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1.  Einleitung

1.1 Palladium: Vorkommen, Eigenschaften und Verwendungsformen

Palladium, welches 1803 von Wollaston entdeckt und nach dem Planetoiden Pallas
benannt wurde, gehort zur Gruppe der Platinmetalle, deren weitere Vertreter Ruthenium
(Ru), Rhodium (Rh), Osmium (Os), Iridum (Ir) und Platin (Pt) sind. Diese
Platingruppenelemente zahlen ihrerseits, neben Gold (Au)und Silber (Ag), zu den
Edelmetallen [1, 3]. Edelmetalle haben ein positives Normalpotential und sind deshalb
im elementaren Zustand sehr stabil [3]. Gemeinsame typische Eigenschaft der
Platinmetalle ist ihre Neigung zur Komplexbildung und ihre katalytische Aktivitat [2].

Man findet Palladium im Periodensystem der Elemente in der achten Nebengruppe und
damit unter den Ubergangsmetallen. Diese Ubergangsmetalle haben Vvielfaltige
Anwendungsmoglichkeiten, da sie sehr unterschiedliche Anspruche bezuglich ihrer
mechanischen und sonstigen physikalischen und chemischen Eigenschaften erfullen.
Unter den Ubergangsmetallen findet man groRe chemische Ahnlichkeiten, sowohl
innerhalb einer Gruppe, als auch in einer Periode. Besonders ausgepragt sind diese
Ahnlichkeiten zwischen den im Periodensystem benachbarten Elementen Fe/Co/Ni,
Ru/Rh/Pd sowie Os/Ir/Pt [1].

Palladium ist das haufigste Platinmetall. Man findet es in der Erdkruste mit einem Anteil
von 0,01 mg/kg und damit an 71. Stelle in der Reihenfolge des Vorkommens. Die
Weltproduktion betrug im Jahr 1988 neunzig Tonnen. Die wichtigsten Palladium-
Vorkommen findet man in Kanada/Sudbury und Mittelsibirien/Norilsk. Dort ist es in den

Nickelmagnetkieslagern als Pd-haltiger Sperreylith (Pt, PdAs,) und



Stibiopalladinit (Pd3;Sb, ca. 70 % Pd-Gehalt) in die Schwermetallsulfide eingelagert.
AuRerdem kommt es in fast allen Platinerzen und in manchen Goldseifen , zT.
gediegen, d.h. rein, vor.

In der Herstellung wird Palladium nach Abtrennung von den anderen Platinmetallen von
Ammoniumhexachloropalladat (IV) in Dichlorodiaminpalladium (Il) Gberfihrt, dieses zu
PdO-haltigem Palladium-Schwamm calziniert, und anschlielfend durch Glihen in
Wasserstoff-Atmosphare gereinigt. Durch chemische Reduktion mit Hydrazin oder
Natriumformiat erhalt man pyrophores Palladium-Mohr. Zu einem erheblichen Anteil

wird Palladium auch aus industriellen Abfallen und Altmaterial zurickgewonnen [3].

In seinen Verbindungen kann Palladium mit folgende Oxidationsstufen auftreten:
0,+2,+3- und +4. Am haufigsten tritt Palladium allerdings in 2-wertiger Form auf.

Die Oxidationsstufen 0 und +4 sind sehr selten. Palladium glanzt heller als Silber und
ist etwas harter und zaher als Platin [3]. Es gilt als sehr korrosionsbestandig [5].
Besonders charakteristisch ist seine Fahigkeit zur Aufnahme von Wasserstoff unter
Gitteraufweitung und Versprodung. Eine kolloidale Palladiumlosung 16st das 3000fache
Volumen Wasserstoff. Der so geloste Wasserstoff ist besonders reaktionsfahig und
entweicht zum grofdten Teil schon bei Erwarmung auf 40-50 °C. Aus diesem Grund ist
Palladium Basis vieler Hydrierungskatalysatoren. Wie auch bezuglich anderer

chemischer Eigenschaften zeigt sich hier die Ahnlichkeit mit Nickel [3, 5].

Verwendung findet Palladium in folgenden Bereichen:

1. als  Hydrierungskatalysator in der petrochemischen (Veredelung von
Mineraldlfraktionen zu Heizol und Benzin) und pharmazeutischen
Industrie. Durch seine Verwendung in der pharmazeutischen und in der chemischen
Industrie ist Palladium als Verunreinigung in Lebensmitteln, Medikamenten und
anderen Produkten des taglichen Gebrauchs enthalten. So kénnen beispielsweise

Medikamente technisch bedingt bis zu 1 mg Pd/kg als Verunreinigung enthalten [2].



2. In Autoabgaskatalysatoren, die vor allem im Ausland genutzt werden, kann

Palladium zusammen mit anderen Platinmetallen enthalten sein. Im Jahre 1990
wurden  weltweit etwa neun Prozent  der Palladiumproduktion in
Autoabgaskatalysatoren eingesetzt [4] . In der Bundesrepublik Deutschland wird
derzeit kein Palladium in den Drei-Wege-Katalysatoren zugesetzt. Aus
Kostengrinden scheint es jedoch lukrativ, Platin durch Palladium in diesen
Katalysatoren zu ersetzen, was in den USA Gegenstand der Forschung ist [6]. Dies

wurde zu steigenden Palladiumemissionen in die Umwelt fuhren.

. Ein GroRteil der Dentallegierungen im Zahnersatz besteht in Anteilen aus Palladium.
Etwa 29 % des Weltjahresbedarfs an Palladium wird hier eingesetzt [7, 8]. B. Kiitting
und R. Brehler stellten fest, dass seit 1986 zunehmend Palladium

aus Kostengriinden in Dentallegierungen als Goldersatzstoff eingesetzt wird. In
Verzeichnissen der Dentallegierungshersteller Degussa und Heraeus fanden sie
insgesamt 87 Legierungen aufgefihrt, von denen nur 8 palladiumfrei und 12 weniger
als 2 % Palladium enthielten [9]. In einigen Palladiumbasislegierungen kann
Palladium bis zu einem Anteil von 80 % enthalten sein [2]. Derzeit sind in
Deutschland Uber 700 Dentallegierungen erhaltlich, die vorwiegend zu Kronen
verarbeitet werden [2a]. Aus diesen Legierungen lalkt sich Palladium in geringen
Anteilen (0,08 bis 0,48 ng pro cm_ Oberflache) durch synthetischen Speichel

herauslosen [2].

. Als Kontaktmetall in Telefonrelais und elektrischen Geraten [5].

.In der Schmuckindustrie als Palladium-Silberlegierung oder Palladium-
Goldlegierung. Weilkgold ist eine Gold-Palladiumlegierung mit einem Goldanteil
zwischen 33,3 und 80,0 % [3]. Eine Legierung aus Silber, Kupfer und Palladium wird
fur Schreibfedern verwendet [5]. In der Textilindustrie wird Palladium bei der

Herstellung von Spinndisen verwendet [3].



1.2 Palladium in der Geschichte der Medizin

Um die Jahrhundertwende wurde versucht, Palladium therapeutisch zu nutzen. So
wurde versucht, es in der Therapie von Gicht, rheumatoider Arthritis, Tuberkulose,
Ubergewicht und als Hautdesinfektionsmittel einzusetzen [11, 12]. In einer Studie des
National Research Council erwies sich PdCI, als Antituberkulostatikum als ungeeignet.
Probeweise eingesetzt wurde es auch als Germazid. Bei Fettleibigkeit wurde es als
Palladiumhydroxid eingesetzt. Hier zeigte es zwar Wirkung, allerdings traten an der
Einstichstelle Nekrosen des Fettgewebes auf [13].

Seit den achtziger Jahren erregte Palladium als Antitumortherapeutikum und in der
Transplantatabstolung das Interesse der Medizin [10]. In der Antitumortherapie ist es
weiterhin Gegenstand der Forschung. So kommen T. RAU und R. VAN ELDIK zu dem
Ergebnis, dass Palladium-lI-Kkomplexe, analog den Anti-Tumor-Pt-1I-Verbindungen, an
Nukleotide der DNA binden, wobei eine Affinitat zur N7-Position des Guanins
wahrscheinlich ist [14]. Weitere Forschungsarbeiten werden klaren mussen, ob

Palladium-lI-Komplexe eine klinische Relevanz haben.

1.3 Gesundheitliche Auswirkungen von Palladium im Tiermodell

1.3.1 Toxikologie von Palladium

Die meisten toxikologischen Untersuchungen an Tieren wurden mit Mausen, Ratten
und Kaninchen durchgefuhrt. Unter den akut toxischen Wirkungen des Palladiums findet
man weitgehend von der Applikationsart unabhangige Schadigungen, die das Herz, die
Nieren und die Leber betreffen. Daneben gibt es auch Angaben zu vom Aufnahmepfad
abhanige Wirkungen, die jedoch nicht immer einheitlich sind [10]. Bei der Ermittlung von
LDso-Werten (tddliche Dosis fur 50% der Tiere) ermittelte man einen Dosisunterschied
je nach Applikationsmodus. So zeigt sich die grofdte Toleranz in Versuchen mit Ratten

bei oraler Applikation (LDsy = 200 mg/kg), bei intraperitonealer Applikation ist die



LDso = 70 mg/kg, bei intratrachealer Applikation LDsg = 6 mg/kg und am niedrigsten bei
intravendser Applikation mit LDsy = 3 -5 mg/kg [15] . Die hier verabreichte
Palladiumverbindung war PdCl,. In Versuchen von HOLBROOL et al [16] wurden
verschiedene Palladiumverbindungen getestet. Auch hier zeigten sich Unterschiede im

toxikologischen Verhalten:

Versuchstiere . Ratten LDso:

Applikationsroute : Oral

Verbindung : PdCI, x H,O 0,6 g/kg = 2,7 mmol / kg
PdCl, 1,6 g/ kg = 7,0 mmol / kg
PdSO, 1,6 g/ kg = 7,0 mmol / kg
PdO 9,2g/kg =40 mmol / kg.

Dabei sind insgesamt einfache Salze zweiwertiger Palladiumionen dreimal toxischer
als komplexe Palladiumsalze [17]. WIESTER beobachtete weiter, dass bei Ratten nach
intravendser Applikation von 0,25 - 2,0 mg/kg zweiwertiger Palladiumsalze
Herzrythmusstorungen bis zum todlichen Kammerflimmern auftraten [17]. Auch bei
Kaninchen verursachte die intravenése Gabe von 50 mg Palladiumchlorid / kg
Korpergewicht den Tod durch Herzstillstand [18].

Auch auf zellulare Ebene lieRen sich toxische Schadigungen des Palladiums
nachweisen. Nach intraperitonealer Applikation von jeweils 56 bzw. 113 pmol Pd(NO3),
pro kg Korpergewicht an zwei aufeinanderfolgenden Tagen wurden bei Ratten
verminderte Enzymaktivitaten, sowie bei der hoheren Dosis zusatzlich ein verminderter
Gehalt der Mikrosomen an Cytochrom P450 und Cytochrom bs nachgewiesen [20].
Versuche von RAPAKA et al. legen es nahe, dass die Hemmung des von ihnen
gemessenen Enzyms Prolyl-Hydroxylase (Kollagensynthese) auf einer kompetetiven
Verdrangung des Fe 2+ durch Pd2+ beruht [24].

In einem weiteren Bericht spekulieren SPIKES & HODGSON, dass die Hemmung der
gemessenen extrazellularen Enzyme auf einer Bindung des Pd an Sulphahydril- oder

Cystingruppen der Proteine beruht [25].



FISHER et al fihrten nach intraperitonealer Verabreichung von 3,2 mg/ kg Pd(NOs), eine
Mel3ung der DNA-Synthese in verschiedenen Organen durch. Nach zwei Stunden war
die DNA- Synthese in der Milz auf 35 %, in der Leber auf 40 % und in den Nieren auf
26% reduziert [21].

Eine mogliche Erklarung fir die groRere Toleranz bei Palladiumverbindungen, die auf
oralem Wege verabreicht wurden, ermittelte MOORE et al. in weiteren Experimenten:
Ratten, denen radioaktives Palladium (103 PdCl,) oral verabreicht wurden, schieden
dieses bereits nach drei Tagen zu 99% Uber die Fazes aus. Dagegen wurde intravends
verabreichtes Palladium erst nach 40 Tagen zu 80% uber Urin und Fazes eliminiert,
intratracheal verabreichtes Palladium nach 40 Tagen zu 95%. Palladium passierte in
diesen Versuchen sogar die Plazenta und war in der Muttermilch nachweisbar [19].

Bei chronischer Exposition sind die toxikologischen Veranderungen ebenfalls
weitgehend vom Aufnahmepfad unabhangig und in erster Linie in Leber und Nieren
nachweisbar. So erkranken zum Beispiel Mause, die lebenslang Palladiumchlorid mit
dem Trinkwasser (5,0 mg/l) erhielten, etwa doppelt so haufig an benignen und
malignen Tumoren, sowie einer Amyloidose von Leber, Nieren, Nebenieren, Milz und
Herz, wie unbehandelte Kontrolltiere [22].

PHIELEPEIT et al. untersuchten den Verbleib von 50 mg/kg PdCl, nach einmaliger
intraperitonealer Injektion in Mausleberzellen. Entgegen ihrer Erwartung fanden sich die
hochsten Konzentrationen von Palladium nach 24 Stunden und nach funf Tagen in den

Nuklei und den Mitochondrien, weniger in den Mikrosomen und im Zytosol [23].



1.3.2 Sensibilisierende und allergenisierende Wirkungen

Tierexperimente zur allergenen Potenz von Palladiumverbindungen wurden bisher in
geringer Anzahl vor allem mit Meerschweinchen und Katzen durchgefuhrt. TAUBLER
veroffentlichte 1977 Ergebnisse aus Versuchen mit Meerschweinchen, denen er
Palladiumovalbuminlésung intravends und subkutan in verschiedenen Konzentrationen
verabreichte. Die Meerschweinchen zeigten eine Sensibilisierung bzw. allergische
Reaktion vom verzogerten Typ/ Typ IV-Reaktion. Dies war auch mit einer Palladium-
Meerschweinchenalbuminlésung moglich [26].
TOMILETS et al. fuhrten ahnliche Sensibilisierungsversuche mit Meerschweinchen
durch, die eine Sofort (Typ 1)- und eine Spatreaktion (Typ [V) fur zwei
Palladiumverbindungen ergaben, sowie eine allergische Sofortreaktion fur ein
Palladium-Ovalbumingemisch. Bei der Sofortreaktion der beiden
Palladiumverbindungen war eine Kreuzreaktion mit Platin und Nickel feststellbar.
Flr das Palladiumovalbumingemisch wurde zusatzlich eine Kreuzreaktion mit Kobalt
beobachtet. Bei der allergischen Spatreaktion trat lediglich eine Kreuzreaktion mit Platin
auf [27].
TOMILETS et al. fihrten weitere Versuche an Katzen durch. Sie verabreichten 30
Versuchstieren 0,313-12,5 mmol / Kg Korpergewicht folgender Palladiumkomplexe
intravends: PDX*CI

PdX*

K,PdBr,

K,PdCl,

KoPd(NO,),

K,Pd(SCN),

Pd(NH3),Cl, [cis-Konfiguration]

Pd(NH;),Cl, [trans-Konfiguration]

Pd(NH3),2(NO3), [cis-Konfiguration]

e = 5-sulpho-8-mercaptoquinolinate.



Sie fuhrten Messungen von Kreislaufparametern durch, und stellten fest, dass nach
vorubergehender Hamatokrit (Hkt)-zunahme, dann der Hkt abfiel, das zirkulierende
Blutvolumen abnahm, der Blutriickstrom zum Herzen abnahm, der Blutdruck abfiel und
ein  Bronchospasmus einsetzte. Die Autoren werteten dies als eindeutig
anaphylaktische Reaktion. Die sensibilisierende Potenz von Palladiumkomplexen

schatzten sie hoch ein.

Im gleichen Versuch applizierten sie intradermal 35 Meerschweinchen folgende
Verbindungen :

Gruppe | : 2X 0,4 ml mit 0,05 % Ovalbumin + K,[PdCl4] (1:100). (Carrier + Hapten)
Gruppe |l : 65 mg K,[PdCl,]als Einzeldosis. (nur Hapten)

Nach 21 Tagen wurden die Meerschweinchen restimuliert wie folgt:

a. 0,5 ml der 0,05 % Ovalbuminlésung (nur Carrier)

b. 0,5 ml der 0,05 % Ovalbuminlésung mit K,PdCl, (Carrier und Hapten)

c. 0,5 ml 10 -3 M K,PdCl, (nur Hapten ).

Es zeigte sich, dass dieser Sensibilisierungsproze® unabhangig davon ist, ob ein
Carrier benutzt wird oder nicht. Die sensibilisierende Potenz des Haptens (K,PdCl; )
ohne Carrier war ausreichend. In der Restimulationsphase hingegen trat bei alleiniger
Haptenexposition nicht das Vollbild eines Schocks auf sondern nur ein Anstieg der
Mediatorspiegel (Histamin u.a.). In beiden Versuchen postulierten die Autoren eine
Reaktion vom Soforttyp / Typ I-Reaktion [28].

Weitere Versuche an Meerschweinchen zeigten, dass eine 1,25 %-ige, walirige
Palladiumchloridlésung sowohl auf die Haut (epidermal) als auch in die Haut
(intradermal) appliziert, eine Sensibilisierung hervorrufen kann. Damit wird Palladium
als sogenanntes Grad-lll-Allergen eingestuft [29, 30, 31].

WAHLBERG & BOMAN zeigten mit dem guinea pig maximization test (GPMT), dass die
sensibilisierende Potenz von Palladiumchlorid gréfRer einzuschatzen ist, als die von
Nickelsulfat. Um zu zeigen, dass es sich um eine echte Sensibilisierung mit

Palladiumchlorid handelt, sensibilisierten sie zwei Gruppen von Meerschweinchen;
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die eine mit Palladiumchlorid (PdCl,) 2,5 % in Wasser, die andere mit Nickelsulfat
(NiSQO4) 0,3 % in Saline. Bei der Restimulation mit gleichen Substanzen in fallenden
Konzentrationen war festzustellen, dass zwar die palladiumsensibilisierten Tiere auch
auf Nickelsulfat positiv reagierten, dass aber die nickelsensibilisierten Tiere nur mit
Nickel zu restimulieren waren, nicht jedoch auf Palladiumchlorid reagierten. Eine
Nickelkontamination der Proben wurde vorher durch Atom-Absorptions-Spektroskopie
ausgeschlossen, so dass es sich hier sowohl um eine echte Sensibilisierung mit

Palladiumchlorid, als auch um eine echte Kreuzreaktion handeln durfte [32].

