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der Lunge
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Lokale Gentoxizitat von Partikeln in der Lunge
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Lokale Gentoxizitat von Partikeln in der Lunge

Projektausschreibung

Projektausschreibung:
Bundesanstalt fur Arbeitsschutz und Arbeitsmedizin (BAuA)

Forschungsprojekt F2135:

Gentoxischer Wirkmechanismus von Fein- und Ultrafeinstduben in der Lunge

-> Fokus auf in vivo Untersuchungen und Lungenepithelzellen
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Lokale Gentoxizitat von Partikeln in der Lunge

Projektidee

Erweiterunqg der Datenbasis zur in vivo Gentoxizitat von schwerloslichen Fein-
und Ultrafeinstauben:

» Durch Nutzung vorhandener Lungengewebsproben partikelexponierter
Tiere.

» Nachweis und Quantifizierung von verschiedenen Gentoxizitatsmarkern
mittels Inmunhistochemie in Paraffinschnitten von Lungengewebe.

» Korrelation der erhaltenen Daten mit z.B. histopathologischen, zellularen
und enzymatischen Daten der Originalstudie.
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Lokale Gentoxizitat von Partikeln in der Lunge

Probenmaterial
Umweltbundesamt (UBA)

Umweltforschungsplan (UFOPLAN) des Bundesministeriums fur Umwelt, Naturschutz
und Reaktorsicherheit.

FKZ 298 61 273 (UBA ) + FKZ 203 61 215 (UBA II):

Pathogenetische und immunbiologische Untersuchungen zur Frage: Ist die Extrapolation
der Staubkanzerogenitat von der Ratte auf den Menschen gerechtfertigt? + Teil Il:
Histologie

Endpunkte: Histopathologischer Entziindungsscore, Bronchoalveolare Lavage (BAL),
Immunbiologie, Kanzerogenitat

Projekteckdaten: Weibliche Wistar WU Ratten, Expositionszeiten 1, 3 und 9 Monate +
Lebenszeit, intratracheale Instillation, schwerloslicher + kanzerogener + lGslicher Staub
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Lokale Gentoxizitat von Partikeln in der Lunge

Charakterisierung der eingesetzten Staube

RuR Kristallines SiO, Amorphes SiO,

PRINTEX® 90 DQ12 Quarz AEROSIL® 150

Identitat CAS # 1333-86-4 Dérentrup Quarz CAS # 112945-52-5
Lot # 8313101 (87% Quarz) hydrophil, “fumed”
Quelle Degussa BergbaEusf:;chung, Degussa
Mittlere
- . .. 1300
PrimarpartikelgroBe 14 (Geometrischer MW 14
Arithmetischer MW [nm] massengewichtet)
Spezifische Oberflache
(BET) [m?/g] 300 1,5 150
Dichte [g/cm’] 1,8-1,9 2,2 2,2
. 0.9% NaCl + o o

Vehikel TWEEN 80° 0.9% NacCl 0.9% NacCl

Ultraschallbehandlung fur 5 min, permanentes Riihren wahrend der Verabreichungsphase
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Lokale Gentoxizitat von Partikeln in der Lunge

Applikationen, Endpunkte, Tierzahlen, Partikelretention in der Lunge

Staub Kontrolle Ruf Kristallines SiO, | Amorphes SiO,
0,9 % NaCl | Printex®90 DQ12 Quarz AEROSIL® 150
Analyse nach 3 Monaten 3x0,3ml 3x6mg 3x2mg 3x2mg
Dosis (pro Ratte) (monatlich) (monatlich) (monatlich) (monatlich)
Immunhistochemie (n) 6 6 6 6
Entziindungsscore (n) 6 6 6 6
Bronchoalveoldre Lavage (n) 5 5 5 5
Kanzerogenitatsstudie 10x0,3ml | 10 x 0.5 mg 1x3 mg 30 x 0.5 mg
Dosis (pro Ratte) (7 Tage) (7 Tage) (einmalig) (14 Tage)
Partikelretention 15 Monate' - 2,08 mg 1,97 mg 0,026 mg
1-2/10-20* (n) 55/30 59/7 5317 53 /31

* Schnitte pro Lungenlappen; 'Ernst et al. (2002) Exp. Toxic. Pathol. 54:109-126
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Lokale Gentoxizitat von Partikeln in der Lunge

