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1. Einleitung

1.1. Chemische Eigenschaften, Vorkommen

Lange Zeit waren Platingruppenmetalle (PGM) toxikologisch gegenuber
anderen Schwermetallen von untergeordneter Bedeutung, was sich aber im
Zuge der fortschreitenden Industrialisierung und der damit verstarkten Nutzung
von PGM geandert hat. Der wichtigste Vertreter dieser Gruppe ist das Platin.

Die Platingruppenmetalle stehen im Periodensystem in der 8. Nebengruppe.
Die Mehrzahl der PGM liegen als Verbindungen in geldster Form mit positiver

oder negativer Ladung vor (Marquardt und Schafer, 1994).

Tabelle 1: Ubersicht (iber die Platingruppenmetalle

Element Chem. Symbol Ordnungszahl Atomgewicht
Ruthenium Ru 44 101,07
Rhodium Rh 45 102,91
Palladium Pd 46 106,4
Osmium Os 76 190,2

Iridium Ir 77 192,22

Platin Pt 78 195,09

PGM zahlen zu den seltensten Elementen der Erdkruste; ihre durchschnittliche
Haufigkeit betragt 0,001-1,0ug/kg Erde (Lustig et al 1996)

Die Hauptabbaugebiete befinden sich im Transvaal (Sudafrika), in Sudbury
(Kanada) und in Russland, wobei 93% der abgebauten PGM-haltigen Erze aus
dem Transvaal und von der Kola-Halbinsel in Sibirien stammen. PGM kommen
grundsatzlich nur als Gemische vor. Neben elementaren Vorkommen in Eisen-
und Nickelerzen liegen sie auch in Form von Sulfiden und Arseniden vor
(Marquardt und Schafer, 1994). Da Platin der bedeutendste Vertreter der PGM
ist, wird auf die anderen PGM in der vorliegenden Dissertation nicht naher

eingegangen.




1.2. Verwendung von Platin

1.2.1. Verwendung in der Industrie

Zu den vielfaltigen technischen Verwendungsmaoglichkeiten von Platin zahlen
neben der Verwendung in der Schmuckindustrie, die etwa 30% der
Weltjahresproduktion (1996: 137 t) ausmacht, vor allem die Automobilindustrie,
die seit Einfuhrung der Katalysatortechnik fur Kraftfahrzeuge einen Anteil von
weiteren 30% (1996) der Jahresproduktion verarbeitet (Lustig et al. 1996).
Dieser Anteil wird sich durch eine Zunahme der Kraftfahrzeuge, die mit
Katalysatoren ausgerustet sind, noch erheblich erhdhten. Wegen der
Korrosionsbestandigkeit und den katalytischen Fahigkeiten wird Platin auch in
der Elektro-, Glas-, Textil- und chemischen Industrie verwendet. Besondere
Haltbarkeit und Bestandigkeit zeichnen dieses Edelmetall aus, weshalb es zum
Beispiel auch in Platinelektroden, Platinspinnspulen und als platinlegierte

Zundkerzen verarbeitet wird (Rosner und Hertel, 1986).

1.2.2. Verwendung in der Medizin

Eine spezielle Anwendung, die in den letzten Jahren zunehmend an Bedeutung
gewonnen hat, ist der Einsatz von aktivierten Platinkomplexen, wie zum
Beispiel cis-Dichlordiaminoplatin (ll) (cis-Platin), in der medikamentdsen
Tumortherapie (Marquardt und Schafer, 1994). Anwendung finden die
platinhaltigen Zytostatika bei verschiedenen soliden malignen Neoplasien, wie
zum Beispiel Ovarialkarzinome, kleinzellige Bronchialkarzinome,
Blasenkarzinome, Prostatakarzinome und Hodentumore (Rote Liste 86 078-
087, 1996). Limitierende Faktoren fur die Behandlung mit platinhaltigen
Zytostatika sind allerdings die starke Nephrotoxizitat und Ototoxizitat
(Balcerzak, 1997). Weiterhin wurde festgestellt, dass Cis-Platin in Zellkulturen
eine Inhibition der Syntheserate der DNA ausldst und es zu einem Austausch
von Teilen des DNA-Stranges kommen kann. Auch eine Storung der Synthese

von RNA und Proteinen ist in Versuchen mit Zellkulturen beschrieben (Pascoe



and Roberts, 1973). Bei einer weiteren platinhaltigen Substanz, dem
Carboplatin (cis-diamin 1,1-cyclobutan dicarboxylat Platin (II)) wurden weniger
nephro- und ototoxische Wirkungen beschrieben, es wurde aber eine verstarkte

Myelosuppression festgestellt (Balcerzak, 1997).

1.3. Umweltrelevante Aspekte

Die Verwendung von Platinmetallen vor allem im Bereich der industriellen
Fertigung zeigt, dass bis zur Einfuhrung der Katalysatoren fur Kraftfahrzeuge
eine Belastung von Mensch und Umwelt nur auf Edelmetallemissionen in
Produktions- und Verarbeitungsstatten beschrankt blieb. Aufgrund dieser
Problematik und wegen der schlechten Nachweisbarkeit von niedrigen
Platinkonzentrationen wurde der MAK-Wert fur I6sliche Platinsalze auf 2 pg/m3
Luft festgelegt.

Platin gelangt nicht nur Uber Industrie- und Krankenhausabwasser in die
Umwelt, sondern auch, und zwar hauptsachlich, durch den mechanischen
Abrieb aus den Automobilkatalysatoren. Die geregelten Dreiwegekatalysatoren
enthalten 0,8 -2 g Platin (Moldowan et al., 1999), und nach verschiedenen
amerikanischen und deutschen Studien werden pro gefahrenem Kilometer
zwischen 40 ng (Konig et al., 1991) und 0,8 pg (Hill and Mayer, 1977) Platin
emittiert. Dies ist jedoch abhangig von der Betriebstemperatur des Motors, von
der gefahrenen Endgeschwindigkeit und von der mechanischen
Beanspruchung des Katalysators. Bis zu 10% (Moldowan et al., 1999) der
ausgestoRenen Fraktion sind wasserldsliche Platinsalze, wogegen die
restlichen 90% an Tragermaterial gebunden sind und sich in unmittelbarer Nahe
der Stralen absetzen (Zereini et al., 1993). Vor der EinfUhrung der
Oxidationskatalysatoren in den USA wurden in Wasser-, Boden-, oder
Luftproben bei einer Nachweisgrenze von 5 x 10 ug Pt/m?® Luft landesweit
keine messbaren Mengen von Platinmetallen gefunden (Rosner und Hertel,
1986).

Der wasserlosliche Anteil des emittierten Platins setzt sich ab und wird, gelost

in Regenwasser, von Pflanzen aufgenommen oder abgeschwemmt. Stark



erhoht hat sich dadurch die Belastung von Klarschlamm und von stralennahen
Wasserreservoiren, aber auch in Pflanzen und aquatischen Organismen lasst
sich eine erhdhte Platinfraktion nachweisen (Helmers und Mergel, 1997, Sures

und Zimmermann, 2000).

1.4. Aufnahmekinetik von Platin

Uber die Aufnahme, Verteilung und Ausscheidung von Platinmetallen im
menschlichen Korper gibt es bislang kaum gesicherte Aussagen. In
Tierversuchen wurde aber festgestellt, dass die Aufnahme von Platinsalzen
sowohl Uber den Gastrointestinaltrakt als auch Uber das respiratorische System
geschieht. Die Platinaufnahme kann Uber die Lunge gréler sein als Uber den
Verdauungstrakt. Eine Verteilung in der Lunge erfolgt sehr langsam. Uber die
Verteilung innerhalb des Korpers gibt es kaum Forschungsergebnisse, jedoch
wurde in Lunge, Trachea, Niere, Leber, Thymus und Knochen eine erhdhte
Platinkonzentration gefunden. Im Tierversuch zeigte Moore et al. (1975), dass
PtCl,s die Plazentaschranke Uberwinden kann. In seinem Versuch injizierte er
Ratten radioaktiv markiertes PtCl4 und wies es danach in deren Foeten nach.
Im Gehirn wurde eine deutlich niedrigere Konzentration als im Blut festgestellt,
was die Vermutung nahe legt, dass die Platinsalze die Blut-Hirn-Schranke nur
erschwert passieren kdnnen (Moore et al., 1975). Die Begriindung, die Moore et
al. (1975) dafur lieferten war, dass die Platinmolekile an groRere
Transportmolekile gebunden waren.

Innerhalb der ersten 24 Stunden werden zwischen 20% und 50% der
Platinsalze renal eliminiert, danach schlief3t sich eine Phase der langsameren
Ausscheidung an (Rossner und Hertel, 1986). Da es bei einer parenteralen
Gabe von Chloroplatin auch zu einer Ausscheidung Uber die Faeces kommt,
wird neben der renalen auch eine bilidre Elimination postuliert (Marquardt und
Schafer, 1994).



1.5. Wirkung von Platin

1.5.1 Akute Toxizitat

Die Symptome einer akuten Platinintoxikation sind in Tierversuchen
beschrieben worden. Platin akkumuliert hauptsachlich in den Zellen des
proximalen Tubulus der Niere. Dies fuhrt durch eine intrazellulare
Wassereinlagerung zu einer zellularen Nekrose und zu einem Verlust der
Mikrovilli. Als Grund fur die Hyperhydratation postulieren Kuhimann et al. (1998)
die Blockade von Membrantransportproteinen und eine Elektrolytverschiebung.
Maeda et al. (2004) stellten eine Korrelation zwischen Toxizitat und einer
erhohten Glutathionkonzentration innerhalb gastrischer Tumorzellen her. Auch
eine Interaktion mit intrazellularen und mitochondrialen Enzymen wurde
beschrieben (Kuhimann et al., 1998).

Weiterhin wurden von Erbrechen, blutigen Durchfallen, und fir einige
organische Platinverbindungen wie Cis-Platin und Carboplatin Uber eine
Wirkung auf das Zentralnervensystem mit epileptischen Anfallen berichtet
(Rossner und Hertel, 1986).

1.5.2. Chronische Toxizitat

Bei der chronischen Toxizitat steht die “Platinose” im Vordergrund, bei der es
sich um einen Krankheitskomplex mit asthmaahnlicher Atemnot, Ekzemen und
Dermatitis handelt. Dieser Symptomkomplex wurde erstmals von Karasek und
Karasek (1911) beschrieben. Sie zeigten diese Problematik an Arbeitern in
einem Photolabor, die mit hexachloroplatinhaltigem Photopapier zu tun hatten.
Ahnliche Befunde wurden von anderen Autoren beschrieben (Rossner und
Hertel, 1986; Marquardt und Schafer, 1994). Alle Autoren berichteten, dass die
Symptome sowohl bei Hautkontakt als auch bei der Inhalation von
Chloroplatinsaure oder deren Salzen auftraten (Roberts, 1951). Bei niedriger
Konzentration der Platinsalze im Bereich von 0,9 - 3,2 pg/m® Luft lieR sich ein

geringes Allergisierungpotenzial von Platinsalzen mit leichten Symptomen wie



Naselaufen und Niesen feststellen. Die volle Auspragung zeigte sich in Asthma
bronchiale, Kontaktdermatitis und Reaktionen bis hin zum anaphylaktischen
Schock. Diese Symptome treten aber erst bei weitaus hoheren

Platinkonzentrationen auf (Rossner und Hertel, 1986).

1.5.3. Mutagenitat

Uber die Mutagenitat von Platinkomplexen steht nur sehr wenig Datenmaterial
zur Verfugung. Bei Salmonellen und E. coli- Bakterien zeigte sich im Ames-
Test fur eine Reihe von Platin-Chlor-Amin-Komplexen eine mutagene Wirkung
(Beck and Brubaker, 1975). Weitere Testsysteme zum Nachweis von
Punktmutationen erbrachten ebenfalls einen Hinweis auf die mutagene Wirkung
von Platin(lV) Verbindungen (Gebhard, 1984).

Vermutlich lauft der Wirkungsmechanismus so ab, dass Platinionen in
mitochondriale Redoxreaktionen eingreifen. Auch lysosomale Enzyme sind
betroffen. Der Einfluss auf das Glutathion-System, die erhohte intrazellulare
Konzentration von Glutathion (Maeda et al., 2004) und dessen irreversible
Bindung an S-H-Gruppen fuhrt zu einer erhohten Menge an freien Radikalen
(Kuhlmann et al., 1997)

Weiterhin wird angenommen, dass sich die biologisch aktiven Platinkomplexe
an die DNA binden und diese in ihrer Struktur verandern, indem sie den DNA-
Strang aufspalten (Liu et al., 1996), oder die Aminbindungen inhibieren, oder
die Liganden in der DNA Synthese den Einbau von Aminen blockieren
(Mansuri-Thorshizi et al., 2001)

1.5.4. Karzinogenitéat

Hinweise auf ein erhohtes Krebsrisiko bei Menschen in platinverarbeitenden
Betrieben liegen nicht vor. Es gibt aber auch bisher keine epidemiologischen
Studien Uber die Krebshaufigkeit bei berufsbedingt exponierten Personen.

Im Tierversuch wurde jedoch eine kanzerogene Wirkung von cis-Platin

nachgewiesen. Bei Mausen wurde eine signifikant erhohte Rate von



Lungenadenomen und Hautpapillomen beobachtet. Bei Ratten entwickelten
sich nach subkutaner Injektion von cis-Platin-analogen Verbindungen vor allem
Sarkome an der Einstichstelle. Aufgrund dieser Befunde besteht ein gewisses
Risiko zur Bildung sekundarer Tumore nach einer Behandlung mit platinhaltigen
Zytostatika (Leopold et al., 1979). Erwiesen ist, dass bei Patienten nach einer
Behandlung mit Cisplatin und Carboplatin mit erhdéhter Wahrscheinlichkeit
Leukamie auftritt (Travis et al., 1999). Wegen fehlender
Untersuchungsergebnisse kann fur andere Platinverbindungen keine Aussage

uber eine erhdhte Tumorinzidenz gemacht werden.

