waren, wie aus Tab.5 zu erkennen, ausreichend konstant um

diese Vorgehensweise, genannt "Poolen", zu erlauben. Die Verwendung des flüchtigen Puffers

Ammoniumacetat erniedrigte dabei die Salzbelastung der ICP-MS-Anlage. Bei einer Salzkon-

zentration≥ 0,5 % muss deren Einlasssystem sonst unverhältnismäßig oft gereinigt werden,

und es kann zu Matrixeffekten kommen. Eine eventuell verringerte Messpräzision durch den

erhöhten Salzgehalt wäre am Signal des internen Standards erkennbar.

5.9.1 Chromatographisches System

Die Nukleoside wurden mit einem Gynkotek-HPLC-System an einer Eurospher 100 RP-18–

Säule isokratisch getrennt. Als Eluent wurde ein NH4Ac-Puffer / Methanol-Gemisch verwen-

det. Die Peakreinheit wurde über das optische Absorptionsverhältnis bei 254 und 280 nm

bestimmt.

Tabelle 4:Retentionszeiten und Absorptionsverhältnisse der Referenzsubstanzen.Re-
tentionszeit = tret (in Minuten), Variationskoeffizient = VK (in %), optisches Ab-
sorptionsverhältnis = A254 / 280(Wellenlängen in nm), Abkürzungen der Nukleosi-
de siehe Abkürzungsverzeichnis.

Peak tret (min) VK (%) A254 nm / 280 nm VK (%)

rC 3,33 0,41 0,94 0,94

rU 3,58 1,37 1,97 6,05

dC 3,62 0,49 0,89 0,81

Salz 3,97 0,40 2,15 15,36

rG 4,37 0,85 1,55 1,23

dG 5,04 0,73 1,61 2,07

dT 5,45 0,61 0,98 8,63

rA 7,58 1,17 3,70 7,84

dA 9,61 1,14 3,93 2,01

Die in Tab.4 dargestellten Daten veranschaulichen die Reproduzierbarkeit der Retentionszei-

ten (Variationskoeffizient≤ 2 %) und Absorptionsverhältnisse der Nukleosid-Standards. Das

gewählte System ist zur Trennung der Deoxyribonukleoside hervorragend geeignet. Selbst

die beiden am schlechtesten getrennten Desoxyribonukleosid-Peaks dG und dT eluieren mit
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25 s Abstand voneinander. Das Salz stammt aus dem Verdau sowie aus dem Rücksäuerungs-

Schritt.

Auch nach Inkubation mit Cisplatin änderte sich die Retentionszeit der Nukleosidstandards

nicht (Daten nicht gezeigt). Ein Einfluss von gebundenem Platin auf das chromatographische

Verhalten der Nukleoside ist also nicht gegeben.

5.9.2 Enzymatischer Verdau

Wie die in Abb.17 dargestellten Chromatogramme zeigen, gelang sowohl bei Kalbsthymus-

DNA als auch bei aus A549-Zellen isolierter DNA der enzymatische Verdau in einzelne Nu-

kleoside und deren chromatographische Trennung. Die einzelnen Nukleoside wurden anhand

von Kochromatographie mit Vergleichssubstanzen und anhand ihrer Absorptionsverhältnisse

bei 254/280 nm identifiziert. Tab.5 gibt einen Überblick der chromatografischen Daten der

einzelnen Nukleoside aus dem Verdau von DNA im Vergleich mit kommerziellen Nukleosid-

standards.

Mehrere Autoren berichten von einer Deaminase-Kontamination der käuflichen alkalischen

Phosphatase (Singhal und Landes, 1988; Gehrkeet al., 1984; Iwasakiet al., 1985). Die wäh-

rend dieser Arbeit benutzte Charge des Enzyms wurde daraufhin überprüft, eine entsprechende

Kontamination war nicht nachweisbar (Daten nicht gezeigt).

Abb. 17: HPLC-Chromatogramme. Graphik A: Kalbsthymus-DNA, Graphik B: A549-
DNA, isoliert mit der unter4.8.1beschriebenen Phenol-Chloroform-Methode. Man
beachte die zusätzlichen Ribonukleosid-Peaks im Chromatogramm B. Abkürzungen
der Nukleoside siehe Abkürzungsverzeichnis.
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Auftreten von Ribonukleosiden Wie man aus Abb.17A und B erkennen kann, enthält die

mit der in Abschnitt4.8.1beschriebenen Methode aus Zellen isolierte DNA im Vergleich zur

gekauften DNA zusätzliche Peaks. Sie konnten anhand von Retentionszeit und photometri-

schem Absorptionsverhältnis bei 254/280 nm als Ribonukleoside identifiziert werden. Trotz

der mehrfach mit RT-PCR durchgeführten Untersuchungen auf RNA (alle negativ), enthält

die aus A549 isolierte DNA also Ribonukleoside. Ein aus dem Verdau resultierender Artefakt

konnte ausgeschlossen werden, da die Ribonukleoside weder beim Verdau von Kalbsthymus-

DNA, noch bei der Inkubation von Referenz-Nukleosiden mit den Verdauenzymen auftraten

(Daten nicht gezeigt). Offensichtlich hat das bei der Aufarbeitung der Zellen verwendete En-

zym RNAse die zelluläre RNA soweit abgebaut, dass mit RT-PCR keine hochmolekulare RNA

mehr nachweisbar war. Bei der anschließenden Ethanolfällung wurden, in Widerspruch zu An-

gaben in der Literatur, wohl Abbauprodukte der RNAse verschleppt (Sambrooket al., 1989;

Mülhardt, 2002). Sie konnten erst mit Hilfe der HPLC nachgewiesen werden.

Das Verhältnis DNA / RNA-stämmiger Nukleoside wurde anhand des Peakflächenverhältniss-

es der beiden am besten getrennten Nukleoside dA / rA quantifiziert. Dabei zeigte sich, dass

bei typischen Versuchen zirka 50 % der isolierten Nukleinsäure-Menge aus RNA bestand.

Bezüglich der Konsequenzen aus diesen Ergebnissen sei auf Punkt5.10verwiesen.

Tabelle 5:Retentionszeiten und Absorptionsverhältnisse der Nukleosidstandards im
Vergleich zu Verdauprodukten aus zellulärer DNA. Std. = Nukleosidstandard,
Retentionszeit = tret (in Minuten), Variationskoeffizient = VK (in %), optisches Ab-
sorptionsverhältnis = A254 / 280(Wellenlängen in nm), weitere Abkürzungen siehe
Abkürzungsverzeichnis.∆ = Differenz der beiden jeweils links nebenstehenden
Werte in %.

Peak tretStd. (min) tretProbe (min) ∆ (%) A254/280Std A254/280Probe ∆ (%)

rC 3,33 3,29 -1,27 0,94 0,84 -11,75

rU 3,58 3,50 -2,33 1,97 1,74 -12,13

dC 3,62 3,61 -0,33 0,89 0,94 5,13

Salz 3,97 4,00 0,77 2,15 2,14 -0,28

rG 4,37 4,30 -1,79 1,55 1,64 5,34

dG 5,04 4,96 -1,72 1,61 1,63 0,98

dT 5,45 5,38 -1,44 0,98 1,02 4,27

rA 7,58 7,40 -2,43 3,70 3,79 2,53

dA 9,61 9,37 -2,52 3,93 3,92 -0,22
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5.9.3 Platinverteilungsmuster

Der Pt-Gehalt der HPLC-Fraktionen wurde bestimmt, um eine eventuelle basenspezifische Pt-

Adduktbildung nachzuweisen. Vom Cisplatin ist eine solche Spezifität für dG und dA bekannt.

