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Fort, auf den Peifenberg!

Da steigest Du auf Newtons Pfad,

In der Natur geheimen Rath,

Wohin Dich nur die Mekkunst leitet:
Oh Mefkunst, Zaum der Phantasie,
Wer Dir folget, irret nie,

Wer ohne Dich will geh’n, der gleitet.

Churfiirstlicher Geheimrat von Lori
(1723 - 1787)

Gegen Ende des 18. Jahrhunderts gelangte die Bewegung der Aufklarung, urspriinglich
aus Frankreich kommend, iiber Norddeutschland nach Bayern. Mit dieser Stromung kam
auch die Begeisterung fiir die Naturforschung. So geschah es, dass Kurfiirst Max Joseph
ITI. im Jahr 1772, auf Anraten des Geheimrats von Lori, dem Stift Rottenbuch befahl,
eine Sternwarte auf dem Hohenpeifenberg einzurichten. Max Josephs Nachfolger, Kur-
fiirst Karl Theodor, veranlasste die Einrichtung eines meteorologischen Observatoriums.
Ab 1. Januar 1781 begannen die Rottenbucher Chorherren mit kontinuierlichen meteo-
rologischen Beobachtungen auf dem Hohenpeifenberg. Auch in der vorliegenden Arbeit

wurden Messungen am meteorologischen Observatorium Hohenpeiffenberg durchgefiihrt.
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1 Einleitung

,The global average surface temperature has increased over the 20th century by about
0.6°C.“ [1]

Der Einfluss der erhohten anthropogenen Emissionen von Treibhausgasen wie Kohlen-
dioxid, Methan, Distickstoffoxid und fluorierten Chlorkohlenwasserstoffen auf das glo-
bale Klima gilt mittlerweile als gut verstanden. Hingegen wird das wissenschaftliche
Verstandnis des Effektes atmosphérischer Aerosolpartikel auf die Oberflichentempera-
tur der Erde vom Intergovernmental Panel on Climate Change (IPCC) als ,sehr nied-
rig angegeben. Aerosolpartikel konnen dabei sowohl abkiihlende (direkte Riickstrahlung
von Solarstrahlung; direkter Aerosoleffekt) als auch aufheizende Wirkung haben. Nur
wenig charakterisiert ist v.a. der indirekte Aerosoleffekt, durch den iiber eine verstark-
te Wolkenbildung sowohl Erwiarmung als auch Abkiihlung der Erdoberfliche eintreten
kann. Eine wichtige Rolle bei diesen Effekten spielt die chemische Zusammensetzung der
Aerosolpartikel, deren organischer Anteil noch unzureichend erforscht ist. Durch Ver-
brennung fossiler Brennstoffe und Biomasse, Hauptquellen anthropogen verursachter
Aerosolpartikel, entstehen grofse Mengen dunkel bzw. schwarz gefarbter Kohlenstoff-
partikel, sogenannter ,,Black Carbon®. Diese Partikel konnen durch direkte Strahlungs-
absorption zur Erwarmung beitragen. Wasserlosliche organische Verbindungen, wie Mo-
nosaccharide oder Proteine, konnten als Kondensationskerne fiir Wolkenbildung wirken
und den indirekten Aerosoleffekt verstarken.

In den meisten epidemiologischen Studien kann zwar auch ein Zusammenhang zwi-
schen der blofsen Partikelanzahl und Gesundheitseffekten festgestellt werden, angezeigt
durch die tagliche Sterblichkeit, Krankenhausaufnahmen aufgrund respiratorischer und
kardiovaskuldrer Erkrankungen oder Verschlechterung der Symptome von Asthmati-
kern [2-5]. Die chemische Zusammensetzung der Aerosolpartikel ist dennoch von zusétzli-
cher und wichtiger Bedeutung fiir deren gesundheitliche Auswirkungen. Der Zeitabstand
zwischen der Exposition gegen cancerogene Substanzen in Aerosolpartikeln wie z.B.
polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAH) aus Verbrennungsabgasen und den

gesundheitlichen Folgen kann dabei Jahrzehnte auseinander liegen. Auch die Entstehung



2 Einleitung

von Allergien ist oftmals ein langdauernder Prozess, bei dem viele Faktoren diskutiert
wurden, jedoch noch kein allumfassendes Verstandnis dieser Fehlreaktion des Immunsys-
tems besteht. Die Symptome der allergischen Rhinitis und Konjunktivitis (,,Heuschnup-
fen“) oder des Asthma bronchiale werden oftmals von Pollenallergenen verursacht. Pol-
lenanzahl und Spezies werden routineméfig durch Auszéhlen unter dem Mikroskop be-
stimmt. Nur wenige Daten sind bisher jedoch iiber die Summenkonzentrationen von
Proteinen und Aminoséduren in atmosphérischen Aerosolen bekannt. Die Zunahme von
Allergien in den westlichen Industrielandern blieb bisher weitgehend ungeklért. Im Rah-
men dieser Arbeit wurde die Nitrierung von Modellproteinen bei Exposition gegen Stick-
stoffdioxid und abgasbelasteter Umgebungsluft untersucht. Die gefundenen Nitroprotei-
ne kénnten eine Schliisselrolle spielen im Zusammenhang des verstarkt in Industriestaa-
ten auftretenden Sommersmogs und der gleichzeitigen Zunahme von Allergien in diesen
Léandern.



Aufgabenstellung

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung der chemischen Zusammen-
setzung des organischen Anteils atmosphérischer Aerosolpartikel, insbesondere der was-
serloslichen Proteine. Dariiber hinaus sollten begonnene Reaktivitatsuntersuchungen zur
Nitrierung von Proteinen in der Atmosphére fortgesetzt und erweitert werden. Insbe-
sondere die Kinetik der Nitrierung, der Einfluss von Ozon, Feuchte, unterschiedlichen
Substraten und Vorfiltern stand dabei im Mittelpunkt. Die Reaktionsprodukte sollten
moglichst genau charakterisiert werden.

Die Konzentration und chemische Zusammensetzung von atmosphérischem Feinstaub
PM2.5 wurde an zwei stiadtischen (Strakenkreuzung mit hohen verkehrsbedingten Emis-
sionen sowie Stadtrand), an einem ruralen und einem alpinen Probenahmeort untersucht.
Die Feinstaubpartikel wurden auf Glasfaser- bzw. Quarzfiltern abgeschieden und nach
gravimetrischer Analyse die atmosphérischen Konzentrationen errechnet. Direkt wurden
die Summenparameter Gesamtkohlenstoff und elementarer Kohlenstoff mittels Verbren-
nungsanalyse gemessen. Wasserloslicher Kohlenstoff wurde durch Verbrennungsanalyse
nach wassriger Extraktion bestimmt.

Ein weiterer Schwerpunkt der Arbeit bildete die Analyse des Proteinanteils der ge-
sammelten Proben. Die Bestimmung der Gesamtproteinkonzentrationen erfolgte mittels
Férbetests. Zur Analyse nitrierter Proteine in den Proben wurden drei monoklonale
und drei polyklonale Antikorper gegen Nitrotyrosin ausfiihrlich hinsichtlich Affinitdten
und Kreuzreaktivitdten charakterisiert. Mit diesen Antikorpern wurden einseitige und
Sandwich-Immunoassays entwickelt. Die Kalibrierung der Assays erfolgte mittels Nitro-
proteinstandards, die durch Reaktion mit Tetranitromethan in wéssriger, gepufferter Lo-
sung hergestellt wurden. Verschiedene Umweltproben sollten mit diesen Immunoassays
auf die Gegenwart von Nitroproteinen untersucht werden. Ebenso erfolgten mit diesen
Immunoassays die kinetischen Untersuchungen der Reaktionsprodukte der Begasung von

Proteinen mit NOs, Ozon und Umgebungsluft. Weiterhin sollte die Bindung von huma-
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nen Allergikerseren an native und nitrierte Pollenallergene untersucht und verglichen
werden. In Zusammenarbeit mit dem Institut fiir Analytische Chemie und Radiochemie
der Leopold-Franzens-Universitat in Innsbruck wurden mit NOs; und Ozon begaste bzw.
mit Tetranitromethan synthetisierte Proteinproben massenspektrometrisch charakteri-
siert.

Nach Hydrolyse der Feinstaubproben wurden Aminoséauren mittels HPLC-UV, HPLC-
FD mit Vorsdulenderivatisierung und mittels HPAEC-PAD analysiert. Spezieller Fokus
lag dabei auf der in nitrierten Proteinen enthaltene Aminosédure 3-Nitrotyrosin. Fiir
diese Aminosédure sollten Anreicherungsmethoden entwickelt und angewandt werden,
um auch Nitrotyrosin in Proben mit hohen Konzentrationen an Matrixbestandteilen,

wie z.B. Strafsenstaub, messen zu konnen.



2 Allgemeiner Telil

2.1 Zusammensetzung der Atmosphare

Die Erdatmosphére besteht aus einem Gemisch von Gasen und darin suspendierten
festen und fliissigen Aerosolpartikeln. Die Anzahlkonzentration, Grékenverteilung und
chemische Zusammensetzung der Partikel sowie die Konzentrationen der reaktiven Spu-

rengase sind hochvariabel.

2.1.1 Gasphase

Die Hauptbestandteile der Erdatmosphére sind Stickstoff (78.1 %), Sauerstoff (21.0 %)
und das Edelgas Argon (0.93%), deren Volumenmischungsverhéltnisse (VMV) bis zu
einer Hohe von 100 km praktisch konstant sind. Der Anteil an Wasserdampf kann bis zu
4% betragen und ist sehr stark hohen- und temperaturabhéngig. Neben diesen Haupt-
komponenten gibt es zahlreiche weitere Spurenstoffe wie Kohlendioxid, Methan, Ozon,
Distickstoffoxid, Kohlenmonoxid und Schwefeldioxid, die trotz ihrer geringen Menge
(<0.1%) eine entscheidende Bedeutung fiir die Biosphére (Stoffwechselkomponenten,
Schadstoffe), das Klima (Treibhauseffekt) und die atmosphérische Photochemie (oxida-
tive Selbstreinigung) haben. Diese Spurengase entstehen teils in der Stratosphére (O3),
teils durch Zersetzungs- und Faulnisprozesse (NHz, CO, CHy, N,O) und durch Witte-
rungseinfliisse (Stickoxide). Verbrennungsprozesse stellen ebenfalls eine wichtige Quelle
von Spurengasen dar (Emission von CO, COg, SOy, NO,,, Wasserdampf und Kohlenwas-
serstoffen). Die anthropogen bedingten Luftverunreinigungen wirken sich in Gebieten mit
hoher Siedlungs-, Verkehrs- und Industriedichte oft nachteilig aus. Sie kénnen beldstigen-
de, reizende oder gesundheitsgefahrdende, meist schidliche Wirkungen auf Menschen,
Tiere, Pflanzen oder Bauwerke ausiiben.

Eine besondere Stellung nehmen neben den Treibhausgasen die reaktiven Spurenga-
se O3, NO,, und SO ein, die in homogenen und heterogenen Reaktionen (Gasphase
und Partikelphase) die Chemie der Troposphére erheblich beeinflussen. Durch die Bil-
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dung von Schwefelsiure und Salpetersiure aus SO, und NO, (saurer Regen) werden
z.B. Pflanzen (Waldschdden) und Bauwerke nachhaltig geschddigt. Dabei kann es zu
einer Versauerung der Boden und Gewasser kommen, was wiederum eine Freisetzung
verschiedenster fiir Pflanzen giftiger Metallionen (z.B. AlI**, Schwermetalle) bewirken
kann. Unter starker Sonneneinstrahlung konnen sich aus anthropogenen Quellen stam-
mende Stickoxide und Kohlenwasserstoffe mit Sauerstoff zu Photooxidantien wie z.B.
Ozon, Peroxyacetylnitrat (PAN) oder NO3s umwandeln. Bei sehr hohen VMV kann es
dann zur Bildung von Photosmog kommen, der zu starken gesundheitlichen Belastungen
wie Schleimhautreizungen bis hin zur Beeintréchtigung und Schédigung der Lungenfunk-
tion fithren kann [6-11].

2.1.2 Partikelphase

Partikel konnen direkt in die Atmosphére gelangen, beispielsweise durch Winderosion,
Vulkaneruptionen oder Pollenflug (Primérpartikel). Sie kénnen auch durch Nukleation
und das Zusammenwachsen von gasformigen Molekiilen (Gas-to-Particle-Conversion)
entstehen, z.B. bei anthropogenen Emissionen oder natiirlichen Emissionen von Wald-
gebieten (Sekundérpartikel) [12]. Abhéngig von Ort, Hohe, Jahreszeit und meteorologi-
schen Bedingungen kénnen sehr unterschiedliche Substanzen in grofen Variationen der
Konzentration auftreten. Als Hauptbestandteile des atmosphérischen Aerosols treten je-
doch oft anorganische Anionen (Nitrat, Ammonium, Sulfat), elementarer Kohlenstoff
(Black Carbon, BC), organischer Kohlenstoff (OC) sowie an marinen Standorten See-
salz auf. Eine typische Probe urbaner Aerosolpartikel (PM2.5) kann sich z.B. aus 15%
Sulfat, 15% Nitrat, 10 % Ammonium, 10 % EC, 30 % organischen und 20 % sonstigen
Komponenten zusammensetzen [13]. Eine typische Zusammensetzung von PM1 der unte-
ren freien Troposphére (Teneriffa, 2360 m {i. N. N.) enthielt z.B. 40-50 % OC, 30-40%
Sulfat und 10-20% sonstige Bestandteile. Marines Aerosol auf Teneriffa enthielt ca.
20 % Seesalz, 30 % Sulfat 20 % OC und 30 % sonstige Anteile [14]. In dieser Arbeit lag
der Schwerpunkt auf der Analyse des kohlenstoffhaltigen Anteils der Partikel. Eine Un-
terteilung dieser Fraktion erfolgt iiblicherweise in elementaren Kohlenstoff (EC) und
organischen Kohlenstoff (OC), eine weitere Unterteilung wird z.B. anhand der Was-
serloslichkeit getroffen. So wird zwischen WSOC ( Water Soluble Organic Carbon) und
WINSOC (Water Insoluble Organic Carbon) unterschieden. Varga et al. klassifizierten
WSOC in drei weitere Gruppen: hydrophob, neutral und sauer [15]. Verschiedene andere
Autoren haben ebenfalls tiber die Analytik, Herkunft und Konzentrationen von WSOC in
der Troposphére berichtet [16-24|. Elementarer Kohlenstoff [25-27] und andere schwarz
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bzw. dunkel gefarbte Kohlenstoffverbindungen wie z.B. Huminstoff-dhnliche Substanzen
(HULIS - Humic Like Substances) [28,29] spielen durch ihre optischen Eigenschaften
eine groke Rolle bei der Streuung und Absorption von Strahlung in der Atmosphére.
Als makromolekulare Komponenten des organischen Kohlenstoffs wurden neben Koh-
lenhydraten [30,31] Proteine identifiziert. Miguel et al. [32] berichteten iiber Proteinkon-
zentrationen, bestimmt im BCA-Assay, von 1 bis 6 ug/m? (urban und rural, Los Angeles,
TSP) und 2-4 pg/m?® (PM10). Russische Wissenschaftler [33,34] fanden Proteinkonzen-
trationen (Bradford-Assay) zwischen 0.2 (Dezember) und 4 pg/m? (August) in Westsibi-
rien (T'SP). Schippi et al. [35-37] bestimmte Bet v 1 und Phlp 5, die Hauptallergene von
Birken- und Gréserpollen, mittels Sandwich-Immunoassay und fand Konzentrationen
von bis zu 1.2ng/m? im Feinstaub (< 7.2 um). Latex-Partikel aus Reifenabrieb wurden
durch Miguel et al. gemessen [38|. Freie und gebundene Aminosiuren in PM2.5 und in
Tau wurden u.a. von Zhang und Anastasio sowie von Scheller bestimmt [39-41]. Quellen
fiir Proteine in atmosphérischen Aerosolpartikeln sind u.a. Bakterien (0.5-5 pm), Viren,
Pilze und Sporen (2-10um) [42,43|, Pollen und Pollenfragmente (5-200 pm) [44-49],

Pflanzenbestandteile, Insektenteile und tierische oder menschliche Hautschuppen [50].

2.2 Proteine und Nitroproteine

Das Wort Protein leitet sich ab von Protos, griechisch: der Erste, wodurch zum Aus-
druck kommen soll, dass Proteine die stoffliche Grundlage des Lebens sind. Proteine
gehoren zu den héufigsten biologischen Makromolekiilen und kommen in allen Zellen
und Zellbestandteilen vor [51]. Proteine kénnen durch reaktive Stickstoffverbindungen
(RNS - Reactive Nitrogen Species) wie z.B. Peroxynitrit (ONOO™) leicht und effizient ni-
triert werden [52-55]. Peroxynitrit wird dabei aus Stickstoffmonoxid (NO) und Superoxid
(Og7) in der Zelle gebildet. Das Target der Proteinnitrierung ist nahezu ausschlieflich

Tyrosin, das in ortho-Position nitriert wird und zum 3-Nitrotyrosin reagiert [56.

2.2.1 Zunahme von Allergien und moégliche Zusammenhange mit
verkehrsbedingten Emissionen

Die Haufigkeit allergischer Erkrankungen steigt seit Jahren stetig an [57-61]. Dies betrifft
besonders die allergische Rhinitis und Konjunktivitis, das atopische Ekzem (Neuroder-
mitis) und das Asthma bronchiale. Die beobachtete Zunahme gilt nahezu fiir alle Lander

in Europa und Nordamerika, wobei der Anstieg in den westlich gepragten Industriestaa-
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ten besonders dramatisch zu sein scheint. Die Griinde fiir die beobachtete Zunahme
allergischer Erkrankungen sind nach wie vor nicht eindeutig geklart. Es ist aus heutiger

Sicht aber sehr wahrscheinlich, dass mehrere Ursachen dafiir verantwortlich sind [62-64]:

e Erhohte Wahrnehmung;

Genetische Veranlagungen;

Psychosoziale Faktoren;

Urwald-Hypothese;

Luftverschmutzung;

Nutzbarmachung des Landes durch den Menschen;

Verstarkter Einsatz von Klimaanlagen.

Latexpartikel haben Bedeutung aufgrund der Auslosung allergischer Symptome bei
im medizinischen Bereich beschiftigten Personen [65,66]. Proteine in Innenrdumen wer-
den auch mit dem sogenannten Sick Building Syndrome in Verbindung gebracht [67].
Pollenallergene von Bdumen der Familie Betulaceae (z.B. Birke, Buche, Erle, Haselnuss)
zahlen in Mitteleuropa zu den Hauptauslosern allergischer Reaktionen bei Aufenthalt
im Freien [68]. Bis zu 80 % aller Pollenallergiker sind sensibilisiert gegen Allergene der
Betulaceae [69]. Pollen sind meist zu grof, um inhaliert zu werden. Daher werden die
meisten allergischen Reaktionen durch spezifische Proteine auf kleineren Partikeln, z.B.
Stéarkekornern, ausgelost [70-72]. Der Zusammenhang der Zunahme von Pollenallergien
mit Umweltfaktoren wurde immer wieder diskutiert. So bestand die erste Annahme dar-
in, dass Pollenallergien dort besonders haufig seien, wo pauschal hohe Konzentrationen
an Luftschadstoffen wie z.B. SOy, NO,, Ozon und Partikel vorliegen. Nach der deut-
schen Wiedervereinigung zeigte sich jedoch, dass Allergien nicht etwa im von Umweltver-
schmutzung weit stérker betroffenen Osten héufiger waren, sondern im Westen [73-78].
Diese Erkenntnisse schienen vordergriindig betrachtet die These nach Zusammenhéngen
mit Umweltfaktoren zu widerlegen. Doch weitere Forschungsergebnisse deuten inzwi-
schen darauf hin, dass diese Schlussfolgerung voreilig war. Die kombinierte Emission
von Schwermetallen und SO,, also die Art der Luftverschmutzung, wie sie in der friihe-
ren DDR vorherrschte, scheint Birkenpollenallergene nicht nachhaltig zu veréndern [79].
Die Exposition von Gréserpollen gegeniiber SO, fiihrte sogar zu einer reduzierten Bio-
verfiigharkeit der Allergene [80]. Risse et al. stellten dagegen fest, dass griserpollen-

sensibilisierte Patienten im Haut-Prick-Test stiarker auf Pollen des Wiesenlieschgrases
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(Phleum pratense L.) reagierten, wenn diese zuvor verschiedenen Gemischen fliichtiger
organischer Verbindungen (VOC) exponiert waren [81|. In Tierversuchen wurde eine
Steigerung der Sensibilisierung gegeniiber Allergenen (Ovalbumin, Bet v 1) durch vorhe-
rige Exposition gegen Formaldehyd [82], Stickstoffdioxid [83] und Ozon [84] gefunden.
Der Einfluss von verkehrsbedingten Emissionen und die dadurch verstarkten allergischen
Symptome wurden hdufig diskutiert [85-89]. Allergische Asthmatiker zeigten gesteigerte
bronchiale Reaktionen gegeniiber Allergenen nach Exposition von Kraftfahrzeugabgasen
in einem Strafentunnel [90]. Strand et al. fiihrten eine Studie mit leicht gegen Birken-
und Graspollen allergischen Personen durch. Diese wurden nach 30 min Exposition ge-
gen 250 ppb, NOy bzw. gereinigter Luft einer individuell bestimmten Allergendosis aus-
gesetzt. Asthmatische Symptome waren signifikant erhoht bei der kombinierten NOo-
und Allergenexposition [91]. Bei Kindern, die hiufig verkehrsbedingten Emissionen und
zusétzlich Zigarettenrauch ausgesetzt waren, wurde eine erhohte Sensibilisierung gegen-
iber Allergenen beobachtet [92]. Nach Brunekreef [93] ist NOy ein Hauptreprasentant
der verkehrsbedingten Emissionen, deren Korrelation mit negativen Gesundheitseffekten

in Populationsstudien nachgewiesen wurde.

2.2.2 Bedeutung, Vorkommen und analytische Methoden fiir
Nitrotyrosin und Nitroproteine

Knowles et al. [94] diskutierten 1973 als erste die Moglichkeit einer endogenen Bil-
dung von 3-Nitrotyrosin. Erst siebzehn Jahre spéter fanden Ohshima et al. weitere
Hinweise auf eine endogene Bildung von 3-Nitrotyrosin mittels Gaschromatographie
gekoppelt mit einem Thermal Energy Analyzer (Thermische-Energie-Analysator, GC-
TEA) [95]. Es folgte eine rasche Entwicklung von analytischen Methoden zur quan-
titativen Bestimmung von 3-Nitrotyrosin in biologischen Geweben und Fliissigkeiten.
Dazu wurden u.a. HPLC mit UV/VIS-Detektion [96-98], Fluoreszenzdetektion nach
Vorsédulenderivatisierung [99] und elektrochemischer Detektion [100-104] eingesetzt. Liu
et al. beschrieben eine HPLC-Methode mit Nachsadulenphotolyse und sich anschliefsender
elektrochemischer Detektion des Nitrotyrosins [105, 106]. Weiterhin wurden sequentiel-
le HPLC/GC-TEA [107], Gaschromatographie mit Flammenionisationsdetektion (GC-
FID) [108], Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS) [109-112] und Fliissig-
chromatographie-Massenspektrometrie (LC-MS) [55, 113-117| verwendet. Verschiede-
ne Immunotechniken wie Immunostaining, Westernblot und Immunoassays wurden so-

wohl zur Quantifizierung von Nitrotyrosin als auch zum Anfirben von Geweben be-
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nutzt [118-125]. Einen Uberblick iiber die analytischen Methoden zum Nachweis von
Nitrotyrosin gibt Herce-Pagliai [126].

Erhohte Konzentrationen von Nitroproteinen wurden mittlerweile bei einer Vielzahl
von Krankheiten in Organgeweben und in den meisten Zelltypen in vivo gefunden
[127-129]. Dazu ziéhlen u.a. Artherosklerose [118,130], Parkinsonkrankheit [131, 132],
Alzheimerkrankheit [133-135] und Tumore [136]. Abhéngig von Krankheit und Gewebe
wurde ein 2- 100facher Anstieg der 3-Nitrotyrosinkonzentration gefunden [129]. Die mo-
laren Verhéltnisse von Nitrotyrosin zu Tyrosin reichten dabei von weniger als 1:100 000
bis 1:20. Die Nitrierung von Proteinen ist ein selektiver Prozess [137,138] und findet z.B.
allgemein bei oxidativem Stress [139-143] und Entziindungsprozessen [144-147| statt.
Dariiber hinaus wird das biologische Altern haufig mit Proteinnitrierung in Verbindung
gebracht [148-150]. Die biologischen Aktivitdten einer Reihe von Enzymen [151-155]
und Hormonen [156,157] werden durch Nitrierung verringert. Nitrierung von Bacterio-
rhodopsin reduziert dessen Lichtabsorption, verschiebt das Absorptionsmaximum und
beeinflusst die Kinetik des Photozyklus [158,159]. Die Hydrolyse von nitrierten Pro-
teinen durch das Proteasom verlduft schneller als die Hydrolyse nativer Proteine. Die-
ser beschleunigte Abbau von Nitroproteinen konnte eine zelluldre Schutzfunktion vor
oxidativem Stress sein [160]. Ebenso wurde bereits eine Denitrierung von Nitrotyrosin
durch ,Proteinnitratasen bei Ratten gefunden, ein moglicher weiterer Schutzmechanis-
mus [161].

Es ist noch nicht geklért, fiir welchen Zweck Peroxynitrit gebildet wird und warum
Proteine in Entziindungsprozessen nitriert werden. Eine mogliche Erklarung ist, dass
NO,-Gruppen als Markierungen dienen kénnen fiir korperfremde Proteine, die vom Im-
munsystem bekdmpft werden miissen. Daher konnte die Aufnahme von Nitroproteinen
oder anderen nitrierten Substanzen aus der Umwelt Immunreaktionen auslésen und die
Entstehung von Allergien fordern. Eine Vielzahl von Studien hat bereits gezeigt, dass
nitroaromatische Verbindungen leicht und effizient Immunantworten auslosen bzw. ver-
starken konnen. Zum Beispiel wurden 2,4-Dinitrophenyl-Gruppen, gekoppelt an Proteine
und Peptide, erfolgreich eingesetzt, um die Immunantwort von sonst nicht immuno-
gen wirksamen Substanzen auszulosen und zu verstarken [129]. Landsteiner und Jacobs
zeigten bereits 1935, dass Meerschweinchen leicht sensibilisiert werden kénnen durch
Injektionen oder Hautkontakt von hochnitrierten aromatischen Verbindungen wie z.B.
1,2,4-Chlordinitrobenzol [162].

Eine kiirzlich verdffentlichte Studie legte dar, dass Proteinnitrierung erfolgreich Im-
muntoleranzen aufheben kann [146|, was impliziert, dass Nitrierung zu pathologischen

Immunantworten fithren kann. Ein Hauptaugenmerk der Forschung in diesem Bereich
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liegt auf der Autoimmunitat. Es konnte gezeigt werden, dass posttranslationale Veran-
derungen von kérpereigenen Proteinen Autoimmunkrankheiten auslésen kénnen [163).
In der Krebstherapie wurden Dinitrophenyl-modifizierte Vaccine eingesetzt, um die na-
tiirliche Toleranz des Wirtsorganismus gegeniiber dem Tumor zu brechen [164]. Bei an-
deren Modifizierungen, wie z.B. der Isoaspartylisomerisierung, wurde gefunden, dass
posttranslational modifizierte Peptide als friihzeitiges immunologisches Stimulanz bei
Autoimmunkrankheiten wirken kénnen [165]. Wiederholte Inhalation von Ovalbumin
kann zu Immuntoleranz fithren. Die vorherige Exposition gegen NO, verhinderte die-
sen Toleranzmechanismus [166]|. Posttranslationale Modifizierungen scheinen generell
die Allergenitéit von Proteinen zu steigern [167]. Sie erhohten bei Pollenallergenen de-
ren IgE-Bindungskapazitat deutlich, so dass sogar iiblicherweise nicht allergene Proteine
allergen wurden [168]. Die IgE-Bindung zu posttranslationalen Modifikationen des Gré-
serpollenallergens Phlp 1 war deutlich erhoht [169]. Die Entwicklung von Atemwegsiiber-
empfindlichkeiten wahrend einer Atemwegsentziindung nach Ovalbuminexposition steht
im Zusammenhang mit der Freisetzung von Superoxid und NO und ist deshalb ver-
mutlich RNS-abhéngig [170]. IgE-Antikorper gegen Dinitrophenylhaptene zeigten um-
fangreiche Multispezifitidt [171]. Doyle et al. [172]| postulierten, dass Antikorper gegen
modifizierte Autoproteine fahig sein konnten, modifizierte und nicht modifizierte Formen
des Proteins zu binden. Die Beibehaltung dieser Bindungseigenschaft wird vermutlich
durch den Beitrag der unveranderten Aminosduren benachbart zur modifizierten Stelle
verursacht.

Luftgetragene Proteine, die durch atmosphérische reaktive Spurengase nitriert wur-
den, konnten daher Immunreaktionen auslosen und die Entstehung von Allergien for-
dern. Nitrierte Proteine konnten damit eine molekulare Erklarung fiir die Zunahme von
Allergien mit der verkehrsbedingten Luftverschmutzung liefern. Weiterhin impliziert die
beobachtete Multispezifitat, dass sowohl Nitroproteine als auch native Proteine aller-
gische Symptome auslosen konnen, nachdem Nitroproteine bereits zur Sensibilisierung
gefiihrt haben.

2.2.3 Reaktion von Proteinen mit Ozon, NO,, RNS und
Nitrierungsreagenzien

Die Synthese von 3-Nitrotyrosin mit Tetranitromethan in leicht alkalisch gepufferter
wassriger Losung wurde bereits 1966 von Riordan und Sokolovsky beschrieben und ist
einfach durchzufiihren [173-176]. In der Atmosphére ist bisher die Nitrierung von nieder-

molekularen aromatischen Substanzen wie z.B. Phenol gut bekannt [177-181]. Nitrierend
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wirken dabei gasformige Spurenstoffe wie NOy und NOj, das aus der Reaktion von NO,
mit Ozon gebildet wird [10,182-184]. Rasche Nitrierung von proteingebundenen Tyrosin-
resten wurde in wéssriger Losung mit Peroxyacetylnitrat (PAN) beobachtet [185], einer
reaktiven Stickstoffverbindung mit hdufigem Vorkommen in der Atmosphére und z.B. in
Zigarettenrauch. Goschnick und Schuricht zeigten, dass sich der Stickstoffgehalt in Pollen
von Beifufs (Artemisia tridentata) und Birke (Betula alba) bei Begasung mit hoher NOo-
Dosis erhoht [186,187]. In einer anderen Studie wurden Nitrotyrosin und Dityrosin nach
Exposition von N-Acetyltyrosin gegen Zigarettenrauch in wéssriger Losung innerhalb
von wenigen Minuten gefunden. Die Reaktion wurde durch Antioxidantien wie Ascor-
binsdure, Harnséure oder reduziertes Gluthation deutlich inhibiert [188]. Greis et al.
fanden bei der Nitrierung von humanem Oberflaichenprotein A sowohl mit Peroxynitrit
als auch mit TNM aufer 3-Nitrotyrosin keine weiteren nitrierten Aminosiuren [113]. Pe-
tersson et al. berichteten hingegen iiber Dinitrierung von Tyrosin zum 3,5-Dinitrotyrosin
bei Reaktion von Angiotensin II mit Tetranitromethan [189].

Nach Begasung mit hohen Ozonkonzentrationen von 2 -3 Vol- % identifizierten Kotia-
ho et al. mittels ESI-MS fiir vier von 22 untersuchten Aminoséuren definierte Oxida-
tionsprodukte. Bei Begasung in wassriger Losung wurden bereits nach 30s an Histidin
drei Sauerstoffatome addiert, an Tryptophan zwei und an Methionin und Tyrosin je
ein Sauerstoffatom. Di- bis Pentapeptide reagierten entsprechend ihrer Aminoséurezu-
sammensetzung dhnlich wie die freien Aminosiuren [190]. Uber die Wechselwirkung
von Aerosolpartikeln, Pollen und Pollenallergenen mit Luftschadstoffen und dadurch be-
dingte Effekte auf die menschliche Gesundheit wurden bereits einige Ubersichtsartikel
veroffentlicht [48,191,192].

In dieser Arbeit wurde die Nitrierung von Modellproteinen untersucht. Dazu wurde
Rinderserumalbumin, BSA, ein leicht verfiighares und héufig als Standard verwendetes
67 kDa-Protein, sowie Birkenpollenextrakt verwendet. Das Hauptallergen der Birke ( Be-
tula verrucosa), Bet v 1, ist ein gut charakterisiertes 17 kDa-Protein [193-197| und ist zu

ca. 1% der Trockenmasse in Birkenpollenextrakt enthalten [198|.

2.3 Proteinquantifizierung

Proteine sind aus bis zu 20 verschiedenen Aminosauren in untereinander stark variablen
Verhéltnissen und variabler Gesamtzahl aufgebaut. Prosthetische Gruppen und Zucker-
strukturen erhohen die Komplexitat zusétzlich. Eine gezielte Anreicherung von Protei-
nen aus Staubproben und Abtrennung von anderen makromolekularen Naturstoffen wie

beispielsweise Huminstoffen erscheint aufgrund der Komplexitéat der Substanzklasse na-
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hezu unméglich. Hingegen ist eine gezielte Anreicherung der makromolekularen Fraktion
(Molekiilmasse der meisten Proteine > 10 kDa) und Abtrennung von stérenden Substan-
zen mit niedrigem Molekulargewicht (< 1kDa) durch Trennmethoden wie z.B. Dialyse,

Grofkenausschlusschromatographie oder Ultrafiltration leicht moglich.

Objektive Methoden zur Quantifizierung von Proteinen sind die quantitative, jedoch
aufwendige Aminosdureanalyse oder die Gewichtsbestimmung des reinen Proteins als
Feststoft, die jedoch fiir Umweltproben nicht anwendbar ist. Farbreaktionen oder spek-
troskopische Methoden konnen nicht in gleicher Weise auf alle Eigenschaften eines Prote-
ins ansprechen und sind daher subjektiver. Die Reaktion mit einem Farbstoff beziehungs-
weise die Absorption oder Emission bei einer bestimmten Wellenldnge betrifft jeweils
einige wenige Funktionalitdten oder Gruppen des Proteins. Kommen sie in einem Pro-
tein oder Proteingemisch zuféllig héufig vor, wird irrtiimlich ein hoherer Proteingehalt

gemessen und umgekehrt [199)].

2.3.1 Farbetests

Einige Farbreaktionen basieren auf der komplexbildenden oder reduzierenden Eigen-
schaft der Peptidbindung. Da die Anzahl der Peptidbindungen in einem Protein ein
vergleichsweise gutes Mittel zur Quantifizierung von Proteinen darstellt, sind diese Re-
aktionen weniger von der individuellen Aminosdurezusammensetzung abhéngig. Andere
Methoden basieren hingegen starker auf den Eigenschaften der Seitenketten und sind

daher in hoherem Mafse von der jeweiligen Proteinzusammensetzung abhéngig [199].

Das Analysenergebnis ist generell sowohl vom verwendeten Féarbetest als auch vom
Kalibrierstandard abhéngig [200, 201|. Bei der Bestimmung der Proteinkonzentration
von humanem Speichel ergaben sich so bei Verwendung von BSA als Standard Werte
zwischen 0.9 (Bradford-Assay) und 2.3 mg/L (Biuret-Assay). Wurde jedoch Polylysin als
Standard verwendet, so erhdhte sich der mit dem Bradford-Assay bestimmte Wert auf

65.5 mg/L, wohingegen das Ergebnis des Biuret-Assays nahezu konstant blieb [202].

Verschiedene kolorimetrische Methoden zur Proteinquantifizierung sind in [202-205]
beschrieben und verglichen. Die am héufigsten verwendeten Methoden sind der Biuret-
Assay [206,207], der darauf basierende Lowry-Assay mit Folin-Ciocalteau-Phenol-Rea-
genz [208,209], der Bradford-Assay mit Coomassie Brilliant Blue G-250 [210,211] und der
BCA-Assay mit Bicinchoninséure [212-214]. Sie sollen im Folgenden kurz beschrieben

werden.
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Biuret-Assay

Der Biuret-Assay ist im Vergleich zu den anderen Farb-Assays relativ unempfindlich.
Der Name beruht auf einer Farbreaktion mit gelostem Biuret (Carbamoylharnstoff) und
Kupfersulfat in alkalischem, wéssrigem Milieu (Biuret-Reaktion). Es entsteht ein rotvio-
letter Farbkomplex zwischen den Cu?*-Ionen und je zwei Biuretmolekiilen. Die Reaktion
ist typisch fiir Verbindungen mit mindestens zwei CO-NH-Gruppen (Peptidbindungen)
und kann daher auch fiir Proteine verwendet werden (Bildung eines Kupfer-Protein-
Komplexes). Tyrosinreste tragen ebenfalls durch die Komplexierung von Kupfer-Ionen
zur Farbstoffbildung bei. Die Messung der Farbintensitét erfolgt bei 540-550nm (Va-
riation des Absorptionsmaximums je nach Protein).

Lowry-Assay

Die von Lowry und Mitarbeitern 1951 [208] veroffentlichte Kombination von Biuret-
Reaktion mit dem Folin-Ciocalteau-Phenol-Reagenz wird als Lowry-Assay bezeichnet.
In alkalischer Losung bildet sich der oben erwiahnte Kupfer-Protein-Komplex. Dieser
unterstiitzt die Reduktion von Molybdat bzw. Wolframat, die in Form ihrer Heteropoly-
phosphorséuren eingesetzt werden (Folin-Ciocalteau-Phenol-Reagenz) durch vornehm-
lich Tyrosin, Tryptophan und, in geringerem Mafke, Cystein, Cystin und Histidin des
Proteins. Dabei wird vermutlich Cu?" im Kupfer-Protein-Komplex zu Cu' reduziert,
das dann mit dem Folin-Ciocalteau-Phenol-Reagenz reagiert. Aufgrund der zusétzli-
chen Farbreaktion ist die Sensitivitit gegeniiber dem reinen Biuret-Assay gesteigert. Die
resultierende tiefblaue Féarbung wird bei einer Wellenldnge von 750, 650 oder 540 nm
vermessen. Fiir den Lowry-Assay sind in der Literatur eine Fiille von Modifikationen
beschrieben um die recht hohe Storanfilligkeit zu verbessern [209].

Bradford-Assay

Der von Bradford 1976 beschriebene Assay [210] beruht nicht auf Redoxreaktionen mit
Kupferionen, sondern auf Komplexbildung mit blauen Saurefarbstoffen, die als Coo-
massie-Brillantblau bezeichnet werden. In Gegenwart von Proteinen und in saurem Mi-
lieu verschiebt sich das Absorptionsmaximum des Coomassie-Brillantblaus G 250 von
465 zu 595 nm. Grund dafiir ist vermutlich die Stabilisierung des Farbstoffs in seiner
unprotonierten, anionischen Sulfonat-Form durch Komplexbildung zwischen Farbstoff
und Protein. Der Farbstoff bindet dabei recht unspezifisch an kationische und nichtpo-
lare, hydrophobe Seitenketten der Proteine. Am wichtigsten sind die Wechselwirkungen
mit Arginin, weniger die mit Lysin, Histidin, Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin.
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Ein besonderer Vorteil des Bradford-Assays ist, dass dieser Assay nicht durch redu-
zierende Verbindungen gestort wird. Der grofte Nachteil hingegen ist die Unspezifitat
der Wechselwirkungen des Farbstoffs und die daraus resultierenden Protein-zu-Protein-

Variationen der Ergebnisse [199].

BCA-Assay

Die in der vorliegenden Arbeit angegebenen Proteinkonzentrationen wurden mit dem
BCA-Assay bestimmt. Dieser Assay beruht ebenso auf dem Prinzip der Reduktion
von Cu*" zu Cu" und anschliefender Komplexbildung mit Bicinchoninsiure (BCA).
Reduzierend wirken konnen u.a. Cystein, Cystin, Tyrosin, Tryptophan und die Pep-
tidbindung [213]. BCA bildet spezifisch mit Cu® einen Farbkomplex, der bei 562 nm
sein Absorptionsmaximum besitzt (Abbildung 2.1). Die auftretende Protein-zu-Protein-
Variation der Ergebnisse kann durch Anwendung des Assays bei erhohter Temperatur
(60°C) verringert werden [202]|. Vorteile des BCA-Assays sind die einfache Durchfiih-
rung, die niedrige Nachweisgrenze und die gute zeitliche Stabilitét des gebildeten Farb-

komplexes.

OH" 2BCA _

Protein + Cu®* > Cu’

Abbildung 2.1: Prinzip des BCA-Assays.

2.3.2 Alternative Methoden

Ein sehr einfaches Verfahren zur Bestimmung des Proteingehaltes z.B. von Lebensmit-
teln ist die Methode von Kjeldahl [215]. Sie erfasst das Protein aufgrund seines anné-
hernd konstanten Stickstoffgehaltes als Rohprotein. Die proteinhaltige Substanz wird

durch Erhitzen mit konzentrierter Schwefelsdure und Katalysatoren mineralisiert, der
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Stickstoff dabei zum NHj reduziert und titrimetrisch bestimmt. Durch Multiplikation
mit 6.25 des aus dem Ammoniakgehalt ermittelten N-Wertes wird der ungefdhre Prote-
ingehalt errechnet. Der Wert von 6.25 ergibt sich dabei aus dem durchschnittlich kon-
stanten Stickstoffgehalt der Proteine von 16 %. Allerdings reagieren bei der Methode
von Kjeldahl nahezu alle stickstoffhaltigen Naturstoffe, was die Anwendbarkeit stark
einschriankt [216].

Reine Proteine in relativ hohen Konzentrationen konnen spektrophotometrisch quan-
tifiziert werden. Dazu wird die Lichtabsorption bei 280 nm gemessen. Die Absorption
des Proteins lésst sich dabei hauptséchlich auf die Absorptionen von Tryptophan- und
Tyrosinresten zuriickfiihren und héngt damit von der Zusammensetzung des Proteins
ab. Die dritte natiirliche aromatische Aminosdure, Phenylalanin, trdgt nur wenig zu den
Absorptionseigenschaften von Proteinen bei. In Tabelle 2.1 sind die molaren spektralen

Absorptionskoeffizienten von Trp, Tyr und Phe angegeben [199].

Tabelle 2.1: Molare spektrale Absorptionskoeffizienten € bei 280 nm und Absorptions-
mazima der natirlichen aromatischen Aminosduren fir wdssrige Losun-
gen bei pH 7.1.

Aminosiure Absorptionskoefhizient € Absorptionsmaxima
[1073 L - mol™! - em™Y] [nm]

Tryptophan 5.559 219, 279

Tyrosin 1.197 193, 222, 275

Phenylalanin 0.0007 188, 206, 257

Eine weitere Alternative zu den Férbetests wurde von Zellmer et al. vorgeschla-
gen [217]. You et al. beschreiben eine Fluoreszenzmethode zur Proteinbestimmung mit
3-(4-Carboxybenzoyl)quinolin-2-carboxaldehyd [218], die auch bereits fiir atmosphéri-
sche Proben eingesetzt wurde [219]. Starodub et al. verwendeten optische Immunsenso-

ren zur Proteinbestimmung im Aerosol einer biotechnologischen Produktionsstétte [220].

2.4 Aminosauren und Aminosaureanalytik

Aminoséuren sind die Bausteine der Proteine. Sie konnen nach Hydrolyse der Peptid-
bindungen der Proteine analysiert werden. Die meisten chemischen Hydrolysemethoden

sind ein Kompromiss zwischen vollstdndiger Freisetzung aller gebundenen Aminosduren
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und der chemischen Zersetzung der Aminoséuren, die simultan ablduft. Grob unterschei-
det man saure, alkalische und enzymatische Hydrolysemethoden. Die Aminoséureanalyse
wurde 1948 durch Stein und Moore begriindet [221,222]. Sie fiihrten die Auftrennung
der Aminoséauren zundchst an Starkesdulen durch. Die Detektion der getrennten Amino-
sduren erfolgte durch die Farbreaktion mit Ninhydrin. Mittlerweile existiert eine grofse

Vielzahl an Publikationen zur Aminoséureanalyse [223-225].

2.4.1 Proteinhydrolyse

Die am héufigsten angewandte Methode ist die Hydrolyse mit 6 N Salzsédure fiir 20-
24h bei 110°C unter Ausschluss von Sauerstoff [226, 227]. Glutamin und Asparagin
werden dabei zu Glutaminsdure und Asparaginsdure hydrolysiert, Tryptophan nahezu
vollig zerstort. Die chemischen Strukturen der aus der konventionellen sauren Hydrolyse
resultierenden und in dieser Arbeit untersuchten Standardaminosiduren zeigt Abbildung
2.2.

Neben HCI werden zur sauren Hydrolyse haufig Sulfonsduren, z.B. 4 M Methylsulfon-
sdure verwendet [228]. Auch Trifluoressigsdure-HCl-Mischungen werden eingesetzt [229).
Die alkalische Hydrolyse (meist mit 4.2M NaOH) wird verwendet, wenn Tryptophan
analysiert [230,231] oder Nitrierungsartefakte wie z.B. Tyrosinnitrierung wéhrend der
sauren Hydrolyse vermieden werden sollen [111]. Die enzymatische Hydrolyse ist eine
sehr milde, aber eher selten gebrauchliche Hydrolysemethode [231,232]. Fiir quantita-
tive Aminosdureanalysen im Spurenbereich ist dabei die Autohydrolyse der Proteasen

problematisch.

2.4.2 Analytik der Aminosduren

Fiir die Analyse der Aminosduren wurden leistungsfahige HPLC-Methoden mit Vor- und
Nachsédulenderivatisierung entwickelt. Zur Vorsdulenderivatisierung wurden erfolgreich
Fluorenylmethyloxycarbonylchlorid (FMOC) [233, 234], Phenylthiohydantoin (PTH)
[235-238], Phenylisothiocyanat (PITC) [239,240], Dabsylchlorid (DABS-CI) [241, 242]
oder Dansylchlorid [243, 244] eingesetzt. In dieser Arbeit wurden Aminosduren nach
Umsetzung mit o-Phthaldialdehyd (OPA) und Mercaptopropionsidure (MPA) mittels
RP-C18-HPLC getrennt und die Fluoreszenz der Derivate detektiert [245-251]. Die Re-
aktionsgleichung fiir diese Derivatisierung ist in Abbildung 2.3 gezeigt.

Eine der ersten Methoden zur Trennung von Aminosduren mittels Ionenaustauschern
beschrieben Spackman, Stein und Moore 1958 [252]. Sie verwendeten zwei Kationenaus-

tauschersidulen, postchromatographische Derivatisierung der Aminoséuren mit Ninhy-
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Abbildung 2.2: Strukturen der aus saurer Hydrolyse resultierenden und in dieser Ar-
beit untersuchten siebzehn proteinogenen Standardaminosduren.
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Abbildung 2.3: Reaktionsgleichung der Derivatisierung primdrer Aminosduren mittels
o-Phthaldialdehyd (OPA) und Mercaptopropionsdiure.

drin und anschliefende Detektion der Lichtabsorption. Die Kationenaustauschchroma-
tographie wurde in einer Vielzahl von Anwendungen zur Aminosdureanalyse beschrie-
ben [253,254]. Aminosdureanalytik mittels Anionenaustauschchromatographie und di-
rekter Detektion mittels gepulster elektrochemischer Detektion wurde 1983 erstmals von
Polta und Johnson beschrieben [255]. Jandik et al. entwickelten die Methode unter Ver-
wendung der integrierenden gepulsten Amperometrie (IPAD) weiter [256-260]. Die ver-
wendeten analytischen Sdulen sind mit einem hydrophobem, polymeren, pellikularem
Latex-Anionenaustauschharz gefiillt, das pH-stabil im Bereich von pH 0-14 ist (sche-
matische Darstellung in Abbildung 2.4).

NR; OH"
NR,OH"
NR, OH

Abbildung 2.4: Schematischer Aufbau eines Latex-Anionenaustauschers.

Als Substrat dient ein Polystyrol/Divinylbenzol-Copolymer mit einem Partikeldurch-
messer von 8.5 um und einem Vernetzungsgrad von 55 %. Die Latex-Teilchen (Durchmes-

ser 80 nm) sind mit einem Alkylamin funktionalisiert und nur zu 1% vernetzt [261,262].
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2.5 Immunologische Methoden

2.5.1 Antikorper

Antikorper sind globuldre Proteine, die eine wichtige Rolle im Immunsystem der Wirbel-
tiere spielen. Sie dienen als Fanger und Marker korperfremder Proteine und Organismen
(Bakterien, Viren, Parasiten). Antikorper konnen bislang nicht synthetisch hergestellt
werden, sondern werden durch Immunisierungen von Versuchstieren gewonnen. Man
unterscheidet monoklonale und polyklonale Antikérper. In immunologischen Bestim-
mungsverfahren sind die Struktur der Antikorper und Eigenschaften wie Affinitdt und

Selektivitat dufkerst bedeutsam. Daher sollen diese im Folgenden néher erldutert werden.

Struktur von Antikorpern

Fiir immunanalytische Zwecke werden hauptsichlich Antikérper aus Immunglobulin G
(IgG) verwendet. Diese werden von den B-Lymphozyten gebildet und machen im Plasma
und Extrazellularraum bei Sdugetieren ca. 75 % des gesamten Immunglobulins aus. Da-
neben werden noch vier weitere Immunglobulinklassen unterschieden, IgA, IgD, IgE und
IgM. IgG-Antikorper besitzen eine Molekiilmasse von etwa 150 000 Dalton und bestehen
jeweils aus zwei identischen schweren (heavy, H) und leichten (light, L) Peptidketten,
die iiber Disulfidbriicken miteinander verbunden sind (Abbildung 2.5). Die beiden An-
tigenbindungsstellen werden von den variablen Teilen beider Ketten gebildet (Vg und
Vo).

Eine andere gebrauchliche Bezeichnung fiir Teilstrukturen eines IgG-Molekiils wurde
von dessen Spaltbarkeit durch Proteasen hergeleitet. Das Enzym Papain spaltet z.B. das
Y-formige Molekiil in den Gelenkregionen, so dass insgesamt drei Bruchstiicke entstehen:
Die zwei identischen, monovalenten F,-Fragmente (F,,, antigen-bindendes Fragment)
und der F.-Teil (kristallisierbares Fragment). Der F.-Teil verfiigt iiber Kohlenhydrat-
reste, so dass die Antikorper zu den Glycoproteinen gezéhlt werden.

Antikorper konnen iiber Wasserstoftbriicken- und Ionenbindungen, van-der-Waals-
Krifte und hydrophobe Wechselwirkungen bestimmte Molekiile fest binden. Diese wer-
den Antigene genannt. Natiirliche Antigene sind meistens Proteine oder auch Poly-
saccharide, seltener Glycolipide oder andere Substanzen. Antigene, die bei einem Sduge-
tier eine Immunantwort erzeugen, heifen Immunogene. Eine Substanz, die zu klein ist,
um selbst immunogen zu sein, jedoch bei Kopplung an einen geeigneten Trager immu-
nogen wird, ist ein Hapten (meist < 1000 Dalton). Die Bindungsstelle, an der ein Anti-
korper an das Antigen bindet, wird als Epitop, der antigenbindende Teil des Antikorpers
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Abbildung 2.5: Prinzipieller Aufbau eines Molekils Immunglobulin G [51].

als Paratop bezeichnet. Die Bindungseigenschaften eines Antikorpers sind abhéngig von
der Bindungsstirke (Aviditédt) zu seinem Antigen. Die Aviditat setzt sich aus mehreren

Teilkomponenten zusammen:

e Der Affinitédt, welche die monovalente Bindungsstérke zwischen Epitop und Para-
top definiert, die iiber die Bestimmung der Gleichgewichtskonstante gemessen wird

(thermodynamische Konstante);
e der Multivalenz von Antikérpern;

e der (oft vernachléssigten) Assoziation zwischen den nichtvarianten Teilen der IgG-
Molekiile (konstante Doméne) nach Antigenbindung.