1.6. Thematik der vorliegenden Arbeit

1.6.1. Hintergrund

Es gibt verschiedene Studien zur akuten und chronischen Toxizitat von
aktivierten Platinkomplexen. Nicht untersucht wurde aber bis jetzt die akute und
chronische Zytotoxizitat von wasserldslichen Platinsalzen.

Ziel dieser Arbeit war es, mit in-vitro Testsystemen die Toxizitat von Platin auf
Zellen von Leber und Niere zu bewerten.

Bei den meisten arbeitsmedizinischen Untersuchungen liegt der Schwerpunkt
auf der Uberpriifung und dem Nachweis der Kanzerogenitat bestimmter Stoffe.
Daher wird in der vorliegenden Arbeit der Schwerpunkt bewusst auf die akute
und chronische Toxizitat von PtCl; gelegt. Ein Grund flr weiteren
Forschungsbedarf sind die steigenden Umweltkonzentrationen durch
Platinemissionen aus Abgaskatalysatoren und eine zunehmende Akkumulation
von PtCl, in biologischen Materialien (Helmers et al., 1994). Auch die Studie
von Sures und Zimmermann (2000) beschaftigt sich mit der Akkumulation von
Platingruppenelementen in aquatischen Organismen unter der Fragestellung
einer erhohten Bioverfugbarkeit der Kraftfahrzeug-burtigen PGEs.
Verschiedene Forschungsarbeiten zeigen, dass innerhalb des letzten
Jahrzehnts die Menge an emittiertem Platin um mehrere Zehnerpotenzen

zugenommen hat. Lustig et al., (1997) nimmt an, dass es um den Faktor 100-



1000 Uber dem geogenen Untergrundwert liegt. Eine weitere Studie zeigt, dass
Konzentrationen bis 87 ug/kg Stralienstaub in Deutschland gemessen wurden
(Zereini et al., 1993). Dies und die Annahme von weiterhin steigenden
Platinkonzentrationen macht die umweltmedzinische Relevanz dieser Arbeit
deutlich.

1.6.2. Thematik

Neuartig ist bei den hier vorliegenden Untersuchungen, dass die verwendeten
Testsysteme einen direkten Vergleich der Zelllinien untereinander erlauben.
Auch ein direkter Vergleich zwischen den PtCls;-Konzentrationen und der
Abnahme der Zellvitalitat ist durch diese Untersuchungen maoglich.

Aufgrund der Ausscheidung und Metabolisierung von Platinsalzen sowohl uber
die Niere als auch Uber die Leber, wurden in der vorliegenden Arbeit jeweils
zwei etablierte Nierenepithelzelllinien und zwei Leberepithelzelllinien verwendet.
Als Parameter zur Bewertung der toxischen Wirkung wurden Zellvitalitat,
Zellvolumen, Zellproliferation und Zellwanderung herangezogen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit sollen sowohl als Erganzung zu vorangegangenen
Arbeiten als auch als Bestatigung der bisher veroffentlichten Studien gesehen
werden. Weiterhin wird eine selektive Beurteilung von Zielzellen mdglich. Die
Ergebnisse der Tests konnten als Ausgangsbasis flr weiterflhrende
Untersuchungen von molekularen und ionalen Mechanismen der Zellen
herangezogen werden. Zu beachten ist jedoch die Problematik, dass eine der
Nierenzelllinien vom Opossum, einem Beuteltier, stammt. Deswegen sind

Vergleiche zum Verhalten menschlicher Zellen nur eingeschrankt moglich.



2. Material und Methoden

2.1. Platin(IV)chlorid

Die nachfolgenden Untersuchungen wurden mit Platin(IV)chlorid, (CAS-Nr.
13454-96-1, Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim) durchgefuhrt. Dabei wurde das
Platin(1V)chlorid in PBS in der Konzentration 10 mmol/l (33,69 mg PtCls in 10
ml PBS), pH 7,5 (Gibco, Life Technologies, Eggenstein) gelést und
anschlieend sterilfiltriert (0,2 um Filter, Sartorius, Heidelberg). Aus dem Filtrat
wurden verdunnte Stammldsungen mit den Konzentrationen 1 mmol/l und 0,1

mmol/l hergestellt.

2.2. Zelllinien und Kulturbedingungen

Das verwendete Zellmaterial bestand aus den vier nachfolgenden etablierten

Zelllinien:

e Opossum Kidney Cells (OK-Zellen): Nierenepithelzellen aus dem proximalen
Tubulus des Opossums (freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Prof.
Dr. H. Murer, Physiologisches Institut der Universitat Zirich, Schweiz)

e Human Kidney Carcinoma Cells (A-498): Nierenepithelzellen des Menschen
DSM ACC 55 (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
(DSMZ), Braunschweig)

e Human Chang Liver Cells (Chang Liver): Leberepithelzellen des Menschen
88021102 (European Collection of Cell Cultures for applied Microbiology
and Research (ECACC), Salisbury, UK)

e Human Hepatocyte Carcinoma Cells (Hep. G2): Leberepithelzellen des
Menschen ATCC CRL 10741 (American Type Culture Collection (ATCC),
Rockville, USA)

Routinemalig wurden die vier genannten Zelllinien als Massenkulturen mit

einer Zelldichte von 30.000-50.000 Zellen/cm? in Kulturflaschen mit einer

Wachstumsflache von 75 cm? (Greiner, Frickenhausen) ausgesat. Nach vier bis



funf Tagen, abhangig von der Wachstumsrate der verschiedenen Zellkulturen,

bildeten die Zellen einen optisch dichten (konfluenten) Zellrasen und wurden

durch einen Transfer umgesetzt.

Beim Transfer der konfluenten Massenkulturen wurde folgendermalien

vorgegangen: Die konfluenten Kulturen wurden mit steriler PBS gespult und die

dann noch adharenten Zellen mit einer sterilen Enzymldosung aus

Trypsin/EDTA, pH 7,2 (0,5%/0,02%) (Gibco Life Technologies, Eggenstein)

vom Boden der Kulturflasche abgeldst. Die Zellzahl wurde anschlie3end in

einer Zahlkammer (nach Neubauer) bestimmt und die Zellen in der jeweils
gewulnschten Zahl in neue Kulturgefalle ausgesat.

FUr die unterschiedlichen Zellstamme wurden spezifische Kulturmedien

verwendet. Basismedien und Zusatzstoffe stammten, soweit nicht anders

beschrieben, von der Firma Gibco Life Technologies, Eggenstein.

e Hep G2: DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) und F 12 (Nutrient
Mixture Ham’s F 12) im Verhaltnis 1/1 (v/v). Diesen Grundmedien wurde
10% FCS zugegeben, um den Zellen die zum Wachstum nétigen Hormone,
Aminosauren, Wachstumsfaktoren, anorganischen Salze und
Spurenelemente  zuzufuhren. Zur Vorbeugung einer bakteriellen
Kontamination wurden 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin
zugeflgt. Zusatzlich wurde das Kulturmedium noch mit 1 ymol/l L-Glutamin
versetzt.

e Chang Liver und A-498: Beide Zelllinien bendtigen dasselbe Kulturmedium
mit den gleichen Zusatzstoffen: Earle’s MEM (Minimum Essential Medium
mit Earle’s Salzen) wurde mit 10% FCS supplementiert und 1% NEAA, 1
pmol/l  L-Glutamin, 100 U/ml Penicilin und 100 pg/ml Streptomycin
zugesetzt.

e OK: DMEM und F 12 wurden im Mischungsverhaltnis 1/1 (v/v) mit 10% FCS
supplementiert, 2% HEPES (1M) (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim), 200
U/ml Penicillin und 200 pg/ml Streptomycin zugesetzt.

Inkubiert wurden die Zellen bei 37°C im Brutschrank in einer

wasserdampfgesattigter Atmosphare und einer Begasung mit 94% Luft und 6%

10



CO,. Damit wurde durch das CO,/HCOj3 Puffersystem das pH konstant im
Bereich 7,2-7,4 eingestellt.

2.3. Kinetik der Platinaufnahme

Es wurden jeweils 600.000 Zellen in 5 ml 10% FCS-haltigem Medium in einer
Zellkulturschale (Greiner, Frickenhausen) mit einer Wachstumsflache von 21
cm? ausgesat und fir 24 Stunden inkubiert. Danach wurde das Medium
erneuert und PtCls in der Konzentration von 50 pg/ml zugesetzt. Dieser Wert
leitet sich aus der Dosis-Wirkungskurve (s. 2.4.) ab. Die Zellen wurden unter
kraftigem Spulen nach 0 Stunden, 24 Stunden, 48 Stunden und 72 Stunden mit
2 ml insterilem Trypsin abgelést (10-15 Minuten bei 37°C), und in der
Zahlkammer ausgezahlt.

Das Medium aus der Zellkulturschale wurde zur Analyse der Platinmenge mit
einem Atom-Absorptions-Spektrometer (Spectra AA 300, Varian Analytical
Instruments, Minchen) untersucht. Daflir wurden die Proben mit 3% HCL
(UItrex® Ultrapur, JT Baker, Philipsburg, USA) 1/10 (v/v) verdunnt und gegen
eine Standardlosung (100 ng/ml Platin in 3% HCL, Mallinckrodt-Baker,
Deventer, Holland) gemessen.

Die Messwerte entstanden mit Deuterium-Untergrundkompensation und
Graphitrohrtechnik, mit der Einstellung auf Absorption und der Messart
Peakhohe. Die Platinlampe (Hohlkathodenlampe, Varian, Minchen) hatte einen
Lampenstrom von 7 mA, eine Spaltbreite von 0,2 nm und die Wellenlange von
265,9 nm. Die Probenzugabe erfolgte Uber einen automatischen Probengeber,
die  Messzeit betrug eine Sekunde und es wurden zwei
Wiederholungsmessungen durchgefuhrt. Als Tragergas wurde Argon
eingesetzt. Das Temperaturprogramm setzte sich folgendermaf3en zusammen:
Die Proben wurden im beschichteten Graphitrohr bei 750°C verascht und bei
2700°C atomisiert.

11



2.4. Akute Toxizitatstests

Um die akute zytotoxische Wirkung von PtCls zu bestimmen, wurden Chang
Liver-Zellen, Hep G2-Zellen, A-498-Zellen und OK-Zellen aus den
Massenkulturen in einer Dichte von 5.000 Zellen/cm? in 6-Loch-Platten mit einer
Wachstumsflache von 9,6 cm? pro Vertiefung (Greiner, Frickenhausen), wie
unter 2.2. beschrieben, ausgesat.

Die Zellen wurden 24 Stunden bei 37°C im Brutschrank inkubiert. In dieser Zeit
konnten die Zellen erneut adharieren und den durch die Trypsinbehandlung
unterbrochenen Zellstoffwechsel wieder normalisieren. Nach den 24 Stunden
hatte sich wieder ein dem Wachstum férderliches Milieu gebildet. AnschlielRend
wurde PtCly in Konzentrationen von 1-200 pg/ml zugesetzt und weitere 24

Stunden im Brutschrank inkubiert.

2.4.1. Zellzahlbestimmung in der Neubauerzahlkammer

Nach der entsprechenden Inkubationszeit mit PtCls; wurde fur die Auswertung
der Zellzahl das Kulturmedium abgesaugt und die toten und flottierenden Zellen
und Zellfragmente durch eine Spulung mit insterilem PBS entfernt. Das Abldsen
der adharenten und damit vitalen Zellen mit insterilem Trypsin/EDTA, pH 7,2
(0,025%) (Gibco, Life Technologies, Eggenstein) Uber 5 Minuten erwies sich,
wie von Waters et al.,(1975) beschrieben, als &auRerst schwierig. Die
Adhasionskrafte an den Boden der Kulturgefalte und ein Verklumpen der Zellen
wurden durch das PtCls verstarkt. Daher konnte nur in Einzelfallen der

Zellrasen abgeldst werden.
2.4.2. Neutralrot-Test
Bei diesem Versuch wurden die vitalen Zellen nicht direkt, sondern Uber die
Aufnahme des Neutralrot-Farbstoffs in die Lysosomen nachgewiesen. Das NR

diffundiert  unabhangig von lonenkanalen durch die Zellmembran und

akkumuliert in den Lysosomen (Borenfreund and Puerner , 1985).
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Die Durchfuhrung des Versuchs erfolgte nach der in 2.2. beschriebenen
Aussaat. Bei diesem Versuch wurden statt der 6-Loch-Platten 12-Loch-Platten
mit 4 cm?® Wachstumsflache pro Vertiefung (Integra Bioscience, Fernwald)
benutzt. Die Kontrolle wurde nur mit Kulturmedium gefullt. Danach wurde PtCl,
zugegeben. Die Auswertung geschah mittels Biochrom-Gammakit (Biochrom,
Seromed®, Berlin): 24 Stunden nach der Gefahrstoffzugabe wurde in jede
Vertiefung 1 ml Neutralrotldsung (0,33% Neutralrotldsung in PBS) pipettiert und
die Platten 3 Stunden bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Danach wurde das
Medium vorsichtig mit einer Pipette abgezogen und die Vertiefungen zweimal
mit jeweils 1 ml physiologischer Kochsalzlésung gespult. Anschlielend wurde 1
ml Ethanol/Eisessig (1% Eisessig zu 50% Ethanol) pro Vertiefung zupipettiert,
um den Farbstoff wieder aus den Zellen herauszulésen, und ca. 10 Minuten
unter haufigem Schitteln bei Raumtemperatur inkubiert. Zur photometrischen
Auswertung wurden die Losungen in HalbmikroklUvetten (Sarsted, Numbrecht)
uberfuhrt und die optische Dichte bei 540 nm im Photometer (Unicam UV 4,
Unicam analytische Systeme, Kassel) bestimmt.

2.4.3. MTT-Test

Der MTT-Test (Sigma-Aldrich, Steinheim) ist wie der in 2.4.2. beschriebene
Versuch ein Test zum Nachweis von vitalen Zellen. Das Tetrazolium-Salz MTT
ist ein hellgelbes Substrat, das in Mitochondrien von lebenden Zellen durch
mitochondriale Dehydrogenasen zu einem dunkelblauen Formazan-Produkt
reagiert (Mosmann, 1983).