Für A549-DNA, die nach 24stündiger Inkubation der Zellen mit 5µg/cm2 Al 2O3-Pt-Partikeln

isoliert und verdaut wurde, zeigt Abb.18 in einem kombinierten Diagramm die HPLC-Spur

und die Pt-Konzentration der jeweils 30 sekündigen Eluatfraktionen. Wie unter Punkt5.9

bereits erläutert, mussten die aus dem Eluat der HPLC geschnittenen Fraktionen vor der ICP-

MS-Messung gepoolt werden. Dadurch stiegen leider auch die Pt-Untergrundwerte an. Trotz-

dem ist für die Nukleoside Adenin (rA) und Desoxyadenin (dA) ein leicht erhöhter Pt-Gehalt

erkennbar. Der Großteil des Platins eluiert unmittelbar nach dem Leervolumen der Säule und

überdeckt so auch eine mögliche Pt-Anreicherung beim Desoxyguanin-Peak.

Zum Vergleich ist in Abb.19 das Pt-Elutionsmuster nachin vitro Umsetzung von Kalbsthy-

mus-DNA mit Cisplatin zu sehen. Auch in diesem Fall ist gleichzeitig mit dem Desoxyadenin-

und dem Desoxyguanin-Peak eine leichte Zunahme des Pt-Gehalts im Eluat zu beobachten,

während erneut der Großteil des Platins kurz nach dem Leervolumen eluiert.

Im Gegensatz zu den erhofften Resultaten mit einem spezifisch einzelnen Nukleosidpeaks

zugeordneten Platinmuster verändert sich also der Metallgehalt der einzelnen Fraktionen so-

wohl bei den Al2O3-Pt-Partikeln als auch bei Cisplatin / Kalbsthymus-DNA relativ kontinu-

ierlich. Der Großteil der Pt-Menge eluiert im bzw. kurz nach dem Leervolumen des HPLC-

Laufs, wenig akzentuierte Pt-Anreicherungen finden sich bei dem Deoxyadenosinpeak der

Kalbsthymus-DNA sowie den rA und dA-Peaks der A549-DNA. Für dieses Muster des Pt-

Gehalts der Fraktionen bieten sich drei mögliche Erklärungen an:

• Der Nukleotid-Verdau durch die alkalische Phosphatase wird durch Pt gehemmt. Da-

durch würden die Nukleotide zumindest teilweise nicht in die Nukleoside verdaut wer-

den und früher eluieren (Mueller und Holler, 1989).

• Der enzymatische Verdau wird durch Pt-Addukte nicht gehemmt, die enstandenen mo-

difizierten Addukte haben aber eine veränderte Retentionszeit. Weil ihr Anteil an der

Gesamt-Nukleosidmenge sehr klein (≤ 0,01 %) ist, lassen sie sich mit dem UV-Vis-

Detektor der HPLC nicht nachweisen oder werden überdeckt, wohl aber mit der emp-

findlicheren ICP-MS. Die Veränderung der Retentionszeit würde aber den Ergebnissen

der Vorversuche mit Cisplatin und Nukleosidstandards widersprechen (siehe5.9.1).
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• Die Bindung zwischen Pt und Nukleosid wird durch den enzymatischen Verdau gelöst,

und das Platin freigesetzt. Dieses Verhalten konnte im Fall von Cisplatin jedoch nicht be-

obachtet werden, und über die enzymatische Spaltung einer Metall-Nukleosid-Bindung

gibt es auch keine Berichte in der Literatur.

Zusammenfassend ist die offline mit der ICP-MS gekoppelte HPLC-Methode zu unempfind-

lich um den Pt-Gehalt der einzelnen DNA-Nukleosidfraktionen zu bestimmen. Vermutlich ist

der Anteil der Pt-modifizierten Nukleoside an der Gesamtnukleosidmenge zu gering.

60



5 Ergebnisse und Diskussion

Abb. 18: Pt-Gehalt in Fraktionen der präparativen HPLC. A549-Zellen wurden 24 h mit
5 µg/cm2 Al2O3-Pt-Partikeln inkubiert, die DNA isoliert und zu den Nukleosiden
verdaut. Der mit ICP-MS bestimmte Pt-Gehalt der Fraktionen bezieht sich auf vier
vereinigte HPLC-Läufe.

Abb. 19: Pt-Gehalt in Fraktionen der präparativen HPLC. Kalbsthymus-DNA wurde mit
Cisplatin (100 mM, 24 h) umgesetzt, anschließend zu den Nukleosiden verdaut und
mit präparativer HPLC getrennt. Der Pt-Gehalt der 30 s-Fraktionen wurde durch
ICP-MS bestimmt.
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5.10 DNA-Isolierung mit der QIAGEN -Methode

Die unter5.9beschriebenen Versuche wurden zeitlich nach den unter5.7.4und5.8beschrie-

benen Versuchen durchgeführt. Die überraschenden Ergebnisse bezüglich des Vorkommens

von RNA-Abbauprodukten stellten das postulierte Auftreten von Pt-DNA-Addukten in Frage.

Es wäre auch möglich, dass es sich bei dem gemessenen Pt-Gehalt der aus Zellen isolierten

Nukleinsäuren um RNA-Addukte handelt. Daher wurde zur Isolierung der DNA und Quanti-

fizierung der DNA-Addukte zusätzlich das kommerzielleQIAGEN-System verwendet.

Mit diesem Verfahren ließen sich aus der gleichen Anzahl von Zellen wie bei der Phenol-

Chloroform-Methode durchschnittlich 35,6± 14,2µg DNA mit einem optischen Absorpti-

onsverhältnis A260/A280 von 1,62± 0,17 sowie A260/A230 von 1,89± 0,41 isolieren. Das ist

leider nur1/3 der mittels Phenol-Chloroform-Methode erzielbaren Menge und auch die pho-

tometrischen Werte der mit demQIAGEN-Kit erzeugten DNA sind deutlich schlechter. Die

so isolierte DNA enthält demnach mehr Salze und Proteine. Geht man aber davon aus, dass

die mit dem ursprünglichen Verfahren isolierten Nukleinsäuren zur Hälfte aus RNA bestehen,

relativieren sich diese Zahlen. Gravierende Nachteile desQIAGEN-Verfahrens sind jedoch

der 20 mal höhere Preis und der Platin-Hintergrundwert der Säulen (Abb.21).

Aus dem in Abb.20 dargestellten Chromatogramm ist der niedrige Ribonukleosid-Gehalt der

mit demQIAGEN-Verfahren isolierten DNA ersichtlich, er liegt bei unter 5 %. Gleichzeitig

kommt es zu einer konzentrationsabhängigen Bildung von Pt-DNA-Addukten nach Inkubati-

on von A549-Zellen mit Al2O3-Pt-Partikeln (Abb.21). Ihre Zahl ist etwa halb so hoch wie bei

den in Abschnitt5.7.4gezeigten Versuchen nach Phenol-Chloroform-Isolierung. Vermutlich

kommt es also auch zur Bildung von RNA-Pt-Addukten, sie wurden jedoch im Rahmen dieser

Arbeit nicht näher untersucht.