1.4 Gesundheitliche Auswirkungen von Palladium beim Menschen

1.4.1 Toxikologie

Uber mégliche toxikologische Schaden durch Palladium bei Menschen gibt es nur
wenig Informationen. Die schon erwahnten subkutanen Injektionen von
Palladiumverbindungen fuhrten zwar zur gewunschten Gewichtsreduktion, bei einer
Dosis von zwei bis funf mg kolloidalem Palladium traten jedoch Fieber und eine Uber
zwei Jahre nachweisbare schwarz- blaue Verfarbung an der Injektionsstelle auf.
Injektionen mit Palladoazetat waren sehr schmerzhaft. Palladiumhydroxid fuhrte bei
Applikation zu faustdicken Infiltrationen und zu Nekrosen der Haut. In vitro zerstorte es
Erythrozyten bis zu einer Verdunnung von 1:25000. Zusatzlich zeigte sich eine deutliche

Euphorisierung aller Patienten [33].
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1.4.2 Sensibilisierende und allergenisierende Wirkung beim Menschen

Uber Palladium als klinisch relevantes Kontaktallergen gab es bis 1984 nur drei
isolierte Fallberichte.

SHEARD berichtete 1955 Uber eine Patientin mit Kontaktekzemen am rechten und
linken Ringfinger und den benachbarten dritten und flnften Finger der linken Hand.

Es stellte sich heraus, dass die Patientin palladium- und platinhaltige Ringe getragen
hatte. Im Patch-Test zeigte die Patientin positive Reaktionen auf Platin und auf die
aufgelegten Ringe, von denen der Verlobungsring einen Palladiumanteil von 90 % hatte.

Auf Palladiumsalze wurde die Patientin nicht getestet [34].

Der nachste Bericht stammt aus dem Jahre 1969 von MUNRO-ASHMAN. Er berichtet
uber einen Chemiker, der an Edelmetallen, so u.a. Uber Palladium, forschte. Er
entwickelte ein Ekzem im Gesicht, an den Handen und den Armen. Wenn er der Arbeit
fernblieb, waren auch die Ekzeme rucklaufig. Es wurde ein Patch-Test mit allen von ihm
benutzen Metallen durchgeflihrt. Er zeigte eine Positive Reaktion auf 0.1% und 1%
Na,PdCl, und NiSO4 0.1% und 1%. Die Reinheit der Palladiumproben wurde untersucht
und als nickel-frei deklariert. Der Patient vermied fortan den Kontakt mit den beiden

Metallen und seine Haut blieb damit unauffallig [35].

VAN KETEL und NIEBBER berichteten 1981 Uber eine 19-jahrige Patientin mit
schmerzhafter Schwellung der rechten Backe, Schmerzen im gesamten Mund,
generalisiertem Juckreiz und Schwindel. Diese Symptome traten erstmals sechs
Monaten nach Implantation einer Metallbricke im Molarbereich auf. Ein Patch-Test mit
der ICDRG Standard Serie ergab positive Reaktionen auf NiSO4, und CoCl,. Ein weiterer
Patch-Test mit den Metallen, die in der Brucke enthalten waren, ergab eine stark positive
Reaktion auf PdCl, 2% aq. Alle anderen Metallproben, so auch Platinchlorid, waren
negativ. Es stellte sich heraus, dass die Brlcke einen Palladiumanteil von 5% hatte.
Nach Austausch dieser Bricke gegen eine metallfreie Dentalprothese verschwanden

die Symptome innerhalb von wenigen Tagen [36].
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In den achtziger Jahren wurden die Veroffentlichungen Uber Fallberichte und klinische
Studien zahlreicher. Dabei handelte es sich immer (mit einer Ausnahme: MURDOCH &
PEPYS,1987,[46]) um allergische Reaktionen vom verspateten Typ / Typ IV nach
Coombs und Gell. Einen Uberblick tber die folgenden Fallberichte gibt die Tabelle 1 :
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Autoren Fallzahl |Patch-Test |zusatzliche |Patch- Exposition | Symptome
und Konz. und |Reaktionen | Test gegeniiber |und Befunde
Geschl- | Trager- auf andere | Ablesung [ Palladium
echt medien von | Metallsalze |nach
PdCl, im Patch- [h]
Test
SHEARD 1 Frau Ring mit Ring mit 48 h Schmuck Kontakt-
(1955) 90 % Pd u. 90%Pt Reaktion (Ringe) dermatitis re. u.
[34] 10% Ru +10%Ir positiv bis li. Ringfinger,
5. Tag sowie 3. +5.
Finger links
MUNRO- 1 Mann 1% pet. NiSO4 [keine Arbeitsplatz/ | Dermatitis der
ASHMAN Angaben] [ Chemiker Hande u. Arme
et al. (1969) und des
[35] Gesichts
VAN KETEL |1 Frau 2% aq. NiSO, [keine Zahnbriicke | schmerzhafte
& NIEBBER CoCl, Angaben] | mit Schwellung der
(1981) 5%Pallad- re. Backe,
[36] iumanteil Schmerzen im
Mund, gen.
Juckreiz u.
Schwindel
CASTELAIN |1 Frau 1 % pet. Keine [keine Zahn- Schwellung re.
& Angaben] | prothese Winkel der
CASTELAIN Unterlippe
(1987)
[37]
L. GUERRA |1 Mann |1 % pet. NiSO4 5% 48 +72 h Hobby: erythematos,
et al. Schuf3- vesikulare L.
(1988) waffen an Vorder-
[38] armen
[38] 1Mann |1 % pet. NiSO4 5% 48+72 h Hobby: erythematos,
Gewicht- vesikulare L.
heben an Nacken,
Vorderarmen
u. Beinen
DOWNEY D. |1 Frau 1% aq. nicht durch- | [keine mehrere erosiver
(1989) geflhrt Angaben] | Zahnkronen; | oraler
[39] Palladium- Lichen planus
gehalt 79%
[39] 1 Person |1 % aq. nicht durch- | [keine Zahnkrone |schmerz-
geflhrt Angaben] hafter Lichen
planus
[39] 1 Person |1 % aq. nicht durch- | [keine Zahnersatz | Verdacht
geflhrt Angaben] auf Kontakt-
mukositis
CAMARASA |7 Frauen |1 % pet. NiSO; 5% in [-96 h alle Metall- | Schweres
etal. pet.(7/7) schmuck- chron. Hand-
(1989) CoCl; 1% in allergie, ekzem
[47] pet.(3/7) keine
Hg-Metall Dentalprot.
(1/7)
VAN JOOST |1 Frau 2,5 % aq. Ni 48 +72 h Zahnbriicke | Schwellung
et al. hoher der Unter-
(1990) Gehalt lippe und
[40] an Pd u. Ni | disseminierte

Urtikaria
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Autoren Fallzahl |Patch-Test |zusatzliche |Patch- Exposition | Symptome
und Konz. und |Reaktionen | Test gegeniiber |und Befunde
Geschl- | Trager- auf andere | Ablesung [ Palladium
echt medien von | Metallsalze | nach
PdCl, im Patch- [h]
Test
HACKEL et 1 Frau 1% PdSO, |Zinnchlorid |-72h Zahn- Juckreiz,
al. (1991) pet. 2 % pet. prothese Kitzeln und
[41] Trockenheit
im Mund
[41] 1 Frau 1% PdSO,; |NiSO, -72h Ni-Allergie in | keine
pet. 5% pet. Vor-
+ Cu SO4 geschichte;
1% pet.
[41] 1 Mann | 1% pet. CoCl, -72h Metall- Dermatitis
1%pet. arbeiter der
+ CoSOq Hande
2,5 % pet.
KUTTING 1 Frau 0.1,05 + keine -96 h; Dental- Trockenheit,
et al. 1% in positive prothese Brennen und
(1994) Vaseline Reaktion- [mit2 % Rotung des
[42] en erst Palladium- Mundes;
nach antell standiger
72 h Hustenreiz
KOCH 1 Frau 1% (Pt[NHs):Cl)) |-72h Atopie, bullése,
etal. pet. 0,25 % pet. |+ 10.d Zahnersatz | ulzerative u.
(1996) + Pd- +17.d super-
[43] Metall- +31.d infizierte
plattchen Lasionen mit
+ Pt- Metall- Schwellung
plattchen und
Schmerzen

der Mukosa
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Demgegenuber stehen klinische Studien, mit denen Sensibilisierungsraten im
Patch-Test ermittelt wurden. Der Umfang der Studien, sowie das ausgewahlte
Patientenkollektiv variieren stark und sind deshalb gelegentlich bei der Beurteilung ihrer
Aussagekraft ~ schwer  einzuschatzen.  Ebenso sind die  Angaben zu
Sensibilisierungsraten, meist auf PdCl,, recht unterschiedlich, und variieren zwischen
0,6 % [46] und 43 % [56].

Zieht man nur Studien mit einem Stichprobenumfang von n = 100 in Betracht, um einen
Stichprobenumfang zu haben, der statistische Aussagen erlaubt, verhalten sich die
Sensibilisierungsraten wie folgt [46, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 57, 58, 60, 62, 63, 64]:

Die geringste Sensibilisierungsrate auf PdCI, bei einem Stichprobenumfang von

n = 536 [51] bzw. n = 1307 [52] liegt bei 2,4%. Die hochste Sensibilisierungsrate bei

n =100 ist mit 10 % ermittelt. Bemerkenswert ist der Anstieg der Sensibilisierungsraten,
wenn das Klientel der Stichprobe aus Nickel-Allergikern zusammengesetzt wird. Bei
einem Stichprobenumfang von n = 411 [568] ergab die Untersuchung eine
Sensibilisierungsrate von 21.1%, bei einer weiteren Studie mit n = 462 lag sie sogar bei
33,6%.

KANERVA et al. [64] fUhrten die einzige Studie mit einer Untersuchungsgruppe aus der
Normalbevolkerung durch, d. h. es lag kein dermatologisches Klientel vor. Trotzdem

ergab die Untersuchung interessanterweise eine Sensibilisierungsrate von 7%.

Eine Zusammenfassung der Ergebnisse gibt Tabelle 2:
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Autoren Erscheinungs Probanden- |Beschreibund Sensiblisier- | Andere
jahr anzahl ungsrate Ergebnisse
VAN LOON n=17 Patch-Test mit | PdCl,: 3/17 Reaktionen auf
et al. 1984 ausgewahlt PdCl, =17,6% Pd nicht isoliert;
[44] durch 25%aq. + Probanden
allergische metallische metallisches positiv auf Ni
Vorgeschichte | Pd-Folie auf Pd=0 oder Ni + Co
Mundschleim-
haut
VAN LOON n=63 Patch-Test mit bei Kontakt-
et al. 1986 PdCl, 7/63=11% dermatitis
[45] a:Kontakt- 2,5 % aq. in Vor-
stomatitis=30 a: 1/30 geschichte
b: 5/16 haufiger positiv
b:Kontakt- c. 117 Patch-Test
dermatitis =16 Reaktionen als
Kontakt-
c:Kontrolle=17 stomatitis
MURDOCH & n= 306 Prick-Test mit Pd- Reaktion
PEPYS 1987 Platin- Pd (keine 2/306 = 0,6% | nicht isoliert;
[46] Raffinerie- genaueren positiv auf
arbeiter Angaben) (NH,),[PtClg],
Rh und Ru.
Im Pt-(23/39)
und Pd-(2/39)
RAST
vergleichbare
Ergebnisse
AUGTHUN n =486 Patch-Test mit | 36/486 34/36 =
et al. 1990 Patienten der | PdCl, =7,4% NiSO, pos.;
[48] Hautklinik der | 1% in Vaseline nur 1 Proband
RWTH solitare Pd-
Aachen Allergie;
Testung mit Pd-
Plattchen
und Pd-Basis-
legierung nur 1
Proband
pos. Reaktion
REBANDEL n =100 Patch-Test mit | 10/100 alle 10 auch
& RUDZKI 1990 Dermatitis- PdCl, =10% Ni- positiv.;
[49] patienten 1% aq. + auf beide Pd- | keine solitare
0,001-1% Lésungen bei | Pd-Allergie
([Pd(NH;),] 1%

(NO3),) aq.
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Autoren Erscheinungs Probanden- |Beschreibund Sensiblisier- | Andere
jahr anzahl ungsrate Ergebnisse
CAMARASA n=1521 Patch-Test 42/1521 39/42 auch
et al. 1991 Hautkliniks- mit PdCl, =2,8% Ni-positiv;
[50} patienten 1% pet. diese 39 sind
mit chron. alle Frauen;
Kontakt- nur 3 solitare
dermatitis Pd-Allergien
der Hande oder
Ohrlappchen
TODD n =536 Patch-Test 13/536 alle 13 auch
&BURROWS | 1992 Kontakt- mit PdCl, =2,4% NiSO, 5%
[51] dermatitis 1% pet. & positiv;
metallischer keine Reaktion
Palladium- auf
Folie metall. Pd
DE FINE n=1307 Patch-Test 32/1307 29/32 auch
OLIVARIUS 1992 Hautkliniks- mit PdCl, =2,4% NiSO, pos.;
&MENNE patienten 1% pet. 3 solitare
[52] Pd-Allergien;
19/32 mit
metall. Pd
getestet; alle
negativ
SCHWICK- n =637 Epikutan- 17/637 4/17 pos.
ERATH 1993 testung von =2,7% auf NiSO,
& MERK Ronden aus
[53] versch. Gold-
legierungen
mit Pd-Anteil
und Pd-
Legierungen
ABERER n=1382 Patch-Test 115/1382 8/115 nur
et al. 1993 Ekzem- mit PdCl, =8,3% Pd-positiv;
[54] patienten 1% pet. 107/115 auch
Ni-pos.
VILAPLANA n = 66 Patch-Test mit | 4/66 21/66
etal. 1994 Anwarter auf | PdCl, =6,1% Ni-positiv
[55] Dentalproth. 1,5% pet.
RUDZKI n=30 Patch-Test mit | 13/30 43% = v.a.
& PRYSTUPA | 1994 Nickel-pos. PdCl, =43% Patienten, die in
[56] Patienten 1% Ni-Patch-Test

auf niedrige
Konzentrationel
positiv waren.
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Autoren Erscheinungs Probanden- |Beschreibund Sensiblisier- | Andere
jahr anzahl ungsrate Ergebnisse
CINCENZ n = 2300 Patch-Test mit | 171/2300 156/171 =
etal. 1995 P. mit allerg. PdCl, =7,4% Frauen;
[57] Kontakt- 1% pet. 169/171 =
dermatitis NiSO, pos.;
50/171 =
Ni+Cr+Co-
positiv; in
keinem
Fall Ergebnis
relevant flr
Klinik
SANTUCCI n =411 Patch-Test mit | 87/411 auf PdCl, aq.
et al. 1995 NiSO, 5% PdCl, =21,1% nur 3 P.
[58] pet.-positive 1% pet. positiv;
Patienten [+ PdCl, aq. auf metall.
(40 pl/200ug Pd keine
PdCl,) positive
+metall. Pd] Reaktion
KOCH n=11 Patch-Test mit 4/11 1 Biopsie des
& BAHMER 1995 Patienten mit PdCl, =36,4% Patch-Tests:
[59] oral- 1% pet. granulomatdse
lichenoiden Reaktion;
Lasionen; bei 1 Biopsie:
10/11 Bezug Lichenoide
zur Dental- Reaktion
legierung
UTER n =462 Patch-Test mit | 104/309 Pd-metall.
et al. 1995 Nickel- PdCl, =33,6% 1 fragliche
[60] allergiker 1% pet. Reaktion;
schwere Ni-
Allergiker
reagierten
4 x haufiger
auch auf Pd als
Ni- Allergiker,
die nur auf
hohe Konz. von
Ni pos.
reagierten
SCHURER n=30 Patch-Test 6/30 Testung wurde
et al. 1995 P. mit oralen mitPdCl, =20% an Innenseite
[61] Problemen 1% der Oberarme
bei Dental- durchgefihrt

prothese
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Autoren Erscheinungs Probanden- |Beschreibund Sensiblisier- | Andere
jahr anzahl ungsrate Ergebnisse
MARCUSSON n = 397 Patch-Test mit | 30/397 2 solitare Pd-
[62] 1996 P. mit PdCl, =8% Allergien;
generalisierten | 1% pet simultane
Beschwerden, Allergie:
die mit Dental- Au: 11/30
legierung in Ni: 7/30
Verbindung Ni+Au: 10/30
gebracht
werden
KRANKE n=11516 Patch-Test mit | 8% NiSO,:23%,
& ABERER 1996 Ekzem- PdCl, statistisch
[63] patienten aus assoziiert:
14 Zentren Ni-Pd: 33%
Pd-Ni: 94,6%
KANERVA n=700 Patch-Test mit |48/700 Frauen:
et al. 1996 Normalbe- PdC, =7% 44/417=11%
[64] volkerung; 2% pet. Manner:
kein 4/283= 1%
dermatolog. Pd-positiv;
Klientel 3 solitare
Pd-Allergien,
45 komb.
mit NiSO,

5% pet.
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Wie in den Fallbeispielen und den Studien beschrieben, handelt es sich hier fast
ausschliel3lich um allergische Reaktionen vom verzdgerten Typ/Typ IV-Reaktionen.
MUROCH & PEPYS [46] gelang es, bei zwei von 306 Platinraffeneriearbeitern im Prick-
Test eine positive Reaktion auf Palladium (Sensibilisierungsrate = 0.6%) zu erhalten.
Dies ist der einzige Bericht einer Typ |-Reaktion beim Menschen.