Es wurden zwei 12-Loch-Platten mit jeweils 5.000 Zellen/cm? ausgesat, wobei
die Kontrolle nur mit Kulturmedium aufgefullt wurde. Nach einer Ruhephase von
24 Stunden zur erneuten Adhasion und der Gefahrstoffzugabe von PtCl4 in den
Konzentrationen 1-200 upg/ml wurden die Zellen weitere 24 Stunden im
Brutschrank inkubiert.

Zur Auswertung wurden pro Vertiefung 100 yl MTT-Lésung (5 mg MTT/ml
PBS™) zugegeben und die Zellen fiir zwei Stunden bei 37°C im Brutschrank

inkubiert. Daraufhin wurden 1 ml MTT-Solubilisations-Losung (90 ml 2-
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Propanol, 5 ml 1 N HCI, 10 g Triton X-100, (Merck, Darmstadt) zugegeben und
nach starkem Durchmischen das Substrat in Halbmikroktvetten Gberfihrt.

Die Messung der optischen Dichte erfolgte am Photometer bei 570 nm und 690
nm, wobei das Ergebnis der Messung bei 690 nm von dem Ergebnis bei 570

nm subtrahiert wurde.

2.4.4. Zellvolumen und Zellzahl

Bei diesem Versuch wurde von den vier Zelllinien jeweils 10.000 Zellen/cm? in
6-Loch-Platten ausgesat. Nach 24 Stunden wurde PtCls in den Konzentrationen
1-200 pug/ml zugegeben und weitere 24 Stunden im Brutschrank inkubiert.

Zur Auswertung wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit insteriler PBS
gespult. Die Ablosung des Zelllayers erfolgte mit insterilem Trypsin/EDTA,
wobei eine Einwirkzeit von 20 Minuten und starkes Durchmischen erforderlich
war, um die Zellschicht vom Untergrund zu Iésen und die Zellklumpen
aufzulésen. Danach wurde die Zellsuspension 1:96 (v/v) mit einer isotonischen
Messlosung (CASYton, Scharfe System, Reutlingen) verdunnt damit das
Zahlsystem (Zellcounter CASY 1, Scharfe System, Reutlingen) nicht Gberlastet
wurde. Bei den Zellreihen Chang Liver und A-498 musste zusatzlich noch 1:2
(v/v) mit isotonischer Messlésung nachverdinnt werden.

Die Auswertung erfolgte Uber das mediane Zellvolumen. Dieses liefert einen
Querschnitt uber die Zellgrollenverteilung der zu untersuchenden Zellen, und
lasst somit RuckschlUsse auf die Veranderung der Gesamtpopulation zu.

Das Zellzahlsystem lieferte die Zellzahl (ZellgroRe: 11-40 pm). Die durch
mechanische Beanspruchung beim Durchmischen und durch die verlangerte
Einwirkzeit des Trypsins entstandenen Zellfragmente (bis zur Grofe von 11 pym)

wurden vom Zahlsystem zwar erfasst, jedoch nicht bertcksichtigt.
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2.5. Langzeittoxizitatstests

2.5.1 Neutralrot-Test im 72 Stunden-Versuch

Zur Untersuchung der Langzeittoxizitat wurde der Neutralrot-Test wie in 2.4.3.
durchgefuhrt, wobei die Versuchsparameter, bis auf eine Verlangerung der
Einwirkzeit des PtCl, auf 72 Stunden und der Reduzierung der ausgesaten
Zellzahl auf 20.000 Zellen pro Vertiefung in 12-Loch-Platten mit 1 ml Medium,

nicht verandert wurden.

252 MTT-Test im 72 Stunden-Versuch

Die Untersuchung der Zellvitalitat der vier Zellreihen mittels MTT-Test nach 72
Stunden erfolgte nach der gleichen Vorgehensweise wie unter 2.4.4.
beschrieben. Auller der verlangerten Einwirkzeit des PtCls; von 72 Stunden und
einer verminderten Menge von ausgesaten Zellen von 20.000 Zellen pro
Vertiefung in 12-Loch-Platten mit 1 ml Medium wurde keiner der oben

genannten Parameter verandert.

2.5.3. Romanowsky-Giemsa-Farbung

Zur Beurteilung der Migration und zur Auswertung der Klonierung wurden die
Zellen fixiert und mit der Romanowsky-Giemsa-Farbung nach Wittekind bei
Raumtemperatur gefarbt.

Far die Fixierung wurde eine Stammlosung (nach Wittekind) aus 15 ml
Methanol p.a. + 500 pl Azur B SCN™ + 500 pl Eosin Y-Farblésung hergestellt.
Diese wurde auf die Zellen gegeben und zur Fixierung drei Minuten dort
belassen. Danach wurde die Fixierlosung vorsichtig abgespuilt.

Zur Farbung wurden 50 ml 0,03 M HEPES-Puffer, pH 6,5 (1 Teil HEPES (1
mol/l, Serva, Heidelberg) zu 32 Teilen Aqua dest.) mit 500 yl Azur B SCN" und
500 pl Eosin Y-Farblosung gemischt und flir 30 Minuten auf die Zellen
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gegossen. Nach mikroskopischer Kontrolle der Farbung wurden die

Vertiefungen vorsichtig gespult und bei Raumtemperatur luftgetrocknet.

2.5.4. Nachweis der Zellmigration

Aufgrund von Kontaktinhibierung bilden Epithelzellen nur eine einzige
Zellschicht (Monolayer). Durch das FCS-reduzierte Kulturmedium hatten die
Zellen eine stark eingeschrankte mitotische Aktivitat und auch
Stoffwechselaktivitat. Durch Zellteilung und aktive Fortbewegung der Zellen
wuchsen diese in den zellfreien Raum ein. Die Einschrankung der
Migrationsstrecke und Anzahl der ausgewanderten Zellen war unter anderem
ein guter Anhaltspunkt zur Bestimmung der Zellschadigung.

Far den Versuch zur Untersuchung der Zellmigration wurden die Zellen in 6-
Loch-Platten ausgesat und kultiviert, bis sich ein optisch konfluenter Zellrasen
gebildet hatte. Daraufhin wurde eine sterile Rasierklinge auf den Zellrasen
gesetzt und die Zellen auf einer Seite mit einem sterilen Wattetrager entfernt.
Ein zellfreier Raum mit glatter Schnittkante (sog. kunstliche Wunde) wurde
geschaffen, damit die Zellen bei weitgehend unterdrickter Proliferation
ungehindert immigrieren konnten.

Das Routinemedium wurde dann durch 1% FCS-haltiges Medium ersetzt und
PtCl, in den Konzentrationen 10-200 pg/ml zugegeben. Daraufhin wurden die
Zellen 72 Stunden im Brutschrank inkubiert und nach einer mikroskopischen
Kontrolle nach Romanowsky-Giemsa fixiert und gefarbt (siehe 2.5.1.).
Ausgewertet wurde der Versuch im Mikroskop (Nikon Optiphot, Nikon,
Dusseldorf) mit in den Strahlengang eingesetztem Zeichentubus im Hellfeld-
Verfahren, bei dem, je nach zelltypischem Wanderungsverhalten, entweder die
Migrationsfront (OK) oder die Einzelzellen (A-498, Chang Liver)
herausgezeichnet wurden. AnschlieRend wurde die Zahl der ausgewanderten
Zellen bestimmt, die Wegstrecke ausgemessen und die mittlere
Wanderungsgeschwindigkeit der Einzelzellen berechnet. Bei den Hep. G2-
Zellen war eine Auswertung der Migrationsfahigkeit nicht moglich, da sich die

Zellen aus unbekannter Ursache vom Boden der Kulturschale ablosten und
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selbst an den noch verbliebenen Resten der ,kinstlichen Wunde® keinerlei

migratorische Aktivitaten feststellbar waren.

2.5.5 Klonkulturen und Klonierungseffizienz

Ein Zellklon ist eine Zellpopulation, die durch Zellteilung aus einer Einzelzelle
entstanden ist. Da die Klonform, die Wachstumsgeschwindigkeit und die
Klonmorphologie sowohl zwischen den einzelnen Zellarten als auch innerhalb
einer Zelllinie sehr unterschiedlich sein konnen, kann allein Uber die
Klonstruktur keine eindeutige Aussage zur Zellveranderung bei Exposition mit
der Testsubstanz gemacht werden.

Bei diesem Versuch wurde eine besonders geringe Anzahl von Zellen (500,
1.000 und 2.000 Zellen) in Kulturschalen mit 58 cm? Wachstumsflache (Greiner,
Frickenhausen) ausgesat. Dadurch war die Ausbildung definierter Zellklone
mdglich, da sich die Zellen vereinzelt am Boden der Kulturschale festsetzen
konnten. Nach 48-stindiger Ruhephase im Brutschrank, wahrend der sich der
Zellstoffwechsel wieder normalisieren konnte, wurden die Klonkulturen mit PtCl4
in den Konzentrationen 10-200 pmol/l behandelt und fur weitere 10 Tage im
Brutschrank inkubiert. Gefarbt wurden die Kulturen nach Romanowsky-Giemsa.
Die Quantifizierung der Klonzahl erfolgte durch Auszahlung der Klone. Nicht
berticksichtigt wurden Klone mit einer Grélke < 1 mm (Zellzahl < 50
Einzelzellen). Die Klonierungseffizienz (KE) wurde nach folgender Formel

berechnet.

] o Anzahlder Klone
Klonierungseffizienz (KE) = - [%] x 100 (1)
Anzahl der ausgesaten Zellen
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2.6. Statistische Auswertung

In dieser Arbeit wurde jeweils der Mittelwert und der Standardfehler des
Mittelwertes  (S.E.M.) angegeben. Die  Signifikanzbestimmung der
Messergebnisse erfolgte nach dem Student’'s t-Test bei einem
Signifikanzniveau von p < 0,05.

Die Entscheidung, den Student’s t-Test zu benutzen, erfolgte aufgrund seiner
Robustheit and der Moglichkeit, selbst kleine und ungleiche Anzahlen von

Versuchszahlen miteinander vergleichen zu konnen.
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3. Ergebnisse

3.1. PtCl;~-aufnahme der Zellen

Die vier Zelllinien Chang-Liver, Hep G2, OK und A-498 wurden jeweils wie unter
2.3. beschrieben ausgesat und die Zellzahl sofort, nach 24 Stunden, 48
Stunden und 72 Stunden bestimmt. Die Konzentration des Gefahrstoffes PtCl4
blieb konstant bei 50 wpmol/l. Die Zellzahl der jeweils unbehandelten
Kontrollgruppe wurde mit den Zellzahlen der Versuchsgruppe verglichen. Den
Verlauf kann man der Abb. 1 fur die beiden Leberzelllinien entnehmen. Bei den
Chang-Liver-Zellen verdoppelte sich die Zahl der Zellen der unbehandelten
Kontrollgruppe ungefahr alle 24 Stunden von 500.000 Zellen zum Zeitpunkt t =
Oh auf 3.640.000 zum Zeitpunkt t = 72h. Bei der Versuchsgruppe war die
Zunahme der Zellzahl von 537.000 Zellen (0°) auf 2.038.000 deutlich geringer.
Bei der zweiten Leberzelllinie Hep G2 war der Verlauf uneinheitlich. Vom
Zeitpunkt 0" bis 48" verdreifachte sich die Kontrollgruppe pro 24 Stunden, um
dann am Zeitpunkt 72" um ein Drittel abzunehmen. In der Versuchsgruppe war
die Zellzahl zum Zeitpunkt 0" auffallig hoch (847.000). Zum Zeitpunkt 24" gab
es kaum eine Zunahme an Zellen, erst nach 48" stieg die Zellzahl um 2/3 und
nach 72" zeigte sich eine Verdoppelung. Die grol’en Abweichungen der
Zellzahlen waren Ausdruck der schon unter 2.4.1 angesprochenen Problematik

der gestorten Zellablésung unter Platineinfluss.
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Abb. 1: Gesamtzellzahl nach Exposition mit PtCl; zwischen 0 und 72 h;
Ergebnis fur Leberzelllinien; Beachte die zeitabhangige Reduktion der
Zellzahl bis 48 Stunden; (Mittelwert £ S.E.M.; p <0,05; n = 3)

Bei den Nierenepithelzellen ergab sich, wie aus Abb. 2 erkennbar, ein
uneinheitliches Bild. Die Kontrollgruppen zeigten sowohl bei den OK-Zellen mit
einer starken Steigerung von 515.000 Zellen bei t = Oh auf 10,1 x 10° Zellen
beim Zeitpunkt t = 72h als auch bei den A-498-Zellen mit einer geringeren
Steigerung von 340.000 bei t = Oh auf 2.060.000 Zellen bei t = 72h ein
ausgepragtes Wachstum. Auch bei den Versuchsgruppen setzte sich die starke
Wachstumstendenz fort. Sie fiel mit einer Steigerung von 462.000 Zellen
(Zeitpunkt t = Oh) auf 8,1 x 10° Zellen (Zeitpunkt t = 72h) bei den OK-Zellen nur
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unwesentlich geringer aus. Auch die A-498-Zellen wiesen die gleiche Tendenz
auf, wobei eine kontinuierliche Steigerung vom Zeitpunkt t = Oh mit 340.000
Zellen auf 1.567.000 Zellen beim Zeitpunkt t = 72h zu beobachten war.
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Abb. 2: Gesamtzellzahl nach Exposition mit PtCl, zwischen 0 und 72 Stun-
den; Ergebnis fur Nierenzelllinien; Beachte die schwache Reduktion der
Zellzahl innerhalb von 72 Stunden; (Mittelwert + S.E.M.; *p < 0,05; n=3)

Die Abbildungen 3 und 4 der einzelnen Zelllinien stellen die aufgenommene
Menge PtCl; pro 1x 10° Zellen nach Oh, 24h, 48h und 72h dar. Die
Vorgehensweise ist unter 2.3. ausflhrlich beschrieben worden. Auch hier war
die starke Varianz der Standardabweichung mit dem Problem der
Platinmessung im Atom Absorbtions Spektrometer verbunden, da die von den