Durch die Versuche mit dem kommerziellen DNA-Isolierungs-Kit ist jedoch nachgewiesen,

dass es sich bei den bisher beschriebenen Addukten tatsächlich auch um DNA-Addukte han-

delt. Aus den Daten ist aber auch ersichtlich, dass aus demQIAGEN-Verfahren ein erhöhter

Platin-Blindwert resultiert. Die FirmaQIAGEN verneinte auf Anfrage jedoch die Verwendung

platinhaltiger Substanzen bei der Produktion der Säulen.
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Abb. 20: Nukleosidzusammensetzung der mit demQIAGEN -System isolierten zellulären
DNA. A549-DNA wurden nach demQIAGEN-Protokoll isoliert, zu den Nukleosiden
verdaut und mit HPLC getrennt.
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Abb. 21: Konzentrationsabhängige Bildung von Pt-Addukten an A549-DNA.Die Zellen
wurden 24 h lang mit 1 – 10µg/cm2 Al2O3-Pt-Partikeln inkubiert, dann nach dem
QIAGEN-Protokoll isoliert und der Pt-Gehalt der DNA mit ICP-MS bestimmt. Dar-
gestellt sind Mittelwerte aus Dreifachbestimmungen± SD.
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5.11 Intrazelluläre Verteilung des Platins

Ein wichtiges Kriterium für die Beurteilung der toxischen Effekte der untersuchten Partikel ist

die eventuelle Wechselwirkung mit zellulären Proteinen und die intrazelluläre Verteilung der

Platin-Spezies.

Das etablierte Verfahren zur Unterscheidung von Kern- und Zytoplasmaproteinen vonHart-

mann und Hartwig(1998) wurde auf die Al2O3-Pt-Partikel und gelöstes PtCl4 erfolgreich

angewandt. Im Unterschied zu der unter Abschnitt5.8und5.9beschriebenen genaueren Un-

tersuchung der Pt-Wechselwirkung mit DNA kann bei zellulären Proteinen nur der Gesamt-

Platingehalt als "Summenparameter" bestimmt werden, da es sich um eine extrem inhomoge-

ne Substanzgruppe handelt.

Mit dem angewandten Verfahren konnten aus 7× 106 Zellen jeweils zirka 50 – 100µg Zell-

kernproteine sowie zirka 1000µg Zytoplasmaproteine isoliert werden (Angaben bezogen auf

BSA). Die Pt-Gehalte dieser beiden Fraktionen wurden mit der Graphitrohr-AAS bestimmt.

Al 2O3-Pt-Partikel Während nach 24stündiger Inkubation der Zellen mit Partikeln für die

Kernproteinfraktion eine konzentrationsabhängige Zunahme des Pt-Gehalts gemessen werden

konnte, blieben die entsprechenden Werte für die zytosolischen Proteine weitgehend konstant

(Abb. 22). Dadurch ändert sich mit steigender Pt-Konzentration das Verhältnis Kernprotein-

gebundenes Pt zu Zytosolprotein-gebundenem Pt5. Für NiCl2 und partikuläres NiO wurden

ähnliche Beobachtungen bereits vonSchwerdtle(2002) beschrieben.

Pt ist bei niedrigen Partikelkonzentrationen etwa gleichmäßig auf die Zytosol- bzw. Kernfrak-

tion verteilt, die Inkubation mit einer hohen Partikeldosis führt dagegen zur Anreicherung des

Platins in der Zellkernproteinfraktion. So befindet sich nach Inkubation mit 1µg/cm2 Mo-

dellpartikeln 60 % des Platins in der Kernfraktion, nach Inkubation mit 5µg/cm2 dagegen

75 %. Dieser Zusammenhang deutet in Einklang mit der Literatur auf eine Anreicherung von

endozytierten Partikeln in Kernnähe, gefolgt von einer Diffusion gelöster Pt-Spezies in den

Zellkern (Hesterberget al., 1986; Wagner und Hynes, 1982).

5Bezieht man die Pt-Konzentration auf das Zell- bzw. Kernvolumen ergibt sich qualitativ das gleiche Ergebnis.
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Abb. 22: Pt-Gehalt der zellulären Proteinfraktionen nach Exposition gegenüber Al2O3-
Pt-Partikeln. A549-Zellen wurden 24 h mit 1 – 5µg Al2O3-Pt-Partikeln / cm2 in-
kubiert, anschließend die Zytosol- und Kernproteine isoliert und deren Pt-Gehalt mit
AAS bestimmt. Angaben sind bezogen auf die Proteinmenge (BSA) nach Bradford.
Dargestellt sind Mittelwerte aus Dreifachbestimmungen± SD.

Gelöstes Platintetrachlorid Um, wie bei der Untersuchung der DNA-Adduktbildung, zwi-

schen endozytiertem und gelöst aufgenommenem Platin vergleichen zu können, wurden Ver-

suche mit PtCl4 durchgeführt.

Wie Abb.23deutlich macht, zeigen sich dabei grundsätzliche Unterschiede. Am auffälligsten

ist, dass sich der Hauptanteil (78 bis 94 %) der gelöst in die Zelle aufgenommenen Pt-Spezies

im Zytosol fand, während Pt aus endozytierten Partikeln, wie oben gezeigt, vermehrt in der

Kernproteinfraktion auftauchte (nur 15 bis 41 % im Zytosol). Außerdem blieb der Pt-Gehalt

nach PtCl4-Inkubation im Zytosol nicht wie bei den Al2O3-Pt-Partikeln weitgehend konstant,

sondern stieg mit der eingesetzten Konzentration an. Dieses Verhalten war für gelöste Sub-

stanzen zu erwarten.

Mit PtCl4 wurden auch Versuche zur Zeitabhängigkeit der intrazellulären Pt-Verteilung im In-

tervall 24 bis 48 h durchgeführt. Die in Abb.23dargestellten Ergebnisse zeigen für beide Pro-

teinfraktionen einen mit längerer Inkubationsdauer zunehmenden Pt-Gehalt. Der Anstieg ist

bei der Kernproteinfraktion drei- bis viermal stärker ausgeprägt als bei den Zytosol-Proteinen.

Man kann daher von einer "Wanderung" in Richtung Zellkern sprechen.
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Abb. 23: Pt-Gehalt der zellulären Proteinfraktionen nach Exposition gegenüber gelös-
tem PtCl4. A549-Zellen wurden 24 und 48 h mit gelöstem PtCl4 inkubiert, an-
schließend die Zytosol- und Kernproteine isoliert und deren Pt-Gehalt mit AAS be-
stimmt. Graphik A: Inkubation mit 66,8µM (entsprechend 3µg Pt / cm2) Graphik
B: Inkubation mit 111,3µM (entsprechend 5µg Pt / cm2). Angaben sind bezogen
auf die Proteinmenge (BSA) nach Bradford. Dargestellt sind Mittelwerte aus Drei-
fachbestimmungen± SD.

Vergleicht man die Al2O3-Pt-Partikel und das gelöste Platin auf der Ebene der eingesetzten

und der gemessenen Pt-Konzentrationen, so wird wie schon bei der DNA-Adduktbildung deut-

lich, dass Platin aus den Partikeln erheblich besser bioverfügbar ist (siehe Abschnitt5.7.5).