In Tierversuchen mit Meerschweinchen und Katzen gelang es TOMILETS [28] eine

allergische Reaktion vom Soforttyp zu demonstrieren.

Von einigen Autoren wird die Wichtigkeit eines spaten Ablesezeitpunktes betont.
MARCUSSON [62] stellte fest, dass bei der Patch-Testablesung am dritten Tag der
Befund haufig negativ war, dagegen am vierten Tag, insbesondere bei Palladium, stark
positiv. KOCH & BAHMER [59] fuhrten Ablesungen am Tag 10 und 17 durch und diese
waren haufig Uber diesen Zeitpunkt hinaus noch positiv. In einem Fall trat die positive
Reaktion nur am Tag 17 auf. Auch bei KUTTING et al. [43] trat die positive Reaktion
erstmals nach 72 h auf. Eine entsprechend spate Ablesung scheint also von Néten zu
sein.

Die meisten Berichte beschreiben bei relevanter Klinik meist eine Kontaktdermatitis [34,
35, 38, 47, 41].

Seltener wird von einer Kontaktmukositits, ausgeldst durch Dentalprothesen, berichtet
[42, 36, 37, 40, 43].

Eine Besonderheit stellt die Klassifikation als oraler Lichen planus dar. Dies wurde
dreimal in der Literatur berichtet. DOWNEY [39] beschrieb zwei Falle mit oral erosiven
Lichen planus, die beide im Patch-Test auf PdCI, 1% positiv waren. Ein weiterer wurde
von NAKAYAMA et al.[65] beschrieben. KOCH & BAHMER [59] beschrieben eine Patch-
Testreihe mit PdCl, 1% pet bei oralem Lichen planus, der mit Dentallegierungen in
Verbindung gebracht wurde. In 4/11 Fallen wurde eine Sensibilisierung nachgewiesen.
In acht Fallen wurde in der Histologie ein oraler Lichen planus diagnostiziert, der aul3er
bei einem Pd-sensibilisierten Patienten auch bei Amalgam- und Gold-sensibilisierten

Patienten auftrat.
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MARCUSSON [62] beschrankte seine Untersuchungen nicht nur auf die dermalen
Beschwerden, sondern erfragte bei seinen Probanden Symptome, die andere
Organsysteme betrafen, die sie aber mit der Metallallergie atiologisch in Verbindung
brachten. Von 397 untersuchten Patienten mit Dentallegierungen befragte er 101 nach
generalisierteren, vorwiegend subjektiven Symptomen. Interessanterweise wurden
orale Symptome in 20-40% der Falle geklagt, demgegenuber aber beschrieben 62%
der Probanden ausgepragte Mudigkeit und Erschopfung, 52% klagten Uber Schmerzen
im Muskeln und Gelenken, die einen zeitlichem Zusammenhang mit dem Einsatz von
Dentalprothesen hatten. Auffallig in dieser Studie, wie auch in vielen anderen, ist der
hohe Anteil von Frauen. Ein haufiges Erklarungmodell ist hier das Tragen von
Modeschmuck, insbesondere Ohrringen, welches zu einer Exposition gegenuber Nickel

und anderen Edelmetallen fihrt und somit moglicherweise zu einer Sensibilisierung.

Mit dem RAST (Radio-allergo-sorbent-test) als in-vitro-System wurde versucht, gegen
Palladium spezifisches IgE nachzuweisen. Dies gelang MURDOCH & PEPYS [46] in
einer Gruppe von 39 Platinraffeneriearbeitern, die im Prick-Test auf Platin positiv
reagierten. Von diesen 39 Personen reagierten im RAST zwei positiv auf Palladium.
Diese zwei Probanden waren auch im Prick-Test auf Palladium positiv.

Dies ist der einzige Bericht, in dem es einen Hinweis auf eine Typ |-Reaktion beim
Menschen gibt. In den meisten Arbeiten wird eine Typ IV-Reaktion beschrieben, so dass

der Wert dieses Ergebnisses unklar bleibt.

Mit der intrakutanen Injektion von Serum sensibilisierter Patienten in Primaten (Passive
kutane Anaphylaxie/ PCA-Test) versuchte BIAGINI et al. mittels der zirkulierenden Pt-
spezifischen IgE-Antikdrper eine mdgliche Kreuzreaktion mit Palladium nachzuweisen.
In zwei Fallen gelang es, diese positive Reaktion von Pd auf Pt-spezifisches IgE zu
zeigen. Ein Serum lieferte sogar nur auf Pd eine positive Reaktion im PCA-Test, und war
negativ auf entsprechende Pt-Verbindungen [66].

Dieses Gesamtergebnis war uUberraschend, da es anderen Untersuchern widerspricht.

Letztlich kann es die Frage nach einer moglichen Kreuzreaktion nicht beantworten.
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Durch den zunehmenden Gebrauch von Palladium, insbesondere bei einem maglichen
Einsatz in Autoabgaskatalysatoren als Ersatz fur Platin, ist ein gesundheitliches Risiko
durch Palladium nicht auszuschlieRen. Derzeit betonen einige Untersucher, dass selbst
hohe Sensibilisierungsraten auf Palladium klinisch keine Relevanz haben, da die Klinik
einer solchen Palladiumsensibilisierung weitaus seltener auftritt als sie in Patch-
Testen nachgewiesen wird. Ob deshalb der Einsatz von Palladium unbedenklich, und
beachtliche Sensibilisierungsraten zu vernachlassigen sind, lalt sich derzeit nicht

beantworten.

Ziel dieser Arbeit war es, erstmals die allergene Potenz verschiedener
Palladiumverbindungen im Tierexperiment zu ermitteln. Dies sollte Uber verschiedene

Applikationsrouten untersucht werden.

1.5 Fragestellungen
1.5.1 Induzieren Palladiumkomplexverbindungen T-Zell- und dosisabhangige

Primarantworten im Poplitealen Lymphknoten-Test (PLK-Test)?

Der PLK-Test, urspringlich entwickelt zur Quantifizierung lokaler Graft-versus-Host
(GvH)-Reaktionen, entwickelte sich in zahlreichen Untersuchungen als einfaches und
pradiktives Testsystem zur Analyse des T-Zell-sensibilisierenden Potentials
niedermolekularer Chemikalien [67, 68, 69, 70, 71, 72, 73]. SCHUPPE [74] untersuchte
Dosis-Wirkungs-Beziehungen mit (NH,4),[PtClg] in verschiedenen

Maus-Inzuchtstammen. In Mausen des Stammes C57BL/6 untersuchte er die Kinetik
einer solchen Primarantwort. Die T-Zell-Abhangigkeit dieses Testes wurde durch den
Vergleich phanotypisch normaler (NMRI +/nu) mit athymischen, T-Zell-defizienten
Mausen nachgewiesen.

Die zu testenden Substanzen Kj[PdCly],(NH,4),[PdCle], PdCIl,, Na,PdCl,; und Na,PdClg

wurden in aufsteigenden Konzentrationen Uberwiegend in Mause des Stammes BALB/c
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subkutan in die FuBlsohle, injiziert. lhre T-Zell-Abhangigkeit im PLK-Test und eine

Dosis-Wirkungs-Beziehung sollten somit demonstriert werden.

1.5.2 Lassen sich mit Palladiumverbindungen direkt Zweitantworten auslésen?

Nach vorausgegangener Sensibilisierung im PLK-Test kann mit einer zweiten
niedrigeren, subimmunogenen Dosis (d.h. eine Konzentration, die im PLK-Test zu
gering ist, um eine positive Reaktion auszuldsen) eine Zweitantwort provoziert werden.
Dieser mogliche Index (Zellzahl behandelte Seite/ Zellzahl unbeh. Seite) gibt Hinweise
auf ein zumindest lokales immunologisches Gedachtnis (T-Zell-Abhangigkeit) bezuglich
der getesteten Substanz.

Um so einen mitogen-ahnlichen Effekt auszuschlieRen und die T-Zell-Abhanigkeit zu
demonstrieren, sollte in BALB/c-Mausen nach abgeklungener Primarantwort durch
subkutane Injektion einer subimmunogenen Dosis von Palladium in die Ful3sohle eine
Zweitantwort ausgeldst werden. Fiir (NH,4),[PtClg] zeigte LERCHENMULLER [75] im PLK-

Test eine Zweitantwort.

1.5.3 Lassen sich nach chronischer Belastung mit (NH,4),[PdClg] und K,[PdCl,] Uber
die nasale Route im Adoptiven Transfer systemische, T-Zell-abhangige

Reaktionen nachweisen?

Beim Adoptiv-Transfer-PLK-Test handelt es sich um eine Erweiterung des PLK-Testes,
mit dem sich die Induktion einer systemischen, zellularen und persistierenden
Immunantwort nach chronischer Exposition gegenuber niedermolekularen Chemikalien
nachweisen laft.

Die durch chronische Exposition induzierte systemische, T-Zell-abhangige
Sensibilisierung 1aRkt sich durch Transfer immunkompetenter Ty-Zellen in nicht
sensibilisierte syngene Empfanger Ubertragen. Durch Injektion subimmunogener
Dosen von Palladium in die Empfanger dieser immunkompetenten Zellen, laldt sich

eine positive Zweitantwort im PLK-Test nachweisen. Dies wurde von
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LERCHENMULLER [75] firr Platin und von anderen Autoren fiir Streptozotcin [69] und

eine Goldverbindung [73] demonstriert.

1.5.4 Lalt sich auch durch topische Applikationsweise von K,[PdCl,] eine

T-Zell-abhangige Sensibilisierung auslosen und welche histologischen

Veranderungen hat dies zur Folge?

KIMBER demonstrierte, dass der aurikulare Lymphknoten-Test (ALK-Test ) ein
pradiktives Testsystem zur Erfassung und Quantifizierung der Induktionsphase
kontaktallergischer Reaktionen ist [76, 77].

In dieser Arbeit wurde durch topische Applikation der Palladiumverbindung auf die
Aulenseite beider Ohren eine Sensibilisierung ausgeldst. Durch Ermittlung, der durch
Palladium induzierten Zellproliferation in den aurikularen Lymphknoten, die als Quotient
aus den Zellzahlen der aurikularen Lymphknoten der Test- und der Kontrollgruppe
gebildet wird, 18Rt sich die Reaktion quantitativ erfassen.

Von LERCHENMULLER [75] wurde fiir Na,[PtClg] ein ALK-Index von 3,9 ermittelt.

Die histologischen Proben sollen klaren, welche morphologischen Veranderungen die
topische Applikation auslost und ob Analogien zu histologischen Veranderungen

bestehen, die durch das potente Allergen Oxazolon ausgel6st werden.
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2. Material

2.1 Versuchstiere

In den Tierversuchen wurden folgende Maus-Inzuchtstamme verwendet:

BALB/c, Weibchen, MHC-Klasse-II-Haplotyp H-2¢, gezuchtet in der Tierversuchsanlage

der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf.

C57BL/6, Weibchen, MHC-Klasse-IlI-Haplotyp H-2°, erhalten von Zentralinstitut fir

Versuchstierzucht in Hannover.

NMRI-Mause (+/nu) und NMRI-Mause (nu/nu),Weibchen, Auszuchtstamm, gezuchtet in

der Tierversuchsanlage der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf .

Falls keine anderen Angaben gemacht werden, waren die Versuchstiere zu Beginn der
Versuche 8-12 Wochen alt. Sie erhielten eine Standard-Nahrung sowie Wasser ad

libitum.

2.2 Chemikalien

1. Kaliumtetrachloropalladat (Il), Ky[PdCl4], MG 326,42, Johnson Matthey, Karlsruhe.
2. Ammoniumhexachloropalladat (1V), (NH4),[PdClg¢], Johnson Matthey, Karlsruhe.
3. Palladiumchlorid (II), PdCl,, MG 177,6; Degussa AG, Hanau.

4. Natriumtetrachloropalladat (Il), Na,PdCl,; x 3 H,O, MG 348, Degussa AG, Hanau.
5. Natriumhexachloropalladat (IV), Na,PdClg, MG 365, Degussa AG, Hanau.
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Weitere Substanzen

4-Ethoxy-mehtylen-2-phenyl-oxazol-5-one / Oxazolon,
Sigma Chemical Co., St. Louis, USA.
Formaldehyd 4%, Apotheke der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf.
Azeton, Apotheke der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf.
Tryptan-Blau, Flow Laboratories, VG, USA.
physiologische Kochsalzlosung, B. Braun, Melsungen.
DMSO, Dimethylsulfoxid z.A., getrocknet, E. Merck, Darmstadt.
DAE im Verhaltnis 4:3:3; D: Dimethylacetamid, Sigma Chemical Co., USA.
A: Azeton, Apotheke HHU-Dusseldorf.
E: Ethanol, Apotheke HHU-Dusseldorf.
DMF; N,N-Dimethylformamid, C3H;NO, Merck-Schuchardt, Hohenbrunn.
Kaliumtetraplatinat, K,PtCl,, Degussa AG, Hanau.
Tris-HCI, Merck Darmstadt.

Puffer

Erythrozyten-Lyse-Puffer:

Tris-Losung: 2.06 g Tris-hydroxy-methyl-amino-methan in 90 ml H,O
(dest.) 16sen, dann mit 1N HCI auf pH = 7,5 einstellen ad 100 ml.

0,83 g Ammoniumchlorid in 90 ml H,O (dest.) 16sen, dann mit Tris-Losung
auf pH = 7,3 einstellen.

.Hank ‘s buffered salt solution“ (HBSS):

Folgende Substanzen (E. Merck, Darmstadt) werden in 1 Itr. H,O dest. geldst:
8 g NaCl; 0,2 g CaCl, x H,0; 0,2 g MgSO,4 x 7 H,0; 0,4 g KCI; 0,1 g KH,POy;
1,279 NaHCO3; 2g Glukose/ CgH1,0s.

.Phosphate buffered saline” (PBS):

Folgende Substanzen (E. Merck, Darmstadt) werden in 1 Itr. H,O (dest.)
geldst: 8 g NaCl; 0,2 g KClI; 1,16 g Na,HPOy; 0,2 g KH,PO,.
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2.3 Injektionslésungen

Fur die verschiedenen Testsysteme wurden Stammldsungen unterschiedlicher

Verbindungen und Konzentration angesetzt:

A. Primarantwort des PLK-Testes:
Die Stammldsung fur Ky[PdCly], (NH4),[PdClg], Na,PdCl, und Na,PdClg wurden mit 10
mg/ml  NaCl angesetzt, und mit 0,9% NaCl zu den verschiedenen
Testkonzentrationen verdunnt (siehe 3.1).
Fir PdCI, wurde die Stammlésung mit 5 mg/ml NaCl angesetzt und mit 0.9% NaCl
zu den verschiedenen Testkonzentrationen verdunnt (siehe 3.2)
Die Stammlésungen und die verschiedenen Testkonzentrationen wurden am Tag 0

der Experimente angesetzt und steril filtriert.

B. Sekundarantwort des PLK-Testes:
Ansetzen der Stammldsung von (NH,),[PdClg] mit 5 mg/ml alle vier Wochen. Ansetzen
der Losungen fur Restimulation in 18. Woche des Experimentes. Stammldsung:
(NH,4)2[PdClg] 5 mg/ml NaCl. Herstellen der verschiedenen Testkonzentrationen mit
0.9% NaCl (siehe 3.2);. Alle Injektionsldosungen steril filtriert.

C. Adoptiv-Transfer-PLK-Test:
Zellspendertiere: Stammlosungen mit 10 mg/ml NaCl alle 4 Wochen neu angesetzt.
Testkonzentration von K,[PdCl;] mit 3,6 nmol/ 25ul bzw. 1,3 pg/ 25ul wurden
wochentlich neu angesetzt und steril filtriert.
Zellempfangertiere: Ansetzen der Stammldsung mit 5 mg/ml ((NH4),[PdClg] ) bzw.
10 mg/ml (K;[PdCl,] ) und Herstellung der Testkonzentrationen von 16,5 nmol,
12 nmol und 9 nmol/ 40pl durch Verdunnen der Stammldsung mit 0.9% NaCl

am Tag 0 des Transfers der Milzzellen. Alle Injektionslosungen steril filtriert.
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2.4 Losungen fiir Kontaktsensibilisierung

Induktionsphase: Ansetzen der Losungen von K,[PdCl,] in den Konzentrationen

1% (10 mg/ml) bis 5% (50 mg/ml) und einer 1%-igen Oxazolon-Lésung am ersten Tag
der Sensibilisierungsphase.

Restimulationsphase: Ansetzen einer 1%-igen Palladiumlésung und einer 0,1%-igen
Oxazolon-Lésung am Tag der Restimulation.

Als Lésungsmittel wurde DAE (siehe 2.2.2) eingesetzt.

2.5 Labor- und Verbrauchsmaterialien

* Einmal-Pipetten: 5, 10 und 25 ml, Falcon, Becton Dickinson,
Heidelberg.

* Einmal-Spritzen: 1 ml (Braun, Melsungen), 2, 5, 10 und 20 ml

(Dahlhausen).

« Einmal-Kanulen: Typ Microlance, Nr. 20, Becton Dickinson, Dublin,
Irland.

» Zentrifugenrohrchen: 10 ml, 50 ml, Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg.

* Pipetten: Varipette 4710, einstellbar zwischen 0,5 und 1000pl.
Eppendorf, Hamburg.

o Steril-Filter: Millex-HA, 0,45 um Filter Unit, Millipore, Molsheim,
Frankreich.

* Sieb: Sigma Sieve Screen, Sigma Chemical Co., St. Louis,
USA.

e Zahlkammer: Neubauer-Zahlkammer (Tiefe 100 ym,

Flache 0,0025 mm_), Brand.
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2.6 Gerite

* Analysenwaage: Typ R160 P, Sartorius, Gottingen.

* Bestrahlungsgerat: Gammacell 2000, Molsgaard, Danemark.
* Flow Modell BSB 3A, Gelaire, Opera, Italien.

» Hautfaltendickenmesser: ODI 00 TG, Kroeplin, Schluchtern.

* Mikroskop: Modell Standard 14, Carl Zeiss, Oberkochen.
» Pipettierhilfe: Accuboy, Tecnomara, Zurich, Schweiz.