Zellen aufgenommene Menge im untersten Bestimmungsbereich lag.
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Bei allen 4 Zelllinien zeigte sich, dass die Platinkonzentration in den Zellen
direkt nach Gefahrstoffzugabe nicht messbar war. Eine weitere Tendenz war,
dass der intrazellulare Gehalt von PtCls; bei allen 4 Zelllinien nach 24h am
grolRten war. Die Chang Liver-Zellen zeigten eine Konzentration von 754 ng
PtCl4/10° Zellen nach 24h, welche nach 48 h auf 235 ng/10° Zellen und danach
bei 72h auf 186 ng/10° Zellen zuriickging. Bei den Hep G2-Zellen war die
Aufnahme mit 388 ng/106 Zellen beim Zeitpunkt 24h geringer. Auch die
Abnahme auf 301,3 ng /10° Zellen nach 48 h bzw. 294 ng/10° Zellen nach 72h

fiel deutlich schwacher aus.
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Abb. 3: Gesamtmenge von PtCl, pro 10° Zellen in ng zwischen 0 und 72
Stun-den; Ergebnis fur Leberzelllinien; Beachte die zeitabhangige
Reduktion der PtCls -Aufnahme; (Mittelwert £ S.E.M.; *p < 0,05; n = 3)
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Die Nierenepithelzelllinie A-498 zeigte Ergebnisse, die denen der
Leberzelllinien sehr ahnlich waren. Auch hier sah man die Reduktion der
Aufnahme des Gefahrstoffs PtCl, von 362,3 ng/10° Zellen nach 24h auf 282,3
ng/10° Zellen nach 48h. Nach 72h war die in den Zellen nachgewiesene
Menge von PtCls; nur noch 182,7 ng/10° Zellen. Bei den OK-Zellen war die
Gesamtaufnahme mit 133 ng/10° Zellen nach 24h eher gering. Auch die
Abnahme nach 48h auf 49,7 ng/10° Zellen und die nach 72h wiederum erfolgte
Zunahme auf 82,3 ng/10° Zellen war untypisch..
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Abb. 4: Gesamtmenge von PtCl, pro 10° Zellen in ng zwischen 0 und
72 Stunden; Ergebnis flr Nierenzelllinien; Beachte die Steigerung der
PtCls-Aufnahme nach 24 Stunden; (Mittelwert + S.E.M.; *p < 0,05; n = 3)
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3.2. Akute Toxizitatstests

Zur Bestimmung der akuten Toxizitat wurden als Untersuchungskriterien die
Anzahl der vitalen Zellen pro cm? und das durchschnittliche Zellvolumen
herangezogen. Der MTT-Test und der NR-Test wurden zur Bestimmung der
Enzymaktivitat und damit der Menge an noch adharenten und vitalen Zellen
durchgefuhrt.

Um einen Vergleich der unterschiedlichen Versuche miteinander zu haben,
wurde fur jeden Versuch die EDsy bestimmt, wobei die EDsy die effektive
Konzentration des Gefahrstoffs ist, bei der es zu einem Vitalitatsverlust von

50% der Zellen kommt.

3.2.1. Zellzahl und Zellvolumen nach 24 Stunden

Alle vier untersuchten Zelllinien wurden fur jeweils 24h mit dem Gefahrstoff
PtCls inkubiert. Dies erfolgte in den Konzentrationen von 1-100 umol/l. Die
erhaltene Zellzahl und das Zellvolumen der Kontrollgruppe wurde jeweils 100%
gleichgesetzt und die erhaltenen Werte der Proben als Prozentzahlen der
Kontrolle dargestellt. Dies geschah unter anderem um die Ergebnisse der
einzelnen Versuche besser miteinander vergleichen zu kdnnen.

Wie aus Abbildung 5 zu entnehmen ist, war das Ergebnis bei den Chang Liver-
Zellen schon bei geringen Konzentrationen des PtCl, auffallig. Bei einer
Gefahrstoffkonzentration von 10 pmol/l war ein Vitalitdtsverlust von 28%
erreicht, bei den Konzentrationen von 50 und 100 pmol/l waren nur noch 50%
bzw. 45% der Zellen vital. Dies ist ein signifikanter Vitalitatsverlust und es zeigte
sich eine deutliche Dosis-Wirkungs-Beziehung. Die Toxizitat bei den Hep G2-
Zellen war ahnlich der der Chang Liver-Zellen. Auch bei ihnen wurde die EDsg
bei den Konzentrationen von 50-und 100 uymol/l erreicht bzw. Uberschritten. Bei
50 umol/l lag eine signifikante Zellzahlreduktion von 53% vor, bei 100 pmol/l
Gefahrstoff fand sich ein ebenfalls signifikanter Vitalitatsverlust von genau 50%.

Auch bei den Hep G2-Zellen zeigte sich (Abb.5) eine Dosis-Wirkungs-
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Beziehung. Aus dem Ergebnis flir die beiden Leberzelllinien lie3 sich eine

deutliche Hepatotoxizitat ablesen.
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Abb. 5: Zellzahl nach 24-stindiger Exposition mit PtCls; die unbe-
handelte Kontrolle entspricht 100%; Der Graph zeigt das Ergebnis
der Leberzelllinien; (Mittelwert £ S.E.M.; *p < 0,05; n = 2)

Die Nierenzelllinien OK und A-498 zeigten ahnliche Ergebnisse (Abb. 6). Auch
bei ihnen war ein Vitalitatsverlust bei den Konzentrationen von 50-und 100
pmol/I deutlich, wobei man eine Signifikanz nur fur die Zelllinie A-498 feststellen
konnte, weil die S.E.M. bei der Kontrolle der OK-Zellen mit ca. 17% zu grof3
war. Die A-498-Zellen waren bei einer Gefahrstoffkonzentration von 50 umol/l

noch zu 2/3 adharent und vital, bei 100 umol/l waren es noch 50%.
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Abb. 6: Zellzahl nach 24-stindiger Exposition mit PtCly; die unbe-
handelte Kontrolle entspricht 100%; Der Graph zeigt das Ergebnis
der Leberzelllinien; (Mittelwert £ S.E.M.; *p < 0,05; n = 2)

Die Methode zur Messung des Zellvolumens wurde ausfuhrlich in 2.4.4.
beschrieben. In diesem Versuch wurde die Kontrolle 100% gleichgesetzt, und
danach die Ergebnisse der mit PtCl,; behandelten Zellen in Prozentzahlen mit
der Kontrolle verglichen. Das Absolutvolumen der Zellen der Kontrolle lag bei
den vier Zelllinien bei ~140fl mittleres Volumen.

Die Ergebnisse zeigten, dass der Gefahrstoff PtCl, bei den Zelllinien des
Leberepithels zu einer dosisabhangige Volumenzunahme fuhrte. Aus der Abb.
7 ist ersichtlich, dass die Volumenzunahme bei den Chang Liver-Zellen mit
126,69% bei der PtCls-Konzentration 100 umol/l deutlich starker hervortrat, als
bei den Hep G2-Zellen. Diese zeigten bei der Konzentration 50 pmol/l eine
Volumenzunahme auf 112,6% und bei der Konzentration 100 umol/l eine

geringere Volumenzunahme auf 107,11%.
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Abb. 7: Prozentuales mittleres Zellvolumen nach 24-stundiger Exposition
mit PtCls; die unbehandelte Kontrolle wurde 100% gleichgesetzt;
Ergebnisse fur Leberzelllinien; (Mittelwert £ S.E.M.; *p < 0,05; n = 2)

Die Nierenepithelzellreihen zeigten eine starkere Reaktion des Zellvolumens
auf die PtCls;-Behandlung. Das Ergebnis ist aus der Abb.8 ersichtlich. Das
mittlere Volumen der OK-Zellen stieg bei der Gefahrstoffkonzentration von 50
pmol/l auf 113,67% und bei 100 umol/l auf 127,49% an. Noch starker war die
Reaktion der A-498-Zellen. Bei ihnen ergab sich bei 50 pmol/l PtCl; eine
Volumenzunahme auf 129,3% und bei 100umol/l auf 142,1%. Bei beiden
Nierenepithelzellreinen waren die Werte fur 50-und 100 ymol/l PtCl, signifikant

und es war eine eindeutige Dosis-Wirkungs-Beziehung feststellbar..
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Abb. 8: Prozentuales mittleres Zellvolumen nach 24-stindlicher Expo-
sition mit PtCls; die unbehandelte Kontrolle wurde 100% gleichgesetzt;
Ergebnisse fur Nierenzelllinien;(Mittelwert + S.E.M.; *p < 0,05; n = 2)

3.2.2. MTT-Test nach 24 Stunden

Beim MTT-Test wurde als Map der Vitalitat der vier Zelllinien der Farbumsatz
der mitochondrialen Dehydrogenase verwendet. Der in 2.4.3. beschriebene
Mechanismus bildet die Grundlage dafur. Die Bestimmung erfolgte Uber die
Aktivitat der Dehydrogenase bei der unbehandelten Kontrolle beziehungsweise
den Proben mit verschiedenen Konzentrationen des Gefahrstoffs PtCls. Die
Extinktionswerte der Kontrolle wurden 100% gleichgesetzt, die Versuchswerte
jeweils in relativen Zahlen dazu. Dies war wichtig, um die einzelnen Ergebnisse
bewerten zu koénnen. Um die Reaktionen unterschiedlicher Zelllinien
vergleichen zu kdnnen wurde zusatzlich die EDsy ermittelt.

Fir die beiden Leberepithelzelllinien wurden eine signifikante Reduktion der
Zellaktivitat, gemessen uber den Substratumsatz der MTT-LOsung, ab

Konzentrationen von 50 pmol/l PtCls fur Chang Liver-Zellen und 100 pmol/l
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PtCl, fir Hep G2-Zellen festgestellt. Die Abbildung 9 zeigt die Graphik der
beiden Leberzelllinien. Die Reduktion der Zellvitalitdt von Chang Liver-Zellen
lag nach 50 ymol/l bei 10,8%, nach 100 ymol/l bei 38,1%, nach 200 pmol/l bei
62,05% und nach 400 pmol/l bei 76,9%. Die Vitalitat der Hep G2-Zellen und
deren Substratumsatz lag unter der Konzentration von 100 umol/l PtCls bei
80,63% unter 200 umol/l bei 55,45% und unter 400 umol/l PtCl4 nur noch bei
23,07%. Hier zeigte sich eine eindeutige Dosisabhangigkeit der Toxizitat. Die
EDsq lag fur die Chang Liver-Zellen bei 150 ymol/l PtCls und fur die Hep G2-
Zellen bei 220 uymol/l.
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Abb. 9; MTT-Test nach 24-stindiger Exposition mit PtCl,; die
Extinktion der unbehandelten Kontrolle wurde 100% gleichgesetzt;
Ergebnis der Leberzellinien; (Mittelwert £+ S.E.M.; *p < 0,05; n = 3)
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Abb. 9: MTT-Test nach 24-stlindiger Exposition mit PtCls; dieExtinktion

der unbehandelten Kontrolle wurde 100% gleichgesetzt; Ergebnis der

Leberzelllinien; (Mittelwert + S.E.M.; *p < 0,05; n = 3)
Die Ergebnisse der Nierenepithelzelllinien entsprachen zum gréf3ten Teil denen
der Leberepithelzellen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 10 dargestellt. Sowohl
OK-Zellen als auch A-498-Zellen zeigten eine signifikante Reduktion der vitalen
adharenten Zellen. Bei den OK-Zellen zeigte sich die Zellreduktion ab der
Konzentration 50 umol/l PtCls auf 83,05% der Kontrolle. Bei 100 umol/l sank die
Zelliberlebensrate auf 71,29%, Bei 200 pymol auf 49,72% und bei 400 umol/l
auf 34,04%. Die EDsp lag bei 200 uymol/l PtCls. A-498-Zellen zeigten erst bei
den Konzentrationen von 200 pmol/l PtCl4 und 400 pmol/l PtCl, eine signifikante
Reaktion auf den Gefahrstoff. Die Reduktion der Vitalitat bei 200 pmol/l
entsprach 55,59% der unbehandelten Kontrolle, bei 400 pmol/l waren noch
28,09% der Zellen vital. Die EDsq lag bei ca. 220 pmol/l PtCl,.
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Abb. 10: MTT-Test nach 24-stiindiger Exposition mit PtCl,; die Extink-
tion der unbehandelten Kontrolle wurde 100% gleichgesetzt; Ergebnis
der Nierenzelllinien; (Mittelwert + S.E.M.;*p < 0,05; n = 3)

3.2.3. Neutralrot-Test nach 24 Stunden

Auch bei diesem Test wurde, ahnlich dem MTT-Test, eine enzymatische
Reaktion zur Vitalitatsbestimmung der einzelnen Zelllinien herangezogen. Im
Falle des NR-Tests findet der Substratumsatz jedoch innerhalb der Lysosomen
statt. Der genaue Mechanismus ist unter 2.4.2. beschrieben. Die Bestimmung
der Zellaktivitat erfolgte auch hier in Abhangigkeit der Extinktion der
unbehandelten Kontrollpopulation, welche 100% gleichgesetzt wurde. Die
Ergebnisse wurden in relativen Prozentzahlen zur Kontrolle ausgerechnet und
die EDso ermittelt.

Der Kurvenverlauf in Abb. 11 zeigt auf, dass die Chang Liver-Zellen schon bei
einer Konzentration von 100 pumol/l PtCls einen deutlichen Vitalitatsverlust

erfuhren. Bei den Konzentrationen von 100 und 200 pmol/l waren jeweils nur
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noch 55,31% bzw. 28% der Zellen vital und adharent. Die EDs fur die Chang
Liver-Zellen lag fur diesen Versuch bei 110 umol/l PtCls. Es war ein deutlicher
Vitalitatsverlust ablesbar. Die Dosis-Wirkungs-Beziehung ist aus dem
Kurvenverlauf eindeutig erkennbar.

