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SCHLUSSELWORTER Zusammenfassung Mangan (Mn) ist seit mittlerweile 175 Jahren als neurotoxische Substanz
bekannt. Daher ist es im Lauf des letzten Jahrhunderts intensiv erforscht worden. Von vorlaufi-
gen Beschreibungen ausschlieBlich Uber Symptomen bei Mn-exponierten bzw. Giberexponierten
Arbeitern sind die Forschungsarbeiten zu detaillierteren Untersuchungen der toxischen Mecha-
nismen von Mn fortgeschritten. Zur Aufklarung dieser neurotoxischen Mechanismen wurde
eine Reihe von Studien durchgefiihrt, die z. T. in Ubersichtsartikeln zusammengefasst wurden
(z. B. Yokel RA. Neuromol Med 2009;11(4):297—310; Aschner M et al. Toxicology Appl Phar-
macol 2007;221(2):131—47; Michalke B et al. J Environ Monit 2007;9(7):650). Seit unserem
letzten Ubersichtsartikel zur Mn-Speziation aus dem Jahr 2007 (Michalke B et al. J Environ
Monit 2007;9(7):650) ist die Mn-Forschung betrachtlich vorangetrieben worden, und es sind
mehrere neue Forschungsartikel erschienen. In den letzten Jahren facherte sich jedoch die
Erforschung der Mn-Toxizitat in verschiedene Felder auf, wobei sehr detaillierte und komplexe
Studiendesigns angewendet wurden. Insbesondere die Mechanismen der Mn-induzierten Ner-
venschadigung auf zellularer und molekularer Ebene wurden genauer untersucht. Diskutiert
wurden dabei Wechselwirkungen zwischen Neurotransmittern und Enzymen, Wirkmechanis-
men auf DNA-Ebene und auch die Einbeziehung genetischer Einflisse. Ein wichtiges Thema
war auch die Beschreibung spezieller Mn-Spezies, um so zu ermitteln, welches Molekil Mn
an der Zellmembran transportiert und welches fiir die Schadigung des neuronalen Gewe-
bes verantwortlich ist. Auch andere spezielle Schwerpunkte wie epidemiologische Studien
wurden zunehmend wichtiger: Die betreffenden Arbeiten befassten sich mit Umwelteinflis-
sen von Mn insbesondere auf die Pravalenz der Parkinson-Krankheit sowie die Moglichkeit,
Follow-up-Studien zur lebenslangen Exposition gegenuber Mn durchzufuhren. Alle diese weit
ausgreifenden Forschungsansatze konnen letztendlich dazu beitragen, mithilfe eines geeigneten
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Bio-Monitorings am Menschen in Zukunft das frihe Einsetzen von Manganismus zu verhindern oder
zumindest rechtzeitig zu erkennen.
© 2014 Published by Elsevier GmbH.
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Einleitung: aktuelle Forschung zu Mangan

Mn ist ein essenzieller Nahrstoff, der an den biochemischen
Reaktionen verschiedener Enzyme, wie z.B. der Mn-
abhangigen Superoxiddismutase, beteiligt ist [1]. Es spielt
eine wichtige Rolle beim Eisenstoffwechsel und ist fir eine
normale Funktion des Gehirns erforderlich. Trotz der wich-
tigen physiologischen Funktion des Mn kann ein erhohter
Spiegel zu toxischen Effekten auf das Nervensystem fiihren,
die vermutlich Uber Mechanismen des oxidativen Stresses
verursacht werden, wobei sich berufsbedingte Gesundheits-
schaden hauptsachlich auf Inhalation zuriickfiihren lassen
[2]. Diese neurotoxischen Effekte losen eine Reihe von Sym-
ptomen aus, wie z.B. Adynamie/schnelle Ermiidbarkeit,
Sialorrhoe, Zephalalgie, Schlafstorungen, Muskelschmerzen
und -hypertonie, maskenahnliches Gesicht, Ganganderun-
gen, Koordinationsstorungen, Halluzinationen und mentale
Reizbarkeit [3], die letztlich zu einer Mn-bedingten,
Parkinson-ahnlichen Erkrankung fiihren, die als Manganismus
bezeichnet wird.

Anders als bei der Parkinson-Krankheit (PK) ist bei Man-
ganismus der Tremor weniger stark ausgepragt, postural und
durch eine hohere Frequenz, aber eine geringere Amplitude
gekennzeichnet, und die Patienten zeigen kein anhaltendes
Ansprechen auf Dopaminersatztherapie. Magnetresonanz-
tomographische (MRT) Aufnahmen bei PK-Patienten sind
normal, wahrend die Scans nach Mn-Intoxikation beidsei-
tig eine Anderung des,hohen’* Signals im Globus pallidus,
Striatum und der Substantia nigra zeigen. Dagegen sind
Fluordopa-Scans mittels Positronenemissionstomographie
bei Mn-Intoxikation normal, wahrend bei PK eine gerin-
gere Aufnahme in das posteriore Putamen zu beobachten
ist [2].

Generell haben sich die Szenarien der Mn-Exposition
innerhalb des letzten Jahrhunderts verandert, und zwar
von der akuten Exposition gegeniiber hohen Mn-Mengen,

die verantwortlich fir das Auftreten von Manganismus
ist, hin zur chronischen geringgradigen Exposition. Einer-
seits geht diese Veranderung vermutlich auf verbesserte
ArbeitsschutzmaBnahmen fur Arbeiter zuriick, die potenzi-
ell hohen Mn-Mengen ausgesetzt sind, wie z. B. Schweiler,
Schmelzer, Arbeiter in Batteriefabriken usw., was sich
durch weniger Falle von akutem Manganismus bemerkbar
macht. Andererseits lasst sich eine erhohte, chronische
Mn-Exposition von Bevolkerungsteilen beobachten, die im
Umkreis von Industrieanlagen wohnen, die Mn-haltigen
Staub ausstoBen, oder in der Nahe von vielbefahre-
nen Verkehrswegen mit Mn-haltigen Autoabgasen aus mit
Methylcyclopentadienyl-Mangan-Tricarbonyl (MMT) versetz-
tem Treibstoff. Eine derartige chronische Exposition kann
schlieBlich eine Ausweitung der Mn-Deposition Uber den
Globus pallidus hinaus auf den gesamten Bereich der Basal-
ganglien zur Folge haben, einschlieBlich der Pars compacta
der Substantia nigra, die bei der PK betroffen ist [4].

Bei der Suche nach den Quellen und den Folgen dieser
chronischen Exposition haben sich die Untersuchungen in der
letzten Zeit auf drei Hauptthemen konzentriert, von denen
wiederum jedes verschiedene Forschungsfelder umfasst:

(1) Epidemiologische Studien zur Mn-Exposition und den
damit verbundenen Gesundheitsrisiken, einschlieBlich
einer erhohten Pravalenz der Parkinson-Krankheit, auch
unter Berlicksichtigung einer lebenslangen Exposition

(2) Untersuchungen zu molekularen Interaktionen und
Mechanismen, wie z.B. die in jlingerer Zeit durchge-
flhrten toxikologischen Arbeiten zu Mn auf zellularer
Ebene, zur Mn-Speziation im Liquor und in neuronalem
Gewebe sowie zu Mn-Transportern in Zellmembranen

(3) Versuche zur Verbesserung des Mn-Biomonitorings beim
Menschen
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Es ist offensichtlich, dass sich diese Hauptthemen z.T.
uberlappen. Daher leisten kiirzlich veroffentlichte Artikel
haufig auch Beitrage zu mehr als einem dieser Felder.

Esist jedoch erwahnenswert, dass alle Arten von Untersu-
chungen zur Toxizitat von Mn in irgendeiner Weise auf einer
zuverlassigen Element- oder Speziesbestimmung beruhen.
Daher sollte betont werden, dass es bei der Gewinnung von
Proben und beim Umgang damit sehr leicht zur Kontamina-
tion kommen kann. Daruber hinaus konnen Messmethoden
wie die ICP-gMS und andere durch Interferenzen gestort oder
durch hoch konzentrierte Elemente in der Matrix beeinflusst
werden. Die in der Ubersicht behandelten Artikel enthiel-
ten entweder Angaben zur Qualitatskontrolle oder waren
solide verfasst, so dass es keinen Anlass gab, aufgrund einer
beeintrachtigten Analyse die Ergebnisse anzuzweifeln.

In den letzten 5-7 Jahren wurde eine Reihe sehr infor-
mativer Ubersichtsartikel iiber Mn publiziert. Neben neuen
Befunden, die bis zur Veroffentlichung dieser Reviews
bekannt geworden waren, behandelten sie u.a. auch
Basiswissen Uber Manganismus und die Toxikologie von
Mn, einschlieBlich einiger grundlegender Mechanismen,
Resorption, Verteilung, Exkretion und damit auch die ent-
sprechenden biologischen Halbwertszeiten sowie schliefilich
die typischen Mn-Spiegel in Korperflussigkeiten oder Gewe-
ben des Menschen. Diese grundlegenden und immer noch
giiltigen Informationen werden hier nicht wieder aufge-
griffen, und der interessierte Leser sei an diese friiheren
vergleichenden Ubersichtsartikel verwiesen [5—10]. Die
vorliegende Arbeit enthalt daher nur eine kurze Zusammen-
fassung zu Szenarios der Mn-Exposition und befasst sich v. a.
mit neueren Ansatzen der Mn-Forschung, einschlieBlich der
Mn-Speziation.

Quellen der Mn-Exposition beim Menschen

Mangan tritt in der Natur in einer Vielzahl geo-
logischer Umfelder als Bestandteil von mehr als
30Manganoxidmineralien auf, am haufigsten in Form
seiner unloslichen Oxide MnO, und Mn3;0, [11]. Hohe
Mn-Gehalte finden sich daher in Boden, die durch Erosion
von Erdkrustengestein entstanden sind, was in der Folge
zur Mn-Deposition in Pflanzen fihrt.

Die durchschnittliche tagliche Aufnahme von Mn betragt
in den USA, England und den Niederlanden bei Standarder-
nahrung zwischen 2,3 und 8,8 mg pro Tag, wobei 2-3mg
Mn pro Tag fiir Erwachsene als ausreichend, 8-9 mg Mn pro
Tag als vollkommen sicher gelten [12]. Der WHO zufolge
wurden die hochsten Mn-Konzentrationen in bestimmten
Nahrungsmitteln pflanzlicher Herkunft gefunden, wie z. B.
Weizen und Reis (zwischen 10 mg/kg und 100 mg/kg) sowie
in Teeblattern [13]. Eine in Kanada durchgefiihrte Studie
zeigte, dass etwa 54% des lber die Nahrung aufgenom-
menen Mn aus Getreide stammte [14]. In der allgemeinen
Bevolkerung kam es zur Exposition gegeniiber Mn durch
den Verzehr kontaminierter Nahrungsmittel oder durch kon-
taminiertes Trinkwasser [15—17]. Die Mn-Konzentration in
Nahrungsmitteln variiert jedoch von Land zu Land und von
Region zu Region. Eine Studie in Westbengalen, Indien, ergab
wesentlich hohere mittlere Mn-Gehalte in Gewirzen als in
Getreide, Backwaren oder Gemiise (Werte: Gemiise 3,29 und

4,19mg/kg, Getreide und Backwaren 9,9 und 12,7 mg/kg
und Gewilirze 42,4 und 54,2 mg/kg) [18].