» Zellzahlgerat: CASY-1, Scharfe System GmbH, Reutlingen.
 Zahlhilfe: Modell H-20, Link.

o Zentrifuge Minifuge T, Heraeus, Dusseldorf.

3. Methoden

3.1  Primarantworten des Poplitealen Lymphknoten-Tests (PLK-Test)

Jeweils funf bis sechs Mause unterschiedlicher Inzuchtstdmme wurden in eine Gruppe
zusammengefaldt. Die Injektionslésungen wurden wie unter 2.3 beschrieben
hergestellt.

Fur K,[PdCl,] wurden folgende Konzentrationen getestet: 9 nmol, 10 nmol, 12 nmol, 16,5
nmol, 18 nmol, 45 nmol, 90 nmol und 180 nmol, jeweils in 40 pl NaCl 0,9%.
Testkonzentrationen fur (NH4)2[PdClg]: 9 nmol, 18 nmol, 45 nmol, 90 nmol und

180 nmol, jeweils in 40 pl NaCl 0,9%.

Testkonzentrationen fur PdCI,, Na,PdCIl, und Na,PdClg: 45 nmol, 90 nmol und

180 nmol, jeweils in 40 yl NaCl 0,9%. (Auf die Konzentrationen von 9 nmol und 18 nmol
wurde verzichtet, da es sich analog zu den anderen Palladiumverbindungen um
subimmunogene Dosen handelt).

Am Tag 0 des PLK-Testes wurden den Mausen die Injektionslosung in die linke hintere
FuRsohle s.c. injiziert. Die rechte Ful3sohle blieb unbehandelt. Am Tag 6 des

Experimentes wurden die Tiere unter Athernarkose getdtet und die poplitealen
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Lymphknoten prapariert. Diese wurden seitengetrennt in 500 pyl PBS aufgenommen und
homogenisiert. Die Zellzahl jedes Lymphknotens wurde in einer Neubauer-Zahlkammer
bzw. mit dem Zellzahlgerat CASY-1 ermittelt. Der Index beider Lymphknoten eines
Tieres wurde als Quotient der Zellzahlen der behandelten gegen die unbehandelte
Seite ermittelt. Eine Reaktion wird als positiv gewertet, wenn der Index >= 2.0 ist.

Mit 0,9% NaCl behandelte Tiere dienten als Kontrolle.

3.2 Sekundédrantworten des PLK-Testes

Mause des Inzuchtstammes BALB/c wurden eingesetzt. In jeder Gruppe wurden 5-6
Mause eingesetzt. Die Tiere wurden uber 11 Wochen jeweils ein Mal pro Woche mit 3,6
nmol/ 25 pl (= 1,3pg/ 25 pl) (NH,4),[PdClg] bzw. NaCl 0,9% nasal behandelt. Es schlof3
sich ein sechswochiges behandlungsfreies Intervall an. Die kumulative Dosis pro Tier
betrug 39,6 nmol/ 14,3 ug. Am Tag 0 der Restimulationsphase wurde den Tieren eine
suboptimale Dosis von 16,5 nmol /40 pl (NH4),[PdCls] bzw. NaCl 0,9% s.c. in die linke
Hinterpfote appliziert. Am Tag 6 wurden die Tiere unter Athernarkose getdtet und die
poplitealen Lymphknoten prapariert. Die Lymphknoten wurden seitengetrennt in

500ul PBS aufgenommen und homogenisiert. Die Zellzahlen beider Lymphknoten

wurden ermittelt und dann daraus der Index gebildet (Zellzahl behandelte Seite/ unbeh.).

3.3 Adoptiv-Transfer-PLK-Test

3.3.1 Chronische Exposition der Spendertiere

Mause des Inzuchtstammes BALB/c wurden Uber 11 Wochen wdchentlich mit
3,6 nmol / 25 pl (NH,4),[PdClg] bzw. K,[PdCl,] oder NaCl 0,9% nasal behandelt.
Die (NH4),[PdCls]-Gruppe hatte ein vierwochiges behandlungsfreies Intervall, die
K,[PdCl4]-Gruppe ein vierzehnwochiges behandlungsfreies Intervall.

Die Injektionslésungen wurden wie unter 2.3.3 beschrieben angefertigt.
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3.3.2 Zellpraparation

Die langzeitbehandelten Tiere wurden unter Athernarkose getotet. lhre Milzen wurden
mit sterilem Besteck prapariert, in 10 ml HBSS aufgenommen und auf Eis gekuhlt.

Sie wurden in sterilen Sieben auf Petrischalen zerkleinert und mittels Spritzenstempeln
homogenisiert. Die Siebe wurden mehrfach mit HBSS nachgespllt, um eine gute
Zellausbeute zu erhalten. Die Zellsuspension wurde in Blue-Max-Rdhrchen
aufgenommen und anschielRend bei 1200 rpm und 4°C fur 10 Minuten zentrifugiert.
Nach Verwerfen des Uberstandes wurden die Zellen mit 1 ml Erythrozyten-Lyse-Puffer
fur 4 Minuten inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von HBSS gestoppt. Nach
zweimaligem Waschen und Zentrifugieren wurden die Zellen mit 30 Gy bestrahlt, was
die Zellproliferation verhindert, nicht aber andere vitale Zellfunktionen beeintrachtigt, wie
z. B. die Synthese und Sekretion von Zytokinen [78].

Anschlief3end wurden die Milzzellen auf ihre Vitalitat untersucht, indem eine Farbung mit
Tryptan-Blau (verdiinnt 1:10) durchgefiihrt wurde. Die Anzahl der vitalen Zellen wurde in
der Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Dann wurden die Milzzellen, falls nicht anders

angegeben, auf 1 x 107 vitale Zellen/ 50 Ml HBSS eingestellt.

3.3.3 Ubertragung der palladiumsalz-sensibilisierten Milzzellen in syngene Empfanger

Nach Gewinnung und Einstellung der Milzzellen auf 1 x 107 pro 50 ul HBSS, wurden
diese Zellen der palladium- und NaCl-behandelten Tiere, Gruppen von 5 -7 syngenen,
unbehandelten Empfangertieren in die linke Hinterpfote s.c. injiziert. Die rechte
Hinterpfote blieb unbehandelt.

Am Tag 1 nach Transfer der Milzzellen in die Empfangertiere wurde diesen Tieren
jeweils suboptimale Dosierungen (16,5 nmol) verschiedener Palladiumverbindungen

bzw. NaCl als Kontrolle in die linke Hinterpfote s.c. injiziert.

An Tag 7 des Adoptiven-Tansfers wurden die Tiere unter Athernarkose getétet, die

poplitealen Lymphknoten prapariert und der PLK-Index ermittelt (siehe 3.1).
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3.4 Kontaktsensibilisierung mit ALK-Test

Es wurden Mause des Inzuchtstammes BALB/c verwendet. Sie wurden in Gruppen von
3 bis 5 Tieren eingeteilt. Falls nicht anders angegeben, wurde diesen Tieren auf die
AuRenseite ihrer Ohren von Tag 0 bis 3 jeweils 25 pl Palladiumlésungen von 1% bis 5%
mittels Pipette gleichmaRig aufgetragen. Dies wurde ohne Athernarkose durchgefiihrt.
Als Lésungsmittel wurden Azeton, DMSO, DAE und DMF getestet (siehe 2.2.2). Es stellte
sich jedoch heraus, dass DAE das geeignetste Losungsmittel ist. Die Kontrollgruppe
wurde entsprechend nur mit dem Losungsmittel behandelt. Es wurde eine Positiv-
Kontrolle mit dem potenten Kontaktallergen Oxazolon 1% im Ldsungsmittel mitgefuhrt.
An Tag 5 des Experimentes wurden die Tiere unter Athernarkose getotet, die aurikuléaren
Lymphknoten prapariert und in PBS aufgenommen. Es wurden Einzelzell-
Suspensionen durch mechanische Zerstorung des Gewebes hergestellt und die
Zellzahlen mittels Zellzahlgerat ermittelt. Aus der Zellzahl der Einzeltiere wurde die
mittlere Zellzahl der Test- und der Kontrollgruppe ermittelt. Der Quotient der mittleren
Zellzahl der Testgruppe durch die mittlere Zellzahl der Kontrollgruppe ergab den ALK-
Index.

Gleichzeitig erfolgte die Entnahme beider Ohren fur die histologische Untersuchung.
Diese wurden in 4% Formaldehyd fixiert. Nach Entwasserung mit 70% Ethanol und

Einbettung in Paraffin wurden Serienschnitte angefertigt und mit HE gefarbt.

3.5 Statistik

Aus den Einzeldaten der Experimente wurde zur statistischen Auswertung der Mittelwert
und die Standardabweichung errechnet. Zur Untersuchung der Signifikanz der
Ergebnisse wurde der nicht parametrische Zwei-Stichproben-Test fur unverbundene

Stichproben nach Mann-Whitney-Wilcoxon durchgeflnhrt.
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4. Ergebnisse

4.1  Primarantworten des PLK-Testes mit K,[PdCl,], (NH,),[PdClI¢], PdCl,,

NadeCI4 und NazpdCIs

Ziel dieser Arbeit war es im Mausmodell die sensibilisierende Potenz verschiedener
Palladiumverbindungen nach einmaliger subkutaner Injektion zu untersuchen. Dabei
sollte insbesondere die Frage der Dosisabhangigkeit geklart werden. Es wurden
BALB/c und C57BI6-Mause eingesetzt, weil diese sich als ,Responder in Experimenten
mit Pt-Komplexverbindungen erwiesen haben [74, 75]. Weiterhin wurden Experimente
mit Mausen des Stammes

(NMRI nu/nu) und (NMRI +/nu) durchgefuhrt. Der Vergleich phanotypisch normaler
Mause (NMRI +/nu) mit athymisch, T-Zell-defizienten Mdusen (NMRI nu/nu) demonstriert
die T-Zell-Abhangigkeit der PLK-Antwort.

Die zu testenden Palladiumverbindung wurden in Dosen zwischen 9 nmol und

180 nmol verabreicht. Diese wurden subkutan in die linke Hinterpfote appliziert. Die
Auswertung wurde, wie unter Punkt 3.1 beschrieben, durchgefuhrt.

Die Applikation hoherer Dosen wurde nicht durchgefiihrt, da LERCHENMULLER [75] in
analogen Experimenten mit Platinverbindungen in hoheren Konzentrationen eine
deutliche Abnahme der PLK-Reaktion zeigen konnte, die als toxischer Effekt gedeutet

wurden.

Fir die getesteten Verbindungen K;[PdCl,], (NH,4),[PdClg], PdCI,, Na,PdCl, und

Na,PdClg zeigte sich eine positive Korrelation zwischen PLK-Indizes und verabreichten
Dosen. Die Ergebnisse der Experimente sind in den Abbildungen 4.1.1 bis 4.1.8
graphisch dargestellt.

Bei der Applikation von K,5[PdCl,] zeigten sich signifikante Unterschiede im Vergleich zur

Kontrollgruppe (NaCl 0,9% s.c. in die linke Hinterpfote) bei 9 nmol
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(PLK-Index: 1,44), 18 nmol (PLK-Index: 1,8), 45 nmol (PLK-Index: 2,2),
90 nmol (PLK-Index: 4,79) und 180 nmol (PLK-Index: 7,1), - (Abb. 4.1.1).

Fir (NH4),[PdClg] zeigten sich signifikante Unterschiede zur Kontrollgruppe bei

18 nmol (PLK-Index: 2,92), 45 nmol (PLK-Index:3,85), 90 nmol (PLK-Index: 4,32) und
180 nmol (PLK-Index: 6,8). Bei 9 nmol (PLK-Index: 1,88) war kein signifikanter
Unterschied aufzuzeigen - (Abb. 4.1.2).

Far PdCI, zeigten sich signifikante Unterschiede zur Kontrollgruppe bei 90 nmol (PLK-
Index: 4,84) und 180 nmol (PLK-Index: 6,09). Bei 45 nmol (PLK-Index: 2,72) war kein
signifikanter Unterschied darstellbar.

Dies fuhrten wir auf die schwierige Léslichkeit von PdCl, zuriick. In einem zweiten
durchgeflhrten Versuch zeigte sich ein signifikanter Unterschied bei 45 nmol
(PLK-Index: 3,29) und 90 nmol (PLK-Index: 8,12) fiir PdCI,, - (Abb. 4.1.3).

Fir Na,PdCl, zeigten sich signifikante Unterschiede zur Kontrollgruppe bei 45 nmol

(PLK-Index: 3,63), 90 nmol (PLK-Index: 5,91) und 180 nmol (PLK-Index: 7,12), - (Abb.
4.1.4).

Fir Na,PdClg zeigten sich signifikante Unterschiede zur Kontrollgruppe bei 45 nmol

(PLK-Index: 2,99), 90 nmol (PLK-Index: 3,41) und 180 nmol (PLK-Index: 6,07),
_(Abb. 4.1.5).

Zur Demonstration der T-Zell-Abhangigkeit wurde beispielhaft an K,[PdCl;] Versuche mit
(NMRI nu/nu) und (NMRI +/nu) Mausen durchgefuhrt. Dabei wurden in der

(NMRI nu/nu)-Gruppe 180 nmol appliziert. Als Positiv-Kontrolle wurde eine Gruppe von
BALB/c-Mausen mitgefuihrt, die ebenfalls 180 nmol erhielten. Es zeigte sich
erwartungsgemal kein PLK-Index-Anstieg in der (NMRI nu/nu)-Gruppe

(PLK-Index: 1,0), da diese athymen Mause keine T-Zell-abhangigen Reaktionen
ausbilden koénnen. Die BALB/c-Kontrolle dagegen, zeigte einen sehr deutlichen,
signifikanten Unterschied im PLK-Index (10,65) im Vergleich zur NaCl-Kontrollgruppe
(PLK-Index: 1,13).
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Ein zweiter Versuch mit den phanotypisch normalen (NMRI +/nu)-Mausen wurde
ebenfalls durchgefuhrt. Es wurden gleichfalls 180 nmol verabreicht . Hier zeigte sich ein

signifikanter Unterschied zwischen der Test- (PLK-Index: 4,86) und der Kontrollgruppe
(PLK-Index: 0,97), — (Abb. 4.1.6), da dieser Mausestamm die Fahigkeit zu

T-Zell-abhangigen Immunreaktionen nicht verloren hat.

Mit C57/BI6-Mausen wurde das immunologische Ansprechen eines weiteren
Mausinzuchtstammes auf K,[PdCl,] getestet. Die Mause erhielten 180 nmol dieser
Verbindung, die sich in Experimenten mit BALB/c-Mausen als sehr immunogen

erwiesen hatte. Auch hier zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen Test-

(PLK-Index: 6,05) und Kontrollgruppe (PLK-Index: 0,9), - (Abb. 4.1.7).

LERCHENMULLER [75] ermittelte fur Platinverbindungen subimmunogene Dosen, d. h.
mit diesen Dosierungen wurden in der Primarantwort des PLK-Testes kein
Indexanstieg beobachtet. Fur K,[PdCl,4] sollte dies analog durchgefuihrt werden. In einem
weiteren Versuch wurde BALB/c-Mausen 10 nmol (PLK-Index: 1,1), 12 nmol (PLK-Index:
1,97) und 16,5 nmol (PLK-Index: 2,27) dieser Verbindung verabreicht. Fir keine dieser
Dosierungen war ein signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe

(PLK-Index: 1,5) festzustellen. Damit wurde die Dosierung von 16,5 nmol als

subimmunogen bestimmt und zur Restimulation im Adoptiv-Transfer verwendet.

Makroskopisch waren bei keiner Verbindung entzundliche Veranderungen an der
Einstichstelle feststellbar. Auch allgemein-toxische Wirkungen wurden in keinem Fall
beobachtet.

Histologien der Lymphknoten und Pfoten wurden nicht durchgefihrt, da analoge
Veranderungen zu den Experimenten von LERCHENMULLER [75] erwartet werden
konnten. Dort zeigte sich eine frihe Einwanderung von polymorphkernigen Zellen, eine
Zunahme der Zelldichte der parakortikalen Zone mit einem Maximum am 6. Tag und
eine Zellproliferation in der kortikalen Zone mit Ausbildung von Sekundarfollikeln, die
insgesamt als Graft-versus-Host-ahnlichen Pathomechanismus bzw. als

PLK-spezifische Veranderungen bewertet wurden [75].



36

4.2 Sekundédrantwort des PLK-Testes mit (NH4),[PdCls]

Die immunogene Potenz von (NH,4),[PdCls] wurde in vorherigen Experimenten mittels
Primarantwort im PLK-Test aufgezeigt und unter 4.1 beschrieben. Um zu ermitteln, ob
es sich um eine Palladium-spezifische Abwehrreaktion handelt, oder mitogene Effekte
der Primarantwort des PLK-Testes zugrunde liegen, wurde eine Sekundarantwort des
PLK-Testes durchgefuhrt [68, 69, 79]. Nach vorausgegangener Sensibilisierung wird
experimentell versucht, bei erneutem Kontakt mit nur subimmunogenen Dosen eine

anamnestische Abwehrreaktion auszuldsen.

Mause des Stammes BALB/c wurden 11 Wochen uber die nasale Route mit je

3,6 nmol (1,3 pg/ 25 pl) (NH,4),[PdClg] pro Woche, bzw. die Kontrollgruppe mit

NaCl 0,9%, behandelt. Es schlo3 sich ein sechswochiges behandlungsfreies Intervall
an. Nach Abklingen der Primarantwort erhielten die Versuchstiere in der 18. Woche eine
suboptimale Restimulationsdosis von 16,5 nmol (NH,4),[PdClg], 16,5 nmol K,PtCl, in je
40 pl NaCl 0,9% oder 40 pl NaCl 0,9% s.c. in die linke Hinterpfote. Die Platinverbindung
wurde zur Abklarung einer moglichen Kreuzreaktion eingesetzt.

Die Moglichkeit einer umgekehrten Kreuzreaktion zeigte PAGELS [98] in seinen
Versuchen. Er sensibilisierte Mause mit Platinverbindungen, und konnte demonstrieren,
dass diese Tiere eine positive Zweitreaktion auf Palladiumsalze entwickelten.