Der konstante Teil von Antikérpern variiert innerhalb von Arten nicht, ist jedoch von
Art zu Art verschieden. Dies ist der Grund dafiir, dass Antikorper einer Tierart fiir andere
Tierarten Antigene darstellen und dass es moglich ist, Antikorper gegen Antikorper

herzustellen.

Gewinnung von polyklonalen und monoklonalen Antikorpern

Im Allgemeinen werden Antikérper nur gegen Molekiile hergestellt, die eine Molmas-

se von mindestens 5000 Dalton besitzen [263]. Kleinere chemische Verbindungen miis-
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sen an Carrierproteine gebunden werden, um das Immunsystem zu stimulieren. Als
Tragermolekiil werden héufig Rinderserumalbumin (BSA), Hamocyanin aus der Napf-
schnecke (KLH) oder Schweinethyroglobulin (PTG) verwendet [264]. Die nach einer
Immunisierung gewonnenen polyklonalen Antikérper stellen keine einheitliche Substanz
dar, sondern eine heterogene Mischung von Molekiilen, die sich in ihren Spezifitdten
und Bindungsstellen beziiglich ihres Zielantigens unterscheiden. Die Antigen- Antikorper-
Komplexbildung ist daher bei polyklonalen Antikérpern auch héufig dann noch maoglich,
wenn das Antigen an einer Bindungsstelle leicht verdndert wurde. Dieses leicht mo-
difizierte Antigen kann von einem anderen Antikorper des Serums an einer anderen
Bindungsstelle gebunden werden. Damit werden Immunoassays, in denen polyklonale
Antikorper verwendet werden, nicht so leicht durch Verdnderungen am Antigen gestort.
Weiterhin ist die Gewinnung von polyklonalen Antikérpern relativ kostengiinstig. Da je-
doch jedes Tier anders auf eine Immunisierung reagiert, ist die Antikérpergewinnung an
ein bestimmtes Individuum gebunden und die maximale Menge des erhéltlichen Serums

durch dieses Tier und seine Lebenserwartung begrenzt.

Monoklonale Antikérper werden gewonnen, indem nach wiederholter Immunisierung
einem Tier (i.a. Maus) die Milz entnommen und die darin enthaltenen Zellen mit Mye-
lomzellen zur Bildung der unbegrenzt vermehrungsfihigen Hybridomzellen fusioniert
werden [265]. Antikorper-produzierende Zellen kénnen némlich nicht dauerhaft kulti-
viert werden. Sie kénnen jedoch mit der sogenannten Hybridom-Technik mit einer Mye-
lomzelle verschmolzen werden, und man erhélt eine unbegrenzt teilungsfahige Zelle zur
Produktion von monoklonalen Antikérpern. Diese Hybridomzellen werden vereinzelt und
in einem Screening-Verfahren auf Antikorper gegen das injizierte Antigen getestet. Die
Durchfithrung des Antikérper-Screenings entscheidet dabei, welche Zellen fiir die Anti-
korperproduktion ausgewahlt werden. Es gibt dazu zwei grundlegende Verfahren, wobei
zundchst entweder der zu untersuchende Antikérper oder das Antigen auf der Mikro-

titerplatte immobilisiert wird.

Wird mit dem Antikorper vorbeschichtet, so erfolgt als néchster Schritt die Inkubation
mit dem markierten Antigen. Dabei entspricht ein hohes Signal einem stark bindenden
Antikorper. Geht das Signal bei zusétzlicher Zugabe des Haptens (bei Nitroproteinen
ware dies Nitrotyrosin) bereits bei geringen Konzentrationen stark zuriick, so liegt ein
hochaffiner Antikérper vor, bei dem Antigen und Hapten um die Bindungsstelle kon-
kurrieren. Bindet der Antikorper mit niedriger Affinitédt, jedoch bivalent, so erfolgt die
Inhibition erst durch hohe Hapten-Konzentrationen. Wird an einen Antikérper niedriger
Affinitat ein Antigen gebunden, so kann bei diesem Testformat an die zweite Bindungs-

stelle des Antikorpers zuséatzlich ein Hapten gebunden werden, da die beiden Bindungs-
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stellen unabhéngig voneinander sind. Die kompetitive Hemmung der Antigenbindung
tritt dabei erst bei viel hoheren Haptenkonzentrationen durch Verschiebung des che-
mischen Gleichgewichts zugunsten der Antikorper-Hapten-Bindung auf. Somit kénnen
bei dieser Art des Screenings hochaffine und niedrigaffine Antikérper voneinander un-
terschieden werden, obwohl diese durch multivalente Bindung eine &hnliche Aviditét
besitzen konnen.

Werden im Screening jedoch nicht die Antikorper, sondern wird das Antigen immobi-
lisiert, so konnen hoch- und niedrigaffine Antikérper unter Umstdnden nicht mehr un-
terschieden werden. Das immobilisierte Antigen wird im zweiten Schritt des Screenings
mit den zu untersuchenden Antikorpern inkubiert. Dabei kann die Bindung niedrigaffi-
ner Antikorper verstiarkt werden, indem der zweite Arm des Y-formigen IgG-Molekiils
an ein zweites Epitop des Antigens bindet. Damit bindet auch dieser Antikorper, des-
sen Bindung zum Antigen mit nur einer Bindungsstelle eigentlich niedrigaffin erfolgt,
so stark, dass Inhibition bei geringen Haptenkonzentrationen kaum stattfindet. Die
Affinitdtskonstanten der beiden Bindungsstellen ergeben dabei multiplikativ eine viel
hohere Aviditdt und man erhélt eine Verschiebung des Gleichgewichts zugunsten des
Antigen-Antikorper-Komplexes. Aus der zweifachen Bindung eines Antikorpers mit der
Affinitdtskonstante von 10* L/mol wiirde man eine Bindungskonstante (Aviditit) von
108 L/mol erhalten. Hochaffine Antikérper binden mit Affinitdtskonstanten im Bereich
von 108 bis 10'° L /mol [266]. Werden die Antikdrper fiir Assays verwendet, in denen nur
multivalente Antigene (wie z.B. hochnitrierte Proteine mit einem hohem Anteil an Ni-
trotyrosinresten) bestimmt werden sollen, so fillt der Unterschied zwischen hochaffinen
Antikérpern und niedrigaffinen Antikorpern, die jedoch mit einer hohen Aviditdt binden,
unter Umstédnden nicht auf. Grokere Bedeutung erlangt dieser Unterschied dann, wenn
man Antigene mit nur einem Epitop bestimmen mochte. Diese wiirden zwar sehr gut
von hochaffinen Antikérpern gebunden werden, bei niedrigaffinen Antikérpern ist jedoch

das Bindungsgleichgewicht auf die Seite der dissoziierten Komponenten verschoben.

2.5.2 Immunoassays

Immunochemische Bestimmungsmethoden werden seit der Entdeckung insulinbinden-
der Antikérper von Berson und Yalow 1959 im Bereich der klinischen Chemie fiir die
Diagnostik oder zu therapeutischen Zwecken eingesetzt [267]. Uber die Herstellung von
Antikérpern in der Umweltanalytik wurde erstmals 1968 gegen das Insektizid Parathion
berichtet [268]. Immunoassays basieren auf der Reaktion des Analyten oder Antigens
(AG) mit einem selektiven Antikorper (AK). Als Folge bildet sich ein Antigen-Antikorper
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(AG-AK)-Komplex, der gemessen werden kann. Die Reaktion wird charakterisiert durch

das Massenwirkungsgesetz:

[AG] + [AK] = [AG — AK] (2.1)
[AG — AK]
K=—""- 2.2
[AK] - [AG] (22)
[AK] Konzentration des Antikorpers [mol /L]
[AG] Konzentration des Antigens [mol/L)|
[AG-AK] Konzentration des Antigen-Antikorper-Komplexes [mol/L]
K Affinitdtskonstante [L/mol]|.

Die ersten praktisch durchgefiihrten Immunoassays basierten auf radioaktiver Markie-
rung einer der Testkomponenten (Radio-Immunoassay: RIA, Immunoradiometrie Assay:
IRMA). Aufgrund der erforderlichen Messeinrichtung und wegen des radioaktiven Ab-
falls wurde zur Markierung mit Enzymen gewechselt, die eine vergleichbare Testsensiti-
vitét liefern (Enzymimmunoassay). Je nach Art der Markierung unterscheidet man zwi-
schen Fluoreszenz-Immunoassay, Phosphoreszenz-Immunoassay und Chemilumineszenz-
Immunoassay. Es gibt eine Reihe von verschiedenen Testformaten zur Durchfiihrung von
Immunoassays, die in zahlreichen Publikationen beschrieben sind [269,270]. Sie werden
prinzipiell in zwei Hauptkategorien unterteilt: homogene und heterogene Immunoassays.
Eine weitere Unterscheidung erfolgt noch in kompetitive und nichtkompetitive Immuno-
assays.

Homogen bedeutet in diesem Zusammenhang, dass sowohl die Antikorperreaktion
als auch die Messung des Signals in Losung durchgefiihrt werden, ohne dass freie und
von Antikérpern gebundene Spezies voneinander getrennt werden miissen [271]. Wasch-
schritte sind bei homogenen Tests nicht notwendig.

Am héufigsten wird jedoch der heterogene Enzym-Immunoassay (EIA) wegen seiner
Empfindlichkeit und problemlosen Durchfiihrung verwendet. Dabei bedeutet heterogen,
dass eine Komponente des AG-AK-Komplexes an einer Festphase gebunden vorliegt.
Meist dienen dazu die Kunststoffoberflichen von Mikrotiterplatten oder modifizierte
Glasoberflachen. Heterogene Immunoassays haben in der Regel niedrigere Nachweis-
grenzen als homogene Assays. Das bekannteste Prinzip mit der haufigsten Anwendung
ist der Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA). Es wird in zahlreichen Publika-
tionen erlautert [272-278|. Die gebrauchlichsten Enzyme sind Alkalische Phosphatase,
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Peroxidase, 3-Galactosidase, Urease und Glucoseoxidase, wobei sich Peroxidase beson-

ders durch ihre Umsatzgeschwindigkeit und Stabilitét auszeichnet [279).

Einseitiger nichtkompetitiver Immunoassay

Beim einseitigen nichtkompetitiven Immunoassay werden auf der Oberfliche einer Mi-
krotiterplatte eine konstante Menge an Coating-Antigen (Nitro-BSA) durch Adsorption
immobilisiert. Proteine und Nitroproteine haften meist gut an der Oberflache der Mikro-
titerplatten, ohne dass Salze und niedermolekulare Bestandteile (ausgenommen Tenside)
storen. Die Immobilisierung der Molekiile erfolgt dabei statistisch, d.h. bei ungiinstiger
Orientierung der Proteinmolekiile stehen diese nicht fiir die Bindung des Antikorpers
zur Verfiigung. Deshalb miissen bei diesem Testformat die Bedingungen fiir die Im-
mobilisierung der Standardlésungen und der Probenlosungen identisch sein (gleichzeiti-
ges Auftragen der Losungen). Nach einer vorbestimmten Inkubationsdauer werden die
Kavitdten (Vertiefungen) der Mikrotiterplatte gewaschen, und ungebundenes Coating-
Antigen wird entfernt. Die noch freien Bindungsstellen der Plattenoberfliche werden mit
einer konzentrierten Proteinlosung (,Blocking®) abgesattigt. Dazu eignen sich z.B. Rin-
derserumalbumin, Casein oder kommerziell erhéltliche Blockingreagenzien, die aus Pro-
teingemischen bestehen. An das Blocking schliefst sich ein Waschschritt an, bei dem alle
in Losung befindlichen Verbindungen (Blockingreagenz, Probenmatrix) entfernt werden.
Daraufhin erfolgt die Inkubation mit einem gegen den Analyten gerichteten Antikorper
(Primérantikorper, in dieser Arbeit Antikorper gegen Nitrotyrosin). Dabei wird umso
mehr Antikorper gebunden, je mehr Analyt an der Oberflache der Mikrotiterplatte ad-
sorbiert ist bzw. in der Probe vorhanden war. Ein enzymmarkierter Sekundéarantikorper
(in dieser Arbeit Markierung mit Meerrettichperoxidase) bindet spezifisch die Antikor-
per an den Coating-Antigenen. Der Uberschuss an Sekundérantikérper wird von der
Platte gewaschen. Ein zugegebenes Substrat wird durch enzymatische Katalyse durch
das Enzym am Sekundéarantikorper in ein farbiges Produkt umgesetzt. In dieser Arbeit
wurde dazu 3,3’,5,5-Tetramethylbenzidin verwendet, das durch die enzymatische Re-
aktion in einen blauen Charge-Transfer-Komplex tiberfiihrt wird. Das Abstoppen der
enzymatischen Reaktion durch Sdurezusatz fiihrt zu einem Farbumschlag nach gelb auf-
grund der Bildung des Diphenochinondiimmoniumions [280]. Fiir eine Quantifizierung
der Ergebnisse muss bei jedem Test eine Standardverdiinnungsreihe mit aufgetragen wer-
den. In Abbildung 2.6 ist das Prinzip des einseitigen nichtkompetitiven Immunoassays

dargestellt.
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Abbildung 2.6: Prinzip des einseitigen nichtkompetitiven Immunoassays.
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Indirekter kompetitiver Assay

Coating und Blocking der Mikrotiterplatte erfolgt wie beim einseitigen nichtkompetiti-
ven Assay. Die Kavitdten werden nach dem Blocking gewaschen und anschliefend Stan-
dardlosungen mit ansteigender Analytkonzentration oder Probeltsungen in die Kavité-
ten der Mikrotiterplatte pipettiert. Dazu wird eine konstante Menge Priméarantikorper
gegeben. Das immobilisierte Hapten und der frei vorliegende Analyt konkurrieren um
die Bindungsstellen des im Unterschuss vorhandenen Antikérpers. Wahrend der Inku-
bationszeit bilden sich AK-AG-Komplexe aus, wobei die Menge an freien Komplexen
bei sonst gleichen Bedingungen abhéingig von den Affinitdten des AK zu Testsubstanz
bzw. immobilisiertem Hapten ist. Nach dem kompetitiven Schritt werden alle ungebun-
denen Bestandteile von der Mikrotiterplatte gewaschen. Es erfolgt die Inkubation mit
einem enzymmarkierten Sekundérantikorper, Enzymreaktion und Abstoppen wie fiir den
einseitigen nichtkompetitiven Assay beschrieben. Diese Art von Immunoassay wird typi-
scherweise als Inhibitionstest bezeichnet, da eine hohe Analytkonzentration die Bindung
des Antikorpers an der Platte bzw. dem Coating-Antigen verhindert. Das gebildete en-
zymatische Produkt ist direkt proportional zur gebundenen Menge an Priméarantikorper
auf der Platte und umgekehrt proportional zur Analytmenge im Standard bzw. in der
Probe.

Sandwich-Immunoassays

Sandwich-Immunoassays eignen sich besonders zur Detektion von Antigenen mit meh-
reren verschiedenen Epitopen [270]. Dabei werden zwei verschiedene Primérantikorper
verwendet und potenziell eine hohere Selektivitdt als bei einseitigen Tests erzielt, da
Kreuzreaktionen durch die doppelte Antikorpermarkierung unterdriickt werden kénnen.
7Zu einem Uberschuss an immobilisierten Antikorpern wird der Analyt gegeben. Nach ei-
nem Inkubations- und Waschschritt erfolgt die Addition des zweiten Primérantikorpers.
Ist dieser unmarkiert, so muss ein dritter, markierter Antikorper (Sekundérantikorper)
nach einem weiteren Waschschritt zugegeben werden. Die Entwicklung der Mikrotiter-
platte erfolgt analog zum einseitigen nichtkompetitiven Immunoassay. Das Testprinzip
eines Sandwich-Immunoassays ist in Abbildung 2.8 schematisch dargestellt. In der Lite-
ratur wurden bereits Sandwich-Immunoassays fiir Nitroproteine [281] sowie fiir Bet v 1
beschrieben [282,283].
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2.5.3 Auswertung der photometrischen Immunoassay-Messdaten

Bei Auftragung der photometrischen Absorptionswerte gegen den Logarithmus der Ana-
lytkonzentration wird eine sigmoidale Fitkurve erhalten. Die Auswertung der Rohdaten

erfolgt mittels der vierparametrigen Gleichung nach Rodbard [284].

A-D

14 | =

+[3
Analytkonzentration

Absorption (450 nm)

Maximale Absorption (obere Asymptote)
Steigung am Testmittelpunkt
Testmittelpunkt (50 %-Wert)

Minimale Absorption (untere Asymptote).

O Qw» < X

Betrachtet man das Fehlerprofil einer sigmoidalen Kalibrierkurve, so zeigt sich, dass
der Variationskoeffizient im steilen Bereich der Kurve klein und nahezu konstant ist,
wahrend er in den asymptotischen Randbereichen schnell grofser wird. Deshalb ist der
Testmittelpunkt, der im steilsten Bereich der Kurve liegt, eine wichtige Kenngrofe eines
Immunoassays, da dieser ungefahr die Mitte des Messbereichs des Assays angibt. Der
Testmittelpunkt C ist gleich dem Wendepunkt der sigmoidalen Kurve. Mit dem Test-
mittelpunkt lasst sich die Empfindlichkeit eines Testes charakterisieren. Es konnen nur
Proben, die im Konzentrationsbereich von etwa einer Zehnerpotenz um den Testmittel-
punkt liegen, genau gemessen werden. Auferhalb dieses Bereiches sind die Messwerte

mit grofseren relativen Fehlern behaftet.

Bestimmung der Affinitatskonstanten

Die Bestimmung der Gleichgewichtskonstanten einer Analyt-Antikorper-Bindung ist ein
wichtiger Bestandteil der Charakterisierung eines Antikoérpers. Die Affinitdt des Anti-
korpers gibt Aufschluss iiber die maximale Empfindlichkeit, die mit einem Immunoassay
unter Verwendung dieses Antikorpers erreicht werden kann. Die Bestimmung der Affi-
nitdtskonstanten in der vorliegenden Arbeit erfolgte nach dem 1992 von Weller einge-
fithrten Verfahren mittels kompetitivem Immunoassay [285]. Aus dem Massenwirkungs-
gesetz lasst sich mathematisch herleiten, dass sich die Affinitdtskonstante K aus dem

Kehrwert des minimalen Testmittelpunktes C,,;, ergibt. Dieses Minimum wird erreicht,
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wenn sowohl die Konzentration des auf der Platte immobilisierten Analyten als auch die
Antikorperkonzentration infinitesimal niedrig sind (Konzentration des immobilisierten

Analyten —> 0 und Konzentration des Antikérpers —> 0).

1
Cmin

Die experimentelle Bestimmung der Gleichgewichtskonstanten mit dieser Methode

K =

(2.4)

erfolgt durch sequentielle Verdiinnung der Analyt- und Antikérperkonzentration und
Ermittlung des Testmittelpunktes. Ist der Testmittelpunkt am Minimum angelangt, so
nimmt das maximale Signal aufgrund der Verdiinnung stark ab. Diese Methode erreicht
ihre Grenzen bei extrem hohen Antikorperaffinitéiten, die in dieser Arbeit jedoch nicht
beobachtet wurden. In einem derartigen Fall wiirde die Nachweisstéirke des verwende-
ten enzymmarkierten Sekundérantikorperkonjugates die exakte Bestimmung der Affi-
nitdtskonstanten beschrianken, es wiirde jedoch trotzdem eine Mindestaffinitdt erhalten

werden.

Kreuzreaktivitaten

Einen weiteren Beitrag zur Charakterisierung eines Antikorpers leistet die Bestimmung
seines Kreuzreaktionsmusters, d. h. seiner Querempfindlichkeiten. Allgemein wird von
Kreuzreaktion zwischen zwei Liganden (Analyten) bzgl. der Bindung zu einem Antikor-
per oder Rezeptor gesprochen, wenn beide Liganden dieselbe Bindungsstelle besetzen
konnen und eine messbare Affinitdt zu ihr aufweisen. Die Messung der Kreuzreaktionen
ist sowohl von analytischem Interesse als auch von Interesse fiir die molekularen Bin-
dungsmechanismen des Antikorpers. Am eindeutigsten ist die Kreuzreaktion CR durch
das Verhéltnis der Affinitatskonstanten von Kreuzreaktand Kxr und Standard Ksiandard
zu einem gegebenen Antikorper definiert:
CR= KR 4009 (2.5)

Kstandard

Der reziproke Wert der durch Gleichung 2.5 definierten Kreuzreaktion wurde bereits
1976 von Johnston und Eisen [286] als ,Selektivitit® eingefiihrt. In diesem Fall ist die
Kreuzreaktion lediglich von der Temperatur abhéngig, da die Affinitdtskonstanten nach
der Van’t Hoffschen Gleichung temperaturabhéingig sind und diese Abhéngigkeit fiir
jede Antigen-Antikorper-Reaktion unterschiedlich ist. Da jedoch die Bestimmung der
Affinitdtskonstanten schwierig ist, werden in der Literatur zahlreiche weitere Defini-

tionen verwendet, die eine leichtere Bestimmung der Kreuzreaktion ermoglichen. Die
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unterschiedlichen Definitionen kénnen in zwei Kategorien eingeteilt werden: Eine Vari-
ante besteht darin, Konzentrationen zueinander ins Verhéltnis zu setzen, die notwendig
sind, um im Test das gleiche Signal zu erzeugen. Bei der anderen Kategorie von Defi-
nitionen werden Signale zueinander ins Verhéltnis gesetzt, die von gleichen Mengen an
Standard und Kreuzreaktand erzeugt werden. Beide Arten von Definitionen haben Vor-
und Nachteile. Es existieren einige Ubersichtsartikel zu diesem Thema [287,288].

In der am weitesten verbreiteten Definition, die auch in dieser Arbeit verwendet wird,
berechnet sich die Kreuzreaktion CR im kompetitiven Testformat {iber das Verhéltnis der
Testmittelpunkte von Standard Cgiandgarg und Kreuzreaktand Cgr (Abraham-Definition,
Gleichung 2.6) [289]:

O anaar
CRsoyy = % 100 % (2.6)

Je nachdem, ob die Testmittelpunkte als massenbezogene oder molare Konzentrationen
angegeben werden, wird eine massenbezogene oder molare Kreuzreaktion erhalten. Fiir
analytische Zwecke wird die Kreuzreaktion meist massenbezogen angegeben, zur struk-
turellen Charakterisierung von Antikérpern ist jedoch die molare Angabe der Kreuzre-
aktion besser geeignet. Die Abraham-Definition ist der Johnston-Eisen-Definition dqui-
valent, wenn die Bedingungen der Gleichung 2.4 erfiillt sind. Unter diesen Bedingungen
lassen sich bei bekannten Kreuzreaktionen und bekannter Affinitdt des Standards die

Affinitdten der Kreuzreaktanden zu einem Antikérper berechnen.
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3.1 Sammeln von Umweltproben

3.1.1 Hochdurchsatz-Filtersammler

Um atmosphérische Aerosolpartikel auf Faserfiltern abzuscheiden, wurde der Hochdurch-
satz-Filtersammler (High Volume Sampler) Digitel DHA80 der Firma Riemer Messtech-
nik eingesetzt. Das Gerét ist ein stand-alone Instrument fiir den Aufseneinsatz mit pro-
grammierbarer Zeitsteuerung, Protokolldrucker, Druck- und Temperatursensor, Durch-
flusskontrolle, Heizung und automatischem Wechsler fiir bis zu 15 Filter. Es wurde mit
einem PM2.5 Probenahmekopf betrieben (Partikelgrofe < 2.5 ym) und ist in Abbildung
3.1 abgebildet. Als Filter wurden Quarz- (Munktell) und Glasfaserfilter (Macherey-Na-
gel) mit 150 mm Durchmesser verwendet. Fiir Testzwecke wurden auch teflonbeschichtete
Glasfaserfilter und Celluloseacetat-Filter benutzt (Pall-Gelman bzw. Infiltec). Das Gerét
arbeitete mit 30m?/h Durchfluss, der iiber eine Lichtschranke an einem Rotameter im
Gerét in Abhingigkeit der Hohe iiber dem Meeresspiegel eingestellt und geregelt wurde.
Probenahmekopf und Elektronik wurden im Winter beheizt. Die Temperatur des Aero-
solstroms, Luftdruck und Filterbeprobung wurde vom Gerét mitprotokolliert. Insgesamt
wurden an vier verschiedenen Orten Proben gesammelt. Dabei handelte es sich um einen
urbanen (Luise-Kiesselbach-Platz, Miinchen), suburbanen (Grofhadern, Miinchen), ru-
ralen (Hohenpeifenberg, 986 m ii. N.N.) und einen alpinen Standort (Schneefernerhaus,
Zugspitze, 2650m ii. N.N.). Tabelle 3.1 gibt einen Uberblick iiber die einzelnen Probe-
nahmekampagnen. Zusétzlich sind externe Filter, die vom Deutschen Wetterdienst zur
Verfiigung gestellt wurden (Abschnitt 3.1.4), aufgelistet.

Glasfaser- und Quarzfilter wurden bei 300°C fiir 12h in einer Aluminiumschale in
einem Muffelofen (Heraeus, Heidelberg) ausgeheizt und anschliefend im Trockenexsik-
kator iiber Blaugel getrocknet. Zur Wagung wurden die Filter 48h in einem Feuchte-
Exsikkator (gesittigte Kaliumcarbonat-Losung, 45 % RH) &dquilibriert, anschliefend auf
einem Edelstahlgitter gewogen (Mettler Toledo AT261 DeltaRange). Die Filter wurden
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Tabelle 3.1: Ubersicht iber Messkampagnen zur Probenahme von Filterproben.

Messkampagne Standort Zeitraum Grofken-  Anzahl

fraktion Proben

IWC-1 Miinchen-Grofshadern 12.04. - 19.04.2001 PM2.5 4
LKP Luise-Kiesselbach-Platz  19.04. - 05.07.2001 PM2.5 37
IWC-2 Miinchen-Grofshadern ~ 26.07. - 04.08.2001 PM2.5 6
7ZSP-1 Zugspitze 09.08. - 19.12.2001 PM2.5 26
HPB Hohenpeifenberg 16.05. - 21.09.2002 PM2.5 49
IWC-3 Miinchen-Grofshadern ~ 21.09. - 23.10.2002 PM2.5 11
ZSP-2 Zugspitze 30.10. - 26.11.2002 PM2.5 9
DWD-1 Berlin 15.10. - 29.11.2001 PM10 7
DWD-2 Freiburg 16.02. - 26.04.2001 TSP 15

vor und nach der Beprobung wieder im Trockenexsikkator getrocknet. Zur Bestimmung
der Massenzunahme durch die Beprobung wurden die beladenen Filter wiederum 48 h im
Feuchte-Exsikkator dquilibriert und gewogen. Nach der sich anschliefenden Trocknung
im Trockenexsikkator wurden die Proben bis zur Analyse bei -23°C in einem Tiefkiihl-

schrank gelagert.

3.1.2 Niedrigdurchsatz-Filtersammler

Mit einem Kleinfiltergerit (maximaler Durchfluss 2.5 m?/h) wurden am LKP zusiitz-
liche Filterproben iiber je ca. eine Woche gesammelt. Das Kleinfiltergerdt wurde mit
einem Probenahmekopf fiir Gesamtstaub (TSP, Total Suspended Particles) betrieben.
Es wurden Teflonfilter mit einem Durchmesser von 47 mm verwendet. Die Filter wurden
aus rechteckigen Bogen des Filtermaterials (Gelman Sciences, Zefluor, 3 um Porenwei-
te) von Hand mit einer Laborschere ausgeschnitten. Teflonfilter wurden tiber Blaugel
getrocknet und gewogen. TSP-Konzentrationen konnen jedoch nicht angegeben werden,
da zum einen die Volumenmessung des LVS nicht korrekt arbeitete und der Sampler sich
zudem von selbst abschaltete. Zwei der Filter wurden mit PBS extrahiert (Tabelle 9.17)

und mittels einseitigem Immunoassay auf Nitroproteine untersucht.



3.1 Sammeln von Umweltproben 35

Abbildung 3.1: High-Volume-Sampler Digitel DHA 80 auf der Zugspitze (links) mit
Blick ins Innere (rechts).

3.1.3 Strallenstaub

Mit einem Akku-Staubsauger (EURAS XXL 100) wurden an verschiedenen offentlichen
Strafken und Platzen in Miinchen im Rahmen der vorangegangenen Diplomarbeit im Zeit-
raum vom 15.03.2000- 16.06.2000 und im Rahmen dieser Arbeit am 03.05.2001 Staub-
proben gesammelt. Es wurden gezielt Orte ausgesucht, an denen Birken wuchsen. So
wurde hauptséchlich in der Wiirmtalstrafe (stidliche Strafenseite, Hausnummern 27-
53) und Saalburgstrafke (gesamter Bereich) in Miinchen-Grofshadern gesammelt (beides
Birkenalleen) sowie am Luise-Kiesselbach-Platz (Ecke Heckenstaller-/Pilsenseestrafe),

wo ebenfalls Birken stehen. Fiir die Probenahme wurde jeweils ein frischer Filterbeutel



36 Experimenteller Teil

in den Sauger eingesetzt und vor der Luftansaugoffnung im Innern des Saugers ein recht-
eckiges (7 x 7cm) Stiick des Filtermaterials (Freudenberg Vliesstoffe) gelegt, um Fein-
staub zuriickzuhalten. Mit dem Akku-Sauger wurden dann die ausgewéhlten Strafen-
bzw. Geh- und Radwegabschnitte abgesaugt. Der Inhalt des Filterbeutels wurde auf ein
Analysensieb (Stenzel, Hamburg, DIN 4188) der Maschenweite 1 mm entleert und mit
einem Holzstiel ausgeklopft. Ebenso wurde das rechteckige Stiick Filtermaterial auf das
Sieb ausgeklopft. Die gesamte Probe wurde dann auf einer Siebmaschine (Analysette 03,
Fritsch) 2-3 min lang gesiebt. Es wurden Siebe der Maschenweiten 63 um, 125 um so-
wie 1 mm verwendet. Einige Proben wurden mittels einer Schallsiebmaschine mit Sieben
der Maschenweiten 32 um, 15 pum und 5pum weiter gesiebt (detailliert beschrieben un-
ter [290]). Die groben Fraktionen 0.125-1mm und grofer als 1 mm wurden verworfen,
die Fraktionen < 63 ym und 63-125 um wurden getrennt gewogen und im Dunkeln in

sauber gespiilten Rollrandgléschen (10-30mL) aufbewahrt.

3.1.4 Weitere Proben

Weitere Filterproben wurden vom Deutschen Wetterdienst (DWD) in Freiburg zur Verfii-
gung gestellt. Es wurden insgesamt 15 Proben (TSP) aus dem Stadtzentrum von Freiburg
i. Breisgau (Dach des Deutschen Wetterdienstes, Stefan-Meierstr., Freiburg i. Br., 30 m
tiber Grund) erhalten und sieben Filterproben (PM10), die nahe einer Stadtautobahn
in Berlin mit einem Kleinfiltergeriit mit maximalem Durchfluss von 2.3 m?/h gesammelt

wurden. Diese insgesamt 22 Filterproben sind ebenfalls in Tabelle 3.1 aufgelistet.

Tabelle 3.2: Ubersicht iber Fensterstaubproben.

Probenahmeort Datum  Proben
Bez.
Heiglhofstr. 49, M.-Grofhadern, Fensterbrett aufsen 06/2001 Heigl+2

Garmischer Str. 288, M.-Sendling, Glasscheibe Eingangstiir 06/2001 Garm
Toemlingerstr., M.-Grokhadern, (1) Fensterscheibe auken  09/2003 Toeml
Toemlingerstr., M.-Grofhadern, (2) Fensterzwischenraum  09/2003 Toem2

Zudem wurden fiinf Proben gesammelt, indem von der Glasoberfliche von Fenster- und
Tiirscheiben in Miinchen mit einer Scheckkarte adsorbierter Staub abgeschabt bzw. der

Staub im Zwischenraum eines Doppelfensters aus Holz gesammelt wurde (Tabelle 3.2).
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Eine Probe eines kompletten Liiftungsfilters aus Glasfaser (Fa. Chemfill, betrieben im
Bettenhaus F vom 15.07.1997 - 20.08.2001) der Mafe 65 cm x 55 cm wurde vom Klinikum
Grofshadern zur Verfliigung gestellt.

3.2 Extraktion der Proben

3.2.1 Extraktion mit Puffer

Standardprozedur fiir 150 mm-Filter

Die 150 mm-Filter wurden auf einer Schneideplatte aus Aluminium mittels eines eigens
angefertigtem Schneidemessers in 8 gleiche Teile geteilt und anschlieftend wurde jeweils
1/8 eines Filter weiterverwendet. Dieses Filterstiick wurde mittels eines Teppichmessers
auf einer Glasplatte 4-5 mal weiter zerschnitten, in ein Schraubdeckelglaschen (Volu-
men ca. 15mL) gegeben und 6 mL 10 % v/v PBS-Puffer mit 20 ppm Natriumazidzusatz
zupipettiert. Nach Hinzufiigen eines Riihrfisches wurde auf einem Magnetriihrer 90 min
unter Riihren extrahiert. Dabei wurde die Riihrgeschwindigkeit zu Beginn maximal hoch
eingestellt, so dass die Filterstruktur zerstort wurde und der Filter zu einem Faserbrei
umgesetzt wurde. Die Glaschen wurden wéhrend des Riihrens mehrmalig kontrolliert.
Die Suspension wurde in ein Zentrifugengldschen tiberfiihrt, der Riickstand einmalig
mit ca. 3mL verdiinntem PBS-Puffer nachgewaschen und ebenfalls in das Zentrifu-
genglas {iberfiihrt. Bei 5000 U/min wurde 15min abzentrifugiert (ungekiihlte Zentri-
fuge Universal 30 F, Fa. Hettich). Der Uberstand wurde abpipettiert und durch einen
0.45 pm Celluloseacetat-Spritzenfilter mit Glasfaser-Vorfilter filtriert. Der Spritzenfilter
wurde mit 1mL verdiinntem (10 % v/v) PBS-Puffer nachgewaschen. Die Losung wur-
de im Stickstoffstrom so rasch wie moglich zur Trockene eingedampft, wobei fiir jede
Probe eine neue Pasteurpipette als Zuleitung fiir den Stickstoff benutzt wurde. Standen
nicht ausreichend Plédtze zum Abdampfen im Stickstoffstrom zur Verfiigung, wurden
die Proben bei 4°C {iber Nacht gelagert. Die eingedampften Proben wurden ebenfalls
zur Lagerung auf 4 °C gekiihlt und so schnell wie méglich weiterverwendet. Zur Analy-
tik mittels BCA-Assay wurden die eingedampften Proben in 2 mL Wasser rekonstituiert.

Dieser Extrakt entsprach damit einer extrahierten belegten Filterfliche von 9.6 cm?/mL.
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Extraktion von StraRenstaub, Fensterstaub, etc.

Die Extraktion wurde analog der Standardprozedur fiir Filter durchgefiihrt, die Mengen
variierten dabei jedoch. Die genauen Probe- und Puffermengen sind im Anhang (Ta-
bellen 9.16 bis 9.18) angegeben. Die Probenextrakte wurden zunéchst auf Nitroproteine
in einseitigen und Sandwich-Immunoassays untersucht, dabei positiv getestete Proben

wurden auch im BCA-Assay gemessen.

3.2.2 Extraktion mit Wasser

150 mm-Filter wurden zur Analytik von wasserloslichem organischem Kohlenstoff
(WSOC) und von Sulfat mit UV-behandeltem deionisiertem Wasser aus einer Reinst-
wasseranlage mit 20 mg/L Natriumazidzusatz extrahiert. Die Extraktion verlief analog
zu der unter 3.2.1 beschriebenen Prozedur unter der Verwendung von Wasser anstelle
von Puffer. Die verwendeten Celluloseacetat-Spritzenfilter wurden zur WSOC-Analytik
durch dreimaliges Vorspiilen mit je 15 mL Wasser gereinigt, um den Kohlenstoff-Blind-

wert zu reduzieren. Eingedampfte Extrakte wurden mit 2 mL Wasser rekonstituiert.

3.3 Bestimmung des Proteingehalts der Proben

3.3.1 GroBenausschlusschromatographie

Das zur Trockene eingedampfte Eluat aus 3.2.1 wurde in 2 mL Wasser aufgenommen und
der Losevorgang bei Bedarf durch 3 min Inkubation im Ultraschallbad beschleunigt. Von
der entstandenen Losung wurden 1 mL entnommen, auf eine mit 30 mL 10 % v/v PBS-
Puffer vorgespiilte Gelchromatographie-Saule (PD10, Sephadex-GM25) gegeben und mit
PBS-Puffer eluiert. Das Eluat bei der Probenaufgabe sowie 1 mL darauf wurden verwor-
fen (insgesamt 2mL Abfall). Die folgenden 4 mlL Eluat wurden als makromolekulare
Fraktion separat in einem Schraubdeckelgldschen aufgefangen und wiederum im Stick-
stoffstrom eingedampft. Fiir die Analyse mittels BCA-Assay wurde dieser Riickstand

erneut in 1 mL Wasser aufgenommen und bei Bedarf weiter mit PBS-Puffer verdiinnt.
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3.3.2 BCA-Assay

Durchfithrung des BCA-Assays

Der Proteingehalt der Proben aus 3.3.1 wurde mit dem BCA-Assay (Micro-BCA-Assay,
Uptima) bestimmt. Zur Durchfithrung des Tests wurden auf eine 96-Napf-Mikrotiter-
platte je 150 uL. Probe in 3-4 Wiederholungen pipettiert. Eine Kalibrierreihe mit BSA
im Bereich von 0.5-40mg/L (PBS) wurde auf jede Mikrotiterplatte mit aufgetragen
(Schritte 0.5, 1, 2.5, 5, 10, 20 und 40 mg/L jeweils in 3-4facher Wiederholung). Vom
BCA-Reagenz (frisch hergestellt aus 50 Volumenteilen BCA-Reagenz A, 48 Volumentei-
len BCA-Reagenz B und 2 Volumenteilen BCA-Reagenz C) wurden je 150 ul. zupipet-
tiert. Fiir eine 96-Feld-Mikrotiterplatte wurden daher benétigt:

e 8.00mL Reagenz A (NayCO3, NaHCOj3 und Natriumtartrat in 0.2 N NaOH)
e 7.68mL Reagenz B (Bicinchoninsdure, 4 % in Wasser)

e 0.32mL Reagenz C (Kupfersulfatlosung, 4 % in Wasser)

Bei hohen Proteinkonzentrationen trat bereits direkt nach dem Hinzugeben des BCA-
Reagenz ein Farbumschlag von griin nach hellviolett ein.

Die Mikrotiterplatte wurde in Alu-Folie eingeschlagen und bei 60 °C solange inkubiert,
bis eine deutlich dunkelviolette Férbung des hochsten BSA-Standards zu sehen war (in
der Regel 45-60min). Da im verwendeten Acht-Kanal-Photometer nur bestimmte op-
tische Filter ausgewdhlt werden konnten, erfolgte die Messung der MTP bei 550 nm,
obwohl das Absorptionsmaximum des violetten Komplexes bei 562 nm liegt. Uber die
BSA-Kalibriergerade und die Absorption der jeweiligen Proben konnte der Proteingehalt
der einzelnen Extrakte bestimmt werden. In Abbildung 3.2 ist eine typische Kalibrier-

kurve des BCA-Assays wiedergegeben.

Charakterisierung des BCA-Assays

Der BCA-Assay wurde bzgl. der Kreuzreaktivitéiten verschiedener Proteine und Humin-
stoffe und hinsichtlich von Proteinverlusten durch Adsorption, Eindampfen und Groéfsen-

ausschlusschromatographie untersucht.

Kreuzreaktivitaten

Es wurden BCA-Assays mit den Proteinen Cellulase (Aspergillus niger), a-Amylase

(Aspergillus oryzae), Ovalbumin, y-Rinderserumglobulin und Casein durchgefiihrt. Dazu
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Abbildung 3.2: Kalibriergerade des BCA-Assays mit BSA (Mittelwerte aus Dreifach-
bestimmung + 1s).

wurden Losungen der Proteine in PBS-Puffer analog den BSA Kalibrierlésungen von 0.5 -
40mg/L verwendet. Die mittels der BSA-Kalibriergerade errechneten Konzentrationen
wurden in Bezug zur BSA-Konzentration (100 %) gesetzt und so die Kreuzreaktivitéten
bzw. der Proteingehalt (bei den Enzymen) berechnet.

Weiterhin wurden Huminstoffe auf Kreuzreaktivitdt im BCA-Assay untersucht: drei
Huminséuren, Huminsdure-Carbamidester und zwei Fulvinsduren in Konzentrationen
von 5, 10, 15, 20, 25, 50, 100 und 250 mg/L. Diese Losungen wurden als Proben im BCA-
Assay gemessen. Zur Kontrolle wurde die Eigenabsorption der Humin- und Fulvinsduren
ohne Reagenz gemessen. Der Einfluss der Lichtabsorption der verwendeten Substanzen
und Konzentrationen ohne BCA-Reagenz bei der Messwellenlénge von 550 nm wurde

jedoch als vernachléassigbar eingeschétzt.

Proteinverluste durch Adsorption

Achtelaliquote von frisch ausgegliihten Glasfaser- und Quarzfiltern sowie von einem
Realfilter (GF, Sammelzeit drei Tage, Mérz 2003, HPB, PM2.5) wurden mit 0-300 uL
BSA-Losung (2g/L in Wasser), entsprechend 0-600 1g BSA belegt. Die Achtel wurden
iiber Nacht in Alufolie im Trockenexsikkator iiber Blaugel aufbewahrt. Die Extraktion

der Filterstiicke erfolgte wie unter 3.2.1 beschrieben. Die Zentrifugate der Proben mit
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den eingesetzten Mengen an BSA bis 100 ug wurden zur Aufkonzentrierung im Stick-
stoffstrom eingedampft und mit 2 mL deionisiertem Wasser wiederaufgenommen, Proben
mit 200- 300 ug BSA wurden in Messkolben auf 10 mL und Proben mit 400- 600 g auf
20mL mit PBS aufgefiillt. Anschliefend wurden die Proben auf ihren Proteingehalt
mittels BCA-Assay untersucht und die Wiederfindung an BSA bestimmt. Beim verwen-
deten Realfilter wurde die Wiederfindung nach Grofenausschlusschromatographie und
Abzug des Proteingehaltes der ungespikten Achtelstiicke bestimmt. Um Adsorptions-
verluste an Filtern ohne Eintrocknen zu untersuchen, wurden zuséatzlich Achtelaliquote
von Glasfaser- und Quarzfiltern in Rollrandglédschen mit BSA-Lésungen in PBS von 0-
40mg/L gegeben und 90 min intensiv geriihrt. Anschlieflend wurde der Brei aus Glas-
bzw. Quarzfasern, wie unter 3.2.1 beschrieben, zentrifugiert und die Zentrifugate direkt
mittels BCA-Assay untersucht.

Proteinverluste durch Eindampfen

Es wurden je 8 mL einer Verdiinnungsreihe von BSA in 10 % v/v PBS-Puffer (6 Konzen-
trationen von 0-40mg/L, dabei Konzentrationen 10 und 20 mg/L je doppelt) hergestellt.
1mL dieser Losung wurde als Ausgangslosung zum Vergleich aufbewahrt und spéter
im BCA-Assay gemessen. Die restlichen 7mL Lésung wurden im Stickstoffstrom iiber
Nacht zur Trockene eingedampft. Die erhaltenen Riickstinde wurden in 2mlL, bei 20
bzw. 40 mg/L BSA mit 3.5 bzw. 7mL deionisiertem Wasser aufgenommen und ebenfalls
im BCA-Assay gemessen. Die Konzentrationen vor und nach dem Eindampfen wurden

berechnet und verglichen.

Proteinverluste durch GroRenausschlusschromatographie

Eine Verdiinnungsreihe von BSA (5 Konzentrationen von 0-160mg/L, davon 40, 80
und 160 mg/L doppelt) wurde wie unter 3.3.1 beschrieben durch eine Gelpermeations-
sdule chromatographisch getrennt. Die als makromolekulare Fraktion aufgefangenen
4mL Eluat wurden in einem Rollrandglaschen gesammelt und direkt im BCA-Assay
gemessen. Die ermittelten Konzentrationen an BSA wurden mit den Ausgangskonzen-

trationen verglichen.
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3.3.3 Bradford-Assay

Zu je 150 uL. Probe wurden auf einer Mikrotiterplatte 150 ul. Coomassie Brilliant Blue
G-250 (Uptima) gegeben und sofort mittels 8-Kanal-Photometer gemessen (Messwellen-
lange 620 nm, Referenzwellenldnge 450 nm). BSA-Verdiinnungsreihen in PBS, 10 % v/v
PBS und in deionisiertem Wasser (je sieben Konzentrationen, 0-20mg/L) wurden mit
dem Bradford-Assay gemessen. Kalibriergeraden wurden fiir die verschiedenen Verdiin-
nungsreihen erstellt und verglichen. Zusétzlich wurden BSA-Kalibrierlosungen (1 mL) in
PBS-Puffer mit dem Coomassie-Reagenz (1 mL) in Makrokiivetten (PMMA) vermischt

und Absorptionsspektren aufgezeichnet.

3.4 Aminosaureanalytik

3.4.1 Hydrolysen

Strakenstaub- und Filterproben wurden auf verschiedene Arten hydrolysiert. Mittels
HPAEC-PAD wurden sauer hydrolysierte und anschliefend mit NaOH neutralisierte,
alkalisch und enzymatisch hydrolysierte Proben untersucht. Mittels HPLC-FD wurden

sauer hydrolysierte Proben, bei denen die Salzsdure abgedampft wurde, analysiert.

Saure Hydrolyse

Hydrolyse zur Analyse mittels HPLC Je ein Achtel eines 150 mm-Filters wurde auf
einer Glasplatte mit einem Teppichmesser zerschnitten, in eine Teflonbombe fiir Mikro-
wellenaufschliisse (Berghoff) iiberfiihrt und mit 6 mL 6 N HCI versetzt. Unmittelbar nach
Zugabe der Sédure wurde zwei Minuten lang Argon mittels einer frischen Pasteurpipette
durch die Probe geleitet, das Gefaf sofort verschlossen und umgehend der Mikrowellen-
aufschluss gestartet (10min, 140°C). Nach Ablauf der Abkiihlzeit von ca. 30 Minuten
wurde die Suspension mit dem hydrolysierten Filter in Zentrifugenglaser iiberfithrt und
20 Minuten lang bei 5000 min™ zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und
in Schraubdeckelgldschen (15mL Volumen) iiberfithrt. Das im Zentrifugenglas zuriick-
gebliebene Filterpellet wurde mit weiteren 2mL deionisiertem Wasser aufgeschldmmt
und erneut zentrifugiert. Die Uberstinde wurden vereinigt und im Stickstoffstrom zur

Trockene eingedampft.



3.4 Aminosiureanalytik 43

Hydrolyse zur Analyse mittels HPAEC Zu BSA und den Strafsenstaubproben in Tef-
lonbomben wurden 6 mL 6 N HCI zugesetzt, die Gefafe fiir 2min mit Ny gespiilt und
sofort fest verschraubt. Die Hydrolyse erfolgte 15 min bei 140°C. Nach dem Abkiihlen
wurden die Proben in 25 mL Messkolben mit 7.7 mL 4.2 M NaOH {iberfiihrt und mit deio-
nisiertem Wasser aufgefiillt. Die aufgeschlossenen Proben wurden iiber Celluloseacetat-
Spritzenfilter (0.45 um) mit Glasfaservorfilter filtriert und 25 uli im BioL C-System auf
eine AminoPac-PA10 Séule injiziert. Zu Testzwecken wurde zu den Proben auch Phenol
als Oxidationsinhibitor zugegeben. Dazu wurden auf 6 mL HCI 60 ul. von zur Schmel-
ze (80°C) erhitztem Phenol pipettiert. Der Phenolzusatz fiithrte zu einem sehr breitem

Doppelpeak bei 35 - 45 min im Chromatogramm und wurde daher nicht weiter verwendet.

Alkalische Hydrolyse

0.4-1.9¢g Strakenstaub wurde in Teflonbomben fiir Mikrowellenaufschliisse gefiillt, mit
5mL 4.2M NaOH versetzt und die Gefafe wurden fest verschraubt. Der Aufschluss
wurde bei 140°C iiber 60 min durchgefithrt. Nach dem Abkiihlen der Gefife wurde
zunéchst iiber einen Papierfilter (Schwarzband, 90 mm) und anschliefend iiber einen
0.45 pm Polysulfon-Spritzenfilter mit Glasfaservorfilter filtriert. Die Filtrate wurden in
Messkolben mit deionisiertem Wasser auf 10mL (0.4 g Probe) bzw. 25 mL (hohere Ein-
waagen) aufgefiillt. Die Proben wurden nochmals 1:10 (v/v) mit Wasser verdiinnt und

25 L im BioL C-System auf eine AminoPac-PA10 Séule injiziert.

Enzymatische Hydrolyse

0.2- 0.4 g Strakenstaubproben, aufgeschlammt mit 2 mL Phosphatpuffer (1.36 g KHoPO,
und 12.2 g KoHPOy in 1 L Wasser) bzw. 2 mL BSA-Losung in Phosphatpuffer (10 mg/mL)
wurden mit 1 mL Pronase-Losung (1 mg/mL in Phosphatpuffer) versetzt und in einem
Brutschrank bei 37°C unter Riihren 24 h inkubiert. Die BSA-Probe wurde iiber einen
0.22 um PES-Spritzenfilter filtriert, iiber eine Cellulose-Membran mit 10kDa
Cutoff 10min bei 11000min~! zentrifugiert und 25uL des Zentrifugats im BioLC-
System auf eine AminoPac-PA10 Saule injiziert.

Die Strafsenstaubproben wurden iiber einen 0.22 um PES-Spritzenfilter filtriert, mit-
tels konzentrierter Salzsdure auf pH =0 angesduert, iiber XAD-II-Harz weiter aufge-
reinigt (Abschnitt 3.4.2) und mittels HPLC-UV/Vis untersucht. Tabelle 3.3 gibt einen

genauen Uberblick iiber die verwendeten Mengen an Probe, Puffer und Enzymloésung.
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Tabelle 3.3: Ubersicht iber die Mengenverhiltnisse bei der enzymatischen Hydrolyse
von Straflenstaubproben.

Probe Abkiirzung Datum  Fraktion FEinwaage Puffer Enzymlosung
[pim] l¢] [mL| [mL|
Blindprobe 2 1
BSA 0.02 2 1
Saalburgstr. S6 28.04.00 63 - 125 0.5 2 1
Saalburgstr. S9 25.05.00 <63 1.0 4 2
Saalburgstr. S9 25.05.00 63 - 125 1.0 4 2
Wiirmtalstr. W12 25.05.00 63 - 125 3.0 9 4

3.4.2 Voranreicherung von Nitrotyrosin

Polymerharze XAD-Il und XAD-7

XAD-II bzw. XAD-7-Harz wurde 4 h in Methanol vorgequollen und in eine 8 mL Glas-
sdule gepackt, so dass diese zu drei Vierteln gefiillt war. Die Sdule wurde am unteren
und oberen Ende mittels einer Teflonfritte (Merck) verschlossen und mit 20 mL Wasser
konditioniert. Bei einigen Proben wurde dariiber noch etwa 1cm Kieselgel, durch eine
weitere Teflonfritte abgetrennt, geschichtet, um vorhandene Huminstoffe oder kolloidal
geloste makromolekulare Substanzen zuriickzuhalten. Unterschiedliche Volumina Nitro-
tyrosinlésungen bzw. Proben wurden auf die Sdulen aufgegeben und mit Wasser und
Methanol Fraktionen von je ca. 250 uL. auf Mikrotiterplatten eluiert (Tabelle 3.4).