Auch Trinkwasser kommt als Quelle fiir eine Mn-
Uberexposition in Frage, wie dies in manchen Regionen
Bangladeshs der Fall ist. Dort betrug die Hochstkonzentra-
tion an Mn 2,0mg/l und lag somit viermal hoher als der
risikobasierte Trinkwasserwert der WHO [19]. Generell ent-
halt Trinkwasser jedoch weniger als 100 ng Mn/l [20]. Da die
Aufnahme und Ausscheidung von Mn normalerweise genau
reguliert werden, kommt eine Intoxikation mit Mn durch
orale Aufnahme selten vor [21,22], wobei aber nicht ver-
gessen werden sollte, dass die neurologischen Effekte einer
chronischen Aufnahme von niedrig konzentriertem Mn mit
der Nahrung oder dem Trinkwasser liber einen langeren Zeit-
raum noch nicht vollstandig aufgeklart sind.

Dagegen ist bekannt, dass die Inhalation groBerer
Mn-Mengen zur Deposition von Mn im Striatum und im Cere-
bellum fihrt, da es aktiv durch den olfaktorischen Trakt
transportiert wird [23]. Es besteht daher insbesondere bei
Personen, die von Berufswegen Mn-Staub ausgesetzt sind,
die Gefahr einer Intoxikation. Dazu zahlen u. a. Beschaf-
tigte von Betrieben, die Legierungen herstellen, wie z.B.
SchweiBer und Schmelzer oder Mitarbeiter in Fabriken, die
Trockenbatterien fertigen [24,25], fur die aktuell ein von
der American Conference on Governmental Industrial Hygie-
nists festgelegter Grenzwert (Threshold Limit Value, TLV)
von 0,02 mg/m?3 hinsichtlich des respiratorischen Anteils der
Exposition gilt [26]. Nong et al. nutzten in einer Studie
ein physiologie-basiertes pharmakokinetisches Modell Mn-
exponierter (Uber Inhalation und Futter) Ratten und konnten
zeigen, dass es bei einer Exposition gegeniiber >0,2 mg/m?3
in manchen Hirnregionen zu einem praferentiellen Anstieg
und einer raschen Riickkehr (innerhalb von 1 oder 2 Wochen)
zum Steady-State-Wert kam [27]. Es muss erwahnt wer-
den, dass einerseits die Konzentration und andererseits die
Dauer der Exposition gegenuber Mn, die zum Auslosen eines
ersten neurotoxischen Effekts erforderlich sind, immer noch
Gegenstand der Debatte sind, da sie von einer Reihe indivi-
dueller Faktoren abhangig sind (Alter, Geschlecht, Wohnort,
Genetik, Ernahrung usw.).

Interessanterweise andern sich die Szenarien der Mn-
Exposition von einer relativ hochgradigen berufsbedingten
Exposition von Erwachsenen wahrend ihres Arbeitslebens hin
zu einem erhohten Risiko flir eine niedriggradige, chroni-
sche, umweltbedingte Exposition, von der Personen jeden
Alters betroffen sind. Der Grund dafiir ist die erhohte
Belastung der Umwelt durch Mn, die auf den Einsatz von
Methylcyclopentadienyl-Mangan-Tricarbonyl (MMT) als Anti-
klopfmittel in Treibstoff zuriickgeht [28—31]. Es wurde
auch Uber Falle einer versehentlichen Exposition gegen-
uber Mn berichtet, die bei der Herstellung illegaler Drogen
im Heimlabor auftraten, sowie iiber die Kontamination von
Friichten und Gemiise durch das Mn-haltige Fungizid Maneb
[32—34]. Es gelangen also standig neue Substanzen in die
gesamte Umwelt, und die Kontamination von Boden und
Gewassern durch industrielle Emissionen kann Ulber eine
kombinierte Exposition zu kumulativer Neurotoxizitat fih-
ren [34]. Dazu kann es bereits im Sauglingsalter kommen,
da Sauglingsnahrung deutlich groBere Mengen an Mn ent-
halt (70,0-1289,0 ng/l) als Muttermilch (durchschnittlich
4,9 pg/l) oder Kuhmilch (durchschnittlich 25,2 ng/l) [5,35].
Die Auswirkungen der umweltbedingten Mn-Exposition sind
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daher ein neu aufkommendes Forschungsthema, das insbe-
sondere fur die Epidemiologie von Interesse ist, die eine
Vielzahl unterschiedlicher Bevolkerungsgruppen liber einen
langeren Zeitraum beobachtet.

Epidemiologische Studien: die Auswirkungen
von Mangan auf die Bevdlkerung

Historisch gesehen wurde Manganismus stets mit der Mn-
Intoxikation von Minenarbeitern, Industriearbeitern oder
SchweiBern in Verbindung gebracht, die wahrend ihres
Arbeitslebens berufsbedingt hohen Konzentrationen von Mn-
Staub ausgesetzt waren. In der jetzigen Situation jedoch, die
durch weltweit steigende Emissionen seitens der Industrie
sowie den Einsatz von Mn in Fungiziden (Maneb, Manco-
zeb) oder als Treibstoffzusatz (MMT) in einigen Landern
gekennzeichnet ist, nehmen die Quellen fir eine umwelt-
bedingte Exposition gegeniiber Mn zu. Infolgedessen wird
das Problem der Neurotoxizitat von Mn aufgrund einer
Reihe unterschiedlicher Faktoren fur verschiedene Bevol-
kerungsgruppen zunehmend ein Problem der offentlichen
Gesundheit [36].

Situation bei Erwachsenen

Die Gruppe um Lucchini hat wahrend der letzten Jahre in
der Provinz Brescia in Italien eine breit angelegte Studie
zu den Effekten einer umweltbedingten Mn-Exposition auf
die Bevolkerung durchgefiihrt. Die Gruppe begann damit,
die Pravalenz Parkinson-ahnlicher Storungen in Abhangig-
keit von der umweltbedingten Exposition gegeniiber Mn
durch vier verschiedene - Eisenlegierungen erzeugende -
Fabriken in dieser Provinz zu untersuchen, die bis 2001
in Betrieb waren [37]. Daher wurde in allen Gemeinden
die Mn-Konzentration in den Staubablagerungen gemessen.
Es stellte sich heraus, dass die Mn-Konzentration in der
Umgebung der Industriebetriebe und windabwarts davon
signifikant erhoht war. Dariber hinaus zeigten die Ergeb-
nisse, dass eine umweltbedingte Exposition gegeniiber Mn
mit einer erhohten Pravalenz Parkinson-ahnlicher Storun-
gen verbunden ist. Dieses Auftreten von Parkinson-ahnlichen
Storungen kann auch mit genetischen Faktoren in Zusam-
menhang stehen. Daher entwickelten Lucchini et al. ein
Konzept der Suszeptibilitat, anhand dessen sich Personen als
fur PK anfallig klassifizieren lassen [4]. So wurden Mutatio-
nen von Genen diskutiert, die sowohl bei der Pathogenese
des Parkinsonismus als auch bei der Regulation des Mn-
Transports und -Metabolismus eine wichtige Rolle spielen.
Obwohl beim Menschen homoostatische Mechanismen dafiir
sorgen, dass die Absorptions- und die Exkretionsrate standig
aneinander angepasst werden, um den Mn-Spiegel im phy-
siologischen Bereich zu halten und einen Mangel oder eine
Intoxikation zu vermeiden, wies Lucchinis Gruppe eine sub-
klinische und subfunktionelle Verschlechterung der Leistung
bei neuropsychologischen Tests nach. Diese betraf haupt-
sachlich die motorische Koordination feiner Bewegungen im
Zusammenhang mit einer niedriggradigen Exposition. Daher
wurde die Hypothese aufgestellt, dass eine chronische,
lebenslange Exposition gegeniiber sehr geringen Mn-Mengen
ein Risikofaktor fur das Auftreten der PK sein konnte.

Auf die Moglichkeit zusatzlicher Manifestationen der Mn-
Neurotoxizitat Uber den Manganismus hinaus wurde zum
ersten Mal in einer Studie an 953 neu diagnostizierten Fallen
von PK hingewiesen, unter denen sich 15 Personen befanden,
die von Beruf SchweiBer waren. Diese Untergruppe war zum
Zeitpunkt der Diagnose 17 Jahre junger als die Gruppe der
Nicht-SchweiBer [38]. Diese,,untypische’* Mn-bedingte Neu-
rotoxizitat konnte durch den Befund erklart werden, dass
ein Carrier-vermittelter Influx ins Gehirn und ein diffusi-
onsvermittelter Efflux eine Mn-Uberladung im Gehirn mit
verlangerter ubermaliger Exposition und verlangerter, sehr
niedriggradiger Exposition verursachen [4].

Auf der Grundlage dieser kiirzlich durchgefiihrten epide-
miologischen Untersuchungen entwickelten Lucchini et al.
das Konzept der lebenslangen Mn-Exposition zusammen mit
der Hypothese eines erhohten Risikos fiir Parkinson-ahnliche
Storungen, die besagt, dass eine lebenslange Exposition
gegeniiber geringen Mengen an Mn, die bereits vor der
Geburt beginnt und bis ins Alter andauert, ein Risikofaktor
fur Parkinsonismus sein konnte. Der Mechanismus der Mn-
Neurotoxizitat bei chronischer niedriggradiger Exposition ist
bisher jedoch noch nicht ausreichend bekannt. Daher weisen
die Autoren auch darauf hin, dass Leberfunktionsstorungen
fur die Mn-bedingte Neurotoxizitat als wichtiger Faktor in
Betracht gezogen werden missen. AuBerdem lenkten Sie
die Aufmerksamkeit auf die Notwendigkeit, zu untersuchen,
ob GABAerge (GABA = Gamma-Aminobuttersaure) Neuronen
oder der Glutamattransport durch bestimmte Mn-Spezies
beeinflusst werden [4].