Die Injektionslosungen wurden, wie unter 2.3 B beschrieben, angesetzt. Am Tag 2 nach
Restimulation wurden die Tiere unter Athernarkose getdtet, die poplitealen

Lymphknoten prapariert, seitengetrennt in PBS aufgenommen und ausgewertet.

Die Auswertung ergab signifikante Unterschiede zur entsprechenden
NaCl-vorbehandelten Gruppe, bei der Restimulation mit 16,5 nmol (NH,4),[PdClg]
(PLK-Index: 3,2 versus 1,2; p<0,01) und bei Restimulation mit 16,5 nmol K,PtCl,
(PLK-Index: 2,4 versus 1,2; p<0,01). Kein signifikanter Unterschied ergab sich bei der
(NH4),[PdClg]-vorbehandelten Gruppe bei Restimulation mit 16,5 mmol (NH,),[PdClg]
(PLK-Index 3,2) im Vergleich zur Restimulation mit 16,5 mmol K,PtCl; (PLK-Index 2,4).

Abb. 4.2 zeigt die graphische Darstellung dieser Ergebnisse. Um eine unspezifische



37

positive Reaktion auszuschlielRen, erhielten sowohl NaCl-vorbehandelte, als auch
Palladium-vorbehandelte Tiere 40 pl NaCl 0,9% als Restimulationsdosis. Sowohl in der
NaCl-vorbehandelten Gruppe (PLK-Index: 1,4), als auch in der Palladium-
vorbehandelten Gruppe (PLK-Index: 1,0) lieBen sich keine positiven Reaktionen

auslosen.

4.3 Nachweis einer ,,Pd“-spezifischen Sensibilisierung im

Adoptiven-Transfer-PLK-Test

Ziel dieses Experimentes war es, mit dem Adoptiven-Transfer-PLK-Test die
systemische, Palladium-spezifische und ubertragbare T-Zell-abhangige
Sensibilisierung von BALB/c-Mausen gegen Palladium nachzuweisen. Um eine
Sensibilisierung zu erreichen, wurden die Tiere tber 11 Wochen nasal mit je 3,5 nmol
(NH,4),[PdClg] bzw. K,[PdCl,] in 25 pl NaCl bzw. mit NaCl 0,9 % behandelt. Es folgte in
der (NH4),[PdCl¢]-Gruppe ein sechswochiges, in der K,[PdCl,] ein vierzehnwdchiges
behandlungsfreies Intervall. AnschlieRend wurden die Spendertiere getodtet, ihre Milzen
prapariert, eine geeignete Zellsuspension der Milzzellen hergestellt und diese
anschieflend in syngene, unbehandelte Empfangertiere s.c. in die linke Hinterpfote
injiziert. Durch Injektion einer suboptimalen Palladium-Dosis am Tag 2 nach
Zellubertragung sollte untersucht werden, ob eine Zweitantwort in den Empfangertieren
ausgelost werden kann. Weiterhin sollte durch Injektion einer subimmunogenen Dosis
einer differenten Palladiumverbindung (PdCl,;) und der Injektion einer suboptimalen
Platindosis

(KoPtCly) untersucht werden, ob eine Kreuzreaktion in den Empfangertieren auslosbar

ist.

Die Ergebnisse der Adoptiv-Transfer-PLK-Testes sind in Abb. 4.3.1 und 4.3.2 graphisch
dargestellt.
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Im ersten Adoptiv-Transfer-PLK-Test wurden die Spendertiere mit (NH,4),[PdClg] bzw. in
der Kontrolle mit NaCl langzeitbelastet. Bei Restimulation der Milzzellen-Empfanger mit
der subimmunogenen Dosis von 16,5 nmol (NH,),[PdClg] ergaben sich signifikante
Unterschiede der PLK-Indizes der Pd- vorbehandelten Gruppe zur

NaCl-vorbehandelten Gruppe (3,6 versus 1,6; p<= 0,018).

Bei Injektion von 16,5 nmol PdCI, in die Milzzellen-Empfangertiere ergab sich ebenfalls
ein signifikanter Unterschied zwischen den PLK-Indizes der Pd-vorbehandelten und der
Kontrollgruppe (3,8 versus 1,7; p <= 0,01).

Bei Restimulation der Pd-vorbehandelten und der NaCl-behandelten Empfangertiere
mit K,PtCl, ergaben sich gleichfalls signifikante Unterschiede der PLK-Indizes

(3,3 versus 1,6; p <=0,014). Zwischen den Gruppen je mit (NH,),[PdClg]-Vorbehandlung
und Restimulation mit (NH,4),[PdClg] (PLK-Index 3,6) versus Restimulation mit K,PtCl,
(PLK-Index 3,3) ergab sich kein signifikanter Unterschied.

Moglicherweise zeigt sich hier, dass es eine Kreuzreaktion, sowohl zwischen
verschiedenen Palladiumsalzen, als auch zwischen Palladium- und Platinverbindungen
gibt. Diese Ergebnisse zeigten sich analog zur PLK-Zweitantwort, mit der gleichfalls
eine Kreuzreaktion zwischen Palladium-vorbehandelten Tieren und Platin gezeigt
werden konnte (siehe 4.2).

Demgegenuber war es durch Injektion von NaCl 0,9% in Empfangertiere, weder bei den
NaCl-vorbehandelten, noch bei den Pd-vorbehandelten Tieren, moglich,

eine PLK-Zweitantwort auszulésen. Der PLK-Index bei der ersten Gruppe lag bei 1,2, bei

der zweiten Gruppe lag der PLK-Index bei 1,6.

Um das Sensibilisierungspotential einer zweiten Palladiumverbindung auszutesten,
wurden die Spendertiere im zweiten Adoptiv-Transfer-PLK-Test mit K;[PdCl;] bzw. NaCl
langzeitbehandelt. Analog dem vorbeschriebenem Experiment, wurde versucht, in den
Milzzellen-Empfangertiere mit suboptimalen Dosierungen eine PLK-Zweitantwort
auszulésen (Abb. 4.3.2).

Bei der Restimulation mit 12 nmol K,[PdCl,] zeigten sich signifikante Unterschiede der
PLK-Indizes der Pd-vorbehandelten zur NaCl-vorbehandelten Gruppe (3,69 versus 1,9; p
<=0,048).
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Bei Restimulation mit 16,5 nmol der gleichen Verbindung zeigten sich zwar differente
PLK-Indizes der beiden Gruppen, jedoch war der Unterschied nicht signifikant (Pd-
Gruppe / PLK-Index: 2,22; NaCl-Gruppe / PLK-Index: 1,88).

Weder bei den Pd-vorbehandelten (PLK-l.: 1,59), noch bei den NaCl-vorbehandelten

Empfangertiere (PLK-1.: 1,68), war durch NaCl-Injektion eine Zweitantwort auslosbar.

4.4 Nachweis der Induktionsphase einer Kontaktsensibilisierung nach
topischer Applikation von K,[PdCl,] im

Aurikuldren-Lymphknoten-Test (ALK-Test)

Nachdem durch subkutane und nasale Belastung eine Sensibilisierung gegen
Palladiumsalze nachgewiesen werden konnte, stellte sich nun die Frage, ob eine
Sensibilisierung auch durch topische Applikation auslésbar ist. Die Exposition durch
topische Applikation ist in der Humanmedizin der eigentlich Kklinisch relevante
Sensibilisierungsweg, wohingegen die s.c. und nasale Belastung mit Palladium-
verbindungen artifizielle Systeme darstellen.

Mit dem ALK-Test sollte hier die Induktionsphase einer kontaktallergischen Reaktion
untersucht werden. Die Ermittlung des ALK-Indexes, als Quotienten aus den
Mittelwerten der Gesamtzellzahlen der aurikularen Lymphknoten der Palladium-
behandelten, gegen die mit dem Loésungsmittel DAE-behandeten Gruppen, liefert ein

quantitatives MaR fir die Induktionsphase einer kontaktallergischen Reaktion.
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4.4.1 Nachweis der Induktionsphase im ALK-Test

Mause des Stammes BALB/c wurden in Gruppen von 3-5 Tieren eingeteilt. Aufgrund der
akzeptablen Loslichkeit der Verbindung, wurde Kj[PdCly] als zu untersuchende
Substanz ausgewahlt. Die Mause wurden an 4 aufeinanderfolgenden Tagen mit
Ko[PdCl4]-Losungen von 4%, 2% und 1% auf der AulRenseite ihrer Ohren behandelt. Als
Ldsungsmittel wurde DAE eingesetzt (siehe 2.2.2). Es wurde Oxazolon 1% in DAE als
Positiv-Kontrolle mitgefuhrt, da es sich bei verschiedenen Autoren als potentes
Kontaktallergen etabliert hat [75, 80, 81]. Nach einem behandlungsfreien Intervall von
einem Tag fand die Auswertung statt. Es wurde je ein drainierender, retroaurikularer

Lymphknoten pro Seite enthommen.

Es zeigten sich signifikant immunogene, dosisabhanige Zellzahlerhéhungen durch die

topische Applikation von K5[PdCly].

Es ergaben sich signifikante Unterschiede der mittleren Zellzahlen der
K,[PdCl,] 4%-Gruppe (581 x 10° Zellen) zur Kontrollgruppe mit DAE

(252,25 x 108 Zellen), p < 0,0357. Der ALK-Index lag bei 2,3.

Die mittlere Zellzahl der mit 2% K,[PdCl,] behandelten Gruppe lag bei 524,75 x 10°. In
Korrelation gesetzt zur Kontrollgruppe (DAE) mit 252,25 x 10° Zellen, ergab sich ein ALK-
Index von 2,1. Die Signifikanz lag bei p < 0,0159.

Die mittlere Zellzahl der mit 1% K;[PdCl,] behandelten Gruppe lag bei 422,8 x 10°. In
Korrelation zur Kontrollgruppe (DAE) mit 252,25 x 10° Zellen, ergab sich ein

ALK-Index von 1,6. Die Signifikanz lag bei p < 0,032.

Die mittlere Zellzahl der Positiv-Kontrolle mit dem potenten Allergen Oxazolon lag bei
1871,6 x 106, der mit der DAE-Kontrolle gebildete ALK-Index lag bei 7,4. Das
Signifikanzniveau wurde ermittelt mit p < 0,0079.

Die lokale Zellproliferation in den drainierenden, retroaurikularen Lymphknoten, die sich
in dem ermittelten Zellzahlanstieg widerspiegelt, ist Ausdruck der durch K;[PdCl,]

ausgelosten Induktionsphase einer Kontaktsensibilisierung [83].
Die Ergebnisse sind in Abb. 4.4.1 dargestellt.
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4412 Histologische Veranderungen nach Auslosung einer Kontaktallergie

4.4.2 Kinetik der Induktionsphase einer kontaktallergischen Reaktion

Um den Verlauf der Induktionsphase einer kontaktallergischen Reaktion zu
untersuchen, werteten wir die Belastung mit 2% Ky[PdCly)] zu unterschiedlichen
Zeitpunkten aus. Mause des Stammes BALB/c wurden an finf aufeinanderfolgenden
Tagen mit dieser 2%-igen Losung bzw. mit DAE und Oxazolon 1%, behandelt. Ein
behandlungsfreier Tag wurde eingehalten. Am darauffolgenden Tag (Tag 6 des
Experimentes) fand die erste Auswertung statt, an Tag 8 fand die zweite Auswertung

statt. Am Tag 10 wurde die letzte Auswertung durchgefihrt.

Die erste Auswertung am Tag 6 des Experimentes ergab eine mittlere Zellzahl von
663,2 x 10° fiir die Ko[PdCl,] 2%-Gruppe. Verglichen mit der Zellzahl der
DAE-Kontrollgruppe (mittlere Zellzahl = 227,6 x 106), ergab sich ein ALK-Index von 2,9.
Das Ergebnis ist mit p <= 0,0079 signifikant.

Die mittlere Zellzahl der 1% Oxazolon-Gruppe ermittelten wir mit 1637 x 10°. Der mit DAE

errechnete ALK-Index lag bei 7,2. Das Ergebnis ist mit p <= 0,0079 signifikant.

Bei der zweiten Auswertung an Tag 8 des Experimentes ermittelten wir fur die

K,[PdCly] 2%-Gruppe eine mittlere Zellzahl von 621,6 x 10° . Die mittlere Zellzahl der
Kontrollgruppe (DAE ) lag bei 200,3 x 10°. Der daraus errechnete ALK-Index lag bei 3,1.
Das Ergebnis war mit p <= 0,0079 signifikant.

Die mittlere Zellzahl der 1% Oxazolon-Gruppe ermittelten wir mit 1582 x 10°. Der mit DAE

errechnete ALK-Index lag bei 7,9. Das Ergebnis war mit p <= 0,0079 signifikant.

Bei der letzten Auswertung an Tag 10 des Experimentes ermittelten wir fir die

Ko[PdCls] 2%-Gruppe eine mittlere Zellzahl von 445,2 x 10° . Die mittlere Zellzahl der
Kontrollgruppe (DAE ) lag bei 167,8 x 10°. Der daraus errechnete ALK-Index lag bei

2,65. Das Ergebnis war mit p <= 0,0079 signifikant.
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Die mittlere Zellzahl der 1% Oxazolon-Gruppe ermittelten wir mit 1274 x 10°. Der mit DAE
errechnete ALK-Index lag bei 7,6. Das Ergebnis war mit p <= 0,0079 signifikant.

Damit ergaben sich die grof3ten ALK-Indizes flir den Tag 8 des ALK-Testes, d.h. am
vierten Tag nach Belastung war die Zellproliferation am ausgepragtesten.

Die Ergebnisse sind in Abb. 4.4.2 dargestellt.
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5. Diskussion

Allergische Reaktionen auf verschiedenste niedermolekulare Verbindungen, wie
Palladiumsalze, sind vor allem in der allergologischen Praxis keine Seltenheit mehr.
Das aus der gleichen Nebengruppe stammende Platin ist flr seine IgE- vermittelte Typ
[-Allergien bekannt, die bei 50 % der exponierten Arbeitern in Platin-Raffinerien auftritt
[75]. Weitere bekannte Beispiele fur immunologische Reaktionen auf niedermolekulare
Verbindungen, die durch einen positiven PLK-Test belegt wurden, sind das Zytostatikum
Streptozotocin [69], das Antirheumatikum D-Penicillamin [68],

Au-llI-Verbindungen, die als Metabolite aus Goldverbindungen in der Rheumatherapie

entstehen [73] und die Schwermetallverbindung HgCl, [70].

Die klinische Symptomatik, die Palladiumverbindungen verursachen, stellt sich meist in
Form von T-Zell-abhangigen Typ IV-Reaktionen dar. Falls nicht nur isoliert positive
Reaktionen im Patch-Test ohne entsprechende klinische Symptomatik vorliegen, sind
die haufigsten Manifestationen der Palladiumallergie die Kontaktdermatitis in
unterschiedlichster Auspragung, die Kontaktmukositis oder der orale Lichen planus.
Dies ist durch zahlreiche Fallberichte und klinische Studien gut belegt (siehe Punkt
1.4.2).

MUROCH& PEPYS [46] gelang es, die bisher einzige IgE-vermittelte Typ I-Reaktion auf
Platin beim Menschen, nachzuweisen. Bei 2 von 306 Platin-Raffineriearbeitern konnte er
im Prick-Test eine positive Reaktion auf Palladium zeigen. Es handelte sich dabei aber
nicht um eine solitare Palladiumreaktion, sondern es traten gleichzeitig positive
Reaktionen auf (NH4),[PtClg], Rhodium und Ruthenium auf, so dass sich die Frage einer
moglichen Kreuzreaktion stellt.

Gegen eine Kreuzreaktion der verschiedenen Ubergangsmetalle spricht das Ergebnis
im Radio-Allergo-Sorbent-Test (RAST). Dort lie3 sich bei beiden Prick-Test-positiven

Arbeitern Palladium-spezifisches IgE nachweisen.
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Die wenigen bisher durchgefihrten tierexperimentellen Untersuchungen wurden vor
allem mit Meerschweinchen und Katzen durchgefuhrt (siehe 1.3.2).

Die von TAUBLER [26] durchgeflhrte intravenose Injektion von
Palladiumovalbuminléosung  oder  Palladium-Meerschweinchenalbuminlésung  in
Meerschweinchen zeigte eine Sensibilisierung vom Typ V.

Demgegenuber stehen Ergebnisse aus Untersuchungen von TOMILETS mit Katzen und
Meerschweinchen, der, abhangig vom Versuchsdesign, neben Typ IV-Reaktionen
ausgepragte Typ I-Reaktionen beobachten konnte [27, 28].

WAHLBERG & BOMAN zeigten mit dem Guinea-Pig-Maximization-Test (GPMT), dass die
allergenisierende Potenz von Palladiumchlorid groer einzuschatzen ist als die von
Nickelsulfat. Hierbei handelte es sich um T-Zell-abhangige Typ IV-Reaktionen [32].
BIAGINI et al. versuchte mit der intrakutanen Injektion von Serum sensibilisierter
Patienten in Primaten (Passive kutane Anaphylaxie/ PCA-Test) mittels der zirkulierenden
Pt-spezifischen IgE-Antikdrper, eine mogliche Kreuzreaktion mit Palladium
nachzuweisen. In zwei Fallen gelang ihm dies. Ein Serum lieferte sogar nur auf
Palladium eine positive Reaktion im PCA-Test, war dagegen negativ auf entsprechende

Platinverbindungen [66].

Ziel dieser Arbeit war es, erstmals im Mausmodell die sensibilisierende Potenz einer
Palladiumverbindungen zu untersuchen. Die Maus scheint als Versuchstier besonders
geeignet, da sie immunbiologisch und genetisch sehr gut untersucht und ihr

Immunsystem funktionell dem des Menschen ahnlich ist.

5.1  Analyse zur sensibilisierenden Potenz von Mausen gegen verschiedene

Palladiumverbindungen im PLK-Test

Die immunogene Potenz von K,[PdCl,], (NH,4),[PdClg], PdCl,, Na,PdCl, und

Na,PdClg sollte in Primarantworten des PLK-Testes untersucht werden. Flr das aus der
gleichen Nebengruppe stammende Element Platin konnte eine deutliche allergene
Potenz in dieser Versuchskonstellation von SCHUPPE und LERCHENMULLER gezeigt
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werden. Sie demonstrierten eine T-Zell-abhangige, spezifische und genetisch
kontrollierte Immunantwort auf (NH,),[PtClg] [74], Na,PtCl,, Na,PtClg und

Cis-Platin [75].