Verwendete Marker fur Gentoxizitat: 0 0
LY e

NH5 NH2
dH dR

1) 8-Hydroxyguanosin (8-OH-dG):
Pramutagen, oxidative Basenmodifikation, G:C -> T:A Transversionen
2) Phosphoryliertes H2AX (y-H2AX):
Histon, phosphoryliert an Serin 139, DNA-Doppelstrangbriiche, Apoptose
3) Poly(ADP-Ribose) (PAR):
ADP-Ribose Polymer, zellulare Reaktion auf DNA-Schaden, Entzindung...
4) 8-Oxoguanin-DNA-Glycosylase (OGG1):

,Base Excision Repair” Protein, Reparatur von 8-OH-dG (Fapy-G, AP-Lasionen)
iIn Kern und Mitochondrien, wenn Fehlpaarung mit Cytosin, Aconitase Chaperon
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Lokale Gentoxizitat von Partikeln in der Lunge

Fragestellungen

Ist die Quantifizierung von Gentoxizitatsmarkern mittels Immunhistochemie
retrospektiv an Paraffinschnitten von Lungen partikelexponierter Ratten machbar?

Ist dieses Vorgehen geeignet, um Aussagen Uber gentoxische Wirkmechanismen
von schwerl6slichen Stauben in Epithelzellen in vivo zu erhalten?

Welche Gentoxizitatsmarker sind am aussagekraftigsten und ermoglichen am
besten eine Differenzierung verschiedener Staubexpositionen?

Ist dieses Vorgehen geeignet, um anhand von subakuten Studien, ein mdgliches
kanzerogenes Potential von schwerldslichen Stauben fruhzeitig zu erkennen?
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Lokale Gentoxizitat von Partikeln in der Lunge

Immunhistochemischer Nachweis der Gentoxizitatsmarker

Terversuch / Immunhistochemische Reaktion |
Sektion Antigen Retrieval
In S%ﬂg?gﬁgfg&?gﬁn g Inkubation mit markerspezifischem Primarantikorper
$ | Inkubation mit biotinyliertem Sekundarantikorper
ZUSChTiden Streptavidin-Biotin-AIkaIislche Phosphatase-Komplex
Paraffine-inbettung Chromogeln Fast Red
Z

) L )
& - Serienschnittherstellung |- \ Kerngegenfarbung mit Mayer‘s Hamalaun p

H&E-Farbung .
| S Bildanalyse
Histopathologische Beurteilung




Lokale Gentoxizitat von Partikeln in der Lunge

Quantifizierung der Gentoxizitatsmarker

Automatisiertes Durchlichtmikroskop mit digitaler SIS Kamera

Bildanalyse-System ,SIS Analysis Five*

Bildaufnahme mit 40-fachem Objektiv: 20 peribronchiolare Felder

!
Flachenberechnung der
,Regions of Interest"

|
Interaktive Markierung
von positiven Zellkernen bzw.
positivem Zytoplasma im Epithel

!

Berechnungen / Statistik
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Lokale Gentoxizitat von Partikeln in der Lunge

Immunhistochemischer Nachweis von y-H2AX in Lungengewebe
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Lokale Gentoxizitat von Partikeln in der Lunge

Quantifizierung der epithelialen PAR und y-H2AX Expression
mittels Immunhistochemie
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DQ12 und Printex® 90 signifikant unterschiedlich von
Aerosil® 150 (p <0,001 und p <0,001)
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Lokale Gentoxizitat von Partikeln in der Lunge

Quantifizierung der epithelialen 8-OH-dG und OGG1 Expression
mittels Immunhistochemie
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Kontrolle DQ12 Quarz Aerosil 150 Printex 90 Kontrolle DQ12 Quarz Aerosil 150 Printex 90

DQ12 signifikant unterschiedlich von Aerosil® 150 und
Printex® 90 (p < 0,01)
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Lokale Gentoxizitat von Partikeln in der Lunge

Korrelationen mit dem histopathologischen Entzundungsscore®,

3 Monate
8-OH-dG | y-H2AX PAR 0GG1 0GG1
EPRL ositive Kerne itive K ositive Kerne | positive Kerne pek e
Gentoxizitidtsmarker P positive Rerne | p P Zytoplasma
r r r r r
Entziindungsscore (n=4) 0.978* 0.939 0.994** 0.626 0.917
Entziindungsscore (n=24) 0.803*** 0.771*** 0.554** 0.300 0.675***