Die Lichtabsorption der Fraktionen wurde im alkalischen Milieu im 8-Kanal-Photo-
meter bei 450 nm gemessen. Bei leicht sauren Proben wurde dazu je Napf (einheitlich
fiir gesamte MTP) 50 uL. 4 M NaOH, bei stark sauren Proben zunéchst je 150 uL. Frak-
tion entnommen und 200 uL 4 M NaOH zupipettiert. Bei Verwendung der verdiinnten
Nitrotyrosinlosung mit 25mg/L in 6 N HCl wurden wihrend der Probenaufgabe zu-
néichst Fraktionen von 4mL in Glasvials eluiert. Tabelle 3.4 gibt einen Uberblick iiber
die durchgefiihrten Experimente mit XAD-II. Mit XAD-7 wurden parallele Experimen-
te zur Anreicherung von Nitrotyrosin aus den salzsauren Losungen durchgefiihrt und
aufgrund der weniger scharfen Trennungen die weiteren Anreicherungsversuche mit dem

besser geeigneten XAD-II durchgefiihrt.
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Tabelle 3.4: Ezperimente zur Nitrotyrosinanreicherung mittels XAD-II.

Polymerharz  Probe, Konzentration, LM Volumina [mL]
Probe Wasser Methanol
XAD-II, XAD-7 Nitrotyrosin, 2.5¢/L, 6 N HCI1 0.4 16 8
XAD-II, XAD-7 Nitrotyrosin, 25 mg/L, 6 N HCI 20 2 8
XAD-II, XAD-7 Nitrotyrosin, 2.5g/L, PBS 0.4 6 -
XAD-II Nitrotyrosin, 2.5¢/L, 4M NaOH 04 6 -
XAD-II Strafenstaubhydrolysate 6-10 8 0.5+4

Bei den aufgetragenen Staubproben wurden die ersten 500 ul. Methanol-Eluat ver-
worfen, die folgenden 4 mL der Methanolfraktion in Rollrandgléschen aufgefangen, tiber
Spritzenfilter filtriert (Polyethersulfon, 0.22 ym) und im Stickstoffstrom zur Trockene
eingedampft. Der Riickstand wurde in 300 uL. Wasser aufgenommen. Die so erhaltenen
wéssrigen Losungen wurden mittels HPLC-UV /VIS untersucht.

Anionenaustauscherharz AG1-X8

Anreicherung von Nitrotyrosin durch AG1-X8 Harz wurde nach Crowley [109] durch-
gefithrt. 2mL Harz wurden in eine Kunststoffsiule (Biorad) gefiillt und durch Spiilen
mit 40mL 1M NaOH zunéchst in die OH-Form und anschliefend durch Spiilen mit
12mL 1M Essigsdure in die Acetat-Form iiberfiihrt. Mit einem pH-Meter wurde dabei
kontrolliert, ob der pH-Wert des Eluats kleiner als 2 war (1t. Herstellervorschrift [291]).
Anschliefslend wurde die Sdule bis pH > 4.8 mit Wasser gewaschen (bis zu 100 mL Wasser
notig). Auf die so konditionierte Sdule wurden 2mL einer Losung von 20 mg/L Nitro-
tyrosin in 50 mM Ammoniumacetat-Puffer (3.854g Ammoniumacetat auf 1L Wasser)

aufgegeben. Es wurde mit 4 mLL Wasser gewaschen und mit 4 mL 1M Essigsédure eluiert.

3.4.3 HPLC-FD

Die Quantifizierung der Aminoséduren in Filterproben aus dem HVS wurde nach deren
Derivatisierung mit ortho-Phthaldialdehyd und Mercaptopropionsidure in einer HPLC-
Anlage der Firma Unicam mit Fluoreszenzdetektor durchgefiithrt. Die hydrolysierten
und eingedampften Proben aus 3.4.1 wurden in 250 uL (Proben ZSP) bis 1000 uL (Pro-
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ben LKP) deionisiertem Wasser aufgenommen, 5min im Ultraschallbad behandelt, in
Eppendorfgefife iiberfithrt und 5min bei 10000min! abzentrifugiert. Die Uberstéinde
wurden 1:10 (v/v) mit deionisiertem Wasser verdiinnt, die Proben vom Probenahmeort
Zugspitze wurden z.T. auch unverdiinnt gemessen, um die Aminosduren, die in gerin-
geren Konzentrationen vorlagen, bestimmen zu kénnen. Aus den abzentrifugierten und
z.T. verdiinnten Losungen wurden 40 uLL in ein Eppendorfgefafs pipettiert, und 200 uL
Kaliumboratpuffer (pH 10.0) und 40 L. des OPA/MPA-Reagenz zugegeben. Es wurde
kurz geschiittelt, die Probe exakt 5 min bei Raumtemperatur stehen gelassen, 100 uL 1 M
Essigsdure zum Abbruch der Reaktion zugegeben und die Proben unmittelbar danach
auf die HPLC-Saule injiziert. Kaliumboratpuffer, Essigsdure und OPA/MPA-Reagenz
wurden 24 Stunden vor Verwendung hergestellt und bei 4 °C aufbewahrt. Alle Lésungen
wurden iiber Nacht bei 4 °C aufbewahrt und keine Losung ldanger als fiinf Tage verwen-
det.

Als analytische Trennsdule wurde eine Bakerbond, RP-C18-Saule, 250 x 4.6 mm, mit
Vorsédule, bzw. Jupiter Octadecyl RP-C18, 250 x 4.6 mm, mit Security Guard System
(Phenomenex) verwendet. Die Flussrate betrug 1.5 mL/min und ergab dabei einen Séu-
lenvordruck von ca. 240 bar (Bakerbond-Séule). Als Laufmittel kamen Acetonitril (Lauf-
mittel A) und 100 mM Natriumacetat-Puffer mit Zusatz von 0.044 % Triethylamin und
pH 6.5 zum Einsatz. Der Gradient ist in Tabelle 3.5 dargestellt.

Tabelle 3.5: Laufmittelgradient zur Trennung OPA/MPA-derivatisierter Aminosduren.

Zeit Laufmittel A Laufmittel B

[min]  (Acetonitril) (Puffer)
0 5) 95

30 70 30
35 100 0
36 ) 95

Der Fluoreszenzdetektor wurde mit einer Anregungswellenlénge von 330 nm betrieben
und die Lichtintensitét bei der Emissionswellenldnge von 445 nm gemessen. Zudem wur-
den am Detektor die Parameter Response auf fast und Attenuation auf X1 eingestellt.
Die Kalibrierung der Methode erfolgte mittels eines 17-Aminosdurestandards von Sigma
im Konzentrationsbereich von (0.75-10 uM). Dieser Standard enthielt die Aminoséu-
ren Ala, Arg, Asp, Cys, Gly, His, Ile, Leu, Lys, Met, Phe, Pro, Ser, Thr, Tyr und Val
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in der Konzentration 2.5 mmol/L sowie Cystin (Abkiirzung: Cys2) in der Konzentration
1.25mmol/L in 0.1 M HCL. Zusétzlich enthielt der Standard Ammoniumacetat mit eben-
falls 2.5 mmol /L. Zur Herstellung der Kalibrierlésungen wurde aus einer Ampulle (1 mL)
des Standards 800 uL. entnommen und mit 7.2 mLL Wasser auf ein Endvolumen von 8 mL
verdiinnt (1:10 Verdiinnung). Von dieser Losung wurde je 1 mL in ein Eppendorfgefifs
pipettiert, bei -23 °C eingefroren und maximal vier Wochen gelagert. Aus diesen Stan-
dardlésungen mit je 250 pmol /L wurden die eigentlichen Kalibrierldsungen hergestellt.

Die verwendeten Puffer, Reagentien und Laufmittel wurden wie folgt hergestellt:

Kaliumboratpuffer

3.092 g wasserfreie Borsdaure wurden durch 20 miniitige Behandlung im Ultraschallbad in
100 mL deionisiertem Wasser gelost und der pH-Wert der Losung mit 5 M KOH (28.922 ¢
Kaliumhydroxid-Platzchen auf 100 mL deionisiertes Wasser) auf 10.0 eingestellt.

OPA/MPA-Reagenz

51.2mg o-Phthaldialdehyd (OPA) wurden in 2.5 mL Methanol vollstandig aufgelost. Da-
nach wurden 10 mL des Kaliumboratpuffers zugegeben und nach Durchmischen der Lo-

sungen 100 puL. Mercaptopropionsdure (MPA) im Abzug hinzugeben.

Acetat-Puffer (Laufmittel)

16.415g Natriumacetat wurden in 2L deionisiertem Wasser gelost, 1.212ml Triethyl-
amin zugegeben und der pH-Wert der Losung mit konzentrierter Essigsdure auf 6.5
eingestellt, filtriert (0.45 pm, Polypropylen-Membran) und 15min im Ultraschallbad

entgast.

3.4.4 HPLC-UV/VIS

Die Analyse der hydrolysierten Proben speziell auf die Gegenwart von Nitrotyrosin wur-
de mit der in Abbildung 3.3 gezeigten HPLC-Anlage (Merck-Hitachi) mit UV /VIS-
Absorptionsdetektor durchgefiihrt.

Das System wurde durch eine HPLC-Pumpe mit den Losungsmitteln Methanol (A)
und Wasser, dem 0.1 % TFA zugesetzt wurde, (B) aus Vorratsbehéltern versorgt. Die
Losungsmittel wurden vor dem Mischen durch einen speziellen online-Entgaser konti-
nuierlich entgast. Die Trennung wurde isokratisch mit dem Laufmittel Wasser(+TFA)/

Methanol (90:10, v/v) und bei einem konstanten Fluss der mobilen Phase von 0.8 mL /min
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Abbildung 3.3: Aufbau der HPLC-Anlage zur Messung von Aminosduren mittels
UV /Vis-Detektion.

durchgefiihrt. Es wurden per Hand stets 50 ul. Probe mit einer Mikroliterspritze inji-
ziert, wovon genau 20 ul. durch die Probenschleife auf die Chromatographie-Séule ge-
langten. Der Zusatz von 0.1% TFA zum Laufmittel Wasser erfiillte zwei Funktionen.
Zum einen ist die Chromatographie von Aminoséduren stark pH-abhéngig, da diese pro-
toniert, deprotoniert oder als Zwitterionen vorliegen kénnen. Mit zugesetzter TFA wird
der pH-Wert im verwendeten Wasser auf 2.1 eingestellt und man erhélt definierte Trenn-
bedingungen. Weiterhin kann das Trifluoracetat-Ion als Gegenion zu den Aminosduren
wirken und unterstiitzt eine lonenpaarbildung. Als Trennsédule kam die analytische Sau-
le Nucleosil 100-3C18 (Macherey-Nagel) zum Einsatz. Die Dauer eines Analysendurch-
gangs (Gesamtlaufzeit eines Chromatogramms) betrug 16 min. Sollte auch Tryptophan

gemessen werden, so wurde die Laufzeit auf 40 min verlédngert.

3.4.5 HPAEC-PAD

Aminosdureanalytik mittels Anionenaustauschchromatographie wurde auf einem Bio-
LC-System der Firma Dionex durchgefiihrt. Als Vor- und Trennsiule wurden Ami-
noPac PA10-Séulen, als Elutionsmittel ein Natriumhydroxid/Natriumacetat-Gradient
eingesetzt. Die Detektion der Aminosduren erfolgte in der amperometrischen Messzel-
le ED40 an einer Arbeitselektrode aus Gold. Abbildung 3.4 zeigt eine Abbildung des
BioL C-Systems.

Als Pumpe wurde die Gradientenpumpe GS50 mit seriell arbeitenden Druckkopfen
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Abbildung 3.4: AAA-Direct-System der Firma Dionex (BioLC) [292].

verwendet. Ein thermostatisierbarer Autosampler (AS50) mit 100 Probenpléitzen und
automatischem 6-Wege-Injektionsventil wurde fiir die Probenaufgabe benutzt. Das In-
jektionsvolumen betrug fiir alle Proben 25 puL.. Die Proben wurden im Autosampler auf
5°C gekiihlt und Sédule und Vorsdule wahrend der chromatographischen Léufe auf 30°C
thermostatisiert. An den Eluentenbehéltern und der Spiilflasche des Autosamplers mit
deionisiertem Wasser lag ein Helium-Kopfdruck von 3-4 psi an, um Kontamination der
Eluenten, COs-Absorption aus der Luft und Blasenbildung in der Injektionsspritze zu
vermeiden. Abbildung 3.5 zeigt den Aufbau des verwendeten BioL C-Systems.

Die Trennung der Aminosauren erfolgte auf der 2x250 mm AminoPac PA10 Séule,
vor die eine AminoPac PA10 Vorsdule (2x50 mm) in den Eluentenstrom geschaltet war.
Die Substanzen wurden am Sdulenausgang mit integrierender gepulster Amperometrie
(IPAD) detektiert. Der elektrochemische Detektor enthielt eine Flusszelle mit einer fiir
die Aminosdureanalytik zertifizierten Goldelektrode (P/N 55832), die gegeniiber einer
pH-Referenzelektrode (P/N 44198) angeordnet war. An der Goldelektrode wurde ein
Wechselpotential mit 4 Stufen und einem Reinigungsschritt angelegt (Abbildung 3.6).
Die Referenzelektrode musste regelméfig in Pufferlosungen mit pH 4.0 und 10.0 kalibriert
und je nach Beanspruchung in Zeitintervallen von 3-6 Monaten ausgetauscht werden.

Bei hohen Hintergrundsignalen, reduzierter Empfindlichkeit o.4. wurde die Goldelek-
trode von Hand auf einem Polierpad (P/N 36121) poliert. Dazu wurden einige Tropfen

Wasser und etwas grobes Poliermittel (P/N 36319) auf ca. einem Viertel eines neuen
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Abbildung 3.5: Aufbau des BioL C-Systems mit Autosampler AS50 und serieller Zwei-
kolbenpumpe GS50.

Pads zu einer Paste vermischt und die Elektrode 5min poliert. Die Elektrode wurde
mit reinem Wasser weiter auf einem neuen Viertel eines Pads nachpoliert und abschlie-
fsend wieder auf einem neuen Polierpad 15 min mit einer Paste aus feinem Poliermittel
(P/N 36318) in 8-formigen kreisenden Bewegungen poliert. Mit einer Lupe wurde die
Qualitédt der polierten Goldoberfliche kontrolliert und bei Bedarf weiter poliert. Nach
einem derartigen Polierprozess wurde die Elektrode mit Wasser abgespiilt und in den
elektrochemischen Detektor eingebaut. Die Elektrode wurde bei den Anfangsbedingun-
gen des Eluentgradienten von 40 mM NaOH und Anwendung der Pulssequenz mehre-
re Stunden redquilibriert, bis das Hintergrundsignal unter den Sollwert von 80nC fiel.
Die Kalibrierung des BioLC-Systems erfolgte mit dem 17-Aminosdurestandard (Sigma
AA-S-18, 2.5 mmol/L in 0.1 N HCI), der mit Wasser verdiinnt wurde. Im Anhang dieser
Arbeit ist das Standardprogramm zur Analyse dieses Standards angegeben (Abschnitt
9.2). Der Verlauf des Gradienten ist aus Tabelle 3.6 ersichtlich. Die Form des Gradienten
war dabei durch die in Klammern angegebenen ganzzahligen Parameter festgelegt, Ver-
dnderung der Parameter von 1 (aufwértskonvex) iiber 5 (linear) bis 9 (aufwértskonkav)
war moglich. Sollte zusétzlich 3-Nitrotyrosin analysiert werden, so schloss sich an einen
leicht verdnderten Gradienten eine 25miniitige isokratische Elution mit 95 % 2M NaAc
und 5% 1M NaOH an. Die Flussrate wurde dazu von 0.25 auf 0.20 mL/min reduziert
(Tabelle 3.7). Als exemplarische Kalibrierkurven sind in Abbildung 3.7 Kalibrierkurven
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Abbildung 3.6: Graphische Darstellung der Potentialsequenz zur Aminosduredetektion
mittels integrierender gepulster Amperometrie (IPAD) unter Verwen-
dung der pH-FElektrode als Referenzelektrode [261].

fiir Tyrosin und Nitrotyrosin gezeigt.

Bei Vorbereitung und Durchfithrung der Aminosédureanalytik am BioL C-System war
eine Aufserst saubere Arbeitsweise notig. So war es erforderlich, bei allen Arbeiten am
chromatographischen System, bei der Eluentenbereitung, Probenvorbereitung etc. pu-
derfreie Handschuhe aus Latex zu tragen, um das System nicht zu verunreinigen. Alle
verwendeten Gefafe mussten vor der Verwendung mit 25 % NaOH und anschliefend mit
UV-behandeltem, sterilfiltriertem Reinstwasser aus einer Reinstwasseranlage, das noch-
mals mittels steril verpackten Nylon Nalgene Einweg-Filtrationseinheiten filtriert wurde,
gespiilt werden. Bei der Inbetriebnahme des BioL C-Systems nach langerer Standzeit war
zunéchst eine Komplettreinigung erforderlich. Diese begann mit der Reinigung des ge-
samten Systems einschlieflich der Eluentenbehélter, ausschliefslich jedoch der Sdulen und
der elektrochemischen Messzelle. Dazu wurde durch jeden der vier Eluentkanile jeweils
mindestens 50 mL. Wasser gepumpt. An der Pumpe konnte der Spiilvorgang mit einer
grofken doppellippigen Spritze unterstiitzt werden. Dazu wurde der rechte Pumpenkopf
etwas aufgedreht und mit der Spritze Eluent abgezogen. Nach Erreichen von anndhernd
neutralem pH-Wert wurde das System mit halbkonzentrierter Salpetersdure iiber Nacht

gespiilt. Das System wurde mit Wasser erneut bis zum Erreichen von pH 4 gespiilt (mit
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Tabelle 3.6: Gradientenverlauf zur Analyse von Standardaminosduren am BioLC-
System.

Zeit  Wasser 0.25 mM NaOH 1 M NaAc Form des

[min]  [%] %] (%] Gradienten
0.0 84 16 0 linear (5)
2.0 84 16 0 linear (5)
120 84 16 0 konkav (8)
16.0 68 32 0 linear (5)
24.0 36 24 40 konkav (8)
27.0 44 16 40 linear (5)
35.0 14 16 70 linear (5)
400 14 16 70 linear (5)
40.1 20 80 0 linear (5)
42.1 20 80 0 linear (5)
42.2 84 16 0 linear (5)
65.0 84 16 0 linear (5)

Indikatorpapier iiberpriift). Danach wurden die Eluentenflaschen mit ca. 25 % NaOH
(50 % handelsiibliche Natronlauge von J.T. Baker 1:1 mit Wasser verdiinnt) gespiilt
und anstelle der Salptersédure iiber Nacht durch das System gepumpt. Die Eluentenbe-
héalter wurden nochmals mit 25 %NaOH und dann mit sterilfiltriertem Wasser dreimal
ausgespiilt. Dazu wurde eine auf die gleiche Art gereinigte Spritzflasche, gefiillt mit ste-
rilfiltriertem Wasser, benutzt, die nur fiir Spiilzwecke am BioLC reserviert war. Nach
dieser intensiven Reinigungsprozedur wurden die Eluenten angesetzt und die Flaschen
damit im He-Gegenstrom befiillt. Die Eluentenbehélter wurden wie folgt befiillt: Behél-
ter A (Wasser oder leer), Behélter B (1.0 mol/L NaAc), Behélter C (Wasser), Behélter D
(0.25 mol/L NaOH). Nach dem Befiillen und Verschlieken der Eluentenbehélter wurden
3-4 psi Helium-Uberdruck angelegt, um eine Kontamination des Eluenten zu vermeiden.

Die Eluenten selbst wurden wie folgt angesetzt:
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Tabelle 3.7: Gradientenverlauf zur kombinierten Analyse von Standardaminosduren
und Nitrotyrosin.

Zeit  Flussrate Wasser 0.25M NaOH 2M NaAc 1M NaOH Form des

[min] [mL/min]  [%] (%] %] [%] Gradienten
0.0 0.25 80 20 0 0 linear (5)
20 025 84 16 0 0 linear (5)
120 025 84 16 0 0 konkav (8)
16.0 0.25 68 32 0 0 linear (5)
240  0.25 56 24 20 0 konkav (8)
40.0 0.25 56 24 20 0 linear (5)
40.1 0.20 0 0 95 5 linear (5)
65.0 0.20 0 0 95 5 linear (5)
65.1 0.20 80 20 0 0 linear (5)
95.0 0.20 80 20 0 0 linear (5)

1 M Natriumacetatlosung

In eine Portionsflasche mit 82.0 + 0.5g Natriumacetat (Dionex, Volumen der Flasche
500 mL) wurden 450 mL Wasser gefiillt. Anschliefend wurde die Flasche wieder ver-
schraubt und von Hand geschiittelt, bis das Natriumacetat vollstandig gelost war. Diese
Losung wurde in eine 1L-Nalgene-Flasche iiberfiihrt. Die Portionsflasche wurde mit
100 mL. Wasser gespiilt und diese Losung ebenfalls in die 1L-Nalgene-Flasche iiber-
fiihrt. Es wurde bis zum Eichstrich auf 1L mit Wasser aufgefiillt, verschlossen und
von Hand kurz geschiittelt. Mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe wurde iber die 0.2 um
Nylon-Membran der sterilen Nalgene-Filtrationseinheit filtriert, wobei mit den ersten
50-100mL Filtrat die Filtrierflasche gespiilt wurde. Diese Losung wurde verworfen. An-
schliefsend wurde die restliche Natriumacetatlosung filtriert und unmittelbar darauf im

He-Gegenstrom in den Eluentenbehélter B eingefiillt.
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Abbildung 3.7: Kalibrierkurven von Tyrosin (links) und Nitrotyrosin (rechts), be-
stimmt mittels IPAD (MW aus je drei Messungen + 3s).

0.25 und 1 M Natronlauge

Fiir die Bereitung von 0.25 M Natronlauge wurde 980 mL. UV-behandeltes, deionisiertes
Wasser in einer Einweg-Filtrationseinheit mit einer Wasserstrahlpumpe filtriert und un-
ter He-Gegenstrom in den Eluentenbehélter D gefiillt. Mit einer steril verpackten 25 mL
Kunststoff-Einwegpipette wurden 13.2 mL 50 %ige Natronlauge (Baker) abgemessen, die
Pipette wurde im Heliumstrom in das Wasser im Eluentenbehélter eingetaucht und aus-
laufen gelassen. Dies wurde ziigig durchgefiihrt, um die Absorption von Kohlendioxid
aus der Luft so gering wie moglich zu halten. Fiir die Bereitung von 1 M NaOH wurden
entsprechend 950 mL: Wasser und 52 mL NaOH eingesetzt und die Losung wurde auf die
gleiche Weise hergestellt.

2 M Natriumacetatlésung

164.1 g Natriumacetat (Fluka 71179) wurden in 500 mL Wasser gelost, auf 1L aufgefiillt
und in einen Eluentenbehéalter gefiillt. In den Eluentenbehélter wurde 10 min Helium ein-
geleitet, um geloste Luft auszutreiben. Die Eluentansaugleitungen enthielten Teflonfrit-
ten zur Abscheidung von Partikeln aus dem Eluenten. 2 M Natriumacetatlosung wurde
zu Beginn der Arbeit zur Analyse von Nitrotyrosin verwendet. Zur Analyse von Stan-
dardaminosduren wurden die Teflonfritten ausgebaut und ausschlieklich auf die oben
beschriebene Weise mit Dionex-Portionsflaschen hergestellte 1 M Natriumacetatlosung

verwendet.
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3.4.6 LC-APCI-TOF-MS

Fiir die Messung von Aminosduren mit HPLC-MS-Kopplung wurde als HPLC das Gerét
der Firma Waters und fiir die Aufnahme der Massenspektren das Flugzeitmassenspek-
trometer LCT der Firma Micromass verwendet. Die chromatographische Trennung der
Aminosduren erfolgte auf der analytischen Sdule Nucleosil 120-7C6H5 mit 10 % Metha-
nol in Wasser (v/v) ohne Zusatz von TFA als Laufmittel. Nach der isokratischen Elu-
tion von der Sdule wurde eine PEEK-Kapillare (0.005inch i.d.) angeschlossen, danach
ein Flussteiler. Am unteren Ausgang wurde die PEEK-Kapillare zum MS angeschlossen
(0.007 inch i.d.) und am oberen Ausgang eine PEEK-Kapillare mit geringem Riickdruck
(0.01inch i.d.). Die Messungen wurden im Scan-Modus (TIC) mit einem Massenbereich
von m/z 120-300 durchgefiihrt. Die Datenauswertung erfolgte mit der Software Mass-
Lynx v3.3 (Fa. Micromass).

Tabelle 3.8: Optimierte Parameter der Messungen mittels LC-APCI-TOF-MS.

MS-Parameter Wert (APCI)
Spannung der LC-Kapillarspitze 4000 V
Spannung des Sample Cone 30V
Spannung des Fxtraction Cone 2V
Temperatur der Quelle 130°C
APCI-Temperatur 550°C
Stickstoffstrom fiir Vernebelung 5L/min
Stickstoffstrom fiir Desolvatisierung 2.5L/min
Fluss 0.42mL/min

3.5 Anorganische Anionenanalytik

Die Analytik der Anionen aus wéssrigen Filterextrakten erfolgte mittels lonenchromato-
graphie auf einem System der Firma Dionex (IC25/LC25) mit Anionentrennsiule AS4A
und Vorsdaule AG4A, Leitfdhigkeitsdetektion und der Software Peaknet 6.0. Verlasslich
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quantifiziert werden konnte nur Sulfat. Nitrat und Chlorid zeigten bei wiederholten Ex-
traktionen zur Kontrolle hohe Schwankungen, weshalb die Werte aufgrund der geringen
Datendichte als nicht aussagekréftig beurteilt wurden und daher nicht wiedergegeben
werden. Die routinemifig mitbestimmten Werte fiir weitere andere Anionen (F~, Br™,

PO37) lagen im Bereich der Blindwerte.

3.6 Kohlenstoffanalytik

3.6.1 Gesamtkohlenstoff

Der in den Staubproben enthaltene Gesamtkohlenstoff wurde in Anlehnung an die auf
der Methode von Petzold und Niefsner [293] basierende VDI-Richtlinie 2465 (Blatt 1)
Messen von Ruf8 (Immission); Chemisch-analytische Bestimmung des elementaren Koh-
lenstoffs nach Extraktion und Thermodesorption des organischen Kohlenstoffs (VDI,
1996) bestimmt [294]. In Abbildung 3.8 ist der zur Kohlenstoffbestimmung verwendete
Aufbau gezeigt.

Ofen IIT Ofen II Ofen I

Coulometer (Ag) (CuO) (Probe)
Verbrennungsrohr
Ofen 0
Perhydrit- Rotameter
vorlage
Absorptionsgefd mit N, O
pH-Elektrode Natronkalk- 272
vorlage

Abbildung 3.8: Schematischer Aufbau einer Anlage zur coulometrischen Kohlenstoff-
bestimmung [295].

Zur Analyse des Gesamtkohlenstoffs (TC) wurde ein unbehandeltes Filterachtel mit
der belegten Seite nach oben auf das Probenschiffchen aufgebracht und in das Ver-
brennungsrohr eingefiihrt. Die Verbrennungseinheit wurde zuvor etwa zwei Minuten mit

Stickstoff aus der Hausleitung gespiilt, um Sauerstofffreiheit des Verbrennungsrohres
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zu gewahrleisten. Nach Einbringen der Probe wurde das Coulometer gestartet. Ofen I
wurde eine Minute lang auf der Betriebstemperatur von 200°C gehalten und anschlie-
fend innerhalb von fiinf Minuten auf 450°C erhitzt und dort gehalten (siehe Tabelle
3.9). Die desorbierbare Fraktion des organischen Kohlenstoffs wurde dabei in der iner-
ten Stickstoffatmosphére verdampft und bei 900 °C in einem zweiten Ofen mit CuO/Pt-
Katalysator oxidiert. Im auf 500 °C beheizten Ofen III wurden eventuell gebildete Schwe-
felverbindungen und Chlorwasserstoff aus dem Gasstrom entfernt. Die Perhydritvorlage
vor dem Absorptionsgefaft diente zum Herausfiltern der schwefligen Bestandteile des
Verbrennungsgases, da diese die Kohlenstoffanalyse storen konnten. Wéahrend der zwei-
miniitigen Nachtitrationsdauer erfolgte die Abkiihlung auf die Betriebstemperatur von
200°C.

An die Thermodesorption schloss sich die Oxidation des nicht desorbierbaren Kohlen-
stoffs im Sauerstoffstrom an. Der Stickstoffstrom wurde durch einen Strom von Sauerstoft
der Reinheit 99.995% (4.5) ersetzt und das Coulometer erneut gestartet. Ofen I wurde
dabei innerhalb von fiinf Minuten auf 650°C erhitzt und dort gehalten. Nachoxidation
und Reinigung des Gasstromes erfolgten wie fiir die Thermodesorption beschrieben.

Das entstehende Kohlendioxid wurde aus dem Verbrennungsrohr in eine alkalische

Bariumperchlorat-Losung eingeleitet, in der es nach
Ba*" +COy +20H™ — BaCOs | +H,0 (3.1)
absorbiert wurde. Die dabei verbrauchten OH™-Ionen wurden nach
2H,0 +2e¢~ — Hy+20H™ (3.2)

elektrolytisch zuriickgebildet und die verbrauchte Ladungsmenge wurde in Form von
Impulsen angezeigt. Die Umrechnung der Impulszahl in die Kohlenstoffbeladung (in pug)
erfolgte fiir das verwendete Coulometer des Typs Coulomat 702 mit Messeinschub Car-
bon 321.4 durch Kalibrierung des Messsystems mit Zitronensdure. 1 mg Zitronensaure
(wasserfrei) entsprach dabei ca. 4900 counts. Tabelle 3.9 fasst die Parameter der coulo-
metrischen Kohlenstoffbestimmung zusammen.

Als Blindwerte wurden in der Berechnung fiir die Messung im Stickstoffstrom
0.8 ug/cm? Kohlenstoff und fiir die Messung im Sauerstoffstrom 0.6 ug/cm? Kohlenstoff
abgezogen. Das entspricht 247 ug Kohlenstoff pro Filter.

3.6.2 Elementarer Kohlenstoff

Ein Filterachtel wurde in einer Duranglas-Petrischale (Durchmesser 15c¢m) mit 10 mL

eines Losungsmittelgemischs aus Isopropanol/Toluol (1:1, v/v) iiberschichtet, um die
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Tabelle 3.9: Parameter der coulometrischen Kohlenstoffbestimmunyg.

Gerat Coulomat 702, Fa. Strohlein GmbH, Kaarst
Ofen 0 T = 1100°C Reinigung des Sauerstoffs
Ofen I T = 450/650°C Probenaufnahme und Verbrennungseinheit
Ofen II T =900°C CuO/Pt-Katalysator zur Nachoxidation
Ofen III T = 500°C Ag-Wolle zur Chemisorption
Triagergas Sauerstoff 4.5 (99.995 %);
Fluss 54 1/h

Zeiteinstellungen 1 min T = 200°C

5 min T = 450°C (N3) Thermodesorption bzw.

5 min T = 650°C (O3) Verbrennung

2 min T = 200 °C Nachtitration

extrahierbaren Bestandteile der Probe zu entfernen. Die Schale wurde verschlossen und
24 Stunden bei Raumtemperatur stehen gelassen. Nach der Extraktion wurde das Lo-
sungsmittel vorsichtig entfernt und die Filter wurden an der Luft getrocknet. Die verblei-
bende desorbierbare Fraktion des organischen Kohlenstoffs sowie anhaftende Losungs-
mittelreste wurden durch Erhitzen der Probe durch Thermodesorption wie oben be-
schrieben in einer inerten Stickstoffatmosphére bei 450 °C entfernt. Die anschliefende
Oxidation im Sauerstoffstrom ergab nach Umrechnung der elektrischen Impulse in Koh-
lenstoffmasse und Abzug des Blindwertes von 0.6 ug/cm? Kohlenstoff den Gehalt an

elementarem Kohlenstoff.

3.6.3 Wasserloslicher organischer Kohlenstoff

Wasserloslicher organischer Kohlenstoff (WSOC) wurde nach wéssriger Extraktion (Ab-
schnitt 3.2.2) von 150 mm-Filterproben bestimmt. Dazu wurde 1 mL der Probe bei ausge-
schalteter UV-Lampe in das Reaktionsgefaft eines TOC-Analysators der Firma Maihak
injiziert. Das Geféfs war mit kohlenstofffreiem, auf einen pH-Wert zwischen 2 und 3
eingestelltem Wasser gefiillt. In dieses Reaktionsgefaf wurde 2 min 99.995 % Sauerstoff
(Reinheit 4.5), der zuvor in einem Absorber mit Natronkalk von CO,-Resten befreit

wurde, eingeleitet. Damit wurde der vorhandene anorganisch gebundene Kohlenstoff
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ausgegast. Nach Einschalten der installierten Quecksilber-Niederdruckdampflampe wur-
de ein Integrator gestartet und die gelosten organischen Substanzen wurden vollstdndig
oxidiert. Die Kalibrierung des Geréts erfolgte mittels einer Oxalsdurelésung der Konzen-
tration 0.25 mmol/L, welche exakt 6 mg/L Kohlenstoff entspricht. Der Messbereich des
Gerits lag zwischen 0.1 und 10 mg/L. Hoher konzentrierte Proben wurden entsprechend
mit deionisiertem Wasser verdiinnt.

WSOC wurde auch durch Messung mittels Coulometrie bestimmt. Dazu wurden auf
ausgegliihte Glasfaserfilter (Durchmesser 47mm) Aliquote der wéssrigen Extrakte aus
3.2.2 von 100-500 L. (LKP, GH) bzw. 500-800 uL (ZSP) durch schrittweises Pipet-
tieren und Trocknen aufgetragen, entsprechend extrahierten Filterflachen von 1-5 bzw.
5-8cm?. Die Filter wurden luftgetrocknet und der enthaltene Kohlenstoff wie unter 3.6.1
beschrieben im Stickstoff- bzw. Sauerstoffstrom verbrannt. Als Blindwerte wurden pro
Filter jeweils 177 ug WSOC und 88 pg fiir HM-WSOC nach Groéfenausschlusschromato-
graphie der wiissrigen Extrakte (entsprechend 1.0 bzw. 0.5 ug/cm?) abgezogen.

3.7 Synthese und Charakterisierung der

Nitroproteinstandards

Nitrierungen von BSA und Bet v 1 wurden mit Tetranitromethan durchgefiihrt und die
Produkte mittels UV /Vis Spektrometrie charakterisiert. Durch die Einfiihrung der Ni-
trogruppe ergibt sich im UV /VIS-Absorptionsspektrum von Nitrotyrosin neben dem
Absorptionsmaximum des aromatischen Rings (277-281nm) ein weiteres Maximum bei
356 nm im Sauren (pH5) bzw. bei 429 nm im Alkalischen (pH 13). Die Nitrierung von
BSA resultiert in der Bildung von Nitro-BSA (Absorptionsmaxima bei 281 und 429 nm
im Alkalischen) und dem Nitroformiatanion C(NOg); mit einem charakteristischen und
scharfen Absorptionsmaximum im Alkalischen von 349 nm. Absorptionsspektren von Ty-
rosin und von Nitrotyrosin im Sauren und Neutralen sowie von BSA, Nitro-BSA und
der niedermolekularen Nebenprodukte der Reaktion (v.a. Nitrofomiat-Anion) sind in
Abbildung 3.9 dargestellt.

3.7.1 Synthese von Nitro-BSA

Nitro-(14.3)-BSA (als Hauptstandard) wurde wie folgt hergestellt: 500 mg BSA wurden
in 25 mL Carbonatpuffer gelost und 500 uL Tetranitromethan hinzupipettiert. Nach einer

Stunde wurde der Uberschuss Tetranitromethan mit 25 mL Dichlormethan extrahiert.
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Abbildung 3.9: UV /Vis-Absorptionsspektren von Nitrotyrosin im Sauren und Alkali-
schen (links) und von BSA, Nitro-BSA und den Reaktionsnebenpro-
dukten (Nitroformiat, rechts).

Die Losung wurde zwei Tage gegen verdiinnten PBS-Puffer dialysiert und lyophilisiert.
Die Anzahl der gebildeten Nitrotyrosinreste wurde durch zwei unabhéngige Methoden
bestimmt. Mittels UV /Vis-Spektrophotometrie bei 429nm in 0.05M NaOH und Kali-
brierung mit 3-Nitrotyrosin, wurden 13 Nitrotyrosin-Reste pro BSA-Molekiil bestimmt.
Saure Hydrolyse (6 mol/L HCI, 24 h bei 110°C in einem evakuierten 1mL Hydroly-
senrohrchen) mit anschliefender Neutralisation (5mol/L NaOH) und RP-HPLC mit
UV /Vis-Detektion (Abschnitt 3.4.4) ergab 14.3 Nitrotyrosinreste pro Molekiil BSA. Die
erhaltene Substanz wurde daher als Nitro-(14.3)-BSA benannt.

Weitere Nitro-BSA-Standards wurden wie folgt hergestellt: Je 3mL einer Lésung von
50g/L BSA in PBS wurden in ein Vial (20 mL) pipettiert. In dieses Glaschen wurden
verschiedene Volumina einer methanolischen Tetranitromethanlosung (4% v/v) pipet-
tiert und die Losungen mittels teflonbeschichteter Riihrfische geriihrt. Genaue Mengen
(Molverhéltnisse), Reaktionszeiten und Ergebnisse sind Tabelle 3.10 zu entnehmen. Der
Gehalt an gebildeten Nitrotyrosinresten wurde jeweils mittels UV /VIS-Spektrometrie in
0.05M NaOH bestimmt. Die Kalibrierkurve mit Nitrotyrosin und der Absorption bei
429 nm ist in Abbildung 3.10 dargestellt. Die durchschnittliche Anzahl X der Nitroty-
rosinreste pro Proteinmolekiil der Standards (Nachweisgrenze X = 0.1) ist durch die
Bezeichnung Nitro-(X)-BSA angegeben.

Aliquote von 2.5 mL der Reaktionsmischungen wurden auf mit 40 mL. Wasser vorkon-

ditionierte PD10 Grofenausschlusschromatographieséulen pipettiert und mit Wasser in
Mikrotiterplatten eluiert. Die Lichtabsorption der Fraktionen in den Mikrotiterplatten
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Tabelle 3.10: Molverhdltnisse zwischen Tetranitromethan und Tyrosinresten in BSA,
Reaktionszeiten und resultierende Anzahl an Nitrotyrosinresten im Pro-
dukt, bestimmt durch UV /Vis-Spektroskopie. Die Bezeichnung der Sub-
stanzen leitet sich aus der Anzahl der 3-Nitrotyrosinreste ab.

Molverhéltnis TNM/ Reaktionszeit Nitrotyrosinreste X Bezeichnung

Tyrosinreste [min] (UV/Vis)

0.02 140 <0.1 Nitro-(<0.1)-BSA
0.05 115 0.2 Nitro-(0.2)-BSA

0.1 160 0.6 Nitro-(0.6)-BSA

0.2 160 1.6 Nitro-(1.6)-BSA

0.5 140 5.6 Nitro-(5.6)-BSA

1 140 9.4 Nitro-(9.4)-BSA

2 170 10.8 Nitro-(10.8)-BSA
3 170 11.8 Nitro-(11.8)-BSA
4 115 11.3 Nitro-(11.3)-BSA
4 200 144 Nitro-(14.4)-BSA
5 200 14.7 Nitro-(14.7)-BSA
8 230 16.8 Nitro-(16.8)-BSA
10 230 16.3 Nitro-(16.3)-BSA
27 60 14.3 Nitro-(14.3)-BSA
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Abbildung 3.10: Kalibriergerade von Nitrotyrosin in 0.05 M NaOH zur Bestimmung
von Nitrotyrosinresten in Nitroproteinen durch Messung der Licht-
absorption bei 429 nm. Nachweisgrenze (3sg-Methode) 3.4 ppmol/L.

wurde im 8-Kanal-Photometer bei 450 nm gemessen und jeweils der Sdulenvorlauf von
ca. 2.5mL verworfen. Die makromolekulare Fraktion, identifiziert anhand der hd6chs-
ten Absorptionswerte (in etwa die folgenden 3mL), wurde vereint, im Stickstoffstrom
getrocknet und in 2mL Wasser rekonstituiert. Die durchschnittliche Anzahl an Nitro-
tyrosinresten pro BSA-Molekiil wurde nach Verdiinnen mit 0.05M NaOH (1:100, v/v),
Messung der Lichtabsorption bei 429 nm und Kalibrierung auf 3-Nitrotyrosin in 0.05 M
NaOH bestimmt.

3.7.2 Synthese von Nitro-Betv1

100 L einer Bet v 1-Stammlosung (6.3 g/L) wurden mit 100 uL PBS verdiinnt und 5 uL
einer ethanolischen Tetranitromethanlosung (30 g/L) hinzupipettiert. Nach 65 Minu-
ten Reaktionszeit unter stiandigem Riihren wurde der Reaktionsansatz auf eine PD10
Saule gegeben und aufgearbeitet, wie bereits fiir die Nitro-BSA-Standards beschrieben.
Die Analytik des Produkts mittels UV /Vis-Photometrie (s.o.) ergab, dass 2.7 von 7
Tyrosinresten pro Molekiil Bet v 1 nitriert wurden. Daher wurde die Bezeichnung Nitro-
(3)-Bet v1 gewéhlt.
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3.8 Nitroprotein- und Peptidanalytik mittels
LC-MS/MS

LC-MS/MS-Messungen wurden am Institut fiir Analytische Chemie der Universitét
Innsbruck in Kooperation mit Prof. Dr. C. Huber durchgefiihrt. Eine detaillierte Be-

schreibung der experimentellen Vorgehensweise wurde bereits verdffentlicht [296].

3.9 Enzymimmunoassays

Alle Enzymimmunoassays (EIA) wurden in farblosen Mikrotiterplatten (MTP) mit 96
Kavitédten (8 x 12) durchgefiihrt. Soweit nicht anders angegeben, erfolgten alle Inkuba-
tionsschritte bei Raumtemperatur auf einem Horizontalschiittler. Die Mikrotiterplatten
wurden dazu mit Parafilm abgedeckt, um Verdunstung und Austrocknung zu verhindern.
Zur Bestimmung der Kreuzreaktion wurde auf jeder Platte neben der Verdiinnungsreihe

des Kreuzreaktanden auch die von 3-Nitrotyrosin mitgefiihrt.

3.9.1 Indirekter kompetitiver Immunoassay

Tabelle 3.11 gibt einen Uberblick iiber die verwendeten Antikérper gegen Nitrotyrosin.
Zur Charakterisierung dieser Antikorper wurde der hier beschriebene indirekte kom-
petitive Test (Standardvorschrift) jeweils angepasst und optimiert (Minimierung des
Testmittelpunktes).

Tabelle 3.11: Ubersicht diber die verwendeten Nitrotyrosin-Antikiorper.

Name Hersteller  Spezies Abkiirzung
CAY-189542 Cayman  mAk, Maus CAY
SA-100 Biomol mAk, Maus SA100
39B6 Alexis mAk, Maus 39B6
SA-297 Biomol pAk, Kaninchen Kaninchen
N2700-07 USBIO pAk, Ziege Ziege

24312 Oxis pAk, Schaf Schaf




64 Experimenteller Teil

Tabelle 3.12: Optimierung des indirekten kompetitiven Tests fiir wverschiedene
Nitrotyrosin-Antikérper.

Nitrotyrosin- Konzentration Verdiinnung markierter Verdiinnung
Antikorper Beschichten Priméar-Ak  Sekundéar-Ak Sekundér-Ak
[mg/L]

CAY 0.33 1:700 Anti-Maus-IgG 1:50000
SA100 0.2 1:1000 Anti-Maus-IgG 1:20000
39B6 0.1 1:20000 Anti-Maus-IgG 1:40000
Kaninchen 0.2 1:3000 Anti-Kaninchen-IgG  1:20000
Ziege 0.05 1:10000 Anti-Ziege-1gG 1:20000
Schaf 0.05 1:2500 Anti-Schaf-IgG 1:20000

Die Konzentrationen an Nitro-(14.3)-BSA zur Beschichtung, die Verdiinnungen der
Primarantikorperlosungen sowie Art und Verdiinnung der markierten Sekundarantikor-
per sind im Detail in Tabelle 3.12 aufgelistet.

Standardvorschrift

Beschichten: Nitro-(14.3)-BSA (0.05-0.33 mg/L, siche Tabelle 3.12 in PBS, 100 uL pro
Kavitét) wurde in die Kavitéaten der Mikrotiterplatte pipettiert und 14-20 Stunden bei
RT inkubiert.

Waschen: Die Platten wurden dreimal mit PBS-Waschpuffer gewaschen, wobei die Kavi-
taten bei jedem Durchgang zweimal aufgefiillt und abgesaugt wurden. Der Waschpuffer
enthielt Tween 20. Nach dem Waschschritt wurden noch anhaftende Fliissigkeitsreste
durch Ausklopfen entfernt. Die weiteren Pipettierschritte erfolgten ziigig, um ein Aus-

trocknen der Kavitédten zu verhindern.
Blocken: 150 uL einer BSA-Losung (20 g/L in Wasser) und 100 L einer Losung von Ca-
sein (20 g/L in Wasser, kurzes Erhitzen zum Sieden und Abfiltrieren notwendig) wurden

in die Kavitdten pipettiert und ein bis drei Stunden inkubiert.

Waschen: sieche oben.



3.9 Enzymimmunoassays 65

Kompetition: Jede Kavitdt wurde mit 100 uL Standardlosung gefiillt. Unmittelbar
daran anschliefend wurden 100 pL einer Losung eines Antikdrpers gegen Nitrotyrosin
(in PBS, Details siche Tabelle 3.12) mit Zusatz von 1g/L BSA hinzugefiigt. Diese bei-
den Losungen wurden eine Stunde inkubiert. Die untersuchten Konzentrationsbereiche
der Testsubstanzen reichten generell von 10nmol/L bis 10 mmol/L in 10er Schritten
(abhéngig von der Loslichkeit; so war fiir L-Tyrosin die héchste untersuchte Konzentra-
tion 2mmol/L, 4-Nitrophenol konnte bis 100 mmol/L gemessen werden, 2-Nitrophenol
bis 50 mmol/L, 3,5-Dinitrotyrosin bis 15 mmol/L). Fiir unpolare Substanzen wurde eine
Methanol /Wasser-Mischung (25% v/v Methanol) zum Losen der hochsten Konzentra-
tion verwendet. Die resultierende Methanol-Konzentration wihrend der Inkubation von
12.5 % v/v hatte keinen gravierenden Einfluss auf den Assay, was durch Testexperimente

mit PBS-Puffer mit Zusatz der gleichen Menge an Methanol tiberpriift wurde.

Waschen: sieche oben.

Inkubation des markierten Sekunddrantikorpers: 100 pL einer Losung von Meerrettich-
peroxidase-markierten Anti-Spezies-Antikorperlosung (Verdiinnung siehe Tabelle 3.12,
PBS-Puffer mit Zusatz von 0.5¢g/L BSA und 0.1g/L TMB) wurden in die Kavititen

pipettiert und fiir mindestens 30 min inkubiert.

Waschen: sieche oben.

Enzymreaktion: In jede Kavitdt wurden 100 pL der Substratlosung gegeben und 3-
30min bei RT geschiittelt. Die Entwicklung dauerte so lange, bis eine deutliche Blaufér-
bung eingetreten war, jedoch maximal 30 min, da bei langeren Entwicklungszeiten die
Eigenoxidation des Substrats iiberwog. Bei Zugabe der Losung war darauf zu achten,
dass die einzelnen Kavitédten der Mikrotiterplatte ziigig und in konstanten Abstdnden
mit der Substratlosung befiillt wurden. Dadurch wurden Fehler vermieden, die durch
unterschiedliche Dauer der Enzymreaktion entstehen hatten konnen. Wéhrend der Ent-
wicklung wurde die MTP mit Aluminiumfolie abgedeckt, da der entstehende Farbstoff
lichtempfindlich ist.

Abstoppen: Die enzymatische Reaktion wurde durch Zugabe von 100 uL 5 %iger (v/v)
Schwefelsdurelosung pro Kavitdt abgestoppt. Das Pipettieren der Stopplosung in die
Kavitdten musste analog zur Zugabe der Substratlosung erfolgen (Einhalten der Rei-
henfolge und der Zeitabstédnde, mit dem die Spalten der Platte gefiillt wurden). Der
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gebildete gelbe Farbstoff ist relativ stabil, die MTP wurde trotzdem innerhalb von zehn

Minuten vermessen.

Absorptionsmessung: Die Absorption der Losung in den Kavitédten wird bei einer Wel-
lenldnge von 450nm gegen eine Referenzwellenlinge von 620nm in einem 8-Kanal-
Photometer gemessen. Alternativ wurden einige Platten mit 550 nm Referenzwellenlénge

gemessen, da zeitweise der Wellenlédngenfilter mit 620 nm nicht zur Verfiigung stand.

3.9.2 Einseitiger nichtkompetitiver Immunoassay

In den einseitigen Immunoassays wurden Losungen der Primér- und Sekundér-Antikor-
per wie in 3.9.1 beschrieben, verwendet. Um minimale Nachweisgrenzen zu erreichen,
wurde jedoch mit teilweise geringeren Verdiinnungen der Antikorper gearbeitet (siehe
Tabelle 3.13). Noch geringere Verdiinnungen der Antikorper wurden getestet, fiihrten
jedoch aufgrund des simultanen Anstiegs des Hintergrundsignals nicht zu einer weiteren
Reduktion der Nachweisgrenzen. Abbildung 3.11 zeigt eine typische Kalibrierkurve des
einseitigen Assays mit Nitro-(14.3)-BSA, wie sie mit dem mAk CAY erhalten wurde.

Tabelle 3.13: Ubersicht iiber Antikirperverdiinnungen in den einseitigen Tests.

Nitrotyrosin- Verdiinnung Verdiinnung

Antikorper Sekundér-Ak
CAY 1:500 1:20000
SA-100 1:1000 1:10000
39B6 1:5000 1:20000
Kaninchen 1:1000 1:20000
Ziege 1:5000 1:20000
Schaf 1:2500 1:10000

Standardvorschrift

Beschichten: FEine Verdiinnungsreihe des zu untersuchenden Nitro-BSA-Standards

(sechs verschiedene Konzentrationen von 0.1 ug/L bis 10 mg/L in PBS, 100 uL pro Ka-
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Abbildung 3.11: Kalibrierkurve des einseitigen nichtkompetitiven Immunoassays mit
mAk CAY fiir Nitro-(14.8)-BSA. Dargestellt sind Median und Spann-
weite von Dreifachmessungen. Die Linie reprdsentiert die vierpara-
metrige sigmoidale Fitfunktion mit den Fitparametern mazximale Ab-
sorption 2.15, minimale Absorption 0.020, Konzentration am Test-
mittelpunkt 0.4 mg/L, Steigung am Testmittelpunkt 4 pug/L.

vitét) bzw. die zu untersuchenden Proben wurden mit drei bis sechs Wiederholungen in
die Kavitéten einer Mikrotiterplatte pipettiert und 14-20 Stunden bei RT inkubiert.

Waschen, Blocken, Waschen: wie in 3.9.1 beschrieben.

Inkubation des Primdrantikorpers: 100 uL. der Primérantikorperlosung (siehe Tabelle
3.12 ausgenommen Abweichungen s. o.) in PBS mit Zusatz von 1g/L BSA wurden

in die Kavitaten pipettiert und fiir eine Stunde inkubiert.

Waschen, Inkubation des markierten Sekunddrantikorpers, erneutes Waschen, Enzym-

reaktion, Abstoppen und Absorptionsmessung: wie in 3.9.1 beschrieben.
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3.9.3 Sandwich-Immunoassay fiir Nitroproteine

Sandwich-Immunoassays wurden mit den zwei monoklonalen Antikérpern 39B6, CAY-
189542 und den polyklonalen Antikérpern von Schaf und Ziege durchgefiihrt. Die jewei-
ligen Kombinationen, Verdiinnungen und optimierten Nachweisgrenzen fiir Nitro-(14.3)-
BSA (Berechnung mit der 5%-Methode) sind im Ergebnisteil in Tabelle 6.5 aufgelis-
tet. Die Sandwich-Immunoassays wurden nach der folgenden Standardprozedur durch-

gefiihrt:

Beschichten: 100 ul des Fanger-Antikorpers gegen Nitrotyrosin (verdiinnt in Coating-
puffer, sieche Tabelle 3.14) wurde in die Kavitaten pipettiert und iiber Nacht 14-16
Stunden bei RT auf dem Schiittler inkubiert.