In einer Folgestudie setzten Zacco et al. die Methode
der Rontgenfluoreszenz ein, um in Proben von abgelager-
tem Staub, die in der gesamten Provinz gesammelt worden
waren, Schwermetalle zu identifizieren und eine systemati-
sche Kartierung durchzufiihren [39]. Die Kartierung ergab,
dass Mn und andere Metalle in den Gemeinden, in denen
die vier eisenverarbeitenden Fabriken standen, haufiger im
Staub vorkamen. Besonders hohe Konzentrationen wurden
im nordlichen Teil der Provinz gefunden, der Valcamonica
genannt wird und in dem drei der vier Fabriken betrieben
worden waren. Die Autoren argumentierten, dass Lufte-
missionen und Abwasser dieser Betriebe deren Umgebung
verschmutzten. In einer weiteren Studie verglichen Squitti
et al. Parkinson-Patienten mit Nicht-Parkinson-Patienten
(Kontrollen), jeweils zwei Gruppen mit Einwohnern der
Region Valcamonica und des ubrigen Teils von Brescia [40].
Patienten, die in Valcamonica lebten, wiesen im Vergleich
zu den Kontrollpersonen aus Valcamonica und den Patienten
und Kontrollpersonen aus der ubrigen Provinz eine hohere
Cu-Konzentration sowie niedrigere Zn- und Fe-Spiegel im
Serum auf. Interessanterweise waren bei den Patienten und
Kontrollpersonen aus Valcamonica auch die Mn-Spiegel im
Blut und Urin hoher als bei den Patienten und Kontroll-
personen aus der Ubrigen Provinz. Die Autoren zogen den
Schluss, dass in dieser Region die lebenslange Exposition
gegeniiber Mn das Risiko fiir neurodegenerative Storungen
aufgrund von Ungleichgewichten bei Metallkonzentrationen
(Cu, Fe, Zn) erhohen kann, insbesondere bei gleichzeitigem
Vorliegen einer subklinischen Leberfunktionsstorung. Es ist
jedoch noch nicht endgiiltig geklart, ob die Anderung des
Cu-, Fe- und Zn-Spiegels die Ursache fir das erhohte Risiko
oder ob diese Ungleichgewichte die Folge des pathologi-
schen Prozesses ist. Eine weitere epidemiologische Studie
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wurde in Toronto und Hamilton in Kanada durchgefiihrt.
Die Untersuchungen befassten sich mit dem Zusammenhang
zwischen der PK und der Exposition gegeniber Mn aus indu-
striellen Emissionen sowie aus MMT in Fahrzeugabgasen, das
in Kanada seit 1976 Treibstoffen zugesetzt wird [41]. Den
Autoren zufolge betrug das Chancenverhaltnis (Odds Ratio)
fur die Diagnose einer PK durch einen Arzt 1,034 fir einen
Anstieg der gesamten Mn-Schwebeteilchen um 10ng/m?3.
Daher folgerten Finkelstein und Jerrett [41], dass die Exposi-
tion gegeniuiber Mn in der Umwelt das Alter bei der Diagnose
einer PK herabsetzt. Dies stiitzt die Hypothese, dass eine
Exposition gegeniiber Mn den naturlichen Verlust von Neu-
ronen im Verlauf des Alterungsprozesses vorantreiben kann.
Diese Befunde und Schlussfolgerungen von Finkelstein und
Jerrett [41] standen im Einklang mit der oben erwahn-
ten Hypothese eines erhohten Risikos fiir Parkinson-ahnliche
Storungen nach lebenslanger Mn-Exposition, wie sie von Luc-
chini et al. [4] formuliert worden war.

Situation bei Kindern

In einer neueren Studie zeigten Zoni et al., ebenfalls
in der Region Valcamonica, dass Mn bei verschiedenen
Altersgruppen, z.B. Kindern und alteren Menschen, eine
Storung der olfaktorischen Funktion und der motorischen
Koordination verursachen kann, da Mn durch den olfak-
torischen Trakt transportiert wird und zu dopaminerger
Dysregulation fiihrt [23]. Der Effekt der hohen Umweltkon-
zentration von Mn in Valcamonica war auch im Hinblick
auf die jlingere Bevolkerung von Interesse. Daher fiihrten
Lucchini et al. verhaltensneurologische Tests bei Heran-
wachsenden (Alter 11-14 Jahre) aus der Region Valcamonica
durch. Den Autoren zufolge war bei diesen Schiilern eine
deutliche Beeintrachtigung der motorischen Koordination,
der Handgeschicklichkeit und der Geruchswahrnehmung zu
beobachten, die mit dem Mn-Gehalt im Boden in Zusam-
menhang stand. Daruber hinaus war die Tremor-Intensitat
positiv mit dem Mn-Gehalt in Blut und Haaren korreliert
[42]. Diese Daten unterstreichen, dass auch eine historische
Mn-Belastung der Umwelt durch Eisenlegierungen herstel-
lenden Betrieben bei Heranwachsenden zu olfaktorischer
und motorischer Dysfunktion fiihren kann. Lucchini et al.
nahmen jedoch an, dass eine derart niedriggradige Mn-
Exposition keine kognitiven Effekte bei Heranwachsenden
haben diirfte [43]. Die Auswirkungen von Mn im Trinkwasser
bei Kindern wurden auch in einer in Quebec, Kanada, durch-
gefiihrten Studie untersucht. In dieser Studie von Bouchard
et al. zeigte sich bei Schiilern, die zu Hause Wasser mit einer
hoheren Mn-Konzentration erhielten (610 g/l vs. 160 pg/l
bei einer zweiten Gruppe), eine hohere Pravalenz von oppo-
sitionellem und hyperaktivem Verhalten [17]. Die Autoren
wiesen daher auf die Notwendigkeit weiterer Untersuchun-
gen zu den Risiken einer Mn-Exposition uiber das Trinkwasser
hin. In einer zweiten Studie fanden dieselben Autoren, dass
die Mn-Aufnahme Uber das Leitungswasser positiv mit Beein-
trachtigungen bei Schulkindern im Alter von 6-13 Jahren
korrelierte. So war beispielsweise ein 10-facher Anstieg
des Mn-Gehalts im Wasser mit einer Abnahme des IQ um
2,4Punkte verbunden (p<0,01), wobei die mediane Mn-
Konzentration im Trinkwasser 34 g/l (Bereich: 1-2700 png/1)
betrug [44].

Situation bei Sauglingen

Bei Neugeborenen besteht aufgrund einer hoheren Per-
meabilitat der Blut-Hirn-Schranke und einer geringeren
Gallenexkretion ein sogar noch hoheres Risiko. Daher sind
Untersuchungen zur Mn-Exposition von Sauglingen unbedingt
erforderlich. Eine der wenigen Studien zur Mn-Exposition an
Sauglingen wurde von Zota et al. im County Ottawa in Okla-
homa, USA, durchgefiihrt. Hierbei wurde an einer Kohorte
von 470Mutter-Kind-Paaren der Zusammenhang zwischen
dem Mn-Spiegel im mutterlichen und Nabelschnurblut einer-
seits und dem Geburtsgewicht andererseits untersucht
[45]. Bei dieser Studie wurde ein nicht-linearer Zusam-
menhang zwischen dem Mn-Spiegel im miutterlichen Blut
und dem Geburtsgewicht reifer Sauglinge beobachtet. Das
Geburtsgewicht stieg bei Mn-Spiegeln von bis zu 3,1 ug/l
an, bei hoheren Spiegeln war dagegen ein leicht redu-
ziertes Geburtsgewicht zu beobachten. Daher wurde die
Durchfiihrung einer solchen Studie bei starker exponierten
Populationen empfohlen, um ein klareres Korrelationsmu-
ster herausarbeiten zu konnen. In diesem Zusammenhang
ist es interessant, dass der Mn-Spiegel im Blut schwan-
gerer Frauen aus physiologischen Griinden erhoht zu sein
scheint [46]. Vor diesem Hintergrund versuchten Ljung et al.
den mitterlichen Mn-Spiegel mit dem Expositionsgrad ihrer
gestillten Babys zu korrelieren. Die Studie wurde in einer
Region Bangladeshs durchgefiihrt, in der der Mn-Gehalt im
Wasser den Richtwert der WHO um etwa 40 % Ubersteigt. Die
Mn-Konzentration im Urin der Miitter korrelierte mit der im
Wasser, jedoch nicht mit der im Blut oder der Muttermilch.
Interessanterweise fiihrte eine erhohte Mn-Exposition der
Mutter nicht notwendigerweise zu einer iibermaBigen Expo-
sition der gestillten Kinder [47]. Daher betonten die Autoren
die Bedeutung des Stillens auch in stark Mn-belasteten
Regionen. Es muss im Auge behalten werden, dass die Auf-
nahme von Mn mit der Nahrung oder dem Trinkwasser und
seine Verteilung im Korper individuell stark unterschied-
lich reguliert werden, ebenso wie das AusmaB, in dem Mn
von Mittern an ihre Kinder weitergegeben wird. Man weiB,
dass das Gehirn wahrend der frithen Entwicklungsphasen Mn
als Bestandteil wichtiger Metalloenzyme bendtigt, darun-
ter die Arginase, Glutaminsynthetase, Pyruvatcarboxylase
und Superoxiddismutase. Trotzdem kann eine pranatale oder
postnatale Mn-Uberexposition des Fetus oder des Neuge-
borenen schwerwiegende Folgen fiir das sich entwickelnde
Kind haben und moglicherweise auch den Fetus schadigen
[45]. Experimente an Tiermodellen haben bereits Hinweise
darauf ergeben, dass Neurotoxizitat wahrend der prana-
talen und frithen postnatalen Phase entweder direkt eine
Reduktion der Anzahl dopaminerger Neuronen oder aber
eine erhohte Suszeptibilitat dieser Neuronen fiir eine Dege-
neration nach spateren negativen Umwelteinfliissen (wie im
Fall der Valcamonica-Region) oder infolge des Alterungspro-
zesses allein verursachen kann [34,48]. Der Einfluss einer
Exposition gegeniiber mehreren Chemikalien bereits in der
frihen Kindheit stand im Mittelpunkt einer Arbeit von Henn
et al. [49]. Bei einer Langsschnittstudie in Mexiko City wur-
den 455 Kinder bei der Geburt aufgenommen und bis zum
Alter von 36 Monaten beobachtet, wobei ihnen Blutproben
zur Bestimmung von Pb und Mn abgenommen wurden. Es
ergaben sich Belege fiir einen Synergismus zwischen Pb und
Mn, wobei die Toxizitat von Pb bei Kindern unter hoher
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Mn-Koexposition erhoht war. Henn et al. schlugen vor, dass
die gleichzeitige Exposition gegeniiber beiden Metallen mit
starkeren Defiziten sowohl bei der mentalen als auch bei
der psychomotorischen Entwicklung verbunden ist als die
Exposition gegeniiber einem der Metalle allein. Diesen Auto-
ren zufolge stellt das Alter von 12 Monaten ein sensitives
Entwicklungsfenster speziell im Hinblick auf diesen Pb-Mn-
Synergismus dar, da er nur in diesem Alter, nicht aber in
einem Alter von 24 Monaten beobachtet wurde. Die Auto-
ren betonten die Bedeutung der Einbeziehung kombinierter
Effekte von Chemikalien in die Risikobewertung und offent-
liche Gesundheitsinterventionen, insbesondere in Regionen,
wo die Umwelt durch Mn und Pb gleichzeitig belastet ist.
Diese Studie wurde teilweise bei einem Symposium vorge-
stellt, das sich mit Mn-bedingten kognitiven und motorischen
Veranderungen befasste und im Artikel von Roels et al. [46]
zusammengefasst ist.

Situation im Rentenalter

Uber Effekte einer berufsbedingten Mn-Exposition lange
nach einer dauerhaften Berufstatigkeit, die mit respirato-
rischer Exposition gegeniiber einer bestimmten Mn-Menge
verbunden war, wird nur selten berichtet. Erwahnenswert
ist die Arbeit von Bourchard et al., die im Jahr 2004 in
Quebec, Kanada, an Arbeitern, die wahrend ihres frilheren
Arbeitslebens gegeniiber Mn exponiert gewesen waren, eine
Folgestudie zu einer Studie aus dem Jahr 1990 durchfihr-
ten. Die Ergebnisse deuteten darauf hin, dass eine friihere
Exposition gegeniiber Mn dauerhafte Folgen in Form von
neuropsychiatrischen Symptomen auslosen kann, da diese
Arbeiter auf Bewertungsskalen fir Angst, Feinseligkeit und
Depression hohere Werte aufwiesen als die Kontrollpersonen
[50]. Diese Befunde riicken andere neurologische Auswirkun-
gen der Mn-Intoxikation als die Schadigung von Neuronen, in
den Brennpunkt, namlich psychologische Effekte, und beto-
nen die Gefahren von Mn auch noch lange Zeit nach einer
akuten Exposition. So ist heute bekannt, dass Neurotoxizi-
tat in zweierlei Hinsicht zeitabhangig ist: einerseits von der
Dauer der Exposition, andererseits von der Lebensphase, zu
der sie stattfindet [34].