Signifikante Korrelation: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001; Produkt-Moment-Korrelation nach Pearson
*Ernst et al. (2002) Exp. Toxic. Pathol. 54:109-126

Z Fraunhofer

ITEM




Lokale Gentoxizitat von Partikeln in der Lunge

Korrelationen mit Endpunkten der Bronchoalveolaren Lavage (BAL)*,

3 Monate
8-OH-dG | y-H2AX PAR 0GG1 0GG1
o oy .- e positives
Gentoxizititsmarker positive Kerne |positive Kerne| positive Kerne | positive Kerne Zytoplasma
r r r r r
BAL y-Glutamyltransferase U/l 0.854 0.994** 0.907 0.540 0.946
BAL Alkalische Phosphatase U/l 0.497 0.740 0.677 0.062 0.906
BAL Laktatdehydrogenase U/l 0.833 0.996** 0.877 0.573 0.917
BAL Leukozyten [Anzahl/ml] 0.875 0.858 0.779 0.937 0.610
A LIS (ST 7 0.875 0.944 0.826 0.842 0.737
[Anzahl/ml]

BAL Gesamtprotein mg/l 0.774 0.983* 0.821 0.554 0.886
Lungenfeuchtgewicht [g] 0.861 0.998* 0.906 0.569 0.935

Signifikante Korrelation: * p<0.05; ** p<0.01; Produkt-Moment-Korrelation nach Pearson

*Ernst et al. (2002) Exp. Toxic. Pathol. 54:109-126
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Lokale Gentoxizitat von Partikeln in der Lunge

Korrelationen mit der basalen und LPS-induzierten
TNF-a Freisetzung ex vivo, 3 Monate

Ex _vivo Reaktivitdt von Alveolarmakrophagen: 1 x 10° Zellen pro Vertiefung einer 96-Well-Platte,
Triplikate, 24 h Inkubation * Lipopolysaccharid, TNF-a Konzentrationen im Kulturiiberstand mittels ELISA

8-OH-dG v-H2AX PAR O0GG1 O0GG1
Lo positive positive positive positive positives
Gentoxizitatsmarker Kerne Kerne Kerne Kerne Zytoplasma
r ﬁ\ r r N\
/
TNF-a Konzentration (pg/ml) i i . ) i i .
ohne LPS-Stimulus 0.776 / 0.976 0.851 0.454 0.941
TNF-a Konzentration (pg/ml) i . i
0.1 ng/ml LPS -0.737 0.969 - 0.808 -0.462 0.909
. [ \
TNF-a Konzentration (pg/ml) - 0.781 - 0.963* - 0.873 - 0.391 - 0.970*
1 ng/ml LPS ) ) ) ) )

Signifikante Korrelation: * p<0.05; Produkt-Moment-Korrelation nach Pearson
*Ernst et al. (2002) Exp. Toxic. Pathol. 54:109-126
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Lokale Gentoxizitat von Partikeln in der Lunge

Daten zur Kanzerogenitat bei 1- 2 Standardschnitten pro

Lungenlappen
Kontrolle DQ12 Aerosil® 150 | Printex® 90
Endpunkte 10 x 0,3 ml 1x 3 mg 30 x 0,5 mg 10 x 0.5 mg
(7 Tage) (einmalig) (14 Tage) (7 Tage)
% Ratten mit Lungentumoren® 0,0 39,6 9,3 15,0
% Ratten mit Prikanzerosen® 2,0 43,4 1,9 20,3

?Kolling et al. (2010), in Vorbereitung.
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Lokale Gentoxizitat von Partikeln in der Lunge

Auftreten von DNA-Doppelstrangbruchen (y-H2AX) in Epithelzellen
nach 3 Monaten und Tumorenstehung
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Lokale Gentoxizitat von Partikeln in der Lunge

Korrelationen mit histopathologischen Daten zur Kanzerogenitat
(Unterschiedliches Dosierungsschemata bei Kanzerogenitat und Immunhistochemie!)