Die gesamte Pt-Menge aus 5µg/cm2 Partikelkonzentration ergäbe im Kulturmedium ledig-

lich eine 4,6µM-Lösung und erzeugt doch 0,08 ng Pt /µg Kernprotein. Hingegen war mehr

als 100µM gelöstes PtCl4 notwendig um vergleichbare Pt-Gehalte in den Zytosolfraktionen

hervorzurufen.

Eine Erklärung für die beobachteten Phänomene findet sich in dem postulierten Mechanismus

der Endozytose. Wenn partikuläres Platin innerhalb von Vakuolen in Kernnähe transportiert

würde, wäre eine lokale Anreicherung in der Kernproteinfraktion denkbar (Hesterberget al.,

1986; Wagner und Hynes, 1982). Durch den Einschluss in die Vakuolen wäre außerdem ein

Austausch mit dem Zytoplasma gehemmt und dessen geringerer Pt-Gehalt erklärbar.

Der relativ konstante Pt-Gehalt der zytosolischen Proteine nach Inkubation mit partikulärem

und gelöstem Platin lässt sich über eine Bindung von Pt an zytosolisches Glutathion oder

Metallothionein (MT) erklären. Diese beiden Peptide wurden bereits mit Resistenz gegenüber

Cisplatin in Verbindung gebracht (Kelland, 2000). MT und GSH können Pt-Spezies binden

und MT ist auch durch Pt induzierbar (Zhonget al., 1997; Nielsonet al., 1985; Dabrowiak
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et al., 2002). Bei einer Pt-abhängigen Zunahme des zytosolischen MT-Spiegels könnte also

das Platin/Protein-Verhältnis trotz steigender Pt-Konzentration weitgehend konstant bleiben.

Eine tatsächliche Pt-Abhängigkeit des MT- bzw. GSH-Gehalts im Zytosol wurde jedoch im

Rahmen dieser Arbeit nicht näher untersucht.

Die Inkubation von kultivierten Lungenepithelzellen mit Al2O3-Pt-Partikeln und gelöstem

Platintetrachlorid führt also zu einer jeweils anderen Verteilung des Pt-Gehalts von zellulä-

ren Proteinfraktionen. Während Pt aus endozytierten Partikeln hauptsächlich im Zellkern an-

gereichert wird, führen gelöste Pt-Ionen überwiegend zu einem Anstieg des Pt-Gehalts der

zytosolischen Proteinfraktion. Außerdem ist partikuläres Platin bezogen auf die Proteinfrak-

tionen stärker bioverfügbar als gelöste Pt-Spezies.
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5.12 Mutagenität amhprt-Lokus

Mit den bisher präsentierten Ergebnissen konnte eine konzentrations- und zeitabhängige Bil-

dung von PGE-DNA-Addukten nach Exposition von Lungenzellen gegenüber den entspre-

chenden Partikeln nachgewiesen werden. Diese Addukte ähneln in einigen ihrer chemischen

Eigenschaften den von Cisplatin induzierten Addukten. Um eine Abschätzung über das geno-

toxische Potenzial der Addukte treffen zu können, wurde daher ein Mutagenitätstest durchge-

führt.

Der Test auf Mutationen im Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase-Gen (hprt) basiert auf

der Toxizität des Purinanalogons 6-Thioguanin, welches durch das HPRT-Protein in den Nu-

kleotid-Pool eingebracht wird und nach Einbau in DNA zum Zelltod führt. Tragen die Zellen

jedoch eine funktionelle Mutation imhprt-Gen, können sie im Selektivmedium überleben und

Kolonien bilden. Dashprt-Gen ist auf dem X-Chromosom lokalisiert, männliche Zellen sind

daher hemizygot für das Gen, und die Mutation eines Allels genügt für den Aktivitätsverlust.

Obwohl A549-Zellen von einem männlichen Spender stammen, haben sie zwei X-Chromo-

somen (Parket al., 2001; Struskiet al., 2001). Daher wurden die Versuche zur 6-Thioguanin-

Resistenz mit V79-Zellen (siehe4.1.2) durchgeführt.

Das Verfahren konnte erfolgreich etabliert werden. Das Kontrollmutagen UVC-Strahlung wur-

de vom Testsystem eindeutig erkannt, während die Zahl der Spontanmutationen in den Kon-

trollproben unterhalb von 25 Mutanten /106 lebensfähigen Zellen lag.

Weder die Al2O3-Pt-Partikel, noch die Pd-Partikel erhöhten in den eingesetzten Konzentra-

tionen bis zu 10µg/cm2 die Zahl der Mutanten über das Niveau der Kontrolle (Tab.6). Im

Vergleich dazu führen starke Mutagene wie aromatische Amine zu Mutationsfrequenzen von

über 1000 / 106 lebensfähige Zellen.

Die Al2O3-Pt-Partikel induzierten also keine vom Testsystem erkennbaren Mutationen in V79-

Zellen, obwohl dessen Nachweisspektrum außerordentlich breit ist (Glatt, 1994). Allerdings

konnte im Gegensatz zu den Versuchen mit A549-Zellen der Nachweis einer Partikelaufnahme

nicht geführt werden. Die Internalisierung von Al2O3-Pt-Partikeln in V79-Zellen konnte un-

ter dem Mikroskop zwar beobachtet, aber nicht dokumentiert werden. Auch die direkte Be-

stimmung des Pt-Gehalts von V79-DNA, wie in Punkt5.7.4beschrieben, gelang nicht. Die

V79-Zellen haften offensichtlich nicht so fest an den Kulturschalen wie die A549-Zellen. Sie

lösten sich bei forciertem Abwaschen der Partikel mit von der Schale ab.
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Tabelle 6:Ergebnisse des HPRT-Genmutationstests.V79-Lungenzellen des Chinesischen
Hamsters wurden 24 h mit Al2O3-Pt-Partikeln inkubiert (als Positivkontrolle wur-
de UVC-Strahlung verwendet) und ihre Koloniebildungsfähigkeit bestimmt. Es
folgte eine 6tägige Expressionsphase, dann die Mutanten-Selektion in Kulturme-
dium mit 10µg/l 6-Thioguanin. Die Kolonien wurden nach 7 Tagen fixiert, ge-
färbt und gezählt. Dargestellt sind die Daten aus zwei unabhängigen Versuchen.
Koloniebildungsfähigkeit nach Substanzexposition ist jeweils als Mittelwert aus
Dreifachbestimmungen± SD angegeben.

Probe Versuch 1(5 J/m2 UVC) Versuch 2(2 J/m2 UVC)

Mutanten / 106

lebensfähige
Zellen

Koloniebildungs-
fähigkeit
(%der Kontrolle)

Mutanten / 106

lebensfähige
Zellen

Koloniebildungs-
fähigkeit
(%der Kontrolle)

Kontrolle 6,3 100± 9,7 23 100± 7,6

UVC-
Strahlung

386,6 28,6± 7,6 70,7 92,4± 1,7

10 µg/cm2

Pd-Partikel
6,7 86,7± 3 - -

10 µg/cm2

Al2O3-Pt-
Partikel

2,8 95,0± 7 17,7 108,3± 1,2

Das negative Resultat im HPRT-Test mit V79-Zellen kann deshalb nicht ohne weiteres auf

die A549-Epithelzellen übertragen werden. Daher wurde ein weiterer Genotoxizitätstest ein-

gesetzt.