Waschen, Blocken, Waschen: wie in 3.9.1 beschrieben.

Inkubation der Standards bzw. Proben: 100 uli der Probenlésung bzw. einer Verdiin-
nungsreihe von Nitro-BSA in PBS-Azid-Puffer wurden in die Kavitédten pipettiert und
eine Stunde bei RT auf dem Schiittler inkubiert.

Waschen: wie in 3.9.1 beschrieben.

Inkubation des zweiten Primdarantikorpers: 100 pL des zweiten Priméarantikorpers in PBS
(Verdiinnung siehe Tabelle 3.14, mit Zusatz von 1g/L BSA) wurden in die Kavititen
pipettiert und eine Stunde bei RT auf dem Schiittler inkubiert.

Waschen, Inkubation des markierten Sekunddrantikorpers, erneutes Waschen, Enzym-

reaktion, Abstoppen und Absorptionsmessung: wie in 3.9.1 beschrieben.

3.9.4 Immunoassays fiir Betv 1 und Nitro-Betv1

Sandwich-Immunoassay fiir Bet v 1 und Nitro-Bet v 1 wurden wie unter [290] beschrieben
durchgefiihrt und Extrakte von Luftstaubproben (PM2.5) mit diesen Assays gemessen.
Im Rahmen der erzielten Nachweisgrenzen konnte jedoch kein Bet v 1 nachgewiesen wer-
den. Griinde dafiir sind vermutlich in den zum Zeitpunkt der Messungen stark schwan-
kenden Hintergrundsignalen auf den MTP zu suchen. Die Wiederfindung in den Filter-

eluaten der mit BPE belegten Spritzenfilter wurden mit dem Sandwich-Immunoassay fiir
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Tabelle 3.14: Eingesetzte Antikorper und Verdinnungen im Sandwich-Immunoassay
fiir Nitroproteine.

Fénger- Zweiter Verdiinnung markierter Verdiinnung
Antikoérper,  Primér- Sekundar-Ak Sekundar-Ak
Verdiinnung  Antikérper

Ziege, CAY 1:500 Anti-Maus-IgG ~ 1:30000
1:10000 39B6 1:10000 Anti-Maus-IgG  1:30000
Schaf, CAY 1:500 Anti-Maus-IgG ~ 1:30000
1:2500 39B6 1:10000 Anti-Maus-IgG  1:30000
39B6, Ziege 1:10000 Anti-Ziege-IgG  1:10000
1:10000 Schaf 1:2500 Anti-Schaf-IgG  1:10000

Bet v 1 untersucht. Zusétzlich wurde in der vorliegenden Arbeit speziell der Einfluss der
Nitrierung von Bet v 1 auf dessen Erkennung durch verschiedene Antikorper untersucht.

Dazu wurden folgende Assays mit jeweils Bet v 1 und Nitro-Bet v 1 durchgefiihrt:
e Einseitiger Assay mit polyklonalem Kaninchen-Anti-Bet v1 Antikorper;
e cinseitiger Assay mit monoklonalem Maus-Anti-Bet v1 Antikorper;

e cinseitiger Assay mit humanen Bet v 1-Allergikerseren (,,polyklonaler Human-Anti-
korper®);

e Sandwich-Immunoassay mit polyklonalem Kaninchen-Anti-Bet v 1-Antikorper
(Fangerantikorper) und humanen Bet v 1-Allergikerseren als zweiten Priméranti-
korper.

Einseitige Bet v 1-Assays

Beschichten: Parallel wurde je eine Verdiinnungsreihe von Betv1 und Nitro-(3)-Bet v 1
in PBS-Puffer (fiir Bet v1 bis zu sieben verschiedene Konzentrationen von 63ng/L bis
63 mg/L, fiir Nitro-(3)-Bet v 1 bis zu sechs verschiedene Konzentrationen von 0.34 ug/L
bis 34mg/L, je 100 uL pro Kavitdt) mit drei Wiederholungen in die Kavitaten einer
Mikrotiterplatte pipettiert und 14-20 Stunden bei RT inkubiert.
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Tabelle 3.15: Primdrantikorper gegen Bet v 1 und verwendete Verdiinnungen in ein-
seitigen nichtkompetitiven Assays fiir Bet v 1.

Bet v 1- Verdiinnung Sekundér-Ak Verdiinnung
Antikorper

pAk Kaninchen 1:10000 Anti-Kaninchen IgG-POD 1:10000
mAk Bv16 1:1000 Anti-Kaninchen IgG-POD  1:20000
Humanseren MT4/12/59 1:10 Anti-Human IgE 1:1000

Waschen: wie in 3.9.1 beschrieben.

Blocken: 200 uL einer BSA-Losung (20 g/L in PBS) wurden in die Kavitiaten pipettiert

und ein bis drei Stunden inkubiert.
Waschen: wie in 3.9.1 beschrieben.

Inkubation des Primdarantikorpers: 100 uL. der Primérantikorperlosung (siehe Tabelle
3.15) in PBS mit Zusatz von 1g/L BSA wurden in die Kavititen pipettiert und fiir

eine Stunde inkubiert.
Waschen: wie in 3.9.1 beschrieben.

Inkubation der Sekunddrantikérper: Wurden Kaninchen- oder Maus-Antikorper als Pri-
marantikorper benutzt, so erfolgte standardméifig die Inkubation mit einem Meerret-
tichperoxidase-markiertem Sekundérantikorper gegen Kaninchen- bzw. Maus-IgG (siehe
Abschnitt 3.9.1). Bei den Humanseren erfolgte zunéchst die Inkubation mit einem Anti-
Human-IgE-Antikorper (aus Ratte). Dazu wurden von Anti-Human-IgE LO-HE-10 und
LO-HE-17 je 10 uL auf 10 mL PBS mit Zusatz von 0.4 g/L BSA verdiinnt und 100 pL
von dieser Losung in die Kavitdten pipettiert. Bei den Humanseren erfolgte nach ei-
nem weiteren Waschschritt daher eine weitere Inkubation mit einem Tertidrantikorper:
je 100 uL. Meerrettichperoxidase-markierte Anti-Ratte-IgG-Antikérper (1:10000 in PBS
verdiinnt mit Zusatz von 0.8 g/L BSA) wurden in die Kavitéten pipettiert und eine bis
zwei Stunden inkubiert. Die Enzymreaktion, Abstoppen und Messung der Platte erfolgte

dann wiederum analog zu der oben (Abschnitt 3.9.1) beschriebenen Vorgehensweise.
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Sandwich-Bet v 1-Assay mit Humanseren

Beschichten: Je 100 L einer Verdiinnung von 1:10000 des polyklonalen Bet v 1 Kanin-

chen-Antikorpers in Coating-Puffer wurden in die Kavitdten einer MTP pipettiert.

Waschen, Blocken, Waschen: wie in 3.9.1 beschrieben.

Inkubation mit den Standards: Je eine Verdiinnungsreihe von Betv1 und Nitro-(3)-
Betv1 in PBS-Puffer (fiinf verschiedene Konzentrationen: fiir Betv1 von 63ng/L bis
0.63mg/L, fiir Nitro-(3)-Betv1 von 0.34 ug/L bis 3.4mg/L, je 100 L) wurde mit je
drei Wiederholungen pro Konzentration in die Kavitdten einer Mikrotiterplatte pipet-
tiert und 1.5 bis 2 Stunden bei RT inkubiert.

Waschen: wie in 3.9.1 beschrieben.

Inkubation der Allergikerseren: Nach dem Auftauen wurden die Allergikerseren fiinf Mi-
nuten bei 10000 U/min™! zentrifugiert (Biofuge 28RS, 4°C), um vorhandene Lipide ab-
zutrennen. 1mL Serum wurde mit 3mlL PBS-Puffer verdiinnt, je 100 uL. davon in die
Kavitaten pipettiert und fiir 30 Minuten bei 37 °C inkubiert.

Waschen: wie in 3.9.1 beschrieben.

Inkubation der Sekunddrantikorper: 100 uL einer Losung von Anti-Human-IgE (LO-HE-
10 und LO-HE-17 je 1:2000 verdiinnt) in PBS mit Zusatz von 0.4 g/L BSA wurden in
die Kavitaten pipettiert und eine Stunde bei RT inkubiert.

Inkubation der markierten Tertidrantikérper: 100 uL. Meerrettichperoxidase-markierte
Anti-Ratte-IgG-Antikérper (1:10000 in PBS verdiinnt mit Zusatz von 0.8g/L BSA)

wurden in die Kavitdten pipettiert und ein bis zwei Stunden inkubiert.

Enzymreaktion, Abstoppen, Messung: wie oben beschrieben (Abschnitt 3.9.1).
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3.10 Reaktion von Proteinen mit reaktiven

Spurenstoffen

3.10.1 Extraktion von Birkenpollen

2.0 g Birkenpollen wurden mit 10.0 mL deionisiertem Wasser versetzt und 80 Minuten
geriihrt. Dann wurde 15 Minuten bei 17000min™ und 14°C abzentrifugiert (Heraeus
Biofuge 28 RS) und der Riickstand erneut mit 9.4 mL Wasser versetzt, 70 min geriihrt
und zentrifugiert (25 min bei 11 000 min™t, Hettich Universal 30 F, ungekiihlt). Diese Pro-
zedur wurde noch zweimal wiederholt. Die vier Fraktionen wurden vereinigt, iiber einen
Polysulfon-Membranfilter (Lida, 0.45 um) filtriert, bei -23 °C eingefroren und das Was-
ser in einer Gefriertrocknungsanlage bei 0.1 - 0.2 mbar entfernt. Der Extrakt wurde im
getrockneten Zustand bei 4 °C aufbewahrt. Die Gesamtmasse der als Extrakt isolierten
wasserloslichen Komponenten betrug 757 mg (38 % der Pollentrockenmasse). Die Masse

des durch Zentrifugation abgetrennten und getrockneten Riickstands betrug 1.304 g.

3.10.2 Herstellung von Protein-Filterproben

Protein-Filterproben durch Auftragen einer Proteinlésung

Spritzenfilter mit 25 mm Durchmesser aus Aluminiumoxid, Celluloseacetat (CA), Glas-
faser (GF) und regenerierter Cellulose (RC) wurden parallel mit Proteinlésungen be-
legt. Die Filter wurden zunéchst mit je 10 mL deionisiertem Wasser vorgespiilt und an-
schliefsend gefriergetrocknet. Mit einer 50 uL-Pipette wurden dann je 50 pL einer Losung
von 2.0¢g/L BSA bzw. 50 uL einer Losung von 3.0 g/L Birkenpollenextrakt in deionisier-
tem Wasser gleichméfig auf die Filter aufgetragen. Bei den Teflon-Filtern war es bei
der Belegung erforderlich, die aufgetragene Losung an der Auslassseite des Spritzenfil-
ters mit Hilfe einer Spritze etwas anzusaugen, damit die Membran benetzt wurde. Als
Blindprobe wurden fiir alle Versuche 50 ul deionisiertes Wasser aufgetragen. Die Filter
wurden 1-1.5 Stunden bei -23 °C eingefroren und unmittelbar danach fiir mindestens ei-
ne Stunde in die Gefriertrocknungsanlage gebracht, wo das Wasser durch Sublimation bei
ca. 0.1-0.2mbar entfernt wurde. Fiir die Laborversuche mit befeuchteten Gasgemischen
wurden die Filter schlieklich in einer verschlossenen Kunststoffbox in einer geséttigten
Wasserdampfatmosphére 1.5-3 Stunden bei Raumtemperatur (ca. 23°C) vorkonditio-

niert.
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Protein-Filterproben durch Abscheiden von Aerosolpartikeln

In einen 500 mL Dreihalskolben wurden 180 mL einer 0.1 %igen Losung von BSA in Was-
ser gefiillt. In den Kolben wurde mittels eines Kreuzfluss-Zerstédubers Stickstoff (Reinheit
5.0, 99.999 %) mit 4L/min eingeleitet. In einem Diffusionstrockner, der mit Kieselgel
gefiillt war, wurden die dabei mitgerissenen Fliissigkeitspartikel getrocknet und so ein
polydisperses BSA-Aerosol erzeugt. Die Gesamtpartikelanzahl wurde mittels eines Kon-
densationskernzihlers (CNC) zu 7 - 10* cm ™ bestimmt. Nach Einstellen des Ladungs-
gleichgewichts der Aerosolpartikel durch eine Krypton-85-Quelle wurde die Partikelgro-
kenverteilung mit einem Scanning Mobility Particle Sizer (SMPS) gemessen und mittels
der Software Aerosol Instrument Manager (AIM) ausgelesen. Die dabei bestimmte Gro-
kenverteilung der Aerosolpartikel ist in Abbildung 3.12 wiedergegeben.
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Abbildung 3.12: Griflenverteilung der BSA-Partikel gemessen mittels SMPS.

Die so erzeugten, getrockneten BSA-Aerosolpartikel wurden auf Spritzenfiltern aus
Glasfaser und Teflon (0.45pum) abgeschieden. Die Sammelzeit variierte dabei von 60
bis 135 Minuten. Durch Wégung wurde die Massenbeladung der Filter bestimmt. Dazu
wurden die Spritzenfilter analog zur Wagung der 150 mm-Filter (3.1.1) in einem mit
gesittigter Kaliumcarbonat-Losung befiillten Feuchte-Exsikkator (RH 45%) vor dem
Wiegen fiir 48 h konditioniert.
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3.10.3 Begasung von Proteinproben mit synthetischen
Gasgemischen

Die Proteinproben auf den Spritzenfiltern wurden mit definierten Gasgemischen aus
Stickstoff, Stickstoffdioxid und Ozon begast, wobei in den meisten Experimenten auch
Wasserdampf beigemischt wurde (siehe Tabelle 3.16). Abbildung 3.13 zeigt den Ver-
suchsaufbau. Zunéchst wurde der Stickstoffstrom am Rotameter 1 (RM 1) auf 1 - 3L/min
eingestellt und dann vorsichtig das Nadelventil mit dem Priifgas aufgedreht, bis die ge-
wiinschte Endkonzentration NO, erreicht war. Ozon wurde durch Photodissoziation von

Sauerstoff mit Hilfe einer UV-Quecksilberdampflampe erzeugt [297].

302+ hv(\ < 242nm) — 205 (3.3)

Der Ozongenerator bestand aus einem 10 cm langen, polierten Aluminiumzylinder
mit elliptischem Querschnitt. Zur optimalen Ozonausbeute wurde eine Hg-Lampe L
937-02 mit dem Emissionsmaximum bei 185nm in der einen Brennachse der ellipti-
schen Bohrung platziert, wihrend Oy durch ein UV-transparentes Glasrohr (Suprasil-
Rohr) in der anderen Brennachse geleitet wurde. Mit dem Ozongenerator konnten Ozon-
Volumenmischungsverhéltnisse zwischen 0.05 und 4 ppm eingestellt werden. Die beiden
Gasstrome Ny /NOg und O5/O3 wurden in einem Ringspaltmischer homogen vermischt.
Fiir die Versuche mit Feuchtigkeit wurde ein zweiter Stickstoffstrom durch eine partiell
mit Wasser gefiillte, thermostatisierte Waschflasche mit Glasfritteneinsatz geleitet. Am
Rotameter 3 (RM 3) wurden Volumenstrome zwischen 1 und 3L/min eingestellt, um
relative Feuchten im Bereich von 20 - 50 % zu erreichen (siehe Tabelle 3.16). Die Vermi-
schung mit dem Ozon- und Stickstoffdioxid enthaltenden Gasstrom erfolgte mittels eines
V-férmigen Schlauchverbinders unmittelbar vor den begasten Spritzenfiltern. Die rela-
tive Feuchtigkeit des synthetischen Gasgemischs wurde unmittelbar nach den begasten
Spritzenfiltern mit einem kommerziellen kapazitiven Feuchtefiihler (FH A646, Ahlborn,
Holzkirchen) gemessen.

Zur Verbindung der einzelnen Elemente wurde Tygon-Schlauch (Innendurchmesser
6 mm) verwendet. Zur Verzweigung und Kupplung der Schlauchstiicke wurden Schlauch-
verbinder aus Polypropylen benutzt. Der Stickstoffstrom wurde der Hausleitung (Rein-
heit 5.0; 99.999 %), NO, einer Priifgasflasche entnommen (4.57 ppm NO, 98 % in 5.0
Ny). Zumeist wurden parallel BSA und Birkenpollenextrakt untersucht. Tabelle 3.16
gibt einen Uberblick iiber die durchgefithrten Experimente mit synthetischen Gasgemi-
schen.

Es wurden Ozon- und NO9-VMV von 0.05 - 1 ppm iiber Zeitrdume zwischen 2 und 167
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Tabelle 3.16: Ubersicht iber die Begasungsexperimente mit synthetischen Gasgemi-

schen.
Dauer VMV Art der Anzahl begaster Filter
NO, O RH Belegung BSA/BPE
[h] [ppm,] [ppm,]  [%] Glasfaser Teflon RC

Begasung von abgeschiedenen Aerosolpartikeln

2.5 1.00  0.00 Partikel 2/0 2/0
2.5/3.5 1.00  0.00  50-63 Partikel 2/0 2/0
2 0.00  1.00 Partikel 2/0 2/0
2 0.00 100  42-55 Partikel 2/0 2/0

Begasung von Proteinproben aus aufgetragenen Losungen

2 0.00  1.00 Lésung 1/1 1/1

2 000 070  2-16 Losung 1/1 1/1
1/2/3/4 1.00  1.00  29-42  Losung 4/4

1/2/3/4 050  0.50 Lésung 4/4 4/4
1/2/3/4 050 050  34-40 Lésung 4/4 4/4
7.5/23/32/48 020  0.20  25-53  Losung 4/4

6/22/31/46 010  0.10 51-57 Lésung 4/4

6/23/31/48 0.0  0.00  30-40 Lésung 4/4

29/93/118/165 0.05  0.05  44-54  Losung 4/4

Zusitzliche Begasungsversuche

27/521 020 020  32-35 Losung 4/4
67> 020 020  29-37 Losung 4/4
8-1673 0.05 0.05 46-64  Losung 13/13

Versuch mit Partikelvorfilter
2Versuch mit Teflonvorfilter
3parallele Begasung



76 Experimenteller Teil

RM 1
N2 k\_,/
1 -2 L/min NO, ™ N,/NO,
5 ppm
0.05 -1 L/min
0 RM 2 Ozon-Generator
<y | . Ringspaltmischer
L o n g 0,+ UV
1-3L/min
Spritzenfilter
N RM 3 \ Feuchtefithler
Nc~——1
N o B
1-3L/min |l il
- ] Auslass
o
> ©
/ Wasserbad O;-Monitor NO,-Analysator

‘Wasser T

Vorfilter (optional)

Abbildung 3.13: Versuchsaufbau zur Begasung von Proteinproben mit synthetischen
Gasgemischen.

Stunden untersucht. Bei zwei Versuchen wurden zusétzliche Vorfilter vor die begasten
Proben eingebaut: ein Absolut-Partikelfilter (Headline Filters Limited, Grade DIF-N50)
bzw. ein Teflon-Spritzenfilter (Roth, 0.45 pm Porenweite).

Die verwendeten Spritzenfilter wurden nach Versuchsende zur Elution der Proteine mit
jeweils insgesamt 4 mL. PBS-Azid-Puffer gespiilt. Dazu wurde mit 5 mL. Einwegspritzen
zunéchst 1 mL Puffer durch den Filter gespiilt, fiinf Minuten gewartet und sodann die
restlichen 3mL durch den Filter gespiilt. Die so erhaltenen Losungen wurden in ver-
schlossenen Rollrandgléschen bei 4°C im Dunkeln aufbewahrt und mittels einseitigem
Immunoassay mit mAk CAY auf nitrierte Proteine untersucht. Einige Filtereluate (Be-
gasung mit Umgebungsluft, Begasung nur mit Ozon) wurden mittels BCA-Assay (BSA-
Proben) und mittels Bet v 1-Sandwich-Assay (BPE-Proben) auf Proteinwiederfindung

untersucht.



3.10 Reaktion von Proteinen mit reaktiven Spurenstoffen 77

3.10.4 Begasung von Proteinproben mit Umgebungsluft

In insgesamt fiinf Experimenten wurde mittels einer Membranpumpe Umgebungsluft
durch die mit Protein belegten Spritzenfilter gesaugt. Die Versuche wurden an einem
Verkehrsknotenpunkt in Miinchen (Luise-Kiesselbach-Platz) mit hoher verkehrsbeding-
ter Abgasbelastung durchgefiihrt. Parallel dazu wurden Begasungen mit gering belas-
teter Umgebungsluft auf dem Geldnde des Klinikums Grofshadern durchgefiihrt. Am
LKP wurde, um NOs und andere reaktive Spurengase nicht durch Reaktion mit der
Schlauchwand zu verlieren, vom Ansaugrohr (aus Glas) bis zu den ersten Spritzenfil-
tern Schlauch aus Teflon (1 m Lénge) verwendet und die zur Verbindung notwendigen
Schlauchstiicke aus Tygon auf wenige mm Lénge gekiirzt. Die Volumenstrome wurden
mittels Schlauchklemmen reguliert und fiir alle Filter mittels drei paralleler Rotame-
ter gleich eingestellt (0.15- 1.0 L/min). NOy und andere reaktive Spurengase wurden fiir
die Vergleichsproben mittels Aktivkohle abgeschieden. Dazu wurde ein mit Aktivkoh-
le gefiillter Diffusionsabscheider (Lénge x Durchmesser 55x 1 cm, LKP) bzw. Glasturm
(35x5cm, GH) in die Apparatur eingebaut. Abbildung 3.14 zeigt den Versuchsaufbau
mit neun Spritzenfiltern parallel, wie er zur Untersuchung von drei verschiedenen Filter-
materialien verwendet wurde. Die Anordnung von jeweils drei Spritzenfiltern des gleichen
Materials ist ebenfalls dieser Abbildung zu entnehmen. So wurde der mit Wasser belegte
Spritzenfilter stets in die Mitte des Kreuzverbindungsstiickes platziert und die mit BSA
und BPE belegten Filter im rechten Winkel dazu. Tabelle 3.17 gibt einen Uberblick iiber

die durchgefiihrten Experimente.

Tabelle 3.17: Ubersicht iber die Begasungsexperimente mit Umgebungsluft.

Zeitraum Dauer [h] Filtermaterial
15.04.2002 - 22.04.2002 174 CA, GF, RC
22.04.2002 - 29.04.2002 165 Al CA, GF
99.04.2002 - 06.05.2002 171 CA, GF, RC
06.05.2002 - 15.05.2002 209 CA, GF, RC

29.05.2002 - 05.06.2002 162 CA, GF, RC
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Abbildung 3.14: Versuchsaufbau zur Begasung von Proteinproben mit Umgebungsluft.

3.10.5 Konzentrationsmessungen von Ozon, Stickoxiden und
Wasserdampf

Die Messung der Ozon-VMVs bei den Experimenten mit synthetischen Gasgemischen
erfolgte mit einem kommerziellen Oz-Analysator (41M, Ansyco, Karlsruhe) unmittel-
bar vor den bestromten Spritzenfiltern. Die VMV von NO, NOy und NO, wurden nach
Durchgang des Gasstroms durch die Filter mit einem NO,-Analysator (CLD 700 Al,
Eco Physics, Miinchen) gemessen, die Zehnsekunden-Mittelwerte mittels einer Labview-
basierten Software (NO,-View, EcoPhysics, Miinchen) an einen Messrechner iibertragen
und mittels Fxcel 2000 ausgewertet. Eine grafische Darstellung des Verlaufs der NO, NOy
und NO,-VMV zeigt Abbildung 3.15 fiir eine Begasung mit 100 ppb, NO, (Sollwert).
Im Diagramm sind auch die drei Entnahmen von Filtern aus dem Gasstrom markiert.
Die dazu notwendige kurze Unterbrechung des Gasstroms ist als kurzfristiges Absinken
des VMV von NOs klar zu erkennen.

Bei den Versuchen mit Umgebungsluft wurden die Stickoxide in Grofshadern ebenso
mit dem NO,-Analysator CLD 700 Al, jedoch mit einer dlteren, DOS-basierten Softwa-

re gemessen. Am Luise-Kiesselbach-Platz wurden die NOs-Volumenmischungsverhalt-
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Abbildung 3.15: Verlauf der VMVs von NO, NOy und NO, wdhrend einer 48-
stiindigen Begasung mit 100 ppb, NOy (Sollwert). Die Mittelwerte der
VMVs betragen fir NO/NOy/NO, und Filter 1: 104/16/120; Filter
2: 100/13/1183; Filter 3: 100/12/112; Filter 4: 99/11/110 [ppb,,].

nisse parallel von einem NO,-Analysator (Eco Physics) des Bayerischen Landesamts fiir

Umweltschutz gemessen und zusammen mit weiteren Messdaten (VMV von NO, NOx,
O3, CO, SOy, PM10-Konzentrationen, RH, Temperatur) als Halbstundenmittelwerte zur

Verfligung gestellt.



4 Protein- und

Kohlenstoffmessergebnisse

4.1 Charakterisierung des BCA-Assays

4.1.1 Kreuzreaktivitaten

Der BCA-Assay wurde standardméfig auf Rinderserumalbumin, BSA,| mit einer Mas-
se von 67 kDa kalibriert. Da in Umweltproben eine komplexe Mischung von sehr vielen
Proteinen zu erwarten ist, wurden die Kreuzreaktivitdten verschiedener Substanzen un-
tersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4.1 aufgelistet. Die hochste Kreuzreaktivitét
beziiglich BSA zeigte dabei das y-Rinderserumglobulin (83 %), das ebenso wie BSA aus
Rinderserum stammt. Ovalbumin und Casein wiesen bereits deutlich geringere Kreuzre-
aktivitaten von 66 bzw. 53 % auf. Die fiir die Enzyme Amylase und Cellulase bestimmten
relativen Konzentrationen von 34 bzw. 19 % sind besser als ,Proteingehalt* der Proben
zu interpretieren. Ublicherweise sind kommerziell erhiltliche Enzyme keine Reinsubstan-
zen, sondern konnen noch Kohlenhydrate, andere Proteine, Puffersubstanzen und weitere
Substanzen enthalten. Idealerweise sollten sich die Kreuzreaktivitdten, bezogen auf den
Kalibrierstandard, im Bereich von wenigen Prozent Abweichung von 100 % bewegen. Die
grofke Vielfalt der Substanzklasse der Proteine beziiglich Aminosdurezusammensetzung,
Grofse und mogliche Modifizierung der Seitenketten erschwert jedoch die Erfiillung dieser
Bedingung. Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher das haufig verwendete Protein BSA
als Kalibrierstandard verwendet, auf das auch eine Vielzahl anderer Proteinmessungen
bezogen sind [32].

Die erzielten Ergebnisse zeigen, dass mittels BCA-Assay keine absoluten Konzentra-
tionen bestimmt werden konnen, sondern nur ,BSA-Aquivalentkonzentrationen®. Zur
quantitativen Analyse von Proteingehalten in Umweltproben erscheint eine Reduktion
der Komplexizitdt der Proben ratsam. Dies kann z.B. durch Hydrolyse der Proteine

zu den Aminoséduren erzielt werden, wobei dann je nach Art der Hydrolyse nur noch
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17-20 Substanzen quantifiziert werden miissen. Allerdings sind bei der Aminoséure-
analytik auch Nachteile zu beriicksichtigen, wie z.B. der stark erhohte apparative und
zeitliche Aufwand, Substanzverluste bei der Hydrolyse, erhdhte Blindwerte durch die
ubiquitdre Verteilung der Aminosduren, etc. Aminosiduremessungen wurden auch im
Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt (Kapitel 5).

Tabelle 4.1: Kreuzreaktivititen verschiedener Substanzen im BCA-Assay (BSA =
100 %-Wert). Angabe des arithmetischen Mittels der je 3 - 4fach parallel
bestimmten Mittelwerte von 1-8 Konzentrationen und je einer Standard-
abweichung dieses arithmetischen Mittels.

Testsubstanz Molekiil- Kreuz- Konzentra- Anzahl

masse reaktivitdt tionsbereich Konz.

[kDa] (7] mg/L]  (Wdh.)

Rinderserumalbumin 67 100

7-Rinderserumglobulin 90 83+6 10 - 40 3 (4)
Ovalbumin 45 66 + 4 10 - 40 3 (4)
Casein 53 £5 10 - 40 3 (4)
a-Amylase, Aspergillus oryzae 51 34 + 2 10 - 40 3 (4)
Cellulase, Aspergillus niger 31 19+9 20 - 200 3 (4)
Huminséure, Roth, 43 £ 4 5 - 100 7 (4)
Huminséure, Fluka 31+5 5-100 7 (4)
Huminséure-Carbamidester 23 £3 5-100 7 (4)
Huminséure aus Kompost 23+ 0 130 1(3)
Fulvinsiure (I), IWC 8+ 0 200 1(3)
Fulvinsiure, Melaza Ac., IWC 2+4 5 - 250 8 (4)

Ergebnisse der Messungen der Kreuzreaktivitdten von Humin- und Fulvinsduren im
BCA-Assay sind ebenso aus Tabelle 4.1 zu entnehmen. Die ausgewéhlten Huminsduren
zeigten Kreuzreaktivitdten von 23-43 %, d.h. bei Vorhandensein von 1 mg Huminséure
in der Probe wiirden 0.2 bis 0.4 mg BSA-Aquivalentprotein zu viel bestimmt werden.
Die Fulvinsiuren stellen mit lediglich 2-8 % Kreuzreaktivitit eine weitaus geringere po-

tentielle Storung des BCA-Assays dar. Eine vollstdndige Trennung von Huminséduren,
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Fulvinsduren und Proteinen ist aufgrund der groffen Komplexizitit beider Substanzen
und iiberlappenden Eigenschaften dufserst schwierig. Zudem kénnen Aminosduren und
Peptide kovalente Bindungen mit Huminsduren eingehen, die bei einer Trennung der
Substanzgruppen selektiv gelost werden miissten. Auch durch die in der Probenanaly-
tik angewandte Grofsenausschlusschromatographie ist keine Abtrennung der HULIS aus
Umweltproben zu erzielen, da diese ebenso wie die Proteine makromolekulare Substan-
zen sind.

Bei Berechnung der Kreuzreaktivitéiten fiir unterschiedliche Huminsaurekonzentratio-
nen im Bereich von 5mg/L bis 250 mg/L ergaben sich nahezu identische Einzelwerte
mit Schwankungen von jeweils nur wenigen Prozent. Die Eigenabsorptionen von mit
Huminséurelosungen gefiillten Kavitaten der MTP lagen zudem im Bereich von 0.2-0.3
bei 250 mg/L. Sie waren damit nur leicht erhoht im Vergleich zum Hintergrundwert fiir
das BCA-Reagenz mit PBS-Puffer (0.15 bis 0.2). Die Absorption der Fulvinsduren ohne
BCA-Reagenz lag z.T. sogar unter diesem Wert (0.06 fiir 250 mg/L Fulvinsiure Ac. Me-
laza, IWC). Daher wurde auf besondere Berechnungen unter Einbezug der Eigenfarbung
der Humin- und Fulvinsduren in den untersuchten Beispielen bei der Messwellenldnge

von HH0nm verzichtet.

4.1.2 Adsorption von Proteinen

Proteine sind makromolekulare Substanzen, die an polaren Oberflachen schnell und dau-
erhaft adsorbiert werden konnen, u.a. beruht das Prinzip des ELISA in Mikrotiterplatten
aus aktiviertem Polystyrol auf dieser Eigenschaft. Fiir die Spurenanalytik von Proteinen
scheiden daher Probengefifie aus Kunststoff (auker Teflon) wie z.B. Eppendorf-Caps aus.
In der vorliegenden Arbeit wurden Glasgeféfe fiir die Proteinanalytik benutzt. Proteine
kénnen jedoch ebenso - wenn auch weniger stark - an Glas- und auch Quarzoberfla-
chen adsorbieren. Faserfilter stellen durch ihre hohe Oberfliche im Vergleich zu einfa-
chen Glaswandungen ein Medium mit hoher Adsorptionskapazitit dar. Durch die ge-
setzten Analysenziele fiir die gesammelten Luftstaubproben war jedoch die Verwendung
von Glasfaser- bzw. Quarzfiltern bereits festgelegt. Die parallel durchgefiihrte Bestim-
mung des Gesamtkohlenstoffgehalts durch Verbrennungsanalyse (Abschnitt 4.3) lief die
Verwendung von kohlenstofthaltigen Filtern wie z.B. teflonbeschichteten Glasfaserfiltern
(Emfab, Fiberfilm), Teflonfiltern oder Cellulosenitratfiltern nicht zu.

Ausgegliihte Glasfaser- und Quarzfilter wurden daher auf ihre Eigenschaften beziiglich
der Adsorptionsfahigkeit von Proteinen untersucht. Dazu wurden wéssrige Proteinlosun-

gen auf diese Filter aufgetragen und nach Eintrocknen und Elution mit PBS-Puffer die
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Wiederfindung bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4.2 dargestellt. Das Adsorp-
tionsverhalten von BSA auf Glasfaser- und Quarzfiltern unterschied sich dabei nicht
sehr stark. Es fiel auf, dass bei geringen BSA-Mengen auch die Wiederfindung sehr ge-
ring war und nur etwa im Bereich von 10 % lag. Mit der aufgetragenen Menge an BSA
stieg die Wiederfindung bis iiber 50 % fiir 600 ug BSA an. Die typischerweise gefunde-
nen Absolutmengen an Protein auf Achtelstiicken eines Realfilters lagen zwischen 50
und 200 pg. Zu beachten ist bei diesen Ergebnissen, dass es sich um Modellexperimente
mit frisch ausgegliithten, absolut sauberen Filtern handelte, deren Adsorptionsfihigkeit
nicht durch andere Substanzen, wie sie in Realproben vorhanden sind, beeintréachtigt
wurde. Um das Adsorptionsverhalten eines Realfilters zu untersuchen, wurde ein Ad-
ditionsexperiment mit einem drei Tage lang am Hohenpeifenberg mit PM2.5 belegten
Glasfaserfilter durchgefiihrt. Bei mittleren BSA-Mengen zeigte der Realfilter in etwa
das gleiche Adsorptionsverhalten wie die Modellfilter. Beim Auftragen von 600 ug BSA

wurde eine deutlich hohere Wiederfindung von 63 % erzielt.

Tabelle 4.2: Ubersicht tiber die Wiederfindung von BSA auf Glasfaser- und Quarzfiltern
nach Auftragen und Eindampfen einer wdssrigen Lisung. Werte bestimmt
im BCA-Assay nach Extraktion mit verdinntem (10 %) PBS-Puffer, beim
Realfilter zusdtzlich Aufreinigung durch Gréiffenausschlusschromatographie
und Abzug der Proteinkonzentration der nicht aufgestockten Filterstiicke.
Angabe der Mittelwerte + Spannweite der Wiederfindungen von je zwei
parallel behandelten, je vierfach gemessenen Filterstiicken.

Menge BSA Modellfilter Realfilter Modellfilter

Glasfaser  Glasfaser Quarz
[1g] K K K
20 8+£3 = 1
50 16 + 1 = 124+ 1
100 20£0 - 11+1
200 37+ 4 29 £ 5 30 +£9
300 36 £ 5 40 £+ 2 39 + 7
400 46 £+ 2 - 39 £ 3
600 46 + 13 63 + 2 53 £+ 3

Tkein Wert verfiighar
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Auch wurden in vorgegebene BSA-Losungen bekannter Konzentration Achtelstiicke
von 150 mm-Filtern gegeben, analog wie bei den durchgefiihrten Extraktionen geriihrt
und die Konzentrationen vor und nach der Filterstiickzugabe untersucht. Die Ergebnisse
sind in Tabelle 4.3 aufgelistet. Die Verluste, die durch Adsorption an frisch ausgegliihte
Filter auftraten, lagen demnach im Bereich von 14 (Glasfaser) bis 28 % (Quarz).

Tabelle 4.3: Ubersicht tiber die BSA-Wiederfindung von Glasfaser- und Quarzfiltern.
Angabe der Verhdiltnisse £ Spannweiten der BSA-Konzentration nach
90 min Rihren mit einem Achtelstiick eines frisch ausgeglihten 150 mm-
Filters im Vergleich zur BSA-Konzentration der Ausgangslosung.

Konzentration  Wiederfindung  Anzahl  Wiederfindung  Anzahl

BSA Glasfaser paralleler Quarz paralleler
[mg/L] (%] Exp. (%] Exp.
5 115 + 37 2 79 1
10 83 £ 17 4 81 + 18 2
20 75+ 8 3 63 £ 18 4
40 81 £ 2 2 80 + 8 2
Mittelwert + 1s 86+ 17 11 72 £ 12 9

4.1.3 Sonstige mogliche Proteinverluste

Die Wiederfindung von BSA nach dem Eindampfen im Stickstoffstrom und Wiederauf-
nahme in Wasser betrug 86 + 10% (Mittelwert + 1s) bei einer Versuchsreihe mit sie-
ben Losungen der Konzentrationen 2.5 bis 40 mg/L . Damit kann nicht ausgeschlossen
werden, dass Verluste in der Grokenordnung von 10% auch durch die Arbeitsschrit-
te Verdiinnen-Eindampfen-Wiederaufnahme auftreten konnen. Mégliche Ursachen dafiir
konnten z.B. wiederum Adsorptionsverluste oder verringerte Loslichkeit sein, z.B. auf-
grund von Denaturierung oder Anderungen in der Tertidrstruktur des Proteins.
Weiterhin wurde die Grofenausschlusschromatographie auf mogliche Proteinverluste
untersucht. Sieben BSA-Losungen wurden vor und nach der (simulierten) Aufreinigung
durch eine PD10 Séule im BCA-Assay gemessen. Dabei traten im Mittel keine Verlus-
te auf. Die Wiederfindung betrug 101 £+ 14 % (Mittelwert £ 1s) fiir die verwendeten

Konzentrationen im Bereich von 20 bis 160 mg/L.
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4.1.4 Bewertung des BCA-Assays zur Proteinmessung

Die Ergebnisse des BCA-Assays werden von zahlreichen verschiedenen Faktoren be-
stimmt. Aufgrund der Kalibrierung auf BSA empfiehlt es sich, bei den Ergebnissen des
BCA-Assays von ,,BSA-Aquivalentkonzentrationen® zu sprechen. Verringerte Kreuzreak-
tivitdt von Proteinen konnte bis zu 50 % Unterbestimmung im BCA-Assay beitragen
(z.B. Casein). Allerdings kann aufgrund der nur stichprobenartigen Uberpriifung einiger
Proteine auch nicht ausgeschlossen werden, dass nicht auch Kreuzreaktivitdten grofer
als 100 % im BCA-Assay auftreten konnen. Diese Unzuldnglichkeiten des BCA-Assays
bzw. von Proteinassays im Allgemeinen ist bereits hinlanglich bekannt und in der Litera-
tur beschrieben (fiir Ubersichtszwecke siehe [204]). Eine universelle Methode zur Losung
samtlicher auftretender Probleme beziiglich Kreuzreaktivititen in den Farbetests ist

momentan jedoch nicht bekannt.

Die Verluste an Modellfiltern setzen sich zusammen aus verringerter Loslichkeit /Ad-
sorption nach der Extraktion (10-15%) sowie Adsorptionsverlusten an den Filterober-
flichen (15-30%). Die Verluste nach Eintrocknen einer Proteinlosung auf Modellfiltern
und anschliefender Extraktion waren zudem mengenabhéngig: Wéhrend bei sehr gerin-
ger Proteinbelegung sehr hohe (90 %) prozentuale Adsorptionsverluste auftraten, redu-
zierten sich diese Verluste auf 40-50% bei Erhohung der Absolutmenge Protein. Wei-
terhin muss beachtet werden, dass nicht alle potentiell vorhandenen Proteine unter den
Extraktionsbedingungen pufferloslich sind. Verluste durch die Groéfsenausschlusschroma-

tographie traten hingegen nicht auf.

Da auch Huminsduren und Fulvinsduren bzw. allgemein Huminstoff-dhnliche Sub-
stanzen im Test zwischen 2 und 43 % kreuzreagierten, kann der Begriff makromolekulare
Substanzen mit proteindhnlichen Reduktionseigenschaften in Betracht gezogen werden.
Eine Abtrennung der Huminstoff-dhnlichen Substanzen ist chemisch nur sehr unvoll-
standig moglich. Diese Substanzgruppe triagt deshalb zur Erhohung des bestimmten
Proteingehaltes bei. Der BCA-Assay ist daher im Allgemeinen nicht als quantitative
Methode zur Messung des Proteingehaltes atmosphérischer Aerosolproben und anderer
komplexer Umweltproben zu betrachten, sondern liefert aufgrund der Gegebenheiten
halbquantitative Ergebnisse, die als Anhaltspunkt fiir die wahre Proteinkonzentration

dienen konnen.
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4.2 Charakterisierung des Bradford-Assays

Das Coomassie-Reagenz besitzt zwei Absorptionsmaxima, bei 455 nm und 635 nm. Durch
die Komplexbildung mit Proteinen verschiebt sich das Absorptionsmaximum zu 595 nm
(Abbildung 4.1 oben). Im verwendeten Acht-Kanal-Photometer konnten nur einige feste
optische Filter ausgewéhlt werden, u.a. 620 nm, nicht jedoch 595 nm. Daher wurden zu-
néchst BSA-Kalibrierlosungen (1 mL) in PBS-Puffer mit dem Coomassie-Reagenz (1 mL)
in Makrokiivetten vermischt, die Lichtabsorption im Einstrahlphotometer gemessen, Ka-
libriergeraden bei 595 nm und 620 nm erstellt und verglichen (Abbildung 4.1 unten). Die
Kalibriergerade bei 620 nm verlauft etwas flacher und mit etwas grofserem Ordinaten-
abschnitt als die Gerade bei 595 nm, ist jedoch prinzipiell ebenso zur Kalibrierung ge-
eignet. Die Subtraktion der Absorption bei 450 nm (Referenzwellenlédnge) vergrofert die
Steigung der Kalibriergerade und reduziert den Einfluss von Untergrundabsorptionen,
die durch unterschiedliche Probenmatrices verursacht werden konnten. Fiir die Durch-
fiihrung des Bradford-Assays in dieser Arbeit in Mikrotiterplatten wurde deshalb die
Differenz der Absorption bei 620 und 450 nm verwendet. Zor und Selinger [211] zeigten
zudem, dass auch das Verhéltnis der Absorptionen bei 590 und 450 nm zur Kalibrierung
geeignet ist. Der lineare Bereich des Bradford-Assays reichte bis ca. 25 mg/L. Bei Mes-
sung hoherer BSA-Konzentrationen von 50 und 100 mg/L flachten die Kalibrierkurven
in diesem Bereich deutlich ab.

Zur Messung in Mikrotiterplatten wurden drei Kalibriergeraden mit dem Bradford-
Assay erstellt. BSA wurde im Konzentrationsbereich von 0.5 bis 25mg/L in PBS, in
10%v/v PBS und in deionisiertem Wasser gemessen. Die Ergebnisse fiir die Kalibrier-
reihen in verschiedenen Losungsmitteln unterschieden sich jedoch erheblich (Abbildung
4.2). Diese Beobachtungen waren in Wiederholungsexperimenten sehr gut reproduzier-
bar. Der pH-Wert nach Zugabe des Coomassie-Reagenz zu den unterschiedlichen Ka-
librierlésungen wurde mittels Indikatorpapier iiberpriift, zeigte jedoch konstant stark
saure Werte im Bereich von pH 0.5-1, wie sie fiir den Bradford-Assay notwendig sind.
Da sich die Kalibrierlosungen somit nur in der Ionenstérke unterschieden, kénnte dies
eventuell Einfluss haben. Bradford [210] berichtete iiber Storungen des Tests durch De-
tergenzien wie Triton-X 100, Natriumdodecylsulfat oder auch gédngige Spiilmittel fiir
Glasgeriite.

Zu Testzwecken wurden auch einige Extrakte von Filter- und Strafenstaubproben mit
dem Bradford-Assay gemessen und die Ergebnisse mit dem BCA-Assay verglichen. Die
Auswertung dieser Experimente zeigte jedoch ebenfalls, dass der Bradford-Assay nicht
fiir die Untersuchung von Umweltproben geeignet war. Bei der angewandten Proze-

dur der Extraktion mit wiederholtem Eindampfen und Wiederaufnahme der Losungen,



4.2 Charakterisierung des Bradford-Assays

87

1.2
1.0
c
S 0.8-
-~
o i
]
S 0.6-
Q2 J
<
0.4-
0.2
o-o'"'I""I""I""I""I""I""I""
400 450 500 550 600 650 700 750 800
Wellenldange [nm]
1.0-
0.8-
c
S 0.6-
g
2
2 0.4
A 595nm y = 0.015x + 0.627
0.2+ ® 620nm y = 0.018x + 0.570
m 620-450nm  y=0.022x +0.276
0'0 1 v v v v 1 v v v v 1 v v v v 1 v v v v 1 v v v v 1
0 5 10 15 20 25
BSA [mmol/L]

Abbildung 4.1: UV/VIS-Spektrum des Coomassie-Reagenz in PBS und in PBS mit
ansteigenden Konzentrationen an BSA, gemessen in 10mm Einweg-
PMMA-Makrokiivetten (oben) und resultierende Kalibriergeraden des
Bradford-Assays mit BSA bei unterschiedlichen Wellenlingen (unten,).
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Abbildung 4.2: Kalibriergeraden des Bradford-Assays mit BSA in deionisiertem Was-
ser, verdinntem PBS-Puffer und PBS-Puffer.

der Verdiinnung durch die Grofenausschlusschromatographie und durch unterschiedli-
che Probemengen und -eigenschaften waren die resultierenden Salzkonzentrationen nicht
exakt definiert. Da die fiir den Bradford-Assay notwendigen standardisierten Bedingun-
gen damit nicht ausreichend gesichert waren, kam der Bradford-Assay in dieser Arbeit

nicht weiter zur Anwendung.

4.3 Atmospharische Protein- und
Kohlenstoffkonzentrationen

Insgesamt wurden 164 Filter mit abgeschiedenen atmosphérischen Aerosolpartikeln un-
tersucht. Die Mittelwerte der Partikel-, Kohlenstoff- und Proteinkonzentrationen sowie
wichtige Verhéltnisse dieser Substanzklassen bei den unterschiedlichen Messkampagnen
sind in Tabelle 4.4 dargestellt. Da bei einigen Messkampagnen (z.B. LKP und ZSP-1)
bei einigen wenigen Filtern kein TC bzw. kein Protein bestimmt wurde (z.B. da fiir
andere Analysen, Wiederholungsmessungen etc. schon der gesamte Filter aufgebraucht

war), ergaben sich bei den Verhéltnissen z.T. minimale Abweichungen vom Quotient der
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Abbildung 4.3: Probenahmeorte Schneefernerhaus am Zugspitzhang (links) und Me-
teorologisches Observatorium am Hohenpeifienberg (rechts).

angegebenen Mittelwerte fiir die Konzentrationen. Die angegebenen Mittelwerte sind je-
doch stets volumengewichtete Mittelwerte mit der maximalen Anzahl der verfiigharen
Werte. Fiir die Filter vom Deutschen Wetterdienst konnte kein Kohlenstoff bestimmt

werden (zu geringe Probemengen bzw. nicht ausgegliihte Filter).

Die mittlere PM2.5-Konzentration war am geringsten auf der Zugspitze (3-5 ug/m?).
An diesem Probenahmeort war auch eine deutliche Abnahme der Partikelmassenkonzen-
tration vom Sommer zum Herbst/Winter zu beobachten. Speziell der Kohlenstoffanteil
der Aerosolpartikel wurde dabei geringer (Abbildung 4.5 und 4.6). Am Hohenpeifenberg
lag die PM2.5-Konzentration im mittleren Bereich (11 ug/m?), mit starken Schwankun-
gen der Einzelwerte zwischen 4 und 21 ug/m?®. Der relative TC-, EC- und Proteinge-
halt nahm im Messzeitraum von Mai bis September 2002 leicht zu (Abbildung 4.7).
In Miinchen-Grofthadern war ein Maximum der Feinstaub- und Proteinkonzentration in
den Monaten Juli und August zu erkennen. Die Absolutkonzentrationen an PM2.5 lagen
ebenfalls im mittleren Bereich (7- 18 ug/m?). Kohlenstoffmessungen wurden hier nur im
Frithling und Herbst durchgefiihrt und zeigten, dass der EC-Anteil am Gesamtkohlen-
stoff bei den Proben vom September/Oktober 2002 erhoht war. Erwartungsgeméf war

am Verkehrsknotenpunkt Luise-Kiesselbach-Platz die gemittelte Feinstaubkonzentration
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Abbildung 4.4: Probenahmeorte Groflhadern wvor dem Institut fiir Wasserchemie
(links) und Messcontainer des Bayerischen Landesamts fiir Umwelt-
schutz am Luise-Kiesselbach-Platz (rechts).

am hochsten (22 ug/m?). Die vom Bayerischen Landesamt fiir Umweltschutz am LKP
gemessenen PM10-Konzentrationen lagen im Mittel von Anfang April bis Anfang Juli
2001 bei 31.5 £ 9.2 ug/m?, von Ende Mai bis Ende Juli 2000 bei 32 + 10 ug/m?® und
von Anfang April bis Mitte Mai 2002 bei 35 4= 13 ug/m? (Tagesmittelwerte & 1s). Das
Verhéltnis von PM2.5 zu PM10 betrug damit fiir die durchgefithrten Messungen von
Apri bis Juli 2001 0.71. Dieser Wert liegt im oberen Bereich im Vergleich zu Messdaten
aus der Literatur. So variierten z.B. die PM2.5/PM10-Verhéltnisse wihrende der ,Six
City Study* zwischen 0.47 und 0.63 [2]. Fiir Philadelphia wurde ein Wert von 0.71 gefun-
den [298]. Brook et al. untersuchte das Verhéltnis von PM2.5 zu PM10 an verschiedenen
Orten in Kannada und fand Werte zwischen 0.36 und 0.65 [299, 300].

Die wesentlich hoheren Konzentrationen fiir PM10 von 58 ug/m? in Berlin und TSP
von 36 ug/m? in Freiburg waren aufgrund der unterschiedlichen Gréfenfraktion nicht un-
mittelbar mit den PM2.5-Daten der iibrigen Probenahmeorte vergleichbar, liegen jedoch
in Ubereinstimmung mit Literaturdaten. So fanden z.B. Riediker et al. im Stadtzentrum
von Ziirich von Mérz bis August 1998 durchschnittlich 23 pug/m3 PM10 [87].

Ein Vergleich der chemischen Zusammensetzung der gesammelten Aerosolpartikel an
unterschiedlichen Probenahmeorten zeigt, dass der Massenanteil von TC im Bereich von
10 (Zugspitze) bis 51 % (LKP) schwankte. Dies bedeutet, dass am alpinen Probenahme-
ort Zugspitze der Anteil an anorganischen Partikeln wesentlich héher war als in urba-
nen Gebieten (ausgepragtere Vegetation und direkte Emissionen aus Verkehr, Industrie
und Haushalt). Die hohen verkehrsbedingten Emissionen am LKP bedingten wiederum

den hochsten prozentualen Anteil von elementarem Kohlenstoff am TC von ca. 2/3,
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Abbildung 4.5: PM2.5-, TC-, EC- und Proteinkonzentrationen und Verhdltnisse fir

Abbildung 4.6: PM2.5- und TC-Konzentrationen und Verhaltnisse fiir Filter vom Pro-
benahmeort Zugspitze (2002).
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Abbildung 4.7: PM2.5-, TC-, EC- und Proteinkonzentrationen und Verhdltnisse fir
Filter vom Probenahmeort Hohenpeiffenberg.
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Abbildung 4.8: TSP- und Proteinkonzentrationen und relative Konzentration Prote-
in/ TSP fir Filter vom Probenahmeort Freiburg 2001.
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Abbildung 4.9: PM2.5-, TC-, EC- und Proteinkonzentrationen und Verhdltnisse fiir
Filter vom Probenahmeort Miinchen-Grofhadern; Probenahme 2001
(April und Juli/August) bzw. 2002 (September/Oktober).