8-OH-dG | y-H2AX PAR OGG1 OGG1
e egas positive positive positive positive positives
Gentoxizitatsmarker Kerne Kerne Kerne Kerne [|Zytoplasma]
r r r r r
% Ratten mit Lungentumoren (1-2)1’a 0.954* 0.910 0.890 0.868 0.735
% Ratten mit Priakanzerosen in der Lunge® 0.850 0.934 0.797 0.848 0.712
% Ratten mit Lungentumoren (10-20)”’ 0,977* 0,944* 0,946* 0,783 0,826
% Ratten mit bronchioloalveoldren Karzinomen® 0,920 0,921 0,856 0,876 0,722
% Ratten mit bronchioloalveoliren Adenomen® 0,970* 0,843 0,891 0,873 0,687
% Ratten mit Plattenepithelkarzinomen® 0,915 0,858 0,822 0,928 0,637
% Ratten mit zystisch keratinisierenden 0.853 0.825 0.744 0.957 0.560
Epitheliomen® ’ ’ ’ ’ ’

Signifikante Korrelation: * p<0.05; Produkt-Moment-Korrelation nach Pearson; 1Schnitte/LungenIappen
aKolling et al. (2010), in Vorbereitung; PKolling et al. (2008) Exp. Toxic. Pathol. 60:281-288
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Lokale Gentoxizitat von Partikeln in der Lunge

Zusammenfassung

8-OH-dG, y-H2AX, PAR und OGG1 waren immunhistochemisch unter Verwendung
von Lungenparaffinschnitten in den Epithelzellen nachweisbar und quantifizierbar.

Es fanden sich signifikant erhohte Expressionen von 8-OH-dG, y-H2AX und OGG1
(Zytoplasma) in Lungenepithelzellen partikelexponierter Tiere.

Am aussagekraftigsten waren dabei y-H2AX und 8-OH-dG, die gewisse Unterschiede
zwischen den verschiedenen Staubexpositionen zulieRen.

Es fanden sich hohe und zum Teil signifikante Korrelationen der Markerexpression
mit dem histopathologischen Entzundungsscore (alle bis auf OGG1/Kern) und
einigen BAL-Endpunkten (y-H2AX, OGG1/Zytoplasma).

Es fanden sich hohe und zum Teil signifikante Korrelationen mit den Tumordaten der
Kanzerogenitatsstudie (vor allem 8-OH-dG und y-H2AX) trotz abweichender
Dosierungsschemata.
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Lokale Gentoxizitat von Partikeln in der Lunge

Schlussfolgerungen |

Die Quantifizierung von Gentoxizitatsmarkern mittels Immunhistochemie
in Paraffinschnitten von Lungengewebe ist machbar.

Die Methodik konnte, ohne zusatzliche Proben oder Tiere, zum Nachweis
lokaler Gentoxizitat in der Lunge im Rahmen von subchronischen in vivo
Toxizitatsstudien eingesetzt werden.

In der Uberladungssituation scheint eine sekundéare, entziindungsabhangige
Gentoxizitat dominant zu sein (sekundare Gentoxizitat).

Dabei spielt eine Exposition gegenuber ROS und/oder RNS offensichtlich
eine bedeutende, aber wahrscheinlich nicht exklusive Rolle.
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Lokale Gentoxizitat von Partikeln in der Lunge

Schlussfolgerungen i

» Die Daten wiesen auf eine mechanistische Bedeutung der Mitochondrien
fur die Gentoxizitat von schwerloslichen Fein- und Ultrafeinstauben hin
(indirekte primare Gentoxizitat).

» Weitere mechanistische Aussagen zur in vivo Gentoxizitat von feinen und
ultrafeinen Partikeln erfordern die Prufung des methodischen Ansatzes in
der Nichtuberladungssituation bzw. Nichtentzundungssituation, und
unter Verwendung verschiedener Dosierungen.

» Es scheint ein prognostisches Potential des methodischen Ansatzes
bezuglich Kanzerogenitat von schwerloslichen Stauben zu bestehen, so
dass Mechanismen der Gentoxizitat eine wesentliche Rolle in der partikel-
bedingten Tumorentwicklung zu spielen scheinen.
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Lokale Gentoxizitat von Partikeln in der Lunge

Danke !

» Bundesanstalt fur Arbeitsschutz und Arbeitsmedizin (BAuA)
Prof. T. Gebel, Dr. B. Orthen und Dr. P. Wardenbach

» Umweltbundesamt (UBA)
» Prof. F. Pott

» Dr. S. Beneke (Universitat Konstanz)
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