5.13 Chromosomale Schäden im Mikrokerntest

Der Mikrokerntest lässt sich mit A549-Zellen durchführen und wurde mit diesen (Ohshima

et al., 1998) und anderen etablierten Zelllinien bereits bei der Untersuchung von genotoxi-

schen Partikelwirkungen benutzt (Liu et al., 1996; Rahmanet al., 2002). Auch die genotoxi-

sche Wirkung von Cisplatin lässt sich mit ihm nachweisen (Gebelet al., 1997).

Mikrokerne enthalten Chromatin, sind von einer Kernhülle umgeben und können zusätzlich

zum Hauptkern in einer Zelle vorkommen. Sie entstehen beispielsweise nachdem die Zellen

klastogenen oder aneugenen Substanzen exponiert wurden. Klastogene Verbindungen führen

zu Mikrokernen die Chromosomenbruchstücke enthalten, während aneugene Verbindungen

z.B. den Spindelapparat stören. Es wird davon ausgegangen, dass die Mikrokerne anschlie-
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ßend ganze Chromosomen enthalten.

Abb. 24 zeigt Beispielbilder von mikrokernhaltigen Zellen. Das Verfahren konnte erfolg-

reich angewandt werden, die beiden Kontrollsubstanzen Cisplatin (Abb.24 A) und NQO (4-

Nitrochinolin-N-oxid) wurden eindeutig als Mikrokern-induzierende Substanzen erkannt.

Unter dem Fluoreszenzmikroskop konnte einfach zwischen endozytierten Partikeln und den

lichtemittierenden Mikrokernen unterschieden werden, eine Verwechslungsgefahr bestand wie

in Abb. 24B gezeigt nicht.

Abb. 24: A549-Zellen mit Mikrokernen nach Cisplatin- (Bild A) und Al2O3-Pt-Partikel-
(Bild B) Behandlung. Zellen wurden auf Objektträger ausgesät und für 24 h mit
10 µM Cisplatin oder 30µg/cm2 Al2O3-Pt-Partikeln behandelt. Nach weiteren 48 h
wurden die Zellen fixiert und die DNA mit DAPI gefärbt. Dargestellt sind fluo-
reszenzmikroskopische Bilder in 400facher Vergrößerung. Die hellgrauen Bereiche
in Bild B sind Partikel, sie unterscheiden sich deutlich von dem Fluoreszenzlicht-
emittierenden Mikrokern (Pfeil).

Tabelle 7: Induktion von Mikrokernen bei der Teilung der A549-Zellen nach 24 h Inku-
bation mit Prüf- und Kontrollsubstanzen. Cisplatin und NQO waren in DMSO
gelöst, die Konzentration dieses Lösungsmittels im Medium betrug maximal 0,2 %.

Prüfsubstanz Zahl Mikrokern-haltiger Zellen / 1000 Zellen± SD

Kontrolle 14,9± 4

10 µM Cisplatin 105,6± 79,8

0,5µM NQO 83,4± 0,3

30 µg Al2O3-Pt-Partikel / cm2 13,9± 2,7
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Wie in Tab.7 gezeigt, führt eine 24stündige Inkubation mit der vergleichsweise hohen Dosis

von 30µg/cm2 Al 2O3-Pt-Partikeln nicht zu einer zusätzlichen Induktion von Mikrokernen in

A549-Zellen. Sie sind also auch von diesem Prüfverfahren nicht als "genotoxisch" erkannt

worden.

Bei der Anwendung des Mikrokerntests ist insbesondere der zeitliche Ablauf kritisch. Die

Mikrokerne treten erst nach einer auf die Substanzinkubation folgenden Zellteilung auf. Ein

negatives Ergebnis könnte daher auch an einem unzulänglichen Protokoll liegen, z. B. einer

zu kurzen Wartezeit. Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Wartezeit von 48 h entspricht

zwei Zellzyklen und wurde auch vonOhshimaet al. (1998) erfolgreich für die Untersuchung

von Partikeleffekten auf A549-Zellen angewandt. Ausführlichere Untersuchungen mit ver-

schiedenen Inkubations- und Wartezeiten konnten im Rahmen dieser Arbeit nicht durchge-

führt werden.

Eine weitere Erklärung der negativen Resultate könnte in der äußerst inhomogenen Verteilung

der Partikelaufnahme in die Zellen begründet sein. Geht man von einer Partikelinternalisie-

rung und daraus resultierender Adduktbildung in geschätzt 1 % der Zellen aus, so würden

zwar diese wenigen Zellen sehr stark geschädigt werden, die überwiegende Zahl der Zellen

jedoch überhaupt nicht. Bei gelösten Prüfsubstanzen ist dagegen das Schadensprofil in der

Zellpopulation normalverteilt und auf die Erfassung solcher Schäden sind auch die meisten

Testsysteme ausgelegt.

Zusammenfassend basieren die angewendeten Testverfahren HPRT-Test und Mikrokerntest

auf verschiedenen Prinzipien und erkennen unterschiedliche Endpunkte. Sie wurden in zwei

Lungen-Zelllinien erfolgreich durchgeführt. Die Al2O3-Pt-Partikel zeigten in keinem der Ver-

suche ein mutagenes oder klastogenes Potenzial. Das ist jedoch kein endgültiger Beweis für

das Fehlen eines solchen, da von einer inhomogenen Verteilung der induzierten Schäden

ausgegangen werden muss. Dadurch würden einige Zellen sehr stark, der Großteil jedoch

gar nicht geschädigt werden. Dieses Schadensprofil ist mit herkömmlichen Testsystemen nur

schlecht erfassbar.
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6 Schlussfolgerungen

6.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde das genotoxische Potenzial von inhalierbaren,Platingrup-

penelement-haltigen Partikeln untersucht, die von Autoabgaskatalysatoren in der Größenord-

nung von ng/km Fahrstrecke emittiert werden.

Zu Beginn der Arbeit wurden kommerziell erhältliche Platin- und Palladium-Metallpartikel

verwendet, um die Methode zu etablieren. Im weiteren Verlauf wurden hauptsächlich spezielle

Modellpartikel angewandt. Diese wurden von Mitarbeitern des Fraunhofer-Instituts für Toxi-

kologie und experimentelle Medizin (ITEM) in Hannover synthetisiert und freundlicherweise

zur Verfügung gestellt. Die Al2O3-Pt-Partikel entsprechen weitestgehend den tatsächlich von

Kfz-Katalysatoren ausgestoßenen Partikeln.

Die durchgeführten Untersuchungen sollten eine möglichst umfassende und auf die ”Realität”

übertragbare Beurteilung ermöglichen, daher wurde eine Vielzahl von Methoden angewandt.

Sie wurden auf Zellen des primär exponierten Organs einer genotoxischen Partikelwirkung,

der Lunge, angewandt.

Die Eigenschaften der verwendeten Partikel wurden in Lösungsversuchen sowie mittels Ras-

terelektronenmikroskopie charakterisiert. Dabei wurde eine unerwartet hohe Löslichkeit von

Platinmetallen beobachtet, die auf den sehr kleinen Teilchendurchmesser zurückzuführen ist.

In den darauf folgenden Experimenten konnte mit Hilfe von Licht- und Transmissionselek-

tronenmikroskopie eine Internalisierung der Partikel von menschlichen Lungenepithelzellen

nachgewiesen werden.