Aufgrund der sich andernden Umstande der Exposition
gegeniber Mn - von der berufsbedingten hin zur umweltbe-
dingten Exposition - steigt der Bedarf an epidemiologischen
Studien, die eine geeignete Risikobewertung liefern und in
denen Tests von der berufstatigen Bevolkerung auf andere
vulnerable Bevolkerungsgruppen wie altere Menschen und
Kinder ausdehnt werden [51].

Toxikologische Untersuchungen zu Mangan auf
molekularer und zellularer Ebene

Mangan ist seit mittlerweile 175 Jahren als neurotoxische
Substanz bekannt. Die auf eine Mn-Intoxikation folgende
Erkrankung namens Manganismus wurde zum ersten Mal
1837 von James Couper beschrieben, der bei fiinf schot-
tischen Arbeitern, die MnO,-Erz zerkleinerten, Paraplegie
V. a. in den unteren Extremitaten beobachtete [52]. Seit-
her wurde eine Vielzahl von Studien durchgefiihrt, in
denen die Symptome einer Mn-Intoxikation beim Menschen
beschrieben wurden sowie die Effekte bei Nagern und in

Zellkulturmodellen. Eine sehr gute Zusammenfassung dieser
Arbeiten zu den neuropathologischen Effekten der Mn-
Exposition wurde von Ashner et al. [6] publiziert. Sie befasst
sich schwerpunktmaBig mit Mechanismen des Mn-Transports,
Effekten von Mn auf Neurotransmittersysteme sowie mit sei-
nen negativen Auswirkungen auf die Mitochondrienfunktion
und den zelluldren Energiestoffwechsel.

Barrieren und Transporter

Dem aktuellen Kenntnisstand entsprechend handelt es sich
bei den Regionen im Gehirn, die von der Mn-Akkumulation
bei Manganismus hauptsachlich betroffen sind, um den
Globus pallidus und die Substantia nigra, wobei letztere
bekanntermaBen auch bei Parkinsonismus eine Rolle spielt.
Diese Regionen, so wird angenommen, sind vernetzt mit
anderen Basalganglien, d.h. dem Nucleus caudatus, dem
Putamen, dem Nucleus accumbens und dem Nucleus subt-
halamicus [53]. Zwischen diesen Regionen wirkt sich Mn
im Wesentlichen auf dopaminerge und GABAerge Signal-
wege aus und fuhrt daher zu Defiziten bei kognitiven
Funktionen sowie zu motorischen Stérungen wie Bradykine-
sie, Rigor, Tremor, Gangstorungen, Gleichgewichtsstorungen
und Dystonie und/oder Ataxie [54]. Trotzdem ist der
genaue Mechanismus der Mn-Aufnahme ins Gehirn noch nicht
bekannt. In einer aktuellen Studie von Bornhorst et al. an
porcinen In-vitro-Modellen wurde der Effekt von MnCl, auf
die Blut-Liquor-Schranke (blood-cerebrospinal fluid barrier,
BCB) und die Blut-Hirn-Schranke (blood-brain barrier, BBB)
untersucht. Es zeigte sich, dass Mn die BCB starker beein-
flusst als die BBB, weshalb angenommen wurde, dass nach
oraler Aufnahme die Passage durch die BCB die bevorzugte
Route fur den Transport von Mn ins Gehirn ist. Es muss jedoch
noch genauer geklart werden, ob die mithilfe dieses Zell-
modells erhaltenen Ergebnisse einfach auf die orale Auf-
nahme von Mn und dariber hinaus auch auf Mechanismen
der Mn-Aufnahme in vivo, z.B. durch Inhalation, Uber-
tragen werden konnen. Durch eine Nachinkubation der
BCB mit Ca konnte der negative Effekt von Mn auf diese
Barriere teilweise riickgangig gemacht werden [55]. Dies
eroffnet (erneut) ein weiteres interessantes Forschungsfeld,
das der mechanistischen Interaktionen von Mn mit anderen
lonen/Elementen in der geschadigten Region.

Derzeit herrscht Konsensus dartiber, dass die Resorption,
der Transport und die Gewebespiegel von Mn strikt reguliert
werden und Mn die neuronalen Barrieren uber verschiedene
Carrier und in unterschiedlichen Oxidationsstufen passie-
ren kann [56]. Obwohl der Mn-Transport lber die BBB im
Hinblick auf die primar aktiven Transportersysteme intensiv
untersucht wurde, gibt es dazu derzeit noch kein schlissi-
ges Ergebnis [56,57], da sich die Daten in den Publikationen
der verschiedenen Forschergruppen immer noch widerspre-
chen. Aschner et al. [7] stellen fest:,Derzeit legen die
Uberzeugendsten evidenzbasierten Studien Uber Mn eine
physiologische Rolle fur den Transport von Mn sowohl durch
den Transferrinrezeptor (TfR) als auch durch DMT-1 nahe*’,
was im Einklang steht mit verschiedenen an Ratten durch-
gefiihrten Studien von Au et al. [58] und Wang et al. [59]. Im
Gegensatz dazu bemerkt Yokel [3], dass,,die Rolle von DMT-1
weiterhin umstritten ist. Es gibt Belege gegen, jedoch keine
direkten Belege fiir seine Beteiligung. ‘* Diese Feststellungen
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stimmen eher mit denen von Crossgrove und Zheng [10]
und denen von Crossgrove und Yokel [60] liberein sowie mit
den Resultaten von Bornhorst et al. [55], die befanden,
dass,,DMT-1 bei der Aufnahme von Mn ins Gehirn uber die
Blut-Liquor-Schranke nicht der wichtigste Transporter ist. "

Abgesehen vom kontrovers diskutierten DMT-1, beob-
achteten Wang et al. eine Hochregulation von MTP1
(Metalltransportprotein 1) und des Transports mittels TfR im
isolierten Plexus chorioideus der Ratte (der die Blut-Liquor-
Schranke umfasst) als eine frilhe Gewebeantwort auf eine
Exposition gegeniiber Mn oder Fe [61]. Des Weiteren kann
Mn von den divalenten Metall-Bicarbonationen-Symportern
ZIP8 und ZIP14, von verschiedenen Calciumkanalen, von
der Familie SLC39 (Solute Carrier 39) von Zinktransportern,
von park9/ATP13A2, vom Magnesiumtransporter hip14 und
von den TRPM7-Kandlen/-Transportern (Transient Receptor
Potential Melastatin 7) transportiert werden [56].

Gitler et al. [62] haben vor kurzem berichtet, dass
das PARK9-Gen, das flir das frilhe Ausbrechen des Par-
kinsonismus verantwortlich ist, ebenfalls Mn transportiert.
Es codiert fir ein mutmaBliches Transmembran-ATPase-
Protein vom P-Typ. Dariiber hinaus haben die Mitglieder
der SLC39-Familie von Metallionentransportern eine hohe
Affinitat fir Mn. Ihr K, von 2,2 uM fiir Mn?* lag nahe bei
der physiologischen Konzentration [7]. SchlieBlich scheint
auch der Citrat-Transporter am Mn-Transport Uber die
BBB beteiligt zu sein [56]. Es ist vorgeschlagen wor-
den, dass ein dreizahniger Mn-Citrat-Komplex mit einer
nicht-koordinierten zentralen Carboxylat-Erkennungsstelle
ein Substrat des Transporters fiir organische Anionen oder
eines Monocarboxylat-Transporters (MCT) sein konnte. Da
die Aufnahme von Mn-Citrat aus einem Medium mit pH-
Wert 6,9 effektiver war als aus einem Medium mit pH-Wert
7,4, wurde ein H*-abhangiger Mechanismus angenommen
[3], der damit vereinbar ware, dass MCT-1 die Aufnahme
von Mn-Citrat vermittelt. Daruber hinaus konnten u. U. noch
weitere zellulare Prozesse an der Regulation der Aktivitat
obenerwahnter Transporter in Antwort auf Mn-Mangel oder -
Uberladung beteiligt sein. SchlieBlich spekulierten Jursa und
Smith [63], dass Ceruloplasmin im Gehirn eine Rolle beim
Efflux von Mn spielen konnte.

Enzyme und ROS

Es wird angenommen, dass neben der Akkumulation von Mn
im Gehirn auch die Induktion von oxidativem Stress in den
betroffenen Gehirnregionen eine Rolle bei der Neurotoxi-
zitat von Mn spielt. Mn ist ein Kofaktor einiger wichtiger
Enzyme, die an der Erhaltung des oxidativen Gleichgewichts
beteiligt sind, wie z. B. der Superoxiddismutase (SOD) [64]
oder der Acetylcholinesterase (AchE). Bei einer Studie an
Neuroblastomzellen, die mit MnCl, behandelt wurden (200
und 800 uM), zeigte sich eine signifikante Abnahme der spe-
zifischen Aktivitat der Mn-SOD, Cu/Zn-SOD, der Katalase
(CAT) und der Glutathionperoxidase (GPx). Interessanter-
weise erhohte die Kultivierung dieser Zellen in Anwesenheit
von Silymarin die Aktivitat signifikant, was nahe legt, dass
Silymarin Schutz gegen Mn-Toxizitat bieten konnte [65]. Dies
eroffnet ein mogliches neues Anwendungsfeld fiir Silymarin
bei der Pravention des Manganismus und sollte daher weiter
untersucht werden.

Bei einer neueren Studie von Santos et al. erhielten
Ratten 4 bzw. 8 i.p. Injektionen von MnCl, (25mg/kg pro
Tag). In beiden Gruppen nahm die AchE-Aktivitat signifikant
ab. Die Konzentration an Mn-SOD-Protein dagegen nahm
infolge der Produktion reaktiver Sauerstoffverbindungen
(ROS) signifikant zu, was auch fir die F2-Isoprostan-(F2-
IsoP-) und Prostaglandin-2-(PGE2-)Spiegel im Gehirn galt,
bei denen es sich um Entziindungsmediatoren handelt. Die
F2-IsoP-Spiegel waren auch bei der Studie von Milatovic
et al. in vitro und in vivo erhoht [67]. Hierbei wurden pri-
mare kortikale Neuronen von Ratten fir 2h mit 500 uM
Mn behandelt, was auch zu einer ATP-Depletion flihrte.
Vorbehandlung mit dem Vitamin-E-Analog Trolox oder mit
Indomethacin schiitzte die Neuronen vor den Mn-induzierten
oxidativen Effekten. Andererseits fiihrte eine 24-stiindige
Mn-Exposition bei Mausen zu einer progressiven Degenera-
tion der Wirbelsaule und einer Schadigung der Dendriten der
Medium-Spiny-Neuronen. Diese Effekte wurden durch Vorbe-
handlung der Mause mit Vitamin E oder Ibuprofen gemildert.
Daher schlugen die Autoren vor, eine Verringerung des oxida-
tiven Stresses und die Kontrolle oxidativer Biomarker konnte
eine therapeutische Strategie bei Mn-induzierter dopami-
nerger Schadigung sein.