Mit Hilfe der Zweitantwort des PLK-Testes sollte fur die Verbindung (NH,),[PdClg]
untersucht werden, ob es sich bei der positiven PLK-Reaktion in der Primarantwort um
eine lokale, ,Pd“-spezifische und T-Zell-abhangige Immunantwort handelt.

Mit dem Adoptiv-Transfer-PLK-Test sollte als Gegenstlick zur lokalen
T-Zell-Abhangigkeit in der Zweitantwort nun die Frage der systemischen,
,Pd“-spezifischen und T-Zell- abhangigen Immunantwort untersucht werden. Um dies
abzuklaren, wurden Mause einer chronischen Behandlung mit (NH,4),[PdClg] und
Ko[PdCls] unterzogen, um anschlieBend diese immunkompetenten Zellen durch

Transfer der Milzzellen auf unbehandelte, syngene Empfanger Ubertragen zu kénnen.

Die in diesen Versuchen verwendeten Mausinzuchtstamme BALB/c (H-2d) und
C57BI/6 (H-2°), wurden in Versuchen mit [PtCl,]* und [PtClg]*-Verbindungen von
SCHUPPE [74] als ,Responder‘-Stamme identifiziert.

Primarantwort durch verschiedene Palladiumsalze:
Die getesteten Verbindungen K,[PdCl,], (NH4),[PdCl¢], PdCl,, Na,PdCl, und Na,PdClg

zeigten alle eine dosisabhangige Zellzahlerhohung in den Primarantworten des

PLK-Testes. Bereits einmalige Injektion geringer Mengen im nmol-Bereich

induzieren eine signifikante Reaktion im drainierenden Lymphknoten, wobei die
allergische Reaktion in der Primarantwort nicht sicher von einer toxisch-irritativen
Reaktion abgegrenzt werden kann. Die deutlichsten Reaktionen zeigten sich jeweils bei
180 nmol der Verbindungen pro Tier. Die suboptimale Dosierung ermittelten wir
unterschiedlich fur die verschiedenen Verbindungen. Bei den getesteten Dosierungen
zeigten sich erste signifikante Reaktionen bei 9 nmol fur K5[PdCls], 18 nmol flr
(NH4),[PdClg] und 45 nmol fir PdCl,, Na,PdCl, und Na,PdClg.

Damit ist die Immunogenitat von Chloropalladaten im vorgestellten Mausmodell mit
derjenigen analoger Platinverbindungen durchaus vergleichbar [74], [75]. Diese werden

als extrem potente Aeroallergene eingestuft. (Poster Schuppe ADF, Wiirzburg 94)
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Mittels Messung der Inkorporation von 3H-Thymidin ermittelte H. GLEICHMANN flr
Diphenylhydantoin, dass die Zunahme der Zellzahl auf der Injektionsseite im PLK-Test
im Wesentlichen auf einer lokalen Lymphozyten-Proliferation beruht, und nicht auf eine
Rekrutierung zirkulierender Lymphozyten (51Cr—markiert) zurUckzufuhren ist [84].

FUr D-Penicillamin, Streptozotocin und die Schwermetallverbindung HgCl, wurde dies in
anderen Experimenten bestatigt [68-70].

Aufgrund dieser Demonstration ist davon auszugehen, dass es sich auch bei der
Zellzahlerhohung im PLK-Test auf Palladium um eine echte lokale Zellproliferation
handelt. Somit ist eine T-Zell-Abhangigkeit der beschriebenen Reaktionen
anzunehmen. Diese Eigenschaft, sowie die Koppelung an bestimmte MHC-Allele
(Responder-Eigenschaft bestimmter Mausestdmme ) und die von anderen Autoren
beschriebene histologischen Veranderungen bei PLK-Reaktionen, machen einen
Graft-versus-Host-ahnlichen  Pathomechanismus  fur diese  niedermolekularen
Verbindungen wahrscheinlich [71, 85, 86].

T-Zell-Abhangigkeit der durch Palladium induzierten Immunantwort:

Um die T-Zell-Abhangigkeit zu verdeutlichen, wurden Versuche mit

T-Zell-kompetenten und T-Zell-inkompetenten ,Responder‘-Mausen durchgefuhrt.

Dazu wurden Mause der Auszuchtstamme NMRI nu/nu (T-Zell-defizient) und

deren Geschwister NMRI +/nu (T-Zell-kompetent) eingesetzt. Erwartungsgemaly zeigte
sich, dass die immunkompetenten Mause eine deutliche, signifikante PLK-Reaktion
zeigten, die der Reaktion der Mausinzuchtstamme BALB/c und C57/BI6 entspricht

(siehe 4.1). Die immundefizienten Geschwistertiere dagegen, waren nicht in der Lage,
eine T-Zell-abhangige, positive Reaktion in der Primarantwort des PLK-Testes
auszulosen, da sie athym sind, und somit nicht Uber die Moglichkeit T-Zell-abhangiger
Immunreaktionen verflgen.

Dass die T-Zell-Kkompetenz der ,Responder‘-Tiere eine absolut notwendige
Voraussetzung fur eine positive Reaktion in Primarantworten des PLK-Testes ist, zeigte
E.GLEICHMANN fir eine Vielzahl niedermolekularer Chemikalien [71].

SCHUPPE [74] demonstrierte den gleichen Sachverhalt fur (NH4),[PtClg] mit den

identischen Mausstammen NMRI nu/nu und NMRI +/nu.
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Konzepte zur Antigenbindung, Prozessierung und Prasentation:

Wahrscheinlich kommt es nach s.c. Injektion der Palladiumverbindungen zur Bindung
dieser an Tragermolekile. Uber den Hapten-Charakter dieser niedermolekularen
Verbindungen  herrscht unter den  verschiedenen Autoren  weitgehend
Ubereinstimmung. Zu den dann folgenden Ablaufen aber gibt es unterschiedliche
Modellvorstellungen.

MURDOCH & PEPYS postulieren ein Tragermolekial (humanes Serumalbumin), dass
nach Bindung des Haptens als Fremdpeptid erkannt wird, und zur immunologischen
Abwehr fuhrt. Diese veranderten Gesamtkomplexe werden von den Autoren als

.,new antigenic determinants/ NADS" bezeichnet [87].

Die Bindung der Elemente der Platingruppe an Tragermolekile kommt moglicherweise
uber ihre Affinitdt zu Sulfhydrylgruppen von Proteinen zustande. Gangige
Modellvorstellung ist die Konjugation von Methionin-, Cystein- und Histidinbausteinen
der Proteine zu immunogene Komplexen [87]. NIELSON et al. demonstrierten eine
solche Bindung des Palladiums an Metallothionine [88].

Die Affinitat der Platingruppenelemente zu Sulfhydryl-, Carboxyl- und Aminogruppen
halten auch FREEDMAN [89] und SCHULZE- WERNINGHAUS [90] fur einen mdglichen
Mechanismus, um die Bindung oder Modifikation von Membran- oder intrazellularen
Proteinen, zu induzieren.

Werden diese ,prozessierten“ Proteine gemeinsam mit MHC-Klasse I[I-Molektllen auf
der Oberflache von Antigen-prasentierenden Zellen (APC), z.B. Langerhans-Zellen,
prasentiert, konnte dies nach Einwanderung der prasentierenden Zellen in die
regionaren Lymphknoten dort zu einer Aktivierung von Ty-Zellen flhren, die ihrerseits die
weitere Immunantwort induzieren und modulieren [91-93].

Diese Ty-Zell-Aktivierung ist fur einige andere niedermolekulare Chemikalien
experimentell gut belegt [68, 69, 73, 94].

Auch BLOKSMA et al. [95] sind der Ansicht, dass die Affinitat niedermolekularer
Verbindungen zu den MHC-Molekllen zu gering ist, um selbstandig eine immunogene

Wirkung auszuldsen.
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Sie postuliert 3 mogliche Mechanismen, die zu einer immunogenen Wirkung von
niedermolekularen Verbindungen fihren konnen:

Die erste Mdglichkeit besteht in einer externen Bindung der Haptene an Selbst-Peptide.
Eine weitere Moglichkeit besteht in Aufnahme und Prozessierung der Selbst-Peptide,
die dazu fuhrt, dass dieser Komplex auf der Oberflache der Zellen prasentiert wird, und
von den T-Zellen als Fremdepitop erkannt wird.

Der dritte denkbare Mechanismus zur Entstehung von immunogenen Palladium-
Komplexen beinhaltet die Prasentation von kryptischen Peptiden (durch neuraminsaure-
haltige Kohlenhydrate maskierte Peptide), welche durch Prozessierung solcher

veranderter Selbst-Peptide entstehen und ihrerseits die T-Zell-Aktivierung ausldsen.

Nach Entstehung dieser immunogenen Palladium-Komplexe, kommt es zur
Ty-Zell-Aktivierung, die bei der Induktion samtlicher Immunreaktionen von Typ-I bis
Typ-1V, eine zentrale Rolle einnimmt.

In Abhangigkeit von der Aktivierung unterschiedlicher Ty-Zell-Subpopulationen kommt
es bei Aktivierung von Tyqi-Zellen zur Zytokin-vermittelten zellularen Immunitat, bei
Aktivierung von Tyo-Zellen hingegen zur Zytokin-vermittelten humoralen Immunitat mit
Produktion von IgE und anderen Immunglobulinen. Somit kdnnen Pd-spezifische
Ty-Zellen durch B-Zell-Aktivierung, die Bildung von Autoantikorpern induzieren, oder
zellulare Immunreaktionen vom verzogerten Typ induzieren, indem sie phagozytierende

Zellen durch Chemotaxis anlocken und diese aktivieren [92, 93].

Es ist wahrscheinlich, dass diese Pathomechanismen bei der Entstehung von
Autoimmunerkrankungen und bei der Entstehung von Allergien gegen exogene Stoffe,

wie Medikamente oder Umweltschadstoffe, wesentlich beteiligt sind.

Der PLK-Test mift mittels seiner Parameter nur die Endpunkte der allergenen oder
autoimmunen Reaktion, ohne zwischen den unterschiedlichen Typen unterscheiden zu
konnen. Nichtsdestotrotz sind die quantitativen und qualitativen Veranderungen im

drainierenden Lymphknoten durch den PLK-Test objektiv meRbar. Neben der Zellzahl
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sind der [3H]-Thymidin-Einbau und die Immunglobulinproduktion weitere Optionen, um
die Wirkung einer fraglich immunogene Substanz zu untersuchen. Bei fraglich positiven
PLK-Antworten koénnen Histopathologie und Immunhistochemie zur Aufklarung
beitragen. Mit Hilfe der FACS-Analyse (Fluoreszenzaktivierter Zellsorter ) lassen sich B-
und T-Zell-Proliferationsraten ermitteln, bzw. der Anteil, der CD4+-Zellen, die eine
T-Zell-abhangige Reaktion anzeigen [95].

FUr das, aus der gleichen Nebengruppe wie Palladium stammende Platin, konnten
SCHUPPE et al. diesen Sachverhalt dokumentieren. Sie flihrten eine flowzytometrische
Untersuchung der Zellsuspensionen, von durch einmalige Injektion mit Nay(PtClg)-
vorbehandelten Mausen durch. Es zeigte sich, dass der Anteil der proliferierenden
Zellen (PCNA+-Zellen) in der Platin-behandelten Gruppe, im Vergleich zur
Kontrollgruppe 20-fach erhdht war. Die Phanotypisierung dieser proliferierenden Zellen
ergab, dass der Grolteil dieser PCNA+-Zellen CD4+ war [96]. Diese Ergebnisse
bestatigen die T-Zell-Abhangigkeit der positiven PLK-Reaktion.

Sekundarantwort/Nachweis der Allergie fir verschieden Palladiumverbindungen im
PLK-Test:

Bei Verzicht auf immunhistochemische Verfahren besteht die Moglichkeit, die lokale

oder systemische, Pd-spezifische T-Zell-Abhangigkeit mittels PLK-Zweitantwort zu
demonstrieren, und damit einen ebenfalls denkbaren mitogenen Effekt der
Pd-Komplexverbindung mit polyklonaler Aktivierung von T-Zellen, auszuschlielen bzw.
die allergische Reaktion nachzuweisen.

Die Auslosbarkeit einer Zweitantwort durch subimmunogene Dosierungen nach
abgeklungener Primarantwort, gilt als Demonstration einer lokalen, T-Zell-abhangigen
und damit Pd-spezifischen Immunreaktion [67-71, 73, 74].

Dies konnte fur (NH,4),[PdCls] demonstriert werden, da Mause, die einer 11-wdchigen
Langzeitbehandlung unterzogen worden waren, durch eine subimmunogene Dosis der
gleichen Verbindung, eine signifikante Zellzahlerhhung der poplitealen Lymphknoten
aufwiesen.

Ein weiterer Grund, die Vorstellung eines einfachen mitogenen Effektes zu verwerfen,

sind in-vitro Ergebnisse mit humanen Lymphozyten. Im Gegensatz zu anderen
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Metallkomplexen waren Chloropalladate und auch Chloroplatinate nur geringfligig in der
Lage, mitogene Effekte bei humanen Lymphozyten zu induzieren [97]. Dieses Ergebnis
konnten SCHUPPE et al. [96] fur die Chloroplatinate bestatigen.

Einer zweiten Gruppe von Pd-langzeitbehandelten Tieren wurde eine subimmunogene
Dosierung vom Chloroplatinat K,PtCl, appliziert. Es zeigte sich ein signifikanter
Zellzahlanstieg, der jedoch in seinem Ausmal} deutlich unter dem PLK-Index der
Palladium-restimulierten Gruppe lag. Ahnliche Ergebnisse fanden sich auch beim
Adoptiv-Transfer-PLK-Test, in dem ebenfalls die Restimulation einer
Palladium-vorbehandelten Gruppe durch K,PtCl, gezeigt werden konnte (siehe unten).
Eine positive PLK-Reaktion in umgekehrter Richtung (d.h. Platin-vorbehandelt und mit
Chloropalladaten restimuliert) in der PLK-Zweitantwort und im Adoptiv-Transfer-PLK-
Test konnte PAGELS [98] demonstrieren.

Moglicherweise deutet dies auf eine Kreuzreaktivitdt zwischen den beiden
Schwermetallverbindungen hin, die ihre Ursache in einem ahnlichen

Sensibilisierungsmechanismus findet.

Um der Frage einer, durch Langzeitexposition induzierten, systemischen,
Pd-spezifischen, zellularen Immunantwort nachzugehen, wurde der
Adoptiv-Transfer-PLK-Test durchgefuhrt. Im Hinblick auf eine mdgliche inhalative
Sensibilisierung durch Pd-Salze beim Menschen, wurden die Chloropalladate nasal
verabreicht. Es wurden Milzzellen Pd-behandelter BALB/c-Mause in syngene,
unbehandelte Empfangertiere transferiert. AnschlieRend wurde mit den Verbindungen
der Langzeitbehandlung ((NH4).[PdClg]; K3[PdCls]) in suboptimaler Dosierung
restimuliert. Um der Frage einer moglichen Kreuzreaktivitat nachzugehen, wurden die
(NH4),[PdCl¢]-vorbehandelten Tiere auch mit einem Chloroplatinat restimuliert.

Die Ergebnisse verdeutlichen, dass die suboptimale Dosierung der jeweiligen
Verbindung nur in der Lage ist, eine positive Reaktion im PLK-Test zu induzieren, wenn
die Spendertiere in der nasalen Langzeitbehandlung mit Palladium exponiert wurden.
Die Tiere, die Milzzellen der NaCl-behandelten Spendertiere erhielten, waren nicht in der

Lage, durch die suboptimale Palladium-Dosis eine positive Reaktion zu zeigen.
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Interessanterweise erhielten wir im Adoptiv-Transfer-PLK-Test mit K,[PdCl,] mit der
suboptimalen Dosierung von 12 nmol ein signifikantes Ergebnis, in der Dosierung von
16,5 nmol war das Ergebnis jedoch nicht signifikant.

Moglicherweise existiert zur Restimulation sensibilisierter T-Zellen eine optimale
Epitopdichte. Wird dieses Optimum durch hohere Palladium-Testkonzentrationen
uberschritten, konnte es zur Bildung von Membran-Antigen-Komplexen kommen, die die
Interaktion zwischen den Pd-spezifischen T-Zellen und den antigenprasentierenden
Zellen behindert. KUBICKA-MURANYI [94] gelang es, fur HgCl, zu zeigen, dass
Komplexverbindungen oder deren Metabolite, mit unterschiedlicher Affinitat an
verschiedenste zellulare Proteine gebunden werden. Moglicherweise handelt es sich
bei der Dosierung von 12 nmol um eine ,optimalere“ Epitopdichte, die eine bessere
Interaktion von Antigen und Zellrezeptor ermoglicht, als dies bei der Dosis von

16,5 nmol der Fall war.

Insgesamt ist wahrscheinlich, dass die Pd-sensibilisierten T-Zellen, die Anteile der
transferierten Milzzellen der Spender ausmachen [73, 94], durch Chloropalladate in
suboptimaler Dosierung, restimulierbar waren.

Dieser, von KLINKHAMMER [69] entwickelte Adoptiv-Transfer-PLK-Test, ist allgemein
anerkannt als ein die T-Zell-Abhangigkeit demonstrierendes Versuchssystem [95].
Somit scheint eine Pd-spezifische, T-Zell-abhangige, und damit zellulare
Immunreaktion, die sich mittels Zelltransfer Ubertragen lafdt, wahrscheinlich.

Durch Stimulation von Pd-spezifischen Memory-cells wird dann die positive PLK-Antwort
in den unbehandelten Empfangertieren ausgelost. Ein anderes Erklarungsmodell fur
die positive Reaktion der unbehandelten Empfangertiere ist nicht naheliegend. Der
genaue Mechanismus dieser T-Zell-Stimulation aber ist nicht bekannt. Naheliegend
erscheinen ahnliche Mechanismen wie bei der PLK-Primarantwort.