Werden diese Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen bzw. über unterschiedliche Zeit-

räume mit PGE-haltigen Partikeln inkubiert, so zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit eine kon-

zentrations- und zeitabhängige Entstehung von Metall-Addukten an die zelluläre DNA.

Die bei nur 3 % Platingehalt der Modellpartikel mit den reinen Metallpartikeln vergleichbare

Wirkung macht deutlich, dass die Teilchengröße der Metalle einen entscheidenden Einfluss

auf ihre Toxizität ausübt. Je kleiner die untersuchten Partikel waren, desto stärker ausgeprägt

war ihre toxische Wirkung. Ein Vergleich mit gelösten Pt-Spezies zeigte, dass die überwie-

gende Zahl der DNA-Addukte aus der Internalisierung der Partikel resultiert und nicht aus der

Aufnahme bereits extrazellulär gelöster Spezies stammt.

72



6 Schlussfolgerungen

Bei der Durchführung der Experimente zur Spezifizierung des Pt-Bindungsorts an DNA (s.u.)

wurde entdeckt, dass die nach einem häufig in der Literatur beschriebenen Verfahren isolierte

DNA mit RNA-Abbauprodukten verunreinigt ist. Mit einem kommerziellen DNA-Isolierungs-

Kit konnte jedoch nachgewiesen werden, dass es sich bei den beschriebenen Pt-DNA-Adduk-

ten nicht um Artefakte handelt.

Von größter Bedeutung für eine toxikologische Beurteilung ist die genauere Charakterisierung

der beschriebenen Addukte. Daher wurden Untersuchungen zur Art und zum Ort der Bindung

an DNA als Vergleich zu Addukten die vom Zytostatikum Cisplatin induziert wurden, durch-

geführt. Die jeweiligen Testsysteme konnten innerhalb der Arbeitsgruppe erfolgreich etabliert

werden. Die Resistenz der Partikel-induzierten Addukte gegenüber Zyanid-Ionen liegt zwar in

der gleichen Größenordnung wie die der Cisplatin-Addukte, ist aber doch deutlich schwächer

ausgeprägt. In beiden Fällen ist eine Fraktion der Addukte sogar völlig resistent gegenüber

einem nukleophilen Angriff durch CN−.

Eine spezifische Pt-Bindung an bestimmte DNA-Bestandteile konnte mit der verwendeten

HPLC-Methode in Kombination mit ICP-MS nicht nachgewiesen werden. Vermutlich ist das

Verfahren zu unempfindlich.

Mit Hilfe der elektrothermalen Atomabsorptionsspektroskopie wurde zudem die intrazelluläre

Verteilung des Platins untersucht. Dabei konnte eine konzentrationsabhängige Zunahme des

Pt-Gehalts von Zellkernproteinen nach Inkubation mit partikulärem Platin beobachtet wer-

den, während die zytosolische Pt-Konzentration konstant blieb. Dieses Verhalten deutet auf

eine Anreicherung von endozytiertem Pt im Zellkern hin. Gelöst in die Zelle aufgenommenes

Platin hingegen verbleibt hauptsächlich im Zytosol. Auffällig war auch hier die hohe Biover-

fügbarkeit des Platins aus den Katalysator-Modellpartikeln.

Addukte an DNA können mutagen sein. Um eine tatsächliche Mutagenität der Partikel fest-

zustellen, wurden zwei verschiedene Tests an kultivierten Lungenzellen durchgeführt. Die

beiden Testsysteme konnten im Arbeitskreis erfolgreich etabliert werden.

Die Al2O3-Pt-Partikel wurden weder vom HPRT-Testsystem in V79-Zellen als mutagen er-

kannt, noch führten sie zur Induktion von Mikrokernen in A549-Zellen. Ob die aus Partikel-

exposition stammenden Addukte lediglich von den Testverfahren nicht als ”positiv” erkannt

wurden oder tatsächlich nicht mutagen wirken, kann jedoch nicht abschließend beurteilt wer-

den.

Eine Erklärung für die Diskrepanz zwischen dem Auftreten von DNA-Addukten und dem Feh-

len ihrer nachweisbaren zytotoxischen oder mutagenen Wirkung könnte in der heterogenen
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Verteilung der Partikelinternalisierung in der Zellpopulation liegen. Während DNA-Addukte

vom verwendeten Testverfahren als Summenparameter gemessen werden, erfassen die Test-

systeme zur Koloniebildungsfähigkeit und Mutagenität bzw. Klastogenität Effekte auf Einzel-

zellebene.

Das führt bei löslichen Prüfsubstanzen, deren Schadensprofil über die Zellpopulation normal-

verteilt ist, zu korrekten Ergebnissen. Partikuläre Noxen, die beispielsweise nur 1 % der Zellen

schädigen, können so offensichtlich nicht charakterisiert werden.

6.2 Risikoabschätzung

Wie vonDon Porto Careroet al. (2001) gezeigt, soll nun eine Abschätzung des tatsächlichen

Gesundheitsrisikos für die Bevölkerung gemacht werden. Dabei wird einworst case-Szenario

angenommen und insbesondere bei der PGE-Belastung der Atemluft von möglichen Höchst-

werten, nicht von Durchschnittswerten ausgegangen.

Der Mensch atmet täglich bis zu 20 000 l Luft. Sie enthält in unmittelbarer Nähe von Straßen

bis zu 30 pg/m3 an Platin (Ravindraet al., 2004). Wenn von den aus Katalysatoren emittierten

Partikeln alle in alveolargängiger Größe vorliegen und dort auch zu 100 % deponiert wer-

den, ohne von Alveolarmakrophagen aufgenommen zu werden, kommt es bei 100 m2 Lun-

genfläche (Marquardt und Schäfer, 1997) und gleichmäßiger Verteilung zu einer Belastung

von 6× 10−10 µg/cm2. Dadurch entstehen nach dem hier aufgestellten Modell und bei glei-

cher Bioverfügbarkeit des Pt aus Modellpartikeln und realen Partikeln maximal 2× 10−8

DNA-Addukte / 108 Basenpaaren und damit auch maximal etwa 1,2× 10−5 Addukte pro

Epithelzelle.

Allerdings muss berücksichtigt werden, dass dieser Rechnung eine linearen Extrapolation der

Dosis-Wirkungsbeziehung und eine gleichmäßige Verteilung von Pt aus eingeatmeten Parti-

keln in der Lunge zugrunde liegt. Es erscheint nach den geschilderten mikroskopischen Be-

obachtungen zur heterogenen Verteilung der Partikelaufnahme eher denkbar, dass lediglich in

sehr seltenen Fällen ein einzelnes PGE-haltiges Partikel von einer Epithelzelle aufgenommen

wird. Dann ist jedoch nach den Resultaten der vorliegenden Arbeit vorstellbar, dass es durch

die Partikelinternalisierung tatsächlich zu einer erheblichen DNA-Adduktbildung kommt.
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6.3 Ausblick

Das genotoxische Potenzial von PGE-haltigen Feinstäuben wurde im Rahmen dieser Arbeit

mit einer Reihe verschiedener Methoden untersucht, dennoch bleiben Fragen offen.

So existieren für das in jüngerer Zeit zur Katalysator-Fertigung verstärkt eingesetzte Palladi-

um keine Modellsubstanzen, die den hier verwendeten Al2O3-Pt-Partikeln vergleichbar sind.