80 8 1.0 S/
70 " o = PM10 L7 A
n A Protein 0.8 A A
60 u L6
s— 50+ F5 o = Nl
e E 0.6
2 404 L} = F4 3 s
o 5 g o4 4
s %01 u 32 'E ] A
x <}
o 20 Lo O &
0.2
10 A 1
A
0 4 at & g 0.0 .
12 Okt 22 Nov 2Dez 12 Okt 22 Nov 2 Dez
Datum (2001) Datum (2001)

Abbildung 4.10: PM10- und Proteinkonzentrationen und relative Konzentration Pro-
tein/PM10 fir Filter vom Probenahmeort Berlin 2001.
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Abbildung 4.11: PM2.5-, TC-, EC- und Proteinkonzentrationen und Verhdltnisse fiir
Filter vom Probenahmeort Luise-Kiesselbach-Platz, Miinchen.

bekanntermafen hauptsichlich durch Dieselfahrzeuge verursacht [301]. Der Anteil des
von Proteinen stammendem Kohlenstoff betrug am LKP mit 1.9 % nur ein Fiinftel des
Anteils auf der Zugspitze bzw. am Hohenpeifenberg. Der Anteil von EC am Gesamt-
kohlenstoff an den Standorten Grofshadern, Hohenpeiffenberg und Zugspitze betrug in
etwa 1/3. In Grofhadern wurden z.B. im Mittel zwischen 24 % (April) und 43 % (Sep-
tember/Oktober) EC/TC bestimmt. Zu beachten ist jedoch bei der Betrachtung der
EC-Werte, dass die angewandte Messmethode fiir den verkehrsnahen Bereich entwickelt
und optimiert wurde. Es ist bekannt, dass z.B. optische Methoden zur EC-Bestimmung
im verkehrsnahen Bereich gute Ubereinstimmungen mit der angewandten Methode nach
VDI-Norm 2465 ergeben, die Werte jedoch stidrker voneinander abweichen, wenn diese
Bedingung nicht mehr erfiillt ist [302].

Die Proteinmessungen ergaben die hochsten absoluten und prozentualen Proteinkon-
zentrationen in Miinchen-Grofhadern in den Sommermonaten (Juli/August 1.2 ug/m?

bzw. 6.6 % PM2.5-Massenanteil). Die geringsten prozentualen Konzentrationen wurden
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am Standort nahe einer Stadtautobahn in Berlin im Herbst (Oktober/November) ge-
messen (0.8 % PM10-Massenanteil). Die geringsten Absolutkonzentrationen an Protein
wurden auf der Zugspitze bestimmt (0.15 pug/m?), mit einer deutlich fallenden Tendenz
der Einzelwerte von Sommer zu Winter (Abbildung 4.5). Die mittleren Proteinanteile
an der Partikelmasse an den iibrigen Standorten schwankten zwischen 2 und 4 %.

Die detaillierten Werte fiir jeden einzelnen gemessenen Filter inklusive der Parame-
ter Probenahmevolumen und Gesamtmasse abgeschiedener Partikel sind im Anhang in
den Tabellen 9.5 bis 9.13 angegeben. Die Abbildungen 4.5 bis 4.11 zeigen atmosphé-
rische Partikel-, Kohlenstoff- und Proteinkonzentrationen, sowie die Verhéltnisse von
Gesamtkohlenstoff und Protein zu Partikelmasse sowie die Anteile von elementarem und
proteingebundenem Kohlenstoff am Gesamtkohlenstoff (EC/TC und PC/TC).

4.4 WSOC in atmospharischen Aerosolproben

Wasserloslicher organischer Kohlenstoff wurde fiir Filter der Messkampagnen ZSP-1,
IWC-1 und LKP bestimmt. Die Messungen erfolgten mit dem DOC-Analysator der Fa.
Maihak und dem Coulometer der Fa. Strohlein. Die im Folgenden angegebenen Werte fiir
WSOC und HM-WSOC sind Mittelwerte, die z.T. aus Doppelbestimmungen mit beiden
Geréten stammen. Die Abweichungen verschiedener Extraktionen und Messungen lagen
i.A. unter 20 %, bei einzelnen Messungen traten auch bis zu 50 % Abweichungen auf, da
die WSOC-Analytik durch die ubiquitédre Verteilung von Kohlenstoffverbindungen sehr
anféllig beziiglich Einschleppungen von organischen Verunreinigungen jeglicher Art ist.

Dem Extraktionsmedium Wasser wurde 20 mg/L Natriumazid zugesetzt, um mikro-
bielles Wachstum zu unterbinden. Die Kohlenstoffblindwerte des Reinstwassers mit und
ohne Natriumazidzusatz unterschieden sich nicht signifikant. Typische Werte fiir belegte
Filter lagen im Bereich von 1-7mg WSOC /Filter bei einer Feinstaubbelegung der Filter
mit 3-50mg PM2.5.

Die WSOC-Konzentrationen waren erwartungsgeméf am niedrigsten im alpinen Be-
reich (0.8 ug/m?) und stiegen beim Ubergang iiber den suburbanen Bereich (IWC-1;
1.3 ug/m?) zum stidtischen Bereich bis auf 2.1 ug/m? an. Im Gegensatz dazu fiel der
WSOC-Anteil am Gesamtkohlenstoff von 66 (ZSP) tiber 41 (IWC) auf 18% (LKP).
Dies bestétigte die zuvor gefundenen Ergebnisse, dass der TC-Gehalt im stddtischen
Bereich hauptséchlich von elementarem Kohlenstoff durch Emissionen von Dieselfahr-
zeugen bestimmt wird (65 % EC/TC am LKP). Die gefundenen Ergebnisse sind in Ta-
belle 4.5 als Mittelwerte dargestellt und liegen in guter Ubereinstimmung mit frither
bestimmten Werten anderer Autoren von 20-70% WSOC/TC, abhingig vom Probe-
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nahmeort [13,16,17]. Die Fehlerangaben in der Tabelle geben eine Standardabweichung
der gefundenen Werte fiir die untersuchten Filter wieder. In die Mittelwerte einbezo-
gen wurden nur Filter, fiir die in der Messkampagne auch alle relevanten Parameter
gemessen wurden, die Werte sind daher Mittelwerte iiber die analysierten Filterproben,
nicht unbedingt jedoch tiber den gesamten angegebenen Zeitraum. Alle Einzelergebnisse
sind im Anhang in den Tabellen 9.5, 9.9, 9.12 und 9.13 detailliert wiedergegeben. Die
Konzentrationen von hochmolekularem WSOC lagen im alpinen Bereich dhnlich hoch
wie im suburbanen Bereich (0.3-0.4 pug/m?) und im stidtischen Bereich etwa doppelt so
hoch (0.8 ug/m?). Der Anteil der hochmolekularen Komponenten (> 5kDa) im WSOC
war tiber alle drei Probenahmeorte relativ einheitlich bei 30-40 %. Setzt man die Ergeb-
nisse aus den Proteinmessungen mittels BCA-Assay in Relation zum hochmolekularen
WSOC-Anteil, so erhdlt man Anteile des proteinogenen Kohlenstoffs PC am HM-WSOC
von etwa 30-50% (IWC bzw. ZSP). Damit wiren 50-70 % des HM-WSOC anderen or-
ganischen Makromolekiilen zuzuordnen (Cellulose, Lignin, HULIS, etc.).

Intensive Untersuchungen der Extraktionsmethode, wie z.B. Vergleich von Ultraschall-
extraktion und Extraktion durch Riihren, ergaben keine signifikanten Unterschiede der
beiden Methoden und lassen Gleichwertigkeit der Extraktionsmethoden vermuten. Be-
sondere Bedeutung bei der WSOC-Bestimmung besitzt die Verwendung absolut sauberer
Gefafse, die keinerlei organische Riickstdnde wie Detergenzien oder Staubpartikel enthal-
ten diirfen. Decesari et al. haben dazu u.a. die Reinigung sémtlicher Glasgefafe mittels
30 %iger Wasserstoffperoxidlosung vorgeschlagen [21]. Zudem diirfen keinerlei Geféke
aus Kunststoff bzw. Glasgefiafie mit Kunststoffdeckel oder -stopfen verwendet werden.
Schraubdeckel laboriiblicher Glasflaschchen z.B. enthalten oft Dichtungen aus Butylkaut-
schuk und koénnten daher organische Verbindungen abgeben. Kunststoffschraubdeckel
ohne Dichtungen schliefsen jedoch nicht gut genug, um eventuelle Verdunstung und
Aufkonzentration der Losungen zu verhindern. In der vorliegenden Arbeit wurde daher
Aluminiumfolie als Verschluss benutzt, z.T. auch als Dichtungsersatz fiir verschraubte
Deckel. Als Verschluss geeignet sind auch Schliffstopfen. Weiterhin kénnen hohe Blind-
werte verursacht werden durch Verunreinigungen des Reinstwassers, das routineméfig
nicht auf organische Verunreinigungen, sondern nur auf ionische Verunreinigungen iiber
Messung der elektrischen Leitfdhigkeit {iberpriift wurde. Mikrobielle Verunreinigungen
kénnen jedoch u.U. sehr plotzlich und unbemerkt auftreten. Die Erfahrung am IWC in
der DOC-Analytik von Abwasserproben hatte auch gezeigt, dass z.B. die Absorption
von organischen Loésungsmitteldimpfen aus der Luft von benachbarten Arbeitsplédtzen

eine Rolle spielen konnen [303].
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4.5 Sulfatkonzentrationen in atmospharischen

Aerosolproben

Sulfat wurde in neun Filterproben vom Luise-Kiesselbach-Platz bestimmt. Der Mittel-
wert (4 1s) der atmosphirischen Sulfatkonzentration lag bei 4.9 1.1 ug/m3, der mitt-
lere Anteil von Sulfat an PM2.5 bei 19 +3 % und der mittlere Anteil von Sulfat an der
anorganischen Fraktion der Proben betrug 40+ 15%. In Abbildung 4.15 ist die Sulfat-
konzentration von April-Juli 2001 am LKP und der Anteil von Sulfat am Feinstaub
aufgetragen. Wihrend der Messkampagne stiegen die absoluten und relativen Sulfat-
konzentrationen stetig an und lagen Anfang Juli etwa doppelt so hoch wie Mitte April
(Abbildung 4.15).
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Abbildung 4.15: Konzentrationen von Sulfat und Anteil von Sulfat am Feinstaub
PM2.5 am Probenahmeort LKP und Darstellung der linearen Fit-

kurven.

4.6 Proteingehalt von StraBenstaub

Unterschiedliche Grofenfraktionen von Strakenstaub und Fensterstaubproben (Tabel-
le 3.2), wurden auf ihren Proteingehalt hin untersucht. Die Einzelergebnisse zeigt Ta-
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Tabelle 4.6: Proteinkonzentrationen im Straffen- und Fensterstaub, bestimmt nach Ez-
traktion mittels PBS-Puffer im BCA-Assay und Kalibrierung auf BSA.
Angabe von Mittelwert der Dreifachmessungen £ 1s.

Probe Probenahmeort Datum Grofkenfraktion Proteingehalt
[pum] [3/ke]
Balkonprobe Stuttgart 13.06.2000! 0-63 22 +0
Heig2 Heiglhofstr. 06/2001 Fensterstaub? 44+ 0.1
K10 LKP 28.04.2000 5-32 2.8 £ 0.0
K10 LKP 28.04.2000 32 - 63 24+0.0
K101 LKP 03.05.2001 63 - 125 1.7+ 0.0
L2 Ligusterstr. 26.05.2000 0-63 1.8 £ 0.0
S8 Saalburgstr. 10.05.2000 5-32 1.2 £0.0
S8 Saalburgstr. 10.05.2000 0-63 2.0+ 0.0
Toem1 Toemlingerstr.  09/2003 Fensterstaub? 1.8 £ 0.1
Toem?2 Toemlingerstr.  09/2003 Fensterstaub? 2.1 +0.0
W10 Wiirmtalstr. 10.05.2000 15 - 32 0.9 £ 0.0
W10 Wiirmtalstr. 10.05.2000 0-63 1.4 £0.0
W10 Wiirmtalstr. 10.05.2000 63 - 125 1.5+ 0.1
W101 Wiirmtalstr. 03.05.2001 63 - 125 1.4 £ 0.0
W12 Wiirmtalstr. 25.05.2000 0-63 0.1 £ 0.0
W14 Wiirmtalstr. 16.06.2000 0-63 0.1 £0.0

IErhalt der Probe, genaues Datum der Probenahme unbekannt
2Keine GroRenfraktionierung

belle 4.6. Die bestimmten BSA-Aquivalentkonzentrationen lagen fiir die meisten Proben
im Bereich von 1 bis 4 mg/kg Protein/Staub. Proben, die z.B. im Friihling oder Som-
mer zur Bliitezeit von Birken an Probenahmeorten mit starkem Birkenbestand gezogen
wurden, lagen bis zu einer Grofenordnung iiber diesen Werten (Probe aus Stuttgart).
Im Vergleich zu den Filterproben mit abgeschiedenen atmosphérischen Aerosolpartikeln
liegen die Proteinkonzentrationen jedoch um ca. eine Gréfenordnung niedriger. Ahnliche
Ergebnisse hatten bereits Miguel et al. im Gebiet von Los Angeles/CA gefunden [32].
Vermutlich liegt dies am hoheren Anteil von mineralischen Partikeln im Strafenstaub,
die aufgrund der relativ hohen Dichte und ihrer Wasserunloslichkeit weniger leicht mo-

bilisiert werden und sich daher akkumulieren konnen.
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Die Proteingehalte von Strafsenstaub wurden nur stichprobenartig untersucht und kei-
ne Zeitreihen wie bei den Filterproben untersucht. Insbesondere auch als Bezug zu den
gefundenen Nitroproteinen (Abschnitt 6.6) sind diese Werte wichtig. Signifikante Unter-
schiede fiir verschiedene Grofenfraktionen von bestimmten Proben des Strafsenstaubs
konnten nicht ausgemacht werden; die Proteinkonzentrationen in den unterschiedlichen

Fraktionen verhielten sich dhnlich.
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5.1 Anreicherungsmethoden fiir Nitrotyrosin

5.1.1 Polymerharze XAD-Il und XAD-7

Mittels der beiden Polymerharze XAD-II (aromatisches Harz auf Divinylbenzolbasis)
und XAD-7 (Polyacrylharz) wurde die Anreicherung von Nitrotyrosin anhand von Test-
16sungen untersucht. In Abbildung 5.1 ist der Verlauf eines Testexperiments an einer mit
XAD-II gepackten Saule dargestellt.
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Abbildung 5.1: Selektive Anreicherung von Nitrotyrosin mittels XAD-II. Auftragen
von 400 uL Nitrotyrosinlosung (2.5 g/L in 6 N HCI), Elution mit 16 mL
Wasser, dann Wechsel des Elutionsmittels auf 100 % Methanol. Mes-
sung der Lichtabsorption der Fraktionen bei 450nm im Alkalischen.
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Als Probe wurden 400 uLi Nitrotyrosinlosung (2.5g/L in 6 N HCI) aufgetragen und
zunéchst mit 16 mL Wasser eluiert. Nach dem Wechsel des Laufmittels auf 100 % Me-
thanol eluierte Nitrotyrosin verzogert um das Totvolumen der Saule von 1.5mL mit
relativ scharfem Peak von 2.5 mL Breite. Im Diagramm ist sowohl der Verlauf der Licht-
absorption als auch der Verlauf des pH-Wertes der Fraktionen dargestellt.

Abbildung 5.2 zeigt ein dhnliches Testexperiment mit XAD-7. Analog wurden 400 pL
Nitrotyrosinlosung (2.5g/L in 6 N HCI) auf eine mit XAD-7 gepackte Sdule aufgetragen
und mit 12mL Wasser eluiert. Deutlich erkennbar war der Anstieg der eluierten Nitro-
tyrosinmenge mit dem gleichzeitigen Anstieg des pH-Wertes. Die vor dem Wechsel zu
Methanol bei 12mL Elutionsvolumen eluierte Nitrotyrosinmenge war jedoch erheblich
groker als bei XAD-II. Auch war der erhaltene Nitrotyrosinpeak mit 4 mL breiter als bei

XAD-II. XAD-7 war damit weniger gut zur Abtrennung von Nitrotyrosin geeignet als
XAD-II.
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Abbildung 5.2: Anreicherung von Nitrotyrosin mittels XAD-7. Auftragen von 400 L
Nitrotyrosinlosung (2.5g/L in 6 N HCI), Elution mit 12mL Wasser,
dann Wechsel des Elutionsmittels auf 100 % Methanol. Messung der
Lichtabsorption der Fraktionen bei 450nm im Alkalischen. pH-Wert
bestimmt mit pH-Indikatorstibchen (pH 0-6).

Die zu erwartenden Konzentrationen von Nitrotyrosin in Hydrolysaten von Umwelt-

proben sind relativ gering. Daher wurde untersucht, ob mit XAD-II auch die Anreiche-
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rung von Nitrotyrosin aus groffen Probenvolumina stark verdiinnter Losungen moglich
ist. Auf eine mit XAD-II gepackte Sdule wurden 20 mL einer verdiinnten Losung von Ni-
trotyrosin (25mg/L) in 6 N HCI aufgetragen, mit 2 mL. Wasser gewaschen und mit 100 %
Methanol eluiert. Obwohl Nitrotyrosin-Verluste durch vorzeitige Elution auftraten, wur-
de ein scharfer Peak von Nitrotyrosin erhalten (Abbildung 5.3). Die Anreicherung von
Nitrotyrosin in neutralem oder alkalischem Milieu mittels XAD-II war hingegen nicht
moglich. Es erfolgte kaum Retardierung des Nitrotyrosins und die Substanz eluierte be-

reits unmittelbar nach Beginn des Auftragens der Probe.
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Abbildung 5.3: Selektive Anreicherung von Nitrotyrosin mittels XAD-II aus einer ver-
diinnten Léosung. Auftragen von 20mlL Nitrotyrosinlosung (2.5mg/L
in 6 N HCl), Waschen mit 2mL Wasser, dann Elution mit 100 % Me-
thanol. Messung der Lichtabsorption der Fraktionen bei 450nm im
Alkalischen.

Die optimierte Methode zur Anreicherung von Nitrotyrosin wurde auf enzymatisch hy-
drolysierte, mit Salzsédure angeséuerte Strafenstaubproben angewandt. Ein Sdulenchro-
matogramm der Aufreinigung einer Strafenstaubprobe mit XAD-II zeigt Abbildung 5.4.
Dabei ist sowohl die Messung der Fraktionen im Sauren bei 405 nm und im Alkalischen
nach NaOH-Zugabe bei 450 nm dargestellt. Bei einem derartigen Wechsel von sauren
zu alkalischen pH-Werten und zu hoherer Messwellenlénge ist der molare Extinktions-

koeffizient von Nitrotyrosin groker. Im gezeigten Beispiel steigt jedoch die Absorption der
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Abbildung 5.4:
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Anwendung der Anreicherungsmethode mittels XAD-II auf eine en-
zymatisch hydrolysierte Straflenstaubprobe (S9, Saalburgstr. 25.05.00,
63-125um). Auftragen von 10mL angesduertem enzymatischen Hy-
drolysat, Waschen mit 5.5 mL Wasser, dann Elution mit 100 % Me-
thanol. Messung der Lichtabsorption der Fraktionen bei 405nm im
Sauren (oben) und bei 450nm im Alkalischen (unten,).
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friith eluierenden Substanzen stéarker an als die Absorption der mit Methanol eluierenden
Fraktion. Daraus wurde geschlossen, dass die methanolische Fraktion nicht hauptséch-
lich Nitrotyrosin oder andere nitrophenolische Verbindungen enthielt. Einige derartig
gewonnene methanolische Fraktionen wurden mittels HPLC-UV /VIS auf Nitrotyrosin
untersucht (Abschnitt 5.2).

5.1.2 Anionenaustauscherharz AG1-X8

Anionenaustauscherharz AG1-X8 wurde in kleine Kunststoffsdulen von 2mL Volumen
gepackt. Mit diesen gepackten Sdulen wurden Testexperimente durchgefiihrt. Abbildung
5.5 zeigt das Ergebnis eines solchen Experiments. 2mL Nitrotyrosinlosung (20 mg/L in
50mM Ammoniumcarbonat-Puffer) wurden auf das Harz (Acetat-Form) aufgetragen,
mit 4mL Wasser gewaschen und mit 4mL 1M Essigsdure eluiert. Die Messung der
Fraktionen erfolgte im 8-Kanal-Photometer bei 450 nm im Alkalischen. Es wurden keine
Nitrotyrosinverluste durch vorzeitige Elution beobachtet. Mit AG1-X8 erfolgte damit

eine sehr saubere Anreicherung von Nitrotyrosin bereits im neutralen Milieu.
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Abbildung 5.5: Anreicherung von Nitrotyrosin mittels AG1-X8 aus neutraler Losung.
Auftragen von 2mlL Nitrotyrosinlosung (20 mg/L in 50 mM NHyCOs-
Puffer), Waschen mit 4 mL Wasser, Elution mit 4 mL 1 M Essigsdure.
Messung der Lichtabsorption der Fraktionen bei 450nm nach Zugabe
von 40ulL 4 M NaOH.
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5.2 Nitrotyrosinmessungen mittels HPLC-UV /VIS

Mittels HPLC-UV/VIS wurden die zur Trockene eingedampften und wieder in Wasser
aufgenommenen methanolischen Fraktionen der iiber XAD-II-Harz aufgereinigten Pro-
ben (Tabelle 3.3) auf die Gegenwart von Nitrotyrosin untersucht. Abbildung 5.6 zeigt
das Chromatogramm des enzymatischen Hydrolysats der Probe S6 < 63 um mit einem
iiberlagerten Standardchromatogramm der Trennung von Tyrosin, Phenylalanin, Nitro-
tyrosin und Tryptophan mit je 25 mg/L. Bei 12.69 min eluierte ein Peak, der aufgrund

der dhnlichen Retentionszeit auf Nitrotyrosin hinwies.
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Abbildung 5.6: Chromatogramm der enzymatisch hydrolysierten Straflenstaubprobe S6
(Saalburgstrafe, 28.04.00, Fraktion < 63um) und eines Aminosdu-
restandards aus Nitrotyrosin, Phe, Trp und Tyr, je 25mg/L, Siu-
le Nucleosil 100-3C18, Laufmittel Wasser (+0.1% TFA)/Methanol
(90:10, v/v), isokratisch, Fluss der mobilen Phase 0.8 mL/min, In-
jektionsvolumen 20 L, Messung der UV-Absorption bei 220 nm.

Aus der Peakflache des Peaks bei 12.69 min wurde eine potenzielle Nitrotyrosinkonzen-

tration von 3.3mg/1 berechnet, entsprechend einem Nitrotyrosingehalt von 2mg/kg im
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Strakenstaub. Da jedoch mit der HPLC-UV /Vis-Methode keine eindeutige Identifizie-
rung des Peaks moglich war, wurden weitere Untersuchungen mittels LC-APCI-TOF-MS
durchgefiihrt.

5.3 Tyrosin- und Nitrotyrosinanalytik mittels LC/MS

Bei Messungen mittels LC-APCI-TOF-MS wurde kein TFA zum Eluent zugesetzt, da
TFA die Signalintensitdt im Massenspektrometer stark reduziert. Zudem ergab sich mit
TFA ein dem Peak von Nitrotyrosin (m/z 225) benachbarter und stérender Peak hoher
Intensitit bei m/z 227 des TFA-Dimers. Die Parameter des LC-APCI-TOF-MS wurden
auf die maximale Intensitit des Nitrotyrosinpeaks im Totalionenchromatogramm (TIC)

optimiert.

Tabelle 5.1: Massenfragmente der enzymatisch hydrolysierten Straflenstaubprobe S6
(Fettdruck der intensivsten Signale).

Retentionszeit MS-Signal Substanz M
[min] [m/7] |g/mol]
1.83 116, 161, 179, 193
2.41 130
2.70 117, 180 Tyr 181.19

3.5-3.6 113, 151
4.27 147, 164 Phe 165.19
6.70 167
8.71 155, 167, 203, 248  Trp 204.23

Zunéchst wurde eine Mischung von Tyrosin und Nitrotyrosin mit je 50 mg/1 in Was-
ser gemessen. Abbildung 5.7 (oben) zeigt das zugehorige Chromatogramm mit UV-
Detektion bei 254 nm und das Totalionenchromatogramm (TIC). Tyrosin eluierte nach
2.74min und Nitrotyrosin nach 6.71 min. Beide Substanzen waren bei einer Konzen-
tration von 5mg/L noch gut mit UV-Detektion und auch im TIC zu detektieren. Bei
Verdiinnung auf 1mg/L konnten jedoch im TIC weder fiir Tyrosin noch fiir Nitroty-

rosin erhohte Signale gemessen werden. Die Nachweisgrenze fiir beide Substanzen im
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Abbildung 5.7: Trennung von Tyrosin und Nitrotyrosin, je 50 mg/l (oberes Diagramm,)
und der Probe S6 (unteres Diagramm). Sdule Nucleosil 120-7C6HS5,
10 % Methanol in Wasser (v/v) (isokratisch, 0.42mL/min). Chroma-
togramm mit UV-Detektion bei 254 nm (Tyrosin/Nitrotyrosin) bzw.
220nm (Probe S6) und darunter jeweils zugehorige Totalionenchro-
matogramme.
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Abbildung 5.8: Fragmentierungsmuster von Tyrosin und Nitrotyrosin im APCI-TOF-
MS, negativer APCI-Modus, Fragmentierungsspannung 30 V.
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TIC lag damit zwischen 1 und 5mg/L, also um zwei Grokenordnungen hoher als mit
UV-Detektion bei 220nm. In Abbildung 5.7 (unten) ist die HPLC-Trennung mit UV-
Detektion bei 220 nm und das TIC des Hydrolysats der Probe S6 gezeigt. Bei 6.68 min
ist ein Peak einer bei 220 nm absorbierenden Substanz zu erkennen. Dieser Peak konn-
te von Nitrotyrosin stammen, allerdings wurden keine entsprechenden Massenfragmente
(m/z 225, 181, 164, 163 oder 148) gefunden, sondern nur m/z 167. Die in der Probe
gefundenen Massenfragmente sind in Tabelle 5.1 mit den zugehorigen Retentionszeiten
aufgelistet. Die Fragmentierungsmuster von Tyrosin und Nitrotyrosin (Standards) sind
in Abbildung 5.8 gezeigt.

5.4 Aminosauremessungen mittels HPAEC-PAD

Das verwendete BioLC- bzw. AAA-Direct-System (Amino Acid Analysis) der Firma
Dionex wurde speziell zur Trennung und Quantifizierung natiirlicher Aminosduren, Ami-
nozucker und Kohlenhydrate entwickelt. Es wurde in der vorliegenden Arbeit nach Kali-
brierung und Charakterisierung zur Messung einiger alkalischer, saurer und enzyma-
tischer Hydrolysate von BSA und Strakenstaub eingesetzt. Die Einfiihrung der Me-
thode war mit erheblichen Schwierigkeiten verbunden. Im Einzelnen lag dies an iiber
Nacht auftretenden, stark erhhten Hintergrundsignalen, persistenten Pulsationen und
Druckschwankungen, wechselnder Qualitit des eingesetzten Natriumacetats, sich rasant
verschlechternder chromatographischer Auflosung der Saulen, sich verringernder Signal-
intensitdt bei Analyse von Standards und im Blanklauf auftretenden, nur allméhlich ver-
schwindenden Memory-Peaks aus vorherigen Standardldufen. Das System wurde nach
intensiven Bemiihungen auch der Firma Dionex mittels Multiaminosdurestandard ka-
libriert und einige Protein- und Probenhydrolysate injiziert. Auch die Trennung von
Nitrotyrosin von den Standardaminosduren wurde optimiert und eine Methode zur Be-

stimmung von Nitrotyrosin entwickelt.

5.4.1 Ergebnisse der Analyse von Standardaminosauren

Das BioL C-System wurde mit einem Multiaminosdurestandard mit 17 Aminosaduren ka-
libriert. Abbildung 5.9 zeigt ein Chromatogramm der Trennung der Aminoséuren unter
idealen Bedingungen mit fabrikneuer Vor- und Trennséule. Alle Aminoséduren sind basis-

liniengetrennt. Die Retentionszeiten und Nachweisgrenzen sind in Tabelle 5.2 aufgelistet.
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Abbildung 5.9: Chromatogramm der Trennung eines 17-Aminosdurestandards der
Konzentration 8umol/L mittels HPAEC-PAD wund NaOH/NaAc-
Gradientenelution fir Standardaminosduren.

Bei RT = 25.88min erscheint ein Systempeak im Chromatogramm, der von OH™-
Ionen, verursacht wird, die aufgrund des ansteigenden Natriumacetat-Gradienten eluie-
ren. Die Elutionsreihenfolge wird u.a. stark durch die pK,;-Werte der Aminoséuren be-
einflusst (Tabelle 5.2). Die basischen Aminosdauren Arginin und Lysin eluieren bereits
unter den schwachen Ausgangsbedingungen nach 2 bzw. 4 min. Dann folgen aliphati-
sche und polare Aminosduren. Aromatische (Phe, Tyr) und saure Aminosauren (Asp,
Glu) eluieren spét im Chromatogramm unter den schérferen Elutionsbedingungen mit
Natriumacetat als Elutionsmittel. Die mit der 3sp-Methode ermittelten Nachweisgren-
zen liegen im Bereich von 1-20ug/L bzw. 10-150nmol/L und sind damit im Mittel
etwa um eine Grofenordnung niedriger als die mit OPA-Vorsdulenderivatisierung und
HPLC-Fluoreszenz erreichten Nachweisgrenzen (Tabelle 5.2 bzw. 5.3). Histidin besitzt
durch den hohen Response-Faktor die niedrigste Nachweisgrenze von 1 ug/L. Aminosiu-
ren wie z.B. Glutamat konnen durch die geringe Empfindlichkeit des elektrochemischen

Detektors nur mit hoheren Nachweisgrenzen bestimmt werden. Bei Arginin, das unmit-
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Tabelle 5.2: Retentionszeiten, Nachweisgrenzen (3sg-Methode), isoelektrische Punk-
te und pKs-Werte [304, 305] der untersuchten 17 Standardaminosduren
(Strukturformeln siehe Abbildung 2.2).

Aminosdure  Code RT Nachweisgrenzen IEP pK; pKs pKs pKy
[min]  [pg/L] [nmol/L]

Arginin Arg 1.74 23.5 135 10.76 2.01 9.04 12.48
Lysin Lys 4.06 5.5 38 947 218 895 10.53
Alanin Ala 8.03 12.9 145  6.11 2.35 9.87
Threonin Thr 8.61 2.0 17 5.60 2.09 9.10
Glycin Gly 9.60 6.9 92 6.06 2.35 9.78
Valin Val 11.49 5.6 48  6.02 229 9.74
Serin Ser 13.53 4.3 41 570 219 9.21
Prolin Pro  14.82 5.9 51 6.30 2.00 10.60
Isoleucin Ile 19.03 3.7 28  6.04 232 9.76
Leucin Leu  20.60 3.3 25  6.04 233 9.74
Methionin Met  21.57 6.4 43 571 2.13 9.28
Histidin His  26.92 1.1 7 764 177 6.10 9.18
Phenylalanin Phe  28.63 7.2 44 5.76 2.20 9.31
Glutamat Glu 2947 18.2 124 3.08 2.10 4.07 9.47
Aspartat Asp 29.84 6.4 48 298 2.10 3.86 9.82
Cystin Cys2 31.15 4.9 21 5.02 1.04 205 800 10.25

Tyrosin Tyr  34.15 5.8 32 5.63 220 9.11 10.07
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telbar nach der Totzeit des Systems eluiert, resultiert die erhchte Nachweisgrenze aus den
hiufiger auftretenden Uberlappungen mit einem unregelméfigen Dip aus dem Injekti-
onsvorgang. Eine allméahliche Belegung der Séule hatte besonders Einfluss auf die jeweils
nahe beieinander liegenden Peaks Alanin/Threonin, Serin/Prolin, Leucin/Methionin und
Glutamat/Aspartat und war dort am frithesten anhand der verschlechterten chromato-

graphischen Auflosung zu erkennen.
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Abbildung 5.10: Chromatogramm des Blanklaufes unmittelbar nach Injektion des 17-
Aminosdurestandards aus Abbildung 5.9.

Bei der Kalibrierung des Systems mit dem Multiaminosdurestandard und Konzen-
trationen bis 8 ymol/L fielen bei darauffolgenden Blanklaufen Restpeaks mit exakt der
gleichen Retentionszeit wie im Standardchromatogramm auf. Um Stérungen durch evtl.
auf der Saule haftende Verunreinigungen auszuschliefen, wurde diese Beobachtung in
einer Sequenz mit fabrikneuen S&ulen tiiberpriift. Der Effekt trat speziell bei den vier
spit eluierenden Aminosduren Histidin, Glutamat, Aspartat und Tyrosin auf. In Abbil-
dung 5.10 ist der Blanklauf gezeigt, der auf den Standardlauf aus Abbildung 5.9 folgte.
Dabei wurde keine Injektion vorgenommen, sondern nur das Gradientenprogramm ab-

laufen gelassen. Das Injektionsventil wurde dabei nicht betéatigt. Verschleppungen aus
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einer unsauberen Spritze, durch verbliebene Reste der Standardlosung vom Septum ei-
nes Gléschens o.4. waren daher unwahrscheinlich. Deutlich waren die Memory-Peaks zu
erkennen. Der auftretende Peak bei Histidin hatte eine Flache von 18 % des urspriingli-
chen 8 uM Standards und wiirde damit noch immer einer Konzentration von 1.5 umol/L
entsprechen.

I 1. Blanklauf
2. Blanklauf
[13. Blanklauf
XX 4. Blanklauf
5. Blanklauf
HHH 6. Blanklauf

15

10

relative Restpeakflidche [%)]

ANIINNNNRRTSNNS

L
o
9;
S

Abbildung 5.11: Grafische Darstellung der relativen Restpeakflichen, die nach Injek-
tion eines 17-Aminosdurestandards mit 8 umol/L in sechs aufeinan-
derfolgenden Blanklaufen auftraten.

Die exakte Kalibrierung des Systems fiir die jeweiligen Aminoséduren war durch der-
artige Restpeaks erheblich erschwert. Eine zusétzliche Untersuchung von fiinf weiteren
Blanklaufen ergab das in Abbildung 5.11 dargestellte Ergebnis. Die Peaks gingen suk-
zessive zuriick. Allerdings waren auch nach dem sechsten Blanklauf (Zeitbedarf fiir diese
Blankldufe insgesamt: 6.5 Stunden) zwischen 1 und 3% der urspriinglichen Substanz-
menge vorhanden. In der Praxis erscheint es jedoch nicht besonders vorteilhaft, nach
einem Standardchromatogramm mehr als sechs Stunden Gerétezeit auf die Reinigung
des Systems zu verwenden, inshesondere da die Proben rasch durch Mikroorganismen
verdndert und deshalb nicht lange gelagert werden kénnen.

Die Anwendung der Methode zur quantitativen Analyse von Aminosduren in Um-
weltproben mit hohen Konzentrationen an unbekannter Matrix erscheint unter diesen
Bedingungen schwierig, da mit Verstarkung dieser Effekte gerechnet werden muss. Ab-
bildung 5.12 zeigt zwei Beispiele von hydrolysiertem BSA. Im oberen Chromatogramm

ist das Analysenergebnis einer sauer hydrolysierten BSA-Probe (8 mg BSA mit 6 mL
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Abbildung 5.12: Chromatogramme von sauer (oben) und enzymatisch hydrolysiertem
BSA (unten). Hydrolyse von 8 mg BSA mit 6 mL 6 N HCI (Mikro-
wellenaufschluss, 15 min, 140°C) bzw. 20mg BSA mit 1mg Pro-
nase E (24 h, 37°C); Verdinnungen entsprechen 0.32 (sauer) und
6.7mg/mL BSA (enzymatisch). Gradientenelution fir Standardami-
nosdauren und Detektion mittels IPAD.
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6 N HCI, anschliefend Teilneutralisation mit 7.7 mL NaOH) gezeigt. Es sind nur wenige
Peaks zu identifizieren, einige Aminoséduren sind iiberhaupt nicht zu finden. Speziell im
vorderen Bereich des Chromatogramms bis 5 min erschien eine Vielzahl von Peaks, die
nicht zuordenbar sind. Im spéteren Teil des Chromatogramms kénnen Phe, Glu/Asp und
Tyr identifiziert werden. Eine quantitative Auswertung ist jedoch aufgrund der schwan-

kenden Basislinie schwierig.

Die Peakverschiebung hin zu fritheren Retentionszeiten im vorderen Bereich des Gra-
dienten konnte u.a. mit allméhlicher Belegung der Sdulen durch die vorherige Injektion
von Realproben mit hoher Konzentration an Matrixbestandteilen zusammenhéngen. Die
enorme Salzfracht an Natriumchlorid aus der Neutralisation der Salzsédure (Endkonzen-
tration in injizierter Probe ca. 1.4 mol/L) trug ebenfalls zu einer Verschiebung der Peaks
zu fritheren Retentionszeiten bei. Bei spéteren Proben, die mit HPLC-FD analysiert

wurden, wurde deshalb die Salzdure durch Abdampfen im Stickstoffstrom entfernt.

Bei der enzymatisch hydrolysierten BSA-Probe (Abbildung 5.12 unten) zeigte das
Chromatogramm bereits grofere Ahnlichkeit mit dem Standardchromatogramm. Arg,
Lys, Ala, Thr, Gly, Val, Pro, Met, His, Phe, Glu/Asp, Cys2 und Tyr konnten zugeordnet
werden. Es waren jedoch dariiber hinaus noch eine Vielzahl weiterer Peaks vorhanden,
die z.B. von phosphorylierten Aminoséduren, Aminozuckern, Monosachariden o0.4. stam-
men konnten. Die Einschleppung derartiger Substanzen durch das Enzymgemisch und
die variierende Autohydrolyse der Proteasen stellt ein schwer zu kontrollierendes Pro-

blem der quantitativen Analyse von Aminosduren nach enzymatischer Hydrolyse dar.

In Abbildung 5.13 ist ein Chromatogramm der sauer hydrolysierten Strafenstaub-
probe K13 dargestellt. Besonders auffillig sind die beiden breiten, nicht aufgelGsten
Signalberge mit sehr hoher Intensitdt von 1.5-6.5min und 7-9min. Verborgen unter
diesen beiden Fléachen liegen vermutlich sémtliche Peaks der mit Natronlauge eluieren-
den Aminosduren. Im spéteren Abschnitt des Chromatogramms kénnen dann einzelne
Aminoséuren wie Phe, Glu, Asp und Tyr identifiziert werden. Die Intensitédt dieser Peaks
liegt in etwa um drei Grofsenordnungen unter der Intensitét des breiten Signals zu Beginn
des Chromatogramms. Die Ursachen fiir die extrem verschlechterte chromatographische
Auflésung und die Verschiebung der Peaks zu geringeren Retentionszeiten sind vermut-
lich wie bei der Analyse von BSA-Hydrolysaten in allméhlicher Sdulenbelegung und der
hohen Salzfracht zu suchen. Zum Natriumchlorid aus der Neutralisation der Salzsdu-
re kommen bei den Strafsenstaubproben auch alle anderen salzséureloslichen Salze der

Probe aus z.B. mineralischen Bestandteilen hinzu.
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Abbildung 5.13: Chromatogramm der sauer hydrolysierten Strafienstaubprobe K13.
Mikrowellenaufschluss (140°C, 15 min) von 408mg Staub (LKP,
Fraktion < 63um, 15.05.00, ) mit 6 mL 6 N HCI. Zugabe von 7.7mL
4.2M NaOH, Verdimnung auf 25mL Endvolumen und Filtration
dber 0.45um Spritzenfilter. Injektion von 25uL und NaOH/NaAc-
Gradientenelution fiir Standardaminosduren.

5.4.2 Ergebnisse der Analytik von Nitrotyrosin

3-Nitrotyrosin besitzt deutlich saure Eigenschaften (pK,-Wert der phenolischen Hydro-
xygruppe: 7.5). Daher sind fiir Nitrotyrosin noch stérkere Elutionsbedingungen und lan-
gere Elutionszeiten als fiir das bereits spét eluierende Tyrosin (RT = 34 min) notwendig.
Unter Verwendung des Standardgradienten, wie er fiir die Aminosduren in Tabelle 5.2 an-
gewandt wurde, eluierte Nitrotyrosin wihrend der gesamten Laufzeit inklusive Wasch-
und Aquilibrierschritte von 65 Minuten nicht von der Siule. Erst unter Verwendung
von 2M NaAc als Eluent und isokratischer Elution mit 95% 2M NaAc, 5% 1M NaOH
erschien im Chromatogramm bei 14.2 min ein Peak von Nitrotyrosin. Der minimierte Zu-
satz von Natriumhydroxid war dabei fiir die korrekte Arbeitsweise der ED40-Messzelle

notwendig.

Ubliche organische HPLC-Losungsmittel wie Methanol und Acetonitril zur beschleu-
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Abbildung 5.14: Verschiebung der Retentionszeiten von Nitrotyrosin bei isokratischer
FElution mit 2M NaAc und 1 M NaOH (95/5 v/v) durch Teilsubsti-
tution von 2 M NaAc durch Aceton (1-20%).

nigten Elution von Nitrotyrosin konnten nicht eingesetzt werden. Methanol wird selbst
an der Goldoberfliche oxidiert, und bei Verwendung von Acetonitril kann die Arbeits-
elektrode passiviert werden [306]. Testweise wurde Aceton in Anteilen von 1-20% bei-
gemischt, wobei jeweils der Anteil der 2 M Natriumacetat-Losung auf 94 - 75 % reduziert
wurde und die NaOH-Konzentration mit 5% 1M NaOH konstant gehalten wurde. Die-
se Beimischung von Aceton resultierte in einer Verschiebung des Nitrotyrosinpeaks zu
hoheren Retentionszeiten (Abbildung 5.14), weshalb im Folgenden auf den Zusatz orga-
nischer Losungsmittel zu den Eluenten verzichtet wurde.

Bei Erh6hung der Natriumacetat-Konzentration des Eluenten auf 4 mol /L war durch
die erhohte Viskositét eine Erniedrigung der Flussrate auf 0.1 mL/min notwendig. Da-
durch wurde der eventuell mogliche Vorteil wieder kompensiert und es konnte keine wei-
tere Reduktion der Retentionszeit erzielt werden (RT 14.9min). Ein Chromatogramm
von Nitrotyrosin unter den isokratischen Elutionsbedinungen mit 2M NaAc und 1M
NaOH (95/5v/v) ist in Abbildung 5.15 dargestellt. Die entwickelte isokratische Metho-
de konnte auch als Zusatzschritt an die Methode fiir Standardaminosduren angehéngt
werden. Sollten Proben jedoch nur auf Nitrotyrosin untersucht werden, so wurde wie
in Abbildung 5.15 nur isokratisch eluiert. Somit konnte die Analysenzeit auf 20 min

reduziert werden, und es war aufgrund der isokratischen Bedingungen keine lange Aqui-
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Abbildung 5.15: Chromatogramm des alkalisch hydrolysierten Strafienstaubs S8 und
von Nitrotyrosin der Konzentration 16.5mg/L als Vergleichstandard.
Mikrowellenaufschluss (140°C, 60min) von 365mg Staub (Frakti-
on 32-63um, Saalburgstrafle, Miinchen, 28.04.00) mit 5mL NaOH
(4.2 M). Filtration der Probe und Verdinnung mit Wasser 1:20. In-
jektion von 25 puL und isokratische Elution mit 2M NaAc und 1 M
NaOH (95/5v/v).

librierung des Systems erforderlich. Eine Kalibrierung mit dieser Methode ergab eine
3sp-Nachweisgrenze fiir Nitrotyrosin von 22 ug/L, was ziemlich genau der mit HPLC-
UV/VIS-Analytik erzielten Nachweisgrenze entspricht [96,144,290]. Die Wiederfindung
von Nitrotyrosin nach saurer Hydrolyse mit Salzsdure unter Standardbedingungen (Ab-
schnitt 3.4.1) betrug bei einer eingesetzten Menge von 165 ug Nitrotyrosin 75.7 + 1.4 %
(Mittelwert aus fiinf je dreifach bestimmten Hydrolysen + 1s). Damit ist Nitrotyrosin
als relativ hydrolysestabil zu betrachten. Mit der entwickelten Methode wurden auch al-
kalisch hydrolysierte Strafenstaubproben untersucht. In den erhaltenen Chromatogram-
men konnte jedoch kein 3-Nitrotyrosin identifiziert werden. Ein Beispielchromatogramm
ist ebenfalls in Abbildung 5.15 gezeigt.
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5.4.3 Bewertung der HPAEC-PAD-Methode

Die Methode der direkten Aminosdureanalyse mittels HPAEC-PAD bietet verschiedene
Vorziige gegeniiber klassischer HPLC-Analytik mit Vor- oder Nachsdulenderivatisierung.
Sie ermoglicht eine Trennung und Quantifizierung von 17 Aminoséduren in 35 Minuten
ohne Derivatisierung und mit wéssrigen Eluenten ohne organische Eluentenzuséatze. Auf-
grund der langen Aquilibrierphase betriigt jedoch die Gesamtlaufzeit 65 Minuten. Die
Kalibrierung mittels Multiaminosdurestandards ergab lineare Kalibrierkurven im Kon-
zentrationsbereich von 0 bis ca. 8 umol /L, je nach Detektionsempfindlichkeit der Ami-
nosduren auch hoher. Die Nachweisgrenzen lagen bei 1-20 pug/L und damit um etwa eine
Grofkenordnung niedriger als die mit der HPLC-Fluoreszenzmethode OPA-derivatisierter
Aminosauren erreichten Detektionslimits.

Nicht akzeptabel waren indes die aufgetretenen Verschleppungen nach Analyse von
Standards. Von der Fa. Dionex wurde hierzu mittlerweile ein Zwischenschritt mit der
Injektion von Schwefelsédure vorgeschlagen.

Bei hydrolysierten Staubproben war die Identifizierung von nur einigen wenigen Peaks
moglich. Es eluierten breite, nicht aufgeloste Signalberge, und die Retentionszeiten der
Standardsubstanzen waren stark verschoben. Dariiber hinaus traten héufig zusétzliche
unbekannte Peaks auf. Verldssliche Quantifizierungen von Aminoséuren in Strafkenstaub
oder atmosphérischem Feinstaub waren deshalb mit der Methode nicht moglich.

Da mit der AAA-Direct-Methode selbst im Applikationslabor von Dionex in Idstein zu
Beginn der Arbeit nur wenig Erfahrung vorlag und die speziellen Erfordernisse der Me-
thode nicht ausreichend bekannt waren, wurde zunéchst auf konventionelle Weise gear-
beitet (Verwendung von Standardvorschriften zur Eluentbereitung, Probenhandhabung
etc.). Die besonderen notwendigen Vorkehrungen fiir die Anwendung der AAA-Direct-
Methode sind mittlerweile unter [292] beschrieben. Die Hydrolysevorschrift wurde im
Verlauf der Arbeit ebenfalls optimiert, so dass bei spateren Proben die Salzsdure durch
Abdampfen im Stickstoffstrom entfernt wurde. Unter Beriicksichtigung dieser beiden
Punkte konnten in Zukunft vermutlich einige Verbesserungen der Analysenergebnisse
erzielt und eventuell sogar quantitative Aminosédurebestimmungen in Staub- oder Filter-
proben durchgefiithrt werden. Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde das BioLC-System
jedoch zur Kohlenhydratanalytik eingesetzt. Aufgrund der aufgetretenen Schwierigkei-
ten mit der HPAEC-PAD-Analytik wurde eine Methode zur Aminosédureanalyse mittels
HPLC-FD nach Vorsdulenderivatisierung mit o-Phthaldialdeyd und Mercaptopropion-
sdure entwickelt. Der elektrochemische Detektor ED40 wurde mittlerweile an die Firma
Dionex zuriickgegeben und anstelle dessen ein Fluoreszenzdetektor zur Messung von

NBDF- und OPA-derivatisierter Aminoséduren angeschafft.
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5.5 Standardaminosduremessungen mittels HPLC-FD

Mittels HPLC-FD nach Vorsdulenderivatisierung mit o-Phthaldialdeyd und Mercapto-

propionsdure konnten insgesamt 10 Aminosduren quantifiziert werden. Diese sind im

Standardchromatogramm in Abbildung 5.16 fett beschriftet.
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Abbildung 5.16: Standardchromatogramm  des
10pumol/L), gemessen mittels HPLC-FD nach Derivatisierung mit
OPA/MPA. Sdule Bakerbond RP-C18, 4.6x 250 mm, Injektionsvolu-
men 25 uL, Flussrate 1.5mL/min, Acetonitril/Natriumacetat-Puffer
Gradient (Tabelle 3.5), Anregungswellenlinge 330nm, Messung
der Lichtemission bei 445nm. Dinner und kleiner dargestellte
Aminosduren konnten nicht quantifiziert werden (z.B. Koelution mit
Reagenzienpeaks, R).

Prolin reagierte als sekunddre Aminosdure nicht mit dem Derivatisierungsreagenz,
ebenso kam es beim Cystin zu keiner Reaktion. Lysin bildete in Abhéngigkeit von der Re-

aktionszeit zwei Derivate, gekennzeichnet in Abbildung 5.16 mit Lysl und Lys2. Peaks,

17-Aminosdurestandards
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die zusétzlich zur Beschriftung mit dem Aminoséure-Code noch die Bezeichnung R tra-
gen, koeluierten mit Reagentienpeaks und waren daher nicht quantifizierbar (kleinere
Peakbeschriftung). Davon waren v.a. Histidin und Serin betroffen. Eine Trennung von
Glycin und Threonin war nicht immer moglich, daher erfolgte fiir diese Substanzen kei-
ne Quantifizierung. Bei Verwendung eines weniger steilen Laufmittelgradienten, war eine
vollsténdige Trennung sémtlicher Aminoséauren erzielbar, allerdings erhohte sich die Ana-
lysenzeit auf etwa 90 Minuten. Mit dieser Methode wurde also ein Kompromiss zwischen
Probendurchsatz und Trennleistung erreicht. Gegen Ende der vorliegenden Arbeit wurde
der lineare Laufmittelgradient durch einen mehrstufigen Gradienten mit Natriumacetat-
puffer und einer 50/50 (v/v) Mischung aus Methanol und Acetonitril als organisches
Losungsmittel verwendet, die vom GC-/HPLC-Labor des Lehrstuhls fiir Technologie
der Brauerei I der TUM in Freising-Weihenstephan iibernommen wurde. Tabelle 5.3
zeigt die mit der Fluoreszenz-Methode erzielten Nachweisgrenzen (3 sg-Methode). Diese
lagen im Bereich von 30-100 pg/L und damit im Mittel um etwa eine Grokenordnung
hoher als die mit HPAEC-PAD erreichten Detektionslimits.