Die Kurve fur die zweite Leberzelllinie Hep G2 ist ebenfalls in Abb.11
dargestellt. Auch hier gab es bei den geringen Gefahrstoffkonzentrationen
keinen signifikanten Vitalitatsverlust, sondern tendenziell eher eine geringe
Zunahme des Substratumsatzes. Die Platinkonzentration von 100 und 200
pmol/l fihrte zu einer Einschrankung der Vitalitat auf 72,3% beziehungsweise
21,89%. Die EDsp lag bei 150 umol/l. Die Dosis-Wirkungs-Beziehung ist aus der
Abbildung ersichtlich.
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Abb. 11: Neutralrot-Test nach 24-stiindiger Exposition mit PtCl,; die
Extinktion der unbehandelte Kontrolle wurde 100% gleichgesetzt;
Ergebnis der Leberzelllinien; (Mittelwert + S.E.M.; *p < 0,05; n = 3)

Die Abb. 12 stellt die Ergebnisse fur die Nierenzelllinien OK und A-498 dar. Sir

waren uneinheitlich. Die OK-Zellen wiesen in den Konzentrationen 1-10 uymol/l
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des Gefahrstoffs keine signifikanten Unterschiede zum Ergebnis der
unbehandelten Kontrolle auf. Ab einer Konzentration von 25 umol/l PtCl, stieg
der lysosomale Substratumsatz auf einen signifikanten Wert von 111,93% an.
Auch bei den darauf folgenden Konzentrationen 50, 100, 200 pmol/l PtCls war
der verstarkte Substratumsatz signifikant. Er lag nach Zugabe von 50 pmol/l bei
119,73%, nach 100 pmol/l bei 115,6% und nach 200 pmol/l bei 116,13%.
Daraus folgt, dass bei der OK-Zelllinie keine Dosis-Wirkungs-Beziehung
bestand und im Gegensatz zu allen anderen getesteten Zelllinien keine
Abnahme sondern eine Zunahme der enzymatischen Aktivitat vorhanden war.

Die A-498-Zellreihe zeigte ab der Konzentration 50 pmol/l PtCl; einen
signifikanten Aktivitatsverlust auf 56,88%. Bei 100 pmol/l PtCl, war der
Substratumsatz  noch  60,09%, wobei er bei der hochsten
Gefahrstoffkonzentration von 200 ymol/l wieder auf 85,67% anstieg. Auch hier

konnte keine Dosis-Wirkungs-Beziehung postuliert werden.
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Abb. 12: Neutralrot-Test nach 24-stundiger Exposition mit PtCls; die
Extinktion der unbehandelte Kontrolle wurde 100%; Ergebnis der
Nierenzelllinien; (Mittelwert + S.E.M.; *p < 0,05; n = 3)
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3.3. Langzeittoxizitat

Um die Reaktion der Zelllinien auf eine verlangerte Expositionszeit zu testen,
wurde bei gleich bleibenden Versuchsbedingungen wie unter 3.2.2. und 3.2.3.
die Expositionszeit auf 72 Stunden ausgedehnt. In dieser Versuchsanordnung
wurden nur MTT-Test und NR-Test durchgefuhrt. Auch in diesen Versuchen
wurde die EDsg ermittelt, um Vergleiche zwischen den einzelnen Zelllinien und

zwischen den verschiedenen Expositionszeiten anstellen zu kdnnen.

3.3.1. MTT-Test nach 72 Stunden

Die Ergebnisse der 72-Stunden-Versuche der vier Zelllinien sind in den
Abbildungen 13 flr die Leberepithelzellreihen und in Abbildung 14 fir die
Nierenepithelzellreinen dargestellt. Bei beiden Organen war fur PtCls; eine
deutliche Dosis-Wirkungs-Beziehung feststellbar. Dabei fiel auf, dass fir die
Leberzellen eine weit geringere Dosis des Gefahrstoffs notig war, um die EDsg
zu erreichen. Dies ist ein Zeichen fur eine verstarkte Hepatotoxizitat. Beide
Leberepithelzelllinien hatten signifikante Werte ab einer PtCls-Konzentration
von 10 umol/l. Die EDsp wurde bei Chang —Liver Zellen bei 45 ymol/l erreicht,
die fur Hep G2-Zellen lag bei 70 umol/l. Die Reduktion der Vitalitat der Chang
Liver-Zellen lag bei 10 pymol/l PtCls noch bei 87,45%, bei 25 ymol/l bei 63,89%
bei 50 umol/l bei 46,8% bei 100 umol/l bei 16,76% und bei 200 pmol/l nur noch
bei 0,69% der unbehandelten Kontrolle.

Ein ahnliches Ergebnis fand sich bei Hep G2-Zellen. Die Vitalitatsreduktion war
nicht so auffalig wie bei den Chang Liver-Zellen. Bei einer
Schadstoffkonzentration von 10 pmol/l PtCls war der Substratumsatz 72,22%
der Kontrollgruppe, 25 umol/l reduzierten auf 73,29%, 50 pymol/l auf 58,08%,
100 pmol/l auf 37,29% und 200 pymol/l auf 8,13%.
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Abb. 13: MTT-Test nach 72-stiindiger Exposition mit PtCly; die
Extinktion der unbehandelten Kontrolle wurde 100% gleichgesetzt;
Ergebnis der Leberzelllinien; (Mittelwert £ S.E.M.; *p <0,05; n = 3)

Die Nierenepithelzellen zeigten (Abb. 14) ein anderes Bild, vor allem in den
niedrigen PtCls-Konzentrationen. Erst ab 50 umol/l gab es bei beiden Zellreihen
eine signifikante Reduktion der Zellvitalitat. Die OK-Zellen waren bei 50 pymol/|
noch zu 2/3 vital und adharent, 100 umol/l ergaben eine Reduktion auf 46,97 %,
bei 200 pmol/ PtCls waren noch 18,28% der Zellen vital. Die EDso der OK-Zellen
lag bei 94 pmol/l Platin(IV)chlorid. Noch schwacher fiel die Reaktion bei den A-
498-Zellen aus. 50 umol/l PtCl, reduzierten die Zellpopulation um 15,7% der
Kontrolle. 61% der Zellen war bei 100 umol/l noch vital und bei 200 pmol/l sank
die Zelliberlebensrate auf 33,77%. Auch die EDsy lag mit 142 pmol/l PtCl4

deutlich Uber der der anderen Zellreihen.
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Abb. 14; MTT-Test nach 72-stlindiger Exposition mit PtCls; die
Extinktion der unbehandelten Kontrolle wurde 100% gleichgesetzt;
Ergebnis der Nierenzelllinien; (Mittelwert £ S.E.M.; *p < 0,05; n = 3)

3.3.2. Neutralrot-Test nach 72 Stunden

Die Ergebnisse des 3-tagigen NR-Tests sind in Abbildung 15 und 16 jeweils fur
Leberzellreihen und Nierenzellreihen dargestellt. Der Ablauf des Tests wurde in
3.2.3. schon beschrieben.

FUr die Leberepithelzellen (Abb.15) ergab sich ein einheitliches Bild mit einer
Dosis-Wirkungs-Beziehung, einer EDsq flr die Chang-Liver-Zellen von 70 pymol/l
PtCls und einer EDsy von 125 umol/l fur die Hep G2-Zellen. Signifikante
Zellzahlreduktionen fanden sich ab Platinkonzentrationen von 25 pmol/l mit
79,09%, 50 ymol/l mit 60,53%, 100 uymol/l mit 32,8% und 200 pmol/l mit 11,09%
der Kontrolle. Die Hep G2-Zellen reagierten erst mit einer signifikanten
Reduktion der Zellvitalitat ab Gefahrstoffkonzentrationen von 100 umol/l. Bei
dieser Konzentration waren noch 58,76% der Zellen vital, bei 200 pymol/l noch
22,41%.
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Abb. 15: Neutralrot-Test nach72-stundiger Exposition mit PtCls; die
Extinktion der unbehandelten Kontrolle wurde 100% gleichgesetzt;
Ergebnis der Leberzelllinien; (Mittelwert + S.E.M.; *p < 0,05; n = 3)

Ein uneinheitlicheres Bild ergab sich wie aus Abbildung 16 ersichtlich aus den
Ergebnissen der Nierenepithelzelllinien. Die OK-Zellen zeigten eine signifikante
Wachstumssteigerung bei einer Platin(IV)chloridkonzentration von 10 pmol/l mit
einer Erhdhung der Zellvitalitat auf 128,04% der Kontrolle. Danach zeigte sich
eine deutliche Abnahme der Zellvitalitat bei 100 umol/l PtCl, auf 46,6% und bei
200 pmol/l auf 11,34% der Kontrolle. Die EDsy fur die OK-Zellen lag bei 95
pmol/l PtCls. Bei den A-498-Zellen war die Auswertung der Ergebnisse sehr
schwierig. Durch den sehr hohen Standardfehler des Mittelwerts (22,94%) der
Kontrolle waren kaum signifikante Ergebnisse zu erzielen. Erst bei 100 ymol/l
und 200 pmol/l PtCls konnte eine Signifikanz errechnet werden. Diese hatte
aber im Photometer eine geringere optische Dichte als die Kontrolldsung.
Deshalb kam man bei den Ergebnissen zu negative Prozentzahlen, die im
Schaubild als 0% angegeben wurden. Die EDsg lag bei den A-498-Zellen bei 43
pmol/l.
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Tendenziell konnte flr beide Nierenepithelzellreihen bei den geringen
Konzentrationen eine Zunahme der Zellvitalitat, und erst ab hoheren

Konzentrationen eine starke Reduktion der Vitalitdt beobachtet werden.
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Abb. 16: Neutralrot-Test nach 72-stiindiger Exposition mit PtCly; die
Extinktion der unbehandelten Kontrolle wurde 100% gleichgesetzt;
Ergebnis der Nierenzelllinien; (Mittelwert £ S.E.M.; *p <0,05; n = 3)

3.3.3. Zellmigrationsverhalten nach 4-tagiger Exposition

Das Zellwanderungsverhalten der vier Zelllinien wurde zur Differenzierung
sowohl der Organspezifitdt von PtCls, als auch der Unterscheidung zwischen
den Zelllinien des gleichen Organs untersucht. Wie unter 2.5.2. beschrieben
wurde eine ,kunstliche Wunde® geschaffen und die in den zellfreien Raum
migrierten Zellen nach Anzahl und Wanderungsstrecke bewertet. Die
Beurteilung der Zellen erfolgte vier Tage nach Schaffung der Wunde. Die als
Einzelzellen wandernde A-498 und Chang Liver-Zellen wurden zur Erfassung

der Migrationsstrecke in Blocke unterteilt, um die Distanz zum urspringlichen
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Wundrand zu erhalten. Die Lange eines Blockes betrug 240 um, die Breite
jeweils 480 um.

Der Versuch zur Bewertung der Zellmigration bei den Hep G2-Zellen war nicht
durchfuhrbar, da sich die Zellen zum Grof3teil vom Boden des Kulturgefalles
l6sten und an den noch teilweise erhaltenen Wundrandern Kkeinerlei
migratorische Aktivitat der Zellen zu erkennen war.

Die Chang Liver-Zellen migrierten ausgehend von der Schnittkante der
.kunstlichen Wunde“ nicht als Migrationsfront sondern als Einzelzellen. Die
Anzahl der jeweils pro Block (B1-B4) ausgewanderten Zellen sind in Abb. 17
dargestellt. In B1 (0-240 uym) waren es 51 Zellen, in B2 (241-480 um) noch 37,
und in B3 (481-720 um) noch 6 Zellen. In B4 (721-960 um) waren keine Zellen
mehr sichtbar. Eine deutliche Verringerung zeigt sich schon bei der
Gefahrstoffkonzentration von 10 pmol/l PtCls (Block B1-B4). Mit 41 Zellen in B1,
24 Zellen in B2, 5 Zellen in B3 2 Zellen und in B4 war hier sowohl die
Gesamtzahl, als auch in geringerem Mal3e die Wanderungsstrecke vermindert.
Bei 25 ymol/l PtCl, setzte sich diese Tendenz fort (Block B1-B3). In B1 waren
noch 21 Zellen migriert, in B2 noch 5 und in B3 noch 1 Zelle. Bei 50 ymol/l PtCl,4
zeigte sich ein ahnliches Ergebnis (Block B1-B3). B1 mit 21 Zellen, B2 mit 3
Zellen, B3 mit einer Zelle. Bei einer Schadstoffkonzentration von 100 umoll/l
ging die Zahl der ausgewanderten Zellen noch einmal auf 12 Zellen in Block 1,
einer Zelle in Block 2 und einer Zelle in Block 3 zurlck. Bei 200 pmol/l waren im
Block 1 noch 4 Zellen eingewandert, in Block 2 noch 3 Zellen und in Block 3
noch 2 Zellen. Die Ergebnisse zeigten eine Dosis-Wirkungs-Beziehung der
verschiedenen Dosen auf die Wanderungsstrecke und die Anzahl der pro Block

migrierten Zellen.
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Die A-498-Zellen flhrten zu einem ganzlich anderen Bild. Obwohl auch sie als
Einzelzellen migrierten, war die Anzahl der ausgewanderten Zellen und deren
Wanderungsstrecke nach PtCls Zugabe eindeutig erhoht (Abbildung 18, jeweils
in Block B1-B5). Das Verfahren war das gleiche wie fur die Chang-Liver-Zellen.
Die Kontrolle zeigte im B1 (0-240 pym) die Anzahl von 28 migrierten Zellen, im
B2 (241-480 pm) waren es 23 Zellen, im B3 (481-720 um) waren es 9 und im
B4 (721-960 pym) noch 2. In BS (961-1200 ym) waren keine Zellen mehr migriert
(Abb. 18).

Schon bei einer Gefahrstoffkonzentration von 10 pymol/l PtCl, zeigten die A-498
Zellen eine signifikant verstarkte Migrationsaktivitdt. Sowohl die Anzahl der
migrierten Zellen als auch die Migrationsstrecke nahmen zu. Dies wird aus der
Abb. 18 ersichtlich. Der gleiche Trend setzte sich auch bei zunehmender
Gefahrstoffkonzentration fort. Nur bei einer Gefahrstoffkonzentration von 200
pmol/l PtCls konnte eine minimale Reduktion der Zellmigration, sowohl in der
Anzahl der ausgewanderten Zellen als auch in der Migrationsstrecke

beobachtet werden.