Was die AchE-Expression bei Mn-substituierten Ratten
betrifft, ist der entscheidende Parameter die Dauer der
Behandlung. Bei einigen Studien zeigte sich nach Anwendung
hoher subakuter Dosen von Mn ein Anstieg der AchE-Aktivitat
[65,68,69], wahrend eine chronische Behandlung iiber einen
langeren Zeitraum zu einer Abnahme der AchE-Aktivitat
fuhrte [66,70,71]. Der Anstieg der AchE-Aktivitat konnte ein
Schutzmechanismus der Neuronen bei akuter Mn-Aufnahme
sein, der jedoch bei langerer Exposition gegeniiber diesem
neurotoxischen Metall versagt.

Neurotransmitter

Mn ist nicht nur ein Kofaktor fiir wichtige antioxidative
Enzyme, sondern auch fir Enzyme, die an der Synthese
(z. B. Glutaminsynthase) oder am Metabolismus von Neu-
rotransmittern beteiligt sind [7]. Der Einfluss von Mn auf
die Regulation von Glutamat und GABA ist in [72] zusam-
mengefasst. Wie diesem Ubersichtsartikel zu entnehmen
ist, gibt es widerspriichliche Daten dazu, ob die Akku-
mulation von Mn zur Erhohung oder zur Abnahme der
regionalen GABA-Spiegel fiihrt, jedoch steht es auBer Frage,
dass die GABAergen Systeme der Basalganglien betrof-
fen sind. Eine neuere Studie aus dem Jahr 2007 ergab
in der Tat, dass bei weiblichen und mannlichen Ratten
nach 6 Wochen Behandlung mit Mn die Aufnahme von Mn
ins Gehirn mit der Aufnahme von GABA in umgekehrter
Beziehung stand [73]. Anderson et al. zeigten ebenfalls an
einem Nager-Modell, dass eine Exposition gegeniiber Mn
infolge einer veranderten Expression von Transport- und
Rezeptorproteinen einen Anstieg der extrazellularen GABA-
Konzentration bewirkte [74]. Bei einer kiirzlich von Crooks
et al. durchgefiihrten Studie wurde ein Zellkulturmodell
GABAerger Neuronen der Ratte verwendet, bei dem eine
Behandlung mit Mn in geringer Konzentration fast keinen
Einfluss auf den intrazellularen GABA-Spiegel hatte [75].
Im Gegensatz dazu stieg der intrazellulare und extrazellu-
lare Glutamat-Spiegel wahrend der Mn-Behandlung auf 170 %
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bzw. 198% des jeweiligen Kontrollwerts, der extrazellulare
Glutamin-Spiegel dagegen sank auf 73% des Kontrollwerts.
Alles in allem liegt der Fall bei GABA ahnlich wie bei
der AchE-Aktivitat: Die Auswirkungen auf das GABAerge
System scheinen von der Dauer der Mn-Behandlung und
der Mn-Konzentration abhangig zu sein. Eine Mn-Exposition
andert offensichtlich Glutamat- und GABA-Spiegel, dar-
Uber hinaus aber auch Aminosaure-Spiegel [76]. Dies konnte
auf die komplexen Wechselwirkungen zwischen diesen
Neurotransmittern, einschlieBlich Dopamin, zuriickzufiihren
sein. Kirzlich wurden Studien mithilfe der Einzelphotonen-
Emissionscomputertomographie diskutiert, einer modernen
Methode, die verbesserte Informationen lber die Toxizitat
von Mn im Gehirn und die Implikationen fiir Transporter oder
Neurotransmitter liefern konnte. Auf der Grundlage von
Experimenten mit Radioliganden fiir Dopamintransporter
wurde vorgeschlagen, dass die Konzentration von Dopa-
mintransportern im Striatum von Parkinson-Patienten mit
Mn-Exposition in der Vorgeschichte geringer ist [63,64]. Die
Befunde fiihrten zu der Annahme, dass dopaminerge Endi-
gungen im Striatum nach Mn-Exposition degenerierten und
dass dariiber hinaus Dopamintransporter direkte Zielstruktu-
ren Mn-induzierter Effekte sind. Wie in der Arbeit von Chen
et al. [77] demonstriert, erhohte eine akute systemische
Behandlung mit Mn die Konzentration der Dopamintranspor-
ter. Andererseits hemmte bei der Studie von Guilarte et al.
[78] eine chronische Mn-Exposition den stimulatorischen
Effekt von Amphetaminen auf die Dopamin-Freisetzung.
Es wurde vermutet, dass dies durch eine Mn-induzierte
Inhibition von Dopamintransportern verursacht wurde. Sol-
che Studien weisen darauf hin, dass die molekulare
Bildgebung mittels Positronen-Emissionstomographie oder
Einzelphotonen-Emissionscomputertomographie eine wich-
tige Rolle bei der Erforschung der komplexen neurotoxischen
Effekte von Mn am lebenden Gehirn spielen konnte [7].

Molekulare Wechselwirkungen und Genetik

Trotz der ambivalenten Beobachtungen auf Ebene der Neu-
rotransmitter oder der Pathophysiologie wurden in den
letzten Jahren auf molekularer Ebene aufschlussreiche
Ergebnisse zur Neurotoxizitat von Mn erhalten, da bisher nur
wenig Uiber die zellularen Reaktionen auf Mn bekannt ist.
So wurde z. B. der Einfluss von Mn auf die Aktivierung der
Mikroglia in Ratten untersucht, die intrastriatal injiziertes
MnCl; erhalten hatten. Nach 7 Tagen waren Mikrogliazellen
deutlich aktiviert, die Zahl TH-immunreaktiver Neuronen
in der Substantia nigra dagegen stark reduziert. Dariiber
hinaus wurden als Anzeichen einer Antwort auf oxidati-
ven Stress in den dopaminergen Neuronen der Substantia
nigra die induzierbare Stickoxidsynthase, Tumornekrose-
faktor o und Interleukin-1B hochreguliert [79]. AuBerdem
konnte die Produktion der erwahnten Entziindungsmar-
ker durch Behandlung mit Minocyclin, einem Inhibitor der
Mikroglia-Aktivierung, verhindert werden. Neuere Arbei-
ten von Bornhorst et al. trugen zur weiteren Klarung
des molekularen Mechanismus der Mn-induzierten Neuro-
toxizitat bei. In ersten Experimenten zeigten sie, dass
die Behandlung menschlicher Zellen (HeLa S3) mit 10 uM
MnCl; keine Strangbriiche induzierte, ab einer Konzentra-
tion von 1 pM inhibierte Mn jedoch stark die H,0,-stimulierte

Poly-ADP-Ribosylierung. Interessanterweise war in bestimm-
ten Fallen der Exposition diese Konzentration fiir den
Menschen nicht toxisch [80]. Dieselbe Gruppe behandelte
daraufhin in Experimenten mit demselben Design menschli-
che Astrozyten und erhielt ein ahnliches Ergebnis, also eine
effektive Storung der durch DNA-Schadigung induzierten
Poly-ADP-Ribosylierung. Die Studie wurde auf primare Endo-
thelzellen aus Hirnkapillaren des Schweins ausgeweitet,
wobei reaktive Sauerstoff- sowie Stickstoffspezies bei einer
Konzentration > 0,5 uM MnCl; als empfindlichste Endpunkte
bestimmt wurden [81]. Die in [80] beschriebenen Ergeb-
nisse stimmen in gewisser Weise mit einer Untersuchung
an kultivierten humanen Lymphozyten uberein, bei der die
Behandlung mit Mn Klastogenitat und DNA-Strangbriiche
induzierte, obwohl die getestete Konzentration hoher lag
(25 wM). Alle eingesetzten Konzentrationen (15, 20, 25 uM)
waren zytotoxisch und erniedrigten den mitotischen Index
bei Behandlung in der G1-, G1/S- und S-Phase (1 und 6h)
signifikant. Chromosomenaberrationen wurden ausschlieB-
lich bei Behandlung in der G2-Phase des Zellzyklus gefunden.
Die Autoren schlugen vor, dass Mn bei den getesteten
Konzentrationen die Bildung der mitotischen Spindel nicht
beeintrachtigt, da in der Mitose keine Polyploidie vorliegt
[82]. Diese Untersuchungen wurden in humanen Lympho-
zyten durchgefiihrt, sollten aber in weiteren menschlichen
Zellen wiederholt werden. Insbesondere sollten auch In-
vivo-Modelle eingesetzt werden, um diese Befunde zu
molekularen Effekten der Mn-Neurotoxizitat zu bestatigen.
Des Weiteren zeigten Bornhorst et al. an einer huma-
nen Lungenzelllinie nach Behandlung mit MnCl; (> 50 uM)
eine Abnahme der ATP-, NAD*- und NADH-Konzentration
sowie des NAD+/NADH-Verhaltnisses. Diese Nukleotide sind
am Energiestoffwechsel und an der Regulation des Redox-
status von Zellen beteiligt. Ein Ungleichgewicht fihrt
daher zu oxidativem Stress infolge einer Storung der Mit-
ochondrienfunktion, wie es auch bei den Mn-induzierten
Effekten der Fall ist. Erstaunlicherweise waren kultivierte
Astrozyten widerstandsfahiger gegen Mn [83]. Untersu-
chungen zur zellularen Neurotoxizitat von Mn wurden
auch von Hernandez et al. durchgefiihrt [84]. Dabei wur-
den die toxischen Effekte von im Labor hergestellten
und (durch Elektronenspinresonanz-Spektroskopie) besta-
tigten Mn-Spezies (MnCl,, Mn(ll)-Citrat, Mn(lll)-Citrat und
Mn(lll)-Pyrophosphat) in Primarkulturen von neokortikalen
(CTX-)Zellen und zerebellaren Kornerzellen (CGC) getestet.
Insgesamt waren CGC signifikant empfindlicher gegeniiber
Mn-induzierter Toxizitat als CTX-Zellen. Alle getesteten Mn-
Spezies storten die mitochondriale Homoostase, was die
Hypothese stiitzte, dass Mitochondrien fiir den Mechanismus
der Mn-indzierten Toxizitat eine wichtige Rolle spielen. Der
GSH-Spiegel wurde in keinem der beiden Zelltypen signi-
fikant beeinflusst, obwohl ein Trend zu einem erhohten
GSH-Spiegel bei niedrigen und zu einem erniedrigten GSH-
Spiegel bei hohen Mn-Konzentrationen zu beobachten war.
Die Autoren wiesen darauf hin, dass die Mn-induzierte Neu-
rotoxizitat vom betroffenen Typ von Hirnzellen sowie von
der angewendeten Mn-Spezies abhangt. Beim Versuch, die
Toxizitat von Mn auf molekularer Ebene zu untersuchen,
sollten die vielfaltigen Interaktionen verschiedener Fakto-
ren und die sich daraus ergebende Wirkungssteigerung im
Auge behalten werden. Es dirfte hilfreich sein, nicht nur
das interessierende Molekiil, sondern auch das umgebende
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Milieu zu betrachten und zu bedenken, welche Molekiile
an der Regulation des untersuchten Molekiils beteiligt sein
konnten. Folglich ist es keine Uberraschung, dass neben
der direkten Toxizitat von Mn in den Basalganglien auch
Genmutationen eine entscheidende Rolle spielen [85]. In
diesem Zusammenhang wird diskutiert, dass zwei Gene,
Parkin (eine Ubiquitin-E3-Ligase) und PARK9 (ein ortholo-
ges Gen des menschlichen Gens ATP13A2 aus Hefe), Zellen
moglicherweise vor der Toxizitat von Mn schiitzen konn-
ten [62,86]. Erst vor kurzem wurde gezeigt, dass zwei
getestete Polymorphismen von PARK9 bei alteren Menschen
die Beeintrachtigung der motorischen Koordination infolge
einer Mn-Exposition signifikant modifizierten, auch nach
Korrektur um Alter und Geschlecht [87]. Kirzlich wurde
uber einen weiteren Mechanismus der zellularen Antwort
auf Mn in GABAergen Neuronen berichtet, an dem das
Golgi-Phosphoprotein 4 beteiligt ist. Die Ergebnisse zeig-
ten des Weiteren, dass der Abbau von GPP130 im Gehirn
von Mn-exponierten Ratten eine frithe und empfindliche zel-
lulare Antwort auch auf sehr niedrige Mn-Konzentrationen
darstellt [88]. Eine fruhe Studie aus dem Jahr 1987 ist
erwahnenswert, da sie die genetischen Faktoren, die zu
erhohter Suszeptibilitat fur eine Mn-Intoxikation fuhren,
herausstellt. In der Publikation wird Uber eine Gemein-
schaft von Aborigines berichtet, die in einer Region lebte,
in der unmittelbar unter der Erdoberflache Mn-Erze vorkom-
men (Groote Eylandt, Nordaustralien). Die Aborigines sowie
Angehorige anderer Ethnien arbeiteten zum Teil in einer
ortlichen Manganmiihle [89]. Eine betrachtliche Zahl dieser
Aborigines wies eine erhohte Mn-Konzentration im Blut und
neurologische Anzeichen fiir zerebellare und okulomotori-
sche Symptome sowie Symptome des ersten Motoneurons
auf. Weitere Untersuchungen ergaben, dass Personen, die
generell anderen Ethnien angehorten, sowie diejenigen
Aborigines, die keine umweltbedingten Beeintrachtigungen
aufwiesen, einen signifikant niedrigeren Mn-Spiegel im Blut
und weniger Symptome aufwiesen. Die Autoren zogen daher
den Schluss, dass Aborigenes anfalliger fiir eine Akkumu-
lation von Mn sein konnten. Mit den heute verfugbaren
modernen Methoden ist es moglich und unerlasslich, gene-
tische und epigenetische Studien einzubeziehen, um die
individuellen Manifestationen des Manganismus besser zu
verstehen, die von den unterschiedlichen Bedingungen der
Mn-Exposition sowie von Geschlecht, Alter und Umwelt
abhangig sind.