Tabelle 5.3: Retentionszeiten und Nachweisgrenzen (3 sg-Methode) der mittels HPLC-
FD bestimmten Aminosduren

RT Nachweisgrenzen

[min] [umol /L] [pg/L]

Asparaginsidure  2.59 0.38 51
Glutaminsdure  2.98 0.57 84
Arginin 6.31 0.29 50
Alanin 7.32 0.72 64
Tyrosin 8.61 0.21 39
Valin 10.23 0.67 78
Methionin 10.53 0.33 50
Isoleucin 11.73 0.26 34
Phenylalanin 12.08 0.61 101

Leucin 12.25 0.40 93
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Abbildung 5.17 zeigt ein Chromatogramm einer sauer mit 6 N HCIl hydrolysierten
PM2.5-Probe der Messkampagne ZSP-1 nach Abdampfen der HCI und Derivatisierung
mittels OPA/MPA. Die quantifizierten Aminoséuren sind fett beschriftet. Die Herkunft
des aukerordentlich intensiven und breiten Peaks von 14-19min Retentionszeit ist un-
klar. Der Peak trat jedoch in analoger Form in allen gemessenen Filterproben der Mess-
kampagnen ZSP-1 und LKP auf. Es kénnte sich hierbei um OPA-derivatisierte Amine

oder aber auch um Substanzen mit Eigenfluoreszenz wie z.B. PAHs handeln.
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Abbildung 5.17: Chromatogramm der Probe 10, Messkampagne ZSP-1, gemessen mit-
tels HPLC-FD nach Derivatisierung mit OPA/MPA. Siule Ba-
kerbond RP-C18, 4.6x250mm, Injektionsvolumen 25uL, Flussra-
te 1.5mL/min, Acetonitril/Natriumacetat-Puffer Gradient (Tabelle
3.5), Anregungswellenlinge 330nm, Messung der Lichtemission bei
445 nm.

Die gefundenen Mengen der Aminosduren pro Filter und die daraus errechneten at-
mosphérischen Aminosdurekonzentrationen sind in Tabelle 5.4 fiir die gezeigte Probe

und zwei weitere Proben der selben Messkampagne auf der Zugspitze im September
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2001 aufgelistet. Die Konzentrationen liegen im Bereich von einigen wenigen ng pro m?

(0.3-14 pg/Filter) und sind damit relativ gering.

Tabelle 5.4: Absolutmengen und atmosphdrische Konzentrationen der mittels HPLC-
FD bestimmten Aminosduren in Proben der Messkampagne ZSP-1 im Sep-
tember 2001.

Probe 9 Probe 10 Probe 11
Zeitraum (2001)  04.09.-09.09. 09.09.-14.09. 14.09.-19.09.

lugl [ng/m®| [pg| [ng/m?| [ug] [ng/m?|

Asparaginsidure 8.0 2.8 5.1 1.8 n.d. n.d.
Glutaminsiure  14.4 5.1 6.6 2.3 0.6 0.6

Arginin 5.8 2.0 4.7 1.6 0.3 0.3
Alanin 7.6 2.7 7.7 2.7 1.1 1.1
Valin 6.5 2.3 4.8 1.7 0.8 0.8
Isoleucin 1.4 0.5 6.7 2.3 n.d. n.d.
Phenylalanin 2.3 0.8 3.0 1.0 n.d. n.d.
Leucin 4.3 1.5 3.9 14 n.d. n.d.

In Abbildung 5.18 sind die atmosphérischen Konzentrationen von je neun Amino-
sauren wihrend der Messkampagne LKP im April/Mai 2001 grafisch dargestellt. Die
Messungen wurden von Dr. Kerstin Krause durchgefiihrt. Glutamat und Aspartat be-
saken Maximalkonzentrationen von bis zu 60ng/m?, die Konzentrationen der anderen
Aminosiuren lagen meist zwischen 10 und 20 ng/m?. Extrapoliert man die Gesamtsum-
me der elf urspriinglichen Aminoséduren (die Amide Asparagin und Glutamin wurden
wahrend der sauren Hydrolyse in die entsprechenden Sduren Asp und Glu umgewan-
delt) auf 20 natiirliche, proteinogene Aminosiduren, so erhilt man fiir die gemessenen
Proben einen Mittelwert (4 1s) von 314 £ 181ng/m?. Der entsprechende Mittelwert
der BCA-Proteinsummenbestimmung der Proben betrug 436 4+ 167 ng/m?. Die Werte
stimmen damit trotz der Ndherung und der Extrapolation relativ gut iiberein. Durch
diese stichprobenartige Aminosdurebestimmung wurden damit die Ergebnisse des BCA-
Assays am LKP mittels HPLC-FD bestétigt.
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Abbildung 5.18: Atmosphdrische Konzentrationen von je neun Aminosduren wdahrend
der Messkampagne LKP im April/Mai 2001 bestimmt anhand der
Proben LKP 9-11, 13, 18, 20, 24 - 26 und LKP 28. Analyse der Pro-
ben nach saurer Hydrolyse mittels HPLC-FD wie in Abbildung 5.16
beschrieben. Durchfiihrung der Messungen: Dr. Kerstin Krause.



6 Antikorpercharakterisierung und

lmmunoassays

6.1 Vergleich von Immunoassays mit Betv1 und

Nitro-(3)-Betv1

6.1.1 Einseitige Immunoassays mit Betv 1l und Nitro-Betv1

Einseitige Assays mit Betv1 und Nitro-(3)-Bet v1 wurden mit mAk von Maus, pAk
von Kaninchen und Seren von Birkenpollenallergikern durchgefiihrt. Es sollte unter-
sucht werden, ob eventuell Birkenpollenallergiker-IgE eine hohere Affinitdt zu Nitro-
Betv1 als zu natiirlichem Betv1 zeigt. Ein derartiges Ergebnis konnte die Hypothese
der Allergie-Entwicklung tiber nitrierte Pollenallergene unterstiitzen. Zur Durchfiihrung
dieser Untersuchungen wurden Mikrotiterplatten mit Bet v1 und Nitro-(3)-Betv 1 be-
schichtet und anschliefsend einseitige Immunoassays durchgefiihrt. Abbildung 6.1 zeigt
die Ergebnisse fiir den mAk Bv16 und den pAk von Kaninchen (beide ALK-Abello,
Horsholm). Beide Antikorper zeigten geringere Bindung fiir nitriertes Bet v 1 als fiir das
natiirliche Allergen.

Beim mAk Bv16 steigt das Signal mit Nitro-Bet v1 kaum an, die beiden Kurven fiir
Bv16 sind daher schwierig quantitativ untereinander zu vergleichen. Fixiert man die
Asymptote der sigmoidalen Fitkurve bei Ay = 0.2, so erhélt man einen Wert fiir den
Testmittelpunkt von 17 mg/L, um eine Grokenordnung hoher als fiir Bet v 1.

Die Kalibrierkurve des einseitigen Bet v 1-Assay mit den polyklonalen Anti-Bet v 1-
Antikérpern von Kaninchen steigt bereits etwa zwei Grofenordnungen frither deutlich
an, ein Effekt, der vermutlich auf die Multispezifitdt des pAk zuriickzufiihren ist und auch
bei den einseitigen Tests fiir Nitro-BSA beobachtet wurde (Abschnitt 6.4). Man erhélt
somit einen Testmittelpunkt von 6 mg/L fiir Nitro-Bet v 1, etwa zwei Grokenordnungen
hoher als fiir Bet v1 (0.04 mg/L). Der Signalanstieg der Kalibrierkurve fiir Nitro-Bet v 1
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Abbildung 6.1: Finseitige Immunoassays mit mAk Bv16 und pAk Kaninchen (Anti-
Bet v 1-Antikorper) fiir Betv 1 und Nitro-Betv 1 im direkten Vergleich.
Parameter fiir Betv1 (Nitro-(3)-Betv1) und mAk Bv16 (oben): ma-
zimale Absorption 3.05 (0.20), minimale Absorption 0.06 (0.04),
Testmittelpunkt 1.18 (16.80) mg/L, Steigung am Testmittelpunkt 2.00
(0.91) L/mg. Parameter fiir Betv 1 (Nitro-(3)-Betv 1) und pAk Kanin-
chen (unten): mazimale Absorption 2.51 (1.33), minimale Absorption
0.08 (0.11), Testmittelpunkt 0.04 (6.45)mg/L, Steigung am Testmit-
telpunkt 0.98 (1.42) L/mg.
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fallt deutlich stirker aus, es wurde eine maximale Absorption von 1.3 errechnet.
Abbildung 6.2 zeigt das Ergebnis eines einseitigen Immunoassays fiir Bet v 1 und Nitro-
Bet v1 mit dem Serum eines starken Birkenpollenallergikers. Die Steigung der beiden
sigmoidalen Fitkurven wurde fiir bessere Vergleichbarkeit mit 1 fixiert. In diesem Test
wurde zwar noch immer mehr Human-IgE durch Bet v 1 als durch Nitro-Bet v1 gebun-
den, die resultierenden Testmittelpunkte weichen jedoch nur mehr um ca. den Faktor 2
voneinander ab und auch die maximal erreichten Absorptionen liegen weniger als Faktor
2 auseinander. Die Unterschiede der beiden Kalibrierkurven sind damit geringer als beim
pAk von Kaninchen. Eventuell konnte dies schon als ein unterstiitzender Hinweis fiir die

Hypothese der Allergieentstehung iiber nitrierte Inhalationsallergene gedeutet werden.

O Betv1
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0.2
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Abbildung 6.2: Finseitiger Immunoassay mit Serum MT59 eines Birkenpollenallergi-
kers fir Betv 1 und Nitro-Betv 1. Darstellung von Median und Spann-
weite. Parameter fiir Betv 1 (Nitro-(3)-Betv 1): maximale Absorption
0.34 (0.21), minimale Absorption 0.04 (0.05), Testmittelpunkt 1.1/
(2.79) mg/L, Steigung am Testmittelpunkt je 1.0 L/mg (fixiert).

6.1.2 Sandwich-Immunoassays mit Betv 1 und Nitro-Betv 1

Auch Sandwich-Immunoassays mit Humanseren und Nitro-Bet v 1 waren moglich. Eine
exemplarische Kalibrierkurve ist in Abbildung 6.3 fiir einen Sandwich-Assay mit polyklo-
nalen Kaninchen-Anti-Bet v 1-Antikérpern als Fangerantikorper und dem Serum MT12

eines Birkenpollenallergikers gezeigt.
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Abbildung 6.3: Sandwich-Assay mit polyklonalen Kaninchen-Anti-Betv 1-Antikorpern
und Serum MT12 eines Birkenpollenallergikers fiir Betv 1 und Nitro-
Betwv 1. Darstellung von Median und Spannweite. Parameter fir Betv 1
(Nitro-(3)-Betv 1): mazimale Absorption 0.55 (0.29), minimale Ab-
sorption 0.05 (0.06), Testmittelpunkt 12.7 (58.4)ug/L, Steigung am
Testmittelpunkt 0.91 (2.23) L/mg.

Der Séttigungsbereich der Kurve wurde fiir Nitro-Bet v 1 schon bei 0.3 mg/L erreicht.
Die Testmittelpunkte liegen bei 13 (Bet v 1) bzw. 58 ug/L (Nitro-Bet v 1), deutlich nied-
riger als bei den einseitigen Tests. Ein weiteres Allergikerserum ergab ein analoges Er-
gebnis (MT28; Testmittelpunkte 9 ug/L fiir Bet v 1 bzw. 67 ug/L fiir Nitro-Bet v 1; ohne
Abbildung). Die Sandwich-Assays mit den Humanseren waren damit wesentlich empfind-
licher als die einseitigen Assays. Der Unterschied der Testmittelpunkte der Kurven fiir
Bet v1 und Nitro-Bet v1 betrug etwa Faktor 5-7. Sie lagen damit zwischen den korres-
pondierenden Werten fiir einseitige Tests mit Kaninchen-pAk (zwei Grofenordnungen)
und Humanserum (Faktor 2). Die Tatsache, dass IgE-Molekiile von Birkenpollenallergi-
kern nicht nur native Pollenallergene, sondern auch gut deren nitrierte Derivate binden
konnen, unterstiitzt die Hypothese, dass diese nitrierten Proteine bei der Entwicklung
der Allergie eventuell eine Rolle gespielt haben kénnten. Zusétzliche klarende Untersu-
chungen z.B. mit Zellkulturen oder in Tierexperimenten sind zur weiteren Bestitigung

dieser Theorie jedoch zwingend erforderlich.
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6.2 Affinitaten der Nitrotyrosinantikorper

Die Affinitdtskonstanten der verwendeten Antikorper wurden aus den invertierten, mi-
nimierten Testmittelpunkten indirekter kompetitiver Immunoassays nach der Metho-
de von Weller [285| bestimmt. Abbildung 6.4 zeigt beispielhaft fiir 3-Nitrotyrosin, 3,5-
Dinitrotyrosin und Nitro-(1)-peptid die Inhibitionskurven.
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Abbildung 6.4: Inhibitionskurven wvon 3-Nitrotyrosin, 3,5-Dinitrotyrosin und H-
Thr-Arg-Pro-1le-1le- Thr- Thr-m-nitro- Tyr- Gly- Pro-Ser- Asp-Asp-Lys-
(2-Aminobenzoyl)-Tyr-OH, bestimmt im indirekten kompetitiven
Test mit mAk CAY. Darstellung von Median und Spannweite
(Vierfachmessungen) und der sigmoidalen Fitkurven.

Drei polyklonale und drei monoklonale IgG-Antikérper zur Analyse von 3-Nitrotyrosin
(Tabelle 3.11) wurden untersucht und die Affinitéten fiir 24 Testsubstanzen bestimmt:
3-Nitrotyrosin, acht aromatische Verbindungen mit verwandter chemischer Struktur
(Aminosduren, Phenole und Kresole), 14 nitrierte BSA-Standards mit unterschiedli-
cher Anzahl von Nitrotyrosinresten pro Proteinmolekiil (Nitro-(<0.1)-BSA bis Nitro-
(16.8)-BSA) und ein durch Peptidsynthese hergestelltes Peptid, das einen einzelnen Ni-
trotyrosinrest enthielt und als wohldefinierte Modellsubstanz fiir einfach-nitrierte Pro-
teine fungierte (H-Thr-Arg-Pro-Ile-Ile-Thr-Thr-m-nitro-Tyr-Gly-Pro-Ser-Asp-Asp-Lys-
(2-Aminobenzoyl)-Tyr-OH, abgekiirzt Nitro-(1)-peptid). Die bestimmten Affinitéatskon-
stanten sind in der Tabelle 6.1 wiedergegeben. Der Antikérper CAY wurde zusétzlich fiir

einige weitere Substanzen charakterisiert. Die ermittelten Affinitédten sind im Anhang in
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Tabelle 9.14 aufgelistet. Abbildung 6.5 zeigt die Strukturformeln der auf Kreuzreaktio-

nen getesteten niedermolekularen Substanzen.

OH
NO,
OH
NO,
NH,
ON
CO,H

Abbildung 6.5: Strukturformeln der in indirekten kompetitiven Tests wunter-
suchten Verbindungen; Anordnung der Substanzenm nach absteigender Affinitit zu
mAk CAY won links nach rechts, von oben mnach wunten: 2-Nitro-p-kresol, 2-
Nitrophenol, 2,4-Dinitrophenol, 4-Hydrozy-3-nitrophenylessigsdure, 6-Nitro-m-kresol,
4-Methoxy-2-nitrophenol, 4-Amino-2-nitrophenol, 3-Nitrotyrosin, L-Tyrosin, 2,4,6-
Trinitrophenol (Pikrinsdure), 4-Nitrophenol, 3,5-Dinitrotyrosin, 3,5-Dinitrobenzoesdure,
4-Nitrophenylalanin, 2-Nitrotoluol, 4-Nitrotoluol, Nitrobenzol, Phenol.
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In Abbildung 6.6 sind charakteristische Unterschiede zwischen den untersuchten An-
tikorpern und Testsubstanzen gezeigt. Die Affinitdten fiir 3-Nitrotyrosin variierten um
drei GroRenordnungen und reichten von 3 - 103 L /mol (mAk CAY) bis 3 - 10° L /mol (mAk
39B6). Ebenso sehr hohe Affinitdten gegeniiber Nitrotyrosin zeigten die Antikorper Schaf
und Ziege mit 1.2-10° bzw. 8-10°L/mol, wohingegen die Antikorper Kaninchen und
SA100 geringere Affinititen im Bereich von 10* L /mol besaken. Die Affinititen fiir das
Nitro-(1)-peptid lagen hoher und zeigten eine geringere Schwankung bei Vergleich der
sechs Antikoérper untereinander. Sie reichten von 5-10° L /mol (SA100) bis 1-107 L /mol
(39B6). Die Affinitdten fiir den hoch nitrierten Nitro-(16.3)-BSA-Standard lagen im All-
gemeinen etwa eine Grokenordnung hoher als fiir das Nitro-(1)-peptid. Nur der mAk
CAY zeigte fiir beide Substanzen die gleiche Affinitit von 5-10° L /mol.

10° _ .
I Nitrotyrosin
s Nitro-(1)-peptid
10 1 Nitro-(16.3)-BSA
210 Ea
=
= 10°
E 10
<
10°*
10° Z

30B6 Schaf Ziege SA100 Kanin. CAY

Abbildung 6.6: Affinititen der untersuchten Nitrotyrosin-Antikérper fir Nitrotyrosin,
Nitro-(1)-Peptid und Nitro-(16.3)-BSA: Angabe von inversem Test-
mittelpunkt + dreifachem Standardfehler der sigmoidalen Fitkurve
(Origin 6.0) fir Nitro-(1)-Peptid und Nitro-(16.3)-BSA (Vierfachmes-
sungen), fir 3-Nitrotyrosin: Angabe von Mittelwert + 3s aus 10-13
Assays (jeweils Vierfachmessungen,).

Die hoheren Affinitdten fiir gebundene Nitrotyrosinreste konnen iiber den Einfluss
von geladenen Gruppen auf die Antikérper-Antigen-Bindung erklart werden. Durch die

kovalente Bindung der Amino- und Carboxylgruppe von Nitrotyrosin in Nitroproteinen
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oder Nitropeptiden werden die vorhandenen Ladungen weitgehend abgeschwécht, und
diese Nitrotyrosinreste konnen fester gebunden werden als die freie Aminosédure. Die
unterschiedlichen Affinitéten von CAY und 39B6 fiir 3-Nitrotyrosin konnen auf die Un-
terschiede der verwendeten Immunogene zuriickgefithrt werden. Fiir die Gewinnung des
Antikorpers CAY wurde Peroxynitrit-behandeltes KLH benutzt, welches statistisch ni-
triert wurde [118]. Der Antikorper 39B6 hingegen wurde durch Immunisierung mit einem
3-(4-Hydroxy-3-nitrophenylacetamido)propionsiaure-BSA-Konjugat gewonnen [307]. Die-
ses Konjugat enthélt eine Nitrotyrosin dhnliche Struktur, die mit einem Spacer an BSA
gekoppelt ist. Abbildung 6.7 zeigt die beiden Strukturen im direkten Vergleich. Im BSA-
Konjugat ist die 4-Hydroxy-3-nitrophenylgruppe wesentlich starker exponiert und kann
leichter als Angriffspunkt fiir das Immunsystem fungieren als ein in eine Peptidkette ein-
gebundenes 3-Nitrotyrosin. Bei Immunisierungen mit z.B. nitriertem KLH oder einem
anderen Nitroprotein ist es daher wahrscheinlich, dass die gebildeten Antikérper nicht
nur spezifisch Nitrotyrosin, sondern auch die chemische Umgebung dieses Nitrotyrosins
miterkennen. Liegt in einem anderen Nitroprotein nicht mehr genau die partielle Ami-
noséuresequenz wie im Immunogen vor, so wird dieser Analyt nur noch schwécher und

unspezifischer gebunden.

OH OH
§>/NO2 NO,
@ CH, O O
N N
H’{/ n N mO _N
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Abbildung 6.7: Strukturen eines 3-Nitrotyrosinrests in einer Polypeptidkette (links, R
steht fir den Rest einer beliebigen natiirlichen Aminosdiure) und des
Immunogens zur Gewinnung von mAk 39B6 (rechts).

In Abbildung 6.8 (oben) sind die Affinitdtskonstanten der untersuchten Nitrotyrosin-
Antikorper fiir Nitro-BSA-Standards gegen die Anzahl der Nitrotyrosinreste pro Pro-
teinmolekiil (X) aufgetragen (logarithmische Skalen). Die Affinitéten steigen mit der
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Abbildung 6.8: Darstellung der absoluten (oben) und der durch Division durch die An-
zahl der Nitrotyrosinreste pro Molekiil normierten Affinitditskonstan-
ten (unten) der untersuchten Nitrotyrosin-Antikérper fir verschiedene
Nitro-BSA-Standards, aufgetragen gegen die Anzahl der Nitrotyrosin-
reste pro Proteinmolekiil.
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Anzahl der Nitrotyrosinreste fiir die jeweiligen Antikorper vom Nitro-(0.2)-BSA bis zum
Nitro-(16.8)-BSA um etwa drei Grofenordnungen parallel an. Fiir die untere Grafik in
Abbildung 6.8 (unten) wurden die Affinitdten durch die jeweilige Anzahl von Nitroty-
rosinresten im Molekiil dividiert und auf diese Weise normiert. Der Anstieg dieser Kon-
stanten mit X ist weitaus geringer ausgepriagt (Anstieg um eine Grofenordnung). Dies
zeigt, dass die Affinitdtskonstanten der untersuchten Antikorper zu Nitroproteinen nicht
nur durch die Anzahl, sondern auch die Lage der Nitrotyrosinreste im Molekiil bestimmt
werden. Weiterhin ldsst der relativ geringe und kontinuierliche Anstieg der normierten
Affinitdten mit X darauf schliefsen, dass monovalente Bindung zwischen Nitroproteinen
und den Antikorpern beim kompetitiven Assay vorliegt, da bei einem Wechsel zu biva-

lenter Bindung ein sprunghafter Anstieg zu beobachten sein miisste [308].

Die gefundenen Werte liegen in guter Ubereinstimmung mit verschiedenen Literatur-
daten. Girault et al. [307] entwickelten den monoklonalen Antikérper 39B6 und charak-
terisierten ihn in einem indirekten kompetitiven Assay mit auf Mikrotiterplatten immo-
bilisiertem TNM-nitriertem Ovalbumin mit 2 Nitrotyrosinresten pro Molekiil. Fiir Kom-
petition mit Nitrotyrosin und Tyrosin ermittelten sie Testmittelpunkte von 0.6 pmol /L
bzw. 0.5 mmol/L. Die damit korrelierenden Affinitéten von 2-10° L /mol fiir Nitrotyrosin
und 2-10% L/mol fiir Tyrosin liegen in guter Ubereinstimmung mit den in dieser Arbeit
bestimmten Werten von 3-10°L/mol fiir Nitrotyrosin bzw. 6-10%L/mol fiir Tyrosin.
Fiir einen anderen kommerziell erhéltlichen monoklonalen Nitrotyrosin-Antikorper (Lot
14016, Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY, USA) ermittelten sie einen 1C50-Wert
von 80 umol /L, entsprechend einer Affinitit von 10* L /mol. Ein kommerziell erhéltlicher
polyklonaler Kaninchen-Antikérper gegen Nitrotyrosin (Lot 15274, Upstate Biotechno-
logy, Lake Placid, NY, USA) ergab einen 1C5p-Wert von 1 umol/L, entsprechend einer
Affinititskonstante von 10° L /mol.

Khan et al. [121] charakterisierten einen polyklonalen Kaninchen-Antikorper gegen Ni-
trotyrosin, gewonnen durch Immunisierung mit nitriertem KLLH (Upstate Biotechnology,
TCS Biologicals, Bucks, U.K.) mittels indirektem kompetitiven Assay mit auf Mikroti-
terplatten immobilisiertem Nitro-BSA, das drei bis sechs Nitrotyrosinreste enthielt. Fiir
ungebundenes Nitrotyrosin berichteten sie einen IC5o-Wert von 300 pumol/L. Dies wiirde
einer Affinitit von 3-10%L/mol entsprechen, analog zur in dieser Arbeit bestimmten
Affinitdt des mAk CAY, aber um eine Groéfsenordnung niedriger als die Affinitat des
Kaninchen-Ak (diese Arbeit) und drei Grofenordnungen niedriger als die Affinitdt des
mAk 39B6. Fiir ein Tetrapeptid mit einem Nitrotyrosinrest (Gly-Gly-Ntyr-Arg) ermit-
telten sie einen ICso-Wert von 1 pumol/L, entsprechend einer Affinitatskonstante von
10° L/mol und in etwa gleich mit der Affinitiit, die in dieser Arbeit fiir den pAk Kanin-
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chen zum Nitro-(1)-peptid bestimmt wurde. Fiir BSA und Humanserumalbumin (HSA),
die jeweils drei bis sechs Nitrotyrosinreste pro Proteinmolekiil enthielten, bestimmten sie
einen IC50-Wert von 17 nmol/L, entsprechend einer Affinitéitskonstante von 6 - 107 L /mol.
Andere nitrierte Proteine (KLH, Fibrinogen, Pepsinogen, a;-Antiproteinase) ergaben
ICs0-Werte zwischen 5nmol/L (KLH) und 100nmol/L (a;-Antiproteinase), entspre-
chend Affinitdtskonstanten von 1-107 bis 2-10® L /mol. Daraus leiteten sie Unterschiede
in der Bindung der untersuchten Antikérper an Nitrotyrosinreste in unterschiedlichen
Proteinumgebungen ab.

Fiir Tyrosin, Phenylalanin, 4-Nitrophenylalanin, Aminotyrosin, Phosphotyrosin, Ni-
trit und Nitrat, sowie fiir Peroxynitrit-behandeltes Cystein, Methionin und Tryptophan
(jeweils bis zu 10 mmol/L) beobachteten Khan et al. keine signifikanten Kreuzreaktiviti-
ten. Bei einer Konzentration von 0.74 mmol /L fithrten sowohl BSA als auch HSA zu einer
Inhibition von 22 %, welche sie der endogenen Nitrierung dieser Proteine zuschrieben.

Fiir den mAk SA100 (Klon HM12) berichteten ter Steege et al. [281] eine Nach-
weisgrenze von 0.2nmol/L fiir Nitrotyrosinreste in Humanplasmaproteinen (Sandwich-
Assay mit Klon HM12 als Fangerantikorper und biotinmarkiertem HMI12 als zwei-
tem Primérantikorper). Sie beobachteten Totalinhibition bei Nitrotyrosinkonzentratio-
nen > 400 umol/L und schlossen daraus auf eine wesentlich hohere Affinitdt des An-
tikorpers fiir gebundenes als fiir freies Nitrotyrosin. Beckman et al. [118] entwickelten
einen monoklonalen Maus- und polyklonale Kaninchen-Antikorper gegen Nitrotyrosin.
Fiir Anwendung dieser Antikorper im Immunostaining von Nitroproteinen in Human-
gewebe wurde Totalinhibition durch Nitrotyrosin (10 mmol/L) beobachtet, aber keine
Inhibition durch Amino- oder Phosphotyrosin der gleichen Konzentration [118,309).

6.3 Kreuzreaktivititen der Nitrotyrosin-Antikorper

Molare Kreuzreaktivitdten von Testsubstanzen wurden berechnet, indem deren Affini-
taten zur Affinitdt von 3-Nitrotyrosin (= 100-%-Wert) ins Verhéltnis gesetzt wurden.
Stellt man die erhaltenen Werte graphisch wie in Abbildung 6.9 dar, so kann man be-
stimmte Kreuzreaktivitdtsmuster erkennen. Die Kreuzreaktivitdten von L-Tyrosin und
4-Nitrophenylalanin waren im Allgemeinen kleiner als 1% und von 3,5-Dinitrotyrosin
und 4-Nitrophenol kleiner als 10 % (ausgenommen Ziege: 40 %). Die Kreuzreaktiviti-
ten von 2,4-Dinitrophenol, 6-Nitro-m-kresol, 2-Nitro-p-kresol und 2-Nitrophenol lagen
typischerweise in der GroRenordnung von 10%-10%% (ausgenommen 39B6: 3-10*%).
Die Kreuzreaktivitdten niedrig nitrierter BSA-Standards zeigten eine stetige Zunahme

mit der Anzahl an Nitrotyrosinresten pro Proteinmolekiil, von 1-10 % fiir Nitro-(<0.1)-
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BSA bis 10?-10%% fiir Nitro-(1.6)-BSA. Die Kreuzreaktivititen hoch nitrierter BSA-
Standards und des Nitro-(1)-peptids lagen typischerweise im Bereich von 10%-10° %.

Die Unterschiede der Kreuzreaktivititen des Nitro-(1)-peptids und unterschiedlich
hoch nitrierter BSA-Standards liegen meist innerhalb einer Gréfenordnung. Dies zeigt,
dass die Nitrotyrosin-Antikorper in Losung ausschlieflich monovalent an Nitroproteine
binden, unabhéingig von der Anzahl der Nitrotyrosinreste pro Molekiil. An das nur eine
Nitrogruppe tragende Nitro-(1)-peptid konnen die Antikorper nicht bivalent binden, und
fiir hoch nitrierte BSA-Standards mit bis zu 17 Nitrotyrosinresten sollte ein Wechsel vom
monovalenten zum bivalenten Bindungsmodus zu einem scharf getrennten, stufenartigen

Anstieg der Kreuzreaktivitdt um mehrere Grofenordnungen fithren [308].

Aufgrund der hohen Affinitdt von 39B6 zu Nitrotyrosin sind die beobachteten Kreuz-
reaktivitdten relativ niedriger als z.B. fiir den Antikorper CAY, welcher eine um drei
Grofkenordnungen geringere Affinitdt zu 3-Nitrotyrosin besitzt. Die Kreuzreaktivitdten
fir das im Mittel weniger als einen Nitrotyrosinrest enthaltende Nitro-(0.6)-BSA lie-
gen mit einer Ausnahme fiir alle Antikorper niedriger als 100%. Nur beim Kaninchen-
Antikérper wurden 340 % ermittelt; die absolute Affinitét ist jedoch mit 1.2-10° L/mol
noch immer eine Groéfsenordnung niedriger als die entsprechenden Affinitdten der Anti-
korper von Schaf, Ziege oder des mAk 39B6. Die Kreuzreaktivitét von Nitro-(0.2)-BSA

liegt fiir alle untersuchten Antikorper einheitlich niedriger als 100 %.

Die ermittelten Kreuzreaktivitdten im Einzelnen sind im Anhang in Tabelle 9.15 auf-
gelistet. Der mAk CAY wurde zusétzlich auf einige weitere Substanzen untersucht. Die
ermittelten Kreuzreaktivitéiten sind im Anhang in Tabelle 9.14 angegeben. Die Substan-
zen 2- und 4-Nitrotoluol, Nitrobenzol und Phenol wurden mit CAY getestet, ergaben

jedoch sehr geringe bzw. nicht messbare Kreuzreaktionen.

Fiir einige niedermolekulare Substanzen wie z.B. fiir 2-Nitro-p-kresol mit grofer struk-
tureller Ahnlichkeit zu Nitrotyrosin, aber ohne geladene Gruppen, wurden speziell mit
mAk 39B6 besonders hohe Kreuzreaktivitdten gemessen. Um das Risiko einer Sto-
rung der nichtkompetitiven Immunoassays in dieser Arbeit durch derartige Substan-
zen zu Uberpriifen, wurden 2-Nitrophenol, 2-Nitro-p-kresol, 6-Nitro-m-kresol und 2,4-
Dinitrophenol in den Konzentrationsbereichen von 1 pg/L bis 1g/L in PBS und in PBS
mit 0.1g/L BSA (Matrixsimulation) auf Mikrotiterplatten inkubiert und anschliefend
einseitige Tests mit dem mAk 39B6 durchgefiihrt. Dabei wurde keine Signalerhéhung
durch die inkubierten niedermolekularen Substanzen im Vergleich zum Blindwert detek-
tiert. Deshalb wurde die Mo6glichkeit einer Storung der einseitigen Tests durch Kreuzre-

aktionen dieser Substanzen weitgehend ausgeschlossen. In Sandwich-Assays ist aufgrund
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des fehlenden zweiten Epitopes bei den Nitrophenolen bzw. -kresolen und der sterischen

Verhéltnisse ebenfalls nicht mit einer Storung der Assays zu rechnen.

6.4 Einseitige Tests fiir Nitroproteine

Die optimierten Nachweisgrenzen der einseitigen Tests fiir Nitro-(14.3)-BSA wurden mit-
tels der 5% Methode bestimmt und sind in Tabelle 6.2 aufgelistet. Fiir die Berechnung
wurde dabei zum Wert der unteren Asymptote der sigmoidalen Fitkurven 5% der Diffe-
renz zwischen der oberen und der unteren Asymptote des sigmoidalen Fits addiert und
diese Summe in die Kalibrierfunktion eingesetzt. Die Steigung der sigmoidalen Kurven
am Testmittelpunkt wurde mit 1 fixiert. Dadurch wurden die Kalibrierungen robuster
gegeniiber einzelnen Ausreifsern und waren besser geeignet zum Vergleich von verschie-

denen Antikorpern.

Tabelle 6.2: Ubersicht iber optimierte Antikérper- Verdimnungen und Nachweisgrenzen
der einseitigen Tests fiir Nitro-(14.3)-BSA (5 %-Methode).

Verdiinnungen NWG
Nitrotyrosin-Ak Sekundér-Ak  [nmol/L]
CAY 1:500 1:20 000 0.11
SA100 1:500 1:10 000 0.96
39B6 1:5000 1:20 000 0.15
Kaninchen 1:500 1:20 000 0.35
Ziege 1:500 1:10 000 0.04
Schaf 1:2500 1:10 000 0.05

Wie in Tabelle 6.2 abzulesen, mussten die monoklonalen Antikérper CAY und SA100
in relativ hohen Konzentrationen eingesetzt werden (Verdiinnung 1:500, entspricht ca.
1mg/L), um die optimalen Nachweisgrenzen von 0.11 bzw. 1.0 nmol/L fiir Nitro-(14.3)-
BSA zu erhalten. Mit dem mAk 39B6 konnte mit einer zehnfach stérkeren Verdiinnung
eine Nachweisgrenze in der Grofenordnung des CAY-Antikorper und um eine Gréfenord-
nung niedriger als mit SA100 erreicht werden. Die polyklonalen Antikérper von Schaf

und Ziege erlaubten noch niedrigere Nachweisgrenzen von 0.05 bzw. 0.08 nmol/L bei
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analogen Verdiinnungen (1:5000 fiir das Ziegeserum und 1:2500 fiir das als 1:1 PBS-
Vorverdiinnung gelieferte Schafserum). Eine zehnfache Konzentrationserh6hung fiir den
Ziege-Ak (Verdiinnung 1:500) reduzierte die Nachweisgrenze weiter um den Faktor 2
auf 0.04 nmol/L. Beim Schaf-Ak fiihrte jedoch eine Erhohung der Konzentration (Ver-
diinnung 1:500) aufgrund der gleichzeitigen Zunahme unspezifischer Antikorperbindung

zu einer erhohten Nachweisgrenze (0.3 nmol/L).

Tabelle 6.3: Ubersicht iber die Nachweisgrenzen von Nitro-BSA-Standards mit unter-
schiedlicher Anzahl an Nitrotyrosinresten pro Proteinmolekil (X) in ein-
seitigen Immunoassays mit den untersuchten Antikérpern (5 %-Methode).

X NWG fiir Nitroproteine [nmol/L]

Schaf Ziege Kan SA100 39B6 CAY

0.2 2.73 105 nd! nd! nd! nd!
0.6 1.19 099 346 nd! nd! 864
1.6 0.82 0.72 229 6.47 1.10 4.12
5.6 0.12 0.23 141 1.86 1.10 1.67
9.4 0.01 0.10 0.13 1.27  0.67 1.29
16.8 0.01 0.06 0.34 0.46 0.34 0.50

kein signifikantes Signal iiber der Nachweisgrenze detektiert

In Tabelle 6.3 sind die Nachweisgrenzen fiir verschiedene Nitro-BSA-Standards im
einseitigen Assay mit den verschiedenen Antikoérpern aufgelistet. Fiir jeweils einen be-
stimmten Antikérper wurde fiir verschiedene Nitro-BSA-Standards bei einem Anstieg
von X von 0.2 bis 16.8 eine Erniedrigung der Nachweisgrenze um bis zu zwei Grofen-
ordnungen erhalten. Nitro-(0.2)-BSA konnte nur mit den pAk von Schaf und Ziege de-
tektiert werden, Nitro-(0.6)-BSA mit allen polyklonalen Antikérpern und mit CAY. Fiir
die jeweiligen Standards variierten die Nachweisgrenzen mit verschiedenen Antikérpern
ebenso um zwei Grokenordnungen. Die beobachteten Verschiebungen sind konsistent
mit dem Anstieg der Affinitdten und der erwdhnten monovalenten Bindung zwischen
Nitroprotein- und Antikérpermolekiilen. In Abbildung 6.10 sind die ermittelten Nach-
weisgrenzen der Nitro-BSA-Standards gegen die Affinitdten der untersuchten Antikérper
aufgetragen. Die Grafik zeigt einen indirekten Zusammenhang zwischen den beiden Pa-

rametern.



6.4 Einseitige Tests fiir Nitroproteine 145

Tabelle 6.4: Nachweisgrenzen wvon  Nitrotyrosinresten — verschiedener  Nitro-BSA-
Standards mit unterschiedlicher Anzahl an Nitrotyrosinresten (X) in den
einseitigen Immunoassays (5 %-Methode).

X NWG fiir Nitrotyrosinreste [nmol/L]
Schaf Ziege Kan SA100 39B6 CAY
0.2 05 02 nd! nd! nd! nd!
0.6 0.7 0.6 2.1 nd! n.d! 5.2
1.6 1.3 1.2 3.7 10.4 1.8 6.6
5.6 0.7 1.3 7.9 10.4 6.2 9.4
9.4 0.1 1.0 1.2 11.9 6.3 12.1
16.8 0.2 1.0 5.6 7.5 5.6 8.2
MW 0.6 0.9 4.1 10.0 5.0 8.3
1s 0.4 0.4 2.7 1.9 2.2 2.7

'kein signifikantes Signal iiber der Nachweisgrenze detektiert

Durch Multiplikation mit X kénnen die Nachweisgrenzen der Nitro-BSA-Standards aus
Tabelle 6.3 in effektive Nachweisgrenzen fiir die enthaltenen Nitrotyrosinreste in den Ni-
troproteinmolekiilen umgerechnet werden (Tabelle 6.4). Diese effektiven Nachweisgren-
zen fiir Nitrotyrosinreste zeigen keine systematische Korrelation mit X, d.h. sie konnen
als weitgehend unabhéngig vom Nitrierungsgrad der Proteine betrachtet werden. Die
relativen Standardabweichungen von 20-60 % konnen auf die experimentellen Schwan-
kungen der einseitigen Tests mit unterschiedlichen Antikérpern, Standardsubstanzen
und MTP zuriickgefiihrt werden. Die Mittelwerte der effektiven Nachweisgrenzen fiir
Nitrotyrosinreste stehen nicht in unmittelbarer Korrelation zu den korrespondierenden
Affinitdten der Antikorper. Alle untersuchten polyklonalen Antikérper zeigten niedrigere
Nachweisgrenzen fiir Nitrotyrosinreste als die untersuchten mAk (Tabelle 6.4), obwohl
z.B. der mAk 39B6 hohere Affinitdten fiir hoch nitrierte Proteine, Nitro-(1)-peptid und
freies Nitrotyrosin besitzt als die polyklonalen Antikérper von Kaninchen (Abbildung
6.6). Offensichtlich hdngen die Nachweisgrenzen der einseitigen Tests nicht nur von den
Affinitaten, sondern auch von der Multispezifitat der verwendeten Antikorper ab, die fiir

polyklonale Antikorper naturgeméaf hoher als fiir monoklonale Antikorper ist.
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Abbildung 6.10: Grafische Darstellung der Nachweisgrenzen der untersuchten Nitro-

BSA-Standards (bestimmt in einseitigen Immunoassays), aufgetragen
gegen die korrespondierenden Affinitdten der verwendeten Antikorper
(bestimmt in den indirekten kompetitiven Immunoassays).

6.5 Sandwich-Assays fiir Nitroproteine

Sandwich-Immunoassays fiir Nitroproteine wurden mit den pAk Schaf und Ziege und den
mAk 39B6 und CAY entwickelt. Der mAk CAY war nicht als Fangerantikorper geeig-
net. Weiterhin waren Sandwich-Kombinationen von Schaf mit Ziege aufgrund von hohen
Hintergrundsignalen nicht méglich, was auf die groke Ahnlichkeit der IgG-Molekiile der
beiden Spezies zuriickzufiihren ist (Kreuzreaktion von Anti-Ziege-IgG-Antikorpern mit
Schafserum bzw. von Anti-Schaf-IgG-Antikoérpern mit Ziegenserum). Die erfolgreichen
Antikérperkombinationen, optimierten Verdiinnungen und Nachweisgrenzen fiir Nitro-
(14.3)-BSA sind in Tabelle 6.5 angegeben. Die niedrigste Nachweisgrenze wurde mit der
Kombination pAk Schaf als Fangerantikorper und mAk 39B6 als zweitem Priméranti-
korper erreicht (0.3 nmol/L). Schaf war als Fanger-Ak am besten geeignet, gefolgt von
Ziege (NWG < 1nmol/L). Der monoklonale Antikérper 39B6 gab dabei bei Verwendung
als zweiter Primarantikorper bessere Nachweisgrenzen als mAk CAY. 39B6 war ebenso
als Fanger-Ak geeignet, jedoch aufgrund der geringeren Multispezifitdt weniger effizient
(NWG >2nmol/L).
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Abbildung 6.11: Kalibrierkurven des einseitigen nichtkompetitiven Immunoassay mit
mAk 39B6 (oben) und des Sandwich-Assay Schaf- 39B6 (unten) mit
Nitro-(14.3)-BSA in PBS mit unterschiedlich hohen BSA-Zusditzen
(0, 50, 500 und 5000mg/L).
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Abbildung 6.12: Nachweisgrenzen des mnichtkompetitiven Immunoassays mit mAk
39B6, der Sandwich-Assays Schaf - 39B6 und Ziege - 39B6 (oben), des
einseitigen Assays mit mAk CAY und der Sandwich-Assays Schaf-
CAY und Ziege - CAY (unten) mit Nitro-(14.3)-BSA in PBS mit un-
terschiedlich hohen BSA-Zusdtzen (0, 50, 500 und 5000 mg/L).
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Tabelle 6.5: Optimierte Verdimnungen der Sandwich-Immunoassays und Nachweis-
grenzen fiir Nitro-(14.3)-BSA (5 %-Methode).

Fanger-Ak 2. Priméar-Ak  POD-Konjugat NWG [nmol /L]
Schaf 39B6 Anti-Maus-IgG, 1:30 000 0.3
CAY Anti-Maus-1gG 0.5
Ziege 39B6 Anti-Maus-IgG, 1:30 000 0.7
CAY Anti-Maus-IgG 1.0
39B6 Ziege Anti-Ziege-1gG, 1:10 000 2.5
Schaf Anti-Schaf-IgG 5.9

Die Robustheit der entwickelten Sandwich-Assays gegeniiber Matrixeffekten wurde
durch Kalibrierung mit Nitro-(14.3)-BSA in PBS und mit Nitro-(14.3)-BSA in PBS mit
unterschiedlichen BSA-Konzentrationen (50, 500 und 5000 mg/L) gezeigt. Im Gegen-
satz zu den einseitigen Assays, mit denen analoge Kalibrierungen durchgefiihrt wur-
den, wurden die Sandwich-Assays nicht durch kompetitive Adsorption an die MTP-
Oberflache beeintrachtigt. Abbildung 6.11 zeigt im direkten Vergleich Kalibrierkurven
fiir den einseitigen Assay mit 39B6 und den Sandwich-Assay mit Schaf-39B6. Wahrend
die Kalibrierkurven des einseitigen Tests eine ausgeprigte Verschiebung des Testmit-
telpunktes zu hoheren Nitro-(14.3)-BSA-Konzentrationen bei Erhohung der zugesetzten
BSA-Menge zeigten (statistische Verdiinnung des Nitroproteins), hatte dieser Zusatz
beim Sandwich-Assay keinen signifikanten Einfluss auf die Kurven. Die Verschiebung
der Testmittelpunkte bei den einseitigen Tests war in etwa proportional zum Anstieg
der BSA-Konzentration. Der korrespondierende Anstieg der Nachweisgrenzen fiir Nitro-
(14.3)-BSA ist fiir diese und analoge Experimente mit pAk Ziege bzw. mAk CAY in Ab-
bildung 6.12 illustriert. Die Nachweisgrenzen fiir die Sandwich-Assays bleiben konstant
niedrig. Sie sind sogar in reinem Puffer etwas hoher als in PBS mit BSA, was auf den ver-
starkten Blocking-Effekt durch das zugesetzte BSA zuriickgefiihrt werden kann. Daher
erlauben die entwickelten Sandwich-Immunoassays die Detektion von Spuren hochni-
trierter Nitroproteine in Proben mit einem hohen Uberschuss an nicht nitrierten Pro-
teinen, ein Nitrierungsmuster wie es z.B. fiir biologische Proben oder Umweltproben
mit groben Aerosol- oder Strakenstaubpartikeln zu erwarten ist. Voraussetzung fiir die
Detektion im Sandwich-Assay ist jedoch eine zumindest zweifache Nitrierung der Prote-

ine. Weiterhin ist zu beachten, dass die erzielten Nachweisgrenzen fiir Nitro-(14.3)-BSA
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im Sandwich-Assay (Schaf-39B6) um Faktor sechs hoher liegen als in den einseitigen
Assays mit pAk Schaf (0.05 nmol/L).

6.6 Ergebnisse der Nitroproteinmessungen in

Umweltproben

29 Umweltproben wurden mit mAk 39B6 im einseitigen Assay und in den Sandwich-
Assays Schaf-39B6 und Ziege-39B6 gemessen: 16 Strakenstaubproben, fiinf Filterpro-
ben vom Hochdurchsatz-Filtersammler (PM2.5), zwei Filterproben eines Niedrigdurch-
satz-Sammlers (TSP), fiinf Fensterstaubproben und eine Probe eines Lufteinlassfilters
der Frischluftversorgung des Klinikums Miinchen-Grofthadern. In zehn der 29 untersuch-
ten Proben wurden dabei Nitroproteine gefunden, neun Proben wurden im einseitigen
Test positiv getestet und fiinf Proben in den Sandwich-Assays. Sieben dieser positiv
getesteten Proben wurden zusétzlich in einseitigen Assays mit den pAk Schaf und Zie-
ge untersucht und ebenfalls Nitroproteine detektiert. Die Einzelwerte sind in Tabelle
6.6 aufgelistet. Von sieben positiven Proben wurde mittels BCA-Assay der Proteinge-
halt bestimmt und Proteinnitrierungsgrade aus dem Verhéltnis von Nitro-(14.3)-BSA-
Aquivalentkonzentration und Gesamtproteinkonzentration berechnet (Tabelle 6.7). Die
Nachweisgrenzen wurden mittels der 3sg-Methode durch Einsetzen der Summe aus Mit-
telwert und der dreifachen Standardabweichung von bis zu 48 PBS-Blindwerten je MTP
in die Kalibrierfunktion errechnet. Dies erwies sich als besser geeignet fiir die Auswer-
tung einzelner Immunoassays mit den spezifischen Schwankungen der individuellen Mi-
krotiterplatten. Die statistisch verteilte hohe Anzahl an Blindwerten ermdoglichte dabei,
Trends auf einzelnen Platten zu erkennen und bei Bedarf zu korrigieren.

Die im einseitigen Assay mit mAk 39B6 bestimmten Nitro-(14.3)-BSA-Aquivalentkon-
zentrationen betrugen fiir die Filterprobe LKP-7 7.4 mg/kg, fiir die Fensterstaubproben
(alle positiv getestet) 0.12-1.5mg/kg und fiir den Strafenstaub 0.05-0.29 mg/kg. Alle
Ergebnisse wurden mittels kompetitiver Inhibition mit Nitrotyrosin (0.1 mol/L, PBS)
verifiziert (Abbildung 6.13). Die in einseitigen Tests mit pAk von Schaf und Ziege be-
stimmten Nitro-(14.3)-BSA-Aquivalentkonzentrationen lagen einheitlich hoher. Diese be-
trugen fiir die Fensterstaubproben 8-11mg/kg (Ziege) bzw. 13-17mg/kg (Schaf) und
1.2-2.1mg/kg (Ziege) bzw. 1.6-4.2mg/kg (Schaf) fiir Strakenstaubproben. Diese hohe-
ren Konzentrationen sind durch die Multispezifitat der polyklonalen Antikorper bedingt,
die im Gegensatz zu monoklonalen Antikérpern eine grofere Vielfalt unterschiedlicher

Nitroproteine binden konnen und dadurch hohere Konzentrationen als Ergebnis liefern.
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Tabelle 6.6: Ubersicht iiber Nitro-(14.3)-BSA-Aquivalentkonzentrationen [mg/kg| in
positiv getesteten Umweltproben (einseitige Assays und Sandwich-Assays).

Proben- Datum Probenart Nitroproteingehalt! [mg/kg]
bezeichnung einseitige Assays Sandwich

39B6 Ziege Schaf Ziege Schaf

-39B6 -39B6

LKP-7 04/01  PM2.5 743 2 2 1d3 ndd
Heigl 06/01 Staub von 149 -2 2 nd?® nd?
Heig2 06,/01 Fenstern u. 0.65 11.0 157 n.d? nd?
Garm 06,/01 Eingangstiir 143 -2 -2 nd3 nd3
Toem1 09/03 siehe 1.19 82 13.1 103 23.2
Toem?2 09/03 Tabelle 3.2 0.12 83 172 2.5 6.0
W12 05/00 Strakenstaub  0.05 2.1 4.2 nd? nd?
W14 06/00 <63 pm 0.13 2.1 39 1.6 n.d?
W101 05/01 Strafenstaub n.d.* 1.3 1.6 41 10.2
K101 05/01 63-125 yum  0.29 12 1.6 138 422

INitro-(14.3)-BSA-Aquivalentkonzentration
2kein Wert verfiigbar
3kein signifikantes Signal iiber der Nachweisgrenze detektiert

Die bestimmten Konzentrationen in den Sandwich-Assays reichten von 1.6 bis
42 mg/kg (Strakenstaub) und von 2.5 bis 23 mg/kg (Fensterstaubproben) und lagen da-
mit meist hoher als die bestimmten Konzentrationen in den einseitigen Assays. Der bei
den einseitigen Assays beobachtete Verdiinnungseffekt wihrend des Beschichtungspro-
zesses auf der MTP bewirkt hierbei fiir Proben mit hoher Proteinmatrix eine Verrin-
gerung der ermittelten Nitroproteingehalte im einseitigen Assay (Abbildungen 6.11 und

6.12). Die Sandwich-Assays bleiben unbeeinflusst von der Proteinmatrix und sind auch
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Abbildung 6.13: Signalintensititen (Lichtabsorption bei 450nm) der positiv auf Ni-
troproteine getesteten Proben im einseitigen Assay mit mAk 39B6
(W101: Sandwich-Assay Schaf- 39B6) ohne und mit kompetitiver In-
hibition durch Nitrotyrosin (0.1 mmol/L). Darstellung von Median
und Spannweite der Dreifachbestimmungen.

bei hohen Gesamtproteinkonzentrationen zur Messung von mehrfachnitrierten Protei-
nen gut geeignet. Bei fiinf im einseitigen Assay positiv getesteten Proben wurden in den
Sandwich-Assays keine mehrfachnitrierten Proteine gefunden (Tabelle 6.6).

Die mittels BCA-Assay bestimmten Gesamtproteinkonzentrationen sind in Tabelle
6.7 zusammen mit den daraus berechneten Proteinnitrierungsgraden aufgelistet. Fiir
die meisten Proben und Assays lagen diese Nitrierungsgrade niedriger als 1%. Bei den
Strafkenstaubproben W12 und W14 (Fraktion < 63 yum) stiegen die Nitrierungsgrade im
einseitigen Assay mit pAk Schaf auf 3-5% an; bei diesen Proben war die Bezugsgrofe
Gesamtprotein sehr niedrig und der relative Nitroproteingehalt erhoht. Im Sandwich-
Assay wurde bei diesen Proben kein Nitroprotein detektiert. Ein analoges Ergebnis ergab
die Untersuchung von PM2.5: Fiir die Probe LKP-7 wurde im einseitigen Assay ein PNG

von 0.04 % ermittelt, in den Sandwich-Assays konnten jedoch keine Nitroproteine detek-
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Tabelle 6.7: Ubersicht iber die Proteingehalte der untersuchten Umweltproben und die
daraus mit den Werten aus Tabelle 6.6 errechneten Proteinnitrierungsgra-
de (einseitige und Sandwich-Assays).