Sie wären jedoch für toxikologische Untersuchungen von größtem Interesse, da Pd vermutlich

noch stärker bioverfügbar als Pt ist. Leider existieren auch von den Pt-Modellpartikeln nur

noch sehr geringe Mengen. Die erneute Produktion solcher Substanzen wäre für eine weiter-

gehende Beurteilung der Genotoxizität also dringend nötig.

Eine quantitative Aussage über die Verteilung der DNA-Adduktzahlen innerhalb der Zellpo-

pulation ist für eine Risikoabschätzung von maßgeblicher Bedeutung. Die massive Schädi-

gung einzelner Zellen, wie aus der Endozytose-Hypothese anzunehmen, wäre nämlich, im

Vergleich zur homogenen Verteilung der PGE-Schäden auf eine große Anzahl von Zellen, er-

heblich kritischer zu beurteilen. Daher muss eine Analysenmethode entwickelt werden, mit

der bei einer lokalen Auflösung von≤ 5 µm2, also eine Zellfläche, Pt-Konzentrationen von

wenigen Tausend Atomen gemessen werden können. Vorstellbar wäre dabei eine Anwendung

von Verfahren, die rasterartig den Zell-Monolayer abtasten.

Auch der Mechanismus der Aufnahme der Partikel in Lungenzellen wäre von großem Inter-

esse. Ob es sich dabei um einen energieabhängigen Transport oder eine unspezifische Inter-

nalisierung handelt, könnte durch Versuche bei erniedrigter Temperatur oder mit Endozytose-

Hemmstoffen wie Cytochalasin D näher beleuchtet werden.

Der Einfluss der Bindungsart auf die toxischen Effekte von Pt-DNA-Addukten wird aus dem

Vergleich zwischen Cisplatin und seinem inaktiven trans-Stereoisomer deutlich. Nach den hier

durchgeführten Experimenten gibt es auch im Fall der Partikel-induzierten Addukte mindes-

tens zwei verschiedene Adduktarten. Sie könnten mittels kernmagnetischer Resonanzspek-

troskopie (NMR) eingehender erforscht werden. Voraussetzung für solche Untersuchungen,

insbesondere mit195Pt-NMR, ist wegen der geringen Empfindlichkeit jedoch ein Anreiche-

rungsverfahren, das leistungsstärker als die in dieser Arbeit verwendete HPLC ist.

Schließlich ist auch die eventuelle Reparatur der DNA-Schäden durch zelluläre Systeme zu

berücksichtigen. Ihr Einfluss auf die Persistenz der Addukte ließe sich durch die Verwendung

von reparaturdefizienten Zelllinien näher beurteilen.
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8 Anhang

8 Anhang

8.1 Liste der verwendeten Chemikalien

3-Morpholino-1-propansulfonsäure (MOPS) Sigma

4-Nitrochinolin-N-Oxid (NQO) Sigma

6-Thioguanin Sigma

alkalische Phosphatase Roche

Ammoniumacetat Merck

Bradford-Reagenz Bio-Rad

Chloroform Fluka

Cisplatin, 98 % Sigma

DMEM Sigma

DMSO Sigma

EDTA Riedel-de-Häen

Ethanol, p.a. Roth

Fötales Kälberserum (FKS) Sigma

Giemsa-Lösung Merck

Guanidin-HCl Roth

H2O2, suprapur Merck

HNO3, subboiled Merck

Isoamylalkohol Fluka

Isopropanol Texaco

K 2HPO4 Merck

Kalbsthymus-DNA Serva

KCl p.a. Merck

KH 2PO4 Merck

Leupeptin Serva

Methanol, HPLC-Grade Riedel-de-Häen

MgCl 2 · 6 H2O Roth

Na2HPO4 Merck

NaCN Merck

NaH2PO4 Merck

NaHCO3 Fluka
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NaN3 Merck

NaOH Fluka

Natriumacetat Fluka

Nuclease P1 Roche

Nukeosidstandards Sigma

Paraformaldehyd Merck

Penicillin/Streptomycin-Mischung Gibco BRL

Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-Mischung Roth

Proteinase K Merck

PtCl4, 99,9 % Sigma

Rinderserumalbumin (BSA) Sigma

RNAse A Roche

Saccharose Merck

SDS 10 %, wässrig Merck

Thioharnstoff Fluka

Tris-Base Sigma

Triton X-100 Fluka

Trypsin, 10× Sigma

Tween 20 Serva

Wasser, HPLC-Grade Riedel-de-Häen

8.2 Liste der verwendeten Geräte und Verbrauchsmaterialien

AAS-System 4110 ZL Perkin-Elmer

Auflichtmikroskop Axiovert 25 Zeiss

Autoklav Gössner

Biofreezer GFL

Biofuge Heraeus

Biophotometer Eppendorf

Bottle Top Filter (0,2 µm) Nalgene

Brutschrank Hera cell Heraeus

Degasser Degasys DG-1310 Dionex

elektronische Waage Bp 61 S Sartorius

elektronische Waage Micro Sartorius
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elektronische Waage Kern

elektronisches Zellzählgerät Casy-1 TT Schärfe System

Epifluoreszenzmikroskop Eclipse TS 400E Nikon

Gewindeglasvials, 1,5 ml Trott

Glaspipetten Brand

Hohlkathodenlampen für AAS Perkin-Elmer

HPLC-Autosampler GINA 50 Gynkotek

HPLC-Detektor UVD 160 Gynkotek

HPLC-Pumpe M480 Gynkotek

HPLC-Software Gynkosoft Gynkotek

HPLC-Trennsäule Eurospher 100 (250×4,6 mm) Knauer

HR-ICP-MS "Axiom" Thermo VG Elemental

Inversmikroskop Axiovert Zeiss

Kolbenhubpipetten Eppendorf

Koloniezählgerät Colony counter BZG 30 WTW

Kryoröhrchen Greiner

Kühlschrank Liebherr

Küvetten (UVetten) Eppendorf

Lochplatten Sarstedt

Magnetrührer MR 3001 K Heidolph

Mikroreaktionsgefäße 1,5 ; 2 ml Eppendorf

Mikroreaktionsgefäße 2,2 ml Greiner

Neubauer-Zählkammer Marienfeld

pH-Meter pH 320 WTW

Pipettenspitzen Plastibrand

Pipettierhilfe pipetus akku Hirschmann

QuadriPERM-Schalen Heraeus

Rasterelektronenmikroskop Typ 1530 LEO

Schüttelgerät Vortex Genie Scientific Industries

Schüttelinkubator Infors

Spülmaschine Mielabor Miele

Sterilbank Hera safe Heraeus

Stickstoffbehälter MVE

Transmissionslektronenmikroskop EM 109 Zeiss
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TransWell-Zellkultursysteme Costar

Trockenschrank Memmert

Ultraschallbad Sonorex TK 30 Bandelin

Vibrationsschüttler VortexGenie 2 Scientific Industries

Wasserbad Memmert

Zellkulturschalen Biochrom

Zentrifuge 5810 R Eppendorf

Zentrifugenröhrchen Sarstedt

8.3 Verwendete Lösungen und Puffer

PBS 0,1 M NaCl; 0,007 M Na2HPO4; 0,0045 M KCl; 0,003 M KH2PO4; pH 7,4

TBS 0,027 M KCl; 0,137 M NaCl; 0,025 M Tris; pH 7,4

DMEM (Dulbecco’s modified eagle medium) Nach Vorschrift aus Fertigprodukt vonSIGMA -

ALDRICH angesetzt.