Fir NiSO, hingegen scheint der Mechanismus der T-Zell-Interaktion geklart.
ROMAGNOLI et al. [99] zeigten, dass die Affinitit des Schwermetalls zu einer
Modifikation eines Peptides der HLA-DR-Region dahingehend fuhrte, dass die T-Zellen

in der Lage waren, das veranderte Epitop zu erkennen. Es wurde nachgewiesen, dass
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NiSO, keine direkte Bindung mit dem MHC-Klasse-lI-Molekll eingeht, sondern den
Komplex aus MHC-Molekul und Selbstpeptid derartig verandert, dass dieses von den
spezifischen Ty-Zellen erkannt werden kann.

Analog dieser Theorie, konnten sich auch Pd-spezifische Immunreaktionen gegen
veranderte MHC-Molekiile richten [100].

Passend erscheint auch hier wieder das pathogenetische Erklarungsmodell von
BLOKSMA et al. [95]. ARTIK et al. konnten flr Nickel alle drei oben erwahnten

Mechanismen der Antigenprasentation nachweisen [82].

Analog dem Ergebnis aus der PLK-Zweitantwort war es auch im Adoptiv-Transfer
mdglich, eine positive PLK-Antwort mit einem gegentber der Kontroligruppe signifikant
hoheren PLK-Index, durch Restimulation mit einer suboptimaler Dosis eines
Chloroplatinats zu erzeugen. Die Frage der Kreuzreaktivitdt kann allein aufgrund dieser
Ergebnisse jedoch nicht abschlieBend beurteilt werden. Sie wird von einigen Autoren
jedoch flr wahrscheinlich gehalten [32, 58, 101, 102].

Kreuzreaktionen von Palladium mit anderen Metallen:
So zeigten PISTOOR et al. [101], dass humane Nickel-reaktive T-Zell-Klone
(CD3+, CD4+, CD8-) in-vitro in 6 von 20 Fallen mit PdCl, kreuzreagierten. 10/20 dieser

Proben kreuzreagierten mit Kupfer. Die Autoren schlossen daraus, dass die

Kreuzreaktivitat damit auf klonalem Level liegt, d.h., dass die Metallionen die
(Histidin-)Konformation an gleichen Peptidstellen der MHC-Molekule andern und somit

eine gleiche Epitopbildung vorlage.

WAHLBERG & BOMAN [32] demonstriertem im ,guinea pig maximization test* (GPMT),
dass Pd-sensibilisierte Meerschweinchen mit Nickel kreuzreagierten. Umgekehrt war
es jedoch nicht moglich, die Nickel-sensibilisierten Tiere mit Palladium zu
restimulieren. Die Schlul3folgerung der Autoren war, dass es sich sowohl um eine
echte Palladium-Allergie handeln muf3- somit eine Nickel-Kontamination der Pd-Patch-
Test Proben ausgeschlossen werden kann- als auch, dass Palladium und Nickel

kreuzreagieren.
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Auch MOULON et al. [102] gelang es, mit Nickel-sensibilisierten PBMC-Proben
(peripheral blood mononuclear cells) auf zellularer Ebene eine echte Kreuzreaktion
zwischen Nickel und Palladium in beiden Richtungen zu zeigen. Die Autoren halten die

Benutzung gleicher MHC-Klasse-II-Elemente fur ursachlich.

Auch SANTUCCI et al. [58] fUhren diese mogliche Kreuzreaktivitat verschiedener
Gruppe-VllI-Elemente, auf ahnlich geformte Komplexstrukturen zurlick, die sich
ihrerseits aus der chemischen Verwandtschaft mit meist gleicher Gruppenzugehdarigkeit
und gleichen oder ahnlichen Liganden ergeben.

Dagegen erklaren AUGTHUN et al. [48] diese kombinierten Allergien mit dem haufig
gemeinsamen Vorkommen in Metallwerkstoffen, die eine gleichzeitige Sensibilisierung
ermoglichen. Dies wirde jedoch auch nicht von einem verantwortlichem Umgang mit
diesen hochpotenten Allergenen befreien.

Interessant in diesem Zusammenhang ist ebenfalls, dass Berichte Uber solitare
Palladium-Allergien eher selten sind. In zwei Fallberichten, konnte solch eine solitare
Palladium-Allergie aufgezeigt werden [37, 42].

In sechs klinischen Studien wurden ebenfalls solitare Palladium-Allergien beobachtet,
deren prozentualer Anteil sehr gering war. In drei Studien [48, 50, 52] wiesen nur

0,2 % der Patienten solitare Palladium-Allergien auf, in einer Studie [64] lag der Anteil
bei 0,4%, in einer weiteren [62] bei 0,5%. Den groften Anteil solitarer
Palladium-Allergien zeigte ABERER [54] bei 1383 Ekzempatienten auf. Hier wurden

0,6 % solitare Pd-Allergien ermittelt.

Sehr viel haufiger vorzufinden sind auch hier kombinierte Allergien. Die weitaus
haufigste kombinierte Allergie findet sich mit Nickel. Der Anteil der mit Nickel
kombinierten Palladium-Allergie hat einen Anteil von 93- 100% der nachgewiesenen
Palladium-Allergien Uberhaupt [43].

Laut KRANKE & ABERER [63] ist bei bestehender Palladium-Allergie statistisch in
94,6% der Falle, mit einer zusatzlichen Allergie gegen Nickel zu rechnen. Im
umgekehrten Fall ist die Assoziation zwar weitaus geringer, aber dennoch beachtlich: in
33% der Falle ist bei bestehender Nickel-Allergie zusatzlich mit einer Palladium-Allergie

zu rechnen.
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Fuhrt man sich die Haufigkeit der Nickel-Allergie mit Bezug auf Pd-Kreuzreaktionen vor
Augen, scheint Vorsicht geboten zu sein beim Einsatz von Palladium-haltigen
Dentallegierungen. Einige Autoren verweisen aus diesem Grund darauf, dass
zumindest bei bekannter Nickel-Allergie, vor dem Einsatz Palladium-haltiger
Zahnersatzstoffe ein Patch-Test mit PdCl, durchzufihren sei, um unndtige Belastungen
der betroffenen Patienten zu vermeiden [48, 52, 55].

Da bei Manifestation klinischer Beschwerden und folgender Entfernung der Pd-haltigen
Zahnmaterialien, die Symptomatik meist vollstandig abklingt, darf dies als weiteres

Zeichen einer echten Hypersensibilisierung gegen Palladium angesehen werden [64].

Klinisch mit Platin kombinierte Palladium-Allergien konnten von SHEARD [34] und
KOCH & BAUM [43] nachgewiesen werden.

Eine positive PLK-Antwort und damit experimentell ermittelte, fragliche Kreuzreaktivitat
von Platin und Palladium konnte, wie oben schon erwahnt, von PAGELS [98] im Adoptiv-
Transfer-PLK-Test gezeigt werden.

Die Berlcksichtigung dieser Ergebnisse macht einen Schwermetall-spezifischen,
T-Zell-abhangigen Mechanismus um so wahrscheinlicher. Da kombinierte Allergien
bzw. Kreuzreaktivitat in unseren Ergebnissen besteht, ist auch ein ahnlicher
Sensibilisierungsmechanismus bzw. eine ahnliche Epitopkonfiguration, die von den
sensibilisierten T-Zellen erkannt wird, wahrscheinlich. (Die Metall-lonen, hier die
Palladium-lonen, alleine, sind jedoch anscheinend nicht entscheidend fur die

Immunantwort).

Ein haufig angefuhrtes Erklarungsmodell flr positive Patch-Test-Ergebnisse ist die
Nickel-Kontamination der Patch-Test-Proben.

Um dies zu klaren, ermittelten EEDY et al. eine Schwellendosis flr positive Reaktionen
auf Nickel im Patch-Test. Sie testeten 9 Konzentrationen von NiSO, 5% pet. in

Konzentrationen von 20 mg/ml bis 50 pg/ ml an 20 Ni-positiven Probanden.
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Es wurden Finn chambers flr zwei Tage aufgelegt. Am dritten Tag erfolgte die Ablesung.
Bei einer Dosis von 1mg/ ml (= 0,1%) ermittelten sie bei keinem der 20 Nickel-
sensibilisierten Probanden einen positiven Patch-Test.

Nachfolgend wurden verschiedene Metallsalzverbindungen, u.a. Palladium, aus drei
verschiedenen Patch-Test-Herstellerserien auf ihren Nickelgehalt hin mittels
Atom-Absorptions-Spektroskopie untersucht. Die Nickel-Verunreinigungen der Proben
waren deutlich geringer als die ermittelte Dosis, die bei Nickelallergiker eine positive
Reaktion hervorrufen wurde.

Daraus kann die Schlufl3folgerung gezogen werde, dass sich zumindest der Grol3teil der
positiven Patch-Test-Ergebnisse auf Palladium nicht durch die Nickel-Kontamination
der Proben erklaren laf3t.

Aufgrund dieses Ergebnisses wurden in vielen Studien vor der Testdurchfuhrung, die
Palladiumproben auf ihren Nickel-Gehalt hin untersucht und als Ursache

falsch-positiver Ergebnisse ausgeschlossen [44, 45, 49, 50, 57].

Um die Ubertragbarkeit der immunogenen Wirkung von Palladium im Mausmodell auf
die humane Situation zu bekraftigen, fuhrten KULIG et al. [103] den
Lymphozyten-Transformations-Test (LTT) mit Proben von im Patch-Test auf PdCl,
positiven Probanden durch. Es wurde die in-vitro Lymphozyten-Reaktivitat von 6
Probanden ausgetestet, die im Patch-Test auf PdCI, 1% positiv reagierte, jedoch keine
gleichzeitig bestehende Nickel-Sensibilisierung aufwiesen.

Es zeigte sich, dass in 4/6 Fallen die Lymphozyten durch die Inkubation mit Palladium
eine Stimulation der Proliferationsrate erfuhren, d. h. es wurde eine signifikant
gesteigerte Erhohung des 3H-Thymidin—Einbaus beobachtet. Die Inkubation mit NiSO,
und Na,[PtClg] brachte keine vergleichbaren Ergebnisse hervor.

Zusammenfassend bestatigen diese Ergebnisse, dass Chloropalladate als Haptene
agieren, und kompetent sind, auch im Menschen eine T-Zell-abhangige Immunantwort

auszulosen.
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5.2 Induktion einer kontaktallergischen Reaktion in Mé&usen durch topische

Applikation von K,[PdCI,] mit dem Aurikuldren-Lymphknoten-Test

Da das klinische Erscheinungsbild einer Palladium-Allergie meist in Form einer
Kontaktdermatitis auftritt, gilt den Ergebnissen des ALK-Testes besonderes Interesse.
Im Mausmodell sollte durch topische Behandlung des Mausinzuchtstammes BALB/c
mit K,[PdCl,] die mdgliche Induktion einer Kontaktallergie Uberpruft werden.

Analog dem PLK-Test wird das Ergebnis, durch Ermittlung der Zellzahl der
drainierenden Lymphknoten, hier also der aurikularen Lymphknoten, ermittelt [76, 77].
Die Induktionsphase der von GAD [80] beschriebenen Version, wurde in dieser Arbeit
dahingehend verandert, dass kein Adjuvans verabreicht wurde. Dies geschieht analog
zum Versuchsaufbau von LERCHENMULLER [75].

Nach einem viertagigen Behandlungsmodus mit nachfolgend eintagigem,
behandlungsfreien Intervall, zeigten sich signifikante ALK-Indizes bei den Gruppen, die
mit einer 4%-igen, 2%-igen und einer 1%-igen LOsung behandelt waren. Diese
Zellproliferation in den drainierenden aurikularen Lymphknoten ist Ausdruck der
Induktion einer Kontaktallergie [76]. Dies demonstrierte KIMBER [77] mit Zellproben des
ALK-Testes mittels des 3H-Thymidin-Einbaus, der eine Zunahme der Proliferationsrate
anzeigt.

Nach BLOKSMA [95] legt dies einen Pd-spezifische, T-Zell-abhangigen Mechanismus,
der dem ALK-Test zugrunde liegt, sehr nahe.

In einem zweiten ALK-Experiment, dass die Kinetik der Reaktion untersuchen sollte,
wurde an 5 aufeinanderfolgenden Tagen behandelt. Es folgte die erste Auswertung am
Tag 6 (5d Behandlung/1 d Pause; ALK-Index: 2,9) des Experimentes, die zweite am Tag
8 (5 d Behandlung/ 3 d Pause; ALK-Index: 3,1) des Experimentes und die letzte
Auswertung am Tag 10 (5 d Behandlung/ 5 d Pause; ALK-Index: 2,65) des
Experimentes.

Alle ALK-Indizes waren an den entsprechenden Tagen signifikant. Es zeigte sich aber,

dass die deutlichste Antwort auf die applizierte Palladiumlésung am zweiten
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Auswertungstag auftrat, d. h. nach einer dreitagigen Pause. Hingegen zeigte die dritte
Auswertung nach 5 Tagen Pause schon ein deutliche Reduktion der Immunantwort, die

bis unter den Wert der ersten Auswertung fiel.

Die Kinetik der positiven PLK-Antwort zeigt einen hiervon divergierenden Verlauf. Dort
sind die ersten signifikanten PLK-Indizes ab Tag 4-5 zu erwarten, die dann mindestens
fur 10 Tage nachweisbar bleiben [95].

Dies erklart sich wahrscheinlich schon alleine aus dem sehr unterschiedlichen
Behandlungsmodus. Die Behandlungsdauer des ALK-Testes ist um ein Vielfaches
langer. Trotzdem ist nicht sicher, ob die absolute, dem Immunsystem zur Verfigung
stehende Dosis des Antigens nicht geringer ist als im PLK-Test, wo das Antigen direkt

im Organismus und damit am Wirkort appliziert wird.

Eine weitere mogliche Erklarung fur die vergleichsweise niedrigen ALK-Indizes und das
schnelle Abklingen der Immunantwort konnte, anders als im PLK-Test, die

.Low-responder‘-Eigenschaft des BALB/c-Mausstammes im ALK-Test sein. In
Epikutansensibilisierungs-Experimenten zeigte ISHII [104] flr einige Verbindungen eine
genetische Kontrolle der Typ IV-Immunantwort, die durch ein Immunresponse-Gen

ausgeulbt wird. Dieses Gen liegt innerhalb der I-A Region des H-2 Komplexes der Maus.

Diese Ergebnisse legen nahe, dass die positiven PLK- und ALK-Antworten genetisch
kontrolliert sind. Fur die Chloroplatinate schlieRt SCHUPPE [74] sich dieser Vorstellung
an. Dort zeigte sich eine unterschiedliche Reaktivitat von BALB/c- und DBA/2-Mausen
gegen Platinverbindungen im PLK-Test.

Diese Beobachtung wurde auch in anderen vorangehenden Studien gemacht, die
demonstrieren konnten, dass das Ausmal} bzw. die GroRe der PLK-Antwort

auf niedermolekulare Verbindungen, sowohl von MHC-Loci, als auch von nicht
MHC-Genloci beeinflul®t wird. Fur Diphenylhydantoin [72], D-Penicillamin [68] und HgCI,
[70] wurde dort ebenfalls ein unterschiedliches Ansprechen der Mausstamme BALB/c
und DBA/2 beobachtet.
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Gelegentlich werden falsch-negative Ergebnisse im ALK-Test beobachtet, deren
mogliche Ursache beim verwendeten Losungsmittel liegen kann. So konnte KIMBER
[76] mit Kaliumdichromat und Nickelsulfat und Wasser als Losungsmittel, im ALK-Test
keine erhohten ALK-Indizes erzielen. Unter Verwendung von 25% Ethanol gelang es
GAD [80] aber, mit beiden Substanzen im Mouse-Ear-Swelling-Test (MEST), die
Auslosbarkeit kontaktallergische Reaktionen zu demonstrieren.

Somit kdénnte auch die Hohe der Indizes vom verwendeten Ldsungsmittel abhangig
sein. So sind im PLK-Test schon 45 nmol verschiedener Palladiumverbindungen oder
weniger ausreichend, um einen vergleichbaren Index zu erzielen, wie er mit einer
2%-igen (20 mg/ ml) Losung von KjPdCly] im ALK-Test gezeigt werden konnte.
Sicherlich liegt eine Ursache der niedrigeren ALK-Indizes im Applikationsmodus selbst.
Wahrend beim PLK-Test das Hapten direkt im Organismus appliziert wird, gleich von
Antigen-prasentierenden-Zellen identifiziert werden kann und somit die
T-Zell-abhangige Reaktion unmittelbar nach Applikation ablaufen kann, ist beim ALK-
Test die Haut mit ihrer physiologischen Barrierefunktion ein zu Uberwindendes
Hindernis. Es mull zunachst die Penetration der Epidermis erfolgen, damit eine
Interaktion zwischen Hapten und den Langerhans-Zellen méglich ist. Nachfolgend muf}
die Langerhans-Zelle den drainierenden Lymphknoten erreichen, um dort die T-Zell-
abhangige Reaktion auf Palladium zu induzieren.

Nach TSE [105] und SCHULER [106] ist es wahrscheinlich, dass die
Pd-Komplexverbindung als Hapten zur Modifikation von intrazellularen Proteinen flhrt,
oder aber, an der Zelloberflache von z.B. Langerhans-Zellen exprimierte Proteine
verandert, die nach Migration dieser Zellen in die regionaren Lymphknoten [107]
zusammen mit MHC-II-Molekllen T-Zellen prasentiert werden konnen [108]. Fur die
Verbindung Trinitrochlorbenzol (TNCB) konnte dies von HAUSER [109] gezeigt werden.

Als Standardtest zum Nachweis der Zweitantwort von Kontaktallergien flihrten wir den
Mouse-Ear-Swelling-Test (MEST) durch und demonstrierten so die Auslosephase der
Kontaktsensibilisierung durch K,[PdCl,]. GAD [80] untersuchte mittels dieser Methode
eine Reihe von Kontaktallergenen. Dabei stellte sich der MEST, als sensitives und

spezifisches in-vivo-Testsystem zur Identifikation vermuteter Kontaktallergene, heraus.
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Durch einseitige topische Applikation wird eine Kontaktallergie ausgelost, deren
Auslésephase nach einem behandlungsfreien Intervall und nach erfolgter
Restimulation des unbehandelten Ohres durch Messung der induzierten
Ohrschwellung quantifiziert wird.