41



(z=uigo'05d,"IW3'S

F Mam|aNIN) ‘puls uabelqabine axyoalsuonelbiy usysbue| Jap W Ud|IdZ BIp G Y00|g Ul pun Us)}SazINy Jop W us||eZ
alp | Xo0|g ul Isqom ‘uspinm }jadeisab [exiuaA alp ‘wn Qg ine Oz S|lomal UOA ayoe|4 aule ualtanuaseldal (6g-19) S
Nooig -1 Yoo|g ‘uabesnebine us|oz Jop |[yezuy alp apinMm asyoy-A Jop jny ‘usbesnabine "|D1d UOA uoljesuazuoy alp
apJNm asyoy-X Jop Jny Y101d Nw uonisodx3 1eBipunis-96 Yyoeu us|[oZ 861-v usueubiw Jsp |yezuy gl ‘qqy

[i71own] "1014 uonenuszuoy
002 00l 0S GC ol Sl[[eX)[U[0)¥

Ga v9 €9 ¢9 19 (s9 vd €9 <¢9 19 |s9 vd €9 ¢49 19|99 vd €9 <¢9 g |(s9 vad €9 <¢9 lg|99 vd €9 <¢a L4

us||oz7 uspuspuemaibsne Jap |yezuy

42



Bei den OK-Zellen, die als Zelllayer migrierten, wurde die jeweilige
Wanderungsstrecke der Zellfront bestimmt. Die Gesamtzahl der migrierten
Zellen konnte nicht ermittelt werden. Das Bild, das die Kurve in Abbildungen 19
ergibt ist nicht sehr aussagefahig, da die S.E.M. durch die niedrige n-Anzahl
entsprechend hoch ist. Tendenziell lasst sich jedoch postulieren, dass es nur
bei der héchsten Konzentration von 200 pmol/l PtCls zu einer signifikanten

Abnahme der Migrationsstrecke kommt.
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Abb.19: Gesamtmigrationsstrecke nach 96-stundiger Exposition mit
PtCl4; Ergebnis fur OK-Zellen; (Mittelwert + S.E.M.; *p <0,05; n =2)
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3.3.4. Zellklonierung

Die Klonierungseffizienz und das Klonierungsverhalten der vier Zelllinien
wurde durchgeflihrt wie unter 2.5.2. beschrieben. Um ein mdglichst
differenziertes Ergebnis zu erhalten wurde fur jede Zelllinie neben den
unterschiedlichen Konzentrationen die Zahl der ausgesaten Zellen
zwischen 500, 1000 und 2000 Zellen variiert. Zur Auswertung kamen nur
Zellklone mit einer Grolle von mehr als 1 mm Durchmesser. Dies
entspricht einer Zellzahl von 2 x 10° Zellen. Alle kleineren Zellklone
wurden fur die Ergebnisse nicht bertcksichtigt.

Bei den Zellen der Zelllinie A-498 lie® sich die Klonierungseffizienz und das
Klonierungsverhalten nicht feststellen, da die Zellen nicht als fest umrissene
Zellklone, sondern als unscharf begrenzte, ineinander Ubergehende Flachen
wuchsen.

Die Klonierungseffizienz der drei anderen Zelllinien wurde mit der in 2.5.4.
beschriebenen Formel berechnet. Eine starke Reaktion zeigten die beiden
Leberzelllinien auf den Gefahrstoff PtCls. Die Schaubilder (Abb.20 und 21)
verdeutlichen schon ab der geringsten Platinkonzentration von 10 umol/l eine
Reduktion der Klonierungseffizienz. Bei den Chang Liver-Zellen fand sich ab 10
pmol/I PtCl, eine signifikante Reduktion von 66,4%, bei der Kontrolle auf 43,5%.
Bei 25 ymol/l PtCl, waren es noch 10,1%, bei 50 uymol/l PtCls noch 2.28%, bei
100 pmol/l PtCls noch 1,05% Klonierungseffizienz. Bei 200 umol/l PtCly war
keinerlei Aktivitat und Klonbildug mehr zu erkennen. Abbildung 20 zeigt diese

Abnahme und die Dosis-Wirkungsbeziehung
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Abb. 20: Klonierungseffizienz in % nach 9-tagiger Exposition
mit PtCls; Beachte die dosisabhangige Reduktion der Klonzahl;
(Mittelwert £ S.E.M.; *p <0,05; n = 3)

Bei den Hep G2-Zellen war bei den Kontrollzellen eine sehr hohe
Klonierungseffizienz zu erkennen. Sie lag bei 253,8%. Wie schon bei den
Chang Liver-Zellen kam es auch hier zu einem steilen Abfall der Kurve
(Abbildung 21), wobei ein signifikanter Wert ab einer Konzentration von 25
pymol/l  PtCly erreicht wurde. Er lag bei 119,6%. Bei einer
Gefahrstoffkonzentration von 50 pmol/l war die Klonierungseffizienz noch
20,5%. Bei den hoheren Konzentrationen war keine Klonierungseffizienz mehr
zu beobachten. Auch hier war in der Abbildung die Dosis-Wirkungsbeziehung

ersichtlich.
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Abb. 21: Klonierungseffizienz der Hep G2 Zellen in % nach 9-tagiger
Exposition mit PtCls; beachte die dosisabhangige Reduktion der
Klonzahl und die fehlende Klonierungsfahigkeit bei 100 und 200 umol/l
PtCly; (Mittelwert + S.E.M;; *p <0,05; n = 2)

Die Ergebnisse zeigten fur die Nierenzelllinie OK folgendes Resultat (Abb. 22).
Die Klonierungseffizienz der Kontrolle lag bei 54.83%. Bei einer Gefahrstoff-
konzentration von 10 umol/l PtCl,; konnte ein leichter Anstieg der Klonzahl
beobachtet werden. Bei den Konzentrationen 25 und 50 pmol/l PtCl, fiel die
Kurve steil ab, wobei eine Signifikanz der Werte erst ab einer Konzentration von
100 umol/l erreicht wurde. Diese lag bei 19,8%. Bei 200 umol/l PtCl4 fand sich
eine Klonierungseffizienz von nur noch 1% lag. Die Abbildung 22 zeigt den
Verlauf der Kurve mit dem steilen Abfall bei steigender Konzentration des

Gefahrstoffes.
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Abb. 22: Klonierungseffizienz der OK-Zellen in % nach 9-tagiger
Exposition mit PtCls; beachte die dosisabhangige Reduktion der
Klonzahl; (Mittelwert + S.E.M.; *p <0,05; n = 3)

3.4. Zusammenfassung der ED 50

Zur Verbesserung der Ubersichtlichkeit und zum besseren Verstandlichkeit sind
die Konzentrationen, bei denen die ED 50 erreicht wurde in den Tabellen 2-5 fiir
die einzelnen Zelllinien zusammengefasst. Bei manchen Versuchen liel3 sich
eine ED 50 Konzentration nicht darstellen da sie entweder nicht erreicht wurde,
oder die Daten fur einzelne Zelllinien nicht verfligbar waren. Alle ED 50 Werte

sind Annaherungswerte.
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Tabelle 2: Zusammenfassung der ED 50 fur Chang Liver Zellen

Versuch ’ Zellzahl ‘ MTT 24 ‘ NR 24 ‘ MTT 72 ‘ NR 72 ‘ Klonierung
ED 50
50 150 110 45 70 15
PtCl, [umol/I]
Tabelle 3: Zusammenfassung der ED 50 fir Hep G2 Zellen
Versuch ‘ Zellzahl ’ MTT 24 ‘ NR 24 ’ MTT 72 ’ NR 72 ‘ Klonierung
ED 50
45 220 150 70 125 40
PtCl, [umol/I]
Tabelle 4: Zusammenfassung der ED 50 fir OK Zellen
Versuch ‘ Zellzahl ’ MTT 24 ‘ NR 24 ’ MTT 72 ‘ NR 72 ‘ Klonierung
ED 50 70 200 - 94 95 70
PtCl, [umol/I]
Tabelle 5: Zusammenfassung der ED 50 fur A-498 Zellen
Versuch ‘ Zellzahl ‘ MTT 24 ‘ NR 24 ‘ MTT 72 ‘ NR 72 Klonierung

ED 50
PtCl, [umol/l]

100 142 43

220 ‘ --
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4. Diskussion der Ergebnisse

4.1. Neuartiges am vorliegenden Versuchsansatz

Im Gegensatz zu den meisten arbeitsmedizinischen Untersuchungen die sich
mit dem Nachweis von Kanzerogenitat bestimmter Stoffe beschaftigen, ist der
Schwerpunkt dieser Arbeit bewusst auf die akute und chronische Toxizitat von
PtCl, gelegt worden. Die steigenden Umweltkonzentrationen durch
Platinemissionen aus Abgaskatalysatoren und eine zunehmende Akkumulation
von PtCls in biologischen Materialien (Helmers et al., 1994) zeigen, wie wichtig
die Untersuchungen Uber deren toxische Wirkung ist. Neuartig an den hier
vorliegenden Untersuchungen ist, dass die verwendeten Testsysteme einen
direkten Vergleich der Zelllinien untereinander erlaubten. Auch ein direkter
Vergleich zwischen den unterschiedlichen PtCls-Konzentrationen und der
Abnahme der Zellvitalitat war durch die Untersuchungen moglich. Durch die
Verwendung von jeweils zwei Nieren- und Leberepithelzelllinien konnten
organspezifische Schadigungen bewertet werden. Zu beachten ist jedoch die
Problematik, dass die direkte Ubertragbarkeit der hier erhaltenen Ergebnisse

auf menschliche Organsysteme nicht ohne weiteres maoglich ist.
4.2. Die Platin(lV)chloridaufnahme in Zellen

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten darauf hin, dass PtCl, aktiv in
die Zellen transportiert wird und innerhalb der Zellen in Zellorganellen
akkumuliert.

In der Arbeit von Waters et al. (1975) beschrieben diese flr
Alveolarmakrophagen und Lungenfibroblasten die Messung der Platinabnahme
im Kulturmedium am AAS (Atomabsorptionsspektrometer). schlossen daraus
auf eine Aufnahme von PtCl, in die Zellen. Die Aussagen von Waters et al.
(1975) sind nur eingeschrankt verwertbar, da sich ihre Versuche am AAS
darauf beschrankten, die Abnahme der PtCls;-Konzentration im Kulturmedium

zu untersuchen. Im vorliegenden Versuch wurde dagegen die

49



Platinkonzentration in den Zellen selbst gemessen. Sorgfaltiges Spulen der
Zellen verhinderte eine unspezifische Anlagerung von PtCly an die
Zelloberflache. Ausgeschlossen wurde dadurch auch eine unspezifische
Bindung an Proteine im Kulturmedium.

Die grof3en Unterschiede in der Standardabweichung des Mittelwerts in diesen
Versuchen lagen an der niedrigen PtCl,—Aufnahme in die Zellen und an der
Tendenz der Zellen, unter Platinzugabe zu verklumpen. Das gleiche Problem
beschrieben auch Waters et al. (1975) in ihrer Arbeit. Waters stellte fest, dass
PtCl, die ATP-abhangigen Membrantransportproteine bei Alveolarmakrophagen
blockiert und dies damit zu einer Einschrankung ihrer Phagozytosefahigkeit
fuhrt. Auch bei den in dieser Versuchsreihe verwendeten Zelllinien wurde eine
verminderte Stoffwechselaktivitat gefunden.

Fir alle vier getesteten Zelllinien galt, dass nach 24 h die groRte Menge PtCl, in
den Zellen vorhanden war. Danach nahm die Menge an PtCls innerhalb der
Zellen kontinuierlich wieder ab. Dies konnte darauf hindeuten, dass auch
Transportproteine betroffen waren, da die Platinaufnahme in die Zellen sank,
obwohl die Gesamtzellzahl abnahm und es dadurch zu einer erhdhten
Konzentration von Platin im Kulturmedium kam. Unterschiedliche Arbeiten
stellen den Transportmechanismus von Platin in die Zellen verschieden dar.
Wahrend Pascoe and Roberts (1973) einen aktiven Transport von Platin in die
von ihnen untersuchten Zellen ausschlossen, sehen neuere Arbeiten
(Kuhlmann et al. 1997; Montine and Bosch 1988) eine aktive Aufnahme des

Platins in die Zelle durch spezielle Transportmechanismen als erwiesen an.

4.3. Bewertung der akuten Toxizitat

Die Ergebnisse der Untersuchungen zur akuten Toxizitat (Reaktionen der
Zellen nach 24h) zeigten bei den verschiedenen Tests durchaus vergleichbare
Veranderungen der Zellen durch den Gefahrstoff PtCly. Zu diesen Versuchen
gehorten sowohl die Zellzahlbestimmung und die Bestimmung des mittleren

Zellvolumens als auch Vitalitatstests mit Neutralrot und MTT.
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Um die einzelnen Versuchsreihen vergleichen zu kdnnen wurde den Tests die
allgemein gultige EDsy zugrunde gelegt. Damit kénnen die PtCls-
Konzentrationen, bei denen 50% der Zellen zugrunde gehen, mit den einzelnen
Untersuchungen und mit den unterschiedlichen Zelllinien verglichen werden.
Alle Versuche wurden mit jeweils zwei Nieren- und Leberzelllinien durchgeflhrt.
Dadurch konnten die Reaktionen von Nieren- und Leberzellen auf den
Gefahrstoff PtCl4 direkt verglichen werden.