Trypsin 1 % in PBS mit nur 0,003 M KCl aber zusätzlich 0,0005 M EDTA

Cisplatin 1 mM Lösung in DMSO frisch angesetzt.

PtCl4 20 mM in Wasser frisch angesetzt.

TE 0,01 M Tris-HCl pH 8,0 und 0,001 M EDTA

DNA-Extraktionspuffer 0,01 M Tris-HCl pH 8,0; 0,1 M EDTA; 20µg/ml RNAse; 0,5 %

SDS

Proteinase K 20 mg / ml in H2O

RNAse 10 mg / ml in H2O; 1 h bei 90°C zur Inaktivierung von DNAsen

Zelllysepuffer 0,01 M HEPES pH 7,9 ; 0,01 M KCl; 0,0015 M MgCl2; 0,3 M Saccharose;

0,0005 M DTT; 0,0006 M PMSF; 0,00047 M Leupeptin

Kernlysepuffer 0,01 M HEPES pH 7,9 ; 0,4 M KCl; 0,0015 M MgCl2; 15 % Glyzerin; 0,0005

M DTT; 0,0006 M PMSF; 0,00047 M Leupeptin

2xCB-Puffer Der Puffer besteht aus 137 mM NaCl; 5mM KCl; 1,1 mM Na2HPO4; 0,4 mM

KH2PO4; 2 mM MgCl2; 2mM EDTA; 5 mM Pipes und 5,5 mM Glukose; pH 6,1.

Formaldehyd-Fixans Es werden 3,5 g Paraformaldehyd in 50 ml Wasser suspendiert und

mit 1 ml NaOH-Lösung (1 M) gemischt. Für 5 min auf 60◦C erhitzen. Davon 40 ml

mit dem gleichen Volumen 2xCB-Puffer mischen und den pH-Wert auf 6,1 einstellen.
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Es werden 2 ml Triton X-100-Lösung zugemischt. Die Lösung ist im Kühlschrank etwa

4 h haltbar.

Carnoys Fixans 3 Volumenteile Methanol werden mit 1 Volumenteil Eisessig gemischt. Bei

-20 ◦C lagern.

Antifade-Lösung 100 mg p-Phenylendiamin-dihydrochlorid (Sigma) in 10 ml PBS-Lösung

lösen und mit NaHCO3-Lösung (0,5 M, pH 9,0 mit NaOH) auf pH 8,0 einstellen. Mit

Glycerin auf 100 ml auffüllen. Sterilfiltrieren und bei -20◦C lichtgeschützt aufbewah-

ren.

DAPI-Antifade-Lösung In 10 ml Antifade-Lösung werden 10µl DAPI-Lösung (1 mg/ml in

H2O) gelöst (Konz.: 1µg/ml). In Portionen à ca. 0,7 ml lichtgeschützt bei -20◦C aufbe-

wahren.

DAPI-Antifade-Verdünnung DAPI-Antifade-Lösung wird mit Antifade-Lösung 1:10 (v/v)

verdünnt (Konz.: 0,1µg/ml). Die Lösung wird lichtgeschützt bei -20◦C aufbewahrt.

Nuclease P1-Lösung1 mg / ml in NaAc-Puffer lösen, Aliquote bei - 20°C einfrieren.

HPLC-Fließmittel 3,35 g Ammoniumacetat wird in 800 ml Wasser gelöst und mit Eisessig

auf pH 5,0 eingestellt. Dann werden 0,65 g NaN3zugegeben und auf 1 l aufgefüllt.

NH4Ac-Lösung zum Rücksäuern 3M Ammoniumacetat, mit Essigsäure auf pH 5,0 einstel-

len.

Zyanid-Lösung 2 M NaCN inH2O

Reagenzien für die Transmissionselektronenmikroskopie

0,2 M Cacodylatpuffer 21,4 g Natriumcacodylat· 3 H2O, Aq. bidest. ad 500 ml , pH 7,0

Fixierungspuffer 0,4 ml 25 % Glutaraldehyd, 5 ml Aq. bidest., 4,6 ml 0,2 M Cacodylatpuffer

Sucrosepuffer 10 ml 0,2 M Cacodylatpuffer, 10 ml Aq. bidest., 7 % Sucrose

Veronalpuffer 2,94 g Veronal, 1,94 g Natriumacetat· H2O, Aq. bidest ad 100 ml

Osmiumtetroxid-Veronalpuffer (nach Pallade) 1 ml Veronalpuffer, 1 ml 0,1 M HCl, 4 %ige

OsO4-Lösung

Bleicitrat-Lösung 1,33 g Pb(NO3)2, 1,76 g Natriumcitrat· 2 H2O, 1 ml 1 N NaOH

Spurr-Einbettungsharz 10 g 3,4 Epoxycyclohexylmethyl-34-epoxycyclohexylcarboxylat (ERL

4206), 6 g DER 736, 26 g Nonenylsuccinic anhydride (NSA), 0,2 g Dimethylaminoetha-

nol (DMAE)
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Uranylacetat, wässrige Lösung2 % Uranylacetat in Aq. bidest.

Uranylacetat, methanolische Lösung2 % Uranylacetat in Methanol

Sörensenpuffer, Lösung A9,08 g KH2PO4, Aq. bidest. ad 1000 ml

Sörensenpuffer, Lösung B11,88 g Na2HPO4 · H2O, Aq. bidest. ad 1000 ml

Sörensenpuffer pH 7,061,2 ml Sörensen-Lösung B, 38,8 ml Sörensen-Lösung A

QIAGEN -Puffer

C1 43,81 g Saccharose, 0,4 g MgCl2 ·6 H2O und 0,48 g Tris-Base werden in 68 ml Wasser

gelöst. Nach Zugabe von 4,2 g Triton X-100 (100 %) wird mit HCl auf pH 7,5 eingestellt

und das Volumen auf 100 ml aufgefüllt.

G2 7,64 g Guanidin-HCl, 1,12 g Na2EDTA ·2 H2O und 0,36 g Tris-Base werden in 60 ml

Wasser gelöst. Nach Zugabe von 25 ml 20 % Tween-20 Lösung und 5 ml Triton X-100

(10 %) wird mit NaOH auf pH 8,0 eingestellt und auf 100 ml aufgefüllt.

QBT 4,38 g NaCl und 1,05 g MOPS (freie Säure) werden in 80 ml Wasser gelöst. Der pH

wird mit NaOH auf 7,0 eingestellt und 15 ml Isopropanol und 1,5 ml Triton X-100

(10 %) zugegeben, dann wird auf 100 ml aufgefüllt.

QC 5,84 g NaCl und 1,05 g MOPS (freie Säure) werden in 80 ml Wasser gelöst. Der pH wird

mit NaOH auf 7,0 eingestellt und 15 ml Isopropanol zugegeben, dann wird auf 100 ml

aufgefüllt.

QF 7,3 g NaCl und 0,61 g Tris-Base werden in 80 ml Wasser gelöst. Der pH wird mit HCl

auf 8,5 eingestellt und 15 ml Isopropanol zugegeben, dann wird auf 100 ml aufgefüllt.
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