Probe Protein Proteinnitrierungsgrad [%)]

einseitige Assays Sandwich-Assays

[mg/kg] 39B6 Ziege Schaf Ziege-39B6 Schaf-39B6
LKP-7 21000  0.04 -1 - n.d.? n.d.?
Heig2 4426  0.01  0.25 0.36 n.d.2 n.d.?
Toem1 1848 0.06 0.44 0.71 0.56 1.25
Toem?2 2141 0.01  0.39 0.80 0.12 0.28
W12 80 0.06 266 5.31 n.d.2 n.d.?
W14 140 0.10 147 281 1.14 n.d.?
W101 1399 nd. 010 0.12 0.29 0.73
K101 1657 0.02 0.07  0.09 0.83 2.55

Tkein Wert verfiighar
2kein signifikantes Signal iiber der Nachweisgrenze detektiert

tiert werden. Das zeigt, dass diese Feinstaubproben relativ gleichméfig nitriert waren
und Proteine mit einem (oder wenigen, fiir die Antikorperbindung nicht alle gleichzei-
tig zugénglichen) Nitrotyrosinresten enthielten, aber kaum hohernitrierte Proteine. Die
Strakenstaubproben der Fraktion 63-125 um zeigten hingegen in den Sandwich-Assays
um ein bis zwei Grofsenordnungen hohere Proteinnitrierungsgrade als in den einseitigen
Assays. Diese Proben enthielten damit insgesamt wenig Nitroproteine, die dafiir jedoch
mehrfach nitriert waren. Das kleinere Oberflache/Volumen-Verhéltnis dieser groberen
Partikel konnte dabei eine wichtige Rolle spielen.
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6.7 Zusammenfassung und Schlussfolgerungen zur
Messung von Nitroproteinen mittels

Immunoassays

Mit den entwickelten Immunoassays konnten erstmalig nitrierte Proteine in Umweltpro-
ben im mg/kg-Konzentrationsbereich (Staub bzw. abgeschiedene Partikelmasse) nachge-
wiesen werden. Dies zeigt, dass die Nitrierung von Proteinen durch atmosphérische Spu-
renstoffe nicht allein eine Entdeckung von akademischem Wert ist, sondern regelméfig
und haufig in der Umwelt auftritt. Die Ergebnisse zeigen auch den enormen Fortschritt
zu fritheren Ergebnissen [290], in denen die Detektion von Nitroproteinen in Umwelt-
proben im einseitigen Assay mit dem niedrigaffinen CAY-Antikérper nicht erfolgreich
war. Die entwickelten Immunoassays sind schnell und einfach fiir eine grofe Anzahl an
Proben einsetzbar, die erhaltenen Ergebnisse werden jedoch methodisch bedingt stets se-
miquantitativ bleiben. Fiir genaue Quantifizierungen sind instrumentelle Methoden wie
HPLC-FD von hydrolysierten, OPA oder NBD-F-derivatisierten Proben und GC-MS mit
Negativ Ion Chemical Tonisation (NICI) besser geeignet und werden im Augenblick am
IWC entwickelt. Bei diesen Methoden miissen jedoch spezielle Vorkehrungen getroffen
werden, um Artefaktbildungen zu vermeiden, die durch Nitrierung der Proben wihrend
der Hydrolyse durch RNS aus evtl. vorhandenem Nitrat, Nitrit, Nitroverbindungen und

der verwendeten Sduren auftreten konnten.



7 Ergebnisse der Untersuchungen
zur Nitrierung von Proteinen

durch Begasung

7.1 Berechnung von Nitrierungsgraden

Der Proteinnitrierungsgrad (PNG) gibt das Verhéltnis der Masse von detektierbarem
Nitroprotein, bestimmt im einseitigen Immunoassay mit mAk CAY und berechnet als
Nitro-(14.3)-BSA-Aquivalentkonzentration, zur Gesamtproteinmasse an. Als Gesamt-

proteinmasse wurde fiir BSA- und BPE-belegte Filter einheitlich verwendet.

7.2 Begasung mit Umgebungsluft

7.2.1 Proteinwiederfindung

Die Wiederfindungen der an Umgebungsluft exponierten Proteinproben bzgl. Gesamt-
protein und Bet v1 wurden als Verhéltnis der wiedergefundenen zur eingesetzten Sub-
stanz berechnet. Abbildung 7.2 zeigt die iiber 4 bzw. 5 Versuchsreihen gemittelten Daten
der Wiederfindungen von BSA im BCA-Assay und Abbildung 7.3 die Wiederfindungen
von Bet v1 im Bet v 1-Sandwich-Immunoassay. Fiir beide Parameter und Assays wurden
generell abnehmende Konzentrationen in der Reihenfolge Blindprobe im Kiihlschrank
(nicht bestromt), Blindprobe im aktivkohlegereinigten Gasstrom und umgebungsluftex-
ponierte Probe gemessen. So sinkt z.B. die Wiederfindung von BSA auf regenerierter
Cellulose in dieser Reihenfolge von 68 auf 52 bzw. 42% am LKP und von 68 auf 60
bzw. 34 % in Grokhadern. Als mogliche Ursachen fiir diesen Trend werden Proteinab-
bauprozesse durch Oxidation und Reaktion mit reaktiven Spurensubstanzen wie Ozon,

NOgs, Peroxyacetylnitrat u.d. vermutet. Vermutlich spielen die beobachteten Effekte der
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Abbildung 7.1: Versuchsaufbau zur Begasung von Proteinproben auf Spritzenfiltern
mit Umgebungsluft im Messcontainer am LKP. Zu erkennen sind die
bestromten Spritzenfilter, der mit Aktivkohle gefillte Diffusionsdenu-
der (links), die drei Rotameter mit identischem Durchfluss und die

Pumpe (rechts).
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verringerten Proteinwiederfindung nach Bestromung der Proben auch als Artefakte bei
der Bestimmung von Proteinkonzentrationen in atmosphérischen Aerosolpartikeln eine

Rolle, obwohl die Sammelzeiten mit ein bis drei Tagen dort meist deutlich kiirzer waren.

Die Wiederfindungen auf CA sind fiir alle Versuchsreihen héher als auf RC und die-
se wiederum hoher als auf Glasfaserfiltern. Fiir Glasfaser und Quarz wurden schon bei
der Untersuchung der Rundfilter mit 150 mm Durchmesser zur Probenahme im HVS
(Abschnitt 4.1.2) hohe Adsorptionsverluste von BSA an die hydrophile Oberfliche be-
obachtet. Die Verluste in der Wiederfindung sind am LKP mit hohen verkehrshedingten
Emissionen grofer als im suburbanen Grofhadern. Besonders stark ausgepragt sind die
Unterschiede bei den Bet v 1-Wiederfindungen. Wéhrend in Grofhadern fiir die Blind-
proben im Gasstrom 15-50% des Bet v 1 wiedergefunden wurde (6-12% fiir die expo-
nierten Proben), so nahm die Wiederfindung am LKP rasch auf 5-12% bzw. 3-6 % fiir
Blind- und begaste Proben ab. Die Wiederfindungen sind damit deutlich niedriger als
im BCA-Assay fiir BSA, da Sandwich-Immunoassays generell bereits durch eine leicht
verdnderte Tertidrstruktur aufgrund chemischer Modifikation des Zielproteins (Betv 1)

gestort werden.

Die héhere gefundene Proteinmenge fiir die am LKP exponierten Filter im Vergleich zu
den dortigen Blindfiltern ist durch das Ansammeln von TSP auf den Filtern zu erkléaren
und stammt damit also von zusétzlichem Protein, das bei der urspriinglichen Belegung
der Filter nicht vorhanden war (vgl. Tabelle 7.1). Die Akkumulation von neuem Protein
tiberwog dabei den Proteinabbau. Da bei allen Versuchen stets drei Filter parallel (be-
legt mit BSA- und BPE-Losung sowie deionisiertem Wasser als Blindprobe) eingesetzt
wurden, konnte die abgeschiedene Proteinmenge abgeschéitzt werden. Die urspriinglich
nur mit Wasser belegten Filter wurden ebenso extrahiert und im BCA-Assay gemessen.
Die gefundenen Konzentrationen wurden um die Blindwerte der gekiihlt gelagerten, un-
belegten und nicht exponierten Blindfilter korrigiert und sind in Tabelle 7.1 angegeben.
Wihrend die mit Proteinlésung belegten Filter 100 ug BSA und 150 ug BPE enthielten,
wurde bei den exponierten Filtern am LKP ca. 20 bis 25 ug BCA-Protein je Filter ge-
funden. Die GF- und CA-Filter in Grofshadern enthielten bis zu 10 ug BCA-Protein. Die
Vergleichswerte der Filter, bei denen der Gasstrom zuvor mittels Aktivkohle gereinigt
wurde, sind nicht erhoht (Totalverlust der Partikel beim Durchstrémen des Glasturms)
bzw. betragen nur ein Zehntel bis ein Fiinftel der Werte fiir die bestromten Filter am
LKP (Verwendung eines Diffusionsdenuders und teilweise Partikelabscheidung durch die

Filterwirkung der bestromten Filter).
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Abbildung 7.2: Grafische Darstellung der Wiederfindung von BSA im Filtereluat von
unbestromten, mit Umgebungsluft und mit Aktivkohle-gereinigter Um-
gebungsluft bestromten, BSA-belegten Filter in Grof$hadern (oben) und
am LKP (unten). Darstellung der Mittelwerte + 1s im BCA-Assay von
finf (GF, CA) bzw. vier Experimenten (RC).
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Abbildung 7.3: Grafische Darstellung der Wiederfindung von Betv1 im Filtere-
luat der mit Umgebungsluft begasten Filter und Blindproben im
Sandwich-Bet v 1-Immunoassay. Darstellung der Mittelwerte von je-
weils Dreifachbestimmungen tber finf (GF, CA) bzw. vier Experimen-
te (RC)+ 1s.
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Tabelle 7.1: Ubersicht der auf den begasten Filtern abgeschiedenen Proteinmengen wih-
rend der Begasung mit Umgebungsluft. Angabe in png BCA-Protein (Ka-
librierung auf BSA) nach Abzug des Wertes fiir den bei 4°C gelagerten
Blindfilter (Mittelwerte von jeweils Dreifachbestimmungen tber finf (GF,
CA) bzw. vier Experimente (RC) £ 1s).

GF RC CA
GH (Glasturm) 0.0 £ 25 <0 <0
GH (exponiert) 994+6.0 04+40 88+4.1
LKP (Denuder) 29+23 28+£33 4.7+ 4.3
LKP (exponiert) 181 4+£42 173 +16 252+ 114

7.2.2 Nitrierung

Die Proteinnitrierungsgrade der mit Umgebungsluft begasten Proteine lagen fiir die meis-
ten Proben nach einer Woche Versuchsdauer zwischen 0.2 und 0.4 %. Die BSA-Proben
waren dabei nahezu durchgéngig hoher nitriert als die Birkenpollenextrakt-Proben. Mit
Ausnahme des ersten Begasungsexperiments, bei dem nur BSA auf dem Celluloseacetat-
Filter am LKP nitriert war (gleichzeitig auch die kélteste Versuchsperiode), wurden alle
BSA-Proben nitriert. Beim begasten Birkenpollenextrakt konnten im Gegensatz dazu
bei etwa der Hélfte der Proben keine Nitroproteine nachgewiesen werden (einseitiger
Immunoassay mit mAk CAY und kalibriert auf Nitro-(14.3)-BSA). Klare Unterschiede
bzw. einheitliche Tendenzen bei Vergleich der Nitrierungen in Grofshadern und am LKP
konnten nicht abgeleitet werden. Der direkte Vergleich der parallelen Experimente war
problematisch v.a. aufgrund der hdufigen Ausfélle der Thermostatisierung des Messcon-
tainers in Grofshadern, der sich dadurch an sonnigen Nachmittagen auf Temperaturen
von 35-40°C aufheizte. Durch eingedrungenes Regenwasser oder Uberlast verursachte
die installierte Klimaanlage haufige elektrische Sicherungsausfille, die zwar nicht die
Pumpe und den NO,-Analysator beeintrichtigten (separate Stromversorgung), stets je-
doch den Einsatz von Serviceleuten erforderten. Der Messcontainer am LKP hingegen
war konstant auf 20 + 1°C thermostatisiert. So ist es zu erkldren, dass die PNGs in
Grofshadern fiir einige Experimente und speziell fiir die Nitrierung von BSA auf Glas-
faserfiltern hoher liegen als am LKP (PNG in Grofshadern mit bis zu 6 % zehnfach
hoher als am LKP), obwohl die Konzentrationen der Stickoxide am LKP etwa doppelt

so hoch lagen. Die iiber die Versuchsdauer gemittelten Volumenmischungsverhéltnisse
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lagen am LKP relativ einheitlich bei 30 bis 35 ppm, fiir NOy und bei 75 bis 105 ppm, fiir
NOy. Volumenmischungsverhéltnisse und Konzentrationen von Spurenstoffen am LKP
sowie Daten fiir Ozon, relative Feuchte und Temperatur an der Messstation Miinchen-

Lothstrake, wurden vom Bayerischen Landesamt fiir Umweltschutz gemessen und zur
Verfiigung gestellt (Tabelle 7.2).

Tabelle 7.2: Uber die Versuchsdauer gemittelte Parameter der Begasungsexperimente
am LKP. Angaben fir Ozon, relative Feuchte und Temperatur stammen
von der Messstation Miinchen-Lothstrafle. Datenquelle: Bayerisches Lan-
desamt fiir Umweltschutz.

Datum PM10 SO, NO, NO NO, O RH T
lug/m?  [ppby| [ppby] [ppby| [pPby] [ppby %] [°C]

15.04. - 22.04.2002 35.6 1.6 36.4 69.9 106.3 209 T4 8.0
22.04. - 29.04.2002 29.4 1.1 35.2 60.9 96.1 26,8 67 11.3
29.04. - 06.05.2002 26.0 1.6 30.9 51.2 82.0 245 70 114
06.05. - 15.05.2002 29.5 1.0 35.6 53.6 89.2 285 65 15.1
29.05. - 05.06.2002 31.1 1.1 34.2 39.2 73.4 33.5 56 16.9

Bei den Begasungen mit Umgebungsluft in Grofhadern wurden die Stickoxide mit
einem NO,-Analysator und einer DOS-basierten Software gemessen. Die Dateniibertra-
gung an einen Rechner wurde jedoch ohne erkennbaren Defekt regelméfig beim Datums-
wechsel und auch im Tagesverlauf haufig unterbrochen. Daher liegt kein vollstandiger
Datensatz fiir die Stickoxidkonzentrationen in Grofhadern wiahrend der Begasungsexpe-
rimente vor, sondern nur Messwerte iiber einige Stunden bis zu etwas mehr als einem
halben Tag. Die daraus bestimmten Mittelwerte fiir einzelne Tage lagen in Grofhadern
fiir NOg bei 5-22ppm,, fir NO bei 10-34 ppm, und fiir NO, bei 17-57 ppm,. Die
DOS-Software wurde spéater durch eine Labview-basierte Software ersetzt, mit der die
Datenaufzeichnung bei den Experimenten mit synthetischen Gasgemischen problemlos

funktionierte.

Auf den drei Filtermaterialien Glasfaser, Celluloseacetat und regenerierte Cellulo-
se erfolgte deutliche Nitrierung der Proteine. Proteinproben auf Aluminiumoxidfiltern

wurden im zweiten durchgefithrten Experiment bestromt, jedoch wurden keine Nitro-
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Abbildung 7.4: Grafische Darstellung der Proteinnitrierungsgrade der begasten BSA-
Proben (oben) und BPE-Proben (unten) aus den Begasungsezperimen-
ten mit Umgebungsluft am LKP und in Minchen-Grofthadern. Dar-
stellung von Mittelwerten £+ Spannweite aus Dreifachbestimmungen.
Grafik fir BSA mit Achsenunterbrechung und logarithmischer Skalie-
rung nach Achsenbruch.
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proteine gefunden und diese Filter nicht weiter verwendet. Fiir Birkenpollenextrakt auf
Cellulosefiltern konnte bei den vier durchgefiihrten Experimenten ebenfalls keine Nitrie-
rung nachgewiesen werden. Aus der Kombination dieser Daten mit den in einer fritheren
Arbeit gemessenen Daten [290] ldsst sich schliefsen, dass die Nitrierung von Proteinen
durch Umgebungsluft auf Silikat- und Cellulose-Trégern rasch und ausgepragt inner-
halb von wenigen Tagen erfolgt und positiv mit der verkehrsbedingten Abgasbelastung
und der Temperatur korreliert ist. Eine grafische Darstellung der Proteinnitrierungs-
grade zeigt Abbildung 7.4, die Einzelwerte sind zusétzlich im Anhang in Tabelle 9.19
aufgelistet. Die gefundenen Nitrierungsgrade sind teilweise auch in den Grafiken des Ab-
schnitts 7.3.2 mit eingezeichnet, um Vergleiche zu den Begasungen mit synthetischen

Gasgemischen bei niedrigen VMV von NO, und Ozon ziehen zu kénnen.

7.3 Begasung mit synthetischen Gasgemischen

7.3.1 Proteinwiederfindung nach Begasung mit Ozon

Die Wiederfindung von BSA und Bet v 1 von mit Ozon begasten BSA- bzw. BPE-Proben,
die durch Auftragen und Trocknen einer Proteinlosung auf Spritzenfiltern hergestellt
wurden, reduzierte sich auf Glasfaserfiltern deutlich, auf Teflonfiltern hingegen jedoch
nicht. Abbildung 7.5 zeigt die Verhéltnisse der Konzentrationen von mit 0.7-1.1 ppm,
Ozon iiber zwei Stunden mit 0% (trocken) und ca. 10 % RH begasten Filtern und unbe-
gasten Blindfiltern (relative Wiederfindung). Nach Elution der Proteine von den Filtern
wurde BSA mittels BCA-Assay und Bet v 1 mittels Bet v 1-Sandwich-Immunoassay ge-
messen. Die Konzentrationen der unbegasten und begasten Filter wurden ins Verhéltnis
gesetzt, um die Effekte der unterschiedlichen Proteinadsorption der Filtermaterialien
zu eliminieren (z.B. stets hohere Wiederfindung bei Elution von Teflonfiltern als von
Glasfaserfiltern). BSA auf Teflonfiltern wurde zu 100 % wiedergefunden, auf Glasfaser
jedoch nur zu rund 50 %. Fiir Bet v 1 waren die angegebenen Fehler (Spannweite im Im-
munoassay zwischen Minimal- und Maximalwert) testbedingt deutlich groker, es ergab
sich jedoch ein analoges Ergebnis. Wéahrend Bet v1 durch die Begasung mit Ozon auf
Teflonfiltern nicht signifikant abgebaut wurde, waren auf den Glasfaserfiltern Verlus-
te von etwa 50-65% zu beobachten. Wesentliche Unterschiede zwischen der trockenen
Begasung und der Begasung mit 10 % RH waren nicht zu beobachten.

In einer fritheren Studie wurden bereits Unterschiede in der Reaktivitiat von getrockne-
ten Proteinlosungen auf Teflonfiltern und auf Glasfaser-, Cellulose- oder anderen hydro-

philen Filtern beobachtet [290]. Die wéssrige Losung zerflieft nach dem Auftragen auf
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Abbildung 7.5: Relative Proteinwiederfindung nach zweistindiger Begasung von BSA
und BPE mit Ozon auf Teflon- und Glasfaserfiltern. Trockene Bega-
sung mit 1.1 ppm, Os, feuchte Begasung mit 0.7 ppm, O3 und 10 %
RH. Diagramm links: Verhdltnisse der Mittelwerte + 1s aus Dreifach-
bestimmungen der BSA-Konzentrationen der Eluate begaster und un-
begaster, mit BSA belegter Filter (BCA-Assay). Diagramm rechts: Ver-
hdltnisse der Mittelwerte &= Spannweite der Betv 1-Konzentrationen
der Eluate begaster und unbegaster, mit BPE belegter Filter (Sandwich-
Immunoassay).

die hydrophobe Teflon-Oberfliche aufgrund der Oberflichenspannung nicht, sondern bil-
det einzelne Tropfen und trocknet an einer oder wenigen Stellen des Filters. Die fiir eine
Reaktion mit gasformigen Komponenten zur Verfiigung stehende Oberfléche ist dabei ge-
ringer als beim grofflachigem Zerflieken der Losung wie z.B. auf Glasfasersubstraten. Um
Proteinproben auf Teflonfiltern mit hoher Oberfliche herzustellen, wurde BSA in wéss-
riger Losung vernebelt, das entstandene Aerosol in einem Diffusionstrockner getrocknet
und die polydispersen Aerosolpartikel auf Spritzenfiltern aus Teflon abgeschieden. Glas-
faserfilter wurden parallel mit den Aerosolpartikeln belegt. Die Proteinbeladung wurde
gravimetrisch ermittelt und die Filter zwei Stunden mit 1 ppm, Ozon trocken bzw. mit
47-55% RH begast. Tabelle 7.3 zeigt die Ergebnisse. Die bestimmte Gewichtszunahme
der Filter nach der Belegung mit BSA betrug zwischen 160 und 210 pg. Die Wiederfin-
dung von BSA wurde analog nach Elution mit PBS-Puffer als Verhéltnis der im BCA-
Assay gefundenen BSA-Menge und der gravimetrisch ermittelten Menge bestimmt. Die
Wiederfindung fiir nur mit N, begaste Blindfilter aus Glasfaser liegt um 7-11 % hoher
als fiir die zwei Stunden mit Ozon begasten Filter. Die Abnahme bei der Begasung mit
Feuchtigkeit war dabei héher als bei der trockenen Begasung. Auch die Teflonfilter zeig-
ten geringere Wiederfindung nach Begasung mit Ozon und Feuchtigkeit (17 statt 23 %),
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allerdings ist zu beachten, dass die Schwankung von zwei parallel begasten Filtern relativ
hoch war. Bei der trockenen Begasung von BSA auf Teflonfiltern war kein Proteinabbau
zu beobachten. Generell fillt bei Vergleich von Glasfaser- und Teflonfiltern auf, dass die
wiedergefundene Menge auf Teflon nur etwa halb so hoch war wie bei Glasfaser, obwohl
dies bei den iibrigen Elutionsversuchen stets umgekehrt war. Eventuell konnte diese Er-
scheinung auf Unsicherheiten bei der Wagung zuriickzufiihren sein, da Teflonfilter sich

leichter elektrostatisch aufladen und dadurch die Wagung stérker beeinflussen konnen.

Tabelle 7.3: Wiederfindung von mit BSA-Aerosolpartikeln belegten Spritzenfiltern. An-
gabe der Belegung (gravimetrisch) und der Proteinwiederfindung (BCA-
Assay) nach zweistindiger Begasung mit Ny bzw. Ny und 1ppm, Ozon
jeweils ohne und mit Zumischen von Wasserdampf (RH 47-55%).
Angabe wvon Mittelwerten + 1s der Dreifach-Wigungen (Belegung),
Mittelwerte + 1s von BCA-Dreifachmessungen (WF Blindfilter) und der
Mittelwerte + Spannweite der Wiederfindungen von je zwei parallel mit
Ozon begasten Filtern (BCA-Assay).

Glasfaser Teflon
Belegung WF (BCA) Belegung WF (BCA)
[1g] %] |1 %]

Trocken begaste Blindfilter (No) 193 £ 1 43 +£1 171 £ 7 22+ 3
Trocken begaste Filter (N/O3) 167 £ 1 36 + 4 166 + 4 23 £ 7

Feucht begaste Blindfilter (N3) 160 + 2 50 + 2 169 + 2 23 +1
Feucht begaste Filter (Ny/O3) 181 £ 4 39+6 212+ 1 177

7.3.2 Begasung von abgeschiedenen BSA-Partikeln mit NO,

Je vier mit BSA-Aerosolpartikeln belegte Teflon- und Glasfaserfilter wurden mit NOs
begast (1 ppmy, trocken und mit RH 50-63 %, Dauer 2.5-3.5 h). Die Filtereluate wur-
den im einseitigen Immunoassay mit mAk CAY untersucht. Aufgrund der zu diesem
Zeitpunkt der experimentellen Arbeiten stark schwankenden Signalintensititen im Im-
munoassay (unspezifische Bindung, Plattentrends, Qualitatsunterschiede der Reagenzien

etc.) konnten keine Nitroproteine eindeutig nachgewiesen werden. Damit wurde bislang
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auf Teflonfiltern in keinem Experiment Nitrierung von BSA oder BPE gefunden. Even-
tuell konnten weitere Experimente mit Abscheidung von monodispersen BSA-Partikeln
mit Partikeldurchmessern < 100 nm, anschliefender Begasung und Anwendung von Im-
munoassays mit hoheraffinen Ak wie z.B. 39B6, Schaf oder Ziege zum erfolgreichen

Nachweis der Nitrierung auf Teflonfiltern fiihren.

7.3.3 Simultane Begasungen mit NO; und Ozon

BSA und BPE wurden mit &quimolaren Kombinationen von NOs und Ozon mit und oh-
ne Feuchtigkeit begast. Die ermittelten Proteinnitrierungsgrade sind in den Abbildungen
7.6 und 7.7 fiir Nitrierung auf Glasfaserfiltern und in Abbildung 7.8 fiir Nitrierung auf
Cellulosefiltern dargestellt. Abbildung 7.6 zeigt die Ergebnisse von Begasungsexperimen-
ten mit hohen, regelméfig in Deutschland nicht auftretenden VMV. Die mit BSA und
BPE belegten Filter wurden mit 1ppm, (30-40% RH) und 500 ppb, (mit 0 und ca.
30-40% RH) seriell begast und nach 1, 2, 3 und 4 Stunden jeweils der im Gasstrom
vorderste Filter enfernt. Die Proteinitrierungsgrade steigen mit zunehmender Expositi-
onszeit an, fiir den trockenen Versuch mit 500 ppb, wurde jedoch nur eine sehr flache
Kurve fiir den PNG erhalten. Das Zumischen von Wasserdampf hat hier also einen wich-
tigen positiven Effekt fiir die Nitrierung. Beim Birkenpollenextrakt verlief der Anstieg
des PNG fiir die hohere Konzentration von 1 ppm, etwas steiler als fiir 500 ppb,,, jedoch
weitgehend &dhnlich. Fiir BSA war bei der Begasung mit 1ppm, ein Abflachen und so-
gar ein Riickgang des PNG nach drei und vier Stunden Begasungsdauer zu beobachten.
Es ist noch unklar, ob dies als ein Artefakt der Messung zu betrachten ist oder durch

Proteinabbau und -oxidation aufgrund der hohen Ozonkonzentration verursacht wurde.

Die Experimente mit niedrigeren Volumenmischungsverhéltnissen von 50-200 ppb,
dauerten zwischen 6 und 165 Stunden. Die Proben wurden ebenfalls seriell begast und
sukzessive die jeweils vordersten Filter entnommen. Abbildung 7.7 zeigt die PNGs auf-
getragen gegen die Versuchsdauer auf doppelt logarithmischen Achsen. BSA und BPE
zeigten ahnliches Verhalten. Die Nitrierung nahm mit den VMV und der Zeit kontinuier-
lich zu. Die Begasung mit 200 ppb, NOy und Ozon fiihrte zu maximalen PNGs des BPE
von bis zu 15% nach 48 h. Die maximal erreichten Vergleichswerte fiir BSA lagen bei
knapp 4 %. Die Kurve der PNGs bei Begasung mit 100 ppb, NO;, ohne Beimischung von
Ozon (offene Symbole) verlief deutlich unterhalb der Kurve der kombinierten Begasung
mit je 100 ppb, NOy und Ozon. Ozon spielt damit eine wichtige Rolle im Nitrierungs-

prozess der Proteine.
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Als Kreuze sind in Abbildung 7.7 zusétzlich die PNGs der mit Umgebungsluft be-
gasten Proteinproben eingezeichnet. Die Begasungsdauer war hier relativ einheitlich bei
170-210h und die VMV von Ozon und NO, variierten zwischen 20 und 35 bzw. 5 und
35 ppby. Durch den direkten Vergleich der PNGs aus den Experimenten mit den synthe-
tischen Gasgemischen und der Umgebungsluft erkennt man den sich gegenseitig ergan-
zenden Charakter der Experimente. Verldngert man die eingezeichneten Kurven fiir die
PNGs von BSA, so liegen die Punkte der mit Umgebungsluft begasten Proben in genau
diesem Bereich. Die Konzentrationen an NOy und Ozon sind zwar in der Umgebungs-
luft niedriger, durch Photochemie kénnen hier jedoch eine Reihe von nicht gemessenen
Verbindungen in unterschiedlichen Konzentrationen auftreten und die Nitrierungsreak-
tionen mafgeblich mit beeinflussen. Insbesondere das aus NOy und Ozon gebildete NO3
sowie PAN (Peroxyacetylnitrat) sind hier zu erwihnen. Auf dem sich langsam aufbau-
enden ,Filterkuchen* aus Aerosolpartikeln kénnen zudem reaktive Nitroverbindungen
adsorbiert werden und stehen linger zur Reaktion mit den Proteinen zur Verfiigung.
Die Nitrierung von Birkenpollenextrakt mit Umgebungsluft war im Vergleich zur Nitrie-
rung von BSA deutlich schwéicher und fiel mehr in den Bereich der Kurven mit 50 ppb,
NO;y und Ozon oder 100 ppb, NOy ohne Ozon.

Auf Cellulosefiltern wurden Begasungen mit 500 ppb, mit und ohne Zumischen von
Wasserdampf fiir maximal vier Stunden durchgefiihrt. Abbildung 7.8 zeigt die Ergeb-
nisse. Sie waren weitgehend analog zur Nitrierung auf Glasfaserfiltern. Zwischen BSA
und BPE waren nur geringe Unterschiede auszumachen. Maximal erreichte PNGs nach
vier Stunden Begasungsdauer lagen bei etwa 0.25 %. Die Nitrierung verlief bei BSA und
BPE mit trockener Begasung deutlich schwécher als mit Zumischen von Wasserdampf.
Die Verldngerung der Kurven der Begasung mit 500 ppb, (in etwa das 20 - 30fache der
durchschnittlichen VMV in Miinchen) erreicht in diesem Fall nicht die PNGs der mit
Umgebungsluft begasten Proben (Kreuze in Abbildung 7.8), sondern liegt deutlich iiber
diesen Messpunkten. Fiir BPE lag zudem nur ein einziger Wert fiir die Nitrierung mit
Umgebungsluft (LKP) {iber der Nachweisgrenze im einseitigen Immunoassay. Die Expe-
rimente zeigen, dass die hauptsichlich mit Glasfaserfiltern durchgefiihrten Experimente
auch mit Cellulosefiltern durchfiihrbar sind und dabei analoge Ergebnisse erhalten wer-

den.
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Grafische Darstellung der Proteinnitrierungsgrade von BSA (oben)
und BPE (unten) nach Begasung auf Glasfaserfiltern mit Ozon und
NOy (je 500ppb, und 1ppm,) unter Beimischung von Feuchtigkeit
(30-40% RH) und ohne Feuchtigkeit (je 500ppb,). Messung der Fil-
tereluate im einseitigen Immunoassay mit mAk CAY, Umrechnung in
PNGSs und Darstellung der Mittelwerte und Spannweite der drei- bis
achtfachen Wiederholungsmessungen im Immunoassay.
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Abbildung 7.7: Grafische Darstellung der PNGs von BSA (oben) und BPE (unten)
nach Begasung auf Glasfaserfiltern mit Ozon und NOsy (0- 200 ppb,,
RH 30-50%) und Umgebungsluft. Darstellung der Mittelwerte und
Spannweite der drei- bis sechsfachen Wiederholungsmessungen im ein-
seitigen Immunoassay mit mAk CAY.
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gen im einseitigen Immunoassay mit mAk CAY.
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7.3.4 Einfluss von Vorfiltern

Als Vorfilter fiir die Begasung von BPE und BSA auf Glasfaserfiltern wurden Absolut-
Partikelfilter (DIF-N50, Headline Filters) und Teflonfilter (hydrophob 0.45 pm) benutzt.
Die PNGs der durchgefiihrten Experimente sind in Abbildung 7.9 dargestellt. Abbildung
7.9 oben zeigt den Riickgang der Nitrierung auf < 0.1 % PNG durch den Partikelfilter ge-
zeigt. Vier parallele Filter wurden 27h begast, die restlichen vier Filter 52h. Der PNG
stieg fiir alle Filter mit der Begasungsdauer an, die starke Reduktion durch die Par-
tikelfilter war jedoch stets gleich. Da im verwendeten synthetischen Gasgemisch keine
nennenswerte Anzahl an Partikel vorhanden sein sollten, wurde geschlussfolgert, dass
nicht die Riickhaltung von Partikeln, sondern die reduzierte Konzentration reaktiver
Substanzen fiir die verringerte Reaktion verantwortlich ist. Im unteren Diagramm sind
die PNGs des Experiments mit der konstanten Begasungszeit von 67h fiir insgesamt
acht Filter gezeigt. Die PNGs der Filter mit Teflonvorfilter waren ebenfalls erniedrigt,
jedoch war der Riickgang nicht so stark ausgepragt wie bei Verwendung des Partikel-
filters. Die relative Verringerung der PNGs wurde sowohl fiir BSA und BPE in beiden
Experimenten weitgehend analog beobachtet, wenn auch teilweise die Absolutwerte der
PNGs schwanken.

Aus den Experimenten wird ersichtlich, dass bei serieller Begasung der Filter die vor-
deren Filter als Vorfilter fiir nachfolgende Filter wirken und dass daher die Reihenfolge
im Gasstrom bedeutsam ist. Daher ist es wahrscheinlich, dass die in dieser Arbeit be-
stimmten Zeitreihen, die durch serielle Begasung ermittelt wurden, insgesamt zu flache
Steigungen besitzen. Fiir absolut quantitative Messungen wére daher eine parallele Bega-
sung von Filtern notwendig. Dies wurde in einem Experiment mit insgesamt 26 parallel
geschalteten Spritzenfiltern, die nacheinander dem Gasstrom entnommen wurden, ver-
sucht. Die ermittelten PNGs schwankten jedoch sehr stark und es zeigte sich, dass ein
derartiges Experiment mit dem in dieser Arbeit beschriebenen Versuchsaufbau mit ei-
ner Reihe von Schwierigkeiten verkniipft ist. Zum einen &ndert sich durch die sukzessive
Entnahme paralleler Filter die Verteilung der Gasfliisse durch die einhergehende Veran-
derung der Begasungsaufbaus und damit der Riickdruckverhéltnisse. Es erwies sich als
dufserst schwierig, die Gasfliisse konstant zu halten. Es wére notwendig, bei einem derar-
tig weit verzweigten Versuchsaufbau fiir jeden einzelnen Filter die Durchgéngigkeit und
den Fluss zu priifen (Verwendung von je einem Rotameter je Filter). Die parallele Bega-
sung erfordert zudem einen insgesamt viel hoheren Gasfluss als eine serielle Begasung und
erhoht damit den Resourcenverbrauch stark. Der aus dem erhohten Gasfluss entstehende
hohere Riickdruck und die daraus resultierende Gefahr der Undichtigkeit des Systems

macht fiir derartige Experimente eine Neukonstruktion des Versuchsaufbaus notwendig.
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Abbildung 7.9: Grafische Darstellung des Finflusses der Position der Filter im Gas-
strom bei serieller Begasung und Einfluss von vorgeschalteten Partikel-
filtern (DIF-N 50, oben) oder Teflon-Spritzenfiltern (0.45 pm, unten)
auf die Proteinnitrierungsgrade. Begasung mit je 200 ppb, NOy und
Ozon mit ca. 35 % RH. Darstellung der Mittelwerte und Spannweite

der vierfachen Wiederholungsmessungen im einseitigen Immunoassay
mit mAk CAY.
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In Uberlegung gezogen wurden dazu bereits Begasungskammern mit darin aufgehéing-
ten Filtern, die zuvor in Proteinlosungen getaucht und anschliekend getrocknet wurden.
Durch Abschneiden von Aliquoten von diesen Filtern konnten dann ebenso unterschied-
liche Begasungsdauern erreicht werden und kinetische Studien durchgefiihrt werden. Bei
Optimierung der parallelen Begasung fiir exakte Kinetikstudien wére es zudem erfor-
derlich, besser quantitative Analysenmethoden als die Immunoassays zu verwenden, die
aufgrund der in Kapitel 6 erlauterten Griinde wenig gut zur Unterscheidung von einfach

oder mehrfach nitrierten Proteinen geeignet sind.
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Die chemische Zusammensetzung des atmosphérischen Aerosols variiert stark und ist
noch wenig im Detail erforscht. Sie hat jedoch einen entscheidenden Einfluss auf die
physikalisch-chemischen Eigenschaften der Aerosolpartikel und damit auf die klimati-
schen und gesundheitlichen Effekte.

In dieser Arbeit wurden Aerosolproben gesammelt und gravimetrisch sowie chemisch
analysiert. Der Schwerpunkt lag dabei auf kohlenstoffhaltigen Komponenten, insbeson-
dere auf der Bestimmung von Proteinen und Nitroproteinen. Dazu wurden neben der An-
wendung bereits etablierter Methoden wie Verbrennungsanalyse und HPLC-Methoden
eine Reihe von neuen Methoden angewandt. Speziell Immunoassays zur Analyse von Ni-
troproteinen wurden entwickelt und ausfiihrlich charakterisiert. Der Einfluss von NOs,

Ozon und abgasbelasteter Umgebungsluft auf Proteine wurde untersucht.

Feinstaubkonzentrationen

Die Konzentrationen von PM2.5 lagen auf der Zugspitze (Angaben jeweils Mittelwer-
te £ 1s) bei 4.6 + 2.4 ug/m? (August - Dezember 2001) bzw. bei 2.4 4 1.2 ug/m? (Okto-
ber/November 2002). Die Drei- bis Zehntagesmittelwerte schwankten dabei zwischen 2
und 10 pg/m?3. Am Hohenpeifenberg wurden 10.8 4.5 ug/m?* PM2.5 gemessen (Mai -
September 2002, Bereich von 4- 20 pg/m?), in Grokhadern wurden 6.8 + 2.3 ug/m? (April
2001), 17.6 £5.6 ug/m? (Juli/August 2001) bzw. 12.146.0 ug/m? (September/Oktober
2002) PM2.5 gefunden. Am Verkehrsknotenpunkt Luise-Kiesselbach-Platz war die ermit-
telte Feinstaubkonzentration am hochsten (22.4 £ 6.7 ug/m3, April - Juli 2001, Streuung
der Ein- bis Dreitagesmittelwerte von 10- 36 ug/m?). Das Verhéltnis von PM2.5 zu PM10
am LKP betrug im Mittel 0.7 und lag damit in guter Ubereinstimmung mit Literatur-
daten fiir andere stadtische Probenahmeorte. Erwartungsgeméf war die Feinstaubkon-
zentration am Verkehrsknotenpunkt Luise-Kiesselbach-Platz wesentlich hoher als in den

Reinluftgebieten Hohenpeifenberg oder Zugspitze.



175

Kohlenstoff und Sulfat

Die hochsten Anteile des Gesamtkohlenstoffs (TC) an der PM2.5-Gesamtmasse wie-
sen die stddtischen Probenahmeorte Grofshadern mit 45+25% (April 2001) und LKP
mit 50+ 13% (April - Juli 2001) auf (atmosphérische Konzentrationen bis zu 6 bzw.
17 ug/m3). Am LKP bestand die Kohlenstofffraktion dabei zu 2/3 aus EC, verursacht
hauptsichlich durch Partikel aus Dieselabgasen. Der PM2.5-Kohlenstoffanteil an den
Standorten Zugspitze und HPB betrug nur 10-20% (18 + 10 %, Zugspitze August - No-
vember 2001, 9+ 3%, Zugspitze Oktober /November 2002 und 19+6 % am HPB, Mai
- September 2002). An diesen Reinluftstandorten wurde ein EC/TC-Verhéltnis von ca.
1/3 gemessen. Die WSOC-Konzentrationen waren am niedrigsten im alpinen Bereich
(0.840.6 ug/m?, Zugspitze August/September 2001) und stiegen beim Ubergang iiber
den suburbanen Bereich (1.3 4 0.7 ug/m?, Grokhadern April 2001) zum stéidtischen Be-
reich bis auf 2.1+1.1 ug/m? (LKP, April - Juli 2001) an. Im Gegensatz dazu fiel der
WSOC-Anteil am Gesamtkohlenstoff von 66 (ZSP) auf 41 (IWC) bzw. 18 % (LKP). Der
hochmolekulare (> 5kDa) WSOC-Anteil war relativ einheitlich und lag zwischen 30 und
40% (27+15% in Grokhadern, 35+ 14% am LKP und 39 +21% auf der Zugspitze,
jeweils gleiche Zeitrdume wie WSOC). Bei Umrechnung der gefundenen Proteinkonzen-
trationen in Proteinkohlenstoff (PC, Annahme eines Kohlenstoffanteils von 53 % analog
zu BSA) und Berechnung des Anteils am Gesamtkohlenstoff (PC/TC), erhilt man Wer-
te, die von 2+1% am LKP bis zu 10 +5% (Zugspitze, August - November 2001) und
11+£2% (HPB, Mai - September 2002) reichen. Sulfat wurde nur am LKP bestimmt und
4.9 4 1.1 pg/m? gefunden. Das entspricht einem durchschnittlichen Anteil an der Parti-
kelgesamtmasse von 19 % und macht in etwa 40 % der anorganischen Probenbestandteile

aus.

Proteinkonzentrationen

In dieser Arbeit wurden der Bradford-Assay mit Coomassie-Brillantblau und der BCA-
Assay untersucht. Experimente mit dem Bradford-Assay ergaben je nach Losungsmittel
(Salzkonzentration) unterschiedliche Kalibrierkurven und der Assay wurde daher nicht
weiter verwendet. Die atmosphérischen Proteinkonzentrationen wurden mit dem BCA-
Assay mit Rinderserumalbumin als Kalibrierstandard gemessen (BSA—/Iquivalentkon—
zentrationen). Kreuzreaktivitdten anderer Proteine waren meist geringer als 100 % (50 -
80 %). Humin- und Fulvinsiuren zeigten Kreuzreaktivititen von 2-40 %. Da damit auch
andere makromolekulare Substanzen als Proteine im BCA-Assay bestimmt werden, wé-

re evtl. die Verwendung des Begriffes makromolekulare Substanzen mit proteindhnlichen
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Reduktionseigenschaften in Erwagung zu ziehen. Andererseits kénnen unvollstdndige Ex-
traktion und Adsorptionsverluste auch zu Unterbestimmungen der Proteinkonzentration
fithren (Wiederfindung bei Additionsexperiment mit BSA auf Realfilterprobe ca. 65 %).

Die atmosphérischen Proteinkonzentrationen (PM2.5) reichten von 0.1 pg/m? auf der
Zugspitze im Herbst/Winter bis 1.2 ug/m? in Grofhadern (Sommer). Die Mittelwer-
te (+1s) betrugen 0.1540.25 ug/m?® auf der Zugspitze (August - November 2001),
0.44 +0.25 ug/m* am HPB (Mai - September 2002) und 0.45+0.32 ug/m® am LKP
(April - Juli 2001). In GroRhadern wurden 0.18 4-0.13 ug/m? (April), 0.37 £0.11 ug/m?
(September/Oktober 2001) und 1.16 £ 0.49 ug/m? (Juli/August 2001) gemessen. Der
prozentuale Anteil von Protein an PM2.5 betrug generell zwischen 1 und 7 %, mit hohe-
ren Anteilen in den Sommermonaten. Auf der Zugspitze wurden dabei 3.7 +2.9 % (Mit-
telwert £ 1s, August - Dezember 2001), am HPB 4.0 + 1.4 % und am LKP 1.9+ 1.3 % An-
teil an PM2.5 bestimmt. Der PM10-Proteinanteil (Berlin, Stadtautobahn, Oktober/No-
vember 2001) lag bei 0.8 £0.2% und der TSP-Proteinanteil bei 3.0 +1.2% (Freiburg,
Stadtzentrum, Februar - April 2001).

Aminosdurebestimmungen nach Hydrolyse wurden nur fiir einzelne Proben durchge-
fithrt (HPLC-Fluoreszenzmethode nach Vorsaulenderivatisierung mit o-Phthaldialdehyd
und Mercaptopropionsdure). Fiir den Probenahmeort LKP wurden Maximalkonzentra-
tionen von Glutamat und Aspartat von bis zu 60ng/m? gefunden, die Konzentrationen
der iibrigen sieben bestimmten Aminosiuren lagen meist zwischen 10 und 20 ng/m?. Bei
Extrapolation der elf quantifizierten Aminosduren auf 20 proteinogene Aminoséuren,
wurde fiir die Messkampagne am LKP ein Mittelwert (4 1s) von 314 4+ 181 ng/m? erhal-
ten. Der entsprechende Mittelwert der Proteinsummenbestimmung mittels BCA-Assay
betrug 436 £ 167 ng/m? und stimmt bei Beriicksichtigung der angewandten Niherungen
gut iiberein.

Strafsenstaub enthielt im Mittel nur ein Zehntel des Proteinanteils, der in den Aero-
solproben gefunden wurde (1-3g/kg, BCA-Assay). Signifikante Unterschiede der Prote-
inkonzentrationen in verschiedenen Grofenfraktionen des Strafkenstaubs konnten nicht

ausgemacht werden.

Antikorpercharakterisierung

Drei monoklonale und drei polyklonale IgG-Antikorper zur Analyse von 3-Nitrotyrosin
wurden ausfithrlich charakterisiert und die Affinitdten und Kreuzreaktivitdten fiir 24
Testsubstanzen bestimmt.

Die Affinitdten fiir 3-Nitrotyrosin variierten um drei Gréfsenordnungen und reichten
von 3-10%L/mol (mAk CAY) bis 3-10°L/mol (mAk 39B6). Ebenso sehr hohe Affini-
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téten gegeniiber Nitrotyrosin zeigten die Antikérper Schaf und Ziege mit 1.2-10° bzw.
8105 L/mol, wohingegen die Antikérper Kaninchen und SA100 geringere Affinititen
im Bereich von 10?L/mol besaken. Die Affinitéiten fiir ein einfach nitriertes Peptid
(Nitro-(1)-peptid) lagen hoher und zeigten eine geringere Schwankung bei Vergleich der
sechs Antikorper untereinander. Sie reichten von 5-10° L/mol (SA100) bis 1107 L/mol
(39B6). Die Affinitéten fiir den hoch nitrierten Nitro-(16.3)-BSA-Standard lagen im All-
gemeinen etwa eine Grofenordnung hoher als fiir das Nitro-(1)-peptid. Nur der mAk
CAY zeigte fiir beide Substanzen die gleiche Affinitéit von 5-10° L /mol.

Die Kreuzreaktivitdten von L-Tyrosin und 4-Nitrophenylalanin waren im Allgemei-
nen kleiner als 1%, und die von 3,5-Dinitrotyrosin und 4-Nitrophenol kleiner als 10 %
(ausgenommen Ziege: 40 %). Fiir 2,4-Dinitrophenol, 6-Nitro-m-kresol, 2-Nitro-p-kresol
und 2-Nitrophenol lagen die Kreuzreaktivitdten typischerweise in der Groéfenordnung
von 102-103 % (ausgenommen 39B6: 3 - 10* %). Niedrig nitrierte BSA-Standards zeigten
eine stetige Zunahme der Kreuzreaktivitdten mit der Anzahl an Nitrotyrosinresten pro
Proteinmolekiil, von 1-10% fiir Nitro-(<0.1)-BSA bis 10*-10*% fiir Nitro-(1.6)-BSA.
Die Kreuzreaktivitdten hoch nitrierter BSA-Standards und des Nitro-(1)-peptids lagen

typischerweise im Bereich von 10%-10° %.

Immunoassays und Nitroproteinbestimmung

Fiir den Nachweis von Nitroproteinen wurden einseitige und Sandwich-Immunoassays
entwickelt. In einseitigen Immunoassays konnten mit den polyklonalen Antikérpern von
Schaf Nachweisgrenzen von 0.01nmol/L fiir hochnitrierte BSA-Standards erzielt wer-
den. Matrixproteine erhohten dabei die Nachweisgrenzen durch kompetitive Absorpti-
on an die Mikrotiterplatten. Die entwickelten Sandwich-Immunoassays wurden nicht
von Matrixbestandteilen beeinflusst und zeigten Nachweisgrenzen zwischen 0.3nmol/L
(Kombination pAk Schaf (Fanger-Ak) - mAk 39B6) und 6 nmol/L (Kombination mAk
39B6 (Fanger-Ak) - pAk Schaf). Sowohl mit den einseitigen als auch mit den Sandwich-
Immunoassays konnten Nitroproteine in Umweltproben nachgewiesen werden, insbeson-
dere in allen Fensterstaubproben. Die Komplexitat der Substanzgruppe nitrierter Prote-
ine (Variation der Aminosiurezusammensetzung, Molekiilgrofse, Anzahl und Verteilung
der Nitrotyrosinreste etc.) erschwert eine exakt quantitative Analytik von Nitroprote-
inen. Mit den entwickelten Immunoassays konnten jedoch semiquantitative Ergebnisse
erzielt werden, die durch die Ergebnisse der Analytik von begasten Proteinproben be-

kréftigt wurden.



178 Zusammenfassung

Nitrotyrosinbestimmung

Nitrotyrosin konnte im Sauren mittels XAD-II selektiv angereichert und als methano-
lische Fraktion eluiert werden. XAD-7-Harz war dazu prinzipiell auch geeignet, jedoch
waren die in Testexperimenten erzielten Trennungen nicht so scharf. Am besten zur An-
reicherung von Nitrotyrosin geeignet war das Anionenaustauscherharz AG1-X8, bei dem
die Probenaufgabe im Neutralen und die Elution im Sauren erfolgte. Mittels HPLC-UV
konnte in den untersuchten Strafenstaubproben kein Nitrotyrosin nachgewiesen werden.
Eine HPAEC-PAD-Methode zur Bestimmung von Nitrotyrosin wurde ebenfalls entwi-
ckelt. Die Nachweisgrenze lag ebenso niedrig wie mit HPLC-UV (20 ug/L). Testexperi-
mente mit LC-APCI-TOF-MS ergaben eine sehr hohe Nachweisgrenze fiir Nitrotyrosin
(> 1mg/L), LC-ESI-TOF-MS wiére vermutlich besser geeignet. Am nachweisstérksten
sind jedoch GC-MS-Methoden mit chemischer Ionisierung, die parallel zu dieser Arbeit
am IWC entwickelt wurden. Vorlaufige erste Ergebnisse bekréftigten den Nachweis von

Nitrotyrosin in Umweltproben.

Proteinnitrierung durch Begasung

In Laborversuchen wurden Birkenpollenextrakt und Rinderserumalbumin auf Spritzen-
filtern mit synthetischen Gasgemischen aus Stickstoff, NOy, Ozon und Wasserdampf
begast. Die Proteine wurden von den Filtern eluiert und die Eluate mittels einseitigem
Immunoassay mit mAk CAY untersucht.

Die Proteinnitrierungsgrade von begastem Birkenpollenextrakt und BSA stiegen meist
linear mit der Expositionsdauer an. Die Nitrierung verlief deutlich schneller, wenn Ozon
und Feuchtigkeit zuséatzlich zu NOs vorhanden waren. Bei Volumenmischungsverhalt-
nissen bis 500 ppb, ergab die Steigerung der Spurengaskonzentration einen schnelleren
Verlauf der Nitrierung und fiithrte zu héheren Proteinnitrierungsgraden. Die PNGs nach
vier Stunden simultaner Begasung mit 500 ppb, NOs, Ozon und Beimischung von Feuch-
te lagen bei ca. 0.2 %. Der Proteinnitrierungsgrad von Birkenpollenextrakt reichte bis zu
15 % nach 48-stiindiger Begasung mit 200 ppb, NO, und Ozon unter Beimischung von
Wasserdampf. Der PNG von BSA betrug unter diesen Bedingungen 4 %. Begasung mit
50 ppby NOsg, Ozon und Wasserdampf iiber 165 Stunden resultierte fiir BPE und BSA
in PNGs von 0.1-0.2%.