Die Zellzahl nahm bei allen vier Zelllinien ab. Waters et al. (1975) stellten in
ihrer Untersuchung fest, dass eine Verminderung der Zellzahl in geringerem
Ausmal} stattfand als die Reduktion der Vitalitat der Zellen, gemessen mittels
eines Vitalitdtsindexes. Auch die hier vorliegenden Untersuchungen kamen zu
dem gleichen Ergebnis. Die Leberzelllinien zeigten nach 72 h einen erneuten
Anstieg der Zellzahl. Dies konnte ein Hinweis auf einen, den Hepatozyten
eigenen, Reparaturmechanismus sein, der sich nach drei Tagen ausgebildet
hatte. Auch eine Toleranzentwicklung, z.B. im Sinne eines veranderten
Zellstoffwechsels, konnte eine Erklarung fur den Anstieg sein.

Die Bestimmung des Zellvolumens und der Zellzahl zeigte eine signifikante
Zellvolumenzunahme bei steigender Platinkonzentration. Gleichzeitig nahm die
Anzahl der Zellen im Vergleich zur Kontrolle ab. Die EDsy war fur alle Zelllinien
bei einer PtCls-Konzentration von 50-100 pmol/l erreicht, wobei die
Leberzelllinien im Vergleich zu den Nierenzelllinien schon bei einer geringeren
Konzentration eine toxische Reaktion zeigten. Die Erklarung hierflr kénnte eine
hohere Stoffwechselaktivitat und damit ein verstarkter Substratumsatz der
Hepatozyten sein. Da die Unterschiede jedoch gering sind, erscheint ein
kausaler Zusammenhang fraglich. Waters et al. (1975) bieten eine weitere
Erklarung fur die Reduktion der Zellzahl an. In ihrer Studie stellten sie fest, dass
PtCl; den Gesamt-ATP-Umsatz unterdruckt und damit den Energiehaushalt in
den Zellen verkleinert. Innerhalb der Zellwand werden die energieabhangigen
Transportkanale blockiert. Dieser Vorgang kénnte Uber eine Verschiebung des
Elektrolythaushaltes zu einer Wassereinlagerung, damit zur Zellschwellung und
letztendlich durch das Platzen der Zellen zu einer Reduktion der Zellzahl

fuhren. Zu Waters Theorie passt auch, dass das Zellvolumen ab einer
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Gefahrstoffkonzentration von 50 pymol/l PtCl4 zunahm, wie sich im vorliegenden
Versuchsansatz zeigte. Uno and Morita (1992) stellten in ihrer Arbeit an
Bakterien fest, dass Platinkomplexe die Zellteilung hemmen ohne jedoch die
Zellgrofle in gleichem Ausmal zu beeintrachtigen. Diese Aussage konnte eine
Erklarung fur die in dieser Untersuchung festgestellte Verminderung der
Zellzahl bei gleichzeitiger Zunahme des Zellvolumens sein. Um diese Ansatze
zu verifizieren, hatte man allerdings GroRe und Anzahl der Zellfragmente
bestimmen muissen, was jedoch den Rahmen dieses Versuchsprogramms
gesprengt hatte.

In der vorliegenden Arbeit wurde nicht speziell untersucht, ob dieser
Zelluntergang durch Apoptose oder einen nekrotischen Prozess bedingt war.
Durch die initiale Zellschwellung und den darauf folgenden Zelluntergang liegt
es jedoch naher, eine Zellnekrose anzunehmen. Bei Apoptose musste dem
Zelluntergang eine initiale Zellschrumpfung vorausgehen, was in den
vorliegenden Versuchen nicht festgestellt werden konnte.

Bei aktivierten Platinkomplexen, wie z.B. cis-Platin, vermuteten Leibbrandt et al.
(1995) unter anderem eine spezifische Schadigung der Mitochondrien. Als
Mechanismen wurden von Leibbrandt et al. sowohl eine Schadigung der
mitochondrialen Respiration als auch eine Veranderung des Membranpotentials
angenommen. Kuhlmann et al. (1998) beschrieben eine Vakuolenbildung
innerhalb der Mitochondrien. Sowohl Leibbrandt et al. als auch Kuhlmann et al.
verwendeten zum Nachweis der Toxizitat von cis-Platin den MTT- Test.

In der vorliegenden Arbeit wurde der MTT-Test durchgefuhrt, um einen
Vergleich der Toxizitat von PtCls mit der Toxizitat von cis-Platin zu erhalten. Die
Verwandlung des hellgelben Substrats in ein dunkelblaues Formazansalz
geschieht innerhalb der Mitochondrien. Die Menge des Substratumsatzes durch
die mitochondrialen Dehydrogenasen gilt als zuverlassiger Indikator zur
Bestimmung der Vitalitat der Zellen und somit auch deren Schadigung. Da sich
bei diesem Test vergleichbare Ergebnisse flr Nieren- und Leberzellen
abzeichnen (Leibbrandt et al., 1995), besteht durchaus die Gefahr, dass sich
die Auswirkungen von PtCls auch Uber deutlich langere Zeitraume hinweg

ahnlich denen aktivierter Platinkomplexe verhalten. Der Mechanismus der
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Zellschadigung scheint bei PtCl, jedoch nicht der gleiche wie bei cis-Platin zu
sein, da es bei der elektronenmikroskopischen Kontrolle der hier untersuchten
Zellen bei PtCls nicht zu der von Kuhlmann et al.(1998) beschriebenen
Vakuolenbildung kam (Pers. Mitteilung Prof. H. Wolburg, Path. Institut der
Universitat Tubingen). Auch andere Veranderungen der Zellen waren
elektronenmikroskopisch nicht erkennbar. Deshalb muss von einem anderen
Weg der mitochondrialen Schadigung ausgegangen werden. Die Schadigung
konnte sowohl mitochondriale Enzyme betreffen als auch innerhalb der DNA
erfolgen. Auch eine Veranderung der Proteinsynthese innerhalb der Zellen oder
die Blockade der Atmungskette konnten eine Erklarung flr die mitochondriale
Schadigung sein. Weitere Untersuchungen, um die genauen subzellularen
Schadigungsmechanismen festzustellen, bleiben nachfolgenden Arbeiten
uberlassen.

Leibbrandt et al.(1995) erforschten die toxische Wirkung von aktivierten
Platinkomplexen auf proximale Tubuluszellen von Ratten. Die Wahl der Zellen
fiel auf die Tubuluszellen, da einer der limitierenden Faktoren der klinischen
Tumortherapie mit cis-Platin die Nephrotoxizitat ist. Leibbrandt et al. stellten
fest, dass der Test mit cis-Platin eine mit PtCl; vergleichbare Reduktion der
Zellvitalitat ergab. Demzufolge ware eine mit cis-Platin vergleichbare Dosis von
PtCls mit einer ahnlichen nephrotoxischen Wirkung verbunden. Dieser Umstand
erfordert ausfuhrliche Untersuchungen im Bereich der Toxizitat von PtCls, um
das Risiko von Nierenschadigungen bei exponierten Personen zu minimieren.
Die Aufnahme und Speicherung des NR-Farbstoffs wurde als Indikator der
Vitalitat beziehungsweise der Schadigung der Zellen bewertet. Die Speicherung
des NR-Farbstoffs erfolgt innerhalb der Lysosomen.

Das Ergebnis der Versuche mit Leberzelllinien zeigte eine klare Dosis-
Wirkungsbeziehung mit einer starken Abnahme der Vitalitat der Zellen. Die
EDso wurde fur beide Leberzelllinien bei 110-120 pmol/l PtCl, erreicht. Der
Verlauf der Kurve zeigte eine ahnliche Reaktion der Zellen im NR-Test wie im
MTT-Test auf den Gefahrstoff PtCl,. Anders hingegen war der Verlauf fur die
beiden Nierenzelllinien. Die Kurve lieR keine Dosis-Wirkungsbeziehung

erkennen, und zeigte auch bei den hoheren Dosen PtCls keine
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Vitalitatseinschrankung, sondern eher eine Aktivitatssteigerung innerhalb der
Lysosomen. Fir die OK-Zellen war diese Aktivitatssteigerung ab einer PtCly-
Konzentration von 25 pmol/l signifikant. Dies kdnnte daran liegen, dass die OK-
Zellen einen hoheren Stoffwechselumsatz aufweisen als die A-498-Zellen (pers.
Mitteilung Prof. Dr. Dartsch, Institut fur Arbeits- und Umweltmedizin, Universitat
Tubingen). Dieser erhohte Stoffwechsel kdnnte den Zellen ermdglichen, das
PtCl, verstarkt auszuscheiden und somit eine Zellschadigung zu vermeiden. Ein
weiterer Denkansatz ware eine Blockade von spezifischen Transportproteinen
in der Zellmembran.

Eine geringe Konzentration des Gefahrstoffs flihrte zu einem erhdhten
zellularen Substratumsatz innerhalb der Lysosomen bei allen Zelllinien. Eine
Erklarung hierfir kdnnte in einer durch geringe Mengen PtCls verursachten
Enzyminduktion liegen. Auch eine verstarkte Produktion von Lysosomen durch
Veranderungen der DNA oder RNA innerhalb des Zellkerns konnte eine
mogliche Erklarung sein. Die Zunahme der zellularen Aktivitat schien sich bei
den gesamten 24-stundigen Tests fur alle vier Zelllinien bei geringen PtCl,-
Konzentrationen abzuzeichnen, obwohl es zu keinen signifikanten Werten kam.
Die Leberzelllinien wiesen im Verlauf eine ahnliche Dosis-Wirkungskurve auf
wie die Nierenzellen der Studie von Leibbrandt et al. (1995). Damit zeigte sich,
dass die lysosomale Aktivitat der Leberzellen durch PtCl, stark beeintrachtigt
wurde. Diese lysosomale Schadigung muss durch einen nur in den
Leberzelllinien  stattfindenden  Mechanismus erfolgen. Da  aktivierte
Platinkomplexe das Oxidationssystem der Zellen, vor allem Glutathion,
hemmen (Meyer and Madidas, 1994), konnte der oxidative Stress in den
Leberzellen auch in dem hier vorliegenden Versuch einen verstarkten

Aktivitatsverlust innerhalb der Lysosomen durch PtCls hervorgerufen haben.

4.4. Bewertung der Langzeittoxizitat

Um die toxischen Reaktionen der Zelllinien in einem verlangerten Zeitraum zu

uberprifen, wurden ebenfalls die schon bei der Akuttoxizitat beschriebenen
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Vitalitatstests mit MTT und Neutralrot durchgeflihrt. Die Einwirkzeit wurde auf
72 h erhoht.

Die sehr starke Reaktion der Hepatozyten auf das PtCls beim MTT-Test zeigte,
dass diese Zellen sensitiver auf den Gefahrstoff reagieren als die Nierenzellen.
Bei beiden Leberzelllinien wurde die EDsy zwischen 50 und 60 pmol/l PtCly
erreicht. Damit hat sich die Konzentration des Gefahrstoffs, bei dem noch 50%
aller Zellen in Bezug auf den 24-stundigen MTT-Test vital waren, halbiert. Das
deutet auf eine Akkumulation von PtCls bei verlangerter Inkubationszeit hin.
Dies beschreiben auch Leibbrandt et al. (1995) in ihrer Arbeit fur cis-Platin. Bei
den Nierenzelllinien war die EDsp bei ca. 100 ymol/l erreicht. Die geringere
mitochondriale Schadigung der Nierenzellen deutet auf einen nur diesen Zellen
eigenen Reparaturmechanismus oder einen anderen Schutzmechanismus hin.
Auch ein abgeschwachter Substratumsatz innerhalb der Mitochondrien kénnte
als Erklarung dienen, wobei die hier verwendeten Nierenzelllinien als sehr
stoffwechselaktiv gelten (pers. Mitteilung Prof. Dr. Dartsch).

In der Arbeit von Leibbrandt et al. (1995) wird beschrieben, dass cis-Platin
zuerst die Lysosomen und die Proteinsynthese stort, bevor es zu einer Stérung
der mitochondrialen Funktionen kommt. Daraus musste aber auch geschlossen
werden konnen, dass bei der gleichen Expositionszeit der Zellen mit PtCls eine
verstarkte  Schadigung der Lysosomen und damit eine grollere
Vitalitatseinschrankung der Zellen beim NR-Test bestehen sollte. Dies war aber
nur bei den A-498-Zellen der Fall. Bei dieser Nierenzelllinie war bei
Platinkonzentrationen von 100 und 200 pmol/l keinerlei Aktivitat mehr messbar.
Bei den anderen Zelllinien lag die EDsy zwischen 70 und 110 pmol/I PtCls und
war damit mit den Ergebnissen des MTT-Tests vergleichbar. Bei der dreitagigen
Inkubation mit PtCls; konnte festgestellt werden, dass Schadigungen der Zellen
sowohl im Bereich der Lysosomen als auch im Bereich der Mitochondrien
vorliegen.

Ein weiteres Problem bei der Langzeittoxizitat wird aus der Arbeit von Travis et
al. (1999) ersichtlich. Deutlich verlangerte Einwirkungszeiten der aktivierten
Platinkomplexe fihren zu einer erhohten Inzidenz von sekundaren Leukamien

(Travis et al. 1999). Wenn man von einem gleichen oder ahnlichen
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Wirkmechanismus der aktivierten Platinkomplexe und des PtCl; ausgeht,
besteht durchaus Bedarf an der Uberpriifung der Toxizitat von PtCls auf einen
langeren Zeitraum, um die Mdoglichkeit des Auftretens von sekundaren
Leukamien nach PtCls-Exposition beobachten zu kdnnen. Des weiteren besteht
die, wenn auch geringe Gefahr, dass sich bei PtCls, ebenso wie bei aktivierten
Platinkomplexen solide Tumore bilden. Dies wurde schon im Tierversuch von
Greene (1992) fur Mause beschrieben. Dabei traten bei Mausen vor allem

Sarkome auf.