Obwohl sich nach funftagiger Behandlung von BALB/c-Mausen mit 2% K;[PdCl,]
signifikante Unterschiede der Ohrdicken nach 24, 48 und 72 Stunden nachweisen
lieen, erschien das Ergebnis der prozentualen Ohrdickenzunahme zur sicheren
Demonstration der Auslosephase einer Kontaktsensibilisierung zu gering. Es zeigte
sich am 1. Tag eine 11%-ige Ohrdickenzunahme, am 2. Tag war eine
Ohrdickenzunahme von 8% meRbar, am 3. Tag sank die Schwellung auf 6% ab.
Verglichen mit Ohrdickenzunahmen des potenten Allergens Oxazolon, dessen 1%-ige
Lésungen eine Ohrdickenzunahme von bis zu 70% induzieren, erschienen die
Ergebnisse nicht ausreichend different, obgleich sich hier eine mdgliche Reaktion
andeuten liel3.

Diese unzureichende Auslosbarkeit im MEST wurde insbesondere auf die
problematische Losbarkeit der Palladiumverbindungen zurtckgefuhrt. Trotz Einsatzes
unterschiedlichster Ldsungsmittel (DMSO, DMF, Azeton, Ethanol, DAE), die in
unterschiedlichen Dosierungen und Mischungsverhaltnissen mit NaCl 0,9%
experimentell erprobt wurden, gelang es uns nicht, hohere Konzentrationen als die
benutzte 2%-ige Losung mit DAE herzustellen. Um  aber suffiziente
Kontaktsensibilisierungen mit niedermolekularen Verbindungen erzeugen zu konnen,
sind meist hohere Konzentrationen der zu testenden Substanz, notwendig. So
verwendete z.B. LERCHENMULLER [75] eine 5%-ige Chloroplatinat-Lésung, um deren

kontaktsensibilisierendes Potential im MEST zu demonstrieren.

Ein weiterer Grund konnte, wie schon oben diskutiert, die ,Low-responder“-Eigenschaft
der BALB/c-Mause in diesen Kontaktsensibilisierungs-Experimenten sein, obwohl sie
sich im PLK-Test als ,High-resonder‘-Stamm darstellten.

Eine andere Mdglichkeit ware eine haufiger diskutierte Toleranz der Mause gegenuber
Nickelverbindungen. Kéame es hier zu einer denkbaren Kreuzreaktion zwischen Nickel

und Palladium, so ware eine Sensibilisierung der Mause mit Palladium nicht mdglich.
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Letztlich aber bleibt unklar, aus welchem Grund sich im MEST keine deutlicheren

Ergebnisse demonstrieren lielRen.

Ein anderes Ergebnis, dass die Theorie der T-Zell-abhangigen Kontaktsensibilisierung
im ALK-Test bestatigt, sind immunhistochemische Untersuchungen der ALK-Antwort
von KULIG [110]. Im ALK-Test positive Proben von mit K,[PdCl,] behandelten
BALB/c-Mausen wurden dort mittels FACS-Analysen (Fluoreszenzaktivierter Zellsorter)
untersucht. Dort zeigte sich, dass der Anteil der proliferierenden Zellen in der
Lymphknoten-Zellsuspension der ALK-Antwort, im Vergleich zur Losungsmittel-
Kontrollgruppe um das 12-fache angestiegen war, was wiederum die Pd-spezifische,
T-Zell-abhangige Immunantwort in diesem Kontaktsensibilisierungs-Experiment

demonstriert.
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5.3 Zusammenfassung

In jingerer Zeit haufen sich die Fallberichte und klinischen Studien bezlglich der
Sensibilisierungraten verschiedener Chloropalladate. In der Normalbevolkerung konnte
eine Sensibilisierungsrate von 7% auf Palladium ermittelt werden .

Die Sensibilisierung auf Palladium &uRerst sich als Typ IV-Reaktion, d. h. als
Kontaktdermatitis, -mukositis, oder seltener als oraler Lichen planus, seltener als

Typ |-Reaktion. Aufgrund des haufigen Vorkommens von Palladiumverbindungen in
Dentallegierungen, Katalysatoren und in der Schmuckindustrie ist die Untersuchung der
zugrundeliegenden immunologischen Mechanismen von grof3er Bedeutung.

Ziel dieser Studie war es deshalb das immunogenen Potential der
Palladiumverbindungen K,[PdCly], (NH,4),[PdCls], PdCl,, Na,PdCl, und Na,PdClg in
Experimenten mit BALB/c-, C57BI/6- und NMRI-Mausen zu untersuchen.

Es zeigte sich, dass schon einmalige s.c. Injektionen von Dosierungen im nmol-Bereich
(45-180 nmol) ausreichend waren, um eine dosisabhangige, primare Immunantwort im
PLK-Test, auszulésen. Um eine Sensibilisierung gegen Palladiumverbindungen
nachzuweisen, wurden die Mause chronisch nasal und damit physiologisch mit
(NH4),[PdCl¢] belastet. Es konnte eine systemische, Pd-spezifische, T-Zell-abhangige
Reaktion in der PLK-Zweitantwort am gleichen Tier demonstriert werden. Zusatzlich
konnte im Adoptiv-Transfer-PLK-Test nach 11-wochiger nasaler Belastung (3,6 nmol/ 25
M) mit (NH4),[PdClg] und Ky[PdCls], durch den Transfer von Milzzellen in syngene,
unbehandelte = Geschwistertiere  die  systemische, Pd-spezifische, zellulare
Immunantwort demonstriert werden. In diesen Experimenten zeigte sich eine
Kreuzreaktivitat mit Chloroplatinaten. Neben der nasalen und subkutanen Applikation
konnte auch durch topische Gabe von K,[PdCl,] eine Sensibilisierung erreicht werden.
Es wurde eine Pd-spezifische, kontaktallergische Reaktion induziert, die sich durch den
ALK-Test quantifizieren lief3.

In dieser Dissertation wurde erstmals gezeigt, dass Chloropalladate im Mausmodell
Uber ein erhebliches T-Zell-sensibilisierendes Potential verfliigen. Inwieweit diese
Ergebnisse auf das humane System Ubertragbar sind, und welche zellularen

Mechanismen dem zugrunde liegen bleibt die Aufgabe zukinftiger Studien.
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Abb. 4.1.1: Dosis-Wirkungsbeziehung der Primarantwort des PLK-Testes mit
K,[PdCl], in BALB/c-Mausen.
Gruppen von 5-6 Tieren wurde die angegebende Dosis subkutan in die
linke Hinterpfote appliziert. Am Tag 6 wurden die PLK-Indizes ermittelt.
Die Saulen reprasentieren den Mittelwert +/- Standardabweichung.
*p <0,05; ** p <0,01(bezogen auf die NaCl-Kontrolle).
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Dosis-Wirkungsbeziehung der Primarantwort des PLK-Testes mit
(NH,4),[PdCl¢] in BALB/c-Mausen.

Gruppen von 5-6 Tieren wurde die angegebende Dosis subkutan in die
linke Hinterpfote appliziert. Am Tag 6 wurden die PLK-Indizes ermittelt.
Die Saulen reprasentieren den Mittelwert +/- Standardabweichung.

*p < 0,05; ** p < 0,01(bezogen auf die NaCl-Kontrolle).
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Abb. 4.1.3: Dosis-Wirkungsbeziehung der Primarantwort des PLK-Testes mit
PdCl, in BALB/c-Mausen.
Gruppen von 5-6 Tieren wurde die angegebende Dosis subkutan in die
linke Hinterpfote appliziert. Am Tag 6 wurden die PLK-Indizes ermittelt.
Die Saulen reprasentieren den Mittelwert +/- Standardabweichung.
*p <0,05; ** p <0,01(bezogen auf die NaCl-Kontrolle).
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Abb. 4.1.4: Dosis-Wirkungsbeziehung der Primarantwort des PLK-Testes mit
Na,PdCl, in BALB/c-Mausen.
Gruppen von 5-6 Tieren wurde die angegebende Dosis subkutan in die
linke Hinterpfote appliziert. Am Tag 6 wurden die PLK-Indizes ermittelt.
Die Saulen reprasentieren den Mittelwert +/- Standardabweichung.
*p <0,05; * p <0,01(bezogen auf die NaCl-Kontrolle).
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Dosis-Wirkungsbeziehung der Primarantwort des PLK-Testes mit
Na,PdClg in BALB/c-Mausen.

Gruppen von 5-6 Tieren wurde die angegebende Dosis subkutan in die
linke Hinterpfote appliziert. Am Tag 6 wurden die PLK-Indizes ermittelt.
Die Saulen reprasentieren den Mittelwert +/- Standardabweichung.

*p <0,05; ** p <0,01(bezogen auf die NaCl-Kontrolle).
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Abb. 4.1.6: T-Zell-Abhangigkeit der Primarantwort des PLK-Testes mit
K;[PdCI]; in Mausen des Stammes (NMRI nu/nu) und
(NMRI +/nu).
Gruppen von 5-6 Tieren wurde die angegebende Dosis subkutan in die
linke Hinterpfote appliziert. Am Tag 6 wurden die PLK-Indizes ermittelt.
Die Saulen reprasentieren den Mittelwert +/- Standardabweichung.
*p <0,05; ** p <0,01(bezogen auf die NaCl-Kontrolle).
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Abb. 4.1.7: Primarantwort des PLK-Testes mit K,[PdCl,] in C57/BL6-Mausen.
Gruppen von 5-6 Tieren wurde die angegebende Dosis subkutan in die
linke Hinterpfote appliziert. Am Tag 6 wurden die PLK-Indizes ermittelt.
Die Saulen reprasentieren den Mittelwert +/- Standardabweichung.

*p <0,05; * p <0,01(bezogen auf die NaCl-Kontrolle).
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Abb. 4.1.8: Bestimmung der subimmunogenen Dosis in der Primarantwort des
PLK-Testes mit K;[PdCl,] in BALB/c-Mausen.
Gruppen von 5-6 Tieren wurde die angegebende Dosis subkutan in die
linke Hinterpfote appliziert. Am Tag 6 wurden die PLK-Indizes ermittelt.
Die Saulen reprasentieren den Mittelwert +/- Standardabweichung.
*p <0,05; ** p <0,01(bezogen auf die NaCl-Kontrolle).
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Sekundarantwort des PLK-Testes mit (NH;),[PdClg] in
BALB/c-Mausen.

Gruppen von 5-6 Tieren wurden Uber 11 Wochen nasal mit

3,6 nmol (NH4),[PdClg] behandelt. Es folgte ein sechswdchiges
behandlungsfreies Intervall. In der 18. Woche wurden die Tiere
mit den angegebenen Substanzen in suboptimaler Dosierung
s.c. in die linke Hinterpfote restimuliert. Am Tag 2 nach Restimulation
wurden die PLK-Indizes ermittelt. Die Saulen reprasentieren den
Mittelwert +/- Standardabweichung. ** p< 0,01(bezogen auf die
entsprechende Kontrolle, die wahrend der Langzeitbehandlung
mit NaCl exponiert wurde).
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PLK-Index

,Pd“-spezifsiche zellulare Immunitat nach chronisch nasaler
Behandlung von BALB/c-Mausen mit (NH,4),[PdClg] mit Nachweis
der Kreuzreaktion der transferierten Zellen gegeniiber
verschiedenen Pd- und Pt-Verbindungen im
Adoptiv-Transfer-PLK-Test.

Die Tiere wurden uber einen Zeitraum von 11 Wochen behandelt. Es
folgte ein sechswodchiges behandlungsfreies Intervall. Die Milzzellen
der Spendertiere wurden entnommen und in einer Dosierung von
1,6 x 107 Zellen in syngene Empfangertiere tbertragen. Am Tag 1 nach
Zelltransfer erfolgte die Restimulation, der wie oben angegebenen
Verbindungen, in suboptimaler Dosierung von

16,5 nmol s.c. in die linke Hinterpfote. PLK-Indizes wurden an Tag 7
nach Injektion der Milzzellen ermittelt. Die Balken reprasentieren den
Mittelwert +/- Standardabweichung. * p< 0,05, ** p < 0,01(bezogen auf
die jeweiligen Kontrollen, die Milzzellen von NaCl-behandelten
Spendern erhielten).
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PLK-Index
»Pd“-spezifische zellulare Inmunantwort nach chronisch nasaler

Behandlung von BALB/c-Mausen mit K,[PdCl,] im
Adoptiv-Transfer-PLK-Test.

Die Tiere wurden Uber einen Zeitraum von 11 Wochen behandelt.

Es folgte ein vierzehnwdchiges behandlungsfreies Intervall. Die
Milzzellen der Spendertiere wurden entnommen und in einer

Dosierung von 1,6 x 107 Zellen in syngene Empfangertiere

ubertragen. Am Tag 1 nach Zelltransfer erfolgte die Restimulation in
oben angegebener suboptimaler Dosierung s.c. in die linke Hinterpfote.
Die PLK-Indizes wurden an Tag 7 nach Injektion der Milzzellen

ermittelt. Die Balken reprasentieren den Mittelwert +/- Standard-
abweichung. * p < 0,05 ( bezogen auf die jeweiligen Kontrollen, die
Milzzellen von NaCl-behandelten Spendern erhielten).
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Auslosung einer Kontaktsensibilisierung gegen K;[PdCl,] durch
viertagige Behandlung von BALB/c-Mausen im ALK-Test.

Die Tiere wurden an vier aufeinanderfolgenden Tagen mit den
entsprechenden Losungen auf der AulRenseite ihrer beider Ohren
behandelt. Es wurde ein Tag Pause eingehalten. Die Auswertung
erfolgte am Tag 5 des Experimentes durch Entnahme der aurikularen
Lymphknoten. Die mittlere Zellzahl beider Lymphknoten der Tiere einer
Gruppe wurde gebildet. Die Balken reprasentieren den Mittelwert +/-
Standard-abweichung. * p <= 0,05; ** p <= 0,01 ( bezogen auf die
mittlere Zellzahl der DAE-Kontrollgruppe).
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Kinetik einer Kontaktsensibilisierung gegen K,[PdCl4] durch
flinftagige Behandlung von BALB/c-Mausen im ALK-Test.

Die Tiere wurden an funf aufeinanderfolgenden Tagen mit den

oben angegebenen Losungen auf der Aulenseite ihrer beider Ohren
behandelt. Es wurde ein Tag (Auswertung Tag 6), drei Tage
(Auswertung Tag 8) und funf Tage (Auswertung Tag 10) behandlungs-
freies Intervall eingehalten. Es folgte die Auswertung mit Entnahme
der Aurikularen Lymphknoten. Die mittlere Zellzahl beider Lymph-
knoten der Tiere einer Gruppe wurde gebildet. Die Balken
reprasentieren den Mittelwert +/- Standardabweichung.

** p<= 0,01 ( bezogen auf die mittlere Zellzahl der entsprechenden
DAE-Kontrollgruppe).
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Abstract der Dissertation von Andrea Wiesenborn

»~Ausléosung priméarer und sekundédrer zelluldirer Immunantworten durch
Chloropalladate bei der Maus*“

In jingerer Zeit haufen sich die Fallberichte und klinischen Studien bezlglich der
Sensibilisierungraten verschiedener Chloropalladate. In der Normalbevdlkerung konnte eine
Sensibilisierungsrate von 7% auf Palladium ermittelt werden .

Die Sensibilisierung auf Palladium &uRerst sich als Typ IV-Reaktion, d. h. als
Kontaktdermatitis, -mukositis, oder seltener als oraler Lichen planus, seltener als

Typ I|-Reaktion. Aufgrund des haufigen Vorkommens von Palladiumverbindungen in
Dentallegierungen, Katalysatoren und in der Schmuckindustrie ist die Untersuchung der
zugrundeliegenden immunologischen Mechanismen von grofier Bedeutung.

Ziel dieser Studie war es deshalb das immunogene Potential der Palladiumverbindungen
K2[PdCl,], (NH4)2[PdCls], PdCl,, NaPdCl, und Na,PdClg in Experimenten mit BALB/c-,
C57BI/6- und NMRI-Mausen zu untersuchen.

Es zeigte sich, dass schon einmalige s.c. Injektionen von Dosierungen im nmol-Bereich (45-
180 nmol) ausreichend waren, um eine dosisabhangige, primare Immunantwort im Popliteal-
Lymphknoten (PLK)-Test, auszuldésen. Um eine Sensibilisierung gegen
Palladiumverbindungen nachzuweisen, wurden die M&use chronisch nasal und damit
physiologisch mit (NH4),[PdClg] belastet. Es konnte eine systemische, Pd-spezifische, T-Zell-
abhangige Reaktion in der PLK-Zweitantwort am gleichen Tier demonstriert werden.
Zusatzlich konnte im Adoptiv-Transfer-PLK-Test nach 11-wdchiger nasaler Belastung (3,6
nmol/ 25 (1) mit (NH;)2[PdClg] und K;[PdCl4], durch den Transfer von Milzzellen in syngene,
unbehandelte Geschwistertiere die systemische, Pd-spezifische, zellulare Immunantwort
demonstriert werden. In diesen Experimenten zeigte sich eine Kreuzreaktivitdt mit
Chloroplatinaten. Neben der nasalen und subkutanen Applikation konnte auch durch
topische Gabe von K;[PdCl,] eine Sensibilisierung erreicht werden. Es wurde eine Pd-
spezifische, kontaktallergische Reaktion induziert, die sich durch den aurikuldren
Lymphknoten (ALK)-Test quantifizieren liel3.

In dieser Dissertation wurde erstmals gezeigt, dass Chloropalladate im Mausmodell ber ein
erhebliches T-Zell-sensibilisierendes Potential verfiigen. Inwieweit diese Ergebnisse auf das

humane System Ubertragbar sind, und welche zellularen Mechanismen dem zugrunde liegen
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bleibt die Aufgabe zukunftiger Studien.