Schwerpunkt Mn-Spezies

Eine Literaturiibersicht zur Mn-Speziation im Hinblick auf
Neurodegeneration und in Ubereinstimmung mit den I[UPAC-
Definitionen der Speziation, die von Templeton et al. [90]
publiziert wurden, ergab, dass die Mn-Speziation mit Blick
auf neurodegenerative Effekte ab dem Jahr 2004 [91] haupt-
sachlich von unserer Gruppe durchgefiihrt wurde, was zu
einer Reihe aufeinanderfolgender Publikationen fiihrte, von
denen die ersten im Jahr 2007 zusammengefasst wur-
den [9]. Das wichtigste Ergebnis dieser Arbeiten war,
dass in menschlichem Serum vor allem Mn-Verbindungen
mit hohem Molekulargewicht (HMM) vorkamen, die der
a-2-Makroglobulin- und der Transferrin-/Albumin-Fraktion
zuzurechnen sind, und nur wenige Mn-Spezies mit niedrigem

Molekulargewicht (LMM), wahrend im Liquor hauptsachlich
LMM gefunden wurden, wobei Mn-Citrat gegeniiber einigen
anderen Uberwog. Folglich wurde die Hypothese formu-
liert, dass Mn-Citrat nach einer Mn-Exposition eine auBerst
wichtige Mn-Spezies darstellen konnte, die die neurona-
len Barrieren ohne ausreichende Kontrolle passieren kann
[9,92].

Seit 2007 wurden in verschiedenen Folgestudien zur Mn-
Speziation die noch offenen Fragen im Zusammenhang mit
Mn-Spezies untersucht. Folgende Fragen wurden untersucht:

(a) Wie hoch sind die Konzentrationen von Mn-Spezies an
den neuronalen Barrieren, d. h. direkt davor (im Serum)
und dahinter (im Liquor)?

(b) Gibt es Parallelen oder Verbindungen zu anderen Metall-
spezies, z. B. von Fe?

(c) Da Untersuchungen zur Speziation an nicht expo-
nierten Personen durchgefiihrt worden waren: Welche
Mn-Verbindungen konnen nach einer Exposition nachge-
wiesen werden? Um diese Frage zu beantworten, wurde
bei Ratten, die einmalig einer geringen Mn-Dosis ausge-
setzt worden waren, eine Mn-Speziation durchgefiihrt,
um die Ergebnisse fir menschliche Korperfliissigkeiten
Zu bestatigen.

(d) Gibt es beim Menschen Wechselbeziehungen zwischen
Mn-Spezies im Serum und im Liquor?

(e) Sind diese Wechselbeziehungen abhangig von der Kon-
zentration?

(f) Konnen deutliche Korrelationen gezeigt und fir ein Mn-
Biomonitoring genutzt werden?

Nischwitz et al. [57] befassten sich mit den Fragen
(a) und (b): Diese Autoren untersuchten die Permeabili-
tat der Blut-Liquor-Schranke fir ausgewahlte Metalle (Mn,
Fe, Cu, Zn, Mg und Ca). Wahrend der Speziationsanalyse
war es ein Problem, die Stabilitat der Mn-Spezies aufrecht-
zuerhalten. Daher wurde durchgehend die Methode der
GroBenausschlusschromatographie in Kombination mit Mas-
senspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-MS)
verwendet. Peakfraktionen in Serum und Liquor wurden
quantifiziert, und die Liquor/Serum-Quotienten wurden
berechnet. Das wichtigste Ergebnis dieser Studie war, dass
hinsichtlich der molekularen GroBenverteilung der Spezies
der ausgewahlten Metalle signifikante Unterschiede zwi-
schen den Liquor- und den Serumproben auftraten. Es wurde
angenommen, dass dies auf die selektive Permeabilitat der
BCB fiir Metallspezies aus dem Serum in den Liquor zuriick-
zufiihren war. Was Mn betraf, so war der Gradient vom Serum
zum Liquor fiir alle Spezies negativ, auBer fir die Mn-Citrat-
Fraktion, die signifikant angereichert war. Im Serum waren
Fe, Cu und Zn hauptsachlich an HMM-Spezies gebunden,
Mg und Ca dagegen an LMM-Spezies. Die Ergebnisse wiesen
auf einen gut kontrollierten, Rezeptor-vermittelten Pfad fiir
HMM-Spezies an der neuronalen Barriere hin, jedoch auf eine
weniger selektive Kontrolle fur LMM-Spezies. Dies wurde fur
den Fall einer hohen Konzentration von LMM-Metallspezies
im Serum nach iibermaBiger Exposition gegeniiber Mn als
Risiko angesehen.

Die Ergebnisse von Nischwitz et al. [57] standen im Ein-
klang mit den Daten von Yokel [3], der gefunden hatte, dass
Mn-Citrat eine weitere im Plasma vorhandene Mn-Spezies
darstellt, die moglicherweise ins Gehirn aufgenommen wird.
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Daruber hinaus uberstieg der K;, von Mn-Citrat den fur
die Diffusion in sechs Gehirnregionen, einschlieBlich des
Nucleus caudatus, erwarteten Wert [93]. Der Nucleus cauda-
tus ist Teil der Basalganglien, die bei Manganismus betroffen
sind und in denen sich bei dieser Storung Mn ansam-
melt. Die Ergebnisse wiesen also auf eine zur Akkumulation
von Mn beitragende, Carrier-vermittelte Aufnahme von Mn-
Citrat hin. Mit einer so hohen Aufnahmerate ist der Influx
von Mn-Citrat ins Gehirn vergleichbar mit dem Influx des
Mn?*-lons, was nahelegt, dass Mn-Citrat eine der wich-
tigsten Spezies ist, die ins Gehirn gelangen [57]. Da die
Speziationsergebnisse von Nischwitz et al. [57] von Kor-
perflussigkeiten nicht exponierter menschlicher Probanden
stammten, untersuchten Diederich et al. [94] Mn-Spezies
in Serum- und Gehirnproben von Ratten nach einer genau
definierten Exposition. Sie befassten sich somit mit Frage
(c).

Diese Untersuchungen sollten das Verstandnis des kom-
plexen Metabolismus von Mn-Spezies in vivo verbessern. Die
Ergebnisse belegten die Hypothese einer Bildung von LMM-
Mn-Spezies in vivo. Die Aufnahme von anorganischem Mn, die
mit einer einzelnen i.v. Injektion simuliert wurde, fiihrte zu
einer Uberladung der urspriinglichen Carrier fiir HAM-Mn und
zur Bildung von LMM-Mn-Spezies im Serum Mn-exponierter
Ratten, wobei Mn-Citrat als Ko-Eluent der Hauptfraktion nie-
dermolekularer Mn-Spezies beobachtet wurde. Dies stand
im Einklang mit den Daten von Yokel und Crossgrove
[8], die zuvor bereits fir Mn-Citrat und anorganisches Mn
hohere Influx-Koeffizienten aus dem Blut ins Gehirn gefun-
den hatten als fur natives Mn-Transferrin. Die signifikant
hohere Mn-Gesamtkonzentration im Gehirn und in der Niere
Mn-exponierter Ratten ging auf die deutlich erhohte Konzen-
tration von Mn-Citrat und anorganischem Mn zuriick. Daher
schienen der unkontrollierte Transport und die letztendli-
che Akkumulation von LMM-Mn-Spezies im Gehirn und in der
Niere der schadigende Pfad des Mn-Metabolismus nach Expo-
sition zu sein. Die Muster der Mn-Spezies im Gehirn und in
der Niere waren ahnlich. Die Autoren folgerten daraus, dass
die Bestimmung spezifischer LMM-Mn-Spezies (Mn-Citrat) im
Serum als Biomarker fiir eine subchronische Mn-Exposition
in vivo von Nutzen sein konnte [94].

Im Hinblick auf die Fragen (d) bis (f) wurde eine Fol-
gestudie durchgefiihrt, in der an individuellen gepaarten
Proben mogliche Zusammenhange zwischen Mn-Spezies im
Serum oder Plasma einerseits und im Liquor andererseits
untersucht wurden [95]. Zur Qualitatskontrolle sowie zur
Identifikation von Spezies wurden zwei 2D-Ansatze verfolgt:
Zunachst erfolgte Trennung durch SEC, dann entweder durch
Kapillarelektrophorese-ICP-MS mit dynamischer Reaktions-
zelle oder durch Elektrospray-lonisations-Fouriertransform-
lonen-Zyklotron-MS (ESI-FT-ICR-MS). SchlieBlich wurden die
Konzentrationen der Mn-Spezies aus den verschiedenen
Probentypen zueinander in Beziehung gesetzt und die Kor-
relationskoeffizienten wurden berechnen.