4.5. Migrationsverhalten

Bei der Zellmigration wurde die Zahl der Einzelzellen/ Zelllayer, ausgehend von
einer geraden Schnittkante (kunstliche Wunde), in einen zellfreien Raum
bestimmt. Die dabei zurlckgelegte Migrationsstrecke und die Anzahl der
ausgewanderten Zellen sind ein Indikator flr deren Vitalitat und Stoffwechsel.
Der Mechanismus, der die Zellmigration in Gang setzt, ist bis jetzt nur teilweise
erforscht. Grundsatzlich geben Zellen, die sich am Rand eines Zellayers
befinden, so genannte Chemokine, eine Untergruppe der Zytokine, ab. Durch
Rezeptorbindung dieser Chemokine wird eine amodboide Bewegung der Zelle
ausgelost. Die Wanderungsrichtung wird, zumindest teilweise, durch
Kontaktinhibition mit anderen Zellen bestimmt. Die Ergebnisse des Versuches
weisen darauf hin, dass eine erhohte Gefahrstoffkonzentration zu einer
eingeschrankten Migration der Zellen fuhrt. Dies kann als Zeichen eines
gestorten Stoffwechsels und damit einer wahrscheinlichen Zellschadigung
interpretiert werden. Die Ergebnisse des Versuchs mit Hep G2- Zellen waren
nicht bewertbar, da sich nach dem Setzen der ,kiunstlichen Wunde® die Zellen
vom Boden des Kulturgefasses ablosten. Der Grund hierfur konnte nicht
gefunden werden.

Durch die unterschiedlichen Migrationseigenschaften der verschiedenen Zellen
konnte bei den OK-Zellen, die sich im Zellverbund als Migrationsfront
fortbewegten, nur die durchschnittliche Migrationsstrecke bestimmt werden. Bei

den A-498-und Chang Liver-Zellen, die als Einzelzellen migrieren wurde sowohl

56



die Gesamtzahl der ausgewanderten Zellen als auch die Wanderungsstrecke,
ausgehend von der Schnittkante, bestimmt. Bei den Nierenzelllinien zeigte die
Untersuchung die Tendenz der Zellen, bei niedrigen PtCl,—Konzentrationen
eher verstarkt auszuwandern. Grund dafur konnte eine Stimulation der
Chemokinrezeptoren oder eine verstarkte Produktion von Chemokinen durch
PtCl, sein. Die Mechanismen sind jedoch unklar und bleiben nachfolgenden
Untersuchungen uberlassen. Die Chang Liver-Zellen zeigten keine solche
Tendenz, so dass angenommen werden kann, dass bei ihnen entweder andere,
nicht platinsensible Chemokine oder Chemokinrezeptoren eine gréliere Rolle
spielen. Bei der hochsten PtCl; Konzentration zeigten alle Zelllinien einen
signifikanten Ruckgang der Migrationsaktivitat, jedoch auch starke

Zellschadigungen.

4.6. Klonierungseffizienz

Dem Versuch der Klonierung liegt die Annahme zugrunde, dass mit der langen
Einwirkzeit des Gefahrstoffs PtCls eine Veranderung des Zellverhaltens bei der
Ausbildung von Zellklonen einhergeht. Die Auswertung der Klonkulturen der
vier Zelllinien ergab Resultate, die sich zwischen den einzelnen Zelllinien, aber
auch den verschieden Organtypen durchaus unterschieden. Uber die
verlangerte Inkubationszeit kam es zu einer weitaus starkeren Reaktion der
Zellen schon auf geringe Konzentrationen von PtCls.

Die A-498-Zellen bildeten keine definierten Zellklone, sondern, wie im
Ergebnisteil beschrieben, einen konfluierenden Zellbelag am Boden der
Kulturschalen. Dieses Problem konnte in der starken Zellvermehrung und der
Tendenz der Zellen zu einer verstarkten Migrationsaktivitat begrindet sein
(pers. Mitteilung Prof. Dr. Dartsch).

Die untypisch hohe Klonierungsrate der Hep G2-Zellen lag daran, dass sich
beim Entstehen des Zellklons einzelne Zellen aus dem Zellverbund aktiv
fortbewegten und damit die Grundlage fur einen neuen Zellklon bildeten. Die
Klonierungseffizienz der Kontrolle von fast 300% zeigte, dass die migratorische
Aktivitat der Hep G2- Zellen besonders hoch ist.
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Die Arbeit von Klostergaard et al. (1992) beschreibt die Klontberlebensrate von
menschlichen Kolonzellen nach Exposition mit aktivierten Platinkomplexen. Die
Ergebnisse sind aber nur bedingt vergleichbar, da in der Arbeit von
Klostergaard et al. die Klonierungszeit mit 14-24 Tagen langer war als in der
vorliegenden Arbeit. Auch die Kombination von verschiedenen Noxen wie
Carboplatin, TNF (tumor necrose factor) und Hypothermie sowie die
Verwendung von menschlichen Kolonzellen schrankt die Vergleichbarkeit der
Arbeit mit den hier beschriebenen Versuchen ein. Bei einer Behandlung der
Zellen mit 10 yg Carboplatin/ml waren bei Klostergaard et al. noch, je nach
Zelllinie, 6-10% der Klone vital. Die Konzentration von 10 pug/ml entspricht 27
pmol/l. Daraus geht hervor, dass die Konzentrationen beider Arbeiten in
ahnlichen Bereichen liegen und somit vergleichbar sind. Die Chang Liver-Zellen
reagierten bei einer PtCl; Konzentration von 25 pmol/l mit dem Rickgang der
Zellklone auf 9%. Auch die zweite Leberzelllinie Hep G2- lag bei einer PtCl4
Konzentration von 50 pymol/l mit einer 15%igen Klonierungseffizienz in einem
ahnlich niedrigen Bereich. Anders waren dagegen die Ergebnisse der
Nierenzelllinie OK. Erst bei einer Konzentration von ca. 150 ymol/l PtCl4 wurde
die 10%ige Klonierungseffizienz erreicht. Durch diese Ergebnisse wird deutlich,
dass die Nierenzellen, wie schon bei den anderen Versuchen, weniger sensitiv
auf die PtCls-Intoxikation reagierten. Eine mdgliche Erklarung fur die starkere
Schadigung der Leberzelllinien koénnte ein erhdhter Stoffwechsel der
Leberzellen oder ein fehlender Schutzmechanismus gegeniber dem
Gefahrstoff sein. Die Teilungsfahigkeit der Zellen konnte durch eine Reaktion
des PtCls mit der DNA gehemmt werden, wie es Uno and Morita (1992) fur
Bakterien beschrieben haben. Bei diesen Bakterien wiesen Uno und Morita in
derselben Arbeit eine Chelatbildung durch Austausch von Chloridatomen
innerhalb der DNA nach. Weitere Erklarungen fur die Zellschadigung konnten,
unter anderem, oxidativer Stress der Zellen, Proteinfehlbildungen oder eine
Storung der Zellmembranfunktion sein.(Klostergaard et al., 1995). Genauere
Mechanismen der subzellularen Veranderungen sollten in nachfolgenden

Forschungsarbeiten untersucht werden.
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4.7. Die Bewertung von Gefahrstoffen unter

arbeitsmedizinischen Aspekten

Die Bewertung der arbeits- und umweltmedizinisch relevanten Gefahrstoffe ist
von verschiedenen Messmethoden abhangig. Es werden Analysen u.a. von
Umgebungsluft, Staub und Arbeitsmaterialien durchgefihrt, um die von diesen
Gefahrstoffen ausgehenden Belastungen des Koérpers zu messen. Dadurch
erhalt man Informationen Uber die aktuelle Belastung des Korpers und die im
Korper ausgeldsten Reaktionen. Durch individuelle korperliche Parameter, wie
z.B. das Atem-Minuten-Volumen oder den individuellen Stoffwechsel der Leber,
fallt die im Korper ausgeldste Reaktion, auf z.B. Staubexposition, aber nicht bei
jedem Individuum gleich aus. Dies kann zu einer Missinterpretation der
Ergebnisse fuhren. Die Belastung des Korpers lasst sich mittels Blutproben,
Urinproben, Atemluft, Speichel, Haarproben oder auch Gewebeproben
ermitteln. Eine genaue Bewertung der Schadigung des jeweiligen Organs ist
jedoch nicht oder nur begrenzt moglich, da auch hier wieder individuelle
Parameter eine Rolle spielen und die Interaktion der verschiedenen
Organsysteme im Sinne einer Toxifikation oder Detoxifikation eine selektive
Bewertung erschweren bzw. unmoglich machen. Eine weitere Methode zur
Bewertung von Gefahrstoffen ist die Durchfuhrung von tierexperimentellen
Untersuchungen, bei denen Aussagen hinsichtlich Toxizitat, Mutagenitat und
Kanzerogenitat gemacht werden konnen. Dabei ist der grof3te Nachteil jedoch
die nur bedingte Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den Menschen. Mit
histologischen,  immunologischen, hamatologischen und  molekularen
MelRmethoden konnen die Veranderungen der genetischen Strukturen und die
Genotoxizitat untersucht werden (Leopold et al.,1979)

Durch die Untersuchung von Zellen und deren Stoffwechselaktivitaten kdnnen
bis zu einem gewissen Grad Rickschlisse auf die Reaktion von Organen oder
Organsystemen auf unterschiedliche Gefahrstoffe und deren Konzentrationen

gezogen werden.
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4.8. Schlussfolgerungen

Durch die verstarkte Verwendung von Platinsalzen wund aktivierten
Platinkomplexen akkumulieren diese vermehrt in der Umwelt. Bei den
aktivierten Platinkomplexen wurde starke Zytotoxizitat nachgewiesen. Auch bei
der vorliegenden Arbeit stellt sich ein nicht zu vernachlassigendes
Schadigungspotential von PtCl; auf Nieren- und Leberzellen heraus. Die
subzellularen Wirkungsmechanismen scheinen teilweise denen aktivierter
Platinkomplexe ahnlich zu sein. Auffallig ist die starke Hepatotoxizitat, die in fast
allen Versuchen aufgetreten ist. Leider existieren fur aktivierte Platinkomplexe
keine Studien, die sich mit einer speziellen Leberzellschadigung befassen.
Festgestellt werden kann jedoch, dass PtCl, in einem &ahnlichen
Konzentrationsbereich wie z.B. Carboplatin toxisch auf die hier verwendeten
Zellen wirkt. Um eine den aktivierten Platinkomplexen ahnliche Schadigung
(Nierenschadigung, sekundare Leukamien) bei PtCls; auszuschlieRen sind
weitere Forschungen, vor allem im Bereich der intrazellularen Schadigung
durch Platinaufnahme, angebracht. Auch die Langzeittoxizitat bei jahrelanger
Exposition sollte im Hinblick auf das Risiko von sekundaren Tumoren erforscht
werden. Eine differenzierte Betrachtung des zum Schutz der Umwelt
eingefiuhrten Katalysators und der mdglichen Langzeitschaden durch

emittiertes, wasserlosliches Platin erscheint dringend natig.
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5. Zusammenfassung

Durch zunehmende Verwendung von Katalysatoren steigt die weltweite
Umweltbelastung durch PtCls. Auch der verstarkte Einsatz von aktivierten
Platinkomplexen in der Antitumortherapie tragt zu diesem Problem bei.
Bekannte Gesundheitsrisiken sind unter anderem das Platin-Asthma,
Sekundartumore und primare Zellschadigung bei der Behandlung mit
Platinkomplexen in der Tumortherapie. Dringender Forschungsbedarf bestand
jedoch auf dem Gebiet der wasserloslichen Platinsalze und deren Akut- und
Langzeittoxizitat, weswegen diese Studie erstellt wurde.

Es wurden jeweils 2 etablierte Zellreihen aus Leber,(Chang Liver, Hep.G 2) und
Nierengewebe,(OK, A-498) untersucht. Die Zellkulturen wurden Gber 24h und
72h kontinuierlich PtCls-exponiert und die Zellvitalitat daraufhin mit MTT-Test
und NR-Test bestimmt. FlUr die Langzeittoxizitat wurden zusatzlich noch die
Migrationsfahigkeit und die Klonierungseffizienz bestimmt.

Die Ergebnisse der Studie zeigen bei der durch den MTT-Test ermittelten 24h
Zytotoxizitat eine deutliche Abnahme der Zellvitalitat, jedoch keine
Organspezifitat. Der Neutralrot-Essay kennzeichnet dagegen eine Reduktion
der Zellzahl nur bei den Leberzellreihen. Bei den Nierenzellreihen ist keine
Veranderung der Zellzahl nachweisbar. Bei der 72h Exposition ist fir beide
Testansatze eine deutliche Organspezifitat nachweisbar (EDsg72n=60pg/ml far
Leberzellen, EDso72n=100ug/ml fur Nierenzellen). Die Migrationsfahigkeit ist
gehemmt, auch die Klonierungseffizienz nimmt ab, wobei die Leberzellreihen
starker betroffen sind.

Wasserlosliche Platinverbindungen haben eine hohe in-vitro-Toxizitat in Bezug
auf Nieren und Leberzellen. Da ein ahnliches Wirkungsspektrum wie bei den in
der Tumortherapie verwendeten aktivierten Platinkomplexen angenommen

wird, besteht ein immenser Forschungsbedarf bei anderen Organsystemen.
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Verzeichnis der Abklrzungen

A-498 Zellen Human Kidney Carcinoma Zelllinie

Carboplatin Cis-diamin 1,1-Cyclobutan Dicarboxylat Platin

Chang Liver Zellen Human Chang Liver Zelllinie

Cis Platin Cis- Dichlordiaminoplatin(ll)

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DNA Desoxyribonucleinsaure

Earle’s MEM Minimum Essential Medium mit Earle’s Salzen

EDTA Ethyldiamintetraessigsaure

F12 Nutrient Mixture Ham’'s F12

FCS Fetal calf serum

HCL Salzsaure

Hep G2 Zellen Human Hepatocyte Carcinoma Zelllinie

HEPES HEPES Pufferlésung

KE Klonierungseffizienz

MAK Maximale Arbeitsplatz Konzentration

MEM Minimum Essential Medium

MTT- 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium
bromid

NR- 3-amino-m-dimethylamin-2-methyl-phenacin
hydrochlorid

OK Zellen Opossum Kidney Zelllinie

PBS Phosphate-buffered saline

PGM Platingruppenmetalle

PtCl, Platin(1V)chlorid

RNA Ribonukleinsaure

S-H-Gruppen Schwefel- Wasserstoff Gruppen
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