Bei hoheren VMV (1 ppm,) war keine weitere Zunahme der Nitrierungsrate zu beob-
achten. Vermutlich aufgrund des ozonbedingten Proteinabbaus nahmen die gemessenen
Nitrierungsgrade z.T. sogar wieder ab. Durch die Begasung mit 1 ppm, Ozon iiber zwei

Stunden wurde die Proteinwiederfindung auf Glasfaserfiltern um die Halfte reduziert,
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bei Teflonfiltern hingegen nicht, was vermutlich mit der hydrophoben Oberfliche von
Teflon und dadurch bedingter punktueller Beschichtung der Teflonfilter zusammenhing.

Aus einer vorangegangenen Studie [290] war bereits die starke Reduktion der erziel-
ten PNGs durch vorgeschaltete Partikel- oder Teflonfilter bekannt. Die Ursache dieses
Effekts wurde damals jedoch noch nicht geklédrt. Vermutet wurden Verluste von hochre-
aktiven Gasen oder von katalytisch wirkenden Partikeln. Experimente mit Partikelfiltern
und synthetischen Gasgemischen haben nun gezeigt, dass der Verlust hochreaktiver Gase
verantwortlich ist. Bei in Reihe begasten Filtern waren die im Gasstrom zuerst exponier-
ten Filter u.a. hoheren Ozonkonzentrationen ausgesetzt als Filter spiter im Gasstrom.
Daraus wurde geschlossen, dass fiir exakte Untersuchungen der Reaktionskinetik paral-
lele Begasung bzw. ein anders gestalteter Versuchsaufbau notwendig wére.

Am Luise-Kiesselbach-Platz und in Grofshadern wurden Begasungsversuche mit Um-
gebungsluft durchgefiihrt. Dabei wurden Proteinproben auf Spritzenfiltern aus Cellulo-
seacetat, Glasfaser und regenerierter Cellulose mit Umgebungsluft durchstromt (Expo-
sitionszeit je ca. 1 Woche). Die Filtereluate wurden analog zu den Experimenten mit
synthetischen Gasgemischen auf Nitroproteine untersucht. Die PNGs fiir BSA betru-
gen bis zu 6 %. Birkenpollenextrakt war weniger stark nitriert (PNG bis zu 0.5 %). Auf
Cellulosefiltern wurde BPE nicht nitriert. Die Nitrierung von BSA auf den Substraten

Glasfaser, Cellulose und Celluloseacetat verlief hingegen weitgehend analog.

Nitroproteine und Allergieentstehung

In dieser Arbeit wurde die effiziente Nitrierung von Proteinen bei simultaner Expositi-
on gegen die Spurengase Stickstoffdioxid, Ozon und Wasserdampf bzw. Umgebungsluft
nachgewiesen. Zugleich wurden in atmosphérischen Aerosol-, Strafenstaub- und Fenster-
staubproben Nitroproteine mittels Immunoassay nachgewiesen. Parallel zu dieser Arbeit
am IWC durchgefiihrte GC-MS-Messungen zeigten ebenfalls das Vorkommen von Nitro-
tyrosin in diesen Umweltproben an. Damit ist die Proteinnitrierung als ein héufiger und
weit verbreitet auftretender Prozess anzusehen.

Posttranslational modifizierte Proteine besitzen héufig eine hohere Allergenitét als un-
veranderte Molekiile und nitrierte Proteine konnen Immunantworten auslosen. Dies wur-
de in zahlreichen Studien bereits nachgewiesen (Abschnitt 2.2). Nitrierte Fremdproteine,
die z.B. durch Inhalation in die Lunge gelangen, konnten daher eine allergieauslosende
Wirkung haben. Pollenallergene in oder auf kleineren Partikeln (z.B. Stérkepartikel) be-
sitzen eine ausreichend lange Verweilzeit in der Atmosphére, um nitriert zu werden, und
konnen umso weiter in die Atemwege eindringen, je kleiner ihr Durchmesser ist. Nach

Deposition in der Lunge kénnen die nitrierten Pollenallergene dann direkt in Wechsel-
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wirkung mit dem Immunsystem treten.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Proteine iiber alle Jahreszeiten hinweg an den
unterschiedlichsten Probenahmeorten Bestandteil des atmosphérischen Feinstaubs sind
und dass Proteine durch Stickoxide und Ozon unter atmosphérischen Bedingungen ni-
triert werden konnen. Unter Photosmog-Bedingungen ist eine erhéhte Konzentration
von Nitroproteinen in der Luft zu erwarten. Durch Inhalation der feinen Aerosolpartikel
konnen die Nitroproteine in die Lunge gelangen und dort Immunantworten auslosen.
Diese Arbeit gibt damit eine mogliche Erklarung auf molekularer Basis fiir den Zu-
sammenhang zwischen der verkehrsbedingten Luftverschmutzung und der Zunahme von

Pollenallergien in den westlichen Industriestaaten.
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9.1 Gerate und Chemikalien

9.1.1 Gerate

Begasungsexperimente

Antistatischer Schlauch R-3603, 6 mm (Tygon, Ohio, USA)

Einfache Kunststoffbox mit Deckel, 11 x 11 cm

Gefriertrocknungsanlage Lyovac GT 2 (Finn-Aqua, Hiirth)

Membranpumpe KNF Miniport (Neuberger, Freiburg)

NO,-Analysator (CLD 700 AL, Eco Physics, Miinchen)

Ringspaltmischer (Eigenbau)

Rotameter zur Durchflussmessung L 63/2400-19762, L 40/1600-9028, L 6.3/250-13370,
L 6.3/50-11805, L 1/50-8324, L 1/50-3786, L 0.63/33-8658 (Rota Yokogawa, Ratingen)
Schlauchverbinder, Y-Form, Kreuzform, Reduzierstiicke aus Polypropylen (Roth, Karls-
ruhe)

Stickstoffbefeuchter und Feuchtemessung

Datenlogger ALMEMO 2290-8 (Ahlborn, Holzkirchen)

Temperatur- und Feuchtefiihler FH A646 (Ahlborn, Holzkirchen)
Umwilzbad-Thermostat Modell D8 (Haake Messtechnik, Karlsruhe)
Waschflasche mit Fritte (Schott, Mainz)
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Ozonerzeugung und Konzentrationsmessung

Analamp Power Supply (Monrovia, USA)

Hg-Lampe (185 nm) L 937-02 (Hamamatsu, Herrsching)
Ozon-Analysator Modell O3 41M (Ansyco GmbH, Karlsruhe)
Polierte Aluminiumzelle (Eigenbau)

Teflonschlauch (Roth, Karlsruhe)

UV-transparentes Suprasil-Rohr (Schott, Mainz)

Aerosolerzeugung und -charakterisierung

Aerosol-Neutralisator /Kryptonquelle (Eigenbau)
Elektrostatischer Klassifizierer Modell 3071 (TSI, Aachen)
Kondensationskernzidhler Modell 3025 (TSI, Aachen)

Spritzenfilter

Aluminiumoxid 0.2 pm, (68092022, Whatman, Maidstone, England)
Celluloseacetat-Membran 1.2 pm, (17593 K, Sartorius, Gottingen)

Glasfaser 1 um, (2511, Alltech, Unterhaching)

Polyethersulfon-Membran, 0.22 um, steril, 25 mm, (Roth, Karlsruhe)
Polysulfon-Membran, 0.45 pum, (5501-06, Lida Manufactoring Corp.)
Polysulfon-Membran 0.45 ym mit Glasfaservorfilter (SM 17829 K, Sartorius, Gottingen)
Regenerierte Cellulose-Membran 0.45 pm (17765, Sartorius, Gottingen)
Teflon-Membran, hydrophob 0.45 pm (P 816, Roth, Karlsruhe)

Sonstige Filter

Partikelfilter DIF-N50 (Headline Filters, Aylesford, England)

Rundfilter, Celluloseacetat, Durchmesser 150 mm, (Infiltec, Speyer)

Rundfilter, Emfab, Durchmesser 150 mm, (TX40HI20-WW, Pall-Gelman, Dreieich)
Rundfilter, Fiberfilm, Durchmesser 150 mm, (T60A20, Pall-Gelman, Dreieich)
Rundfilter, Glasfaser, Durchmesser 150 mm, MN85/90BF (Macherey-Nagel, Diiren)
Rundfilter, Papier, Weikband, Durchmesser 110 mm, (Schleicher und Schuell, Dassel)
Rundfilter, Papier, Schwarzband, Durchmesser 90 mm (Schleicher und Schuell, Dassel)
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Rundfilter, Quarzfaser, MK360, Durchmesser 150 mm (Munktell, Grycksbo, Schweden)
Zefluor-Membranscheiben, Teflon, Porenweite 3 um, rechteckige Bogen, 20 x 25 cm (P5PI001,
Pall-Gelman, Dreieich)

Zentrifugen-Membran-Filter, regenerierte Cellulose, UFC4 LGC25 (Millipore, Bedford,
USA)

Enzymimmunoassay-Analytik

8-Kanal-Photometer (Reader) fiir Mikrotiterplatten (TR 400, SLT, Overath)
8-Kanalpipette 50-200 pL (S8/200, Dynatech, Denkendorf)

8-Kanal-Waschgerét (Washer) fiir Mikrotiterplatten (EAS 2/4, SLT, Overath)
Einwegspritzen, 2 mL (Amefa, Kriftel)

Mikrotiterplatten, Flachboden, hohe Bindungskapazitiat (655061, Greiner, Niirtingen)
Multipipette (4780, Eppendorf, Hamburg)

Orbital-Schiittler fiir Mikrotiterplatten (Institut Virion, Wiirzburg)

Parafilm M, 4 x 250 ft. (American National Can, Greenwich, USA)

Varipetten 10-100 pL, 100-1000 pL (Eppendorf, Hamburg)

Transferpette-8 20-200 uL (Brand, Wertheim)

Glasgerite

Diffusionsabscheider, 55 x 7 cm (Eigenbau)
Glasturm, 35 x 4.5 cm

Pasteurpipetten 145 mm (Brand, Wertheim)
Schraubdeckelglidschen, 4-30mL (Roth, Karlsruhe)
Zentrifugengliser (Duranglas), 12mL (Schott, Mainz)

HPLC-Analytik

BioLC-System mit Gradientenpumpe GS50, Autosampler AS50, Elektrochemischer De-
tektor ED40 (Dionex, Idstein)

DCU-Einheit (PU 6030 Philips)

Fluoreszenzdektor PU 4027 (Philips)

HPLC-Pumpe (Crystal 200, Unicam, Kassel)
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HPLC-Pumpe (L-6200A Intelligent Pump, Merck, Darmstadt)
On-line-Entgaser (3415a, ERC, Alteglofsheim)
UV-VIS-Detektor (L-4250, Merck, Darmstadt)

Analytische Saulen

AminoPac PA10 Vorsdule (2 x 50 mm) und Trennsédule 2 x 250 mm (Dionex, Idstein)
Bakerbond, RP-C18 mit Vorséule, 250 x 4.6 mm (Baker, Deventer, Niederlande)
Jupiter RP-C18, 250 x 4.6 mm, mit Security Guard System (Phenomenex, Aschaffen-
burg)

Nucleosil 100-3C18, Vorsdule und Trennsdule (125 x 4 mm) (Macherey-Nagel, Diiren)
Nucleosil 120-7C6H5, Trennséule (250 x 4.6 mm) (Macherey-Nagel, Diiren)

HPLC-APCI-TOF-MS-System

APCI-Interface Z-Spray (Micromass, Manchester, GB)

Diodenarray UV-VIS-Detektor 996 (Waters, Eschborn)
Flugzeit-Massenspektrometer LCT (Micromass, Manchester, GB)

HPLC-System Separations Module 2690 (Waters, Eschborn)

Micro Splitter Valve, Flussteiler P-451 (Upchurch Scientific, Oak Harbor, WA, USA)

Sonstige Gerite

Akku-Staubsauger EURAS XXL 100, (Euras Elektro GmbH, Dachau)

Coulomat 702 DR/C (Strohlein, Kaarst)

DOC(TOC)/TIC/TC-Analysator TOCOR 3 (Maihak, Hamburg)
Grokenausschlusschromatographie-Saulen PD10, Sephadex G-25M (Pharmacia, Uppsa-
la, Schweden)

Halbmikro- und Makrokiivetten aus PMMA, 759115 und 759105 (Brand, Wertheim)
Halbmikrokiivette aus Quarzglas, Suprasil QS 1.000, 10 mm Lénge (Hellma, Miihlheim)
Kopierpapier, DIN A 4 (Viking Direkt, Hallbergmoos)

Kunststoffsdule (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA 94547, USA)
Latex-Einweghandschuhe, puderfrei

Mikroliterspritze (Hamilton, Bonaduz, Schweiz)
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Mikrowelle DAP-30 (Berghof, Eningen)

Muffelofen MR 170 E (Heraeus, Heidelberg)

Nylon Nalgene Vakuumfiltrationseinheiten (513J1542, Merck, Darmstadt)
pH-Indikatorstdbchen, nicht blutend pH 0-6 (1.09531, Merck, Darmstadt)
pH-Indikatorstdbchen, nicht blutend pH 5-10 (1.09533, Merck, Darmstadt)
pH-Indikatorstdbchen, nicht blutend pH 7.5-14 (1.09532, Merck, Darmstadt)
Pipetten 1 - 5 mL (Thermo Labsystems)

Serologische Pipetten 25 mL (Kunststoff-Einwegpipetten N245.1, Roth, Karlsruhe)
Siebmaschine Analysette 03 (Fritsch GmbH, Idar-Oberstein)
Temperaturgeregelter Heizriihrer, (Roth, Karlsruhe))

Ultraschallbad Sonorex Modell RK 510S (Bandelin, Berlin)
UV-VIS-Spektrometer DU 650 (Beckman Instruments, Fullerton, USA)
Vliesstoff Type LRP 363, (Freudenberg, Weinheim)

Waage AT261 DeltaRange (Mettler Toledo, Giefsen)

Zentrifuge Biofuge 28RS (Heraeus Sepatech, Osterode)

Zentrifuge Universal 30F (Hettich, Tuttlingen)

9.1.2 Software

ChromStar 4.10 (SCPA, Stuhr)

MassLynx v3.3 (Micromass, Manchester, GB)

Peaknet 6.20 (Dionex, Idstein)

Unicam Integrated Chromatography Software 4880, Version 2.01 (Unicam, Kassel)

9.1.3 Chemikalien

a-Amylase, Aspergillus oryzae (48175/1, Fluka, Neu-Ulm)
~v-Rinderserumglobulin, 98 % (22550, Serva, Heidelberg)
2,4-Dinitrophenol (NIT8, Promochem, Wesel)

2-Nitrophenol (N19702, Sigma-Aldrich, Schnelldorf)

2-Nitro-p-kresol (M62808, Sigma-Aldrich, Schnelldorf)

2-Nitrotoluol (NIT2, Promochem, Wesel)
3,3,5,5'-Tetramethylbenzidin (1.08622, Merck, Darmstadt)
3,5-Dinitrobenzoesiure (45971, Riedel-de Haen, Seelze)
3,5-Dinitrotyrosin -Monohydrat (375780, Sigma-Aldrich, Schnelldorf)
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3-Mercaptopropionsiure, 99.5 % (Fluka, Neu-Ulm)

3-Nitrotyrosin (106-020-G001, Alexis, Griinberg)

4- Amino-2-nitrophenol (164230050, Acros, Geel, Belgien)
4-Hydroxy-3-nitrophenylessigsidure (204890010, Acros, Geel, Belgien)
4-Methoxy-2-nitrophenol (325100050, Acros, Geel, Belgien)
4-Nitrophenol (425753, Sigma-Aldrich, Schnelldorf)

4-Nitrotoluol (NIT4, Promochem, Wesel)

6-Nitro-m-kresol (137790, Sigma-Aldrich, Schnelldorf)

Acetonitril, HPLC Grade (LiChrosolv, Merck, Darmstadt)

AG1-X8 Harz, 100-200 mesh, Chloridform (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)
L-Aminosédure-Kit (LAA21, Sigma-Aldrich, Schnelldorf)
BCA-Assay (UP75860a, Uptima, Montlucon Cedex, Frankreich)
Betv1 (rekombinant, ALK-Abell6, Horsholm, Didnemark)
Birkenpollen, Betula alba (P-6770, Sigma-Aldrich, Schnelldorf)
Borséure, >99.0 % (Fluka, Neu-Ulm)

Rinderserumalbumin (1.12018, Merck, Darmstadt)

Casein (C5890, Sigma-Aldrich, Schnelldorf)

Cellulase, Aspergillus niger (413230/1, Fluka, Neu-Ulm)
Deionisiertes Wasser, Milli Q, UV-behandelt (Millipore, Eschborn)
Essigsiure, >99 % (Sigma-Aldrich, Schnelldorf)

Fulvinsaure (I), pH 7.00 (IWC, Miinchen)

Fulvinsidure, Melaza Ac. Fulvico, pH 7.02 (IWC, Miinchen)
Huminséure aus Kompost (IWC, Miinchen)

Huminséure (7821, Roth, Karlsruhe)

Huminséure (Fluka, Neu-Ulm)

Huminsdure-Carbamidester, Miozén, techn. (6293, Roth, Karlsruhe)
Kaliumhydroxid Plétzchen, 97 % (Sigma-Aldrich, Schnelldorf)
Kieselgel (Merck, Darmstadt)

Methanol, HPLC Grade (LiChrosolv, Merck, Darmstadt)
Multi-Aminosdurestandard (AA-S-18, Sigma, Saint Louis, Missouri, USA)
Natriumacetat, wasserfrei, 99.0 % (71179, Fluka, Neu-Ulm)
Natriumacetat, fiir AAA-Direct (P/N 05932, Dionex, Idstein)
Natriumhydroxid Pldtzchen, 97 % (Sigma-Aldrich, Schnelldorf)
Natronlauge-Losung, 50 % (J.T. Baker, Deventer, Niederlande)
Nitrobenzol (NIT1, Promochem, Wesel)

ortho-Phthaldialdehyd, >99.5% (Merck, Darmstadt)
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Ovalbumin (A-5253, Sigma-Aldrich, Schnelldorf)

Peptid H-Gly-Tyr-Gly-OH (H-3670, Bachem, Heidelberg)
Peptid H-Thr-Arg-Pro-Ile-Ile-Thr-Thr-m-nitro-Tyr-Gly-Pro-Ser- Asp-Asp-Lys(Abz)-Tyr-
OH (M-2360, Bachem, Heidelberg)

Phenol (Fluka, Neu-Ulm)

Pikrinséure (45994, Riedel-de Haen, Seelze)
p-Nitrophenylalanin (F-1895, Bachem, Heidelberg)
Pronase E (81748, Fluka, Neu-Ulm)

Puffer pH 4, pH 7 und pH 10 (Merck, Darmstadt)
Schwefelsdure (Merck, Darmstadt)

Tetranitromethan (509-14-B, Sigma-Aldrich, Schnelldorf)
Triethylamin, 99.5% (Fluka, Neu-Ulm)
Wasserstoffperoxid, 30 % (1.08597, Merck, Darmstadt)
XAD-II-Harz (9060-05-3, Sigma, St. Louis, USA)
XAD-7-Harz (06445, Fluka, Neu-Ulm)

9.1.4 Puffer- und Stammldsungen

Carbonatpuffer (Coating-Puffer, pH 9.6):

1.59 g (15 mmol) NayCO3

2.93 g (25 mmol) NaHCO;

0.20 g (3 mmol) NaNj

1000 mL Wasser (UV-behandelt)

Phosphat-Kochsalz-Puffer (PBS, pH 7.6):

1.36 g (10 mmol) KH5PO,

12.20 g (70 mmol) KoHPO,

8.50 g (145 mmol) NaCl

1000 mL Wasser (UV-behandelt)
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Waschpuffer (PBS-Tween, pH 7.6):

0.136 g (1 mmol) KHyPO4

1.129 g (7 mmol) KoHPO,

0.876 g (15 mmol) NaCl

0.005 g (33 umol) Sorbinsiaure, Kaliumsalz
0.5 mL Tween 20

1000 mL Wasser (UV-behandelt)

Substratpuffer (pH ca. 3.8):

46.04 g (200 mmol) KH,-Citrat
0.1 g Sorbinsdure, Kaliumsalz
1000 mL Wasser (UV-behandelt)

TMB-Stammlosung:

0.375 g 3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidin
5 mL DMSO
25 mL Methanol

Wasserstoffperoxid-Stammlosung:

3 mL 30 % Wasserstoffperoxid
100 mL. Wasser

Substratldsung:

25 mL Substratpuffer
300 pl TMB-Stammlosung
100 pul Wasserstoffperoxid-Stammlosung
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Stopplosung

5 %ige Schwefelsiure mit 0.01 % Natriumdodecylsulfat

9.1.5 Antikorper

Humanseren MT12, MT28 und MT59, Medizintechnik-Studie, Mérz 2000, Poliklinik fiir
Dermatologie und Allergologie, Am Biederstein, Miinchen
Weitere verwendete Antikorper in den Tabellen 9.1 und 9.2

Tabelle 9.1: Polyklonale Meerrettichperoxidase-markierte Antikorper.

Bezeichnung Tier  Hersteller/Lieferant Immunogen
PI-1000 Ziege Vector, Burlingame, USA Kaninchen-IgG
PI-2000 Pferd Vector, Burlingame, USA Maus-IgG
PI-9500 Pferd Vector, Burlingame, USA Ziege-IgG
050H-8920 Ziege Sigma, Deisenhofen Kaninchen-IgG
117H9250 Ziege Sigma, Deisenhofen Ratte-1gG

A-3415 Esel  Sigma, Saint Louis, USA  Schaf-IgG
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Tabelle 9.2: Verwendete Antikdrper, unmarkiert.
Bezeichnung Typ  Tier Hersteller /Lieferant Immunogen
CAY-189542 mAk  Maus Cayman Chemical, Peroxynitrit-
Denver, USA behandeltes KLH
SA-100 mAk  Maus Biomol Research nitriertes
SA-297 pAk  Kaninchen | Hamburg KLH
39B6 mAk  Maus Alexis, 3-(4-Hydroxy-3-
Griinberg nitrophenylacet-
amido)propionsiu-
re-BSA-Konjugat
N2700-07 pAk  Ziege USBIO, Swampscott, gereinigtes,
Massachusetts, USA nitriertes KLH
24312 pAk  Schaf Oxis/Natutec, nitriertes KLH
Frankfurt
Bv16 mAk  Maus ALK-Abello, Betv1
— pAk  Kaninchen | Hgrsholm, DK Betv1
LO-HE-10 mAk  Ratte Tec 151, Techno- Human-Igk
LO-HE-17 mAk  Ratte pharm, Clichy, F Human-Igk
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9.2 Standardprogramm BioLC

Pressure.LowerLimit = 250
Pressure.UpperLimit = 3500

%A .Equate = , Leer®

%B.Equate = ,,1,0 mol/L NaAc*
%C.Equate = ,H20¢

%D.Equate = ,0,25 mol /L NaOH*
Electrode = pH

Flush Volume = 750

Wait FlushState

TrayTemperature = 5
ColumnTemperature = 30

NeedleHeight = 1

CutSegmentVolume = 10

SyringeSpeed = 3

Cycle = 0

ECD.Data_ Collection Rate = 0.8

ECD _1.Step = 0.50

ECD _1.Average = On

Cell = On

Log Pressure.Value

Waveform Time = 0.00, Potential = 0.13
Waveform Time = 0.04, Potential = 0.13
Waveform Time = 0.05, Potential = 0.33
Waveform Time = 0.21, Potential = 0.33, Integration = Begin
Waveform Time = 0.22, Potential = 0.60
Waveform Time = 0.46, Potential = 0.60
Waveform Time = 0.47, Potential = 0.33
Waveform Time = 0.56, Potential = 0.33, Integration = End
Waveform Time = 0.57, Potential = -1.67
Waveform Time = 0.58, Potential = -1.67
Waveform Time = 0.59, Potential = 0.93
Waveform Time = 0.60, Potential = 0.13

WaitForTemperature = False
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0.000 Load %D = 16.0

Inject Curve = 5

Wait InjectState 40.000 Flow = 0.25
ECD_ 1.AcqOn %B = 70.0

Flow = 0.25 %C = 14.0

%B = 0.0 %D = 16.0

%C = 84.0 Curve = 5

%D = 16.0 40.100 Flow = 0.25
Curve = 5 %B = 0.0

2.000 Flow = 0.25 %C = 20.0

%B = 0.0 %D = 80.0

%C = 84.0 Curve = 5

%D = 16.0 42.100 Flow = 0.25
Curve = 5 %B = 0.0

12.000 Flow = 0.25 %C = 20.0

%B = 0.0 %D = 80.0

%C = 84.0 Curve = 5

%D = 16.0 42.200 Flow = 0.25
Curve = 8 %B = 0.0

16.000 Flow = 0.25 %C = 84.0

%B = 0.0 %D = 16.0

%C = 68.0 Curve = 5

%D = 32.0 Curve = 5 65.000 ECD 1.AcqOff
24.000 Flow = 0.25 Flow = 0.25

%B = 40.0 %B = 0.0

%C = 36.0 %C = 84.0

%D = 24.0 %D = 16.0

Curve = 8 Curve = 5

27.000 Flow = 0.25 End

%B = 40.0

%C = 44.0

%D = 16.0

Curve = 5

35.000 Flow = 0.25

%B = 70.0

%C = 14.0



9.3 Tabellen 193

9.3 Tabellen

9.3.1 Tabellen A: Messergebnisse der Filterproben

Tabelle 9.3: Messkampagne DWD-1 (Berlin): Konzentrationen von PM10 und Protein.

Datum Probe Y m Konzentrationen

PM10 Protein
[Nm?]  [mg] [pg/m?®| [pg/m?]

15.10.2001 B-664 115 7.34 63.7 0.53
17.10.2001 B-666 95 3.31 60.8 0.27
18.10.2001 B-668 54 3.95 73.5 0.61
19.10.2001 B-670 166  11.69 70.6 0.64
26.11.2001 B-712 o4 2.21 41.3 0.15
27.11.2001 B-714 95 2.08 38.1 0.24

29.11.2001 B-718 95 1.55 28.2 0.19
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Tabelle 9.4: Messkampagne DWD-2 (Freiburg): Konzentrationen von TSP und Prote-
m.

Datum Probe \% m Konzentrationen
PM10 Protein
INm?|  [mg] [ug/m®]  [pg/m?]
16.02.2001 FR-109 672 444  66.04 2.92
17.02.2001 FR-110 680 21.3 31.34 1.14
18.02.2001 FR-111 679 304  44.78 1.96
19.02.2001 FR-112 675 329  48.78 1.14
20.02.2001 FR-113 677 40.8  60.29 1.05
05.03.2001 FR-126 670 23.2  34.62 1.01
06.03.2001 FR-127 668 28.3  42.36 1.57
07.03.2001 FR-128 663 36.6  55.20 1.11
20.04.2001 FR-172 667 16.7  25.05 0.71
21.04.2001 FR-173 669 14.8 22.11 0.62
22.04.2001 FR-174 665 14.8 22.25 1.08
23.04.2001 FR-175 660  15.7  23.78 0.85
24.04.2001 FR-176 656  16.3  24.85 0.59
25.04.2001 FR-177 665 7.7 11.58 0.10
26.04.2001 FR-178 640 12.3 19.22 0.28
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Tabelle 9.5: Messkampagne ZSP-1: Konzentrationen von PM2.5, TC, EC und Protein
(Glasfaser- und Quarzfilter, wie in Spalte 3 angegeben). Die Datumsangabe
(2001) kennzeichnet jeweils den Probenahmestart.

Dat. Probe V m  Konzentrationen [ug/m?] HM-
& Mat. [Nm?] |mg] PM25 TC EC WSOC WSOC Prot.

09.08. 1 GF 1710 567 332 158 1.01 - - 0.24
12.08. 2 GF 1683 8.12 482 151 0.39 - - 0.34
15.08. 3 QF 1676 16.90 10.08 2.56 0.60 1.86 0.82 0.62
18.08. 4 GF 1680 10.04 597 131 042 1.01 0.23 0.24
21.08. 5 GF 1687 8.32 493 123 039 0.74 0.27 0.24
24.08. 6 QF 1674 1551 927 248 0.69 184 1.52 1.14
27.08. 7 GF 1683 1495 889 136 0.54 0.83 0.27 0.28
30.08. 8 GF 2832 7.63 269 091 026 0.86 0.08 0.12
04.09. 9 QF 2844 10.11 3.56 0.87 032 0.24 0.04 0.05
09.09. 10 GF 2865 1246 4.35 087 0.37 0.33 0.09 0.15
14.09. 11 GF 2858 6.13 214 0.82 0.20 - - 0.08
19.09. 12 GF 2822 10.04 356 0.83 0.28 0.69 0.25 0.28
24.09. 13 GF 2815 5.81 206 0.47 0.16 - - 0.09
29.09. 14 QF 2804 11.83 422 0.79 0.21 - - 0.09
04.10. 15 GF 5609 2242 4.00 0.61 0.25 - - 0.11
14.10. 17s GF 5645 41.21 730 0.25 0.07 - - 0.06
24.10. 17b GF 5708 1833 3.21  0.50 0.19 - - 0.07
03.11. 18 GF 5666 2191 3.87 041 0.17 - - 0.04
13.11. 19 GF 1708 - - 0.32 0.12 - - 0.03
16.11. 20 GF 1693 - - 0.30 0.06 - - 0.05
19.11. 21 GF 1711 - - 0.27 0.07 - - 0.03
29.11. 23 QF 1042 - - 0.47 0.15 - - 0.03
01.12. 24 QF 1698 - - 0.41 0.05 - - 0.01
04.12. 26 QF 1713 - - 0.40 0.06 - - -

07.12. 27 QF 1708 - - 0.37 0.06 - - -

10.12. 28 QF 5142 - - 0.35 0.14 - - -




196

Anhang

Tabelle 9.6: Messkampagne ZSP-2: Konzentrationen von PM2.5 und TC (Quarzfilter).
Die Datumsangabe kennzeichnet stets den jeweiligen Probenahmestart.

Datum Probe Vv m  Konzentrationen
PM2.5 TC

[Nm®]  [mg] [ug/m’] [ug/m’|
30.10.2002 SX02-2 2789 10.49  3.76 0.41
04.11.2002 SX02-3 1091 2.29 2.10 0.19
06.11.2002 SX02-4 1139 5.29 4.64 0.38
08.11.2002 SX02-5 1135 3.76 3.31 0.36
10.11.2002 SX02-6 1132 2.35 2.07 0.09
12.11.2002 SX02-7 1120  3.07 2.74 0.21
14.11.2002 SX02-8 1112 249 2.24 0.14
16.11.2002 SX02-9 2793 2.31 0.83 0.10
21.11.2002 SX02-10 2793  3.79 1.36 0.12
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Tabelle 9.7: Messkampagne HPB: Konzentrationen von PM2.5, TC, EC und Protein
(Quarzfilter).

Datum Probe Vv m  Konzentrationen
PM2.5 TC EC Protein
INw?|  [mg] [ug/m®] [pg/m®| |ug/m?] [ug/m’|

16.05.02 HPB-2 495  8.06 16.30 3.28 0.59 0.62
17.05.02 HPB-3 619 10.64 17.19 3.02 0.72 0.62
18.05.02 HPB-4 626  8.58 13.71 2.20 0.34 0.47
19.05.02 HPB-5 633  6.91 10.91 0.52 0.05 0.17
20.05.02 HPB-6 632  5.62 8.90 0.75 0.05 0.20
21.05.02 HPB-7 621  8.82 14.22 2.29 0.43 0.61
22.05.02 HPB-8 618 10.35  16.77 2.72 0.47 0.56
23.05.02 HPB-9 627 11.16  17.80 1.48 0.35 0.34
24.05.02 HPB-10 630  8.01 12.72 0.84 0.17 0.20
25.05.02 HPB-11 631  6.20 9.83 0.71 0.02 0.14
26.05.02 HPB-12 628  2.26 3.60 0.88 0.15 0.17
27.05.02 HPB-13 634  2.66 4.19 0.24 0.01 0.06
28.05.02 HPB-14 633  9.18 14.50 0.38 0.14 0.12
29.05.02 HPB-15 631  5.92 9.38 1.09 0.19 0.33
30.05.02 HPB-16 628 847  13.50 1.38 0.43 0.48
31.05.02 HPB-18 629 9.84 15.65 2.10 0.49 0.62
01.06.02 HPB-19 625  9.31 14.89 2.94 0.66 0.68
02.06.02 HPB-20 624  8.16 13.08 2.33 0.39 0.63
03.06.02 HPB-21 1864 19.02 10.21 1.88 0.56 0.40
06.06.02 HPB-22 1881 11.97  6.36 1.22 0.35 0.21
09.06.02 HPB-23 1894 8.25 4.36 0.99 0.25 0.20
12.06.02 HPB-24 1860 16.16  8.69 1.99 0.47 0.37
15.06.02 HPB-25 1847 30.08 16.29 3.70 0.83 0.66
18.06.02 HPB-27 1847 32.12 17.40 3.87 1.07 0.65
21.06.02 HPB-28 1853 32.88 17.74 4.13 0.84 0.75
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Tabelle 9.8: Messkampagne HPB (fortgesetzt): Konzentrationen von PM2.5, TC, EC
und Protein (Quarzfilter).

Datum Probe Vv m  Konzentrationen
PM2.5 TC EC Protein
INm?®|  [mg] [ug/m’] [ug/m®] [ug/m’] [ug/m’]

24.06.02 HPB-29 1870 2394 12.80 1.84 0.60 0.47
27.06.02 HPB-30 1881 25.17  13.38 2.17 0.59 0.47
30.06.02 HPB-31 1864 25.79  13.83 2.65 0.67 0.59
03.07.02 HPB-32 1873 14.59  7.79 1.43 0.35 0.36
06.07.02 HPB-33 1864 14.43 7.74 1.75 0.38 0.40
10.07.02 HPB-35 466  4.74 10.19 1.11 0.48 0.18
11.07.02 HPB-36 1873 12.31 6.58 1.51 0.39 0.34
14.07.02 HPB-37 1866 17.96  9.63 1.82 0.50 0.40
17.07.02 HPB-38 1875 1590  8.48 1.50 0.49 0.33
20.07.02 HPB-39 1864 21.37 1147 2.42 0.81 0.58
23.07.02 HPB-40 1873 1598  8.53 1.95 0.48 0.42
30.07.02 HPB-42 1858 14.71 7.92 2.13 0.53 0.52
02.08.02 HPB-43 1866 11.99  6.42 1.78 0.51 0.45
05.08.02 HPB-44 1877 847 4.51 1.17 0.36 0.26
08.08.02 HPB-45 1864 1090  5.85 1.07 0.42 0.30
11.08.02 HPB-48 1879 11.69  6.22 0.96 0.26 0.16
28.08.02 HPB-49 1781 25.68  14.42 3.03 0.92 0.55
31.08.02 HPB-50 1879 38.95 20.73 3.13 1.15 0.36
03.09.02 HPB-51 1870 16.22  8.67 1.40 0.51 0.27
06.09.02 HPB-52 1862 21.78 11.70 2.59 0.88 0.44
09.09.02 HPB-53 1881 12.85  6.83 0.89 0.38 0.18
12.09.02 HPB-56 1886 39.71  21.06 6.49 2.00 1.62
15.09.02 HPB-57 1886 17.62  9.35 1.61 0.63 0.30
18.09.02 HPB-58 1333 11.21 841 1.88 0.66 0.40
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Tabelle 9.9: Messkampagne IWC - 1: Konzentrationen von PM2.5, TC, EC, WSOC,
HM-WSOC und Protein (Glasfaserfilter).

Dat. Probe V m  Konzentrationen [ug/m?] HM-

[Nm?] [mg] PM25 TC EC WSOC WSOC Prot.
12.04.01 IWC1-11302 11.08 851 1.54 1.03 0.72 0.23 0.24
14.04.01 IWC1-2 1294 5.82 450 353 044 091 0.46 0.20
16.04.01 IWC1-3 1290 8.04 6.23 3.12 038 1.76 0.26 0.02
18.04.01 IWC1-4 553 5.38 9.72 568 1.13 230 0.57 0.33

Tabelle 9.10: Messkampagne IWC - 2: Konzentrationen von PM2.5 und Protein (Glas-
faserfilter).

Datum Probe Vv m  Konzentrationen

PM2.5  Protein

[Nm?]  [mg] [pg/m’]  [pg/m?’]
26.07.2001 TWC2-3! 1899 25.03 13.18 1.05
28.07.2001 ITWC2-4 1780 31.96 17.95 1.23
31.07.2001 TWC2-5 633 1347  21.30 0.96
01.08.2001 TWC2-6 635 1497  23.58 0.49
02.08.2001 TWC2-7 629 16.30  25.91 1.94

03.08.2001 TWC2-8 636  7.81 12.27 1.42

TQuarzfaser
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Tabelle 9.11: Messkampagne IWC' - 3: Konzentrationen von PM2.5, TC, EC und Pro-
tein (Quarzfilter).

Datum Probe Vv m  Konzentrationen
PM2.5 TC EC Protein
INm?®|  [mg] [pg/m®| [ug/m®] [ug/m?] [ug/m?]
21.09.2002 TWC3-1 1922 23.10 12.02 2.68 1.31 0.48
24.09.2002 TWC3-2 1955 18.18  9.30 2.19 1.09 0.37
27.09.2002 IWC3-3 1961 21.39 1091 3.29 1.58 0.46
30.09.2002 ITWC3-5 1946 30.72  15.78 6.34 1.84 0.45
04.10.2002 IWC3-6 1948 1550  7.95 1.72 0.63 0.36
07.10.2002 IWC3-7 1950 30.55  15.66 3.26 1.54 0.48
10.10.2002 IWC3-9 1944 52.63  27.07 3.22 0.87 0.31
13.10.2002 IWC3-10 1940 18.26  9.41 3.41 1.89 0.42
16.10.2002 IWC3-11 1931 10.91 5.65 1.80 1.02 0.21
19.10.2002 IWC3-12 1948 17.16  8.81 3.33 1.79 0.25
22.10.2002 IWC3-13 638  4.66 7.31 2.12 0.72 0.21
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Tabelle 9.12: Messkampagne LKP (2001): Konzentrationen von PM2.5, TC, EC, Pro-
tein, WSOC und HM-WSOC (falls nicht anders angegeben: Glasfaserfil-
ter).

Dat. Probe V m  Konzentrationen [ug/m?| HM-
[Nm?] [mg] PM25 TC EC WSOC WSOC Prot.
19.04. LKP-5 2267 54.84 24.19 10.13 7.29 1.15 0.32 0.33

23.04. LKP-6 1879 56.07 29.84 - - - - 0.34
26.04. LKP-7 1258 2841 2258 13.09 6.83 - - 0.47
28.04. LKP-9 1253 32.78 26.17 11.44 6.71 3.61 - 0.48
30.04. LKP-10 1248 37.16 29.77 11.48 6.46 2.22 1.13 0.60
02.05. LKP-11 1233 44.99 36.50 14.03 7.95 - - 0.36

04.05. LKP-12' 1149 - - - - - - -
06.05. LKP-13 1273 42.00 33.00 13.12 8.35 2.14 0.17 0.26

08.05. LKP-14' 1234 40.00 32.42 - - - - 0.45
10.05. LKP-15 1243 38.06 30.63 12.38 6.88 2.59 1.06 0.80
12.05. LKP-18 1257 30.11 23.96 10.59 5.49 1.08 - 0.25

15.05. LKP-20 1302 26.51 20.36 11.86 8.27 - - -
18.05. LKP-24 1299 20.96 16.14 7.79 4.82 1.28 0.44 0.28

20.05. LKP-25 1279 29.02 22.69 8.29 - 2.66 0.92 0.70
22.05. LKP-26 1273 33.36 26.21 11.60 - 1.89 1.01 0.39
24.05. LKP-27 1273 31.22 2453 12.00 6.69 2.63 1.27 1.01
26.05. LKP-28 1261 37.39 29.65 13.74 5.87 2.87 - 0.60

28.05. LKP-29 1247 37.46 30.04 16.70 10.78  5.14 1.20 0.96

LCelluloseacetat-Filter
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Tabelle 9.13: Messkampagne LKP (fortgesetzt, 2001): Konzentrationen von PM2.5,
TC, EC, Protein, WSOC und HM-WSOC (falls nicht anders angegeben.:
Glasfaserfilter).

Dat. Probe \'% m  Konzentrationen [ug/m?| HM-
[Nm?] |[mg] PM25 TC EC WSOC WSOC Prot.

30.05. LKP-31' 224 7.04 3145 - - - - 1.42
01.06. LKP-30 1302 20.99 16.12 6.77 4.20 0.22 - 0.21
03.06. LKP-32 1299 17.30 13.32 6.34 5.53 - - 0.19
05.06. LKP-33 1269 25.23 19.89 1296 1042 1.85 - 0.60
07.06. LKP-34 1267 25.79 20.35 12.93 - 3.53 - 0.22

09.06. LKP-35 1284 1588 1237 7.70 5.81 0.92 0.35 0.26
11.06. LKP-36 1273 25.76 20.24 13.01 8.93 1.92 0.96 0.28

13.06. LKP-37 1273 18.07 14.19 7.06 5.48 1.60 - 0.64
15.06. LKP-38 1276 10.66  8.35 7.26 - - - 0.09
17.06. LKP-39 1645 29.36 17.85 12.63 8.59 0.96 - 0.25
20.06. LKP-40* 632 13.92 22.02 - - - - 0.37
21.06. LKP-41*> 625 17.11 27.37 - - - - 0.47
29.06. LKP-43% 499  14.67 29.38 - - - - 1.06
30.06. LKP-43a' 621 11.30 18.21 - - - - 1.19
01.07. LKP-47 640 12.13 1895 6.33 5.21 - - 0.25
02.07. LKP-48 635 15.73 2477 1576 11.12  2.96 0.72 0.40
03.07. LKP-49 638 10.59 16.60 10.69 6.30 - - 0.27
04.07. LKP-50 633 1231 1945 14.15 7.43 1.62 - 0.31

IEmfab-Filter
2Fiberfilm-Filter
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9.3.2 Tabellen B: Affinitaten und Kreuzreaktivitaten

Tabelle 9.14: Ubersicht tiber Affinititen und Kreuzreaktivititen des Antikorpers CAY
fiir weitere Testsubstanzen.

Testsubstanz Affinitdt [L/mol] Kreuzreaktivitét [%]
9.1 +£0.3)-10° (4.2 4 0.1) - 102

4-Hydroxy-3-nitrophenylessigséure

(
4-Methoxy-2-nitrophenol (8.1 4+ 0.4)-10* (3.740.2) - 10
4- Amino-2-nitrophenol (5.7 £0.6) - 10> (2.0 £0.2) - 10?
Rinderserumalbumin (45 £ 1.1) - 10> 84+ 2.0
Pikrinsdure (1.6 £0.9) - 10> 5.4 + 3.2
Birkenpollenextrakt (M,=10 kDa) (3.3 £0.1) - 10 6.2 4 0.2
3,5-Dinitrobenzoesiure (224+0.9) - 100  0.5+0.2
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Tabelle 9.15: Molare Kreuzreaktivititen verschiedener Nitrotyrosin-Antikorper (Nitrotyrosin

= 100 %-Wert).

Testsubstanz Schaf Ziege Kaninchen SA-100 39B6 CAY
Nitro-(16.8)-BSA (3.1 + 0.0)-10 (8.0 + 0.3)-10° (1.1 £ 0.0)-10° (1.8 & 0.3)-10* ! (1.7 + 0.5)-10°
Nitro-(16.3)-BSA (3.8 £ 0.1)-10* (9.4 + 0.6)-10° (1.3 £ 0.1)-10° (3.0 + 0.3)-10* (2.5 + 0.3)-10° (2.4 + 0.9)-10°
Nitro-(14.7)-BSA (2.9 + 0.2)-10* (6.0 + 1.2)-10° (8.5 £ 0.7)-10* (1.1 &£ 0.2)-10*  -! (1.2 + 0.4)-10°
Nitro-(14.4)-BSA (2.6 + 0.4)-10* (5.8 & 0.7)-10*> (7.8 & 0.4)-10* (1.1 &£ 0.2)-10* (3.8 £ 0.3)-10®> (1.2 & 0.2)-10°
Nitro-(14.3)-BSA (6.7 + 1.0)-10* (5.8 & 0.1)-10* (1.8 & 0.2)-10° (6.2 & 0.6)-10* (4.2 £ 1.7)-10® (4.3 & 0.2)-10°
Nitro-(11.8)-BSA (1.9 + 0.2)-10" (5.7 + 0.2)-10° (7.1 £ 1.6)-10* (5.9 & 1.0)-10% ! (1.1 + 0.2)-10°
Nitro-(11.3)-BSA (5.2 + 0.4)-10% (1.5 + 0.3)-10% (5.0 + 0.1)-10* (8.3 + 0.4)-103 1 1
Nitro-(10.8)-BSA (1.6 + 0.1)-10* (4.9 + 1.7)-10% (6.3 + 1.1)-10* (5.1 + 0.6)-103 1 (9.7 & 1.1)-10%
Nitro-(9.4)-BSA (1.0 & 0.0)-10* (5.0 & 0.7)-10® (5.7 & 0.4)-10* (4.0 £ 0.4)-10* (1.9 + 0.0)-10> (9.4 & 3.1)-10*
Nitro-(5.6)-BSA (5.4 & 0.7)-10 (3.3 &£ 0.7)-10* (2.9 £ 0.7)-10* (2.0 £ 0.4)-10®> (4.3 + 1.3)-10*> (6.4 & 1.6)-10*
Nitro-(1.6)-BSA (2.4 + 0.2)-102 (1.1 £ 0.2)-102 (9.7 + 0.4)-10% (2.0 + 0.2)-10> (1.1 % 0.4)-10? 1
Nitro-(1)-peptid (1.9 + 0.7)-10% (8.3 £ 0.6)-10% (9.0 + 1.0)-10% (1.2 + 0.1)-10% (5.3 £ 0.1)-10> (1.4 + 0.1)-10°
Nitro-(0.6)-BSA (6.8 £ 0.9)-10' (6.5 + 1.0)-10' (3.4 + 0.2)-10% (7.0 + 0.7)-10' (5.1 + 2.2)-10 1
Nitro-(0.2)-BSA (1.1 £0.1)-100  7.0+£05 (6.4 4+ 0.5)-10' (1.8 & 0.2)-10' 6.9 £ 2.3 -1
Nitro-(<0.1)-BSA (4.4 + 0.1)-107* 1.6 & 0.4 (1.7 & 0.1)-10Y (1.0 & 0.1)-10* -1 -1
2-Nitrophenol (1.7 £ 0.0)-102 (2.6 & 0.4)-10" (5.4 + 0.4)-10" (5.0 £ 0.9)-102 (1.5 + 0.3)-102 (5.4 + 0.7)-102
2-Nitro-p-kresol (3.3 £ 0.1)-102 (1.7 £ 0.2)-10> (1.1 + 0.0)-10% (7.3 £ 0.1)-10> (2.4 + 0.1)-10* (1.8 + 0.1)-10
6-Nitro-m-kresol (3.0 & 1.0)-102 (4.8 + 0.7)-10' (8.1 + 4.0)-107! (4.5 + 0.7)-101 (2.6 + 0.9)-10° (3.9 + 0.4)-10?
3-Nitrotyrosin 1.0-10? 1.0-10? 1.0-102 1.0-102 1.0-10? 1.0-10?
2,4-Dinitrophenol (6.7 & 0.7)-10' (4.7 & 0.5)-10! (6.7 & 0.2)-10' (3.2 & 0.2)-10*> (7.8 £ 0.4)-10®> (5.2 & 1.6)-10?
4-Nitrophenol 1.1+ 0.3 (1.3 + H.OV.HOH (2.7 + O.C.HOL 3.6 £ 0.5 (9.6 + POV.HOL 4.1 4+ 2.5
3,5-Dinitrotyrosin 6.2 £+ 2.1 (4.0 £2.4)-101 9.5+ 1.0 (1.8 + o.wv.HoH 1.6 + 0.2 1.2 +£4.2
L-Tyrosin (1.3 £ 0.9)-1071 < 0.1 - (2.2 + o.wv.HoL < 0.1 6.2+ 1.0
4-Nitrophenylalanin <0.1 (3.0 & 1.3)-107* <0.1 (1.1 & 0.1)-107¢ <0.1 (1.3 & 1.3)-107*

'kein Wert verfiigbar
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9.3.3 Tabellen C und D: Probenextraktionen und
Proteinnitrierungsgrade mit Umgebungsluft begaster

Proben

Tabelle 9.16: Extraktion von Straffenstaubproben zur Untersuchung der Extrakte mit-
tels einseitigen und Sandwich-Immunoassays auf Nitroproteine. Sammeln
der Proben mit tragbarem Akku-Staubsauger und Extraktion mittels PBS-
Puffer/Wasser 1:10 (v/v).

Probe Grofenfraktion Datum Ort Einwaage Puffer
[pom] [mg] [mL|

L1 32-63 02.05.00 Ligusterstr. 207.9 4
K4 32-63 03.04.00 LKP 227.9 4
K10 32-63 28.04.00 LKP 2154 4
K13 <63 15.05.00 LKP 287.2 4
K15 63-125 02.06.00 LKP 255.1 4
K16 <63 16.06.00 LKP 232.3 6
K101 <63 03.05.01 LKP 205.9 4
K101 63-125 03.05.01 LKP 209.9 4
S8 <63 10.05.00 Saalburgstr. 221.4 4
W10 <63 10.05.00 Wiirmtalstr. 218.2 4
W10 63-125 10.05.00 Wiirmtalstr. 241.5 4
W12 <63 25.05.00 Wiirmtalstr. 221.6 6
W14 <63 16.06.00 Wiirmtalstr. 212.2 6
W14 63-125 16.06.00 Wiirmtalstr. 215.1 6
W101 <63 03.05.01 Wiirmtalstr. 205.2 6
W101 63-125 03.05.01 Wiirmtalstr. 202.7 6
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Tabelle 9.17: Extraktion von Filterproben zur Untersuchung der Extrakte mittels ein-

seitigen und Sandwich-Immunoassays auf Nitroproteine. Probenahmeort
LKP (ausgenommen Probe FM), Probenahmejahr 2001, Extraktion mit-
tels PBS-Puffer/Wasser 1:10 (v/v).

Probe Fraktion Filter  Sampler Zeitraum Einwaage Puffer
[mg] [mL]
LKP-24 PM2.5 GF HVS 18.05. - 20.05. 7.9 10
LKP-5 PM2.5 GF HVS 19.04. - 23.04. 6.9 6
LKP-6 PM2.5 GF HVS 23.04. - 26.04. 3.6 6
LKP-7 PM2.5 GF HVS 26.04. - 28.04. 10.2 10
LKP-43a PM2.5 Emfab HVS 30.06. - 01.07. 4.2 10
LVS-1 TSP Teflon LVS 18.05. - 26.05. 13.5 5
LVS-5 TSP Teflon LVS 15.06. - 21.06. 7.2 5
FM! TSP GF 15.07.1997 - 20.08.2001 4462 15

IFiltermatte, Klinikum Grofhadern, Bettenhaus F
2Bruttoeinwaage Filter + Probe

Tabelle 9.18: Extraktion von sonstigen Proben zur Untersuchung der Extrakte mittels

einseitigen und Sandwich-Immunoassays auf Nitroproteine. FExtraktion
mittels PBS-Puffer/Wasser 1:10 (v/v).

Probe Datum Art der Probe Ort Einwaage Puffer
mg]  [mLj
Garm  06/01  Glasscheibe Haustiir ~ Garmischer Str. 114.7 4
Heigl  06/01  Fensterscheibe Heiglhofstr. 144.6 4
Heig2 06/01  Fensterscheibe Heiglhofstr. 157.9 6
Toeml 09/03  Fensterscheibe Toemlingerstr. 48.7 6
Toem2 09/03  Fensterzwischenraum Toemlingerstr. 136.5 6
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