In dieser Studie konnte in einer nativen Probe bei einer
Mn-Konzentration von 1 g/l und im neutralen pH-Bereich
der relevante [Mn(C4Hs07);]*-Komplex als vorherrschende
Mn-Citrat-Spezies nachgewiesen werden. In einer frilheren
Arbeit war iber eine Nachweisgrenze fiir Mn-Citrat von
250 ng/l bei der Bestimmung mittels ESI-MS/MS berichtet
worden [96]. Auf der Grundlage der Korrelationsberechnung
wurde eine,,Switch-Konzentration®* fiir das Gesamt-Mn im

Serum ermittelt, bei der sich der Zusammenhang zwischen
Mn-Spezies im Serum und im Liquor anderte: Bei einer Mn-
Gesamtkonzentration unter 1,55 ug/l im Serum korrelierten
proteingebundene Mn-Spezies wie Mn-Transferrin/-Albumin
mit der Mn-Gesamtkonzentration im Serum und im Liquor,
wahrend oberhalb dieser, Switch-Konzentration’® die Mn-
Gesamtkonzentration sowohl im Serum als auch im Liquor
mit der Konzentration von Mn-Citrat im Serum korrelierte.
Die statistische Analyse unterstrich die obigen Befunde.
Dies fiihrte zu der Annahme, dass eine erhohte Konzentra-
tion von Mn-Citrat im Serum oder Plasma ein geeigneter
Marker fir eine erhohte Mn-Gesamtkonzentration im Liquor
(und im Gehirn) sein konnte, d.h. ein Biomarker fir ein
erhohtes Risiko Mn-abhangiger neurologischer Storungen wie
Manganismus aufgrund berufsbedingter Mn-Exposition.

Neuartiges Mn-Biomonitoring beim Menschen

Es sollte betont werden, dass die Symptome einer Mn-
Intoxikation, sobald sie sich bemerkbar machen, in der Regel
progredient und irreversibel sind und bis zu einem gewis-
sen Grad die dauerhafte Schadigung neuronaler Strukturen
widerspiegeln. Daher ist die Suche nach einem zuverlassi-
gen biologischen Indikator oder Biomarker fur eine frihe
Mn-Exposition zu einem wichtigen Forschungsziel bei den
klinischen Untersuchungen zur Neurotoxizitat des Mn in der
Arbeitsmedizin geworden [7].

Ein sinnvoller Indikator einer Mn-Exposition sollte im
Idealfall folgende Bedingungen erfiillen: mit der Dosis der
externen Exposition in Beziehung stehende Anderung und
starke, schrittweise prozentuale Erhohung zwischen den
Vergleichsgruppen einer Studie [95].

Eine Messung der externen Exposition ist jedoch in der
Regel am Arbeitsplatz nicht moglich, weshalb der Grad
der Exposition gegeniiber Mn unbekannt ist. Die Werte fir
Mn im Blut oder Urin stehen in einem komplexen und nur
unzureichend verstandenen Zusammenhang mit den Wer-
ten fir die externe Exposition und sind zur Bestimmung
der internen Exposition nur von geringem Nutzen, insbeson-
dere da die Exkretion primar uUber die Galle in den Fazes
erfolgt (>95%) [97]. Trotzdem ist die Mn-Konzentration im
Plasma und Serum als Indikator bei der Beurteilung der
Mn-Exposition intensiv erforscht worden, jedoch nur mit
geringem Erfolg. Eine Studie von Smith et al. [97] zeigte,
dass die Verwendbarkeit von Mn im Blut als Biomarker fur
die Exposition begrenzt ist und stark von den Expositionspa-
rametern abhangt. Sie nahmen an, dass Mn (ahnlich wie Ca)
wahrend der Exposition im Knochen gespeichert und spater,
wenn die Exposition abnimmt oder aufhort, erneut ins Blut
mobilisiert wird, so dass die Beurteilung einer fritheren Mn-
Akkumulation im Korper nicht moglich ist [7]. Daher kann
der Mn-Serumspiegel allenfalls im Rahmen eines Gruppen-
vergleichs als geeigneter Indikator fir eine kiirzlich erfolgte
Mn-Exposition dienen (z. B. SchweiBer im Vergleich zu Kon-
trollpersonen). Jedoch kommt der Mn-Spiegel im Blut als
Marker fiir klinische Zwecke nicht in Frage, da er durch
die Ernahrung oder andere Umweltfaktoren stark beein-
flusst wird. In ihrer Pilotstudie verglichen Hoet et al. [98]
Mn-Plasmawerte von SchweiBern mit denen von Kontroll-
personen und fanden bei den SchweiBern um 33% erhohte
Werte (1,5 vs. 2,0 ng/l). Die Mn-Plasmakonzentration nach
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der Schicht korrelierte mit der Mn-Exposition uber die Luft,
wenn die Konzentration in der Luft ber 10ug/m® lag.
Insbesondere am ersten Werktag der Woche wies ein Mn-
Plasmawert von 2 pg/l mit einer Spezifitat von 82 % auf eine
Exposition gegeniiber mehr als 20 wg/m? Mn hin. Die Autoren
berichteten jedoch auch, dass an den folgenden Tagen trotz
ahnlicher Exposition veranderte Zusammenhange zwischen
dem Mn in der Luft und dem Mn-Plasmawert bestanden: Am
Dienstag war die Steigung der Regressionsgerade fur die Ver-
dopplung von log(Mn-Luft) um den Faktor 2,3 niedriger als
am Montag. Diese Befunde standen offensichtlich im Ein-
klang mit der Schlussfolgerung von Smith et al. [97], dass
der Mn-Serumspiegel allenfalls im Rahmen eines Gruppen-
vergleichs als geeigneter Indikator fiir eine kiirzlich erfolgte
Mn-Exposition dienen kann. Eine individuelle Beurteilung der
Exposition diirfte jedoch wegen der starken Variation zwi-
schen Einzelpersonen aufgrund von Unterschieden bei der
Exkretion und der Verteilung in andere Gewebe problema-
tisch sein. Des Weiteren werden Fe- und Mn-Serumproteine
wie Ferritin oder Transferrin (Tf) oder die Anzahl der TfR-
Rezeptoren als mogliche Biomarker in Betracht gezogen. Es
wurde gezeigt, dass letzterer bei SchweiBern, die berufs-
bedingt hohen Mn-Konzentrationen ausgesetzten waren,
abnahm, wahrend der Ferritin- und der Transferrin-Spiegel
anstiegen [99]. Anders als andere neurotoxische Metalle,
wie z. B. Hg und Pb, ist Mn ein essenzielles Element.
Daher existieren vermutlich Homoostase-Mechanismen, die
die Mn-Spiegel innerhalb eines schmalen Bereichs regulie-
ren und eine direkte Beziehung zwischen externer Exposition
und dem Gehalt im Korper verhindern.

Andere Matrizes, die im Hinblick auf einen Nachweis
von Mn untersucht wurden, sind Knochen, Haare und
Nagel. Die erhaltenen Resultate waren jedoch einmal mehr
inkonsistent und erlaubten die Unterscheidung zwischen
exponierten und nicht exponierten Arbeitern nicht. Ins-
besondere Haare wurden in Studien zum Zusammenhang
zwischen der Exposition und neuropsychologischen Effekten
bei Kindern als Matrizes fiir die Bestimmung von Mn und
anderen Metallen verwendet [17,44,100]. Die ermittelten
Konzentrationen waren jedoch ~ 4- bis 70-mal hoher als die
bei einer Studie von Eastman et al. ermittelten [101], fur die
ein mehrstufiges Verfahren zur Reinigung der Haare vor der
Bestimmung von Mn (und Pb, Cr, Cu) entwickelt worden war.
Wenn Haare zur Bestimmung von Mn verwendet werden, ist
deren Reinigung vor der Analyse unerlasslich. Trotzdem blei-
ben Haare eine unsichere Matrix fiir das Biomonitoring, da
es auBerst schwierig ist, zwischen exogenem und metabo-
lisch inkorporiertem Mn zu unterscheiden, insbesondere da
die Konzentrationen nach einem gewissen Zeitraum wieder
zu normalen Werten zurickkehren [7].

Scans am lebenden Gehirn mithilfe des MRT sind eine
weitere vielversprechende Methode, die moglicherweise
zur Diagnose von Mn-Neurotoxizitdt und Mn-Uberexpression
verwendet werden kann [4,7]. In einer Querschnittstudie
untersuchten Jiang et al. [102] 18 Mn-exponierte Beschaf-
tigte, von denen 13 hoch exponierte Schmelzer (Bereich der
Exposition 0,31-2,93 mg/m?3), 5 Mitarbeiter der Stromversor-
gungsabteilung derselben Fabrik (Bereich 0,23-0,77 mg/m?)
und 9Biroangestellte einer anderen Firma waren, die
als Kontrollpersonen dienten (Bereich 0-0,01 mg/m?). Die
MRT-Daten zeigten einen durchschnittlichen Anstieg des
Pallidum-Index (PI) von 7,4 % (p < 0,05) und 16,1% (p < 0,01)

in der Gruppe der Arbeiter mit niedriger (n = 5) bzw. hoher
(n = 18) Exposition, jeweils im Vergleich zur Kontrollgruppe.
Klinische Symptome und Anzeichen von Manganismus wur-
den allerdings nicht beobachtet. Daruiber hinaus wiesen 14
der 18 Mn-exponierte Mitarbeiter (78%) erhohte PI-Werte
auf, wobei der Anteil unter den stark exponierten Arbeitern
noch hoher war (85 %). Der Mn-Spiegel im Vollblut, im Plasma
und in den Erythrozyten wurde ebenfalls bestimmt. Bei den
exponierten Arbeitern zeigten die PI-Werte eine signifikante
(positive) Korrelation mit dem Mn-Gehalt der Erythrozyten.
Die Autoren folgerten, dass T1-gewichtete MRT-Scans ein
geeigneter Indikator fur eine kirzliche Exposition von akti-
ven Beschaftigten gegeniiber Mn in der Luft sein konnten,
jedoch wahrscheinlich nicht sensitiv genug fiir Patienten
sind, die aus dem belasteten Bereich entfernt worden sind.
Dariiber hinaus schlugen die Autoren vor, dass Erythrozyten
nitzlicher fiir das Mn-Biomonitoring sein konnten als Plasma
oder Serum, da die Mn-Transporter TfR und DMT1 in Erythro-
zyten nachgewiesen wurden.

Trotzdem bildet der MRT-Ansatz allein keine anwendbare
Methode fiir ein aussagekraftiges Biomonitoring beim Men-
schen (HBM).

Daher nahmen Cowan et al. eine intensive Evaluation
von Matrizes fir ein Mn-Biomonitoring vor [103]. Diese
Autoren befassten sich in einer Querschnittstudie mit Fol-
gendem: (a) Bestimmung der Konzentration von Mn, Fe
und Fe-metabolisierenden Proteinen in Speichel, Plasma,
Erythrozyten, Urin und Haaren bei Mn-exponierten Schmel-
zern im Vergleich zu nicht exponierten Kontrollpersonen; (b)
Beurteilung der Assoziation zwischen der Mn-Konzentration
in der Luft und moglichen Biomarkern; (c) Festlegung eines
Werts fiir einen zuverlassigen Biomarker, anhand dessen
genau zwischen Mn-exponierten Personen und der nicht
Mn-exponierten gesunden Bevolkerung unterschieden wer-
den kann. Die Autoren berichteten im Ergebnisabschnitt
ihrer Publikation, dass Speichel-, Plasma- und Erythrozy-
tenproben eine signifikante, mit der Expositionsgruppe in
Zusammenhang stehende Erhohung der Mn-Konzentrationen
aufwiesen, verglichen mit den Durchschnittswerten der
Kontroll-, niedrig und hoch exponierten Gruppe AuBerdem
beobachteten sie, dass die Mn-Konzentration im Speichel
schwach, aber signifikant mit den Berufsjahren und dem
Alter korrelierte.

Die Fe-Konzentration in Speichel- und Haarproben
war beim Vergleich der Expositionsgruppen mit der
Kontrollgruppe signifikant erhoht. Andererseits war die
Fe-Konzentration in Plasma und Erythrozyten signifikant
niedriger, wobei sich die Ferritin-Konzentration sowohl im
Serum als auch im Speichel bei den verschiedenen Grup-
pen nicht signifikant unterschied. Der Tf-Spiegel im Serum
war bei den Mn-exponierten Schmelzern im Vergleich zu den
Kontrollpersonen um 19-26 % (p < 0,05) erhoht.

Am Ende waren mehr als 15 biologische Parameter aus
funf wichtigen biologischen Matrizes untersucht worden. Im
Diskussionsabschnitt ihrer Publikation folgerten die Autoren
Uberraschenderweise, dass,,keiner dieser Parameter mit den
Berufsjahren oder dem Alter der Arbeiter assoziiert war*",
obwohl die Arbeiter anhand des Mn/Fe-Quotienten (MIR)
von den Kontrollen unterschieden werden konnten. Diese
Schlussfolgerung scheint im Gegensatz zu den oben erwahn-
ten Ergebnissen (signifikante Assoziation) zu stehen und lasst
den Leser in diesem Punkt verwirrt zuruck.
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Der MIR fur Erythrozyten und Plasma war bei Schmelzern
im Vergleich zu den Kontrollpersonen signifikant (p < 0,05)
erhoht. Der MIR im Speichel war bei der stark exponier-
ten Gruppe, nicht aber bei der schwach exponierten Gruppe
signifikant erhoht. Insgesamt korrelierten der MIR in Erythro-
zyten und der im Plasma stark mit der Mn-Konzentration
in der Luft, und deren Unterschiede wurden durch Alter,
Geschlecht, Einkommen oder Berufsjahre nicht signifikant
beeinflusst. Im Jahr 2009 berichteten Cowan et al. [104],
dass der MIR im Blut starker mit der Mn-Konzentration in der
Luft korrelierte. Jedoch konnen Krankheiten wie Anamie,
die nicht mit der Exposition in Beziehung stehen, diesen
moglichen Biomarker stark beeinflussen und seinen pradik-
tiven Wert einschranken.

SchlieBlich hat unsere Gruppe im Rahmen der Ent-
wicklung einer HBM-Strategie kiirzlich eine Korrelation
zwischen Mn-Spezies im Serum und der Mn-Konzentration
im Liquor errechnet (siehe Abschnitt Mn-Speziation). Ins-
besondere das Ergebnis, dass selbst eine leicht erhohte
Mn-Gesamtkonzentration im Serum oder Plasma auf uber
1,6 ng/l mit der erhohten Mn-Citrat-Konzentration und
dass dariiber hinaus diese erhohte Mn-Citrat-Konzentration
mit dem Mn-Gesamtgehalt im Liquor korrelierte, fiihrte
zu dem Schluss, dass diese Zusammenhange fir ein
Mn-Biomonitoring beim Menschen eingesetzt werden konn-
ten, mit der Verwendung der Mn-Citrat-Konzentration im
Serum/Plasma als Mn-Biomarker [95]. Wir schlugen daher
ein HBM-Konzept vor, das auf einem leicht erhohten Mn-
Gesamtgehalt und einer erhohten Mn-Citrat-Konzentration
im Serum/Plasma beruht. Dieses Konzept ist in Abb. 1 dar-
gestellt.

Da das angewandte analytische Verfahren in der Regel
fir die Routineanwendung in arbeitsmedizinischen Labors
nicht verfligbar ist, wurde getestet, ob Ultrafiltrations-(UF-
)-Einheiten mit einem Cutoff-Wert fur das Molekulargewicht
von 10kDa eine geeignete GroBenfraktionierung von
Element-Spezies, insbesondere von Mn-, Fe-, Cu-, Zn-, Mg-
und Ca-Spezies, in gepaarten menschlichen Liquor- und
Serumproben liefern. Die UF-Einheiten enthielten jedoch
betrachtliche Mengen an Zn, Cu und Ca und eine erhebli-
che Menge an Mn (im Verhaltnis zu der in den Proben), was
eine Reinigung vor der Verarbeitung von Proben erforderte.
Am Ende ermoglichte ein siebenstufiges Reinigungsverfah-
ren eine verlassliche Vorreinigung der UF-Einheit und die
Ultrafiltration von Liquor- oder Serumproben innerhalb von
90 Minuten. Auf diese Weise war der Probendurchsatz hoher
und der Test war kostengiinstiger als mithilfe der SEC-
ICP-MS. Dies wurde als vorteilhaft erachtet, da die hohe
Citratkonzentration im Liquor und im Serum leicht Metalle
aus dem HPLC-System oder der SEC-Saule mobilisiert.

Insgesamt scheint die UF eine zuverlassige Methode
der GroBenfraktionierung von Metallspezies in gepaarten
Liquor- und Serumproben zu sein, die neue Moglich-
keiten fir zukinftige Forschungsarbeiten in der Metall-
Neurowissenschaft und fur die Routineanwendung in
arbeitsmedizinischen Labors eroffnet [105].

Zukiinftiger Bedarf

So vielfaltig wie die verschiedenen Richtungen, in die die
Mn-Forschung steuert, ist auch der zukiinftige Forschungs-
bedarf.

| Verdacht auf Mn Exposition |

!

| Bestimmung von Mn im Serum |

Gesamt-Mn ¢

Gesamt-Mn

< 1.5 pg/L

A

> 1.6 pg/L

v

Bestimmung Mn-Citrat im Serum

Gesamt Mn im Serum > 1.6 pg/L

.| Gesamt Mn im Serum > 1.6 ug/L

ABER k
Mn-Citrat im Serum < 1 pg/L

Abbildung 1

i UND
Mn-Citrat im Serum > 1 pug/L

!

- Bestimmung von Mn und
Mn-Citrat in Liquor

- weitere Untersuchung in einer
neurologischen Klinik: MRT

Flussdiagramm: Bestimmung von Mn-Citrat im Serum oder Plasma im Rahmen eines Mn-Biomonitoring. Bei Ver-

dacht auf eine Mn-Exposition ist zunachst die Bestimmung der Mn-Gesamtkonzentration im Plasma/Serum ratsam. Auch bei nur
leicht erhohtem Wert (> 1,6 g/l) ist eine Bestimmung des Mn-Citratspiegels erforderlich. Wenn der Mn-Citratspiegel erhoht ist (>
1 ng/l), sollte die Konzentration von Mn und Mn-Citrat im Liquor bestimmt und der Patient sollte zwecks MRT-Untersuchung an eine

neurologische Abteilung liberwiesen werden.



Neue Einsichten in die Toxizitat und die Speziation von Mangan

121

Mit den heute verfiigbaren modernen Methoden
ist es moglich, die Toxizitat von Mn auf einem dif-
ferenzierteren Niveau zu untersuchen. So sind die
Positronen-Emissionstomographie und die Einzelphotonen-
Emissionscomputertomographie leistungsfahige Techniken
zum Nachweis von moglicherweise beteiligten Neuro-
transmittern wie Dopamin im lebenden Gehirn und zur
Bestimmung ihres Wirkorts. Dariiber hinaus erfordert die
Aufklarung des sehr komplexen Phanomens der Neuro-
toxizitat von Mn, Untersuchungen auf der DNA- und der
genetischen Ebene, wobei diese Methoden nicht nur fir Zell-
kulturproben, sondern auch fir Proben von In-vivo-Modellen
oder humane Proben eingesetzt werden miissen. Uberle-
gungen zu den genetischen Einfllssen auf die Pravalenz der
PK bei Mn-exponierten Personen gewinnen zunehmend an
Bedeutung. Dariliber hinaus sind jedoch Untersuchungen
zu den Wechselwirkungen zwischen Metallionen notig, da
SchweifBrauch und andere Expositionsquellen aufer Mn wei-
tere Metalle enthalten. Interaktionen zwischen Fe und Mn
wurden bereits intensiv diskutiert, jedoch miissen weitere
Metalle wie Cu, Zn oder Ca in die Uberlegungen einbezogen
werden. Es ist bekannt, dass ein komplexes Netzwerk
existiert, in dem diese Elemente die biologische Funktion
der jeweils anderen positiv oder negativ beeinflussen.
Ungleichgewichte in Bezug auf Metallionen konnten zu der
Schadigung der Neuronen beitragen, die primar durch eine
Mn-Uberexposition verursacht wurde. Was diese Metalle
betrifft, ist die Rolle des Transports iiber den Riechnerv ins
Gehirn ebenfalls von groBem Interesse und sollte weiter
untersucht werden.

Des Weiteren ist die Bestimmung von Mn-Spezies in
verschiedenen menschlichen Korperflissigkeiten wie Serum
und Liquor eine leistungsfahige Methode im Rahmen eines
Mn-Biomonitoring. Wenn die entsprechende Technik gut
etabliert ist, handelt es sich im Vergleich zur MRT oder hoch-
auflosenden Massenspektrometrie um eine praktikable und
sogar kostenglinstige Methode.

So kann mithilfe eines geeigneten Mn-Biomonitorings
die Belastung des menschlichen Korpers durch hohe
Mn-Konzentrationen  frithzeitig = nachgewiesen  wer-
den, was die Pravention des Manganismus oder des
durch langfristige Mn-Exposition induzierten Parkin-
sonismus durch moglichst weitgehenden Schutz der
Neuronen gegen Mn (wie fir Silymarin diskutiert)
erleichtert.

Andererseits sollten Informationen Uber spezifische
Mn-Spezies weiter dazu benutzt werden, Fragen zur Wech-
selbeziehung zwischen den Spezies und den molekularen
Mechanismen der Mn-induzierten Toxizitat in Neuronen zu
klaren: Gibt es Wechselbeziehungen oder sogar eine deutli-
che Korrelation zwischen bestimmten Mn-Spezies im Gehirn
und Konzentrationsanderungen oder sonstigen Einfliissen
auf Neurotransmitter oder die Aktivitat der Acetylcholine-
sterase? Gibt es eine Korrelation zwischen einer bestimmten
Mn-Spezies und Ungleichgewichten anderer Metallspezies,
insbesondere Storungen des Fe(ll)/Fe(lll)-Gleichgewichts,
die zu oxidativem Stress flihren konnten? SchlieBlich: Welche
anderen Stoffwechselwege werden durch spezifische Mn-
Spezies beeinflusst? Vorlaufige Experimente unseres Labors
mittels ESI-FT-ICR-MS weisen darauf hin, dass im Gehirn eine
enorme Zahl an Metaboliten und Stoffwechselwegen durch
Mn beeinflusst wird und dass in der Zukunft Riickschlusse

auf den Zusammenhang mit bestimmten Mn-Spezies gezogen
werden konnen.
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